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OZET
TURKIYE'DEKI BAZI DENiZ HIYARI (Aspidochirotida: Holothuroidea)
TURLERININ GENETIK YAPISININ MtDNA COI VE 16S rRNA GEN
BOLGELERININ DiZi ANALIZI iLE BELIRLENMESI

OZAN SEN
ORDU UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BALIKCILIK TEKNOLOJiSi MUHENDISLiGi ANABILiM DALI
YUKSEK LISANS TEZI, 66 SAYFA

TEZ DANISMANI: DOC. DR. YILMAZ CiFTCi

Bu c¢alismada, Holothuriidae ailesine ait ve Ege denizlerinden orneklenen
Holothuria tubulosa, Holothuria polii, Holothuria mammata ve Holothuria sanctori
tirleri incelenmistir. Tiirlerin mtDNA {izerinde bulunan 16S rRNA ve COI gen
bolgeleri PZR ile amplifiye edilmis ve dizi analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen
veriler GenBank’tan alinan verilerle birlikte degerlendirilerek tiirler arasi iligkiler
belirlenmistir.

Filogenetik analizlerde COI gen bolgesi i¢in Holothuria tubulosa, Holothuria
polii, Holothuria mammata olarak 3 farkli tiirde calisilmis olunup 6 haplotip
belirlenmistir. 16S rRNA gen bdlgesi i¢cin Holothuria tubulosa, Holothuria polii,
Holothuria mammata, Holothuria sanctori olarak 4 farkl tiir calisilmig ve 6 haplotip
belirlenmistir.

COI ve 16S rRNA gen bolgeleri i¢in haplotip ¢esitliligi ve niikleotit ¢esitliligi
stirastyla Hd: 1,000, Pi: 0,09590; Hd: 0,9290, Pi: 0,10408 olarak bulunmustur. Elde
edilen matrikslerde baz kompozisyonlar1 COI gen bolgesi i¢in A:%27.98, C:%26.43,
G:%18.93 ve T:%26.64 ve 16S gen bolgesi i¢in A: %29.88, C: %23.13, G: %21.30 ve
T: %25.67 olarak belirlenmistir.

Sonug olarak bu ¢alismada, lilkemiz sularinda yayilis gosteren ve 6nemli ticari
tiirleri de icerisinde barindiran Holothuroidea ve Stichopodidae familyalar1 hakkinda
oldukca yetersiz ve eksik olan molekiiler filogenetik arastirmalarin, ¢aligmada
degerlendirilmis COI gen bdlgesi i¢in 3 tiiriin ve 16S rRNA gen bolgesi i¢in 4 tiiriin
bireyleri mtDNA iizerindeki iki gen bdlgesi acisindan giderilmistir. Ayrica bu
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caligmada bazi tiirler i¢in ilk kez elde edilmis ve sonraki caligmalar i¢in referans

olabilecek sekans verileri GenBank’a yiiklenecektir.

Anahtar Kelimeler: COI, Filogenetik, Holothuroidea, mtDNA, Sekans Analizi, 16S
rRNA
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ABSTRACT

DETERMINATION OF GENETIC STRUCTURE OF SOME SEA
CUCUMBER SPECIES (Aspidochirotida: Holothuroidea) IN TURKEY BY
SEQUENCE ANALYSIS OF MtDNA COI AND 16S rRNA GENE REGIONS

OZAN SEN

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

FISHERIES TECHNOLOGY ENGINEERING
MASTER THESIS, 66 PAGES
SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. YILMAZ CiFTCIi

In this study, the species belongs to the Holothuriidae family which sampled
from Turkish waters (Aegean sea); Holothuria tubulosa, Holothuria polii, Holothuria
mammata and Holothuria sanctori have been examined. 16S rRNA and COI 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 inter-species relationships were determined.

In the study, 6 haplotypes for COI gene region, and 6 haplotypes for 16S rRNA
gene region have been identified. Haplotype diversity and nucleotide diversity has
been found for the region COI and 16S rRNA gene, respectively; Hd: 1,000, Pi:
0,9590; Hd: 0,9290, Pi: 0,10408. On the resulting matrices base compositions for the
COI gene region A:%27.98, C:%26.43, G:%18.93, T:%26.64 and for the 16S rRNA
gene region: A: %29.88, C: %23.13, G: %21.30,T: %25.67 has been determined.

According to phylogenetic analysis, the species of Holothuria tubulosa,
Holothuria polii, Holothuria mammata have been researched and 6 haplotypes
detected for COI gene region and for 16S rRNA gene region, 4 species Holothuria
tubulosa, Holothuria polii, Holothuria mammata and Holothuria sanctori have been
researched and for these species 6 haplotypes detected as well.

As a result of the study, data deficiency of families of Holothuriidea and
Stichopodidae which including the commercially important species from Turkish
waters has been improved with this study in terms of three gene regions on mtDNA
for 5 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.

Keywords: COI, Holothuriidae, mtDNA, Phylogenetics, Sequence Analysis, 16S
rRNA,
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SIMGELER VE KISALTMALAR

A : | Adenin

b¢ : | Baz g¢ifti

C : | Sitozin

°C : | Santrigrat derece

COl : | Sitokrom oksidaz alt tinite I
dATP : | Deoksiadenozin trifosfat
dCTP : | Deoksisitozin trifosfat
ddH,O | : | Iki defa distile su

dGTP | : | Deoksiguanozin trifosfat
dk . | Dakika

dNTP : | Deoksiriboniikleozit trifosfat
dTTP : | Deoksitimidin trifosfat
EDTA | : | Etilendiamin tetraasetik asit
G : | Guanin

Hd : | Haplotip cesitliligi

mg : | Miligram

MgCl, | : | Magnezyum Kloriir

pl : | Mikrolitre

pM : | Mikromolar

ml : | Mililitre

ML : | Maksimum Olasilik

MP : | Maksimum Parsimoni
mtDNA | : | Mitokondriyal DNA

ng : | Nanogram

NJ : | Komgu Katilm

Pi : | Niikleotit ¢esitliligi

PZR : | Polimeraz Zincir Reaksiyon
rpm : | Dakikada doniis hiz1

rRNA : | Ribozomal RNA

T : | Timin

TBE . | Tris-borat-edta

UV : | Ultraviyole

\4 .| Volt




1.GIRiS

Okyanuslar, yaklasik olarak diinya yiizeyinin %71’ini kaplayan, biyolojik
cesitliligin en eski rezervleri olmakla birlikte bizim hayatimizi destekleyen esas
sistemi de olusturmaktadir. Insanligin faydalanacag iiriinler ve hizmetleri saglayan
biyogesitlilik biiytlik ve siirekli artan bir listeyi kapsamaktadir (Roff ve Zacharias,
2011).

Diinya, son yiizyillarda 6nemli derecede artan bir niifusa maruz kalmistir. Bu
niifus 1700’1l yillarda 600 milyon iken 2003 yilinda yaklasik olarak 6.3 milyar insan
seviyesine ulagmistir (Cohen, 2003). Son tahminlere gore, su anda 7.2 milyar olan
Diinya niifusunun 11 y1l i¢erisinde 1 milyar daha artacag1 ve hatta 2050 yiliyla birlikte
9.6 milyar kisiye ulasilacagi diisiiniilmektedir (Birlesmis Milletler, Ekonomi ve Sosyal
Isler Bakanligi, 2013). Bu niifus artisgmin bir sonucu olarak, ozellikle deniz

kaynaklarindan olmak iizere yiyecek talebi de artmaktadir.

Bu baglamda, ticari hedef olan tiirlerin asir1 avciligi gen kaynaklarinin geri
doniislimsliz azalmasina neden olmaktadir. Asir1 aveilligin yam sira ¢ok sayida
potansiyel tehdit de bulunmaktadir. Gen kaynaklarinin azalmasina neden olan bu
tehdit faktorlerin basinda; cevresel kirlilik ve gesitli aktivitelerle canli habitatlarinin
bozulmasi gelir. Bu faktorlerin artan bir sekilde devam etmesi popiilasyonlarin yok
olmasina kadar gidecek endise verici ciddi bir durum gostermektedir (Ciftci, 2006).
Boylece insan yasaminda 6nemli bir yeri olan denizel canlilardan uzun siire faydanin
saglanmasi i¢in molekiiler genetik caligmalara agirlik verilmektedir. Bu durumda
genetik farkliligin korunmasi ve gen havuzunun korunmasi olarak iki farkli yaklagima
dikkat ¢eker (Ciftci, 2006). Burada genetik farklilik, popiilasyonlar arasinda genellikle
genetik olarak birbirinden farkli bireylerin go¢ etmesi ile meydana gelirken
poptilasyonlar i¢cinde genlerin mutasyonu ile olusur. Tiir i¢i genetik farklilig1 6nemi
ise canlinin cevresel degisimlere karsi uyum gdstermesinde yardimci olan en temel

unsurlardan biri olmasidir (Ciftci, 2006).

Bundan dolay1, birgok iilke kendi gen kaynaklarini belirlemek amaciyla sahip

oldugu tiirler iizerinde yogun genetik ¢aligmalar yiiriitmektedir. Ulkemizde ise



filocografik ve filogenetik yapimin belirlenmesi konusunda siirli sayida g¢alisma
bulunmaktadir. Zengin biyolojik ¢esitlilige sahip Tiirkiye denizlerinde yasayan
yaklagik 350 nin {izerinde tiir ve alt tiire sahip Osteichthyes sinifina dahil deniz balig1
tiirii bulunmaktadir. Ayrica Tiirkiye denizlerinde dagilim gosterdigi bilinen yaklagik
2700 omurgasiz tiiriinden 57’si ekonomik degere sahiptir. Bu tiirlerin Tiirkiye
kiyilarinda dagilimlar1 incelendiginde Akdeniz ve Ege Denizi’nde 48’er, Marmara ve
Bogazlar’da 44, Karadeniz’de ise 21 ekonomik tiir bulunmaktadir. Kiyisal hayat ve
ekosistem i¢in 6nemli kaynaklar arasinda yer alan deniz hiyarlarin1 da igine alan bu
tiirlerin biiytlik bir kismi insan besini olarak tiiketilmekte ve bu tiirlerin yaklasik %50’si

yurt disina ihrag edilerek iilke ekonomisine katki saglamaktadir.

Diinya da balik¢iligin durumu ve Deniz Hiyar1 ticaretine bakildiginda, Diinya
yiizeyinin yaklasik %71'ini kapsayan okyanuslar, temel yasam destek sistemimiz olan
biyolojik cesitliligin en eski rezervuari olarak kabul edilmektedir. insana fayda
saglayan denizel biyogesitliligin sundugu hizmet ve {riinler hala Onemini
korumaktadir ve her gegen giin degeri daha da artmaktadir (Roff ve Zacharias, 2011).
Diinya niifusu 1700’lii yillarda yaklagik 600 milyon insandan 2017°de 7.53 milyar’a
kadar onemli bir biiylime yasamis ve Birlesmis Milletler (BM)’in son tahminlerine
gore diinya niifusunun 2030'da 8,6, 2050'de 9,8 ve 2100'de 11,2 milyar1 gegmesinin
beklendigini, Tiirkiye niifusunun ise 2050'de 95 milyonu gececegi ongormektedir
(Birlesmis Milletler, 2017). Bu niifus artisinin bir sonucu olarak, 6zellikle deniz
kaynaklarindan olan gida talebi de giderek artmaktadir. Genel kiiresel balik aveiliginin
belirgin bir sekilde dengelenmesine ragmen (90 milyon ton; Sekil 1.1.), asirt
somiiriilen stoklarin yiizdesi, son on yilda genel bir artis egilimi gostermistir (2008
yilinda kiiresel stoklarin%32,5'1 asir1 sOmiirilmiistiir). Son veriler asir1 aveiligin

2011'de %28,8'e diistiigiinii gostermektedir (FAO, 2014).
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Sekil 1.1. 1950 ve 2016 yillar1 arasinda diinyadaki balik¢ilik ve su iiriinleri tiretimi
(Milyon ton) (FAO, 2016).

2016 yilinda kiiresel su {irlinleri iiretimi, 80,0 milyon ton insan gidasi olarak
tiikketilen balig1 ve 30,1 milyon ton su bitkisi ile 37.900 ton tiikketim dis1 {iriinleri
icermektedir. Ciftlik baliklar1 tiretimi 54,1 milyon ton yiizgecli baliklari, 17,1 milyon
ton yumusak¢a, 7,9 milyon ton kabuklular1 ve 938.500 ton kaplumbagalar, deniz
hiyarlar1, deniz kestaneleri, kurbagalar ve yenilebilir denizanasi gibi diger suda
yasayan canlilar1 igermektedir. 1991 yilindan bu yana her yil diinyanin geri kalanindan
daha fazla balik tireten Cin 2016 yilinda da en fazla ciftlik baliklar1 {ireticisi olmustur.
Ayrica, Cin ve Endonezya, 2016 yilinda en fazla su bitkileri iireten iilkeler arasinda ilk
siralart almaktadir. 2016 yilinda 16 biiyiik istatistiksel alan arasinda, Akdeniz ve
Karadeniz, Giineydogu Pasifik ve Giineybati Atlantik degerlendirilen Stoklarin
ylizdeleri siirdiiriilemez seviyelerde avlanirken, Dogu Orta Pasifik, Kuzeydogu
Pasifik, Kuzeybati Pasifik, Bati Orta Pasifik ve Giineybati Pasifik en diislik degerlere
sahiptir. Ana pazarda orkinosa ait stoklarin yiizde 43"l biyolojik olarak siirdiiriillemez
seviyelerde, ylizde 57'si ise biyolojik olarak siirdiiriilebilir seviyelerde avlanildigini
gostermektedir (FAO, 2016). 2015 yilinda toplam deniz hiyari istihsal miktar1
35.819,95 ton olup en fazla iiretim yapan iilkeler sirasiyla Endonezya (%24,1), Kanada
(%23,2) ve Rusya (%14,4)’dr.

