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OZET

Mersin baiklarimin Tethis Denizi kokenli oldugu ve farklilasma merkezinin
Karadeniz oldugu dustinildiginde Turkiye cok 6nemli bir yere sahiptir. Turtn tehlikede
olmasndan dolayir son yillarda koruma ve vyetistiricilik faaiyetleri iz kazanmustir.
Karadeniz' deki mersin baligi turleri hakkinda yapilmis ¢alismalar bulunmasina ragmen
Tarkiye kiyillarindan 6rnekleme yapilmamustir.

2005-2007 yillarn arasinda Turkiye kiyillarindan érneklenen 3 tire ait (Acipenser
stellatus, A. gueldenstaedtii, H. huso, A. baerii/oenzeri) 82 bireyde mtDNA tRNA”°D-loop
geni boy varyasyonu ve heteroplazmi oranlarinin belirlenmesinde kullanilmistir. Ayrica 28
ornekte Cyt-b geni sekans verilerinden genetik mesafeler ve filogenetik dendogramlar
olusturulmus ve kladistik analizler yapilmistir.

Cyt-b geninde 19 haplotip ve % 81,8 - % 96,4 arasinda degisen haplotip cesitliligi
belirlenmistir. TUrler arasinda 7 yerde aminoasit kodlamasinda degisim meydana geldi g
belirlenmistir. A+T oran tim tdrler icin %52,6 ila53,8 arasinda bulunmustur. Ti/Tv oram
A. gueldenstaedtii’de (9:1), A. stellatus’ta (7:2) ve Huso huso igin (6:0) olarak
bulunmustur. NUkleotid ¢esitlili gi ve nikleotid farkliligimn srasiyla %0,167 - %0,378 ve
1,89 — 4,2 arasinda degistigi belirlenmistir. TUrler araa mesafe Kimura-2 parametresine
gbre % 1,258 — 5,288 arasinda hesaplanmustir. Filogenetik agaclar sonucunda %100’ Uk
se¢-bagla degeri ile turler ayrilmistir.

Karadeniz’de 1 adet 4. baerii/benzer birey tespit edilmistir. A. gueldenstaedtii
Orneklerinin Karadeniz soy grubu icerisinde yer aldigi ve 2 farkli gruba (A ve B) ayrildigi
belirlenmistir. Benzer olarak A. stellatus drneklerinin de 2 gruba (S1 ve S2) aynldig: tespit
edilmistir. H. huso orneklerinde ayrilma gorilmemistir. Tum tdrlerde heteroplazmik
bireyler gorulmuistir (%2,17-45,45) ve her tir icin tekrar bolgesinin sayisi 2-6 olarak
belirlenmistir. Tekrar bolgesinin uzunlugu 82 bp olarak belirlenmistir. En gok gortlen
tekrar ise % 39,5 ile 3 tekrarl1 yapr olmustur. Boy varyasyonu (Gip) 0,656 -0,9871 olarak

bulunmustur.

Anahtar Kelimeler : Mersin Baligi, Turkiye, Karadeniz, mtDNA, Sekans  andlizi,
Filogenetik, Heteroplazmi, Boy varyasyonu,

VII



SUMMARY

Characterization of Three Sturgeon Species (A. stellatus Pallas, 1771, A.
gueldenstaedtii Brandt, 1833, H. huso Linnaeus, 1758 ) by mtDNA Sequence Analysis
from Black Sea Coasts of Turkey

It has been assumed that sturgeons originated from Tethys Sea and the Black Seais
the most important diversification center for them. Hence Turkey has a significant place
through history. Recently, aquaculture and conservation activities have been increased due
to being endangered species. Although there are some genetic studies about sturgeon
speciesinhabiting the Black Sea, these studies have not included samples from Turkey.

In this study, length variation and heteroplasmy rates were determined from control
region (D-loop) of mtDNA of 3 sturgeon species (n = 82), collected from Turkish coast of
the Black Sea between 2005 and 2007. Besides, 28 specimen Cyt-b gene sequences were
used to investigate phylogenetic relationship, and find out cladistic positions and genetic
variation.

Nineteen haplotypes and haplotypes diversity ranging from 81.8% to 96.4% were
detected from Cyt-b sequences. Amino acid sequence changes were determined on 7 codon
among species. Studied A+T rates were found between 52.6 and 53.8% for all species.
Ti/Tv rates were estimated for each species A. gueldenstaedtii (9:1), A. stellatus (7:2), and
H. huso (6:0). Nucleotide diversity and nucleotide differences calculated for three species
varied from 0.167 % - 0.378 % and 1.89 - 4.2 respectively. Genetic distances were
caculated (1.258 - 5.288 %). Each species were separated between by phylogenetic
reconstruction with high bootstrap value (100%). A4. baerii/like individual in A.
gueldenstaedtii samples from the Black Seawere found. All our 4. gueldenstaedtii samples
replaced in the Black Sea Linage and were separated 2 clades (A and B). Similarly 4.
stellatus samples were separated into 2 clades but H. huso samples were not separated. In
each species heteroplasmic individuals (2. 17 - 45.45 %) and repeat units ranging from 2 to
6 with 82 bp length copies were observed. The most observed repeat units rate was 41.5%
in 3 repeats morph. Length variation GIP were found between 0.656 -0.9871.

Key Words : Sturgeon, Turkey, Black sea, mtDNA, Cyt-b, Sequence Analysis,
Phylogenetics, Heteroplasmy, Length Variation
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Acipenseriform grubunun (mersin baliklar1 ve paddlefish) bugtin yasayan 27 tirl
mevcuttur ve Jurasik donemden ginimuize kadar ulasan baliklarin en eski bir grubudur
(Grande ve Bemis, 1991). Karadeniz’'de ise 6-7 tUrin yasadigi belirtilmistir. Mersin
baliklan tatl su baliklar icerisinde anlasilmasi en gii¢ baliklardandir. Beyaz Mersin Bal1g1
(Acipenser transmontanus) Kuzey Amerika mn, kolon baligi1 (Huso huso) ise Avrupa ve
Asyanmn en buylk tath su baliklarindandir. Mersin baiklannin bircok tirt dere ve
nehirlerden, denizler ve okyanuslara akinti ile go¢ ederler. Bu alanlarda beslenirler ve cinsi
olgunluga ulastiktan sonra Uremek icin dere ve nehirlere donerler (diadrom). Yamzca
birkag mersin turt (6rnegin Kuzey Amerika GOl Mersini, Acipenser fulvescens) anadrom

degildir, fakat onlardatath sulardayogun bir go¢ gerceklestirirler.

Tarih boyunca mersin baligi degerli bir balik olagelmistir. Cin de imparatorlara
hediye olarak gonderilirken (Qiwei vd.,1997), Blyuk Britanya da ise kral balig:i olarak
tanunmustir. Ortacag Ingiltere’ sinde kral 11. Edward “ingiltere sularinda kim mersin balig
yakaarsa feodal lortlara gonderilmesi zorunludur” seklinde ki fermanindan sonra Atlantik
Mersini (Acipenser oxyrinchus), ingiltere de “Kral Baligi” unvarum almstir (Ludwig,
2006).

Mersin baliginmin eti ve yumurtasi (Siyah havyar) balik drinleri arasinda ok yiksek
fiyata sahiptirler. Bu nedenle uzun yillardir ticareti yapilmaktadir. Holcik (1989a,b), 1976-
1983 yillar1 arasinda diinya genelinde ortalama Mersin Bal1g1 avciligi 28,911 ton oldugunu
belirtmis ve bunun % 90 dan fazlasi Eski Sovyetler Birligi (USSR), % 5 iran, % 2 ABD
sularindan ve geri kalan kiam dinyanin diger bélgelerinde yakalanmaktadir. Ulkemizde
ise 1960 l1 yillarin sonlarina dogru 300 tonun Uzerinde karaya cikarilan av miktari, 1970
yilinda yaklasik 30 tona dismustir. 1975 yili sonrasinda yillik karaya gikarilan mersin

balig miktar: 10 ton civarindadir (Ustaoglu ve Okumus vd., 2004).



Bugln neredeyse tim mersin tirleri tehdit altinda, tehlikede yada koruma altindadir
(Birstein vd., 1997a). Populasyonlardaki dramatik diststn belirlenmesi icin ¢cok sayida
calisgma yoritilmektedir. Mersin baliklari, uzun yasam slreleri, Ureme donemine
erismeden 6nce cevresel bozulmalar ve av baskis1 nedeniyle Kuzey yarim kiire ekosistemi
balik topluluklarinin en hassas tyelerinden biridir. Mersin Baligi yavas buyur ve geg cins
olgunluga ulasir. Bu ytzden ilk Greme yaslarindan once birgok riske karst hassastirlar.
BlyUk vicutlar ve bilinen go¢ yollart nedeni ile 6zellikle yumurtlayan yetiskinler insanlar
tarafindan kolayca avlanabilmektedirler. Aynm zamanda sig yumurtlama alanlarina ve hizl
akan akarsulara bagimliliklart birtakim cevresel faktorlerin etkisine maruz kamalarina
neden olmaktadir (Bemis ve Kynard, 1997; Auer, 1996). Akarsular Uzerine insa edilen
barglar baliklarin goéclerini  engelleyebilmekte yada akarsulanin akis reglimlerinin
degistirilmesi mersin baliklarimin basarili bir sekilde treyebilmeleri icin gerekli su akis
rejimini bozabilmektedir (Auer, 1996). Ulkemizde de gortlen en biyik problemlerden bir
tanes doga yumurtlama alanlarimin bozulmasidir. Mersin baligi tdrlerinin uzun yasam
evreleri onlan “cgevresel indikatér” canli yapmaktadir. Fakat doga bilimcileri tarafindan bu
baliklarin toplumsal ve ekolojik 6nemi yeterince fark edilememistir. Mersin baliklarinin
¢cok uzun hayat donemlerine sahip olmasndan dolayi stoklarimin yonetilmesi de ok
zordur. Zira bir planin uygulamaya konulduktan sonra, bu planin dogrulugu konusunda
sonug aabilmek icin uzun yillar gerekmektedir.

Bu baliklar Uzerine yapilan ilk calismaar klasik tammlayict konular Uzerine
odaklanmugtir. Balik stoklarimin tespitinde boy-yas dagilimi ve bazi stoklarn genetik
tammlanmas: populasyon biyologlarinin yuritmis olduklar: bilimsel calismalar icin temel
teskil eder (Ferguson ve Duckworth, 1997). Mersin Baliklarimin filogenetik ve taksonomik
iliskileri Uzerine cok az miktarda yapilmis ¢alisilma bulunmaktadir. Koruma stratgjisinin
gelistirilmes icin taksonomik durumun tarimlanmasina ihtiyag vardir (Birstien vd.,
1997a).

Bu calisma tim bu konulara destek saglamak amaci ile yirittlmustir. Bu baglamda
farkli Avrasya turlerinden doku Ornekleri alinarak molekiler-genetik belirteclerin
kullamlmasiyla Turkiyenin Karadeniz kiyillarindaki  tdrlerin  tammlanmasi, trler
arasindaki taksonomik duzeylerin ortaya konulmasi, Ozellikle literatirde ki tartigmal
konulardan mersin balig: tirlerinin filogenetik yapilart hakkinda problemlerin muhtemel
¢ozumlerinin ortaya konulmas ve ileride yapilacak Turkiye akarsularinda treyen bir stok

olup olmadhig: yonindeki bir calismayatemel olusturmas: amaclanmistir.



1.2. Taksonomi

Snif
Alt sinif
Takim
Grup
Familya
Cins

Tarler

Cins

Tarler

: Baliklar (Pisces)

: TUkel agizlilar (Teleostomi)

- Kikirdak iskeletliler (Chondrostel)

. Acipenseriformes

. Acipenseridae (Mersingiller)

: Huso (Buyuk mersin baliklar)

s 2tar

1. Huso huso Linnaeus, 1758 Mersin morinasi
2. Huso dauricus Georgi, 1775

. Acipenser ( Mersin baliklar )

. 17 tar

Acipenser sturio Linnaeus, 1758 - Kolan balig;,

Acipenser ruthenus Linnaeus, 1758 Coka bal1gi,

Acipenser nudiventris Lovetzky, 1828 - Sip baligi,

Acipenser gueldenstaedtii Brandt, 1833- Rus mersini (Karaca balig1),
Acipenser stellatus Pallas, 1771 — SivriskaMersin bali g,

Acipenser naccarii Bonaparte, 1836 - Adriyatik mersini,

Acipenser brovirostris Le Sueur, 1818

Acipenser baerii Brandt, 1869

© © N o g M w DdhPRE

Acipenser dahryanus,

10. Acipenser fulvescens Rafinesgque, 1817

11. Acipenser medirostris Ayres, 1854

12. Acipenser mikadoi Hilgendorf, 1892

13. Acipenser oxyrinchus Mitchill, 1815

14. Acipenser persicus Borodin, 1897

15. Acipenser schrenckii Brandt, 1869

16. Acipenser sinensis Gray, 1834

17. Acipenser transmontanus Richardson, 1836



1.3. Genel Biyolojik Ozellikler

Mersin Baliklar1 kikirdakli iskelet yapisi, gutda bir spiral kapakcik, heteroserk
kuyruk, inferior agiz ve iyi gelismis bir rostrum ile karakterize edilir (Sokolov ve
Berdichevskii, 1989ab). Mersin baiklarinda vicut kopek baligina benzemektedir.
Y Uzgecler kikirdak isinlarla desteklenmistir. Genellikle sirt taraflar koyu esmer, boz veya
siyaha yakin olup, yan taraflan biraz daha agik renktedir. Karin taraflar ise beyaz ve yer
yer gumus parlakligr gosterir.

Burun uzams, agiz yuvarlak, dissiz, asagi bakisli ve bir nevi hortum seklindedir.
Agzin 6nunde ve burun uzantistnin altinda, enine bir ¢gizgi Uzerinde asagiya sarkik dort
adet biyik bulunur. Biyiklar baz: tirlerde diiz yada yuvarlak olup baz: tiirlerde tizerlerinde
kicuk puskiller (ince killar) tasirlar. Gerek bu oOzellikleri, gerekse biyiklarin yonleri
turlerin ayinnunda kullamlmaktadir. Bas kemiksi bir deriyle zirh seklinde kaplanmustir.
Kuyruk ylzgecinin Ust parcast uzamistir. Sirtta bir, yanlarda birer ve karinda iki sira olmak
Uzere bes sira kemik plaka bulunur.

Mersin baliklar1 anadrom, diadrom yada potamodrom olabilirler. Kuzey Amerika ve
Avrasya (Eurasian) bolgesin de (Kuzey yarim kirede) dagilim gosterirler. Bazi tirleri
biutlin hayatim tatl1 sularda gecirirken, bazi turler belli boya ulastiktan sonra acisi su veya
denizlere go¢ ederler ve genellikle kita sahanliginda kalirlar. Tuzlu okyanus sularindan
nehirlere, serin gollere ve rmaklara kadar, cok degisik su kosullarina girebilmekte ve
adapte olabilmektedirler. Bu baliklann Asya, Avrupa ve Amerikada 27 turd oldugu
belirtilmektedir. Bu tirlerden birkagimin turler arast melez olma ihtimali Uzerinde de
durulmaktadir. Nitekim dogada baz: tirler arasnda melez doller meydana gelebilmekte ve
oldukca degisik 0zellik gostermektedirler (Bemis ve Kaynar 1997; Bemisvd., 1997a; b ve
Chounhury ve Dick, 1998).

Mersin baliklan gogunlukla omurgasizlar (sinek larvalari, kurtlar, yumusakcgalar ve
kabuklular) ve kiguk baliklar (hamsi, ringa vb.) ile beslenmektedir. Avin agiz etraf indaki
biyiklar ile ararlar ve uzayabilir agiz yapisi ile toplarlar yada Kuzey Amerikan paddiefish
deki gibi solungag dikenleri ile zooplanktonlar stizerek beslenirler.

Mersin baliklar1 ve paddiefishlerin diger bazi 6nemli hayat karakteristiklerine
bakildiginda; uzun yasam siiresine sahiptirler (3040 yil), bazi kaynaklara gére 100 yasina
kadar yasayabilmektedirler. Cok biyik clsseye ulasabilecek bilylme potansiyeline
sahiptirler. Mersin baliklari ekonomik baliklar icerisinde en bilyik baiklardir. Bazi



turlerde uzunluk 6 m ye ve agirlik 1,0-1,5 tona kadar ulasmaktadir. Cinsi olgunluk yaslari
cok uzun olup, disiler dogada olgunlasma 6ncesi 10-20 yila ihtiya¢ duyarlar. Aynca bu
uzun Omdirleri boyunca sirekli dol verip vermedikleri bilinmemekle birlikte mersin
tarlerinin bircogu her yil yumurta vermemektedir.

Y asayan ve fosil bitiin mersin turleri Acipenseriform grubu icerisinde stniflandiril ir
(Birstein vd., 1997a). Bu grubun cinsleri isesunlardir;

Huso; solungag flamentleri birbiriyle birlesmis durumdadir ve isthmus atina tutunan
serbest bir sekilde yer alir. Burun kisa ve gittikge incelen bir yapidadir. Agiz ¢ok genis,
hilal seklinde ve hareket ileriye dogrudur. Biyiklar lateral olarak dizlesmis ve burun ucuna
goére agza daha yakin bir durumda yer amaktadir. Solunga¢ dikenleri cubuk benzeridir
(Findeis, 1997). Huso tirleri 6 metre boy ve 1.000-1.500 kg agirliga ulasabilen blyik,
pelgik ve ava bir baiktir. Huso genusu 2 tire sahiptir. Bunlardan birinciss Morina
(beluga) Huso huso, Linnaeus, 1758; bu tirin anavatam Karadeniz ve Hazar sularidir ve
diadrom bir tdrddr. Diger turd ise kaluga, Huso dauricus, Georgi, 1775; anavatant Amur
Nehri (Cin ve Rusya) sularidir.

Acipenser; solungag flamentleri birbirinden kopuk ve isthmusla bagli olmasi ile
karakterize olurlar. Agiz kiiglik, enine ve hareket asag1 yondedir. Burun tirler arasinda gok
degisik sekillerde olabilir fakat cogunlukla konikal, uzun yada diizlesmis olabilir. Bryiklar
dairesel veyabaz turlerde sagaklidir. Bu genus 17 tir igerir bunlar: Acipenser nudiventris,
A. ruthenus, A. persicus, A. gueldenstaedtii, A. naccarii, A. medirostris, A. brevirostrum, A.
fuivescens, A. transmontanus, A. schrenkii, A. sinensis, A. dabryanus, A. mikadoi, A.
stellatus, A. sturio, A. oxyrinchus ve A. baerii dir (Finde's, 1997).

Pseudoscaphirhynchusis, ¢cok genis diizlesmis burnu ile karakterize olur. Omurgalar
¢cogu kez burun ucunda mevcuttur. Yaana solungag (pseudobranchia) mevcuttur. Kuyruk
sap hafif dizlenmis ve kisadir. BUtiin vicut ylzeyin tamam plaka seklinde pullarla
kaplidir. Brytkta ipliklesme gorilmez, gozler ufaktir (Findeis, 1997). Bu genus 3 tir iceir:
Pseudoscaphirhynchusis kaufmanni, P. hennanni ve P. fedtschenkoi (nedli tikenmis).

Scaphirhynchus; birgok 6zelligi Pseudoscaphirhynchus'larla ortak olmasina ragmen
kuyruk sapimin ¢ok dar, uzamis ve komple pullarla kapli olmasi ile farklilasir. Biyiklar
kalin ve ¢ok sacakhdir (Findeis, 1997). Bu genus 3 tur igerir: Scaphirhynchus albus, S.
platorynchus ve S. suttkusi.



1.4. Cografik Dagihim

Mersin tirlerinin dagilim ile ilgili gegmiste yapilmis ¢alismalarin gogunda kitalarin
suriklenmesi  gorisiine oncelik  verilmistir.  Acipenseriform tarafindan  kullamlan
yumurtlama aanlanimn tamami Asya ve Avrupa da bulunmaktacir. Az sayida tir ise
Kuzey Amerikanin Kuzey i1liman bdlgesinde bulunmasina ragmen yetiskin bireylere
yengeg donencesinin guneyinde ki denizlerde de rastlamak mimkunddr. Bilinen bitin
Acipenseriform fosilleri bu dagilima uygun olarak Kuzey iliman bolgesinde bulunmustur
(Grande ve Bemis, 1991; Jin, 1995; Bemis vd., 1997a; Choudhury ve Dick, 1998; Pikitch
vd., 2005). Acipenseriformlarin tropik nehirlerde gérilmemesi muhtemelen erken gelisme
ve olgunlasma donemi scaklik istegi ile ilgilidir. Mersin baliklar1 genellikle 20 °C nin
altinda ki sicakliklar: tercih ederler (Artyukhin, 1988; Dettlaff vd., 1993). Birstein (1993),
Chounhury ve Dick, (1998) ve Bemis vd. (1997a) calismalarinda yasayan bitiin mersin
balig turlerinin dagiliminm ¢ok detayli olarak gostermistir. Artyukhin (1995), Acipenser
turlerini dagilimina ve ekolojik isteklerine gore 4 ana bolgeye (endemik zonlar olarak)
gruplandirmistir. Bunlar Karadeniz-Hazar Bolgesi, Cin-Bati Amerika Bolges, Atlantik
bolges ve Amerika Bolges seklindedir.

Bemis ve Kynard (1997), yasayan 27 mersin baligimmmin dinya Uzerindeki
dagilimlari, biyocografik tarihinin anlasiimasi ve farkl tirlerin degisik hayat hikayelerini
g6z 6nuinde alarak dunya Uzerinde yumurtladiklar: ana akarsularla birlikte goller, denizler
ve okyanuslar Uzerinden mersin baliklarinin dagilimint 9 bolge olarak belirlemistir (Sekil
1.1). Bu bolgeler icerisinde Acipenser ruthenus gok genis bir alanda dagilim gostermekte
ve ¢ok degisken bir tirdlr. 4. ruthenus haricinde, Acipenseriform igerisinde higbir ttrtin
iki kitada ki nehirlerde tredigi bilinmemektedir (Tablol.1).

Tablo 1.1. Acipenseriform tirleri ve dagilim gosterdikleri 9 biyocografik bolge
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Tablo 1.1 ve Sekil 1.1' de NEP — Kuzeydogu Pasifik; GL — Buyuk Goller, Hudson
Koyu ve St. Lawrence N., NWA — Kuzeybat1 Atlantik, MGM — Mississippi N., ve Mexika
Korfezi, NEA —Kuzeydogu Atlantik (Beyaz, Batlik ve Kuzey Denizleri), PC — Karadeniz-
Hazar Bolges (Akdeniz, Ege, Karadeniz, Hazar ve Ara Denizleri), SAO — Sihirya ve
Arktik Okyanusu; ASJ — Amur N., Okhotsk Denizi ve Japon Denizi, CH — Cin. Olmak

Uzere 9 bolgede bulunan Acipenseriform turt verilmistir.

Sekil 1.1. Mevcut Acipenseriformlarin biyocografik dagilimim gosteren harita (Bemies ve
Kynard, 1997).

1.4.1. Tiirkiye Sularinda Bulunan Mersin Tiirleri ve Mevcut Durumu

1.4.1.1. Tiirkiye Sularinda Bulunan Mersin Tiirleri

Turkiye sularinda bulunan mersin baligi stoklarinin ginimizdeki ve tarihsel durumu
¢cok az aragtirmaa tarafindan ele alinmistir (Ustaoglu ve Okumus, 2004 ve Celikkale vd.,
2004). Karadeniz havzasimin Turkiye kiyilarinda ve akarsu sistemlerinde (Kizilirmak,
Yesilirmak, Sakarya ve Coruh) Acipenseriform’un 5-6 tUrd dagilim gostermektedir.
Bunlar: Huso huso (Mersin morinasi), Acipenser sturio (Kolan baligi), A. ruthenus (Coka
baig), A. nudiventris (Sip balg1), 4. gueldenstaedtii (Karaca balik, Rus mersini ), A.

stellatus (Sivrigka) dir.




1.4.1.1.1. Mersin Morinasi (Huso huso)

"Buylk mersin baligi" olarak da isimlendirilen mersin morinas: Acipenseridae
familyasimin Huso cinsindendir (Sekil 1.2). Karadeniz'de bulunan ve Tirkiye deniz
baliklar icinde en biyuk baligi olusturan mersin morinasi, 4-5 m. boy ve 1300-1600 kg
agirhiga kadar ulasmaktadir. Sirt1 siyah, yanlar daha agik ve karin beyaz renktedir. Sirtta
11-14, yanlarda 41-52, karinda 9-11 plaka bulunur. Agiz buyuk yarimay seklinde, alt
dudak oyuntulu, burun oldukga kisa ve kuttir. Biyiklar yasss ve yaprak seklinde
cikintilidir. Erkekler 12-14 yasinda, disiler ise 16-18 yasinda cinsi olgunluga ulasirlar.
Nisan-Mayis arasinda akarsularin ¢akil ve kum zeminli, 2-10 m su derinligi olan ve hizli
su akintili yerlerinde, 12-13°C de yumurtlarlar. Yumurta capi 3,5 —4,0 mm olup, larvalar 7
-10 gun icinde yumurtadan cikarlar. Her yil yumurtlama olmaz. Mersin morinasi
Karadeniz, Azak, Hazar, Adriyatik denizleri ile bunlara bagli nehirlerde yasar. Ringa, kaya
ve hamsi baliklari, kabuklu su canlilari, yumusakcalar ve gesitli bentik canlilarla beslenir.
Anadrom bir balik tiridur.

Sekil 1.2. Mersin Morinasi (Huso huso Linnaeus, 1758)

1.4.1.1.2. Karaca Mersin (Acipenser gueldenstaedtii)

Karaca mersini  Acipenseridae familyasimin Acipenser cinsine aittir (Sekil 1.3).
Karadeniz'de bulunan bu balik azami 80-100 kg agirliga ve 2 metrenin Uzerindeki boya
ulasmaktadir. Y akalananlarda ekseriya boy 1 metre civannda ve agirlik 15-30 kg kadar
olmaktadir. Sirtt siyah veya siyahimsi, yanlar biraz daha acik ve karin beyazdir. Alt dudag:
biraz oyuk olup, burun kisa ve yuvarlaktir. Biyiklar kisa ve diiz, agizdan ¢ok buruna daha
yakindirlar. Sirtta 10-14, yanlarda 3043 ve karinda 15-16 adet arasanda degisen plakalar



bulunur. Karadeniz, Azak ve Hazar denizi ile bunlara bagli nehirlerde dagilim gosterirler.
Tarkiye'de tim Karadeniz’de mevcuttur. Erkekler 8-12 disiler ise 10-16 yasinda cinsi
olgunluga ulasirlar. Yumurtlama Mart sonu ila Haziran ortasi arasinda olup, 2,3 mm
capinda yumurta birakirlar. Larvalar 90 gun/derecede yumurtadan cikarlar. Y umurtlama
her sene gerceklesmez. Besinlerini, yumusakcalar, kiicik baliklar, yengeg ve1stakoz turleri
ve diger organizmalar olusturur.

Sekil 1.3. KaracaMersini (Acipenser gueldenstaedtii Brandt, 1833)

1.4.1.1.2. Sivriska Bahg: (Acipenser stellatus)

Sivrigka balig1 Acipenseridae familyasimin Acipenser cinsine mensuptur (Sekil 1.4).
Azami agirligr 40-50 kg ve uzunlugu 2 metrenin tzerine olup, yakalananlarda ekseriya
agirlik 15-20 kg ve uzunluk 100-130 cm civarindadir. Sirtt kahverengi koyu, yanlar biraz
daha agik, karin sarimsi beyazdir. Sirtta 11-14, yanlarda 30—-38 ve karinda 15-16 plaka
bulunur. Alt dudak oyuklu, burun ¢ok uzun ince ve yass olup bas uzunlugunun 6/10'u
kadardir. Biyiklar diiz ve kisadir. Karadeniz, Azek ve Hazar denizleri ile bunlara baglt
nehirlerde bulunur. Turkiye'de tim Karadeniz ve Marmarada mevcuttur. Erkekleri 12-15
yasinda, disileri ise 14-18 yasinda cinsi olgunluga ulasirlar. Hizl1 akintil1 ve tabant ¢akilli
akarsularda, 2-10 m derinliklerde, 15-25°C su scakliginda, Nisan-Temmuz arasinda
yumurta birakirlar. Bu sicakliktalarvalar 2—-3 giinde yumurtadan ¢ikarlar. Hizli blydrler ve

besinlerini 1stakoz tdrleri, kurtlar, yumusakcal ar, baliklar ve di ger su canlilar: olusturur.
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Sekil 1.4. SivriskaMersin (Acipenser stellatus Pallas, 1771)

1.4.1.2.Tiirkiye Populasyonlarinin Mevcut Durumu

Halen Turkiye nin Karedeniz kiyilarinda bulunan mersin balig: turlerinin stoklarimn
durumunu tespit etmede kullanilacak ¢ok az glvenilir veri mevcuttur. Resmi verilere gére
1960’11 yillarin sonlarina dogru 300 tonun Uzerinde karaya ¢ikarilan av miktar: var iken,
1970 yilinda yaklasik av miktart 30 ton dur. 1975 yil1 sonrasanda yillik karaya cikarilan
mersin baligr miktar1 10 ton civarindadir. 1975-1976 dan itibaren 15 kg dan daha kiguk
baliklarn yakalanmas yasaklanmistir. Mersin balig avciligint diizenleyici tedbirler 1971
yilinda ainmistir ve bazi istisnalar ve modifikasyonlar haricinde 1979 yilindan beri bazi
mersin balig: turlerinin avaligi yasaklanmistir. Alinan tedbirlerin asil amaci asirt aveillig
durdurmak, hedef dis1 avciligi azaltmak, belirli boyun atindaki kicuk baliklarin
yakalanmasini ve yumurtlama gogl esnasinda avciligi onlemek olmustur. Morina bal iklar
1997 yilinda avlanmas yasak mersin baliklarina dahil edilmis ve avcilign tamamen
durdurulmustur. Kisitlama ve yasaklara ragmen av disi olarak yakalanan baliklarn kagak
olarak karaya gikarildig: bildirilmistir. Bu sekilde yakalanan balik miktar1 1990’11 yillarda
15 tona ulasmustir, fakat 1997 yilinda morina avciliginin yasaklanmasi ile hizl bir sekilde
distis gostermistir. Bunun asl nedeni ise yakalanan butin tdrlerin morina olarak
pazarlanmasdir (Celikkale vd., 2004).

Son 30 yil slresince Mersin baliginin korumasina yonelik yapilan dizenlemeler,
beklendigi kadar etkili olmarmustir. Yinede bilerek veya bilmeyerek diger turlerin avahig
arasinda kaza ile yakalanmaktadir (Anonim, 1975; Edwards ve Doroshov, 1989 ve
Ustaoglu ve Okumus, 2004).

Asirt aveilhigin haricinde, kritik habitatlarin bozulmasi, akarsular Uzerine bargj, bent
ve kanal gibi yapilarin yapilmas baligin goctine engel olmaktadir. Yeni yapilan bargjlarin
su tutma periyodu ayrnca akarsudaki su seviyesini simirlandirmakta ve baligin goginu



11

olumsuz etkilemektedir. Kizilirmak, Yesilirmak ve Sakarya Nehirleri mersin baliklarinn
dagihhm gosterdigi en onemli akarsulardir. Kizilirmak Uzerine Altinkaya ve Derbent
Bargjlannin, Yesilirmak Uzerine ise Hasan Ugurlu ve Suat Ugurlu bargjlarinin insasindan
sonra anadrom mersinlerin yumurtlama goct engellenmistir. Kizilirmak’ in dokaldigi yer
ile Derbent Baraji arasindaki en uzun bolim 30 km kadarcir. Bu uzunluk Suat Ugurlu
Bargj1 ile Yesilirmak agz1 arasinda 40 km civarindadir ve balik gegidi bulunmamaktadir.
Eger yeteri kadar su varsa alt kissmlarda balik serbest olarak hareket edebilmektedir, fakat
barglar yukariya goce engel olmaktadir. Bugin mersin baligi, Kizilirmak ve Y esilirmak
aciklarinda av dis1 olarak ¢ok nadir yakalanmaktadir (Ustaoglu ve Okumus, 2004).
Dunyada ve Turkiye de mersin baiklarinin stoklarinin azalmasinda, asirt avcilik,
bargjlarin yapilmasi ve nehirlerin akis rejiminin degistirilmesi gibi faktorlerin uzun sireli

etkilerinin birikimi 6nemli derecede rol oynamustir.

1.5. Hayat Déngiisii, Go¢ ve Ureme

Acipenseriform grubu baliklarda go¢, oncelikle beslenme ve Ureme gibi iki temel
nedene baglidir. Mersin bal iklarinda gog akarsu igerisinde iki yonde olabilmektedir. Akint:
Yoniinde Gog,; gendllikle besenmeileilgilidir. Tath su ve tuzlusu arasinda yada nehirler
ve blylk goller arasinda ki gegisler cogunlukla besin maddesinin bollugu ile ilgilidir.
Besin maddelerinin bol oldugu yerler mersin baliklar: tarafindan tercih edilir ve genellikle
yogun olarak o bdlgede bulunurlar. Mersin baliklarimn derin denizel gevreden faydalandigi
cok fazla bilinmemektedir. Bazi mersin tirleri (anadrom) genellikle 100 m’den daha sig
olan verimli bolgelerde ve kita sahanligina yakin bolgelerde beslenirler. Denizlerde goc
genellikle kiyidan cok uzak olacak sekilde gerceklesmez (Bemis ve Kynard, 1997).
Alkintiva Karsi Gog; bazi durumlarda boyle olmasa da, genellikle yumurtlama aktivitesi ile
ilgilidir. TIk yumurtlama goctindeki yas cogu zaman bilinmemesine ragmen biitiin mersin
turleri icin Oonemli bir parametredir (Sekil 1.5). Go¢ eden baliklar dogduklarn nehirlere
yumurtlamak igin geri donebilirler yada yeni nehir havzasnda somurgelesebilirler
(Kolonize-dogduklar: yere dogru olmayan go¢) (Bemis ve Kynard, 1997). Kendi habitat
bolgelerini  bulabilme egilimlerinin  gucli  olmasindan dolayr “filopatrik” olarak
sniflandirilirlar.
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Sekil 1.5. Mersin tirlerinin ilk cinsi olgunluk yas1 (yil) ve yumurtlama periyodu
(yil) (Pikitch vd., 2005). ( Not: H. dauricus ve A. medirostris aynm nokta
ile gosterilmistir.)

McDowall (1982, 1987, 1992 ve 1993) yapmis oldugu calismaarda ilk olarak
mersin baliklarimn goclerini tammlamis ve Acipenser ruthenus, A. nudiventris, A.
Sfulvescens, Pseudoscaphirhynchusis kaufmanni, P. hermanni, S. albus, S. platorynchus, P.
suttkusi tarleri haricindeki butin mersin tdrlerini tuzlu su ve tath su arasinda goé¢ eden
diadrom tirler kategorisine sokmustur. Bu baliklar zamanlarinin g¢ogunu denizde
gegirmekte, yalmzca yumurtlamak icin tatli suya girmektedirler (anadrom). Diger bir
calismasinda Acipenser ve Huso genusunun bitin tdrlerinin anadrom oldugu tespit
edilmistir. Acipenseriformlarda anadromi’ nin atinda yatan fizyolojik mekanizma hakkinda
yeterince bilgi yoktur. Anadrom olan bu tidrlerin yasamlann slresince 3 c¢esit goc
gorulmektedir; 1) treme icin yetiskin bireylerin denizden akarsularin tst kisimlarina dogru
gerceklestirilen gog, 2) Ureme sonunda yetiskinlerin akarsularin asagilarina, denize dogru
gocleri (bu sekildeki geri donis gocli bahar ve kis kortlar olarak iki alt boltime ayrilabilir),
3) Yavrularin (juvenillerin) yumurtadan ciktiktan sonra akarsularin asagilarina dogru
suruklenerek yapmus oldugu pasif gécler (Holcik 1989a).

Mersin Baliklarinda gozlenen diger bir go¢ seklide Potamodromi’dir. Bu goc
seklinde baliklar beslenme ve Ureme icin bir akarsu sistemi igerisinde go¢c ederler
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(McDowall 1982, 1992). Bitun kurek burunlu mersinler (Scaphirhynchini familyasi,
Scaphirhynchus ve Pseudoscaphirhynchus) potamodromdur. Ayrica Paddlefishse
(Polyodontidae)'ler potamodromdur ve denizde goruldigi rapor edilen ¢cok az Polyodon
bireyi vardir. Aym zamanda biitin Polyodontids fosilleri tatlisu da bulunmustur (Grande ve
Bemis, 1991 ve Bemis vd., 1997b). Acipenser’in baz turlerinin potamodrom oldugu
distnilse de Hensel ve Holcik (1997) tarafindan yuritilen calismanin 1siginda, A.
ruthenus juvenillerinin genellikle Tuna Nehri agzinda tuzlu suda yakal anmalarindan dolay:
amphidrom oldugu desteklenmistir.

Acipenceriform grubu baliklar tekrar tekrar yumurtlarlar fakat disi baliklarin ¢ogu
her yil diizenli olarak yumurtlamamaktadir. Bazi turlerin yetiskin bireyleri beslenmek icin
tuzlu (%035) yada aci sulara (%014—27) go¢ etmesine ragmen biitiin Acipenseriformlar tath
sulara yada tuzlulugun (%0-0,1) dustk oldugu sularda yumurtlarlar (Pearsa ve Gunter,
1957). Yumurtlama gocinin 6zelligi (go¢ mesafesi, tuzlu sudan yukariya ¢itkma mesafesi
vb.) Acipenseriform tirleri araanda ¢ok buytk farklilik gosterir. Bu baligin en uygun
yumurtlama habitatinin belirlenmesi Gizerine ¢ok az ¢alisma yurittlmustdr. Y umurtlama
basarisi ve populasyonun artisi yildan yila degiskenlik gostermektedir (Bemis ve Kynard,
1997). Her uUreme doneminde ayn: Ureme yeri kullamlir. Bu sekilde Ureme yerine olan
baglilik, ya bu yerlerin 6zel karekteristliginden yada baliktaki yuvaya donts 6zelliginden
(homing) kaynaklanmaktadir. Mersin baliklarimn yuvaya donis hislerinin guclt olduguna
inamlmasna rggmen, bu konuda arastirma yapilmasna ihtiyag oldugu bilim adamlar:
tarafindan vurgulanmaktadir (Waldman vd., 1996; Wirgin vd., 1997).

Sekil 1.6.’de olusturulan modelde de sunuldugu gibi, Ureme amach yapilan go¢
seklinde, kis donemini sg sahil sularinda gegiren mersin baliklar1 (anadrom ve tatlisu
amphidrom tdrleri) Mart ayindan itibaren Eylll ayina kadar nehirlerin Gst kisimlarina
dogru hareket ederler. likbahar ortalarina kadar yumurtalarini birakmis baliklar belirli bir
sire sonunda denize geri donerler fakat daha gec giren anaclar gelecek Ureme déneminde
yumurta birakmaktadirlar. Turlere gore degismekle birlikte siyah ve koyu renkli ve 1-3
mm c¢apinda olan yumurtalar nehir suyu sicakliginin 12-13 °C oldugu zamanlarda 1-10 m
derinliklerde kumlu, cakill1 veya taslh ortamlara yapistinlir. Yumurtalann aglmas: su
scakliginabagl olarak 3-10 guin arasinda degisir. Y umurtadan ¢ikan larvalar ilk zamanlar
planktonla beslenir ve 10-15 cm boya ulasinca denize inerler (Aksiray, 1954). Ortalama 30
sene kadar yasayan ve periyodik araliklarla Ureyen bu familya bireylerinin bireysel
olgunluga ulasma yaslar ve Ureme sekilleri tirlere gore degi smektedir (Sekil 1.6).
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Acipenseriformlarda gorulen dreme gocl modelindeki varyasyon, tirler,
populasyonlar ve hatta bireyler dizeyindedir. Acipenseriformlarin yumurtlama géginin
kalitim Ozellikleri hakkinda nerdeyse hichir sey bilinmemektedir. Mersin baliklarinda
farkli yumurtlama gocli modellerinin olusu birgok arastirmaci tarafindan tartisilmistir
(Artyukhin, 1988; Bemis ve Kynard,1997). Berg (1934), ayni yil (ilkbahar) yada bir
sonraki yil (kis grubu) icerisinde nehirlere yumurtlamak icin go¢ eden anadrom baliklar:
bahar ve kis gurubu olarak tammlamustir. Bu terimler Rusya da Avrasya mersin trlerinin
korunmasi ileilgili olarak uzun bir siire tartisilmigtir (Artyukhin vd., 1988).

DIADBOM
ve Deniderde Vimnurflans
Frrenidl wre yetickinder acisalan terk edip oliyrois e derdzlere Vetichinler nehirlere g eder  (Dlart-EyHil),
gertiktery corma yllarcs s1E suliwds 0= 100wy ghesledrler. Wit latna yerd tirbiilaeln akmd ya da barag, set
Hapatlamm codmbiirm nom mesafelere gic e frirler. gibi enzellerden hurnen rcedir.
- 2% 10-15 an boys nlastca derize wveys gile diterler

MMH?E!S&VEM amrell acamaly
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Giig: Acamaciz e kisa Simeli Sganah

Sekil 1.6. Mersin Bal1gimin hayat donguisti (g6¢) modeli.

Uygulamaarla ilgili olarak farkli yumurtlama go¢ modelleri iceren nehirlerin
uzunluklari, nehrin rakimi, yumurtlama yerindeki sicaklik ve bioenerjitik gibi verilerin
cikarilmasi Onerilmektedir. Artyukhin (1988), Karadeniz-Hazar bdlgesinde disik rakimli
bolgedeki nehirlerde bircok mersin tirt icin ilkbaharda yumurtlama karakteristik iken
yuksek yerlerde yaz aylarinda yumurtlama oldugunu bildirmistir. Bemis ve Kynard (1997),

gbc modellerinin agklanmasinda bir biyoenerjitik yaklasim 6nermektedir. Y umurtlama
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gbcl modeli turler yada populasyonlar icerisinde degisim gostermektedir. Bunun daha iyi
anlasilabilmesi icin mersin baligi hayat hikayesinin daha iyi anlasiimas: gerekir.
Yumurtlama yerine dénus ve pes pese yumurtlama arasi davranist Adpenseriformlarda
genis bir sekilde incelenmesi gerekmektedir. Ayni sekilde 6zel nehir sistemlerinde ayn
turdin farkh stoklan genetik temel gdz dntinde tutularak arastirmalidir (Wirgin vd., 1997).

1.6. Ekonomik Onemi

1.6.1. Yetistiriciligi

Mersin baliklar1 Uzerine yapilan ilk suni Uretim denemesi 1869 yihin da
Owsjannikow tarafindan gerceklestirilmistir. Calismada, Acipenser ruthenus yumurtalari
dollenerek inkibasyonu gerceklestirilmis ve prelarva saglanmistir. Devam eden yillarda
dolleme ve inkibasyon islemleri diger turler icin de denenmistir. Seth Green 1875'de
A.fulvescens, Frauen 1881'de A. sturio, Borodin 1884'de 4. stellatus ve 1899 da A.
gueldenstaedtii tUrlerinin suni Oretimini  gerceklestirmislerdir. Bu ve benzer Uretim
calismalarin temel amaci, ¢esitli calismalar icin materyal saglamakti. Ozellikle yetistiricilik
amacli ilk deneme 1886 yilinda Mohr tarafindan yurttilmisttr. Bu calismalardan nispeten
basaril1 sonuclar ainsa da yumurtlama bélgesinden yakalanmis olgun bireylere ulasmanin
zorlugundan dolayi, yapay dol ama calismalarimn bir ¢cogu uzun sure boyunca
yayginlasmadan kalmistir (Burtzev, 1999; Williot vd., 2001).

