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OZET

ORTA KARADENIZ’DEN ORNEKLENEN BAZI YENGEC TURLERININ
18S rDNA VE MiTOKONDRIYAL SITOKROM OKSIDAZ I (COI)
GENLERINE DAYALI MOLEKULER ANALIZI

ALi ALPER ERDEM
ORDU UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BALIKCILIK TEKNOLOJiSi MUHENDISLiGi ANABILiM DALI
YUKSEK LISANS TEZI, 63 SAYFA
TEZ DANISMANI: DOC. DR. YILMAZ CiFTCI

Bu tez caligmasinda, Orta Karadeniz’de dagilim gosteren Liocarcinus
navigator, Liocarcinus depurator ve Eriphia verrucosa tiirlerinin genetik yapisi
belirlenmis, gen bankasindaki bu familyanin iiyeleri arasindaki genetik iliskinin
derecesi mtDNA ve rDNA sekans analiz yontemiyle analiz edilerek soyagaci
cikartilmistir. Calisilan gen bolgeleri PZR yontem ile ¢ogaltilarak gen dizilimleri
belirlenmistir. Orneklemesi yapilan yengeg tiirleri bdlgede ticari olarak kullanilan
farkli av araglar1 elde edilmistir.18S rDNA gen bolgesi 718 bg¢’nden 649 bg’nin
(%90.4) pozisyonunun korunmus ve 10 bg’nin (%14.5) polimorfik bilgi verici olan 69
b¢’nin (%9.6) niikleotid pozisyonunda degisken oldugu belirlenmistir. Calisilan tiirler
icin 18S rDNA niikleotit ¢esitlilik degeri (P1) 0.02472 ve haplotip cesitlilik degeri (Hd)
1 olarak hesaplanmistir. mtDNA COI gen bolgesi 456 b¢’nden 44 be’nin (%9.6)
pozisyonunun korunmus ve 312 b¢’nin (%75.7) parsominok bilgi verici olan 412
b¢’nin (%90.4) niikleotid pozisyonunda degisken oldugu belirlenmistir. Calisilan
tiirler igin niikleotid ¢esitlilik degeri (Pi) 0.3546 ve haplotip ¢esitlilik degeri (Hd) 1
olarak hesaplanmustir.

Anahtar Kelimeler: Dekapoda, mtDNA COI, 18S rDNA, Orta Karadeniz, Yengeg



ABSTRACT

MOLECULAR ANALYSIS OF SOME CRAB SPECIES SAMPLED FROM
THE MIDDLE BLACK SEA BASED ON 18S rDNA AND MITOCHONDRIAL
CYTOCHROME OXIDASE | (COI) GENES

ALi ALPER ERDEM

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

FISHERIES TECHNOLOGY ENGINEERING
MASTER THESIS, 63 PAGES
SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. YILMAZ CIFTCI

In this thesis, the genetic structure of the Liocarcinus navigator, Liocarcinus
depurator and Eriphia verrucosa species distributed in the Middle Black Sea was
determined, the genetic relationship between the members of this family in the gene
bank was analyzed by mtDNA and rDNA sequence analysis method and the
genealogical tree was extracted. The studied gene regions was determined by PCR
amplification. The sampled crab species were obtained by different commercially
fishing gear used in the region. For the 18S rDNA partial gene region, a total of 718
characters for each of the individuals sequenced were aligned, 649 (90.4%) characters
were constant, 69 (9.6%) characters were variable and 10 (14.5%) variable characters
were parsimony-informative under the MP optimality criterion. For the studied
species, 18S rDNA nucleotide diversity (Pi) and haplotype diversity (Hd) values were
calculated as 0.02472 and 1, respectively. For the mtDNA COI gene region, a total of
456 characters for the individuals sequenced were aligned, 44 (9.6%) characters were
constant, 412 (90.4%) characters were variable and 312 bp (75.7%) variable characters
were parsimony-informative under the MP optimality criterion. Also, mtDNA COI
nucleotide diversity (Pi) and haplotype diversity (Hd) values were calculated as 0.3546
and 1, respectively.

Keywords: Decapoda, mtDNA COl, 18S rDNA, Middle Black Sea, Crab
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1.GIRIS

Dekapodlar, Malakostraka sinifina ait genis bir on ayakli kabuklu takimidir.
Bu takim, degisen kiiresel hesaplamalar ile 110.000 kadar tiirii kapsayan, sonu
olmayan cesitlilikte deniz, tath su ve yar1 karasal on ayakl kabuklular1 barindirr.
Dekapodlar habitat cesitliligine morfoloji, fizyoloji, davranis ve yasam Oykiisii
cesitliligini yansitip evrimsel zaman boyunca kolonize olmustur. Dekapodlar epijen,
su kiitlesinde yasayan, hipojen, ki bunlardan bazilar1 sucul magaralarda yagamak
zorunda olan, ve diger ¢ukur acanlar1 igerir. Birkag tiir ise tatl sudan tuzlu suya kadar

olan genis bir tuzluluk toleransi1 gésteren eurihalindir (Hobbs ve Lodge, 2010).

Yengeclerdeki degisik ve karmasik viicut sekilleri onlar1 farkli davranis
bicimleriyle birlikte neredeyse tiir sayilar1 kadar farklilagtiran yasam bi¢imini ortaya
cikartmistir. Yengecler, yiizme, yliriime, yanal kosma, tirmanma, bentik yapiya
gomiilme gibi davraniglar sergilediginden ¢evre kosullarma adaptasyonlar1 oldukga
gelismistir. Ayni1 sekilde bazi tiirlerde goriilen kamuflaj yetenegi ve simbiyotik yasama
Ozelligi sayesinde adaptasyonlarini oldukc¢a arttrmistir. Bu nedenlerden dolay1
yengeclerin her tiirlii karasal ve denizel habitatlarda yasama sanslari ¢ok yiiksek
diizeylere ¢ikmistir. Hemen hemen her tiir denizel habitatta gérebilecegimiz yengegler,
okyanuslarda yaklasik 1.500m derinliklerde yasadiklar1 gozlemlendigi gibi, karasal
habitatta 2.000m yiiksekliklerde bile gdzlemlenmistir. Dahasi, sicaklik ve tuzluluk gibi
parametrelerin giin icerisindeki degisiminin ¢ok yiiksek oldugu haliclerde bile bazi
zamanlarda gruplar halinde olduklar1 da belirlenmistir. Ayrica, bazi tiirler karasal
ortamda yasamini siirdiiriirken sadece larvalarini brrakmak i¢in denizel habitata
donerler. Bazi tiirler ise, gel-git bdlgelerinde bulunan bitkilerin arasinda, bu
bolgelerdeki igleri su dolmus bos kabuklarda ve kii¢iik su birikintilerinin ¢amurlu
kisimlarinda bile yasadiklar1 gézlemlenmistir. Daha da fazlasi, bazi tiirler ¢ollerin
kenar kesimlerde bile goriilmiistiir ve bu habitatta yasayan tiirlerin kabuk kisimlar kil
ve ¢Ol topraklariyla ortiilmiis oldugundan alt1 yila varan siireler boyunca yagmur

yagana kadar hareketsiz durduklar1 belirlenmistir (Warner, 1977; Ng ve ark., 2008).



Endiistriyel gelismelerin artmasi sonucunda tiirlerin hizli bir bicimde yok
olmasinin farkina varilmasi, yok olma tehdidi altinda olan tiirlere yonelik ¢caligmalarin
artmasini saglamistir. Ekolojik tehlikelerin yaninda, niifusun yogun olarak artmasi ve
bunun sonucunda dogadaki canlilarin habitatlar1 {izerine baskilarin kurulmasi, kii¢iik
popiilasyon iceren tiirlerin homozigotlasmalari, allel kaybindan dolayr genetik
varyasyonun kaybolmasi, yakin akrabalik ve genetik siiriiklenmeye maruz kalmalar1
gibi sorunlar ortaya cikmistir. Nesli tiikenme tehlikesinde olan tiirler {izerine
molekiiler genetik analizlerin yapilmasi ile genetik varyasyonun seviyesinin
belirlenmesi s6z konusu olabilir. Ekolojik, demografik, fizyolojik verilerle
desteklenen genetik sonug verileri, bir tiiriin popiilasyonun azalma siirecine 151k
tutabilir. Bir popiilasyonun tarihsel siirecinin dogal gostergesi olan popiilasyon
genetigi, filogenetik ve filocografyasi ile ilgili bilgilerin ortaya ¢ikarilmasi ile o tiiriin
gelecekte neslinin tiikenme tehlikesine karsi korumasi kapsaminda alinabilecek

onlemleri ve planlamalar1 hakkinda 6nemli veriler saglamaktadir (O’Brien, 1994).

Yengecler, bircok iilkede hem ekonomik hem de ekolojik olarak &nemli
organizmalardir ve birgcok tiir, koruma agisindan Onemlidir. Gen kaynaklarmin
korunmas1 ve gelecege doniikk planlamalar olusturmak amaciyla, birgok {ilke
tarafindan endemik ve tehdit altindaki tiirlere yonelik yogun genetik caligmalar
yiriitiilmektedir. Tiirlerin dogru, hizli ve kesin bir sekilde tanimlanmasi biyolojik
cesitliligin anlagilmasi ve korunmasi agisindan biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu
kapsamda {ilkemizdeki canli tiirlerinin kesin olarak bilinmesi ve bunlara yonelik

calismalarin arttirilmasi kaginilmazdir.

Denizlerde bulunan yengeg tiirleri kiiresel bir dagilima sahip olduklarindan
hem morfolojik hem de genetik olarak olduk¢a degisken olma egiliminde bulunmakta,
cesitli cografi dlceklerde ve taksonomik seviyelerde sistematik¢iler i¢in zorlu ve ilging
problemler ve sorular barindirmaktadir. Bu sinirlamalar nedeniyle taksonomistler
tarafindan klasik yontemler kullanilarak tiir tanimlamasi yapmak her zaman kolay
olmamaktadir. Bu baglamda tiir tanimlama islemlerinin hizlanmasi ve kesinlik
kazanmas: i¢in destekleyici yeni yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Diinya genelinde
son zamanlarda tiir i¢i ve tiirler arasi iliskilerin belirlenmesi i¢in hizli ve giivenilir olan

DNA barkodlama yontemi yogun bir sekilde kullanilmaktadir.



Dekapoda, iizerinde ¢ok sayida morfolojik arastirma yapilan, ekonomik olarak
degerli ve morfolojik agidan ¢ok sayida farklilik gosteren ve tiir ¢esitliligi bakimindan
zengin kabuklulardir. Ayni zamanda bu biyolojik cesitliligi belirlemek i¢in morfolojik
arastirmalarla kesin sonuca ulasmak miimkiin olmamaktadir. Ekonomik 6neme sahip
olan ve baski altinda olan veya bagka tiirleri baski altina alan tiirlerin stok yapilarmin
analizinde ekolojik, morfolojik, meristik ve davranis bi¢cimlerinin incelenmesi yeterli
olmadig1 gibi son yillarda balik¢ilik alaninda molekiiler genetik ¢caligmalarina olan ilgi
artmistir. Giiniimiizde bu ¢alismalar temel olarak protein ve DNA olmak iizere iki tiir
genetik markir sistemi kullanilarak yapilmaktadir. Protein elektroforezi ile yapilan
calismalarin en biiylik avantaji hizli, diisik maliyetli ve c¢ok fazla laboratuvar
malzemesine ihtiyacin olmamasidir. Ancak dezavantaj olarak ise kullanilan 6rneklerin
kesinlikle taze olmas1 gerekmekte, DNA c¢alismalara gore ¢cok sayida 6rnege ihtiyag
olmakta ve bu orneklerin genellikle 6ldiiriilmesi ve bunlarm i¢inde en dnemlisi bazi
popiilasyon ve tiirlerde DNA c¢aligmalarina gore ¢ok diisiik seviyede polimorfik olmasi
onemli derecede smirlayici etki gdosterir. Bunun sonucunda son doénemlerde
calismalarin ¢ogunlugu DNA markir sistemleri kullanilarak yapilmaktadir (Ciftci,
2006). Bu baglamda giiniimiizde yaygin kullanilan ve molekiiler metotlar arasinda
bulunan mitokondriyal DNA (mtDNA) ve ribozomal DNA (rDNA)’nin sekans analizi

yontemi bu caligmada da kullanilmastir.

Dekapodlar ve ozellikle alttakimi olan Brachyura takimi en fazla gesitlilik
gosteren takim ve alttakimdir. Tim kategorik diizeylerde giiniimiizdeki ve soyu
tikenmis gruplarin sayisinda olaganiistii bir ¢esitlilik sergilemektedir. Son
donemlerde, 6zellikle son yillarda, yayin sayist ve belirlenen taksonlar sayesinde
sistematigin bilgisi hizla artmistir. Ancak, veriler cok daginik, farkl dillerde yazilmis
ve yaymlardan verileri elde etmesi oldukca zordur. Brachyura taksonlariyla ilgili artan
hizli bilgi akis1 bilim insanlarinin bu gruba artan ilgisiyle atfedilebilir. Yeni kesifler,
sistematik karakterler ve sistematik teoriler hakkinda daha iyi bilgi edinme
yontemlerini de gelistirmistir. Uzmanlarin dikkati ¢ogunlukla tiirlere ve nesillere
odaklanmgtir. Ayni1 zamanda grubun {ist diizey sistematigi, siipergenerik taksonlar (alt
aileler, aileler, siiper aileler), karsinologlarm (kabuklular1 inceleyen bilim insanlari)
cogunlugu tarafindan ihmal edilmis, boylece daha yiiksek taksonlar genellikle belirsiz

bir sekilde smirlanmis, kusurlu olarak tanimlanmis ve uygunsuz bir sekilde kalip



diizenlenememistir. Arastirmacilar genellikle, bir asirdan daha uzun siire Once
yazilmig olan Alcock (1895-1910)’tan daha yiiksek taksonlarin tanimlarini, teorik ve
pratik bilgiler alarak 6nemli 6l¢iide ilerlemis olsa da, ¢ok az iyilesme yaparak veya
iyilestirme yapmayarak yeniden belirlemislerdir. Bu nedenle, daha yiiksek taksonlarin
yeni tanimlar1 genellikle sistematik durumlarini ve konumlarmi atlamistir ve yeniden

smiflandirma belirsiz bir gelecege ertelenmistir (Stevéic, 2005).

