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OZET

KALKAN (Scophthalmus maeoticus Pallas, 1811) POPULASYONLARININ
MOLEKULER GENETIK VE FENOTIPIiK TEKNIKLERLE ANALIiZi

Bu c¢alismada kalkan Scophtalmus maeoticus’un dagilim alanini olusturan
Marmara ve Karadeniz populasyonlarmin genetik ve fenotipik olarak incelenmesi
amaglanmistir. Genetik analizler i¢in niikleer DNA’ya bagli mikrosatelite ve
mitokondriyal DNA dizileme teknigi, fenotipik analizler i¢in morfometrik ve meristik
karakterler, otolit sekli ve otolit kimyasi analizleri kullanilmistir.

Mikrosatelite analizler i¢in bes mikrosatelit lokusu kullanilmis ve tim
populasyonlarda ortalama alel sayist 14.4 olarak bulunmustur. S. maeoticus
populasyonlarindaki ortalama goézlenen heterozigotluk degeri ise 0.42 olarak
bulunmustur. Populasyonlarin Fst degerlerinin ikiserli karsilastirilmast sonucunda tiim
populasyonlar arasinda istatistiksel olarak 6nemli derecede farklilik bulunmus olup
(P<0,001), en kiiciik genetik uzaklik (0.19549) Marmara Denizi ve Bati Karadeniz
populasyonlari arasinda goriiliirken en biiyiik uzaklik (0.21755) ise Marmara Denizi ve
Dogu Karadeniz populasyonlart arasinda goriilmiistiir. Populasyonlar i¢i genetik
cesitlilik ise en diisiik Dogu Karadeniz populasyonunun (0.716082), en yiiksek genetik
cesitlilik (0.748735) ise Bat1 Karadeniz populasyonunun olmustur.

Mitokondriyal DNA dizi analizi sonucunda kullanilan 566 b¢ COI gen
bolgesinin 10 b¢’lik kismi degisen bdlge olup, 1 bg’lik bolge ise populasyonlar arasinda
parsimoni anlamli bdlge gorevi gormiistiir. Niikleotid kompozisyonu A= % 23.2, T =%
28.8, C= % 28.4, G= % 19.6 olarak belirlenmistir. Tiim populasyonlar arasindaki
ortalama genetik ve haplotipik ¢esitlilik degerleri sirasiyla 0.00148 ve 0.6345 olarak
bulunmustur. Populasyonlarin genetik uzaklik degerlerinin ikiserli karsilastirilmasi
sonucunda sadece Marmara ve Dogu Karadeniz populasyonlar arasinda istatistiksel
olarak 6nemli derecede farklilik bulunmus olup (P<0,001), en kiiciik genetik uzaklik
(0.001416) Dogu ve Bati Karadeniz populasyonlar1 arasinda goriiliirtken en biiyiik
uzaklik (0.001593) ise Marmara Denizi ve Dogu Karadeniz populasyonlar1 arasinda
gorilmiistiir.

Morfometrik ve meristik karakterlerin kiimeler arasi korelasyon analizinde
sadece Dogu Karadeniz populasyonu diger populasyonlardan farkli oldugu
gozlemlenmistir.

Otolit morfolojisinin kiimeler aras1 korelasyon analizinde sadece Dogu
Karadeniz populasyonun diger populasyonlardan farklilik gosterdigi gézlemlenmistir.

Otolit kimyasinda Na, Ba, Mn, Sr, Ca, Zn, Mg, Fe ve K elementleri incelenmis
ve kiimeler aras1 korelasyon analizinde tiim populasyonlarin birbirlerinden farkli oldugu
tespit edilmistir.

2015, 59 sayfa

Anahtar Kelimeler: Scophthalmus maeoticus, mikrosatelite, DNA dizileme, morfoloji,
otolit kKimya



ABSTRACT

MOLECULAR GENETIC and PHENOTYPIC ANALYSIS OF TURBOT
POPULATIONS Scopthalmus maeoticus Pallas, 1814

In this study, population structure of turbot Scophtalmus maeoticus were
investigated with distributional range comprising the Marmara and Black Seas using
genetic and morphological markers. Microsatellites as a nuclear DNA marker and COI
gen as a mitochondrial DNA marker were used for genetic analysis. Morphometrics
characters, meristics charecters, otolith shape and otolith chemistry were applied for the
phenotypic analysis.

Five microsatellite loci were used, and the mean number of alleles was 14.4. The
mean observed heterozygosity were 0.42. The pairwise comparison of Fsr values were
statistically significant (P<0,001) between all populations, and the smallest genetic
distance (0.19549) was observed between the Marmara and West Black Seas
populations, and the highest genetic distance (0.21755) was observed between the
Marmara and East Black Seas populations. The lowest (0.716082) and highest
(0.748735) genetic diversity within populations was found in the East Black Sea and
West Black Sea populations, respectively.

Mitochondrial DNA sequencing of COI region revealed 10 bp variable and 1 bp
parsimony informative sites between populations. The nucleotide composition was A=
23,2 %, T=28.8 %, C=28.4 %, G=19.6 %. The overall genetic and haplotype diversities
were 0.00148 and 0.6345, respectively. The smallest (0.001416) and highest (0.001593)
genetic distance was observed between East and West Black Seas and Marmara and
East Black Seas populations, respectively. The pairwise comparison of genetic distance
were statistically significant (P<0,001) only between the Marmara and East Black Seas
populations.

Discriminant function analysis of morphometric and meristic characters showed
that only East Black Sea population was completely different from the other
populations.

Similarly, discriminant function analysis of the otolith shape showed that only
East Black Sea populations completely different from the other populations.

In otolith chemistry analysis, Na, Ba, Mn, Sr, Ca, Zn, Mg, Fe and K elements
were used and discriminant function analysis revealed that all populations were
completely different from each other.

2015, 59 pages

Key words: Scophthalmus maeoticus, microsatellite, DNA sequencing, morphology,
otolith chemistry
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1. GIRIS

Icinde bulundugumuz yiizyilda, pek ¢ok canli tiirii, biz insanlarm dogay1 son
derece diisiincesizce kullanmasi sonucunda varligini siirdiirememis ya da stirdiirebilmek
icin direnmektedir. Canlilar, yasadiklar1 ortamda insanlarin dogay1 kotii kullanmasindan
kaynaklanan yapay seleksiyona maruz kalmakta ve bu tip seleksiyon baskilarina sadece
genetik olarak giicli populasyonlar karsi koyabilmektedir. Genetik olarak giiclii
populasyonlarin  varligin1 siirdiirmesi, ancak populasyonlarin gen havuzlarinin
korunmasiyla miimkiin olabilir. Populasyonlar arasinda meydana gelen go¢ yani gen
aligverisi populasyonlar arasinda meydana gelebilecek genetik farkliliklarin ortadan
kalkmasini saglar. Yani bir populasyona goc¢ ile katilan bireyler, bu populasyonun gen
havuzuna yeni allellerin katilmasini, var olan allellerin ve genotipin korunmasini saglar
(Turan, 2000a).

Populasyon genetigi calismalar1 genel olarak populasyonlar arasinda meydana
gelen alel frekans degisiklikleri ve populasyonlar arasinda meydana gelen gog
olaylarinin tespitine yoneliktir. Bu tespitin 6nemi, diger populasyondan go¢ alarak
tasidigr genetik cesitliligi her zaman siirdiirebilen populasyonlarin, go¢ almayan
populasyonlardan farkli olarak, dogada karsilasabilecekleri zorluklara karsi daha
direngli genetik yapilar igerinde barindirdiklarinin bilinmesinden kaynaklanmaktadir.
Ayrica genetik gesitlilikte 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 sebep olabilmekte ve o
populasyonun yok olmasiyla sonug¢lanabilmektedir. Bundan dolayr mevcut olan genetik
cesitlilik, adaptasyona dayanan evrimsel degisiklik icin hayati bir rol oynamaktadir
(Turan, 2000a). Bu sebeplerden yola ¢ikarak denizlerde bulunan canli populasyonlari
arasinda herhangi bir sebepten genetik degisiklik varsa bunun tespit edilmesi o
populasyonlarin devamliliginin saglanmasi i¢in hayati 6nem tagimaktadir (Carvalho ve
Hauser, 1994).

Populasyonlardan stirekli {iriin alinabilmesi i¢in populasyonlart korumasi
gereken balikgilik idarecileri, genellikle avciligi yapilan balik miktar1 ve bunun
ekonomiye olan katkis1 gibi kisa donemli planlamalar yapmaktadir. Halbuki balik¢ilik
genetikgileri, gelecekte de mevcut olabilmeleri igin stoklarin uzun dénemde adaptasyon

kabiliyetleri ile ilgilenmektedirler. Balik¢ilik idarecileri genellikle genetik degisimin



¢ok uzun zaman zarfinda yani evrimsel siire¢le gerceklestigini ileri siirmektedirler. Oysa
genetik degisim, kuvvetli seleksiyon baskilar1 ve genetik kayma yoluyla birkag¢ y1l gibi
kisa zaman zarflarinda gerceklesebilmektedir. Buradan da anlasilacagi gibi balikgilik
idarecileri ve populasyon genetik¢ileri arasinda aktif bir iletisim olmalidir. Bu iletisim
dogrultusunda ekonomik ve biyolojik devamlilig1 saglamak igin asgari tedbirlerin ne
olacagina karar verilmeli ve koruma amaciyla anahtar populasyonlar tespit edilmelidir
(Turan, 2000a).

Populasyonlar arasindaki genetik cesitliligin tespit edilmesi ile ilgili ¢aligmalar,
protein elektroforezi, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), tek niikleotid polimorfizmi (SNP), Mikrosatelit ve DNA dizin analizi (DNA
sequencing) gibi metotlarla gergeklestirilmektedir.

Kalkan balig1r tlilkemizde ve diinyada ekonomik agidan onemli bir tiirdiir.
Actinopterygii sinifi, Pleuronectiformes takimi ve Scophthalmidae familyasina aittir.
Kalkan balig tiirleri, Atlantik’in Avrupa ve Kuzeybati Afrika kiyilar1 boyunca, 6zellikle
Kuzey Denizi ve Akdeniz’de dagilim gostermektedir (Fischer ve ark., 1987).
Denizlerimizde kalkan familyasinin; Scopthalmus maeoticus, Scophthalmus maximus,
Scophthalmus rhombus, Lepidorhombus boscii, Lepidorhombus whiffiagonis ve
Zeugopterus regius olmak tizere 6 tiirii bulunmaktadir (Turan ve ark., 2007).

Bu caligmada ekonomik degeri olan, iilkemizde ve diinyada simdiye kadar
populasyon genetigi ¢alismast bulunmayan Scophthalmus maeoticus populasyonlarinin
Niikleer DNA’ya bagli mikrosatelite ve mtDNA dizileme teknikleri ile populasyonlar
arasindaki genetik iliskinin derecesinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.

Genetik ¢aligmalarin yaninda populasyonlar morfolojik olarak da incelenecektir.
Morfolojik olarak her bir bireyden morfometrik ve meristik dl¢limler alinacaktir (Turan,
1999; Turan ve Basusta, 2001). Bunun yani sira populasyon calismalarinda giderek
yayginlasan otolit kimyas1 ve sekil analizi tekniklerinden de faydalanilacaktir (Turan ve
Yaglioglu, 2010). Bu sayede eger varsa populasyonlar arasindaki morfolojik

farkliliklarin genetik dayanaginin olup olmadig ortaya ¢ikartilacaktir



2. ONCEKI CALISMALAR

Campana ve Casselman (1993), otolit seklinin stok ayriminda belirleyici oldugu
hipotezini test etmek amaciyla yaptiklar1 calismada Atlantik morinas1  (Gadus
morhua)’dan aldiklar1 otolitlerin sekil analizini fourier analizini kullanarak belirlemisler
ve otolit alan ve ¢evre 6lgiimlerini de bi araya getirmislerdir. Morina 6rneklerinin ¢gogu
arasinda otolit seklinin ¢ok onemli farkliliklar gostermistir. Sagital otolitlerin lapilar ve
yildiz otolitlerden biraz daha iyi stok ayrimcilig1 sagladigini gézlemlemislerdir.

Bouza ve ark. (1997), yaptiklar1 ¢alismada 8 yetistiricilik ve 3 dogal kalkan
(Scophtalmus maximus) populasyonunun genetik ¢esitliligini 35 enzimatik lokus
kullanarak elektroforetik analiz ile incelemislerdir. Sonucu diger yassi balik tiirleri ile
karsilastirildiginda  kalkanin  dogal populasyonlarinin  diisiik genetik  ¢esitlilik
gosterdigini bulmuslardir (H=0,029 + 0,013).

Coughlan ve ark. (1998), kalkan (S. maximus) ‘nin kulugka yetistirmenin genetik
varyasyona etkilerinini arastirmak icin Irlanda ve Norveg’ten 2 dogal populasyon ve 2
yetistiricilik populasyonundan gelen oOrnekleri iic polimorfik mikrosatellite lokusu
kullanarak ¢alismuslar. irlanda yetistiricilik 6rneklerinde nadir gériilen 6nemli bir alel
kayb1 gozlemlenmesine ragmen istatiktiksel olarak dogal populasyonlara oranla
ortalama daha fazla heterozigotluk veya alel cesitliligi bulunmustur. Her iki iilkeden
dogal ve yetistiricilik populasyonlari arasinda Onemli bir genetik heterojenlik
bulunmasina ragmen iki dogal populasyon arasinda iliski saptanmamistir. Yetistiricilik
populasyonlar1 arasindaki genetik farklilasmanin kuluckahaneler arasi siirliklenmenin
neden oldugu diisiiniilm{istiir.

Avsar (1999), Giineydogu Karadeniz’deki kalkan balig: (S. maximus) stoklarinin
durumunu belirlemek amaciyla Nisan, Eyliil 1990 ve Eyliil-Ekim 1991 tarihleri arasinda
calisgma yapmistir. Her iki cinsiyetin yas-boy verisini kullanarak populasyon
parametrelerinden boy-agirlik iliskisini, W=0.0085*L*!%; V .Bertalanffy biiyiime
sabitlerini, L = 825.7 (mm), K=0.17 (y1l %), t, = -0.93 yil, W = 10590.43 (g); toplam
Oliimlerin {issi katsayisini ve bilesenlerini, Z=0.48, M=0.30 ve F=0.18 olarak tahmin
etmistir. Arastirma bolgesindeki 0-100 m derinlik katmaninda bulunan kalkanlarin
Eyliil-Ekim 1991 tarihleri arasindaki mevcut biyokiitlesinin 407.6 ton oldugunu ve bu

stoktan E=0.37’lik bir yararlanma orani ile az yararlanildigini saptamstir.



