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OZET

TURKIYE’DEKI FIRAT NEHRI DRENAJINDAN Oxynoemacheilus (Teleostei:
Nemacheilidae) TURLERININ COI-BARKOD BOLGESINE DAYALI GENETIK
TANIMLAMASI VE FILOGENETIK ILSKIiLERI

Hande RAKICI

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

Bu c¢alismada, DNA barkodlama teknigi ile Tiirkiye’'nin Firat nehir havzasindaki
Oxynoemacheilus tiirlerini  giivenilir bir sekilde tamimlama yetenegi arastirilmistir.
Oxynoemacheilus genusunu temsilen 6 tire ait 167 bireyi barkodlamak igin mitokondri
sitokrom c¢ oksidaz altiinite I' in (COI) barkod bolgesi (627 bp) kullanildi. Kimura 2
parametresine dayali olarak (K2P), maksimum tiir i¢i ve minimum tiirlerarasi genetik mesafeleri
sirastyla % 0.59 ve % 1.62°dir. En yakin komsu tiirler ara mesafeler, ortalama intra-spesifik
mesafeden 7 kat daha yiiksektir ve belirgin bir DNA barkod aralifi1 fark edilmistir. Filogeni
tabanli DNA barkodlama basarisi testine gore komsu-birlestirme fenogramlart K2P modeli
kullanilarak 1000 se¢-bagla replikasyonu ile {iretildi ve 6rneklerin tiimiiniin tiirlerin taksonomik
durumlari ile uyumlu olarak kiimelendigi belirlenmistir. MP ve ML filogenileri, Dogu ve Bati
Anadolu gruplarina karsilik gelen iki klad iceren bir ortak aga¢ topolojisi gosterdi. Bu
¢alismanin sonuglari, COI geninin yaklasik % 81 basar1 oraniyla Oxynoemacheilus tiirlerinin
belirlenmesi ve sinirlandirilmasi igin uygun bir DNA barkod belirleyicisi olabilecegini

gostermektedir.

2019, 58 sayfa
Anahtar Kelimeler: DNA Barkotlama, COI, Ihtiyofauna, Endemism, Tiirkiye
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ABSTRACT

GENETIC IDENTIFICATION AND PHYLOGENETIC RELATIONS OF
Oxynoemacheilus SPECIES (Teleostei: Nemacheilidae) FROM DRAINAGE OF
EUPHRATES IN TURKEY BASED ON COI-BARCODE REGION

Hande RAKICI

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

The present study investigated the ability of DNA barcoding to reliably identify
Oxynoemacheilus species in Euphrates River basin of Turkey, known as biodiversity hotspots.
The barcode region (627 bp) of the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase |1 (COI) were used to
barcode 167 individuals belonging to six Oxynoemacheilus species. Based on Kimura two-
parameter (K2P), the intraspecific diversity and minimum interspecific genetic distance were %
0.59 and % 1.62 respectively. Nearest neighbor distance was 7-fold higher than maximum intra-
specific distance on average and a distinct DNA barcoding gap was observed. According to the
phylogeny-based succes test neighbour-joining phenograms were generated with 1000 bootstrap
replications using the K2P model and all the specimens clustered in concurrence with the
taxonomic status of the species. The MP and ML phylogenies indicated a consensus tree
topology containing two clades corresponding to the geographical origins: Western and Eastern
Anatolia groups. The results of present study indicated that the COI gene could be a suitable
DNA barcode marker for the Oxynoemacheilus species identification and delimitation with

approximately 81% success rate.

2019, 58 page
Keyword: DNA Barcoding, COl, Freshwater Fish, Endemism, Turkey.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Insanoglunun besin diyetindeki protein, vitaminler ve mineral ihtiyacinin
karsilanmasi bakimindan nemli bilesenlerden biri olan baliklar, endiistriyel alanda yag1
cikartilarak boya, bocek ilaci, sabun, ilag vb. tiriinlerin iiretiminde kullanilabilmektedir.
Ekonomik refahin gelistirilmesi, is ve yatirim alanlarinin artirilmasina katkida bulunan
balik¢ilik sektoriinde ana meta olan baliklar ve islenmis gida {riinlerinin dogru
tanimlanmasi biiyiikk 6nem arz etmektedir. Ote yandan, balik tiirlerinin tanimlanmast,
biyogesitliligin tespiti, takibi ve gerekli ise koruma stratejilerinin gelistirilmesi gibi

hayati yaklagimlara temel olusturur (Dayrat, 2005).

Balik tiirlerinin teshisi temel de morfometrik ve meristik karakterlere dayanir
(Strauss ve Bond, 1990). Morfolojik yaklagimlarin egemen oldugu tiir tayini ¢alismalari,
genellikle tiirlerin cinsiyet ve yasam evrelerine bagimli olmalari, farkl tiirler arasindaki
yiikksek morfolojik benzerlik ve farkli tlirlerin benzer yasam kosullarina maruz
kaldiginda fenotipik benzerlik géstermeleri gibi olasi olumsuzluklar ile sinirlidir. Zira,
baliklarin %40°1 gibi yiiksek oranda tiir diizeyinde tanimlanamadigi goriilmektedir
(Lleonart vd., 2006). DNA metodlarinin kullanimi bdyle problemleri onleyebilir
(Hebert ve Gregory, 2005). Bu nedenle, tiir tanimlama siirecini hassas, hizli, evrensel
bir zemine oturtmak i¢in 0zgiin DNA dizilerinin kullanildigi molekiiler yontemler

kullanilmaya baslanmistir (Hebert vd., 2003a).

Bu molekiiler yontemler arasinda tiir tantmlamanin hizli ve etkili bir yolu olan
DNA barkodlama, tiirler arasinda karsilastirma yapmak i¢in dort farkl niikleotidin bir
karistmindan olusan kisa bir DNA dizisinin kullanilmasi iizerine kuruludur.
Hayvanlarda, uygun bir barkodun yaklasik 600-800 bp'den olustugu onerilir (Kress vd.,
2004). Daha kisa bir sekans, niikleotidler arasinda yeterli varyasyona izin verecek kadar
veri saglamayabilir. Bununla birlikte, Herbert vd. (2003a) tarafindan onerildigi tizere
mitokondri DNA (mtDNA) dizileri, niikleer DNA'ya oranla daha yiiksek evrim hizina

sahiptir. Tiir iginde varyasyon gdstermedigi halde tiirler arasinda belirgin bir ayrim



sagladig1 ve iki yonlii dizilemede tek bir primer ¢ifti ile kolayca iiretilebildigi i¢in
mtDNA sitokrom ¢ oksidaz 1 (COI) geninin 5' ucundaki yaklasik 650 bg’lik kisa bir
bolge tiim hayvanlar i¢in pratik ve standartlagtirllmig ideal bir DNA barkodu olarak
nitelendirilir (Hebert vd., 2003b).

Yeryliziindeki yasam formlarinin genis kapsamli dokiimii biitiin evrimsel ve
biyogesitlilik ¢alismalarinin temelini olusturmaktadir. Uluslararasi “Yasam Barkodu
Konsorsiyumu” (The Consortium for Barcode of Life, CBOL) projesi kisa imza “DNA
barkod” diziler1 kullanarak tiir diizeyinde organizmalar1 tanimlanmasi yoluyla
diinyadaki biyocesitliligi belirlemeye yonelik bir girisimdir. Son yillarda yapilan CBOL
ile ilgili calismalarda genellikle uygun bir barkod iireten sitokrom ¢ oksidaz (COI) alt
iinite I geninden 650 b¢’lik kisa bir DNA dizisinin tiirlere 6zgii DNA profillerinin
ortaya cikarilmasi i¢in kullanilabilecegini gostermistir (Hebert ve Gregory, 2005).
Boylece, tanimlanamayan tiirlerin DNA dizileri ile DNA barkod veri tabanlarindaki
DNA dizilerinin eslestirilmesi yontemiyle tanimlanmasini saglayacak evrensel bir tiir

teshis anahtar1 olusturulmasi miimkiin olmaktadir.

“FISH-Barcode of Life” projesi tahmini olarak 30,000 balik tiirliniin teshisi ve
evrensel DNA barkod veritabanini hedefleyerek 2005 yilinda baslatilmistir. Giinlimiize
dek, bu tiirlerin sadece dortte biri barkodlanmistir. Bunlarin ¢ogu da Asya ve
Avustralya’nin denizel balik tiirlerine aittir. 2013 yili itibariyla Avrupa’daki 2028 tiiriin
sadece 440 tanesi barkodlanmistir (Ward vd., 2005, 2008a,b; Ward ve Holmes, 2007;
Zemlak vd., 2009). DNA barkodlama sonuglar1 gosteriyor ki DNA barkod bolgesi
yardimiyla tiir teshisi baliklarda son derece basarilidir ve genetik teshis metodlar: ile

denizel veya tath su baliklarmin sirasiyla %93 ila 98’ini ayirabilmektedir (Ward vd.,

2009).
1.2. Nemacheilidae Familyasinin Genel Ozellikleri
Copeii balig1 ve tas kesen baligi olarak bilinen Nemacheilidae familyasina ait

tiirler Asya ve adalari, Avrupa ve Kuzeydogu Afrika'nin tath sularinda yayilis gdsteren

kiiclik baliklardir (URL-1). Bu familyaya ait bireyler akarsularin s1§ olan bolgelerinde



yasarlar, pullar kiiciik ve genellikle deriye gomiilmiis sekildedir. Agizlarinin etrafinda
bir ¢ift biyik alt ¢enede, iki ¢ift biyik {ist ¢enede olmak iizere toplamda ii¢ ¢ift biyik
bulunmaktadir (Turan vd., 2018). Tiirkiye’nin neredeyse biitiin akarsularinda dagilim
gosterirler. Bu familya Tiirkiye de toplam 26 tiir ile temsil edilmektedir (Turan vd.,
2018).

Nemacheilidae, yaklasik olarak 48 cins ve 661'den fazla tiire sahiptir (Nelson vd.,
2016). Bu familyaya ait tiirler ¢ok dar ekolojik toleransa sahiptirler.

1.3. Oxynoemacheilus Genusunun Genel Ozellikleri

Oxynoemacheilus, Arnavutluk'tan doguda Orta Iran’a kadar bilinen,
Nemacheilidae baliklarinin tiir bakimindan zengin bir cinsidir. Mevcut 58 tiir adi vardir
ve burada 41 tiir gegerli olarak kabul edilir. Avrupa'da O. bureschi, O. merga, O. pindus

ve O. theophilii olmak tizere dort tiir bulunur. Anadolu ve Orta Dogu'da 38 tiir bulunur.

Oxynoemacheilus cinsi dlgeklendirilmis veya 6l¢eksiz yanal ¢izgi boyunca bant
veya serit olusturma egiliminde lekelere sahip bir govdeye sahiptir ve 6n sirt ylizgeci
1sinlarinin tabaninda koyu siyah bir nokta yoktur. Dorsal ylizge¢ kokeni, pelvik yiizgec
kokenden gelen dikeyin Oniinde veya iistiindedir ve aniis anal yiizge¢ Oniinde bir goz
cap1 veya daha kiiciiktiir. Dallanmis ve bazen de birinci ve ikinci dalli, sirt yiizgeci
1sinlarinin tabaninda bulunmayan belirgin siyah nokta yoktur. Mevcut oldugunda, en iyi
kuyruk yiizgeci tabaninda gelistirilir ve ilerici 1sinlarla desteklenir. Iki noktadan olusan
loblu Oxynoemacheilus cinsi 1sin yiizgegli bir balik tiriidiir. Degisken sekilde
gelistirilen kiiciik bir pelvik ylizgec¢ aksiller lob mevcuttur. Kuyruk yiizgeci, derin bir
sekilde emarginat veya kesiklik yapmak i¢in ¢ok hafif bir sekilde belirginlesir. Catalll
bir kaudal kanatgik, silindirik gévdeli ve kaudal sap1 olan bir tiirde bulunur. Erkekler
yumurtlama mevsiminde sisirilmis veya kasli yanaklar gelistirmezler ancak tiiberkiiller
basin yanlarinda ve pektoral yiizgeclerinde bulunur. Bir suborbital flep veya oluk
erkeklerde buluna bilir bulunmaya da bilir. Burun delikleri yakin araliklarla veya
hafifce birbirinden ayrilir, agiz yar1 dudakhidir, dudaklar1 bastirmak icin neredeyse

piiriizsiiz olan basit dudaklar ile yar1 ay seklindedir ve bazen ortada degildir. (URL-2)



Tablo 1. Oxynoemacheilus genusunun sistematigi

Regnum Animalia (Hayvanlar)

Subregnum Metozoa (Cok hiicreliler)

Phylum Chordata (Kordalilar)

Subphylum Vertebrata (Omurgalilar

Classis Osteichthyes (Kemikli baliklar)

Subclassis Actinopterygii ( Isinsal yilizgecli )

Ordo Cypriniformes (Sazansilar)

Familia Nemacheilidac (Nema ya da ¢opgii )

Genus Oxynoemacheilus (Copgii baligi)

Species Oxynoemacheilus araxensis Banarescu ve Nalbant, 1978

Oxynoemacheilus argyrogramma Heckel,1847

Oxynoemacheilus bergianus Derjavin, 1934

Oxynoemacheilus euphraticus Banarescu ve Nalbant, 1964
Oxynoemacheilus kaynaki Erk’ Akan, Ozeren ve Nalbant 2008
Oxynoemacheilus paucilepis Erk’Akan, Ozeren ve Nalbant 2007

1.3.1. Oxynoemacheilus araxensis (Banarescu ve Nalbant, 1978)

Sekil 1. Oxynoemacheilus araxensis goriiniimii

Cakil dipli ve orta derecede hizli akan sudaki derelerden kaydedilmistir. (Sekil 1)

Bu tiir dogrudan insanlar tarafindan kullanilmaz.(URL-3)



1.3.2. Oxynoemacheilus argyrogramma (Heckel, 1847)

Sekil 2. Oxynoemacheilus argyrogramma goriiniimii

Iran'm batisindaki Nemacheilidae familyasina aittir. Nemacheilidae familyasmin
cogu nehir lobunda oldugu gibi Oxynoemacheilus argyrogramma (Sekil 2) da hizli akan
suda yasayan, ozellikle cakil veya tagh alt tabakalarda bulunan kiigiik bentik tiirlerdir.
(Kottelat ve Freyhof, 2007.) Akarsu nehirleri genellikle nehir sistemlerinde yasar ve gok
az go¢ aliskanligma sahiptir. Bu nedenle tath su faunasi biyocografya ¢alismasi igin

ideal biyodikatorlerdir. (Sediya vd., 2010)

1.3.3. Oxynoemacheilus bergianus (Derjavin, 1934)

Sekil 3. Oxynoemaceilus bergianus goriiniimi

Oxynoemacheilus bergianus (Sekil 3) daha ¢ok nehrin alt kisimlarini seger, daha
diisiik derinlik ve genislige, daha yiiksek hiza, daha ince alt tabakaya, seyrek nehir
kenar1 bitki Ortiisiine, daha az golgeye ve kaya Ortiisiine sahip sular1 sever (Tabatabaei
vd., 2015).



