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OZET

TURKIYE’DEKI ALABALIKLARIN (Salmo trutta L.) MOLEKULER
FILOGENISI

Nazan OZEN

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. Fevzi BARDAKCI
2013, 72 sayfa

Salmo trutta L. Avrasya ve Kuzey Afrika’da bulunan dogal bir salmonid tiiriidiir.
Tiirtin dogal yayilis alanm1 Norveg’in kuzeyinden Kuzey Afrika’daki Atlas
daglarina kadar uzanmaktadir. Bu c¢alismada Tirkiye’deki Salmo trutta L.
populasyonlarimin filogenetik iligkilerinin belirlenmesi amaciyla mitokondrial D-
loop (displacement loop) ile niikleer DNA ITS1 bolgeleri kullaniimistir.
Mitokondri DNA verilerinin analizinde daha 6nceki ¢alismalarda kullanilan diziler
GenBank’tan alinarak c¢alismaya eklenmistir. Sonugta alti ana soy hatti
tanimlanmig ve bunlardan dort soy hattinin (Adriyatik, marmoratus, Tigris,
Danubian) Tiirkiye’de bulundugu belirlenmistir. marmoratus soy hattinin varligi
ilk kez bu caligmada ortaya konmustur. Mitokondri DNA verileri ve niikleer DNA
verileri  birlikte  kullanilarak  daha  dogru  filogenetik  ¢ikarsamalar
gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler 6zellikle Danubian soy hatt1 ile Adriyatik
ve Tigris soy hatt1 arasinda ikincil temaslarin oldugunu desteklemistir. Bu galisma
Tiirkiye’deki alabalik populasyonlarinin yiiksek derecede ¢esitlilik gosterdigini ve
essiz bir genetik profile sahip oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar Sézciikler: Salmo trutta L., mitokondrial DNA, niikleer DNA, filogeni,
Tiirkiye
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ABSTRACT

MOLECULAR PHYLOGENY OF BROWN TROUTS (Salmo trutta L.) IN
TURKEY

Nazan OZEN

Ph. D. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Fevzi BARDAKCI
2013, 72 pages

Salmo trutta L. is a native salmonid species with a range from Eurasia and North
Africa. Its natural range extends from northern Norway to the Atlas Mountains of
North Africa. In this study, mitochondrial displacement loop (D-loop) and nuclear
DNA ITS1 were used for determining the phylogenetic relationships of Salmo
trutta L. in Turkey. Mitochondrial DNA data was analysed by combining the
sequences of the same mitochondrial DNA region deposited in GenBank
belonging to brown trout lineages from other geographic regions. As a result, six
main evolutionary lineages were defined, and it was determined that four of them
(Adriatic, marmoratus, Tigris, Danubian) are existed in Turkey. The existence of
marmoratus lineage was reported in this study for the first time. Phylogenetic
inferences has been made by evaluating both mitochondrial and nuclear DNA
sequence data. The results of this study indicated the secondary contacts,
especially among Danubian, Adriatic and Tigris lineages. In addition, the lineages
of Turkish brown trout populations are highly divergent and mainly have a unique

genetic structure.

Key words: Sa/mo trutta L., mitochondrial DNA, nuclear DNA, phylogeny,
Turkey
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1. GIRIS

Ulkemizde dogal olarak bulunan ve yiiksek ekonomik degere sahip bir tiir olan
alabalik (Salmo trutta L.) Salmonidac familyasma aittir. Tiir, Avrupa, Asya
kitasinin bati bolgeleri ve Kuzey Afrika’daki Atlas daglarina kadar uzanan genis
bir alanda dagilim gostermektedir. Ancak alabaliklar diinya genelinde dogal
yayilis alanlar1 disinda Yeni Zelenda, Arjantin, Kanada ve ABD gibi farkl
cografyalarda da bulunmaktadir (Geldiay ve Balik, 1988; Eliot, 1990).

Beslenme o6zellikleri yasa, cografik alana ve gevreye bagimli olmakla birlikte
genellikle kiiclik olanlar1 omurgasizlarla, biiyiik olanlar1 farkli balik tiirleriyle
beslenen karnivor baliklardir. Ureme, 2-4 yaslarinda eseysel olgunluga erisen
bireylerde Kasim’da baglamakta ve Subat’a kadar devam etmektedir. Yumurtalarin
acilma stiresi suyun sicakligina bagli olarak 20-40 giin siirmektedir. Yumurtalarim
akarsulara birakabildikleri gibi gollere de birakabilmektedirler (Kuru, 2004).

Alabaliklar yasamlar siiresince farkli morfolojik tiplere girmeden dnce korunakli
bir alanda birkag y1l biiyiime dénemi gegirirler. Bulunduklart suda ya kalic1 forma
ya da go¢ eden (anadrom) balik formuna doniisiirler. Anadrom baliklar ya benzer

nehir sistemleri ve gol igine ya da deniz sistemine gog edebilirler (Eliot, 1994).

Alabaliklar ¢ok sayida farkli cografik formdan olusmus olup Snemli oSlgiide
cesitlilik ve yasam tarihi varyasyonu gostermektedirler. Morfolojik 6zelliklerinin
yiiksek derecede esnekligi tiiriin evrimsel tarihinin anlagilmasini zorlagtirmaktadir.
18. yy ortalarinda modern siniflandirma sisteminin baglangicindan bu yana c¢esitli

formlar i¢in 57 tiir ismi dnerilmistir (Bernatchez vd., 1992).

Salmo trutta iilkemizde dort alttiir ile temsil edilmektedir (Berg, 1948; Balik ve
Geldiay, 1996). Salmo trutta abanticus (Tortonese, 1954) Abant gdliinde, Salmo
trutta caspius Hazar Denizi bolgesinde, Salmo trutta labrax Karadeniz Bolgesinde
ve Salmo trutta macrostigma Akdeniz Bolgesinde dagilim gostermektedir. Ancak
son donemlerde yapilan genetik calismalara gére (Bernatchez, 2001; Bardakei vd.,
20006) iilkemizde farkl alttiir olarak kabul edilen ve morfolojik olarak farkli olan
¢ok sayida alabalik populasyonu arasinda molekiiler diizeyde farklilik
bulunmadig: belirtilmistir. Elde edilen genetik bulgulara ragmen bu taksonomik
durum hala genis 6l¢iide kullanilmaktadir (Solomon, 2000; Tabak vd., 2001;
Kurtoglu, 2002). Salmo platycephalus (Anadolu alabaligi), sadece Tiirkiye'nin orta



giineyinde oOzellikle Seyhan rmagi sisteminde bulunan bir alabalik tiirtidiir.
Bilimsel olarak ilk kez 1968 yilinda R. J. Behnke adli bilim insan1 tarafindan tarif
edilmistir. En biiyiikleri 50 cm boyuna ulasabilmektedir.

Cevresel kosullarin kontrollii oldugu durumlarda bazi morfolojik ve meristik
karakterlerin kalitilabilirligi birgok ¢alismada gosterilmistir (Chevassus vd., 1979;
Krieg, 1985; Skala ve Jorstad, 1987). Bununla beraber bir¢ok salmonidi
karakterize eden fenotipik esnekligin yiliksek seviyede olmas1 evrimsel
akrabaliklarin ¢6ziimiinde morfolojik karakterlerin kullanimini sinirlandirmaktadir
(Behnke, 1972).

Canlilar arasindaki varyasyonu ortaya ¢ikaran molekiiler tekniklerin son 30 yilda
gelismesiyle birlikte, alabaliklarda genetik cesitliligin belirlenmesi i¢in bu
teknikler yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Molekiiler filogenetik ortak ata
iligkisini temel alarak niikleik asitler ve onlarin kodladig: {irinler olan proteinleri

kullanarak canlilarin evrimsel tarihini agiklamaya ¢alismaktadir.
1.1. Alabalik Soy Hatlar1

Genis bir cografik alanda, fenotipik olarak farkli alabalik populasyonlarinin
mitokondrial DNA (mtDNA), Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) ve DNA dizi analizi verilerinin
sonucunda bugiine kadar Atlantik (AT), Mediterrenean (ME), Danubian (DA),
marmoratus (MA), Adriyatik (AD) ve Tigris (TI) olmak iizere alt1 ana evrimsel
soyhattinin varligi ortaya konulmustur (Bernatchez, 2001; Susnik vd., 2005;
Bardakci vd., 2006).

AT soy hatti; Iber yarimadasmnin kuzeyinde Norve¢ ve Izlanda’da bulunan
Atlantik nehir sistemlerinde, Fas’in Atlas daglariyla birlikte Baltik ve Beyaz Deniz
drenajlarina kadar yayilmis olan soy hattidir (Sekil 1.1).



Sekil 1.1. AT soy hattinin cografik dagilimi (Bernatchez, 2001).

DA soy hatti, Karadeniz, Hazar Denizi ve Aral Deniz Havzalarini kapsamaktadir
(Sekil 1.2) (Bernatchez vd., 1992; Osinov ve Bernartchez, 1996).

Sekil 1. 2. DA soy hattinin cografik dagilimi (Bernatchez, 2001).

ME soy hatt1 Akdeniz’in Bat1 bolgesindeki drenaj kollari ile yakindan iligkilidir ve
bu bolgeden kdken aldigi diistiniilmektedir (Sekil 1.3).



Sekil 1. 3. ME soy hattinin cografik dagilimi (Bernatchez, 2001).

MA soy hattina ait olan alabaliklar diger Akdeniz alabalik populasyonlarmdan
kolaylikla ayrilan giiglii ekolojik ve morfolojik varyasyon gostermektedir (Behnke,
1968). Ayrica MA soy hatt1 AT, DA ve ME soy hatlarina ait populasyonlarindan
onemli dl¢lide genetik farkliliga sahiptir (Bernatchez vd., 1992; Giuffra vd., 1994).
Bu soy hatt1 Po nehri Havzasin1 kapsamakla birlikte Kostarika ve Slovenya’daki
drenajlarda bulunmaktadir (Sekil 1.4).




AD soy hatt1 ile ilgili yapilan mtDNA ve niikleer DNA (nDNA) ¢alismalar1 bu soy
hattinin Balkan ve Anadolu siginaklardan kaynaklandigini gostermektedir (Sekil
L.5).

Sekil 1. 5. AD soy hattinin cografik dagilimi (Bernatchez, 2001).

Filogenetik hipotezlerin yaklasik zamanini tahmin etmek amaciyla, demografik ve
filogenetik parametreler birlikte degerlendirilerek molekiiler saat uygulamalari
kullanilmaktadir. Alabalik soy hatlarinin ayrilma zamanini saptamada molekiiler
saat uygulamasina bagvurulmasi sonucu, soy hatlar1 arasindaki genis ¢apl
ayrilmanin 0,5 ile 2 milyon yil arasinda olabilecegi diisiiniilmektedir (Bernatchez
vd., 1992). Bu sonug alabaliklara ait ana filogenetik soy hatlarinin dagiliminin,
Pleistosen buzullagma olay1 siiresince meydana gelen iklimsel ve c¢evresel
degisikliklerden yakindan etkilendigini gostermektedir.

1.1.1. Akdeniz- Adriyatik Bolgesindeki Alabahk Cesitliligi

Bu alan Salmo trutta kompleksinin Avrupa’da yiiksek fenotipik farklilik gosterdigi
bir bolgedir. Arastirmacilarin bu alanda tamimladig1 degisik alabalik formlarmin
cogu Balkan’lar ve Tiirkiye’de bulunmaktadir (S. ¢. macrostigma, S. t. peristericus,

S. t. marmoratus vb.)

Akdeniz-Adriyatik bolgesindeki alabalik populasyonlarinin genetik farkliligi,
biiytik 6l¢iide nDNA ve mtDNA varyasyonunu temel alan calismalar sonucu
sekillendirilmistir. Akdeniz siginak alani olarak tanimlanan bolgede bes alabalik



soy hattindan ii¢ii (ME, MA ve AD) bulunmaktadir. Bu siginak alani giineybati
(Ibero-Mediterrenean), merkezi (Adriomediterrenean ve Italya) ve dogu
(Balkanlar ve Anadolu) kisimlarindan olugmaktadir. ME soy hatti Akdeniz’in bati
bolgesindeki drenaj kollartyla yakindan iliskilidir ve bu bolgeden kdken aldigi
diisiiniilmektedir. mtDNA ve allozim varyasyonu temel alinarak yapilan ¢alismada
MA soy hattinin 1-3 milyon yil 6nce digerlerinden ayrildig1 ve Kuzey Adriyatik
bolgesinden kdken aldig1 belirtilmektedir (Giuffra vd., 1996).

Akdeniz S. trutta populasyonunun genetik yapisi genis bir cografik alanda yapilan
protein elektroforezi ve mtDNA c¢aligmalariyla belirlenmistir ve bu bolgede iki
farkli mtDNA haplotipi gozlenmistir (Bernatchez vd., 1992; Bernatchez ve
Osinov, 1995). Bu iki mtDNA grubuna ait populasyonlar arasinda kii¢iik cografik
alanlarda ekolojik ve fenotipik farkliliklarla iliskili, bir ya da daha fazla lokusta
belirgin farkliliklara rastlanmistir (Krieg ve Guymoard, 1985; Apostolidis vd.,
1996; Giuffra vd., 1996).

1.1.2. Atlantik Bolgesindeki Alabahik Cesitliligi

nDNA ve mtDNA belirtecleri kullanilarak yapilan calismalar Atlantik Iber
populasyonlarint Kuzey Atlantik alabalik populasyonlarindan  ayirmaktadir
(Moran vd., 1995; Bouza vd., 1999, Weiss vd., 2000). Son buzul déneminde
Kuzey Atlantik bolgesinin buzullarla kapli olmasi sebebiyle bu bolgedeki birgok

populasyon buzul doneminden sonra olusmustur.