Brachyura grubundaki yengecler sik sik Anomura infratakimindan kesis
yengecleri ve porselen yengecleri ile karistirilirlar. Bunun nedeni, evrimlesme
stirecinin kontrol edilmemesi ve morfolojik olarak tiir tanimlamalarinin yapilmasidir.
Anomura takimindaki ¢ogu yengecler acik sekilde goriilebilen {i¢ ¢ift yiirlime bacagi
ile disardan goriilmesi zor olan, abdomenin altinda kalan oldukga kiiclik son yiiriime
bacagina sahiptir. Dis goriiniise bakildiginda her zaman goriilemeyen bu son yiiriime
bacagi ¢cogu taksonomisti yaniltmay1 basarmistir. Bazi Brachyura tiirlerinde ise son
ylirime bacagi Anomura tiirlerindeki gibi olduk¢a kiigiiliip koérelmis veya evrimsel
stirecte tamamen ortadan kalkmis olabilir. Ayrica yine bazi Brachyura tiirlerinde son
yiirlime bacagi evrimlesme siirecinde palet seklinde ylizmeye yardimci uzuv olarak
degismistir. Bazi Anomura tiirlerinde evrimsellesme siirecinde abdomenleri
Brachyura’daki gibi govdenin altma katlanmis olabilir. Ancak uropodlarla
cevrelenmis bir telson bulunmasi bu tiirin Anomura takimma ait oldugunu

gostermektedir (Ingle, 1996; Ng ve ark., 2008).

Bu ve bunun gibi bazi durumlarda dis goriiniisler ile taksokomik siniflandirma
yapilmasi1 taksonomistleri her zaman dogru ve kesin bir sonuca ulastiramamaktadir.
Bilindigi tlizere bir canlinin dis goriiniisiinii olan fenotipi canlinin genetik yapisindan
ve cevresel etkilerden olusmaktadir. Yalnizca morfolojik ve meristik karakterler
iizerinden yapilan tanimlamalarmm farkli ve yaniltict sonuglar dogurabilecegi
bilinmektedir. Gozden kagan veya yanlis sinifilandirmaya tabii tutulan tiirlerde
biyolojik cesitlilik kayb1 s6z konusu olup bunlar1 takip eden ¢aligmalarda bu biyolojik

cesitliligin kaybi katlanarak artma egiliminde olacaktir.

Farkli organizmalarda morfolojik karakterler dogrudan karsilagtirilmasalar da
yengeclerin diger canlilara gore fenotipik olarak farkliliklar gosterdigi goézlenir.

Yengeclerin  ekolojisindeki, yasama  bi¢imlerindeki,  davranigindaki  ve



morfolojilerindeki farkliliklarin, ¢ogu yenge¢ tiirleri i¢cin popiilasyon ici ve

popiilasyonlar arasinda degistigi gozlenebilmektedir.

Balik¢ilik yonetimi ve biyoloji agisindan bakildiginda ¢evresel ve genetik
faktorlerin etkisiyle olusan fenotipik varyasyonun belirlenmesi biliylik 6nem
tagimaktadir. Morfolojik karakterlerin incelenmesine yonelik geleneksel ¢aligmalarda
genel olarak c¢evre ve genetigin etkisini aywrabilmek giictiir. Uzun siireli seleksiyon
calismalar1 sonucunda fenotipik varyasyonun kalitimi tahmin edilebilse de, bu
sonuglar canlmin spesifik genleri hakkinda bilgi vermez (Ryman, 1983). Ornegin,
canlilardaki renk pigmentleri az sayida (1-3) gen tarafindan diizenlenir ve kontrol
edilmektedir. Bu durumdaki bir genin popiilasyondaki tiim genetik varyasyonu temsil
ettigini soylemek dogru olmayacaktir. Ancak, aile veya yas smifi gibi ekolojik
ozellikleri gosterebilir. Bu karakterlerin takibi kolay olmasina ragmen genetik

varyasyon hakkinda yanlis bilgiler verir (FAO, 1981).

Son yillarda, biyolojik ¢esitliligin kayb1 biiyiik bir ¢evre sorunu olarak kabul
edilmis ve biyolojik cesitliligin korunmasina yonelik biiylik caba harcanmaya
baslanmistir (Wilson, 2003; Butchart ve ark., 2010). Bununla birlikte, insanin biyosfer
iizerindeki etkisinin arastirilmasinin  Oniindeki en biiylik engel, ¢ogu zaman
'taksonomik engel' olarak adlandirilmaktadir. Burada bir¢ok canli organizma grubu
icin dimorfizm veya fenotipik plastisite ile birlikte gelisen morfolojik varyasyon ve
taksonomi alaninda ¢alisan uzman eksikligi temel neden olarak gosterilmektedir
(Minelli, 2003). Oncelikle morfolojik karakterlere dayanan biyogesitlilik
degerlendirmeleri karmasik ve notr olmayan bir markor oldugu gibi, ayn1 zamanda
biyogesitliligin diisilk veya asir1 tahmin edilmesi gibi riskler de barindirmaktadir
(Lefebure ve ark., 2006). Bu gibi problemlerin {istesinden gelmek ya da en azindan
taksonomik, ekolojik ve evrimsel caligmalar i¢in tiir sinirlamasini onaylamak i¢in
molekiiler yontemlere verilen Onem artmistir. Son zamanlarda yaygin olarak
kullanilan ve barkodlama olarak bilinen (Sitokrom c¢ oksidaz alt birim 1 (COI))
mitokondriyal DNA (mtDNA)'nin kisa, standartlastirilmis 652 bg dizisi barkod olarak
onerilmektedir (Hebert ve ark., 2003a; Gregory, 2005; Schindel ve Miller, 2005;
Miller, 2007; Radulovici ve ark., 2010). Spesifik olarak, bir barkodlama araci gibi
kullanilan COI gen bolgesi, DNA sekans farkliliklarina bagli olarak bir organizmanin



tanimlanmasina ve daha once tanimlanan belirli bir tiire atanmasma yardimci olur
(Lefebure ve ark., 2006). Ayrica, DNA barkod dizileri, potansiyel olarak yeni tiirlerin
tahmin ve siniflandirmasini gergeklestirmek igin bir DNA taksonomi araci olarak
kullanilabilmektedir. Her ne kadar yaklasim tartigmali gibi goziikse de (Roe ve
Sperling, 2007), barkodlama veri kiimeleri kiiresel biyogesitliligin envanterleri i¢in
diinya ¢apmda kampanyanin bir pargasi gibi hizla veri toplamaya devam etmektedir

(Hebert ve ark., 2003b; Hajibabaei ve ark., 2007).

Molekiiler genetik yaklasimlar gilinlimiizde ¢ok c¢esitli organizmalarin
popiilasyon genetigini, taksonomisini ve filogenisini incelemek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Goulding ve ark., 1996). Bununla birlikte, incelenecek teknigin ve
gen bolgesinin se¢cimi her zaman net degildir ve genetik varyasyon seviyesinin ele
alinan sistematik soru i¢in uygun olmasi énemlidir. Kabuklularin molekiiler genetigi
tizerine bilgi birikimimizde biiyiik ilerlemeler olmasina ragmen, belirli taksonomik
gruplar ve gen bolgeleriyle ilgili olarak hala biiyiik bosluklar bulunmaktadir.
Mitokondriyal veya niikleer DNA sekans analizi giiniimiizde, belirli popiilasyonlarin
ayirt edilmesi, filocografyalarinin ¢alisilmasi ve sistematik iligkileri tahmin etmek icin
en yaygin kullanilan molekiiler genetik yaklasimlarindan birisidir (Avise, 1994,
Goulding ve ark., 1996). MtDNA, yiiksek oranda evrim orani, maternal kalitim tarzi
ve rekombinasyonun olmayisi gibi bir¢ok benzersiz 6zellige sahiptir (Moritz ve ark.,
1987). Mitokondriyal DNA’nin yiiksek evrimlesme hizi, onarim mekanizmalarinin
olmayis1 nedeniyle tek kopya niikleer DNA’ninkine gore daha yiiksek mutasyon
oranina sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir. Sonu¢ olarak mtDNA ve gen
bolgeleri, 6zellikle yakm tiirlerin ve popiilasyonlarin, farkli evrim hiz1 sergileyebilir
ve Crustacea ve Arthropoda’daki bazi derin dallar1 incelemek igin genel olarak
korunan gen bolgeleri daha fazla kullanilmaktadir (Ballard ve ark., 1992; Boore ve
ark., 1995; Flook ve Rowell, 1997; Hanner ve Fugate, 1997; Garcia-Machado ve ark.,
1999).

Temel biyokimyasal fonksiyonlara sahip bir dizi gen tiim tiirlerde bulunur ve
bunlar soyagacinin en derin kisimlarmdaki filogenetik iliskileri incelemek i¢in
siralanabilir, hizalanabilir ve analiz edilebilir. Diger genler morfolojik olarak ayirt

edilemeyen fakat farkl tiirler arasindaki iliskileri incelemek i¢in kullanilabilir (Hillis



ve Moritz, 1990). Yasamin baslangicindan itibaren nispeten yeni evrimsel olaylara
kadar tiim bu uygulamalar, ribozomal RNA (rRNA) genleri ve bunlarin ortak olarak
ribozomal DNA (rDNA) adi verilen iligkili ara bolgeleri incelenerek ele almmistir
(Appels ve Honeycutt, 1986; Mindell ve Honeycutt, 1990). rDNA’nin baz1 6zellikleri,
diger molekiiler sekanslardan oldukga farklidir ki bunlar sistematik ¢alismalarinda
rDNA’nin kullanimi diisiiniildiigiinde bir dizi 6zel husus gerektirir (Hillis ve Dixon,
1991). Bununla birlikte ribozomal DNA’lar oldukg¢a biiyiik, fonksiyonel olarak sabit
ve arastiricilar tarafindan yaygin olarak kullanilan molekiillerdir ve tiim hiicrelerde

niikleotit dizisinin korundugu ¢ok sayida bdlge icerirler.

Filogenetik analiz i¢in rDNA’nm yararli olmasmin nedenlerinden biri, tekrar
biriminin farkli bolgelerinin ¢ok farkli oranlarda gelismesidir. Bu nedenle, rDNA
dizilerinin hemen hemen her sistematik soru i¢in bilgilendirici veri vermesi muhtemel
bolgeleri analiz icin secilebilir. Ek olarak, cogu rDNA genindeki yiiksek oranda
korunmus sekans bolgeleri, bir¢ok tiirden rRNA veya rDNA’nin sekanslanmasi, ilgili
bolgelerin PZR kullanilarak c¢ogaltilmast i¢in kullanilan ‘evrensel’ primerlerin
olusturulmasi veya kisitlayici enzim analizinde prob olarak kullanmak i¢in oldukg¢a
faydalidir (Kocher ve ark., 1989; Hillis ve ark., 1990; Simon ve ark., 1990). Bireyler
aras1 uzunluk heterojenligi tekrarin bazi bolgelerinde amplifiye DNA’nin dogrudan
sekanslanmasi i¢in problemlere neden olsa da, amplifiye DNA nispeten klonlanabilir
ve sekanslanabilir. Belirli bir sistematik soru i¢in uygun olmasi muhtemel bir bolge
se¢me siireci, herhangi bir filogenetik analizde belki de en kritik adimdir. Secilen bolge
evirmsel olarak ¢ok fazla korunuyorsa (tiim taksonlarda sekanslar hemen hemen ayni
ise), degismez verileri toplamak i¢in dnemli bir zaman harcanacaktir. Ote yandan,
taksonlar arasinda hizalamalarin zor veya sorgulanabilir oldugu o6lgiide farklilik
gosteren bolgelerin de giiglii filogeni vermeleri olast degildir (Swofford ve Olsen,
1990). Son teknolojiler ile birlikte gelisen molekiiler biyoloji, DNA’daki varyasyonun
incelenmesini miimkiin kilmaktadir. Genomdaki baz degisikligi, genomda bulunan

ancak kodlanmayan kisimlardaki varyasyonun incelenmesiyle belirlenmektedir.

Bir¢ok iilke kendi gen kaynaklarmi korumak ve gelecege doniik planlamalar
olusturmak amaciyla su kaynaklarindaki fiziksel ve kimyasal degisimlerden dolay tiir

bazmdaki farklilagmalara, endemik ve tehdit altindaki tiirlere yonelik yogun genetik



caligmalar yiiriitmektedir. Tiirlerin dogru, hizli ve kesin bir sekilde tanimlanmasi, tiir
korumas1 ve biyolojik ¢esitliligin anlasilmasi agisindan biiyiik onem tasimaktadir. Bu
kapsamda iilkemizdeki canli tiirlerinin kesin olarak bilinmesi ve bunlara yonelik

calismalarin arttirilmasi gereklidir.

Sistematik ve filogenetik ¢aligmalar i¢in en 6nemli gerekliliklerden biri, gen
bdlgelerinin ilgilenilen soruya uygun degiskenlik diizeyiyle tanimlanmasidir.
Yengeclerin molekiiler filogenetik ve sistematik caligmalarinda, esas olarak ribozomal
genlerden, 6zellikle 18S rDNA gen bolgesi ve Sitokrom oksidaz I (COI) gen bolgesine
ait DNA dizileri kullanmistir. Bu nedenle, bu hayvanlarda sistematik ¢alismalar i¢in
potansiyel olarak faydali diger mitokondriyal gen bolgeleri hakkinda az bilgi
bulunmaktadir. Bu ¢alismada, 18S rDNA ve COl'den ¢ogaltilmis ve sirastyla yaklasik
1061b¢ ve 652b¢ uzunlugunda fragman kullanilarak Karadeniz’de dagilim gdsteren

yengeg tiirleri arasindaki niikleotid varyasyonuna ve filogenetik iliskilere bakilmistir.

