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IZNiK GOLUNDE YASAYAl\? itﬂring boyeri (GUMUS BALIGI)
POPULASYONUNUN GENETIK INCELENMESI
Atherina boyeri Risso 1810 (iri pullu Giimiis Balig1), Akdeniz havzasindaki denizel
ve tatll su habitatlarinda genis bir dagilim gosteren karmasik bir tiirdiir. Tath su
ortamlari i¢in istilact olarak kabul edilen bu tiiriin {izerine yakin zamanda yapilmis
calismalar tiir i¢inde cografik konumlarina gére molekiiler ve morfolojik diizeyde
farkliliklar oldugunu gdstermistir. Bu tez kapsaminda iznik Golii’nde bulunan A.
boyeri popiilasyonu genetik olarak incelenmistir. mtDNA D-Loop ve COIl dizileri
Gen Bankasinda bulunan Akdeniz havzasindan toplanmig A. boyeri bireylerine ait
diziler ile karsilastirilmistir. Filogenetik analizler farkli tiirlere ait olabilecek kadar
genetik farkliliklar iceren A. boyeri popiilasyonlarinin varhigini gostermektedir.
Tiirkiye, Bulgaristan ve Yunanistan tatli sularinda bulunan popiilasyonlar Akdeniz'in
diger bolgelerinde yasayan popiilasyonlardan farkli bir grup olusturmaktadir. Ote
yandan, s6z konusu popiilasyonlar kendi i¢lerinde de farkli haplotiplere sahip olup
soyagaglar1 {izerinde birbirlerinden ayr1 gruplanmaktadir. Literatiirde Iznik Golii
disinda Sapanca Gdlii'nden bes 6rnege ait tic D-loop haplotipi ve bir 6rnege ait COI
haplotipi bulunmaktadir. Bu haplotiplerden D-loop haplotipleri Iznik Gélii
orneklerinde rastlanilmamisken, COI haplotipi Iznik Golii 6rneklerinde tespit edilen
tic haplotipten birini olusturmaktadir. Bu bulgular iki gdle ait popiilasyonlarin

kokenlerinin ayni1 olabilecegini diisiindiirmektedir.
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ABSTRACT
GENETIC EXAMINATION OF Atherina boyeri (SAND SMELT)
POPULATION WHICH LIVES IN IZNIK LAKE
Atherina boyeri Risso 1810 (Big-scale Sand smelt) is a complex species, which
shows a wide distribution pattern in the marine and freshwater habitats of the
Mediterranean basin. It is accepted to be invasive for the freshwater environment and
recent studies have shown the presence of intraspecies differences at the molecular
and morphological levels, according to geographical location. In this thesis, A. boyeri
population of Iznik Lake has been investigated genetically. mtDNA D-Loop and COI
sequences have been compared with the A. boyeri sequences from the Genbank,
which have been collected from the Mediterranean basin. The results of the
phylogenetic analyses indicate the presence of genetically different A. boyeri
populations which may belong to different species. When compared with the other
Mediterranean freshwater populations, the freshwater populations inhabiting Turkey,
Bulgaria and Greece form a separate group on the phylogenetic tree. On the other
hand, these populations also include different haplotypes and group separately on the
phylogenetic tree. In the literature, besides Iznik Lake, there are three D-Loop
haylotypes belonging to five specimens and one COI haplotype from Sapanca Lake.
The D-loop haplotypes are absent in iznik specimens, but the COI haplotype
constitutes one of the thrre haplotypes observed in Inzik samples, suggesting that the

origins of these two populations might be the same.
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1.GIRIS
1.1. ATHERINA CINSI

1.1.1. Tarleri

Isin yiizgecli baliklar (Actinopterygii) sinifinin Atheriniformes takiminda yer
alan Atherinidae ailesi, Giimiis baliklar1 yada Koku baliklar1 olarak bilinen,
cogunlugu denizel tiir olan, ancak aci ve tatlisulara da uyum saglayabilmis, torpikal
ve subtropikal denizlerde ve kiyisal alanlarda dagilim gosteren 14 cins ve 71 tiir
icerir; Atherina (5 tur), Atherinosoma (2 tur), Atherinason (1 tir), Kestratherina (2
tdr), Leptatherina (2 tur), Atherinomorus (11 tdr), Atherion (3 tur), Alepidomus (1
tdr), Hypoatherina (13 tar), Stenatherina (1 tir), Teramulus (2 tir), Bleheratherina
(1 tdr), Craterocephalus (26 tiir) ve Sashatherina (1 tir) (Froese R. ve D. Pauly.
2016).

Atherina cinsine giren tirlerden Atherina boyeri A. Risso, 1810 (Big-scale
sand smelt) (Sekil 1.1), Kuzey Atlantik, Akeniz ve Karadeniz’de, Atherina breviceps
Valenciennes, 1835 (Cape silverside) Giiney Akfrika kiyilarinda, Atherina hepsetus
Linnaeus, 1758 (Mediterranean sand smelt) Kuzey Atlantik, Akdeniz ve Karadeniz
kiyilarinda, Atherina lopeziana Rossignol & Blache, 1961 Gine Korfezi ve Cape
Verde kiyilarinda, Atherina presbyter G. Cuvier, 1829 (Sand smelt) ise Kuzey
Atlantik ve Bat1 Akdeniz kiyilarinda bulunmaktadir.

Sekil 1.1: Atherina boyeri (fishbase.org, 2017).

1


https://en.wikipedia.org/wiki/Achille_Valenciennes
https://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Martial_Rossignol&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Jacques_Blache&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/wiki/Georges_Cuvier

Bu tlrlerden Atherina lopeziana sadece denizel ortamlarda bulunurken,
digerleri ac1 ve tath su ortamlarinda da yasayabilirler. Tathi sulara en iyl uyum
saglamis ve denizle baglantist bulunmayan gollerde kaydedilen tek tiir ise Atherina

boyeri taruddr.

1.1.2. Tarihsel Sureg

Atherina ailesinin incelenmesi ve kimliklendirilmesi morfolojik olarak
bakildiginda daha eski bir zamana dayanmasina ragmen molekiiler acidan, dizi
analizi ve filogenetik olarak incelenmesi, gelisen teknolojiyle glinlimiizde daha bir

yer edinmistir.

Kiener ve Spillman, 1969 yilinda yaptiklari, 1985 yilinda yayimlanmis
arastirma sonucunda Atherina ailesinin Avrupa’da 3 tiiriiniin bulundugunu
soylemislerdir; bunlar, Atherina boyeri Risso 1810, Atherina hepsetus L.1758 ve
Atherina presbyter Cuvier 1829 (Kiener ve Spillman, 1969).

1.1.3. Atherina boyeri Tiiriiniin Adaptasyon Ozelligi

A. boyeri (Iri pullu Giimiis Balig1), Kuzey Atlantik, Akdeniz ve Karadeniz
kiyilarinda yaygin bir sekilde bulunur. Akdeniz havzasinda bir¢ok lagiin, akarsu ve
go6lde kaydedilmistir (Hebert ve dig., 2003). 1985 yilina kadar lagiin olan
Buyukcekmece golinde sahip oldugu aci su karakteri nedeniyle genellikle denizel,
nadir olarak da tatli su tiirlerine rastlanilmigtir. Marmara Deniz’i kiyilarinda bol
miktarda gorilen A. boyeri tirii Biyiikgekmece lagiiniinde de kaydedilmistir.
Biiyiikcekmece barajinin insa edilmesi sonucunda ve bununla birlikte akarsular ve
yagmurlarin etkisiyle Biiyiikgekmece golii tath su goliine doniismiistiir. Iginde
bulunan deniz canlilarinin yerini tath suda yasayabilen tiirler almistir, ancak A.boyeri

tird hala gdzlemlenebilmektedir.

