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OZET

Populasyon c¢alismalar1 ve filogenetik analizler, tiirler icindeki ve tiirler
arasindaki baglantilar1 ortaya koymanin yanmi sira bireylerin kendi aralarindaki ve
cevre ile etkilesimlerini de agiklamaya yarar. Farkli cografi ve iklimsel kosullara
uyum saglamaya calisan tiirlerin gen havuzlarinda olan degisimler evrimin temel
mekanizmasini olusturur. Bireylerin genetik yapisindaki degisime sebep olan
mutasyonlar, bu mekanizmanm temel diregidir.

Tiir i¢inde ve tiirler arasindaki evrimsel iliskileri agiklamak igin belirli genler
kullanilirlar. Bu genler sahip olduklar1 korunmusluk derecesi veya hizli degisim
Ozellikleri ile populasyon c¢alismalarinin 6zellesmesini saglarlar. Mitokondrinin
biliyiik cogunlukla anasal kalitim gdstermesi, genomunun kii¢iik olmasi, mutasyon
hizinin yiiksek olmasi, asir1 degisken bdolgelerdeki kodlayict veya diizenleyici
bolgelerin eksikligi ve rekombinasyona ugramamast mitokondriyal genlerin markor
olarak tercih edilme sebeplerindendir. Evrimsel olarak korunmus 16S rRNA ve COI
genleri tiirler arasi filogenetik analizler ve tiir-spesifik ¢alismalar i¢in uygundur.

Bu c¢alismada, Akdeniz’de yasayan Sparidae (Perciformes, Actinopterygii)
tirlerinde tiir i¢i ve tiirler aras1 evrimsel iligkileri agiklamak i¢in mitokondriyal 16S
rRNA ve COI genleri MrBayes ve PAUP platformlarinda incelenmistir. Spicara cinsi
kok atanarak ¢izilen soy agaglar1 Diplodus cinsinin monofiletik oldugunu ve Oblada
melanura tiirtiniin Diplodus cinsine dahil edilmesi gerektigini, Dentex ve Pagellus
cinslerinin parafiletik kokenlere sahip oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: mtDNA, 16S rRNA, COl, Sparidae, molekiiler filogeni
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SUMMARY

Population studies and phylogenetic analyses exhibit interspecific and
intraspecific relations while explaining inter individuals and environmental
interactions. The changes in the gene pool of the species which endeavour the
adaptation to the different geographical and climatological conditions constitute the
fundamental mechanism of evolution. The mutations which cause the changes in the
genetic structure of individuals are essential for this mechanism.

Certain genes are used to describe interspecific and intraspecific evolutionary
relations. These genes provide the specificity of population studies with their
conservation degree or rapid change properties. Since mitochondria are generally
maternally inherited, have a rapid mutation rate and a small genome along with the
lack of coding and noncoding sites in hypervariable regions and nonoccurrence of
recombination, mitochondrial genes are preferred markers. Evolutionary conserved
168 rRNA and COI genes are suitable for intraspecific phylogenetic analyses and
species specific studies.

In this study, mitochondrial 16S rRNA and COI genes have been investigated
on MrBayes and PAUP platforms in order to explain interspesific and intraspecific
relations in Sparidae (Perciformes, Actinopterygii) members native to Mediterranean
Sea. It has been shown that genus Dentex and Pagellus have paraphyletic origin
while genus Diplodus has monophyletic origin and that Oblada melanura should be
included in Diplodus genus, when genus Spicara are assigned as outgroup on the
phylogenetic tree.

Key words: mtDNA, 16S rRNA, COI, Sparidae, molecular phylogeny
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1. GIRIS
1.1. Evrim
1.1.1. Evrime Genel Bir Bakis

Evrim, canli tiirlerinin nesilden nesile kalitsal degisime ugrayarak
baslangictaki 6zelliklerinden farkli 6zellikler kazanmasidir. Bunun nasil gergeklestigi
ve bu teoriler hakkinda evrimin ilk ortaya atildigi zamanlardan bu yana siiregelen
cok sayida farkl goriis bulunmaktadir. Diinya iizerindeki tiim tiirler kendilerinden
once yasamis ata tiirlerin devami niteligindedir ve ayirt edilebilir farkliliklar basarili

nesillerde meydana gelmis genetik degisikliklerin bir sonucudur (Cummings, 2000).

Diinya tizerinde heniiz 10.000-30.000 kadarmnin tanimlanamadig1 diisiiniilen
yaklasik 1,5 milyon tiir bulunmaktadir (Campbell ve ark., 2009). Bu tiirlerin hepsinin
ortak bir atadan geldigi diistiniiliirse hepsi akrabadir. Ancak genlerdeki mutasyonlar,
populasyonlar aras1 gocler ve cesitli tiirler arasindaki yatay gen aktarimlar1 sonucu
tiirler birbirlerinden farklilasirlar. Bir populasyonun gen havuzunda ne kadar ¢ok
varyasyon goriiliirse o populasyon digerlerinden o kadar farklilasir. O halde
populasyon igindeki ya da populasyonlar arasindaki degiskenler evrimin temel

mekanizmasidir (Cummings, 2000).
1.1.2. Evrim Arastirmalarinin Tarihi

18. yiizy1l doga bilimcisi Carolus Linnaeus’un, organizmalar arasindaki
anatomik benzerlikleri ve farkliliklar1 belirleyerek, tiirlerin akrabaligmi vurgulayan
calisgmas1 ve 19. ylizyillda Charles Darwin’in, organizmalarm birbiriyle genetik
akrabaligini ac¢iga cikarmak {lizere, farkl tiirlerin ortak bir atadan kdken aldigini
belirten hipotezi iizerine 20. yilizyilda evrimsel akrabaliklar1 analiz etmek ve evrim
kuramimi gelistirmek i¢in ¢ok zengin kanitlara sahip olan biyokimyacilar farkli
tiirlerin hiicrelerinin molekiiler anatomisini, niikleik asitlerin ve proteinlerin alt

birimlerinin dizinlerini ve {i¢ boyutlu yapilarini agiga ¢ikarmustir (Nelson, 2005).



Molekiiler genetik c¢aligmalar1 ilk olarak uzak balik populasyonlari arasinda

hemoglobin polimorfizminin arastirilmasiyla baglamistir (Sick, 1961; Ward, 1994).

Ormeklerin ayrmmi sirasinda karsilasilan problemleri ¢dzmek igin ozel
histokimyasal boyama yontemleri kullanilmistr (Hunter, 1957). Eldeki genetik
belirteclerin g¢esitliligini sayica artirabilmek igin arastiricilar 1980’11 yillarin basinda
Deoksiribo Niikleik Asit (DNA)’ten yararlanmaya baslamislardir. Bu alanda yapilan
ilk c¢aligmalar mitokondrial DNA (mtDNA) odakli olup, “Restriksiyon Parga
Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP)” analizi
kullanilmistir (Lansman ve ark., 1981). Sonraki arastirmalar genetik materyale ait

belirli bolgelerin dizi analizi iizerine odaklanmistir (Bernartchez ve ark., 1992).

Evrim tarihi, populasyon ve tiirlerin olusumuna neden olan nesillerin
degisimlerini ve birbirlerinden ayrilmalarmi igerir. Mutasyon, gog¢, secilim ve
stiriklenme tek basina veya birlikte alel frekansini degistirirler ve evrimsel ayrilma
ve tiir olusumuna neden olurlar. Bu siire¢ sadece genetik farkliliklara degil, ¢cevresel
ve ekolojik farkliliklara da baghdir. Eger bir populasyon pek cok alt ¢evre ya da nis
iceren bir cografik alana yayilmis ise bu nisleri isgal eden populasyonlar ortama
uyarlar ve genetik olarak farklilasirlar. Farklilasan populasyonlar dinamiktir.
Varliklarmi stirdiirebilirler, nesilleri tiikenebilir, ana populasyona karisabilir ya da
kendi kendine iireyebilen bir populasyon haline gelene kadar ana populasyondan

farklilasmaya devam ederek yeni tiirler olustururlar (Cummings, 2000).

Alfred Russel Wallace ile Charles Darwin ayni yiizyilda ve birbirlerinden
habersiz olarak dogal segilimle ilgili yaymlar yapmislardir. Buna gore Wallace,
tiirlerin bireyleri arasinda boy, renk, ceviklik gibi fenotipik farkliliklar oldugunu, bu
farkliliklarin kii¢iik ve 6nemsiz olanlarmin bile kalitsal ve yeni ddllere aktarilabilen
ozellikler oldugunu, organizmalarin hayatta kalabilecek daha fazla yavru birakabilme
endisesiyle bir seferde c¢ok sayida yavru verdigini ve bu yavrularin hayatta
kalabilmek i¢in smirli imkanlar1 degerlendirme yeteneginde olmasi gerektigini ve
yasamak i¢in gerekli miicadeleyi verebilen bireylerin digerlerinden fenotipik olarak
daha tstiin olduklarin1 ve bunun kendilerine hayatta kalma ve iiremede avantaj

sagladigini agiklamistir (Cummings, 2000).



Wallace ve Darwin dogal seg¢ilimin neye gore oldugunu aciklamalarina
ragmen c¢esitliligi ve bu g¢esitliligin nasil aktarildigini agiklayamamiglardir. 20.
yiizyilda Gregor Mendel’in ¢alismalarmin ilkeleri populasyonlara uygulaninca
cesitliligin kaynagi ve kalitimin mekanizmasi agiklanmis ve zaman iginde alel
frekanslarinda degisim oldugu gozlenmistir. Populasyon genetigi ile dogal se¢ilimin

birlesmesi “yeni Darwinizm” goriisiinii olusturmustur (Cummings, 2000).

Her zaman fenotipik etkiye yol agmayan mutasyonlarin yarattiklar1 genotipik
etkiler, kodlandiklar1 genlerin tirlinlerinin elektroforetik tekniklerle incelenmesi ile
incelenebilir. Farkli aleller tarafindan olusturulan enzimler (allozim) elektroforetik
alanda farkli yiirime paterni sergileyerek kodlandiklari farkli kodonlar hakkinda

bilgi vererek evrimsel incelemeye katkida bulunurlar (Cummings, 2000).
1.1.3. Molekiiler Evrim

Evrim esnasinda DNA dizileri birbirinden uzaklastig1 ve degistigi i¢in, diziler
arasindaki bu farkliliklar, aralarindaki evrimsel uzaklig1 hesaplamada bir “molekiiler
saat” gibi kullanilabilir (Gavrilet, 2003). Genetik kiyaslamalar genellikle, tiirler
arasindaki evrimsel akrabalig1 nitelemede en dogru yontem olarak kabul edilir ve bu
yontem, fenotipik kiyaslamalarla edinilmis bazi yaniltici degerlendirmeleri de

diizeltir (Campbell ve ark., 2009).

Molekiiler evrim, niikleik asit ve proteinlerin degisim asamalarmin bu
molekiillerin yap1 ve fonksiyonlarinin incelenmesi ile takip edildigi evrimsel siire¢

olup bu 6zelligi ile bir “molekiiler saat” niteligindedir (Cummings, 2000).

Molekiiler evrim, mutasyonlar ve alel frekansinin degisimleri {izerinden
ilerler. Mutasyonlar genetik materyaldeki kalici ve aktarilabilir degisikliklerdir.
Bireylerde yarattiklar1 genotipik degisimin dogal secilimle etkiledigi fenotipik
degisim oraninda populasyonun gen havuzunu etkilerler. Alel frekanslari ise genetik
stiriiklenme, gen akis1 veya goc, secilim ve tekrarlayan mutasyonlar ile populasyonda
degisim gosterirler. Gocler, gen akisi ile alel frekanslarinin homojen hale gelmesini
saglar ve populasyonlarin birbirinden ayrilma egilimini azaltir. Populasyonlar
arasinda gen akis1 azaldigt ya da olmadigi zamanlarda birbirinden ayrilan
populasyonlar fizyolojik, davranissal ya da mekanik etmenlerle artik birbirleriyle

ciftlesemeyecek hale gelip iiremeyi kendi aralarinda devam ettirerek yeni tiirlerin
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olusumunu saglarlar. Yani molekiiler degisiklikler c¢evresel etkenlerle birlikte
diistiniildiigiinde “tiirlesme” siireci baslar. Cevresel etkilerin kalitim {izerindeki etkisi
Theodosius Dobzhansky tarafindan “doga ve yetisme tarzi (nature and nurture)”
kuramu ile agiklanmistir (Dobzhansky, 1962). Bu kurama gore, genetik faktorler belli
bir 6zellik degil, belli bir ortamda gerekli olan 6zelligi olusturabilme yetenegidir.
Genetik degigimler, bir tiiriin i¢inde yasadig1 ¢cevreye uyum saglamasi igin gerekli
olan ham madde kaynaklaridir. Siirekli degismekte olan bir cevrede yasayan
organizma, kendisi i¢in en uygun yeri bulmaya calisir. Farkli cografik ve iklimsel
kosullarda aynm1 genetik tabanli canlilar bulunduklar1 yere uyum saglayarak farkl
gelisim gosterirler ve zaman i¢inde iki farkl tiir haline gelirler (Cummings, 2000).
Maruz kaldiklar1 farkli ¢evresel kosullarmm derecesine ve buna bagli olarak gen
akigmin kesilmesine gore tiirlesme “allopatrik™ ve “simpatrik” olarak siniflandirilir.
Allopatrik tiirlesme olayl, cografik olarak birbirinden ayrilmis populasyonlarda
gerceklesir ve ayrilan populasyonlar arasindaki gen akisi baslangicta kesilir ya da
indirgenir. Simpatrik tiirlesme seklinde ise kiigiik bir populasyon, atasal
populasyondan cografik olarak ayrilmadan kromozom degisiklikleri ve rastgele

olmayan giftlesmeler yoluyla yeni tiir meydana getirir (Campbell ve ark., 2009).
1.1.3.1. DNA ve Dizi Evrimi

Evrim, genomlardaki degisiklikler {izerinden ilerler. Bu degisiklikler
mutasyonlar, rekombinasyonlar ve gen akislar1 ile gergeklesir. Degisikliklerin takibi
niikleer veya mitokondriyal genomlar lizerindeki korunmus bolgeler iizerindeki baz

degisiklikleri analiz edilerek yapilir (Cummings, 2000).