Yapilmis olan bu ¢alismada, Orta Karadeniz’de 6rneklenen yengec tiirleri ile
Karadeniz’de dagilim gosteren dekapod familyalar1 iiyeleri arasindaki iligkileri
belirlemek i¢in molekiiler verilere dayanan bir filojeni tahmini yapilmis ve sonuglarin
morfolojik olarak tanimlanan dekapod tiirlerinin cesitliligine iligkin hipotezin test
edilmesine yardimci olmasi beklenmektedir. Elde edilen genetik verilerin gen
bankasina girilmesiyle, dekapod kabuklularda ileriki ¢caligmalarda kullanim ig¢in bir

molekiiler markir veritabani gelistirilmesine katk1 saglanmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Bugiine kadar yapilan caligmalara bakildiginda Akdeniz, Ege ve Marmara
Denizi’nde pek ¢ok ekolojik arastrmanin yapildigi bilinmektedir (Karhan, 2015).
Oysa ki her gecen yil ekolojik dengesinde degisimlerin saptandigi Karadeniz’in

ozellikle Tiirkiye kiyilarindaki aragtirma sayisinin azli1 dikkat ¢ekicidir.

Tiirkiye denizlerinde Brachyura grubundan bir yengeg tiiriiniin kaydedildigi ilk
calismayr Forskdl (1775) gerceklestirmistir. Forskdl’m Cancer verrucosus
(Forskal,1775) ismiyle tanimlamis oldugu Eriphia verrucosa’nin tip lokasyonu
Istanbul’dur. Forskal (1775) aym zamanda Izmir ve Istanbul’dan Nepinnotheres
pinnotheres (Linnaeus, 1758) (Cancer pinnotheres ismiyle) ve yine Istanbul’dan
Liocarcinus corrugatus (Pennant,1777) (Cancer pellitus ismiyle) tiirlerini de rapor

etmistir.

Ondokuzuncu yiizyila ait kayitlar Stimpson (1861), Heller (1863), Colombo
(1885), Ostroumoff (1894, 1896), Adensamer (1898) ve Marion (1898)’un
calismalarinda  bildirdigi tiirlerden ibarettir. Stimpson (1861) Istanbul’dan
Pachygrapsus marmoratus (Fabricius,1787), Heller (1863) ise Istanbul Bogazi’'ndan
Xantho poressa (Olivi, 1792) (Xantho rivulosus olarak) tiirlerini rapor etmislerdir.
Daha sonra Colombo (1885) Canakkale Bogazi’ndan 13, Ege Denizi’'nden 5,
Ostroumoff (1894) istanbul Bogazi'ndan ve Marmara Denizi’nin kuzeyinden 9,
Ostroumoff (1896) Marmara Denizi genelinden 26, Adensamer (1898) Ege
Denizi’nden 4 ve Levant Denizi’nden 2 ve Marion (1898) Istanbul Bogazi’ndan 6,

Canakkale Bogazi’ndan ise 1 Brachyura tiirii bildirmistir.

Holthuis (1961)’in Tiirkiye ve Balkanlar’m dekapod ve stamatopod
faunalariyla ilgili c¢alismasina kadar gecen siirede Tiirkiye kiyilarinda bulunan
Brachyura tiirleriyle ilgili bilgi birikimi sinirli diizeyde kalmistir. Calisma temel olarak
Mart-Temmuz 1959 tarihlerinde Leiden Universitesi (Hollanda) himayesinde Tiirkiye
kiyilarma gerceklestirilen 6rnekleme gezisinde toplanan dekapod ve stomatopod
materyalinin inceleme sonuglarmi icermektedir. Akdeniz’de varlig1 bilinen pek ¢ok
tiirlin Tiirkiye sularindan ilk kez rapor edildigi calismada Holthuis (1961), Tiirkiye
denizleri dekapod faunastyla ilgili bilgi birikiminin son derece kisitl oldugunu ifade

etmistir.



Bu donemdeki devam eden kayitlar Ninni (1923), Devedjian (1926), Gruvel
(1928, 1929, 1930, 1931), Santucci (1928), Monod 1930, 1931, 1932), Rathbun
(1930), Demir (1952—-1954), Holthuis ve Gottlieb (1956, 1958), Nalbantoglu (1958)
ve Tortonese (1959)’in ¢alismalarinda verilmistir (Karhan, 2015). Bu ¢alisamalarin
orijinal metinlerine dijital ortamdan ulagilamamaktadir. Ancak Balkis ve ark.
(2016)’nin yaptig1 derleme ¢alismasinda Demir (1952-1954)’in Marmara Denizi’nden
sadece Spinolambrus macrochelos (Herbst)’ un yazdigi kitabinda bildirildigi

belirtilmistir.

Holthuis (1961)’in ¢alismasmin iizerinden gecen yaklasik yarim yilizyilin
ardindan kiyilarimizda yapilan pek c¢ok calisma sayesinde giinlimiizde dekapod
krustase faunasi ve bu faunanin 6nemli bir boliimiinii olusturan Brachyura yengegleri
cok daha iyi tamimlanmis durumdadir. Yayimlanan donemin son kontrol listesinde
Tirkiye denizlerinde 249 dekapod krustase tiirliniin bulundugu ve bunlar igerisindeki
yengeg tiirlerinin sayisinin 107 oldugu bildirilmistir (Bakir ve ark., 2014). Takip eden
yil icerisinde yapilan calismada ilk kez rapor edilen tiirlerle birlikte bugiline kadar
Tirkiye kiyilarindan kaydedilen yengeg tiirlerinin sayisi 114 oldugu bildirilmistir
(Karhan, 2015).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalar incelendiginde Karadeniz genelinde yapilan
calismalarin diger denizlerde yapilanlara nazaran olduk¢a az sayida oldugu
goriilmiistlir. Ayrica Karadeniz’de yengeg tiirlerinin kaydedildigi ¢calismalarin ¢ogu
Sinop bolgesinde gergeklestirilmistir (Ates, 1999; Bilgin ve Celik, 2004; Gonliigiir-
Demirci ve Katagan, 2004; Gonliigiir ve ark., 2004; Bilgin ve ark., 2007; Ersoy
Karaguha ve ark., 2009; Bilgin, 2019).

Ates (1999), Haziran 1995 ve Temmuz 1996 tarihleri arasinda Tiirkiye’nin Bat1
Karadeniz Bolgesi’ndeki Sinop Yarimadasi’nin dekapod faunasi iizerine incelemeler
sirasinda 2 yeni yengeg tiirii kesfetmistir. Liocarcinus depurator (Linnaeus, 1758) ve
Brachynotus sexdentatus (Risso, 1827) olarak belirledigi tiirlerin teshislerini

sistematik ve morfolojik karakterler kullanarak belirlemistir.

Selimoglu (1997), Ekim 1995 — Kasim 1996 aylar1 arasinda Trabzon kiy1

sularinda Liocarcinus vernalis (Risso, 1816) ve Pachygrapsus marmoratus (Fabricius,
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1787) tiirlerinin var oldugunu tespit etmis ve bu ¢aligmasinda biyoekolojik ozellikler

kullanmustir.

Gonliigiir (2003), Bati Karadeniz (Sinop) sahillerinin {ist infralittoral
zonundaki bazi fasiesler {lizerinde arastirma yapmis ve bu arastirmayi kalitatif ve

kantitatif 6zelliklere gore incelemistir.

Kocatas ve Katagan (2003), Tiirkiye denizlerinde yaptig1 ¢alismada Dogu
Akdeniz i¢in 2 yeni tiir (Pandalina profunda, Richardina fredericii) ve Tiirkiye faunasi
icin 8 yeni tiir (Acantephyra pelagica, Plesionika gigliolii, Stenopus spinosus,
Goutetia denticulata, Bathynectes maravigna, Dorhynchus thomsoni, Latreillia
elegans, Macropipus tuberculatu) belirlemistir. Yaptiklar1 ¢aligmada hidrolojik ve

ekolojik parametreleri kullanmislardir.

Bilgin ve Celik (2004), Sinop kiyilarinda dagilim gdsteren yengeg tiirleri
iizerine yaptig1 calismada, Sinop sahillerinde 4 aile, 8 cinse ait toplam 11 tiir tespit
etmistir. Yaptiklar1 ¢alismada tiirleri makroskobik ve mikroskobik olarak incelemis,
ardindan sistematik ve morfolojik 6zelliklerini fotograflarla analizleyip bulunduklari

derinlige gore tiir tanimlamas1 yapmuslardir.

Gonliigiir-Demirci ve Katagan (2004), Haziran (1999) — Nisan (2000) aylar1
arasinda Karadeniz kiy1 seridi boyunca bulunan bir alg tiiriiniin biyotas1 ile ilgili
yaptiklar1 c¢alismada daha Onceden kayitlara gecen 4 yengeg¢ tirii (Hippolyte
leptocerus, Athanas nitescens, Psidia longimana, Pilumnus hirtellus) bulmuslardir. Bu

calismada tiir ayrimini kalitatif ve kantitatif niteliklere gore belirlemislerdir.

Bilgin ve ark. (2007), Subat (2002) — Ocak (2003) aylar1 arasinda Sinop kiy1lar1
boyunca yaptiklar1 ¢alismada daha Onceden kayitlara gecen 9 yenge¢ tiirii
(Brachynotus sexdentatus, Carcinus aestuarii, Eriphia verrucosa, Liocarcinus
depurator, Liocarcinus navigator, Liocarcinus vernalis, Macropodia rostrata,
Pilumnus hirtellus, Xantho poressa) belirlemislerdir. Bu ¢alismada tiir tanimlamalarini

kalitatif ve kantitatif niteliklere gore belirlemislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1 Yengec Materyalleri

Orneklemesi yapilan yengec tiirleri Liocarcinus navigator (Herbst, 1794),
Liocarcinus depurator (Linnaeus, 1758) ve Eriphia verrucosa (Forskal, 1775) olarak

belirlenmistir.

3.1.1 Liocarcinus navigator (Herbst, 1794)
Portunidae familyasindan bir yenge¢ olan Liocarcinus navigator tiiriiniin

sistematik kategorisi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Liocarcinus navigator {iin Taksonomisi

Alem Animalia
Sube Arthropoda
Altsube Crustacea
Simf Malacostraca
Takim Decapoda
Alttakim Pleocyemata
Infratakim Brachyura
Aile Portunidae
Tiir Liocarcinus

Atlantik Okyanusu’nun Avrupa ve Afrika kiyilar1 boyunca kuzey-giiney ekseni
dogrultusunda, Akdeniz, Karadeniz ve Arktik Okyanusu’nun Gronland ve Rusya
kiyilar1 boyunca genis ¢apl bir bélgede yasayan tiirdiir (Sekil 3.1). Karapas ovalimsi,
genisligi uzunlugundan fazla, dorsal yiizeyinde konveks yapilar bulunup ¢ok ince
enine karinalidir. Karapasin anterio-lateral kenarlar1 5 disli olup, 4. dis digerlerine gore
cok az gelismistir. Karapas koyu kahverengi olup, pereiopodlar daha agik renklidir
(Sekil 3.2)(Aydin, 2013).
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Sekil 3.1 Liocarcinus navigator (Herbst, 1794) tiiriiniin cografik dagilimi (Anonim,
2014a)

ey ==

Sekil 3.2 Liocarcinus navigator (Herbst, 1794)’in genel goriintiisii (Aydin ve ark.,
2013)

3.1.2 Liocarcinus depurator (Linnaeus, 1758)

Liman yengeci olarak da isimlendirilen ve Portunidae familyasindan bir yenge¢

tiirti olan Liocarcinus depurator 'iin sistematik kategorisi Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2 Liocarcinus depurator iin Taksonomisi

Alem Animalia
Sube Arthropoda
Altsube Crustacea
Siif Malacostraca
Takim Decapoda
Alttakim Pleocyemata
Infratakim Brachyura
Aile Portunidae
Tiir Liocarcinus

Atlantik Okyanusu’nun Giiney Amerika’daki Brezilya, Uruguay, Arjantin
kiyilar1 hari¢ tiim kryilarinda, Akdeniz, Karadeniz ve Arktik Okyanusu’nun Gronland
ve Rusya kiyilar1 boyunca genis ¢apli bir bolgede yasayan tiirdiir (Sekil 3.3). Karapas
ovalimsi ve vyassi, genisligi uzunlugundan fazladir. Karapasin anterio-lateral
kenarlarinda 5 dis ve gbz cukurlar1 arasinda 3 dis ¢ikintilar1 vardir. Genellikle mezgit
ve barbun avciliginda kullanilan uzatma aglarinda ve algarna ile rapana avciliginda
1skarta av olarak karsilasilmaktadir (Aydin ve ark., 2013). Yasam alani olarak 3-20 m
derinliklerde bulunduklar1 belirlenmistir. En 6nemli tiir farklilagmasi, abdomene bagh

olan son yiiriime bacagmin evrimlesip ylizmeye yardimci palet seklinde uzuv olusudur
(Sekil 3.4)(Aydm ve ark., 2013).

Sekil 3.3 Liocarcinus depurator (Linnaeus, 1758) tiiriiniin cografik dagilimi (Anonim,
2014b)
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Sekil 3.4 Liocarcinus depurator (Linnaeus, 1758) ’lin genel goriintiisii (Aydm ve ark.,
2013)

3.1.3 Eriphia verrucosa (Forskal, 1775)
Bazen sar1 yengeg olarak da adlandirilan ve Eriphiidae familyasmin bir yengeg

tiirii olan Eriphia verrucosa nin sistematik kategorisi Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3 Eriphia verrucosa 'nin Taksonomisi

Alem Animalia
Sube Arthropoda
Altsube Crustacea
Simf Malacostraca
Takim Decapoda
Alttakim Pleocyemata
Infratakim Brachyura
Aile Eriphiidae
Tiir Eriphia

Orta ve Giiney Atlantik Okyanusu ortalari, Santa Cruz adalar1 kiyilari, Afrika
kiyilari, Avrupa kiyilari, Akdeniz ve Karadeniz’de goriilen bir tiirdiir (Sekil 3.5).
Ulkemizde pavurya olarak adlandirilir. Kayalik kiyr boyunca sig suda, kaya ve
yosunlar arasinda, 15 m derinlige kadar dagilim gostermektedir. Karapas kalin ve
plirtizsiiz, sar1 lekeler ile kahverengimsi, kirmizimsi ve yesilimsi renge degisen, 6n
kenarlarmin iki tarafinda 7, gozler arasinda 5-6 dis bulunmaktadir. Karapasin dorsali
hafif¢e dis biikey, frontal sinir arasinda ve yan bdlgelerinde enine tanecikli kabartilar

vardir. Kiskaclar giiclii ve genellikle esit degildir. Bacaklarinin {izerinde ¢ok sayida
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keskin killar bulunur. Erkek bireyler disilere gore daha biiyiiktiir (Aydin ve ark., 2013).

