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Doktora Tezi

OZET

AKDENIZ MIDYESI (Mytilus galloprovincialis, LAM., 1819) POPULASYONLARININ
GENETIK YAPISININ BELIRLENMESI

Sebnem ATASARAL SAHIN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Balik¢ilik Teknolojisi Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Ilhan ALTINOK
2011, 78 Sayfa, 10 Sayfa Ek

Bu ¢alismada, Mytilus galloprovincialis’i Tiirkiye sularinda temsil eden 10 farkli
populasyondan disi ve erkek midye Ornekleri 8 morfolojik karaktere gore morfometrik
yontem ve Mitokondriyal DNA (mtDNA)’nin iki gen bolgesi (16S rRNA ve ND2-COlll)
genetik yontem bakimindan PCR-RFLP ile incelenmistir. Ayrica COIII gen bolgesinde de
DNA dizi analizi yapilmistir. Mitokondriyal DNA gen bolgeleri PZR ile ¢ogaltildiktan
sonra 16S rRNA gen bolgesinde, disi ve erkek midyelerin solungag¢ ve gonad dokularinda 3
kesici enzim, ND2-COIIl gen bolgesinde ise disi midyelerin gonad ve solungag
dokularinda 5 kesici enzim kullanilmistir. 16S rRNA gen bolgesinde disilerde 3,
erkeklerde 2 haplotip, ND2-COIII gen bolgesinde ise sadece disilerde (erkeklerde bu gen
bolgesi ¢ogaltilamamustir) 20 haplotip belirlenmistir. En yiliksek haplotip ve niikleotid
cesitliligi  16S rRNA gen bolgesi icin Zonguldak (0.6667+0.1318, 0.066024)
populasyonunda belirlenmistir. ND2-COIIl gen bolgesi igin ise en yiiksek haplotip
gesitliligi Bodrum (0.6959+0.06187) populasyonunda ve en yiiksek niikleotid ¢esitliligi
Cesme (0.046856) populasyonunda gozlenmistir. Molekiiler varyans analizi (AMOVA)
sonuglarina gore midye populasyonlar: arasinda diisiik, populasyonlar ic¢inde yiiksek
oranda genetik yapilanma oldugu tespit edilmistir. Populasyon ciftleri arasindaki genetik
farklilik degerleri (Fst), populasyonlar arasinda onemli genetik farklilagma oldugunu
gostermistir (p<0,05). Morfometrik karakterler i¢in Mahalanobis uzaklik matrisi verilerine
gore ve filogenetik analizler sonucunda UPGMA soy agaclarinda midye populasyonlariin

Karadeniz ve Marmara-Ege olmak iizere iki ana dala ayrildigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Cift ebeveynli kalittm, mtDNA, RFLP, 16S rRNA, ND2-COlll,
Sekans analizi, COIlI, Genetik ¢esitlilik, Morfometri, Tiirkiye.
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PhD. Thesis
SUMMARY

DETERMINATION OF GENETIC STRUCTURE OF
MEDITERRANEAN MUSSELS (Mytilus galloprovincialis, L., 1819) POPULATIONS
Sebnem ATASARAL SAHIN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fisheries Technology Engineering Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ilhan ALTINOK
2011, 78 Pages, 10 Pages Appendix

In this study, 10 different populations of female and male mussel, Mytilus
galloprovincialis, in the Turkish Coasts were surveyed for morphometric and genetic
analyses. For this purpose, eight morphometric characters and molecular analysis
techniques such as PCR-RFLP method on two mitochondrial DNA (mtDNA) gene
segments (16S rRNA ve ND2-COIIl) and DNA sequence analysis on COIIl gene were
used. After amplification of gonad and gill tissues of female and male mussels 16S rRNA
and ND2-COIlI gene segment, three and five restriction enzymes were used to cut 16S
rRNA gene segment and ND2-COIIl gene segment, respectively. Twenty haplotypes for
only female (male not amplified) were determined for ND2-COIIl region of mtDNA and
three haplotypes for female and two haplotypes for male were determined 16S rRNA
region of mtDNA. The highest haplotype and nucleotide diversity of 16S rRNA gene
region was observed for the population of Zonguldak (0.6667+0.1318, 0.066024). The
highest haplotype diversity of ND2-COIlIl gene region was observed for the population of
Bodrum (0.6959+0.06187) and the highest nucleotide diversity of the same gen region was
observed for the population of Cesme (0.046856). Based on analysis of molecular variance
(AMOVA), genetic structure was found to be low among populations. Values of genetic
differences between population pairs (Fst) showed significant (p<0.05) genetic
differentiation among populations. According to Mahalanobis matrix distance data which
were calculated by discriminant analysis for morphometric characters and phylogenetic
analysis with UPGMA tree, mussel populations were separated into two main branches as

Black Sea and the Marmara and Aegean region.

Key Words: Doubly Uniparental Inheritance, mtDNA, RFLP, 16S rRNA, ND2-COlll,
Sequence Analaysis, COIIl, Genetic Variation, Morphometrics, Turkey.
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1. GENEL BILGILER

Mytilus cinsi midyeler, yaygin olarak, 1liman kiy1 sulart boyunca dagilim
gostermektedir. Kayalar, bentler ve yiizer iskele gibi habitatlarda isgalci tiir olarak
goriilmektedir. Midyeler kiyisal sularda bentik organizmalar iginde baskin tiir olarak
onemli ekolojik bir bilesen olup, ayn1 zamanda diger organizmalar i¢in habitat olusturur
(Tsuchiya ve Nishihira, 1985, 1986; Matsumasa vd., 1999) ve ekosistem igin
diizenleyicidir (Jones vd., 1994; Crooks, 1998, Matsumasa vd., 1999). Midyeler besin
olarak insanlar i¢cin 6nemli bir protein kaynagidir. Genis cografi dagilim gostermeleri
sayesinde kiy1 sularinin kalitesinin takibi i¢in biyolojik indikator olarak da kullanilirlar
(Widdows ve Donkin, 1992; Tanabe, 1994).

Kuzey ve giliney yarim kiirede genis yayilim alanlarina sahip olan midyeler, yiiz
yillardan beri kiiltiire alinmaktadir. Deniz midyeleri (Mytilus spp.) yetistiricilik agisindan
ve kiyisal ekosistemin bentik organizmasi olmasindan dolay1 6nemli bir tiirdiir. Diinyada
Mytilus cinsine ait morfolojik ve genetik farkliliklara sahip Mytilus californiensis, Mytilus
edulis, Mytilus galloprovincialis ve Mytilus trossulus tiirleri bulunmaktadir.

Midye kiiltiirli; fitoplankton, stoga katilim ve ekosistemin kullanim kapasitesi
yoniinden dogal kaynaklara baghdir. Midye spatlar1 dogal yataklardan ya da kollektorler
vasitasiyla toplanarak biiylitmek amaciyla farkli alanlara nakledilebilir. Bu nedenle dogal
slirecin haricinde spat toplama ve midyelerin kiiltiire alinmasi, populasyonlarin yeni
alanlara tanitimina ve yer degisimine yol agmaktadir. Gegmiste Baltik Deniz’inde M.
trossulus popiilasyonlari bu degisimden ¢ok fazla etkilenmemistir. Baltik Deniz’indeki
populasyonlar Avrupa Mytilus’larinin degerli genetik biyogesitlilik kaynagi olarak
goriilmektedir (Smietanka vd., 2004). Ancak, M. trossulus ve M. edulis arasinda meydana
gelen giiglii bir gen akis1 Baltik populasyonlarindaki dogal mtDNA'y1 kaybolma tehlikesi
ile ylizylize getirmistir (Smietanka vd., 2010). Bu nedenle midye populasyonlarinin ve
genetik karakteristiklerinin tanimlanmasi biyogesitlilik ve yonetim agisindan biiyiikk 6nem

arz etmektedir



1.1. Akdeniz Midyesi’nin (M. galloprovincialis) Biyo-Ekolojisi

Midyeler, Mytilidae familyasina ait ¢ift kabuklu (bivalve) yumusakgalardir. Bu
familya tiyeleri tipik olarak birbirine benzer iki kabuk, eksternal bir ligament, kabuklarin
birbirine tek noktada baglanmasini saglayan dissiz mentese benzeri bir yapi, ayr1 filamentli
solungaclar, iki baglayici kas (addiiktor kas), uzamis bir ayak ve biysus ipligiyle
digerlerinden ayrilirlar (Sekil 1).

Sekil 1. Mytilus galloprovincialis’in kabugunun i¢ (A) ve dis (B) yapisi
(Kumlu, 2001)

Mytilus cinsine ait midyeler diinyanin tropik sularindan kutup bolgelerine kadar ¢ok
genis bir yayilim gosterirler. Genellikle midyeler 6-9 m derinliklerde yasamalarina ragmen,
Kuzey Denizi’nde 17 m’ye kadar, Batlik Denizi’nde ise 30-40 m’ye kadar derinliklerde
bulunabilmektedir. Diinya’da yetistiriciligi yapilan pek ¢ok midye tiirii vardir. Ancak
bunlardan M. edulis ve M. galloprovincialis Avrupa’da yetistirilmektedir (Kumlu, 2001).

Mytilus edulis, Avrupa’da Iskandinav iilkeleri, Ingiltere, Fransa, Izlanda kiyilarinda,
Kuzey Amerika’nin dogu kiyilar1 ve Giiney Amerika’nin giiney kiyilarinda normal deniz
tuzlulugunda ve aci sularda bulunurlar (Sekil 2). Mytilus galloprovincialis ise Ingiltere,
Ispanya, Fransa’nin Atlantik kiyilari, Portekiz, Akdeniz’in giiney kiyilar1 ve tiim
Karadeniz’de bulunmaktadir. Son zamanlarda bu tiiriin Cin, Kore, Japonya, ABD’nin
batisi, Avustralya, Yeni Zelanda ve hatta Giiney Afrika’da da bulundugu bildirilmektedir.
Ulkemiz sularinda ise M. galloprovincialis Karadeniz’den Ege Denizi’ndeki Bodrum

kiyilarina kadar dagilim gostermektedir (Kumlu, 2001).



W MyHlus adulis

B My#Hlus galloprovincialis
Mytilus trossulus

W Mytilus californionsis

Sekil 2. Avrupa’daki Mytilus cinsine ait midye tiirlerinin yayilig alanlar1 (Kumlu, 2001)

1.2. Genetik Varyasyon

“Genetik ¢esitlilik” terimi farkli amaglara uygun olarak cesitli sekillerde
tanimlanmistir. Populasyon arastirmalarinda, tiir igerisinde yer alan bireyler arasindaki bir
ozellige veya Ozellikler kiimesine ait bir dizi kalitimsal farklili§i temsil eden ve bagka
populasyonlar arasinda varyasyon igerdigi gibi populasyon i¢inde bireyler arasinda tiir igi
genetik  cesitliligi  olarak tanimlanmaktadir. Genetik ¢esitlilik  bireylerin  degil
populasyonlarin ve tiirlerin bir 6zelligi olarak dikkate alinmakta olup, “genetik varyasyon”
veya “genetik varyans” olarak da adlandirilmaktadir (Bagley vd., 2002).

Genetik cesitlilik gegmis populasyon siirecleri tarafindan sekillenmis ve gelecek
tirlerin ve populasyonlarin siirdiiriilebilirligini etkilemektedir. Degisen fiziksel, kimyasal
ve biyolojik ¢evre kosullarina uyum saglayabilmesi, dogrudan dogal seleksiyona uygun
genetik cesitliligin miktar1 ile baglantilidir. Adapte olmak i¢in benzer etkilere maruz kalan
iki populasyondan, uygun o&zellikleri i¢in daha biiyiik genetik g¢esitlilige sahip olan
populasyonun, daha ¢abuk adapte olmasi beklenir (Bagley vd., 2002).

Genetik varyasyon iizerinde durulan o6zellikler bakimindan canlilar arasindaki
genotipik yapidan kaynaklanan farkliliklar1 ifade etmektedir. Genetik varyasyonun esas

kaynagint DNA molekiiliindeki dort farkli baz ¢iftinin sayis1 ve bunlarin dizilimlerindeki



farkliliklar olusturmaktadir. Genetik materyal ¢esitli faktorlere bagli olarak degisiklige
ugrayabilir ve bunun sonucunda da bireyler arasindaki genotipik farkliliklar meydana
gelebilir (Avise, 2004). Tiir i¢indeki genetik ¢esitliligin mevcut diizeylerini belirleyen ana
etkenler mutasyon, gog, seleksiyon ve genetik siiriiklenmedir. Genetik materyalde
meydana gelen farkliliklarin temel kaynagi mutasyondur. Mutasyon, genetik materyalde
meydana gelen ani ve kararli degisikliklerdir. Esas olarak niikleotid (nokta veya gen) ve
kromozom  seviyesinde meydana gelen  mutasyonlar olarak  iki  sifta
degerlendirilmektedir.  Belirtilen mutasyonlara ilave olarak homolog olmayan
kromozomlar arasindaki parga degisimleri (translokasyon) ile eseyli ¢ogalan canlilarda
tireme hiicrelerinin meydana gelmesi siirecinde homolog kromozomlar arasinda meydana
gelen parga degisimleri (krosing-over) de canlilar arasindaki genetik farkliliklarin temel
nedenleri arasinda yer almaktadir (Avise, 2004).

Genis alanlara yayilmig olan dogal populasyonlar nadiren homojen yapidadir. Cogu
tirlerde populasyonlar go¢ ya da aralarinda gen akisi ile gesitli alt gruplara ayrilirlar. Bu
populasyonlarin genetik benzerligi her yeni nesil i¢in dol veren gd¢menlerin sayisina
baghdir. Ote yandan, populasyonlarin degisimi gocten kaynaklanmiyorsa, genetik
farklilasma mutasyon ve genetik siiriiklenme kuvvetleri (muhtemelen segim) nedeniyle
olusur ve zamanla tlirlesmeyle sonuclanir. Cogu sessil ya da sinirli hareket yetenegi
gosteren deniz omurgasizlart 6zellikle larval donemde yayihim gostermektedir (Silva ve
Russo, 2000). Go¢ veya gen akigi populasyonlar arasinda tireyen bireylerin hareketini ifade
eder ve disiik dagilma yetenegine sahip tiirler icin zayif olmasina ragmen; genellikle
genetik ¢esitlilik tizerinde ¢ok gii¢lii bir kuvvettir. Gog¢ rejiminde olusacak bozukluklar,
tirlin stirekliligi lizerinde onemli etkiler yapar. Gog, genel olarak populasyon iginde
genetik cesitliligi arttirict ve populasyonlar arasinda genetik farkliliklar1 homojenlestirici
etki yapar.

Dogal seleksiyon, genetik siiriiklenme ile birlikte, ayr1 populasyonlarin farklilasmis
hale gelmesine neden olan en dnemli giiglerden biridir. Seleksiyon, gerceklesmekte olan
formuna bagh olarak, genetik gesitlilik tizerinde farkli etkilere sahip olabilir. Cevresel
degisikligin, farkli bir dizi gen veya optimal genotiplere neden oldugu durumlarda,
seleksiyonun, secilen lokuslarda, en azindan populasyon ortalamasi yeni bir genetik
optimum degerine ulasana kadar, genetik ¢esitliligi azaltmasi beklenir (Bagley vd., 2002).

Genetik siiriiklenme, her yeni neslin genetik frekenslarinda, simirli sayidaki

anaclardan kaynaklanan, rastgele olusmus degisiklikleri ifade eder (Bagley vd., 2002).



Genetik siiriiklenme, bir populasyondaki genetik bir karakteristigin yok olmasina ya da
giiclii olanin hayatta kalmasindan ve alellerin digerinden bagimsiz olarak yaygin hale
gelmesine neden olur. Populasyonda iiremeyi gergeklestiren canlilarin sayisi arttikga,
genetik siiriiklenmenin etkisi azalir. Genetik siiriiklenmenin etkisi en ¢ok, bir canli tiiriiniin
kaderi birkag bireye bagl oldugunda ortaya c¢ikar (Hoelzel, 1992). Genetik siiriiklenme
kiiglik populasyonlarin, hatta asir1 se¢ilim olan bolgelerin, genetik gesitliligi tizerinde ¢ok
giiclii bir kuvvet olma egilimindedir. Sonu¢ olarak, zararli alellerin rastgele tespitinin
seleksiyon tarafindan normal olarak kaldirilmas: daha muhtemel olunca, adaptasyon kiigiik
populasyonlarda daha zorlasir. Biiyiik populasyonlarda genetik siiriiklenme etkisi daha
zay1f olmakla birlikte se¢ilim altindaki bolgelerde baskin bir gii¢ olmaktadir. Genetik
stiriiklenme populasyonlar i¢indeki genetik ¢esitliligin azalmas1 ve populasyonlar arasinda
genetik cesitliligin artmasi1 yoniinde etkiye sahiptir (Bagley vd., 2002).

Bir tiir i¢inde, birgok karakter bakimindan 6nemli 6lgiide fakliliklar bulunmaktadir.
Bagka bir deyisle, aymi tiiriin degisik alanlarda yasayan populasyonlar1 (populasyonlar
aras1) ve ayn1 yoredeki bir populasyonun bireyleri arasinda (populasyonlar ici) pek ¢ok
ozellik bakimindan bir ¢esitlilik vardir. Populasyon icinde her bir karakter, ya da karakter
kiimeleri bakimindan farklt morfolojiye sahip bireyler bulunmaktadir (Hoelzel, 1992).
Genetik varyasyon cesitli seviyelerde olciilebilir ve tanimlanabilir. Ik olarak DNA
boyunun tam dizisi ve bireyler arasinda nasil degistigi ile tanimlanabilir. Ikinci olarak ise
DNA’nin boylar1 arasindaki farkliliklar tanimlanabilir. Gelecek agamada DNA kodlayan
dizinin varyasyonu sonucunda protein farkliliklari tahmin edebilir.

Molekiiler tekniklerin kullanimi, ayni populasyon igindeki bireyler arasinda, ayni
tirlin populasyonlar1 arasinda ve taksonomik seviyede farkli tiirler arasinda genetik
varyasyonun tahminini miimkiin kilmistir. Molekiiler belirte¢ler kullanilarak yapilan
calismalar sonucunda lokal populasyonlarin tireme farkliliklari gosteren, izole halde kiigiik
gruplara boliinmiis oldugu gézlenmistir. Bdylece bir veya birden fazla ayri tireme davranisi
gosteren izole gruplarin kaybolmas: tiir ig¢indeki genetik varyasyonun seviyesinin
diismesine neden olmakta ve tamamiyla nadir bulunan genetik karakterlerin kaybolmasiyla

sonuglanabilmektedir (Ciftgi ve Okumus, 2002).



1.3. Genetik Varyasyonu Belirleme Yontemleri

Molekiiler genetik belirteglerin kullanimi akuakiiltiir alaninda son otuz yilda gittikge
artan 6neme sahip olmustur. Bu belirleyiciler akuakiiltiir uygulamasinin bir¢ok alaninda
kullanilmaktadir. Ornegin kiiltiir stoklarinin genetik tanimlanmasi ve ayrimlanmast,
akuakiltiir stoklarinin bulunus ve yayiliglarinin neticelerini izleme, damizlik stok yonetimi
(selective breeding) programlarini destekleme, poliploidi ve gigogenez indiiksyonlar1 gibi
kromozomal ve gen manipiilasyonlarini degerlendirmek seklinde siralanabilir. Genetik
belirteglerin su irilinleri alanindaki bir diger 6nemli uygulamasi ise kagmis veya serbest
birakilmis kiiltiir baliklarinin dogal populasyona etkisini belirlemektir (Magoulas, 1998).

Genetik varyasyon cesitli seviyelerde Olciilebilir ve tanimlanabilir. Bu amagcla
gelistirilen ve akuakiiltiirde yaygin olarak kullanilan yontemler arasinda polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR), mitokondrial DNA (mtDNA), restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi
(RFLP), rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD), cogaltilmis parca uzunluk
polimorfizmi (AFLP), tek niikleotid polimorfizmleri (SNP), mikrosatelitler, ifade edilmis
sekans isaretleri (ESTs) ve DNA dizi analizi gibi yontemler yer almaktadir (Tablo 1). Bu
belirtegler kullanilarak genetik varyasyonun tahmini, akrabalik, anne-babalik testi, tiir ve
irk tespiti, hibrit bireylerin belirlenmesi ve genetik haritalarin  olusturulmasi

gerceklestirilebilir (Beaumont vd., 2010).

1.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemi

PZR metodu ilk kez 1987°de tanimlanmis ve isimlendirilmis olsa da, temelleri daha
oncelere dayanir. PZR metodu niikleik asitlerin canli organizma disinda, uygun kosullar
altinda ¢ogaltilmasina dayanir. PZR bir ¢esit in vitro (canli organizma disindaki yapay
ortam) klonlamadir. PCR ile hedef DNA pargasindan milyonlarca ¢ogaltmak miimkiindiir.
Reaksiyon baslatilmadan 6nce istenen sayida dongiiniin tekrarlanmasi saglanabilir. PCR'in
en onemli 6zelligi cok az miktarda DNA ile ¢aligmaya olanak saglamasidir. Bir PCR
dongiisii i¢in gerekli olan bes ana madde vardir: (1) DNA 6rnegi, genelde genomik DNA,
(11) Cogaltilacak bolgeyi sagdan ve soldan gevreleyen bir ¢ift sentetik primer, (1) Deoksi-
niikleotit-trifosfatlar (ANTP), (1iv) Yiiksek isiya dayanikli DNA polimeraz enzimi, (v)
Uygun pH ve iyon kosullarini (Mg+2) saglayan tampon karisimidir. PCR yontemi kolay

uygulanabilir olmas1 ve hizli sonu¢ vermesi gibi avantajlar1 nedeniyle klinik orneklerde



patojen organizmalarin saptanmasinda, DNA dizi analizinde, biiyiik miktarda DNA
orneklerinin  olusturulmasinda, bilinmeyen dizilerin tayininde, ge¢mis DNA'nin
incelenmesi ve evrimin aydinlatilmasinda ve RFLP analizi gibi bir¢cok farkli alanda

kullanilabilmektedir (Beaumont vd., 2010).

Tablo 1. Balikgilik ve akuakiiltiirde kullanilan bazi genetik tekniklerin karsilastirilmasi
(Beaumont vd., 2010)

DNA SNPs RFLP VNTR RAPD AFLP Allozim
Sekansi
Genom haritasi + +++ ++ +++ + +++ +
Pedigree veya + + + +++ + + ++
ebeveyn tahmini
Tiirler icinde + + FH+ ++ ++ -
populasyonlar
Cins veya tiir +4+ - ++ + ++ ++ 4+
seviyesi iliskiler
Kantitatif karakter
lokusu (QTL) - +++ - ++ +++ +++ +
Maliyet Y A O Y O Y A/O
Doku istegi B A @) A A A @)
Kodominant veya ) EB B EB B B EB
dominant
Kodlama B B B H B B E

SNPs, Tek Niikleotid Polimorfizmi; RFLP, Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi; VNTR, Degisken
Sayida Ardisik Tekrar; RAPD, Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA; AFLP, Cogaltilmis Par¢a Uzunluk

Polimorfizmi. +++: Yiiksek oranda bilgi verici, ++: Bilgi verici, +: Cok az bilgi verici, - : Uygun degil,
Y: Yiksek, M: Orta, A: Az, D: Degisken, EB: Es Baskin, B: Baskin, E: Evet, H: Hayir

1.3.2. DNA Dizi Varyasyonu

1.3.2.1. DNA Dizi Analizi Yontemi

DNA dizi analizleri yada sekanslama, DNA birincil yapilarinin tayininde ve
niikleotid baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan yontemdir. Analiz bir niikleik asit
dizisinin digerine hibridizasyonuna dayanir. Bu hibridizasyon sirasinda radyoaktif yada

radyoaktif olmayan maddelerle isaretleme yapilir. Siklikla gen mutasyonlar1 (delesyon,



insersiyon vb.) tespiti ya da rekombinant DNA olusum yapilarinin tayininde kullanilir.
Ayrica gen regiilasyonunda yer alan genetik kontrol bdlgeleri, konsensus dizileri, epistatik
genler ve etkileri belirlenebilmektedir (Beaumont vd., 2010).

