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OZET

Bu c¢aligmada, Karadeniz’in Tiirkiye kiyilarindaki mezgit populasyonlarinin stok
farklilig1 ve genetik karakterizasyonu 14 dekamer primer kullanilarak RAPD (Rastgele
Cogaltilmig Polimorfik DNA) teknigi ile incelenmistir. Belirlenen sekiz istasyon arasindaki
genetik iligki, benzerlik indeksi ve dendogram ile hesaplanmugtir. Elde edilen en diisiik
benzerlik oram1 (0.676) “Karasu” ile “Rize” arasinda ve en yiiksek benzerlik orani ise
(0.836) “Kiyikoy” ile “Zonguldak™ arasinda bulunmustur.

Cluster analizi sonucunda, Tiirkiyenin Karadeniz kiyilarindaki mezgit populasyonun
tek bir stok oldugu anlagilmugtir.

RAPD verileri ile belirlenen polimorfizm, daha onceden yapilan Karadeniz’in
Tiirkiye kiyilarindaki mezgit populasyonunun stok ayrimu  c¢aligmasmin sonuglarini
dogrulamaktadar.

Anahtar Kelimeler: Merlangius merlangus euxinus (Nordmann, 1840), Karadeniz,
DNA izolasyonu, RAPD, Benzerlik Indeksi, Dendogram



SUMMARY

The Molecular Characterization of the Whiting Along the Turkish Black Sea Coast
Using RAPD Markers

In this study, the genetic characterization and the stock differentiation of whiting
Merlangius merlangus euxinus (Nordmann, 1840) population in the Black Sea coast of
Turkey were carried out with the technique of RAPD (Random Amplified Polimorphic
DNA) by using 14 decamer primer. The genetic relationship among the determined eight
station was estimated by similarity index and cluster analysis. The lowest similarity (0.676)
was found between “Karasu” ve “Rize” and the highest similarity (0.836) was between
“Kiyik6y” ve “Zonguldak™.

At the end of the cluster analysis, it was concluded that there exist a single unit stock
in Turkish Black Sea coast.

The polimorphism which was determined with the data of RAPD confirmed the
result of the stock discrimation studies of whiting population in the Black Sea .

Key Words: Merlangius merlangus euxinus (Nordmann, 1840), Southern Black Sea, DNA
Isolation, RAPD, Similarity Index, Cluster Analysis.
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1. GENEL BiLGIiLER
1. 1. Giris

Baliklarda, molekiiler genetik uygulamalar1 1950°li yillarda kullamlmaya baglandi.
Balik¢ilik aragtrmalarinda molekiiler genetik tekniklerinin kullanimi, genetik verilerin
degerinin daha da iyi anlagilmasi ve tekniklerin kullanilabilirliindeki hizh artiy nedeniyle
son yillarda garpici olarak artti. Bugiin balik¢ihkla ilgili molekiiler genetik aragtirmalarm
sinirlar;, stok ayrimu igin gerekli igaretleyicilerin tanimlanmasiyla ilgili konulardan (Park
vd., 1993) genetikn farklilik seviyelerinin izlenmesine (Smith ve Conroy, 1992), ortaya
cikarilmig veya bir yerden getirilmig stoklardan (Hindar vd., 1991) tiir veya hibridlerin
tanimlanmasma (Yeatman ve Benzei, 1994), kirleticilerin populasyon yapismm genetigi
tizerine olabilecek etkilerinin incelenmesi (Gillespie ve Guttman, 1993) kadar birgok
konuyu kapsamaktadir (Imsiridou ve Zaldivar, 1999).

Giiniimiizde, balik¢ihik bilimiyle ugrasan bilim adamlarn c¢ahstiklar1 sahaya gore
baliklar1 fert, aile, populasyon, alt tiir ve tiir diizeyinde ayut etme ihtiyaci duymuslardir.
Populasyonlarin genetik yapilari ve bu populasyonlar arasmnda goriilebilen genetik
farklilagma birgok etkene bagh olarak degigebilir (Turan, 2000). Bu farkhilagma, kisa
donem igerisinde gerceklegse dahi balikgilik yonetimi ile yakindan ilgilidir. Bundan dolays,
fenotip ve genotip olarak farkh tahmin edilen bahk stoklarinin ve bu stoklar arasinda var
olan genetik cesitliligin ve farklihfin korunmasi olduk¢a Gnemlidir. Stok tespiti ve stok
yapi analizi i¢in fenotipik [ekoloji, markalama, parazitler, fizyoloji, morfometrik, meristik,
kalker yapist (otolit)] ve genetik (sitogenetik, immiinogenetik, kan pigmentleri, protein
elektroforezi ve niikleik asit analizi) gibi farkh metotlara bagvurulmaktadwr (Hindar vd.,
1991; Vuorinen vd., 1991; Smith vd., 1990; Taylor vd., 1991; Carvalho, 1993; Marr, 1957,
Ihssen vd., 1981). Genetik tekniklerin kullanimindan 6nce, morfolojik farkhligin genetik
farklilagmadan kaynaklandig1 farz edilmekte ve stoklarm tespiti, genellikle morfolojik
ozellikler kullanilarak yapilmaktayd: (Smith vd., 1990).

Fenotipik tekniklerin kullanimi, bir tiire ait populasyon tespitinde fenotipik
varyasyonun direkt olarak genetik kontroliin etkisi altmda olmayis1 ve cevresel faktorlerin
degigiminden etkilenmesinden dolayr smirhidir (Kumpf vd., 1987). Populasyonlar arasinda
gozlenen fenotipik varyasyon, kalitsal veya genetiksel olmayabilir, buna ragmen, farkl



cevre sartlarmm etkisinden meydana gelen ve genetiSe bagh olamayan fenotipik
farklihklar olabilmektedir. Fenotipik tekniklerin genetik tekniklerle —desteklenmesi,
balik¢ilk ydnetiminde stoklarm korunmasi ve siireklili§in saglanmasmda dnemli rol oynar
(Ovenden, 1990).

Protein elektroforezi, balikk populasyonlarindaki genetik degisimin dogrudan
cahgilmast igin genis Olgiide kullamlmasma ragmen, DNA markirlar, gen akigi, allel
frekans: ve populasyon biyolojisinde ¢ok Snemli olan parametreler hakkinda daha fazla
bilgi elde edebilmek igin daha yaygm hale gelmigtir (Neigel, 1997).

Izoenzim teknigi, populasyon ¢ahgmalari i¢in uygundur ve protein elektroforezi,
stoklar arasindaki protein allel frekansindaki farkliliklar: belgeleyen ¢ok sayida ¢ahgma ile
temsil edildigi gibi baliklarda stok tespitinde genetik markir belirlenmesi icin kullanilabilir
(Utter ve Ryman, 1993; Carvalho ve Hauser, 1994; Ward ve Grewe, 1994). Allozim
elektroforezi farkli populasyonlarin benzerliginin hizh bir sekilde belirlenebilmesi igin
kullanigh bir tekniktir. Verilen herhangi bir lokustaki varolan genetik farklihgm sadece ¢ok
kiiciik bir miktar1 bile protein elektroforezi kullamlarak goriilebilir. Sonug olarak,
allozimler, sadece Ceratitis capitata (medfly) gibi istilact tlirlerin populasyonlarinda ¢ok
smrh bir ¢oziim saglamugtir (Huettel 1980; Roderick 1996b). Restriksiyon enzimleri,
RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphisms) metodu ile populasyonlar ve bireyler
arasindaki DNA degisimini belirlemek icin kullamlabilir. PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) ile in vitro’da iiretilen mitokondriyal genlerin dogrudan sekansi, tiir ici
populasyonlar arasindaki farkhiliklari incelemek icin son derece hassas bir metot saglar.
Polimorfik mikrosatellit markirlar, balik¢ilik biyolojisinde ve su {tiriinleri yetistiriciliinde
kullanilmak tizere genetik markir olarak Onemli bir potansiyel faydaya sahiptir. Bunlar,
diger genetik markirlarla kiyaslandiginda yiiksek seviyede polimorfizmden dolayr stok
ayri igin Snemli bir yarar saglayabilirler (Imsiridou ve Zaldivar, 1999).

Rastgele dekamer primer kullanilarak PZR ile ¢ogaltilan DNA uzunluklarmmn ortaya
cikardig1 farkliliklar1 esas alan RAPD teknigi, birgok avantaji ile PZR markirlar: iginde
hizla benimsenmig ve bu konuda gahgan laboratuvarlarda tercih edilen bir yontem haline
gelmigtir. Ciinkii RAPD markirlart 6zellikle hem aymi cinse ait tiirler aras1 ve aymi tiir
icindeki genetik farklilii hem de alt tiirler arasindaki ve onlarm farkli populasyonlar:
arasindaki genetik farkliligi ortaya ¢ikarmaktadir (Bardakci ve Skibinski, 1994; Mamuris
vd., 1998; Williams vd., 1998; Bartfai vd., 2003; Espinasa ve Borowsky, 2000; Bartel vd.,
2002; Maltagliati vd., 2003; Chambers vd., 1998).



Mezgit (Merlangius merlangus euxinus), cografik dagilim itibariyle, Gadidae
familyasinin  diger tiirlerinde oldugu gibi tropikal iklim zonunu agip, biraz kuzeye
yerlesmigtir (Nordmann, 1951). Akdeniz’in Avrupa kiyilarinda, Ege denizinde,
Karadeniz’de ve Azak Deniz’inde yaygm olarak bulunan gadoid bir baliktir (Slastenenko,
1956; Fisher, 1973; Whitehead vd., 1986). Mezgit, tiim Tiirkiye Karadeniz kiyisi boyunca
mevcuttur (Ivanov ve Beverton, 1985).

Stok kavrami, balik tiirlerinin yerel populasyonlar iginde boliinmiis olmast ve uyum
gosteren yerel populasyonlar arasindaki genetik farkhiliin varh@ nedeniyle tartigma
konusudur (Palumbi, 1996; Ward ve Grewe, 1994).

Stoklarin cografik dagiimlari, benzerlik ve farkliliklari, dogru igletme politikasinmn
bagarilmasi1  igin ¢ok Onemlidir. Stoklarm cografik izolasyonu ve genetigi, bahgin
morfolojik ve meristik karakterlerine, biiylime oranma ve 1slah edilebilme kapasitesine
tesir eden mekanizmalardir. Bu nedenle, belirli bir balik tiiriiniin birim stogunun bir veya
daha fazla oldugunu belirlemek balikgilik biyologlarnin ilk gorevlerinden biridir. Ismen
(2001), Tiirkiye’nin Karadeniz klyﬂanndakl mezgitlerde (Merlangius merlangus exinus)
hem morfolojik hem de meristik verilere gore Mahalanobilis’in genellestirilmis araligint
uygulayarak stok ayrim caligmas: yapmugtir. Genel fenotipik ve genotipik 6zelliklerdeki
farkliigm azhig1 (P>0.01) tek bir stogun oldugunu gostermistir.

