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OZET

HAMSININ (Engraulis encrasicolus) MARMARA VE GUNEY
KARADENIZ’DEKI GENETIK STOKLARININ SAPTANMASI

Ering SEN

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dalt
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Fevzi BARDAKCI
2013, 47.sayfa

Engraulis encrasicolus, Actinopterygii smifina ait Clupeiformes takimi ve
Engraulidae familyasina ait bir tiirdiir. Tiir, Iskandinavya’dan Bat1 Afrika’ya kadar
olan Dogu Atlantik sahilleri boyunca ve ayrica Akdeniz, Karadeniz, Marmara
Denizi ve Azak Deniz’ine kadar uzanan genis bir alanda dagilim gostermektedir
Ulkemizin tiim denizlerinde yayilis gdstermektedir. Bu aragtirmada, Marmara ve
Karadeniz populasyonlarinin genetik stoklarinin ve genetik varyasyonlarinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, Bandirma, Zonguldak,
Persembe, Fatsa, Trabzon, Ardesen ve Giircistan’nin kiyisal bdolgelerinden
belirlenen 7 cografi bolgeden E. encrasicolus 6rnekleri toplanmistir. Elde edilen
202 ornekten ilk olarak DNA izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyonundan sonra
her cografi bolgeye ait 6rneklerin mtDNA sitokrom_b ve ND6 gen bolgesi uygun
primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilmistir. E.
encrasicolus orneklerinden elde edilen sitokrom_b ve ND6 gen bolgesinin
dizileriyle yapilan analizler sonucunda, tiiriin dagilim alaninda sitokrom_b ve ND6
geninin 187 haplotipi tespit edilmistir. Gammag degerlerine bagl olarak 4 gruba
ayrilan cografi bolgelerden  AMOVA analizi yapilarak gruplar arasindaki
varyasyon % 5.28, gruplar1 olusturan populasyonlar arasindaki varyasyon % 1.32
olarak bulunmusken, cografi bolgeler igindeki varyasyon % 93.39 olarak tespit
edilmistir. Ayrica populasyonlar arasindaki gen akisi da hesaplanmis ve
birbirlerine yakin cografi bolgeler arasinda gen akisginin yiiksek oldugu
saptanmustir.

Anahtar Sozciikler: Engraulis encrasicolus L., mitokondrial DNA, genetik stok,
Sitokrom-b, ND6, Maramara, Karadeniz






ABSTRACT

DETERMINATION OF THE GENETIC STOCKS OF ANCHOVY IN THE
MARMARA SEA AND SOUTHERN BLACK SEA

Ering SEN

MsC. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Fevzi BARDAKCI
2013, 47.pages

Engraulis encrasicolus is placed in the family of Engraulidae belonging to the
Actinopterygii class and the order Clupeiformes. The range of the species is wide,
extending from Scandinavia along the Atlantic Coast of Europa to western Africa,
as well as from Mediterranean Sea to the Black Sea and Azov Sea. The present
study was aimed at determining and recording the genetic stocks and variations of
the Sea of Marmara and Black Sea populations. Therefore, the samples of the
species were collected from 7 different sampling areas of Bandirma, Zonguldak,
Persembe, Fatsa, Trabzon, Ardesen and the coastal areas of Georgia. A total of
202 samples were then subjected to DNA extraction. Thereafter, mtDNA
cytochrome b and ND6 gene sites of the samples of each location were amplified
through polymerase chain reaction using compatible polymers. In the consequence
of the analyses performed, 187 haplotypes of cytochrome-b and ND6 gene were
found in the area of distribution of the species. In the localities divided into 4
groups based on the values of Gammag;, performing analysis of molecular variation
(AMOVA),the variaton among groups was found to be 5.28%, and among the
populations constituting the groups 1.32%, whereas the inter-locality variation was
found to be 93.39%. The interpopulation gene migration(flow) was estimated and
the gene migration of similar localities was found to be higher.

Key words: Engraulis encrasicolus L., mitochondrial DNA, Cytochrome b, NDB6,
genetic stock, Marmara, Black Sea
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1. GIRIS
1.1. Engraulis encrasicolus’un Biyolojisi ve Ekolojisi

Ulkemizde dogal olarak bulunan ve yiiksek ekonomik degere sahip olan hamsi
balig1 (Engraulis encrasicolus L., 1758) Actinopterygii sinifina ait Clupeiformes
takimi ve Engraulidae familyasina ait bir tiirdiir. Engraulidae familyasi diinyada 16
cins ve 139 tiirle temsil edilmektedir. Bunlardan sadece 8 tiirii diinya
balik¢iliginda ekonomik olarak 6neme sahiptir. E. anchoita, E. euristole, E.
australis, E. japonicus, E. copensis, E. mordax, E. ringes ve E. encrasicolus’ tur
(Tokdemir, O., 2006). E. encrasicolus Avrupa hamsisi olarak da
adlandirilmaktadir. Ig seklinde ve hafifce yassilasmis olan viicudu biiyiik ve parlak
pullarla kaplidir. Bu pullar deriye iyice intibak etmedigi i¢in kolaylikla dokiiliir.
Sirt1 mavi, yesilimsi ve lacivert renkte olup yan taraflari glimiis renginde ve karni
beyazdir. Yanal cizgileri yoktur. Ust genesi alt genesine oranla daha uzundur.
Viicuda gore ventral tarafta olan agzi oldukga genistir. Cenelerinde ¢ok yumusak
disler baticidir ve kesme iglevi gostermez (Anonim, 2006).

Beslenme 6zellikleri bulundugu cevreye gore degisiklik gostermekle birlikte ergin
ve larvalarin besinlerini genellikle planktonik organizmalar olusturmaktadir.
Ayrica planktonlarin yaninda kalanoid kopepodlar, sirripedler ve yumusakga
larvalariyla da beslenmektedirler (Zaitsev, Y, 2000; Whitehead vd, 1988). Hamsi
ayrica sardalya, caca, tirsi ve taraklilar gibi organizmalarla besin zincirinin ayni

basamagindadir ve ayni besinleri almaktadir (Orek ve Bingel, 2000).

Bu tiir, kiigiik pelajik bir balik tiirtidiir. Oldukca genis bir yayilis alanina sahip olan
tiir genellikle tiim tropik, subtropik denizlerde siiriiler halinde yasarlar ve kiyilara
kesimlerde bulunurlar (Orek ve Bingel, 2000). Ayrica 6-29°C sicaklik aralig: ve
binde 5-41,55 lik tuzluluk oranlar1 arasindaki sularda yasayabilmelerinden dolay1
bu kadar genis yayilisa sahiptirler (RE, 1996). Tiir, iskandinavya’dan Bati
Afrika’ya kadar olan Dogu Atlantik sahilleri boyunca ve ayrica Akdeniz,
Karadeniz ve Azak Deniz’ine kadar uzanan genis bir alanda dagilim
gostermektedir (Whitehead vd, 1988).

Hamsilerin dogal émrii yaklasik 4 yildir. Ureme olgunluguna gegirdikleri ilk yilin
sonunda ulagirlar ve yasamlari boyunca iki defa dol verirler (Satilmis ve Bat,
2010). Genellikle Mayis-Eyliil aylar1 arasinda yumurta birakirlar. Yumurtlama,



kiy1 yakin sig sularda (5-10 metre derinlikte) ve 17-27,5°C su sicakliginda olur;
yumurtanin birakildigi suyun tuzluluk orani binde 12-18 ve pH’s1 8,3-8,4 arasinda
degismektedir (Slastenenko, 1955). Birey basma yumurta verimi 10.000-40.000
arasinda degismektedir. Yumurtalar elips veya ovale yakin sekillidir (Slastenenko,
1955). Su sicakligma bagli olarak 24 saat icerisinde larvalar olusmaktadir. flk
yilin sonunda {iriime olgunluguna ulasan hamsiler iiremek ve beslenmek i¢in gog
etmeye baglarlar (Petitgas, 2010)

Hamsi gece ile gilindiiz siireleri arasinda dikey go¢ yapmaktadir. Giindiiz derin
sulara (70-90 m) inerken geceleri sahillere ve yilizeye dogru (10-40 m)
cikmaktadir (Orek ve Bingel, 2000).

Pelajik olan bu tiir, sonbahar ve kis aylarinda bulunduklari bolgelerin kiy1
kesimlerine kiglamak amaciyla biiyiik siiriiler halinde go¢ ederler. Mart ayindan
baglayarak ilkbahar ve yaz aylarinda kiy1 kesimlerden ayrilarak daha agiklara,
kuzeye dogru beslenmek ve iiremek amaciyla go¢ ederler (Orek ve Bingel, 2000).

E. encrasicolus yaz aylarinda tiremek ve beslenmek i¢in kiyilardan uzaklasarak
acik denizlere dogru goc eder. (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Yaz aylarinda hamsilerin yumurta verilerine dayanan potansiyel
yumurtlama alanlar1 (Giannoulaki, M., 2010).



Kis ayalarinda ise yumurtadan c¢ikan ve iireme olgunluguna erisen juveniller
erginlerle beraber kislama i¢in kiy1 bolgeleri segerler (Sekil 1.2).

Olasilik
0.20-0.50
® 050-0.75
®0.75-1.00

Sekil 1. 2. Kig aylarinda hamsi juvenillerinin bulunma olasiligin1 gésteren alanlari ve

olasilik degerleri (Giannoulaki, M., 2010)

Sonbahar aylarinda ise artik kiyidan ayrilmak icin go¢ etmeye baglamaktadirlar

(Sekil 1.3).
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Sekil 1. 3. Sonbahar aylarinda geng bireylerin potansiyel habitatlar1 (Giannoulaki, M.,
2010).



Hamsi balig1 (E. encrasicolus) tiim denizlerimizde yayilis gostermektedir, en fazla
bulundugu ve aveiliginin en fazla oldugu denizlerimiz Karadeniz ve Marmara
Denizi’dir. Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun (TUIK) 2012 yili su istatistiklerine
gore, avlanan deniz balik miktar1 toplam 315 636,5 ton iken ayni sene avlanan
hamsi miktar1 163 981,9 tondur. Toplam avlanan deniz baligi miktarinin %52’sini
olusturmaktadir.

2012 yili verileri (%)

istavrit (Karagéz)
Mezgit

Caca

istavrit (Kraca)
Sardalya W 2012 yili verileri (%)

Palamut-Torik

Diger

Hamsi

10 20 30 40 50 60

Sekil 1. 4. Tiirkiye’de 2012 yilinda avlanan deniz baliklarinin yiizdelik dagilimi (TUIK,
2012).

Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun 2009 yili su iiriinleri istatistiklerine baktigimizda
ise avlanan toplam 204 699 ton hamsinin 165 357 tonu Dogu Karadeniz, 20 249
tonu Bati Karadeniz, 10 984 tonu Marmara, 7 782 tonu Ege ve 327 tonu ise
Akdeniz’dendir. Bu anlamda Karadeniz ve Marmara Denizi’nin énemi oldukga
bliytiktiir. Giircistanda avlanan hamsi miktarlar1 da oldukc¢a yiiksektir. 2001-2009
yillar1 arasinda avlanan hamsi miktarlar1 sene basina 20 ile 50 bin ton arasinda
degisim gostermistir. Giircistan’ da 2009-2010 sezonunda avlanan toplam deniz
balig1 mitar1 39 993 tondur ve bunun 39 857 tonunun hamsi oldugu belirlenmistir.
2010-2011 sezonunda ise avlanan 26 006 ton deniz baligindan 25 919 tonu hamsi
baligina aittir (Zengin vd., 2012). Buna bagli olarak da bu bolgelerdeki hamsi



baliginin populasyon yapilanmasi ve genetik ¢esitliliklerinin  belirlenmesi

onemlidir.

Ulkemizde  &zellikle Karadeniz ~ bolgesinde  yogun  olarak  avlanma
gerceklesmektedir. Biiyiik ekonomik Onemi olan bu tiiriin genetik cesitliligi,
saglikli bir populasyon i¢in kritik 6neme sahiptir. Yapilan yogun avcilik balik
populasyonlarinda azalmalara ve bunun sonucunda da genetik siiriiklenme ile
genetik cesitliligin  diismesine neden olabilir. Genetik ¢esitlilikteki azalma
populasyonlarda ani ¢cokmeler gerceklestirebilmektedir.

Tiim bunlarin 15181nda tiirtin farkh lokal gruplan arasinda biyolojik farkliliklar ve
bu farkliliklara etki eden genetik ve ekolojik siirecleri anlamak gereklidir. Bu
amacla bir tiirlin lokal gruplarmi tanimlamak i¢in stok kavrami kullanilmaktadir.
Bu tanim; balik¢ilikta, belirli bir bolgede belirli metotlarla yakalanan balik
grubudur. Balik¢ilik biyolojisinde stok; iireme bakimindan az veya ¢ok izole olan
ve kendi aralarinda iireyen ayni zamanda ortak bir gen havuzunu paylasan bir
tirtin lokal gruplari olarak tanmimlanmaktadir. Genetik stoktan bahsedilrse;
birbirlerinden genetik olarak farkli olan izole birimlerdir. Eger stok tanimi igin
genetik bir temel mevcut degilse, gevresel veya fenotipik stok tanimlari kabul
edilmektedir (Altukhov, 1981;Carvalho ve Hauser, 1994; Coyle, 1998).

Glnlimiizde, stok tayini gerceklestirmek, bu stoklarla beraber bunlar1 olusturan
gruplar1 tanmlamak ve gruplar arasi genetik farkliligi, genetik cesitliligi ortaya
koymak i¢in kullanilan yéntemlerin bagindan genetik metotlar gelmektedir. Bunun
icin de pek ¢ok molekiiler belirtegler kullanilmstir.

1.2. Molekiiler Belirtecler

Giintimiizde canlilar arasindaki ¢esitliligi ortaya koymada en ¢ok kullanilan
tekniklerin basinda molekiiler teknikler gelmektedir. 1980’li yillarin basindan
itibaren gelismeye baslayan ve giiniimiize kadar hizla ilerleme kaydeden
molekiiler teknikler, tiirler ve populasyonlar arasinda genetik gesitliligin
belirlenmesinde artik yogun bir sekilde kullanilmaya baslanmigtir.

Ozellikle son birkag yildir en 6nemli konularin basinda biyolojik kaynaklarin etkili
kullanimi, yonetilmesi ve siirdiiriilebilirliligi gelmektedir. Biyolojik kaynaklarin
etkili olarak kullanmak ve siirdiiriilebilirliligi saglamak igin tiirlerin ve
populasyonlarin  genetik  ¢esitlilik  diizeylerinin  belirlenmesi  6nemlidir.



Gilinlimiizde yapilan calismalarda farkli genetik belirtecler kullanilmaktadir. Bu
caligmalarda tiir ve populasyonlarin genetik bilgilerine ulagilabilmis ve bu bilgiler
populasyon genetigi, genom haritalama gibi alanlarda kullanilmaya baslanmustir.
Tiim ¢aligmalara ragmen gerek genom haritalama ¢aligmalarinda gerek kantitatif

karakter lokuslarinin belirlenmesinde ilave bilgilere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Molekiiler belirtegler; bir tiir, populasyon veya bireyin genomunun belli bir
bolgesinin diger tiir, populasyon veya bireyden farkliligini ortaya koyan protein
veya DNA molekiilleri olarak adlandirilir.

Baliklarda populasyon genetigi ve stok tanimlama c¢aligmalarinda, molekiiler
tekniklerden ve molekiiler belirteclerden uzun siireden beri yararlanilmaktadir. Bu
teknikler ilk olarak, denizlerde gozlenen go¢ modellerinin arastirilmasiyla ilgili
yapilmustir (Ward, 2008).

Molekiiler genetik c¢alismalar ilk olarak deniz baliklarinda hemoglobin
polimorfizminin aragtirilmasiyla baslanmistir. (Sick, 1965). Protein diizeyinde
yapilan c¢aligmalart ilerletebilmek ve yapilan ¢aligmalardan daha ¢ok verim elde
edebilmek amaciyla genetik belirtegleri ¢esitlendirmenin gerekliligi ortaya
cikmistir. Buna bagli olarak 1980’li yillarin basinda Deoksiriboniikleik Asit
(DNA)’dan yararlanmaya baglamiglardir. Bu alanda yapilan ilk caligmalar
mitokondriyal DNA (mtDNA) odakli olup, restriksiyon parga uzunluk
polimorfizmi (RFLP) analizi kullanilmigtir (Lansman vd., 1981).

E.encrasicolus tiirii i¢in ilk c¢alismalar morfometrik ve meristik karakterlerle
beraber kullanilan allozim analizlerine dayanmaktadir. Caligmada Azak ve
Karadeniz hamsileri arasindaki farkliliklar ortaya konmustur (Altuchov, 1974).
Sonraki yillarda yapilan pek c¢ok stok tanimlama, populasyon genetigi ve
filogenetik c¢aligmalar nuklear DNA (nDNA) ve mtDNA belirtecleri kullanilarak
gergeklestirilmigtir.

1.2.1. Allozim Elektroforezi

Alloenzim veya allozimler, ayni lokustaki farkli allelerce kodlanan bir enzimin
farkli formlar1 olarak adlandirilmaktadir. Buna karsi, farkli gen lokuslarinda
kodlanan fakat ayni fonksiyonu gosteren enzimlere izoenzimler adi verilir.
Allozimler bir enzimin farkli varyantlar1 olduklar i¢in farkli amino asit icerigine

sahiptirler. Bu da allozimlerin farkli elektriksel yiik ya da farkli molekiiler



biiyiikliikkte oldugunu gésterir. Bu gibi allelik farkliliklar elektroforez ile ortaya
cikarilabilmektedir. Meydana gelen bu farkliliklar1 ortaya koymak bir lokustaki
allelerin belirlenmesini saglamaktadir.

Allozimlerde genetik varyasyonun sonucu veriler elde edilir. Genetik varyasyonun
bir sonucu oldugu i¢in de fenotipik ozelliklerden etkilenmezler. Bu belirteclerle
hem homozigot hem heterezigot bireyler kolaylikla ayirt edilebilir. Ayrica elde
edilen varyantlarla genom igerisinde farkli lokuslarda bulunan bagimsiz Mendel
polimorfizmlerini agiga ¢ikarir. Bununla beraber bir¢ok avantaji vardir. Bunlardan
biri diger molekiiler yontemlere gore daha hizli sonug vermesidir. Diger bir
avantaji ise bu teknikte kullanilan kimyasallarin daha ucuz olmasidir. Bunlarin
yaninda pek cok dezavantaji da bulunmaktadir. Teknik i¢in canli veya taze
dondurulmus dokuya ihtiya¢ duyulmasi bir dezavantajdir. Ciinkii arastirilacak
enzimin denatiire olmamis olmasi gerekmektedir. Bu teknikle sadece yapisal
genler incelenebilir. Bazi enzimlerin ise sadece belli dokularda bulunmasi baska
bir dezavantajidir. Ayrica genetik kodun dejenerasyonundan dolay1r aminoasit
degisimi gerceklesmeyebilir. Bu da hatali hesaplamalara neden olmaktadir.
Bununla birlikte amino asit degisimleri sonucu olusan yeni amino asitin elektrik
yiikli degismeyebilir. Bunun sonucu yeni olusan protein ayni elektriksel yiike
sahip olur ve benzer protein olarak degerlendirilir. Bu da hesaplanan genetik
varyasyon miktarinin olmasi gerekenden daha az ¢ikmasina neden olur (Okumus,
2003).

1.2.2. Mikrosatellitler ve Diger Tekrarh DNA Dizileri

Baliklar1 da igeren Okoryatik organizmalarin, onlarca hatta yiizlerce ve binlerce
kez tekrarlanan DNA segmentleri VNTR (variable number of tandem repeats)
olarak adlandirilir (O'Reilly ve Wright, 1995). Oldukga polimorfik olan bu tekrarli
DNA’lar tekrar eden birimlerin biiyiikliiklerine goére minisatellitler ve
mikrosatellitler olmak iizere iki gruba ayrilir. Minisatellitler, tekrarli dizileri 9-65
baz ciftinden (bg) olusan gruptur. Mikrosatellitler ise 20-300 b¢ uzunlugundaki
kisa 2-8 baz ¢iftli (1-6 bg) tekrarli dizilerden olusmaktadir (Okumus, 2003). Balik
tiirlerinde minisatellitler her 1500 kilobazda (kb) bir bulunurken mikrosatellitler
her 10 kb’da bir bulunmaktadir. Yani bu polimorfik lokuslar genomda bol
miktarda gozlenmektedir ve genom haritalama ¢alismalarinda oldukca
kullanighdirlar (Wright, 1993; O’Connell and Wright, 1997). Mikrosatellitler tipik
olarak kisa dizilerdir ve bundan dolay1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile



kolay bir sekilde cogaltilabilirler. Cogaltilan {iriinler de hem otomatik dizilemeyle
hem de jel elektroforeziyle manuel olarak analiz edilebilirler. Bir lokusta bulunan
allel ciftinin her biri, kor zincirdeki tekrar sayisinin farkliligiyla birbirinden ayrilir
ve PCR ile bu aleller ¢ogaltilabilmektedir. Boylece bireylerin genotipi tespit
edilebilir. Mikrosatellit belirtecler de kodominanttir.