Ilk dizi analiz calismalari 1960’11 yillarmn basinda 75-80 niikleotitlik tRNA’larla
baslanmigtir. Niikleotit dizilerin belirlenmesinde Sanger dideoksi yontemi ve Maxam-
Gillbert kimyasal degredasyon yontemi kullanilmaktadir. DNA dizi analizi, gen yapis1 ve
genetik kontrol mekanizmalari hakkinda birgok bilgi edinmemizi saglamistir. Bireyler
arasindaki genetik farkliliklarin tespit edilmesinde yaygin olarak DNA dizi analizi
yontemlerinden biri olan Sanger-Coulson’un zincir sonlanma (Dideoksi) yontemi
kullanilmaktadir (Sanger vd., 1977). Bu yontem enzimatik DNA sentezine dayanir ve
giiniimiiziin en yaygin kullanilan DNA dizi analizi teknigidir. Bu yontemde dizisi
saptanacak olan DNA ipligi yeni sentezlenecek iplik i¢in kalip olarak kullanilir. DNA, dort
cesit deoksiniikleotid trifosfatla sentezlenir. Her bir niikleotid 3’ -OH ucundan bir sonraki
niikleotide baglanir. Dideoksi yontemiyle sentetik oligoniikleotid sentezinde 3’ -OH
molekiilii kritik rol oynar. Sentez sirasinda zincire bir dideoksiniikleotid eklenmesi zincir
uzamasini sonlandirir. Ciinkii 3. karbon atomundaki 3’ -OH molekiiliiniin oksijen atomu
bulundurmamasi zincirin uzamasina izin vermez. Bu nedenle metot ayni1 zamanda zincir
sonlandirma (chain termination method ) olarak da adlandirilir (Beaumont vd., 2010).

Reaksiyon sonrasinda elektrokinetik enjeksiyon sistemiyle ¢alisan cihazlarda
fragmentler kisadan uzuna dogru ayrilirlar. Sonlandirildiklari noktada dideoksiniikleotid
tasidiklari igin her bir fragment dort ¢esit dideoxyniikleotidten birine ait flouresan boyada
bulundurmaktadir. Kapillerde bulunan kiigiik cam pencerenin 6niinden gecerken cihazin
lazer sistemi flouresan boyalar1 uyararak her birinin kendine 6zgii dalga boyunda 1s1ma
yapmasini saglar. Yine cihaza entegre bir kamera sistemiyle bu 1simalar kaydedilir, siraya
konup degisik bilgisayar degerlendirmeleri ve filtrasyon islemlerinden gegirildikten sonra

DNA dizi bilgisi (sequence) olarak bize ulasir (Beaumont vd., 2010).

1.3.2.2. Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNPs)

Tek niikleotid polimorfizmleri, nokta mutasyonlardan kaynakli olarak tanimlar, bu da
lokus igerisinde verilen bir niikleotid durumunda alternatif kokler igeren farkli alellerin

olusmasina neden olur (Liu, 2007).



Tek niikleotid polimorfizmi, bir purin (A ve G) niikleotidinin diger bir purin
niikleotidine veya bir primidin (C ve T) niikleotidinin diger bir primidin niikleotidine
degisimi (transition) seklinde olabilecegi gibi, bir purin niikleotidinin bir pirimidin
niikleotidine veya bir pirimidin niikleotidinin bir purin niikleotidine degisimi (transversion)
seklinde de olugsmaktadir. Ayrica bir ya da birkag¢ niikleotidin eklenmesi (insertion) veya
eksilmesi (deletion) de yeni SNPs markerlerinin ortaya ¢ikmasina neden olan diger
faktorlerdir (Liu, 2007).

Tek niikleotid polimorfizmlerinin avantajlari, genom boyunca ¢ok miktarda SNP
bolgesi olmasi, yiiksek oranda polimorfik olmalari ve SNP analizinin bireyler arasindaki
cok bicimliligi veya her tekil farklilig1 tanimlayan tek sistem olmasidir. SNP analizi bilgi
dizisi i¢in gereksinim icermesi, problarin ve hibritlesmenin gerekliligi, asir1 sarfiyat ve zor

genotipleme gibi pek ¢ok dezavantaja sahiptir (Liu, 2007).

1. 4. DNA Par¢a Uzunlugu Varyasyonu

1.4.1. Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Yontemi

Bakteriyel kokenli restriksiyon enzimlerinin (restriction endonuclease) 1970’1
yillarda tanimlanmasi ile RFLP, 1980'lerin baslarinda genetik varyasyon analizi i¢in en
popliler yaklasim olmustur. Bakteri hiicresi, enfeksiyona neden olan organizmalara karsi
savunma mekanizmasi olarak ¢esitli restriksiyon enzimleri olusturmaktadir. Restriksiyon
enzimleri bakteri hiicrelerinden izole edilebilen ve genomik DNA pargalarini ya da belirli
DNA’y1 kiigiik fragmentlere ayirmak igin laboratuarlarda kullanilmaktadir (Liu, 2007).

Restriksiyon endoniikleazlar en iyi bilinen, ticari olarak mevcut olan ve en
kullanighlardir. Bu enzimler 6zel DNA dizilerini taniyarak 5° fosfat ve 3° hidroksil
gruplar1 olusturmak icin her bir DNA zincirini keserler. Bu smif igerisinde tanimlanan
enzimlerin biiyiik ¢cogunlugu i¢in, tanima bdlgesi normal olarak 4-8 baz ¢ifti uzunlugunda
ve palidromiktir. Kesim noktasi, tanima bolgesi icerisindedir.

Cogu bakteri tiirlinde kesici-modifikasyon sistemleri bulunmaktadir ve hiicre igine
yabanct DNA’larin girisine karsi savunma mekanizmasi olusturur. Bunlar iki bilesene
sahiptir. IIki kesici endoniikleazdir: kisa ve simetrik DNA nukleotit dizilimini tanirlar ve
DNA’nin ikili iplik¢igini tanidiklar1 bolgeden keserler (hydrolyzes). Boylece yabanct DNA

nispeten kiiglik parcaciklara ayrilir. Sistemin ikinci bileseni metilaz’dir ki, bu da hiicresel



10

DNA’nin taninan bolgesinde bulunan C ve A nukleotitlerine metil grubunu ilave eder. Bu
modifikasyon endoniiklease enzimlerine karst DNA’nin direng gostermesine yardimci olur.

Restriksiyon enzimleri, rutin olarak gen haritalarinin yapilmasi, RFLP analizleri,
DNA dizin analizi ve rekombinant DNA metotlarini da igeren ¢esitli calismalarda anahtar
role sahip bir ayirag olarak kullanilir.

Kesici enzimler genellikle 4-6 bp’den olusan spesifik olarak tanmidigi yerlerden
DNA’y1 keser. Kesilen DNA pargalar1 jel elektroforezi kullanimiyla boylarina gore
ayristirilabilir.  Sonugta karakteristik yapilari; ethidium bromid boyama yoluyla,
parcaciklarin u¢ kisimlarinin florasan veya radyoaktif olarak boyanmasi veya ilgilenilen
DNA sekansinin radyoaktif olarak isaretlenmis prob hibridizasyonu yoluyla goériintiilemek
miimkiindiir.

Popiilerligine ragmen RFLP sadece DNA parg¢aciklarinda biiylik boyutlarda ekleme
(insersiyon) ve kopmalar1 (delesyon) saptayabilir ve restriksyon bolgelerini kazanip veya
kaybedebilir. Nokta mutasyon ve kopmalarin veya disik c¢ozinirlikli agaroz jel
elektroforezi kullanilisindan dolayi kiigiik boyutta ki eklemeleri (insersiyon) saptamalarda
cogunlukla yetersizdir. RFLP tek bir lokusdaki genetik varyasonu bir seferde belirlemeye
calisir. Polimorfik oranlar, pahali ve zahmetli siireclerle birlesince RFLP uygulamasi
sinirlanmis olur. Sonug olarak; polimorfik oranlar pek cok lokusda diisiiktiir. Su nokta
ozellikle belirtilmelidir ki; RFLP bilgi dizisi veya problarin saglanabilirligi gibi oncelikli
genetik bilgiye ihtiyac¢ duyar; genellikle pek ¢ok balik veya diger su iiriinii tiirleri i¢in bilgi
mevcut degildir (Beaumont vd., 2010).

1.4.2. Degisken Sayida Ardisik Tekrar (VNTR)

DNA dizisindeki ¢esitlilik nokta mutasyon metodu olmayan bir metot tarafindan
belirli bolgelerde ortaya cikarilabilir. Genom boyunca yayilan bolgeler DNA dizisinin
tekrar (zincir halinde) dizilerini iceren VINR olarak adlandirilir. Diziler ¢ok kisa veya ¢ok
uzun olabilir (1-10 bg aras1), fakat bu tekrar dizilerinin anahtar 6zelligi tekrar sayisinin
bireyler arasinda ¢esitlilik gosterebilmesidir. Tekrar sayisindaki artma veya azalmanin
yeniden birlesme sirasinda olusan engellemeden dolay1 kopyalama sirasinda veya ¢ogaltma
farkindan dolay1 aciga ¢iktig1 ve bu siireglerin sadece nokta mutasyonlardan bagimsiz degil
ayni zamanda daha c¢abuk oranlarda ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Satelit (100-5000 bg

tekrarlanan birim), minisatelit (5-100 bg¢ tekrarlanan birim) veya mikrosatelit (2-4 bg
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tekrarlanan birim) lokuslarindaki tekrar sayisinin ¢esitliligi populasyonda ¢ok yogun
olabilir ve yakin zamanda degisen populasyon genetiginin arastirilmasinda faydali veriler
saglayabilir (Beaumont vd., 2010).

Isim olarak benzer olmasina ragmen bu belirleyici smiflar1 minisatelitlerden biraz
farklidir. Tekrarlama birimi ¢ok basittir (genellikle iki, fakat ii¢ ya da daha fazla niikleodid
de), her tekrar lokusununu basarisiz dizileri nadirdir ve “lokus”un toplam uzunlugu
minisatelitlerden ¢ok daha kisadir. En 6nemlisi, mikrosatelitler genomda (omurgalilara
6zgii) daha kalabaliktirlar ve 10 ve 10 arasinda mutasyon oranina sahiptirler. Capraz
serilerdeki akrabaligi belirlemek icin, dogal bir populasyondan goriintiilenen bireyler
arasindaki akrabaligin tahmini katsayisin1 ve populasyonlardan kagan formlar: takip eden
en iyi belirleyicilerdir. En temel eksiklikleri yliksek maliyette olmalar1 ve teknigin ilk
asamasinin zahmetsiz olmasi, dnciillerin gelisimi olarak siralanabilir.

Minisatelit bir “lokus” her biri 12-16 civarinda niikleotid baz ve c¢ekirdege sinir iki
dizinin bir “gekirdek™ dizisi igeren tekrarli “birimler’den olusur. Ayni g¢ekirdekli fakat
farkli smir dizili lokus genom etrafinda daginik haldedir. Bunlar, 6zel bir minisatelit
lokusun (¢ekirdek ve iki smir dizisi) tekrarli birimindeki c¢ekirdek dizisi sonuglariyla
yapilan aragtirmalar, ¢ekirdegin yalniz olmasindansa, melezlesme zorlayici kosullar altinda
iki bagli profiller iiretebilir, yani tekil-lokus alel sikliklar1 isaretlenebilir. Minisatelitler,
onlar1 bireysel kimlikleme de miikemmel yapan ¢ok yiiksek bir oranda (%15 kadar)
mutasyona ugrayabilir, fakat bir populasyon igerisinden rastgele secilmis bireyler

arasindaki genetik iliskiden sonug¢ almak igin, yararliliklarini azaltir.

1.4.3. DNA Parmak izi (Fingerprinting)

Genomik DNA restiksiyon enziminin 6zel bir bolimi ile kesilir ve farkh
boyutlardaki parcaciklar elektroforez tarafindan dagitilir. DNA, Southern Blotting olarak
bilinen teknik tarafindan ince jelden bir naylon membrana doniisiir ve bu sirada membran
genellikle genom boyunca olan 6zel olarak siniflandirilmis satelit tekrar dizisi ile problasir
(melezlesir). Pargaciklar, birkag ayr1 siiflandirilmis serit olarak ortaya ¢ikan tekrarlari
icerirler. Bu seritleme ornekleri her bireye ayr1 ayri uygulanmasindan dolay1 ¢ok cesitlidir
(akraba olmayan bireyler arasindaki segilimin degisimi milyonda birdir). Polimorfik olan
biiyiik bir lokus sinifin1 ortaya ¢ikarmakta ve varyasyon tespit edici bir molekiiler teknik

olarak kullanilmaktadir. DNA parmak izi, arka arkaya dizilen, tekrarli ve kisa DNA zincir
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diizeni iceren losi'leri ortaya ¢ikarir (VNTR). Losi’ler de bulunan alleller arasindaki
farklilik, tekrarli kisa DNA zincirinin tekrar sayisinin farkliligindan kaynaklanmaktadir.
DNA parmak izi ¢ok dogru bir sekilde ebebeyn belirlemesinden dolayr adli polisin DNA
verisinde ilk kullandig1 yollardan biridir (Beaumont vd., 2010).

1.4.4. Rastgele Cogaltilmus Polimorfik DNA (RAPD) Yontemi

RAPD yontemi, 8-10 bazlik primer ¢ifti kullanilarak genomdaki rastgele bdlgelerin
cogaltildigi PZR temelli bir yontemdir. Bu yontemde 6zgiin hedef DNA bolgesi ya da
hedef gen yoktur. Yalnizca bir tip primer kullanilir. Ancak, bunlar her iki DNA ipliginde
de 5'—3’ yoniinde ¢aligir. Her bir primer kisa ve diisiik baglanma sicakligindan (36-40°C)
dolaytr DNA molekiiliintin farkli bolgelerine tesadiifi baglanabilmekte ve bu bolgelerin
cogaltilmasin1 saglamaktadir. Diger molekiiler genetik yontemlerle karsilastirildiginda
RAPD yo6nteminin ¢esitli iistiinliikleri ve de eksiklikleri bulunmaktadir.

Bu teknik i¢in en 6nemli sorun olusan bant yapisinin kullanilan DNA’nin kalitesine,
PZR sicaklik profiline, kullanilan polimeraz enziminin tipine ve reaksiyon kondisyonuna
bagli olarak hassasiyet gostermesidir. Bu yontem i¢in bir diger dezavantaj homozigotluk ve
heterozigotlugun tespit edilememesidir. Belirtilen bu eksikliklerine ragmen gilintimiizde,
farkh tiirler, alttiirler ve populasyonlara ait DNA molekiiliinde mevcut bulunan genetik
varyasyon hakkinda on bilgilerin elde edilmesi ve populasyonlarin birbirleri ile
karsilagtirllmast amaciyla yapilan caligmalarda halen bu yontem yaygin olarak

kullanilmaktadir (Williams vd., 1990; Lui, 2007).

1.4.5. Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi (AFLP) Yontemi

AFLP teknigi RAPD ve RFLP yontemlerinin zayif yonlerinin {istesinden gelen ve
giiclii yonlerini birlestiren ¢ok lokuslu bir DNA parmak izi yontemidir. AFLP yonteminin
kullanilmasindaki esas amag, iki restriksiyon endoniikleaz enzimiyle muamele edilerek
kesilmis c¢ok sayida genomik DNA parcaciginin bulundugu bir karisimda yer alan
restriksiyon pargaciklarinin 6zel bir alt grubunun ¢ogaltilmasidir.

Bu teknik ile polimorfizm elde etme olasiligi oldukga yiiksektir ve genom hakkinda

herhangi bir 6n bilgi olmadan bu teknik uygulanabilmektedir. AFLP, molekiiler sistematik,
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populasyon yapist analizleri, hibritler, irklar ve ebeveynlerin tanimlanmasi ile genetik
haritalamalar1 yapabilmek i¢in kullanilmaktadir. Elde edilen her bir marker oldukca
giivenilir ve bilgi saglayicidir. Masraf, isgiicti gereksinimi ve giivenilirligi RAPD ve RFLP
arasinda yer almaktadir. Cok sayida lokusu ayni anda ve etkili bir sekilde taramasi
nedeniyle parmak izi analizine ¢ok uygundur. AFLP tekniginin en 6nemli eksikligi
dominant markerler vermesidir. Genetik haritalamada AFLP markerleri genellikle
kromozomlarin sentromer ve telomer (u¢ bdlgeleri) bdlgelerinde toplanmaktadir. Bu

durum kromozomlarin diger bolgelerinin analizlerini giiclestirmektedir. (Liu, 2007)

1.5. Fenotipik Varyasyon

Sucul organizmalarda tek gen ya da gen ¢ifti tarafindan kontrol edilen ve kolayca
tanimlanabilir fenotipik varyasyona sahip ornekler ¢ok azdir. Buna en iyi Ornek siis
baliklarindaki renklenmedir. Kiiresel olarak, renkli fenotipte balik {iretimi ekonomik énem
arz etmektedir.

Tayvan Su Uriinleri Enstitiisii pek ¢ok yili1 dominant olmayan aleller tarafindan
kontrol edilen Oreochromis mossambicus kizil gesitlerinin potansiyelini gelistirmek i¢in
harcamigtir. Oreochromis niloticus ile melezleri gelistirmisler ve pek ¢ok yapay segilim
neslini takip ederek, kararli kizil ve beyaz melez renkleri elde etmislerdir. Simdiye kadar
kabuklu deniz hayvanlarindaki niteliksel 6zelliklerin ticari kullanimlarinda birkag¢ Grnek
olmustur. Ornegin Tazmanya’da altin renkli Pasifik istiridyesi (Crassostrea gigas),
Amerika’da sert kabuklu midyenin ‘notata’ formu (Mercenaria mercenaria) veya
Fransa’da beyaz renkli Manila midyesi (Ruditapes philippinarum).

Mendel her biri tek gen tarafindan kontrol edilen karakterlere (yuvarlak veya burusuk
tohum; uzun ya da kisa bitki) sahip olan bezelyeler lizerinde ¢alismisti. Boylesine kolayca
tanimlanabilen tek genin belirledigi fenotipik 6zellikler ¢ogu organizmada gozlenmez.
1960’lardan giinlimiize protein ve DNA genetik belirteglerin gelisimi nedeniyle tek gen
fenotip varyasyonu belirleme gliniimiizde yaygin degildir. Oysaki bu cesit fenotipik
farkliliklar1 genetik laboratuar1 erisimi olmayan balik iiretim tesisleri i¢in oldukga

onemlidir (Beaumont vd., 2010).
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1.6. Mitokondriyal Genomun Biyolojisi

Cogu kez hiicrenin gii¢ santrali olarak diisiiniilen mitokondriler, solunum olarak
bilinen kimyasal tepkimelerin meydana geldigi bolgelerdir. Mitokondri hiicre solunumu ve
diger fonksiyonlar i¢in hayati 6neme sahip genleri igermektedir. Mitekondri DNA’s1
hiicrenin DNA’sindan fiziksel olarak ayrilmistir, yani niikleusun disinda bulunur. Bu
Ozelliginden dolayr mitokondrinin endosimbiyoz teorisine dayanarak o-Proteobakteri
kokenli oldugu diistiniilmektedir (Gray, 1992; Martion ve Miiler, 1998; Cao, 2003).
Mitokondriyal genom, ortak kokenli olmasmna ragmen canlilar aleminde genomun
boyutunda, gen igeriginde ve diziliminde 6nemli oranda degisiklik sergiler. Protistalardan
Plasmodium falciparum 5 gen kodlayan, 6 kb¢ dogrusal genoma sahipken (Wilson ve
Williamson,1997; Cao, 2003) Reclimonas americana 94 gen kodlayan, 64 kbg
uzunlugunda halkasal bir genoma sahiptir (Cao, 2003). Fungilerde mitokondriyal genom,
24-43 gen kodlayan, biyiikligi 19-100 kb¢ uzunlugunda halkasal ya da dogrusal
yapidadir. Bitkilerde halkasal ya da dogrusal olan mitokondriyal genom 50-70 gen
kodlamasina ragmen genom boyutunda 180 ile 2400 kbg¢ arasinda 6nemli miktarda degisim
gostermektedir. Hayvan mtDNA’s1 bahsedilen diger canli gruplarindaki mtDNA’lara gore
nispeten korunmustur (Ca0,2003). Hayvan mtDNA’s1 16-20 kbg¢ uzunlugunda ¢ift zincirli,
dairesel bir molekiil olarak bulunur. Bu genom 13 protein (yedi NADH dehidrogenaz alt
tinitesi, ti¢ sitokrom oksidaz alt {initesi, ATPase 6, ATPase 8 ve sitokrom b) 22 transfer
RNA (tRNA) ve 2 ribozomal RNA (rRNA; 12S ve 16S, S: goreceli biiyiikliigiin 6l¢iisii
olarak Svedberg birimi) kodlayan genler ile bir tane de mtDNA replikasyonu ve RNA
transkripsiyonu i¢in baslangi¢ olarak hareket eden DNA’nin kodlama yapmayan gen
bolgesini tasir (Sekil 3). Bu da kontrol bolgesi olarak adlandirilir (Beaumont vd., 2010).
Diger hayvan mtDNA’larindan farkli olarak nematodlar gibi Mytilus mtDNA’sinda
ATPase 8 geni bulunmamaktadir. Ayrica metiyonin i¢in iki tRNA geni gerekli olmasina

ragmen Mytilus metiyonin i¢in tek tRNA geni icerir (Hoffmann vd., 1992).
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Kontrol Bolgesi
Cvtb 12SrRNA

16SrRNA

<« ND1

* ND2

Sekil 3. Hayvan mtDNA’s1 (Beaumont vd., 2010).

Mitokondriyal DNA kompakt bir yapiya sahip olmasmin yaninda haploittir.
Sitoplazmik olarak kalitsaldir ve yumurtanin sitoplazmasi disiden geldigi i¢in mtDNA’da
baskin olarak anneden (maternal) gegmektedir (Billington, 2003). Mitokondriyal DNA
babadan (paternal) dollere ¢cok az (bazi balik tiirleri, Engraulis encrasicolus ve midye),
veya hi¢ gecmemektedir. Mitokondri genomlar1 arasinda rekombinasyon yoktur. Ayrica
intron bolgelerinin ve hemen hemen hi¢ tekrar dizilerinin bulunmamasi ile niikleer
DNA’ya gore 5-20 kat daha fazla mutasyon oranina sahiptir. Bir bagka deyisle mtDNA
genetik kaymaya karsi hassas ve biiyiik farkliliklar gosteren bir isaretleyici olarak
goziikmektedir ve bdylece tilirler ve populasyonlar arasindaki farkliliklar1 gérmek
kolaylasir ve bu da mtDNA’y1 hem sistematik hem de populasyon genetigi calismalari i¢in

¢ekici kilar (Beaumont vd., 2010).
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Mitokondriyal genomun farkli bolgeleri farkli oranlarda ortaya c¢iktigindan bu
bolgeler belirli tip calismalar i¢in hedeflenmistir. Cytochrome b ve ND genleri populasyon
diizeyinde farklilik gosterdigi rapor edildiginden birgok tiirde calisilmaktadir. Ayrica D-
loop memelilerde yiiksek oranda farkliliklar gosterdigi icin populasyon ¢alismalari igin
tercinh edilmektedir, ancak bu durum baliklar i¢in gegerli degildir. Mitokondriye ait
ribozomal genler tiirler i¢in ve hatta familya seviyesinde ¢alismalarda kullanilmaktadir
(Ciftci, 2003).

Spermatozoada mitokondri kuyrukta bol miktarda bulunup hiicre igerisinde hemen
hemen hi¢ yoktur (Beaumont vd., 2010). Déllenme sirasinda spermatozoa kuyrugunu
digsarida biraktigindan dolayr mtDNA sadece disi gamet (yumurta) yoluyla aktarilir.
Organel DNA’nin izogamik tiirlerde (gametler arasinda boyut agisindan faklilik olmayan)
neden uniparental kalitildigina cevap vermez. Ornegin Chlamydomonas reinhardtii’de
mtDNA negatif tip gametle ve kloroplast DNA (cpDNA) pozitif tip gametle taginir (Neale
vd., 1989). Gergekte gecerli bakis agist anizogamiden ziyade tek ebebeynli organel
kalittminin so+nucu olmadigidir (Hoekstra, 1987; Zouros, 2000).