Bu caligmada, su ana kadar Karadeniz mezgit (Merlangius merlangus euxinus)
populasyonunda yapilan stok ayrim caligmalari yoluyla belirlenen stok yapismin RAPD
teknigi ile genetik farkliliklart ve bu alttiire Ozgli, uygun primerlerin belirlenmesi

amaglanmugtir.

1. 2. Merlangius merlangus euxinus Hakkinda Genel Bilgiler
1. 2. 1. Sistematikteki Yeri

Akgiray (1987), Slastenenko (1956), Wheeler (1968), Fisher (1973) ve Whitehead
vd. (1986) tarafindan sistematik kategori ile ilgili olarak kabul edilen Mezgit’in
taksonomik smiflandirilmas: tamamlanmamgtr. Bu nedenle, en genig bir sistematik
siniflandirmanm Neilson (1984) tarafindan yapildig1 diisiiniilmiigtiir (Ismen, 2001).



Bu sistematik smniflandirma asagidaki gibidir:

Regnum : Animalia

Phylum : Chordata
Subphylum : Craniata (Vertebrate)
Superclass : Gnathostomata
Grade : Pisces

Class : Osteichthyes
Subclass : Actinopterygii
Infraclass : Neoptreygii
Division : Halecostomi
Subdivision : Teleostei
Infradivision : Euteleostei
Superorder : Paracanthoterygii
Order : Gadioformes
Familya : Gadidae

Genus : Gadus

Species : Merlangius merlangus
Subspecies  : Merlangius merlangus euxinus (Nordmann, 1840)

Sinonim olarak Odontogadus merlangus merlangus (Coben vd., 1990) Gadus
euxinus olarak da adlandirilir (Cohen vd., 1990).

1. 2. 2. Gadiformes Takimnin Genel Ozellikleri

Viicutlar1 boyuna oldukca uzamug; sit ve anal yiizgecleri uzun bir bant olugturur ya
da 2-3 (sirt yiicgecte) veya 2 (anal yiizgecte) parcaya ayrilirlar. Karin yiizgeci oldukca
Onde, bagin hemen arkasindadir. Birkag istisnayr gozoniine alinmazsa tlim yiizgecler
yumugak 1ginhdir. Pullar daha ¢ok sikloit, nadiren ktenoittir; bagin viicuda yakm bir kismm
pullarla ortiiliidiir; agiz biiyiik, bir miktar 6ne dogru uzatilabilir; cenede genellikle bir bryik
vardir. Ust genenin kenar1 sadece premaksilladan olugmus; frontali genellikle birbiriyle
kaynagmig; solungac kapagindaki kemiklerin hepsi mevcuttur. Yiizme keseleri fizoklist;
yanal c¢izgi mevcuttur. Biiyiikk Olclide Kuzey Yarmmkiirenin thman ve soguk sularmnda
yasgarlar (Demirsoy, 1998).



1. 2. 3. Gadidae Familyasinin Genel Ozellikleri

Tiirce en zengin alttakimdir. Ekonomik 6neme sahip tiirleri icerdifi i¢in Snemlidir.
Pullar1 sikloit; kuyruk yiizgeci simetrik; ii¢ sirt yiizgeci vardir; analylizgeg ise genellikle 2
pargalidir; ovipar; ¢ok fazla yumurta meydana getirirler. Viicutlar1 yanlardan basik, mekik
seklindedir. Derin sularda yasarlar; beslenmek icin yiizeye ¢ikarlar. Yumurtalar: pelajiktir.
Yavrulari 6nce su yiizeyinde yasar ve biiyiidiikk¢e derinlere dogru inerler. CoBunlukla
karnivordurlar (Demirsoy., 1998).

1. 2. 4. Gadus Cinsinin Ozellikleri

Ug sit, iki anal yiizgecleri vardir. Gadus merlangus’ta oldugu gibi ikinci dorsal
yiizgeg ile iigiincii dorsal yiizgec arasinda biiyiik bir agiklik yoktur. Cenede, ¢ok kiiciik, zor
farkedilebilir bir biyik vardir. G6giis yiizgeglerinin kaidesinde koyu bir benek bulunur. 40
cm (nadiren 70 cm) boyunda olabilirler. Sirt kisimlar1 grimsi sari, karm kisimlar1 giimiig
rengindedir. Camurlu zeminleri tercih ederler. Karadeniz, Marmara, Akdeniz’de keza
kuzeydeki ‘denizlerde yagarlar. Akdeniz’de yagayan diger tlirler olan G. poutassou =
Bakalyaro ve G. capelanus’un ekonomik agidan ¢ok Snemli degillerdir (Demirsoy, 1998).

1. 2. 5. Merlangius merlangus euxinus’un Morfolojik Ozellikleri

Tiirkiye ve Karadeniz’e kiyisi olan diger iilkelerin sularinda ve Marmara ile Ege
denizinde bulunan mezgit baligt (Sekil 1.) Gadidae familyasimn Merlangius cinsine
dahildir (Slastanenko, 1956). Viicudu yanlardan hafifce basik fuziform seklindedir. Pullar,
kiigiik olup sikloid tiptedir. Sirttaki ii¢ dorsal yiizgeg, birbirinden ¢ok kiiclik araliklarla
ayrilmugtir. Tki adet olan anal yiizgecler birbirinden ayrilmamug ve ventral ylizgeg pelvik
yiizge¢’ten daha onde yer almaktadw. Yiizge¢ ignlarmin tamamu yumusak olup yiizgeg
formiilii; D; 14-17, D, 16-19, D; 18-22, A; 28-32, A, 19-22, P 19-20 seklindedir ve omur
sayist 51-54 adet arasindadir (Whitehead vd., 1986).

Mezgit baligmm burun kismi uzun ve sivricedir. Ust gene, alt geneden belirgin bir
sekilde uzun olup genelerde ¢ok sayida kiigiik ve sivri digler mevcuttur. Bu alttiir, pektoral
yiizgecin viicut boyuna oranla daha uvzun olmasi ve alt ¢ene altinda kiiciik bir sakal
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1. 2. 6. Calisma Alamimin Genel Ozellikleri

Karadeniz, Avrupa ve Asya Kitalar’mn birbirine yaklastigi bir bélgede, 40° 55 ve
46° 32 kuzey enlemleriyle, 27° 27 ve 41° 42 dogu boylamlar arasinda yer alan kismen
kapah bir i¢ denizdir. Giineyden Istanbul Bogazi ile Marmara Denizi’ne, Kuzeyden Kerch
Bogaz1 ile Azak Denizi'ne bagl olan Karadeniz’in maksimum derinligi 2200 m’dir.
Yiizey alan1 432.000 km” ve su hacmi 513.000 km®’tiir. Kuzey Bat1 Karadeniz diginda s1g
bolge alanlari olduk¢a azdw. Karadeniz, Akdeniz ve Ege Denizi'ne gore cok az sayida
korfez ve koya sahiptir. Kuzeybat: kiyilar1 hari¢ dik yapili sira daglarla ¢evrili kiyilari ile
karakterize edilir.

Karadeniz’e nehirler yoluyla yillbk tath su girigi 400 km® tiir. Bunun en Snemli
kismmnin Tuna Nehri (200 km®) saglamaktadir. Anadolu kiyilarindan Karadeniz’e en fazla
su bosaltim Sakarya, Kizilirmak ve Yesilirmak’tan olup her birinin yillik olarak tagidigi su
miktar1 6 km® civarindadir. Karadeniz Havzast bol yagis alan bir havzadir. Yagis miktar
batidan doguya dogru artig gosterir ve 2500 mm’ye ulagir (Celikkale vd., 1999).

Karadeniz’in fiziksel parametreleri mevsimsel olarak farkhlik gosterir. Bu farklidik
daha c¢ok yiizey sularinda goriliir. Sicaklik degisimlerinin en fazla oldugu katman
atmosferik direkt etkilesim halinde olan mevsimsel termoklin tabakasinin iizerinde kalan
ylizeye en yakin su kiitlesidir. Ortalama olarak 100 m’nin altindaki sularm sicakliginin
sabit kalmasmna ragmen yiizeyde yaklagik 50-60 m kalmlhgindaki su kiitlesinin sicakhgi
mevsimlere bagli olarak Onemli Olgiide degismektedir. Tuzluluk genel olarak 50 m’lik
tabakada % 18-18.5 iken 60-150 m derinliklerde hizli bir degisim olmakta ve ortalama
olarak 150 m derinde %21’¢ ulagmakta ve daha alt seviyelerde %22.2-22.4 degere
ulagmaktadir (Celikkale vd., 1999).

Karadeniz havzasi oldukca karmagik bir dip topografyasina sahiptir. Yaklagik 2000
m derinlige sahip abbisial zon toplam havzamn %60’m olusturur. Derinligi 200 m’yi
gegmeyen ve toplam alanm yaklagik %25’ini olusturan kita sahanligi olduk¢a dardir. Kita
sahanlign kiyrya paralel olarak yaklagik 20 km genisliginde oldukca degisimler gosterir
(Celikkale vd., 1999).

Karadeniz sahip oldugu ekolojik yap1 nedeniyle 150-200 m’den sonraki derinliklerde
anoksik Ozellikler gosterir. Bu derinliklerde hidrojen siilfiir (H,S) gazinin varlig ve

oksijenin hizla azalmasi biyolojik verimliligi sinirlamaktadir. Bu nedenle, Karadeniz’in



zengin besleyici 6zelligine karsmn, 6zellikle bentik organizmalari, tiir cesitliligi yoniinden
oldukca fakirdir (Balkag vd., 1990).

Tiirkiye balik iiretiminde Onemli bir paya sahip olan Karadeniz’de kirlenmeden
kaynaklanan genis capta ekolojik degisikliklerin olmasi, deniz {riinlerindeki verimliligin
azalmasina neden olmugstur (Celikkale vd., 1999).

1. 2.7. Ekonomik Onemi

Ulkemiz i¢ su ve denizleri ekonomik tiirler acismdan zengin sayilabilecek
diizeydedir. Karadeniz’de 2001 yilinda avlanma miktar1 agismmdan hamsi ve istavrit’ten
sonra mezgit bahig1 gelmektedir (DIE, 2003).

Yapilan caligmalarda, Karadeniz’deki demersal tiirlerin av kompozisyonunda
mezgitin dominant tiir oldugunu bildirmektedirler (DIE, 2003).

Devlet Istatistik Enstitiisti verilerine gore Karadeniz’de 2001 yilinda sirasiyla 7.781
ton mezgit bahgi avlanmistir. Mezgit bahigi ortalama iiretimimizin % 70’den fazlasi
Karadeniz bolgesinden saglanmaktadir (DIE, 2003). Mezgit balig: iiretimimizde, son
yilarda diger tiirlerde oldugu gibi av araglar: sayisindaki artig, su kirliligi ve olumsuz ¢evre

sartlar1 nedeniyle gitgide bir diislis gdzlenmektedir.