Baz1 mikrosatellit lokuslari, lokus bagina oldukga yiiksek miktarda allel sayisina
sahiptir.  Bu tip mikrosatellitler karisik  populasyonlarda  anne-yavru
tanimlamasiyla beraber populasyon biyolojisinin ¢esitli alanlar1 i¢in ¢ok
kullaniglidir. Allel sayilart diger mikrosatellitlere gore daha az olanlar populasyon
genetigi ve filogen calismalart igin uygun olabilir (O’Connell ve Wright, 1997;
Estoup ve Angers, 1998).

1.2.3. mtDNA ve nDNA

Genlerin DNA niikleotid dizisindeki farkliliklar 1980°li yillarin baglarinda
dogrudan ya da dolayli olarak saptanabilir hale gelmistir. Okaryotik hiicrelerin
DNA’sinin kiigiik bir kismi ¢ekirdek disindadir. Bu kiigiik kisim mitokondri adi
verilen stoplazmadaki organel igerisinde bulunmaktadir.

MtDNA’nin bazi temel &zellikleri vardir. Genel olarak haploit tek bir molekiil
seklinde maternal olarak kalitilir. Tiim genom tek bir birim olarak transkribe edilir.
Rekombinasyon gerceklesmez ve homolog belirteg olarak kabul edilir. Ozellikle
secici olarak noétraldir. Her hiicrede ¢oklu kopyalari bulunur. Tek yonli ve
goriiniirde herhangi bir diizenleme veya tamir mekanizmasi olmadan simetrik
sekilde olan replikasyonu siirekli devam etmektedir (Billington, 2003).

mtDNA ¢ekirdek DNA’s1 gibi kodlama yapan ve yapmayan bolgeler icerir ve
ayrica DNA’nin kodlama yapan bdlgelerinden daha hizli evrimlesir. Maternal
aktarimm Onemli ozelliklerinden biri, mtDNA igin, etkili populasyon
biiyiikliigliniin ¢ekirdek DNA’sindan daha kii¢iik olmasidir. Bdylece mtDNA
varyasyonlarini, darbogazlar ve melezlemeler gibi populasyon olaylarmin ¢ok
hassas bir gostergesi haline getirir ve bunlar i¢in pek ¢ok veri iiretilmesini saglar.
Gen akisinda cinsiyete 6zgli farkliliklarda ¢ekirdek DNA’s1 ve mtDNA arasinda
zitliklar ortaya ¢ikabilmektedir (Okumus, 2003).

mtDNA’nin bir kismindaki diziler tiirler arasinda olduk¢a korunmustur ve bu
yiizden yogun bir sekilde ¢alisgilmistir. mtDNA’nin D-loop (displacement loop)



bolgesi, omurgalilarin tiim mtDNA’sinin yalnizca kodlama yapmayan bolgelesidir.
D-loop bolgesini hedefleyen bazi belirtecler memeliler i¢in oldukca degiskendir
fakat bazi balik tiirlerinde D-loop kiigiik polimorfizmler gosterir. Birkac balik
tirtiyle yapilan c¢alismalar (Salmo trutta, Hall ve Nawrocki, 1995; S. salar
McConnell vd., 1995; Anguilla anguilla, Daemen vd., 1996) kodlama yapmayan
D-loop bolgesinin mtDNA’daki baska bir yerden daha az degiskenlik gostermistir.
Boylece, Sitokrom_b ve dehidrogenaz genleri daha verimli bir sekilde incelenebilir
(Carr ve Marshall, 1991).

Kontrol Bélgesi
veya
12 SrRNA “d-loop” Sitokrom b

st W T NADH Dehidrogenaz
= e alt initeleri
16 S rRNA &> =

|71 22 tRNA kodlyan gen
NADH Dehidrogenaz / 1 B | | 13 protein kodlayan bolge |

alt tiniteleri

"\ NADH Dehidrogenaz

@ S alt tiniteleri
\_ -— Sitokrom Oksidaz

alt tiniteleri

Sitokrom Oksidaz
alt tiniteleri

Sekil 1.5. mtDNA (Anonim)

mtDNA balik¢ilik biyolojisi ve yonetiminde, yetistiricilikte pek ¢ok uygulamaya
sahiptir. Son 15 yil icerisinde pek ¢ok tiirde 6zellikle populasyon ve evrimsel
calismalar i¢in ¢ok ilgi ¢ekmektedir (Avise, 1994). Ayrica son 10 yildan daha
fazla siirede baliklarda populasyon yapisi ve filogenisindeki sorulara agiklik
getirmek i¢cin ¢ok populer bir belirteg haline gelmistir. mtDNA c¢aligsmalar
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Ozellikle stok tanimlamalari ve karigtk populasyonlarin analizine katkida
bulunabilmekte, baliklar arasinda melezleme ve bir tiirden digerine gen hareketleri
lizerine Dbilgiler saglayabilmekte, son olarak da koruma ve iyilestirme

programlarinda kullanilmak iizere bilgiler sunabilmektedir.

Ozetle kiiciikliigii, haploit ve maternal kalitimi, konservatif gen diizenlenisi ve
nDNA ile kiyaslandigindaki hizli evrimlesme orani gibi 6nemli 6zellikleri mtDNA
analizlerini populasyon genetigi ve evrimsel genetik caligmalarinda Onemli
derecede kullanigh ve vazgegilmez bir yontem yapmaktadir. Ancak tiim bunlara ek

olarak baz1 sinirlamalar1 da vardir. Bunlar;

1- Her ne kadar hayvan mtDNA’s1 37 genden olusuyorsa da tek bir birim olarak
kalitilir. Yani mtDNA yalnizca tek bir lokus temsil eder. Bu yiizden sadece tek bir
evrim penceresinden bakabilirsiniz. Bu pencere bize sadece bir soydan diger soya
aktarilan maternal tarihi en iyi sekilde yansitir. Tiirlerin ya da populasyonlarin
genelinin tarihi gostermeycektir. Bu yiizden tiir veya populasyonlarin tarihi i¢in
yapilan ¢ikarsamalarin son derece on yargili olmasi muhtemeldir. Buna bagh

olarak da genomik molekiiler belirteglere olan ihtiyag agiktir.

2- mtDNA’nin etkili populasyon biiyiikliigli, nuklear otozomal dizilerin yalnizca
dortte biri kadardir. Bu mtDNA soylarinin ¢ok daha hizli soya ayrilma oranina ve
daha yiiksek allel kaybi oranina sahip olmasi anlamima gelmektedir (Zhang ve
Hewitt, 2003).

Tiim bu nedenlerden dolay1 ¢aligmalarda niiklear ve mitokondrial genlerin birlikte
kullanilmasi ve elde edilen verilerin birlikte degerlendirilmesi populasyon genetigi
ve filogenetik ¢alismalar i¢in en dogrusudur.

E. encrasicolus iilkemizde Akdeniz, Ege Denizi, Marmara Denizi ve Karadenizde
yayilis gostermektedir. Bu tliriin avciligi Ozellikle Karadeniz ve Maramara
Denizi’nde yogun olarak yapilmaktadir. Bu tiiriin stok tanimlamasi ve genetik
cesitliligi {izerine gerek iilkemizde gerekse farkli denizlerde pek ¢ok caligma
bulunmaktadir. Sadece bizim karasularimizi iceren ¢aligmalar az sayidadir ve
bunlar genellikle molekiiler belirteglerden allozimler kullanilarak yapilan
caligmalardir (Erdogan, 2009). Giiniimiizde populasyon genetigi ¢alismalarinda
MtDNA belirteglerinin 6nemi biiyiiktir. mtDNA maternal olarak kalitilmasi,
rekombinasyona ugramamasi ve evrimlesme hizinin fazla olmasi gibi pek ¢ok
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onemli Ozelligi barindirmaktadir. Bu bakimdan mtDNA  belirtegleri,
populasyonlarin  genetik ¢esitliliginin belirlenmesi, karisik populasyonlarin
analizini kolaylastirmasi, stok tanimlanmasi, baliklar arasinda melezlemeyi ortaya
koymas1 ve Ozellikle de gen akisi hakkinda bilgiler saglamasi agisindan
populasyon genetigi c¢alismalarinda sik¢a kullanilmaktadir. Bu calismada
Karadeniz ve Maramara Denizi’'ndeki E. encrasicolus populasyonlarmin genetik
cesitliligi, gen akiglari, Sitokrom_b ve nikotinamid adenin diniikleotid
dehidrogenaz’in 6. alt iinitesi (ND6) gen bélgelerini iceren mtDNA baz dizisi
kullanilarak ortaya konacaktir. Yapilan bu ¢aligmayla Marmara ve Karadeniz’de
populasyonlarin mtDNA belirteci ile genetik varyasyonlarinin belirlenmesi ve ileri

caligmalara temel olmasi1 amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

E. encrasicolus Tiirkiye’de deniz balik¢iligi avciligi yapilan ve ekonomik deniz
balik¢iliginda avceiligi yapilan ve ekonomik énemi ¢ok biiyiik olan bir tiirdiir. Bu
tir {ilkemiz denizlerinde Ozellikle Karadeniz’de 6nemli miktarda bulunmakla
beraber Iskandinavya’dan Bati Afrika’ya kadar olan Dogu Atlantik sahilleri
boyunca ve ayrica Akdeniz, Marmara, Ege Denizi ve Azak Denizi’ne kadar
uzanan genis bir alanda dagilim gostermektedir (Whitehead vd, 1988). Tiirkiye
denizlerinde E. encrasicolus’a ait bir¢ok ¢alisma yapilmistir.

Alexandrov (1927), Azak ve Karadeniz hamsilerini incelemistir. Sonugta
Karadeniz hamsisinin Karadeniz’in batisinda yerlesik oldugunu belirtirken,
iiremek ve beslenmek i¢in Azak Denisi’ne giren Azak hamsisinin ise Karadeniz’in
dogusunda yerlesik oldugu ortaya koyulmustur.

Pousanov (1936) yaptig1 caligmada Azak hamsisini E. maeoticus olarak kabul
etmistir. Bunun disinda kalan Karadeniz ve Akdeniz hamsilerini tek bir soy altinda
birlestirmistir. Karadeniz’de hamsi, Karadeniz hamsisi (Engraulis encrasicolus
ponticus) ve Azak hamsisi (Engraulis encrasicolus maeticus) olmak iizere iki alt
tirle temsil edilmektedir. Bu siniflandirma balik¢ilik agisindan olan balik
stoklariin saptanmasinda oldukg¢a dnemlidir.

Altuchov (1974) baliklarin populasyon genetigi lizerine bir ¢alismada
gerceklestirmistir. Karadeniz ve Azak Denizi hamsileri arasindaki farkliliklar,
morfometri ve meristiklerin olusturdugu morfolojik karakterlere dayali teknikler
ve allozim analizleriyle ortaya koyulmustur.