Maternal mtDNA’nin kalitimi1 neredeyse tiim hayvanlar aleminde aym sekildedir
(Beaumont vd., 2010). Ancak Skibinski vd. (1994) ile Zouros vd. (1994) Mytilidae
familyasindan M. edulis’de mtDNA’nin tam anlamiyla maternal kalitim ilkesine
uymadigint belirtmiglerdir. Zouros vd. (1994) midyelerdeki mtDNA kalitimini iki
ebebeynli kalitim “doubly uniparental inheritance” (DUI) olarak adlandirilmigtir. Ayrica
Unionidae familyasindaki tatli su midyesi tiirlerinde (Liu vd., 1996) ve bir kum midyesi
tirti olan Tapes philippinarum (Passamonti ve Scali, 2001) tiirtinde mtDNA’nin standart
maternal yolla dollere gegmedigi belirlenmistir. Adi gegen ¢ift kabuklu canlilar 2 tip
mitokondriyal genom tasirlar. Maternal (F tipi) ve paternal (M) olmak {izere mtDNA’ nin
iki sekilde diger dollere aktarimi mevcuttur. F tipi disiden hem erkek hem de disi bireylere
gecerken, M tipi erkekten sadece erkek dollere aktarilir. M genomu F genomundan daha
fazla oranda evrim gecirir. Normal sartlarda F tipi i¢in disiler homoplazmiktir. Erkeklerse
F ve M tipleri i¢in heteroplazmiktir. Ancak bu heteroplazmiklik somatik dokularda
maternal, gonadlardaysa paternal dominantlik seklindedir (Ladoukakis vd., 2002). Sonug
olarak: F geni erkek kusaga tasinir ve M geninin yerini aldigi disiiniilebilir. Boyle
degisimler cinsiyetler arasinda (gender-associated lineages) uzaklagsmay1 engeller ve bu da

maskulinizasyon (erkeklesme) olarak adlandirilir (Simietanka vd., 2004).
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M tipi mtDNA erkek gonadinda yiiksek konsantrasyonda vardir ve bu mtDNA’nin
sadece spermatozoonda bulundugu disiiniiliir. Spermatazoonda bulunan M mMtDNA
molekiilleri yumurtaya girer ve henliz tam olarak anlasilmamig baz1 yollarla
fertilizasyondan sonra yumurtada kalir. (Beaumont vd., 2010).

DUI olay1 diger familyalardan sadece tatli su midyelerinde (Unionidae)
goriilmektedir (Liu vd., 1996). Mytilidae ve Unionidae familyalar1 “midye” olarak ayni
ortak isimle anilmalaria ragmen bu midye familyalar1 400 milyon yil 6nce ayrilmis olan
uzak akrabalardir. Kum midyesi, taraklar ve istiridyeler DUI’ya sahip degilmis gibi
goriinselerde onlar {izerinde de ¢alismalar devam etmektedir. DUI'nin Mytilidae ve
Unionidae familyalarinda bulunmasi ya bu olayin ¢ok eski oldugunu ya da bir ¢ok kez
bagimsiz olarak ortaya ¢ikmis oldugunu ifade etmektedir (Hoeh vd., 1996). DUI'ya iki
mtDNA neslinin kalitim1 ve cinsiyet belirlenmesi arasinda karmasik iligkinin tersine basit
genetik sisteme sahip olabilecegi isaret edilir. Eger DUI’nin sadece birkez ortaya ¢iktigini
kabul edersek, o zaman onun bivalvelerin diger gruplarinda bulunmayisinda, ikincil kaybin
s6z konusu oldugunu belirtebiliriz.  Sitoplazmik kalittmin  gecisinin  istisnai
mekanizmasinin detaylar1 anlasildiginda, Nasil standart uniparental mekanizma evrim
geciriyor ve nasil calisiyor sorularinin yanitlarii ¢ok daha iyi anlayacagimiz agiktir

(Zouros, 2000).

1.7. Filogenetik ve Filogenetikte Kullamilan Metotlar

Filogenetik, c¢esitli organizma gruplar1 (6rnegin tiirler veya topluluklar) arasindaki
evrimsel 1iligkinin arastirilmasidir. Bu iligkiler filogeni olarak adlandirilir. Filogenetik
terimi Yunanca kokenlidir, takim veya tiir anlamia gelen "phyl" ve kéken anlamindaki
"geny" terimlerinden tiiretilmistir (Avise, 2006). Filogeniye gore tiir ve tir st
kategorisindeki taksonlar jeolojik donemlerde tiirlesme siirecleri ile olusmuslardir. Bu
tiirlesme siireglerinin agiklanmasi ile taksonlar arasindaki evrimsel iliski (akrabalik)
aciklanmig olur. Bir takson veya takson grubunun filogenilerinin belirlenmesi demek,
zamansal olarak (Once-sonra) onlarin birbirleri ve diger taksonlarla ortak ata temelinde
durumlarinin ortaya konmasi demektir. Darwin’e gore; gruplarin her birinin siif (birim)
halinde diizenlenmesi, boliinmeleri ve diger gruplarla iliskilerinin dogal olabilmesi i¢in
kesinlikle soy iliskisi olmalidir. Hennig (1999) filogeni ve siniflandirma iliskilisi ile ilgili

olarak “organik ¢esitliligin soy iliskisini (kan bagi) ortaya koyan bir sistem, hem dogal bir
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smif sistemdir ve hem de kendiliginden dogal taksonlarin siirlarini belirler” demektedir.
Filogenetik sistematikte taksonlar1 birbirinden ayirt etmek i¢in sadece filogenetik agaclar
ve evrimsel hayat agacinin arastirilmasi i¢in filogenetik analiz yontemleri kullanilmaktadir.
Bu yontemler sonugalict olmasa da veya kullanilmakta olan metotlarla soy iliskisi ¢ok
kesin olarak ortaya konamasa da dogal bir siniflandirmaya ulasmak, evrimsel sorunlarin
incelenmesi ve gruplar arasi1 evrimsel iliskinin tahmini ile miimkiindjir.

Filogenetik metotlar uzaklik temelli ve karakter temelli olarak siniflandirilabilir.
Molekiiler filogenetikteki tartismalarin ¢ogu uzaklik temelli ve karakter temelli metotlarin
kullanimi tiizerine stirmektedir (Brinkman ve Leipe, 2001). Uzaklik metotlari bazi
Olclimlere gore ¢ift yonlii uzakliklar1 hesaplar ve agaclari olusturmak i¢in sadece
belirlenmis uzakliklar1 kullanarak asil veriyi gbzardi eder. Karakter temelli metotlar ise
agac olusturmada her bir karakter i¢in asil verinin en iyi sekilde dagilimini saglar. Cift
yonlli uzakliklar aga¢ topolojisi tarafindan belirlendiginden dolay:r sabit degildir. En sik
uygulanan uzaklik temelli metotlar; komsu-baglanti metodu ve Fitch-Margoliash metodu,
en sik uygulanan karakter temelli metotlar ise maximum parsimoni metodu ve olasilik

metodudur.

1.7.1. Uzakhik Temelli Metotlar

Uzaklik temelli metotlar tiiretme agaclarina hizalanmis iki dizi arasindaki uzakligin
mesafesini kullanirlar. Bir uzaklik metodu, eger biitiin genetik ayrilma durumlari tam
olarak dizi halinde kaydedilmisse dogru agaci yeniden olusturabilir (Swoffordet vd., 1996).
Bununla beraber ayrilma, diziler mutasyonel olarak doygunluga ulastiginda daha iist bir
limitle karsilasir. Ayrilmis ¢iftin bir dizisi 6zel bolimlere doniistiikten sonra, ardindaki
doniistimlerde dizi boliimleri “farkli” olarak tanimlanamaz. Aslinda sonraki doniistimler
onlar1 tekrar esit yapabilir (6rnegin, eger bir valine bir isoleucine doniisiirse, tekrar bir
valine doniisiir). Bu nedenle pek ¢ok uzaklik temelli metot bu gesit “gériinmeyen” yer
degistirmeler i¢in dogrudur. Gergekte hiicre aras1t madde oran1 uygulamasinin etkin oldugu
varsayilir ki gozlenen ikili temel kimliklerin belirli oram1 aslinda mutasyonlarla yer
degistirir ve bu oran da toplu sira ayrimi artisiyla artar. Bazi programlar belirsiz
uzakliklarin hesabini en azindan opsiyonel olarak saglar, oysa, 6rnegin MEGA program
(Kumar vd., 1994) kodon ve amino asit verileri i¢in sadece belirsiz uzakliklar1 saglar.

Biitlin ayrimlar ¢ok kiiciik degilse daha sonraki yaklasgimlar hatali sonuglari neredeyse
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garantiler. Cift yonli wuzaklik, yer degistirme oranlarinin maksimum olasiliklari
kullanilarak hesaplanir. Uzaklik metotlar1 sayisal olarak maksimum olasilik metodundan
daha az yogundur fakat dizi evriminin ayn1 modellerini kullanabilir. Bu onlarin en biiyiik
avantajidir. Dezavantaj ise asil karakter verilerinin atilmig olmasidir. En sik uygulanan
uzaklik temelli metotlar ise aritmetik ortalamali agirliksiz ¢ift grup metodu [Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA)], komsu-baglanti metodu [Neighbor
Joining (NJ)], uzaklik agacinin toplanilirliligini optimize eden metotlar ve minimum evrim
(Minimum-Evolution ME) metodunu igerir. Bir filogenetik yazilim paketindense pek ¢ok
metot kullanilabilir fakat biitiin saglayicilar ayn1 parametre sartlarina ve agag optimizasyon

ozelliklerine izin vermezler.

1.7.1.1. Aritmetik Ortalamah Agirhiksiz Cift Grup Metodu (UPGMA)

Bu metot kiimelenmis veya genetik algoritma eklenmis ciftlerin ortalamasi ve giftler
arasindaki onemli benzerlik kriterine dayali aga¢ dallarina eklenir. Tam anlamiyla evrimsel
bir uzaklik metodu degildir. UPGMA’dan, ayrim sadece molekiiler zamana (ultrametric;
Swofford vd, 1996) gore oldugunda veya olgunlagsmamis dizi benzesmezligine yaklagik
olarak esit oldugunda dogru dal uzunluklar ile eksiksiz bir topoloji liretmesi beklenir.

Daha onceden de s6z edildigi gibi bu uygulamalara nadiren rastlanir.

1.7.1.2. Komsu-Baglanti Metodu (NJ)

Komsu-baglant1 algoritmas1 optimizasyon Kkriterini gozardi ederek uzaklik agac
yapimui ile yaygin olarak uygulanir. Tamamen kararli agaclar, tamamen kararsiz “yildiz”
agaglardan, yakin (aslinda tamamen izole edilmis) komsularin bir ¢ifti ve agacta kalan
baglantilar arasindaki baglantilarin ard arda dallar eklemesi sayesinde “ayrilmistir”. Yakin
komsu ikilisi yildiz agaci etkin bir bigimde diizelterek birlestirilir ve siire¢ tekrarlanir. Bu

metot nispeten hizlidir.
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1.7.1.3. Fitch-Margoliash Metodu (FM)

Fitch-Margoliash metodu biitiin muhtemel gézlenen uzakliklarin aga¢ tizerindeki
biitiin muhtemel yoriinge uzunluklari ile bagintili olmasinin karelenmis sapmasi minimize
edilerek gozlenen ikili uzakliklari agaca uygunlugunu maximize etmeyi ister (Felsenstein,
1997). Cesitli varyasyonlar vardir ve bunlar hatanin nasil agirlikli hale gelmesindeki
degisiklikleri gosterir. Dagilim tahminleri tamamen bagimsiz degildir ¢linkii dahili agag

dallarindaki tiim hatalar en azindan iki kere sayilmigtir (Rzhetsky ve Nei, 1992).

1.7.1.4. Minimum Evrim Metodu (ME)

Minimum evrim FM’ye benzer davranista 6l¢iilen yoriinge uzunluklari ile bulunan
en kisa agaci ister; yani; ME agac temelli uzaklik gozleminin karelenmis sapmasini
minimize ederek calisir (Rzhetsky ve Nei, 1992; Swofford vd., 1996; Felsenstein, 1997).
FM’den farkli olarak, ME biitiin muhtemel ikili uzakliklar1 kullanmaz ve biitiin ilgili agag
yoriinge uzunluklarmi kullanmaz. Daha ziyade, dis nodlarin uzakligina bagh i¢ agag
bogumlarini diizenler ve sonra bu gozlemlenen noktalar arasindaki 6l¢iim hatasina gore i¢
dal uzunlugunu en uygun hale getirir. Boylece, FM O&lglimlerinin non-bagimsizligini

ortadan kaldirmay1 iddia eder.

1.7.2. Karakter Temelli Metotlar

Karakter temelli metotlar analizdeki biitiin adimlarda karakter verisi olarak
kullanilmasimin yani sira birbirleriyle pek az benzerler. Bu diger temel pozisyonlara gore

hizalamada her temel pozisyonun giivenilirliginin degerlendirilmesini saglar.

1.7.3. Maksimum Sikihik (MP)

Maksimum sikilik veri tanimi basit olan ilkeye bagli olan bir optimizasyon kriteridir
ki bu varsayimlar i¢in en azin1 gerektiren bir ilkedir. Pratik olarak, MS agaci1 en kisasidir,

en az degisiklikle, tanim olarak da en az paralel degisikligi olandir. MS’nin karakter durum
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degisimi yonliiliigiine izin verilenle alakali farklilasan gesitlilikleri vardir. (Swofford vd.,
1996).

Ikame sapmasmi yerlestirmek igcin MS agirliklandirma igin uygundur; Srnegin,
degisimin doniisimii degisime gore agirliklandirilabilir. Bunu yapmanin en kolay yolu,
yukarida tarif edildigi gibi, ML kullanilarak agirliklarin karsilikli oranlarinin tahmin
edildigi agirliklandirmali derece matrixi (step-matrix) olusturmaktir.

Bununla birlikte, agirliklandirmali derece matrixi (step-matrix weighting) MS
hesaplamasini yavaglatabilir. MS metodu var olan mekan arast oran bilesimi soz
konusuyken kétii bir performans gosterebilir (Huelsenbeck, 1995).

[k yaklasim olasilik tahmini ile belirlendigi gibi, data serisini biraz farklilik gdsteren
veya hi¢ gostermeyen bolgeler igerecek sekilde degistirmektir. Diger yaklasim ise
tekrarlanarak agirlik degistiren durumlart egilimlerine gore baslangic agaclarinda
gozlemlendigi gibi degistirmek. Bu “ardisik yakinlik” yaklasimi baglangic agaclarini yanlis

yapabilecek derece hatalarini igermeye meyillidir.

1.8. Onceki Cahsmalar

Morfometri, organizmalarin seklinin kantitatif analizi ve bir¢ok evrimsel, ekolojik ve
gelisimsel biyoloji g¢alismalarinin bir pargasidir. Mytilus cinsine ait kabuklarin ¢esitli
karakteristik 6zellikleri McDonald vd. (1991), Karakousis ve Skibinski (1992), Mallet ve
Carver (1995), Gardner (1996), Bates ve Innes (1995) ve Innes ve Bates (1999) tarafindan
analiz edilmistir.

Mitokondriyal DNA’nin izolasyonunun kolay olmasi ¢alisma agisindan ekonomik
boyuta sahip olmasi, maternal (disi) kalitimi, rekombinasyona ugramayisi ve intron
bolgelerinin bulunmamas: gibi 6zelliklerinden dolayr populasyon genetigi, molekiiler
sistematik ve filogeni calismalarinda yaygin olarak kullanilan genetik isaretleyicilerden
biri olmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Billignton, 2003).

Hoffman vd. (1992) ilk olarak mavi midye (Mytilus edulis) de 17,1 kb (kilobaz) olan
mtDNA’nin 13,9 kb’lik sekansini belirlemislerdir. Bu ayni zamanda Mollusca filumu
icinde de ilk molekiiler ¢alisma niteligindedir.

Organel DNA’nin genel bir kural olan tek ebebeynli kalittimina karsin M. edulis’in
her iki ebeveyninin mtDNA’sin1 doliin genis fraksiyonlar1 halinde tasimaktadir (Zourous,

1992). Bu tiirlerin populasyonlar1 arasinda heteroplazminin daha yiiksek oldugu


http://tureng.com/search/a%c4%9f%c4%b1rl%c4%b1kland%c4%b1rma
http://tureng.com/search/de%c4%9fi%c5%9fim
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gozlenmistir (Fisher ve Skibinski, 1990). Heteroplazmi bir ¢ok hayvan tiirleri arasinda
meydana gelmektedir, ancak cinsiyete gére meydana gelme siklig1 yeni bir bulgudur. Diger
bir calisma cinsiyete bagli olarak heteroplazmiyi ¢alismamis fakat molekiiler farkliligin
miktar1 yerine bireysel olarak midyelerde heteroplazmik olan molekiiller arasi farkliliga
odaklanmistir (Hoeh vd., 1991). Disi mtDNA (F)’s1 erkeklerde bulunmakta ve bunun
yaninda disilerde normal olarak bulunmayan M molekiiliinii erkekler icermektedir
(Skibinski vd., 1994a, Skibinski vd., 1994b). Disi gonadi dogal olarak F molekiilii igerir
ancak midyelerde erkek gonadi sasirtict sekilde sadece M molekiilii igerir. Disilerin
homoplazmisini ve erkeklerin heteroplazmisini agiklamak i¢in, sperm mtDNA’sinin bir ¢ift
olgunlagsan (a pair mating) disiye/kizkardese kalitilmadigini ancak erkek kardeslere
kalitildig1 hipotezine sahipti. Bu hipotezi kanitlamak i¢in Zourous vd. (1994a) tarafindan
biri disi digerleri iki erkek olan ve birbirinden uzak olan 3 ebeveynli olgun ciftler
olusturuldu. Ayni1 zamanda erkek ebeveyn genomunun kendi babasindan kalitilmis oldugu
bilgisine  sahiplerdi.  Ciftlestirildiklerinde =~ ve bu ¢aprazlamanin  genotipleri
gbzlemlendiginde, neredeyse istisnasiz, tiim disi nesile annenin tek mtDNA genomu ve
tim erkek nesile iki genom kalitildigin1 ortaya koydular (anne ve babanin genomlari).
Babanin maternal genomu disi yada erkek herhangi bir yavruya ge¢medigini belirlediler.
Boylece midyelerde mtDNA kalitim sisteminde tek ebeveynli kalittim kuralina uymayan
tek seyin bir cinsiyetten dolayi, erkek, ger¢eklestigini vurgulanmistir (Zourous vd., 1994b).

Mytilus edulis tiirtinde Stewart vd. (1995) ile Rawson ve Hilbish (1995) sirasiyla
COIIl ve 16S rRNA gen bolgelerinde erkek ve disi de mtDNA kokenleri iizerine
calismiglardir. Quesada vd. (1998) toplam 77 bireyde RFLP yontemiyle COIII ve ND2 gen
bolgelerini kullanarak F ve M genomlarinin homolog segmentlerinde filogenetik iligkiyi ve
niikleotit farklilig1 ile uzakligini belirlemistir.

Ladoukakis ve Zouros (2001), Karadeniz’de M. galloprovincialis’in homolog
mtDNA (COIIl gen kod bolgesi) rekombinasyonunun erkek midyelerin gonadlarinda
yaygin oldugunu bildirmislerdir. Ladoukakis vd. (2002) tarafindan Atlantik, Akdeniz ve
Karadeniz’de M. galloprovincial populasyonlarinda disi ve erkek mitokondriyal genomlari
arasindaki varyasyon miktarini ve genetik mesafe belirlenmistir. S6z konusu denizlerde
toplam 5 istasyondan 6rnek alinmistir. Tiirkiye kiyilarindan herhangi bir 6rnek alinmamais
olup, Karadeniz’den sadece kuzeyden tek Ornekleme yapilmistir. Karadeniz’den alinan

ornekte erkek midyenin M tipi mtDNA i¢ermedigi vurgulanmistir.
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Baltik Denizi’nde M. trossulus’un mtDNA’sinda D-loop kontrol bolgesinde
rekombinasyonun varligina yonelik g¢alismalar yapilmistir (Burzynski vd., 2003). Bu
bulgular midyelerde, 6zellikle Karadeniz midye populasyonunda rekombinasyonla ilgili
ilave calismalara olan gereksinimi ortaya koymaktadir.

Avrupa denizlerinin kuzey ve giiney kiyilarini igeren genis bir cografyada Mytilus
populasyonlarinin mtDNA polimorfizmi {izerine yapilmus ilk ¢alisma Smietanka vd. (2004)
tarafindan gerceklestirilmistir. PZR-RFLP teknigi kullanilarak, her istasyondan toplanan
35-50 ornekte ND2- COIII gen ve kontrol bolgeleri calisilmistir. Karadeniz’i temsilen
Azak Deniz’inden M. galloprovincialis 6rnegi alinmis ve populasyonlarinda erkek
mitokondri genomunda yiiksek oranda farkliliklar oldugu ortaya konulmustur.

Goriildiigi gibi Avrupa kiyisal sularinda yayilim gosteren Mytilus populasyonlarina
yonelik yapilan arastirmalarda benzer yontemler uygulanmistir (Quesada vd., 1998;
Ladoukakis vd., 2002; Smietanka vd., 2004). Kuzey Karadeniz’de tek noktadan alinan
ornegin Karadeniz’i ve Tirkiye sularini ne kadar temsil ettigi, Ladoukakis vd. (2002)
tarafindan ileri siirlilen Karadeniz erkek midyelerinin M tipi mtDNA icermediginin ne
kadar yaygin oldugu ve ayrica Ladoukakis ve Zouros (2001)’in rapor ettigi erkek
midyelerde rekombinasyonun goriilmesinin yayginligi cevaplanmasi gereken hususlardir.

Mytilus galloprovincialis’in populasyon genetigi ile ilgili iilkemizde yapilmis bir
arastirmada, Kurtulus (2009) Istanbul Bogazi’nmin kara midye (M. galloprovincialis)
populasyonlar tizerinde gen akimini engelleyip engellemedigini anlamak i¢in mitokondrial
DNA COIII dizileri kullanilarak incelemistir. Eldem (2010) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada
Karadeniz’de 2 populasyon ve Marmara Denizi’nde 3 populasyon da toplam 50 midye
orneginde ribozomal DNA’da ITS lokusunu incelemistir. Bu calismalara ek olarak
Karadeniz’de sadece Azak Denizi (Smietanka vd., 2004) ve Sivastapol-Ukrayna
(Ladoukakis, 2002), Odessa- Ukrayna (Kijewski, 2011) populasyonlari 6rneklenerek
mtDNA caligilmistir.

Bu arastirmada, {ilkemiz karasularinda genis dagilim alam1 bulan dogal M.
galloprovincialis stoklarinda, cinsiyet ve doku ayrimi dikkate alinarak populasyon igi ve

populasyonlar aras1 morfolojik ve genetik varyasyonun belirlenmesi amaglanmustir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Arastirma Sahasi

Karadeniz’de, Hopa, Trabzon, Ordu, Sinop, Zonguldak, Marmara Denizi’nde
Istanbul ve Canakkale Bogazlari ile Ege Denizi’nde Ayvalik, Cesme ve Bodrum
kiyilarinda M. galloprovincialis’e ait populasyonlardan 2007-2009 tarihleri arasinda 50
mm ve lizeri boya sahip, bu 6zellikteki midyeler elde edilemedigi durumlarda anterior ve
posterior mesafesi en fazla olan midye ornekleri toplanmustir (Sekil 4). Orneklerin bir
kismi1 saha caligsmasi sirasinda ayr1 ayr1 %95°lik etanol iceren sizdirmaz kaplarda bir kismi1

da sogutucu kaplarda markalanarak muhafaza edilmistir.
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Sekil 4. Ornekleme sahasi

2.2. Ornekleme Yontemi

Istasyonlardan elde dilen 20 disi 20 erkek midyenin gonad ve solungaglari
(Ladoukakis vd., 2002) titizlikle ayrilarak igerisinde %95°lik etanol bulunan 1,5 ml’lik
tiiplerde -20°C ortamda DNA izolasyonu i¢in muhafaza edilmistir (Toro, 1999).
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2.2.1. Cinsiyet Belirleme Y 6ntemi

Midyelerin gonad gelisimlerinin farkli evrelerde olmasindan dolayr mikroskop ile
cinsiyet tayinin tam olarak yapilamadigindan midyelerin cinsiyetleri kolorimetrik yontemle
belirlenmistir (Mikhailov vd., 1995; Mills ve Cote, 2003). Bunun igin yaklasik 20 mg
midye gonad Ornegi bir cam tiipe aktarildiktan sonra tizerine, 2 ml %20’lik trikloroasetik
asit ve taze hazirlanmis 0,5 ml %0,75 tiobarbiturik asit karisimindan eklenerek 100°C’de
20 dakika inkiibe edilerek renk degisimi gozlenmistir. Ornegin rengi sariya doniistiigiinde

cinsiyet erkek, pembeye doniistiigiinde ise disi olarak belirlenmistir (Sekil 5).

