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OZET

TURKIYE DENIZLERINDE BULUNAN CIN SAPKASI (Patella caerulea
Linnaeus, 1758) POPULASYONLARININ INCELENMESI

Bu c¢alismada Tiirkiye Denizleri’nde bulunan Cin Sapkasi (Patella caerulea
Linnaeus, 1758 ) populasyonlarinin genetik yapist mtDNA PCR-RFLP yontemi
kullanilarak analiz edilmistir. Calismada kullanilan 6rnekler Karadeniz (Sile), Marmara
Denizi (Adalar), Ege Denizi (Izmir Korfezi) ve Akdeniz’den (Antalya Korfezi ve
Iskenderun Kérfezi) temin edilmistir.

MtDNA’nin 16S rRNA geni PCR yontemi ile ¢ogaltilarak 4 restrilsiyon enzimi
(Csp6l, Bsurl (Haelll), Hin6l (Hhal), Alul) ile kesilmistir. RFPL sonucunda 8 haplotip
saptanmistir. Populasyonlar arasinda azda olsa haplotip paylasiminin oldugu tespit
edilmistir. Haplotipler arasinda evrimsel uzaklik degerine bakildiginda en fazla uzaklik
degerinin 0.024528 oldugu ve Ege Denizi ( Izmir Kérfezi) populasyonunda 7, Akdeniz
(Antalya Korfezi) populasyonunda 25 birey tespit edilen AABB genotipi ile Karadeniz
(Sile) populasyonunda 10 ve Marmara Denizi (Adalar) populasyonunda 5 birey tespit
edilen BAAA genotipidir.

Populasyon i¢i ortalama haplotip gesitliligi 0.5971, genetik ¢esitliligi 0.006760
olarak bulunmustur. Populasyonlar arasi ortalama genetik benzerlik degeri 0.012150,
ortalama genetik farklilik degeri ise 0.005390 olarak bulunmustur.

Populasyonlar arasindaki genetik farklilik degerlerine gore, en yiiksek deger
Karadeniz (Sile) ve Akdeniz (Antalya korfezi) populasyonlari igin (0.012867)
bulunurken; en diisiik deger ise Ege Denizi (Izmir Kérfezi) ve Akdeniz (Antalya
Korfezi) populasyonlart arasinda (0.000960) gozlenmistir. Monte-Carlo (X2) ikili
Karsilastirma Analizi sonucu biitliin populasyonlar arasinda 6nemli derecede genetik
farkliliklar oldugu belirlenmistir (P<0.001). UPGMA soy agacinda Akdeniz (Antalya
Korfezi) ve Ege Denizi (Izmir Koérfezi) populasyonlarmin birbirlerine en yakin
taksonomik iligkiyi gosterdigi ve Karadeniz (Sile) populasyonunun da bu
populasyonlara en uzak taksonomik iligkiyi gosterdigi tespit edilmistir.

2011, 49 sayfa

Anahtar Kelimeler: Tiirkiye denizleri, Patella, populasyon genetigi, MtDNA, 16S
rRNA geni, PCR-RFLP,



ABSTRACT

GENETIC ANALYSE OF THE MEDITERRANEAN LIMPET (PATELLA
CAERULEA LINNAEUS, 1758) POPULATIONS ON THE TURKISH SEAS

In this study, the genetic structure of Mediterranean limpet (Patella caerulea)
populations from Turkish Seas were analysed with mtDNA PCR-RFLP method.
Samples were collected from Black Sea (Sile), Marmara Sea (Adalar), Aegean Sea
(Izmir Bay), Mediterraean Sea (Iskenderun Bay and Antalya Bay).

The complete 16S rRNA gene of mtDNA amplified by PCR were digested with
four restriction enzymes, Csp6l, Bsurl (Haelll), Hin61 (Hhal),Alul. As a result, a total
of eight haplotypes were detected from 150 individuals. Haplotypes sharing was
observed among populations. The highest evolutionary distance was observed between
the AABB and BAAA Haplotypes. AABB haplotype detected in the 1zmir Bay sample
(Aegean Sea) and Antalya Bay sample (Mediterranean Sea) populations respectively.
BAAA haplotype detected in the Black Sea and Marmara Sea populations respectively.

The average haplotype diversity and nucleotid diversity within populations were
0.5971 and 0.006760 respectively. The average nucleotid diversity and nucleotide
divergence among to populations were 0.012150 and 0.005390 respectively.

The highest genetic divergence was observed between Sile sample (Black Sea)
and Antalya Bay sample) Mediterranean Sea) (0.012867), and the lowest genetic
divergence was observed between Izmir Bay sample (Aegean Sea) and Antalya Bay
Sample (Mediterranean Sea) (0.000960). In Monte Carlo (X2) pairwise comparisons
highly significant differences between all populations (P<0.001) were observed. In
UPGMA dendrogram, Antalya Bay sample (Mediterranean Sea) and Izmir Bay sample
(Aegean Sea) samples clustered as a closest taxa and Sile sample (Black Sea) clustered
as most divergent taxa.

2011, 49 pages

Key Words: Turkish seas, mediterranean limpet, population genetics, MtDNA, 16S
rRNA gene, PCR-R



SIMGELER VE KISALTMALAR DizINi
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1.GIRIS

Son yillarda insanoglunun dogay1 bilingsizce kullanmasi sonucunda bir ¢ok canli
tiirii yok olmus yada yok olmanin esigindedir. Dogadaki canlilar yasadiklari ortamda
insanlarin bilingsiz somiiriisiinden kaynaklanan yapay etkilere maruz kalmaktadir. Bu
tip baskilara sadece genetik agidan giiclii populasyonlar direnebilmektedir. Genetik
olarak gii¢lii populasyonlarin varhiginmi siirdiirmesi, ancak populasyonlarin gen
havuzlarinin korunmasiyla miimkiin olabilir. Populasyonlar arasindaki gen alis verisi
genetik farkliliklarin ortadan kalkmasini saglar. Populasyon genetigi ¢alismalar1 genel
olarak populasyonlarda meydana gelen alel frekansi degisiklikleri inceler. Genetik
cesitlilikte meydana gelen azalmalar, bir populasyonun suni veya dogal yolla ¢evrede
meydana gelen degismelere karst daha zor adapte olmasina neden olabilmektedir. Bu
durum populasyon dalgalanmalarina sebep olabilmekte ve o populasyonun yok
olmasiyla sonuglanabilmektedir. Bu tip durumlarda mevcut olan genetik g¢esitlilik,
adaptasyona dayanan evrimsel degisiklik i¢in hayati bir rol oynar (Turan, 2000a). Son
yillarda Cin sapkasi tiirlerinin korunmasi ve yonetimi ile ilgili baz1 problemler ortaya
cikmistir. Atlantik adalarinda bulunan Patella candei d'Orbigny, 1839 ve Patella
aspera Roding, 1798 tiirlerinin azalan stoklariin korunmasi gerektigi diisiiniilmektedir
(Hawkins ve ark., 2000; Borrell, 2010). Ayrica Patella ferruginea Gmelin, 1791
stoklar1 ciddi tehlike altindadir (Espinosa ve Ozawa, 2006; Borrell, 2010). Dogu
pasifikte bulunan Patella mexicana (Broderip ve Sowerby, 1829) tiiriiniin Meksika ana
karasinda soyunun tiikenmis oldugu diisiiniilmektedir (Ridgway ve ark., 1998; Borrell,
2010).

Tiirkiye denizlerinde bulunan patella populasyonlart arasinda herhangi bir
sebepten genetik yapilarinin tespit edilmesi o populasyonlarin devamliliginin
saglanmasi i¢in hayati Onem tasimaktadir (Carvalho ve Hauser, 1994). Sadece
populasyonlarin genetik yapilarinin belirli donemlerde kontrol edilerek zaman igerisinde
meydana gelen degisiklikler gozlemlenip, gerekli durumlarda zaman kaybedilmeden
miidahale edilmelidir. Bu uygulamalar siirdiiriilebilirlikleri igin ¢ok énemlidir. Ekolojik
dengenin goz ardi edilmeden dogada bulunan canlilarin bir biitiin  oldugu
diisiiniilmelidir. Balik¢ilik genetikgileri, stoklarin gelecekte mevcut olmalart igin

populasyonlarin uzun donemdeki adaptasyon kabiliyetleri ile ilgilenmektedirler.



Idareciler genellikle genetik degisimin ¢ok uzun zaman zarfinda gerceklestigini
zannetmektedirler. Oysa genetik degisim, kuvvetli seleksiyon baskilart ve genetik
kayma yolu ile birkag yi1l gibi kisa zaman zarflarinda ger¢eklesebilmektedir (Turan,
2000a).

Glinlimiizde gastropodlar, diinyanin her yerinde sOmiiriilebilen 6nemli bir
kaynak olarak dikkati ¢ekmektedir. Bu canlilar biiyiik 6lctide Japonya, Cin, Portekiz,
Fransa, Ispanya ve Italya’da tiiketilmektedir. Ispanya ve Portekiz gibi iilkelerde Patella
tiirlerinin  tiikketimi  {ilke mutfaginda bir gelenek haline gelmis ve ¢ok eskiye
dayanmaktadir. Onlarca yildir ticari somiirii altinda olmalarina karsin bu canlilar
hakkinda yapilan ¢aligmalarin sayis1 1980 yilindan bu yana bir miktar artmis ancak hala
yetersiz oldugu diisiiniilmektedir (Miyares, 1980; Ortea, 1980; Borrell, 2010 ).

Bu calismada diinya {ilkelerinin biiyiik bir boliimiinde siirekli olarak tiiketilen,
ayrica ekonomik olarak 6nem arz eden, iilkemizde ise simdiye kadar {lizerinde genetik
diizeyde herhangi bir populasyon ¢alismasi bulunmayan ve diinya genelinde ¢ok az
caligma olan ¢in sapkasi1 (Patella caerulea) populasyonlarinin, mtDNA 16S rRNA geni
kullanilarak PCR-RFLP analizi teknigi ile genetik yapilarinin incelenmesi ve

populasyonlar arast molekiiler iligskinin ortaya konulmasi amaglanmustir.

1.1. Patellidae Familyasina Ait Genel Ozellikler

Ulkemizde Cin sapkasi veya Tas midyesi olarak adlandirilan patella tiirleri;
kayalik sahillerde deniz igerisinde yada deniz seviyesinin hemen iist kisminda
bulunurlar (Oztiirk ve Ergen, 1999). Deniz kiyilarindaki kayalik gel-git bdlgelerinde,
dalgalar tarafindan 1slatilan taglar iizerinde, supralittoral, mediolittoral ve {istinfralittoral
zonda bulunurlar (Sella ve ark., 1993; Cretella ve ark., 1990; Oztiirk ve Ergen, 1996).
Patellidae familyas1 diinyada 34 tiir ile patella cinsi 9 tiir ile temsil edilir (Ridgway ve
ark., 1998; Nakano ve Ozawa, 2004). Akdeniz’ de 6 iilkemizde ise 3 tiir ile temsil
edildigi rapor edilmektedir (Badino ve Sella, 1980; Oztiirk ve Ergen, 1999; Mauro ve
ark., 2003; Guerra ve ark., 2004; Espinosa ve ark., 2007; Ayas ve ark., 2008 ). Patella
tiirleri konik sekle sahip bir kabuk icerisinde bulunan canlilardir. Kabuk sekli olarak
giiclii ayak kaslar1 sayesinde kayalara sikica tutunarak bu bolgedeki alglerle beslenirler.

Patella tiirlerinde ayak iyi gelismistir. Operkulum bulunmaz. Solunum organi olarak

gorev yapan ktenidiumlar korelmis ve bunlarin gorevini ayagi ¢evreleyen paleal oluk



icinde yer alan sekonder solungaglar (pseudoktenidium) iistlenmistir. Kalp tek
kulakgikli ve radula docoglossat tipdir (Oztiirk, 1998). Bu genus iiyeleri ayr1 eseyli
olmalara karsin, bazilarinda ptotandrik hermofroditizm 6zelligi de goriiliir (Oztiirk,

1998; Bacci ve Sella, 1970).

