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ONSOZ

“Anadolu’daki Carasobarbus Karaman, 1971 (Actinopterygii: Cyprinidae)
Genusunun Genetik Analizi” adli bu ¢alisma, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisi Su Uriinleri Anabilim Dali’nda “Yiiksek Lisans Tezi” olarak

hazirlanmistir.

Calismam siiresince Yiiksek Lisans tez danigmanligimi tistlenerek bu ¢alismanin
planlanip degerlendirilmesinde destegini ve bilgisini benden esirgemeyerek yetismeme

katkida bulunan degerli hocam Prof. Dr. Yusuf BEKTASa;

Laboratuvar ¢alismalarinda bana yardimci olan, aragtirmalarimin her asamasinda
beni engin fikirleriyle yonlendiren saygideger hocam Ogr. Gér. Ismail AKSU’ya,
yardimlarinit esirmeyen, tecriibeleri ve manevi destegiyle motive eden c¢ok degerli

hocam Ars. Gor. Ciineyt KAY A’ya tesekkiirii bir borg bilirim.

Hayatim boyunca destek ve ilgilerini benden esirmeyen aileme cok tesekkiir

ederim.

Didem BAHADIR



TEZ ETIK BEYANNAMESI

Tarafimdan hazirlanan “Anadolu’daki Carasobarbus Karaman, 1971 (Actinopterygii:
Cyprinidae) Genusunun Genetik Analizi’ baghikli bu tezin, Yiksekdgretim Kurulu
Bilimsel Arastirma ve Yayin Etigi Yonergesindeki hususlara uygun olarak hazirladigimi
ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal islemi kabul ettigimi beyan ederim.

03/09/2019

et

Didem BAHADIR

Uyari: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve/veya baska kaynaklardan sunulan icerigin kaynak

olarak kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.
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OZET

ANADOLU’DAKI CARASOBARBUS KARAMAN, 1971 (Actinopterygii Cyprinidae)
GENUSUNUN GENETIK ANALIiZi

Didem BAHADIR

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi
Damsmani: Prof. Dr. Yusuf BEKTAS

Anadolu'daki ii¢ Carasobarbus tiirtiniin 10 populasyonundan 70 bireyin mitokondri sitokrom b
geninin (1141 bp) DNA dizin analizi yapilmistir. Toplamda sekiz haplotip tanimlandi. Sitokrom
b veri analizi kullanilarak, tiir i¢i genetik mesafenin % 0,00 ile % 0,21 arasinda, tiirler arasi igin
ise % 2,6 ile% 9,0 arasinda degistigi belirlenmistir. Yeterli 6rneklem biiyiikliigiine sahip
olmayan Gaziantep ornekleri hari¢ yiiksek haplotip ¢esitlilik (Hd= 0,590-0,833) ve diisiik
niikleotit ¢esitlilik (Pi= 0,05-0,65) degerleri, genetik siiriiklenme ve kurucu etkilere kars1 duyarl
olan kiiciik populasyonlarin varlig1 ile aciklanabilir. Komsu birlestirme, maksimum tutumluluk
ve maksimum olasilik metotlari yoluyla olusturulan filogenetik analizler yiiksek giivenirlilik
degerleri ile desteklenen benzer topolojiler iiretmistir. Filogenetik aga¢ topolojileri gosterdi ki
C. apoensis haplotipleri C. luteus haplotipleri i¢inde konumlandigi igin tiiriin gegerliligi
morfolojik olarak kontrol edilmelidir. Diger taraftan, C. luteus i¢indeki Kahta populasyonu
dikkate deger diizeyde yiiksek genetik ¢esitlige sahip oldugundan morfolojik olarak mutlaka
yeniden degerlendirilmelidir. Pliyosen doneminde Afrika ve Avrupa levhalar1 arasindaki
carpismadan kaynaklanan Anadolu Platosu’nun tektonik yiikselisi muhtemelen Anadolu

kosegeninin batisinda Carasobarbus’un varligini engellemistir.

2019, 47 sayfa

Anahtar Kelimeler: Carasobarbus, mtDNA, Filogeni, Anadolu.



ABSTRACT

GENETIC ANALYSIS OF CARASOBARBUS KARAMAN, 1971 (Actinopterygii
Cyprinidae) IN ANATOLIA

Didem BAHADIR

Recep Tayyip Erdogan University
Graduated School of Natural and Applied Sciences
Department of Fisheries
Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Yusuf BEKTAS

We sequenced the complete mitochondrial cytochrome b gene (1141 bp) of 70 individuals from
ten populations of three Carasobarbus species in Anatolia. Totally eight haplotypes were
identified. The intraspecies genetic distance ranged from 0.00% to 0.21%, while it varied from
2.6% to 9.0% for interspecies. Except for Gaziantep samples with low sample size, high
haplotype diversity (Hd= 0,590-0,833) and low nucleotide diversity (Pi= 0,05-0,65) values can
be explained by the presence of small populations sensitive to genetic drift and constituent
effects. Phylogenetic analyses conducted through the application of neihgbour joining,
maximum likelihood and maximum parsimony produced similar topologies supported by high
bootstrap values. Phylogenetic tree topologies showed that the C. apoensis haplotype was
located in the C. luteus species. Therefore, the validity of species status of C. apoensis should
be checked morphologically. On the other hand, since the Kahta population in C. luteus has a
remarkably high genetic diversity, it must be re-evaluated morphologically. The tectonic uplift
of the Anatolian Plateau between the African and European plates during the Pliocene period
may have probably prevented the presence of Carasobarbus in the west of the Anatolian

diagonal.

2019, 47 pages
Keywords: Carasobarbus, mtDNA, Phylogeny, Anatolia
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Diinya niifusunun artmasiyla birlikte nitelik ve nicelik olarak tarim alanlarinin
azalmasina ek olarak olusan ekonomik ve sosyal sebepler hayvansal gidalara olan
gereksinimi artirmistir. Bu gereksinimin karsilanabilmesi i¢in hayvan basina olan
verimliligin artirilmasi gerekmektedir. Bu artan insan yogunlugu sebebiyle besin
kaynaklar1 siralamasinda {ist siralarda bulunan, hayvansal protein kaynaklariin dogal
sartlarda yeterli diizeyde bulunamamasindan dolay1 yetistiricilik iiretimine yonelmek
kaginilmaz olmustur. Bu sebepten dolay: yetistiricilik ¢alismalarinda protein kaynagi
yoniinden daha elverisli ve kazanimi fazla olan tiirler {izerine bilimsel g¢alismalar
yogunlagsmistir. Buna dahil olarak genetik biliminden faydalanilarak hayvansal protein
yoniinden zengin, kisa siirede tiiketim hacmine ulasabilmek icin benzer tiirler arasi

hibrit tiir calismasi fazlalasmistir.

Tiirkiye dogal gol, barajlar, lagiinler, akarsular ve goletler acisindan oldukca
zengin bir ililkedir. Bu 6zellikleri sebebiyle su iirlinleri iiretimi, hayvansal protein ve

biyolojik gereksinimi karsilamak i¢in kag¢inilmaz olmustur.

Tathisular ekolojik ve biyolojik olarak biiyilkk oOneme sahip olan dogal
kaynaklarimiz igerisinde yer alir. Bu dogal kaynaklarimizdaki biyogesitliligi
koruyabilmemiz ve siirdiiriilebilmesini saglayabilmemiz igin bu kaynaklarimizdaki
canlilarin tespit edilmesi gerekmektedir (Kence ve Bilgin, 1996). Batili iilkelerde bu
yonteki ¢calismalar ¢ok eskilere dayanmasina ragmen tilkemizde ise ilk kayitlar1 Abbolt
tarafindan saglanmistir (Geldiay ve Balik, 1996). Ulkemiz tiir cesitliligi ve endemiklik
acisindan c¢ok zengin tatli su baliklarina sahiptir. Bu tiir ¢esitliligi ve zenginligi ¢ok
cesitli boyutlarda arastirma yapmaya yoneltmistir. Tiirkiye’de su firiinleri agisindan
diisiiniildiiginde farkli sebepler ortaya ¢ikmaktadir. Tatlisularda 100 bin ton alabalik
iiretilmekte olup, tuzlu sularda ¢ipura levrek iiretiminde bu rakam 200 bin tonlara
cikmaktadir. Ayrica ekonomik olarak getirisi fazla olmaktadir. Uretimin ¢ok biiyiik bir

miktar1 ihracata yonelik olmaktadir.



Yok olma tehdidi altinda olan popiilasyonlarin arastirilmasit ve bunlara uygun
korumay1 gergeklestirebilmek i¢in tiirlin biyolojisi, habitatt ve genetik cesitliligini

igeren ¢ok kapsamli bir arastirma yapmak gerekir (Frankham, 2002).

Taksonomi bilim dalina gore canlilar1 benzerlik ve akrabalik durumlarina gore
smiflandirmada morfolojik karakterlerle birlikte genetik karakterler de kullanilmis ve
kayda deger sonuglar elde edilmistir (Qi vd., 2007). Taksonomide morfolojik ve
molekiiler caligmalar yapilmaktadir. Morfolojik ¢aligsmalarin ilki teshis yontemidir. Bu
yonteme gore secilen 6rnek yeri taksonomide belirlenmis 6rnek ile karsilastirilir. Digeri
ise, siniflandirmadir. Siniflandirmaya gore canlilar, tiir, cins, aile, takim gibi
taksonomik olarak diizenlenir. Baliklar {izerinde yapilan c¢alismalar genellikle

morfolojik karakterlerden yararlanarak yapilmaktadir.

Ayni tiirtin farkli alanlarda yasayan bireyleri morfolojik ve anatomik olarak
birbirinden farkli olabilir. Canlinin gen yapisinin dis goriiniisiine gore baskin olmasi
nedeniyle taksonomik c¢alismalarda genetikten faydalanilmistir (Klug ve Cummings,
2000). Siniflandirmada yasanan sorunlar sebebiyle filogeni ve taksonomi alaninda
mtDNA tercih edilmistir. mtDNA belirtegleri ¢esitli tiirlerde genetik g¢alismalarda
kullanilmaktadir (Xra vd., 2016).

1.2. Sazansi Ailesinin Genel Ozellikleri

Sazans1 ailesi, tim diinyada tathi su baliklar1 iginde yaklagitk 5000 tiir
icermektedir. Sazansi familyas1 Madagaskar, Avustralya, Yeni Zelanda ve Gliney
Amerika haricinde olduk¢a genis bir yayilim alanina sahip olmasina ragmen (Kottelat
ve Freyhof, 2007) familyaya ait ¢ogu cinsin dar bir yayilim alanlarina sahip olmasi

zoocografya agisindan son derece dnemlidir (Banarescu, 1991).

Sazansi ailesi; biyolojik arastirmalar, insan besini ve akvaryum balik¢ilig
acisindan diinyanin 6nemli tatli su balik tiirlerini icermektedir. Ulkemizin c¢ogu
bolgesinde bulunur ve i¢ su baliklarinin biiylik bir kismini olustururlar. Iliman iklim
bolgelerinde yasayip ekonomik Oneme sahiptirler. Sicagin yaninda soguga karsi da

dayanikli tiirlerdir. 4-30 °C arasindaki su sicakliklarina kolayca adapte olabilirler.



20°C’nin {izerindeki su sicakliklarinda da yasayabilirler. %05 tuzlulukta 5-9 arasindaki
pH araliklarinda yasarlar (Balik, 1997).

GOl ve nehir sistemlerinde dogal olarak yayilim gosterirler. Su sicakligi ve besin
bolluguna bagl olarak ¢ok hizli biiyiiyen baliklardir. Bulundugu ortamin dip faunasi ile
beslenen hem et¢il hem de otgul baliklardir. Yiyeceklerini dipteki su canlilari,

mikroskobik canlilar ve bitkisel gidalar olusturur (Nelson, 1994).

