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OZET

Bu ¢alisma kapsaminda, Blennidae ailesine ait Tiirkiye denizlerinden elde
edilen Aidablennius sphynx, Coryphoblennius galerita , Lipophrys adriaticus,
Lipophrys canevai, Lipophrys dalmatinus, Lipophrys trigloides, Scartella cristata,
Parablennius  gattorugine, — Parablennius  incognitus, Parablennius rouxi,
Parablennius sanguinolentus, Parablennius tentacularis, Parablennius zvonimiri,
tiirlerinin mitokondriyal 16S rRNA gen dizileri incelenmistir. Elde edilen gen dizileri
ile birlikte Akdeniz ve Kuzey Atlantik Denizi'nde dagilim gosteren ayni aileye ait
tiirlerin NCBI gen bankasinda bulunan diziler karsilagtirmali olarak analiz edilmis ve
s0z konusu tiirlerin filogenetik iliskileri ortaya konulmustur.

Bu calisma, o6zellikle Tirkiye denizlerindeki horozbina tiirleri iizerinde
molekiiler teknikler kullanilarak yapilan ilk filogenetik ¢alismadir. Caligma sonuglari
literatiirde yer alan diger calismalarla karsilastirildiginda benzerliklerle beraber bazi
farkliliklar da goriilmiistiir. S. pavo tiirline ait veriler diger higbir tiirle yakin
benzerlik gostermemistir. A. sphynx ve B. ocellaris tiirlerinin bazi Parablennius
tiirleri ile yakin iliskili oldugu bulunmustur. Parablennius cinsinin agik bir sekilde
monofiletik bir grup olmadigi, Lipophrys cinsinin ise parafiletik bir cins oldugu ve
Coryphoblennius galerita ile yakin oldugu sonucu elde edilmistir. Salaria cinsine ait
eldeki taksonomik veriler ise bu cinsin konumunu belirleme konusunda yetersiz
kalmustir.

Anahtar Kelimeler: Blennidae, mtDNA, 16S rRNA, filogenetik.
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ABSTRACT

In the frame work of this study, mitochondrial 16S rRNA gene sequences of
the members of Blennidae family native to Turkish seas; Aidablennius sphynx,
Coryphoblennius galerita, Lipophrys adriaticus, Lipophrys canevai, Lipophrys
dalmatinus, Lipophrys trigloides, Scartella cristata, Parablennius gattorugine,
Parablennius incognitus, Parablennius rouxi, Parablennius sanguinolentus,
Parablennius tentacularis, Parablennius zvonimiri were investigated. In order to
figure out phylogenetic relationship between the species, the obtained sequences
were compared with the NCBI genbank sequences of the same family members,
which show Mediterranean and North Atlantic distribution.

The is the first phylogenetic study which was conducted on the blenny
species of the Turkish seas, using molecular techniques. Similarities, as well as some
dissimilarities were observed, when the result of this study was compared with the
previous studies found in the literature. The genetic data of S. pavo were not similar
with any other species. 4. sphynx and B. ocellaris were found to be in close relation
with some Parablennius species and Parablennius genus was evidently not a
monophyletic group. Lipophrys genus was also  paraphyletic and close to
Coryphoblennius galerita. Present data related to Salaria genus is not sufficient to
define the taxonomical position of this genus.
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1. GIRIS

Molekiiler tekniklerin gelisimi ile birlikte canlilarin tiir ve populasyonlari
arasindaki cesitlilik bu teknikler kullanilarak kesin bir sekilde sonug¢landirilmaktadir.
Ekolojik ve biyolojik acidan canlilar arasindaki cesitliligi korumak oldukca
onemlidir. Biyolojik kaynaklarin yonetiminde mevcut canlilarin  tir ve
populasyonlarindaki genetik degisimlerin ve farkliliklarin bilinmesi yapilacak
caligmalarda bliyilk ©Onem tasimaktadir. Giiniimiizde baz1 genetik teknikler
kullanilarak, tiirler i¢in belirli diizeyde bilgilere ulasilabilmektedir. Fakat bir canl
kaynaginin populasyonu i¢in yapilmasi gereken arastirmalarda genom dizileme ve
kantitatif karakter lokuslarinin belirlenmesi gibi ek bilgilere de ihtiyag

duyulmaktadr.

Genetik tekniklerin glinlimiizde de sik¢a kullanilan 6nemli uygulamalari,
denizlerde gozlenen davranig ve gd¢ modellerinin arastirilmasiyla ilgilidir. Deniz
canlilarindan olan balik tiirlerinde yapilan filogenetik caligmalarda, genetik
tekniklerden uzun zamandan beri yararlanilmaktadir (Utter, 1991). Molekiiler
biyoloji ve genetik olarak yapilan ilk c¢alismalar uzak balik populasyonlari
arasindahemoglobin polimorfizminin arastirilmasina dayanmaktadir (Sick, 1961;
Ward ve Grewe, 1994). Orneklerin birbirinden ayrimi sirasinda karsilasilan
problemlerde 06zel histokimyasal boyama yontemleri kullanilmistir (Hunter ve
Markert, 1957). Bilinen genetik belirteclerin ¢esidini ve sayisini artirabilmek igin
arastiricilar 1980’li yillarinbasinda Deoksiribo Niikleik Asit (DNA)’ten yararlanmaya
baslamiglardir. Bu alanda yapilan ilk calismalar Mitokondriyal DNA (mtDNA) ile
baslamistir ve bu arastirmalarda Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)
analizi kullanilmistir (Lansman ve ark., 1981). Daha sonraki ¢alismalar ise genetik
materyale ait belirli bir bolgelerin dizi analizi lizerindeki ¢aligsmalardan olusmaktadir

(Bernartchez ve ark., 1992).

Diinyada molekiiler biyoloji diizeyinde yasanan yenilikler ve caligmalara

karsin iilkemizde denizel canlilar iizerine yapilan c¢alismalarin bu teknikler



kullanilarak arastirilmasi hakkinda ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Molekiiler
biyolojideki bu gelismelerden faydalanilarak, Tiirkiye ihtiya faunasindaki Blennidae
ailesine ait tiirler hakkinda yapilan bu filogenetik arastirma, bilimsel bir ¢alisma
olarak tlkemizdeki Blennidae ailesine ait tiirlerin taninmasi ag¢isindan yararh

olacaktir.
1.1. Evrim Siireci

Evrim, biyolojide canli tiirlerinin nesilden nesile kalitsal degisime ugrayarak
ilk halinden farkli 6zellikler kazanma stirecidir. Evrim, modern biyolojinin temel
tagidir (Encyclopadia Britannica, 2011). Buna gore hayvanlar, bitkiler ve Diinya'daki
diger tiim canllarin kokeni kendilerinden Once yasamis tiirlere dayanir ve
ayirdedilebilir farkliliklar, basarili nesillerde meydana gelmis genetik degisikliklerin

bir sonucudur (Encyclopadia Britannica, 2011).

Evrim, bir canli popiilasyonunun genetik kompozisyonunun zamanla
degismesi anlamina gelir. Genlerdeki mutasyonlar, gocler veya cesitli tiirler arasinda
yatay gen aktarimlari sonucu tliriin bireylerinde yeni veya degismis Ozelliklerin
ortaya ¢ikmasi, evrim siirecini yiiriiten temel etmendir. Evrim, bu yollarla olusan

degisimlerin popiilasyon genelinde daha sik veya daha nadir hale gelmesiyle isler.

Diinya'daki canli tiirlerinden heniliz sadece 2 milyondan biraz fazlasi
tanimlanabilmis ve siniflanabilmistir. Bazi tahminlere gére heniiz tanimlanmamis 10
ila 30 milyon canh tiirii vardir. Bir milimetrenin binde birinden kisa bakterilerden,
yerden yiiksekligi 100 metreyi, agirlig1 binlerce tonu bulan sequoia servi agacglarina
kadar diinyadaki canli tiirleri, ciisse, bigim ve yasayis bicimi agisindan ¢ok biiyiik
farkliliklar gosterirler. Sicak su kaynaklarinda kaynama sicakligina yakin derecelerde
yasayan bakteriler oldugu gibi, Antarktika'daki buzullarda ya da tuz gollerinde -23
°C'ye varan sicakliklarda yasayan algler ve mantarlar vardir. Aymi sekilde karanlik
okyanus tabanlarindaki hidrotermal catlaklarin kenarlarinda yasayan devasa boru
kurtcuklar1 oldugu gibi, Everest Dagi'nin yamaglarinda, 6 bin metre ylikseklikte

yasayan hezaren ¢icekleri ve oriimcekler vardir (Encyclopadia Britannica, 2011).

Diinyadaki bu neredeyse sinirsiz sayidaki yasam bi¢imi, evrimsel siirecin bir
sonucudur. Tiim canlilar, ortak atalardan geldikleri i¢in akrabadirlar. insan ve diger

tim memeliler, yaklasitk 150 milyon yil 6nce yasamis sivrifaremsi bir canlidan



evrimlesmislerdir. Memeliler, kuslar, siiriingenler, iki yagamlilar ve baliklarin ortak
atas1 600 my6 yagsamis su solucanlaridir. Tiim hayvanlar ve bitkiler, yaklagik 3 milyar
yil Once yasamis bakterimsi mikroorganizmalardan tiiremislerdir (Encyclopadia
Britannica, 2011). Biyolojik evrim, canli nesillerinin ortak atadan degiserek tiireme
stirecidir. Yeni nesiller, eski nesillere gore farkliliklar tasirlar ve ortak atadan

uzaklastikea cesitlilik artar.

Evrimi siirdiiren iki temel siire¢ vardir; dogal secilim ve genetik siiriiklenme.
Bu siireglerin ilki olan dogal segilim, bulundugu ortama en iyi uyum saglayan
bireylerin hayatta kalmasint ve kendi genlerini yavrularina aktarmasini, diger
bireylerin ise ireme sans1 bulamayip genlerinin ortadan kalkmasi sonucunu dogurur.
Dogal secilim ile hayatta kalmaya yardimci olan yeni oOzellikler saglayan
mutasyonlara sahip bireyler hayatta kalarak popiilasyonda baskin hale gelir, hayatta
kalma sansin1 azaltan mutasyonlara sahip bireyler ise yok olur. Bu sayede sonraki
nesildeki bireyler, atalarindan aldiklar1 genler ile ortama daha iyi uyum saglar ve

hayatta kalmakta daha basarili olurlar (Futuyma ve Douglas, 2005).

Bir¢ok nesil sonrasinda, ¢ok sayida basarili, kiigiik, rasgele degisikligin
birikmesi ile adaptasyonlar belirgin hale gelir, bu sayede tiirler ¢evrelerine olasi en
iyi uyumu saglamis olurlar (Ayala, 2007). ikinci temel siirec ise genetik
siiriklenmedir. Genetik siiriiklenme, popililasyonda genlerin goriilme sikliginda
rasgele degisimlere yol agar. Bir nesilde goriilen rasgele bir genetik siiriiklenme, daha

sonraki nesillerde birikim saglayarak organizmada belirgin degisimlere yol acar.
1.1.1. Dogal Secilim

Evrime gore canliligin devami ve ¢esitliligi dogal secilimle saglanir. Dogal
secilimin ii¢ temel bileseni bulunur: Genetik karakterlerin devamini saglayan kalitim,
farkli karakterlerin popiilasyondaki zenginligini saglayan g¢esitlilik, ve bu c¢esitli
karakterlerden dogadaki kosullara en uygun olaninin hayatta kalmasini saglayan

secilim.

Bu temellere gore Darwin, her popiilasyonda bir¢ok bireyin hayatta
kalamadigi, kurtulamadig1 veya iireyemedigini belirtmistir. Varolma miicadelesinde
simirli birgok kaynak i¢in ve mevcut riskler (yirtict hayvanlar vb.) yiiziinden

popiilasyonun her bireyi bir digeriyle yarigsmaktadir. Bu varolma miicadelesinde,



ortama en iyi adapte olabilmis bireyler se¢ici bir avantaja sahip olmakta, daha ¢ok

yasamakta ve daha cok iireyebilmektedir.
1.1.2. Genetik Siiriiklenme

Genetik siiriiklenme ya da "Sewall Wright etkisi", kii¢iik bir grup canlinin
genetik havuzunda tamamen sans eseri olugsmus degisikliklerdir. Genetik stiriiklenme
bir popiilasyondaki genetik bir karakteristigin yok olmasina ya da gii¢li olanin
hayatta kalmasina ve alellerin degerinden "bagimsiz olarak" yaygin hale gelmesine

neden olur ( Encyclopadia Britannica, 2011 ).

Popiilasyonda iiremeyi gerceklestiren canlilarin sayist arttikga, genetik
stiriklenmenin etkisi azalir. Bu durum yazi-tura 6rnegine benzer. Art arda iki kere
tura gelmesi dogal karsilanirken 20 kere tura gelmesi tuhaftir. Yazi-tura islemi

tekrarlandikga, turalarin orani 0.5'e yaklasir ( Encyclopadia Britannica, 2011).

Genetik siiriiklenmenin etkisi en ¢ok, bir canli tiirliniin kaderi birka¢ bireye
bagli oldugunda ortaya ¢ikar. Bu duruma kurucu prensibi denir. Gol, ada gibi izole
olmus ortamlara riizgar veya baska canlilarin viicudu gibi herhangi bir vasitayla
ulagsan tohumlar ve hayvan tiirleri, genellikle ulastiklar1 yeni ortamda koloniler
olustururlar. Bu birka¢ kurucu bireydeki alellerin goriilme sikligi, genellikle geride
biraktiklar1 popiilasyondaki lokuslarin c¢ogundan farklidir. Bu farkliliklar, yeni
ortamda tlireyen popiilasyon iizerinde uzun siireli evrimsel etkiler yaratirlar. Hawaii
Adalar1 gibi takim adalarda goriilen tiir c¢esitliliginin, birbirine temas eden
anakaralardan fazla olmasinin nedeni, kurucu prensibidir ( Encyclopadia Britannica,

2011).
1.1.3. Yapay Secilim

Yapay secilim, evcil hayvan ve bitkilerin kontrollii olarak yetistirilmesi
sonucu gerceklesir. Insan eliyle hangi hayvan ya da bitkinin iiretilecegine karar
verildiginde, hangi genlerin gelecek nesillere aktarilacagina da karar verilmis olunur.
Yapay secilimin en biiyiik etkisi evcil hayvanlarda gozlenir. Ornegin Danua ve
Civava kopek cinslerinin arasindaki ciisse farki yapay se¢ilimin bir sonucudur. Cok
farkli goriinmelerine ragmen, her iki kopek cinside diger tiim evcil kdpek cinsleri

gibi glinlimiizden yaklasik 15.000 y1l 6nce Cin'e denk gelen bolgede evcillestirilmis



olan birka¢ kurdun soyundan gelir (McGourty ve Christine, 2002).
1.1.4. Birlikte Evrim

Birlikte evrim , iki veya daha fazla canli tiirlinlin, birbirlerinin evrimini
karsilikli olarak etkilemesidir. Ornegin bir bitkinin morfolojisindeki evrimsel bir
degisiklik, o bitkiyle beslenen bir otculun morfolojisini etkileyebilir. Otgulda
meydana gelen degisiklik de tekrar bitkiyi etkileyebilir ve bu siire¢ karsilikli devam
eder (Berkeley Universitesi, 2008 ).