Mersin balig: yetistiriciligi son 10 yil slresince izl bir sekilde gelismistir. Su anki
mevcut mersin balig: yetistiricili gine karst olan ilgiyle birlikte, artan aktivite gereksinimi
sonucunda, degisen endustri ve teknikler nedeniyle yeni teknikler hizli bir sekilde
kullanilmaya baslanmis ve adapte edilmistir. Mersin baliklarimin kiltirt ve yapay Uretimi
Uzerine yapilan calismalar son zamanlarda USA, Fransa, Italya, Macaristan, Polonya, Cin
ve Japonyayr da kapsayan bircok Ulkede artmustir. Avusturya, Azerbaycan, Belcika,
Bulgaristan, Estonya, Fransa, Almanya, Letonya, Polonya, Romanya, iran, Slovenya,
Ispanya, Ukrayna, Rusya, Uruguay. A.B.D A. transmontanus, A. oxyrhynchus ve A.
brevirostrum turlerinin Uretimi ile ilgili basarili denemeler yapilmislar ve en fazla
ilerlemeyi A. transmontanus ile elde etmislerdir.

Paddlefish (kirek burunlu) ve Mersin baliklarinin yetistiricilik yolu ile Gretimi 1987
yilinda 160 ton iken 1995 yilinda 1.142 tona ulagsmis ve hatta 1997 yilinda 2.032 ton ile bu
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rakam iki katina gtkmustir. Buna ragmen dretilen Grtniin degeri bakimindan 1990 yilinda
16 USD/Kkg iken 1997 yilinda bu fiyat 8,2 USD/kg a dismustir. 1997 yilinda Dinya
mersin Uretiminin %38'i Rusya Federasyonunda, % 35'i Avrupa Birligi Glkelerinde ve %
27'si ABD tarafindan gerceklestirilmistir (Raymakers, 2002).

1.6.2. Avcilik

Mersin baliklar: lezzetli eti ve dinyaca Unlt havyart nedeni ile yiz yillar boyunca
avlanmistir. Son yillarda dinyada Mersin baligi avciliginda izl bir distis gorilmektedir.
Avlanan Mersin baliginin % 80’1 Hazar Denizi, % 14’ Kuzey Amerika (i¢ su ve kiyilari),
% 6's TunaNehri, Karadeniz ve Azak Denizinden saglanmaktadir (Raymakers, 2002).

Mersin avcilhigr yapan bagslica Ulkeler sirasiyla: Azerbaycan, Bulgaristan, Kanada,
Danimarka, Fransa, Yunanistan, Almanya, Gircistan, Macaristan, Iran, Kazakistan,
Makedonya, Hollanda, Portekiz, Romanya, Rusya Federasyonu, Slovakya Ispanya,
Tarkiye, Turkmenistan, Ukrayna, Sovyet Sosyalist Cumhuriyeti, Amerika Birlesik
Devletleri olmustur. Baglica avciligr yapilan mersin tirleri ise, Rus mersini, Sivrigka
mersini, Morina, Yesil mersin, Mississippi Paddlefish, Coka (Sterlet) mersini, Beyaz
mersin, GOl mersini ve kirek burunlu mersindir.

Mersin balig1 populasyonlarinin glvenligi icin Karadeniz ve Hazar Denizi ileiligkili
bitin devletlerde mersin baligi avcihig, islemes, satisi ve diger konularda yasd
diizenleme yapilmasna ihtiyag duyulmus ve 1975 yilinda CITES (Nedli Tehlike Altinda
Olan Yabani Hayvan ve Bitki Turlerinin Uludararass Ticaretine iliskin Sézlesme)
bunyesinde birkag mersin turinin avalig, ticareti, havyar dretimi kontrol edilmeye
baslanmistir. Ayni yasal diizenleme icinde, 1998 yilinda ise bitin mersin ve paddlefish
turleri ve bunlarin uluslararas ticareti yapilan Grinleri (yumurta, et, canl1 balik vb.) bu
kapsama dahil edilmigtir. ilk olarak 2 mersin tlrinin (4. sturio ve A. brevirostrum)
ulusararas ticaretinin tamamen yasak oldugu Ek-1 listesi icerisinde yer almistir. Kalan
turler ise yalmzca CITES den ainan 6zel izinle bdirli bir devletin, belirli bir yerden, belirli
miktarda, avlamasina izin veren Ek-2 listesine dahil edilmistir (Raymakers, 2000;
Raymakers, 2002; CITES, 2004).

1990’1 yillara kadar yalmzca 2 tlkenin (SSCB ve Iran) Hazar Denizine simn
bulundugundan, bu baligin Hazar Denizi avciligi ve havyar ticareti bu iki Ulkenin elinde

bulunuyordu. Daha sonraki yillarda, SSCB nin dagilmasi ile 3 yeni Ulke daha Hazar
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Denizine komsu olmustur (Kazakistan, Azerbaycan ve Turkmenistan) ve sonug olarak bu
ulkelerde mersin baligi populasyonlarinin avciligina baslamiglarcir. Fakat kontrolsiiz

yapilan avcilik bu stoklarin hizli bir sekilde ¢cokmesine neden olmustur.

1.7. Filogenetik

Son 20 yil icgerisinde balik sistematigi calismalarinda kullanilan tekniklere bagli
olarak mevcut taksonlarda bir degisim stz konusudur. Bunda temel etken tirlerin ordo ve
familya icerisindeki iligkilerin farkli dizeylerde ortaya konmasidir (Fidlers, 1991). Aci-
penseriformlarin sra disi karaktere sahip olmas 6nceden yapilan siniflandirma

calismalarinda tartismalara neden olmustur. Bu problemin temelinde iki gorUs
bulunmaktadir: (1) i¢ iskelette azalan bir kemiklesme ile birlikte kapsamli bir dermal
iskeletin gorilmes ve (2) hiyolistik bir gcene yayr gorilmesi ve kopekbaligi cenesi olarak
isimlendirilen uzatilabilir palatoquadrate kemiginin bulunmasidir.

Acipenseriformlarla yapilan sistematik calismalar daha ziyade son 250 yil icerisinde
gerceklestirilmistir.  Linnaeus zamamndan 19. yuzyilin erken doénemlerine kadar,
gunimizde de tarunan tirler ve genuslar tanimlanmistir. Bunlarin icerisinde Acipenser
Linneausaus, 1758, Polyodon Lacépéde, 1797 ve Scaphirhynchus Heckel, 1836 davardir.

Traquair (1877, 1887), mevcut Acipenseriformlarn “paleoniseiformlardan koken
adigin belirtmistir. Cope (1883)'de ilk fosil paddiefishleri Crossopholis magnicaudatus
belirlemistir. Woodward (1891,1895a,b,c, 1909) ise gunumuizde gecerliligini halen
koruyan mersin baliklarimn fosil tarihi hakkinda derleme yapmustir. Aldinger (1937),
mersin baliklar1 ve paddiefishleri erken Mesozoik donemde ortak atadan ayrilarak
orijinlenmis oldugunu ileri sirmistdr.

Yakin zaman icinde yapilan cok az sayidaki calisma Acipenser turleri arasindaki
iliskiden bahsetmektedir. Berg (1948) yuritmuis oldugu calismalardan Acipenseriformlarin
Actinopterygii (1s1n yuzgegli baliklar) altsmfinin ilkel bir Gyesi, diger grubun ise teleostlar:
kapsayan Neopterygii oldugu sonucuna varmis (Sekil 1.7).
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17. Yasayan baiklar icin morfolojik  karakterler  Uzerinden  yapilmis
simiflandirma (Bemis vd. (1997a)’ den modifiye edilmistir).

Patterson (1982), morfolojik tabanli arastirmasinda Mersin baliklarinin Polypteridae
ailesinin Actinopterygii atsinfi icerisinde yer almakta oldugunu gostermistir. Bu durum
28S rRNA gen bolgesinin kismi sekans analizi ile de dogrulanmustir (Le vd.,1993). Fakat
Patterson (1982)'a gore Polypteriform’lar, Acipenseriform ile yasayan en yakin grup
olmasna ragmen ortak morfolojik karakteristikleri yoktur ve ortak bir cografik dagilim
gostermemektedirler. Yasayan polypteriformlarin tropikal Afrika da dagilimi tatlisu da
anirlidir. Mersin baliklart su an birgok bilim adami tarafindan Actinopterygii atinda
sniflandirilmistir. Bu simflandirmada mersin baliklarinin Actinopterygii’ nin meveut diger
uyeleriyle en yakin kardes grup olmasi dikkate alinmistir ve Acipenseriform igerisinde
temel grup olarak distnulmektedir (Patterson, 1982; Lauder ve Liem, 1983; Bemis vd.,
19974).

Yapllan calismalarda Acipenseriformes Ordo’'sunun  Polyodontidae  ve
Acipenseridae olmak tzere iki monofelitik familyadan olustugunu gorilmektedir (Fiedlers,
1991; Findeisvd, 1997; Bemisvd., 1997a;b;c). Bu iki ailenin bir birinden 135-200 milyon
yil 6ncesinden ayrnldigi kabul edilmektedir (Birstein vd., 1998). Polyodontidae familyasi
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Polyodon ve Psephurus olmak Uzere 2 genusa ayrilmakta ve bunlarin her biri Polyodon
spathula and Psephurus gladius olmak Uzer birer tir icermektedir. Acipenseridae
familyasinin son zamanlarda bilinen 27 tlrl bulunmaktadir ve bunlar 4 genus (Acipenser,
Huso, Scaphirhynchus ve Pseudoscaphirhynchus) icerisinde toplanmislarcir (Bemis ve
Kynard, 1997; Birstein vd., 1997a). Acipenseridae alles icerisindeki turlerin filogenetik
iliskiss hakkinda farkli gorUsler vardir, buda farkli taksonomik simiflandirmalar
olusturmustur (Fiedlers, 1991; Mayden ve Kuhgjda, 1996; Findeis, 1997).

Bircok arastirmaci tarafindan bigimsel filogenetik hipotezlerin  yakin  bir
karsilastirmas: 6nermistir ki, Acipenseridae icerisinde Huso, Acipenser kadar farklilasan
ana bir kol ile aynlmaktadir. Acipenser igerisindeki bu biytk olcude ¢cozilmemis iliskiye
dikkate cekilmistir (Birstein ve DeSalle, 1998). Findeis (1997), osteolojik ve diger
morfometrik karakterlerin filogenetik analizine dayanarak Huso’ nun diger Acipenseridae
turleri ile kardes oldugunun ve Sekil 1.18 de ki gibi yer aldigini Gnermektedir. Birstein ve

DeSalle (1998), ise molekuler 6zellikleri rapor etmisler ve Huso ile Acipenser ruthenus

iliskilendirmistir.
a b
—— Psephurus — Psephurus
—— Polyodon —— Polvodon
— — Scaphirlymchus I Huso

—— Pseudoscaph. —— Acipenser
—— Huso Scaphirhynchus
L Acipenser L Pseudoscaph.

Sekil 1.18. Morfolojik-morfometrik veriler (a) (Fiedlers, 1991; Mayden ve Kuhgda, 1996)
ve farkli iskelet ve kemik oOzellikleri (b) (Bemis vd.,1997a; Findeis, 1997)
kullamlarak olusturulan filogenetik agaglar.
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Cogunlukla klasik morfolojik ve morfometrik calismalar Uzerinden yapilan
aniflandirmalarda  Acipenseriformes 2  dtfamilyaya aynimaktadir. Bunlardan
Acipenserinag, Acipenser ve Huso oOlarak ikiye ayrilmaktadir ve ikinci altaile ise
Scaphirhynchinae, Scaphirhynchus ve Pseudoscaphirhynchus seklinde ikiye ayrilmaktadir
(Fiedlers, 1991; Mayden ve Kuhajda, 1996). Farkl1 iskelet ve kemik 6zellikleri kullanilarak
yapilan filogenetik calismalardan elde edilen farkli sonuglara gore ise, Acipenseridae
familyas igerisinde iki at familyanun bulundugu, bunlarin  Husinae (Huso) ve
Acipenserinae (Acipenser, Scaphirhynchus ve Pseudoscaphirhynchus) oldugu sonucuna
varilmaktadir (Bemisvd., 1997a; Findeis, 1997).

Gunumuizde Acipenseriformlarin 2 familya altinda 27 turd bilinmektedir (Bemis ve
Kynard, 1997; Birstein vd., 1997a). Arastirmalardan ortaya ¢itkan soru, kag tane Acipenser
turtnun dogru olarak tammlandigi ve mersin baliklan igerisinde kag tirin bulundugudur.
Bu gune kadar yUritilen calismalarda bu sorularin yeterince agiklik kazanmadigi
gorulmektedir. Dahas baz: turler icerisinde karisikliklar soz konusudur. Zor sartlar (buzul
donemi gibi) altinda yasayan tirler arasinda ki morfolojik ve meristik benzerlik, kesin
olarak tarumlanan tirlerde de gorilmektedir. Ozellikle juvenil dénemi uygulamalarinda
hata ¢cok daha fazladir. Bireysel morfolojik farkhiliklar, turleri belirlemenin morfolojik
karekterizasyonu ile yapilmasim zorlastirmaktadir (Bemisvd., 1997a; Birstein vd., 1997b).

Gunumuizde mevcut tartismalar altinda Acipenser persicus, bagimsiz bir tir olup
olmadig1 (Vlasenko vd., 1989a; Birstein vd, 1998b) yada Acipenser gueldenstaedtii nin bir
alttirt olup olmadig tartisilmaktadir (Rochard vd., 1990). Problemlerden birisi de tirler
arasinda dogal olarak gordlen hibridizasyondur. Hibrit bireyler siklikla kendi
ebeveynlerinin turinden ayirt edilememektedir. Ornek olarak bakilciginda, Acipenser
medirostris (Kuzey Amerikanmin Bat1 kiyilarinda dagilim gostermektedir) ve A. mikadoi
(Okhotsk Denizi ve Japon Denizinde dagilim gostermektedir) gesitli zamanlarda iki ttrtn
aym oldugu dusinilmuis, fakat son molekiler genetik veriler ayri tdrler oldugunu
desteklemistir (Birstein vd., 1993b; Birstein vd., 1997a). Ayrica A. sinensis Ve A. kikuchii
farkl: trler olarak belirlenmis fakat her iki ismde aym tdr igcin sinonim oldugu tespit
edilmistir (Hochleithner, 1996).
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1.8. Orijin

Acipenseriform’un evrimsel olarak ortaya ¢ikisi 200-225 milyon yilda meydana
gelmistir ve diinyanin yasi icerisinde, bu dénem cok eski ¢aglarda yer almaktadir (Kedrova
vd., 1980; Grande ve Bemis 1991; Cantatore vd., 1994; Bemis vd., 19974). Karsilastirmali
kemik bilimi, iyi korunmus fosillerin analizlerde kullamlmasina imkéan saglamistir. Bu
fosiller Uzerinden gidilerek belirlenen iliskiler sonucunda, Acipenseriformlarin en azindan
Jurasik dénemin (yaklasik olarak MO 200 milyon yil) ilk zamanlarindan guiniimiize kadar
geldigini ve bitin fosil ve yasayan taksonlarin Holarktik donemin bir parcas oldugu
ortaya konulmustur. Ydratulen calismalarda Paleozoik ve Erken Mesozoik
Actinopterygianlar  arasindaki  filogenetik  iliskinin  problemli  oldugu fakat
Acipenseriform’un monofiletik oldugu, ve paleoniscifor baliklara dahil oldugu
argtirmaalar tarafindan kabul edilmistir. Ayrica Uzerinde c¢aligilan iki fosil familyamin
(+Peipiaosteidae ve +Chondrosteiddae) mevcut Polyodontidae ve Acipenseridae

familyaarinailave olarak Acipenseriformlaraait oldugu belirtilmistir (Bemisvd.,1997a;b).

Son molekiler calismalar da, bu ordo’nun 200 milyon yil éncesinden kdken aldigi
ortaya konmustur (Cantatore vd., 1994). Polyodontidae ve Acipenseridae Jurasik donemde
(200-135 milyon yil) yer amakta iken (Y akovlev, 1977; Grande ve Bemis, 1991; Jin,
1995; Bristein ve DaSalle 1998), Scaphirhynchinae ve Acipenserinae Orta/Geg Jurasik
déneminde yayillmistir (Wilmosky, 1956; Grande ve Bemis, 1991; Bristein ve DaSalle
1998).

Batin mevcut paleontolojik bilgiler Acipenseriformlarin Tethis havzas: kokenli
oldugunu isaret etmektedir (Birstein vd, 1997d). Eger +Chondrosteidae ile Peipiaosteidae
kardes grup ise Acipenseriform ordosu Avrupa nin Erken Jurasik déneminden koken almis
ve tlr cesittenmesi Geg Jurasik/ Erken Kretase déneminde Asya da ve daha sonrasinda
Kuzey Amerika da gorulmuistir (Bemis ve Kynard, 1997).

Y aklagik 15 milyon yil dnce Tethis Denizi kuzey ve giney parcalar seklinde ikiye
bolinmUstir ve bunlardan ise Akdeniz ve Paratethis Denizi olusmustur. Paratethis
gunumuzde Aral, Hazar ve Karadeniz'i kusatmaktadir ve 6 milyon yil devam etmistir
(Hsu, 1978). Sonrasnda Amuderya ve Sirderya nehirleri olusarak Paratethis Denizi yada
Ara velveya Hazar denizine katilmistir. Jeolojik olaylar Amuderyamin 5,5-0,02 milyon
yila kadar bagli oldugunu gostermektedir (Bristein ve DeSalle, 1998). Acipenserlerin ana
cesitliliginin Adriyatik ve Karadeniz-Hazar bolgesinde yer aldigi sdylenebilir (Artyukhin,
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1995). Bu bolge bu turlerin en genis ¢esitliginin oldugu yerlerdir (Artyukhin, 1995; Bemis
ve Kynard, 1997).

Bemis ve Kynard (1997), Karadeniz-Hazar bolgesi ve iliskili bolgelerdeki mersin
baliklarimn buglnki dagilimi ve kokeni hakkinda calismustir. Acipenseridae nin fosil
bulgulat bu familyanin habitatimn akarsular ve acisular oldugunu kesinlesmistir
(Choudhury ve Dick, 1998). Atasal Acipenseriformlann orijina hayat tarzlarimn
potamodrom yada anadrom nitelikte olmasi gerektigi belirtilmistir (Bemis ve Kynard
1997).

Birkacg istisna ile birlikte, Acipenser fulvescens, A. brevirostrum, A. baerii tirlerinin
disinda geri kalan turler Karadeniz-Hazar bolgesinin yerli taridar. Berg (1949), bu
anadrom turlerin Tethis Denizinin torunlarindan olan Hazar Denizi, Aral, Karadeniz, Azak
Denizi ve daha sonra olusan bolgelerinden oldugunu ileri sirmUsttr. Bu turler icin farazi
dagilim yollar1 ve tirlesme senaryolan agiklanmistir. Bristein ve Desalle (1998), Kuzey
Amerika tirlerinin (4. medirostris, A. transmontanus, A. schrenckii ve A. sinensis) SOy
grubu bir okyanussal gegis iliskisi gostermekte ve Kuzey Amerika ve Asya arasinda bir
baglant1 ortaya c¢ikarmaktadir. Bu tirler arasindaki iliski belki de Kuzey Amerika ve
Asya nin Bering yoluyla baglantism yansitmaktadir ve senozoik donem siresince 75
milyon yildan giinimize kadar tatlisu dagil imin muhtemel rotalarin gostermektedir.

1.9. Sitogenetik

Acipenseriformes tirleri kromozom sayis bakimindan 2 grupta toplanabilir.
Bunlardan ilki yaklasik 120 kromozoma sahip olan tirler ve diger grup ise yaklasik 240 —
260 ve daha fazla sayida kromozoma sahip olan tirlerden olusmaktadir (Tablo 1.2)
(Birstein vd., 1997a; Fontana, 1997). Kromozomlann vyaklasik olarak vyaris,
mikrokromozom olarak adlandirilir ve c¢ok kuguk boyutlar: ile karakterize olurlar.
Acipenseriformlarin karyolojik degisim orani genellikle disuktir (Birstein vd., 19974). Bu
hipotez farkh turler arasinda genomik DNA’min nukleotidlerinin yalmzca ¢ok az bir
bolimiunin molekuler hibridizasyonun tespiti ile desteklenmektedir (Kedrova vd., 1980).
Genomik 18S rRNA’nin kismi parcacik degiskenligi nadiren kuguktir, mitokondrial 12S
rRNA, 16S rRNA ve sitokrom b ninparcacik degiskenligi ise disik karyotip degisim oran
ileiliskilidir (Birstein vd., 1997a).
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Tablo 1.2. Turlerin kromozom sayilarina gore dagilima.

Kromozomal Gruplar Tiirler

120 A. nudiventris, A. oxyrinchus, A. ruthenus, A. stellatus,
A. sturio, H. dauricus, H. huso, P. kaufmanni, P. spathula,
S. platorhynchus

240-260 A. baerii, A. fulvescens, A. gueldenstaedtii, A. medirostris,
A. naccarii, A. persicus, A. schrenckii, A. sinensis,
A. transmontanus

ca. 360 A. brevirostrum

ca 500 A. mikadoi

Birstein vd. (1997a) yapmus olduklar1 derlemede, Acipenserlerde yaklasik 60
kromozomlu karyotipik yapr oldugu ve her bir hicre ¢ekirdegindeki Mikrokromozom
DNA iceriginin yaklasik 2,0 pg oldugunu belirtmislerdir. Sitogenetik bilgilerin Acipenser
turleri arasindaki iliskiyi anlamak icin cogunlukla yardima oldugu gortlmsttr. Bu agidan
bakildiginda, 120 kromozoma sahip turler igerisinde DNA icerigi 3,17 ve 4,89 pg
DNA/hcre oldugu, oysaki 240-260 kromozoma sahip tirler icerisinde ise 7,87 — 9.46 pg
DNA/hucre oldugu gozlenmistir. Buda 120 kromozomlulardan yaklasik iki kat daha
yuksek bir rakamdir.

Acipenseriform trleri arasinda hibritlesmenin skga gorilmes ve kromozom sayilart
arasinda farkliliklarin olmast nedeniyle, kromozom sayillarimin belirlenmesinde DNA
iceriginin  degerlendirilmesi  yogun olarak kullamimaktadir. Yapilmis calismalarda
birbirinden uzak iki tlrin diger tirlere gore yuksek DNA igerigine sahip oldugu
belirtilmistir. 4. brevirostrum da DNA icgerigi 13,075 pg/hicre olarak belirlenirken
(Blacklidge ve Bidwell 1993), diger tur icin ise (4. mikadoi) yaklasik 14.2 pg/hicre
bulunmustur (Birstein vd., 1993). Es zamanl:1 yapilan bu calismalarda tirler karsilastirilmis
ve sonug olarak A. brevirostrum’ un yaklasik olarak 360 kromozoma sahip olmasi gerekti gi
vurgulanmustir. A. mikadoi‘nin DNA igerigi 120 kromozoma sahip turlerden yaklasik 4 kat
fazla oldugu ve 240 kromozoma sahip olanlardan ise 2 kat fazla oldugu gosterilmis ve
sonug olarak yaklasik 500 kromozoma sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Fontana (1994), 120 kromozoma sahip tdrlerin diploid durumda oldugu kabul
edilmesine ragmen, Acipenseriformlerin atasal olarak 2n = 60 kromozoma sahip bir
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karyotipe sahip oldugu ve bu tirlerin ise tetraploid oldugunu belirtmistir. Fontana (1994)
‘a gore bu durumdan sonra bu atada fonksiyonel diploidi yeniden dizenlenmistir. Bunun
yaninda farkl: yayinlarda da bu konu degerlendirilmis ve 120 kromozoma sahip tirlerin
diploid ve 240 kromozoma sahip olan tirlerin ise tetraploid olduklar belirtilmistir
(Blacklidge ve Bidwell, 1993).

Artyukhin (1995), Acipenserlerin tarihsel stireci igerisinde 120 kromozomdan 240
kromozoma gegis gosterdigini ve bunun essiz bir 6zellik oldugunu vurgulamustir. Birstein
vd. (1998a), diger taraftan yaptiklan ¢aligmalarinda Acipenser igerisnde 8 farkl1 poliploid
yapinin ortaya ¢iktigi sonucuna varmuslardir. A. mikadoi’ in yaklasik 500 kromozoma sahip
oldugunun ortaya ¢ikmas Acipenser icerisinde 240 kromozoma sahip bir atamn
olabilecegi gorisunu ortaya cikarmustir (Birstein vd., 1993b; Birstein vd., 1997a; Birstein
vd., 1998a). A. brevirostrum (yaklasik 360 kromozom) un gelisiminde bu tirin bir
tetraploit mi yoksa hibrit mi oldugu konusu hala karisik gézikmektedir (Blacklidge ve
Bidwell 1993). Bununla birlikte birgok tir ve Avrasya sazan tirlerinde oldugu gibi 2n = 50
bir diploid yap gosteren sazan baliklarimn kromozomal durumlarinda tetra, hexa ve
oktaploid ve yukan yap gorilebilmektedir (Yu vd., 1987).

1.10. Genetik Varyasyon ve Belirlenmesi

Batin organizmalarda mutasyon gorilmektedir. Canlilarda, normal hiicresel olaylar
yada cevre etkilesimi sonucunda genetik varyasyon (polimorfizm) sikga gortlmektedir.
Seleksiyon ve genetik siriklenmeyle birlikte bireyler, tirler ve daha yiUksek takson
gruplan arasinda genetik varyasyonda azalmalar gézlenmektedir.

Dogal ¢ssitliligi korumanin temel yaklasimi populasyonlardaki genetik varyasyonun
korunmasidir. Asiri avalik ve cevresel bozulmadan kaynaklanan stoklarnn asiri zarar
gordigl durumunda genetik varyasyonun arttirilmasi igin stoklar hem dogal bireyler hem
de kultir altindaki anaclar kullamlarak desteklenmektedir. Bu islemde her bir asamanin
(anac toplama, seleksiyon ve yavru baliklarin dogaya birakilmasina gibi) dikkatlice gbzden
gecirilmes populasyonun genetik yapisina zarar vermemek icin énemlidir (Allendorf vd,
1987).

Molekller tekniklerin kullanimi, populasyon icinde bireyler arasinda, ayni tlrin
populasyonlari arasinda ve taksonomik seviyede farkl: tirler arasinda genetik varyasyonun

tahminini  mumkdn  kilmustir. Molekiler belirtecler kullamlarak yapilan calismalar
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sonucunda lokal populasyonlarin ve sucul tirlerin treme farkliliklar: gosteren, izole halde
kicuk gruplara bolinmis oldugu gozlenmistir. Boylece bir veya birden fazla ayn Ureme
davranis1 gosteren izole gruplarin kaybolmas: tir igindeki genetik varyasyonun seviyesinin
dismesine neden olmakta ve tamamiyla nadir bulunan genetik karakterlerin kaybolmasiyla
sonuglanabilmektedir (Ciftci ve Okumus, 2002).

Sonug olarak, tretimin uzun sireli devamlihigim saglamak igin; gen havuzunu belirli
bir dizen dahilinde paylasan ve alt gruplara ayrilmis balik populasyonlar1 arasindaki ve
icindeki genetik farkliligin, gelisen molekiler genetik yontemlerinin  kullanimyla
belirlenmesi, ve genetik varyasyonun korunmasi gerekmektedir. Balikcilik yonetiminin
temel amaci stoktaki tiim genetik varyasyonu koruyabilecek sekilde hasat etmek ve yalniz
kaybolan varyasyonun restorasyonu icin baliklandirma yapmak olmalidir (Okumus ve
Ciftci, 2003; Ciftci vd., 2007).

1.10.1. Genetik Varyasyonun Tahmininde Kullanilan Teknikler

1.10.1.1. Protein Elektroforezi

Ik uygulanabilir genetik belirtec sistemi 1960’11 yillarda gdlistirilen protein
elektroforezi olmustur (Buth, 1990). Yaklasik yirmi yildir balik genetikgileri farkli balik
turlerinde populasyon diizeyinde genetik farkliliklar1 karakterize edebilmek icin protein
elektroforezlerini ana arag olarak kullanmaktadirlar. Protein elektroforezi ile yapilan
calismalarin en blylk avantaji hizli, ucuz olmasi ve c¢ok fazla laboratuar malzemesi
istememesidir. Buna karsin kullamlan orneklerin taze olmasi zorunlulugu, DNA
calismalarina gore cok sayida ornege ihtiyagc duyulmast ve bu orneklerin genellikle
oldurtlmesi, en dnemlisi bazi populasyon ve tirlerde DNA calismalarina gore ¢cok dustk
seviyede polimorfik olmast protein elektroforez tekniginin simirlayici 6zellikleridir
(Imsiridou and Zaldivar, 1999). Yamzca 64 kodonun 20 tane aminoasit kodlamasi,
aminoasitlerin her birinin degisimi elektrik yukinde degisiklik meydana getirmemes ve
yalnizca nukleotidlerin %30 nun degisiminin ancak elektroforetik olarak tespit edilmesi
snirlayici etkenlerdendir.

Bu nedenle son donemlerde calismalarin cogunlugu DNA belirtec sistemleri
kullanilarak yapilmaktadir veya protein elektroforezi ikinci teknik olarak kullanilmaktadir.
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1.10.1.2. DNA Belirtec Sistemleri

1960’ 11 yillarin ortalarina kadar populasyonlar arasi ve populasyon i¢i varyasyonun
tespiti icin genel olarak biyo-ekolojik 6zellikler, markalama, parazit dagilim, fizyolojik ve
davrans Ozellikleri, morfolojik veya meristik karakterleri kullamlmaktayd: (Lewontin,
1964). ilk olarak 1970 lerde alloenzim yaygin bir sekilde kullanimindan sonra molekiler
genetigin gelisimi hizl1 bir sekilde artmustr.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) kullarim 6zellikle DNA c¢alismalarina ayr1 bir
ivme kazandirmis olup, 100 yil veya daha 6ncesinden saklanmis balik pulu 6rnekleri ile
bile calismaimkan saglamistir. Ayrica gok az miktarda ve canliyr 6ldirmeden alinan doku
parcasiyla bile calismaimkam vermesi 6nemli bir avantg) saglamaktadir.

Genetik varyasyonun belirlenmesinde kullarnilan DNA belirteglerinin birgogu dolayl1
yollardan farklihg: belirlemeye yonelik calismalan kapsar. Bununla birlikte son yillarda
DNA sekans analizinin yayginlasmasi ve bu amag icin cihazlar gélistiriimes daha fazla
ornekle calisma firsati vermistir.

Balikcilikta kullammlan baslica DNA belirtecleri sunlarcir; Mitokondrial DNA
(mtDNA), Restriksiyon Par¢ga Uzunluk Polimorfizmi (RFLPs), Rasgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA (RAPDs), Cogdtilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi (AFLPs),
Mikrosatellit, Tek Nikleotid Polimorfizmi (SNPs) ve ifade edilmis Sekans Isaretleri
(ESTs). Tum bu belirteclerin kullamm yerleri, tek basina yeterliligi, avantaj ve
dezavantglan Tablo 1.3.de verilmistir. Bu belirtecler kullanilarak genetik varyasyonun
tahmini, akrabali yetistiricilik, anne-babalik testi, tir ve hat tespiti, hibrit bireylerin
belirlenmesi, genetik haritalarin olusturulmas: (QTL belirlenmesi ile) gergeklestirilebilir.



Tablo 1.3. Genetik ¢calismalarda kullanilan belirteg tipleri, 6zellikleri ve potansiyel uygulama sahalar: (Liu ve Cordes, 2004).

Onceden
molekiiler
. . . o . - . Kategori Calisilan Olasi Allel Polimorfizm
Belirtec Tipi Kisa adi pllglye Ozellik (Tip UTIP H)z Jokus sayisi oram Uygulama sahasi
ihtiya¢ var
m?
Mendel . ;
Alloenzim Evet Kalitim, Tip| TeKli 2.6 Disiik S(f”u?ag'irrflsélhar:;a'ai“a*
Kodominant pulasyon cals
. . 1 Maternal i
Mitokondrial DNA mtDNA | Hayrr K alitim Coklu Haplotipler Maternal soy
Restriksiyon Parca Mendelian, Tip | yada . L . .
Uzunluk Polimorfizmi RFLP Evet K odominant Tip I Tekli 2 DuslUk Gen baglantisi haritalama
- Mendel Populasyon calismalar: ve
Rasgele Cogaltilmis RAPD, . s X e i
Polimorfik DNA AP-PZR Hayrr kaht{m, Tipll Coklu 2 Orta H|br_|E_beI|rIeme icin Parmak izi
dominant teknigi
Cogaltilmig Parca Menael . Gen baglantisi haritalama,
. ._ . | AFLP Hayir kalitim, Tip |l Coklu 2 Y tksek
Uzunluk Polimorfizmi . Populasyon calismalar:
Dominant
Mendel Cogunlukla Gen baglantisi haritalama,
Mikrosatellit SSR Evet kalitim, Ti g” Tekli Coklu Y Uksek Populasyon calismalari,
Kodominant | ' P Babalik analizi
. - Mendel Gen baglantisi haritalama,
Isf;(d:nﬁ"ggleﬂ EST Evet kalitim, Tip| Tekli 2 Distk fiziksel haritalama,
3 Kodominant Karsiastirmal haritalama
Tek Niikleotid Mendel Tip | Gen baglantis: haritalama,
Polimorfizmi SNP Evet kalitim, Tipll Tekli 2, fakat Y Uksek Populasyon calismalar
K odominant P 4 e kadar pulasyon caliy !
Mendel Tip| . .
Ekleme/Gikma Indels | Evet kaltim, Tip I TeKli 2 Dilsiik Gen baglantis: haritalama
Kodominant

. Korunmus PZR primerleri yakin tirtin sekans bilgisinden adapte edilmistir.
z Tip | belirtegler, genin bilinen fonksiyonuyla, Tip |1 belirtecler ise anonim genom segmenti ile alakalidir (O’ Brien, 1991)




28

1.11. Mitokondrial DNA

Populasyon ve filogenetik ¢calismalarda mtDNA' nin tercih edilmesi igin birgok neden
bulunmaktadir. Hlcrenin DNA’sindan fiziksel olarak ayrilmistir ve sirkiler halde bulunur.
Nispeten kiclk bir molekildir, baliklarda yaklasik olarak 16-17 Kb buyukltgtndedir ve
genomun %1’ den daha kictk oldugu hesaplanmistir (Davidson vd., 1989) ve saf olarak
izole edilmesi nispeten kolaydir. En blytk mitokondrial genom (yaklasik 39,9 kb) bir cift
kabuklu turt olan tarak’da bulunmustur ve tir icinde blyidk miktarda varyasyon
gostermektedir. Tdr ici varyasyon genellikle srali dublikasyonlardan dolayr kontrol
bolgesinde olmaktadir. Baliklarda, tur ici mtDNA’daki boy farkliliklar: turler arasinda
olabilecek fark kadar buyuktir (Bentzen vd., 1988; Avise, 1986).

Y Uksek omurgalilarda, kalitim yalmzca maternal yolla olmaktacir (heteroplazmi bazi
turlerde gordlebilir) ve rekombinasyon gordlmedigi icin fonksiyonel haploittir (Avise vd.,
1990; Harrison, 1989; Moritz vd., 1987). Paternal mitokondrinin déllenme esnasnda
parcalancig gozlenir. Bununla beraber, paternal sizintt 1000 molekilde bir gibi dusik
oranda olabilmektedir. Heteroplazmi Uzerine, yani bireyde bir tipten fazla mtDNA
bulundugunadair raporlar giderek artmaktadir. Heteroplazmi bazi balik tirlerinin de icinde
bulundugu bir cok temel organizma gruplarinda nadir olarak bulunmaktachr. Ornek olarak;
mersin baliklar1 (Buroker vd., 1990); morina baliklar1 (Arnason ve Rand, 1992) ve midye
tarlerini verebiliriz. Baliklarda rapor edilmis heteroplazmi durumlarina bakildiginda,
heteroplazmik bireylerin populasyon icindeki dagilim oranlart Amia calva (bowfins)
(Bermingham vd., 1986)’ da %5; Clupeidae turl olan Alosa fallax’da %12 (Bentzen vd.,
1988) ve mersin baliklarinda %41 oranmna kadar ulagmustir (Bruker vd., 1990).

Asilanan populasyonlarin dogal ortama etkisinin ortaya ¢ikarilmas: (Ferris ve Berg,
1987; Gyllensten, 1985) mtDNA’yt 6nemli kilmaktadir. Cinsiyet oranim esit kabul
ettigimizde etkili populasyon biydklUgl nukleer genlerin ¥4 kadardir ve bu durum
MtDNA varyasyonunu, yakin zamanlardaki populasyon olaylar1 ve genetik varyasyondaki
azamaghbi olaylarakars: hassas kilar.

Hayvanlarda mtDNA baz degisiminin yiksek oranda olmasindan dolayr mitokondrial
genom, kodlanan nukleer DNA ile karsilastirildiginda yuksek evolusyon oranina sahiptir
(Meyer, 1993). Bunun muhtemel sebebi ise mtDNA polimerazin azalan dogrulugu ve daha
etkisiz bir DNA tamir mekanizmasidir (Clayton vd., 1974; Brown vd., 1979). Sekans ve

kesici enzim kullamlarak mtDNA Uzerine yapilan bircok calismadan elde edilen sonuclara
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gore evolusyon oran tek kopyal1 nikleer genlere oranla 5-10 kez daha hizlidir (Brown vd.,
1979). mtDNA’min gbzlenen bu hizl1 evolusyonu nokta ve par¢ca mutasyonunun yuksek
orandaki frekanandan kaynaklanmaktadir (Brown vd., 1982). Primatlarin tim
mitokondrial genomundaki degisim oran 10° yilda yaklasik olarak % 0,5-1 oramndachr
(Brown vd., 1982). Bunun yarmnda mersin baliklarinda bu oran memelilerden 2-4 kat daha
dusuktir ve diger baliklar turleri icerisinde de disuk mutasyon hizina sahiptir (Kriger ve
Fuerst, 2002).

Mitokondrial genomun gen bolgeleri farkli oranlarda degisim gosterebileceginden
calisma amacina baglh olarak hedef gen bolges ve galisma yontemi secilebilir. Daha hizli
degisim gosteren genler, yakin taksonlarn calisiilmasinda daha kullanishdir. Birgok balik
turd icin komple mtDNA sekanslari mevcuttur, bu bilgi 1s1ginda cogu gen icin yeni
primerler diizenlenerek o gen bolgesi cogaltilabilir.

Omurgalilarin mitokondrial genomu, proteini kodlayan 13 gen, ribozomal RNA’lari
kodlayan 2 gen (kugik 12S ve buyik 16S rRNA), transfer RNA (tRNA) y1 kodlayan 22
gen ve RNA transkripsiyon ve mtDNA replikasyonu igin baglangic bolgelerini igeren
kodlanmayan (kontrol bolgesi) icermektedir. Proteini kodlayan genler NADH
dehidrogenase (ND1,2, 3, 4, 4L, 5, 6)'1n 7 atbirimi, Sitokrom b, Sitokrom ¢ oksidazin 3
atbirimi (CO 1, II, 111) ve ATP sinthetase'in 2 atbirimi (ATPaz 6 ve 8) olarak siralanir.

Nukleer genomun aksine, hayvanlarin mitokondrial genomu ¢ok etkindir. Nadiren
dublikasyon veya kodlanmayan sekans icerirler. Mitokondrial protein kodlayan genler
intron icermez ve genler genellikle 10 bazdan daha az olarak aynsirlar. iki gen, aralarinda
genler aras ayiric1 bolge (ITS) bulunmadan bitisik olabilir ve bazi1 durumlarda bir kag baz
ust Uste cakisabilir. Transfer RNA genleri ve protein kodlayan genler 6nemli derecede
cakisabilir (Clary ve Wolstenholme, 1985). Omurgalillarda ATPaz 6 ve ATPaz 8 genlerinin
okunabilen kisimlar1 67 bazdan daha fazla Ust Uste ¢akismaktadir.

Baliklarda, ¢cok miktarda blytk kodlanmayan bdlgeler tarmmlanmustir. Johansen vd.
(1990), Atlantik morina baliklarinda Thr-tRNA ve Pro-tRNA arasina girmis 74 bp baz
tespit etmistir. Xenopus genusuna dahil kurbagalarda bu kodlanmayan bolge yeri yanizca
26 bp uzunluktadir (Roe vd., 1985) ve mersin baliginda yalmzca 3 bp uzunluktadir (Gilbert
vd., 1988). Bir ¢ok familyaya bagli balik turiinde Thr-tRNA ve Pro-tRNA arasindaki baz
sayis 5bp’ den az degildir.
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Sitokrom oksidaz ve sitokrom b at birimlerini kodlayan genler en fazla korunan
genlerdir. En fazla farklilik gosterenler ise bir kiam ND ve ATPaz genleridir. Bu yavas
evrimlesen protein kodlayan genler bir birlerine uzak olan Neopterygian baliklar arasindaki
akrabalig1 belirlemede kullaniimaktadirlar.

TUm omurgalilar 22 adet mitokondrial tRNA icermektedir. Bunlar yaklagik olarak
sitoplazmik eslerinden (59—75 bp uzunlukta) daha kiguktirler. Mitokondrial tRNA genleri
nukleer tRNA genlerine oranla 100 kez daha hizl1 evrimlesir (Brown vd., 1982; Meyer,
1993). Nukleer tRNA'yla karsilastirildiginda evrimlesme hizli olmasina ragmen
mitokondrial genom igerisinde evrimlesme nispeten yavas olmaktadir. Uzunluklar: kigik
oldugundan filogenetik calismalar igin ¢ok iyi bir gen secimi olmayabilir, fakat tRNA
genlerinin korunmus yapilarindan dolay1 PZR primer dizaym icin ¢ok iyi bolgelerdir.

Hayvanlann mitokondrial genomunda iki adet Ribozoma (rRNA) gen
bulunmaktadir. Bunlar kiiciik olan 12S (yaklasik omurgal ilarda 819-975 bp) rRNA geni ve
blytk olan 16S (omurgalilarda yaklasik 1571-1640 bp) rRNA genleridir. NUkleer rRNA
(18S ve 28S) ve tRNA genleri mitokondrial eslerine gore 100 kat daha yavas evrimlesir
(Dawid vd., 1972).

D-loop kontrol bolgess memelilerde yiksek degisim oramna ve boy mutasyonuna
maruz kalmasina ragmen baliklarda genellikle farklilik gostermeyebilir (Giuffra vd., 1994;
Hall ve Nawrocki, 1995). Bitin mitokondrial genler icinde, kontrol bolges en yuksek
degisim oramna sahiptir. Kontrol bdlgesinin evolusyon oram mitokondrial protein
kodlayan genlerin evolusyon oramindan 2-5 kez daha fazladir (Meyer vd., 1990). Kontrol
bolgeleri arali dublikasyonlardan dolayr boyca 2004100 bp arasinda farkliliklar
gostermektedir ve bundan dolayr omurgalilarin mitokondrial genomlar1 uzunluk
farkliliklarimn calisiimasinda ana neden olmaktadir. Ayrica populasyon seviyesinde
yuksek frekansta parca mutasyonlarina sahiptir. Baliklarda heteroplazmi gozlendiginde
arali dublikasyonlar ve farkli buyuklUklerde tekrarlar bulunmaktadir. Mutasyon burada
¢cok hizlt biriktigi icin, kontrol bdlges ¢ok yakin turler aras filogenetik iliski Uzerine
yapilan calismalar ve populasyon seviyesin de yapilan calismalarda tercih edilen bir

mol ekl dir.
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1.12. Filogenetik’de Kullamlan Metotlar, Model Secimi ve Giivenirlik Testi

Filogeni, bir tirin yada daha yuksek gruplanmis organizmalarin tarihi ve evrimsel
gelisimidir. Filogenlerin yapilandiriimasinda cogu caba evrimsel iliskilerin anlasiilmasna
yoneliktir. Filogenetik cikarimda kullamlan verinin iki genis kategorisi bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi karakter verisi, takson hakkinda bilgi sunar ve ikincisi uzaklik veya

Turler arasindaki filogenetik iliski yada gen sekanslarindan gozlenen varyasyonu en
iyi anlatan evrimsel gga¢c veya agaclari bulmak icin genelikle G¢ temel metot
kullanilmaktadir. Bunlar maksimum parsimoni metodu, uzaklik metodu ve maksimum
olasilik metodudur ki bu da 6zel verilerle (DNA sekans verisi gibi) calisan birgok
0zellesmis metotlar: icermektedir (Felsenstein, 1981). Bu t¢ metot “ihtimal (most likely)”
yada “en iyi (best)” olam secerek evrimsel agaci yeniden olusturmak icin farkli algoritma,
Olcit ve yoOntemlerden yararlamr. Elde edilen sonuglar filogenetik iligkilerin
yorumlanmasinda kullanilir (Saitou ve Nei, 1987).