Asirt deniz hiyart aveiligy, kiiresel populasyonlarinin tilkenmeden once birkag
tiirlinlin  korunmast  konusundaki endiseleri tetiklemistir. Stichopodidae ve

Holothuriidea populasyonlar1 iizerine bu endise hem FAO (Birlesmis Milletlerin



Gida ve Tarmm Orgiitii) tarafindan ifade edilmis hem de CITES (Yok olma tehdidi
altindaki Yabani Hayvan ve Bitki Tiirlerinin Uluslararasi Ticaretine iliskin Sozlesme)
aracilifiyla vurgulanmistir. Deniz hiyar1 popiilasyonlarinin siirdiiriilebilir bir sekilde

korunmast ve yonetilmesi i¢in bu sézlesmenin Ek II kisminda listelenmistir (Choo,

2008).

Tiirkiye'de Ege Denizi, Akdeniz ve Marmara Denizi'ndeki ticari deniz hiyari
tiirleri yurt i¢inde tiikketilmemektedir, ancak Asya iilkelerine ihra¢ edilmektedir. Deniz
hiyarlariin stoklarini korumak amaciyla 2002 yilindan sonra iireme déneminde deniz
hiyar1 balik¢iligini yasaklayan bir diizenleme yapilmistir (Anonim, 2002). Ancak,
Tiirkiye'deki mevcut deniz hiyar1 stoklar1 ve balik¢ilik faaliyetleri hakkinda ¢ok az
bilgi bulunmaktadir (Aydin, 2008). Deniz hiyarmin Tiirkiye’de 1996 yilindan
itibaren ihracati yapilmakta olup ticareti yapilan tiirlerden yogun olarak kara
sularimizda Holothuria tubulosa, Holothuria polii, Holothuria mammata, Stichopus
regalis bulunmaktadir. Tiirkiye’deki iiretim son yillarda 500 tona kadar ulasmistir

(Gonzalez-Wangiiemert vd., 2014 ve 2015).

Deniz hiyar1 (Deniz Patlicani)’nin ekosistemdeki énemine bakacak olunursa,
omurgasiz tiirlerin yer aldigi 6 sistematik gruptan (Porifera, Cnidaria, Polychaeta,
Crustacea, Mollusca, Echinodermata) biri olan Echinodermata (derisi dikenliler)
grubunun deniz hiyar1 olarak bilinen Holothuroidae sinifi iginde olan canlidir. Hemen
hemen her deniz ekosisteminde yasayabilen bu canlilar daha ¢ok tropikal si1g sularda
ve mercan resif alanlarinda bulunup, s1§ sulardan derin okyanus tabanlarina kadar
yayilis gosterirler. Eseyli iiremekle birlikte dis dollenme yapan deniz hiyarlart deniz
dibinde ¢okelti halde bulunan 6lii organik madde ya da organik atiklarla beslenerek
dogal bir doniisiimii gerceklestirirler. Denizlerin kurdu olarak adlandirilan deniz
hiyarlart substratumu karistirmak ve degistirmekten sorumludurlar (Bruckner vd.,
2003). Holothurianlar, biiyiik miktarda sedimenti barsaklarindan gegirerek, basta canli
diatomlar olmak iizere bakteri, detritus ve diisiik i¢erikli organik maddeyi asimile eden
sediment siiziicii canlilardir (Yingst, 1976; Moriarty, 1982; Uthicke, 1999). Agizlarina
aldiklar1 partikiillerin boyutunu degistirebilir ve sediment olarak doniistimiini
saglayabilirler. Substratum daha kiigiikk partikiillere parcalanarak, resiflerin
dalyanlarin veya diger habitatlarin iist sediment tabakasina doniisiir ve oksijenle

penetrasyon saglanmis olur (Bruckner vd., 2003). Deniz hiyarlar1 gomiilme



hareketiyle, deniz zemininin {ist tabakasinin gevsemesine neden olur. Hem beslenme
hem de hareket aktivitesiyle, aneorobik kosullarin olugmasini engelleyerek (Kitano
vd., 2003) ortam kosullarinmi iyilestirir ve tiir cesitliliginde artisa neden olur. Bazi
bolgelerde deniz hiyarinin bulunmayisi, deniz tabaninin katilagmasina neden
olabilmekte, bu durum diger bentik ve gomiilii yasayan canlilar i¢in gerekli habitatin
yok olmasina neden olabilmektedir (Bruckner vd., 2003). Deniz hiyar1 bentik dongii
sisteminin 6nemli bir kompanenti (Uthicke, 1999) ve bentik kosullarini iyilestirici

olmasi (Kitano vd., 2003) nedeniyle ekosistem i¢in 6nemli bir su iiriinleri tiirtidiir.

Deniz Hiyar1’nin Diinya’daki ve Tiirkiye’deki Dagilimina bakildiginda, Diinya
denizlerinde 1200’e yakin deniz hiyari tiirii bulunmakla birlikte ticari aveiligi yapilan
yaklagik 70 tiir bulunmaktadir. Bu canlilar 40°tan fazla iilkede avlanmakta ve hasadin
cogu islendikten sonra Asya pazarina ihrag edilmektedir. Deniz hiyar1 avciligi, Dogu
ve Giliney Afrika iilkeleri, Kuzey Pasifik ve Kuzey Atlantik okyanuslarina kadar
ozellikle tropikal sularda olmak iizere tiim diinya iilkelerinde yapilmaktadir. Tiirkiye
denizlerinde yapilan arastirmalarda 144 tiir Echinodermata’nin {igte birinin
Holothuridler oldugu saptanmistir (Tortonose, 1965). Akdeniz’de bilinen 5 takim 9
familyaya ait 37 tiir bulunmaktadir (Fischer vd., 2014). Ulkemizde Ege Denizi,
Akdeniz ve Marmara Denizi'nde dagilim gosteren ve deniz patlicani olarak da bilinen
deniz hiyarlari, 8 tiir ile temsil edilmektedir (Aydin, 2015). Bu tiirler Holothuria
tubulosa, Holothuria polii, Holothuria mammata, Holothuria (Platyperona)
sanctori,  Holothuria forskali, Stichopus regalis, Synaptulare ciprocans ve

Stereoderma kirschbergi’dir.

Gida sektoriinde pisirilmis ya da ¢ig olarak tiiketilen deniz hryarlar1 18.yy’dan
bu yana diinyanin ¢esitli lilkelerinde gida iiriinii olarak yerini almaktadir. Bazi insanlar
viicut duvarlarim ¢ig olarak genellikle limon suyuyla tiiketirken, Fijililer Hindistan
cevizi siitlinde pisirirler, Papua Yeni Gineliler 1zgarasin1 yaparlar (Preston, 1993),
Japonya’da ise tiitsiilenmis ¢ig et sirke ve soya sosuyla tiiketilir. Deniz hiyarinin diger
organlar1 da tliketilebilmektedir. Ovaryumlar1 kurutularak ya da tuzlanarak ve
fermente edilerek gida tiiketiminde 6nemli bir yer almaktadir. Bagirsaklar1 hatta
solunum aract olarak adlandirdigimiz kisim da besin maddesi olarak tiiketilir

(Richards, vd., 1994).



Saglik sektoriinde deniz hiyarlar1 gida sektoriinde kullanilmasinin yaninda;
kozmetik, tip, alternatif tip ve ila¢ sanayinde de kullanilmaktadir. Malezya’da
“Gamat” olarak adlandirilan deniz hiyarindan geleneksel olarak gamat yag: ve gamat
suyu elde edilmekte, dis macunu ve sabun yapiminda kullanilmaktadir (Choo ve
Williams, 2004). Cin’de “Trepan” olarak adlandirilan deniz hiyar1 kuvvet verici ve
geleneksel ilag olarak kullanilmaktadir. Bobrek sistemi bozuklugu, barsak hastaliklari
(kabizlik ve sik idrar yapma) gibi hastaliklar1 iyilestirmek i¢in eski ¢aglardan beri
deniz hiyar tiikketilmektedir. Ayrica kapsiil ve tablet seklinde, vitamin ve ek besin
kaynagi olarak satilmaktadir. Polisakkaritcondroitin siilfatin zengin kaynagi olan
deniz hiyar1 eklem iltihabi (arthritis) agrilarim1 da azaltmaktadir. Saponin ve
polisakkarit icermesinden dolay1 anti kanserojen madde olarak ila¢ sanayisinde

kullanilmaktadir (Chen, 2003).

Bu calismaninda ana konusu olan genetik cesitlilik, bir tiiriin genetik
yapisindaki toplam genetik 6zellik miktar1 olarak tanimlanir ve tiirlerin  “sagligin1”
veya uygunlugunu degerlendirmek i¢in yararli bir parametredir. Ayrica,
poplilasyonlarin degisen ortam sartlarina uyum saglamasi i¢in bir arag¢ olarak hizmet
etmektedir. Daha fazla varyasyonla birlikte, popiilasyondaki bireylerin ¢cevreye uygun
alel ¢esitliligine sahip olma olasiligi daha da artacaktir. Bu alel genleri tasiyan
bireylerin yeni yavrular iiretmek i¢in hayatta kalma olasiliklar1 da daha yiiksektir.
Popiilasyon, bu bireylerin hayatta kalma basarisindan dolay1 nesiller boyu devam
edecektir. Uluslararasi Doganin Korunmasi Birligi (IUCN) tarafindan genetik
cesitlilik tiirlerin evrimsel potansiyelinin korunmasi i¢in kabul edilen {i¢ biyogesitlilik
tiiriinden biri gibi kabul edilmektedir (Roff ve Zacharias, 2011). Popiilasyonlarin asir1
sOmiiriilmesi ya dogrudan popiilasyon biiylikliigiiniin azalmasina yada stoklar
arasindaki gd¢ miktarini azaltarak, genetik ¢esitliligin kaybolmasin1 neden olacaktir
(Allendorf vd., 2014; Pinsky ve Palumbi, 2014). Bununla birlikte, popiilasyon
genetiginde  etkili popiilasyon biiyiikliigii veya “Ne” (Watts vd., 2007) olarak
tanimlanan ve ilireme agisindan basarili bireylerin sayisi, dogurganlik seviyesini ve
genetik cesitlilikteki azalmanin oranini belirler. Bir tlir asir1 avlanma yoluyla
poptilasyon biiyiikliiglinde asir1 azalmalar yasiyorsa genetik siiriiklenmenin stokastik
etkisi artar. Bu da mutasyon hizinin (yani cesitlilik kaynagi) genetik siiriiklenme

tarafindan belirlenen genetik cesitlilik kaybini dengelemek i¢in yeterli olmayacagi



anlamma gelmektedir. Ustelik, etkili popiilasyon biiyiikliigii (Ne) azaldig: gibi, dogal
seleksiyon ve genetik siiriiklenme arasindaki denge de degisir, bu da gen frekansindaki
degisikligi desteklemektedir (Hare vd., 2011). Azalan bir Ne, se¢im yoluyla secilen
adaptif alellerin sabitlenmesi, genel uygunlugun azaltilmasi ve g¢evresel degisime
adaptif tepkilerin sinirlandirilmasi yerine, zararli allellerin sabitlenme olasiligini
artirarak genetik cesitlilige zarar verebilir (Allendorf vd., 2014). Diger yandan,
geemise doniik Ne'nin kullanimi balik¢ilik yonetimi i¢in ¢ok faydali olabilir, ¢iinkii
poplilasyonlarin asir1 aveilik Oncesi tahminleri, balik¢ilik kaynaklarindan gelen

demografik verilerin dogrulanmasina katki saglayabilir (Ovenden vd., 2016).

Calismanin gerekgesi ve amaci kapsaminda degerlendirme yapildiginda, son
yillarda sucul tiretimdeki genisleme ve biiyliime ¢evre iizerinde baski olusturmakta;
baskinin balik ¢iftliklerinin atiklar1 ve besleyici tuzlar nedeniyle oldugu kabul
edilmektedir. Askida ki kat1 maddeler taginan sularda ¢6ziinmiis oksijen degerlerinin
diismesine neden olmaktadir. Besleyici tuzlar (nutrient) ve bu sebeple artan alg artigi
ise kiyisal ve i¢ sularda otrofikasyona sebep olur. Bu da ekosistemde hizli bir sekilde
organik madde artisina neden olmaktadir (Nixon, 1995). Deniz hiyari, boyle bir
biyolojik kirliligi engelleyebilecek bir canlidir. Deniz hiyarinin artan piyasa talebi ile
birlikte kontrolsiiz ve/veya yetersiz balik¢ilik yonetiminden kaynakli asir1 aveiligt
biiyiik bir 6nem tegkil etmektedir. Benzer morfolojiye sahip olmalarindan dolay: tiir
ayriminin ¢ok zor yapilmasi, yasam stratejileri, popiilasyon dinamikleri ve evrimsel

tarihleri hakkinda ¢ok az bilgiler bulunmasi en temel sorunlardir.

Ulkemizde bu tiiriin filogenetik yapismin belirlenmesi konusunda yeterli
calisma bulunmamaktadir. Zengin biyolojik c¢esitlilige sahip Tiirkiye denizlerinde
yasayan bu ticari tiirlerin kendi aralarindaki filogenetik iliskinin bu ¢alismayla ortaya
konulmasi amaglanmaktadir. Bu Orneklerin genetik yapist mtDNA’nin farkli gen
bolgeleri sekans analiz yontemiyle belirlenecek ve elde edilen sonuglar bu familya
iiyeleri lizerine yapilmis diger calismalarla karsilastirilacak ve kendi aralarindaki

akrabalik iligkileri belirlenecektir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Bugiine kadar yapilan c¢aligmalara bakildiginda ¢ogunlukla yabanci
aragtirmacilar tarafindan Atlantik ve Akdenizde yiiriitiilen ¢alismalar oldugu ve bu
caligmalarin bir kismininda Ege tiirlerini de iceren ekolojik ve smirli miktarda
molekiiler arastirmay1 kapsadigi goriilmektedir. Her gegen yil ekolojik dengesinde
degisimlerin saptandigi Tiirkiye kiyilarindaki aragtirma sayisinin azlhigi dikkat
cekicidir.

Aydm (2008) calismasinda Tiirkiye'deki potansiyel deniz hiyar1 balik¢iligt
incelenmis ve Ege Denizi, Akdeniz ve Marmara Denizi'ndeki deniz hiyan tiirlerinin
ticari durumu hakkinda bilgiler vermistir. Tiirkiye’de 2002 yilina kadar ticari deniz
hiyar1 hasadina iligkin bir diizenleme olmadig1 fakat ancak 2002 yilindan sonra, deniz
hiyar1 stoklarmi korumak amaciyla iireme doneminde deniz hiyari avciligini

yasaklayan bir yonetmelik ¢ikarildigi belirtilmistir.