Sekil 5. Gonad dokusuna gore renk degisimi (Sar1: erkek,
Pembe: disi)

2.2.2. Morfometrik Ol¢iimler

Dokular1 DNA izolasyonu i¢in muhafaza edilen midyelerin kabuklar1t morfometrik
analiz amaciyla markalanmistir. Kabuklarda morfometrik olarak 8 ayri 6l¢iim yapilmigtir.
Bunlar sirasiyla;

I- Kabuk boyu,

Il- Yiikseklik,

I11- Genislik,

IV- Ligament boyu

V- Anterior kas izi uzunlugu (AKIU),
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VI- Posterior adiiktor kas izinin anterior kismi ile posterior kenar arasi mesafe
(PAKIAKIPKAM),

VII- Posterior adiiktor kas izi ile ventral kenar aras1 mesafe (PAKIIVKAM),

VI1I- Yumusak doku izi ile ventral kenar aras1 mesafe (YDIIVKAM)
seklindedir (Sekil 3). Morfometrik 6l¢timlerden anterior kas izi uzunlugu ile yumusak doku
izi ile ventral kenar arasi mesafe sterio diseksiyon mikroskobunda okiiler mikrometre ile
diger Olctimler ise 0,1 mm hassasiyetli dijital kumpas ile yapilmistir. Kabuk boyu,
yiikseklik ve genislik 6lgtimleri her iki kabuk birlestirilerek, bunlarin disindaki 6l¢timler

Be= 111 =]

Sekil 6. Morfolojik karakterlerin 6l¢iim noktalar1 (Toro,1999).

ise sol kabuk iizerindeki izlerden yapilmistir (Toro,1999).

2.3. Toplam DNA’nin izolasyonu

Midyelerin gonad ve solungaglarindan yaklasik 15-20 mg doku ornegi tartildiktan
sonra 3-4 pargaya boliinerek oda sicakliginda 5 dakika bekletilmis ve etanolun ugmasi
saglanmistir. Dokular, lizis tamponu (200 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, %1
sodyum dodesil siilfat ve 50 mM EDTA) igeren tiiplere aktarilip lizerine 5 pL proteinaz-K
¢ozeltisi (20 mg/ml) ilave edilen 6rnekler 60°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Ardindan
fenol-kloroform-isoamil alkol (50:49:1) karistmi1  kullanilarak toplam DNA eldesi
saglanmistir. TE tampon (10 mM Tris-HCl ve 0,1 mM EDTA at pH 8,0) igerisinde
¢Oziinmiis olan DNA’nin yogunlugu, 260/280 dalga boylarinda ve 1.8-1.9 saflik derecesi
kullanilarak UV spektrofotometrede (Shimatzu, 2550) belirlenmistir. Yogunluklar1 100
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ng/ul olacak sekilde ayarlanan DNA’lar PZR yapilana kadar -20°C’de bekletilmistir
(Altinok vd., 2001).

2.4. 16S rRNA, ND2-COIII ve COIII Gen Bolgelerinin PZR ile Cogaltilmasi

Populasyonlar arasindaki genetik farkliligin derecesini belirlemek i¢in mtDNA’nin
16S rRNA, ND2-COlll ve COIII gen bolgeleri PZR ile ¢ogaltilmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Mytilus cinsine ait mtDNA gen bolgeleri (Breton vd., 2006).

Midyelerde, erkek yavruya F ve M tipi mtDNA maternal ve paternal (sirasi ile disi ve
erkek anagtan), disi yavruda ise F tip mtDNA maternal olarak gectiginden erkek ve disi
bireylerde primerler de farklilik gostermektedir. Bu nedenle PZR amplifikasyonunda 16S
rRNA gen bolgesi i¢cin M genomunda Palumbi vd. (1991) tarafindan gelistirilen BR ve AR
primerleri (Rawson vd., 1996), F genomu i¢in AR primerinin yerine Rawson vd. (1996)
tarafindan gelistirilen PR-19 primerleri, Hoffman vd. (1992) tarafindan gelistirilen
primerler ise COIII gen bolgesi i¢in kullanilmigtir (Tablo 2).
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Tablo 2. Calismada 16S rRNA ve ND2-COIII gen bolgeleri i¢in kullanilan primerler

N.I.t DNA Cinsiyet Boyut Primer sekanslari (Forward ve Reverse)
bolgeleri
Disi F5'-CTGCCCAGTGCAACTAGAGTAAT -3'
165 rRNA 527 bp R5-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3'
Erkek F5'-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3'
R5-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3'
Disi 1300 bp F5'-TCTTGGTACAACTGCGGGAA-3'
ND2-COlI R5'-ACCAAGAAACGGAGGCATC-3'
Erkek 1500 bp F5'-AAACCCTTCGTCCACAAGG-3'
R5-AGCCTTTTTGTCATCATTCTGT-3'
Disi F5'- GTAACTCCAGCCCATAAGAG-3'
colll 860 bp R5-ATGCTCTTCTTGAATATAAGCGTACC -3
Erkek F5'-TATGTACCAGGTCCAAGTCCGTG -3'

RS- ATGCTCTTCTTGAATATAAGCGTACC -3

16S rRNA, ND2-COlll ve COIIl gen bolgeleri igin PZR bilesenleri ve primerlerin
yapisindan dolayr PZR dongii sartlar1 da farklilik gostermektedirler (Tablo 3). PZR
isleminden sonra amplifikasyonun gerceklesip gergeklesmedigini belirlemek icin her bir

PZR {iriinii %1,5’lik agaroz jelde 100 Volt’ta 40 dakika siire ile yiiriitiilmistiir (Tablo 4).

Tablo 3. 16S rRNA, COIll ve ND2-COIIl bolgelerinin g¢ogaltilmasi igin PZR
karisiminin bilesen miktarlari.

. . Miktar
PZR Bilesenlerl 16SrRNA  ND2-COIll colll
PZR Master mix (Fermantas) 15 25 25
Meri yonlii Primer (10 pM) 05 0.5 0.5
Geri yonli Primer (10 uM) 05 0.5u 0.5u
Ornek midyenin DNA’ s1 2u 21 2 1
Niikleaz igermeyen su 12 p 22 n 22 n

Toplam 30 50 50
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Tablo 4. Calismada kullanilan primerler i¢in PZR programu.

Disi Erkek
Gen Bolgesi Program Sicakhik Siire Sicakhik Siire  Dongii
(°O) (°O)
Birinci denaturasyon 95 3dk 95 3dk 1
<ZE Denaturasyon 95 30sn 95 30sn
x Annealing/ Baglanma 50 45sn 45 45sn 30
§ Extension/ Uzama 72 30sn 72 30sn
FinalExtension/Uzama 72 10dk 72 10dk 1
Birinci denaturasyon 95 3dk 94 3dk 1
= Denaturasyon 95 45sn 95 1dk
8 Annealing/ Baglanma 51 45sn 53 30sn 30
§ Extension/ Uzama 72 1.5dk 72 1.5dk
FinalExtension/Uzama 72 10dk 72 5dk 1
Disi-Erkek
Birinci denaturasyon 95 3dk 1
_ Denaturasyon 95 30sn
6 Annealing/ Baglanma 48 45sn 30
© Extension/ Uzama 72 1 dk
FinalExtension/Uzama 72 10dk 1

2.5. Sekans Yontemi

Hopa, Zonguldak, Ayvalik ve Bodrum o&rneklerinde 2 disi ve 3 erkek midyenin
solunga¢ ve gonad dokusundan, diger istasyonlarda ise sadece gonad dokusunda olmak
tizere toplamda 70 6rnegin PZR ile ¢cogaltilan mtDNA’nin COIII gen bdlgesine DNA dizi

analizi yapilmistir.

2.6. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Yontemi

PZR ile ¢ogaltilan DNA segmentlerinden 16S rRNA geni 3 farkli (EcoRV, Haelll,
Spel); ND2-COIII geni 5 farkli [Alul, Ddel, Rsal (Afa), Taql, Sau96l (Asp)] Fermatas
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marka enzimlerle kesilmistir (Tablo 5). Toplam hacim 25 ul olup, bu karisimin igerisinde 5
ul PZR irini, 10-20 U kesici enzim, 2,5 ul kesici enzim tamponu ve distile su
bulunmaktadir. Bu bilesenler Tagl i¢in 65°C° de, diger enzimler i¢in ise 37°C de en az 3
saat inkiibe edilmistir. Uriin, kesim islemi tamamlandiktan hemen sonra %1,5 agaroz jel
elektroforezi lizerinde yiiriitilmiis ya da jelde yiiriitilmek tizere +4°C’de muhafaza

edilmistir.

Tablo 5. Calismada kullanilan kesici enzimler ve 6zellikleri.

Kesi_ci Elde edildigi organizma Tampap_se_kans Sicakhk
Enzimler dizilimi (°C)
. . 5'---GAT ATC---3'
EcoRV Escherichia coli 3---CTA TAG---5' 37
. ) 5'---GG CC---3'
Haelll Haemophilus aeyptius 3---CC GGo-b' 37
. 5'---A CTAGT---3'
Spel Sphaerotilus natans 3 TGATC A-5 37
5'---AG CT---3'
Alul Arthrobacter luteus 3--TC GA---5' 37
o . 5'---C TNAG---3'
Ddel Desulfovibrio desulfuricans 3---GANT C---5' 37
. . 5'---GT AC---3'
Rsal Acidocella facilis 3---CA TG---5' 37
. 5'---T CGA---3'
Taql Thermus aquaticus 3 AGC T---5' 65
5'---G GNCC---3'
Sau96l Staphylococcus aureus 3---CCNG Go--5' 37

2.7. RFLP Bantlarimin Goriintiilenmesi ve Kesim Sekillerinin Belirlenmesi

PZR iiriinlerinin kesici enzimlerle inkiibasyonu sonrasinda kesilen 6rnekler Ethidium
Bromid (1mg/100ul) ile 1XTAE buffer sisteminde %21,5-2,0 agaroz jel iizerinde
kosturulmustur. Jeller her bir fragment modeli icin istenilen ayristirma ve jel
konsantrasyonuna bagli olarak yaklasik olarak 100 V’da 40 dakika siire ile yiiriitiilmiistiir.

Jel goriintiileri jel goriintiileme sistemi kullanilarak ultraviole 1s1k altinda kayit edilmistir.


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Haemophilus_aegyptius&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Sphaerotilus_natans&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Arthrobacter_luteus&action=edit&redlink=1
http://www.thelabrat.com/restriction/sources/Desulfovibriodesulfuricans.shtml
http://www.thelabrat.com/restriction/sources/Acidocellafacilis.shtml
http://en.wikipedia.org/wiki/Thermus_aquaticus
http://www.thelabrat.com/restriction/sources/Staphylococcusaureus.shtml
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2.8. Verilerin Degerlendirilmesi

2.8.1. Morfolojik Verilerin Analizi

Morfometrik analiz, bireysel organizmalar iginde farkli sekil degiskenleri arasindaki
iliskileri aciklamaya dayanmaktadir. Morfometrik karakterlerden elde edilen veriler
kullanilarak ¢ok degiskenli istatistiksel analizler yapilmaktadir. Bu sayede tiirler ve ayni
tiiriin farkli populasyonlari arasindaki ayirim en iyi sekilde agiklanabilir.

Midye kabuklarina ait degerlerde asagidaki sekilde logaritmik doniistimler yapilarak
veriler kabuk boyu dl¢limlerine boliinmesiyle standardize edilmistir (McDonald vd., 1991).

M= l0gz0(X)/10g10(L) 0
M : Standardize edilmis 6lgtim
X : Olgiilen karakter uzunlugu

L : Kabuk boyu

2.8.2. Genetik Verilerin Analizi

Haplotiplerin yapisina gore populasyonlar arasindaki genetik farkliligin ve iligkinin
derecesi tespit edilmistir. Elde edilen kesici enzim {irlinlerine ait verilerde; REAP
(McElroy vd., 1992), PHYLIP (Felsenstein, 2002) ve ARLEQUIN 3.0 (Excoffier vd.,
2005) genetik paket programlart kullanilmistir.

DNA dizilim sonuglarinin degerlendirilmesinde; BIOEDIT version 7.041 programi
(Hall, 1999) ile dizilim diizenlendi, ClustalW secenegi ile dizilim hizalandi ve ug
kisimlarda kalan bosluklar atilarak analize hazir hale getirildi. Filogenetik analizi i¢in
MEGA 5.2 paket programi (Kumar vd., 2004) ile Kimura-2 Parametre Modeli’ne gore elde
edilen degerlere UPMGA metodu kullanilarak dendogramlari ¢izilmistir.

GenBank veritabanindaki COIIl geni analizi i¢in M. galloprovincialis (Gen Bank No:
AY130174.1 ve DQ445471.1 ) ve M. edulis (Gen Bank No: FJ549927.1ve FJ549722.1) dis
grup olarak kullanilmistir.

Haplotip, birlikte kaliim sergileyen markerlar seti olarak tanimlanirken, Haplotip
cesitliligi (Hd) paylasilan haplotiplerin veya dizilerin oranim1 ya da frekansini

gostermektedir ve asagidaki formiile gore hesaplanmaktadir (Nei and Tajima, 1981);
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Hd = (1-2xi ) n/(n-1),
n:0rnek biiyikligi ve

xi: haplotip frekansin1 géstermektedir.

Niikleotid ¢esitliligi (“n) populasyon igerisinde pozisyon basma diisen niikleotid
farkliliklarinin veya diziler arasindaki niikleotid farkliliklarinin ortalamasi olup genetik
varyasyonun Olgiisii olarak gosterilmektedir (Tajima, 1983; Nei, 1987).

Fst degeri populasyon ¢iftleri arasinda ayrilma zamani ile uzaklik arasindaki iliskiyi
aciklamaktadir. Populasyonlar ikili karsilagtirarak, populasyon c¢iftleri arasindaki genetik
farklilasmanin istatistiksel olarak 6nemli olup olmadig1 (p< 0,05 6nemli, p>0,05 6nemsiz)
test edildi.



3. BULGULAR

3.1. Morfometrik Analiz

Tiirkiye sularinda dagilim gosteren M. galloprovincialis’in 10 farkli populasyondan
alinan orneklerde disi ve erkek olmak iizere toplamda 402 adet midye 6rneklenmistir. Her
kabukta 8 ayr1 morfometrik 6lgiim sonuglarinda tanimlayici istatistikler gergeklestirilmistir
(Tablo 6). Buna gore ortalama en kisa kabuk boyuna (47,22+7,71 mm) Ayvalik
populasyonu disi midyeleri sahipken, Canakkale populasyonuna ait disi midyeler en uzun
kabuk boyuna (68,80+£6,62 mm) sahip bulunmustur. En fazla kabuk yiiksekligi Sinop
populasyonu disi midyeler i¢in 34,34+2,47 mm olarak tespit edilirken, en diisiik kabuk
yiiksekligi ise Canakkale populasyonuna ait erkek midyeler i¢in 24,41+3,94 mm olarak
bulunmustur. Kabuk genisligi bakimindan ise en diisiik ortalama Ayvalik populasyonunda
erkek midyelerde goriiliirken en yiliksek ortalama Sinop populasyonunda ki digi midyelerde
goriilmistiir. Logaritmik doniisiim ile standadize edilen morfometrik Sl¢timlerde disi ve
erkek midyeler arasinda degerlendirme yaptigimizda da morfometrik karekterler
bakimindan aralarinda bir fark olmadigi (p> 0,05) belirlenmistir (Sekil 8).

Midyelerin morfometrik 6l¢iim sonuclarinin diskiriminat fonksiyon analizinden elde
edilen ilk iki kanonik degisken verileri esas alinarak dagilim grafigi (Sekil 9) ¢izilmistir.
Erkek midye populasyonlarimin merkezlerinin dagmik bir kiimelesme olmasma ragmen
birbiriyle ortiistiigli goriilmektedir. Disi midye populasyonlarinda ise Sinop orneklerinde
bir uzaklasma goriilsede siki kiimelesme gosteren diger populasyonlar ile tam anlamiyla

bir ayrilma goriilmemektedir.
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Sekil 8. Morfometrik karakterlere gore disi ve erkek arasindaki istatistiki
onemlilik (p< 0,05)

Midye kabuklarinin morfometrik 06l¢lim sonuglarindan diskriminant analiz
yontemiyle hesaplanan Mahalanobins uzaklik matrisine gore UPGMA agaci ¢izilmistir.
Buna gore disi midyelerde Sinop populasyonunun diger populasyonlardan farklilastigi,
Karadeniz ve Ege olmak iizere iki gruba ayrilan populasyonlarda Istanbul &rneklerinin
Karadeniz, Canakkale 6rneklerinin ise Ege grubuna dahil oldugu goriilmektedir (Sekil 10).

Erkek midyelere ait Mahalanobins uzaklik matrisi sonuglariyla ¢izilen UPGMA
agacina gore; Istanbul-Bodrum ve Ayvalik-Ordu populasyonlarinim birbirine benzer
ozellikler gosterdigi, bu populasyon ciftlerine yakinliklar1 sirasiyla Hopa, Sinop,
Zonguldak ve Canakkale populasyonlar1 seklinde oldugu belirlenmistir. Cesme

populasyonlarinin ise tiim populasyonlardan ayrildigi goriilmektedir (Sekil 10).
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Sekil 9. Morfometrik 6zelliklere iliskin ilk iki kanonik fonksiyona gére populasyonlarin
dagilimi.


2
Typewriter
36


37

Disi

istanbul

Trabzon

Hopa

Ordu

Zongundak

Canakkale

Ayvalik

Bodrum

Cesme

Sinop

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Baglant1 Uzakhg1

Erkek

Istanbul

Bodrum

Ayvahk

Ordu

Hopa

Zongundak

Sinop T

Canakkale

Trabzon

Cesme

0 20 40 60 80 100 120 140
Baglant1 Uzakhg1

Sekil 10. On populasyon i¢in mahalanobis uzakliklarina gore gizilen
dendogram.
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3.2. Genetik Analiz

3.2.1. Mitokondriyal DNA Gen Bolgeleri

Disi ve erkek midye orneklerinde, toplam DNA’dan mtDNA ya ait gen bdlgeleri
PZR ile ¢ogaltilmustir (Sekil 11). Islem sonucunda 16S rRNA gen bélgesi disi gonad ve
solungacta 525 b¢ uzunlugunda, erkek gonad ve solungaglarda ise 575 bg¢ uzunlugunda
elde edilmistir. Hopa disi populasyonlarinda gonad dokusunda 16S rRNA gen bolgesi
primerler calismadigi icin amplifike edilememistir. ND2-COIIl gen bdlgesi, sadece disi
midye Orneklerinde 1270 b¢ uzunlugunda cogaltilmistir. Ayvalik populasyonuna ait disi
midyelerin solunga¢ dokularinda bu bélge ¢ogaltilamamaistir. Erkek midyelerin ND2-COll|
gen bolgeside cagaltilamamaistir. 867 bg uzunlugunda olan COIII gen bdlgesi, ND2 ve ND4
bolgeleri arasinda yer alir. Bu bolge PZR ile dizi analizi i¢in disi gonad ve solungaglarinda
485,7 be’lik bolimii ¢ogaltilmistir. Erkek gonad ve solungaglarinda ise 875 bg

uzunlugunda yiikseltgenmistir.

16S rRNA ND2 COlll Coll

Gonad disi (GD), Sorlungag disi (SD), Gonad erkek (GE), Solungag erkek (SE).

Sekil 11. Calismada kullanilan mtDNA’nin 16S rRNA, ND2 COIII ve COIIl gen
bolgelerine ait jel goriintiisii

3.2.2. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi Sonuclari

16SrRNA geni i¢in 10 farkli populasyonda iki farkli cinsiyet ve dokuya gore 3 farkli
endoniikleaz enzimi (EcORV, Haelll, Spel) ile kesim yapilmistir. Haelll kesici enzimi 350

ve 175 bg¢ uzunlugundaki parcalarla A kesim seklini iiretmistir. Tim populasyonlarda
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herhangi bir kesim yerinin kayb1 ya da yeni kesim yeri olugmasi s6z konusu olmadigindan
monomorfik yap1 sergilenmistir (Sekil 12). ECORV ile kesim sonucunda A kesim seklini
sergileyen 525 bg¢ uzunlugunda tek bant ile B kesim seklini sergileyen 425 ve 100 bg
uzunlugunda iki bant; Spel ile kesim sonucunda 370 ve 155 b¢ uzunlugunda iki banth A
kesim sekli ile 525 bg¢ uzunlugunda tek bantli B kesim sekli meydana gelmistir (Tablo 7).
ECORV enzimi igin gozlenen A kesim sekli ve Spel enzimi i¢in gozlenen B kesim seklinde,

bu enzimler i¢in kesim yerinin olusmadigi gozlenmistir.

EcoRV Haelll Spel
M A B A A B

Sekil 12. Ug farkli enzimle kesilen mtDNA16S rRNA gen bélgesi icin
go6zlenen modeller

Tablo 7. Midye populasyonlarinda 16S rRNA gen bdlgesi igin gozlenen kesim
sekilleri ve yaklasik kesim biiytikliikleri

EcoRV Haelll Spel
Kesim modelleri A B A A B
Parca 525 0 350 0 525
e e e ) 425 175 375 0
Biiyiikliikleri (bg) 0 100 0 150 0
Toplam 525 525 525 525 525

ND2-COIII gen bolgesinde Alul enzimi kesiminde yaklagik 750, 700, 400, 250 ve
120 bg¢ uzunlugunda farkli bantlar tespit edilmistir (Tablo 8). 400, 250 ve 120 bg¢’lerinin
gorlntiilendigi yap1 A; 700, 400 ve 120 b¢’nin goriintiilendigi yap1 B ve 750, 400 ve 120
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b¢’nin birlikte goriildiigii yapi1 C kesim sekli olarak adlandirilmistir (Sekil 13). A kesim
seklindeki 250 bg¢’lik kesim ayni uzunluktaki 3 parcanin iist iiste gelmesiyle tek bantmis
gibi goriintlii vermektedir. Ayrica tim parca uzunluklar toplandiginda B kesim seklinin
eksik olan 50 bg¢’lik pargasi jelde goriintiilenememistir. A ve B kesim sekilleri tiim

populasyonlarda gozlenirken, C kesim sekli sadece Bodrum 6rneklerinde goriintiilenmistir.

Tablo 8. Midye populasyonlarinda ND2-COIII gen bolgesi i¢in gézlenen kesim sekilleri ve
yaklagik kesim biiytikliikleri

Kesici

Enzimler Alul Rsal (Afa)  Sau96l (Asp) Ddel Taq |
Kesim B C A B A B C A B C A B C
modelleri
0 0 750 40 0 0 90 0 0 65 0 1120 0 0
& 0 700 0 320 320 50 0 0 50 50 0 0 80 0
.5 400 400 400 0 320 0 0 530 390 0 390 0 0 620
2% 250 0 0 250 250 370 370 370 0 0 370 0 0 500
=<2 250 0 0 0 150 O 0 370 260 O 260 O 260 O
% 250 0 0 100 100 3% 0 0 0 0 150 150 150 150
A 120 120 120 100 100 100 100 100
Toplam 1270 1220 1270 1240 1240 1270 1270 1270 1270 1270 1270 1270 1270 1270

Rsal (Afa) enzimi ile 1270 bg¢ uzunlugundaki bolge boyutlart 100- 470 bg arasinda
degisen A kesim seklinde 5, B kesim seklinde ise 6 farkli par¢aya ayrilmistir (Sekil 13). A
kesim seklindeki 470 bg¢’lik parcanin kaybolmasiyla B kesim seklinde 320 ve 150 bg
uzunlugunda iki bantin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Ayrica A kesim sekli 100 bg ile B
kesim seklindeki 100 b¢ ve 320 bg¢ uzunlugundaki pargalar st iiste geldiginden tek bant
olarak goriintli vermistir. A kesim sekli tim populasyonlar i¢in yayginken B kesim sekli
Sinop, Ayvalik, Bodrum ve Cesme kesimlerinde ortaya ¢ikmustir.