Maksmum Parsimoni Metodu; yaygin olarak kullanllan agag olusturma
metotlarindan biridir. Bu metot ilk olarak 1966 yilinda Eck ve Dayhoff tarafindan
aminoasit sekans verileri icin kullanilmistir (Nei, 1987), fakat nikleotid sekans verileri
icinde kullanlabilir (Fitch, 1977). Maksimum parsimoni metodunun prensibi parcacik
(partikdller) topoloji yoluyla vurgulanan evrimsel olaylarin miktarimn cikarilmas ve en az
miktardaki evrimsel olay gerektiren agaci segmektir. Genelde bunun anlami minimum
degisime sahip olan agaci arastrmak icin ¢ok miktardaki farkli topolojilerin
incelenmesidir. Maksimum parsimoni analizleri cogunlukla diger uzaklik tabanli analizlere
gobre daha cok tercih edilir. Bunun nedeni ise karakter tabanli yaklasinudir. Soyle ki, bu
yaklasim daha cok veri ¢esidini kullanilabilmekte ve daha cok veriyi desteklemektedir.

Uzaklik Metodu; UPGMA, en ¢ok kullamilan metotlardan birisidir ve topolojilerin
yeniden olusturuimast metotlarimn en basitidir. Bilgisayar simulasyonlari  evrimsel
oranlarin sabit olmadigi, yani sabit bir molekiler saat varsayiminaihtiyag duydugu, bunun
tersi durumdaise bu metodun zayif oldugunu 6nermektedir (Saitou ve Imanishi, 1989; Nei,
1991). UPGMA metodu 1973 yilinda taksonomik fenogramlarin yada fenotipik benzerlik
ile grup OTU (Operasyonel Taksonomik Unite)’lerinden olusan agaclar1 ve yeniden
olusturulmasi icin tammlanmistir. Molekller saat varsayimi tutarli oldugu zaman

filogenilerin yeniden olusturuimasinda iyi sonuclar verdigi gozlenmistir. Gercekte
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molekiler saat fonksiyonlari tamam (mukemmel) ise bu metot iyi bir sekilde uygulanabilir
(Nei, 1991). Bu metodun diger bir avantaj1 da, asir1 derecede hizli olmasidir. Uygun bir
program ile birkag dakikada yUzlerce tirden bir agac olusturulabilir. Diger Uzaklik metodu
da Komsu Baginti metodudur (Neigbour Joining) (Cavalli-Sforza ve Edwards, 1967;
Saitou ve Imanishi, 1989; Silva ve Russo, 2000). Bu metot da, agag en kiigik kol uzunlugu
ile olusturulur. Ilk bakista cok yogun hesaplamalarla tammlanmistir, fakat metot mimkiin
olan bitun agaclar icerisinden en kisa kol uzunluguna sahip agaci aragtirmaktadir. Acikga
OTU'lerin sayis arttikca agac sayisi da artmaktadir ve hizli bir sekilde arastirmak
imkénsz olmaktadir. Bu nedenden dolay: Saitou ve Nei (1987) agaclar igin sezgisel
algoritmayr 6nermisler ve buna komsu-katilimu denmistir. Burada catallanan tek bir agag
uretilir. Komsu bagint1 algoritmasi star-agac topolojisi ile baslar ve sirali olarak OTU’lerin
ciftlerini (komsu) seger, bu ise agacin toplam uzunlugunu minimize eder. Bu islem agag
tamamen kararli olana kadar devam eder. Sabit olmayan uzakliklar kullamldigi zaman
uygulama oldukga iyi gorulmektedir (Rzhetsky and Nei, 1993). Bir diger uzaklik metodu
da Fitch-Margoliash metodudur. Merit fonksiyonun minimizasyonunu icgerir. Burada
taksonlar aras uzakliklar arasindaki toplam farklilasmayr Olger. Bu islem agactaki dal
uzunluklart yoluylatahmin edilir veya hesaplanir. Kisa dall1 agaglar icin ¢ok dogrudur.

Maksimum Olasihik Metodu (Maximum Likelihood); yeniden yapilandirma
metodudur. Varsayimlar Uzerine hareket eder. Taksonlar asindaki iliski igin en iyi olashig
belirleyen basit testlerden biridir. Diger bir ifade ile gozlenen farkhiligi aciklamak icin
degisimin en az miktar1 gereklidir. Makssmum olasilik metodunun temel amaci kollara
ayrilan orderlar yada en olas agac yada agaclarin topolojisidir. Bu metoda biitiin olasi agac
topolojileri ve parametreler arasinda olasil1g1 en fazla olusan agac bulur.

Bayesian cikarimu: Hemen her alanda kullanimi oldukga yayginlasan bu istatistik
modeli filogenetigin en populer metodudur. Bayesian ¢ikarim metodu, aga¢ olusturmada
maksimum benzerlik metoduna benzer bir yontem kullanmr. Ancak éncil olasilik kullanimi
ile bu metottan aynlir. Bayesian metodu, dnceki olasi agaclarin dagilimlarindan birini alir.
Bu oOnceki dagilimin secimi, Bayesian gkarim metotlarimi  kullananlarin  segimleri
arasindaki farkli noktadhr.

Standart bilgisayar programlarinda evrimsel modelin keyfi segiminin yada varsayim
modeller kullammu ile filogenetik iliskilerden sonuc ¢ikarmak gercek iliskileri gostermez.
Genellikle, yanlis bir evrimsel model 6nerildiginde, filogenetik modeller daha az dogru
(bir cok agac icerisinden yanhis bir agac yerine gecer) olabilir yada tutarsiz (verilerin
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artmast ile bir yanlis agac birlesir) olabilmektedir (Swofford vd., 1996; Felsenstein, 1973;
Huelsenbeck ve Hillis, 1993; Bruno ve Halpern, 1999; Posada ve Crandall, 1998; Sullivan
ve Swofford 1997; Kelchner ve Thomas, 2006). Bu nedenle evrimsel modelin secimi igin
hangi parametrelerin veriye daha uygun oldugunun bilinmesi gerekmektedir (Huel senbeck,
1995). Ornegin, mMDNA ele alindig1 zaman, transisyon ile transversiyon oraninda sapma
olabilir (Brown vd., 1982). Bu nedenle bir modelin segiminde esit transisyon ve
transversiyon oram varsayimi ciddi hatalara neden olacaktir. Bu sahadaki gelismeler
model olusturulmasi igin yol gostermistir, modeller transiyon ve transversiyon ikame
sapmalaninin  her ikisini  (Kimura, 1980) ve esit olmayan nikleotid frekandar
bulundurabilmektedir (Hasegawa vd.,1985; Kishino ve Hasegawa, 1989). Bu &silim en son
olarak “Genel Zaman Tersine Cevrilebilir (GTR) model ile sonuclanmistir. Bu model
yalmzca esit olmayan nikleotid frekansina izin vermez aym zamanda nikleotid yerleri
arasinda mumkiin olan 6 yer degisiminin her birin farkli oranlarda meydana gelmesineizin
verir (A-C, A-G, A-T, C-G,C-T ve G-T) (Rodriguez vd., 1990).

Daha sonraki gelismelerle birkag modeli kullanarak g¢apraz ikame igin varyasyon
vermek mimkin olmustur (Churchill vd., 1992; Yang, 1993, 1994). Degisik yerler
arasindaki farkli oranlari izin vermek igin en ¢ok uygulanan metotlardan biri “ayri gamma
metodu” dur. Bu metot bir gamma dagilimina gore dagilmus nispi ikame oranlar: varsayilir.
Burada gamma dagilimi 1 ve 1/’ mn varyansinin bir ortalamasidir. Burada ¢, dagilimin
seklini tanimlar. & degerinin biyuk olmas: yerler icinde ikame varyansinin daha az olmasi
olarak ifade edilir ( yani bitin yerlerdeki ikame oranlari daima esittir). Oysa dustk (0,01)
L-seklinde dagilim sonucudur (¢ogu ikame oranlan disdktir, fakat bazilarr yuksektir)
(Lewis, 2001).

Bu farkl1 parametrelerin hepsi parametrece zengin modellerde iyi gelismistir. Fakat
bu modellerin kullammm zaman gereksinimi ve hesaplamada daha cok parametrelere
ihtiyag duymasi nedeni ile her hesaplamada daha ¢ok hata igerir (Huelsenbeck ve Crandall,
1997). Bunun yerine kullanilacak modeli belirlemede tavsiye edilebilecek yol ise veriye
uygun modeli segmektir. Bu yontem biyik benzerlikle parametrece zengin modellerin
yaptig gibidir, fakat daha az parametre kullanarak uygulamir. En uygun modelden dnemili
derecede farkli olmayan en basit modeli secerek, hata ve zaman tiketimi azaltilir
(Swofford vd., 1996). Bu konu Uzerine farkh istatistiksel metotlar vardir. Bu metotlardan
bir tanesi Akaike bilgi kriteri kullanlarak (A1C) uygulanabilir (Akaike, 1974). Yine benzer
sekilde BIC (Bayesian ) kriterine goére de uygun model secimi yapilabilir.
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Filognetikcilerin agaclarin glvenilirliginin hesaplanmas: igin en yaygin kullancigi
istatistiksel test “sec-bagla (bootstrap)”dir (Efron, 1982). Felsenstein (1985) tarafindan
gelistirilmis olan sec¢-bagla teknigi, filogenetik calismalar icin kullanilir ve yeniden
ornekleme ile yerine koyma yontemidir. Her bir tekrar icin bir topoloji olusturulur. Bitin
tekrarlardan sonra agaclar karsilastiriir ve gruplandirma icin dretilen agaglarin orani,
agacin i¢ kol iligkisi icin kullamlir ve buda se¢-bagla veri setlerinin tutarliligimin bir
Olctstna verir. Cok farkli turlerle yapilan calismalarda kullanilir (Silva ve Russo, 2000).
Hedges (1992), 2000 tekrar uygulanmas durumunda %95 se¢-bagla degerinin
hassasiyetinde sonsuz sayida tekrar ile karsilastinldiginda %1’lik bir hata olacagim
hesaplamigtir.

1.13. Cahhsmanmn Gerekcesi ve Amaci

Ozellikle Karadeniz havzasinda mersin bal1g1 (Acipenser) tiirii ok fazladir. Nitekim
daha onceki calismalarda morfolojik ve meristik 6zelliklere dayanilarak cesitli alt tirler
tanumlanmustir. Bu calismanin da yurituldigi Trabzon Su Urlinleri Merkez Arastirma
Enstitisi  biyo-ekolojik 6zellikleri ve kiltire anabilirligi konusunda 6n calisma
niteliginde bir calisma yapmistir (Akbulut vd., 2005). Ayni zamanda populasyon
caligmalari, koruma plam olusturma, yetistiricilik, habitat ve genetik disiplinlerinden
olusan daha kapsamli bir proje yirttilmektedir (Akbulut vd., devam ediyor). Ulkemizde
mersin balig ile ilgili yamlan calismalar daha c¢ok buyutme, avcilik gibi konulart
icermekte ve ¢ok az sayidadir. Turkiye kiyilarinda mersin baligi tirleri ile yapilan genetik
calisma mevcut degildir. Karadeniz' den 6rneklenerek yapilan calismalar mevcut olmasina
ragmen Turkiye kiyilarindan ornekler icermemektedir. Gerek koruma stratgjisinin
gelistirtmesinde gerekse yetistiricilik ve stok yonetim stratgjilerinin belirlenmesinde
filogenetik ve filocografik yaplanma bilinmemektedir. Ulkemizde mersin balig: lizerine
yapilan ilk molekiler calisma olmasi nedeniyle bu noktalardaki bilgi eksikligini bir dl¢tide
kapatarak daha sonraki calismalar icin temel olusturacaktir. Bu ¢alismada, Karadeniz'in
Turkiye kiyilanndan orneklenen Mersin baligi tirleri arasindaki genetik farkliligin
belirlenmesi amaglanmustir. Genetik veri olarak mtDNA Cyt-b ve tRNAP°-Dloop gen

bolgeleri sekans analizi sonuclar kullanilmstir.
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1.14. Onceki Cahsmalar

Birstein ve Doukakis (2000), Avrupa Atlantik mersini (Acipenser sturio L., 1758) ve
Amerika Atlantik mersini (Acipenser oxyrinchus Mitchill, 1815) arasindaki mitokondrial
sitokrom-b (cyt-b) , 12S ve 16S genlerinin kismi sekans verilerinin molekdler filogenetik
tabanli analizini yaparak, bu tlrler arasindaki yakin iliskiyi gostermislerdir. Acipenser
genusu icerisinde grup olarak bicimlenen kardes grup bu genusun diger tirleri icerisinde
daha bazal grup olarak gorilmustir. Ozellikle, 4. sturio icerisinde en az 2 farkl1 genetik
yapi bulunmustur (Kuzey ve Batlik Denizi), fakat bunlar attir olarak tanimlanmamistir. A.
oxyrinchus, icin mtDNA kontrol bolgesi ve cyt-b bolgelerinde sabitlenmis farliliklar
bulunmustur ve bu farklhilik 2 alttlrt aywrmaktadir, bunlar Atlantik mersini (4. oxyrinchus
oxyrinchus Mitchill, 1815) ve Meksika Korfezi mersini (4. oxyrinchus desotoi Vladykov,
1955)'dir. A. o. oxyrinchus, icersindeki haplotip cesitliliginin (Hd), Kuzey Amerikanin
dogu kiyilar1 boyunca gtineyden kuzeye dogru gidildikce azaldigi gorilmistr.

Jennecknes vd. (2000), yumurtlama zaman Volga Nehrinden yakalanan 34 yetiskin
A. gueldenstaedtii (14 disi ve 20 erkek), Hazar Denizinin guneyinden 3 tane ve Azak
Denizinden 9 tane, Lena Nehrinden 2 yetiskin disi A.baerii 6rnegi ile gen bankasindan
ainan sekandarla calismistir. Volga Nehrinden yakalanan ve morfolojik olarak A.
gueldenstaedtii olarak simiflandirilan baliklardan mtDNA cyt-b geninin sekans verilerinden
filogenetik analiz yapilmis ve bu bireylerin 11 tanesinin A.baerii oldugunu tespit
edilmistir. Yapilan analizde, cyt-b sekanslarinda 24 adet degisken bolge belirlenmis ve
bunun sonucunda 6 haplotip tespit edilmistir. NUkleotid Farklilig1 (k) ortalama 14,7 ve
Fst= 0,75 tesadufi olmayan bir onemlilik gostermistir. Volga Nehrinden A4.baerii olarak
tammlanan U¢ haplotip ile H4-H6 4 yerli A. gueldenstaedtii haplotipi arasindaki genetik
farklilik 13.0 +- 1,6% olarak belirlenmistir. Jukes-Contor Uzakligi (p-uzakligi) dan, MJ
ortalama katilim ve NJ komsu katilim algoritmasini kullanmislar ve seg-bagla degerini
%72 olarak gozlemlemislerdir. Azak Denizi yada Hazar Denizinin guneyindeki A.
gueldenstaedtii’lerde A.baerii haplotipi gorllmemistir. A. gueldenstaedtii ile A. baerii
yada A. baerii hibritleri arasinda genetik kontaminasyonu gozlenmistir. Bu turlerin yerli A.
gueldenstaedtii ile hibritlesmesi ve geri ¢caprazlamas: sonucunda 4. baerii 'nin morfolojik
olarak tamnmasim saglayacak ©zellikleri kayboldugu belirtilmistir. Bu bulgular havyar
ticareti kontrolti yada tir tammlamast icin koruma ve yOnetim programlar: icin 6nemli

oldugu belirtilmistir.
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Almadourave vd., (2000), ispanya da miizede bulunan ornekler (izerine yiritmiis
oldugu calismasinda, daha 6nce Garrido Romas vd. (1997) tarafindan morfolojik olarak
incelemis olan ve A. naccarii olarak belirtilen ve bdylece 4. sturio ile birlikte bu iki
tiriinde Ispanya icin yerli tir oldugu belirtilmesine ragmen orneklerden birinin trind
belirlemek icin mtDNA Cyt-b gen bolgesinin kismi sekansi alinmustir. Bu verileri
Adriyatik, Kuzey Denizi ve Grindo Nehri (Fransa)'den ainan canli 4. sturio ve balik
ciftliklerinden ainan A. naccarii ve A. baerii 0rnekleri ile karsilastirilmistir. Filogenetik
analizler cyt-b geninin kismi dizilimlerinin (402—245 bp) karsilastiriimasi ile yapilmustir.
Turler aras sekans farkliligi % 6,91 ile 4. sturio - A. naccarii ve % 7,43 A. sturio - A.
baerii arasinda degistigi gorulmustir. Elde edilen sonuclara gore morfolojik calismalara
gore A. naccarii olarak isimlendirilen miize 6rneginin 4. sturio oldugu ve bu tiriin Iber
Y annmadas nin yerli tek turt oldugu belirtilmistir.

Doukakis vd. (1999), iki tir mesin baligi, Sibirya (Acipenser baerii) ve sivriska
mersin (4. stellatus) baliklarinda, mtDNA D-loop, sitokrom b (Cyt-b) ve ND5/6 gen
bolgelerinin sekandlarini almis, geleneksel olarak belirlenen alt tirlerin taksonomik uyumu
ve koruma yonetim birimlerini belirlemek icin calismustir. Hicbir alttir icin tanimlayici
farkliliklar bulunamamustir. A. baerii igerisinde haplotiplerin cografik yapisi gbzlenmis ve
gen akis1 hesaplanmistir. Genetik verilerden 4. stellatus icin tlr ici at bdlinmenin
olmadig: tespit edilmistir. Koruma birimlerinin tammlanmasinda filogenetik kriterlerin
kullaniminin rasyonelligi icin diger metotlarla karsilastirmalar yapilmuistir. Sonug olarak
Acipenseridae icerisindeki  alttirlerde morfolojik ve cografik tabanli  alttir
tammlamalarimin, yonetim icin direkt olarak biyolojik ayrniima yaklasimimn uygun
olmayabilecegini ve genetik destek olmadan koruma programlarinda kullamlmamasi
Onerilmistir.

Doukakis vd. (2005), A. stellatus, A. gueldenstaedtii ve H. huso turlerinin farkli
populasyonlarindan ornekler ile yaptiklar: calismada 3 mtDNA gen boélgesini  (kontrol,
NADHS5 ve Cyt-b) calismislardir. D-loop (kontrol) bdlgesinin (631-646 bp) sekanslarin
karsilastirarak her bir tir icin atturler yada populasyonlarda bulunan tammlayict
farkhihklarin mevcut olup olmadigina bakmustir. D-loop gen bolges icin molekdler
varyans analizi (AMOVA) sonuglarina gore haplotipler arasanda 6énemli varyans oldugu
gorilmistir. Bunun nedeni ise tlrler ve populasyonlar icerisinde haplotipler arasi
farkliliktan kaynaklandigini, tir ici haplotip farkliligi (H. huso % 99,6, A. stellatus %
95,0, A. gueldenstaedtii % 81,0) ve populasyonlar igerisinde ise A. gueldenstaedtii %76,1
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ile 6nemli oldugunu belirtmistir. Bitiin ikili karsilastrmalarda f-degeri 6nemli bulunurken
yalnizca Azak ve Hazar denizleri A. gueldenstaedtii ve Hazar ve Karadeniz' de A. stellatus
ve H. huso 6nemli bulunmamistir.

Tagliavini (1999), italya da yetistirilen 6 mersin bal1g tirt arasinda mitokondrial
DNA degiskenligi Uzerine calismistir. Mitokondrial cyt-b ve D-loop gen bolgeleri PZR ile
cogaltilmis ve Rsal enzimi ile kesilerek olusan pargaciklarla analiz yapilmistir (RFLP). Bu
metodun tirler arasi varyasyonun belirlenmesine izin verdigi ve bu nedenle tirlerin
belirlenmesinde uygun bir belirteg oldugu belirtilmistir. Cyz-b geninin kismi sekanandan
elde edilen veriler, Maksimum Parsimoni, Komsu Baginti (NJ), ve UPGMA uzakl:
metotlaryla test edilmistir. Yapilan siniflandirma analizine gore Acipenser ve Huso
genuslarinin monofiletik oldugu beirtilmistir. Bunun yamnda bu ve 6nceki sitogenetik
veriler 120 kromozoma sahip 3 tir oldugunu gostermistir (H. huso, H. dauricus ve A.
ruthenus).

Birstein vd. (2000), calismasinda CITES izleme programlar: kapsaminda yapilan
mersin baligi ve havyar ticaretinde molekiler tir tespit metotlarin  6nemliligini
vurgulayarak, ginimuize kadar tir tespitinde problemler yasanan yakin iliskili 4 Avrasya
mersin tarlerinin (4. baerii-Sibirya mersini, A. gueldenstaedtii-Rus mexsini, A. persicus-
(iran mersini ve A4. naccarii-italya mersini) havyardan tir tespiti lzerine calisma
yuritmistir. Calismada yaklasik 2,3 kb'lik mtDNA sekans (Sitokrom b, NADHS5, Kontrol
bolgesi) verileri kullanilmistir.  Sonug olarak, A. gueldenstaedtii’'nin atasal tir oldugu ve
buna bagli olarak 2 mitokondria soy grubu bulunmustur; bir tanesi filogenetik olarak
birlesmis olan A. persicus ve A. naccarii iken diger soy grubunun ise A. baerii oldugu
tespit edilmistir.

Birstein vd. (2002), yasayan 23 mersin tlrl arasindaki iliskiyi gostermek icin 5
MtDNA gen bolgelerinin sekandlar1 (sitokrom b, NADHS5, kontrol bolges, 16S ve 125)
Uzerinden bir filogenetik hipotez olusturmustur. Agag Acipenser ve Huso tirleri arasindaki
iliskiyle ilgili onceki hipotezleri desteklemistir. Scaphirhynchus ve Pseudoscaphirhynchus
genuslarinin Scaphirhynchinae atfamilyas: gibi monofiletik grup olmadig: belirtilmistir.
Scaphirhynchus ve Pseudoscaphirhynchus arasindaki morfolojik benzerlik Kuzey Amerika
ve Orta Asya nehir sistemlerinin benzer cevre sartlarinda farkli atasal mersin baligimn bir
sonucu olabilecegi belirtilmistir.

Ludwig vd. (2002), molekiler metotlar kullanarak ticareti yapilan siyah havyardan
mersin balig: tdrlerinin tespitine yonelik calismuslardir. 858 bireyde 22 tir mersin baliginin
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tespiti icin Cyt-b genindeki potansiyel, turlere 6zgi kesim yerleri belirlenmistir. BUtin
trlerin aynminin tekbir endonikleaz enzimi kullanarak mimkin olmayacagi, tirlere
bagli olarak 1- 4 farkli enzimin kullamlmas: gerektigi bildirilmis ve tamamen 7 farkl1
kesici enzimin 17 Acipenseriform tUrinin, mtDNA diuzeyinde tirlere 6zgl kesici
yerlerinin belirlenerek aynlabilecegi belirtilmistir. Scaphirhynchus genusu igerisinde tg tur
( S.albus, S. platorhynchus ve S. suttkusi) ve yine A. gueldenstaedtii ile A. persicus
birbirinden ayrilmamustir. Bu ¢alisma sonucunda havyar Gretiminin btytk bir kisminin
yapildig1 UG tlr olan, A. gueldenstaedtii, A. stellatus ve H. huso turlerinin belirlenmesi ve
kontrolt imkam saglanmis ve daha detayli tammmlamalar icin kombine nikleer ve mtDNA
belirtederini  kullanilmasimin  gerektigi  ifade edilmistir. Ayrica calismada A.
gueldenstaedtii / A. stellatus, A. gueldenstaedtii / A. ruthenus ve A. gueldenstaedtii yada A.
persicus / A. nudiventris arasinda hibritlesmeler gbzlemlenmistir.

Wolf (1999), mersin balig: tdrlerini havyardan tespit etmek icin mitokondrial gen
bolgelerinin  (tRNAglu/ Cyt-b) PZR kullanarak cogaltiimasina dayali bir metot
gelistirmistir. Farkli tipteki havyarlar ayrilarak, gogaltilan 462 bp uzunlugundaki PZR
Urininin farkli enzimlerle kesilmesi sonucunda ture 6zgu kesim yerleri ile tirlerin
belirlenmes saglanmistir. Kullanilan bu metotla Avrupa ve Asya tirlerinden, Acipenser ve
Huso 'dan farkl 10 tdrdin ayrilmast i¢in uygun oldugu gosterilmistir.

Pourkazemi (1999), Rus mersininin (Acipenser gueldenstaedtii) populasyon yapisi
MtDNA D-loop bdlgesi PZR ile cogatimis ve farkli kesici enzimlerle morflar
olusturulmustur. BUtin oOrnekler icerisinde 7 birlesik haplotip belirlenmis ve ortalama
nukleotid ve haplotip ¢esitliligi 0,05 + 0.00 ve 0,75 + 0.00 (SE) olarak hesaplanmustir.
MtDNA- D-loop bdlgesinin enzimlerle kesilmesi sonucunda elde edilen iki morfun (A ve
B) srasiyla 0,5 ve 0,36 ile yuksek frekansa sahip oldugu tespit edilmis ve Rus mersini icgin
farkli biyolojik gruplarin (stok yada mevsimsel grup, yas grubu) icin potansiyel genetik
belirteg olabilecegine isaret edilmistir.

Congiu (2001), caismasinda AFLP nin hibrit mersin baliklarint tespit etmede
kullanilabilirligini test etmistir. 7 adet 4. nacari (Orzinuovi, Brescia, italya) ve 15 adet A.
transmontanus (Sacramento-San Joaquin ) ve bu baliklarin hibriti olan 5 birey (Orzinuovi,
Brescia, italya) ile calismistir. Coklu lokus AFLP profillerinin siniflandirma analizinin
kullamm ile gézlenen ve beklenen drnekler tzerinden ayirma testi yapilmistir. Elde edilen
sonuclara gore, bu metot ile mersin balig hibritleri kolay bir sekilde tammlanabilecegi

gorilmustdr.
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Comincini (2002), calismasinda RAPD analizini kullanarak, Huso huso, Acipenser
naccarii, A. baerii, A. gueldenstaedtii, A. transmontanus ve A ruthenus tUrleri arasindaki
iliskileri irdelemistir. Farklt primerlerin aplifikasyonu ile cogatilabilir elektroforetik
modeller elde edilmis ve bu modeller Gzerinden monomorfik ve polimorfik karakterlerin
bir veri seti duzenlenmistir. RAPD belirteclerinin calisilan tirler icinde sistematik veri
saglayabilir ve mersin turlerinin ayriminda kullanlabilir oldugu tespit edilmis ve tire 6zgu
belirteclerin bazilar1 izole edilerek klonlanmis ve bu sekilde farkli tdrlerin ayirinunda
kullanilacak etkili prop saglanmustir.

Jenneckens (2001), mersin baligi makrosatelliti olan LS-39 lokusunu 10 farkli
Acipenserinae tirinde denemis ve siyah havyar Uretiminde yogun olarak kullamlan A.
stellatus’ un genomik DNA dizeyinde, belirlenmesi icin potansiyel oldugunu belirtmistir.
Bunun nedenini ise ¢alisilan lokusun 111 bp'lik sabitlenmis allel Urettigi ve bu alelin, bu
zamana kadar calisilan diger turlerde bulunmamis olmasina baglamistir. Mersin trlerinin
kaynagi ileilgilenildiginde, LS-39 satellit lokusunun siyah havyar 6rneklerinden ¢alismak
icin gelistirilen ilk nikleer belirtecler oldugu ve ayrnca mersin baliginin poliploid
durumunun tartismasina daisik tutacag: belirtilmistir.

Ruiz-Rejon (2000), calismasinda Adriyatik mersini (4. naccarii), Sibirya mersini
(Acipenser baerii) ve morina (Huso huso) turlerinin genomlanndan Hindlll olarak
isimlendirdigi satellit DNA karakterize etmistir. Bu satellit DNA Atlantik mersinin
genomunda bulunamamistir.  Hindlll  satellit DNA’'min  kullanimiyla  diger  torler
karsilastirilmis ve elde edilen sonuclara gore; 1) 4. naccarii ve A. baerii turlerinin yakin
iliskili oldugu 2) H. huso tOrinin Acipenser genusuna ait goruldigl ve muhtemelen
Huso'nun Acipenserinae’dan ayr1 bir genus olarak ayrilmadigi 3) A. sturio tUrtnun,
calisilan diger Uc trden stHindlll satellit bolgesinin olmayist ile farklilastigi ve biyik
ihtimalle Acipenserinae igerisinde farkl bir evrimsel soy grubu gosterdigi tespit edilmistir.
Ayrica. stHindlll satellit DNA’smn Avrupa min farkli bolgelerinden yakalanan mersin
orneklerinin tespitinde basarili bir sekilde kullanilabilecegi vurgulanmustir.

Ludwig vd. (2000), 19 mersin tird ve 1 adet paddiefish de toplam 1238 Ornekte
heteroplazmi calismiglardir. Merkezi tekrar bolgesinin uzunlugu tirlere gore 74-83 bp
araliginda degistigini belirtmistir. Paddlefish tlrl Polyodon spathula’ da tekrar bolgesi
gorilmemistir. Bununla birlikte tekrar bolgelerinin TAS motifleri ile iliskili oldugu
belirtilmistir. D-loop igerisinde turler aras gorilen 138 mutasyonun yaklasik yarisi TAS
motiflerinin 10 bp asagist veya yukansnda gorilmektedir. llging olarak homoplazmik
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turlerin ¢ogunda TAS motiflerini yukarist silindigi gorulmektedir. TAS bolgesinin alt
kisminda silinme ise yalnizca 2 heteroplazmik tirde gérilmsttr ve bu olay heteroplazmik
durumla ilgili degildir. Heteroplazmik bireylerin ¢ogunda 2 yada 3 tekrarli yapi
gortlmistir. Iki tekrardan daha fazla tekrara sahip homoplazmik birey gérilmemistir. En
fazla 7 tekrar gorUlmistir. Gorllen tekrar sayilari ve tlrler soyledir; 74 bp tekrar
S.platorynchus ve S.albus, 78 bp A.mikadoi, 79 bp A. oxyrinchus ve A. medirostris, 80 bp
A. ruthenus ve A. sturio, 82 bp A.baerii, A. fulvescens, A. gueldenstaedtii, A. naccarii, A.
nudiventris, A. persicus, A. stellatus, A. transmontanus ve H. huso ve 83 bp A.
brevirostrum.

Brown vd. (1996), dort adet Kuzey Amerika turinde (4. tramsmontanus, A
medirostris, A. fulvescens ve A. oxyrhynchus) iki tane tRNA gen ve D-loop bdlgesinin
sekandlarn alinarak boy varyasyonuna ve heteroplazmik durumu belirlemek icin galigmustir.
Tekrar bolgeleri 78-82 bp olarak bulunmustur. Boy varyasyonu ise A. transmontanus Gip:
0,758, A medirostris Gip: 0,615, A. fulvescens Gip: 1 ve A. oxyrhynchus Gpi : 1 olarak
hesaplanmustir. A. transmontanus ile A medirostristris tirlerinin érnekleri (Kb) arasindaki
genetik farklilik 6nemli bulunmamustir (t-0,782 df=183 ve p=0,44).

Buroker vd. (1990), 4. transmontanus 0rneklerinde D-loop bdlgesinde boy farkliligi
ve heteroplazmi Uzerine ¢alismustir. Bu tdr icin 82 bp’lik tekrar oldugu tespit edilmistir.

Tekrar bolgeleri arasndatam bir uyumun olmadig:r gorulmustr.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1. Calisma Sahasi

Mersin balig: tirleri Karadeniz'in Tirkiye kiyillarimin tamaminda  (Artvin-Hopa —
Tekirdag) zaman zaman gortldigt bildirilmektir ve tim Karadeniz’ de dagilim
gostermektedir. Ornekleme yerleri, bu tirlerin Karadeniz’in Turkiye kiyisinda dagilim
gosterdigi yerler ve muhtemel dogal yumurtlama aanlann da igine alacak sekilde
belirlenmistir (Kizilrmak, Yesilirmak gibi). Fakat bununla birlikte balikciligin yogun
olarak yapildig1 diger bolgelerden de ornek temin edilmistir. Calismada, Rize, Trabzon,
Giresun, Ordu, Samsun, Sakarya ve Istanbul olmak (izere toplam 7 ilden ornekleme
yapilmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Ornekleme alanlar1 ve 6rneklerin tirlere gore dagilimi (4. baerii / benzer 6rnegi
A. gueldenstaedtii Giresun ornekleri icerisinde gosterilmistir)
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2.1.2. Ornekleme
Ornekleme, 2005-2007 tarihleri arasinda Rize, Trabzon, Giresun, Ordu, Samsun,

Sakarya ve Istanbul olmak Uzere toplam 7 ilden yapilmis ve toplam 82 adet Ornek
toplanmustir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Orneklenen tiirler ve 6rnekleme yerleri (6rnek numaralari ile verilmistir)

Orneklenen TURLER
Ornekleme TOPLAM
. A. stellatus A. gueldenstaedtii H. huso
Yeri

Rize 25-78 2

Trabzon 26-27-28-80 81 20-29-30-69-70— 16
71-72-73-74-75—

92
Giresun 48-49-57-60- | 4044-46*-53-54— | 9-18-19-21-22— 29
90 58 23-24-41-42-43—
45-47-50-51-52—
55-56-59
Ordu 87 31-83-88-89-86 6
Samsun 32-66 37-61-67-91-62 | 35-36-38-39-65— 16
76-77-84-82

Sakarya 63-64 2

Istanbul 79

Kultar 2-3-4-56-8-10- 10

11-13-14
TOPLAM 11 25 46 82

* A. baerii/benzer Ornegi

Bircok canli icin farkli 6rnekleme metotlar1 (6ldurerek, yakalayip 6ldirmeden ve
yakalamadan geride biraktigi (deri, boynuz, diski vb.) materyallerden yapilan érnekleme)
kullamimaktadir. Bu ¢alismada, baliktan kuyruk ytizgecinden doku parcas alinarak baliga
zarar verilmeden uygulanan 6rnekleme metodu kullan Imustir.

Orneklemede takip edilen yaklagim iki grup altinda toplamak mimkindir.

1- Tesadufi avlanan baliklardan yapilan ornekleme; ilk olarak balikcilarla isbirligi
yapllarak av araglari ile hedef dist av olarak takilan mersin baliklarnindan 6rnekleme
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yapilmistir.  Su  Urtinleri Merkez Arastirma Engtitiisiinin - yuritmis  oldugu  proje
kapsaminda, bu bolgelerde bulunan balikcilar mersin tirleri hakkinda bilgilendirilerek bu
sekilde avlanan baliklar icin kayit formlari olusturulmustur. Canli baliklarin kuyruk
yuzgeclerinden 1-1,5 cm?lik bir doku parcas: aindiktan sonra markaanarak kuyruk
denize birakilmistir. Agdan 61U ¢iknmus yada sonradan 6ilmus olan taze baliklardan da yine
ayni sekilde drnekleme yapi I mustir.

2- Yetistiricilik havuzlannda mersin baligi besleyen (bulunduran) balikg ve
kurumlardan yapilan drnekleme; Farkli zamanlarda yakalanmis olup da havuz ve tanklari
da bulunan baliklar ile  yurtdisindan getirilen yumurtadan elde edilen larvaann
buyUtilmes ile elde edilen bireylerden 6rnekleme yapilmistir.

DNA elde etmek icin toplanan drneklerin kaudal ylUzgeclerinden alinan yaklasik 1—
1,5 cm? doku 6rnegi, icerisinde %98’ lik etanol bulunan 1,5-2,0 ml’lik tiiplere konularak

laboratuara getirilmis ve -20 °C’ de derin dondurucuda muhafaza altina alinmustar.

2.3. Toplam DNA’min Elde Edilmesi

DNA izolasyonu, Karadeniz'in Turkiye kiyilarindan toplanan ve %98’ lik etanol de
saklanan mersin baligi oOrneklerinin kaudal yuUzgeclerinden veya kas dokusundan
yapilmistir. DNA elde edilmesi igin birgok metot kullanlabilmektedir. Doku 6rneklerinden
DNA elde edilmesin icin fenol/kloroform-alkol ¢oktiirme protokolt (Kocher vd., 1989;
Hillis vd., 1990) kullanlabilir. Daha farkl1 6rnek tipleri icin “Chelex” protokolU (Singer-
Sam vd., 1989; Walsh vd., 1991) sac drnekleri gibi dokular icin uygun olabilir ve “silika’
protokolii (Boom vd., 1990; HoOss ve Paabo, 1993) eski (ancient) dokulardan PZR
inhibitorlerinin etkili bir sekilde uzaklastirilmasina izin verir. DNA elde edilmesinde ise
hazir kitler ve manyetik boncuk protokolleri de kullamimaktadir (Flagstad vd., 1999).

Bu calismada toplam DNA’'nin elde edilmesinde standart ticari kitler (QIAGEN,
DNeasy® Tissue kiti veya PROMEGA SV Wizard kiti) kullamlmistir. Ethanol de saklanan
doku orneklerden yaklasik olarak 2 mm?® buyUkligunde 15-20 mg doku hassas terazide
(DENVAR, Sekil 2.2.d) tartilarak DNA elde edilmesi igin kullanmigtir. Alinan doku ornegi
3-4 parcaya boltinerek 1,5 ml’lik tipe konulmus ve oda sicakliginda tiplerin kapaklar: agik
5 dakika bekletilerek etanolun ugmast saglanmistir. Ilk asama olan dokunun parcalanmas:
icin tupe “Parcalama COzeltiss Ana Karisimi” (Digestion Solution Master Mix) (Cekirdek
Lizis ¢ozeltisi 200 ul, EDTA 50 ul (0.5 M- pH 8), Proteinaz K 20 pl ( 20 mg/ml) ve RNase



A cozeltis 4 pl (5 mg/ml)) ilave edilerek 55°C de en az bir gece sarsakli su banyosunda
(NUVE, ST-402, Sekil 2.2.a) inkiibe edilerek dokunun tamamen parcalanmas: saglamistir.
Daha sonra Wizard® SV Lizis Tamponu ilave edilerek homojenize olmus lizat elde
edilmistir. DNA €eldesinin ikinci asamas, lizattan DNA'nin saflastinlmas: asamasidir.
Homojenize olmus 6rnek mini spin kolon igine konmus ve kisa siireli santrifij (SIGMA, 1-
15, Sekil 2.2.c) edilerek DNA'min secici membrana yapismas: saglanmistir. Bu sekilde
membrana tutunmus DNA 2 sefer yikanarak kontaminantlar uzaklastirilmigtir. Son olarak
dH2O veya TE (pH 8,0) tampon ile santriflyj islemi yapilarak DNA’y1 igeren sulu sol iisyon
elde edilmistir (Tablo 2.2).

Sekil 2.2. DNA eldesinde kullanilan bazi aletler. a- Sarsakli su banyosu, b- Sarsaksz
su banyosu, cMikrosantrifuj, d- Hassas Terazi, e- Vorteks
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Tablo 2.2. DNA elde etme protokol i

0,5 ilal1,2 cm uzunlugunda yaklasik 15-20 mg agirliginda doku 6rnegi
tartilarak iki yada daha fazla parcaya ayrilir ve 1,5 ml’'lik tUplere
transfer edilir.

Her bir tipe 275 ul Parcalama Cozeltiss Ana Karisimi ilave
edilir.(Cekirdek Lizis ¢ozeltiss 200 pl, EDTA 50 pl (0.5 M- pH 8),
Proteinaz K 20 pl ( 20 mg/ml) ve RNaz A ¢ozeltisi 4 pl (5 mg/ml))

Ornek tuplerini 55°C de sicak blokta yada sarsakli su banyosunda bir
gece (16—18 saat) inkibe edilerek dokular parcalanr.

Her bir tipe 250ul Wizard® SV Lizis Tamponu eklenir ve vortekslenir.

Bu asamada —70°C de muhafaza edilebilir fakat lizatlar bir sonraki
adima gegmeden 6nceden ¢ozullir ve 55 °C de 1 saat 1sitilir, lizatlar
sicak olmalidir.

e

Her bir 6rnek lizati ayri ayr1 2 ml’lik toplama tlptne takilan Wizard®
SV Minikolonlaratransfer edilir.

13,000 x g de 3 dk. santriflj yapilir.

C A

|

Minikolon uzaklastirilir ve toplama tiiptindeki sivi dokltr. Minikolon
toplama tiiptine yeniden takilr.

Her bir 6rnege 650ul Wizard® SV yikama ¢ozeltisi (95% ethanol ilave
edilmis) ilave edilir. 13,000 x g de 1 dk. santrif(j yapilir ve toplama
tUpundeki sivi dokdldr.

2. yikamaicin 500 pl Wizard® SV yikama ¢ozeltis ilave edilir 13.000x
g de 3 dk. Santrifdy edilir.

Toplama tlptindeki sivi dokdltr, minikolon yeniden takilir ve 2 dk
13.000 x g de baglama ortaminin kurumasi icin santriftj edilir.

Wizard® SV minikolonlar yeni bir 1,5 ml’lik tipe transfer edilir ve
250ul oda sicakliginda Nuclease' siz saf su eklenir. Oda sicakhginda 1
dak. inkube edilir

Minikolon/tiip 13,000 x g de 1 dak santrifjj yapilir. tipte toplanan sivi
dokulmez.

2. defa 250pl oda sicakhiginda Nuclease'siz saf su eklenir. Oda
sicakliginda 1 dak. Inkibe edilir. Minikolon/tip 13.000 x g de 1 dk
santrifdj yapilir.

Minikolonlar atilir ve saflastirilmis DNA alinarak -20 C° yada -70 ° de
saklanir.

—Cﬂj) Cﬁﬁ-‘—mw‘—m/ﬁkmw

Not: Uretici firmanin (Promega, Wizard” SV Genomik DNA Purifikasyon Sistemi) driin

protokol inden ainnustir.
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2.4. DNA Kalite ve Miktarimin Belirlenmesi

DNA 06rneklerinin konsantrasyonu ve safligimn tahmini UV/visible spektrofotometre
(BIO-RAD, The SmartSpec Plus, Sekil 2.3) kullamlarak, 260 ve 280 nm dalga boyunda
optik yogunlugun okunmasiyla tahmin edilmistir. 260 nm dalga boyundaki optik yogunluk
(OD) degeri nikleik asitlerin her ikisini DNA ve RNA’nin hesaplanmasni saglar. 280 nm
dalga boyu ise drnekteki protein miktarin belirler. 260 nm’'de OD degeri 1,0 oldugunda,
konsantrasyon gift iplikgikli DNA igin 50 ug/ml ve tek iplikcikli DNA igin 40 pg/ml olarak
kabul edilir (Aquadro vd., 1998).

Sekil 2.3. Spektrofotometre

260 nm ve 280 nm okumalar1 arasindaki oran izole edilen niklelk asitin safliginin
tahminini verir. Saf olan DNA i¢in OD,gy/OD gy Oram 1,8-2,0 arasindadir. Eger protein
velveya fenol kontaminasyonu varsa bu oran 1,8’ den ki¢uktir. Bu durumda kontamine
olmus 6rnege son konsantrasyon 200 ug/ml olacak sekilde proteinaz K ilave edilir. DNA
cozeltisi 37°C’'de iki saat inkube edilir ve birer kez fenol ve kloroform:isoamil (24:1)
asamasndan sonra etanolle ¢okeltilir. Etanol uzaklastirildiktan sonra ¢cokelmis DNA TE
tamponu (pH: 8,0) veya ddH>O da ¢Ozindurdlur. Eger saflik kontroliinde oran 2,0'1n
Ustinde cikarsa ornekte RNA bulundugunun gostergesidir. Bdyle durumda son
konsantrasyon 100 pg/ml olacak sekilde RNase A enzimi ilave edilir. DNA soltsyonu 37
°C’de bir saat inkiibe edilir ve DNA elde etme protokol indeki gibi saflastirilir.
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Genel olarak, 10 pl izole edilmis DNA 490 ul TE tamponu ile karistirilir ve 65°C’ de
30 dakika inklbe edilir. Kor ¢ozelti olarak 500 ul TE tampon Kuvartz kivete konulup
okuma yapildiktan sonra, DNA Ornegi spektrofotometre ye yerlestirilir. Ornegin
sulandirma oram dikkate alinarak, orijinal 6rnek konsantrasyonu asagida verildigi gibi
hesaplanr:

DNA konsantrasyonu (ug/ml) = (WI%

OD
il ml j 260

Burada X kullanilan DNA hacmidir.