Turan (2000b), fenotipik belirtecler olan otolit sekil ve meristik karakterleri
Kuzeydogu Atlantik Ringa Balig1 populasyonlarnin morfolojik yapisini incelemek ve
populasyonlar1 ayirt etmek i¢in otolit seklinde truss yontemini kullanmustir.

Suzuki ve ark. (2001), yaptiklar1 calismada Karadeniz’deki kalkan Psetta
maxima’nin yas ve boy iliskini belirlemek i¢in Trabzon’dan kiyr balik¢iligiyla ve
Trabzon Su Uriinleri Arastirma Ensitiisii tarafindan Aralik 1997 ve Temmuz 1999°da
trol agiyla yakalanan &rnekleri incelemislerdir. Inceleme igin uygun olan 641 ¢ift otolit
kullanmiglardir. Otolitlerin yas halkalarin1 sayarak halka yarigaplarini 6lgmiislerdir.
Aralarindaki iliskinin hesaplanmasi i¢in standart boy (cm) L, yas t(yil?) Bertalanffy
bilyiime sabitlerini kullanarak disi ve erkek igin L=54.8{1-e- %%t * 001 ye
L=45.0{1-e- *597 00N temsil edilmistir.

Turan ve Aka (2003), Marmara ve Kuzeydogu Akdeniz'de bulunan bakalyaro,
Merluccius merluccius, populasyonlarmin farkliliklar1 otolit sekil analizi ile
arastirmiglardir. Bu amagla her bir denizden temsili olarak ornekler toplamislar ve
otolitler iizerinde Ol¢limler alarak, stoklar arasindaki farklilik, Kiimeler Arasi
Korelasyon Analizi (KAKA) ve Ana Bilesenler Analizi (ABA) kullanarak
incelemislerdir. Ana bilesenler analizi sonucu toplam varyansin %35'1 birinci ana
bilesende, % 26's1 ise ikinci ana bilesende toplanmistir. Ana bilesenler analizi sonucu
stoklar1 birbirinden ayirt etmede rol oynayan otolit 6l¢iimleri dnemlilik derecelerine
gore siralandiginda en O6nemli otolit Slglimlerini 1*2 ve 2*4 olarak, kiimeler arasi
korelasyon analizi sonucunuda kendi grubuna dogru olarak siniflandirilan bireylerin
sayis1t % 87,5 olarak yliksek bulmuslardir.

Turan ve Giirlek (2003), Akdenizde bulunan ve ekonomik degeri yiiksek olan
barbunya tiirtiniin (Upeneus moluccensis, Upeneus pori, Mullus barbatus ve Mullus
surmuletus) taksonomik iliskilerini otolit sekil analizi ile arastirmiglardir. Bu amagla
kiimeleraras1 korelasyon analizi ve ana bilesenler analizini kullanmiglardir. Sonug
olarak otolit sekil analizi tiirleri birbirinden ayirt etmede basarili olmus, tiirlerin
birbirleri ile olan iliskisi agisindan U. pori en farkli tiir olarak gortilmiistiir.

Rooker ve ark. (2003), ciftlikten geldigi varsayilan Atlantik mavi yiizgegli
orkinosu (Thunnus thynnus)’ nun yavru bireylerini ayirt etmek i¢in dogal etiket olan
otolitlerin, kimyasal analizini kullanmiglardir. Bu amagla alt1 element (Li, Mg, Ca, Mn,

Sr ve Ba) tiim otolitler plazma kiitle spektrometresi kullanilarak Olciilmiistiir. Otolit



kimyast sonuglar ¢iftlikten gelen yavru bireylerin T. thynnus stoklarma gore farkli
bulgular gosterdigini degerlendirmislerdir.

Nielsen ve ark. (2004), yaptiklari ¢alismada Kuzeydogu Atlantik’te bulunan
kalkan (Scophthalmus maximus L.)’ nin genetik populasyon yapisini 8 degiskenli
mikrosatlite lokusu kullanarak arastirmiglardir. Hibrid bolgelerinin, Kuzey Denizi ve
Baltik Denizi arasindaki gegis bolgesinde deniz baliklar1 i¢in ortak bir olgu oldugunu
gostermistir.

Clark ve ark. (2004) Atlantik mavi yiizgegli orkinos (Thunnus thynnus thynnus)
icin yirmi bes mikrosateliti karakterize etmislerdir. 25 mikrosatelitlerin tiimiiniinde
polimorfik oldugunu bildirmisler ve Dogu ve Kuzey bati Atlantik’te mavi ylizgegli
orkinos tiirli asir1 somiiriilmekte oldugunu ve bunun da stok yapilarinda biiyiik
degisikliklere neden olabilecegini bildirmektedirler. Mikrosatellitler stok yapilarinin ve
populasyon yapilarinin tahmininde kullanilmasinda biiyiik yararlar1 olacagini
vurgulamiglardir.

Samsun (2004), Kalkan balig1 avcilifinda en 6nemli bolgelerden biri olan Sinop
Bolgesi’nde 2001 yilinda avlanan 201 adet kalkan (S. maeoticus) baliginin biyolojik ve
morfolojik 6zelliklerinin belirlenerek, literatiir bilgileriyle karsilastirilmasi amaciyla bir
aragttma yapnustir. Incelenen kalkan baliklarmin yiizge¢ 15in sayilari; Sirt Yiizgeci
(D):59-68 adet, Karin Yiizgeci (A): 44-51 adet, Gogiis Yiizgeci (P):10-13 adet, Kuyruk
Yiizgeci (C):14-16 adet ve Pelvik Yiizge¢ (V): 4-7 adet olarak belirlenmistir. Baliklarda
4 adet olan solunga¢ lamellerindeki diken sayilari 14-17 / 10-14 / 7-11 / 5-7 olarak
sayillmistir. Yaklagik 1,5 cm olan diigme caplarinin biiylik ¢ogunlukla goz capina esit ya
da biiyiik oldugu, sirt (11-118) ve karin (3-206) kisimlarindaki diigme sayilarinin ¢ok
degisken olup karmn kisminda c¢ok daha fazla oldugu belirlenmistir. Karadeniz’de
yapilan ¢alismalarda kalkan balig1 i¢in farkli isimler kullanilmistir. Bu ¢aligma sonunda
elde edilen bilgilere gore; S. maeoticus’un, yiizgeg 1sinlar1 ve solunga¢ dikeni sayisi,
viicudun her iki tarafinda diigmelerin bulunmasi, morfolojik farklilik ve Karadeniz’e
Ozgli olmasi sebebiyle, tir ismi olarak S. maeoticus kullanilmasinin daha uygun
olacagini sdylemistir.

Suzuki ve ark. (2004), mitokondriyal DNA analizi kullanarak genetik olarak iki
ana farkli soydan olugsan Bati Akdeniz ve Dogu Akdeniz havzalarindaki kalkan (Psetta

maxima)’1 arastirmuslardir. Ikinci soy iginde, en ¢ok haplotip Azak Denizi’inden



endemik ve bunlarin yarisindan daha fazla tek bir atasal soydan tiiretilen haplotipi tiim
Dogu Akdeniz alanlarinda bulmuslardir. Mitokonriyal soy ve kemikli tiiberkiiller
arasinda morfotip varyasyon iliskisini saptamamislardir.

Liu ve ark. (2006), calismalarinda kalkan (S. maximus)’nin rastgele ¢ogaltilmis
DNA firiiniinden izole edilmis 5 polimorfik mikrosatelite lokusunu kullanmislardir.
Dizayn edilen 12 mikrosatelite primerin 5 ¢ifti ¢alisip polimorfik 6zellik gostermistir ve
bunlar 4 ve 9 allel arasinda bulunmustur. Heterozigotlugu sirasiyla; 0.76-0.90 ve 0.63-
0.83 degistigini gozlemlemisler. ilave 5 balik tiiriiniin ¢apraz-tiirler amplifikasyonu
stirasinda tiir bagina pozitif amplifikasyonlar1 bir ve ii¢ arasinda, polimorfik lokusun sifir
ve iki arasinda ortaya ¢iktigini belirtmislerdir.

Zengin ve ark. (2006), yaptiklari ¢alismada Karadeniz baligi kalkan (Psetta
maxima)’nin yas ve biiyiimesini tespit etmek i¢in 1990 ve 1996 yillarini arasinda Dogu
Karadeniz kiyilar1 boyunca toplamda 1445 birey toplamislardir. Yaslar biiylime
halkalarindan ve kirik sagital otolitlerden tahmin edilmistir. Marjinal artis1 analizi net
bir sekilde tek bir halkanin her yil yaz basinda olusturulmus oldugunu gdstermistir.
Uzunlukta biiylimenin cinsiyetler arasinda farklilik gosterdigi ve ayni yastaki disilerin
erkekler gore daha biiylidigli goriilmiistiir. Uzunluk-Yas verileri, The von Bertalanffy
bilyiime parametrelerine gore tiim poulasyon icin; L., = 96.24 cm K = 0.119 year '; to =
—0.01 bulmuslardir.

Samsun ve Samsun (2006), yaptiklar1 g¢alismada kalkan (S. maeoticus)
baliklarinin yas dagiliminin 2-11 arasinda degistigini, 4. ve 5. yas gruplar1 genelin
yaklasik 9%354’tnli olusturdugunu belirlemislerdir. Alttaki (kor taraf) otolitlerin
merkezinin otolitin tam ortasinda diizglin bir sekilde konuslandigi, sttekinde (gozli
taraf) ise merkezin kenara yakin bir yerde bulundugu ve bunlardaki yas halkalarinin
sikisik ve diizensiz oldugu saptanmistir. Genel olarak alt ve iist otolit uzunluklar
sirastyla 0,66+0,009 cm ve 0,71+0,011 cm, agirliklart ise 0,0489+0,003 g ve
0,0459+0,002 g olarak belirlenmistir. Balik uzunlugu ile otolit uzunluklar1 ve ortalama
otolit agirlig1 ile yas arasinda yiiksek korelasyonlu dogrusal iliskiler belirlenmistir.

Turan (2006), yaptig1 calismada, Akdeniz istavriti (Trachurus mediterraneus)’
nin Karadeniz, Marmara, Ege Denizi ve Dogu Akdeniz popuasyonlarini ayirt etmek i¢in

otolit sekil ve kimyasini kullanmiglardir. Otolit sekil ve kimyasi analizlerinde Orta



Karadeniz (Sinop) ve Ege Denizi (Izmir) &rneklerinin net bir ayrilikla Akdeniz
stoklarinin arasindaki benzer bir farklilagsma gostermistir.

Merigot ve ark. (2007), Solea solea (Linnaeus, 1758) iizerinden Kuzeybati
Akdeniz’ deki tiim dil baligi populasyonlarin1 ayirt etmek igin otolit analizinden
yararlanmiglardir. Morfolojik analizler sirasinda sag ve sol otolitler arasinda 6nemli bir
asimetri dikkat ¢ekmistir. Calisma sonucunda Kuzeybati Akdenizde birkag yerel dil
balig1 populasyonun varligin1 bulmuslardir.

Espineira ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢alismada yassi balik tiirlerinin genetik
bilgilerinin tanimlanmasi i¢in bir teknik gelistirmiglerdir. Teknik PZR ile ampfilike
edilmis DNA ve daha sonrasinda DNA dizileme ile filogenetik analize dayanmaktadir.
Sitokrom oksidaz alt birimini (COI) kullanilarak filogenetik agac¢ elde etmisler ve
bootstrap degerlerini hesaplamislardir.

Ruan ve ark. (2010), kalkan baliginin (Scophthalmus maximus L.) genetik
baglanti haritalari, “double pseudo testcross” stratejisi kullanilarak 158 mikrosatelite
markirt olusturtulmuslardir. Ebeveynler ve F; soyu (100 birey) populasyonlarin
ayrilmasinda kullanilmistir. 21 ve 30 genetik bag gruplarinin disi ve erkek haritalart ayri
ayr1 tanimlanmistir. 110 lokus ve 721,7 cm yayilmis erkek baglanti haritalar: ile
ortalama 9 cm intermarker araligr olusturulmustur. Buna ragmen disi haritas1 110 loci
olusan ve 919,1 cm yayilmis ve ortalama 12.9 cm intermarker araligi olusturulmustur.
Baglant1 haritalariin yaklasik kapsama erkek icin %63.5, disi i¢in %54.2 oldugu
saptanmigtir. Paylasilan belirtecler i¢in erkek: disi rekombinasyon oranlar1 1:1.3 olarak
belirtilmistir. Bu caligmada kalkan baliginin ikinci mikrosatelite genetik bag haritasi
temsil etmektedir. Ek olarak, onemli ekonomik 6zelliklerin niceliksel lokus haritalamasi
yapilmislardir. Erkek baglanti grubu 7 de QTL ile Kalkan viicut uzunlugunun muhtemel
iligkisini saptamiglar. Bu QTL’ nin kalkan molekiiler c¢alismalarinda marker
secimlerinde faydali olacagi belirtmisler.

Ruan ve ark. (2011), kalkan (S. maximus)’nun tiim genomundan biiyiik 6l¢ekli
izolasyonu i¢in koloni hibridizasyon stratejisi, mikrosatelite zenginlestirme
kiitliphaneleri yapiminda kullanilmistir. Kalkanin tiim genom capindaki farkli niikleotid
birimlerinin ayrintili analizi yapildiginda en sik bulunan mononiiklotoid tipi
bulunurken, dintiklotoid tnitesi 6 tekrarlama birimi tiirleri arasinda baskin tekrar birimi

oldugu belirlemigler. AGG (126,11) motifi degisimi 126,11 degerinin katsayisi ile bu



aragtirmada en degisken tekrar birimi sekli olmustugunu gostererek, tekrar birimlerinin
uzunlugu ve ortalama kopya sayisi arasindaki negatif korelasyon (r = -0.5, p = 0.072)
oldugunu tespit etmislerdir.