1.1.1. Denizlerimizde Bulunan Patellidae Tiirleri

Diinya genelinde 34 tane patellidae tiirii varken Akdeniz’ de 6 tiir
bulunmaktadir. (Badino ve Sella, 1980; Oztiirk ve Ergen, 1999; Mauro ve ark., 2003;
Guerra- Garcia ve ark., 2004; Espinosa ve ark., 2007; Ayas ve ark., 2008). Patella
genusu iilkemizde 3 tiir ile temsil edilmektedir. Ulkemizde bulunan bu tiirler:

P. caerulea, P. aspera ve Patella rustica Linnaeus, 1758’ dir ( Oztiirk ve Ergen,
1999; Demir, 2003; Culha ve ark., 2007; Ayas ve ark., 2008).

Patella tiirleri Akdeniz, Ege ve Marmara denizinde yaygin olarak goriiliirken
Karadeniz’ de bulunan tiirler P. aspera ve P. caerulea’ dir (Demirci, 2005; Culha ve
ark., 2007). P. caerulea endemik bir Akdeniz tiiri iken, P.aspera ve P. rustica hem

Akdeniz hem de Atlantik kiyilarinda yayilim gostermektedir (Mauro ve ark., 2003).

1.2. Patella caerulea’ nin Biyolojisi

Kabuk tabani oldukga genis, basik koni seklindedir. Apeks anterior konumludur.
Polimorf olan bu tiriin kabuk yiizeyinde, hemen hemen birbirine benzer veya
birbirinden ¢ok farkli olan degisik sayida kostalar bulunur. Bu kostalar, baz1 kabuklarda
5-10 adet olup, yiiksek kabartilar seklinde, bazi kabuklarda ise ¢ok sayida ve incedir.
Kabugun acikligi ovalimsi olup, kenarlar1 bazilarinda diiz, bazilarinda kostalar
nedeniyle girinti ¢ikinti olusmustur. Kabugun i¢ kismi genellikle mavimsi veya
beyazimsi renkte olup, parlak ve sedef yansimalidir. Kas izi at nali seklindedir. Manto
izi belirgin, i¢ci mavimsi kabuklarda agik renkte, beyazimsi olanlarda daha koyu
renktedir. Kabugun i¢ yiizeyinde kas izinden kabuk kenarina kadar tek tek veya
demetler halinde uzanan radier 1s1nlar uzanir. Ayagin kaidesi koyu renktedir. Radulanin
cikintilt disi 3 c¢ikint1 ihtiva etmekte olup, bunlardan lateral disler tarafindaki ¢ikinti
digerlerinden daha kiiciiktiir. Lateral dislerin kaideye baglanma ylizeyi disbiikey ¢izgi
seklindedir. Marjinal disler saydam olduklarindan goriinmesi zordur (Oztiirk, 1998).



Sekil 1.1. de Patellidae familyasina ait canlilarin genel olarak viicutlarinin anatomik

yapisi verilmistir.

18 k'17 16 15 e
1 Radula 10 Manto boslugu
2 Agiz 11 Anis
3 Kabuk 12 Solungag
4 Mide 13 Ayak
5 Gonad 14 Vucut boslugu
6 Kalp 15 Ayak sinir kordonu
7 Sélom 16 Bagirsak
8 Bobrek 17 Viseral sinir kordunu
9 Manto 18 Sinir halkasi

Sekil 1.1. Patellidae familyasinin genel olarak viicut yapisi (Ruppert ve ark., 2004)

Patella tiirlerinde sag ve sol olmak iizere 2 adet bobrek vardir. Soldaki bobrek
sagdakine oranla daha kiigiiktiir. Sag bobrek viseral kiitle boglugunda aniisiin hemen
bitisiginde bulunur. Ayrica sag bobrek ile gonad arasinda baglanti vardir (Davis ve
Fleure, 1903; Walker, 1968). Bu canlilarda atik maddeler amonyak, iire ve irik asit
seklinde atilmaktadir (Baribault, 1968).

Patella tlirlerinde solunum, solungagclar sayesinde yapilmaktadir. Solungaclar bir
kanal ile basin hemen {izerindeki manto boslugunda bulunan kalbe baglanmistir. Bu
canlilarin ihtiyaci olan oksijen miktar1 viicut biiylikligi, sicaklik, mevsimsel etkiler,
oksijen basinci, aclik ve igsel ritimlere baglidir (Newell, 1979; Oztiirk, 1998).

Patella cinsine ait canlilarda sindirim sistemi iiyeleri; agiz ve iginde bulunan
radula disleri, yemek borusu, kiiciik bir mide, viseral kitle etrafinda 3-6 kez kivrilabilen
bagirsak ve atiklarin atildig aniisten olugsmaktadir. Besinler radula disleri ile kayalardan
kazinarak alinir sonrasinda yemek borusunu takip ederek mideye ulasir sindirim

genellikle burada gerceklesir. Mideden sonra bagirsaga ulagsan besinlerin burada



sindirimi devam eder ve emilim gerceklesir, atik maddeler ise aniis yolu ile disar1 atilir
(Graham, 1932; Fretter ve Graham, 1962).

Patella tiirlerinde nispeten basit bir tireme sistemi vardir. Patella cinsi iiyelerinin
cinsi olgunluk yasi ortalama 1-2 yildir. Bu canlilar hem erkek hem de disi tireme hiicresi
tiretebilirler. 9 aylik olan bireyler erkek olarak olgunlasir ancak bu bireyler 2-3 yasina
geldiginde disi olarak doniisiim gerceklestirirler (Lindberg, 2004). Patella tiirlerinde dis
dollenme goézlenir (Ankel, 1936). Gonadlar sag bobregin bagli oldugu kanal vasitasiyla
papilaya kadar ulasir ve disar1 salgilanir. Yumurtlama Eyliil ayindan Nisan ayina kadar
gerceklesir ancak kisin ortalarinda ivme kazanir (Bacci ve Sella, 1970). Yumurta ve
sperm denize birakilir, dalga ve akintilar sayesinde ise dollenme gergeklesir. Genellikle
yumurta boyutu kiiciiktliir ve yumurta ¢apt 0.0035 in¢ (0.09 milimetre) civarindadir
(Lindberg, 2004). Patella tiirlerinde 2 farkli larval asama vardir; yumurtadan ilk ¢ikan
larvalar suda serbest sekilde hareket eder. Trochophore ve veliger evrelerini
tamamladiktan sonra larva, 2 haftalik pelajik dmriiniin ardindan yaklagik 0.2 mm kabuk
uzunlugu ile kayaya yerlesir (Dodd, 1957; Lindberg, 2004).

Patella tiirleri ile beslenen canlilarin basinda deniz yildizlar1 gelir (Bullock,
1953). Bir¢ok yengeg tiirii, octhophus cinsine ait liyeler, kuslar, baliklar ve memeliler de
bu canlilarin predatorleridir  (Chapin, 1968; Branch, 1981). Ayrica insanlarin bu
canlilar1 besin olarak gérmesinden sonra patella tiirlerinin en 6nemli predatorlerinden
biriside insanlar oldugu diistintilmektedir.

Bu canlilar predatorlerine karsi bazi savunma mekanizmasi gelistirmistir.
Gelistirdigi en O6nemli savunma aract “mushrooming” adi verilen mekanizmadir. Bu
sisteme gore patella tiirleri predatorlerini hissettikleri anda kaslar1 vasitasiyla
kabuklarini bir miktar yukar1 kaldirdiktan sonra hizli bir sekilde bulundugu kayaya
veya substrata cekerek kabarcik olustururlar. Hizli bir sekilde gelen predator bu
kabarcig1 takip ederken patella tiirii oradan uzaklasir (Bullock, 1953; Clark, 1958;
Margolin, 1964; Mackie, 1972; Dayton ve ark., 1977; Branch, 1978). Diger bir savunma
stratejisi ise deniz yildiz1 gibi canlilara uygulanan agresif yontemdir. Bu yontem ise,
patellalarin kabuklarimi kaldirip giiclii kaslariyla kendini kayaya g¢ekerken predatdriin
arada kalan organlarini ezmesiyle gergeklesir (Branch, 1979).

Patella tiirleri kayaliklar iizerinde bulunan bitkisel organizmalari radula disleri

ile kaziyarak beslenirler. Ana besinlerini bitkisel organizmalar olusturur yani “herbivor”



beslenme sekli gosterirler. Bu canlilarin ana besinini genellikle Cyanophyceae tiirleri
olusturur. P. caerulea, Cyanophyceae tiirleri yaninda ana alg simiflarinin hepsini besin
olarak kullanabilmektedir (Santina ve ark., 1993; Ayas ve ark., 2008).

1.3. Cografik Dagilim Alanlar

Bu tiir Akdeniz’ de yaygin olarak bulunmasi nedeniyle Akdeniz Patella’ s1
olarak da bilinmektedir (Oztiirk, 1998). Ayrica bu tiire kabuk renginden dolay1r Mavi
Patella’ da denilmektedir (Orr, 1995). Diinyada Azor Adalari, Madeira, Kanarya Adalari
ve Karadeniz’ de dagilim gostermektedir (Christiaens, 1973; Powell, 1973; Gaillard,
1987; Grossu, 1993).

Ulkemizde Patella tiirleri Akdeniz, Ege ve Marmara denizinde yaygin olarak
goriiliirken Karadeniz’ de bulunan tiirler P. aspera ve P. caerulea’ dir (Demirci, 2005;
Culha ve ark. 2007). P. caerulea endemik bir Akdeniz tiirii iken, P. aspera ve P. rustica
hem Akdeniz hem de Atlantik kiyilarinda yayilim gostermektedir (Mauro ve ark.,
2003).

i o - = " =3
Sekil 1.2. Patella caerulea’nin diinyadaki dagilim alanlar

1.4. Populasyon Genetigi Cahismalarinin Onemi

Populasyon genetigi, populasyonu olusturan canlilar arasinda ve populasyonlar
arasinda goriilen benzerlik veya farkliliklar1 varsa bu farklilik ve benzerliklerin sebebini
aragtiran bilim dali olarak tamimlanabilir. Bir populasyondaki benzerlik veya
farkliliklarin, stirekli de8isim gosteren karakterler bakimindan farkliliklarinin

incelenmesinde iki bireyin degil iki grubun veya populasyonun ele alinmasi ve bu



populasyonlar arasindaki farkin ne derece kalitsal oldugunun arastirtlmasi populasyon
genetiginin konusudur (Turan, 2002). Populasyonlarin genetik yapilari incelenip
birbirleri ile karsilastirilmasi populasyonlarin birbirleriyle olan iliskilerini ortaya ¢ikarir.
Populasyonun dengede kalabilmesi o populasyonun yeterince biiyiik olmasi, mutasyon,
seleksiyon ve go¢ olaylarinin meydana gelmemesi esit sayida erkek ve disi bireylerin
bulunmasi, populasyonda ciftlesmelerin rastgele olmasi ve bir jenerasyonda dogan
bireylerin diger jenerasyonda dogan bireyler ile ¢iftlesmemesi kosullarina baghdir. Bu
kosullarin birinin veya birka¢inin olmamasi halinde populasyonlarin dengesi bozulur ve
dolayisiyla genetik yap1 zamana bagli olarak degisir. Genetik yapinin biiyiikliigiine ve
sekline bagli olarak yeni tiirler ortaya ¢ikabilir (Turan, 2002).

Herhangi bir allelin herhangi bir yerinde sicaklik, kirlilik, agir metal etkisi gibi
sebeplerden meydana gelen ve meydana geldigi genotipi degistiren 6nemli bir olay da
mutasyondur (Yaglioglu, 2007). Mutasyon populasyonu olusturan tiim bireylerde
goriilmemis, birkag bireyde goriilmiigse buna “genetik cesitlilik” denir. Genetik
cesitlilik tiirler icin bir avantaj olarak goriilebilir. Mutasyon tiim populasyonda
goriilmiis ise bu olaya “gen kaymasi” denir. Gen kaymasi olan ayni tiire ait
populasyonlar diger populasyonlardan cografik olarak izole olmus ise bir siire sonra
aralarindaki ciftlesme yeteneklerini kaybederek sadece kendi aralarinda ciftlesirler.
Bunun sonucunda populasyonlar arasinda gen alis verisi olmaz ve zamanla yeni tiirler
olusabilir. Kalitsal yapr agisindan birlesme ve dol meydana getirme yeteneklerini
koruyan bir¢ok populasyon, sadece c¢iftlesme davranislarinda meydana gelen
farklilasmadan dolay1 yeni tiir 6zelligi kazanmistir (Demirsoy, 1998).