Kiskaglarmin dorsalinde kahverengimsi ¢ikimtilar, ventralinde ise sarimtirak renge

donmiis kiskag ytizeyinde siyah benekler bulunur (Sekil 3.6).

Sekil 3.5 Eriphia verrucosa (Forskal, 1775) tiiriniin cografik dagilimi (Anonim,
2014c)

Sekil 3.6 Eriphia verrucosa (Forskal, 1775)(Aydin ve ark., 2013)
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3.2 Ornekleme

Bu ¢alismada kullanilan Liocarcinus navigator, Liocarcinus depurator ve
Eriphia verrucosa ornekleri Orta Karadeniz Bolgesi Ordu ili Fatsa (41°02'32.6"K
37°29'44.7"D) agiklarindan bolgede ticari faaliyet gosteren balik¢ilarin aglarindan
almmis ve Ordu Universitesi Fatsa Deniz Bilimleri Fakiiltesi’ne ait Arastirma 1 adl
tekne yardimiyla atilan aglardan yakalanmustir. Ornekleme alanmin haritada gdsterimi
Sekil 3.7°de verilmistir. Aglara takilan yengeglerin bir kismu 6lii durumda olmus,
yasayan yengeclerin ise karasal ortama c¢ikartilarak yasamsal faaliyetinin bitmesi
beklenmistir. Yasamsal faaliyetleri sona eren yengeclerin et dokularinin bozulmamasi
i¢in laboratuvar ortamina gotiiriilmiis, bu asamada -80°C’de dokularmin bozulmadan

saklanmas1 saglanmigstir.

Sekil 3.7 Ornekleme alan1 ve lokaliteyi gdsteren harita

3.3 Yontemler
3.3.1 Toplam DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, -80°C’de saklanan yengeclerin et dokularindan pargalar
almarak yapilmistir. Yengeclerin kiskaglarindaki etli dokular1 ve karapasin altindaki
bag dokular1 kullanilmistir. Toplam DNA’nin izolasyonu INVITROGEN PureLink™
Genomik DNA Mini Kit (Cat. No. K182001) kiti kullanilarak firmanin belirttigi
protokole gore yapilmistir (Cizelge 3.4). 1.5 ml’lik Eppendorf tiipe konulan 25 mg
agirhigindaki doku parcalarina 180 pl PureLink™ genomik parcalama tamponu ve 20
ul Proteinaz K eklenmistir. Ardindan 1 gece 55°C’de sarsakli inkiibatorde bekletilip
inkiibe edilmistir. Homojenize olmus 6rnek 3 dakika boyunca 16.000 rpm’de santrifiij
edilmigstir. Tiip i¢erisindeki s1vi kisim yeni bir 1.5 mI’lik Eppendorf tiipe alinmustir. 20
ul RNase A eklenip hizli ve kisa siireli santrifiij edilmis olup 2 dakika inkiibe olmas1
beklenmistir. Ardindan 200 pul PureLink™ genomik lizis/baglama tamponu eklenmis

ve homojen bir ¢ozelti olusana kadar vortekslenmistir. Ardindan 200 pl %98°lik etanol
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tiipe eklenmis ve saflastirma protokoliine gecilmistir. Her bir 6rnek 2 ml’lik
PureLink™ toplama tiipiine takilan seramik filtreli spin kolona aktarilmistir. Oda
sicakliginda 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra toplama tiipii
icerisindeki s1vi dokiiliip tekrar spin kolona yerlestirilmistir. Her bir 6rnege 500 pl
Wash 1 yikama ¢ozeltisi eklenmis ve 10.000 rpm’de 1 dakika santriftij edilmistir.
Toplama tiipli bosaltilip yeniden yerlestirilmistir. Devaminda 500 pul Wash 2 yikama
cozeltisi eklenmis ve 16.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Toplama tiipii
bosaltilip yerine 1.5 ml’lik Eppendorf tiipli yerlestirilmistir. Ardindan 50 pl
PureLink™ genomik eliisyon tamponu eklenip oda sicakliginda 1 dakika inkiibe
edilmistir. 16.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra 1.5 ml’lik Eppendorf tiip
icerisinde saflagtirilan DNA bulunur. DNA -20°C’de saklanmuistir.

Cizelge 3.4 Toplam DNA’nin izolasyon islemi (Sematik gdsterim tireticini firmanin

(INVITROGEN PureLink™ Genomik DNA Mini Kit; Cat. No.
K182001) tiriin protokoliinden alinmistir)

0.5 ila 1.2 cm uzunlugunda yaklagik 25 mg agirliginda doku 6rnegi tartilarak iki ya
da daha fazla pargaya ayrilir ve 1.5 ml’lik tiiplere transfer edilir.

Her bir tiipe 180 pl PureLink™ genomik parcalama tampon uve 20 pl (20 mg/ml)
Proteinaz K ilave edilir.

Ornek tiiplerini 55°C de sicak blokta ya da sarsakli su banyosundal ile 4 saat
arasinda yada bir gece (16—18 saat) inkiibe edilerek dokular pargalanir. Dokular
belirli araliklarla vorteks yapilmistir.

Parcaciklt maddeleri ¢gikarmak iizere, ilk olarak lizat oda sicakliinda maksimum
hizda 3 dakika santrifiij edilmistir. Ardindan yiizeyde kalan sivi kisim, yeni bir steril
mikro santrifiij tiipe aktarilmistir.

|
20 pl RNaz A lizata eklemistir. Hizli karigtirma ile iyice vortekslenmistir. Oda \
sicakliginda 2 dakika inkubasyon yapilmistir. 200 pl PureLink™ genomik
lizis/baglama tamponu eklenmis ve homojen bir ¢ozelti elde etmek igin iyice
vortekslenmistir.

200 pl %96-100’liik etanol lizata eklenmistir. Homojen bir ¢ozelti elde etmek i¢in
iyice vortekslenmistir. Hemen saflastirma protokoliine ge¢ilmistir.

takilan Mini kolonlara transfer edilir.

!
Her bir 6rnek lizat1 (yaklagik 640 pl)ayrt ayr1 2 ml’lik PureLink™ toplama tiipiine ﬁ

Oda sicakliginda 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilir.

18



Cizelge 3.5 Toplam DNA’nin izolasyon islemi (Sematik gdsterim iireticini firmanin
(INVITROGEN PureLink™ Genomik DNA Mini Kit; Cat. No.
K182001) iriin protokoliinden alinmistir) (devamz)

Minikolon uzaklastirilir ve toplama tiiptindeki sivi dokiiliir. Minikolon toplama
tiipiine yeniden takilir.

Her bir 6rnege 500l WASH 1 yikama ¢o6zeltisi (95% ethanol ilave edilmis) ilave
edilir ve oda sicakliginda 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilir ve toplama
tiipiindeki sivi dokiiliir.

2. yikama i¢in 500 ul WASH 2 yikama ¢6zeltisi yikama ¢ozeltisi ilave edilirve oda
sicakliginda 3 dakika boyunca maksimum hizda santriflij edilmistir. Toplama tiipii
attlmustir.

Minikolonlar yeni bir 1,5 ml’lik tiipe transfer edilir ve 25-200 plPureLink™
genomik eliisyon tamponu eklenmistir. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilir.

Minikolon/tiip 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilir. Tiip saflagtirilmig genomik
DNA igerir ve Tiipte toplanan s1vi dokiilmez.

Eger istenirse 2. defa 25-200 pl oda sicakliginda PureLink™ genomik eliisyon
tamponu eklenir. Oda sicakliginda 1 dak. Inkiibe edilir. Minikolon/tiip 10.000
rpm’de 1 dakika santrifiij yapilir.

C:m Cﬁﬁ —Cqg—COFF~| «Cmnq «<CO¥F~| «Coag

Minikolonlar atilir ve saflastirilmis DNA alinarak yakin zamanda kullanilicaksa “
+4°C veya uzun zaman sonra kullanilacaksa -20 °C de saklanir.

3.3.2 mtDNA COl ve 18S rDNA Gen Bolgelerinin Cogaltilmasi

Liocarcinus navigator ve Liocarcinus depurator tirleri icin 18S rDNA
bolgesinin 1061bg¢’lik kismu NS1 ve NS4 (White ve ark., 1990) primerleri ile
cogaltilmistir (Cizelge 3.5). Eriphia verrucosa tiirii icin mtDNA COI bélgesinin
657b¢’lik kismi LCO1490 ve HCO2198 (Folmer ve ark., 1994) primerleri ile
cogaltilmistir.
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Cizelge 3.6 Calismada kullanilan DNA segmentleri ve primer dizileri

DNA m
. Kodu Primer Dizisi Degeri Kaynaklar
Segmenti -
O
NS1 5-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3' o White ve
185 rDNA NS4 5-CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3' 33°C ark., 1990
ol LC0O1490 5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3 40°C Folmer ve
HCO02198 5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’ ark., 1994

Cift iplik¢ikli DNA’nin yiikseltgeme islemi her bir 6rnek DNA’s1 ile birlikte
toplam 50 pl’lik PZR hacminde yiiriitiilmiistiir. Bu karigim igerisinde sirasiyla; DNA,
ileri ve geri yonlii primerler, PZR Master Mix ve ddH>O bulunmaktadir. Master mix
icerisinde 2X (PROMEGA) Reaksiyon tamponu (pH 8.5) ve ddH20 bulunmaktadir.
2X Reaksiyon tamponunda ise; 50 tnite/ml TagDNA Polimeraz enzimi, 400 pM
dATP, 400uM dGTP, 400 uM dCTP, 400uM dTTP, 3mM MgCl>’dan olusmaktadir.
Hazirlanan karigim 0.5 ml’lik PZR tiiplerine dagitilmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.7 PZR bilesenleri ve miktarlar1

PZR Bilesenleri Miktar

2X Reaksiyon Tamponu
50u/ml Tag DNA Polimeraz

3mM MgCI2 25ul
400uM dNTPs (dGTP, dCTP, dATP ve
dTTP)
[leri yonlii primer (10uM) 5ul
Geri yonlii primer (10uM) Sul
DNA (40ng/ml) 10ul
Niikleaz igermeyen saf su Sul
Toplam S50ul

Orneklerin spesifik gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda Thermal Cycler (Techne
TC-PLUS, Sekil 3.8) yardimiyla yapilmis ve Cizelge 3.7’de verilen PZR programlari,
tatmin edici sonuglar vermistir. 18S rDNA gen bolgesi i¢in ilk adimda 95°C’de 3 dk.lik
bir ilk denatiirasyon islemi yapilarak dongiilere gegilmistir. Dongii i¢erisinde 94°C’de
1 dk.lik denatiirasyon, 51°C de 1 dk. annealing, ve 72°C de 1.5 dk. zincir uzama islemi

icin uygulanmistir. 40 dongii sonrasinda 72°C de 5 dk. son uzama islem tamamlanmis
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ve 4 °C de Orneklerin saklanmasi i¢in program diizenlenmistir. MtDNA COI gen
bolgesi i¢in ilk adimda 95°C’de 3 dk.lik bir ilk denatiirasyon islemi yapilarak
dongiilere gegilmistir. Dongii igerisinde 95°C’de 1 dk.lik denatiirasyon, 40°C’de 1 dk.
annealing ve 72°C’de 1 dk. zincir uzama islemi uygulanmistir. 35 dongii sonrasinda
72°C’de 5 dk. son uzama ile islem tamamlanmis ve 4°C’de 6rneklerin saklanmasi i¢in

programlama yapilmistir (Cizelge 3.8).

Sekil 3.8 PZR isleminin gergeklestirildigi termal cycler

Cizelge 3.8 18S rDNA gen bolgesi i¢in PZR sartlari

Asama Sicakhik (°C) Zaman (dk.) Dongii Sayisi
[Ik Denatiirasyon 95°C 3 1
Denatiirasyon
Primer Baglanma 94°C 1
(Annealing) 51°C 1 40
Zincir Uzama 72°C 1.5
(Extension)
Son Uzama 72°C 5 1
Saklama 4°C 0
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Cizelge 3.9 mtDNA COI gen bolgesi i¢in PZR sartlar1

Asama Sicaklik (°C) Zaman (dk.) Dongii Sayisi
Ik Denatiirasyon 95°C 3 1
Denatiirasyon 95°C 1
Primer Baglanma 40°C 1 35
(Annealing)
Zincir Uzama o
(Extension) 72°C !
Son Uzama 72°C 5 1
Saklama 4°C o0

3.4 PZR Uriinlerinin Gériintiillenmesi

PZR yiikseltgemesi sonrast 5 pl PZR iriinii ile 1 pl 6X yiikleme boyasi
(Loading dye), ethidium bromid yogunlugu 0.01 mg (1mg/100ul) olacak sekilde
hazirlanan %1 ’lik agaroz jel tizerinde 1xTBE tampon sisteminde kosturulmustur. PZR
tirtinleri her bir fragment boyu igin istenilen ayristirma ve jel konsantrasyonuna bagl
olarak yaklasik 10V/cm’de 40-50 dk. elektroforez cihazinda kosturulmustur (Sekil
3.9). Ethidium bromid ile boyanan DNA pargalar1 UV illiiminator ile goriintiilenmistir.
Jel goriintiileri jel dokiimantasyon sistemi (Biostep, Darkhood DH-30/32) kullanarak
kayit edilmis ve termal yazici (Mitsibushi, P91D) kullanilarak ¢iktist alimmustir (Sekil
3.10).