Atanassov ve ark., (2011), yaptiklar1 ¢alismada Bati Karadeniz kiy1 alaninin
Kuzey Bulgrasitan ve Kuzey Romanya bolgelerinden 76 kalkan 6rnegini mitokondriyal
kontrol bolgesi /CR/ ile karakterize etmislerdir. Toplamda 36 haplotip tespit etmislerdir.
Bu 27 haplotipiten yeni olan 9 haplotipin daha 6nce rapor edilen Pmax haplotipleri ile
aynt ¢iktigimi bulmuslardir. Haplotip dizi verilerinin analizinin Bat1 Karadeniz
kiyillarinda yasayan kalkan populasyonlar1 arasindaki filocografik farklilasmanin
varligini net bir sekilde saglamadigini tespit etmislerdir.

Turan ve ark., (2014), kalkan S. maximus (Linnaeus, 1758) tiiriin de otolit
kimyasint Marmara ve Karadeniz populasyonlarini ayirmak i¢in kullanmistir. Otolit
kimyas1 analizleri kalkan stoklar1 arasinda yiliksek farklilagma gostermis, Karadeniz
(Diizce ve Trabzon) ve Marmara 6rneklerinin arasinda net bir ayrilikla kisitli gen akist
oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir. Tek degiskenli varyans analizinin tiim otolit
elementlerin de (Ba, Mg, Mn, Sr, Na, K and Ca) (P<0.001) biitiin o6rneklerin

ortalamasinda anlamli farklilik gdsterdigini bulmusglardir.



3. MATERYAL ve YONTEM

Arastirma Mustafa Kemal Universitesi, Deniz Bilimleri ve Teknolojisi Fakiiltesi,

Molekiiler Ekoloji ve Balik¢ilik Genetigi Laboratuvari’nda yuriitiilmiistiir.

3.1. Materyal

3.1.1. Taksonomik Simiflandirma

ALEM : Animalia

SUBE : Chordata

ALT SUBE : Vertebrata

SINIF : Actinopterygii

TAKIM : Pleuronectiformes

FAMILYA : Scopthalmidae

CINS : Psetta

TUR : Scophthalmus maeoticus (Pallas, 1811)

3.1.2. S. maeoticus’un Diger Kalkan Tiirlerinden Ayiran Ozellikler

Karadeniz igin karakteristik olan Scophthalmus maeoticus (Pallas, 1811) tiiri
listten yassi, dairesel bir sekle sahiptir. Viicut lateralleri yassilasmis olup, gozler
metamorfoz sonucu viicudun pigment iceren sol tarafinda yer almistir. Erginlerde viicut
tizerinde 1yi gelismis kemiksi dikenler vardir. Viicut yiiksek, yiiksekligi basin
uzunlugundan daha fazla ve viicut uzunlugunun yarisindan fazladir (yaklasik % 56,9).
Yas ilerledikce viicut yiiksekligi artar. Geng bireylerde viicut yiiksekligi daha az olup
basin uzunlugu % 29.9 kadardir. Lateral ¢izgi ¢ok belirgin olup, gézlerin hizasindan
baslayarak pektoral yilizgecin bitimine kadar kavisli, daha sonra diiz bir sekilde kuyruk
yiizgeci baslangicinda sona erer. Agiz, hafif dorsal konumlu olup, ¢eneler bircok sira
olusturan disler ile ortiiliidiir. Dudaklarda ince ve sertlesmis halkalar bulunur. Burun
delikleri gézlerin oniinde yer alir (Slastenenko, 1956; Fischer ve ark., 1987; Zengin,
2000).

Deri kalin ve kaygandir. Viicudun alt tarafi beyaz bazen de kahverengi-siyah
lekeli olabilir. Viicut rengi iist tarafta esmer-boz ya da kirmizimsi-boz olup, taze

formlarda hi¢ leke bulunmaz. Bazilarinda ise viicudun belirli ya da ¢esitli yerlerine



dagilmig olarak irili ufakli, koyu kahverengi-siyahimsi nokta, halka seklinde lekeler
veya hareler bulunur (Slastenenko, 1956; Fischer ve ark., 1987; Zengin, 2000).

Yiizgegler genellikle esmer-grimsi renkte olup, ya tamamen lekesiz ya da belirli
yerlerinde, koyu esmer-siyahimsi lekeler tasiyabilirler. Dorsal yiizge¢ burun bitiminden,
kuyruk ylizgeci basenine kadar kesiksiz olarak uzar. Dorsal yilizgecin bitiminden
itibaren baslayan, yelpaze seklinde bir kuyruk yiizgeci mevcuttur. Anal yiizgeg, agiz
bitiminden baglayarak kuyruk yiizgeci basenine kadar devam eder. Pektoral ylizgeg,
solungag bitiminden baslar. iki tarafli olmasina ragmen, sag taraftaki daha belirgin bir
sekildedir. Biitlin yilizgecler yumusak 1sin igerir (Slastenenko, 1956; Aksiray, 1987;
Fischer ve ark., 1987; Zengin, 2000; Turan ve ark., 2007).

Viicut yiizeyinde bulunan tiiberkiiller S.maeoticus tiiriinde kanca bigiminde olup,
S.maximus tiiriinde sivri yapidadir. Tiiberkiillerde goriilen bu iki yapisal farklilik iki tiirii

ayirt etmekte etkili olmaktadir.

Sekil 3.1. Scophtalmus maeoticus’ un 6n goriintiisi

Sekil 3.2. Scopthalmus maeoticus’ un arka goriintiisii
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3.1.3. Ornekleme Bélgeleri

Kalkan ornekleri, tiiriin dagilim gosterdigi Dogu Karadeniz’i temsilen Trabzon,
Bati Karadeniz’i temsilen Diizce, Marmara Denizi’ni temsilen Mudanya’dan temin
edilmistir. Ornekler birebir tiiriin avciligmin yapilig1 trol ve uzatma tekneleri ile
cikilarak veya balike¢1 limanlarinda satin alinarak toplanmistir. Populasyonlar1 temsilen
25’er adet, toplam 75 adet 6rnekleme yapilmistir.

Orneklerin toplandig1 istasyonlar Sekil 3.3’de verilmistir. Orneklerin kodu,
ornek sayilari, cinsiyet oranlari, avlandiklar1 bolgelerin koordinatlari, avlanma tarihleri,

avlanma metotlar1 ve standart boy ortalamalar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kalkan (Scophtalmus maeoticus)’un populasyonlara gore Ornekleme

bilgileri
0.A PK|O.S|CO B.K AT A M S.B.O
(DIE)
Dogu KD1 | 25 | 15/10 | 41°22°36”"N | 20.12.2014 | Uzatma | 36,7 (4,7)
Karadeniz 39°44°23”E
Bati KD2 | 25 | 13/12 | 41°25°29"N | 22.10.2013 | Trol 25,7 (10,0)
Karadeniz 30°59°06” E
Marmara | MD | 25 | 15/10 | 40°43°23”N | 19.09.2014 | Trol 38,5 (4,5)
Denizi 28" 36°48”E

e KDI: Karadeniz ( Trabzon); KD2: Karadeniz (Ak¢akoca); MD: Marmara Denizi (Mudanya); O.A:
Ormnekleme Alanlari; P.K: Populasyonlarin Kodlar; O.S: Ornek Sayilari; C.O: Cinsiyet Oranlari; B.K:
Bolge Koordinatlari; A.T: Avlanma Tarihleri; A.M: Avlanma Metodu; S.B.O: Standart Boy Ortalamasi.

) 6‘ 3 zo 3S° .
1 1 : k
42°4
40"= MARMARA Trabzon
_ DENIzi
E o W"%E
A TURKIYE :
Q S0 0 50 100
o = 9
o w Em
=

Sekil 3.3. Kalkan (Scophtalmus maeoticus)’un 6rnekleme alanlari
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3.1.4. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler
Genetik calismada DNA elektroforezis tanki, giic kaynagi, UV goriintiileme
cihazi, vorteks cihazi, inkiibatér, mikrosantrifiij cihazi, hassas terazi ve PZR cihazi

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

Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlarin teknik 6zellikleri

Cihaz Ismi Teknik Ozellikler
DNA Elektroforezis Tank1 15x6x9cm
Dikey Elektoroforez 34 x29x18cm
UV goriintiileyici 24.1x33.7x12.1cm
Mikrosantrifiij 100-15000 rpm
Hassas Terazi Hassasiyet 0.1 mg
Inkiibatér 1201t/ 80°C
PCR Cihaz1 48 Tiiplik
Otoklav Max. 120 C

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin Elde Edilmesi ve Korunmasi

Toplanan balik 6rnekleri, fiziksel ve biyolojik bozulmay1 6nleme amaciyla ayri
ayr1 etiketlenmis ve polietilen torbalara yerlestirilmistir. Ornekler kiytya ulagincaya
kadar teknedeki dondurucuya veya buza konulmus, kiytya geldikten sonra ise
laboratuara ulasincaya kadar soguk tasima kabinda (buzda) muhafaza edilerek
laboratuara getirilmis ve derin donduruculara yerlestirilmistir. Tiirlerin tanis1 ve
sistematik ayrimi Slastenenko, (1956); Aksiray, (1987); Fischer ve ark., (1987); Zengin,
(2000) ve Turan ve ark., (2007)’ye gore yapilmistir. Laboratuvara getirilen 6rneklerin
tiir tayini yapildiktan sonra genetik analiz i¢in doku 6rnekleri alinmig ve % 95°lik etil
alkolde vida kapakli tiipler icerisinde +4 °C’de muhafaza edilmistir. Bunun disinda
balik orneklerinden yas doku ornekleri alinip bu 6rnekler derin dondurucuda (-20°C)
muhafaza edilmistir.

Laboratuvar kosullarinda baliklardan otolitler sag ve sol olmak iizere her iki
taraftan alinmistir. Otolitler temizlendikten sonra 6l¢iimler yapilmak iizere muhafaza

edilmistir.
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3.2.2. Molekiiler Genetik Analizler
3.2.2.1. DNA’nin Ekstrakte Edilmesi

DNA’nin elde edilmesinde Blin ve Stafford (1976) tarafindan verilen standart
fenol kloroform yontemi uygulanmustir (Ergiiden ve ark., 2010). Kalkan 6rneklerinin
kas dokusundan alinan ve %95’lik etil alkol igerisinde vida kapakl tliplerde muhafaza
edilen dokulardan yaklagik 50 mg, otoklavlanan eppendorf tiipler igerisine alindiktan
sonra lizerlerine sirasiyla 300 ul CTAB (20 g/l CTAB; 1.4 M NaCl; 100 mM Tris-HCI
pH 8.0; 20 mM EDTA) buffer soliisyonu, 50 ul Proteinase K ve 30 ul RNase A ilave
edilip cam c¢ubuk araciligiyla ezilmistir. Daha sonra Ornekler vortekslenip dnceden
37.5°C’ye ayarlanan etiivde 1 gece bekletilmistir. Etiivden alinan 6rnekler vortekslenip
380 pl fenol kloroform isoamil alkol (25:24:1) ilave edilip 15 dakika ters diiz edilmek
suretiyle karigtirllmigtir. Daha sonra 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilen 6rneklerin
iist tabakalar1 farkli tiiplere alinarak iizerlerine 380 pl kloroform isoamil alkol (24:1)
ilave edilerek tekrar 15dakika ters diiz edilmek suretiyle karistirllmigtir. Daha sonra
ornekler 12000 rpm’de 10dakika santrifiij edilerek {ist tabakalar yeni eppendorf tiiplere
aktarilmistir. Bu islemden sonra 6rneklerin tizerlerine, derin dondurucuda muhafaza
edilen %100’k etanol den 1 ml eklenip derin dondurucuda 2 saat bekletilmistir. Derin
dondurucudan c¢ikarilan 6rnekler 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek i¢lerindeki
stvi 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 sonra kuruyan peletlerin tizerine 100 pul TE buffer

eklenerek mitokondrial DNA ekstraksiyonu tamamlanmistir.

3.2.2.2. DNA’nmin Kalite ve Kantitesinin Belirlenmesi

DNA orneklerinin miktar1 belirlendikten sonra kalitesinin tespiti i¢cin % 0.7’lik
agaroz jel hazirlanmistir. Bunun i¢in 0.175 gr agarose, 25 ml saf su ile karistirilip
mikrodalga firin yardimiyla agaroz homojen hale getirilmistir. Saydamlasan jel iizerine
0.5 ml seyreltilmis 1x TBE Buffer ve 1.5 pl Ethidium Bromide eklenerek 60°C’ ye
kadar sogutulan jel 15x6x9 cm ebatlarindaki elektroforez kiiveti icerisine dokiilerek
sogumaya birakilmistir. Jel soguduktan sonra, igerisinde seyreltilmis 10x TBE Buffer

bulunan elektroforez tankina koyulmus ve 3 pl DNA 6rneginden 6 pl’lik loading buffer
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cozeltisinden karistirllarak sirasiyla jeldeki kuyulara yerlestirilmistir. Elektrik akiminin
gerceklesmesi icin, giic kaynagr 10 dk siire ile 25 mA ve 50 V’a ayarlanmistir.
Elektroforetik gd¢ tamamlandiktan jel, elektroforez tankindan dikkatlice alinmis ve UV
transilluminatér cihazinda, UV koruyucu maske ile Orneklerin DNA yapilari

gozlenmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. DNA ekstraksiyonu sonrast DNA’ nin agaroz jel goriintiisii