Populasyonlar gen havuzlarinda ne kadar fazla genotip barindirirlarsa dogadan
ve cevreden gelen baskilara kars1 o kadar giiglii olurlar. Genetik ¢esitliligi az olan
populasyonlarin yapay seleksiyon, genetik siirliklenme, genetik darbogaz, vb. gibi
baskilara kars1 koyma sansi yoktur. Ayrica unutmamak lazimdir ki her genotip canliya
avantaj saglayan bir 6zelligi bulundurdugu gibi o canliya dezavantaj olan durumlar da

igerisinde barindirabilir ( Yaglioglu, 2007).

1.5. Populasyon Genetigi Calismalarinda Mitokondrial DNA

Populasyon  galismalarinda genomun en ¢ok c¢alisilan kisimlarindan biri

MtDNA’ dir (Wilson ve ark., 1985). mtDNA nispeten yiiksek evrimlesme hizindan



dolay1, yakin akraba tiirler ve bir tiiriin populasyonlarini karsilastirmada son derece
yararlt olmustur (Harrison, 1989). Cekirdek DNA’ s1 ile karsilastirildiginda, efektif
buyiikligli dortte biri  kadar oldugundan genetik populasyonlarin  kolayca
farklilasmasina neden olur. Genetik siiriklenme c¢ekirdek DNA’ sma gore
mitokondriyal genom {iizerinde daha etkili mekanizma olarak islediginden,
populasyonlara 6zgii mtDNA belirtecleri gelistirmek daha olasidir (Ergiiden, 2007).
Hayvan mtDNA’ s1 15-20 kb uzunlugunda. 22 tRNA, 2 rRNA, 13 elektron
transferi ve oksidatif fosforilasyonda gorev yapan ve 13 mRNA’ y1 kodlayan toplam 37
genden olusan kapali halkasal bir molekiildiir (Wallace, 1986); (Sekil 1.3). Yaklasik 1
kb uzunlugunda olan kontrol bdlgesi replikasyonun basladigr bolgedir. mtDNA’ da
genlerin diizeni genellikle sabittir; ancak gen organizasyonu bazi hayvan taksonlarini

ayrabilir (Desjardins ve Morais, 1990).

Sekil 1.3. Balik mitokondrisinde (MtDNA) genlerin dizilimi (Meyer, 1993)

MtDNA’ nin 16S rRNA bolgesi, populasyon genetiginde yiiksek taksonomik
gruplara kadar degisen iliskileri analiz etmek i¢in kullanilmaktadir (Bermingham ve
ark., 1997; Lydeard ve Roe, 1997).

MtDNA analizi, son zamanlarda yaygin olarak kullanilan DNA dizi analizi
disinda, Siirlama (Resktriksiyon) Pargas1t Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Metodu ile de
yapilmistir. Bunun i¢in calisgilan populasyonlar i¢cin uygun olan mtDNA bolgesi
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilir ve daha sonra bir sinirlama enzimi ile

kesilir. Elde edilen kesim iiriinleri poliakrilamid jel elektroforezi ile ayristirilarak,



etidyum bromid ya da gliimiis boyama ile goriintiilenir. Bu yontem genel olarak PCR-
RFLP olarak bilinir. Mitokondri DNA’ st kapali halkasal bir molekiil oldugu igin,
olusan parcaciklarin sayisi ile sinirlama enzimlerinin kesim yerlerinin sayis1 esittir. Jel
tizerinde olusan bantlarin kalib1 karsilastirilarak sinirlama kesim yerleri ya da sinirlama
parcas1 verileri elde edilebilir. Bir populasyona ait her bireyin belli bir enzimle ilgili
MtDNA bolgesinin kesim sonucu olusan bant kalibina bir harf verilir. PCR-RFLP i¢in
kullanilan tiim sinirlama enzimlerin kaliplari, bu sekilde kullanilan enzim kadar harften
olusan bireyin kompozit genotipi belirlenmis olur. Bunlarin her biri bir mtDNA
haplotipidirler. Bu sekilde ¢alisilan populasyon ya da taksondaki haplotipler,
haplotiplerin goriilme sikliklar1 ve buradan hesaplanan niikleotid farkliliklar

(divergence) karsilastirilabilir ( Ergiiden, 2007; Yaglioglu, 2007).

1.6. Populasyon Cahsmalarinda Kullanilan Genetik Teknikler

Baliklarda ve mollusklarda bulunan morfolojik karakterler, cesitli siniflara
ayrilmis gruplar arasindaki iliski ve farkliliklarin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
Farkli tlirlerin tanimlanmasi, stoklar arasindaki iligski ve farkliliklarin belirlenmesinde,
tiirlerin teshisinde ayirt edici morfolojik 6zelliklerinden biri olan meristik karakterler de
yaygin olarak kullanilmaktadir (Ihssen ve ark., 1981; Casselman ve ark., 1981;
Bookstein, 1982; Bird ve ark., 1986; Friedland ve Reddin, 1994; Turan, 2000a). Bu
alanda stok ve tiir farkliligin1 belirlemek iizere yapilmis bir¢ok (Corti ve ark., 1988;
Shepherd, 1991; Avsar, 1994, Haddon ve Willis, 1995; Bembo ve ark., 1996; Turan,
1997) ¢alismaya rastlanilmaktadir.

Genetik tekniklerin kullanimindan Once, morfolojik farkliligin tamamiyla
genetik farklilasmadan kaynaklandigi sanilmakta ve stoklarin tespiti, genellikle
morfolojik o6zellikler kullanarak yapilmaktaydi (Marr, 1957). Fakat tiirler icinde
meydana gelen fenotipik degisim, sadece genetik kontrol altinda olmay1p, ayn1 zamanda
cevresel etmenlerin de etkisi altindadir. Bu nedenle de fenotipik tekniklerin kullanimi
sinirlt hale gelmistir (Allendorf ve ark., 1987). Genetik tekniklerin balik¢ilikta kullanimi
ile daha once fenotipik olarak farkli olan bir¢ok populasyon veya tiiriin genetik olarak
farkli olmadig ortaya ¢ikmistir. Canlilarda goriilen fenotipik esneklik, fizyolojilerinde
meydana gelen modifikasyonlar sayesinde c¢evresel degisimlere adapte olmalarimni

saglamaktadir. Bu modifikasyonlar, ¢evresel degisimin etkilerini azaltarak, canlilarin
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morfoloji, lireme ve yasam siirelerinde degisimlere de yol agmaktadir (Stearns, 1983;
Meyer, 1987). Bu sebepten populasyon calismalarinda molekiiler genetik tekniklere
basvurma ihtiyact dogmustur. Bu ihtiyaca karsilik vermek i¢in bir¢cok genetik teknik
gelistirilmistir.

Populasyon genetigi ¢aligsmalarinda kullanilan, Protein elektroforezi, Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) (Polymerase Chain Reaction), Sinirlama Parcalarinin Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP) (Restriction Fragment Length Polymorphism), DNA Dizileme
Metodu (sequencing), DNA Parmak izi Metodu (Genetic Fingerprinting), Mikrosatellite
ve Polimorfik DNA’ nin Rastgele Cogaltilmasi (RAPD) (Random Amplification of
Polymorphic DNA) gibi teknikler, giiniimiizde yaygin olarak tercih edilen tekniklerdir.

1.6.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), dizisi bilinen miktarda bir DNA bdlgesinin
¢ogaltilmasini saglayan ve elde edilmesine imkan vererek milyonlarca hatta milyarlarca
kopyasin1 kisa zamanda yapmaya olanak saglayan bir tekniktir. Bu teknikte ilk
basamakta, yiiksek sicakligin etkisiyle (92-95 °C) ¢ift sarmalli DNA’nin sarmallari
birbirinden ayrilir. ikinci basamakta ise, primerler kopyalanmak istenen zincir bolgesine
iki taraftan baglanirlar. Son olarak bir DNA polimeraz olan Taq (Thermus aquaticus)
adli enzim sentezi gerceklestirir (Mullis ve Faloona, 1987). Normal olarak bu
kopyalama 30 kez gerceklesmektedir (Turan, 2000a). Reaksiyonun verimliliginin %100
olmast i¢in 109 kat kopyalama gerekmektedir. Kopyalama sonrasi 6zel yontemlerle
cogaltilan DNA (Agar Jel Elektroforezi, Poliakrilamid Jel Elektroforezi) boyanma
islemini takiben gozlenir. Primerlerin siirladigi sekansin uzunlugu bilindiginden,
¢ogaltilan iirliniin hangi uzunlukta (b¢) band olusturdugu DNA biiyiikliik standard: ile
karsilastirarak belirlenir (Ergiiden, 2007).

1.6.2. Sinirlama Parcalari Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Smirlama (rekstriksiyon) Parcast Uzunluk Polimorfizmi Teknigi genis olgiide
tiirler ve populasyonlarinin genetik yapilarinin belirlenmesinde en ¢ok bagvurulan
tekniklerden biridir. Ayrica bu teknik tiirler arasindaki filogenetik iliskinin
belirlenmesinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. DNA ¢alismalarinda yaygin olarak
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kullanilan bu teknik, DNA’ nin resktriksiyon enzimi ile reaksiyona sokularak parcgalara
ayrilmasidir. RFLP teknigi PCR metodundan yararlanilarak, mtDNA veya nDNA’ nin
birkag¢ bolgesi (geni) iginde kullanilabilmektedir. Sinirlama enzimlerin tanima dizileri 4
-6 niikleotidden olusmakta ve kendi icinde niikleotidlerin dizilimine ve niikleotid
tizerindeki kesim noktasinin durumuna gore farklilik gostermektedir. Sinirlama
enzimleri, DNA iizerinde kendisiyle ayn1 yapida olan zincir bolgesini tanimaktadir ve
bu spesifik DNA zinciri, “taninma bolgesi” olarak adlandirilmaktadir. Sinirlama
enzimler, DNA iizerinde nerede ve ne kadar taninma bolgesine rastlarlarsa, DNA’ y1 bu
noktalardan keserler. Ornegin; Hind I1I enziminin tanima dizisi, A_ AGGC dir ve DNA

tizerinde ayni dizilerin oldugu bir DNA zincirine rastladiginda ok isaretinin oldugu
bolgeden DNA’ y1 keser. Enzim muamelesi sonucu olusan sinirlama (sinirlama)
parcalar1, Jel Elektroforezi yoluyla jel iizerinde birbirinden ayrilir ve 6zel boyama
metotlart ile DNA pargalari arasinda fark olup olmadig tespit edilebilir (Sekil 1.4.). Bu
parcalar arasindaki fark, yer degistirme veya mutasyon sonucu, DNA iizerinde taninma

bolgesinin kazanilmasi veya kaybedilmesi sonucudur (Turan, 2002; Ergiiden, 2007).

APAPRS A parsas

‘ DNA iizerinde
hedeflenen genin
PCR ile cogaltilmasi
DNA pargasinin
A canlisi sinirlama enzimi ile B canlisi
parcalanmasi

e e M. e

1 AR SISRO
" Elektroforez
F— ‘
[—— Haplotiplerin belirlenmesi ——————

Canlilar arasindaki
genetik farklihgin tespiti

Sekil 1.4. RFLP teknigi ile canlilar arasindaki genetik farkliligin tespiti (Turan, 2002).
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Ridgway ve ark. (1998), Patellidae familyasinda yaptiklari filogeni ¢alismasinda
37 tiirtin morfolojik karakterlerini ve taksonomik iliskilerini incelemislerdir ve patella
genusuna ait tlirlerin akrabalik iligkilerini ortaya ¢ikarmiglardir.

Oztiirk ve Ergen (1999), Kuzey Ege’de ki Saros korfez’ inde dagilim gosteren
Patella tiirlerini tespit etmek amactyla yaptiklari calisma sonucunda, bu bolgede yer alan
tirlerin P. caerulea, P. aspera ve P. rustica oldugunu tespit etmislerdir. P rustica’ nin
supralittoral zonda, P. caerulea’ nin mediolittoral ve ustinfralittoral zonda, P. aspera’
nin sadece iistinfralittoralzonda dagilim gosterdigini bildirmislerdir.