Mutasyonlar genetik calismalarin temelini olusturur ve genetik calismalarda
ebeveynlerden ogul dollere genetik gecislerin takibini saglayan markorler olarak
kullanilirlar. Mutasyonlar, tanimlanan 6zelliklerine gbre “spontan ve uyarilmis”,
“gametik ve somatik” ve “diger” olarak siniflandirilabilirler (Cummings, 2000).
Bunun disinda olusum tipine ve yaptiklar1 etkiye gore de smiflandirilabilirler.
Filogenetik caligmalarda dizi karsilastirmalarinda yiliksek varyasyonlu bolgelerdeki
nokta mutasyonlary, insersiyon, delesyon, baz yer degistirmeleri ve tekrar

sayilarindaki degisimlerden sik¢a yararlanilmaktadir (Kocher, 1997).



Rekombinasyon, iki homolog ¢ift zincirli DNA molekiiliiniin 6nemli oranda
dizi homolojisi iceren esdeger pozisyonlarinin degis tokusudur. Bu siire¢ dollerin
ebeveynlerinden farkli gen dizilimlerine sahip olmasma ve daha 6nce olmayan yeni

alleler tiretmesine onciiliik eder (Cummings, 2000).

DNA’daki bazlar serbest sekilde degisim gegirebilirmis gibi goriinse de bazi
bazlarin bir digeri ile yer degistirme frekans1 digerlerinden daha yiiksektir.
Populasyondaki se¢im ve siiriiklenme bu oranin fikse olmasini engellemektedir.
Buna ragmen baz1 yer degistirme paternleri hayvan mitokondriyal DNA’sina 6zgiil
olup DNA dizi verilerine dayanarak filogeni olusturmada kullanilmaktadir (Kocher,
1997).

Jukes ve Cantor’un (1969) dort niikleotit icin Onerdigi basit yer degistirme
modeline gore dort niikleotitin yer degistirme olasiligi birbirine esittir. Ancak
transversiyon yolaklarininin tranzisyon yolaklarindan 2 kat fazla oldugu g6z oniine
alinarak transversiyonel (piirin < pirimidin) degisimlerin tranzisyonel degisimlerden
2 kat fazla oldugu goriilmektedir. Jukes ve Cantor’un (1969) basit yer degistirme
modeli, hayvan mitokondriyal genomlar1 igin tranzisyonlar transversiyonlara goére
daha yaygin gozlendiginden yetersizdir. Bunun i¢in Kimura (1980) tranzisyonlarin
yiiksek oranini1 da gosterebilecek iki parametreli bir model sunmustur (Sekil 1.1)

(Kocher, 1997).

A b G

C &= T =

Sekil 1.1. Transversiyon (B) ve transisyonlarim (o) oranini veren Kimura (1980) yer degistirme modeli
(Kocher, 1997)

Bazi niikleotit bolgeleri birden fazla yer degistirme yapabilir. G6zlenen dizi
farkliliklar1 meydana gelen asil farkliliklarin zayif bir belirteci olup yeni farkliliklarin

orani ¢oklu yer degistirme ile olusan ayni niikleotitlerin oranina esittir. Bu noktada

5


http://tr.wikipedia.org/wiki/Allel

yer degistirmeler devam etse bile diziler doyuma ulastiklar: i¢in birbirinden biiyiik
farkliliklar gostermezler ve gercek evrimsel oran bir bdlgedeki ¢oklu yer

degistirmelerin ortaya ¢ikmasiyla saklanir (Kocher, 1997).

Bu modeller yer degistirme oranini verirken dizilerin degisimini diizenleyen
baskin kuvvet seg¢ilimi goz ardi ederler. mtDNA’daki mutasyonlarin %90’mdan
fazlasinin segilimle filtrelendigi sessiz ve amino asit yer degistirme bdlgelerindeki

niikleotit yer degistirme oranlarinin karsilastirilmasi ile bunu kolayca gozler dniine

serer (Kocher, 1997).

Her bir bolgede yer degistirme olasilig1 esit degildir. Bazi bolgelerde secilim
yer degistirmelere direng gosterirken mutasyonlara izin veren diger bdolgelerde

sabitlenebilir (Kocher, 1997).
1.1.3.2. Molekiiler Evrimin Notral Teorisi

Molekiiler evrimin ndétral teorisi, ¢ogu mutasyonun zararli oldugunu ve
populasyondan hizla uzaklastirildigini, geri kalanin ise tiir i¢inde tespit edilen ¢esitli

seviyelerde polimorfizmler olarak gézlendigini ifade etmektedir (Kimura, 1983).

Motoo Kimura amino asit degisikligine neden olan mutasyonlarin daha nadir
oldugunu agiklayan notral teorisinde, bu mutasyonlarin bazen zararli olsa bile
¢ogunlukla notral oldugunu ve zararh ya da uygun birka¢ polimorfizmin populasyon
icinde dogal secilimle korunacagi veya ortadan kalkacagmi belirtmistir. Bunlarin

sikli§i, mutasyon hizi ve rastgele olan genetik siiriklenme ile tayin edilir

(Cummings, 2000).

Cogu zaman sessiz ve protein yapisini etkilemeyen kodon 3. pozisyon yer
degistirmelerinin goriilme orami se¢ilim tarafindan baskilanan 1. ve 2. pozisyon
mutasyonlarmin spektrumundan daha yiiksektir. Bu 6zellik mitokondriyal DNA
evriminin baskin karakteri olup tranzisyonlar transversiyonlardan daha yiiksek

oranda ve “gama dagilim” modeli ile gézlenir (Kocher, 1997).

Tiir iginde genetik varyasyonlar ¢cogunlukla mutasyonlar rastgele genetik
stiriiklenmesi ile olusur. Tiir i¢inde ve tiirler arasinda genetik ¢aligmalar i¢in
kullanigh bir hipotez olup tiir i¢indeki niikleotit polimorfizmlerinin miktarmin tiirler

arast farkliliklarmm miktar1 ile baglantii oldugunu agiklar ve McDonald ve



Kreitmen’in (1991) formiilize ettigi tiir ici ve tirler arast amino asit yer
degistirmesinin sessiz niikleotit farkliklarina oranini belirlemeye yardimei olur

(Cheryl, 1997; Nachman, 1994).
1.1.3.2.1. Markov Modeli

DNA dizi evriminde baz yer degistirme modeli olan Markov modeli evrim
boyunca bir niikleotitin digeri ile yer degistirme oranini veren parametreler iizerine
kuruludur. Molekiiler filogenetik analizlerde bir agacin olasiligmni hesaplamak ve
diziler arasi evrimsel mesafeyi kurmak i¢in kullanilacak degisikliklerin goreceli
oranlarmni verir. Aynt zamanda mtDNA evrim oraninm 6lglimii i¢in de kullanilan bu
model ile mtDNA’nin gesitli bolgelerinin kesin orani dlgiilerek niikleer genomdan

kodlanan genlerin sonuglari ile karsilastirilir (Saccone, 2000).
1.2. Mitokondri
1.2.1. Genel Tamim, Kokeni

Mitokondri 6karyotik hiicrelerde bulunan ¢ift zarli bir organeldir. Hiicrelerin
enerji santrali olup oksijen ve besin maddelerinden hiicrenin metabolik aktivitelerini
gerceklestirmek icin gerekli olan kimyasal enerji molekiili adenozin trifosfatin
(ATP) sentezlenmesini saglar. Hiicresel solunum ile hiicreye enerji saglamasinin yani
sira kalsiyum iyonu depolama ve sinyal iletimi, hiicresel farklilagma, hiicre 6limii,
hiicre dongiisii ve hiicre biiylimesinin kontrolii ile hastalik ve yaglanma siireclerinde

de gorev alir (Boore, 1999; Campbell ve ark., 2009).

Organeli ¢evreleyen protein-fosfolipit bilesimli dis zarin igerdigi proteinler
organelin kanallarmi olusturur. ¢ zar, hiicresel solunum icin gerekli yiizey alanimni
artrmak {lizere kivrimli yapiya sahiptir ve elektron tasima zinciri i¢in gerekli
mitokondriyal membran potansiyelini olusturur. Zarlar aras1 bolge, kiiciik
molekiillerin gegisine olanak verir ve sitokrom ¢ proteini burada lokalize olmustur.
Matriks, mitokondriyal enzimleri, 6zel mitokondriyal ribozomlari, tRNA’lar1 ve

mitokondriyal DNA genomunu igerir (Sekil 1.2) (Campbell ve ark., 2009).



ATP sentaz partikiilleri

Zarlar arasy

b
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Decksinbomniikleik asit

Sekil 1.2. Mitokondrinin yapis1 (Campbell ve ark., 2009)

Birgok 6zelligi ile mitokondri kendine 6zel bir organeldir. Kendi genetik
materyalini tasiyan bu organel yar1 otonom olup niikleer genomdan bagimsiz olarak
kendini ¢ogaltabilmesine ragmen replikasyon, transkripsiyon, mRNA islenmesi ve
translasyonda niikleer genomun gen iriinlerinden faydalanir. Bu genler kendisinin
sahip oldugu ama niikleer genoma transfer edilmis genler olup mitokondrinin
bagimsizhigmin kontrol altina alinmasini saglar. Mitokondriyal proteinlerin %95’
¢ekirdek genlerinde sifrelenir, sitoplazmik ribozomlarda g¢evirileri yapilir ve sonra
organelin igine alinir (Boore, 1999; Campbell ve ark., 2009; Nelson, 2005) (Sekil
1.3).

NUKLEUS

SITOZOL
Genonuk
DNA RNA ANA
&neil protein
MITOKONDRI igeri alman
protein
Organel Organelde
DHAs " ANA ——=entezlenen
protein

Sekil 1.3. Mitokondri ve gekirdek arasindaki etkilesim (Alberts ve ark., 2008)
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Mitokondri sayisi, sekli ve mitokondriyal proteinler organizma ve doku tipine

gore cesitlenebilir. Enerji ihtiyacma gore, hiicre boliinmesinden ayr1 olarak

kendilerini ¢ogaltabilirler (Campbell ve ark., 2009; Alberts ve ark., 2008).

Mitokondri, hiicre béliinmesi sirasinda replikatif segregasyona ugrar ve
heteroplazmiktir (Campbell ve ark., 2009) (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Mitokondrinin Heteroplazmik Kalitim1
(http://www.istanbul.edu.tr/fen/notlar/1302243361.pdf)

Mitokondriyal genlerin kaltimi niikleer genlerden farkhidir. Sperm
mitokondrisi zigotta yer almadigi i¢in mitokondriler yavru dollere yalnizca anne
iizerinden aktarilir. Anasal kalitim iizerinden ¢aligmak, populasyonlarin alt gruplara
ayrilmasini saptamak i¢in niikleer genlerin kullanimindan daha hassas bir yoldur

(Lee, 1995). Uniparental kalitim mitokondrideki rekombinasyon olaylarini kisitlar


http://www.istanbul.edu.tr/fen/notlar/1302243361.pdf

ancak degisikliklerin populasyon i¢cinde neredeyse sabit kalmasini saglayarak tiirler

arasi evrimsel takibi kolaylastirir (Kocher, 1999).

Oksidatif fosforilasyonun gerceklestigi merkez olmasi oldugu icin oksijen
radikallerine daha fazla maruz kalmasi, histon gibi koruyucu proteinlerin olmamasi
ve DNA tamir mekanizmalarmin yetersiz kalmasi sebebiyle mutasyon goriilme orani
yiksektir (Campbell ve ark., 2009). Mitokondriyal genom, mutasyonlar yiiziinden
hizli degisim gostermesine ragmen gen diizenlenmeleri genelde uzun periyotlar

boyunca degismeden kalir (Boore, 1999).

Mitokondriyal genom, yiiksek mutasyon orani ve asir1 degisken bolgelerdeki
kodlayic1 veya diizenleyici bolgelerin eksikligi ile genetik varyasyonlar i¢in ¢ok
kiymetli bir kaynak niteligindedir. Ayni zamanda mitokondriler, lizozom, golgi
aygit1 gibi organellerden farkli olarak daha 6nce var olan mitokondrilerden boliinerek
cogalirken parental genomlar arasinda rekombinasyon olmamasi tiim mitokondriyal
genomlarm ayni mitokondriden kékenlenmesi anlamina gelir ve bu baslangigtaki
mitokondri “Mitokondriyal Havva (Mitochondrial Eve)” olarak adlandirilir
(Campbell ve ark., 2009; Nelson, 2005).

Mitokondri ve kloroplastin bir milyar yildan daha uzun bir siire Once
endositoza ugramus bir bakteri oldugu disiiniilmektedir. Bu “endosimbiyont
hipotez”’e gore anaerobik prokaryotik hiicrelerin bir kismi aerobik prokaryot olarak
devam ederken bir kismi da ¢ekirdek olusumu ile giiniimiiz anaerobik Gkaryot
hiicrelerini olusturmustur. Olusan bu c¢ekirdekli hiicreler endositoz ile aerobik
prokaryotik hiicreleri yutarak giiniimiiz Okaryotik hiicrelerini olusturmuslardir
(Alberts ve ark., 2008). Mitokondriyal DNA’nin genetik yapisi (replikasyon,
ribozomal alt birimler, elektron tasima zincirinin pozisyonu), mitokondrilerin de
bakteriler gibi ikiye bdliinerek cogalmasi, histon proteinleri tagimamasi ve
bakterilerin duyarli oldugu streptomisin, rifampisin gibi bazi antibiyotiklere duyarh
olmasi, baslangic kodon proteininin fMet olmasi da bu teoriyi destekleyen

ozelliklerdendir (Nelson, 2005).