Yalnizca Biiyiikgekmece golii igin degil, iznik, Uluabat, Sapanca gibi cevre
gollerde de A.boyeri bulunmasi, bu tiirin tatli su sistemlerine nasil giris yaptigi,
nereden geldigi ve nasil uyum sagladigi gibi sorular1 da beraberinde getirmistir.
Ekmekgi 2013 ulkemizde ilk kez Sapanca goélinde rastlanan A. boyeri tiriniin 1991
yilinda da denizle direk bir baglantiya sahip olmayan iznik géliinde rastlandigindan

bu tiiriin istilaci bir tiir oldugunu belirtmistir (Bostanci ve dig., 2014).



Tuzluluga kars1 genis bir hoggoriisii olan giimiis baliklariin dagilimi ile ilgili
cesitli kayitlar 2001 yilinda Hirfanli ve Kapulukaya Baraj Gollerinden (Kuru vd.,
2001), Iznik Gélii’nden (Ozeren, 2004), Egirdir Golii'nden (Yegen vd., 2005)
yapilmig ve ilgili gollerin bagl oldugu sucul ekosistemlere de dogal yollardan ve
insan etkisiyle tasinabilecegi belirtilmistir (Kii¢iik vd., 2006). Polat ve Ugurlu (2007)
Bafra Balik Golii ve Karabogaz Lagiin’iinde de varligin1 kaydetmistir. Gediz Nehri
havzasinda, Marmara Golii (Salihli-Manisa)’ndeki varligi da 2013 yilinda kayitlara
gecmistir. Ekmekei (2013) giimiis baliginin istila potansiyelini belirlemek {izere
yaptiklar1 ¢alismada; yurdumuzda ilk olarak 1940’larin ortalarinda Sapanca
Golii’nde rastlandigini, 1991 yilinda ise denizle dogrudan baglantis1 olmayan Iznik
Goli’nde bulundugunu belirterek istilact bir 6zellikte olan glimiis baliginin
giiniimiizde yurdumuz i¢ sular igin risk olusturabilecegini ifade etmistir (Ekmekgi,

2013).

Denizlerin, goller ile olan bir baglantis1 bulunmasi, dogal yollardan akarsular
ile taginmis olmasi veya insan etkisiyle bu gollere taginmis olmast dogru cevaplardan

birkac1 olabilecegi de belirtilmistir.

A. boyeri zor sartlara adapte olabilen bir tiir olmasina ragmen beslenme
sekilleri incelendiginde ortam sicakliginin 8°C’den asagiya diismesiyle beslenmenin
durma noktasina geldigi, 4°C’den daha diisiik sicakliklarin ise tiir igin hayati oldugu
gozlemlenmistir. Bundan kaynakli olarak kis aylarinda bu tlriin denizle baglantisi
bulunan tatli su sistemlerinden denize goc¢ ettigi, denizle baglantis1 bulunmayan

gollerde ise daha sicak olan derin bdlgelerde toplandig goriilmektedir.

1.1.4. Atherina boyeri Uzerine Morfolojik ve Genetik Calismalar

Elbette yapilan ¢aligmalarin daha eskiye dayandigi bir zamana g6z atmakta
fayda var ki nitekim o zamandan bu zamana degisen dizi analizi ve filogenetik
incelemelerin  bizleri yonlendirdigi yeri daha acik bir sekilde gormemiz

gerekmektedir.

Yunanistan’in g¢esitli bolgelerinden deniz, lagiin ve g6l ortamlarindan
toplanmig A. boyeri drnekleri lizerinde yapilmis olan mtDNA 12S ve 16S RNA ile

D-Loop bdélgeleri RFLP analizleri deniz ve g6l A. boyeri popiilasyonlar1 arasinda



farkliliklar oldugu ve bunun 1s18inda bu iki farkli yasam alanina sahip
popiilasyonlarin farkli tiirler olabilecegi belirtilmistir (Klossa-Kilia ve dig., 2002).

Ayni y1l iginde Fransa ve Tunus’tan toplanan A. boyeri drnekleri tzerinde 87
biyometrik parametreye goére yapilmis olan morfolojik inceleme sonucunda “marin
punctuated”, “marin unpunctuated” ve “laglin atherinitleri” olmak Ulzere ti¢ farkli
grup tespit edilmistir. Her grup diger gruplara gore belirgin bir sekilde bagimsiz
ozellikler gostermistir (Trabelsi ve dig., 2002a). Bu ¢aligmanin devami olarak Ctyb
gen bolgesi iizerinde yapilan ¢alismada tiir icerisindeki varyasyonlar incelemis ve
Atherina boyeri tiirtiniin kompleks bir tiir oldugu ve iginde A. boyeri, A. lagunae ve
A. punctata olmak iizere en az 3 tiir barindirdig1 sdylenmistir (Trabelsi ve dig.,
2002Db).

Trabelsi ve arkadaslarinin (2004) diger bir ¢alismasinda, Tunus ve Fransa
lagiinlerinden toplanmis 6rneklerde morfolojik farkliliklar gorildigi, filogenetik ve
biyometrik istatistiksel veriler 1s18inda yalnizca iki farkli tiirin lagtnlerde kolonize

oldugu belirtilmistir (Trabelsi ve dig., 2004).

Lagiin ve deltalar gibi gecis cevrelerinin genetik yapi tizerindeki roliinii
aragtirmak amaciyla yapilan bir calismada, denizel A. boyeri popilasyonunun
laguner A. boyeri popilasyonuyla genetik yap1 farkliliklar1 olsa da filogenetik olarak

benzerlik tagidiklart ortaya konulmustur (Astolfi ve dig., 2005).

Klossa Kilia ve arkadaslarinin 2006 yilindaki diger bir ¢alismas1 A. boyeri ve
A. hepsetus turleri tzerinde olup, bu turler mtDNA seviyesinde incelenmis. 12S
RNA ve 16S RNA bolgeleri iizerinde yapilan aragtirma sonucunda ii¢ farkli tiir
ortaya koymuslardir (marin A. boyeri, g6l A. boyeri ve A.hepsetus) (Klossa Kilia ve
dig., 2007). Laguner A. boyeri turi ile denizle A. boyeri ve A. hepsetus tirleri
arasinda karigik haplotipik farkliliklar gozlemlenmis olup, denizel A. boyeri, A.
hepsetus tiiriinden ne denli farkli ise, lagiiner A. boyeri tiriine gore de o denli
farkliliklar gostermesi, lagiin ve deniz A. boyeri tirlerinin farkl: tiirler olabilecegini

diistindiirmiistiir (Klossa Kilia ve dig., 2007).

Mauro ve digerleri (2007), daha onceki ¢aligsmalar1 test ederek, A. boyeri

iginde ti¢ farkl: tiir oldugunu yinelemislerdir (Mauro ve dig., 2007).



Atlantik ve Akdeniz’den toplanan Ornekler Uzerinde yapilan bir ¢alismada
“punctated” ve ‘“non-punctated” olarak tanimlanan iki bagimsiz tiirlin
olabileceginden bahsedilmistir. Ancak, sekans araliinin gosterdigi sonuglar
dogrultusunda A. boyeri tiirtiniin goklu kompleks yapisi olabilecegi savunulmustur

(Francisco ve dig., 2008).