2.5. DNA Yogunlugunun Ayarlanmasi

DNA konsantrasyonlar: belirlenen tim 6rneklerin yogunluklart TE tampon (pH:
8,0) veya saf su (ddH20) ile 100 ng/ul konsantrasyon olusturacak sekilde seyreltilmistir.
Bu sekilde konsantrasyonlar1 esitlenen DNA’lar PZR ¢ogaltmasinda kullanmak igin hazir
hale getirilmistir.

2.6. DNA Cogaltilmasi (Amplifikasyonu)

Mersin baligi orneklerinden elde edilen toplam DNA icerisinden mitokondrial
DNA’'nin Cty-b ve tRNAP°-Dloop bolgeleri cogaltilmak igin segilmistir (Sekil 2.4). Bu
bolgeler icin bagka arastiricilar tarafindan gelistirilen primer setleri (ileri ve geri yonll)
kullamlarak Cyt-b icin 1150 bp ve tRNAP® -Dloop icin 250-600 bp'lik parcacik
cogaltilmistir (Tablo 2.3).

S TAS 3
ATTE 2 Ta LATAL LAL ST T AT TRT A T AL ATT AR T T CTALl LA (LA TA L R L ASL-TRTTT A ATATA AT TAARTT
S -
—
. Thwr Pre cse 1 23 a4
Cyvt-b pna Dloop
| 1 T | | T T T | |
1441 o’ 0 400 200 300 400 500 G600 FO0O S00O
100 bp

Sekil 2.4. Cogaltilan gen bolgeleri (Brown, 1992a dan modifiye edilmistir).
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Tablo 2.3. Calismada kullanilan mtDNA segmentleri ve primer sekandar

Segment- | Primerler Biiyiik. | Yazarlar
mtDNA (bp)
{RANPO. | Hetero - 5-ACCCTTAACTCCCAAAG-3 250- | Ludwigve
Dloop Heteroll- 5'-CATTTRATGGTAGATGAAAC-3 600 Jenneckens,
2000
F5-CGTTGTHWTTCAACTAYARRAAC-3 Ludvyi gve
*E5-TGACTTGAAAAACCACCGTTGTTA-3' Eem'e May,
Cyt-b 1141 | 2000
R-5-CTTCGGTTTACAAGACCG-3 *Bernatchez
ve Donzman,
1993

Not: W: AyadaT, M: AyadaC, R: AyadaG, S: GyadaC, K: GyadaT, Y: T yadaC
V:A, G CD:AGT,HACT,BT,C GveN: ACGT

Cift iplikcikli DNA’min yukseltgeme islemi her bir 6rnek DNA’s ile birlikte toplam
50 ul’lik PZR hacminde yurittlmistar. Bu karisim icerisinde sirasiyla; DNA, ileri ve geri
yonlu primerler, PZR Master Mix, 2X (PROMEGA) (Reaksiyon buffern (pH 8,5) ve
ddH,O bulunmaktadir. 2X Reaksiyon Buffur: ise, 50 tnite/ml TagDNA Polimeraz enzimi,
400 pM dATP, 400 uM dGTP, 400 pM dCTP, 400 uM dTTP, 3 mM MgCl, dan
olusmaktadir. Hazirlanan karisim 0,5 ml’lik PZR tuplerine dagitilmistir (Tablo 2.4).

Tablo2.4. Sitokrom b ve tRNAP°-D-loop bolgelerinin  cogaltilmas igin
belirlenen PZR karisiminin bilesenleri ve miktarlar:

. . Miktar
PZR Bilesenleri Cyt-b tRNAproD-loop
2X Reaksiyon Buffer
50u/ml Tag DNA Polimeraz
3mM MgCl, 25ul 25ul
400uM dNTPs (dGTP, dCTP, dATP ve
dTTP)
Tleri yonlii Primer (10puM) Sul 6ul
Geri yonlt Primer (10uM) 5ul 6ul
DNA (100ng/ml) 6ul 10ul
Nucleaz icermeyen saf su oul 3ul
Toplam 50ul 50ul
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Orneklerin spesifik gen bolgelerinin cogaltiilmasnda Thermal Cycler (Bio-Rad
DNA-ENGINE, PTC 200, Sekil 2.5) yardimiyla yapilmis ve Tablo 2.5 de verilen PZR
programlari, tatmin edici sonuglar vermistir. ilk acimda 94°C de 1 dk.’ 1k bir denaturasyon
islemi yapmlarak dongulere gecilmistir. Dongl icerisinde tekrar 94°C de 1 dk.’hik
denaturasyon, 47-50°C de 30 sn hibridizasyon, ve 72°C de 1,5 dk. polimerizasyon islemi
icin uygulanmistir. 30-34 dongu sonrasinda 72°C de 5 dk son polimerizasyon islem

tamamlanmus ve 4 °C de drneklerin tutulmasi icin program yapilmistir (Tablo 2.5).

Sekil 2.5. PZR isleminin gerceklestirildigi termal cycler

Tablo 2.5. Calismada kullanilan primerler icin belirlenen PZR programlart

PZR Kondisyonu mtDNA Gen Bolgesi
Cyt-b
Sicaklik | Sire Tekrar miktar:
(W) (déngd)

Birinci denaturasyon 94 1 dk 1
Denaturasyon 94 1

Baglanma 47 30sn 34

Yeni zincir sentezi 72 1,5 dk

Fina zincir sentezi 72 5dk 1

tRNA""’D-loop

Birinci denaturasyon 94 1dk 1
Denaturasyon 99 30 sn
Baglanma 50 30sn 30
Yeni zincir sentezi 72 1dk

Final zincir sentezi 72 4 dk 1
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2.7. PZR Uriin Bantlannmn Goériintiilenmesi

PZR yikseltgemesi sonras 5 pl PZR drdnd + 1 ul 6X yukleme boyasi (Loading dye)
ve 50 yada 100 bp’'lik DNA boy belirteci (3 ul boy belirteci + 1 ul 6X yikleme boyasi),
ethidium bromid yogunlugu 0,01 mg (1mg/100ul) olacak sekilde hazirlanan %1,5'lik
agaroz jel Uzerinde 1XxTBE tampon sisteminde kosturulmustur (Sekil 2.6.b). Jeller her bir
fragment modeli icin istenilen ayristirma ve jel konsantrasyonuna bagh olarak yaklasik
olarak 10V/cm’de 4050 dk. kosturulmustur. Ethidium bromidle boyanan DNA pargalari
UV illiminatorle gérunttlenmistir. Jel gorunttleri jel dokimantasyon sistemi (Biostep,
Darkhood DH-30/32) ve termal yazict (Mitsibushi, PO1D) kullanilarak kayit edilmistir
(Sekil 2.6.9).

Bu goruntuler Uzerinden PZR c¢ogaltmasimin etkinligi kalitatif ve kantitatif olarak
belirlenmistir. Ayni zaman da PZR Urdn boyu beklenen Grin boyu ile karsilastirarak
kontrol edilmistir. Cyt-b ve tRNAP°-Dloop bolgesinin gogaltilan yaklasik riin boylan
srasiyla 1150 bp, 250-600 bp arasi buyuklikte oldugu bulunmustur. Kontrol sonrasi
basarili bulunan PZR driinleri yakin zamanda kullaiimak Uzere 4°C'de tutulmus

veyadaha uzun siireli kullanim igin derin dondurucuya (-20 °C) konulmustur.

Sekil 2.6. Jel goriintileme Unitesi (@) ve elektroforez (b)
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2.8. Heteroplazmi ve Boy Varyasyonu

D-loop bolges PZR ile cogatilarak %1,5'lik agaroz jel elektroforezinde
yuritilerek birden fazla bant olusturan bireyler belirlenmistir. Jel gorunttlerinden ayni
zamanda tim Urtnlerin yaklasik boylari belirlenmistir. Daha sonra, bu 6rneklerden

bazilarinin sekandan alinarak tekrar motiflerinin belirlenmesinde kullan I mistir.

2.9. Sekans i¢in PZR Uriiniiniin Saflastirma

Sekansi alinacak Orneklerin saflsstirlmasinda iki farkli metot kullamlmustir.
Oncelikle goruntilenen PZR Urtnlerinin kantitesi ve kalites agaroz jel elektroforezi
gorunttlerinden tespit edilmistir. Jel Uzerinde tek bant olusturan Urinlerin (cyt-b bolges
icin) saflastiiimast direkt PZR drlininin saflastirmast Wizard® SV Gel ve PCR Clean-
Up System, (Promega) kiti kullanilarak gerceklestirilmistir.

Ikinci metot, jel gorinttlerinde birden fazla Grinin tespit edildigi durumlarda ise
(tRNAP®-Dloop da heteroplazmik durum icin) sekans: alinacak DNA parcaciklan yine
ayn kit kullanilarak jel Uzerinden saflastirlmigtir. UV korumali maske takilarak UV 1s1k
altinda, DNA bantlar1 bir bisturi ile kesilerek birbirinden ayrilmistir. Ayrilan jel parcasinda
DNA'nin bulunup bulunmadigi kontrol edilerek tartiimis ve 1,5 ml’lik mikrosantrifu
tiiplere konulmustur. Uzerlerine agaroz jelin ¢bzilmesini saslayacak tampon ilave edilerek
60 °C de inklbe edilmistir. Jel tamamen ¢ozuldikten sonra DNA minikolon yardim ile
tutulmus ve 2 yikama isleminden sonra saflastirilan DNA serbest hale getirilerek 1,5
ml’lik tdp icerisine toplanmistir (Tablo 2.6). Saflastirilan tGriin DNA boy belirteci ile %
15lik agaroz jel elektroforezinde kosturularak 0Orin kaybir olup olmadigi kontrol
edilmigtir.

2.10. PZR Uriin Sekansi

Saflagtirilan 100 pl’ lik PZR drunleri 50 pl hacim icerisinde sulandirilarak her iki gen
bolges icin ileri ve geri yonlt primerleri ile birlikte sekans analizi igin ticari faaliyet
gbsteren bir laboratuara gonderilmistir. PZR Orinin sekanslarinin ainmasinda her iki
primer ayri ayn kullanilmistir. Bu sekilde her bir iplikcik digeri ile tamamlayici olarak
karsilastinlarak iki defa kontrol edilmistir.
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Tablo 2.6. PZR Urunin direkt ve agaroz jelden saflastirilmas protokol G

A. Jel parcasi ve PZR Uriiniiniin hazirlanmasi

darass alinmis 1,5 ml’lik mikrosantrifuj tipe konularak agirliklar:
kaydedilir.

2. Her 10 mg jel parcasi icin 10ul Membran Baglama Cozeltisi ilave edilir.
Vortekslenir ve 50-65°C de jel tamamen ¢Ozuil inceye kadar inktbe edilir.
2. PZR Uriiniiniin Saflastiriimasi

1. PZR reaksiyonu hacmi kadar Membran Baglama Cozeltisi ilave edilir.

B. DNA’nin baglanmasi

1. SV Minikolon toplamatiiplerine takil ir.

2. Cozulmus jel karisimi yada PZR Grint minikolonatransfer edilir ve
odasicakliginda 1 dk. inkibe edilir..

3. 16,000 x g de 1 dk. santrifijj edilir ve toplama tliptindeki sivi dokuilerek
Minikolon yeniden takilir.

1. Agaroz jel parcalarinin ¢oziilmesi
1. Elektroforez sonrasi DNA bantlar: jelden kesilir ve kesilen jel parcast

C. Yikama chp
1. 700ul Membran yikama ¢ozeltisi (ethanol ilave edilmis) den ilave edilir i
ve 16.000 x g de 1 dak. santrif(jj edilir. Toplama tUpindeki sivi dokilerek
minikolon yeniden takilir.

2. 500l Membran yikama ¢ozeltisi eklenerek tekrar yikamr ve 16.000 x g
de 5 dk. Santrifdj yapilir.

3. Toplamatlpl bosatilir ve kapak agik sekilde 1 dk. yeniden santrifjj
edilir, bdylece kalan ethanol uzaklastirilmis olur.

D. Elusyon Y
1. Dikkatlice minikolonlar temiz 1,5 ml’lik mikrosantrifuyj tUplere transfer
edilir.

50pl of Nukleazaz Saf Su minikolon tizerine ilave edilir ve oda
sicakliginda 1 dk. inkiibe edilir. Daha sonra 16.000 x g de 1 dk. SantrifUj
edilir.

2. Minikolon atilir ve DNA 4°C yada—20°C saklanir.

Not: Uretici firmamn (Promega, Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System ) driin
protokol inden ainmustir.
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2.11. Sekans Verilerinin Analizi

Sekans verilerini degerlendirmek icin yogun olarak bes bilgisayar programi
BIOEDIT (Hal, 1999), DnaSP 4.0 (Rozas ve Rozas, 1999), MEGA 3.0 (Kumar vd.,
2004), ARLEQUIN (Schneider vd., 2000) ve PAUP (Swofford, 2003) kullan: I mistir.

2.11.1. Coklu Sekans Hizalamasi (Alignment)

Molekller biyolojide yaygin olarak kullanilan coklu hizalamalar; protein ailelerini
karakterize eden sekans motiflerini bulmak, bilinen veya bilinmeyen sekans aileleri
arasindaki benzerlikleri (homoloji) ortaya cikarmak, ikincil veya Ucuncul yapilanin 6n
tahminlerini  desteklemek, gerekirse PZR primerlerinin  dizaymm desteklemek ve
olusturulacak filogenetik agaclarin hesaplanmasina yarcimei olmak igin kullamlmastir.

Bireysel sekandlarin hizalanmasi icin MEGA 3.0 (Kumar vd., 2004) ve BIOEDIT
(Hall, 1999) programlarinin Clustel W secenegi kullanilarak yapilmistir. Bu asamada farkl 1
bolgelerden elde edilen dogal balik Grnekleri ile birlikte kiltir ortamindan elde edilen
ornekler de calisiimustir. Diger tur ve bolgelere ait drneklerin sekanslar: biyolojik bilgilerin
toplandigit merkezden (NCBI: The National Center for Biotechnology Information)
alinarak calismaya dahil edilmistir (Tablo 2.7). NCBI'den alinan 6rneklerin seciminde,
Ozellikle Karadeniz ve Hazar Denizi havzalarindan calisilan tirler ile birlikte bu tirlere
yakin diger turler gbz 6nune ainmustir. Dis grup secerken ise turin calisilan teksa ile
iliskili olmasina ve bu taksa simiflanmaya baslamadan daha 6nceki zamanda ortak bir ataya
sahip olmasina dikkat edilmis ve sonugta Polydonty spathula tlri dis grup olarak

belirlenmistir.



Tablo 2.7. Genbank’ dan alinarak filogenetik dendogram olusturmada kullanlan tirler,
lokaliteleri ve acs.numaralar

Genbank Acs. No  Turd Lokalite

AF238688 A. gueldenstaedtii TunaNehri
AF238694 A. gueldenstaedtii Azak Denizi
AF238669 A. gueldenstaedtii Hazar Denizi (Kuzey)
AJ249692 A. gueldenstaedtii Hazar Deniz (Gliney)
AF238699 A. gueldenstaedtii Havyar

AJ563386 A. gueldenstaedtii Hazar Denizi
AF238679 A. gueldenstaedtii Hazar denizi (Glney)
AJ277594 A. gueldenstaedtii Volga Nehri
AJ563395 A. gueldenstaedtii Hazar Denizi
AJ563394 A. gueldenstaedtii Hazar Denizi
AF238700 A. gueldenstaedtii Y umurta’ dan (Lot:75)
AF238705 A. gueldenstaedtii Y umurta

AJ277596 A. gueldenstaedtii Volga Nehri-A4.baerii hibrit
AF238620 A. persicus Hazar Denizi (Guney)
AF238615 A. persicus Hazar Denizi
AJ245833 A. naccarii Buna Nehri
AJ245834 A. naccarii Po Nehri

AF238660 A. naccarii Hazar Denizi (Guney)
AF238658 A. baerii Y enisey Nehri
AF238653 A. baerii Ob Nehri

AF238631 A. baerii Kulugkahane
AF238640 A. baerii Lena Nehri

11102385 A. baerii SibiryaNehri
AJ249693 A. stellatus Hazar Denizi

AY 846685 A. stellatus Hazar Denizi

AY 846696 A. stellatus ponticus

AY 846689 A. stellatus

AJ245828 A. brevestrum

AJ245832 A. nudiventris Hazar Denizi
AJ249694 A. ruthenus Tuna Nehri
AY510085 A. dabryanus

AJ245830 A. medirostris Kolombiya Nehri
AJ245839 A. sturio Kulucka (Grindo popul asyon)
AJ245840 H. huso Hazar

AJ252187 H. dauricus Amur Nehri
NC005834 Psephurus gladius

NC004419 Polyodon spathula
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Coklu karsilastirmada ilk olarak benzer olan sekandar uzaklagtirlmistir. Dizgin
olan bitin sonuclar yeniden kontrol edilerek dogrulanmistir. Hizalanmis olan sekandar
filogenetik agaclar olusturmak igin kullamlmustir.

Protein kodlayan Cyt-b geninde stop kodonlarinin olmachgndan emin olmak icin bu
gen bolges aminoasit kodlara cevrilmistir. D-loop bdlges ise ilk olarak tekrar bolgeleri
uzaklastirildiktan sonra hizalama (alignment) yapilmistir (Broker, 1990). Hizalama
isleminde kullamlan MEGA 3.0 (Kumar vd., 2004) ve BIOEDIT (Hall, 1999) programlari
ile aminoasit dizilimleri, nikleotid ve her bir kodon icin aminoasit frekansan da

hesaplanmustir.
2.11.2. Sekans Profilinin Cikarilmasi

Sekans profilinin olusturulmasi genellikle coklu homolog sekansl arin hizalanmasiyla
baslar ve coklu sekans hizalamasndan elde edilen bilgilerin 6zetinin ¢ikarilmas icin
yapilir. Cikarilan profilin analizinde iki ana adim izlenmistir. Bunlardan birincisi profilin
olusturulmasi, ikincisi ise sekandarin ait oldugu veri taban veya tek sekans ile profilin

karsilastirilmas: seklinde olmustur.
2.11.2.1. Boy Varyasyonlarmm Karsilastiriimasi

Tlrler aras ve tur i¢i genetik farkliligin hesaplanmasi icin Birky vd. (1989)'in
istatistik yaklasimi kullamilmistir. Her bir balik icin, érneklenen farkli gen boyunun (genin)
ihtimali asagidaki esitlikten yararlanarak hesaplanmistir.

Kb=(1-3x7) (2.1)

Burada x;, her bir 6rnek (balik) icin boy varyasyonunun oranmidir. Kb degeri
homoplazmik o6rneklerde “0” ahinmstir. Her bir populasyon altkiimes icin hem
homoplazmik hem de heteroplazmik bireyleri icerecek sekilde Kb degerinin bir ortalamast
hesaplanmigtir. TUm bireyler icin hesaplanan bu degerlerden tur igerisinde genin ihtimali
(Kc) farklilik gosterebilmektedir. Bu ise asagidaki esitlikte verilen yaklasimla belirlemistir.
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Ke=@1->x7% (2.2)

Burada Xx,, populasyondaki i. boy varyasyonunun ortalama frekansidir. Kc'nin bu
sekilde heteroplazmiyi icermes saglanmistir (Birky vd., 1989). Gp esitligi ise bir tur
icerisinde gen farkliliginin oramn gostermek icin kullamlmstir ve asagidaki esitlikten

yararlanmlmustir.

G 1P:(K; _Eb)/Kc (23

2.11.2.2. Haplotip ve Niikleotid Cesitliligi

Ik olarak DnaSP 4.0 (Rozas ve Rozas., 1999) programi kullamlarak tiirler arasi ve tiir
ici haplotipler olusturulmustur. Bu sekilde elde edilen haplotiplerden Haplotip cesitliligi
(Hd) degeri hesaplanmustir. NUkleotit cesitliligi (Pi, © ) ve nikleotit farkliligi (k) (Tajima,
1983) degerlerinin hesaplanmasinda DnaSP programi kullanilmistir. Nei (1987), haplotip
ve nikleotit gesitliliginin hesaplanmasinda asagidaki esitlikleri gelistirmistir;

Hd = (1Y x)nl(n-1 (24)
T=Y XX, (2.5)

/AR AR

Hd: Haplotip ¢ssitliligi

7. nukleotit gesitlili g

n: test edilen sekans miktari

x;2 1"'nci haplotipin populasyon frekansi

x;. )’ inci haplotipin populasyon frekanst

m;.i'nci vej’inci haplotipler arasi nikleotit farkliliginin oram

Nukleotid farkliliklarinin ortalama miktar: (k) (Tajima, 1983) ise asagida verildigi gibi
tanumlanmustir;

k=3%k, I(3) (2.6)

i<j
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k; = i vej nci nukleonlar aras: nukleotit farklihik miktar:

Her bir DNA sekans icin polimorfik nikleotid yerlerinin miktar: () Tajima (1996)
tarafindan gelistirilen esitlik ile hesaplanmis ve asagida verilmistir;
0 =s/a, 2.7)

n=1

=2 (i) (28)

i=1

s: DNA sekans ornekleri arasindaki farklilik gosteren yerlerin oram

a;: Calisilan sekans ornekleri icin dizeltme katsayis

2.11.2.3. Aminoasit Dizilimi

Cyt-b gen bolges icin belirlenen sekandar DnaSP 4.0 (Rozas ve Rozas, 1999)
programi kullamlarak mtDNA kodlama sistemine gore aminoasit dizilimleri belirlenmis ve

her bir 6rnek ve tar icin frekanslar hesaplanmistir.
2.11.3. Filogenetik Analiz, Evrimsel Model Secimi ve Topoloji Olusturma

Bir grubun evrimsel tarihi olarak adlandirlan filogeni tahmininde ilk adim
filogenetik olarak bilgi verici karakterlerin segimi ve olgilmesi olmustur. Bu gcalismada
MtDNA Cyt-b gen bolges filogenetik ¢cikarsamada kullamilacak molekiler karakterlerin
kaynagi olmustur. Filogeni tahminindeki ikinci acdim ise evrimsel tarihin grafik Gzetini
veren filogenetik agaclarin olusturulmas: ve bu baglamda eldeki verilerin analizinde
parsimoni, maksimum olasilik yada uzaklik metotlarindan hangisinin en uygun olduguna
karar vermek olmustur.

Bu calismada model se¢cimi PAUP (Swofford, 2003) program: atinda Modeltest
3.7 (Posada ve Crandall, 1998) ve MrModetest (Johan Nylander) programlart MrMTgui
programt yardimi ile calistirilarak farkli olasilik modelleri arasindan Akaike Information
Criterion AIC (Akaike, 1974) ve BIC degerlerine gore model belirlenmistir. Hesaplanan
parametrik degerler sabitlenerek bulgusal (heuristik) ML aramasi yuritildid. Hesaplanan
gamma duzeltme katsayist ile bir NJ topolojisi olusturulmustur. Bununu icin torler
arasindaki filogenetik iliskiler MEGA 3.0 (Kumar vd., 2004) programi Kkullanilarak



58

Kimura 2P mesafesine gore filogenetik agag olusturma algoritmalart olan UPGMA ve NJ
kullamlmistir. Aym zamanda MP metodu kullamlarak agaclar olusturulmus ve
karsilastirilmistir. Agag guvenilirligi icin se¢-bagla degeri 1000 olarak belirlenmis ve
ikinci defa olusturulan ortak agacta nodlarin sahip oldugu deger %50 ve Uzeri olarak
belirlenmistir. Bu sekilde elde edilen agaclar degerlendirilmistir.

2.11.4. Genetik Farkhligm Belirlenmesi

Populasyonlarin genetik yapist ilk olarak Cockerham (1973) tarafindan tarmmlanan
ve daha sonra Weir ve Cockerham (1984) tarafindan gelistirilen varyans andizi ile
arastinlmistir. Bunun icin molekiler haplotipler arasindaki mutasyon miktarini dikkate
alarak, diger gen frekandarnin varyans analizi tekniklerinden ayrilan, fakat temelde
benzerlik gosteren bilgisayar programi ARLEQUIN (AMOVA, Excoffier vd., 1992)'de
kullanilan molekiler varyans andlizi yaklasimi kullanilmistir. Mersin baliklanindatiirler ve
populasyon gruplar: tanimlandiktan sonra genetik yapi test edilmistir. Varyanan hiyerarsik
andizi gruplar veya populasyon arasindaki ve icindeki farkliliklardan dolayr toplam
varyansi kovaryans bilesenlerine bolmis ve bu varyans bilesenlerinin kullammyla
fiksasyon indisleri asagidaki formullerle hesaplanmustir.

Dcr (Fer) =Vd/Vat Vi (2.9
Dsc(Fsc) =V/Vp+Ve (2.10)
QST(FST): Va+ Vb: Va+ Vb+ Vc (211)

Va . Gruplar arasi varyans bileseni
V3, : Populasyonlar arasi (gruplar ici) varyans bileseni

V. . Populasyonlar ici varyans bileseni

Permutasyon metodunun kullammyla varyans bilesenlerinin 6nemliligi  test
edilmistir. Verilen “p” degeri tesadifi olarak ¢ok ekstrem varyans bilesenlerinin sahip
oldugu olasiligr tahmin igin degerlendirilmistir. Program ayrica cift yonli Fsr ve ®sr
degerlerini hesaplamistir. Cockerham (1973) tarafindan agiklandig gibi 6l¢cim Fsr’den
turetilmistir ve varyans bilesenlerinde oldugu gibi aym yolla Onemliligin testinde
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kullandlmistir. Bu ¢al ismada kullanildiginda onemliligin tahmini igin 1000 permutasyon

uygulannustir.

2.11.5. Gen Akisimin Hesaplanmasi

Genlerin oransal dagilimindaki degisimde etkili olan ve populasyonlar arasi ve
icindeki genlerin hareketi olarak tanimlanan gen akist ARLEQUIN (Schneider vd., 2000)
paket programu kullanilarak hesaplanmistir. Farkli sekillerde hesaplanabilen  (etkili
populasyon miktar1 veya nadir ve 6zel aléelerin kullanimi gibi) gen akisi bu calismada
Wright (1951) tarafindan gelistirilen ve dogal populasyonlar arasindaki genetik farkliligin
seviyesinin gosterges olan Fst degerlerinden hesaplanmistir. Wright (1951), gen akisinin
hesaplanmasinda asagidaki esitligi gelistirmistir.

Fsr= 1/(1+4Ndm) (2.12)

Fsr : Populasyonlar arasi genetik farklil ik degeri
m : Populasyonlar aras go¢ miktar
Ne : Etkin populasyon blyutkl gl

Daha sonra bu esitlik mtDNA verileri icin modifiye edilmis ve asagida verildigi
sekli almistir (Takahata ve Palumbi, 1985).

(Nam)e = 1/2(1/ Fsr -1) (2.13)

(Nem)e: Disi baliklar icin etkili gb¢ miktar:

2.11.6. Molekiiler Saat

Molekller saat olarak amlan ve temel disincesi, fosil kayitlarindan ayrilma
zamanlar1 bilinen gruplarin molekiler farklilasma oranlarim hesaplamak ve daha sonra bu
kalibrasyonu kullanarak, fosil kayitlar1 bulunmayan gruplarin ayrilma zamanlarinin yasin
saptamak olan bu hipotez Emile Zuckerkandl ve Linus Pauling (1962) ile ortaya cikmis ve
daha sonra farkli bilim adamlart tarafindan yapilan calismalarla desteklenmis ve
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gelistirilmistir (Freeman and Herron, 1999). Mersin baliklar1 i¢in bu islem MEGA (Kumar
vd., 2004) paket programi kullanilarak yapilmistir. Molekiler evrimin nétral teorisi, belli
nukleotid degi simlerinin mutasyon oranina esit bir oranda birikmeleri beklentisi igin teorik
bir temel saglamistir. Aminoasit sekans degisiminin bilinmes evrimsel degisim oramnin
tahmininde kullanlir. Yani, veriler iki organizma grubu arasindaki ne kadar aminoasit
degisimi oldugunu gostermektedir. Bilinen minimum nikleotid degisim miktariyla milyon
yildaki nukleotid degisimini ifade eden molekiler evrimsel oram hesaplanmaktadir. Bir
bakima bu oran bize molekiler evrimsel saatle birlikte nikleotid degisimindeki evrimsel
zamanin hesaplanmasim saglamustir.

Bu tip bilgiler iki sekilde kullarlabilir. Birincisi calisilan tariin evrimsdl tarihini
veren filogenetik agag olusturabilir. ikinci olarak, ortalama degisim orammnn belirlenmesi
icin DNA veya aminoasit farkliliklaryla ilgili verilerin kullammudir. Turler arasi mevcut
aminoasit farkhiliklarnmn bilinmesiyle evrimsel sirecte olusmus nikleotid degisiminin
gercek miktarinin tahmini istatistiksel poisson dagiliminin kullanimiyla mimkidn olmustur.
K indeksi iki protein arasindaki ortalama aminoasit degisim miktarim ifade etmektedir.

K =-In(1-p) (2.19)

Esitlikteki “In”, “€" tabamna gore dogal logaritma ve p=d/n’'dir. Bu orandaki d,
farkli amino asit miktarim ve n, karsilastirilan toplam aminoasit miktarini ifade eder. Bu
hesaplama her bir yillik oranin beirlenmesiyle bir adim dahaileri gétardlebilir.

k=K/2T (2.15)

Esitlikteki “k” yilda aminoasit degisim oramdir. “T” ise ortak atadan farklilagan iki
trun toplam yilint ifade eder. “K” degerinin 2T’ ye bolinmes agacin her iki tarafinin “T”
yilda bagimsiz olarak gelismis oldugunun distntlmesindendir. “k” degeri bir ¢ok ttrde
birden fazla protein icin hesaplandiginda yaklasik olarak 10° degeri etrafinda toplanmustir.
Eger k degeri 10°° etrafinda normal dagihim gosterirse, 10° molekiiler evrimsel saat oran
olabilir. Glinimuze kadar dagilimi belirlemek igin ¢ok az miktarda veri bulunmaktadir.
Ozellikle soylar icerisinde Cyt-b geninde mutasyon oramn kalibrasyonu (yada diger
mtDNA genleri) cok problemlidir (Li 1997; Johns ve Avise, 1998; Willem ve Ferguson,
2002).
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2.11.7. Evrimsel Hipotezlerin Test Edilmesi
2.11.7.1. Tajima’s Test

DNA sekandan ve RFLP haplotipleri icin uygun bir test yontemi olan
rekombinasyonun infinite site modeline dayali Tajima nin testi, DnaSP 4.0 (Rozas ve
Rozas, 1999) paket program kullanilarak yapilmistir. Populasyondan ainan sekans
orneklerine bagli olarak Notral mutasyon hipotezinin Tajima testi “n” sayidaki homolog
sekandann hizalanmasim dikkate almistir. Mutasyon parametress Tetanmin (0) iki

kestiricisini karsilastirir. Her bir sekans cifti icin [”) farkli olan pozisyonlarin miktari
2

hesaplanmistir. Bu miktarin aritmetik ortalamas: “[1” olarak tanimlanmustir. Bu nétral

mutasyon parametresi 0=4Nep’nin kestirimidir. 6 ‘nin birinci kestirimi;
0=11 (2.16)

olarak tammlamr. Sekans ciftlerinin farkliliklarinin ortalama miktart gibi, farklilasan

noktalarin miktar1 ayrica* 6”’nin fonksiyonudur. Boylece 6 ‘ninikinci kestirimi
0s=S/H,.1 (2.17)

olarak tammmlanir. S, drnekteki farklilasan yerlerin sayisini, Hn ise Harmonik miktar1 ifade
etmektedir.
0’nin bu agiklanan iki kestirimine bagli olarak, Tajima mn 6nermis oldugu test

istatistigi D asagidaki gibi tammlanmistr;

D= 0, —0; (218)

Ski nétralite atinda 6,= 05 dir ve bu nedenle D=0 olur. D’ nin standart sapmas: ise
1'dir. Onemlilik gosteren D degerleri secici etkilerin disindaki populasyon genislemes,
tikaniklik ve mutasyon oranlarimin  heterogenitis  gibi  faktoérlerden kaynaklandig:
soylenebilir.
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2.11.7.2. McDonald-Kreitman Testi

Taima nin D testi gibi, McDonad-Kreitman testi de DnaSP 4.0 (Rozas ve Rozas,
1999) paket programi kullamlarak yapilmistir. John McDonald ve Martin Kreitman dogal
secilimi saptamak icin, kullarimi her gegen giin artan bu testi gelistirmislerdir. McDonald-
Kreitman veya MK testi notral teorinin ongoértsi olan ve suskun baz degisimlerinin,
degistirici baz degisimlerinden ¢ok daha hizli meydana geldigini varsayan, énemli bir
Onermenin dogal sonucuna dayanmaktadir (Freeman and Herron, 1999). MK testi en az iki
tire ait sekans verisine bagl1 kalmistir. Bununla birlikte protein kodlayan tek lokus yeterli
olmustur. ilk olarak, veri setindeki tim nikleotid pozisyonlari, polimorfizm veya
sabitlenmis farkliliklar olarak siniflandirilmistir. Eger nikleotid pozisyonu calisilan iki tor
arasinda polimorfik fakat tlr icinde monomorfik ise sabitlenmis farkliliklar: temsil
etmistir. Eger nikleotid pozisyonlar: tirtin her ikisinde veya herhangi birinde degiskense
polimorfik olarak degerlendirilmistir. Daha sonra sabitlenmis veya polimorfik pozisyonlar
sinonim veya sinonim olmayan ikameler (substitutions) olarak simiflandirilmistir. Nétral
teoriye gore, herhangi belli bir lokusta, degistirici baz degisimi ile suskun baz degisimleri
oran zaman boyunca sabit olmalidir. Bu da sabitlenmis ve polimorfik pozisyonlar arasinda
sinonimlerin, sinonim olmayan ikamelere oraninin esit oldugu anlamina gelmektedir. Y ani

hipotez;

Ho: Ont/dg = dyp/dgp

Esitlikteki dv ve ds sirasiyla sinonim olmayan ve sinonim sabit farkliliklarin

miktarint, benzer sekilde, dnp Ve dsp Sinonim olmayan ve sinonim polimorfizmin miktarim
aciklamaktadr.

2.12. Kesim Sekillerinin Belirlenmesi

TUm ornekler/tirler icin elde edilen cyt-b sekandlari, BIOEDIT (Hall, 1999)
programi yarcimi ile 240 farkli kesici enzim ile kesilerek kesim sekilleri belirlenmistir. Bu
asamada sanal olarak elde edilen sekiller Uzerinden Cyt-b gen bélgesinde her ¢ tur icin
ayrn morf olusturan tanimlayici enzimler belirlenmistir. Belirleme isleminde pargacik

uzunlugu yerine bant sayilar1 dikkate alinarak yapilmistir.



3. BULGULAR

3.1. DNA Eldesi ve Gen Bolgelerinin Cogaltilmasi

DNA eldes icin yalnmzca kuyruk dokusu kullamlmis ve toplam 82 adet Ornekten
DNA €elde edilmistir. DNA yogunluklar: yapilan spektorfotometrik analiz sonucunda ¢cok
degisken bulundugu icin tim DNA’larin yogunlugu esit olacak sekilde ayarlanmustir.

PZR cogaltmas icin kullanlacak primerlere ait erime sicakhk (TM) degerleri,
primerlerin diziliminden belirlen degerlerin £ 5 °C olacak (44-54 °C) sekilde derecdli
(gradientli) PZR ile denenerek tespit edilmistir. Uriiniin kalitesi ve miktar1 uygun sicaklik
seciminde asl belirleyici etken olmustur. Cyt-b ve tRNAP™- Dloop primerleri icin uygun
tutunma sicakliklarinin srasiyla 47 ve 50 °C oldugu tespit edilmistir ( Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Primer tutunma (anneling) sicakliginin 54-44 °C araliginda denenmesi
[le elde edilen PZR {rinin agaroz jel Uzerinde ydritilmis
elektroforetik gorintist

PZR icin uygun reaksiyon yogunluklarimin belirlenmesinde hazir temel karisimlar
(mastir miksler) kullamldigindan yalmzca uygun primer ve DNA yogunlugunun tespiti
Uzerinde durulmustur. iki farkh primer yogunlugu ve 3 farkli DNA yogunlugundan
olusturulan toplam 6 grup elde edilmistir ve PZR Urin kalitess ve miktar1 agaroz jel
Uzerinden tahmin edilerek en uygun kondisyon belirlenmistir. PZR denemelerinde 250 ng
DNA ve 2 ul (10 pmol) primerle kaliteli trtin elde edilmistir.
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PZR optimizasyonunun son asamas, secilen sicaklik ve belirlenen yogunluklarla
elde edilen Urinin kalitesinin belirlenmesidir. Elde edilen PZR drinleri, parca boylar:
bilinen bir belirtecle (100bp’lik DNA boy belirteci) birlikte agaroz jel tizerinde yuritilerek
gerek ethidium bromid ile boyanmasi gerekse parcaciklarin ayrismas: saglanmistir. Bu
sekilde olusan DNA bantlar1 UV 1s1k atinda goruntilenmistir. Cogaltilan gen bolgelerinin
beklenen buyiiklikleri Cyt-b icin 1150 bp ve tRNA"°- Dloop icin ise 250-600 bp
civanndadir. Elde edilen PZR Urunlerinin blydkligt beklenen tGrin boyutu ile uyumlu
oldugu belirlenmis ve dogru bolgelerin ¢cogaltildigi kesinlestirilmistir. Jel gorintilerinden
istenmeyen Uriin (ikinci yada tgiincl bant gibi) olup olmadigi, sekans okumasi icin PZR
drinundn miktarimin yeterli olup olmadig: ve kullanilan primerin her bir tdr igin aym
kalitede Urln verip vermedi gi kontrol edilmistir (Sekil 3.2).

(bp)

1500
1000

500
400

300
200

100

Sekil 3.2. Her bir tdr icin cogaltilan Cyt-b gen bdlgesi
(1. kolon 100 bp DNA boy belirteci, 2. kolon
A. stellatus, 3. kolon A. gueldenstaedtii,
4.kolon H. huso)

Sekans analizi 6ncesinde her bir drnek icin toplam 100 pl’lik PZR GrinU elde
edilmis ve bu Orinin 5 plI’'s kalite ve miktarint belirlemek amaciyla agaroz jel
elektroforezi Uzerinde kosturulmus, zayif yada jelde hic gorilmeyen ornekler yeniden
cogaltilmis ve son olarak saflastirmaislemi ygpilmstir.
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Saflastirma sonraanda 50 pl ye sulandirilan saf DNA yine benzer sekilde agaroz jel
Uzerinde 1 pl kosturularak saflastirma isleminin etkinligi ve elde edilen saf DNA’nin
yogunluguna bakilmistir (Sekil 3.3). Elde edilen son Urtn ile birlikte primerler firmaya
gonderilerek Cyt-b ve tRNAP- Dloop gen bolgeleri icin her iki primer kullanilarak (ileri
ve geri) cift yonlt dizilim okumas yapilmistir.

Sekil 3.3. Cyt-b geni icin saflastirilarak jel Uzerinde kosturulmus
sekansa hazir bazi 6rnekler (1. kolon 50 bp DNA boy

belirteci)

3.2. Cyt-b Geni Sekans Analizi
3.2.1. Coklu Sekans Hizalama ve Sekans Profilinin Cikarilmasi

A. gueldenstaedtii (12), A. baeriibenzer (1), A.stellatus (7) ve H. huso (8) olmak
Uzere 4 farkl tUre ait toplam 28 6rnekten Cyt-b gen bolgesinin sekansi ileri (forwad) ve
geri (revers) primerleri kullanlarak gift yonli alinmustir. fik olarak dizilim okumalarina ait
grafiklerin gozle kontrol i yapilarak  kendi icerisinde degerlendirilmesi yapilmistir. Her bir
yondeki bireysel sekanslarin hizalanmasi ve ¢oklu hizalama islemleri MEGA 3.0 (Kumar
vd., 2004) ve BIOEDIT (Hall, 1999) programlarinin Clustel W secenegi kullanilarak
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yapilmistir. Kullamlabilecek kaliteye sahip her bir yonde okunan (ileri ve geri) yaklasik
800 bp’lik sekandlar Ust Uste getirilerek 1113 bp toplam uzunlukta (primer yerleri ¢ikarildi)
ortak bir sekans elde edilmistir. Elde edilen her bir sekans dncelikle ayri turtn diger
ornekleri ile karsilastinlmis, daha sonra hangi tire ait oldugu ve calisilan gen bolgesini
temsil edip etmedigi genbanktan nikleotid-blast uygulamas: yapilarak kontrol edilmistir.
Ayni zamanda biyolojik bilgilerin toplandigi merkezden (NCBI, The National Center for
Biotechnology Information) bu tire ait Cyt-b gen bdlgesi sekandlari, filogenetik
analizlerde topoloji olusturmada kullamlmak Uzere ainmistir (Tablo 2.7).

Sekans icin hazirlanan ilk drneklerde Ludwig vd. (2000) tarafindan kullanilan ileri
yonlt (forward) primerle yapilan okumalardan iyi sonu¢ ainamamustir. Bu nedenle
Kahverengi alabaiklarda (S. trutta) kullanllan Cyt-b/D-loop (Bernatchez ve Danzmann,
1993) ileri yonlU (Cyt-b/Dloop-F) primeri kullanilmis ve Cyt-b gen boélgesinin basaril1 bir
sekilde PZR cogatmas: yapilmis ve nikleotid dizilimleri belirlenmistir (Sekil 3.4).

Tae GG C

VA TEU LY ‘

SRee e ST

Sekil 3.4. Cyt-b geni sekans analizine ait gorintu
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3.2.2. Boy Varyasyonlarinin Karsilastiriimasi

TUm ornekler icin gogaltilan 28 adet Cyt-b gen bolgesinin hicbirisinde gerek sekans

Oncesi jel gorintilerinde gerekse sekans verilerinde boy farkliligina rastlanmamistir.

3.2.3. Haplotip Verilerinin Analizi

3.2.3.1. Haplotip Dagilimm

TUm sekans verilerine bagl1 olarak, DnaSP 4.0 (Rozas ve Rozas, 1999) bilgisayar
paket programu kullanmlarak haplotipler belirlenmistir. Y apilan analiz sonucunda toplam 19
adet 100 Dbp'lik haplotip olusmustur (Tablo 3.1). Haplotiplerin tirler arasinda
paylasiimachg: ve tirlere 6zgl oldugu tespit edilmistir.

A. gueldenstaedtii sekandan icin toplam 5 haplotip gézlenmistir (Hap_1, Hap 2,
Hap 3, Hap 4 ve Hap 5). Bunlar icersinde Hap 2 haplotipi A. gueldenstaedtii tiru
icerisinde (% 33,3) ve diger turlerin sahip oldugu haplotip frekanslarina gore (% 14,29)
toplam 4 drnekle en sik gorilen haplotip oldugu belirlenmistir. A. baerii/benzer 6rnegi ise
Hap 6 iletemsil edilmistir.

A. stellatus 6rnekleri icinde Hap_7, Hap_8, Hap 9, Hap_ 10, Hap 11 ve Hap 12
olmak Uzere toplam 6 haplotip goriltrken, Hap 12 % 28,6'lik (2 6rnek) frekansile bu tur
icin en sik gortlen haplotip olmustur.

