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OZET

TURKIYE’DE DAGILIM GOSTEREN GADIDAE TURLERININ mtDNA
SEKANS ANALIZ YONTEMiYLE MOLEKULER FiLOGENETIK
YAPISININ BELIRLENMESI

Umit GUR

Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisti
Balik¢ilik Teknolojisi Mithendisligi Anabilim Dali, 2014
Yiksek Lisans Tezi, 66s.

Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Yilmaz CIFTCI

Bu c¢alisgmada, Gadidae ailesine ait ve tiilkemiz denizlerinden 6rneklenen Merlangius
merlangus euxinus, Trisopterus minutus capelanus, Merluccius merluccius, Gaidropsarus
mediterraneus, Gaidropsarus vulgaris, Phycis phycis ve Phycis blennoides tiirleri
incelenmistir. Tiirlerin mtDNA {izerinde bulunan 12S rRNA ve 16S rRNA boélgeleri PZR ile
amplifiye edilmis ve dizi analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler GenBank’tan alinan
verilerle birlikte degerlendirilerek filogenetik analizler gerceklestirilmis ve tiirler arasi
iliskiler belirlenmistir.

Calismada 12S rRNA gen bolgesi igin 6 haplotip ve 16S rRNA gen bolgesi i¢in 10 haplotip
belirlenmistir. 12S rRNA ve 16S rRNA gen boélgeleri icin haplotip ¢esitliligi ve niikleotit
cesitliligi sirasiyla Hd:0.823, Pi:0,09822; Hd:0.867, Pi:0.09822 olarak bulunmustur. Elde
edilen matrikslerde baz kompozisyonlar1 12S rRNA gen bdlgesi i¢in A:%29.8, C:%25.8,
G:%22.8 ve T:%21.6 ve 16S gen bolgesi i¢in A: %27.98, C: %24.22, G: %22.45 ve T:
%25.35 olarak belirlenmistir.

Filogenetik analizlerde her iki gen bolgesi igin de Gaidropsarus vulgaris ve Gaidropsarus
mediterraneus tiirleri ayni haplotip i¢ine dahil olmuslar, Phycis phycis ve Phycis blennoides
tiirleri ise 16S rRNA gen bolgesi icin ayni haplotip i¢inde yer almiglardir. Olusturulan
filogenetik agaglar tizerinde, calisilan tiirler arasinda Merlangius merlangus euxinus’ un
atasal haplotip oldugu ve Merluccius tirtiniin ise olusturulan tim agaglarda diger
haplotiplerden uzak durdugu goriilmiistiir.

Sonug olarak bu ¢alismada, tilkemiz sularinda yayilis gosteren ve onemli ticari tiirleri de
igerisinde barindiran Gadidae familyasi hakkinda oldukga yetersiz ve eksik olan molekiiler
filogenetik aragtirmalarin, ¢alismada degerlendirilmis 7 tiirlin bireyleri igin mtDNA tizerinde
ki iki gen bolgesi acisindan giderilmistir. Ayrica bu ¢alismada bazi tiirler icin ilk kez elde
edilmis ve sonraki calismalar i¢in referans olabilecek sekans verileri GenBank’a
yiiklenecektir.

Anahtar Kelimeler: Gadidae, mtDNA, Sekans Analizi, Filogenetik, 12S rRNA, 16S rRNA



ABSTRACT

DETERMINATION OF MOLECULAR PHYLOGENETIC
STRUCTURE OF GADIDAE SPECIES FROM TURKISH WATERS BY
MtDNA SEQUENCE ANALYSIS

Umit GUR

University of Ordu
Institute for Graduate Studies in Science and Technology
Department of Fisheries Technology Engineering, 2014
MSc. Thesis, 66p.

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Yilmaz CIFTCI

In this study, the species belongs to the Gadidae family which sampled from Turkish waters;
Merlangius merlangus euxinus, Trisopterus minutus capelanus, Merluccius merluccius,
Gaidropsarus mediterraneus, Gaidropsarus vulgaris, Phycis phycis and Phycis blennoides
have been examined. 12S rRNA and 16S rRNA gene regions which found on the mtDNA
were amplified by PCR and sequence analysis has been performed. The obtained data were
evaluated together with the data obtained from GenBank have been carried phylogenetic
analysis and inter-species relationships were determined.

In the study, 6 haplotypes for 12S gene region, and 10 haplotypes for 16S rRNA gene region
have been identified. Haplotype diversity and nucleotide diversity has been found for the
region 12S rRNA and 16S rRNA gene, respectively; Hd:0.823, Pi:0,09822; Hd:0.867,
Pi:0.09822. On the resulting matrices base compositions for the 12S gene region A:%29.8,
C:%25.8, G:%22.8 ve T:%21.6 and for the 16S rRNA gene region: A: %27.98, C: %24.22,
G: %22.45 ve T: %25.35 has been determined.

According to phylogenetic analysis, the species of Gaidropsarus mediterraneus and
Gaidropsarus vulgaris incorporated into the same haplotype for both genes, but species of
Phycis phycis and Phycis blennoides became incorporated into the same haplotype only for
16S rRNA gene region. On the all phylogenetic trees created, it has been observed that
Merlangius merlangus euxinus was an ancestral haplotype and Merluccius haplotype stayed
away from the other haplotypes.

As a result of the study, data deficiency of family of Gadidae which including the
commercially important species from Turkish waters has been improved with this study in
terms of two gene regions on mtDNA for 7 Gadoid species. In addition, sequence data
obtained the first time for some species will be uploaded to the GenBank in order to be a
reference for future studies.

Key Words: Gadidae, mtDNA, Sequence Analysis, Phylogenetics, 12S rRNA, 16S rRNA
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1. GIRIS

Molekiiler genetik de uygun tekniklerin ve genetik bilgilerin 6nemi iizerine olan
ilginin artmasiyla birlikte bu genetik tekniklerin balikgilikla ilgili alanlarda kullanimi
1950’1i yillardan baslayarak artis gostermektedir. Yapilan ilk ¢aligmalarda morinalar,
Salmonid’ler ve ton baliklarinda kan grubu farkliliklarina bakilmis ve popiilasyon
yapisinin analizinde kullanilmak iizere genetik olarak kontrol edilen varyasyonlarin

mevcudiyeti basarili bir sekilde ortaya konulmustur (Ciftci 2003).

Genetik markirlarin calisilmas1 6zellikle dogal stok yapilarinin analizi, kiiltiir
balik¢ilig1, taksonomi veya sistematik ¢aligmalar olmak tizere balik¢ilikta ii¢ alanda
ana etkiye sahiptir. Ayrica yok olmakta olan tiirlerin genetik yapilari, genetik
farklilik iizerine kirlenmenin ve balik¢iligin etkisi ve ortama sonradan sokulan

tiirlerin genetik yapilari lizerine ¢alismalar yapilmaktadir (Ciftci 2003).

Gilinltimiizde, molekiiler biyoloji, hiicre biyolojisi ve genom bilim alanlarindaki
ilerlemeler sonucu, diinyada 6zellikle saglik ve tarim alanlarindaki biyoteknolojik
uygulamalarda bir patlama yasanmaktadir. Bu gelismeler, insanliga daha saglikli ve

daha kaliteli bir yasam i¢in esi goriilmemis firsatlar sunmaktadir (Tiibitak 2004).

Tibitak (2004) tarafindan hazirlanan vizyon 2023 strateji belgesine gore, Tiirkiye,
Diinya’daki bu gelismeler karsisinda heniiz kararli ve tutarlt bir tavir almamistir ve
saglik, tarim, hayvancilik ve endiistriyel {iretim alanlarinda ilerleyebilmesi igin
molekiiler biyoloji, biyoteknoloji ve gen teknolojisi alanlarinda gelisim saglamak

durumundadir.

Insanlar tarafindan olusturulan endiistriyel gelisimin bir sonucu olarak tiirlerin hizl
bir sekilde tiikkenmesinin farkina varilmasi yok olma tehdidi altinda bulunan tiirlerin
tanimlanmasina yonelik ilgiyi artirmistir. Ekolojik ve demografik tehlikelere ek
olarak, demografik daralma ile yasayan kiiciik popiilasyonlarin homozigotlasma ve
allel kaybindan dolay1 genetik varyasyonun kaybolmasi, yakin akrabalik ve genetik
stiriklenmeye maruz kalabilmeleri agik ve nettir. Yok olma tehdidi altinda bulunan
canlilar lizerine molekiiler genetik analizleri ile genetik varyasyonun azalmasi ortaya

cikarilabilir. Fizyolojik, ekolojik ve etiyolojik verilerle birlikte genetik sonuglar, bir



tiirdeki azalma siirecine ¢ok yonlii bir bakis agist saglar. Bir popiilasyonun dogal
tarihinin gostergesi olarak popiilasyon genetigi, Filogenetik ve Filocografyasi ile
ilgili bilgilerin ortaya ¢ikarilmasi ve onun gelecekteki ongoriisii yok olma tehdidi
altindaki tiirler i¢in koruma yonetim planlarinin gelistirilmesinde kullanilmak {izere

onemli veriler saglar (O'Brien 1994).

Son yirmi yilda, molekiiler biyoloji, klinik tip ve lireme fizyolojisi metotlar1 tehlike
altindaki birgok tlirlin muhtemel durumunu tanimlamak i¢in ayrintili bir sekilde
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar kritik yonetim kararlarini etkilemekte ve ¢alisilan
tiirler i¢in somut faydalar iireten 6nemli bilgiler saglamaktadir. Buna ek olarak,
koruma uygulamalar1 kritik seviyede tehlike altindaki tiirlerin kiiresel yonetim
kararlarin da dogal seleksiyonun ©n planda tutuldugu akademik disiplinden

popiilasyon genetigine degismektedir (O'Brien 1994).

Dogal popiilasyonlarin ve tiirlerin genetik surveyi bizlere i) genetik varyasyonun
belirlenmesi, ii) taksalar arasindaki genetik farkliligin delillendirilmesi ve 1iii)
cografik olarak izole olmus popiilasyonlar arasindaki filogenetik iliskilerin
belirlenmesi gibi konularda bilgiler sunmaktadir. Sonug olarak, teknolojiyle birlikte
genetik yontemler siirekli olarak gelistirilmektedir. DNA dizi analizi artik rutin bir
calisma halini almistir. DNA polimorfizmi 20 yi1l 6nce allozim ¢alismalarinda oldugu
gibi kolayca tespit edilmekte ve kompleks filogenetik ve popiilasyon veri setlerinin
analizinde kullanilan giiclii bilgisayar algoritmalar: istatistiksel olarak daha saglam

analizler yapilmasini miimkiin kilmaktadir (O'Brien 1994).

Gen kaynaklarinin azalmasina neden asir1 avciligin yam sira ¢ok sayida potansiyel
tehdit de bulunmaktadir. Bu tehdit faktorlerin basinda; baliklar tarafindan kullanilan
besin maddelerinin ¢esitli nedenlerle ortamdan uzaklasmasi, su kaynaklar1 arasi
baglantilarin  kesilmesiyle dogal gd¢ yollarinin engellenmesi, bodlgede yasayan
baligin besinine ortak olacak yabanci tiirlerin ve hastalik etmenlerinin ortama dahil
olmasi, asir1 cevresel kirlilik ve gesitli aktivitelerle habitatlarinin bozulmasi gelir. Bu
faktorlerin artan bir sekilde devam etmesi balik tiirlerinin yok olmasina kadar
gidecek endise verici ciddi bir durum gostermektedir. Boylece insan yasaminda
onemli bir yeri olan balik populasyonlarindan uzun siire faydanin saglanmasi icin

molekiiler genetik calismalara agirlik verilmektedir. Bu ise iki farkli yaklasima



dikkat ceker. Birincisi gen havuzunun korunmasi ikincisi ise genetik farkliligin
korunmasidir. Burada tiirler i¢indeki genetik farklilik, baligin cevresel degisimlere
uyum saglamasinda yardimci olan temel unsurlardandir. Bu genetik farklilik
cogunlukla balik populasyonu iginde genlerin mutasyonu ve genetik olarak farkli
bireylerin populasyonlar arasinda go¢ etmesiyle meydana gelir ve gen frekanslarinin

belirlenmesi ile olgiiliir (Ciftci 2006).

Ekonomik O6neme sahip olan ve baski altinda bulunan tiirlerin stok yapilarinin
analizinde; ekolojik, markalama, parazit dagilimi, fizyolojik ve davramis 6zellikleri,
morfolojik veya meristik karakterlerinin incelenmesinin yani sira son yillarda
balikeilikta molekiiler genetik ¢alismalara biiyiik bir ilgi bulunmaktadir. Glinlimiizde
bu calismalar temel olarak Protein ve DNA olmak iizere iki tiir genetik markir
sistemi kullanilarak yapilmaktadir. Protein elektroforezi ile yapilan calismalarin en
biiylik avantaji hizli, diisiik maliyetli ve ¢ok fazla laboratuvar malzemesine ihtiyacin
olmamasidir. Ancak dezavantaj olarak ise kullanilan Orneklerin kesinlikle taze
olmasi gerekmekte, DNA c¢alismalarina gore ¢ok sayida drnege ihtiyag¢ olmakta ve bu
orneklerin genellikle dldiirilmesi ve bunlarin i¢inde en 6nemlisi bazi populasyon ve
tirlerde DNA c¢alismalarina gore ¢ok diisiik seviyede polimorfik olmasi 6nemli
derecede smirlayict etki gosterir. Bunun sonucunda son donemlerde calismalarin
cogunlugu DNA markir sistemleri kullanilarak yapilmaktadir. Bu baglamda
giiniimiizde yaygin olarak kullanilan ve molekiiler metotlar arasinda bulunan
mitokondrial DNA (mtDNA)’nin sekans analizi yontemi bu c¢alismada da
kullanilacaktir (Ciftci 2006).

Bu teknikler uygun laboratuvar kosullar1 olusturuldugunda nispeten ucuz ve ¢ok kisa
siire icerisinde ¢ok fazla miktarda 6rnek calisilmasina imkan vermektedir. Genetik
konusunda uzman bir kisi bu teknikleri kullanarak biiyiik miktarda gen bolgesini
izleyebilmekte, taksonomik seviyede ayni veya farkl: tiirler arasinda ve icinde hatta
bireyler arast ve icinde farklilik seviyesini tahmin edebilmektedir. Ayrica
jenerasyonlar arasindaki allel frekanslar1 degisiminden efektif populasyon
biiyiikliigiinii tahmin edebilmekte, popiilasyonlar arasindaki go¢ miktarlar1 yani gen

akisini belirleyebilmektedir (Ciftci 20006).



Gadidae tiirleri cogunlugu insan kaynakli olan kirlilik, kacak avcilik gibi baskilarla
kars1 karsiyadir. Bu gibi olumsuz nedenlerden dolay1 bu tiir i¢in bir takim koruma
stratejileri gelistirilmemistir. Bu amagla bu ¢alismada Gadidae tiirlerinin mtDNA nin
farkl1 gen bdlgelerinin sekanslarini alarak filogenetik ve filocografik yapilariin
ortaya c¢ikarilmasi ve elde edilecek verilerle populasyon yapisi iizerine bu ¢alisma

vasitasiyla daha detayli ¢alismalar i¢in bir kaynak olusturmasi hedeflenmistir.

1.1. Genel Bilgiler

Molekiiler biyoloji son yillarda 6nem kazanan genetik, biyokimya, hiicre biyolojisi
ve biyofizik gibi dallarin gelismesiyle ortaya ¢ikmistir. Canli organizmada hayati
onemi oldukea fazla olan niikleik asitler, proteinler ve enzim yapilarinin tamamen
aydinlatilmast molekiiler biyolojinin ilgi alanidir. Bu maksatla X 1simlan
difraksiyonu ve elektron mikroskobu gibi ileri tekniklerden faydalanilmistir. Insan ve
diger canlilarin genomlar1 aydinlanmaya bagladiktan sonra molekiiler biyolojinin
genel ilgi alani, canlilardaki proteinleri, bu proteinlerin tstlendikleri gorevleri ve

birbirleriyle olan etkilesimleri anlamaya yonelmistir (Anonim 2007).

Mitokondri; niikleer DNA’dan fiziksel olarak farkli olan kendi DNA’sina sahiptir.
mtDNA; biiyiikliikte 16.000-20.000 bg¢’dir, 30’dan fazla gen igerir ve rekombinasyon
goriilmedigi icin tek bir lokus gibi ele alinir (Carvalho ve Pitcher 1995).