Atlantik havzasinda alabaliklar son buzul olaylar1 siiresince marjinal buz
tabakalarindaki siginaklarda hayatta kalabilmislerdir ( Ferguson ve Fleming, 1983;
Osinov ve Bernatchez, 1996). Pleistosenin ilk dongiisii siiresince hem karalarda
hem denizlerde 6nemli buzul gelismeleri ve siddetli iklime ragmen (Webb ve
Bartlein, 1992; Anderson ve Borns, 1994) Atlantik soy hattinin kdkeninin atasal
merkezi ¢cogunlukla giiney, muhtemelen iber Bogazi’nin kiy1 kollar1 veya Kuzey
Afrika oldugu diisliniilmektedir.

1.1.3. Karadeniz, Hazar ve Aral Denizi Havzalarindaki Alabalik Cesitliligi

Alabaliklarin genetik olarak ¢alisilmis dogal yayilis alanlarina bakildiginda 6nemli
bir kisminin Avrupa’nin dogusunda bulundugu gozlenmektedir (Bernatchez vd.,
1992). Bu bolge Karadeniz, Hazar Denizi ve Aral Denizi havzalarim



kapsamaktadir. mtDNA verilerine gore bes ana soy hattindan iki tanesi (DA ve
AT) bu bolge igerisinde bulunmaktadir (Osinov ve Bernatchez, 1996).

DA soy hatti Ponto-Hazarda buzul ilerlemesi siiresince hem siddetli habitat
kaybinin dogrudan etkisi hem de Karadeniz, Hazar ve Aral Denizi havzalariin
genisleme, daralma ve baglantilarinin karigtk modelleri sebebiyle karmagik bir
yapiya sahiptir (Arkhipov vd., 1995). Yapilan molekiiler calismalar AT ve DA soy
hatlarin1 ayirmakla beraber bunlar arasinda ikincil temas olduguna da isaret
etmektedir (Bernatchez ve Osinov, 1995; Riffel vd., 1995).

1.2. Molekiiler Belirtecler

Canlilar arasindaki gesitliligi ortaya ¢ikaran molekiiler tekniklerin son 30 yilda
gelismesiyle birlikte, tirler ve populasyonlar arasinda genetik ¢esitliligin
belirlenmesinde bu teknikler yogun bir sekilde kullanilmaya baslanmistir.

Genetik c¢esitliligin korunmasi, tiirlerin ve dogal populasyonlarin korunmasinda
temel unsurdur. Herhangi bir biyolojik kaynagi etkili olarak ydnetmek igin,
mevcut tiir ve populasyonlarin genetik varyasyon diizeyinin mutlaka bilinmesi
onemlidir. Giiniimiizde bazi1 genetik belirtecler kullanilarak, birgok tiir i¢in belirli
diizeyde bilgilere ulasilabilir olmasina ragmen, populasyon genetigi ve uzun siireli
aragtirmalar i¢cin genom haritalama ve kantitatif karakter lokuslarimin belirlenmesi

gibi ilave bilgilere de ihtiya¢ duyulmaktadir.

Baliklarda filogenetik ¢alismalarda, genetik tekniklerden uzun siireden beri
yararlanilmaktadir. Bu tekniklerin ilk Onemli uygulamalari, genis olarak

denizlerde gozlenen davranis ve go¢ modellerinin aragtirilmasiyla ilgilidir.

Molekiiler genetik caligmalar ilk olarak birbirinden uzak balik populasyonlar
arasinda hemoglobin polimorfizminin arastirilmasiyla baglamistir (Sick, 1961;
Ward ve Grewe, 1994). Orneklerin ayrimi sirasinda karsilasilan problemleri
¢ozmek icin Ozel histokimyasal boyama yontemleri kullanilmistir (Hunter ve
Markert, 1957). Eldeki genetik belirteglerin ¢esitliligini sayica artirabilmek igin
aragtiricilar  1980°’li  yillarin  basinda Deoksiriboniikleik Asit (DNA)’dan
yararlanmaya baglamislardir. Bu alanda yapilan ilk ¢aligmalar mtDNA odakl1 olup,
RFLP analizi kullanilmigtir (Lansman vd., 1981). Sonraki arastirmalar genetik
materyale ait belirli bolgelerin dizi analizi lizerine odaklanmistir (Bernartchez vd.,
1992).



Kullanilan molekiiler Dbelirte¢leri agiklamadan Once molekiiler belirteci
tanimlarsak; bir birey, bir populasyon ya da bir tiriin genomunun belli bir
bolgesinin digerlerinden farkliligini ortaya koyan protein veya DNA molekiilleri

molekiiler genetik belirtecler olarak adlandirilir.
1.2.1. Allozim Elektroforezi

Eger bir proteini kodlayan lokusta birden fazla alel varsa, her bir alel tarafindan
kodlanan polipeptidler farkli amino asit igeriklerinden dolay1 farkl elektriksel
yiike ya da biyiikliige sahip olacaklardir. Elektroforez bu gibi alelik farkliliklar
ortaya ¢ikarmaktadir.

Iki genel protein veri biciminden sdz edilir. Biri izozimlerden elde edilmektedir.
[zozim bir enzimin farkli genetik lokuslarca ifade edilen farkl1 fenotipik formlarini
belirtmektedir. Ayni lokustaki farkli alellerin iiriini olan izozimler allozimler
olarak adlandirilirlar. Allozim belirtecleri kodominanttir, yani bir lokustaki
alellerin tiimii ayirt edilebilir ve Mendel kalitimi gosterirler. Orneklerin hizli bir
sekilde analiz edilebilirligi, kullanilan kimyasallarin maliyetinin disiikligi,
calisilan lokus iiriiniiniin islevinin bilinmesi yontemin avantajlarindandir. Taze ya
da hemen dondurulmus dokunun gerekli olmasi da dezavantajlarindan biridir.
Hesaplanan genetik varyasyonun miktari ger¢ekte oldugundan daha az bulunabilir,
¢linkii DNA’daki mutasyon sonucu degisen aminoasit ayni elektriksel yiike sahip
olabilir veya olusan bazi mutasyonlar genetik kodun dejenerasyonundan dolay1
aminoasit degisimiyle sonu¢lanmayabilir. Bu sekilde ancak genomun kiigiik bir
kismi incelenebilir. Bu nedenle yakin tiirler ya da populasyonlar arasindaki
varyasyonu saptamak zordur (Taghizadeh vd., 2012).

1.2.2. Mikrosatellitler ve Diger Tekrarlh DNA Dizileri

Cok hiicrelilerde sirali tekrar gosteren niikleotit dizilerinin varligi 1968 yilinda
yapilan calismalarda ortaya g¢ikarilmistir ve bu tekrarli diziler satellitler olarak
adlandirilmigtir.  Satellitler, minisatellitler ve mikrosatellitler olarak ikiye
ayrilmaktadir. Minisatellitlerin olusturdugu tekrar dizileri genellikle 9-64 baz
ciftinden (b¢) olusur. Bunlar ayrica VNTR (variable number of tandem repeats)
olarak da bilinirler (Tautz, 1989).



Mikrosatellitler 20-300 b¢ uzunlugundaki kisa (1-6 bg) tekrarli dizilerden
olugmaktadir (Tautz ve Renz, 1984; Tautz, 1989). Genomda bol miktarda dagilmis
olarak gozlenmektedirler. Bir lokusta bulunan alel ¢iftinin her biri, kor zincir
initesinin tekrar sayisimin farkliligiyla birbirinden ayrilirlar ve PZR ile bu aleller
cogaltilabilmektedir. Aleller jel elektroforez metoduyla goriintiilenir ve bdylece
bireyin genotipi tespit edilebilir. Mikrosatellit belirtecler de kodominanttir. Bazi
mikrosatellit lokuslarinda oldukca yiiksek olan alelik varyasyon bu belirtecleri
ozellikle populasyon biyolojisinin ¢esitli alanlar1 i¢in uygun kilmaktadir (Wright
ve Bentzen, 1994).

1.2.3. mtDNA ve nDNA

Ozellikle son 20 yilda mtDNA evrimsel ¢alismalar icin oldukca giiclii bir arag
durumundadir. Bu ¢alismalarda mtDNA analizi populasyon yapisi, gen akisi,
hibridizasyon, biyocografya ve filogenetik akrabaliklar igin veri iretilmesini
saglamigtir (Moritz, 1994a).

Mitokondri genomu filogenetik c¢aligmalar icin yararli olan pek c¢ok oOzellige
sahiptir (Avise, 1994). En 6nemli 6zelligi klonal kalitimidir. Balik mitokondri
genomu haploittir yani her bir organizma sadece bir tip mtDNA icermektedir.
Bununla birlikte birka¢ ¢aligmada heteroplazmi (bir fertte birden fazla mtDNA
¢esidinin bulunusu) oldugu rapor edilmistir (Bentzen vd., 1991; Moritz, 1991).

Ikinci olarak, mtDNA pek ¢ok ¢ekirdek genlerinden daha hizli evrimlesmistir. Bu
0zelligi nedeniyle, yakin akraba tiir ve populasyonlarin filogenetik iligkilerini
caligmak i¢in uygundur (Presa vd., 2002).

Hayvan mtDNA’s1 ¢ift sarmalli ve kovalent olarak kapali halkasal bir molekiildiir.
Iki ribozomal RNA (rRNA) geni, 22 transfer RNA (tRNA) geni ve adenozin
trifosfat (ATP) sentezi i¢in elektron tasinmasinda rol alan enzimlerin alt iinitelerini
kodlayan 13 protein geninden olugmaktadir. mtDNA’s1 tamamen dizilenen birgok
omurgali ve omurgasizda intronlar bulunmamaktadir. Ayrica genler arasi diziler
genellikle kiiciiktiir ya da yoktur. mtDNA’da bir kontrol bolgesi bulunmaktadir.
Bu bolge yapisal genlerden yoksundur ancak replikasyon ve transkripsiyonu
baslatan dizileri icermektedir. Omurgalilarda kontrol bolgesi replikasyonda rol

oynayan D-loop (displacement loop) bdlgesini igermektedir. Bu bdlgede sarmalin
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iki zincirinden biri replikasyon sirasinda yeni sentezlenen zincirle yer degistirir
(Desjardins ve Morais, 1990).

mtDNA’nin niikleer genomdan daha hizli evrimlestigi bilinmektedir. Sonug
olarak, bircok mitokondrial protein kodlayan gen daha alt seviyedeki (aile, cins,
tir veya populasyon) filogenetik akrabaliklart incelemekte kullanilmaktadir.
Protein kodlayan genlerdeki iigiincii kodon pozisyonunda meydana gelen yiiksek
substitlisyon oranlaria bagli olarak, bunlardaki DNA dizileri daha ¢ok tiir ya da
populasyon seviyesinde siklikla kullanilmaktadir (Navajas vd., 1996).

mtDNA’nin  kontrol bolgesi oldukc¢a degiskendir ve bireyler arasinda bile
varyasyon gosterebilir (Sekil 1.6). Bu bolge bir¢ok durumda ardigik tekrarlar
icermektedir. Bu nedenle tiirler, alttiirler ve populasyonlar arasindaki filogenetik
caligsmalarda kullanilmaktadir (Zhang ve Hewitt, 1997).

mtDNA, nDNA’dan daha hizli evrimlesmesine ragmen 12S rDNA oldukga
korunmustur ve sube ya da altsube gibi yliksek seviyelerdeki kategorilerin
filogenilerinin olusturulmasinda kullanilmaktadir (Ballard, 1992). Diger yandan,
16S rDNA bu bolgeye gore daha degisken olmasi nedeniyle aile, cins gibi orta
diizeydeki kategorilerin filogenilerinin arastirilmasinda kullanilmaktadir.

Ribozomal RNA, kicik alt
oM 428 rRNA
Ribozomal RNA,
biyik alt kirim
165 rRNA

ORJIN

Protein

[ tma
D Protein

Sekil 1.6. mtDNA
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nDNA ile karsilastirildiginda yiiksek varyasyona bagli olarak mtDNA’da spesifik
bolgeleri gogaltmak icin evrensel primerleri dizayn etmek daha zordur. Bu nedenle
filogenetik calismalarda 12S rDNA, 16S rDNA, sit-b (sitokrom b) gibi belirli gen
bolgeleri siklikla kullanilir (Presa vd., 2002).

Kisaca kiiglikliigli, haploit ve maternal kaliimi, konservatif gen diizenlenisi
(Avise, 1991) ve nDNA ile kiyaslandigindaki hizl1 evrimlesme orani gibi dnemli
Ozellikleri mtDNA analizlerini populasyon genetigi ve evrimsel genetik
caligmalarinda, ozellikle ¢ok yakin akraba organizmalar arasindaki filogenetik
caligmalar ve baliklarin filocografik modellerinin belirlenmesi i¢in, Onemli
derecede kullanish ve vazgegilmez bir ydntem yapmaktadir (Aquadro ve
Greenberg, 1983; Moritz, 1994a-b; Avise, 1994; Bernatchez ve Wilson, 1998).
Ancak nDNA ile karsilastirildiginda bazi1 dezavantajlar1 da vardir. Bunlar;

1-Her ne kadar hayvan mtDNA’s1 37 genden olusuyorsa da tek bir birim olarak
kalitildigindan ve tek bir genin evrimsel tarihi tim genomun tarihinden farkli
olacagindan, mtDNA verileriyle olusturulmus agaglarin degerlendirilmesinde daha
yiiksek bir hata pay1 olabilir (Avise, 1994)

2- mtDNA hibrit zonlarda tek bir tiirden kdken alabilir. Bunun nedenleri asimetrik
ciftlesme ya da ancak belirli hibritlerin hayatta kalmalar1 seklinde ifade edilebilir
(Ferris vd., 1983; Tegelstrom, 1987)

3- mtDNA’nin yiiksek evrimlesme hizindan dolayr uzak akraba taksonlar
karsilastirildiginda homoplasi 6nemli bir problem olabilir (Avise, 1994)

Bunun yami sira hala niikleer genlerden elde edilen bilgilerde de sinirlamalar
vardir. DNA haplotiplerini izole etmedeki zorluklar, mutasyonlari hizla biriktiren
genomik bolgelerin  se¢cimi  ve niikleer dizilerin mitokondrial genlerle
karsilastirildiginda daha biiylik olan birlesme (coalescent) zamani gibi basliklar bu

simirlamalarin nedenleri arasinda sayilabilir.