Cyprinidae ailesi en biiyiik tathi su baliklar ailesi ve tiir bakimindan zengin olan
omurgalilar ailesidir (Nelson, 2006). Tiirkiye i¢ sularinda 36 genus, 193 tiir ile temsil
edilmektedir. (Kuru vd., 2014). Demirsoy (1997)’a gore bunlari ayirt etmekte kullanilan
taksonomik Olgiitler; dudaklarin yapisi, biyik sirasi ve sayisi, yutak kemikleri, yutak
dislerinin dizilimi ve durumu, birinci solunga¢ yayindaki solungac¢ dikeni sayisi ve

yapisi, hava kesesi, pullar, ylizgeglerin yeri gibi 6zelliklerdir.

1.2.1. Carasobarbus Genusunun Genel Ozellikleri

1.2.2. Habitat, Biyolojisi, Dagilimu ve Taksonomik Durumu

Carasobarbus genusu 1971°de Karaman tarafindan tanimlanmistir. Genusun
tiyeleri Glineybati Asya, Kuzeybati Afrika, Mezopotamya ve Giineybati Arap
yarimadalarina dagilmistir (Froese ve Pauly, 2016). Carasobarbus tiirleri bu
cografyalarda ihtiyofauna igin 6nemli bir unsurdur. Ulkemizdeki Carasobarbus genusu

tiyeleri Dicle, Firat, Asi ve Keuik nehir sistemlerinde dagilim gostermektedirler.

Geldiay ve Balik (1988)’a gore, Karaman (1969) yaptig1 revizyon ile Cyprinidae
ailesine dahil edilmis olan Varicorhinus genusunu, farkli kilan sebeplerden dolay1
Capoeta olarak degistirmistir. Karaman 1971 yilinda, Ladiges (1960)’in iilkemiz i¢in
one siirdiigii 21 Barbus tiiriinii 4 genus (Barbus, Tor, Bertinius, Carasobarbus) olarak

bir araya getirmis, tiirlerin birgogunun sinonim olduklarini sdylemistir (Kuru, 2004).

Viicut iri ve yuvarlak olup sikloid pullarla ortiillidiir. Agizlar1 subterminal veya
ventral konumlu, at nali veya hilal seklinde olup, bir veya iki ¢ift kisa biyik tagirlar.

Dudaklar genellikle ince olsada kalin dudakli bireylerede rastlanmaktadir (6rnegin,
3



Carasobarbus kosswigi). Dorsal yiizgecin 6niinde kalan sirt bolgesinde iyi gelismis bir
karina goriiliir. Dorsal yiizgecin serbest kenari hafif iceriye dogru girintilidir ve sonuncu
basit 1511 i1yi kemiklesmistir. S6z konusu kemik 1simninin arka kenarinda disgikler
bulunur. Dorsal ve ventral asag1 yukar1 ayn1 hizadan baslar. Boyu yaklasik olarak 30-40
cm dir. Renk, sirtlarda kahverengi sari, yan taraflarda ise sar1 beyaz veya sarimsidir

(Geldiay ve Balik, 1996).

Tablo 1. Carasobarbus Genusunun Sistematigi (Krupp, 2013)

Alem Animalia (Hayvanlar)

Sube Chordata (Kordalilar)

Grup Craniata (Gergek kafataslilar)
AltSube Gnathostomata (Gergek ¢eneliler)
UstSmif Pisces (Baliklar)

St Osteichthyes (Kemikli baliklar)
AltSmif Actinopterygii (Isinsal ylizgecli)
UstTakim Teleostei (Gergek kemikli baliklar)
Takim Cypriniformes

Aile Cyprinidae

Cins Carasobarbus (Bizir)

Tiir . luteus (Heckel, 1843)

. apoensis (Banister ve Clarke, 1977)
. canis (Valenciennes, 1842)

. chantrei (Sauvage, 1882)

. exulatus (Banister ve Clarke, 1977)
. fritschii (Gunther, 1874)

. harterti (Gunther, 1901)

. kosswigi (Ladiges, 1960)

. sublimus (Coad ve Najafpour, 1997)

OO0O0O0O0O0O00000

Bu tiirlerden tigii (C. luteus, C. kosswigi ve C. chantrei) iilkemiz tatli sularinda

dagilim gostermektedir.



Tiir: Carasobarbus luteus (Heckel, 1843)

Sekil 1. Carasobarbus luteus (Heckel, 1843) gériiniimii (Kaya vd., 2016).

Carasobarbus luteus (Heckel, 1843), Sazangiller familyasindan bir tiirdiir. Sar1
halter balig1 olarak bilinir. Diinyada Kor Nehri, Maharlu Go6lii, Korfez ve Hiirmiiz
havzalari, Irak ve Suriye yayilm gosterirler. Ulkemizde Dicle, Firat ve Kueik
nehirlerinde genis bir dagilima sahiptir. Mezopotamya’da dogal ve yapay gollerde

bulunur (Kuru 1979; Unlii 1991; Gokgek ve Akyurt, 2008; URL-1).

Teshis ozellikleri; D IV 10-11, A Il 5, P 1 14-15, V 1 7, GR 15-16, LL 28-30,
L.trans. 5/4 (Kaya vd., 2016).

Viicut biiyiik ve yuvarlak 6lgekler ile kaplidir. Uzunluk ve agirlik 9-35 cm, 20-
250 gram arasinda degisir. Renk kahverengi sarimsi, yanlarda sarimsi beyazdir. Agiz
terminal veya yari terminal konumludur. Eti lezzetli oldugu i¢in halk tarafindan gida
olarak kullanilir (Bilici 2013). Tiire yiiksek talep nedeniyle ekonomik degeri yiiksektir
(Borkenhagen vd., 2011; Bilici vd., 2013).



Tiir : Carasobarbus kosswigi (Ladiges, 1960)

Sekil 2. Carasobarbus kosswigi (Ladiges, 1960) goriiniimii (Kaya vd., 2016).

Carasobarbus cinsinin bryikli bir balik tiiriidiir. Baslangigta Cyclocheilichthys
kosswigi olarak tantmlanmustir. Himri balig1 olarak bilinir. Iran, Irak, Suriye ve Tiirkiye
de Dicle ve Firat nehir sistemlerinde yaygin olarak yasarlar (Abdoli 2000; URL-1).

Daha sonra Basra Korfezi Havzasi’nda varligina rastlanmistir (Esmaeili vd., 2006).

Teshis ozellikleri; D IV 10, A 1I-111 6, P 1 14-15, V Il 7-8, GR 14-16, LL 32-37,
L.trans. 6-7/5-6 (Kaya vd. 2016). Maksimum uzunluklar1 15 cm’dir. Bentopelajik
astropikal alanlarda ve huzli akan nehirlerde yasayip kiiciik hayvanlarla beslenirler
(Borkenhagen ve Krupp, 2013).

Tiir: Carasobarbus chantrei (Sauvage, 1882)

Bizir baligi olarak bilinir. Tiirkiye ve Suriye’de nehir sularinda yasamlarini
siirdiiriirler. Bentopelajik ve 1liman sulari tercih ederler. Ulkemizde, Gaziantep, Asi
Nehri ve Tahtalikdprii Barajinda yasarlar. Erkek bireylerde azami uzunluklari 56.1
cm’ye kadar ¢ikmaktadir. Viicut derinligi genellikle bas uzunlugundan daha biiyiiktiir
(Borkenhagen ve Krupp, 2016). Dorsal yiizgeg basit 1sinlar1 3-4, yumusak 1sinlar1 ise 9-
10’dur. Dorsal yilizgecin son basit 151n1, orta derecede kemiklesmistir. Viicutlarinin alt

ve list goriinlimleri benzerdir. A1z subterminaldir (Ekmekg¢i ve Banarescu, 1998).



Sekil 3. Carasobarbus chantrei (Sauvage, 1882) goriiniimii (Borkenhagen ve Krupp,
2013).

1.3. Sistematikte Kullanilan Genetik Teknikler

1.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) hedef DNA bdélgesinin artirilmasi esasina
dayanmaktadir. Bu sistem ile DNA molekiiliniin kat ve kat kopyasini yapmak
miimkiindiir. PCR, DNA Dizi Analizi ve DNA haritasinin ¢ikarilmasinda, Genetik
hastaliklarin teshisinde, DNA parmak izinin belirlenmesinde, Adli tiptaki numunelerin
genetik olarak isimlendirilmesinde, tarimsal alanda, sistematik ve evrim calismalarinda

yaygin olarak kullanilmaktadir (Carhan vd., 2016).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu 1985 yilinda Cetus isimli bir biyoteknoloji
firmasinda ¢alisan Kary Mullis tarafindan icat edilmistir. Bu icadi, Kary Mullis’in 1993

yilinda Nobel Odiilii almasina neden olmustur.

Polimeraz ~ Zincir  Reaksiyonunun  olusturulabilmesi  igin ~ nanogram
biiyiikliigiindeki DNA bile yeterli gelmektedir. PCR teknigi ile belli bir DNA pargasini
cogaltabilmek amaciyla, hedef DNA’nin niikleotit sirasi ile ilgili bilgi gerekir. Bu bilgi,
tek zincirli hale getirilen DNA’ya baglanacak oligoniikleotit primerlerin
sentezlenmesinde kullanilir. Bu primerler, ¢ogaltilacak DNA tek zincirindeki kendi ile
komplementer olan dizilerle esleserek temas olur. Yiiksek sicakliga uyum saglamis bir
DNA polimeraz (Tag DNA polimeraz olarak adlandirilir) ilgilenilen DNA’daki hedef



bdlgenin DNA zincirinin sentezlenmesini saglar. PCR reaksiyonunun {i¢ temel sathasi

vardir (Kahya vd., 2013).

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun ilk asamasinda, hedef DNA molekiilii, protein
ve niikleik asitlerin dogal yapisinda mevcut olan fiziksel ve kimyasal ayrisma sonucu
tek yapili hale getirilir. Bu denatiirasyon olarak adlandirilir. Denatiirasyon olayinin
gercgeklesebilmesi i¢in 90-94 °C’de 4-5 dakika 1sitma islemi gergeklestirilir. Bulunulan
ortamin sicakligi primerlerin baglanma sicakligina gore ayarlanarak 45-65 °C arasinda
tutularak tek zincirli olan DNA molekiiliine baglanir. Primerler 15-30 niikleotit
uzunlugundadir ve kopyasi yapilacak olan DNA molekiiliiniin komsu dizisini tantyip
baglanir. Primer baglanmasi gerceklestikten sonra sicaklik, zincirin uzamasi gereken
sicakliga ayarlanir. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda DNA polimeraz enzimi zincirlerin
arasinda kalan bolgeyi 72 °C’de sentezler. DNA polimeraz enzimi primerlerin baglanma
bolgesinden itibaren niikleotitleri 5’—3’ yoniinde ekleyerek hedef DNA molekiiliiniin
kopyasini yapmis olur (Klug ve Cummings, 2000). Bu islemin gerrgeklesebilmesi igin
Thermus aquaticus isimli bakteriden elde edilen Tag DNA polimeraz enziminden
yararlanilir. Bu {i¢ yontem ile olusturulan Polimeraz Zincir Reaksiyonu; ¢ift yapili DNA
molekiiliiniin tek yapili hale getirilmesi, primerlerin sicakliginin uygun olup hedef
DNA’ya baglanmasi ve DNA polimeraz enzimiyle birlikte hedef DNA bdlgesinin
¢ogalmasi polimeraz zincir reaksiyonu olarak adlandirilmaktadir. PCR bir zincirleme
tepkimesidir, yeni DNA molekiilii miktar1 her dongli sonunda iki katina ¢ikar ve
meydana gelen zincirler de bir sonraki dongiide kalip gorevi yaparlar. Bir PCR dongiisii
4-5 dakika siirebilir ve bu iglem genellikle 30-50 dongii arasinda tekrarlanabilir (Kahya
vd., 2013).