Morfolojik 6zellik olarak kuyruk sap uzunlugu, kuyruk sap ytiksekliginin 2, 1 - 2,
9 kat1 olarak ifade edilmistir. Viicut algaktir, uzundur ve pulludur. Lateral ¢izgisi
tamdir. Ag1z1 ventraldir ve kalin dudaklari vardir. Ug ¢ift biy1g1 bulunur bunlar ikisi {ist
cene biri alt ¢enededir. Gozler basin tam ortasinda yer alir ve kii¢iiktiir. Viicudunda
kahverengi hakimdir, karin bolgesi kirli beyazdir. Sirtta 4-6 tane koyu kahve renkli
bantlar bulunur. Dorsal yiizgecin baslangi¢ hizasina gelmeden 5-8 adet koyu kahve
renkte diizensiz leke bulunur. Yiizgec renkleri acik gri veya kirli beyazdir. Uzerlerinde

2-4 siyah benek bulunur. ilk bulunus yeri Safid Nehri (iran) dir. (Erk’akan vd., 2007)

1.3.4. Oxynoemacheilus euphraticus (Banarescu ve Nalbant, 1964)

Sekil 4. Oxynoemacheilus euphraticus gériiniimii

Yasam alan1 olarak debisi s1g, durgun akarsulari, zemin yapisi taslik, cakilli ve
temiz suyu secerler. Bu tiiriin (Sekil 4) viicutlar1 koyu kahverengi, karni kirli beyaz
renklidir. Sirtinda 8-9 tane acik renkli bant bulunur. Yiizgecleri acik gri veya kirli

beyazdir ve {lizerinde siyah benekler bulunur.

Morfolojik 6zellik olarak kuyruk sap uzunlugu kuyruk sap yiiksekliginin 1, 6 - 2,
1 katidir. Viicut yapisi uzun, algak ve pulludur. Lateral ¢izgisi boydan boyadir. Agizi
ventraldir ve tig ¢ift biyik bulunur ikisi iist ¢ene biri alt ¢genede konumlanmustir. Gozler
kiiciiktiir. Gzler basin tam ortasinda ya da burun ucuna daha yakin yer alir. ilk Bulunus

yeri Firat Nehridir. (Erk’akan vd., 2008).



1.3.5. Oxynoemacheilus kaynaki (Erk’Akan, Ozeren ve Nalbant, 2008)

Sekil 5. xynoemacheilus kaynaki goriiniimii

Oxynoemacheilus kaynaki (Sekil 5) (Goksu Nehri, Firat drenaji) diger
Oxynemacheilus tiyelerinden dalli dorsal, anal ve kaudal yiizge¢ 1sinlari, renk deseni,

lateral ¢izgi, cinsel dimorfizm sekli ile ayirt edilir (URL-3).

Cakillr orta ile hizli izl akan suda, genellikle ¢ok az akis ve ¢amurlu substrat ile

akarsu sinirlarini yasar. Bu tiir dogrudan insanlar tarafindan kullanilmaz (URL-4).

1.3.6. Oxynoemacheilus paucilepis (Erk’Akan, Ozeren ve Nalbant, 2007)

Sekil 6. Oxynoemacheilus paucilepis gortiniimii

Cakillr ve kiiclik akarsularin orta derecede hizli akan sularinda yasarlar. Bu tiir
(Sekil 6), Tiirkiye'de Firat'in bas sularinda ii¢ akima endemiktir. Mancilik (Muhtemelen

Mancilik'teki menzilinin bir kismindan tiikkenmistir), Cetinkaya ve Kalkam dereleri.
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Doluluk alaninin (AOO) 50 km? oldugu tahmin edilmektedir (yaklasik 40 km akistan
fakat yerel alanlardan bilinmektedir) ve olusumun kapsami (EOO) 500 km*den fazla
olmayacaktir. Tiirler, diisiik seviyedeki kirlilikten ve koylerden su ¢ekilmesinden

etkilenmektedir (ii¢ bolge). Bu nedenle tehlike altinda olarak degerlendirilir (URL-5).

1.4. Mitokondri DNA

Mitokondriler, Okaryotik hiicrelerde oksijenli solunum reaksiyonlarinin
gerceklestigi enerji iiretiminden sorumlu organeller olup sadece memeli alyuvarlarinda
ve prokaryotik hiicrelerde bulunmaz (Cooper ve Hausman, 2007). Mitokondri ve serbest
yasayan bakteriler arasindaki ve hatta DNA'larindaki benzerlikler nedeniyle,
mitokondrinin muhtemelen bir heterotrofik hiicre tarafindan fagosite edilmis serbest
yasayan a-proteobakterilerden geldigini varsayan “Endosimbiyozis teorisi” Margulis
(1993) tarafindan ortaya atilmistir. Bu teori mitokondrinin neden kendi DNA, protein ve
kodonlarina sahip oldugunu, neden iki zarlar1 oldugunu, serbest yasayan bakterilerle
ayni boyama desenlerine sahip olduklarin1 ve hiicre dongiisiiniin geri kalanindan ayr1
olarak kopyalayabildiklerini agiklar (Kutschera, 2005). Mitokondri DNA (mtDNA)’nin
prokaryotik ekstrakromozomal genomlar gibi dairesel bir yapiya sahip olusu, ¢ok az
kodlama yapmayan dizilerin varli§i ve genlerin cakistig1 alanlar gibi sayisiz 6zelligi
paylagsmalar1 gibi durumlar bu teoriyi desteklemektedir. Kodlama bdlgelerinin
baskinligina ragmen, mitokondri genomunda “D-loop” veya “displacement-loop” adi
verilen kodlamayan sekans igeren bir boélge vardir (Anderson, 1981). D-loop,
bakterilerin kendi genomlarmin replikasyonu i¢in kullandig1 baslangic bolgesine
benzemektedir. D-loop hem replikasyonu hem de transkripsiyonu baslatmak igin diziler

igerir, bu onu mitokondri genomun 6nemli bir pargasi yapar (Turnbull, 2010).

Mitokondriler, haploit kromozom setine sahip olup maternal olarak kalitilirlar yani
n kromozomlu olarak yavruya anneden gegerler, babanin spermlerinin yavruya
aktarimmin olmadigr "homoplazmi”, nadiren de olsa bir canlida 1’den fazla c¢esit
MtDNA goriilebildigi durumlar “heteroplazmi® s6z konusu olabilmektedir (Moritz,
1987, 1991; Bentzen, 1988). Heteroplazmi, sperm hiicresindeki mitokondrilerin

dollenme sirasinda yumurtaya gecisi veya mutasyonel kaynakli mtDNA’daki degisimler


https://tr.wikipedia.org/wiki/Prokaryot
https://tr.wikipedia.org/wiki/Sperm

olmak {izere iki farkli sekilde gergeklesebilir ki (Moritz, 1987; Bentzen, 1988; Moritz,
1991).Tirsi (Bermingham vd., 1986), Atlantik ringasi (Bentzen vd., 1988), hamsi
(Magoulas ve Zouros, 1993) ve Mersin (Eroglu, 2009) tiirlerinde goriilmektedir.

Mitokondri genomu neredeyse tiim Okaryotlarda yasam ig¢in esastir. Baliklarin
mitokondri genom DNA'sinin tamami, yaklasik 14 ila 18 kbg arasinda degisen ve dzerk
sekilde ¢ogalan ve kopyalayan, kompakt, cift sarmalli ve kapali dairesel bir molekiildiir
(Sekil 7), (Wolstenholme, 1992; Boore, 1999). Her ne kadar baz1 organizmalarda gen
diizenlemeleri tanimlanmig olsa da (Miya ve Nishida, 1999; Shao vd., 2001; Yuan ve
Zhaoxia, 2009), baliklardaki mitokondri genomunun gen igerigi ve organizasyonu
olduk¢a korunmustur. Birkag¢ istisna disinda, tim hayvan mitokondri genomlari,
genellikle 13 protein kodlama genini, 22 transfer RNA (tRNA) genini ve iki ribozomal
RNA (rRNA) genini ve ayrica A + T bakimindan zengin kodlama yapmayan bir bolgeyi
(kontrol bolgesi) iceren 37 geni kodlar (Haring vd., 1999; Moritz vd., 2003). Mitokondri
genomu, tek tek genlerden daha fazla bilgi saglamakla kalmaz, ayni zamanda gen
icerigi, gen diizenlemesi, baz kompozisyonu, replikasyon modlar1 ve genom evrimi ve
filogenetik iliskilerin ortaya c¢ikarilmasinda ¢ok gii¢lii bir ara¢ haline gelen
transkripsiyon gibi genom diizeyinde oOzellikler gosterir (Anderson vd., 1981).
Mitokondri i¢inde 2-12 kopya halinde bulunabilen mt DNA sayist hiicrede ortalama
olarak 1000-10.000 arasinda degismektedir (Wiesner vd., 1992).

Mitokondri genomu intron bulundurmadigi dolayisiyla DNA’smin neredeyse
tamami kodlanabildigi halde niikleer DNA ile karsilastirldiginda 10 kat daha
polimorfiktir ve hasara karsi olduk¢a savunmasizdir (Moritz ve Brown, 2003). Bunun
nedeni, mtDNA'nin nDNA’ya oranla ¢ok az sayida tamir mekanizmasina sahip olmasi
ve nDNA'nin aksine DNA'yt koruyacak histonlar1 olmamasi ve ETC'deki
oksidorediiksiyon reaksiyonlarinin reaktif dogalar1 nedeniyle DNA'ya zarar verebilen
reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretiyor olmasidir (Turnbull, 2010). Az da olsa
mtDNA’daki tamir yollarina ragmen, mtDNA'da hala birgok polimorfizm vardir ve
DNA hasarmin birikmesi ¢ogaltma ve transkripsiyonda zorluklara neden olabilir. Bu,
ozellikle mitokondride bir sorundur ciinkii kodlamayan c¢ok az sekans vardir ve

mutasyonlar kolayca biyokimyasal kusurlara neden olabilir. MtDNA bu tiir bir risk



altinda oldugundan, mitokondrilerin DNA'larmi koruyabilmelerinin yan1 sira DNA
onarimina ek olarak birden fazla kopyasi da vardir. Cogu mitokondri, DNA'larinin 2 ila
10 kopyasina sahiptir; bu, hiicre bagina 1000 ila 100.000 mtDNA agina sahiptir ¢iinkii
bir hiicrede birden fazla mitokondri vardir. Sonug olarak, hastalikli fenotipler yalnizca
hiicrede yiiksek oranda mutasyona ugramis mtDNA bulunmasi durumunda ortaya ¢ikma

egilimindedir (genellikle% 70 - 90) (Turnbull, 2010).

Co J‘/S i e
€ el

ATP 8 ATP6

Sekil 7. Mitokondri DNA’nin sematik yapisi (URL-6)

Mitokondri DNA analizinin, populasyon genetigi, intraspesifik filocografya ve
sistematik i¢in son derece yararli bir ara¢ oldugunu kanitlamistir (Avise vd. 1987; Zink,
2008). Zira, mitokondri genomu dizi analizlerinin tiim taksonomik basamaklarda
evrimsel iliskinin ortaya ¢ikarilabilmesi igin popiilasyon genetigi ve filogenetik
sistematik ¢alismalarinda kullanilabilirligi kanitlanmistir (Avise, 1994; Saitoh vd.,
2016). Mitokondri genleri evrimsel olarak hayvanlar arasinda bu kadar basit bir sekilde
korundugundan, homolog mitokondri genleri, omurgalilar ve bocek parazitleri gibi
farkl1 organizmalar arasindaki evrimsel gegmisleri ve molekiiler evrimsel kaliplar1 geri

kazanmak ve karsilastirmak i¢in kullanilabilir.
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1.5. Sitokrom C Oksidaz Alt Unite I (COI) Geni

Sitokrom ¢ oksidaz kompleks enzimi, Dbakteri, arkeler ve Okaryot
mitokondrilerinde bulunan biiyiik bir transmembran protein kompleksi olup oksijenin
suya indirgenmesini dolayisiyla elektronlarin sitokrom c'den oksijene transferini
katalize eden solunum reaksiyonlarindaki elektron tagima zincirinin terminal bilesenidir.
COX-1, COX-2 ve COX3 katalitik alt birimleri, mitokondri DNA (mtDNA) tarafindan
kodlanir ve enzim kompleksinin islevsel ¢ekirdegini olusturur. COI, enzimin katalitik

alt birimidir (Anderson vd., 1981; Tsukihara vd., 1996; Ingman vd., 2000).