El-Naggar ve ark. (2008), Holothuroidea'larin Kizildeniz'deki sistematigini ve
taksonomisini netlestirmek i¢in molekiiler filogenetik analizi yapmiglar ve bu
baglamda dort deniz hiyar tiiriinden mitokondriyal 16S rRNA genine ait DNA dizisi
elde edmislerdir. Holothuroideanin maksimum olasilik yontemini kullanarak elde
edilen molekiiler filogeni sonuglariin biiylik 6l¢iide kalkerli par¢alarin morfolojisine
dayanan mevcut taksonomisiyle ¢elistigi gozlenmistir. Mevcut sonuglar, Holothuria
fuscogilva, Actinopyga mauritiana ve Holothuria nobilis tirlerinin, Cucumaria
frondosa, Pentacta pygmaea, Cucumaria pseudocurata ve Psolus fabricii tiirleri ile
%100 benzer oldugu dogrulamislardir. Arastirmacilar, deniz hiyar1 ailesinin
derinlemesine filogenetik analizi i¢in genomun/genlerin daha yavas evrimlesen

bolgelerinin de incelenmesi gerektigini ne siirmiislerdir.

Borrero-Perez ve ark. (2009) ¢alismalarinda, molekiiler ve morfolojik verileri,
Akdeniz ve Atlantik Okyanusu'ndan Holothuriidae familyas1 tyeleri, Holothuria
tubulosa Gmelin, 1790, Holothuria stellate Delle Chiaje, 1823, Holothuria mammata
Grube, 1840 ve Holothuria dakarensis Panning, 1939 tiirlerinin taksonomik durumunu
degerlendirmek icin kullanmiglardir. 16S rRNA geni, tiirler arasinda net genetik
farklilasma ile iyi desteklenmis ii¢ kladi ayirt etmistir. Morfometrik karakterler,

kladlar1 yansitsalar da, biiylik degiskenlik oldugunu ve farkli kladlardan bazi



orneklerin st tliste geldigini gostermistir. Morfolojik veriler ve literatiir, kladlarin H.
dakarensis'e (Cape Verde Adalari'ndan), H. mammata'ya (Atlanto-Akdeniz
bolgesinden) ve H. tubulosa'ya (Akdeniz'den) karsilik geldigini gostermistir. Ayrica,

Holothuria stellati tiriiniin H. tubulosa'nin sinonimi oldugu kabul edilmistir.

Borrero-Perez ve ark. (2010) calismalarinda Holothuridae tiirlerinin Kuzey
Atlantik ve Akdeniz’de ki taksonomik yapisin1 molekiiler filogenetik analiz yontemi
ile incelemislerdir. Ayrica mitokondriyel markir ve molekiiler saat hipotezi kullanarak
aile cesitliligi i¢in bir zaman 6lgegi olusturmuglardir. Sonug olarak, alt cins olan
Holothuria ve Roweothuria parafiletik olarak alinmis ve dort ayri nesil farkli zaman
araliginda tanimlanmigtir. Ayrica, bilinen uzun evrimsel tarihe sahip en az ¢ tiir tespit
edilmis (Holothuria forskali, Holothuria sanctori ve Holothuria impatiens) ve
sirastyla  Holothuria, Roweothuria ve Vaneyothuria’ya ait alti tiir birbiri ile

farklilagmustir.

Vergara-Chen ve ark. (2010) ¢alismalarinda, COI ve 16S olmak iizere iki ayri
gen bolgesini kullanarak Mar Menor kiyisal lagiinii ve deniz kiyis1 boyunda kiiciik
Olgekli bir alandaki Holothuria polii’nin genetik yapisini incelemislerdir. Ayrica
mitokondriyel sekanslara ait data seti, kiyisal lagiin alanlar1 ve deniz suyu arasindaki
cevresel farkliliklarin popiilasyon genetik yapisi iizerindeki etkisini test etmekte
kullanilmistir. Biitlin 6rneklenen lokasyonlar, yiiksek seviyede haplotip cesitlilik ve
diisiik degerde niikleotit ¢esitlilik gdstertmistir. Kiigiik farkliliklar i¢in COI gen bolgesi
ve farklt mutasyon oranina ya da 6zel haplotiplerin sayisina bagli olabilecek kiigiik
degisiklikler icin 16S gen boélgesi kullanilarak, bu iki gen bolgesi genetik farklilagim
isaretlerini birbiriyle karsilastirarak gostermistir. Popiilasyon biiylimesinin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikmis 6zel haplotipler ve asir1 derecede yeni mutasyonlar belirlenmistir.
Selektif islemler, kullanilan gen markirlarini etkiliyor olsa da yiliksek 6nem tasiyan
yaygin ek modeller, 16S geninden ve sicaklik ve tuzluluk gibi bagimsiz degiskenlerden

gelen veriler dikkate alinarak gézlemlenmistir.

Borrero-Perez ve ark. (2011), yaygin olarak dagilm gdsteren deniz hiyari
Holothuria mammata Grube, 1840 popiilasyonlarimin genetik yapisin1 ve deniz
ortaminda bulunan engellerinin gen akisi ve tarihsel siliregler iizerine etkilerini

arastirmiglardir. Arastirmacilar, dort Atlantik lokasyonundan ve dort Akdeniz



lokasyonundan 177 6rnekte mitokondriyal 16S ve COI gen dizilerini analiz etmisler
ve her iki gen bolgesi i¢in Haplotip ¢esitliliginin yiiksek (16S i¢in Hd = 0.9307 ve COI
icin 0.9203) ve haplotiplerin yakindan iligkili oldugunu belirlemislerdir (16S i¢in p =
0.0058 ve COI i¢in 0.0071). En diisiik genetik ¢esitlilik Ege Denizi popiilasyonunda
bulunmustur. Elde edilen sonuglar, COI geninin popiilasyon yapisinin tespiti i¢in 16S
geninden daha degisken ve daha etkili oldugunu gostermistir. MtDNA
haplotiplerinden populayon ¢iftleri i¢in hesaplanan F degerleri ve AMOVA sonuglari
sirastyla: (i) Ege Denizi'ndeki popiilasyon ile diger bolgelerdekiler arasinda, her iki
mitokondriyal gen tarafindan desteklenen Onemli bir genetik kirilma oldugu (ii)
Kanarya ve Azor Adalari'nin diger popiilasyonlardan zayif da olsa farklilastig1 ancak,
Macaronezya Adalari, Algarve ve Bat1 Akdeniz'den gelen popiilasyonlarin panmiktik

bir metapopiilasyon oldugu belirlenmistir.

Mezali (2011), calismasinda, Cezayir kiyilarindaki gesitli s1g su bolgelerinden
taksonomik belirsizlikler tasiyan bes farkli tiiriin 22 bireyini ornekleyerek 600bg
uzunlugunda 16S rRNA gen bolgesinde filogenetik analiz yapmistir. Bu ¢aligmada ilk
olarak bazi yayinlarda tartisilan iki farkli renkli morfolojiye sahip Holothuria
sanctori’nin ayni soydan geldigi tanimlanmistir. Her zaman karigiklik gdsteren
Holothuria stelatti’nin genetik olarak diger tiirlerden ayr1 oldugu, Akdeniz’de en iyi
bilinen ve en yaygin tir olan Holothuria tubulosa’nin birbirinden ayn iki
poplilasyonun da ayni soydan geldigi belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada toplanan
tiirlere ait birka¢ drnegin sekansinda tespit edilen farklilagmanin muhtemelen daha
once bilinmeyen bir tiirii ya da iki bilinen tiir arasindaki bir hibriti (Holothuria polii ve

Holothuria stelatti) temsil edebilecegi belirtilmistir.

Valente ve ark. (2014) ¢alismalarinda Holothuria polii’nin mtDNA COI ve 16S
rRNA gen bélgelerini kullanarak tiiriin genetik yapisim analiz etmislerdir. Ornekler
Akdeniz’de ¢ok sayida tiiriin dagilim gosterdigi 7 lokasyondan toplanmistir. Toplam
142 H. polii bireyinde 517bg¢ uzunlugunda COI gen bolgesi ve 134 bireyinde 447 bg
uzunlugunda 16S rRNA gen boélgesi analiz edilmistir. COI gen bolgesi i¢in yiiksek
haplotip cesitliligi (Hd=0.9297), 16S rRNA gen bdlgesi i¢in orta derecede ¢esitliligi
(Hd=0.6537) ve iki gen bolgesi i¢in diisiik niikleotit cesitliligi belirlenmistir. COI gen
bolgesi i¢in sonuglar devam eden popiilasyon bilyiimesini belirterek birka¢ mutasyonal

degisimle birlikte bircok yeni ve 6zel haplotiplerin oldugunu gdstermistir. Dogu
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Akdenizden Kusadasi 6rneklerini de igeren ¢alismada COI gen bolgesi i¢in Kusadasi
ornekleri diger ornekleme lokalitelerine gore daha yiiksek sayida haplotip, 6zel

haplotip, polimorfik site ve haplotip ¢esitliligine sahip oldugu tepit edilmistir.

Gonzalez-Wangiiemert ve ark. (2015) ¢alismalarinda Tiirkiye’de iki hedef tiir
olan Holothuria polii ve Holothuria tubulosa’nin genetik yapist ve biyometrisi
tizerinde avlanmanin etkisini incelemislerdir. Ayvalik ve Kusadasi’ndan 42 H. polii
bireyi iizerinde yapilan 517b¢ uzunlugundaki COI sekans analizi bize 23 farkl
haplotip oldugunu gostermistir. Bunlardan 7 tanesi hem Kusadasi hem de Ayvalik’taki
bireyleri kapsarken diger haplotipler Kusadasi 10 ve Ayvalik 6 olmak {izere bolgelere
dagilmigtir. 16SrRNA genini ayni1 bireyler i¢in analiz edildiginde 432b¢’de 16 haplotip
gozlemlenmistir. 4 haplotip lokaliteler arasinda paylagilmistir ve her lokaliteye 6zgii 6
haplotip belirlenmistir. Kusadasinda avciligin yasak oldugu boélgedeki biiyiik
Holothuria polii bireylerinin en yiiksek genetik ¢esitliligi gosterdigi tespit edilmistir.

Ayrica benzer sonuglar Holothuria tubulosa igin de gdzlemlenmistir.

Henriques ve ark. (2016) calismalarinda 9 yeni polimorfik mikrosatalit markir1
Holothuria mammata igin gelistirmis ve bu mikrosatalitler {ic farkli 6rnekleme
lokasyonunda test edilerek karakterize edilmistir. Bu 9 mikrosatalitin tamami 11°den
22°ye sirali yiiksek sayida alellerle ve 0.52 ve 0.92 arasindaki beklenen
heterozigotlukla birlikte yliksek polimorfizm ve gesitlilik gostermistir. Popiilasyonlar
arasinda 6nemli derecede genetik farkliliklar goriilmiistiir. Bu mikrosatalit markirin,
asir1 avlanmaya maruz kalmis popiilasyonlarda, stoklarin belirlenmesi, genetik
cesitliklerin  degerlendirilmesi, gen akist tahminini ve avcilik etkisinin
gozlemlenmesinide igine alan avcilik yonetiminde uygulanabilecek c¢ok 6nemli

bilgiler sagladigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Deniz Hiyar1 Materyalleri

Calismada, Holothuriidae ailesine dahil ve Tiirkiye denizlerinde yayilim
gosteren Holothuria tubulosa (Gmelin, 1788), Holothuria polii (DelleChiaje, 1823),
Holothuria mammata (Grube, 1840) ve Holothuria sanctori (DelleChiaje, 1823)

tiirlerinin 6rneklemeleri yapilmustir.

Holothuriidae familyasinda denizhiyar tiirlerinin sistematik kategorisi Cizelge

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calisilan Tirlerin Sistematigi

Alem Animalia

Sube Echinodermata

Altsube Eleutherozoa

Sinif Holothuroidea

Takim Aspidochirotida

Aile Holothuriidae

Cins Holothuria

Tiir Holothuria tubulosa
Holothuria polii

Holothuria mammata

Holothuria sanctori

3.1.1. Holothuria tubulosa (Gmelin, 1788)

Bu tiir, Cezayir, Hirvatistan, Fransa, Cebelitarik, Italya, Karadag, Portekiz ve
Tiirkiye'den Akdeniz ve g¢evresindeki Atlantik sularinda bulunur (Samyn, 2013).
Ulkemizde Holothuriatu tubulosa Ege denizinde sik¢a rastlanan tiirlerden biridir.
Kumlu, ¢amurlu ve yumusak zeminleri tercih ederler. Ayica deniz c¢ayirlarinin
kenarlarinda ve az miktarda da olsa kayalik sert zeminlerde bulunabilirler (Sekil 3.1).
Yogun olarak 0-20 m derinliklerde yasasalarda 50m derinlikteki sularda da
yasayabilirler (Aydin, 2016). Dorsalde, koyu kahverengi renkte olup, vucut kalin
cikintilarla kaphdir, ventralde ise daha agik renkli olup ¢ok sayida tiip ayaklar (podia)
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mevcuttur. Genellikle, zeminde bulunan organik partikiillerle beslenmektedirler.

Diger deniz hiyarlarinda oldugu gibi rahatsiz edildiklerinde kasilmaktadirlar.

Ozellikle, Haziran-Eyliil aylar1 arasinda sularm s13 kesimlerinde iirerler. Larvalari

planktoniktir ve yaklasik 7-13 hafta siiren bu donemden sonra dibe yerlesirler.

Yaklasik olarak 8yildan daha uzun yasayan bireyler 5-6 yilda cinsel olgunluga
ulagsmaktadirlar (Aydin, 2016) (Sekil 3.2).
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Sekil 3.1. Holothuria tubulosa (Gmelin, 1788) tiirlinlin cografik dagilimi (Samyn,
2013). Kahverengi ile belirtilmis kisimlar dagilim alanlarini gostermektedir.