Pek cok tiirde mtDNA oldukca degiskendir ve bununla birlikte muhtemel genetik
farkliliklarin tespiti i¢in iyi bir isaretleyicidir. Ilaveten; haploit (n kromozom) ve
maternal (anasal) oldugu i¢in allozimler veya mini/mikrosatellitler gibi yalnizca
niikleer markirlar kullanilarak elde edilemeyen bilgileri icerir. Bu erkek ve disi gen
akis1 arasinda ayrimi saglar ve mtDNA’nin uzunlugu niikleer genin yalnizca dortte
biri kadardir (Birky ve ark. 1983). Bundan dolay1, genetik farklarin bulunmasi igin

1yi bir markirdir.

mtDNA; primerlerin kullanim1 ve seg¢ilmis bolgelerin PZR uygulamasiyla mtDNA
varyasyonunun incelenmesini olduk¢a hizlandirmis ve kolaylastirmistir. Bu
avantajlarin timii hem populasyon c¢alismalart hem de sistematik ¢alismalarda
mtDNA’y1 ¢ekici hale getirmistir. Boyle cesitli avantajlara ragmen, bazi
dezavantajlara da sahiptir. mtDNA analizinde kullanilan metotlar; uygulamasi zor ve

pahalidir. Ancak bazen kiiciik bilgiler mtDNA calismalarinin sonunda kazanilabilir.



Bir populasyonu karakterize etmek igin genetik agidan mtDNA tek basina tiim
bilgileri veremeyebilir (Bernatchez ve ark. 1992, Carvalho ve Pitcher, 1995,
Ferguson ve ark. 1998).

Baskin annesel kalitim, nispeten hizli baz degistirme orani, rekombinasyonun
(yeniden birlesme) azlig1 ve kolay izolasyondan dolayr mitokondrial DNA, genetik
varyasyon ¢aligmalari i¢in yararli bir molekiiler markir oldugunu ispatlamistir (Avise
ve ark. 1987, Wolstenholme 1992). mtDNA, popiilasyon yapisi, cografik popiilasyon
ve tir karakterizasyonu ¢alismalari igin etkilidir (Agnese ve ark. 1997, Ferguson ve
ark. 1998).

Mitokondrial DNA, alt veya iist tiirlerdeki biyocografyaya bagl olaylar1 incelemek
icin milkemmel bir ara¢ oldugunu kanitlamistir (Avise 1994). Mitokondriyal
genomun farkli bolgeleri farkli oranlarda ortaya ¢iktigindan bu boélgeler belirli tip
calismalar i¢in hedeflenmistir. Sitokrom b ve ND genlerinin populasyon diizeyinde
farklilik gosterdigi rapor edildiginden birgok tiirde ¢alisilmaktadir. Oldukga az bireye
thtiyag duydugu ve cografik bolgeler arasinda ¢esitli haplotiplerin kaynagini
herhangi bir niikleer markirdan daha hizli bulacagindan dolayr mtDNA ozellikle
kullanighidir (Maes ve ark. 2003). Mitokondrial DNA varyasyonu, balik tiirlerinin
stoklarin1 ayirmak ve diizenlemek amaciyla saglikli bir sekilde kullanilabilir (Grewe

ve Hebert 1988, Billington ve ark. 1992).

Mitokondrial DNA, annesel aktarimi ve haploit kalitimindan dolayr nadir
karakterlere sahip oldugundan populasyon genetigi analizinden bilgi elde etmek igin
etkili bir arac olabilir (Avise 1994). Bu yiizden mtDNA’daki varyasyonlar; balik
tiirlerinin stoklarinin ayrimi i¢in son derece yararli olabilir (Grewe ve Hebert 1988,
Billington ve ark. 1992). mtDNA kalitim: annesel oldugundan dolay1; melezlestirilen
disi neslin gegmisini takip etmek i¢inde degerli bir aragtir (Hynes ve ark. 1989).

Son yillardaki dizi metodolojisindeki gelisimler DNA dizi analizini popiilasyonlarin
filogenetik gec¢mislerinin belirlenmesinde 6nemli yaklasimlar arasina sokmustur
(Hillis ve ark. 1990). Bu teknigin ana 6zelligi canlinin ¢oziimlenmis temel birimi

olan niikleotidleri icermesidir.

Filogenetik ve sistematik calismalarda niikleotid dizilerinin kullanimi, homolog

dizinlerin karsilagtirilmasini miimkiin kilar. Niikleik asit dizin bilgileri artarak



diizenli bir sekilde cesitli bilgi bankalarinda (Genbank, Avrupa Molekiiler Biyoloji
Laboratuvari) toplanmaktadir. Fakat bu dizin ¢alismalarinin ¢ogu tibbi veya ticari

olarak 6neme sahip tiirler lizerine yapilmaktadir (Hillis ve ark. 1990).

Tirkiye kiyillarinda dagilim gosteren Gadidae tiirleri {izerinde uluslararasi
standartlarda genetik farkliliklar1 gdsteren detayli calismalar heniiz yapilmamistir. Bu
caligmanin konusu kiyilarimizda yasayan Gadidae tiirlerine ait mitokondriyal 12S
rRNA ve 16S rRNA gen bolgelerine ait sekanslar elde edilerek genetik veri tabanina
eklenmesidir. Calisma kapsaminda 7 tiir ve her tiirden 5’er O0rnek ile calisiimasi
planlanmis olmasiyla birlikte, bazi tiirlerden bu sayida Ornek bulunamamasi
durumunda daha az sayida Ornek ile calisma gerceklestirilmistir. Genis dagilim
gosteren tlirlere ait bireyler farkli lokalitelerden toplanarak tiirler arasindaki
farkliliklar ve olas1t dogal bariyerler ortaya konmustur. Bu kapsamda o6rnekler
Karadeniz, Marmara, Ege ve Akdeniz bolgelerinden elde edilmistir. Ayrica diger
arastirmacilar tarafindan bu familya {izerine yiirlitilmiis ¢aligmalara ait ayni gen
bolgelerine ait gen dizilimleri NCBI (National Center for Biotechnology
Information) gen bankasindan alinarak, bu calismada elde edilen verilerle

karsilastirilip, bu tiirler arasindaki genetik farkliliklar tespit edilmistir.

Ulkemizde molekiiler diizeyde taksonomik revizyon, tiirler aras1 ve tiirler ici genetik
farkliliklar1 ortaya koyan calismalar heniiz baslangi¢c asamasindadir. Denizel tiirleri
ve Ozellikle Gadidae tiirlerini iceren genetik calismalarin ¢cok az oldugu sdylenebilir.
Bu calisma sonucunda elde edilmis gen dizilerinden olusturulacak veri bankasi,

ileride yapilacak olan bir¢ok caligmaya temel olusturacaktir.

1.2. Taksonomi

Gadidae familyasi icinde, 6zellikle {ilkemiz sularinda yayilis gdsteren tiirleri de i¢ine
alan taksonomik bir kargasa uzun yillardir mevcut olup, heniiz bu karmasa bitmis
degildir. Merlangius merlangus euxinus ve Trisopterus minutus capelanus tiirlerinin
tim arastiricilar tarafindan Gadidae familyasinda siniflandirilmasina karsin geriye

kalan tiirler farkli familya veya alt familyalara dahil edilmektedirler.

Roa-Varon ve Orti (2009)’ye gore ise 2 familyaya ayrilmis, Gadidae kendi iginde

Gadinae, Lotinae, Gaidropsarinae ve Phycinae olmak {izere 4 alt familyaya



ayrilmistir. Bunun disinda 1948 — 2006 arasinda yapilan siniflandirmaya iliskin
bilgiler Cizelge 1.1.’de verilmistir.

Cizelge 1.1. Merlangius, Trisopterus, Merluccius, Gaidropsarus ve Phycis tiirlerine yonelik
siniflandirma ge¢misi (Roa-Varén ve Orti 2009’dan modifiye edilmistir)

Arastirmaci Familya Alt familya
Svetovidov (1948) Gadidae Gadinae
Lotinae
Phycinae
Merlucciinae
Cohen (1984) Gadidae
Lotidae
Phycidae
Merlucciidae Merlucciinae
Markle (1989) Gadidae
Lotidae
Phycidae
Merlucciidae
Nolf ve Steurbaut (1989) Gadidae Gadinae
Lotinae
Phycinae
Merlucciinae
Siebert (1990) Gadidae
Lotidae
Howes (1989) Gadidae
Lotidae
Phycidae
Merlucciidae
Howes (1993) Gadidae
Lotidae
Phycidae
Gaidropsaridae
Merlucciidae
Endo (2002) Gadidae Gadinae
Lotinae
Phycinae
Gaidropsarinae
Merlucciidae
Nelson (2006a) Gadidae Gadinae
Lotinae
Phycidae Phycinae
Gaidropsarinae
Merlucciidae
Teletchea ve ark. (2006) Gadidae Gadinae
Lotinae
Phycinae
Gaidropsarinae
Merlucciidae




Genel olarak ise agsagidaki gibi siniflandirilir;

Alem Animalia
Filum Chordata
Grup Il Craniata
Subfilum Gnathostomata
Ustsimif Pisces
Sinif Osteichthyes
Altsinif Actinoptergii
Usttakim Teleostei
Takim Gadiformes
Familya Gadidae

Cins Merlangius (Garsault 1764)

Tiir Merlangius merlangus euxinus (Nordmann 1840) (Mezgit)

Cins Trisopterus (Rafinesque 1814)

Tiir Trisopterus minutus capelanus (Linnacus 1758) (Tavuk Balig1)
Cins Merluccius (Rafinesque 1814)

Tiir Merluccius merluccius (Linnaeus 1758) (Bakalyaro)
Cins Gaidropsarus (Rafinesque 1810) (Gelincik)

Tiir Gaidropsarus mediterraneus (Linnaeus 1758)

Tiir Gaidropsarus vulgaris (Cloquet 1824) (Gelincik Balig1)

Cins Phycis (Artedi 1792) (Gelincik)
Tiir Phycis phycis (Linnaeus 1766) (Gelincik balig1)

Tiir Phycis blennoides (Brunnich 1768) (Gelincik Baligi)

1.3. Calismada Analiz Edilen Tiirlerin Biyolojik ve Ekolojik Ozellikleri

Gaidae familyasina dahil ve Tiirkiye sularinda dagilim gosteren Merlangius
merlangus euxinus (Nordmann 1840) (mezgit), Trisopterus minutus capelanus
(Linnacus 1758) (Tavuk baligi), Merluccius merluccius (Linnaeus 1758)
(Bakalyaro), Gaidropsarus mediterraneus (Linnaeus 1758) (Gelincik), Gaidropsarus
vulgaris (Cloquet 1824) (Gelincik Balig1), Phycis phycis (Linnaeus 1766) (Gelincik
balig1), Phycis blennoides (Brunnich 1768) (Gelincik Baligi) tiirleri incelenmis ve



her bir tiir i¢in tan1 ozellikleri, cografik dagilimi ve habitat biyolojisi sirastyla

verilmigtir.

1.3.1. Merlangius merlangus euxinus (Nordmann 1840) Mezgit

Iliman denizlerde yasayan bentopelajik bir tiirdiir (Riede 2004). Yaygin olarak 30 —
100 m derinlikte, baslica ¢camur ve gakilli zeminlerde ayn1 zamanda kum ve kaya
tizerinde bulunurlar (Sekil 1.1). Besinlerini karides, yenge¢, mollusklar, kii¢iik
baliklar, polychaetes ve cephalopodlar olustururlar. Yumurtalar1 pelajiktir. Larva ve
juvenil bireyler denizanalar ile iligkilidir. Olgunluga ulastiklarinda juvenil bireylere
karakteristik olan kii¢iik ¢ene biyiklar1 kaybolur (Prévost 2005).

Ik eseysel olgunluga 28 — 30 cm boyda ulasan mezgitler maksimum 70 cm boya
ulasabilirler. Rapor edilen maksimum agirlik 3.1 kg ve en yash birey 20 yasindadir
(Muus ve Nielsen 1999).

Dorsal dikenleri yoktur. Dorsal yumusak 1sinlar1 (toplam): 30 — 40; anal yumusak
1sinlart (toplam): 30 — 35 adettir. Kafalar kiigiik, viicutlart uzunlamasimadir. Cenede
kiigik bir biylk bulunur veya hi¢ bulunmaz. Yanal ¢izgi kanallar1 gozenekli bas
tizerindedir. Renkleri degiskendir; sarims1 kahverengi; koyu mavi veya yesil, yanlar
sartmsi gri, karin beyaz veya giimiisidir (Sekil 1.2). Genellikle pektoral yiizgecin dip
kaidesinde koyu bir leke bulunur (Cohen ve ark. 1990).

— ~—

Sekil 1.1. Merlangius merlangus euxinus (Nordmann 1840), Mezgit
baliginin cografik dagilimi (Anonim 2014)



Sekil 1. 2. Merlangius merlangus euxinus (Nordmann 1840), Mezgit
(Orijinal)

1.3.2. Trisopterus minutus capelanus (Linnaeus 1758), Tavuk Bahg

Gog¢ etmeyen bentopelajik bir tiir olup ¢ogunlukla Atlantik ve Akdeniz’de, 15 — 200
m derinliklerde ¢amurlu veya kumlu zeminlerde yayilis gosterir (Sekil 1.3.).
Besinlerini; Crustacealar, kii¢iik baliklar ve polychaetes’ler olusturur (Cohen ve ark.
1990). Maksimum 40 c¢cm boya ulasirlar. Rapor edilen en yash birey 5 yasindadir.
Ortalama 13.4 cm boyda ergenlige ulasirlar (Menon 1951).

Dorsal ve anal dikenleri bulunmaz. Gelismis bir ¢gene biy1g1 bulunur. Viicut dorsalde
kahverengimsi sar1 iken ventrale dogru soluklasir (Sekil 1.4.). Pektoral ylizgecin dip
kisminda koyu bir leke vardir (Cohen ve ark. 1990).

S e e S S .

Sekil 1.3. Trisopterus minutus capelanus (Linnaeus 1758), Tavuk Baliginin
cografik dagilimi (Anonim 2014)
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Sekil 1.4. Trisopterus minutus capelanus (Linnaeus 1758), Tavuk Balig1 (Dstergaard 1999)

1.3.3. Merluccius merluccius (Linnaeus 1758), Bakalyaro

Dogu Atlantik’te Norve¢ ve Izlanda, Giineye dogru Moritanya ve Akdeniz’de
yaygindir (Sekil 1.5.). Genellikle 70-370 m derinlikte yasayan demersal bir tiirdiir
(Sekil 1.6.). Yetigkinler giin boyunca dibe yakin yasarlar. Geceleri avlanmak iizere
dipten uzaklasirlar (Murua ve Saborido-Rey 2003).

Maksimum boylart 140 cm’ye ulasabilir. Ergenlige 42.8 cm’de ulasirlar. Rapor
edilen en yliksek agirlik 15 kg (Cohen ve ark. 1990) ve en yash birey 20 yasindadir
(Muus ve Nielsen 1999).

Dorsal dikenleri yoktur. Dorsal yumusak 1sinlart (toplam): 43-51; anal yumusak
1sinlart (toplam): 36-40 adettir. Ag1z igi ve bransiyal kavite siyahtir. Birinci omur ve
noral omurga kafatasina baglidir. Omur sayis1 50-52 adettir (Cohen ve ark. 1990).

Yetigkinlerin ana besinlerini baliklar (kiigiik berlamlar, hamsi, ates balig1, morinalar,
sardalya ve gadoid tiirleri) ve kalamarlar olusturur. Juvenil bireyler crustacealar ile
ozellikle euphausiid ve amphipodlarla beslenirler. Toplu yumurtlama goriiliir (Murua
ve Saborido-Rey 2003).
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Sekil 1.5. Merluccius merluccius (Linnaeus 1758), Bakalyaro baliginin
cografik dagilimi (Anonim 2014)

Sekil 1.6. Merluccius merluccius (Linnaeus, 1758), Bakalyaro (Orijinal)

1.3.4. Gaidropsarus mediterraneus (Linnaeus 1758), Gelincik Balig1

Dogu Atlantik’te: Gliney Norveg, GiineyBati Avrupa ve KuzeyBati Afrika
kiyilarinda, Britanya Adalarmin Bati kiyilarinda ve Akdeniz’in Giliney Avrupa
kiyilarinda ve Karadeniz’de yayilis gosterir (Sekil 1.7.). Genellikle 60 m’ye kadar,
sucul bitki ortiisti ile kapli kayalik alanlarda yasarlar. Besinleri arasinda: baliklar,

crustacealar, solucanlar ve algler bulunur (Cohen ve ark. 1990).