ND2-COIII gen bolgesinde 3 farkli kesim seklinin gozlendigi Sau961 (Asp) enzim
kesiminde bant uzunluklari 350-900 bg¢ arasinda degismistir (Tablo 8). Her ii¢ kesim
seklinin ortak paylastigt 370 b¢’lik bant disinda B kesim seklindeki 900 bg’lik bantin
kesilmesiyle A kesim seklinde 550 ve 350 bg¢ uzunlugunda iki bant ve C kesim seklinde
530 ve 370 bg¢ uzunlugunda iki bant meydana gelmistir (Sekil 13). Tiim populasyonlar A
ve B kesim sekillerini sergilerken C kesim sekline yalniz Ayvalik populasyonunda

rastlanmigtir.
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Ddel enzimi ile ND2-COIII bolgesinin kesilmesiyle; B kesim seklindeki 650 bg’lik
bantin A ve C kesim sekillerinde 390 ve 260 b¢’lik iki bant olusturdugu, C kesim
seklindeki 370 ve 150 bg¢’lik iki bantin A ve B kesim seklinde ortak bant olan 500 bg’lik
bantin kesilmesiyle olustugu gdzlenmistir (Sekil 13). Ordu, Sinop, Zonguldak ve Istanbul
populasyonlart A kesim seklinde monomorfik yap1 sergilerken, C kesim sekli sadece
Ayvalik, Cesme ve Bodrum populasyonlarinda gézlenmistir.

ND2-COIIl gen bolgesinin Tagl enzimi ile kesilmesiyle A kesim sekli igin tek
restriksiyon noktasi, B ve C kesim sekilleri igin 2 farkli restriksiyon noktasi gozlenmistir
(Sekil 13). A kesim seklinde 1120 b¢ uzunlugundaki bantin B kesim seklinde 860 ve 260
b¢’lik, C kesim seklinde ise 620 ve 500 bg’lik iki bant olusturdugu gozlenmistir (Tablo 8).
Tim populasyonlar A ve B kesim seklini sergilerken, C kesim sekline sadece Hopa

populasyonunda rastlanmustir.

Sekil 13. Bes farkli enzimle kesilen mtDNA-ND2-COIII gen bolgesi (disi) igin gézlenen
modeller

16S rRNA gen boélgesinde tiim populasyonlar dikakate alindiginda 16 tanima
bolgesine sahip 3 enzim uygulamasi sonucunda gozlenen kesim sekillerinin
birlestirilmesiyle disi midye Orneklerinde 3, erkek midye Orneklerinde 2 haplotip elde
edilmistir. Disilerde AAA, BAA ve AAB haplotipler gozlenirken, erkeklerde AAA, BAA
haplotipleri gézlenmistir. AAB haplotipi sadece Zonguldak ve Istanbul populasyonlarinda
hem disi hem de erkek midyelerin her iki dokusunda da goriilmiistiir. Trabzon
populasyonlarindan erkek midyenin solunga¢ dokusunda sadece 2 ornekte 16S rRNA
bolgesi ¢ogaldigi igin erkek gonad orneklerinde AAA haplotipi gozlenirken bahsi gegen
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dokuda yalniz BAA haplotipi kayit edilmistir. Hopa populasyonlarinda erkek midyelerde
solunga¢ dokusunda 2 ornekten AAA haplotipini sergileyen midyelerden ayni bireyin
gonadinda BAA haplotipi gozlenmistir (Tablo 9).

Tablo 9. Midye populasyonlarinda 16S rRNA haplotiplerinin dagilimlari

H1 H2 H3

Haplotip AAA AAB BAA Toplam
DG 0 0 0 0
DS 9 - 3 12
Hopa EG 1 i 2 3
ES 2 - 2
DG 6 - 14 20
Trabzon DS 6 i 14 20
EG 9 - 6 15
ES - 2 2
DG 7 - 13 20
DS 10 - 10 20
Ordu EG 4 ; 14 18
ES 8 - 10 18
DG 10 - 10 20
Sinop DS 10 - 10 20
EG 6 - 10 16
ES 13 - 6 19
DG 11 2 7 20
DS 5 2 2 9
Zonguldak EG 5 i 14 20
ES 8 - 7 15
DG 11 1 8 20
. DS 6 1 3 10
Istanbul EG 7 i 13 20
ES 6 - 1 7
DG 12 - 8 20
DS 14 - 6 20
Ganakkle EG 18 : 2 20
ES 12 - 3 15
DG 4 - 16 20
DS 4 - 11 15
Ayvalik EG 20 i i 20
ES 4 - 3 7
DG 3 - 17 20
Cesme DS 3 - 17 20
EG 17 - 3 20
ES 5 - 7 12
DG 10 - 10 20
Bodrum DS / i 4 11
EG 19 - - 19
ES 1 6 7
Genel 314 6 292 612

Disi solungag (DS), Disi gonad (DG), Erkek solungag (ES), Erkek gonad (EG).
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ND2-COIlll gen bolgesinde tiim populasyonlar dikakate alindiginda 22 tanima
bolgesine sahip 5 enzim uygulamasi sonucunda gozlenen kesim sekillerinin
birlestirilmesiyle, genel olarak disi midyelerin solunga¢ dokularinda 13, gonadlarinda 20
haplotip sergilenmistir (Tablo 10). Populasyonlar arasinda Hopa’da 5, Trabzon’da 3,
Ordu’da 2, Sinop’ta 5, Zonguldak’ta 2, Istanbul’da 4, Ayvalik’ta 8 ve Canakkale, Cesme
ve Bodrum’da 4’er haplotip goriilmistiir (Tablo 11). Her populasyona ozgii olarak
Ayvalik’ta H1, H9, H10, H18 ve H19, Hopa’da H15 ve H17 ile Cesme, Trabzon ve
Bodrum’ da sirasiyla H3, H16 ve H20 haplotipleri tespit edilmistir. Ayvalik populasyonu
hari¢ digerleri arasinda %34 degeriyle en yaygin goriilen 13 nolu haplotip olmustur.
Karadeniz’in yam sira Istanbul populasyonlarinda H2 haplotipinin goriilme oran1 %20

olarak belirlenirken, diger haplotiplere ait oranlar %1-17 araliginda degismistir.

Tablo 10. ND2-COIlI gen bolgesinde (disi) mitokondriyal haplotipler

Kesici enzimler

Haplotip
No

H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9

H10

H11

H12

H13

H14

H15

H16

H17

H18

H19

H20

OWTWWET®mEE>D>>>>>>>>> Al
>W>>>>P>r>>>WTWW®m>>>> > Afa
WTOWITITE®ED>D>OEOED>D>EE D> D> > A
>P>PWE>ZI>I>P>OT>O>T>T > > Ddel
>P>P>OP>OT>E>OE>E>E®EE > Tagl




4

oo}

44

61 8 8 0 0z 02 02 G 8 S 61 0z 0z Oz Oc 0c 0c 9T 02 wejdoy
T e - - S - - - - - - - - - vvavo oeH
- - - - - g - - - - - - - - - - - - - - yvagg 6mH
1 - - - - - - - - - - - - - yaova gH
- - - - - - - - - - - - - - - - - 1 qggava /TH
- - - - - - - - - - - - - - - - 1 1 - - vaava 9H
- - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 1 9ovava GcH
- - - - - - - - . - - - - - - - - - - gz avava VIH
T v L v v - - - T ¥ IT G S T T TT 8 G G I €  vvave EIH
1 - - avvva ZIH
vvvve  TTH
- - - - - - go8av OmH
- - - - - - - - - - - - - - gggav 6H
- - - - - - 1 1 - - - - - -  yvaav sH
T T T - - - - - - - -« < - - - - - . . govavy (IH
e € 8 0L 0L - - - - - - - - - - - - - - - - YvYvay  oH
1 T - - - - - - - - - - - - ggaw GH
ST - - - - - - € ¥ - - - - ¥y v - - - - - - avaw
9 - - £ € - - - - - - - - - - - - - - - - gavyww ¢H
y9 - - - - - - - - - G - § - - 6 2 ¥ ¥I € €  avVYWW cH
A A R s e =

NANANAAMS
1
1

, ™M
—
, ™M
—

1
—

1

1
, ™M
—
, ™M
—

1

1

1

1

1

1

s 9 § 9§ 9§ 9 § 9 § 9 § 9 § 9 § 9 § 9

doulg
npJo
edoH

dnojdeH

ENELS)
wnapog
dwsd))
Alerly
ppIeue))
[nque)sy
Mep|nbuoz
uozqeu |

(de3unjog :g ‘peuon :n) rejwiigep uruddnordey (1S1p) 1110D-7AN eputrejuoAsendod 9ApIA "TT 0|qeL


2
Rectangle

2
Typewriter
44


45

3.2.3. Niikleotid Farkhihg:

REAP programinin DA segenegi tarafindan hesaplanan matris degerlerine gore
niikleotid farkliliklar1 belirlenmistir. Buna gore 16S rRNA bolgesi degerlerine
bakildiginda, disi midyelerin gonadlarinda en yiiksek degerin 0,027228 (Zonguldak—
Cesme), solungaglarda ise 0,048648 (Zonguldak-Cesme) oldugu, en disiik degerin
gonadlarda -0,002621 (Sinop-Bodrum) ve solungaglarda -0,004653 ise (Istanbul-
Zonguldak) oldugu belirlenmistir. Ortalama niikleotid farkliliklar1 ise gonad dokusuna ait
populasyonlar arasinda 0,005106 (= 0,0000017), solunga¢ dokusu icin ise 0,008209 (+
0,0000036) olarak hesaplanmistir. Hesaplanan matrislere gore soy agaci iliskilerine
bakildiginda belirlenen 3 farkli haplotipten 1. ve 3. haplotipin yakin 2.’sinin ise onlardan
farklilastig1 goriilmektedir (Sekil 14). Populasyonlar arasi niikleotid farkliliklarina gore
gonad dokusu i¢in olusturulan agacta ii¢ gruba ayrilma mevcuttur. Solunga¢ dokusu igin

olusturulan agacta da gonad dokusu ile benzer gruplagsmalara rastlanmistir (Sekil 15).

Hap 2

Hap 3

Hap 1

Sekil 14. Evrimsel uzakliga gore 16S rRNA bdlgesi disi haplotiplerinin
UPGMA soy agact ile gosterimi
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16S rRNA genleriyle erkek midyelerin gonadlarinda elde edilen populasyonlar
arasindaki niikleotid farklilik degerlerine gore, en yiiksek 0,059237 (Ordu-Bodrum) ve en
diisiik -0,012450 (Hopa- Sinop) olarak belirlenmistir. Ayni gen bdlgesinde solungag
dokusunda ise en yiiksek deger Hopa-Trabzon (0,099597 ) en diisiik deger Zonguldak
Ayvalik  (-0,0056919) populasyonlar1 arasinda gdzlenmistir. Ortalama niikleotid
farkliliklar1 gonad ve solunga¢ dokulart i¢in sirastyla 0,015920 (£0,0000092) ve 0,016190
(£0,0000124) olarak bulunmustur. Erkek midyeler i¢cin gonad dokusuna ait niikleotid
farklilik verilerine gore ¢izilen agagta Hopa populasyonunun digerlerinden ayr1 yer aldigi 3
dallanma goriilmektedir (Sekil 16). Canakkale ve Ayvalik populasyonlarinin benzer yapida
oldugu ve sirasiyla Bodrum ve Cesme Orneklerinin bunlara yakin olarak ayni grupta
bulundugu tespit edilmistir. Diger daldaki kiimelesmede Ordu ve Zonguldak
populasyonlarinin benzer olarak alt grup olusturdugu ve sirastyla Istanbul, Trabzon ve
Sinop populasyonlarinin bu alt gruba yakinliklar1 belirlenmistir. Solunga¢ dokusu
orneklerine gore ise Trabzon ve Bodrum populasyonlar: benzer olup en farkli Istanbul
populasyonunun oldugu goériilmektedir (Sekil 16).

ND2-COIIl gen bolgesi icin solunga¢ dokusu orneklerinin mtDNA’sinda Ayvalik
populasyonu hari¢ diger 9 populasyon arasinda niikleotid farkliliklar1 -0,003997 (istanbul-
Bodrum) — 0,111458 (Zonguldak-Canakkale) araliginda degisim goéstermis ve ortalama
0,029936  (£0,0000300) olarak bulunmustur. Ayni bdlgenin gonad dokusunda
populasyonlar arasi ortalama niikleotid farkliliklar1 degeri 0,009772 (+ 0,0000016) olarak
hesaplanmistir. Sinop ve Canakkale populasyonlar1 arasinda en az (-0,001482) farklilik
gozlenirken, en fazla (0,029129) farklilik ise Cesme ve Hopa populasyonlar1 arasinda
belirlenmistir. Haplotipler aras1 genetik iliskiye bakildiginda Cesme, Canakkale ve Ayvalik
populasyonlarinda goriilen Haplotip 3, 5 ve 9’un bir grupta diger Haplotip 2 harig
digerlerinin de bir grupta toplanarak alt gruplara ayrildigi anlagilmaktadir (Sekil 17). En
yaygin haplotiplerden 2. haplotipin ise tiim haplotiplerden uzaklastigr goriilmektedir.
Populasyonlar aras1t ND2-COIII gen bolgesinde UPGMA agacina baktigimizda belirgin bir
kiimelesme gozlenmemistir (Sekil 18). Gonad dokusu igin Ayvalik ve Cesme
populasyonlart benzer, Bodrum populasyonu bu ikisine yakin iken birbirine benzer
Trabzon ve Ordu populasyonlari ayni daldan alt gruplara ayrilmiglardir. Her iki doku

icinde Zonguldak ve Hopa en uzak populasyonlar olarak ayrilma gostermistir.
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Trabzon

[ Ayvalik

—— Cesme

Ordu

Sinop

Bodrum

— Canakkale

—— Zonguldak

Gonad L Istanbul

Hopa

Bodrum
Sinop
Ordu
Trabzon
Ayvalik

Cesme

Canakkale

Solungag

{ Zonguldak
Istanbul

Sekil 15. 16Sr RNA gen bolgesinde disi midyelerde populasyonlar arasi niikleotid
farkliligina gére UPGMA soy agaci

Hopa

Cesme

Bodrum

Canakkale
Ayvalik

—— Sinop

Trabzon

Istanbul

Ordu

Gonad Zonguldak

[stanbul

Hopa

Canakkale

Solungac

Sinop
Ayvalik
Zonguldak
Ordu
Cesme
Trabzon

Bodrum

Sekil 16. 16Sr RNA gen bolgesinde erkek midyelerde populasyonlar arasi niikleotid

farkliligina gére UPGMA soy agaci
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Hap2 Hap12
Hap4 Hap2
Hapl
— Hap14 Hap7
Hapl7 Hap3
ﬁ Hap16 [ P
] Hap18 Hap5
Hap15
|| Hap19 Hapd
ﬁ Hap13 ] Hap15
] Hap20
~—Haptl Hapl3
Hap12 Hap16
Hap7
Hap10 Hap20
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 Hap3 Hap6
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Sekil 17. Evrimsel uzakliga gore ND2-COIII bolgesi (disi) haplotiplerinin UPGMA Soy
Agaci ile Gosterimi

Zonguldak Zonguldak
Hopa Hopa
Istanbul Bodrum
Canakkale Istanbul
Sino
P Ordu
Trabzon
4[ ——Trabzon
Ordu
Cesme
Bodrum
— Sinop
{ Ayvalik
Gonad Cesme Solungag —— Canakkale

Sekil 18. ND2- COIII gen bolgesinde (disi) populasyonlar arasi niikleotid farkliligina
gore UPGMA soy agaci ile gosterimi
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3.2.4. Haplotip ve Niikleotit Cesitliligi

Populasyonlar icerisinde 16S rRNA gen bolgesi i¢in cinsiyet ve dokuya gore haplotip
cesitliligine bakildiginda, en yiiksek populasyon i¢i haplotip ¢esitliligine 0,6667 degeriyle
Hopa’da erkek midyelerde gonad ve Zonguldak’da disi midyeler’de solunga¢ dokusunda
belirlenmistir. En diisiik haplotip cesitliligi ise 0,1895+0,1081 degeriyle Canakkale
populasyonunda erkek midyelerin gonad dokusunda gézlemlenmistir. Erkek midyelerin
Ayvalikk ve Bodrum populasyonlarinin gonad dokusu ile Hopa ve Trabzon
populasyonlarina ait midyelerin solunga¢ dokularinda haplotip ¢esitliliginin olmadigi
goriilmektedir. Disi midyelerin gonad ve solunga¢ dokularinda ortalama niikleotit ¢esitligi
de sirasiyla 0,0476+0,0000 ve 0,0480+0,0000 ile erkek midyelerin gonad ve
solungaglarinda sirasiyla 0,0341+0,0000 ve 0,0351+0,00004 olarak hesaplanmistir (Tablo
12).

Populasyon ig¢i haplotip ¢esitliligi ND2-COIIl gen bolgesinde, Ayvalik ve Zonguldak
populasyonlarina ait gonad dokusu Orneklerinde sirasiyla en yiiksek 0,7842 + 0,08401 ve
en diisiik 0,3509 + 0,11124 olarak saptanmustir (Tablo 13). Ortalama niikleotit gesitliligi
gonad ve solunga¢ dokularinda sirasiyla 0,0364 + 0,0000 ve 0,02674 + 0,0000 olarak
belirlenmistir (Tablo 13).
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Tablo 13. Disi mtDNA’ya ait ND2-COIIll haplotip ¢esitliligi (HC) ve niikleotid

cesitliligi (NC).
Gonad Solungag
HC NC HC NC

Hopa 0.5684+0.11885 0.0278 0.4250 + 0.13263 0.0167
Trabzon 0.4684+ 0.10446 0.0356 0.4684 = 0.10446 0.0231
Ordu 0.5053+ 0.05597 0.0368 0.5211 +£0.04224 0.0243
Sinop 0.5579+ 0.11436 0.0319 0.5579 +0.11436 0.0299
Zonguldak  0.3509+ 0.11124 0.0256 0.0000 + 0.00000 0.0000
Istanbul 0.5752+0.10133 0.0337 0.4000 + 0.23732 0.0489
Canakkale  0.5579+ 0.11436 0.0339 0.5579 +£0.11311 0.0207
Ayvalik 0.7842+ 0.08401 0.0460 - -
Cesme 0.6471+ 0.09531 0.0468 0.6471 + 0.09531 0.0372
Bodrum 0.6959+ 0.06187 0.0457 0.6786 + 0.12204 0.0396
Ortalama  0.5711+ 0.00145 0.0364 0.4729 £ 0.00445 0.02674

3.2.5. Genetik Farklilik ve Gen Akisi

Populasyonlarin mtDNA gen bdolgelerine gore genetik farkliliklarini ortaya koymak
tizere AMOVA analizi yapilmistir. Buna gore, populasyonlar arasinda varyasyon (% 6,59-

38,89) diisiik oranlarda degisim sergilerken, populasyonlar i¢i varyasyon (%61,33-93,41)
yiiksek bir oranda degisim gostermistir (Tablo 14). On populasyon i¢in tahmini Fiksasyon

indeksi (Fst) degerleri 0,06586 ile 0,38672 araliginda degisim gostermis ve her gen bolgesi

icin istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).
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Tablo 14. Populasyonlar arasi molekiiler varyans analizi (AMOVA) ve @ istatistik

degerleri
o Varyans bilesenleri _ D
Gen Bolgesi Populasyonlar arasi Populasyonlar igi istatistik p<0,05
(Va) % (Vp) %
16S rRNA DG 0.01779 (6.59) 0.25238 (93.41) 0.06586  0.01857
16S rRNA DS 0.03351 (12.20) 0.24124 (87.80) 0.12197  0.00196
16S rRNA EG 0.09489 (38.67) 0.15048 (61.33) 0.38672  0.00000
16S rRNA ES 0.02757 (10.97) 0.22371 (89.03) 0.10972  0.02639
ND2-COIll DG 0.21654 (22.63) 0.74028 (77.37) 0.22631  0.00000
ND2-CONI DS 0.19281 (21.86) 0.68921 (78.14) 0.21860  0.00000

Populasyonlarin ikili karsilastirilmasi sonucunda populasyon c¢iftleri arasindaki
genetik farklilasmanin  Fst degerleri kiigiik olan karsilastirmalarda, populasyonlar
aralarindaki farklilagmanin 6nemsiz oldugu, Fst degeri biiyiik olan karsilastirmalarda ise
populasyonlar arasindaki genetik farklilagmanin 6nemli (p<0.05) oldugu belirlenmistir
(Tablo 15). 16S r RNA ve ND2- COIII gen bolgelerine ait verilerin analizinde Cesme
populasyonu ile Sinop, Zonguldak, Istanbul ve Canakkale populasyonlar1 tiim gen
bolgelerinde ortak olmak {iizere tiim populasyonlarla ikili Fst degeri karsilastirmalarinda

onemli farkliliklar sergilemektedir.
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Morfolojik yap1 bakimindan populasyonlarin farklilasmasinda cografik konumun
onemli etkisi oldugu bilinmektedir. Bu amagla Karadeniz, Marmara ve Ege Denizinde
belirlenen on populasyonun ikili karsilastirmalarina ait Fst degerleri ile populasyonlar
arasindaki cografik mesafeler (deniz mili) de regresyon analizi gergeklestirilmistir. Sonug
olarak midye populasyonlarinda cografik mesafe ve genetik farklilik arasinda iligki

olmadigi belirlenmistir (Sekil 19).
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Midye populasyonlar1 i¢in yapilan filogenetik analizler sonucunda olusturulan
UPGMA soy agaclarinda erkek midyelerin COIII bdlgesi i¢in % 71-100 oraninda yiiksek
bir degerle Karadeniz ve Marmara-Ege olmak {izere iki ana gruba ayrildigi goriilmiistiir
(Sekil  20).Genbanktan alman dis grup Orneklerinden M. galloprovincialis
(DQ445471.1)’in Hopa populasyonuyla %100 uyum ile ayn1 dalda oldugu ve M. edulis
(FJ549927.1)’in ise tiim M. galloprovincialis populasyonlarindan ayrildigi goriilmistiir.

Disi midyelerin mtDNA’sinin COIII bolgesinde gergeklestirilen filogenetik analizler
neticesinde UPGMA soy agaglarinda erkek midyelerin soy agacina benzer sekilde
Karadeniz ve Marmara-Ege olmak flizere iki ana dala ayrilmaktadir (Sekil 20). Ancak
Zonguldak drneklerinin istanbul ile Hopa drneklerinin ise her ikisiyle benzerlik gdsterdigi
goriilmektedir. Aynm1 grupta yer alan Ege ve Marmara grubuda birlerinden %41 ve %94
oranlarinda farklilik sergilemektedirler. Dis grup oOrneklerinden M. galloprovincialis
(AY130174.1)’in Ayvalik populasyonuyla % 98 uyum ile ayni dalda oldugu ve M. edulis
(FJ549722.1)’in ise tim M. galloprovincialis populasyonlarindan farkli oldugu

gbzlenmistir.
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4. TARTISMA

Ayni1 bolgeye ait midyelerin kabuk morfolojisinde farkliliklar goriilebilmektedir.
Kanada’nin Atlantik Okyanusu sahili boyunca yapilan bir ¢alismada M. edilus ve M.
trossulus’un kabuk morfolojisi incelendiginde tiirler arasindaki morfolojik farkliliklarin
zaylf oldugu ve tiirler arasindaki ayrim igin bir genetik belirte¢ olacak kadar giivenilir
olmadig1 bulunmustur (Bates ve Innes, 1995). Bununla beraber farkli bélgelerden toplanan
her tiiriin bireyleri arasindaki morfolojik ¢esitlilige ragmen, iki tiir arasindaki morfolojik
farkliliklar tutarli olmustur. Her iki tiir de alanlar arasinda benzer bir morfolojik varyasyon
iligkisi sergilenmistir.