1.2. Genetik Barkodlama

1.2.1. Barkodlama Nedir?

Tiirleri ayirmada ve tanimlamada kullanilan DNA barkodlamas1 sadece tiire
Ozgii bir DNA dizisinin belirlenmesine dayanir. Barkodlama ile hizli tiir belirlenmesi
ve gilivenilir olmasi disinda farkli gruplar iginde filogenetik karsilastirma daha kolay
olmaktadir. Organizmadan elde edilmis doku Orneklerinden DNA izolasyonu
gerceklestirilmesi ardindan DNA’nin ilgili gen bdélgesinin  amplifikasyonunun
yapilmasi ve amplifiye edilmis gen bdlgesinin DNA dizi analizinin gergeklestirilmesi
ile barkodlama islemi gergeklestirilebilir. Bu islemler ile elde edilen DNA sekanslari
tirlerin  belirlenmesinde kullanilan barkod diziler olarak veri bankalarina

kaydedilmektedir.

1.2.2. DNA Barkod Genleri

DNA barkodlamasinda tercih edilen genler canli gruplari arasinda degisiklik

gostermektedir:

e Prokaryotlarda; 16S RNA

e Hayvanlarda; Sitokrom Oksidaz | mitokondriyal gen bélgesi

e Bitkilerde; MatK (Mataraz K) ve rbcl (Ribuloz-1, 5-bifosfat karboksilaz
oksijenaz buyuk alt Unite) kloroplast gen bélgesi

e Mantarlarda; ITS2 (internal transcribed spacer 2) nikleer bolgesi

Secilen DNA bolgesi ayn tiir icinde dnemli bir degiskenlik gdstermemeli,
tirler arasinda ise belirgin farkliliklar barindirmalidir. Hedef DNA bdlgesi yeterli
filogenetik bilgiye sahip olmalidir. Dizileme igin yiiksek derecede korunmus primer
bolgeleri icermelidir.



1.2.4. 16S rRNA

Dubnau ve dig. (1966), 16S ribozomal RNA gen dizisinin Bacillus spp.
tirlerinde yaptigi incelemeler 1s1ginda, bu gen dizisinin korunmus bir dizi oldugunu
sOylemistir (Dubnau ve dig., 1966). Bu dizilerdeki mutasyon orani bilinmese de
canlilar arasindaki filogenetik iliski agik¢a gozlemlenebilmektedir. 16S rRNA geni
farkli taksonomik gruplarda farkli degisim geg¢irmis oldugu gibi, 1550 bazlik gen

boyunca bozulmus olan kisimlarin da ayirt edilebilmesi miimkiin olmustur.

16S rRNA’dan bagka RNA tipleri de bakteriler i¢in kimliklendirmede
kullanilabilmektedir. 5S ve 23S rRNA genleri ve bu genler arasindaki bolgeler 6rnek
olarak gosterilebilir. Bu duruma bir 6rnek vermek gerekirse; sadece 16S rRNA dizisi
ile kesin ayirim yapilamayan Mycobacterium spp. gibi tlrlerde 16 ve 23S rRNA
genleri arasindaki ITS (internal transcribed spacer) dizilerine bakilmaktadir. Bu
dizilerin igeriginde korunmus olan elementler bulunmaktadir. Streptococcus
tirlerinde ise 23S rRNA kullanilmaktadir. Bakteri tirlerine gére RNA (zerinden

belirleme yerine daha kullanislt yontemler de vardir.

1.2.5. COI Gen Bolgesi

Sitokrom c oksidaz enzimi, mitokondrilerde bulunan blytk bir transmembran
proteindir. COI geninin 5" ucundan 655 bp’lik bolgesi, farkli tiirler ve canlilar igin
pek cok primer tasarlanabilmesi ve cogaltilabilmesinden dolayr en uygun barkod
geni olarak islev gormektedir. Bu bolge, bilinen barkodlama 6zelliklerine sahip ve
tlr derecesinde bulunan farkliliklar: belirleyebildigi igin standart barkodlama bolgesi

olarak kullanilmaktadir.

COI barkod bolgesinin, metazoan mitokondriyal genomu bakimindan tiir
igerisinde %3 ten kiiciik, tiirler arasinda ise ortalama %10 ila %25 arasinda belirgin
bir farklilik gosterdigi yapilan ¢aligmalar ile ortaya koyulmus bir gercektir (Hebert,
2003). Genomda intron bolgelerinin bulunmamasi, haploit olmasi, ¢ok fazla kopyasi
bulunmasi ve rekombinasyon sinir1 nedeniyle nikleer genoma go0re avantaji

bulunmaktadir.

Yapilmis olan sistematik analiz ¢aligmalarinda, 12S rRNA ve 16S rRNA
genlerinde gbzlemlenmis insersiyon ve delesyon orani sebebi ile elde edilen dizilerin

karsilagtirllmasinda  biyik zorluklar ¢ikmistir. Metazoan canli tiirlerinin



genomlarinda 13 protein kodlayan gen, bu insersiyon ve delesyonlari igerir. COI
geninin diger protein kodlayan mitokondriyal genlerden iistiinliigli, metazoan tiirler
i¢cin evrensel primer ¢iftleri kullanilarak ¢ogaltilabilmesi ve bir¢ok farkli taksonomik

seviyede kullanilabilir bir filogenetik sinyale sahip olmasidir (Keskin ve Atar, 2013).

Onemli noktalara dikkat cekmek gerekirse, COIl geni, tirler arasinda
gerceklesmis olan evrim oranlar1 agisindan farklilik gosterir. Boylece tiirlerin
ayrimina olanak taniyarak, cografi baglar i¢in inceleme yapilabilip, tur i¢i varyasyon
da ortaya koyabilecek seckilde evrimsel degisim gegirmektedir (Bucklin ve dig.,
2011).

1.3. Populasyon Analizi

1.3.1. mtDNA

Mitokondrial DNA ortalama 14 kat mutasyon oranina sahiptir (Tully ve dig.
2001). mtDNA polimeraz etkinliginin diisiik olmasi, bunu takiben DNA tamir
mekanizmast bulundurmamasi bu durumun iki Onemli nedenidir. Bu durum
mtDNA’nin genomu {izerinde Kkalici mutasyonlar gergeklesmesine siiriiklemektedir
(Barallon ve dig. 1988). Diger mutasyonlara oranla bu bdlgede gozlemlenen
mutasyon tipinin yaygin olarak tek baz subsitiisyonu olmasi dikkat ¢ekmektedir.
Transition, transversiyondan yaklasik kirk kez fazla gortiliir. Kii¢lik insersiyonlar ve
delesyonlar 302-310 ve 16183-16194 arasindaki iki homopolimerik bolgede
yaygindir (poli C bdlgesi). Uzunluk heteroplazmisi ise homopolimerik bolgedeki
tekrarlayan baz sayisindaki degisimle kendini gosterir ve nokta heteroplazmisinden
daha yaygidir. Evrim siiresince bazi baz araliklarinin mutasyona daha yatkin

bazilarinin ise daha stabil olduklar1 bilinmektedir.

mtDNA maternal yolla kalitilir ve rekombinasyona ugramaz. mtDNA butin
hicrelerde 1000-10000 kopya arasinda bulunur. Ayrica mitokondriler ¢ift zar
yapisina sahiptirler. Bu nedenlerden dolay: ¢evresel faktorlere nilkleer DNA'ya gore

cok daha dayaniklidirlar.