Brazao ve ark. (2003), yilinda yaptiklar1 ¢alismada Portekiz kiyilarindaki Patella
depressa tiiriine ait canlilarin cinsiyet orani ve tireme dongiisiinii incelemislerdir bu tiire
ait iireme donemleri belirlemislerdir.

Mauro ve ark. (2003), Akdeniz’ de bulunan Patella caerulea, Patella rustica ve
Patella aspera tiirlerinin tespitinde kabuk morfolojisinin gegerli bir karakter olup
olmadig1 hakkinda bir arastirma yapmiglardir ve kabugun bulundugu bélgenin ¢evresel
etkilerinden dolay1 degisebildigi icin tek basina tiir tespitinde kullanilamayacagin1 6ne
stirmiiglerdir. Ayni ¢alismada MtDNA’ nin COI (cytochrome oxidase 1) ve Allozyme
tekniklerini kullanarak populasyonlarin genetik yapilarini incelemisler ve popuasyonlar
aras1 genetik bir farklilik bulamamislardir.

Demir (2003), Tiirkiye denizlerindeki molluskalarin dagilimini incelemis ve P.
caerulea nin Karadeniz hari¢ tiim denizlerimizde, P rustica ve P. aspera’ nin Akdeniz
ile Ege denizinde dagilim gosterdigini bildirmistir.

Nakano ve Ozawa (2004), Patellogastropoda takimina ait 86 tiirde ribozomal
RNA’ nin 12S ve 16S genlerinde DNA sekans calismas1 yapmiglardir. Bu ¢aligmanin
sonucunda Patellogastropoda takiminin soy agacini belirlemislerdir.

Culha ve ark. (2007), ¢alismalarinda Sinop yarimadasindaki infralittoralzondaki
bolgede bulunan molluskalar1 incelemis ve P. caerule tiriiniin oldugunu tespit
etmislerdir.

Sa pinto ve ark. (2008), Patella cinsine ait 7 tiirde gen alis verisi ve evrimsel
iliskilerini incelemislerdir. iber yarim adasmin Atlantik, Akdeniz kiyilar1 ile Kuzey

Afrika ve Macaronesia takim adalarindan O6rnekleme yapilmis ve karsilastirmistir.
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Calismada SSCP (single strand conformation Polymorphism) ve Sekans Analizi
yontemlerini kullanmiglardir. Calisma sonucunda Patella cinsine ait 4 tiirde farklilagsma
kaydetmis 3 tiirde ise farklilasma olmadigini bildirmislerdir.

Ayas ve ark. (2008), Mersin- Karaduvar sahilindeki Patella tiirlerinin tespiti
dagilimi ve morfometrik 6zelliklerini belirlemek i¢in yaptiklari ¢alisma sonucunda P.
caerulea ve P. rustica olmak iizere 2 patella tiirii tespit etmislerdir. Bu tiirlerden P.
caerulea’ nin P. rustica’ ya oranla daha fazla oldugunu ve iki tiiriinde farkli litoral
zonlarda kolonilestigini saptamiglardir. Ayrica morfometrik karakterlerin tiir tespitinde
kullanilip  kullanilamayacaginin ~ degerlendirilmesini  yapmislardir.  Morfolojik
karakterlerden radula uzunlugunun kabuk uzunluguna oraninin iki tiirde de farkli ama
birbirine yakin oldugunu bulmuslar ancak degerlerin birbirine yakin olmasindan dolay1
tek basina tiir tespitinde kullanilmamasini1 6nermislerdir.

Fauvelot ve ark. (2009), P. caerulea tiiriine ait dogal kiyilardaki populasyonlar ile
insan yapimi kiyilardaki (dalgakiran, mendirek vb.) populasyonlarin genetik acidan
farkli olup olmadigimmi arastirmiglardir. Calismalarinda microsatellite  yontemi
kullanmiglardir. Sonug¢ olarak, dogal kiyilarda bulunan populasyonlardaki genetik
cesitliligin yapay kiyilardakine gore biiylik Ol¢iide fazla oldugunu bildirmislerdir ve
yapay kiyilarin genetik ¢esitlilik kaybina yol agtigini diistinmektedirler.

Mutaf ve ark. (2009), Patella sp. mukus salgisina denizel bakterilerin yerlesimi
lizerine yaptiklart ¢aligma sonucunda Patella sp. mukus tabakasinin kaya iizerinde
denizel bakterilerin yerlesimi agisindan 6nemini ve bu bakterilerin diger organizmalar
icin uyarict etki olusturabilecegini bildirmislerdir.

Ayas ve ark. (2009), Mersin Korfezi' nden orneklenen Patella tiirlerindeki (P.
caerulea ve P. rustica) ve yiizey suyunda bulunan Cr, Cd ve Pb diizeylerini belirlemek
i¢in yaptiklar1 ¢aligmanin sonucunda iki tiirde de yiiksek oranda agir metal icermesine
ragmen metal diizeyinin uluslar arasi standartlardan yiiksek olmagini tespit etmislerdir.
Ayrica P. rustica’ da bulunan agir metal oraninin P. caerulea’ dan yiiksek oldugunu
belirtmisglerdir.

Sa Pinto ve ark. (2010), yaptiklar1 ¢alismada P. rustica’ ya ait Portekiz, Tunus,
Italya, Yunanistan ve Tiirkiye Kiyilarindaki populasyonlari Allozyme ve SSCP
yontemleri ile analiz etmislerdir. Akdeniz’ in en batisi ile Italya’ nin giiney kiyilar1 ve

Tiirkiye kiyilarindaki tiirlerin genetik olarak farkli oldugunu bildirmislerdir.
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Borrell (2010), Kuzey Ispanya’ da patella cinsine ait 4 tiiriin farkh
populasyondaki bireylerinin mtDNA COI geninin sekans analizini yapmuglardir.
Calismalarinda Patella vulgata tiiriiniin genetik ¢esitliliginin disiik oldugunu tespit
etmislerdir.

Aksit ve Mutaf (2011), P. caerulea’ nin genel solunga¢ morfolojisini ve
fonksiyonunu incelemislerdir. Inceleme sonucunda ikincil solunga¢ katmanlarinin ana

gorevinin solunuma katkida bulunmak oldugunu tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cin sapkasi (P. caerulea)’ mn Sistematikteki Yeri

Calismada kullanilan P. caerulea’ nin sistematikteki yeri asagidaki gibidir

(Powell, 1973; Gofas ve ark., 2001; Nakano ve Ozawa, 2007).

Alem : Animalia

Sube : Mollusca

Simf  : Gastropoda
Takim : Patellogastropoda

Alt , )
akm Patellina
Ust . : Patelloidea
familya

Family : Patellidae
Genus : Patella
Tir : Patella caerulea Linnaeus, 1758

3.1.2. Cin sapkasi (P. caerulea)’ nin Tiir Teshisinin Yapilmasi ve Tayin Anahtari

Patella tiirlerinin tayin anahtari asagidaki gibidir (Oztiirk, 1998).

1- Kabuk yiiksek ve aciklig1 yuvarlagims: koni seklinde olup, ylizeydeki ince kostalar
tizerinde esit aralikli siyah noktalar bulunur. Radulanin ¢ikintili disi iki ¢ikint1 igermekte
olup lateral disin kaideye baglandig1 yer egik cizgi
SEKINAEAIr. ... .o P. rustica

- Kabuk, basik koni seklinde olup, kostalar {izerinde siyah noktalar bulunmaz. Kabugun
i¢ ylizeyl mavi yansimali veya beyazdir. Radulanin ¢ikintili disi 3 ¢ikinti igerir. Lateral
disin kaideye baglanma yeri dis biikey cizgi halinde veya
KOSCIIAIT. ...\t 2

2- Kabuk ince ve i¢ ylizeyi mavi yansimali olup, radulanin lateral diginin tabana

baglanma yeri dis biikey ¢izgi seklindedir .......................oo P. caerulea
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3- Kabuk kalin ve i¢ ylizeyi beyazdir. Radulanin lateral disinin tabana baglanma yeri

KOSCIAIT. ...ttt et ae e e en P. ulyssiponensis

Patella tiirlerinin  taksonomik olarak simiflandirilmasit zor sayilabilir.
Siiflandirmada suan i¢in gecerli yontem radula disleri {izerinden yapilan teshistir. Bu
yontem radula {izerinde orta eksenden itibaren enine siralar halinde bulunan 2 lateral, 1
cikintili ve 3 marjinal disten taksonomik Ozellige sahip olan 1. lateral ve c¢ikintili
dislerin incelenmesi ile yapilir. (Fischer-Piette ve Gaillard, 1959; Oztiirk ve Ergen,
1999). Sekil. 3.1. de iilkemizde bulunan patella tiirlerinin taksonomide kullanilan

radula dislerinin yapis1 verilmistir (Oztiirk ve Ergen, 1999).

a b d e f
Sekil. 3. 1. Patella tiirlerinin radula {izerinde bulunan taksonomide kullanilan disleri
a: P.caerulea’ min Lateral disi b: ¢cikintili disi ¢: P.aspera’ nin lateral disi d: ¢ikintili

disi e: P. rustica’ nin lateral disi f: ¢ikintili disi (Oztiirk ve Ergen, 1999).
Ancak P.caerulea tiiriiniin teshisi diger tiirlere gore nispeten daha kolaydir.

c

Caerulea Latince gok mavisi anlamina gelir, diger patella tiirlerine gore alisilmadik olan
bu tiir kabugunun i¢ kismindaki mavi renkle diger tiirlerden kolayca ayrilabilir (Orr,
1995).

Ayrica yapilan bazi ¢alismalarda patella tiirlerinin su igerisinde ve su disarisinda
bulundugu bolgeye gore farklilik tespit edilmistir. Bunlardan P. caerulea mediolittoral
ve Ustinfralittoral zonda bulunmasina karsin, P. rustica supralittoral zonda, P. aspera ise
sadece {iistinfralittoral zonda dagilim gosterdigi tespit edilmistir (Oztiirk ve Ergen, 1998;

Avyas ve ark., 2008).
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Sekil 3.2. Patella caerulea tiiriine ait bireylerin ¢esitli agilardan goriintiileri

3.1.3. Ornekleme Bolgeleri

P. caerulea ornekleri iilkemizin Akdeniz, Ege, Marmara ve Karadeniz
bolgelerinden toplam 5 istasyondan temin edilmistir. Dogu Akdeniz ornekleri
Iskenderun Kérfezi’ nden, Bati Akdeniz drnekleri Antalya Koérfezi’ nden, Ege Denizi
orneklerini Izmir Korfezi’ nden, Marmara Denizi 6rnekleri Adalar bélgesinden,
Karadeniz 6rnekleri ise Sile bolgesinden temin edilmistir. Populasyonlar1 temsilen her
istasyondan 30 adet olmak iizere toplam 150 adet &rnekleme yapilmustir. Orneklerin
toplandig1 istasyonlar Sekil 3.3.” de verilmistir.

Ornekleme istasyonlar1 ve koordinatlari, populasyon kodu ve &rnekleme tarihi

Cizelge 3.1." de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Ornekleme yapilan istasyonlar, populasyon kodu, koordinatlari ve tarihleri

O;gl;lzlli:;e PO[?éj(izsuyon Bolgelerin Koordinatlar: Or_ll_nael:ilﬁime
Karadeniz KD 41°1024" N 29°37'58"E ~ 31.01.2010
Marmara Denizi MD 40°54'09" N 23°02'43"E ~ 30.01.2010
Ege Denizi ED 38°23'05" N 26°56'24" E  20.01.2010
Akdeniz ( Antalya) AD1 36°49'46" N 30°36'17"E  05.01.2010
Akdeniz (Iskenderun) AD 2 36°34'30" N 36°07'32" E ~ 15.01.2010

y //H,\J ¢ 7~
/,// K/b\‘w\ / S \\.