McDonald vd. (1991) 18 kabuk karakteri kullanarak M. edulis ve M. trossulus’in
kabuk morfolojisini karsilastirdiginda kabuk morfolojisinin farklilik gosterdigini tespit
etmis ve Innes ve Bates (1999) ise sekiz kabuk karakteriyle karsilagtirma yapmis ve M.
edulis ve M. trossulus arasinda daha biiylik 6lgekli bir morfolojik ayrim bulmustur. Ek
olarak McDonald vd.  (1991) yerel ¢evresel durumlarin etkisi sebebiyle kabuk
morfolojisindeki farkliliklara vurgu yapmasi beklenen tek tiir populasyon bireylerini
orneklemistir. Bununla beraber yerel ¢evresel durumlardaki farkliliklar, pek ¢cok Kuzey
yarimkiiredeki genis capli incelenmesi sonucu Orneklenen her tiir igin tiir-6zellik
farkliliklarint belirsizlestirmeye yeterli degildir (McDonald vd., 1991). Innes ve Bates
(1999)’1n arastirmasinda drneklenen bolgelerin ¢ogu hem tiirlerin karisimini igermesiyle
hem de yaygin cevresel sartlarin etkisiyle morfolojik benzerlik artisiyla sonuglanabilir
(Bates ve Innes 1995).

Ug kabuk karakteri (anterior adiiktor kas izi ve hinge plate uzunlugu, kabuk
yiiksekligi) Kanada’nin hem Newfoundland, hem de Nova Scotia kiyilarinda yapilan
caligmalarda M. trossulus’u M.edilus’dan ayirt edici en 6nemli 6zelliklerdendir (Mallet ve
Carver 1995). Bununla beraber Mallet ve Carver (1995) M. edulis ve M. trossulus
arasindaki kabuk morfolojisinde Innes ve Bates (1999)’a gore daha biiyiik farkliliklar
bulmuslardir, bu da muhtemelen Nova Scotia’da midyeleri tiirler arast morfolojik
farkliliklar1 azaltan daha heterojenik ¢evre olan dogal ortamda yetisenden ziyade
Lunenburg’da yetisen tek bir ticari midye alanindan 6rneklemesinden kaynaklanmaktadir.
Her tiirin ortalama uzunluklarindaki farkliliklar bildirilmemistir ve uzunluk standartl

karakterlerin kullanilmis olmasina ragmen gozlenen farklilik derecesine katki saglamistir.
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Biraz daha biiyilk bir gelisim orani Lunenburg bdlgesinde gozlenen morfolojik
farklilasmaya katki saglayabilecek M. trossulus ile karsilastirilan M. edilus igin
bulunmustur.

Midyeler iizerinde yapilan ¢alismalarin c¢ogu taksalarin ayrimi igin morfolojik
karakterleri degerlendirmeyi deneseler de, morfometrik analizler morfolojide potansiyel
olarak adapte olan farkliliklart vurgulamada kullanilabilir. Karsilastirmali c¢aligmalar
gostermistir ki Mytilus tiirti bir epifaunal olmak igin pek ¢ok morfolojik adaptasyon
gdstermistir (Stanley 1970, 1972, 1983). Ornek olarak indirgenmis bir anterior, midyenin
yiizeye baglanmasi icin iyi gelismis tutunma iplikcikleri sistemi ile birlesen diiz karin
yiizeyi seklindedir. Mytilus edulis ve M. galloprovincialis kabuk sekillerindeki farkliliklar
bulunduklar yerlerdeki dalgalara kars1 gelistirdikleri adaptasyonundan kaynaklanmaktadir
(Gardner ve Skibinski 1991). Mytilus galloprovincialis daha uzun kabuk, daha genis ve
diiz karin kenarina sahiptir. Bu kabuk bi¢iminin daha gii¢lii bir bag ile birlesmesi, M.
galloprovincialis’in dalga etkisi ile sahildeki baskinlig1 sayesinde agiklanabilir (Gosling ve
Wilkins 1981; Skibinski 1983).

Karakousis ve Skibinski (1992) Yunanistan’in kuzeyinde ii¢ M. galloprovincialis
populasyonunda 6 morfometrik karakterlerde (kabuk boyu, genisligi, yiiksekligi, hinge plate
uzunlugu ile posterior ve anterior kas izi uzunluklar1) diskiriminant analizi gergeklestirmistir.
Kabuk morfometrik karakterlerinin diskiriminant analizi sonuglarina gore ii¢ populasyonun
birbirinden agik¢a farkli oldugunu belirtmistir. Populasyonlarin ana ayirici karakterleri ilk
ayirici fonksiyon i¢in posterior adiiktor kas izi uzunlugu ve ikincisi hinge plate boyudur. Her
iki analiz i¢inde populasyonlar i¢i ve arasi farklilik belirlenmistir. Bu farklilik mtDNA genotipi
frekanslarinda fark edilebilir diizeydedir. Bu ¢alismada ise kanonik fonksiyonun ilk iki
degiskeni dikkate alinarak ¢izilen dagilim grafiginde, disi midye populasyonlarinda Sinop
populasyonu Orneklerinde diger populasyonlardan bir uzaklagma goriilsede tam olarak
ayrilmadigr belirlenmistir. Erkek midye populasyonlarinda ise ayrim goriilmemistir.
Diskiriminant analiz yontemi ile hesaplanan Mahalanobis uzaklik matrisine gore cizilen
UPGMA agaci sonuglari disi populasyonlarinda Sinop populasyonunu Ege Denizi drneklerine
yakin olmak tizere Karadeniz ve Ege Denizi seklinde iki gruplasma gosterirken erkek
populasyonlarinda ise gruplagmaya rastlanmamistir. Ayni tiir icinde morfolojik karakterlere
gore belirlenen farkliliklarin dogrudan bolgesel alanlardaki 6nemli dl¢iide kabuk morfolojisini
etkileyen ¢evresel faktdrlerin sonucu oldugu kanisina varilmistir (Seed, 1968).

Onceki c¢aligmalar iki farkli tiiriin kabuk morfolojisini degerlendirmeye y&nelik

oldugundan kanonikal analiz ile veriler degerlendirilmistir. Sunulan calismada ise tek tiirlin
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kabuk morfolojisi lizerine arastirma yiiriitiildiigtinden, degerlendirme diskriminant fonksiyon
analizi ile gergeklestirildiginden, analiz sonuglarini1 diger ¢alismalarla karsilagtirmak miimkiin
olmamistir. Arastirma sonuglariin degerlendirilmesi isleminde karsilagilan bir diger sorun ise
calismalarda cinsiyet ayrimi gozetilmemesidir.

Mytilus edulis’in ilk olarak mitokondrial DNA F genomunun tamamina yakini
Hoffmann vd. (1992) tarafindan yayimmlanmis olup, Boore vd. (2004) tarafindan
tamamlanmistir. Daha sonra, M. edulis, M. galloprovincialis ve M. trossulus’un tam M ve
F genom dizileri de c¢esitli arastirmacilar tarafindan g¢alisilmistir (Breton vd., 2006;
Zbawicka vd. 2007; Burzynski ve Smietanka, 2009; Mizi vd., 2005). F genomu (18.628
bp) CRS bolgesinin 1,914 bg farkliliklar nedeniyle, M genom’una (16.578 bg¢) gore 6nemli
Olgtide daha uzundur.

Kurtulus (2009) Karadeniz’den Marmara’ya uzanan sekiz Ornekleme bolgesinden
toplam 96 midyenin analizinde 813 b¢ uzunlugunda yiikseltgenen COIII gen bolgesinin dizi
analizi sonrasi hizalanmasi ile 636 bg iizerinden degerlendirme yapmistir. Bu ¢alismada ise
COIII gen bolgesinin, disi gonad ve solungaglarinda 485 bg’lik uzunlukta, erkek gonad ve
solungaglarinda ise 875 bg¢’lik uzunlukta yiikseltgenen bolge igin hizalanma gergeklestikten
sonra disilerde 400 b¢ ve erkeklerde 675 bg ilizerinden degerlendirme yapilmistir. Kurtulus
(2009) arastirmasinda toplamda dokuz haplotip bulmus ve en yaygin olan, neredeyse
bireylerin %90’inda bulunan haplotip, Karadeniz, Bogaz ve Marmara Denizi’nde
goriilmiistiir. Haplotip (0,230 + 0,057) ve niikleotid (0,00038) c¢esitlilikleri diisiik
bulunmustur. Filogenetik aga¢ sonuglarina gore ise dis drup olarak kullanilan Azak Denizi
(Ukrayna) orneklerinden birist Marmara Denizi’nde belirlenen bir haplotip ile daha yakin
iken digeri de geriye kalan 8 haplotip ile gruplagsma gostermistir. Bununla birlikte Kurtulug
(2009)’un tespit ettigi diger 8 haplotipin kendi iginde uyumu %55 olarak belirlenmistir. Bu
calismanin sonuclarma gore haplotip cesitliliginde gozlendigi gibi genetik farkliliklarin
birikiminin baslangicinin kaniti olmasina ragmen cografik bolgeler arasinda genetik
gruplasmanin olmadig1 fikri desteklenmektedir. Istanbul Bogazi’nin genetik koridor
olusturdugu bulgusu (Kurtulus, 2009), bu calismadaki erkek ve disi COIII gen bolgesinde
Karadeniz ile Ege arasinda meydana gelen gruplasma sonucumuzla paralellik
gostermemektedir. Bunun nedeninin de Kurtulus’un (2009) 6rnekleme alaninin sinirlt ve
cinsiyet ayirimini dikkate alinmamis olmasindan kaynaklanabilir.

Quesada vd. (1998) Avrupa M.edulis, Atlantik ve Akdeniz M. galloprovincialis
populasyonlarindan toplam 77 bireyde RFLP yontemiyle COIIl ve ND2 gen bolgelerini
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kullanarak F ve M genomlarinin homolog segmentlerinde filogenetik iligkiyi niikleotit
farkliligi ve uzakligini belirlemislerdir. Bu ¢aligsma ile ilk kez Mytilus’larda M genomunun
F genomundan niikleotid ¢esitliliginin 6nemli derecede fazla oldugu kanitlanmistir. M.
galloprovincialis ‘in Akdeniz’de spesifik oldugu ve diger taksonlardan haplotip icerdigi
Quesada vd. (1998) tarafindan bildirilmistir.

Ladoukakis vd. (2002) tarafindan Atlantik, Akdeniz ve Karadeniz’de M.
galloprovincialis populasyonlarinda toplam 5 istasyondan alinan 6rneklerde disi ve erkek
mitokondriyal genomlar1 arasindaki varyasyon miktarin1 ve genetik mesafeyi COIII ve 16S
rRNA genleri iizerinde belirlemislerdir. COIIl gen bolgesi i¢in 22, 16S rRNA igin ise 4
haplotip belirlemislerdir. Disi midyeler de, Akdeniz ve Karadeniz 6rnekleri arasinda ortak
3 haplotip gozlenmistir. Erkek midyelerde ise Karadeniz’de sadece 14 numarali haplotip
belirlenirken ayni haplotip Akdeniz’de en yaygin haplotip olarak tespit edilmistir.

Mytilus galloprovincialis’in  Atlantik, Akdeniz ve Karadeniz (Sivastapol)
populasyonlarinda 6nemli farkliliklar oldugu, Ladoukakis vd. (2002) tarafindan
bildirilmistir. Buna gére ND2- COIII disi genom haplotipleri Akdeniz’de giiney Fransa’da
yaygindi. Portekiz de ise neredeyse hi¢ gozlenmemistir. Disi genom kontrol bdlgesinde
boy varyasyonu Akdeniz ve Karadeniz’de daha fazla bulunmustur.

Smitienka vd. (2004) midyelerde ND2-COIIl kodlama bdolgesinin mtDNA’sinda
fazla sayida disi genom igin 69, erkek genom icin 47 haplotip gozlemlemislerdir.
Endoniikleazlara gore farkli kesim sekillerine bakildiginda Dde ve Alul igin 11, Sau96l
icin 10, Rsal i¢in 20 ve Tagl igin 5 olarak belirlenmistir. Beyaz Deniz’de M. edulis
orneklerinde F genomunun ortalama niikleotid (0,012) ve haplotiop (0,70) cesitliligi
yiiksek seviyede bulunurken Baltik midyelerinde (0,006 ve 0,506) énemli derecede diisiik
bulunmustur. Akdeniz’de M. galloprovincialis’de en yiiksek niikleotid ¢esitliligi (0,026)
gozlenmis ve yine bu Ornek i¢in haplotip ¢esitliligi (0,621) olmustur. Ladoukakis vd.
(2002) ile karsilastirildiginda (Akdeniz ve Karadeniz (Sivastapol)’de M. galloprovincialis)
Azak Denizi’'nden M. galloprovincialis populasyonu (haplotip c¢esitliligi 0,31) Kirim
yarimadasinin  batisindaki  Sivastapol populasyonlart (haplotip ¢esitliligi  0,65) ile
karsilagtirildiginda daha az degisken oldugu goriilmektedir. Azak Denizi’'nden M.
galloprovincialis populasyonu i¢in izolasyonun fazla seviyede oldugu gézlenmistir. Sadece
1 haplotipin yiiksek frekansta oldugu (% 80), ayrica Akdeniz’de (9%30,6) yaygin oldugunu,
Bat1 Akdeniz’den Karadeniz ve Azak Denizi’ne Bogazlar vasitasiyla Azak Denizi’ndeki

kalict etkisi dahil mtDNA gen akisinda kisitlamalar1 desteklemektedir. Genis cografik
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alanda bulunan Mpytilus taxalari arasindaki izolasyon ve MtDNA’nin farklilagsmasina
ragmen populasyonlar arasinda ve hibrit zonlar arasindaki (introgression) giiclii
mitokondriyal gen akis1 Avrupa’da daha lokal cografik alanlarda meydana gelmistir. Azak
Denizi’nden Baltik Denizi’ne Mytilus populasyonlarinda diisiik haplotip ¢esitliligi degeri
kalic1 etki ve populasyon genislemesiyle ilgili olabilir. Buzul ¢agindan sonra haplotipler
icinde biiyiik farkliliklarin birikimi ic¢in yeterli zamanin olmadig1 kiigiik populasyondan
bliyiik populasyona genislemeyi isaret edebilir.

Avrupa’da Kijewski vd. (2011) tarafindan 22 alanda 928 bireyde ND2-COIIl gen
bolgesi icin yetmis birlesik RFLP haplotipi belirlenmis ve bunlarin 34 tanesi sadece tek
bireylerde gozlenmistir. Bu c¢alismada ise 10 populasyonda disi ve erkek olmak iizere
toplam 326 bireyde toplam 20 haplotip tespit edilmis ve bunlarin 10 tanesi her
populasyona 06zgii olarak belirlenmistir. Endoniikleazlara gore farkli kesim sekillerine
bakildiginda Kijewski (2011) Dde igin 6, Sau96l i¢in 4 ve Taql icin 5 olarak belirledigi
kesim sekilleri, bu ¢alismada Dde ve Alul, Sau961 ve Taql igin 3, Rsal igin ise 2 seklinde
belirlenmistir. Haplotip ¢esitliligi ve niikleotid c¢esitliligini sirasiyla 0.684+0.00127 ve
0.0149+0.000002 seklinde belirlemislerdir. Bu ¢alismada gonad dokusunda ortalama
haplotip ¢esitliligi 0.5711+0.001 degeriyle o6nceki ¢alismaya gore daha diisiik, ortalama
niikleotid cesitliligi 0.0364+0.0000 degeri ile daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Kijewski
vd. (2011)’nin bu ¢alismadan, Smitienka vd. (2004)‘nin ise her iki ¢alismadan haplotip
say1s1, enzimin tanima bolgeleri sonuglari bakimindan daha yiiksek polimorfizm sergiledigi
anlagilmaktadir. Bunun sebepleri ise kullanilan primer, gen bolgesinde meydana gelen
mutasyonlar ya da kesim pargaciklarinin belirlenmesindeki okuma hatalarindan
kaynaklanabilir. Ayrica Akdeniz ve Karadeniz’den birka¢ nokta ile Baltik Denizi ve
Atlantik kiyisindan yapilan 6rnekleme sahasinin fazla olmasmimn yani sira Mytilus cinsine
ait tir ayrimi gozetmeden ¢aligmanin yiriitiilmiis olmasi1 diger nedenler olarak
belirtilebilir.

Hoeh vd. (1991) Atlantik ve Pasifik kiyilarindan 16 populasyona ait 150 midye
tizerinde MtDNA {izerinde yliriittigli arastirmasinda 85 bireyi heteroplazmik olarak
belirlemistir. Heteroplazmik bireyler icinde mtDNA tiplerinde biiyiik dl¢iide farkliligin ve
bu farkinda diziler arasindaki farkin %20+5’1 oldugu anlasilmaktadir. Smitienka vd. (2004)
arastirmalarinda Mytilus erkeklerinde heteroplazmi gézlemledigi calismasinda erkek (M)
genomun kesici enzim analizi, Kuzey Avrupa M. edulis populasyonlarinda disi (F)

genomuyla karsilastirildiginda ¢ok daha fazla giiglii cografik farklilik ve polimorfizmi
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kanitlamaktadir. Ayn1 zamanda Giiney Avrupa’daki M. galloprovincialis populasyonlari
icinde M genomunda daha giiglii cografik farklilagsma belirlenmistir. Kontrol bolgesinde
CBM1-2 PZR iiriinliniin bulunmasi, erkek (M) genomu i¢in boy tanistyla birlikte Azak
Denizi’'nde M. galloprovincialis erkekleri igin %47,6 oraninda gdzlenmistir. Bu F/M
heteroplazmisinin Karadeniz’de M. galloprovincialis i¢in Ladoukakis vd. (2002) tarafindan
belirtilenden ¢ok daha fazla oranda oldugunu belirtmistir.

Mytilus edulis F/M genomu i¢in dort disi birey heteroplazmik bulunmustur. Bu
durum iki ebeveyn genomun gecisiyle aciklanabilir. F/F heteroplazmisi Azak Denizi’nden
sadece 1 M. galloprovincialis 6rnegi bulunmustur. Bununla birlikte Smitienka vd. (2004)
baz1 Baltik midyelerinde F/F heteroplazmisi gozlemlemiglerdir. Farkli disi (F) kodlama
bolgesi haplotipi ya da farkli boy degisimi kontrol bélgesinde heteroplazmik erkeklerde
gozlenmistir. Cogu erkek i¢in bir genom somatik dokuda baskin ve digeri de gonad iginde
ve babadan aktarilmistir (Smietanka vd., 2004).

Bu ¢alismada gonad ve solunga¢ dokularindan her iki cinsiyete gore olusturulan
haplotipler arasinda karsilastirma yapilarak 16S rRNA bdlgesi icin 5 disi ve 4 erkek birey
ile ND2-COIIl bolgesi iginde 6 bireyde heteroplazmiye rastlanmigtir. Bu ¢alisma
Smitienka vd. (2004)’nin sonuglariyla paralellik gostermistir. Ancak Hoeh vd. (1991)’e
gore daha diisiik heteroplazmik bireyin bulunmasinin bir nedeni, arastirmalarmi farkli
Mytilus tiirlerinin bulundugu c¢ok genis bir alanda yiiriitmesi olarak agiklanabilir. Bu
durumda diger bir neden de dokulardan elde edilen DNA o6rneklerinde toplamda her iki
doku i¢inde uyumlu sayida primer baglanma noktasinda mutasyondan ya da laboratuar
sartlarindan kaynaklanabilecek sebeplerden dolayr amplifikasyon gergeklesmemesidir. Bu
da heteroplazminin dolayli kanitini isaret edebilir.

Quesada vd. (1998) M genomunun F genomundan fazla molekiiler varyans
gostermesine karsilik, her iki genom i¢in Fst istatistigi verilerinin taxalar arasinda yaklagik
olarak ayni olmasi bu varyasyonun pargalarini meydana getirir. Mytilus taksonunda
mtDNA cesitliligi ve uzaklasmast M genomu i¢in F genomundan 6nemli derecede yiiksek
gbzlenmis olmasina ragmen evrimsel siireg bu farkliliklarin ¢dziimlenemeyisinden
sorumludur. Stewart vd. (1995), Rawson ve Hilbish (1995) ile Skibinski vd. (1999)
tarafindan Mytilus M genomunun, yiiksek polimorfizm ve hizli ayrilma oranina katkisiyla
F genomundan daha yiiksek mutasyon oranina sahip oldugu tartigilmistir.

Ladoukakis vd. (2002), denizlerdeki farklilasmay1 AMOVA sonuglar ile

degerlendirdiginde Akdeniz ve Karadeniz orneklerinde disi ve erkek genom i¢in daha
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diisiik olan Fst degerleri (sirasiyla 0,098- 0,133) Atlantik ve Karadeniz 6rneklerinde
(0,235- 0,694) daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Buradan da Akdeniz ve Karadeniz
arasindaki disi ve erkeklerde genetik cesitliligin Atlantik ve Karadeniz arasindakinden
daha diisiik oldugu, kendi igerisinde de dislerin erkeklerden daha az genetik ¢esitlilige
sahip oldugu goriilmektedir.  Atlantik ve Akdeniz’ deki duruma baktigimizda ise
erkeklerin disilerden daha cok cesitlilik gosterdigi ve her iki cinsiyet i¢cinde Akdeniz ve
Karadeniz’e gore farklilagsmanin fazla oldugundan s6z edilebilir.

Avrupa’daki  Mytilus spp. populasyonlarinda ND2-COIIl bolgesine dayali
yiriitiilmiis olan populasyon genetigi c¢alismalari sonucunda (Smietanka vd., 2004)
populasyonlar arasinda grup i¢i farklilasma ( Fst) 0,05'den daha az gozlenirken, gruplar
arasinda 0,3'den daha fazla, yani 6nemli genetik c¢esitlilik gozlenmistir. Atlantik ve
Akdeniz'deki populasyonlar1 olusturan gruplar arasinda ise 0,7 gibi yiiksek oranda bir
cesitlilik s6z konusudur.

Kurtulus (2009), COIII gen bolgesi i¢in populasyon g¢iftlerinin Fst degerlerini diigiik
ve Onemsiz bulmustur. AMOVA sonuglarina gore ise populasyon i¢i degisim %97,65, grup
ici populasyonlar arasi ise %5,59 olarak belirlenmistir. Bu g¢aligmada ise 0,10972 ile
0,38672 arasinda degisen Fst degerleri gen bolgelerine istatistiki olarak Snemli
bulunmustur. Kurtulus (2009)’un c¢alismasindan anlasildigi iizerine yiiksek gen akisi
mevcudiyeti bu calismada disiik seviyelerde yer almakta bu da populasyonlar arasinda
gruplagsmaya yol agmaktadir.

Eldem (2010) ribozomal DNA’da ITS’e ait niikleotid dizilerinin evrensel primerler
ile dizilenmesi ve analizi, yliksek niikleotid ¢esitliligini (7= 0,37539) ortaya koymustur.
Molekiiler varyasyon analizi (AMOVA) populasyon i¢i, populasyonlar arasi ve
populasyonlara ait gruplar arasi genetik varyasyonun oranmi hesaplamak igin
kullanilmigtir. Calisilan populasyonlar arasi diisiik genetik farklilasma (Fst: 0.02809)
bulunmustur ve populasyonlar arasi gen akisi (Nm: 1.88) diizeyi yiiksek olarak
hesaplanmistir. Bes lokal populasyon arasinda 6nemli derecede alt boliime ayrilma
saptanamamustir. Eldem (2010) M. galloprovincialis 6rneklerini, Atlantik ve Pasifik
bolgesindeki diger M. galloprovincialis 6rneklerinin ITS bolgesine dayali olarak, UPGMA
kiimeleme yontemi ile karsilagtirdiginda, Marmara ve Karadeniz’deki M. galloprovincialis
genotiplerinin, Pasifik bolgesindeki M. galloprovincialis genotiplerine gore birbirine daha
yakin oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglara gore genetik mesafe ile cografik mesafe arasinda

giiclii bir baglant1 olmadig1 belirlenmistir. Bu ¢alismada da Kurtulus (2009) ve Eldem
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(2010) gibi cografik mesafe ile genetik farklilik arasinda bir iliski bulunamamistir.
Kurtulus ve Eldem (2010) calismalarinda iilkemiz denizlerinde genis Ol¢ekte yayilim
gosteren tiir olmasi sebebiyle, M. galloprovincialis populasyonlar1 arasindaki mevcut
genetik ¢esitliligin daha iyi ortaya koyulabilmesi i¢in, Ege Denizi’'nden ve 6zellikle Orta
ve Dogu Karadeniz’den 6rnekleme yapilip, farkli yontemler kullanilarak degerlendirilmesi
gerektigini onermislerdir.