Mitokondrilerin en yakin akrabasmm, Yang’m (1985) rRNA dizileri
iizerinden yaptig1 calisma ile yalniz yasayan, fotosentez yetenegini kaybetmis ama

solunum zincirini tagimaya devam eden mor fotosentetik bakteriler (a-Proteobakteri)
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oldugu ortaya ¢cikmistir (Yang, 1985; Cummings, 2000; Alberts ve ark., 2008).
Ancak c¢alisilan mitokondriyal genomlarmm yalnizca birkag geninin bu a-
proteobakterilerden geldigi ve dkaryotik hiicreye giren bakterinin niikleer genomla
genetik bir devre olusturarak evrim boyunca niikleer genomdaki benzer fonksiyonlu
genlerle yer degistirmek {izere niikleer genoma fonksiyonel bigcimde transfer
olmustur. (Gray, 1998; Adams, 2003). Konak hiicrenin sahip oldugu genom ile
mitokondriden niikleusa gecen genlerin kombinasyonu mitokondriyal biyogenez ve

fonksiyonlarin gergeklesmesini saglamistir (Gray, 1999).
1.2.2. Mitokondriyal Genom

Hayvan mitokondriyal genomu kiiciik ve ekstra kromozomal bir genom olup
yaklagik 15-20 kb¢ uzunlugunda dairesel ¢ift zincirli bir molekiildiir ve haploittir
(Yamanoue, 2008). Guanince zengin zincirine “agir zincir” (H-heavy chain) ve
sitozince zengin zincirine “hafif zincir” (L-light chain) adi verilir. Genomunda 37
gen bulunur. Bunlar; 2 rRNA (12S-kiiciik ve 16S-biiyiik alt birimleri), 13 protein
(solunum kompleksleri I, 111, 1V, V) ve 22 tRNA (20 standart amino asit ve ilave

16sin ve serin) genlerini tasir (Sekil 1.5; Tablo 1.1).
Tablo 1.1. Hayvan Mitokondriyal Genleri ve Gen Uriinleri (Boore, 2000)

Genin Gosterimi Kodladig Protein
COl, COll, colll Sitokrom oksidaz alt tiniteleri (I, II, I1I)
Cytb Sitokrom b apoenzimi
ND1-6, 4L NADH* dehidrogenaz alt tiniteleri (1-6 ve 4L)
ATP6, ATP8 ATP sentaz alt tiniteleri (6 ve 8)
12S rRNA Kiigiik ribozomal RNA alt tinitesi
16S rRNA Biiyiik ribozomal RNA alt iinitesi
tRNAlar 18 amino asit spesifik transfer RNA
L(CUN) ve L(UUR) 2 16sin tRNA’s1
S(AGN) ve S(UCN) 2 serin tRNA’s1

*diyaforaz, sitokrom b-5 rediiktaz

Mitokondriyal genomda histon proteinleri, intronlar ve yalanci genler
bulunmaz (Alberts ve ark., 2008). D-halkas1 harici bolgelerde dikkat ¢ekici tekrar
bolgeleri bulunmaz. Kodlayici olmayan bu bolgedeki kisa tekrarlar mitokondriyal

genomun biiyiiklikk varyasyonlarindan sorumludur (Pereira, 2000).

Bir¢cok hayvan mitokondri genomunda genler her iki zincire de dagilmisken
birkag tiirde tek zincirden transkribe olur (Yue, 2006). Hafif zincirden sentezlenen
ND6, ND8, tRNAS" tRNAM tRNA™" tRNA®, tRNA™ tRNAS(UCN),
tRNA®" ve tRNAP® genleri haricindeki genler agir zincirden transkribe olur (Oh,
2008) (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Mitokondrinin halkasal genomu (Pereira, 2000)

Mitokondri, protein sentez makinesinin bazi komponentlerini kodlayan
ribozomal genler ile oksidatif fosforilasyon gibi fonksiyonlar i¢in niikleer gen

tiriinleri ile birlikte kodlanan iki tip iiriiniin genlerini kodlar (Saccone, 2000).

Baslangicta biitiin omurgali mitokondriyal gen sirasinin korunmus oldugu
diistiniiliityordu. Ancak mitokondriyal genom, konformasyon ve biiyiikliik agisindan
oldugu kadar gen igerigi, gen diizenlenmeleri ve ekspresyonundaki varyasyonlarla da
dikkat ¢ekmektedir (Gray, 1999). Memelilerden, Xenopus laevis tiiriinden ve bazi
balik tiirlerinden alinan mtDNA dizileri de bunu destekler nitelliktedir. Genlerin
duplikasyonu, yeniden diizenlenmeleri ve hafif zincir replikasyon orjininin (O)

kaybedilmesi ile bu siranin degisebildigi gézlenmistir (Macey, 1997).

Bir amino asitin birden fazla kodonla ifade edilmesi sonucu 0-27 arasi tRNA
geni iceren mitokondriyal genomun 3-67 arasi farkli protein kodlamasina sebep olur.
tRNA gen icerigindeki bu farklilik, cekirdege aktarilmis tRNA’larin farkh
kullanimlarin1 yansitir ve niikleer genoma fonksiyonel homolog gen transferinin
derecelerinden kaynaklanir. Mitokondriyal ribozomal protein ve siiksinat
dehidrogenaz genlerinin niikleer genoma transferi cicekli bitkilerde (angiosperm)
gosterilmis olup bu silire¢ c¢icekli bitkilerin evrimi boyunca sik¢a, sporadik ve

epizodik olarak meydan gelmistir (Adams, 2003).
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Mitokondriyal genler, niikleer genlerdeki kopyalarindan daha hizli degisim
gecirmektedir. Mitokondriyal ribozomal RNA ve tasiyict RNA’lar diger
mitokondriyal genlerden daha fazla korunmustur (Brown, 1981).

1.2.2.1. D-Halkas1

Yerinden ¢ikarma (Displacement) halkasi, mitokondriyal genomun kodlayici
olmayan ve yaklasik %5-7’sini kapsayan (yaklasik 800-1200 bg) bolgesi olup
tasidig1 tekrar bolgeleri ile tiirler arasinda farkliliklarin gézlenmesine olanak saglar.
D-halkasi, en hizli evrimlesen MtDNA gen bolgesi olup tek kopya niikleer
DNA’lardan da 5-10 kat daha hizli evrimlesir. Her iki zincir i¢in de transkripsiyon
baslangic bdlgesi olmakla birlikte, diizenleyici fonksiyonlar i¢in bazi yapisal
mitokondriyal genlerin ekspresyonundan ve agir zincirin replikasyonundan da
sorumludur (Southern, 1988). Fonksiyonel kisitlamalarin azalmasi ile kontrol
bolgesinin bazi kisimlar1 mitokondri genomunun tamamina gore daha hizli evrim
gecirir ve bu bolgeye yakin olan tRNA dizilerinde baz degisimleri ile insersiyon ve
delesyon en yiiksek oranda goriiliir (Lee, 1995). Niikleik asit dizilerinin yiiksek
cesitlilifinden dogal populasyonlarda populasyon ayrilmast ve gen akiginin
hesaplanmasi, yeterli populasyon biiyiikliigii, populasyon biiylimesi ve kii¢iilmesi

analizleri i¢in yararlanilir (Alter, 2009; Pereira, 2000).
1.2.2.2. Sitokrom b Geni

Solunum zincirinde elektron transportundan sorumlu sekiz transmembran
heliksli kanal proteininin sentezini yapan gen olup yapisi ve fonksiyonu iyi bilinen
bu genin filogenetik ¢caligmalarda markor olarak tercih edilmesinin sebebi hem yavas
hem hizli degisen kodon pozisyonlariyla degisken boélge ve domainlerin daha

korunmus kalmasindandir (Farias, 2001).

Sitokrom b geni populasyon genetiginden daha yiliksek evrimsel iliskilere
kadar genis bir yelpazede akrabalik seviyelerinin ¢esitliligini analiz etmek ve soy

agaclarini ¢6zmek i¢in kullanilir (Kocher ve Stepien, 1997; Arnason, 1991).

Sitokrom b geni, dizinin goreceli kolay cogaltilabilmesi, hem yavas hem de
hizli evrim gegirebilen kodon pozisyonlar:1 igermesi, GenBank ve diger veri

tabanlarinda bu bolgeye ait belirli miktar dizi bulunmasi ve cesitli filogenetik
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seviyelerde evrimsel tarihi aydinlatmak i¢in kullanigli markorler olmalarindan dolay1

tercih edilirler (Chiba, 2009).
1.2.2.3.  Nikotinamid Adenin Diniikleotit Dehidrogenaz Genleri

Oksidatif fosforilasyonun i¢ mitokondriyal zara yerlesmis ve elektronun
NADH’tan koenzim Q’ya akisini saglayan baglangi¢c enzim kompleksi (Kompleks I)
dir. MtDNA’nin ND bdlgesi, populasyon genetiginde yiiksek taksonomik gruplara
kadar degisen iliskileri analiz etmek i¢in kullanilmaktadir (Lydeard ve Roe, 1997).
ND5 ve ND6 geni baliklarda en iyi galisilan genlerden biridir (Graybeal, 1993).

1.2.2.4. Sitokrom Oksidaz Genleri

Sitokrom oksidaz genleri, oksidatif fosforilasyonun terminal enzimlerinden
i¢ zarda bulunan sitokrom oksidaz multiproteinlerini kodlayan genler olup yiiksek

seviyede korunmus olduklarindan dolay1r evrim caligmalarinda kullanilmaktadir

(Nelson, 2005).

Sitokrom oksidaz I (COI) hayvan mitokondriyal genomu iginde protein
kodlayan en korunmus bdlge olup filogenetik analizler i¢in kullanilir. Tiirlerin
taksonomik statiisiinii belirlemek ve ayni filum i¢indeki birbirine ¢ok yakin tiirlerin
birbirinden aymrt edilmesini saglamak i¢in COI dizi degisiklikleri tercih edilir
(Hebert, 2003).

Sitokrom oksidaz II (COII) filogenetik akrabaliklarin anlasilmasinda bu is
icin kullanilan ¢ok sayida gene ragmen belki de en sik kullanilan gen niteligindedir

(Frati, 1996).
1.2.2.5. Adenozin Trifosfataz Genleri

ATP6 ve ATP8 genleri, oksidatif fosforilasyonun son enzim kompleksi

(Kompleks V) olan ATP sentaz enziminin alt birimlerini kodlayan genlerdir.
1.2.2.6. 12S ve 16S Ribozomal RNA Genleri

Mitokondriyal ribozomal RNA’nm kiigiik ve biiyilik alt birimlerini kodlayan
genler olan rRNA genleri, goreceli daha yavag evrim gegiren genler olarak evrimsel

mesafe ve organizmalar arasindaki evrimsel iliskileri agiklamak igin kullanilir
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(Clarridge, 2004). 16S rRNA geni de 12S rRNA genine gore yer degistirme
mutasyonlar1 bazinda daha yavas evrim gegirir (Arnason, 1991; Kocher ve Stepien,
1997). 16S rRNA geni tasidig1 insersiyon, delesyon ve substitiisyonlar ile genetik
varyasyonlarin incelenebilecegi bir bolgedir (Kochzius, 2008).

1.2.2.7. Tasiyic1 RNA Genleri

tRNA genleri kodladiklar1 amino asitlerin siniflandirilmasina gore 3 gruba
ayrilir. Bunlar, IQM, WANCY ve HSL olup IQM, Izoldsin, Glutamat ve Metiyonin
amino asitlerini, WANCY, Triptofan, Alanin, Aspartik Asit, Sistein ve Tirozin amino
asitlerini ve HSL, Histidin, Serin ve Losin amino asitlerini temsil eder (Pereira,
2000). Bu ii¢ amino asit kodlayan gen grubu tipik omurgali mitokondriyal genomlar1

arasinda 1yi korunmusg bolgelerdir (Oh, 2008).

Glutamik Asit, Alanin, Aspartik Asit, Sistein, Tirozin, Serin (UCN),
Glutamat, Prolin ve ND6 genleri hari¢ diger tiim genler H zincirinden transkribe olur
(Pereira, 2000).

Miya ve Nishida (1999) tRNA gen diizenlenmelerinin ilk 6rneklerini kemikli
baliklarda ND6 ve kontrol bilgesi (ND6, cytb, tRNA®" tRNA® ve tRNA™)

arasinda tespit etmistir (Pereira, 2000).
1.2.3. Markor Olarak Mitokondri

Mitokondriyal DNA evrim ve populasyon c¢aligmalari i¢in markor olup gen
akigmin Olgililmesi, etkili populasyon biiyiikliigiiniin hesaplanmasi, populasyon alt
boliinmelerinin belirlenmesi, tiir farkliliklarinin veya molekiiler saati kullanarak tiir
icindeki tarihsel olaylarin tarihinin saptanmasina yardimci olarak molekiiler evrimin
notral modeline gore degisim gosterdigi farz edilen bir molekiildiir (Wise, 1997;
Nachman, 1994).

Mitokondriyal genomun kiiciik olmasi, hiicrede bol bulunmasi, biiyiik
cogunlukla anasal olarak kalitilmasi, niikleer DNA ile karsilastirildiginda hizli
evrimlesme siireci ve bunlara bagl olarak kisa birlesme zamani ile mtDNA gen
akmmi, genetik varyasyon, hibridizasyon ve introgresyon analizleri gibi populasyon
genetigi calismalart i¢in kullanmigh bir markordiir (Oh, 2007). Kalitimin anasal

olmasi, tamir mekanizmasi, rekombinasyon ve paralog genlerin olmamas: ile sabit
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bir gen icerigine sahip olan mtDNA molekiiler evrim, filojeni ve genom yapisi

calismalari1 i¢in model sistem olarak kullanir (Xia, 2008; Pereira, 2000).

Mitokondriyal genomdaki fakli genler farkli hizlarla evrim gegirir ve bu
ozelligi ile spesifik analizlerin bu genler iizerinde yapilmasimi saglar. Daha yavas
degisiklik geciren genler filogenetik analizler i¢cin daha kullanigh iken daha hizli
degisiklik gosteren genler populasyon caligmalari igin tercih edilir (Avise, 1987;
Brown, 1979). Mitokondriyal DNA dizilerinin filogenetik akrabaliklarin

anlagilmasinda kullanilmasi iyi yerlesmis bir sistemdir (Simon 1994).

mtDNA tek kopyali niikleer genlere oranla yaklagik 10 kat daha fazla
mutasyona ugrar (Kocher, 1989). Yiiksek mutasyon orani ve mutasyonlarin tiir
icindeki hizli fiksasyonu mtDNA’y1 tiir icinde ve yakin tiirler arasinda bireylerin
karsilagtirilmast ve 6zellikle kii¢iik organizmalarin tiir tayini i¢in kullanigl bir arag
yapar (Arnason, 1991, Kocher, 1989). Bu a¢idan mitokondriyal DNA kokenli
markorler, yakin tiirler arasinda organizmalar ve genomlar1 bazinda evrim
caligmalar1 i¢in popiilerdir (Yue, 2006). Ayn1 sekilde balik populasyonlar1 arasinda
gen akisinin seviyelerini ¢alismak icin en iyi bilgi mtDNA gen cesitliliginin
gozlemlenmesi ile saglanir (Lee, 1995). Ancak tiirler arasi mesafe arttik¢a dizi

farkliliklar1 birikerek artar ve degisiklikleri saptamak imkansizlasir (Yue, 2006).