1.3.1.1. Mitokondri D-Loop

Mitokondrial DNA'da 13'0 protein, 22'si tRNA ve 2'si rRNA kodlayan toplam
37 gen bulunmaktadir (Sekil 1.2) (Zischler, 1999). Kodlamayan bdlgesinde ise 1000



bp biiyiikligiinde; tRNA, protein ve rRNA kodlamayan ve sekans varyasyonu
gosteren bir bolgesi bulunmaktadir. Bu bolgeye "displacement loop" ya da kisaca

"D-loop™” denilir.

Kodlamayan bu bdlgede transkripsiyonu diizenleyici elementler, mitokondrial
transkripsiyon faktorleri baglama noktasi, TAS'lar (termination associated sequence)

ve promotorlar bulunur (Passarge, 2001).

Popiilasyon analizlerinde bu bolgenin tercih edilmesi ancak tiir iginde ayrim
yapilabilmesi i¢in kullanilir. Zira ayn1 ailenin diger tiirleri ile karsilagtirma yapilmasi
durumunda birbirinden ¢ok ayr1 sekanslar gézlemlenecektir. Tiir iginde bir seviye
korunmus olsa da tiirler arasinda degisiklik gosteren hassas bir bolge olmasi
acisindan D-Loop bolgesi evrimsel olarak, cevresel veya diger faktdrlerden canli

tiiriinlin sekansinin nasil etkilenmis olabilecegini anlamamiz i¢in 6nemlidir.

/ATPase8 ATPase6

Sekil 1.2: Mitokondriyal DNA'nn sirkiiler sematik gériintiisii (genetikdanisma, 2017)



2. AMAC

Ulkemiz kryilarinda sik¢a goriilen Atherina boyeri tiiriine deniz ile baglantist
bulunan akarsu ve gollerde rastlanildigi gibi, denizle baglantis1 bulunmayan gollerde
de rastlanilmaktadir. Akdeniz genelinde yapilmis olan c¢alismalarda denizel ve
lagiiner popiilasyonlar arasinda farkli genetik 6zellikler goriilmiis olmasi1 Anadolu
tath su sistemlerinde bulunan Atherina boyeri popiilasyonlarinin  denizel
poplilasyonlardan ve hatta Bat1 Akdeniz’de tespit edilen tatli su popiilasyonlarindan
farkli genetik yapiya sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda
Iznik Golii’nde bulunan Atherina boyeri populasyonunun mtDNA dizilerinin
literatiirdeki calismalarla ve genbankasinda bulunan verilerle karsilagtirilmasi
yapilarak, s6z konusu poplilasyonun kokeni ile diger denizel ve lagiliner

poplilasyonlarla olan iliskisi ortaya konmustur.



3. MATERYAL ve METOD

3.1.MATERYAL

3.1.1. Arastirmada Kullamlan Ornekler

Arastirmada kullanilan 60 Atherina boyeri 6rnegi Iznik Golii’nden toplanildi.
Toplanan ornekler butin olarak %96 etanol icerisinde DNA izolasyonuna kadar
muhafaza edildi. DNA izolasyonu yapilan 60 6rnegin mitokondriyal D-Loop dizisi
belirlendi. Ancak COI analizi i¢in sadece 10 Ornek kullanildi. Tatli su formlarini
denizel formlarla karsilagtirabilmek icin Kerpe (Kocaeli, Karadeniz) kiyisindan
toplanan bir 6rnegin COI dizisi belirlendi. Gen bankasindan incelemede kullanilmak
tizere alman Ornek diziler ve toplanilan orneklerin lokasyonlart Sekil 3.1°de

belirtilmistir.

Sekil 3.1: Gen Bankasi Dizilerinin ve Orneklerin Toplanildig1 Lokasyonlarin Haritast

3.1.2. Genomik DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Kimyasallar ve Tamponlar

Genomik DNA izolasyonu iglemi Tablo 3.1°de verilen kimyasallar kullanildi.
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Tablo 3.1.Genomik DNA izolasyonu Igin Kullanilan Kimyasallar

Genomik DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Kimyasallarin Icerigi
Kimyasallar

50 mM Tris (pH 8,0),
50 mM siikroz,

SDS-L.izis Tamponu (pH 8,0) 100 mM NacCl,
50 mM Na;EDTA (pH 7,4),
%1 SDS
5M NaCl NaCl
Elution Buffer 10 mM Tris-HCI pH 8.5
Proteinaz K Steril suda 20 mg/ml
% 70 Etanol Distile su i¢inde % 70 EtOH

Abzoliut Etanol

3.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu I¢cin Gerekli Enzim ve Kimyasallar

Arastirmada kullanilan PZR enzim ve kimyasallar1 Tablo 3.2’de verildi.

Tablo 3.2.Polimeraz Zincir Reaksiyonu I¢cin Gerekli Enzim ve Kimyasallar

PZR lc¢in Gerekli Enzim ve Kimyasallar Kimyasallarin icerigi
200 mM (NH4);SOs,
10X MgCl;’siiz Tampon 750 mM Tris-HCI (pH 8,8),

% 0,1 Tween 20
(Fermentas, LITVANYA)

MgCl; dH20’da 25 mM
(Fermentas, LITVANYA)

DeoksiribonUkleotitler (dNTP) 100 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP
(Fermentas, LITVANYA)

Taq DNA Polimeraz Rekombinant Tag DNA Polimeraz

(Fermentas, LITVANYA)

3.1.4. PZR Cihaz

COl ve D-Loop DNA bolgesini ¢ogaltmak i¢in 25 kuyucuklu Techne TC-312
model PZR cihazi kullanilmistir.
3.1.5. Oligonukleotit Primerler

Kullandigimiz primerler Macrogene (Giiney Kore) tarafindan sentezlenmistir.

3.1.6. Elektroforez I¢in Kullanilan Tamponlar ve Kimyasallar

Arastirmada kullanilan kimyasallar ve icerikleri Tablo 3.3’de verildigi gibi

kullanildi.

11




Tablo 3.3.Elektroforez I¢gin Kullanilan Tamponlar ve Kimyasallar

Arastirmada Elektroforez i¢in Kimyasallarn icerigi
Kullanilan Kimyasallar
10X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) (pH 890 mM Tris-Baz,

8,3) 890 mM Borik Asit,
20 mM Na,EDTA.2H,0
6X DNA yiikleme boyasi 2,5 mg/ml BPB
10Mm TrisHCI

2,5mg/ml Ksilen Siyanol
5mg/ml Gliserol

60Mm EDTA

Etidyum Bromdr (EtBr) 10 mg/ml

Agaroz Jel 0,5X TBE tamponunda %1 ve
%1,5’lik agaroz

Agaroz Biomax

3.1.7. DNA Buyukluk Markorleri

GeneRuler 1 kb¢ DNA Markoru: 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500,
3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 baz ciftlik fragmanlar iceren DNA
markorl (Fermentas, Litvanya).

3.1.8. Cihazlar

Arastirmada kullanilan cihazlar marka ve modelleri Tablo 3.4’te ayrintili

sekilde gosterildi.

