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Cyprinidae familyasi, diinyanin ¢ok biiyiikk kisminda dagilim gosteren, birey ve tiir
sayist bakimindan olduk¢a zengin bir familyadir. Bu ¢esitlilikten dolay1 familyanin
filogenetik iligkileri 1yi anlagilamamstir. Bu ¢alisma ile Kura-Aras Havzasinda endemik
olarak yayilis gosteren ve Cyprinidae familyasina ait olan Acanthalburnus microlepis
tiirlinlin, kendi igindeki filogenetik iliskisi mtDNA sitokrom ¢ oksidaz alt {inite I (COI)
ve sitokrom b (cytb) dizileri kullanilarak arastirilmistir. Kura-Aras Havzasinin Tiirkiye
sinirlart igerisinde kalan boliimiinde cesitli lokasyonlardan alinan tiirlerin yiizgec ve kas
dokularindan total DNA elde edilmistir. Total DNA, mtDNA i¢in kaynak olarak
kullanilmistir. Hedef gen bolgeleri PCR ile ¢ogaltilmistir. Taksonlarin birbirleriyle ve
diger taksonlarla olan iliskileri filogenetik aga¢ olusturularak belirlenmistir. Sonug
olarak, farkli lokalitelerden alinan tiirlerin filogenetik olarak benzer oldugu ve
aralarinda anlamli bir fark olmadigi sonucuna ulasilmigtir. Acanthalburnus microlepis
VIII. soy igerisinde yer almaktadir. Bu cinsin Acanthobrama’nin sinonimi oldugu da bu
calisma ile dogrulanmistir. Ayrica, bu tiire ait COI gen sekansmin bir DNA barkodu

olabilecegi belirlenmistir.
Anahtar Kelimeler: Acanthalburnus microlepis, mtDNA, COl, cytb, Filogeni
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ABSTRACT
(Doctorate Thesis)

MOLECULAR PHYLOGENY OF Acanthalburnus microlepis (De Filippi, 1863),
SPECIES LOCATED ENDEMICALLY IN THE KURA-ARAS BASIN BY THE
ANALYSES OF THE MITOCHODRIAL DNA SEQUENCES
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Cyprinidae is a very rich family in terms of members and species widely distributed in
the world. Due to this diversity the phylogenetic relations of the family are not well
understood. In this study, located as endemic in the Kura-Aras Basin, Acanthalburnus
microlepis was investigated to determine the phylogenetic relationship of the species by
using mitochondrial DNA COI and cyt b sequences. Total DNA was obtained from the
fin and muscle tissues of species taken from various locations of the Kura-Aras Basin
within the borders of Turkey. Total DNA was used as a source for mtDNA. The target
gene regions were replicated by PCR. The relationship of taxa with each other and with
other taxa was shown on a phylogenetic tree. As a result, it was evaluated that the
species taken from different localities were found to be phylogenetically similar but
there was no significant difference between them. According to the study, it was found
that Acanthalburnus microlepis was belonged to Lineage VIII. It was also confirmed
that this genus is synonymous with Acanthobrama. Furthermore, it was determined that

the COI gene sequence of this species would be a DNA barcode.
Key Words: Acanthalburnus microlepis, mtDNA, COl, cytb, Phylogeny
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1. GENEL BiLGILER
1.1 Giris

Diinyadaki organizmalarin nereden geldigi, neden bu kadar ¢ok canli ¢esidinin var
oldugu ve nasil bu kadar iyi tasarlanmis hale geldigi sorular1 evrimsel biyolojinin
temelinde ortaya ¢ikan sorular olup, bu sorular evrimsel oriintii ve mekanizmalarla
aciklanabilmektedir. Ortak atadan degisim yoluyla tiireme sonucu canlilar arasinda bir
Oriinti meydana gelmekte ve bu siireci dogal se¢ilim mekanizmasi tetiklemektedir.
Evrimi anlamanin kendimizi anlamaya yardimci olacagi diisiincesi ve evrimsel
biyolojinin tiim yasam bilimlerini destekleyen bir mefhum olmasi insant evrim

calismaya giidiileyen nedenlerdendir [1].

Bilindigi {izere canlilar birey olarak degil, populasyon olarak evrimlesmektedirler.
Ortak bir atasal toplumdan birka¢ alt soy olugmakta ve farkli degisimlerin ortaya
cikmast  neticesinde  populasyonlar  birbirlerinden  uzaklagsmaktadir. Boylece
populasyonlarda, evrimsel nitelikteki bu degisimler, kalitsal materyal vasitasiyla nesiller
arasinda aktarilarak mikro ya da makro Olgekte evrime yol agmaktadir. Evrimsel
degisime yol agan etkenlere bakildiginda ilk olarak dogal se¢ilim kurami karsimiza
cikarken, daha sonra ortaya ¢ikan diisiinceler arasinda mutasyon ve dogal secilimin

birlikte uyumsal evrime neden oldugu diisiincesi goze ¢arpmaktadir [1].

Mikro ve makro evrimin anlagilmasinda mutasyon, rekombinasyon, dogal se¢ilim ve
diger olaylarin etkisi, evrimsel bilesim kuramini savunan arastirmacilar tarafindan
dikkate alinmis ve sonraki pek ¢ok arastirma bu kuramin temel ilkelerini incelemistir.
1950’lerden baglayip hizlanarak, genetik ve molekiiler biyolojideki ilerlemelerle birlikte
evrimsel arastirmalarda son derece 6nemli gelismeler ortaya ¢cikmistir. Bunun ardindan,
mutasyon, genetik cesitlilik, tiir farkliligi, gelisim ve yasamin filogenetik tarihi
hakkindaki aragtirmalar i¢in araglar sunan molekiiler evrim gibi yeni bir aragtirma alani
agilmistir. Ileri molekiiler ydntemlerin gelistirilmesiyle birlikte, molekiiler evrim, DNA
dizilerindeki evrimin agirlikli olarak dogal se¢ilimden degil, genetik siiriiklenmeden
kokenlendigini ileri siirmiistiir. Stirecle birlikte daha farkli ¢alisma alanlar1 da ortaya

cikmistir. Evrimsel biyoloji, tiirlerin uyarlanmasimni ve cesitlenmesini kapsamli bir



sekilde agiklamaktadir. Evrimsel biyolojinin temel gorevlerinden biri, degisimin genel

kaliplarin1 agiklayabilmektir [2].

Bu c¢ergevede, canliligin nereden koken aldiginin ortaya gikarilmasi i¢in gereksinim
duyulan bilgiler taksonomi basligi altinda toplanirken, taksonomi ile evrimsel siire¢
kapsaminda gerceklesen olaylara agiklik getirilir. Filogenetik sistematikle de canlilar

atasal akrabaliklarina gore siniflandirabilir [3].

Doga bilimcileri tarafindan yeryiiziindeki biyogesitliligin anlasilmaya calisiimasiyla
beraber, organizmalar aralarindaki benzerlik ve farkliliklara gore ortak gruplar igine
yerlestirilmis, boylece ilk siniflandirma ¢aligmalari ortaya ¢ikmistir. Burada temel amag,
hem objektif hem de smanabilir bir tiir kavramini olusturabilmek ve ortaya ¢ikarilmak

istenen evrimsel iligkileri dogru sekilde yansitan bir siniflandirma olusturabilmektir

[4,5].

Sistematigin gorevleri i¢inde yer alan filogenetik ¢oziimleme ve taksonomi tarihsel
olarak yakindan iliskili iki kavramdir. Filogenetik yontemlerle birlikte kullanildiginda,
canlilart siniflandirmak suretiyle birtakim 6zellikleri yoniinden yapilan karsilastirmalar
evrimsel ge¢misi anlayabilmemiz i¢in vazgecilmez esaslara donisiirler ve filogenetik
aragtirmalar bize taksonlar arasindaki dallanma iligkisinden ¢ok daha fazlasini sunar.
Cogu sistematikgi, siiflandirmanin evrimi yansitmasi gerektigini savunur. Filogenetik
ve sistematik caligmalar, gen, genom, biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikler, gelisim ve
morfoloji, canlilarin ge¢misi ve davranislart ile buna bagl olarak cografik dagilimda
meydana gelen degisimler, habitat iliskileri ve farkli tiirler arasindaki ekolojik iligkiler

gibi pek ¢ok alanda ortaya ¢ikan degisimleri kavramamizi saglar [2].

Siiflandirma kavraminin farkli bir boyuta taginmasi, Darwin’in farkli canli formlarinin,
olugsma siirecinde kiiglik farkliliklar kazanarak tek bir atadan kokenlenebilecegini ileri
siirmesiyle olmustur. Bu ¢ikarsama, ortak atanin kendisinin de ge¢cmiste bir atadan
farklilasarak ortaya ¢iktigi onermesini dogurmustur. Darwin, bazen atasal bir tiiriin,
baslangicta birbirine ¢ok benzeyen, zamanla da birbirinden farklilasarak uzaklasan iki
kardes tiire ayrilabilecegini Onermistir. Bu tiirlerin her biri, birbirinden uzaklagmis

kardes tiirler meydana getirebilir ve bu siire¢ ¢ok uzun bir zaman dilimi i¢inde defalarca



tekrarlanabilir. Boylece, birbirine uzak akraba tiirler uzak gegmisteki bir ortak atadan

tiirerken, ¢ok daha yakin olan tiirler yeni bir ortak atadan tiiremis olur [2].

Darwin’in ortak atadan tiireme savina gore, hiyerarsik bir simiflandirma, degisik
diizeylerde yakin ya da uzak, dogru soy iliskilerine sahip canlilar1 ortaya ¢ikaran gercek
bir tarihsel siireci yansitmaktadir. Bununla birlikte tiirler arasi benzerlikler gergek
evrimsel siirecin bir sonucu olarak acgiklanabilmektedir. Sistematik kategorilerin
paylasilan ortak 6zelliklerin az ya da ¢ok olmasina gore sekillenmesi, siniflandirmanin

bir dereceye kadar evrimin gercek tarihini gosterebilecegini ortaya koymaktadir [2].

Organizmalar, genleri, gelisimleri ve yapilar1 bakimindan olaganiistii derecede
birbirlerine benzerler ve bu benzerlikler islevsel olabilir. Ancak bazi 6zellikler yapisal

olup bunlarin ortak atadan tiiredikleri diisiincesiyle agiklanmasi daha kolaydir [1].

Tiirlerin giderek birbirlerinden daha ¢ok ayrildigi varsayimi dogruysa, benzerlik ve
farkliliklarin diizeyini Olgerek farkli taksonlari ortaya ¢ikaran catallanmanin tarihini
belirleyebiliriz. Benzerlik diizeyi, ortak atanin yakinliginin giivenilir bir dl¢titiidiir. Ayn1

zamanda tiirlerin filogenisini ¢ikarabilmemize olanak saglar [1].
1.2 Filogenetik Sistematikte Molekiiler Yontemlerin Kullanilmasi

Nehir havzasinda yasayan balik topluluklarinin yapisini anlamak balik¢ilik yonetimi ve
ayni zamanda nehir havzasi ig¢in onemli bir arag olabilir. Baliklar, bozulmus sucul
ekosistemlerde uzun siire yasayabilen hayvanlar olmalari, birkag trofik diizey meydana
getirmeleri, aquatik besin zincirinde tepede olmalari, insanlar tarafindan tiiketilmeleri,
toplanma ve tanimlanmalarinin kolay olmasi gibi 6zelliklerden dolay1 ¢ok iyi birer

indikatordiirler [6].

Tirkiye, ¢esitlilik ve endemizm acisindan ¢ok zengin bir tath su faunasina sahip olup,
ihtiyofaunas1 hem Asya hem de Avrupa’ya 0zgli unsurlarla karakterize edilmistir.
Tanimlanan yeni tiirler de dahil olmak tizere Tiirkiye tatli su sistemlerinde, toplam 369

balik tiirti bulunmaktadir. Bunlardan 154’1 Tirkiye i¢in endemiktir [6].

Ekosistemde Onemli bir yere sahip olan bu organizmalarin yapisini anlamak,

sistematikte dogru kategoriye yerlestirmek, filogenetik iligkilerini belirlemek son derece



onemlidir. Canlilarin ¢esitliliginin nedenlerini ve evrim siireglerini anlama ¢abalari,
tirlerin iligkileri ve evrimsel ge¢misleri hakkinda detayli bilgiye baglidir. Hennig’e gore
organizmalarin evrimsel tarihi, tiirlesme sirasindaki evrimsel gelisimin sonuglaridir.
Eger sonuglar dogru bir sekilde belirlenebilirse evrimsel gelisim tarihi ortaya

cikarilabilir [3,7].

Genetik verilere dayanan filogenetik ¢ikarimlar, sistematik iizerinde 6nemli bir etkiye
sahiptir. Morfolojiyi de igeren degerlendirmeler tiirlerin evrimsel tarihini daha iyi

anlamamiza katk1 saglamaktadir [8].

Molekiiler veriler, morfolojik olarak korunmus ya da yiiksek degiskenlik gosteren tatl
su baliklarinda, taksonomik iligkileri agiklamada ve tiir sinirlarini belirmede oldukga

faydalidirlar [9].