Mitokondriyal protein kodlayan genler ve transkript olmayan kontrol
bolgelerinin sessiz kisimlari cins, tiir ve populasyonlar arasindaki heniiz farklilasmis
taksonlarin akrabaliklarinin analizi i¢in kullanislidir. Daha yiiksek seviyeli sistematik
analizler i¢in ¢oklu yer degistirmelerin oldugu ve bu nedenle filogenetik sinyalleri
saklayan sessiz kisimlar ve hizli evrimlesen bolgeler tercih edilmez. Daha yavas
degisen 12S ve 16S rRNA gibi bolgeler kullanighdir. Ciinkii sessiz niikleotit
bdlgelerinde amino asit kodunu degistiren baz degisimlerinin meydana gelmesi daha
nadir olup derin karsilastrmalar igin yiiksek bir sinyal orami saglar (Kocher ve
Stepien, 1997). Ayni sekilde sitokrom b geni Sparidae iiyeleri arasinda oldukga
korunmus olup barkodlama ¢aligmalarinda kullanilabilir niteliktedir (Xia, 2008).

Hayvan mitokondri DNA’sinda dizi degisiklikleri dizi diizenlenmeleri,
eklemeler, delesyonlar ve niikleotit yer degistirmeleri olarak 4 ana grupta toplanir

(Brown 1985). Filogenetik akrabaliklarin elde edilmesinde mitokondriyal genomun
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farkli bolgeleri arasinda oran degigsmesine ragmen tek kopyali niikleer DNA’lara
gore 5-10 kat daha fazla goriilen baz yer degistirmeleri kullanilir (Brown, 1979;
Hoelzel, 1991).

Mitokondriyal genomda tRNA dizilerinin ikincil yapisi ile iliskili gen
yeniden diizenlenmeleri tandem duplikasyon ve coklu delesyonlarla oldugu gibi
inversiyon, transpozisyon (translokasyon ve yer degistirebilen elementler
vasitasiyla), molekiiller arasi rekombinasyonlarla da olmaktadir (Brown, 1981). Bu
yeniden diizenlenmeler omurgalilarin daha yiliksek taksonomik seviyelerinin
belirlenmesi ve monofiletik gruplarin tanisi igin kullanilabildigi gibi tRNA’nin
ikincil yapisi, protein kodlayan genlerin baglama ve sonlanma kodonlar1 gibi bazi
ozellikler de omurgali mitokondriyal genomlarmin karsilastirilmasida kullanighdir
(Pereira, 2000; Macey, 1997).

1.3. Actinopterygii, Perciformes

Teleostlar, Actinopterygii (Isin Yiizgegliler) sinifinin 3 alt grubundan en
genis olamidir. Isin yiizgecliler, ylizgeclerinde tasidiklar1 dikenler ve bu dikenlerin
simetrisine bakilarak adlandirilirlar. 24.000 tiir sayist ile en genis omurgali grubu
olup tiim omurgalilarm yarisindan fazlasini teskil ederler. Bu muhtesem simetrik
cesitlilik yalnizca morfolojik olarak degil ayn1 zamanda davranissal, ekolojik ve
fizyolojik olarak da gozlenir. Gilinimiize kadar gelen Teleost tiirlerinin en eski
atasmin yaklasik 200 milyon yil 6nce Orta Triyas donemde ortaya ¢iktigi
diistiniilmektedir (Yue, 2006).

Isin Yiizgegliler, Polypteriformes, Acipenseriformes, Lepisosteidler ve Amia

cinsini i¢eren 4 ana soy agacindan olugmakta olup “balik atasr” olarak tanimlanirlar

(Yue, 2006).

Teleostlarin alt grubu olan Perciformes, okyanus omurgalilar1 ile tropik ve
subtropik bolge baliklarinin en baskin takimidir (Tablo 1.2). Bu takimda
omurgalilarin en ¢esitli boylarda 6rneklerinden goriilebilir. Boyu sadece en fazla 2,5
cm olan Schindleria praematura da yaklasikk 5 m uzunlugunda olan Makaira
nigricans da bu takimdadir. 20 alt takim, 160 aile, 1539 cins ve 10.033 tiirden olusur.
Percoidei, Labroidei ve Gobioidei alt takimlar tiirlerin yaklagik 1/3’{inii olusturur.

En genis alt takimi olan Percoidei, i¢cinde Sparidae ailesinin de bulundugu 79 aile,

17



549 cins ve yaklagik 3.176 tiirden olusmaktadir (Tablo 1.2) (Costello MJ, 2001;
Nelson, 2006).

Tablo 1.2. Sparidae’ye kadar ulasan siniflandirma basamaklari
Sparidae Taksonomisi

Alem

Hayvanlar

Takim

Kordalilar

Alt Sube

Omurgalilar

Infra Sube

Gnathostomata

Siiper Sube

Osteichthyes

Takim

Actinopterygii

Alt Takim

Nopterygii

Infra Takim

Teleostei

Siiper Simf

Acanthopterygii

Simf

Perciformes

Alt Simf

Percoidei

Siiper Aile

Percoidea

Aile

Sparidae

Cins

Acanthopagrus
Archosargus
Argyrops
Argyrozona
Boops
Boopsoidea
Calamus
Cheimerius
Chrysoblephus
Crenidens
Cymatoceps
Dentex
Diplodus
Evynnis
Gymnocrotaphus
Lagodon
Lithognathus
Oblada
Pachymetopon
Pagellus
Pagrus
Parargyrops
Petrus
Polyamblyodon
Pterogymnus
Rhabdosargus
Sarpa
Sparidentex
Polysteganus
Porcostoma
Pterogymnus
Sparodon
Sparus
Spondyliosoma
Stenotomus
Virididentex

(Costello MJ (2001)
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http://species.wikimedia.org/wiki/Gnathostomata_(Vertebrata)
http://species.wikimedia.org/wiki/Acanthopagrus
http://species.wikimedia.org/wiki/Archosargus
http://species.wikimedia.org/wiki/Argyrops
http://species.wikimedia.org/wiki/Argyrozona
http://species.wikimedia.org/wiki/Boops
http://species.wikimedia.org/wiki/Boopsoidea
http://species.wikimedia.org/wiki/Calamus_(Sparidae)
http://species.wikimedia.org/wiki/Cheimerius
http://species.wikimedia.org/wiki/Chrysoblephus
http://species.wikimedia.org/wiki/Crenidens
http://species.wikimedia.org/wiki/Cymatoceps
http://species.wikimedia.org/wiki/Dentex
http://species.wikimedia.org/wiki/Diplodus
http://species.wikimedia.org/wiki/Evynnis
http://species.wikimedia.org/wiki/Gymnocrotaphus
http://species.wikimedia.org/wiki/Lagodon
http://species.wikimedia.org/wiki/Lithognathus
http://species.wikimedia.org/wiki/Oblada
http://species.wikimedia.org/wiki/Pachymetopon
http://species.wikimedia.org/wiki/Pagellus
http://species.wikimedia.org/wiki/Pagrus
http://species.wikimedia.org/wiki/Parargyrops
http://species.wikimedia.org/wiki/Petrus
http://species.wikimedia.org/wiki/Polyamblyodon
http://species.wikimedia.org/wiki/Pterogymnus
http://species.wikimedia.org/wiki/Rhabdosargus
http://species.wikimedia.org/wiki/Sarpa
http://species.wikimedia.org/wiki/Sparidentex
http://species.wikimedia.org/wiki/Polysteganus
http://species.wikimedia.org/wiki/Porcostoma
http://species.wikimedia.org/wiki/Pterogymnus
http://species.wikimedia.org/wiki/Sparodon
http://species.wikimedia.org/wiki/Sparus
http://species.wikimedia.org/wiki/Spondyliosoma
http://species.wikimedia.org/wiki/Stenotomus
http://species.wikimedia.org/wiki/Virididentex

1.3.1. Sparidae

Sparidae ailesi, genis bir cografyaya dagilim gostermis farkli neritik
baliklarin olusturdugu bir gruptur (Orrell, 2004). Yaklasik 125 tiir ve 37 cinsten
olusur (Accioly, 2008). Siniflandirilmalari, pullanma, viicut rengi ve 6zellikle de sert
ve yumusak kuyruk isinlarnin sayist ve dig yapisi tanimlanarak morfolojik
ozelliklerine gore yapilmistir (Chiba, 2009). Fiedler (1991), Sparidae iiyelerini dis
yapilar1 ve beslenme tarzina gore Sparinae, Denticinae ve Boopsinae olarak 3 alt
gruba ayrrmistir (Hanel, 2000). Smith (1938) ve Smith & Smith (1986) Sparidae
tiyelerini dis yapilarina ve beslenme tipine ilave olarak tropik tiirlesmelerini de
dikkate alarak Pagellinae adinda yeni bir grup daha agip (Hanel, 2000) aileyi
Boopsinae, Denticinae, Pagellinae ve Sparinae olarak 4 alt ailede siniflandirmustur.
Boopsinae iiyeleri otgul olup distaki kesici disleri kisalmistir. Denticinae, uzamis 6n
kopek disleri ve arkadaki kiigiik konik disleri ile piskivordur. Pagellinae, kaybettigi
kopek disleri yerine sahip oldugu distaki kiigiik konik disler ve igteki kiigiik azi
disleri ile kii¢iik omurgasizlarla beslenen et¢illerdir. Sparinae, kiite yakin yuvarlak
posteriyor azi dislerine sahip ¢enesi ve uzamis On disleri ile kabuklular,
yumusakealar ve kiiglik baliklar ile beslenen etgillerdir. Akazaki (1962), Sparinae
grubunu Diplodus, Archosargus ve Lagodon cinslerini alarak Diplodinae ve Pagrus,
Argyrops ve Evynnis cinslerini alarak Pagrinae olarak 2 yeni gruba bolmistiir.
Diplodinae, ¢enesinde 6-8 6n dise ve 6ne egilimli kesici 6n dislere sahiptir. Pagrinae,
iist ¢enede 4 kopek disine, kafasindan gézler arasi bolgeye uzanan pullara ve iki seri
az1 disine sahiptir (Orrell, 2004; Orrell, 2002).

Ayrica  Sparidaec, Nemipteridac ve Lethrinidac osteolojik  yakin
akrabaliklarma bakilarak “spariform” baliklar olarak adlandirilmistir. Bu ailelerin
Centracanthidae ile de yakin olduklar1 bulunmus ve Spicara cinsinin
(Centracanthidae) hari¢ tutulmasi ile monofiletik bir smif olusturan bu dort aile sahip

olduklar1 54 morfolojik karakterin kladistik analizi sonucunda Sparoidea adinda yeni

bir siiper aileye dahil edilmislerdir (Chiba, 2009; Orrell, 2002).

Karagdz gibi tiirleri igeren Sparidae iiyeleri daha ¢ok tropik ve kiyiya yakin
ik tuzlu sularda yasamakla birlikte geng ve kiiciik iiyeleri topluluk halinde yasarken
yetigkin bireyleri daha derin sularda yasarlar. Hermafroditizm bu aile i¢inde yaygin

olup karagézlerin ¢ogu yenilebilen ve ticari 6nemi olan baliklardir (Birky, 2001).
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1.3.2. Akdeniz’deki Sparidae Tiirleri

Bauchot ve Hureau’nun, “Kuzeydogu Atlantik ve Akdeniz Baliklar1 (1986)”

adli eserinde yer alan Sparidae iiyelerine ve cografi dagilimlarina dair bilgiler Tablo

1.3’te verilmistir.

Tablo 1.3. Akdeniz’deki Sparidae tiyeleri (Bauchot ve Hureau, 1986)

Cins Tiir Bulundugu Bolge
Boops Boops boops Tiim Akdeniz
Crenidens Crenidens crenidens Israil’den Kizil Deniz’e gegis hatt1
Dentex dentex 40° enleminin giineyi
Dentex gibbosus 40° enleminin giineyi ile Dogu Akdeniz
Dentex Nadiren Akdeniz’in kuzey bati havzalarinda,
Dentex macrophtalmus ¢ogunlukla giiney batisinda ve bolca dogudaki
havzalarinda
Dentex maroccanus Giiney ve Dogu Akdeniz
Diplodus annularis Akdeniz
Diplodus cervinus cervinus | Akdeniz’in 1liman bdlgelerinde
Diplodus Diplodus puntazzo Akdeniz kiy1 boyunca, yaygin
Diplodus sargus Akdeniz, yaygin
Diplodus vulgaris Tiim Akdeniz, yaygin
Lithognathus Lithognathus mormyrus Akdeniz kiy1 boyunca, yaygin
Oblada Oblada melanura Akdeniz kiy1 boyunca, yaygin
Pagellus acarne Tiim Akdeniz
Pagellus Pagellus bellottii bellottii | Giiney bat1 Akdeniz
Pagellus bogaraveo Bati Akdeniz, yaygin
Pagellus erythrinus Akdeniz kiy1 boyunca, yaygin
Pagrus auriga Akdeniz kiy1 boyunca, ¢ok nadir olarak kuzeyde
Pagrus coeruleostictus Akdeniz’in 1liman bélgelerinde
Pagrus Pagrus pagrus Akdeniz, yaygin olarak 1lik sularda ve nadiren
kuzeyde
Sarpa Sarpa salpa Akdeniz kiy1 boyunca
Sparus Sparus aurata Akdeniz kiy1 boyunca
Spondyliosoma Spondyliosoma cantharus | Tiim Akdeniz

1.3.3. Sparidae Ailesinde Genetik Calismalar

Ekonomik degeri olan balik tiirlerini igeren Sparidae ailesine dair genetik

verilere dayal1 yeterli genetik ¢alisma bulunmamaktadir. Yeni yapilan genetik temelli
calismalar, tiirlerin smiflandirmasimi yapabilmek i¢in morfolojik karakterlerin yeterli
hassasiyeti saglamadigini gostermektedir. Dis goriiniis Ozelliklerine gore yapilan
smiflandirma ile genetik karakterlere gore yapilan siniflandirma arasinda farkliliklar
oldugu Hanel ve Sturmbauer’in (2000), Orrell ve Carpenter’m (2002; 2004),
Ponce’nin  (2008) ve Chiba’nin (2009) c¢alismalar1 ile gosterilmistic. Bu
arastirmacilar, fiziksel Ozellikleri ile smiflandirildiklarinda monofiletik 6zellik

gosteren bazi Sparidae iyelerinin, genetik yapilariyla monofiletik olmadiklarini
tespit etmislerdir (Orrell, 2004; Hanel, 2000).
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Hanel ve Sturmbauer’in (2000) Kuzeydogu Atlantik ve Akdeniz’de
tanimlanmis 24 Sparidae iiyesi lizerinde mitokondriyal 16S rDNA (486 bg) dizileri
ile yaptiklar1 ¢caligmada, bu tiirlerin koken ve alt aile akrabalik seviyeleri ile ekolojik
ve morfolojik adaptasyonlarina bakilarak yolaklar yeniden agiklanmaya ¢aligilmistir.
Farkli beslenme stratejisi ve dis yapisma gore Fiedler (1991) tarafindan ayrilan iig
ana mitokondriyal soy agacinin var olan taksonomik ayirimla uyusmadigi ve ¢oziilen
cinslerin agiz yapisi ve diizenlenmelerinin gosterdigi lizere parafiletik oldugu
sonucuna varmuglardir. Ayrica Sparidae tiirleri ile benzer tropik tiirlerin ¢oklu ve
bagimsiz orjinleri oldugunu dnermisler ve yeni bulunmus {i¢ ya da dort alt ailenin de

yeniden tanimlanmasi gerektigini belirtmislerdir (Hanel, 2000).