Tablo 3.4. Arastirma igin laboratuvarda kullanilan cihazlar ve markalari

KULLANILAN CIiHAZ CIiHAZIN MARKASI ve MODELI

Otoklav Dik Tip Otoklav (BES, TURKIYE)

Mikro Pipetler Thermo (A.B.D.)

Tart Hassas Terazi, Denver Insturament MXX 212

Santrifujler Spectrafuge 16M

Derin Dondurucu -20C, REGAL

Goriintileme Sistemleri Vilber Lourmat ECX — 15M

Yatay Elektroforez Sistemleri Thermo EC 320 Minicell

Is1 Blogu DB 2D (Techne, INGILTERE)

Giic Kavnaklari EPS301 (AmershamPharmaciaBiotech,TSVEC)
i PowerPac Basic (BIO-RAD, ITALYA)

Buzdolabi FINLUX INDESIT

Thermo Cycler Techne TC-512 (INGILTERE)

\orteks Neuation (ALMANYA)
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3.2METOD
3.2.1. Doku Orneklerinin Elde Edilmesi

DNA izolasyonunda kullanmak uzere A. boyeri materyallerinin kuyruk
kismina yakin lateral bolgeden nester ve pens ile kas dokusu Ornekleri alindi.
Ornekler %70 etanol bulunan steril tiiplere yerlestirilerek +4°C’de sakland.
Gerektiginde nester yardimiyla doku oOrnegi alinarak ayni kosullarda saklanmaya

devam edildi.

3.2.2. DNA izolasyonu

Aterina boyeri bireylerinden alinan kas doku Ornekleriyle, fenol/kloroform
icermeyen manuel DNA izolasyon protokolii kullanilarak toplam genomik DNA elde

edildi. izolasyon asamalarini gosteren protokol asagida verildi.

e 1,5 ml’lik eppendorf tiipleri 6rnek sayisina gore belirlenip tiipliige dizildi ve drnek
koduna gore isimlendirilmesi yapidi.

e i¢erilerine bir miktar(5 gr) elde edilen kas dokusu 6rnegi koyuldu.

e Tuplerin herbirine 500l SDS Liziz Tampon Cozelti eklendi.

e Tiiplerdeki s1vi kisma pipetin ucu sokularak her bir tiipe 40ul Proteinaz K birakildi
ve her islemde pipet ucu degistirildi.

eBu islemlerin ardindan tiipler inkiibatére koyuldu ve 60°C’de dokular tamamen
cozllene kadar(1,5 saat) beklendi.

e Her bir tiipteki 550ul s1vi iizerine 300ul SM NaCl ¢6zeltisi eklendi.

¢ Ardindan 10 dakika maksimum hizda santrifiij yapildi.

e Santrifiij sonrasi tekrar yeni eppendorf tiipleri hazirlanarak isimlendirildi ve yeni
tiiplerin iizerine santrifiijii tamamlanmis tiipteki sivilardan 800ul’ser hacimde sivi
stipernetanttan c¢ekilerek yeni hazirlanan tiiplere aktarildi.

e 10 dakika kadar yeniden maksimum hizda santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi tekrar yeni eppendorf tiipleri hazirlanarak isimlendirildi ve yeni
tiiplerin iizerine santrifiijii tamamlanmis tiipteki sivilardan 750ul’ser hacimde sivi
stipernetanttan c¢ekilerek yeni hazirlanan tiiplere aktarildi.

e Her bir tlpte bulunan 750ul hacmin tzerine 450ul izopropil alkol eklendi ve tupler
DNA’larin toplanmasi ¢in 5-6 kez ters duz edildi.

e Maksimum hizda 10 dakika santrifiij yapildu.
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¢ Santrifiij bitiminde supernetantta kalan sivi tek hamlede dokiilerek, pellet iizerine
350ul %70 Etil alkol (soguk) eklenildi.

¢ 5 dakika maksimumda santriftj edildi.

¢ Santrifiij bitiminde supernetantta kalan sivi tek hamlede dokiilerek tiipler ters sekilde
bir kaba dizilerek etil alkoliin tamamen ugmasi beklendi(minimum 4 saat-1 gun).

e Kuruyan pellet tizerine 50ul Elusion Buffer (Roshe) eklenildi.
3.2.3. Jel Elektroforezi

DNA varligmm goriintiilemek i¢in jel elektroforezi yontemi kullanildi. Jel
Elektroforezine baslamadan once agaroz jel ve gerekli ¢ozeltiler hazirlandi.Agaroz

jelin hazirlanis basamaklar1 asagidaki gibi yapildi:

¢ 0,5X TE hazirlamak i¢in 5X TE’den 100ml alinarak tizeri 900 ml saf su ile
tamamlanda.

e %1’lik agaroz jelden 50ml hazirlamak i¢in hassas terazide 0,5 gr toz agaroz
tartildi.

e Tartilan agaroz 200ml’lik erlen’in igersine bosaltildi.

e Uzerine 50ml 0,5X TE bosaltildi.

e Erlen’in iizeri stre¢ film ile kapatilarak {izerinde birkag delik acildi ve
mikrodalgada yaklasik 2 dakika boyumca kaynatildi. Kaynama sirasinda islem
durdurlarak agarazon tamamen eriyip erimedigi kontrol edildi ve hafifce ¢alkalandi.

e Agaroz tamamen eriyince lizerine 1,5 pl Etidyum Bromiir koyularak karistirildi ve
hazirlanan agaroz jel tabagina dokiildii.Agaroz jelin donma siiresi oda sicakliginda

yaklagik 30 dakikadir.

%1°lik agaroz jel igerisinde 0,5X TBE bulunan elektroforez tankina
yerlestirildi. 5 pl DNA, 1 pl 6X yiikkleme boyas: ile karistirilarak jele yiiklendi.
Jel’deki ilk kuyuya DNA markérii yiiklendi. Ornekler 120 voltta 25 dakika yiiriitiildii
ve gorlintiillenmek tizere UV goriintiileme sistemine aktarildi. Burada UV 1s1k altinda

gorintiilenerek biitlinliigii saptanan DNA ’nin goriintiisii kaydedildi.

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

3.2.4.1. Primer Konsantrasyonunun Ayarlanmasi
Calismada kullanilacak primerler PZR analizinde kullanilmak {izere uygun

konsantrasyonlara ayarlandi. PZR’da kullanilacak olan primerler (Tablo 3.5), iiretici
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firma tarafindan verilen nmol degerlerinin 10 misli distile su ile sulandirilarak 100
pmol/ul’lik stok primer elde edildi. Daha sonra stok primer 1/2 oraninda distile su ile
sulandirilarak PZR reaksiyonunda kullanilacak 50 pmol/ul’lik stok primer

olusturuldu.