1.3.2. DNA Dizi Analizi

DNA dizilimi, bir DNA molekiilii olusturan niikleotid baz siralarinin veya DNA
dizisinin 'okunmast' sirasinin belirlenmesidir. DNA siralamasim1 gergeklestirmek i¢in
kullanilabilecek birkag yontem vardir. 1970'lerde gelistirilen 1ilk siralama
yontemlerinden biri olan Maxam-Gilbert yontemi, DNA'nin kimyasal modifikasyonuna
ve daha sonra belirli bazlarda ayrilmaya dayanir (Maxam ve Gilbert, 1977). Daha

popiiler olan erken yontem olan Sanger dizilimi, DNA sentezi sirasinda belirli
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uzunluklarda ayrilmis farkli uzunluklarda etiketli DNA pargalar liretmek i¢in spesifik

DNA zinciri sonlandiricilarinin kullanilmasini igerir (Sanger ve Coulson, 1975).

DNA dizilimi; gen haritalarinin ortaya c¢ikarilmasi, bireye ait genotipin
tanimlanmasi, DNA polimorfizminin tespit edilmesi, genetik ¢esitlilik uygulamalari,
filogenetik caligmalar, ebeveyn ve akrabalarin tespiti, hastalik ve genetik bozukluklarin

teshisi, adli tip calismalar1 ve molekiiler arkeolojide yaygin olarak kullanilmaktadir.

DNA Dizi Analizinde giiniimiizde yaygin olarak kullanilan Sanger zincir

sonlanma yontemidir (Sanger vd., 1977).

1.3.3. Sanger Zincir Sonlandirma Yontemi

Sanger'm “zincir sonlandirmasi” veya dideoksi tekniginin gelisimi, DNA dizileme
teknolojisinin ilerlemesini 1977'de sonsuza dek degistirdi (Sanger ve Nicklen, 1977).
Zincir sonlandirma teknigi, DNA iplik¢iklerinin monomerleri olan
deoksiriboniikleotitlerin (ANTP'ler) kimyasal analoglarini kullanir. Dideoksiniikleotitler
(ddNTP'ler), DNA zincirlerinin uzatilmasi i¢in gereken 3’ OH grubundan yoksundur ve
bu nedenle sonraki dNTP'nin 5 fosfat ile bir bag olusturamaz (Chidgeavadze ve
Beabealashvilli, 1984). Radyoaktif izotoplarla isaretli ddNTP'lerin, standart dNTP'lerin
konsantrasyonunun bir kismindaki bir DNA uzatma reaksiyonuna karistirilmasi,
dideoksi niikleotitler iplik¢ik wuzadikga rastgele dahil edildiklerinde, dideoksi
niikleotidleri daha fazla ilerlemeyi durdurarak iiretilebilecek her uzunluktaki DNA ipligi
ile sonuglanir. Her bir ddNTP bazini igeren dort paralel reaksiyon gerceklestirerek ve
sonugclarin bir poliakrilamid jelin dort seridi tizerinde ¢alistirilmasiyla, ilgili sablonda bir
radyoaktif bant olacagindan, orjinal sablondaki niikleotit dizisinin ne oldugunu ortaya
cikarmak i¢in otoradyografi kullanilabilir. Diger tekniklerle ayni1 prensipte ¢alisirken
(olast tiim artimli uzunluk sekanslarinin iiretilmesi ve nihai niikleotidin etiketlenmesi),
dogruluk, saglamlik ve kullanim kolayligi, dideoksi zincir sonlandirma yonteminin
DNA'y1 siralamak i¢in yillarca kullanilan en yaygin teknoloji olmasina yol act1 (Heather
ve Chain, 2016).

Takip eden yillarda Sanger dizilemede bir dizi iyilestirme yapildi; bunlar temelde

florometrik tabanli algilama ile fosfor veya tritrium-radyo-etiketlemenin ve kilcal
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temelli elektroforez yoluyla gelismis tespitidir. Bu gelismelerin her ikisi de gittikce
daha da otomatiklestirilen otomatik DNA dizileme makinelerinin (Smith vd., 1985;
Ansorge vd., 1986, Ansorge vd., 1987; Prober, 1987; Kambara vd., 1988; Swerdlow ve
Gesteland, 1990; Luckey ve Drossman, 1990) ve ardindan giderek artan karmasik
tirlerin genomlarint dizmek i¢in kullanilan ilk ticari DNA dizileme cihazinin

gelistirilmesine katkida bulundu (Hunkapiller vd., 1991).
1.4. Filogenetik Analizler
1.4.1. Filogenetik Agac

iki veya daha fazla organizma grubu arasindaki iliskileri belirlemeye yonelik
mevcut yaklasim filogenetik agaclar olarak adlandirilir. Filogenetik agaclar evrim
tarihinin yeniden yapilanmasi hipotezi tizerine insa edilir. Diger bir deyisle filogenetik
bir aga¢ ¢izdigimizde, bir tiir kompleksinin veya grubunun ortak bir atadan nasil
evrimlestigine dair en iyi hipotezimizi temsil edilmis olur. Filogenetik agaglar, dallar ve
diigiimler olmak tiizere iki bolimden olusurlar. Dallar, atasal popiilasyonlarinin zamana
bagli hallerini incelemektedir. Her bir diiglim ise bir ayrisma olaymi temsil eder veya
tek bir grubun iki soy grubuna bdliinmesiyle olusur. Filogenetik aga¢ topolojisinde
ucunda iki farkli operasyonel taksonomik tiniteler (OTU) olan iki kolun ¢iktig1 her bir
diigim takip eden OTU’ larin ortak bir atadan geldigini gostermektedir (Purves vd.,
2003; Reece vd., 2011).

Filogenetik bir agacta, iki tiiriin birbiriyle olan iligkisi ¢ok 06zel bir anlama
sahiptir. Iki tiir daha yeni bir ortak ataya sahipse daha fazla, daha az ortak bir ataya
sahipse daha az iliskili oldugu kabul edilir. Filogenetik bir aga¢ olusturmak igin, bilim
insanlart siklikla tiirlerin veya ilgili diger gruplarin bir¢ok 6zelligini karsilastirir ve
analiz eder. Bu Ozellikler dis morfoloji, i¢ anatomi, davraniglar, biyokimyasal yollar,
DNA ve protein dizileri ve hatta fosillerin 6zelliklerini igerebilir (Purves vd., 2003;
Baum, 2008; Reece vd., 2011).

Filogenetik aga¢ yapma yontemleri, mesafe temelli yontemler ve ve karaktere

dayali yontemler olarak iki gruba ayrilirlar.
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1.4.1.1. Mesafe Temelli Yontemler

Prensip olarak, mesafe yontemleri bir agaci ¢ift yonlii genetik mesafeler matrisine
sigdirmaya calisir (Felsenstein, 1981). Her iki sekans igin, mesafe, iki sekansin p
mesafesi olarak tanimlanan farklilagtigi pozisyonlarin oranina dayanan tek bir degerdir.
P-mesafesi gercek genetik mesafenin kiigiimsenmesidir, ¢ilinkii bazi1 niikleotit
pozisyonlart ¢oklu baz degisimi olaylar1 yasamis olabilir. Nitekim, mutasyonlar
genlerde siirekli olarak sabitlendiginden, evrimsel zaman gegtikge ayni sira
pozisyonunda meydana gelen ¢oklu baz degisimi sans1 artmistir. Bu nedenle, mesafeye
dayali yontemlerde, evrimsel degisimlerin dogasi hakkinda o6zel varsayimlar yapan
belirli bir evrimsel model uygulanarak gergekte meydana gelen baz degisimi sayisi
tahmin edilmeye ¢alisilmaktadir. Tiim cift yonlii mesafeler bir dizi i¢in hesaplandiginda,

bir agag topolojisi daha sora ¢esitli yontemlerle ¢ikarilabilir (Van de Peer, 2009).

Genetik mesafelerin dogru tahmin edilebilmesi igin belirli bir niikleotit veya
amino asit dizisi i¢in en uygun evrimsel model segilmelidir. Belirlenen genetik
mesafeler temelinde agag¢ topolojilerini ortaya ¢ikarmak igin kullanilabilecek mesafe
temelli yontemler; UPGMA ve Komsu Birlestirme (Neighbour joining) yontemleri

vardir.

1.4.1.1.1. Kiimeleme yontemi (UPGMA Aritmetik Olarak Agirhklandirilmans
Cift Grup Yontemi)

Kiimeleme yontemleri, taksonomik fenogramlarin olusturulmasi i¢in baslangigta
gelistirilen aga¢ olusturma yontemleridir ki (Sokal ve Michener, 1958; Sneath ve Sokal,
1973) genel olarak fenotipik benzerlige dayali agaglardir. Daha sonra, bu yontemler
ultrametrik agaclar olusturmak i¢in filogenetige uygulanmistir. Ultrametrik agaglar, tiim
OTU’larin agacin kokiinden esit uzaklikta oldugu ve sadece molekiiler bir saatin
varsayllmasiyla miimkiin olan kokli agaglardir. Aritmetik olarak agirliklandiriimamis
cift grup yontemi (UPGMA) sirali bir kiimeleme algoritmast kullanir. Bir agac,
birbirlerine en ¢ok benzeyen dolayisiyla genetik uzakliklari en az olan OTU'lar olarak
adlandirilan sekanslar1 veya sekans gruplarini gruplandirmak suretiyle asamali olarak

yapilir (Van de Peer, 2009).
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1.4.1.1.2. Minimum Evrim ve Komsu Birlestirme Yontemi

Siradan kiimelenme yontemlerinin ciddi kisitlamalar1 nedeniyle, ilave uzaklik
agaclarin1 yeniden yapilandiran algoritmalar gelistirilmistir. Minimum evrim (ME),
Kidd ve Sgaramella-Zonta (1971) tarafindan agiklanan ek agaglar1 yapmak i¢in
kullanilan bir mesafe yontemidir; Rzhetsky ve Nei (1992), sadece kiiciik bir farkliliga
sahip bir yontemi tanimlamistir. ME'de, dallarin toplam1 olan agacin uzunluklarini en

aza indiren agag, filogeninin en iyi tahmini olarak kabul edilir.

ME agacinm1 tahmin etmek igin iyi bir sezgisel yontem, Saitou ve Nei (1987)
tarafindan gelistirilen ve Studier ve Keppler (1988) tarafindan degistirilen komsu
birlestirme (NJ) yontemidir. NJ, diziler (tiirler) arasindaki yollarin dal uzunluklarinin
diziler arasinda ikili mesafeleri matrisine uyacak bir aga¢ bulur. NJ giliniimiizde
mesafeli agaglar inga etmek i¢in en yaygm kullanilan yontemdir. Verileri, genetik
uzakliklarina gore siiflandirarak analiz edilen bu siiflandirma yontemi, evrimsel saate
gore olmadig i¢in koksiiz agaglar olusturulur. Koksiiz filogenetik aga¢ meydana getiren
en kolay yontemdir (Saitou ve Nei, 1987).

1.4.1.2. Karakter Temelli Yontemler

Atadan gelen iliskileri ortaya koymak i¢in evrime dair her veriyi degerlendirir.
Daha karisik ve kapsamli oldugu icin daha fazla zaman ve emek isteyen yontemlerdir.
(Li, 2004). Maksimum parsimoni (MP), Maksimum likelihood (ML) ve Bayesian

cikarsama (BI) karakter temelli yontemlerdir.