Kijewski (2011), AMOVA sonuglarina gore toplam varyasyonun (Vc) %61,94’tlini
populasyon i¢i farklilagma olarak, Atlantik, Baltik, Akdeniz ve Karadeniz gruplar
arasindaki farklilagma da (Va) 9%33,82 olarak belirlemistir. Grup i¢i populasyonlar
arasindaki farklilikta toplam varyasyonun %@4,24 ‘i oldugunu bildirmistir. Akdeniz ve
Karadeniz populasyonlar1 arasinda olmak tizere, farkli cografik grup olusturan
populasyonlarda 6nemli farkliliklar gozlenmistir. Bu calismadaki populasyonlar arasindaki
ND2-COIIl gen bolgesi icin hesaplanan varyans bilesenlerinden populasyonlar arasi
varyasyon diisiik (gonad: %22,63, solungac: %21,86), populasyonlar i¢i varyasyon yliksek
(gonad: %77,37, solungag: %78,14), bulunmustur.

Hopa populasyonunda disilerin gonad dokusundan 16S rRNA gen bdlgesi
cogalmamistir. Solunga¢ dokusundan populasyonlarin yakinlik durumuna baktigimizda,
Hopa’nin Ege—Marmara ile birlikte kiimelesme gosterdigi goriilmektedir. Diger tiim gen
bolgeleri icin ¢izilen filogenetik iliski diyagramlarinda da benzer durum gozlenmektedir.
Bu durum midye o6rneklerinin Hopa’ da liman igerisinden toplanmas1 ve Ege-Marmara
kokenli midyelerin gemiler vasitasiyla ya da bagka bir sekilde bu bolgeye tasinms
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Mitokondriyal ND2-COIII bolgesine dayali Quesada vd. (1998), Ladoukakis vd.
(2002) ve Smietanka vd. (2004) tarafindan gergeklestirilmis caligmalardan farkli olarak
yiriitiilen bu ¢aligmada adi gegen bu bolge, erkek midye oOrneklerinde amplifike
edilememistir. Bu nedenle 6nceki arastirmalarda da kullanilmig olan primer ve PZR
programinda ¢esitli modifikasyonlar yapilmistir. Oncelikli olarak annealing sicaklig
tizerinde degisiklikler denenmis ve bu degisimler 45°C ile 53°C arasinda kademeli olarak
gerceklestirilmistir. Metotta baz dizilimi belirtilen ileri ve geri yonlii primerler yerine
universal bir bagka primer kullanildiginda da sonu¢ degismemistir. Smietanka vd. (2004)
tarafindan yiiriitiilen caligmada da ayn1 problem yasanmis ve problemin ¢oziimiiyle ilgili

bir agiklamaya yer vermemislerdir. Bu ¢alismada, mitokondriyal ND2-COIII bolgesinin
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amplifike edilememesi iilkemiz kiyilarinda yasayan midyelerin ¢alisilan gen bolgelerinde

yiiksek niikleotid ¢esitliligi olmasindan kaynaklanabilir.



5. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada, Tiirkiye denizlerinde var olan M. galloprovincialis
populasyonlarinin MtDNA molekiilii bakimindan genetik yapisinin tanimlanmasi ve
populasyonlar arasindaki iligskinin/farkliliklarin belirlenmesi amaciyla 16S rRNA ve ND2-
COIIl gen bolgelerinde farkli enzim kombinasyonlarindan yararlanilarak PCR-RFLP
analizi ile COIII gen bolgesinde ise DNA dizi analizi yapilmistir.

. Tiirkiye denizlerini temsil edecek sekilde Karadeniz’de; Hopa, Trabzon, Ordu,
Sinop ve Zonguldak kiyilarmdan, Marmara Denizin’de; Istanbul, Canakkale kiyilar1 ve
Ege Denizin’de; Ayvalik, Cesme ve Bodrum kiyilarindan olmak tiizere M.
galloprovincialis’e ait 20’ser adet disi ve erkek olmak iizere toplam 400 adet midye drnegi
genetik ve morfometrik acidan incelenmistir.

o Midyelerin ortalama kabuk boylar1 disilerde 57,23+7,85 mm, erkeklerde ise
57,38+£8,59 mm olup, sirastyla 47,22— 68,80 mm 48,17— 68,24 mm arasinda degisim
gostermistir.

o Midye populasyonlar1 arasindaki morfolojik farkliligi belirtmek icin ¢ok
degiskenli arastirma tekniklerinden Diskriminant fonksiyon analizi uygulanmistir.
Diskriminant analiziyle hesaplanan Mahalanobis uzaklik matrisi verilerine gore olusturulan
UPGMA agaci1 sonuclarinda disi ve erkek morfometrik karakterlere gore farkl kiimelesme
gorilmiistiir.

o 16S tRNA gen bdlgesinde 4-6 baz tanima bolgesine sahip 3 kesici enzim
kullanildig1 ¢alismamizda dizi tlizerinde 6 tanima bdlgesiyle 32 baz ¢iftinin tanindigi, 525
bazlik bolge icerisinde yaklasik %6°lik kisminin taranabildigi sonucuna ulagilmistir. ND2-
COIIl gen bolgesinde ise 4-5 baz tanima bolgelerine sahip 5 enzim ile, 22 tanima
bolgesiyle 127 baz c¢iftinin tanindigi, bununla da 1270 bazlik bolge icerisinde yaklasik
%10’1ik kism1 belirlenmistir.

o Mitokondriyal DNA’nin RFLP analizi ile 16S rRNA gen bolgesi i¢in her iki
cinsiyette ortak 2, disiler i¢in 6zel 1 haplotip tespit edilmistir. Disi ND2-COIII gen bolgesi
icin ise toplam 20 haplotip belirlenmis ve bunlarin 7 tanesi sadece gonad dokusunda
gbzlenmistir. En yaygin olan haplotip (H13), 9 populasyonda ve tiim 6rneklerin %34’{inde

gozlenmistir. Haplotiplerden 12’si ise 5’den daha az 6rnekte goriilmiis, populasyonlar i¢in
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nadir ve 6zel haplotipler olmuslardir. Her bir populasyondaki haplotip miktar1 1 ile 8
arasinda degisim goOstermis ve ortalama olarak her bir populasyon i¢in 4,2 olarak
gerceklesmistir.

. Populasyonlar igerisinde 16S rRNA gen bolgesi i¢in disi midyelerin gonad ve
solunga¢c dokularinda ortalama niikleotit ¢esitligi de sirasiyla 0,0476+0,0000 ve
0,048014+0,0000 ile erkek midyelerin gonad ve solungaclarinda sirasiyla 0,0341+ 0,0000
ve 0,035141+0,00004 olarak hesaplanmistir. Populasyon i¢i ND2-COIII gen bdlgesinde,
ortalama niikleotit cesitliligi gonad ve solungac dokularinda sirasiyla 0,0364 + 0,0000 ve
0,02674 £+ 0,0000 olarak belirlenmistir. En yiiksek haplotip ve niikleotit ¢esitliligi 16S
rRNA gen boélgesi igin Zonguldak (0.6667+0.1318, 0.066024) populasyonunda, ND2-
COIII gen bolgesi icin ise haplotip c¢esitliligi ve niikleotit ¢esitliligi sirasiyla Bodrum
(0.6959 £ 0.06187) ve Cesme (0.046856) populasyonlarinda gézlenmistir.

o Molekiiler varyans analizi (AMOVA) sonuglarina gére midye populasyonlari
arasinda diisiik, populasyonlar i¢inde yiiksek oranda genetik yapilanma oldugu tespit
edilmistir. Populasyon c¢iftleri arasindaki genetik farklilik degerleri (Fst), populasyonlar
arasinda onemli genetik farklilasma oldugunu gostermistir (p<0,05).

e  Populasyon ciftleri arasindaki cografik mesafe ile genetik farklilik
karsilastirildiginda, aralarinda iliski olmadig1 (R? =0,0004 — 0,2607) tespit edilmistir.

e  Filogenetik analizler sonucunda 16S rRNA, ND2-COIII ve COII gen bolgeleri
icin olusturulan UPGMA soy agaclarinda midye populasyonlarinin Karadeniz ve Ege-
Marmara olmak tizere iki ana dala ayrildig1 belirlenmistir.

Bu arastirma, Tirkiye’de, midye populasyonlarinda mtDNA diizeyinde yapilmis
molekiiler ¢aligmalarm en kapsamlist niteligindedir. incelenen PCR-RFLP yontemiyle iki
genetik bolgede ve COIII bolgesine uygulanan sekans analizleri ile genetik varyasyon
olduk¢a yiliksek bulunmustur. Elde edilen sonuglar, mevcut populasyonlardaki
polimorfizmin boyutlarini ortaya koymasi yoniinden yeterli sayilabilir. Arastirm sirasinda
disilerde, gonad ve solunga¢ dokular1 arasinda heteroplazmiye diisiik oranda rastlanmastir.
Gelecekte planlanacak ¢alismalarda amaca gore erkeklerin her iki dokusu, dislerde ise
sadece gonad ya da solunga¢ dokular1 kullanilarak ¢alismalar yiiriitiilebilir. Bu ve benzeri
caligmalara mtDNA yaninda niikleer DNA varyasyonlarmin da ortaya konuldugu
caligmalarla farkli genetik belirtecleri kullanilarak genetik veri tabaninin genisletilmesi

gerektigi onerilebilir.
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Karadeniz’in giiney kiyilarinda yiiriitiillen bu calismanin devami olarak diger
kiyllardan da oOrnekler alinarak bir i¢ deniz konumunda olan Karadeniz’de midye
populasyonlarinin genetik yapilar1 ortaya konulmalidir.

Gen kaynaklarinin muhafazasina yonelik tedbirlerin alinmasi gerekmektedir. Baltik
Denizi’nde M. trossulus. populasyonunda yasanan kaynaklarin korunamayisi orneginde
oldugu gibi iilkemizde de Mytilus populasyonlari i¢in midye kiiltiirii faaliyetlerinin artmasi

ile farkli bolgelere spat tasinmasi sirasinda ayni sorunla karsilasilabilir.
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7. EKLER

Ek Tablo 1. Ornekleme istasyonlarinin koordinatlar

Ornekleme Koordinatlari

Hopa
Trabzon
Ordu
Sinop
Zonguldak
Istanbul
Canakkale
Ayvalik
Cesme

Bodrum

4124 41 N
405801 N
410242 N
420118 N
412719 N
405931 N
400909 N
391859 N
381917 N
371231N

412554 E
395204 E
372955E
350905E
314711 E
290102 E
262401 E
2641 25E
261809 E
273440 E
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Ek Tablo 2. Standardize olmus morfometrik veriler

Populasyon Yiikseklik Genislik Ligament AKIU PAKiakipkam PAKIIVKAM YDIiIVKAM
Istanbul Disi 0,84 0,77 0,75 0,86 0,68 0,73 0,72
Istanbul Disi 0,83 0,77 0,81 0,87 0,71 0,70 0,76
Istanbul Disi 0,83 0,73 0,78 0,81 0,72 0,68 0,69
Istanbul Disi 0,83 0,76 0,77 0,83 0,73 0,74 0,59
Istanbul Disi 0,84 0,76 0,79 0,93 0,73 0,69 0,67
Istanbul Disi 0,85 0,73 0,76 0,94 0,71 0,72 0,66
Istanbul Disi 0,84 0,74 0,76 0,93 0,71 0,77 0,60
Istanbul Disi 0,84 0,74 0,76 0,88 0,72 0,71 0,63
Istanbul Disi 0,84 0,73 0,77 0,87 0,72 0,73 0,69
Istanbul Disi 0,78 0,75 0,78 0,92 0,66 0,75 0,70
Istanbul Disi 0,81 0,75 0,77 0,75 0,71 0,72 0,74
Istanbul Disi 0,85 0,75 0,79 0,89 0,73 0,74 0,64
Istanbul Disi 0,82 0,75 0,78 0,88 0,72 0,73 0,63
Istanbul Disi 0,83 0,78 0,79 0,94 0,69 0,72 0,63
Istanbul Disi 0,83 0,76 0,79 0,85 0,71 0,72 0,66
Istanbul Disi 0,85 0,74 0,78 0,89 0,72 0,72 0,68
Istanbul Disi 0,86 0,74 0,78 0,93 0,69 0,72 0,78
Istanbul Disi 0,85 0,75 0,78 0,81 0,75 0,73 0,65
Istanbul Disi 0,83 0,74 0,79 0,84 0,73 0,71 0,70
Istanbul Disi 0,85 0,76 0,83 0,92 0,70 0,73 0,59
Istanbul Disi 0,81 0,78 0,76 0,92 0,75 0,73 0,80
Istanbul Disi 0,83 0,74 0,79 0,91 0,73 0,69 0,69
Istanbul Erkek 0,83 0,76 0,81 0,87 0,71 0,69 0,66
Istanbul Erkek 0,86 0,76 0,81 0,91 0,70 0,73 0,76
Istanbul Erkek 0,84 0,78 0,79 0,85 0,74 0,73 0,74
Istanbul Erkek 0,84 0,73 0,77 0,77 0,72 0,71 0,72
Istanbul Erkek 0,85 0,76 0,81 0,87 0,72 0,69 0,66
Istanbul Erkek 0,84 0,74 0,77 0,89 0,71 0,72 0,57
Istanbul Erkek 0,83 0,73 0,77 0,92 0,67 0,71 0,79
Istanbul Erkek 0,84 0,73 0,76 0,95 0,71 0,71 0,77
Istanbul Erkek 0,87 0,75 0,80 0,80 0,72 0,72 0,64
Istanbul Erkek 0,84 0,75 0,77 0,79 0,72 0,75 0,61
Istanbul Erkek 0,81 0,71 0,77 0,90 0,70 0,69 0,68
Istanbul Erkek 0,82 0,74 0,75 0,85 0,70 0,71 0,77
Istanbul Erkek 0,86 0,75 0,77 0,97 0,74 0,72 0,75
Istanbul Erkek 0,86 0,78 0,80 0,86 0,71 0,72 0,61
Istanbul Erkek 0,86 0,78 0,80 0,80 0,73 0,75 0,63
Istanbul Erkek 0,82 0,75 0,79 0,82 0,68 0,71 0,75
Istanbul Erkek 0,83 0,72 0,79 0,85 0,73 0,72 0,65
Istanbul Erkek 0,86 0,72 0,77 0,90 0,71 0,72 0,58
Istanbul Erkek 0,83 0,75 0,78 0,83 0,72 0,72 0,60
Istanbul Erkek 0,83 0,74 0,79 0,87 0,69 0,72 0,55
Istanbul Erkek 0,83 0,75 0,75 0,92 0,72 0,73 0,65
Istanbul Erkek 0,81 0,77 0,78 0,81 0,73 0,72 0,63
Sinop Disi 0,83 0,77 0,79 0,84 0,70 0,72 0,67
Sinop Disi 0,84 0,76 0,75 0,91 0,70 0,73 0,66

Sinop Disi 0,84 0,76 0,76 0,86 0,71 0,72 0,67
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Ek Tablo 2’nin devami

Populasyon Yiikseklik Genislik Ligament AKIU PAKiakipkam PAKIIVKAM YDIiIVKAM
Sinop Disi 0,83 0,76 0,78 0,92 0,71 0,74 0,69
Sinop Disi 0,83 0,76 0,77 0,85 0,71 0,73 0,67
Sinop Disi 0,82 0,74 0,78 0,88 0,70 0,71 0,57
Sinop Disi 0,84 0,76 0,78 0,89 0,74 0,74 0,63
Sinop Disi 0,83 0,74 0,76 0,85 0,73 0,72 0,71
Sinop Disi 0,83 0,76 0,76 0,94 0,71 0,71 0,58
Sinop Disi 0,83 0,77 0,75 0,85 0,72 0,73 0,76
Sinop Disi 0,75 0,84 0,75 0,74 0,74 0,70 0,70
Sinop Disi 0,75 0,83 0,75 0,87 0,72 0,71 0,59
Sinop Disi 0,75 0,84 0,76 0,85 0,72 0,73 0,62
Sinop Disi 0,75 0,82 0,76 0,81 0,72 0,69 0,62
Sinop Disi 0,75 0,82 0,74 0,87 0,72 0,72 0,40
Sinop Disi 0,78 0,83 0,73 0,89 0,73 0,73 0,71
Sinop Disi 0,75 0,83 0,74 0,85 0,75 0,72 0,70
Sinop Disi 0,73 0,86 0,77 0,86 0,73 0,74 0,79
Sinop Disi 0,76 0,84 0,76 0,83 0,71 0,73 0,57
Sinop Disi 0,75 0,83 0,79 0,83 0,73 0,70 0,63
Sinop Erkek 0,82 0,77 0,75 0,82 0,71 0,72 0,63
Sinop Erkek 0,85 0,76 0,79 0,85 0,73 0,74 0,64
Sinop Erkek 0,83 0,74 0,80 0,82 0,72 0,72 0,48
Sinop Erkek 0,85 0,74 0,76 0,90 0,71 0,73 0,60
Sinop Erkek 0,86 0,74 0,77 0,83 0,74 0,75 0,57
Sinop Erkek 0,84 0,76 0,74 0,81 0,71 0,74 0,71
Sinop Erkek 0,84 0,77 0,74 0,87 0,71 0,71 0,55
Sinop Erkek 0,81 0,74 0,78 0,92 0,69 0,68 0,80
Sinop Erkek 0,85 0,77 0,77 0,89 0,73 0,72 0,67
Sinop Erkek 0,82 0,75 0,80 0,91 0,67 0,71 0,80
Sinop Erkek 0,82 0,74 0,81 0,88 0,71 0,69 0,75
Sinop Erkek 0,77 0,83 0,77 0,80 0,75 0,71 0,69
Sinop Erkek 0,83 0,76 0,78 0,81 0,71 0,71 0,67
Sinop Erkek 0,75 0,82 0,80 0,84 0,73 0,71 0,69
Sinop Erkek 0,75 0,83 0,79 0,92 0,73 0,70 0,57
Sinop Erkek 0,81 0,77 0,76 0,86 0,71 0,71 0,78
Sinop Erkek 0,84 0,78 0,77 0,85 0,70 0,72 0,50
Sinop Erkek 0,79 0,74 0,80 0,81 0,72 0,69 0,66
Sinop Erkek 0,84 0,76 0,81 0,86 0,73 0,71 0,69
Sinop Erkek 0,83 0,75 0,77 0,77 0,74 0,73 0,69
Canakkale Disi 0,83 0,76 0,78 0,79 0,71 0,73 0,72
Canakkale Disi 0,85 0,76 0,79 0,89 0,72 0,76 0,66
Canakkale Disi 0,84 0,78 0,80 0,86 0,74 0,75 0,65
Canakkale Disi 0,84 0,76 0,79 0,85 0,71 0,75 0,71
Canakkale Disi 0,84 0,78 0,78 0,87 0,72 0,73 0,60
Canakkale Disi 0,84 0,76 0,81 0,78 0,74 0,73 0,60
Canakkale Disi 0,86 0,76 0,82 0,81 0,71 0,76 0,72
Canakkale Disi 0,84 0,74 0,75 0,87 0,70 0,75 0,66
Canakkale Disi 0,81 0,75 0,78 0,84 0,72 0,70 0,64

Canakkale Disi 0,84 0,72 0,78 0,96 0,74 0,74 0,65
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Ek Tablo 2’nin devami

Populasyon Yiikseklik Genislik Ligament AKIU PAKiakipkam PAKIIVKAM YDIiIVKAM
Canakkale Disi 0,82 0,75 0,78 0,76 0,72 0,73 0,59
Canakkale Disi 0,84 0,76 0,81 0,79 0,73 0,76 0,53
Canakkale Disi 0,85 0,77 0,82 0,80 0,73 0,75 0,67
Canakkale Disi 0,82 0,77 0,81 0,82 0,74 0,73 0,62
Canakkale Disi 0,83 0,75 0,78 0,80 0,72 0,74 0,67
Canakkale Disi 0,84 0,74 0,79 0,79 0,75 0,75 0,56
Canakkale Disi 0,83 0,75 0,79 0,80 0,72 0,73 0,64
Canakkale Disi 0,82 0,76 0,79 0,90 0,73 0,72 0,72
Canakkale Disi 0,84 0,71 0,78 0,84 0,74 0,71 0,58
Canakkale Disi 0,85 0,75 0,80 0,85 0,74 0,76 0,61
Canakkale Disi 0,84 0,76 0,80 0,79 0,73 0,74 0,63
Canakkale Erkek 0,84 0,76 0,78 0,88 0,73 0,74 0,63
Canakkale Erkek 0,41 0,37 0,39 0,40 0,36 0,37 0,29
Canakkale Erkek 0,84 0,79 0,81 0,83 0,74 0,74 0,64
Canakkale Erkek 0,85 0,75 0,78 0,86 0,74 0,77 0,73
Canakkale Erkek 0,83 0,76 0,78 0,82 0,72 0,72 0,52
Canakkale Erkek 0,83 0,77 0,84 0,88 0,74 0,75 0,64
Canakkale Erkek 0,84 0,72 0,78 0,89 0,73 0,74 0,70
Canakkale Erkek 0,83 0,77 0,78 0,85 0,73 0,72 0,60
Canakkale Erkek 0,83 0,75 0,77 0,72 0,73 0,73 0,54
Canakkale Erkek 0,85 0,76 0,80 0,92 0,73 0,73 0,65
Canakkale Erkek 0,83 0,77 0,81 0,92 0,74 0,74 0,60
Canakkale Erkek 0,84 0,76 0,80 0,77 0,72 0,72 0,64
Canakkale Erkek 0,83 0,71 0,79 0,87 0,72 0,72 0,55
Canakkale Erkek 0,84 0,74 0,78 0,88 0,74 0,75 0,64
Canakkale Erkek 0,83 0,76 0,79 0,79 0,72 0,73 0,56
Canakkale Erkek 0,83 0,79 0,79 0,73 0,75 0,75 0,57
Canakkale Erkek 0,84 0,75 0,78 0,70 0,71 0,74 0,39
Canakkale Erkek 0,85 0,74 0,78 0,73 0,72 0,73 0,57
Canakkale Erkek 0,83 0,72 0,76 0,79 0,75 0,74 0,60
Canakkale Erkek 0,84 0,76 0,78 0,83 0,73 0,75 0,64
Canakkale Erkek 0,85 0,76 0,79 0,75 0,73 0,77 0,66
Canakkale Erkek 0,85 0,77 0,78 0,79 0,74 0,76 0,64
Ayvalik Digi 0,85 0,75 0,79 0,77 0,71 0,74 0,74
Ayvalik Disi 0,84 0,74 0,79 0,84 0,73 0,72 0,69
Ayvalik Disi 0,86 0,76 0,79 0,80 0,73 0,74 0,51
Ayvalik Disi 1,09 1,03 0,99 1,06 0,95 0,94 0,65
Ayvalik Disi 0,85 0,77 0,78 0,79 0,73 0,72 0,73
Ayvalik Disi 0,87 0,75 0,80 0,90 0,75 0,72 0,68
Ayvalik Disi 0,84 0,77 0,78 0,77 0,72 0,73 0,66
Ayvalik Disi 0,85 0,73 0,80 0,74 0,74 0,73 0,65
Ayvalik Disi 0,85 0,78 0,78 0,83 0,77 0,71 0,64
Ayvalik Disi 0,86 0,73 0,75 0,80 0,69 0,74 0,73
Ayvalik Disi 0,85 0,77 0,80 0,80 0,73 0,73 0,53
Ayvalik Disi 0,87 0,76 0,78 0,85 0,74 0,74 0,59
Ayvalik Disi 0,85 0,75 0,79 0,73 0,74 0,75 0,76

