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TURKIYE DENIZLERINDEKI Scorpaena porcus Linnaeus, 1758
POPULASYONLARININ GENETIK ANALIiZi

Scorpaena porcus Linnaeus, 1758 iilkemizin tiim denizlerinde bulunan
ekonomik bir tiirdiir. Bu calismada, Ardesen (Rize), Findikli (Rize), Espiye
(Giresun), Fatsa (Ordu), Alagam (Samsun), Korfez (Kocaeli), Kefken (Kocaeli) ve
Giilliik (Mugla) lokalitelerinden Scorpaena porcus tiirii 6rneklenmistir. Bu ¢alismada
iki mitokondriyal genin (COI: 617 bg, 16S rRNA: 803 bg) sekans analizi yontemi
kullanilarak populasyonlarin genetik yapisinin ortaya konulmasi amaglanmistir. COI
geni i¢in 14 adet, 16S rRNA geni i¢in ise 21 adet haplotip tespit edilmistir. COIl ve
16S rRNA gen bolgeleri igin haplotip cesitliligi, Hd: 0,7840 ve 0,7964; niikleotit
cesitliligi ise, Pi: 0,00269 ve 0,02706 olarak tespit edilmistir. Populasyonlar arasi ve
populasyon igi genetik mesafe oldukga disiiktiir. Filogenetik analizler sonucunda
caligilan tiim popiilasyonlara ait 6rneklerin ayn1 kladda toplandigi goriilmektedir ve
diisiik bootsrap degerleriyle filogenetik agagta konumlanmiglardir. COl ve 16S
rRNA genlerine dayali ¢izilen maksimum olasilik agaclart birbirleriyle uyumludur.
Bu c¢alisma ile Scorpaena porcus tiirii igin genetik ¢esitlilik verisi saglanmis ve
ozellikle Karadeniz i¢in bazi eksik istasyonlara ait literatiire bilgi temin edilmistir.
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ABSTRACT

GENETIC ANALYSIS OF Scorpaena porcus LINNAEUS, 1758
POPULATIONS IN THE TURKIYE SEAS

Scorpaena porcus Linnaeus, 1758 is an economical species found in all seas
of our country. In this study, Scorpaena porcus species was sampled from Ardesen
(Rize), Findikl1 (Rize), Espiye (Giresun), Fatsa (Ordu), Alacam (Samsun), Korfez
(Kocaeli), Ketken (Kocaeli) and Giilliik (Mugla) localities. In this study, it was
aimed to reveal the genetic structure of populations by using the sequence analysis
method of two mitochondrial genes (COI: 617 bp, 16S rRNA: 803 bp). 14 haplotypes
were determined for the COI gene and 21 for the 16S rRNA gene. Haplotype
diversity for the COIl and 16S rRNA gene regions, Hd: 0.7840 and 0.7964; The
nucleotide diversity was determined as Pi: 0.00269 and 0.02706. The genetic
distance between and within populations is very low. As a result of the phylogenetic
analyzes, the samples belonging to all the studied populations are nested in the same
clade and are located in the phylogenetic tree with low bootsrap values. Maximum
likelihood trees based on COI and 16S rRNA gene sequences are compatible with
each other. With this study, genetic diversity data was provided for the Scorpaena
porcus species and information was provided to the literature regarding the some
missing stations, especially for the Black Sea.

Keywords: Scorpaena porcus, Scorpion Fish, DNA
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GIRIS

Insanoglu tarihin ilk donemlerinden beri hep bir arayis ve merak igerisinde
olmustur. Bu arayis onun yeryliziinde var olan kaynaklara ulasma ve tanimlama
konusunda itici bir gii¢ olmasini saglamistir. Bilinmezligin gizemini ¢ézmek ve o
bilinmeyenleri bilinir kilmak insanogluna gurur kaynag: olurken diger yandan yeni
bilinmeyenlerin bilinir hale gelmesi i¢in yol agma konusunda ilham kaynagi
olmustur.

Denizler ve i¢inde yasayan zengin besin kaynaklari insanoglunun her
donemde ilgisini ¢ekmistir. Bu ilgi denizler ve igerisinde yasayan canlilar iizerinde
bircok ¢aligma yapilmasma olanak saglamistir. Insanoglunun hayatini devam
ettirebilmek i¢in ihtiyag duydugu besin miktarinin 6nemli bir kismi denizlerden
karsilanmaktadir.

Baliklar, denizlerden elde edilen hayvansal besin kaynaklarinin bagini
cekmektedir. Baliklar, glinlimiizde omurgali hayvanlar igerisinde 32000°den fazla tiir
cesitliligine sahip gruplarindan birisini olusturmaktadir (Nelson vd., 2016).

Baliklar tanindig1 giinden beri insanlar igin degerli bir besin kaynagi olmustur
(Brunner vd., 2009). Balik etinin sindirimi kolay olup yiiksek protein igerigine
sahiptir ve yag icerigi bakimindan da miikemmel bir gidadir. Ayrica tasidigi vitamin
ve mineral maddeler ile diyetik ozellikteki diisiik enerjisi balik etinin 6nemini
arttirmaktadir (Altun vd., 2004).

Scorpaenidae ailesine ait baliklar, ekonomik olarak 6nemli, demersal
baliklarin olusturdugu hemen hemen diinyanin her bélgesinde (kutuplar harig)
bulunur. Littoral bolgelerde yasayan bu familya olduk¢a ¢ok sayida cinsi bulunur.
Nispeten yavag biiyliyen, kisa omiirlii olan, kumlu, camurlu, kayalik gibi degisik
habitatlarda yasayan tiirlerden olusmaktadir. Tiim denizlerin tropikal, iliman ve
soguk sularinda yayilim gosterebilirler. Bazi tiirleri 2000 metreden daha derin
sularda da yasayabilmektedir. Cogu tiirii ise kiy1 kesimlerde kayalarin c¢evresinde,
mercan kayaliklarinda, yosunlu, kumlu veya camurlu dip bdlgelerde yasarlar (Yedier,
2020). Scorpaenidae ailesine ait diinyada 25 cinste toplam 231 tiir, Scorpaena cinsine
ait ise 64 tiir bulunmaktadir (Fishbase). Scorpaena cinsi iilkemiz denizlerinde ise 5

tir ile temsil edilmektedir. Bunlar, S. elongata Cadenat, 1943; S. maderensis



Valenciennes, 1833; S. notata Rafinesque, 1810; S. scrofa Linnaeus, 1758 ve S.
porcus Linnaeus, 1758’ dur (Bilecenoglu vd., 2014). Bunlardan S. notata ve S.
porcus tiim denizlerimizde rapor edilmesine ragmen, S. elongatata, S. madarensis
Ege ve Levant Denizi; S. scrofa ise Karadeniz hari¢ tiim denizlerimizde yasamaktadir
(Bilecenoglu vd., 2014).

Canlilarda oldugu gibi baliklarda da degisen c¢evre kosullarina uyum
saglamalar1 genetik varyasyonun bir etkisidir. Genetik ¢esitlilik, karsilagilan zorlu
kosullar karsisinda hayatta kalinabilmesi i¢in adaptasyon gelistirmelerini
saglamaktadir. Tirlerin devami, sahip olduklar1 genetik varyasyonun etkisiyle dogru

orantilidir.



1. GENEL BiLGILER

1.1. Scorpaenidae Familyasindaki Tiirlerin Biyolojik Ozellikleri

Scorpaenidae familyas1 kutup kiyilar1 disindaki biitiin kiyilarda bulunurlar. En
s1g bolgelerden 1000 m derinlige kadar uzanan bolimde yasarlar. (Aksiray, 1987).
Siirii halinde dolagsmazlar. Yaz donemimde lireme ve beslenmek i¢in sig bolgeleri
tercih ederken kis déneminde daha derin kisimlar1 tercih ederler (Koca, 2002).
Uremek igin daha ¢ok kayaliklar1 kullanirlar (Erbay, 2013)

Morfolojik 6zellik olarak biiyiik bir basa sahiptirler. Gozleri olduk¢a biiyiik
ve bas kisminda diken goriiniimlii ¢ikintilar mevcuttur. Agiz kismi genistir. Koyu ve
acik kahverengi bu tilirlin yogun olarak goriindiigii renktir. Bunun yani sira sari,
beyaz ve kirmizi renklilere de rastlanir. Viicudun bas ve karin bolgesi hari¢ diger
kisimlarinda stenoid pullar hakimdir. Sirt kisminda iki dorsal yiizge¢ bulunur.
Bunlarin ilki 12 adet sert ikincisi ise 10 adet yumusak i1sindan olusur. Ventral
ylizgecte 6 adet 151n bulunur bunlardan 1 tanesi sert 5 tanesi ise yumusaktir. kaudal
yiizge¢ 14-16 adet yumusak 1sindan olusurken pektoral yiizgecte ise 1 sert 15-16
yumusak 1sindan olusur. Anal yiizgecte ise 8-9 adet 1sin bulunurken bunlardan 3
tanesi sert, 5-6 tanesi yumusak 1sindir (Ferri vd., 2010).

Karnivor bir baliktir (Bat vd. 2008). Beslenme diyetini kiiclik demersal
baliklar, denizatlar1 (Hippocampus sp.), kiyt yengeci (Liocarcinus depurator), ¢camur
karidesi (Upogebia pusilla), ¢ali karidesi (Crangon crangon) ve bunlarin larvalari ile
beslenir. Mevsimlere gore beslenmesi farklilik gostermektedir. Kisin baliklarla
beslenen iskorpitler yaz sezonunda agirlikli olarak yengecle beslenir. Bahar

doénemlerinde ise gogunlukla yengegle beslenir (Pallaoro ve Jardas,1991).

1.1.1. Tiirkiye’de dagilim gosteren Scorpaenidae ailesine ait tiirlerin taksonomik
durumu

Scorpaenidae familyasinin  taksonomik siniflandirilmast  su  sekilde
belirtilmistir (Froese ve Pauly, 2018) ( Yedier, 2020).
Kingdom (Alem) - Animalia
Phylum (Sube) : Chordata
Subphylum (Alt Sube): Vertebrata



Superclass (Ustsinif) : Pisces

Class (Sinif) : Actinopterygii
Superorder (Usttakim): Teleostei

Order (Takim) : Scorpaeniformes
Suborder (Alttakim) : Scorpaenoidei
Family (Familya) : Scorpaenidae

Genus (Cins) : Scorpaena

1.1.2. Scorpaena porcus

Sekil 1. Scorpaena porcus Linnaeus, 1758 (Iskorpit)

Kaynak. D. Darom, 1987

Yasam alan1 olarak en sig noktadan 800 metre derinliklerde bulunabilir.
Ulkemizin butiin karasularinin yanisira, Dogu Atlantik, Fas, Biritanya kiyilari, Azor
ve Kanarya adalar1 kiyilarinda dagilim gosterir. Ortalama 15 ¢cm uzunlugunda olup

maksimumm 40 cm ye kadar biiyiiyebilirler. (URL-1)



Sekil 2. Scorpaena porcus Tiirtiniin Cografik Dagilimi

Kaynak. URL-9

1.1.3. Scorpaena elongata
Yasam alanlar1 75 ile 800 metre derinlik araliginda degisebilir. Akdeniz’in
tamaminda, Fas ve Kuzey Namibya’ya kadar uzanan kiyilarda dagilim gosterir.

Ortalama 30 cm uzunlugunda olup maksimumm 50 cm ye kadar biiyiiyebilirler.

Sekil 3. Scorpaena elongata

Kaynak. P. Duarte, 2000



Sekil 4. Scorpaena elongata Tiiriiniin Cografik Dagilimi
Kaynak. URL-7

1.1.4. Scorpaena notata
Yasam alanlar1 10 ile 700 metre derinlik araliinda degisebilir. Biscay
Korfezi'nden Madeira, Azor Adalar1, Senegal, Akdeniz ve Karadeniz dahil Kanarya

Adalari'na kadar yayilim gosterirler. Ortalama 12 ¢cm uzunlugunda olup maksimum

26 cm ye kadar biiyiiyebilirler.

Sekil 5. Scorpaena notata Rafinesque, 1810

Kaynak. URL-3
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Sekil 6. Scorpaena notata Rafinesque, 1810 Tiiriiniin Cografik Dagilim1
Kaynak. URL-7

1.1.5. Scorpaena scrofa
Yagam alanlar1 20 ile 500 metre derinlik araliginda degisebilir. Genellikle 150

m civarinda bulunurlar. Ortalama 30 ¢cm uzunlugunda olup maksimum 50 cm ye
kadar biiyiiyebilirler. Akdeniz, Kanarya ve Madeira Adalari, Biritanya Adalar1 ve
Cape Verde’de yayilim gosterir.

il

Sekil 7. Scorpaena scrofa Linnaeus, 1758



Sekil 8. Scorpaena scrofa Linnaeus, 1758 (Iskorpit) Tiiriiniin Cografik Dagilim1

1.1.6. Scorpaena maderensis

Yayilim alanlari;; Akdeniz bazi bolgelerinde, Madeira ve Kanarya adalari,
Azor Adalari, Yesil Burun Adalar1 ve Senegal’ dir. Yasam alanlarina bakildiginda ise
genellikle 20- 40 metre dirinlik araliginda yasam alanlari bulunur. Ortalama

uzunluklart 10 cm civarinda iken maksimum uzunluk 17,8 cm dir.