1.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) ortaya ¢ikmasi, ¢esitli organizmalarin
genomik yapisi iizerinde yapilan ¢aligmalarin ilerlemesini biiyiik 6l¢iide hizlandirmigtir
ve ¢ok karmasik olan genomlardaki herhangi bir bolge, komsu niikleotit sekanslari ise,
teknikle birkag saat iginde 6zgiin olarak artirilabilir (Saiki vd., 1988). Hemen hemen her
DNA dizisi, DNA'nin restriksiyon endoniikleazlar ve ligaz kullanilarak "keserek ve
yapistirarak" manipiile edildigi konvansiyonel rekombinant DNA teknolojisinin yerine
PCR ile "kopyalanip yapistirilarak" da tasarlanabilir (Frohman ve Martin, 1989). Bu
nedenle PCR, restriksiyon endoniikleazlarin kesim bdlgelerinin sinirli mevcudiyeti ile
ilgili problemlerin iistesinden gelir. PCR, tek bir DNA molekiiliinden bile baslatilabilir
ve sonug olarak bir¢cok geleneksel analitik fraksiyonlama teknigi simdi 6dncekinden ¢ok

daha etkilidir (Mullis vd., 1994).

Polimeraz zincir reaksiyonu veya PCR, 6zel bir DNA boélgesinin milyarlarca
kopyasini in vitro yapmak i¢in kullanilan bir laboratuvar teknigidir. PCR, kopyalanmak
istenen hedef bolgeyi iceren kalip DNA, bir termostabil DNA polimeraz,
deoksiriboniikleotid trifosfatlar (dANTPs) ve ozellikle ilgilenilen DNA bolgesi igin
tasarlanmis DNA primerlerini gerektirir. Genellikle 20 niikleotit uzunlugunda, kisa
zincirli tek iplikli DNA pargalar1 olan DNA primerlerle kopyalanacak veya biiyiitiilecek
DNA bolgesi belirlenir. DNA primerler, kopyalanmak istenen bdlgenin her iki ucunda,

kalip DNA’nin zit ipliklerine tamamlayici baz eslesmeleri ile baglanmalarini saglayacak
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diziler igerir. Tipik olarak PCR'de kullanilan DNA polimeraz, izole edildigi 1siya
toleransli bakterinin (Thermus aquaticus) adina atifta bulunarak Taq DNA polimeraz
olarak adlandirilir. DNA sentezi i¢in bir baslangi¢ noktas1 saglayan kisa bir niikleotit
sekanst verildiginde Taq DNA polimeraz primerin baglandigi bolgeyi taniyarak bu
noktada kalip zincirdeki niikleotide karsilik gelen dNTP’leri DNA primere baglayarak
calismaya baslar (Reece vd., 2011, 2012).

PCR reaksiyonunun temel bilesenleri, Taq polimeraz, primer, kalip DNA ve
niikleotitlerdir (DNA yap1 taslari). Bilesenler, enzim tarafindan ihtiya¢ duyulan
kofaktorlerle birlikte bir tiipe konur ve DNA'nin sentezlenmesini saglayan tekrar tekrar

1sitma ve sogutma dongiilerinden gegirilir.

Is1l dongii cihazinda gergeklestirilen PCR reaksiyonun ana basamaklart,
Denatiirasyon: DNA iplik¢iklerini ayirmak veya denatiire etmek igin reaksiyonu
karigimi i¢in yaklasik 95°C’deki 1sitma asamasudir. Bu, bir sonraki adim i¢in tek iplikli

kalip saglar.

Primer baglanmasi: Reaksiyon isisin1 primerlerin niikleotit igerigine gore
hesaplanan primer baglanma sicakligina kadar disiirerek (55-65°C), primerler tek
iplik¢ikli kalip DNA {izerindeki tamamlayici sekanslarina baglanabilir.

Uzatma: Reaksiyon sicakliklart Taqg DNA polimeraz’in calisabilecegi 72°C’ye

yiikseltilerek, primerlerin 6niinden itibaren yeni DNA ipliklerini sentezlenir.

Bu dongii, kopyalanmak istenen DNA bolgesinin uzunluguna bagli olarak,
genellikle 2-4 saat siiren tipik bir PCR reaksiyonunda 25-35 kez tekrar edilir. Eger
reaksiyon basarili olursa hedef bolgenin milyarlarca kopyasi yapilabilir. Bunun nedeni,
her seferinde kalip olarak kullanilan sadece orijinal DNA degil. Bunun yerine, bir
dongiide yapilan yeni DNA, bir sonraki DNA sentezinde bir kalip olarak kullanilabilir.
Primerlerin bir¢ok kopyasi ve reaksiyon tiipiinde bir¢ok Taq polimeraz molekiilii vardir,
bu nedenle DNA molekiillerinin sayis1 her dongiide kabaca tistel olarak iki katina ¢ikar.
PCR reaksiyonunun sonuglari olan DNA fragmanlar1 genellikle jel elektroforezi
kullanilarak gorsellestirilir (Reece vd., 2011, 2012).
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1.7. DNA Dizin Analizi

Sanger vd. (1977)’nin gelistirdigi ve bakteriyofaj DNA’smin belirli niikleotit
dizilerinin belirlenmesi amaciyla tek iplik¢ikli DNA iizerindeki 6zgiin bir tamamlayici
bolgeye hibridize edilen sentetik oligoniikleotit primer baslangi¢ noktasi olarak
kullanarak 3°‘-OH ucuna sirayla DNA polimeraz’in yardimiyla deoksiniikleotit (dNTP)
ve 32P ile radyoaktif olarak isaretli dideoksiniikleotitler (JdNTP) kullanilmasini igeren
zincir sonlanmasi reaksiyonlar1 olarak da isimlendirilen DNA dizi analizi yontemidir.
Zarar verici kimyasallarm kullanilmadigi ve diger yontemlere goére daha hizli sonug
verdiginden tercih edilir (Sanger vd., 1977).

Bu yontem ig¢in; Tek iplik¢i kalip DNA’ya, dNTP, ddNTP, DNA polimeraz ve
serbest OH grubu igeren primere ihtiya¢ vardir. Sanger zincir sonlama yonteminde
DNA zinciri niikleotit dizisi belirlemek i¢in yeni sentezlenecek zincir igin kalip olur.

DNA sentezini saglamak i¢in Tag DNA polimeraz enzimi kullanilir.

Sanger zincir sonlanma yontemi DNA polimerazin deoksiriboniikleozit trifosfat
substrat olarak kullanabilmesi temellidir. Sentezlenecek DNA zincirine bir ddNTP’ nin
katilmas1 sentezi durdurur bunun sebebi 3’ pozisyonunda OH grubunun
bulunmamasidir. Dizi analizinin yapimi dort ayr1 reaksiyon karisimi ile gergeklesir. Bu
karisimlarda kalip DNA zinciri, oligosentetik primer, DNA Polimeraz, dort ¢esit ANTP
ve herbir tiipte 6zgiil zincir sonlanmasi i¢in sadece bir g¢esit dANTP igerir (Klug ve
Cummings, 2000).

Hedef DNA’larin dizi analizinde ddNTP’leri tanimak ig¢in floresan boyalar
kullanilir. Otomatik DNA dizi analiz cihazlari, bilgisayara elektroforez sistemi ve
elektroforezi yoneten programlarla yiiklenir. Elektroforetik iinitede lazer 151k kaynaginin
olusturdugu monokromatik 151tk DNA’nin bulundugu jel matriksi taranir. Bu siire
boyunca DNA kendine baglanan boya ile taranmis bdlgeye ulasinca uyarilir ve uyarilan
boya kendi icin 6zel olan dalga boyundaki 15181 geri yansitir. Yansiyan bu 151k demeti
kaydedilir (Sambrook vd., 1989). Kromatogram iizerinde farkli bazlar igin dort farkli

renk konumlanmasi vardir. Guanin bazi siyah, adenin bazi yesil, timin baz1 kirmizi ve
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sitozin bazi mavi renkle ifade edilir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6 bazdan 1000 baza

kadar giivenli okuma yapilabilmektedir (Sambrook vd., 1989).

PCR reaksiyonlarin sonucunda elde edilen reaksiyon karisimlart yiiksek
¢oziiniirliiklii poliakrilamid jelde elektriksel alana maruz birakilarak farkli biiyiikliikteki
DNA parcalar1 ayristirilir. Jel tizerinde DNA parcaciklar: biiytikliikleriyle ters orantili
olacak sekilde hareket edeceginden basamak sekli olustururlar. Herbir tiipteki
radyoaktif veya floresan olarak farkli renkte isaretli ddNTP’ lerinin goriintiileme
sisteminde okunmasi sayesinde zinciri sonlandiran niikleotitler tespit edilerek hedef

DNA pargasinin niikleotit dizileri belirlenir (Klug ve Cummings, 2000).

Insan genom projesi gibi biiyiik projelerde is yiikiiniin ve kaybedilecek zamanin
fazla olmasi nedeniyle zamanla otomasyona geg¢ilmistir. Otomatik DNA dizi analizleri
zaman tasarrufu, standart ¢alisma kosullarinda kolaylik ve sonuglarin daha anlagilir

olmasinda yarar saglamistir.

1.8. Filogenetik Analizler

1.8.1. Mesafe Temelli Yontemler

1.8.1.1. Komsu Birlestirme Metodu “Neighbour Joining*

Saitou ve Nei (1987) tarafindan gelistirilen ve Studier ve Keppler (1988)
tarafindan gelistirilen ve evrimsel genetik mesafelerden mesafeye dayali filogenetik
agac olusturmak i¢in en yaygin kullanilan yontemdir. Filogenetik agaglarin evrimsel
uzaklik verilerinden yapilandirilmasi i¢in Onerilen yontemlerden biri olan komsu
birlestirme ydnteminin prensibi, yildiz benzeri bir agacla baslayan operasyonel
taksonomik {inite ¢iftlerinin (OTU) kiimelenmesinin her asamasinda toplam dal
uzunlugunu en aza indiren komsular1 hizli bir sekilde bulmaktir (Saitou ve Nei, 1987).
Genetik olarak birbirlerine en yakin operasyonel taksonomik tiniteleri bir araya
toplayarak baslangi¢ analizleri ig¢in hizli ve kolayca koksiiz ve dal uzunluklari farkli

agaclar olusturur (Saitou ve Nei, 1987).
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Srivathsan ve Meier (2012), DNA-barkodlama ¢alismalarinda Kimura-2-
parametresi (K2P; Kimura 1980) modelinin kullaniminin dogrulandigina dair kanitlar
sunmugtur. K2P'nin, yakindan ilgili COI sekanslart i¢in uygun bir model olarak
onaylandigin1t gosterilmistir. Ayrica, diizeltilmemis mesafelerin kullaniminin, komsu
birlestirme agaclar1 ve mesafeye dayali tanimlama teknikleri icin daha yiiksek veya
benzer tanimlama basar1 oranlar1 verdigini gostermektedir. K2P ayrica yakindan ilgili
sekanslar igin barkod boslugunu genisletmedigi degerlendirmistir (Srivathsan ve Meier,
2012).

1.8.2. Karakter Temelli Yontemler

1.8.2.1. Maksimum Tutumluluk (Maximum Parsimony) Metodu

Maksimum tutumluluk, yapraklara atanan belirli bir veri setini agiklamak i¢in
gereken toplam evrimsel adim sayisin1 en aza indirerek filogenetik bir aga¢ olusturan

karakter tabanli bir yaklagimdir (Kannan ve Wheeler, 2012).

Tutumluluk ilkesi, en fazla sayida gozlemi agiklayan en basit aciklamanin daha
karmasik aciklamalara tercih edildigini belirtir. Cogu filogenetik uzmani, soy agacinin
izahinin tutumluluk ilkesine dayandigini, yani gozlenen karakterlerin benzerligi ile ilgili
hipotez gereksinimlerini en aza indirecek sekilde evrimsel agaglar1 sectigini kabul
etmektedir (Faris, 1983). Diger bir deyisle filogeni ¢ikariminda maksimum tutumluluk
prensibi, gozlenen farkliliklar1 aciklamak i¢in en az degisiklik gerektiren bir agag
topolojisinin tanimlanmasini igerir. Bunlara giden en kisa yol en iyi aga¢ olarak segilir.
Maksimum parazit analizinde kullanilan agaglar genel olarak koksiiz agaglardir (Steel

ve Penny, 2000).

1.8.2.2. Maksimum Olasihik (Maximum Likelihood) Metodu

Sekans verilerinden filogenilerin ¢ikarimi i¢in maksimum olabilirlik yaklasimi
Felsenstein (1981) tarafindan tanmimlanmistir. Felsenstein (1981) yontemi, soylar
arasinda evrimsel oranin sabitli§i konusunda herhangi bir kisitlama getirmemektedir.

Mutasyon olaylarina yalnizca saymak yerine nicel olasiliklarini tayin eder. Bu yontem,
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muhtemel filogenetik agaclari, gozlemlenen verileri tahmin etme yeteneklerine
dayanarak karsilastirir. Gozlenen dizileri iiretme olasiliginin en yiiksek oldugu agag
tercih edilir. Maksimum tutumluluga benzer sekilde, maksimum olasilik ele alinan her
bir agacin tiim diiglimlerindeki atalar1 yeniden yapilandirir, ancak ayni zamanda
mutasyonlarin olasiligina dayanarak dal uzunluklar1 atar. Her olasi agac topolojisi igin
varsayilan baz degisim oranlari, gézlenen dizilerin iiretilme olasiligini en yiiksek veren

parametreleri bulmak i¢in degistirilir.

Pek c¢ok agidan bakildiginda, maksimum ihtimal fillogeni tahmin etmenin ¢ekici
bir yolu gibi goriinmektedir (Whelan vd., 2001). Verilerle uyumlu olan tiim olasi
mutasyonel yollar géz oniinde bulundurulur. Olabilirlik fonksiyonlarinin istatistiksel
cikarim i¢in tutarhi ve gii¢li bir temel oldugu bilinmektedir (Edwards, 1972). Bu
yontem, diziler arasindaki evrimsel iligkileri iyi temsil eder. Evrimsel siirecin gecislere
kars1 doniisiim olasiliklar1 veya evrim hizinin siteler arasinda farklilik gdsterme derecesi
gibi c¢esitli parametrelerini dikkate alir. Biyologun bu parametrelerin dogru degerlerini

bilmesi gerekmez; aga¢ degerlendirme siirecinde tahmin edilmektedir (Makarenkov vd.,
2004).