‘%\"’ . AD2
oo e i » ;‘W
”"ﬁ : A // <

L ,
Sekil 3.3. Orneklerin toplandiklar istasyonlar

3.1.4. Kullanilan Arac ve Geregler

Bu arastirma Mustafa Kemal Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Balik¢ilik
Genetigi Laboratuar’ nda yiiriitiilmiistiir. Genetik calismada DNA elektroforezis tanki,
giic kaynagi, UV transilluminator cihazi, vorteks cihazi, inkiibatdr, mikrosantrifiij
cihazi, hassas terazi, PCR cihaz1 (Sekil 3.4.) ve dikey elektoroforez (Sekil 3.5.)

kullanilmistir.
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Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlarin teknik 6zellikleri

Cihaz ismi

Teknik Ozellikler

DNA Elektroforezis Tanki1
Dikey Elektoroforez

UV Gdriintiileyici
Mikrosantrifiij

Hassas Terazi

Inkiibator

PCR Cihazi

Otoklav

Mikrodalga

Gii¢ kaynagi

Saf su cihazi

PH metre

Vakum cihazi

Manyetik karistirict / Vortex

15x6x9cm

Biorad Protean 11 Cell- 20 cm

24.1 x 33.7x12.1 cm

Eppendorf 100-15000 rpm 24 tiip
Hassasiyet 0,1 mg

1201t/ 80 OC

Eppendorf Mastercycler 25 Tiip
Max. 120 OC

Vestel MD 23

Biorad Powerpac HV Power supply
Miilipore Direct-Q 3 UV With Pump
YSI60

Vak:230 HZ:50

Labnet international inc.

Sekil 3.4. Aragtirmada 16S rRNA geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan PCR cihaz1
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(S—

Sekil 3.5. Populasyonlarin farkliliklarinin belirlenmesinde kullanilan dikey
elektoroforez cihazi

3.2. YONTEM

3.2.1. Orneklerin Elde Edilmesi ve Korunmasi

Toplanan Patella 6rnekleri 6rnekleme alanlarindan yapilarinin bozulmamasi igin
ayr1 ayn etiketlenmis polietilen torbalara yerlestirilip, buza konulmus, soguk tasima
kabinda (buzda) muhafaza edilerek laboratuara getirilmis ve derin donduruculara
yerlestirilmistir. Tiirlerin teshislerinde Ayas ve ark. (2008) ile Oztiirk ve Ergen, (1999)’
in ¢alismalarinda belirtilen, Fischer-Piette ve Gaillard, (1959)’ in O6nerdigi radula
tizerinde orta eksenden itibaren enine siralar halinde bulunan 2 lateral, 1 ¢ikintili ve 3
marjinal disten taksonomik oOzellige sahip olan, 1. lateral dis ve ¢ikintili dislerin

morfolojik goriintimleri esas alinmustir.
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3.2.2. Genetik inceleme

3.2.2.1. Mitokondrial DNA’nin Ekstrakte Edilmesi

MIDNA’ nin elde edilmesinde Blin ve Stafford, (1976) tarafindan verilen
standart fenol kloroform yontemi uygulanmistir. Analiz edilecek Patella orneklerinin
ayak kaslarindan alman ve %95’ lik etil alkolde muhafaza edilen dokulardan yaklasik
20 mg, otoklavlanan eppendorf tiipler igerisine alindiktan sonra iizerlerine sirasiyla 300
ul C-tab (20 g/l CTAB; 1.4 M NaCl; 100 mM Tris-HCI pH 8.0; 20 mM EDTA) buffer
soliisyonu ve 50 pl Proteinase K ilave edilip cam ¢ubuk araciligiyla ezilmistir. Daha
sonra 6rnekler dnceden 55 °C’ ye ayarlanan etiivde 2 saat bekletilmistir. Ornekler her
saat bas1 20 dakika vorteksde karistirildiktan sonra tizerlerine 350ul fenol kloroform
isoamil alkol (25:24:1) ilave edilip 15 dakika ters diiz edilmek suretiyle karistirilmistir.
Daha sonra 12000 rpm de 10 dakika santrifiij edilen orneklerin iist tabakalar1 farkl
tiiplere alinarak tizerlerine 350 pl kloroform isoamil alkol (24:1) ilave edilerek tekrar 15
dakika ters diiz edilmek suretiyle karistirilmistir. Daha sonra 6rnekler 12000 rpm de 10
dakika santrifiij edilerek iist tabakalar yeni eppendorf tiiplere aktarilmistir. Bu islemden
sonra Orneklerin lizerlerine, derin dondurucuda muhafaza edilen %100’ liik etanolden 1
ml eklenip derin dondurucuda 2 saat bekletilmistir. Derin dondurucudan c¢ikarilan
ornekler 12000 rpm de 10 dakika santrifiij edilerek i¢lerindeki sivi dikkatle bosaltilarak
yine derin dondurucuda muhafaza edilen bu sefer %70’ lik etanolden 1 ml eklenip
12000 rpm de 3 dakika santriflij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra dikkatlice
tiiplerdeki sivi bosaltilarak tiipler peletlerin kurumasi i¢in desikatdrde bir siire
vakumlanmistir. Daha sonra kuruyan peletlerin iizerine 100 pul TE buffer eklenerek

mitokondrial DNA ekstraksiyonu tamamlanmustir.

3.2.2.2. Agaroz Jelin Hazirlamis1 ve Jel Elektroforezi

DNA ekstraksiyonu i¢in % 1’ lik agarose jel hazirlanmistir. Bunun igin 0.50 gr
agaroz, 50 ml saf su ile karistirllip mikrodalga firinda kopliriip saydamlasana kadar
bekletilmistir. Saydamlasan jel lizerine 1 ml seyreltilmis 1x TBE Buffer ve 3 pl
Ethidium Bromide eklenerek 60 °C’ ye kadar sogutulan jel 15x6x9 cm ebatlarindaki
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elektroforezis kiiveti igerisine dokiilerek sogumaya birakilmistir. Jel soguduktan sonra,
icerisinde seyreltilmis 1x TBE Buffer bulunan elektroforezis tankina konulmus ve 3 pl
DNA ornekleri 6 pl’ lik loading buffer’ la (yiikleme c¢ozeltisi) karistirilarak sirasiyla
jeldeki kiiciik haznelere yerlestirilmistir. Elektrik akiminin gergeklesmesi ig¢in, giic
kaynag1 30 dk. siire ile 25 mA ve 50 V’ a ayarlanmistir. Elektroforez tamamlandiktan
jel elektroforez tankindan uzaklastirilmis ve UV transilluminatér cihazinda, UV

koruyucu maske ile 6rneklerin DNA yapilar1 gozlenmistir (Sekil 3.6.).

WUNWN NN |

Sekil 3.6. Ekstrakte edilen total DNA'nin agaroz jel lizerinde kontrolii

3.2.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Ile 16S rRNA Geninin Cogaltilmasi

Patella  populasyonlar1 arasindaki genetik farkliligin derecesini belirlemek
amaciyla mitokondrial DNA (mtDNA) 16S rRNA geni, DNA ekstraksiyonundan sonra,
tiniversal primerler kullanarak PCR Metodu ile mtDNA 16S rRNA geni ¢ogaltilmistir
(Saiki ve ark. 1988). PCR ile uygulamasinda; ilk 6nce 94 °C’ de 4 dakika denatiirasyon
(35 dongii) ve bunu takiben 94 °C’ de 30 saniye strand DNA denatiirasyonu, 52 °C’ de
30 saniye Tm (tavlama) sicakligi, 72 °C’ de 1,5 dakika ilk uzama ve 72 °C’ de 7 dakika
son uzama sathasi izlenmistir. Cogaltilan genler agaroz jel iizerinde kontrol edilmistir

(Sekil 3.7.).
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Sekil 3.7. PCR sonrasi elde edilen PCR iiriiniiniin agaroz jel tizerinde kontrolii

Bunun i¢in asagida dizinleri verilen universal primerlerden yararlanilmistir.

Primerler IONTEK (Istanbul) firmasindan saglanmustir.

16S-a  :5°-CG (CT) AAG GGA A (ACT) G CTG AAA -3
16S-b :5-CCG GTC TGA ACT CAG ATC ACG TAG -3’

3.2.2.4. RFLP i¢cin Akrilamid Jelin Hazirlamsi ve Jel Elektroforezi

Poliakrilamid jelin hazirlanmasinda 6nce 3.75 ml 10 x TBE tamponu, 26.75 ml
distile su ve 7.5 ml akrilamid nuce erlenine konularak karistirilmistir. Vakum pompasi
kullanilarak 5 dk. siire ile jelin yogunlagmasi saglandiktan sonra, jel ¢dzeltinin igerisine
250 ul APS (%10) ve 35 ul TEMED eklenmistir. Jel dokiilmeden 6nce jel aparati (18.3x
20 cm diiz cam, 0.01 mm 20’ lik tarak) ¢ok iyi bir sekilde temizlenmistir. Jel “Bio Rad
Protean Xi” jel aparati kullanilarak dokiilmiistiir. Elde edilen PCR firiinii sinirlama
enzimi muamelesine tabi tutulduktan sonra akrilamid jel igerisine 70 mA, 200 V

elektrik verilerek yaklasik 3 saat elektroforez ile akitilmistir.

3.2.2.5. RFLP (Smirlama Parc¢alar1 Uzunluk Polimorfizmi) ile Genetik Farkhihigin
Tespiti

Elektroforez sonrasi jel boyanmasi ii¢ farkli asamada gergeklesmistir. Birinci

asamada jel tespit ¢cozeltisi %10’ luk asetik asit ve %10’ luk etil alkol icerisinde iki defa
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olmak iizere karistirilarak 12 dk bekletilmis ve daha sonra ¢dzelti bosaltilmustir. ikinci
asamada, boyama c¢ozeltisi (% 0.1 AgNO3) i¢inde 10 dk karigtirilarak bekletilmis ve
distile su ile 2 kez 2’ ser dk karistirilarak yikanmustir. Ugiincii ve son asamada jel
gelistirici ¢ozelti (% 2 NaOH, 15 mg NaBH4, % 0.6 formaldehit (%37) igerisinde bant
gelisimi gozleninceye kadar karigtirilarak bekletilmistir. Bant olusumu tamamlandiktan
sonra jel igerisindeki ¢ozelti bosaltilarak jel 5 dk distile su ile yikanip kurulandiktan
sonra, naylon posetle paketlenerek degerlendirmeye birakilmistir. Calismada 4 adet
simirlama enzimi (Csp6l, Bsurl (Haelll), Hin6l (Hhal),Alul) kullanilmistir. Sinirlama

enzimlerinin DNA tanima dizileri Cizelge 3.3.” de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan sinirlama enzimleri ve DNA tanima dizileri

Sinirlama Enzimi  Tanima Dizisi

Csp6l 5. G|TAC..3
Bsurl(Haelll) 5°.....GG|CC...... 3’
Hin6I(Hhal) 5. G|CGC'......3
Alul 5.....AG|CT....3

3.2.2.6. Haplotiplerin Tespit Edilmesi

Elektroforez sonunda jel icerisindeki sinirlama DNA parcalari, boyama ¢ozeltisi
ile boyanarak DNA ve DNA biiyiiklik standartlar1 (Leader) bantlari jel {izerinde
goriintiilenmistir. Jellerin fotograflar1 ¢ekilip goriintiileri dijital ortama aktarildiktan
sonra Image J (versiyon 1.37) programinda DNA ve DNA biiyiikliik standartlar
bantlarinin uzunluklar1 cm olarak tespit edilmistir. Tespit edilen uzunluklar DNA-
FRAG (versiyon 3.03) programi kullanilarak DNA uzunluk 6l¢ii birimi olan bg’ ye (baz
cifti) ¢evrilmistir. Elde edilen bu bantlarin uzunlugu, sayist ve bulunduklar1 yere gore
her enzim icin referans haplotipler belirlenmistir. Referans haplotipler belirlenirken
kullanilan smirlama enzimleri, PCR ile ¢ogaltilan gen bolgesi (MDNA, 16S rRNA)
tizerindeki referans tanima dizisini buldugu her bdlgeden geni kesmekte, kesilen bu gen
bolgesi farkli uzunluklarda (4-5) degisen sayilarda DNA parcalarina ayrilmakta ve bu
sinirlama enzimleri, genetik olarak birbirinden farkli olan her O6rnek icin, farkli
noktalardan gen bdlgesini kestiginden dolayi, farkli haplotiplerin ortaya ¢ikmasina
sebep olmaktadir. Sekil 3.8.” de PCR-RFLP yontemiyle elde edilen bantlarin goriiniimii

verilmistir.
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Sekil 3.8. Patella caerulea populasyonlarinin 16S rRNA genlerinin sinirlama enzimleri
ile kesilmesi sonucu elde edilen PCR-RFLP bant profili (DBS: DNA Biiyiikliik
standartlari, A: Haplotip)

3.2.2.7. RFLP Teknigi Sonucunda Genetik Verilerin Analizi

Haplotiplerin yapisina gore populasyonlar arasindaki genetik farkliligin ve
iliskinin derecesi tespit edilmistir. Elde edilen genetik verilerin analizinde REAP
(McElroy ve ark., 1992) ve TFPGAVL1.3, PHYLIP (Felsenstein, 2002) genetik paket
programlar1 kullanilmistir.