Sekil 9. Scorpaena maderensis Valenciennes, 1833

Kaynak. URL-5
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Sekil 10. Scorpaena maderensis Valenciennes, 1833 Tiiriiniin Cografik Dagilim1

1.2. Genetik Varyasyon

Cevresel ve genetik faktorlerin biyolojik ve ekolojik olarak fenotipik
varyasyonu etkilemesi ve bu etkilerin belirlenmesi 6nem arz etmektedir. Cevresel ve
genetik faktorlerin etkisini geleneksel yontem ve galismalarla ayirt edebilmek zorluk
tagimaktadir. Genetik uygulamalarin kullanimindan evvel, morfolojik farkliliklarin
temel sebebinin genetik degisikliklerden kaynaklandigi sanilmaktaydi. Stoklarin
tespiti, morfolojik oOzelliklerine bakilarak yapilmaktaydi. (Marr, 1957). Fakat
sanilanin aksine sadece genetik yapmin etkisiyle degil bunun yaninda cevresel
faktorlerin de etkili oldugu belirlenmistir (Allendorf vd., 1987). Daha 6nce fenotipik
olarak farklilik gésteren bir¢ok tiirlin genetik olarak benzer oldugu ortaya ¢ikmistir
(Ergtiden, 2007).

Bircok tiiriin genetik yapilariin belirlenmesinde kullanilan molekiiler
metotlar arasinda mitokondriyal DNA (mtDNA)’nin niikleotit diziliminin
belirlenmesi, Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD: Randomly Amplified
Polymorphic DNA), Kesilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP: Restriction
Fragment Lenght Polimorphism) analizi, Minisatellit ve Mikrosatellit DNA belirteg



calismalaridir (Okumus ve Ciftei, 2003). Bu teknikler sayesinde fenotipik olarak
benzerlik gosteren tiirlerden farkli gériiniim ve yasam kosullarina sahip tiirlere kadar
bir ¢ok tiiriin akrabalik iligkilerinin tahmini ve yorumunu miimkiin kilmistir. Ayrica,
bu tarz c¢alismalarin arttirilmasi ile tiirlerin korunmasi ve muhafazasi i¢in gerekli
bilgi birikim ile daha etkin stratejiler gelistirilebilmektedir.

Dogal ¢esitliligi muhafazanin ana unsuru populasyonlardaki genetik
varyasyonun korunmasi olmaktadir. Bunun yaninda, kiiresel dogal rezervlerin ve

park alanlarinin olusturulmasi ve isletim ilkelerinin vurgulanmasini olanak tanir.

1.3. Populasyon Genetigi Uygulamalar:

1.3.1. Populasyon Genetiginde Kullamlan Teknikler

Gen olmayan haritalanmis diziler, DNA belirtecleri olarak adlandirilir. Gen
belirteglerinde oldugu gibi bir DNA belirtecinin de en az iki aleli olmasi faydalidir.
Bu gereksinimi karsilayan {i¢ tipte DNA dizi 6zelligi bulunmaktadir: restriksiyon
parca uzunluk polimorfizimleri (RFLP’ler), basit dizi uzunluk polimorfizimleri
(simple sequence length polymorphisms- SSLP’ler) ve tek niikleotit polimorfizimleri
(single nucleotide polymorphisms-SNP’ler).

1960’11 yillarin ortalarina kadar varyasyon tespiti i¢in biyolojik ve ekolojik
ozelllikler, fizyolojik ve davranis 6zellikleri, parazit dagilimi, markalama, morfolojik
ozellikler kullanilmaktaydi (Lewontin, 1964). Varyasyonun belirlenmesinde bu tiir
ozelliklerin kullanilmas1 genetik olarak etkili degildir. Bu sebepten dolayr balik¢ilik
alaninda genetik ¢aligmalar tercih edilmeye baslanmistir. Genetik caligmalar DNA ve
protein olarak iki temel genetik belirte¢ sistemi kullanilarak yapilmaktadir. Hizl,
ucuz ve fazla laboratuvar malzemesine ihtiya¢ duyulmamasindan dolay1r protein
elektroforezi avantajli gibi goriilse de drneklerin taze olmasi zorunlulugu bu teknigin
tercih edilmesinde olumsuz sonu¢ dogurmaktadir. Ayrica, protein elektroforezinde
ornek olarak alman canlinin genellikle oldiiriilmesi ve ¢ok sayida 6rnege ihtiyag
duyulmasit bu teknigin kullanimini siirlandirmaktadir. DNA ¢alismalar1 protein
elektroforezine gore daha fazla tercih edilmektedir. Kullanilan &rneklerin
oldiirtilmesine gerek kalmamasi, uzun siire saklanan, ¢ok az miktardaki orneklerle

bile ¢alisma yapilabilmesi tercih edilmesinde etkendir.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PZR) son donemlerdeki kullanimi bu
teknigin gelismesine kullanimini arttrmistir (Ciftci, 2006). Son dénemde ¢ogunlukla
kullanilan molekiiler metotlar; mitokondrial DNA (mtDNA) dizilimi veya RFLP
(Kesilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi) analizi, minisatellit ve mikrosatellit DNA
belirteg teknikleridir. Bahsedilen teknikler fazla miktarda 6rnekle uygun laboratuvar
kosullarinda hizli ve ucuz bir sekilde sonu¢ alinmasina olanak saglamaktadir. Bu
teknikler kullanilarak biiyiik miktarda gen bolgesi izlenebilir, taksonomik seviyede
ayn1 ve farkli tiirler arasinda ve i¢inde hatta bireyler arast ve iginde farklilik
seviyesini tahmin edebilir, generasyonlar arasindaki allel frekanslar1 degisiminden
efektif populasyon biiyiikliigiinii tahmin edebilir, kuluckahanede yetistirilmis
baliklarin herhangi bir markalamaya gerek duymadan hangi anne ve babaya ait
oldugunu tespit edebilir, genin kromozom iizerindeki yeri yani gen haritasini
cikarabilir, populasyonlar arasindaki go¢ miktarlart yani gen akigini belirleyebilir,

kiiltiirii yapilan tiir i¢in ana¢ se¢imi yapilmasinda kullanilarak yetistiricilere yardim
edebilir.

1.3.2. Tek Niikleotit Polimorfizmleri (SNP)

DNA dizileme teknigindeki son donem gelisimleri DNA dizi analizini
populasyonlarin filogenetik tarihinin yorumlanmasinda onemli yaklasimlar arasina
sokmugtur  (Hillis ve ark., 1990). Niikleotitleri igermesi bu teknigin
avantajlarindandir.  Sistematik ve filogenetik ¢aligmalarda homolog dizilerin
karsilastirilmas1 ntikleotit dizilerinin kullanimiyla miimkiin olur. Caligmalarin
artmasiyla Niikleik asit dizi bilgileri artarak tertipli bir sekilde c¢esitli bilgi
bankalarinda (Genbank, Avrupa Molekiiler Biyoloji Laboratuar1) giris yapilir ve
buralarda depolanir. Fakat toplanan bu sekans ¢aligmalarinin ¢ogu tibbi veya ticari
olarak 6nemli tiirler lizerine yapilmaktadir. Boylece caligma yapilan organizmalar
i¢cin karsilastirma amacli bu dizi bilgilerine ulasmak miimkiindiir ve teknik bilgiye
ihtiya¢ duyulan sekans c¢alismalart i¢in fazladan zaman ve para sarfetmeye gerek
kalmamaktadir. Fazla miktarda 6rnege ihtiya¢c duyulan lireme stratejisi, cografik
varyasyon, hibriditasyon ve heterozigotluk tahmini gibi calismalar i¢in dizi analizi
disindaki yontemler tercih edilir. DNA sekansinin kullanimindaki smirlama tek

basina sekans degildir. Dizi analizi gergeklestirilecek gen kisminin da buna
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eklenmesi sarttir. Onceki zamanlarda bu islem gen klonlama islemini
gerektirmekteydi. Ayrica, PZR teknigindeki son ilerlemeler rekombinant DNA
teknolojisine ihtiyag duymadan spesifik gen bdlgesinin yiikseltgenmesini miimkiin
kilmistir. Ilk dénem c¢alismalari daha c¢ok yogun ve kiiciik olarak calisilan
mitokondriyal genomun ortaya ¢ikarilmasi ve dizisinin alinmasi odakli olmustur.
Sonraki donemde fazla sayida laboratuarin niikleotit dizi bilgisi toplamasi ve
metotdaki otomasyonla birlikte yasanan devamli gelismeler bu teknolojiyi standart
sekle getirmistir (Hillis vd., 1990).

Her genomda c¢ok sayida SNP bulunmaktadir. Bazilari RFLP sayisin1 da
arttirmaktadir ama ¢ogu herhangi bir restriksiyon enzimi tarafindan taninan bir dizide
olmadigi i¢in RFLP sayisini arttirmaz.

Dort niikleotitten herhangi bir tanesi genomdaki herhangi bir pozisyonda
bulunabilir, dolayistyla her SNP’nin dort allele sahip olmasi gerektigi diistiniilebilir.
Teoride bu miimkiindiir ama pratikte birgok SNP yalnizca iki farkli sekilde
bulunmaktadir. Bunun nedeni her SNP’nin genomda olusan, bir niikleotiti digerine
dontistiiren bir nokta mutasyonundan koken almasidir. Eger mutasyon bir bireyin
tireme hiicrelerindeyse, bu bireyin ¢ocuklarindan bir ya da daha fazlas1 bu mutasyonu

tasir ve nesiller sonra bu SNP populasyonda yerlesir.

1.3.3. PCR

PCR, karmasik bir DNA havuzundan belirli bir DNA fragmaninin
amplifikasyonuna izin veren basit ama zarif, enzimatik bir testtir. PCR testini
kesfeden Dr. Kary Mullis bu teknigi, “Ilgilendiginiz DNA pargasini segmenize ve
istediginiz kadar ona sahip olmaniza izin verir” olarak tanimlamistir (Mullis, 1990).
PCR, periferik kan, cilt, sag, tiikiiriik ve mikroplar dahil olmak {izere ¢esitli doku ve
organizmalardan alinan kaynak DNA kullanilarak gergeklestirilebilir. PCR'nin
geleneksel laboratuvar yontemleri kullanilarak analiz edilecek kadar kopya
olusturmasi i¢in yalnizca eser miktarda DNA gereklidir. Bu nedenle PCR hassas bir
testtir.

Her PCR testi, kalip DNA, primerler, niikleotidler ve DNA polimerazin
varligim gerektirir. DNA polimeraz, PCR iriiniinii olusturmak i¢in tek tek

niikleotitleri birbirine baglayan anahtar enzimdir. Niikleotidler, DNA'da bulunan
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adenin, timin, sitozin ve guanin (A, T, C, G) olmak iizere dort baz1 igerir. Bunlar,
elde edilen PCR iiriiniinii olusturmak i¢in DNA polimeraz tarafindan kullanilan yap1
taglar1 gorevini goriir. Reaksiyondaki primerler, amplifiye edilecek kesin DNA
Urlinlinii  belirtir. Primerler, saptanacak ve amplifiye edilecek hedef DNA'y1
tamamlayict tanimlanmig bir diziye sahip kisa DNA pargalaridir. Bunlar, iizerine insa
edilecek DNA polimeraz igin bir uzatma noktasi gorevi goriir.

PCR friinlerini gorsellestirmenin iki ana yontemi vardir: (1) amplifiye
edilmis DNA iirliniiniin, dupleksin iki ipligi arasina giren etidyum bromiir gibi bir
kimyasal boya ile boyanmasi veya (2) PCR amplifikasyonundan once PCR
primerlerini veya niikleotitlerini floresan boyalar ile etiketleme. Ikinci ydntem,
etiketlerin dogrudan PCR iirlinline dahil edilmesini saglar. PCR iiriiniinii analiz
etmek i¢cin en yaygin olarak kullanilan yontem, DNA {iriinlerini boyut ve yiik
temelinde ayiran agaroz jel elektroforezinin kullanilmasidir. Agaroz jel elektroforezi,
PCR fdiriinlinii gorsellestirmenin ve analiz etmenin en kolay yontemidir. PCR
Uriinliniin  varligmin ve boyutunun belirlenmesini saglar. Bilinen boyutlar1 olan
onceden belirlenmis bir DNA {riinleri seti, iirlinlin boyutunun belirlenmesine
yardimci olmak i¢in standartlastirilmis molekiiler isaretler olarak jel {izerinde ayni
anda calistirilir.