Tablo 3.5. Kullanilan Primer Dizileri

PRIMER GEN BAZ DiZiSi
Fish_D_loop_AF D-Loop 5’- TTCCACCTCTAACTCCCAAAGCTAG -3’
(Lee ve dig., 1995)
Fish_D_loop_ER D-Loop 5’- CCTGAAGTAGGAACCAGATG -3’
(Lee ve dig., 1995)
COI_fishF3 Col 5’- GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG -3’
(Folmer ve dig., 1994)
COl_fishR3 Col 5’- TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA -3’
(Folmer ve dig., 1994)

3.2.4.2. PZR Hazirh@:
50ul’lik PZR tiipleri olusturmak igin:

1. D-Loop Reaksiyon protokoli;
. MgCl2: 4 ul
o 10X Taq Tampon Cozelti : 5 pl
. dNTP: 0,4 ul
° Primer Geri : 0,2 pl
. Primer Ileri : 0,2 ul
. Taq Polimeraz : 0,3 ul
o dH20 : 37,9 ul
o Genomik DNA : 2 ul

D-Loop icin PZR Dongii Kosullari:

* 94°C’de 5 dakika
* 94°C’de 30 saniye, 49°C’de 30 saniye, 72°C’de 1 dakika (40dongii)

* 72°C’de 5 dakika
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2. COI Reaksiyon protokolu;
o MgClz: 3 ul
. 10X Taq Tampon Cozelti : 5 pl
. dNTP: 0,4 ul
o Primer Geri : 0,2 pl
° Primer ileri : 0,2 pul
J Taq Polimeraz : 0,4 ul
o dH20 : 38,8 ul
. Genomik DNA : 1 ul

COlicin PZR dongii kosullart:

* 94°C’de 3 dakika
* 94°C’de 30 saniye, 40°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika (40dongii)
* 72°C’de 5 dakika

Belirtilen PZR kosullarinda c¢ogaltilan DNA’lar %1’lik agaroz jel’de, 120
voltta 25 dakika ydratilir ve goéruntulenmek tzere UV gorintileme sistemine

aktarildi. Burada UV 1s1k altinda goriintiilenerek yazict yardimi ile ¢ikti alindi.

3.2.5. Saflastirma (Piirifikasyon)
PZR firiinlerinin saflastirilma islemi manuel olarak gerceklestirildi. PZR

tirtinleri saflagtirma islemi agagidaki gibi yapildu:

e Her bir PZR tiiplinde bulunan 20 plPZR {iriinii tizerine 5 pl 3M NaAC (sodyum
asetat) ve 150 pl %96’lik soguk EtOH ilave edildi.

e Tiipler el ile ¢calkalandi.

o 10 dakika maksimum hizda santriftij edildi.

e Siipernatant pipet yardimi ile dikkatlice ¢ekilerek atildi.

e Pellet iizerine 100 pl %70°1ik soguk EtOH ilave edildi.

e 5 dakika maksimum hizda santrifiij edildi.

e Siipernatant pipet yardimi ile dikkatlice c¢ekilerek atildi ve pellet {izerinde kalan
alkoliin buharlagmasi i¢in kurumaya birakildi.

¢ Kuruyan pelletteki PZR {iriiniiniin iizerine 30 pl Elusion Buffer (Roshe) eklenildi.
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Saflastirilan PZR friinleri %1’lik agaroz jel’de, 120 voltta 25 dakika
yiriitiildii ve goriintiilenmek tlizere UV goriintiileme sistemine aktarildi. Parlakligi
yeterli olan bantlar secildi yetersiz parlakliga sahip olanlar i¢in tekrar PZR ve

saflastirma iglemleri yapildi.

3.2.6. Dizi Analizi
PZR sonucu elde edilen gen bolgeleri saflastirma islemi gergeklestirilerek
Macrogen adli firmanin Hollanda subesine gonderildi ve sonuglar internet aracilig

ile alind1.

3.2.7. Filogenetik analiz

ChromasPro (Technelysium Pty Ltd. Avustralya) programi ile karisik olan
diziler dizeltildi, primerler temizlendi. MEGA 6.06 platformunda (Tamura ve dig.,
2013) eslestirilen diziler maksimum likelihood, neighbor joining ve maksimum

parsimony analizleri ile inceleme gerceklestirildi.

Maksimum likelihood analizi icin MEGA 6.06 platformunda en uygun sekans
evrim modeli D-Loop igin T92+G, COIl igin HKY+G olarak bulunmustur.

Dloop haplotipleri arasindaki Pairwise genetik mesafe MEGA 6.06

platformunda hesap edildi.
3.2.8. DNAsp Analizi

Popiilasyonlar arasi niikleotid iraksamasi (Jukes ve Cantor modeli; Nei, 1987)
D-Loop ve COI genleri icin DNAsp v5.0 (Librado ve Rozas, 2009) platformunda
hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. DNA izolasyon Verileri

Manuel olarak gercgeklestirdigimiz DNA izolasyonu sonunda, izolasyon
isleminin dogrulugunu teyit etmek iizere %]1’lik agaroz jelde -elektroforezi
gerceklestirildi ve izolasyonumuzun sorunsuz oldugu goriildi (Sekil 4.1). 1 Kb

Markor ile biiyiikliigii g6zlemlendi.

Marker 1

o

Marker 13 13 as 16 47 is 19 20

-

[e——

Sekil 4.1: DNA izolosyonunun Ardindan Jel Uzerinde Kontrolii

Basariyla  gergeklestirilen izolasyon kontrolinin akabininde, DNA
orneklerinden D-Loop gen bdlgesi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu yapildi. PZR
sonrast yapilan elektroforezde DNA markoriiniin 500 bazlik gbzlemlenen bandina

yakin yiiriiyen parlak tek bantlar gortildii (Sekil 4.2).

Sekil 4.2: D-Loop Gen Bdolgesi PZR Jel Gorintisu
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4.2. Sekanslarin Temizlenmesi ve incelenmesi

Cogaltilmasi gerceklestirilen PZR iiriinleri piirifiye edilerek sekans dizilerinin
belirlenmesi amaciyla Macrogene (Hollanda)’ya gonderildi. Belirlenen sekanslar
ChromasPro (Technelysium Pty Ltd. Avustralya) programinda incelenerek, dizileme

programindan kaynaklanabilecek hatalar manuel olarak diizeltildi(Sekil 4.3 ve 4.4).

Atherina_3_DloopAF_mix_A2_DLoopAF:2

0 190 2
| | l u | n
AT R A A

e

Sekil 4.3: CromasPro Programinda incelenen D-Loop sekanslarindan bir kesit
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Elde edilen dizilerin literatiirde yer alan galigsmalarla karsilastirilabilmesi igin
NCBI gen bankasindan Atherina boyeri ve diger tiirlerin D-Loop ve COI gen
bolgelerinin, sekanslart indirilerek MEGAG6.06 platformunda dizi eslestirmeleri ve
filogenetik analizler yapildi. D-Loop ve COI referans dizileri EK-1 ve EK-2’de,
haplotipler ise EK-3 ve EK-5’te verilmistir.

Atherina_37_COlfishF3:2

120 130 140 150 160 170
E s s @ g0 @ @ pEE AN NN RN N EN s NN N NNEEN NN uw o wE N EEEE NN NN
G T6ATACCCATCATRAAT TS GAGGC T TCGEGGE6EAAMRACTGRC TAATCC CTCT TA

Ay

Sekil 4.4: CromasPro Programinda incelenen COI sekanslarindan bir kesit

4.3. Filogenetik Agaclar ve Genetik Uzakhk

Iznik Gélii’'nden 60 6rnege ait D-Loop dizilerinde goriilmiis olan haplotipler
genbankasinda bulunan haplotiplerle kiyaslanarak MEGA6.06 platformunda
filogenetik agaglar ¢izildi. D-Loop haplotiplerine ait Maksimum Likelihood,
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Maksimum Parsimony ve Neighbor Joining agaglar1 Sekil 4.5-4.7°de verilmistir.
Iznik Golii orneklerine ait D-Loop haplotiplerinin tamami filogenetik agaglar
tizerinde ortak bir dalda kiimelenmistir. Gen bankasinda bulunan Sapanca Goli’ne
ait drnekler ise Iznik Golii drneklerinden farkli, ancak Iznik 6rneklerine en yakin
grubu olusturmaktadir. Iznik ve Sapanca Orneklerinin bulundugu kiime icerisinde
Yunanistan ve Bulgaristan Ornekleri de yer almaktadir. Gen bankasinda yer alan
Ispanya, Portekiz, Fas, Fransa, Hirvatistan ve Yunanistan’a ait diger diziler,

Tirkiye’nin i¢inde bulundugu kiimeden ayr1 iki kiime ig¢inde toplanmaistir.