Sekil 3.2. Holothuria tubulosa (Gmelin, 1970)’nin ’iin genel goriintiisii (Anonim, 2018).
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3.1.2. Holothuria polii (DelleChiaje, 1823)

Bu tiir, Cezayir, Hirvatistan, Italya, ispanya (ayrica Kanarya Adalar1), Fransa
(ayrica Atlantik kiyis1) ve Tirkiye dahil olmak {izere Akdeniz'de bulunur. Kuzey
Kizildeniz'deki Siiveys Korfezi'nde de bulunur (Mercier, 2013). H. polii, 6zellikle
Tiirkiye de, Ege Denizi’nin Kuzeyinde bulunan en yaygin deniz hiyar tiirdiir (Sekil
3.3). Bu tiir daha ¢ok H. tubulosa tiirii ile ayn1 ortamlar1 paylasir ve benzer sekilde
deniz cayirlarinin etrafinda bulunan ¢amurlu yumusak zeminleri yasam alani olarak
tercih ederler (Aydin, 2016). Genellikle, viicut kahverengi veya siyah renkte olup
ventral kismin ylizeyinde ¢ok sayida tiip ayaklar (podia) bulunmaktadir ve biiylik
bireylerde tlip ayaklarin u¢ kisimlar1 beyaz renklidir. Dorsal de ¢ikintilar
bulunmamaktadir. Ulkemizde bulunan tiirler arasinda en kiiciik tiir olmasi ve et
icerisinde kalkerik yapilarin ¢ok olmasindan dolay1 diger tiirlere gore ticari olarak az

tercih edilirler (Aydin, 2016) (Sekil 3.4).

o UKRAINE
St Helier oPari

EXTANT (RESIDENT]

ALGERIA
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EGYPT

Sekil 3.3. Holothuria polii (DelleChiaje, 1823) tiirlinlin cografik dagilimi (Mercier, 2013).
Kahverengi ile belirtilmis kisimlar dagilim alanlarin1 gostermektedir.
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Sekil 3.4. Holothuria polii (DelleChiaje, 1823)’nin genel goriintiisii (Anonim, 2012a).

3.1.3. Holothuria mammata (Grube, 1840)

Bu tiir, Ispanya, Yunanistan, Tiirkiye, Tunus, Hirvatistan ve Italya dahil olmak
tizere Akdeniz'de bulunur ve Meksika'nin dogu kiyisindaki Meksika Korfezi'ndeki bir
bolgeden de kayitlar mevcuttur (Borrero-Perez ve ark. 2009). Ayni zamanda giiney
Portekiz ve Azor ve Kanarya Adalari'nda (Borrero-Perez ve ark. 2009), Cezayir'de
(Mezali, 2011) ve Malta'da (Tanti ve Schembri, 2006) goriiliir (Mercier ve Hamel,
2013a) (Sekil 3.5). Holothuria mammata ticari olarak ¢ok tercih edilen bir tiir olsa da
Ege denizinde H. tubulosa ve H. polii kadar yogun bulunmamaktadir. Viicudun da,
deri lizerinde ¢ok sayida kalin c¢ikintilara sahiptir. Renk kirmiziya calan eflatun
rengindedir. Et kalinlig1 fazladir. H. tubulosa tiirtine ¢ok benzediginden tiiriin ayrimi1
yapmak kolay degildir. Diger tiirlerle birlikte yasarlar fakat daha sert zeminleri tercih
etmektedirler (Aydin, 2016) (Sekil 3.6).
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Sekil 3.5. Holothuria mammata (Grube, 1840) tiiriiniin cografik dagilimi (Mercier ve
Hamel, 2013a). Kahverengi ile belirtilmis kisimlar dagilim alanlarim gostermektedir.

Sekil 3.6. Holothuria mammata (Grube, 1840) nin genel goriintiisii (Anonim, 2008).

3.1.4. Holothuria sanctori (DelleChiaje, 1823)

Bu tiir Hirvatistan, Fransa, Italya, Portekiz, Saint Helena, Ispanya'nin
giineyinde, Tiirkiye (Aydin, 2008), Cape Verde (Wirtz, 2009), Kanarya Adalari
(Borrero-Perez ve ark. 2009), Cezayir (Mezali, 2011) ve Meksika'da bulunmaktadir
(Mercier ve Hamel, 2013b) (Sekil 3.7). Ulkemizde Holothuria sanctori, Akdeniz, Ege
ve Marmara’da bulunan ve daha ¢ok karanlik kayalarin arasinda, magaralarda ve
oyuklarda yasayan bir tiirdiir. Cuvier organlar1 vardir ve herhangi bir tehlike sezdikleri

durumda ortama ag seklinde salgi yayarlar. Bu tiir, Ticari bir tiir olmasina ragmen
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stoklarinin kii¢lik olmasi ve salgilarindan dolay1 toplamasinin zor olmasindan dolay1
cok fazla tercih edilmezler. H. sanctori tiiriin de kahverengi renk baskin olup viicut
tizerinde boyuna dizilmis halde sar1 renkli ve orta kistmlar1 kahverengi konik yapida
Papilalar1 bulunmaktadir. Dis goriiniislerindeki bu 6zellikleri ile diger tiirlerden ayirt
edilmesi nispeten kolaydir. Tiir, ventral de sarimsi renkte olup dorsal kisma gore daha
acik renklidir. Yaygin bulunan bir tiir degildir ve daha c¢ok kayalik bolgelerde, kaya
oyuklarinda ve magaralarda sert yiizeylerde yasarlar (Aydin, 2016) (Sekil 3.8).
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Sekil 3.7. Holothuria sanctori (DelleChiaje, 1823) tiiriiniin cografik dagilimi (Mercier ve
Hamel, 2013b). Kahverengi ile belirtilmis kistmlar dagilim alanlarimi gdstermektedir.
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Sekil 3.8. Holothuria sanctori (DelleChiaje, 1823)’nin genel goriintiisii (Anonim, 2012b).

3.2. Ornekleme

Bu calismada Ege denizinde dagilim gosteren Holothuria tiirlerine ait
mitokondriyal 16S rRNA ve COI gen bdlgelerine ait sekanslar elde edilerek
filogenetik analizlerinin yapilmasi amactyla, tilkemizde dagilim gosteren 4 tiir ve her
tirden 5’er Ornegin c¢alisilmast planlanmigtir. Ege denizi Kusadasi ve Ayvalik
lokasyonlarinda dagilim gosteren tim tirler (Holothuria polii, H. tubulosa, H.
mammata, H. sanctori) 6rneklenmistir. Ayrica GenBank'ta bulunan Holothuriidae'nin
Akdeniz ve Ege denizinde dagilim goOsteren tiirlerine ait sekans verileri Gen
bankasindan almarak birlikte analiz edilmistir (Cizelge 3.2). Ege denizi drnekleri Izmir
ilinde deniz hiyar1 isleme tesisinden ticari amagla yakalanmis deniz hiyarlarindan elde
edilmistir. Tiirkiye’de Ege denizinden, 2 farkli lokaliteden (Sekil 3.9) 4 tiire ait 20
ornek toplanmustir. Ornekleme yapilirken deniz hiyarlarinin kas dokular1 nester
yardimiyla yaklasik 2 cm kesildikten sonra 1,5 ml’lik eppendorf tiiplerde %98’lik
etanole konularak laboratuvara getirilmistir. Stichopus regalis tiirii ise trol gemisinden
cikarildiktan sonra biitiin canli %98°lik alkole konularak laboratuara ulagimi saglanmig
ve laboratuar ¢alismasi yapilana kadar derin dondurucuda saklanmastir.

Cizelge 3.2. Bu calismaya dahil edilen Deniz hiyan tiirleri, referanslar, GenBank
ulagim numaralar1 ve 6rneklerin lokadsyonlari
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Tiirler Referanslar | GenBank Ulasim No Lokasyon
16S rRNA COl
H. mammata Bu galisma | (M3) (M1) Ege Denizi, Kusadasi, Turkey
H. mammata Bu galisma |- M2) Ege Denizi, Ayvalik, Turkey
H. mammata 251 EU191949 | GQ214743 | Canary Islands, Spain
H. mammata 2;1 EU191957 |GQ214744 | Azores Islands, Portugal
H. mammata 1 GQ214729 | GQ214745 |Cabo de Palos, Spain
H. mammata 2;1 FJ231190 |GQ214746 | Algarve, Portugal
H. tubulosa Bu ¢alisma | (T3) (T Ege Denizi, Kusadasi, Turkey
H. tubulosa Bu ¢alisma | - (T2) Ege Denizi, Ayvalik, Turkey
H. tubulosa 1 GQ214731 |GQ214749 | Aguilas, Spain
H. tubulosa 1 GQ214732 | GQ214751 | Gerona, Spain
H. tubulosa 4 KJ719531 Iﬁzfzgzz?;;rkey
H. tubulosa 5 JN207602 | Azores,Portugal
H. dakarensis 2; 1 EU191979 |GQ214752 | Cape Verde Islands
H. arguinensis 1 GQ214735 | GQ214755 | Algarve, Portugal
H. arguinensis 3 JX125700 | Algarve, Portugal
H. polii Bu ¢alisma | (P2) (P1) Ege Denizi, Kusadasi, Turkey
H. polii Bu ¢alisma | (P4) (P3) Ege Denizi, Kusadasi, Turkey
H. polii 1 GQ214738 | GQ214758 | Mar Menor, Spain
Ege denizi Kusadasi;
H. polii 4 KJ408308 KJ493933 | Crete,Eastern
Mediterranea
H. polii 4 KJ493917 |Mallorca,Western
Mediterranean
H. lentiginosa 1 GQ214733 | GQ214753 | Alboran Island, Spain
H. impatiens 1 GQ214739 | GQ214760 | Cabo de Palos, Spain
H. sanctori Bu ¢alisma | (S1) - Ege Denizi, Kusadasi, Turkey
H. sanctori Bu calisma | (S4) - Ege Denizi, Kusadasi, Turkey
H. sanctori 1 GQ214741 | GQ214763 | Canary Islands, Spain
H. sanctori 1 GQ214742 | GQ214764 |Cabo de Palos, Spain
P. regalis 6 KMO048346 | KM048377 | Spain
P. regalis 6 KMO048345 | KM048352 | Spain
Cucumaria
frondosa KF479389 Outgrup

Refs. (1) )Borrero-Pérez vd. (2010); (2) Borrero-Pérez vd. (2009); (3) Gonzalez-Wangiiemert ve
Borrero-Pérez (2012); (4) Gonzalez-Wangiiemert vd. (2015); (5) Honey-Escandon vd. (2012); (6)
Maggi ve Gonzalez-Wanguemert (yayinlanmamius).
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Sekil 3.9. Orneklerin toplandig lokalitler. 1-Aydin (Kusadasi); 2-Balikesir (Ayvalik)

3.3. Yontemler

3.3.1. Toplam DNA izolasyonu

DNA izolasyonu %98’lik etanol’de saklanan 6rneklerin kas dokularindan
yapilmigtir. Toplam DNA’nin ekstraksiyonunda fenol/kloroform-CTAB-Merkaptanol
yontemi kullanilarak gerceklestirildi. Kaliteli ve optimum DNA eldesi i¢in yaklasik
olarak 200 ile 300mg aras1 doku 6rnegi kullanildi. Dondurma isleminden 6nce alinan
doku ornekleri alkolleri ugana kadar 2-3dk havlu kagit iizerinde bekletildi. Bu
islemden sonra -80°C’de 18 saat dondurulup havanda ezilen doku 6rnegi 1.5 ml’lik
Eppendorf tiiplere konuldu. Daha sonra Eppendorf tiiplere 700 ul Homojenizasyon
cozeltisi eklenerek vorteks yardimiyla karigtiriip santrifiij yapilarak 60°C’de 1.5-2

saat sarsakli inkiibatore konarak homojenizasyon islemi yapildi.

Dokular 15’er dakika arayla kontrol edilerek vortekslendi. Homojenize olmus
Ornekler santrifiij yapilarak {ist kisim yeni tiiplere aktarildi. 700ul (esit hacimde)
kloroform: isoamil alkol (24:1) ilave edilip elle tabakalasma kaybolana kadar ters-diiz
edilerek karistirildi. 10.000 rpm’de 5 dk. santrifiij yapilarak iistte olusan faz, orta faza
zarar verilmeden dikkatli bir sekilde pipet yardimiyla yeni tiiplere alindi. Bu yeni

tiiplere alinin iist fazin esit hacminde fenol/kloroform: isoamil alkol (24:1) ilave edilip

20



yine elle ters diiz edilerek karistirildiktan sonra 10.000 rpm’de 5dk. santrifiij edildi.
Olusan st faz yine pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde yeni tiiplere aktarilarak, esit
hacimde kloroform: isoamil alkol (24:1) eklendi ve elle ters diiz edildikten sonra
10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan faz ayr1 bir eppendorf tiipiine
aktarildiktan sonra {izerine esit hacimde isopropanol eklenip elle ters diiz edildikten

sonra 1 saat sure ile -20°C’de bekletildi.

Biitiin 6rneklerde bu islemler gergeklestirildikten sonra sogutmali santrifiijde
+4°C’de 13.000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek DNA’nin pelet haline gelmesi
saglanmis oldu. Tiiplerin igerisindeki isopropanol peletlerin diismediginden emin
olarak dikkatli bir sekilde uzaklastirildi ve daha sonra peletler 500 ul %70 lik etanolle
yikanarak 13.000 rpm’desantrifiij edildi. Bu iglem iki defa yapildiktan sonra tiiplerin
icerisindeki alkol dikkatli bir sekilde peletlere zarar vermeden uzaklastirilarak peletler
5 dk. siire ile kurumaya birakildi. Son olarak tiiplere 50 pl destile su ilave edilerek
DNA’nin ¢oziilmesi saglanmis ve uzun siireli muhafaza etmek iizere 6rnekler -

20°C’de dondurucuya konulmustur.