1.4.1.2.1. Maksimum Parsimoni (Tutumluluk) Yontemi

Maksimum parsimoni (MP) yontemi baslangicta morfolojileri karsilastirmak icin
gelistirilmistir. Bununla birlikte, gen agaclarindan tiir agaclarimin c¢ikarilmasi ig¢in
molekiiler verilerde giderek daha fazla kullanilmaktadirlar. MP yonteminde, dort veya
daha fazla hizalanmis niikleotit veya amino asit dizisi géz Oniinde bulundurulur.
Hizalanmis dizideki her bolge icin parsimoni analizi, miimkiin olan her bir aga¢ icin
gergeklestirilir; burada, en az sayida doniisiimle hizalamay: iireten aga¢, maksimum

tutumlu olan agac olarak kabul edilir. Yontemin teorik temeli, herhangi bir fenomenin
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aciklamasinin, agiklayict hipotezin veya teorinin gézlemlenebilir tahminlerinde higbir
fark yaratmayan, elimine eden veya tiraglayan miimkiin oldugunca az varsayim yapmasi
gerektigini belirten Occam'in usturasidir. Bu nedenle, en basit agiklama en biiyiik

olasilikla dogru olanidir (Singh, 2015).

MP yontemleri diger aga¢ yap1 yontemlerine gore bazi avantajlar sunar. Birincisi,
karakter doniisiimlerinin sayisini saymaya dayandiklari i¢in, mesafe ve maksimum
olabilirlik yontemleri i¢cin gereken amino asit ve protein degisimi varsayimlarindan
muaftirlar. Diger modellerde yapilan varsayimlarin saglam olup olmadig: agik olmadigi
i¢in, bu tlir varsayimlara sahip olmayan MP yontemlerinden aga¢ yapimi daha giivenilir
olabilir. Aga¢ cikarimi icin kullanilan sekanslar benzer oldugunda, niikleotit baz
degisim oraninin neredeyse sabit oldugu ve incelenen niikleotitlerin sayisinin biiyiik
oldugu deneysel olarak filogenetik agacin topolojisini elde etmek i¢cin MP metodlarinin

daha giivenilir oldugu gosterilmistir.

Bir gozlemin karisik bicimde olmasi parsimoni olarak adlandirilir. Bu nedenle bu
agaclandirma yonteminde gézlemlenen dizi siralari ile uyum saglayan bir agag meydana

getirmek i¢in gerekli en az mutasyonlarin belirlenmesini temel alir (Singh, 2015).

Maksimum parsimoni yontemi ¢ok zaman alicidir ve ¢ok sayida 6rnek alindiginda
kullanima uygun degildir. Maksimum tutumluluk yontemine gore se¢ilen agag, evrimsel
degiskenligin toplam sayisini en aza indirgeyen agagtir. Diger bir deyisle maksimum
parsimoni miimkiin oldugunca az evrimsel degisiklikle birlikte verileri agiklayan

filogenetik bir aga¢ bulur (Freeman ve Herror, 1999).

1.4.1.2.2. Maksimum Olasihik Yontemi

1981 yilinda maksimum parsimoniye alternatif olarak Joseph Felsenstein
tarafindan ortaya konulmustur. Bir ¢ok farkli aga¢ icerisinden en iyi agaci belirlemede
istatiksel testler kullanma imkani saglamistir. Bir parametrenin maksimum olasilik
tahmini, olasilik fonksiyonunu en fiist diizeye ¢ikaran degerdir. Bu yaklagimin amaci,
baz degisimi siirecinin parametrelerini ve her agacin dal uzunluklarini tahmin etmek ve
daha sonra nispi olasiliklarin1 géz onilinde bulundurarak agac¢ topolojileri arasindan

secim yapmaktir. Secilen bu agag, evrimsel tarihe dair temel bir modele gore biiylik
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olasilikla ilgili sekans verilerinin ortaya ¢ikabilecegi hipotezini temsil eder. Biiyiik
olasilikla bu agag topolojisi filogeninin maksimum olasilik tahmini olarak segilir.
Dolayistyla, maksimum olabilirlik agaci hesaplanirken, her bir aga¢ i¢cin model
parametreleri ve dal uzunluklar1 hesaplanmali ve daha sonra en yiiksek olasilig1 veren

agag secilmelidir. (Felsenstein, 1981).

1.4.1.2.3. Bayesian Cikarsama Yontemi

Ingiliz istatikci Thomas Bayes tarafindan olusturulan Bayes teoremi, olasilik
teorisi ve istatistiklerinde olayla ilgili olabilecek 6nceden edinilen bilgilere dayanarak

bir olayin olasiligin1 tanimlar.

Cok boyutlu integrallerin sayisal bir algoritma olan Markov Zinciri Monte Carlo
(MCMC) yontemleri (Tanner, 1993), Bayesian ¢ikarimi i¢in bir arag¢ olarak kullanilir.
Bir Monte Carlo entegrasyonu bagimsiz Ornekler iretir, ancak MCMC bir denge
dagilim1 saglayan bir Markov zinciri araciligiyla bagintili 6rnekler olusturur. MCMC
tabanl1 bir sayisal entegrasyon drneklemesi, bir modeldeki tiim parametrelerin ortak ve
marjinal dagilimlarini tam kosullu ardil dagilimlarindan tahmin etmek i¢in kullanilan

rastgele belirlenen bir entegrasyon prosediiriidiir (Gilks vd., 1995).

Bayesian c¢ikarimda fikir, veriye bakilmadan Once istatistik toplulugu hakkinda
bilinenleri (6nceki olasilik dagilimlari) veriden gelen bilgilerle birlestirmek, standart
olasilik hesabi tekniklerini kullanarak c¢ikarimlarin yapildigr bir ardil dagilim elde
etmektir (Bayes, 1991). Bayesian analizi, klasik yaklagimlardan daha kapsamli
varsayimlari ve genis bir biyolojik problem yelpazesini ¢ozme esnekligi nedeniyle
poptilerlik kazanmaktadir Dolayisiyla bu yontemin amaci, dogru filogeniyi ve tiim

filogenilerin ardil olasilik dagilimlarini hesaplamaktir.

1.4.2. Haplotip Ag1 Analizi

Genetik olarak birbirine baglanmis gen gruplarindaki allellerin belirli bir
kombinasyonlaridir. Bu gruplar ayni1 kromozomdaki birbirine yakin yerlerde bulunan

genlerin klonlanmasiyla meydana gelir. Haplotip aglari tiir i¢i soylar arasi iliskileri
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gorsel hale getirmek, popiilasyonlarin biyocografyasi ve tarihi ile ilgili bir sonuca

varmak i¢in genetik veri analizlerinde kullanilmaktadir (Leigh ve Bryant, 2015).

Minimum kapsayan aga¢ (Minimum Spanning Network) algoritmasi kullanilarak
olusturulan aglar, haplotipler arasindaki arasindaki en diisilk mutasyonal farkliliklara
gore baglantilarin kuruldugu diger bir deyisle dizilerin miimkiin olan en kisa toplam
uzunlukta haplotip iligkilerini iceren baglanti1 aglaridir. Median aglar1 ise olusturulan
agin, tim tutarli (parsimonik) agaclar1 kapsamasini garanti ederek, atadan gelen

diigiimlerin ortaya konmasinda sistematik bir yontem olusturmaktadir (Bandelt, 1999).

1.5. Mitokondri DNA (mtDNA)

Mitokondri igerisinde kendine 6zgii Ozelliklere sahip olan bir DNA molekiilii
bulunur. 1960’11 yillarda mitokondrial genetik sistemin (mtDNA) ve 6zel ribozomlarin
ortaya ¢ikarilmasiyla mitokondrinin hem hiicresel islevleri hem de genetik olaylardaki

rolii ayrintilari ile aragtiritlmaya baglanmistir (Anderson vd., 1981).

MtDNA c¢ift yapili bir molekiildiir. Genom protein sentezi i¢in 2 ribozomal RNA,
22 transfer RNA, ve 13 polipeptit kodlar igermektedir. Niikleer genomdan fark: ise
mtDNA’nin kod dizileri intron icermez. Her mitokondri bir cok mtDNA kopyasi igerir
ve her hiicrede bir ¢ok mitokondri, dolayisiyla niikkleer DNA’nin sadece iki kopyasi ile
kiyaslandiginda bir hiicrede ylizlerce mtDNA kopyast bulunur. mtDNA yapisinda
bulunan enzimlerin replikasyonu, transkripsiyonu, translasyonu ve onarimi niikleer

genomlara baglidir (Taanman, 1999; Leonard ve Schapira, 2000).

Hiicrenin gii¢ merkezi oldugu varsayilan mitokondrilerde, oksijenli solunumun
meydana geldigi kimyasal tepkimeler gergeklesir. Mitokondrideki hiicresel solunum ve
diger islevler icin hayati olan genleri kapsayan kendi DNA’sina sahiptir. Hiicrenin
DNA’sindan fiziksel olarak ayrilmistir. Yani niikleusun disinda bulunur. Popiilasyon
calismalarinda mtDNA’nin tercih edilmesi i¢in ¢ok sayida faktor bulunmaktadir. Ufak
bir molekiildiir, yaklagik olarak 16-17 kb biiyiikliiglindedir ve genomun %]1’den daha
kiiglik oldugu hesaplanmistir (Davidson vd., 1989) ve saf olarak izole edilmesi nispeten
kolaydir. Yiiksek omurgalilarda, kalitm yalnizca maternal yolla yani anneden olur

(parental s1zint1 veya uzunluk farkliliklarindan dolay1 baz: tiirlerde nadiren heteroplazmi
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olabilir). Rekombinasyonun olmamasi filogenetik calismalar i¢in (Avise vd., 1990;
Harrison, 1989; Moritz vd., 1987), veya ortama asilanan popiilasyonlarin etkisinin
ortaya ¢ikarilmasi i¢in (Ferrid ve Berg, 1987; Gyllensten, 1985) mtDNA’y1 6nemli
kilmaktadir.

Baz degisiminin yiiksek seviyede olmasindan dolayr mitokondri genom, kodlanan
niikleer DNA ile karsilastirildiginda yiiksek evoliisyon oranina sahiptir (Meyer, 1993).
mtDNA’nin D-loop bdlgesinin mutasyon hizinin diger kisimlarina gore % 2-4 Kkat,
Niikleer DNA’ya gore ise en az 10 kat daha hizli oldugunu bildirmektedir (Avise,
1991). Mitokondri genomun farkli bolgeleri farkli oranda degisim gosterdiginden,

caligma tipine bagli olarak analiz i¢in diziye hedeflenmek miimkiindiir.

Balik Mitokondri DNA's1

=i Protein-coding genes used for phylogenetic analysis

Sekil 4. Mitokondri genomunun yapist (Liu vd., 2017’den modifiye edilmistir).

mMtDNA gen bolgeleri balik tiirlerinin popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar arasindaki
genetik varvasyonlarinin arastirmasinda kullanilmaktadir (Saraswat vd., 2014). mtDNA
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cyt b bolgesindeki cesitlilik sazangiller familyasina ait baliklarda popiilasyon yapisi
hakkinda bilgiler vermektedir (Fayazi vd., 2006).

1.6. Sitokrom b

Solunum zincirinde biiyiik 6neme sahip olup transmembran bir proteini kodlar
(Kacher vd., 1989; Meyer vd., 1990; Zhu vd., 1994). Sitokrom b, Kkinoliin merkezi
redoks katalitik alt birimidir. Kinon substratin baglanmasinda rol oynar ve redoks
enerjisinin  protonomik bir kuvvete doniistliriildigli transmembran elektron
transferinden sorumludur. Sitokrom b ayrica ¢esitli inhibitorlerin ve kinon
antagonistlerinin baglandig1 ve dolayisiyla oksidorediiktazi inhibe ettigi bolgeleri igerir
(Esposti vd., 1993). Sitokrom b geni sistematik ve molekiiler evrim uygulamalarinda

yaygin olarak kullanilan mtDNA genidir (Farisi, 2001).

1.7. Literatiir ozeti

Bozkurt vd. (1998), 1995-1997 yillar1 arasinda yaptiklari ¢alismada Atatiirk Baraj
Goliindeki Acanthobrama marmid (Heckel, 1843), Capoeta trutta (Heckel, 1843) ve
Carasobarbus luteus (Heckel, 1843)’un esey dagilimi, boy ve agirlik olarak biiylime ile
biiyiime oranlari, kondisyon faktorti, eseysel olgunluk yasi, iireme periyodu ve yumurta

verimi gibi bazi biyolojik 6zellikleri {izerine ¢alismalar yapmiglardir.