PCR'n bir¢ok avantaji vardir. Birincisi, anlasilmasi ve kullanilmasi basit bir
tekniktir ve hizli sonug verir (Bolognia vd., 2008). Siralama, klonlama ve analiz igin
belirli bir {irlinlin milyonlarca ila milyarlarca kopyasin iiretme potansiyeline sahip
oldukga hassas bir tekniktir. PCR degerli bir teknik olmasina ragmen, sinirlar1 vardir.
PCR oldukc¢a hassas bir teknik oldugu igin, Ornegin eser miktarda DNA ile
kontaminasyonu yaniltici sonuglar tiretebilir (Bolognia vd., 2008; Smith ve Osborn,
2009). Ek olarak, PCR i¢in primerler tasarlamak i¢in bazi 6nceki dizi verilerine
ithtiya¢ vardir. Bu nedenle, PCR yalnizca bilinen bir patojen veya genin varligim
veya yoklugunu belirlemek icin kullanilabilir. Diger bir simirlama, PCR igin
kullanilan primerlerin, hedef DNA ile tamamen ayni olmayan ancak benzer olan
dizilere spesifik olmayan bir sekilde baglanabilmesidir. EK olarak, DNA polimeraz
tarafindan c¢ok diisiik bir oranda da olsa yanlis niikleotidler PCR dizisine dahil
edilebilir.

DNA klonlama gii¢lii bir tekniktir ve genleri ve genomlar1 anlamamiz
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tizerindeki etkisi Ol¢lilemez olmustur. Ancak klonlamanin 6nemli bir dezavantaji
vardir: zaman alici1 ve kismen zor bir prosediirdiir. DNA pargalarin1 bir klonlama
vektoriine sokmak ve ardindan baglanmis molekiilleri konake1 hiicrelere sokmak ve
rekombinantlar1 segmek i¢in gereken manipiilasyonlar1 gerceklestirmek birka¢ giin
stirer. Deney stratejisi, biiyiik bir klon kitapliginin olusturulmasini ve ardindan ilgili
geni igeren bir klonu belirlemek icin kitapligin taranmasini igeriyorsa, o zaman
islemi tamamlamak i¢in birkag hafta, hatta bir kag ay daha gerekebilir.

PCR, aymi sonucun belirli bir DNA parcasinin saflastirilmasinin elde
edilmesini, ancak ¢ok daha kisa bir siirede, belki de sadece birkag saat iginde clde
edilmesini saglayarak DNA klonlamasini tamamlar. PCR tamamlayicidir ve kendi
sinirlamalarina sahip oldugundan, en dnemlisi saflagtirilacak parganin en azindan bir
kisminin sirasini bilme ihtiyacidir. Bu kisitlamaya ragmen, PCR molekiiler biyoloji
arastirmalariin birgok alaninda merkezi bir 6nem kazanmustir.

PCR, bir DNA molekiiliiniin seg¢ilmis bir bolgesinin tekrar tekrar
kopyalanmasiyla sonuglanir. Klonlamanin aksine, PCR bir test tiipli reaksiyonudur
ve canli hiicrelerin kullanimini icermez: kopyalama hiicresel enzimler tarafindan
degil, T. aquaticus'un saflastirilmig, termostabil DNA polimerazi tarafindan
gerceklestirilir. Termostabil bir enzime neden ihtiya¢ duyuldugu, PCR sirasinda
meydana gelen olaylara daha detayli baktigimizda netlesecektir.

Bir PCR deneyi gergeklestirmek i¢in hedef DNA, Taq DNA polimeraz, bir
cift oligoniikleotit primeri ve bir niikleotit kaynag ile karistirilir. Hedef DNA miktar1
cok kiigiik olabilir ¢iinkii PCR son derece hassastir ve sadece tek bir baslangic
molekiilii ile calisacaktir. Taq polimeraz tarafindan gergeklestirilecek DNA sentez
reaksiyonlarini baglatmak igin primerlere ihtiyag¢ vardir. Kopyalanacak par¢anin her
iki tarafinda hedef DNA'ya baglanmalar1 gerekir: Bu nedenle, uygun dizilerin
primerlerinin sentezlenebilmesi i¢in bu baglant1 bolgelerinin dizileri bilinmelidir.

Primerlere Taq polimeraz tarafindan gerceklestirieccek DNA sentez
reaksiyonlarinin baslamasi i¢in ihtiyag duyulur. PCR islemi, karisitmin 94 °C’ ye
isitilmastyla baglar. Boylece sarmallart birbirine baglayan hidrojen baglar1 ayrilir.
Ardindan sicaklik 50 °C - 60°C ’ye diisiirtilerek tek iplikli hedef DNA’nin tek iplikli
bir kisminin birlesmesi gergeklesir. Ayni zamanda primerlerin baglanma

pozisyonlarina yapismasma da izin verir. Ardindan sicaklik Taq polimeraz igin
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optimum olan 72 °C’ye yiikseltilir. PCR’1n bu ilk asamasinda hedef DNA’nin her
ipliginden “uzun” {riinlerin bir dizisi sentezlenir. Bu polioniikleotitler 6zdes uglara
ve DNA sentezinin sonlandig1 pozisyonlar1 gosteren rastgele uclara sahiptir.
Denatilirasyon-yapisma-sentez dongiisii tekrarlandigi zaman, uglarin her ikisinin
primer baglanma pozisyonlarinca belirlendigi “kisa” {irlinler veren uzun iiriinler yeni
DNA sentezi igin kalip olarak is goriirler. Ilerleyen dongiilerde kisa iiriinler reaksiyon
bilesenlerinin herhangi biri tiikeninceye kadar {islii bir sekilde kisa iirlinlerin sayisi

cogalir. 30 dongiiniin ardindan 250 milyonun iizerinde kisa iiriin olusur.

1.3.4. DNA Dizi Analizi

Dizi analiz ¢aligmalar1 1960’1 yillarin basinda 75-80 niikleotitlik tRNA’larla
baslanmustir. Niikleotit dizilerinin belirlenmesinde iki temel teknik kullanilmaktadir.
(URL-8). DNA dizilemesi i¢in ¢esitli prosediirler vardir, ancak agik ara en popiiler
olani, 1970'lerin ortalarinda Fred Sanger ve meslektaslari tarafindan tasarlanan zincir
sonlandirma yontemidir. Zincir sonlandirma dizilimi, teknigin
otomatiklestirilebilecegi goreceli kolaylik olmak iizere, birka¢ nedenden dolay:
tistiinliikk kazanmistir. Bir genom projesi ¢ok sayida bireysel dizileme deneyi igerir ve
bunlarin hepsini elle gerceklestirmek uzun yillar alacaktir. Bu nedenle, bir proje
makul bir zaman diliminde tamamlanacaksa, otomatik siralama teknikleri ¢ok
onemlidir. Barkodlama, numune pargalarindan herhangi bir tiirii tespit edebilir.
Boylece bir kez kuruldugunda, bu teknik gida maddelerinde istenmeyen herhangi bir
maddeyi taniyabilecek ve bdylece korunan tiirlerin ticari mallara dahil edilmesini ve
sunulmasin1 onleyecektir. Bu sistemin kullanimiyla, benzer goriiniim ayirt edilebilir.
Bu maskeleme yardimci olabilir

Zararsiz olarak kamufle edilmis tehlikeli organizmalar1 ortaya ¢ikarmak ve
boylece biyolojik ¢esitliligin daha dogru bir sekilde goriilmesini saglamak. Yasamin
evrensel barkodu, bir organizmayi tanimlamadaki belirsizligi azaltan dort farkli
niikleotid olan ATGC tarafindan saglanir. Boylece standart bir barkod kiitiiphanesi
olusturulabilirse, bu c¢ok daha fazla kisinin gozlemledikleri deniz tiirlerini
tanimlamasina ve isimleriyle adlandirmasina olanak saglayacaktir. Sadece bol ve
nadir tiirlerin degil, aynm1 zamanda yerli ve istilact tiirlerin de tanimlanmasini

kolaylastiracak, boylece deniz biyogesitliligi hem yerel hem de kiiresel 6l¢ekte dikkat
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cekebilecek. Bu nedenle barkodlama, biyolojik tanimlamayr DNA dizilemesinin
ilerleyen sinirlarina baglayan boyle bir aragtir. Bu baglantilart 6ziimsemek,
tagiabilir masaiistii cihazlara ve son olarak da el tipi barkod okuyuculara yol
acacaktir. Bu bilgi sonunda deniz metazoan tiirlerinin genetik ayrintilarini
zenginlestirecek ve Diinya tlizerindeki yasam agacinin ¢izilmesine yardimci olacaktir.
Glinlimiizde, farkli yasam Oykiisii asamalarini yumurta, larva ve bdceklerdeki
yetigkinler gibi farkli gelisim morfolojileriyle kolayca iliskilendirmek icin DNA
barkodlarim1 kullanmak diizenli bir yaklasim haline geliyor (Pinzon-Navarro vd.,
2010).

DNA dizisini belirlemek i¢in tek yapmamiz gereken zincirle sonlandirilmig
her molekiiliin sonundaki dideoksintikleotidi belirlemektir. Poliakrilamid jelin
devreye girdigi yer burasidir. DNA karisimi, bir poliakrilamid levha jelinin bir
kuyusuna veya bir kilcal jel sisteminin bir tiipiine yilklenir ve molekiilleri
uzunluklarina gore ayirmak i¢in elektroforez yapilir. Ayrildiktan sonra molekiiller,
dideoksiniikleotidlere bagli etiketleri ayirt edebilen bir floresan detektoriinden
gecirilir. Bu nedenle dedektor, her molekiiliin A, C, G veya T ile bitip bitmedigini
belirler. Dizi, operatdr tarafindan incelenmek iizere yazdirilabilir veya gelecekteki
analizler i¢in dogrudan bir depolama cihazina girilebilir. Paralel olarak calisan ¢coklu
kapilerlere sahip otomatik siralayicilar iki saatlik bir siire icinde 96'ya kadar farkl
diziyi okuyabilir, bu da bireysel deney basina ortalama 750 bp ile giinde makine
basina 864 kb bilgi iiretilebilecegi anlamina gelir. Bu, elbette, ideal olarak siralama
reaksiyonlarini hazirlamak ve reaksiyon Triinlerini siralayicilara yiiklemek i¢in
kullanilan robotik cihazlarla, giiniin her saati teknik destek gerektirir. Boyle bir
fabrika yaklasimi olusturulabilir ve siirdiiriilebilirse, tiim genomu siralamak ig¢in

gereken veriler birkag¢ hafta i¢inde olusturulabilir.

1.4. Mitokondriyal DNA

Solunum olaymdaki kimyasal tepkimelerin meydana geldigi gii¢ santrali
olarak adlandirilan organeldir. Mitokondri kritik fonksiyonlara sahip genleri iceren
kendi DNA’sma sahiptir. Fiziksel olarak hiicre DNA’sindan ayridir. Cekirdegin
disinda bulunan bir DNA’dir. Genomun %]1“den daha kiigiik, 16-17 kb

biiyiikliigiinde olmasi populasyon calismalarinda mtDNA’nin tercih edilmesinde
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etkendir (Davidson vd., 1989). Yiiksek omurgalilarda, kalitim yalnizca maternal
yolla yani anneden olur (parental sizint1 veya uzunluk farkliliklarindan dolay1 bazi
tiirlerde nadiren heteroplazmi olabilir). Rekombinasyonun olmamasi filogenetik
calismalar i¢in (Avise vd., 1990; Harrison, 1989; Moritz vd., 1987), veya ortama
asilanan populasyonlarin etkisinin ortaya cikarilmasi i¢in (Ferris ve Berg, 1987,
Gyllensten, 1985) mtDNA’y1 6nemli kilmaktadir. Cinsiyet oraninin esit oldugu
diisiiniildiiglinde etkili populasyon miktar1 niikleer genlerin '4’li kadardir ve mtDNA
varyasyonunu, yakin donemdeki populasyon olaylar1 ve genetik varyasyondaki
azalma gibi olaylara kars1 duyarhidir. Disi bireylerin gen akisinin Olgiimiiyle
populasyonlar arast mitokondriyal farkliligin 6l¢timii saglanir. Go¢ eden erkeklerin
populasyonlarin mitokondriyal gen havuzuna katkist yoktur.