Maksimum 50 cm uzunluga kadar ulasabilirler (Sekil 1.8.). Dorsal ve anal dikenleri
yoktur. Birinci dorsal yiizge¢ 1sinini, birkag kii¢iik etli filament izler. Renkleri
degiskendir. Dorsal de, kahverengi bazen de kirmizimsi ve ¢izgili veya benekli
desenler goriiliir. Ventral soluk renklidir. Pektoral yiizge¢ kenarlar1 koyu renklidir
(Cohen ve ark. 1990).
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Alt gene iizerinde 1, burun iizerinde 2 biyik bulunur. Arka kisminda mermerimsi

renklenme goriiliir (Muus ve Nielsen 1999).

—— ~—

Sekil 1.7. Gaidropsarus mediterraneus (Linnaeus 1758), Gelincik baliginin
cografi dagilimi (Anonim 2014)
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Sekil 1.8. Gaidropsarus mediterraneus (Linnaeus 1758), Gelincik (Achille 2009)

1.3.5. Gaidropsarus vulgaris (Cloquet 1824), Gelincik Baligi

Kuzey Atlantik’te Norveg kiyilari; Giineye dogru: Faroe Adalari, Kuzey Denizi ve
Britanya Adalar1 ¢evresinde, Cebelitarik Bogazi, Akdeniz ve Karadeniz’in Bati ve
Giiney kiyilarinda (Sekil 1.9.) yayilis gosterir (Jonsson 1992). Go¢ etmeyen demersal
bir tiir olup 20-120 m derinlikte (Muus ve Nielsen 1999), yalnizca kaya diplerinde
degil ayn1 zamanda ¢amur, kum ve cakilli zeminlerde yasarlar. Karides, yengec,
izopodlar, kiiciik baliklar, molluskalar ve polychaetes’lerle beslenitler. Ilkbahar ve

yaz aylarinda yumurtlarlar. Yumurta ve yavrulari pelajiktir (Cohen ve ark. 1990).
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Dorsal ve anal yiizge¢ dikenleri yoktur. Birinci Dorsal yiizgeg 1sinini, bir sira kiigiik
ve etli filament izler. Renkleri koyudan agiga dogrudur. Yiizge¢ renklenmesi cografi
olarak degiskenlik gosterir. Bat1 Atlantik ve Giiney bireyleri Kuzey’dekilerden daha
koyu lekelere sahiptir (Cohen ve ark. 1990). Bas ve viicut iizerinde genis ¢ikolata
kahvesi lekeler vardir. Burunda 2, alt ¢enede 1 biyik bulunur (Sekil 1.10.) (Muus ve
Nielsen 1999).

Sekil 1.9. Gaidropsarus vulgaris (Cloquet 1824), Gelincik Balig1 cografik
dagilimi (Anonim 2014)

Sekil 1.10. Gaidropsarus vulgaris (Cloquet 1824), Gelincik Balig1
(Meyer 2006)

1.3.6. Phycis phycis (Linnaeus 1766), Gelincik baligi

Kuzey Atlantik’te, Fas’in Biscay Korfezi’'nde, Verde Burnu’nun Giineyinde ayrica

Akdeniz‘de yayilis gosterir (Sekil 1.11.) (Cohen ve ark. 1990). Goé¢ etmeyen
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bentopelajik bir tiir olup 13-614 m derinlikte, sert ve kumlu-camurlu zeminlerde
yasarlar (Hureau 1991). 65 cm’ye kadar biiyliyebilir, rapor edilen maksimum agirlik
3.9 kg’dir (Gothel 1992). Gececi tiirlerdendir, giin boyunca kayalarin arasinda
saklanir. Kiigiik baliklar ve gesitli omurgasizlarla beslenirler (Cohen ve ark. 1990).

Dorsal ve anal yiizgec dikenleri yoktur. Uzamis pelvik ylizgec 1sinlar1 anal yiizgec¢
tabanina kadar ulasir. Govde rengi dorsalde kahverengimsi kirmizi, ventrale dogru
soluktur. Dikey yiizgecler distalde koyu bazen kenarlari soluktur (Sekil 1.12.)
(Cohen ve ark. 1990).

Sekil 1.11. Phycis phycis (Linnaeus 1766), Gelincik Balig1 cografik
dagilimi (Anonim 2014)

Sekil 1.12. Phycis phycis (Linnaeus 1766), Gelincik Baligi
(Duarte 2000)
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1.3.7. Phycis blennoides (Brunnich 1768), Gelincik Bahigi

Dogu Atlantik’te Norveg ve Izlanda’nin Blanc Burnu’nda, Bat1 Afrika ve Akdeniz’de
10- 1047 m’de yayilis gosteren bentopelajik bir tiirdiir (Sekil 1.13.) (Mytilineou ve
ark. 2005). Kumlu ve ¢amurlu zeminlerde yasarlar. Geng bireyler ¢ogunlukla kiy1
kita sahanliginda bulunurken yetigkin bireyler yamag¢ boyunca gog¢ yaparlar. Ana
besinlerini baliklar ve crustacealar olusturur. 110 cm’ye kadar biiyiliyebilir. Rapor

edilmis en yaslh birey 20 yasindadir (Cohen ve ark. 1990).

Dorsal ve anal yiizge¢ dikenleri yoktur. Pelvik yiizge¢ 1sinlar1 anal yiizge¢ tabanini
gececek derecede uzamistir. Birinci Dorsal yiizge¢ uzun bir 1sinla baglar. Govde
dorsalde kahverengiden kirmizi-griye renklenme gosterirken, ventralde ise soluk

renktedir (Sekil 1.14.) (Cohen ve ark. 1990).

Sekil 1.13. Phycis blennoides (Linnaeus 1766), Gelincik Balig1 cografik
dagilimi (Anonim 2014)

Sekil 1.14. Phycis blennoides (Linnaeus 1766), Gelincik Balig1
(Duarte 2000)

16



1.4. Filogenetik

Bir canlinin digerlerinden ayrilabilmesi i¢in ilk olarak fenotipik 06zelliklerine
bakilarak aralarindaki yakinliga karar verilebilir. Bu yontem klasik sistematik ve
taksonomi caligmalarinda oldukg¢a gegerli bir yontem olarak arastiricilar tarafindan
uygulanmistir. Ancak morfolojik karakterlerle her zaman dogru siniflandirma
yapilamadig1 gibi birbirine ¢ok yakin veya morfolojik olarak incelenmesi zor olan

larval, jiivenil veya mikroskobik canlilar agisindan bu yontem son derece yetersizdir.

Molekiiler biyoloji ve genetik caligmalarin son zamanlarda oldukg¢a gelismesi ve
biiyiik bir bilgi bankasinin olusmasiyla genotipik analizler fenotipik analizlere gore
¢ok daha dogru ve kesin sonuglar vermektedir. Bu yontemlerde canlilarin molekiiler
diizeyde yakinliklar1 incelenir. Materyal olarak genomik ve mitokondriyal DNA ve
tizerindeki gen bolgelerinden biri veya bir kagi secilerek ¢alismaya baslanir. DNA
dizilimleri belirlenip karsilastirilarak filogenetik ve popililasyon genetigi lizerine

bir¢ok sonuca varilabilir.

Daha onceden bilinen ve klasik taksonomik yontemlerle ¢dzliime kavusturulamayan
bircok sistematik problem, molekiiler verilerden elde edilen deliller sayesinde
asilabilmektedir. Bu amagla kullanilan yontemlerden birisi de mtDNA dizi
Analizi’dir. Bu tlir ¢aligmalarla, taksonlarin ilgili gen bolgeleri cogaltilip baz
polimorfizmine  bakilarak  taksonlar  arasindaki akrabalik  dereceleri
belirlenebilmektedir. Geleneksel taksonomik yontemlerin verilerini desteklemek
amaciyla kullanilan; anatomik, morfolojik, sitolojik ve karyolojik verilerin yaninda,
giiniimiizde molekiiler veriler kullanilarak c¢ok sayida takson iceren gruplarin

sistematik problemlerinin ¢ézlimiine katki saglanmaktadir.

Molekiiler sistematikte; DNA-DNA hibridizasyonu, Protein markirlar1 ve PZR’a
dayali teknikler kullanilmaktadir. Son zamanlarda PZR’a dayali teknikler sistematik
calismalarda daha ¢ok kullanilmaya baslanmistir. Bunlar RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragments Length Polymorphysms),
Mikrosatellit gibi 6zel tekniklerdir (Tez 2011). 12S ve 16S rRNA gen bolgeleri de
PZR ile ¢ogaltilarak sistematik ¢aligmalarda kullanilan bolgelerden ikisidir.
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1.4.1. Filogenetik Analiz

Tiir gruplan arasindaki genetik baglar1 ve iliskileri (evrimsel akrabaligi) arastiran
Filogenetik, belirli karakterleri (morfolojik ve/veya genetik) inceler ve benzer
karakterleri tasiyan organizmalarin genetik olarak birbirine yakin olduklari
varsayimindan yola ¢ikar. Molekiiler filogenetik kavrami ise glinimiizde DNA ve
protein dizilerini de i¢ceren molekiiler veriler, tiirler arasi iligkileri analiz etmek igin
kullanilir. Genomlar, mutasyonlarin birikmesi ile evrimlesirler ve farkl
organizmalarin genomlar1 arasindaki niikleotid dizisi farki, iki genomun birbirinden
ayrilma zamanini yansitabilir. Farkli genomlar1 karsilagtirarak aralarindaki evrimsel

iligkileri ortaya ¢ikarmak miimkiindiir (Tez 2011).

1.4.2. Filogenetik Agac¢

Dizileme c¢aligmalar1 ile elde edilen bilginin 06zetlenmesi, gorsel olarak
anlagilabilmesi, evrimsel iligkilerin gorsel olarak ortaya koymak ic¢in filogenetik

agaclar cok yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Bir filogenetik agac, tiirlesme sirasini ve hangi taksonlarin yakin ya da uzak akraba
olduklarimi kaydeder. Agag, baslica bir diigiim (node) ve dallardan (branch) olusur.
Dallar, tiirlerin atasal populasyonlarinin zaman igerisindeki durumlarini gosterir.
Diiglimler ise bir tiiriin iki veya daha fazla tiirev populasyona ayrildigr noktaya
karsilik gelir (Freeman ve Herron 1999). Agactaki onciilii olmayan diigiim koktiir.
Kok ortak bir atayr temsil eder, agacin herhangi bir yerinde yer alabilir (Mount
2001). Filogenetik agacta her bir diigiim evrimsel siiregte ayrilan taksonomik bir
gruba karsilik gelir. Agacta dis dallar taksonlari, i¢ dallar ve diiglimler ise taksonlar
arasi iliskiyi yansitir. Birbiri ile yakin iligkili tlirler agacta birbirine komsu dallarda
yer almalar ile ayirt edilirler. Agac dallarinin uzunluklar genellikle dalda olusmus

degisikliklerin sayisini belirler (Mount 2001).

Filogenetik analizlerde ilk adim, incelenecek dizinin elde edilmesidir. Daha sonra bu
diziler istenirse, dizi bilgi bankalarindan alinan dizilerle karsilastirilabilir. Bu
dizilere, ¢cok genis arsivler iceren ve gilin gegtikge arsivleri biiyliyen GenBank ve

EMBL gibi 6zel veri tabani sistemlerinden ulagmak miimkiindiir (Mount 2001).
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1.5. Calismanin Gerekcesi ve Amaci

Gadidae tiirleri cogunlugu insan kaynakli olan kirlilik, kacak avcilik gibi baskilarla
kars1 karsiyadir. Bu gibi olumsuz nedenlerden dolayr bu tiir i¢in bir takim koruma
stratejileri gelistirilmemistir. Bu yiizden bu ¢alismada Gadidae tiirlerinin genetik
yapisinin belirlenmesi, mtDNA’nin farkli gen bdlgelerinin sekanslarini1 alarak
filogenetik yapilarinin ortaya ¢ikarilmast ve bu tiirleri birbirinden ayirt edici gen
bolgelerinin bulunmas1 amaglanmustir. Ozellikle Gadidae hakkinda filogenetik bir
calisma eksikligi mevcut olup yapilacak calisma ile bu baglamda bir referans ¢alisma

ortaya konmak istenmistir.

Bu ¢alisma ile elde edilecek verilerin en biiylik katma degeri, Tiirkiye sularinda
yaygin olarak bulunan ve avcilig1 yapilan Gadidae tiirlerinin uygun genetik belirteg
(sekans dizilimi) kullanilarak filogenetik yapilanmalarin1 kapsayan konular

(GenBank verileri de dahil) karsilastirilarak ortaya konmustur.

Gadidae tiirleri yalniz iilkemiz sularinda degil Akdeniz, Ege ve Karadeniz’e kiyisi
bulunan diger iilkelerde de dagilim gosterdiginden, bu calismanin sonuglart ayni
zamanda bu ilkelerdeki arastirmacilara da kaynak olusturacak ve ayrintili

degerlendirmeler yapabileceklerdir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Calo-Mata ve ark. (2003) calismalarinda PZR teknigini, gadoid tiirlerine ait
mitokondriyal sitokrom b geninden 464 bg’lik amplikon elde etmek ve bu
sekanslarin Gadoid tiirlerini ayirt etme yetenegini tespit etmek icin kullanilmistir. On
alt1 farkl tiire ait bu fragmentin sekansi, genetik uzaklik metodu kullanilarak analiz
edilmis ve polimorfik bolgeler belirlenmistir. Fragmentin orta derece polimorfik
oldugu gozlenmis ve bu durum da tiirlerin birgcogunun farklilasmasina yol agmustir.
Tamura-Nei uzakligi kullanilarak olusturulan filogenetik soy agaci Gadidae
tiirlerinin tanimlanmasi i¢in kullanilmis ve Gadus ogac ve Gadus macrocephalus
disindaki biitlin tiirler net bir sekilde farklilagmistir. Ayrica yazarlar elde edilen
sekans sonuglarina gore, ii¢ restriksiyon enzimi (Dde I, Hinc Il ve Nla Il1) belirli
kesim morflarini tespit etmek i¢in se¢ilmis ve 15 Gadoid tiiriiniin farkliligin1 sekans

analizinden daha hizli ve ucuz bir sekilde ortaya koymuslardir.

Aranishi ve ark. (2005), calismalarinda ticari deniz {iriinleri olan 3 yakin akraba
Gadoid tiiriiniin (Alaska Pollack Theragra chalcogramma, Pasifik morinas1t Gadus
macrocephalus ve Atlantik morinasi Gadus morhua) varligini tanimlamak amaciyla
hizli PZR-RFLP analizini optimize etmislerdir. Mitokondrial sitokrom b genini
kodlayan 558 bg¢’lik kisminin PZR amplifikasyonu i¢in Gadoid iiniversal primerler
dizayn edilmistir. Bu PZR-RFLP analizinin, basit, hizli ve giivenilir oldugundan
ticari deniz iirlinleri arasinda ekonomik olarak énemli 3 Gadoid tiiriiniin hileli olarak

birbirlerinin yerine kullanilmasini belirlemek i¢in uygulanabilecegi belirtilmistir.

Bakke ve ark. (2005), Sitokrom b geni ve ribozomal RNA kiiciik ve biiyiik alt
tinitelerinin se¢ilmis bdlgelerinin mitokondrial DNA sekansini, Gadidae familyasina
ait 8 genus’u temsil eden 10 tiir ve 5 farkli Gadiform ailesini temsil eden 10 tiir igin
karsilagtirmislar ve yaptiklar filogenetik analizlerle Gadiculus’un en bazal Gadid
cinsi oldugu ve Trisopterus ve Micromesistius’un nispeten daha alt bazal bir dalim
olusturdugunu ortaya c¢ikarmiglardir. Lotidae familyasinin Gadidae ile en yakin
iligkili aile oldugu tespit edilmistir. Yazarlar farklilasma zamanin tahmini ile,
Gadiculus ve diger Gadid genuslar1 arasindaki en eski Gadidae sapmasinin 20

Milyon yil dnce gergeklestigini, Gadus, Boreogadus, Merlangius, Melanogrammus
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ve Pollachius tiirlerini i¢ine alan dalin yaklagik 12 milyon yil 6nce Trisopterus /

Micromesistius dalindan uzaklagtigini da tespit etmislerdir.