Hanel ve Sturmbauer’in (2000), Sparus cinsinin Pagrus cinsine uzak oldugu
ve farkli bir mitokondriyal soy agacina yerlestigi, Oblada melanura tiiriiniin 151n
yapisi olarak kardesi olan Diplodus puntazzo ile birlikte Diplodus cinsi iginde yer
aldigin1 gostermislerdir. (Sekil 1.27; Soy agaci 3). Atlantik Boopsinae ailesine sadece
Boops boops, Sarpa salpa ve Spondyliosoma cantharus tiirlerinin dahil
edilebilecegini belirlemislerdir (Sekil 1.27; Soy agaci 1). Soy agac1 2’yi ise Dentex
ve Pagrus cinslerinin tyeleri ile Pagellus erythrinus ve Pagellus bellottii bellottii
olusturmaktadir. Ayn1 zamanda Dentex maroccanus ve Dentex macrophthalmus
tiirleri Dentex iiyelerinden ayrilmakta ve bu da bahsedilen tiirlerin parafiletik

kokenine dikkat ¢cekmektedir (Hanel, 2000).

Lithognathus mormyrus, Sparus aurata, Pagellus acarne, Pagellus
bogaraveo, Oblada melanura ve tiim Diplodus tiirlerinin olusturdugu soy agaci, bu
grubun geng evrimsel yasi ve bu genin goreceli yavas evrim hizi yliziinden 16S

rDNA analizi ile ¢6ziilememistir (Sekil 1.6; Soy agaci 3) (Hanel, 2000).

Orrell ve Carpenter’in (2002) calismalar1 ise 1140 bg’lik sitokrom b dizileri
ile Sparidae (Sparoidea) ailesinin monofiletik 6zelliklerini incelemek ve Sparidae
iiyelerinin tanimli 33’{iniin akrabaliklarinin anlagilmasi lizere yapilmistir. Bunun i¢in
40 Sparidae tiirii, 10 yakin tiir, 10 bazal Percoidae tiirii ve 2 Perciformes olmayan
kok tir kullanmigtir. Calismada kullanilan, esit agwrhikli ve agirhikli data setiyle
olusturulan Parsimony analizi Centracanthidae ailesine dahil olan Spicara cinsinin
Sparidae ailesine katilarak monofilisini desteklemekte iken 6 Sparidae alt ailesinin

(Boopsinae, Denticinae, Diplodinae, Pagellinae, Pagrinae ve Sparinae) monofiletik

21



olmadigini ve bu alt ailelerin ¢ok kez bagimsiz olarak ¢esitlendigini gostermektedir.
Lethrinidae ailesinin Sparidae ailesi ile kardes oldugunu, Sparidae ailesi ile
Lethrinidae ailesinin yakin olmasinin Carpenter ve Johnson’in (2002) ¢aligmasindaki
morfolojik analizle uyustugunu, Lethrinidae tyeleriyle Nemipteridae {iyelerinin
sitokrom b dizisi tizerinden akrabaliginin dogrulanmamasmin (Johnson, 1980) bu
tezi destekledigini ve Sparoidea siiper ailesinin (Sparidae, Centracanthidae,
Lethrinidae ve Nemipteridae) sadece agirlikli niikleotit filogenisinde monofiletik
ciktigin1 belirtmislerdir. Bu verilerle sitokrom b geninin baliklar i¢in c¢esitli
taksonomik seviyelerde saglam filogenilerin tretilmesi i¢in degerli bir markor
oldugu ve biyocografik agidan Sparidae evrimini agiklayabilecegi sonucuna

varmuglardir (Orrell, 2002).

100 Dipfodus annularis
a3 100 Diplodus annularis
o4 99 Diplodus bellottii
100 Diplodus bellottii
— Diplodus vulgaris
L Diplodus vulgaris
83 Diplodus puntazzo
—80— 82 95 Diplodus puntazzo
- aa Oblada melanura
71 100 Oblada melanura
63 49 Diplodus cervinus cervinus
37 Diplodus sargus
63 52 — Pagellus acame
62 L Pagelius bogaraveo
Sparus aurata
Lithognathus mormyrus
Dentex dentex
Pagrus coerulecstictus
Pagrus auriga
Dentex canariansis
Dentax globosus
Pagrus pagrus
Pagrus pagrus
Pagelius beflottii beliotti
Pagellus erythnnus
Dentex macrophthalmus
L Dentex maroccanus

100 Boops boops
—E_I: Sama salpa Soy agacal
—————————— Spondyliosoma cantharus
Spicara maena

Soy agac13

Soy agac12

4 el

w0

Y
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Sekil 1.6. Kuzeydogu Akdeniz ve Atlantik’ten Alinan 31 Karagéz Tiiriiniin 16S rDNA Bolgesi ile
Yapilan Filogenetik Analizi (Hanel, 2000)
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Orrell ve Carpenter’n (2004) 16S rRNA ve sitokrom b dizileri ile 38
Sparidae tiirii ile Sparidae ailesine yakm 10 tiirii kok olarak atayarak ve 7 bazal
Percoidae tiirii ile Perciformes olmayan kok tiirler iizerinden yaptiklari ve
“parsimony” ve “maximum likelihood” metotlariyla analiz ettikleri ¢aligmada ise
Sparidae {iyelerinin, Centracanthidae ailesinde yer alan Spicara cinsinin de igine
katilmas1 ile monofiletik oldugu, Spicara, Pagrus ve Pagellus cinslerinin ise
monofiletik olmadig1 sonucuna varmislardir. Bu analizlerle Sparidae ailesinin iki ana
soy agaci yeniden diizenlenmistir. Bu ¢alisma ayni1 zamanda Hanel ve Strumbauer’in
(2000) yaptiklar1 ¢alismay1 da irdelemektedir. Hanel ve Sturmbauer, 10 cins ve 24
Sparidae tiirii ile ¢aliyma yaparken Centracanthidae iiyesi Spicara cinsini de kok
olarak atamislardir. Bulgulari, tanimlanmis olan Boopsinae, Denticinae ve Sparinae

alt aileleri ve Dentex cinsinin polifiletik oldugunu desteklememistir (Orrell, 2004).

16S verisi Sparidae ile Spicara cinsinin monofiletik, Dentex tumifrons ile
Spicara alta tiirlerinin ve Spondyliosoma cantharus ile Spicara maena tiirlerinin

kardes tiirler olduklarini agiga ¢ikarmustir (Orrell, 2004).

Hanel ve Sturmbauer, Pagellus, Pagrus ve Dentex cinslerinin ve Orrell
(2002) Pagellus, Pagrus, Dentex ve Spicara cinslerinin monofiletik olmadigini
sitokrom b verilerine bakarak bulmuslardir. 16S verileriyle Smith (1938), Akazaki
(1962) ve Smith ve Smith’in (1986) ¢alismalarmi destekleyen bulgulara
ulasmamuglardir. 16S verilerinin aileler arasi smiflandirmada yetersiz kaldigini

gormiislerdir (Orrell, 2004).

Bu calisma ile Orrell ve arkadaglarinin (2002) ¢alismasi tek tek ve birlikte
16S ve sitokrom b genlerinin aile i¢i Sparidae akrabaliklar1 i¢in kullanislt oldugunu
gostermektedir. 16S geni, sitokrom b genine gore daha korunmustur (taksonlar arasi
tim degisiklikler daha az) ve daha yakin akrabaliklar i¢in (6rnegin Perciformes
tiirleri i¢in) bilgi vericidir. Alinan sonuclardan yola ¢ikarak morfolojik 6zelliklerin
bolgesel olarak smiflandirmada kullanilabilecegi ancak filogenetik amach

kullanilamayacagi sonucuna varmiglardir (Orrell, 2004).

Xia (2008), 13 protein kodlayan genin amino asit dizilerini kullanarak
maksimum likelihood metoduyla yaptig1 filogenetik analiz sonucuna goére Orrell’in

(2004) calismasiyla ortiisen sekilde Pagrus cinsinin monofiletik olmadigini ve
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Pagrus iiyelerinin morfolojik karakterlerinin yeniden tanimlanmaya ihtiyact
oldugunu belirtmistir. Acanthopagrus latus ile Pagellus bogaraveo tiirlerinin kardes
oldugunu, Pagrus cinsine dahil olan Pagrus major ve Pagrus. auriga tiirlerinin bu
sekilde simiflandirilamayacagini, bunun yerine Paragyrops edita ile Pagrus major
tirlerinin kardes gruplar oldugunu ve bu haliyle Pagrus auriga tiiriiyle ayri
dallandigini gostermistir (Sekil 1.7) (Xia, 2008).

—— Pterocaesio fike
—— Triodon macropterus
Pagelivs bogamveo
100
Acanthopagrus latus
100
Pagrus aurga
— 100
- Farargyrops edia
— 100
—— Pagrus major
0.1

Sekil 1.7. ML analiziyle 13 protein kodlayan genin verileri tizerinden olusturulan soy agaci (Xia,
2008).

Chiba (2009), mitokondrial sitokrom b dizileri tizerinden yaptig1 ¢aligmada
66 Sparidae tiiri ve 23 kok tir kullanmis, “Maximum Likelihood (ML)” ve
“Bayesian” metotlar1 ile filogenetik analizleri gerceklestirmistir. Hanel ve
Sturmbauer’in (2000) Orrell ve Carpenter’m (2004) ulastigi sonuglara benzer

bicimde Spicara cinsi ile Sparidae iiyelerinin monofiletik oldugu, Sparidae tiirlerinin
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alt ailelerinin monofiletik olmadig1 ve gecerli siniflandirmalardan farkli olacaklarini
gostermistir. Acanthopagrus, Cheimerius, Dentex, Diplodus, Pagellus, Pagrus ve
Spicara cinslerinin monofiletik olmadigini, akrabaliklarinin yeniden diizenlenmesi
gerektigini ve morfolojik karakterlerinin yeniden incelenmesi gerektigini ileri
stirmiigtiir. ML metoduyla tiim kodon pozisyonlaria gore tiirleri A, B, C olarak ii¢
ana gruba aymrmistir. C sinifi diger agaclara gore parafiletik olup dogu Pasifik ve bat1
Atlantik aras1 bolge tiirlerini ve A-B smiflar1 farkli okyanuslarin lokal bolgelerinden
toplanmistir. Ayrica parsimony kriterlerine gore 87 morfolojik karakterle evrimsel

paterni de incelemislerdir.

Morone ve Dicentrachus cinslerini iceren Moronidae ailesi ile Sparidae
ailesinin ~ monofiletik  oldugunu, Haemulidae, Lutjanidae, Caesionidae,
Chaetodontidae ve Pomacanthidae ailelerinin monofiletik bir snifta oldugunu,
Lateolabrax cinsinin Moronidae ailesinden uzak bir cins oldugunu, Lateolabracidae
ailesinin Moronidae ailesinden bagimsiz oldugunu ML analizlerine dayanarak

belirtmislerdir.

C sinifi topolojik farklilik tasimakta olup Calamus, Stenotomus, Archosargus
ve Lagodon cinslerini igermektedir. Yapilan Bayesian analizleri sonucunda
Akazaki’nin (1970) c¢alismalarma uyumlu sonuglar bulunmustur. Buna gore,
sparidler Ust Kretase ile Paleosen arasinda Tetis Denizi’nin Mezozoik okyanusundan
kokenlenip erken Paleosen doénemde Yeni Diinya’nin kiyr bolgelerine gog
etmislerdir. A ve B sinifi ise Ust Kretase ddnemde okyanus bolgelerine dagilmis olup
atalar1 Tetis Denizi’nden tropik ve iliman kiy1 sularina ge¢mislerdir. Burada zaman
icinde degisim geg¢irmisler ve drnegin, beslenme tarzlarindaki degisime (kabuklu ve

yumusakeca) gore dis yapilar1 degisime ugramistir.

Bu arastirmacilarin taksonomik ¢aligmalarmin yani sira Ponce (2008), “uzun
PZR” metodu ile tim genomunu ¢ikardigi Pagellus bogaraveo tiirinde WANCY
bolgesinde yer alan Op’nin tRNA®® yalanci geninin (66b¢’lik uzun element)
katilmasiyla bozuldugunu ve dizi duplikasyon ve delesyonlar1 ile uzunluk
heteroplazmisinin varhigmi agiga ¢ikarmistir. Bu farkliligi saglayan “tandem
duplikasyon ve rastgele kayip (TDRL)”, “duplikasyon ve rastgele olmayan kayip” ve

“rekombinasyon” modellerinden biridir.
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2. AMAC

Evrim mekanizmasi ¢ok uzun yillardan bu yana ¢esitli markdrler gelistirilerek
incelenmeye ve agiklik getirilmeye c¢aligilan bir konudur. Bunun igin kullanilan
markorlerden biri, tiir iginde veya tiirler arasinda korundugu bilinen genomik veya
mitokondriyal DNA dizileridir. DNA dizi analiz tekniklerinin gelismesi ile belirli
genlerin dizi karsilagtirmalariin yapilmasi olanakli hale gelmistir. Bunun yani sira
mitokondriyal genom biiyilk ¢ogunlukla anneden kalitilmasi, genomunun kiigiik

olmasi ve ¢ok sayida korunmus gen bolgesi tasidigi igin sikga tercih edilmektedir.