Baz hareketliliginin yliksek seviyede olmasindan dolayr mitokondriyal
genetik bilgi, kodlanan niikleer DNA ile kiyaslandiginda yiiksek degisim oranina
sahiptir (Meyer, 1993). Mitokondriyal genomun farkli bolgeleri farkli seviyede
degisim gosterir. Bundan dolay1 ¢alisma metoduna bagli olarak analiz i¢in diziye
odaklanmak miimkiindiir. Ornegin, baz tiirlerde ND ve sitokrom b protein kodlayan
genlerde populasyonlar arasi varyasyon kesfedilmistir (Park ve Moran, 1994).
Mitokondriyal RNA genleri transfer ve ribozomal olmak iizere yiiksek oranda
farklilik gosterdigi kesfedilmistir ve kendi niikleer eslerinden 100 kat daha hizh
evrimlesirler (Meyer, 1993).
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Sekil 11. Hayvan Mitokondriyal Genomu

Kaynak. URL-6

Hayvan mtDNA’s1 22 tRNA, 2 rRNA, 13 elektron transferi ve oksidatif
fosforilasyonda gorev yapan ve 13 mRNA"y1 kodlayan toplam 37 genden olusan
kapali halkasal bir molekiildiir (Wallace, 1986).

Tipik hayvan mtDNA's1 yiikksek mutasyon oranina ve nadir kodlamayan
segmentlere sahip istisnai bir organizasyon ekonomisine sahiptir. Hayvan
mtDNA'sinin  hizlandirilmis  evrimsel hizi, yakindan iligkili tlirlerde Onemli
miktarlarda dizi varyasyonunun gozlemlenebilecegini ima eder - tiir tanimlama
prosediirleri i¢in yararli bir 6zellik. Ayrica, ¢ogu tlirde, sperm mtDNA'smin bir
yumurta tarafindan basit bir sekilde seyreltilmesi, dollenmis yumurtadaki sperm
mtDNA'sinin bozulmasi veya sperm mtDNA'sinin yumurtaya girememesi nedeniyle
mtDNA maternal olarak iletilir. Bu maternal kalitim, tiir tanimlama sonuglarinin
yorumlanmasini biiylik olgiide basitlestirir. mtDNA, niikleer DNA'min yoklugunda

sactan izole edilebilir ve hiicre basma bir¢ok kopyada bulundugundan, diisiik
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miktarda ve/veya bozulmus DNA orneklerinden alinmasi daha kolaydir, boylece
niikleer genom tabanli yontemlere gore agik bir avantaj saglar.

Mitokondri genomunun boyutlar1 ¢esitlidir ve organizmanin karmagsiklik
seviyesiyle 1ilgili degildir. Cogu ¢ok hiicreli hayvan genleri aralarinda fazla bosluk
birakmadan birbirlerine yakin halde yer aldigi, siki bir genetic organizasyona sahip
kiiciik mitokondri genomlarina sahiptirler. insan mitokonri genomu 16569 bg’yle bu
tirtin tipik bir O6rnegidir. S. cerevisiae gibi ¢ogu alt seviye Okaryotlar ve c¢icekli
bitkiler, intron igeren ¢ok sayida geni de bulunduran daha biiylik ve siki olmayan
mitokondri genomlarina sahiptir. Kloroplast genomlar1 boyut agisindan daha az
cesitlilik gosterir ve pek ¢ogu gosterilen piring kloroplast genomuna benzer bir
yaptya sahiptir.

Farkli mtDNA genleri, farkli oranlarda evrimlestikleri i¢in, genellikle yapilan
calismaya ve tiire uygun mtDNA geni secilmektedir. Mitokondriyal DNA genleri
bircok tiir ve populasyon c¢alismalari i¢in incelenmis ve bu genlerin tiir ve
populasyonlar arasindaki farkliliklarin tespitinde oldukga basarili sonuglar verdikleri

rapor edilmistir.

1.4.1. COI

Hayvanlarda mitokondriyal DNA, 13 protein kodlayan gen, 2 ribozomal gen
ve birka¢ tRNA iceren tek bir ¢ift sarmal dairesel molekiil olarak ortaya cikar.
Mitokondriyal genler niikleer genlere gore tercih edilir ¢linkii mitokondriyal genler
intronlar; genellikle haploiddirler ve sinirli rekombinasyon sergilerler. Her hiicrenin
birka¢ mitokondrisi vardir ve her mitokondri, birka¢ tam mitokondriyal gen seti
icerir. Bu nedenle, numune dokusu smirli oldugunda, mitokondri nispeten bol
miktarda DNA kaynagi sunar. Mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz alt birim 1 (COI)
geni, hayvanlar i¢in benzersiz bir barkod bolgesi olarak onerilmistir (Hebert ve ark.
2003a). COI, mitokondriyal gen sitokrom c¢ oksidaz 1'in 648 baz ciftli (bp) bir
pargasidir (COI; Hebert vd., 2003b). Hayvanlar i¢in mitokondriyal sitokrom c
oksidaz I (COI) lokusu ¢ogu grup icin istenen kriterleri karsiliyor gibi
goriinmektedir.

COI geninin 5’ ucundaki evrensel primerler, 648 bp'lik bir fragmanin genis

bir filum spektrumunda amplifiye edilmesini kolaylastirir ve niikleotid ikame orant,
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yakin ve farkl tiirlerin tanimlanmasina izin verir. Bu DNA dizisi, tiirlerin ¢ogunu
etkili bir sekilde tanimlar. Baslangigta, hayvan tiirlerinin tanimlanmasi i¢in “yagsamin
barkodu” statiisiine yiikseltilmistir (Hebert vd., 2003b). Onceki 650 taban
uzunluguna kiyasla sitokrom ¢ oksidaz geninin segmentinde, orijinal barkodun 100
bazlik bir fragmaninin arsiv numunelerinin tanimlanmasinda etkili oldugu ve okaryot
DNA barkodlamanin tiim taksonlar1 i¢in potansiyel olarak yararli oldugu bildirildi.
COI bolgesi, kriptik tiirleri tanimlamak ve deniz biyogesitliliginin anlasilmasini
gelistirmek icin iyl bir potansiyele sahip oldugundan, g¢esitliligin molekiiler
degerlendirmesi i¢in artik yaygin olarak kullanilmaktadir. Diger mitokondriyal
barkod isaretleri olarak kullanilan genler sunlari igerir: sitokrom b'yi kodlayan cob;
strastyla sitokrom oksidaz alt birimleri 2 ve 3'i kodlayan cox2 ve cox3; ve NADH
dehidrojenaz alt birimil ve mitokondriyal 16S-rDNA genini kodlayan nad1.

2005 yilinda, baliklarla yapilan barkodlama basarisinin ardindan (Savolainen
vd., 2005; Ward vd., 2005) kiiresel bir girisim olan Fish Barcode of Life (FISH-
BOL,; http://www.fishbol.org) kuruldu. FISH-BOL, ticari balikgilikla ilgili sorunlari
¢ozmek i¢in kullanilan, bilinen 30.000 balik tiiriiniin tiimii i¢in DNA barkod kayitlar
toplar. Ayrica balik tiirlerinin dogal tarihi ve ekolojik etkilesimleri kavramini
genisletmek i¢in giiglii bir ara¢ olmayr vaat ediyor (Ward vd., 2009). Bu teknik
sadece biitlin baliklar, filetolari, yiizgecleri, pargalar1 ve larvalart degil, yumurtalar
bile tanimlamak i¢in kullanighdir. Kuzey Avustralya sularinda yasa dis1 balik¢ilardan
ele gecirilen kopekbalig1 yiizgegleri bu siiregle tanimlanmistir (Holmes ve digerleri
2009).

Biiyiik bariyer resifi (Pegg vd., 2006), Karayipler (Victor 2007) ve Pasifik'ten
(Hubert vd., 2010; Paine vd., 2008) bildirildigi gibi COI barkodlama ile diinyanin
farkli yerlerinde oldukga basarili olmustur. Giiney Afrika ve Avustralya sularmi
birbirine baglayan balik tiirleri iizerinde yapilan bir arastirma, bu tiirlerin yaklasik
ticte birinin iki taksonu temsil ettigini ortaya koydu (Zemlak vd., 2009). Benzer
sekilde, COI barkodlama, kayabalig1 (Victor 2008), vatoz, Antarktika 151n1 Bathyraja
(Smith vd., 2008b), el balig1 Brachionichthys australis (Last vd., 2007) ve 5 yeni tiir
dahil olmak tizere bir dizi yeni balik tiiriinii dogruladi. (Pyle vd., 2008). Bununla
birlikte, baliklarin daha biiylik Olgekli barkodlama calismalarindan elde edilen

bulgular, Hebert ve digerleri (2004b) tarafindan Onerilen mesafe metrigine dayali
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olarak yaklagik %2 tiirlin g6z ard1 edildigini gostermektedir. Bu nedenle, varsayilan
tirlerinden bu grup igindeki ortalama sapmanin on kat1 kadar sapan herhangi bir
barkodun daha ileri ¢calismalar1 hedeflenmelidir.

DNA barkodlama, (650 bp) mitokondriyal sitokrom c¢ oksidaz alt birim I'in
(COI) kisa bir pargasinin daha Once tanimlanmig olan tiirleri tanimlamak igin
kullanildig1 bir yaklasimdir (Hebert vd., 2003). Bu metodolojide, tiirdes bireyler daha
yiiksek dizi benzerligine ve daha diisilk genetik mesafe degerlerine sahip
oldugundan, numune COI dizi benzerligi temelinde bir tiire/taksona atanir. A. Pavan-
Kumar ve digerleri tersine, farkli cins, familya ve diizendeki tiirler, nispeten diisiik
dizi benzerligine ve yiiksek genetik uzaklik degerlerine sahiptir. Buna gore, tiir
sinirlarini tanimlamak i¢in 6nceden belirlenmis tiirlerin barkodlarindan hesaplanan
tiir i¢i ve tiirler aras1 ortalama genetik mesafeler bazinda bir esik degeri onerilmistir
(Hebert vd., 2003). Baslangigta, bir 6rnegi varsayilan yeni tiir/sifreli tiir olarak
isaretlemek i¢in esik degeri olarak > 9%3'liik bir genetik mesafe degeri Onerilmistir.
Bununla birlikte, birka¢ ampirik barkod makalesi, Onerilen esik degerinin tiim
hayvan gruplar icin gegerli olmadigini1 ve potansiyel birey/popiilasyon varyasyonu
g0z Oniine alindiktan sonra, ortalama tiir i¢i diverjans degerinin 10 kat1 olan genetik
mesafe degeri, isaretleme igin bir esik degeri olarak tahsis edilmistir (Hebert vd.,
2004).

Ward vd., (2005), Avustralyanin deniz baliklarinit DNA barkodu kullanarak
basariyla tanimladi ve bu erken barkod basarisi, diinyadaki tiim baliklar icin DNA
barkodlart iiretme hedefiyle Balik Barkodu (FISH-BOL) konsorsiyumunun
olusumuna yonlendirilen baliklarla. FISH-BOL, Barcode of Life Veri Sisteminin
(BOLD, Ratnasingham ve Hebert 2007) bir alt veritabanidir ve analiz edilen
numuneler i¢in DNA barkodlarini, goriintiileri ve cografi koordinatlar1 igerir. Tiir
tanimlamasinda DNA barkodlamanin dikkate deger basarisi, balik tiirlerini
tanimlamak/kataloglamak i¢in Shark Barcode of Life (Shark-Bol), Polar Barcode of
Life (PolBOL) ve Marine Barcode of Life (MarBOL) gibi ¢esitli konsorsiyumlarin

olugmasina yol agmustir.
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1.4.2. 16S rRNA

Mitokonriyal genomda bulunan genlerden biri de 16S rRNA genidir.
Molekiiler tiir teshisi c¢alismalarinda, filogenetik iliskilerin  kesfedilmesi
calismalarinda kullanilmaktadir. 1540 niikleotidden olusan 16S rRNA RNA’nin alt
birimidir. Bu bolgeler tiir igin spesifiktir ve ¢cok sayida korunmus bolge igerdiginden
tiim tiirlerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Brown-Elliott vd., 2006). 16S rRNA
geni olduk¢a yavas evrimlesen bir gendir. Bu 6zelliginden dolayr taksonomik
caligmalarda karsilagtirmalarin yapilmasinda kullanilir. 16S rRNA gen bolgesine ait
dizi bilgileri gen bankalarinda kayit altina alinmakta ve caligmalarda bu verilere
rahatlikla ulasilmaktadir (Tindall vd., 2010). 16S ribozomal RNA, bir prokaryotik
ribozomun 30S alt biriminin RNA bilesenidir. Shine-Dalgarno dizisine baglanir ve
SSU (mtDNA kiigiik alt birim) yapisinin gogunu saglar. Bunu kodlayan genler, 16S
rRNA geni olarak adlandirilir ve genin bu bdlgesinin yavas evrim hizlarindan dolay1

filogenilerin yeniden yapilandiriimasinda kullanilir.