Maksimum olasiligin yaygin bir sekilde kullanilmasinin 6niindeki en 6nemli engel
hesaplama siiresidir. Maksimum olabilirlik puanmi bulan algoritmalar, ¢ok boyutlu bir
parametre alaninda arama yapmalidir. Bu, biiyilik 6l¢ekli sorunlarin ¢éziimiinii (> 100
dizi) son derece zaman alici hale getirir. Maksimum olabilirlik tahmini sistematik
hatalara maruz kalabilir. Bu, verilen agaglarin olasiligini degerlendirmek i¢in kullanilan

evrim modelinin gercek evrimsel siiregleri yansitmamasi durumunda gerceklesir

(Makarenkov vd., 2004).
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1.9. DNA Barkodlama

DNA barkodlama tiirlerin tanimlanmasinda genetik bir yaklasim olup okaryot
canlilarla her hiicrenin mitokondrisinde bulunabilen belirli bir gen - sitokrom ¢ oksidaz
1 (COI) bolgesini dizilemeyi igerir. COI kullanmanin avantaji, hizli, tekrarlanabilir ve
ucuz bir sekilde dizilenecek kadar kisa, ancak her tiir i¢in benzersiz bir “barkod”
saglayacak kadar uzun olmasidir. Ayrica, organizmanin hemen hemen her yerinden
kiigiik doku ornekleriyle tanimlama yapilabilir. DNA barkodunun amaci, tiim dkaryotlar
icin tiire Ozgli bir sekans kiitiiphanesi gelistirmektir. Hayvan gruplarindaki tiir
diizeyinde tanimlama i¢in sitokrom c oksidaz 1 (CO1) geninin yaklasik 650 bp’lik bir
pargasi basariyla kullanilmistir (Meusnier vd., 2008).

Tiir tanimlamanin hizl ve etkili bir yolu olan DNA barkodlama, tiirler arasinda
karsilastirma yapmak i¢in dort farkli niikleotidin bir karisimindan olusan kisa bir DNA
dizisinin kullanilmasi {izerine kuruludur. Tiir i¢inde varyasyon gostermedigi halde tiirler
arasinda belirgin bir ayrim sagladigir ve iki yonli dizilemede tek bir primer ¢ifti ile
kolayca tiretilebildigi icin mtDNA sitokrom ¢ oksidaz 1 (COI) geninin 5' ucundaki
yaklasik 650 bg’lik kisa bir bolge tiim hayvanlar i¢in pratik ve standartlastirilmis ideal
bir DNA barkodu olarak nitelendirilir (Hebert vd., 2003b). Daha kisa bir sekans,

niikleotidler arasinda yeterli varyasyona izin verecek kadar veri saglamayabilir.

Barkodlama onceligi, tiirler arasindaki farklilik diizeyinin tiir i¢indekinden ¢ok
daha biiyiik oldugunu ve bu gergegin, onemsiz bir hata oranina sahip bireylerin agik bir
sekilde tanimlanmasini saglayacak bir barkodlama araligima neden oldugunu iddia
etmektedir (Hebert vd, 2003b; Hebert vd., 2004). DNA barkodlamanin tiir tanimlama
icin uygun bir ara¢ olmasi i¢in en yakin tiirler arasindaki genetik mesafe ile en yliksek
tir icin genetik mesafe arasinda "barkod aralig1" olarak adlandirilan bir esik
tanimlanmis ve tiirler arasinda dizi farkliliginin tiirler iginde oldugundan c¢ok daha
biiyiik olup olmadigini incelemek i¢in uygulanmistir. Eger tiirleraras1 farklilik tiir igi
varyasyondan acik sekilde biiyiikse barkod araliginin varligi rapor edilmistir (Hebert
vd., 2003b). Tiir i¢i ve tiirleraras1 farklilik daha fazla gakistigi diger bir deyisle en iyi
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olasilikla ¢ok kiigiik bir barkod araliginin tanimlandigi durumlarda DNA barkodlama
daha az etkili bir ara¢ haline gelir (Meyer ve Paulay, 2005).

DNA barkodlama gozden gecirilen ¢alismalarda incelenen ¢ogu tiir i¢in yiiksek
diizeyde taksonomik ayrim giicii (>%95) saglamistir. (Hebert vd., 2003b), 13320 farkl
cinse ait tiir ¢iftlerini kapsayan bir calismada tiir i¢i varyasyon genellikle %1’den
nadiren %2’den az iken ortalama tiirler arasi ayrilma %11.3 civarina bulunmustur.
COI’deki tiir i¢i ve tiirler arasinda bu fark baliklarda da gézlenmistir (Ward vd., 2005;
Smith vd., 2008; Ward vd., 2008a, b; Steinke vd., 2009; April vd., 2011; Costa vd.,
2012; Keskin ve Atar, 2013; Geiger vd., 2014; Knebelsberger vd., 2014). Ustelik,
baliklarda kriptik cesitliligin delillerini veren tiir i¢i varyasyonun ortaya ¢ikartilmasinda
da kullanilmigtir (Ward vd., 2008b; Zemlak vd., 2009; Hubert vd., 2010; Puckridge vd.,
2013; Geiger vd., 2014).

DNA barkodu, morfolojik karakterlere dayanarak tanimlanmasi zor olan tiirlerin
tanimlanmasi i¢in bir arag olarak kullanilabilir veya sorunlu tiirlerin sinirlandirilmasi ve
tanimlanmasinda destekleyici bir taksonomik ara¢ olarak kullanilabilir (Hebert vd.,
2003a). Ayrica, miikkemmel referans veritabanlari olarak hizmet edebilen ve c¢ogu
koleksiyonda bulunan tanimlanmamis birgok Ornegi tanimlamanin yani sira yeni
koleksiyonlar1 belirlemeye yardimci olabilecek, balik miizelerindeki koleksiyonlara
DNA barkodlama uygulamasi i¢in biiylik bir potansiyel vardir. Bu nedenle DNA
barkodu, ¢ok sayida balik tiiriine, uzman taksonomistlerin yetersizligine ragmen koruma
ve biyolojik cesitlilik degerlendirmeleri i¢in 6nemli bir destek araci olma potansiyeline

sahiptir.

1.10. Literatiir Ozeti

Sediva vd., 2008 yapmis olduklar1 ¢alismada, Oxynoemacheilus bureschi 'nin
(Drensky, 1928) diger Avrupali tiirler ile filogenetik iliskileri kadar dagilim gosterdigi
ii¢ drenajin sistemindeki (Struma, Mesta ve Vardar) genetik farklilasmasi mitokondri
sitokrom b geni kullanilarak degerlendirmislerdir. Filogenetik rekonstriiksiyon, yiiksek
se¢ bagla degerlerine sahip Avrupa barbatula i¢inde iki ayr1 klad oldugu ortaya

konulmustur. incelenen O. bureschi populasyonlar1 arasinda ve iginde ¢ok diisiik
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genetik cesitlilik bulunmustur. Demografik modellere gore, O. bureschi nin dagilim
alam1 yakin geg¢miste genislemistir. Giiney Balkanlardaki baliklar icin alisiimadik bir
durum olan varyasyon eksikligini, Pleyistosen sirasinda nehrin yakalanmasi, birlesme
olaylart ve deniz kiyist gerilemesine bagli olarak O. bureschi ‘nin dagilimin

kolaylastirilmasina atfetmislerdir.

Sediva vd. (2010) yapmis olduklar galismada, Oxynoemacheilus bureschi 'nin
(Drensky, 1928) dagilim gosterdigi Struma, Mesta, Vardar ve Tuna nehirlerinden
orneklerin  genetik analizi bir mitokondri bir niikleer belirte¢ kullanarak
gergeklestirilmistir. Bu populasyonlar arasinda genetik farklilasma genel olarak diisiiktii
ve uzak bolgeler ve farkli nehir sistemleri arasinda bile paylasilan haplotipler yaygindi.
Sonuglar, bu populasyonlar arasinda yiiksek derecede bir gen akisina isaret eder ki Tuna
Nehri'nde de oldugu gibi Vardar Nehri'ndeki niifusun son zamanlarda ortaya ¢iktigini ve

insan kaynakli bir girisimin dislanamayacagini gostermektedir.

Kolangi-Miandare ve Askari, 2014 yapmis olduklari ¢alismada, iran'in batisindaki
Sepidbarg, Gamasiab ve Ghaleji nehirlerinden toplanan  Oxynoemacheilus
argyrogramma 'nin genetik ¢esitliligi ve populasyon yapisin1 arastirmislardir. Ug
mikrosatellit lokusunun analizi, populasyondaki ortalama allel sayisinin tatlisu balik
tirleri i¢in rapor edilenlerin oldukca yiiksek olarak 12 oldugunu belirttiler. Beklenen
(He) ve gozlenen (Ho) heterozigotlugun sirasiyla 0.865 ve 0.576 oldugu ve hemen
hemen tiim lokuslar Hardy-Weinberg dengesinden (HWE) sapma gdsterdigini
bildirdiler. Sonuglar, Oxynoemacheilus argyrogramma 'nin arastirilan bolgelerde

dikkate deger diizeyde genetik cesitlilige sahip oldugunu gostermislerdir.

Freyhof, vd., 2016 yapmis olduklar1 galismada, Ilamnemacheilus longipinnis
incelenmis ve llamnemacheilus ile Oxynoemacheilus arasinda bir fark bulunamamustir.
Bu nedenle, Ilamnemacheilus, Oxynoemacheilus'un es anlamlis1 olarak kabul edilmistir.
Orta dogu ve bat1 Hindistan'da meydana gelen tiim Nemacheilid cinslerinden elde edilen

COI barkod dizileri ilk kez ortak olarak analiz edilmistir.
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Jouladeh-Roudbar vd., 2016 yapmis olduklar1 ¢alismada, yeni bir Nemacheilidae
tirli olan Oxynoemacheilus freyhofi sp. ‘yi Kasim Bakhtiyari Nehri, Karoun Nehri
drenaji, iran'n bir kolu olan Roudbar Nehri'nde tarif etmislerdir. Tiirler, tiirdeslerinden
farklidir. 10% dalli 1sinlart olan sirt ylizgeci; esit boyutta loblara sahip ¢atalli kuyruk
ylizgeci; ince ve sikistirilmis kaudal sap1 ve tam yanal ¢izgi; list dudaga cok kiigiik veya
eksik median insizyonu; erkeklerde suborbital olugunun olmamasi, Oxynoemacheilus
freyhofi, tiirdeslerinden K2P ile % 4.5 arasinda O. argyrogramma ile % 12.9 ile O.

bergianus arasinda ayrim yapmuslardir.

Sayyadzadeh vd. (2016) yapmus olduklar1 calismada, iran Sirvan Nehri drenaji yan
kollarindan yeni tiir Oxynoemacheilus parvinae’nin erkeklerinde suborbital oluga ve
uzun gévdeye sahip bir Oxynoemacheilus grubuna ait oldugunu ifade etmistirler. Dicle
Nehri drenajindaki bu grubun diger tiirlerinden bir seri metrik ve meristik karakterlerin
bir araya gelmesiyle ayirt edilebildigi bildirilmistir. Ayrica en yakin tiirlerden (O.
bergianus ve O. longipinnis) mtDNA COI barkod bolgesindeki iki yerlesik niikleotit
baz degisimi ve en yakin komsusu O. longipinnis ile % 1,4’luk ile K2P mesafesi ile
teshis edilmistir. COI barkod bolgesine dayali olarak yeniden yapilandirilmig
maksimum olasilik ve Bayesian filogenisi, dizilenmis nemacheilid baliklar1 % 1.4 (O.
parvinae - O. longipinnis) ile % 16.3 (O. longipinnis - O. merga) arasinda K2P dizisi

ayrigsmasi sergileyen monofiletik bir klada yerlestirmistir.

Freyhof ve Geiger (2017) yapmis olduklar1 calismada, daha diisiik Dicle Nehri'nin
bir kolu olan Kiigiik Zab Nehri drenajindan yeni bir tiir olarak Oxynoemacheilus
zarzianus tanimlanmustir. Firat ve Dicle drenajindaki Oxynoemacheilus tiir gesitliligi
olaganiistii yiiksek oldugu ve giliniimiizde tiim Firat ve Dicle drenajlarindan 22, sadece

Dicle drenajindan 15 tiir bilindigi rapor edilmistir.

Jalili vd., 2017 yapmis olduklar1 ¢alismada, iran i¢ sularindaki Oxynoemacheilus
bergianus un filogenetik iligkileri, Hazar Denizi, Namak ve Urmiye G6li havzalarinda
osteolojik karakterleri kullanilarak incelemislerdir. 21 osteolojik karakter kullanilmis ve
Garra rufa disg gruba alinmistir. Tanimlanan karakterlere dayanan bir filogenetik analiz,

en ¢ok eszamanl dort cladograma yol agmistir (36 adim, CI = 0.69, RI = 0.5). Kesin bir
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fikir birligi agaci, O. bergianus 'un populasyonlarinin monofiletik bir grup oldugunu
gostermistir. Qareh-chai, Qezel-ozan ve Sefid nehirlerinin populasyonlarinin, incelenen

diger O. bergianus popiilasyonlari i¢in bir kardes grup olusturdugu dogrulanmustir.

Perdices vd., 2018 yapmis olduklari caligmada, Bati Palearctic o6zellikle de
Tiirkiye'deki Cobitis tiirlerinin mitokondri (cyt b) ve niikleer (RAG1) dizilerine dayanan
filogenisine odaklandiklar1 ¢alismalarinda analizlerden elde edilen sonuglar,
Tiirkiye’nin Akdeniz’deki en yiiksek Cobitis ¢esitliliginin oldugu bolge olarak ortaya
koymaktadir

Sayyadzadeh vd., 2018 yapmis olduklart ¢alismada, Paraschistura delvarii
Mousavi-Sabet ve Eagderi, 2015, aslen Pers Korfezi havzasinin Mond Nehri
drenajindan toplanan alt1 6rnege dayanarak tanimlanmiglardir. Ancak, tiirlerin ve yeni
toplanan materyallerin incelenmesine dayanarak, P. delvarii 'nin yanlis tanimlandigi
anlasilmistir. Burada, dogru morfolojik karakterlere ve molekiiler veri setine dayanarak
P. delvarii 'yi yeniden tanimlamiglar ve ayirt edici karakterlerini sempatik loblar, P.

naumanni, P. nielseni ve Oxynoemacheilus persa ile birlikte saglamiglardir.