Whitehead vd. (1988) E. encrasicolus’ un yayilis alaninin iskandinavya’dan Bati
Afrika’ya kadar olan Dogu Atlantik sahilleri boyunca ve ayrica Akdeniz,
Karadeniz ve Azak Deniz’i oldugunu belirtmislerdir.

Spanakis vd. (1989) Ege Denizi ve Iyonya Denizi’nin hamsi stoklar1 arasinda
morfometrik ve allozim analizleri sonucunda anlamli genetik ve morfometrik
farklar bulmuslardir.

Magoulas ve Zouros (1993), mMtDNA restriksiyon kesim bolgeleri
heteroplazmalarini incelemistir. mtDNA analizleri sonucu incelenen 435 bireyde 3
temel heteroplazmik birey ortaya ciktigi belirtilmistir. Calismanin sonucunda
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heteroplazmilerin hamsilerde biparental mtDNA kalitimindan sonuglandigi

gbzlemlenmigtir.

Bembo vd. (1995) yaptig1 ¢alismada Avrupa hamsileri arasinda stok tanimlamasi
yapmustir. Bu ¢aligmada mtDNA’ nin NADH dehidrogenaz kompleksinin ND5 ve
ND6 kisimlarini igeren 2,5 kb uzunlugundaki boélgesini kullanarak RFLP teknigini
uygulanmustir. Adriatik Denizi’ni temsilen 3 farkli cografi bolgelerden, Iyonya
Denizi, Italya agiklarinda Akdeniz’in bir kolu olan Tiren Denizi ve Ege
Denizi’nden 6rneklemeler yapilmigtir. Calisma sonucunda 140 balik 6rneginden
53 haplotip elde edilmis, bu haplotiplerin 39 tanesinin tek haplotip oldugunu
belirtmistir. Bununla beraber analizler sonucu cografik heterojenite ve Monte
Carlo X? degerlerine bakarak Ege Denizi Orneklerinin digerlerinden anlamli
derecede farklilastigi ortaya konmustur. Ayrica Adriatik Denizi igerisindeki
ornekler arasinda bir varyasyon olmamasina ragmen, Adriatik ¢evresindeki sularla

arasinda varyasyonun var oldugu belirtilmistir.

Bembo vd. (1996a) Adriatik Denizi’nde yaptig1 caligmada stok yapilanmasi olup
olmadigimi incelemistir. Bu calismada allozim elektroforezi ve morfometrik
analizlerden yararlanmigtir. Morfometrik analiz i¢in yaklagik 200 balik 6rnegi,
allozim elektroforezi igin 50-80 balik 6rnegi incelenmistir. Calisma sonucunda
Adriatik’te bir stok yapilanmasi oldugu tespit edilmistir. Veriler, stoklardan birinin
Adriatik’in kuzey batisinda lokalize oldugunu, digerinin merkeze yakin giiney
kisimda lokalize oldugunu gostermistir.

Bembo vd. (1996b) Kuzey Akdeniz’de Avrupa hamsisinin stok yapilanmasini
arastirmistir. Bu calisma Adriatik, Iyonya, Tiren ve Ege Denizi’nden ayrica Sicilya
kanalindan aldig1 634 balik 6rneginde 24 enzim kodlayan lokusta elektroforetik
analizle gergeklestirilmigtir. Bu lokuslardan 8 tanesinde tiim O6rneklerin
monomorfik oldugu, diger lokuslarin zayif sekilde polimorfik oldugunu tespit
etmiglerdir. Sonugta gociin hidrocografik ve fiziksel bariyerlerle iligkisini
tartigilmustir.

Magoulas vd. (1996) E. encrusicolus mtDNA’sinda RFLP yontemiyle
polimorfizmleri incelemiglerdir. Ege Denizi, Karadeniz ve Akdeniz’in de iginde
bulundugu 8 farkli cografi bolgeden 6rneklemeler yapmustir. Calisma sonucunda
iki farkli filogenetik grup tespit edilmistir. Bunlardan birinin daha ¢ok goriilen
yaygin bir mitotip oldugu, digerinin bu gruptan bir mutasyonal basamakla
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farklilagip olustugunu belirtilmistir. Yaygin olan filogentik grubun niikleotid
gesitliliginin ve homoplazi degisim sayisinin diigiik oldugunu diger grubun aksine
niikleotid ¢esitliliginin fazla homoplazi degisim sayisinin yiiksek oldugu sonucuna
varllmigtir. Yaygin olarak goriilen grubun Karadeniz’de var oldugunu, Ege
Denizi’ndekinin %85 oraninda, Akdeniz ve Biscay Korfezi’ndeki grubun %40
oraninda yaygin gruba benzerlik gdsterdigi ortaya konulmustur. Buna bagli olarak
da orjinlerinin Karadeniz oldugu sonucuna vartlmstir.

Borsa (2002) Ege Denizi ve Akdeniz’ den aldig1 6rneklerde morfometrik, allozim
ve MtDNA analizleri gerceklestirmistir. Allozim analizlerinde 24 ornekte 3
polimorfik lokus tespit edilmistir. Bunun yaninda mMtDNA’nin 2.5 kb
uzunlugundaki ND5/6 bolgesinin 6 restriksiyon enzimiyle kesimi sonucu olusan
bant profilleri incelenmigstir. Veriler 53 haplotip oldugu gostermistir. mtDNA
analizleriyle acik deniz veya okyanus populasyonlariyla kiyida bulunan
populasyonlarin genetik olarak farkli olduklari belirtilmistir. Ayrica elde ettigi
verilerle habitata 6zgii olan formlar tanimlamustir.

Turan vd. (2004) Tiirkiye’nin Karadeniz, Ege ve Kuzey Dogu Akdeniz’deki
hamsilerin morfometrik yapilanmasini incelemislerdir. Toplamda 159 G&rnek
incelenmis ve yapilan analizlerde Karadeniz ve Ege Denizi hamsileri arasinda
yiksek derecede farkliliklar gozlenmistir. Populasyonlar arasinda goriilen
farkliliklarin genellikle bas bolgesinde oldugu belirtilmistir.

Ivanova ve Dobrovolov (2006) Akdeniz Havzasimni ve Atlantik Okyanusu’ nu
kapsayan 22 protein lokusu analizine dayali bir calisma yapmistir. Bu ¢aligmada
nigasta ve poliakrilamid jel elektroforez yontemini kullanmistir. Analiz edilen 22
lokustan 6’sinda polimorfizm bulunmustur. Genetik-biyokimyasal verilerine
dayanarak hamsinin Avrupa ve Afrika olmak {iizere iki alttiirii oldugu hipotezi
ortaya koyulmustur. Bunlardan birincisinin Atlantik Okyanusu, Avrupa’nin
Akdeniz kiyilari, Ege, Marmara, Karadeniz ve Azak Denizi’'nde bulundugunu,
digerinin ise Afrika’nin kuzey bat1 kiyilar1 boyunca Atlantik Okyanusu’nun Cape
Blank bolgesinde bulundugu belirtilmistir. Ege hamsisinin de Avrupa ve
Afrika’nin melezlemesi sonucu ortaya ¢iktigi belirtilmistir. Ayrica Karadeniz ve
Azak hamsisi arasindaki genetik uzaklik, bunlarin iki farkli populasyon olarak
ayrilabilecegini gosterilmistir.
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Magoulas vd. (2006) E. encrasicolus’un Karadeniz’ den Akdeniz boyunca Dogu
Atlantik’de Senegal, Dakar’a kadar yayildigi bolgedeki 17 cografi bolgeyi
temsilen 24’er Ornek toplamistir. Bu oOrneklerin  mtDNA-RFLP analizleri
sonucunda birbirinden %3,2’lik dizi farkliligiyla ayrilan iki filogenetik grup
oldugu belirlenmistir. Bununla beraber bu iki farkli filogentik grupta tanimlanan
88 haplotip tespit edilmistir. Molekiiler varyans analizi (AMOVA) sonuglar1 4 ana
cografik grup ortaya koymustur; Atlantik, Akdeniz, Karadeniz ve Ege Denizi.

Chairi vd. (2007) Giiney Akdeniz ve Kuzey Atlantik kiyilarin1 kapsayan bir
calisma yapmistir. Bu calisma mtDNA’nin NADH dehidrogenaz kompleksinin
ND5 ve ND6 bolgelerinin RFLP analizine dayanmaktadir. Caligmada Punta
Umbria, Barbate ve Almeria (Ispanya’nin giineyi) ile Larache ve Nador (Fas’in
kuzeyi) olan 5 dogal populasyon kullanilmigtir. Populasyonlar igi genetik
varyasyon %83,3 bulunurken populasyonlar arasi varyasyon %16,97 olarak tespit
edilmistir. Ayrica genetik varyasyonun Ispanya populasyonlarida Atlantik’ten
Akdeniz’e artti1 fakat Fas populasyonlarinda azaldigi bildirilmistir. Bu genetik
yapinin gen akisi, hamsilerin biyolojisi, habitat ve zonlarin hidrolojik &zellikleri

gibi pek cok faktore bagli olabilecegini ileri stiriilmiistiir.

Zarraonaindia (2009) mikrosatellit belirtecini kullanarak genetik yapilanma ve
biyocografya hakkinda bir arastirma gergeklestirmigtir. Arastirmada yedi
mikrosatellit belirteci kullanilarak Biscay, Cadiz ve Lion Korfezlerindeki hamsi
populasyonlarinin  genetik yapisin1  incelemistir. Calisma sonucunda tiim
orneklerin, null allellerin varligi, Wahlund etkisi ve rastgele olmayan ¢iftlesmeden
dolay1 heterozigot eksikligi gosterdigi belirtilmistir. Sadece Biscay korfezindeki
iki populasyon arasinda anlamli genetik heterojenite tespit edilmistir. Ayrica
sonuglar, Biscay korfezi ve bati Akdeniz hamsilerinin yeni bir ortak ata
paylastigini destekledigini ortaya koymustur.

Tiirkiye sulari igin yapilan bir ¢aligmada Erdogan vd. (2009), Karadeniz, Marmara
ve Ege Denizi’nden topladigi oOrneklerle bir c¢aligma gerceklestirmistir. Bu
bolgelerden topladigi 300 hamsi Orneginde morfolojik ve allozim analizleri
uygulamugtir.  Morfometrik  ve  allozim  analizi  sonuglar1  birbirini
desteklememektedir. Morfometrik ve meristik karakterlerin analizleri Tiirkiye
denizlerindeki hamsilerde bir stok yapilanmanin olduguna isaret etmekteyken, bu
durum allozim verileri ile desteklenmemistir. Sonug olarak da bu karmasikligin
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daha yiiksek genetik polimorfizm gosteren genetik belirtecler kullanilarak

¢oziilebilecegi onerilmigtir.