1. 3. Genetik Degisimin Tespiti icin Kullamlan Markir Sistemleri

Ekonomik ©Oneme sahip olan ve baski altinda bulunan tiirlerin stok yapilarmn
analizinde ekolojik, markalama, parazit dagdimi, fizyolojik ve davramg &zellikleri,
morfolojik veya meristik karekterlerinin incelenmesinin yani sira son yillarda bahkcilikta
molekiiler genetik caligmalarmma biiyiik bir ilgi bulunmaktadw. Genetik markirlarin
calisilmasi Ozellikle balik¢ilikta tic alanda ana etkiye sahiptir. Bunlar stok yapisimn analizi,
su lrlinleri yetistiriciligi ve sistematik ¢ahigmalardir. Ayrica yok olma tehlikesiyle karsi
karsiya olan tiirlerin genetikleri, genetik farklilik {izerine kirlenmenin ve balik¢iligin etkisi
ve bir ortama sokulan tiirlerin genetikleri tizerine caligmalar yapilmaktadir.

Genetik farkhlik, bitki ve hayvan tiirlerinin populasyonlar1 arasindaki ve populasyon
icindeki degisim miktaridir. Bir tiirin genetik yapilanmasi, cografik alan icerisindeki tiiriin

populasyonlar: arasinda da farkli olabilir. Populasyonun kayba ugramasi, bolgedeki toplam



biyolojik farkliigim ve bu tiir icin genetik farkliligin azalmasiyla sonuglanir. Biyolojik
degisim diizeyi, bu tiirlin en avantajli yonlerinde degisimin devam etmesi ve degisen
sartlara uyum saglayan tiirlin diizenlenmesi i¢in dSnemlidir (Féral, 2002).

Ayni tiire ait veya tiir i¢i balikk populasyonlar: arasindaki genetik farkliliklar1 agiga
cikarmak igin molekiiler caligmalar yapilmaktadir. Giiniimiizde bu ¢ahsmalar genel olarak
Protein ve DNA olmak iizere iki tiir genetik markir sistemi kullanilarak yapilmaktadir.

1. 3. 1. Protein Markarlar:

1. 3. 1. 1. izoenzimler

Izoenzimler, bir veya daha fazla gen lokusu tarafindan kodlanan iglevsel olarak
benzer fakat farkh elektrik yiikleri ile ayrilabilen enzim formlaridir (Markert ve Moller,
1959). Gegen yirmi yilda, balik genetikgileri, cesitli balik tiirlerinde populasyon
diizeyindeki genetik farkliligi karakterize etmekte oOncelikli olarak protein (izoenzim)
elektroforezini  kullannuglardir (Winans, 1980; Waples, 1990). Izozim ve allozimler
cogunlukla nigasta jelinde kosturulmaktadir. Protein elektroforezinde, belirli bir proteinin
alternatif formlari, net yiiklerindeki (aminoasit swralarnin fonksiyonu), boyutlarindaki ve
sekillerindeki farkliiklara dayali olarak ayrilirlar. Elektroforezin uygulamasindan sonra
izoenzimler, lokusun goriilebilirligine bagh olarak genis cesitlilikteki boyalar ile boyanir.
Farkli alleller (polimorfizm), nisasta jelinde farkli bantlar olarak goriilir. Bu teknik
populasyon ¢aligmalarinda ¢ok iyi 6rnek verir.

Izoenzim analizi, ucuz ve hizh bir yontem olmasina ragmen her zaman tiire dzgii
allellerin bulunmayigt ve cogu tiirde, genomun biiylik bir kismunin ¢ahgilmasma uygun
izoenzim markirlarmin sayisimn  yetersiz kalmasi gibi dezavantajlari vardir. Izoenzim
kullanimi, polimorfizmin eksikligi ve markir belirlenmesi i¢in gesitli metodlarin kullanimi
gerektiginden genetik farkhihgin belirlenmesi i¢in kullanimu simirhdir (McComb, 1999).

Izoenzim elektroforezi, Leuciscus cephalus tirliniin farkli alttiirlerinin varligmi
ispatlamak igin kullamlmustir (Imsiridou vd., 1997). Izozim elekterofoezi ile genetik
farkliigin  analizi, Kuzey Pasifik Okyanus’undaki Pasifik Mezgit’inin = (Gadus
macrocephalus) genetik olarak ayri iki grup olarak belirlenmesine izin vermigtir (Grant

vd., 1987). Morina bahg’'min (Gadus morhua) dokuz farkh stogu arasindaki genetik
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farklihgin miktar1 elektroforetik olarak belirlenebilen protein lokuslarindan hesaplandi

(Mork vd., 1985).

1. 3. 1. 2. Alloenzimler

Ayni gen lokuslarindaki farkli allellerin iiriinii olan izoenzimler, alloenzimler olarak
tanimlanir (Marker ve Moller, 1959). Alloenzim elektroforezi, farkli populasyonlarm
benzerliginin hizh bir sekilde belirlenebilmesi i¢in kullamigh bir tekniktir. Verilen herhangi
bir lokustaki varolan genetik farkliligin sadece ¢ok kiiciik bir miktar1 bile protein
elektroforezi kullanilarak goriilebilir. Bu nedenle, allozimler, Ceratitis capitata (medfly)
gibi istilact tiirlerin populasyonlarinda genetik farkhhigin belirlenmesi igin ¢ok smmrh bir
¢Oziim saglamgtir (Huettel 1980; Roderick 1996).

Genel olarak alloenzim ¢aligmalart DNA markirlari ile karsilagtirildiginda;

a. Kimyasal ve is¢ilik bakimindan diisiik ticret gerektirir.

b. Kisa siire icersinde gesitli alloenzim lokileri igin ¢ok fazla sayida Ornek

calisilabilir.

c. Kodominantlik, diploid organizmalarda her iki allel genellikle agik bir sekilde

belirlenebilir ve heterozigotlar homozigotlardan ayirt edilebilir.

Alloenzim elektroforezi, tiir ve stok ayrimu icin kullanilan en baskin genetik
tekniktir. Gizli kardes tiirler, cok sayida kemikli balikta gosterilmistir (Yamaoka vd., 1992;
Musly ve Keenan, 1992). Taksonlarin karigmig olmasi tezi ileri siiriildiigiinde, bazen,
alloenzim verileri taksonlarm varligm onaylamak igin de kullaniir (Booth vd., 1990;
Creech, 1991). Bununla birlikte alloenzim ¢ahgmalarmin bazi dezavantajlari  da
bulunmaktadir. Yeni bir allel yalnizca niikleotid dizilimde meydana gelecek degisikliklerle
birlikte olusacak amino asit degisiklikleriyle molekiiliin elektroforetik hareketliligindeki
degisim yoluyla yeni bir allel polimorfik olarak tespit edilebilir. Yalmzca 64 kodonun 20
tane aminoasiti kodlamasi ve her aminoasitin degigiminin elektrik yiikiinde degisiklik
meydana getirmemesi ve yalmzca nukleotidlerin %30’nun degisiminin ancak elektroforetik
olarak tespit edilmesi simirlayici etkenlerdendir. Teorik olarak DNA ile yapilan ¢ahgmalar
proteine gore daha polimorfiktirler. Alloenzim elektroforezlerinin kullanimi genomun
yalmz belirli bir kismindaki degisiklikleri belirlemekle sirhidir. Kullandan doku tipleri

(kas, ciger, goz, kalp gibi) genellikle drnek toplarken canlnin Slmesini gerektirmektedir.
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Ayrica Orneklerin saklanmasi bir aya kadar —20°C ‘de, bundan uzun siireler i¢in -70°C’ de

olmahdar.

1. 3. 2. DNA Markrlan

Protein elektroforezi ile yapilan ¢aligmalarin en biiyiik avantaji kisa zaman almasi ve
ckonomik olmasidir fakat dezavantaji mutlaka taze materyale gereksinim duyulmasidir.
Baz1 populasyon ve tiirlerde DNA caligmalarmna gore ¢ok daha diisiik seviyede polimorfik
olmasi, bu yontemin kullandmasint smirlayan en 6nemli dezavantajdir. Bu nedenle son
yilarda yapilan ¢aligmalarda DN A markar sistemleri tercih edilmektedir.

DNA’ya dayali markirlar, DNA seviyesinde bireylerin karsiastirilmasmi saglar.
Ayni sekilde, molekiiler ve biyokimyasal markirlar, genotipler arasindaki genetik
akrabalig1 tam olarak ¢aligmaya olanak verir (Williams vd., 1990).

DNA markirlar ile tespit edilen genetik varyasyonun toplam miktari, protein
metotlar: ile tespit edilen miktardan oldukga fazladir. Bunun baglica sebebi DNA zincirinin
direkt olarak incelenmesidir.

Uzun yillar boyunca, molekiiler biyolojideki yavag fakat uzun soluklu yiiriiyiis,
molekiiler smiflandirma ve polimorfizmin gosterilmesi igin gerekli oranda da pahal olan
teknikler hemen hemen genoma girise izin vermistir. Karmagik ve pahali oluslari,
populasyon biyolojisinde hedeflenen projelerin tam olarak uygulanmasini smirhyordu. Iste
bu noktada, PZR, metodolojide devrim yapti (Mullis vd., 1987). 1988 yilinda termostabil
DNA polimerazmn kesfi ile de PZR’1n kullanimu ¢ok ilerleme kaydetmistir. Teknik, oldukca
diisik miktarda kalip DNA kullanilarak bir veya daha fazla sayida hedef DNA
fragmentinin in vitro sartlarda enzimatik olarak cogaltilmasma dayanir. Cogaltilan DNA
markirlar1 daha sonra otoradyografi veya boyama yapilarak elektroforetik olarak gozlenir
(Féral, 2002).

DNA sekans analizi: Bu metot, DNA ve RNA’nm niikleotid swralarmin kendi
niikleotit haritasim1 ¢ikarmak icin en iyi genotipik ¢Oziimii sunar. Smalar, ya genomun
hedeflenmig bolgelerinin PZR yoluyla amplifiye etmek icin ©6zel primerler kullanan
genomik DNA’nin dogrudan sekansi yoluyla ya da bu bélgenin klonlanmasi ve klonlanmig
parcanin sekansi ile elde edilebilir. En yaygin olarak kullanilan sekans yontemi “Sanger
dideoksi” yontemidir (Sanger vd., 1977; Avise, 1994; Ferraris ve Palumbi, 1996; Hillis vd.,
1996; Page ve Holmes, 1998). Sanger metotu, glintimiizde de sekans i¢in tercih edilen pek
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¢ok otomatik sekanslama tekniginin temelini olusturur. Fakat pahali olusu sebebiyle
uygulamasi sinirhdir.

Sitoplazmik DNA c¢ok sayida kopyadan meydana gelir. Her bir kopya hemen hemen
tamamen aymi sekilde anneden kalitihr. Bu da populasyon yapisina karsi cinsiyete baglh bir
yaklasgim sunar. mtDNA son derece degiskendir ve bugiin populasyon biyolojisinde
kullanilmaktadir. Filocografyasmnin olusturulmasma ¢ok yardimci olur (Avise vd., 1987).
mtDNA’nin kodlama yapan (sitokrom b ve ND genleri, vs.) veya kodlama yapmayan
bolgeleri kullanarak yapilan calismalarin artan sayiar1 ¢ok degiskendir ve mtDNA’nin
transkripsiyonu ve replikasyonunun baglatilmas: ile iliskilidir. Uluslararas: primerler,
dogrudan sekans yapmay1 ve PZR yoluyla amplifikasyonlarim miimkiin kilar (Kocher vd.,
1989).