Nei, (1987) ve Nei ve Tajima, (1981) e gore genetik cesitlilik ve genetik uzaklik
verileri kullanilarak populasyonlar arasindaki genetik c¢esitlilik ve farklilasmanin
derecesi belirlenmistir. Populasyonlar arasindaki iligkiyi gostermek tizere UPGMA
(Tartili Olmayan Ciftlestirilmis Grup Metodu Aritmetik Ortalamasi) soy agact
(dendogram) olusturulmustur.
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3.3. Morfolojik inceleme

Populasyonlarin morfolojik olarak aralarindaki farkliliklarin incelenmesi igin
kabuk uzunlugu, kabuk genisligi, kabuk yiiksekligi gibi morfolojik karakterler
kullanilmas1 diisiiniilmiistiir. Ancak Oztiirk ve Ergen (1999) ile Ayas ve ark. (2008)
deki ¢alismalarinda belirttigi tizere Patella cinsine ait canlilrin bulunduklari ortama
adapte olmasindan dolayr morfolojik karakterlerinin degisken olabilecegi, hatta ayni
tiire ait canlilarin vertikal dagilimlarina gore kabuk yiiksekligi gibi morfolojik
karakterleri farklilik gosterdigi i¢in ve calismada kullanilan Orneklerden alinan
degerlerin birbirlerine benzerlik gostermesinden dolayr populasyonlar arasindaki
iliskinin belirlenmesinde kullanilamayacagi tespit edilmistir (Mauro ve ark., 2003).
Cizelge 3.4 te Elde edilen Orneklerin kabuk uzunlugu, kabuk genisligi, kabuk
yiiksekligi degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi, maksimum ve minimum degerleri

verilmigtir.

Cizelge 3.4. Orneklerin bélgelere gére kabuklarinin biyometrik 6zellikleri: K.U. —
kabuk uzunlugu, K.G. — kabuk genisligi, K.Y. — kabuk yiiksekligi

Ornekleme K.U. K.G. K.Y. K.U. K.G. K.Y. .
I . Std. Std. Std. Mak. Min.
Bolgeleri Ort. ort. Ort.
Sap. Sap. Sap.
KD 3,392 2,847 1,072 1,118 0,923 0,527 561 154
MD 3,321 3,621 1,194 0,767 0,447 0,318 571 161
ED 2,644 2,264 0,692 0,739 0,673 0,281 495 1,26

AD1 3,810 3,266 0,939 0,864 0,825 0,276 589 145
AD2 3,815 3,217 1,227 0,490 0,421 0,206 511 1,75
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular
4.1.1. Toplam DNA’ nin Elde Edilmesi

Tiirkiye denizlerinde bulunan P. caerulea  populasyonlarmi (Karadeniz,
Marmara Denizi, Ege Denizi, Antalya Korfezi ve Iskenderun Kérfezi) temsilen her
populasyondan 30’ ar 6rnek saglanarak, toplam 150 6rnek ile populasyonlar arasindaki
genetik iliskinin sekli ve derecesi belirlenmeye ¢aligilmistir. DNA izolasyonu sonunda
total DNA P. caerulea populasyonlarindan basarili bir sekilde elde edilmistir (Sekil
4.1.).

4.1.2. Haplotip Cesitliligi

Calismada mtDNA’ da bulunan 16S rRNA geni kullanilmistir. PCR ile 16S
rRNA geni cogaltildiktan sonra, RFLP yontemi ile 4 polimorfik sinirlama enzimi
(Cspé6l, Bsurl (Haelll), Hin6l (Hhal), Alul) uygulanarak tiirlerin 6rneklerinde toplam 8
haplotip belirlenmistir. Sekil 4.2. de PCR-RFLP yontemiyle elde edilen bantlarin
goriintimii verilmistir.

Tiirkiye denizlerindeki P. caerulea populasyonlar: arasindaki genetik ¢esitliligi
ve uzaklig1 saptamak icin analizler PCR-RFLP yo6ntemi ile yapilmis ve 4 adet sinirlama
enzimi kullanilmistir. Tiim populasyonlarda toplam 8 haplotip gozlenmistir. Cizelge
4.1 de goriildiigii iizere Iskenderun ve Ege populasyonlarinda 5 farkli haplotip,
Marmara populasyonunda 4 farkli haplotip, Karadeniz ve Antalya populasyonlarinda 2

farkl1 haplotip gozlenmistir.
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Cizelge 4.1. Tiim populasyonlarin 16S rRNA gen bolgesinden elde edilen haplotip ve
frekanslar1 haplotiplerin elde edilmesinde kullanilan enzimler (soldan saga): (Csp6l,
Bsurl (Haelll), Hin6l (Hhal), Alul)

Haplotip KD MD ED AD1 AD2  Toplam

AAAA 20 12 3 0 0 35
BAAA 10 5 0 0 7 22
BAAB 0 10 0 0 6 16
AAAB 0 3 3 0 0 6
AABA 0 0 10 5 8 23
AABB 0 0 7 25 0 32
BABB 0 0 7 0 1 8
BABA 0 0 0 0 8 8
Toplam 30 30 30 30 30 150

Patella populasyonlarinda en fazla gozlenen AAAA haplotip yapisi toplam
bireylerin = %23.3° iinde gozlenmisti. AAAA haplotip yapist Karadeniz
populasyonundaki 20 bireyde, Marmara Denizi populasyonundaki 12 bireyde ve Ege
Denizi populasyonundaki 3 bireyde gozlenmistir. AABB haplotip yapist toplam
bireylerin % 21.3° {inde gozlenmisti. AABB haplotip yapist Ege Denizi
populasyonundan 7 ve Antalya Korfezi populasyonundan 25 bireyde gozlenmistir.
AABA haplotip yapisi toplam bireylerin % 15.3” iinde tespit edilmistir. AABA haplotip
yapist Ege Denizi populasyonundan 10, Antalya Korfezi populasyonundan 5 ve
Iskenderun Kérfezi populasyonundan 8 bireyde tespit edilmistir. BAAA haplotip yapist
toplam bireylerin % 14.6° sinda goriilmistir. BAAA haplotip yapis1 Karadeniz
populasyonundaki 10, Marmara Denizi populasyonundaki 5 ve Iskenderun Kérfezi
populasyonundaki 7 bireyde goriilmiistir. BAAB haplotip yapist toplam bireylerin %
10.6’ sinda gozlenmistir. BAAB haplotip yapist Marmara Denizi populasyonundan 10
ve Iskenderun Kérfezi populasyonundan 7 bireyde gézlenmistir. BABB haplotip yapist
toplam bireylerin % 5.3° iinde tespit edilmistir. BABB haplotip yapisi Ege Denizi
populasyonundan 7, Iskenderun populasyonundan 1 bireyde tespit edilmistir. BABA
haplotip yapist toplam bireylerin % 5.3° iinde gozlenmistir. BABA haplotip yapisi
Iskenderun Kérfezi populasyonunda 8 bireyde gozlenmistir. AAAB haplotip yapist
toplam bireylerin % 4’ iinde tespit edilmistir. AAAB haplotip yapist Marmara Denizi ve

Ege Denizi populasyonundan 3’ er bireyde tespit edilmistir.
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Incelenen tiim bolgelerdeki 150 drnekten elde edilen sonuglara gore AAAA
haplotip yapisi toplam 35 bireyde gozlenmistir. Bu sonuca goére AAAA haplotip
yapisinin merkezde oldugu diisiiniilebilir. AAAA haplotip yapisin gecirdigi mutasyonlar
sonucunda BAAA, AAAB ve AABA haplotiplerine doniistiigii, AAAB haplotipinin bir
mutasyon daha gegirerek AABB haplotipine doniistiigii, BAAA haplotipinin gecirdigi
mutasyon sonucu BAAB ve BABA haplotiplerine doniistiigii ve BAAB haplotip
yapisinin bir kez daha mutasyon gegirerek BABB haplotip yapisina doniistiigii
diistiniilmektedir Sekil 4.1.” de daire igerisinde P. caerulea‘ nin tiim populasyonlarinda

gbzlenen haplotipler ve sayisal degerleri verilmistir.

Sekil 4.1. Haplotiplerin asgari zincir ag1 ile goriinlimii (Daire igerisindeki alanlar,
oransal haplotip frekanslarini géstermektedir)

Olusan haplotiplere gore Marmara Denizi, Ege Denizi ve Iskenderun
Korfezi’ndeki populasyonlarin genetik cesitliligin yiliksek oldugu ancak Karadeniz ve
Antalya Korfezi’'ndeki populasyonlarda diger bolgelere gore genetik cesitliligin az
oldugu gozlenmistir.

P. caerulea populasyonlari 6rneklerinin 16S geni igin haplotip frekanslar1 Monte

Carlo (X2) analizi sonucunda farkli bulunmustur. Tiim populasyonlarin karsilastirilmasi
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sonucunda Karadeniz, Marmara Denizi, Ege Denizi, Antalya Korfezi ve Iskenderun
Korfezi populasyonlart 6rneklerinin, haplotip frekanslarinin birbirlerinden farkli ve bu
farkliligin yiiksek derecede 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0.001).

Cizelge 4.2° de P. caerulea populasyonlar1 igerisinde mtDNA diizeyinin 16S
rRNA bolgesi degisiminde dlciilen haplotiplerin evrimsel uzaklik degerleri verilmistir.
Bu degerler sonucunda tespit edilen bu sekiz haplotipin aralarinda 6nemli derecede
evrimsel fark oldugu Monte-Carlo (X2) Ikili Karsilastirma analizi sonucu tespit
edilmistir (P<0.001). En biiylik farklilik degerinin 0.024528 oldugu tespit edilmistir. En
yiiksek fark olan genotipler ise Ege Denizi populasyonunda 7, Iskenderun
populasyonunda 1 birey tespit edilen BABB genotipi ile Karadeniz populasyonunda 20,
Marmara Denizi populasyonunda 12, Ege Denizi populasyonunda 3 birey tespit edilen
AAAA genotipidir. Arasinda istatistiksel olarak en yiiksek farklilik olan diger
genotipler ise AABA genotipi ile BAAB genotipi, AABB genotipi ile BAAA genotipi
ve AAAB genotipi ile BABA genotipidir. Bu yiiksek farklilik su sekilde agiklanabilir;
AAAA haplotip yapisinin gegirdigi mutasyonlar sonucunda diger haplotip yapilarina
dontigmiistiir. Olusan yeni haplotip yapilar1 arasindaki farklilik bu sonucun ¢ikmasina
yol agmis olabilir. En az farkliligin ise 0.05076 oldugu tespit edilmistir. Arasinda en az
fark bulunan genotipler ise Ege Denizi populasyonunun 10 bireyinde, Antalya Korfezi
populasyonunun 5 bireyinde, Iskenderun Kérfezi populasyonunun 8 bireyinde tespit
edilen ABAA genotipi ve Karadeniz populasyonunun 20 bireyinde, Marmara Denizi
populasyonunun 12 bireyinde, Ege Denizi populasyonunun 3 bireyinde tespit edilen
AAAA genotipidir. Bunun nedeninin ise AAAA haplotip yapisinin olusan mutasyon
sonucunda AABA haplotip yapisina donlismesi ancak mutasyon sonucunda dahi AABA
haplotipinin AAAA haplotipine en yakin haplotip olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

Cizelge 4.2. P. caerulea populasyonlarmm mtDNA 16S rRNA geni iizerinde dlgiilen
haplotiplerin evrimsel uzaklik degerleri (Nei, 1987)

Haplotipler AAAA BAAA BAAB AAAB AABA AABB BABB BABA

AAAA

BAAA 0.008003

BAAB 0.017594 0.008551 _

AAAB 0.008003 0.017594 0.008551 _

AABA 0.005076  0.013874 0.024528 0.013874

AABB 0013874 0.024528 0.014866 0.005406 0.008003
BABB 0.024528 0.014866 0.005781 0.014866 0.017594 0.008551

BABA 0.013874 0.005406 0.014866 0.024528 0.008003 0.017594 0.008551
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Calismada P. caerulea populasyonlari igerisinde haplotip ¢esitliligi Karadeniz
populasyonunda 0.4520 (+/- 0.04192), Marmara Denizi populasyonunda 0.7028 (+/-
0.02929), Ege Denizi populasyonunda 0.7729 (+/- 0.02349), Antalya Korfezi
populasyonunda 0.2825 (+/- 0.06449), iskenderun Kérfezi populasyonunda 0.7751 (+/-
0.01555) bulunmustur.