Sparidae iiyeleri, Akdeniz’de yasayan ve ekonomik degeri yliksek balik
tiirleridir. Morfolojisine gore yapilan filogenetik akrabaliklar1 hala ¢ok net olmadigi
icin mitokondriyal genomlar1 iizerinden ¢alisilmaya devam edilmektedir. Birkag
tlirliniin tiim genomu ¢ikarilmig ve birg¢ok tiirtiinde de 16S rRNA geni gibi korunmus
genler tizerinden evrimsel soy agaci ¢ikarma g¢alismalar1 yapilmistir. Filogenetik
seviyelerin belirlenmesinde onemli bir markér olan mitogenomlar yalnizca bes
Sparidae tiirii igin mevcuttur ve karsilastirmali filogenetik ¢alismalar i¢in bundan
daha fazla veriye ihtiyag duyulacagi i¢in mitokondriyal genomun ¢ikarilmasi

gerekmektedir.

Bu tez kapsaminda Akdeniz’den toplanan Sparidae iiyelerinin mitokondriyal
16S rRNA ve COI genlerinin dizileri karsilastirilarak evrimsel iligkilerin aciga

¢ikarilmas1 amaglanmistir.
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3. MATERYAL
3.1. Arastirmada Kullanilan Ornekler

Bu aragtirmada kullanilan 6rnekler 2006 - 2011 yillar1 arasmnda Tiirkiye
kiyilarinda yiiriitiilen ¢esitli projeler kapsaminda toplanmistir. Elde edilen 6rnekler
ya biitiin olarak ya da kas dokusu almarak %70 etanol icerisinde kullanilacaklar1
zamana kadar +4°C’de muhafaza edilmistir. Her bir 6rnege iizerinde tiir adi, toplama
tarihi ve toplanan yerin bilgilerini tagiyan etiketlere gore sayisal kodlama yapilmustir
(Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Arastirmada Kullanilan Ornekler

Ornek Kodu Tiir Ad1 Toplanan Bolge

402 Boops boops . Bodrum
820, 821,822 Iskenderun
729 Dentex gibbosus Fethiye
253 Dentex moraccanus Canakkale
468-477 Antalya
983 Diplodus annularis Iskenderun
1114-1116 Fethiye
399 Diplodus sorgus Bodrum
398 Diplodus vulgaris Bodrum
1121 Antalya
844-846 Lithognhathus mormyrus Iskenderun
774 Oblada melanura Kas
361-371 Iskenderun
396 Pagellus acarne Bodrum
803, 804 Iskenderun
400 Bodrum
824, 825 Pagellus erythrinus Iskenderun
892,893 Antalya
179-184 Pagrus coeruleostictus Iskenderun
854, 855, 857 Iskenderun
771-773 Kas
903, 904 Pagrus pagrus Antalya
1118 Fethiye
1058 Sarpa salpa Iskenderun
401 Spicara flexuosa Bodrum
805 Sparus aurata Ekenderun
864-869 Iskenderun
1103 Spondyliosoma cantharus Fethiye
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3.2. Genomik DNA 1izolasyonu Metodu Icin Kullamlan

Kimyasallar ve Tamponlar

SDS-Lizis Tamponu (pH 8,0) : 50 mM Tris (pH 8,0),
50 mM Siikroz,
100 mM NacCl,
50 mM Na;EDTA (pH 7,4),
%1 SDS

NaCl : 5M
Low-TE Tamponu (pH 8,0) : 10 mM Tris (pH 8,0),
0,1 mM EDTA (pH 8,0)

Proteinaz K : Steril suda 10 mg/ml
(Roche, ALMANYA)

% 70 Etanol : Distile su i¢inde % 70 EtOH

Abzoliit Etanol

3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Icin Gerekli Enzim ve

Kimyasallar

10X MgCl,’stiz Tampon : 200 mM (NH4),S0,,
750 mM Tris-HCI (pH 8,8),
% 0,1 Tween 20
(Fermentas, LITVANYA)

MgCl, : dH,0’da 25 mM
(Fermentas, LITVANYA)

Deoksiriboniikleotitler (ANTP) : 100 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP
(Fermentas, LITVANYA)

Taq DNA Polimeraz : Rekombinant Tag DNA Polimeraz
(Fermentas, LITVANYA)
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3.3.1. Oligoniikleotit Primerler
Calismada kullanilan primerler Tablo 3.2’de gosterilmistir (Palumbi, 1991;

Ward,2005).
Tablo 3.2. Oligoniikleotit Primerler

Primer Adi Primer Dizisi

16Sar L 5’- CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’

16Sbr H 5’- CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’
COlI_fishF1F 5’- TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’
COlI_fishR1 5’- TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3

3.4. Elektroforez i¢in Kullamlan Tamponlar ve Kimyasallar

10X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) (pH 8,3): 890 mM Tris-Baz,
890 mM Borik Asit,
20 mM Na,EDTA.2H,0

6X DNA yiikleme boyasi : 10mM Tris-HCI (pH 7,6)
2,5 mg/ml BPB
2,5 mg/ml Ksilen siyanol
5g/ml gliserol
60mM EDTA
(Fermentas, LITVANYA)

Etidyum Bromiir (EtBr) : 10 mg/ml (Sigma, ALMANYA)

Agaroz Jel : 0,5X TBE tamponunda %0,7 ve %1°’lik
Agaroz (Prona, EEC)

3.5. DNA Biiyiikliik Markérleri
GeneRuler 1 kb¢ DNA Markori : 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500,
3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 baz ciftlik fragmanlar igeren DNA
markdrii (Fermentas, LITVANYA)

3.6. PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Dizileme iglemi i¢in PZR iirlinlerinin saflastirilmasi gerekmektedir. Bu islem
icin “High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, ALMANYA)” firmanin

onerdigi protokole uygun olarak kullanilmistir.
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3.7. Cihazlar
Su Aritma Sistemi

Derin Dondurucular

Buzdolaplar1

PZR Cihazi

Yatay Elektroforez Sistemi

Gii¢ Kaynagi

Goruntileme Sistemi

Is1 Blogu

Su Banyosu
Santrifiij

Vorteks

Manyetik Karistirict
Tart1

Etuv

3.8. Laboratuar Geregleri

Mikropipet Seti

: Millipore Milli Q Synthesis A10 (FRANSA)

: -20C, Argelik 2021 D (TURKIYE)
-80C Thermo Fisher Scientific (A.B.D.)

: Beko 8742 (TURKIYE)
Arcelik 3061 Plus (TURKIYE)

: Techne TC-512 (INGILTERE)

:MultiSub Midi (Cleaver Scientific,
INGILTERE)

: EPS 301 (Amersham Pharmacia Biotech,
ISVECQ)

: Bio-RAD Universal Hood Il (BIO-RAD,
ITALYA)

- DB 2D (Techne, INGILTERE)
PowerPac Basic (BIO-RAD, iITALYA)

: Niive BM 402 (TURKIYE)
: MiniSpin Plus (Eppendorf, ALMANYA)
: Heidolph REAX (ALMANYA)

- MR3001 (Heidolph, ALMANYA)

: Hassas Terazi, XB220 A (Presica, ISVICRE)

: Niive FN 500 (TURKIYE)

1 0,2-2, 2-20, 20-200 ve 100-1000 pl Finnpipette

(Thermo Scientific, FINLANDIYA)
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3.9. Bilgisayar Programlan

Dizi analizi kromatogramlarini incelemek i¢in ChromasPro programu, dizileri
hizalamak ve analiz platformlarinda kullanilacak hale getirmek i¢in Mega 5.03
programi, filogenetik aga¢ olusturmak igin MrBayes 3.1 ve PAUP 4.0 platformlar1 ve
Maksimum Likelihood analizi i¢in en uygun sekans evrim modelini bulmak i¢in
PAUP 4.0 ve MrModeltest2 programlari kullanildi.
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4. METOT

4.1. DNA lzolasyonu

Sparidae ailesi iiyelerinden alinan Orneklerden DNA  izolasyonu
gerceklestirmek igin total DNA izolasyon metodu kullanildi. Balik 6rneklerinden 2
mm?® boyutunda parcalarin kondugu 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine sirastyla 250 ul
SDS-lizis tamponu, 10 pul Proteinaz K ve 15-20 tane Chelex eklendi. 56°C’deki
inkiibatorde 10 dakikada bir parmakla ¢alkalanarak soliisyon haline gelmesi saglandi.
En yiiksek devirde 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatant pelete temas etmeden
cekilerek yeni bir tiipe alinip iizerine 100 ul 5 M NaCl ve 100 ul dH,O eklendi ve
pipetlenerek iyice karigmasi saglandi. En yiliksek devirde 10 dakika santrifiij edildi.
Yeni tiipe alman siipernatanta, hacminin 2,5 kat1 kadar soguk absoliit etanol tiipiin
kenarindan yavasga sizdirilarak eklendi. Tiipler asagi-yukari1 hareketle yavasca
calkaland1 ve en yliksek devirde 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan tiipe
200 pl %70°1ik etanol eklendi ve pelet ¢oziinene kadar parmakla calkalandi. En
yiiksek devirde 5 dakika santriflij edildi ve siipernatant dokiildii. Tiipler bas asagi
dizilerek kurumaya birakildi. Kuruyan pelet {izerine 50ul low TE eklenerek ¢oziildii.

Kullanilacagi zamana kadar -20°C’de saklanda.

Izole edilen DNA &rneklerinin PZR gibi islemlerde kullanilmak iizere uygun
olup olmadiginin kalitatif analizi agaroz jel elektroforezi ile yapildi. Bunun igin
DNA varlig1 ve kalitesi %0,7’lik agaroz jelde 120V ve 300mA’de 20 dakika
yiiriitiilerek kontrol edildi.

4.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen DNA’nm ve PZR iiriinlerinin Kalitatif analizi %0,7’lik ve %1°lik
agaroz jel elektroforezi ile yapildi. Agaroz 0,5X TBE i¢inde kaynatildiktan sonra
yaklasik 50°C’ye kadar sogutuldu ve icerisine son konsantrasyonu 0,5 mg/ml olacak
sekilde Etidyum bromiir ¢ozeltisinden eklendi. Jel, iyonik kuvveti ile pozitif ve
negatif elektrotlar arasindaki iletkenligin ve elektrik alanmn olusumunu saglayan 0,5X

TBE tamponu igeren bir tanka yerlestirildi. DNA o6rnekleri 3 pl 6rnege 1 ul 6X DNA
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yikleme boyasi ve PZR firiinleri 5 pl 6rnege 1 ul 6X DNA yiikleme boyasi
eklenerek jele yiiklendi. Son olarak drneklerin bant boyunu gorebilmek igin jele 2 pl
1 kb¢ DNA markorii yiiklendi. Tank gili¢ kaynagina baglandi ve jele yiiklenen DNA
ornekleri 120V ve 300mA’de 20 dakika yiiriitiildii.

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Mitokondriyal genomunun ¢ogaltilabilmesi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu
yapildi. Polimeraz zincir reaksiyonu temel olarak denatiirasyon, baglanma ve uzama

olarak 3 asamada gerceklestirildi.

Calismada kullanilan primerler Tablo 3.1.°deki referans makalelerde
tanimlanmis diziler olup genler tlizerinde baglandiklar1 bolgeler Chromas Pro ile

belirlendi ve uzun PZR primerleri tiirlere 6zgii modifikasyonlardan gegirildi.

Tablo 3.1°’de verilen primer c¢iftlerinden, ¢ogaltilacak gen bdlgesine 6zgii
primerler kullanilarak Tablo 4.1.’de belirtilen igerikte reaksiyon hazirlanarak Tablo

4.2. ve Tablo 4.3.’te verilen kosullarla PZR gerceklestirildi.

Tablo 4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Icerigi

Son Konsantrasyon
MgCI2 (mM) 1,5
10X MgCl2’siiz Tampon 1X
dNTP karisimi (mM) 0,2
Primerler (pM) 100
Taq DNA Polimeraz 1U
Kalip DNA (ng) 200

Tablo 4.2. 16S PZR Dongii Kosullari (618 bg)

16Sar L ve 16Sbr_H (618 b¢)

Baglangi¢ Denatiirasyonu 94°C, 2dk
Denatiirasyon 94°C, 30sn
Baglanma 50 °C, 30sn Dongii Sayisti: 40
Uzama 72 °C, 1dk
Son Uzama 72°C, 5dk

Tablo 4.3. COIl PZR Dongii Kosullari

COI FishF1 ve COI FishR1 (714 b¢)

Baglangi¢ Denatiirasyonu 94°C, 2dk

Denatiirasyon 94°C, 30sn

Baglanma 54°C, 30sn Déngii Sayist: 35
Uzama 72 °C, 1dk

Son Uzama 72°C, 5dk

PZR iirlinleri, reaksiyonun kontrolii amaciyla 5pl {irtin, 1ul DNA yiikleme
boyasi ile kargtirtlarak %1°lik agaroz jele 1kb¢ DNA markérii ile birlikte yiiklenip
120V-300mA’de 30 dakika yiiritiildi.
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4.4. PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Dizilemeye gonderilecek 6rnekler “High Pure PCR Purification Kit (Roche)”
ile saflastirildi. Bunun i¢in PZR iiriinlerinin 20 pl’si iizerine 100 pl baglama tamponu
eklendi. Bu soliisyon toplama tiipleri igine yerlestirilen filtreli tiiplere aktarildi. En
yiiksek devirde 1 dakika santrifiij edildi. Uzerine 100 pl yikama tamponu eklendi. En
yiiksek devirde 1 dakika santrifiij edildi. Uzerine yeniden 100 pl yikama tamponu
eklendi. En yiiksek devirde 1 dakika santrifiij edildi. Filtreli tiipler yeni toplama
tiiplerine yerlestirilerek en yiiksek devirde 30 saniye santrifiij edildi ve ardindan
filtreli tiipler yeni 1,5ml’lik tiipe gegirilerek {izerine 20 pl siizme tamponu filtrenin
tam orta noktasina gelecek sekilde eklendi. En yiiksek devirde 1 dakika santrifiij

edilerek saflagtirilmig PZR iirlintintin 1,5ml’lik tiiplin dibine toplanmasi saglandi.

Piirifikasyon sonrasi PZR iirlinlerinin kalitatif analizi %1’lik agaroz jelde

yapild1
4.5. Dizi Analizi

Piirifiye edilen Ornekler dizi analizi i¢in Macrogen Inc. Seoul (Kore)

firmasina gonderildi.
4.6. Filogenetik Analiz

Elde edilen dizilerin ¢oklu sekans eslestirmesi MEGAS platformunda
ClustalW ile yapildi (Tamura ve ark., 2011). Elde edilen ¢oklu eslestirmeler manuel

olarak kontrol edildi.