Tiim bu nedenlerden dolay1 ¢aligmalarda niikleer ve mitokondrial genlerin birlikte
kullanilmasi ve bunlarin filocografik uyumunun test edilmesi en dogrusudur
(Avise, 2000).
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1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, DNA igerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir
bolgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak i¢in uygulanan yontemdir.

Bu teknikte ilk basamakta, yiiksek sicakligin etkisiyle (92-95°C) cift sarmalli
DNA’nin sarmallar1 birbirinden ayrilir.

Ikinci basamakta ise, primerler kopyalanmak istenen zincir bdlgesine iki taraftan
baglanirlar. Son olarak bir DNA polimeraz olan Tagq (Thermus aquaticus) adli
enzim, sentezi gergeklestirir (Mullis ve Faloona, 1987). Reaksiyonun
verimliliginin %100 olmas1 i¢in 109 kat kopyalama gerekmektedir. Kopyalama
sonras1 0zel yontemlerle cogaltilan DNA (Agaroz Jel Elektroforezi, Poliakrilamid
Jel Elektroforezi) boyanma islemini takiben gdzlenir. Primerlerin sinirladigi
dizinin uzunlugu bilindiginden, ¢ogaltilan iriiniin hangi uzunlukta (bg) bant

olusturdugu DNA biiyiikliik standardi ile karsilagtirarak belirlenir.

Yukarida bahsedilen molekiiler belirteclerin gelistirilme zamanlarina paralel
olarak ilk zamanlar allozimlerin elektroforetik analizi, sonraki yillarda mt
DNA’nin hem PZR-RFLP hem de dogrudan dizi analizleri alabaliklarin
mikrocografik ve makrocografik genetik varyasyonunu tespit ederek evrimleri
hakkinda daha dogru bilgi sahibi olmamizi saglamistir.

1.4. Tiirkiye’deki Alabaliklarin Molekiiler Varyasyonu

Tiirkiye cografyasinda yapilan mtDNA RFLP analizi ve DNA dizi analizi
caligmalarinda Van’in Catak il¢esinde bulunan alabalik 6rneklerinin yeni bir soy
hattina ait olduklar ortaya ¢ikarilmistir. T1 soy hatti olarak isimlendirilen bu soy
hattinin mtDNA analizleri sonucu alabaliklarin en eski soy hatt1 oldugu ve diger
soy hatlarmin orjini oldugu onerilmistir Ayrica bu soy hattinin Dicle vadisinde
fiziksel olarak izole oldugu diisiiniilmektedir. Bu soy hattinin yeni olmasi

nedeniyle bulundugu havzalar ve nehir sistemleri hakkinda ¢ok fazla bilgi yoktur.

Tiirkiye cografyasinda TI ile beraber alti ana soy hattindan ii¢iiniin (AD, DA ve
TI) bulundugu tespit etmistir (Bernatchez 2001, Bardakci vd., 2006). Ulkemizde
Akdeniz ve Basra Korfezi (sadece Firat Nehri) Havzasindaki alabalik
populasyonlarinin AD ve Karadeniz, Marmara, Ege ve Hazar Denizi
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Havzalarindakilerin ise DA soy hattindan olduklar1 belirlenmistir (Bardakci vd,
2006).

Bu calisma ile Tirkiye’deki alabalik populasyonlarinin filogenetik iliskileri
mtDNA D-loop bolgesi ve nDNA ITS1 (internal transcribed spacer 1) dizileri
kullanilarak belirlenecektir. Elde edilen verilerin diger cografik bolgelerde yayilis
gosteren alabaliklardan elde edilen verilerle birlikte analizi ve Tiirkiye’nin jeolojik
ve iklimsel tarihine iliskin bilgiler ile iliskilendirilmesi sonucu alabaliklarin
genetik farklilagsma siireglerinin ve dagilim modellerinin ortaya konulmasi
amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Salmo trutta L. dogal yayilis alan1 boyunca morfolojik agidan karmasik bir model
gostermektedir. Yasam tarihi varyasyonu i¢in de ayni sey gecerlidir. Bu da tiiriin
evrimsel tarihinin anlasilmasini zorlastirarak taksonomik agidan karisikliga neden
olmaktadir. Bernatchez vd. (1992) Bati Avrupa boyunca morfolojik ve cografik
olarak uzak olan populasyonlar arasindaki filogenetik iligkileri belirlemek i¢in 24
populasyonu temsil eden 151 bireyde mtDNA kontrol bolgesini ¢alismistir.
Arastirma sonucunda AD, DA, ME, MA ve AT olmak {izere bes ana filogenetik
grup tanimlamis ve populasyonlar icerisindeki filogenetik akrabaliklar belirlemek

icin mtDNA dizi analizinin kullanilabilirligini géstermistir.

Hansen vd. (1993) Danimarka’da 12 lokalitede S. trutta Orneklerinin allozim
elektroforezini incelemistir. Calisma sonucunda genetik varyasyonun cografik
dagilimi1 Hald golii populasyonlarinin genetik olarak farkli oldugunu ve bu sebeple
golde koruma c¢aligmalarinin dikkatli sekilde yiiriitiilmesi gerekliligini

gostermistir.

Rusya ve Bati Asya alabalik populasyonlart morfolojik ve ekolojik varyasyona
dayanarak farkli tiir ve alttiirlere ayrilmigtir. Bunlarin kdkenlerini degerlendirmek
ve geleneksel taksonominin evrimsel farkliliklari yansitip yansitmadigini
belirlemek i¢in Bernatchez ve Osinov (1995) mtDNA RFLP, mtDNA dizi analizi
ve allozim varyasyonuna dayali genetik akrabaliklari incelemistir. Arastirma
sonucunda Kuzey (Baltik Denizi, Beyaz Deniz) ve Giiney (Karadeniz, Hazar,
Aral) Denizi havzalarinda iki atasal filogenetik grup tanimlanmistir. Sonuglar bu
iki bolgede bulunan populasyonlar arasindaki geleneksel taksonomik farklilagsmay1
desteklemistir.

Apostolidis vd. (1996a) mtDNA ile galisarak 13 populasyonun (11 Yunanistan, 1
Fransa, 1 Ermenistan) filogenetik akrabaliklart ve genetik farklilagmalarini
incelemistir. mtDNA’nin D-loop, sit-b, ND-5/6 bolgelerinin RFLP analizini
gerceklesmistir. Sonugta 11 haplotip gézlenmis, populasyon igi ¢esitlilik ortalama
% 1,65, populasyonlar arasi ¢esitlilik ise ortalama % 0,063 olarak kaydedilmistir.
Analizler sonucunda Yunanistan’in alabaliklarin yiliksek derecede genetik
farklilagma gosterdigi bolgelerden biri oldugu belirlenmistir. mtDNA’nin hem
gecmis hem de simdiki demografik olaylar1 ¢aligmak i¢in oldukea gii¢lii bir arag
oldugu ortaya konmustur. Yine Apostolidis vd. (1996b) Yunanistan ve diger
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Avrupa iilkelerindeki alabalik populasyonlari arasindaki filogenetik akrabaliklari
ve genetik yapiy1 ortaya g¢ikarmak igin yaptiklari ¢alisma sonucunda Akdeniz
populasyonlarin1 biri Bati Akdeniz populasyonlart1 ve Yunanistan’in bat1 ve
kuzeydogu populasyonlari, digeri ise diger Balkan populasyonlartyla iligkili
olanlar olmak iizere iki grup altinda toplamiglardir.

Apostolidis  vd. (1997) yilinda Giiney Adriyatik-Iyonian ve Ege denizi
havzalarindaki S. frutta’lar ile ¢alismis ve analizler sonucunda 4 ana filogenetik
grubu belirlemistir. Bunlardan {i¢ii Giiney Balkan bdlgesinde genis Olgiide
dagilmaktadir. Calismanin sonuglarina gére mtDNA’nin ortaya ¢ikardigi genetik

akrabaliklar, allozim verileri ve morfolojik verilerle uyumlu degildir.

Weiss vd. (2000) Portekiz alabaliklariyla yaptigi c¢alismada 7 populasyonu
incelemis ve mitokondrial haplotip ¢esitliligini arastirmigtir. Tanimlanan bes yeni
haplotipten her birinin Kuzey Atlantik haplotipinden iki-li¢ mutasyon basamagi

kadar uzak oldugunu belirtmislerdir.

Dunner vd. (2000) Ispanya alabaliklarinda genetik cesitliligi belirlemek amaciyla
RAPD (random amplified polymorphic DNA) teknigini kullanarak nDNA ile
calismislar ve mtDNA kontol bélgesinin dizi analizini yapmislardir. Bu iki DNA
kaynagindan elde edilen sonuglarin farkli olmasinin nedenini evrimsel oranlarin

farkli olmasina ve mtDNA’nin maternal kalitimina baglamslardir.

Aurelle ve Berrebi (2001) Fransa’nin giinaybatisindaki populasyonlarla ¢aligmislar
ve 10 mitokondrial haplotip tanimlamislardir. Bu haplotiplerin dagilimlarini
incelediklerinde daha oOnce niikleer belirtegler kullanarak ortaya attiklari
hipotezlerle uyumlu oldugunu ve bu bélgede farklilagsmis 2 grubun bulundugunu
belirtmislerdir.

Bernatchez (2001) Kuzey Afrika ve Dogu Avrupa’dan az sayida populasyonun da
icinde oldugu alabaliklarin dogal cografik yayilis alanlarinda kapsamli bir ¢calisma
yapmugtir. Bu ¢alismada alabalik populasyonlarmin mtDNA’sinin 310 bg’lik 5' D-
loop bolgesi, ND-5/6 ve tiim sit-b geni/D-loop bolgelerinin PZR-RFLP verilerini
karsilagtirmistir. Alabalik populasyonlarinin filogenetik analizi sonucu AT, DA,
ME, MA ve AD olmak iizere bes ana evrimsel soy hattinin varligim1 ortaya
koymustur. Sonug olarak alabalik kompleksi i¢indeki dnemli genetik ayrilmalarin,
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biiyiik iklimsel degisiklikler sonucu erken iist-orta Pleyistosen arasinda Avrupa’da

meydana gelen havza izolasyonlari ile oldugunu belirtmistir.

Suarez vd. (2001) Iber yarimadasi1 ve Kuzey Afrika haplotiplerini incelemis, buna
gore Iber yarimadasinda Atlantik, Duero, Mediterrenean ve Andalusian olmak
iizere 4 6nemli haplotip grubunun oldugunu belirtmistir. Calisma sonucunda, Iber
yarimadasinin Atlantik ve Akdeniz’e akan nehirlerle iliskili olan haplotipler

arasinda fiziksel bir siir roliine sahip oldugunu ortaya koymustur.

Presa vd. (2002) filocografik analizler i¢in bu molekiiler belirtecin
kullanilabilirligini belirlemek amaciyla S. trutfa’nin yayilis alanm1 boyunca rDNA
ITS’deki varyasyonu incelemis ve elde ettikleri sonuglar1 daha 6nce mtDNA’dan
elde ettikleri sonuglarla karsilastirmistir. ITS  2’nin  6rneklenen  tiim
populasyonlarda korunmus oldugu ve ana soy hatlar1 boyunca informatif
karakterlerin gozlenmedigi ortaya ¢ikmistir. Buna karsin ITS 1 diger genetik
belirteclere gore biiyiik bir homojenizasyon gostermistir. Ayrica ITS 1 ve mtDNA
arasindaki filocografik modellerde uyum gozlenmistir. Bu c¢alisma sonucunda
gozlenen Akdeniz’in glineydogu kisimlarinda atasal bir ITS dizisinin varlig

(rMEDA) daha 6nceki mtDNA ¢aligmalarinda bulunamamustir.

Duftner vd. (2003) yilinda yaptigi arastirma sonucunda, mtDNA D-loop
bolgesinin tlimiiniin sekansinin gen frekanslarmin analiz edilmesine olanak
saglayarak Avusturya alabalik populasyonlar1 arasinda iyi bir genetik yapilanma
analizi sagladigini belirtmistir. Analiz sonucunda 92 bireyde 9 Danubian haplotipi,
31 bireyde 7 Atlantik haplotipi gozlenmistir.

2004 yilinda yapilan bir calismada Cortey vd. (2004) Akdeniz nehir
havzalarin'daki alabalik populasyonlarmin filogenetik akrabaliklarini tanimlamak
ve Akdeniz bolgesi baliklarinin tarihsel biyocografyasini gozden gecirmek igin
mtDNA D-loop’un tiim dizisini kullanmigtir. Alabalik soy hatlar1 arasindaki
filogenetik akrabaliklar Danubian’in en atasal oldugunu gostermektedir. Nested
clade ve mismatch analizlerinin sonuglarma goére Adriyatik ve Akdeniz soy
hatlarina ait haplotiplerin su anki dagiliminin sirastyla merkez ve Bati Avrupa’dan
kokenlenen populasyon geniglemelerinin sonucunda oldugu belirtilmistir.
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Susnik vd. (2005) Dicle havzasinda Catak Cay nehrinden 6 alabalikta mtDNA D-
loop dizi analizi sonucunda diger Tuna haplotiplerinden % 1-1,5 farkli olan, tek ve
yeni bir haplotipi agiga ¢ikarmistir.

Maric vd. (2006) Sirbistan’daki alabalik populasyonlarinin filocografyasini
aragtirmak i¢in Tuna, Ege ve Adriyatik drenajlarinin {ist kisimlarindan kékenlenen
101 bireyde mtDNA D-loop’un 561 baz ciftlik bolgesinin dizi analizini
gerceklestirmis ve sonuglari Onceki caligmalarla karsilagtirmistir. Caligmanin
sonucunda Danubian haplotiplerinin Danubian drenajlarina ait oldugu, Adriyatik
haplotiplerinin ise Ege ve Adriyatik drenajlarinda baskin oldugu gézlenmistir.