Roques ve ark. (2006), ¢alismalarinda ilk defa Gadidae familyasi iiyelerinden mezgit
(Merlangius merlangus) ve haddock’un (Melanogrammus aeglefinus) tim
mitokondriyal genomun sekansini almiglar ve Gadidae ailesinin diger yakin akraba
tirleriyle detayl karsilastirmalar yapmislardir. Mitogenomun tamami yeni dizayn
edilmis spesifik internal primerler kullanarak cogaltilmis ve sekans analizi
yapilmistir. Mezgit ve haddock i¢in sirasiyla 16.569 bg ve 16.585b¢ oldugu tespit
edilen Mitokondriyal genom uzunlugu Atlantik morinas1 (Gadus morhua, 16.696
b¢), Walleye pollock (Theragra chalcogramma, 16.570 bg) i¢in 6nceden bildirilen
uzunluklar i¢inde yer almistir. Calismada iki tiir i¢in elde edilen gen diizeninin ¢cogu
omurgalida gozlenen gen diizeniyle uyum i¢inde oldugu gézlenmistir. Yazarlar, daha
onceden Gadiformes’in diger tiirleri icin de aciklandigi gibi tRNA™ ve tRNAP™
genleri arasinda (sirastyla mezgit ve haddock i¢in 100 ve 70 b¢ uzunlugunda) yer
alan ara bolgeler tespit etmislerdir. Dort farkl tiire (M. merlangius, M. aeglefinus, G.
morhua ve T. chalcogramma) ait mitogenomun niikleotit ve aminoasit farkliliklari
kullanilarak, Gadidae tiirleri arasinda benzer mtDNA mutasyon bolgeleri aragtirilmas,
Gadidae tiirleri ve genler arasinda karsilastirmali olarak mtDNA mutasyon yapilari
ayrintili olarak incelenmis ve tiim genoma ait veri kiimesi ile karsilastirildiginda, dort
tir arasinda beklenen filogeniyi gosteren, protein kodlayan, transfer RNA ve

ribozomal RNA genlerinin performans: test edilmistir.

Di Finizio ve ark. (2007) ¢alismalarinda, farkli biyocografik kokeni ve ticari 6nemi
olan yedi gadoid tiirtinii (Gadus morhua (Atlantik Okyanusu); Trisopterus minutus
capelanus, Trisopterus minutus minutus, Molva elongata, Phycis blennoides,
Micromesistius  poutassou  (Atlantik Okyanusu ve Akdeniz); Theragra
chalcogramma (Pasifik okyanusu) tamimlamak i¢in PZR-RFLP analizi
uygulamislardir. Mitokondriyal 12S ve 16S rRNA genlerine ait olan sirasiyla 430 ve
630 b¢’lik 2 DNA fragmenti, PZR ile yiikseltgenmis ve alinan direkt sekanslari
Gadoid tiirleri arasinda énemli bir genotipik farklilik bulundugunu ve tiir ayrimin da
kullaniminin faydali oldugunu gostermistir. 16S rRNA geninin PZR {irtiniiniin Mval
veya Bsh1285I kesici enzimleriyle kesilmesi ve takibinde kesilen iirtinler i¢in yapilan

agaroz jel elektroforezi spesifik kesim profili vermis ve bu da analiz edilen tiirlerin
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belirlenmesini miimkiin kilmistir. Yazarlar, PZR-RFLP yonteminin, ¢alisilan Gadoid

tiirlerinin net ve hizli bir sekilde ayirt edilmesini sagladigini ifade etmislerdir.

Breines ve ark. (2008) yiiriitmiis olduklar1 c¢alismada Morina balik tiirii olan
Arctogadus glacialis ve Boreogadus saida (Ordo; Gadiformes, Familya; Gadidae)’da
tiim Mitokondriyal genomun sekansini almislar ve 16.644 ve 16.745 bg’lik toplam
mitokondriyal genomun bu giine kadar analiz edilmis tim omurgalilarla ayn1 37
yapisal gen seti igerdigini tespit etmislerdir. Yazarlar A. glacialis, B. saida ve ilave
olarak Gadidae cinsinin 4 temsilcisinin mitokondriyal kontrol bdlgelerinin
incelenmesi sonucunda A. glacialis tiirtinde tekrar bolgeleri de igeren son derece
degisken bolgeler belirlemislerdir. Tiim Mitokondriyal genomun sekansina bagli
olarak yapilan mitogenomik filogeny A. glacialis ve B. saida ‘nin kardes takson

oldugunu destekledigini ortaya koymuslardir.

Bertoja ve ark. (2009) ¢alismalarin da, Italya’nin baz1 bolgelerinde geleneksel olarak
tiketilen yiiksek fiyatli ve Norveg’te yakalanan ve kurutulan Gadus morpha tiirtiniin
ticari degerini korumak i¢in “kurutulmus balik” terimini yalmizca bu tiir icin
kullanilmast zorunlulugunu getirmistir. Bu c¢alisma ticari dneme sahip Gadiform
tirlerini dikkate alarak Gadus morhua’nin etkin bir sekilde tanimlanmasi igin
gelistirilmis bir real-time PZR testinin sonuglarini igermektedir. Gelistirilen bu PZR
metodunun kullanimiyla, Italya’nin gesitli bolgelerinden toplanan 437 Ornekte
etiketleme ydnetmeligine uyulup uyulmadigim dogrulamak ve Italyan kurutulmus
balik pazarinda dolandiricilik olaylarini rapor etmek iizere uygulanmis ve yliksek

dogruluk oraniyla hizli ve ekonomik tiir tespiti yapilmistir.

Roa-Varon ve Orti (2009) Gadiformes tiirleri arasindaki subordo, familya ve
subfamilya seviyelerinde filogenetik hipotezlerin tartismali oldugunu ileri stirmiisler,
bu sorunu ¢ozmek i¢in Ordo igindeki monotipik aile Lyconidae disindaki tiim
familya ve subfamilyalar1 temsil edecek sekilde 6rnekleme yapmislar ve bu 6rnekler
de niikleer ve mitokondriyal DNA (mtDNA)’nin, sirastyla RAG 1, 12S ve 16S
subunitlerinin sekanslarin1 analiz etmislerdir. Bu g¢alismada 46 cinsten 117 tiir
orneklenmis, Ordo i¢inde tanimlanmis tiirlerin %20’sini igeren (Ordoda ki tiim
cinslerin %60’1indan fazlasi) ve her tiir icin 2740 b¢‘lik DNA sekans verisi elde

edilmistir. Arastiricilar yapmis olduklar1 analizin alternatif hipotez olan aileler arasi
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kardes-grup iliskileri haricinde, Ordo i¢in Onerilen ailelerin ¢ogu Gadiformes

monofili dogrulamada basarili oldugunu ortaya koymuslardir.

Coucheron ve ark. (2011) Gadidae familyasindan 10 morina baliginin mitogenom
sekanslarini ve 3 yeni tiirden (Saithe, Pollack ve Mavi mezgit) tiim sekanslarini
alarak analiz etmislerdir. 10 poli (A) transkriptinden ve posttranskripsiyonel
poliadenilasyon tarafindan iiretilen alti UAA stop kodonlarindan olusan bir set ile
Saithe ve Atlantik morina baliginda mitokondriyal mRNA karakterizasyonunu
belirlemislerdir. Bu c¢alisma omurgalilar arasinda mitokondrial RNA islemlerinde

genel bir evrimsel korunmay1 desteklemektedirler.

Sonu¢ olarak, bu sekildeki karsilagtirmanin diisikk seviyedeki farkliliklarda
mtDNA’nin niikleotit degisim yapisinin anlasilmasinda oldugu kadar, Gadidae

familyasinin filogenetik analizi i¢in faydali olacag belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alismanin konusu kiyilarimizda yasayan Gadoid tiirlerine ait mitokondriyal 12S
rRNA ve 16S rRNA gen bolgelerine ait sekanslar elde edilerek filogenetik
analizlerinin yapilmasidir. Calisma kapsaminda iilkemizde dagilim gosteren 10 tiir ve
her tiirden 5’er 6rnek ile ¢alisilmasi planlanmig fakat baz: tiirlerden yeterli ya da hig
ornek bulunamamasi nedeniyle 7 tiir ve bazi tiirlerden daha az sayida ornek ile

calisma gerceklestirilmistir.

3.1.1. Ornekleme Cahsmalar:

Ornekler Karadeniz’de Samsun, Ordu, Giresun, Sinop ve Trabzon balik hallerinden,
Marmara’da Istanbul balik hali, Ege ve Akdeniz igin ise Izmir Bornova balik

halinden ticari amagla yakalanmig baliklardan satin alinarak temin edilmistir.

Tiirkiye’de Karadeniz, Akdeniz, Marmara ve Ege Denizi kiyilarindan, 8 ayri
lokaliteden (Sekil 3.1.) 7 tiire ait 109 6rnek toplanmis ve Phycis phycis disindaki
tirlerden 5’er ornek, Phycis phycis tiirinden ise elde edilebilen 1 Ornek
kullanilmistir. Ornekleme yapilirken yalnizca uygun boyutlarda bulunan &rnekler
%098°1ik etanole konarak fikse edilebilmis, daha biiyilik olanlar sahada tiir tayinleri
yapildiktan sonra yalnizca kaudal yiizgeclerinden yaklasik olarak 2cm? kesilerek

1,5ml’lik eppendorf tiiplerde %98’lik etanole konularak laboratuvara tagmmustir.

Sekil 3.1. Orneklerin toplandig1 lokalitler. 1- Trabzon; 2- Giresun; 3- Ordu; 4- Samsun; 5-
Istanbul (Marmara); 6- Canakkale; 7- Izmir (Yeni Foca, Foga ve Karaburun); 8-
Aydin (Kusadasr).
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3.2. Yontem
Ornekleme calismalar1 sonrasi laboratuara getirilen doku drneklerinden sirasiyla;

-Toplam DNA’nin eldesi,

-Jel elektroforezi ile DNA kalite kontrolii
-PZR ile amplifikasyon

-PZR firiinlerinin jel elektroforezinde kontrolii

-Sekans analizi ve elde edilen verilerin degerlendirilmesi islemleri uygulanmastir.
3.2.1 Toplam DNA’nin Eldesi

DNA izolasyonu %98’lik etanol’de saklanan 6rneklerin kaudal yiizge¢ dokularindan
yaptlmistir.  Toplam DNA’nin  ekstraksiyonunda fenol/kloroform  yontemi
kullanilarak gerceklestirildi. Kaliteli ve optimum DNA eldesi i¢in yaklasik olarak 2
mm? biiyiikliigiinde ve 100 mg doku 6rnegi kullanildi. Kiigiik pargalara boliinmiis
doku 6rnegi 1.5 ml’lik Eppendorf tiiplere konulmadan 6nce kagit mendil {izerinde 1—
2 dakika bekletilerek etanolun u¢masi saglandi, daha sonra Eppendorf tiiplere 500 ul
Homojenizasyon ¢ozeltisi eklenerek vorteks yardimiyla karistirilip santrifiij yapilarak

55°C’de 12 saat sarsakli inkiibatore konarak homojenizasyon islemi yapildu.

Dokular 1 saat arayla kontrol edilerek vortekslendi. Homojenize olmus Ornekler
santrifiij yapilarak iist kisim yeni tiiplere aktarildi. 500 pl bufferlanmis phenol ilave
edilip elle tabakalagma kaybolana kadar ters-diiz edilerek karistirildi. 13.000 rpm’de
5 dk. Santrifiij yapilarak iistte olusan faz, orta faza zarar verilmeden dikkatli bir
sekilde pipet yardimiyla yeni tiplere alindi. Bu yeni tiplere 500 pl
Kloroform:Isoamil alkol ( 24:1 ) ilave edilip yine elle ters diiz edilerek karistirilarak
3dk. oda sicakliginda bekletildi ve yeniden ters diiz edilerek 10.000 rpm’de 2dk.
santrifiij edildi. Olusan iist faz yine pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde yeni tiiplere
aktarilarak, 1/10 oraninda 3M NaOAc ( pH=5.2 ) ¢oktlirme i¢in eklendi. Daha sonra
tiiplere hacmin 2 kat1 kadar %98’lik soguk ethanol eklenerek elle ters diiz ederek
veya parmakla vurarak karigsmasi saglanip DNA goézlemlendi. Tiim tiiplerde bu islem
tamamlandiktan sonra sogutmali santrifiijde +4°C’de 12.000 rpm’de 20 dk. santrifiij
edilerek DNA nin peletlenmesi saglanmig ve daha sonra tiiplerin igerisindeki alkoller

dikkatli bir sekilde dokiilmiis ve kurumalar1 i¢in 5 dk. oda sicakliginda kagit havlu
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tizerinde bekletilmistir. Daha sonra orijinal hacmin iki kat1 (700 ul ) %80 soguk
ethanol ilave edilip oda sicakliginda 5 dk. inkiibasyona birakilarak DNA yikanmasi
saglanmis ve 12.000 rpm’de 5 dk. santrifiij yapildiktan sonra tekrar alkol dikkatli bir
sekilde dokiilerek yeniden kurumaya birakilmistir. Son olarak tiiplere 300 ul TE
pH=8 ( 10mM Tris ve 0,1 mM EDTA) buffer ilave edilerek DNA’nin ¢oziilmesi
saglanmig ve saklanmak iizere +4°C’de sogutucuya kaldirilmistir (Ciftci 2006).

3.2.2. Elde Edilen DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

Pelet halindeki DNA ¢ozildiikten sonra agaroz jelde biitiinliigli kontrol edilmistir.
Kullanilacak tankin hacmi i¢in yapilan hesaplamalara gore %0.8’lik 130 ml jel
hazirlandi. Bunun i¢in 123.5ml saf su 6,5ml 20x TBE ile karistirilarak 1.04gr Agaroz
homojen bir sekilde eriyinceye kadar mikrodalga firina kondu. Agaroz tiimiiyle
eridikten sonra 4pul ethidium bromide konarak karistirildi ve jel kiivetine dokiilerek
tim kabarciklar temizlendikten sonra ornek sayisina uygun taraklar yerlestirilerek
donmaya birakildi. Donma gerceklestikten sonra jel {izerine az miktar 1xXTBE buffer
dokiildiikten sonra taraklar c¢ikarilarak kiivet tank icine uygun sekilde yerlestirilip

tank tizerinde belirtilen ¢izgiye kadar 1XTBE buffer ile dolduruldu.

+4°C’ye kaldirilan ornekler parafilm iizerinde distile su ve Loading Dye (Cizelge
3.1.) ile pipetajlanarak jel {izerindeki kuyucuklara yiiklendi ve 100V’da 60 dakika
yiriitillerek UV goriintiileyici altinda bantlar gbzlenerek DNA varligi ve Kalitesi
gozlendi (Sekil 3.2.). Uygun kalitede bant veren ornekler sekans icin PZR’a
hazirlanmak tizere ayrildi, uygun bant vermeyen ornekler i¢in farkli numunelerden

ekstraksiyon yenilenerek bu islemler tekrarlandi.