Oymak vd. (2011), Atatiirk Baraj Goli’'nden avlanan Carasobarbus luteus ve
Capoeta trutta’da buzda depolama siiresince duyusal degisimler ve Adenin Tri Fosfat
(ATP) yikimi sonucu olusan firiinleri incelemislerdir. Carasobarbus luteus’un 3.
giinlinde orta tazelikte, 6. giiniinde kabul edilebilir ve 9.giinde ise duyusal olarak

tilketim i¢in uygun olmayan bir 6zellige sahip oldugu tespit edilmistir.

Celik ve Saler (2012), Atatirk Baraj Goli'nden yakalanan toplam 173
Carasobarbus luteus (Heckel,1843)’un sindirim sistemi igeriklerini incelediler.
Incelenen C. luteus (Heckel,1843) o6rneklerinin sindirim sistemi icerigini bitkisel
organizmalardan Bacillariophyta (29 tiir), Chlorophyta (6 tiir), Dinophyta (1 tiir);
hayvansal organizmalardan ise Rotifera (7 tiir), Copepoda (2 tiir) ve Diptera (1 tiir)’nin

olusturdugunu ortaya ¢ikarmiglardir.
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Bilici vd. (2013), Dicle nehir sistemi igerisindeki Bismil lokalitesinde yaygin
olarak dagilim gosteren Carasobarbus luteus (Heckel, 1843), Capoeta trutta (Heckel,
1843) ve Garra variabilis (Heckel, 1843)’in esey dagilimi, boy ve agirlik olarak
bliylime ile biliylime oranlari, kondisyon faktorii, eseysel olgunluk yasi ve boyu, ireme

zamani, yumurta verimi gibi bazi biyolojik 6zelliklerini aragtirmislardir.

Borkenhagen ve Krupp (2013), Carasobarbus cinsini, ¢esitli miizelerin
koleksiyonlarindan ve yeni toplanan materyallerden elde edilen yaklasik 1300
korunmus Ornegin karsilastirmali morfolojik incelemelerine dayanarak revize
etmiglerdir. Carasobarbus apoensis, Carasobarbus canis, Carasobarbus chantrei,
Carasobarbus exulatus, Carasobarbus fritschii, Carasobarbus harterti, Carasobarbus
kosswigi, Carasobarbus luteus ve Carasobarbus sublimus, karakter kombinasyonunu
paylasan monofilik bir grup olusturdugunu, tiirlerin ayrintili olarak tarif edildigini ve
taksonomik durumlari yeniden degerlendirilerek bir tanimlama anahtar1 saglamislardir.

Bir Systomus luteus Heckel, 1843 lektotipi belirlemislerdir.

Eydizadeh vd. (2014), Carasobarbus luteus’un populasyon dinamikleri ve
Hemeri'nin durumu hakkinda Hoor Al-azim sulak alanlarindaki bilgiyi elde etmek icin
arastirma yaptilar. Bu caligma sirasinda 2011'den 2012'ye kadar 460 6rnek olctiiler.
Ortalama + S.D uzunlugu bu tiir i¢in sirastyla 228 £+ 15, maksimum ve minimum toplam
uzunluk 118 mm ve 362 mm olarak belirlediler. Bunun i¢in ortalama + S.D agirlik
degerleri tiirlerde 190 + 9lgr idi ve maksimum ve minimum agirlik 86- 416 gr.

Uzunluk-agirlik iligkisi olarak hesapladilar.

Aral vd. (2014), Carasobarbus luteus (Heckel, 1843) ve Carassius carassius (L.,
1758) baliklarinin baslica spermatolojik 6zelliklerini belirlediler. Bu s6z konusu olan iki
tiirlin spermatozoa motilite orani, motilite siiresi, spermatozoa yogunlugu ve sperma

pH’1 arasinda 6nemli farkliliklar gozlemlediler.

Abdul-Razak vd. (2017), Carasobarbus sublimus'un Shatt al-Arab Nehri'nin {ist
kesimlerinden ilk kayitlarini aldilar. Bu tiir, Iran’a 6zgii bir tiir olmasina ragmen

Irak’tan kayit almadilar. C. sublimus ile benzer bir tiir C.luteus'u karsilastirip yeni
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karakter dizisine ek olarak morfometrik ve meristik veriler de saglamislardir. Irak

sularindaki C. sublimus'un varlig1 ile ilgili olasi bir agiklama yapmislardir.

Jawad ve vd. (2018), Carasobarbus Karaman, 1971 cinsinin dokuz tiiriiniin
eksenel iskeletinin morfolojik incelemesini, bu kemikli yapinin morfolojik olarak ayri
bes bolgeye bollinmesini onaylamiglardir. Bu bolgesellesme, abdominal ve kaudal

bolgeler arasindaki boliinmeden daha yiiksek diizeyde karmasiklik gostermektedir.

Borkenhagen vd. (2011), iran ve komsu bolgelerdeki Carasobarbus tiirlerinin
sitokrom b sekanslarinin gesitliligini arastirdilar. C. luteus i¢in iki farkli haplotip grubu
buldular. Bunlardan ilki, son Pleistosen buzullagsmasinin ardindan yiikselen deniz
seviyelerinin bir sonucu olarak ¢esitli populasyonlar arasinda yeni bir izolasyonun
biyocografik hipotezi ile yaygin ve uyumludur. Ikincisi Suriye'deki Khabur Nehri ile
siurhdir. Bu gruplardan birinin C. albus'a karsilik gelme olasiligini tartismislar, ancak
C. luteus'un iki farkli mitokondri soyunu temsil eden tek bir tiir olmasi ihtimalinin daha
yiikksek oldugu sonucuna varmiglardir. C. kosswigi ve C. sublimus’daki mitokondri
niikleotit ¢esitliligi, muhtemelen kiigiik popiilasyon biiyiikliigii ve ortaya ¢ikan genetik
kayma nedeniyle ytiksektir.

Parmaksiz ve Eskici (2018), C. luteus populasyonlarinin genetik varyasyonunu
belirlemek icin toplam 4 populasyondan mtDNA COI lokusunun sekans analizini
yaptilar. DNA dizi analizi ile mtDNA COl lokusu i¢in 9 polimorfik bdlge ve 4 haplotip
belirlemislerdir. Yapilan bu ¢alisma ile elde edilen verilerin tiimii C. luteus igin ilk kez
elde edilmis verilerdir. mtDNA COI 625 gen bolgesi i¢in belirlenen haplotipler literatiir

acisindan yeni sonuglar olup, bu tiiriin genetik cesitliligi agisindan olduk¢a 6nemlidir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

Ulkemiz i¢ sularinda dagilim gosteren Carasobarbus genusuna ait tiirlerin

orneklerinin toplanilmasi, Firat, Dicle, Asi ve Kueik nehir sistemleri ve kollarindan

biyolojik ve ekolojik 6zellikleri dikkate alinarak her bir tiirii temsil edecek sayida Kilis,

Diyarbakir, Gaziantep, Sanliurfa, Adiyaman ve Hatay olmak iizere 6 ilden toplamda 10

istasyondan gerceklestirildi (Tablo 2).

Calisma i¢in toplamda 70 6rnek elektrosoker yardimiyla toplanildi. Her bir tiiriin

ornek sayilar1 ve drnekleme lokaliteleri Tablo 2°de verilmistir. Orneklenen baliklar tiir

tayin anahtarina gore siniflandirilarak etiketlenmistir. 25-50 mg yiizge¢ dokusu

kesilerek % 96’lik etil alkolde fikse edildi ve c¢alismanin yapilacagi Recep Tayyip

Erdogan Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Genetik Laboratuvar’ina getirildi.

Tablo 2. Carasobarbus genusuna ait tiirlerin toplanildigi istasyonlar, koordinatlart ve

ornek sayilar1 (N)

Tiirler ve Istasyonlar Koordinatlar N
Carasobarbus luteus
Kueik Nehri, Kilis 36°47'49.4"K 36°55'02.1"D 15
Anbar Deresi, Dicle Nehri, Hani, Diyarbakir 38°18'12.6"K 40°26'35.5"D 6
Merziman deresi, Firat Nehri, Yavuzeli, . " . "

; 37°19'40.5"K 37°40'04.2"D 2
Gaziantep
Karasu Cay1, Firat Nehri, Araban, Gaziantep 37°24'23.6"K 37°41'129"D 2
Camcay1 Deresi, Firat Nehri, Siverek, Sanliurfa 37°39'05.5"K 39°13'50.8"D 10
Kahta Cay1, Firat Nehri, Kocahisar Koyt, 3795748 9"K 38°39'447'D 9
Adiyaman
Cataltepe Cayi, Firat Nehri, Ziyaret Koyti, Kahta, 37°45'00.3"K 3893529 7'D 3
Adiyaman
Carasobarbus chantrei
Karasu Cay1, Tahtakoprii Baraji, Asi Nehri, Hatay 36°49'40.2"K 36°39'47.6"D 11
Muratpasa Cayi, Asi Nehri, Golbas1 Koyti, 36°29'15.6"K 36°28'04.1"D 6
Kirikhan, Hatay
Karasu Cay1, Asi Nehri, Kirikhan, Hatay 36°27'55.0"K 36°22'45.0"D 6
Carasobarbus kosswigi
SMF31325 KU524935 1
Toplam 71

20



2.2. Yontem

2.2.1. Total DNA Eldesi

Carasobarbus orneklerinin yilizge¢ dokusundan total DNA eldesi, DNeasy Blood
& Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) protokoliine gore yapildi. 10-25 mg yiizgeg
dokusu alinip 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine konuldu. Ornek basma 180 ul Buffer ATL ve
20 ul proteinaz K ¢ozeltileri tiipiin igerisine ilave edilip 1sitmali ¢alkalayici cihazinda
55°C’ de ve 1000 rpm‘de doku tamamen parcalanincaya kadar yaklasik 3 saat inkiibe
edildi. 3 pul RNase solusyonu eklenip tiiplin iyice karismasi i¢in birkag defa ters diiz
edilip 30 dakika 37 °C‘de inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra karisimm igerisine 200 ul
Buffer AL ¢ozeltisi eklenip yiiksek hizda 20 saniye vortekslendikten sonra 10 dakika 80
°C*‘de bekletildi. Karigimin tamamai bir pipet yardimiyla filtreli tiipe aktarildi ve 1 dakika
8000 rpm’de santrifiij edildi. Bu asamada DNA filtrede tutunurken diger hiicre
materyalleri filtreden gegerek tiipiin alt kisminda toplandi. Akabinde 500 pl Buffer
AW1 ¢ozeltisi eklenip 5 dakika beklendikten sonra 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij
edildi. Bu islemin ardindan 500 pl Buffer AW?2 ¢ozeltisi eklenip 5 dakika beklendikten
sonra 3 dakika 14000 rpm’de santrifiij edildi ve bu islemler sonucunda DNA kalan
safsizliklardan temizlenmis olmaktadir. En son asamada ise 200 ul Buffer AE ilave
edilerek 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi ve filtrede tutunan DNA’nin alt kisimda
bulunan 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine aktarilmas1 saglanmis oldu. Izole edilen DNA kisa

siireli muhafaza icin 2-8 °C’de, uzun siireli muhafaza icin ise -20 °C’de saklandi.