Onceki taksonomik caligsmalarda zaman zaman ortaya cikan belirsizlikleri gidermek igin
morfoloji, ekoloji, biyocografya ve iireme izolasyonu gibi analizlerle birlikte, gelisen
genetik ara¢ ve molekiiler filogeniden faydalanilmaktadir. Bununla birlikte morfolojik
ozellikler, evrimsel tarihi ve tiir sinirlarini ortaya ¢ikarmada kullanilan ilk veriler gibi
giderek daha az yaygin hale gelmektedir. Ozellikle son zamanlarda yapilan
arastirmalarda, benzer morfolojik karakterlere sahip, genetik olarak farkli, ayn1 nominal
tiirler icerisinde siniflandirilan ve bir¢ok organizma grubunda yaygin olan kriptik tiirler

tizerine odaklanilmasi bu savi desteklemektedir [8,10,11].

Filogenetik c¢alismalar, yalnizca markir segimine degil aynm1 zamanda baz
kompozisyonlari, yapisal 6zellikler, parametre tahminleri ve kabul edilen yontemler gibi
molekiiler belirte¢lerin  dogal filogenetik kapsamlarinin  karsilagtirmali  olarak
calisilmasina dayanmaktadir. Son zamanlarda simiilasyon ve deneysel filogeni
caligmalari, filogeniyi degerlendirmede olasilik temelli metotlarin gelismesine ve bu da
gelismis filogenetik ¢oziimlemelerin ortaya ¢ikmasina yol agmistir. Bununla birlikte,
daha onceki ¢alismalar ¢cogunlukla genis zaman 6l¢eklerinde farklilasan soylar iizerine

odaklanirken nispeten yakindan iligkili taksonlar {izerine odaklanmamustir [12].



DNA dizilerinin molekiiler dinamiklerinin daha iyi anlagilmasi, Ornegin baz
kompozisyonlari, niikleotid degisim kaliplar1 ve bolgeler arasindaki varyasyon oranlari

gibi, DNA sekanslarinin filogenetik performansinin gelistirilmesine baglidir [12].

Molekiiler tekniklerin kullanimi, populasyon iginde bireyler arasinda, aymi tiirlin
populasyonlar1 arasinda ve taksonomik seviyede farkli tiirler arasinda genetik
varyasyonun tahminini miimkiin kilmistir. Bu kapsamda, DNA esasli etkin molekiiler
yontemlerden biri DNA dizi analizi yontemi olup, molekiiler temelli filogenetik

arastirmalarda kullanimi1 oldukc¢a yaygindir [13, 14, 15].

Molekiiler dizi verileri ve DNA barkodlama teknikleri, kriptik tiirlerden tutun da
omurgalilardan, bocek ve bitkiler arasinda degisen ¢esitli organizmalara
uygulanabilmektedir. Cografik olarak genis dagilima sahip balik tiirlerinde, evrimsel
tiirlerin sayisini iyice degerlendirebilmek i¢in niiklear belirtecler de dahil olmak {izere
ek molekiller verilere ve daha genis populasyon o6rneklemesine gereksinim
duyulmaktadir [16].

1.3 Cyprinidae Familyasi ile Ilgili Bilgiler

Cyprinidae familyasi, sadece Kuzey Amerika, Avustralya ve Antarktika’da degil
diinyanin biiyiik kisminda dagilim gostermektedir. Avrasya iliman tathh su balik
faunasinin hem birey hem de tiir sayis1 bakimindan ¢ok cesitlilige sahip bir familyasi
olmakla birlikte kiiltiirel ve ekonomik agidan onemli pek ¢ok tiirli de igermektedir. Bu
nedenle bu familyanin tatli su ekosistemleri igindeki rolii esastir. Sahip oldugu genis
biyolojik ve ekolojik tolerans bu gruba biyocografik modellerde 6nemli bir rol
vermistir. Dikkate deger bir morfolojik degiskenlige sahip olmalar1 habitatlarinin da ¢ok
cesitli olmasiyla iligkilidir. Bu degiskenlik ve grubun filogenisi arasindaki iligki, gergek
homolojiler ve yakinsakliklar arasinda ayrim yapmak ve adaptif 6zelliklerin evrimsel

oraninin incelenmesi agisindan énemlidir [17,18].

Pek ¢ok arastirmaci tilirlerin evrimini ve onlarin 6zelliklerini anlayabilmek i¢in ¢ok
bliylik caba sarf etmistir. En az 210 cins ve 2010’un iizerinde tiirle temsil edilen bu
familya igindeki biiyilik taksonlarin filogenetik iliskileri grubun cesitliliginin ¢ok fazla

olmasi nedeniyle iyi anlasilamamistir. Ancak, c¢esitli arastirmacilar filogenetik



sistematigin savundugu gibi paylasilan tliiremis karakterlerin kullanimin1 esas alan farkli

hipotezler gelistirmiglerdir [18].

Bu familyadaki tiir, morfoloji ve ekolojilerdeki muazzam gesitlilik, ¢esitli evrimsel,
ekolojik ve biyocografik hipotez, teori ve mekanizmalari, filetik evrim ve tlirlesme
oranlarin1 anlamay1 ve Cyprinidae’nin alternatif filogenetik hipotezlerini test etmeyi

amagclayan arastirmalar i¢in 6zellikle 6nemlidir [12].

Son yillarda bu grubun fyeleri {izerinde, onlarin iligkilerini daha iyi anlamak ve
filogeniye dayali daha dogru taksonomik smiflandirmalar gelistirmek icin molekiiler

calismalar ylrtitilmektedir [19].

Neredeyse diinya ¢apinda yayilim gosteren Cyprinidae’nin iligkilerini ¢éziimlemek igin
yapilan arastirmalar, Cyprinid baliklarinin ¢esitliligi ve evrimi hakkinda 6nemli bilgiler
saglamaktadir. Ancak, bu c¢aligmalar, familya icindeki genel iliskilerin ¢6ziimiinde
birtakim sinirlamalar1 beraberinde getirirken, alt familyalarin monofilisini belirleme ve
iligkilerini ortaya c¢ikarmada birtakim eksikliklere sahiptir. Bu c¢alismalarin hi¢ biri
Cyprinidae familyasi igerisinde tanimlanmis ya da kabul edilmis alt familyalarin
timiinden tiirler icermedigi gibi, smirh sayida tiir igermektedir. Bazi aragtirmacilar,
sinirlt sayida takson 6rneklenmesi durumunda elde edilen filogenetik sonuglarin 6nemli

Olctide etkilenebilecegini ileri stirmiistiir [18].

Tarihsel siirece bakildiginda, bazi arastirmacilar, temel osteolojik karakterleri
kullanarak Cyprinidae igindeki iliskileri arastirmislardir. Ik calismalarda, tanimlanan
genel morfolojik karakterlerin olast dogal gruplarin teshisinde faydali oldugu

diistiniilmiis ancak filogenetik bir bakis acisindan yoksun oldugu belirtilmistir [18].

Geleneksel taksonomistler, faringeal dislerle biyiklarin sayisi ve mevcudiyetini de
iceren morfolojik karakterleri esas alarak, gruplar arasi iliskileri arastirmadan degisken
sayida alt familyay1 kabul etmislerdir. Chen ve Howes morfolojik karakter analizleri
yapmis ve filogenetik bir aga¢ yaymlamiglardir. Ancak, gruplar sinapomorfiler
tarafindan tanimlanamamis bu da tiim analizin siipheli olmasina neden olmustur.
Howes, ¢esitli morfolojik karakterlerin kladistik bir analizini gergeklestirmistir. Daha

once tanimlanmis birka¢ familya ya da soyun monofilisi reddedilmese de siipheli



goriilmiistiir. Birgok karakter uyusmazligi bulundugundan morfolojik verilere dayali

saglam bir filogenetik sema ¢ikartlamamistir [17].

Onceki calismalar segilmis birkag tiiriin anatomisi, gruplarin filogenetik olmayan
degerlendirmeleri ve son zamanlarda simirli sayidaki taksanin morfolojik ya da
molekiiler karakterleri iizerine yogunlasmigtir. Bu c¢abalar c¢ok Onemli olsa da,
filogenetik iliskilerin ya da familya i¢indeki gruplarin monofilisinin ¢oziimiinde yeterli

olmamustir [18].

Giincel filogenetik yaklagimlar ve Cyprinidae’nin smiflandirilmasina  yonelik
calismalar, bu karmasik familyanin evrimini arastirmak icin, bazen osteolojik verilerle
olusturulan kombinasyonlarla birlikte, molekiiler filogenetik analizleri de igermektedir

[17,18].

Daha 6nceki sistematik analizler, morfolojiye ya da son zamanlarda daha ¢cok mtDNA
sekanslarina odaklanarak yapilmistir. mtDNA ya da morfolojiye dayali revize edici
onemli caligmalarin smirli sayida olmasinin pek c¢ok nedeni vardir. Bu familyanin
giiniimiizdeki karmasik durumu tiir diizeyindeki yiiksek cesitlilikten ileri gelmektedir.
Son zamanlarda, monofiletik grup testleri ve tiir iligkilerinin anlagilmasinda, mtDNA

sekanslari ve mtDNA ile morfolojik kombinasyonlar birlikte kullanilmaktadir [18].
1.4 Molekiiler Belirtecler Olarak mtDNA Sekanslar1 (COI ve cytb)

mtDNA halkasal yapida, c¢ift zincirli ve kiigiik bir molekiil olup, hiicre igi
haberlesmeden, hiicre i¢in gerekli enerji diizeyinin stabilizasyonu, krebs ve TCA
dongiisti, lipid, amino asit, steroid ve kolesterol gibi molekiillerin metabolizmalarina
kadar pek ¢ok alanda gérev alir. Hayvanlarda toplam uzunlugu 15-20 kb olan mtDNA,
22 tRNA, 2 rRNA, 13 oksidatif fosforilasyon ve elektron tagima sisteminde gorevli
proteinleri kodlayan mRNA'lar olmak iizere 37 gen bolgesine sahiptir. Yapisal olan bu
genlerin disinda kodlama yapmayan, replikasyon ve transkripsiyonun baslatilmasi ve
diizenlenmesi olaylarinda rol alan kontrol bdlgesi adi verilen bir kistm daha bulunur

[14, 20, 21, 22, 23, 24,25].
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Sekil 1.1 Balik Mitokondriyal DNA’s1 [26]

mtDNA intron igermeyen, maternal kalitim gosteren, rekombinasyona ugramayan,
evrimsel siiregte degisim hizi DNA’dan daha fazla olan bir molekiildiir. mtDNA’nin
evrilme hizinin ¢ekirdek genomundan daha yiiksek olmasi nedeniyle mitokondri
proteini sifreleyen pek ¢ok gen familya, cins, tiir ve populasyon gibi sistematik
kategorilerin  filogenetik iligkilerini ¢oziimlemek amaciyla kullanilmaktadir.
mtDNA’lar, sistematik, filogenetik, evrim ve populasyon biyolojisi ¢aligmalarinda,
maternal kalitim gostermesi ve rekombinasyona ugramamasindan dolay:r faydali bir
belirte¢ olarak tercih edilmektedirler. Evrilme hizinin yiiksek olmasinin nedeni bu
molekiiliin koruyucu histonlarinin bulunmamasi, ortamda bulunan metabolitlerin
yogunlugu, oksijen radikallerine ¢ok maruz kalmasi, buna karsin koruma ve tamir
mekanizmasinin olmamasidir. Mutasyona agik olan mtDNA, kisa siireglerde bir

populasyonun evrimsel tarihi hakkinda sinyaller verebilmektedir [14, 20, 23, 27].



Protein sifreleyen genlerin {i¢iincii kodonlarinda meydana gelen yer degistirme
mutasyonlarinin fazla olmasi, bu genlerin tiir veya populasyon seviyesindeki filogenetik

arastirmalarda tercih edilmelerinin bir nedenidir [3, 4, 29].

Molekiiler belirtegler, genetik ¢esitlilik, populasyon yapisi, filocografya ve tiir
tanimlanmast gibi ¢aligmalarda ve bunlar iizerinde etkili olan faktorleri
degerlendirebilme agisindan populasyon ¢alismalarinda yararhidirlar. Buna ek olarak
MtDNA markirlari tatli su ve deniz tiirlerinin genetik ¢esitliligi ve populasyon yapisini
belirlemede yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Evrimsel tarihe bakildiginda, erken
omurgalilardan tlireyen tiirlerin ¢ogunun baliklar oldugu dikkat ¢ekmektedir. Molekiiler
belirtegler olarak kullanilan mtDNA sekanslarinin, birgok tatli su baligi grubunda
filogenetik ve taksonomik iligkilerin aydinlatilmasinda etkili oldugu bilinmektedir. Son
zamanlarda, molekiiler belirteclerin, belirsiz filogenetik iligkilerin yan sira tiir ve sus

tanimlamalarini ¢oziimlemede yararli oldugu kanitlanmistir [2, 9, 24, 30, 31-37].

mtDNA’lar organizmalardaki molekiiler degisimleri ortaya ¢ikararak genis bir cografik
bolgedeki Cyprinid’lerde genetik cesitliligi saptamak icin kullanilmistir. mtDNA
polimorfizmlerinin, tatli su baliklarinda ve anadrom baliklarda, filocografik modelleri
degerlendirmede giiclii bir ara¢ olduklar1 gosterilmistir. Maternal kalitim gostermesi ve
rekombinasyon olmamasi, mtDNA’y1r maternal hattin ve ortak atadan ayrilma
zamaninin bir molekiiler saat varsayimi araciligiyla belirlenmesinde faydali kilmaktadir.
Molekiiler filogeni, modern populasyonlarin dagilimi ve ayrigmasinda tarihsel
slireglerin etkisinin saptanmasina imkan saglamaktadir. mtDNA dizilerinden elde edilen
sonuglar, ayn1 zamanda geri melezleme ve bir tiriin mitogenomunun agiga
cikarilmasina yardimci olmaktadir. Mitokondrial DNA dizileri, populasyonlarin

karsilastirilmasinda filogenetik agaglarin olusturulmasina da imkan saglamaktadir [37,
38, 39].