Birlikte evrim, farkli tiirlerin ekolojik etkilesimleri arttifinda gergeklesme

egilimindedir. Bu ekolojik etkilesimler soyle siralanabilir:

. Avct - av

. Parazit - ev sahibi (konak)
. Miicadele halindeki tiirler
. Ortak yasaml tiirler

Birlikte evrimin en bariz ornekleri cogunlukla ortak yasamli olan bitki-bocek
ciftlerinde goriiliir. Birgok bitki ve onlarin polen tasiyicilar1 olan bocekler varliklarini
devam ettirebilmek i¢in birbirlerine bagimlidirlar. Ancak polen tasiyicisi olmayan
hayvanlarla eslesmis bitki tiirleri de mevcuttur (Berkeley Universitesi, 2008 ). Bazi
Orta Amerika akasyalari, i¢i bos dikenlere ve yapraklarinin sapinda nektar salgilayan
gozeneklere sahiptir. Acacia sphaerocephala (boga boynuzlu akasya), dikenlerinin
icine yuva yapan ve nektarla beslenen Pseudomyrmex karincalarina ev sahipligi
yapar. Karincalar da akasyayi c¢esitli otcullara karsi korur. Bu iliski birlikte evrimin
bir sonucudur. Bitki karincalarin barinabilmesi i¢in i¢i bos dikenleri ve nektar
salgilayan gozenekleri olusturmus, karincalar da bitkiyi otgullardan koruyan davranis
bicimini gelistirmislerdir. Karincalar bitkiye zarar veren her tiirlii bocek ve tirtili
6ldiirmenin yani sira bitkinin civarindaki araziyi yabani otlardan temizlemekte, golge
yapan yakindaki agaglara zarar vermektedirler. Boga boynuzlu akasya ve karinca
arasindaki bu iliski ilk kez 1874'te doga tarih¢isi Thomas Belt tarafindan
gozlenmistir (Holldobler ve Wilson, 1990).



1.2. DNA ve Dizi Evrimi

Organizmalarin genomlari, bircok kusak boyunca, evrim denilen olgu ile
sonug¢lanmak tiizere, degisebilirler. Mutasyonlar ve mutasyonlarin yararli olanlar1 i¢in
olan secilim sonucunda, bir canli tiiriin ¢evresine daha uyumlu bigimlere doniiserek
evrimine neden olabilir. Bu silirece adaptasyon denir (Darwin, 1859). Yeni tiirler,
tiirlesme denilen siirecle olusur. Tiirlesme genellikle, farkli popiilasyonlarin cografi
olarak ayr1 diismelerinin neden oldugu genetik farklilasmadan ortaya c¢ikar

(Gavrilets, 2003).

Evrim esnasinda DNA dizileri birbirinden uzaklastig1 ve degistigi i¢in, diziler
arasindaki bu farkliliklar, aralarindaki evrimsel uzakligi hesaplamada bir “molekiiler
saat” gibi kullanilabilir. Genetik kiyaslamalar genellikle, tiirler arasindaki evrimsel
akrabalig1 nitelemede en dogru yontem olarak kabul edilir, bu yontem, fenotipik
kiyaslamalarla edinilmis bazi yaniltict degerlendirmeleri de diizeltir. Tiirler
arasindaki evrimsel uzakliklar “evrim agac1” ya da “filogenetik aga¢” denilen
semalarla temsil edilir, bu semalarla tiirlerin ortak bir atadan inisini ve zaman
boyunca tiirlerin birbirinden uzaklasmalarini gosterir. Ancak, bu aga¢ semalar1 tiirler

arasindaki yatay gen transferi olaylarini gésteremez (Wolf ve ark., 2002).

DNA dizi gelisiminin 24 farkli modeli vardir. Bu yer degistirme modelleri,
niikleotidlerin oranlar1 ve gelisim esnasinda birbirleriyle yer degistirmesi gibi
parametreler bakimindan birbirlerinden ayrilir. Bu modeller sik sik, molekiiler
filogenetik analizlerinde kullanilir. Ozellikle bir agacin olasiliginin hesab1 esnasinda
kullanilan bu modeller, dizilerin arasinda gozlenen farklardan dizilerin arasindaki

evrimsel mesafeyi tahmin etme prensibine dayanmaktadir.
1.2.1. Taksonomi

Taksonomi, canlilarin benzerlik, akrabalik ya da koken iliskisiyle
siniflandirilmasi olarak tanimlanir. Bugiine kadar taksonomide kullanilan morfolojik
karakterlere dayali taksonominin yani sira, molekiiler genetigin gelismesiyle
canlilarin genetik yapilarindan yola cikilarak yapilan taksonomi ¢aligsmalariyla da

evrimsel siirece dair ¢ok 6nemli bilgiler elde edilmektedir (Qi ve ark., 2007).



1.2.2. Molekiiler Filogenetik

Organizmalarin evrimsel tarihi filogeni olarak adlandirilir. Farkli tiirler
arasindaki  iligkiyi  ortaya koymak amaciyla filogenetik  analizlerden
yararlanilmaktadir. Molekiiler diizeyde gerceklestirilen filogenetik ¢alismalar, DNA
ve proteinlerde meydana gelen degisikliklerin hizin1 ve karakterini belirlemeye ve
boylece genler ile organizmalarin evrimsel tarihini aragtirmaya yoneliktir.
Filogenetik analizlerde tiirler arasindaki evrimsel iliskiyi ortaya koymada en uygun
yaklasim, elde edilen verilerin ¢esitli akis semalar1 ve istatistiksel analizler yoluyla
filogenetik agacglara doniistiiriillmesidir (Saitou ve Imanishi 1989). Baliklarda
yiriitiilen sistematik ¢alismalar, diger bir¢ok canli tiirlinde de oldugu gibi klasik
olarak morfolojik karakterlerden yola ¢ikilarak yapilmaktadir. Bugiine kadar
olusturulan taksonomik siniflandirmalarda genellikle morfolojik karakterlerden
yararlanilmigtir. Molekiiler genetik alanindaki gelismeler sonrasinda genetikgiler ve
taksonomistler, tiirleri tanimlamada, her bir tiiriin sahip oldugu farkli genetik yapidan

yararlanma yolunu se¢mislerdir.

Canlilarin taksonomik yerlerinin kesin olarak belirlenebilmesi i¢in kimi
zaman degisik tiirler arasinda morfolojik ve anatomik 6zelliklerin farkliliklar1 yeterli
olmamaktadir. Ayrica canlilarin yasadiklar1 farkli habitatlar da morfolojik ve
anatomik yapilarinda farkli degisimler meydana gelmesine neden olacagindan, ayni
tiirlere ait bireyler morfolojik ve anatomik olarak birbirinden farkliliklar
gosterebilirler. Taksonomik caligmalarda bizi genetik yapidan faydalanmaya iten en
onemli neden de genotipin fenotipten daha iistiin, kararli bir yapiya sahip olmasidir.
Bir karakteri birden fazla lokusun belirlemesi, bir genin birden fazla karakteri
etkilemesi ve genotip-cevre etkilesimi gibi iliskiler morfoloji yoluyla elde edilen
bilgilerin tek basina yeterli olmasini engellemektedir (Klug ve Cummings, 2000). Bu
sebeple gilinlimiizde taksonomi ve filogeni ¢aligmalarinda DNA’y1, 6zellikle de
mitokondriyal DNA’y1 hedef alan molekiiler teknikler siklikla kullanilmaya

baglanmuistir.

Filogenetik iligkilerin analizinde sadece morfolojik veya biyokimyasal
yontemler gibi geleneksel yontemlerin kullanilmasi yaninda giliniimiizde molekiiler
yontemlerinde kullanilmasi kaginilmazdir. Ayrica geleneksel yontemlerle sonuglar

zaman zaman arastiricilara gore farliliklar gosterebilmektedir. Bu nedenlerle artik



geleneksel yontemlerin yani sira molekiiler yontemler de filogenetik analizlerde
yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. DNA diizeyinde yapilan ¢aligsmalarla, daha
giivenilir ve hizli sonuglar elde edilmektedir. DNA molekiiliinde organizmalarin
evrimini yansitabilecek belirteg bolgeler oldugu i¢in molekiiler sistematik
caligmalarda tercih edilmektedir. DNA dizi analizi yontemi ile varyasyon seklinin
gozlenebilmesi, bunun yaninda farkli laboratuvar  sonuglarinin  direkt
karsilastirilabilmesi, dizilerin yaymlanmasi ve elektronik veri tabanlarinda
saklanmas1 (GenBank, EMBL ve DDBJ), sonuglarin dogrulanmasi ve deneylerin
tekrarlanabilmesine izin verecek oOzellikte olmast DNA dizi analizi yOnteminin
avantajlart arasindadir. DNA dizi bilgilerini kullanarak filogenetik agaclarin
olusturulmasinda baslica asamalar; dizilerin hizalanmasi (Multiple Sequences
Alignment), niikleotid yer degistirme modeli (substitution model) se¢imi (Kimura-2-
paremetre, Jukes-Cantor vs.), filogenetik agaclarin olusturulmasi (Neighbor-Joining,

UPGMA agaci vs.) olarak siralanmaktadir.
1.2.2.1. Dizilerin Hizalanmasi

Niikleotid ya da aminoasit dizilerinin ikili ya da ¢oklu karsilastirilarak bu
dizilerin homolog bdlgelerinin hizalanmasi islemidir. Hizalama dizilerin hangi
pozisyonunda farklilagmalar oldugunu gosterir. Hizalama dizilerin hangi
pozisyonunun korunmus oldugunu ve hangilerinin ortak diziden farklilagmis
oldugunu gosterir. Evrimsel iligki gosteren diziler homolog olarak kabul edilir. Genel
bir kural olarak iki DNA dizisi arasindaki farklilik ne kadar ¢oksa bunlarin ortak

atalarindan farklilagsma zamanlar1 da o kadar eskiye dayanir.

Hizalama sonrasinda eslenen niikleotidler genellikle yildiz (*), eslenmeyen
niikleotidler bosluk, bosluklar da (gap) (-) ile simgelenir. Hizalamadaki bosluk (gap)
evrim siiresince bir ya da daha fazla dizi karakterlerinin insersiyon (ekleme) ya da
delesyonlaridir (kayip). Dizilerin hizalanmasi i¢in popiiler olan Clustal W ve Clustal
X bilgisayar programlart gelistirilmistir (Thompson ve ark., 1994). Avrupa
Biyoinformatik Enstitiisii (EBI: European Bioinformatics Institute) web portalinda
bulunan (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2) Clustal W, niikleotid veya protein
dizileri arasinda homolog (benzer) bdlgeleri hizalamak i¢in yaygin olarak kullanilan

programdir. Iki DNA dizisi arasinda uzaklik matrisine (DNA indentity matrix) gore



veya iki protein dizisi uzaklik matrisine gore hizalama yapar ve bir homoloji skoru

hesaplar.
1.2.2.2. Niikleotid Yer Degistirme Modeli

Mutasyonlar, normal dizide bazlarin yer degismesiyle, diziye bazlarin
eklenmesi veya bazlarin ¢ikarilmasiyla olugmaktadir. DNA dizisinde goriilen yer
degisti meler transisyon (o) ve transversiyon (p) seklinde gerceklesebilir (Nei, 1987).
Bu degisime iliskin temel model Jukas-Cantor modeli, tiim niikleotid baz
frekanslarini1 esit kabul eder (mA=aT=+nG=nC=1/4) ve biitiin yer degistirmeler
(transisyon/tranversiyon orani) esit olasiliga sahiptir (Jukas and Cantor,1969).
Kimura-2-parametre model, tim niikleotid baz frekanslarim1 esit kabul eder
(mA=nT=+nG=nC=1/4) fakat yer degistirme oranlarinin frekanslar1 farklidir
(Kimura, 1980).

Kimura 2-parametre (K2P) modeli ile iki dizi arasinda uzaklik, d;
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formiilii ile hesaplanir (Kimura, 1980).
DS: polimorfik sitelerdeki transversiyonlarin sayisi
DV: polimorfik sitelerdeki tarnsisyonlarin sayisi

Jukas and Cantor (JC69) ve Kimura 2-parametre (K2P)/Kimura, 1980 (K80)
modellerin yanisira Felsenstein, 1981 (F81), Hasegawa-Kishino-Yano (HKY ve ark.,
1985), Symmetrical Model (SYM ve Zharkihk, 1994), General Time Reversible
(GTR, Tavar¢, 1986) gibi evrimsel modeller de kullanilmaktadir. Bu modellerle
birlikte Gamma dagilis1 (I') ve degismez bolge orani (I: Invariable sites) faktorlerinin
degerlendirmeye alinmasi ile en temel modelden (JC69), en komplike model ile
(GTR + T" + 1) testler yapilabilmektedir (Posada ve Crandall, 2001). Modellerin
karsilastirilmasinda  Olabilirlik  Oran1  testi  (likelihood ratio testi: LRT)
kullanilmaktadir (Felsenstein, 1981).



1.2.2.3. Filogenetik Aga¢c Olusturma

Dizi hizalanmasi sonucu elde edilen hesaplanmis evrimsel mesafeler (genetik
uzaklik veya benzerlik), her bir takson ¢ifti arasindaki mesafelerin bir matrisinin
olusturulmasinda kullanilabilirler. Matristeki bu ¢ifterli mesafe skorlarina dayanarak
tim taksonlar i¢in bir filogenetik aga¢ olusturulabilir. Bu algoritmalar, aritmetik
ortalamay1 kullanarak agirlikli olmayan ¢ift grup yontemini (UPGMA: unweighted
pair group method) ve komsu birlestirme (NJ: neighbor-joining) yontemini igerirler
(Saitou and Nei, 1987). Bir filogenetik agag, dallanma olaylarinin modelini ve bazi
durumlarda zamanini tanimlar. Tiirlesme sirasin1 ve hangi taksonlarin yakin ya da
uzak akraba olduklarim1 kaydeder. Agag¢, baglica bir diigiim ve dallardan olusur.
Dallar, tiirlerin atasal popiilasyonlarinin zaman igerisindeki durumlarini gosterir.
Diigiimler ise bir tiiriin iki veya daha fazla tiirev popiilasyona ayrildigi noktaya

karsilik gelir (Sekil 1.2.) (Freeman ve Herron, 1999).
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Sekil 1.1: Filogenetik agag ¢izimi. Bu agaci okumak i¢in en alttan baslanip yukariya dogru devam
edilir. A ile gosterilen diigiimde bulunan popiilasyon 1-6 taksonlarinin ortak atasidir. Bu gruplardan
biri Takson 1’e evrimlesmis; digeri ise 1-5 taksonlarinin ortak atas1 olan diigiim B’de ki popiilasyona
evrimlesmistir. (Freeman ve Herron, 1999).