Mikrosatellit Lokuslarin Cogaltilmasi ve Kontrolii

Mikrosatelit lokuslar DNA iizerinde iki, ti¢ ya da dortlii baz tekrarlarindan
olusan farkl biyiikliikteki niikleotit dizileridir. Analizlerimizde daha dnce S. maximus
tird i¢in kullanilan ve S.maeoticus i¢in daha once hi¢ denenmemis olan B12-1 GT14
(lyengar ve ark. 2000), 3/9CA15 (lyengar ve ark. 2000), Smal-125INRA (Estoup ve
ark.. 1998), Sma-02 (Bouza ve ark., 2002) ve Sma3-12INRA (Estoup ve ark., 1998)
mikrosatelit primerleri kullanildi. Mikrosatelit lokuslarinin her biri farkli reaksiyon
sartlarinda optimize edildi. Lokuslar i¢in primer baglanma sicakliklar1 Cizelge 3.2°de
verilmistir. PZR cihazi kullanilarak, PZR (Polimarez Zincir Reaksiyonu) igin
optimizasyon reaksiyonu olusturulmustur. Kurulmus olan optimizasyon reaksiyonu
icerisinde, her bir primer i¢in 0.2 ul, Taqg DNA polimeraz 1U, 1 ul NTPs, 2 ul MgCly,
6.3 ul saf su, 3 pl Taq buffer, 1.25 pl Primer F, 1.25 pl Primer R ve 1ul (=10-25ng)
kalip DNA olacak sekilde hesaplama yapilmistir. PZR reaksiyon kosullari iki boliimde
gerceklesmistir. Ilk boliimde baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 1 dk denatiirasyon 94°C 20
s (5 déngii), primerlerin baglanmasi (annealing) 55°C (gradient) 20s, uzama 72°C 20 sn,
ikinci boliimde 94°C 20 s (25 dongii) denatiirasyon ve son uzama 72°C 20 sn olarak

ayarlanmigtir.
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Cizelge 3.3. Her bir lokusa ait baglanma (anneling) sicakligi, primer dizisi

Lokus Primerler Tekrarh Baglama
motif sicakhigr C

B12-1 GT14 F: GTGATGGAAGATTGTACCAG (G4 56-54 C
R: CACAATAAAGGATAGACCAG

3/9CA15 F: AGAGTGAAGAACGTACCTGC (CA)1s 58-60'C
R: CAATGGAGAGGCAGTATCGG

Smal-125INRA F: CACACCTGACAAAGCTCAAC (TAGA).;- 58°C
R:GCTGAACATTTTCATGTTGATAG (TG),

Sma-02 F: GGAGGATGTATTGAAAGTGT 54-56°C
R: AGAGCAGGTCATTATACAGC (TG)1s

Sma3-12INRA F: CACAATTGAATCACGAGATG 54-58°C
R: GCCACCACTGCGTAACAC (TG

Mikrosatelit Uriinlerinin Elektroforezi ve Goriintiilenmesi

Cogaltilan lokuslar % 1,5’lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilenerek PZR
tiriinleri kontrol edilmistir. Bu amagla 25 ml saf su icerisine 750 ml 1x TBE (89 mM
Tris base, 89 mM Borik asit, 2 mM EDTA) ve 0,375 g agaroz eklenerek, mikrodalga
firin yardimiyla agaroz homojen hale getirilmistir. 60 0C’ye kadar sogutulan jel igerisine
2,25 ul EtBr (Etidyum Bromiir, 5 mg/ml) eklenerek, jel tablasina dokiilmiis ve
polimerize olmasi i¢in beklenmistir. Her bir PZR iirliniinden 3 pl alinarak, 1 pl yiikleme
tamponu ile birlikte kuyucuklara yiiklenmistir. Son olarak jele 1 pl Marker (Low
Molecular Weight DNA Ladder Biolabs) yiiklenerek 60 V’da 15 dakika yiiriitiilmiis ve

UV goriintiileme sisteminde fotograflanmistir (Sekil 3.5).

o mo e WD e S e

Sekil 3.5. PCR sonrasi elde edilen PCR iiriiniiniin agaroz jel tizerinde kontrolii
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile COI Geninin Cogaltilmasi

Kalkan populasyonlar1 arasindaki genetik farkliligin derecesini belirlemek
amaciyla mitokondrial DNA (mtDNA) COIl geni kullanilmistir. DNA
ekstraksiyonundan sonra, universal primerler kullanarak PZR Metodu ile mtDNA COI
genleri ¢ogaltilmistir (Saiki ve ark. 1988). PZR ile uygulamasinda; ilk énce 95 °C’de 5
dakika denatiirasyon islemi uygulanmistir. Bunu takiben amplifikasyon islemi 94°C’de
30 sn, 65 °C’de 45 sn, 72 °C’de 2 dakikalik PZR sicaklik profili 20 dongii olacak
sekilde uygulandi ve 72 °C’de 5 dakika son uzama safhasi izlenmistir. Elde edilen PZR
tirtinii ise % 0,7’lik agaroz jelde kontrol edilmistir. Bunun i¢in asagida dizinleri verilen

universal primerden yararlanilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Her bir lokusa ait baglanma (anneling) sicakligi, primer dizisi.

Lokus Primer Baglanma
Sicakhg 'C

COIF: 5’-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’ 58

COIR: 5’-TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3’ 62

3.2.3. Genetik Verilerin Analizi
3.2.3.1. Mikrosatelite Verilerinin Analizi

Anlagmali firmaya PZR iiriinli temizlendikten (piiriifikasyon) sonra génderilmis
ve firma tarafindan mikrosatelite analizi yapilmistir. Elde edilen jel goriintiilerinden
Peak Scanner ile her bir bireyin allel biiyiikliikleri ve genotipleri belirlenmistir.
Bireylerden ve populasyonlardan elde edilen genotipler Arlequin 3,0 (Excoffier ve ark.,
2005) bilgisayar paket programi kulanilarak, tiim lokuslarda goriilen alel frekansi,
alellerin fiksasyon indeksleri, gozlenen ve beklenen heterozigotluk degerleri ve
populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadigi belirlenmistir (Levene,
1949; Guo ve Thompson, 1992).

Populasyonlar arasindaki genetik iligkinin gosteriminde komsu katiliml
soyagaci (Neigbour Joning) kullanilmistir. Dendogram iizerindeki dallarin giivenilirligi
PHYLIP (Felsenstein, 2002) bilgisayar paket programi ile se¢ bagla testi (bootstraping)
yapilarak test edilmistir. Treeview bilgisayar programi kullanilarak dendogram agag
olarak goriintiilenmistir. Populasyonlarin arasinda meydana gelen genetk degisimi

incelemek i¢in Fsr istatistikleri hesaplanmistir (Slatkin, 1995). Populasyonlarin genetik
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varyasyonunun cografik dagiliglarin1 test etmek icin molekiiler varyans analizi
(AMOVA) (Weir ve Cockerham, 1984) yapilmistir. Bu hesaplamalar Arlequin 3,0
(Excoffier ve ark., 2005) bilgisayar paket programi kulanarak yapilmaistir.

3.2.3.2. Mitkondriyal DNA Dizin Verilerinin Analizi

Anlagmali firmaya PZR {iriinii temizlendikten (piiriifikasyon) sonra gonderilen
ve firma tarafindan DNA dizin analizi yapilan Ornekler BioEdit (Hall, 1999)
programinda kontrol edilmis ve oldukga saglikli dizin analizleri elde edilmistir (Sekil

3.6).

$ File Edit view Zoom Horizontal Scale Accesory Application RNA Window Help

Sekll 3.6. DNA dIZIn analizi sonucu elde edilen COI geninin BioEdit programi ile
incelenmesi ve edit edilmesi islemi

=

r

Genetik verilerin analizinde MEGA (Tamura ve ark., 2011), DnaSP (Librado ve
Rozas, 2009) ve Arlequin 3 (Excoffier ve ark., 2005) bilgisayar paket programi

kullanilmuagtir.

3.2.4. Morfolojik inceleme
3.2.4.1. Morfometrik ve meristik

Arastirmada Kkalkan populasyonlar1 arasindaki morfolojik farklilagsmanin
derecesi, MorFISH (Turan ve Oral, 2005) programu ile incelenmistir. Bu amagla her bir

balik 6rneginin fotografi ¢ekilerek daha once belirlenmis 18 farkli nokta isaretlenmistir.
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Kalibrasyon degeri 2.5 cm alinarak bu noktalar arsindaki mesafe program yardimiyla
Olciilmiistiir.

Bunun disinda morfometrik karakterlerden, her baligin géz ¢ap1 (GC), gozler
aras1 mesafe (GAM), bas uzunlugu (BASUZ), pektoral yiizge¢ uzunlugu (PEKUZ),
ag1z-géz arast mesafe (AGM), dorsal yiizge¢ baslangici-operkulum arasi mesafe
(DOAM), tiiberkiil ¢ap1 (TC) olgtimleride 0.01 mm hassasiyetli kumpas ile her bir
baligin agirligi ise 0.05 gr hassasiyetli terazi yardimiyla alinmastir.

Meristik karakterlerden de dorsal, kaudal, anal, ventral, pektoral ve arka pektoral
yiizgec 1s1n sayilari ile solungag diken sayisi, omur sayisi, 6n dorsal tiiberkiil, 6n ventral
tiiberkiil, arka dorsal tiiberkiil, arka ventral tliberkiill ve toplam tiiberkiil sayilar

belirlenmistir (Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6).

Cizelge 3.5. Meristik analizde kullanilan karakterler ve kisaltmalari

Meristik Karakterler Kisaltmalar

DSl Dorsal yiizgeg 151n sayisi

VSI Ventral yiizge¢ 151n sayisi

ASI Anal ylizgec 151n sayis1

ADTS Arka Bolge Dorsal Tiiberkiil sayisi
AVTS Arka Bolge Ventral Tiiberkiil sayisi
KIS Kuyruk ylizgeci 1s1n sayist

SDS Solungag diken sayisi

0S Omur sayis1

Cizelge 3.6. Morfometrik analizde kullanilan karakterler ve kisaltmalari

Morfometrik Kisaltmalar

Karakterler

GC Goz ¢ap1

GAM Gozler aras1 mesafe

BASUZ Bas uzunlugu

PEKUZ Pektoral ylizgec 151n uzunlugu

AGM Ag1z-g6z aras1 mesafe

DOAM Dorsal yiizgeg baslangici ile operkulum arasi mesafe
TC Tiiberkiil ¢ap1
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Sekil 3.7. S.maeoticus’ un morfometrik 6l¢timleri
(1- Linea-Dorsal yiikseklik; 2- Linea-Anal yiikseklik; 3- Dorsal yiizgeg baslangici-Solungag kapagi arasi;
4- Agiz-pektoral yiizgeg baslangici; 5- Agiz-solungag kapagi arasi mesafe; 6- Agiz-pektoral yiizgeg bitisi
aras1 mesafe; 7- Agiz- Dorsal baslangici arasi; 8- Dorsal kaide uzunlugu; 9- Kaudal yiizge¢ sap1 genisligi;
10- Anal kaide uzunlugu; 11- Ventral uzunlugu; 12- Viicut yiiksekligi; 13- Agiz baslangig-son arasi
mesafe; 14- Yanal hat uzunlugu; 15- standart boy)

3.2.4.2. Otolit Sekil

Her balik o6rnegi icin otolitler pens ile alinarak iizerlerindeki dokular
temizlenmigtir. Daha sonra her otolit binokiiler mikroskoba yerlestirilerek digital
makine ile fotograflanmis ve Imaj analiz sistemi ile bilgisayar ortaminda otolitler
tizerinden Olgiimler koordinatlar seklinde alinmis ve daha sonra bu dlgiimler lineer

degerlere cevrilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. S. maeoticus otolitinde belirlenen 6 anahtar nokta ve bu noktalar arasinda
olusturulan 6l¢liim uzunluklari

3.2.4.3. Otolit kimyasi

Kimyasal analiz i¢in, Otolitlerin yiizeyine yapisan biyolojik kalintilarin ¢dziinmesi
icin ultra saf su icinde islatilmigtir. Daha sonra otolitler oncelikle kalan biyolojik
tortunun ¢oziinmesi i¢in 5 dakika siireyle % 3 hidrojen peroksit ile 1slatilmis ve % 1
nitrik asit i¢cinde 5 dakika bekletilmistir. Otolitler sonra asiti uzaklastirmak i¢in 5 dakika
boyunca, ultra saf su ile muamele edilmistir. Son olarak otolitler kurutularak cam tiipler
icinde 120°.C de inkiibatérde depolanmistir. Enstimental analize baslamadan 6nce her
otolit 0.001mg hassasiyetiyle tartilmis ve 10 ml %37°lik nitrik asit iginde ¢oziilmiistiir.
Orneklerin  Element konsantrasyonlari, soliisyon bazli, indiiktif olarak baglanmis
plazma atomik emisyon spektrometresi (ICP-AES) kullanilarak belirlenmistir.
Calismada kalkan (Scophtalmus maeoticus)’in otolitlerinin i¢inde bulunan Ba, Mg, Mn,

Sr, Na, K ve Ca, Fe elementleri degerlendirilmistir.

3.2.5. Morfolojik Verilerin Analizi

Analizler her balik drneginden alinan 21 farklit morfometrik karakter ve 7 meristik
karakter lizerinde yapilmigtir. Farkli populasyonlar arasindaki genetik iliskinin seklini
ve derecesini bulmada Ana Bilesenler Analizi (ABA) ve Kiimeleraras1 Korelasyon
Analizi (KKA) kullanilmistir. ABA (Ana Bilesenler Analizi) populasyonlar arasinda

farklilik olusturan morfometrik karakterleri tespit etmekte kullanilmaktadir (Somers,
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1986). KKA (Kiimeleraras1 Korelasyon Analizi) ise, populasyonlan sahip olduklari

morfolojik farkliliklara gore ayirt etmektedir.