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

Pelet halindeki DNA c¢oziildiikten sonra agaroz jelde biitiinliigli kontrol
edilmistir. Kullanilacak tankin hacmi i¢in yapilan hesaplamalara gore %0,8°1lik 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 4l ethidiumbromide ilave edilerek karistirild: ve jel kiivetine
dokiilerek tiim kabarciklar temizlendikten sonra Ornek sayisina uygun taraklar
yerlestirilerek donmaya birakildi. Donma gergeklestikten sonra jel lizerine az miktar
IxTBE buffer dokiildiikten sonra taraklar ¢ikarilarak kiivet tank icine uygun sekilde
yerlestirilip tank {lizerinde belirtilen ¢izgiye kadar 1xTBE buffer ile dolduruldu.
Sogutucu da +4°C’ye kaldirilan ornekler parafilm tizerinde distile su ve LoadingDye
(Cizelge 3.3.) ile pipetajlanarak jel lizerindeki kuyucuklara yiiklendi ve 100 V’da 60
dakika ytriitiilerek UV goriintiileyici altinda bantlar gozlenerek DNA varlig1 ve
kalitesi gozlendi (Sekil 3.10.). Uygun kalitede bant veren 6rnekler sekans i¢in PZR’a
hazirlanmak {izere ayrildi, uygun bant vermeyen ornekler i¢in farkli numunelerden

ekstraksiyon yenilenerek bu islemler tekrarlandi.
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Cizelge 3.3. Jele yiiklemek i¢in kullanilan ¢ozelti ve 6rnek miktarlari

Her bir ornek

icin Miktar
DNA 0Ornegi 3ul
Distile su 2ul
6xLoading Dye Tul

Sekil 3.10. Ekstraksiyon sonrasi jelde yiiriitiilen DNA 6rneklerinin UV altinda goriintiisii

3.3.3. Mitokondriyal DNA 16S rRNA ve COI Gen Bolgelerinin PZR ile
Amplifikasyonu

Holothuriidea 6rneklerinden elde edilen mitokondriyal DNA’nin 16S rRNA ve
COI bolgeleri, bu bolgeler icin baska arastirmacilar tarafindan gelistirilen primer
setleri (Cizelge 3.4.) kullanilarak ThermalCycler (TC PLUS, TECNE) yardimiyla
cogaltilmistir. Yiikseltgeme islemi her bir 6rnek DNA’s1 ile birlikte 50 pl’lik PZR
karisimiyla yiiriitilmiis ve sirasiyla; forward ve reverseprimerler, PZR Master Mix,
2X (PROMEGA) (Reaksiyonbuffer (pH 8,5) icinde, dnceden karistirilmig olarak; 50
iinite/ml Taq DNA Polimeraz enzimi, 400 pMdATP, 400 uMdGTP, 400 uMdCTP,
400 puMdTTP, 3 mM MgCl, bulunmaktadir) ve ddH20 karisimindan olusan kokteyl
solisyon hazirlanmig ve 0,5 ml’lik PZR tiiplerine dagitilmistir (Cizelge 3.5.).
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Orneklerin spesifik gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda Cizelge 3.6.’de verilen PZR

programlari, yapilan optimizasyon denemelerinde tatmin edici sonuglar vermistir.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan mtDNAsegmentleri ve primer sekanslari

mtDNA

Segmenti Primer Dizisi Kaynaklar
F: 5" -ATAATGATAGGAGGRTTTGG-3’ (Arndt ve ark

COI N
R: 5’ —-GCTCGTGTRTCTACRTCCAT-3’ 1996)

L: 5’'-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3' (Palumb1 ve ark
*9

16S rRNA
f H: 5’ -CTCCGGTTTGAACTCAGATCA-3' 1991)

Cizelge 3.5. COI ve 16S rRNA bolgelerinin ¢ogaltilmast icin belirlenen PZR
karisiminin bilesenleri ve miktarlari

Miktar (1 ornek icin)

PZR Bllesenlerd Col 16S rRNA Negatif kontrol
2xReaksiyon Buffer
50u/ml Tag DNA Polimeraz
3mM MgCl 25ul 25ul 25ul
400pM dNTPs (dGTP, dCTP,
dATP, dTTP)
[leri yonlii Primer (10pmol/ul) Sul Sul Sul
Geri yonlii Primer (10pmol/pl) Sul Sul Sul
Kalip DNA (40ng/ml) 10ul 10ul -
Nucleaz icermeyen saf su (NFW) Sul Sul Sul
Toplam 50ul 50ul 50pl
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Cizelge 3.6. Calismada kullanilan primerler i¢in belirlenen PZR programlari

Mt DNA Segmenti

PZR Kondisyonu col 165 rRNA

Sicakhk .. Dongii Sicakhk .. N

¢0) Siire Saysi cO) Siire Doéngii Sayisi

Birinci denatiirasyon 95 3 dk 1 95 2 dk 1
Denatiirasyon 95 60 sn 95 45 sn
Baglanma 52 51 sn } 40 52 55 sn } 30
Yeni zincir sentezi 72 120 sn 72 90 sn
Final zincir sentezi 72 5dk 1 72 5dk 1
Saklama 4 o 4 o0

3.3.4. Agaroz Jel Elektroforezi ile Cogaltilan Gen Bolgelerinin Gozlenmesi

PZR yiikseltgemesi sonras1 5 pul PZR {iriinti + 1 pl 6X yiikleme boyasi (Loading
dye) ve 50 yada 100 bp’lik DNA boy belirteci (3 pl boy belirteci + 1 ul 6X yiikleme
boyast), ethidium bromid yogunlugu 0,01 mg (1mg/100ul) olacak sekilde hazirlanan
%1,2’lik agaroz jel iizerinde 1xTBE tampon sisteminde kosturulmustur (Sekil 3.11).
Jeller her bir fragment modeli i¢in istenilen ayristirma ve jel konsantrasyonuna bagl
olarak yaklasik olarak 100V/cm’de 40-50 dk. kosturulmustur. Ethidium bromid’le
boyanan DNA pargalar1 UV illiiminatorle goriintilenmistir. Jel goriintiileri jel
dokiimantasyon sistemi (Vilber Lourmat, Marne La Vallee, France) ve termal yazici

(Mitsibushi, P91D) kullanilarak kayit edilmistir.

Bu goriintiiler {izerinden PZR ¢ogaltmasimin etkinligi kalitatif ve kantitatif
olarak belirlenmistir. Ayn1 zaman da PZR iirlin boyu beklenen iiriin boyu ile
karsilagtirarak kontrol edilmistir. COI ve 16S rRNA gen boélgelerinin ¢ogaltilan
yaklagik {iriin boylar1 sirasiyla 536 ve 443 bp biiyiikliikte oldugu bulunmustur.

Kontrol sonrasi basarili bulunan PZR iiriinleri yakin zamanda kullanilmak
tizere 4°C’de tutulmus veya daha uzun siireli kullanim i¢in derin dondurucuya (-20°C)

konulmustur.
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Sekil 3.11. PZR sonuglariin jel elektroforezinde 16S rRNA gen bolgesine ait jel goriintiisii

3.3.5. PZR Uriinlerinin Dizi Reaksiyonu ve Dizilerin Elde Edilmesi

Mitokondrial gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda doku orneklerinden elde
edilmis total DNA kullanilmigtir. Mitokondriyal DNA’nin farkli gen bolgeleri (COI
ve 16S rRNA) PZR ile c¢ogaltilmistir. PZR ile cogaltimda reaksiyon basina
kullanilacak DNA kalip miktari, MgClz, primer ve dNTP konsantrasyonlar1 optimize
halde gelen ¢o6zelti kullanilarak saglanmigtir. PZR fiirlinleri ve primerler dizi analizi
yapilmasi icin paketlenerek Giiney Kore’deki Macrogen firmasina gonderilmistir.
Uriiniin saflastirilmas1 ve okunmasi burada yapilmistir. Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) kullanilarak, dizi iirtinleri ABI 3730XL kapillar
otomatik sekans aletinde yiiriitiilmiis ve elde edilen ham veriler internet yoluyla

alimmustir.

3.3.6. Dizilerin Okunmasi ve Hizalanmasi

BioEdit (Hall, 1999) programi kullanilarak her 2 gen bolgesi icin elde edilen
ham diziler her bir birey i¢in ayri ayr1 degerlendirilmistir. COI gen bdlgesi icin
kullanilan 2 primere ait ham dizilerden her bir birey i¢in bir COI “contig” dizisi, yine
16S rRNA gen bolgesi i¢in kullanilan ileri ve geri yonlii primerlere ait ham dizilerden
her bir birey i¢in “contig” dizisi elde edilmistir. Bu islem sirasinda her bir birey i¢in
Forward ve Reverse okuma grafikleri karsilikli acilmis ve en dogru okumalar

karsilagtirmali olarak dogrulanmistir. COI geninin H. tubulosa, H. polii, H. mammata
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tirlerinde 536 b¢ ve 16S rRNA geninin H. tubulosa, H. polii, H. mammata, H.

sanctoritiirlerinde 443bg’lik diziler elde edilmistir.

Kendi i¢inde ayr1 ayr1 hizalanmis COI ve 16S rRNA gen bolgelerine ait olan
dizi dosyalari, genetik iligkilerinin belirlenmesi i¢in segilen ve daha Onceki
caligmalarda yakin taksonlarda kullanildig: bildirilen mtDNA’nin COI ve 16S rRNA
gen bolgelerine ait analizlerde kullanilmig GenBank verileri ile BioEdit (Hall 1999)
icindeki Clustal W (Thompson vd., 1994) modiilii kullanilarak hizalanmig ve herbir
baz tek tek kontrol edilmistir (Sekil 3.12.). “Full Multiple Alignment” algoritmasi

gecerli ayarlar degistirilmeden kullanilmastir.

6
& macrogen
File: M-4b_COI-F.abl Run Ended: 2017/3/31 6:26:38 Signal G:1490 A:2663 C:3485 T:2849 b
Sample: M-4b_COI-F Lane: 11 Base spacing: 14.975277 684 bases in 8289 scans Page 1 of2
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CTAATCCTACCTGGGTTCGGAATGATATCCCACGTAATAGCCCATTACAGAGGCAAGC AAGAACCCTTCGGCTACTTAGGAATGGTATACGCAAT GGTT GCAATAGGAATCCTAGGGTTCCTAG

Sekil 3.12. COI-F primer ile elde edilen ham sekans verisi.

3.3.7. Veri Setlerinin Hazirlanmasi

Baz dizilerinin gerekli formatlara doniistiiriilmesinde ClustalW (Thompson
vd., 1994) programi kullanilmistir. Elde edilen COI ve 16S rRNA genlerine ait ayr1
ayrt hizalanmig dosyalar FASTA ve NEXUS (Maddison vd., 1997) formatina
doniistliriilmiis ve kaydedilmistir. Tiir i¢i varyasyonu gosteren bir ag olusturmak i¢in
Network 4.6 (Fluxus Technology Ltd. 1999-2014) programinda kullanilmistir.

Filogenetik analizlerde bilgisayar ¢aligma siiresini kisaltmak i¢in DnaSP 4.50 (Rozas
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vd., 2003) programi kullanilarak niikleotit igerigi ile ilgili istatistikler, haplotip ve
niikleotit degisim degerleri ve molekiiler haplotipler arasindaki mutasyon miktar1 ve
haplotipler belirlenmis ve haplotip verilerini igeren yeni birer veri matrisi
olusturulmugtur. Yine ayni program ile niikleotit cesitliligi belirlenmistir. Ayrica,
jModeltestv.0.1 (Posada, 2008) ve TCS (Clement vd., 2000) programi kullanilarak
yapilacak uygun baz degisim modeli secimi ve Network analizi i¢in veri setleri

PHYLIP formatinda kaydedilmistir.

3.3.8. Genetik Verilerin Analizi

3.3.8.1. Genetik Cesitlilik Parametreleri

COI ve 16S rRNA bolgeleri icin niikleotid ¢esitliligi ve haplotip ¢esitligi
DnaSP 4.50 (Rozas vd., 2003) bilgisayar programi kullanilarak ve JC modeli altinda
yapilmustir. Her iki gen bolgesi i¢in tiirler arasindaki genetik uzaklik matrisi MEGA X
(Kumar et al. 2018) programi ile Kimura 2 parametre (Kimura, 1980) mesafe metodu
kullanilarak hesaplanmistir. Standart hatalar1 hesaplamak icin 10000 replikasyon

kullanilmastir.

3.3.8.2. Distance (Uzakhk) Analizi

Uzaklik Analizi PAUP* 4.0b10 (Swofford, 1998) kullanilarak yapilmistir. COI
ve 16S rRNA bolgeleri icin veri setine en uygun baz degisim modelini (substitution
model) belirlemek i¢in, J]MODEL TEST V.0.1.1 programi kullanildi (Posada, 2008).
Akaike Information Criterion (AIC) ve Bayesian Information Criterion (BIC) tahmin
testleri, veri setleri i¢in en uygun baz degisim modellerinin sirasiyla COI gen bolgesi
icin TIM2+G ve TIM2ef+G, 16S rRNA gen bdlgesi i¢inse her iki modelin de TIM3+G
oldugunu ortaya koymuslardir. Baz degisim modellerinin belirlenmesinden sonra
sekans veri seti PAUP* V.4.0b10 (Swofford, 1998) programina aktarilarak COI gen
bolgesi icin TIM2+G ve TIM2ef+G, 16S rRNA gen bolgesi icinse TIM3+G degisim
modelleri ile distance analizi yapildi. Distance analizlerinde agag liretme teknigi olarak
NJ (Neighbor Joining) algaritmast kullanilmistir. NJ agacindaki soy hatlarmin
istatistiksel olarak ne kadar desteklendigini belirlemek amaciyla bootstrap (10000

replikasyon) analizi yapildi ve bootstrap degerleri NJ agaci iizerinde gosterilmistir.
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Her bir baz degisim modeli i¢in ayr1 ayr1 NJ agaglar elde edildi. Bunlarin yaninda
daha basit modeller olan JC (Jukes-Cantor; Jukes ve Cantor, 1969 ve K2P (Kimura 2-
parameter; Kimura, 1980) modelleri de analizde denenmis ve ayr1 ayr1 bootstrap
yapilmustir (10000 rep.). Ayn1 modeller kullanilarak bootstrap analizleri sonucunda en
yiiksek Bootstrap degerlerini veren evrimsel model ile olusturulan agaglar

kullanilmistir.

3.3.8.3. Parsimoni (Tutumluluk) Analizi

Parsimoni Analizi PAUP* 4.0b10 kullanilarak yapilmistir. Maksimum
parsimoni analizi, bulugsal (Heuristic Search) arastirma metoduna gore 10000 rastgele
ilave tekrarlar olusturulup, se¢ bagla (bootstrap) testi ile 1000 tekrar yapilmis ve TBR
swapping algoritmasi kullanilmistir. Parsimoni analizi sonrasi kaydedilen parsimonik
agaclar birbirleri ile Kishino-Hesegawa Test kullanilarak karsilastirilmistir. Ayrica
elde edilen agaglar i¢in CI (Cosistency Index), RI (Retention Index) ve degerleri ve
agac uzunluklar tespit edilmistir. Elde edilen bu parsimonik agaclar kullanilarak 50%

Majority Rule ve Stric Consensus agagclar olusturulmustur.