Agac okumanin diger bir anahtari, agaclar1 kokleri tabanda, uclar tepede
vertikal olarak ya da kokleri solda, uglar1 sagda yatay olarak konumlana bileceklerini
bilmektir. Dallar diyagonal ya da i¢i bos ¢izgilerden olusabilir. Eger dal uzunluklari
zaman ya da taksonlarin ayrilmasindan sonraki genetik de§isim miktar1 ile
orantiliysa, bir 6lgek ya da etiketli eksen verilir(Sekil 1.2.). Diger tiirlii, dal uzunlugu

keyfi olup okumay1 kolaylagtirmak i¢in ¢izilirler (Freeman ve Herron, 1999).
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Son olarak evrimsel agaclar koklii ya da koksiiz olabilirler. Kokl agaclar
inceleme altindaki soy hattinin nereden koklendigini tanimladigi i¢in ayrilma
olaylarinin agiga ¢ikma sirasini da ortaya koyarlar. Koksiiz agaglar, bunun tersine,
tiirler arasindaki iliskiyi ortaya koymakla birlikte, hangi diigiim ya da dallarin tarihte
Once ya da sonra agiga ciktiklarina isaret etmezler (Sekil 1.3.) (Mayden ve Wiley,
1992).
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Sekil 1.2: Vertikal agacglar. Bu diyagramlar, ayni evrimsel iliskileri temsil eden alt1 farkli yolu
gostermektedir. Burada tiim agaclar vertikal olarak konumlanmis koklii agaglar olup, bazal taksonlar
asagida, tiiremis olanlar ise uca dogru yer alirlar. (Mayden ve Wiley, 1992)

1.2.2.4. Parsimoni Yontemi

Parsimoni, bir gozlemin en basit (en az karmagik) olarak aciklanmasi
seklinde tanimlanabilir. Parsimoni yoOntemleri, her bir tiirlin en az evrimsel
degisikliklerine dayanan agaclari karsilastirir ve en basit muhtemel agaci secer (Klug
ve Cummings, 2000). Parsimoniye goére en iyi agag, tim karakterler i¢cin en az
karakter durum degisimini ifade eden agactir. Kelime anlami tutumluluk olan
parsimoni, evrimsel siirecte neler olduguna iliskin sonuca varilirken, karmasik yerine

basit agiklamalarin se¢ilmesi olarak agiklanabilir (Freeman ve Herron, 1999).

Parsimoni, olas1 birgoklar1 arasindan hangi dallanma modelinin evrimsel
tarihi en dogru bicimde yansittifini tanimlamada bir yaklasim saglar. Parsimoniye
gore tercih edilen agac, aciga ¢ikmis olan evrimsel degismenin toplam miktarin1 en
aza indirgeyen agactir. Parsimoniyi davet eden mantik basit ve zorlayicidir. Birgok
durumda, konvergens ve geriye doniisiin, ortak bir atadan gelen degisime bagli olan

benzerlige oranla daha az olacaklarini varsayabiliriz (Freeman ve Herron, 1999).
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1.2.2.5. En Yiiksek Thtimal (Maximum likelihood:ML) Yéntemi

Joseph Felsenstein tarafindan 1981 yilinda Maksimum Parsimoni’ye
alternatif olarak ortaya konulmus bir yontemdir (Felsenstein, 1987). Arastirmaciya
sunulan biitiin bilginin daha etkili kullanmak ve olas1 bir¢cok agag igerisinden en iyi
agaci se¢mede istatiksel testler kullanma olanagi yaratmak icin ortaya konmustur. Bu
yontem, farkli tipdeki niikleotit degisikliginin agiga ¢ikma olasiliklarini tanimlayan
bir matematiksel formiil ve dal uzunluklar1 bilinen belli bir aga¢ verildiginde, bu
belli DNA dizisi setini elde etme olasiligi nedir sorusunu sormaktadir. Bu yontem
icin bir bilgisayar programi, her aga¢ topolojisinin degerlendirir veya gozlenen
verinin olusturulmasi olasiligini hesaplar. Eger aga¢ dogruysa her dalin olusturulma
olasilig1 toplami, gozlenen verinin olusturmasi olasiligini temsil eder. Bu olasilik
agaclarin olasilig1 olarak temsil edilir. BOylece, yarisan agag¢ topolojilerinin kabul ya
da reddi icin kriter en yiiksek olasilig1 olan agaci se¢mektir, en olasi aga¢ en iyi
agactir. Ancak olasilik metodlari, hesaplamada yavastirlar ve bu teknikle ¢ok biiyiik

veri setleri, parsimoni yontemleriyle oldugu kadar kapsamli analiz edilemezler.
1.2.2.6. Uzakhik Yontemi

Genetik uzaklik yontemi filogenetik agaci olusturmak i¢in dizi grubunda her
bir ¢ift arasinda degisikliklerin sayisini temel alir. Birbirlerine genetik uzakligi en az
olan tiirler birlestirilerek bir aga¢ olusturulur. Aralarinda az sayida niikleotid
degisikligi olan bu dizi ciftleri komsu (neighbours) olarak adlandirilir. Uzaklik
metodlar1 ile hizalanan diziler arasindaki farkliliklarin miktarima goére agac
olusturulur. Agacin dallar1 boyunca ortaya ¢ikan degisiklik sayis1 diziler arasindaki
uzakhigi gosterir (Mount, 2001). Tercih edilen agag, taksonlar arasindaki mesafeyi
enaza indirgeyen agactir ( Freeman and Herron, 1999). Bu yontemler digerlerinden

daha kolay ve hizli olup, ¢ok sayida dizi i¢in kullanilabilir.

Bunlar i¢inde en ¢ok kullanilanlar1 su sekilde siralanabilir;
- Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean ( UPGMA)
- Neighbour Joining (NJ)

- Fitch-Morgoliash (FM)
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1.2.2.7. Agaglarin Giivenilirlik Dereceleri

En tutumlu agaglarin  giivenilirlik derecelerini istatistiksel —olarak
degerlendirmek miimkiindiir (Bremer 1994, Swofford ve ark., 1996, Huelsenbeck ve
Rannala, 1997). Bu probleme yonelik yaklasimlardan biri se¢-bagla testi
(bootstrapping) olarak adlandirilir. Seg-bagla testi belli bir agag lizerindeki dallardan
hangilerinin digerlerine gore daha iyi desteklendiklerini degerlendiren bir tekniktir.
Sec-bagla testinde, bilgisayar mevcut veri setinden tekrarli 6rnekleme yoluyla yeni
bir veri seti olusturur. Ornegin, c¢alismada 300 baz ciftlik bir dizi bulunuyorsa,
bilgisayar bu pozisyonlardan birini rastgele segmek ve bunu yeni veri setinde ilk 6ge
olarak kullanmakla seg-bagla testine baglar. Daha sonra, rastgele segtigi bir pozisyon,
yeni veri setinin ikinci veri noktasini olusturur (ikinci veri noktasinin birincisinin
ayni olma sanst 1/300’diir). Bilgisayar orijinal verinin rastgele bir 6rneklemesini
temsil eden, 300 baz cifti iceren yeni bir veri seti olusturuncaya kadar bu igleme
devam eder. Sonra, bu yeni veri seti filogeniyi hesaplamak i¢in kullanilir. Bu iglemi
tekrarlamak suretiyle arastirmaci, yeniden Orneklenmis veri setinden olusan
agaglarda belli bir dalin agiga ¢ikma yilizdesini %50, %80 ya da %100 seklinde
ortaya koyabilir. Se¢-bagla tahmininde bir dal ne kadar ¢ok kere aciga ¢ikarsa, bu
dalin gergekte var oldugu konusundaki glivenimiz artmaktadir. Eger belli bir dal i¢in
sec-bagla destegi az ise, drnegin %50’nin altinda, arastirmaci genellikle agacin bu
kismindaki dallanma modelini belirleyemedigi sonucuna varacak ve bunun
sonucunda da yaymladigr agagta bu dali tek diiglimden cok catalli (politomi)

(belirsizlik noktasi) olarak verecektir (Freeman ve Herron, 1999).

Ikinci bir yaklasim ise sade parsimoniden baska bir filogenetik metot
kullanmaktir. Maksimum olasilik (maximum likelihood) ve genetik uzaklik (genetic
distances) gibi alternatif metotlar kullanilabilir. Bu metotlar, karakterlerin nasil
evrimlestikleri konusunda farkli varsayimlar ve en iyi filogeni arastirmasinda benzer
taksonlar1 bir araya getirmede farkli metotlar kullanirlar. Oldukg¢a farkli olan bu
metotlar, ayn1 en iyi filogeni lizerinde anlagirlarsa, bu durum en iyi agacin gercekten
de bulundugu konusunda bir dereceye kadar gliven verir (Huelsenbeck ve Hillis
1993, Hillis ve ark., 1994). Catistiklar1 zaman, analiz edilen durumun agaclar
icerisinde en gegerli olanin se¢ilmesinde, hangi kriterlerin kullanilacag: tizerinde bir

yarglya varmak durumunda kaliriz. Benzer bir durumla, tamamen farkli veri
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setlerinden c¢ikarsanan agaglart karsilagtirirken de yiiz yiize kalinz. Farkhi
calismalardan elde edilen agaglar, yarisan tahminler olarak islem goriirler.
Catismalart durumunda, arastirmacilar karakterleri homoplasiye daha az ag¢ik oldugu
diisiiniilen ve daha biiylik veri setlerinden hesaplanan agaclara daha fazla giivenirler

(Freeman ve Herron, 1999).
1.3. Mitokondri

Mitokondri hiicrenin ihtiya¢ duydugu enerjinin biiyiilk boliimiinii iireten ve
baska bircok islevleri olan yaklasik 0.5-1 pum c¢apinda silindirik bir organeldir.
Mitokondri sézctigli “ipliksi graniil” anlamina gelmektedir. Hiicre i¢indeki say1, yapi
ve yerlesimleri hiicre tipine gore degisir ve temelde hiicrenin enerji ihtiyacina goére
belirlenir. Dis ve i¢ zar olmak iizere 2 zar yapisi vardir. Bu iki zar arasinda zarlar
aras1 bosluk, i¢ zarin icinde de matriks bulunur. Dis zar SkDa’dan daha kiigiik
molekiilleri gecirirken i¢ zar gecirgen degildir. Bu nedenle zarlar arasi boslugun
kompozisyonu sitozole ¢ok benzer. i¢ zarin gecirgen olmamasini saglayan ozellikle
kardiyolipindir. I¢ini zar yiizey alanin1 ¢okca artiran kristalar olusturur. Oksidatif
fosforilasyon kompleksleri i¢ zar iizerinde bulunurlar. Matriks sitrik asit siklusu ve
yag asitoksidasyonu gibi ¢ok sayida 6nemli biyokimyasal reaksiyonlara ev sahipligi
yapar. Mitokondri DNA’s1t (mtDNA) da matrikste bulunur (Tzagoloff 1982, Alberts
1994, Mannela 1997, Schatz 1995).

1.4. Mitokondri Genetigi

Evrim ¢aligmalarinda genomun en ¢ok calisilan kisimlarindan biri mtDNA’dir
(Wilson ve ark., 1985). MtDNA nispeten yliksek evrimlesme hizindan dolayi, yakin
akraba tiirler ve bir tiirlin populasyonlarin1 karsilastirmada son derece yararh
olmustur (Harrison, 1989). Cekirdek DNA’s1 ile karsilastirlldiginda, efektif
buyiikligi dortte biri kadar oldugundan genetik populasyonlarin  kolayca
farklilasmasina neden olur. Genetik siirliklenme ¢ekirdek DNA’sina gore
mitokondriyal genom {izerinde daha etkili mekanizma olarak islediginden,
populasyonlara 6zgii mtDNA belirtecleri gelistirmek daha olasidir. Tiir st
sistematik birimlerin karsilastirilmasinda ise mtDNA genlerinin diizeni, belli

sistematik birimleri birbirlerinden ayirmak i¢in giiclii belirteglerdir.
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Mitokondri genomu, filogenetik calismalar i¢in yararli olan pek ¢ok
ozelliklere sahiptir (Avise, 1994). En oOnemli o6zelligi klonal kalittimidir. Balik
mitokondri genomu haployiddir, yani her bir organizma sadece bir g¢esit mtDNA
igermektedir. Bununla birlikte, birkag¢ ¢alismada heteroplazmi (bir fertte birden fazla
mtDNA ¢esidinin bulunusu) oldugu rapor edilmistir (Moritz ve ark., 1987; Bentzen
ve ark., 1988; Moritz, 1991). Heteroplazmi, tirsi balig1 (Bermingham, ve ark., 1986),
Atlantik ringas1 (Bentzen ve ark., 1988) ve hamsi (Magoulas ve Zouros, 1993) olmak
iizere birka¢ balik tiiriinde goriilmiistiir. ikinci olarak, mtDNA pek ¢ok cekirdek
genlerinden daha hizli evrimlesmistir. Bu 6zelliginden dolayi, yakin akraba tiir ve
populasyonlarin filogenetik iliskilerini ¢alismak i¢in uygundur. MtDNA’nin anasal
olarak kalitimlaniyor olmasi, filogenetik analizler i¢in avantaj olarak kabul edilir.
Hayvan mtDNA’s1 15-20 kb uzunlugunda. 22 tRNA, 2 rRNA, 13 elektron transferi
ve oksidatif fosforilasyonda gorev yapan ve 13 mRNA’y1 kodlayan toplam37 genden
olusan kapali halkasal bir molekiildiir (Wallace, 1986). Yaklasik 1 kb uzunlugunda
olan kontrol bolgesi replikasyonun basladigi bolgedir. MtDNA’da genlerin diizeni
genellikle sabittir; ancak gen organizasyonu bazi hayvan taksonlarini ayirabilir
(Desjardins ve Morais, 1990). MtDNA’nin ND bdlgesi, populasyon genetiginde
yilksek taksonomik gruplara kadar degisen iliskileri analiz etmek igin
kullanilmaktadir (Bermingham ve ark., 1997; Lydeard ve Roe, 1997). ND 5/6 geni
muhtemelen baliklarda en iyi calisilan genlerden biridir (Sekil 1.4.). Mitokondri
tarafindan kodlanan pek ¢ok diger proteinler gibi, hiicre metabolizmasinin solunum
zincirinde rol alan 6nemli bir transmembran proteindir. Her ne kadar yaygin olarak
kullanilmaktaysa da bazi arastirmacilar filogeniyi ¢6zmede bu dizilerin 6zelligine

siiphe ile bakmaktadir (Martin ve ark., 1990; Graybeal, 1993).
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Sekil 1.3: Balik Mitokondrisinde (mtDNA) Genlerin Dizilimi
(http://courses.washington.edu/fish340/Lab%?20Project.htm)

1.5. Mitokondrinin Kalitimi

1898'de Benda ilk kez tarif ettigi subselliiler organele Yunanca iplik seklinde
graniil; anlamma gelen mitokondri terimini kullanmigtir. Mitokondri Okaryotik
hiicrelerin, enerji tiretimi gorevini iistlenen ve kendi DNA’sina sahip sitoplazmik bir
organeldir. Sayilar1 enerji ihtiyacina gore, hiicreden hiicreye degisen mitokondriler,
1-7 mikrometre uzunlugunda ¢ubuk seklinde veya 2-3 mikrometre ¢apinda kiiresel
yapilardir. Ultrastriiktiirel yapilari: dis membran, i¢ membran, intramembrandz
aralik ve matriksden olusur. Mitokondrial proteinlerin % 2'si mitokondrial genom
tarafindan sentezlenirken, % 98'1i niikleer gen tarafindan sentezlenerek, mitokondriye
tasimir. I¢ membranin gegirgen olmamasi nedeniyle, niikleer genom tarafindan
sentezlenen proteinlerin ve metabolitlerin matrikse tasimimi igin  spesifik
mekanizmalar mevcuttur. I¢ membrana gelen yag asidi, aminoasit ve
karbonhidratlardan oksidatif yikimla yiiksek enerjili ATP sentezlenerek, hiicrenin
enerji ihtiyact saglanir. Mitokondri niikleus disinda DNA'ya sahip tek organel olup,
ilk kez 1963'de (Nass ve ark., 1963), mitokondri igerisinde DNA karakteristiginde
fiberlerin varligin1 gosterdiler. 1981'de de (Anderson ve ark., 1981) genom dizisi

tam olarak gdsterildi.
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MtDNA'nin ¢ekirdek DNA'sindan bagimsiz replikasyon ve transkripsiyon
sistemi vardir. Ancak mtDNA'nin replikasyon ve transkprisyonu icin gerekli
enzimler ¢ekirdek DNA's1 tarafindan sentezlendiginden, mtDNA tam bir otonomiye
sahip degildir. Mitokondrial DNA replikasyonu D.loop adi verilen mekanizmaya
gore olusur. Once agir zincirin replikasyon orijininden 5'-3' yoniine dogru sentez
baslar. Yeni sentezlenen agir zincir, hafif zincirin replikasyon orijinine geldiginde,
ters yonde ilerler ve hafif zincir sentezlenir. MtDNA transkripsiyonu ise D.loop
bolgesindeki promotordan birbirine ters yonde baslar ve iki zincir de, ayn1 anda

tamamen transkripsiyona ugrar. Sonucta, rRNA, tRNA ve mRNA'lar olusur.