Bu goériintiiler {izerinden PZR c¢ogaltmasmin etkinligi kalitatif ve kantitatif
olarak belirlenmistir. Ayni zaman da PZR iirlin boyu beklenen iiriin boyu ile
karsilagtirarak kontrol edilmistir. 18S rDNA gen bdlgesinin ¢ogaltilan yaklagik {iriin
boyu 1000 bg biiyiikliikte oldugu bulunmustur (Sekil 3.11-3.12). mtDNA COI gen
bdlgesinin ¢ogaltina yaklagik {iriin boyu ise 500 b¢ biiyiikliikte oldugu belirlenmistir
(Sekil 3.13). Kontrol sonrasi basarili bulunan PZR {irlinleri yakin zamanda
kullanilmak tizere 4°C’de tutulmus veya daha uzun sireli kullanim igin derin

dondurucuya (-20 °C) konulmustur.
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Sekil 3.9 PZR firtinlerinin goriintiilenmesinde kullanilan elektroforez cihazi

Sekil 3.10 Jel goriintiileme {initesi ve termal yazici
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18S rDNA gen bolgesi

A SN

——— et

Sekil 3.11 Liocarcinus depurator tiiriiniin 18S rDNA bélgesinin NS1 ve NS4
primerleri ile ¢ogaltilmasinin jel goriintiisii

18S rDNA gen bolgesi
A%

S m—

Sekil 3.12 Liocarcinus navigator tiiriiniinl8S rDNA gen bolgesini NS1 ve NS4
primerleri ile ¢ogaltimasinin jel goriintiisii
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mtDNA COI gen bolgesi

Sekil 3.13 Eriphia verrucosa tiiriiniin mtDNA COI gen bolgesinin LCO1490 ve
HCO2198 primerleri ile ¢ogaltilmasinin jel goriintiisti

3.5 TBE Tamponu Hazirlanmasi

TBE tamponu hazirlanirken Tris base, Borik asit, EDTA ve saf su kullanilir.
Molekiil agirliklar1 dikkate alinarak hazirlanan TBE i¢in, 108 gram tris base, 55 gram
borik asit ve 40 ml 0.5 molar EDTA (pH 8.0) 500 ml saf su igerisinde ¢ozdiiriiliip
toplam 1000 ml olacak sekilde iizerine saf su ilavesi yapilir. Yapilan TBE tamponu
10x olarak adlandirilir. Elektroforezde kullanilacak olan 1x tamponu i¢in, 10x

TBE’den 100 ml alinip tizerine 900 ml saf su ilavesi yapilarak hazirlanmis olur.

3.6 PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi

PZR irininin saflastrma isleminde PureLink™PZR Saflastirma Kiti
(Cat.No.K310001) kullanilmistir. Kit icerisinde 3 adet tampon bulunmaktadir:
Baglama tamponu (B2), baglama tamponu (B3), yikama tamponu (W1). Toplam 4
asamadan olusan ve Sekil 3.14’de ana basliklar halinde gosterilen saflagtirma islemi
sirasinda; 1) PZR fdirlinlerine izopropanol ilave edilmis uygun baglama tamponu
eklenir, 2) PureLink PZR Spin Kolonu toplama tiiplerine yerlestirilir ve PZR tiriinleri
minikolona transfer edilir, 3) PureLink PZR Spin Kolonu yikama tamponu ile yikanir,

4) DNA PureLink Eliisyon tiipiine alinir ve 6rnekler sekans igin +4"C’de saklanr.

25



1. PZR Yiikseltgeme Uriiniiniin Hazilanmasi

2. DNA’nin Baglanmasi

3, Yikama

4, Eliisyon

Sekil 3.14 PZR yiikseltgeme iiriiniin saflagtiriimasi islemi (Sematik gdsterim {iretici
firmanm (INVITROGEN  PureLink™ PZR  Saflastrma  Kiti;
Cat.N0.K310001) iiriin protokoliinden alinmistir)

3.7 PZR Uriinlerinin Sekansi

Saflagtirilan 100 pl’lik PZR tirtinleri 50 pl hacim igerisinde sulandirilarak her
iki gen bolgesi i¢in ileri ve geri yonlii primerleri ile birlikte sekans analizi i¢in ticari
faaliyet gosteren Gliney Kore’deki MacroGen adli laboratuara gonderilmistir. PZR
iirliniin sekanslarinin alinmasinda her iki primer ayr1 ayr1 kullanilmistir. Bu sekilde her
bir iplik¢ik digeri ile tamamlayic1 olarak karsilastirilarak kontrolii saglanmistir.
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) kullanilarak, dizi
iirtinleri ABI 3730XL kapillar otomatik sekans aletinde yiiriitiilmiis ve elde edilen ham

veriler internet yoluyla alinmigtur.
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3.8 Veri Analizi
3.8.1 Sekans Verilerinin Analizi

Sirket tarafindan kromatogram olarak gonderilen sekans sonuglari, her iki
iplik¢ikte yanlis okumay1 6nlemek i¢in gozle kontrol edildi. Kontrol edilen sekanslar,
BioEdit (Hall, 1999) ve Geneious programlar1 kullanilarak 18S rDNA gen bolgesi ve
MtDNA COI gen bolgesi i¢in elde edilen ham diziler ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Her
bir birey i¢cin Forward ve Reverse okuma kromatogramlar1 karsilikli acilmis ve en
dogru okumalar karsilastirmali olarak dogrulanmistir. Dogrulama sonucunda her bir
birey icin consensus verisi elde edilmis ve g¢alismalar bu consensus dizilimleri
tizerinden yuritilmistir (Sekil 3.15-3.17). 18S rDNA gen bolgesi i¢in 1061 bg,
mtDNA COI gen bdlgesi i¢in 1se 700 b¢’lik diziler elde edilmistir.

i
L

A

Sekil 3.15 Geneious programiyla Liocarcinus depurator tiirii icin 18S rDNA gen
bolgesi sekans analizi sonucunun ileri ve geri yonlii primer ile
eslestirilmesi ve kontrol edilen niikleotid dizisi
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Sekil 3.16 Geneious programiyla Liocarcinus navigator tiirii i¢in 18S rDNA gen
bolgesi sekans analizi sonucunun ileri ve geri yonli primer ile
eslestirilmesi ve kontrol edilen niikleotid dizisi
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Sekil 3.17 Geneious programiyla Eriphia verrucosa tiirii icin mtDNA COI gen bolgesi
sekans analizi sonucunun ileri ve geri yonlii primer ile eslestirilmesi ve
kontrol edilen niikledotid dizisi

3.8.2 Coklu Sekans Hizalamasi (Alignment)

Molekiiler biyolojide yaygm olarak kullanilan g¢oklu hizalamalar; protein
ailelerini karakterize eden sekans motiflerini bulmak, bilinen veya bilinmeyen sekans
aileleri arasindaki benzerlikleri (homoloji) ortaya c¢ikarmak, ikincil veya tigiinciil
yapilarin 6n tahminlerini desteklemek, gerekirse PZR primerlerinin dizaynini
desteklemek ve olusturulacak filogenetik analizlere yardimc1 olmak i¢in kullanilmustir.
Elde edilen diziler NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri

tabaninda bulunan BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) secenegi kullanilarak
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Genbank’ra depolanmis benzer diziler taramak i¢in kullanilmigtir. Ayrica, filogenetik
analizler i¢in veri seti olusturulmasi amaciyla, bir tiiriin iki bireyine ait 18S rDNA
(Cizelge 3.9) ve bir tiire ait mMtDNA COIl (Cizelge 3.10) gen bdlgelerinin farkli
lokalitelerden gen dizileri NCBI veri tabanindan bulunarak indirilmistir. NCBI’den
alman Orneklerin se¢iminde, Ozellikle incelenecek tiirlerin dagilim gosterdigi
bdlgelerde ¢aligilan tiirler ile birlikte bu tiirlere yakin diger tiirler goz 6niine alinmustir.
D1s grup segerken ise tiiriin calisilan taksa ile iligkili olmasima ve bu taksa siiflanmaya
baslamadan daha 6nceki zamanda ortak bir ataya sahip olmasma dikkat edilmis ve
sonucta Diogenes pugilator (GenBank erigsim numarasi: KJ193739.1) tiirii dis grup
olarak belirlenmistir. Veri setindeki homolog bazlarin hizalanmasi i¢in Clustal X
(Thompson ve ark., 1997) programi kullanilmistir. Program tarafindan hizalamalari
yapilan veri setleri BioEdit (Hall, 1999) programi kullanilarak tekrar kontrol edilmis,
gerek goriilen bolgeler diizeltilmis ve indel bdlgeleri iceren kolonlar uzaklastirilmistir.
18S rDNA (Sekil 3.18) ve mtDNA COI (Sekil 3.19) gen bolgeleri i¢in hizalanmig
sekanslar, BioEdit programiyla FASTA formatinda kaydedilmistir. Elde edilen
dizilerin %A-T analizi, korunmus bolgelerin analizi, degisken bolgelerin analizi ve
transisyon/transversiyon orant (R), MEGA 6.0 (Tamura ve ark., 2013) yazilimi
yardimu ile gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.10 18S rDNA gen bdlgesi i¢in NCBI GenBank’tan karsilastirma i¢in alinan
tiirler, GenBank erisim numaralar1 ve lokaliteleri

Genbank Erisim No Tiirii Lokalite

DQ079763 Pachygrapsus marmoratus Kayit Yok

KJ193762 Liocarcinus navigator Kuzey Denizi - Almanya Korfezi
FJ174919 Liocarcinus depurator Kayit Yok

HM638001 Eriphia verrucosa Ispanya

FM161989 Xantho poressa Kayit Yok

KJ193739 Diogenes pugilator Kayit Yok

KF453156 Macropodia parva Kayit Yok
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Cizelge 3.11 mtDNA COI gen bolgesi icin NCBI GenBank’tan karsilagtirma igin
alinan tiirler, GenBank erisim numaralar1 ve lokaliteleri

GenBank Erisim No  Tiirii Lokalite

MG798903 Carcinus aestuarii Dogu Akdeniz
KX549331 Pachygrapsus marmoratus  Tunus

NC039109 Pachygrapsus marmoratus Ispanya

MG935346 Liocarcinus navigator Isveg

DQ480363 Liocarcinus depurator Kuzey Denizi - Iskogya
JQ306072 Eriphia verrucosa Portekiz

AMO076809 Xantho poressa Bat1 Akdeniz
KT209297 Diogenes pugilator Kuzey Denizi - Almanya Korfezi
MG935039 Pilumnus hirtellus Isveg

MG935361 Pisidia longicornis Isveg

MG935332 Macropodia rostrate Isveg

KF452901 Macropodia parva Kayit Yok

ING671592 Clibanarius erythropus Ispanya

jons Window  Hep

Sl —
e

Sekil 3.18 BioEdit programi kullanilarak 18S rDNA gen bolgesi ¢oklu sekans
hizalamasi

Sekil 3.19 Bioedit programi kullanilarak mtDNA COI gen bolgesi ¢oklu sekans
hizalamasi

30



3.8.3 Filogenetik Analizler

Filogenetik analizler i¢in mesafe, maksimum parsimony, maksimum
likelihood analizleri kullanilarak tiirler arasindaki filogenetik iliskiler tahmin edilmeye
calisilmig ve evrimsel agaclar elde edilmistir. DNA dizilerinin analizinde, ozellikle
filogenetik agac¢larin olusturulmasinda ve evrimsel parametrelerin tahmininde baz
degisim modelleri sik¢a kullanilmaktadir. Calisilan 18S rDNA ve mtDNA COI gen
bolgelerine ait veri setleri en iy1 baz degisim modelinin belirlenmesi i¢in dncelikle
DnaSP programiyla ac¢ilip PHYLIP formatina dontistiiriilmiistiir. Gen bolgelerine ait
PHYLIP formatindaki veri setleri daha sonra jModelTest s. 0.1 (Guindon ve Gascuel
2003; Posada 2008) paket programina aktarilarak, programda bulunan Akaike bilgi
kriteri (AIC, Akaike 1974) ve Bayesian bilgi kriteri (BIC) baz degisim model testleri

ile veri matrislerine en 1yi uyan baz degisim modeli saptanmustir.

Belirlenen uygun baz degisim modelleri PHYML v.3.0 (Guindon ve Gascuel,
2003) programinda PHYLIP formatinda acilan veri seti kullanilarak AIC (Akaike,
1974) ML agaci olusturulmustur. ML agacindaki ana soy hatlarinin istatistiksel olarak
destek oranlarini belirlemek icin 10.000 tekrarli bootstrap analizi yapilmistir. Elde
edilen aga¢ dosyalar1 TreeView programinda acilarak bootstrap degerleri agag
iizerinde % olarak gosterilmistir. Maksimum-Likelihood analizinde en yiiksek

Bootstrap degerlerini veren evrimsel model ile olusturulan agaglar kullanilmastir.

Baz degisim modellerin belirlenmesinden sonra indel (insersiyon ve delesyon)
bolgeleri ¢ikarilmis veri matrisi DnaSP programiyla agilip NEXUS formatinda tekrar
kaydedilmis ve PAUP versiyon 4.0b10 (Swofford, 2003) programma aktarilarak
belirlenen baz degisim modellerine gore mesafe temelli analizi gerceklestirilmistir.
Elde edilen her iki model ayr1 ayri kullanilarak NJ agaclar1 olusturulmus ve ayni
modellerle agactaki soy hatlarinin istatiksel olarak ne kadar desteklendigini gostermek
amactyla 10.000 tekrarli bootstrap analizi yapilmistir. Neighbor-Joining analizinde en
yiilksek Bootstrap degerlerini veren evrimsel model ile olusturulan agaclar

kullanilmaistir.