Borrell (2012) Biscay korfezi kiyilarindan ve Adriatik’ten topladigi orneklerle
mtDNA ve mikrosatellit belirteclerini kullanarak genetik farkililagmay1 tespit
etmigtir. 14 niiklear mikrosatellit belirteciyle beraber kullandigi 16 S ve
Sitokrom_b nin oldugu mtDNA dizileriyle, genetik olarak farklilismis ti¢c grubun
oldugunu gostermistir. Bunlar1 Cantrabian Denizi, Biscay korfezindeki geri kalan
populasyonlar ve Akdeniz. Iberian Atlantik populasyonlarinin, Biscay
korfezindekilerden genetik olarak farkli oldugu bilinmesine ragmen, elde edilen
sonuglar, bu gruplarm birbirine 100 km kadar yakin bolimleri arasinda gegis
olabilecegini ve Biscay korfezinin doguya dogru olan alaninda yeni bir muhtemel
genetik homojenizasyon stirecinin oldugunu desteklemektedir.



3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hamsi Orneklerinin Toplanmasi

Bu ¢alismada, Giircistan kiyilari, dogu Karadeniz, orta Karadeniz, bat1 Karadeniz
ve Marmara Denizine ait toplam 7 farkli cografi bolgeden 202 6rnek kullanilmigtir

(Sekil 3.1). Arastirma materyali TUBITAK TBAG-111T461 nolu proje
kapsaminda toplanmugstir. Orneklerin toplandigi cografi bolgeler Cizelge 3.1 ile

Sekil 3.1°de gosterilmistir. Taze ve canli balik 6rnekleri % 96°lik (v/v) etanol

icinde fikse edilerek muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. Hamsi populasyonlarina ait cografi bolgeler

POPULASYON | KISALTMA | BULUNDUGU | ~ ORNEKLERIN | BIREY

DENIZ TOPLAMA TARIHI | SAYISI
Bandirma BAN Marmara Denizi 01/2012 30
Zonguldak ZON Karadeniz 01/2012 27
Fatsa FAT Karadeniz 01/2012 30
Persembe PER Karadeniz 01/2012 25
Trabzon TRA Karadeniz 10/2013 30
Ardesen ARD Karadeniz 01/2012 30
Giircistan GUR Karadeniz 10/2012 30
Toplam 202







Sekil 3.1. Orneklerin toplandigi cografi bolgeler.

8T
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3.2. Total DNA izolasyonu

Total DNA kuyrukla beraber kuyruk kaidesindeki kas dokusundan izole edilmistir.
[Ik olarak doku orneklerinden alkol uzaklastirilmistir. Mikrosantrifiij tiipiine
konulan yaklasik 100 mg 6rnek tizerine 180 pl PureLink ™ Genomic Digestion
Buffer ve 20 pl Proteinaz K (kit icerisinde) eklenmistir. Tamamen tampon
karisimi i¢ine batmis doku steril bir makas yardimiyla ¢ok kiigiik parcalara
ayrilmistir. Lizis islemi, tampon igerisindeki par¢alanmis dokunun 55° C'de 3-4
saat kadar inkubasyonu ile gergeklestirilmistir. inkubasyon tamamlanana kadar
arada vorteks yapilmistir. Parcacik halinde olan maddeleri uzaklastirmak igin, lizat
oda sicakliginda 3 dakika maksimum hizda santrifiijlenmis ve olusan siipernatant
yeni bir steril mikrosantrifiij tiipe aktarilmistir. Siipernatanta 20 ul RNaz A (kit
icerisinde) eklenmis, kisa bir vorteks ile iyice karistirilmis ve 2 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra kit soliisyonlarindan PureLink ™
Genomik Lizis/Baglama tamponundan (Lysis/Binding Buffer) 200 pl eklenip
mikrosantrifiij tiipler vorteks yardimiyla iyice karistirilmistir. Lizatin tizerine 200
ul % 96-100 etanol eklenmis ve 5 saniye vorteks ile karistirilmustir. Kitin
paketinden toplama tiipii ile birlikte spin kolonu c¢ikartilarak kolon toplama
tiipiiniin  igerisine  yerlestirilmistir.  Spin  kolona, PureLink™  Genomic
Lysis/Binding Buffer ve ethanol ile hazirlanmis ve i¢inde diger soliisyonlarinda
bulundugu lizat (yaklasik 640 pl) eklenmistir. Kolon oda sicakliginda 1 dakika
boyunca 10,000 x g'de santrifiijlenmistir. Toplama tiipii atilmis ve spin kolon
temiz bir toplama tiipii i¢ine yerlestirilmistir. Kolona, kit icerisindeki, etanol ile
hazirlanmig Wash Buffer 1°den 500 pl eklenmistir. Kolon 1 dakika 10,000 x g'de
ve oda sicakliginda santrifiijlenmistir. Toplama tiipiinii atilmis ve spin kolon temiz
bir toplama tiipline yerlestirilmistir. Kolona, yine kit igeresindeki, etanol ile
hazirlanmig 500 pl (yikama tamponu) Wash Buffer 2 eklenmistir. Kolon oda
sicakliginda 3 dakika maksimum hizda santrifiijlenmis ve toplama tiipli atilmistir.
Spin kolonu steril bir 1.5 ml mikrosantrifiij tlipiine yerlestirilmistir. Kolona
PureLink ™ Genomik Eliisyon Tamponundan (Genomic Elution Buffer) 100 pl
eklenmigtir. Daha sonra 1 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmis ve yine
oda sicakliginda 1 dakika maksimum hizda santrifiijlenmistir. Spin kolon tiip
icerisinden ¢ikarilarak atilmistir. Artik tiip saflastirilmis genomik DNA

icermektedir.
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3.3. DNA’min Spektrofotometrik Analizi

Izole edilen DNA’larin konsantrasyonlarmni belirlemek icin 260 nm dalga boyunda
absorbanslar Olciilmiistiir. Yaklastk DNA miktarmin tespitinde asagidaki

formiilden yararlanilmstir.

C A: O-D-260nm X S.K. x50

DN

O.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.

Izole edilen DNA’larm konsantrasyonunu &lgmek icin NanoDrop 2000/2000c
spektrofotometre ile olgiilmiistir. Orneklerden 1 pl almarak nanodrop
sperktrofotometrede Ol¢iim yapilmis ve Olglim sonuglart bilgisayar yazilimi
yardimiyla aninda elde edilmistir. Bu yazilimla konsantrasyon ve kirliliklikler

belirlenmis ve kaydedilmistir. Daha sonra tiim 6rnekler 50 ng/pl ye seyreltilmistir.

3.4. DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi

Tim DNA oOrneklerinin agaroz jel elektroforezinde % 0.8’lik agaroz jel
kullanilmigtir. Kullanilan tankin boyutuna gore tartilan agaroz 1X TBE
tamponunda (0.5 M  Tris-Base, 0.5 M Borik Asit, .01 M EDTA, pH 8,13-
8,23) ¢oOzillmiis ve yaklagik 50-55 °C’ye kadar hafif hafif calkalanarak
sogutulmustur. Igerisine safeview (her 100 ml’ye 5 ul) eklenerek tarak
yerlestirilmis olan kaliba dokiilmiis ve sogumaya birakilmistir. Daha sonra jel,
icerisinde 1X TB bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir. Jeldeki ilk
kuyucuga DNA biiyiikliik belirteci yiiklendikten sonra yiiriitiilecek 6rneklerden 5
pl alinarak 5 pl 6X yiikleme tamponu (% 50 gliserol, 0,1M EDTA, % 1 SDS, %
0,1 bromfenol mavisi, % 0,1 ksilen siyanol) ile karstirilip sirasiyla diger
kuyucuklara yiiklenmistir. Gii¢ kaynagi 100 Volt’a ayarlanarak jel i¢indeki
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ornekler yaklagik 1 saat yiiriitiilmiistiir. Daha sonra jel goriintilleme cihazina
(Vilber Lourmat) yerlestirilmis ve ultraviyole 1smm1 (UV) altinda fotografi
cekilmistir. Sonugta konsantrasyon, degredasyon ve kontaminasyon (RNA,
protein) ile ilgili fikir edinilmistir ve spektrofotometrik analiz sonuglarma da

bakilarak gereken seyreltme ve ayarlamalar yapilmstir.

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

3.5. Mitokondri Sitokrom-b ve NDG6’ y1 Iceren Bélgenin PCR ile
Cogaltilmasi

Sitokrom-b ve ND6’ y1 igeren gen bolgesi i¢in primer dizayn programi olan
Primer3 programiyla dizayn edilmistir. Bu primer kullanilarak yaklagik 1850
be’lik bolge PCR ile ¢ogaltilmistir. Sitokrom-b ve ND6’ y1 igeren gen bolgesi nin
PCR ile amplifikasyonu ve dizi analizinde kullanilan primerler Cizelge 3.2’de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan primerler

Sitokrom-b ve ND6

Primer Primer Dizisi Tm (°C)
CYTB_ ND6-F 5’ CTC CGT TTC CGG ATT ACAAG 3* | 59.56
CYTB_ND6-R 5 TTC TAT CAC CAG CGACATGC 3 | 59.83

Cogaltilacak gen bolgesi i¢in optimizasyon calismalart yapilmis ve 6zellikle farkli
primerlerin baglanma sicakligi denemeleri yapilmistir. Her bir PCR reaksiyonu
toplam 25 pl hacimde hazirlanmustir.

Son hacimde 2 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), 0.2
U/ul Taq polimeraz (5 U/ul; Fermentas, MBI), 0.3 pmol/ul Cytb ND6-F ve
Cytb_ND6-R oligoniikleotidleri (her biri 25 pmol/ul) 25 ul reaksiyon hacminde

steril distile su ile tamamlanarak PCR ile ¢ogaltildi.
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Cizelge 3.3. Sitokromb-ND6 gen bolgesi i¢cin PCR programi

Reaksiyon basamagi Sicakhik Siire
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94°C 2
Denatiirasyon 94°C 307
Primer Baglanma (Annealing) 58 °C 1’
Zincir Uzama (Extension) 72 °C 1’
Son uzama 72 °C 10

30 DONGU

PCR iiriinlerinin kalitesi ve biiyiikliigiinii kontrol etmek amaciyla iiriinler % 1°lik

agaroz jelde yiritilmistir. Kullanilan DNA biiyiikliikk belirtegleri amplikon

boyutuna uygun olarak secilmistir. Daha sonra jel UV altinda goriintiilenmistir

(Sekil 3.2).

