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OZET

Kerevitler diinyanin birgok bolgesinde ve iilkemizde dagilim gosteren yiiksek
derecede ekonomik, ticari ve ekolojik dneme sahip omurgasiz hayvanlardir. Tiirkiye’de
Astacus leptodactylus Eschscholtz, 1823 (Tiirk kereviti) ve Austropotamobius torrentium
Nordmann, 1842 (Tas kereviti) olmak {izere iki tiir kerevit dagilim gostermektedir.
Astacus leptodactylus’un iilkemizde iki alt tiire sahip oldugu bildirilmis olup (Astacus
leptodactylus leptodactylus, Astacus leptodactylus salinus) Anadolu’daki bir¢ok i¢ su
kaynaginda dogal olarak yayilim gosteren tek tir olma Ozelligine sahiptir.
Austropotamobius torrentium ise iilkemizin dogal olmayan tek kerevit tiirii olup ilk kez
2005 yilinda Kirklareli sinirlarn icindeki Velika Deresinden, 2007 yilinda da Madara
Cayindan kayit verilmistir.

Mevcut tiirler ve alt tiirlerin fakliliklarin1 ortaya koymak ig¢in yapilan calismalar,
sadece diagnostik veya biyo-ekolojik karakterlere dayanmakta olup alt tiirlerin varhigi,
dagilim alan1 ve diger tiirden ayrilmasi hususunda kesin ve net bir yargiya varilmasini
gliclestirmistir. Bu nedenle tiir i¢i veya tiirler aras1 bolgesel farkliliklart veya benzerlikleri
ortaya koymak amaciyla yapilan ¢alismalarin genetik ¢alismalarla mutlaka desteklenmesi
gerekmektedir.

Tiirlerin tanimlanmasinda molekiiler belirte¢ kullanilarak farkliligin  ortaya
cikarilmasi amaciyla, tiirler ve alt tiirleri temsil edecek sekilde segilen istasyonlardan
orneklemeler yapilmistir. Tirlerin genetik olarak tanimlanmasinda yaygin olarak
kullanilan molekiiler belirteclerden biri olan PZR-RFLP teknigi uygulanmistir. On sekiz
adet kesim enzimi kullanilmig olup bunlardan higbiri Astacus leptodactylus tiiriinde tanima
bulamamistir. Ug kesim enzimi ise Austropotamobius torrentium tiiriinde kesim bolgesi
bulmustur ve iki bant vermistir.

Bu calisma tilkemizde dagilim gosteren kerevit tiirlerinin ve tartismali olan alt
tirlerinin DNA’ya dayali molekiiler belirtecler kullanilarak tanimlanmasina ydnelik
yapilan ilk ¢alismadir. Calismada se¢ilen PZR-RFLP teknigi tiirleri basarili sekilde ayirmis

olmasina ragmen alttiirler arasinda varyasyon belirlenememistir.

Anahtar kelimeler: Astacus leptodactylus, Austropotamobius torrentium, kerevit, PZR-

RFLP, dagilim, genetik tanimlama, genetik belirteg
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SUMMARY

IDENTIFICATION OF CRAYFISH SPECIES IN TURKEY (Astacus leptodactylus,
Austropotamobius torrentium) by PCR-RFLP METHOD

Crayfish shows distribution in many parts of the world and our country is the
invertebrate animals that has an economic, commercial and ecological importance . In
Turkey it has two species, which are Astacus leptodactylus Eschscholtz, 1823 and
Austropotamobius torrentium Nordmann, 1842. Two sub-species have been reported for
Astacus leptodactylus (Astacus leptodactylus leptodactylus, Astacus leptodactylus salinus)
and also in Anatolia, it has a qualifity that only species in the source of many inland water
as a natural distribution. Austropotamobius torrentium is the only species that not natural
for inland waters in Turkey and first time recorded 2005 within the boundries of Kirklareli
Velika brook, and Madara creek in 2007.

The studies carried out showing the differences between current species and sub-
species based on only diagnostic or bio-ecological characters and were hampered for
regarding definite and clear judgement presence of sub-species, distribution area and
separating from other species. For this reason, studies that purpose bring out regional
differences or similarities between intra-or inter-species have to be supported by genetic
studies.

In order to identify the species and subspecies by using molecular markers, sampling
stations were selected to represent the species and subspecies. PCR-RFLP technique which
is commonly used the molecular markers for genetic identification of species was used.
Eighteen restriction endonucleases was used, none of these find recognization site for
A.leptodactylus. Three restriction endonucleases have found a recognization site and gave
two fragments for A. torrentium.

This is the first on identification of crayfish species and it’s controversial subspecies
based on DNA markers Although PCR-RFLP technique used in this study differantiated

the species sucsesfully, variation was not found between subspecies.

Keywords: Astacus leptodactylus, Austropotamobius torrentium, crayfish, PCR-RFLP,

distribution, genetic identification, genetic marker
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Kerevitler diinyanin bir¢ok bolgesinde ve tlilkemizde dagilim gosteren yiiksek
derecede ekonomik 6neme sahip omurgasiz canlilardir. Diinya iizerinde yaklasik olarak
600 farkl1 tiirii oldugu bilinmektedir (Crandall ve Buhay, 2008). Ulkemizde ise biri dogal
olmak tizere iki tiir ile temsil edilmektedir. Tiirk kereviti, Galigya kereviti ya da bataklik
kereviti olarak adlandirilan Astacus leptodactylus Eschscholtz, 1823 tiiriiniin {ilkemizin
farkli bolgelerinde dogal dagilim gosteren iki alttlirli mevcuttur. Bunlardan ilki olan
Astacus leptodactylus leptodactylus Eschscholtz, 1823 Kuzey Anadolu ve Trakya’da,
Astacus leptodactylus salinus Nordmann, 1842, ise Orta ve Bati Anadolu’da dagilim
gostermektedirler (Holthius, 1961; Geldiay ve Kocatas, 1970). Diinya iizerinde Astacus
leptodactylus tiiri, basta Rusya ve Ukrayna igsular1 olmak iizere Dogu Avrupa’dan
Tirkmenistan’a kadar, Karadeniz, Baltik Denizi ve Hazar Denizine akan nehirler, orta ve
asagl Tuna Havzast g6l ve nehirlerinde dagilim gostermektedir (Koksal, 1988).
Ulkemizdeki ikinci tiir olan Austropotamobius torrentium ise, Avrupanin dogal tiirlerinden
biri olup, iilkemizin Trakya bolgesinde yer alan Velika Nehri ve Madara Cayi’ndan rapor
edilmistir (Trontelj ve ark, 2005; Machino ve Fiireder, 2005; Harlioglu ve Giiner, 2007).

Birgok tiirde oldugu gibi, kerevitler arasindaki genetik varyasyon ve tiir tayini
arastirmalar1 ve ¢aligmalart molekiiler tekniklerin gelisimiyle birlikte biiylik bir asama
kaydetmistir. Bir dizi molekiiler metot bir¢ok Kerevit taksonlarindaki sistematik ve tiiriin
teshisi ile ilgili problemleri ¢6zmek igin kullanilmistir (Fetzner ve Crandall, 2001).
Bununla birlikte son donemlerde yapilan g¢aligmalarin ¢ogunlugunda DNA’ya dayali
belirte¢ sistemleri kullanilmaktadir. Molekiiler biyolojinin gelisimi sayesinde ¢ok sayida
DNA belirtecinin gelisimi miimkiin olmustur. Bu metotlar taksonlar arasindaki genetik
iliskiyi belirleme, filogenetik ve biyogesitlilik agilarindan bilgi sahibi olunmasina imkan
vermektedir.

Arastirmacilar, 1980 y1l1 ortalarindan beri diinyada tatl su 1stakozu tiirlerinin genetik
yapisini ortaya koymak i¢in ¢alismaktadir. Bu amag icin farkli metotlar uygulanmaktadir.
[k calismalar Avrupa kerevit populasyonlari arasinda diisiik seviyede varyasyon gosteren
protein elektroforez teknikleri kullanilarak yapilmistir (Attard ve Vianet, 1985; Fevolden
ve Hessen, 1989; Agerberg, 1990; Fevolden ve ark., 1994). Son yillarda daha yiiksek
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varyasyon gosteren yeni teknikler gelistirilmis ve bu teknikler kerevit populasyonlarina
basarili bir sekilde uygulanmistir. Populasyonlar arasi farkliliklart belirlemek igin
mitokondrial DNA (Souty-Grosset ve ark., 1997; Grandjean ve ark., 2000; Largiader ve
ark., 2000), RAPD-PZR (Macaranas ve ark., 1995; Schulz, 2000; Gouin ve ark., 2001;
2003), AFLP (Fetzner ve Crandall, 1999), RFLP (Gouin ve ark., 2003; Soroka, 2008) ve
mikrosatellit (Gouin ve ark., 2000; 2002) belirtegleri kullanilarak ¢aligmalar yapilmistir.
Filogenetik c¢alismalar (Grandjean ve ark., 2000), filocografya calismalar1 (Grandjean ve
ark., 2002) mitokondriyal DNA varyasyonu ortaya konularak gergeklestirilmistir. Avrupa
kerevitlerinde yapilan bu ¢alismalar diger kerevit tiirleri lizerine yogunlagmustir.

Folmer ve ark., (1994) Decapoda dahil olmak iizere omurgasizlarin 11 smifinin
mitokondriyal sitokrom oksidaz geni 1. alt iinitesinin PZR vasitasiyla c¢ogaltilmasini
saglayan tiniversal primerler tasarlamistir. Sonrasinda mitokondriyal sitokrom oksidaz geni
filogenetik arastirmalarda ve gelisiminin gesitli asamalarinda morfolojik olarak degisen
bireylerin taksonomik olarak tanimlanmasina yonelik caligmalarda yaygin sekilde
kullanilmigtir.  Sitokrom oksidaz geni cogaltilarak PZR-RFLP metodu ile Dreissena
polymorpha ve Dreissena bugensis tiirlerine ait midyelerin hem ergin hem de geng
bireylerinde ve larva formlarinda etkili sekilde kullanilmistir (Claxton ve ark., 1997;
Claxton ve Boulding, 1998).

Tirkiye’de dagilim gosteren Astacus leptodactylus tirii ile yapilmis genetik
caligmalara ise rastlanilamamistir. Yapilan c¢alismalar genellikle tiiriin biyo-ekolojik
ozellikleri (Holthius, 1961; Geldiay ve Kocatas, 1970; Koksal, 1988; Harlioglu ve Giiner,
2007), morfometri ve taksonomi (Geldiay, 1949; Tortonese, 1952; Eren¢in ve Koksal,
1977; Koksal 1980; Starobogatov, 1995) ve yetistiricilik (Koksal, 1985; Harlioglu ve
Holdich, 2001; Mazlum, 2007; Mazlum ve Uzun, 2008) ile ilgili ¢alismalardir.

Son zamanlarda yaygin olarak kullanilan molekiiler metotlarin basinda
mitokondriyal DNA (mtDNA) dizilimi veya RFLP (Kesilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi)
analizi, RAPD, minisatellit ve mikrosatellit DNA belirteglerini ara¢ olarak kullanan
calismalar gelmektedir. Bu metotlardan biri olan PZR-RFLP nispeten diisilk maliyetli
olmasi, uygulanabilirligi, kisa zamanda sonug¢ alinabilmesi ve giivenilirligi agisindan daha
cok tercih edilmektedir. Cogu DNA genetik analizinin ana ilkesinde oldugu gibi degisik
uzunlukta pargaciklar vermesine dayanir. DNA’daki 4-6 niikleotit uzunlugundaki 6zel
bolgeleri tantyip kesen kesim enzimleri araciligiyla PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile

cogaltilan bolge kesilerek, kesim noktalarinin farkliligina gore bireylerin veya



populasyonlarin filogenetik iliskilerinin ve taksonomik durumunun analizi yapilabilir. En
onemlisi 6zellikle morfolojik olarak benzeyen tiirlerin birbirinden kolayca ayirt edilmesine
ve tanimlanmasina olanak saglayabilir.

Su triinleri alaninda RFLP teknigi ile populasyonlar arasindaki ve tiirlerdeki genetik
varyasyon degerleri hesaplanarak mevcut gen kaynaklari tespit edilebilir, soy agaci
olusturularak taksonlar arasinda genetik benzerlikler hesaplanabilir, morfolojik
Ozelliklerine gore ayirimi yapilamayan su canlilarinin ve ayirt edilemeyecek yas veya
bliyiikliikteki orneklerin ayirimi yapilarak taksonomik agidan yasanan sikintilar asilabilir.
Taze, dondurulmus hatta islenmis 6rneklerin orjini rahatlikla tespit edilebilir. Ekonomik
Oneme sahip olmayan su canlilarina ait {irlinlerin ekonomik 6neme sahip olan canlilarina
ait iriin olarak pazarlanmasi gibi ticari sahtekarlik olaylart belirlenebilir. Seleksiyon
uygulamalarinda ve mutasyon taramalarinda kullanilabilir. Basit, hizl, diisiik maliyetli ve
giivenilir bir metottur. Kullanim1 ¢ok yaygindir, bilim alanindaki kabul edilebilirlik orani

ve popiilaritesi oldukga yiiksektir (Aksakal, 2005).

1.2. Kerevitlerin Taksonomik Durumu

Kerevitler, Decapoda (onayakli kabuklu) takiminin son derece gesitlilik gosteren
grubudur. Taksonomik olarak, Kuzey yarimkiirede bulunanlar Astacoidea ve Giiney yarim
kiiredekiler ise Parastacoidea olmak iizere iki siiper familyaya ayrilmislardir. Astacoidea,
Cambridae (12 cins ve 423 tiir ) ve Astacidae (6 cins, 39 tiir) olmak iizere iki familyaya
bolinmustiir (Hoobs, 1989). Parastacoidea ise yalnizca Parastacidae (15 cins, 176 tiir)
familyas1 ile temsil edilmektedir (Crandall ve Buhay, 2008). Diinya iizerinde dagilim

gosteren kerevit familyalari, cinsleri ve tiir sayilar1 Tablo 1°de gosterilmistir.