Cizelge 3.1. Jele yliklemek i¢in kullanilan ¢ozelti ve 6rnek miktarlar:

Her bir 6rnek icin  Miktar

DNA o6rnegi 3ul
Distile su 2ul
6xLoading Dye Tl
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Sekil 3.2. Ekstraksiyon sonrasi jelde yiiriitiilen DNA 6rneklerinin UV altinda
gorlntist

3.2.3. Mitokondriyal DNA 12S rRNA ve 16S rRNA Gen Bolgelerinin PZR ile
Amplifikasyonu

Gadidae orneklerinden elde edilen mitokondriyal DNA’nin 12S rRNA ve 16S rRNA
bolgeleri, bu bolgeler i¢in baska arastiricilar tarafindan gelistirilen primer setleri
(Cizelge 3.2.) kullanilarak Thermal Cycler (TC PLUS, TECNE) yardimiyla
cogaltilmistir. Yiikseltgeme islemi her bir 6rnek DNA’s1 ile birlikte 50 pl’lik PZR
karisimiyla yiiriitiilmiis ve sirasiyla; forward ve reverse primerler, PZR Master Mix,
2X (PROMEGA) (Reaksiyonbuffer (pH 8,5) icinde, dnceden karistirilmis olarak; 50
tinite/ml TagDNA Polimeraz enzimi, 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dCTP,
400 uM dTTP, 3 mM MgCl. bulunmaktadir) ve ddH20 karisimindan olusan kokteyl
soliisyon hazirlanmig ve 0,5 ml’lik PZR tiplerine dagitilmistir (Cizelge 3.3.).
Omneklerin spesifik gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda Cizelge 3.4.’de verilen PZR

programlari, yapilan optimizasyon denemelerinde tatmin edici sonuglar vermistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan mtDNA segmentleri ve primer sekanslari

MDNA Primer Dizisi Kaynaklar
Segmenti
F: 5>-AAACTGGGATTAGATACCCCACTAT-3’
12S rRNA
R: 5-GAGGGTGACGGGCGGTGTGT-3’ (Palumbi 1996,
Di Finizio ve
F: 5>-GCCTGTTTATCAAAAACAT-3’ ark.2007)
16S rRNA

R: 5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’
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Cizelge 3.3. 125 ve 16S rRNA bélgelerinin ¢ogaltilmasi igin belirlenen
PZR karisiminin bilesenleri ve miktarlar

PZR Bilesenleri

Miktar

12S rRNA 16S rRNA

Reaksiyon Buffer

50u/ml Tag DNA Polimeraz

3mM MgCl; 25ul 25ul
400uM dNTPs (dGTP, dCTP,

dATP, dTTP)

Forward Primers (10pmol/ul) | Sul 5ul
Reverse Primers (10pmol/pul) | Sul 5ul
DNA 10ul 10ul
Nuclease Free Water (NFW) 5ul 5ul
Toplam 50ul 50ul

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan PZR programlari

PZR Kondisyonu

Segment

12S ve 16S rRNA

Sicakhik ‘C)  Siire  Dongii Sayisi
Birinci denatiirasyon 95 2 dk 1
Denatiirasyon 95 45 sn
Baglanma 52 55sn } 30
Yeni zincir sentezi 72 1.5dk
Final zincir sentezi 72 5 dk 1

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi ile Cogaltilan Gen Bélgelerinin Gézlenmesi

Gen bdolgelerinin ¢ogaltilip ¢ogaltilamadigi Agaroz Jel Elektroforeziyle kontrol
edilmistir. DNA pargalar1 biiyikliiklerine gore jel icinde farkli hizla hareket
ettiklerinden ytirtitiilecek materyale gore jel konsantrasyonu ayarlanmistir. PZR

riinlerinin istenilen gorlintliyli vermesi igin jel konsantrasyonu %]1.2 olarak

belirlenmistir.

Ardindan 3 pl PZR iriind, 2 ul NFW ve 1 pl 6x Loading Dye parafilm iizerinde
karistirtlmis ve agaroz jelin kuyucuklarina yilikleme yapilmistir. Tiim yiiklemeler

bittikten sonra 100V’da gerilimde 45dk yiiriitme yapilmis ve UV goriintiileyiciyle

gozlenerek sekansa gonderilecek 6rnekler belirlenmistir (Sekil 3.3.).
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1500 b
1000 b

500 b

Sekil 3.3. PZR sonuglarinin jel elektroforezinde 12S
rRNA gen bolgesine ait jel goriintiisii

3.25. PZR Uriinlerinin Dizi Reaksiyonu, Dizilerin Elde Edilmesi ve

Hizalanmasi

Mitokondrial gen bdlgelerinin ¢ogaltilmasinda doku 6rneklerinden elde edilmis total
DNA kullanilmistir. Mitokondriyal DNA’nin farkli gen bolgeleri (12S rRNA ve 16S
rRNA) PZR ile cogaltilmistir. PZR ile ¢ogaltimda reaksiyon basina kullanilacak
DNA kalip miktari, MgClz, primer ve dNTP konsantrasyonlar1 optimize halde gelen
¢ozelti kullanilarak saglanmistir. PZR iriinleri ve primerler dizi analizi yapilmasi
icin paketlenerek Giiney Kore’deki Macrogen firmasina gonderilmistir. Uriiniin
saflastirilmast  ve okunmasi burada yapilmistir. BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) kullanilarak, dizi iirtinleri ABI 3730XL
kapillar otomatik sekans aletinde yiiriitiilmiis ve elde edilen ham veriler internet

yoluyla alinmstir.

BioEdit (Hall 1999) programi kullanilarak her 2 gen bolgesi igin elde edilen ham
diziler her bir birey i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Her bir birey i¢in Forward ve
Reverse okuma grafikleri karsilikli acilmis ve en dogru okumalar karsilastirmali

olarak dogrulanmistir.

Dogrulama sonucunda her bir birey i¢in consensus verisi elde edilmis ve ¢alismalar

bu consensus dizilimleri lizerinden yliriitiilmustiir.
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3.2.6. Genetik Verilerin Analizi

Her gen bolgesi kendi i¢inde ayr1 ayr1 hizalanmigtir. Bireylere ait 12S ve 16S rRNA
dizi dosyalar1 GenBank verileri ile BioEdit (Hall 1999) icindeki Clustal W
(Thompson ve ark. 1994) modiilii kullanilarak hizalanmistir. 12S rRNA geninin
Pyhcis tiirlerinde 436 bg, digerlerinde 432 bg ve 16S rRNA geninin Merlangius,
Trisopterus tiirlerinde 612 bg, Merluccius, Phycis tiirlerinde 613 bg ve Gaidropsarus
tiirlerinde 618 bg¢’lik diziler elde edilmistir.

mtDNA gen bolgelerine ait sekanslarin ilk mukayesesi BioEdit (Hall 1999) programi
yardimiyla daha onceden GenBank veri tabanina girilen ilgili sekanslara karsilik
yapilmistir. Baz dizilerinin gerekli formatlara doniistiiriilmesi ClustalW (Thompson
ve ark. 1994) programlar1 ve aga¢ dosyalarini goriintiilemek i¢in TreeView programi
kullanilmistir. Elde edilen 12S ve 16S rRNA genlerine ait DNA baz dizileri 6nce
Nexus (Maddison ve ark. 1997) formatina doniistiiriilmiis, Network 4.6 (Fluxus
Technology Ltd. 1999-2014) programi ile tiir igi varyasyonu gosteren bir ag
olusturulmustur. Niikleotit igerigi ile ilgili istatistikler, haplotip sayisi, haplotip ve
niikleotit degisim degerleri ve molekiiler haplotipler arasindaki mutasyon miktari

DnaSP 3.15 (Rozas ve Rozas 1999) programi kullanilarak belirlenmistir.

12S ve 16S rRNA gen bolgeleri i¢in hizalanmis sekanslar, BioEdit programiyla
FASTA olarak kaydedilmis, DnaSP programiyla acilip NEXUS formatinda tekrar
kaydedilmistir. DnaSP programiyla haplotipler ve haplotip frekanslar: belirlenmis ve
kaydedilmistir. Yine ayn1 program ile niikleotit ¢esitliligi belirlenmistir. jModeltest
v.0.1 (Posada 2008) programinda kullanilmak iizere veri setleri PHYLIP formatinda
kaydedilmistir.

DNA dizilerinin analizinde, 6zellikle filogenetik agaglarin olusturulmasinda ve
evrimsel parametrelerin tahmininde baz degisim modelleri sik¢a kullanilmaktadir.
Dogru modelin se¢imi, jModeltest v.0.1 (Posada 2008) programiyla saglanmustir.
Jmodelteset programinda FASTA formatindaki veriler girilerek Maksimum Olasilik
(Maximum Likelihood) analizi igin iki gen bolgesine ayri ayr1 Modeltest
uygulanmistir. Her iki gen bolgesi i¢in jModelTest v.0.1 (Posada 2008) programi
kullanilarak yapilan Akaike Information Criterion (AIC) ve Bayesian Information

Criterion (BIC) analizleri, veri seti i¢in en uygun baz degisim modellerinin sirasiyla
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12s rRNA gen bolgesi igin TIM2+G ve TIM2ef+G, 16S rRNA gen bolgesi iginse her
iki modelin de TIM3+G oldugunu ortaya koymuslardir. Belirlenen modeller PHYML
v. 3,0 (Guindon ve Gascuel 2003) programinda PHYLIP formatinda agilan belge
kullanilarak AIC (Akaike 1974) ML agaci ¢ikartilmistir. Neighbor-Joining ve
Maksimum-Likelihood analizlerinde en yiiksek Bootstrap degerlerini veren evrimsel

model ile olusturulan agaclar kullanilmistir.

Elde edilen baz dizileri, Genbank’tan alinan aym1 ve yakin iliskili tiirlere ait
sekanslar da eklenerek PAUP 4.0b10 (Swofford 1998) paket programi kullanilarak
Maksimum Parsimoni ve NJ agaglar1 ¢ikarilmis, PHYML v. 3,0 (Guindon ve
Gascuel 2003) programi ile Maximum Likelihood analizleri yapilmis ve Mega6
(Tamura ve ark. 2013) programi ile genetik uzaklik matrisleri hesaplanmistir.
Maksimum parsimoni analizi ile bulussal (Heuristic Search) metoda goére 10000
rastgele ilave tekrarlar olusturulup, se¢ bagla testi ile 1000 tekrar yapilmistir. Bu
analiz i¢in, GenBank veritabanindaki yakin ilgili Gadidae tiyesi Physiculus japonicus
dis grup olarak kullanilmistir. Belirlenen haplotipler, Sequin (Sequin Application

Version 7.35) programi yardimiyla GenBank veri bankasina girilecektir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. DNA Dizin Analizi

Bu ¢alismada 5 iI’den temin edilen Gadidae familyasina ait toplam 7 tiirden 12S
rRNA geninin Pyhcis tiirlerinde 436, digerlerinde 432 bazlik kismi ve 16S rRNA
geninin Merlangius ve Trisopterus tiirleri i¢in 612, Merluccius ve Phycis tiirleri igin
613 ve Gaidropsarus tiirleri igin 618 b¢’lik sekansi i¢in DNA dizi analizi yapilmistir.
Calisilan gen bolgeleri icin 7 Gadoid tiirlinden dizi analizi yapilan birey sayisi

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Gadidae familyasina ait 7 tiirden 12s ve 16S rRNA
genleri i¢in dizin analizi yapilan birey sayisi

Tiirler 12s rRNA 16s rRNA
Merlanigus merlangus euxinus 5 5
Trisopterus minutus capelanus 5 5
Merluccius merluccius 4 5
Gaidropsarus vulgaris 5 5
Gaidropsarus mediterraneus 5 3
Phycis blennoides 5 5
Phycis phycis 1 1
TOPLAM 30 29

4. 2. mtDNA 12s rRNA Gen Bolgesi

4.2.1. 12S rRNA Dizin Varyasyonu, Haplotip ve Niikleotit Ozellikleri

Yedi tiir icin mtDNA 12S rRNA gen bolgesi toplam 30 bireyden ylikseltgenmistir
(Cizelge 4.1). Belirlenen niikleotit pozisyonlarinin Phycis tiirleri i¢in 349°u (%80.04)
sabit, 87’s1 (%19.96) degisken, diger tiirleri icin 345’1 sabit (%79.96), 87’si (%20.14)
degiskendir. Degisken karakterlerin 52’si (%59.77) parsimonik bilgi verici
karakterdir. Caligilan tiim Orneklerde 64-179 bazlar1 arasinda, 116 b¢ uzunlugunda
korunmus bolge tespit edilmistir. Elde edilen matrikste baz kompozisyonlari

A:%29.8, C:%25.8, G:%22.8 ve T:%21.6 olarak belirlenmistir.

12S rRNA boélgesinin dizin analizi ile toplam 6 farkli haplotip belirlenmistir.
Network4.6 (Fluxus Technology Ltd. 1999-2014) programina girilen verilerle bir
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network olusturulmustur. Haplotipler arasi iliskileri gosteren bir sonu¢ vermistir
(Cizelge 4.2. ve Sekil 4.1.). Bes adet Merlangius merlangus euxinus bireyinin analizi
ile yalniz bir haplotip tespit edilmistir. Benzer sekilde diger tiirler i¢in de calisilan

tiim haplotipler, ayni haplotipler i¢inden yalniz birer 6rnekle temsil edilmistir.

Cizelge 4.2. 12S rRNA gen bolgesi haplotip bilgileri

Haplotipler  Tiirler (6rnek no) Ornek sayisi
Hapl M. merlangus euxinus 5
Hap2 T. minutus capelanus 5
Hap3 M. merluccius 4
Hap4 G. vulgaris 10
G. mediterraneus
Hap5 P. phycis 3
P. blennoides (1,4)
Hap6 P. blennoides (2,3,5) 3

12S geni dizini ile elde edilen haplotipler M. merlangus euxinus Hapl dizini referans
olarak alinarak karsilastirildiginda bu segmentle ayni polimorfizmi gosteren
haplotiplerde 67’si transversiyonal 120’si transisyonal baz degisimi ile farklilasan
toplam 87 degisken niikleotit pozisyonu tamimlanmistir (Cizelge 4.3.). Tirler
arasinda, Trisopterus minutus capelanus‘da 19 transisyonal ve 2 transversiyonal,
Merluccius merluccius’da 25 transisyonal ve 20 transversiyonal, Gaidropsarus
vulgaris ve Gaidropsarus mediterraneus’da 15 transisyonal ve 13 transversiyonal,
Phycis phycis ve Phycis blennoides’de 2 o6rnekte 31 transisyonal ve 16
transversiyonal, 3 ornekte ise 30 transisyonal ve 16 transversiyonal degisim tespit
edilmistir. Sonug olarak, 12S geni i¢in transisyonlar transversiyonlardan daha yaygin

olmakla birlikte transisyon/transversiyon orani 1.791 olarak gerceklesmistir.
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Physiculus japonicus

Sekil 4.1. Gadidae tiirlerinin 12s rRNA geni i¢in Network 4.6 (Fluxus Technology Ltd.
1999-2014) programu ile olusturulan haplotip agi. (Hapl, M. merlangus euxinus;
Hap2, T. minutus capelanus; Hap3, M. merluccius; Hap4, G. vulgaris ve G.
mediterraneus; Hap5, P. phycis ve P. blennoides (1-4 no’lu érnekler); Hap6, P.
Blennoides (2-3-5 no’lu 6rnekler) ve P. japonicus dis grup)

Ayrica, G. vulgaris, G. mediterraneus, P. phycis ve P. blennoides disinda her bir tiir
icin tlire 6zgli niikleotit pozisyonlar1 belirlenmistir. Hap1’de 8 (4 adet C-T, 2 adet A-
T, 1 adet T-A ve 1 adet G-T), Hap2’de 20 (4 ad. T-C, 4 ad. A-C, 3 ad. C-T, 2 ad. C-
A 2 ad. A-T, 2 ad. G-C, 1 ad. T-G, 1 ad. G-A ve 1 ad. A-G) ve son olarak Hap3’de
10 (3 ad. A-G, 2 ad. T-C, 2 ad. A-T, 1 ad. A-C, 1 ad. C-A ve 1 ad. C-T) niikleotit
pozisyonunda, bu tiirleri digerlerinden ayiran teshis niikleotit pozisyonlari tespit

edilmistir.

Analizler sonucunda elde edilen haplotipler igin haplotip gesitliligi Hd: 0.823 ve
niikleotit ¢esitliligi Pi: 0,09822 olarak bulunmustur. Tiirler aras1 niikleotit cesitliligi
ve niikleotit farkliklar1 (Cizelge 4.4.) DnaSP (Rozas ve Rozas 1999) programi ile

hesaplanmustir.
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Cizelge 4.3. Yedi Gadoid tiiriine ait 6 adet mtDNA 12s rRNA bolgesi haplotipinin degisken pozisyonlart. Noktalar, haplotip Hap1’deki
niikleotitlerle 6zdes pozisyonlar1 temsil etmektedir. Koyu bdlgeler tiire 6zgii niikleotit pozisyonlarin1 gostermektedir.