Turan, vd., 2019 yapmis olduklar1 ¢alismada, bir molekiiler marker (COI), 25
morfometrik ve dort meristik karakterin analizi ile Karadeniz havzasindaki diger tiirler
olan O. banosscui, O. samanticus ve O. angorae 'den ayrilan Dogu Karadeniz
havzasindaki Coruh Drenajindan yeni bir tiir olarak Oxynoemacheilus cemali ‘yi
tamimladilar.  Oxynoemacheilus cemali, Karadeniz havzasinin disinda da dagililm
gosteren yakindan iligkili tiirler O. araxensis ve O. cyri 'den COI barkod bolgesindeki

sirastyla 15 ve 31 tanisal niikleotit baz degisimi ile ayirt edildigini bildirmistir.

Simdiye kadar mitokondri DNA, popiilasyon genetigi (Avise vd., 1984; Lee vd.,
2010; Ma vd., 2011), tiirlerin tanimlanmasi (Rubinoff vd., 2006; Gvozdik vd., 2010) ve
filogenetik iliskiler (Rasmussen ve Arnason, 1999; Miya ve Nishida, 2000) iizerine
yapilan arastirmalarda genis ¢apta uygulanmistir, Mitokondri DNA’nin kendi iginde

evrim hizinin farkli bolgelere sahip olmasi, birka¢ balik grubunun siniflandirilmasi
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yapilirken uygulanan genetik ¢alismalart icin gilizel bir yoldur (Kocher ve Stepien,
1997).

Barkod bolgesi, tiir icinde diisiik diizeyde cesitlilik gosterecek sekilde korunmusg
ancak bir¢ok farkli tiir arasinda ayrilmaya izin verecek diizeyde farklilik gdsterdigi icin
baliklarda (Ward vd., 2005; Hubert vd., 2008; Bhattacharjee vd., 2012; ve Laskar vd.,
2013) giiclii bir sekilde tiir diizeyinde ¢oziiniirliik sagladigi icin basarili bir sekilde
barkod olarak hizmet etmistir. Ayrica, bu bolge kullanilarak diinyanin farkli cografik
bolgelerindeki biiylik nehir sistemleri (Ardura vd., 2010) ve bir¢ok goliin balik faunasi
(Aquilino vd., 2011; Triantafyllidis vd., 2011 gibi) 6zel olarak ¢alisilmistir.

1.11. Tezin Amaci

Tiirkiye tatlisu faunasi iizerine yapilmis olan dikkate deger diizeyde molekiiler
taksonomi ¢alismasi olmasina ragmen bugiine kadar gerceklestirilen ¢alismalarin biiyiik
cogunlugunda c¢esitli mitokondri genleri (Durand vd., 2000; Hrbek vd., 2002; Kotlik
vd., 2004; Susnik vd., 2005; Bardakci vd., 2006; Turan, 2008; Perea vd., 2010; Bektas
vd., 2011, 2013; Levin vd., 2012) analiz edilmistir. Halbuki genetik barkodlama
calismalar1 kapsaminda mitokondri DNA’sindaki sitokrom c oksidaz I (COI) geninin
incelenmesi evrensel bir standart olarak kabul edilmektedir. NCBI (National Center for
Biotechnology Information) gen bankasinda, Keskin ve Atar (2013) tarafindan girilmis
“DNA Barkod” bolgesi olarak COI ile ilgili Tiirkiye tatlisu balik faunasina ait sadece 9
ekonomik degeri olan tiire (Alburnus alburnus, Alburnus tarichi, Clarias gariepinus,
Cyprinus carpio, Salmo trutta, Scardinius erythrophthalmus, Silurus glanis, Tinca tinca

ve Vimba vimba) ait veri vardir.

Bu tez calismasi ile Tirkiye’nin Firat nehir havzasindaki Oxynoemacheilus
populasyonlarinin genetik teshisi, mitokondri DNA COI dizilerine dayali olarak DNA
barkodlarinin olusturulmasi ve Oxynoemacheilus tiirlerinin filogenetik iliskilerinin

ortaya konulmasi amaglanmaistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

Oxynoemacheilus genusunun ait alt1 tiire ait 6rnekler, tilkemizde Firat nehri ve
kollarindan biyolojik ve ekolojik 6zellikleri dikkate alinarak her bir tiirii temsil edecek
sayida olacak sekilde yeterli sayida Oxynoemacheilus bireyi elektrosoker cihazi
kullanilarak Anadolu’nun dogusunda yer alan Erzurum, Agri, Malatya, Mus, Sivas,
Gaziantep ve Adiyaman illerini kapsayacak sekilde toplamda 14 farkli lokasyondan
topland (Sekil 8).

+ KARADENIZ

Q

TURKEY 4.

—— AKDENIZ

Seﬂil 8. Ornekleme alanini ve lokaliteleri gdsteren harita

Arazi c¢alismalar1 kapsaminda toplamda 167 ornek elektrosoker yardimiyla
toplandi. Her bir Oxynoemacheilus tiiriiniin 6rnek sayilari, lokasyonlarin isimleri ve
koordinatlar1 Tablo 2 ’de verilmistir. Orneklenen bireyler tiir tayin anahtarina gore
teshis edilerek fotograflari gekilip etiketlendi. Her bir Oxynoemacheilus bireyinden 25-
50 mg ylizge¢c dokusu alinarak % 96’lik etil alkolde fikse edildi ve ¢alismanin
yapilacagi Recep Tayyip Erdogan Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Genetik

Laboratuvarma transfer edildi.
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Tablo 2. Oxynoemacheilus genusuna ait tiirlerin toplanildig: istasyonlar, koordinatlari

ve ornek sayilart (N).

Tiirler ve Lokasyonlar Koordinatlar N
Oxynoemacheilus araxensis
1 Agarcik Cayi, Ilica, Erzurum 39°5528.7"K 41°07'17.1"D 10
2 Bas Cay1, Cay Koy, Askale, Erzurum 39°56'45.0"K 40°48'03.0"D 10
Oxynoemacheilus bergianus
1 Agarcik Cayi, Ilica, Erzurum 39°5528.7"K 41°07'17.1"D 4
2 Bas Cay1, Cay Koy, Askale, Erzurum 39°56'45.0"K 40°48'03.0"D 4
3 Murat Nehri, Ballibostan Koyti, Agri 39°40'46.8"K 43°11'34.2"D 5
6 Kangal Cay1, Miirsel Koyti, Sivas 39°16'02.0"K 37°28'29.3"D 5
9 Sogiitliicay Deresi, Malatya 38°45'58.8"K 38°28'32.9"D 5
10  Goksu Cay1, Aktoprak Koyii, Adiyaman 37°50'21.4"K 37°40'35.8"D 11
Oxynoemacheilus euphraticus
4 Murat Nehri, Akkonak Koyti, Varto, Mus 39°04'26.9"K 41°31'10.5"D 5
) Karasu Cay1, Haskdy, Mus 38°41'34.1"K 41°42'51.3"D 9)
6 Kangal Cay1, Miirsel Koyti, Sivas 39°16'02.0"K 37°28'29.3"D 7
8 Sultansuyu Cayi, Kusdogan Koyii, Malatya  38°20'49.9"K 38°04'25.5"D 5
10  Goksu Cay1, Aktoprak Koyii, Adiyaman 37°50'21.4"K 37°40'35.8"D 5
11  Kahta Cay1, Kocahisar Kdyii, Adiyaman 37°57'48.9"K 38°39'44.7"D 5
Oxynoemacheilus paucilepis
7  Baliklitohma Cay1, Kocakurt Koy, Sivas ~ 39°08'39.8"K 37°1527.2"D 20
Oxynoemacheilus kaynaki
4 Murat Nehri, Akkonak Koyi, Varto, Mus ~ 39°0426.9"K 41°31'10.5"D 15
6 Kangal Cay1, Miirsel Koyti, Sivas 39°16'02.0"K 37°28'29.3"D 6
8 Sultansuyu Cayi, Kusdogan Koyii, Malatya  38°20'49.9"K 38°04'25.5"D 8
10  Goksu Cay1, Aktoprak Koyii, Adiyaman 37°50'21.4"K 37°40'35.8"D 14
Oxynoemacheilus argyrogramma
12 Karasu Cay1, Araban, Gaziantep 37°24'23.6"K 37°41'12.9"D 8
13 Merziman deresi, Yavuzeli, Gaziantep 37°19'40.5"K 37°40'04.2"D 5
14 Nizip Cayi, Kalekdy, Gaziantep 36°56'56.9"K 37°5022.2"D 5
Toplam 167
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2.2. Yontem

2.2.1. Total DNA Eldesi

Oxynoemacheilus o6rneklerinin yilizge¢ dokusundan total DNA eldesi, DNeasy
Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany) protokoliine gore yapildi. 10-25 mg
yiizge¢ dokusu almip 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine konuldu. Ornek basma 180 ul Buffer
ATL ve 20 pl proteinaz K ¢dzeltileri tliplin igerisine ilave edilip 1sitmali calkalayict
cihazinda 55°C” de ve 1000 rpm‘de doku tamamen parcalanincaya kadar yaklasik 3 saat
inkiibe edildi. 3 pl RNase solusyonu eklenip tiipiin iyice karigmast i¢in birka¢ defa ters
diiz edilip 30 dakika 37 °C‘de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra karisimin igerisine
200 pl Buffer AL ¢ozeltisi eklenip yiiksek hizda 20 saniye vortekslendikten sonra 10
dakika 80 °C‘de bekletildi. Karisimin tamamu bir pipet yardimiyla filtreli tiipe aktarildi
ve 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi. Bu asamada DNA filtrede tutunurken diger
hiicre materyalleri filtreden gecerek tiipiin alt kisminda toplandi. Akabinde 500 pl
Buffer AW1 c¢o6zeltisi eklenip 5 dakika beklendikten sonra 1 dakika 8000 rpm’de
santrifiij edildi. Bu islemin ardindan 500 pl Buffer AW2 ¢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 pl Buffer
AE ilave edilerek 1 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi ve filtrede tutunan DNA’nin alt
kistmda bulunan 1,5 ml’lik eppendorf tiipiine aktarilmasi saglanmis oldu. izole edilen
DNA kisa siireli muhafaza i¢in 2-8 0C’de, uzun siireli muhafaza i¢in ise -20 °C’de

saklandi.

2.2.2. Total DNA ve PZR Uriinlerinin Kalite ve Miktarmin Belirlenmesi

Total DNA ve PZR iiriinlerinin varligi ve biiyiikliiglinlin tespiti i¢in % 0.8 ve
1.2°lik 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 transilliminatdr cihazinda

gerceklestirildi. Total DNA ve PZR iirlinlerinin konsantrasyonunu, saflig1 ve kalitesi
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Nanodrop 2000C model spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE,
USA) cihazinda belirlendi.

2.2.3. PZR Uygulamalan

Orneklerin izolasyonundan elde edilen total DNA’lardan mitokondriyal DNA’ya
ait sitokrom oksidaz alt inite I geninin barkod (mtDNA COI-Barkod) bdlgesinin
kopyalanmas1 i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonunda gerekli kimyasallar ve
konsantrasyonlar1 Tablo 3 ’te verilmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonunu
gerceklestirmek i¢in T100TM PCR Gradient Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, USA)
model PZR cihazi kullanildi.

Tablo 3. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve miktarlari

Kimyasallar Konsantrasyon = COIl-Barkod
10X PZR tamponu S5ul

dNTP karigimi 10 mM el

MgCI2 25 mM Sul
Primerler* 10 pmol 1ul +1pl

Tag DNA polimeraz 5 U/ul 0.2ul

Total DNA 50 (ng/ml) 3ul

ddH20 28.8ul
Toplam 50ul

*[leri ve geri primerler

Primerlerin erime sicakligmmin (Tm) ve PZR i¢in gerekli olan bilesenlerin
miktarlarinin optimizasyonu i¢in gradient reaksiyonlar olusturuldu. MtDNA COlI-
Barkod geni i¢in FishF1: 5-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3 ve FishR1:
5- TAGACTTC TGGGTGGCCAAAGAATCA-3 (Ward vd., 2005) 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 dongii kosullar1 kullanilarak Polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirildi. PZR
uygulamalarinda olas1 bir kirlenme olup olmadigini anlayabilmek amaciyla her

uygulamada, total DNA icermeyen negatif kontroller kullanild.
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PZR firiinlerinin kontroliinii gerceklestirmek icin total DNA’nin kalitesinin
belirlenmesinde yapilan islemler % 1,2’lik agaroz jel hazirlanarak tekrarlandi. PZR
iriinleri 100 bg’lik DNA Leader (Promega) ile yiiritiilerek biiyiikliikleri belirlendi.
Biitiin islemler tamamlandiktan sonra istenilen konsantrasyon ve biiyiikliikkte oldugu

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

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 5 dk 1
12 o

2.2.4. DNA Dizin Analizi

Oxynoemacheilus tiirlerine ait mtDNA COI-Barkod geninden kopyalanan PZR
iirlinlerinin 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 gergeklestirildi.

2.2.5. Barkodlama Arahg ve Tiir Stimmrlamasi

Bu c¢alismada, COI wveri setine dayali olarak Firat nehir havzasindaki
Oxynoemacheilus tiirlerinin dogru tanimlanmasi yani COI’nin barkodlama etkinliligini
test etmek i¢in mesafeye dayali yontemlerden R (R Development Core Team 2012)
programi altinda DNA barkodlama paketi Spider v. 1.1-5 (Brown vd., 2012)’a 6zgii
“threshID” islevi kullanilmistir.