Bu degerlere gore, en vyilksek haplotip cesitliligi Iskenderun Koérfezi
populasyonunda bulunurken en diigsiik haplotip ¢esitliligi ise Antalya Korfezi
populasyonunda bulunmaktadir. Tiim populasyonlar arasindaki haplotip cesitliligi ise
ortalama 0.5971 (+/- 0.00969) olarak saptanmistir Cizelge 4.3.” de elde edilen degerler

verilmistir.

Cizelge 4.3. P. caerulea populasyonlarnin mtDNA 16S rRNA geni igin Olgiilen
populasyonlar I¢i haplotip ¢esitlilik degerleri

MtDNA bdolgesi
Populasyon 16S geni
KD 0.4520 (+/- 0.04192)
MD 0.7028 (+/- 0.02929)
ED 0.7729 (+/- 0.02349)
AD1 0.2825 (+/- 0.06449)
AD2 0.7751 (+/- 0.01555)

Ortalama 0.5971 (+/- 0.00969)

Ribeiro ve ark. (2010), kuzey dogu Atlantik kiyilarinda 12 istasyonda yaptiklari
P.rustica tiiric 6rneklemeleri ile MtDNA’ nin COI gen bolgesinde yaptiklari sekans
calismasi sonucunda, populasyonlar ici haplotip ¢esitlilik degerini (Nei, 1987)’ ye gore
(0.8729 £ 0.0122) bulmuslardir. Aynm1 calismada microsatellite analizi yonteminde
haplotip ¢esitlilik degerini (Nei, 1987) ye gore (0.518) olarak bildirmislerdir.

Fauvelot ve ark. (2009), italya kiyilarinda 14 istasyondan temin ettikleri P.
caerulea 6rneklerini microsatellite teknigi ile analiz etmisler, populasyonlar i¢i haplotip
cesitliligi (Nei, 1987)’ ye gore (0.836+0.01) olarak tespit etmislerdir.

Casu ve ark. (2010), P. caerulea tiirtinii mtDNA’ nin COI bdélgesi igin sekans
analizi yontemi ile populasyonlar i¢i haplotip gesitliligi (Nei, 1987)’ ye gore (0.873)
olarak bildirmislerdir.

Borrell ve ark. (2010), mtDNA’ nin COI bolgesini sekans analiz yontemi ile

incelemislerdir. P. vulgata icin populasyonlar i¢i haplotip ¢esitliligini (0.4474) olarak,
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P. aspera tirii icin populasyonlar ici haplotip ¢esitliligini (0.8857) olarak
bildirmislerdir.

Calismada 16S rRNA geninin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucu bant uzunlugu 1814
ile 1905 arasinda ortalama olarak 1856 bg. (baz ¢ifti) bulunmustur. Benzer ¢calismalarda
ise 16S rRNA gen bolgesi igin elde edilen sonuglara yakin sonuglar bildirilmistir. Turan
ve ark. (2009b), Trachurus mediterranus i¢in 16S rRNA genini yaklasik 2000 bg. olarak
bulmuslardir.

Cakmak (2008), 16S rRNA geni uzunlugunu Mastacembelus mastacembelus
(dikenli y1lan balig1 )’ da 1758 bg. olarak belirlemistir.

Turan ve ark. (2007), yaptiklari ¢alismada Trachurus trachurus tiirii igin
MtDNA 16S rRNA geninin uzunlugunu, daha uzun olarak yaklasik 2064 bg. olarak
bulmuslardir. Turan ve ark. (2008), yaptiklari ¢alismada Tirsi bahig: tiirleri i¢in 16S
rRNA gen uzunlugunu 2094-2278 bg. arasinda bulmuslardir.

4.1.3. Sinirlama Enzimleri

Her enzim ve her haplotip i¢in hesaplanan sinirlama pargasi uzunluklar1 Cizelge
4.4., Cizelge 4.5., Cizelge 4.6., Cizelge 4.7." de ayrintili olarak verilmistir. Buna gore
“1” ile gosterilen degerler sinirlama pargasinin var oldugunu “0” ile gosterilen degerler

ise siirlama parcasinin var olmadigini belirtmektedir.

4.1.3.1. Cspl Simirlama Enzimi

Cspl smirlama enziminin uygulanmasi sonucunda MtDNA’ nin 16S rRNA
bdlgesi i¢in populasyonlarin tamaminda A,B olmak {izere 2 haplotip gozlenmistir. Cspl
enzimi i¢in bant uzunlugu 112-808 bg¢ arasinda bulunmustur (Cizelge 4.4.). Toplam bant

uzunlugu ise 1905 b¢ hesaplanmistir.
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Cizelge 4.4 mtDNA’nin 16S rRNA bolgesinin Cspl sinirlama enzimi ile elde edilen
haplotiplerde bant genisliklerine gore sinirlama pargasi uzunluk degerleri
Cspl

Haplotipler
B¢ A
808

696
555

322

220
112

e e =)
O P PO R |

4.1.3.2. Bsurl Sinirlama Enzimi

Bsurl sinirlama enziminin uygulanmasi sonucunda MtDNA’nin 16S rRNA
bolgesi igin populasyonlarin tamaminda A haplotip yapis1 gozlenmistir. Bsurl enzimi
icin bant uzunlugu 175-763 bg¢ arasinda bulunmustur (Cizelge 4.5.). Toplam bant

uzunlugu ise 1814 b¢ hesaplanmustir.

Cizelge 4.5. mtDNA’nin 16S rRNA bdlgesinin Bsurl siirlama enzimi ile elde edilen
haplotip ve bant genisliklerine gore sinirlama pargasi uzunluk degerleri
Bsurl

Haplotip
B¢ A
763 1
542 1
334 1
175 1

4.1.3.3. Hin6l Simirlama Enzimi

Hin6l smirlama enziminin uygulanmasi sonucunda MtDNA’ nin 16S rRNA
bolgesi i¢in populasyonlarin tamaminda A,B olmak iizere 2 haplotip gozlenmistir.
Hin6l enzimi i¢in bant uzunlugu 322-830 bg arasinda bulunmustur (Cizelge 4.6.).

Toplam bant uzunlugu ise 1889 bg¢ hesaplanmistir.
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Cizelge 4.6. mtDNA’nin 16S rRNA bolgesinin Hin6l sinirlama enzimi ile elde edilen
haplotiplerde bant genisliklerine gore sinirlama pargasi uzunluk degerleri
Hin6l

Haplotipler
B¢ A
830
735

526
322

211
95

O PP OR
=]

4.1.3.4. Alul Simirlama Enzimi

Alul smirlama enziminin uygulanmasi sonucunda MtDNA’ nin 16S rRNA
bolgesi igin populasyonlarin tamaminda A,B olmak {izere 2 haplotip gozlenmistir. Alul
enzimi igin bant uzunlugu 97-771 bg arasinda bulunmustur (Cizelge 4.7.). Toplam bant

uzunlugu ise 1818 bg hesaplanmustir.

Cizelge 4.7. mtDNA’nin 16S rRNA bolgesinin Alul smirlama enzimi ile elde edilen
haplotiplerde bant genisliklerine gére sinirlama pargasi uzunluk degerleri
Alul

Haplotipler
B¢ A
771

674
535

291

221
97

e =)
O P PO R I

4.1.4. Genetik Cesitlilik ve Genetik Farkhihk

Populasyonlar igerisinde 16S rRNA bdélgesi i¢in genetik ¢esitliligin, Karadeniz
populasyonunda 0.003680, Marmara Denizi populasyonunda 0.008799, Ege Denizi
populasyonunda 0.009388, Antalya Korfezi populasyonunda 0.002300 ve Iskenderun
Korfezi populasyonunda 0.009632 oldugu tespit edilmistir. Populasyonlar i¢i en yiiksek
genetik cesitlilik 0.009632 ile Iskenderun Kérfezi populasyonunda, en diisiik genetik
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cesitlilik ise 0.002300 ile Antalya korfezi populasyonunda gézlenmistir. Populasyonlar

ici ortalama genetik cesitlilik ise 0.006760 (+/- 0.0000024) olarak hesaplanmaistir.

Cizelge 4.8. P. caerulea populasyonlarinin mtDNA 16S rRNA geni i¢in olgililen
populasyonlar i¢i genetik ¢esitlilik degerleri

MtDNA bdélgesi

Populasyon 16S

KD 0.003680

MD 0.008799

ED 0.009388

AD1 0.002300

AD2 0.009632

Ortalama 0.006760 (+/- 0.0000024)

Ribeiro ve ark. (2010), kuzey dogu Atlantik kiyilarinda 12 istasyonda yaptiklari
P. rustica tiirti 6rneklemeleri ile MtDNA’ nin COI gen bolgesinde yaptiklart sekans
calismasi sonucunda, populasyonlar i¢i genetik cesitlilik degerini (Nei, 1987)’ e gore
(0.0035 + 0.0005) bulmuslardir.

Fauvelot ve ark. (2009), Italya kiyilarinda 14 istasyondan temin ettikleri P.
caerulea orneklerini microsatellite teknigi ile analiz etmisler ve populasyonlar igi
genetik c¢esitliligi (Nei, 1987) ye gore (0.016, P <0.001) olarak tespit etmislerdir.

Borrell ve ark. (2010), mtDNA’ nin COI bdlgesini sekans analiz yontemi ile
incelemislerdir. P. vulgata i¢in populasyonlar i¢i genetik gesitliligini (0.0007) olarak, P.
aspera tiirli i¢in populasyonlar i¢gi genetik ¢esitliligini (0.0160) olarak bildirmislerdir.

16S rRNA geni ile elde edilen populasyonlar arasindaki genetik benzerlik
degerlerine gore, en yiiksek deger Antalya Korfezi populasyonu ile Karadeniz
populasyonu (0.015857) i¢in bulunmustur. En diisiik deger ise Ege Denizi populasyonu
ile Antalya Korfezi populasyonu arasinda (0.006804) gozlenmistir. Populasyonlar arasi
genetik benzerlik degerleri Karadeniz ve Marmara Denizi populasyonlart arasinda
(0.007937), Karadeniz ve Ege Denizi populasyonlar1 arasinda (0.013095), Karadeniz
Iskenderun Kérfezi populasyonlar: arasinda (0.009954), Marmara Denizi ve Ege Denizi
arasinda (0.013529), Marmara Denizi ve Antalya Korfezi populasyonlar: arasinda
(0.014930), Marmara Denizi ve Iskenderun Kérfezi populasyonlari arasinda (0.011614),
Ege denizi ve Iskenderun Korfezi populasyonlar: arasinda (0.012797), Antalya ve

Iskenderun Kérfezi arasinda (0.014984) olarak gdzlenmistir. Ortalama genetik benzerlik
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degeri 0.012150 (+/- 0.0000009) olarak hesaplanmistir. Cizelge 4.9’ da 16S rRNA geni

ile elde edilen populasyonlar arasindaki niikleotid ¢esitlilik degerleri verilmistir.