233334444445555566667778111111111111111222222222222222222222333333333333333333333444444
823462567891237802341576223677788888999023333334445556888999222223444445555578999000001
450737801389025430123673781675789356123452135673457839125145675

Hap 1 ATCGTTTGGTTTTACCACCATGCAGACTCATCTTACCCCAGGAAAATAACAAAACGAGATATTATTTTATTAAATAATGGCTCCTGC

Hap 2 .CT..CG..CCCG.T.G..CC..TCCAG....CC.A...G.CC...... A.T..T..... GCC.C.GCGCC.CC.GTGA.A. .TCC.
Hap 3 ..... C..A...A....T..CTAT...A..C.C.TA..... T..CG.G..... T....G....GC.G.G..... C....AAAT....
Hap 4 G..CCC.AA.CC..TTGTT.CA.T...ATC.T...ATA.G.C.C..C.G.G.C..C.A.GGCCTCCG..A.T..... C.AAC....T
Hap 5 G..CCC.AA.CC..TTGTT.CA.T...ATC.T...ATA.G.C.C..C.G.G.C..C.A.GGCCTCCG..A.T..... C.AAC....T
Hap 6 G..CCC.AA.CC..TTGTT.CA.T...ATC.T...ATA.G.C.C..C...G.C..C.A.GGCCTCCG..A.T..... C.AAC....T
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Cizelge 4.4. 125 rRNA gen bolgesi tiirler arasi niikleotit ¢esitliligi ve net niikleotit gesitliligi
(Alt diagonal dxy, Ust diagonal da)

Hap3

Hapl
Hap?2
P. japonicus

Hap4
Hap5
Hap6

Hapl 0 0.04861 0.10648 0.06713  0.10905 0.10673 0.22970
Hap2 0.04861 0 0.11574 0.08796  0.11601 0.11369 0.24362

Hap3 0.10648 0.11574 0 0.12037  0.13225 0.12993 0.23202
Hap4 0.06713 0.08796 0.12037 0 0.11369 0.11137 0.24130
Hap5 0.10905 0.11601 0.13225 0.11369 0 0.00229 0.22633

Hap6 0.10673 0.11369 0.12993 0.11137  0.00229 0 0.22633

P.japonicus 0.15349 0.15349 0.20000 0.17907  0.20602 0.20370 O

4.2.2. 12S rRNA Gen Béolgesi Filogenetik Ozellikleri

12S rRNA geni i¢in gen bankasindan (NCBI) alinan Gadoid 6rneklerine ait sekans
verileri (Cizelge 4.5.) bu ¢alismada Tirkiye sularindan elde edilmis 6 haplotipin
DNA dizileri birlikte degerlendirilmis ve mevcut durum ortaya konulmustur.
jModelTest v.0.1 (Posada 2008) programinda analiz edildiginde hiyerarsik olasilik
oran testlerine gore en uygun baz degisim modelinin AIC (Akaike 1974)’e gore
TIM2+G oldugu (-InL = 2399.8301, K=61) ve gamma shape degerinin 0,4490
oldugu bulunmustur. Ayrica analiz sonucunda olusan degerler filogenetik analizler
icin PAUP (Swofford 1998) ve PHYML v. 3,0 (Guindon ve Gascuel 2003)

programlari tarafindan kullanilmistir.

Parsimoni analizinde “Heuristic Search” algoritmasi kullanilmistir (Sekil 4.2.).
Bootstrap degeri 1000 olarak alinmistir. ML analizinde ise jModelTest v.0.1 (Posada
2008) programi kullanilarak en uygun model belirlenmis ve PHYML v. 3,0 (Guindon
ve Gascuel 2003) programinda bu model ve baz oranlar1 kullanilarak ML agaci
cikarilmigtir (Sekil 4.3.). NJ (Neighbour joining) (Sekil 4.4.) filogram: ve Kimura 2-
paremetre modeline (Kimura 1980)’ne gore tiirler arasi genetik uzaklik iliskisi

MEGA 6 (Tamura ve ark. 2013) programinda hesaplanmistir (Cizelge 4.6.).
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En diisiik genetik uzaklik 0.005 ile Hap5-Hap6 arasinda bulunurken en yiiksek
genetik uzaklik degeri ise 0.149 ile Hap4-Hap5 arasinda bulunmustur. Tim tiirler

i¢in ortalama genetik uzaklik 0.210 olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.5. 12S rRNA gen bolgesi i¢in GenBank’tan (NCBI)
alian sekans verilerine ait accession numaralari

Tiir Accession No
Physiculus japonicus AP004409.1
Micromesistius poutassou NC_015102.1
Merlangius merlangus DQ020496.1
Trisopterus minutus capelanus AY845394.1
Merluccius merluccius NC_015120.1
Phycis blennoides AY368283.1
Theragra chalcogramma DQ356946.1
Gadus morhua NC_002081.1
Trisopterus esmarkii FJ215089.1
Microgadus proximus DQ356944.1
Gadus ogac NC 012323.1
Boreogadus saida NC_010121.1
Molva elongata AY845396.1
Lota lota KC844053.1
Melanogrammus aeglefinus DQ020497.1
Pollachius pollachius NC_015097.1
Pollachius virens NC_015094.1
Molva dipterygia AJ517764.1
Gadiculus argenteus AJ517763.1
Gadus chalcogrammus NC_004449.1
Arctogadus glacialis NC_010122.1
Theragra finnmarchica AMA489719.1
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Sekil 4.2. 128 gen bolgesi PAUP (Swofford 1998)’da olusturulan 243 agagctan elde edilen

maksimum parsimoni consensus agaci



Hapl Merlangius merlangus euxinus

DQ020496.1 Merlangius merlangus

DQ020497.1 Melanogrammus aeglefinus

NC 010121, Boreogadus saida

NC 015094. Pollachius virens

NC 015097. Pollachius pollachius

NC 010122. Arctogadus glacialis

DQ356944.1 Microgadus proximus

76

DQ356946.1 Theragra chalcogramma

8s — AMA489719.1 Theragra finnmarchica

NC 004449. Gadus chalcogrammus

— — NC 012323. Gadus ogac

NC 002081. Gadus morhua

Hap6 Phycis blennoides (2,3,5)

100

9 — HapS P. phcis- P. blennoides (1,4)

AY368283.1 Phycis blennoides

Hapd4 Gaidropsarus vulgaris - Gaidropsarus mediterraneus

50 o .
Hap3 Merluccius merluccius

100

62 L——— NC 015120. Merluccius merluccius

KC844053.1 Lota lota

AY845396.1 Molva elongata

NC 015102. Micromesistius poutassou

Hap2 Trisopterus minutus capelanus

64 — AY845394.1 Trisopterus minutus capelanus

FJ215089.1 Trisopterus esmarkii

AP004409.1 Physiculus japonicus
10

Sekil 4.3. 12S Gen bolgesi i¢in PHYML v. 3,0 (Guindon ve Gascuel 2003)
programi iizerinde Maximum Likelihood filogrami
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Hap1 Merlangius merlangus
Melanogrammus aeglefinus
— Boreogadus saida

Pollachius pollachius
Pollachius virens

‘|F.\I erlangius merlangus

_Iiraoga.dus glacialis

Microgadus proximus
Gadus morhua
Gadus ogac

Theragra chalcogramma

86 Theragra finnmarchia
Gadus chalcogrammus
Micromesistius poutassou

Lota lota

Hap4 G. vulgans - G. mediterraneus
100 | Hap3 Merluccius merluccius

I.-\!erluccius merluccius

61

81

Phycis blennoides
P. phycis

Hap2 Irisopterus minutus capelanus

—— Trisopterus esmarkii

Hap5
[ |P. blennoides (1,4)
100! Hap6 P. blennoides

(2,3,3)

e

0.02

P. japonicus

Sekil 4.4. 12S rRNA gen bolgesine ait MEGA 6 (Tamura ve ark. 2013)’

da elde edilen NJ filogram1
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Cizelge 4.6. 12S Gen bolgesi pairwise uzaklik iliskisi (Kimura 1980)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 Hapl Merlangius merlangus euxinus 0
2 Hap2 Trisopterus minutus capelanus 0.040 O
3 Hap3 Merluccius merluccius 0.081 0.115 O
4 Hap4 Gaidropsarus vulgaris 0.081 0.081 0.108 O
5 Hap5 Phycis phycis 0.138 0.144 0.143 0.149 O
6 Hap6 Phycis blennoides 0.132 0.138 0.137 0.143 0.005 O
7 AP004409.1 Physiculus japonicus 0.184 0.198 0.234 0.226 0.254 0.247 O
8 NC _015102.1 Micromesistius poutassou 0.024 0.040 0.081 0.070 0.139 0.133 0.197 O
9 DQ020496.1 Merlangius merlangus 0.005 0.035 0.086 0.081 0.132 0.126 0.191 0.029 O
10 NC_015120.1 Merluccius merluccius 0.081 0.115 0.000 0.108 0.143 0.137 0.234 0.081 0.086 O
11 AY368283.1 Phycis blennoides 0.137 0.174 0.148 0.161 0.138 0.132 0.289 0.142 0.137 0.148 O
12 DQ356946.1 Theragra chalcogramma 0.015 0.035 0.092 0.081 0.144 0.138 0.204 0.029 0.010 0.092 0.131 O
13 NC_002081.1 Gadus morhua 0.015 0.035 0.092 0.081 0.144 0.138 0.204 0.029 0.010 0.092 0.131 0.000
14 FJ215089.1 Trisopterus esmarkii 0.025 0.025 0.103 0.081 0.132 0.126 0.177 0.029 0.020 0.103 0.155 0.019
15 DQ356944.1 Microgadus proximus 0.019 0.040 0.086 0.081 0.138 0.132 0.211 0.034 0.015 0.086 0.131 0.010
16 NC_012323.1 Gadus ogac 0.015 0.035 0.092 0.081 0.144 0.138 0.204 0.029 0.010 0.092 0.131 0.000
17 NC_010121.1 Boreogadus saida 0.019 0.040 0.086 0.076 0.138 0.132 0.211 0.024 0.015 0.086 0.125 0.005
18 KCB844053.1 Lota lota 0.029 0.050 0.076 0.081 0.121 0.115 0.202 0.034 0.029 0.076 0.149 0.029
19 DQO020497.1 Melanogrammus aeglefinus 0.010 0.030 0.086 0.086 0.138 0.132 0.198 0.024 0.005 0.086 0.137 0.005
20 NC_015097.1 Pollachius pollachius 0.005 0.045 0.086 0.076 0.144 0.138 0.190 0.029 0.010 0.086 0.131 0.010
21 NC_015094.1 Pollachius virens 0.010 0.040 0.086 0.081 0.150 0.144 0.197 0.024 0.015 0.086 0.131 0.005
22 NC_004449.1 Gadus chalcogrammus 0.015 0.035 0.092 0.081 0.144 0.138 0.204 0.029 0.010 0.092 0.131 0.000
23 NC_010122.1 Arctogadus glacialis 0.015 0.035 0.092 0.086 0.144 0.138 0.204 0.029 0.010 0.092 0.137 0.005
24 AMA489719.1 Theragra finnmarchica 0.015 0.035 0.092 0.081 0.144 0.138 0.204 0.029 0.010 0.092 0.131 0.000
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Cizelge 4.6. 12S Gen bolgesi pairwise uzaklik iliskisi (Kimura 1980) (devami)

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
13 NC_002081.1 Gadus morhua 0
14 FJ215089.1 Trisopterus esmarkii 0019 O
15 DQ356944.1 Microgadus proximus 0.010 0.024 0
16 NC_012323.1 Gadus ogac 0.000 0.019 0.010 O
17 NC_010121.1 Boreogadus saida 0.005 0.024 0.015 0.005 O
18 KCB844053.1 Lota lota 0.029 0.029 0.034 0.029 0.034 O
19 DQO020497.1 Melanogrammus aeglefinus 0.005 0.015 0.010 0.005 0.010 0.024 0
20 NC_015097.1 Pollachius pollachius 0.010 0.029 0.020 0.010 0.015 0.034 0.015 O
21 NC_015094.1 Pollachius virens 0.005 0.024 0.015 0.005 0.010 0.029 0.010 0.005 O
22 NC_004449.1 Gadus chalcogrammus 0.000 0.019 0.010 0.000 0.005 0.029 0.005 0.010 0.005 O
23 NC_010122.1 Arctogadus glacialis 0.005 0.019 0.005 0.005 0.010 0.029 0.005 0.015 0.010 0.005 O
24 AMA489719.1 Theragra finnmarchica 0.000 0.019 0.010 0.000 0.005 0.029 0.005 0.010 0.005 0.000 0.005 O
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4.3. mtDNA 16S rRNA Gen Bolgesi

4.3.1. 16S rRNA Dizin Varyasyonu, Haplotip ve Niikleotit Ozellikleri

Yedi tir icin mtDNA 16S rRNA gen bolgesi (Merlangius merlangus euxinus,
Trisopterus minutus capelanus, Phycis blennoides (2 numarali 6rnek) ve Phycis
phycis tiirleri i¢in 612 bg, Merluccius merluccius ve Phycis blennoides (1-3-4-5
numarali 6rnekler i¢in) 613 bg, Gaidropsarus vulgaris ve Gaidropsarus
mediterraneus tiirleri i¢in 618 b¢ uzunlugunda) toplam 29 bireyden yiikseltgenmistir
(Cizelge 4.7.). Belirlenen niikleotit pozisyonlarinin M. m. euxinus, T. m. capelanus
tirleri i¢in (Hapl-2-3-4 ve 5) 522’si (%85.29) sabit, 90’1 (%14.71) degisken, M.
merluccius, P. blennoides ve P. phycis tiirleri igin (Hap6-7-8 ve 10) 523’1 sabit
(%85.32), 90’1 (%14.68) degisken, G. vulgaris ve G. mediterraneus tiirleri i¢in ise
(Hap10) 528’1 sabit (%85.46), 90’1 (%14.56) degiskendir. Degisken karakterlerin
68’1 (%75.55) parsimonik bilgi verici karakterdir. Caligilan tiim 6rneklerde 38-173
bazlar1 arasinda 136 b¢ ve 495-620 bazlar1 arasinda 126 b¢ uzunlugunda iki farkh
korunmus boélge tespit edilmistir. Elde edilen matrikste baz kompozisyonlar1 A:

%27.98, C: %24.22, G: %22.45 ve T: %25.35 olarak belirlenmistir.

16S rRNA bolgesinin dizin analizi ile toplam 10 farkli haplotip belirlenmistir.
Network4.6 (Fluxus Technology Ltd. 1999-2014) programina girilen verilerle bir
network olusturulmus ve haplotipler arasi iligkileri gdsteren bir sonu¢ vermistir
(Cizelge 4.7. ve Sekil 4.5.). Bes adet Merlangius merlangus euxinus bireyinin analizi
ile iki haplotip tespit edilmistir. Benzer sekilde diger tiirler i¢in de calisilan tiim

haplotipler yalniz bir 6rnekle temsil edilmistir.
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Cizelge 4.7. 16S rRNA gen bolgesi haplotip bilgileri

Ornek sayisi

Haplotipler Tiirler (6rnek no) (Haplotip
Frekansi)

Hapl M. merlangus euxinus (1) 1
Hap?2 M. merlangus euxinus (2,3,4,5) 4
Hap3 T. minutus capelanus (1,2,3) 3
Hap4 T. minutus capelanus (4) 1
Hap5 T. minutus capelanus (5) 1
Hap6 M. merluccius (1,5) 2
Hap7 M. merluccius (2) 1
Hap3 M. merluccius (3,4) 2
Hap9 G. vulgaris 8

G. mediterraneus
Hapl10 P. blennoides 6

P. phycis

16S geni dizini ile elde edilen haplotipler, M. merlangus euxinus Orneklerinde
gozlenen Hap 1 dizini referans olarak alinarak karsilastirildiginda bu segmentle ayni
polimorfizmi gosteren haplotiplerde 11’1 transversiyonal 20’si transisyonal baz
degisimi ile farklilasan toplam 90 degisken niikleotit pozisyonu tanimlanmistir
(Cizelge 4.8.). Tirler arasinda, M. merlangus euxinus (2-3-4-5 no’lu orneklerde) 1
transisyonal, Merluccius merluccius (2 no’lu 6rnekte) 1 transisyonal, Gaidropsarus
vulgaris ve Gaidropsarus mediterraneus’da 5 transisyonal ve 3 transversiyonal,
Phycis phycis ve Phycis blennoides’de 13 transisyonal ve 8 transversiyonal degisim
tespit edilmistir. Sonug olarak, 16S geni i¢in transisyonlar transversiyonlardan daha

yaygin olmakla birlikte transisyon/transversiyon orani 1.818 olarak ger¢eklesmistir.