Dizin benzerligi yontemi, TaxonDNA/Species Identifier 1.8 programi ile barkod
bolgesinin tiir tanimlama potansiyeli " En Iyi Eslesme" (BCM) testleri (Meier vd.,
2006) ile belirlenen dogru kimliklerin yiizdesi hesaplanarak degerlendirildi. En uygun
esik degerini segcmek i¢in bir esik degeri araligi (% 0.1'lik artiglarla % 0.1-4) i¢in
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yanlig-pozitif ve yanlig-negatif hatalar1 en aza indiren esik optimizasyon prosediiriinii

kullanilmustir.

Filogeni tabanli DNA barkodlama ve tiir simirlandirilmas: i¢in, COI barkod
bolgesinin NJ agaclart Kimura 2-parameter (K2P) mesafe modeline gére 1000 Seg-
bagla (Bootstrap) testi MEGA X’de morfolojik olarak da ayirt edilebilen 6
Oxynoemacheilus tiirii i¢in genetik mesafeler kullanilarak olusturuldu. NJ filograminda,
tir monofilisi testi monofiletik tiirlerin dogru tanimlandig1 kabul edilmesi seklinde

gerceklestirildi.

Hebert vd. (2004) “barkod boslugunu” ortalama intraspesifik genetik mesafeden
en az 10 kat daha biiylik ortalama 6zel bir mesafenin varligi olarak tanimlamistir. Bu
nedenle, bu calismada barkod araligi analizinde K2P modelleri tiirleri sinirlandirmak

icin ayrica kullanilmistir.

2.2.6. Dizi Hizalama ve Filogenetik Analiz

MtDNA COIl-Barkod geni dizin analizi sonucunda elde edilen ham verileri
filogenetik analizlerde kullanilmak iizere uygun hale getirmek icin Bioedit versiyon
7.0.0 (Hall, 1999) programi kullanildi. Haplotiplerin sayisi, haplotip ¢esitlilik ve
niikleotit cesitlilik degerlerinin belirlenmesi islemleri DnaSP v5 (Librado ve Rozas,
2009) programi yardimiyla gergeklestirildi. Haplotipler arasindaki filogenetik iliskiler,
tiir i¢i ve tiirler arast genetik varyasyon ve polimorfizmin tiim Ol¢limleri MEGA

versiyon X (Kumar vd., 2018) tarafindan hesaplandi.

Kimura-2 parametresi modeli, genetik mesafenin hesaplanmasi i¢in Yasam
Barkodu Konsorsiyumu tarafindan (CBOL) tarafindan 6nerilmektedir (Kimura, 1980;
Shen vd., 2016). Bu nedenle, bu ¢alismada Oxynoemacheilus tiirleri i¢indeki ve tiirler
arasindaki genetik mesafe Kimura 2-parameter (K2P) mesafe modeli kullanilarak gore

hesaplandi.
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En uygun evrimsel metodun tespitinin yapilabilmesi i¢in Akaike Bilgi Kriteri
(AIC) jModeltest 0.1.1 (Posada, 2008) programi yardimiyla belirlendi. Program
tarafindan segilen en uygun baz degisim modeli (TIM1+G) ile maksimum olasilik (ML:
Maximum Likelihood) metoduna gore olusturulan filogenetik agaclar 1000 Seg-bagla
(Bootstrap) testi ile analizlenmistir. Komsu katilim (NJ: Neighbour-Joining) metoduna
gore olusturulan filogenetik agaglar Kimura 2-parameter (K2P) mesafe modeline gore
1000 Seg¢-bagla (Bootstrap) testi ile analizlenmigtir. 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 Seminemacheilus lendlii (GenBank erisim numarast:
KP163989) ve Barbatula barbatula (GenBank erisim numarasi: MF172074) dis grup

olarak kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Genetik Cesitlilik

Oxynoemacheilus tiirlerine ait mtDNA COI-Barkod geninin 627 b¢’lik dizin
analizi, Anadolu’da Firat nehrinde dagilim gosteren ve toplam 14 farkli lokasyondan
orneklenen 167 birey i¢in gergeklestirildi (Tablo 2). Barkod bolgesindeki niikleotitlerin
yiizde frekanslarinin T (29.4), C (27.9), A (21.9) ve G (20.8) oldugu tespit edilmistir.
Caligilan tiirler i¢cin COI-Barkod niikleotit dizisinin 495’inin korunmus (% 78,9),
132’sinin degisken (% 21,1) ve 96’sinin (% 15,3) parsimonik bilgi vericidir ve
polimorfik niikleotit pozisyonlart igin transisyon/transversiyon orani 3,96 olarak

belirlenmistir.

Mitokondri COI-Barkod geni dizinleri arasinda yapilan haplotip analizi sonucu O.
euphraticus igin 1, O. argyrogramma igin 2, O. kaynaki i¢in 4, O. araxensis i¢in 1, O.
paucilepis i¢in 1 ve O. bergianus i¢in 3 olmak tizere toplamda 12 adet haplotip (Tablo
5) belirlenmistir. Oxynoemacheilus genusunun Firat nehrinde dagilim gosteren tiirleriyle
genetik ¢esitlilik yoniinden yapilan analizlerde O. euphraticus, O. araxensis ve O.
paucilepis diisiik haplotip ve niikleotit ¢esitlilik gostermistir (Hd= 0.000 ve Pi= 0.000;
Tablo 5). En yiiksek haplotip ¢esitlilik O. kaynaki (Hd= 0,735)’de goriiliirken, niikleotit
cesitliligin en yiiksek O. bergianus (Pi= 0,005) tiiriinde oldugu belirlenmistir (Tablo 5).

Firat nehrinde dagilim gosteren altt Oxynoemacheilus tiirii arasindaki COI-Barkod
geni haplotipleri ikili dizin ayrimima bakildiginda tiirler arasi1 genetik mesafenin en
diisiik %3.7 ile O. euphraticus ve O. argyrogramma arasinda ve en yiiksek ise % 13.1
ile O. argyrogramma ve O. bergianus arasinda olmak tiizere genis bir deger araliginda
degistigi belirlenmistir (Tablo 6). Diger bir taraftan Oxynoemacheilus genusuna ait tiir
ici ikili dizin farklilig1 degerleri ise en diisiik % 0,0 (O. euphraticus, O. araxensis ve O.

paucilepis) ile en yiiksek % 0,5 (O. bergianus) degerleri arasinda degistigi tespit
edilmistir (Tablo 6).
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Tablo 5. Oxynoemacheilus genusuna ait tiirlerin 6rnek sayilar1 (N), haplotip kodlari
(H), haplotip sayilar1 (HS), haplotip ¢esitlilik (Hd) ve niikleotit gesitlilik (Pi)
degerleri

Tiirler ve Lokasyonlar N H HS Hd Pi

Oxynoemacheilus euphraticus

Kangal Cay1, Miirsel Koyti, Sivas 7 H1
Sultansuyu Cay1, Kusdogan Koyii, Malatya 5 H1
Murat Nehri, Akkonak Kdyii, Varto, Mus 5 H1
Karasu Cay1, Haskdy, Mus 5 H1
Goksu Cay1, Aktoprak Koyii, Adiyaman 5 H1
Kahta Cay1, Kocahisar Koyti, Adiyaman 5 H1

3

2 1 0,000 0,000

Oxynoemacheilus argyrogramma
Merzimen deresi, Yavuzeli, Gaziantep 5 H2
Nizip Cayi, Kalekdy, Gaziantep 5 H3
Karasu Cay1, Araban, Gaziantep 8 H3
18 2 0,425 0,001

Oxynoemacheilus kaynaki

Sultansuyu Cay1, Kusdogan Koyii, Malatya 8 H4
Kangal Cay1, Miirsel Koyti, Sivas 6 H5
Goksu Cay1, Aktoprak Koyii, Adiyaman 14 H6
Murat Nehri, Akkonak Koy, Varto, Mus 15 H7

43 4 0,735 0,004
Oxynoemacheilus araxensis
Bas Cay1, Cay Koy, Askale, Erzurum 10 H8
Agarcik Cayi, Ilica, Erzurum 10 H8

20 1 0,000 0,000

Oxynoemacheilus paucilepis
Baliklitohma Cay1, Kocakurt Koyii, Sivas 20 H9 1 0,000 0,000
Oxynoemacheilus bergianus
Bas Cay1, Cay Koy, Askale, Erzurum 4 H10
Agarcik Cayi, Ilica, Erzurum 4 H10
Murat Nehri, Ballibostan Koy, Agri 5 H11

5

1

5

Sogiitliicay Deresi, Malatya H11
Goksu Cay1, Aktoprak Koyii, Adiyaman 1 H12
Kangal Cay1, Miirsel Koyii, Sivas H12
34 3 0,656 0,005

Mitokondri DNA COl-Barkod genine ait ayirt edici tiire Ozgl niikleotit
pozisyonlarmin sayisi O. euphraticus i¢in 1, O. argyrogramma i¢in 6, O. kaynaki i¢in
10, O. araxensis i¢in 3, O. paucilepis i¢in 2 ve O. bergianus ig¢in 21 tane olarak
belirlenmistir (Tablo 7).
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Tablo 1. Oxynoemacheilus genusuna ait tiir i¢i ve tiirler arasindaki ikili dizin farklilig1 degerleri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

. euphraticus
. kentritensis
argyrogramma
araxensis

. hazarensis

. cyri

. kaynaki

. cemali

. ceyhanensis
. ercisianus

. seyhanensis
12 O. cinicus

13 O. anatolicus
14 O. mediterraneus
15 O. paucilepis
16 O. evreni

17 O. eregliensis
18 O. atili

19 O. hamwii

20 O. simavicus
21 O. phoxinoides
22 0. samanticus
23 0. seyhanicola
24 0. banarescui
25 O. bergianus

OCOoO~NOUOR~WNBE
000000000

[
[Ny
[eNe}

0,000

0,032/0,000

0,037 0,045 0,000

0,067 0,071 0,081 0,000

0,068 0,070 0,072 0,082 0,001

0,071 0,082 0,082 0,044 0,090 /0,000

0,071 0,077 0,072 0,092 0,049 0,084 0,004

0,074 0,075 0,080 0,030 0,087 0,055 0,086 0,001

0,078 0,097 0,099 0,086 0,077 0,095 0,076 0,091 0,000

0,078 0,086 0,083 0,101 0,059 0,091 0,020 0,094 0,088 0,001

0,096 0,105 0,110 0,087 0,110 0,082 0,116 0,096 0,117 0,120/0,001

0,097 0,103 0,105 0,089 0,102 0,091 0,096 0,098 0,107 0,102 0,071/0,003

0,097 0,095 0,109 0,084 0,110 0,090 0,100 0,097 0,111 0,106 0,060 0,018 0,001

0,098 0,104 0,102 0,091 0,109 0,097 0,098 0,104 0,120 0,106 0,064 0,033 0,035 0,000

0,101 0,093 0,103 0,091 0,112 0,102 0,109 0,092 0,108 0,116 0,103 0,114 0,107 0,106 0,000

0,104 0,113 0,100 0,094 0,106 0,093 0,101 0,083 0,109 0,114 0,075 0,087 0,085 0,088 0,103/0,001

0,107 0,103 0,106 0,092 0,107 0,100 0,116 0,092 0,128 0,127 0,088 0,085 0,077 0,085 0,125 0,086 0,000

0,107 0,108 0,102 0,098 0,114 0,104 0,118 0,102 0,137 0,133 0,081 0,089 0,077 0,082 0,123 0,086 0,016 -

0,110 0,117 0,122 0,105 0,117 0,102 0,119 0,110 0,131 0,123 0,078 0,093 0,087 0,087 0,127 0,057 0,107 0,092 0,002

0,112 0,114 0,121 0,106 0,118 0,089 0,119 0,115 0,115 0,123 0,059 0,082 0,080 0,083 0,118 0,094 0,100 0,110 0,100 0,000

0,116 0,115 0,108 0,093 0,113 0,093 0,108 0,102 0,111 0,116 0,065 0,040 0,044 0,034 0,117 0,085 0,078 0,077 0,084 0,089 0,005

0,118 0,118 0,119 0,108 0,116 0,091 0,119 0,117 0,123 0,120 0,056 0,083 0,076 0,075 0,112 0,077 0,097 0,099 0,093 0,034 0,0750,000

0,119 0,127 0,123 0,102 0,125 0,098 0,118 0,106 0,126 0,123 0,075 0,101 0,099 0,086 0,117 0,049 0,104 0,097 0,060 0,101 0,087 0,086 0,004
0,119 0,119 0,119 0,113 0,117 0,099 0,118 0,120 0,112 0,126 0,058 0,084 0,077 0,076 0,117 0,080 0,097 0,103 0,097 0,031 0,075 0,025 0,092 0,001
0,128 0,124 0,130 0,116 0,126 0,104 0,127 0,128 0,125 0,131 0,066 0,094 0,088 0,087 0,111 0,088 0,108 0,111 0,098 0,043 0,082 0,024 0,091 0,032 0,005
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Tablo 2. Oxynoemacheilus genusuna ait alt1 tiriin haplotiplerinin ayrimina neden olan niikleotit pozisyonlari

1111111111111222222222222222222333333333
377888991233666778899112234456666788999001112234
10325914840603658173914095140235877925817069518114

O. euphraticus H1 GAGCACGGTAATGACTCAGAACAACGATATCATTTGAACCGCCAGAAT

O. argyrogramma H2 TA C A G C G A G C

0. argyrogramma H3 TA ©l . A.GT C . G . A G C

O. kaynaki H4 A TCTGT.GTGT . CG.T.A LA T T .

O. kaynaki H5 A AL GTCT.T.GTGT. CG.T.A..A. T T .

O. kaynaki H6 A GTCT.T.GTGT. CG.T.A..A. T T .

O. kaynaki H7 A AL GTCT.T.GTGT CG.T.A. .A. T T .

O. araxensis H8 T. . A. G GTGCTA. G A A . A A

O. paucilepis H9 A A TA . T. .AG T.AG. TGGTA.C.CT.C. A . AGA . A .

O. bergianus H10 AGAAG . C.ATG. A. CTG.G.T.CTAG.GCTGC.CAG.A.A TGAG .

O. bergianus H11 AGAAG . C.ATG.A.T.TG.G.TGCTAG.GCTGC.CAG.A.A TGAG .

O. bergianus H12 AGAAG C.ATG.A. T. TGAG. TGCTAG.GCTGC.CAG.A.ATTGAG.
333333333444 444444444445555555555555555555566¢666
445567889000011123778990001223333345688899911122
795870584034925816384695894090235816503935878925