Olgiimii yapilan tiirlerin ¢ok degiskenli analizlerinde, Ana Bilesenler Analizi
(ABA), Kiimelerarasi Korelasyon Analiz (KKA) ve Tek Degiskenli Varyans Analizi
(VA) kullanilmistar. ilgili hesaplamalar "SPSS, Statistica for Windows Version 23.0" ve

Excel Windows 2010 paket programlan ile yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Genetik Bulgular
4.1.1. Mikrosatellite Bulgulari

S.maeoticus populayonlarina ait 3 farkli populasyondan 75 o6rnek galisilarak
populasyonlar arasindaki genetik iligkiyi ortaya g¢ikarmaya calisildi. Bu calismada
kullanilan bes mikrosatellite lokusu PZR ile ¢ogaltildi ve Peak Scanner programi ile

genotipleri belirlendi (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).
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Sekil 4.1. 3/9-CA15 mikrosatellit lokusu i¢in genotipin Peak Scanner ile belirlenmesi
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Sekil 4.2. B12-1-GT14 mikrosatellit lokusu i¢in genotipin Peak Scanner ile belirlenmesi
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Sekil 4.3. SMA1 mikrosatellit lokusu i¢in genotipin Peak Scanner ile belirlenmesi
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Sekil 4.4. SMA02 mikrosatellit lokusu i¢in genotipin Peak Scanner ile belirlenmesi
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Sekil 4.5. SMA3 mikrosatellit lokusu i¢in genotipin Peak Scanner ile belirlenmesi

Elde edilen sonuglara gore tiim lokuslara ait gozlenen alel sayilari 10 ile 18
arasinda degisirken, en yiiksek alel sayis1 18 ile SMAT1 lokusuna, en diisiik alel sayist

ise 10 ile 3/9CA15 lokusuna ait bulunmustur (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Her bir lokusa ait gézlenen alel sayisi, gozlenen heterozigotluk, beklenen
heterozigotluk degerleri

Lokuslar Gozlenen Alel Gozlenen Beklenen
Sayisi Heterozigotluk Heterozigotluk

SMAL1 18 0.45 0.81
SMA-02 15 0.43 0.72
SMA3 16 0.48 0.68
B12-1-GT14 13 0.36 0.77
3/9CA15 10 0.37 0.7
Ortalama 144 0.42 0.74

Her lokusa ait beklenen ve goézlenen heterozigotluk degerleri hesaplanmistir
(Levene, 1949). Bu degerlere gore beklenen heterozigotlugu en yiiksek 0.81 ile SMA1
lokusu, en diisiik ise 0.68 ile SMA3 lokusu olmustur. Biitiin lokuslar ele alindiginda
beklenen heterozigotluk degerleri gézlenen heterozigotluk degerlerinden yiiksek oldugu
bulunmustur. Beklenen ve gozlenen heterozigotluk degerleri arasindaki en yiiksek fark
ise B12-1-GT14 lokusunundur. Gozlenen heterozigotluk degerleri ortalamasi 0.42 iken
beklenen heterozigotluk degerleri ortalamasi 0.74 diir (Cizelge 4.1).

Coughlan ve ark. (1998), S. maximus tiirii iizerine yaptiklar1 caligmada {i¢
mikrosatelite lokusu kullanmislar, dogal ve vyetistiricilik irlanda populasyonlarinda
ortalama gozlenen heterozigotluk oranmi 0.66 ile 0.08 arasinda, dogal Norveg
populasyonlarinda ise 0,71 ile 0,08 arasinda bulmuslardir.

Pardo ve ark., (2005), S.maximus’un yeni mikrosatelit belirteglerini tiiretmek
icin yaptiklar ¢alismada beklenen heterozigotluk degerini 0.13 ile 0.91 arasinda, lokus
basina alel sayisini ise 2 ile 15 arasinda bulmuslardir.

Liu ve ark., (2006), S.maximus iizerine yaptiklari ¢aligmada bes polimorfik
mikrosatelite lokusu kullanmislar ve gozlenen heterozigotlugu 0.76 ile 0.90 arasinda,
beklenen heterozigotlugu ise 0.63 ile 0.83 arasinda degistigini gozlemlemislerdir.

Florin ve Hoglund (2007), Psetta maxima’nin populasyon yapisint mikrosatlite
teknigi ile inceledikleri ¢alismada ortalama heteroziogotlugun 0.64 ile 0.72, her lokusun

ornek basina heterozigotlugu ise 0.28 ile 0.86 arasinda degistigini bulmuslardir.
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Navajas-Pérez ve ark. (2012), S. maximus tirini kullanarak yaptiklari
mikrosatelite ¢aligmasinda lokus basina alel sayisim1 2 ile 18 arasinda beklenen
heterozigotlugu ise 0.021 ile 0.951 arasinda bulmuslardir.

McConnell ve ark., (1995) Atlantik somon baliklarinda mikrosatelit teknigi
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada yedi popiilasyonda 4 mikrosatelit lokusu kullanmislar
ve heterozigotluk oranlarini 0.08-0.92 degerleri arasinda bulmuslardir.

Takagi ve ark., (1997), Pagrus major’un yakindan iliskili oldugu tiirlerin
izalosyonu i¢in yaptiklar1 mikrosatelite ¢alismasinda lokus bagina gézlenen alel sayisi
16 ile 32 arasinda, heterozigotlugu ise 0.675 ile 0.907 arasinda degistigini bulmuslardir.

Shaw ve ark., (1999), Clupea harengus’un populasyon yapisini belirlemek
amaci ile yaptiklar1 calismada dort mikrosatelite lokusu kullanmislar ve lokus basina
alel sayisin1 18 ile 41 arasinda, beklenen ortalama heterozigotlugu ise 0.90 ile 0.93
arasinda bulmuslardir.

Wimberger ve ark., (1999), Sebastes maliger’in izolasyonu ve karakterizasyonu
icin oniki mikrosatelite lokusu karakterize etmislerdir. Lokus basina alel sayisini 4 ile
15 arasinda, alel ortalamasini ise 6.8 olarak bulmuslardir. Beklenen heterozigotluk
degerinin 0.38 ile 0.79 arasinda degistigini ve ortalamasinin 0.60 oldugunu bumuslardir.

Populasyonlarin genetik yapilarini belirmek amaci ile Ornek sayilari, alel
sayilari, her populasyona ait beklenen ve gozlenen heterozigotluk degerleri ve Garza-
Wiliamson indeksi (Garza ve Williamson, 2001) hesaplanmistir. Her bir populasyona
ait ortalama gozlenen heterozigotluk degerleri en diisiik Marmara Denizi (0.25), en
yiiksek 0.40 ile Dogu Karadeniz ve Bat1 Karadeniz populasyonlart oldugu saptandi. Her
mikrosatelite lokusu basina alel sayilar1 11 lokusla Dogu Karadeniz populasyonundaki
SMAL1 en diisiik ise yine Dogu Karadeniz populasyonundan 4 ile 3/9CA15 lokusuna ait
oldugu bulunmustur. Lokus genelinde ortalama alel sayilar1 Dogu Karadeniz (KD1)
populasyonunda 6.60, Bati Karadeniz (KD2) ve Marmara Denizi (MD)
pupulasyonlarinda ise 7.20 iken Garza-Wlliamson indeksi en diisiik SMA1 lokusunun
KD2 o6rneklerinde, en yiliksek ise B12-I GT14 lokusunun KD2 ornekleridir. Garza-
Wiliamson indeks ortalamasi en diisiik KD1 (0.49), en yiiksek KD2 (0.56) dir (Cizelge
4.2).

Ayrica populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadiklari test

edilmistir. 3/9CA1S5 lokusundaki Dogu Karadeniz (KD1) populasyonlarindaki 6rnekler
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Hardy-Weinberg dengesinde olup (P>0.05), bunun haricindeki tiim lokuslara ait olan
populayonlardaki ornekler Hardy- Weinberg dengesinde bulunmamistir (P<0.0001).
Bir¢ok populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olmayisini 6rnek sayisinin sinirh
olusu ile ilintili olabilmektedir. Ayrica, tiim populasyonlarda gézlenen heterozigotluk
beklenenden daha yiiksek bulunmustur. Heterozigotlugun fazlaligi, birbirine
benzemeyen genotipler arasindaki eslesme ve heterozigotlarin yararina bir seleksiyon

sonucu olusabilir.

Cizelge 4.2. S. maeoticus populasyonlari arasinda bes mikrosatelit lokusu i¢in
tanimlayici istatistikler

Populasyonlar Lokuslar
SMA1 SMA02 SMA3 B12-1GT14 3/9CA15 Genel
Lokus Ort.
KD1 n 25 25 25 25 25
a 11 6 5 7 4 6.60
Ho 0.52***  (0.58**  0.12*%** 0.16*** 0.72 0.40
He 0.88***  0.70**  0.66*** 0.72%** 0.72 0.72
G.W. index 0.24 0.75 0.55 0.35 0.57 0.49
Alel arahgi 44 7 8 19 6 44
KD2 n 25 25 25 25 25
a 7 8 5 9 7 7.20
Ho 0.32***  0.56***  0.12*** 0.68*** 0.32%** 0.40
He 0.78***  0.75%**  0.69*** 0.78*** 0.74%** 0.75
G.W. index 0.14 0.33 0.62 1.00 0.70 0.56
Alel arahigi 49 23 7 8 9
MD n 25 25 25 25 25
a 8 7 8 8 5 7.20
Ho 0.52***  0.16%**  0.24*** 0.24*** 0.08*** 0.25
He 0.78***  0.70***  0.70*** 0.81%** 0.64*** 0.73
G.W. index 0.19 0.44 0.36 0.89 0.63 0.50
Alel arahg: 41 15 21 8 7

((n):Ornek sayist, (a): Alel sayist, (H0): Gozlenen alel sayist, (He): Beklenen alel sayist, (%), P < 0.0001.)

Rodriguez-Ramilo ve ark. (2007), S. maximus tiiriinde yaptiklar1 ¢alismada
ortalama alel sayisin1 15.10 bulmuslardir. SMA1 lokusun alel sayisini 8, beklenen
heterozigotluk degerini 0.745, gozlenen heterozigotluk degerini ise 0.734 olarak
bulmuglardir.

Kalkan populasyonlar1 arasindaki genetik iliski Nei (1978) genetik uzaklik (D)
degerleri hesaplanarak yapildi (Cizelge 4.3). Populasyonlarin ikiserli karsilastirmalar ile
elde edilen genetik uzaklik degerlerine gore en kiigiik uzaklik Marmara Denizi ve Bati

Karadeniz populasyonlar1 arasinda goriiliirken (0.19549), en biiyiik uzaklik ise Marmara
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Denizi ve Dogu Karadeniz populasyonlart arasinda goriildii (0.21755). Elde edilen bu
degerler kullanilarak populayonlar arasinda genetik iligskiyi gosteren komsu kalitimli
soyagaci elde edildi (Sekil 4.6). Yapilan analiz sonuglarina gére Dogu Karadeniz (KD1)
populasyonu Marmara Denizi populasyonu genetik uzaklik bakimindan ayirmistir. Bu

da Marmara Denizi’den Dogu Karandeniz’e gen akisi olmadigini gostermektedir.

Cizelge 4.3. Alt diyagonal populasyonlarin karsilikli FST degerleri, koyu renk yazilmis
degerler ise populasyonlar i¢i FST degerleri

Populasyonlar KD1 KD2 MD
KD1 0.716082
KD2 0.21015 0.748735
MD 0.21755 0.19549 0.725388

Populasyonlar i¢i genetik cesitlilik degeri en diisikk olan Dogu Karadeniz
(0.716082) populasyonu olmustur. Bu durumun Dogu Karadeniz populasyonu
tizerindeki avcilik baskinin yogunlugundan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. En
yiksek genetik cesitlilik ise Bati Karadeniz (0.748735) populasyonunda oldugu
gozlemlenmistir (Cizelge 4.3).

Populasyonlar aras1 genetik iligkiyi gdstermek adina negatif brans uzunluguna
izin verilen komsu kaliimli soyagaci kullanilmigtir. Soyagacinda en diisiik genetik
cesitlilik degerine sahip olan Dogu Karadeniz populasyonu genetik farklilik
olusturmustur. (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Mikrosalite lokuslarinin Fst degerleri komsu kalitimli soyagact (Neighbour
Joining tree) ve nodlarin giivenirligini gosteren se¢-bagla (bootstrap) degerleri soyagaci
iizerinde gosterilmistir.

4.1.2. Mitokondriyal DNA Dizileme Bulgular:

Yapilan model test sonucu verilerimize uygun en iyi model Jukes-Cantor modeli
bulunmustur (Jukes ve Cantor, 1969) ve S. maeoticus populasyonlar1 arasindaki genetik
cesitlilik ve farklilasmanin derecesi bu model esas alinarak belirlenmistir. Elde edilen
verilerden Neighbor-Joining metodu kullanilarak populasyonlar arasindaki genetik
ilskinin sekli belirlenmistir.

Analiz edilen COI bélgesinin uzunlugu 566 bg¢ olarak saptanmistir. Dizi analizi
sonucunda elde edilen niikleotid kompozisyonu Cizelge 4.4’de verilmistir. Yapilan
analizlerde A bazmin oran1 % 23.2 olarak, T bazinin oran1 % 28.8 olarak, C bazinin

orani % 28.4 olarak, G bazinin oran1 % 19.6 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Calismada kullanilan 566 baz ¢ifti uzunlugundaki COI geninin ortalama
niikleotid kompozisyonu (%)

Baz adi A T C G

(%) 23.2 28.8 28.4 19.6

29



DNA dizi analizi yapilarinda gosterilen 566 bg¢’lik bolgesi ¢alisilan COI geninin
556 bg¢’lik kismi evrimsel stirecten etkilenmemis bolgelerden olusurken 10 bg’lik kismi
ise populasyonlar arasinda g¢esitli sebeplerden otiirii degisen bolge olarak tespit
edilmistir. 1 b¢’lik bolge ise populasyonlar arasinda parsimoni anlamli bolge gorevi

gormustur.

Cizelge 4.5. Substitiisyon matrisi

A T/U C G
A - 8.33 8.33 8.33
T/U 8.33 - 8.33 8.33
C 8.33 8.33 - 8.33
G 8.33 8.33 8.33 -

Substitiisyon oranlarinin  maximum likelihood yontemiyle belirlenmesinde
Jukes-Cantor metodu kullanilmistir (Cizelge 4.5). Transisyonel substitiisyonlar koyu
renkte, transversionel substitiisyonlar ise normal olarak gosterilmistir. Substitiisyon
oranlar1 bir bazdan digerine gecis ihtimalini temsil etmektedir. Transisyonel
substitiisyon oranlart A/G 8.33, (T/U)/C 8.33, C/T/U) 8.33, G/A 8.33 olarak
bulunmustur. Niikleotid frekanslar1t A= %25, T/U= %25, C= %25 ve G= %25 seklinde
goriilmektedir.