2.2.2. Total DNA ve PZR Uriinlerinin Kalite ve Miktarmin Belirlenmesi

Total DNA ve PZR iirlinlerinin varligr ve biiylkligiiniin tespiti i¢in % 0.8 ve
1.2°1ik etidyum bromiir ile boyanmis 1X TAE-Agaroz karisimi hazirlandi. 1X TAE
tamponunu igeren elektroforez kiivetinde 100 voltta 15 dakika elektrik alana maruz
birakildi. Orneklerin vyiiriitiildiigii agaroz jelin goriintiilenmesi islemi Quantum-Capt
ST4 sistem (Vilber Lourmat, France)’deki ultraviyole transilliiminator cihazinda
gerceklestirildi. Total DNA ve PZR irlinlerinin konsantrasyonunu, safligi ve kalitesi
Nanodrop 2000C model spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE,
USA) cihazinda belirlendi.
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2.2.3. PZR Uygulamalari

Orneklerin izolasyonundan elde edilen total DNA’lardan mitokondriyal DNA’ya
ait sitokrom b geninin (Cyt b) tamaminin (1141 bp) kopyalanmasi i¢in Polimeraz Zincir
Reaksiyonunda gerekli kimyasallar ve konsantrasyonlar1 Tablo 3’te verilmistir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonunu gergeklestirmek i¢in TL00TM PCR Gradient Thermal
Cycler (Bio-Rad, Hercules, USA) model PZR cihazi kullanild.

Tablo 3. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve miktarlari

Kimyasallar Konsantrasyon Cytb
10X PZR tamponu Sul
dNTP karigimi 10 mM 8ul
MgCl> 25 mM Sul

Primerler* 10 pmol 1ul +1pl

Taqg DNA polimeraz 5U/ul 0.2ul
Total DNA 50 (ng/ml) 3ul

ddH20 26.8ul
Toplam 50ul

*1leri ve geri primerler

Primerlerin erime sicakliginin (Tm) ve PZR icin gerekli olan bilesenlerin
miktarlarinin optimizasyonu i¢in gradient reaksiyonlar olusturuldu. MtDNA Cyt b geni
i¢in L14724 S'-GTGACTTGAAAAACCACCGTTG-3; H15915 5'-
CAACGATCTCCGGTTTACAAGAC-3' (Anderson vd., 1981) erime sicakliklari (Tm)
dikkate alinarak her iki ¢ift primer i¢in olusturulan gradient reaksiyonlarda 61.0 °C
degerinin uygun oldugu belirlendi. Reaksiyon i¢in uygun erime sicakligi belirlendikten
sonra Tablo 3’te verilen konsantrasyonlardaki Kimyasallar ile Tablo 4’teki dongi
kosullar1  kullanilarak ~ Polimeraz  zincir  reaksiyonu  gergeklestirildi. PZR
uygulamalarinda olusabilecek bir kirlenmenin olup olmadigini anlayabilmek amaciyla

her uygulamada, total DNA igermeyen negatif kontroller kullanildi.
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Tablo 4. PZR dongii kosullari

Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi
Ik Ayrilma 94 3dk 1
Ayrilma 94 30 sn
Yapigma 61 30 sn 35
Uzama 72 1dk
Son Uzama 72 5dk 1
12 0

PZR firiinlerinin kontroliinii gerceklestirmek icin total DNA’nin kalitesinin
belirlenmesinde yapilan islemler % 1,2°lik agaroz jel hazirlanarak tekrarlandi. PZR
tiriinleri 100 bg¢’lik DNA Leader (Promega) ile yiiriitiilerek biiytikliikleri belirlendi.
Biitiin islemler tamamlandiktan sonra istenilen konsantrasyon ve biiylikliikte oldugu

tespit edilen PZR iirtinleri DNA dizin analizi islemine kadar -20 °C de muhafaza edildi.

2.2.4. DNA Dizin Analizi

Carasobarbus tiirlerine ait mtDNA Cyt b geninden kopyalanan PZR iiriinlerinin
dizin analizleri BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
(Applied Biosystem) kullanarak ABI PRISM 3730x1 Genetic Analyser (Applied
Biosystem, USA) ile Macrogen Inc. (Amsterdam, Hollanda)‘de gerceklestirildi.

2.2.5. Dizi Hizalama ve Filogenetik Analiz

Mitokondri DNA Cyt b geni dizin analizi sonucunda elde edilen ham verileri
filogenetik analizlerde kullanilmak {izere uygun hale getirmek ic¢in Bioedit versiyon
7.0.0 (Hall, 1999) programi kullanildi. Haplotiplerin sayisi, haplotip ¢esitlilik ve
niikleotit ¢esitlilik degerlerinin belirlenmesi islemleri DNASP v5 (Librado ve Rozas,
2009) program1 yardimiyla gerceklestirildi. Haplotipler arasindaki filogenetik iligkiler,
tir i¢i ve tiirler arasi genetik varyasyon ve polimorfizmin tiim Ol¢limleri MEGA
versiyon X (Kumar vd., 2018) tarafindan hesaplandi. Tiir i¢i ve tiirler arasi genetik

mesafe Kimura 2-parameter (K2P) mesafe modeline gére hesaplandi.
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En uygun evrimsel metodun tespitinin yapilabilmesi i¢cin Akaike Bilgi Kriteri
(AIC) jModeltest 0.1.1 (Posada, 2008) programi yardimiyla belirlendi. HKY+G en
uygun baz degisim modeli ile maksimum olasilik (ML Maximum Likelihood) metoduna
gore olusturulan filogenetik agaglar 1000 Seg-bagla (Bootstrap) testi ile analizlenmistir.
Komsu katilim (NJ Neighbour-Joining) metoduna gore olusturulan filogenetik agaclar
Kimura 2-parameter (K2P) mesafe modeline gore 1000 Seg¢-bagla (Bootstrap) testi ile
analizlenmistir. Maksimum tutumluluk (MP Maximum Parsimony) analizleri bulugsal
metoda gore 10 rasgele ilave kopya, TBR (Tree-bisection-reconnection) yontemi ve 100
tekrarli seg-bagla testi ile analizlenmistir. Tiim filogenetik analizler i¢in Barbus tauricus

(GenBank erisim numarast MH010350.1) dis grup olarak kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Genetik Cesitlilik

Carasobarbus tiirlerine ait mtDNA Cyt b geninin 1141 bg¢’lik dizin analizi,
Anadolu’da dagilim gosterdikleri Firat, Dicle, Asi ve Kueik nehir sistemleri ve
kollarindan toplam 10 istasyondan 6rneklenen 70 birey ve GenBank’tan alinan 1 birey
icin gerceklestirildi (Tablo 5). Calisilan tiirler igin mtDNA Cyt b niikleotit dizisinin
1027’sinin korunmus (% 89,9), 114’tniin degisken (% 10,1) ve 39’unun (% 3,5)
parsimonik bilgi verici oldugu belirlenmistir. Polimorfik niikleotit pozisyonlar1 i¢in

transisyonun transversiyona orani 13,3 olarak bulunmustur.

Carasobarbus sitokrom b geni dizileri oldukga diisiik G igeriginden (ortalama %
13.6) ve hemen hemen esit T, C ve A igeriginden (ortalama sirasiyla % 28.6, % 27.5 ve
% 30.3) olustugu tespit edilmistir. Dolayisiyla, A + T igerigi (% 58,9) G + C igeriginden
(% 41,1) daha yiiksektir.

Mitokondri DNA Cyt b geni dizinleri arasinda yapilan haplotip analizi sonucu C.
luteus i¢in 7, C. chantrei i¢in 1 ve C. kosswigi i¢in ise 1 haplotip olmak iizere 3 tiire ait
haplotip sayilar1 Tablo 5° de verilmistir. Carasobarbus tiirlerine ait toplamda 9

haplotipin oldugu belirlenmistir.

Carasobarbus genusunun Anadolu’da dagilim gosteren tiirleriyle genetik ¢esitlilik
yoniinden yapilan analizlerde C. chantrei ve C. kosswigi diisiik haplotip ve niikleotit
cesitlilik gostermistir (Hd= 0.000 ve Pi= 0.000; Tablo 5). C. luteus tiirii ise en yiiksek
haplotip ¢esitlilik (Hd= 0,70398) ve niikleotit ¢esitliligin (Pi= 0,00206) gorildigi tiir
olarak belirlenmistir (Tablo 5). C. luteus popiilasyonlari arasinda ise en yiiksek haplotip
cesitlilik (Hd= 0,83333) ve niikleotit gesitlilik (Pi= 0,00657) Kahta Cay1, Firat Nehri,
Kocahisar Koyili, Adiyaman popiilasyonunda goriiliirken, en diisiik haplotip cesitlilik
(Hd= 0,00000) ve niikleotit cesitliligin (Pi= 0,00000) Gaziantep popiilasyonlarinda
oldugu belirlenmistir (Tablo 5).
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Tablo 5. Carasobarbus genusuna ait tiirlerin 6rnek sayilari (N), haplotip kodlar1 (HC),
haplotip sayilar1 (HN), haplotip ¢esitlilik (Hd) ve niikleotit ¢esitlilik (P1)

degerleri.
Tiir, Nehir, Havza ve Istasyon N HC HN Hd Pi
Carasobarbus luteus
Kueik Nehri, Kilis 15  H1,H2,H3 3 0,590 0,0006
Anbar Deresi, Dicle, Hani, Diyarbakir 6 H1, H3 2 0,600 0,0005
Merzimen deresi, Firat, Yavuzeli, Gaziantep 2 H4 1 0,000 0,0000
Karasu Cayi, Firat, Araban, Gaziantep 2 H3 1 0,000 0,0000
Camcay1 Deresi, Firat, Siverek, Sanlurfa 10 H1, H3, H4 3 0,600 0,0006
Kahta Cay1, Firat, Kocahisar, Adiyaman 9 HL, |_H|?;, H6, 4 0,833 0,0065
Cataltepe Cayi, Firat, Kahta, Adiyaman 3 H1, H5 2 0,666 0,0005
Toplam 47 7 0,704 0,0020
Carasobarbus chantrei
Karasu Cay1, Tahtakoprii Baraji, Asi, Hatay 11 H8 1 0,000 0,0000
Muratpasa Cay1, Asi Nehri, Kirikhan, Hatay 6 H8 1 0,000 0,0000
Karasu Cay1, Asi Nehri, Kirikhan, Hatay 6 H8 1 0,000 0,0000
Toplam 23 1 0,000 0,0000
Genel Toplam 70 8
ic grup
Carasobarbus kosswigi
Karkheh nehri, Khuzestan, fran 1 KU524935 1 0,000 0,0000
Carasobarbus luteus
Khabur nehri, Ghawat, Suriye KU524927
Khabur nehri, Ash Shaddadah, Suriye KU524928
Khabur nehri, Tall Tamr, Suriye KU524929
Carasobarbus apoensis
Suudi Arabistan miize no SMF33517 KU525007
Carasobarbus chantrei
Suriye, miize no SMF31016 KU524914
Suriye, miize no SMF31309 KU524921
Carasobarbus exulatus
Suudi Arabistan, miize no SMF30774 KU524903
Carasobarbus canis
Israil, miize no SMF31314 KU524926
Carasobarbus sublimus
[ran, miize no SMF31319 KU524930
Carasobarbus harterti
Fas, miize no SMF33366 KU524975
Carasobarbus fritschii
Fas, miize no SMF33481 KU524988
Dis grup
Barbus tauricus
Terme deresi, Tirkiye MHO010348

Anadolu’nun 6nemli su kaynaklar1 olan Firat, Dicle, Asi ve Kueik nehirlerinde
dagilim gosteren ii¢ Carasobarbus tiirii arasindaki mtDNA Cyt b geni haplotiplerinin

ikili dizin ayrimina bakildiginda tiirler aras1 genetik mesafenin en diistiik %2,60 ile C.
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luteus ve C. chantrei arasinda ve en yiiksek ise % 9,0 ile C. luteus ve C. kosswigi
arasinda olmak tizere genis bir deger araliinda degistigi belirlenmistir (Tablo 6). Diger
bir taraftan Carasobarbus genusuna ait tiir i¢i ikili dizin farklilig1 degerleri ise en diisiik
% 0 (C. kosswigi) ile en yiiksek % 0,21 (C. luteus) degerleri arasinda degistigi tespit
edilmistir (Tablo 6).