1500bg
2000be

Sekil 3.2: Sitokrom-b ve ND6 gen bolgesi i¢inPCR tirtinleri




1 ttctatcacc agcgacatge aacaggggat gatcaaaacc tacctcacta ctttectcat

atc

61 caccctageg ctggcaacac taat

cacaaat

acaatctcaa

aacag

® Primer Baglanma Bolgesi
® ND6 Gen Bélgesi

® tRNA-Glu

@ Sitokrom-b Gen Bolgesi

aacagta

ttagacgcta

cataattt ccactcggac tttaaccaag actaatgact tgaaaaacca

661 ccgttgttat tcaactatag aaacctctaa tggcaagcct acgaaaaacc caccccctac

aagatcgc taacgacgca gtagtagacc aacatt

781 gaaattttgg ctttta aatccttaca

841 tagccataca > gtcagtggee

901 gagacgtaaa ttacggatga tcattettet
ttatgcacac tttacatag
1021 catcggagta > ttcgttgggt

1081

1141

1201

1261

Q

“ttataaa

1321 tcaattctga

1381 gattcgcagt aatgctgetg gegetaacct jgc

1441 gagaccctga > cccttgtcac gecty

1501 tccgatccat cccaaacaaa ctaggcggag

1561
1621
1681

Sekil 3.3. PCR ile ¢ogaltilan Sitokrom-b ve ND6 gen bolgesi 1741

1801

- atcget - atggcaggat

actagct

caaagcccta aactgaaact gccctagtag cttagegttt taaagcgecg

1861 gtcttgtaat ccggaaacgg ag

€¢
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3.6. PCR Uriinlerinin Saflastirllmasi, Dizi Reaksiyonu ve Dizilerin Elde
Edilmesi

Saflagtirilan PCR {irlinleri ve primerler, orneklerin saflastirilmasi ve dizi analizi
icin Giiney Kore’deki Macrogen firmasmma gonderilmis, burada BigDye
Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) kullanilarak, dizi iiriinleri
ABI 3730XL kapillar otomatik dizileme aletinde yiiriitilmiis ve elde edilen ham

dizi verileri mail yolu ile tarafimiza gonderilmistir.
3.7. Dizilerin Okunmasi

Elde edilen DNA dizileri BioEdit versiyon 7.1.3.0 (Hall 1999) bilgisayar programi
kullanarak hizalanmistir  (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). Bu
diziler her bir birey i¢in ayr1 ayri ve her bir baz dikkatle kontrol edilerek
degerlendirilmistir (Sekil 3.4).

3 asicl Ci\Users\Ering ANN16\Ard-27_Cytb_ND6-F.abl =q

--------- Fils: C: Users Ering Dasictop NN16 Ar4-27_Cyt

190
A

h | \/\ \ ’m\/ /\(}\

KE | A E| =1

Sekil 3.4. BioEdit 7.1.3 programi kullanilarak dizilenen DNA dizisinin goriintiisii

3.8. mtDNA Dizi Analizi

Sitokrom-b ve ND6 gen bolgesine ait diziler her birey i¢in ayr1 ayr1 incelenmistir.
Bireylere ait dizi dosyalar1 BioEdit 7.1.3 programina aktarilarak hizalama iglemi
BioEdit igine yerlestirilmis olan Clustal W (Thompson vd., 1994) modiili
kullanilarak gergeklestirilmistir. Gozle de kontrol edilen hizalama dizileri arasinda
uzunluk farkliliklar1 olmasi nedeniyle Omneklerin baglangic ve sonlanma
noktalarindan hizalamalar yapilmistir. Her bir 6rnegin dizi uzunlugu 1790 baz ¢ifti

olarak diizenlenmis ve hizalanmistir.


http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
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3.9. mtDNA Veri Analizi

Ornekleme yerleri arasindaki populasyonlarm haplotip cesitliligi (h), niikleotid
cesitliligi (7)) ile populasyon ciftleri arasindaki genetik uzaklik (yg, Gammag)
DNAsp ver 5.10 (Rozas vd., 2003) kullanilarak hesaplanmustir.

Daha sonra elde edilen yst degerleri kullanilarak MEGA 5.05 (Kumar vd., 2004)
programi ile UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
uzaklik agact olusturulmustur. Bu yaklasimda, genetik uzaklik derecesini ifade
eden ve bir lokusta iki alel oldugu zaman Wright (1949)’1n Fst degerine esit olan
yst (Nei, 1973) degerinin 0-0.05 arasinda olmasi, iki populasyon arasindaki
genetik uzakligin ¢ok diisiik; 0.05-0.25 arasinda olmasi genetik uzakligin orta
diizeylerde ve 0.25’den daha yiiksek olmasi ise genetik farklilasmanin oldukca
yiiksek oldugunu ifade etmektedir.

Calismalar sonucunda elde edilmis olan 210 adet hizalanmis olan mtDNA
Sitokrom-b ve ND6 geni dizi analizi veri seti ile haplotipleri belirlenmistir.

Ornekleme yapilan bolgeler arasinda cografik uzakliklara dayali gruplamalar
yapilarak, Arlequin ver. 3.1 (Excoffier vd., 2006) programu ile gruplara AMOVA
(Excoffier vd., 1992) uygulanmigti. AMOVA ile alel sikliklarina dayali genetik
varyasyonun gruplar arasinda, grup i¢i populasyonlar arasinda ve populasyonlar
icindeki dagilimi, istatistiksel 6nem dereceleri belirlenerek (1023 permiitasyon),
tespit edilmisgtir.
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4. BULGULAR
4.1. mtDNA Sitokrom-b ve ND6 Gen Bolgesi Dizileri

Laboratuvar ¢aligmalari sonucunda 7 cografi bolgeden elde edilmis 6rneklerden
toplamda 280 DNA izolasyonu yapilmistir. Farkli cografi bolgelerden toplanan
280 balik 6rneginden elde edilen DNA’lardan mtDNA Sitokrom-b ve ND6 gen
bolgesi dizileri elde edilmistir. Bu ¢alismada 7 cografi bolgeden toplam 202
ornegin dizi analizi basarili bir sekilde gergeklestirilmistir. Bununla birlikte, bazi
DNA’lardan molekiiler analizlerde kullanilabilecek uygunlukta ve giivenilirlikte
Sitokrom-b ve ND6 gen bélgesi dizilerinin elde edilememesi nedeniyle Sitokrom-b
ve ND6 gen bolgesi dizi sayisi, izolasyonu yapilmis olan DNA sayisindan daha az
olmustur. Cogaltilan mtDNA Sitokrom-b ve ND6 gen bolgesi dizi analizine
gonderildekten sonra hizalanarak molekiiler analizlere hazir hale getirilmistir.

Analize sokulan diziler, 1790 baz ¢ifti uzunlugunda bir veri seti seklindedir.

4.2. mtDNA Sitokrom-b ve ND6 Gen Beélgesi i¢cin Haplotip (Hg),
Niikleotit Cesitliligi (7r) ve Niikleotit Farkliklarimin Ortalamasi (K)

Karadeniz ve Marmara Denizi’nden toplanan orneklerle yapilan mMtDNA
Sitokrom-b ve ND6 gen bdlgesi dizisi analizi sonucu 202 ornekten 187 haplotip
oldugu belirlenmistir. Tespit edilen bu haplotip dizileri 357 polimorfik ve 166
parsimoni informatif bolge igermektedir. Analizi yapilan 1790 baz giftlik gen
bolgesinin nukleotid oranlar1 %28,54 Adenin (A); %17,32 Guanin (G); %24,98
Timin (T); %29,16 Sitozin (C) olarak tespit edilmistir.

Calisma sonucunda mtDNA Sitokrom-b ve ND6 gen bdlgesi dizilerinin molekiiler
analizleri sonucunda, E. encrasicolus i¢in belirlenmis olan 202 6rnegin, haplotip
(Hg) ve niikleotid (7) ¢esitliligi ile niikleotit farkliliklarinin ortalamasi (K) igin elde
edilen degerler Cizelge 4.2’de sunulmustur. Elde edilen sonucglara goére haplotip
gesitliligi 0 ile 1.000, niikleotid c¢esitliligi ise 0 ile 0,01 arasindaki degerlerde
kalmistir. Haplotip ¢esitliligi en fazla Zonguldak, Trabzon ve Ardesen’de
(Hg=1,00) tespit edilmistir. Bunun yani sira Hap32’nin Bandirma’da; Hap64’iin
Fatsa’da; Hap90 ve Hap102’nin Giircistanda; Hap117’nin Persembe’de iki 6rnekte
ortak oldugu goriilmiistiir. Ayrica Hap4’iin, Ardesen, Bandirma ve Trabzon’da,
Hap23’in Ardesen ve Giircistan’da; Hap31’in Bandirma, Zonguldak ve
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Trabzon’da; Hap59’un Fatsa ve Persembe populasyonlarinda; Hap88 ve Hap96
‘nin Giircistan ve Trabzon’da; Hap98’in ise Giircistan ve Persembe’de paylasilan
haplotipler oldugu belirlenmistir. Populasyonlara ait haplotipleri ve sikliklar
cizelge 4.1°de gosterilmistir.



Cizelge 4.1. Ornekleme yapilan cografi bolgelerde gozlenen haplotipler ve sikliklari

No Hap Ard Hap Ban Hap Fat Hap Tra Hap Giir Hap Per Hap Zon

1 Hapl 0,005 Hap4 0,015 Hap59 0,015 Hap4 0,015 Hap23 0,01 Hap59 0,015 Hap31 0,015
2 Hap2 0,005 Hap31 0,015 Hap60 0,005 Hap31 0,015 Hap88 0,01 Hap98 0,01 Hap162 0,005
3 Hap3 0,005 Hap32 0,01 Hap61 0,005 Hap88 0,01 Hap89 0,005 Hapl115 0,005 Hap163 0,005
4 Hap4 0,015 Hap33 0,005 Hap62 0,005 Hap96 0,01 Hap90 0,01 Hap116 0,005 Hap164 0,005
5  Hap5 0,005 Hap34 0,005 Hap63 0,005 Hap117 0,01 Hap91 0,005 Hap117 0,01 Hap165 0,005
6  Hap6 0,005 Hap35 0,005 Hap64 0,01 Hap137 0,005 Hap92 0,005 Hap118 0,005 Hap166 0,005
7  Hap7 0,005 Hap36 0,005 Hap65 0,005 Hap138 0,005 Hap93 0,005 Hap119 0,005 Hap167 0,005
8 Hap8 0,005 Hap37 0,005 Hap66 0,005 Hap139 0,005 Hap94 0,005 Hap120 0,005 Hap168 0,005
9  Hap9 0,005 Hap38 0,005 Hap67 0,005 Hap140 0,005 Hap95 0,005 Hap121 0,005 Hap169 0,005
10 Hapl0 0,005 Hap39 0,005 Hap8 0,005 Hap141 0,005 Hap96 0,01 Hap122 0,005 Hapl70 0,005
11 Hapll 0,005 Hap40 0,005 Hap69 0,005 Hap142 0,005 Hap97 0,005 Hap123 0,005 Hapl71 0,005
12 Hapl2 0,005 Hap41 0,005 Hap70 0,005 Hap143 0,005 Hap98 0,01 Hap124 0,005 Hap172 0,005
13 Hapl3 0,005 Hap42 0,005 Hap71 0,005 Hap144 0,005 Hap99 0,005 Hap125 0,005 Hap173 0,005
14 Hapl4 0,005 Hap43 0,005 Hap72 0,005 Hap145 0,005 Hap100 0,005 Hap126 0,005 Hapl174 0,005
15 Hapls 0,005 Hap44 0,005 Hap73 0,005 Hap146 0,005 Hap100 0,005 Hap126 0,005 Hapl174 0,005
16 Hapl6 0,005 Hap45 0,005 Hap74 0,005 Hap147 0,005 Hap101 0,005 Hap127 0,005 Hapl175 0,005
17 Hapl7 0,005 Hap46 0,005 Hap75 0,005 Hap148 0,005 Hap102 0,005 Hap128 0,005 Hapl76 0,005
18 Hapl9 0,005 Hap48 0,005 Hap77 0,005 Hap150 0,005 Hap104 0,005 Hap130 0,005 Hapl78 0,005