Mitokondriyal genler, bir¢cok filogenetik arastirma igin yaygm bir sekilde
kullanilmaktadir. Bazi gruplarin molekiiler filogenetik hipotezlerinin ¢ogu mtDNA
sekanslarima dayanmaktadir. Cyprinidae igerisindeki iliskileri saptamak i¢in de mtDNA

sekanslar1 tercih edilmektedir [14, 18, 40, 41].



Filogenetik ¢alismalarda kullanilan g¢esitli mitokondriyal genler 12S rDNA, 16S rDNA,
Cytb, ND1 ve COI-III gen bolgeleridir. 12S ve 16S rDNA, mitokondriyal genler
arasinda daha fazla korunmus olan bélgelerdir. 12S rDNA gen bolgesi sube ya da
altsube gibi list taksonomik seviyelerin filogenetik c¢alismalarinda kullanilmaktadir.
Diger yandan 16S rDNA 12S rDNA’dan daha fazla degiskenlik gostermektedir. COl,
diger sitokrom oksidaz sifreleyen genlere gore daha fazla korunmustur. Cytb’nin

ND1’den daha fazla, COI’den daha az korunmus oldugu bilinmektedir [4, 42].

En fazla farklilik gosterenler bazi ND ve ATPaz genleridir. Buna gére COIl ve cytb alt
birimlerini kodlayan genler en fazla korunan genlerdendir. Bu yavas evrimlesen protein
kodlayan genler baliklar arasindaki filogenetik iliskileri belirlemede kullanilmaktadirlar
[13].

Bununla birlikte, COI standart bir gen bolgesindeki tiirleri tanimlamak i¢in kullanilan
DNA barkodlama yonteminde, hayvanlar i¢in standart bir barkodlama markiridir.
Yasam cesitliligi boyunca kabul goren tek bir barkod markiri yoktur. Ancak COIl bazi
canlilar tizerinde yaygin olarak kullanilan mitokondriyal bir barkod olup barkodlama
icin evrensel sistem olarak kullanilmistir. Bu markir tiir diizeyinde nispeten ayrintili

filogenetik ¢oziimleme gostermektedir [10, 11, 43, 44, 45].

Tek bir hedef gen ile DNA dizi analizi yapilarak teshis yapilmast DNA barkodlama
olarak adlandirilir. Bu yontem, hem evrensel hem de tiir tanimlanmasi agisindan pratik
bir yontemdir. Genis bir uygulama sahasina sahiptir. Koruma biyolojisi ve biyolojik
cesitlilik arastirmalarinda oldukga kullanigli bir arag olmasinin yanisira, yumurta ve
larva formlarmin tanimlanmasi, mide igerigi ve digki analizlerinde potansiyel bir
kullanima sahiptir. DNA barkodlama yontemi, biiyiik taksonomik gruplar i¢in hem hizli
hem de kolay bir tiir tanimlama araci olmasinin yanisira ve kiiresel bir barkodlama

veritabani gelisimine odaklanmistir [3, 4, 46, 47].

Canlilarin morfolojik karakterlerine bakilarak ayirtedilemedigi durumlarda, barkodlama
yontemi kisa DNA dizilerini kullanarak tiiriin tanimlanmasinda basit ve hizli bir yontem
olarak One c¢ikmaktadir. Tiir teshisi yapilamayacak olgiide kiiciik olan larva, juvenil
baliklar, 1s1l islem gormiis balik iiriinleri, mide icerigi gibi Ornekler bu yontemle

tanimlanabilmektedir [47, 48, 49].
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DNA dizi analizi, evrimsel ge¢misi arastiran ¢alismalar i¢in yararli bir aragtir. Yasamin
cesitliliginin ortaya ¢ikarilmasina ve evrimsel iligkilerin aydinlatilmasina yardimci
olmaktadir. Tek bir genin biitlin tiirler i¢in dizilenmesi, taksonomi agisindan biiyiik
Olgekte bir kullanim alanmi olusturacaktir. Bir¢cok arastirmaci DNA analizi ile tiir
tanimlamasinin miimkiin olup olmadigini merak etmektedir. Teoride kisa bir DNA

dizisi, milyonlarca tiirii tanimlamada yeterlidir [3, 4].

Simdiye kadar, farkli cografik bolgelerden ¢esitli organizmalar iceren pekgok
barkodlama projesine barkod kiitiiphanesinden ulasilabilmektedir. Kiitiiphanede, birgok
bolgedeki baliklar igcin DNA barkodu agisindan ¢ok veri olmasina karsin, biyolojik
cesitlilik bakimindan zengin olan sularimizdan nispeten az veri bulunmaktadir. DNA
barkodlama, kritik olgiide biyogesitlilik kaybinin yasandigi bolgelerde biyogesitlilik
degerlendirmesi agisinda etkili olacaktir [46, 47, 50, 51].

Yeryliziinde yasayan tiir sayisi tam olarak bilinmemekle birlikte pekcok tiir
tanimlanmay1 beklemektedir. Hayvanlar arasinda sanildigindan daha yaygin olan kriptik
tiirlerin tanimlanmasina ayrintili populasyon analizleri gerekmektedir. Ayni genin veya
gen setinin farkli organizmalarda DNA dizilemesi, hayatin gesitliliginin kavranmasina

ve tlirlesmenin altinda yatan siireglerin aydinlatilmasina katkida bulunacaktir [3, 4].

DNA barkodlama c¢alismalari hayvan tiirlerinin hizli ve hassas bir sekilde
tanimlanabilmesini amaglamaktadir. Bu c¢alismalar sonunda olusturulmus veri tabani
sayesinde morfolojik olarak birbirlerine ¢ok yakin olan tiirler ya da cok farkli
karakteristige sahip ergin bireyler DNA barkodlarma bakilarak tanimlanabilir. Farkli
bolgelerden alinan Orneklerin genetik veriler karsilastirarak populasyonlar arasindaki

iligkiler ve olasi dogal bariyerler saptanabilir [47].

Bazi tiirlerin molekiiler kimligini belirlemek tizere kullanilan mitokondriyal COI gen
dizisi bu rol i¢in uygundur. Cilinki mutasyon orani yakindan iligkili tiirleri ayirt etmek
icin yeterince yiiksektir. Digerlerine gore korunmus olmasi, amplifikasyon basarisi,
filogenetik ¢oziimleme, evrimsel iliskileri ortaya g¢ikarma becerisi de COI geninin

niiklear gen bolgeleriyle birlikte ¢alisilmasina olanak vermistir [10, 30].
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Filogenetik analizlerde kullanilan markirlardan biri olan COI geni yliksek evrimsel
orana sahiptir. Belirli taksonomik diizeydeki molekiiler filogenileri ¢ozmek igin
kullanilir. COI hizli gelisen bir belirteg oldugu i¢in, grup i¢indeki inter ve intraspesifik

iliskilerin ¢6ziimiinde tercih edilmektedir [8, 52].

Molekiiler verilere dayanan filogeniler, ¢alisilan tiirlere ve analiz yontemine bagh
olarak genis ol¢iide cesitlilik gosterebilir. Bu baglamda, COI ve cytb gen bolgelerinin
baliklarda DNA taksonomisi ve barkodlama i¢in kullanisli oldugu bilinmektedir.
Sitokrom b geni, filogenetik analizlerde yaygin olarak kullanilmaktadir ve filogeniye
yonelik en giivenilir mitokondriyal belirteglerden biri olarak diisiiniilmektedir. Bu gen,
cesitli balik tiirlerindeki filogenetik ve filocografik sorunlar1 ele almak i¢in yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Cytb ve COI gen bdlgeleri Cyprinid baliklarinda faydali
filogenetik sinyaller gostermektedir. Her iki gen bdlgesi pekcok arastirmada tercih

edilmistir [17, 53-77].
1.5 Filogenetik Bir Calismanin Siirecleri

1.5.1 Verilerin Belirlenmesi ve Ornekleme

Filogenisi yapilacak organizma grubu i¢in genler, gen kombinasyonlar1 ya da DNA
bolgeleri filogenetik agac tasarlamak i¢in kullanilabilmektedir. Secilen bolgelerin ¢ok
korunmus ya da ¢ok degisken olmasi durumu dikkate alinarak farkli gen

kombinasyonlari ile DNA bdlgelerinin tercih edilmesi daha dogrudur [3, 4, 78].

Bir organizma grubunun filogenetik analizini yapabilmek i¢in, her tiirden grubu temsil
edecek birka¢ ornek se¢mek gerekir. Burada bir familyanin filogenetik analizi i¢in
takson orneklenirken dikkat edilmesi gereken bazi noktalar vardir. Taksonlar,
organizmalarin biyolojik g¢esitliligini en iyi sekilde yansitmalidir ve her bir
organizmanin gen familyasindaki ortolog ve paralog dizileri ¢ikartiimalidir. Filogenetik
analiz sonuclart takson sayisina gore degismektedir. Takson sayisinin fazlalig
filogenetik tarihin ortaya cikarilmasiyla dogru orantili olarak artis gostermektedir.
Yiiksek evrimlesme orani ve karmasik bir filogeninin s6z konusu oldugu bir durumda
birbirine yakin ¢ok sayida taksonla g¢alismak faydali olacaktir. Evrimin yoniinii

belirleyebilmek icin veri setine yakin bir kardes grubun dis grup olarak eklenmesi,
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agacin ¢Oziiniirligiinii diisiiren homoplazilerin Oniine gecilmesini saglayacaktir.
Bununla birlikte i¢ dallanmalarin ¢éziimlenmesinde koksiliz agac analizleri ¢ok daha

etkindir [3, 4].
1.5.2 Dizileme ve Hizalama

Filogenetik analizlerde, DNA dizilerinden elde edilen agaglara bakildiginda dizilerde
olusabilecek herhangi bir hata agac¢ topolojisinin de hatali olmasina yol agabilir.
Ozellikle karmasik evrimsel modellerde daha fazla korunmus DNA dizilerinde yapilan
dizileme hatalar1 ¢ok daha fazla etkiye sahip olacag diisiiniilmektedir [3]. Clustal X/W
gibi programlar sayesinde dizi hizalamalar1 yapilabilmektedir. Ancak, dizilerin yiiksek
oranda korunmus olmamasi ya da delesyon igermesi hizalamada biiyiik 6l¢iide hatalara
neden olur. Bu nedenle ¢ok degisken gen bolgelerinin hizalamalari goz ile kontrol
edilmelidir. Hizalanamayan bir bolge varsa herhangi bir hataya diismemek adina

analizden once bu bélgeler diziden ¢ikartilmalidir [3, 4].
1.5.3 Evrimsel Modelin Belirlenmesi

Baz frekansi, yedekleme orani matrisi, gamma dagilimi, sabit pozisyonlarin orantis1 gibi
parametreleri kapsayan DNA dizilerine yonelik evrimsel modeller zamanla oldukca
gelismistir. Basit bir evrimsel modelde baz frekanslari esit olarak kabul edilmektedir.
Baz frekanslar1 her bir niikleotid igin farkli veri setlerinde degisim gosterdiginden, baz
frekanslar1 yalnizca veri setinden tahmin edilebilmektedir. Basit evrimsel modellerde,
her bir nokta mutasyon i¢gin yedekleme orani esit olarak kabul edilir. Bu modellerde bir
tane yedekleme tipi ayarlanmisken, transversiyon ve transisyon gibi iki yedekleme tipini
kullanan evrimsel modeller farkli yedekleme oranlarina sahiptirler. En karmagsik
yedekleme oranini bulunduran matrisler her bir nokta mutasyon i¢in farkli alti

yedekleme oranindan olusmaktadir [3, 4].