Ayrica Genbankasinda yer alan diger Carasobarbus tiirleri ile yapilan analizlerde
Cyt b geni ikili dizin ayrimina bakildiginda tiirler aras1 genetik mesafenin en diisiik
%0,35 ile C. luteus ve C. apoensis arasinda ve en yiiksek ise % 10,92 ile C. harterti ve
C. kosswigi arasinda olmak {izere genis bir deger araliginda degistigi belirlenmistir

(Tablo 6).

Tablo 6. Carasobarbus genusuna ait tiir i¢i ve tiirler arasindaki ikili dizin farklilig

degerleri.
Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8 9
. luteus 0,0021

.apoensis (0035 0,0013
. chantrei 0,0260 0,0263 0,0000
.exulatus (00340 0,0324 0,0275 0,0010

. canis 0,0360 0,0341 0,0348 0,0313 0,0006
- harterti 0,0666 0,0635 0,0662 0,0636 0,0606 0,0000
. fritschii 0,0760 0,0737 0,0764 0,0739 0,0708 0,0317 0,0066

- kosswigi 0,0900 0,0890 0,0883 0,0864 0,0907 0,1092 0,1085 0,0000
- sublimus 0,0966 0,0957 0,1023 0,0940 0,1006 0,1063 0,1036 0,0516 0,0024

© W N o o A W N B
O O O o0 o o0 O 0o O

Carasobarbus tiirlerinin mtDNA Cyt b genine ait tiire 6zgii ayirt edici niikleotit
pozisyonlar1 tablo da verilmistir. Toplamda 1141 baz pozisyonunda tiirler birbirlerine

gore ayrim gostermektedir.
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3.2. Filogenetik Analizler

Carasobarbus’un Anadolu’da dagilim gosteren iig tiirii (C. luteus, C. chantrei ve
C. kosswigi) ve GenBank’tan alinan diger Carasobarbus tiirlerinin (C. apoensis, C.
fritschii, C. harterti, C. sublimus, C. canis ve C. exulatus) mtDNA Cyt b haplotiplerinin
komsu katilim (NJ), maksimum tutumluluk (MP) ve maksimum olasilik (ML) metotlar1
kullanilarak gergeklestirilen filogenetik analizlerinden elde edilen filogenetik agac
topolojileri hemen hemen birbirinin ayni1 olup herbiri yliksek giivenirlilik degerleri

(NJ100, MP100 ve ML100; Sekil) ile desteklenen monofiletik bir yap1 gostermistir.

Carasobarbus luteus, hg
[Camsobarbus luteus, h5

Carasobarbus luteus, h6
|— Carasobarbus luteus, KU524928, Suriye
’r Carasobarbus luteus, h1

Carasobarbus luteus, h2

- Carasobarbus luteus, hg

Carasobarbus apoensis, KU525007, Iran
Carasobarbus luteus, h7

66 100 Carasobarbus luteus, KU524929, Suriye
Carasobarbus luteus, KU524927, Suriye
Carasobarbus chantrei, H8

100
Carasobarbus chantrei, KU524914, Suriye

Carasobarbus chantrei, KU524921, Suriye

98 Carasobarbus exulatus, KU524903, Suudi Arabistan
91 |— Carasobarbus canis, KU524926, Israil

100 e Carasobarbus kosswigi, KU524935, Iran
100 Carasobarbus sublimus, KU524930, Iran

Carasobarbus harterti, KU524975, Fas
100 l; Carasobarbus fritschii, KU524988, Fas

Barbus tauricus, MH010348

0.020
Sekil 5. Carasobarbus tiirlerine ait mtDNA Cyt b haplotiplerinin komsu katilim (NJ)

metodu yardimiyla olusturulan filogenetik aga¢ topolojisi.
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Carasobarbus luteus, hq
Carasobarbus luteus, h6
Carasobarbus luteus, hs
Carasobarbus luteus, h2
Carasobarbus luteus, hg
Carasobarbus luteus, h1
100
Carasobarbus luteus, KU524928, Suriye

100 Carasobarbus apoensis, KU525007, Iran

Carasobarbus luteus, KU524927, Suriye

Carasobarbus luteus, hy
Carasobarbus luteus, KU524929, Suriye
Carasobarbus exulatus, KU524903, Suudi Arabistan

96 = Carasobarbus chantrei, H8

Carasobarbus chantrei, KU524914, Suriye
100
92 Carasobarbus chantrei, KU524921, Suriye

Carasobarbus canis, KU524926, israil

100 I Carasobarbus kosswigi, KU524935, iran
100 L Carasobarbus sublimus, KU524930, Iran

—:’amsobarbus harterti, KU524975, Fas
100 Carasobarbus fritschii, KU524988, Fas

Barbus tauricus, MH010348

20
Sekil 6. Carasobarbus tiirlerine ait mtDNA Cyt b haplotiplerinin maksimum tutumluluk
(MP) metodu yardimiyla olusturulan filogenetik agac topolojisi.

Carasobarbus luteus, hg

Carasobarbus luteus, hs
Carasobarbus luteus, h6
80| Carasobarbus luteus, KU524928, Suriye
Carasobarbus luteus ,h1

Carasobarbus luteus, h2

Carasobarbus luteus, h3

Carasobarbus apoensis, KU525007, iran
Carasobarbus luteus, KU524929, Suriye

68 Carasobarbus luteus, h7

Carasobarbus luteus, KU524927, Suriye

Carasobarbus exulatus, KU524903, Suudi Arabistan
96

36

[— Carasobarbus chantrei, H8

Car barbus chantrei, KU524914, Suriye
100 I

86 Carasobarbus chantrei, KU524921, Suriye

Carasobarbus canis, KU524926, Israil

96 — Carasobarbus kosswigi, KU524935, Iran
100 L cCarasobarbus sublimus, KU524930, iran

4|——Carasobarbus harterti, KU524975, Fas
100 Carasobarbus fritschii, KU524988, Fas

Barbus tauricus, MH010348

0.020

Sekil 7. Carasobarbus tiirlerine ait mtDNA Cyt b haplotiplerinin maksimum olasilik
(ML) metodu yardimiyla olusturulan filogenetik agag topolojisi.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Tiirkiye'nin Asya kismi, yani Anadolu, diinyanin 35 biyolojik c¢esitliliginin sicak
noktalarindan Kafkaslar, Irano-Anadolu ve Akdeniz havzasinin birlestigi ve etkilesimde
bulundugu bolgedir. Anadolu'nun biyolojik ¢esitliligini anlamamiza yardimci olan en
belirgin biyocografik 6zelliklerden biri, uzun siiredir orta ve dogu Anadolu faunasi
arasinda biyocografik sinir olarak kabul edilen Anadolu koésegenidir. Anadolu
kosegeninin her iKi tarafin1 faunal olarak dogu ve bati olmak tizere 2 gruba ayiran
modellemeler en azindan son buzullararas1 dongii sirasinda, bir taraftaki
populasyonlarin ya da taksonlarin ¢ogunun Anadolu kosegeninin diger tarafindan
cevresel nedenlerle izole oluklarini 6ne stirmiistiir (Gur, 2016). Sazansi genusu
Carasobarbus Karaman, 1971 ’un tiirleri de gilineybati Asya ve Kuzey bati Afrika
boyunca dagilim gostermekle birlikte Tiirkiye’deki dagilimi Anadolu kosegeninin
dogusu olan Dicle, Firat, Kueik ve Asi nehir havzalarimi kapsamaktadir. Carasobarbus
luteus Heckel, 1843 (Borkenhagen, 2005; URL-1; Kaya vd., 2016) ve C. kosswigi
(Esmaeili vd., 2006; Borkenhagen, 2011; Kaya vd., 2016) gibi Basra korfezine drene
olan Firat ve Dicle nehirlerinin yukari havzasinda, C. chantrei Tirkiye ve Suriye
topraklarin1 drene ederek Akdeniz’e dokiilen Asi nehir havzasinda dagilim
gostermektedir (Esmaecili vd., 2006; Borkenhagen, 2011). Carasobarbus tiirlerinin
dagilimlarmin Anadolu kosegeninin dogusu veya alt1 ile sinirli kalmis olmasi dikkate

degerdir.

Gergeklestirilen bu tez kapsaminda incelenen 3 Carasobarbus tiiriiniin sitokrom b
gen dizilerindeki baz bilesimi, diisiik G igerigi ve neredeyse esit A, C ve T igerikleri
seklinde olup gerek Carasobarbus (Borkenhagen vd., 2011) gerekse diger bazi balik
tirleri i¢in daha 6nceden bildirilmis olan sitokrom b dizilerine ait baz igeriklerine
(Cantatore vd., 1994; Briolay vd., 1998; Tang vd., 2006) benzer oldugu belirlenmistir.

Tiirlerin tanimlanmasi, DNA dizisindeki tiire 6zgii genetik polimorfizmlerin
tespitine dayanir (Liu ve Cordes, 2004). Goreceli olarak yiiksek tiirler arasi ve diisiik tiir
ici varyasyonlart nedeniyle cyt b dizileri yakindan iligkili tirler igin bile 6nemli
farkliliklar gosterir (Aranishi vd., 2005). Bu nedenle mitokondri DNA sitokrom b gen
dizilerinde tiirlere 6zgii niikleotit (SSN) pozisyonlarinin varligi (Tablo 7), Tiirk tath su
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faunasindaki ti¢ Carasobarbus tiiriniin genetik tanimlanmasi/farklilagsmasi igin kanit
saglamas1 gerekirken C. apoensis ve C. luteus tiirlerini ayirt edebilecegimiz SNP’leri
varligi tespit edilememistir. Aksine, Kahta ¢aymin C. luteus populasyonundan
belirlenen bir haplotip (H7) i¢in 6nemli sayida 6zgiin mutasyonun (4 adet SNP, Tablo
7) bu populasyonun morfolojik olarak tekrar gozden gegirilmesinin gerekliligini

gostermektedir.

Mitokondri DNA sitokrom b geni dizinleri arasinda yapilan haplotip analizi
sonucu gerek C. luteus (7) gerekse C. chantrei (1) ve C. kosswigi i¢in (1) belirlenen
haplotip sayist olduk¢a disiiktiir (Tablo 5). Ek olarak, Carasobarbus tiirleri igin
belirlenen yiiksek haplotip ¢esitlilik (Tablo 5; Hd= 0,590-0,833) ve diisiik niikleotit
cesitlilik (Tablo 5; Pi= 0,05-0,65) degerleri bir dereceye kadar genetik siiriiklenme ve
kurucu etkilere karsi duyarli olan nadir bulunan kiigiik populasyonlar1 ile agiklanabilir
ki bu tespit Iran havzasindaki C. kosswigi ve C. sublimus icin daha &nceden
Borkenhagen vd. (2011) tarafindan rapor edilmistir. Carasobarbus kosswigi kiigiik
nehirlerde ve dag akarsularinda yasar ve nehirlerin ova bolgelerinde C. luteus' a oranla
daha az gb¢ etme olasilig1 vardir. Bu da populasyonlar arasinda gen akis1 olasiliginin
cok daha diisiik olmasini saglar. Daha biiylik 6rneklem biiyiikliigiine sahip arastirmalar,
niifus dinamikleri ve C. kosswigi tiiri hakkinda ilging bilgiler verebilir. Gaziantep
sinirlart igerisindeki Merzimen ve Karasu nehri 6rneklerinde belirlenen diisiik
haplotipik ve niiklotitlik ¢esitlilik degerleri (Tablo 5; Hd= 0,00 ve Pi= 0,00) 6rneklem
sayisindaki yetersizlige atfedilebilir. Zira mevcut tiirlerin genetik gesitliligini
karakterize etmek amaciyla mitokondri DNA belirteg varyasyonunu kullanan
biyogesitliligin molekiiler genetik ¢alismalar1 6rnek boyutlarina 6zellikle duyarli oldugu
bilinmektedir. Maalesef, dizileme hatalarinin dikkate deger varlig1 nedeniyle diisiik bilgi
iceriginin bir sonucu olarak, kiigiik 6rneklem biiytikliikleri, 6rneklerin mtDNA genetik
polimorfizm temelinde dogru tanimlanmas: i¢in ihtiya¢c duyulan ayrimci giice sahip

degildir (Phillips vd., 2019).