1.5. Onceki Cahsmalar

Ulkemizdeki Scorpeana tiirleri bircok arastirmacinin ilgisi cekmis ve iizerinde
calismalar yapmislardir. Bu ¢alismalar, tiirlerin sistematigi (Turan vd., (2009),
Akalin (2011), Cinar (2002)); balik¢ilik ve tireme biyolojisi (Koca, 1997), Celik
(2004), Erbay (2013)); beslenme rejimi (Basginar ve Saglam (2009)) iizerine
yogunlagmistir.

Turan vd., (2009) Akdeniz’in Iskenderun Kérfezi’nden &rnekledikleri
Scorpaeniformes tiirlerinin mitokondriyal 16S rDNA dizisi ve morfolojik
verilerinden yaralanarak tiir tanimlamalarini gerceklestirmislerdir.

Akalmn vd., (2011) Izmir Kérfezi’nde iki iskorpit tiiriiniin (Scorpaena notata
ve Scorpaena porcus) boy-agirlik iliskisini ve metrik-meristik 6zelliklerini
incelemislerdir. S. porcus ve S. notata tiirlerinin yetigkin bireylerinde metrik-meristik
karakterlerde bazi farkliliklar olmasindan dolayr ayriminin yapilabildigini ancak
tirlerin geng¢ bireylerinde ise bu ayrimin yapilmasinin olduk¢a zor oldugunu
bildirmislerdir.

Boissin vd., (2016) Karadeniz ve Adriyatik Denizinden toplamda on yedi

istasyondan orneklenen Scorpaena porcus tiirliniin genetik yapisini arastirmak igin
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genetik analizlerini gergeklestirdiler. Niikleer ve mitokondriyal belirtegleri
birlestirerek, Akdeniz ve Karadeniz'deki iskorpit baliklarinin genetik yapisini ve
demografik tarihini aragtirdi.

Saju vd., (2014) Adriatik’ten ii¢ akrep baligi tiirliniin Scorpaena scrofa,
Scorpaena porcus ve Scorpaena notata tiirlerini 6rneklemislerdir. Bu 6rneklerle 16S
rDNA bolgeri kullanilarak PCR bazli tiir tanimlama ¢alismasi yapilmustir.

Yedier ve vd., (2021) Scorpaena cinsinin Tiirkiye denizlerinde dagilim
gosteren tirlerini, 4 farkli denizden 8 farkli lokasyon ve toplam 1865 oOrnekle
molekiiler yontemler ve morfometric dl¢imler kullanarak popiilasyon ayrimlari
yapmiglardir. Ayrica bu c¢alismada, scorpaena cinsinin 5 farkli tiiriniin COI gen
bolgesinin 652 bg’lik kismini arastirdi.

Stankovic vd, (2016) Antartika bolgesinden elde ettigi 21 tiiriin filogenetik
ozelliklerini ortaya ¢gikarmak i¢in 12s ve 16S rDNA dizilerini arastirdu.

1.6. Cahismanin Amaci ve Gerekgesi

Ulkemiz denizlerinin iskorpit baliklar1 ve diger deniz organizmalar igin bir
siginma alani olup olmadiginin degerlendirilmesi, ge¢cmisteki siginaklarin yerini
belirlemek ve gelecekteki iklim degisikligi senaryolar1 altinda bu tiir alanlarin
kaderini (ve dolayisiyla barindirdiklar1 genetik ¢esitliligin kaderini) tahmin etmek
evrimsel biyoloji ve koruma genetiginde kritik diizeyde 6nemlidir. (Boissin vd.,
2016; Pauls vd., 2013; Fordham vd., 2014). Bu baglamda su ana kadar Tirkiye
denizlerinde dagilim gosteren S. porcus tiiriiniin genetik ¢esitliligi, filogenetik
durumu ve populasyonlarinin genetik yapist hakkinda kapsamli bir bilgi
bulunmamaktadir. Bu boslugu doldurmak ve eksikligi gidermek adina ilkemiz
denizlerinden 6rneklenen S. porcus tiirtiniin mitokondriyal DNA (mt DNA) sitokrom
c oksidaz (COI) ve 16S rRNA genlerinin dizin analizi yapilarak popiilasyonlarin
genetik yapilari hakkinda karsilastirmali veriler ortaya konulmustur. Bu calismada,
genetik cesitlilik ve filogenetik arastirmalarinda simdiye kadar en ¢ok tercih edilen
mtDNA genlerinin dizin analizi yapilarak populasyonlarin genetik cesitlikleri ortaya

cikarilmistir.
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2.YAPILAN CALISMALAR

2.1. Ornek Toplanmasi

Bu c¢alismada kullanilan S. porcus tiiriine ait 6rnekler tiim denizlerimizi
temsil edecek diizeyde Orneklenmistir. Bu amagla, s6z konusu tiiriin dagilim
gosterdigi Ardesen (Rize), Findikli (Rize), Espiye (Giresun), Fatsa (Ordu), Alagam
(Samsun), Korfez (Kocaeli), Kefken (Kocaeli) ve Giillik (Mugla) lokalitelerinden
toplamda 78 birey 6rneklenmistir (Sekil 12). Temin edilen drneklerin (Rize, Artvin,
Giresun, Ordu, Samsun, Kocaeli, Mugla) dorsal yiizgeglerinden bir parga doku
diseksiyon yoluyla alinarak % 70’lik alkol iceren 50 ml lik tiiplerde DNA izolasyonu
yapilincaya kadar muhafaza edildi.

Laboratuar ¢aligmalarinin ilk asamasinda doku oOrneklerinden DNA eldesi
yapilarak primerlerin optimizasyonu gergeklestirilerek, mtDNA gen bdlgelerinin
PZR ¢ogaltilmasi yapildiktan sonra, PZR firiinlerinin saflastirma ve DNA dizin
analizleri ticari bir laboratuarda yaptirilmistir. PZR fiirlinlerinin saflagtirilmasi ve
DNA dizi analizi harig biitiin genetik ¢alismalar, Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Su Uriinleri Fakiiltesi Genetik Laboratuarinda yiiriitiilmiistiir. Her bir istasyondan

calisilan 6rnek sayilar1 Tablo 1’ de verilmistir.

;ulgan n

Sekil 12. Orekleme yapilan bolgeler
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Tablo 1. Calismada kullanilan 6rneklerin toplandigi lokalitelere ait bilgiler

Ornek

Sira Lokalite Sayist Koordinat
1 Rize-Findikli 1 41°18,442'N 41°11,933'E
2 Rize-Ardesen 17 41°11'42.7"N 40°59'11.9"E
3 Giresun-Espiye 4 40°58'24.5"N 38°43'12.4"E
4 Ordu-Fatsa 16 41°04'39.0"N 37°29'07.7"E
Samsun-Alagam 10 41°42723.0"N 35°42127.8"E
6 Kocaeli-Kefken 11 41°11'07.69"N 30°1122.81"E
7 Kocaeli-Ko6rfez 1 40°45'33.62"N 29°55'00.99"E
8 Mugla-Giilliik 18 37°12' 11.66"N 27°30'08.88"E

2.2. DNA izolasyonu

Alimmis olan yiizge¢ dokularindan gergeklestirilen DNA izolasyonu,
Promega Wizard® Genomic DNA Kiti kullanilarak iiretici firma talimatlarina uygun
olarak yapilmustir. Izolasyon asamalari su sekilde takip edildi.
1. Ethanolde muhafaza edilen doku oOrneklerinden 10-20 mg alinip santrifiij
tiiptine koyuldu.
2. 500 pl Nuclei Lizis solusyonu ve 120 pl EDTA (pH=8) karistirilip buza
konuldu ve 15 dakika bekletildi.
3. EDTA ve Nuclei Lizis karigtmindan 600 pl 6rneklerin iginde bulundugu tiipe
ilave edildi.
4. 15 pl Proteinaz K 6rneklerin iginde bulundugu tiipe ilave edildi.
S. 55 C de 1sitmali ¢alkalayici cihazinda gece boyu bekletildi.
6. Gece boyu islem goren tiipe 3 pl RNase solusyonu eklenip 2-5 kere tersyiiz
edildi.
7. Ardindan 25-30 dakika 37 C° ‘de inkiibe edildi ve 65 C°’de 15 dakika inkiibe
edildi.
8. Oda sicakligina inen 6rnege 200 ul protein presipitation solusyonu eklendi ve
20 saniye yiiksek hizda vorteksledikten sonra 5-10 dakika buza koyuldu.
9. 16000 rp’ de 4 dakika boyunca santrifiij edildi.
10. Santrifiijjden ¢ikarilan tiiplerden supernatant alindi ve igerisinde 600 pl
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izoproponal bulunan tiiplere konuldu.

11.  DNA’nin beyaz iplik¢ikli yapis1 goriiniinceye kadar nazikce tersyiiz edildi.
12. 1 dakika 16000 rpm’de santrifiij yapildi.

13. Santrifiij edilen tiiplerden supernatant dokiildii ve 600 ul %70 Ethanol ilave
edildi.

14. Tekrar 1 dakika 16000 rpm’de santrifiij yapildi.

15. Etanolii tamamen ortamdan uzaklastirmak i¢in 37°C deki etiive tiipler ters
cevrili halde kurumaya birakildi.

16.  Tamamen kuruyan tiiplere 100 ul DNA Rehidrasyon solusyonu eklenip 65
°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Solusyonun iyice karigmasi i¢in periyodik olarak
tiip nazikge calkalandi.

17. Kisa siireli muhafaza icin 2-8 °C’de, uzun siireli muhafazada ise -20 °C’de

tutuldu.

2.3. DNA Kalite ve Miktarmin Belirlenmesi

2.3.1. Agoroz jel Elektroforezi ile Toplam DNA’ nin Kontrolii

Izole edilen toplam genomik DNA % 0.8’lik agaroz jel elektroforezi ile
kontrol edildi. % 0,8 agaroz jel elektroforezi hazirlamak igin 0,56 g agaroz ve 70 ml
1X TAE tamponu erlenmayerde iyice karistirildiktan sonra mikrodalga firinda
kaynatildi. Sogumaya bagladiktan hemen sonra 3 pl EtBr (10 mg/ml) konuldu.
Dokiim sicakligina sogutulan agaroz elektroforez kiiveti i¢ine dokiildii. Daha sonra
taraklar yerlestirilerek sogumaya birakildi. Donduktan sonra jel tizerindeki taraklar
cikarilarak 6rnek yiiklemeye hazir hale getirildi. Her bir kuyucuga 7 pl 6rnek ve 1 pl
yiikleme tamponu konulmus ve 90 V da 30 dakika yiiriittildi.

2.3.2. Nanodrop Spektrofotometre Ile Miktar ve Kalite Belirlenmesi

DNA oOrneklerinin  konsantrasyonu ve safligmin  tahmini UV/visible
spektrofotometre (BIO-RAD, The SmartSpec Plus) kullanilarak, 260 ve 280 nm
dalga boyunda absorbansinin okunmasiyla tahmin edildi. 260 nm dalga boyundaki
absorbans (OD) degeri niikleik asitlerin her ikisinin (DNA ve RNA) hesaplanmasin

saglar. 280 nm dalga boyu ise drnekteki protein miktarini belirler. 260 nm ve 280 nm
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okumalar1 arasindaki oran ile izole edilen niikleik asitin safligi tahmin edildi. Saf
olan. DNA i¢cin OD260/0OD280 oran1 1,8-2,0 arasindadir. Eger protein

kontaminasyonu varsa bu oran 1,8’den kiigiiktiir (Cift¢i, 2006).

2.4. PZR

Bu c¢alisgmada mitokondriyal genlerden COI ve 16S rRNA genlerinin
sekanslar1 kullanilmistir. Calisilan genleri PZR ile ¢ogaltmak ve dizisini elde etmek
i¢cin kullanilan primerlerin dizileri ve PZR sartlar1 Tablo 2’de verilmistir. PZR ig¢in

BioRad T100 termal blok kullanilmaistir.