Geri donilisiimsiiz modellerde yedekleme orani matrisleri, on iki farkli yedekleme
oranindan olusur. Ancak, ¢ogu standart molekiiler filogeni programi bunu
kullanmamaktadir. Gamma dagilimi ve sabit pozisyonlarin orantisi, ribozomal DNA
dizileri gibi az veya ¢ok korunmus bolgeleri esas almaktadir. Protein kodlayan DNA

bolgelerinde kodonlarin iigiincii pozisyonu, birinci ve ikinci pozisyonlara gore daha
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degiskendir. Sabit pozisyonlarin orantisi, hangi uzunluktaki bir bolgenin hig
evrimlesmedigini ortaya ¢ikarir. Buna karsin, gamma dagilimi modellerinde yavas ve
hizli evrimlesen bolgelerin orantilar analiz edilir. PAUP programi s6zii gegen evrimsel
modellerle birlikte 56 farkli evrimsel modelin kullanilmasina imkan saglar [3, 4].
PAUP, PHYLIP, MRBAYES en ¢ok kullanilan programlardir.

1.5.4 Filogenetik Analiz ve Aga¢ Olusturma

Filogeni, bir tiirlin ya da daha yiiksek gruplanmis organizmalarin tarihi ve evrimsel
gelisimidir. Evrimsel iliskilerin anlasilmasina yonelik c¢abalarin tiimii filogenilerin
yapilandirilabilmesi i¢indir. Molekiiler diizeyde gerceklestirilen filogenetik ¢alismalarin
amaci, DNA ve proteinlerde meydana gelen degisikliklerin hizin1 ve karakterini
belirlemek ve boylece genler ile organizmalarin evrimsel tarihini ortaya ¢ikarmaktir.
Filogenetik ¢ikarimda kullanilan veriler iki sekilde kategorize edilmektedir. Bunlardan
birincisi karakter verisi olup takson hakkinda bilgi sunar. ikincisi uzaklik veya benzerlik

verisi olup bu da taksonlar arasindaki ikili iligkileri tanimlar [13, 79].

Filogenetik analizlerde tiirler arasindaki evrimsel iliskiyi ortaya koyabilmek i¢in en
uygun yaklasim, elde edilen verilerin filogenetik agaclara doniistiiriilmesidir. Ilk ciddi
filogenetik aga¢ olusturulurken veri olarak aminoasit dizilerini kullanan yontemlere
basvurulmustur. Daha sonra ¢ok sayida arastirmaci gen frekanslari, aminoasit dizileri ve

niikleotid dizileri gibi molekiiler verileri kullanan pekg¢ok yontem gelistirmistir [3, 79].

Filogenetik bir aga¢, dallanma olaylarinin modelini ve bazi durumlarda ise zamanini
belirler. Diigiim ve dallardan olusan agag, tiirlesmenin sirasini ve hangi taksonlarin
yakin ya da uzak akraba olduklarinmi kaydeder. Dallar, tiirlerin atasal populasyonlarinin
zaman icerisindeki durumlarin1 gosterirken, diiglimler bir tiiriin iki veya daha fazla tiirev

populasyona ayrildig1 noktaya karsilik gelir [1].
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Sekil 1.2 Filogenetik aga¢ diyagrami (Bu agaci okumaya en alttan baglanarak yukariya
dogru ilerlenir. A ile isaret edilen diigimde yer alan populasyon 1-6. taksonlarin
ortak atasi olarak kabul edilir. Gruplardan biri 1. taksona evrilirken, digeri 1-5.

taksonlarin ortak atasi olan B ile isaret edilen diigiimdeki populasyona evrilmistir)

[1].

Filogenetik aga¢ olustururken baslica iki yonteme basvurulur. Bu yontemler, taksonlarin
aminoasit veya niikleotid dizilimleri kullanarak aga¢ olusturmak ve taksonlarin
birbirlerine olan uzakliklarinin Dbelirtildigi bir uzaklik matrisi kullanarak agag

olusturmaktir [3].
1.5.4.1 Uzakhik Temelli Filogenetik Aga¢ Olusturma Yontemleri

Uzaklik tabanli bir filogenetik aga¢ olusturulurken tiim taksonlarin birbirlerine olan
uzakliklart hesaplanir ve uzaklik degerleri simetrik bir matrise yerlestirilir. Uzaklik
degerlerinden olusan bu matrise uzaklik matrisi adi verilir. Taksonlar arasindaki
mesafeyi belirleyebilmek igin pekgok 6lgme yontemi mevcuttur. Bunlardan en temel
olanlart UPGMA, Fitch-Margoliash ve Neigbour Joining yontemleridir [3].
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1.5.4.1.1 UPGMA (Unweighted Pair-Group Method of Arithmetic Average)

Giiniimiizde siklikla tercih edilen ve ilk yontemlerden biri olan bir UPGMA ydntemi,
filogenetik aga¢ olusturmada toplayici hiyerarsik kiimeleme metodundan yararlanir. Bu
yontem sabit oranda bir evrim oldugunu 6ne siirer. Oncelikle her takson bir kiime olarak
kabul edilir ve her adimda simetrik uzaklik matrisindeki en yakin iki kiime birlestirilir.
Boylece daha biiyiik kiimeler elde edilir ve uzaklik matrisi giincellenmis olur. Bir
takson i¢in uzaklik matrisi degerlendirilirken en kii¢iik uzaklik matrisi esas alinir.
Herhangi iki kiime arasindaki mesafe kiimede bulunan elemanlar arasindaki tiim
mesafelerin ortalamasi olarak kabul edilir. Sonu¢ olarak taksonlarin bir dendrogrami
elde edilir. Bu yontem genis veri setlerini hizli bir sekilde analiz edebilmesine karsin
karakter analizinde kullanilamamaktadir. Bunun yanisira bir atadan meydana gelen iKi
bireyde ayni oranda degisim ortaya ¢iktigini yani dallarin esit mesafede oldugunu ileri
stirmesi gercekei bir yaklagim gibi goriilmemektedir. Sabit bir molekiiler saat
varsayimina ihtiyag duyan bu yontem aksi bir durum s6z konusu oldugunda zayif
kalmaktadir. Molekiiler saat varsayimi tutarli oldugunda yontemin filogenileri yeniden
olusturmada basarili oldugu ve molekiiler saat islevlerinin ¢ok iyi oldugu durumlarda

dogru sekilde uygulanabilecegi gozlenmistir [3, 13, 38, 80].
1.5.4.1.2 Fitch-Margoliash Yontemi

UPGMA’nin sabit oranda bir evrim varsayimindan yola ¢ikarak aga¢ olusturmasi bu
yontemin yetersiz Kalan bir yani olarak disiiniilmektedir. Fitch ve Margoliash, dal
uzunluklarimin  dogru  bir sekilde hesaplanarak filonetik aga¢c olusturmay:
amaclamislardir. Bu yontemde, hesaplanan dal uzunluklarinin dogrulugunu belirlemek
i¢in en kiiciik kareler yontemi adi verilen bir yontem kullanilmaktadir. Oncelikle
agagctaki tiim dallarin uzunluklar1 hesaplanir ve matriste verilmis olan gercek uzakliklar
ile hesaplanan uzakliklar arasinda bir karsilastima yapilir. En ideal aga¢ gergek
uzakliklar ile hesaplanmis uzakliklar arasindaki farkin kareler toplaminin en az oldugu

agactir [3].
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1.5.4.1.3 Neigbour Joining (Komsu Baginti) Yontemi

Bu yontemde, filogenetik agac olusturmak icin en kiiclik kol uzunlugu kullanilir. Bu
yontem yogun hesaplamalarla bilinse de tiim agaglar iginden en kisa kol uzunluguna
sahip agaci bulmay1 amagclar. Operasyonel taksonomik {initelerin sayisina bagl olarak
agac sayilari da artis gostermektedir. Bu durum hizli bir hesaplamay1 zorlastirmaktadir.
Bu yontemde catallanan bir tane aga¢ olusturularak genis veri kiimelerinin analizi
yapilabilmektedir. Fakat olasi tiim aga¢ topolojileri degerlendirilememektedir. Agacin
uzunlugu minimize edilerek agacin kararli olmasi saglanmaktadir. Sabit olmayan
uzakliklar kullanildigi siirece uygulama ise yaramaktadir. Yontem, esit olmayan

oranlarda molekiiler degisimlere izin vermektedir [13, 38, 80].
1.5.4.2 Dizi Temelli Filogenetik Aga¢ Olusturma Yontemleri

Dizi temelli filogenetik agag¢ olusturma yonteminde dogrudan aminoasit ya da niikleotid
dizileri kullanilmaktadir. Filogenetik aga¢ olusturmada, dizi verileri uzaklik verilerine
oranla daha bilgi vericidirler. Uzaklik temelli yontemlerde dizi verileri tek bir uzaklik

degerine indirgenir ve biitlin diziye ait bilgi kullanilmaz [3].

Dizi temelli filogenetik analizlerde genellikle kes-bagla ve heuristic aga¢ algoritmalari
kullanilmaktadir. Kes-bagla aga¢ olusturma algoritmasinda daima en ideal agag
hafizaya alinir ve en uygun kritere gore esik degeri olarak belirlenir. Bu esik degerini
asamayan tiim agaglar daha olusturulurken yanlis kabul edilir ve ardindan baska bir
agaca gecilir. Yeni olusturulan aga¢ daha iyi ise bu agac referans olarak alinir ve yeni
esik degeri tanimlanir. Bu algoritma, agac¢ olusturma siirecini hizlandirmasina karsin
genis veri setlerinde ¢ok fazla zamana gereksinim duyar. Heuristic agag algoritmasi,
baslangic i¢in bir agac¢ secer ve bu agacin topolojisini yeniden diizenler. En iyi agaci
bulmayir amaglar fakat bunu garanti etmez. Tepe tirmanma algoritmasi olarak da

adlandirilir [3, 4].
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1.5.4.2.1 Maksimum Parsimoni (Tutumluluk) Yontemi

Niikleotid ya da aminoasit dizilerini esas alarak filogenetik aga¢ olusturmada parsimoni
yontemi yaygin olarak kullanilan yontemlerdendir. Parsimoni, bir gézlemin en az
karmasik hali olarak tanimlanabilmektedir. Baslangigta aminoasit dizileri i¢in kullanilan

bu yontem niikleotid dizileri i¢in de kullanilmaktadir [1, 3, 13].

Parsimoni yontemi degisimin olanaksiz oldugu varsayimindan yola g¢ikar. Evrimsel
olaylarin miktar1 ortaya c¢ikarilir, evrimsel siire¢ boyunca en az miktarda degisim
gosteren agaclar karsilastirilir ve en basit muhtemel agag se¢ilir. Bu yonteme gore en iyi
agag, tiim karakterler i¢in en az karakter durum degisimini ifade eden agactir. Bunun
anlami tercih edilecek agacin ¢ok sayida homolog paylasilan karakter ile az sayida
homoplazi i¢eren agac olmasi gerektigidir. Boyle bir agacin evrimsel siireci en iyi ifade
ettigini savunur. Parsimoninin kelime anlami tutumluluktur ve evrimsel siirecte neler
olduguna iliskin sonuca karmagik yerine basit aciklamalar1 segerek ulasir. Bunun ig¢in
cok sayida farkli agac topolojileri incelenir. Biitiin niikleotidler her pozisyonda esit
mutasyon oranina sahiptirler. Degisim miktar1 ne kadar az ise parsimoni yontemi o

kadar dogru sonug verir [1, 3, 13, 79, 81].

Olas1 agaclar igerisinde, belirlenmis optimal kritere gore en iyi agaci bulan bu yontem
ancak taksa sayisinin az oldugu durumlarda kullanilabilmektedir. Bu durum hem zaman

hem de bilgisayar sinirlamalarini da beraberinde getirmektedir [3].
1.5.4.2.2 Maximum Likelihood (Maksimum Olasilik) Yontemi

Verilerin ¢ogunda biiyiik degisimlerin olmas1 Parsimoni yonteminden ¢ok daha dogru
sonu¢ veren baska yontemlerin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Dizi verileri, evrimsel
olasilik modellerini formiillestirmek suretiyle istatistiksel yontemlere basvurarak agac
olusturan yontemler tarafindan etkin bir sekilde kullanilmistir. Neyman ve Holmquist
DNA evriminin olasilik modellerini ortaya ¢ikarmiglardir ve Neyman istatistiksel
tahminleme yontemlerini dizi verileri iizerinde kullanmistir. Felsenstein, bilgiyi etkin
bir sekilde kullanmak ve muhtemel pek ¢ok agag igerisinden en ideal agaci belirlemede
istatistiksel testler kullanma imkanini yaratmak i¢in, maksimum olasilik yontemi olarak

adlandirilan yeni ve giiclii bir yaklasim sunmustur. Olasilik yontemleri, hesaplama
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yaparken olduk¢a zaman alirlar ve ¢ok biiyiik veri setlerini kapsamli analiz edemezler.
[1, 3].

Bu yontem, muhtemel filogenetik agaclarin dagilim olasiliklarin1 belirlemede standart
istatistiksel araglar kullanir. Varsayimlardan yola ¢ikarak taksonlar arasi iliski i¢in en iy1
olasilig1 belirlemeyi amaglar. Olas1 tiim agac topolojileri ve degiskenler arasindan
olasilig1 en yiiksek olan agaci secer. Maksimum olasilik yontemi, evrimsel degisimin
acik ihtimal modellerini olugturmaya c¢alisir. Bu yontem genelde mevcut yontemler
arasinda en tutarli olanidir. Karakter ve oran analizlerinde, hipotetik atalarin
sekanslarin1 belirlemede kullanilabilir. Niikleotidler, aminoasitler ve diger verilerin
sekanslarina uygulanabilir [4,13, 38, 80, 82].