Tablo 1. Kerevitlerin Familya, Cins ve Tiir Sayilar1 (Crandall ve Buhay, 2008)

Familya Cins Tiir Sayisi Toplam
Astacus 5
Atlantoastacus 8
Astacidae Austrppotamobius 7 39
Caspiastacus 2
Pacifastacus 8
Pontastacus 9
Barbicambarus 1
Bouchardina 1
Cambarellus 17
Cambaroides 7
Cambarus 95
Cambaridae Dist_ocambarus 5 423
Fallicambarus 18
Faxonella 4
Hobbseus 7
Orconectes 89
Procambarus 177
Troglocambarus 2
Astacoides 9
Astacopsis 3
Cherax 45
Engaeus 39
Engaewa 5
Euastacus 43
Geocharax 2
Parastacidae Gramastacus 1 176
Ombrastacoides 11
Paranephrops 2
Parastacus 8
Samastacus 1
Spinastacoides 3
Tenuibranchiurus 1
Virilastacus 3
GENEL TOPLAM 638

1.3. Kerevitlerin Diinya ve Avrupa’daki Dagilimi ve Genel Ozellikleri

Diinyada yaklasik olarak 600 tiir kerevit vardir ve yilda ortalama 5-10 tiir
tamimlanmaktadir (Taylor, 2002; Crandall ve Buhay, 2008). Kerevitler tim Kuzey
Amerika, Avustralya, Giiney Amerika’nin giineyi, Asya, Avrupa, Madagaskar ve Yeni
Zelanda’ ya kadar yayilmislardir (URL-1). Cesitliligin iki merkezi vardir. Birincisi;
Gilineydogu Amerika’nin Giiney Appalachia daglar1 (Kuzey yarimkiire merkezi) digeri ise

Gilineydogu Avustralya’dir (Giiney yarimkiire merkezi).



Avrupa kitasina 6zgii 5 dogal tiir vardir. Bunlar; Astacus astacus, Astacus
leptodactylus, Caspiastacus pachypus, Austropotamobius torrentium, Austropotamobius
pallipes’tir. (Ackefors, 1999; Holdich, 2002; Trontelj ve ark., 2005; Machino ve Fiireder,
2005; Machino ve Holdich, 2006, Souty-Grosset ve ark., 2006). Bu dogal tiirlerle birlikte,
dort Amerikan (Orconectes limosus, O. immunis, P. leniusculus ve P. clarkii) ve iig
Avustralya (C. destructor, C. tenuimanus ve C. quadricarinatus) orijinli kerevit tiirii
Avrupa’ya stoklanmistir (Holdich ve ark., 1999). Austropotamobius pallipes
populasyonunun ortadan kalkmis oldugu Portekiz haricinde, (Machino ve Holdich, 2006)
Avrupa’nin ¢ogu iilkesinde en azindan bir dogal (ICS) kerevit tiiri bulunmaktadir.
Muhtemelen dogal kerevit tiiriine sahip olmayan iilkeler; Kibris, Malta, Monaco gibi
tilkelere ek olarak kiyidan uzak olan Atlantik Okyanusu’ndaki Portekiz’e ait olan Asor
adalar1, Valencia’nin agigindaki Balerik adalari, Kanarya adalari, Yunan ve Italyan Adalari
ve Madeira Adalari’dir. Baltik Denizi’ndeki bazi adalar Astacus astacus populasyonlarina
sahiptir fakat bunlar dogal stok degildir (Holdich, 2009).

Kerevitler sucul ekosistemlerde temel tiir olarak 6nemli gorevlere sahiptir, fakat
birkag kerevit tiirii biiyiik 6lgiide yayilimcidir ve hassas tatli su habitatlar1 tizerinde
olumsuz etkilere yol agabilmektedir (Taylor, 2002). Her bir habitat tipi farkli morfolojik
adaptasyonlara sahiptir. Kerevitler oyuk, ¢ukur, akinti ve golde yasarlar. Giiglii oyuk
yapanlar su seviyesine kadar oyuk acabilirler ya da ihtiya¢lar1 olan nemliligi saglayacak
Ol¢iide yeterince bol yagmurlu karasal habitatlarda yasayabilirler (Crandall ve Buhay,
2008).

1.4. Kerevitlerin Ulkemizdeki Dagilim

Ulkemizde dogal olarak dagilim gdsteren tek Kerevit tiirii Astacus leptodactylus’tur
(Sekil 1, 2) (Holthuis, 1961; Geldiay ve Kocatas, 1970; Koksal, 1988; Harlioglu, 2004;
Harlioglu ve Giiner, 2006, 2007; Giiner ve Harlioglu, 2010). Buna ek olarak son
zamanlarda Avrupa kokenli olan Austropotamobius torrentium tiiriine ait Kerevitler
Tiirkiye’nin Avrupa yakasinda bulunan Velika Cay1 ve Madara deresinde gozlenmistir
(Sekil 3, 4) (Trontelj ve ark., 2005; Machino ve Holdich, 2006; Harlioglu ve Giiner, 2006,
2007).



Sekil 1. Astacus leptodactylus’un dorsal gériiniimii

Sekil 2. Astacus leptodactylus’un ventral goriiniimii



Sekil 3. Austropotamobius torrentium’un dorsal gériiniimii

Sekil 4. Austropotamobius torrentium’un ventral gortiiniimii

Anadolu’da Kkerevitler {izerine yapilan taksonomik ¢alismalarda farkli lokalitelerden
farkli tiirler rapor edilmistir. Turkiye’de Astacus leptodactylus’a iliskin ilk ¢aligma olan
Ninni (1923)’e gore lilkemizdeki kerevitleri Astacus fluviatilis, Astacus pallipes ve Astacus
leptodactylus olarak tanimlanmis olup, Apolyont ve Manyas Gollerinden Astacus astacus
ve A. pallipes (Geldiay ve Kocatas, 1970), Cubuk Baraji’ndan Potamobius (Astacus)
fluviatilis (Geldiay, 1949), Kayseri, Bursa ve Istanbul illerinden Astacus (Pontastacus)
leptodactylus (Bott, 1950), Sapanca Golii'nden Potamobius leptodactylus (Tortonese,



1952), Unye’den Astacus colchius (Holthius, 1961) olarak kayit verilmistir. Karaman,
(1962); (1963)’a gore ise gesitli lokalitelerden elde ettigi 6rnekleri Astacus (Pontastacus)
leptodactylus salinus ve Astacus (Pontastacus) leptodactylus natio intermedius tiirlerini ve
Pinarbas1 G6lii’nden (Afyon) Astacus leptodactylus pallipes natio salinus alt tiirlerini rapor
etmistir. Geldiay ve Kocatas (1970) oldukca ayrintili olan calismalarinda Tiirkiye’nin
cesitli bolgelerinde bulunan lokalitelerden yakaladiklar: 6rnekleri degerlendirerek, Astacus
(Pontastacus) leptodactylus salinus ve Astacus (Pontastacus) leptodactylus leptodactylus
alttiirlerinin varligimi bildirmislerdir. Erengin ve Koksal (1977) ile Koksal (1980) A.
leptodactylus tiiriiniin Tirkiye’nin tek yerli tiirii oldugunu ve farkli bolgelerde dagilim
gosteren A. leptodactylus leptodactylus ve A. leptodactylus salinus adli iki alt tiiriiniin
varhigim bildirmislerdir. Ancak, Starobogatov (1995) A. leptodactylus salinus alt tiiriiniin
Tiirkiye’deki populasyonlarinin muhtemel olarak Pontastacus intermedius tiiriine ait
olabilecegini  belirtmistir. Aym1 calismada A. colchicus tiiriiniin  Istanbul’da
bulunabileceginden bahsetmigtir. Bu tiiriin Tiirkiye’ye Kura Nehri yoluyla girmis
olabilecegini One siirmiistiir. Albrecht (1983) ise A. colchicus’un, A. astacus’un alt tiirii
olabilecegini bildirmistir. Bu arastirmalar s6z konusu tiiriin Tiirkiye’de olabilecegini
ongormektedir ancak yakin zamana kadar bunu dogrular bir kayita rastlanilmamistir.
Holdich (2002) iilkemizde Astacus leptodactylus’un iki alt tiirii oldugunu bildirmistir.
Bunlar; A. leptodactylus leptodactylus (iznik, Terkos, Civril ve Tunca gélleri, Meri¢ Nehri,
Cori ve Gelemen dereleri) ve A. leptodactylus salinus (Manyas, Egridir, Beysehir,
Apolyont, Eber, Aksehir, Golciik golleri ve Mili¢ Cayi) alt tiirleridir. Mevcut ¢alismalar
dogrultusunda, ozellikle son yillarda Tiirkiye’de kerevitlerin tek dogal tiirle (A.
leptodactylus) temsil edildigi goriisii benimsenmistir. Bununla birlikte Machino ve Fiireder
(2005)’e gore ilk olarak 1996 yilinda Kirklareli sinirlart igerisindeki Velika deresinde
Avrupa’nin dogal kerevit tiirlerinden biri olan Austropotamobius torrentium (Shrank,
1803) tiiriine ait bireyler gdzlemlenmistir. Machino ve Fiireder, (2005) ve Trontelj ve ark.,
(2005) bu tiirtin Turkiye smirlart igcerisinde bulundugunu ortaya koyan ilk g¢alismalari
yapmiglardir. Harlioglu ve Giiner (2007) Velika Nehri’ nin haricinde ilk olarak Madara

Cayr’ndan tiiriin varligini rapor etmislerdir.



1.5. Tiir, Alt tiir Kavrami ve Olusumu

Tiir kavraminda arastirmacilar arasinda temel ilkeler acisindan fikir birligine varilmis
olmasina ragmen, degerlendirme yontemleri ve 6zelliklerin se¢imi konusunda birgok fikir
ayrihi@i mevcuttur. Tiir, yapisal ozellikleriyle genetik karakterleri birbirine benzeyen ve
yine aymi genetik karakterde yeni kusaklar verebilen bireylerin tiimii seklinde
tanimlanmaktadir (Kiihn, 1964; Hadorn ve Wehner, 1974). Ayrica, “Yapisal ve islevsel
Ozellikleri yoniinden birbirine benzeyen ve ayni ¢evresel Kosullara benzer tepki gosteren
dogal kosullarda serbest olarak birbirleriyle ¢iftlesip verimli yavrular olusturabilen bireyler
toplulugu” seklinde de tiirtin tanimi yapilmaktadir. Tiir, dinamik bir varliktir yeni doller
olusturarak varligini devam ettirir. Yeni dollerin olusumu siirecinde, gen havuzu igeriginde
farkli ya da aym alanlarda olan degisimler, tiirleri kendi igerisinde bir alt birimlesmeye
gotiiriir ve alt birimlesmenin tamamlanmasiyla yeni tiirler olusur (Ergiiden, 2007).

Tiirler genellikle kendi icerisinde fenotipik ve genetik olarak farklilagmis gruplara
veya populasyonlara bolinmistiir. Tirli meydana getiren populasyondaki bireyler
birbirinin aynisi degil benzeri olurlar. Yani, anatomik, fizyolojik &zellikleri, protein yapisi
ve davraniglart bakimindan belirli degisimler (varyasyonlar) gosterirler. Degisim faktorii
tirlerin temel Ozelliklerinden birini olusturur. Ancak, ayni tiire ait bireyler arasindaki
degisimler, farkli tiirlere ait bireyler arasindaki degisimlere gore ¢ok daha azdir. Bagka bir
ifadeyle iki farkli tiir arasinda gen akis1 tamamen kesilmis, yani eseysel yalitim (izolasyon)
saglanmis durumdadir. Bunun yaninda istisnai bir durum olarak ikiz tiirler ve hatta bazen
birbirine olduk¢a uzak akraba olan tiirler arasinda karsilikli dollenme ve yavru meydana
getirme goriilebilir. Fakat gen ve kromozom dagilimindaki dengesizliklerden dolayr bu
yavrular verimli olmazlar (Demirsoy, 1998; Kocatas, 2003; Ergiiden, 2007).

Bir tiire ait bireyler bulunduklari ¢evrede ayni gen havuzuna sahip bir ekolojik birlik
(populasyon) olustururlar. Boylece her bir tiir birgcok bolgesel populasyonlardan olusur.
Bunlardan bazilar1 birbirlerinden oldukga farklidir. Bu bireylerin olusturduklari tiir alti
gruplara alt tiir (subspecies) denilmektedir. Bir tiiriin igerisinde genellikle cografik yalitim,
dolayisiyla cografik irklara bagimli olarak alt tiirler olusabilir. Bunlar tiiriin diger
populasyonlarindan taksonomik olarak farklidir. Alt tiirler, kendi iclerinde kismi
yalittmdan dolay1, gen bilesimi bakimindan birbirlerine daha ¢ok benzeyen gruplardan
meydana gelmistir. Boyle bir politipik tiir’tin (iki veya daha fazla alttiire sahip) alttiirleri
ilke olarak gen bilesimleri bakimindan farkli olmakla beraber, bir araya getirildiklerinde

basarili olarak ¢iftlesebilirler ve verimli déller meydana getirebilirler (Demirsoy, 1998).



1.6. Genetik Varyasyon

Ekolojik ve biyolojik agidan bakildiginda ¢evresel ve genetik faktorlerin etkisiyle
olusan fenotipik varyasyonun belirlenmesi biliylikk Onem tagimaktadir. Morfolojik
karakterlerin incelenmesine yonelik geleneksel c¢alismalarda genel olarak gevre ve
genetigin etkisini ayirabilmek zordur. Genetik tekniklerin kullanimindan 6nce, morfolojik
farkliligin tamamiyla genetik farklilagsmadan kaynaklandig1 sanilmakta ve stoklarin tespiti,
genellikle morfolojik 6zellikler kullanarak yapilmaktaydi (Marr, 1957). Fakat, fenotipik
tekniklerin kullanimi, bir tiire ait populasyon tespitinde fenotipik degisimin direk olarak
genetik kontroliin etkisi altinda olmayis1 ve ¢evresel faktorlerin degisiminden
etkilenmesinden dolay1 sinirli hale gelmistir (Allendorf ve ark., 1987). Ciinkii genetik
tekniklerin kullanimi1 ile daha 6nce fenotipik olarak farkli olan bir¢cok populasyon veya
tiirlin genetik olarak farkli olmadig1 ortaya ¢ikmistir (Ergiiden, 2007).