Dogu Anadolu’nun en 6nemli su kaynaklar1 olan Firat, Dicle, Asi ve Kueik
nehirlerinde dagilim gosteren iic Carasobarbus tiirii arasindaki mtDNA Cyt b geni
haplotiplerinin ikili dizin ayrimina bakildiginda tiirler aras1 genetik mesafenin en diisiik

C. luteus ve C. chantrei arasindaki %2,63’lik genetik mesafe tiirlerin 6rneklendigi
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lokasyonlarin yakinligi ile aciklanabilir. Diger taraftan calismamiz kapsaminda
ornekledigimiz tiirler arasindaki % 8,98 (Tablo 6) ile mesafe ile en uzak tiirlerin
cografik dagilimi ¢akisan C. luteus ve C. kosswigi olmasi farkli ekolojik tercihleri
nedeniyle Carasobarbus kosswigi kiigiik nehirlerde ve dag akarsularinda yasar ve
nehirlerin ova bolgelerinde C. luteus' a oranla daha az go¢ etme olasiligr vardir. Bu da
populasyonlar arasinda gen akist olasiliginin ¢ok daha diisiik olmasini saglar. Daha
biiyiik 6rneklem biiyiikliigiine sahip arastirmalar, niifus dinamikleri ve C. kosswigi tiirti
hakkinda ilging bilgiler verebilir. Carasobarbus genusuna ait tiir i¢i ikili dizin farklilig1
degerleri ise en diisiik % 0,00 (C. kosswigi) ile en yiiksek % 0,45 (C. luteus) degerleri
arasinda degisiyor olmasmin (Tablo 6) Orneklem biiyiikligii ile baglantili oldugu

diistiniilmektedir.

Carasobarbus tiirleri arasindaki iligkileri daha iyi anlayabilmek i¢in Genbank veri
tabaninda yer alan diger cografyamizda dagilim gdstermeyen Carasobarbus tiirleri de
verisetimize dahil edilerek gergeklestirilen analizlerde sitokrom b geni ikili dizin
farklilagmasina bakildiginda tiirler arasi genetik mesafenin en diisiik % 0,44 ile C.
luteus ve C. apoensis (Kizildenize drene olan Giineybatt Suudi Arabistan’daki
nehirlerde) arasinda ve en yiiksek ise % 10,91 ile C. harterti (Fas, Afrika) ve C.
kosswigi (Basra havzasi) arasinda olmak iizere genis bir deger araliginda degistigi
belirlenmis olmas1 (Tablo 6) tiir i¢i ve tiirler arasindaki genetik mesafelerin cografik
uzakliklariyla dogru orantili oldugu diger bir deyisle cografi 6lgek tizerindeki genetik
uzaklik artig1 ile varyasyonda artis olacagini ongbéren Wright (1943)’in hipotezine

uygun oldugu goriilmektedir.

Carasobarbus apoensis, C. canis, C. chantrei, C. exulatus, C. fritschii, C. harterti,
C. kosswigi, C. luteus ve C. sublimus tiirlerinin 10 farkli morfolojik karakterin
kombinasyonunu paylasan bir monofilik grup olusturdugu bildirilmistir (Borkenhagen
ve Krupp, 2013). Borkenhagen (2017), yakin tarihte sitokrom b ve ND4 mitokondri
genlerine dayali olarak gerceklestirdikleri molekiiler filogenide de bu yapr isaret
edilmistir. Benzer sekilde, Carasobarbus’un Anadolu’da dagilim gosteren C. luteus, C.
chantrei ve C. kosswigi ve GenBank’tan elde edilen C. apoensis, C. fritschii, C.
harterti, C. sublimus, C. canis ve C. exulatus tirlerinin mtDNA sitokrom b

haplotiplerinin komsu katilim, maksimum tutumluluk ve maksimum olasilik metotlarina
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dayal1 filogenetik analizleri yiiksek giivenirlilikte (Sekil 5-7) monofiletik bir yapilanma

gostermistir.

Borkenhagen (2017) tarafindan Orta Dogu ve Kuzey Afrika'dan Torini Karaman,
1971 (Actinopterygii Cypriniformes) takimimnin molekiiler filogenisinin yaptigi genetik
calismada Carasobarbus gensunun dogu (C. canis, C. exulatus, C. chanteri, C. luteus ve
C. apoensis) ve batt (C. harherti ve C. fritschii) olarak iki tiir grubu altinda
smiflandirildign ve C. kosswigi ve C. sublimus tiirlerinin birlikte konumlandig:
gosterilmistir.  Dogu grubuna dahil olan Anadolu dagilimh tlrleri igeren
analizlerimizden elde ettigimiz filogenetik aga¢ topolojileri incelendiginde Anadolu
nehirlerinden 6rneklenen C. luteus tiiriine ait haplotiplerinden H7 nin Borkenhagen vd.
(2011) tarafindan rapor edilen iki gruplu yapidaki Dicle-Firat grubu ile birlikte
kiimelenmesidir. Burada ilging olan C. luteus tiirii i¢indeki iki grubunun varlig1 degil,
Suudi Arabistan topraklarinda Kizildenize drene olan nehirlerdeki C. apoensis tiiriiniin
bu gruplar arasinda konumlanmis olmasidir (Sekil 5-7). Mitokondri DNA sitokrom b
geni dizierine dayali olarak gergeklestiridigimiz filegenetik analizlerde C. apoensis
haplotiplerinin C luteus grubu igerisinde yer almasi nedeniyle C. apoensis tiiriiniin genis
biiyik bir oOrneklem grubu {izerinden morfolojik olarak yeniden gbdzden
gecirilmesinin/degerlendirilmesinin isabetli olacagi goriisiindeyiz. Ayn1 zamanda, Kahta
caylr (Firat nehri)’ndan elde edilen bir C. luteus haplotipinin (H7) c¢alismamiz
kapsaminda elde edilen (ayn1 lokasyonda belirlenen H1, H3 ve H6 dahil) diger tiirdes
haplotiplere olan dikkate deger genetik uzakligi, Kahta ¢ay1 6rneklerinin de morfolojik

olarak yeniden gozden gecirilmesini gerektirmektedir.

Calismamizda elde ettigimiz filogenetik agag topolojilerine gore (Sekil 5-7), C.
kosswigi ve C. sublimus ortak atadan kdoken alan Carasobarbus tiirlerinin sadece bir
kismint igerdigi igin parafiletik bir grup olarak degerlendirilebilir. Kald1 ki bu goriis
daha oOnce Carasobarbus’larin mitokondri genomuna dayali olarak molekiiler

sistematigini yapan Borkenhagen vd. (2011) tarafindan da ileri stiriilmiistiir.

Wang vd. (2013) Carasobarbus soyunu igeren Torini grubunun dogu'da yaklasik
9.94 milyon yil dnce kdken aldigini Carasobarbus soy grubunun ise yaklasik 7.7 myo

digerlerinden ayrildigin1 ileri slirmiistiir. Zira, Arabibarbus, Carasobarbus ve
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Mezopotamichthys cinslerinin muhtemelen ge¢ Miyosen veya Pliyosen sirasinda
birbirlerinden ayrildiklar1 tahmin edilmektedir (Tsigenopoulos vd., 2010, Borkenhagen,
2014). Tsigenopoulos vd. (2003), orta Miyosende Akdeniz ve Hint Okyanusu arasindaki
deniz yolunun kapanmasi ve Afrika ile Asya arasindaki Gomphotherium kara
kopriisiiniin ortaya ¢ikmasinin ardindan Afrika hekzaploid soyunun Ge¢ Miyosende
cesitlenmeye basladigini belirlediler. Afrika ile Avrasya arasindaki ihtiyofaunal degisim
Gomphotherium kara kopriisiiniin olustugu Miyosen'in baslarinda (yaklagik 19 myd)
basladi (Harzhauser vd., 2007). Bu kara kopriisii, Avrasya'dan gelen sazansilarin
tarafindan Arap Yarimadas: ve Afrika'nin kolonilesmesini kolaylastirdi (Tang vd.,
2009). Torini sahnesinde, kiigiikk Asya, Arap levhasi ile doguya baglandi ve Ege
Denizi'nin olusumu ile batisindaki Avrupa'dan ayrildi. Bu, Torini takimmin Avrupa'da

bulunmayisini agiklar (Tsigenopoulos vd., 2003).

Anadolu, Avrupa kolonizasyonunun kaynak bdlgesi olmakla birlikte diger bazi
cografik bariyerlerle birlikte yiiksek Anadolu kosegeni, yakin Dogu’dan canlilarin
Avrupayl kolonize etmesinin Oniindeki bir engeldir (Ansell vd., 2011). Pliyosen
doneminde yasanan Anadolu Platosu’nun Afrika ve Avrupa levhalart arasindaki temasla
yiikselmesi (orojenik aktivite) sonucu Anadolu’daki genis nehir baglantisinin kopusu ve
iklim degisikligi nedeniyle (Fairbridge vd., 1997; Durand vd., 2000) Anadolu
kosegeninin batisinda Carasobarbus’un varligin1 engelleyerek faunal kesintiye neden

olmas1 muhtemeldir.

Diger taraftan, Orta Dogu'dan Akdeniz'in giiney kenart boyunca, muhtemelen
Messinian tuzluluk krizinin “Lago Mare” asamasinda (5.5 ila 5.33 my®; Krijgsman vd.,
1999) Carasobarbus tiirleri bugiinkii Kuzeybati Afrikada yer alan Fas’t kolonize
etmistir. Bu, dogu ve bat1 Carasobarbus grubu arasindaki boliinmeye yol agmaktadir. C.
fritschii ve C. harterti arasindaki boliinmenin nedenleri belirsiz olmakla birlikte bu
tiirlerin ortaya c¢ikisinda ikincil temaslh allopatrik tiirlesme ve simpatrik tiirlesme

mekanizmalarinin etkili oldugu tahmin edilmektedir (Borkenhagen ve Krupp 2013).
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5. ONERILER

Mitogenom veri analizine gore C. apoensis’in gegerli bir tiir olup olmadigi, genus
icin gegerliligi kabul edilmis olan morfoloik karakterler kullanilarak farkli lokasyondan
yeterli sayida 6rnek incelenerek kontrol edilmelidir. Diger taraftan, C. luteus tiiriiniin
Frrat nehri havzasindaki Kahta populasyonuna ait 6rneklerin sergiledigi siradist genetik
varyasyon nedeniyle morfolojiye dayali yeniden degerlendirilmesinin yanisira
mikrosatellit lokuslar gibi daha derinlemesine bilgi verebilecek karakterde belirtegler

kullanilarak yeniden gézden gecirilmesini kuvvetle tavsiye ediyoruz.

Daha genis bir cografik lokasyon grubuna ve daha biiyiik 6rnekleme sahip
aragtirmalar ile bolgeye endemik Carasobarbus tiirlerine ait populasyonlarinin niifus
dinamikleri ve tiirlerin ekolojik durumlart gibi tehdit altindaki tiirlerin siirdiiriilebilirligi
ve korunmasina katki saglayabilecek noktalar hakkinda daha saglikli ve ilging bilgiler
elde edilebilir.

Ayrica, Sazansi genusu Carasobarbus’un Avrupa’da bulunmayigi hatta
Tiirkiye’deki dagilimiin Dicle, Firat, Kueik ve Asi nehir havzalarini iceren Anadolu
kosegeninin dogusuna sinirl kalmis oldugu gergeginin izahi, bdlgenin jeobiyocografik

hikayesinin irdelenmesi yoluyla yapilabilir.
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