Filogenetik ¢alisma icin PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002) platformunda
Maximum Parsimony (MP) ve Maksimum Likelihood (ML) analizleri, MrBayes
platformunda ise bayesian yaklasimiyla (Huelsenbeck ve Ronquist, 2001; Ronquist
ve Huelsenbeck, 2003) ML analizi gerceklestirildi.

Maximum Likelihood analizi i¢in en uygun sekans evrim modeli PAUP ve
MrModeltest2 programlar1 kullanilarak bulundu (Nylander, 2004). Hem 16S hem de
COI eslestirmesi icin en uygun modelin (GTR+I+G) modeli oldugu goriildii.
Maximum likelihood analizi i¢in PAUP ve MrBayes bloklarinda asagidaki parametre
degisiklikleri yapildu.
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PAUP platformunda 16S analizi i¢in kullanilan parametreler:

Lset Base=(0.2888 0.2601 0.2327) Nst=6 Rmat=(19.5170 177.2534 77.3343
4.2242 239.3379) Rates=gamma Shape=0.7627 Pinvar=0.5816;

PAUP platformunda COI analizi i¢in kullanilan parametreler:

Lset Base=(0.2485 0.2920 0.1542) Nst=6
Rmat=(36144.1211 592139.3125 97854.9453 27653.6367 549340.5625)
Rates=gamma Shape=1.6311 Pinvar=0.6569;

MrBayes platformunda 16S ve COI analizleri i¢in kullanilan parametreler:

Lset nst=6 rates=invgamma;
Prset statefreqpr=dirichlet(1,1,1,1);

Bayesian analizi i¢in Monte Carlo Markov Chain ornekleme frekansi 10

olacak sekilde 1.000.000 jenerasyon tekrar edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Orneklerin Tanimi

Bu ¢alismaya Tablo 3.1.’de verilen Sparidae ailesinin 15 tiirti katildi. 16S
ribozomal RNA geni i¢in bu 15 tiirin hepsi analiz edilirken, sitokrom oksidaz | geni
icin 13 tanesi analiz edildi.

5.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu toplanan Orneklerin kas dokularindan Bolim 4.1.°de
anlatilan total DNA izolasyon protokolii ile gergeklestirildi. Izolasyonun kontrolii
%0,7’lik agaroz jelde yapildi ve DNA Orneklerinin izolasyon sirasinda kirilmadan

elde edildikleri gozlendi (Sekil 5.1).

1kb 468 469 470 471 472 473 474 475 476 477

uuuuuu-—-n"-

!ulllllllll

Sekil 5.1. izole edilen DNA &rneklerinin %0,7°lik agaroz jelde goriintiilenmesi

5.3. 16S rRNA Geninin Molekiiler Analizi

15 Sparidae iiyesinden izole edilen DNA 6rneklerinin 16S gen bdlgesi Boliim
4.3.’te anlatilan kosullarla PZR ile ¢cogaltildi. PZR iirlinlerinin kalite kontrolii Boliim
4.4.’te anlatildig1 gibi %1°lik agaroz jelde 120V’ta 20 dakika yiiriitiilerek yapildi
(Sekil 5.2).

B0 470 471 472 473 474 475 47 477 MM

Sekil 5.2. 16S rRNA PZR iiriinlerinin %1°lik agaroz jelde goriintiilenmesi
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5.4. Sitokrom Oksidaz | Geninin Molekiiler Analizi

13 Sparidae iiyesinden izole edilen DNA 6rneklerinin COI gen bolgesi Bolim
4.3.’te anlatilan kosullarla polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi. PZR iiriinlerinin
kalite kontrolii Boliim 4.4.’te anlatildig1 gibi %1°lik agaroz jelde 120V’ta 20 dakika
yiritilerek yapildi (Sekil 5.3).

750bg¢ T18bg
500b¢
primer
dimer

Sekil 5.3. COI PZR fiiriinlerinin %]1’lik agaroz jelde goriintiilenmesi

5.5. PZR Uriinlerinin Dizi Analizi i¢cin Saflastiriimasi

Her iki polimeraz zincir reaksiyonunun iiriinleri de Boliim 4.5.’te anlatildig:
gibi “High Pure Purification Kit” ile saflastirildi ve islemin basarist %1’°lik agaroz

jelde 120V’ta 20 dakika yiiriitiilerek kontrol edildi (Sekil 5.4).
1kbL 468 469 470 471 472 473 474 475 476 477 179 180

Sekil 5.4. Saflastirilan PZR iiriinlerinin %1°lik agaroz jelde goriintiilenmesi

5.6. Cogaltilan Gen Bolgelerinin Dizi Analiz Sonuclar:

Kromatogram sonuglar1 elde edilmek istenen gen bolgelerinin dizisini
gostermekte olup incelenmek istenen tiir i¢i ve tiirler arasi1 farkliliklarin gézlenmesini

saglamaktadir (Sekil 5.5).
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Sekil 5.5. Diplodus annularis tiiriine ait 16S rRNA geni kromatogram goriintiisii

5.7. Verilerin Analizi

Dizi analizinden gelen kromatogram sonuglar1 “Chromas Pro” programi ile
incelendi. Kromatogramdaki baz farkliliklarinin dizi analizi reaksiyonundaki bir
hatadan m1 yoksa dizi iizerindeki bir degisiklikten mi kaynaklandigin1 anlamak i¢in
once ayni tiirlerin kromatogramlar1 kendi aralarinda (Sekil 5.6), sonra diger tiirlerin
(Sekil 5.7) kromatogramlariyla karsilastirilarak incelendi. Farkliliklar icin karar
vermeden 6nce NCBI’a daha 6nceden benzer ¢alismalarla bu genler yiiklenmigse bu
genlerle elimizdeki verilerin karsilastirmasi yapildi ve dizi analiz reaksiyonundan
kaynakli bir sorunsa modifiye edildi. NCBI’da daha 6nceki ¢alismalardan elde edilen
16S rRNA ve COI gen bolgeleri ile karsilastirma sonuglar1 ise Tablo 5.1. ve Tablo
5.2.°de gosterildi.
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Diplodus annularis_983
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Sekil 5.6. Ayni tiiriin iki bireyinin karsilagtirmali kromatogram goruntusﬁ
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Sekil 5.7. ki farkl: tiiriin bireyinin 16S rRNA geninin karsilastirmali kromatogram goriintiisii
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Tablo 5.1. 16S geni incelenen bireylerin literatiirdeki bireylerle karsilagtirma verileri

16S GENI
TUR ADI ORNEK KODU NCBI ERiSIM | BENZERLIK ORANI
NO
Boops boops 402, 820, 821, 822 AF247396.1 549/550
Dentex gibbosus 729 -
Dentex moraccanus 253 -
477 AJ247286.1 4771478
Diplodus annularis 475, 476, 472 AJ247286.1 478/478
473,474 AJ247286.1 478/478
468-469 AJ247286.1 4771478
Diplodus sargus 399 -
Diplodus vulgaris 398 AJ247295.1 4771478
1121 AJ247294.1 478/478
Lithognathus 844 AF247410.1 540/541
mormyrus 845 AF247410.1 535/538
Oblada melanura 774 AF247399.1 532/533
Pagellus acarne 361-371, 396, 803, 804 AJ247281.1 479/479
Pagellus erythrinus 826, 825, 824,8-10, 1-4 -
Pagrus 181, 182, 857 -
coeruleostictus 179,180, 183,184, 854, 855 -
Pagrus pagrus 771,772,903 AF247426.1 531/535
773,904, 1118 AF247426.1 518/521
Sarpa salpa 1058 AF247402.1 546/549
1058 AJ247269.1 4771479
Spicara flexuosa 401 FJ625835.1 555/556
Sparus aurata 805, 866, 867 AJ247279.1 468/468
Spondyliosoma 1103 AF247403.1 547/549
cantharus

Tablo 5.2. COI geni incelenen bireylerin literatiirdeki bireylerle karsilastirma verileri

COI GENi
TUR ADI ORNEK NO NCBI ERISIM NO | BENZERLIK ORANI

Boops boops 820, 821 FN689085.1 455/455
Dentex gibbosus 729 -
Dentex moraccanus 253 -
Diplodus annularis 468-477 -
Diplodus sargus 399 EU239693.1 561/562
Diplodus vulgaris 398 FN689129.1 455/455
Lithognathus mormyrus 844 -
Oblada melanura 774 -
Pagellus erythrinus 367 FN689213.1 455/455
Pagrus coe. 179-184 -
Pagrus pagrus 771-773 -
Pagellus acarne 361-366, 368-371 FN689213.1 455/455
Sparus aurata 805, 864, 865 DQ248312.1 628/629

FN689315.1 455/455
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Tiim bu veriler incelendikten sonra soy agaglarini olusturmak icin Megab
programimi kullanarak tiim diziler hizalandi, sarkan uglar kesilerek ve eslesen
bolgelerde kayma varsa diizeltilerek diger programlarda kullanima hazir hale
getirildi. Filogenetik ¢alisma i¢in Boliim 4.6.’da anlatildigi gibi “PAUP* 4.0b10
(Swofford, 2002)” platformunda “Maximum Parsimony (MP)” ve “Maksimum
Likelihood (ML)” analizleri, “MrBayes” platformunda ise “Bayesian” yaklasimiyla
(Huelsenbeck ve Ronquist, 2001; Ronquist ve Huelsenbeck, 2003) ML analizi
gerceklestirildi. Analiz sonunda 16S rRNA ve COI gen verileriyle elde edilen soy
agaclar1 Sekil 5.8 — Sekil 5.13’te verildi.
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6. TARTISMA

Ekonomik 6neme sahip Sparidae ailesi tiyeleri, morfolojik 6zelliklerine gore
tanimlanan ancak yapilan genetik caligmalarla tanimlamada kullanilan karakterlerin
tiir tayini yapmada yetersiz kaldig1 goriilen baliklardir. Sparidae ailesi, dis yapilar1 ve
beslenme tarzina gére Sparinae, Denticinae ve Boopsinae olarak 3 alt gruba ayrilir.
Bu iki Ozellige ek olarak tropik tiirlesmeleri de dikkate alindiginda Sparidler
Boopsinae, Denticinae, Diplodinae, Pagellinae, Pagrinae ve Sparinae olarak 6 alt
ailede smiflandirnugtir. Incelenen her yeni o6zellik yapilan bu tammlamalarin
gecerliligini sorgular nitelikte olup morfolojik tayinle genetik yapiya bagli tayin
arasinda farkliliklar oldugunu gostermektedir. Dis goriiniigsleri incelenerek
monofiletik oldugu distliniilen tiirlerin aslinda monofiletik olmadig1 ortaya

¢ikarilmistir (Orrell, 2004).

Hanel ve Sturmbauer (2000) de Kuzeydogu Atlantik ve Akdeniz’de tanimli
24 Sparidae tyesi ile 16S rDNA {izerinden yaptiklar1 ¢alismalarinda beslenme tipi ve
dis yapisina bagli simdiki taksonomik ayrima katilmadiklarini ve incelenen cinslerin

parafiletik oldugunu gostermislerdir (Sekil 6.1).

Boops boops, Sarpa salpa ve Spondyliosoma cantharus tiirlerinin yakin
oldugunu ama Spondyliosoma cantharus tiiriiniin diger iki tiire daha uzak oldugunu

gostererek Boopsinae alt ailesindeki degisikligi gostermislerdir (Sekil 6.1; Soy agaci
1).

Dentex macrophthalmus ve Dentex maroccanus diger Dentex tiirlerinden
farkli bir yerde durmakta ve eskiden Cheimerius cinsine dahil olan Dentex canariens
ve Dentex gibbosus, Pagrus coeruleostictus ve Pagellus erythrinus ile birlikte ayri
dallanmaktayken Dentex cinsinin parafiletik kokeni gozlenmektedir (Sekil 6.1; Soy
agaci 2). Ayni sekilde Pagellus tiirlerinin bir kismi soy agaci 2°de Dentex iiyeleriyle
siniflanirken bir kismi da soy agaci 3’te Diplodus iiyeleriyle siniflanarak Pagrus
cinsinin parafiletik olduguna dikkat c¢ekmektedir. Oblada melanura tiiriniin

Diplodus puntazzo ile kardes grup olusturarak Diplodus cinsine dahil oldugu ve
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boylece Diplodus cinsinin yeniden sekillendigi de goriilmektedir (Sekil 6.1; Soy

agaci 3).
100 Diplodus annularis
<) 100 Diplodus annularis
(o 93 Diplodus bellottii
100 Diplodus bellottii
70 — Dipledus vulgaris
% L Diplodus vulgaris
“ 83 Diplodus puntazzo Soy agac13
20 82 95 Diplodus puntazzo
" 89 99 Oblada melanura
.53 100 Oblada melanura
63 49 Diplodus cervinus cervinus
Diplodus sargus

Pagesilus acame
Pagellus bogaraveo
Sparus auvrata
Lithognathus mormyrus
Dentex dentex

Pagrus coerulecstictus
Pagrus auriga

Dentex canarisnsis
Dentax gfobosus
Pagrus pagrus

Pagrus pagrus

Pagellus beliottii beliottii
Pagellus erythnnus
Dentex macrophthalmus
L Dentex maroccanus

100 Boops boops
T': Sarpa salpa Soy agac1l

Spondyliosoma cantharus

Soy agac12

4 e

%
Sl e

Spicara maena

Sekil 6.1. 16S rDNA verilerine dayanarak olusturulan konsensus soy agaci (Hanel, 1999)
(Dalm yukarisindaki sayilar MP i¢in bootstrap degerleri; dalin iizerindeki sayilar quartet puzzling ile
elde edilen likelihood degerleri; dalin altindaki sayilar neighbor joining i¢in bootstrap degerleri)

Orrell ve Carpenter’in (2004) arastirmasinda ise Sparidae alt ailelerinin
ayrimi yapilmakta, Spicara, Pagrus ve Pagellus cinslerinin monofiletik olmadigi,
Centracanthidae ailesine dahil olan Spicara cinsinin Sparidae ile monofiletik oldugu
bulunmustur. Daha 6nce dis yapisina bakilarak Pagellinae alt ailesine dahil edilen
Sparus aurata tiiriiniin bu arastirma ile Sparinae alt ailesine ve Sparinae alt ailesine
dahil olan Pagrus pagrus ve Pagrus auriga tiirlerinin Pagrinae alt ailesine dahil

oldugu gosterilmistir (Sekil 6.2).