BioEdit (Hall, 1999) programi kullanilarak indel bolgeleri ¢ikarilarak
olusturulan ve NEXUS formatina doniistiiriilen DNA veri matrisi PAUP versiyon

4.0b10 (Swofford, 2003) programma aktarilmistir. Parsimoni analizi Heuristic
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arastrma metodu (TBR swapping algorithm ve 1.000 rastgele replikasyon)
kullanilarak yapilmistir. Parsimoni analizi ile olusturulan parsimonik agac¢lar Kishino-
Hesegawa Test kullanimi ile karsilastirilmigtir (Kishino-Hesegawa, 1989). Kaydedilen
agaclar i¢in, aga¢ uzunluklari, consistency indeksleri (CI) ve retention indeksleri (RI)
degerleri ile birlikte fazla sayida agag elde edilmistir. Elde edilen Parsimonik agaclarin
tiimiinii 6zetleyen %50 Majority Rule ve Stric Consensus agaglar1 olusturulmustur.
MP (Maksimum Parsimoni) analizinde olusturulan agacinin istatiksel olarak destek
miktarmi gérmek igin bootstrap analizi 100 rastgele tekrar ve 10.000 replikasyon
kullanilarak yapilmistir. Elde edilen bootstrap degerleri strict konsensus agaci
iizerinde gosterilmistir. Bu analizlerde, GenBank veri tabanmdaki yakin ilgili 18S
rDNA ve mtDNA COI gen blgeleri igin sirasiyla Diogenidae tiyesi Diogenes pugilator
ve Clibanarius erythropus tiirleri dis grup olarak kullanilmistir. Tiirler igin ¢alisilan
gen bolgelerine ait sekans verileri, Sequin (Sequin Application Version 15.50)

programi yardimiyla GenBank veri tabanma girilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 18S rDNA
4.1.1 Dizi Ozellikleri

Niikleer 18S rDNA veri seti, bu ¢alisma da dizilenen Portunidae familyasinin
L. navigator ve L. depurator tiirlerine ait 2 ornek ile birlikte farkli arastiricilar
tarafindan ¢alisilmig ve Gen Bankasina yiiklenmis ¢alisilan iki tiir ve farkli yengeg
tiirlerine ait toplam 9 drnekten olusmustur (Cizelge 4.1). Her bir 6rnek igin belirlenen
ortalama niikleotid oranlar1 ve her bir kodon i¢in miktar1 Cizelge 4.1’de verilmistir.
Caligilan tiirler i¢in ortalama niikleotit dagilim frekanslar1 yiizde degeri T-C-A-G
sirastyla 23.79, 25.30, 25.02 ve 25.89 olarak bulunmustur. Tiim tiirler i¢in ortalama
A+T orani ise % 48.81 olarak hesaplanmistir. Mukayese edilen 18S rDNA geni kismi
dizisi (718 bg)’nin 649 (%90.4) pozisyonunun korunmus ve 10 (%14.5)’u polimorfik
bilgi verici olan 69 (%9.6) niikleotid pozisyonunda degisken oldugu belirlenmistir.
Calisilan tiirler i¢in niikleotit cesitlilik degeri (Pi) 0.02472 ve haplotip cesitlilik degeri
(Hd) 1 olarak hesaplanmistir. 18S rDNA geni i¢in Liocarcinus navigator (H1) dizisi
referans alinmak suretiyle tanimlanan toplam 69 degisken niikleotit pozisyonu
(Cizelge 4.2) i¢in transisyonlar transversiyonlardan daha yaygin olmakla birlikte
transisyon/transversiyon orani 1.43 olarak gerceklesmistir. 18S rDNA geninin dizin
analizi farkli yengeg tiirlerine ait 9 farkli 6rnek toplamda 9 haplotip ortaya ¢ikarmustir.

Orneklerin hepsi ayr1 haplotipler ile temsil edildigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.1 Calisilan yengeg tiirleri ile GenBank’tan alinan 6rneklerin 18S rDNA geni niikleotid frekanslar1

TU) C A G Toplam T-1 C-1 A-1 G-1 Pos#l T-2 C-2 A-2 G-2 Pos#2 T-3 C-3 A-3 G-3 Pos#3
Lioc_;arcinus 23.54 25.77 24.65 26.04 718.00 23.75 29.58 22.92 23.75 240.00 24.69 23.85 25.94 25.52 239.00 22.18 23.85 25.10 28.87 239
E?c\)/clzgitt';?r:u(sl) 2340 25.77 24.79 26.04 718.00 23.33 30.00 22.92 23.75 240.00 24.27 23.85 26.36 25.52 239.00 22.59 23.43 25.10 28.87 239
E‘iag;;?é?r:u(sl) 23.54 25.63 24.79 26.04 718.00 23.75 29.17 23.33 23.75 240.00 24.69 23.85 25.94 25.52 239.00 22.18 23.85 25.10 28.87 239
:?C\)I(I:g?(t':?r:u(? 23.54 25.63 24.79 26.04 718.00 23.33 29.58 23.33 23.75 240.00 24.69 23.85 25.94 25.52 239.00 22.59 23.43 25.10 28.87 239
gZiﬁ;Ztgp(szu)s 23.82 2549 2493 25.77 718.00 24.17 28.75 23.33 23.75 240.00 24.69 23.85 25.94 25.52 239.00 22.59 23.85 25.52 28.03 239
Eligﬁio;atus 23.54 25.63 25.07 25.77 718.00 23.75 29.17 23.75 23.33 240.00 24.69 23.85 25.94 25.52 239.00 22.18 23.85 25.52 28.45 239
\)/(:r::hcc?;irresa 24.09 2535 2535 25.21 718.00 24.17 29.17 23.33 23.33 240.00 25.10 23.43 25.94 25.52 239.00 23.01 23.43 26.78 26.78 239
Macropodia 23.96 25.21 25.07 25.77 718.00 23.33 30.00 22.92 23.75 240.00 25.52 22.59 2594 25.94 239.00 23.01 23.01 26.36 27.62 239
FIZ))&ilcr)\;:]‘jlanes 24.65 23.26 25.77 26.32 718.00 24.58 26.67 25.00 23.75 240.00 24.69 22.59 25.52 27.20 239.00 24.69 20.50 26.78 28.03 239
g‘:’%”ator 23.79 25.30 25.02 25.89 718.00 23.80 29.12 23.43 23.66 240.00 24.78 23.52 2594 25.76 239.00 22.78 23.25 25.71 28.27 239
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Cizelge 4.2 Yengeg tiirlerine ait 9 adet 18S rDNA gen bdlgesi haplotiplerinin degisken pozisyonlari. Noktalar, ilk 6rnek’deki niikleotitlerle
0zdes pozisyonlar1 temsil etmektedir.

1122448888991111111111111111122222333445555555555666666666666677777777
164535678904001244555566788890001537702366788999911134445678990111111
231701267804312350165887877828605345846714688488799013467
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4.1.2 Filogenetik Tliskiler

Portunidae familyasmin Tiirkiye kiy1 sularinda dagilim gosteren 2 tiiriiniin 18S
rDNA bolgesi haplotiplerinin tiim filogenetik analizleri i¢in dig grup olarak Diogenes
pugilator segilmistir. DNA veri seti jModelTest s. 0.1 adli programa tabi tutulmustur
ve veri setine en iyi uyan baz degisim modeli saptanmistir. jModelTest programimin
Akaike bilgi kriteri (AIC) ve Bayesian bilgi kriteri (BIC) baz degisim model testlerinin
her iki veri matrislerine en 1yi uyan baz degisim modelleri sirasiyla, gama dogrulama
degeri (G) 0.1800 olan TVMef+G ve gama dogrulama degeri (G) 0.1430 olan
TPM1+G baz degisim modellerini 6nermistir. Bu modelin saptanmasindan sonra veri
matrisi PAUP versiyon 4.0b10 programimna aktarilarak belirlenen baz degisim
modeline gore genetik mesafe (distance) analizi yapilmis ve model kullanilarak NJ
agact olusturulmustur. Agactaki diigiimlerin istatiksel olarak desteklenme oranimni
gostermek amaciyla 10.000 replikasyon analizi ile bootstrap (Felsenstein, 1985)
analizi yapilmis ve %50 ve tizeri degerler agag¢ {izerinde gosterilmistir (Sekil 4.1).
Calisma da yiiksek bootsrap degeri veren TVMef+G baz degisim modeli dikkate
almmistir. Maksimum Parsimoni (MP) Analizi (Tutumluluk Analizi) icin DNA veri
matrisi PAUP* versiyon 4.0b10 (Swofford, 2003) programina aktarilmis ve parsimoni
analizi yapilmistir. Parsimoni olarak bilgi iceren 618 karakterin (indelsiz) kullanimi
ile yiiriitiilen parsimoni analizi sonucunda aga¢ uzunluklar1 77, Consistency index (CI)
degeri: 0.922, Retention index (RI) degeri: 0.571, Rescaled consistency index (RC)
degeri: 0.527 ve Homoplasy index (HI) degeri: 0.078 olan esit olasilikta 1 parsimoni
agaci uretilmistir (Sekil 4.2). Maksimum Likelihood (ML) analizi i¢in Heursitic
aragtirma algoritmas1 ve gama dogrulama degeri (G) 0.1800 olan TVMef+G baz
degisim modeli kullanilarak maksimum likelihood agaci elde edilmistir. 10.000
tekrarli bootstrap analizi yapilip %50 ve lizeri degerler agag lizerinde gosterilmistir
(Sekil 4.3). NJ, MP ve ML analizleri sonucu ortaya ¢ikan agag¢ topolojileri hemen
hemen birbirinin aynisidir ve yiiksek seg-bagla degerleri (NJ:65-100, MP:58-100,
ML:58-100) ile hem tiirlerin familya igerisindeki pozisyonlarint hem de alt ve {ist
familya diizeyindeki gruplanmayi desteklemektedir. Biitiin filogenetik agaglarda
monofiletik Portunidae iki ana grup ortaya ¢ikarmustir. Birinci grup Liocarcinus,
Xantho, Eriphia, Pachygrapsus genusuna ait tiirleri icermektedir. ikinci grup ise

Macropodia genusuna ait tiirii kapsamaktadir.
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Tiirler arast genetik mesafe Kimura 2 parametresine gére MEGA X programi
kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen degerlere baktigimizda en diisiik genetik
uzaklik Liocarcinus navigator (1) - Liocarcinus depurator (1) arasinda goriiliirken
(0.004), en yiiksek genetik uzaklik degeri ise Diogenes pugilator - Xantho porresa
arasinda hesaplanmistir (0.083) (Cizelge 4.3).
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— Liocarcinus navigator

69

Liocarcinus depurator

L— Liocarcinus depurator (F)1174919)

Liocarcinus navigator (KJ193762)

Eriphia verrucosa (HM638001)

63 79

Xanhto poressa (FM161989)

— Pachygrapsus marmoratus (DQ079763)

Macropodia parva (KF453156)

Diogenes pugiator (KJ193739)

0.005 substitutions/site

Sekil 4.1 18S rDNA Komsu Katilim Metodu Topolojisi. (Portunidae familyasinin L.
navigator ve L. depurator tiirlerine ait bireylerin niikkleer 18S rDNA
dizilerinden belirlenen toplamda 7 farkl tiir ile birlikte komsu katilim (NJ)
metodu yardimiyla olusturulan filogenetik aga¢ topolojisi. Diogenes
pugilator dis grup olarak kullanilmistir. 100 tekrara dayali seg-bagla
degerleri %50°den yiiksek olanlar verilmistir.)
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—— Liocarcinus navigator

64

L— Liocarcinus depurator

Liocarcinus depurator (F1174919)

Liocarcinus navigator (KJ193762)

53 |—— Pachygrapsus marmoratus (DQ079763)

— Eriphia verrucosa (HM638001)

Xantho poressa (FM161989)

Macropodia parva (KF453156)

Diogenes pugilator (KJ193739)

5 changes

Sekil 4.2 18S rDNA Maksimum Tutumluluk Metodu Topolojisi. (Portunidae
familyasinin L. navigator ve L. depurator tiirlerine ait bireylerin niikleer
18S rDNA dizilerinden belirlenen toplamda 7 farkh tiir ile birlikte
maksimum tutumluluk (MP) metodu yardimiyla olusturulan filogenetik
agac topolojisi. Diogenes pugilator dis grup olarak kullanilmigtir. 100
tekrara dayali se¢-bagla degerleri %50°den yliksek olanlar verilmistir.)
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Macropodia parva (KF453156)

Liocarcinus navigator

67

Liocarcinus depurator

Liocarcinus depurator (F1174919)

Liocarcinus navigator (KJ193762)

Xantho poressa (FM161989)

55

Eriphia verrucosa (HM638001)

Pachygrapsus marmoratus (DQ079763)

Diogenes pugilator (K1193739)

50 length units

Sekil 4.3 18S rDNA Maksimum Olasilik Metodu Topolojisi. (Portunidae familyasinin
L. navigator ve L. depurator tiirlerine ait bireylerin niikleer 18S rDNA
dizilerinden belirlenen toplamda 7 farkli tiir ile birlikte maksimum olasilik
(ML) metodu yardimiyla olusturulan filogenetik agag topolojisi. Diogenes
pugilator dis grup olarak kullanilmigtir. 10.000 tekrara dayali seg-bagla
degerleri %50°den yiiksek olanlar verilmistir.)
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Cizelge 4.3 18S rDNA dizi ciftleri arasinda Kimura 2 parametreli modeli kullanarak
hesaplanan genetik mesafe degerleri (alt sol diyagonal: genetik mesafe,
iist sag diyagonal: Standart hata)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 Liocarcinus 0.002 0.002 0.003 0.003 0.003 0.005 0.005 0.011
navigator (1)