Cok lokuslu problarin kullanimi, DNA fragment sayilarmin artmasiyla bireyin
genomu igindeki yiiksek degisiminin gosterilmesini miimkiin kilar (Jeffreys vd., 1985b).
Multilokulus DNA fingerprinting, ashnda ciftlesme sistemini inceleme metotudur ve
ebeveyni oldugu sanilan anne ve babadan yavrunun aywt edilmesine olanak verdigi
diistinlilmektedir (Jeffreys vd., 1985b; Burke, 1989).

Restriksiyon endoniikleazlar, 4-6 baz cifti uzunlugundaki belirli bir niikleotit
srrasmdan meydana gelen DNA’y1 herhangi bir yerden kesen son derece 6zel enzimlerdir
(Linn ve Arber, 1968; Kessler, 1987; Avise, 1994). DNA bunun gibi bir enzime maruz
brrakildiginda, parcalara ayrilir. Farkli bireyler, elektroforezle ayrilan farkh sayida kesim
triinleri  Uretebilirler. Restriksiyon bdlgeleri mutasyon yoluyla kaybolmus veya
kazanilmigtir. Hem tek kopya niikleer DNA (scnDNA) hem de mtDNA’daki degigimin
belirlenmesi icin kullanilan iki yaygmn metot; RFLP analizi ve DNA sekans analizi’dir.
PZR yoluyla iiretilen mtDNA RFLP parcalari, dogrudan gosterilebilir. Elde edilen bilgiler,
DNA bolgelerinin restriksiyon enzimler tarafindan olusturulan kesim profillerinin farklihg:
ve DNA srralarmm  degigkenligi ile ilgilidir. Bu teknikler, ¢ok sayida bireyi

incelenebileyen populasyon biyolojisinde uygulanir.

1. 3. 2. 1. VNTRs (Variable Number Tandem Repeats) Markirlar

Nispeten kiigiik ikili tekrar siralari, incelenen tiim okaryot genomlart boyunca
dagilmis olarak bulunmaktadir. VNTR markirlari, farkli uzunluktaki tekrar dizilerini iceren
minisatellit ve mikrosatellit markirlar1 icermektedir. Okaryotik genomda polimorfizmin
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miikemmel kaynaklar1 olup, genetik caligmalarda oldukca etkilidir. Minisatellitler, 9-100
baz cifti uzunluklar: arasinda tek bir lokusta 2 ile birkac yiiz kez tekrar edilebilen ikili kisa
niikleotid siralaridir. Multilokus polimorfik markirlar genetik ¢aligmalarda genis bir yere
sahip olmalarma ragmen ¢ok fazla sayida bant olugmasi nedeniyle heterozigotlugun veya
homozigotlugun tespitinin miimkiin olmamas: ve ayn lokustan gelen bantlarin veya farkli
lokuslardan benzer biiyiikliikteki DNA pargalarinin jel {izerinde aym hiz ile ilerlemesi
genetik hesaplamalarda belirsizlikler yaratir. Bu problemlerden kagmmak igin tek lokus
minisatellite kullanimi miimkiindiir. Tek lokus minisatellite, DNA’nin kodlama yapmayan
kisimlarinin  kullanillarak  yiiksek derecede genetik farkhliklar sergilemesi bu analiz
teknigini alloenzim teknige alternatif yapar (Jeffreys vd., 1985a, b; Nakamura vd., 1987).
Mikrosatellitler ise her bir lokusta yaklasik olarak 100 kez tekrar edilen 1-6 baz cifti
uzunlugunda tek bir tinitedir. Nispeten yiiksek mutasyon oranmm karsihig1 olan belirli bir
lokustaki ¢ok sayida tekrarin giiclii bir degiskenligi vardir. Degisimin boyutu, jeldeki
bantlarin pozisyonlarina bakilarak belirlenebilir. Bu, lokus bagmna diisen yiiksek miktardaki
allel sayisinin belirlenmesine izin verir. Mikrosatellit lokuslar kodominant markirlardir
yani heterozigotlar homozigotlardan ayirt edilebilir ve PZR kullanimi ve allellerin jel
lizerine seperasyonunun yapilmasiyla tiim genetik bilgilere ulagsmak miimkiindiir.
Mikrosatellitler farkli genetik ¢ahgmalar igin ¢ok giiclii tek lokus genetik markir olarak
kabul edilmi§ olmasina ragmen, allellerin PZR amplifikasyonu igin tiire has primer
gelistirilmesi ¢ok pahali caligmalar gerektirmektedir. Bir diger Onemli dezavantaj ise
alleller denatiire olmus poliakrilamid jel iizerinde ayrigtirildigi zaman genellikle merdiven
veya golge seklinde bantlar olusturmaktadirlar. Bu istenmeyen bantlarm, amplifikasyon
iirlinlerinin denaturasyonunun tamamlanmamig olmasindan veya PZR asamasinda olusan

yanls eslesmelerden dolay: oldugu diisiiniilmektedir (Litt ve Luty, 1989; Féral, 2002).

1. 3. 2. 2. AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism)

Bu yaklagim, hem restriksiyon kesimi hem de PZR’yi icerdigi i¢in 6nceki tekniklerin
¢ogunun bazi dezavantajlarinin istesinden gelen bir teknik olmugstur ve bundan dolay
genom cahgsanlar1 arasmda hizh bir sekilde popiiler hale gelmistir. AFLP teknolojisinin
hizla kabuliiniin ilk sebebi, ¢ok sayida polimorfik DNA markirt ortaya ¢ikarma yetehegi ve
¢ogalma tarzidir. Gergekte, AFLP uzunluklarindaki farkliliklarin daha ziyade restriksiyon

parcalarinin varhgr veya yoklugunu arastiuir. AFLP fingerprinting, tiirler ve suglar
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arasmdaki genetik farkhliklar1 analiz etmek icin ve yiiksek ¢oziintlirlikte lokal genetik
haritalamalart  yapabilmek igin kullamlmaktadir. Bir fingerprinting markir olarak
AFLP’nin en biiyiik avantaji, hizli ve ¢ok etkili olmasidir. Dezavantaji ise biallelliktir (Vos
vd., 1995).

1. 3. 2. 3. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) Markirlan

Molekiiler biyoloji tekniklerindeki ilerlemeler sayesinde, genetik polimorfizmi
saptamak i¢in oldukca yararli ¢cok sayida DNA markirlar geligtirilmigtir. Son on yilda,
DNA isaretleyiciler gelistirmek igin en ¢ok kullanilan teknik, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu'na  (PZR) dayali olan "Rastgele Cogaltimig Polimorfik DNA (RAPD)"
teknigidir. RAPD markirlari, tek bir kisa ve rastgele oligoniikleotid primer kullamlarak,
bilinmeyen DNA dizilerinin ¢ogaltilmig {iriinleri olduklarindan, 6nceden DNA baz
dizilerini bilmemiz gerckmez. Her ne kadar, RAPD profilinin tekrarlanabilirligi
tartigmanm odak noktasi ise de, RAPD teknigi ucuz, kisa siirede ¢ok sayida DNA markir
gelistirmedeki etkinligi ve ¢ok gelismis aletlere daha az gereksinim gostermesi nedeniyle
Onemlidir (Bardakci, 2001). Belirli dizin bilgilerini kullanarak smiflandirma yapimindaki
molekiiler genetik yaklagimlarm son yillardaki uygulamalari organizmalar arasindaki
sistematik iligkilere yeni bakig agilarma yol gostermigtir. PZR uygulamalari baglangicta,
belirli DNA segmentlerinin selektif ¢ogaltimi iizerine yonlendirilmis ve baz dizilisi bilinen
primer ciftleri ile amplifikasyonu 6n plana ¢ikmustir. Ancak ilgili dizilerin belirlenmesinde
karsilagilan giiclikler ve genomda yalmz kisith bolgelerdeki taramalardan dogan
yetersizlikler, uygulamaya rastgele oligoniikleotidlerin kullanildigi daha kolay ve etkili
yontemlerin  sunulmasini saglamustir. Bu amagla; 1990’ yillarin baginda birbirinden
bagimsiz iki bilim adamu grubu tarafindan, giiniimiizde yaygin kullamma giren, prensip
olarak aym fakat farkli adlandirilan “Random Amplified Polymorphic DNA” (RAPD)
(Williams vd., 1990) ve “Arbitrarily-primed PCR (AP-PCR)” (Welsh ve McClelland,
1990) teknikleri gelistirilmistir (Bardakci ve Skibinski, 1994).

PZR tarafindan saglanan RAPD markirlarmin gelisgimi, DNA siras1 hakkinda
herhangi bir on bilgi olmaksizin organizmalar arasinda genetik degisiminin tahminine

olanak vermigtir (Hadrys vd., 1992).
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RAPD teknigi yardimiyla, canhlardaki DNA polimorfizmi belirlenebilir. Boylece iki
veya daha ¢ok bireyin birbirleriyle veya populasyonlariyla baglantisi (benzerlik gibi)
bulunabilir. RAPD bu ag¢idan sistematik ¢alismalarda siklikla kullamilan bir tekniktir.

RAPD teknigi, populasyonlar ve tiirler arasmdaki genetik farkliliklari tespit etmek
i¢in geligtirilmigtir. Bu teknik ile genomun yapisi tamamen taranmakta ve baliklar veya
populasyonlar1 arasindaki genetik farkhiliklar incelenmektedir. Bu metotla, PZR igin tek bir
primer kullanilmakta ve genomun tamam PZR’a tabi tutulmaktadir. Bu teknikle, genomun
tamamu taranmakta, primer genom iizerinde rasgele bir sekilde tamdigr bolgelere
kaynagmakta ve polimeraz zincir reaksiyonuyla bu bolgelerde degisik uzunlukta
kopyalama yapmaktadir. Kopyalanan pargalar daha sonra elektroforeze tabi tutulmakta ve
agaroz jeli iizerinde goriintirliigii saglanmaktadir. Primer bolgesinde meydana gelen nokta
mutasyonlari, silinme veya eklenme primerin o bdlgeyi tanimamasina neden olmakta, bu
da degisik uzunluklarda DNA parcalar iiretmekte ve Ornekler arasinda varyasyonun
kaynagi olmaktadir. Bu teknigin baglica avantaji, genomu rastgele taradigi i¢in incelenen
tiiriin ~ genlerinin  yapisi hakkinda herhangi bir Onbilgiye ihtiyac duyulmamasidir.
Dezavantajlar1 ise, bu teknikle orneklerin homozigot ve heterozigot durumlari hakkinda
herhangi bir bilgi edinilememesi ve bandlarin jel iizerinde okunmasinda bir¢ok problem
yaganmasidir. Ciinkii, reaksiyon sartlarmda meydana gelen kiiglik bir degisiklik, sonuca
ctki etmektedir. Bu primerlerdeki tek bir niikleotidin degismesi, tamamen degisik bir sonug
vermektedir (Yu ve Pauls, 1993).