Italya’da yapilan bir galismada gozlenen 15 RFLP haplotipinin Atlantik dizileriyle
iligkili, diger 9’unun ise daha 6nceden Akdeniz havzasinda tanimlanan {ic ana
filogenetik soy hattin1 temsil eden (AD, ME, MA) dizilerle iligkili oldugu
belirtilmistir (Splendiani vd., 2006).

Bardakci vd. (2006) Tiirkiye’de 27 alabalik populasyonu arasindaki filogenetik ve
filocografik akrabaliklari ortaya ¢ikarmak i¢in PCR- RFLP kullanmistir. Calisma
sonucunda 27 haplotip gdzlenmis, bunlar da {i¢ ana filogenetik klada (DA, AD, TI)
ayrilmistir. Karadeniz, Marmara, Ege ve Hazar Denizi havzasindakilerin DA,
Akdeniz ve Basra Korfezi Havzasindaki populasyonlarin  AD, Catak

populasyonunun TI soyhattina ait oldugu belirlenmistir.

Adriyatik soy hattinin tarihsel demografisini ortaya ¢ikarmak igin Susnik vd.
(2007) mtDNA D-loop ve 12 mikrosatellit lokusundaki varyasyonlarin analizini
gerceklestirmistir. Olusturulan networkte merkezdeki en atasal haplotipin Iber

yarimadasina ait oldugu gézlenmistir.

Schofmann ve Susnik (2007) Sicilya’daki Salmo trutta populasyonlariyla ¢aligmis
ve Morocco’da tek bir haplotip gozlemlemistir ve alabaliklarin batidan doguya
Atlantik okyanusu havzasindan kuzeybati Afrika sahili boyunca yerlestiklerini
belirtmistir.

Turan vd. (2008) RFLP teknigi ile Isparta ve Kahramanmaras bolgelerinde
bulunan S. frutta populasyonlarimin genetik yapilarini inceleyerek populasyonlar
arasindaki farkliligin derecesini tespit etmistir. Elli bireyde 3 farkli haplotip
saptanmis ve Monte Carlo Ikili Kargilastirma Analizi sonucunda populasyonlar
arasinda 6nemli derecede genetik farkliliklar olmadigini belirlemislerdir (p>0,05).



18

Snoj vd. (2009) Arnavutluk’taki alabaliklarin genetik profilini ortaya koymak i¢in
19 lokaliteden (Yunanistan ve Arnavutluk) 87 bireyde mtDNA D-loop dizi
analizini gerceklestirmistir. Sonucta gézlenen 14 haplotipten 4’iiniin Adriyatik ve

Mediterrenean soyhatlari ile yakin akraba yeni haplotipler oldugu gozlenmistir.

Griffiths vd. (2009) Amu Darya nehrindeki alabaliklardan 5 drnekle calismis ve
mtDNA D-loop bolgesinin dizi analizi sonucunda Danubian soyhattina ait 2 yeni

haplotip tanimlamistir.

Turan vd. (2009) Karadeniz Bolgesindeki alabaliklarla yaptiklar: ¢alismada hem
morfolojiyi hem de molekiiler teknikleri kullanmis ve sonugta 2 yeni tiir
tanimlamustir. Salmo rizeensis ve Salmo coruhensis ile yapilan molekiiler analizler

bunlarin farkli soy hatlarina ait olduklarini gostermistir.

McKeown vd. (2010) dort mitokondriyal DNA segmentinin PCR-RFLP
analizlerini calisarak Britanya ve irlanda’daki alabaliklarin filogenetik yapisini
analiz etmislerdir. Sonugta ortaya ¢ikan 25 haplotipin 7 farkli klada ayrildig

gdzlenmistir.

Vera vd. (2011) Kuzey Iran nehirlerindeki alabaliklarin filocografyasini ve
bunlarin genetik yapilarmi ¢alismak i¢in mtDNA D-loop bélgesini, ITS 1’1 ve 10
mikrosatellit lokusunu kullanmigtir ve yapilan filogenetik analizler bu baliklarin

Danubian soyhattina ait olduklarini ortaya ¢ikarmistir.
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3.MATERYAL VE YONTEM
3.1. Alabalik Orneklerinin Toplanmasi

Tiirkiye’de Akdeniz, Karadeniz, Hazar Denizi; Marmara Denizi ve Basra Korfezi
drenajlarinda bulunan tiim ana nehir havzalarina ait toplam 34 farkli lokaliteden
242 ornek kullanilmistir (Sekil 3.1). Aragtirma materyalinin biiyiik bir kismi
TUBITAK TBAG-1971-100T104 nolu proje esnasinda toplanmistir. Bu proje
sirasinda 6rnek elde edilemeyen, ek 6rnek ihtiyaci olan bolgelerden yeni 6rnekler
elde edilmistir. Orneklerin toplandig1 lokalite ve drenajlar Cizelge 3.1 ile Sekil
3.1°de gosterilmistir. Alabalik 6rnekleri genellikle elektrosok metodu kullanilarak
yakalanmistir. Yakalanan balik ornekleri % 95°lik (v/v) etanol icinde tespit
edilerek muhafaza edilmistir



Sekll 3. 1 Omneklerin toplandig1 lokaliteler. KR, Karabey, AB, Abant; YD, Yedlgol AK, Akgay; CT, Catalalig; GM, Gemln TM
Tamdere; YG, Yagmurdere; IK, ikizdere; OV, Ovit; DR, Dértkilise; KC, Karagingil; MR, Merekum; KY, Koyunlu; AD,
Akdere; TH, Tohma; SR, Siirgii; MN, Munzur; SZ, Sariz; FR, Firniz; KO, Kérkiin; KP, Koprii; AL, Alakir; AY, Ayideresi;

0¢



Cizelge 3.1. Alabalik populasyonlarina ait lokalite ve drenajlar

Bolu, Aladag, ElmaliDere | KR | Karadeniz | 8
___ Catalahg | Kitahya, Domani¢c |  CT | MarmaraDenizi | 8 |
_ Dortkilise | Artvin, Yusufeli | DR | Coruh.Karadeniz | 7 |

Coruh, Karadeniz

Ceyhan, Akdeniz

Siirgii Malatya, Dogansehir SR Firat, Basra 11
Korfezi

1T



Cizelge 3.1.Devamu

Sariz Kayseri, Sariz SZ Seyhan, Akdeniz 5

Seyhan, Akdeniz
Antalya, Altinkaya AL | Akdeniz | 8§
Edirne, Istranca Daglan

Kirik Erzurum, Kirik koyii KI Firat, Basra 7
Korfezi

Caglayan Cayirbast CY Karadeniz 1

Uzungol Trabzon Uz Karadeniz 2

(44
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3.2. Kullanilan Cozelti ve Tamponlar

1X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) STE Tamponu

0.5M Tris-Base 0.1 M NaCl

0.5M Borik Asit 0.05 M Tris-Base

0.01M EDTA 0.001 M EDTA

pH 8,13-8,23 pH 7,5 Cozelti otoklavlanir.
% 10 SDS (w/v) Proteinaz K

10 g SDS 100 ml steril suda ¢oziiliir. 10 mg/ml ¢ozelti kullanilmistir.
PCI

Fenol-Kloroform-izoamilalkol karigimi1 25:24:1 oraninda kullanilmistir.
Fenol 25 ml

Kloroform 24 ml

[zoamilalkol 1 ml

Bu ¢ozelti taze hazirlanmis, + 4 °C’de saklanmis ve 1s1kla temasi en az
seviyede tutulmustur. Kullanilmadan 6nce iyice karigtirilmustir.

Cl
Kloroform-izoamilalkol karigimi 24:1 oraninda kullanilmustir.
Kloroform 24 ml

[zoamilalkol 1 ml

6X Yiikleme tamponu
%30 Gliserol (3 ml gliserol, 97 ml su)
%0.03 boya (Bromfenol Blue)

3.3. Total DNA izolasyonu

Total DNA balik 6rneklerinin dorsal ya da pektoral yiizgeclerinin kaidesindeki kas
dokusundan izole edilmistir. Oncelikle doku &rneklerinden alkol uzaklastirilmistir.
Yaklasik 50 mg doku iizerine 500 pl STE tamponu ilave edilmis ve tiipler tim
dokunun tamponla iyice karigmasi i¢in vortekslenmistir. Daha sonra bu tiiplerin
tizerine 25 pl proteinaz K (10 mg/ml) ve 50 pl SDS (%10) eklenmis ve 2 saat 55
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°C’de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra iizerine 500 pl PCI (Fenol-
Kloroform-izoamilalkol, 25:24:1) ilave edilmistir. Yavasca tiipler alt iist edilerek 5
dk oda sicakliginda bekletilmistir. Bu siirenin sonunda tiipler 13.200 rpm’de 5 dk
santriftijlenmistir. Tiiplerde olusan iist faz, orta faza zarar vermeden genis uglu bir
mikropipetle dikkatli bir sekilde alinarak bos mikrosantrifiij tiiplere aktarilmustir.
Uzerlerine 500 ul PCI eklenmis, aym sekilde 5 dk inkiibe edilmis ve
santrifiijlenmistir. Yine iist faz dikkatli bir sekilde alinip yeni mikrosantrifiij
tiiplere aktarilmuistir. Uzerlerine 400 pl CI (Kloroform-izoamilalkol, 24:1)
eklenmis, oda sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra 13.200 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmistir. Olusan {ist faz alinarak bos mikrosantrifiij tliplere aktarilmigtir.
Uzerlerine 1 ml soguk mutlak etil alkol eklenmis ve tiipler 20 dk buz iizerinde
inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda DNA gdriiniinceye kadar tiipler yavasca alt
iist edilmistir. 13.200 rpm’de 1 dk santrifiij isleminden sonra ¢oken DNA’lardan
alkol mikropipet yardimiyla miimkiin oldugunca uzaklastirilmistir. Daha sonra
tipe 400 pl % 70°lik etil alkol eklenmis, pellet kaldirilarak yikanmasi
saglanmistir. Tekrar 13200 rpm’de 10 sn santrifiij isleminden sonra alkol
mikropipet yardimiyla uzaklastirilmis ve tiipler agz1 acgik bir sekilde 37 °C’de
bekletilmistir. Alkoliin tamamen uzaklastigindan emin olduktan sonra pellet 100
ul steril distile suda ¢oziilmiistiir.

3.4. DNA’nin Spektrofotometrik Analizi

Izole edilen DNA’larin konsantrasyonlarini belirlemek i¢in 260 nm dalga boyunda
absorbanslar oOl¢iilmiistiir. Bunun i¢cin DNA oOrnekleri 35 kat seyreltilmistir.

Yaklasik DNA miktarinin tespitinde asagidaki formiilden yararlanilmistir.

C = O.D.zﬁonm x S.K. x50
DNA

0.D.- Optik Dansite (260 nm’de okunan absorbans degeri).
S.K.- Sulandirma katsayisi.

50 - 260 nm’de 1 optik dansite, ¢ift iplikli DNA konsantrasyonunda 50 pg/ml’sine
denk gelir.

Ayrica stok DNA’nin 280 nm’de absorbansi dlgiilerek protein kontaminasyonu

olup olmadigi belirlenmistir.



25

3.5.DNA’nmin Agaroz Jel Elektroforezi

Tim DNA oOrneklerinin agaroz jel elektroforezinde % 0.8’lik agaroz jel
kullanilmigtir. Kullanilan tankin boyutuna gore tartilan agaroz 1XTBE
tamponunda ¢oziilmiis ve yaklastk 60 °C’ye kadar hafif hafif c¢alkalanarak
sogutulmustur. Igerisine 1ul EtBr (5Smg/ml) eklenerek tarak yerlestirilmis olan
kaliba dokiilmiis ve sogumaya birakilmistir. Daha sonra jel, icerisinde 1XTBE
bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir. Jeldeki ilk kuyucuga DNA biiytikliik
belirteci yiiklendikten sonra yiiriitillecek orneklerden 5 pl almarak 5 pl 6X
yiikleme tamponu ile karigtirtlip sirasiyla diger kuyucuklara yiliklenmistir. Giig
kaynag1 100 Volt’a ayarlanarak jel icindeki 6rnekler yaklasik 45 dk yiiriitiilmiistiir.
Daha sonra jel goriintiileme cihazina (Vilber Lourmat) yerlestirilmis ve UV 15181
altinda fotografi ¢ekilmistir. Sonugta konsantrasyon, degredasyon ve
kontaminasyon (RNA, protein) ile ilgili fikir edinilmis ve spektrofotometrik analiz

sonuglarina da bakilarak gereken seyreltme ve ayarlamalar yapilmistir.

PZR i¢in uygun DNA miktar1 100ng/pl olacak sekilde ana stokta bu degerden
daha yogun DNA igeren Orneklerde gerekli seyreltmeler yapilmis ve
reaksiyonlarda kullanilacak miktar ana stoktan seyreltilerek alinmistir.

3.6.Mitokondri D-loop boélgesi ve Niikleer I'TS1 Bolgelerinin PZR ile
Cogaltilmasi

D-loop ve ITS1 bolgelerinin PZR ile amplifikasyonu ve dizi analizinde kullanilan

primerler Cizelge 3.2°de verilmistir.



26

Cizelge 3.2. Kullanilan primerler

D-loop

Primer Primer Dizisi Tm
(°C)

PST 5" CCC AAA GCT AAA ATT CTA AAT 3’ 45.2

(Cortey vd., 2004)

FST 5” GCT TTA GTT AAG CTA CGC 3’ 39.8

(Cortey vd., 2004)

ITS1

kp2 S’AAAAAGCTTCCGTAGGTGAACCTGCG 3’ | 64.8

(Presa vd., 2002)

58s 5> AGCTTGCTGCGTTCTTCATCGA 3’ 60.3

(Presa vd., 2002)

Her iki gen bolgesi i¢in optimizasyon caligmalart yapilmig ve ozellikle farkli
MgCl, konsantrasyonu ve primerlerin baglanma sicakligi denemeleri yapilmstir.