Mitokondriyal genom 37 gen igerir. Bunlardan 13'i solunum zincirindeki
yapisal proteinleri (Nikotinamid, Adenin, Diniikleotit, Dehidrogenaz, Sitokrom C
oksidorediiktaz, sitokrom C oksidaz ATP sentetaz) kodlarken, 2'si RNA ve 22'si de
tRNA genlerini kodlar. Mitokondriyal DNA ¢ekirdek DNA’sina benzemekle birlikte
belirgin farkliliklar da gostermektedir.

a) 3.5 milyon kb'lik ¢ekirdek DNA’s1 yaninda, 16.5 kb'lik mtDNA ¢ok kiiciik

bir genoma sahiptir.

b) MtDNA kompakt bir yapiya sahip olup intron icermez. MtDNA'da
kodlanmayan tek bolge yaklasik 100 baz ¢ift uzunlugundaki D.loop bolgesidir.

¢) Insan mtDNA’s1 maternal kalitimla geger. Spermin sitoplazma igermemesi
ve mitokondrilerinin fertilizasyona katilmayan kuyruk kisminda toplanmasi
nedeniyle, zigotdaki mitokondriler sadece ovuma aittir. Anne tiim c¢ocuklarina mt

DNA’sin1 aktarirken, sadece kiz ¢gocuklar bunu ikinci kusaga aktarir.

d) MtDNA'nin 4 kodonu niikleer DNA'dan farkli mesajlar tasir. Ornegin
niikleer DNA'da DUR kodunu olarak gorev alan AGA, mtDNA'da arjinin

aminoasidini kodlar.

e) Bir hiicre cekirdeginde anne ve babaya ait 2 alel gen bulunurken, her
mitokondri 2-10 adet mtDNA genomu igerir. Her bir insan hiicresinde yiizlerce
mitokondriyon oldugu diisiiniiliirse, binlerce de mitokondriyal DNA mevcut oldugu
sOylenebilir. Normalde bunlar tamamen identik olup genotipleri homoplazmik'dir.

Normal mtDNA yaninda mutant tiplerde mevcutsa, hiicre genotipi heteroplazmik
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olarak adlandirilir. Heteroplazmik mtDNA'lar yavru hiicrelere diizensiz dagilim
gostererek gecer. Sonucta tekrar tekrar boliinen hiicreler, saf mutant veya saf normal

mtDNA'lar i¢eren genotipe dontisebilirler.

f) MtDNA’nin doniisme hizi niikleer DNA'ya gore 10-20 kat daha fazladir.
Bunun nedeni, oksijen radikallerine daha fazla maruz kalmasi, koruyucu ve tamir
sistemlerinin yoklugu dolayistyladir. Bu ylizden mtDNA mutasyonlara daha agiktir.
Niikleer DNA'ya gore daha fazla mutasyona ugrayan mtDNA mutasyonlarinin hizi 1
milyon yillik siiregte ortalama % 2-4 oranindadir: Eger iki organizma arasinda % 1
oranda mtDNA farklilig1 varsa bu 250.000-500.000 yil 6nce bu iki organizmanin
farklilasmaya basladigini gosterir. MtDNA bu o6zelliklerinden dolayr 1987 yilindan

itibaren, modern insanin filogenetik ¢calismalarinda kullanilmaya baslanmastir.

Her organ sisteminin yas ve aktivitesiyle de iliskili olarak, degisik oranlarda
mitokondrial enerjiye ihtiyaci vardir ve farkli miktarlarda mitokondri igerir. Yine her
doku farkli miktarlarda normal ve mutant mitokondrial DNA igerir. Bu deger, doku

ve yasa gore degisir.
1.6. Mitokondriyal Genlerin Evrimi

MtDNA; POLG ve POLG2 isimli genlerin kodladigi DNA polimeraz gama
kompleksinin varligiyla cogalir. Bu boliinme, ¢ogu zaman g¢ekirdekteki DNA'dan
bagimsizdir; ancak kimi durumda (hiicre boliinmesi gibi) mtDNA'nin bdliinmesi

durdurulabilir veya gerektigi zamanlarda baslatilabilir.

MtDNA'nin kokenleri, Endosimbiyotik Kuram ile agiklanmaktadir. Yani
Okaryotik (zarli organellere sahip) canlilar, prokaryotik (zarli organellere sahip
olmayan) canlilarin, baska prokaryotik canlilar1 endositoz ile i¢lerine almalar1 ancak
sindirememeleri sonucu ve bazi diger etmenler dahilinde simbiyotik yasama
gecmeleri sonucunda evrimlesmistir. Mitokondri ve kloroplastlarin  eskiden
prokaryotik hiicreler olduklar1 diisliniilmektedir. Bu kuram, pek ¢ok bulgu ile
desteklenmektedir ve giinlimiizde en ¢ok kabul edilen kuramlardan biridir. mtDNA
tipk1 gilinlimiizdeki modern prokaryotlar gibi halka seklindedir (6karyotlarin
cekirdeginde bulunan ¢ift sarmal DNA'dan farkhidirlar). Kisacasi, mitokondri

dedigimiz organel bir prokaryotun, digeri ile simbiyotik iligkisinin bir {irlintidiir.
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Her mitokondri'de 2 ila 10 arast mtDNA kopyasi bulunur. Giinlimiiz
canlilarinda, proteinlerin ¢ok biiyiik bir kism1 ¢ekirdekteki DNA tarafindan kodlanir;
ancak bulgular, bu kodlarm bir kismimnin eskiden mtDNA'da bulundugunu
gostermektedir. Daha sonraki zamanlarda, transpozonal sigrama denen olay sonucu

mtDNA'daki bilgiler niikleer (¢ekirdekteki) DNA'ya taginmistir.

Cok hiicrelilerin cogunda mtDNA yalnizca anneden gelmektedir. Bunun ¢ok
basit birkag¢ sebebi vardir: Spermde 100-1000 aras1t mtDNA bulunurken, yumurtada
100.000 ila 1.000.000 aras1t mtDNA bulunur. Ayrica déllenme sirasinda meydana
gelen biyokimyasal tepkimeler, sperm mtDNA'sinin ¢ok biiyilk bir kisminin
yumurtaya ge¢mesine engel olur. Ayrica yumurta dollendikten sonra sperm ve
mtDNA yumurta tarafindan "yabanci madde" olarak algilanarak yok edilir. Zaten
spermdeki mtDNA'nin ¢ogu, mitokondrilerin yogunlukla bulundugu kuyruk
kismindadir ve kuyruk ¢ogu zaman dollenme sirasinda, mtDNA'larla birlikte,

kaybedilir. Bu sebeple yavruya gecen mtDNA'nin kaynagi, annedir.

Bu durum, mtDNA'nin izleri takip edilerek bir canlinin anne tarafinin
tamaminin haritalanabilmesini saglamaktadir. Ayni olgu, sadece erkekten alinabilen
Y-kromozomu ile de yapilabilir; bu durumda da erkek tarafi belirlenir. Bu islem,
temel olarak mtDNA iizerinde bulunan HVR1 ve HVR2 genleri (toplamda 440 baz
bulunur) ve bunlarinin degisiminin takibiyle yapilir. Bu sekilde yapilan analizler
sonucu, acik bir sekilde, giinlimiizdeki biitiin kopeklerin atasinin vahsi kurtlar oldugu

ispatlanmugtir.

Mitokondriyal Havva (Mitochondrial Eve) denen olgu, mtDNA'nin takibinin
insanlara uyarlanmis versiyonudur. Insandaki mtDNA geriye dogru takip edilerek,
insanlarin atasi1 aranmistir. Bulgular agikca gostermektedir ki, ortada birden bire
meydana gelen bir erkek ve kadin yerine, siirekli olarak ileriye giden bir siire¢
goriilmektedir. Geriye gidildikge ise gilinlimiiz maymunlarmin da atalariyla
yakinlagan bir atadan evrimlesildigi goriilmektedir. Yani bundan birka¢ bin onceki
nesil kesinlikle bir insan degildir. MtDNA, evrimin var oldugunun ve siirdiigiiniin

cok acik bir ispatidir.

MtDNA'daki bilgiler sadece degismekle kalmaz, ¢ok hizli degisir. Ciinkii

mtDNA'nin mutasyon hizi ¢ok yiiksektir. Bunun sebebi de Okaryotik canlilarin
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¢ekirdeginde bulunan ¢ift sarmal DNA'ya gore ¢ok daha az korunmasi ve kontrol
mekanizmalarinin prokaryotlardaki gibi daha az gelismis olmasidir. Bu da filogenetik
arastirmalarin kolaylasmasini saglar ¢iinkii mtDNA'da meydana gelen mutasyonlar
ve bireyler ve tiirler arasindaki farkliliklarin takibi kolaylagir. Farkli canlilarin

mtDNA's1 kiyaslanir ve buna gore evrim agaci ¢ikarilir.

Nadiren mtDNA'nin erkek tarafindan aktarildigi da gozlenmistir. Ornegin
birka¢ bal aris1 tiirlinde, meyve sineklerinde bu durum goézlenmistir. In vivo

gergeklestirilen dollenmelerde de erkekten mtDNA'nin gegmesi durumu gozlenebilir.

Farkli mtDNA genleri, farkli oranlarda evrimlestikleri i¢in, genellikle yapilan
caligmaya ve tiire uygun mtDNA geni se¢ilmektedir. ND (Turan, 1997; Turan ve ark.,
1998; Avise ve Lansman, 1983, Carr ve Marshall, 1991; Chapman ve ark., 1994) ve
sitokrom b genleri (Allendorf, ve ark., 1987; Cronin ve ark., 1993; Bembo ve ark.,
1995) birgok tiir ve populasyon g¢aligmalari i¢in incelenmis ve bu genlerin tiir ve
populasyonlar arasindaki farkliliklarin tespitinde oldukga basarili sonuglar verdikleri

rapor edilmistir.
1.7. Blennidae Ailesi

Blenniidae ailesi perciformlardan (levreksiler) deniz baliklarini igeren tiirlere
verilen genel isimdir. Temsil ettikleri 53 cins yaklasik 371 tiir ile (Tablo 1.2), en
bliyiilk balik ailelerinden birisidir. Horozbinalar Atlantik, Pasifik ve Hint
okyanuslarinda tropikal ve subtropikal sularda bulunur, bazi tiirleri de ac1 ve hatta

tatli su ortamlarinda bulunurlar (Tablo 1.1).
1.7.1. Fiziksel Tanimlama

Horozbina tiirlerinde arketipik olan bir gévde plani vardir, kiit bir kafa
yapisina ve biiyiik gozlere sahiptirler ayrica biiyiik ve stirekli bir sirt yiizgecleri
vardir bu sirt yiizgecinde 3 ila 17 tane 1sinsal dikenlere sahip olabilirler. Viicutlar
sikistirtlmistir gibidir uzun ve pulsuzdur. Kiigiik ince pelvik yiizgecleri (sadece iki tiir
de mevcut degildir) genislemis gdgiis yiizgeglerinden d6nce bulunmaktadir ve kuyruk
yuvarlaktir. Bu isimlendirme ,combtooth blennies'lerin ¢enelerini kaplayan tarak
benzeri dislere sahip olduklari i¢in yapilmistir. En biiyiik tiiriin uzunlugu 53 cm olan

sa¢ kuyruk blenny'dir, blennidae ailesinin diger iiyelerinin ¢ogu ¢ok kiiciiktiir.
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Tablo 1.1: Blenniidae Ailesi sistematikteki yeri (www.fishbase.com)

Alem Animalia
Sube Chordata
Alt Sube Vertebrata
Ust Simif Osteichthyes
Siif Actinopterygii
Alt Sif Neopterygii
Infraclass Teleostei
Ust Takim Acanthopterygii
Takim Perciformes
Alt Takim Blennioidei
Aile Blenniidae

Tablo 1.2: Blennidae ailesine ait olan tiim tiirler (www.fishbase.com)

Aidablennius(Tektip)
Alloblennius (4 Tiir)
Alticus (8 Tiir)
Andamia (4 Tiir)
Antennablennius (7 Tiir)
Aspidontus (3 Tiir)
Atrosalarias (2 Tiir)
Bathyblennius (Tektip)
Blenniella (9 Tiir)
Blennius (4 Tiir)
Chalaroderma(2 Tiir)
Chasmodes (3 Tiir)
Cirripectes (22 Tiir)
Cirrisalarias (Tektip)
Coryphoblennius (Tektip)
Crossosalarias (Tektip)
Dodekablennos (Tektip)
Ecsenius (53 Tiir)
Enchelyurus (5 Tiir)
Entomacrodus (1+ Tiir)
Exallias (Tektip)
Glyptoparus (Tektip)
Haptogenys (Tektip)
Hirculops (Tektip)
Hypleurochilus (10 Tiir)
Hypsoblennius (16 Tiir)
Istiblennius (14 Tiir)
Laiphognathus (2 Tiir)

Lipophrys (8 Tiir)
Litobranchus (Tektip)
Lupinoblennius (4 Tiir)
Meiacanthus (25 Tiir)
Mimoblennius (5 Tir)
Nannosalarias (Tektip)

Oman (Tektip)
Omobranchus (23 Tiir)
Omox (2 Tiir)
Ophioblennius (Tektip)
Parablennius (Tektip)
Parahypsos (Tektip)
Paralipophrys (Tektip)
Paralticus (Tektip)
Parenchelyurus (Tektip)
Pereulixia (Tektip)
Petroscirtes (Tektip)
Phenablennius (Tektip)
Plagiotremus (Tektip)
Praealticus (Tektip)
Rhabdoblennius (Tektip)
Salaria (Tektip)
Salarias (Tektip)
Scartella (Tektip)
Scartichthys (Tektip)
Spaniblennius (Tektip)
Stanulus (Tektip)
Xiphasia (Tektip)

1.7.2. Habitat ve Davranis

Genel olarak bentik bir balik ailesidir, zamanlarinin ¢ogunu yasam
alanlarinin taban kisminda veya yakininda gegcirirler. Bu aile temsilcileri kayalik
resiflerde, ¢atlak kumlu ya da ¢amurlu ylizeylerde yuvalanirlar, hatta bos kabuklar
yasama alanlar1 olabilir. Siklikla s1g sularda bulunurlar, bazi tiirler biiylik gdgiis

yilizgeglerini "ayak" gibi kullanarak bunun yardimiyla diisiik gelgit sirasinda kisa
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stireler i¢in su terk yetenegine sahiptir. Kiiglik bentik kabuklular, yumusakgalar ve
diger sesil omurgasizlar bu ailedeki cogu tiir i¢in temel besin 6geleridir, bunun

disinda diger tiirler ise yosun veya plankton ile beslenirler.