Ekonomik 6neme sahip olan ve baski altinda bulunan tiirlerin genetik yapilarinin
analizinde ¢ogunlukla kullanilan molekiiler metotlar arasinda mitokondriyal DNA
(mtDNA)’nin niikleotit diziliminin belirlenmesi, Kesilmis Parga Uzunluk Polimorfizmi
(RFLP: Restriction Fragment Lenght Polimorphism) analizi, Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA (RAPD: Randomly Amplified Polymorphic DNA), Minisatellit ve
Mikrosatellit DNA belirteg ¢alismalar1 basta gelmektedir (Okumus ve Ciftci, 2003). Bu
tekniklerin kullanimi, populasyon icinde bireyler arasinda, aym tiiriin populasyonlari
arasinda ve taksonomik seviyede farkli tiirler arasinda genetik varyasyonun tahminini
miimkiin kilmigtir. Bu tip ¢aligmalarin sonucunda ¢ogu lokal populasyonlarin ve sucul
tirlerin tireme farkliliklar1 gosteren, izole halde kiiciik gruplara boliinmiis oldugu
gbzlenmistir. Ayrica bu caligmalar lokal ¢evreye adaptasyonun ve genetik farklilagmanin
delili olarak goriilmektedir. Boylece bir veya birden fazla ayr1 lireme davranisi gosteren
izole gruplarin kaybolmas tiir i¢indeki genetik varyasyonun seviyesinin diismesine neden
olmakta ve tamamiyla nadir bulunan genetik karakterlerin  kaybolmasiyla
sonuclanabilmektedir.

Dogal ¢esitliligi korumanin temel yaklagimi1 populasyonlardaki genetik varyasyonun
korunmas: olmaktadir. Diger bir deyisle, cevresel korumanin temeli tiiriin evrimiyle
etkilesim i¢inde oldugu bilinen ekosistemin muhafazasidir. Bu yaklasgim, diinya ¢apindaki
dogal rezervlerin ve park alanlarinin yaratilmasi ve isletim prensibinin altinin ¢izilmesini
saglar. Bu tip korumanin olusturuldugu yerlerde, ekonomik olarak oOnemli tiirlerin

populasyon yapilartyla iliskili olarak siki bir aveilik yonetimine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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1.7. Genetik Varyasyonun Tahmininde Kullanilan Teknikler

1960’11 yillarin ortalarina kadar populasyonlar arasi ve populasyon i¢i varyasyonun
tespiti i¢in genel olarak biyo-ekolojik 6zellikler, markalama, parazit dagilimi, fizyolojik ve
davranig Ozellikleri, morfolojik veya meristik karakterler kullanilmaktaydi (Lewontin,
1964). Bilindigi gibi bu tip belirtegler genetik anlamda agik degildir. Bu nedenle son
yillarda balikgilikta molekiiler genetik ¢alismalar biiyiik ilgi kazanmistir. Giiniimiizde bu
calismalar temel olarak protein ve DNA olmak lizere iki tiir genetik belirte¢ sistemi
kullanilarak yapilmaktadir. Protein elektroforezi ile yapilan ¢alismalarin en biiylik avantaji
hizli, ucuz olmasi ve ¢ok fazla laboratuar malzemesi gerektirmemesidir. Buna karsin
kullanilan 6rneklerin taze olmasi zorunlulugu, DNA ¢aligmalarina gore ¢ok sayida drnege
ithtiya¢ duyulmasi ve bu 6rneklerin genellikle 6ldiiriilmesi, en 6nemlisi baz1 populasyon ve
tirlerde DNA c¢alismalarina gore cok diisiikk seviyede polimorfik olmasi protein
elektroforez tekniginin sinirlayic1 6zellikleridir. Bu nedenle son donemlerde ¢alismalarin
cogunlugu DNA belirte¢ sistemleri kullanilarak yapilmaktadir. Son zamanlardaki
Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) kullanimi 6zellikle DNA ¢alismalarina ayri bir ivme
kazandirmis olup, 100 yil veya daha oncesinden saklanmis balik pulu 6rnekleri ile bile
calisma imkani saglamistir. Ayrica ¢ok az miktarda ve canliyr ldiirmeden aliman doku
parcasiyla bile ¢alisma imkani1 vermesi 6nemli bir avantaj saglamaktadir (Ciftci, 2006). Bu
giinlerde ¢cogunlukla kullanilan molekiiler metotlar arasinda mitokondrial DNA (mtDNA)
dizilimi veya RFLP (Kesilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi) analizi, minisatellit ve
mikrosatellit DNA belirte¢ ¢alismalar1 gelmektedir. Bu teknikler uygun laboratuar
kosullar1 olusturuldugunda nispeten ucuz ve ¢ok kisa siire icerisinde ¢ok fazla miktarda
ornek calisilmasina imkan vermektedir. Genetik ¢alismalarda bu teknikler kullanilarak
biiyiilk miktarda gen bolgesini izlenebilir, taksonomik seviyede aymi ve farkli tiirler
arasinda ve icinde hatta bireyler arasi ve icinde farklilik seviyesini tahmin edebilir,
generasyonlar arasindaki allel frekanslar1 degisiminden efektif populasyon biiyiikligiini
tahmin edebilir, kuluckahanede yetistirilmis baliklarin herhangi bir markalamaya gerek
duymadan hangi anne ve babaya ait oldugunu tespit edebilir, genin kromozom tizerindeki
yeri yani gen haritasini ¢ikarabilir, populasyonlar arasindaki gd¢ miktarlar: yani gen akisini
belirleyebilir, kiiltiirii yapilan tiir i¢in ana¢ se¢imi yapilmasinda kullanilarak yetistiricilere
yardim edebilir. Balik¢ilik ve yetistiricilikte kullanilan bazi genetik belirteclerinin avantaj

ve dezavantajlar1 Tablo 2’de verilmistir. Omurgasiz hayvanlarda ve diger canlilarda
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genetik varyasyonun belirlenmesinde kullanilan molekiiler teknikler asagida tek tek ele

alimmustir (Ciftei, 20006).

Tablo 2. Balikgilik ve yetistiricilikte kullanilan bazi genetik belirteglerinin avantaj ve
dezavantajlar1 (Beaumont ve Hoare, 2003).

DNA sekans1i RFLP VNTR RADP AFLP  Allozim

Pedigree veya ana,

babanin tahmini * ¥ i ¥ ¥ i
Tiir ici + +++ +++ ++ ++ +++
populasyonlar

Cin.s veya tr +++ ++ + ++ ++ +++
seviyesi iligkiler

QTL - - ++ +++ +++ +
Maliyet Y M Y M Y D/M
Doku istegi A N D D D M
Kodominant veya i B K B B K
dominant veri

Notral D D E D D H

+++: Yiiksek oranda bilgi verici, ++: Bilgi verici, +: Cok az bilgi verici, -: Uygun degil, Yiiksek, M:
Makul, ilimli, A: Az, D: Degisken, K: Kodominant, B: Basat, E: Evet, H: Hayir

1.7.1. Protein elektroforezi

Ik uygulanabilir genetik belirteg sistemi 1960’1 yillarda gelistirilen protein
elektroforezi olmustur (Buth, 1990). Bu teknik sayesinde yapisal gen lokuslarinda
varyasyon olup olmadig1 belirlenir. Protein kodlayan lokuslarin tiriinleri elektrik yiikii ve
biiyiikliik gibi yapisal ozelliklerine bagli olarak ayrisir. Bu yalmizca spesifik protein
kodlayan genlerin arastirilmasinda degil ayrica her bir lokusta farkli allellerin
frekanslarinin tespitinde de yardimer olur (Markert ve Moller, 1959; Ciftci 2006).

Transferin ve hemoglobin gibi enzimatik olmayan proteinleri kullanan ¢alismalarin
yaninda, enzimler incelenen proteinlerin en yaygin formudur. Enzimlerin biyokimyasal
reaksiyon verdigi maddeyi iceren farkli histokimyasal boyalarin kullanimiyla, lokuslarin
ayr1 olarak incelenmesi miimkiindiir. Iki farkli sekilde wveri elde edilir. Izozimler,
fonksiyonel olarak enzimin benzer formlaridir, farkli lokuslar tarafindan iretilir (Ciftci,
2006).

Allozimlerin veya izozimlerin ayrimi lokusta allelik varyasyon tarafindan tiretilen
farkli proteinlerdir. izozimler genellikle dokuya 6zeldir, hiicrenin spesifik kisminda ve

yalmizca gelisimin spesifik safhasinda ifade edilebilir. Allozime dayali allel frekanslari
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zamansal ve alansal indislerin hesaplanmasinda ve populasyonlarin tanimlanmasinda
kullanilabilir. Zaman i¢inde allel frekanslarindaki degisim gen difiizyonu veya
baliklandirmanin etkisinin tahmininde kullanilabilir. Ayrica heterozigotlugun lokal olarak
yok olmasi populasyon igindeki varyasyonun azalmasinin gostergesidir (Ciftci, 2006).

Yaklagik yirmi yildir genetikgiler farkli tiirlerde populasyon diizeyinde genetik
farkliliklar1 karakterize edebilmek i¢in protein elektroforezlerini ana ara¢ olarak
kullanmaktadirlar. Bu teknik ilk baslarda insanlarda kan gruplarinin tetkikinde
kullanilmigtir. Fakat daha sonra diger tiirlerde de uyarlanmistir. Nispeten ucuz olmasi, ¢ok
az ozel gelistirilmis aletlere ihtiya¢ duymasi, genis capta ve hizli bir isleme sahip olmasi ve
genom igerisinde yayilmis ve birbirinden ayri lokuslarin eszamanli olarak izlenmesine
imkan tanimasi bu teknigi genetik caligmalarda avantajli kilmaktadir. Bir¢ok c¢aligmada
stoklar arasindaki protein allel frekanslar1 arasindaki farkliliklarin belirlenmesi, gen akisi
ve genetik mesafenin hesaplanmasinin kullanimiyla makro ve mikro cografik populasyon
yapilagmasinin arastirilmasinda protein elektroforezlerini yararli bir belirte¢ haline
getirmistir (Ciftci, 2006).

Biitiin bunlarla birlikte allozim ¢aligsmalarinin bazi dezavantajlar1 da s6z konusudur.
Yeni bir allel yalmizca nukleotid diziliminde meydana gelecek degisikliklerle birlikte
olusacak amino asit degisiklikleriyle molekiiliin elektroforetik hareketliligindeki degisim
yoluyla yeni bir allel polimorfik olarak tespit edilebilir. Yalnizca 64 kodonun 20 tane
amino asiti kodlamasi1 ve amino asitlerin her birinin degisimi elektrik yiikiinde degisiklik
meydana getirmemesi ve yalnizca niikleotidlerin % 30’nun degisiminin ancak
elektroforetik olarak tespit edilmesi sinirlayici etkenlerdendir. Teorik olarak DNA ile
yapilan ¢aligmalar proteine gore daha polimorfiktirler. Allozim elektroforezlerinin
kullanim1 genomun yalniz belirli bir kismindaki degisikliklerini belirlemekle sinirlidir.
Kullanilan doku tipleri (Kas, ciger, goz, kalp gibi) genellikle 6rnek toplarken canlinin
oldiirtilmesini gerektirmektedir. Ayrica orneklerin saklanmasi bir aya kadar -20 °C’de,

daha uzun siireler i¢in -70 °C’de olmalidir (Ciftci, 20006).

1.7.2. DNA belirtecleri ve gelisimi

Son zamanlarda molekiiler biyolojideki yeni tekniklerin gelisimi DNA’daki
varyasyonun incelenmesini miimkiin kilmaktadir. Genomun bir pargasi olan kodlanmayan
kisimlardaki varyasyonun dogrudan incelenmesiyle, tiim baz degisiklikleri tespit edilebilir.