Modeltest sonucu en iyi model Jukes-Cantor modeli segilmis olup analizler bu
modele gore yapilmistir. Populasyonlar igi ortalama genetik cesitlilik (diversity)
degerleri Cizelge 4.6° de gosterilmistir. Tiim populasyonlar arasindaki ortalama genetik

cesitlilik degeri 0,001481 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.6. Populasyonlar i¢i ortalama genetik ¢esitlilik

Populasyon Genetik Cesitlilik Degeri
Dogu Karadeniz (KD1) 0.001416
Bat1 Karadeniz (KD2) 0.001337
Marmara Denizi (MD) 0.001692

Elde edilen verilere gore en diisiikk genetik cesitlilik Bati Karadeniz (KD2)

populasyonunda gozlenmistir.
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Cizelge 4.7. S. maeoticus populasyonlarindaki COI haplotiplerinin frekanslar1 ve
popuasyonlara gore dagilimi

Haplotipler Dogu Karadeniz Bati1 Karadeniz Marmara Denizi

Hap 1 6 6 6
Hap 2
Hap 3
Hap 4
Hap 5
Hap 6
Hap 7
Hap 8 -
Hap 9 -
Hap 10 - -

N
=N N
1 1

PR N

DNA dizin analizi ile 3 populasyonda toplam 10 haplotip gozlenmistir (Cizelge
4.7). Haplotip ¢esitliligi bakimindan Dogu Karadeniz populasyonunda 5, Bati
Karadeniz populasyonunda 4 ve Marmara Denizi populasyonunda 4 haplotip
goriilmustiir. Haplotip 1 Dogu Karadeniz, Bati Karadeniz ve Marmara
populasyonlarinda, Haplotip 2, Haplotip 3, Haplotip 4, Haplotip 5 sadece Dogu
Karadeniz populasyonunda, Haplotip 6 sadece Bati Karadeniz populasyonunda,
Haplotip 7 Bati Karadeniz ve Marmara populasyonlarinda, Haplotip 8 sadece Bati
Karadeniz populasyonunda, Haplotip 9 ve Haplotip 10 sadece Marmara
populasyonunda belirlenmistir. Populasyonlar arasi ortalama haplotip cesitliligi ise
0,6345 olarak bulunmustur.

Stepien (1999), dil balig1 tiirii olan Microstomus pacificus’ nin filocografik
yapisini belirlemek amaciyla D-loop geni kullanarak yaptiklart mtDNA ¢alismasinda
toplam 110 bireyde 90 haplotip belirlemislerdir.

Suzuki ve ark., (2004), Psetta maxima’nin filocografik iliskini mitokondiriyal
DNA’nin haplotip degisimiyle anlamak amaci ile yaptiklari ¢alismada toplam 66 kalkan
sekansinda 28 haplotip belirlemislerdir.

Atanassov ve ark., (2011), Karadeniz ve Romanya kiyilarindan gelen Psetta
maxima populasyonlarinda mitokondriyal DNA kullanarak yaptiklari ¢aligmada toplam
36 haplotip belirlemislerdir, populasyonlar arasi ortalama haplotip ¢esitliligini ise 0.47
olarak bulmuslardir.

COI geni kullanarak S. maeoticus tiiriinde yapmis oldugumuz g¢alismada ise
toplam 3 populasyonda 10 haplotip belirledik ve ortalama haplotip ¢esitliligini 0,6345
olarak bulduk.
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Cizelge 4.8. Populasyonlar arasi karsilagtirmali genetik farklilik degerleri. ***, P<0.001

Populasyonlar KD1 KD2 MD
KD1 .
KD2 0.001416
MD 0.001593*** 0.001452

Populasyonlar arasi genetik farklilik diizeyi incelendiginde en yiiksek genetik
farklilasma diizeyi Marmara (MD) ve Dogu Karadeniz (KD1) populasyonlar1 arasinda
bulunmustur (Cizelge 4.8). Tiim populasyonlar arasindaki ortalama genetik farklilik
(divergence) degeri 0,001485 olarak bulunmugstur. Populasyonlarin genetik uzaklik
degerlerinin ikigerli karsilastirilmasi sonucunda sadece Marmara ve Dogu Karadeniz

populasyonlar arasinda istatistiksel olarak 6nemli derecede farklilik bulunmustur.

100

MD

KD1
Sekil 4.7. Komsu kalitiml1 soyagaci (Neighbour Joining tree) ve nodlarin giivenirligini
gosteren seg-bagla (bootstrap) degerleri soyagaci iizerinde gosterilmistir.

Populasyonlar arasindaki genetik iligkiyi gostermek adina negatif brang
uzunluguna izin verilen komsu kalitimli soyagact kullamilmistir. Soyagacinin
olusturulmasinda giivenirligi saglamak i¢in her bir agaca 1000 tekrarli bootstap testleri
uygulanmistir. Komsu kalitimli soyagacina gére Dogu Karadeniz populasyonu genetik

olarak en farkli populasyon olarak goriilmektedir (Sekil 4.7).
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Cizelge 4.9. Tajima notralite testi (Tajima, 1989)

m S Ps (0] T D
30 10 0.017668 0.004460 0.001482 -2.114293

m: Sekans sayisi, S:Toplam Polimorfik bolge sayisi, ps. Polimorfik bolge orani, @: Grup mutasyon orani,

m: Niikleotid farkliliklari, D: Tajima nétralite degeri

Populasyonlarin dengede olup olmadigin1 test etmek amaciyla notralite
testlerinden olan Tajima (1989)’nin nétralite testi uygulanmistir (Cizelge 4.9). Bu test
ile dogal olarak gelisen bir DNA dizisi ile dogal olmayan siire¢ kapsaminda gelisen
DNA dizisi ayirt edilmektedir. Calismamizda Tajima ndtralite degeri (D) -2.114293
bulunmustur. Tajima D degerinin yeni mutasyonlar yiiksek miktarda goriildiigiinde,
secici stiplirme (selective sweep), ya da populasyon genislemesi (population expansion)
durumlarinda negatif ¢ikmaktadir (Innan, 2000; McVean, 2002; Koban ve ark., 2008,
Lenger, 2011).

4.2. Morfolojik Bulgular
4.2.1. Morfometrik ve Meristik Bulgular

Yapilan meristik incelemeler sonucunda ventral 1sin sayisi tiim populasyonlarda
ayni ¢ikmistir ve Samsun (2004)’iin belirttigi gibi 4-7 degerleri araliginda bulunmustur
(Cizelge 4.10). Pektoral 1s1n sayisi, arka pektoral 1sin sayisi, solungag diken sayisi ve
omur sayist Dogu Karadeniz (KD1) ve Bati Karadeniz (KD2) populasyonlarinda ayni
cikmistir. Populasyonlarin tiimii dikkate alindiginda kuyruk yilizgeci Samsun (2004)’e
gore S. maeoticus tiiriiniin kuyruk yiizgeci 14-16 degerleri arasinda iken ¢aligmamizda
minumum deger 15 maksimum deger ise 19 ile Dogu Karadeniz (KD1) populasyonunda

gozlemlenmistir.

Cizelge 4.10. Populasyonlarin ayriminda kullanilan meristik karakterler ve minimum-
maksimum degerleri

Populasyonlar DIS PIS AlS VIS APIS KIS SDS (OF]

KD1 (Trabzon) 60-68 10-13  44-49 6 10-13  15-19 15-17 30-31

KD2 59-70  10-13 4251 6 10-13  16-18 15-17 30-31
(Diizce)
MD 61-76  11-12  45-51 6 11-12  16-17  14-17 31
(Mudanya)

DIS: Dorsal 1511 sayis1 PIS: Pektoral 151n sayis1 AIS: Anal yiizgec sayis1 VIS: Ventral 151n sayis1 APIS:
Arka pektoral 151n say1s1 KIS: Kuyruk yiizgeci sayis1 SDS: Solungag diken sayis1 OS: Omur sayis1
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Aksiray (1987)’e gore dorsal 151n sayis1 60-71, anal 151n sayis1 44-52 degerleri
arasinda iken ¢alismamizda sirastyla 59-76 ve 42-51 bulunmustur.

Populasyonlarin ayriminda kullanilan ana bilesenler analizi (ABA), S. maeoticus
populasyonlar1 arasinda farklilik olusturabilecek muhtemel morfometrik ve meristik
karakterlerin belirlenmesinde ve Orneklerin yas ve boy farkliliklarindan kaynakli
varyasyonun (allometri) elimine edilmesinde kullanilmistir.

Meristik karakterlerden tiiberkiil sayilarinin ise ayni bolgenin farkli 6rnekleri
arasinda dahi yiiksek farklilik gosterdigi tespit edilmis ve bu farkliliktan dolay1
populasyon ayriminda etkili bir sonu¢ gosteremeyeceginden bu degerler gdz Oniinde
bulundurulmamustir.

Populasyonlarin ayriminda ana bilesenler analizi (ABA) sonucu 28 ana bilesen
iretilmistir. Varyanslarin ana bilesenlere gore dagilimi Cizelge 4.11°de gosterilmistir.
Bu sonuglara gore toplam varyansin %48’1 birinci ana bilesende, %131 ise ikinci ana
bilesende toplanmistir. Boylece ilk ana bilesen toplam varyasyonun %62°lik kismim

olusturmustur.
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Cizelge 4.11. ABA sonucu varyanslarin AB’lere dagilimi

Degisken Varyans (%) Genel Toplam (%0)
AB1 48.370 48.370
AB2 13.275 61.645
AB3 8.697 70.341
AB4 6.222 76.564
AB5 4.564 81.127
ABG6 3.473 84.601
AB7 3.036 87.636
AB8 2.035 89.672
AB9 1.881 91.552

AB10 1.660 93.212
AB11 1.429 94.641
AB12 1.218 95.859
AB13 1.013 96.872
AB14 0.820 97.692
AB15 0.715 98.407
AB16 0.464 98.871
AB17 0.282 99.153
AB18 0.275 99.428
AB19 0.204 99.632
AB20 0.092 99.725
AB21 0.085 99.810
AB22 0.075 99.885
AB23 0.055 99.940
AB24 0.038 99.978
AB25 0.008 99.986
AB26 0.007 99.994
AB27 0.005 99.998
AB28 0.002 100.000

ABA analizi sonucu populasyonlarin ayriminda rol oynayan morfometrik ve
meristik karakterlerin etkinlik derecelerinin ana bilesen (AB) unsurlarina gore dagilimi

Cizelge 4.12°de verilmistir.
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Cizelge 4.12. Morfometrik ve meristik karakterlerin etkinlik derecelerine gore, ana
bilesenler analizi (ABA) sonucu siralanisi.

Degiskenler AB2 AB3 AB4 AB5

1-14 0.019 -0.153 0.005 0.023
8-14 -0.181 -0.029 -0.024 0.045
7-9 0.071 -0.194 0.076 0.003
2-4 0.084 -0.194 0.093 0.012
3-8 -0.217 -0.019 -0.047 0.042
1-15 0.049 -0.216 0.031 0.052
2-14 0.038 -0.165 0.041 0.011
3-14 -0.159 -0.065 -0.036 0.013
5-6 -0.224 -0.021 -0.063 0.063
1-13 0.075 -0.232 0.025 0.071
1-12 -0.093 -0.183 -0.058 0.034
10-11 -0.063 -0.110 -0.029 0.001
1-2 -0.126 -0.055 -0.120 0.062
BASUZ 0.194 0.550 0.302 -0.167
DOAM 0.093 0.543 0.417 -0.167
Linea uzunlugu 0.456 -0.018 0.002 -0.293
PSI -0.813 0.377 0.043 0.322
API -0.777 0.470 -0.008 0.293
SDS 0.691 -0.279 0.035 -0.061
GC 0.545 0.493 -0.365 0.153
AGM 0.530 0.252 -0.334 0.280
GAM 0.500 0.048 -0.376 0.470
(ON) 0.424 0.356 -0.300 0.028
TC 0.342 0.589 -0.117 -0.059
PEKUZ -0.035 0.567 0.254 -0.218
ASI 0.509 -0.056 0.658 0.249
DSl 0.360 -0.005 0.648 0.397
KIS 0.020 -0.094 0.148 0.572

Bu c¢izelgeye gore; morfometrik karakterlerin meristik karakterlere gore
populasyonlarin ayriminda daha etkili olduklar1 gozlenmis ve morfometrik
karakterlerden agiz-g6z aras1 mesafe ve goz ¢api Olgiimlerinin, meristik karakterlerden
ise pektoral 151n sayisi, arka pektoral 151n sayis1 ve solunga¢ diken sayisinin ayrimda
daha etkili olduklari tespit edilmistir.

Ana bilesenler analizi sonucu elde edilen ikinici ve li¢iincii ana bilesenlerin
birbirleri ile grafiklendirilmesi sonucu tiirleri birbirinden ayirt etmede rol oynayan

ozelliklerin vektorel dagilimi incelendiginde yukardaki sonuglar1 destekler bir sekilde
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agiz-gbz aras1 mesafe, goz ¢api, SDS, API ve PSI’nin yiiksek derecede etkili oldugunu

gormekteyiz (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Ana bilesenler analizi sonucu tiirleri birbirinden ayirt etmede rol oynayan
ozelliklerin ana bilesenlere gore dagilima.

Kiimeleraras1 Korelasyon Analizi (KKA) sonucu iki fonksiyon elde edilmis
olup, birinci fonksiyon toplam varyansin % 73’inii ikinci fonksiyonsa % 27’°sini

icermektedir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Kiimelerarasi korelasyon analizi (KKA) degerleri

Fonksiyonlar Eigen Varyans % Toplam % Korelasyon
Degiskeni
1 0.521 73 73 0.585
2 0.190 27 100 0.399
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Direkt Sayim

%

Kiimelerarast korelasyon analizi sonucu olusan birinci ve ikinci korelasyonun
birlerine olan degerleri istatiksel olarak Onemli (P<0.001) bulunmus olmasi
populasyonlar arasinda goriilen farkliligi desteklemektedir (Cizelge 4.14). Wilks'
Lambda degeri ve Ki-Kare degeri, ayrisim modelinin giiciinii belirlemek i¢in
kullanilmistir.  Wilks' Lambda, gruplar igindeki homojenligin dSlgiilmesinde
kullanilmistir. Lambda, 0 ile 1 arasinda deger almaktadir. 0 degeri, grup ortalamalarinin
farklilastig1, 1 degeri ise, tim grup ortalamalarinin ayni oldugu anlamina gelmektedir.
Wilks' Lambda degeri cizelge 4. 6’da goriildiigii gibi ¢ok diistik ve 41 gibi biiyiik bir Ki-
Kare ve 0 onemlilik degerine sahiptir. Diisiik bir Wilks' Lambda degeri ve onemlilik
degeri ile biiyiik bir Ki-kare degeri, ayrisim modelinin etkili bir ayristirma giiciine sahip

oldugunu gosterir (Yap ve ark., 2010; Giirlek, 2012).