Iznik Gélii 6rneklerinden COI gen bélgesi igin incelenmis olan 10 drnekte iic
COI haplotipi bulunmustur. Bu haplotiplerden biri gen bankasinda bulunan Sapanca
Golii 6rnegi ile aymidir. Benzer bir sekilde iznik Golii ve Sapanca Golu drneklerinin
COI haplotipleri gen bankasindan elde edilen Yunanistan Ornekleri ile ayni kiime
icerisinde toplanmistir. Bunun yani sira, gen bankasinda bulunan Asi Nehri, Sicilya
ve Ispanya oOrnekleri Iznik &rneklerinin bulundugu gruptan farkli olarak
kiimelenmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda Karadeniz’den elde edilmis olan denizel
Atherina boyeri bireyi tatli su 6rneklerinden ¢ok farkli bir yerde konumlanmistir.
Denizel ornekleri iceren Atherina boyeri, Atherina hepsetus, Atherina presbyter ve
Atherina breviceps dizileri filogenetik agaglar {izerinde belirgin bir sekilde
ayrilmaktadir (Sekil 4.8 — 4.10).
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0.0s

Sekil 4.5: Tiir i¢i Analizde D-Loop igin Maksimum Likelihood Tree. HP-X-Y; HP: haplotip, X:

haplotip numarasi, Y: 6rnek numarasi.
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83 EF611715.1 A. boyeri Sapanca
ﬁE EF611749.1 A boyeri Sapanca
a7 EF611718.1 A. boyeri Sapanca

HP-56-23 |znik

L HP4-22Iznik

75 HP-1-1 lznik

HP-3-46 Iznik

HP-2-34 Iznik

84 HP-7-5  lznik

HP-6-35 Iznik

68 — HP-9-36 lzn@k

g1 —— HP-8-37 [znik

73 —— HP-10-3 Iznik

76— JF309662.1 A. boyeri Iznik

99 —— EF611705.1 A. boyeri pontica Bulgaristan

73— EF611713.1 A. boyeri pontica Bulgaristan

8 —— EF611714.1 A_ boyeri pontica Bulgaristan

77——JF309689.1 A. boyeri Yunanistan

93 AY749081.1 A. boyeri Yunanistan
DQ102839.1A. boyeri Tunus

100 DQ102841.1 A. boyeri non punctata

70 EF611736.1 A. boyeri Korsika

EF611731.1 A. boyeri Fransa

100 ——— EF611730.1 A. boyeri Fransa

EF611734.1 A. boyeri Fransa

63 DQ102819.1 A. boyeri Tunus

36 HQ176518.1 A. boyeri Hirvatistan

L HQ176520.1 A boyeri Fransa
JF309693.1 A. boyeri Yunanistan

O JF309696.1 A boer Yunanistan
DQ336813.1 A. boyeri Portekiz
DQ336786.1 A. boyeri Portekiz
EF611637.1 A. boyeri ispanya
EU295908.1 A. boyeri Fas
EU295903.1 A. boyeri Fas

EU295911.1 A. boyeri Fas
EU295905.1 A. boyeri Fas

Sekil 4.6: Tiir ici Analizde D-Loop I¢in Maksimum Parsimony Tree. HP-X-Y; HP: haplotip, X:

haplotip numarasi, Y: 6rnek numarast.
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56

0.02

Sekil 4.7: Tiir ici Analizde D-Loop I¢in Neighbor Joining Tree. HP-X-Y; HP: haplotip, X: haplotip

numarasi, Y: 6rnek numarasi.
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Sekil 4.8: Tiirler Aras1 Analizde COI I¢in Maksimum Likelihood Tree
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9 Atherina lznik 37
50 Atherina boyeri znik 1081
Atherina boyeri znik 39
i 97 L——— KJ552392 Atherina boyeri Sapanca
i —— KJ552486 Atherina boyeri Yunanistan
100 L—— KJ552634 Atherina boyeri Yunanistan
g1 —— KJ552472 Atherina sp Asi
98 L——— KJ709480 Atherina sp Sicilya
% —— GQ352688 Atherina boyeri Ispanya
100 L—— KJ709477 Atherina boyeni Sicilya
—— (GUB04985 Atherina breviceps Giiney Afrika
60 L——— Atherina boyeri Karadeniz 1216

KF929634 Atherina presbyter Portekiz
(GQ352686 Atherina hepsetus Ispanya

Sekil 4.9: Tiirler Aras1 Analizde COI I¢in Maksimum Parsimony Tree
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GUB04985 Atherina breviceps Giiney Afrika

KF929634 Atherina presbyter Portekiz

(GQ352686 Atherina hepsetus Ispanya
Atherina boyeri Karadeniz 1216

74

99

98

0.02

Sekil 4.10: Tiirler Aras1 Analizde COI Igin Neighbor Joining Tree

4.4. Genetik Mesafe

Atherina boyeri tir( icinde genetik mesafe belirlenmesi icin D-Loop
haplotipleri, Atherina tiirleri arasindaki genetik mesafe iginse COI haplotipleri
kullanildi. Atherina boyeri tiiriine ait denizel ve tatli su formlarinin arasindaki
genetik farkliligin, denizel Atherina boyeri ile diger denizel tiirler arasindaki farklilik
kadar biiyiik oldugu goriildii (EK-7 ve EK-8).
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5. TARTISMA

Literatlirde Atherina boyeri tizerine pek ¢ok ¢alisma bulunmasinin baslica
nedenleri tiirlin kompleks bir yapr sunmasi ve farkli ¢evresel ortamlarda yiiksek
adaptasyon yetenegi sayesinde yasayabilmesidir. Denizel ortamlarda yaygin olarak
bulunmasinin yani sira, Avrupa, Orta Asya ve Kuzey Afrika’da yer alan bir¢ok lagiin
ve gole de yerlesmis olmasi, bu tiirlin bu havzalara nasil geldigi sorularini da

beraberinde getirmistir.

Iznik Gélii 6rneklerine ait D-Loop haplotiplerinin tamanu filogenetik agaclar
tizerinde ortak bir dalda kiimelenmistir. Gen bankasinda bulunan Sapanca Goli'ne
ait ornekler ise Iznik Golii rneklerinden farkli, ancak iznik drneklerine en yakin
grubu olusturmaktadir. Iznik ve Sapanca 6rneklerinin bulundugu kiime icerisinde
Yunanistan ve Bulgaristan 6rnekleri de yer almaktadir. Gen bankasinda bulunan
Ispanya, Portekiz, Fas, Fransa, Hirvatistan ve Yunanistan’a ait diger diziler,
Tiirkiye’nin i¢inde bulundugu kiimeden ayr1 iki kiime iginde toplanmuistir.
Yunanistan’a ait 6rneklerin filogenetik agacglar lizerinde iki ayr1 dalda toplanmasi s6z
konusu Orneklerin denizel ve lagiliner formlara ait olabilecegini diigiindlirmektedir
(Sekil 4.5-4.7). Gruplar arasindaki genetik uzaklik gen bankasinda bulunan Atherina

boyeri 6rneklerinin i¢ farkli grup altinda toplanabilecegini gostermektedir.