DNA elementleri genel olarak farkli oranlarda evrimlestiginden (6rnek olarak
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mitokondriyal genler yapisal niikleer genlere oranla daha hizli evrimlesmektedir ve ayrica
tekrar gosteren DNA tekrar gostermeyenlere gore daha hizli degisim gosterir), ya
filogenetik ya da populasyon seviyesi arastirmalar i¢in uygun belirte¢ se¢imi miimkiindiir.
Isoenzim calismalar1 icin gerekli dokunun almmasinda canlinimn  Sldiiriilmesi
gerekmektedir. Ozellikle yok olma tehdidi altindaki tiirlerle yapilan calismalarda bu durum
bu yontemi sinirlamaktadir. Bunun aksine DNA, canliy1 6ldiirmeksizin alinan kiigiik parca
dokudan elde edilebilir. Ayrica DNA uzun siireli saklamaya uygundur ve hatta uzun
stiredir fikse edilmis dokulardan da elde edilebilir (Ciftci, 2006). DNA belirtegleri tarihi

gelisimlerine gore ele alinirsa;

1.7.2.1. RFLP: Kesilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi

Kesilmis (restriksiyon) Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi teknigi genis 6l¢iide tiirler ve
populasyonlarinin genetik yapilarmin belirlenmesinde ve morfolojik olarak benzer
ozelliklere sahip tiirlerin ayrilmasinda en ¢ok basvurulan tekniklerden biridir. Ayrica bu
teknik tiirler arasindaki filogenetik iliskinin belirlenmesinde de yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Kesici enzimlerin 1960 ve 1970’li yillarin basinda tanimlanmasi
DNA’nin kullaniminit miimkiin kilan anahtar kesif olmustur. Cogu bakteri tiiriinde kesici-
modifikasyon sistemleri bulunmaktadir ve hiicre i¢ine yabanci DNA’larin girisine karsi
savunma mekanizmasi olusturur. Bunlar iki bilesene sahiptir; ilki kesici endontiikleaz olup,
kisa ve simetrik DNA niikleotit dizilimini tanirlar ve DNA’nin ikili iplik¢igini tanidiklari
bolgeden keserler (hidrolize ederler). Boylece yabanct DNA nispeten kiigiik parcaciklara
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ayrilir. Sistemin ikinci bileseni “metilaz’> dir ki bu da hiicresel DNA’nin taninan
bolgesinde bulunan C ve A niikleotitlerine metil grubunu ilave eder. Bu modifikasyon,
endoniikleaz enzimlerine karst DNA’nin direng gostermesine yardimci olur. Cogu DNA
genetik analizinin ana ilkesi degisik fragment pargalar1 vermesi icin DNA’nin enzimler
yardimiyla kesilmesine dayanmistir. Kesici enzimler genellikle 4-6 bp’den olusan spesifik
olarak tamdig1 yerlerden DNA’y1 keser. Ornegin; Kpnl enziminin tanima dizisi,
GGTACAC’dir ve DNA fiizerinde ayni dizilerin oldugu bir DNA zincirine rastladiginda ok
isaretinin oldugu bolgeden DNA’y1 keser. Enzim muamelesi sonucu olusan pargalar, Jel
elektroforezi yoluyla jel tizerinde birbirinden ayristirilabilir. Sonrasinda karakteristik
yapilar ethidium bromid boyama yoluyla, parcaciklarin u¢ kisimlarinin florasan veya

radyoaktif olarak boyanmasi veya ilgilenilen DNA sekansmin radyoaktif olarak

isaretlenmis prob hibridizasyonu yoluyla gorintiilemek miimkiindiir. Bu pargalar
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arasindaki fark, yer degistirme veya mutasyon sonucu, DNA {izerinde taninma bdlgesinin
kazanilmas1 veya kaybedilmesi sonucudur (Turan, 2002). RFLP teknigi ile canlilar

arasindaki genetik farkliligin tespiti Sekil 5’te sematik olarak gosterilmistir. Cogu RFLP

calismas1 mitokondri veya kloroplast gibi ekstra niikleer organel DNA’sini1 kullanr.
WINPRS  ONAparcas

DNA iizerinde
hedeflenen genin
PCR ile cogaltilmasi

DNA pargasinin
A canlisi sinirlama enzimiile B canhsi
pargalanmasn

Elektroforez

Haplotiplerin belirlenmesi S————

+

Canhilar arasindaki
genetik farklihgin tespiti

Sekil 5. RFLP teknigi ile canlilar arasindaki genetik farkliligin tespiti (Turan, 2002).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) tekniginin gelisimi mtDNA RFLP analiz
yonteminin kullanim alanini genisletmistir. Bazlarin kisa dizilimlerinden olusan primerler
arttirllmak istenen DNA bolgesinin iki ucundaki dizilere homolog olarak dizayn edilir.
Genomik DNA denatiirasyona tabi tutulur ve primerler istenilen bdlgenin kopyasini
cikarmak tiizere tamidigi bolgelere ilisir. Tek iplik¢ikli DNA’nin polimerizasyonunu
saglayacak enzimin ortamda bulunmasiyla genomik DNA’da istenilen bolge iizerinde
primer sekansi uzamaya baglar, boylece istenilen bdlgenin kopya sayisi ikiye katlanmig
olur. Boyama yontemiyle direk olarak goriintiilemeye yetecek DNA elde edilene kadar bu

dongiiler katlanarak devam ettirilir. Farkli tiirlerden ¢ikarilmis veya birbirinden uzak
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tiirlerde bile calisan iiniversal PZR primerlerinin kullanimi, ¢alisilacak tiir i¢in yeniden
primer dizayn edilmesi islemini ortadan kaldirir. Ornek olarak korunmus mtDNA bdlgesini
arttiran primerler memeliler, kuslar, siiriingenler, bocekler ve salmonidler gibi baliklarin
benzer boélgelerini basarili bir sekilde arttirdigi bulunmustur (Kocher ve ark., 1989).
Caligilacak bolgenin kii¢iik olmasindan dolay1 bu teknik pargalanmis DNA’lar iizerinde de
kullanima uygundur. Uzun siireden beri saklanan 6rnekler {izerinde de istenilen mtDNA
bolgesi basarili bir sekilde ¢ogaltilmistir. Populasyon genetigi calismalarinda mtDNA’y1
cok bilgi verici yapan karakteristikler, ayn1 zamanda onun kullanilirligimmi da simairlar.
Diisiik seviyede degiskenlik gosteren niikleer genlerin goriintiilenmesi evolusyonun yavas
olan hizina kars1 gelebilir. Familyaya has gerceklesen ozel oOlim durumu, tim

populasyonda oransiz olarak c¢esitliligin biiyiik oranda azalmasina neden olabilir.

1.7.2.2. RAPD: Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA

Adindan da anlasilacagi gibi bu metot bilinmeyen DNA pargalarinin PZR ile
cogaltilmasi ile ilgilidir. Ayrica AP-PZR (Arbitrarily Primed Polimeraz Zincir Reaksiyon)
ve DAF (DNA Amplification Fingerprinting) gibi iki metot daha bulunmaktadir. Gergekte
bu ii¢ metot ¢alisma prensibi olarak ayni ve birbirlerinin varyasyonlaridir. Bu metotlarin
ticiinde de temel prensip PZR’nin tek primerle kullanimina dayanir. RAPDs ve AP-PZR
arasindaki temel fark PZR amplifikasyonunda kullanilan primerin niikleotit uzunlugudur.
AP-PZR tekniginde 15-25 bp’lik primer kullanilirken RAPDs de 10-12 bp’lik primerler
kullanilir. DAF tekniginde ise 5-10 bp’lik primer kullanilir ve digerlerine gore daha fazla
DNA parcasmin amplifikasyonu saglanir. AP-PZR ayrica PZR kondisyonu bakimindan da
digerlerinden farklilik gosterir. Kullanilan bu teknikler basit ve ucuz olduklart i¢in ¢ok
tercih edilmektedirler ve cogunlukla taksonominik ¢aligmalarda, gen akiginin analizinde,
hibrit caligmalarinda ve karigtk genom Orneklerinin analizinde yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Kisa primerlerin ve diisilk “annealing” sicakliklarmin kullanimi
genom i¢ine tesadiifi dagilmis ¢esitli kisimlarin fazla miktarda amplifikasyonunu saglar.
Fertler arasindaki niikleotit dizilimi farkindan olusan polimorfizm, RAPD bantlarinin olup
olmayislarina gore belirlenir. RAPDs dominant genetik belirteg¢ olarak kabul edilir ve gen
haritas1 ¢ikarilmasi ¢alismalarinda bu hesaba katilir. Bu {i¢ teknik i¢in asil sorun olusan
bant yapisinin kullanilan DNA’nin kalitesine, PZR sicaklik profiline ve reaksiyon
kondisyonuna bagli olarak hassasiyet gdstermesidir. Hatta bazi aragtirmacilara gére RAPD

parmakizi yapisinin, kullanilan polimeraz enziminin tipine gore de farklilik gosterdigi
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rapor edilmistir. Yukarida s6zii edilen parametrelerin hepsi kontrol altina alinsa bile bu
teknikler i¢in bir diger dezavantaj homozigotluk ve heterozigotlugun tespit edilememesidir.
Son olarak RAPD’lerin mutasyon orani hakkinda su ana kadar herhangi bir calismaya

rastlanmamistir (Ciftci, 2006).

1.7.2.3. Satellit DNA belirtecleri

Cok hiicrelilerde sirali tekrar gosteren nukleotid dizilimlerinin bulundugu 1968
yilinda yapilan caligmalarla ortaya c¢ikarilmistir. Bu niikleotit dizilimleri kompleks
Okaryotik genomunun sezyum kloriir santrifiijii ile belirlenmis ve orijinal olarak satellit
bantlar diye tanimlanmislardir. Bu sekilde yapilan bir santrifiij isleminden sonra DNA’nin
G-C igerigine bagli olarak genomik DNA bu sekilde bir yapr gostermektedir. Satellit
DNA’larin analizi sonucunda bunlarin ¢ogunlukla sirali tekrar eden niikleotit
dizilimlerinden meydana geldigi ortaya konulmustur (Ciftci, 20006).

Satellitler minisatellit ve mikrosatellit olarak ikiye ayrilirlar. Minisatellitlerin
olusturdugu tekrar dizilimleri genellikle 9-64 bp’lik motiflerden olugmakta ve 0.1 ile 7
kb’a kadar ulasabilmektedir. Bunlar ayrica VNTR (Variable Number of Tandem Repeat)
olarak da bilinmektedir. Mikrosatellitler ise genellikle 100-200 bp’e ulagan kisa yapilara
sahiptir. Tekrar motifleri ise ikili, ticlii, dortlii veya besli sekilde olabilir ((CA)n veya
(AGC)n gibi) (Ciftci, 20006).

1.7.2.4. Minisatellit DNA belirtecleri

Niikleer genomda asir1 farklilik gosteren minisatellit lokuslarin ortaya cikarilmasi
genetik belirteg sistemler i¢ersinde yeni degisikliklere neden olmustur. Kodlama yapmayan
bolgelerin farkliliklariin gozlenmesi yalnizca populasyon ve filogenetik ¢alismalar degil,
ayrica dogal populasyondaki familyalari, akrabalik derecelerini ve fertlerin pozitif olarak
taninmasini da miimkiin kilmistir. Minisatellit veya VNTR (Variable Number of Tandem
Repeat) lokuslar1 birkag yiiz tekrara kadar ulasan kisa nukleotid dizilimlerine (9-64)
sahiptir. Minisatellit DNA’nin genom igindeki varligit 1980°li yillarin basindan beri
bilinmekle birlikte, bu yalnizca insan minisatellit probunun izolasyonuyla gerceklesmistir
(Jeffreys ve ark., 1985). Multi lokus problar birden fazla lokusta bulunan sirali tekrar
iceren nukleotid dizilimlerinin merkezinin hibridizasyonunda kullanilmaktadir. Tekrar
sayilarindaki farkliliklarin esit olmayan kromatid degisikliginden ve replikasyon sirasinda

DNA kaymasindan meydana geldigi diisiiniilmektedir (Jeffreys ve ark., 1990). Diisiik iyon
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konsantrasyon sartlarinda problar istenilen niikleotit dizilimlerinin bulundugu ¢ok fazla
sayida lokusa hibridize olur ve DNA parmakizini olusturur (Ciftci, 2006). En iyi bilinen
insan minisatellit problar1 33.6 ve 33.15, Okaryotlarin ¢ogunun DNA’sin1 hibridize ettigi
tespit edilmistir. Bunlar ve bunun gibi multilokus problar (MLP) genis bir alana yayilmis
sekilde bitki, kus ve hayvan tiirlerinde populasyon ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Burke
ve Bruford, 1987; Hanotte ve ark., 1991; Hauser ve ark., 1992). Polimorfizm, galisilan
bolgelerde tekrar gosteren niikleotit diziliminin sayisinda meydana gelen, esit olmayan
parca degisiminden ve DNA replikasyonu sirasinda DNA kaymasindan dolay1 olur.
Multilokus polimorfik belirte¢ler genetik ¢alismalarda genis bir yere sahip olmalarina
ragmen ¢ok fazla sayida bant olugmasi nedeniyle heterozigotlugun veya homozigotlugun
tespitinin miimkiin olmamas: ve ayni lokustan gelen bantlarin veya farkli lokuslardan
benzer biiyiikliikteki DNA parcalarinin jel tizerinde ayni sekilde yer degistirmesi genetik
hesaplamalarda  belirsizlikler — yaratir, bdylece allel ve genotip frekanslar
hesaplanamamaktadir. Bu mevcut istatistiki analizlerin kullanimini olanaksiz kilmaktadir
(Lynch, 1991). Tek lokus parmakizi veya profil ¢ikarma yontemi bu problemlerin
iistesinden gelmektedir ve potansiyel olarak populasyon genetigi ¢aligmalari i¢in ¢ok
uygundur. Es zamanli olarak ¢ok fazla lokusun merkez sekansinin hibridize edilmesinin
disinda yiiksek iyon konsantrasyon sartlarinda, lokus spesifik problar tek lokus veya
minisatellit bolgenin tekrar gdstermeyen u¢ kisimlarmna hibridize olurlar. Bireyler aym
miktarda sirali tekrar ile ya homozigottur ya da farkli sayida sirali tekrar ile iki farkli bant
tireterek heterozigot olurlar (Ciftci, 2006). Multilokus DNA parmakizi problarinin aksine
tek lokus probu yeter miktarda sekans benzerligine sahip olabilmek icin yakin iligkili
organizmadan veya calisilan tiiriin kendisinden izole edilmelidir (Wong ve ark., 1987). Bu
tirden genomik kiitiiphane olusturulmasint ve klondan uygun probun izolasyonunu
gerektirir. Bu uzun siireli protokol baslangigta insan iizerine yapilan ¢aligmalarla sinirliydi.
Fakat son zamanlarda yasanan molekiiler protokollerdeki gelismeler diger canlilar iizerinde
de bu calismalart miimkiin kilmistir ve tek lokus minisatellit lokus varyasyonu bir ¢ok
tirde ¢alisilmistir (Bruford ve Burke, 1991; Gilbert ve ark., 1991; May ve ark., 1993). Tek
lokus minisatellit verileri izozim verilerinde oldugu gibi aynmi yolla degerlendirilebilir ve
gen akisi, genetik mesafe ve heterozigotlugun ol¢iilmesi gibi islemler yapilabilir. Son
zamanlarda rapor edilen ¢ogu ¢alismadan minisatellit lokusta ¢cok fazla sayida 20 veya
tizeri allel gozlenmistir. Populasyon caligmalart i¢in tek lokus minisatellitlerinin ndtr

genetik belirteg olarak kullanimlarina ilaveten, akrabalik derecesinin belirlenmesi
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calismalarinda ve birey tanimlanmasinda tek lokus minisatellit kombinasyonlarinin
kullanilmas1 mimkiindiir (Ciftci, 2006).