2 Liocarcinus  0.004 0.003 0.003 0.004 0.004 0.005 0.006 0.011
depurator (1)

3 Liocarcinus  0.004 0.008 0.002 0.002 0.002 0.004 0.005 0.010
navigator (2)

4 Liocarcinus  0.007 0.006 0.003 0.003 0.003 0.005 0.005 0.010
depurator (2)

5 Pachygrapsus 0.008 0.013 0.004 0.007 0.002 0.004 0.005 0.010
marmoratus

6 Eriphia 0.007 0.011 0.003 0.006 0.004 0.004 0.005 0.011
verrucosa

7 Xantho 0.016 0.020 0.011 0.014 0.013 0.011 0.006 0.011
porresa

8 Macropodia  0.020 0.024 0.018 0.021 0.018 0.018 0.027 0.011
parva

9 Diogenes 0.075 0.076 0.070 0.070 0.070 0.073 0.083 0.079
pugilator

4.2 Sitokrom Oksidaz Alt Unite | (COI)
4.2.1 Dizi Ozellikleri

Eriphiidae familyasinin tiirlerine ait bireyin mitokondriyal DNA COI geninin
kismi baz dizilimi ¢alisilmis olup indel bolgeler ¢ikarildiktan sonra 456 bg’lik kismi
tizerinde degerlendirmeler yapilmistir. mtDNA COI gen bolgesi igin olusturulan veri
seti, bu ¢alisma da dizilenen Eriphiidae familyasiin Eriphia verrucosa tiiriine ait 1
ornek ile birlikte farkli arastiricilar tarafindan c¢alisilmis ve sekanslar1 Gen Bankasma
yiiklenmis farkli yengeg tiirlerine ait toplam 13 6rnekten olusmustur. Substitution sekil
ve oranlar1 Tamura-Nei modeli altinda tahmin edilmis ve Cizelge 4.4’te sunulmustur.
Ayrica, her bir 6rnek i¢in belirlenen ortalama niikleotid oranlar1 ve her bir kodon i¢in
miktar1 Cizelge 4.5’de verilmistir. Caligilan tiirler i¢in ortalama niikleotit dagilim
frekanslar1 yiizde degeri T-C-A-G swrasiyla 37.24, 19.21, 25.99 ve 17.56 olarak
bulunmustur. Tiim tiirler i¢in ortalama A+T orani ise % 63.23 olarak hesaplanmustir.
Mukayese edilen mtDNA COI geni kismi dizisi (456 bg)’nin 44 (%9.6) pozisyonunun
korunmus ve 312 (%75.7)’si parsimonik bilgi verici olan 412 (%90.4) niikleotid
pozisyonunda degisken oldugu belirlenmistir. Caligilan tiirler i¢in niikleotit ¢esitlilik
degeri (Pi) 0.3546 ve Haplotip ¢esitlilik degeri (Hd) 1 olarak hesaplanmistir. COI geni

icin E. verrucosa (H1) dizisi referans alinmak suretiyle tanimlanan toplam 412
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degisken niikleotit pozisyonu (Cizelge 4.2) i¢in transisyonlar transversiyonlardan daha
yaygin olmakla birlikte transisyon/transversiyon orani 1.25 olarak ger¢eklesmistir.
COl geninin dizin analizi farkli yengec tiirlerine ait 14 farkli ornegin hepsi ayri

haplotip ile temsil edilmis ve toplamda 14 haplotip belirlenmistir.

Cizelge 4.4 Tamura-Nei modeli altinda substitution sekil ve oranlar1 (Farkl
transisyonel substitution oranlart bold harflerle ve transversiyonel
substitution oranlari italik olarak gosterilmistir)

A T/U C G
A - 7.8269 4.0369 8.1967
T/U 5.4627 - 12.8068 3.6912
C 5.4627 24.8302 - 3.6912
G 12.1306 7.8269 4.0369 -
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Cizelge 4.5 Calisilan yengeg tiirleri ile GenBank’tan alinan 6rneklerin mtDNA COI geni niikleotid frekanslari

TU) C A G Toplam T-1 C-1 A-1 G-1 Pos#l T-2 C-2 A-2 G-2 Pos#2 T-3 C-3 A-3 G-3 Pos#3
Everrucosa(l) 35.96 21.05 26.32 16.67 456.00 36.84 23.68 27.63 11.84 152.00 32.89 20.39 30.92 15.79 152.00 38.16 19.08 20.39 22.37 152.00
Everrucosa(2) 36.18 20.83 26.32 16.67 456.00 37.50 23.03 27.63 11.84 152.00 32.89 20.39 30.92 15.79 152.00 38.16 19.08 20.39 22.37 152.00
Caestuarii 37.72 17.98 25.66 18.64 456.00 36.84 21.71 26.32 15.13 152.00 34.87 17.11 30.26 17.76 152.00 41.45 15.13 20.39 23.03 152.00
Lnavigator 39.91 19.52 21.71 18.86 456.00 36.84 23.68 23.03 16.45 152.00 38.82 18.42 26.32 16.45 152.00 44.08 16.45 15.79 23.68 152.00
Ldepurator 38.16 21.71 22.15 17.98 456.00 36.18 25.66 22.37 15.79 152.00 38.16 19.74 26.32 15.79 152.00 40.13 19.74 17.76 22.37 152.00
Dpugilatr 39.47 16.45 25.88 18.20 456.00 38.16 21.05 26.32 14.47 152.00 35.53 14.47 32.24 17.76 152.00 44.74 13.82 19.08 22.37 152.00
Phirtellus 37.72 18.64 25.88 17.76 456.00 32.89 25.66 28.29 13.16 152.00 35.53 17.11 29.61 17.76 152.00 44.74 13.16 19.74 22.37 152.00
Plongicorn 39.04 19.08 23.68 18.20 456.00 37.50 22.37 23.68 16.45 152.00 41.45 16.45 27.63 14.47 152.00 38.16 18.42 19.74 23.68 152.00
Mparva 38.16 16.67 30.26 14.91 456.00 34.87 19.74 31.58 13.82 152.00 37.50 15.79 34.21 1250 152.00 42.11 14.47 25.00 18.42 152.00
Mrostrata 37.94 16.89 30.04 15.13 456.00 34.87 19.74 31.58 13.82 152.00 36.84 16.45 34.21 1250 152.00 42.11 14.47 24.34 19.08 152.00
Pmarmoratl  36.62 21.93 23.90 17.54 456.00 38.82 24.34 21.71 15.13 152.00 32.24 23.03 29.61 15.13 152.00 38.82 18.42 20.39 22.37 152.00
Pmarmorat2 ~ 40.79 19.08 23.90 16.23 456.00 45.39 23.68 20.39 10.53 152.00 37.50 17.11 24.34 21.05 152.00 39.47 16.45 26.97 17.11 152.00
Xporessa 36.40 20.83 24.12 18.64 456.00 42.76 22.37 21.71 13.16 152.00 34.87 17.11 23.03 25.00 152.00 31.58 23.03 27.63 17.76 152.00
Cerythrops 27.25 18.24 34.07 20.44 455.00 26.97 15.79 38.16 19.08 152.00 26.97 21.05 32.24 19.74 152.00 27.81 17.88 31.79 22.52 151.00
Ort. 37.24 19.21 25.99 17.56 455.93 36.89 22.32 26.46 14.33 152.00 35.43 18.19 29.42 16.96 152.00 39.40 17.11 22.10 21.39 151.93




4.2.2 Filogenetik Tliskiler

Eriphiidae familyasinin Tiirkiye kiy1 sularinda dagilim gosteren Eriphia
verrucosa tiiriiniin mtDNA COI gen bolgesinin tiim filogenetik analizleri i¢in dig grup
olarak Clibanarius erythropus secilmistir. DNA veri seti jModelTest s. 0.1
programinda acilmis ve veri setine en iyi uyan baz degisim modeli saptanmistir.
jModelTest programmin Akaike bilgi kriteri (AlIC) ve Bayesian bilgi kriteri (BIC) baz
degisim model testlerinin her ikisi i¢in veri matrislerine en iyi uyan baz degisim
modeli, gama dogrulama degeri (G) 0.4380 olan GTR+G baz degisim modelini
Onermistir. Bu modelin saptanmasindan sonra veri matrisi PAUP versiyon 4.0b10
programima aktarilarak belirlenen baz degisim modeline gore genetik mesafe
(distance) analizi yapilmis ve model kullanilarak NJ agaci olusturulmustur. Agactaki
topolojilerin desteklenme oranini gostermek amaciyla 10.000 replikasyon analizi ile
bootstrap analizi yapilmistir ve %50 ve iizeri degerlen agag iizerinde gosterilmistir
(Sekil 4.4). Maksimum Parsimoni (MP) Analizi (Tutumluluk Analizi) icin DNA veri
matrisi PAUP versiyon 4.0b10 programina aktarilmis ve parsimoni analizi yapilmistir.
Parsimoni olarak bilgi iceren 456 karakterin (indelsiz) kullanimi ile yliriitiilen
parsimoni analizi sonucunda aga¢ uzunluklar1 981, Consistency index (CI) degeri:
0.6755, Retention index (RI) degeri: 0.6030, Rescaled consistency index (RC) degeri:
0.4073 ve Homoplasy index (HI) degeri: 0.3245 olan esit olasilikta 1 parsimoni agaci
iret ilmistir (Sekil 4.5). Maksimum Likelihood (ML) analizi i¢in Heursitic arastirma
algoritmas1 ve gama dogrulama degeri (G) 0.4380 olan GTR+G baz degisim modeli
kullanilarak maksimum likelihood agaci elde edilmistir. 10.000 tekrarli bootstrap
analizi yapilip ve %50 ve ilizerindeki degerler agag lizerlerinde gosterilmistir (Sekil
4.6). NJ, MP ve ML analizleri sonucu ortaya ¢ikan agag¢ topolojileri hemen hemen
birbirinin aynisidir ve yiiksek se¢-bagla degerleri (NJ:65-100, MP:58-100, ML:58-
100) ile hem tiirlerin familya icerisindeki pozisyonlarint hem de alt ve {ist familya
diizeyindeki gruplanmay1 desteklemektedir. Biitiin filogenetik agaclarda monofiletik
Eriphiidae iki ana grup ortaya ¢ikarmustir. Birinci grup Liocarcinus, Pachygrapsus,
Carcinus, Eriphia, Pilumnus, Pisidia, Macropodia ve Diogenes genusuna ait tiirleri
icermektedir. Ikinci grup ise Xantho ve Pachygrapsus genusuna ait tiirlerini

kapsamaktadir.

Tiirler aras1 genetik mesafe Kimura 2 parametresine gore MEGA X programi

kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen degerlere baktigimizda en diisiik genetik
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uzaklik Macropodia parva - Macropodia rostrate arasinda goriilirken (0.004), en
yiiksek genetik uzaklik ise Liocarcinus depurator - Clibanarius erythropus arasinda
hesaplanmistir (1.708) (Cizelge 4.6).
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Eriphia verrucosa
71{

Eriphia verrucosa (JQ306072)
—— Carcinus aestuarii (MG798903)
99

Pachygrapsus marmoratus (KX549331)

Pisidia longicornis (MG935361)

—— Liocarcinus navigator (MG935346)

Liocarcinus depurator (DQ480363)

Pilumnus hirtellus (MG935039)

—— Diogenes pugilator (KT209297)

Macropodia parva (KF452901)
96

Macropodia rostrata (MG935332)

Pachygrapsus marmoratus (NC039109)
76

'— Xantho poressa (AM076809)

Clibanarius erythropus (JN671592)

0.1 substitutions/site

Sekil 4.4 mtDNA COI Gen Bolgesi Komsu Katilim Metodu Topolojisi. (Eriphiidae
familyasma ait Eriphia verrucosa tiiriinin mtDNA COI dizilerinden
belirlenen toplamda 13 farkl tiir ile birlikte komsu katilim (NJ) metodu
yardimiyla olusturulan filogenetik agag¢ topolojisi. Clibanarius erythropus
dis grup olarak kullanilmistir. 100 tekrara dayali sec¢-bagla degerleri
%50°den yiiksek olanlar verilmistir.)
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Eriphia verrucosa

100
Eriphia verrucosa (JQ306072)
Pilumnus hirtellus (MG935039)
—— Pachygrapsus marmoratus (KX549331)
Pisidia longicornis (MG935361)
Liocarcinus navigator (MG935346)
56
L ——— liocarcinus depurator (DQ480363)
100
Diogenes pugilator (KT209297)
Macropodia parva (KF452901)
100
Macropodia rostrata (MG935332)
Carcinus aestuarii (MG798903)
Pachygrapsus marmoratus (NC039109)
100
Xantho poressa (AM076809)

Clibanarius erythropus (IN671592)

——————— 50changes

Sekil 4.5 mtDNA COI Gen Bolgesi Maksimum Tutumluluk Metodu Topolojisi.
(Eriphiidae familyasina ait Eriphia verrucosa tiiriiniin mtDNA COI
dizilerinden belirlenen toplamda 13 farkli tiir ile birlikte maksimum
tutumluluk (MP) metodu yardimiyla olusturulan filogenetik agac
topolojisi. Clibanarius erythropus dis grup olarak kullanilmistir. 100
tekrara dayali se¢g-bagla degerleri %50°den yliksek olanlar verilmistir.)
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94

77

77

95

Liocarcinus depurator (DQ480363)

L liocarcinus navigator (MG935346)

—————— Pachygrapsus marmoratus (KX549331)

Carcinus aestuarii (MG798903)

Eriphia verrucosa

L Friphia verrucosa (JQ306072)

Pilumnus hirtellus (MG935039)

Pisidia longicornis (MG935361)

98

Clibanarius erythropus (JN671592)

50 length units

Macropodia rostrata (MG935332)

Macropodia parva (KF452901)

Diogenes pugilator (KT209297)

Xantho poressa (AM076809)

Pachygrapsus marmoratus (NC039109)