RAPD teknigi, RFLP ve DNA niikleotit dizilimi analizinden daha kisa zamanda ve
daha ekonomik olan alternatif bir tiir ici ve tiirler aras1 genetik farklilk analiz metotu’dur
ve RAPD analizi, Tilapia populasyonlar: igindeki degigme miktarim gostermek icin
yetersiz kalan mtDNA analizinden daha hassas olabilir (Seyoum ve Kornfield, 1992).

RAPD tekniginin basitligi ve ekonomik avantaji nedeniyle, ¢ogu biyoloji alaninda
yaygmn bir gekilde kullanilmaktadir.

RFLP eskiden yaygm olarak genetik haritalamada kullamlirdi. Bu yaklagim bir
probun hibridizasyonunu kapsar. Yararli bir prob DNA bolgelerindeki delesyon yoluyla
kaybolan veya insersiyonla kazanilan bdlgelerden ortaya ¢ikan restriksiyon fragmentlerinin
uzunlugundaki farkhiliklar1 ortaya ¢ikaracakti. RFLP analizinin Southern Blot
yaklagiminin zaman almasi ve teshis ve izolasyonda bazi giicliiklerin olmas1 sebebiyle PZR
teknolojisine artan bir ilgi vardw. RAPD teknigi, baliklarda genetik haritalama da
kullanilir. Postletwait vd. (1994) Halibut’ta (Danio rerio) 401 polimorfik DNA markir
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ortaya cikarmiglardir. RAPD markwlar, O. Niloticus, O. Aureus (Naish vd., 1995) ve
gokkusagr alabahigt Omnchorhyncus mykiss (Jackson vd., 1995) tiirlerinin genetik
haritalarim1 olugturmada da kullanilmugtir. RAPD tekniginin bir dezavantaji da dominant
olmalaridir.

Filogenetik sonu¢ cikarilmasinda, genetik parametrelerin hesaplanmasi veya tireme
sisteminin karakterizasyonu i¢in uygun olabilirler (Grosberg vd., 1996). Cluster analizi,
hesaplama hatalarini azaltirken ebeveynlerin teshisine izin verir (Levitan ve Grosberg,
1993).

Farkli balik tiirlerinde, RAPD tekniginin kullanildig1 secilmis bazi caligmalart
asagida ozetlenmistir.

RAPD markirlarmnin kullaniimmdaki en son caligmalar Cichlid
baliklarmin(Sultmann ve Mayer, 1995) ve Xiphophorus cinsinin (Borowsky vd., 1995)
filogenisinde filogenetik iligkilerinin klasik hipotezini desteklemistir. RAPD markirlari,
Chalmers vd. (1992) tarafindan Gliricidia’daki genetik farkhliklar1 ortaya koymak igin
basarili bir sekilde kullanilmugtir.

Oteki molekiiler teknikler ile ortak olarak, RAPD analizi, alloenzim analizinde
oldugundan daha basarih bir bicimde Oreochromis niloticus’un alttiirlerini birbirinden
aywrtedebilen DNA markirlari tespit edildi (Seyoum ve Kornfield, 1992).

Baillie vd. (1996) tarafindan Orconectes rusticus’un lokal alt populasyonlarinin
genetik degisimi rastgele artirlmug polimorfik DNA (RAPD) analizi kullanilarak
incelenmis ve RAPD ile elde edilen bantlarin benzerligi karsilagtirilarak populasyon icinde
varolan degisim bulunmugtur.

Johnson vd. (1994), Zebrafish (Brachydanyo rerio) omurgall gelisim genetiginin
anlagilmas1 icin kullanigh bir sistem olarak incelemis, bir genetik haritanin olusturulmasi
icin DNA’ya dayali genetik polimorfizmi tanimlamak igin Zebrafish’in iki laboratuvar
rkinim arasindaki genetik polimorfizmin teshisinde RAPD primerlerini kullanmuglardir.

Bardakcr ve Skibinski, (1994) tarafindan, RAPD analizini Oreochromis cinsinin ii¢
tiirli ve Oreochromis niloticus’un dort alt tiirline uygulanmigtir. On {i¢ rastgele dekamer
populasyonlar arasindaki ve i¢indeki polimorfizmi 6lgmek icin kullanilmgtir.

Barttai vd. (2003), on polimorfik RAPD markir1 ve dort mikrosatellit kullanarak biri
80 digeri 196 birey iceren iki sazan stogunun genetik analizini yapmglardir.

Harada vd. (1994) RAPD analizi yoluyla ii¢ Shorea cinsi arasindaki genetik farklihig:

hesaplamiglardir.
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Dahle vd. (1998), RAPD fingerprinting’i Hilsa shad (Tenualosa ilisha)’m g
populasyonu arasindaki ayrimi yapmak i¢in kullanmugtir..

Cin mersin baligindaki (Acipencer sinensis) genetik farklihklar, Zhang vd. (2000)
tarafindan RAPD tekniginin uygulanmasi sonucunda belirlenmistir.

Takagi ve Tanuguchi (1995) tarafindan RAPD teknigi kullanilarak Anguilla’nin (A.
Japonica, A. australis and A. bicor) {i¢ tiirli teshis edilmistir.

Callelas ve Ochando (1998) tarafindan RAPD analizi ile Ispanya’nin morfolojik
olarak benzer ii¢ endemik Barbus tiiriiniin yedi primer kullanilarak teshisi caligilmug, alt1
teshis bant1 elde edilmig ve sonuglar cluster analizi ile gosterilmigtir.

1. 4. PZR Déngiilerinin Optimizasyonu

PZR’da RAPD iiriinlerinin amplifikasyonu, kahp DNA’nin denatiirasyonu, RAPD
primerinin kalip DNA’ya baglanmasi ve yeni DNA iplik¢iginin sentezlenmesi (extension)
safhasi olmak iizere ii¢ genel agsamada gergeklesir.

Genellikle, magnezyum iyonu (Mg*?) konsantrasyonu, kalip DNA, RAPD primeri,
enzim ve dNTP’lerin  optimize edilmesi gerekir. Ozellikle annealing agamasmndaki
sicakligin (Tm: Temperature of melting) segimine dikkat edilmelidir. 7w derecesi RAPD’e
ozgil farkliliklar igerir. Bu ise, kullanilan primerin uzunlugu, GC baz igerigi ve enzim
tamponunun tuz konsantrasyonu ile ilgilidir. Normal olarak GC baz igerigi %50-70
oranlar1 arasinda degisir. (Yu ve Pauls, 1993).

1. 5. Amplifikasyon Sartlarinin Optimizasyonu

Amplifikasyon sartlarinin optimizasyonu; kalip DNA, RAPD primerleri, MgCl,
dNTP ve DNA polimeraz enzim oranlarmn g¢aligilan baliga 6zgli olarak belirlenmesi ve
kontaminasyonu 6nlemek amaciyla negatif kontrol kullanilmas: ile saglanir.

Eger yiiksek oranda kahp DNA, yiikksek oranda Tag DNA polimeraz enzimi ile
beraber kullanilir ise amplifikasyon sonucu {ist {iste gelen bantlar olugsmakta ve bu olugan
bantlar netligi bozmaktadir. Bu amagla PZR amplifikasyon ortamina katilacak kalipp DNA
konsantrasyonu iyi ayarlanmalidir. Primer konsantrasyonunun belirlenmesi de aym amaca

yoneliktir (Williams vd., 1990).
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Konsantrasyonuna dikkat edilmesi gereken en 6nemli PZR bilesenlerinden birisi ise
MgCl, konsantrasyonudur. MgCl, konsantrasyonunun iyi belirlenmesi Tag DNA
polimeraz aktivitesi ve primer kalpp DNA’ya baglanmasi agisindan onemlidir. MgCl,
konsantrasyonunun iyi belirlenmedigi reaksiyonlarda PZR amplifikasyonu genellikle
basarisiz sonug vermektedir.

dNTP konsantrasyonu ise bant parlakhigy iizerine etkilidir. Diisiikk konsantrasyonda
kullanildig1  zaman bant parlakligt azalmaktadw. 7ag DNA polimeraz enziminin
konsantrasyonunun  ayarlanmast  genom  iizerindeki ¢esitli  bolgelerin  dengesiz
cogaltilmasin1  (yiiksek konsantrasyonda kullanilirsa) veya genom iizerindeki bazi
bolgelerin  amplifikasyonunun  yapilamamasmi (diigiik konsantrasyonda kullanilirsa)
Onlemeye yoneliktir.

Kontrol reaksiyonlarinin (kalip DNA hari¢ tiim komponentler) kullanim teknigin
hassashigi nedeni ile PZR uygulamalarmda ¢ok Onemli goriilmektedir. Kontrol
reaksiyonlarinda olusan bir bandin kaynagi ‘primer-multimer’ olusumuna (Yu ve Pauls,
1993) baglanabildigi gibi, yabanc1 bir DNA tarafindan kaynaklanan bantlar ¢ogunlukla
kontrol reaksiyonlarinda goriiliirken, gergek kontaminasyon bantlarina kontrol ve DNA
iceren reaksiyonlarm her ikisinde de rastlanmaktadir. Bazi arastiricilar tarafindan ikinci
grup bantlarin degerlendirilmeye alinmamasi Onerilirken, PZR reaksiyonlarinin tekrart ¢ok
daha yararlh olmaktadir. RAPD-PZR teknigi, amplifikasyon iiriinlerinin olugmamast,
tretilen fragmentlerin ters gocli ve reaksiyon sartlarinin hassas olmasi birka¢ zorluk
gOsterir. Bu problemler bant ayrimu ¢Oziiniirliigiiniin artmasi ve daha temiz bantlar elde
etmek icin amplifikasyon sartlarin iki veya daha fazla tekrarinda fayda vardir (Hadrys
vd., 1992).

1. 6. Primer Dizilerinin Belirlenmesi

RAPD, primer dizisi ve uzunluklar agismdan diger PZR’ye dayahh markirlara gére
daha hassashk gostermekte ve genom dizisi tizerinde galigmak iizere rastgele diizenlenen
primerlerin se¢imi ve sentezi daha ¢ok dikkat gerektirmektedir.