H. huso orneklerinde Hap 13, Hap 14, Hap 15, Hap 16, Hap 17, Hap 18 ve
Hap_19 olmak Uzere toplam 7 haplotip gorulmustir ve Hap 15, % 25'lik (2 Ornek)
frekans ile bu tir icin en sk gorilen haplotip olmustur. Turler araandaki haplotiplerin
dagilim 1-7 arasinda degisim gostermis ve en fazla haplotip H. huso igerisinde (7 haplotip)
gorulmustdr (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. Tur ici veturler araa gbzlenen haplotipler ve frekansan

A. gueldenstaedtii A.baerii/ | A. stellatus H. huso
Genel (n=12) bezer (n=7) (n=8)
Haplotipler _ _ (n=1) _ _
Ad. | Fr. Ornek No Fr. [Or.| Fr. | Ornek | Fr. | Ornek Fr.
(%) (%) |[No| % No (%) No (%)

Hap 1 3 |10,7 37-53-91 25,0
Hap 2 4 14,3 2-11-61-62 |33,3
Hap 3 3 [10,7 40-54-63 25,0
Hap 4 1| 36 44 8,3
Hap 5 1| 36 67 8,3
Hap 6 1| 36 46 | 100
Hap 7 1| 36 26 4,3
Hap 8 1| 36 27 14,3
Hap 9 1| 36 28 14,3
Hap 10 1| 36 32 14,3
Hap 11 1| 36 48 14,3
Hap 12 2 171 60-66 |28,6
Hap 13 1| 36 69 12,5
Hap 14 11 36 18 12,5
Hap 15 2171 20-25 | 25,0
Hap 16 1| 36 76 12,5
Hap 17 11 36 29 12,5
Hap 18 1| 36 56 12,5
Hap 19 1| 36 59 12,5

3.2.3.2. Haplotip cesitliligi (Hd)

Calisilan turler icin haplotip cesitliligi % 81,8 - 96,4 arasinda bulunmustur. Tarler
icerisinde en disUk haplotip cesitlilik degeri ve standart sapmasi 4. gueldenstaedtii de
0,818 + 0,070 olarak tespit edilmistir. 4. stellatus igin bu degerler 0,952 + 0,096 olarak
gerceklesirken, en yuksek oran ise H. huso igin 0,964 £ 0,077 olarak hesaplanmustir.
A.baerii/benzer Ornek sayist bir tane oldugu igin hesaplamalara katilmamistir. Haplotip

cesitligine ait yuzde (%) frekans degerleri Tablo 3.3’ de verilmistir.

Tablo 3.3. Tirlere gore haplotip ¢esitliligi (%), varyans ve standart sapmas

Tarler Haplotip Cesitliligi Varyans S0

(Hd x 100) (VHa) (Hd=Sd)
A. gueldenstaedtii 81,8 0,00495 0,070
A. stellatus 95,2 0,00912 0,096
H. huso 96,4 0,00596 0,077

A.baerii/benzer




70

3.2.4. Niikleotid Verilerinin Analizi

3.2.4.1. Niikleotid Dagilimi

Her bir 6rnek icin belirlenen ortalama nikleotid oranlarn ve her bir kodon icin
miktar1 Tablo 3.5'de verilmistir. Calsilan turler icin nikleotit dagilim frekanslarimn %
14,9 - 32,0 arasinda degistigi gOzlenmistir. A.baerii/enzer icin T-C-A-G yuzdeleri
srasyla 27,0, 31,4, 26,8 ve 14,9 olarak bulunmustur. 4. baerii/benzer’ de C ve G orani
diger turlerden disik bulunur iken A ve T oranlan (% 53,8) ise diger turlerden yiksek
bulunmustur. 4. stellatus ve H. huso icin benzer nikleotid frekanslar1 (26,3, 32,0, 26,3,
15,4) ve dolayisiyla benzer A+T orani (% 52,6) gozlenmistir. A. gueldenstaedtii ‘bu iki
turden farkl olarak T orani dahafazla (% 26,9) ve G oram daha az (% 15,0) bulunmustur.
Bu nedenle A+T (% 53,2) oram diger iki tirden daha yUksektir. Calisilan turler icin Cyt-b
gen bolgesinin C (% 31,1) bakimindan zengin, G (% 15,5) bakimindan ise fakir oldugu
tespit edilmistir. TUm tdrler icin ortalama A+T orani ise % 53,3 olarak bulunmustur (Tablo
3.4).

Transisyon miktarina bakildiginda en fazla A. gueldenstaedtii’'de (9), A. stellatus (7)
ve en az H. huso’da (6) gorulmektedir. Transversiyon miktar ise en fazla 4. stellatus’da
(2) gorulmustar, H. huso’ da hi¢ transversiyon goérulmemistir. Ti/Tv oram en yuksek A.
gueldenstaedtii'de (9:1), A. stellatus’da (7:2) ve H. huso (6:0) olarak gerceklesmistir
(Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Tirlere gore nukleotit frekand ari(%) ve Transisyon/Transversiyon (ti:tv) oram

Tarler T C A G  %AT tiitv
A. gueldenstaedtii 26,9 32,0 26,3 150 53,2 9:1
A. stellatus 26,3 32,0 26,3 154 52,6 7.2
H. huso 26,3 32,0 26,3 154 52,6 6:0
A.baerii/oenzer 27,0 314 26,8 149 538 -

ORTALAMA 29,2 31,1 24,1 155 533 -




Tablo 3.5. Calistlan Mersin Balig1 tirleri drneklerine ait Cyt-b geni nikleotid frekandari

TWU)| C A G Top. |T-1 C-1 | Al G-1 | Pos |T-2 C-2 | A2 G-2 |Pos |T-3 C-3 A-3 | G3 Pos

1 2 3

Ab*| 46 27,0 |314 [26,8 |14,9 |1113 |23,2 275 (24,0 | 253 | 371 |41,0 |25,1 |205 13,5 | 371 16,7 | 41,5 | 358 |59 371
37 1267 316 |266 |151 |1113 |229 278 | 237 | 256 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 162 | 420 | 356 |62 371

2 270 | 314 |266 |150 |1113 |229 278 | 237 | 256 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 173 |412 | 356 |59 371
11 | 270 | 314 266 |150 | 1113 |229 278 | 237 | 256 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 173 |412 | 356 |59 371

~ |40 [270 31,3 |26,7 |150 |1113 |229 278 | 237 | 256 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 173 |410 | 358 |59 371
S [44 [270[313 [266 [151 [1113 [229 278 | 237 | 256 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 173 | 410 | 356 |62 371
S |53 267 [316 266 [151 [1113 [229 278 | 237 | 256 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 162 | 420 | 356 |62 371
§ 54 1270 | 31,3 |26,7 |150 |1113 [229 278 | 237 | 256 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 173 |410 | 358 |59 371
§ 91 |26,7 |316 |266 |151 |1113 |229 278 | 237 | 256 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 162 | 420 | 356 |62 371
% |67 268 |315 266 [151 | 1113 |229 278 | 237 | 256 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 164 |418 | 356 |62 371
< |61 |27,0 (31,4 |266 [150 |1113 [229 278 | 237 | 256 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 173 |412 | 356 |59 371
62 |270 |314 266 |150 |1113 |229 278 | 237 | 256 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 173 |412 | 356 |59 371
63 |270 | 31,3 26,7 |150 |1113 |229 278 | 237 | 256 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 173 |410 | 358 |59 371
Ort | 26,9 | 314 (26,6 [15,0 | 1113 |22,9 278 23,7 | 256 | 371 |41,0 |25,1 |205 13,5 | 371 16,9 | 414 35,6 | 6,0 371
69 |272 310 267 |151 |1113 |237 270 1240 | 253 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 170 | 410 | 356 |65 371
18 | 27,2 |310 26,7 |151 | 1113 |23,7 270 1243 | 251 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 170 | 410 | 353 |67 371
20 |271 311 266 |152 |1113 |235 272 |240 | 253 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 170 | 410 | 353 |67 371

S |25 |271 1311 |266 [152 |1113 |235 272 |240 | 253 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 170 | 410 | 353 |67 371
£ |76 [271 [311 (266 [152 [1113 [237 270 1240 | 253 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 167 | 412 | 353 |67 371
T |29 [272 (310 |266 [152 |[1113 |237 270 1240 | 253 | 371 |410 | 251 | 205 135 | 371 | 170 | 410 | 353 |67 371
56 | 272 310 |266 |152 |1113 |[237 270 1240 | 253 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 170 | 410 | 353 |67 371
59 |272 310 |265 |153 |1113 |[237 270 1240 | 253 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 170 | 410 | 350 |70 371
Ort | 27,2 | 31,0 [26,6 [15,2 | 1113 |23,7 27,0 | 24,0 | 253 371 41,0 | 251 |205 13,5 | 371 16,9 | 41,0 | 353 | 6,7 371
26 264 | 318 |262 |155 |1113 [232 275 1240 | 253 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 151 |429 | 342 |78 371
27 1263 320 263 |154 |1113 |[237 272 | 237 | 253 | 371 |40,7 |253 |205 135 | 371 | 146 |434 | 348 |73 371

3 |28 |264 319 263 |154 |1113 |237 272 | 237 | 253 | 371 |40,7 |253 |205 135 | 371 | 148 |431 | 348 |73 371
S |32 262 | 320 263 |155 | 1113 |23.2 275 1240 | 253 | 371 |410 |251 |205 135 | 371 | 146 |434 | 345 |75 371
S [48 [263 321 [261 [155 |1113 [237 272 | 237 | 253 | 371 |40,7 | 253 |205 | 135|371 |146 |437 | 342 |75 371
< |60 |263 |320 |262 [155 |1113 |23,7 272 | 237 | 253 | 371 |40,7 |253 |205 135 | 371 | 146 |434 | 345 |75 371
66 |263 | 320 [262 |155 |1113 |[237 272 |237 | 253 | 371 |40,7 | 253 |205 | 135 |[371 |146 [434 | 345 |75 371
Ort | 26,3 | 32,0 (26,3 [154 | 1113 |23,6 27,3 | 23,8 | 253 371 40,8 253 205 | 13,5 | 371 14,7 | 43,3 34,5 17,5 371

*

. A.baerii/benzer
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3.2.4.2. Niikleotid Cesitliligi (Pi)

Calistlan tarler icin tdr ici toplam nukleotit cesitlilig (Pit) % 0,167 — 0,378 arasinda
bulunmustur. Tarler icerisinde en yuksek niukleotid cesitliligi 4. gueldenstaedtii’ de
0,00378 + 0,00040 olarak bulunurken, bu degerin A. stellatus igin 0,00299 + 0,00083
oldugu tespit edilmistir. En disik deger ise H. huso icin 0,00167 + 0,00025 olarak
hesaplanmistir (Tablo 3.6).

Tur i¢i nukleotid gesitliligi ayrica sinonim olmayan (Pia) ve sinonim (Pis) ikame
degerleri turler icin ayr ayrn hesaplanmustir.  Pia degeri ise 0,00115 - 0 arasnda gozlenmis
ve H. huso’da 0,00030 olurken en blyUk deger A. stellatus’da 0,00115 olarak
hesaplanmustir. Pis degeri 0,572 — 0,149 arasinda degisim gostermis, en buyuk deger A..
gueldenstaedtii’de 0,149 ve en dusik H. huso’da bulunmustur. 4. gueldenstaedtii’ de
sinonim olmayan nikleotit degisikligi gozlenmemis ve O olarak degerlendirilmistir.
Pia/lPis degeri ise 0,135-0 araiginda degismis ve en buyuk deger A. stellatus’da tespit
edilmistir (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Tur icin nikleotid ¢ssitlilig (Pi) (Sinonim, nonsinonim, toplam)
degerleri ve PialPis oranlari

Tarler Pit Pia(NoSin) Pis(Sin) | PiaPis
A. gueldenstaedtii |0,00378 0 0,14900 0
A. stellatus 0,00299 | 0,00115 0,00846 0,135
H. huso 0,00167 |0,00030 0,00572 0,052

Turler aras nukleotid gesitliligi sinonim olmayan (Pia) ve sinonim (Pis) yerler icin
ayr ayn hesaplanmistir. Sinonim olmayan yerler icin Pia degerleri 0,00115 - 0 araanda
degismis ve en yuksek deger A. stellatus - A.baerii/benzer arasinda gozlenmistir. Tarler
arasi Pis degerleri 0,01494 - 0,00572 arasinda dagilim gostermis ve en yiksek degerin A.
gueldenstaedtii — H. huso tirleri arasinda oldugu tespit edilmigtir. Sinonim ve sinonim
olmayan yerler dikkate alinmadan toplam nukleotit cesitliligine bakildiginda en yiksek
degerin (0,03293) A. stellatus - H. huso arasinda oldugu, en dusik degerin ise (0,00511)

A. gueldenstaedtii — A.baerii/benzer arasnda oldugu gozlenmistir. Turler arasi Pia/Psi
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orant  0,135-0 araliginda bulunmus ve en buyuk degerin (0,135) A. stellatus - A.baerii/

benzer arasinda oldugu gorulmusttr (Tablo 3.7).

Tablo 3.7. Turler arasi hesaplanmis Pit (toplam), Pia (sinonim), Pis (sinonim olmayan) ve

Pia/lPis degerleri

Torler Pit Pis Pia Pia/lPis
A. stellatus - A. gueldenstaedtii 0,02628 0,01493 0,00000 0,000
A. gueldenstaedtii — H. huso 0,02694 0,01494 0,00000 0,000
A. stellatus - H. huso 0,03293 0,00847 0,00114 0,134
H. huso - A.baerii/benzer 0,01093 0,00572 0,00030 0,052
A. stellatus - A.baerii/benzer 0,01460 0,00846 0,00115 0,135
A. gueldenstaedtii — A.baerii/benzer 0,00511 | 0,01491 | 0,00000 0,000

3.2.4.3. Niikleotid Farkhihg: (k)

Calisilan turlerde, tur ici nikleotid farkliligi 1,857 — 4,212 arasinda dagilim
gostermistir. Turler icerisinde en yiksek nukleotid farklilik degeri A. gueldenstaedtii’ de
gorulUrken bu deger 4. stellatus icin 3,33 olarak bulunmustur. TUr ici en distk deger ise
H. huso da 1,857 olarak hesaplanmustir. TUr ici farklilasan nikleotid sayisi toplam 25 adet

olmustur (Tablo 3.8).

Tablo 3.8. Tur ici nukleotid farkliligi, sinonim ve sinonim olmayan farklil ik sayilari ve

pozisyonlar:

A. gueldenstaedtii A. stellatus H. huso

Niikleotid Farklilig: (k) 4,212 3,333 1,857
Farklilasan yer say1a 10 9 6
10 7 5

Sinonim faklilik say1a ve 174 252 297 303 408 105 115 375 657
pozisyonlari 477 633 657 819 1041 855 8791101 259369 690849 1005
Sinonim olmayan faklihk sayist 0 2 1
ve pozisyonlar 112 113 1036
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A. gueldenstaedtii icerisinde gorilen sekans farkliligi 10 farkli yerdeki baz
degisimiyle olustugu belirlenmistir (174 252 297 303 408 477 633 657 819 1041).
Bunlardan 9 tanesi transisyon ve 1 tanesinin de transversiyon (A<T (633)) olarak
degistigi gorulmuUstur. Transisyon degisimlerin 7 tanesi C<>T (174,303,477,657,819,1041
ve 252 ) ve 2 tanesinin A<>G (297 ve 408) arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu
degisimlerin frekanslarina bakildiginda, 252, 297, 303, 633 ve 657 pozisyonlarindaki
degisimler yalmiz birer haplotipte, 477’ de gorilen degisim 2 haplotipte ve 174, 408, 819,
1041’ nci pozisyondaki degisim ise 3 haplotipte gorulmustdr.

A. stellatus igersinde gorulen sekans farklilign 9 farkli yerdeki baz degisimiyle
olustugu belirlenmistir. Bunlardan 7 tanes transisyon olarak gerceklesirken, 2 tane
transversiyon (112°de A<T ve 879da A«<>C) degisimi gorulmustir. Transisyon
degisimlerin 5 taness CT (115, 657 ve 105,113 1101 ) ve 2 tanes ise A«~G ( 375 ve
855) degisimi olmustur. Bu degisimlerin frekandar: ise yalizca birer haplotipte gérilen
degisimler 657 ve 879 pozisyonlarinda, 2 haplotipte goértilen degisim 375 nci
pozisyonunda, 4 haplotipte gorilen degisim 112, 113, 115'nci pozisyonlar da ve 5
hapl otipte gortlen degisim ise 105, 855, 1101' nci pozisyonlarda oldugu gorilmastar.

H. huso icersinde gorulen sekans farklilig: 6 farkl yerdeki baz degisimiyle olustugu
belirlenmistir (259 369 690 849 1005 1036). Bunlarin tamam transisyon olarak
gerceklesmis ve bu transisyonlarin 2 tanesi C<>T (259,690), 4 tanesi ise A«<>G (369 849
1005 1036) degisimi seklinde gerceklesmistir. Degisim gordlen pozisyonlarin
frekanglarina bakildiginda, 259 690 849 1036'nci pozisyonlardaki degisimler yalnizca
birer haplotipte gorulirken, 1005 nci pozisyonda gorulen degisim 2 haplotipte ve
369 ncu pozisyonda gorulen degisim 6 haplotipte goril mustar.

Sinonim ikame en fazla 10 adet ile A. gueldenstaedtii’ de gorUlUr iken A. stellatus’
da 7 adet ve H. huso’da 1 adet gorilmemistir. Sinonim olmayan ikame ise 2 adet ile en
fazla A. stellatus’da ve 1 adet H. huso’ da gorUlUr iken A. gueldenstaedtii’ de hig
gorulmemistir.

Tarler arasi nukleotid farklilig: toplam (kt), sinonim (ka) ve sinonim olmayan (ks)
yerler icin ayri ayr1 hesaplanmistir ve Tablo 3.9'da verilmistir. TUrler arasi toplam
nukleotit farkliligr (kt) degeri 5,692 - 36,648 araiginda degisim gostermistir. En ylksek kt
degeri A. stellatus - H. huso arasinda (36,648), en dusUk deger ise A. gueldenstaedtii -
A.baerii/oenzer arasinda bulunmustur (5,692). Sinonim olmayan nukleotit farklilig

degerleri (ka) ise 0,0704 - 0,00292 araliginda degisim gostermis ve en blyik deger A.
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stellatus - A.baerii/oenzer arasinda gorulurken, en distk deger A. stellatus — A.
gueldenstaedtii arasinda gorilmistir. Hesaplanan sinonim nikleotid farklilig: degeri (ks)
ise 0,22412 - 0,03834 araliginda dagildigr gorulmustir. En buyuk ks degeri 4. stellatus -
H. huso arasinda ve en dustk ks degeri A. gueldenstaedtii — A.berii/benzer arasinda
hesaplanmistir. Bunlara bagli olarak hesaplanan ka’ks orani 0,092 - 0,014 arasinda dagilim
gostermistir. En blydk kalks — orant A.gueldenstaedtii - A.baerii/benzer arasnda
hesaplanirken en kigluk oramn ise A. stellatus-A. gueldenstaedtii arasinda oldugu
hesaplanmistir (Tablo 3.9).

Tablo 3.9. Turler arasi karsilastiriimalar ile olusturulmus kt (toplam), ks (sinonim), ka
(sinonim olmayan) ve kalks degerleri

Tiirler kt ks ka ka/ks
A. stellatus - A. gueldenstaedtii 29,251 0,18774 |0,00292 |0,014
A. gueldenstaedtii -H .huso 29,989 0,18727 |0,00376 |0,017
A. stellatus - H. huso 36,648 |0,22412 |0,00427 |0,016
H. huso - A.baerii/ benzer 12,167 |0,15713 |0,00496 |0,028
A. stellatus - A.baerii/ benzer 16,250 |0,17468 |0,00704 |0,036
A. gueldenstaedtii - A.baerii/ benzer |5,692 0,03834 |0,00361 |0,092

Tuorler arast ciftli farkhlasan yer sayilarina baktigimizda en distk yer sayis A.
stellatus - H. huso (15) arasanda gorulurken, en yiuksek deger A. gueldenstaedtii - A.
stellatus (18) arasinda tespit edilmistir. Torler arast farklihk gosteren nikleotid

pozisyonlari ve Ozellikleri Tablo 3.10"de detayl1 olarak verilmistir.



Tablo 3.10. Turler arasi farklil1k gosteren nikleotid pozisyonlar: ve 6zellikleri

A. gueldenstaedtii

A. stellatus

H. huso

Sinonim degisiklik
miktar: ve pozisyonlar

A. stellatus H. huso A. gueldenstaedtii
Farklilasan yerler 18 15 16
16 12 15
Sinonim degisiklik
nonim degisixdt 105 115 174 252 297 303 375 408 105 115 259 369 375 657 690 849 174 252 259 297 303 369 408 477 633 657
miktar1 ve pozisyonlari 477 633 657 819 855 879 1041 1101 855 879 1005 1101 690 819 849 1005 1041
Sinonim olmayan 2 3 1
degisiklik miktar ve 112 113 112 1131036 1036
pozisyonlari
Sabitlegsmis farkliliklar 47 58 48
46 56 42

24 48 51 177 198 225 264 291 321 366
429 432 438 444 513 549 576 627 630
664 669 720 726 732 759 837 846 852
861 864 891 897 900 912 927 930 933
942 957 963 1002 1008 1017 1038 1050
1068

24 48 51 156 162 198 204 225 252 264 285

288 303 342 345 384 390 414 417 420 429
432 444 480 513 576 645 672 675 685 693
714 720 723 726 732 759 807 837 852 861
864 873 900 912 918 930 933 942 1002 1008
1017 1038 1047 1065 1068

105 115 156 162 177 204 288 291 321 342
345 366 390 414 417 420 438 480 549 627
630 645 664 669 672 675 685 693 714 723
807 846 852 873 891 897 918 927 963
10471050 1065

Sinonim olmayan
degisiklik miktar1 ve

pozisyonlari

2

6

103

895 958

103 285 384 895 957 958
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3.2.5. Tiirler i¢cin Ayirt Edici Restriksiyon Enzimlerin Belirlenmesi

Calisilan tarler icin ayirt edici kesici enzimlerin belirlenmes isleminde BIOEDIT
(Hall, 1999) programu kullanilmistir. Cyt-b geni 240 farkli kesici enzim ile kesildikten
sonra, her bir enzim icin olusan kesim morflar1 belirlenmistir. Bu asamada sana olarak
elde edilen morflar Gzerinden, Cyt-b gen bolgesinde her ¢ tdr icin ayrn morf olusturan
ayirt edici enzimler belirlenmistir. Belirleme isleminde pargacik uzunlugu yerine kesim
frekanslan dikkate alinmistir.

H. huso icin ayirt edici kesici enzimler, BceAl (bir kesim yeri), BsiHKAl (1), Btgl
(1), TspRI1 (1), Avall (1) olarak belirlenmistir. A. gueldenstaedtii igin Bpml (1), AfI111 (1),
Eco57TMI (1) kesici enzimleri belirleyici olmustur. A.baerii/benzer 6rnegi ise bu enzimlerle
A. gueldenstaedtii ye dahil oldugu tespit edilmistir. Bu 6rnekler icerisinden A. baeri ile A.
gueldestaedtii’ nin aynlmas icin Bsrl, Bfal, BsaX| ve Tatl enzimleri ayirt edicidir. A.
stellatus i¢in, Bmel5801 (1), BmgBI (1), BstEll (1), PspOMI (1), Sfil (1), Taql (1), Bbvl
(2), enzimleri bu tir icin ayirt edicidir. Her Ug tur icin birden belirleyici olan enzimler ise
Tablo 3.11'de verilmistir.

Tablo 3.11. Her bir ttrin belirlenmesinde kullanlabilecek kesim yerleri ve enzimler

Kesici H. huso A. gueldenstaedtii +A. A. stellatus
enzimler baerii/ benzer
Kesm Kesm Kesm Kesm Kesm Kesim
Sayisi yerleri Sayisi yerleri Sayisi yerleri
Cspél 6 (262, 374, 442, 7-8 | 262, 286, 374, 442, 4-5|374, 461, 646, 878,
461, 851, 980 461, 646, 896, 980 980
NlalV 2 (238, 959 1238 3 (238, 935, 959
Sau96l 2 (237,957 1237 5-4 237, 856, 933,
957, 958
BseMI| 2 463, 630 4373, 463, 630, 946 3 (373, 463, 630
Bsall 5|88, 380, 381, 3 (88, 727,960 188
727,1044
Hphl 2 |557, 688 41337, 409, 557, 688 5 (337, 409, 557,
688, 743
Rsal 6 [ 263, 375, 443, 7-8 | 263, 287, 375, 4-5|375, 462, 647,
462, 852, 981 443, 462, 647, 897 879, 981
BspCNI 2 464, 629 4374, 464, 629, 947 3 (374, 464, 629
Bsrl 3 2-3 2
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Tablo 3.11'in devamu

Bfal 9 9-8 9-10
BsaXl 32 1-2
Tatl 3-5 3
BceAl
BsHKAI
Btal
TspRI
Avall -
Bpml - 570
AflINI - . 1 924
Eco57MI | - - 1 570
Bmel580! | -
BmgBI -
BstEl| -
PspOMI -
Sill -
Taqgl -
Bhvl -

177
900
1044
900
957

RiR|Rr PRl

1
=

961
196
731
957
965
1008
961

Sl

3.2.6. Aminoasit Cesitliligi

Aminoasit frekandari, toplam 20 gesit aminoasitten 371 adet aminoasit kodlandig
ve bunlarin yuzde dagilimlarinin 0,00 - 16,94 araliginda degistigi tespit edilmistir (Tablo
3.12). Tur bazinda A. gueldenstaedtii ve A.baerii/benzer’de triptofan hi¢ gorilmezken,
|6sin %16,94 ile en cok gorilen aminoasit olmustur. Kodonlara bakildiginda 1. kodonda 11
adet (35, 38, 39, 59, 87, 222, 229, 293, 299, 320, 346) degisim gorullrken, bunlardan 7
tanesi aminoasit kodlamasni degistirmektedir. 2. kodonda 1 (38) degisim gorulir iken 3.
kodonda 88 degisim gorulmis ve bunlardan 5 tanes (35, 59, 293, 299 ve 346) aminoasit
degisimi gorulen kodonda gerceklesmistir.

A.  gueldenstaedtii icerisinde highir aminoasit kodlamasinda degisiklik
gbzlenmemistir. Fakat diger tlrler A. gueldenstaedtii ile karsilastirildiginda 7 yerde
aminoasit kodlamas degismektedir (35, 38, 59, 293, 299, 320, 346). A. gueldenstaedtii -
A.baerii/benzer arasinda 59 ve 293’ lincti kodon pozisyonlarinda valin-izolesin ve 299 da
metiyonin-valin degisimi tespit edilmistir.



Tablo 3.12. Calsilan Mersin Balig: turleri drneklerine ait Cyt-b geni sekans verilerinden elde edilen amino asit frekanslari

Ala | Cys |Asp |Glu | Phe |[Gly | His 1le Lys | Leu Met |[Asn |Pro |GIn |Arg [Ser |Thr |[Val |[Trp | Tyr | Top.
A.b* | 46 750 1083 306 | 111 833 |7,78 333 |972 222 [1694 |056 |528 583 |250 194 | 611 |667 |667 |000 | 361 | 360
37 750 1083 306 | 111 833 |7,78 333 |972 222 1694 |056 |528 583 |250 194 | 611 |6,67 |667 |000 | 361 | 360
2 750 1083 306 | 111 833 |7,78 333 |972 222 1694 |056 |528 583 |250 194 | 611 |6,67 |667 |000 | 361 | 360
11 750 1083 306 | 111 833 |7,78 333 |972 222 1694 |056 |528 583 |250 194 | 611 |6,67 |667 |000 | 361 | 360
= 40 750 1083 306 | 111 833 |7,78 333 |972 222 1694 |056 |528 583 |250 194 | 611 |6,67 |667 |000 | 361 | 360
3 44 750 1083 306 | 111 833 |7,78 333 |972 222 |1694 |056 |528 |[583 |250 194 611 |667 |667 |000 | 361 | 360
§ 53 750 1083 306 |111 833 |7,78 333 |972 222 [1694 |056 |528 |[583 |250 194 | 611 |6,67 |667 |000 | 361 | 360
§ 54 750 1083 306 | 111 833 |7,78 333 |972 222 |1694 |056 |528 |[583 |250 194 611 |667 |667 |000 | 361 | 360
§ 91 750 1083 306 | 111 833 |7,78 333 |972 222 |1694 |056 |528 |[583 |250 194 611 |667 |667 |000 | 361 | 360
°0 67 750 1083 306 | 111 833 |7,78 333 |972 222 |1694 |056 |528 |[583 |250 194 611 |667 |667 |000 | 361 | 360
A 61 750 1083 306 | 111 833 |7,78 333 |972 222 |1694 |056 |528 |[583 |250 194 611 |667 |667 |000 | 361 | 360
62 750 1083 306 | 111 833 |7,78 333 |972 222 |1694 |056 |528 |[583 |250 194 611 |667 |667 |000 | 361 | 360
63 750 1083 306 | 111 833 |7,78 333 |972 222 [1694 |056 |528 583 |250 194 | 611 |667 |667 |000 | 361 | 360
Ort. |7,50 1083 [3,06 | 1,11 |833 |7,78 [3,33 | 9,72 | 2,22 | 16,94 0,56 | 528 | 583 |2,50 |1,94 | 6,11 | 6,67 | 6,67 | 0,00 | 3,61 | 360
69 718 1083 [304 110 |829 |7,73 [331 939 [221 [1685 |055 [525 |[580 |249 193 608 [691 /691 |055 | 359 | 362
18 718 1083 {304 110 |829 |7,73 [331 | 967 [221 |1685 |055 [525 [580 |249 193 608 [691 |663 |055 | 359 | 362
20 718 1083 {304 110 |829 |7,73 [331 939 [ 221 |1685 |055 [525 580 |249 193 608 [691 /691 |055 | 359 | 362
S 25 718 1083 {304 110 |829 |7,73 [331 939 [221 |1685 |055 [525 580 |249 193 608 [691 /691 |055 | 359 | 362
= 76 718 1083 {304 110 |829 |7,73 [331 939 [221 [1685 |055 [525 580 |249 193 608 [691 /691 |055 | 359 | 362
T 29 718 1083 {304 110 |829 |7,73 [331 939 [221 [1685 |055 [525 580 |249 193 608 [691 /691 |055 | 359 | 362
56 718 1083 {304 110 |829 |7,73 [331 939 [221 [1685 |055 [525 |580 |249 193 608 [691 /691 |055 | 359 | 362
59 718 1083 {304 110 |829 |7,73 [331 939 [221 [1685 |055 [525 580 |249 193 608 [691 /691 |055 | 359 | 362
Ort. | 7,18 10,83 [3,04 | 1,10 |829 |7,73 [3,31 |943 | 221 | 16,85 0,55 525 | 580 [2,49 |193 | 6,08 | 691 |6,87 |0,55 |3,59 | 362
26 748 1083 305 | 111 |831 |7,76 [332 |970 [ 222 |1690 |055 [526 |[582 249 194 [ 609 |665 |665 |028 | 3,60 | 361
27 748 1083 305 |111 |831 |7,76 [332 942 [ 222 |1690 |055 [526 [582 249 194 637 |665 |665 |028 | 3,60 | 361
3 28 748 1083 305 |111 |831 |7,76 [332 942 [ 222 |1690 |055 [526 [582 249 194 637 |665 |665 |028 | 3,60 | 361
= 32 748 1083 305 | 111 |831 |7,76 [332 |970 [ 222 |1690 |055 [526 [582 |249 194 609 |665 |665 |028 | 3,60 | 361
2 48 748 1083 [305 |111 |831 |7,76 [332 942 [ 222 |1690 |055 [526 [582 249 194 637 [665 |665 |028 | 3,60 | 361
< 60 748 1083 305 |111 |831 |7,76 [332 942 [ 222 |1690 |055 [526 [582 249 194 637 [665 |665 |028 | 3,60 | 361
66 748 1083 305 |111 |831 |7,76 [332 942 [ 222 |1690 |055 [526 [582 249 194 637 [665 |665 |028 | 3,60 | 361
Ort. | 748 10,83 (3,05 | 1,11 |831 |7,76 [3,32 |9,550 | 222 | 16,90 0,55 | 526 | 582 [249 |194 | 637 |6,65 | 6,65 | 028 | 3,60 | 361

*

. A. baerii/ benzer
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A. stellatus 6rneklerinin kendi icerisinde 2 farkli grup olusturdugu gortlmastir. iki
haplotip arasandaki farkhilasma 38inci kodon pozisyonunda izolesin-serin) seklinde
gerceklesmistir. 4. gueldenstaedtii - A. stellatus arasinda 35’inci kodon pozisyonun da
valin-izolesin farkhlasmas ve 38'inci pozisyon da serin-izolesin degisimi belirlenmistir.
H. huso turunun kendi icinde de 2 farklt haplotip grubu olustugu gézlenmis ve bu
haplotipler birbirlerinden 346'inc1 kodon pozisyonunda valin-metiyonin farklilasmasyla
ayrnilmstir. 4. gueldenstaedtii — H. huso arasinda 35'inci kodon pozisyonunda valin-
izolesin, 299" da metiyonin-valin, 320'de alanin-treonin ve 346’ inct kodon pozisyonunda

valin-metiyonin degisimi belirlenmistir (Tablo 3.13).

Tablo 3.13. Tur ici vetirler araa aminoasit varyasyonu ve ¢6zellikleri

HAPLOTIP SEKANSI
2| 2|3 |3 |ORNEK NO
TURLER HAPLOTIPLER |3| 3|5 (9 | 9|2 |4
5/8/9(3]9|/0|6
A. gueldenstaedtii |Haplotip_1 Vil |V |V |M|A V |37-2-11-40-44-53-54-
91-67-61-62-63
A.baerii/benzer  |Haplotip 2 VI |I |I |[VIANV |46
A stellatus Haplotip_3 (I |V |V M|AV |26-32
Haplotip 4 I |S |V |V |M|A NV |27-28-48-60-66
Haplotip_5 [ {I |V |V |V |T NV |69-20-25-76-29-56-59
H. huso ,
Haplotip_6 1[I [V |VI|V|TM |18

Not: V=Valin, I=izolesin, M=Metiyonin, S=Serin, A=Alanin, T=Treonin.

3.2.7. Tiir Ici ve Tiirler Aras1 Genetik Farkhligin Belirlenmesi

Tdr ici ve turler aras genetik farkliligin belirlenmesin de ARLEQUIN 3.0
(Schneider vd., 2000) programinda AMOVA (Excoffier vd., 1992) secenegi kullanlarak
Kimura 2 metoduna gore turler aranda AMOVA analizi yaplmis ve F degerleri elde
edilmistir. Yapilan molekller varyans analizi sonucunda varyasyonun % 94,37'lik cok
buyUk bir kism tirler arasinda dagildigr gérilmis ve bu oran ¢ok 6énemli bulunmustur ( P
< 0.001). Tar ici varyasyon ise % 5,63 olarak bulunmustur. Tam tlrler arasinda Fst degeri
0,94 olarak hesaplanmustir (Tablo 3.14).
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Tablo 3.14. Turler Araa AMOVA andlizi sonuclar: (Kimura 2-P)

Varyasyon Kareler Varyans Varyasyonun
Kaynagi d.f. Toplam Bilesienleri Y Uzdes
Turler Aras 3 527,350 27,80684 Va 94,37

Tarler Ici 24 39,827 1,65948 Vb 5,63
Toplam 27 567,177 29,46631

Baglilik Indeksi FST: 0,94368

Tlrler aras hesaplanan en kuglk Fst degeri A. gueldenstaedtii - A.baerii/benzer

arasinda (Fst: 0,6978) hesaplanirken, en yuksek H. huso - A. stellatus arasinda (Fst:
0,96396) hesaplanmustir (Tablo 3.14). Fst- P degerlerine baktigimizda tirler arasi genetik
farklihgin istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptanmustir (P<000001). A.baerii/benzer
orneginin 1 adet olmasindan dolay: bu tire ait istatistiksel hesaplama tutarli olmadigindan

dikkate ainmamustir (Tablo 3.15).

Tablo 3.15. Turici vetlrler araa Fst degerleri ve Uste P degerleri (Kimura 2-P)

A. gueldenstaedtii

A. stellatus H. huso A.baeriibenzer

A. gueldenstaedtii -

A. stellatus 0.93284
H. huso 0.94396
A.baerii/oenzer 0.69781

0.00000 -
0.00000

0.96310 -

Tarler arasi genetik mesafe Kimura 2 parametresine gore MEGA (Kumar vd., 2004)

programi kullamlarak hesaplanmustir. Elde edilen degerlere baktigimizda en kiicik genetik

uzaklik degeri A. baerii/benzer - A. gueldenstaedtii arasinda gorulurken (0,01258), en

yuksek genetik uzaklik ise A. gueldenstaedtii - H. huso arasinda hesaplanmustir (0,05288)

(Tablo 3.16).
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Tablo 3.16. Turler arast mesafe (Kimura 2-P)

Tarler A B C D E

A. gueldenstaedtii (A) -

A. stellatus (B) 0,05234 -

H. huso (C) 0,05288  0,05196 -

A.baerii/benzer (D)  0,01258  0,05196  0,04531 -

P. spathula (E) 0,1622 0,1642 0,1605 0,1657 -

Ayrnicatirler araa genetik mesafe MEGA (Kumar vd., 2004) programu ile Kimura 2
parametresine gore gamma dizeltme degeri kullanilarak yeniden belirlenmistir. Burada
kullanllan gamma degeri filogenetik analiz kisminda belirtilen model se¢cimi ve
parametrelerin hesaplanmasi kisminda belirtildigi gibi PAUP (Swofford, 2003) altinda
MODELTEST (Posada ve Crandall, 1998) program kullanilarak hesaplanmistir. Gamma
dizeltme faktord kullanlarak olusturulan genetik uzaklik matrisinde, filogenetik
analizlerde dendogram olusturmada kullamlan dis grubun (Polyodon spathula) calisilan
turlere uzakhg: da verilmistir. Elde edilen degerlere baktigimizda en distk genetik uzaklik
degerinin 4. baerii/benzeri - A. gueldenstaedtii arasinda oldugu tespit edilmis (0,0163), en
yuksek genetik uzaklik ise A. stellatus - H. huso arasinda oldugu belirlenmistir (0,2793)
(Tablo 3.17).

Tablo 3.17. Kimura 2-parametresine gore Gamma duizeltmesi kullanilarak tirler ve dis
grup (Polyodon spathula) arasindaki genetik mesafe (gamma degeri: 0,05)

Tarler A B C D E

A. gueldenstaedtii (A) -

A. stellatus (B) 0,1722 -
H. huso (C) 0,1782 0,2793 -
A.baerii/benzer(D) 0,0163 0,1700 0,1259 -

P. spathula (E) 4,3372 4,8568 4,6423 4,3696 -
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Tur ici genetik mesafeler, turler arasinda oldugu gibi Kimura 2-parametresine gore
gamma diuzeltmeli ve dizeltmesiz mesafdler MEGA (Kumar vd., 2004) programi
yardimiyla hesaplanmistir.  Tlr icinde en fazla genetik farklilik goértlen tir 0,0042 lik
deger ile A. gueldenstaedtii olmustur. Bunu 0,0032’ lik deger ile A. stellatus izlemis ve en
dusuk tur ici genetik farklilik ise 0,0017 deger ile H. huso da gorilmistur (Tablo 3.18).
Ayni sekilde her bir tir icerisinde olusturulan ciftli karsilastirmalar Tablo.3.20,21 ve 22’ de

verilmigtir.

Tablo 3.18. Turici (Kimura2-P) mesafeleri (dizeltmesiz ve gamma degeri 0,05’ e gore)

Turler Dizeltmeli Dizeltmesiz
A. gueldenstaedtii 0,0042 0,0038
A. stellatus 0,0032 0,0030
H. huso 0,0017 0,0017

A.baerii/oenzer - -

3.2.7.1. Gen Akisimn Hesaplanmasi

Gen akisi ARLEQUIN 3.0 (Schneider vd., 2000) paket programu kullanilarak
hesaplanmistir. Calisilan tlrlerde gen akist her bir jenerasyon icin 00,2165 — 0,0187
arasinda degisim gostermektedir. Gen akis1 4. gueldenstaedtii - A.baerii/benzer turleri
arasinda en yiksek orana sahip iken (0,2165), H. huso - A. stellatus tUrleri arasinda en
dustik dizeyde (0,0187) oldugu bulunmustur (Tablo 3.19).

Tablo 3.19. Turler arasi gen akis oran

A. gueldenstaedtii  A. stellatus H. huso A.baerii/benzer
A. gueldenstaedtii -
A. stellatus 0,0360 -
H. huso 0,0297 0,0187 -

A.baerii/benzer 0,2165 0,0307 0,01912 -




Tablo 3.20. A. gueldenstaedtii tirl Ornekleri ve Polyodon spathula arasi mesafeleri (K2P) (0,05 gamma diizeltmeli deger Uste)

Ornek No 37 002 011 040 044 053 054 91 67 61 62 63 P.s
037 0.0059 | 0.0059 | 0.0040 | 0.0049 | 0.0000 | 0.0040 | 50000 | 0.0008 |0.0059 | 0.0059 | 0.0040 | 4.6808
002 0.0063 0.0000 | 0.0032 | 0.0041 | 0.0059 | 0.0032 | 50059 | 0.0068 | 0-0000 | 0.0000 | 0.0032 | 55136
011 0.0063 | 0.0000 0.0032 | 0.0041 | 0.0059 | 0.0032 | 0.0059 | 0.0068 |0.0000 | 0.0000 | 0.0032 | 5.5136
040 0.0045 | 0.0036 | 0.0036 0.0008 | 0.0040 | 0.0000 | 0.0040 | 0.0049 |0.0032 | 0.0032 | 0.0000 | 5.1377
044 0.0054 | 0.0045 | 0.0045 | 0.0009 0.0049 | 0.0008 | 0.0049 | 0.0058 | 0.0041 | 0.0041 | 0.0008 | 5.3836
053 0.0000 | 0.0063 | 0.0063 | 0.0045 | 0.0054 0.0040 | 0.0000 | 0.0008 |0.0059 | 0.0059 | 0.0040 | 4.6808
054 0.0045 | 0.0036 | 0.0036 | 0.0000 | 0.0009 | 0.0045 0.0040 | 0.0049 |0.0032 | 0.0032 | 0.0000 | 5.1377
091 0.0000 | 0.0063 | 0.0063 | 0.0045 | 0.0054 | 0.0000 | 0.0045 0.0008 | 0.0059 | 0.0059 | 0.0040 | 4.6808
067 0.0009 | 0.0072 | 0.0072 | 0.0054 | 0.0063 | 0.0009 | 0.0054 | 0.0009 0.0068 | 0.0068 | 0.0049 | 4.9037
061 0.0063 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0036 | 0.0045 | 0.0063 | 0.0036 | 0.0063 | 0.0072 0.0000 | 0.0032 | 5.5136
062 0.0063 | 0.0000 | 0.0000 | 0.0036 | 0.0045 | 0.0063 | 0.0036 | 0.0063 | 0.0072 | 0.0000 0.0032 | 55136
063 0.0045 | 0.0036 | 0.0036 | 0.0000 | 0.0009 | 0.0045 | 0.0000 | 0.0045 | 0.0054 | 0.0036 | 0.0036 5.1377
P.s 0.1503 | 0.1549 | 0.1549 | 0.1526 | 0.1538 | 0.1503 | 0.1526 | 0.1503 | 0.1515 | 0.1549 | 0.1549 | 0.1526




Tablo 3.21. A. stellatus tUr0 6rnekleri ve Polyodon spathula arasi mesafeleri (K2P) (0,05
diizeltmeli deger Uste)

OrnekNo | 26 27 28 32 48 60 66 P.s

26 00010 | 00083 | 0.0029 | 0.0070 | 0.0060 | 0.0060 | 5,2569
27 0.0063 0.0000 | 0.0038 | 0.0018 | 0.009 | 0.0009 | 5,9134
28 0.0072 | 0.0009 00049 | 00028 | 00019 | 00019 | 51986
gy 0.0027 | 0.0036 | 0.0045 00038 | 00028 | 0.0028 | 50170
48 00063 | 0.0018 | 0.0027 | 0.0036 00009 | 0.0009 | 57784
60 00054 | 00009 | 0.0018 | 0.0027 | 0.0009 0.0000 | 56419
66 0.0054 | 0.0009 | 0.0018 | 0.0027 | 00009 | 0.0000 56419
p.s 01527 | 01562 | 01574 | 01516 | 01561 | 01550 | 0,1550

Tablo 3.22. H. huso turl 6rnekleri ve Polyodon spathula arasi mesafeleri (K2P) (0,05 gamma diizeltmeli

deger Uste)

OrnekNo | g9 18 20 25 76 29 56 59 P.s
69 00019 | 00019 | 0.0019 | 0.0019 | 0.0029 | 0.0009 | 0.0019 | 4,7886
18 0.0018 00019 | 0.0019 | 0.0019 | 00029 | 0.0009 | 0.0019 | 52569
20 0.0018 | 0.0018 0.0000 | 00019 | 00029 | 00009 | 00019 | 4,7886
25 0.0018 | 00018 | 0.0000 00019 | 00029 | 00009 | 00019 | 47886
76 00018 | 00018 | 0.0018 | 0.0018 00029 | 00009 | 00019 | 47886
29 0.0027 | 0.0027 | 0.0027 | 00027 | 0.0027 0.0019 | 00009 | 55089
56 0.0009 | 0.0009 | 0.0009 | 00009 | 0.0009 | 0.0018 0.0009 | 50170
59 00018 | 00018 | 00018 | 00018 | 00018 | 0.0009 | 0.0009 52569

P.s 01504 | 01527 | 01504 | 01504 | 0,1504 | 01539 | 0,1516 | 01527
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3.2.8 Molekiiler Saat

Molekuler saat
maksimum olaslik dendograminin olusturuimasinda MEGA (Kumar vd., 2004) ve
BIOEDIT (Hall, 1999) programlari kullamlmistir. Molekiler saat kalibrasyonun da dis

uygulamasinda farklilasma zamamnin hesaplanmasinda ve

grup olarak secilen P. spathula’ min Acipenseridae tirleri ile olan mesafes ve bilinen fosil
kayitlarina dayal1 ayriilma zamani dikkate alinmistir. Dis grup olarak kabul edilen
Polyodon spathula’nin ayriima zamam 135-150 milyon yil oldugu kabul edilmistir
(Birstein vd., 1998). Dis grup ile calisilan diger tirler arasinda gorilen aminoasit degisim
oran ve bu tiiriin ayrilma zamanindan mutasyon oran: 1,0317x10™° olarak hesaplanmustir.
Ayrica aminoasit degisimi hesaba katimadan gamma duzeltmeli ve duizeltmesiz
mesafelerden dis grup kalibrasyonu ile farklt mutasyon oranlari hesaplanmus ve tirlerin
ayrilma zamanlar: belirlenmistir (Tablo 3.23). Hesaplanan ortalama mutasyon oram (1 X

10°)" ile olusturulan ML dendogramin da tiirlerin ayrilcigr nodlar verilmistir (Sekil 3.5).