3.3.8.4. Likelihood (Maksimum Olasilik) Analizi

Maksimum Olasilik (Maximum Likelihood) analizi PHYML v. 3,0 (Guindon
ve Gascuel 2003) kullanilarak yapilmistir. iki gen bdlgesine ayri ayr1 Modeltest
uygulanmig ve Onerilen en uygun baz degisim modelleri, baz frekanslari, G, I ve Ti/tv
degerleri girilmis ve bu degerler kullanilarak Heuristic arastirma metodu
kullanilmistir. ML analizinde bootstrap degerleri elde edilirken 1000 replikasyon
yapilmistir. Maksimum-Likelihood analizlerinde en yliksek Bootstrap degerlerini

veren evrimsel model ile olusturulan agaglar kullanilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. DNA Dizin Analizi

Bu calismada Ege Denizlerinden temin edilen Holothuriidae familyasina ait toplam 4
tiirden COI geninin H. tubulosa, H. polii, H. mammata tiirlerinde 536 b¢ ve 16S rRNA
geninin H. tubulosa, H. polii, H. mammata, H. Sanctori tiirlerinde 443bg¢’lik sekansi
icin DNA dizi analizi yapilmistir. Calisilan gen bolgeleri i¢in 4 Holothuriidae tiiriinden
dizi analizi yapilan birey sayis1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Holothuriidae familyasina ait 4 tiirden COI ve 16S
rRNAgenleri i¢in dizin analizi yapilan birey sayist

Tiirler COl 16S rRNA
Holothuria tubulosa 2 2
Holothuria polii 2 2
Holothuria mammata 2 2
Holothuria sanctori - 2
TOPLAM 6 8

4. 2. COI Gen Bolgesi

4.2.1. COI Dizin Varyasyonu, Haplotip ve Niikleotit Ozellikleri

Ug tiir icin COI gen bolgesi toplam 6 bireyden yiikseltgenmistir (Cizelge 4.2).
Holothuria tubulosa, Holothuria polii ve Holothuria mammata tiirleri arasinda yapilan
analiz sonuclarina gore 536 bg¢’lik kismi baz dizilimi hizalanmis, veri setine ait
nukleotit pozisyonlarinin 441°1 (%82,28) sabit, 95’1 (%17,72) degiskendir. Degisken
karakterlerin 7’si (%92,63) parsimonik bilgi verici karakterdir. Her bir 6rnek i¢in
belirlenen ortalama niikleotid oranlari ve her bir kodon i¢in miktar1 Cizelge 4.2°de
verilmigtir. Elde edilen matrikste baz kompozisyonlari A:%27,98, C:%26,43,
G:%18,93 ve T:%26,64 olarak belirlenmistir. Calisilan populasyonlar i¢cin COI gen
bolgesinin Adenin, Sitozin ve Timin bakimindan zengin, Guanin bakimindan ise fakir
oldugu tespit edilmistir. A+T oraninin %54,62 oldugu gdzlenmistir. Ti/Tv oran1 2,60

olarak hesaplanmigtir.
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Cizelge 4.2. Calisilan tiir 6rneklerinden elde edilen haplotiplere ait COI geni niikleotit frekanslari

Pos Pos Pos
TU) C A G Total T-1 C-1 A-1 G-1 #l T2 C-2 A2 G2 # T3 C3 A3 G3 #3

T1 26,5 26,5 27,8 19,2 536 41,3 251 16,2 17,3 179 16,8 31,8 41,3 10,1 179 21,3 22,5 258 30,3 178
T2 26,5 259 284 19,2 536 41,3 251 16,2 17,3 179 16,8 30,2 43,0 10,1 179 21,3 22,5 258 30,3 178
P3 274 256 27,8 19,2 536 41,3 251 16,2 17,3 179 20,7 27,9 41,3 10,1 179 20,2 23,6 258 30,3 178
P1 27,6 254 27,8 19,2 536 41,3 251 16,2 17,3 179 21,2 274 41,3 10,1 179 20,2 23,6 258 30,3 178
M1 257 27,6 282 18,5 536 41,3 251 16,2 17,3 179 134 36,3 425 78 179 22,5 21,3 258 30,3 178
M2 26,1 276 280 18,3 536 41,3 251 16,2 17,3 179 14,5 363 419 173 179 22,5 21,3 258 303 178
Avg. 26,6 264 280 18,9 536 41,3 251 16,2 173 179 17,2 31,7 419 9,2 179 21,3 22,5 258 30,3 178




COI geni dizi analizi ile li¢ tlire ait 6 bireyden toplamda 6 adet haplotip
belirlenmistir. Calismada Ege denizi Kusadasi ve Ayvalik ve Marmara denizinden
toplanmis deniz hiyar1 6rneklerine ait lokalite bilgileri ve bu lokalitelerde bulunan
haplotiplerin dagilimi ve frekanslarini igeren veriler Cizelge 4.3’de verilmektedir.
Mitokondri COI geni icin belirlenen haplotiplerin her biri sadece bir lokasyonda
bulunmakta olup tiirler arasinda paylasilmadigi ve tiirlere 6zgii oldugu tespit

edilmistir.

Diger taraftan, Holothuria tubulosa, Holothuria polii ve Holothuria mammata
tiirlerine ait 6rneklerinin diger tiim tiirlerden ayrilmasina imkan veren kendine 6zgii
tanimlayict tek niikleotit polimorfizm (SNP)’lerin varligi COI geninin bu tiirlerin
karakterlerinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in uygun bir genetik belirte¢ oldugunu ortaya

koymaktadir.

Calisilan tiirlerde belirlenen haplotipler i¢in haplotip ¢esitliligi (Hd): 1,000
olarak hesaplanmistir. Ayrica populasyonlar da goriilen haplotip miktar1 1-6 arasinda
dagilim gostermis, en az Ayvalik populasyonunda, en fazla da Kusadasi
populasyonunda goriilmiistiir. Niikleotit cesitliligi ise ortalama (m): 0,09590 olarak

hesaplanmugtir.

4.2.2. COI gen bolgesi icin tiir ici ve tiirler arasi genetik mesafenin belirlenmesi
Holothuria genusunun Ege Denizi Tiirkiye kiyilarinda dagilim gdsteren tiirler
aras1 genetik uzaklik matrisi COI gen bolgesi i¢in Kimura 2 parametre mesafe metodu
kullanilarak 1.000 tekrarli olarak gergeklestirilmis ve Cizelge 4.4’de verilmistir. Elde
edilen verilere gore tiirler aras1 genetik mesafenin en diisiik %9,30 ile H. tubulosa ve
H. mammata tiirleri arasinda ve en yiiksek ise %16,44 ile H. tubulosa ve H. polii
arasinda degistigi tespit edilmistir (Cizelge 4.4. sol alt diyagonel). Diger bir taraftan
tiir ici ikili dizin farklilig1 degerleri ise en diisiik %0,56 (H. polii ve H. tubulosa) ile

en yiiksek %0,75 (H. mammata) degerleri arasinda degistigi tespit edilmistir (Cizelge
4.4. diyagonel).
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Cizelge 4.3. Kusadas1 ve Ayvaliktan 6rneklenen deniz hiyar1 6rnekleri igin belirlenen COI haplotiplerinin tiirlere dagilimi ve frekanslari.
Degisken bolgeler Haplotip 1 (H1) e gore verilmistir.

Baz pozisyonu Tiirler
ES 11122223335557778899991111111111111122222222222222222333333333333333333344444444444444445555555
g 14703695680391570605681123457778888900012223344777889002223344556677788901123445566778990001222 E . §
E 0624680692358403684783958025143280690524392814709243621363847068470395147 § ;§7 §
Hap_1(T1) CCTGATCATGTCCCCGTTCTTGAACCCGACCACCCCGTTAAACCCTATAAACACCATACCTATATACCTATAAGATTCCTGGTATCACATTTTCC F = =
Hap 2(T2) v oot eee e et et e et e e e e e e Bl e e e AR 1
Hap_3(P3) .AGACATTCACTTT.ACCTCCATTTTTA.T.GTAATAC.G...TTAGCTT.T.TTGC.TTC.CCCGAT.TAGCACC.TTCACCGCA.TGC.CCAA 1
Hap_4 (P1)  .AGACATTCACTTT.ACCTCCATTTTTA.T.GTAATAC.G...TTA.CTT.TGTTGC.TTC.CTCGAT.TAGCACC. TTCACCGCA.TGC.CCAA 1
Hap_5M1) TACAC.TC.AC.TATACC.C.A..... AG.TG..A.ACCCTCTT...... (€ TT.CC...... C..G.A..C...AAC...G...CCCAA 1
Hap 6 (M2) TACAC.TC.AC.TATACC.C.A..... A..TG..A.ACCCTTTT...... G...... TT.CC...... C..G.A..C...AAC...G...CCCT. 1




Cizelge 4.4. COI verileri i¢in hesaplanan tiirler aras1 ve igindeki ortalama genetik
uzaklik degerleri; sol alt degerler= COI igin tiirler aras1 genetik uzaklik degerleri, sag
iist degerler= standart hata ve diyagonal (koyu) = tiirler i¢indeki ortalama genetik

uzaklik degerleri

H. tubulosa | H. polii H. mammata
H. tubulosa 0,0056 0,0189 0,0137
H. polii 0,1644 0,0056 0,0165
H. mammata 10,0930 0,1373 0,0075

4.2.3. COI geni filogenetik analizleri

En uygun modelin belirlenmesi i¢in jModelTest v. 0.1 (POSADA, 2008)
programi kullanilarak hem Akaike bilgi kriterleri (AIC), hem de Bayesian bilgi
kriterlerine (BIC) gore 88 farkli model arasindan sirasiyla TIM2+1 ve TPM2uf+G
modeli secilmistir. Her bir model i¢cin PYHML v. 3,0 (GUINDON ve GASCUEL,
2003) programi kullanilarak ML filogenetik agaclari olusturulmus ve en yiiksek
Bootstrap degerini veren TIM2+I modeline goére elde edilen aga¢ bu calismada
gosterilmigtir. TIM2+I modeli ikame durumunun iki tipi olan, esit olmayan baz
frekanslar1 ve Ti/Tv orani igin serbest parametrelerle ilgilenmektedir. Ti/Tv orani
(transisyon-transversiyon orant); —In L, agac¢ topolojinin maksimum olasiligin1 gosterir
ve son olarak P, degisken olmayan yerlerin olasiligidir. Segilen TIM2+1 modeli
kullanilarak ¢aligilan veri seti i¢in hesaplanan tiim model parametreleri sirasiyla; A =
0,2921, C=0,2844, G=0,1588, T =0,2646, [AC] = 11,5784, [AG] = 24,1124, [AT]
= 11.5784, [CG] = 1,0000, [CT] = 48,0587, [GT] = 1,0000, -InL= 1267,6499 ve P
invar=0,6280 olarak gerceklesmistir. Calisilan tiim Holothuria orneklerine ait COI
sekans verileri ilk olarak Maksimum olasilik (ML) (Sekil 4.1), Maksimum parsimoni
(MP) (Sekil 4.2) ve NIJ (Sekil 4.3) dendogramlarinin yapilandirilmasinda
kullanilmigtir. COI haplotiplerinin tim filogenetik analizleri i¢in dis grup olarak
Parastichopus regalis (Genbank giris no: KM048377, KM048352) kullanilmistir.
Farkli filogenetik analizler sonucunda ortaya ¢ikan agaclarin birbirlerine ¢ok yakin
topolojilere sahip olduklar1 gozlenmis ve yiiksek sec-bagla degerleri ile (51-100)
gruplar arasindaki iliskiyi desteklemistir. ML, MP ve NJ metodu kullanilarak
olusturulan filogenetik agaclar incelendiginde elde edilen sonuglarin 16S rRNA geni

analiz sonuglariyla benzerlik gdstermistir.
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62 - M1
62 M2
*2 {1 H.mammata(GQ214746)
%8 | L H.mammata(GQ214745)
H.mammata(GQ214743)
85 ' H.mammata(GQ214744)

[ 69  H.tubulosa(KJ719531)
H.tubulosa(GQ214749)
] 99 ™
po T2
63 H.tubulosa(GQ214751)
— H.arguinensis(GQ214755)
66 99 L H.arguinensis(JX125700)

H.lentiginosa(GQ214753)
H.dakarensis(HGQ214752)
H.polii(GQ214758)

H.polii(KJ493917)
P3
P1
H.polii(KJ493933)
H.impatiens(GQ214760)
|| 100 — H.sanctori(GQ214764)
L H.sanctori(GQ214763)
— P.regalis(KM048377)
100 L P_regalis(KM048352)

85

0.050

Sekil 4.1. COI geni haplotipleri arasindaki filogenetik iligkilerini gdsteren Maksimum-
Olasilik agaci. (Sadece %50 nin iizerinde desteklenen dallanma noktalar1 icin sec-
bagla degerleri belirtilmistir.)
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99

100

H.tubulosa(GQ214751)

T2

{ H.tubulosa(KJ719531)
81 H.tubulosa(GQ214749)

H.lentiginosa(GQ214753)

76

H.mammata(GQ214745)

(

492: H.mammata(GQ214743)

99 H.mammata(GQ214744)
(

H.mammata(GQ214746)

80

M1
—79|: M2

— H.arguinensis(GQ214755)

100 —— H.arguinensis(JX125700)

H.dakarensis(HGQ214752)
P1

100

H.polii(KJ493933)
P3

_: H.polii(KJ493917)
H.polii(GQ214758)

H.impatiens(GQ214760)

_: H.sanctori(GQ214764)
100 H.sanctori(GQ214763)
— P.regalis(KM048377)

100 —— P regalis(KM048352)