Disiler, yapiskan yumurtalarini kabuklara ya da kaya c¢ikintilarina birakirlar,
erkekler yumurtalarin ¢atlamasina kadar yuvalarini korurlar. Baz1 tiirde yumurtalar,
catlayana kadar disinin yumurta kanalinda kalabilir. Bazi tiirlerin yavrulariin bir
ophioblennius asamasina ge¢mesi ile balik pelajik (ortasuda yasayan) olur,
genislemis biiyiik pektoral yiizgeclere ve ¢engel dislere sahip olur (Sepkoski ve Jack,
2002).

1.8. Tiirkiyedeki Blennidae Uyeleri

Blennidae ailesinin Tiirkiye Denizlerin’de yasayan tiirleri Tablo 1.3’te
gosterilmistir.

Tablo 1.3: Blennidae ailesinin Tiirkiye Denizlerinde yasayan tiirleri (Fricke R. ve ark., 2007).

e Aidablennius sphynx o Scartella cristata

e Blennius ocellaris
o Coryphoblennius galerita
e Salaria basilisca

eSalaria fluviatilis

® Parablennius gattorugine
® Parablennius incognitus
® Parablennius rouxi

® Parablennius sanguinolentus

e Lipophrys canevae ® Parablennius tentacularis
e Lipophrys adriaticus ® Parablennius zvonimiri

e Lipophrys dalmatinus ® Petroscirtes ancylodon

o Lipophrys nigriceps

o Lipophrys pavo

e Lipophrys trigloides

1.8.1. Aidablennius sphynx

Aidablennius sphynx (Sekil 1.4), dogu Atlantik Okyanusun'da ve Akdeniz'de
bulunan bir blenny tiirtidiir. Monotipik bir tiir olarak Aidablennius aittir. 1836 yilinda
Achille Valenciennes tarafindan tanimlanmistir ve uzunlugu 8 cm'ye kadar
Olclilmiistiir. Kiy1 bolgesinde bulunan ¢ok si1g kayalik, gilines 15181 ve sorfe maruz
kalan, yatay, yosun kapli deniz zemini iizerinde yasarlar. Bentik omurgasizlar ve

algler ile beslenirler (Zander, 1986).
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Sekil 1.4: Aidablennius sphynx (www.fishbase.com)

1.8.2. Blennius ocellaris

Kelebek Horozbina olarakta adlandirilan Blennius ocellaris (Sekil 1.5),
Kuzey ve Bat1 Avrupa'da goriilen blennidae familyasina ait kiiglik bir deniz baligidir,
Akdeniz ve Karadeniz'de ve Fas'da yasama alanlar1 arasindadir. Bu tiiriin uzunlugu
20 cm'ye kadar ulasabilir. Genellikle kayalik bir zemin olan yerlerde yasar ve 1-40

metre arasi derinliktedir. Ozellikle gece, kiiciik omurgasizlarla beslenir.

@ Gissni Neto

Sekil 1.5: Blennius ocellaris (www.fishbase.com)
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1.8.3. Coryphoblennius galerita

Coryphoblennius galerita (Sekil 1.6) dogu Atlantik Okyanusu'da bulunur. {1k
olarak 1758 yilinda Linnaeus tarafindan adlandirilmistir, sikga Montagu Blenny
olarak bilinir. Coryphoblennius cinsinin tek tiirdiir (Almada ve ark., 2005). En fazla
7.6 cm kadar biiyiir (Bath, 1990).

Gelgit (Martin ve Bridges, 1999), dalgalarla hirpalanmis kayalikli kiyilarda
bulunabilir (Bath, 1990). Kayalar ve yosunlar altinda su disinda kalabilir (Martin ve
Bridges, 1999). Zaman zaman su disinda hava soluyabilir. Kiiciik dalga havuzlarinda

geng bireylere rastlanir (Nieder, 1993).

Sekil 1.6: Coryphoblennius galerita (www.fishbase.com)

1.8.4. Lipophrys adriaticus

Adriyatik Horozbinasi, Lipophrys adriaticus (Sekil 1.7) Steindachner ve
Kolombatovic (1883) tarafindan adlandirilmistir ve ilk Once Blennius adriaticus
olarak Blennius cinsi altina alinmistir. Yaygin olarak Akdeniz'de : Marmara Denizi ve
Karadeniz'de dagilim gosterir, Adriyatik Denizi ve Ege Denizi'nde de rastlanir.

Maksimum uzunlugu 4cm'dir (Patzner, 1999).
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Sekil 1.7: Lipophrys adriaticus (www.fishbase.com)

1.8.5. Salaria basilisca

Salaria basilisca (Sekil 1.8). Subtropikal (18°C — 22°C) denizlerin 2 ile 15 m
derinliklerinde yasayan (Baensch ve Riehl, 1997) demersal bi tiirdiir. Maksimum
uzunluk erkek bireyde 18.0 cm'dir (Zander, 1986). Kayalik dipleri bazen de deniz
cayirlarinin bulundugu yerleri tercih eder. Birgok disi tarafindan iiretilen yumurtalar
erkek tarafindan korunmaktadir. Bireyler ilk olarak disidir daha sonra erkek bireylere

doniisiirler.

Sekil 1.8: Salaria basilisca (www.fishbase.com)

1.8.6. Lipophrys canevae

Lipophrys canevae (Sekil 1.9) kuzeydogu Atlantik Okyanusunda ve
Akdeniz'de bulunur. Ilk olarak 1880 yilinda Vinciguerra tarafindan adlandirilmistir.
Erkek bireyler 7.5 cm maksimum uzunluga ulagabilir. Demersaldir, denizlerin 0-2 m
arasindaki derinliklerinde yasar (Zander, 1986). Yasam alani olarak sarp kayalik
duvarlari tercih eder. Kii¢lik omurgasizlar 6zellikle kabuklulular ve ayn1 zamanda alg

agirliklt beslenirler.
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Sekil 1.9: Lipophrys canevae (www.fishbase.com)

1.8.7. Lipophrys dalmatinus

Lipophrys dalmatinus (Sekil 1.10), kuzeydogu Atlantik Okyanusun'da ve
Akdeniz’de bulunan bir tiirdiir. ilk kez 1883 yilinda Steindachner ve Kolombatovic
tarafindan bulundu, maksimum uzunlugu 4.1 cm ulasabilir. Denizlerin 1-2 m kadar

derinlerinde ve subtropikal sularda yasar.

Ipliksi yosun kapli kayaliklar iizerinde yasar; bazen de aci sularda goriiliir.
Giines 15181 sirasinda agirlikli olarak aktif hareket eder aksi halde delik veya midye
kabuklar1 i¢ine gizlenir, ayrica algler; bentik meiofauna, 6zellikle harpaktikoidler ile

beslenir (Zander, 1986 ).

Sekil 1.10: Lipophrys dalmatinus (www.fishbase.com)
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1.8.8. Lipophrys nigriceps

Lipophrys nigriceps (Sekil 1.11) 1883 yilinda Vinciguerra tarafindan
adlandirilmistir. Yaygin olarak siyah-basli blenny olarak bilinir. Maksimum uzunlugu
4.3 santimetredir ve ticari degeri olan bir akvaryum baligidir (Hastings ve Springer,
2009). Magaralar ve diger los yerler biyotoplar1 olusturur. Giindiiz aktiftir. Esas
olarak, harpacticoids daha az oranda kiiciik omurgasizlar ve yosunlarla beslenir
(Zander, 1986).

Sekil 1.11: Lipophrys nigriceps (www.fishbase.com)

1.8.9. Salaria pavo

Salaria pavo (Sekil 1.12), tavuskusu horozbina olarak bilinir. Dogu Atlantik,
Akdeniz ve Karadenize'de yaygin olarak bulunur. Maksimum 13 c¢m boya erisir.
Gelgit bolgesi ve s18 dipler, kaya veya kum, c¢akil taslar1 ve bitki ortiisli olan yerlerde
yasar. Genellikle tuzlu sularda, yariklar veya piddock deliklerde yasayan erkekler
diisiik gelgit sirasinda su seviyesinden dolayr disarida kalabilir. Ayrica, 6zellikle

bentik omurgasizlar yumusakgalar, alglerle beslenirler (Zander, 1986).

Sekil 1.12: Salaria pavo (www.fishbase.com)
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1.8.10. Lipophrys trigloides

Fransa, Iber Yarimadasi, Fas, Akdeniz ve Senegal, Kanarya Adalar1 ve
Madeira, Marmara Denizi kiyilar1 boyunca goriilebilen horozbina tiiriidiir (Sekil
1.13). Maksimum 13cm biiyiikliige ulasabilir (Zander, 1986). Kiy1 sularinda
dalgalarca hirpalanmis kayalik kiyilarda yasarlar (Martin ve ark., 1999). Dik kiy1
duvarlarinda yariklar ve dip kisimlari tercih eder (Bath, 1990).Yumurtlama sirasi
haricinde ¢ok aktif degildirler. Midye, diger bentik omurgasizlar ve yosunlar ile
beslenirler (Zander, 1986). Zaman zaman su disinda hava soluyabilir. Sadece geceleri

aktif combtooth blenny olarak bilinir.

Sekil 1.13: Lipophrys trigloides (www.fishbase.com)

1.8.11. Scartella cristata

Scartella cristata (Sekil 1.14) Atlantik, Akdeniz ve Kuzeybati Pasifik'te
yaygin bir dagilim gosteririr (Bath, 1990). Viicut ve yiizgeclerini kapsayan benekler
ve beyaz siyah deri rengine sahiptir. Bu baligin kafasinda, kisa sa¢ benzeri uzantilar
mevcuttur ve iki ¢ok biiyiik goéze sahiptir. Erkek bireyler 12 cm uzunluga ulasabilir
(Cervigén, 1994) .Yiizeyin altinda 0-10 metre derinliklerde kaya ve mercan
resiflerinde yasayan tropikal deniz baliklarindandir (Lieske ve Myers, 1994). Mercan
resifleri onlara barmak olusturma ve de gizleme agisindan miikemmel yerlerdir,
omnivordur diyetini olusturanlar kiigiik kabuklular, baliklar ve yosunlardir (Robins

ve ark., 1986).
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Sekil 1.14: Scartella cristata (www.fishbase.com)

1.8.12. Parablennius gattorugine

Parablennius gattorugine (Sekil 1.15), yaklasik 30 santimetre kadar biiyliyen
bir orta biiyiikliikte horozbina tiiriidiir (Bauchot, 1987). Kayalik alanlarda, s1g
sularda, deniz dibinin (20 metre) derinlilklerinde yasar (Zander, 1986). Biiyiik
Britanya'nin kuzey, bat1 ve giliney kiyilarinda bulunan ve Kuzey Norfolk kiyilarinin
batiklarinda goriilmiis olmasina ragmen, dogu kiyisinda goriilmemistir. Bu tiir
Akdeniz, Karadeniz, Marmara Denizi, Azor Adalar1 ve Madeira ¢evresinde siklikla
goriiliir (Oliveira ve ark., 1992). Agirlikli olarak alacakaranlikta ve safak sirasinda
aktiftir. Geng bireyler denizin yosunlu bolgesindeki si1g sularda bulunur. Yetiskinler

ise kayalik alanlarda yasarlar (Wheeler, 1992).

Sekil 1.15: Parablennius gattorugine (www.fishbase.com)
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1.8.13. Parablennius incognitus

Parablennius incognitus (Sekil 1.16) dogu Atlantik Okyanusu ve Akdeniz'de
bulunan bir tiirdiir. Marmara Denizi, Karadeniz, Akdeniz de dahil olmak tizere Fas,
Iber Yarimadasi, Madeira, Kanarya Adalari, Limbe ve Kamerun'da yaygindir.
Maksimum uzunlugu 5.8 cm ulasabilir. Kiy1 sularinda kayalik kiyilarda yasar. Alt
omurgasizlar, 6zellikle krustase ve alglerle beslenir (Bath, 1990).

Sekil 1.16: Parablennius incognitus (www.fishbase.com)

1.8.14. Parablennius rouxi

Kuzeydogu Atlantik, Portekiz, ve Akdenizde yasayan bir horozbina tiiriidiir
(Sekil 1.17). Denizlerin derinlikleri 42 m’ye kadar olan subtropikal sularinda goriiliir.
Maksimum 8.0cm’ye kadar biiylir (Zander, 1986). Alglerin bulundugu hafif kaya
veya cakil iizerinde ve s1g bolgelerde yasar. Periphyton, harpaktikoidler ve yosun ile
beslenir. Erkekler genellikle kaya tizerindeki deliklerde yasarlar. Rakiplerine, lateral
gosterge olarak esneme ve kendini daire i¢ine alarak tehdit ve sikistirma aninda

1sirma ile tepki verir (Zander, 1986).
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Sekil 1.17: Parablennius rouxi (www.fishbase.com)

1.8.15. Parablennius sanguinolentus

Parablennius sanguinolentus (Sekil 1.18), Dogu  Atlantik, Akdeniz ve
Karadeniz kiyilarinda bulunur (Zander, 1986 ). Maksimum 20 cm kadar biiyliyen bir
tiirdiir ortalama 12.5 cm boydadir (Bauchot, 1987). Cakil taslar1 arasinda ya da dik
bir boslukta bulunurlar. Bu klasik davranis yerlesik tilirlerde goriiliir, giines 1s18ina
maruz ipliksi yosun kapli kayalar da yasam alanlar1 arasindadir (Gibson, 1999).

Neredeyse sadece algler iizerinden beslenir.

Sekil 1.18: Parablennius sanguinolentus (www.fishbase.com)
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1.8.16. Parablennius tentacularis

Parablennius tentacularis (Sekil 1.19), Marmara Denizi, Karadeniz ve
Akdeniz'de (Suriye, Liibnan, Israil ve Misir harig), Portekiz, Ispanya, Kanarya
Adalan kiyilarina yakin Dogu Atlantik ve Fas’ta ayrica giineyde Gine’de dagilim
gosterir (Zander, 1986 ). Maksimum 15 cm kadar biiyiir (Bauchot, 1987).
Demersaldir, denizler ve aci sularin derinligi 3-15 m arasindaki boliimlerinde yasar.
Yetiskinler kumlu diplerde, kayalar ve 151k goren bitki Ortiisii lizerinde yasarlar. Bu

kisimlardaki yariklara yapilan yuvalar erkek tarafindan korunur. .

Sekil 1.19: Parablennius tentacularis (www.fishbase.com)

1.8.17. Parablennius zvonimiri

Parablennius zvonimiri (Sekil 1.20) Akdeniz ve Karadeniz’de bulunur.
Demersaldir, 6 - 12 m arasindaki derinlikleri tercih eder (Kovacic ve Golani, 2007).
Dorsal dikenler(toplam): 12; Dorsal yumusak 1sinlart (toplam): 18; Anal dikenler: 2;
Anal yumusak 1sinlari: 19-20 adettir. Sarkan kayalar ve magaralar gibi los
biyotoplarda yasarlar.
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Sekil 1.20: Parablennius zvonimiri (www.fishbase.com)

1.8.18. Petroscirtes ancylodon

Petroscirtes ancylodon (Sekil 1.21), Bati Hint Okyanusunda: Kuzey
Kizildeniz, Basra Korfezi'nde dagilim gosterir. Siiveys Kanali araciligiyla Dogu
Akdeniz'e girmistir. Kiyilarimizda Iskenderun Kérfezinde kaydedilmistir. Maksimum

uzunlugu erkek bireylerde 11.5 cm disi bireylerde 7.86 cm’ye ulasir (Randall, 1995).