RAPD uygulamalar1 i¢in kullandacak primerlerin 9-10 baz ¢ifti uzunlugunda,
piirin:pirimidin (GT/AT) igeriginin en az %50, en yiiksek %80 olmasi ve palindromik
siralar icermemesi oldukga dnemlidir. Ayn1 zamanda primer baz sirasimin 1-2 piirin bazi ile

baglamas1 ve bitmesi ise primerin spesifikligini arttirmaktadir (Yu ve Pauls, 1993).
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Biitiin bu etkenlerin yanisira, eger zayif bantlarin okunmasi (200 baz ciftinden kiiciik

bantlar) thmal edilirse, bant okumalarinda hata orani % 2-7 oraninda smurh kalacaktir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2. 1. Materyal

Bu c¢ahsmada, onceden belirlenen her bir istasyondan (Sekil 2.), bu istasyonlar
temsilen on’ar birey toplanmugtir. Materyal temini tam olarak belirlenen noktalardan
Nisan-Mayis aylarinda segilerek toplanmustir. Orneklemede, Kiyikoy, Karasu, Zonguldak,
Sinop, Giresun, Trabzon, Rize ve Hopa kiyilar1 istasyon olarak se¢ilmis ve balik rnekleri

bu istasyonlardan temin edilmistir. Toplanan balik 6rnekleri, 6ncelikle soklandiktan sonra

¢ahiymanin yapilacag: laboratuvara buz icinde muhafaza edilerek getirilmigtir.
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Sekil. 2. Tiirkiye kiyilar1 boyunca drnekleme istasyonlarinm konumlar:

2. 2. Yontem

Ornek dokunun diseksiyonu, DNA izolasyonu, PZR uygulamalari ve sonuglarm

degerlendirilmesi olmak {izere dort agamada gergeklestirilmistir.
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2. 2. 1. Doku Diseksiyonu

Baligin beyin dokusu steril sartlar altinda, diseksiyon takmm kullanilarak itina ile

¢ikartidmugtr. Cikartilan beyin dokusu vakit kaybetmeden sivi azot’ta (-270°C’de) fikse

edilerek DNA izolasyonu islemine gegilinceye kadar (-80 °C)’de saklanmustir.

2. 2.2. DNA izolasyonu

En uygun DNA izolasyonunu gerceklestirmek icin cesitli izolasyon yontemleri

denenmig ve Promega Genomik DNA isolation prosediirii segilerek DNA izolasyonu bu

metoda gore yapilmustir.

DNA izolasyonu i¢in gereken materyaller:

1.5 wl mikrosantrifiij tiipti
Kii¢iik homojenizer

37°C’de su banyosu

Oda sicakliginda izopropanol
Oda sicakliginda % 70’lik etanol
65°C’de su banyosu

Proteinaz K (20 mg/ml)

Genomik DNA izolasyonunda asagidaki prosediir izlenmistir.

15 ml santrifiij tiiptine 600 pl Nuclei Lysis Solusyonu eklenir ve buzda
sogutulur,

Sogutulmus Nuclei Lysis Solusyonuna kisa siire 6nce derin dondurucudan (-
80°C) ahnmug olan ¢oziilmiis doku eklenir, kiiciik homojenizerle 10 saniye
kadar homojenize edilir ve karigmm 1.5 pl mikrosantrifiij tiipiine aktarilr,

Karisim 65°C’de, su banyosunda 30 dakika inkiibe edilir,

Inkiibasyondan sonra tiipe 20 mg/ml’lik Proteinaz K’dan 17.5 ul eklenir,

Gece boyunca calkalayicida 55°C’de inkiibe edilir (dokunun tamamen
sindirildigine emin olunur),

Sallayicidan ahnan niikleer karigima 3 ul RNaz solusyonu eklenir, karigim tiip

2-5 kez hafifce ters diiz edilerek karigtirihr, karigim 37°C’de 30 dakika inkiibe



22

edilirek etiivden alinir ve igleme devam etmeden Once 5 dakika kadar oda
sicakligina kadar sogutulur,

Oda sicakhgmdaki ornege 200 pl Protein Cokeltme Solusyonu eklenir, 20
saniye yliksek hzda calkalanir ve 5 dakika kadar buzda sogumaya birakilir,
13000 g’de 4 dakika santrifiij edilir. Cokelmis protein beyaz siki bir pellet
halini alir,

DNA iceren iistteki sivi kistm dikkatlice alinir ve 600 pl oda sicakliginda
izopropanol igeren 1.5 ul’lik temiz bir santrifiij tiipiine aktarilir,

Solusyon, DNA’'nin beyaz iplik benzeri zincirleri goriinebilen bir kiitle halini
alincaya kadar kibar yavasca ters diiz edilerek karigtirilir,

Oda sicakhginda 13000 g’de bir dakika santrifiij edilir. DNA kii¢iik beyaz bir
pellet olarak goriinebilecektir. Siipernatant dikkatlice uzaklagtirilir,

Pelle’in iizerine 600 pl oda sicakliginda %70’lik etanol eklenir ve DNA’y1
yikamak amaciyla tiip birkag kez yavasca ters diiz edilir. Oda sicakhgmda
13000 g’de bir dakika santritiij edilir,

Santrifiijden sonra etanol uzaklagtirilir ve tekrar etanoliin kalmadigindan emin
olmak i¢in hizl santrifiij yapilir,

Santrifiij sonunda, kalan etanol mikropipetle uzaklastirtir. DNA kurutulmadan,
tiipler ters cevrilerek etiiv’de (37°C) 15-20 dakika siire ile kalan etanol
uzaklastirihr,

Pellet’e 100 ul DNA Rehidrasyon Solusyonu eklenir ve 65°C’de bir saat
inkiibasyon yoluyla ¢oziiliir,

DNA, kullanihncaya kadar 2-8 °C’de saklanir.

Yontemle izole edilen mezgit baliginin DNA miktarlart (Ao spektrofotometre

okumasi), safliklari (Aze0/Aggo spektrofotometre okuma orani) ve karigimdaki protein orani

GeneQuant RNA/DNA Calculator (Pharmacia Biotech, England) spektroforometresi

kullamlarak yapilmustir.

2. 2. 3. Kullanilan Cozeltiler

TE buffer
1XTAE

: 10 mM Tris-HCI ve 1mM EDTA karigmm (pH 8,0)
: Trizma Base, Glasiyal asetik asit, EDTA
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2. 2. 4. PZR Uygulamalan

Uygun amplifikasyon kosullari1  belirlemeye yonelik yiiriitiilen —¢aligmalar

sonrasinda PZR dongii programi agagidaki sekilde uygulanmugtir.

Amplifikasyon sartlari:

0,2 mL ependorf tiip igerisinde;

2,5 mM 10X Reaksiyon tamponu ,
2,5 mM MgCl,,

80 ng genomik DNA,

2 mM dNTP (her birinden),

0.2 ul primer,

1 tinite Taq DNA polimeraz

karigtmn ddH,O ile 25 pl’ye tamamlandiktan sonra iizerine 25 ul mineral yag eklenerek

gerceklestirilmigtir.

PZR Dongti Programi:

94 °C'de 1 dakika DNA ¢ift zincirinin ayrilmasi (denatiirasyondan),
36 °C’de 1 dakika primer baglanmasi (annealing),

72 °C’de 2 dakika yeni iplikgiklerin sentezi (extension)

Toplam 45 dongii,

72 °C’de 6 dakika son sentez

olarak diizenlenmistir ve Hybaid PCR Sprint (Hybaid Ltd, UK) model thermacycler

cihazinda gergeklestirilmigtir.

2. 2. 5. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR iiriinlerinin elektroforezi 12 oluklu jel tepsisinde, % 1,4’likk agaroz jel ortami

kullamlarak yapilmugtir. Yiirtitme, 1,5 pl yiiritme tamponu (%50 gliserol, %0,05
bromofenolblue, 0,2 M EDTA) ile 8 ul PZR iiriinii karigtirilarak 1XTAE (Trizma Base,
Glasiyal asetik asit, EDTA) tamponunda 45 dakika siire ile 94 voltta yapilmistir. Yiiriitiilen

ornekler Biodoc Analyses System yardimiyla goriintiilenmistir.
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2. 2. 6. PZR Uygulamalarmin Tekrarlanabilirligi

PZR kosullarinin  tekrarlanabilirligini  belirlemek  amaciyla, Orneklere  ait
amplifikasyon kosullart birbirinden bagimsiz olarak {i¢ kez tekrar edilmigtir. PZR
uygulamalarinda olas1 bir kontaminasyonu Onlemek i¢in, her uygulamayla birlikte genomik
DNA icermeyen ‘“negatif kontroller” kullanilmugtir. Bant biiyiikliiklerinin belirlenmesi
amactyla, her gruba ait elektroforez islemlerinde Hinfl ile kesilmis pUC 18 plazmidi
kullaniimusgtir.

2. 2. 7. Primerler

RAPD primerlerini belirlemek amaciyla Operon firmasi tarafindan sentezlenen 24
sentetik oligoniikleotit (Operon RAPD 10-mer Kits, Set AB, B ve C, Operon Tech)
denenmis ve bunlardan tekrarlanabildiginde ayni sonuglar: verebilen 14 primer seg¢ilmistir.
RAPD analizleri, secgilen bu 14 primer ile gergeklestirilmigtir. Analizlerde kullanilan
primerler, baz siralari, % G+T igerikleri ve amplifikasyon sonucu olusturduklari yaklagik

fragment uzunlugu Tablo 1’de verilmigtir.

Tablo 1. RAPD analizinde kullanilan primerler, baz siralari, % G+C igerikleri ve
amplifikasyon sonucu olusan fragmentlerin yaklagik biliyiikliigii

Primer Baz Dizisi % G+C Yaklagik Fragment
Numarast (5°—=3") icerigi Uzunlugu (bp)
OPAB 01 CCGTCGGTAG %70 237-1366
OPAB 08 GTTACGGACC %60 286-2164
OPAB 09 GGGCGACTAC %70 350-2026
OPAB 10 TTCCCTCCCA %60 248-1992
OPAB 11 GTGCGCAATG %60 330-1496
OPAB 14 AAGTGCGACC %60 308-2196
OPAB 17 TCGCATCCAG %60 268-1502

OPA 05 AGGGGTCTTG %60 970-1487

OPA 08 GTGACGTAGG %60 226-1564




Tablo 1’in devam

OPA 08 GTGACGTAGG %60 226-1564
OPA 10 GTGATCGCAG %60 380-1138
OPA 12 TCGGCGATAG %60 330-1385
OPA 19 CAAACGTCGG %60 218-1521
OPB 08 GTCCACACGG %70 312-1273
OPC 11 AAAGCTGCGG %60 247-1060

2. 2. 8. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Biodoc Analysis sistemiyle goriintiilenen amplifikasyon bantlarinin okunmasinda
sadece kuvvetli bantlar degerlendirilmeye alinmustir. Bantlarin okunmasi, farkh stoklarda

var olma yada olmama durumuna goére bantlar “1” veya “0” seklinde degerlendirilmis ve

benzerlik indeksleri olusturulmustur.

Bu amagla Sokal ve Sneath (1963) tarafindan gelistirilen ve asagida verilen
“Benzerlik Indeksi (B.1.)” formiilii ile iki birey arasmdaki benzerlik karsilastiriimalarinda

kullantlmustir.

Benzerlik Indeksi (B.I.)=

a : iki stokta da bulunan homolog bant sayisi

b : iki stokta da bulunan homolog olmayan bant sayisi

Stoklar arasindaki genetik benzerliklere dayahh dendogram verileri ise Rohlf (1990)
tarafindan gelistirilen NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multivarion Analysis System,

a
+b

Version 1.80) program kullanilarak “UPGMA Cluster” analizi ile belirlenmigtir.