Her bir PZR reaksiyonu toplam 50 pl hacimde hazirlanmistir.

mtDNA kontrol bolgesi, son hacimde 5 ng/ul kalip DNA (100 ng/ul), 1x Taq
tamponu [10x Taq Buffer; 100 mM Tris-HCI (pH 8.8), 2 mM MgCl, (25 mM;
Fermentas, MBI), 2,5 mM dNTP karisimu (herbir dATP, dTTP, dCTP, dGTP 0.5
mM; Fermentas, MBI), 0,25 U/ul Taq polimeraz (5 U/ul; Fermentas, MBI), 0.2
pmol/ul PST ve FST oligdkleotidleri (her biri 25 pmol/ul) 50 pl reaksiyon

hacminde steril distile su ile tamamlanarak PZR ile ¢ogaltildi.

ITS1 i¢in, son hacimde 5 ng/pul kalip DNA (100 ng/ul), 1x Taq tamponu [10x Taq
Buffer; 100 mM Tris-HCI (pH 8,8), 2 mM MgCl, (25 mM; Fermentas, MBI), 0,4
mM dNTP karisimi (herbir dATP, dTTP, dCTP, dGTP 0,5 mM; Fermentas, MBI),
2,5 U/ul Taq polimeraz (5 U/ul; Fermentas, MBI), 0,2 pmol/ul kp2 ve 58s
oligoniikleotidleri (her biri 25 pmol/ul) 25 pl reaksiyon hacminde steril distile su
ile tamamlandi. Polimeraz zincir reaksiyonlar1 Eppendorf Thermal Cycler ile
gergeklestirildi. D-loop ve ITS1 i¢in PZR programlar1 Cizelge 3.3. ve Cizelge

3.4.de verilmistir.



Cizelge 3.3. D-loop gen bolgesi PZR programi

Reaksiyon basamagi Sicakhk Siire
Baslangic Denatiirasyonu 94°C 1’
Denatiirasyon 94°C 30"
Primer Baglanma (Annealing) 52°C 1’
Zincir Uzama (Extension) 72 °C 1’
Son uzama 72 °C 3’
Cizelge 3.4. ITS1 gen bolgesi PZR programi
Reaksiyon basamagi Sicakhk Siire
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94°C 1’
Denatiirasyon 94°C 307
Primer Baglanma (Annealing) 52°C 1’
Zincir Uzama (Extension) 72 °C 1’
Son uzama 72°C 3’
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35 DONGU

40 DONGU

PZR iiriinlerinin kalitesi ve bilyiikliigiinii kontrol etmek amaciyla iiriinler % 1°lik

agaroz jelde yiiriitilmiistiir. Kullanilan DNA biiyiikliik belirtecleri amplikon

boyutuna uygun olarak se¢ilmistir. Daha sonra jel UV altinda goriintiilenmistir

(Sekil 3.2).

3.6.1. PZR Uriinlerinin Saflagtirilmasi

Agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenen iiriinlerden tek ve dogru biiyiikliikte bant
verenler GenElute™ PZR Clean-Up kit (SIGMA) kullanilarak saflastirlmistir. Bu

islem yapilirken firmanin kit ile birlikte gondermis oldugu protokol uygulanmistir.
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Saflastirilmig PZR dirtinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir.
Spesifik olmayan bantlar ve primer dimerlerinin gozlemlenmedigi ornekler dizi
analizine hazirlanmigtir.

Marker

—_——

Sekil 3.2. Hedef PZR iiriinleri (%2’lik jel konsantrasyonunda)
3.7. Dizi Reaksiyonu ve Dizilerin Elde Edilmesi

Saflagtirllan PZR {irlinleri ve primerler dizi analizi i¢in Giiney Kore’deki
Macrogen firmasimna gonderilmis, burada BigDye Terminator Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems) kullanilarak, dizi iiriinleri ABI 3730XL kapillar
otomatik sekans aletinde yiiriitiilmiis ve elde edilen ham dizi verileri mail yolu ile

tarafimiza gonderilmistir.
3.8. Dizilerin Okunmasi

Her iki bolge icin (D-loop ve ITS1) elde edilen ham diziler BioEdit 7.0.9.0 (Hall,
1999) programi kullanilarak (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bio edit.html) her
bir birey i¢in ayr1 ayr degerlendirilmistir (Sekil 3.3). Bu islem sirasinda her bir
baz dikkatle kontrol edilmistir.
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%0 100 110 120 130 130
TATCCTTTGACACAGG AATAAAAGTGTCCACACAAACTAACTACCTAAATICTCTGCCGTGCCCAACAGAAC

Sekil 3.3. BioEdit 7.0.9 program tarafindan bir DNA dizisinin goriintiisii
3.9. Veri Analizleri

3.9.1. Dizilerin Hizalanmasi

D-loop ve ITS1 dizileri ayr1 ayr1 hizalanmistir. Bireylere ait dizi dosyalar1 BioEdit
7.0.9.0. programina aktarilarak, D-loop i¢in GenBank’tan alman (Cizelge 3.5)
diziler de eklendi ve hizalama islemi BioEdit igine yerlestirilmis olan Clustal W
(Thompson vd., 1994) modiili kullanilarak gerceklestirildi. Gozle de kontrol
edilen hizalama dizileri arasinda uzunluk farkliliklar1 olmasi nedeniyle 6rneklerin
baslangi¢ ve sonlanma noktalarindan hizalamalar yapilmistir. Her bir 6rnegin dizi

uzunlugu 986 baz ¢ifti olarak hizalanmgtir.



30

Cizelge 3.5. Analizde kullanilmak iizere Genbank'tan alinan D-loop dizileri

HAPLOTIP| SOYHATTI | ACCESSION NO KAYNAK
Athapl Atlantik AF273086 Cortey vd., 2004
Athap4 Atlantik AF274575 Cortey vd., 2004

At10 Atlantik AY 185577 Duftner vd., 2003
Atllb Atlantik AY 185579 Duftner vd., 2003
Dala Danubian AY 185568 Duftner vd., 2003
Dalb Danubian AY 185569 Duftner vd., 2003
Da2 Danubian AY 185570 Duftner vd., 2003
Da3 Danubian AY185571 Duftner vd., 2003
Da9 Danubian AY185572 Duftner vd., 2003
Da22 Danubian AY 185573 Duftner vd., 2003
Da23a Danubian AY 185574 Duftner vd., 2003
Da23b Danubian AY 185575 Duftner vd., 2003
Da24 Danubian AY185576 Duftner vd., 2003
IRAN-1 Danubian HM237337 Vera vd., 2011
MAcsl Marmoratus AY836365 Cortey vd., 2004
MEcsl1 Akdeniz AY836360 Cortey vd., 2004
MEcs8 Akdeniz AY836357 Cortey vd., 2004
MEcs4 Akdeniz AY836353 Cortey vd., 2004
MEcs1 Akdeniz AY838350 Cortey vd., 2004
ADcs18 Adriyatik AY836347 Cortey vd., 2004
ADcs6 Adriyatik AY836335 Cortey vd., 2004
ADcs5 Adriyatik AY836334 Cortey vd., 2004
ADcsl Adriyatik AY836330 Cortey vd., 2004
S. salarl Salmo salar, U12143 Cortey vd., 2004
dis grup
S. salar2 Salmo salar, AF133701 Arnason U., Johnson E.,
dis grup Rasmussen A., basilmamig

3.9.2. Analizlerde Kullanilacak Veri Setlerinin Hazirlanmasi

D-loop ve ITS1 gen bolgeleri i¢in ayr1 ayri hizalanmis dosyalar FASTA ve
NEXUS formatlarinda kaydedilmis, DnaSP 4.50 (Rozas vd., 2003) programi
kullanilarak ka¢ farkli haplotip oldugu ve her haplotipin frekansi belirlenmistir.
Daha sonra sadece farkli haplotipleri igeren yeni bir veri matrisi olusturulmustur.
mtDNA D-loop i¢in haplotip ¢esitliligi DnaSP 4.50 programi kullanilarak ve JC
modeli altinda yapilmistir (Jukes&Cantor, 1969). Niikleotid ¢esitliligi yine ayni
program ile ve JC modeli altinda analiz edilmis ve soy hatlar1 arasindaki ham
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DNA cesitliligi (Dxy) ve net DNA ¢esitliligi (Da) (Nei ve Kumar, 2000)
hesaplanmustir.

Maksimum olasilik (Maximum Likelihood) analizi i¢in hem D-loop hem de ITS1
bolgeleri i¢in ayr1 ayr1 Modeltest 3.7 (Posada ve Crandall, 1998) programinda
bulunan hLRT (hierarchical likelihood ratio test) ve AIC (Akaike information
criterion) baz degisim modeli testleri kullanilarak veri matrislerine en iyi uyan baz
degisim modeli saptanmistir. Bu modele ait komut satirlari dosyanin igine
eklenerek nexus formatinda kaydedilmistir.

TCS (Klement vd., 2000) programi kullanilarak yapilacak network analizi i¢in
diziler PHYLIP formatinda kaydedilmistir.

3.9.3. Filogenetik Analizler: Uzakhk (Distance) Analizi

Uzaklik analizi PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002) kullanilarak gergeklestirilmistir.
D-loop ve ITS1 i¢in ayr1 ayr yapilan Modeltest analizlerinde, hLRT ve AIC baz
degisim modeli testlerinin veri setlerimize en iyi uyan baz degisim modeli olarak
tespit ettigi modellerin yam sira daha basit modeller olan JC (Jukes ve Cantor,
1969) ve K2P (Kimura 2-parameter) (Kimura, 1980) modelleri de uzaklik analizi
icin denenmistir. Belirtilen modeller kullanilarak Neighbour Joining (NJ)
algoritmas1 ile filogenetik agaclar olusturulmus ve bunlarin topolojileri
karsilastirilmistir. Ayrica yine tiim modeller kullanilarak bootstrap analizi yapilmig
(10.000 replicate) ve NJ agactaki soy hatlar1 icin elde edilen bootstrap degerleri
kargilagtirilmigtir. Farkli baz degisim modelleri kullanilarak elde edilen NJ
agaclarimin topolojilerinin hemen hemen ayni oldugu gézlemlenmistir. Bootstrap
degerleri karsilastirildiginda ise en yiliksek degerlerin K2P ile elde edildigi
saptanmig, bu nedenle bu model kullanilarak olusturulmus filogenetik agac

verilmistir.
3.9.4. Filogenetik Analizler: Maksimum Parsimoni (Tutumluluk) Analizi

Bu analiz PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002) ile yapilmistir. Parsimoni analizi
Heuristic arastirma metodu (TBR swapping algorithm ve 1.000 rastgele
replikasyon) kullanilarak yapilmistir. Parsimoni analizi sonrasi elde edilen
parsimonik agaglar birbirleri ile Kishino-Hesegawa Test kullanilarak
karsilagtirilmistir (Kishino-Hesegawa, 1989). Ayrica kaydedilen agaglar i¢in CI
(Consistency Index), RI (Retention Index) degerleri ve aga¢ uzunluklar tespit
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edilmistir. Elde edilen bu parsimonik agaclar kullanilarak %50 Majority Rule ve
Stric Consensus agaglar olusturulmustur. MP (Maksimum Parsimoni) analizi i¢in
bootstrap analizi yapilirken diziler analize 1000 rastgele tekrarli olarak alinmis ve
10.000 replikasyon kullanilmstir.

3.9.5. Filogenetik Analizler: Maksimum Olasilik (Likelihood) Analizi

Bu analiz PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Modeltest sonucunda nerilen en uygun baz degisim modelleri veri setine girilmis
ve Heuristic aragtirma metodu kullanilmistir. Diziler analize alfabetik (as is) olarak
katilmis ve TBR swapping algoritmasi kullanilmistir. Maksimum likelihood

analizinde bootstrap degerleri elde edilirken 1.000 replikasyon kullanilmustir.
3.9.6. Filogenetik Analizler: Bayesian Analizi

Bayesian analizi MrBayes 3.1 (Ronquist ve Huelsenbeck, 2003) yazilim ile
yapilmistir. Analiz esit olmayan baz frekanslar1 altinda gergeklestirilmistir.
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) algoritmasi ¢aligtirilmis, rastgele agaclarla
analize baglanmis ve 1000000 jenerasyon tekrarlanmigtir. Her 10 jenerasyonda bir
agaclar orneklenmistir. Log likelihood skorlarinin belli bir dengeye ulastig1 nokta
“burn in” olarak belirlenmis ve bu noktadan dnceki agaclar analizden gikarilmustir.
Geriye kalan agaclar kullanilarak PAUP programinda % 50 Majority Rule
Consensus agag elde edilmis ve bu agac lizerine “posterior probabilities” degerleri

islenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. mtDNA D-loop Bolgesi
4.1.1. Dizi Kompozisyonu

34 farkli lokaliteden toplanan 242 &rnegin ve GeneBank’tan alinan dizilerin
birlikte analizi sonucunda 58 D-loop haplotipi saptanmistir. Bunlardan 33 tanesi
daha once tamimlanmamis ve Tiirkiye’ye ait yeni haplotiplerdir. Analize sokulan
tiim dizilerin hizalanmasi sonucunda elde edilen matrikste baz kompozisyonu A:
% 25,54, C: % 27,36, G: % 18,52, T: % 28,58’dir. Toplam 621 niikleotid
pozisyonunda (% 65) varyasyon gozlenmistir. Bu pozisyonlari 525 tanesi (% 84)

parsimonik bilgi icermektedir.