Sekil 4.6 mtDNA COI Gen Bolgesi Maksimum Olasilik Metodu Topolojisi.
(Eriphiidae familyasma ait Eriphia verrucosa tiirtinin mtDNA COI
dizilerinden belirlenen toplamda 13 farkli tiir ile birlikte maksimum
olasilik (ML) metodu yardimiyla olusturulan filogenetik aga¢ topolojisi.
Clibanarius erythropus dis grup olarak kullanilmistir. 100 tekrara dayali
sec-bagla degerleri %50°den yiiksek olanlar verilmistir.)
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Cizelge 4.6 mtDNA COI dizi ciftleri arasinda Kimura 2 parametreli modeli kullanarak hesaplanan genetik mesafe degerleri (alt sol diyagonal:

genetik mesafe, iist sag diyagonal: Standart hata)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1 Eriphiaverrucosa (1) 0.004 0.026 0.026 0.027 0.023 0.030 0.025 0.026 0.027 0.027 0.161 0.148 0.257
2  Eriphia verrucosa (2) 0.007 0.026 0.026 0.027 0.023 0.031 0.026 0.026 0.027 0.027 0.161 0.139 0.240
3 Carcinus aestuarii 0.217 0.217 0.025 0.026 0.026 0.028 0.027 0.026 0.024 0.028 0.146 0.116 0.280
4  Liocarcinus navigator 0.223 0.220 0.205 0.022 0.023 0.026 0.027 0.027 0.026 0.026 0.211 0.152 0.371
5 Liocarcinus depurator 0.238 0.235 0.227 0.177 0.024 0.029 0.027 0.026 0.026 0.027 0.129 0.111 0.514
6  Pilummus hirtellus 0.205 0.202 0.239 0.210 0.219 0.027 0.024 0.025 0.027 0.027 0.238 0.164 0.388
7  Pisidia longimana 0.283 0.286 0.263 0.230 0.269 0.252 0.027 0.027 0.029 0.029 0.194 0.135 0.394
8 Macropodia parva 0.224 0.227 0.245 0.251 0.254 0.206 0.248 0.003 0.024 0.027 0.171 0.136 0.254
9 Macropodia rostrate 0.230 0.233 0.245 0.251 0.248 0.212 0.248 0.004 0.024 0.028 0.158 0.127 0.291
10 Diogenes pugilator 0.245 0.239 0.221 0.234 0.237 0.237 0.262 0.206 0.212 0.029 0.208 0.162 0.299
11 Pachygrapsus marmoratus (1) 0.251 0.244 0.246 0.222 0.239 0.244 0.261 0.265 0.272 0.268 0.160 0.125 0.521
12 Pachygrapsus marmoratus (2) 1.266 1.266 1.229 1.355 1.138 1.415 1.366 1.320 1.288 1.377 1.269 0.027 0.187
13 Xantho porresa 1.218 1.189 1.123 1.231 1.084 1.247 1.184 1.183 1.155 1.250 1.164 0.259 0.148
14 Clibanarius erythropus 1446 1426 1476 1.608 1708 1.584 1.628 1.432 1.476 1.531 1.746 1.410 1.245




5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada Orta Karadeniz’den 6rneklenen Liocarcinus navigator (Herbst,
1794), Liocarcinus depurator (Linnaeus, 1758) ve Eriphia verrucosa (Forskal, 1775)
tiirlerinin mtDNA COI gen bolgesi ve ribozomal DNA 18S gen bdlgesinin molekiiler
analizi yapilmistir. Caligilan tiirlerin filogenetik agac topolojilerinin ve familya
diizeyindeki gruplagsmalarin karsilastirilabilmesi i¢in GenBank veri sisteminden ayni

familyaya ait diger tiirlerin verileri alinmistir.

Calisgmada ribozomal DNA’nin 18S gen bdlgesinden molekiiler analiz
yapilmis, elde edilen sonuclar karsilastirildiginda bazlar arasindaki degisim miktarinin
beklenildigi gibi diisiik oldugu saptanmistir. 718 bg’lik bolgenin 69 (%9.6) niikleotit
pozisyonunda degisken oldugu saptanmistir. Ortalama niikleotit dagilim frekanslar1
yiizde degerleri T-C-A-G sirasiyla 23.79, 25.30, 25.02, 25.89 olarak bulunmustur.
Calisilan tiirler icin niikleotit ¢esitlilik degeri (P1) 0.02472 ve haplotip ¢esitlilik degeri
(Hd) 1 olarak hesaplanmistir. Degisken pozisyonu (69) i¢in transisyonlar
transversiyonlardan daha yaygin olmakla birlikte transisyon/transversiyon orani 1.43
olarak gerceklesmistir. 18S rDNA geninin dizin analizinde 9 farkl 6rnek toplamda 9
farkli hapolotip ortaya ¢ikarmistir. Her bir 6rnegin ayr1 birer haplotipler ile temsil

edildigi belirlenmistir.

Tirlerin haplotiplerinin degisken pozisyonlarinda en ¢ok degisimin saptandigi
tiriin Diogenes pugilator oldugu ve dis grup olarak se¢ilmesinin dogru oldugu
belirlenmistir. Tiirler aras1 hesaplanan genetik mesafe degerlerine gore en diisiik
uzakhigin Liocarcinus navigator ve Liocarcinus depurator arasinda 0.004 degerinde
oldugu belirlenmistir. En yiiksek uzakligin ise Diogenes pugilator ve Xantho poressa
arasinda 0.083 degerinde oldugu belirlenmistir. Macropodia parva ve Xantho
poressa’nin niikleotit pozisyonlarinda calisilan tiirlerden farklilik gostermesi
filogenetik aga¢ topolojisinde calisilan tiirlerden uzak bolgede gruplastigi belirlenmis
ve familyalar aras1 gruplagsmanin beklenildigi gibi olustugu gézlemlenmistir. Birbirine
yakin degerler gosteren Eriphia verrucosa ve Xantho poressa’nin filogenetik agac
topolojilerinde ayn1 bolgede gruplagmasi iki tiiriin benzer familya diizeyinde oldugunu
gostermektedir. Birbiriyle genetik mesafe olarak uzakta oldugu komsu katilim agag
topolojisinden net bir sekilde anlasilmigtir. Programlar araciligiyla olusturulan

filogenetik agac topolojilerinde 100 tekrara dayali se¢-bagla degerlerinde %79
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oraninda aynmi grup igerisinde kiimelendigi belirlenmistir. Calisilan tiirlerin
Liocarcinus navigator ve Liocarcinus depurator’un 100 tekrara dayali sec-bagla
degerlerinde %69 oraninda ayni grupta kiimelendigi gozlemlenmistir. Haplotiplerinin
degiskenlik gosterdigi pozisyonlar birbirine olduk¢a yakin bulunmustur. Genetik
mesafe olarak birbirine yakin oldugu komsu katilim agag topolojisinde goriilmiistiir.
Komsu katilim aga¢ topolojisindeki dallarin uzunluklar1 genetik mesafenin

belirlenmesi agisindan bilgi vericidir.

Maksimum tutumluluk aga¢ topolojisinde en az farklilasmanin oldugu tiirlerin
bir arada kiimelendigi, birbirine en yakin ve benzeyen tiirler oldugu bilinmektedir.
Liocarcinus navigator ve Liocarcinus depurator’un %67 oraninda ayni grupta
kiimelenmesi tiirlerin birbiryle benzer degisikligi gosterdiginin kanitidir. Eriphia
verrucosa ve Xantho poressa’nin %55 oraninda ayni grupta kiimelenmesi benzer

farklilagma oranlarma sahip olduklarini belirtmektedir.

Calismada mtDNA COI gen bdlgesinin molekiiler analizi yapilmais, elde edilen
sonuglar karsilastirildiginda bazlar araast degisim miktarmin yiliksek oldugu
belirlenmistir. Calisilan 456 bg’lik bdlgenin 412 (%90.4) bazinda degiskenlik oldugu
saptanmugstir. Ortalama niikleotit dagilim frekanslar1 ytizde degerleri T-C-A-G sirasiyla
37.24,19.21, 25.99, 17.56 olarak bulunmustur. Calisilan tiirler i¢cin niikleotit ¢esitlilik
degeri (P1) 0.3546 ve haplotip ¢esitlilik degeri (Hd) 1 olarak hesaplanmistir. Degisken
pozisyonu (412) i¢in transisyonlar transversiyonlardan daha yaygimn olmakla birlikte
transisyon/transversiyon orani 1.25 olarak gerceklesmistir. mtDNA COI geninin dizin
analizinde 14 farkli 6rnek toplamda 14 farkli hapolotip ortaya ¢ikarmistir. Her bir

Ornegin ayr1 birer haplotipler ile temsil edildigi belirlenmistir.

Tiirlerin haplotiplerinin degisken pozisyonlarinda en ¢ok degisimin saptandigi
ve niikleotit dagilim frekanslarinda en uzakta bulunan tiiriin Clibanarius erythropus
oldugu ve dis grup olarak se¢ilmesinin dogru oldugu belirlenmistir. Tiirler arasi
hesaplanan genetik mesafe degerlerine gore en diisiik uzakligin Macropodia parva ve
Macropodia rostrata arasinda 0.004 degerinde oldugu belirlenmistir. En yiiksek
uzakligin ise Liocarcinus depurator ve Clibanarius erythropus arasinda 1.708
degerinde oldugu belirlenmistir. Pachygrapsus marmoratus (NC039109) ve Xantho
poressa’nin niikleotit pozisyonlarda ¢alisilan tiirlerden farklilik gostermesi filogenetik

agac topolojisinde c¢alisilan tiirlerden uzak bdlgede gruplastigi belirlenmis ve
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familyalar aras1 gruplagsmanin beklenildigi gibi olustugu gozlemlenmistir. Birbirine
yakin degerler gosteren Macropodia parva ve Macropodia rostrata 'nin, Liocarcinus
navigator ve Liocarcinus depurator’un, Pachygrapsus marmoratus (KX549331) ve
Pisidia longicornis’in filogenetik agac topolojilerinde ayni bolgede gruplagmasi ikili
tiirlerin benzer familya diizeyinde oldugunu gostermektedir. Programlar araciligiyla
olusturulan filogenetik agag topolojilerinde 100 tekrara dayali se¢-bagla degerlerinde
caligilan Eriphia verrucosa ile veri sisteminden alinan Eriphia verrucosa
(JQ306072)’nin %73 oraninda ayni grup icerisinde kiimelendigi ve genetik mesafe
olarak birbirine yakin oldugu belirlenmistir. Macropodia parva ve Macropodia
rostrata’nm 100 tekrara dayali sec¢-bagla degerlerinde %96 oraninda ayni grupta
kiimelendigi gozlemlenmistir. Genetik mesafe olarak birbirine yakin olan tiirler komsu
katilim agac¢ topolojisinde bir arada kiimelendigi goriilmiistiir. Sistem iizerinden alinan
2 farkli Pachygrapsus marmoratus tiiriiniin filogenetik agag¢ topolojisinde birbirinden
olduk¢a uzakta oldugu saptanmustir. Ayrica bu iki tiiriin ¢alisilan Eriphia verrucosa
tiri ile genetik mesafe degeleri birbirinden oldukga fazladir. Pachygrapsus
marmoratus (KX549331)’un galisilan Eriphia verrucosa ile genetik mesafe degeri
0.251 (%25.1) olarak belirlenirken, diger Pachygrapsus marmoratus (NC039109)’un
calisilan Eriphia verrucosa ile genetik mesafe degeri 1.266 (%126.6) olarak
belirlenmistir. Sistem igerisine kaydedilen bu iki tiiriin birbirinden olduk¢a uzak
mesafede konumlanmasi ve bazlar arasindaki farklarinin fazla olmasi bu iki tiirden
birinin yanlis verilerle kayit altina alindiginm1 gostermektedir. Pachygrapsus
marmoratus (KX549331)’un tiim filogenetik aga¢ topolojilerinde birinci biiyiik grup
icerisinde yer almasi ve Pachygrapsus marmoratus (NC039109)’un tiim filogenetik
agac topolojilerinde ikinci biiylik grup igerisinde yer almasi tiiriin yanls tanimlanmis

olabilecegi veya analiz siirecinde hatalarin yapildiginin net bir géstergesi olmustur.

Maksimum tutumluluk aga¢ topolojisinde en az farklilasmanin oldugu tiirlerin
bir arada kiimelendigi bilinmektedir. Bu sonuca gore ¢alisilan Eriphia verrucosa ve
veri sisteminden alinan Eriphia verrucosa (JQ306072)’nin bir arada gruplastigi,
bunlara en yakm farklilagmanin Pilumnus hirtellus (MG935039) tiirii oldugu
belirlenmistir. Tiirler aras1 farklilagmanin sonucunda iki biiyiik grup olusmustur. Bu
gruplar 100 tekrara dayali se¢-bagla degeri ile hesaplanmis ve %100 degerde iki farkl

grup oldugu goézlemlenmistir. Bu gruplarin her ikisinde de Pachygrapsus marmoratus
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tiirli oldugu gozlemlenmis ve bu verilerden bir tanesinin kesinlikle yanlis oldugu

belirlenmistir.

Maksimum olasilik aga¢ topolojisinde gozlenen verinin olusturulmasi
olasiligina dayandigi bilinmektedir. Bir¢ok agag topolojisi i¢erisinden en verimli ve
en uygun olan agacin secildigi yontemdir. Maksimum olasilik aga¢ topolojisi

icerisinde birbirine yakin iliskide olan tiirlerin bir arada kiimelendigi goriilmektedir.

Sonug olarak, her iki gen bolgesinin molekiiler analizinin sonucunda ortaya
cikan agag topolojilerinin beklenildigi gibi dogru olustugu gozlemlenmistir. Tiirlerin,
familyanin diger tiyeleri arasindaki evrimsel uzakligi gosterdigi agac topolojilerinde
birbirine yakin tiirlerin bir arada kiimelendigi, gruplarin evrimsel siirecte birbiriyle
iligkili oldugu belirlenmistir. Yapilmis caligmalar icerisinde molekiiler analiz
kullanilsa dahi hatalarin olabilece§i bu calisma ile giin yiiziine c¢ikartilmistir.
Gilintimiize kadar yapilmis ¢caligmalardan da anlasildig1 gibi, ¢calisamalarin ¢ogunun
morfolojik tiir tanimlamalarini igerdigi ve bunun kesin ve net bir sonucu vermedigi
belirlenmistir. Bu ¢aligmalar tiirlerin dis goriiniisleri tizerine yapilmistir ve bilindigi
iizere bir canlinin dig goriiniisiinii saglayan veya etkileyen pek cok cevresel etki
mevcuttur. Buradan anlasilir ki bir canlinin dis goriiniisii olan fenotipi canlinin genetik
yapisindan (genotipinden) ve cevresel etkilerden etkilenerek olusmaktadir. Yalniz
morfolojik ve meristik karakterler {izerinden yapilan tanimlamalarin farkli ve yaniltici
sonuglar dogurabilecegi bilinmektedir. Bundan dolayr molekiiler yontemler
kullanilarak elde edilen veriler morfolojik Ozellikleri temel alarak yapilan tiir
tanimlamalarini da dogrulamaktadir. Orta Karadeniz i¢in yapilan molekiiler analiz
caligmalarin smirli olmasi sebebiyle ¢alisma sonucunda ¢ikan verilerin GenBank veri
sistemine girilmistir ve bu verilerin ilerleyen caligmalara kaynak olusturacagi

diistiniilmektedir.
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