1.5.4.2.3 Bayesian Yontemi

Bayesian yontemi, pekc¢ok alanda oldukga yaygin olarak kullanilan ve temelde
maksimum olasilik metoduna benzeyen popiiler bir yontemdir. Bir filogeniyi dogru bir
sekilde inga etmede karakter temelli yontemler arasinda en etkili yontem oldugunu
deneysel olarak kanitlamistir [83, 84, 85]. Onciil olasilik kullanimi ve mevcut
gozlemleri esas alarak gozlenmeyen bir durum hakkinda sonug¢ c¢ikarma ilkesine
dayanir. Bu yontemde, Onceki olasi aga¢ dagilimlarindan biri temel alinir. Bu bize
analiz 6ncesinde tiim olas1 agac topolojileri igin gegerli olan olasilig: ifade eder. Onceki
dagilimin sec¢imi, bu yontemi kullananlarin se¢imlerindeki farkli noktalar1 teskil eder.
Analiz rastgele dal uzunluguna sahip rastgele aga¢ topolojisi ve baz frekanslari,
yedekleme orani, gamma dagilimi, degisken olmayan pozisyonlarin orantisi, kovarion
gibi rastgele olasilik parametreleri ile baglar. Markov zinciri simiilasyonu kullanilarak
yapilan dongiiler neticesinde agaclar elde edilir. Agaclar posterior olasilifina gore

secilir ve son olarak posterior prensibiyle dlgeklendirilmis uyumluluk agaci olusturulur
[3, 4, 13, 38, 80].

1.5.4.3 Filogenetik Agaclarda Giivenilirlik Testi ve Se¢c-Bagla Analizi

Filogenetik bir agacin gilivenilirlik derecesini istatistiksel olarak degerlendirmek
miimkiindiir ve buna yonelik yaklasimlardan biri se¢g-bagla testi olarak bilinmektedir.

Se¢-bagla testi belli bir agag iizerindeki dallardan hangilerinin digerlerine gore daha iyi
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desteklendigini degerlendiren bir tekniktir. Se¢-bagla testinde, program test edilecek
veri setindeki dizilerden rasgele parcalar almak suretiyle alt drneklemeler olusturur ve

mevcut veri setinden tekrarli 6rnekleme yoluyla yeni bir veri seti olusturur [3, 4, 79,

86].

Bu yeni veri seti filogeneniyi hesaplamak igin kullanilir ve her bir dalin desteklenme
yiizdesini gosteren uyumluluk agaci olusturulur. Dallarin agiga ¢ikma yilizdesi bir dalin
gercekte varoldugu durumuna olan giiveni de arttirir. Analiz sonucunda, %95 ya da
daha fazla aynmi dal bulunuyorsa, bu soy hattinin 6nemli bir sekilde desteklendigi
anlamma gelmektedir. Bir dal i¢in se¢-bagla desteginin ¢ok daha az olmasi durumunda
genellikle agacin bu kismindaki dallanma modelinin belirlenemedigi kanisina varilir ve

agacta bu dal tek diigiimden ¢ok catall1 olarak adlandirilir [1, 3, 4, 79].
1.6 Acanthalburnus microlepis ile Tlgili Bilgiler

Cyprinidae familyasinin taksonomisi, taksonomistler arasinda her zaman tartisma
konusu olmustur. Morfolojik karakterlere dayanilarak familya, cesitli arastirmacilara
gore 2-12 altfamilyaya ayrilmistir. Bunlardan biri olan Leuciscinae alt familyasinin,

Tiirkiye'de 17 cinse ait 54 tiir tarafindan temsil edildigi bilinmektedir [87].

Bir Leuciscinae cinsi olan Acanthalburnus, Berg tarafindan, dorsal yiizgecin sonuncu
basit 1gininin kemiklesmis olmasi ile ayrilmis, Alburnoides'e yakin bir monotipik cins
olarak karakterize edilmistir. Bu cins i¢in karakteristik olan morfolojik 6zellikler
sunlardir; agiz egik ya da subterminal konumlu, kavdal ylizge¢ uzun ve derin ¢entikli,
yanal ¢izgi tam ve lizerinde 68-82 delikli pul vardir. Lateral ¢izgi ile dorsal yiizgeg
arasinda 13-15 ve lateral ¢izgi ile pelvik yiizge¢ arasinda 6-8 pul vardir. Dorsal yiizgeg
8'2 dall1 151n, anal ylizge¢ 13-17"2 dall1 1s1na sahip, dorsal ylizgecin sonuncu basit 15101
kemiklesmistir. Solungag¢ dikenleri kisa ve kalin, ilk solunga¢ yay1 iizerinde 10 tane
solunga¢ dikeni yer alir. Farinks disleri 2.5-5.2 veya 2.5-4.2, tirtikl1 degil, en biiyligii
belirgin sekilde tirtikli olabilir. Gézlerden baslayip kuyruk yiizgeci kaidesine kadar
lateral orta hat boyunca uzanan koyu renkli ve genis bir bant bulunur. Dorsal ve kavdal

yiizgeglerin uglari siyahtir [87].
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Tiirtin dagilimi, Kura’nin alt sinirlar1 hari¢, Urmia golii ve Aras’in kollar1 da dahil
olmak iizere, Kura drenaji ile sinirhidir. Kura havzasimin tek endemik cinsi oldugu
belirtilmistir. Acanthalburnus cinsi morfolojik olarak birbirine olduk¢a benzeyen fakat
cografik olarak birbirinden ayrilmigs Acanthalburnus microlepis ve Acanthalburnus

urmianus olmak iizere iki tiire ayrilmaktadir [87].

Berg’e gore cins yalnizca Acanthalburnus microlepis tiirii ile temsil edilmektedir.
Morfolojik ve osteolojik dzellikleri ise soyledir; dorsal yiizgecten 6nce goriilen ¢ikintili
bir omurga ile birlikte yanlardan belirgin sekilde basik ve koyudur. Agiz kiiciik, egik ya
da subterminal konumludur. Predorsal bdlge, basin arka kismina dogru egimlidir, burun

yuvarlaktir. Pullar, diizenli bir sekilde viicut iizerine yerlesmistir [87].

Pelvik ylizgec ve aniis arasinda, anterior kisimda derinligi azalan pulsuz, etli ve derin
bir omurga bulunur. Pelvik yilizge¢ uzundur. Acik bir sekilde dorsal yiizgecin
baslangicinin 6niinden baslar. Pelvik aksiller uzundur. Dorsal ve anal yiizgeclerin dis
kenarlar1 konkav, uglar siyah bantlidir. Kavdal yiizge¢ ¢ok derin ¢atalli ve loblarin ucu
sivridir [87].

Lateral line, 70 (1), 75 (2), 76 (2), 77 (5), 78 (5), 81 (2) ve 83 (1)+1-3 delikli pul ve 70
(1), 73 (2), 74 (2), 75 (4), 76 (2), 77 (3), 78 (1), 79 (1), 80 (2) ve 83 (1)+1-3 lateral
serideki pullarla tamamlanmistir. Dorsal yiizgec 3 basit ve 8% dalli 151n, anal ylizgec 3
basit ve 14 (1), 15 (12), 16 (7) "2 dall1 1510, pektoral yiizgeg 13 (1), 14 (18) ve 15 (1) ve
pelvik yiizge¢ 7 (2), 8 (18) dalli 1s1na sahiptir. Solungac dikenleri 10 (3), 11 (17), ilk
brankiyal yayin tizerinde, kalin, kesik ve genis araliklidir [87].

Besinci seratobrangiyal yay, ince, hilal gibi ve 6ne dogru biikiilmiistiir. Faringeal disler
2.5-5.2 veya 1.5-5.2, ince, belirgin kivrik uglu ve tirtiksizdir. Periton, koyu gri ve
beneklidir. Premaksilla ince, yiikselen ¢ikintisi uzun ve posterior ucu sivridir. Maksiller
dar, kisa, yiikselen c¢ikinti egiktir. Dentary, dar ve uzun, O6n tarafa dogru icbiikey,
cikintis1 dikey ve orta boliimde konumlanmistir. Kleitrum neredeyse dik ve 6ne dogru
genislemistir. Supraetmoid kemik kisa ve dar olup, 6ne dogru v seklinde bir yarik ya da
centiklidir. Hiyomandibul genis, seratobransial kemer ince ve orak seklindedir.
Vertebral formiil 44-45: 22-23+22’dir. Abdominal omurga oran1 %50-51, predorsal
omurga oran1 %31-32’dir [87].
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Sekil 1.3 Acanthalburnus microlepis’in morfolojik teshisinde faydalanilan kisimlardan
bazilar1; a. Sol dentary, b. Maksilla c. Kleitrum d. Faringeal disler e. Solungac
dikenleri f. Supraetmoit kemik [87].

Canliyken viicut glimiis renkli, dorsalde gri veya mavimsi olup, ventralde giimiis renkli
pullarla ortiiliidiir. Dorsalde kavdal pedinkiiliin {ist taban1 ve operkulum arasinda
yaklasik 3 sira biiyiik pul ve parlak gri renkli bir bant yer alir. Tiim ylizgecler gri ve
seffaf, dorsal ve kavdal ylizgecin dis kenarlar1 siyah bantlidir. Pektoral ylizgecin tabani

ve dis kenar1 siyah bantlidir. Pelvik ve anal ylizge¢ler kirmizi turuncu renktedir [87].
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Sekil 1.4 Acanthalburnus microlepis

Erkeklerde bas, ense ve dorsal kisimda biiyiik tireme tiiberkiilleri bulunur. Pektoral ve
pelvik yiizgeglerin dalli 1sinlarinda ve diizenli bir sekilde siralanmis pullarin serbest
uglart {izerinde de iki sira halinde mevcuttur. Bu yapilar disi bireylerin baslarinda da
bulunabilir ancak erkeklerdeki gibi ¢ok iyi gelismemistir [87]. Tiir ile mevcut

calismalara agagida yer verilmistir.

Giiven ve ark., 2008 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, Alburnus filippii ve Acanthalburnus
microlepis’in iskelet kaslarindaki ¢esitli oksidatif stres gostergelerinin normal
seviyelerini arastirmig ve antioksidan aktivite yoniinden SOD ve GST enzimleri her iki
tirde de benzer sonuglar verirken genel olarak antioksidan aktivitenin Alburnus
filippii’de daha yiiksek diizeyde goriildiigiinii ortaya koymuslardir. Acanthalburnus
microlepis’in iskelet kas1t CAT aktivitesi A. filippii’den 6nemli oranda (p<0.001) daha
yiiksek tespit edilmistir. Bu bulgularla baliklarin iskelet kasinda antioksidan aktivite
yoniinden O6zellikle CAT enzimi bakimindan A. microlepis iskelet kasinin ¢ok daha
etkili oldugu, diger oksidatif stres gostergelerinin ise A. filippii’de daha fazla oldugu

sonucuna varmiglardir [88].
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Vasilyan ve ark., 2008’de Ermenistan tatl sularindan aldiklar1 Cypriniformes takimina
ait 6 tiriin karyotip analizini yapmis ve Acanthalburnus microlepis’in kromozom
sayisini 2n=50 10M + 28SM + 12STA, NF= 88 olarak tespit etmislerdir [89].

Ayaz M. ve Baysal A., “Kars Cay1 Baliklariin Taksonomik Yo6nden Arastirilmasi”
baslikli caligmalarinda 4 familyaya ait (Cyprinidae, Siluridae, Cobitidae, Balitoridae)
iclerinde Acanthalburnus microlepis’in de yer aldig1 9 tiir ve 6 alttiir tespit etmislerdir
[90].

Alagoz ve ark., Seyhan Baraj Goliinde yaptiklar1 calismada Salmonidae familyasina ait
1, Cyprinidae familyasina ait 12 (Acanthalburnus microlepis ¢ok diisiik oranla bu tiirler
arasinda yer almaktadir), Cobitidae familyasina ait 1 ve Cyprinodontidae familyasina ait
3 tilir olmak tiizere toplamda 17 tiirii ilk kez kayit altina altina almiglardir. Yalniz bu tiir
kompozisyonu iizerinde, golde kisiler ve kuruluslar tarafindan yapilan baliklandirma
calismalar1 ve kafes balik¢iligi nedeniyle kafeslerden kagan baliklarin oldukga etkili

oldugu kanisina varmiglardir [91].