Cizelge 4.14. Kiimelerarasi korelasyon analizi sonuglarindan biri olan istatistik denetimi

Wilks' Serbestlik Onem

Fonksiyon Testi Lambda Ki-Kare Derecesi Diizeyi
1'in 2. fonksiyona olan degeri 0.553 41.816 8 0.000
2 0.841 12.245 3 0.007

Kiimeleraras1 Korelasyon Analizinde (KKA), her bir populasyondaki 6rneklerin
kendi grubuna sayisal ve % olarak smiflandirilmasi sonucu 6rneklerin tamaminin %

68’1 dogru olarak kendi orijinal grubuna gore siniflandirilmistir (Cizelge 4.15).

Cizelge 4.15. Morfometrik ve meristik karakterlerin ayrigim analizi sonucunda her bir
gruptaki 6rneklerin kendi grubuna sayisal ve % olarak siniflandirilmasi

STOK KD1 KD2 MD TOPLAM
KD1 21 3 1 25
KD2 6 16 3 25
MD 7 4 14 25
KD1 84 12 4 100
KD2 24 64 12 100
MD 28 16 56 100
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Kendi grubuna dogru siniflandirmada en yiiksek oran % 84 ile en anlaml
farklilagsmay1 gosteren Dogu Karadeniz (KD1) oOrnekleri olmustur. Bu da Dogu
Karadeniz populasyonunun diger populasyonlara gore ¢ok daha farkli oldugunu ve
Dogu Karadeniz (KD1) populasyonundan diger populasyonlara énemli bir oranda gog
olmadigin1 géstermistir.

Bat1 Karadeniz (KD2) populasyondaki bireylerin kendi grubuna dogru olarak
siiflandirilmasinda % 64 gibi bir oran bulunmustur. Morfometrik ve meristik
karakterler bakimindan bu populasyondaki bireylerin 16 tanesi benzerlik gosterirken 6
tanesi Dogu Karadeniz (KD1) populasyonundaki bireylerle 3 tanesi ise Marmara Denizi
(MD) populasyonlarindaki bireylerle benzerlik géstermistir.

Bu sonuglara gore, populasyonlarin birbirinden farkli ¢ikmasinin birgok nedeni
olabilmektedir. Bolgelerdeki gerek cografik, gerekse iklimsel farkliliklarin Onemi
biiyiiktiir. Bununla birlikte baligin bulundugu ortamin besinsel yonden ¢esitli ve zengin
olmas1 daha erken gelismeye neden olabilmektedir. Ayrica ekolojik faktorlerde
baliklarin gelismesinde 6nemli bir etken olarak sayilabilmektedir.

Denizlerimiz ele alindiginda; Karadeniz kendine 6zgili ekosistemi olan bir yari
kapali deniz konumundadir. Tuzluluk orani diger denizlere gore daha diisiiktiir.
Marmara Denizi, diger li¢ denizimize oranla daha kiiciik bir i¢ denizimizdir. Ancak son
yillarda asir1 kirlilige maruz kalmis durumdadir. Bu 6zellikler goz oniine alindiginda
populasyonlarin morfolojik olarak farkli ¢ikabilmesinde denizlerimizin yapisal

Ozellikleri de 6nemli bir faktor teskil edebilir.

4.2.2. Otolit Sekil Analizi Bulgulari

Ana Bilesenler Analizi (ABA) sonucu 9 ana bilesen iiretilmistir, bu ana
bilesenlerin sahip olduklar1 varyasyon yiizdeleri Cizelge 4.16’de verilmistir. Bu
sonuglara gore toplam varyansin % 43’{inii birinci ana bilesende, % 20'sini ise ikinci
ana bilesende toplanmistir. Boylece ilk iki ana bilesen toplam varyansin % 63’iini
temsil etmistir.

ABA sonucu stoklar1 birbirinden ayirt etmede rol oynayan otolit dlglimlerinin
onemliliklerine gore ana bilesen yiiklemeleri biiyiikliik siralarina gore Cizelge 4.17°de
verilmistir. Buna gore tiirleri birbirinden ayirt etmede en 6nemli otolit 6l¢iimii 1-4 ve 2-

3 olarak goriilmektedir.
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Cizelge 4.16. ABA sonucu varyanslarin AB’lere dagilimi

Degisken Varyans (%) TopCI;aerrr]1el(% )
AB1 43 43
AB2 20 63
AB3 17 79
AB4 11 90
AB5 4 94
ABG6 2 97
AB7 1 98
AB8 1 99
AB9 1 100

Ana bilesenler analizi sonucu elde edilen ikinici ve liglincli ana bilesenlerin
birbirleri ile grafiklendirilmesi sonucu tiirleri birbirinden ayirt etmede rol oynayan
ozelliklerin vektorel dagilimi incelendiginde yukardaki sonuglari destekler bir sekilde

Sekil 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.17. Ana bilesenler analizi sonucu stoklari birbirinden ayirt etmede rol
oynayan otolit 6l¢iimleri

Degiskenler AB2 AB3 AB4

2-6 -0.093 -0.119 -0.272
1-6 -0.169 -0.208 0.061
3-5 0.025 0.115 0.296
1-2 0.031 -0.155 -0.530
2-5 0.253 0.484 -0.294
1-4 0.891 0.094 0.083
2-3 0.777 -0.515 -0.160
5-6 0.559 0.686 -0.134
3-4 -0.137 0.684 0.340
4-5 0.387 -0.362 0.620
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Sekil 4.9. Ana bilesenler analizi sonucu tiirleri birbirinden ayirt etmede rol oynayan
ozelliklerin ana bilesenlere gore dagilima.

Tiirlerin ayriminda otolit 6lglimlerinin etkinlik dercesine gére ABA unsurlarina
gore siralanis1 Cizelge 4.18’de gosterilmektedir. Buna gore; birinci ana bilesene gore
otolit dl¢limlerinden agirlikli olarak 2-3 ve 1-4 gibi 6l¢iimlerin ayrimda etkili oldugu
gozlemlenirken, ikinci ana bilesen i¢in 3-5 ve 4-5 Olglimlerinin etkili oldugu dikkat

cekmektedir.
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Cizelge 4.18. Ana Bilesenler Analizi (ABA) sonuglaria gore otolit dlgiimlerinin
etkinlik derecesine gore gosterilmesi

Morfolojik karakterler Fonksiyon
1 2

2-3 0.618* 0.426
1-4 0.527* 0.224
34 -0.262* 0.163
1-6 -0.229* 0.052
3-5 -0.254 0.421*
4-5 0.094 0.396*
5-6 0.033 0.328*
1-2 0.129 -0.187*
2-6 -0.087 -0.133*
2-5 -0.090 0.115*

*Herhangi bir ayirt edici 6zellik ve her bir degisken arasindaki mutlak korelasyon

Ana bilesenler analizi sonucu elde edilen ana bilesenler, populasyonlar
arasindaki farkliliklar1 ortaya ¢ikarmada kullanilan kiimelerarasi korelasyon analizinde
kullanildi. KKA sonucu 2 fonksiyon elde edildi ve birinci fonksiyon toplam
varyasyonun % 65’ini, ikinci fonksiyon ise toplam varyasyonun % 35’ini tasidigi

gorilmistiir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. Kiimelerarasi korelasyon analizi (KKA) degerleri

Fonksiyonlar Eigen Varyans % Toplam % Korelasyon
Degiskeni

1 0.804 65 65 0.668

2 0.436 35 100 0.551

Yapilan kiimelerarasi korelasyon analizi sonuglarindan biri olan istatistik

denetimler Cizelge 4.20 ve Cizelge 4.21°de verilmistir.
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Cizelge 4.20. Kiimelerarasi korelasyon analizi sonug¢larindan biri olan istatistik denetimi

Wilks' Lambda F Serbestlik Serbestlik Onem Diizeyi
Derecesi 1 Derecesi 2
1-2 0.972 1.031 2 72 0.362
1-6 0.958 1.564 2 72 0.216
2-6 0.986 0.498 2 72 0.610
2-3 0.722 13.894 2 72 0.000
2-5 0.988 0.443 2 72 0.644
3-5 0.886 4.647 2 72 0.013
5-6 0.955 1.715 2 72 0.187
3-4 0.938 2.399 2 72 0.098
4-5 0.930 2.708 2 72 0.073
1-4 0.803 8.835 2 72 0.000

Cizelge 4.21. Kiimelerarasi korelasyon analizi sonuglarindan biri olan istatistik denetimi

. . Wilks' : Serbestlik ~ Onem
Fonksiyon Testi Lambda Ki-Kare Derecesi  Diizeyi
1'in 2. fonksiyona olan degeri 0.386 64.237 20 0.000
2 0.697 24.402 9 0.004

Wilks' Lambda degeri tabloda goriildiigii gibi ¢cok diisiik ve 64 gibi bir Ki- Kare
ve 0 onemlilik degerine sahiptir. Diislik bir Wilks' Lambda degeri ve dnemlilik degeri
ile biyiik bir Ki-kare degeri, ayristim modelinin etkili bir ayristirma giiciine sahip
oldugunu gosterir (Yap ve ark., 2010; Giirlek, 2012).

Kiimeler Arasi Korelasyon analizi (KKA) sonucu, her bir populasyondaki
orneklerin kendi grubuna sayisal ve % olarak siniflandirilmas1 sonucu orneklerin
tamaminin % 69 ’u dogru olarak kendi orijinal grubuna goére siniflandirilmistir (Cizelge
4.22). En yiiksek farklilasma oranini (% 80) ise, Dogu Karadeniz (KD1) ornekleri
gostermistir. Bu da Dogu Karadeniz populasyonunun diger populasyonlara gore daha

farkli oldugunu ortaya ¢ikarmstir.
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Cizelge 4.22. Otolit 6l¢glimlerinin ayrigim analizi sonucunda her bir gruptaki 6rneklerin
kendi grubuna sayisal ve % olarak siniflandirilmasi

STOK KD1 KD2 MD TOPLAM
KD1 20 4 1 25

KD2 0 17 8 25

MD 7 3 15 25

KD1 80 16 4 100

KD2 0 68 32 100

MD 28 12 60 100

Bati Karadeniz (KD2) populasyonundaki bireylerin kendi grubuna dogru olarak
siiflandirilmasinda % 68 gibi bir oran bulunmustur. Otolit 6l¢iim degerleri bakimidan
bu populasyondaki bireylerin 17 tanesi benzerlik gosterirken, 8 tanesi Marmara Denizi
(MD), populasyonundaki bireylere benzerlik géstermistir.

Marmara Denizi (MD) populasyonunun kendi grubuna dogru olarak
siiflandirilmasinda % 60 gibi bir oran bulunmus otolit dl¢iim degerleri bakimindan bu
populasyondaki bireylerin 15 tanes1 benzerlik gosterirken, 7 tanesi Dogu Karadeniz

(KDT1) ve 3 tanesi Bat1 Karadeniz (KD2) populasyonlariyla benzerlik géstermistir.

4.2.3. Otolit Kimya Analizi Bulgular:
Yapilan element analizler sonucu her bir populasyon i¢in gozlenen ortalama ve
standart sapma (SD) degerleri Cizelge 4.23’de verilmistir. Buna gére populasyonlar

arasinda onemli derecede element miktar farkliliklar1 gozlenmektedir.
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Cizelge 4.23. Element analizi sonucu gozlenen ortalama ve standart sapma degerleri.

Populasyon

Elementler Dogu Karadeniz Bat1 Karadeniz Marmara Denizi

(KD1) (KD2) (MD)
Fe ppm 3.59 2.285 0.37
SD 0.2 0.02 0.1
Zn ppm 0.49 2.6789 1.41
SD 0.23 0.004 0.12
Ba ppm 10.37 28.635 6.71
SD 0.02 0.04 0.09
Mg ppm 82.48 51.983 68.48
SD 2.83 0.016 1.83
Mn ppm 8.08 16.749 6.28
SD 0.05 0.015 0.06
Sr ppm 1869.69 3492.315 1274.54
SD 10.19 0.018 14.12
Na ppm 122.71 437.345 129.03
SD 99.65 0.01 59.72
K ppm 431.98 377.08 873.61
SD 7.65 0.11 9.67
Cagl/kg 212.48 473.044 280.37
SD 2.29 0.04 1.96

Yapilan varyans analiz testi (ANOVA) sonucu tiim elementler icin
populasyonlara arasinda O6nemli derecede farklilik goézlenmistir (P<0.001). Ana
Bilesenler Analizi sonucu 6 ana bilesen tiretilmis ve bu ana bilesenlerin sahip olduklari
varyasyon ylizdeleri ¢izelge 4.24’de verilmistir. Bu sonuglara gore toplam varyansin
%75’1ni birinci ana bilesende, %25°1i ise ikinci ana bilesende toplanmistir ve ilk iki ana

bilesen toplam varyansin %100’{inii temsil etmistir.
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Cizelge 4.24. ABA sonucu varyanslarin AB’lere dagilimi

Genel
N 0
Degisken Varyans (%) Toplam (%)
AB1 75 »
AB2 25 100
AB3 0.018 100
AB4 0.003 100
AB5 0.001 100
1,0 we
0,5 e
Sr
/.Mn
N Ba
8 0,01
Na
Ca
o Zn
K
' - PC1 | |

Sekil 4.10. Ana bilesenler analizi sonucu tiirleri birbirinden ayirt etmede rol oynayan

unsurlarina gore siralanmasinda birinci ana bilesene gore elementlerden Na, Ba, Mn, Sr,
Ca, Zn ve Mg’un ayrimda etkili oldugunu gézlemlenirken, ikinci ana bilesen i¢in Fe ve
K’un etkili oldugu dikkat ¢ekmektedir (Cizelge 4.25). Turan ve ark., (2014)’nin S.
maximus tlrinin Dogu Karadeniz, Bati Karadeniz ve Marmara populasyonlarinin
ayrimi i¢in yaptiklart otolit kimyas1 ¢aligmasina gore populasyonlar1 ayirt etmede ilk

ana bilesene gore Sr ve Mg, ikinci ana bilesene gore ise Mn ve Na elementlerinin daha

ozelliklerin ana bilesenlere gore dagilimi
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etkili oldugunu sdylemislerdir. Ayni cinse ait iki farkli tiir olan S.maeoticus ve
S.maximus arasinda elde edilen bu sonuglarin bu farkliligi otolit kimyasinin tiirlerin
ayrimi i¢in de etkili olabilecegini gdstermektedir. Turan ve Yaglioglu, (2010) Sepia
officinalis populasyonlarinin ayriminda da kemik kimyasmin etkili olabilecegini

belirtmislerdir.