Tablo 3.23. Farkli mutasyon hizlar ic¢in hesaplanan tirler aras ayrilma zamanlari

Turler Nodlar Duzeltmeli | Duzeltmesiz | Ort
1,25x10°  [4,5x10™

P. spathula C1 (Kalibrasyon) [180,0 180,2 157

H. huso N1 7,15 58,78 51,2

A. stellatus N2 6,89 58,1 50,69

A. baerii/benzer N3 0,65 0,5 0,5

A. gueldenstaedtii
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63-CYT A.
54-CYT A.
40-CYT A.
44-cytl A.
62-CYT A.
— 61-CYT A.
11-CYT A
2-CYT A.
91-CYT A.
\5% 53-CYT A.
L1 37-CYT A
-67-cytl A.
N 46-CYT A.
@ 66-CYT A.
60-CYT A.
48-CYT A.
28-CYT A.
27-CYT A.
L 32-cytl A.
26-cytl A.
~76-CYT
18-CYT
56-CYT

H
H
H.
_@D 25-CYT H.
H.
H
H
H

(A
=/

20-CYT
59-CYT
29-CYT
69-CYT H.
NC004419 P

80 60 40 20 0 my
l l l ] |

0.08 0.06 0.04 0.02 0.00

Sekil 3.5. Molekiler saat uygulamali Maksimum Olasilik dendogramu
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3.2.9. Evrimsel Hipotezlerin Test Edilmesi

3.2.9.1 Tajima’mn Testi

DnaSP 4.0 (Rozas ve Rozas, 1999) paket programi kullanilarak yapilan Tajima nin
notralite testi sonucunda, A. gueldenstaedtii Ornekleri igin (n=12), belirlenen ayriima yeri
sayis (S) ile ornek sayisimin orant (Ps) yuksek bulunmustur. Bu tirde bu yerler icin
belirlenen teta duzeltmesi (0) ve nukleotid cesitliligi (r) degerlerinden hesaplanan
Tajima nin D degeri ise 1,119 olarak bulunmus ve seleksiyon disinda bir etkinin 6nemsiz
oldugu gorulmustur (P=0,896). Diger tirler icin hesaplana degerler Tablo 3.24'de

verilmistir.

Tablo 3.24. Tgjima nin Nétralite testi sonuclar

Tarler n S | ps(8n) 0 T D P

. gueldenstaedti| 12 | 10 | 0,008985 | 0,002975 | 0,003784 | 1,119058 0,896
H. huso 6 | 0,005391 | 0,002079 | 0,001669 | -0,920392 | 0,369
A. stellatus 9 | 0,008086 | 0,003301 |0,002995| -0,492119 | 0,204
4. baerii/benzer - - - - -

|~

3.2.9.2. McDonald-Kreitman Testi

DnaSP 4.0 (Rozas ve Rozas, 1999) paket programu ile yapilan analiz sonucunda
turler arasanda elde edilen Notralite indeksi en distk 0,467’ lik deger ile A. gueldenstaedtii
- H huso arasinda, ve en yiuksek indeks ise A. stellatus - H. huso arasinda (7,000)
hesaplanmustir. Yine benzer sekilde G degerlerine bakildiginda en dusik 0,535'lik deger
ile A. gueldenstaedtii - H. huso arasinda ve en yuksek G degeri ise A. stellatus - H. huso
arasindaki 4,048'lik degerdir. A. stellatus - H. huso arasindaki bu deger dnemli gorilse de
(p<0,05) duzeltmeler ile hirlikte degerlendirildiginde kurulan hipotez ret edilmis ve
seleksiyonun disinda bir etkinin dnemli olmadig1 kabul edilmistir (Tablo 3.25).




Tablo 3.25. McDonad-Kreitman Testi Tablosu

A. gueldenstaedtii

A. gueldenstaedtii

A. stellatus

A. gueldenstaedtii

A. stellatus H. huso H. huso A.baerii/benzer

Sinonim ikameler (Substitutions)

Tarler aras1 sabitlesmis farkliliklar 46 42 56 8
Polimorfik yerler 16 15 12 10
Sinonim olmayan ikameler
Turler aras1 sabitlesmis farkliliklar 6

Polimorfik yerler 2

Neutralite Indeks 5,750 0,467 7,000 0,000
Alfadegeri -4,750 0,533 -6,000 1,000
Fisher's exact test. P-degeri 0,183310 0,669235 0,055544 0,214286
Gtesti G degeri 2,077 0,535 4.048

P-degeri 0,14952 0,46444 0,04422*
Williams' diizeltmesi ile G degeri 1,699 0,485 3,455

P-degeri 0,19238 0,48638 0,06306

G value with Yates correction: 0,702 0,055 2,331

P-value: 0,40202 0,81438 0,12679

* 0.01<P<0.05; ** 0.001<P<0.01; *** P<0.001
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3.2.10. Filogenetik Analizler

3.2.10.1. Model Se¢imi

En uygun modelin belirlenmes icin PAUP ile birlikte Modeltest 3.7 (Posada ve
Crandall, 1998) program kullanilarak hem Akaike bilgi kriterleri (A1C), hem de Bayesian
bilgi kriterlerine (BIC) gore 56 farkli model arasindan TrN+G modeli secilmistir. TrN+G
(Tamurave Nel, 1993) (+ gamma (G, Q) dagilimi ) modeli ikame durumunun iki tipi olan
(T orami, Ti/Tv ), esit olmayan baz frekandar: ve Ti/Tv orani icin serbest parametrelerle
ilgilenmektedir. G degeri TrN modeli igin ilave bir parametreyi (+G ) gostermektedir.
Ti/Tv orani, transisyon - transversiyon orani; —in L, aga¢ topolojinin maksimum olasiligim
gosterir ve son olarak P, degisken olmayan yerlerin olasiligidir. Secilen TrN+G modeli

kullamlarak calisilan veri seti icin tim parametreler hesaplanmistir (Tablo 3.26).

Tablo. 3.26 Veriler icin hesaplanan TrN+G model parametreleri

Model Baz Frekansi InL TimTv | @ | Pinv.

A C G T

TrN+G |0,2733| 0,3279 | 0,1402 | 0,2585 | 2634,2524 | 27,4749 | 0,0544 0

Not: TrN+G (Tamura, Nei, 1993)+ gammadagilimi, K = 6, AIC = 5280,5049

Hesaplanan gamma () degeri kuguk bulunmustur ve bu da degisim gozlenen
yerlerin ¢ogunun ¢ok yavas degistiginin gostergesi olarak kabul edilmistir. Transisyon /
Transversiyon oram (27,4749 ), transisyona dogru bir egilimin oldugunu gostermektedir.
PAUP programi kullanilarak sekandarda, bazlarin herhangi birine dogru bir egilim olup
olmadig1 kontrol edilmistir. Diger bir degisle baz frekanslarinin sabitliginin bozulmasi
kontrol edilmis ve bunun olmacdhig: gérilmiistiir (3% = 7, sd = 81, P=1.00 ). Bu sonuca gére
bireylerin baz frekansan arasinda her hangi bir egilim bulunmamaktadir. Bu

parametrelerin  hesaplanmasandan sonra filogenetik agacin olusturulmasi asamasna
gecilmistir.
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3.2.10.2. Filogenetik Yapilanma

Filogenetik topolojilerin yapillandirilmasnda hesaplanan gamma degeri MEGA
(Kumar vd., 2004) programinda kullarilarak her ¢ metot icin ayr1 ayri uygulanmustir.
Gerek sec - bagla gerekse i¢ dal testi (interior branch test) yapilarak nodlarin tutarlilig
belirlenmis ve se¢ - bagla degeri %50 den daha biyik nodlar gorintilenmistir. Veri
setinden yeniden ornekleme yontemi ile 1000 kez aga¢ olusturulmus ve tum agaglar
icerisinden ortak agaclar elde edilmistir. Dendogramda agag icerisinde her bir kolunun
Uzerinde se¢-bagla degerleri verilmistir. Dis grup olarak Polyodon spathula kullanlmstir.

Calisilan tim mersin Orneklerine ait Cyt-b sekans verileri ilk olarak Maksimum
parssmoni (MP) (Sekil 3.6), UPGMA (Sekil 3.7) ve Maksimum olasilik (ML) (Sekil 3.8)
dendogramlarnnin yapilandiriimasnda kullamlmistir. Elde edilen sonuclar Karadeniz' den
orneklenen mersin balig tarleri arasinda agik bir farklilasma oldugunu gostermektedir.
TUm dendogramlar i¢in  Huso ve Acipenser turleri birbirlerinden ayrilmislardir. Ayrica
olusturulan koksliz agaca (MP) bakildiginda tirlerin farklilasmas: agik bir sekilde
gordlmustdr (Sekil 3.9).

Cok az degisiklikler hari¢ Bayesian analizi sonuglari ML sonuglanyla oldukca
benzer bulunmustur. Daha ¢ok veri seti ile caisildigi durumlarda zaman tasarrufu
aciandan Bayesian analizinin kullarilabilir oldugu belirtilmistir. Karadeniz'in Turkiye
kiyillarindan orneklenen 4 mersin balig1 (4. stellatus, H. huso ve A. gueldenstaedtii ve
A.baerii/benzer) turd bir birinden agik bir sekilde ayrilmustir (Sekil 3.8).



92

_17|: 61-CYT A.gueldenstaedtii |
23 62-CYT A.gueldenstaedtii

96 L 2.CYT A.gueldenstaedtii

57 11-CYT A.gueldenstaedtii
63-CYT A.gueldenstaedtii
44-cytl A.gueldenstaedtii

81
87 21 _|: 40-CYT A.gueldenstaedtii

16 54-CYT A.gueldenstaedtii
53-CYT A.gueldenstaedtii
67-cytl A.gueldenstaedtii

23 _|: 37-CYT A.gueldenstaedtii
17 91-CYT A.gueldenstaedtii

A.guldenstaedtii

99

96

70 -
46-CYT A.baerii ] Abaerii
26-cytl A.stellatus
32-cytl A.stellatus

100
462': 27-CYT A.stellatus
50 28-CYT A.stellatus  |Astellatus
87 —————— 60-CYT A.stellatus
30 —|: 48-CYT A.stellatus
18 66-CYT A.stellatus |
76-CYT H.huso
66 I— 29-CYT H.huso
100 L 59-CYT H.huso

56-CYT H.huso
7 69-CYT H.huso

10 —|: 18-CYT H.huso
3 20-CYT H.huso
—66|: 25-CYT H.huso

42 H.huso

NC004419 Polyodon spatula

Sekil 3.6. TUm orneklerin Cty-b gen sekans verilerinden olusturulmus Maksimum
parsimoni (MP) dendogrami
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— 2-CYT A.gueldenstaedtii

g7 — 11-CYT A.gueldenstaedtii
— 61-CYT A.gueldenstaedtii
65 ——— 62-CYT A.gueldenstaedtii

44-cytl A.gueldenstaedtii

. — 40-CYT A.gueldenstaedtii
94 pon 54-CYT A.gueldenstaedtii
——— 63-CYT A.gueldenstaedtii

67-cytl A.gueldenstaedtii
— 37-CYT A.gueldenstaedtii
53-CYT A.gueldenstaedtii
———91-CYT A.gueldenstaedtii

100

96

72

51

46-CYT A.gueldenstaedtii
5g [ 26-cytl A.stellatus

———— 32-cytl A.stellatus

54— 27-CYT A.stellatus
—— 28-CYT A.stellatus
70 48-CYT A.stellatus

50 — 60-CYT A.stellatus

100

57— 66-CYT A.stellatus
50— 29-CYT H.huso
L————59-CYT H.huso

69-CYT H.huso
70— 20-CYT H.huso
100 ——25-CYT H.huso
18-CYT H.huso
76-CYT H.huso
56-CYT H.huso
NC004419 Polyodon spatula

Sekil 3.7. Tum drneklerin Cyt-b gen sekans verilerinden olusturulmus UPGMA
Dendogram: (nodlar Uzerindeki oranlarda %050 Uzeri degerler kabul
edilmistir)
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63-CYT A.
54-CYT A.
40-CYT A.
44-cytl A.
62-CYT A.
| 61-CYT A.
11-CYT A.
2-CYT A.
91-CYT A.

53-CYT A.
37-CYT A.

-67-cytl A.
46-CYT A.
66-CYT A.

60-CYT A.
48-CYT A.
28-CYT A.
27-CYT A.

L 32-cytl A.
26-cytl A.

- 76-CYT

- 18-CYT

H
H
56-CYT H
25-CYT H.
20-CYT H
H
H
H

59-CYT
{ 29-CYT
—69-CYT
NC004419 P

0.02

Sekil 3.8. Maksimum Olasil ik metodu ile olusturulmus dendogram
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Sekil 3.9. Tum orneklerin Cyt-b geni sekans verilerinden olusturulmus kokstiz
dendogram

A. gueldenstaedtii 6rnekleri icin yapilan filogenetik analizler sonucunda olusturulan
MP ve UPGMA dendogramlarin da bu tiriin % 60-96 gibi yuksek bir degerle A-B seklinde
iki farkl gruba ayrildigi gorilmastir (Sekil 3.10). A grubu 37-53-67-91 no’lu 6rneklerden
olusurken B grubu ise kendi icerisinde B1 (2-11-61-62 no’lu drnekler) ve B2 (40-44-54-
63) seklinde ikiye ayrilmistir. A grubu icinde yer alan 6rneklerden 37-67-91 no’lu 6rnekler

Samsun’dan, 53 nolu 6rnek ise Giresun’ dan 6rneklenmistir. B grubu icersindeki B1 grubu
ornekleainden 2-11 no’'lu 6rnekler kulttr kokenli orneklerdir ve yine aym grupta yer alan

61 ve 62 no’'lu Samsun ornekleri ise kiltir orneklerine yakin bulunmustur. B2 grubu

icerisinde yer alan 40-44-54 no’ lu 6rnekler Giresun’dan ve 63 no’lu 6rnek ise Sakarya dan

orneklenmistir. Bu oOrnekler gerek kendi iginde gerekse genbanktan alinan Orneklerle
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karsilastirildiginda A grubu 6rneklerinin hem B grubunun 2 alt grubu B1 ve B2 den hem
de genbank 6rneklerinden ayrildig gordlmustir (Sekil 3.13).

Orneklemelerde 4. gueldenstaedtii olarak belirtilen fakat sekans sonuclarinda
A.baerii/benzere daha yakin bulunan 46 no’'lu 6rnek A. gueldenstaedtii 6rneklerinden

tamamen ayrildi g gorulmustar.

2-CYT A.gueldenstaedtii

a) BZ o7 [ 11-CYT A.gueldenstaedtii
61-CYT A.gueldenstaedtii
B — L 62-CYT A.gueldenstaedtii

54-CYT A.gueldenstaedtii

63-CYT A.gueldenstaedtii
60 B1 85 ———  40-CYT A.gueldenstaedtii

44-cytl A.gueldenstaedtii
91-CYT A.gueldenstaedtii
37-CYT A.gueldenstaedtii
A 97 I 53-CYT A.gueldenstaedtii

67-cytl A.gueldenstaedtii
46-CYT A.baerii

NC004419 Polyodon spatula

2-CYT A.gueldenstaedtii
62-CYT A.gueldenstaedtii
11-CYT A.gueldenstaedtii

b) 97

66 -——— 61-CYT A.gueldenstaedtii

44-cytl A.gueldenstaedtii
54-CYT A.gueldenstaedtii

86

96 P 40-CYT A.gueldenstaedtii

63-CYT A.gueldenstaedtii

67-cytl A.gueldenstaedtii
53-CYT A.gueldenstaedtii

96

37-CYT A.gueldenstaedtii

67
91-CYT A.gueldenstaedtii

46-CYT A.baerii
NCO004419 Polyodon spatula

Sekil 3.10. A. gueldenstaedtii 6rnekleri icin Cyt-b geni sekans verilerinden olusturulmus
MP (a) ve UPGMA (b) dendogramlar (se¢-bagla degeri > %50)
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Benzer sekilde 4. stellatus ve H. huso Ornekleri icin de MP ve UPGMA metotlari
kullanlarak tor icerisinde farklilasan birimler (ESU) aranmis ve agaclar olusturulmustur.

A. stellatus igin MP dendogramina bakildiginda se¢-bagla degerinin yalmzca 4 nod
icin % 50’ nin Uzerinde oldugu ve ayrica 26 ve 32 no’ lu drneklerin 27-28-48-60 ve 66 no’ lu
diger orneklerden ayrildigr gordlmastr (Sekil 3.11.b). Olusturulan UPGMA agacina
bakildiginda ise benzer sekilde gruplasma gozlenmis fakat 48 no'lu o6rnek NJ
dendograminin aksine 60-66 nolu bireylere daha yakin yer almistir (Sekil 3.11.a).

a) 69— 27-CYT A.stellatus
28-CYT A.stellatus

99 60-CYT A.stellatus

66-CYT A.stellatus

78

48-CYT A.stellatus

32-cytl A.stellatus

26-cytl A.stellatus
NC004419 Polyodon spatula

{ 60-CYT A.stellatus
b) 50 66-CYT A.stellatus

72 48-CYT A.stellatus

NC004419 Polyodon spatula

Sekil 3.11. A.stellatus 6rnekleri mt Cyt-b gen sekans verilerinden olusturulmus MP(a) ve
UPGMA (b) dendogramlar: (se¢-bagladegeri > %50)
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H. huso i¢in olusturulan MP agacina bakildiginda tir icersinde bir ayrilma
gorilmemektedir (Sekil 3.14). Benzer sekilde UPGMA dendograminda da 29-59 no'lu
ornekler ile 20-25 no’'lu orneklerin birbirlerine daha yakin oldugu fakat digerlerinden
ayriimadig gorulmuistar (Sekil 3.12).

a) 69-CYT H.huso
18-CYT H.huso
76-CYT H.huso
29-CYT H.huso
71 59-CYT H.huso
56-CYT H.huso
25-CYT H.huso
20-CYT H.huso
NC004419 Polyodon spatula

18-CYT H.huso

56-CYT H.huso
b) 69-CYT H.huso
20-CYT H.huso
70 25-CYT H.huso
76-CYT H.huso
29-CYT H.huso
50 59-CYT H.huso
NC004419 Polyodon spatula

Sekil 3.12. H. huso ornekleri igin Cyt-b geni sekans verilerinden olusturulmus MP (a) ve
UPGMA (b) dendogrami (sec-bagladegeri > %50).

Gen bankaandan ainan 6rneklerin sekans verileri ile birlikte Tarkiye kiyilarnndan
orneklenen turlere ait veriler birlikte degerlendirilmis, diger mersin turleri ve Karadeniz-
Hazar bolgesinde daha once calisilmis olan orneklere gére mevcut durum ortaya
konulmustur (Sekil 3.13).
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AF238688 A.gueldenstaedtii tuna
AF238669 A.gueldenstaedtii gueldensta...
40-CYT A.gueldenstaedtii

63-CYT A.gueldenstaedtii

AJ249692 A.gueldenstaedtii Gney Hazar...
54-CYT A.gueldenstaedtii

AF238694 A.gueldenstaedtii colchicus ...
44-cytl A.gueldenstaedtii

AJ245833 A.nacari Buna Nehri

AJ245834 A.nacari Po Nehri

AF238660 A.naccarii Gunet Hazar
—— AF238699 A.gueldenstaedtii havwardan
AF238620 A.persicus persicus Guney Hazar
AF238615 A.persicus Hazar

2-CYT A.gueldenstaedtii

11-CYT A.gueldenstaedtii
61-CYT A.gueldenstaedtii
62-CYT A.gueldenstaedtii
AJ563386 A.gueldenstaedtii Hazar Denizi

67-cytl A.gueldenstaedtii
91-CYT A.gueldenstaedtii
37-CYT A.gueldenstaedtii
53-CYT A.gueldenstaedtii
AF238679 A.gueldenstaedtii gueldensta...

AJ277594 A.gueldenstaedtii Volga Nehri
AJ563395 A.gueldenstaedtii Hazar Denizi

AF238658 A.baerii stenorrhynchus yenisey
AF238653 A.baerii baerii Ob

AJ563394 A.gueldenstaedtii Hazar Denizi
AF238631 A.baerii baicalensis Haceri
AF238700 A.gueldenstaedtii

AF238640 A.baerii stenorrhynchus Lena
AF238705 A.gueldenstaedtii yumurta
11102385 A.baerii Siberian River
AJ277596 A.gueldenstaedtii Volga A.ba...
46-CYT A.gueldenstaedtii

AJ245828 A.brevestrum

AJ245832 A.nudiventris Hazar

57 s8 60-CYT A.stellatus
g‘f 66-CYT A.stellatus
48-CYT A.stellatus
50
66
33
25
60

{ 27-CYT A.stellatus
28-CYT A.stellatus

100 26-cytl A.stellatus
AJ249693 A.stellatus Hazar
22 59 AY 846685 A.stellatus donensis
32-cytl A.stellatus
32 AYB846696 A.stellatus ponticus
AY 846689 A.stellatus ponticus

AY 846689 A.stellatus ponticus(2)
55 I: 69-CYT H.huso
AJ245840 H.huso Hazar
29-CYT H.huso
71 20-CYT H.huso

38 25-CYT H.huso
24 76-CYT H.huso

89

100

97 18-CYT H.huso
5 56-CYT H.huso
24 59-CYT H.huso

AJ249694 A.ruthenus Tuna

AY510085 A.dabryanus in
o5 \—E AJ245830 A.medirostris Kolombiya Nehr...
99 AJ252187 H.dauricus
AJ245839 A.sturio

[ NCO005834 Psephurus gladius
100 L— NCO004419 Polyodon spathula

Sekil 3.13. Tum 6rnekler ile genbanktan alinan mersin trlerine ait Cyt-b geni sekans
verilerinden olusturulmus UPGMA dendogrami
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3.3. tRNA""- Dloop Geni

3.3.1. Heteroplazmi ve Boy Varyasyonu

Her bir tir icindeki boy varyasyonu ve heteroplazmi, tRNAP™®- Dloop geni PZR
Urdndndn agaroz je Uzerinde yurituldikten sonra gorintilerin karsilastinlmasi ile ortaya
konulmustur. Her bir tdr icerisinde farkli Griin boyuna sahip homoplazmik bireyler
sekandlan alinmak lzere belirlenmistir. Sekans verilerinin elde edilmesinden sonra tekrar
motifleri ve bolgeleri belirlenmis ve tUm tlrler icin tekrar sayilari ve frekandar
hesaplanmistir. Boy varyasyonu ve heteroplazmi U¢ tire ait toplam 81 adet mersin
baligindajel goruntulerinden tespit edilmistir.

Toplam 46 adet H. huso 6rnegi icerisinden boy varyasyonu ve heteroplazmi
belirlenmistir (Sekil 3.14). Bu oérnekler icerisinde boy varyasyonuna bakildiginda 19
Ornekte gorulen 4 tekrarli yapr en ¢cok gorilen morf olmustur. En az tekrar sayia 3 iken en
fazla 6 tekrar tespit edilmistir. H. huso icerisinde 1-2 ve 7 tekrarl1 yap gortlmemistir. H.
huso tUrinde yamzca bir bireyde (72 no’'lu 6rnek) heteroplazmik yapi gézlenmis ve
heteroplazmi oram % 2,17 ile tum tlrler arasinda en disik oldugu belirlenmistir. Buna
bagli olarak homoplazmi ise % 97,83 olarak hesaplanmustir (Tablo 3.27). H. huso 6rnekleri
icin elektroforez jel goruntulerinden elde edilen her bir 6rnekte gorilen heteroplazmi ve

tekrar sayilan 6rnek numaralari ile birlikte gosterilerek Tablo 3.27' da verilmistir.

41 42 43 45 47 50 51 52 53 56 59 61 69 74 70 71

Sekil 3.14. Baz1 H. huso ©6rnekleri icin gordlen boy farklihig (1. kolon
100 bp DNA boy belirteci)
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Tablo 3.27. Her bir tir icin Dloop bolgesinde gorulen tekrar sayilari ve heteroplazmi
(6rnek numaralar1 ile gosterilmistir)

Tekrar Sayisi
Tiirler HT
N 2 3 4 5 6
9, 19, 21, 22, 25,18, 20, 23, 24, |59, 69, |39, 35, 72
36, 43, 45, 50, 51,53
H.huso 29, 30, 31, 38, 41, 52, 70, 71, 74, 78, 77, 47
42, 56, 65, *72,|*72,73, 79
76,83, 88, 82,
89 86 92
TOPLAM | 46 0 |16 19 5 6 1(%2,17)
*26,*32, | *26, 26, 32, 49,
66 57, 90
A.stellatus 27, 28, 60 *3D 49 48 *49, |*57,
*57,*90 | 80, *90
TOPLAM 11 1|3 2 6 4 5 (% 45,45)
81 2,5, 10, 13, 14, 3,4,6,8, 11, 6791 64 67
58,62, *64, | ,
A.gueldenst | 24 54 37, 40, 44, 53, 61, *67. 81,
aedtii 63, *64, 87
TOPLAM 2 |13 10 2 2 (% 8,33)

*Heteroplazmik bireyler

Toplam 11 adet A. stellatus Ornegi icerisinde boy varyasyonu ve heteroplazmi
belirlenmistir (Sekil 3.15). Bu Ornekler iginden 6 Ornekte gorulen 5 tekrarli yapr en ¢ok
gorilen morf olmustur. En az tekrar sayist 2 iken en fazla 6 tekrar tespit edilmistir.
Heteroplazmik birey sayis 5 (26, 32, 49, 57 ve 90 no'lu érnekler) olarak gozlenmistir.
Heteroplazmi oram % 45,45 ile en yiksek oranda bu ttrde gorulmusttr. Buna bagli olarak
homoplazmi ise % 54,55 olmustur (Tablo 3.27). A. stellatus 6rnekleri icin elektroforez jel

gorunttlerinden elde edilen ve her bir érnekte gorulen heteroplazmi ve tekrar sayilar: 6rnek

numaralar ile birlik de Tablo 3.27’ de verilmistir.
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Sekil 3.15. Baz A. stellatus 6rnekleri icin gorulen boy farklilig: ve
Heteroplazmi (1. kolon 100 bp DNA boy belirteci)

Toplam 24 adet A. gueldenstaedtii Ornegi icerisinde boy varyasyonu ve
heteroplazmi belirlenmistir (Sekil 3.16). Bu drnekler icinden 13 érnek de 3 tekrarli yapi en
cok gorulen morf olmustur. En az tekrar sayist 2 iken en fazla 5 tekrar tespit edilmistir.
Heteroplazmik birey sayis1 2 (64 ve 67 nolu 6rnekler) olarak gozlenmistir. Heteroplazmi
oranm % 8,33 olarak belirlenmistir. Buna bagli olarak homoplazmi ise % 91,77 olarak
gerceklesmistir  (Tablo 3.27). A. gueldenstaedtii  Ornekleri icin  elektroforez jel
goruntdlerinden elde edilen ve her bir 6rnekte gorulen heteroplazmi ve tekrar sayilar: 6rnek
numaralar ile birlik de Tablo 3.27’ de verilmistir.

Sekil 3.16. Bazi A. gueldenstaedtii Ornekleri icin gorulen boy farkliligi ve
Heteroplazmi (1. kolon 100 bp DNA boy belirteci)
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Turler arasindaki boy varyasyonuna baktigimizda tirlerde gorilen tekrar sayilarinin
frekandanna ait grafik Sekil 3.17'de verilmistir. En biydk K, degeri 0,156 ile A.
stellatus’da gorulurken, 4. gueldenstaedtii igcin 0,0385 ve H. huso i¢in ise 0,0085 olarak
hesaplanmistir. Gp degerleri ise Ky degerlerinin tersine en dusik A. stellatus’da 0,656, A4.
gueldenstaedtii’ de 0,9303 ve en blyik deger ise H. huso da 0,9871 olarak bulunmustur
(Tablo 3.28).

TUm tUrlerde heteroplazmik bireyler gortlmdasttr. Ayrica tum turler icin ortalama
boy varyasyonunun dagilim oran: sirasiyla, 2 tekrar % 3,7, 3 tekrar % 39,5, 4 tekrar % 38,
2, 5 tekrar % 16 ve 6 tekrar % 12,3 oraninda gorulmuis ve en ¢ok gortlen 3 tekrarl yap:
olmustur. Calisilan turlerde 1 ve 7 tekrarl1 yapt gorilmemistir.

0,59

0,45

0,4 OA.stellatus

0,35 1 B A.guldenstaedtii

OH.huso

0,3
Frekans (%) 0,25

0,2

0,15

0,14

o i

07 m\ T T E\
1 2 3 4 5 6 7
Tekrar Sayisi
Sekil 3.17. Her g tur icin gorilen tekrar sayisi ve frekansi
Tablo 3.28. Gorulen boy farkhlig, tekrar sayilari ve boy varyasyonu
N Tekrar Sayisi
Tiirler Kb Kc Glp
1 2 3 4 5 6 7
A. stellatus 1 |0 0,091 {0,273 | 0,180 |0,550 [0,360 |0 0,156 |0,454 |0,656
A. gueldenstaedtii |24 |0 0,083 10,542 |0,375 {0,083 |0 0 0,0385 |0,5521 | 0,9303
H. huso 46 |0 0 0,348 {0,435 {0,109 (0,130 |0 0,0085 |0,6612 | 0,9871
TOPLAM 81 |0 0,037 10,395 |0,382 |0,160 {0,123 |0
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3.3.2. Sekans Analizi

Homoplazmik bireyler icerisinden secilen farkli Grtin boyuna sahip drnekler icin
100 pl’lik PZR Grint elde edilerek bu Urinler agaroz jel elektroforez gérunttlenerek kalite
ve kantites belirlenerek saflastirma dncesi kontrolleri yapilmistir.  Saflastirma sonrasinda
50 pl’ye sulandirilan saf DNA yine benzer sekilde agaroz jel Uzerinde 1 pl kosturularak
purifikasyon isleminin etkinligi ve elde edilen saf DNA pargasanin yogunluguna
bakilmigstir. Elde edilen saf tRNAP™- D-loop bdlgesi PZR riinii her iki primer kullamilarak
cift yonlt kismi sekanglar1 alinmustir.

A. gueldenstaedtii (8), A. stellatus (4) ve H. huso (7) olmak Uzere 3 farkli tire ait
toplam 19 6rnekten D-loop gen bolgesinin kismi sekans ileri ve geri olarak cift yonll
alinmistir. Her bir yonde okunan yaklasik 250-600 bp'lik sekandlar Ust Uste getirilerek 250-
600 bp toplam uzunlukta (primer yerleri cikarildi) ortak sekans elde edilmistir. Daha
sonraki asamada elde edilen sekans sonucu, sekandar arasi lokal benzerlik bolgelerini
bulmak, uluslararas veri tabamindaki sekandarla karsilastirma yapmak, ayrica galisilan
genin ait oldugu tdrleri icin BLAST (The Basic Local Alignment Search Tool) analizi
yapilmigtir.

tRNApro-D-loop sekansindan tRNApro gen bolgesinin sekansi belirlenerek birinci
TAS (Termination Associated Sequence) bolgesi belirlenmis ve kontrol bolges ile
tRNApro birbirinden aynlmistir. D-loop bolgesinin sonuna yakin tekrar bdlgesi, boy
varyasyonu ve heteroplazmiden sorumlu oldugu gorulmdastir. Kontrol bolgesi tRNApro
dan birkag nikleotid ile aynimaktadir. Bu tekrarlar siirekli olarak D-loop iplik¢igi uc kismi
ile ilgili sekanslara (TAS) sahiptiler. TAS benzeri blok tRNApro icerisinde belirleyici
olabilir. Tekrar bolgelerinin merkezi tekrarlar: dikkate alinarak tekrar eden baz dizilimleri
belirlenmistir. Buna gore her tur icin tekrar eden baz buyukl gt 82 bp olarak bulunmustur.
H. huso ve A. stellatus i¢in yuksek oranda benzerlik gosterirken A. gueldenstaedtii igin bu
tekrar bolgesi sekanglar1 degisiklik gostermektedir (Tablo 3.29-31).

RC ( Merkezi Tekrar ) (TAS) 82

H.huso ATTCAAGTACATAAGACATGCTATGATATAATCCACATTAATTTCTAGCCACCATACCACAAG TGTTTACATATACATTAA
A stell ATTCAAGTACATAAGACATGCTATGIT- TAATCCACATTAATTTCTAGCCACCATAAATTAGAATGTTTGCACCTACATTAA
A. gul du GTTTAAGTACATAAGGCATACTATGIT- TAATCCACATTAATTTCTAGCCACCATATCATAA- - TGTTTGTATGTACATTAA




Tabl 0 29. H.huso’da t RNAP"°- Dl oop bol gesi nde gor il en tekrar bolgeleri ve TAS notifler

25- DLOCP
56- DLOCP
29- DLOCP
54- DLOCP
20- DLOOP
59- DLOOP
69- DLOOP

25- DLOCP
56- DLOCP
29- DLOOP
54- DLOOP
20- DLOOP
59- DLOOP
69- DLOOP

25- DLOOP
56- DLOOP
29- DLOOP
54- DLOOP
20- DLOOP
59- DLOCP
69- DLOCP

ITTITTITIT

ITITITITITIT

t RNA- pro TAS
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
B S e e e P e e L I I I It I I I I R e |
TACCCTTAACCTCCCAAAGCTAAGATTCTACATT CTATTCTCTGACCACACCAT GT T- - == - = - = - e o oo e o oo m oo oo
TACCCTTAACCT CCCAAAGCTAAGATTCTACATTAAAACTATTCTCTGACCACACCATGT T-- - = = - - - s e o oo m oo e e o -
TACCCTTAACCT CCCAAAGCTAAGATTCTACATTAAAACTATTCTCTGACCACACCATGT T-- - = = - - - s e o e e oo m e e o -
TACCCTTAACCCT CCAAAGCTAAGAT TCTACATTAAAACTATTCTCTGACTATACCATAAT - - - - - - s - s e o e e e e e o -
TACCCTTAACCCT CCAAAGCTAAGATTCTACATTAAAACTATTCTCTGACCACACCATGT T-- - == - - - s s e o s e e o e oo oo m oo -
TACCTTTAACCCT CCAAAGCTAAGAT TCTACATTAAAACTATTCTCTGACCACACCATGT T-- - == - - - s s e o s e e e o oo oo -
TACCCTTAACCT CCCAAAGCTAAGAT TCTACATTAAAACTATTCTCTGACCACACCATGAT - - - - - - - - s - s o e m e e oo m oo o -

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
AU P B B DR D D B B DU DR DR I DU B DN D DN R B
-------- TTAACCCACACCAATTTCTAGCCACCATACCACAAGT GTTTACATATACAT TAAAT TATTCAAGT ACATAAGACATGCTATGATATAATCCA
-------- TTAACCCACACCAAT TTCTAGCCACCATACCACAAGT GTTTACATATACAT TAAATTATTCAAGT ACATAAGACATGCTATGATATAATCCA
-------- TTAACCCACACCAATTTCTAGCT GOCATACCATAAGT GTTTACATATACATTAAATTATTCAAGTACATAAGACATGCTATGATATAATCCA
-------- TTAACCCACACCAATTTCTAGCT TGCATACCATAAGT GT TTACATATACAT TAAATTGT TTAAGT ACATAAGGCATACTAT GATATAAT CCA
-------- TTAACCCACACCAAT TTCTAGCCACCATACCACAAGT GTTTACATATACAT TAAAT TAT TCAAGT ACATAAGACAT GCTATGATATAATCCA
-------- TTAACCCACACCAAT TTCTAGCTGCCATACCATAAGT GTTTACATATACATTAAATTATTCAAGTACATAAGACATGCTATGATATAATCCA
-------- TTAACCCACACCAAT TTCTAGCCACCATACCATAAGT GTTTACATATACAT TAAAT TATTCAAGTACATAAGACATGCTATGATATAATCCA

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
T P T R P P D R I D R BN I I I B R B RN B
CATTAATTTCTAGCCACCATA- - CCACAATGTTTACATATACATTAAAT TATTCAAGTACATAAGACATGC- TATGTATAATCCACATTAATTTCTAGTC
CATTAATTTCTAGCCACCATA- - CCACAATGTTTACATATACATTAAATTATTCAAGTACATAAGACATGC- TATGTATAATCCACATTAATTTCTAGCC
CATTAATTTCTAGCCACCATA- - CCATAATGTTTACATATACATTAAATTATTCAAGTACATAAGACATGC- TATGTATAATCCACATTAATTTCTAGCC
CATTAATTTCTAGCCACCATA- - CCATAATGTTTACATATACATTAAATTATTCAAGTACATAAGACATGC- TATGTATAATCCACATTAATTTCTAGCC
CATTAATTTCTAGCCACCATA- - CCACAATGTTTACATATACATTAAATTATTCAAGTACATAAGACATGC- TATGTATAATCCACATTAATTTCTAGCC
CATTAATTTCTAGCCACCATA- - CCATAATGTTTACATATACATTAAATTATTCAAGTACATAAGACATGC- TATGTATAATCCACATTAATTTCTAGCC
CATTAGTTTCTAGCCACCATA- - CCATAATGTTTACATATACAT TAAATTATTCAAGTACATAAGACATGC- TATGTATAATCCACATTAGTTTCTAGCC



Tablo 29’ un devamu

25- DLOCP
56- DLOCP
29- DLOCP
54- DLOOP
20- DLOOP
59- DLOOP
69- DLOOP

25- DLOCP
56- DLOCP
29- DLOOP
54- DLOOP
20- DLOOP
59- DLOOP
69- DLOOP

ITITIITITITIT

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
R O T T IO IO ISR [P (AP RN IS IO IR INDIP PN IO IO RPN NP
Y@ N o o Y. 1 1
Y@ o o 7Y 1
ACCATA- - CCATAATGTTT- - - = - - = = = = = = & = = f o £ @ o f @ o f o f o @ o f o f o f il
ACCATA- - CCACAAT GTTT- - - = - - = = = = = = & = = £ = o f o f o f o f o f ool
ACCATA- - CCACAAT GTTTACATATACATTAAATTATTCAGGTACATAAGACATGCTATGTATAATCCACATTAATTTC - - - <= = <<= - cc oo oo - -
ACCATA- - CCATAATGTTTACATATACATTAAATTATTCAAGTACATAAGACATGCTATGTATAATCCACATTAATTTCTAGCCACCATACCATAATGTT
ACCATA- - CCATAATGTTTACATATACATTAAATTATTCAAGTACATAAGACATGCTATGT ATAATCCACATTAGT TTCTAGCCACCATACCATAATGTT

TACATATACATTAAATTATTCAAGTACATAAGACATGCTATGTATAATCCACATTAATTTCT -
TACATATACATTAAATTATTCAGGT ACATAAGACATGCGATGTATAATCCACATTAGTTTCT-



Tabl o 30. A. gueldenstaedtii’ de t RNAP'°-Dl oop bol gesi nde goéril en tekrar bolgeleri ve TAS notifler

63- DLOCP
62- DLOCP

> >

2-D oop A

61- DLOCP
53- DLOOP
37- DLOOP
11- DLOCP
81- DLOOP

63- DLOCP
62- DLOCP

>>>r>>r

> >

2-Dl oop A

61- DLOOP
53- DLOOP
37- DLOOP
11- DLOCP
81- DLOOP

63- DLOCOP
62- DLOCOP

>>>>>

> >

2-Dloop A

61- DLOOP
53- DLOOP
37- DLOOP
11- DLOOP
81- DLOOP

>r>>>r >

t RNA- pro TAS
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

- ACCCTTAACC- CCCAAAGCTAAGATTCTACATTAAAACTATTCTCTGACTATACCATAATGGT TTGTATGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGCCA
- ACCCTTAACC- CCCAAAGCTAAGATTCTACATTAAAACTATTCTCTGACTATACCATAATGGT TTGCATGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCA
- ACCCTTAACC- CCCAAAGCTAAGATTCTACATTAAAACTATTCTCTGACTATACCATAATGGT TTGCATGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCA
- ACCCTTAACC- CCCAAAGCTAAGATTCTACATTAAAACTATTCTCTGACTATACCATAATGGT TTGCATGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCA
- ACCCTTAACC- CCCAAAGCTAAGATTCTACATTAAAACTATTCTCTGACTATACCACAATGGT TTGCACGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCA
- ACCCTTAACC- CCCAAAGCTAAGATTCTACATTAAAACTATTCTCTGACTATACCACAATGI TTTGCACGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCA
- ACCCTTAACC- CCCAAAGCTAAGATTCTACATTAAAACTATTCTCTGACTATACCATAATGGT TTGCATGTACAT TAAATTGT TTAAGTACATAAGGCA
- ACCCTTAACC- CCCAAAGCTAAGATTCTACATTAAAACTATTCTCTGACTATCCCATAATGGT TTGCATGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCA

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
A PR T B PR DR DR B B DR DR SRR DI I DN DR D D B B
TACTATGTTTAATCCACATTAATTTCTAGCCACCATACCATAA- TGTTTGTATGTACAT TAAATTGT TTAAGT ACATAAGGCATACTATGT T- TAATCCA
TACTATGTTTAATCCACATTAATTTCTAGCCACCATATCATAA- TGTTTGCACGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCATACTATGT T- TAATCCA
TACTATGTTTAATCCACATTAATTTCTAGCCACCATATCATAA- TGTTTGCACGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCATACTATGT T- TAATCCA
TACTATGTTTAATCCACATTAATTTCTAGCCACCATATCATAA- TGTTTGCACGTACATTAAATTGT TTAAGT ACATAAGGCATACTATGT T- TAATCCA
TACTATGTTTAATCCACATTAATTTCTAGCCACCATACCATAA- TGTTTGCACGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCATACTATGT T- TAATCCA
TACTATGTTTAATCCACATTAATTTCTAGCCACCATACCACAA- TGTTTGCACGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCATACTATGI T- TAATCCA
TACTATGTTTAATCCACATTAATTTCTAGCCACCATATCATAA- TGTTTGCACGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCATACTATGT T- TAATCCA
TACTATGTTTAATCCACATTAATTTCTAGCCACCATATCATAA- TGTTTGCACGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCATACTATGT T- TAATCCA

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
CATT!QATTT|CT GC|CA lI'A— - TlCATAAll'GT TTlGT ATGlT ACATll'AAA lI'G'I' TT!AA AlCA AAlGC-ICA IACC'I' lI'GT TT!AA CC!A\CATT!AATTTlCT |
CATTAATTTCTAGCCACCATA- - TCATAATGITTGCACGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCATACCTATGT TTAATCCACATTAATTTCTAGCC
CATTAATTTCTAGCCACCATA- - TCATAATGITTGCACGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCATACCTATGT TTAATCCACATTAATTTCTAGCC
CATTAATTTCTAGCCACCATA- - TCATAATGI TTGCACGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCATACCTATGT TTAATCCACATTAATTTCTAGCC
CATTAATTTCTAGCCACCATA- - CCATAATGI TTGCACGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCATACCTATGT TTAATCCACATTAATTTCTAGCC
CATTAATTTCTAGCCACCATA- - CCACAATGT TTGCACGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCATACCTATGT TTAATCCACATTAATTTCTAGCC
CATTAATTTCTAGCCACCATA- - TCATAATGI TTGCACGTACATTAAATTGI TTAAGTACATAAGGCATACCTATGT TTAATCCACATTAATTTCTAGCC
CATTAATTTCTAGCCACCATA- - TCATAATGT TTGCACGTACATTAAATTGT TTAAGTACATAAGGCATACCTATGTTTAATCCACATTAATTTCTAGCC




Tablo 30’ un devam

63- DLOOP
62- DLOOP
2-Dloop A
61- DLOOP
53- DLOOP
37- DLOOP
11- DLOOP
81- DLOOP

> >

>r>>r>>

310 3
ACCAlI'A— - TICACAAlI'GT TT
ACCATA- - CCATAATGITT
ACCATA- - CCATAATGITT
ACCATA- - CCATAATGITT
ACCATA- - CCATAATGITT
ACCATA- - CCATAATGITT
ACCATA- - TCATAATGITT
ACCATA- - TCATAATGITT

20 330 340 350 360 370 380 390 400
T PR P P PR DR DTS DT PR DR DR IS DTN DR D B



Tabl o 31.