Incelenen 10 &rnekten elde edilen ii¢ COI haplotipinden birinin gen
bankasindan bulunan Sapanca Go6lii haplotipi ile ayn1 olmasi, diger iki haplotipe en
yakin haplotipin de yine Sapanca 6rnegi olmasi, Iznik ve Sapanca Golii Atherina
boyeri popiilasyonlarmin koékenlerinin aynit oldugunu gostermektedir. Atherina
boyeri tiiriiniin yurdumuz i¢ sularindaki ilk kaydinin 1940’11 yillarin ortalarinda
Sapanca Goli'nden olmasi (Ekmekei, 2013), iznik Gélii'nde ise ilk olarak 1991
yilinda goriilmesi (Ekmekgi, 2013), bu tiiriin Sapanca Golii'nden iznik Golii’ne
yayilmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Kerpe (Kocaeli, Karadeniz) kiyisindan

toplanmig olan denizel Atherina boyeri bireyinin COI dizisinin gen bankasinda
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bulunan Yafa (Israil, Akdeniz) kiyisindan toplanmis olan Atherina boyeri
(KM538218) bireyi ile %100 eslesmesi Dogu Akdeniz havzasinda genetik olarak
homojen bir denizel Atherina boyeri popiilasyonu oldugunu gostermektedir. Gerek
Sapanca Golii, gerekse Iznik Golii &rneklerinin COI dizilerinin Karadeniz’den
toplanmig olan denizel Atherina boyeri bireyinden yaklasik %13 seviyesinde farklilik
gostermesi (642 bazda 83 farklilik) s6z konusu gollerdeki popiilasyonlarin denizel
kokenli olmadigini kanitlamaktadir. Bu calisma kapsaminda incelenen bireylere ait
her iki gen boélgesi dizilerine en yakin dizilerin gen bankasindaki Yunanistan ve
Bulgaristan dizileri olmasi, Sapanca Golii popiilasyonunun kaynagmin belirtilen
tilkelerden biri olabilecegine isaret etmektedir. Bu tiiriin yurdumuz i¢ sularindaki
yayiliminda insan etkisinin yaninda dogal yollarin da rol oynayabilecegi belirtilmistir
(Kiigiik ve dig., 2006). Sapanca ve iznik Gélleri ile filogenetik agaglar {izerinde
Sapanca ve Iznik Gélleri ile yakin ¢ikan Yunanistan ve Bulgaristan 6rnekleri kus goc
yollart Uzerinde bulunmaktadir (Sekil 5.1). Bu yollart kullanan kuslar Anadolu
tizerinden Balkan yarimadasinin muhtelif yerlerine gitmektedirler. Doniis yollar: ise
yine ayni gilizergahtan olmaktadir. Filamentli bir yapiya sahip Atherina boyeri

yumurtalar1 kuslarin tizerine yapisarak tatli su sistemleri arasinda taginmis olabilir.
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Sekil 5.1: Kus Gog Yollar1 Haritas1 (Longozukoru, 2017).
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Gen bankasinda COI dizisi bulunan Asi Nehri (Hatay) 6rneginin Sapanca ve
Iznik Gélii dizileri ile Kerpe drneginin dizisinden ¢ok farklilik gdstererek, filogenetik
agag tlizerinde Sicilya 6rnegi ile kiimelenmesi yurdumuz i¢ sularindaki Atherina

boyeri populasyonlariin farkli kdkenlere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Istilac1 bir karaktere sahip olan Atherina boyeri tiiriine yakin zamanda
yapilmis olan baraj gollerinde rastlanilmis olup, bu tiiriin yayilimi Anadolu i¢
sularinda hizli bir sekilde artmaktadir. Bu tiirlin yayilim gosterdigi i¢ sularda
yapilacak genis kapsamli bir ¢alisma, tiirlin yayilim mekanizmasi ve farkli ¢evresel

sartlara adaptasyonu hakkinda genis bilgi saglayabilir.
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EK - 1: COl referans dizisi, 6rnek no:

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

GGCACTGCTC

CCTCCTTGGA

TTGTAATAAT

AACTGACTAA

AATGAACAAC

TTGCCTCTTC

CCCCCTCTCT

CATCTTTTCT

ATTTTATCAC

CAAACCCCTC

CCTTTCTCTC

GAAACCTAAA

CTTTACCAAC

TCAGCCTCCT

GACGACCAAA

CTTCTTTATA

TCCCTCTTAT

ATAAGCTTCT

TGGAGTTGAA

CCGGCAATTT

CTCCACTTAG

CACCATCATC

TATTCGTCTG

CCAGTCCTGG

CACTACATTC

ACCT

Iznik 37.

AATTCGGGCA
TCTACAACGT
GTGATACCCA
GATCGGGGCC
GACTTCTTCC
GCTGGGGCCG
AGCCCATGCA
CAGGTATTTC
AACATAAAAC
AGCCGTTCTG
CCGCTGGCAT

TTTGACCCTG

33

GAGCTTAGCC

CATCGTAACG

TCATAATTGG

CCAGACATGG

CCCTTCCTTC

GGACAGGCTG

GGGGCCTCCG

ATCTATCCTA

CCCCTGCCAT

ATCACGGCCG

CACTATACTC

CAGGTGGGGG

AACCAGGCTC

GCACACGCCT

AGGCTTCGGA

CGTTTCCCCG

CTACTTCTCC

AACAGTTTAC

TTGATTTAAC

GGAGCCATCA

TTCACAGTAC

TCCTTCTCCT

TTAACAGACC

TGATCCTATC



EK - 2: D-Loop referans dizisi, 6rnek no: Iznik 36.
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151

201

251

301
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ATATCCCCAT

ATGTCCGACA

CAGTAGGGTA

CATAGACTAT

ATTTAAGACC

CATTCCGCCG

ATTCCTTAAT

GTAGCACACA

TACCCCTCCT

AACATTAATA

ATATCTATTA

TAATGAAGAC

GATCACATTA

TACTCAGAAT

GCATTGTACT

GTGAATTA

AACCATAACA

GATTTAGTAC

ATTGAAACAT

TGACAACTCT

ACCCATATGT

CTTAATGTAG

CCTGAAGGTC

34

TGTATGCTCT

TTGAAGCTTG

TATTGTTAAT

TGAAATTTCC

CTAGTTATAC

TAAGAGACCA

AGCGACAAAT

ATGACATACT

TAAACATATA

CGAAGGTTTA

AATGCCAGAG

CTTTATTCAA

CCATCAGTTG

ATCGT-GGGC
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7. OZGECMIS

1989 yilinda istanbul’da dogdu. ilk ve orta egitimini Fatih Capa Gazi
IIkogretim Okulu’nda, lise 6§renimini Nisantasi Anadolu Lisesi’nde tamamladi.
2007 yilinda girmis oldugu Halic Universitesi Molekiler Biyoloji ve Genetik
boliminden 2013 yilinda mezun oldu. 2015 — 2017 wyillari arasinda, Halig
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Molekiler Biyoloji ve Genetik Anabilim

Dali’nda yuksek lisans 6grenimini tamamladi.
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