Sekil 1.21: Petroscirtes ancylodon (www.fishbase.com)
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2. AMAC

Insanlarin denizleri, gélleri, nehirleri ve bu ortamlarda yasayan canlilara
meraki, onlar1 tanima ve yararlanma c¢abalar1 Milattan yiizyillarca Oncesine
dayanmaktadir. Bilimsel yonden bu konu Bati’ da 18.yy. da agirligin1 koymaya
baslamistir. 20.yy.’in ikinci yarisindan sonra balik bilimi, balik¢ilik bilimi, deniz
bilimi ve tim pozitif bilimlerdeki asamalar ve gelisen teknoloji ile beraber ilgili

birikimleri ve uygulamalar agisindan doruk noktasina erigsmistir.

Tiirkiye'deki balik ve bofa baliklart toplam 155 aile (45’1 6zgiin olmayan
tirler de dahil olmak iizere) 694 tirden olusmaktadir. Tathi sularda 248 tiir
yasamaktadir ve en biiyiik tathh su balik aileleri Cyprinidae, Balitoridae ve
Cobitidae“dir. 279 tiir ise transizyonel sularda yasarlar. Deniz habitatinda ise 434 tiir
(bunlara 46 tane go¢ eden tiir tanimlandi) bulunur. Gobiidae ve Sparidae en biiyilik
deniz baliklar1 ailelerini olusturmaktadir (Fricke R. ve ark., 2007). Ege ve
Akdenizdeki baliklarin bir boliimii 1869 da Siiveys kanalinin agilmasiyla Hint

Okyanusundan gelerek kiyilarimiza yerlesmislerdir.

Bu canlilar arasinda Blennidae ailesine ait tiirler ekonomik olarak onem
tagimazlar fakat ekolojik olarak 6nem tasirlar. Blennidae ailesi, icerisinde 53 cins
yaklasik 371 tiir barindirir ve bunlardan sadece 8 cins 19 tiirii Tirkiye

ihtiyofaunasinda bulunmaktadir (Fricke R. ve ark., 2007).

Ekolojik olarak 6neme sahip bu tiirlerin biyolojileri ve ekolojileri ile ilgili
birgok arastirma yapilmasina ragmen bu tiirlerin genetik yapilan ile ilgili yapilan
calismalar cok kisithdir. Ozellikle iilkemizde bulunan Blennidae ailesine ait tiirlerin
genetik yapilari, birbirleri ile ve Atlantik’teki ve Akdeniz’deki tiirlerle olan genetik
yakinliklar1 ve bu tiirlerle iligkileri sonrasi olusan genetik farkliliklar hakkinda bir

arastirma bulunmamaktadir.

Bu caligmada; Tiirkiye ihtiyofaunasinda bulunan Aidablennius sphynx,

Blennius ocellaris, Coryphoblennius galerita, Lipophrys adriaticus, Lipophrys

34



basiliscus, Lipophrys canevai, Lipophrys dalmatinus, Lipophrys nigriceps, Lipophrys
pavo, Lipophrys trigloides, Scartella cristata, Parablennius gattorugine,
Parablennius incognitus, Parablennius rouxi, Parablennius sanguinolentus,
Parablennius tentacularis, Parablennius zvonimiri, tiirleri ile Atlantik kokenli ayni
tirlerin morfolojik ve molekiiler diizeyde ayrilmasiyla bu tiirlerin filogenetik
iligkilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu amagla Akdeniz’in ¢esitli noktalarindan
ornekler toplanmis, Orneklerin morfolojik ayrimda sik¢a kullanilan karakterleri
incelenmis ve tiir ayrim anahtarlar1 yardimiyla morfolojik ayrimlar1 yapilmistir.
Molekiiler incelemelerde ise Orneklerin mitokondriyal DNA’larindan filogenetik
calismalarda anlam ifade eden bolgeleri (16S rRNA) polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile g¢ogaltilip, incelenen tiirler arasindaki benzerlik ve farkliliklarin ortaya

cikarilmasi amaci ile dizi analizi uygulanmistir.

Blennidae ailesi ile ilgili benzer caligsmalar farkli arastiricilar tarafindan
yapilmis olsa da, Tiirkiye ihtiyofaunasinda bulunan Blennidae ailesine ait tiirlerin

molekiiler olarak incelendigi kapsamli bir ¢alisma daha 6nce yapilmamastir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmada Kullamlan Ornekler

Bu arastirmada kullanilan 6rnekler Kekova Adast (Kas, Antalya), Hidayet
Koyu (Kas, Antalya) ve Boncuk Koyu (Gokova Korfezi, Mugla) sahillerinden (Tablo
3.1.) serbest dalis yontemi ile toplandi. Toplanan Ornekler morfolojik tayinde de
kullanilabilinmesi i¢in biitiin olarak %70 etanol icerisinde muhafaza edildi. Her bir

Ornege lizerinde tiir ad1, toplama tarihi ve toplanan yerin bilgilerini tagiyan etiketlere

gore sayisal kodlama yapildi.

Tablo 3.1: Arastirmada kullanilan tiirler ve elde edildigi yerler

Ornek Kodu Bilimsel isimlendirme Ornegin Elde Edildigi Yer
Bl Lipophrys trigloides Gokova, Boncuk Koyu
B2 Parablennius incognitus Gokova, Boncuk Koyu
B3 Scartella cristata Gokova, Boncuk Koyu
B4 Parablennius zvonimiri Gokova, Boncuk Koyu
B5 Coryphoblennius galerita Gokova, Boncuk Koyu
B6 Parablennius sanguinolentus Gokova, Boncuk Koyu
B7 Aidablennius sphynx Gokova, Boncuk Koyu
B8 Aidablennius sphynx Gokova, Boncuk Koyu
B9 Lipophrys canevae Gokova, Boncuk Koyu
B10 Lipophrys dalmatinus Gokova, Boncuk Koyu
Bl11 Lipophrys dalmatinus Gokova, Boncuk Koyu
HI Lipophrys trigloides Kas, Hidayet Koyu
H2 Lipophrys trigloides Kas, Hidayet Koyu
H3 Aidablennius sphynx Kasg, Hidayet Koyu
H4 Parablennius zvonimiri Kas, Hidayet Koyu
H5 Lipophrys trigloides Kas, Hidayet Koyu
H6 Parablennius rouxi Kas, Hidayet Koyu
K1 Parablennius gattorugine Kag,Kekova Adast
K2 Parablennius zvonimiri Kasg,Kekova Adasi
K3 Parablennius zvonimiri Kasg,Kekova Adasi
K5 Parablennius incognitus Kag,Kekova Adast
K6 Aidablennius sphynx Kag,Kekova Adasi
K7 Parablennius incognitus Kag,Kekova Adasi
K8 Parablennius zvonimiri Kag,Kekova Adast
K9 Parablennius tentacularis Kag,Kekova Adast
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3.1.2. Genomik DNA izolasyonu I¢in Kullanilan Kimyasallar ve Tamponlar

Genomik DNA izolasyonu islemi i¢in Tablo 3.2°de verilen kimyasallar

kullanildi.

Tablo 3.2: Genomik DNA izolasyonu I¢in Kullanilan Kimyasallar

Genomik DNA izolasyonu i¢in Kullanilan
Kimyasallar

Kimyasallarin I¢erigi

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

5M NaCl

NaCl

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

% 70 Etanol

Distile su i¢cinde % 70 EtOH

Abzolit Etanol

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

Arastirmada kullanilan PZR enzim ve kimyasallar1 Tablo 3.3’de verildi.

Tablo 3.3: Polimeraz Zincir Reaksiyonu I¢in Gerekli Enzim ve Kimyasallar

PZR I¢in Gerekli Enzim ve Kimyasallar

Kimyasallarin icerigi

10X MgCl,’stiz Tampon

200 mM (NH4),SOs,
750 mM Tris-HCI (pH 8,8),
% 0,1 Tween 20
(Fermentas, LITVANYA)

Mgch

dH,0’da 25 mM
(Fermentas, LITVANYA)

Deoksiriboniikleotitler (AINTP)

100 mM dATP, dCTP, dGTP ve
(Fermentas, LITVANYA)

dTTP

Taq DNA Polimeraz

Rekombinant Taq DNA Polimeraz
(Fermentas, LITVANYA)

3.1.4. PZR Cihaz1

16S DNA bdélgesini ¢ogaltmak i¢in 96 kuyucuklu Techne TC-512 model PZR

cihazi kullanilmistur.

3.1.5. Oligoniikleotit Primerler

Calismada kullanilan primerler IONTEK A.S. (Tiirkiye) firmasindan temin
edildi. 16S gen bolgesinin ¢ogaltan 16Sar-L ve 16Sbr-H primerleri kulland1 (Tablo
3.4).
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Tablo 3.4: Calismada kullanilan 16S primerleri

PRIMER GEN BAZ DiZiSi

(Palumbi 1996)

16Sar-5' 16S rRNA 5’-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’

16Sbr-3’ 16S rRNA 5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’

3.1.6. Elektroforez i¢in Kullamlan Tamponlar ve Kimyasallar

Arastirmada kullanilan kimyasallar ve igerikleri Tablo 3.5’de verildigi gibi

kullanildi.

Tablo 3.5: Elektroforez Igin Kullanilan Tamponlar ve Kimyasallar

Arastirmada Elektroforez icin Kimyasallarin 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 boyast 2,5 mg/ml BPB
10Mm TrisHCl
2,5mg/ml Ksilen Siyanol
Smg/ml Gliserol
60Mm EDTA

Etidyum Bromiir (EtBr) 10 mg/ml

Agaroz Jel 0,5X TBE tamponunda %0,7 ve
%1°lik agaroz

3.1.7. DNA Biiyiikliik Markorleri

GeneRuler 1 kb¢ DNA Markori : 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500,
3000, 3500, 4000,5000, 6000, 8000, 10000 baz c¢iftlik fragmanlar iceren DNA
markérii (Fermentas, LITVANYA).

3.1.8. PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

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

onerdigi protokole uygun olarak kullanildi.
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3.1.9. Cihazlar

Aragtirmada kullanilan cihazlar marka ve modelleri Tablo 3.5’te ayrintili

sekilde gosterildi.

Tablo 3.6: Arastirma i¢in laboratuvarda kullanilan cihazlar ve markalari

KULLANILAN CIiHAZ

CIiHAZIN MARKASI ve MODELI

Otoklav

Dik Tip Otoklav (BES, TURKIYE)

Mikro Pipetler

Thermo (A.B.D.)

Hassas Terazi

XB220 A (Presica, ISVICRE)

Santrifiijler

MiniSpin Plus (Eppendorf, ALMANYA)

Derin Dondurucular

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

Gortintiileme Sistemleri

Bio-RAD Upiversal Hood II
(BIO-RAD,ITALYA)

Yatay Elektroforez Sistemleri

MultiSub Midi
(Cleaver Scientific,INGILTERE)

Is1 Blogu DB 2D (Techne, INGILTERE)
EPS301 (AmershamPharmaciaBiotech,ISVEC)
Gti¢ Kaynaklar1 PowerPac Basic (BIO-RAD, ITALYA)

Manyetik Karistiricilar

MR3001 (Heidolph, ALMANYA)

Buzdolaplari

Beko 8742 (TURKIYE)
Arcelik 3061 Plus (TURKIYE)

Spektrofotometreler

Schimadzu UV (JAPONYA)

Thermo Cycler

Techne TC-512 (INGILTERE)

Vorteks

Heidolph REAX (ALMANYA)

Su Banyolar1

Niive BM 402 (TURKIYE)

Su Aritma Sistemi

Millipore Milli Q Synthesis A10 (FRANSA)
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3.2. Metod
3.2.1. Morfolojik Karakterlerin Kontrolii ve Tiir Tayinleri

Mikroskop altinda orneklerin kafa porlarina 6zellikle bakilmak sureti ile
pelvik pektoral yiizgegleri, kuruk yapilari, yilizge¢ 15in sayilari, agiz morfolojileri,
lateral kisimdaki renk ve desenleri dikkate alinarak, Whitehead ve ark., (1986) tayin

anahtar olarak kullanildi.
3.2.2. Doku Orneklerinin Elde Edilmesi

Morfometrik ~ Olglimler tamamlandiktan sonra  Orneklerden DNA
izolasyonunda kullanmak iizere kuyruk kismina yakin lateral bolgeden nester ve pens
ile kas dokusu ornekleri alindi. Ornekler %70 etanol bulunan steril tiiplere
yerlestirilerek +4°C’de saklandi. Gerektiginde nester yardimiyla doku 6rnegi alindi

ve tekrar ayni kosullarda saklanmaya devam edildi.
3.2.3. DNA izolasyonu

Blennidae familyast {iiyelerinden almman kas doku ornekleriyle,
fenol/kloroform igermeyen manuel DNA izolasyon protokolii kullanilarak toplam

genomik DNA elde edildi. izolasyon asamalarini gdsteren protokol asagida verildi.

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

. Her tiipe az miktarda (1 gr) Chelex 100 sodium form (Sigma) koyuldu.

e Uzerine bir miktar (3 gr) elde edilen kas dokusu 6rnegi koyuldu.

o Tiiplerin herbirine 250ul SDS Liziz Tampon Cozelti eklendi.

. Tiiplerdeki s1vi kisma pipetin ucu sokularak her bir tiipe 10ul Proteinaz
K birakildi ve her islemde pipet ucu degistirildi.

e  Bu islemlerin ardindan tiipler inkiibatore koyuldu ve 56°C’de dokular
tamamen ¢6ziilene kadar (1,5 saat) beklendi.

o Dokular tamamen ¢oziiliince tilipler inkiibatorden alinip 10 dakika
maksimum hizda (14,1 ref) santrifiij edildi.

o Santrifiij sonrast 260ul olan tiipteki hacmin 200ul’si {istten yavasca

cekilerek yeniden kodlanan yeni eppendorf tiiplerine aktarildi.
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. Her bir tiipteki 200ul s1v1 iizerine 100ul saf su 100ul SM NaCl ¢ozeltisi
eklendi.

. Ardindan 10 dakika maksimum hizda santrifiij yapildi.

. Santrifiij sonras1 tekrar yeni eppendorf tiipleri hazirlanarak
isimlendirildi ve yeni tiiplerin lizerine santrifiijii tamamlanmis tlipteki
stvilardan  350pul’ser hacimde sivi  siipernetanttan c¢ekilerek yeni
hazirlanan tiiplere aktarildi.

o Her bir tiipte bulunan 350ul hacmin iizerine 700ul %96’lik etil alkol
eklendi ve tiipler DNA’larin toplanmasi ¢in 5-6 kez ters diiz edildi.

. Maksimum hizda 10 dakika santrifiij yapildu.

o Santriflij bitiminde supernetantta kalan sivi tek hamlede dokiilerek
tiipler ters sekilde bir kaba dizilerek etil alkoliin tamamen ug¢masi

beklendi (minimum 4 saat-1 giin).

Kurutma islemi tamamlandiktan sonra her bir tiipiin ilizerine 50ul Low TE
Tampon Cozelti koyularak el ile vurarak karistirma yapildi ve DNA ¢ozdiirtilerek

hazir kullanima hazir hale getirildi.
3.2.4. Jel Elektroforezi

DNA varligin1 goriintiilemek icin jel elektroforezi yontemi kullanildi. Jel
Elektroforezine baslamadan 6nce agaroz jel ve gerekli ¢ozeltiler hazirlandi. Agaroz

jelin hazirlanis basamaklar1 asagidaki gibi yapilds;

. 0,5X TE hazirlamak i¢in 10X TE’den 100ml alinarak iizeri 900 ml saf
su ile tamamlandi.

o %1’lik agaroz jelden 50ml hazirlamak icin hassas terazide 0,5 gr toz
agaroz (PRONA-Basica Le) tartildi.