Tirkmen ve ark., Acanthalburnus microlepis tiiriniin biiyiime ve iireme ozelliklerini
aragtirmak tizere yaptiklar1 ¢aligmada aylik olarak yakalanan 1105 tiirii incelemislerdir.
1-7 yaslan arasinda dagilim gosteren tiirlerin %51.49 u erkek, %48.51°1 disilerden
olusmaktadir. Disiler, erkeklerden daha biiyiik boy ve yaslara ulasmis olup, Von
Bertalanffy biiylime parametreleri Loo= 29.87 cm, K= 0.1049, t~= -1.92 olarak
hesaplanmistir. Boy-agirlik iligkileri erkek ve disiler i¢in sirastyla; W=0.0099 L3.098 ve
W=0.0118 L3.052 olarak hesaplanmustir. Her iki cinsiyette de 2 yasinda cinsi olgunluga
ulasan bireylerde lireme Mayisin ilk haftasinda baslaylp, Temmuzun sonuna kadar
devam etmistir. Fekondite 2830-9705 adet/disi arasinda degismis olup, baligin boyu,
yasi, gonad ve toplam agirligi ile birlikte artmigtir [92].

Aksu ve ark., Acanthalburnus microlepis’ in periferal eritrositleri iizerine NaOCl
(sodyum hipoklorit)’ nin genotoksik etkisini aragtirmak {izere mikroniikleus testinden
faydalanmiglardir. Farkli dozlarda sodyum hipoklorite maruz birakilan tiirlerin 96
saatlik LC50 degerini 0,6343 mg/L olarak bulmuslardir. 36 saat sonunda negatif kontrol
grubuyla karsilastirildiginda tiim deney gruplarinda mikroniikleuslu eritrositlerin

frekanslarinda artis oldugunu saptamiglardir [93].
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1.7 Calisma Alami ve Genel Ozellikleri

Kura ve Aras nehirleri, Tiirkiye'den dogan Kafkasya'nin en biiylik nehirleri olup,
Giircistan, Ermenistan, Azerbaycan ve Iran’da akis gostererek Hazar Denizi'ne
dokiliirler. Tiirkiye’de 25 esas nehir havzasi bulunmakla birlikte, trans sinir havzasi

olma 6zelligiyle Kura-Aras havzasi iilkemizin dogusunda yer almaktadir [6].

Kura 1.364 km'lik bir uzunluga sahiptir ve Giircistan ve Azerbaycan'dan gegerek Hazar
Denizi'ne dokiilir. Aras nehri ise Erzurum’un giineyindeki Bing6l daglarindan
kaynaklanarak, doguya dogru akar ve Digor’un giineydogusundaki Arpagay’la
birleserek Tirkiye-Ermenistan sinirini olusturur. Aras nehri 1.264 km uzunluga sahip,
olup kuzeyde Tiirkiye-Ermenistan, Tiirkiye-Azerbaycan (Nahgivan) giineyde Tiirkiye-
[ran smirmi olusturur. Ardindan kuzeye dogru akar ve Hazar denizine dokiilmeden kisa
bir siire dnce Kura’ya katilir. Kura ile kisa bir siire birlikte akmaya devam ettikten sonra
Hazar denizine dokiiliirler. Her iki nehir, hidroelektrik ve sulama i¢in kullanilan ve

nehir akisini diizenlemeye katki saglayan barajlar tarafindan regiile edilmektedir [6, 94].

Aras nehrinin Kagizman civarinda, yillik ortalama debisi 53 m3/sn civarindadir. Aras
nehrinin en yiiksek akim degerlerine kar erimeleri ve artan yagisa bagli olarak yaklasik
200 m?/sn ile mayis ayinda ulasilirken, en diisiik akim degerlerine ise yaklasik 1 m*/sn
ile yagislarin da azaldigi eyliil ayinda ulasilmaktadir. Cevresinden akarsuya 1 m?/sn

akima bile sahip olmayan siirekli ve siireksiz bir¢ok akarsu dahil olmaktadir [95].

Aras nehrinin Tirkiye’deki biiyiik kismi1 Kars ve Igdir illeri dahilinde yer almaktadir.
Nehrin Kars ili, Sarikamis ve Kagizman ilgelerinde bulunan ve bati dogu yoniinde
uzanan vadisinin irtifas1 1300 metreden baslayarak 1000 metre civarina diismektedir.
Etrafi egimli yamaglarla ¢evrili ve irtifas1 3000 metreyi bulan daglarla sinirli olan vadi
ve cevresi kaplamis oldugu yaklagik 2000 km?’lik alaniyla kabaca il topraklarinin %
20’sini olusturmaktadir. Mevcut irtifa ve morfolojik kosullarin etkisiyle klimatik, bagh
olarak edafik ve diger kosullarin ilin geri kalanina gore oldukga farklilastigi bu alanda
yillik ortalama sicaklik 10°C civarini bulmaktadir [96].
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Sekil 1.6 Kura-Aras Nehirleri

GEORGIA

ARMENIA

Erzurum
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Sekil 1.7 Kura-Aras Havzasi [6]
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1 Orneklerin Toplanmasi ve Calisma Alani

Acanthalburnus microlepis tiirtine ait 6rnekler, daha once bu tiir ile ilgili yapilan
caligmalar ve literatiir esas alinarak, Kura-Aras Havzasinin Tiirkiye sinirlart igerisinde
kalan boliimiinde ¢esitli lokasyonlardan orneklenmistir (Cizelge 2.1; Cizelge 2.2).
Lokasyonlar belirlenirken, Kura ve Aras nehirlerinin ana ve yan kollarindan farkli
noktalarin se¢ilmesine dikkat edilmistir. Bu nehirlerin Tiirkiye sinirlar1 dahilindeki
ornekleme lokasyonlarini gosteren haritalar olusturularak, bu alanlarin fotograflar

¢ekilmistir (Harita 2.1, Harita 2.2).

Tiire ait balik 6rnekleri, mitokondriyal DNA COI ve cytb gen bolgeleri araciligiyla,
kendi igindeki filogenetik iligkisi arastirilmak tzere, belirlenen lokasyonlardan

elektrosoker ile yakalanmistir.

Laboratuara getirilen baliklardan steril ve tek kullanimlik bistiiriler araciligiyla yiizgec
ve kas dokularina ait drnekler alinmis, bu 6rnekler -80°C’de muhafaza edilmistir. Her
lokasyondan deneysel asamada karsilasilabilecek aksakliklar g6z  Oniinde
bulundurularak yeterli sayida 6rnek alinmasina 6zen gosterilmis ve doku ornekleri ayri
tiiplere konmustur. Tiipler lokasyon adi, tiir ad1, doku tiirii, tarih gibi bilgilerin yer aldig
bir etiketle etiketlenmistir. Ayrica bu bilgilere koordinat bilgileri de eklenerek bir arazi

defteri olusturulmustur
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Cizelge 2.1 Kura nehri havzasinda yer alan lokasyonlar

Lokalite Koordinatlar Tarih

Altas koy 41.1598-42.8674 15.10.16
Sevimlikdy 41.1600-42.9857 15.10.16
Akkiraz koyu 41.2430-43.1182 15.10.16
Kartalpinar koy 41.1461-42.7482 15.10.16
Catalkopri 41.0696-42.4835 21.10.16
Uzunova koyi 41.0940-42.5087 21.10.16
Agzipek koyi 41.0964-42.6263 21.10.16
Bagdasan koyu 41.0560-42.3981 21.10.16

Cizelge 2.2 Aras nehri havzasinda yer alan lokasyonlar

Lokalite Koordinatlar Tarih

Boliikbas koyi 40.4843-42.6873 04.10.16
Camgavus koyu 40.71.96-43,1479 08.10.16
Bilyuk Aktziim koyi 40.6635-43.6637 08.10.16
Meydancik koyu 40.8118-43.3871 08.10.16
Tasbasi koyl 40.9339-43.2927 08.10.16
Kekeg suyu 40.4812-42.7870 09.10.16
Karakurt 40.1596-42.6137 22.10.16
Halikisla kopri 40.1268-43.6337 22.10.16
Aras nehri 40.1811-43.1462 22.10.16
Kagizman 40.1710-43.0924 22.10.16
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Harita 2.1 Kura Nehri Uzerinde Bulunan Lokasyonlar

SevimlitKoyu

Kartalpina

>

AgzipekiKe

Kartalpinar Ko imiilKoyu

ipek Koy ammAllasKoy
unovakoya
talkopra Koy

5}

Bagdasan
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Sekil 2.2 Altas kdyii
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Sekil 2.3 Sevimlikoy

Kura Havzasi tizerinde isaretlenen, Sevimlikdy ¢evresinde insa edilen barajlar nedeniyle
sularin ¢ok fazla yiikselmesi ve arazi kosullarinin son derece elverigsiz olmasi bu

lokasyondan 6rnekleme yapilmasini engellemistir.
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Sekil 2.4 Akkiraz koyi

Akkiraz koyii ¢evresinden gegen Kura nehrinin farkli noktalarindan yapilan 6rnekleme
sonucunda tiire ait herhangi bir drnege rastlanmamistir. Suyun akis hizinin oldukga
yiiksek, ¢ok berrak ve temiz, igerisinde alabalik drneklerinin oldugu gozlemlenmistir. A.
microlepis 6rnekledigimiz sular dikkate alindiginda, ¢ok hizli akan, temiz sularda bu

tiire rastlanmamasi dikkat cekmektedir.
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Sekil 2.5 Kartalpinar kdyii

Sekil 2.6 Catalkoprii
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Sekil 2.7 Uzunova koyi

Sekil 2.8 Agzipek koyii
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Sekil 2.9 Bagdasan koyi

Bagdasan koyii icerinden gecen suda, evsel atiklardan kaynakli ¢op birikintilerine ve
asir1 kirlenmeye rastlanildi. Suyun akis hizinin olduk¢a yiiksek oldugu gozlemlendi.
Farkli noktalardan tekrarlanan drnekleme denemeleri sonucunda su igerisinde herhangi

bir balik tiiriine rastlanmadi.
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Sekil 2.10 Boliikbas koyt

Sekil 2.11 Camgavus kdyii
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Sekil 2.12 Biiyiik Akiiziim kdyii

Sekil 2.13 Meydancik koyii
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Meydancik koyii civarinda bulunan barajin kapaklarinin agilmasi hem arazi ¢aligsmasini

olumsuz yonde etkilemis, hem de su yatagi ve debisinin degigsmesine neden olmustur.

Cildir goliine bagh Tasbasi koyiine ait sudan yapilan ¢alismada agirlikli olarak Alburnus
tiirlerine ve diger balik tiirlerine rastlanmistir. Bu suyun 6nii baraj ¢alismasi nedeniyle
kesilmis oldugundan, su derinligi oldukga yiiksek ve su debisi derinlige bagl olarak son

derece azdir.

Sekil 2.14 Kekeg suyu
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Sekil 2.15 Karakurt

Sekil 2.16 Halikisla koprii
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Sekil 2.17 Aras nehri ana kol

Aras nehri lizerinde yer alan son lokasyonlar Kagizman yol ayrimi civarinda bulunan
ana kol ve yine Kagizman’a baghi Kotek koyiinden gecen Kotek cayidir. Birkag
lokalitede oldugu gibi ana kol iizerinde farkli noktalarda gergeklestirilen baraj
caligsmalari, hem su seviyesini hem de yatagin genis olmasindan kaynakli olarak su akis
hizim1 olduk¢a yiikseltmis, bu da farkli noktalardan denenmis olmasina ragmen
ornekleme yapilabilmesini imkansiz hale getirmistir. Su akis hizinin son derece yiiksek

oldugu Kétek cayinda yapilan ¢alismalarda tiire ait drneklere rastlanilmamistir.

Arazi ¢aligmalarin1 genel bir agidan degerlendirecek olursak, A. microlepis tiirlerinin su
akintili bile olsa kenarda bulunan yosun ve tasglarin daha yogun oldugu, suyun akiginin
yavasladigi kisimlarda 6rnekleyebildigimizi soyleyebiliriz. Cok temiz, akis hiz1 yiiksek

sularda ise tiire rastlanilmamistir.

2.2 Cahsmada Kullamilan Kimyasallar

e EDTA
e SDS

e Proteinaz K
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2.3 Calismada Kullamilan Cihazlar

Tris HCI
TE-Trisve EDTA
NaCl
Fenolkloroform
NaOAc

Absoliit etanol
TAE buffer
Agaroz
Etidyum bromiir
Jel boyasi

Taqg polimeraz
10X PCR buffer
MgCl.

dNTP

Etiv

Santrifiij

Otoklav

PCR cihazi

Agaroz jel elektroforezi
UV Jel Goriintiileme
pH metre

Vorteks

Su banyosu

Is1 blogu

Nanodrop spektofotometre

Terazi
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2.4 Total DNA Elde Edilmesi

Orneklere ait kas ve yiizge¢ dokular1 cam tiipler igerisine alinarak iizerine Tris HCI

eklenmis ve homojenizatorde iyice parcalanmistir. Homojenizatlar ependorf tiiplerine

aktarilmis ve her ornek i¢in genomik DNA izolasyonu protokolii uygulanmistir. Bu

protokoliin islem basamaklari sirasiyla su sekildedir:

10.
11.

12.
13.
14.

Her doku homojenatinin iizerine;

200 pl dH20

50 ul 0,5 M EDTA

10 ul %20 SDS-sarkosyl

10 pl proteinaz K (10 mg/ml)

10 pl 1M Tris-HCI (pH:8)

5 ul 5 M NaCl, eklendi ve karisim 5 dakika boyunca vortekslendi.