8¢



Cizelge 4.1. in devami

No Hap Ard Hap Ban Hap Fat Hap Tra Hap Giir Hap Per Hap Zon
19 Hap20 0,005  Hap49 0,005 Hap78 0,005  Hapi51 0,005 Hap105 0,005 Hap131 0,005 Hapl79 0,005
20 Hap2l 0,005 Hap50 0,005 Hap79 0,005 Hap152 0,005 Hap106 0,005 Hap132 0,005 Hap180 0,005
21 Hap22 0,005 Hap51 0,005 Hap80 0,005 Hap153 0,005 Hap107 0,005 Hap133 0,005 Hap181 0,005
22 Hap23 0,01 Hap52 0,005 Hap81 0,005 Hap154 0,005 Hap108 0,005 Hap134 0,005 Hap182 0,005
23 Hap24 0,005 Hap53 0,005 Hap82 0,005 Hap155 0,005 Hap109 0,005 Hap135 0,005 Hap183 0,005
24 Hap25 0,005  Hap54 0,005 Hap83 0,005  Hapl56 0,005 Hap110 0,005 Hap136 0,005 Hap184 0,005
25 Hap26 0,005 Hap55 0,005 Hap84 0,005 Hap157 0,005 Haplll 0,005 Hap185 0,005
26 Hap27 0,005 Hap56 0,005 Hap85 0,005 Hap158 0,005 Hap112 0,005 Hap_186 0,005
27 Hap28 0,005  Hap57 0,005 Hap86 0,005  Hap159 0,005 Hap113 0,005 Hap_187 0,005
28 Hap29 0,005 Hap58 0,005 Hap87 0,005 Hap160 0,005 Hapl14 0,005

29 Hap30 0,005 Hap161 0,005

6¢
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Cizelge 4.2. E. encrasicolus da mtDNA Sitokrom-b ve ND6 gen bolgesi i¢in tespit
edilen haplotip (Hy) ve niikleotid ¢esitliligi (), niikleotit farkliliklarinin
ortalamasi (K) degerleri

Cografi Niikleotid Niikleotit farkliliklarimin
Bolge Ad1| Haplotip cesitliligi (Hg) cesitliligi () ortalamasi (k)
Bandirma 0,99770 0,01106 19,8
Zonguldak 1,00000 0,00553 9,6
Persembe 0,99667 0,00584 10,4
Fatsa 0,99770 0,00432 7,7
Trabzon 1,00000 0,00542 9,8
Ardesen 1,00000 0,00939 16,8
Giircistan 0,99540 0,00624 11,1
Ortalama 0,99821 0,00682 12,17

4.3. Genetik Uzakhik ve UPGMA Agacinin Olusturulmasi

Ornekleme yapilan cografi bolgelerin ikili (pairwise) karsilastiriimalariyla elde
edilen genetik uzaklik degerleri (Gammast), bazi cografi bolgelerde yiiksek
derecede anlamli farkliliklarm varligini gostermistir. Cografi bolge ciftlerinin
genetik uzaklik derecesini ifade eden Fst ve Gammasr degerleri Cizelge 4.3°de

verilmigtir.

Cografi bolgelerin ikili kargilagtirmalar1 sonucunda Fatsa-Trabzon ciftinini diger
cografi bolge ciftlerine gore genetik olarak birbirlerinden farkli olduklari
belirlenmistir (ys. 0,07609) . Genetik olarak farklilasmanin en az oldugu dolayisiyla
birbirlerine en fazla benzeyen populasyonlar ise Ardesen-Giircistan; Ardesen-
Trabzon; Giircistan-Trabzon; Fatsa-Persembe populasyonlaridir (yst: <0.5;
p<0,01).
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Cizelge 4.3. E. encrasicolus ornekleme yapilan cografi bolgelerine ait mtDNA
Sitokrom-b ve ND6 geni genetik uzaklik yst degeri ile cografi

bolgelerin ikiserli karsilagtirilmalari

Populasyonlar Bandirma Fatsa  Giircistan Persembe Trabzon Zonguldak

Ardesen 0,03408 0,04026  0,02072 0,03495 0,02300  0,04055
Bandirma 0,06010 0,04414 0,05182 0,04615  0,05293
Fatsa 0,06197  0,03444  0,07342  0,07609
Gircistan 0,05177 0,02807 0,05682
Persembe 0,05980 0,06395
Trabzon 0,05977

Cizelge 4.4. E. encrasicolus &rnekleme yapilan cografi bolgelerine ait mtDNA
Sitokrom-b ve NDG6 geni genetik uzaklik Fsr degeri ile cografi

bolgelerin ikiserli karsilastirilmalari

Populasyonlar Bandirma  Fatsa Giircistan Persembe  Trabzon  Zonguldak

Ardesen 0,03370  0,04559 0,00752  0,03479  0,01203 0,04608
Bandirma 0,08282  0,05298  0,06862  0,05679 0,07032
Fatsa 0,08625  0,03023  0,10703 0,10954
Gurcistan 0,06531  0,02201 0,07577
Persembe 0,07964 0,08491

Trabzon 0,08082
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Analizler sonucunda, E. encrasicolus tiiriinin mtDNA Sitokrom-b ve ND6 geni
haplotip frekanslarina dayali Gammasr ikili kargilagtirma degerleri kullanilarak
MEGA programiyla cografi bolgelerin genetik uzakliklarmi gosteren UPGMA
uzaklik agaclart olusturulmustur (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Ornekleme yapilan cografi bolgelere gére E. encrasicolus tiiriiniin
mtDNA Sitokrom-b ve ND6 genleri haplotip frekanslarinin Gammasrt
ikili karsilastirma degerlerine dayalt UPGMA uzaklik agaci

Ardesen

—]

Gurcistan

Trabzon

Bandima ]

Zonguldak ]

[ Fatsa
Persembe

0025 0.020 0.015 0.010 0.005 0,000

Agaca gore yapilan gruplandirmada; Ardesen, Giircistan ve Trabzon bir grup;
Fatsa ve Persembe bir grup; Bandirma ve Zonguldak ise ayri iki grup seklinde
ayrilmustir. Ortaya c¢ikan dallanma populasyonlarm cografik dagilimmi tam
anlamiyla yansitmamaktadir. Ancak bu ¢alismada yapilan analiz sonucunda
Ardesen, Giircistan ve Trabzon ayni kladda yer almaktadir. Ayn1 sekilde Fatsa ve
Persembe de agac lizerinde bir grup seklinde gdzlenmektedir. Bunlara karsi
Bandirma ayr1 bir dal olusturmaktadir. Analiz sonuclarimizda elde edilen verilerle
olusturulan UPGMA agacina gore gruplar olusturulmus ve bu gruplar géz oniine
alinarak AMOVA analizi gergeklestirilmistir.

4.4, Populasyonlarin Genetik Yapisi

E. encrasicolus UPGMA agacina dayanarak olusturulan gruplar ile yapilan
AMOVA sonucunda gruplar arasinda, gruplari olusturan populasyonlar arasinda
ve populasyonlar i¢inde olmak iizere ii¢ diizeyde varyasyon tespit edilmistir.
Gruplandirma; Ardesen, Giircistan, Trabzon Grupl, Bandirma Grup2, Zonguldak
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Grup3 ve Persembe ile Fatsa Grup4 seklinde gergeklestirilmistir. Buna gore,
gruplar arasindaki varyasyon biitiin varyasyonun % 5,28’ini (p<0.05) , gruplar
olusturan populasyonlar arasindaki varyasyon % 1,32’sini (p<0.05) ve populasyon
icindeki varyasyon ise % 93,39’unu (p<0.05) olusturmaktadir (Cizelge 4.4).
Farklilagma miktarlarinin grafik tizerindeki dagilimi da Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Gruplar ve cografi bolgeler arasinda varyans analizi (Grup sayisi:4; 1:
Ardesen, Giircistan, Trabzon; 2: Bandirma; 3: Zonguldak; 4:
Persembe, Fatsa)

Varyasyon

E. encrasicolus Varyasyon Yiizdesi | Fiksasyon indeksi P
Gruplar Arasinda 0.34976 5.28 0.05283 Fer 0.00587
Grup ici
Populasyonlar
Arasinda 0.08767 1.32 0.01398 Fsc 0.00000
Populasyonlar icinde

6,18340 93.39 0.06607 Fst 0.00000

Varyasyon Yiizdesi

B Gruplar Arasinda

Grup ici Populasyonlar
Arasinda

m Populasyonlaricinde

Sekil 4.2. AMOVA analizi ile elde edilen gruplar arasinda, populasyonlar arasinda

ve populasyonlar i¢indeki farklilasma miktarinin dagilimi
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Gruplar arasinda yst ye dayali olarak hesaplanan gen akisinin gostergesi, Nm
degeri 3,04 ile 11,82 arasinda degismismektedir (Cizelge 4.5). Tabloda Nm
degerlerinin hepsi 1’in iizerindedir (Nm > 1). Gen akigmin en yiiksek deger oldugu
populasyonlar Ardesen ile Giircistan ve Ardesen ile Trabzon olarak bulunmustur.
Populasyonlar arasinda tespit edilen en diisiik gen akis1 ise Fatsa ile Zonguldak
arasinda oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.6. Populasyonlar arasinda gen akisinin yst degeri iizerinden hesaplanan

Nm degerleri

Populasyonla  Bandirma Fatsa Giircistan ~ Persembe Trabzon  Zonguldak
r

Ardesgen 7,09 5,96 11,82 6,9 10,62 5,92
Bandirma 3,92 5,41 4,57 5,17 4,47
Fatsa 3,78 7,01 3,16 3,04
Giircistan 4,58 8,66 4,15
Persembe 3,93 3,66

Trabzon 3,93
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5. TARTISMA ve SONUC

Guniimiizde dogal besin kaynaklarina zarar vermeden bunlardan siirdiiriilebilir bir
yararlanma saglanmasi en dnemli konulardan biridir. Diinyada besin kaynaklarinin
onemli bir kismini, basta baliklar olmak iizere, denizel canlilar olusturmaktadir.
Dogal balik populasyonlarina zarar vermeden en iyi bigimde yararlanabilmeyi
saglamak igin etkili balik¢ilik yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Etkili
balik¢ilik yonetim stratejileri gelistirmek igin tliriin farkli bolgesel gruplarmin
genetik yapilarini ve bu gruplar arasindaki biyolojik farkliliklar ve bu farkliliklara
etki eden genetik, ¢evresel siiregleri ortaya koyma gereksinimi vardir.