Analizler sonucunda elde edilen haplotipler igin haplotip ¢esitliligi Hd: 0.9368 ve
niikleotid ¢esitliligi Pi: 0.07786 olarak hesaplanmigtir. Caligmamizda iilkemizden
toplanmis 6rneklere ait lokalite bilgileri ve bu lokalitelerde bulunan haplotiplerin
dagilimim igeren veriler Cizelge 4.1’de verilmektedir. Ayrica D-loop bdolgesi
kullanilarak hesaplanan ham niikleotid cesitliligi (Dxy), net niikleotid cesitliligi
(Da) ve grup igi niikleotid cesitliligi Cizelge 4.2°de goriilmektedir.
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Cizelge 4.1. Lokalitelere gore D-loop haplotiplerinin dagilimi (haplotip isminin
yaninda yer alan parantez ig¢indeki degerler haplotipin goriilme sayisini

gostermektedir)
Lokalite Haplotip Lokalite Haplotip
(D-Loop) (D-Loop)
Karabey Hap 1 (7) Munzur Hap 19 (8)
Hap 2 (1)
Abant Hap 1 (4) Sariz Hap 20 (5)
Hap 3 (1)
Hap 4 (8)
Hap 5 (1)
Yedigol Hap 6(4) Firniz Hap 18 (1)
Hap 21 (2)
Akcay Hap 7 (10) Korkiin Hap 7 (1)
Hap 20 (1)
Hap 22 (3)
Catalali¢ Hap 7 (8) Koprii Hap 23 (4)
Gemin Hap 1 (7) Alakir Hap 24 (8)
Hap 8 (1)
Tamdere Hap 1 (1) Ayideresi Hap 1 (3)
Hap 8 (6)
Yagmurdere Hap 1 (10) Rezve Hap 7 (4)
Ikizdere Hap 7 (2) Catak Hap 25 (7)
Hap 9 (7)
Hap 10 (1)
Hap 11 (1)
Ovit Hap 1 (8) Ortakdy Hap 26 (2)
Hap 9 (1) Hap 27 (1)
Hap 12 (1)
Dortkilise Hap 13 (2) Toro Hap 28 (2)
Hap 14 (5)
Karagingil Hap 17 (8) Esen Hap 29 (4)
Merekum Hap 4 (11) Kengel Hap 7 (6)
Hap 16 (8)
Koyunlu Hap 17 (9) Kirik Hap 30 (5)
Hap 31 (1)
Hap 32 (1)
Akdere Hap 18 (11) Rizekent Hap 26 (2)
Hap 33 (4)
Tohma Hap 19 (9) Caglayan Hap 34 (1)
Stirgii Hap 19 (11) Uzungol Hap 7 (1)
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Cizelge 4.2. D-loop gen bolgesi kullanilarak hesaplanan ham niikleotid ¢esitliligi
(Dxy), net niikleotid ¢esitliligi (Da) ve grup i¢i niikleotid ¢esitliligi (koyu
renkle gosterilmistir). Dxy: iist diyagonal, Da: alt diyagonal.

DA1 AD-ME- | TI AT DA2 S.salar
MA
DAl 0,00428 | 0,01625 | 0,00968 | 0,01650 | 0,01297 | 0,95367
AD-ME-MA | 0,00900 | 0,00953 | 0,01064 | 0,01640 | 0,02078 | 0,95275
TI 0,00743 | 0,00560 | 0,00000 | 0,01151 | 0,01507 | 0,95438
AT 0,01130 | 0,00844 | 0,00859 | 0,00437 | 0,02154 | 0,95327
DA2 0,00751 | 0,01255 | 0,01191 | 0,01545 | 0,00584 | 0,95634
S. salar 0,94857 | 0,94483 | 0,95158 | 0,94751 | 0,95032 | 0,00245

4.1.2. Filogenetik Analizler

Kullanilan 4 farkli filogenetik analiz ile elde edilen agaglarin birbirine ¢ok yakin
topolojilere sahip olduklar1 gézlenmistir.

Kimura 2 parameter baz degisim modeli ve Neighbour Joining algoritmasi
kullanilarak  olusturulan filogram Sekil 4.2’de  gosterilmektedir. Agag
incelendiginde 5 ana soy hattinin varligi gézlenmektedir. Bu ana soyhatlar1 daha
once Bernatchez (2001) tarafindan tanimlanan soy hatlartyla uyumludur.

Danubian soy hattinin agagta 2 alt soy hattina ayrilmis oldugu gézlenmektedir. ilk
klad DA1 igerisinde yer alan haplotipler genellikle Karadeniz drenaji
populasyonlarina ait olup, bunun yani sira az da olsa Ege, Marmara, Akdeniz ve
Basra Korfezi populasyonlarini kapsamaktadir. DA2 soy hatti sadece Hazar Denizi
populasyonlarini igeren ayri bir kladdir ve iilkemizden Ortakdy, Koyunlu ve Toro
populasyonlarina ait 4 haplotip ( Hap17, Hap26, Hap27, Hap28) icermektedir.

TI soy hattin1 olusturan tek haplotip Dicle Nehri Catak populasyonuna aittir. TI
soy hattinin iilkemizde var olan yeni bir soy hatti oldugu daha once yapilan
caligmalarda belirtilmistir (Susnik vd., 2005, Bardakei vd., 2006). Bu caligmada da
ayn1 sonu¢ % 85°lik bootstrap degeriyle desteklenmektedir.
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AD-ME-MA soyhattinda alt kladlar olarak Adriyatik, Mediterrenean ve
marmoratus bulunmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda Tiirkiye’deki alabalik
populasyonlarindan Akdeniz ve Basra Korfezi (sadece Firat Nehri)
Havzasindakilerin AD soy hattina ait olduklar1 belirlenmis, ME ve MA soy
hattinin lilkemizde bulunmadigi rapor edilmistir. Calismamiz sonucunda AD ve
ME soy hatlar1 i¢in aym1 bulgulara ulagilmigtir. Ancak 29 numarali haplotipin
GeneBank’tan alinan marmoratus soy hattin1 temsil eden haplotiple (MAcsl) %
87’lik bootstrap degeriyle desteklenen bir klad olusturdugu goézlenmektedir.
Calismamizin sonuglaria gore bu haplotip Esen populasyonunda fikse olmus bir
haplotiptir ve bu populasyon iilkemizde daha Onceden rapor edilmemis
marmoratus  soyhattinin  varligimi  gostermektedir. Daha o6nce iilkemizde
bulunmadigi belirlenen AT soy hattina ait bir bulguya rastlanmamistir (Sekl 4.4).
Soyhatlarmin iilkemizdeki dagilimi Sekil 4.1°de gosterilmektedir.

Alabaliklarin ana soyhatlar1 arasindaki genetik uzakliklar degerlendirildiginde
birbirine en uzak olanlar AT ve DA2 (% 1,54) ve en yakin olanlar ise TI ve AD-
ME-MA (% 0,56)’dr.

Parsimoni analizinde ‘Heuristic Search’ algoritmasi kullanilarak D-loop bolgesinin
525 parsimoni informatif karakteri analiz edilmistir. Analiz sonucunda esit
uzunluga sahip 51 agac elde edilmistir. Bu agaglarin uzunluklar1 595, Consistency
Index (CI): 0.934, Retention Index (RI): 0.942°dir. Elde edilen agaglar arasinda
farklilik olup olmadigin belirlemek amaciyla Kishino-Hasegava testi uygulanmis
ve anlamli bir farklilik olmadig1 saptanmistir. Burada, topolojiler ayn1 oldugu i¢in
sadece % 50 Majority Rule agaci verilmis ve diigiim noktalarmma 10.000
replikasyonla elde edilen bootstrap degerleri yazilmistir (Sekil 4.3). Bu agagta yine
ayni soy hatlar1 belirgin bir sekilde ayrilmakta olup TI kladinin DA1 ve DA2 ile %
61°lik bir bootstrap degeriyle grup olusturdugu gézlenmektedir.

Caligmamizda yer alan 34 populasyondan 14 tanesi birden fazla haplotip
icermektedir ve bunlarin ¢ogu da Karadeniz drenajma ait populasyonlardir.
Populasyonlar arasinda en fazla haplotip icerenler Ikizdere ve Abant
populasyonlaridir. Hap 1 ve Hap 7 incelenen 7 farkli populasyonda bulunan en
yaygin haplotiplerdir. Tohma, Siirgii ve Munzur populasyonlarn (Basra Korfezi)
fikse olmus Hap 19°u paylasmaktadir. Koérkiin populasyonunda DA1 ve AD-ME-
MA soyhatlarina ait haplotiplerin birlikte bulunmas: ilging bir sonuctur. iki farkl
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soy hattina ait haplotiplerin ayni alanda yer almasi bolgede muhtemel bir
hibritlesmenin olabilecegini gostermektedir.

TCS programi kullanilarak mtDNA D-loop bdlgesi (945 bg) igin 272 dizi analiz
edilmistir. Elde edilen networkte haplotipler arasi iliskiler gdzlenmektedir (Sekil
4.5.). Yapilan analiz sonucunda atasal haplotip AD-ME-MA kladi ig¢inde yer alan
ADcs]1 olarak belirlenmistir. Haplotipler arasi iliskiler incelendiginde soyhatlarina
ait haplotiplerin filogenetik analizler sonucunda gozlendigi sekilde gruplar halinde
toplandig1 belirlenmis ve bu gruplar daha 6nce filogenetik agaclarda oldugu gibi
renklendirilmigtir. Esen populasyonuna ait Hap 29 marmoratus soyhattint temsil
eden ve Genebank’tan alinip analizlere dahil edilen MAcsl haplotipinden iki
mutasyon gecirerek ayrilmaktadir. Danubian soy hatt1 incelendiginde haplotiplerin
iki grup altinda toplandig1 gozlenebilmektedir. ilk grupta Hap 33 merkezde olup
Hapl2’den en az ii¢ mutasyon gegirerek farklilagmis haplotipleri iceren ikinci
grupta sadece Hazar Denizi populasyonlarin1 temsil eden haplotipler yer
almaktadir. Ulkemizden Ortakdy, Koyunlu ve Toro populasyonlarma ait 4
haplotipin ( Hap17, Hap26, Hap27, Hap28) bu grupta bulundugu gézlenmektedir.



R .

Sekil 4.1. Alabalik soyhatlarinin iilkemizdeki dagilim
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NJ

VIN-HIN-AV

— S.salar 1
—— S.salar 2

— 0.001 substitutions/site

Sekil 4.2. K2P baz degisim modeli kullanilarak olusturulan NJ agaci (D-loop).
Dallarin giivenilirlikleri 1000 bootstrap yapilarak test edilmis ve bu

degerlerden % 50’nin iizerinde olanlar diiglim noktalarinda gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Parsimoni analizi sonucunda elde edilen agaglari ozetleyen % 50
Majority Rule Consensus agaci. Diigim noktalar1 {izerindeki degerler
bootstrap degerleridir.
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Sekil 4.4. HKY+G baz degisim modeli kullanilarak elde edilmis olan Maksimum
olasilik (ML) agaci. Diigiim noktalar1 iizerindeki degerler bootstrap
degerleri, alt kismindaki degerler ise posterior probability degerleridir.
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Sekil 4.5. 242 o6rnege ait D-loop bolgesi parsimoni network iligkisi. Sembol
biyiikliikleri yaklasik haplotip frekansim gostermektedir. Sembollerin

yanlarindaki rakamlar D-loop bdlgesine ait haplotip numaralaridir.
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4.2. n-DNA ITS1 bolgesi

Caligmada yer alan 34 farkli lokalitenin her birinden 2 birey igin ITS1 analizi
gerceklestirilmistir. Dizi analizi sonucunda 572 baz c¢iftinden 31 bdlgede
varyasyon goOzlenmis olup bunlardan 9 tanesinin parsimoni informatif oldugu
belirlenmistir. Caligilan lokalitelerde bulunan ITS1 dizileri Cizelge 4.3’te

verilmektedir.

Cizelge 4.3. Lokalitelere gore ITS1 dizilerinin dagilimi

LOKALITE BIREY SAYISI ITS1
Karabey 2 rTR1
Abant 2 rTR1
Yedigol 2 rTR1
Akcay 2 rTR2
Catalalig 2 rTR1
Gemin 2 rTR2
Tamdere 2 rTR1-rTR3
Yagmurdere 2 rTR1
[kizdere 2 rTR1-rTR4
Ovit 2 rTR1
Dortkilise 2 rTR1-rTR2
Karagingil 2 rTR2
Merekum 2 rTR1
Koyunlu 2 rTR2
Akdere 2 rTR5
Tohma 2 rTR1
Stirgii 2 rTR6
Sariz 2 rTR7-rTR8
Firniz 2 r'TR5
Korkiin 2 rTR7-rTR9
Kopri 2 rTR10
Alakir 2 rTR11
Ayideresi 2 rTR1
Rezve 2 rTR1
Catak 2 rTR1-rTR12
Ortakdy 2 rTR2
Toro 2 rTR2
Esen 2 rTR7
Kengel 2 rTR1
Karik 2 rTR1
Rizekent 2 rTR1-rTR2
Caglayan 2 rTR13
Uzungol 2 rTR1
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Analiz sonucunda dis grup disinda 13 farkli ITS1 dizisinin oldugu goézlenmistir.
Bunlardan rTR1 daha &nce yapilan bir ¢alismada Tirkiye’de (Turan vd., 2009)
Ovit populasyonunda gozlenen ITS1 dizisidir. Yine rTR3 ve rTR9 Susnik (2005)
tarafindan yapilan ¢alismada tanimlanan ITS1 dizileridir. Bu ¢alismada yapilan
analizler sonucunda rTR1’in ¢aligilan populasyonlarda frekansi en sik olan ITS1
dizisi oldugu gozlenmektedir (% 50). Bunu % 20’lik bir frekansla rTR2

izlemektedir.