44



(O Physiculus japonicus

.“: / / H_QO

H_8Q). w5 N

H;GQ‘ H 10

HJb H 20

Sekil 4.5. Gadidae tiirlerinin 16S rRNA geni i¢in Network 4.6 (Fluxus Technology Ltd.
1999-2014) programu ile olusturulan haplotip agi. (Hapl, M. merlangus euxinus
(1 no’lu 6rnek); Hap2, M. merlangus euxinus (2,3,4,5 no’lu 6rnekler); Hap3, T.
minutus capelanus (1,2,3 no’lu 6érnekler); Hap4, T. minutus capelanus (4 no’lu
ornek); Hap3, T. minutus capelanus (5 no’lu 6rnek); Hap6, M. merluccius (1,5
no’lu ornekler); Hap7, M. merluccius (2 no’lu 6rnek); Hap8, M. merluccius (3-4
no’lu ornekler); Hap9, G. vulgaris ve G. mediterraneus; Hapl0, P. phycis ve P.
blennoides ve P. japoninus dis grup)

Ayrica, Hapl, Hap3, Hap4, Hap5, Hap6 ve Hap8 disinda her bir tiir i¢in tiire 6zgii
niikleotit pozisyonlar1 belirlenmis (Cizelge 4.2.3.1.2.) ve diger 3 haplotipi bunlardan
ayiran, Hap2 i¢in 1 (A-G); Hap7 i¢in 1 (A-G); Hap9 i¢in 8 (2 ad. T-C, 1 ad. C-T, 1
ad. C-A, 1ad. A-C, 1 ad. A-G, 1 ad. G-A ve 1 ad. T-A); Hap10 iginse 21 (4 ad. A-G,
2ad. A-T,2ad. A-C,4ad. T-C, 2 ad. T-A, 1 ad. T-G, 4 ad. C-T, 1 ad. C-A ve 1 ad.

G-A) teshis niikleotit pozisyonu belirlenmistir.

Analizler sonucunda elde edilen haplotipler i¢in haplotip cesitliligi Hd: 0.867 ve
niikleotit ¢esitliligi Pi: 0,09822 olarak bulunmustur. Tiirler aras1 niikleotit ¢esitliligi
ve niikleotit farkliklar1 (Cizelge 4.9.) DnaSP (Rozas ve Rozas 1999) programi ile

hesaplanmastir.
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Cizelge 4.8. Yedi Gadoid tiiriine ait 10 adet mtDNA 16S rRNA bolgesi haplotipinin degisken pozisyonlari. Noktalar, haplotip Hap1’deki
niikleotitlerle 6zdes pozisyonlar: temsil etmektedir. Koyu bdlgeler tiire 6zgii niikleotit pozisyonlarini gostermektedir.

233333337811111122222222222222222222222222233333333333333333333333333333444444444444445555
912345670926777901112224556666677788888899900001111144455566777778888999012234455678990156
23346487890121090456868923456903435790467804603828345780167018106801227109041518

Hapl
Hap2
Hap3
Hap4
Hapb
Hap6
Hap7
Hap$8
Hap9

HaplO

CTCTAAAAATTGATTCGAATTACATAGGTCCCTGGTGATACAAGGAATCGAAGGTACCTCGATTATCATTCTTTTTCTACAGTCCTCGAA

.CG....CA.. LC.T.. ..

.CG....CA.. .C.T.. ..

.CG....CA.. LC.T.. ..
TC..C TC.AC..... TC.TTG.
TC..C TC.AC..... TC.TTG.
TC..C TC.AC..... TC.TTG
AAC........ CC.TA...... G
.C.CcceccT. . .C. TCAA. .GC

Ao, CA TT.C A A..G
Ao, CA...TT.C A Ao,
Ao, CA TT.C A A..G
LAAC. . T.AAAAG..TC...... TA...A...
.AAC..T.AAAAG..TC....G.TA...A...
LAAC. . T.AAAAG..TC...... TA...A..TT.T...
AT....CT..C.CC.T...C.CT..G..A....
.AT.TTTCA.G. .AT.CTAA..AT.G.....

T.C........ AC. T A
T.C........ AC. T A
T.C........ AC. T A.G
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Cizelge 4.9.

16S rRNA gen bolgesi tiirler arasi niikleotit ¢esitliligi ve net niikleotit cesitliligi (Alt diagonal dxy, Ust diagonal da)

Hapl

3N
Q
]
I

™
Q
©
I

<
Q.
©

H

o)
Q
]

I

©
Q
©
I

Hap7

©
Q
]
I

o
Q
5]

I

Hapl10

P. japonicus

Hapl
Hap?2
Hap3
Hap4
Hap5
Hap6
Hap7
Hap8
Hap9
Hap10
P. japonicus

0
0.00163
0.03922
0.03758
0.04085
0.04085
0.07049
0.07049
0.04085
0.08347
0.09360

0.00163
0
0.04085
0.03922
0.04248
0.07049
0.07213
0.07213
0.04248
0.08511
0.09524

0.03922
0.04085
0
0.00163
0.00163
0.07705
0.07869
0.07869
0.06863
0.09820
0.09360

0.03758
0.03922
0.00163
0
0.00327
0.07541
0.07705
0.07705
0.06699
0.09656
0.09195

0.04085
0.04248
0.00163
0.00327
0
0.07541
0.07705
0.07705
0.07026
0.09984
0.09524

0.04085
0.07049
0.07705
0.07541
0.07541
0
0.00163
0.00163
0.08020
0.10294
0.09688

0.07049
0.07213
0.07869
0.07705
0.07705
0.00163
0
0.00326
0.08183
0.10458
0.09852

0.07049
0.07213
0.07869
0.07705
0.07705
0.00163
0.00326
0
0.08183
0.10294
0.09524

0.04085
0.04248
0.06863
0.06699
0.07026
0.08020
0.08183
0.08183
0
0.08987
0.09672

0.08347
0.08511
0.09820
0.09656
0.09984
0.10294
0.10458
0.10294
0.08987
0
0.12787

0.15347
0.15512
0.16007
0.15842
0.16172
0.15537
0.15537
0.15537
0.16092
0.16007
0
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4.3.2. 16S rRNA Gen Bolgesi Filogenetik Ozellikleri

Bu ¢alismada elde edilmis 10 haplotipin DNA dizileri ve gen bankasindan (NCBI)
almman sekans verileri (Cizelge 4.10.) birlikte degerlendirilmis ve 16S rRNA gen
bolgesine ait filogenetik 6zellikler ortaya konulmustur. jModelTest v.0.1 (Posada
2008) programinda analiz edildiginde hiyerarsik olasilik oran testleri ile, en uygun
baz degisim modelinin AIC (Akaike 1974)’e¢ gore TIM3+G oldugu (-InL =
3476.5606, K=71) ve gamma shape degeri 0,5940 bulunmustur.

Parsimoni analizinde PAUP (Swofford 1998) programi ‘“Heuristic Search”
algoritmas1 kullanilmistir (Sekil 4.6). Bootstrap degeri 1000 olarak alinmigtir. ML
analizinde ise jModelTest v.0.1 (Posada 2008) programi kullanilarak en uygun model
belirlenmis ve PHYML v. 3,0 (Guindon ve Gascuel 2003) programinda bu model ve
baz oranlar1 kullanilarak ML agaci ¢ikarilmistir (Sekil 4.7.). Bu ¢alismada elde
edilen diziler daha Onceden bagka arastirmacilar tarafindan belirenmis dizilerle
birlikte MEGA 6 (Tamura ve ark. 2013) programinda degerlendirilerek NJ filogrami
bulunmustur (Sekil 4.8.).

Tirler aras1 genetik uzaklik iliskisi Kimura 2-paremetre modeli (Kimura 1980)
kullanilarak MEGA 6 (Tamura ve ark. 2013) programinda hesaplanmistir (Cizelge
4.2.3.2.2.). En yiiksek genetik uzaklik 0.225 ile Hap7 ve HaplO arasinda

bulunmustur. Tiim tiirler i¢in ortalama genetik uzaklik 0.216 olarak hesaplanmistir.
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Cizelge 4.10. 16S rRNA gen bolgesi i¢in GenBank’tan (NCBI)
alinan sekans verilerine ait accession numaralari

Tiir

Accession No

Physiculus japonicus
Micromesistius poutassou
Merluccius merluccius
Theragra finnmarchica
Arctogadus glacialis
Gadus chalcogrammus
Pollachius virens
Pollachius pollachius
Melanogrammus aeglefinus
Merlangius merlangus
Trisopterus minutus capelanus
Phycis blennoides

Phycis phycis

Theragra chalcogramma
Gadus morhua
Trisopterus esmarkii
Microgadus proximus
Molva dipterygia
Gadiculus argenteus
Gadus ogac

Boreogadus saida

Molva elongata

Lota lota

NC_004377.1
NC_015102.1
NC_015120.1
AM489719.1
NC_010122.1
NC_004449.1
NC_015094.1
NC_015097.1
DQ020497.1
DQ020496.1
AY862158.2
AY850365.2
KC984265.1
DQ356946.1
NC_002081.1
FJ215195.1
DQ356944.1
AJ517764.1
AJ517763.1
NC_012323.1
NC_010121.1
AY850364.2
KC844053.1
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Hap3

Hap4
Hap5

AY862158.2 Trisopterus minutus capelanus

FJ215195.1 Trisopterus esmarkii
Hap1

Hap2

DOQ020496.1 Merlangius merlangus

NC 004449.1 Gadus chalcogrammus
B:rl_

80

D(Q356946.1 Theragra chalcogramma

L AM489719.1 Theragra finnmarchica
o3 [~ NC 015094.1 Pollachius virens
L NC 015097.1 Pollachius pollachius

NC 010122.1 Arctogadus glacialis

NC 015102.1 Micromesistius poutassou

NC 012323.1 Gadus ogac

NC 010121.1 Boreogadus saida

D(356944.1 Microgadus proximus

DOO020497.1 Melanogrammus aeglefinus

26

NC 002081.1 Gadus morhua

[— AYE50365.2 Phycis blennoides
100

Hap10
KC984265.1 Phycis phycis

ll}l}[ AJ517847.1 Gadiculus argenteus

AJ517848.1 Molva dipterygia

AY850364.2 Molva elongata

KC844053.1 Lota lota

100

Hap9
Hap6
Hap7
Hap8

— NC 015120.1 Merluccius merluccius

NC 004377.1 Physiculus japonicus

Sekil 4.6. 16S gen bdlgesi i¢in PAUP (Swofford 1998)’da olusturulan 345 agagtan elde
edilen maksimum parsimoni consensus agact
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97

69 Hap3

Trisopterus minutus capelanus

89

94 Hap4 ‘
AY862158.2
FJ215195.1 Trisopterus esmarkii

Hap2 Merlangius merlangus euxinus
DQ020496.1 Merlangius merlangus
Hap1 Merlangius merlangus euxinus

AMA489719.1 Theragra finnmarchica

57

NC 004449, Gadus chalcogrammus
DQ356946.1 Theragra chalcogramma
NC 002081. Gadus morhua

76

74

NC 012323, Gadus ogac
NC 015097. Pollachius pollachius
NC 015094, Pollachius virens

NC 010122. Arctogadus glacialis

DQ356944.1 Microgadus proximus

DQ020497.1 Melanogrammus aeglefinus

74

NC 015102. Micromesistius poutassou

NC 010121. Boreogadus saida

100

00— KC984265.1 Phycis phycis

AY850365.2 Phycis blennoides
Hap10 Phycis blennoides - Phycis phycis

AY850364.2 Molva elongata

Hap9 Gaidropsarus vulgaris - Gaidropsarus mediterraneus
K(C844053.1 Lota lota

72

100

10

Hap7 —’

Hap6
Merluccius merluccius

Hap8 '

NC 015120.

NC 004377, Physiculus japonicus

Sekil 4.7. 16S Gen bolgesi icin PHYML v. 3,0 (Guindon ve Gascuel 2003) programi
tizerinde olusturulan Maximum Likelihood filogrami
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s Hap3

92 Hap5s
9% Hap4 Trisopterus minutus capelanus
* AY862158.2

FJ215195 1 Trisopterus esmarkii

NC_015102.1 Micromesistius poutassou
AM489719 1 Theragra finnmarchica
NC_004449.1 Gadus chalcogrammus
DQ356946.1 Theragra chalcogramma

§ Ao—
Merlangius merlangus euxinus
so Hap2 4 g

"‘_| DQ020496.1 Merlangius merlangus
NC_012323.1 Gadus ogac

NC_0020811 Gadus morhua
NC_010121.1 Boreogadus saida
NC_010122.1 Arctogadus glacialis
DQ356944. Microgadus proximus

NC_015094.1 Pollachius virens
NC_015097.1 Pollachius pollachius

1063

DQ020497 1 Melanog vglef
KC844053.1 Lota lota
AY850364 2 Molva elongara

Hapd Gaidropsarus vuigaris - Gaidropsarus mediterraneus

]— Hap7 7r

Fiape Merluccius merluccius
HapB J

NC_015120.1
NC_004377 1 Paysiculus japonicus

0.02

AYB850365.2 Phycis blennoides
KC984265 1 Phycis phycis
Hap10 Phycis hlennoides - Phycis phycis

Sekil 4.8. 16S rRNA gen bolgesine ait MEGA 6 (Tamura ve ark. 2013)’da elde edilen NJ filogrami
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Cizelge 4.11.

16S Gen bolgesi pairwise uzaklik iliskisi (Kimura 1980)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 Hapl 0
2  Hap2 0.005 0
3 Hap3 0.068 0.074 0
4  Hap4 0.062 0.068 0.005 O
5  Hap5 0.068 0.074 0.000 0.005 O
6 Hap6 0.139 0.146 0.164 0.157 0.164 O
7  Hap7 0.146 0.152 0.170 0.164 0.170 0.005 O
8 Hap8 0.146 0.152 0.170 0.164 0.170 0.005 0.010 O
9 Hap9 0.068 0.073 0.113 0.107 0.113 0.138 0.144 0.144 0
10 Hapl0 0.170 0.177 0.184 0.177 0.184 0.218 0.225 0.218 0.150 O
11  NC_004377.1 Physiculus japonicus 0.147 0.153 0.166 0.159 0.166 0.151 0.158 0.145 0.138 0.219 O
12 NC_015102.1 Micromesistius poutassou 0.025 0.031 0.052 0.046 0.052 0.133 0.139 0.139 0.079 0.178 0.141 O
13 NC_015120.1 Merluccius merluccius 0.146 0.152 0.170 0.164 0.170 0.005 0.010 0.000 0.144 0.218 0.145 0.139 O
14  AMA489719.1 Theragra finnmarchica 0.015 0.020 0.068 0.062 0.068 0.121 0.127 0.127 0.079 0.184 0.139 0.025 0.127 O
15 NC_010122.1 Arctogadus glacialis 0.010 0.015 0.068 0.063 0.068 0.134 0.140 0.140 0.068 0.164 0.147 0.025 0.140 0.025 O
16 NC_004449.1 Gadus chalcogrammus 0.015 0.020 0.068 0.062 0.068 0.121 0.127 0.127 0.079 0.184 0.139 0.025 0.127 0.000 0.025 O
17  NC_015094.1 Pollachius virens 0.041 0.036 0.091 0.085 0.091 0.173 0.180 0.180 0.096 0.185 0.175 0.047 0.180 0.057 0.031 0.057
18 NC_015097.1 Pollachius pollachius 0.036 0.031 0.079 0.074 0.079 0.153 0.160 0.160 0.091 0.184 0.167 0.052 0.160 0.041 0.026 0.041
19 DQO020497.1 Melanogrammus aeglefinus 0.046 0.052 0.097 0.091 0.097 0.133 0.139 0.139 0.079 0.145 0.140 0.046 0.139 0.052 0.036 0.052
20 DQ020496.1 Merlangius merlangus 0.005 0.000 0.074 0.068 0.074 0.146 0.152 0.152 0.073 0.177 0.153 0.031 0.152 0.020 0.015 0.020
21 AY862158.2 Trisopterus minutus capelanus  0.057 0.063 0.015 0.010 0.015 0.152 0.158 0.158 0.102 0.177 0.154 0.041 0.158 0.057 0.057 0.057
22 AY850365.2 Phycis blennoides 0.170 0.177 0.184 0.177 0.184 0.218 0.225 0.218 0.150 0.000 0.219 0.178 0.218 0.184 0.164 0.184
23  K(C984265.1 Phycis phycis 0.170 0.177 0.184 0.177 0.184 0.218 0.225 0.218 0.150 0.000 0.219 0.178 0.218 0.184 0.164 0.184
24 DQ356946.1 Theragra chalcogramma 0.020 0.025 0.073 0.068 0.073 0.127 0.133 0.133 0.084 0.190 0.145 0.030 0.133 0.005 0.030 0.005
25 NC_002081.1 Gadus morhua 0.005 0.010 0.063 0.057 0.063 0.140 0.147 0.147 0.062 0.170 0.141 0.020 0.147 0.020 0.005 0.020
26  FJ215195.1 Trisopterus esmarkii 0.068 0.074 0.069 0.063 0.069 0.133 0.139 0.139 0.114 0.183 0.146 0.068 0.139 0.057 0.074 0.057
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Cizelge 4.11. 16S Gen bolgesi pairwise uzaklik iliskisi (Kimura 1980) (devami)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
27 DQ356944.1 Microgadus proximus 0.025 0.031 0.085 0.079 0.085 0.134 0.140 0.140 0.091 0.164 0.161 0.036 0.140 0.031 0.020 0.031
28 NC_012323.1 Gadus ogac 0.005 0.010 0.063 0.057 0.063 0.140 0.147 0.147 0.062 0.170 0.141 0.020 0.147 0.020 0.005 0.020
29 NC_010121.1 Boreogadus saida 0.015 0.020 0.074 0.068 0.074 0.152 0.159 0.159 0.073 0.177 0.141 0.031 0.159 0.030 0.015 0.030
30 AY850364.2 Molva elongata 0.073 0.079 0.102 0.096 0.102 0.144 0.138 0.151 0.085 0.170 0.158 0.079 0.151 0.079 0.062 0.079
31 KCB844053.1 Lota lota 0.057 0.052 0.102 0.097 0.102 0.109 0.115 0.115 0.073 0.158 0.127 0.057 0.115 0.047 0.047 0.047
Cizelge 4.11. 16S Gen bolgesi pairwise uzaklik iliskisi (Kimura 1980) (devami)
17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
17 NC_015094.1 Pollachius virens 0
18 NC_015097.1 Pollachius pollachius 0.025 0
19 DQ020497.1 Melanogrammus aeglefinus 0.052 0.052 0
20 DQO020496.1 Merlangius merlangus 0.036 0.031 0.052 0
21 AY862158.2 Trisopterus minutus capelanus 0.080 0.074 0.085 0.063 0
22 AY850365.2 Phycis blennoides 0.185 0.184 0.145 0.177 0.177 O
23 KC984265.1 Phycis phycis 0.185 0.184 0.145 0.177 0.177 0.000 O
24 DQ356946.1 Theragra chalcogramma 0.063 0.046 0.057 0.025 0.062 0.190 0.190 O
25 NC_002081.1 Gadus morhua 0.036 0.031 0.041 0.010 0.052 0.170 0.170 0.025 O
26 FJ215195.1 Trisopterus esmarkii 0.097 0.092 0.085 0.074 0.063 0.183 0.183 0.062 0.069 0
27 DQ356944.1 Microgadus proximus 0.041 0.026 0.036 0.031 0.080 0.164 0.164 0.036 0.026 0.074 0
28 NC_012323.1 Gadus ogac 0.036 0.031 0.041 0.010 0.052 0.170 0.170 0.025 0.000 0.069 0.026 O
29 NC_010121.1 Boreogadus saida 0.036 0.031 0.041 0.020 0.063 0.177 0.177 0.036 0.010 0.080 0.025 0.010 0
30 AY850364.2 Molva elongata 0.091 0.085 0.085 0.079 0.090 0.170 0.170 0.084 0.068 0.113 0.085 0.068 0.079 0
31 KCB844053.1 Lota lota 0.069 0.052 0.063 0.052 0.091 0.158 0.158 0.052 0.052 0.097 0.058 0.052 0.063 0.057 O