Hamsi gerek iilkemizde gerekse diinyada Onemli dogal besin kaynaklarinin
basinda gelmektedir. Bu tiiriin iilkemiz balik¢iliginda da 6nemi oldukga biiyiiktiir.
Bu dogal besin kaynaginin siirdiiriilebilir olabilmesi i¢in de biyolojilerinin, yayilig
alanlarinin, habitat 6zelliklerinin ve Ozellikle de genetik yapilarinin bilinmesi
Onem teskil etmektedir. Buna karsin tilkemizde bu tiire iligkin allozim g¢alismalari
ve morfolojik aragtirmalar yapilmis olmasina ragmen (Turan, 2004; Erdogan
2009), molekiiler belirteglerin kullanildigi ¢alismalarin eksikligi dikkat ¢ekicidir.

Hamsi ile yapilan populasyon genetigi calismalarinda, populasyonlarin genetik
cesitliligi ve genetik yapisi ¢ogunlukla mtDNA ND5/6 bolgeleri incelenerek ortaya
konulmustur (Magoulas ve Zouros, 1993; Bembo vd., 1995; Magoulas vd., 1996;
Borsa, 2002, Magoulas, 2006; Chairi vd., 2007). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda
sitokrom-b gen bolgesi de analizlerde yaygin olarak kullanilan bir gen bolgesidir
(YU, 2005; Qiqun, 2006, Carr,2011; Borrel, 2012). Caligmamizda daha &nce
yapilan aragtirmalarin degerlendirilmesiyle Sitokrom_b ve ND6 gen bolgelerinin
kullanilmasinin uygun olacagi belirlenmis ve bu bolgeyi ¢ogaltacak primerler
tasarlanarak 6rneklerin genetik yapisinin ortaya konulmasi amaglanmistir. Toplam
280 bireyden DNA elde edilmesine ragmen PCR sonucunda 202 6rnekle diger

analizlere devam edilmigtir.

Calismamizda Bandirma, Zonguldak, Persembe, Fatsa, Trabzon, Ardesen ve
Gircistan olmak tizere 7 farkli cografi bolgeden toplam 202 6rnek incelenmistir.
Yapilan analizler sonucunda 187 haplotip tespit edilmistir. Haplotip ¢esitliligi
0,99911, niikleotid cesitliligi 0,00682 olarak tespit edilmistir. Tiim 6rneklerden
Hap4, Hap31 ve Hap59 haplotiplerinin siklig1 (%1,60) digerlerine gore en yiliksek
olarak  gozlenmistir. Tim  populasyonlarin  paylastigi  bir  haplotip
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bulunmamaktadir. Magoulas vd. (2006) Ege Denizi ve Karadeniz’i i¢ine alan bir
calisgmada, mtDNA analizi ile Ege Denizi’nden toplanan 221 ornekten 24,
Kardeniz’den toplanan 208 ornekten 17 haplotip tespit edilmistir. Bu calismada
haplotip ¢esitlilikleri sirasiyla 0,5554 ve 0,3144; niikleotid cesitliligi ise sirasiyla
0,010177 ve 0,001838 olarak bulunmustur. Caligmamizda genetik g¢esitliligin
oldukga yiiksek olmasinin, drnekleme bolgelerinin birbirime yakin olmasina, tiiriin
stirekli gd¢ yapabilme 6zelligine, gen akisinin fazla olmasina ve cografik bariyerin

olmamasina bagli olabilecegi diisliniilmektedir.

Magoulas vd. (1996) Karadeniz’de bulunan populasyonlarin orjinlerinin
Karadeniz oldugunu ve Ege Denizi’'ndeki populasyonlarin Karadeniz’deki
populasyonlardan  farklilastigint ~ belirtmis, Karadeniz ve Ege Denizi
populasyonlari arasinda %85 oraninda benzerlik oldugunu vurgulamistir. Yapilan
diger calismalarda da Marmara populasyonlarmin Karadeniz populasyonlarima
genetik olarak oldukga yakin olduklarini belirtilmistir (Dobrovolov 1987, 1992;
Ivanova ve Dobrovolov, 2006). Bu ¢alismada analizler sonucunda ys; degerlerine
gore yapilan populasyonlarin ikili karsilagtirmalari ve bu degerlerle ¢izilen
UPGMA agacina bakildiginda Bandirma populasyonlarinin diger Karadeniz
populasyonlarina genetik olarak yakin oldugu goriilmiistir. Bu degerler de
Dobrovolov (1987, 1992) ve Ivanova’nin (2006) buldugu sonuglar
desteklemektedir.

Populasyonlarin ys; degerlerine dayanarak olusturulan UPGMA agacinda Ardesen,
Gilircistan ve Trabzon aynmi kladda yer almaktadir. Bu duruma benzer olarak Fatsa
ve Persembe de aga¢ iizerinde bir grup seklinde gozlenmistir. Bunlara karsi
Bandirma ve Zonguldak ayr1 bir dal olusturmaktadir. Fakat bu durum
populasyonlarin cografik dagilimiyla birebir uyusmamaktadir. Erdogan vd.’nin
(2009) Trabzon, Istanbul, Bandirma ve Izmir’den alinan &rneklerle yaptigi
caligmada allozim verilerine dayanarak UPGMA agaci1 olusturmustur. Bu agagda
[zmir, Bandirma ve Istanbul’un tek bir klad olusturdugu, Trabzon’un ise ayri bir
dalda yer aldig1 gosterilmistir. Bu aga¢ populasyonlarin cografik dagilimiyla
ortismektedir. Fakat Ivanova (2006) 22 allozim lokusu verilerine gore olusturdugu
UPGMA agacinda Marmara, Karadeniz ve Azak denizi 6rneklerini bir klad, Ege
Denizi orneklerini ayri bir klad olarak gostermistir. Bu agag¢ incelendiginde ise
Marmara Denizi populasyonlarinin Ege Denizi’'ne goére Azak ve Karadeniz
populasyonlari ile daha ¢ok benzerlik gosterdigini belirtmistir. Olusturulan bu
agacta da tam bir cografik uyum goriilmemektedir. Arastirmacit bunu Ege Denizi
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populasyonlarinin Afrika ve Avrupa hamsilerinin bir melezi sekline oldugunu,
buna karsin Marmara, Karadeniz ve Azak Denizi populasyonlarmin Avrupa
hamsisiyle genetik olarak olduk¢a yakin oldugunu belirterek agiklamistir. Bizim
analiz sonuglarimizla ortaya c¢ikan UPGMA agacinin cografik dagilimla
uyusmamasinin  sebebi  6rnek  sayisinin  azligindan  kaynaklanabilecegi

diistintilmektedir.

Orneklemelerin yapildign 7 cografi bélgeye ait E. encrasicolus populasyonlari,
farklilasma derecelerini ifade eden Fst Ve yst degerlerine bagli olarak olusturulan
UPGMA agacinda cografi bolgeler 4 gruba ayrilmistir. Gruplandirmaya dayanarak
yapilan AMOVA analizi sonucu {i¢ diizeyde molekiiler varyans yiizdeleri elde
edilmistir. Gruplar aras1 varyasyon %5,28 (p<0.05) ve grup i¢i populasyonlar arasi
varyasyon %1,32 (p<0.05) seklinde oldukg¢a diisikk bulunurken, diger yandan
populasyon i¢i varyasyon %93,39 (p<0.05) gibi olduk¢a yiiksek bir yilizdeyle
karsimiza ¢ikmistir. Giircistan, Ardesen ve Trabzon’u olusturan gurubun, grup
icinde birbirleriyle olan gen aligverisi oldukga yiiksektir. Veriler bu cografi
bolgelerin cografik dagilimlarin1 desteklemektedir. Bandirma’nin diger tiim
cografi bolgelerle arasindaki gen akisi hemen hemen aymidir ve yiksek
denilebilecek diizeydedir. Bu durum, ¢alismalarda belirtildigi gibi Tirk kiyisal
sularindaki Karadeniz hamsisinin sonbaharda kigslamak i¢in Marmara’ya ve bahar
aylarinda beslenmek ve yumurtlamak icin tekrar Karadeniz’e gbc¢ etmesiyle,
benzer sekilde Marmara’da bulunan hamsinin yaz aylarinda yumurtlamak igin
Karadeniz i¢lerine gb¢ etmesiyle agiklanabilir (Danilevsky, 1961; Demir, 1974;
Gordina vd., 1997). Ote yandan Fatsa ve Persembe arasinda da gen akis1 fazla
olmasina ragmen diger gruplarla arasinda gen akiginin diisiikk olmas1 agagta bir dis
grup olarak goriilmelerine neden olmustur.

Gergeklestirilen bu ¢alisma, mtDNA Sitokrom-b ve ND6 bélgesinin dizi analizleri
kullanilarak Marmara ve Karadeniz populasyonlarinin yapisin1 ve aralarindaki
genetik cesitliligi ortaya koymaktadir. AMOVA analizi ile elde edilen populasyon
icindeki %93 liik oran, 6rnekleme bolgelerindeki hamsilerin genetik gesitliliginin
oldukga yiiksek oldugunu gosterirken, gruplar arasindaki %5 lik oran ve
p=0.00587 olmas1 az da olsa bir stok yapilanmasinin oldugunu gdstermektedir.
Calisma sonucunda elde edilen veriler E. encrasicolus icin ilk kez elde edilmis
verilerdir. Bu veriler Tiirkiye’de Karadeniz ve Marmara Denizi’'ndeki genetik
cesitliligin ne denli yiiksek oldugunu gostermistir. Calismayla populasyon
genetigine dair onemli sonuglara ulagilmis ve bu tiiriin siirdiiriilebilir bir dogal
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kaynak olarak kalabilmesi i¢in dogru avcilik ve koruma stratejilerin

gelistirilmesine katkilar saglayacagi diistiniilmektedir.
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