66- DLOOP
27- DLOCP
28- DLOCP
60- DLOCP

66- DLOOP
27- DLOOP
28- DLOCP
60- DLOCP

66- DLOCP
27- DLOOP
28- DLOOP
60- DLOOP

66- DLOCP
27- DLOCP
28- DLOCP
60- DLOOP

66- DLOCP
27- DLOCP
28- DLOCP
60- DLOCP

>>>>

>>>r>

>>> >

A. stellatus’ da t RNAP°- Dl oop bol gesi nde goéril en tekrar bol geleri ve TAS notifler
t RNA- pro TAS
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
B o AR ISR IR (PN IR IR EURVRP IR PSRN IPRPEPEUS ISR VRPN IR [N IPEPe PR VRPN I
TACCCTTAACT- CCCAAAGCT AAGATTCTACAT TAAAACTATTCTCTGACCATGUGTATGT - - - = = = = = = = s m s e e e eee e o
TACCCTTAACC- TCCAAAGCT AAGATTCTACAT TAAAACTATTCTCTGACCATGOGTATGT- - - = = - = = = = = s s e e e e e oo e e
TACCCTTAACC- TCCAAAGCTAAGATTCTACAT TAAAACTAT TCTCTGACCATGCGTATGT - - - = = = - = = = m o mmmm e e e oo oo
TACCCTTAACT- CCCAAAGCTAAGATTCTACAT TAAAACT TTTCTCTGACCATGCGTATGT - - - = = = - = == mmmmmmm e mmm e oo oo
CR
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
B S O o [ A N A Ao [ PSSR I IS PRV (R IR R PN PN
-------- TTAATCCACATTAATTTCTAGCCACCATAACATAA- TGCTTGCATATACATTAAATTATTCAAGTACATAAGACATGCTATGIT- TAA
-------- TTAATCCACATTAATTTCTAGCCACCATAACATAA- TGCTTGCACATACATTAAATTATTTAGGTACATAAGACATGCTATGIT- TAATCCA
-------- TTAATCCACATTAATTTCTAGCCACCATAACATAA- TGTTTGCACATACATTAAATTATTTAAGTACATAAGACATGCTATGIT- TAATCCA
———————— TTAATCCACATTAATTTCCAGCCACCATAACATAA- TGCTCGCACATACATTAAATTATTTAAGTACATAAGACATGCTATGIT- TAATCCA
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
B e e e e P e P L o [ O e [ I
CATTAATTTCTAGCCACCATAAATTAGAATGT TTGCACCTACATTAAATTAG: - - - - = = = == = = == mm s e m e e e e oo
CATTAATTTCTAGCCACCATAAATTAAAATGCTTGCACATACATTAAATTAGT TAGGTACATAAGACATGCCTATGT TTAATCCACATTAATTTCTAGCC
CATTAATTTCTAGCCACCATAAATTAAAATGT TTGCACATACATTAAATTATTTAAGTACATAAGACATGCCTATGT TTAATCCACATTAATTTCTAGCC
CATTAATTTCCAGCCACCATAAATTAAAATGCGCGCACATGCATTAAATTAGT TAAGTACATAAGACATGCCTATGT TTAATCCACATTAATTTCCAGCC
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
P e Pt I o P I
ACCATAAATTAAAATGT TTCATCTAGOGTCAAATGAA: - - = - - - = = = = = = & mm oot e o o o e e oo e oo oo oo
ACCATAAATTAGAATGT TTCATCTACCOGT CAAATGAA: - - = - - - = = = = = = = = mm o m m oo e m o e e e oo e e oo oo
ACCATAAATTAGAATGT TTCATCTACAATCAAATGATTTAAAGTACATAAGACCATGCTATGT TTAATCCACATTAATTTCCAGCCACCATAAATTAGAA
410 420 430 440 450 460
I I I I I IR I I I I
e



4. TARTISMA

Karadeniz' de Avrasya turleri olan Acipenser gueldenstaedtii, A. stellatus ve Huso
huso turleri ile birlikte diger mersin balig: turleri Uzerine yapilan filogenetik ve populasyon
genetigi calismalari bulunmaktadir (Ludwig vd., 2000,2001; Bristein vd., 1998a,b, 2005;
Tranah vd., 2001; Wolf vd., 1999; Doukakis, 2000; Jennecknes vd., 2000; Stabile vd.,
1996; Waldman vd., 1996, Wirgin vd., 2000; Brown vd., 1992). Fakat TUrkiye de mersin
baliklan Uzerine gerek molekiler gerekse morfometrik analizlere dayal1 hicbir calisma
bulunmamaktadir. Bu calismada Turkiye nin Karadeniz kiyilarindan 6rnekleme yapilarak
mtDNA Cyt-b ve tRNAP°-Dloop gen bolgesi sekans andlizi yapilarak hem kendi icerisinde
hem de diger calismalar ile karsilastirmalar yapilmustir.

Torkiye'nin Karadeniz kiyillarindan 7 farkli ilden o¢rneklenen toplam 82 adet
Ornekten 12 adet 4. gueldenstaedtii, 1 adet A. baerii/benzer, 7 adet A. stellatus ve 8 adet H.
huso olmak Uzere 4 farkl tire ait 28 ornek igin her iki primer kullanilarak (ileri ve geri)
cift yonli Cyt-b gen boélgesinin sekansi alinmis ve analizleri yapilmistir. Ayrica 81 adet

ornegin timinde Dloop gen bolgesi icin boy varyasyonu ve heteroplazmi ¢alisilmustir.

4.1. Haplotiplerin Dagihimi ve Haplotip Cesitliligi

TUm orneklerin Cyt-b sekans verileri kullanlarak 100 bp’lik 19 adet haplotip elde
edilmistir. Her bir tlr icersinde gorilen haplotip sayisi 1 ile 7 arasinda degisim gosterirken
her bir tur icin gorilen ortalama haplotip sayisi 4,7 olarak gerceklesmistir. A.
gueldenstaedtii’de 5, A.baerii/benzer’de 1, A. stellatus’da 6 ve H. huso’da 7 adet haplotip
gortlmistir. Ornekler arasnda en sk gorilen haplotipler A. gueldenstaedtii igerisinde
gorulmistir, dolayrsiyla bu tirin haplotip gesitliligi disik olmustur. Ornek sayisina bagl:
olarak haplotip sayis ve frekanslar1 degisim gosterebilmektedir. Bir tirde gorilen haplotip
diger bir tirde gorilmemistir. Diger bir ifade ile turlerin paylastigi ortak haplotipler
bulunmanustir.

Jennecknes vd. (2000), Volga Nehrinden yakalanan ve morfolojik olarak A.
gueldenstaedtii olarak simiflandirilan érneklerinde, mtDNA Cyt-b geninin sekans andlizi

verilerinden filogenetik analiz yapmiglar ve bu bireylerin 11 tanesinin A. baerii oldugunu
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tespit etmislerdir. TUm Ornekler icerisinde 7 haplotip belirlenmis ve bunlardan 3 haplotipin
A.baerii 'ye ait oldugu tespit edilmistir. Bunun yamnda Azak Denizi yada Hazar Denizinin
guneyinde A. gueldenstaedtii Orneklerinde A4.baeriilbenzer haplotipine rastlamamislardir.
A. gueldenstaedtii ile A. baerii yada A. baerii hibritleri arasinda genetik kontaminasyonu
olabilecegini vurgulanmugtir.  YUritmis oldugumuz bu calismada Jennecknes vd.
(2000)'nin Volga nehrinde elde ettigi sonuclara benzer sonuclar elde edilmis ve
Karadeniz' den orneklenen ve morfolojik olarak 4. gueldenstaedtii olarak sniflandirilan
ornekler icerisinden 1 adet A. baerii/benzer haplotipi (Hap_6) gortlmisttr. Bunun en olas
nedeninin kdltdr ortamindan birakilan veya kacan baliklar olabilecegi distnulmistdr.
Yine benzer sekilde Voynova (2008) yapmis oldugu calismasinda Azak Denizi’'nden
orneklenen A. gueldenstaedtii tOri Ornekleri icerisinde A.baerii/benzeri  mitotipler
bildirmistir. Bu ornekler ise yavrulardan olusmaktadir, bunun nedenini ise yazar 2003-
2004 willarinda yapilan baliklandirmayla iliskilendirmektedir. Bu calismalardan farkl:
olarak Doukakis (2000)'in Avrasya tirleri Uzerine yaptigi calismasinda tirlerin ortak
hapl otiplere sahip oldugunu ve bu nedenle bu tirler arasinda hibrit bireylerin olabilecegini
belirtmistir. 4. gueldenstaedtii ve A. baerii tur iginde en biyuk sayida 6zel haplotipe sahip
turler iken A. stellatus ve H. huso nun birgok haplotipi ortak paylastiklar: belirlenmistir.
YirUtilen bu caismada Karadeniz ornekleri icerisinde gorllen A. baerii/benzeri
haplotipinin (Hap_6) bu tiremi yada hibrit bir bireye mi ait olduguna karar verilebilmesi
icin yaratilen bu calisma yeterli degildir. Daha fazla 6rnekleme ile birlikte
A.baerii/oenzeri orneginin detaylandinimas: gerekmektedir. Ozellikle gekirdek DNA
Uzerinden farkh belirtecler kullamlarak yapilacak calismalarla acikliga kavusacaktir.

Y drattulen bu calismada her 3 tdr icin % 81,8 - 96,4 arasinda yuksek haplotip
cesitliligi gozlenmistir. Turler icin haplotip cesitliligi 4. gueldenstaedtii % 81,8, A.
stellatus % 95,2 ve H. huso i¢in % 96,4 olarak hesaplanmistir. Ornek sayilar: ile haplotip
cesitliligi karsilastinldiginda en fazla ornege sahip 4. gueldenstaedtii (13 6rnek) de
haplotip ¢esitliligi en distk dizeyde gergeklesirken A. stellatus ve H. huso (7 - 8 6rnek)
icin yakin degerler bulunmustur. 4. baerii/benzeri Ornegi 1 adet oldugu icin
degerlendirmelere katilmamistir. Caisilan tirler icin 6rnek sayisi yetersizdir, ilave
ornekleme ile gozlenen haplotip ¢esitliliginin degisebilecesi dustnilmektedir. Bununla
birlikte metot ve calisilan genin 6zelligi de bu orani etkileyebilmektedir. Bu ¢alismadan
elde edilen degerler yapilan benzer calismalar tarafindan desteklenmektedir. Soyle ki
haplotip cesitliligi diger kemikli baliklarda % 80 nin Uzerinde bulunmaktadir (Grant ve
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Bowen, 1998). Mersin baliklar ile yapilan ¢alismalarda da benzer sonuclar elde edilmistir.
Nitekim 4. oxyrinchus populasyonu icin haplotip ¢esitliliginin %90’ lara kadar ulastig
tespit edilmistir (Stabile vd., 1996; Waldman vd., 1996; Wirgin vd., 2000).

Doukakis vd. (2005), A. stellatus’da haplotip cesitliligini D-loop bolgesi sekans
verilerinden, farklh populasyonlar icin  >%98 olarak bulmustur. Yine farkh
populasyonlardan A. gueldenstaedtii rnekleri icin bu degeri en dusik % 73 en yiksek ise
% 100 olarak hesaplamustir. H. huso icin ise yine yuksek degerler belirlenmistir (>% 98).
Basgka bir calismasinda Doukakis (2000), A. baerii icin ¢ok az drnekle ¢alismis ve disik
haplotip ¢esitliligine (%18,18) sahip oldugunu belirtmistir.

Brown vd. (1992b), 4. transmontanus’da mtDNA RFLP caismalar ile haplotip
cesitliligini %70'in Uzerinde bulmustur. Grunwald vd. (2002), Dloop bdlges icin A.
brevirostrum da haplotip cesitliligini %64,1 - 81,7 arasinda hesaplamistir. Zhang vd.
(2003), Cin mersini A. sinensis ile yaptig1 calismada Dloop sekans verilerinden haplotip
cesitligini % 94,4 olarak tespit etmistir.

4.2. Niikleotit Verileri

4.2.1 Niikleotit Dagilimi

Farkl: arastirmacilar tarafindan Cyt-b (% 53-57 ) ve D-loop (% 70-80) bolgelerinin
yuksek A+T degerine sahip olduklar1 (Apostolidis vd., 1997) ve kontrol bdlges icgin
%68'lik A+T orammin genel bir deger oldugu belirtilmistir (Meyer, 1993; Jerry ve
Baverstock, 1998). Bizim calismamizda A+T oranlan A. stellatus ve H. huso i¢in benzer
%52,6, A. gueldenstaedtii i¢in %53,2 ve A.baerii/benzeri icin ise % 53,8 olarak
bulunmustur. Bu degerler yapilan diger calismalart desteklemektedir. Nitekim Doukakis
(2000), Cyt-b geni sekans andlizi ile A. stellatus igin % 52,46, A. gueldenstaedtii icin %
52,95, 4. baerii icin % 53,38 ve H.huso icgin ise % 53,35 lik bir A+T oram belirlemistir.
Kontrol bolgesindeise A. stellatus igin % 61.44, A. gueldenstaedtii igin % 62.70, A. baerii
icin % 62,94 ve H. huso iginise % 61,27’ lik daha ytksek bir A+T oram hesaplamustir.

Onceki calismalarda Cyt-b geni C, A ve T oranlarinca zengin ve G oram olarak ise
cok distk oldugu tespit edilmistir (Cantatore vd., 1994). Beklendigi sekilde bu calismada
da Cyt-b gen bolgesinin C (% 32) bakimindan zengin, G (% 15) bakinundan ise fakir

oldugu bulunmustur. NUkleotit frekandar: ise A.baerii/benzeri icin T-C-A-G sirasiyla %
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27,0, % 31,4, % 26,8 ve % 14,9 olarak bulunmustur. 4. gueldenstaedtii ‘de bu deger
ortalamalarn % 26,9, % 31,4, % 26,6 ve % 15,0 dir. A. stellatus icin ortalamalar % 26,3, %
32,0, % 26,3, % 15,4 seklindedir. H. huso iginise % 27,2, % 31,0, % 26,6 ve % 15,2’ dir.

Bu calismada elde edilen sonuclara benzer olarak Duokakis (2000), Cyt-b geni ile
yaptig calismada A. baerii igin T-C-A-G oranlarim sirasyla % 26,86, % 31,81, % 26,52
ve % 14,99, A. gueldenstaedtii icin bu degerleri % 26,37, % 32,19, % 26,58 ve %
14,86, A. stellatusicin % 25,80, % 32,38, % 26,66, % 15,17 ve H. huso iginise % 26,74 ,
% 31,52, % 26,61, % 15,12 olarak bulmustur.

Yine benzer sekilde Almodovar vd. (2000), 7 mersin tirinde Cyt-b gen bdlgesinin
sekans anadlizi verilerinden bu bolgelerin dustik G icerigine (%16,2) sahip oldugunu
belirtmistir ve sirasiyla baz oranlarimt A, C ve T olarak % 26,7, % 29,3 ve %27,8
belirlemistir. TUm bu degerlere bakildiginda Cyt-b gen bdlgesinin baz kompozisyonu
telostel ile benzer bulunmustur (Perciformes) (Cantatore vd., 1994).

Johns ve Avise (1998), farkli canli gruplan icin Cyt-b geninin nikleotid
frekanslannmni gostermistir  (Tablo 4.1). Tabloda verilen degerlere bakildiginda bizim
¢aligmamizda elde edilen degerlerle uyumlu olduklar: gorilmektedir.

Tablo 4.1. Farkli canlilar icin Cyt-b nikleotid frekanslar

Canh Tiiri T C A G | A+T
Kuslar 25,0 33,9 27,6 135 |52,6
Memeéliler 28,8 28,4 29,6 13,3 |58,4
Surdngenler 28,6 27,6 27,7 16,1 (56,3
Amphibianlar 32,7 24,3 27,0 16,0 |59,7
Baliklar 29,5 29,9 25,3 15,3 |54,8
Mersin (Bu calisma) [26,83 3145 |26,52 15,18 | 53,36

Transisyon miktarina baktigimizda en fazla 4. gueldenstaedtii’de (9), 4. stellatus
(7) ve en az H. huso’da (6) gorUlmektedir. Transversiyon miktar1 ise en fazla A.
stellatus’da (2) gorUlmustlr, H. huso’da hic transisyon gértlmemistir. Ti/Tv oram en
yuksek A. gueldenstaedtii’de (9:1), A. stellatus’da (7:2) ve H. huso (6:0) olarak
bulunmustur. Bu deger diger baliklarda ve mersin baliginin diger turlerinde gok farkl:
ol abilmektedir.
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Doukakis (2000), farkl: torlerle yapmis oldugu calismasinda D-loop igin
transisyon/transversiyon oranini 6:1 ile 25:1 arasinda bulmustur. Ayrica Cyt-b ve ND5 icin
transisyon/transversiyon oraninin D-loop bolgesinden daha diistik oldugunu tespit etmistir.
Brown vd. (1993), ise benzer sekilde 4. transmontanus’da 27:1 gibi nispeten yiksek bir
oran bulmustur. Bu oranin yiksek ¢ikmasinin muhtemel nedenini, Acipenseriform torleri
arasinda grup olarak gorilen yavas baz ikame orannin bir sonucu olabilecegini
belirtmistir.

Krieger vd. (2000), Kuzey Amerika mersin balig: tirleri ile yaptig bir ¢calismada
MtDNA sekansini ¢alismustir. Turlerin ciftli karsilastirmalar1 icin birlestirilmis gen sekans
verilerinden elde edilen ti/tv degeri Polypterus ve Acipenseriform tirleri arasinda yaklasik
1,4 olarak bulunmustur. Bu degerin Acipenseriform tirleri arasinda 3,0 ila 10,3 arasinda
degistigi gbzlenmis ve bu degerin Acipenseriform icerisinde ki mevcut ayrilmanin nasil
meydana geldiginin agiklanmasinda kullam | abileceginden bahsetmistir.

Almodovar vd. (2000), 7 farkli mersin tard ile Cyt-b bdlges icin yapmis oldugu
calisgmasinda ts:tv oramni 7,17 olarak belirlemistir. Mersin baliklarinda ti/tv orani nispeten
yuksek oranlarda bulunur iken diger baliklarda 2:1-3:1 gibi distk degerler rapor edilmistir
(Bernatchez vd., 1992; Fajen ve Breden 1992; Apostolidis vd., 1997). Bu calismada elde
edilen sonuglarin yukarida verilen calismalar ile uyumlu oldugu gorilmektedir.

4.2.2 Niikleotit Cesitliligi

Calisilan gen bdlges icin hesaplanan nikleotit cesitliligi degerleri tirler arasinda
farkli bulunmus ve genellikle diger baiklarda gbzlenen degerler ile uyumlu oldugu
gbzlenmistir. NUkleotit cesitliligi, 4. gueldenstaedtii icin % 0,378, A. stellatus icin %
0,299 ve H. huso icin % 0,167 olarak hesaplanmistir.

Benzer sekilde Duokakis (2000), Cyt-b ve ND5 bdlges igin nukleotit gesitliligi
degerini A. baerii ve H. huso icin diger mersin turleri ile benzer (<%0,2 ) bulmustur ve bu
degerin diger baliklardan daha distk bir dagilim gosterdigini belirtmistir. Ciftgi vd.
(2007), Turkiye de 30 S. trutta populasyonunda Cyt-b/Dloop, ND5/6 ve ND1 gen
bolgelerini kullanarak yapmis oldugu RFLP calismasinda populasyonlar aras nikleotit
cesitliligini % 1.01 olarak hesaplamistir. Ayrica Horai vd. (1995), A. stellatus ve A.
gueldenstaedtii icin Cyt-b nukleotit cesitliligini  insanla benzer bulmustur. Duokakis

(2005) yilinda yaptig1 baska bir ¢alismada Dloop bolgesi icin ise nikleotit cesitliginin A.
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gueldenstaedtii tirinun farkli populasyonlarinda % 2,65-3,69 araliginda degistigini
belirtmistir. Bu degerleri A. stellatus icin % 1,55-2,03 ve H. huso i¢in ise % 2,03-2,66
olarak belirtmistir. Aym sekilde A. gueldenstaedtii’nin en yUksek nikleotit cesitliligine
sahip oldugu bulunmustur.

Brown vd. (1993), tarafindan yuritilen calismada Dloop bdlgesinin nikleotit
cesitlilik degerinin diger gen bolgelerinden 4-5 kat daha yiksek oldugu ve benzer sekilde
Pourkazemi (1995), D-loop ile ND5 ve Cyt-b arasindaki nukleotit ¢esitliligi farkinin 9 kata
kadar degisebileceginin ve bunun sonucunda D-loop bdlgesinin daha fazla evrim hizina
sahip oldugunu belirtilmistir. D-loop Uzerine yapilan benzer calismalarda benzer sekilde
yuksek degerler elde edilmistir. Pourkazemi (1999), 4. gueldenstaedtii’de D-loop bolgesi
icin nikleotit cesitliligi degerini % 5,0 olarak hesaplamistir. Bir baska calismada A.
transmontanus 1¢in % 1,3 degeri bulunmustur (Brown vd., 1993) ve bu oramin insan
mtDNA Dloop gen boélgesi icin (%1,8) benzer oldugu Kocher ve Wilson (1990) tarafindan
rapor edilmistir.

4.2.3. Niikleotit Farklihig:

Caligilan trlerde tur ici nikleotit farkliligi 1,86 — 4,2 arasinda hesaplanmustir.
Tarler icerisinde en yuksek nukleotid farklilik degeri A. gueldenstaedtii de 4,2 iken bu
deger A.stellatus igin 3,3 olarak bulunmustur. Tarler icin en distk deger ise H. huso da
1,86 olarak hesaplanmistir. Turler arasi kt degeri 5,692 - 36,648 aral1ginda bulunmustur.
En ylUksek kt degeri A. stellatus - H. huso arasinda 36,648, en disik deger ise
A.gueldenstaedtii - A.baerii/benzer arasinda bulunan 5,692 dur.

Jennenckens (2000), A4. baerii ile A. gueldenstaedtii tirleri aras k degerini 14,7
olarak hesaplamistir. Bununla birlikte tir ici k degerleri A. baerii igin 1,3 ve A.
gueldenstaedtii igin ise 6,0 olarak hesaplamistir. Tanimlanan Ug 4. baerii haplotipi ile yerli
A. gueldenstaedtii haplotipleri arasindaki genetik farklilik % 13,0 olarak belirlenmistir.
Bu ve diger calismalardan da goéruldugi gibi turler arast hesaplanan k degeri, tir ici k

degerlerinden 6nemli derecede farkli bulunmustur.
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4.3. Aminoasit Cesitliligi

Elde edilen sekanslardan ¢ikarilan aminoasit profillerine gére her Ug tdr icin toplam
371 adet aminoasit kodlandigi ve bunlarin ylzde dagilimlari 0,00 - 16,94 arahiginda
degistigi tespit edilmistir. TUr bazinda A. gueldenstaedtii ve A.baerii/benzer’de Trp hig
gorilmez iken Leu % 16,94'le en ¢ok gorulen aminoasittir. A4. gueldenstaedtii igerisinde
hichir aminoasit kodlamasinda degisiklik gozlenmemistir. Fakat diger tirler A.
gueldenstaedtii ile karsilagtinlciginda 7 yerde aminoasit kodlamas: degismektedir (35, 38,
59, 293, 299, 320, 346). A. gueldenstaedtii - A.baerii/benzer arasinda 59 ve 293 Uncl
kodon pozisyonlarinda valin-izolesin ve 299 da metiyonin-valin degisimi tespit edilmistir.
A. stellatus orneklerinin kendi icerisinde 2 farkli grup olustugu gorulmustir. Iki haplotip
arasindaki farklilagsma 38'inci kodon pozisyonunda izolesin-serin seklinde gerceklesmistir.
A. gueldenstaedtii - A. stellatus arasinda 35'inci kodon pozisyonun da valin-izolésin
farklilasmasi ve 38’inci pozisyon daizoldsin-serin degisimi belirlenmistir. A. huso tarinin
kendi icinde de 2 farkli haplotip grubu olustugu gézlenmis ve bu haplotipler birbirlerinden
346'inct kodon pozisyonunda vain-metiyonin farklilasmasiyla ayrilmstir. 4.
gueldenstaedtii — H. huso arasinda 35’inci kodon pozisyonunda valin-izol6sin, 299 da
metiyonin-valin, 320'de aanin-treonin ve 346'inc1 kodon pozisyonunda valin-metiyonin
degisimi belirlenmistir.

Ayrica kodonlara bakildiginda 1. kodonda 11 adet (35, 38, 39, 59, 87, 222, 229, 293,
299, 320, 346) degisim gorulirken bunlardan 7 tanes aminoasit kodlamasin
degistirmektedir. ve 2. kodonda 1 (38) degisim gorulir iken 3. kodonda 88 degisim
gorilmus ve bunlardan 5 tanesi (35, 59, 293, 299 ve 346) aminoasit degisimi gorulen
kodonda gerceklesmistir.

Bu calismanin sonuclarina benzer degerler Jennecknes vd. (2000) tarfindan da elde
edilmistir. A. baerii ile A. gueldenstaedtii tirlerinden elde edilen farkli haplotiplerin
karsilastirmasinda, ilk kodon pozisyonlarinda 3 adet transisyon gdzlemlemistir, bu
degisimler 196, 898 ve 916 da pozisyonlarindaki nikleotid degisiminin bir sonucudur ve
srasiyla Va-lle, lleThr, Val-lle, Met.-Va aminoasit degisimlerine neden olustur. Bu
pozisyonlarin iki tur icin belirleyici olacagint belirtmistir. Ayrica 3. kodon pozisyonunda
gbzlenen ilave ikameler (306, 648, 685, 690, 693, 735 ve 912 ) daha cok tlre 6zgu
korunmus ol abilecegini belirtmistir. Jennecknes vd. (2000), tarafindan yuritulen ¢calismada
oldugu gibi bu calismadan da elde edilen benzer sonuglardan Cyt-b geninin daha ¢ok



117

korunmus olmasindan dolayi, sessiz olmayan nikleotit ikamelerinin farkl: tdrlerin

belirlenmesinde kullarlabilecegi gozlenmistir.
4.4. Tiir Ici ve Tiirler Arasi Genetik Farklihk

Y apilan molekiler varyans analizi (AMOVA) sonucunda varyasyonun % 94,37’ lik
¢ok buyUk bir kismu tirler arasinda dagildigi goralr iken bu oran gok 6nemli bulunmustur
(P <0,001). Tur ici varyasyon ise % 5,63 olarak bulunmustur. Turler arasa hesaplanan Fst
degerlerine bakildiginda, en kicik deger morfolojik olarak blyilk benzerlik gosteren ve
¢ogu zaman hibrit formlarina da rastlanan A4.baerii/benzeri - A. gueldenstaedtii arasinda
(0,6978) gozlenirken, en yuksek H. huso - A. stellatus arasinda (0,964) bulunmustur. Fst- P
degerleri ise A.baerii/benzeri 6rneginin 1 adet olmasndan dolay: bu tire ait hesaplamanin
tutarh olmayacag: dusunulmistir. TUrler arasi Fst degerleri, nukleotid farklilik degerleri
ile parelel sonuclar gostermistir.

Jennecknes vd. (2000), A. baerii ile A. gueldenstaedtii 6rnekleri arasinda, Cyt-b geni
sekanslarndan hesaplamis oldugu Fst degeri (0,75) bu ¢alismada hesaplanan degere yakin
sonu¢ bulmus ve tesadifi olmayan bir énemlilik oldugunu gostermistir. Doukakis (2000)
calismasina bakildiginda, AMOVA analizi sonucunda en yiksek Qst degerleri A. baerii
turinde hesaplanms (0,94-0,027) ve bu tirin kendi stoklar arasinda biylik heterojeniteye
sahip oldugu gozlenmistir. Diger turlerin populasyonlarn arasindaki Qst degerleri sirasiyla
A. gueldenstaedtii (0,21-0,022), H. huso (0,037-0,031) ve A. stellatus (0,027-0,0035)
olarak hesaplanmis ve genetik farklilasma gordlmemistir. Ayni arastiricimn yapmis oldugu
Ki-kare (Xz) testi sonucunda, populasyonlar arasinda paylasilan haplotiplerin yalmzca A.
stellatus tarlicin Karadeniz ve Hazar Denizi arasanda ayristigi gozlenmistir (P<0,05).

Bu calismada tirler arast mesafe, Kimuramn 2-parametresine gore hesaplanmis ve
%1,258 — 5,288 arasnda arasin da degerler bulunmustur. Elde edilen degerlere
bakildiginda en dustuk uzaklik (%1,258) A.baerii/benzeri - A. gueldenstaedtii arasinda
gorulurken en ylUksek uzaklik degeri (%5,288) ise A. gueldenstaedtii — H. huso arasinda
hesaplanmustir. Diger tlrler arasinda ki mesafeler ise A.baerii/oenzeri - H. huso % 4,53, H.
huso - A. stellatus % 5,19, A. stellatus - A.baerii/benzeri % 5,19 ve A. gueldenstaedtii - A.
stellatus % 5,23 olarak bulunmustur.

Filogenetik analiz kisminda model segimi (TrN+G) ile hesaplanan gamma degeri

kullamlarak yeniden hesaplanan Kimuramn 2—parametre degerleri araanda farklilik
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gorulmistar. En kicguk genetik uzaklik degeri %1,63 ile yine A. baerii/benzeri - A.
gueldenstaedtii arasinda gorulUr iken farkl: olarak en ylksek genetik uzaklik A. stellatus -
H. huso arasindaki % 27,9310k deger olmustur. Diger turler icin hesaplanan degerler
srasiyla, A. gueldenstaedtii - A. stellatus % 1,22, A. gueldenstaedtii - H. huso % 17,82, A.
stellatus - A.baerii/benzeri % 17,0 ve A.baerii/benzeri - H. huso % 12,59 seklinde
bulunmustur. Calisilan turlerin dendogram olusturmada kullanilan dis gruba (Polyodon
spathula) olan uzakliklar: ise % 433-485 arasinda hesaplanmistir. Gamma dizeltmesiyle
hesaplanan Kimuranin 2-parametresi degerlerinin Fst ve nikleotid farklilik degerleri ile
paralel sonug verdigi gorulmuistar.

Almodovar vd. (2000), Cyt-b geninin 402 bp’lik kisminin sekansim alarak 4. sturio -
A. naccarii tUrleri araandaki sekans farkliligim Kimura 2-parametresine gore % 6,91 ve A4.
sturio - A. baerii arasi farklilig ise % 7,43 arasinda degistigini gostermistir. Yakin iligkili
A. oxyrinchus ile A. sturio arasinda % 4,2'lik bir farklilik gorulmistir. Dis grup olarak
kullamlan P. spathula ile A. sturio arasinda yuksek farklilik %12,9 gorulir iken 4. baerii
ve A. nacarii’nin A. sturio’dan farkliliklarn ise srasiyla % 6,9 ve % 7,410k benzer
mesafeler olarak hesaplanmustur.

Zhang vd. (2001), Yangtze Nehrinde bulunan Cin mersin balig1 populasyonlarinin
genetik varyasyonlarimn belirlenmesi Uzerine yaptiklart calismada, 1995-2000 illar:
arasinda toplanan (n=106) yetiskin mersin baliklarintn mitokondrial genomunun kontrol
bolgesinde (Dloop) DNA sekans analizi yapmuslardir. Elde ettikleri sonuca gore en yuksek
genetik farklik degerinin (% 24,8 — 26,0) Asya Yesil mersini ile Cin mersini  arasinda
oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica Asya Yesil mersini ile Amerika Yesil Mersini
arasindaki farklilik % 5,6 olarak hesaplamustir. Tur ici farklilik degerleri ise Cin Mersinin
de % 0,9 - 2,0 araliginda degisim gostermistir.

Krieger vd. (2000), Kuzey Amerika mersin turleri ile yaptigi 4 mtDNA (12S rRNA,
COll, tRNApe ve tRNAAy) gen bolgesi sekans verilerine dayal: filogenetik calismada 4.
fulvescens, A. brevirostrum, A. medirostris, A. transmontanus, A. o. desotoi, A. o.
oxyrinchus turleri ile birlikte Polyodon spathulad’yr kullanmigtir. Burada tUm sekans
verileri icin Kimura 2-parametre mesafesini Acipenser icersinde % 0,18 — 3,95 olarak
hesaplarken bu turlerin P. spathula ile olan uzakhgim % 57,7 - 65,6 araiginda
hesaplamustir.

Yapilan bu caligma sonucunda Cyt-b geni icin elde edilen genetik mesafe

degerlerinin yuratilen diger calismaarla benzer sonuclar verdigi gozlenmistir. Ayrica
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yapilan calismalarda Dloop bolges icin hesaplanan degerlerin beklendigi gibi Cyt-b gen
bolgesine gore blyik sonuglar verdigi gorilmektedir.

Tur ici mesafeler ise A. gueldenstaedtii 0,42 ile tUr igi farklilik en fazla gordlen tar
iken bu tirt  A. stellatus (0,32) izlemis ve en az farklihk ise H. huso (0,17) da
bulunmustur. Bu c¢alismada bulunan tur i¢i farkliliklara benzer degerler Doukakis (2000)
tarafindan, yapilan calismada da bulunmus ve her bir tir icerisinde haplotipler arasinda
gozlenen farklilik % 0,1 - 5,4 arasinda belirlenmistir. Farkli tirler icin kontrol boélgesi
kullanillarak yapilan diger calismalarda A. oxyrinchus ve A. transmontanus igin benzer
maksimum degerler rapor edilmistir % 5,4, % 4,29 (Ong vd., 1996; Brown vd., 1993).

Genetik farklilasmanin bir gostergesi de populasyonlar/tir arasi gen akis miktaridir.
Calisilan tirlerde gen akis1 % 21,6 — 1,869 arasinda degi sim gostermektedir. Gen akis1 A4.
gueldenstaedtii - A.baerii/benzer turleri arasinda en yiksek orana sahip iken (% 21,6) H.
huso - A. stellatus turleri arasinda en distk dizeyde (% 1,869) oldugu bulunmustur. Bu
degerlerde Fst degerleri ile birlikte secilen modeli desteklemektedir.

4.5. Filogenetik Analizler

Acipenseriformlann bilinen filogenetik pozisyonlarimin tersine bu order iginde ki
turlerin filogenetik iliskileri hala tartismalidir (Mayden ve Kuhgda 1996; Birstein vd.,
1997a; Findeis, 1997; Birstein ve DeSalle, 1998; Choudhury ve Dick 1998; Ludwig, 2000).

A. gueldenstaedtii 6rnekleri icin yapilan filogenetik analizler sonucun da olusturulan
MP, NJ ve UPGMA dendogramlarin da, bu ttrin A-B (B1-B2) seklinde iki farkli gruba
ayrildigr goralmuistur. A grubu 37-53-67-91 nolu drneklerden olusur iken, B grubu ise
kendi iceris de Bl (2-11-61-62 nolu ornekler) ve B2 ( 40-44-54-63) seklinde ikiye
ayrilmaktadhr. B grubu icersindeki B1 grubu érneklerinden 2-11 nolu 6rneklerin kiltdr
kokenligi oldugu bilinmektedir. Yine ayni grupta yer alan 61 ve 62 no’lu Samsun ornekl eri
ise kultlr oérneklerine yakin bulunmustur. B2 grubu igerisindeki 40-44-54 no'lu ornekler
Giresun’dan ve 63 nolu ornek ise Sakarya dan orneklenmistir. A grubu 6rnekler den 37-
67-91 no’lu drnekler Samsun, 53 no’lu 6rnek Giresun’ dan drneklenmistir.

TUm A. gueldenstaedtii  Ornekleri ile birlikte genbanktan alinan 6rnekler
karsilastirildiginda “A” grubu Orneklerinin hem “B” grubundan (B1 ve B2) hem de
genbanktan alinan diger orneklerden ayrildigi gordlmektedir. “B” grubu ornekleri ise

genbanktan aiman oOrneklerden ayrilmamistir. Birstein vd. (2000), yapmus oldugu
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calismada 3 mitokondrial gen bdlgesinin (Cyt-b, ND5 ve Dloop) sekanslarin filogenetik
andizleri sonucunda A. gueldenstaedtiinin NPG (4. naccarii, A .persicus ve A.
gueldenstaedtii) ve BG (A4. baerii ve A. gueldenstaedtii) seklinde 2 ana gruba aynldiginm
belirtmistir.  A.gueldenstaedtii igerisinde 2 mitokondrial soy grubu dustndldiginde,
caiisilan tum A. gueldenstaedtii Orneklerinin  “Karadeniz Soy Grubu” olarak
ismlendirebilecegimiz (NPG) grubun icerisinde oldugu gorulmuistir. Karadeniz soy
grubuna dahil, 4. gueldenstaedtii Ornekleri icinde ve Turkiye kiyilarinda bulunan
orneklerin temsil ettigi “A” grubunun daha c¢ok Ornekle calisilarak farklilasmanin
kesinlestirilmesi gerekmektedir.

A. baerii - A. gueldenstaedtii. Orneklemelerde 4. gueldenstaedtii olarak belirtilen
fakat sekans sonuclannda A. baerii ye daha yakin bulunan 46 nolu oOrnegin A.
gueldenstaedtii Ornekleri ile karsilastirilmas: sonucunda bu ttrden aynldigir gordlmastdr.
Doga dagilim aam olmamasina ragmen A4. baerii’'nin farkh havzalarda bulundugu
Jenneckens (2000) tarafindan bildirilmistir. Fakat Jenneckens (2000) calismasinda bu tire
ait haplotipi Volga nehrinden elde ettigi 4. gueldenstaedtii 6rnekleri icerisinde rastlamis
Azak denizi ve Giiney Hazar Denizinde rastlamadigim rapor etmistir. Ayrica Ruban (1997)
yapmus oldugu derleme ¢calismasinda A. baerii tirinin yalnizca Sibirya akarsularinda (Ob,
Yenisal, Lena, yana, Indigirka, Kolyma ve kicik derelerde) bulundugu ve Karadeniz-
Hazar bolgesinde bulunmadigint belirtmistir. Y azarin kendisiyle yapilan personel gorisme
sonucunda da bu baligin tath su formu oldugu, Karadeniz de yasamasinin zor oldugu fakat
turtin morfolojik calismalarla 6zellikle solungag diken yapisamn kontrol edilmesiyle de 4.
gueldenstaedtii ‘den farkli oldugunun kesinlestirilmesi gerektigi belirtilmistir. Fakat bitin
bu gorislerin yaninda calisilan bu 6rnegin Jenneckens (2000)’ in ¢alismasinda kullandig: ve
A. baerii haplotipi olarak gosterilen haplotipe sahip Sibirya mersini olmasi stphelerini
kuvvetlendirmektedir. Bunun en olasi nedeni yetistiricilik yolu ile Uretilen bir¢ok ttrin
dogaya serbest birakilmasi yada kagmasi seklinde olabilir.

Mersin turleri arasinda kabul edilmis hibritler literattirde rapor edilmistir (Bristein
vd., 1997). Jenneckens (2000) Volga nehrinde ¢ok fazla miktarda A. gueldenstaedtii
tirindn salinmast veya ciftliklerden kagmasi sonucunda A. baerii ile ciftlestigi ve fertil
bireyler olusturdugunu bildirilmistir. Berg (1948), Karadeniz ve Hazar Denizi havzasinda
A. gueldenstaedtii ile H. huso ve A. gueldenstaedtii ile A. stellatus arasinda hibritlesmeyi
rapor etmistir (Holcik, 1989). Bu bireyin hibrit olup olmadigi hakkinda calisilan metotla

karar vermemiz mimkin degildir. Nitekim mitokondria kalittm maternaldir ve
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rekombinasyon gorilmez. Bunun yerine nDNA Uzerinden uygun belirteg secilerek
calisilmasi gerekmektedir.

Taksonomik olarak, turler arasindaki molekiler benzerlik ile morfolojik benzerlikler
paralel gorulmektedir. Nitekim A. naccarii ve A. gueldenstaedtii bir birleri ile “yakin
iliskilidir” ve esasen ortalama solungag diken sayilari farklidir. Bu deger A. gueldenstaedtii
de 15-31 ve 4. naccarii de ise 30-35 dir (Tortonese, 1989; Valesenko vd., 1989a). Dahasi
Tortonese 4. naccariiyi A. gueldenstaedtii nin at tlrd olarak tammlamustir. Berg (1948)'e
gore A. baerii ile A. gueldenstaedtii ise yalmzca bir karakter bakimindan ayrilmaktadr,
buda solungag dikenlerinin farkli seklinde olmasidir (Doukakis 2000). A. baerii ve A.
naccarii ile A. gueldenstaedtii farkli dagilhim alanlarina sahiptir; A. naccarii Adriyatik in
kuzey kiyilan boyunca dagilim gosterirken (Tortonese, 1989), A. baerii ise birgok Sibirya
nehir sisteminde ve Baykal golunde bulunur (Ruban 1997). A. persicus ise tur olup
olmadig1 yada 4. gueldenstaedtii 'nin bir alt tird olup olmadig: tartismast siire gelmektedir.
iki tar, morfolojik ve anatomik olarak cok benzerdir (Vlasenko vd., 1989a;b). Bir cok
arastinc A. persicus 'u tlr olarak desteklememektedir.

A.baerii/benzeri Orneginin az olmasin nedeniyle haplotipler ve farklilasan nikleotit
yerleri detaylandinlamamistir. Mevecut drnek Uzerinden Cyt-b gen bolgesinde farklilasan
11 (175, 285, 321, 627, 664, 696, 672, 714, 877, 891, 895) farkli nikleotit yeri
belirlenmistir. Avrasya turleri hakkinda daha detayli calismalar, daha cok gen bolgesi ve
daha uzun sekandlar karsilastirilarak yapilmustir (Birstein vd., 2000; Almodovar, 2000 ve
Doukakis vd.,1999; 2000; 2005). Bu calisgmaardan farkli olarak bizim calismamiz da
“Kardeniz soy grubu” (NPG) A. gueldenstaedtii ornekleri ile A. baerii Hazar soyu (BG)
ornegi karsilastinlmis ve iki tiriin molekiler diizeyde ayrildigr goralmustar.