Daha oOnce de belirtildigi gibi mtDNA makrocografik alanda daha yiiksek
varyasyon gostermesi, mutasyon oranmin Yyiksek olmasi, rekombinasyon
gostermemesi ve haploid olmasindan dolay1 yakin gegmiste ayrilan populasyonlar
arasindaki varyasyonu daha iyi gostermektedir. mtDNA’dan elde edilen bulgulari
karsilagtirmak icin ¢aligmamizda ITS1 bolgesi kullanildi ve filogenetik analizleri
gerceklestirildi. 68 ITS1 dizisini ve dig grup olarak Sa/mo salar’1 igeren NJ agaci
Sekil 4.6’te goriilmektedir. Agagta dizi isimlerinin yan tarafinda yer alan renkli
yuvarlaklar mtDNA analizi sonucunda elde edilen soyhatlarini temsil etmektedir.
Filogenetik aga¢ incelendiginde nDNA’nin mtDNA gibi soy hatlar1 arasinda ¢ok
net bir ayirma gostermemekle beraber agagta iki ayri filogenetik grup olustugu
goriilmektedir (rA ve rB). Bu iki grup arasindaki ham niikleotid cesitliligi (Dxy)
0,01300 ve net niikleotid ¢esitliligi (Da) 0,00919 olarak hesaplanmistir. mtDNA
agacinda elde ettigimiz bulgularla karsilastirdigimizda ITS1 filograminda rTR1’in
DA, AD ve TI soyhatlarim temsil eden bir¢ok populasyonda paylasilan bir dizi
oldugu gozlenmektedir. Bu dizi AD’yi temsil eden tek bir populasyonda
(Tohma’da) gozlenmektedir. Bu da diger AD populasyonlarindan farkli olarak
Akdeniz degil Basra Korfezi (Firat) drenajina ait bir populasyondur. rTR4 sadece
Ikizdere populasyonunda, rTR9 sadece Korkiin’de, rTR12 ise sadece Catak
populasyonunda gozlenen bir ITS dizisidir. rTR7,8,10 ve 11 Akdeniz drenajina ait
olan AD soyhattina ait populasyonlarda gézlenen dizilerdir ve bunlar % 62°lik bir
bootstrap degeri ile ayr1 bir grup olusturmuslardir. rTR7 Esen populasyonunda da
gozlenmektedir. mtDNA filogrami incelendiginde c¢alismamizda ilk kez
tanimlanan marmoratus soy hattini temsil eden bu populasyonun yine AD soy
hattiyla ¢ok yakindan iliskili oldugu goézlenmektedir. rA’nin bazalinde yer alan
rTR13 Tamdere populasyonunda gdzlenen ITS1 dizisidir ve burasit DA soyhattinin
en kuzeyindeki populasyondur.
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rB kladi sadece AD ve DA soyhattina ait populasyonlarda bulunan ITS1 dizilerini
iceren bir kladdir. rTR2 ve rTR13 DA, rTR5 vr rTR6 AD’ye ait populasyonlarda
bulunmaktadir ve agacta da goriilecegi gibi bunlar birbirinden (% 83’lik bir

bootstrap degeriyle) net bir sekilde ayirt edilebilmektedir.

Parsimoni analizinde ‘Heuristic Search’ algoritmasi kullanilarak ITS1 bolgesinin 9

parsimoni informatif karakteri analiz edilmistir. Analiz sonucunda esit uzunluga

sahip 5 aga¢ elde edilmistir. Bu agaclarin uzunluklar1 21, Consistency Index (CI):
0,810, Retention Index (RI): 0,846’dir. Elde edilen agaglar arasinda farklilik olup

olmadigini belirlemek amaciyla Kishino-Hasegava testi uygulanmis ve anlamli bir

farklilik olmadigi saptanmistir (Cizelge 4.4). Bu aga¢ ve ML agaci NJ agaciyla

topoloji agisindan benzerlik gostermektedir (Sekil 4.7; Sekil 4.8).

Cizelge 4.4. Parsimonik 5 agaci karsilastiran Kishino-Hasegawa test sonuglari

Agac | Uzunluk | Uzunluk sd t P
farki

1 21 best

2 21 0 1.41542 | 0.000 | 1.000

3 21 0 1.41542 | 0.000 | 1.000

4 21 0 2.00171 | 0.000 | 1.000

5 21 0 2.00171 | 0.000 | 1.000

TCS programi kullanilarak ITS1 (576 bg) icin 68 dizi analiz edilmistir. Yapilan

analiz sonucunda rA iginde yer alan rTR1 atasal dizi olarak belirlenmistir (Sekil

4.9).
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Sekil 4.6. K2P baz degisim modeli kullanilarak olusturulan NJ agaci (ITS1).
Dallarin giivenilirlikleri 1000 bootstrap yapilarak test edilmis ve bu
degerlerden % 50’nin iizerinde olanlar diigiim noktalarinda gosterilmistir.
Dizi isimlerinin yan tarafinda yer alan renkli yuvarlaklar dizinin bulundugu

mtDNA soyhatlarini gostermektedir.
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Sekil 4.8. ITS1 bolgesine ait Maksimum olasilik (ML) agaci. Diigiim noktalari
iizerindeki degerler bootstrap degerleri, alt kismindaki degerler ise posterior
probability degerleridir.
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Sekil 4.9. 68 ornege ait ITS1 bolgesi parsimoni network iligkisi. Sembollerin

merkezinde yer alan rakamlar ITS1 bolgesine ait sekans numaralaridir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Salmo trutta filogenisi ile ilgili son yirmi yilda bir¢ok ¢alisma gergeklestirilmistir
(Bernatchez vd., 1992; Bernatchez, 2001; Cortey vd., 2004). Allozim varyasyonu
calismalar1 oncelikli olmakla beraber ilerleyen zamanlarda bu verilerden elde
edilen genetik cesitlilik hesaplariin gen frekansindaki varyasyonlara dayanmasi
nedeniyle alellerin kendileri arasindaki filogenetik akrabaliklar belirlenememistir.
Bu da DNA seviyesinde genetik varyasyonun c¢alisilmasi ihtiyacini dogurmustur
(Bernatchez vd., 1992).

Memelilerde DNA dizi varyasyonu ¢aligmalari sonucunda mitokondrial genomun
en degisken bolgesinin kodlama yapmayan D-loop bolgesi oldugu bilinmektedir
(Vigilant vd., 1989). Daha sonra yapilan ¢aligmalar baliklarda da bu bdlgenin
populasyonlar arasi iligkileri belirlemede, filogenetik akrabaliklar ¢ikarsamada
onemli bir molekiiler belirte¢ oldugunu ortaya koymustur (Avise, 1994).

Bu c¢aligmada Tiirkiye cografyasinda 34 alabalik populasyonuna ait 242 bireyde
mtDNA D-loop bélgesinin tiimiiniin dizi analizi gergeklestirilmistir. 1012 baz
ciftlik bolgede toplam 621 niikleotid pozisyonunda (% 65) varyasyon
gbzlenmistir. Toplam 34 populasyondan 14 tanesinin birden fazla haplotip
icerdigi, birgok populasyonun ise kendine Ozgii haplotipleri barindirdigi
saptanmistir. Dogal alabalik populasyonlar1 arasinda goriilen genetik
farklilagmanin nedeninin populasyonlar arasindaki sinirli gen akisi, lokal
adaptasyon ve rastgele genetik siiriiklenme olabilecegi diisiiniilmektedir
(Adkinson, 1995; Palm ve Ryman, 1999). Cogunlukla alabalik populasyonlar
arasindaki genetik farkliligin nehirlerin fiziksel olarak izole olmus kisimlar1 veya
farkli dereler gibi Onemli bariyerlerden kaynaklanan izolasyonlar oldugu
diisiiniilmesine ragmen (Ferguson, 1989; Wenburg vd., 1998), higbir bariyer
bulunmayan bir nehir icerisinde uzaklia bagli olarak populasyonlar arasinda
genetik farkliligin 6nemli oldugu goriilmiigtiir. Alabalik populasyonlar arasinda
goriilen mikrocografik farklilasmanin beslenme ve {ireme gibi iggiidiisel
davraniglardan da kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir (Estoup ve Angers, 1998).
Ayrica bu baliklarin yiiksek dag sularinda yagsamalar izole olmalarinda etkili diger
bir etmen olabilir. Bu nedenlerden dolay1 alabalik populasyonlarmin genetik
olarak olduk¢a yapilanmis bir tiir oldugu diistincesi bu c¢alisma ile de
desteklenmektedir.
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Yapilan filogenetk analizler sonucunda, iilkemizde 6 ana soy hattindan 4 tanesinin
bulundugu gorilmektedir. Bunlar AD, DA, TI ve MA soy hatlaridir. Bernatchez
(2001) mtDNA PZR-RFLP ve dizi analizi verilerini kullanarak cografik ve
fenotipik olarak farkli olan alabalik populasyonlarinin analizi sonucunda AT, ME,
DA, MA ve AD olmak ilizere bes ana evrimsel soy hattinin varligimi ortaya
koymustur. Yine ayni ¢alismasinda Tiirkiye cografyasinda bes ana soy hattindan
ikisinin bulundugunu tespit etmistir. Bunlardan AD daha ¢ok Akdeniz ve
Adriyatik Denizi havzasinda dagilis gostermektedir. DA soy hatt1 ise Karadeniz,

Hazar Denizi ve Aral Denizi havzalarinda yer almaktadir.

Bardakci vd. (2006) Tiirkiye’de bulunan alabalik populasyonlarinda mtDNA’nin
NADH 5/6 ve sitokrom b/D-loop bolgeleri PZR-RFLP analizini
gerceklestirmislerdir. Bu ¢aligmanin sonuglarina gore Dicle Nehri Havzasindaki
Catak populasyonuna ait olan baliklarin tanimlanmis bes soy hattindan farkli
oldugu ve bu nedenle ayr1 bir soy hatt1 oldugu ileri siiriilmiis ve Tigris (TI) olarak
adlandirlmigtir. Susnik vd. (2005)’de mtDNA kontrol bolgesi ile dizi analizi
caligmast sonucunda Catak populasyonunun TI soy hattina ait oldugunu
gostermigtir. Bu ¢alismada da ayni sonu¢ NJ filograminda %85’ lik bir bootstrap
degeriyle desteklenmektedir.

Firat ve Dicle nehirleri Iran Korfez’ine akan iki énemli nehirdir. Dicle Nehri
Tiirkiye’de Elazig’in yanindaki iki kaynaktan dogmakta ve Firat Nehrine
katilmaktadir. Birgok rapora gore alabaliklar Dicle-Firat havzasina getirilmistir
(Coad, 1996). Ancak baz1 yazarlar Dicle havzasimmin yukar kisimlarinda dogal
alabaliklarin bulunabilecegini belirtmistir. Tortonese (1954) Catak nehrinden
alabalik tanimlamigtir. Susnik vd. (2005)’de elde edilen bireylerde gozlenen
haplotip Da26 diger DA’lardan %]1-1,5 oraninda farklidir, ancak TI klad1 % 54
gibi diisiik bir bootsatrap degeriyle desteklenmektedir. Bu ¢alismada TI (Hap 25)
diger DA’lardan % 0,7-1,5 oraninda farkli olmakla beraber, giivenirlik % 85 gibi
yiiksek bir degerdedir.

Daha 6nce yapilan mtDNA calismalarinda ispanya’dan Tiirkiye’ye kadar tiim
Akdeniz Havzasinda bulunan mtDNA genotiplerinin ME, MA, AD soy
hatlarindan herhangi birine ait oldugu belirtilmistir (Bernatchez vd., 1992; Giuffra
vd., 1994; Bernatchez, 1995). Presa vd. (2002) hem mtDNA hem de nDNA ITSI1
verilerini birlikte kullanarak Tiirkiye’den Goksu, Dimg¢ay ve Tohma’dan elde
ettikleri Orneklerin AD soy hattina ait olduklarimi belirtmislerdir. Daha Once
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mtDNA PZR-RFLP ve mikrosatellitler kullanilarak yapilan galismalar sonucunda
iilkemizde Akdeniz ve Basra Korfezi (sadece Firat Nehri) Havzasindaki alabalik
populasyonlarinin ~ AD, Karadeniz, Marmara, Ege ve Hazar Denizi
Havzasindakilerin ise DA soy hattindan olduklar1 belirlenmistir. Ayrica ME ve
MA’nm iilkemizde bulunmadigi tespit edilmistir. Bu ¢aligma sonucunda AD ve
ME igin ayni bulgular elde edilmekle beraber, 29 numarali haplotip MA soy
hattinin {ilkemizde de bulundugunu gostermektedir. Esen populasyonunda fikse
olan bu haplotip ve MAcs1’in ayri bir klad oldusturdugu NJ filograminda % 87’lik
bir bootstrap degeriyle desteklenmektedir. Splendiani (2006) marmoratus soy
hattinin italya ve Yunanistan’da bulunmasinin en giineyde yayilmis olan ataya ait

bir kalint1 olabilecegini belirtmistir.

Tiirlere iligkin soy hatlarinin ayrilma zamanini tahmin etmeye yonelik genetik
cesitlilik degerleri esas alinarak molekiiler saat caligmalar1 yapilabilmektedir.
Ancak bu konuda molekiiler saat verileri ¢ok farklilik gosterebilmektedir (Smith,
1992; Wilson vd., 1996; Bernatchez, 2001). Esen ve diger MA haplotipi
arasindaki niikleotid ¢esitliligi 0,00305’tir. Milyon y1l basina % 1-2 ‘lik mutasyon
oranint uygulandiginda ayrilma zamanlar1 Holosene denk gelmektedir
(Bernatchez, 2001). Yaklasik 21.500 yil 6nce kuzey Ege’de, Yunanistan’in bazi
bolgelerinde ve Ege Denizi’nin dogu kisminda genis kayalik alanlar
bulunmaktaydi. Ege’nin her iki tarafinda var olan arazi izdiisiimleri Anadolu ve
Yunanistan’1 birbirine baglayan kopriiler olusturmaktaydi. Bunlar ara ara deniz
kanallartyla ayriliyordu (Stanley ve Blanpied, 1980). 11.800 yil once kayalik
alanlar olduke¢a kiigiilmiistii ancak bircok ada su anki durumunu korumaktaydi.
Yaklasik 7000-8000 y1l 6nce deniz kademeli olarak diiz arazilere girdi ve sahil
konfigiirasyonu bugiine yakin bir gériiniimdeydi (Perissoratis vd., 2001).