DNA parmakizi ¢alismalarindan elde edilen sonuglar izozim galismalarindan elde
edilen sonuglarla ortlismektedir. Parmakizi sonug¢larindan elde edilen genetik uzaklik
degeri (Nei, 1972) izozim galismalarindan elde edilen sonuglara gére daha biiyiik olmasina

ragmen, morflar aras1 gen akiginin 6l¢timii karsilastirilabilir (Ciftci, 2006).

1.7.2.5. Mikrosatellit DNA belirtecleri

Mikrosatellitler 6karyotik genoma genis bir sekilde yayilmis ve bol olarak bulunurlar
fakat bunun aksine minisatellitler, kromozomlarin telomerik ve sentromerik bolgelerinde
toplanma egilimdedirler. Bu bilgilerin 15181 altinda, mikrosatellit DNA ¢ok farkl sekillerde
isimlendirilmistir: STRs (Simple Sequence, Short Tandem Repeats), SSRs (Simple
Sequence Repeats). Bunlarin hepsi mikrosatellit terimine ek olarak yaygin kullanilan
isimlendirmelerdir. Ayrica SSLPs (Single Sequence Lenght Polymorphism) mini ve
mikrosatellit lokuslar i¢in birlikte kullanilmaktadir (Ciftci, 2006). Mikrosatellitler ¢alisilan
cogu lokusta tekrar bolgesinin sayisinda ¢ok farkliliklar géstermesinden dolay1 genetigin
bir¢cok alaninda molekiiler belirte¢ olarak dnem arz etmektedir. Bu giine kadar mikrosatellit
varyasyonunun en gelismis calismalar1 lokusun tipi ve bilgilendirme derecesi, niikleotit
diziliminin boyu ve tekrarlanan niikleotitler arasi iliskilerin arastirilmasi ile yapilmaktadir.
Mikrosatellitler, kusursuz, kusurlu ve bilesik motif olarak {i¢ gruba ayrilmislardir. Burada
mikrosatellitin niikleotit diziliminde ana motifi bozan niikleotitlerin bulunmasi onun
kusurlu dizilim gosterdigi anlamindadir. Ayrica eger birbiriyle bitisik iki farkli motif
bulunuyorsa bu da bilesik motif olarak isimlendirilir. Bu tekrarlar arasinda her tiirli
kombinasyon miimkiindiir. Ana motif icerisinde meydana gelen bozukluklar tekrar
stiralarim1 korumaktadirlar ve kusursuz motiflere gore bu sekildeki bozuk motifler daha az
varyasyon gosterir. Ayrica uzun tekrarlarin daha polimorfik olmalar1 beklenir (Ciftci,
2006). Mikrosatellit tekrarlarin bulundugu genom bdlgelerindeki genetik varyasyonlar
genellikle DNA kaymasi sonucunda meydana gelir.

Mikrosatellit lokuslardaki mutasyonlarin, DNA replikasyonu sirasinda, tekrarin
bulundugu kisimda yanlis eslesme veya bir tekrarin atlanmasi sonucunda meydana geldigi
diisiiniilmektedir. Diger bir deyisle replikasyon sirasinda DNAnin iki iplik¢igindeki tekrar
kism1 beklenmedik bir esleme yapabilir ve daha sonra bunun tamiri mikrosatellit lokusun

uzamasi veya kisalmasi ile sonuglanir. En yaygin degisim yalnizca tek bir tekrar iinitesinin

19



kayb1 veya fazladan olusmasi ile olur. Populasyon i¢i varyasyonun belirlenmesinde en
Oonemli unsur mutasyon oranidir. Bu oranin mikrosatellit lokuslarda 102 ile 10" arasinda
degistigi tahmin edilmektedir (Goldstein ve ark., 1995). Tekrar bolgelerinin her iki
tarafinda bulunan bolgeler flanking (ug) bolgesi olarak isimlendirilir ve buralarda meydana
gelecek mutasyonlar ¢cok onemlidir. Ciinkii buralar primerlerin baglanma noktalaridir ve
null allel olusumuna neden olur. Null alleller allozim ve minisatellit ¢aligmalarinda ¢ok iyi
bilinmesine ragmen mikrosatellit lokuslarda da goriillmektedir. Primer bolgelerinde
meydana gelen niikleotit eklenmeleri veya ¢ikmalar1 (insertion ve deletion) mikrosatellit
allellerin amplifike olmamasina neden olacaktir. Birgok canli ve bitki tiiriinde (piring,
tavsan. fare, ar1 ve kus gibi) yapilan c¢aligmalarda mikrosatellitlerin yiiksek seviyeli
polimorfizim gosterdigi rapor edilmistir (Ciftci, 2006). Mikrosatellit lokuslar kodominant
belirteglerdir, yani heterozigotlar homozigotlardan ayirt edilebilir ve PZR (Polimeraz
Zincir Reaksiyon) kullanimi ve allellerin jel {izerine seperasyonunun yapilmasiyla tiim
genetik bilgilere ulagsmak mimkiindiir. Mikrosatellitler ayrica evolusyonla ilgili
calismalarda, kriminolojik calismalarda, fertlerin akrabalik seviyelerinin ve ana Ve
babalarinin  belirlenmesinde, genomdaki genlerin  haritalarinin  ¢ikarilmasinda,
populasyonun genetik parametrelerinin (gen akisi ve etkili populasyon biiylikliigii gibi)
tahmini ve populasyon farkliliklarinin belirlenmesi gibi ¢alismalarda yogun bir sekilde
kullanilmaktadir (Queller ve ark., 1993). Bunun nedeni mikrosatellitlerin genomda yogun
bir sekilde dagilmis olmalar1 ve islemlerinin kolay ve otomatik bir sekilde yapilabilmesidir.
Canlilarin genomunda yogun olarak bulunan mikrosatellitlerin, son yapilan c¢aligmalara
gore tiirlere bagl olarak farkli frekanslarda farkli motiflere sahip olduklari tespit edilmistir.
Iki niikleotitli tekrarlar dikkate alindiginda (CA/GT)n niikleotit tekrart memelilerin
genomunda yaygin olarak bulunmaktadir. Bu tip tekrar memeli genomunda her bir 50-150
kb’de bir olmaktadir.

Son zamanlarda bilim adamlar1 ii¢ niikleotitli mikrosatellitler {izerine yogunlasmistir
clinkii Giglii niikleotit dizilimlerin insanlarda goriilen hastaliklarla iliskili oldugu tespit
edilmistir. Ornek olarak Fragile X, Myotonic Dystrophy ve Huntington Chorea
hastaliklarinin temel nedeni ii¢ niikleotitli mikrosatellitlerdir. Uglii niikleotitler hastalikla
bagintili olarak biliyiik bir uzunluga ulagmasina ragmen ikili niikleotitler kadar da
polimorfiktirler. Mikrosatellitler farkli genetik ¢alismalari i¢in ¢ok giiglii tek lokus genetik
belirte¢ olarak kabul edilmis olmasina ragmen, allellerin PZR amplifikasyonu igin tiire has

primer gelistirilmesi ¢ok pahali ¢aligmalar gerektirmektedir. Bir diger dnemli dezavantaj
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ise alleller denatiire olmus poliakrilamid jel {izerinde ayristirildigi zaman genellikle
merdiven veya golge seklinde bantlar olusturmaktadirlar. Bu istenmeyen bantlarin,
amplifikasyon {irlinlerinin denatiirasyonunun tamamlanmamis olmasindan veya PZR
asamasinda olusan yanlis eslesmelerden dolayr oldugu diisiiniilmektedir. Bu durum
allellerin okunmasi esnasinda genellikle problem yaratmaktadir. Fakat bunun yaninda {i¢
veya dort niikleotitli mikrosatellitlerde bu durum pek goriilmez. Son dezavantaj ise

onceden de bahsedildigi gibi null allellerin olusmasidir (Ciftci, 2006).

1.7.2.6. SNP: Tek Niikleotit Polimorfizmi

Son yillardaki DNA dizileme teknigindeki gelisimler DNA dizi analizini
populasyonlarin filogenetik ge¢mislerinin c¢ikarilmasinda 6nemli yaklagimlar arasina
sokmustur (Hillis ve ark., 1990). Bu teknigin ana cazibesi canlinin ¢6ziimlenmis temel
birimi olan niikleotitleri igermesidir. Filogenetik ve sistematik caligmalarda niikleotit
dizilerinin kullanim1 homolog dizilerin karsilastiriimasint miimkiin kilar. Niikleik asit dizi
bilgileri artarak diizenli bir sekilde ¢esitli bilgi bankalarinda (Genbank, Avrupa Molekiiler
Biyoloji Laboratuar1) toplanmaktadir. Fakat toplanan bu sekans calismalarinin ¢ogu tibbi
veya ticari olarak Onemli tiirler ilizerine yapilmaktadir. Boylece iizerinde calisilan
organizmalar i¢in karsilastirma amagli bu dizi bilgilerine ulasmak miimkiindiir ve teknik
bilgi gerektiren sekans caligsmalart i¢in fazladan zaman ve para harcamaya gerek yoktur.
Cok fazla 6rnek gerektiren cografik varyasyon, lireme stratejisi, heterozigotluk tahmini ve
hibriditasyon gibi ¢alismalar i¢in dizi analizi disindaki diger metotlar tercih edilir. DNA
sekansimnin kullanimindaki sinirlama yalniz basina sekans degildir. Dizi analizi yapilacak
gen bolgesinin de buna ilave edilmesi gerekir. Gegmiste bu islem gen klonlama asamasini
gerektirmekteydi. Bunun yaninda PZR teknigindeki son gelisimler rekombinant DNA
teknolojisine gerek kalmadan spesifik gen bdlgesinin yiikseltgenmesini miimkiin kilmigtir.
Baslangi¢ arastirmalari nispeten kiiciik ve yogun olarak c¢alisilan mitokondriyal genomun
elde edilmesi ve dizisinin alinmasi iizerine yogunluk kazanmistir. Cok fazla sayida
laboratuarin niikleotit dizi bilgisi toplamast ve metotdaki otomasyonla birlikte yasanan

devamli geligsmeler bu teknolojiyi rutin hale getirmistir (Hillis ve ark., 1990)
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1.8. Mitokondriyal DNA

Cogu kez hiicrenin gii¢ santrali olarak diisiiniilen mitokondriler, solunum olarak
bilinen kimyasal tepkimelerin meydana geldigi bolgelerdir. Mitokondri hiicre solunumu ve
diger fonksiyonlar i¢in hayati olan genleri igeren kendi DNA’sina sahiptir. Hiicrenin
DNA’sindan fiziksel olarak ayrilmistir. Yani niikleusun disinda bulunur. Populasyon
calismalarinda mtDNA’nin tercih edilmesi icin ¢ok sayida faktdr bulunmaktadir. Ufak bir
molekiildiir, yaklasik olarak 16-17 kb biiyiikliigiindedir ve genomun %1’den daha kiigiik
oldugu hesaplanmistir (Davidson ve ark., 1989) ve saf olarak izole edilmesi nispeten
kolaydir. Yiiksek omurgalilarda, kalitim yalnizca maternal yolla yani anneden olur
(parental sizint1 veya uzunluk farkliliklarindan dolay1 bazi tiirlerde nadiren heteroplazmi
olabilir). Rekombinasyonun olmamas: filogenetik calismalar i¢in (Avise ve ark., 1990;
Harrison, 1989; Moritz ve ark., 1987), veya ortama asilanan populasyonlarin etkisinin
ortaya ¢ikarilmasi i¢in (Ferris ve Berg, 1987; Gyllensten, 1985) mtDNA’y1 Onemli
kilmaktadir. Cinsiyet oranini esit kabul edildiginde etkili populasyon biiyiikliigi niikleer
genlerin 1/4’tdiir ve bu durum mtDNA varyasyonunu, yakin zamanlardaki populasyon
olaylar1 ve genetik varyasyondaki azalma gibi olaylara kars1 hassas kilar. Populasyonlar
aras1 mitokondriyal farkliligin 6l¢limii yalnizca etkili disi bireylerin gen akisinin él¢timiinii
saglar. Go¢ eden erkek bireylerin populasyonlarin mitokondriyal gen havuzuna katkisi
olmaz.

Baz degisiminin yliksek seviyede olmasindan dolayr mitokondriyal genom, kodlanan
niikleer DNA ile karsilastirildiginda yiiksek evoliisyon oranina sahiptir (Meyer, 1993).
Mitokondriyal genomun farkli bolgeleri farkli oranda degisim gosterdiginden, calisma
tipine bagli olarak analiz icin diziye hedeflenmek miimkiindiir. Ornek olarak, birkag tiirde
ND ve sitokrom b protein kodlayan genlerde populasyonlar arasi varyasyon bulunmustur
(Park ve Moran, 1994). Kerevitlerde ise sitokrom oksidaz geni varyasyonun tespitinde
kullanilmigtir (Trontelj ve ark., 2005). Mitokondriyal RNA genleri transfer ve ribozomal
olmak tizere yiiksek oranda farklilik gdsterdigi bulunmustur ve kendi niikleer eslerinden

100 kat daha hizli evrimlesirler (Meyer, 1993).
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Sekil 6. Hayvan Mitokondriyal Genomu (Wilhelm ve ark., 2003)

Hayvan mtDNA’s1t 22 tRNA, 2 rRNA, 13 elektron transferi ve oksidatif
fosforilasyonda gorev yapan ve 13 mRNA’y1 kodlayan toplam 37 genden olusan kapali
halkasal bir molekiildiir (Wallace, 1986); (Sekil 6). Yaklasik 1 kb uzunlugunda olan
kontrol bolgesi replikasyonun basladigi bolgedir. Mitokonriyal DNA’da genlerin diizeni
genellikle sabittir; ancak gen organizasyonu bazi hayvan taksonlarini ayirabilir (Desjardins
ve Morais, 1990).