Sekil 4.2. COI geni veri setinin Maksimum Parsimoni metoduna dayali genetik
analizi. Se¢ bagla degerleri 1000 tekrar olarak gergeklestirilmis olup %50°den biiyiik
olanlar diigiim noktalarinda gosterilmistir.
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83 — M1
M2
H.mammata(GQ214746)
H.mammata(GQ214745)
H.mammata(GQ214743)
— 82 ' Hmammata(GQ214744)
|— H.tubulosa(GQ214749)
0 H.tubulosa(KJ719531)
80 T2
. T1
H.tubulosa(GQ214751)
73 H.lentiginosa(GQ214753)
— H.arguinensis(GQ214755)
. 100 - H arguinensis(JX125700)
H.dakarensis(HGQ214752)
H_polii(GQ214758)
P3
— 100 H.polii(KJ493917)
P1
H.polii(KJ493933)
r— H.sanctori(GQ214764)
100 L— H.sanctori(GQ214763)
H.impatiens(GQ214760)
— P.regalis(KM048377)
100 - P regalis(KM048352)

0.020

Sekil 4.3. COI veri setinin TIM2+1 degisim modeli kullanilarak olusturulan NJ agaci.
(Sec bagla degerleri 1000 tekrar olarak gerceklestirilmis olup %50’den biiylik olanlar
diiglim noktalarinda gosterilmistir)
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4.3. mtDNA 16S rRNA geni

4.3.1. 16S rRNA gen dizi karakterleri, haplotip ve niikleotit 6zellikleri

Mitokondri 16S rRNA geninin 443 bg¢’lik kismi dizisi, deniz hiyart tiirlere ait
bireylerin dagilim gosterdigi 3 farkli lokaliteden 6rneklenen bireyler i¢in dizi analizi
gerceklestirildi. Analize dahil edilen tiim dizilerin hizalanmasi sonucunda elde edilen
tabloda baz kompozisyonu T: %25,7, C: %23,1, A: % 29,9 ve G: %21,3 olarak
hesaplanmistir. Calisilan tlirler igin olusturulan veri setine ait niikleotid
pozisyonlariin 348’si (%78,6) korunmus, 95’1 (% 21,4) degisken ve bu degisken
bolgelerin 94’1 (% 98,9) parsimonik olarak bilgi vericidir. 16S rRNA geni dizi analizi
ile toplamda 6 adet haplotip belirlenmistir. Mitokondri 16S rRNA geni i¢in belirlenen
haplotiplerden her ikisi farkli tiirleri temsil etmektedir (Cizelge 4.5.). Yiiriitiilen
analizler sonucunda belirlenen haplotipler i¢in haplotip ¢esitliligi (Hd): 0,929 ve
niikleotit ¢esitliligi (w): 0,10408 olarak hesaplanmustir.

4.3.2. 16S rRNA gen bolgesi icin tiir ici ve tiirler aras1 genetik mesafenin

belirlenmesi

Holothuria genusunun Ege Denizi Tiirkiye kiyilarinda dagilim gdsteren tiirler
aras1 genetik uzaklik matrisi 16S rRNA gen bolgesi i¢in Kimura 2 parametre mesafe
metodu kullanilarak 1.000 tekrar olarak gergeklestirilmis ve Cizelge 4.6’da verilmistir.
Elde edilen verilere gore tiirler arasi genetik mesafenin en diistik %4,93 ile H. tubulosa
ve H. mammata tiirleri arasinda ve en yiiksek ise %23,16 ile H. tubulosa ve H. sanctori
arasinda olmak iizere genis bir deger araliginda degistigi tespit edilmistir (Cizelge 4.6.
sol alt). Diger bir taraftan tiir i¢i ikili dizin farklilig1 degerleri ise en diisiik %0 (H.
mammata ve H. tubulosa) ile en yiiksek % 0,68 (H. sanctori) degerleri arasinda

P

degistigi tespit edilmistir (Cizelge 4.6. diyagonel).
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Cizelge 4.5. Kusadas1 ve Ayvaliktan 6rneklenen deniz hiyar1 6rnekleri i¢in belirlenen 16S rRNA haplotiplerinin tiirlere dagilimi1 ve frekanslari.
Degisken bolgeler Haplotip 1 (H1) e gore verilmistir.

Baz pozisyonu Tiirler
= 223444566666667778888888891111111111111111111111111111111111222222222222222222222223333333333 S
= 44 ~ B 0T
=" 3
'g 179679002345783480123467890000034444444555555556666677777889112222333344555555567780113666799 § s §
- = 9
= 01 S = § E‘
= R 2 5 3
= 167898013457912356789045681345601902012357892712345675452616516701689 T D T T
Hapl  GCGTTTCCCTCCACTCTTCTTCTGTAATATTTGTACCATGACCTTCCTAAGTCCCTAGCTATAACAACCTATARATTAAGTTACCAGGCCTCA ]
TT
Hap2  ........ ..., o e e i e i ittt i i e e et e e e e e e 1
Hap3 A.A.C.TTTCATT.CTCCT.ATCACGGCTCCC..TTATGA.A.AC..C.TAGTT.CCA..TCC.GTTAACTAC.G.A.CAAC.TT.ARATCAG 1
cc
Hap4 A.A.C.TTTCATT.CTCCT.ATCACGGCTCCC..TTATGA.A.AC..C.TAGTT..CA.CTCC.ATTAACTAC.G.A.CAAC.TT.AAATCAG 1
cc
Hap5 ATACCC....... TC....Cuuvnnnn C.CC.AC..T...G.T.A..CC..C...C..TCC....GGIT...CG.C...... Gevvvvnvnnn 1
Hap6 ATA..C....... Toteieiennenn C....AC..T...G.TA.TT.C..C..TA..T....G..GIT...CT.C.G....... Gevvvnnn 1




Cizelge 4.6. 16S rRNA verileri i¢in hesaplanan tiirler arasi ve icindeki ortalama
genetik uzaklik degerleri; sol alt diyagonel = 16S rRNA i¢in tiirler aras1 genetik
uzaklik degerleri, sag iist diyagonel (koyu) = standart hata ve diyagonal = tiirler
icindeki ortalama genetik uzaklik degerleri.

H. polii H. sanctori H. mammata | H. tubulosa
H. polii 0,0045 0,0228 0,0142 0,0136
H. sanctori 0,1887 0,0068 0,0242 0,0262
H. mammata |0,0799 0,2075 0,0000 0,0103
H. tubulosa  |0,0694 0,2316 0,0493 0,0000

4.3.3. 16S rRNA geni filogenetik analizleri

Yapilan filogenetik analizler sonucunda 3 farkli lokasyondan elde edilen
orneklerin baz farkliliklarina bagli olarak lokaliteler arasindaki genetik yapi
incelenmistir. Bayesian bilgi kriterlerine (BIC) gore 88 farkli model arasindan sirasiyla
TIM2+I modeli secilmistir. TIM2+1 modeli kullanilarak calisilan veri seti igin
hesaplanan tiim model parametreleri sirasiyla; A =0,3460, C =0,2128, G=0,1837, T
=0,2576, [AC] = 7,3859, [AG] = 12,7633, [AT] = 7,3859, [CG] = 1,0000, [CT] =
55,5279, [GT] = 11,0000, -InL= 1588.2091 ve gamma shape = 0.3060 olarak
gerceklesmistir. Segilen model i¢cin PYHML v. 3,0 (GUINDON ve GASCUEL, 2003)
programi kullanilarak ML filogenetik agaglari olusturulmustur.
Calisilan tiim Holothuria Orneklerine ait 16S rRNA sekans verileri ilk olarak
Maksimum olasilik (ML) (Sekil 4.4), Maksimum parsimoni (MP) (Sekil 4.5) ve NJ
(Sekil 4.6) dendogramlarinin yapilandirilmasinda kullanilmistir.  Olusturulan
filogenetik agaclarin giivenilirliklerini belirlemek amaciyla Bootstrap analizleri her
algoritma i¢in 1000 tekrarli olacak sekilde yapilmistir. 16S rRNA haplotiplerinin tim
filogenetik analizleri i¢in dis grup olarak Parastichopus regalis (Genbank giris no:
KM048346, KM048345) ve Cucumaria frondosa (Genbank giris no: KF479389)
kullanilmigtir. Farkli filogenetik analizler sonucunda ortaya c¢ikan agaclarin
birbirlerine ¢ok yakin topolojilere sahip olduklar1 gézlenmis ve yiiksek sec-bagla

degerleri ile (51-100) gruplar arasindaki iligskiyi desteklemistir.
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rH. mammata (EU191957)
H. mammata (EU191949)
H. mammata (GQ214729)

(
100] 4 mammata (FJ231190)
77{

H. mammata (M3)
H. arguinensis (GQ214735)

H. tubulosa (GQ214732)
‘[H. tubulosa (T3)

H. tubulosa (GQ214731)

- H. dakarensis (EU191979)
H. lentiginosa (GQ214733)

H. polii (GQ214738)
H. polii (P4)
H. polii (KJ408308
H. polii (P2)
H. impatiens (GQ214739)
H. sanctori (GQ214741)
a H. sanctori (S1)
H. sanctori (GQ214742)
H. sanctori (S4)

99

95

53

|P.rega/is (KM048346)

IP. regalis (KM048345)

C. frondosa (KF479389)

0.05 length units

Sekil 4.4. 16S rRNA geni haplotipleri arasindaki filogenetik iliskilerini gdsteren
Maksimum-Olasilik agaci. (Sadece %50°nin iizerinde desteklenen dallanma noktalar1
icin sec¢-bagla degerleri belirtilmistir.)
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H. polii (P2)
76 | H. polii (P4)
H. polii (GQ214738)
H. polii (KJ408308)
H. mammata (M3)

H. mammata (EU191949)
{H. mammata (EU191957)
100 H. mammata (FJ231190)
-H. mammata (GQ214729)
63| H. arguinensis (GQ214735)

H. tubulosa (T3)
£ _ﬁ H. tubulosa (GQ214731)
99 H. tubulosa (GQ214732)

— H. dakarensis (EU191979)
70 H. lentiginosa (GQ214733)
——— H. impatiens (GQ214739)
H. sanctori (S1)
70 100 | H. sanctori (GQ214741)

H. sanctori (S4)

H. sanctori (GQ214742)
100 [P. regalis (KM048346)

|P. regalis (KM048345)
C. frondosa (KF479389)

100

5 changes

Sekil 4.5. 16S rRNA geni veri setinin Maksimum Parsimoni metoduna dayali genetik
analizi sonucunda tiretilen % 50 Majority Rule Konsensus agaci. Se¢ bagla degerleri
1000 tekrar olarak gerceklestirilmis olup %50’den biiyiik olanlar diigiim noktalarinda

gosterilmistir.
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100 H. polii (P2)
H. polii (P4)
H. polii (GQ214738)
H. polii (KJ408308
H. mammata (M3)
100 H. mammata (FJ231190)
H. mammata (EU191949)
{H. mammata (EU191957)
- H. mammata (GQ214729)
H. arguinensis (GQ214735)
H. tubulosa (T3)
ﬂﬁH. tubulosa (GQ214731)
H. tubulosa (GQ214732)
65 { H. dakarensis (EU191979)
H. lentiginosa (GQ214733)
H. impatiens (GQ214739)

H. sanctori (S1)
100 &

87 100

69

H. sanctori (GQ214741)

H. sanctori (GQ214742)
L H. sanctori (S4)

100 [ P. regalis (KM048346)
L P. regalis (KM048345)

C. frondosa (KF479389)

—— 0.01 substitutions/site

Sekil 4.6. 16S rRNA veri setinin TIM2+I degisim modeli kullanilarak olusturulan NJ
agact. Sec bagla degerleri 1000 tekrar olarak gerceklestirilmis olup %50’den biiyiik
olanlar diigiim noktalarinda gosterilmistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Yiriitilen bu g¢alismada yaygin olarak kullanilan DNA polimorfizm
tekniklerinden biri olan mtDNA sekans analiz yontemi kullanilmis olup, bu teknikler
ile Ege denizinden iki farkli bolgede (Kusadasi ve Ayvalik) dagilim gosteren deniz
hiyar1 tiirlerinin genetik yapisi ve birbirleriyle olan yakinlik dereceleri yani benzerlik
ve farkliliklar1 molekiiler genetik teknikler ile belirlenmesi amaclanmistir.
Arastirmada, Mitokondriyal DNA’nin iki gen bdlgesi (mtDNA COI ve 16S rRNA)
kullanilmistir. Bu gen bdlgeleri agisindan tiir i¢i ve tiirler arasi genetik cesitlilik
incelenmistir. Bu bilgilere dayanarak tiirler i¢in genetik c¢esitlilik diizeyleri, tiirlerin
ozgiinliigii, calisilan gen bolgeleri agisindan farkliliklart saptanmaya g¢alisilmis ve
yorumlanmustir.

Calisma kapsaminda ili¢ Holothuria tiriiniin COI ve 16S rRNA gen bolgeleri
sekanslarina ait baz kompozisyonuna bakildiginda diisik G ve yliksek A igerigine
sahip oldugu goriilmiistiir. H. mammata mtDNA'sinin G+C igerigi (% 46), H. tubulosa
(% 45,4) ve H. polii (% 44,7)ninkinden daha yiiksektir. Fan ve ark.(2011)
caligmalarinda, deniz hiyar1 Stichopus horrens tiirlinlin mitokondriyal genomunun
karakterizasyonu sonucunda H zincirinin genel baz bilesiminin % 30,8 A, % 23.7 C,
% 16.2 G ve % 29.3 T oldugunu tahmin etmislerdir. Elde edilen bu sonuglarin
ylriitilen bu calismaya benzer oldugu goriilmiistiir. Perna ve Kocher (1995)’in
kompozisyon carpikligi formiillere gore (GC skew=(%G—%C)/ (%G+%C), AT
skew=(%A—%T)/( %A+%T)) hesaplanmistir. Calisilan holothurian tiirleri mtDNA's1
icin GC carpikligi negatiftir (COI: -0.17 ve 16SrRNA: -0.040), bu da G'den daha fazla
C'nin meydana geldigini gostermektedir. Fakat, ayni tiirler i¢in AT ¢arpiklig1 pozitif
(COLI: 0.026 ve 16SrRNA: 0.076) olarak hesaplanmistir, bu da T yerine A'ya dogru
hafif bir meyili isaret eder. Onceden vyiiriitiilen ¢alismalar da bu ¢alisma ile benzer
olarak, 5 holothurian (S. horrens (Fan ve ark., 2011); H. forskali, Apostichopus
Jjaponicas (Shen ve ark., 2009); Parastichopus nigripunctatus ve Cucumaria miniata
(Scouras ve ark., 2004) mtDNA's1 i¢cin AT ¢arpiklig1 pozitiftir (0.010 ila 0.119) ve GC
carpikligi negatif (—0.271 ila —0.055) olarak hesaplanmistir.