3. BULGULAR

3. 1. DNA izolasyonu

Promega Genomik DNA izolasyon yOntemine go6re Tiirkiye’nin Karadeniz
kiyllarmda 8 farkli istasyondaki mezgit’in 20-25 mg beyin dokusundan izole edilen
gDNA’larin agaroz jeldeki goriintiileri Sekil 3’de verilmistir. Izole edilen DNA miktarlart
ise Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Mezgit beyninden Promega Genomik DNA izolasyon prosediiriine gore izole

edilen DNA miktart
Ornek Adi DNA Miktar1 (pg/ml)
Kiyikoy 436.0
Karasu 165.8
Zonguldak 325.3
Sinop 286.0
Giresun 289.2
Trabzon 314.0
Rize 256.0
Hopa 205.4
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Karasu

Sekil 3. Mezgit (Merlangius merlangus euxinus, Nordmann, 1840)
orneklerinden izole edilen gDNA’larin agaroz jeldeki (%0,7)
goriintiileri.

Incelemeye alinan sekiz istasyondan elde edilen mezgit baligi &rneklerinin DNA
miktarlar1 en diisik DNA miktarma (165.8 pg/ml) gore sulandirilmustir. gDNA’nin
elektroforezinde, 10 oluklu jel tepsisinde, % 0.7’lik agaroz jel ortami kullanmlmistir ve
yiirtitme 1,5 pl yiiriitme tamponu ve 7 ul gDNA iiriinii karistirilarak 1XTAE tamponunda
30 dakika siire ile 96 voltta yapilmustir. Yiiritilen ornekler Biodoc Analyses System
yardimiyla goriintiilenmistir. DNA’lar, agaroz jel lizerindeki goriintiilerinde, RNA ve

sekonder iirlinlerinden ar1, parcalanmamis tek bant olusturmusglardir.

3. 2. PZR Uygulamalan

RAPD analizlerinde primerler itibariyle degerlendirilmeye alinan toplam bant

sayilar1 Tablo 3’de, amplifikasyon iiriinlerinin jel goriintiileri ise Sekil 4- 17°de verilmistir.
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Tablo 3. Arastirmada kullanillan mezgit 6rneklerinin primerler itibari ile degerlendirilmeye
alinan toplam bant sayisi

M
Primer é 2 é 2 é é - <
numarasi é g % é g g E %
S © 3
N
OPAO5 2 2 2 2 2 2 2 2
OPAOS 9 6 9 9 8 8 9 7
OPA10 3 3 3 3 3 3 3 3
OPA12 5 6 2 5 5 5 5 5
OPA19 6 5 6 6 6 6 4 6
OPBO8 6 6 6 6 6 7 5 5
OPCl11 9 9 9 9 8 6 7 7
OPABO1 6 6 6 4 6 6 6 5
OPABOS 2 3 2 3 3 3 2 3
OPABO9 4 3 7 3 1 9 5 5
OPABI10 5 6 4 1 5 5 1 5
OPAB11 6 6 6 2 5 4 4 3
OPAB14 9 2 8 2 5 3 3 1
OPAB17 6 6 6 5 7 7 6 6

3. 3. PZR Uygulamalarimin Tekrarlanabilirligi

PZR dongii programi ve optimizasyon sartlarmmin tekrarlanabilirligini arastirmak
amactyla, sekiz istasyondan alman mezgit genomik DNA’smin OPA 05 primeri
kullanilarak bagimsiz olarak gerceklestirilen tic PZR uygulamast sonucunda , elde edilen

bant sayilar1 ve bantlarin biiyiikliiklerinin benzer oldugu goriilmektedir (Sekil 4).
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Sekil 4. Arastirmada kullanilan mezgit gDNA’sinm OPA 05 (5-~AGGGGTCTTG-3)
primerleri ile olusturulan PZR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel iizerindeki
goriintlisti. Markir: Hinfl ile kesilmis pUC18 plazmidi

Zonguldak

Markir
Kiyikdy
Karasu
Sinop
(iresun
Trabzom
Hopa

Rize

Sekil 5. Arastirmada kullanilan mezgit gDNA’smnm OPA 08 (5~-GTGACGTAGG-3)
primerleri ile olusturulan PZR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel iizerindeki
goriintiisii. Markir: Hinfl ile kesilmis pUC18 plazmidi
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Sekil 6. Aragtirmada kullanilan mezgit gDNA’smin OPA 10 (5-GTGATCGCAG-3)
primerleri ile olugturulan PZR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel iizerindeki
goriintiisii. Markur: Hinfl ile kesilmig pUC18 plazmidi

Markir
Kiyikdy
Karasu
Zonguldak
Sinop
Giresun
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517 bp
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Sekil 7. Arastirmada kullanilan mezgit gDNA’sinin OPA 12 (5'—TCGGCGATAG—3')
primerleri ile olugturulan PZR amplifikasyon tiriinlerinin agaroz jel lizerindeki
goriintiisii. Markir: Hinfl ile kesilmis pUC18 plazmidi
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Sekil 8. Arastirmada kullanilan mezgit gDNA’sinn OPA 19 (5-CAAACGTCGG-3)
git g
primerleri ile olusturulan PZR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel iizerindeki
goriintiisii. Markir: Hinfl ile kesilmig pUC18 plazmidi
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Sekil 9. Aragtirmada kullanilan mezgit gDNA’smm OPB 08 (5-GTCCACACGG-3)
git g
primerleri ile olusturulan PZR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel iizerindeki
goriintiisti. Markir: Hinfl ile kesilmis pUC18 plazmidi
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Sekil 10. Arastirmada kullanilan mezgit gDNA’smmn OPC 11 (5-AAAGCTGCGG-3)
g
primerleri ile olusturulan PZR amplifikasyon iirlinlerinin agaroz jel lizerindeki
goriintiisii. Markur: Hinfl ile kesilmig pUC18 plazmidi
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Sekil 11. Arastirmada kullanilan mezgit gDNA’smm OPAB 01 (5-CCGTCGGTAG-3)
primerleri ile olusturulan PZR amplifikasyon tirtinlerinin agaroz jel tizerindeki
gorintiisii. Markir: Hinfl ile kesilmig pUC18 plazmidi
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ekil 12. Arastirmada kullanilan mezgit gDNA’sinin OPAB 08 (5-GTTACGGACC-3)
g
primerleri ile olusturulan PZR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel iizerindeki
goriintiisii. Markar: Hinfl ile kesilmis pUC18 plazmidi
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Markn
Kiyikoy
Zonguldak
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Sekil 13. Aragtirmada kullamlan mezgit gDNA’sinm OPAB 09 (5-GGGCGACTAC-
3) primerleri ile olusturulan PZR amplifikasyon {iriinlerinin agaroz jel
lizerindeki goriintiisti. Markir: Hinfl ile kesilmig pUC18 plazmidi
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Sekil 14. Aragtirmada kullamlan mezgit gDNA’smin OPAB 10 (5-TTCCCTCCCA-3)
primerleri ile olugturulan PZR amplifikasyon iirlinlerinin agaroz jel iizerindeki
goriintiisi. Markar: Hinfl ile kesilmis pUC18 plazmidi

<

Zonguldak

Kiyikdy
Karasu
Sinop
Giresun
Trabzon

=
=
=
et
-

Rize
Hopa

1412 bp

Sekil 15. Aragtirmada kullanilan mezgit gDNA’sinin OPAB 11 (5-GTGCGCAATG-
3) primerleri ile olusturulan PZR amplifikasyon {iriinlerinin agaroz jel
lizerindeki goriintiisii. Marku: Hinfl ile kesilmis pUC18 plazmidi
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Sekil 16. Aragtirmada kullamlan mezgit gDNA’sinin OPAB 14 (5-AAGTGCGACC-
3) primerleri ile olugturulan PZR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel
tizerindeki goriintiisii. Markir: Hinfl ile kesilmis pUC18 plazmidi
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Sekil 17. Arastirmada kullanilan mezgit gDNA’sinin OPAB 17 (5-TCGCATCCAG-3)
g
primerleri ile olugturulan PZR amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel tizerindeki
goriintiisii. Markir: Hinfl ile kesilmis pUC18 plazmidi
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3. 4. Benzerlik indeksi ve Genetik iliski Dendogram

Benzerlik indeksi formiiliine dayanarak klonlar arasi benzerlik oran1 Tablo 4’ te, bu
oranlara dayamlarak olusturulan dendogram ise $ekil 18’ de verilmigtir. Bu oranlara gore,
0,676 ile en diisiik genetik benzerlik diizeyi Rize/Karasu kombinasyonunda bulunurken, en
yiiksek genetik benzerlik 0,838 ile Kiyikdy/Zonguldak kombinasyonunda tespit edilmistir.

Dendogram, taranan RAPD bélgeleri itibariyle, biri 6 digeri 4 istasyonundan olusan
baghca 2 dala ayrilmugtir. Bunlardan, Kiyikdy, Zonguldak, Giresun, Trabzon, Rize ve Hopa
istasyonlar1 birinci , Karasu ve Sinop istasyonlar1 ikinci dalda yer almaktadir (Sekil 1).

Benzerlik  diizeyleri ~ gozoniine  alindiginda  yakin  benzerlik  gdsteren
Kiyikdy/Zonguldak, Trabzon/Hopa; Karasu/Sinop istasyonlar1 ikili grup olusumu
goriilmektedir.

Tablo 4. Mezgit populasyonlarina ait benzerlik indeksi

Kiyikoy Karasu Zong. Sinop | Giresun | Trabzon Rize Hopa

Kiyikoy 1.000

Karasu 0.740 1.000

Zonguldak 0.836 0.735 1.000

Sinop 0.698 0.826 0.688 1.000
Giresun 0.791 0.757 0.723 0.681 1.000
Trabzon 0.775 0.736 0.742 0.719 0.800 1.000
Rize 0.788 0.676 0.694 0.700 0.693 0.758 1.000

Hopa 0.755 0.765 0.714 0.764 0.757 0.820 0.800 1.000
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Sekil 18. Aragtirmada kullanilan mezgit populasyonlar: arasindaki benzerlik indeksine gore
cizilen dendogram



4. TARTISMA

Arastirmamizda Ulizerinde ¢ahgllan 8 farkhi stoktan alinan bireylerin  beyin
dokusundan Promega Genomik DNA izolasyon kiti ile yiiksek oranda ve saf DNA’lar elde
edilmigtir.

RAPD analizi amaciyla PZR optimizasyonunun saglanmasi i¢in bir¢ok aragtirmaci
tarafindan farkh babk Orneklerinde denenmis PZR amplifikasyon sartlart (ANTP, Mg,
primer ve kalip DNA konsantrasyonlar: ile denatiirasyon, primerin kalip zincire baglanma
ve sonlanma sicaklik ve siireleri) kullanilmug, bunlardan iyi sonug¢ verenler secilmistir.
Segilen bu PZR amplifikasyon sartlar1 daha sonra, amplifikasyon parametrelerinin siire ve
sicaklik degerleri iizerinde degisiklik yapilarak en uygun PZR amplifikasyon sartlart
belirlenmisgtir.