Niikleer genomun aksine, hayvanlarin mitokondriyal genomu ¢ok etkindir. Nadiren
dublikasyon veya kodlanmayan sekans igerirler. Mitokondriyal protein kodlayan genler
intron icermez ve genler genellikle 10 bazdan daha az olarak ayrisirlar. iki gen, aralarinda
genler arasi ayirict bulunmadan bitisik olabilir ve bazi durumlarda bir kag baz {ist iiste
cakisabilir. Transfer RNA genleri ve protein kodlayan genler 6nemli derecede cakisabilir
(Clary ve Wolstenholme, 1985).

Farkli mtDNA genleri, farkli oranlarda evrimlestikleri icin, genellikle yapilan
calismaya ve tiire uygun mtDNA geni secilmektedir. Tatli su 1stakozlar1 i¢in diisiiniilecek
olursa, sitokrom oksidaz (Trontelj ve ark, 2005; Soroka, 2008), 12S ve 16S (Largiadér ve
ark., 2000; Grandjean ve ark., 2000, 2002) genleri kullanilmistir. Mitokondriyal DNA

genleri birgok tiir ve populasyon galismalari i¢in incelenmis ve bu genlerin tiir ve
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populasyonlar arasindaki farkliliklarin tespitinde oldukga basarili sonuglar verdikleri rapor

edilmistir.

1.9. Calismanin Amaci

Tiirkiye’de dagilim gosteren kerevit tiirlerinin farkliliklariin molekiiler olarak
belirlenmesinin yaninda bu giine kadar morfolojik veya biyo-ekolojik 6zellikleri goz oniine
alinarak tanimlanan tiir veya alt tiirlerin ayriminda kullanilabilecek molekiiler bir belirtecin

ortaya ¢ikarilmaya amaglanmistir.

1.10. Onceki Cahsmalar

Ulkemizde dagilim gdsteren tath su 1stakozlar1 hakkinda iilkemizde yapilmis genetik
caligmaya rastlanilmamistir. Calismalar genellikle morfolojik, meristik, ekolojik veya
diagnostik karakterlere dayanmaktadir. Bununla birlikte diinya genelinde yapilan bilimsel
calismalar agsagida 6zetlenmistir.

Soroka, (2008) PZR-RFLP metodunu kullanarak, Astacus astacus, Pacifastacus
leniusculus, Orconectes limosus ve Astacus leptodactylus tiirlerine ait 4 kerevit taksonunu
birbirinden molekiiler olarak ayirmistir. Mitokondriyal DNA’daki sitokrom oksidaz
geninin 730 bp’lik kism1 ¢ogaltildiktan sonra 5 adet restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
reaksiyona tabi tutulmus ve bu enzimlerden biri olan Alul enzimi ile 4 tiirde de farkl
kesim noktasi tespit edilmis ve 4 farkli morf gézlenmistir.

Trontelj ve ark., (2005) mitokondriyal sitokrom oksidaz geninin dizi analizi
araciligiyla tiim Avrupa’daki Austropotamobius cinsine ait tiirlerin filogenetik ve
filocografik iligkilerini ortaya koymustur. En yaygn iki tiir olan Austropotamobius pallipes
ve Austropotamobius torrentium’un monofiletik ve benzer genetik ¢esitlilik degerine sahip
oldugu belirlenmistir. Austropotamobius pallipes en yiiksek ¢esitlilik degerine muhtemelen
yayilimin birincil merkezini olusturan Istra bolgesinde ulagmistir. Austropotamobius
torrentium igin genetik ¢esitlilik merkezi Balkan Yarimadasi olarak belirlenmistir.
Yayilimin ii¢ ana peryodu belirlenmistir. Ana soygruplarinin ve tiirlerin ¢esitliligi i¢in geg
Miocene/erken Pliocene, Aplerin giineyindeki populasyonlar igindeki cesitlilik igin
Pleistocene ve Kuzey ve Bat1 Alplerden genislemesi igin ise Geg Pleistocene olarak ortaya
cikarilmigtir. Ayrica Tiirkiye’den Austropotamobius torrentium tiiriine ait bireyler ilk defa

kayit altina alinmistir.
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Largiadér ve ark., (2000) genetik olarak farkli 5 Austropotamobius pallipes grubunun
mitokondriyal 16S ve 12S genlerinin PZR-RFLP ve sekans analizinin yani sira niikleer
allozim belirteclerinin birlesik analizini yapmustir. Lineageler i¢inde diisiik seviyede
varyasyon belirlenmistir. Baz1 populasyonlarda bu iki belirtecin kombinasyonu dogal ve
yapay orjinlerinin yakinliklar1 hakkinda ek bilgiler vermistir. Austropotamobius pallipes ve
Austropotamobius berndhauseri arasinda Geneva golii bolgesinde hibrit zon belirlenmistir.
Bes evrimsel soyun mozaik dagilimi yerel populasyonlar seviyesinde koruma
faaliyetlerinin gerceklestirilmesi gerekliligini ortaya koymustur.

Gouin ve ark., (2003) Irlanda’ daki Austropotamobius pallipes tiiriiniin orjinini ve
kolonizasyonunu belirlemek i¢in mtDNA RFLP ve RAPD yéntemini kullanmustir. iki
belirtecin kombinasyonu yapilmistir. Tiim mitokondriyal DNA kullanilarak yapilan RFLP
analizinde, Irlanda populasyonlar1 icinde ve arasinda bir polimorfizmin olmadig
belirlenmistir. Irlanda RFLP haplotipleri Bat1 Fransa populasyonlariyla ayn1 olmasina
karsin, Ingiliz populasyonlarindan farklilik gdstermektedir. Bu sonug insan araciligiyla
Bati Fransa populasyonlarindan Irlandaya kerevit getirilmesiyle aciklanabilir. RAPD
analizi Irlanda populasyonlar iginde giineyden kuzeye dogru genetik cesitlilikte azalma
gostermektedir.

Crandall ve ark., (2000) diinya iizerindeki 520°den fazla tiirii oldugu bilinen tath
kerevit familyalarinin filogenetik durumunu ortaya koymak amaciyla niikleer 18S, 28S ve
mitokondriyal 16S genlerinin dizi analizini yapmustir. Sonu¢ olarak kerevitlerin
monofiletik oldugu ve kerevitlerle pengeli 1stakozlar arasinda kardes grup iliskisi oldugu
belirlenmistir. Ayrica Astacoidea ve Parastacoidea siiperfamilyalarnin da monofiletik
oldugu ortaya konmustur.

Grandjean ve ark., (1997) Ingiltere ve Galler’de koruma programlar1 baslamadan
once tiirli tehlike altinda olan Austropotamobius pallipes pallipes populasyonlar1 hakkinda
bilgi edinmek i¢cin mtDNA RFLP metodunu kullanmistir. Arastirmada kullanilan 12
restriksiyon endoniikleaz enzimi Ingiltere populasyonlarinda 3 haplotip ortaya ¢ikarmustir.
Cografik olarak uzak populasyonlar arasinda diisiik genetik varyasyon belirlenmistir.
Ustelik Ingiliz populasyonlarinda bulunan en yaygin haplotipe benzer bir haplotip Fransiz
populasyonlari igin de belirlenmistir. Buna ilaveten Ingiliz populasyonunda nadir bulunan

haplotiplerden birisi Fransiz populasyonlar1 i¢in yaygin oldugu ortaya konmustur.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Orneklerin Toplanmasi

Orneklemeler Tiirkiye’de dagilim gosteren kerevit tiirleri ve alt tiirlerini temsil
edecek sekilde yapilmistir. Astacus leptodactylus leptodactylus alt tiiriiniin mevcut oldugu
iki farkli populasyondan, Astacus leptodactylus salinus alt tiiriiniin bulundugu iki
populasyondan ve Austropatamobius torrentium tiiriine ait bir lokasyondan 6rneklemeler
yapilmigtir. Orneklemeler Astacus leptodactylus salinus alt tiiriine ait bireylerin bulundugu
Manyas (Balikesir) ve Egirdir gollerinden (Isparta); Astacus leptodactylus leptodactylus
tiiriine ait bireylerin bulundugu Iznik (Bursa) ve Terkos (istanbul) géllerinden;
Austropotamobius torrentium tiiriine ait bireyler ise Kirklareli sinirlar1 igerisinden gegen
Velika deresinden yapilmistir (Sekil 7). Materyaller canli ya da dondurulmus halde
ivedilikle laboratuvara intikal ettirilmistir. Ornekler fikse edilinceye kadar -20 °C’de
tutulmuglardir. Materyallerden DNA izolasyonu yapmak amaciyla abdomen kismindan
belli bir miktar kas dokusu makas ve pens araciligiyla alinmisg ve % 70’lik etanolde DNA

izolasyonu yapilincaya kadar saklanmistir (Sekil 8).

KARADENIZ
Velika e
. Tarkos
Pl & ~lznik - ‘ B
«Manyas
\  TURKIYE
: Egirdir

Sekil 7. Ornekleme yapilan bdlgeler
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Sekil 8. Kerevitlerin abdomeninden kas dokusunun alinmasi

2.2. DNA izolasyonu

Omeklerin genomik DNA izolasyonlar1 %70’lik etanolde tutulan kerevitlerin kas

dokusundan yapilmistir. Toplam DNA izolasyonu Promega Wizard® Genomic DNA

Purification Kiti araciligiyla yapilmustir. Izolasyon protokolii iiretici firma talimatlarina

gore yapilmustir. izolasyon asamalar1 asagida belirtilmistir.

1.

Etanolde muhafaza edilmis olan kas dokusundan 10-20 mg veya 1,5 cm® kadar
alinip 1,5 mI’lik santrifiij tiipiine konulmustur.

Ornek basina 500 pl Nuclei Lizis solusyonu ve 120 ul EDTA (pH=8) solusyonu
karistirilip buza konulmus ve donma sinirina gelinceye kadar yaklasik 15 dakika
beklenmistir.

Nuclei Lizis ve EDTA karigimimdan 600 pl alinip 6rneklerin oldugu santrifiij
tiipiine konulmustur.

Tiipe 20 mg/ml konsantrasyonundaki Proteinaz K’ dan 20 pl eklenmistir.

Isitmali g¢alkalayici (Thermo shaker) cihazinda 55 °C’ de ve 550 rpm ‘de doku
tamamen parcalanincaya kadar (yaklasik 3 saat) inkiibe edilmistir.

3 ul RNase solusyonu eklenip tiipiin iyice karismasi i¢in 2-5 defa tersyiiz edilip
15-30 dakika 37 °C “de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra karisimin  oda sicaklima inmesi igin 5 dakika
bekletilmistir.

Oda sicakligindaki 6rnege 200 pl protein presipitation solusyonu eklenip yiiksek

hizda 20 saniye vortekslendikten sonra 5 dakika i¢in buza konulmustur.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

4 dakika 16000 rpm’ de santrifiij yapilmistir. (Bu asamada ¢okmiis protein kiigiik
beyaz bir pellet halinde goriinmektedir).

DNA igeren silipernatant dikkatlice alinarak 600 pl izopropanol konulmus olan
mikrosantrifiij tiiptine aktarilmistir.

DNA’ nin beyaz iplik¢ikli yapisi goriiniinceye kadar nazikce tersyliz etmek
suretiyle karistirtlmistir.

16000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Bu asamadan sonra DNA kiigiik
beyaz bir pellet olarak goriinmektedir.

Stipernatant dikkatlice dokiilerek 600 pl etanol eklenir. DNA’nin iyice yikanmasi
icin tiip birkag defa alt-iist edilmistir.

16000 rpm’ de 1 dakika santriij edilir ve etanol mikropipet yardimiyla dikkatlice
almir. Etanolii tamamen ortamdan uzaklastirmak i¢in 37 OC deki etiive tiipler ters
cevrili halde 10-20 dakika bekletilmistir.

Etanol tamamen uzaklagtiktan sonra 100 ul DNA Rehidrasyon solusyonu eklenip
65 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilir. Solusyonun iyice karigsmasi i¢in periyodik
olarak tiip nazikce ¢alkalanmustir.

Kisa siireli muhafaza icin 2-8 °C’de, uzun siireli muhafazada ise -20 °C’de

tutulmustur.

2.3. DNA Kalite ve Miktarinin Belirlenmesi

2.3.1. Agaroz jel elektroforezi ile toplam DNA’min varhginin kontrolii

Izole edilen toplam genomik DNA % 0,8’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol

edilmistir. % 0,8 agaroz jel elektroforezi hazirlamak i¢in 0,56 g agaroz ve 70 ml 1X TAE

tamponu erlenmayerde iyice karigtirildiktan sonra mikrodalga firinda kaynatilmistir.

Sogumaya basladiktan hemen sonra 3 pl EtBr (10 mg/ml) konulmustur. Dokiim sicakligina

sogutulan agaroz elektroforez kiiveti i¢ine dokiilmiistiir. Daha sonra taraklar yerlestirilerek

sogumaya birakilmistir. Donduktan sonra jel tizerindeki taraklar ¢ikarilarak Ornek

yiiklemeye hazir hale getirilmistir. Her bir kuyucuga 7 pl 6rnek ve 1 pl yiikleme tamponu

konulmus ve 90 V ‘da 30 dakika yiiriitiilmiistiir.