Genetik ¢esitliligin derecesi, tiirlerin ve popiilasyonlarin degisen ortam sartlarina

adaptasyonunda ve tiirlin uzun siireli hayatta kalmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynadigi
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bilinmektedir (Lande ve Barrowdough 1987). Genel olarak, yaygin tiirlerde genetik
cesitlilik, smirli alanlara sahip tiirlere gore daha yiiksek oldugu arastirmacilar
tarafindan belirtilmistir (Sharma ve ark. 2003; Delrieu-Trottin ve ark. 2014). Mevcut
calismada, Ege denizi Ayvalik ve Kusadasi’ndan orneklenen Holothuria tiirlerinin
nispeten yiiksek diizeyde bir genetik varyasyonu tahmin edilmistir. Tiirlerde goriilen
haplotip miktar1 1-6 arasinda dagilim gostermis, en az Ayvalik populasyonunda, en
fazla da Kusadast populasyonunda goriilmiistiir. Bu ¢alismanin ilk goze c¢arpan
sonucu, sirastyla COI ve 16S rRNA dizi verileri i¢in Holothuria tiirlerinin yiiksek
haplotip cesitliligi (Hd = 1.000 ve 0,929) ve diisiik niikleotid ¢esitliligi (= = 0,09590
ve 0,10408) ile karakterize edilmesidir. Bu durum genellikle, mutasyon yoluyla
haplotip sayilarin1 artirmak igin yeterli zamanin oldugu, ancak biylik dizi
farkliliklarinin birikmesi icin yeterli zamanin olmadig1 varsayilarak, kiigiik bir etkili
poplilasyon boyutundan gelen ani demografik genislemeye baglanmaktadir (Avise ve
ark., 1984; Rogers ve Harpending, 1992; Grant ve Bowen, 1998; Avise, 2000).

Gonzalez-Wangtiemert vd. (2015) calismalarinda Tiirkiye’de iki hedef tiir olan
Holothuria polii ve Holothuria tubulosa’nin genetik yapisi ve biyometrisi lizerinde
avlanmanin etkisini incelemislerdir. Ayvalik ve Kusadasi’ndan 42 H. polii bireyi
izerinde yiirittiikleri calismada 23 farkli haplotip belirlemisler ve bunlardan 7
tanesinin hem Kusadas1 hem de Ayvalik’taki bireyleri kapsarken diger haplotipler
Kusadas1 10 ve Ayvalik 6 olmak {izere bolgelere dagilmistir. Kusadasi’nda avciligin
yasak oldugu bolgedeki boyca biiylik ve agir olan Holothuria polii bireylerinin en
yiiksek genetik ¢esitliligi gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica benzer sonuglar
Holothuria tubulosa i¢in de gozlemlenmistir. En yiliksek genetik cesitlilik deniz
hiyarlarinin avlanmasinin gerceklesmedigi Kusadasi’ndaki bdlgede bulunmustur.
Arastirmacilar, 16S rRNA gen bolgesi i¢in ise Kusadasi yine polimorfik site degeri,
haplotip ve niikleotit c¢esitliligi dikkate alindiginda en yiiksek genetik ¢esitliligi
gostermistir.

Deniz hiyarlar1 genetigi lizerine daha oOnceki calismalar da bu bulgulari
desteklemektedir. Foca (H. mammata) ve Ayvalik (H. tubulosa) gibi balike¢ilik baskisi
altindaki bu bolgeler, Atlantik Okyanusu (yalnizca H. mammata) ve Akdeniz'de (H.
mammata ve H. tubulosa) orneklenen diger yerlerle karsilagtirildiginda ¢ok diisiik

genetik ¢esitlilik gostermistir (Borrero-Pe rez, 2010; Borrero-Pe 'rez ve ark, 2011). H.
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polii lizerine yapilan bir diger genetik aragtirma da, Kusadasi'nda bu tiiriin yiiksek
genetik cesitlilige sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Valente vd., 2014). Eger,
Tiirkiye sularinda H. polii'nin kokenini tespit edilirse, Dogu'dan Bat1 Akdeniz'e bir
genetik cesitlilik derecesi tanimlanabilir. Valente, vd. (2014) caligsmalarinda
Holothuria polii’'nin mtDNA COI ve 16S gen bdlgelerinin genetik yapisini analiz
etmigler ve ornekleri Akdeniz’de ¢ok sayida tiirlin dagilim gosterdigi 7 lokasyondan
toplanmistir. COI gen bolgesi icin yiiksek haplotip ¢esitliligi (H=0.6537, 16S gen
bolgesi i¢in orta derecede ¢esitlilik (H=0.6537) ve iki gen bolgesi i¢in diisiik niikleotit
cesitliligi (sirastyla © = 0.0053 ve 0.0029) belirlenmistir. Dogu kism1 COI igin batiya
gore daha yiiksek sayida haplotip, 6zel haplotip, polimorfik site ve haplotip ¢esitliligi
gostermektedir. Kusadasi biitiin parametrelerde en yiiksek degeri gosteren bolge
olmustur. Elde edilen bu veriler yiiriitiilen calisma ile de uyumlu oldugu
goriilmektedir. Mercedes vd. (2015), en eski yayilim siireci ve ¢alisilan tiim bolgelerin
genetik cesitliligini (toplam haplotipler, polimorfizm, haplotip ve niikleotit ¢esitliligi)
koruma alanlarinin etkisini gérme amaciyla Kusadasi'nda (Tiirkiye) gézlemlemistir.
Korunan alandaki yiiksek genetik ¢esitlilik, deniz hiyari tiirlerinin hayatta kalmasi igin
cok onemli olabilecegi vurgulanmaktadir. Kusadasi bolgesinde goriilen ¢ok sayida
0zel haplotip olagan dis1 kosullar altinda uyumluluklar: arttirabilir (Ryman vd., 1995;
Perez-Ruzafa vd., 2006; Vergara-Chen vd., 2010) ve ayrica ¢evresel degisime uyum
icin temel olusturabilir (Sanford ve Kelly, 2011; Gonzalez-Wanguemert ve Perez-
Ruzafa, 2012; Gonzalez-Wanguemert ve Vergara-Chen, 2014). Koruma alanlarinin
olmamas: disiiniildiigiinde balik¢ilik baskisi, bireylerin biiytlikliiglinii azaltacak ve
Tiirkiye'nin kiy1 bolgelerinde deniz hiyar: stoklarinin genetik ¢esitliliginde de azalma
olacaktir. Bu ileriki asamalarda tiiriin yok olmasma kadar gidecek olumsuzluklara
neden olabilecektir.

Bu ¢aligmada tiirler aras1 genetic mesafe, COI ve 16S rRNA gen boélgeleri igin
Kimuranin 2-parametresine gore hesaplanmis ve %4,93 — %23,16 arasinda dagilim
gostermistir. Elde edilen degerlere bakildiginda en diistiik uzaklik H. tubulosa ve H.
mammata arasinda goriiliirken en yiiksek uzaklik degeri (% 5,288) ise H. tubulosa ve
H. sanctori arasinda hesaplanmistir. Borrero-Pe 'rez, (2010) COI geninin 532 bp’lik
kisminin sekansini alarak, H. tubulosa ve H. mammata tirleri arasindaki sekans

farkliligim ikili diizeltilmemis p-mesafelerine gore % 8,0 ve H. mammata ve H.

45



sanctori arasi farkliligi ise % 19,0 arasinda degistigini gostermistir. En yliksek uzaklik
degeri ise % 19,8 ile H. tubulosa ve H. sanctori arasinda degistigini gostermistir.
Ayrica, ¢alismada H. polii 'nin H. sanctori tiriine uzak (% 19) iken H. tubulosa tiiriine
yakin oldugu (% 11) oldugu goriilmiistiir. Aragtirmacilarin sonuglari, yiiriitiilen bu
caligma ile benzer oldugu goriilmektedir. Tiir i¢i mesafeler ise COI gen bolgesi i¢in H.
polii ve H. tubulosa % 0,56 ile tiir i¢i fatkliligin en diisiik goriilen tiirler olurken, H.
mammata nin % 0,75 ile en yiiksek tiir i¢i farkliliga sahip tiir oldugu belirlenmistir.
Diger bir taraftan 16S rRNA gen bolgesi i¢in tiir i¢i ikili dizin farklilig1 degerleri ise
en disik H. mammata ve H. tubulosa (% 0,0) tlirlerinde goriikiitken, en yiiksek
degerin H. sanctori (% 0,68) tiirii iginde oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligmada bulunan
tir ici farkliliklara benzer degerler, Borrero-Pe'rez, (2010) tarafindan yapilan
caligmada da bulunmugtur.

Holothuroid soylarimin evrimsel iliskileri, yakin zamana kadar, tam olarak
anlagilamamistir. Bu kismen, c¢alisilan canlida biitlinlesmis bir iskeletinin
bulunmamasindan dolay1 genis fosil kayitlarina ulagsmada yasanan giicliiklerden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Holothuroidea igindeki iligkiler hakkinda 19. yiizyila
kadar uzanan ¢ok sayida spekiilasyon bulunmaktadir. Modern karsilastirmali biyolojik
yontemler karsilasilan probleme karsi yakin zamana kadar uygulanamamigtir. Sonra
Littlewood vd. (1997), ekinodermler i¢indeki smif-seviye iliskilerini ¢6zmek igin
toplam iki ribozomal gen iizerinde ¢alismalar yiiriitmistiir. Analizler Dendrochirotida
ve Aspidochirotida arasinda yakin bir iliskiyi desteklemis, ancak Elasipodida ve
Apodida'nin filogenetik pozisyonunu ¢oézememistir. Smith (1997) daha sonra
Elasipodida'nin (Dendrochirotida + Aspidochirotida) ile Apodida'dan daha yakin
iliskili icinde oldugunu savunmustur. Bu hipotez, Apodida'nin holothuroidlerle kiz
kardes olduguna dair erken donemde yapilan spekiilasyonu (Semper, 1868) tekrar
hatirlatmaktadir.

Holothuria drnekleri i¢in yapilan filogFAO

enetik analizler sonucun da olusturulan NJ, MP ve ML dendogramlarinin benzer
topolojiler olusturdugu goriilmistiir. Gerek elde edilen sekans verilerinden gerekse
gen bankasindan alinan verilerle birlikte yapilan filogenetik analizler sonucunda da,
bu tiirlerin {i¢ farkl1 klada ayrildig1 gériilmiistiir. ilk klad, H. mammata ve H. tubulosa

tiirlerinden olusurken, ikinci klad’da H. polii yer almistir. Basal pozisyondaki son klad
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ise H. sanctori tiirii bulunmaktadir. Ilk klad’da yer alan H. mammata ve H. tubulosa
tirleri kardes tlir olarak birbirlerine yakin goriilmektedir. Borrero-Pe’rez, (2010),
yapmis oldugu caligmada 2 gen bolgesinin (sitokrom c oksidaz (cox1) ve biiyiik
ribosomal alt birim (rrnL)) sekanslarinin filogenetik analizleri sonucunda dort lineage
tespit edilmis, H. mammata, H. tubulosa, H. polii ve H. sanctori tiirleri li¢ ayri
lineage’de yer almis ve yiiriitiilen bu ¢alismada oldugu gibi H. mammata ve H.
tubulosa tiirleri kardes tiirler olarak ilk lineage’de birbirine yakin durmustur. Ayrica
calismada, H. polii ve diger tiirler (H. impatiens, H. sanctori ve H. forskali) arasinda
derin bir farklilik oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada Tiirkiye’den iki farkli lokaliteden toplanan dort Holothuria tiiri
ile yapilan mtDNA sekans (COI ve 16S rRNA) analizleri sonucunda 12 haplotip elde
edilmistir. Bu haplotiplerden 3’ H. mammata 6rnekleri i¢in, 3 haplotip H. tubulosa,
4 haplotip H. polii ve 2 haplotip H. sanctori drnekleri i¢in bulunmugstur. Yapilan
filogenetik analizlerde elde edilen agaclarda {i¢ soy hatt1 oldugu goriilmiistiir. Bu ii¢
soy hattindan H. mammata’nin sahip oldugu haplotipler Ege denizi Ayvalik ve
Kusadasi’nda, H. tubulosa’nin sahip oldugu haplotipler yine Ayvalik ve Kusadasi’nda,
H. polii’nin sahip oldugu haplotipler Kusadasi’nda ve H. sanctori nin sahip oldugu
haplotipler Kusadasi’nda dagilim gostermektedir. Bu ¢aligmada elde edilen verilerle
ve gen bankasi’nda depolanan ve farkli lokalitelerden elde edilmis (Borrero-Pérez vd.
(2010); Borrero-Pérez vd. (2009); Gonzalez-Wangiiemert ve Borrero-Pérez (2012);
Gonzalez-Wangtiemert vd. (2015); Honey-Escandon vd. (2012); Maggi ve Gonzalez-
Wanguemert) veriler beraber degerlendilmis ve filogenetik analizleri yapilmistir. Gen
bankasi sekanslari Ispanya, Yunanistan, Portekiz ve Tiirkiye’den &rnekler
icermektedir. Bu ¢alismadaki 6rnekler ise Ege denizi, Ayvalik ve Kusadasi 6rneklerini
icermektedir Elde edilen gen bankasi verileri bu calismanin verileriyle beraber
degerlendirilmis ve bu c¢aligmada elde edilen bulgularla paralellik gosterdigi
gOriilmiistir.

Bu calismada sinirh sayida lokaliteden sinirl sayida 6rnek alinmistir. Bundan
sonra yapilacak ¢alismalarda ayni ve farkli lokalitelerden daha fazla 6rnekle ¢aligmak,
mitokondriyal gen bolgeleri ile birlikte niiklear DNA analizlerinin de yapilmasi

gerekmektedir. Ayrica, asir1 av baskisina maruz kalan tiirlerin popiilasyonlarinin
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stiediirtilebilir bir sekilde yonetilebilmesi igin popiilasyon genetigi caligmalarinin

yiiriitiilmesi stoklarin durumunu belirlemede yardimer olacaktir.
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