Cizelge 4.25. Ana Bilesenler Analizi (ABA) sonuglarina gore otolit elementlerinin
etkinlik dercesine gore gosterilmesi

Fonksiyon

Elementler 1 2

Na 0.999 -

Ba 0.991 0.135
Mn 0.990 0.140
Sr 0.971 0.238
Ca 0.962 -0.272
Zn 0.899 -0.437
Mg -0.878 0.478
Fe 0.131 0.991
K -0.602 -0.798

Ana bilesenler analizi sonucu elde edilen ana bilesenler, populasyonlar
arasindaki farkliliklar1 ortaya ¢ikarmada kullanilan kiimelerarasi korelasyon analizinde
kullanildi. KKA sonucu 2 fonksiyon elde edildi ve birinci fonksiyon toplam
varyasyonun % 82’sini, ikinci fonksiyon ise toplam varyasyonun % 18’ini tasidigi

gorilmistiir (Cizelge 4.26).

Cizelge 4.26. Kiimelerarasi korelasyon analizi (KKA) degerleri

Fonksiyonlar Eigen Varyans % Toplam % Korelasyon
Degiskeni
1 45794794.860 82 82 1.000
2 10152794.371 18 100 1.000

Wilks' Lambda degeri ¢izelge 4.27°da goriildiigii gibi ¢ok diisiik ve 776 gibi
biiyiik bir Ki- Kare ve 0 6nemlilik degerine sahiptir.
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Cizelge 4.27. Kiimelerarasi korelasyon analizi sonuglarindan biri olan istatistik denetimi

. . Wilks' . Serbestlik ~ Onem

Fonksiyon Testi Lambda Ki-Kare Derecesi Diizeyi

1'in 2. fonksiyona olan degeri 0.000 776.778 18 0.000
2 0.000 371.065 8 0.000

Kiimeler Aras1 Korelasyon Analizi sonucu, her bir populasyondaki drneklerin
kendi grubuna siniflandirilmasi sonucunda 6rneklerin tamaminin (%100) dogru olarak
kendi orjinal grubuna gore simiflandirilmistir (Cizelge 4.28).

Bu degerlere gore otolit kimyasal analiz sonuglar1 KD1 (Dogu Karadeniz), KD2
(Bat1 Karadeniz) ve MD (Marmara Denizi) stoklar1 arasinda énemli 6l¢iide bir farklilik

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.28. Elementlerin ayrisim analizi sonucunda her bir gruptaki 6rneklerin kendi
grubuna sayisal ve % olarak siniflandirilmasi

Direkt Sayim

%

STOK KD1 KD2 MD TOPLAM
KD1 10 0 0 10
KD2 0 10 0 10
MD 0 0 10 10
KD1 100 0 0 100
KD2 0 100 0 100
MD 0 0 100 100
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada ekonomik degeri olan, diinyada simdiye kadar populasyon
genetigi c¢alismasi bulunmayan Scophthalmus maeoticus populasyonlarinin Niikleer
DNA’ya baglhh mikrosatellitte ve mtDNA dizileme teknikleri ile populasyonlar
arasindaki genetik iliskinin derecesinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmustir.

Genetik ¢alismalarin yaninda populasyonlar morfolojik olarak da incelenmistir.
Ayrica, populasyon calismalarinda giderek yayginlasan otolit kimyas1 ve sekil analizi
tekniklerinden de faydanilmstir.

Denizlerimizde (Dogu Karadeniz, Bat1 Karadeniz ve Marmara Denizi) bulunan
populasyonlardan temsile her bolgeden 25 adet toplamda 75 adet 6rnekleme yapilmistir.
Tiiriin tanis1 ve sistematik ayrimi Slastenenko, (1956); Aksiray, (1987); Fischer ve ark.,
(1987); Zengin, (2000); Turan ve ark., (2007)’ye gore yapilmistir.

Denizlerimizden elde edilen bu ornekler ilk olarak SMA1, SMA-02, SMA3,
B12-1-GT14 ve 3/9-CA15 genleri kullanilarak Niikleer DNA’ya bagli mikrosatelite
teknigi ile incelenlemis, daha sonra COI geni kullanilarak mtDNA Dizin analizi teknigi
ile incelenmistir. Kullanilan bu iki tekniklede populasyonlar arasindaki genetik iligskinin
sekli ve derecesi arastirilmistir.

Kalkan populasyonlarinin mikrosatelite analizi sonucunda 5 mikrosatelite
lokusundan toplam 72 adet alel saptanmistir. Tlim populasyonlarda ortalama alel sayisi
ise 14,4 olarak bulunmustur. S. maeoticus populasyonlarinda gézlenen heterozigotluk
0,36 ile 0,48 degerleri arasinda degismektedir. Ortalama heterozigotluk degeri ise 0,42
olarak bulunmustur. Kalkan populasyonlar1 arasindaki Fst analizi sonucunda en kiiciik
uzaklik (0.19549) Marmara Denizi ve Bati Karadeniz populasyonlar1 arasinda
gorlliirken, en bliylik uzaklik (0.21755) ise Marmara Denizi ve Dogu Karadeniz
populasyonlar1 arasinda goOriilmiis olup tiim populasyonlarin genetik olarak
birbirlerinden farkli oldugu gozlenmistir.

Populasyonlar i¢i genetik cesitlilik degeri en kiiciik olan Dogu Karadeniz (KD1)
populasyonunda gozlemlenmistir. Bu durumun Dogu Karadeniz populasyonu
tizerindeki avcilik baskinin yogunlugundan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. En

yiiksek genetik ¢esitlilik ise Bat1 Karadeniz populasyonunda oldugu gézlemlenmistir.
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DNA dizin analizi sonucunda, populasyonlar i¢i ortalama genetik cesitlilik en
diisiik (0.001337) Bati Karadeniz populasyonunda belirlenmistir. Bu sonu¢ Bati
Karadeniz populasyonunun yakin bir ge¢miste genetik dar bogaza girmis olabilecegi
ihtimalini isaret etmektedir. Genetik ¢esitlilik degeri en yiiksek ise (0.001692) Marmara
Denizi populasyonunda oldugu bulunmustur. Populasyonlar arasi genetik farklilik
diizeyi incelendiginde en yiiksek genetik farklilagsma diizeyi Marmara (MD) ve Dogu
Karadeniz (KD1) populasyonlar1 arasinda bulunmustur. Populasyonlarin genetik
farkliliklarina baktigimizda sadece Marmara ile Dogu Karadeniz populasyonlarinin
birbirlerinden farkli olduklar1 gozlenmistir. Komsu kalitimli soy agact (Neighbour
Joining tree) sonuclarina gore Dogu Karadeniz populasyonu genetik olarak en farkli
populasyon olarak karsimiza c¢ikmistir. Bati Karadeniz ve Marmara Denizi
populasyonlart ise birbirlerine yakin ¢ikmistir. Goézlenen bu farklilik Trabzonun sahip
oldugu cevresel farkliliktan ve Marmara ve Bati Karadeniz populasyonlarindan
jeografik olarak izole oldugundan populasyonlar arasinda sinirli gen akisi oldugunu ve
bundan kaynakli farklilasmanin olustugu varsayilabilinir.

Populayonlar arasindaki morfolojik iliskiyi tespit etmek amaciyla kiimeler arasi
korelasyon analizi (KKA) yapilmistir, analiz sonucunda Dogu Karadeniz (KD1)
populasyonu Bati Karadeniz (KD2) ve Marmara Denizi (MD) populasyonlarindan
farklilik gdstermistir. Yapilan otolit sekil analizi sonucunda da Bati Karadeniz (KD1)
populasyonu diger populasyonlardan farkli ¢ikmistir. Bu sonuglar otolit sekillerinin
populasyonlar arasindaki iligkiyi saptamak i¢in en az morfolojik karakterler kadar etkili
oldugunu gostermektedir.

Baliklardaki morfometrik karakterler, ortamda bulunan besin yogunlugu ve
sicaklik gibi ¢evresel kosullardaki degisikliklere bagli olarak fenotipik farklilik
gosteririler. Dogu Karadeniz ve Bati Karadeniz bolgesindeki sicaklik, tuzluluk ve besin
yogunlugu gibi faktorlerin farklilasma gostermesi Dogu Karadeniz (KD1) ve Bati
Karadeniz (KD2) populasyonlar1 arasinda fenotipik farklilasmaya neden olabilir.

Marmara (MD) ve Bati Karadeniz (KD2) populayonlar1 ise morfometrik
karakterler ile otolit seklinde de fenotipik olarak benzerlik géstermistir. Marmara Denizi
ve Bati Karadeniz ornekleri arasindaki bu benzerligin sebebi aralarindaki cografik
yakinlik, buna bagl olarak populasyonlar arasindaki yiiksek gen akisi ve etkisi altinda

olduklar1 benzer g¢evresel kosullardir. Yapilan aragtirmalar, morfolojik varyasyonlarin
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belirlenmesinde c¢evresel faktorlerin biiyiik rol oynadigimi (Winans, 1984) ve 6zellikle
de yasamin ilk evrelerindeki gelisim kosullarinin, meristik karakterlerin belirlenmesinde
bliyiik oranda etkili olabilecegini belirtmistir (Bembo ve ark., 1996).

Morfometrik ve meristik karakterlerin etkinlik derecelerini belirlemek igin
yapilan ABA sonucuna gore linea uzunlugu, agiz-goz arasi mesafe, gozler arasi mesafe,
g0z ¢api, pektoral 151n sayisi, arka pektoral 1s1n sayisi ve solungag¢ diken sayisinin daha
etkili oldugu belirlenmistir. Demir (1968)’e gore baliklarda bulunan solungag
dikenlerindeki gelisimin sadece ontogenetik gelisim siiresince degil, baligin tiim yasami
boyunca devam ettigini ve buna bagli olarak diger karakterlere gore ¢evresel
faktorlerden daha cok etkilendigini belirtmistir. Ayrica elde ettigimiz sonuglara gore
morfometrik karakterler meristik karakterlere gore daha fazla farklilik gdstermistir.
Buda populasyonlarin ayriminda morfometrik karakterlerin daha etkili oldugunu ortaya
cikarmustir.

Yapilan otolit kimyasi sonuglarina gore Dogu Karadeniz (KD1), Bat1 Karadeniz
(KD2) ve Marmara (MD) populasyonlarinin kendi gruplarima gore yapilan
siniflandirmasinda timi birbirinden farklilik gostermistir. Otolitler ortamdaki element
ve bilesenlerin katmanlagmasiyla biiyiiyen yapilardir. Buna bagli olarak baliin icinde
yasadig1r su kompozisyonunu da igerebilirler (Campana ve Neilson, 1985, Campana,
1999). Tiirkiye denizleri, biyotik ve abiyotik faktorler bakimindan birbirleriyle
benzesmeyen farkli yapilar gosterir. Kapali deniz 6zelligini tagiyan Tiirkiye denizleri
birbirleriyle olan iliskilerine ragmen denizel ortamlardaki ekolojik farklilik nedeniyle
verimlilik dereceleri ve iiretim olarak da ayrimlari barizdir. Karadeniz’in hidrokimyasal
ozellikleri hakkinda yapilan ¢alismalarda Karadeniz’in iyonik bilesenleri arastirilmis ve
Marmara Denizi’yle karsilastirildiginda farkli bulunmustur. Buna ek olarak Bati
Karadeniz bolgesindeki demir-gelik fabrikalar1 ve diger sanayi kuruluslarinin atiklarinin
denize desarj1 bu bolgedeki deniz suyu yapisina etki etmektedir (Atag, 1997). Deniz
sularinin hidrokimyasal ve fiziksel 6zellikleri ile ilgili yapilan ¢alismalar buldugumuz
otolit kimyas1 sonuglarin1 destekler niteliktedir. Sonug¢ olarak bu bulgular
degerlendirildiginde su parametrelerinin otolit yapist iizerinde etkili oldugunu
sOyleyebiliriz.

S. maeoticus’un yapisini incelemek i¢in yapmis oldugumuz ¢alisma sonucunda

elde edilen molekiiler genetik analizler, morfometrik-meristik analizler ve otolit kimyas1
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analizleri degerlerine gore tiim analizler birbirini kismen veya tamamen destekler
niteklikte ¢ikmigtir.

Sonug olarak elde edilen tiim bu sonuglar 15181inda, genetik ve morfolojik olarak
Dogu Karadeniz ve Marmara Denizi S. maeoticus populasyonlar1 birbirinden bagimsiz
iki farklt stogu olusturduklari ve Bati Karadeniz stogunun ise bu iki stok arasinda
kismen veya siirlt gen akisi icinde olabilecegini sdyleyebiliriz.

Yapmis oldugumuz mikrosatelite, DNA dizileme ve morfometrik analizlerin
sonuglarmin hepsinde Dogu Karadeniz populasyonun farklilik gostermesi bu bolgede
avcilik baskisinin ¢ok olmasindan ve/veya deniz kirliliginden kaynaklanabilir. Bu
bolgede deniz kirliliginin yiiksek olusuyla ilgili bir ¢evresel literatiir rastlanmadigindan.
Avcilik baskinin ¢ok olmasi bolgede bulunan S. maeoticus stoklarinin azalmasina neden
oldugu diisiiniilebilinir. Bunlarin 6niine ge¢cmek i¢in Dogu Karadeniz bolgesinde av
yasagi 1-2 yil getirilebilir, avlanma boyu arttirilarak baliga avlanmadan 6nce daha fazla
tireme sans1 verilerek stoklarin artmasi saglanabilir ve/veya bolgede av yasagi siiresi

uzatilabilinir.
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