g\\ ; Diplodus annularis
?--.' Diplodus bsllottit
B
- Denticinae e Biokis wilgalts
- Pagellinae g}_ Diplodus puntazzo
D Sparinae R\ Oblada mefanura
EI Boopsinae é i Diplodus cervinus cervinus
w Dipfodus sargus

|

Boops boops
Sarpa salpa

M Spondyliosoma cantharus

Sekil 6.2. Sparidae iiyelerinin dental morfolojilerine gore yapilan siniflandirma (Hanel, 2000)

Orrell ve Carpenter ¢alismalarinda elde ettikleri verilerle ML analizi ile
cizdikleri soy agacinda Hanel’in ¢alismasinda oldugu gibi Oblada melanura tiiriiniin
Diplodus tiyeleri ile yakin oldugunu, Boops boops ve Sarpa salpa ile Spondyliosoma
cantharus ve Spicara maena tiirlerinin kardes ve bu iki kardes grubun ayni yerden
kok aldigini, Pagrus pagrus ve Pagrus auriga tiirlerinin farkl tiirlerle kardes ve bu
kardeslerin ayn1 yerden kok aldigini ve Pagellus bogaraveo tiiriiniin Diplodus

iiyeleriyle ayn1 yerden dallanmaya basladigini bulmuslardir (Sekil 6.3).
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Cyprinus carpio

Centropomus undecimalis
" I Scolopsis ciliatus
[ L Nemipterus marginatus
[~ [ ethrinus omatus

: 100 be———w—— | ethrinus rubrioperculatus
b — Haemulon sciurus

100 Pomadasys maculatus

] I Dicentrarchus punctatus

—+ Morone chrysops
;) Morone americana
E Morone saxatiiis

— Lateolabrax japonicus

i
100 L———— [ateolabrax latus
_|_|: Caesio cuning
10D Lutjanus decussatus

Spicara alta

DE Dentex tumifrons

SP Pterogymnus laniarius

DE Argyrozona argyrozona
——— SP Chrysoblephus cristiceps
SP Cymatoceps nasutus

SP Porcostoma dentata
&DE Pelrus rupesirs
& 100 DE Polysteganus praeorbitalis

PA Argyrops spinifer
PA Evynnis japonica

M : PA Fagrus auratus

100 Al = DE Cheimerius nufar

PA Pagrus auriga

PE Pagellus bellottii

PA Pagrus pagrus

DI Archosargus probatocephalus
DI Lagodon rhomboides
SP Calamus nodosus
SP Stenotomus chrysops

_'«': BO Boops boops
2| w00 BO Sarpa salpa
e BO Spondyliosoma cantharus
100 Spicara maena
; PE Boopsoidea inomata
BO Gymnocrotaphus curvidens
BO Pachymetopon aeneum
BO Polyamblyodon germanum
BO Crenidens crenidens
PE Lithognathus mormyrus
8P Sparus auratus
SP Rhabdosargus thorpei

SP Sparodon durbanensis
PE Pagellus bogaraveo

SP Acanthopagrus berda
57 _m!a_l—_DE Sparidentex hasta
BO Oblada melanura
+- DI Diplodus cervinus
+ DI Diplodus bermudensis
w0k DI Diplodus holbrooki
0.1 substitutions/site

Sekil 6.3. 16S rRNA ve cytb gen verilerinden ML analizi ile olusturulan soy agaci (Orrell, 2004)
(BO: Boopsinae; DE: Denticinae; DI: Diplodinae; PA: Pagrinae; PE: Pagellinae; SP: Sparinae;
Dallardaki sayilar bootstrap degeri, >%50)

16S rRNA gen dizileri ile MrBayes platformunda Bolim 4.6.’da verilen
parametrelerle yapilan analiz sonucunda elde edilen soy agacinda (Sekil 5.8) Oblada
melanura tiirtiniin Diplodus sargus tiirii ile kardes tiir oldugu ve Diplodus cinsine
dahil oldugu, bu kolun Diplodus vulgaris tiirii ile yakin oldugu ve bu Diplodus
tiyelerinin Diplodus annularis tiirii ile yakin oldugu, Sparus aurata ile Pagellus

acarne tiirlerinin yakim oldugu, Lithognathus mormyrus tiiriiniin Diplodus tiyeleriyle
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Sparus aurata ve Pagellus acarne tiirlerinden ayr1 dallandigi, agacin diger yarisinda
ise Boops boops ve Sarpa salpa tiirlerinin kardes tiirler olup diger ana koldan
ayrildig1 ve bu ayrilan kolun iiyelerinin Pagrus ve Pagellus iiyeleri oldugu, Pagrus
ve Pagellus iiyelerinin kendi arasinda simiflandigi goriilmektedir. Bu kisimda Dentex
tiyeleri dikkat ¢ekmektedir. SOyle ki Dentex gibbosus, ayni noktadan ayrildigi
Pagrus ve Pagellus tyeleriyle bir arada bulunurken, Dentex moraccanus tiim bu
bireylerden ayr1 olarak dallanmaktadir. Son olarak, Spondyliosoma cantharus
tiriiniin diger tiirlerden ayr1 olarak dallanmaya basladig1 goriilmektedir. Bu veriler
bir arada disliniildigiinde c¢aliysmada kullanilan Diplodus, Pagellus ve Pagrus

cinslerinin bazi tiyelerinin monofiletik kokenli olmadigi anlagilmaktadir.

PAUP platformunda 16S rRNA dizileriyle Bolim 4.6.’daki verilerle yapilan
Maksimum Parsimony analizi sonucu elde edilen Sekil 5.9.’daki soy agacinda
dallanma degerlerindeki degisiklik disinda fark bulunmamaktadir. Dallanma
degerlerindeki degisiklik ise atanan sabit degerin lizerinde olup dallanmay:1 farklh

degerlerle de olsa dogrular niteliktedir.

PAUP platformunda detaylar1 Boliim 4.6.’da verilen Maksimum Likelihood
analizi ile 16S rRNA gen dizilerinden g¢izilen soy agacinda (Sekil 5.10) ise Pagellus
acarne ve Sparus aurata tiirlerinin diger tiirlere gére konumu degismistir. MrBayes
platformunda bu iki tiir ayni noktadan dallanmakta iken, PAUP platformunda
Pagellus acarne tiirii, Oblada melanura tiiriinii de igine alan Diplodus tiyeleri ile bir

grup olustururken Sparus aurata bunlardan 6nce ayrilmaktadir.

Sitokrom oksidaz | (COIl) gen dizileriyle, MrBayes platformunda Boliim
4.6.’da verilen parametrelerle yapilan analiz sonucunda elde edilen soy agaci (Sekil
5.11), 16S rRNA \verileriyle elde edilen sonuglardan daha farkli sonuglar
sunmaktadir. Soyle ki, Boops boops diger tiirlerden ayr1 dallanmakta, Boops boops
tiiri harici grup kendi i¢inde ikiye ayrildiktan sonra, bir kol Oblada melanura tiiriinii
de iceren Diplodus tiyeleri ve Pagellus acarne tiiriinii tasirken, diger kol yine
Pagellus, Pagrus ve Sparus iiyelerini tasimaktadir. Dentex moraccanus tiiriiniin
Pagrus pagrus tiiriiyle birlikte dallandigi, bu kolun Pagellus erythrinus, Pagrus
coeruleostictus ve Dentex gibbosus ile akraba oldugu, Sparus aurata tiiriiniin tiim bu
tiirlerin diginda kaldig1 goriilmektedir. Yine burada Dentex iiyelerinin birbirinden ¢ok

uzak oldugu dikkat cekmektedir. Alt ana kol ise Pagellus acarne tiiriiyle yakimn olan
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Lithognathus mormyrus tiiriinii tasiyan kol ile Diplodus iiyelerini tasiyan kol olarak
ikiye ayrilmaktadir. 16S rRNA verilerinden farkli olarak burada Diplodus vulgaris
diger Diplodus iiyelerinden ayr1 dalda bulunmakta olup bu ayrilan dal da yine diger
Diplodus tiirleriyle Oblada melanura tiiriiniin ayrildigi bir grubu olusturmaktadir.
Sonug olarak Diplodus sargus ile Diplodus annularis tiirlerinin birbirine daha yakin
oldugu, once Diplodus vulgaris tiiriiniin, sonra Oblada melanura tiiriniin bu

iiyelerden ayrildig: anlasilmaktadir.

PAUP platformunda Boliim 4.6.’daki verilerle yapilan Maksimum Parsimony
analizi sonucu COI dizilerinden elde edilen Sekil 5.12.’deki soy agacinda Boops
boops tiirii ile ayrildiktan sonra diger tiirleri igeren grupta Pagellus ve Pagrus
iiyelerini igeren kolda Sparus aurata ile onceki analizde alt kolda Pagellus acarne ile
dallanan Lithognathus mormyrus tiiriiniin dallanmasinda fark bulunmaktadir. Sparus
aurata MrBayes analizinde Pagrus ve Pagellus iiyelerinden tek basina ayrilmisken
PAUP programmin MP analizinde Lithognathus mormyrus ile kardes tiir olarak
bulunmaktadir. Ayn1 zamanda onceki analizde Lithognathus mormyrus ile dallanan

Pagellus acarne tiirii bu gruptaki diger tiirlerden ayr1 dallanmustir.

COI gen dizilerinden PAUP platformunda Maksimum Likelihood analiziyle
hazirlanan diger soyagacinda ise Boops boops tiiriinden ayrildiktan sonra olusan
grubun st kolu bazi dallardaki dallanma yiizdeleri hari¢ MrBayes platformunun
analiz sonucu ile benzemektedir. Ancak Lithognathus mormyrus tiirii her iki agagtan
da farkli olarak dallanmig ve iist kolun dallanmasinin baslangici olmustur. Alt kolda
ise Oblada melanura tiiriiniin 16S rRNA dizisiyle yapilan analizde oldugu gibi
Diplodus sargus ile yine kardes tiir oldugu ancak bu kez Diplodus annularis
tiyeleriyle ayni noktadan dallandig1 goriilmektedir. Pagellus acarne tiirii de Oblada
melanura tiiriiniin de iginde oldugu Diplodus iiyeleriyle ayni noktadan dallanarak
agaca yerlesmistir. Sonug olarak COI gen verilerine dayanarak yapilan analizlerde de
Sparidae ailesinde yer alan Dentex ve Pagellus cinslerinin parafiletik kokeni dikkat

cekmektedir.

Arastirma sonuglart Hanel ve Strumbauer’in (2000) yaptiklari ¢aligmanin
sonuglartyla benzer ve farkli yanlar icermektedir. S6yle ki Spicara maena tiiriiniin
kok olarak atandigi Hanel’in calismadaki soy agaci ile bu calismanin 16S gen

dizileriyle hazirlanan soy agaglar1 karsilastirilirsa Boops boops ve Sarpa salpa
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tirlerinin kardes tiir oldugu bilgisi Ortiismekle birlikte diger tiirler ig¢in bazi
farkhiliklar oldugu goriilmektedir. Ornegin, Spondyliosoma cantharus tiiriiniin diger
tiirlerden daha 6nce ayrildig1 sonucuna ulasmamiza ragmen Hanel’in ¢aligmasinda bu
tiir Boops boops ve Sarpa salpa ile birlikte yer almaktadir. Dentex gibbosus tiirtiniin
Dentex canariens tiiriiyle kardes tiir oldugu ve bazi Pagrus ve Dentex dentex
tirlerinin bir arada bulundugu bir kol ile ayni noktadan dallandigi Hanel’in
calismasindan farkli olarak Dentex gibbosus, Pagellus ve Pagrus iiyeleriyle ayni
noktadan ayrilmaktadir. Her iki ¢alismada da Sparus aurata, Diplodus iiyeleriyle
farkli dallarda ancak ayni gruplarda bulunmaktadir. Buna karsilik Sparus aurata,
Hanel’in ¢alismasinda Pagellus acarne ve Pagellus bogaraveo tiirlerine uzakken,
calismamizda MrBayes ve PAUP MP analizlerinde Pagellus acarne ile ayni
noktadan dallanmakta ve PAUP ML analizinde ise Diplodus iiyeleriyle dallanmakta

olup Pagellus acarne tiiriine uzak géziikmektedir.

Orrell ve Carpenter’in (2004) ¢alismasmin sonuglariyla karsilastirma yapacak
olursak calisma igin segilen bir¢ok tiir farkli olmakla birlikte ortak yon olarak
Oblada melanura tiiriiniin Diplodus tiyeleriyle bir arada olmasi ve farklilik olarak da
Orrell’in ¢aligmasinda kardes ¢ikan Boops boops ve Sarpa salpa tiirlerinin
Spondyliosoma cantharus ile aymi noktadan dallanirken, ¢alismamizda
Spondyliosoma cantharus tiiriiniin diger tiim ftyelerden Once ayrilmis olmasi

gosterilebilir.

Tim bu arastirmalar1 toparlayacak olursak, 16S Parsimony ve ML analizleri
Orrell ve Carpenter’t Diplodus cinsinin monofiletik oldugu sonucuna gétiiriirken,
sitokrom b dizileri ile ¢alisan Hanel ve Sturmbauer’i (2000) ise Pagellus, Pagrus ve
Dentex’in monofiletik olmadigi ve yine sitokrom b dizisini kullanan Orrell’1 (2002)
Pagellus, Pagrus, Dentex ve Spicara cinslerinin parafiletik oldugu sonucuna
gotliirmiistiir. Arastirmamizda ise Orrell’in ¢alismasiyla uyumlu olarak Diplodus
cinsinin hem 16S rRNA hem de COI gen dizileriyle yapilan analiz sonuglariyla
monofiletik oldugu ve Dentex {iyeleri, Lithognathus mormyrus, Sparus aurata
tirlerindeki degisik dallanma paternlerinin gosterdigi lizere bazi Sparidae iiyelerinin
parafiletik karakteri belirlenmistir. Ayrica Diplodus tiirleri ile dallanan Oblada
melanura tiiriiniin Diplodus cinsine dahil edilebilecegi ve “Diplodus melanura”
olarak adlandirilabilecegi goriilmektedir. Ayni1 zamanda COIl gen verileriyle

olusturulan soy agaglari, 16S rRNA gen verileriyle hazirlanan soy agaglarmm Hanel
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(2000) ve Orrell (2004)’in aragtirmalarindaki soy agaglariyla olan uyumundan farkl
dallanmalar gostermektedir. Bu nedenle monofiletik olmadigi belirlenen Sparidae
tirlerinde baska genler birka¢ farkli metotla analiz edilmeli, genetik ve morfolojik

karakterler birlikte irdelenmelidir.
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