28



2.3.2. Spektrofotometre ile DNA miktar ve kalitesinin belirlenmesi
DNA o6rneklerinin konsantrasyonu ve safliginin tahmini UV/visible spektrofotometre
(BIO-RAD, The SmartSpec Plus) kullanilarak, 260 ve 280 nm dalga boyunda
absorbansinin okunmasiyla tahmin edilmistir. 260 nm dalga boyundaki absorbans (OD)
degeri niikleik asitlerin her ikisinin (DNA ve RNA) hesaplanmasini saglar. 280 nm dalga
boyu ise ornekteki protein miktarini belirler. 260 nm ve 280 nm okumalar1 arasindaki oran
ile izole edilen niikleik asitin safligi tahmin edilmistir. Saf olan DNA i¢in OD2g0/OD5go
orant 1,8-2,0 arasindadir. Eger protein kontaminasyonu varsa bu oran 1,8’den kiigiiktiir
(Ciftei, 2006).
Bu islem i¢in izole edilen DNA numuneleri 1:50 oraninda sulandirilarak 6l¢iim
yapilir. Orneklerin konsantrasyonu asagidaki formiile gére hesaplanir.
DNA konsantrasyonu (ug/ml) = ODgg x 50 (diliisyon faktorii) x 50 pg/ml (gift
iplik¢ikli DNA i¢in doniistiirme faktorii)
OD3gp =260 nm’ deki absorbans degeri

2.4. PZR Uygulamalar

Mitokondriyal genlerden biri olan sitokrom oksidaz (COI) geninin 1. alt iinitesinin
650-700 niikleotitlik kisminin Polimeraz Zincir Reaksiyonu vasitasiyla amplifikasyonunu
saglamak amaciyla Folmer ve ark. (1994) tarafindan dizayn edilen universal primerler

kullanilmigtir. Kullanilmis olan primer giftlerinin niikleotit dizisi Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. mtDNA sitokrom oksidaz geni tiniversal primerleri
LCO1490 5’- GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG- 3°
HCO2198 5- TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’

Mitokondriyal DNA’nin sitokrom oksidaz geninin 1. alt iinitesinin ¢ogaltilmasi
amaciyla PZR karisiminda, Promega firmasinin iirettigi GoTaq Flexi Tag DNA Polimeraz
enzimi kullanilmistir. PZR karigimindaki kimyasallarin konsantrasyonlart ve miktarlar

Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4. PZR karigimindaki kimyasallarin konsantrasyonlari ve miktarlari

Kimyasallar Konsantrasyon Miktari (ul)
10X PZR tamponu 10
dNTP karigimi 10 mM 2
MgCl, 25 mM 5
Primer Karigimi 40 mM 1

Taq DNA polimeraz 5u/ul 0,25
Kalip DNA 50 mM (ng/ml) 5
dH,0 26,75
Toplam 50

Polimeraz Zincir Reaksiyonunu gerceklestirmek igin Techne marka gradient
ozellikli PZR cihazi kullanilmistir. PZR optimizasyonunu saglamak ve primerlerin
yapigsma sicakligini belirlemek icin Tablo 5°de verilen gradient PZR dongii kosullari
kullanilmistir. Gradient PZR da 54 °C ve 15 gradientte (46-61 °C) kolonlardaki yapisma

sicakliklar1 Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 5. Gradient PZR dongii kosullart

Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi
Ik Ayrilma 94 3dk 1
Ayrilma 94 45 sn
Yapigma 46-61 45sn 35
Uzama 72 1dk
Son Uzama 72 5dk 1
4 00
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Tablo 6. Gradient PZR’da 54 °C ve 15 gradientte kolonlardaki yapisma sicakliklar

Kolon no Sicaklik (°C)
46,7
47,8
49,7
52,2
54,7
57,2
59,1
60,4

co N o o A W DN P

Gradient PZR sonuglart degerlendirilerek en iyi amplifikasyonun 2. ve 3.
kolonlarda oldugu belirlenmistir. Bu sonuca dayanilarak primerlerin yapisma sicakligi 48
OC olarak kullanilmustir.

Mitokondriyal DNA’nin sitokrom oksidaz geninin 1. alt {initesinin yaklasik 700
bp’lik kismini ¢ogaltmak i¢in gerekli olan yapisma sicakligi belirlendikten sonra Tablo

7’deki dongii kosullart kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu gerceklestirilmistir.

Tablo 7. PZR dongii kosullart

Sicaklik °C)  Zaman Dongii Sayisi
Ik Ayrilma 94 3 dk 1
Ayrilma 94 45 sn
Yapisma 48 45 sn 35
Uzama 72 1dk
Son Uzama 72 5dk 1
4 o0

2.5. PZR Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrolii
PZR iiriiniiniin kontroliinde % 1’lik agaroz jelde 90 V 40 dk yiiriitelerek kontrol

edilmistir.
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2.6. PZR-RFLP Uygulamalari
RFLP uygulamasinda kullanilan kesim enzimleri, tanima bdlgeleri ve inkiibasyon

sicakliklar1 Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Kullanilan kesim enzimleri, tanima bdlgeleri ve inkiibasyon sicakliklari

Sira No Kesim Enzimi Tamma Bolgesi SIlIcl:ll:ll: glsz’(?g)
1 FspBl CrTAG 37
2 Sspl AAT NATT 37
3 Xbal TACTAGA 37
4 Trull TATAA 37
5 Taql T CGA 65
6 Rsal GT"AC 37
7 Hinfl GMANTC 37
8 EcoRlI GMAATTC 37
9 Benl CCASGG 37
10 BsuRl GGrCC 37
11 Kpn | GGTAC"C 37
12 Bam HI G"GATCC 37
13 Xhol C "TCGAG 37
14 Hind 111 A*AGCTT 37
15 Mis | TGG"CCA 37
16 Xcml CCANNNNNANNNNTGG 37
17 BsrGl TAGTACA 37
18 Ndel CANTATG 37

PZR f{riiniiniin Restriksiyon Endoniikleaz (Kesici Enzim) ile muamelesinde

kullanilan reaksiyon sarlar1 Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9. Kesim uygulamasinda (RFLP) kullanilan bilesenler ve miktarlar

Bilesen Miktar: (ul)
Kesim Enzimi (10.000 u/ul) 1

Tampon 1,3

PZR iiriini 15

dH,0 9,2

Toplam 13
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Toplam karigim hazirlandiktan sonra vorteksle karistirilir ve mikrosantrifiyj ile santrifiij
edilir. Sonrasinda restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle reaksiyona tabi tutulan PZR

tirtinleri uygun sicaklikta yaklasik 10 saat inkiibasyona birakilmistir.

2.6.1. RFLP sonuclarinin agaroz jel elektroforezinde kontrolii

RFLP sonuglarinin kontroliinde; Kpnl ve Rsal enzimi i¢in % 2’ lik, kullanilan diger
enzimler i¢in ise % 1,5 lik agaroz jeli kullanilmistir. Jelin her iki ucundaki kuyucuklara
DNA isaretleyiciden (marker) 5’er pl ve 1 pl 6X ylikleme tamponu yiiklenmistir. Her bir
ornege ait olan RFLP {iriiniiniin tamami (13 pl) 1 pl 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak
kuyucuklara yiiklenmistir. %1,5 lik agaroz jeli 90 V da 40 dakika; % 2’lik agaroz jeli ise
70 V da 3 saat yiiriitiilmistiir.

2.6.2. Agaroz jel sonuclarinin niikleotit dizisi sonuglari ile dogrulanmasi

PZR iiriiniiniin kesici enzimlerle kesildikten sonra agaroz jel elektroforezinde EtBr
ile goriintiilenmesinden elde edilen sonuclarin dogrulanmasi amaciyla ilk olarak PZR
tirlinlerinin niikleotit dizilemesi yurtdisinda ticari bir firmaya yaptirilmistir. Kullanilan
kesim enzimlerinin, PZR iiriinliniin niikleotit dizisi iizerinde kesim bdlgesi olup olmadigini
veya varsa ka¢ tane oldugunu belirlemek amaciyla online erisim saglanabilen NEB cutter

(Vincze ve ark., 2003) programi kullanilmistir (Sekil 9).

11 1 ] 684
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Nspl Phol *Agel Mboll BpmI
HpyCH4Y Haelll Real *Faul Eco57MI
TspdSl Hpyl88I11 Cyill TspOTI BsmATL
Bsgl BanlI FokI BsaXl Bzsal
BstNI Bspl2861 Beel SfaNI Bsll
#Scrfl Sspl Bfal Ddel EcoNI
#PspGl Bsrl Bpulol #Alwl
#StyDdI Hpyl6611 Dral
#BssKI Accl Swal
¥BstUI HpyCH4I11 EcoP151
BpuEl BzeRI BspMI
SmlI Kphl Aarl
Mspl BfuAl
¥Hpall #MspAll
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Sekil 9. Kesim enzimlerinin niikleotit dizisi tizerindeki kesim noktalar1 (URL-2)
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3. BULGULAR
3.1. Toplam DNA izolasyonuna iliskin Bulgular
Kerevitlerden izole edilen toplam DNA’nin kalitesi ve varligi % 0,8’lik agaroz jel

elektroforezinde kontrol edilmistir (Sekil 10).

1 2 3 4 5

Sekil 10. DNA izolasyonunun % 0,8’lik agaroz jel elektroforezinde kontrolii (1. Astacus

leptodactylus salinus (Manyas); 2. A. I. salinus (Egirdir) 3. Austropotamobius torrentium

(Velika Deresi); 4. A. leptodactylus leptodactylus (Iznik) 5. A. I. leptodactylus (Terkos))
DNA izolasyonunun kontrolii, safliginin ve konsantrasyonunun belirlenmesi

amaciyla spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boyunda yapilan Slgiimler sonucunda

belirlenmistir. Elde edilen veriler Tablo 10’da verilmistir.
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Tablo 10. izole edilen toplam DNA’larin spektrofotometrik 6l¢iim degerleri

Ornekler 260 nm 280 nm 260/280 Konsantrasyon(ug/ml)
1. Tekerriir 0,132 0,075 1,7630 329,773
Manyasl 2.Tekerriir 0.130 0.070 1,8667 325,8136
Ortalama 0,131 0,0725 1,81485 327,7933
1.Tekerriir 0.109 0.061 1,7910 273.4588
Manyas2 2.Tekerriir 0.112 0.064 1,7561 281.0175
Ortalama 0,1105 0,0625 1,77355 277,2381
1.Tekerriir 0.131 0,075 1,7451 327,5087
Manyas3 2.Tekerriir 0,134 0,073 1,8492 335,4545
Ortalama 0,1325 0,074 1,79715 331,4816
1.Tekerriir 0,146 0,077 1,8918 364,2998
Egirdirl 2. Tekerrir 0,15 0,084 1,7863 376,0446
Ortalama 0,148 0,0805 1,8395 370,1722
1.Tekerriir 0,12 0,068 1,7725 300,6556
Egirdir2 2. Tekerrir 0,121 0,068 1,7868 302,4933
Ortalama 0,1205 0,068 1,77965 301,57445
1. Tekerriir 0,081 0,045 1,8029 203,5353
Egirdir3 2.Tekerriir 0,085 0,046 1,8465 213,6562
Ortalama 0,083 0,0455 1,8247 208,59575
1. Tekerriir 0,123 0,064 1,9135 306,7846
Velikal 2.Tekerriir 0,128 0,064 1,9967 320,7439
Ortalama 0,1255 0,064 1,9551 313,76425
1.Tekerriir 0,126 0,07 1,8055 315,1386
Velika2 2.Tekerriir 0,128 0,073 1,7651 320,7439
Ortalama 0,127 0,0715 1,7853 317,94125
1.Tekerriir 0,084 0,049 1,7325 210,9028
Velika3 2.Tekerriir 0,088 0,05 1,7538 220,0701
Ortalama 0,086 0,0495 1,74315 215,48645
1.Tekerrir 0,113 0,063 1,812 283,6527
Iznik1 2.Tekerriir 0,117 0,067 1,7461 292,7283
Ortalama 0,115 0,065 1,77905 288,1905
1.Tekerrir 0,157 0,087 1,8106 393,5702
Iznik2 2.Tekerriir 0,153 0,084 1,8355 383,2851
Ortalama 0,155 0,0855 1,82305 388,42765
1.Tekerriir 0,137 0,074 1,8541 342,1379
Iznik3 2.Tekerriir 0,133 0,076 1,7545 331,3816
Ortalama 0,135 0,075 1,8043 336,75975
1.Tekerriir 0,139 0,074 1,8646 346,532
Terkosl 2.Tekerriir 0,134 0,072 1,878 336,2233
Ortalama 0,1365 0,073 1,8713 341,37765
1.Tekerrir 0,115 0,065 1,7659 287,2522
Terkos2 2.Tekerrir 0,119 0,063 1,8778 297,1041
Ortalama 0,117 0,064 1,82185 292,17815
1.Tekerrir 0,09 0,048 1,8957 226,123
Terkos3 2.Tekerrir 0,089 0,046 1,9233 221,7692
Ortalama 0,0895 0,047 1,9095 223,9461
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3.2. PZR Uygulamalarina iliskin Bulgular
Ulkemizde bulunan kerevit tiirlerinin mtDNA sitokrom oksidaz geninin 1. alt
tinitesinin yaklagik 700 bg’lik kismi PZR vasitasiyla ¢ogaltilmistir. Elde edilen PZR

iriinlerinin agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii Sekil 11°de verilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9101112 131415 M

Sekil 11. PZR iirlinliniin % 1’lik agaroz jel elektroforezinde goriiniimii (M: 100 bp DNA
ladder ; 1,2,3 Astacus leptodactylus salinus (Manyas) ; 4,5,6 A. I. salinus (Egirdir) ; 7,8,9
Austropotamobius torrentium (Velika Deresi); 10,11,12 A. leptodactylus leptodactylus
(iznik) 13,14,15 A. 1. leptodactylus (Terkos))

3.3. RFLP Uygulamalarina iliskin Bulgular

PZR araciligiyla ¢ogaltilan mtDNA sitokrom oksidaz geninin 1. Alt iinitesinin 650-
700 be¢’lik kisminin restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesime tabi tutulmasi
sonucunda; FspBI, Xbal, Trull, Tagl, Hinfl, EcoRl, Bcnl, BsuRI, Bam HI, Xhol, Hind I1I,
Mls 1, Xcml, BsrGI, Ndel enzimleri higbir tiiriin 6rneklerini kesmemislerdir. Buna karsin;
Sspl enzimi Austropotamobius torrentium orneklerini 238. baz pozisyonundan kesmis ve
238 ve 452 bg’lik iki fragment vermistir. Astacus leptodactylus érneklerinde ise kesim
bolgesi bulamamistir. Sspl enziminin agaroz jel elektroforezindeki goriintlisii Sekil 12°de
ve enzimin kesim noktasindaki niikleotit dizisi ise Sekil 13’te verilmistir. Rsal enzimi
Austropotamobius torrentium tiiriine ait 6rneklerini 340. baz pozisyonundan kesmis ve 340
b¢ ve 350 bg¢’ lik iki bant vermistir. Astacus leptodactylus tiiriine ait Ornekleri ise
kesmemistir. Rsal enziminin agaroz jel elektroforezindeki goriintisii Sekil 14’te ve
enzimin kesim noktasindaki niikleotit dizisi Sekil 15’te verilmistir. Kpnl enzimi de

Austropamobius torrentium tiiriniin 6rneklerini 352. baz pozisyonundan kesmis ve 352 ve
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338 be’ lik iki bant vermistir. Kpnl enziminin agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii Sekil

16’da ve enzimin kesim noktasindaki niikleotit dizisi Sekil 17°de verilmistir.