O. euphraticus H1 GGCGAGACCACCATTACTGCACAAGGCGGCACTCAAAAACTATGCCAT

O.argyrogramma H2 C T TG G TA GG

O.argyrogramma H3 C . T . TG. G . TA . GG

O. kaynaki H4 TT T.GC. LA . G.GG. T.A. G.GGGGTCGCT . T.

O. kaynaki H5 TT T.GC. AL G .G LT . AL G.GGGGTCGCT . T.

O. kaynaki H6 TT T.GC. . A.G.GG.T.A. G.GGGGTCGC. T

O. kaynaki H7 TT . . .. .. T.GC. LA . G.GG. T.A .. G.GGGGTCGC. T .

O. araxensis H8 A . A T.CT c . .. . GA AL © G . cC. . TG.

O. paucilepis H9 LA L LT TT L cC. A . .. . . GA AL .G . . . G. GT C.T.GG

O. bergianus H10 TAGAGTTTT.G.CCTC.TGTGCA . . A . TGTA . GG. T . c. T G

O. bergianus H11 TAGAGTTTTTG.CCTC. TGTGCA . . AATGTA . GG . T. c. T. G

O. bergianus H12 TAGAGTTTTTG.CCTC. TGTGCA. . AAITGTA . GG . T . c. T. G




3.2. Barkodlama Araligi ve Tiir Stmirlamasi

Mitokondri COI veri setine dayali olarak Firat nehir havzasindaki
Oxynoemacheilus tiirlerinin dogru tanimlanmasi amaciyla R (R Development Core
Team 2012) programi altinda DNA barkodlama paketi Spider v. 1.1-5 (Brown vd.,
2012)’a 6zgii “threshID” islevi kullanilarak mitokondri kismi COI geni dizisine dayali
olarak gergeklestirilen barkod araligi analizinde, en yiiksek tiir i¢i genetik varyasyon
degeri (%0.59: O. phoxinoides) ile en diisiik tiirleraras1 genetik mesafe (%1.62: O. atili
ve O. eregliensis) arasinda bir barkodlama boslugu bulundugu tespit edilmistir.

Dolayisiyla, tiir i¢i ve tiirlerarasi mesafeler arasinda ortiisme yoktur (Sekil 10).

Intra-Inter Species Distances
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Sekil 9. Oxynoemacheilus cinsinin intraspesifik (tiir i¢i) ve interspesifik (tiirler arasi)
ayrigmasi i¢in barkod boslugunu temsil eden mesafelerin histogramlari

Calisma kapsaminda Orneklenen bireylerden elde edilen COI dizileri ayrica
GenBank'taki Anadolu’dan verilmis olan dizilerle karsilastirildi (Sekil 11-12). Bu
karsilastirmalar Firat havzasindaki 5 tiir icin yakin bir eslesme gostermistir ve
morfolojik calismalar yoluyla ayirt etmenin zor oldugu bu bireyler genetik olarak

taksonlarini tam olarak atanmustir.

Dizin benzerligi yontemi, TaxonDNA/Species Identifier 1.8 programu ile COI-
barkod bélgesinin tiir tanimlama potansiyeli " En Iyi Eslesme" (BCM) testlerine (Meier
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vd., 2006) dayali olarak tiirlerin dogru tanimlanma oranin oldukga yiiksek oldugu

(BCM: %100) belirlenmistir.

Monofili tabanli tiir sinirlama metodu kullanan COI barkod bélgesinin komsu
birlestirme agaclar1 Kimura 2-parameter (K2P) mesafe modeline gore 1000 Seg¢-bagla
testi MEGA X’de morfolojik olarak da ayirt edilebilen 6 Oxynoemacheilus tiirii igin
diizeltilmemis genetik mesafeler kullanilarak olusturuldu. NJ filograminda, tiir
monofilisi testi monofiletik tiirlerin dogru tanimlanmis olarak kabul edilmesi seklinde

gergeklestirildi.

Yirmi altt Oxynoemacheilus tiiriniin veri setine dayali olarak tiirlerarasi ortalama
genetik mesafe (%3.6) ile tiir i¢i ortalama genetik varyasyon (%0.45) arasinda yaklasik
7 katlik bir sekans farklilig1 belirlenmistir.

3.3. Barkodlama Basarisi

Ozellikle balik tiirlerinin tamimlanmasinda etiket olarak COI genini kullanan DNA
barkodlama son zamanlarda dikkat ¢ekmektedir (McCusker vd., 2013; Knebelsberger
vd., 2014). Barkod geni olarak COI'nin se¢ilmesinin ana nedenlerinden biri, tiir i¢i ve
tiirleraras1 genetik mesafeler arasindaki ortiismeme/belirgin bir farklilikla ifade edilen
ve sayisiz tir i¢in gézlemlenen tipik bir gesitlilik modeli olmasidir (Hebert vd., 20034,
b). K2P'ye dayanan tiir i¢i genetik mesafeler genellikle diisiiktiir (% 1'in altindadir) ve
baliklar dahil (Ward, 2012) genis bir taksona boyunca nadiren % 2'den fazladir (Hebert
vd., 2003a, b). Gergeklestirilen bu ¢alismada incelenen 6 tiirde de K2P tiir i¢in genetik
mesafenin % 0.591 asmadigini dolayisiyla 1°den fazla lokaliteden Orneklenen
Oxynoemacheilus euphraticus, Oxynoemacheilus argyrogramma, Oxynoemacheilus
kaynaki, Oxynoemacheilus araxensis ve Oxynoemacheilus bergianus’un tek bir
lokaliteden ~ 6rneklenen  Oxynoemacheilus  paucilepis’dekine  oranla  genetik

degiskenliklerinde 6nemli bir artis olmadigini gosterildi.

Barkodlama ¢alismalarinda ortalama intraspesifik varyasyon ve ortalama
interspesifik genetik mesafelerin karsilastirilmas: genellikle tiirleri sinirlandirmak igin

kullanilir. Oxynoemacheilus tiiriiniin veri setine dayali olarak tiirlerarasi ortalama
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genetik mesafe (%3.6) ile tiir i¢i ortalama genetik varyasyon (%0.45) arasinda yaklasik
7 katlik bir sekans farkliligi, Hebert ve arkadaslar1 (2004) tarafindan onerilen ortalama
tiirlerarast ve tiir i¢i ayrilma arasindaki en az 10 katlik farklik esik degerden daha diisiik
olsa bile bu ¢aligmada elde edilen mtDNA COI sekanslari itibariyla tiirleraras1 genetik
mesafe ve tiiri¢i genetik varyasyon araliginin iist tiste binmedigi gorilmistiir (Sekil 9).
Ancak, en biiyiik tir i¢i genetik ¢esitlilik degeri ve en kiigiik tiirler arasi genetik
mesafelerin kullanilmasinin yerine ortalama ¢esitlilik ve mesafe degerlerin kullanilmasi
"barkod boslugu" boyutunu arttirmakta ve yanlis tanimlamaya da yol acabilmektedir

(Meier vd., 2008).

Bundan dolayi, barkodlama araligin1 dogru saptamak i¢in en iyi yaklasim, en
yiksek tiir i¢ci genetik mesafeler ve en diisiik tiirler aras1 mesafe arasinda Ortiismeyi
tespit etmektir (Meier vd., 2008). Bu ¢alismada, 6 Oxynoemacheilus tiiriiniin higbirinde
boyle bir ortiisme saptamadigimiz gibi K2P i¢in %0,59 (O. phoxinoides) ila 1,62 (O.

atili ve O. eregliensis) arasinda belirgin bir barkod boslugu oldugu tespit edilmistir.

Anadolu nehir havzasindaki Oxynoemacheilus genusu i¢in en yakin eslesme
(BCM) analizine gére mtDNA COI veri setinin tiir sinirlamasi i¢in % 1.62’lik bir en iyi
esik degeri belirlenmistir. Varsayimsal esige dayali BCM yontemleri, bu veri setinde %
90.4 yiiksek basar1 orani saglayan 250 bireyden 226's1 dogru tanimlanmasini sagladi ve
tim dizilerin % 9.6’sim1 (24 birey) yanlis tanimladi. BCM testine gore,
Oxynoemacheilus genusuna ait yedi tiirde ortiisme bulundu (O. cinicus-O. mesudae-O.
germencicus, O. seyhanensis-O. kosswigi ve O. phoxinoides-O. angorae). Bu nedenle,
Oxynoemacheilus veri kiimesi BCM testinin sonuglarina dayanarak yirmi alti gruba
indirgenmistir (Sekil 12-13).

Filogenetik tabanli barkodlama bagarist analizinde ise Firat Nehri havzasindaki 6
balik tiirtinden olusan dizi kiitliphanemizde, ayni tiirlin tiim dizi haplotipleri ti¢ komsu
birlestirme analizi ile olusturulan agacta da yiiksek giivenirlilik destekli aga¢ topolojileri
olusturdu (Sekil 11-12-13). Dolayisiyla, veri setimizdeki DNA barkodunun tiir
tamimlama da %90 basarili olmasi diger bir deyisle yiiksek ayrim giicii, Firat
Nehri'ndeki Oxynoemacheilus'un dogal kaynaklarinin tespitini ve korunmasini garanti

edecek tiim gelisim asamalarinda ekonomik veya ekolojik agidan énemli tiirler {izerinde
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balik¢ilik arastirmalari i¢in oldukca degerli ve giivenilir bir tanimlama araci

goriisii desteklenmistir.
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Sekil 10. Oxynoemacheilus tiirlerine ait mtDNA COI-Barkod dizilerinden belirlenen
haplotiplerin NJ metodu yardimiyla olusturulan filogenetik agaci.
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3.4. Filogenetik Analizler

Anadolu’da dagilim gosteren tiirlerden Genbank veritabaninda COI verileri
bulunanlara ait haplotipler ile birlikte Anadolu’da Firat nehrinde dagilim gosteren
Oxynoemacheilus populasyonlarina ait mtDNA COI-Barkod haplotiplerinin maksimum
tutumluluk (MP) ve maksimum olasilik (ML) metotlar1 kullanilarak gergeklestirilen
filogenetik analizlerinden elde edilen filogenetik aga¢ topolojileri hemen hemen
birbirinin ayni olup dnceden tanimlanmig Oxynoemacheilus tiirlerine karsilik gelen 26
grubun varlhigin1 gosterecek sekilde yiiksek giivenirlilik degerleri (MP:78-100, ML:70-
100; Sekil 12-13) ile desteklenmistir.
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Sekil 11. Oxynoemacheilus tiirlerine ait mtDNA COI-Barkod dizilerinden
haplotiplerin MP metodu yardimiyla olusturulan filogenetik agaci
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Sekil 12, Oxynoemacheilus tiirlerine ait mtDNA COIl-Barkod dizilerinden
haplotiplerin ML metodu yardimiyla olusturulan filogenetik agaci
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

4.1. Genetik Cesitlilik

Frrat havzasindaki nehir sistemlerinden 6rneklenen Oxynoemacheilus bireylerinin
tiimii, 627 bp'lik mitokondri COI barkod dizisine dayali analizler ile morfolojik olarak
gruplandirildiklart taksonlar iginde tanimlanmistir. Belirlenen 12 adet haplotip’in
herbirinin sadece 1 Oxynoemacheilus tiiriinde temsil edildigi belirlenmistir ki bu durum

nehir sisteminde heniiz yeni dagilim gosterdiklerine isaret etmektedir (Tablo 5).

Oxynoemacheilus paucilepis, Oxynoemacheilus araxensis, Oxynoemacheilus
euphraticus ve Oxynoemacheilus argyrogramma tiirleri igin belirlenen haplotip
sayisinin az olusu (1 veya 2) , genellikle diisiik- diizey haplotip (h=0.000-0.425; Tablo
5) ve diisiik niikleotit sayilar1 (7=0.000-0.005; Tablo 5) gosterirken hemen hemen ayni
Oxynoemacheilus bergianus’un nispeten daha yiiksek haplotip (h= lokalitelerde dagilim
gosteren Oxynoemacheilus kaynaki ve 0.656-0.735; Tablo 5) ve fakat diisiik niikleotit
sayilarina (71=0.004-0.005; Tablo 5) sahip olmasi bu tiirlerin kendilerine 6zgli daha
yliksek sayida mutasyon biriktirecek kadar daha uzun bir zamandir bu boélgede
olduklarin1 akla getirmektedir. Zira, baliklarda diisiik haplotip ve niikleotit sayilarinin
yakin zamandaki populasyon darbogazini veya tek basina veya birkagc mtDNA soyu ile
kurucu etkisi (Grant ve Bowen, 1998), yiiksek haplotip ve niikleotit sayilarinin ise
populasyon darbogazini takiben hizli niifus artis1 ve mutasyonlarin birikmesi (Avise vd.,
1984; Rogers ve Harpending 1987; Grant ve Bowen, 1998) fenonemini isaret ettigi ileri
stirmiiglerdir. Bu bilgilere dayanarak Oxynoemacheilus kaynaki ve Oxynoemacheilus
bergianus tiirlerinin bolgeye oncelikli girislerini takiben hizli bir niifus artis1 ve buna

bagli mutasyon birikimine heniiz yeni baglamis oldugu soylenebilir.