Tablo 2. Primerlerin dizileri ve PZR sartlar1
Primer PZR

Gen Primer dizisi Referans
adi sartlari
95°C,30s
TCGACTAATCATAAAGATATCGGCA 30 dongii Ward
COl Fish F2 C 95°C, 30 s. vd
geni FishR2 ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGA  54°C,45s L
) 5 2005
A-3 68°C, 50 s
68°C, 5 dk.
16Fi140 (5'- 95°C, 30 s Turan
16Fi1524  CG(CT)AAGGGAA(ACT)GCTGAAA- 30 déngii vd.
(PCR 37, 95°C, 30s. 2009
primeri) (5'- 53°C,50s
16S CCGGTCTGAACTCAGATCACGTAG- 68°C, 1.155
RNA _ 3%) 68°C, 5 dk.
16Fiseql (5-
463 TGCACCATTAGGATGTCCRGATCCA
(Sekans AC-3)) Turan vd. 2009
primeri)

Mitokondriyal DNA’nin sitokrom oksidaz geminin ve 16S rRNA geminin
¢ogaltilmasi amaciyla PZR karisiminda, NEB Tag DNA polimeraz kiti kullanilmstir.
PZR karisimindaki kimyasallarin konsantrasyonlar1 ve miktarlart Tablo 3’de

verilmistir.
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Tablo 3. PZR karisimindaki kimyasallarin konsantrasyonlar1 ve miktarlari

Kimyasallar Konsantrasyon Miktar (ul)
10X PZR tampon 10
dNTP karigimu 10 mM 2
MgCI2 25 mM 5
Primer Karigimi 40 mM 1

Taq DNA polimeraz Su/ul 0,25
Kalip DNA 50 mM (ng/ml) 5
dH20 26,75
Toplam 50

2.5. PZR Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrolii
PZR friiniinlin kontroliinde % 1%lik agaroz jelde 90 V 40 dk yiiriitelerek

kontrol edilmistir

2.6. DNA Dizin Analizi

Dizi analizi i¢in yaklasik 40 pl hacimdeki PZR iiriinleri 16S rRNA ve COI
gen bolgesi i¢in ileri yonlii PZR primerleri ile birlikte PZR iirlinlerinin saflagtirmasi
ve ayni zamanda sekans analizi igin ticari faaliyet gosteren bir laboratuvara

gonderildi. PZR {iriiniin sekanslarinin alinmastyla her iki yonlii okuma yapilda.

2.7. Veri Analizi

2.7.1. Dizin Hizalama

COlI ve 16S rRNA geninin dizin verilerinin gegerliligini kontrol etmek i¢in
elde edilen dizin sonuglarindan birka¢g 6rnek NCBI veri tabaninda BLAST edilerek
benzer dizinler aranmis mevcut dizinlerin gegerliligi kontrol edilmistir. Orneklerin
DNA dizilerinin hizalanmast BIOEDIT (Hall, 1999) programi aracihigiyla
yapilmustir. Niikleotit kompozisyonu, haplotip ¢esitliligi (Nei, 1987) ve niikleotit
cesitliligi (Nei ve Tajima, 1981) ve haplotiplerin populasyonlara dagilimi DNASP v6
(Rozas vd., 2017) programi ile belirlenmistir. Elde edilen sekanslar arasindaki ikili
dizin uzakliklari, niikleotit kompozisyonu,%A-T analizi, korunmus bdlgelerin
analizi, degisken bolgelerin analizi, parsimony informative (Pi) analizi, transitional
pair (Ti), transversional pair (Tv) ve transition/transversion rate (R) analizleri MEGA

X (Kumar, 2018) yazilimi yardimi ile gergeklestirildi.
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2.7.2. Filogenetik ve Sebeke Analizi

Filogenetik analizler kapsaminda, Kimura two-parameter (K2P) mesafe
modeline (Kimura, 1980) gore MEGA X (Kumar vd., 2018) programi altindaki
maksimum olasilik (ML) analizi gergeklestirilmistir. ML analizinde kullanilan
niikleotit degisim modeli jModelTest 0.1.1. programi vasitasiyla belirlenmistir. COI
geni i¢in en uygun niikleotit degisim modeli HKY (-In= 1377,4196), 16S rRNA geni
i¢in ise GTR+I+G (-In=1710,73) se¢ilmistir. Bireylerden elde edilen mitokondriyal
COI ve 16S rRNA gen dizileri itibartyla haplotipler arasindaki iliskiler Network
5.0.0.1 (Bandelt vd., 1999) programlari altindaki Median-joining ag1 opsiyonu ile
belirlenmistir. Filogenetik analizlerde dis grup olarak Edirne- Enez den &rneklenen

Scorpaena scrofa tiiriine ait sekanslar kullanilmustir.

2.7.3. Populasyon Genetigi Analizi

Populasyon analizleri, DNASP v6 (Rozas vd., 2017) ve Arlequin versiyon 2.0
(Schneider vd., 2000) programi kullanilarak gergeklestirildi. Hiyerarsik genetik
farklilasma, gruplarin 6nemi, populasyon yapisi, haplotiplerin populasyonlara
dagilimi, belirlenenen haplotipler arasindaki mutasyon miktarini dikkate alarak
ARLEQUIN (AMOVA, Excoftier vd., 1992)’de kullanilan molekiiler varyans analizi
yaklasimi ve F statistics (Wright, 1951) se¢enekleri kullanilarak test edildi.

2.8. Bulgular

2.8.1. Genetik Cesitlilige iliskin Bulgular

2.8.1.1. COI Genine Ait Bulgular

S. porcus tiiriiniin dagilim gosterdigi 8 istasyondan 6rneklenen 58 bireyin
mitokondriyal DNA COI gen bolgesinin 617 bg’lik kismi analiz edilmistir. Ardesen,
Alagam ve Kefken ornekleri 5 haplotiple, Gilliik 6rnekleri 6 haplotiple, Fatsa
ornekleri 3 haplotiple, Espiye ornekleri 2 haplotiple ve Korfez populasyonlarina ait
ornekler ise 1 haplotiple temsil edilmektedir (Tablo 4). Filogenetik analize dahil
edilen toplam 58 6rnekte, 14 haplotip ve 5 adet parsimonik bilgi verici, 21 degisken
bolge ve 596 adet korunmus bdlge oldugu saptandi (Tablo 5).
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Tablo 4. 16S rRNA ve COI haplotiplerinin populasyonlara gore dagilimi ve
frekanslari

16S rRNA col
Populasyonlar Populasyonlar
5 2
2 o
3 ol g |
HEEAERE IR T|2|2 |25 (|5
< |E|W L |« |2 |X¥ |0 I8z E |23
HL |4 3709 6|9 | HL |5 |1]|4]5 513
H2 1 H2 |5 |13 1
H3 1 1 H3 | 3
H4 1 H4 | 3 3|2 12
Ho g 2 21 H5 |1
H6 11 Heé
H7 |1 o
H8 1] Hs 1
H9 > T He -
H10 1| H10 1
H11 2 1| H11
H12 1| HI12
H13 1| H13 1
H14 |1 H14 1
H15 |1
H16 |1
H17 111
H18 1
H19 1
H20 111
H21 1
Toplam | 9 | 1| 4 [16]10] 1 1118 17| 2]10[10( 1|9 |9

COI gen bolgesi i¢in haplotip gesitliligi, Hd: 0,7840; niikleotit ¢esitliligi ise,
Pi: 0,00269 olarak tespit edildi. Bu gen bdolgesi i¢in niikleotit kompozisyon oranlari
T(U): 28.8; C: 29.2; A: 23.9; G: 18.1 olarak tespit edildi. Transisyon / transversiyon
oranlar1 k1 = 16.64 (purinler) ve k2 = 1.306 (pirimidinler), toplam transisyon /

transversiyon egilimi R = 3.402 olarak hesaplandi.

30



Tablo 5. COI geni i¢gin degisken niikleotit pozisyonlari

111111223444555556
3112299069138367990
580073824392748333677

Hap 1 TCGTAAATCAGGGAAAGGTAA

Hap 2 ............ A.G......
Hap 3 .......... Ao,
Hap 4  ............ AL,
Hap 5 Covennnit AL,
Hap 6  ....... C. A.G.T
Hap 7 .TCCC. .. ............
Hap SEEF ... 488, .. . 408 C T
Hafslsd 4. ... . . A.G C
Hap 10 ........ A, . dEEE. .....
Hap 11 ...... G. A CA..CT
Hap 12 K. .. 0 . . . . .
Hap 13 ...... G...... "N ...
Hap 14 ......... G..A........

Haplotip ag analizinde mevcut 14 haplotip en az 1 en fazla 7 niikleotit
farklililigryla konumlanmistir. En yaygin haplotip olan H1, 23 6rnekle temsil edilirken 9
adet haplotip 1 ornekle temsile edilmektedir. Haplotip dagilim ve frekans analizleri,
haplotiplerin birden fazla populasyon tarafindan paylasildig: tespit edilmistir. Ornegin H1
haplotipi Ardesen, Espiye, Fatsa, Alagam, Kefken ve Giillik populasyonlarma ait
ornekler bulunmaktadir (Sekil 13).
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O Ardesen
© Espiye
@ Alagam
@ Kefken
O Giilliik
© Fatsa
O Korfez

Sekil 13. Sitokrom Oksidaz Alt Unite I (COI) genine dayal1 olarak populasyonlar
arasindaki iligkiyi gosteren koksiiz haplotip aglari.
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Populasyonlar arasi genetik mesafe olduk¢a diisiiktiir (< %0.5). Populasyonlar

aras1 genetik mesafe 0.0016 (Fatsa- Espiye) ile 0,0042 (Alagam- Korfez ve Kefken-

Korfez) arasinda degismektedir. Populasyon i¢i genetik farklilik ise 0.0016 (Fatsa) ile
0,0036 (Kefken) arasinda degismektedir (Tablo 6).

Tablo 6. COI genine dayali populasyonlar arasindaki Kimura 2 parametresi modeline

gore genetik mesafe

Ardesen Espiye Fatsa

Alacam Kefken

Korfez Giulluk

Ardesen 0,0023
Espiye  0,0020
Fatsa 0,0019
Alagam 0,0030
Kefken  0,0029
Korfez  0,0033
Giillik  0,0026

0,0033
0,0016
0,0029
0,0027
0,0033
0,0025

0,0016
0,0027
0,0026
0,0028
0,0023

0,0031
0,0034
0,0042
0,0031

0,0036
0,0042
0,0032

0,0036 10,0031

Gri renkli olanlar populasyon i¢i genetik mesafeyi verir.

Populasyonlar i¢in olasi

demografik degisimlerinin (tikanikliklar veya

genislemeler) izlerini ve notr bir evrim modeli i¢in beklenen polimorfizm modelinden

sapmalar1 tespit etmek i¢in kullanilan COI geni i¢in Fu'nun Fs ve Tajima'nin nétralite

testlerinin sonuglari Tablo 7 'de sunulmustur. Fu'nun Fs ve Tajima D tarafsizlik testi

sonuglar1 Tajima D: -1,39868 (Alagam) ve 1,33722 (Fatsa), Fu'nun Fs degeri ise -2,329

(Gullik) ve 0,477 (Fatsa) degerleri

araliginda oldugu belirlenmistir. Espiye

populasyonu icin 6rnek sayilar1 yetersiz oldugundan Fu'nun Fs ve Tajima D degerleri

hesaplanamamuistir. (Tablo 7).
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Tablo 7. COI geni i¢in d6rnekleme lokaliteleri, havzalari, 6rnek ve haplotip sayilari,
genetik cesitlilik indeksleri, Tajima D ve Fu’nun Fs tarafsizlik testleri.

N NH Hd n TajimaD  Fu’s Fs
Ardesen 17 5 0,809 0,00226 0,55320 -0,497
Espiye 2 2 1,000 0,00324 - -
Fatsa 10 3 0,733 0,00162 1,33722 0,477
Alagam 10 5 0,756 0,00310 -1,39868 -0,706
Korfez+Kefken 10 6 0,778 0,00371 -1,22839 -1,483
Giillik 9 6 0,889 0,00306 -1,18930 -2,329

N: Ornek say1s1, NH: Haplotip sayis1, Hd: Haplotip ¢esitlilik, m= Niikleotit cesitlilik

AMOVA analiz sonucuna gore % -0,05 populasyonlar arasi farkliliktan %
100,05 i ise populasyon i¢i farkliliktan kaynaklandigi belirlenmistir. FST= -0.00054
olarak hesaplanmistir. Alacam ve Ardesen populasyonlari ile Alagam ve Fatsa
populasyonlar arasinda anlamli farklilik mevcut olup diger popiilasyonlar arasi anlamli

farklilik yoktur.