Cizelge 4.9. P. caerulea populasyonlarinin mtDNA 16S rRNA geni igin 6l¢iilen
populasyonlar aras1 genetik benzerlik degerleri (Nei,1987)

Populasyonlar KD MD ED AD1 AD2
KD

MD 0.007937

ED 0.013095 0.013529

AD1 0.015857 0.014930 0.006804

AD2 0.009954 0.011614 0.012797 0.014984

16S rRNA geni ile elde edilen populasyonlar arasindaki genetik farklilik
degerlerine gore, en yiiksek deger Karadeniz ve Antalya korfezi populasyonlart igin
(0.012867) bulunurken; en diisik deger ise Ege Denizi ve Antalya Korfezi
populasyonlar arasinda (0.000960) gozlenmistir. Populasyonlar arasi1 genetik benzerlik
degerleri Karadeniz ve Marmara Denizi populasyonlari arasinda (0.001697), Karadeniz
ve Ege Denizi populasyonlar1 arasmnda (0.006561), Karadeniz Iskenderun Korfezi
populasyonlar1 arasinda (0.003298), Marmara Denizi ve Ege Denizi arasinda
(0.004436), Marmara Denizi ve Antalya Korfezi populasyonlart arasinda (0.009380),
Marmara Denizi ve iskenderun Kérfezi populasyonlari arasinda (0.002398), Ege denizi
ve Iskenderun Kérfezi populasyonlar: arasinda (0.003287), Antalya ve Iskenderun
Korfezi arasinda (0.009018) olarak gozlenmistir. Ortalama genetik farklilik degeri
0.005390 (+/- 0.0000015) olarak hesaplanmustir. Cizelge 4.10.” da 16S rRNA geni ile

elde edilen populasyonlar arasindaki niikleotid ¢esitlilik degerleri verilmistir.

Cizelge 4.10. P. caerulea populasyonlarinin mtDNA 16S rRNA geni igin 6lgiilen
populasyonlar aras1 genetik farklilik degerleri (Nei,1987) (Onemlilik Dereceleri *** =
P<0.001

Populasyonlar KD MD ED AD1 AD?2
KD

MD 0.001697***

ED 0.006561*** 0.004436***

AD1 0.012867*** 0.009380*** 0.000960***

AD2 0.003298*** 0.002398*** 0.003287*** 0.009018***




37

Ribeiro ve ark. (2010), kuzey dogu Atlantik kiyilarinda 12 istasyonda yaptiklari
P. rustica tiirti 6rneklemeleri ile microsatellite ¢alismasi sonucunda, populasyonlar arasi
genetik farklilik degerini (Nei, 1987)’ e gore (0.007 P > 0.05) bulmuslardir.

Fauvelot ve ark. (2009), Italya kiyilarinda 14 istasyondan temin ettikleri P.
caerulea orneklerini microsatellite teknigi ile analiz etmislerdir populasyonlar arasi
genetik farklilik degerini (Nei, 1987)" ye gore (0.0094 P < 0.0001) olarak tespit
etmislerdir.

Mauro ve ark. (2001), P. caerulea tiiriinii allozyme yontemi ile incelemis
populasyonlar aras1 genetik farklilik degerini (Nei, 1987)’ ye gore (0.007, P > 0.05)
olarak bildirmiglerdir.

Populasyonlar arasindaki genetik iliskiyi gosteren UPGMA soy agacina gore,
Antalya populasyonu ve Ege Denizi populasyonunun genetik olarak birbirine en yakin
populasyonlar oldugu tespit edilmistir. Bu iki populasyona en yakin populasyonun da
Iskenderun Kérfezi populasyonu oldugu, bu ii¢ populasyondan genetik olarak en yakin
populasyonun Marmara denizi populasyonu oldugu saptanmistir. Diger dort
populasyona genetik olarak en uzak populasyonun Karadeniz populasyonu oldugu tespit
edilmistir. Populasyonlar arasindaki genetik iliskiyi gdsteren UPGMA soy agaci ve
genetik mesafe degerleri Sekil 4.2. de verilmistir. Populasyonlar arasindaki genetik
iliskiyi gosteren UPGMA soy agacinda belirtilen degerler % 100 olarak belirtilen
soyagaci yapisini desteklemektedir.

ED

AD1

AD2

MD

KD

1.0

Sekil 4.2. Populasyonlar aras1 genetik uzakligin UPGMA soy agaci ile gosterimi. Soy
agac1 iizerinde belirtilen degerler % 100 olarak belirtilen soy agaci yapisin
desteklemektedir (Nei ve Tajima, 1981)
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, Tiirkiye denizlerinde yasamlarmi siirdiiren P. caerulea
populasyonlarimin genetik yapilari ve populasyonlar arasindaki genetik iliskinin
belirlenmesi amag¢lanmustir.

Denizlerimizdeki (Karadeniz, Marmara Denizi, Ege Denizi, Antalya Korfezi,
Iskenderun korfezi) populasyonlar1 temsilen her bir istasyondan 30 adet toplamda 150
adet ornekleme yapilmistir. Bu 6rnekleme sonuncunda populasyonlar arasindaki genetik
iliskinin sekli ve derecesi arastirilmistir. Tiir tespitinde Ayas ve ark (2008) ile Oztiirk ve
Ergen (1999) un calismalarinda belirttigi tizere Fischer-Piette, ve Gaillard, (1959)
onerdigi; radula {izerinde orta eksenden itibaren enine siralar halinde bulunan 2 lateral,
leikintili ve 3 marjinal disten taksonomik o6zellige sahip olan 1. lateral ve ¢ikintili
dislerin incelenmesi ile yapilmistir.

Elde edilen orneklerin genetik incelenmesi MtDNA PCR-RFLP teknigi ile
yapilmistir. Yapilan ¢alismada 4 adet sinirlama enzimi (Csp6l, Bsurl (Haelll), Hin6l
(Hhal), Alul) kullanilmis bunun sonucunda toplam 8 haplotip belirlenmistir. Elde
edilen veriler 1s181nda tiim populasyonlarin genetik olarak farkli oldugu tespit edilmistir.
(Csp6bl, Hin6l (Hhal),Alul) smirlama enzimleri polimorfik bir yapi gOstermistir.
Kullanilan smirlama enzimlerinden sadece Bsurl (Haelll) enzimi monomorfik bir yapi
gostermistir. Bu bilgiler dogrultusunda P. caerulea tiirii i¢in yapilacak olan populasyon
caligmalarinda Csp6l, Hin6l (Hhal), Alul smirlama enzimleri populasyonlarin
farkliliklarinin incelenmesinde kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Genetik olarak birbirine en uzak iki populasyonun Ege Denizi populasyonu ile
Karadeniz populasyonu oldugu tespit edilmistir. Birbirine en yakin populasyonlarin ise
Ege Denizi ile Antalya Korfezi populasyonu oldugu tespit edilmistir. Populasyonlar
arasinda azda olsa gen alis verisi gozlenmistir. Gen alis verigine yol acan sebebin ise
denizsel akintilar olabilecegi diisiiniilmektedir. Calisma P. caerulea igin, cografik olarak
birbirinden uzaklasan populasyonlarin, bu wuzaklik nisbetinde genetik olarak da
birbirlerinden o kadar uzaklastiklar1 sonucunu ortaya koymustur. Patella tiirlerinin
hareket kabiliyetlerinin diisiik oldugu bilinmektedir. Patella tiirleri planktonik
evrelerinde iken daha aktif olarak hareket edebilmektedir. Ancak bu siirenin kisa oldugu
bilinmektedir (Laborel- Deguen ve Laborel, 1990; Templado, 2001). Ayrica larval

stirenin 10 gilinlin biraz istiinde oldugu bilinmektedir (Laborel-Deguen ve Laborel,
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1991). P. vulgata tiirtinde larval siirenin 9 giin civarinda oldugu bildirilmistir (Dodd,
1957). Ridgway ve ark. (1998) tarafindan Patellidaec familyasina ait tiirlerin diisiik
dagilim yetenegi oldugu bildirilmistir. Ancak Sella ve ark. (1993), yaptiklar1 ¢alisma
sonucunda bazi patella tiirlerinin dagilim yeteneginin yliksek oldugunu belirtmislerdir.
Fauvelot ve ark. (2009) P. caerulea tiiriiniin planktonik doneminin diger tiirlere gore
daha uzun olmasindan kaynakli olarak populasyonlar arasi genetik farkliligin dnemli
ancak az oldugunu bildirmislerdir. Bu bilgiler dogrultusunda Patella tiirlerinde dagilim
yeteneginin planktonik ve larval donemin uzunluguna baglh oldugu diistiniilebilir. Bu tip
canlilarda su akintilarinin kisa mesafeli goclere sebep oldugu diisiiniilebilir. Akdeniz
siklonik kiyisal akintisi iilkemiz sularinda Iskenderun Kérfezi’ nden baslayarak kiyi
seridi boyunca batiya dogru hareket eder Rodos aciklarinda Ege Denizi’ ne giris yapar
ve buradan kuzey Ege’ ye yonelir ancak burada Marmara Denizi akintisi ile tekrar
giineye dogru hareket eder. Bu akintinin balik yumurta ve larvalarini stiriikledigi
bilinmektedir (Ben-Tuvia, 1966; Avsar, 1999). Bu bilgilerden yola g¢ikarak Antalya
Korfezi populasyonu ile Ege Denizi populasyonlarinin genetik olarak birbirine en yakin,
Iskenderun Korfezi populasyonunun bu iki populasyona en yakin olmasinin sebebi
olarak canliya 6zgii yayilma sekli ve Akdeniz’ de meydana gelen akintilar oldugu
diistiniilmektedir. Marmara Denizi populasyonu diger populasyonlar ile Karadeniz
populasyonuna gore daha yakin oldugu tespit edilmistir bunun sebebinin cografik olarak
diger populasyonlara gére daha uzak olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Calisma sonucunda elde edilen wverilerin degerlendirilmesiyle Tiirkiye
denizlerinde ( Karadeniz, Marmara Denizi, Ege Denizi ve Akdeniz) bulunan Cin
sapkas1 ( P. Caerulea) populasyonlar1 arasinda az da olsa bir gen alisverisi oldugu, fakat
bunun yeterli olmadig diisiiniilmektedir.

Tiim bu sonuglar dogrultusunda mtDNA’ nin 16S rRNA gen bdlgesinin PCR-
RFLP teknigi ile arastirilmast sonucunda, Tiirkiye denizlerindeki (Karadeniz, Marmara
Denizi, Ege Denizi ve Akdeniz) P. caerulea populasyonlari arasindaki genetik iliskinin
sekli ve derecesi ortaya ¢ikarilmistir.

Tiirkiye denizlerde bulunan diger ¢in sapkasi tiirleri ve populasyonlar ile ilgili
genetik verilerin olmayis1 ve ilgili literatiir agiginin kapatilmasi i¢in, diger ¢in sapkasi
tirleri ile populasyonlarinin da analiz edilmesi, farkli genlerin incelenmesi, bize bu

tiirler ve populasyonlar hakkinda daha ayrintili bilgi verecek olmasi agisindan 6nem arz
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etmektedir. Bu nedenle, diger ¢in sapkasi tiirlerin populasyonlar1 igin farkli genlerin ve
farkl1 genetik yontemlerin kullanilmasi, gelecekte yapilacak calismalar arasinda

distintiilmektedir.
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biiyiik seving duyarim.

Tez c¢alismamda oOrneklerin temin edilmesinde biiyiik yardimlari olan Sayin
Ferhan DUNDAR ve Oguz DUZGUN’ e tesekkiirlerimi sunarim.

Akdeniz 6rneklerimin temininde ve laboratuar ¢aligsmalarimda destegini aldigim
TAGEM 09/AR-GE/11 nolu projeye tesekkiir ederim.

Calismam sirasinda maddi ve manevi destegini esirgemeyen Sayin Cuma KABA
ve Semsi KABA’ ya tesekkiirlerimi sunarim.

Calismamin her agamasinda higbir fedakarliktan kaginmayarak bana destek olan
sevgili esim Figen GUNGOR’ e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatim boyunca destegini esirgemeyen annem Giilizar TEKIN® e, ablam Dilek
DURACAK’ a ve hayatim boyunca 6rnek aldigim yaklagik 10 yil 6nce kaybettigim
babam Halil GUNGOR’ e siikran ve tesekkiirlerimi sunarim.
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OZGECMIS

1984 yilinda izmir Karsiyaka’ da dogdum. ilk, orta ve lise egitimimi Mugla’nin
Fethiye ilgesinde tamamladim. 2004 yilinda Mustafa Kemal Universitesi Su iiriinleri
fakiiltesinde lisans dgrenimime basladim. 2008 yilinda Su Uriinleri Miihendisi iinvani
ile mezun oldum. Aym yil Mustafa Kemal Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Su
Uriinleri (Temel Bilimler) Anabilim Dalinda yiiksek lisans 6grenimime basladim. Halen

bu 6grenimime devam etmekteyim.