Aragtirma alaninda dagilim gdsteren Oxynoemacheilus tiirleri arasindaki genetik
mesafe araligina bakildiginda (%3.7-13.1; Tablo 6), Sayyahzadeh vd., 2016 tarafindan
gerceklestirilen ¢alismada Orta Dogu’daki Nemacheilid baliklarda Oxynoemacheilus
genusu icin belirlenen tiirler arasi genetik mesafeler araligi (%1.4-16.3) ile uyumlu

oldugu goriilmektedir.
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Tiirlerin tanimlanmasi, DNA dizisindeki tiire 0zgli genetik polimorfizmlerin
tespitine dayandirildigr (Liu ve Cordes, 2004) i¢in mitokondri DNA COI-Barkod genine
ait ayirt edici tiire 6zgl niikleotit pozisyonlarmin sayismin O. euphraticus, O.
argyrogramma, O. kaynaki, O. araxensis, O. paucilepis ve O. bergianus (Sekil 9) igin

tiir diizeyinde genetik tanimlama i¢in yeterli oldugu soylenebilir.

4.2. Barkodlama Basarisi

Ozellikle balik tiirlerinin tanimlanmasinda etiket olarak COI genini kullanan DNA
barkodlama son zamanlarda dikkat ¢ekmektedir (McCusker vd., 2013; Knebelsberger
vd., 2014). Barkod geni olarak COI'nin seg¢ilmesinin ana nedenlerinden biri, tiir i¢i ve
tiirleraras1 genetik mesafeler arasindaki ortiismeme/belirgin bir farklilikla ifade edilen
ve sayisiz tiir i¢in gozlemlenen tipik bir ¢esitlilik modeli olmasidir (Hebert vd., 2003a,
b). K2P'ye dayanan tiir i¢i genetik mesafeler genellikle diisiiktiir (% 1'in altindadir) ve
baliklar dahil (Ward, 2012) genis bir taksona boyunca nadiren % 2'den fazladir (Hebert
vd., 2003a, b). Gergeklestirilen bu ¢alismada belirlenen ve incelenen 6 tiirde de K2P tiir
icin genetik mesafenin % 0.59'1 agmadigin1 dolayisiyla 1°den fazla lokaliteden
orneklenen  Oxynoemacheilus euphraticus, Oxynoemacheilus argyrogramma,
Oxynoemacheilus  kaynaki, Oxynoemacheilus araxensis ve Oxynoemacheilus
bergianus’un tek bir lokaliteden 6rneklenen Oxynoemacheilus paucilepis’dekine oranla
genetik degiskenliklerinde dénemli bir artis olmadigini gosterildi. Freyhof ve Ozulug
(2017), Firat nehir drenajindaki 8 tiir (O. araxensis, O. argyrogramma, O. bergianus, O.
erdali, O. euphraticus, O. kaynaki, O. paucilepis ve O. samanticus) tanimlamis
olmasina ragmen Freyhof vd. (2019) O. erdali O. bergianus’in sinonimizasyonu olarak
kabul edilirken O. samanticus Firat ve Kizilirmak nehirlerinin sinirina ¢ok yakin bir
bolgede tespit edilmistir. Bu c¢alismada O. erdali’nin sinonimizasyonunu
desteklemektedir ve fakat O. samanticus Orneklenemediginden verisetimize

eklenememistir.

Barkodlama ¢alismalarinda ortalama intraspesifik varyasyon ve ortalama
interspesifik genetik mesafelerin karsilastirilmast genellikle tiirleri siirlandirmak i¢in
kullanilir. Oxynoemacheilus tiiriiniin veri setine dayali olarak tiirlerarasi ortalama

genetik mesafe (%3.6) ile tiir i¢i ortalama genetik varyasyon (%0.45) arasinda yaklagik
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7 katlik bir sekans farkliligi, Hebert vd. (2004) tarafindan onerilen ortalama tiirlerarasi
ve tiir i¢i ayrilma arasindaki en az 10 katlik farklik esik degerden daha diisiik olsa bile
bu ¢alismada elde edilen mtDNA COI sekanslari itibariyla tiirlerarasi genetik mesafe ve
tiirigi genetik varyasyon araliginin st iiste binmedigi goriilmistiir (Sekil 10). Ancak, en
biiytik tiir i¢i genetik ¢esitlilik degeri ve en kiiglik tiirler arasi genetik mesafelerin
kullanilmasinin yerine ortalama cesitlilik ve mesafe degerlerin kullanilmasi "barkod
boslugu" boyutunu arttirmakta ve yanlis tanimlamaya da yol acabilmektedir (Meier vd.,
2008).

Bundan dolayi, barkodlama araligini dogru saptamak i¢in en i1yi yaklasim, en
yiiksek tiir i¢i genetik mesafeler ve en diisiik tiirler aras1 mesafe arasinda Ortiismeyi
tespit etmektir (Meier vd., 2008). Bu ¢alismada, 6 Oxynoemacheilus tiiriiniin higbirinde
boyle bir ortiisme saptamadigimiz gibi K2P i¢in %0,59 (O. phoxinoides) ila 1.59 (O.

atili ve O. eregliensis) arasinda belirgin bir barkod boslugu oldugu tespit edilmistir.

Firat nehir havzasinda dagilima sahip olan Oxynoemacheilus genusu i¢in en yakin
eslesme (BCM) analizine gore oldukga yiiksek (%100) olan tiirleri dogru tanimlama
orant da belirgin bir barkod boslugunun varligin1 destekleyerek COI tabanli DNA
barkod boélgesinin  morfolojik olarak tanimlamanin  gerg¢ekten zor oldugu
Oxynoemacheilus genusuna ait tiirlerinin tanimlanmasinda kullanighi oldugunu da

gostermistir.

BCM testine dayali olarak Anadolu Oxynoemacheilus tiirleri i¢in elde edilen
barkodlama basar1 oran1 (% 90), Kanada tatli su baliklar1 (% 93, Hubert vd., 2008) ve
Kuzey Amerika tatli su baliklar1 (% 90; April vd., 2011) igin rapor edilenlerle benzerlik
gostermektedir. Veri setimizdeki COI bazli DNA barkodlarinin yiiksek ayirt edici giicil,
bazi Anadolu Oxynoemacheilus tiirlerinin, 2-4 milyon yil Kuvaterner donemindeki
jeolojik ve iklimsel olaylarla 6zellestigi diisliniilen (Levin vd., 2012; Bektas vd., 2017)
geng evrim gruplart oldugu gercegiyle agiklanabilir (Zareian vd., 2016).

Filogenetik tabanli barkodlama basarist analizinde ise Firat Nehri havzasindaki 6
balik tiirlinden olusan dizi kiitiiphanemizde, ayn1 tiiriin tiim dizi haplotipleri {i¢ komsu

birlestirme analizi ile olusturulan agacta da yiiksek giivenirlilik destekli agac topolojileri
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olusturdu (Sekil 11). Bu ¢alismadan tiiretilen NJ agac1 (Sekil 11) Oxynoemacheilus
tiirlerinin NJ barkodunda monofiletik birimler halinde kiimelendigi gostermektedir. Bu
da DNA barkodunun tiir tanimlamasinda yiiksek verime sahip oldugunu gostermektedir.
Oysaki, morfolojik yanlis tanimlama NJ agacinin sonucunu degistirebilir (Bingpeng vd.,
2018). Dolayisiyla, veri setimizdeki DNA barkodunun tiir tanimlama da %100 basarili
olmasi diger bir deyisle yiiksek ayrim giicii, Firat Nehri'ndeki Oxynoemacheilus'un
dogal kaynaklarinin tespitini ve korunmasini garanti edecek tiim gelisim asamalarinda
ekonomik veya ekolojik acidan Onemli tiirler iizerinde balik¢ilik arastirmalart igin

oldukca degerli ve giivenilir bir tanimlama araci oldugu goriisiinti desteklemektedir.

4.3. Filogenetik Analizler

Bat1 Palearktigin 6nemli biyogesitlilik merkezlerinden biri olan Anadolu’dan daha
once Genbank veri tabaninda rapor edilmis Oxynoemacheilus’un COI haplotipleri, Firat
nehri havzasinda dagilim gosteren Oxynoemacheilus populasyonlarina ait haplotiplerle
birlikte farkli temellere dayali olarak ¢alisan maksimum tutumluluk (MP), maksimum
olasithk (ML) ve Bayesian c¢ikarsama metotlar1 ile gergeklestirilen filogenetik
analizlerinden elde edilen filogenetik aga¢ topolojileri hemen hemen birbirinin ayni
olup onceden Firat nehri havzasinda 6nceden morfolojik olarak tanimlanmis olan
Oxynoemacheilus tiirlerine (Erk’akan vd., 2007; Banarescu ve Nalbant 1978; Erk’akan
vd., 2008; Freyhof vd., 2011; Freyhof ve Ozulug, 2017) karsilik gelen 6 grubun
varhigim gosterecek sekilde yiiksek giivenirlilik degerleri (MP:78-100, ML:70-100;
Sekil 11-12) ile desteklendigi belirlenmistir.

Taksonomik durumlar1 hala karmasik olan Oxynoemacheilus genusunu (Prokofiev
2009, 2010; Sayyadzadeh vd., 2016, 2017) kapsayan Akdeniz'de tatli su baliklarinin
mekansal heterojenligi {izerine yeni bir calisma (Geiger vd., 2014) bu cinsin bazi
popiilasyonlarinin genetik olarak tanimlanmadigini ortaya koymustur. Bu ihtiyagtan
hareket ile taranan Firat nehir havzasindaki Oxynoemacheilus populasyonlarinin ait
mitokondri COI lokusuna dayali olarak belirlenen 12 adet haplotip ile gergeklestirilen
barkod analizi sonucu % 1.62°’lik barkod esik degerine dayali olarak daha oOnce

morfolojik olarak tanimlanmig olan 6 tiiriin genetik olarak tiir teyidi yapilmistir.
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Daha oOnce Jouladeh-Roudbar vd. (2016) tarafindan kismen de olsa arastirma
kapsaminda alinan Anadolu Oxynoemacheilus tiirlerinin iliskilerini gosteren filogenetik
aga¢ topolojilerinde tiirler genellikle cografik dagilimlart ile uyumlu olarak
konumlanmig olmasina ragmen iki Onemli istisna mevcuttur. Bunlarin ilki Firat
havzasindan 6rneklenen O. bergianus’un Karadeniz (O. samanticus ve O. banarescui)

ve Ege havzasinda (O. simavicus) dagilim gosteren tiirlerle gruplanmasidir.

Ikinci istisnai durum ise Ceyhan nehrinde dagilim gosteren O. ceyhanensis ’in
Firat nehrinde dagilim gosteren Oxynoemacheilus tiirleri ile birlikte kiimelenmis
olmasidir (Tablo 6; Sekil 12-13). Firat nehir yataginin ge¢ Miyosen-erken Pliyosen
donemi boyunca evrimini kaydeden ge¢ senozoik nehir ¢okiintii teraslarina bakilarak
yaklasik 4 milyon yi1l 6dnce doguya yonelmeden 6nce modern Ceyhan nehri boyunca
giineybat1 yoniinde Akdeniz’e dogru aktigi (Westaway, 2004; Seyrek vd., 2007) tahmini
bu iki nehir sisteminin temasin1 dolayisiyla faunal iliskisine firsat vermis olma
ihtimalleri Ceyhan nehrinde bulunan O. ceyhanensis’in agag¢ topolojisindeki egilimi

aciklayabilir.
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5. ONERILER

Glniimiize kadar biyogesitliligin belirlenmesine yonelik en gilincel genomik
girisim olan DNA barkodlama calismalarinin Tiirkiye’deki i¢ su baliklar1 {izerine
uygulamalart  heniiz yeterli diizeyde degildir. Taksonomik bakis agisiyla
degerlendirildiginde, COI’ye dayali DNA barkodlama yaklasimi kullanilarak belirli
tanimlayict karakterlere sahip tiirlerin hizli bir sekilde ayrimlar1 gergeklestirilebilir.
DNA barkodlama sonrasinda yapilacak ve farkli karakterlerin kullanilacagi bir
taksonomik analiz ile biyocesitliligin kayit altina alimmasi c¢ok daha kolay
gerceklesebilecektir. Tirkiye’nin i¢ sularinda dagilim gosteren Oxynoemacheilus
tiirlerine yonelik olusturulacak DNA barkod veriseti ile morfolojik tanimlamalarinda
zorluk yasanan ornekler veya farkli yasam evrelerindeki ornekler, cok kisa siirede ve
etkin bir sekilde tiir seviyesinde tanimlanabilecektir. Gergeklestirilecek benzeri DNA
barkodlama ¢alismalar1 sonrasinda BOLD ve GenBank veri tabanlarina kayitlar
yapilacak tilirlerin tamami Tiirkiye’den bildirilen COI barkodlarin1 olusturarak bundan
sonra gerceklestirilecek calismalarda referans diziler olarak kullanilabilecektir.
Ulkemizin bulundugu cografya gdz oniine alindiginda, ozellikle endemik tiirlerimize
yonelik baslatilacak DNA barkodlama c¢aligmalar1 ile mevcut biyogesitliligimizin
evrensel standartlarda kayit altina alinmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu sayede mevcut
biyogesitliligimizin korunmasina yonelik stratejilerin gelistirilmesinde Onemli bir

referans olusturulmasi saglanabilecektir.

Anadolu tatlisularindaki Oxynoemacheilus tiirlerine gore yerellestirilmis olsa da
cografik olarak kiigiik bir bolgedeki drneklere dayali barkodlama ¢alismalari, baliklarda
DNA barkodlamanin evrensel kullanimi i¢in temel olusturdugundan bundan sonraki

benzer calismalar i¢in 6nem arz etmektedir.

DNA barkodlarimin morfolojik tanilar1 ne olursa olsun Orneklerin tiir
tanimlamasinda etkili oldugunu gostererek, morfolojik ve molekiiler evrimin bagimsiz
modellerini desteklemektedir. Ayrica DNA barkodlarinin balik tiirlerini cografi dlgekler
lizerinde tanimlamak i¢in etkili bir ara¢ oldugu ve varyasyonlarin faydali biyocografik

bilgiler icerdiginden benzer ¢aligsmalarin sayist artirilmalidir.
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