Bu soy hattinin dagilim modeli Chondrostoma (Durand vd, 2003), Aphanius
fasciatus (Triantaphyllidis vd., 2007) gibi bazi baliklarda da gdzlenmektedir.
Ulkemizde sadece Esen Cayinda bulunmasi ve fikse olmus bir haplotip
olmasindan dolay1 dncelikli olarak korunmasi gereken bir populasyondur.

Bu galigmada yapilan filogenetik analizler sonucunda DA1’in Karadeniz drenaji
populasyonlarinin yani sira Ege, Marmara, Akdeniz ve Basra Korfezi’ne ait
populasyonlar1 da kapsadigi, DA2’nin ise sadece Hazar populasyonlarini igeren
ayri bir klad oldugu tespit edilmistir. DA soy hatti Ponto-Hazar'da buzul ilerlemesi
stiresince hem siddetli habitat kaybinin dogrudan etkisi hem de jeolojik donemler
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stiresince Karadeniz, Hazar ve Aral Denizi Havzalarinin genisleme, daralma ve
baglantilarinin degiskenligi nedeniyle karmasik bir dagilima sahiptir (Arkhipov
vd., 1995). Kafkas bolgesinde bulunan ilk alabalik fosillerinden ve daha sonraki
caligmalardan elde edilen bilgiler, DA soy hattina ait mevcut populasyonlarin

Karadeniz ile baglantili drenajlardan koken aldigini gostermektedir.

Soy hatlar1 arasindaki net niikleotid gesitlilikleri Cizelge 4.2°de gosterilmektedir.
En diisiik deger TI ile AD-ME-MA (0,00560) ve en yiiksek deger AT ve DA2
arasinda (0,01545) tespit edilmistir. Bardakc1 (2006) DA/TI, DA/AD ve AD/TI
arasindaki net niikleotid c¢esitlilik degerlerini % 2,49, % 2,27, % 2,42 olarak
belirtmistir.

Bernatchez (2001) soy hatlar1 arasindaki net genetik uzaklik degerlerinin % 1,21
ile % 2,19 arasinda degistigini tespit etmistir. mtDNA-RFLP ile yapilan 6nceki
caligmalarda (Apostolidis vd., 1996) daha yiiksek degerler elde edilmis, ancak
daha sonra mtDNA D-loop bélgesinin dizisi ile arastiricilar daha diisiikk degerlere
ulagildigin1 gozlemlemislerdir (Apostolidis vd., 1997; Suarez vd., 2001; Cortey
vd., 2004). mtDNA-RFLP analizlerinde yiiksek degerlerin gozlenmesi bu
analizlerde daha biiyiik mtDNA boélgelerinin goriintiilenebilmesi ve kontrol
bolgesinin en azindan bazi kodlama yapan bdlgelere gore daha yavag

evrimlesmesine baglanabilir.

TCS programi ile yapilan parsimoni network analiz sonucunda mtDNA D-loop
bolgesi icin atasal haplotip ADcs1 olarak belirlenmistir. Maric vd (2006) yaptiklar
caligmada ayn1 sonucu elde etmislerdir ve Lago mare (Messiniyen Krizi’nin son
evresi) olarak adlandirilan jeolojik olay sonucunda Akdeniz alabalik
populasyonlarinin izolasyonunda ve daha sonra Akdeniz nehir sistemlerine
yayilmasinda ¢ok onemli role sahip oldugunu belirtmislerdir. Akdeniz alabaliklar
da (AD, ME, MA) bu sirada izole olduklar ileri siiriilmiistiir. AD’nin oldukga
genis dagilimi kurucu populasyon olabilecegini desteklemektedir (Apostolidis vd,
1997).

mtDNA’nin populasyon genetigi ve evrimsel genetik calismalarinda o6zellikle
yakin akraba organizmalar arasindaki filogenetik ¢ikarsamalar i¢in ¢ok énemli ve
vazgecilmez bir molekiiler belirte¢ olsa da ¢ekirdek DNA’s1 ile karsilastirildiginda
bazi dezavantajlara sahip oldugu daha 6nce belirtilmisti. Filocografik caligmalarin
bliyllk cogunlugu da (>%80) bu ger¢ege dayanarak mtDNA analizlerine
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dayanmaktadir. Ancak bu tarz ¢aligmalarin giivenirligi mitokondrial genom sadece
anasal kalitimi yansittigi i¢in elestirilmektedir (Degnan 1993; Palumbi ve Backer;
1994). Bu nedenle caligmalarda niikleer ve mitokondrial genlerin birlikte
kullanim1 en dogrusudur (Avise, 2000). Ayrica, mtDNA tek basina popiilasyonlar
arasit hibritleri saptamada yetersiz kalmaktadir. Bu agidan niikkleer DNA
popiilasyonlar arasi ikincil temaslarin saptanmasi ve hibritlerin belirlenmesinde
daha kullanighdir. Ayrica mtDNA’nin yiiksek mutasyon orani homoplazilerin
olma olasiligin1 da artirmasinin yanisira, genetik siiriikklenmeyle niikleer DNA’dan
daha hizli fiksasyona ugramasindan dolay1 hibritlesme durumlarinda tek bir soya
ait mtDNA bulunabilmektedir.

Bu sebeplerle mtDNA ile elde edilen sonuglart karsilagtirmak ve gilivenirliklerini
artirmak amaciyla nDNA ITS1 gen bdlgesi kullanilmistir. Analizler sonucunda 68
birey i¢in (34 populasyon) 572 baz ciftlik bolgede 31 degisken bolge (% 5.4) tespit
edilmistir ve bunlardan 9 tanesi filogenetik olarak bilgi icermektedir. Presa vd.
(2002) yaptiklan ¢alismada 86 populasyondan elde ettikleri bireylerde 572 baz
cifti icin 16 degisken bolge (% 2,74) gozlemigler ve bunlardan 10 tanesinin
parsimoni informatif oldugunu belirtmislerdir.

ITS1 analizleri sonucunda elde edilen filogenetik agaglar incelendiginde gruplarin
¢ok daha karmasik oldugu, mtDNA’da oldugu gibi soy hatlarinin net bir sekilde
ayrilmadigr gozlenmektedir. Bu rDNA ITSI’in diisiik evrimlesme oraniyla
agiklanabilir (Gonzales vd., 1990; Suh vd., 1993; Osinov ve Bernatchez, 1996).
Yine ITS1 agacinin dallarmin giivenirlik degerlerinin mtDNA verileri ile
karsilagtirildiginda ¢ok daha diisiik oldugu daha once de benzer filocografik
caligmalarda da rapor edilmistir (Manos vd., 1999; Mayer ve Soltis, 1999).

Alabaliklarin koken aldiklar1 siginaklara gore farklilasan soy hatlar1 arasinda,
yeniden kolonize olma siirecinde ikincil temas oldugu diisiiniilmektedir (Persat ve
Berrebi, 1990; Hynes vd., 1996). Ozellikle Kuzey Avrupa tath su balik
populasyonlar1 son buzul olaylarindan yogun bir sekilde etkilenmesinden dolay1
ancak son zamanlarda yeniden kolonize olabilmislerdir (Hamilton vd., 1989).
Alabaliklar buzullar nedeniyle uzun siire izolasyona ugramislar, daha sonra farkli
soy hatlart yeniden kolonize olma siirecinde ikincil temas olusturmuslardir. ITS1
ile yapilan filogenetik analizler sonucunda rTR1’in DA, AD ve TI soy hatlarimi
temsil eden birgok populasyonda paylasilan allel oldugu ortaya ¢ikmistir. TCS
analizinde de atasal allelin rTR1 oldugu gozlemlenmistir. Bernatchez (2001) DA
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soyhattinin  tiim populasyonlarindan atasal olanin Karadeniz’le iliskili
drenajlardan, AD’nin de Balkanlar/Anadolu refiijiinden kdken aldigini belirtmistir.
rTR1 dizisinin atasal olmasi ve bulundugu populasyonlarin hemen hemen hepsinin
Karadeniz drenajiyla iligkili populasyonlar olmasit bu sonucu desteklemektedir.
rTR1 dizisinin paylagildigi populasyonlarin DA, AD ve TI soyhatlarinda yer
almas1 ve bunlarin Tigris-Firat sisteminde bulunmasi bu alabaliklarin Anadolu’dan
koken aldigini isaret etmektedir. ITS1 filogenisinden elde edilen sonuglar ve agag
topolojilerin ~ genel  degerlendirilmesine  bakildiginda  Tirkiye alabalik
populasyonlar1 da alabaliklarin evrimsel siirecleri igerisinde ikincil temaslar
olduguna isaret etmektedir. Bu ikincil temaslarin iilkemizde 6zellikle DA soy hatti
ile AD ve TI soy hatti arasinda oldugu daha once yapilan ¢aligmalarda da
belirtilmistir (Bardakc1 vd., 2006, Aslan, 2006) ve bu ¢aligmada da ayni bulgulara
rastlanmigtir. Bu temaslar Holosen’de buzullarin siddetli geri ¢ekilmesi siiresince
Akdeniz su seviyesindeki 6nemli derecede artis sonucu meydana gelmistir (Ryan
vd., 1997). Sonug olarak komsu olan Firat ve Karadeniz havzasinin bir bolimii
Akdeniz suyuyla istila edilmis ve bu olay havzalardaki populasyonlarm temas

etmesine neden olmustur.

Bardakct vd. (2006) mtDNA PZR-RFLP sonuglarinda dayanarak bu temaslarin
bundan yaklasik 7.500 yil once buzul donemi sonrasi buzullarin erimesi ile
Akdeniz su seviyesinin yiikselmesi sonucu meydana geldigini ileri stirmiistiir.
Bernatchez (2001) AD soy hattinin oldugu Firat Nehri Havzasinda DA soy
hattinin varligimi rapor etmistir. Bu ¢alismanin sonuglari da Dicle Firat Nehir
sisteminde en az {i¢ soy hattinin (DA, AD, TI) varligin1 ortaya koymaktadir. Bu
soy hatlar1 arasindaki ayrilmalarin Anadolu’nun jeolojik tarihi ve molekiiler saat
verilerine dayanarak buzul donemi Oncesi Pliyosen’de oldugu disiiniilmektedir
(Bardake1 vd., 2006).

ITS1 analizi sonucunda elde edilen filogenetik agaglarda rB kladinda yer alan
diziler DA ve AD soyhatlarii temsil etmektedir. Sadece AD soy hattin1 temsil
eden rTRS ve rTR6’nin olusturdugu klad %82 gibi (ML filograminda) yiiksek bir
bootstrap degeriyle desteklenmektedir. Genel olarak karsilastirildiginda mtDNA
verileri ve nDNA verileri birbirleriyle uyumludur.

Her iki gen bdlgesi icin de yapilan filogenetik analizlerde CI degeri 0.5’in oldukca
tizerinde (mtDNA i¢in 0,934, nDNA i¢in 0,810) 1’e yakin bir degerde ¢ikmis olup
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bu da kullanilan verinin gilivenilirlik derecesinin yiiksek oldugunu ifade
etmektedir.

Daha 6nce Abant goliine endemik oldugu ileri siiriilen alabaliklar Salmo trutta
abanticus alttliiri olarak tanimlanmistir. Ancak daha once mtDNA RFLP
caligmasiyla da ortaya kondugu gibi bunlar sadece bir ekolojik formlardir ve
farkli bir filogenetik takson degildir. Bu c¢aligmada da ayni sonuglara
ulagilmaktadir ve mtDNA D-loop analizi sonucunda elde edilen Abant
populasyonuna ait dort haplotipin ( Hap1l, Hap3, Hap4, Hap5) DA soy hattina ait
olduklart goriilmektedir. Ayni sonug ITS1 analiziyle de desteklenmektedir.

Behnke (1968) Seyhan nehri havzasindaki alabalik 6rneklerini Sa/mo (Platysalmo)
platycephalus olarak tanimlamistir. Calismamizda yer alan Sariz ve Korkiin
populasyonlar1 Seyhan Nehrihavzasinda yer almaktadir. Analizler sonucunda
bunlar AD soyhatti igerisinde yer almistir. Bu sonuglar Behnke (1968)’in
tanimladig1 bu altcinsin dogru olmadigini gostermektedir.

Turan vd. (2009) yaptiklar1 ¢alismada Ovit, Cayirbast ve Kendirli gibi Karadeniz
drenajina ait populasyonlarin morfolojik agidan ve genetik acidan digerlerinden
farkli oldugunu ve bunlarmn yeni iki tiir oldugunu belirtmislerdir (Salmo rizeensis
ve Salmo coruhensis). Ancak bu c¢alismada bu populasyonlardan elde edilen
bireyler DA soy hatti icerisinde yer almaktadirlar. Bernatchez (1992) Atlantik
Havzasinda gozlenen anadrom veya gol formlarinin olusturdugu populasyonlarda
herhangi bir farklilik gézlemlememis ya da farkli drenajlara ait (Atlantik, Akdeniz,
Adriyatik) gol formlarinin farkli filogenetik gruplarda yer alabildigini belirtmistir.
Bu da agikca gosteriyor ki ekolojik formlar filogenetik akrabaliklari
yansitmamaktadir.

Tiim bu sonuglar 1s181nda hem mtDNA D-loop bdlgesinin hem de nDNA ITS1’in
timiiniin  sekans analizleri  Tiirkiye cografyasinda bulunan alabalik
populasyonlarinin yapisini ve aralarindaki filogenetik iliskiyi ayrtili bir sekilde
ortaya koymaktadir. Ayrica c¢alisma sonucunda elde edilen verilerin ortaya
koydugu ikincil temas bulgusunun gosterdigi gibi tlirlerin evrimsel tarihin
aciklayabilmek igin farkli molekiiler belirtecler kullanilarak farkli bolgelerin

analizi daha dogru sonuglari saglamaktadir.
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