2.8.1.2. 16S rRNA Genine Ait Bulgular

S. porcus tiriiniin dagilim gosterdigi 8 istasyondan o6rneklenen 70 bireyin
mitokondriyal DNA 16S rRNA gen bdlgesinin 803 b¢’lik kismi analiz edilmistir.
Ardesen oOrnekleri 6, Findikli Ornekleri 1, Kefken ornekleri 5, Giillilk ornekleri 9,
Alacam Ornekleri 2, Fatsa ornekleri 8, Espiye ornekleri 2, Korfez 6rnekleri 1 haplotip ile
temsil edilmektedir (Tablo 4). Filogenetik analize dahil edilen toplam 70 6rnekte, 21
haplotip ve 6 adet parsimonik bilgi verici, 24 degisken bolge ve 779 adet korunmus
bolge oldugu saptand: (Tablo 8). 16S rRNA gen bolgesi i¢in haplotip ¢esitliligi, Hd:
0,7964; niikleotit ¢esitliligi ise, Pi: 0,02706 olarak tespit edildi. Bu gen bdlgesi i¢in
niikkleotit kompozisyon oranlar1 T(U): 22.5; C: 26.3; A: 30.9; G: 20.3 olarak tespit
edildi. Transisyon / transversiyon oranlart k1 = 9,305 (piirinler) and k2 = 5,892

pirimidinler, toplam transisyon / transversiyon egilimi R = 3,732 olarak hesaplandi.
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Tablo 8. 16S rRNA geni i¢in degisken niikleotit pozisyonlari

111111112224555566678
36011345782346078988920
584301888412516151039302
TTGCCTCACGAATTTGTCAATGCG

C et e e e
......... Ao,
AR L e
....... Gee e e
............... Ao,
....... G. . 496 ....0%F ...
.................. G.....
C.. i CHEF - - Y - -
A SO SR &
€. . . AT, . AP |
................. . ..
.......... N o o §
........ T CG.A.......
L e
C.o.... Gewvviiiie e C
....................... A
........... Gevvvnni e
......... A.........G
....... GevvvevvnnoalC
...................... T.
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Haplotip ag analizinde mevcut 21 haplotip en az 1 en fazla 7 niikleotit
farklililigryla konumlanmistir. En yaygm haplotip olan H1, 38 oOrnekle temsil
edilirken 26 adet haplotip 1 6rnekle temsile edilmektedir. Haplotip dagilim ve frekans
analizleri, haplotiplerin birden fazla populasyon tarafindan paylasildig: tespit edilmistir.
H1 haplotipinde Ardesen, Espiye, Fatsa, Alacam, Kefken ve Giilliik

populasyonlarina ait 6rnekler bulunmaktadir (Sekil 14).

®

O Ardesen
@ Findikh
© Espiye
© Fatsa
@ Alagam
QO Korfez
@ Kefken
O Giilliik

Sekil 14. 16S rRNA genine dayali olarak populasyonlar arasindaki iliskiyi gosteren
kokstiz haplotip aglari.

16S rRNA genine gore populasyonlar aras1 genetik mesafe oldukea diistiktiir (<
%0.5). Populasyonlar arasi genetik mesafe 0,0007 (Espiye ve Alagam) ile 0,0028
(Ardesen- Findikli ve Ardesen- Korfez) arasinda degismektedir. Populasyon ici
genetik farklilik ise 0.0002 (Alagam) ile 0,0028 (Ardesen) arasinda degismektedir
(Tablo 9).
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Tablo 9. 16S rRNA genine dayali populasyonlar arasindaki Kimura 2 parametresi

modeline gore genetik mesafe

Ardesen Findikli Espiye Fatsa Alagam Kefken Korfez — Gillik
Ardesen 0,0028
Findikl1 0,0028
Espiye 0,0019 0,0019  0,0012
Fatsa 0,0022 0,0021  0,0013 0,0016
Alagam 0,0017 0,0014  0,0007 0,0010 0,0002
Kefken 0,0021 0,0019 0,0012 0,0014 0,0008 0,0013
Korfez 0,0028 0,0025 0,0019 0,0021 0,0014 0,0019
Giillik 0,0022 0,0021 0,0014 0,0016 0,0010 0,0014 0,0021 0,0016

Gri renkli olanlar populasyon igi genetik mesafeyi verir.

Populasyonlar i¢in olasi demografik degisimlerinin (tikanikliklar veya

genislemeler) izlerini ve nétr bir evrim modeli icin beklenen polimorfizm

modelinden sapmalari tespit etmek i¢in kullanilan 16S rRNA geni i¢in Fu'nun Fs ve

Tajima'nin noétralite testlerinin sonuglar1 Tablo 10' da sunulmustur. Fu'nun Fs ve
Tajima D tarafsizlik testi sonuglar1 Tajima D: -1,60033 (Giilliikk) ve -0,70990
(Espiye), Fu'nun Fs: -5,926 (Giilliik) ve 1,099 (Espiye) degerleri araliginda oldugu
belirlenmistir (Tablo 10).

Tablo 10. 16S rRNA geni i¢in 6rnekleme lokaliteleri, havzalari, 6rnek ve haplotip
sayilari, genetik cesitlilik indeksleri, Tajima D ve Fu'nun Fs tarafsizlik testleri

N NH Hd n TajimaD  Fu’sFs
ArdesentFindikh 10 7 0,867 0,00282 -1,59020 -2,875
Espiye 4 2 0,500 0,00125 -0,70990 1,099
Fatsa 16 8 0,808 0,00161 -1,36612 -4,614
Alagam 10 2 0,200 0,00025 -1,11173 -0,339
Korfez+Kefken 12 5 0,709 0,00131 -1,46460 -1,929
Gilliik 18 9 0,758 0,00156 -1,60033 -5,926

N: Ornek sayis1, NH: Haplotip sayis1, Hd: Haplotip cesitlilik, m= Niikleotit cesitlilik

16S rRNA geni veri setinin AMOVA analiz sonuglarina gore varyasyonun %

101,15 1 ise populasyon i¢i farkliliktan % -1,15 populasyonlar arasi1 farkliliktan

kaynaklandig1 belirlenmistir. Popiilasyonlar arasi anlamli farklilik yoktur. FST= -

0.01155 olarak hesaplanmuistir.

37



2.8.2. Filogenetik Yapiya Iliskin Bulgular

Filogenetik analizler sonucunda galisilan popiilasyonlara ait 6rneklerin ayni
haplogrupta toplanmis oldugu goriilmektedir. Ardesen, Findikli, Espiye, Fatsa,
Alacam, Korfez, Kefken ve Giillik populasyonlarina ait ornekler diisiik bootsrap
degerleriyle filogenetik agagta konumlanmistir (Sekil 15, 16). Sitokrom oksidaz ve
16S rRNA genlerine dayali ¢izilen maksimum likelihood agaci birbirleriyle

uyumludur.
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Sco93- Alacam
Sco94- Alacam
Sco91- Alacam
Sco9- Giillik
Sco68- Giillik
Scob6- Giillik
Scol2- Kefken
[— Sco58- Giillik
Sco9- Kefken
Sco6- Kefken
Sco3- Kefken
Scol- Kefken
Sco83- Ardesen
Sco81- Ardesen
Sco86- Ardesen
Scol3- Ardesen
1317- Ardesen
Scol04- Alacam
- Sco64- Giilliik
- Scol01- Alacam
Scol02- Alacam
Sco$- Kefken
Scoll4- Fatsa
Scoll5- Fatsa
Scoll7- Fatsa
Scol2l- Fatsa
Scol38- Espive
'I_ Sco97- Alacam
Scol08- Alacam

Scol6- Ardesen
9{
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Scol620- Ardesen
Scol613- Ardesen
Sco82- Ardesen
Sco89- Ardesen
Sco87- Ardesen
Sco7- Kefken
Sco60- Giilliik
Sco6l- Giilliik
Sco95- Alacam
Scol05- Alacam
Scoll8- Fatsa
- Scol- Kirfez
Scol20- Fatsa
Scol23- Fatsa
Sco84- Ardesen
5-I Sco59- Giilliik
Scol4- Ardesen
Scol418- Ardesen
Scol5- Ardesen
Sco0l519- Ardesen
Sco85- Ardesen
Scol0- Kefken
Scoll6- Fatsa
Scol22- Fatsa
Scol36- Fatsa
Scol39- Espive
'— Scoll- Kefken
Sco62- Giillik

Scorpaena scrofa

0.020

Sekil 15. COI geninin maksimum olasilik metotuna gore ¢izilmis filogenetik agaci
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Scol38- Espiye
— Scol40- Fmdikh
Scol53- Espive
Scol37- Espive
Scol32- Fatsa
Scol30- Fatsa
Scol29- Fatsa
Scol27- Fatsa
Scol25- Fatsa
Scoll7- Fatsa
Scoll5- Fatsa
Scoll2- Alagam
Scoll0- Alagam
— Sco38- Giillik
— Sco75- Giillik
— Scol- Korfez
[~ Sco82- Ardesen
— Scolld- Fatsa
Sco94- Alacam
-I Scoll3- Fatsa
Sco2- Kefken
Sco3- Kefken
~|~ Scol26- Fatsa
Scol28- Fatsa
Sco5- Kefken
Sco6- Kefken
Sco7- Kefken
Sco$- Kefken
Sco9- Kefken
Scol6- Ardesen
Sco60- Giilliik
Sco6l- Giilliik
Sco64- Giilliik
Sco65- Giilliik
r Sco66- Giillik
Sco68- Giilliik
Sco7l- Giilliik
Sco76- Giilliik
Sco78- Giilliik
Sco83- Ardesen
Sco87- Ardesen
Sco89- Ardesen
Sco91- Alacam
Sco93- Alacam
Sco95- Alacam
Sco97- Alacam
Scol01- Alagcam
Scol02- Alagcam
Scol09- Alacam
‘| Scol20- Fatsa

o

Scol24- Fatsa
Sco69- Gi
Sco59- Giillik
{SEDEZ— Giillik
Sco85- Ardesen
u _I Scol35- Fatsa
Sc0l39-Espiye
[~ Scol5- Ardesen
H Scol0- Kefken
Scoll- Kefken
Sco63- Giilliik
Sco84- Ardesen
Scol22- Fatsa
Scol36- Fatsa
— Sco4- Kefken
— Sco67- Giillik
Scol2- Kefken
—I Sco73- Giillik
Sco81- Ardesen
Sco70- Giillik

Scorpaena scrofa

oma

Sekil 16. 16S rRNA geninin maksimum olasilik metotuna gore ¢izilmis filogenetik
agaci
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3.TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada iilkemizden 8 farkli lokaliteden Scorpaena porcus tiiriine ait
populasyonlarin COI ve 16S rRNA gen bolgesine dayali genetik yapilanmalar1 ve
arasindaki iliski ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢alisma Scorpaena porcus tiiriine ait {ilkemiz
Karadeniz populasyonlari i¢in genis bir cografik araligi kapsayan ilk ¢alismadir.

Boissin vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada S. porcus’un Akdeniz ve Karadeniz
populasyonlarin1 mikrosatellit isaretleyiciler ile ayirirken; mitokondriyal DNA ile iki
bolgeye ait populasyonlarin ayirilmadigindan bahsetmistir. Karadeniz i¢in sadece iki
populasyon genetik olarak heterojen bir yapir gosterirken bu durum mekansal
ornekleme gdstermemistir. Ayni aragtirmacinin sonuglarina goére, Akdeniz ve
Karadeniz populasyonlar1 yakin zaman genislemesi ile olusmustur. Karadeniz ve
Akdeniz i¢in genetik ¢esitlilik seviyesi aynidir. Gegmis c¢aligmalarinda 1s18inda
Karadeniz populasyonunun yakin zamanda kolonize oldugu diisiiniiliir. Fakat genetik
cesitlilik Akdeniz ile benzer 6zellik gosterdigi i¢in (sonradan kurulmasina ragmen
azalmis bir genetik cesitlilige sahip olmadigi i¢in) gogiin yogun ve fazla bireylerle
gerceklestigi tahmin edilmektedir. Boissin vd. (2016) calismasina benzer olarak
mevcut calismada da Karadeniz populasyonlarinda tespit edilen yiliksek haplotip ve
niikleotid ¢esitliligi bu hipotezi dogrular. Bununla birlikte 8000 y1l 6nceki tuzluluk
krizinden bireylerin sigmnaklarin varligi ile kurtuldugu ihtimali varsayim dis1
birakilmamustir. Si§inak populasyonlar: atasal genetik cesitliligi korumus ve sonra bu
cesitlilik Akdeniz populasyonu ile birlikte karsilasmigtir. Boissin vd. (2016)
caligmasinda ndétralite testi ile populasyonda genislemeyi ortaya c¢ikarmistir. Bu
calismada da Karadeniz populasyonlari igin tespit edilen negatif notralite test
degerleri yakin zaman populasyon yayilimini destekler. Ayrica bu arastirmaci
Karadeniz populasyonu icin genetik verilerin hala yetersiz oldugundan bahsetmistir.
Mitokondriyal DNA ve niiklear DNA sonuglart birbirinden farkli ¢ikmistir. Bunun
sebebi mitokondriyal DNA’da mutasyonlarin genetik siiriklenme {izerinde kisitl
rolii olmasidir. Ayrica mtDNA i¢in genetik farkliligin tespit edilememesi, mtDNA
icin tamamlanmamis soy baglanmasinin da isareti olabilir. Boissin vd. (2016)
yaptiklar1 calisma da Karadeniz’den Sile ve Sinop populasyonlart g¢alisilimis ve

populasyonlar arasi genetik farklilik tespit edilmemistir. Yapilan calismada da
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Karadeniz populasyonlar1 arasinda herhangi bir genetik farklilik tespit edilmemistir.
Karadeniz populasyonu Akdeniz populasyonuna gore daha homojen bir yapi
gostermektedir.