Ayvalik Disi 0,84 0,76 0,77 0,79 0,76 0,75 0,66
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Ayvalik Disi 0,85 0,76 0,78 0,83 0,72 0,72 0,70
Ayvalik Disi 0,87 0,75 0,79 0,90 0,75 0,74 0,77
Ayvalik Disi 0,83 0,75 0,77 0,79 0,71 0,72 0,75
Ayvalik Disi 0,86 0,74 0,79 0,85 0,73 0,74 0,73
Ayvalik Erkek 0,87 0,76 0,80 0,84 0,74 0,73 0,56
Ayvalik Erkek 0,84 0,75 0,79 0,82 0,72 0,71 0,54
Ayvalik Erkek 0,83 0,75 0,79 0,97 0,71 0,69 0,63
Ayvalik Erkek 0,85 0,76 0,78 0,83 0,74 0,73 0,65
Ayvalik Erkek 0,85 0,78 0,75 0,79 0,71 0,76 0,70
Ayvalik Erkek 0,86 0,76 0,77 0,91 0,71 0,72 0,76
Ayvalik Erkek 0,76 0,77 0,79 0,75 0,74 0,73 0,58
Ayvalik Erkek 0,83 0,76 0,76 0,76 0,74 0,72 0,63
Ayvalik Erkek 0,85 0,77 0,79 0,76 0,71 0,74 0,51
Ayvalik Erkek 0,84 0,76 0,80 0,71 0,75 0,72 0,46
Ayvalik Erkek 0,84 0,79 0,77 0,78 0,68 0,69 0,64
Ayvalik Erkek 0,85 0,76 0,78 0,84 0,72 0,73 0,62
Ayvalik Erkek 0,84 0,78 0,79 0,78 0,74 0,74 0,67
Ayvalik Erkek 0,83 0,75 0,77 0,91 0,76 0,71 0,71
Ayvalik Erkek 0,86 0,76 0,80 0,89 0,75 0,73 0,60
Ayvalik Erkek 0,84 0,72 0,77 0,88 0,71 0,72 0,69
Ayvalik Erkek 0,85 0,76 0,81 0,91 0,73 0,73 0,79
Ayvalik Erkek 0,83 0,74 0,76 0,89 0,71 0,71 0,76
Cesme Disi 0,84 0,78 0,77 0,80 0,76 0,73 0,67
Cesme Disi 0,87 0,74 0,80 0,84 0,75 0,74 0,61
Cesme Disi 0,86 0,76 2,46 0,80 0,76 0,77 0,75
Cesme Disi 0,88 0,76 0,81 0,82 0,75 0,75 0,58
Cesme Disi 0,86 0,77 0,78 0,83 0,75 0,76 0,67
Cesme Disi 0,85 0,75 0,77 0,88 0,77 0,75 0,56
Cesme Disi 0,86 0,77 0,78 0,79 0,75 0,73 0,69
Cesme Disi 0,86 0,75 0,80 0,79 0,77 0,74 0,59
Cesme Disi 0,84 0,74 0,78 0,87 0,75 0,72 0,62
Cesme Disi 0,86 0,76 0,79 0,80 0,74 0,76 0,62
Cesme Disi 0,86 0,77 0,78 0,74 0,76 0,74 0,43
Cesme Disi 0,86 0,92 0,77 0,82 0,79 0,75 0,56
Cesme Disi 0,84 0,73 0,76 0,78 0,78 0,73 0,59
Cesme Disi 0,86 0,74 0,76 0,86 0,76 0,74 0,70
Cesme Disi 0,85 0,74 0,76 0,86 0,75 0,74 0,56
Cesme Disi 0,86 0,74 0,78 0,78 0,77 0,76 0,51
Cesme Disi 0,85 0,76 0,79 0,82 0,75 0,75 0,73
Cesme Disi 0,86 0,76 0,77 0,86 0,73 0,75 0,69
Cesme Disi 0,88 0,77 0,78 0,81 0,79 0,75 0,64
Cesme Disi 0,86 0,75 0,75 0,92 0,77 0,74 0,59
Cesme Erkek 0,87 0,75 0,78 0,79 0,78 0,73 0,72
Cesme Erkek 0,86 0,77 0,77 0,83 0,78 0,74 0,69
Cesme Erkek 0,86 0,78 0,80 0,86 0,78 0,75 0,71
Cesme Erkek 0,85 0,76 0,80 0,86 0,80 0,74 0,58

Cesme Erkek 0,87 0,75 0,77 0,94 0,77 0,75 0,68




84

Ek Tablo 2’nin devami

Populasyon Yiikseklik Genislik Ligament AKIU PAKiakipkam PAKIIVKAM YDIiIVKAM
Cesme Erkek 0,84 0,76 0,76 0,78 0,81 0,73 0,58
Cesme Erkek 0,84 0,76 0,77 0,79 0,75 0,74 0,69
Cesme Erkek 0,84 0,75 0,78 0,86 0,77 0,72 0,63
Cesme Erkek 0,85 0,74 0,78 0,78 0,77 0,75 0,55
Cesme Erkek 0,86 0,76 0,78 0,83 0,76 0,73 0,63
Cesme Erkek 0,83 0,75 0,75 0,84 0,77 0,71 0,60
Cesme Erkek 0,83 0,76 0,78 0,78 0,77 0,69 0,63
Cesme Erkek 0,86 0,78 0,80 0,79 0,77 0,77 0,55
Cesme Erkek 0,83 0,77 0,76 0,93 0,76 0,74 0,71
Cesme Erkek 0,86 0,77 0,78 0,99 0,72 0,74 0,75
Cesme Erkek 0,86 0,74 0,79 0,92 0,75 0,73 0,76
Cesme Erkek 0,85 0,74 0,76 0,87 0,74 0,75 0,71
Cesme Erkek 0,85 0,76 0,75 0,87 0,86 0,74 0,66
Cesme Erkek 0,84 0,77 0,77 0,88 0,75 0,74 0,70
Cesme Erkek 0,85 0,76 0,75 0,98 0,77 0,71 0,73
Hopa Disi 0,85 0,78 0,81 0,82 0,76 0,76 0,65
Hopa Disi 1,04 0,95 0,96 1,12 0,94 0,87 1,03
Hopa Disi 0,87 0,74 0,79 0,92 0,73 0,75 0,56
Hopa Disi 0,84 0,78 0,80 0,93 0,70 0,71 0,74
Hopa Disi 0,85 0,76 0,74 0,86 0,71 0,73 0,70
Hopa Disi 0,84 0,73 0,80 0,99 0,73 0,73 0,86
Hopa Disi 0,84 0,75 0,77 0,93 0,73 0,71 0,78
Hopa Disi 0,86 0,76 0,80 0,89 0,75 0,73 0,75
Hopa Disi 0,84 0,73 0,78 1,03 0,72 0,71 0,75
Hopa Disi 0,87 0,76 0,80 0,95 0,77 0,73 0,82
Hopa Disi 0,86 0,77 0,77 0,90 0,72 0,75 0,66
Hopa Disi 0,86 0,74 0,76 0,95 0,75 0,75 0,70
Hopa Disi 0,84 0,75 0,78 0,95 0,73 0,71 0,73
Hopa Disi 0,86 0,77 0,79 0,92 0,75 0,76 0,74
Hopa Disi 0,86 0,77 0,80 0,98 0,76 0,74 0,63
Hopa Disi 0,87 0,77 0,80 0,82 0,75 0,72 0,65
Hopa Disi 0,87 0,77 0,78 0,84 0,74 0,73 0,74
Hopa Disi 0,85 0,80 0,79 0,89 0,74 0,72 0,76
Hopa Disi 0,86 0,76 0,77 0,83 0,71 0,74 0,58
Hopa Disi 0,83 0,78 0,78 0,92 0,75 0,71 0,86
Hopa Erkek 0,85 0,77 0,77 0,81 0,78 0,76 0,66
Hopa Erkek 0,85 0,74 0,80 0,87 0,74 0,74 0,59
Hopa Erkek 0,85 0,79 0,76 0,96 0,74 0,74 0,73
Hopa Erkek 0,86 0,78 0,77 0,92 0,74 0,76 0,65
Hopa Erkek 0,84 0,74 0,79 0,82 0,76 0,72 0,75
Hopa Erkek 0,87 0,78 0,80 0,89 0,73 0,75 0,74
Hopa Erkek 0,83 0,76 0,82 0,83 0,74 0,72 0,79
Hopa Erkek 0,84 0,76 0,79 0,85 0,72 0,71 0,70
Hopa Erkek 0,83 0,76 0,81 1,00 0,69 0,68 0,75
Hopa Erkek 0,84 0,77 0,79 0,98 0,75 0,70 0,58
Hopa Erkek 0,84 0,76 0,81 0,88 0,77 0,73 0,67

Hopa Erkek 0,85 0,75 0,80 0,91 0,71 0,69 0,72
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Hopa Erkek 0,84 0,77 0,78 0,89 0,74 0,72 0,74
Hopa Erkek 0,86 0,76 0,76 0,87 0,73 0,74 0,72
Hopa Erkek 0,86 0,77 0,79 0,88 0,75 0,75 0,66
Hopa Erkek 0,84 0,79 0,79 0,84 0,73 0,71 0,60
Hopa Erkek 0,88 0,76 0,81 0,79 0,75 0,75 0,76
Hopa Erkek 0,82 0,77 0,79 0,80 0,73 0,69 0,72
Hopa Erkek 0,86 0,75 0,79 0,80 0,74 0,74 0,74
Hopa Erkek 0,85 0,75 0,79 0,90 0,72 0,72 0,78
Trabzon Disi 0,82 0,73 0,80 0,92 0,69 0,69 0,76
Trabzon Disi 0,84 0,75 0,80 0,85 0,69 0,72 0,67
Trabzon Disi 0,82 0,76 0,81 0,85 0,72 0,68 0,75
Trabzon Disi 0,84 0,78 0,83 0,89 0,70 0,73 0,66
Trabzon Disi 0,85 0,76 0,81 0,86 0,71 0,72 0,76
Trabzon Disi 0,84 0,74 0,83 0,87 0,72 0,71 0,68
Trabzon Disi 0,84 0,74 0,83 0,82 0,70 0,70 0,72
Trabzon Disi 0,85 0,76 0,81 0,82 0,71 0,73 0,58
Trabzon Disi 0,86 0,76 0,82 0,85 0,69 0,72 0,68
Trabzon Disi 0,84 0,74 0,79 0,83 0,71 0,70 0,73
Trabzon Disi 0,83 0,74 0,81 0,81 0,69 0,71 0,61
Trabzon Disi 0,85 0,75 0,80 0,84 0,72 0,71 0,71
Trabzon Disi 0,84 0,76 0,82 0,78 0,70 0,70 0,69
Trabzon Disi 0,85 0,77 0,77 0,91 0,73 0,73 0,57
Trabzon Disi 0,84 0,76 0,83 0,90 0,73 0,73 0,72
Trabzon Disi 0,85 0,75 0,83 0,80 0,69 0,72 0,73
Trabzon Disi 0,84 0,74 0,82 0,90 0,72 0,72 0,76
Trabzon Disi 0,84 0,72 0,79 0,92 0,73 0,71 0,59
Trabzon Disi 0,82 0,73 0,81 0,95 0,70 0,68 0,64
Trabzon Disi 0,84 0,73 0,80 0,92 0,68 0,70 0,77
Trabzon Erkek 0,85 0,76 0,76 0,91 0,70 0,74 0,72
Trabzon Erkek 0,84 0,74 0,80 0,83 0,71 0,70 0,65
Trabzon Erkek 0,82 0,73 0,80 0,90 0,69 0,70 0,67
Trabzon Erkek 0,82 0,76 0,79 0,94 0,68 0,69 0,76
Trabzon Erkek 0,83 0,75 0,78 0,96 0,68 0,70 0,60
Trabzon Erkek 0,84 0,77 0,83 0,90 0,71 0,71 0,58
Trabzon Erkek 0,83 0,76 0,81 0,88 0,68 0,70 0,62
Trabzon Erkek 0,85 0,76 0,82 0,87 0,69 0,71 0,63
Trabzon Erkek 0,83 0,75 0,79 0,84 0,71 0,70 0,75
Trabzon Erkek 0,83 0,77 0,79 0,90 0,71 0,73 0,80
Trabzon Erkek 0,82 0,75 0,80 0,85 0,67 0,68 0,74
Trabzon Erkek 0,84 0,76 0,75 0,90 0,71 0,71 0,76
Trabzon Erkek 0,84 0,76 0,81 0,91 0,69 0,70 0,69
Trabzon Erkek 0,82 0,73 0,80 0,96 0,69 0,67 0,68
Trabzon Erkek 0,84 0,74 0,79 0,98 0,69 0,70 0,63
Trabzon Erkek 0,84 0,73 0,77 0,85 0,78 0,73 0,71
Trabzon Erkek 0,83 0,73 0,78 0,90 0,68 0,68 0,79
Trabzon Erkek 1,02 0,76 0,80 0,80 0,70 0,71 0,75

Trabzon Erkek 0,84 0,74 0,80 0,89 0,67 0,68 0,60
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Zongundak Erkek 0,85 0,75 0,81 0,86 0,69 0,71 0,74
Zongundak Erkek 0,85 0,78 0,79 0,88 0,70 0,70 0,74
Zongundak Erkek 0,85 0,79 0,82 0,90 0,71 0,70 0,73
Zongundak Erkek 0,85 0,77 0,82 0,87 0,72 0,68 0,68
Zongundak Erkek 0,84 0,75 0,79 0,83 0,74 0,71 0,66
Zongundak Erkek 0,83 0,74 0,76 0,81 0,72 0,72 0,75
Zongundak Erkek 0,85 0,75 0,77 0,85 0,70 0,72 0,57
Zongundak Erkek 0,87 0,75 0,78 0,93 0,74 0,72 0,78
Zongundak Erkek 0,86 0,77 0,77 0,84 0,72 0,72 0,65
Zongundak Erkek 0,83 0,75 0,77 0,82 0,73 0,71 0,56
Zongundak Erkek 0,83 0,74 0,77 0,88 0,71 0,70 0,74
Zongundak Erkek 0,84 0,77 0,80 0,82 0,71 0,75 0,56
Zongundak Erkek 0,85 0,77 0,79 0,81 0,72 0,73 0,73
Zongundak Erkek 0,86 0,77 0,83 0,83 0,75 0,72 0,76
Zongundak Erkek 0,86 0,77 0,79 0,93 0,72 0,73 0,76
Zongundak Erkek 0,87 0,80 0,82 0,84 0,70 0,73 0,79
Zongundak Erkek 0,83 0,75 0,78 0,84 0,74 0,72 0,66
Zongundak Erkek 0,85 0,81 0,78 0,85 0,74 0,71 0,83
Zongundak Erkek 0,85 0,76 0,78 0,87 0,73 0,72 0,76
Zongundak Erkek 0,85 0,79 0,79 0,83 0,73 0,71 0,87
Zonguldak Disi 0,83 0,80 0,79 0,80 0,75 0,72 0,70
Zonguldak Disi 0,84 0,79 0,78 0,84 0,74 0,73 0,75
Zonguldak Disi 0,84 0,77 0,81 0,90 0,72 0,69 0,70
Zonguldak Disi 0,82 0,73 0,80 0,84 0,72 0,67 0,57
Zonguldak Disi 0,85 0,75 0,80 0,89 0,71 0,69 0,75
Zonguldak Disi 0,86 0,77 0,78 0,82 0,74 0,71 0,62
Zonguldak Disi 0,84 0,77 0,81 0,88 0,72 0,69 0,58
Zonguldak Disi 0,85 0,79 0,81 0,85 0,76 0,71 0,67
Zonguldak Disi 0,86 0,77 0,77 0,80 0,73 0,71 0,75
Zonguldak Disi 0,83 0,75 0,78 0,87 0,73 0,71 0,59
Zonguldak Disi 0,88 0,80 0,80 0,90 0,74 0,74 0,73
Zonguldak Disi 0,84 0,78 0,77 0,84 0,72 0,71 0,74
Zonguldak Disi 0,82 0,78 0,74 0,87 0,75 0,73 0,67
Zonguldak Disi 0,84 0,76 0,79 0,89 0,72 0,71 0,78
Zonguldak Disi 0,83 0,77 0,79 0,80 0,73 0,70 0,64
Zonguldak Disi 0,84 0,79 0,79 0,80 0,75 0,74 0,72
Zonguldak Disi 0,84 0,77 0,77 0,97 0,73 0,71 0,68
Zonguldak Disi 0,84 0,77 0,81 0,85 0,73 0,71 0,57
Zonguldak Disi 0,85 0,75 0,78 0,80 0,72 0,72 0,72
Zonguldak Disi 0,82 0,77 0,79 0,86 0,74 0,70 0,75
Bodrum Erkek 0,86 0,78 0,80 0,74 0,73 0,74 0,65
Bodrum Erkek 0,83 0,74 0,75 0,83 0,72 0,70 0,77
Bodrum Erkek 0,85 0,80 0,79 0,76 0,72 0,74 0,54
Bodrum Erkek 0,86 0,76 0,80 0,89 0,68 0,72 0,77
Bodrum Erkek 0,84 0,78 0,75 0,91 0,75 0,73 0,71
Bodrum Erkek 0,86 0,76 0,81 0,79 0,72 0,73 0,56

Bodrum Erkek 0,87 0,77 0,79 0,74 0,75 0,73 0,67
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Bodrum Erkek 0,85 0,76 0,79 0,75 0,76 0,73 0,58
Bodrum Erkek 0,88 0,75 0,79 0,84 0,73 0,77 0,54
Bodrum Erkek 0,87 0,77 0,82 0,85 0,72 0,72 0,71
Bodrum Erkek 0,87 0,77 0,79 0,82 0,76 0,76 0,64
Bodrum Erkek 0,86 0,79 0,79 0,85 0,75 0,72 0,69
Bodrum Erkek 0,87 0,73 0,78 0,81 0,73 0,73 0,75
Bodrum Erkek 0,85 0,74 0,77 0,87 0,69 0,74 0,59
Bodrum Erkek 0,84 0,76 0,78 0,91 0,69 0,73 0,66
Bodrum Erkek 0,84 0,79 0,78 0,95 0,75 0,72 0,74
Bodrum Erkek 0,86 0,75 0,75 0,96 0,70 0,70 0,74
Bodrum Erkek 0,85 0,75 0,77 0,81 0,70 0,72 0,66
Bodrum Erkek 0,85 0,72 0,75 0,88 0,69 0,72 0,72
Bodrum Erkek 0,87 0,77 0,77 0,92 0,73 0,75 0,67
Bodrum Disi 0,83 0,78 0,81 0,81 0,76 0,72 0,63
Bodrum Disi 0,87 0,79 0,81 0,73 0,72 0,76 0,64
Bodrum Disi 0,86 0,75 0,78 0,80 0,74 0,75 0,71
Bodrum Disi 0,87 0,76 0,77 0,88 0,77 0,74 0,70
Bodrum Disi 0,84 0,76 0,79 0,76 0,75 0,73 0,72
Bodrum Disi 0,86 0,80 0,82 0,85 0,74 0,73 0,48
Bodrum Disi 0,85 0,75 0,75 0,81 0,73 0,73 0,62
Bodrum Disi 0,87 0,75 0,79 0,82 0,79 0,71 0,63
Bodrum Disi 0,85 0,77 0,81 0,78 0,74 0,73 0,63
Bodrum Disi 0,84 0,79 0,77 0,84 0,72 0,74 0,59
Bodrum Disi 0,86 0,76 0,77 0,76 0,76 0,74 0,74
Bodrum Disi 0,85 0,77 0,77 0,83 0,75 0,73 0,74
Bodrum Disi 0,86 0,74 0,77 0,82 0,71 0,75 0,74
Bodrum Disi 0,86 0,76 0,77 0,81 0,74 0,75 0,72
Bodrum Disi 0,84 0,78 0,77 0,83 0,76 0,75 0,57
Bodrum Disi 0,85 0,75 0,77 0,84 0,70 0,73 0,64
Bodrum Disi 0,87 0,74 0,77 0,87 0,71 0,72 0,67
Bodrum Disi 0,86 0,77 0,78 0,89 0,75 0,74 0,65
Bodrum Disi 0,86 0,75 0,78 0,79 0,70 0,72 0,58
Bodrum Disi 0,87 0,77 0,80 0,85 0,69 0,74 0,55
Ordu Erkek 0,87 0,77 0,78 0,89 0,73 0,75 0,61
Ordu Erkek 0,85 0,74 0,79 0,88 0,74 0,71 0,67
Ordu Erkek 0,88 0,78 0,82 0,90 0,72 0,75 0,69
Ordu Erkek 0,86 0,77 0,79 0,91 0,73 0,75 0,67
Ordu Erkek 0,87 0,78 0,79 0,82 0,70 0,73 0,60
Ordu Erkek 0,86 0,78 0,82 0,88 0,76 0,69 0,57
Ordu Erkek 0,83 0,77 0,78 0,88 0,75 0,76 0,66
Ordu Erkek 0,82 0,72 0,78 0,89 0,71 0,70 0,61
Ordu Erkek 0,86 0,75 0,81 0,85 0,69 0,70 0,60
Ordu Erkek 0,85 0,74 0,79 0,86 0,72 0,72 0,68
Ordu Erkek 0,86 0,75 0,83 0,94 0,78 0,77 0,75
Ordu Erkek 0,85 0,73 0,80 0,89 0,71 0,70 0,89
Ordu Erkek 0,83 0,74 0,78 0,83 0,73 0,72 0,55

Ordu Erkek 0,88 0,77 0,79 0,87 0,73 0,75 0,57
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Ordu Erkek 0,86 0,75 0,84 0,88 0,70 0,69 0,80
Ordu Erkek 0,82 0,75 0,80 0,80 0,77 0,70 0,66
Ordu Erkek 0,86 0,78 0,80 0,86 0,75 0,75 0,71
Ordu Erkek 0,84 0,77 0,79 0,86 0,74 0,74 0,68
Ordu Erkek 0,84 0,80 0,79 0,87 0,76 0,75 0,61
Ordu Erkek 0,84 0,81 0,79 0,85 0,74 0,75 0,60
Ordu Disi 0,85 0,78 0,82 0,90 0,74 0,75 0,71
Ordu Disi 0,85 0,75 0,82 0,88 0,75 0,74 0,76
Ordu Disi 0,86 0,75 0,84 0,91 0,75 0,73 0,78
Ordu Disi 0,85 0,75 0,81 0,88 0,76 0,71 0,73
Ordu Disi 0,83 0,74 0,83 0,87 0,71 0,72 0,86
Ordu Disi 0,85 0,75 0,82 0,88 0,71 0,74 0,77
Ordu Disi 0,84 0,75 0,72 0,86 0,74 0,75 0,49
Ordu Disi 0,86 0,74 0,78 0,88 0,77 0,75 0,78
Ordu Disi 0,85 0,74 0,71 0,85 0,75 0,77 0,68
Ordu Disi 0,83 0,76 0,80 0,85 0,72 0,69 0,68
Ordu Disi 0,85 0,75 0,82 0,87 0,72 0,72 0,78
Ordu Disi 0,84 0,74 0,79 0,90 0,71 0,72 0,83
Ordu Disi 1,07 0,80 0,79 0,91 0,73 0,75 0,79
Ordu Disi 0,87 0,75 0,79 0,92 0,72 0,75 0,76
Ordu Disi 0,88 0,77 0,79 0,92 0,71 0,73 0,79
Ordu Disi 0,85 0,76 0,79 0,90 0,74 0,76 0,76
Ordu Disi 0,86 0,76 0,80 0,84 0,72 0,72 0,76
Ordu Disi 0,86 0,73 0,78 0,86 0,71 0,72 0,76
Ordu Disi 0,85 0,73 0,78 0,91 0,72 0,72 0,78

Ordu Disi 0,82 0,73 0,78 0,84 0,70 0,70 0,72




OZGECMIS

1980 yilinda Trabzon’da dogdu. ilk ve orta grenimini Siirmene’de tamamladi. 1997
yilinda Ankara Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii'nde lisans 6grenimine
basladi. 2001 yilinda lisans O6grenimini tamamlayarak Biyolog unvani aldi. Ayni yil
Karadeniz Teknik Universitesi, Siirmene Deniz Bilimleri Fakiiltesi, Balik¢ilik Teknolojisi
Miihendisligi Anabilim Dali’nda yliksek lisans egitimine baslayarak bir yil ingilizce
hazirlik programina devam etti. 2005 yilinda yiiksek lisans egitimini tamamlayarak ayni yil
doktora egitimine basladi. 2002 yilinda Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii tarafindan aragtirma gorevlisi olarak atandi. Halen Karadeniz Teknik
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii'nde arastirma gorevlisi olarak gérevine devam

etmektedir. Evli ve bir ¢ocuk sahibidir.
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