54



5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada Tiiriye’yi ¢evreleyen denizlerden (Akdeniz, Ege Denizi, Marmara
Denizi ve Karadeniz) elde edilen Gadidae tiirleri (Merlangius merlangus euxinus
(Nordmann 1840) mezgit, Trisopterus minutus capelanus (Linnaeus 1758) Tavuk
baligi, Merluccius merluccius (Linnaeus 1758) Bakalyaro, Gaidropsarus
mediterraneus (Linnaeus 1758) Gelincik, Gaidropsarus vulgaris (Cloquet 1824)
Gelincik Baligi, Phycis phycis (Linnaeus 1766) Gelincik baligi, Phycis blennoides
(Brunnich 1768) Gelincik Baligi) morfolojik karakterler yardimiyla teshis edilmis ve
daha sonra laboratuvar c¢aligmalar1 ile 12S ve 16S rRNA gen bdlgeleri PZR
teknigiyle ¢ogaltilarak, dizi analizi gerceklestirilmistir. Dizi analizleri sonucu elde
edilen diziler BioEdit, MEGA, PAUP, DNASP, NETWORK ve Treeview

programlariyla analiz edilmis ve tiirler aras1 genetik yakinliklar ortaya ¢ikarilmistir.

Bu calismada filogenetik iliskilerde yaygin olarak kullanilan Cyt b geninin aksine
12S ve 16S rRNA gen bolgeleri ¢alisiimistir. Bunun nedeni bu iki gen bdlgesinin
mitokondriyal genomun biitiinline oranla daha az degisiklik géstermesi ve ayrica 16S
F ve 16S R primerlerinin amplifikasyon {iriinlerinin 12S fragmentinden uzun olmasi
filogenetik calismalarda yararli olabilecegine dair, primer se¢ciminde referans alinan
Di Finizio ve ark. (2006)’nin bulgularindan yola cikilmistir. Son olarak, secilen
gadoid tiirlerinden 12S rRNA gen bdlgesi i¢in G. vulgaris, G. mediterraneus ve P.
phycis, 16S gen bolgesi icinse G. vulgaris ve G. mediterraneus tiirlerine ait sekans

verileri daha once literatiirde yayimlanmamustir.

Dizi analizinde 12S F ve 12S R primerleri ile yaklasik 432 bg, 16S F ve 16S R
primerleri ile yaklagik 612 b¢ uzunlugunda diziler elde edilmistir. 12S rRNA gen
bolgesi icin 6 haplotipe ayrilan 6rneklerin niikleotit dizileri iizerinde ki korunmus
bolgeler belirlendikten sonra genetik farkliligin %19.96 (Phycis sp.) ve %20.14
(Merlangius, Trisopterus, Merluccius, Gaidropsarus sp.) oldugu ve degisken
karakterlerin 9%359.77 (52)’sinin parsimonik bilgi verici oldugu; 16S rRNA gen
bolgesi i¢inse 10 haplotipten M. m. euxinus, T. m. capelanus tiirleri i¢in (Hap1-2-3-4
ve 5) %14.71, M. merluccius, P. blennoides ve P. phycis tiirleri i¢in (Hap6-7-8 ve
10) 14.68%, G. vulgaris ve G. mediterraneus tiirleri igin ise (Hap10) %14.56’smin
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degisken oldugu ve degisken karakterlerin %75.55 (68)’inin parsimonik bilgi verici

oldugu goriilmiistiir.

12S gen bolgesi i¢in Phycis phycis ve Phycis blennoides tiirleri arasindaki bireylerin
ortalama K2P genetik uzaklik degeri 90.001 olarak hesaplanmistir. 16S gen bolgesi
icin Gaidropsarus vulgaris ve Gaidropsarus mediterraneus tiirleri igin hesaplanan
K2P genetik uzaklik degeri ise 0.000 bulunmustur. Bu degerler ve elde edilen
filogenetik agaglarda Phycis tiirlerinin haplotip olarak ayristigi ve dallanma yaptigi
gozlenirken, Gaidropsarus tiirleri birbirinden ayrismamis, hem haplotip hem de elde
edilen filogenetik agaclarda ayni seviyede gozlenmistir. Gozlenen, ortalama tiirler
aras1t K2P genetik uzaklik degeri deniz (%0.24-0.39) (Zhang ve Hanner 2011) ve tath
su tiirleri (%0.3-0.45) (Hubert ve ark. 2008) i¢in bildirilen intraspesifik K2P
uzakligina olduk¢a uzak oldugu gozlenmistir. Familya i¢i ve tiirler aras1 ortalama
genetik farklilik 9%7.2'ye yiikselmistir. Bu veriler de artan genetik farklilikla birlikte
degisen taksonomik seviyenin gézlenmesi durumu, tiir sinirinda ki genetik uzaklikta
gozlenen farkliligr desteklemektedir. Ward ve ark. (2005) COI gen boélgesinin dizin
analizi ile elde ettigi genetik uzaklik degerlerini ayni tiirler i¢in %0.39, ayni1 cinsten
baliklar i¢in %9.93 ve ayn1 familyadan baliklar icin ise %15.46 oldugunu bulmus ve
bu caligmadan elde edilen tiir i¢i ve familya i¢i genetik uzaklik degerlerine yakin

oldugu gozlenmistir.

NJ analizi ile tiirler arasindaki akrabalik iliskileri agik¢a olusturulmus (Sekil 4.3.2.3.)
ve ayni tlirden bireylerin % 98-100 se¢-bagla (bootstrap) degeri ile aym taksonomik

kiimede gruplandig tespit edilmistir.

Bizim ¢alismamizda tek 6rnekle temsil edilen Phycis phycis ile, Phycis blennoides
tiriiniin ayr1 tiirler olarak smiflandirilmasina ragmen elde edilen niikleotit
pozisyonlar1 verilerinde sadece 12S rRNA gen bolgesinde 247 inci baz pozisyonunda
A-G transisyonu bulunmustur. 16S gen bolgesinde ise tiimiiyle ayn1 haplotip i¢inde

yer almiglardir.

NCBI GenBank'tan alinan Gadidae familyas: iiyelerine ait dizilerle, bu ¢alismada
elde edilen diziler birlikte analiz edildiginde, tiirlerin ayrildigr ve bu calisma ile

benzer oldugu tespit edilmistir.
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Roques ve ark. (2006) yaptig1 ¢alismada Merlangius merlangus ve Melanogrammus
aeglefinus tiirleri igin tiim mitokondriyal genom dizilerini ¢alismis ve bu iki tiirle
yakin iligkili olan Gadus morhua ve Theragra chalcogramma tiirleriyle
karsilastirmislardir. Bu ¢alismada elde edilen ortalama niikleotit gesitliligi %32.7
(A), %23.1 (C), %21.0 (G), % 23.3 (T) bulunmus ve bizim ¢aligmamizda bulunan A:
%28.9, C: %25, G: %22.6 ve T: %23.5 ortalama niikleotit degerleriyle yakin
olduklar1 goriilmistiir. Ayrica Roques ve ark (2006) calismalarinda elde ettikleri
dizilerin 521 bg¢ uzunlugundaki kismini analizlerde kullanmis ve tiir ayriminda
verimli oldugunu ifade etmislerdir. Bizim g¢alismamizda da iki gen bdlgesi i¢in
yaklagik 412 ve 613 bg¢ uzunlugunda dizilerle analiz gerceklestirilerek tiir ayriminin

benzer sekilde gerceklestigi goriilmiistiir.

Gen bolgeleri arasinda niikleotit ¢esitliligi degerlerine bakildiginda ¢alisilan tiim
ornekler i¢in 12S rRNA ve 16S rRNA gen bolgelerinde ayni olup 0.09822 olarak
hesaplanmistir. Tseng ve ark. (2011)’na gore diisiik niikleotit cesitlilik degeri
orneklem kiiciikliigiinii veya asir1 avciligl ifade etmektedir. Haplotip ¢esitlilik
degerlerinin ¢alisilan tiirler i¢in gen bolgeleri arasindaki dagilimina bakildiginda 12S
rRNA gen bolgesinde 0.823 ve 16S rRNA gen bolgesinde 0.867 olarak
hesaplanmistir. Rogers and Harpending (1992)’e gore orta diizeyde sekans farkligi
ile birlikte yiiksek seviyedeki haplotip ¢esitlilik degerleri hizli biiyliyen

populasyonlardaki mutasyon birikimini géstermektedir.

12S rRNA gen boélgesi i¢in yapilan bir diger calismada Wang ve ark. (2000)
niikleotit kompozisyonlar1 33.5% (A), 25.5% (C), 19.1% (G) ve 22.0% (T) olarak
vermistir. Bizim c¢alismamizda niikleotit kompozisyonlar1 A: %29.8, C: %25.8, G:
%22.8 ve T: %21.6 olarak belirlenmistir. Oranlarin benzerligi ve Adenin degerinin
yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica 12S gen bolgesinin, birbirinden genetik olarak
uzak simiflarin (Chondrichthyes, Osteichthyes, Amphibia, Reptilia, Aves, Mammalia)
ayriminda kullanilmis olmasi ve ¢alismis oldugumuz Gadidae ailesinin ayriminda

kullanilmas1 ¢alismamizin sonuglarini destekler niteliktedir.

Di Finizio ve ark. (2007), 7 farkli Gadoid tiiriiniin tanimlanmasi tizerine bir ¢alisma
gerceklestirmiglerdir. Bu ¢alismada ticari 6nemi olan Gadus morhua, Trisopterus

minutus capelanus, Trisopterus minutus minutus, Molva elongata, Phycis blennoides,
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Micromesistius poutassou ve Theragra chalcogramma ornekleriyle galisilmistir. Bu
calismadan referans olarak aldigimiz primerleri kullanmislar ve mtDNA 12S gen
bolgesi ilizerinde 430bg, 16S gen bolgesi lizerinde de 630b¢ uzunlugunda olmak
lizere bizim c¢alismamizdaki ile yaklasik ayni uzunlukta diziler elde etmislerdir.
Yaptiklart caligmada benzer sekilde PZR {iriinii elde ettikten sonra farkli PZR sartlari
kullanarak (94°C denatiirasyon sicakligi 45sn siireyle) PZR iirlinii elde etmislerdir.
Ardindan elde edilen PZR iirtinlerine RFLP yontemiyle 12S ve 16S gen bolgelerinin

basarili sonuglar verdigini 6nermislerdir.

Roa Varon ve ark. (2009)’un belirttigine gére Gadiformes takiminin kendi i¢inde ki
siiflandirma karmasast uzun yillardir siiregelmektedir. Ulkemizde g¢alismamiza
konu olan tiirlerin tamami Gadidae familyasi i¢inde yer alirken, Merluccius
merluccius tiirii TUBITAK tiir listesinde heniiz Merlucciidae familyasi altina
cekilirken diger tiirler Gadidae familyasi altinda yer almaya devam etmektedir.
Bizim ¢alismamizda elde edilen bulgulara gére Merlangius merlangus euxinus ve
Trisopterus minutus capelanus tiirlerinin Gadidae, Gaidropsarus vulgaris ve
Gaidropsarus mediterraneus tiirlerinin Gaidropsaridae, Phycis phycis ve Phycis
blennoides tiirlerinin ise Phycidaec familyalarina dahil oldugu fikri diger
aragtirmacilarin (Cohen 1984, Markle 1989, Howes 1989, 1993 ve Nelson 2006b)
bulgular ile karsilastirildiginda desteklenmistir.

Sonug olarak, her iki gen bolgesi i¢in yapilan genetik analizler sonucu ortaya
cikarilan filogenetik agaclar tiir ayriminda olduk¢a basarili olmustur. Ozellikle
juvenil halleri birbirinden ayrilamayan yavru bireylerde veya larvalarda morfolojik
karakterlerle teshis giivenilirligi son derece eksik olmasina karsin, genetik analizlerin
tir ayriminda kesin sonu¢ verdigi bu calismada Gadodid tiirleri i¢in basarili
bulunmustur. Hem 12§ gibi kisa baz uzunluguna sahip farkli bir gen bolgesi hem de
16S rRNA gibi uzun baz uzunluguna sahip gen bolgesinde olusturulan agaglar tiir
ayriminda kullanigh bulunmustur. Gadidae ailesi yliksek ticari degerlere sahip tiirler
icermektedir. Ozellikle Mezgit, Tavuk ve Bakalyaro baliklari, avciligmin yapildig
her yerde tiiketiciler tarafindan yiiksek oranda tercih edilen tiirlerdendir. Bu
calismada kullanilan yontemlerle, Tiirkiye sularinda Gadidae tiirlerine ait DNA
dizileme ¢alismasinda, 6zellikle koruma ve yonetim uygulamalar ile ilgili, Gadoid

genetik verilerinin eksikligi bir oranda giderilerek, baz: tiirler i¢in diger arastiricilara
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gore daha uzun baz girisi, bazilari i¢in ise ilk kez veri girisi yapilarak gerek tilkemiz
gerekse kiiresel aragtiricilar igin katki saglamaktadir. Biyolojik ¢esitlilikle ilgili veri
birikiminin Tiirkiye’de siirdiriilebilir avciligin ve daha efektif politikalar tiretilmesi
ve uygulanmasi agisindan katki saglayacagi ongoriilmektedir. Diinya’da oldugu gibi
tilkemiz sularinda da artan ekolojik tehditler ve bozulmaya karsi son derece
korunmasiz olan biyolojik ¢esitlilik agisindan da, bu verilerle sadece Gadoid
populasyon yapilanmasi iizerine degil ayn1 zamanda etkin yonetim stratejilerinin
olusturulmasina ve énemli ticari balik¢ilik kaynaklarinin korunmasina da deneysel ve

bilimsel yaklagimlarla destek sunulmaktadir.
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