30 dk 65°C’ye ayarlanmis su banyosunda bekletildi. Bu siiregte her 10 dakikada
bir vortekslendi.

Hiicre siispansiyonuna kendi hacmi kadar fenol:kloroform:izoamilalkol
(25:24:1) ilave edildi ve yavasca ters diiz edildi.

5 dk 13000 rpm’de santrifiij edildi.

Ustteki s1v1 tabaka pastdr pipetiyle alindi ve yeni bir tiipe aktarilds.
Fenol:kloroform:izoamil alkol islemi 3 defa yukarida belirtildigi sekilde yapilds,
her adimda santrifiij sonunda st sivi alindi ve temiz bir ependorf tiipiine
aktarildi.

Yeni ependorflardaki {ist siviya hacminin 1/10’u kadar 3 M NaAc ve hacminin 2
kat1 kadar absoliit etanol eklenip -20°C’de 1 gece bekletildi.

Siire sonunda 6rnek 10 dakika 13000 rpm’de santrifiij edildi.

Stipernatant uzaklastirilarak pelet kurutuldu.

Peletin tizerine 200 pl dH20 eklenip pelet ¢oziildii.

Coziilen peletin lizerine 1/10 hacminde 0,3 M NaOAc ve 440 pul absoliit etanol
eklenip, -20°C’de 1 gece bekletildi.

Siire sonunda 10 dakika 13000 rpm’de santrifiij edildi.

Stipernatant uzaklastirildi ve pelet kurumaya birakildi.

Pelet tizerine100 pl dH20 eklenerek ¢oziildii.
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15. Elde edilen genomik DNA, spektrofotometrik dl¢iim ve % 0.8lik agaroz jel

goriintlisiine gore, kalite agisindan kontrol edildi [3].
2.5 DNA’larin Spektrofotometrik Ol¢iimii, Miktar ve Kalite Tayini

DNA o6rneklerinin nanodropta, 260 ve 280 nm dalga boylarinda 6l¢timleri yapilmistir.
Bu olclimlerde kor olarak, DNA Orneklerine ait peletlerin ¢oziildiigli tampon

kullanilmustir [3].
2.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR islemi, Taq polimerazli standart teknik kullanilarak 25 pl reaksiyon hacminde ve
57°C primer baglanma sicakliginda yapilmistir. COIl ve cytb igin kullanilan evrensel
primerlerin sekanslar1 ve uygulanan PCR karisimi sirasiyla Tablo 2.3 ve 2.4’te
verilmistir. Tablo 2.5’te ise gen bolgelerinin ¢ogaltilmas: i¢in gerekli olan PCR

kosullar1 yer almaktadir.

Cizelge 2.3 COl ve cytb gen bolgeleri i¢in kullanilan primerlerin niikleotid sekanslar

Primer

col Primer dizisi Tm °C
Forward TCTCAACCAACCACAAAGACATTGG 62
Reverse TAAACTTCGGGGTGACCGAAGAATCA 66
Cytb

Forward CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA 63
Reverse CCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA 65
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Cizelge 2.4 COI ve cytb gen bolgelerinin ¢ogaltilmast i¢in kullanilan PCR karigimi

(karisim her iki gen bolgesi i¢in 55 6rnek {izerinden hesaplanarak hazirlanmistir)

Reaksiyon karigimi 1 Reaksiyon igin Tiim reaksiyon igin
Taq polimeraz 0,5 ul 27,5 ul
10X PCR buffer 2,5 ul 137,5 ul
MgCl, 2 ul 110 pl
dNTP 1,5 pl 82,5 ul
Primer f 2 ul 110 pl
Primer r 2 ul 110 ul
Total DNA 1ul 50 ul
dH20 13,5 pl 742,5 pl

Her tiipe 10,5 ul Taq polimeraz, 10X PCR buffer, MgCI2, dNTP, Primer f ve Primer
r’den olusan karisimla birlikte, 13,5 pul dH20 ve 1 ul total DNA eklenerek toplam PCR
karisiminin 25 pl olmasi saglanmistir. PCR isleminden sonra her iki gen bolgesi i¢in
nanodropta Ol¢limler yapilarak, hangi saflikta ve miktarda istenilen gen bdlgelerinin

elde edildigi tespit edilmistir.

Cizelge 2.5 COI ve cytb gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi igin gereken PCR kosullar

PCR kosullari

Baslangi¢ denatiirasyon 94°C, 3’
Dongu sayisi 40
Denatirasyon 94°C, 1’
Primer baglanmasi 57°C, 1’
Uzama 72°C, 1’
Son uzama 72°C, 5’
Son bekleme sicakligi 4°C

2.7 Agaroz Jel Analizi ve Jel Goriintiileme islemi

Tiim DNA oOrneklerinin agaroz jel elektroforezinde, % 0.8’lik agaroz jel kullanilmistir.
Agaroz jelde yiiriitilen DNA parcalar1 UVP transillimunator cihazinda kontrol edilmis
ve UV-Photometer jel dokiimantasyon cihazi (UviTec) ile veriler kaydedilmistir.

Agaroz jel i¢in TAE Buffer kullanilmis, ana TAE’den 220 ml alinarak {izerine 2,2 gr toz
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agaroz eklenmistir. Manyetik karistiricida 1sitilarak homojen bir karisim elde edilmistir.
Daha sonra Etidyum bromiir eklenerek karisim jel tankina bosaltilmis, taraklar
yerlestirildikten sonra donmaya birakilmistir. Jel tamamen donduktan sonra taraklar

cikartilmis, jel tanki cihaza oturtulmustur.

Daha sonra kuyucuklara yiiklenecek markir ve DNA numuneleri hazirlanmistir. Markir
icin, 2 pl jel boyasi, 4 ul distile su ve 1 pl markir kullanilarak toplam 7 pl’lik bir
karistm hazirlanmistir.  Kuyucuklarin ilk sirasina markirlar  yiiklenmistir. Diger
kuyucuklara ise, 2 ul boya ve 10 ul DNA’dan olusan toplam 12 pl’lik karisim
yiikklenmistir. Son asamada cihaz 90 volttta, 50 dk olacak sekilde caligtirilmas,
numunelerin jelde yiirtitilmesi saglanmistir. PCR {iriinlerinin biiyiikligi ve kalitesini
kontrol etmek amaciyla yapilan jelde yiirlitme isleminden sonra, jel UV altinda

goriintiilenmistir.
2.8 Dizi Analizi

COI ve cytb gen bolgelerinin, dizi verilerinin gegerliligini kontrol etmek amaciyla her
iki yonde dizi analizi yapilmistir. Bu amacgla PCR iiriinleri bir sekans firmasina
gonderilmistir. COI ve cytb dizilerinden birer 6rnek NCBI veritabaninda bulunan
BLAST opsiyonu araciligiyla benzer dizinler i¢in Genbankta ve farkli biyoinformatik

programlarla (GeneTool, PepTool ve Interproscan) birlikte analiz edilmistir.

Daha sonra A. microlepis COI ve cytb genlerinin evrimsel analizi yapilmistir. Bunun
icin Kura Aras Havzasmin Tirkiye sinirlari dahilinde lokalize olan A. microlepis
tiirlerinden elde edilen dizi analizi sonuglar1 kullanilarak, NCBI veri tabanindan hangi
tiirlere benzerlik gosterdigi incelenmistir. Dizi analiz sonuglar elde edilen dizilerle
filogenetik aga¢ olusturulmustur. Bu tiirtin kendi i¢inde farkli lokalitelerden alinma
kriteri goz Oniine alinarak, bunlar arasindaki benzerligi belirlemek i¢in niikleotid dizileri

EBI veri tabanindaki dbcluster ile dikey hizalanmistir.
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2.9 Filogenetik Analiz

Dikey hizalama ve aga¢ analizlerinin olusturulabilmesi igin ClustalW (1.83) veri
hazirlanmasinda kullanilmistir. Filogenetik agac¢ olusturmak i¢in Neighboor-joining

yontemi ile MEGA programi kullanilmastir.
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3. BULGULAR

Mitokondriyal DNA dizi analizleri igin gerekli olan total DNA, A. microlepis
orneklerine ait dokulardan elde edilmistir. Hedef gen bolgeleri COI ve cytb’nin

cogaltilmasi i¢in PCR yodntemi kullanilmgtir.
3.1 Total DNA Elde Edilmesi ve Spektrofotometrik Ol¢iim

A. microlepis tiirlerine ait doku orneklerinden genomik DNA izolasyonu protokolii
uygulanarak DNA elde edilmistir. izolasyonu yapilan DNA’larin kalite ve safligini

belirlemek i¢in nanodropta spektrofotometrik dl¢timleri yapilmustir.

Cizelge 3.1 Tiim 6rneklere ait total DNA spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari

Sample
Sample ID Abs260 [ Abs280 | Abs230 | 260/280 | 260/230 | Concentration(ng/ul) | Type

Boliikbas 1 4548 2601 4463 1,75 1,02 227,3 dsDNA
Boliikbag 2 0,637 0,391 1394 1,63 0,46 31,8 dsDNA
Boliikbas 3 8.768 5114 10.982 1,71 0,8 438,3 dsDNA
Boliikbas 4 3.039 1676 2471 181 1,23 151,9 dsDNA
Halikisla 1 38.788 30.529 78.455 1,27 0,49 1939,4 dsDNA
Halikigla 2 36,09 21416 45.637 1,69 0,79 1804,5 dsDNA
Halikisla 3 7591 4,07 5263 1,87 1,44 379,5 dsDNA
Halikigla 4 6.611 3.616 4.858 1,83 1,36 330,5 dsDNA
Halikisla 5 1334 7,21 7.589 1,85 1,76 667 dsDNA
Karakurt 1 10.063 5,27 7.054 1,91 1,43 503,1 dsDNA
Karakurt 2 9.878 7,44 10.263 1,33 0,96 493,9 dsDNA
Karakurt 3 4223 2308 3142 1,83 1,34 211,1 dsDNA
Karakurt 4 4653 2447 2829 19 1,64 232,6 dsDNA
Karakurt 5 4.687 2,58 3.057 1,82 1,53 234,3 dsDNA
Karakurt 6 7.991 5618 6.035 1,42 1,32 399,5 dsDNA
Agzipek 1 9.643 6.503 9,72 1,48 0,99 482,1 dsDNA
Agzipek 2 3.071 2.091 3.135 1,47 0,98 153,5 dsDNA
Agzipek 3 4791 2917 5266 1,64 0,91 239,5 dsDNA
Agzipek 4 2975 1944 3513 153 0,85 148,7 dsDNA
Agzipek 5 10.717 6,92 9,7 1,55 11 535,8 dsDNA
Altas 1 5.075 2,62 3.448 194 1,47 253,7 dsDNA
Altag 2 2367 1211 2015 1,95 1,17 118,3 dsDNA
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Altas 3 9,41 5,06 8.418 1,86 1,12 470,4 dsDNA

Altasg 4 6.837 4.011 6.274 1,7 1,09 341,8 dsDNA
Altasg 5 3411 1865 1.644 1,83 2,07 170,5 dsDNA
Camgavus 1 12,4 7.619 8952 1,63 1,39 620 dsDNA
Camcavus 2 9.649 5711 7.675 1,69 1,26 4824 dsDNA
Camgcavus 3 25.898 21.822 76.333 1,19 0,34 1294,9 dsDNA
Camgavus 4 5983 3751 7232 16 0,83 299,1 dsDNA
Camgcavus 5 1.707  1.099 1.635 1,55 1,04 85,3 dsDNA
Catalkoprii 3 2994 2118 4.984 1,41 0,6 149,6 dsDNA
Catalkoprii 8 10.391 6.168 9.935 1,68 1,05 519,5 dsDNA
Catalkoprii 9 9.805 6.855 15.597 1,43 0,63 490,2 dsDNA
Kartalpinar 1 5.634 331 5.951 1,7 0,95 281,7 dsDNA
Kartalpinar 2 9.589 6.426 7,25 1,49 1,32 479,5 dsDNA
Uzunova *4* 3.037  1.997 3.733 1,52 0,81 151,8 dsDNA
Uzunova 4 52211 42475 77.434 1,23 0,67 2610,5 dsDNA
Uzunova 7 8386 6.229 10.174 1,35 0,82 419,3 dsDNA
Uzunova 11 9.261  7.453 20.166 1,24 0,46 463 dsDNA
Kekeg 1 33.966 18.774 23,15 1,81 1,47 1698,3 dsDNA
Kekeg 2 16.917 9,54 11.085 1,77 1,53 845,9 dsDNA
Kekeg 3 12.006 6.817 7.311 1,76 1,64 600,3 dsDNA
Kekeg 4 2.611 1595 1.981 1,64 1,32 130,5 dsDNA
Meydancik 1 6.924  4.056 6.243 1,71 1,11 346,1 dsDNA
Meydancik 2 1.145 0,796 0,544 1,44 2,1 57,2 dsDNA
Meydancik 3 16,71 9,05 8.146 1,85 2,05 835,5 dsDNA
B. Akiiziim 1 6.233  3.918 3.903 1,59 1,6 311,6 dsDNA
B. Akiiziim 2 9.041 7.041 10578 1,28 0,85 452,1 dsDNA
B. Akiiziim 3 14,6 8.491 8.844 1,72 1,65 730 dsDNA

Cizelge 3.1 Tiim 6rneklere ait total DNA spektrofotometrik 6l¢tim sonuglari (Devami)
3.2 Hedeflenen Gen Bolgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

Hedef gen bolgeleri, COI ve cytb, evrensel primerler kullanilarak PCR ile ¢cogaltilmistir.
Elde edilen PCR iiriinleri kalite ve biiylikliik agisindan kontrol edilmek iizere agaroz

jelde yiiriitiilerek jel fotograflar ¢ekilmistir.
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Sekil 3.1 Baz1 Acanthalburnus tiirlerine ait COI geni i¢in elde edilen PCR iirlinlerinin

agaroz jel elektroforez goriintiisii

2000 bg —p.