. Tartilan agaroz (Prona) 200ml’lik erlen’in icersine bosaltildi.

. Uzerine 50ml 0,5X TE bosaltildi.

. Erlen’in iizeri stre¢ film ile kapatilarak tizerinde birka¢ delik agild1 ve
mikrodalgada yaklasik 2 dakika boumca 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
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karistirildi ve hazirlanan agaroz jel tabagina dokiildii. Agaroz jelin

donma siiresi oda sicakliginda yaklasik 30 dakikadir.

%1’lik agaroz jel icerisinde 0,5X TBE bulunan -elektroforez tankina
yerlestirildi. 3 ul DNA, 1 pl 6X Loading Dye ile karistirilarak jele yiiklendi. Jel’deki
ilk kuyuya DNA Ladder yiiklendi. Ornekler 120 voltta 25 dakika yiiriitiiliir ve
gorlntiilenmek tizere UV goriintiileme sistemine aktarildi. Burada UV 1s1k altinda
gorlntiilenerek biitiinliigli saptanan DNA’nin goriintiisii,Quantity One® yazilimi ile

cekilerek, yazicidan (HP-P1102) ¢ikt1 alindi.
3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
3.2.5.1. Primer konsantrasyonunun ayarlanmasi

Calismada kullanilacak primerler PZR analizinde kullanilmak iizere uygun
konsantrasyonlara ayarlandi. PZR’da kullanilacak olan primerler iiretici firma
tarafindan verilen nmol degerlerinin 10 misli distile su ile sulandirilarak 100
pmol/ul’lik stok primer elde edildi. Daha sonra stok primer 1/10 oraninda distile su
ile sulandirilarak PZR reaksiyonunda kullanilacak 10 pmol/ul’lik stok primer

olusturuldu.
3.2.5.2. PZR optimizasyonu

Calismaya baslamadan 6nce primerlerin hesaplanan erime sicakliginda calisip
calismadigini kontrol etmek amaci ile optimizasyon reaksiyonu kuruldu. Bu amagla
primer ¢ifti ile, gradient thermocycler (Thermo Cycler: Techne TC-512) kullanilarak,
50-66°C sicaklik araliginda 1.5 ve 2 mM MgCl, konsantrasyonlarinda, reaksiyon

protokoliine uygun sekilde optimizasyon i¢in reaksiyon kuruldu.
Reaksiyon protokolii;

. MgCl, (NH4)2SO4: 1,5 ve 2 ul

. 10X Taq Tampon Cozelti : 2,5 pl
J dNTP: 0,2 pul

o Primer Geri : 0,1 pl
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o Primer Ileri : 0,1 ul

o Taq Polimeraz : 0,2 pl
° dH,0 : 19,4 ul

o Genomik DNA : 1 ul

Reaksiyon protokolii sonucu her bir PZR tiiplinde toplamda 25 pl hacminde
PZR Reaksiyon sivist olustu. Degisken olarak genomik DNA miktari, magnezyum
konsantrasyonu (1,5 ve 2 pl olmak iizere) ve primer miktarlar1 (0,1 ve 0,05 pul olmak

tizere) degistirildi.
PZR Dongii Kosullari;
16S rRNA i¢in

e 94°C’de 2 dakika

o 94°C’de 30 saniye, 50°C’de (Gradient) 30 saniye, 72°C’de 1 dakika
(40dongii)

e 72°C’de 5 dakika

Belirtilen reaksiyon kosullar1 ve PZR dongii kosullarinda ¢ogaltilan DNA’lar
%1’lik agaroz jele yliklenerek, 120 voltta 25 dakika boyunca yiiriitiildi ve
goriintiilenmek {izere UV goriintiileme sistemine aktarildi. Burada UV 1sik altinda
goriintiilenerek yazici yardimi ile ¢ikt1 alindi. Istenilen biiyiikliikte 151ma veren banda
sahip Orneklerin erime sicaklifi ve MgCl, konsantrasyonlar1 kaydedilerek, ilgili

primer ¢ifti i¢in optimum reaksiyon protokolii ve PZR dongii kosullar1 belirlendi.

Erime sicakliklar1 ve MgCl, konsantrasyonlar1 optimize edilen primer ¢ifti,
daha once verilen reaksiyon protokolii ve belirtilen PZR dongii kosullarina uygun

olarak kullanilarak reaksiyonlar gergeklestirildi.

Belirtilen PZR kosullarinda cogaltilan DNA’lar %1°lik agaroz jel’de, 120
voltta 25 dakika yiiriitiiliir ve goriintilenmek iizere UV goriintiileme sistemine
aktarildi. Burada UV 1g1k altinda goriintiilenerek yazici yardimi ile ¢iktr alindi.

Istenilen biiyiikliikte bant elde edilemeyen drnekler, ayn1 kosullarda tekrar edildi.
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3.2.6. Dizi Analizi

PZR sonucu elde edilen gen bolgeleri saflagtirma islemi gerceklestirilerek
Kore Cumhuriyeti Seul kentinde bulunan MACROGEN adli firmaya yollandi ve

sonuglar internet araciligi ile alindi.
3.2.6.1. Saflastirma (Piirifikasyon)

PZR firiinlerinin saflagtirllma islemi Roche High Pure PCR Product
Prufication Kit adli {irtin ile gerceklestirildi. PZR firiinleri saflastirma islemi

asagidaki gibi yapildi;

e Her bir PZR tiipiinde bulunan 20 pl PZR f{iriinii tizerine 100 pl baglanma
stvist ilave edildi.

e Eppendorf tiipleri dizme kabina toplama tiipleri ve iizerlerinede filtreli tiipler
yerlestirilerek her bir 6rnek icin belirlenen tiipler adlandirildi.

e Baglanma sivis1 eklenen ve hacmi 125 pl olan tiipteki sivi mikropipet ile
cekilerek filtreli tliplere aktarildi.

e Tiipler santrifiij cihazina dizildi ve 14,1 ref hizinda 1 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij bitiminde tiipler tekrar dizildi ve her bir filtreli tiip lizerlerine 100 pl
yikama s1visi eklendi.

e Tiipler santrifiij cihazina dizildi ve 14,1 ref hizinda 1 dakika santrifiij edildi.

e Tiipler tekrar dizildi ve her bir filtreli tiip lizerlerine yeniden100 pl yikama
stvist eklendi.

e Tiipler santrifiij cihazina dizildi ve 14,1 ref hizinda 1 dakika santrifiij edildi.

e Tiip dizme kabina yeni toplama tiipleri dizildi ve santriflij sonras1 filtreli
tiipler bu tiiplerin iizerine yerlestirilerek 30 saniye 14,1 ref hizinda santrifiij
edildi.

e Tiip dizme kabina 1,5 ml’lik tiipler dizildi ve iizerlerine 6rneklerin kodlar
yazild1.

e Dizilen 1,5 ml’lik tiiplerin iizerine filtreli tlipler kodlamalarina gore
yerlestirilerek filtreli tliplerin her birine tam ortasina gelecek sekilde 20 pl
eliisyon sivisi aktarildi.

e Tiipler santrifiij cihazina dizildi ve 14,1 ref hizinda 1 dakika santrifiij edildi.
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e Filtreli tlipler ¢ikarildi, 1,5 ml’lik tiiplerde kalan sivi saflastirilmis PZR {iriinti

olarak dizi analizi i¢in hazir hale getirilmis oldu.

Saflastirilan PZR {iriinleri %1’lik agaroz jel’de, 120 voltta 25 dakika
yiiriitiildii ve goriintiilenmek iizere UV goriintiileme sistemine aktarildi. Burada UV
151k altinda goriintiilenerek yazici yardimi ile ¢ikti alindi. Parlakligi yeterli olan
bantlar secildi yetersiz parlaklifa sahip olanlar i¢in tekrar PZR ve saflastirma

islemleri yapildu.
3.2.7. Filogenetik analiz

Dizi analizi sonrasi elde edilen kromatogramlar Chromas Pro 1.5 programi
kullanilarak incelendi, hatali harflendirmeler diizeltildi. Elde edlen diziler MEGAS
platformunda eslestirierek, eslestirmeler PAUP ve MrBayes platformlarinda
filogenetik analiz i¢in nexus formatina c¢evrildi. Eslestirmeler olusturulurken
GenBank veri tabaninda kayith dizilerden de yararlanildi. Daha 6nce GenBank’ta
dizi kaydi bulunmayan 16S bdélgesine ait diziler GenBank’a kaydedilmek {izere
ayirildi. Maksimum likelihood ve Bayesian analizleri i¢in MrModeltest v2.3
(Nylander, 2004) ve PAUP programlari kullanilarak en uygun sekans evrim modeli
(SYM+G) tespit edildi.

PAUP platformunda uygulanan Maksimum likelihood analizi i¢in kullanilan
parametreler:  Lset Base=equal Nst=6 Rmat=(4.7147 10.3243 3.0991 0.0000
15.9298) Rates=gamma Shape=0.2624 Pinvar=0;

MrBayes platformunda uygulanan Bayesian analizi i¢in kullanilan

parametreler: Lset nst=6 rates=gamma; Prset statefreqpr=tixed(equal);
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4. BULGULAR

4.1. DNA izolasyonu

Tiirkiye denizlerinden elde edilen; Lipophrys trigloides, Parablennius
incognitus, Scartella cristata, Parablennius zvonimiri, Coryphoblennius galerita,
Parablennius sanguinolentus, Aidablennius sphynx, Lipophrys canevae, Lipophrys
dalmatinus, Parablennius rouxi ve Parablennius gattorugine tiiriine ait drneklerin

DNA izolasyon sonuglari, bazi degiskenler dogrultusunda farkliliklar gésterdi.

Kullanilan, manuel fenol/kloroform icermeyen DNA izolasyon ydntemiyle
yapilan izolasyon sonucunda toplam DNA eldesi (Sekil 4.1) basarili ve yeterli
miktarlarda oldu. Fakat bazi orneklerde DNA degredasyonuna rastlandi ve PZR

isleminde tuz kontaminasyonu gibi problemlerle karsilasildi.

Sekil 4.1: Toplam DNA izolasyonu sonucu elde edilen bantlar

Toplam DNA eldesini etkileyen baska bir faktor ise DNA izolasyonuna
baslamadan 6nce kullanilan, dokuyu saklama yontemi oldu. Saklama kosullarinda,
%95 ve %70 etanol iceren ve hi¢ etanol icermeyen tiiplerde bulunan doku

orneklerinden DNA izolasyonu gergeklestirildi. %95 ve %70 etanol igerisinde
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saklanmig Orneklerden daha ¢ok miktarda (ng/ul) DNA elde edildi. Bu nedenle
calismada, %95’lik etanol iceren tiipler icerisinde saklama yontemi kullanilmasina
karar verildi. Ayrica bu gibi bir duruma maruz kalan B9 kodlu 6rnek doku
deformasyonuna ugradigindan bir giin liziz soliisyonunda bekletilerek daha sonra

DNA izolasyon islemine tabii tutuldu (Sekil 4.2).

[9]] Tp] 0
T LT
LIS

Sekil 4.2: Diger 6rneklerin ve doku deformasyonuna ugrayan B9,K4,K5 kodlu 6rneklerin izolasyonu

DNA izolasyonunda kullanilan doku, kuyruk kismi lateral bolgeden elde
edilen dokulardan elde edildi. Doku deformasyonuna ugramayan tiim tiirlerden bu
sekilde doku elde edildi ve kullanildi. B9, K4 ve K5 kodlu orneklerde doku
deformasyonu oldugundan DNA izolasyonu sonucu farkli sonuglar elde edildi.Fakat
bu durum PZR islemi i¢in sorun teskil etmedi bu 6rneklerdende yeterince DNA elde
edildi.

4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR optimizasyonu tamamlandiktan sonra tiim 6rneklerin 16S rRNA mtDNA
bolgeleri ¢cogaltildi (Sekil 4.3). %1°lik agaroz jel kullanilarak yapilan elektroforetik
analiz sonrasinda goriintiilenen 6rneklerden bant vermeyen veya zayif bant veren
ornekler tekrarland1 (Sekil 4.4). Tiim 6rneklerden yeterli miktarda bant elde edildi
(Sekil 4.5).
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BZ-:Ba. Bljige. fae E7 B10 B11

Sekil 4.3: Toplam DNA izolasyonu islemi sonrasinda elde edilen 6rnek DNA’larinin PZR islemi

PZR asamasinda c¢ikmayan Ornekler saf etanol ile yikanarak tuzdan

armdirilmis ve PZR islemi tekrar edildi.

Sekil 4.4: Tuz kontaminasyunundan arindirilan 6rneklerin 16S PZR isleminin tekrari

Sekil 4.5: 16S gen bolgesinin i¢in tiim drneklerin PZR islemlerinin tamamlanmasi
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4.3. PZR Uriinlerinin Dizi Analizi i¢cin Saflastirilmasi islemi

Dizi analizi 6ncesindeki PZR iiriinlerinin saflagtirilma islemi ‘’Roche High
Pure PCR Product Prufication Kit” adl iiriin ile gerceklestirildi. Tiim 6rneklerden
saflastirma islemi sonucunda dizi analizi islemi i¢in yeterince bant elde edildigi
goriildii. Bazi PZR firiinlerinin bantlar1 zayif oldugundan ayni o6rnekten farkl
sayilarda tekrarlanan ve PZR islemi sonucu elde edilen {iriinler birlestirilerek

saflastirma islemi gergeklestirildi (Sekil 4.6).

H1 | H B9 B4 B3 B2 HZ B11 K2 BS BB

E1 H1 H4 K3 B10 HE H3

Sekil 4.6: Saflagtirma islemi sonucunda elde edilen 16S bolgesi PZR firiinleri.

4.4. Dizi Analizi Sonuclarn

PZR sonucu elde edilen 16S gen bolgesi saflastirma islemi gergeklestirilerek
Kore Cumhuriyeti Seul kentinde bulunan MACROGEN adl1 firmaya yolland1 (Sekil
4.7).

49



AT G RATTCRACEGCCEUERTAT IT TGACCET R CARAGRT AR G LARTCACT IR TCT I T TR R T GAAGACCT G TATG ARTEEUATARCERARGRTITEACTETICTCCTITICCCE

10 Fli
=t DR lanlDIND
(AT GAATTCRACGGCC

i

parr CCLALE

GACCGTGCRAAGGTAGC GCARTCACTTIGICTTTTARAT GAAGACCTGTATGAAT GGCAT

A

4 a0

60

L.

10 a0
RRR R D0 NN RN N NN RN NN R R R R nnrnnEnnnEnpnnInnaEnnnnnnnnmm
GCGGTATTIIT

Lhald (AL

El

100 1

10

ARCGAGGGITIGACIGICICCTITICCCC

A

ted bbbl

Sekil 4.7: Coryphoblennius galerita tiriiniin dizi analizinin bir béliimiiniin kromatogrami.

4.5. Filogenetik Analiz

b

Dizi analizi sonrasinda elde edilen DNA dizileri, Chromas Pro programinda

kromatogramlara bakilarak diizeltilmistir.