Francisco vd. (2021) yaptiklar1 ¢alismada S. maderensis’de tiir i¢in genetik
cesitliligi incelemistir. Yaptiklar: haplotip ag1 analizine gore; ¢ok sayida tekil ve az
sayida paylasilan haplotip ile karakterize edilen derin hiper ¢esitli ¢cali benzeri soy
yapisini tespit etmistir. Benzer bir haplotip ag1i mevcut c¢alismada da ortaya
konmustur.

Scorpaena tiirlerine ait literatiirde farkli karsilagtirmali ¢alismalar mevcuttur.
Thode vd. (1985) S. porcus ve S. notata tiirlerini C bant1 6zellikleri ve DNA
degerlerine gore gesitliligini incelemistir. Iki tiir aras1 farkliliklar ortaya koymustur.
Turan vd. (2009) Akdeniz’den Iskenderun kérfezinden Scorpaeniformes takimina ait
iki cins ve alt1 tiiri (Helicolenus dactylopterus, Scorpaena maderensis, Scorpaena
elongata, Scorpaena scrofa, Scorpaena porcus, Scorpaena notata) morfolojik ve
mitokondriyal 16S rRNA genine gore karsilastirmali olarak incelemistir. Bahsi gegen
caligmada toplam 6 haplotip tespit edilmis ve bunlarin 2’si S. elongata, diger tiirler
icin birer haplotip bildirilmistir. Scorpaena cinsleri arasinda en diisiik genetik
farklilik (0,07) S. porcus ve S. notata, en yiiksek genetik farklilik S. maderensis ile S.
notata (0,11) arasinda tespit edilmistir. Ayrica, ayni ¢alismanin NJ agacina gore S.
porcus ve S. notata tiirleri aymi lineage de konumlanmistir. Ayrica g¢alismada
morfolojik farkliligin derecesi ve yapist genetik farklilik ile uyumlu degildir.
Inceledikleri 873 bg. igerisinde 64 degisken niikleotid, 79 parsimoni bilgi verici
bolge tespit edilmistir. Niikleotid kompozisyonlar1 ise C:22,1 ve T:30,9 olarak
bildirilmistir. Bu ¢alismada ise 16S rRNA gen bolgesi igin 803 bg. igerisinde 70 adet
parsimonik bilgi verici, 24 degisken bolge ve 779 adet korunmus bolge oldugu
saptandi. Niikleotit kompozisyon oranlart T(U): 22,5; C: 26,3; A: 30,9; G: 20,3
olarak tespit edildi.

Trojette vd. (2014) Tunus’tan tg¢ farkli S. porcus populasyonunu otolit
yapilarina gore diskriminant analizi ile karsilastirmistir. Buna goére arastirmacilar,
farkl1 ¢evrede yasayan populasyonlar arasi az da olsa Ortlismeye ragmen farklilik
tespit etmistir.

Ulkemizdeki Scorpaena porcus populasyonlarini inceleyen genetik yapilarini

42



ortaya koyan en giincel calisma ise Yedier ve Bostanci (2022) tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada Scorpaena cinsinin molekiiler ve otolit yapisina
gore incelemistir. Buna gore, Akdeniz, Ege, Karadeniz ve Marmara’dan bes farkli
Scorpaena tiiriini (S. maderensis, S. elongata, S. scrofa, S. porcus, S. notata)
molekiiler (COI; 652 bg) ve otolit yapilarina gore ayirmiglardir. Caligmadaki 5 tiir
icin toplam 18 haplotip tanimlanmustir: S. elongata, S. maderensis ve S. scrofa igin 3
haplotip, S. notata igin 4 haplotip ve S. porcus i¢in 5 haplotip. Tiir i¢i genetik
farklilik S. elongata i¢in 0-0,00307, S. maderensis i¢in 0-0,02341, S. notata igin 0-
0,01084, S. porcus i¢in 0-0,00618, S. scrofa igin ise 0-0,00617 olarak bildirilmistir.
En yiiksek tiirler aras1 farklilik S. maderensis ve S. notata (0,1569) arasinda tespit
edildi. Bahsi gecen calismaya benzer olarak bu caligmada da tiir i¢i genetik farklilik
COI geni igin 0,0016 ile 0,0036 arasinda; 16S rRNA geni i¢in ise 0,0002 ile 0,0028
arasinda tespit edildi. Bu calismada cografik olarak en uzak populasyonlar igin
(Giilliikk-Ardesen) bile diisiik genetik farklilik (0,003) tespit edilmistir. Benzer
sonuglar farkli bir Scorpaena tiirii olan S. maderensis i¢in de bildirilmistir. Francisco
vd. (2021) mevcut cografik bariyerlere ragmen Atlantik ve Akdeniz populasyonlari
arasinda genetik farklilik tespit edememistir. Arastirmacilar bu sonucu, genis
ortalama pelajik larva siireci ve yiiksek yetiskin yayilim kabiliyeti ile
iliskilendirmistir.

Scorpaena cinsi renk benzerlikleri ve farkli habitatlarda yasayanlarin
morfolojik 6zelliklerinin ¢akismasindan dolay: birbirlerinden ayirimi zor olan tiirleri
igerir (Hureau ve Livtinenko, 1986; Akalin vd., 2011; Froese ve Pauly, 2021).
Ozellikle S. porcus diger Scorpaena tiirleri ile karistirilmaktadir. Yedier ve Bostanci
(2022) iilkemiz kiyilarinda dagilim gosteren Scorpaena tiirleri i¢in yapilan
calismalarin yetersiz oldugundan bahsetmistir. Arastirmacilar yaptiklar1 calismada
Ordu, Sile, Marmara Ereglisi, Canakkale, Balikesir, Izmir, Antalya ve Hatay
istasyonlarindan bireyleri analizi etmislerdir. Bu ¢alismada ise Yedier ve Bostanci
(2022)’nin c¢aligmasindan farkli olarak Rize, Giresun, Samsun, Kocaeli, Edirne ve
Mugla istasyonlarindan bireyler analiz edilmistir. Bu ¢alisma ile yeni istasyonlardan
bireylere ait genetik ¢esitlilik verileri literatiire sunulmustur.

Deniz biyogesitliliginin  ve genetik yapilanmasinin  degerlendirilmesi

populasyon yonetimi ve koruma biyolojisinin ana gayesidir. Bu c¢alisma ile
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Scorpaena porcus tiirii i¢in genetik veri saglanmis ve 6zellikle Karadeniz i¢in eksik
istasyonlara ait literatiire bilgi temin edilmistir.

Taksonomik, fonksiyonel ve filogenetik ¢esitlilik ile birlikte genetik cesitlilik
biyogesitliligin bir yap1 tasidir. Denizler Deniz koruma alanlar1 iizerinden global
degisimlerden ve insani etkilerden etkili bir sekilde korunabilir (Guidetti vd., 2014).
Bununla birlikte, Akdeniz DKA'larmin etkinligi koruma taksonomik, fonksiyonel ve
filogenetik cesitlilik agisindan degerlendirildiginde (Mouillot vd., 2011), genetik
faktorler goz Oniinde bulundurularak biyogesitliligin bileseni ve onun mekansal
orlintiileri hala esas olarak eksiktir. Dahasi, Giineydogu Akdeniz bdlgesi i¢in az veri
mevcuttur. Evrimsel isleyis ve mekansal evrimsel potansiyeli olan alanlar ile ilgili
daha net bir resim i¢in Akdeniz’den daha fazla genetic verinin saglanmasi1 gerekir.
Akdeniz genetik cesitliligine katki saglayan bu caligsma literature veri saglamaktadir.
Karadeniz i¢in ise baktigimizda, Karadeniz’in biyogesitliliginin Akdeniz ve Ege’den
daha diisiik oldugu bilinmektedir (Batet vd., 2011). Fakat benzersiz bir deniz olan
Karadeniz Diinya iizerindeki en iiretken bolgedir (Diizglines vd., 2014). Yiiksek
tiretkenlige ragmen Karadeniz stoklarmin % 62,2 biyolojik olarak devamliligini
stirdiiremez hale gelmistir (FAO, 2018). Bu yiizden de Karadeniz’deki genetik
biyogesitliligin tayini elzemdir.

Bu calismanin sonuglarina gore;

1. COI gen bolgesine gore, Ardesen Ornekleri 5 haplotipte, Kefken
ornekleri 5 haplotiple, Giilliik 6rnekleri 6 haplotiple, Alagam 6rnekleri 5 haplotiple,
Fatsa ornekleri 3 haplotiple, Espiye 6rnekleri 2 haplotiple, Korfez populasyonuna ait
ornekler ise 1 haplotiple temsil edildi.

2. COI gen bolgesine gore; 14 haplotip ve 5 adet parsimonik bilgi verici,
21 degisken bolge ve 596 adet korunmus bolge oldugu saptandi. Haplotip ¢esitliligi,
Hd: 0,7840; niikleotit ¢esitliligi ise, Pi: 0,00269 olarak tespit edildi.

3. COI gen bolgesi i¢in niikleotit kompozisyon oranlar1 T(U): 28.8; C:
29.2; A: 23.9; G: 18.1 olarak tespit edildi. Transisyon / transversiyon oranlart k1 =
16.64 (purinler) ve k2 = 1306 (pirimidinler), toplam transisyon / transversiyon
egilimi R = 3.402 olarak hesaplandi.

4, COI gen bolgesine gore populasyonlar aras1 genetik mesafe oldukca

dustiktiir (< %0.5).
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5. Fu'nun Fs ve Tajima D tarafsizlik testi sonuglari Tajima D: -1,39868
ve -1,33722, Fu’nun Fs: -2,329 ve 0,477 degerleri araliginda oldugu belirlenmistir.

6. AMOVA analiz sonucuna goére % -0,05 populasyonlar arasi
farkliliktan % 100,05 i ise populasyon i¢i farkliliktan kaynaklandigi belirlenmistir.
FST=-0.00054 olarak hesaplanmistir.

1. COI geni i¢in Maksimum olasilik metoduna gore ¢izilmis agagta, tim
populasyonlara ait bireyler ayn1 dalda toplanmistir. Ege ve Karadeniz ornekleri ise
agacta birlikte konumlanmustir.

8. 16S rRNA gen bolgesine gore Ardesen Ornekleri 6, Findikli 6rnekleri
1, Kefken ornekleri 5, Gilliikk ornekleri 9, Alacam Ornekleri 2, Fatsa ornekleri 8,
Espiye ornekleri 2, Korfez 6rnekleri 1 haplotip ile temsil edilmektedir.

9. 16S rRNA gen boélgesi i¢in 21 haplotip ve 6 adet parsimonik bilgi
verici, 24 degisken bolge ve 779 adet korunmus bolge oldugu saptandi. Haplotip
cesitliligi, Hd: 0,7964; niikleotit cesitliligi ise, Pi: 0,02706 olarak tespit edildi.

10.  Bu gen bdlgesi i¢in niikleotit kompozisyon oranlart T(U): 22.5; C:
26.3; A: 30.9; G: 20.3 olarak tespit edildi. Transisyon / transversiyon oranlar k1 =
9.305 (piirinler) and k2 = 5.892 pirimidinler, toplam transisyon / transversiyon
egilimi R = 3.732 olarak hesaplandi.

11.  16S rRNA genine gore populasyonlar arasi genetik mesafe oldukca
diistiktiir (< %0.5).

12. 16S rRNA geni i¢in Fu'nun Fs ve Tajima D tarafsizlik testi sonuglari
Tajima D: -1,60033 ve -0,70990, Fu'nun Fs: -5,926 ve 1,099 degerleri araliginda
oldugu belirlenmistir.

13. AMOVA analiz sonucuna gore % -1,15 populasyonlar arasi
farkliliktan % 101,15 i ise populasyon i¢i farkliliktan kaynaklandigi belirlenmistir.
FST=-0.01155 olarak hesaplanmistir. Popiilasyonlar arasi1 anlaml1 farklilik yoktur.

14.  COIl geni sonuclarmna benzer olarak 16S rRNA i¢cin Maksimum
olasilik metoduna gore ¢izilmis filogenetik agacta, Ege ve Karadeniz ornekleri

birlikte konumlanmastir.
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