M1 23 45 6 78 910111213 14 15M

1500
1000

Sekil 12. Sspl enzimi ile reaksiyona tabi tutulmus PZR iiriiniiniin % 1,5’lik agaroz jeldeki
goriintiisii. (M: 100 bp DNA ladder ; 1,2,3 Astacus leptodactylus salinus (Manyas) ; 4,5,6
A. |. salinus (Egirdir) ; 7,8,9 Austropotamobius torrentium (Velika Deresi); 10,11,12 A.
leptodactylus leptodactylus (iznik) 13,14,15 A. |. leptodactylus (Terkos))

238

Sekil 13. Austropotamobius torrentium orneklerine ait PZR iirtinlerinin Sspl kesim enzimi
tarafindan tanman boélgesinin niikleotit dizisi. (Kirmiz1 renkle yazili niikleotitler enzimin
spesifik tanima bolgesini gostermektedir.)
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M1 2 3 456 78 9101112131415 M

1500

1000

Sekil 14. Rsal enzimi ile reaksiyona tabi tutulmus PZR {iriiniiniin % 2’lik agaroz jeldeki
goriintiisii. (M: 100 bp DNA ladder ; 1,2,3 Astacus leptodactylus salinus (Manyas) ; 4,5,6
A. |. salinus (Egirdir) ; 7,8,9 Austropotamobius torrentium (Velika Deresi); 10,11,12 A.
leptodactylus leptodactylus (Iznik) 13,14,15 A. |. leptodactylus (Terkos))

5 i 338 AGAGGAGTGGGT | ACCGGTTGAACT eevurerereneennrennenenns 3¢
350

Sekil 15. Austropotamobius torrentium 6rneklerine ait PZR firiinlerinin Rsal kesim enzimi

tarafindan taninan bolgesinin niikleotit dizisi. (Kirmizi renkle yazili niikleotitler enzimin
spesifik kesim bolgesini gostermektedir.)
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M1 2 345 67 89 1011 12 1314 15M

1500

Sekil 16. Kpnl enzimi ile reaksiyona tabi tutulmus PZR iiriintiniin % 2°lik agaroz jeldeki
goriintiisii. (M: 100 bp DNA ladder ; 1,2,3 Astacus leptodactylus salinus (Manyas) ; 4,5,6
A. |. salinus (Egirdir) ; 7,8,9 Austropotamobius torrentium (Velika Deresi); 10,11,12 A.
leptodactylus leptodactylus (Iznik) 13,14,15 A. |. leptodactylus (Terkos))

352

Sekil 17. Austropotamobius torrentium orneklerine ait PZR {iriinlerinin Kpnl kesim enzimi
tarafindan tanman boélgesinin niikleotit dizisi (Kirmizi renkle yazili niikleotitler enzimin
spesifik kesim bolgesini gdstermektedir.)

Kullanilan restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin Tiirkiye’de dagilim gosteren tatli
su 1stakozu tiirlerinin mtDNA sitokrom oksidaz geninin 690 b¢’ lik kismi i¢in meydana

getirdigi fragmentler Tablo 11°de verilmistir.
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Tablo 11. Calisilan kesim enzimlerinin ortaya ¢ikardigi fragmentler

Restriksiyon Endoniikleaz Astacus Astacus Austropotamobius
leptodactylus leptodactylus torrentium
salinus leptodactylus

Sspl 690 b 690 b 238 bp
P P P 452 bp
340 bp

Rsal 690 bp 690 bp
350 bp
352 bp
Kpnl 690 bp 690 bp 338 bp
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4. TARTISMA

Bu caligmada iilkemizde dagilim gosteren kerevit tiirleri ve alt tiirlerini genetik
olarak tanimlamak amaciyla 6rneklenen kerevitlerden yiiksek konsantrasyonda ve saflikta
toplam DNA elde edilmistir. Mitokondriyal sitokrom oksidaz geninin 1. alt {initesinin
yaklasik 700 bp’lik kismi iiniversal primerlerle ¢ogaltilmistir. On sekiz adet kesim enzimi
kullanilarak RFLP teknigi ile tiirlerin tanimlanmasi amaglanmig olup {i¢ kesim enzimi
(Sspl, Kpnl, Rsal) farkli tiirlerde farkli tanima bolgeleri bulmustur ve farkli bant profilleri
ortaya ¢ikarmistir.

Diinya iizerinde ozellikle nadir bulunan ve tiirii tehdit altinda olan cesitli kerevit
tiirleri bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmistir ve 6zellikle son yillarda genetik aragtirmalar
yapilmistir (Busack, 1988; Fevolden ve Hessen, 1989; Grandjean ve Souty-grosset, 1997;
Grandjean ve ark., 1997; Fetzner ve Crandall, 1999; Krane ve ark., 1999; Schulz, 2000;
Gouin ve ark., 2000; 2001; 2002; 2003; Schulz ve ark., 2004; 2006; Alaranta ve ark., 2006;
Soroka, 2008). Cesitli tiirlerin gen havuzu yanlis restorasyon faaliyetleri yada illegal
girigler nedeniyle geri doniilmez sekilde degisebilecegi i¢in bir¢ok bilim insani herhangi
bir koruma veya yenileme programi baslatmadan 6nce kerevit populasyonlarinin genetik
yapisinin net olarak belli olmasi gerektigini diisinmektedirler (Fevolden ve ark., 1994;
Grandjean ve ark., 1997). Koruma ve restorasyon siirecinde, fiziksel gelisimin her
asamasinda tiirleri kesin olarak tespit etmek ¢ok dnemlidir. Molekiiler analizler buna dogru
ve hizli bir sekilde imkan verdigi i¢in dnemli dl¢lide deger tasimaktadirlar.

Cesitli kerevit tiirlerine ait ilk genetik arastirmalar protein elektroforezi ile
yapilmistir. Protein elektroforezi kerevitlerin Avrupa populasyonlart arasinda diisiik
seviyede varyasyon gosterdigi goriilmiistiir (Busack, 1988; Fevolden ve Hessen, 1989;
Agerberg, 1990; Fevolden ve ark., 1994). Mitokondriyal DNA ile ilgili ¢alismalara ise son
yillarda baslanmistir ve daha yiiksek derecede varyasyon gosterdigi igin birgok kerevit
taksonuna basarili sekilde uygulanmistir (Crandall ve ark., 1995; Crandall ve Fitzpatric,
1996; Grandjean ve Souty-Grosset, 1997; Souty-Grosset ve ark., 1997; Fetzner ve
Crandall, 1999; Grandjean ve ark., 2000).

Kerevit tiirleri lizerine yapilan modern genetik calismalar, protein elektroforezi
analizi, mikrosatellit, ITS1 ve ITS2 bolgeleri ve 18S ve 28S rDNA genlerinin sekans

analizlerini igermektedir (Crandall ve ark., 2000; Gouin ve ark., 2000; Harris ve Crandall,
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2000; Largiadér ve ark., 2000; Alaranta ve ark., 2006). Mitokondriyal DNA ile iligkin
calismalar COI, 12S ve 16S genlerinin RFLP analizi ve sekans analizidir (Largiadér ve
ark., 2000; Gouin ve ark., 2003; Grandjean ve ark., 2000; 2002; Soroka, 2008).

Soroka, 2008 PZR-RFLP metodunu kullanarak, Astacus astacus, Pacifastacus
leniusculus, Orconectes limosus ve Astacus leptodactylus tiirlerine ait 4 1stakoz taksonunu
birbirinden molekiiler olarak aymrmigtir. Mitokondriyal DNA’daki sitokrom oksidaz
geninin 730 bp’lik kism1 ¢ogaltildiktan sonra 5 adet restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
reaksiyona tabi tutulmuslardir. Bu enzimlerden biri olan Alul enzimi 4 tiirde de farkl
kesim noktalar1 bulmustur ve 4 farkli genotip olusturmustur. Soroka, (2008)’ de kullanilan
Alul enzimi, Astacus leptodactylus tiiriinii 600 ve 110 bg’lik iki fragmente ayirirken,
yaptigimiz ¢aligmada Alul enzimi Astacus leptodactylus tiirinde tanima bolgesi
bulamamistir. Bu fark tiirtin farkli populasyonlarda yer almasi veya tiir i¢i varyasyon
olarak agiklanabilir. Ayrica kullanilan BamHI restriksiyon endoniikleaz enzimi, Astacus
leptodactylus tiiriine ait bireylerin sitokrom oksidaz geninde kesim noktasi bulamamustir,
bu sonug¢ yaptigimiz ¢alisma ile uyumludur.

Bu teknik ¢esitli canlilarin dagiliminin gézlenmesi ve sistematik olarak tanimlanmasi
amactyla rahatlikla kullamilabilir. Ayrica ¢esitli laboratuarlarda sonuclarin tekrar
edilebilirligi goz Oniinde bulundurularak kolayca yapilabilir (Soroka ve Grygienczo-
Razniewska, 2005).

Tiirkiye’deki dogal gollerde, nehirlerde, baraj ve goletlerde yaygin bir bigcimde
dagilim gosteren ve son yillarda populasyon yogunlugunun daha da arttig1 dngoriilen Tiirk
kerevitinin (Astacus leptodactylus) taksonomisi, dagilimi, biyolojisi, morfolojisi ve stok
yapist ile ilgili ¢cok sayida calisma vardir (Geldiay ve Kocatas, 1970; Erengin ve Koksal,
1977; Harlioglu ve Tirkgilii, 2000; Bolat, 2001; Harlioglu ve Holdich, 2001; Harlioglu,
2004). Ancak iilkemizde dagilim gosteren kerevit tiirlerine iliskin molekiiler ¢aligma
yapilmamustir.

Bu calisma ile dogal olarak yayilim gosteren tek kerevit tiirli olma 6zelligi tasiyan,
Astacus leptodactylus leptodactylus ve Astacus leptodactylus salinus olarak isimlendirilen
iki alt tiirii bulunan Astacus leptodactylus ile Avrupa kdkenli olup iilkemizde son yillarda
kaydi verilen ve Tiirkiye i¢in dogal olmayan tek kerevit tiirii Austropatamobius torrentium
arasindaki genetik farklilik PZR-RFLP yontemiyle ortaya konulmustur. S6z konusu tiirler
ve alt tiirler arasindaki genetiksel farkliligin belirlenmesi ve tiirlerin molekiiler olarak

tanimlanmasina yonelik ¢alisma yapilmamis olmasindan dolay1 bu ¢aligma bir ilktir.
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Bu c¢aligmada uygulanan teknik tiir icindeki herhangi bir bireyde varyasyon
gostermemis ve bu tiirler arasindaki genetik farkliligi belirlemek i¢in PZR-RFLP
tekniginin  gecerliligini ve kerevit tlrlerinin tanimlamak i¢in kullanilabilecegi

kanitlanmustir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Sspl, Rsal ve Kpnl Restriksiyon endoniikleaz enzimleri Tiirkiye’ de kaydi bulunan
iki farkli tatli su 1stakozu tiirii Astacus leptodactylus ve Austropotamobius torrentium’u
birbirinden ayirmada molekiiler belirteg olarak kullanilabilecegi belirlenmistir. Sspl enzimi
Austropotamobius torrentium’ un sitokrom oksidaz genini tek yerden keserek 238 bg ve
452 be’ lik iki fragment ortaya ¢ikarmistir. Rsal enzimi 340 ve 350 bg¢’lik iki fragment
olusturacak sekilde tek yerden kesmistir. Benzer sekilde, Kpnl enzimi de 352 ve 338 bg
olmak iizere iki fragment ortaya ¢ikarmistir. S6zii edilen {i¢ enzim Astacus leptodactylus
tiirline ait bireylerin sitokrom oksidaz geninde tanima bolgesi bulamamustir.

Calismada kullanilmis olan diger 15 restriksiyon endoniikleaz enzimleri ise her iki
tirde de herhangi bir kesim noktasi bulamamasindan dolay:1 tiirlerin ayrilmasinda
kullanilamayacagi anlagilmistir. Ayrica, kullanilan restriksiyon endoniikleaz enzimleri bazi
aragtirmacilar tarafindan alt tiir oldugu belirtilen Astacus leptodactylus leptodactylus ve
Astacus leptodactylus salinus 'un kesim bolgeleri arasinda fark olmamasi sebebiyle bu alt
tiirleri ayrramamistir. Bu iki alt tiirlin ayn1 kesim morfuna sahip olmasi sebebiyle bunlarin
farkl alt tiir olarak isimlendirilmesine gerek olup olmadigi giivenilirligin yiliksek oldugu
diger DNA’ya dayali belirteg sistemleri kullanilarak ortaya konulmalidir.

Anadolu tath su 1stakozunun populasyon yapisini ve taksonomik yapisini daha 1yi
anlayabilmek icin yiiksek hassasiyete sahip mikrosatellit belirtecler ve ek mtDNA veya
niiklear gen bolgeleri calisilarak daha fazla bilgi elde edilebilir. Ayrica, Son buzul ¢gagindan
sonra Anadolu’ya dogal kerevitlerin girisi ve yayiliminin yaninda dogal olmayan

kerevitlerin bugiinkii dagilimina iligkin daha saglikli hipotezler olusturulabilir.
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