1000 bg —» 650 bg

Sekil 3.2 Baz1 Acanthalburnus tiirlerine ait cytb geni i¢in elde edilen PCR {iriinlerinin

agaroz jel elektroforez goriintiisii
3.3 Dizi Analizi

PCR sonucu elde edilen {iriinler jelden saflagtirllmis ve beklenen biiylikliikte {iriinler
elde edilmistir. Saflastirilan {irtinler hizmet alimi ile dizi analizine tabi tutulmustur.
Niikleotid dizisi belirlenen PCR firiinleri NCBI veritabaninda analiz edilmistir. Daha
sonra Acanthalburnus microlepis COl ve cytn genlerinin evrimsel analizi yapilmustir.
Bunun i¢in Kura Aras Havzasinin Tiirkiye sinirlart dahilinde lokalize olan A. microlepis
tiirlerinden elde edilen dizi analizi sonuglar1 kullanilarak, NCBI veri tabanindan hangi
tiirlere benzerlik gosterdigi incelenmistir. Dizi analiz sonuglar elde edilen diziler ve
yapilan filogenetik aga¢ sonucu, orneklerin genel olarak Cyprinidae familyasina ait
diger tiirlerle benzerlikler gosterdigi belirlenmistir. Bu tiiriin kendi icinde farkli
lokalitelerden alinma kriteri goz Oniine alinarak, bunlar arasindaki benzerligi belirlemek
icin niikleotid dizileri EBI veri tabanindaki dbcluster ile dikey hizalanmistir. Dikey
hizalama sonuglar1 kullanilarak elde edilen filogenetik aga¢ incelendiginde ise farkli

lokalitelerden alinan tiirler kendi iclerinde anlamli bir fark gdstermemistir. Bolgeden
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aliman Orneklerin benzer dizilise sahip oldugu belirlenmis ve hepsinin aynm aile

icerisinde oldugu goriilmiistiir.
3.4 Filogenetik Analiz

Dikey hizalama ve aga¢ analizlerinin olusturulabilmesi ig¢in ClustalW veri

hazirlanmasinda kullanilmistir. Filogenetik aga¢ olusturmak igin MEGA programi

kullanilmaistir.
100 Acanthobrama marmid
36 Acanthobrama centisquama
190 Acanthobrama hulensis
52| Acanthobrama persidis
a9 r Acanthalburnus microlepis |
100l Acanthobrama microlepis
3 Abramis brama
51 | Blicca bjoerkna 1
] 100! Blicca bjoerkna 2
Mirogrex terraesanctae
Vimba vimba
100 —— Vimba mirabilis
100 '————— Vimba melanops
Rhodeus Sp.
—-
0.02

Sekil 3.3 Acanthalburnus microlepis’in farkl tiirler ile yapilan filogenetik agact (1000
tekrarli bootstrap ile olusturulmus ve Neighboor-joining yontemi ile c¢aligsan

ClustalW ve MEGA4 programlari kullanilmstir).
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4. TARTISMA-SONUC

Son zamanlarda, karsilastirmali filogenetik yaklasimlar sayesinde evrimsel gelisimin
altinda yatan siire¢ ve genleri anlamada Onemli gelismeler kaydedilmistir.
Organizmalar, ¢esitli arastirmalarla molekiiler, hiicresel ve morfolojik esaslara
dayanarak, aralarinda meydana gelen farklilik ve benzerlikler yoniinden

karsilastirilmiglardir.

Farkli  habitatlarda  bulunan organizmalar birbirlerinden farkli  degisimler
gosterebilmektedir. Ayni tiire ait bireyler bile farklt morfolojik ve anatomik o6zelliklere
sahip olabilmektedir. Bu morfolojik degisiklikler genetik cesitliligin ancak bir kismini
olusturur ve genetik cesitliligin biiylik bir kism1 morfolojide goriilmez. Morfolojik
karakterler sadece birkac gen tarafindan kontrol edilir. Bu durum g6z 6niine alindiginda
baliklarda molekiiler tekniklerin kullanilmasi ile belirgin ya da giivenilir morfolojik

farkliliklar1 olmayan tiirler ayirt edilebilmektedir [3].

Morfoloji temelli ¢alismalar bazen molekiiler tekniklerle uyusmazlik gosterse de tek
basina morfolojik verilerin yetersiz kaldig1 sistematik sorunlarin ¢6ziimiinde molekiiler
verilerin destegi gerekmektedir. Ozellikle de morfolojik karakterlerin homoloji egilimi

gosterdigi durumlarda molekiiler veriler oldukca ¢oziimleyici bir etkiye sahiptir.

Acanthalburnus microlepis tiiriiniin sistematikteki yeri ve morfolojik tanimlamalari
dikkate alindiginda, molekiiler ve morfoloji temelli ¢aligmalarin az sayida olmasi ve
tiirin endemik olarak yayilis gostermesinden dolay: ¢aligma i¢in bu organizma tercih
edilmistir. Ayrica, tiirlin Kura-Aras Havzasinin Tiirkiye icinde yer alan boliimiinde

farkl lokalitelerde varyasyon gosterip gostermedigi de bilinmemektedir.

Bu c¢alisma ile A. microlepis’in Kura-Aras Havzasi igindeki sistematik durumu ile
birlikte ¢alisma neticesinde elde edilen verilerin mevcut calismalar1 destekleyip
desteklemeyecegi arastirilmistir. Bu amagla da mtDNA COI ve cytb gen dizileri

kullanilmistir.

Farkli lokalitelerden oOrneklenen tiirlerin genel morfolojilerine bakildiginda A.

microlepis tiiriiniin ilk olarak yanlardan yassilagsmis, parlak goriiniimlii ve yan tarafinda
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koyu bir bant bulunan bir viicuda sahip oldugu gozlenmistir. Dorsal ve kavdal

yiizgeclerin uglart siyah renkliyken, diger yiizgeglerin uclart kirmizidir.

Berg tarafindan, Acanthalburnus’un Acanthobrama’nin sinonimi oldugu ve
Acanthalburnus cinsinin tek bir tiirle yani A. microlepis ile temsil edildigi belirtilmistir.
Kigik ve ark., yapmis olduklari arastirmada A. microlepis ile ilgili ayrintili bir
morfolojik analize yer vermislerdir. Bu analiz sonuglarmna gore, Acanthalburnus
cinsinin Acanthobrama cinsi ile olduk¢a benzer morfolojik karakterlere sahip oldugunu
ileri strmiislerdir. Durand ve ark., cytb verilerine goére Abramis kladi igerisine
yerlestirirken, Perea ve ark., mitokondriyal ve niiklear verileri esas alarak yaptiklari
Leuciscinae alt familyasinin filogenetik iliskilerini ortaya g¢ikardiklari ¢alismalarinda
yine bu iki cinsin sinonimizasyonun savunmuslardir. Son olarak Eschmeyer’in
Acanthalburnus’u Acanthobrama’ya dahil etmesi ile bu iki cinsin sinonimizasyonu
morfolojik karakterlerle desteklenmistir [87, 97, 98-101, 102].

tir i¢i filogenetik iliskiyi arastrmaya yonelik yapmis oldugumuz bu g¢alismada, elde
ettigimiz mtDNA verilerine gore olusturdugumuz filogenetik aga¢ ile Perea ve
Eschmeyer’in molekiiler, Kii¢iik ve arkadaslarinin morfoloji temelli arastirma sonuglari
ortiismektedir. Buna gore, Acanthalburnus cinsi Acanthobrama cinsinin sinonimidir.
Yine elde ettigimiz filogenetik aga¢ esas alindiginda, Durand ve arkadaslarinin
caligmalarinda 6ne siirmiis oldugu gibi Acanthalburnus, Abramis kladi igerisinde degil

bir diiglimden dallanmais iki ayr1 cins olarak diisiiniilmektedir.

Bu ¢alisma ile Acanthalburnus tiirlerinden COI ve cytb gen bolgelerinin dizi bilgileri
elde edilerek, biyoinformatik karakterizasyonu yapilmistir. Tiiriin Kura—Aras Havzasi
icerisindeki durumuna bakilarak, filogenetik iligkisi arastirilmistir. Mevcut ¢alismalar
esas alinarak A. microlepis’in sistematikteki yeri ile ilgili evrimsel kronometreler olarak
kullanilan ve filogenetik sistematikte Onemli bir yeri olan mtDNA gen bolgeleri

secilmistir.

Bu genlerden cytb geninin, Cyprinidler de dahil olmak {izere baz1 balik gruplarinda
filogenetik ¢oziimlemede basarili oldugu, bununla birlikte COI geninin de balik
tiirlerinin teshisinde faydali bir ara¢ oldugu kanitlanmistir [97, 101, 103-116].
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Elde edilen sonuglara gore, drneklerin A. microlepis oldugu ve Cyprinidae familyasi
icerisindeki diger tiirlerle benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Ayrica lokaliteler kendi
icerisinde karsilagtirildiginda hepsinin filogenetik olarak benzer oldugu tespit edilmistir.
Filogenetik agac¢ incelendiginde lokaliteler arasinda anlamli bir fark olmadigr ve
bolgeden almman orneklerin benzer dizilise sahip oldugu tespit edilmistir. Ciinkii
ornekleme yapilan Kura ve Aras nehirleri ile kollar1 arasinda da gevresel olarak bu tiiriin
genetik yapisinda farklilasma olusturacak su bilesimi, jeolojik yap1 ve besin maddeleri

yoniinden anlamli bir farklilik bulunmadig1 anlasilmistir.

Cyprinidae familyas1 11 farkli soy hattina ayrilmaktadir. Ornekler incelendiginde ise A.
microlepis’in VIII. soy hatti i¢erisinde yer aldigi goriilmiistiir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 VIII. soy hatti igerisinde yer alan tiirler

Lineage VIII

Abramis brama

Acanthobrama Lissneri, Acanthobrama marmid
Acanthalburnus microlepis

Petroleuciscus; Ac. Persidis

Ballerus Ballerus, Ballerus sapa

Blicca bjoerkna

Mirogrex terrasanctae

Vimba melanops, Vimba vimba

Bu ¢alismada elde edilen COI geninin Acanthalburnus tiirleri i¢in DNA barkodlama
sisteminde kullanilabilecegi belirlenmistir. Cilinkii elde edilen COI dizileri
karsilagtirildiginda Acanthalburnus tiirleri igin spesifik bir dizinin oldugu belirlenmis ve
bu dizinin Acanthalburnus tiirleri igin DNA barkodu olabilecegi diigiiniilmiistiir. Elde
edilen tim sonuglar, sistematik c¢alismalarda morfoloji temelli ¢alismalarla birlikte
genetik temelli caligmalara da yer verilmesi gerektigini ortaya koymustur. Bazi
durumlarda morfolojik tanimlamalar yeterli olsa da, cogu kez dizi temelli bir

siniflandirma ¢ok daha dogru sonuglarin elde edilmesine imkan saglamaktadir.
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Uzerinde durulmasi gereken bir diger unsur da Kura-Aras Havzasinda sulama ve
hidroelektrik santral amagli yapilan barajlarin havzanin dogal yapisini nasil olumsuz
etkilemis oldugudur. Baraj civarindaki sularda debi ve akis hizinin olagan disinda
degismesi, arazi ¢alismalarini ve bu alanlarda 6rnekleme yapabilmeyi imkansiz hale
getirmigtir. Normalde Orneklenmesi beklenen tiirlere rastlanilmadigi gibi barajlarin
farkli mevsimlerde su hacmini de ciddi 6l¢iide etkiledigi gdzlemlenmistir. Bu baglamda,
kendilerine 6zgii habitatlar1 olan farkli balik tiirlerinin bdyle biiyiik ¢evresel degisimlere

nasil adaptasyon saglayacagi lizerine diigtiniilmelidir.

Calisilan alanlar iizerine kurulmus olan barajlar, baliklarin gegisini ve onlarin
habitatlarin1 etkiledigi i¢in populasyon yogunlugu, tiir i¢i varyasyon ve biyolojik
gesitlilik de olumsuz yonde etkilenmektedir. Calisma alaninda 6rnekleme

lokasyonlarinin bazilarindan 6rnek alinamamasinin nedenlerinden biri HES’lerdir.
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