MEGAS programiyla

ise

diziler

hizalanmistir. MEGAS programu ile hizalanan diziler Mr.Bayes ve PAUP programlari

kullanilarak 3 farkli analiz metodu ile filogenetik agaclar olusturulmustur (Sekil 4.8).
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5. SONUC

Blennidae ailesine ait tiirlerin biyolojileri, ekolojik o6zellikleri ve mevcut
popiilasyonlarina ait ¢aligmalar ¢esitli aragtirmaclilar tarafindan gergeklestirilmistir
(Almada V.C. ve ark., 2009; Almada F. ve ark., 2005; Domingues V.S. ve ark., 2007).
Tim diinyada c¢ok genis bir alanda yayilim gosteren ve iilkemizdeki denizlerin
tamaminda bulunan horozbina ailesine ait tiirlerle ilgili bu arastirmalarin
yapilmasinin ¢esitli nedenleri vardir. Bu nedenlerin basinda tabi ki yiiksek ekolojik
degerleri gelmektedir. Akdeniz ihtiyofaunasinda bulunan Blennidae ailesine ait
tirleri ilging kilan ise Siiveys Kanali ile Akdeniz’de dogal olarak bulunmayan
tiirlerin go¢ yoluyla gelerek, Akdeniz’de popiilasyonlar olusturmaya baslamasi ile

meydana gelen degisimdir.

Blennidae ailesine ait tiirlerin siniflandirmasinda, yakin geg¢mise kadar,
sadece morfolojik analizler sonucu elde edilmis bilgiler vardi. Tiirkiye’de ise yapilan
bu calisma ile birlikte bu aileye ait tiirler ilk kez genetik ve molekiiler teknikler
kullanilarak analiz edilmis oldu. Diinyada yapilan ¢aligmalarda Blennidae ailesine ait
tiirlerin filogenetik analizleri ve filocografyalari iizerinde durulmus ve bu ¢alismalar
genetik teknikler ile 16S, COI ve 12S gen bolgeleri kullanilarak morfolojik

analizlerden daha kesin sonuglar elde edilerek tamamlanmuistir.

Vera S. Domingues ve arkadaslar1 2007 yilinda yayinlanan ¢alismalarinda,
Kuzeydogu Atlantik Okyanusu ve Bati Akdeniz’deki Parablennius parvicornis ve

kardes tiir olan P. Sangiolentus un filocografyasi ve demografisini incelemislerdir.

Almada V.C. ve arkadaglar1 ise 2009 yilinda yaptiklar1 caligmada, Akdeniz’de
yasayan horozbinalardan salaria cinsinin filogenetik analizini tatli sulardan

klonizasyonuna genetik yaklasimlar1 getirerek yapmislardir.

Blennidae ailesinin tiirleri i¢in yapilan en kapsamli filogenetik ¢alisma ise
Almada F. ve ark. (2005) tarafindan gergeklestirilen, Kuzey Dogu ve Atlantikte

yasayan Blennidae ailesi tiirlerinin filogenetik iliskileri isimli ¢aligmadir.
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Almada F. ve ark. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada Blennidae ailesine ait
21 tir ve her tiire ait farkli bolgelerden toplanan Ornekler kullanilmigtir. Bu
orneklerin 12S ve 16S gen bolgeleri PZR teknigi ile cogaltilarak dizi analizi yapilmis
ve bu diziler maximum parsimony, maximume-likelihood and neighbour-joining
evrim modelleri ile PAUP programinda bu tiirlerin karsilagtirilmasiyla filogenetik
agac olusturmusdur. Bu ¢alismada yapilan temel DNA fragment analizi gdsteriyor ki,
diger baliklarda ribozomal mtDNA olarak tanimlanan 12S ve 16S pargalarinin her
ikisi de diger bazlara gére Adenin agisindan zengindir. Saturasyon analizi ne 12S ve
16S ne de 12S+16S kombine fragmentlerinde mutasyonel doygunluk
gosterememistir (Almada F. ve ark., 2005).

12S rDNA’dan olan fragmentler 16S rDNA’dan olan fragmentlere gore
ortalama 1.26 kere daha hizli evrimlesmektedir. (SD=0.34, Min=0, Max=3.84,
N=593). Hizalama, 12S rDNA da %4 indel (9) 16S rDNA da %5 indel (16)
gostermistir. Bu indellerin biri S.pavo’da ekleme ile sonuglanmis ve 11 niikleotide
ulagmistir. S. pavo’nun 12S ve 16S pargalarinin her ikisi de bu analizdeki higbir

baska tiirde gézlenmeyen birkag ekleme gostermistir (Almada F. ve ark., 2005).

Farkli cografi bolgelerden 6rnekler oldugundan tiirler arasindaki farkliliklar
analiz edilmistir. Tiir i¢i genetik farklilik, analiz edilen her bir par¢a i¢inde diisiik
saptanmis (Mean;,s=0.006 ve Mean,65s=0.017). En yiiksek genetik farklilik tek bir tiir
haplotiplerinde, C. galerita’nin Azores ve Hirvatistan’dan olan O6rneklerinde
goriilmiistiir ve 12S rDNA i¢in 0.015, 16S rDNA igin 0.043diir. Tlging olarak bu tiir
ici genetik uzakliklar bazi Blenniid tiirlerindekinden yiiksektir (Almada F. ve ark.,
2005).

Parablenniini’ye ait birey A. sphynx ve Blenniini’ye ait birey B. ocellaris ve
Salariini’ye ait birey O. atlanticus Parablenniini ile iligskili bulunmustur. Lipophrys
cinsinin tlirleri 2 adet uzak ve ¢ok 1iyi desteklenmis monofiletik gruplar
olusturmustur. Bu gruplarin  birincisi L.pholis, L. (Paralipophrys) trigloides ve
C.galerita’yr igerir. Digeri ise kiigiik boylu Lipophrys’leri (erkeklerinde tlireme
zamaninda yiiz maskesi olan) L.canevoi, L. nigriceps, L. caboverdensis, L. adriaticus
ve L. dalmatinus igerir. Bu iki gruptaki tiirlerin genetik uzakligi L.pholis ve

L.trigloides’in C.galerita ile olan uzaklhigindan daha fazladir (0.047 L.pholis-
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L.trigloides, 0.068 L.pholis-C.galerita ve 0.075 L.trigloides-C.galerita). Sonuglar
mevcut kabul edilmis taksonomik durum ile test etmek igin Lipophrys tiirlerinin
C.galerita haricinde tek grup halinde sinirlandirilmasi yapilmistir. Kishino-Hasegawa
testi gOstermistir ki olusturulan agac sinirlandirilmis agagtan 23 adim daha kisadir

(Almada F. ve ark., 2005).

Salaria cinsine iliskin olarak, tek bir tiir Salaria basilisca tiiriinden 6rnek elde
edilememis bu monofili’ye kars1 uygun kanit elde edilememistir. Parablennius agik
bir sekilde monofiletik bir grup degildir. Bunun yerine analizde en az 3 grup ortaya
cikmustir. 1) Parablennius sanguinolentus ve P. parvicornis ii) P. gattorugine ve P.

ruber ii1) P. pilicornis, P. salensis, P. tentacularis, rouxi, P. incognitus ve P. zvonimiri

(Sekil 5.1.) (Almada F. ve ark., 2005).

Tiirkiye denizlerindeki blennidae familyas: tiirleri i¢in yapilan bu filogenetik
calismada 16S Gen bolgesi kullanilmistir. 16S gen bolgesi icin DNA dizi analizleri

gerceklestirilen Aidablennius sphynx, Blennius ocellaris, Coryphoblennius galerita,

Lipophrys adriaticus, Lipophrys basiliscus, Lipophrys canevai, Lipophrys
dalmatinus, Lipophrys nigriceps, Lipophrys pavo, Lipophrys trigloides, Scartella
cristata, Parablennius gattorugine, Parablennius incognitus, Parablennius rouxi,
Parablennius sanguinolentus, Parablennius tentacularis ve Parablennius zvonimiri
tiirlerinin daha sonra maximum likelihood, maximum parsimony ve neighbor joining
analiz modelleri kullanilarak PAUP programu ile 3 farkli agag cizilmistir. Bu agaclar
cizilirken Tripterygion delaisi tirii disar1 grup olarak kullanilmistir (Sekil 5.2., Sekil
5.3. ve Sekil 5.4.) Calismada kullanilan Lipophrys trigloides(3), Parablennius
incognitus(1), Parablennius zvonimiri(3) isimli Ornekler dizi analizinde yasanan
sorunlardan dolay1 daha sonra c¢alismadan c¢ikarilmis ve filogenetik analizde

kullanilmamustir.

Calisma sonucunda, Akdeniz Blenniidleri familya i¢inde yalnizca kii¢lik bir
boliim olustururlar. Bununla birlikte, bu subfamilia veya kabile olmasi i¢in yeterli
degildir. Fakat baz1 kabileler arasindaki iligkiler, 06zellikle Blenniini ve
Parablenniini’ye ait A.sphynx ve B.ocellaris’in geleneksel olarak kabul edilmis
durumundan baz1 siipheler duyulmasindan dolayr bu tiirler yeniden analiz

edilmelidir. Gegmis kaynaklarda belirtilen bilgilere gore Salariini ve Parablenniini’
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Sekil 5.1: Kombine 12S-16S rDNA pargalarindan elde filogenetik bir agacg. Labrisomus nuchipinnis
ve Tripterygion delaisi disan gruplar olarak kullanilmistir. (Almada F. ve ark., 2005)
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Sekil 5.2: Maximum likelihood analizine gére PAUP programu ile ¢izilen filogenetik agac.
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Sekil 5.3: Maximum parsimony analizine gore PAUP programu ile ¢izilen filogenetik agac.
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Sekil 5.4: Neighbor joining analizine gore PAUP programu ile ¢izilen filogenetik agag.

nin kardes grup olduklar1 not edilmistir. Son yapilan ¢alismalarda da, Bath (2001)
Salariini ve Parablenniini’yi ayirt eden karakterlerin gegersiz oldugunu ¢iinkii birkag
cinsde intermediyer durumlarin varligin1 gétermistir. Bu ¢alismada yapilan ¢calismada

elde edilen verilerde bu durumu desteklemektedir. Fakat Blennidae familyasinin alt

aile veya kabile taksonomisi i¢in daha fazla veriye ihtiyag vardir.
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Lipophrys parafiletik bir cinstir. L.pholis, kendi monofiletik gruplarini
olusturan diger kiicliik Lipophrys tiirlerine gore L. trigloides (Paralipophrys) ve
Coryphoblennius galerita ile yakin goriilmektedir. L. pholis, L. trgloides ve C.
galerita arasindaki yakin iligki bazi1 yazarlar tarafindan karyolojik ve osteolojik
verilerle de desteklenmistir. Bu 1{i¢ tiir kayalik intertidial zonda yasadigi ve
Blenniidler i¢inde soguk sulara daha toleransli olduklari i¢in i¢in ekolojik 6zellikleri
paylasirlar. Yukarida sunulan kanitlarla, kii¢iik Lipophrys tiirlerinin eto-ekolojik
tiirlesmesiyle ayri cinse yerlesmeleri gerekmektedir. Calismalarda Microlipophrys
yeni bir cins olarak tanimlanmistir. Bu yeni cins adriaticus, bauchote,
caboverdensis, canevai, dalmatinus, nigriceps, ve velifer tirlerinide igerir. Tip tiliri
ilk tanimlanmis tiir olan Microlipophrys canevai dir. Bu g¢alismada da bu fikiri
destekleyici sonuclar bulunmustur. Yapilan filogenetik analizde Lipophrys cinsinin

pholis, trigloides, cinslerini i¢erdigi ve tip tiiriin ise L.pholis oldugu gorilmiistiir.

Gicli kanit yok ise biyolojik smiflandirmanin stabilitesini korumak ig¢in
taksonomik degisiklik yapmaktan kaginmamiz gerekmektedir. Microlipophrys cinsi
balik sistematiginde monofiletik gruplari, morfoloji ve eto-ekolojiyi belirtmeye

yardim ederse ortaya atilmalidir.

Alternatif bir hipotez ise Microlipophrys cinsinin geleneksel olarak Lipophrys
cinsine ait tiim tiirleri icermesi durumudur. Bu sekilde de Lipophrys ile parafiletik
olan C.galerita’nin bu cinse girmesi gerekir fakat Coryphoblennius cinsi 6nemli
morfolojik farklar gostermektedir. Coryphoblennius, Parablenniini’nin supraorbital
tentakiilleri olmayan ve yumusak dorsal yilizge¢ 1sinlarinin ucunda bez olan tek
cinsidir. O, etli olmasi ve ense kisminda iiggen apendiksin olmasi gibi
otoapomorfilerle karakterize edilir. Coryphoblennius’un ayr1 bir cins olmasindan
dolayr Microlipophrys’de Lipophrys’den ayri olmalidir. Tiirkiye denizinden elde
edilen C.galerita ornekleri ile NCBI veri tabanindan elde edilen dizi analizi
sonuglarina gore yapilan filogenetik analizde genetik farkliliklar tesbit edildi. bu

meselenin acgiga kavusmasi i¢in populasyon genetigi ¢aligmalarina ihtiyag¢ vardir.

Scartella ve su anda Parablennius olarak isimlendirilen bazi soy hatlar1 Indo-

Pasific ve Atlantik’de genis yayilis gostermektedirler. Aidablennius, Blennius,
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Salaria, Lipophrys, Coryphoblennius ve Microlipophrys soy hatlar1 dogu Atlantik ve
Akdeniz i¢in endemiktir. Son olarak diger bir ilging dagilis 6zelligi orta Akdeniz ve
tropik-subtropik orta Atlantikde dagilis gdsteren baliklarindir. Akdeniz ve komsu
Atlantik sularimin  Microlipophrys’leri (M.dalmatinus, M.adriaticus, M.canevai,
M.nigriceps), Akdeniz merkezli ve Atlantikde Fas ile Biscay koyu arasinda
bulunabilen P.sanguinolentus ve Bat1 Afrikali, Cape Verde, Kanarya adalar1 Madeira
ve Azores’de bulunan P.parvicornis. P.rouxi ve P.tentacularis, Akdeniz ve komsu

Atlantik sular1 merkezlidir.

Ekolojik yapis1 Tiirkiye Denizlerin’den ¢ok farkli olan ve NCBI veri
tabanindan elde edilen tiirlerin DNA dizi analizi sonuglar1 Tiirkiye Denizlerin’den
elde edilen 6rneklerin ayr1 bir grup olusturmasi, ekolojik uzaklikla genetik uzakligin

dogru orantili olmast mantigin1 dogrular bir diisiince uyandirmaktadir.

Sonug olarak, genetik veriler kullanilarak yapilan analizler sonucu ortaya
cikarilan filogenetik agaclar ile diinyada blennidae ailesi ile yapilan diger filogenetik
caligmalarla birbirlerini dogrular niteliktedir. Morfolojik olarak birbirinden ¢ok
belirgin bigimde ayrilan blennidae alesi tiirlerinin genetik analizleri gostermistir ki,
bu tiirler ¢ok daha 6nce birbirlerinden farksiz sonradan evrilerek ayrilmig tiirler

olabilirler.

Blennidae ailesi, Tiirkiye ihtiyofaunasinin biyocesitlilik anlaminda ¢ok
degerli bir ailesidir. Nadir bulunan tiirlerin filogenetik analize dahil edilerek
yapilacak bir calisma siipesizki Tiirkiye kiyilarinda yasayan horozbina tiirlerinin
taksonomik arastirmasi bakimindan faydali olacaktir. Bu ¢alisma daha detayli bir
morfolojik analiz ve daha fazla mitokondriyal gen bolgesine ait filogenetik analiz ile
de devam ettirildigi takdirde, Blennidae tiirleri arasindaki iligkiler daha kesin olarak

ortaya koyulabilecektir.
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