Birstein vd. (2000), birbirine cok yakin dort tirde (4. gueldenstaedtii (G), A. baerii
(B), 4. naccarii (N) ve A. persicus (P)) yapmis oldugu calismada Dloop (725 bp) gen
bolges icerisinde 21, ND5 (643 bp) tzerinde 9 ve cytb (850 bp) Uizerinde ise yurttilen bu
calismaya benzer olarak 11 farklhilasan pozisyon belirlemistir. BG grubu icerisinde A.
gueldenstaedtii 1le A. baerii’nin Dloop geninde 432. pozisyondaki C-T transisyonunun
kullanilarak belirlenebilecegini belirtmektedir. NPG grubu igerisinde ise tirlerin tek bir
gen bolges ile belirlenmesinin mimkun olmadigini bildirmistir. Fakat nadir DNA sekans
degisimlerinin (6zel alleller) kombinasyonu ile bu grupta 4. gueldenstaedtii’ nin
belirlenebilecesini belirtilmistir. A. naccarii igin yalmzca 2 ornekle c¢alisarak bu tirin
Dloop Uzerinde 194. pozisyondaki yalmzca bir G tarafindan ayrildigini gostermis fakat
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Ornek az oldugu icin bu baz degisiminin tirin belirlenmesinde kullamlimasimn zayif
oldugu vurgulanmustir. 4. persicus’un ise MtDNA verilerinden pozitif olarak
belirlenmesinin mimkun olmadig: belirtilmistir.

Almodovor vd. (2000), calismasinda 4. gueldenstaedtii’ nin 2 farkhh genetik forma
ayrildigim bildirmistir. Bunlar “tipik” ve “kriptik (gizli)” formlardir. Tipik form filogenetik
olarak A. persicus ile A. gueldenstaedtii ve A. naccarii’yi birlestirmektedir. Bu veriler
sonucunda A. persicus’un ayri bir tir den daha ¢ok A. gueldenstaedtii nin bir alt tlrd
olabilecegini belirtilmistir. A. naccarii ici kontrol bolgesindeki 164. pozisyondaki yalmzca
bir G belirleyicidir. A. gueldenstaedtii’ nin Kriptik formu ise genetik olarak A. baerii’ye
cok yakindir, yalmzca A. baerii’den kontrol bolgesi 432. pozisyonda C-T transisyonu ile
farklilastigim belirlemistir.

Gerek olusturulan sekans verilerinden gerekse gen bankasindan ainan verilerle
birlikte kullanilarak yapilan filogenetik analizler sonucunda elde edilen dendogramlar dan
anlasildigi gibi (Sekil 19) 4. brevirostrum ile A. gueldenstaedtii ve A. baerii tUrleri kardes
grup olarak birbirlerine yakin gordlmektedir. Almodovor (2000)'un yaprmis oldugu
sniflandirmada genellikle Atlantik kiyilarinda bulunan Kuzey Amerikan burunsuz mersin
baigimn (4. brevirostrum), Karadeniz - Hazar (Avrasya) bdlgesinde bulunan Rus Mersini
(A. gueldenstaedtii) (Vlasenko vd., 1989b) ve Sibirya nehirleri ve Bayka golinde bulunan
Sibiryamersini (4. baerii) (Ruban vd., 1997) ile yakin iliskisi oldugu gorilmektedir.

Bu sonuclar Bristein ve Desdlle (1998)'nin olusturdugu filogenetik iliskiyi
desteklemektedir. Yalmz Bristein ve Desalle (1998) burada Cyt-b geninin 650 bp lik bir
bolimind karsilastirmistir ve 150 bp’lik 12S rDNA ve 350 bp’lik 16S rDNA ile kombine
kullanmigtir. Bristein ve Desalle (1998), daha uzun bir Cyt-b bdlgesi kullanmalarina
ragmen onlarin verilerine gore A. naccarii, A. persicus, A. gueldenstaedtii, A. baerii ve A.
brevirostrum tUrleri gozilmemis bir soy olarak gorilmektedir.

A. stellatus 6rnekleri olusturulan topolojilerde % 100’ Uk bir se¢-bagla degeri ile tur
dizeyinde aynlmistir. Bununla birlikte gen bankaa oOrnekleri ile birlikte
degerlendirildiginde kendi igerisinde ikiye ayrildig: (S1 ve S2) ve A. nudiventris ile daha
yakin oldugu gordlmektedir. Tdr ici farkliiklann belirlenmesi amaci ile yapilan
calismalara bakildiginda, Kuz'min (1994), yapmis oldugu protein calismasinda alttur
diizeyinde bir ayirnm belirleyememistir. Benzer sekilde Doukakis (2000), Dloop ve ND5
genleri Uzerine yapmis oldugu calismasinda A. stellatus igin hesaplanan disUk Gst degeri
Ural Nehri, Volga Nehri, Hazar Denizi, Karadeniz yada Azak Denizi icin klasik olarak
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belirlenmis attrlerin genetik olarak ayni oldugunu gostermistir. Benzer genetik yapi ise
Hazar Denizi ve Karadeniz e giren anadrom balik olan kahverengi dabalik (Salmo trutta)
Uzerine yapilan bir calismada, alabaliklar arasinda sabitlenmis bir farklilik olusmadiginm
(alttir) fakat alel frekandannda farklilik goruldugt bildirilmistir (Bernatchez, 1995;
Bernatchez ve Osinov, 1995; Osinov ve Bernatchez, 1996). Bu calismalar 1siginda A.
stellatus’un  tir igi  sekillenmesinde baliklandirmanin  ana etken olabilecegi
disinUlmektedir. Devam eden baiklandirma calismalarn bu tirin Hazar, Azak ve
Karadeniz' de ki populasyonlarimin devamliligim saglamistir (Doukakis, 2000). Fakat bu
calismalar dncesinde genetik calismalar yapilmadig: icin bu uygulamanin genetik yapiyi
etkileyip etkilemedigi bilinmemektedir. Bu etki ancak muize 6rneklerinin (eski tarihli)
calisiimasiyla belirlenebilir. Bu nokta da ise iyi yada uygun korunmamis orneklerle
caismann zorlugu ortaya cikmaktadwr. Tur ic¢i farkhlasmalarn ve attirlesmeyi su
kitlesinin izolasyonu, gen akisinin jeolojik yada insan tarafindan etkilenmesi gibi olaylar
belirlemektedir.

Doukakis (2000), yapmus oldugu filogenetik analizler sonucunda olusturdugu bitin
agaclann Pseudoscaphirhynchus ile A. stellatus, H. huso ve A. ruthenus arasindaki iliskiyi
destekledigini belirtmistir. Bristein ve DeSalle (1998), A. nudiventris ile A. dabryanus ve
A. stellatus cok dahayakin iliskili oldugunu MP ve ME agaclar ile desteklemislerdir.

Huso genusuna ait H. huso turd, ¢alisilan 6rnekler icerisinden %100 ldk bir seg-
bagla degeri ile ayrnldigi gorilmis olsa bile gen bankasndan alinan sekans verileri ile
birlikte degerlendirildiginde (Sekil 19) A. ruthenus ile yakin iliskili gorilmektedir. Benzer
sekilde onceki molekiler calismalarda (Bristein vd., 1997a; Bristein ve Desalle 1998;
Tagliavini vd., 1999 ve Dukakis, 2000), Huso ayr1 olarak gorulmemektedir, monofiletik
soydur fakat Acipenser icerisinde bulunmakta ve A. ruthenus ile yakin iligkilidir.
Ondokuzuncu yuzyill sistematikcilerinin ¢gogu Huso'nun Acipenser’in bir alt genusu
(subgenus) oldugunu dustinmuslerdir ve Huso nun ge¢ evrimsellesmesi icin cinde ilgili
durumu o zamandan beri tartisilmstir (Artyukhin, 1995 ve Bemis vd., 1997a). Bu
bulgularin tersine Findeis (1997)’ e gore, Huso bitin diger Acipenseriformlar icin bazal
iken, Artyukhin (1995) ve Mayden ve Kuhgda (1996)'ya gore Huso nun Acipenser
icerisinde kardes taksa olarak yer almakta oldugunu belirtmislerdir. Mayden ve Kuhgda
(1996)'da farkli veri kullanarak molekiler ve morfoloji arasindaki catismayi
gostermektedir. Artyukhin (1995), Huso nun Acipenser genusu igersinde yer alabilecegini

ve A. ruthenus, A. nudivetris ve A. shcrenckii ile yakin iliskili olabilecegini vurgulamustir.
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Aynca H. huso ve A. ruthenus turleri hayat hikayeleri ve morfolojik olarak blyuk
farkliliklar  gostermelerine  ragmen, kolayca hibritlesmelerinden  fertil  doller
uretebilmelerinden dolayr agikca bir sekilde yakin iliskili olduklart belirtilmistir (Bristein
ve DeSalle, 1998 ve Bristein vd., 1997b).

4.6. Evrimsel Senaryo ve Molekiiler Saat

Acipenseriform’un evrimsel olarak ortaya cikist 200-225 milyon yilda Jurasik
dénemden meydana gelmistir ve bitin fosil ve yasayan taksonlarin Holarktik donemin bir
parcas oldugu ortaya konulmustur (Kedrova vd., 1980; Grande ve Bemis 1991; Cantatore
vd., 1994 ve Bemis vd., 1997a). Yapilan calismalarda Acipenseriformes Ordo’sunun
Polyodontidae ve Acipenseridae olmak Uzere iki monofelitik familyadan olustugu
gorilmustar (Fiddlers, 1991; Grande ve Bemis, 1991 ve Bemis vd., 1997a). Bu iki ailenin
bir birinden 135-200 milyon yil 6ncesinden ayrildigi kabul edilmektedir (Birstein vd.,
1998a).

BUtin mevcut paeontolojik bilgiler Acipenseriformlarin Tethis havzasindan
kaynakl1 oldugunu isaret etmektedir (Birstein vd, 1997a). Tethis bolgesinin olusumunun
Jeolojik olaylarn bu boélgedeki bir ¢ok canli trinin cesitliliginde oldugu gibi mersin
baliklarimin dagilimi Uzerine de ana etkenlerden birisidir. Yaklasik 120 milyon yil dnce
Tethis Denzi batmis ve bunun sonucunda Karadeniz, Hazar Denizi ve Aral olusmustur ve
bunun sonucunda deniz mersin soylari olusmus (171 my) belki de sonraki devam eden
ayriimalar Kuzey Amerikan A. oxyrinchus ile Avrupa A. sturio ‘nun ayrnlmas saglandi,
ikinci olarak Scaphirhynchus un diger mersin turlerinden aynlmas gerceklesti (151 my),
Uclincli olarak Atlantik ve Pasifik aynlmas: ve her bir klad icerisinde ayrilmalar olustu
(121 my), dordinci olarak iki paddliefish arasinda karasal ayrilma meydana gelmistir (68
my) (Peng vd., 2007). Bu iki mevcut paddlefish tart bitin fosil kayitlar tathsular da
bulunmus olmasna ragmen bazi ¢ok nadir bireyler kiyisal deniz ortaminda bulunurlar
(Bemis vd., 1997). Bunun icin, yasayan iki paddlefish turinin ayrilmasi esas olarak (Asya
ve Amerika) Geg Kretase esnasinda her iki kita arasindaki cografik mesafenin artmasina
bagli olarak gorilmektedir. Bununla birlikte bu senaryo diger ihtimalleri tamamen ortadan
kaldirmaz. Aynlmada kitalar arasandaki sularin tuzlulugunun artmasi gibi diger

sebeplerde diusunulmelidir.
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Deniz mersin baliklarnimn dagilimina baska bir drnek de kitalarin strtklenmesi
tabanli desteklendigi gorulen bir vikaryans senaryosudur. Gergekten Avrupa ve Kuzey
Amerika araandaki Atlantik Okyanusunun acilmas yaklasik 100 my (da) 6nce olustu,
deniz mersinlerinin 2 ana soyu arasindaki farklilik bunu desteklemektedir. Deniz
mersinleri anadrom baliklardir, deniz ortamina iyi adapte olurlar ve Atlantik Okyanusunun
iki kiyisinda goruldrler. Bu soylarin son ayrilmast igin ekolojik ve fizlojik ip uglar
Uzerinden gercekci bir tarih saglamak, yuksek tuzluluk degerine tolerans ve uzun
mesafelere go¢ edebilme nedeni ile zordur (Ludwing vd., 2002). Fakat boyle bir ayrilma
Tethis denizinin kapanmasi ve Kuzey Atlantik Donlstnin baslangic ile mimkunddr (15-
20 my) (Smith vd., 1994). Gunumizde A. sturio Avrupa da ve A.oxyrinchus Kuzey
Amerikada bulunur. 4. oxyrinchus icin Batik Denizini giren bir transAtlantik
kolonizasyonu 6nerilmektedir (Ludwing vd., 2002).

Peng vd., (2007) yapmis oldugu calismasinda A.sturio ile A.oxyrinchus ‘un yaklasik
58 my once ayrilmis oldugunu bunun ise Tethis denizini son kapanmasindan daha 6nce
oldugunu belirtmistir. Ayrica Atlantik ve Pasifik mersin soyu ayrilmast (121 my) Tethis
Denizinin batmasi ve bu iki denizin ayrilmas ile uyumlu oldugunu belirtmistir (120 my).
Ara, Karadeniz ve Hazar Denizi Tethis Denizin' den olustugunu ve bu sekilde Atlantik
soyu igerisinde ayrilma ile birkag soy olustugunu belirtmistir. Atlantik grubu Avrasya
turleri ile 2 tane Kuzey Amerika (4. brevirostrum ve A. fulvescens) turlerini igerir. Avrasya
ve Kuzey Amerika tirlerini ayrilmas: Tethis Denizinin kapanasi ve bu kara kitleleri
arasindaki cografik mesafe ile ¢cogunlukla ilgilidir ve bu genom dublikasyonu (53 my)
olduktan sonra meydana gelmistir. Bununla birlikte bazi tlrlerin  deniz ortamina sinirl:
adaptasyonu bu ayrnilmada 6nemli bir rol oynamustir (4. fulvescens, A. baerii ve A
.naccarii). Mersin baliklarinin deniz ortamina adaptasyonu baliklarin bu gruplari icin  ¢ok
muhtemelen ilkel bir 6zellikti. Daha sonra tathsular da ekolojik olarak uygun yerlerin
olusmasina baglh olarak bazi soylarda deniz ortamina girme yetenegini  kayip yada
azalma olmustur. Farkli cografik olaylar Bazi soylarin dagilimlarin tatli su golleri ile
snirlandigr icin deniz suyuna adaptayoun azalabilir. BOyle soylar en farklt mersin soyunu
(“gueldenstaedtii-kompleks”)(Bristein vd., 2005) icermektedir. Calismasinda kalibrasyon
icin 6 farkli tdr kullanms bununla birlikte poliploidi durumu g6z Onlinde ainmistir. Bu
sekilde H. huso ve A. stellatus tUrlerinin A. gueldenstaedtii’ den farklilasma zamanm
srasiyla ortalam 86,4 my (48,2-132,6) ve 59,7my (29,4-99,8) olarak hesaplamistir (Peng
vd., 2007). Bu degerler bu calismada elde edilen sonuclar1 desteklemektedir. Soyle ki bu
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calismada A. gueldenstaedtii’'nin H.huso'ya olan mesafes 7,15-58,8 my ve A. stellatusa
olan mesafesi ise 6,89-58,1 my olarak belirlenmistir.

Bununla birlikte birkag senaryo, A. gueldenstaedtii kompleks icerisinde ki 2 farkli
MtDNA soyunun olusunu ve A. baerii, A. persicus Ve A. naccarii ile benzerliklerini
aciklayabilir. Mersin  baliklanmn molekiler filogenetigi Uzerine yapilan oOnceki
calismalara gore, bu dort tr bir monofiletikten olusmustur. Nispeten genctirler ve grup
icerisinde A. gueldenstaedtii daha temel bir taksondur. A. gueldenstaedtii igindeki iki
farkli mtDNA soyu, diger G¢ tUrin bu tlrin populasyonlarindan ortaya ¢ikmuis
olabilecegini gostermektedir (Bristein ve DeSalle, 1998). Jeolojik faktorler 4. baerii’nin
tur ici yapisnin sekillenmesinde kesin bir role sahiptir. A. gueldenstaedtii’ nin BG grubuna
ait olan atasal 4. baerii Berg (1928)’ e gore buylk buzul ¢ag sliresince yada buzul sonrasi
erimeler (sal) yolu ile Karadeniz - Hazar bolgesinden Sibirya akarsu ve gol sistemine go¢
etmis olabilir (Duokakis 2000). Gdllerin, Sibirya nehirleri ile baglantisi yaklasik 10.000-
15.000 yil 6nce gorulmektedir (Arkhipov vd., 1998). Son buzul ¢ag1 siresince Sibirya
nehirlerinin deniz ve havzalannin bir goller sistemi yolu ile baglandigi bildirilmistir
(Arkhipov 1998; Grosswald 1998). Y aklasik olarak son baglanma 18.000-20.000 yil dnce
meydana gelmistir (Laukhin 1997). Nispeten yeni olan bu baglanti stiresinden ginimiize,
A. baerii nin farkli attirlerinde nikleotid degisimlerinin sabitlenmesi icin yeterince
degisim zaman gegmemistir (Doukakis, 2000). Bu cografik yapilanmanin tersine Peng vd.
(2007)' nin molekiler saat degerlendirmesine gore A. baerii (24 my) ile A. naccarii’nin
(5,3 my) A. gueldenstaedtii den bu sirelerden daha 6nce ayrilmis oldugu goriltr. Bu
degerler yine bu calismada elde edilen 4. baerii ‘nin ayrilma zamanim ( 0,512 my)
desteklemektedir.

Arastirmacilarin saptamalarina gore, yaklasik olarak aym zamanlarda 2 tir (4.
naccariVve A. baerii), A. gueldenstaedtii 'nin farkli genetik formlarindan olusmustur. Gegen
tarihsel slirecin ¢ok yakin olmasindan dolay: tirler arasinda genetik ve morfolojik karakter

farklilig1 cok azdir.

4.7. Heteroplazmi ve Boy Varyasyonu

Bu calismada 3 Avrasya mersin tlrinin (4. gueldenstaedtii, A. stellatus ve H. huso)

D-loop bdlgesindeki tekrar yapisi, tekrar bolgelerinin sekans farkliliklar: ve tirlerdeki
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heteroplazmi seviyeleri belirlenmistir. Bu amagla toplam 19 6rnegin sekans: alinmis ve 81
ornekteki boy farkliligi ve heteroplazmi ortaya konulmustur.

Boy varyasyonuna bakildiginda Gg¢ tir icin en fazla 6 tekrarli yap gorulmustar.
Toplam 46 adet H. huso Ornegi icerisinde 4 tekrarli yapm % 43,4'1Uk frekans ile en ¢ok
gorilen morf olmustur. En az tekrar sayist 3 iken en fazla 6 tekrar tespit edilmistir. H. huso
icerisinde 1-2 ve 7 tekrarli yam gorilmemistir. Toplam 13 adet 4. stellatus Ornegi
icerisinde 5 tekrarli yap1 % 55'IUk oran ile en cok gordlen morf olmustur. En az tekrar
say1s 2 iken en fazla 6 tekrar tespit edilmistir. Toplam 24 adet A. gueldenstaedtii 6rnegi
icerisinde 3 tekrarli yap1 % 54,2 ile en ¢ok gortlen morf olmustur. En az tekrar sayis 2
iken en fazla 5 tekrar tespit edilmistir.

Calismada tekrar bolgeleri tespit edilirken merkezi tekrarlar dikkate ainarak tekrar
eden baz dizilimleri belirlenmistir. Buna gore her tir icin tekrar eden baz buyukligu 82 bp
olarak bulunmustur. H. huso ve A. stellatus icin yiksek oranda benzerlik gosterirken A.
gueldenstaedtii igin bu tekrar bolgesi sekanslart degisiklik gostermektedir. Bununla birlikte
A. gueldenstaedtii tirinde 23 bp’lik delesyon oldugu gorilmistr.

Ludwig vd. (2000), 19 mersin turt ve 1 adet paddiefish olmak Uzere toplam 1238
Ornekte calismustir.  YUrGtilen bu calismadan farkli olarak en fazla 7 tekrar tespit
edilmigtir. Fakat bu 7 tekrarli yapi ¢calismadigimiz tir olan A. ruthenus’ da rastlanmustir.
Heteroplazmik butin mersin baliklarimin % 90 'minindan fazlasi 2 yada 3 tekrara sahip
oldugu gorultrken 2 tekrar dan fazlatekrara sahip homoplazmik birey gorilmemistir.

Heteroplazmik durumu irdeledigimizde, H. huso tirinde yalnizca bir bireyde (72
no’lu ornek) heteroplazmik yapir gozlenmis ve heteroplazmi oram % 2,17 ile tim tirler
arasinda en dusuk dizeyde oldugu belirlenmistir. Bu heteroplazmik birey icerisinde
gbzlenen iki fragmentte 3 ve 4 tekrarl yapi gézlenmistir. Buna bagli olarak homoplazmi
ise % 97,83 olarak hesaplanmstir. 4. stellatus i¢in heteroplazmik birey sayis 5 (26, 32,
49, 57 ve 90 no’lu drnekler) olarak gozlenmistir. Bu tdr igin heteroplazmi oram % 45,45 ile
en yuksek oranda gerceklesmistir. Heteroplazmi gosteren bireylerde 4, 5 ve 6 tekrarli yap
gorilmistdr. Buna bagli1 olarak homoplazmi ise % 54,55 olmustur (Tablo 3.27). A.
gueldenstaedtii tirl icin ise heteroplazmik birey sayisi 2 (64 ve 67 nolu 6rnekler) olarak
gbzlenmistir. Heteroplazmi oramt % 8,33 olarak belirlenmistir. Heteroplazmi gosteren
bireylerde 3, 4 ve 5 tekrarl1 yapilar gozlenmistir. Buna bagli olarak homoplazmi ise %
91,77 olarak gerceklesmistir.
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Grunwald vd. (2002), Dloop bdlgesini calisarak, 4. brevirostrum’un  farkli
populasyonlar1 icin heteroplazmi  oranimin ortalama % O0-79 arasanda degistigini
hesaplamistir. Ludwig vd. (2000), homoplazmi oranlarimt H. huso icin % 92, A.
gueldenstaedtii icin % 85,7, A. baerii icin % 80,1, A. naccariiicin % 70 ve A. stellatus i¢in
% 74,2 oranlarinda hesaplamistir. Y Uritilen bu calismada el de edilen homoplazmi oranlari
da Grunwald vd., (2002)' nin ¢alisma sonuclarim desteklemektedir.

Ludwig vd. (2000), merkezi tekrar bolgesinin uzunlugunu tirlere gore 74-83 bp
araliginda degistigini belirtmistir. Paddlefish tlrl Polyodon spathula’da tekrar bolgesi
gorilmemistir. Bununla birlikte tekrar bolgelerinin TAS motifleri ile iliskili oldugu
belirtilmistir. Dloop igerisinde tlrler arasi gorulen 138 mutasyonun yaklasik yarist TAS
motiflerinin 10bp asagis veya yukansnda gorilmektedir. Ilging olarak homoplazmik
turlerin ¢ogunda TAS motiflerini yukarist silindigi gorulmektedir. TAS bolgesinin alt
kisminda silinme ise yalnizca 2 heteroplazmik ttirde gorilmuistir ve bu olay heteroplazmik
durumla ilgili degildir. Gorulen tekrar sayilar ve turler sOyledir; 74 bp tekrar S.
platorynchus ve S. albus, 78 bp A.mikadoi, 79 bp A. oxyrinchus ve A. medirostris, 80 bp
A.ruthenus ve A.sturio, 82 bp A.baerii, A.fulvescens, A.gueldenstaedtii, A.naccarii, A.
nudiventris, A. persicus, A. stellatus, A. transmontanus ve H. huso ve 83 bp A.
brevirostrum.

Buroker vd. (1990), A. transmontanus 6rneklerinde D-loop bolgesinde boy farklilig
ve heteroplazmi Uzerine ¢alismustir. Bu tlr icin 82 bp’lik tekrar oldugu tespit edilmistir.
Tekrar bolgeleri araanda tam bir uyumun olmadig: gorulmustr.

Brown vd. (1996), dort adet Kuzey Amerika tUrinde (4. transmontanus, A
medirostris, A. fulvescens ve A. oxyrhynchus) tRNA gen ve Dloop bolgesinin sekanslarini
alarak boy varyasyonu ve heteroplazmik durumu belirlemek icin calismustir. Her bir tirde
78-82 bp den olusan ¢oklu tekrarlarin TAS larlailiskili oldugunu tespit etmistir.

Mevcut calismada tirler (H. huso, A. gueldenstaedtii, A. baerii, A. stellatus) igin
tespit edilen 82 bazhik tekrar bdlgess onceki caismaardan elde edilen sonuclar
desteklemistir.

Ayrica Turler arasaindaki boy varyasyonuna baktigimizda, en buyik Ky, degeri 0,156
ile A. stellatus’da gorulirken, A. gueldenstaedtii icin 0,0385 ve H. huso icin ise 0,0085
olarak hesaplanmistir. G;p degerleri ise Ky, degerlerinin tersine en distk A4. stellatus’da
0,656, A. gueldenstaedtii’de 0,9303 ve en blyik deger ise H. huso da 0,9871 olarak

bulunmustur.
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Brown vd. (1996), calismis oldugu tirlerde boy varyasyonunun A. transmontanus
Gp: 0,758, A. medirostris Gp. 0,615, A. fulvescens Gp. 1 ve A. oxyrhynchus Gp: 1 olarak
hesaplanmustir. A. transmontanus ile A. medirostristris tUrlerinin érnekleri (Kp) arasindaki
genetik farklilik 6nemli bulunmamustir ( t-0,782 df=183 ve p=0,44).

Brown vd. (1992b), A. transmontanus ile yaptigi calismada bu tirde 174 birey ile
calismis ve heteroplazmi oramm % 42 (73 birey) olarak belirlemistir. iki farkl:
populasyonu Karsilastiran arastirmact kesim yeri degiskeni (Kp=0) heteroplazmik balik
kullanmamistir. Populasyon dizeyinde hesaplamis oldugu Kc degerleri Fraser Nehri
populasyonu icin 0,765 ve Kolombiya Nehri ici 0,702 olarak belirlemistir. Tim verilerden
ise Kc=0,760 olarak bulmustur. Kb ortalamalar ise 0,183 + 0,018, populasyonlar icin
Fraser Nehri populasyonu icin 0,223 + 0,024 ve Kolombiya Nehri populasyonu igin ise
0,127 + 0,027 olarak bulmus bu degerleri karsilastirdiginda (t testi t=2,639 df=172 P<0,01)
bulmustur. Gip ise tim veriler icin 0,759, Fraser Nehri icin 0,708 ve Kolombiya Nehri
icin 0,819 bulunmustur. En ¢ok gorilen tekrarlar ise 1-2-3 (yaklasik %80) tekrarli yapi

olmustur ve 7 tekrar gorilmemistir.

4.8. Kesici Enzimler Kullanarak Tiirlerin Belirlenmesi

Molekiler tekniklerin kullamlmas ile birlikte tir tespiti daha kesinlik kazanmus
durumdacir. Bu metotlardan bir tanesi de PZR tabanli uygulamalardir. TUr tespitine
yonelik PZR uygulamasi kullanilarak yapilan cok sayida arastirma bulunmaktadir ( Desalle
ve Briestein, 1996; Bristein vd. 1998; 1999). mtDNA Cyt-b geninin sekans anaizinin
yaninda daha hizli sonuca ulasilabilmes icin PZR-RFLP teknigi kullamlarak torler
tanumlanmaya calisi I mistir (Wolf vd., 1999).

Jenneckens (1999, 2000) ve Bristein vd. (2000), yaptiklan calismalarda Rus
mersinini ile Sibirya mersininin Cyt-b gen bdlgesinin ¢ok yakin oldugunu bu nedenle
yanlisliklar olabilecegini belirtmislerdir. Bizim c¢alismamizda da bu iki tirin Cyt-b gen
bolgesi icin ayri kesici enzimlerin diger tirler icin ayirt edici oldugu tespit edilmistir.

Ludwig (1998), mtDNA 12S rDNA gen bdlges i¢in PZR-RFLP anadizi yapmis ve
A. naccarii ile A. sturio arasinda 400 bp'lik sekans bolgesinde 7 farkli ikame pozisyonda
kesim yerlerini olusturacak enzimler belirlemistir. BsiYl (380. pozisyon) ve Acil (40.)
enzimlerinin tdr aynminda kullanmilabilecegini fakat TspRI (315-326) enziminin ise kesim

yerlerinin ¢ok yakin olmasindan dolay: kullanilamayacagini belirtmistir.
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Tagliavini  (1999), italyada yetistirilen 6 mersin baig tirl (H.huso, A.
gueldenstaedtii, A. naccarii, A. ruthenus, A. baerii, ve A. transmontanus) arasinda
mitokondrial DNA degiskenligi Uzerine galismistir.  Mitokondrial Cyt-b ve Dloop gen
bolgeleri PZR ile cogatilmis ve Rsal enzimi ile kesilerek olusan parcaciklarla analiz
yapilmistir (RFLP). Bu metodun tirler arant varyasyonun belirlenmesine izin verdigi ve bu
nedenle tdrlerin belirlenmesinde uygun bir belirteg oldugu belirtilmistir.

Pourkazemi (1999), Rus mersininin (4Acipenser gueldenstaedtii) populasyon yapisi
MtDNA Dloop bolgesini PZR ile ¢ogatmis ve farkli kesici enzimler kullanarak morflar
olusturulmustur. Batin ornekler icerisinde 7 birlesik haplotip belirlemis ve ortalama
nukleotid ve haplotip gssitliligini 0,05 + 0,00 ve 0,75 + 0,00 (SE) olarak hesaplamustir.
mtDNA- Dloop bdlgesinin enzimlerle kesilmesi sonucunda elde edilen iki morfun (A ve B)
arasiyla 0,5 ve 0,36 ile yuksek frekansa sahip oldugunu tespit etmis ve Rus mersini icin
farkli biyolojik gruplar (stok yada mevsimsel grup, yas grubu) icin potansiyel genetik
belirteg olabilecegine isaret edilmistir.

Wolf (1999), mersin balig: turlerini havyardan tespit etmek icin mitokondrial gen
bolgelerini (tRNAgIu/Cyt-b) PZR kullanarak ¢ogaltilmasna dayali bir metot gelistirmistir.
Cogaltilan 462 bp uzunlugundaki PZR drdndndn farkli enzimlerle kesilmesi sonucunda
tire 6zgl kesim yerleri ile turlerin belirlenmes saglanmistir. Burada ilk etapta 7 enzimle
(Alul, Ase 1, Mbo I, Nla ll, Rsa |, Ssp |, Tru 91) kesm morflar1 belirlenmis, sonrasinda
ise 4enzim (Nla lll, Rsa |, Ssp |, Tru 91) kullanarak Acipenser ve Huso cinderine ait 10
farklt tUrtn ayrilmast i¢in uygun oldugu gosterilmistir.

Ludwig vd. (2002), 858 bireyde 22 tir mersin baliginin tespiti icin Cyt-b genindeki
potansiyel, turlere 6zgu kesim yerlerini belirlemistir. Trlerin ayriminin tekbir kesici enzim
kullanarak miumkin olmayacagim ve tirlere bagl olarak 1- 4 farkli enzimin kullaniimas:
gerektigi bildirilmistir. Bu baglamda 7 farkli kesici enzimin 17 Acipenseriform tdrdndn,
mMtDNA duzeyinde tirlere 6zgu kesici yerlerinin belirlenerek ayrilabilecegi belirtilmistir.
Y apilan bittn bu ¢caligmalar sonucunda havyar Gretiminin buyUk bir kisminin yapildigi U¢
tur olan, A. gueldenstaedtii, A. stellatus ve H. huso tlUrlerinin belirlenmes ve kontrolU
imkanm saglanmis ve daha detayli tanimlamalar icin kombine nikleer ve mtDNA
belirteglerini kullamlmasinin gerektigi ifade edilmistir.

Ludwig (2008), Farkli DNA belirteclerinin mersin balig1 tdrlerinin tespitinde
kullamlmasina dair bir derleme yaparak kullanilabilecek belirtecleri ve turleri belirtmistir.
DNA tabanli metotlar1 (sekans analizi, PZR-SSCP andlizi, Ture 6zglu PZR, PZR-RFLP,
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NuUkleer DNA belirtegleri; RAPD, AFLP, makrosatellit) ve kullanmldig: ¢alismalar: detayl
bir sekilde vermistir. Bu calismasinda mtDNA Cyt-b geni Msel, Bsll, Rsal, BsaJdl, Bsrl,
Tagl ve Sspl enzimlerini sirasiyla kullanarak Acipenseriform tarlerini tanmlamustir.

Bu calismadatirler oncelikle tek tek ele alinarak Cyt-b sekans verilerinden her bir tir
icin tammlayici olabilecek restriksiyon enzimleri belirlenmistir. TUr bazinda belirlenen
enzimler, H. huso i¢in BceAl, BsiHKAl, Btgl, TspRl, Avall ayirt edici kesici enzimler
olarak belirlenmistir. 4. gueldenstaedtii ve A.baerii/benzer i¢in Bpml, AfIlIl, EcoSTMI
kesici enzimleri belirleyici olmustur. A. baeri ile A. gueldenstaedtii Orneklerinin
birbirinden ayrimasinda ise Barl, Bfal, BsaX| ve Tatl enzimleri belirleyici olmustur. A.
stellatus icin ise, Bmel580l, BmgBI, BstEll, PspOMI, Sfil, Taql, Bbvl, Tsel enzimleri bu
tr icin ayirt edicidir. Benzer sekilde calisilan tdrlerin birbirinden ayriimasinda Csp6l,
NlalV, Sau96l, BseMll, BsaJl, Hphl, Rsal, BspCNI gibi enzimlerin kullamlabilecegi

belirlenmistir.



5. SONUCLAR

. Turkiye' nin Karadeniz kiyilarinda ve Karadeniz' e dokulen blytk akarsularda dagilim
gosteren Acipenseridae familyasimn, Acipenser genusunun 2 tird (Acipenser
gueldenstaedtii, Acipenser stellatus) ve Huso genusunun 1 tirt (Huso huso) ile birlikte
Karadeniz icin egzotik sayilabilecek Acipenser baerii/benzeri 6rnegi iceren toplam 7
ilden 82 adet balik érneklenmistir. Acipenser gueldenstaedtii 24, Acipenser stellatus 11,
Huso huso 46 ve Acipenser baeri/benzeri 1 adet balik drneklemesi yapilmustir.

. Orneklenen 82 drnek tizerinde mtDNA’ min 2 farkl bolgesi (Cyt-b ve tRNAP™- Dloop)
PZR ile ylukseltgenmis ve nikleotid dizilimleri belirlenmistir. Her bir gen bolgesi icin
sekanst alinan Uriin boyutu, Cyt-b gen bolgesi icin 1113 bp ve kismi D-loop bolgesi
icin 250-600 bp’lik bir bolge calisilmustir.

. Cyt-b gen bolgesinin sekans analizi sonucunda, 19 adet haplotip tespit edilmistir. En
yaygin olan haplotip (Hap_2), 4 bireyde gortlerek tim orneklerin % 14,29 da
gOzlenmistir. Bir tirde gorulen haplotipler diger turlerde gorilmemistir. Her 3 tur igin
% 81,8 - 96,4 araliginda yuksek haplotip cesitlilik dizeyi gorUlmusttr. Tarler icin
haplotip cesitliligi, A. gueldenstaedtii igin % 81,8, A. stellatus icin % 95,2 ve H. huso
icin % 96,4 olarak hesaplanmustir.

. Cyt-b gen bdlgesinin C bakimindan zengin G bakimindan ise fakir oldugu tespit
edilmistir. Calisilan turler icin nikleotit dagilim frekanslarinin % 14,9 - 32,0 arasinda
degistigi gozlenmistir. A.baerii/benzerinde C ve G oram diger tlrlerden dustk bulunur
iken A ve T oranlan diger turlerden yiksek bulunmustur.

. Ti/Tv oram en yuksek 4. gueldenstaedtii’de (9:1), en disUk H. huso (6:0)’ da gbzlenmis
ve A. stellatus 'da 7:2 olarak gergeklesmistir.

. Calisilan turler icin tdr i¢i toplam nikleotit gesitliligi (Pit) % 0,167 — 0,378 arasinda
bulunmustur. Tarler icerisinde en yiuksek nukleotit ¢esitliligi A. gueldenstaedtii’ de
bulunurken bunu A4. stellatus ve H. huso izlemistir.

. Calisilan trlerde tur ici nukleotit farklilig: 1,89 — 4,2 arasinda hesaplanmstir. Turler
icerisinde en yUksek nikleotid farklilik degeri sirasiyla A. gueldenstaedtii, A. stellatus
ve H. huso da gorUilmustor. Turler aras kt degeri 5,692 - 36,648 araiginda
bulunmustur. En yiksek kt degeri 4. stellatus - H. huso arasinda ve en disuk deger ise
A. gueldenstaedtii - A.baerii/benzeri arasinda hesaplanmustir.
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8. A. gueldenstaedtii igerisinde hicbir aminoasit kodlamasinda degisiklik gbzlenmemistir.
Fakat diger turler A. gueldenstaedtii ile karsilastirldiginda 7 yerde aminoasit kodlamasi
degismektedir.

9. Yapilan molekller varyans analizi (AMOVA) sonucunda varyasyonun % 94,37’ lik ¢ok
buyUk bir kisminin tirler arasinda dagildig gordlmastr (p< 0,001). TUr ici varyasyon
ise % 5,63 olarak bulunmustur. TUrler arasi hesaplanan Fst degerlerine bakildiginda, en
kucuk deger A.baerii/benzeri - A. gueldenstaedtii arasinda (0,6978) gozlenirken, en
yuksek H. huso - A. stellatus arasinda (0,96396) bulunmustur.

10. Tarler aras mesafe, Kimuranin 2-parametresine gore hesaplanmis ve % 1,258 — 5,288
arasinda degerler bulunmustur. En dusik uzakhk (% 1,258) A.baeriibenzeri - A.
gueldenstaedtii arasinda gortlirken en  yiUksek uzaklik degeri (% 5,288) ise A.
gueldenstaedtii — H. huso arasinda hesaplanmustir.

11. mtDNA Cyt-b gen bolges Uzerinden her bir tir icin tarmmlayict olabilecek kesici
(restriksiyon) enzimler belirlenmistir.

12. A. gueldenstaedtii, olusturulan MP ve UPGMA dendogramlarin da bu ttriin A-B (B1-
B2) seklinde iki farkli gruba ayrldigi gorilmustir. TUm A4. gueldenstaedtii 6rnekleri ile
birlikte genbanktan alinan ornekler karsilastinldiginda A grubu orneklerinin hem B
grubunun 2 at grubu (B1 ve B2)'dan hem de gen bankasi drneklerinden ayrldig:
gbzlenmistir. A.gueldenstaedtii igerisinde 2 soy grubu distnuldiginde calisilan ttim
ornekler “Karadeniz Soy (NPG)” grubu igerisinde oldugu gorulmistur.

13. A.baeriioenzeri - A. gueldenstaedtii: Orneklemelerde A. gueldenstaedtii olarak
belirtilen fakat sekans sonuclannda 4.baerii ye daha yakin bulunan 46 nolu érnek A.
gueldenstaedtii ile karsilastirilmas: sonucunda bu tirden ayrildigi gorulmustir. Bu
birey hibrit olabileceg gibi Sibirya mersini olma ihtimali de bulunmaktadir. Dogal
dagilim aam olmamasna ragmen ac sularda da yasayabilecegi  bilinen
A.baerii/oenzer’'in Karadeniz havzasinda gorilmesinin en olasi nedeni yetistiricilik
yoluile Uretilen birgok tiriin dogaya serbest birakilmas yadakagmasidir.

14. A. stellatus Ornekleri olusturulan topolojilerde % 100Uk bir se¢-bagla degeri ile tir
dizeyinde aynlmistir. Bununla birlikte gen bankas ornekleri ile birlikte
degerlendirildiginde kendi icerisinde ikiye ayrildig1 (SL ve S2) ve A. nudiventris ile
dahayakin oldugu gorulmektedir.
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15. Huso genusuna ait H. huso turd, calistlan ornekler icerisinden %100 Itk bir se¢-bagla
degeri ile ayrildigi gorilmis olsa bile gen bankasindan alinan sekans verileri ile birlikte
degerlendirildiginde (Sekil 19) 4. ruthenus ile yakiniligkili oldugu gorilmektedir.

16. Calisilan tirlerde 1 ve 7 tekrarli yap gortlmez iken 2 tekrarli yap1 % 3,7, 3 tekrar %
39,5, 4 tekrar % 38,2, 5 tekrar % 16 ve 6 tekrar % 12,3 oraninda gorultr iken 7 tekrarl
yap1 gordlmemistir. En gok gorulen tekrar is % 39,5 ile 3 tekrarli yapi olmustur.

17. Calisilan tirlerin tamaminda heteroplazmik bireyler goriltr iken bunlann dagilimlar
H. huso'da. % 2,17, A. stellatus'da % 45,45 ve A. gueldenstaedtii igin heteroplazmi
oranm % 8,33 olarak belirlenmistir.

18. Turler araandaki boy varyasyonuna bakildiginda en kiglk varyasyona 0,656 ile A.
stellatus sahiptir, H. huso icin ise 0,9871 olarak en blyuk boy varyasyonu goérulUr iken,
bu deger A. gueldenstaedtii de 0,9303 olarak bulunmustur.

19. Tekrar bolgeleri merkezi tekrarlar dikkate alinarak belirlenmis ve buna gore her tir icin
tekrar eden birim 82 bp olarak bulunmustur.



6. ONERILER

Dunya genelinde oldugu gibi Ulkemizde de molekiiler teknikler su triinlerinin gok
degisik konularinda kullamlmaya baslanmistir. Sistemli bir sekilde elde edilen bilgilerin
daha sonraki calismalar icin bir temel olusturabilmesi, gerek kaynak, gerekse zaman
israfindan kaginmak icin bu tir calismalarin belirli bir disiplin icerisinde yapilmasi
gerekmektedir. Ulkemizde farkli birkag balik tiriinde yapilmis filogenetik calismalar
mevcut iken detaylandiriimis populasyon calismalar: ok daha siirlichr. Ozellikle tlkesel
capta yurutilecek ve yontem birligi olusturacak calismalaraihtiyag vardir.

Gunumuizde mersin baliklar1 Uzerine farkli molekiler metotlar kullamlarak
calismaar yapllmistir (MtDNA-RFLP andizi, sekans anaizi, mikrosatellit vb.). Bu
caismada Turkiye'nin Karadeniz kiyilanndan oOrneklenen tirlerle calisilarak 6nemli
sonuglar elde edilmistir. Mersin balig hakkinda artan bilgi birikimi dogal populasyonlarin
ve tilrlerin korunmasina yonelik calismalarda degerli girdiler saglayacaktir ve ayrica
yetistiriciliginin gelisimi icin de temel teskil edecektir.

flk etapta daha fazla 6rnekle daha cok gen bolgesinin sekans analizi yapilarak tir ici
ve tlrler arasa yapilanma detayl1 olarak ortaya konulabilir. Bunun icin de Turkiye de
orneklenen tum bireyler markalanarak dogaya birakilabilir ve genetik yapilarinin ortaya
konularak etkili bir izleme olusturulabilir. Bu sekilde bu calismada belirtilen 4. baerii
/benzeri gibi egzotik tdrlerin takibi yapilabilir. Yine A. gueldenstaedtii tiru igerisinde
gorulen farklilasma detaylandirilabilir.

Turkiye'de Karadeniz’e dokulen akarsulardan daha fazla ornekleme yapilarak
karsilastirmalarda kullamlmas gerekmektedir. Ayrica kurutulmus ve muhafaza edilmis
ornekler genetik calismalarda kullamlarak bu tirlerin zaman icerisindeki degisimi ortaya
konulabilir.

Tarler aras hibritlesmenin ortaya konulmas ile 6rneklenen bireyl erin tirti mi yoksa
hibrit bir olusumumu temsi| ettigi belirlenebilir.

Ayrica, Bulgaristan, Romanya, Ukrayna ve Rusya Federasyonu kiyilarindan da
orneklemeler yapilarak Tirkiye sularina 6zgu bir genetik yapilanmanin sz konusu olup
olmadig1 agikliga kavusturul abilir.

TUm tirlere ait populasyonlannn mtDNA ile birlikte nDNA belirtecleri ile calisiimast

mersin balig: toplumlarinin dahaiyi anlasilmasina yardimc olacaktir.
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