Primerlerin segiminde ise, Operon Tech. Inc. tarafindan RAPD caligmalarma uygun
olarak gelistirilmis olan dekamer primerlerden 24 tanesi ile belirlenen PZR amplifikasyon
sartlarinda denenmis ve elde edilen PZR sonuclarina gore, bunlardan 14 tanesi segilip
aragtirmamizda kullamlmustir. Bu primerlerin 8 ayri istasyonda verdigi bant sayilari Tablo
3’de goriilmektedir. Toplam 517 bant iretilen PZR amplifikasyonunda, genel olarak
primerler itibariyle en diisiik sayida bant amplifiye eden OPA-05 primeridir ve mezgit
Orneklerinin hepsinde 2 adet bant tiretmistir. En ¢ok sayida bant lireten primerler ise OPA-
08 ve OPC-11 primerleri olup 6rnek bagina 6-9 adet bant iiretmiglerdir. OPA-08 primeri
tim istasyonlarda toplam 65 bant iiretmistir. Genel olarak amplifiye edilen bantlarin
biiyiikliikleri ise, 218-2196 baz cifti arasinda degismektedir.

OPA 05 ve OPA 08 nolu primerlerin tim mezgit Orneklerinde iirettigi bantlar
aymdir. Bu bantlar itibartyle bolgeler degerlendirildiginde tamamen birbirine benzer
goriilmektedir. Ancak diger bantlarmn degerlendirilmesi sonucu bazi farkliliklar oldugu
gdzlenmistir. Ozellikle OPAB 09 primerinin iirettigi bantlar degerlendirildiginde, Rize ve
Hopa bolgeleri hari¢ diger tiim bolgelerde farkh bantlar vermistir.

RAPD sonuglarmmn tekrarlanabilirligi acisindan yapilan PZR uygulamalarinda, elde
edilen bant profilleri birbirleriyle tamamen benzerlik gostermektedir. Ayrica, PZR
reaksiyonlarinda negatif kontrol kullamlarak, elde edilen diger bandlarin mezgit

DNA’larina 6zgii bandlar oldugunu gostermektedir.
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Genetik benzerlik bulgularinn  degerlendirilmesi bazen yanhs sonuclara neden
olmaktadir. Zira, primer tarama bolgelerinin genomik DNA biiyiikliigiine oranla oldukga
kiiciik olmasi nedeni ile, belirli ozellikleri kodlayan gen bolgelerinin amplifiye edilen
bolgeler i¢inde bulunmama ihtimalinden kaynaklanmaktadwr. Belirli bir cografik bolgeye
adepte olmusg bireylerden olugan bir populasyon igindeki ekolojik benzerliklerin, genomik
benzerlikle paralellik gostermesi dikkate alinmasi gereken bir husustur. Bu gercekler
isiginda, elde edilen benzerlik indeksi ve dendogram sonuglarnm degerlendirilmesi ile
asagidaki sonuglara ulagabiliriz.

Tiirkiye’nin Karadeniz kiyilari boyunca farkh cografik alanlarda yerlesik mezgit
stoklar1 beslenme sartlari, akinti, sicaklk ve tuzluluk gibi bulundugu bolgenin ekolojik
sartlarma uyum goOstermig ve bunun sonucu belirli oranda genetik farkhliklar meydana
gelmigtir. Verilerimizden olugturdugumuz dendograma gore, populasyonlar arasinda iki
ana grup olugmusg ve bu iki grubun birbirlerine benzerlik orant ise 0.722’dir ($ekil 18).

Yapilan bu caligmalar 1g18inda, arastirmada elde edilen benzerlik indeksi (Tablo 4)
ve dendogram bulgular1 (Sekil 18) degerlendirildiginde su sonuclara ulagilmgtir.

Birinci ana grubu (1) olusturan alt gruplar incelendiginde, 1.1 alt grubunda yer alan
1. koldaki bolgelerden Kiyikdy/Zonguldak ikilisine Giresun bdlgesi, bu kombinasyona da
2. kolda yer alan ve Trabzon/Hopa ikilisiyle kombinasyon yapan Rize bdlgesi
baglanmaktadwr. Bu alt grupta, 1. koldaki kombinasyonlar arast benzerlik,
Kiyikdy/Zonguldak arasinda 0,836 olarak agiga ¢ikmaktadir. Bu ikili kombinasyona, 0,757
benzerlik derecesinde Giresun bolgesi baglanmaktadir. 2. koldaki kombinasyonlar arasi
benzerlik, Trabzon/Hopa arasinda 0,820 olarak belirlenmistir. Bu ikili kombinasyona,
0,779 benzerlik derecesiyle Rize bolgesi baglanmaktadir. 1. alt grubun iki kolu arasindaki
benzerlik ise 0,746'dir (Sekil 18).

Dendogramin ikinci ana gurubuna (2) bakildiginda ise, tek bir alt grup oldugu
goriilmektedir. Burada dallanma olugmamustir, Karasu/Sinop bolgeleri 0.822°lik bir
benzerlik derecesiyle 2. ana grubu olusturmaktadir (Sekil 18).

Yukarida iligkilendirdigimiz bu gruplarin yamisira, Giresun ve Rize bdlgeleri
dendogramda dogrudan hicbir bolge ile eslenmemekte ve ikincil baglantilarla diger
gruplara baglanmaktadir. Giresun ve Rize bolgelerinin sirasiyla 0,757, 0,779 benzerlik
derecesiyle Kiyikdy/Zonguldak ve Trabzon/Hopa bolgelerine baglanmasi ve aralarmdaki
benzerlik oraninin diigiik olmasi, bu iki grubun daha lokal bir yerlesim alanma sahip

olmalar1 ile agiklanabilir.



5. SONUCLAR

Bu aragtirmada elde edilen bulgulari1 baglhica 3 grup altinda toplayabiliriz. Bunlar (1)
mezgit stoklari arasindaki genetik benzerliklerin degerlendirilmesi, (2) RAPD yonteminin
etkinliginin belirlenmesi. (3) Bu alt tiire 6zgii primerlerin belirlenmesi.

Bahk tiirlerinin alt populasyonlar1 arasindaki genetik farkliliklarin ortaya konulmasi,
DNA’ya dayal markir sistemlerininin kullandmasi, genom boyutunda daha kesin ve
kapsamh degerlendirmeyi gerektirir. Elde edilen benzerlik oranlari, morfolojik ve meristik
ozellikler dikkate alindiginda, orneklerin ekolojik orjinleri ile baglantili olabilecegi gibi
bagimsiz olarak da ortaya cikabilmektedir. Bu sonuglar; elde edilen verilerde
degerlendiriilmeye alinan populasyonlarinin  birbirleriyle olan benzerliklerinin, aym
ekolojik ortamda bulunan canlilarin daha yakin oldugu, farkh ekolojik engeller ve mesafe
arttikca icinde yasayan populasyonlarm da genetik olarak nispeten daha uzak oldugu
goriilmektedir.

Sonugta morfolojik ve meristik karakterler kullamilarak yapilan stok ayrim
cahgmalarimn  sonuglarinn, RAPD analizi ile elde edilen bulgularla dogrular nitelikte
oldugu goriilmiistiir. Ciinki morfolojik ve meristik karakterlerle yapilan populasyon
caligmasinda Tiirkiye’'nin Karadeniz kiyilarindaki mezgit populasyonunun tek bir stok
oldugunu isaret etmekte olup 0.722 benzerlik diizeyine sahip iki grup halinde gergeklesen
RAPD analizi sonuglari tarafindan desteklenmektedir.

RAPD analizi sonucunda elde ettigimiz farklhiliklar, canlinin yagadigi ekolojik
ortamm sicakhk, akimti, toksik madde miktari, beslenme sartlar1 gibi birka¢ ©Snemli
faktoriiniin  etkilerinden kaynaklanabilir. Yaptigumiz arastirmalar neticesinde, elde
ettigimiz bulgulara dayanarak gu sonuglara varabiliriz:

Karadeniz’in Tiirkiye kiyilarndaki mezgit stoklari lizerine daha Onceden yapilan
stok tespit calismasinm, c¢aligmalarimizin  sonuglarma dayanarak dogru oldugunu
sOyleyebiliriz.

Stok ayrim ve genetik karakterizasyon c¢aligmalarmda RAPD tekniginin verimli

oldugu kendi cahymamiz da bir kez daha ispatlamg bulunmaktayiz.



6. ONERILER

Mezgit, lilkemizdeki ticari oneme sahip demersal baliklar igerisinde eti en fazla
tiiketilen tiirlerden biridir. Stoklarn geligtirilmesi ve korunmasi besin sagligi acismdan
bahkgilik sektérii icin son derece 6nem arz etmektedir. Ozellikle Karadenizde avcihigt
yapilan en Onemli ticari tiirlerden biri olan mezgit bahg: stoklarimin korunmasi igin dogru
yonetimlerin gerceklegsmesi ve balik¢ilik sektoriinde verimin artirilmast o tiiriin stok
durumu hakkinda bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Karadeniz’deki mezgit stoklarmin sayisiimn belirlenmesi ve stok yapisinin analizinde
molekiiler genetik tekniklerin  kullanilmasi ¢ok daha saghkh sonuglar almamzi
saglayacaktir.

RAPD teknigi dogal genetik varyasyonun az oldugu durumlarda, &rnek sayisimn
artirilmasiyla daha kullanigh hale getirilebilir.

Populasyonun  korunabilmesi igcin  aveihmn  kontrol — altinda  tutulmasi
gerekmektedir. Zira mezgit, yakin gelecekte agir1 avciliktan kaynaklanan nedenlerden
otiirii, agir1 avlanms stoklar arasina girmeye adaydir.

Uc tarafi denizlerle gevrili bir yarimada olan iilkemizin su kaynaklarinda 6nemli bir
yer tutan deniz iirlinlerinin en iyi sekilde degerlendirilmesi i¢in son yillarda diinyada
uygulama alanlari hizla artan giiglii molekiiler tekniklerin iilkemizde balik¢ilik
caligmalarinda da yaygin olarak kullanilmasi gerekmektedir.
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Yusuf BEKTAS, 02.12.1974 tarihinde Almanya’nin Wiirselen kasabasinda dogdu.
Ilk ve ortadgretimini Vakfikebir’de tamamladi. 1994 yihnda Atatiirk Universitesi Kazim
Karabekir Egitim Fakiiltesi Biyoloji Bolimii’nde yliksekdgrenimine bagladi ve bu
bolimden 1998 yiinda mezun 0ldu.1998 yilinda Milli Egitim Bakanlhigmma bagl olarak
ogretmenlik gorevine bagladi. Ayni yil K.T.U. Biyoloji Boliimii’nde acilan Yiiksek Lisans
Bilim Smavrni kazandi. Ekim 1998 - Aralik 1999 tarihleri arasinda Trabzon’un Arsin
ilgesinde ogretmen olarak ¢ahst1.1998-1999 Ogretim yiinda K.T.U. Yabanci Diller
Boliimii Yiiksek Lisans Ingilizce Hazirlik Programi’m tamamladi. Arahk 1999 tarihinde
acilan smnavi kazanarak K.T.U Rize Su Uriinleri Fakiiltesi'nde Aras. Gor. olarak calismaya

bagladi. Halen bu gorevine devam etmektedir. Evlidir.



