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Abstract

In this study, muscle tissue from 11 specimens of five fish species living in the Tigris River were taken
and total DNA was isolated using the commercial kit. The mtDNA COI gene region was subjected to
PCR followed by sequence analysis. A total of 198 variable regions were detected in this gene
sequence. The average nucleotide variation was calculated to be 0,16494. The genetic distance values
of the species range from 0,1157349 to 0,2836891. According to this, A. mossulensis and C. regium
were the lowest values and the closest species, the highest value area and the most distant species were
L. abu and G. rufa have been detected. The sequences of the five species identified in this study were
compared using the BLAST method to the GenBank database.
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Dicle Nehri’nde Yasayan Bes Balik Turuniin mtDNA COI
Dizilerinin Analizi

Ozet

Bu ¢aligmada, Dicle Nehri’nde yasayan bes balik tiiriine ait 11 6rnekten kas dokusu alinmig ve ticari
Kit kullanilarak total DNA izole edilmistir. mtDNA COI gen boélgesi PZR uygulandiktan sonra dizi
analizi yapilmistir. Bu gen dizisinde toplam 198 degisken bdlge tespit edilmistir. Ortalama niikleotit
cesitliligi 0,16394 olarak hesaplanmustir. Tirlere ait genetik mesafe degerleri 0,1157349 ila 0,2836891
arasinda degismektedir. Buna gore en diisiik degeri alan ve birbirine en yakin tiirlerin 4. mossulensis ve
C. regium oldugu, en yiiksek degeri alan ve birbirine en uzak tiirlerin L. abu ile G. rufa oldugu tespit
edilmistir. Bu caligmada belirlenen bes tiire ait diziler, BLAST ydntemi ile Gen Bankast (NCBI) veri
tabaninda taranarak kargilagtirma yapilmustur.

Anahtar Kelimeler: Cyprinidae, Mugilidae, mtDNA COI, Dicle Nehri

1.Giris

Tiirkiye’nin Onemli akarsularindan olan Dicle Nehir’i balik g¢esitliligi yoniinden 6nemli dogal
kaynaklarimizdandir. Bu nehir sistemi tizerinde kurulan barajlarmn etkisinden dolay1 bazi tiirlerin soyunun
tikenme tehlikesi ortaya ¢ikmistir. Ciinkii baraj golleri nedeniyle olusan durgun sular, akintili sulari
tercih eden birgok tiiriin yok olmasina veya popiilasyonlarmin kii¢iilmesine yol agmaktadir (Kuru, 1986;
Unlii ve Bozkurt, 1997). Bu sistemde yasayan balklarla ilgili birgok caligma yapilmistir. Yapilan
aragtirmalarda Dicle Nehir sisteminde yaklasik olarak 8 familyaya ait 46 balik tiirii yasamaktadir (Kuru,
1975; Kelle, 1978). Tiir sayis1 bakimindan en zengin familyanin ise Sazangiller (Cyprinidae) oldugu
tespit edilmistir. Ulkemizde yasayan tath su balik tiirlerinin biiyiik bir kism1 bu familyaya aittir (Cicek,
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2009). Bu tiirlerin biyolojisi (Unlii, 1991; Unlii ve Balc1, 1993; Unlii ve ark.,1994; Unlii ve ark., 2000),
morfolojik 6zellikleri (Cigek, 2009), taksonomik 6zellikleri (Kuru, 1975; Kelle, 1978; Unlii ve Bozkurt,
1997; Unlii, 2002), karyotip ozellikleri (Kilig-Demirok ve ark., 2004; Deger, 2011) ve filogenetik
akrabaliklar1 (Parmaksiz, 2016) ile ilgili caligmalar yapilmistir.

Bu ¢alismada, Dicle Nehir’inde yasayan ve daha once dizi analizi yapilmayan bes balik tiiriiniin mtDNA
COI 625 gen dizileri belirlenmistir. Ayrica BLAST yontemi ile Gen Bankasi (NCBI) veri tabaninda
taranip karsilastirma yapilarak degerlendirilmistir.

2.Materyal ve Metot

Caligmamizda materyal olarak kullanilan balik 6rnekleri Dicle Nehri’nden avlama yapmak suretiyle
yore balik¢ilar: tarafindan fanyali ve iplik aglar kullanilarak yakalanmistir. Bu 6rneklerin pektoral
yiizgeglerin kaidesindeki kas dokusundan 5 gr alinarak % 95’lik etil alkol i¢eren 1,5 ml mikrosantrifiij
tiiplerine konulup DNA izolasyonu yapilana kadar +4 °C de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Tablo 1. Bu ¢aligmada kullanilan balik tiirleri ve drnek sayilar

Familya Tiir Ad1 Lokalite Kodu Ornek Sayist
Cyprinidae Garra rufa Bismil 1 2
Cyprinidae Garra varibialis Bismil 2 2
Cyprinidae Alburnus mossulensis Bismil 3 2
Cyprinidae Chondrostoma regium Bismil 4 2
Mugilidae Liza abu Bismil 5 3

Tablo 1°de belirtilen 5 tiire ait 11 Ornekten alman kas dokularindan GeneJET Genomic DNA
Purification Kit (Thermo Scientific) kullanilarak total DNA izole edilmistir. Elde edilen DNA
orneklerinden 3 pl almarak SYBR Green eklenen % 1’lik agaroz jelde 120 Voltta 30 dakika
elektroforezde yiiriitiilerek ultraviole (UV) 151k veren cihazda goriintiilenmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Tiim Bireylerin izole Edilen Total DNA Gériintiisii (M: Marker; b¢: Baz Cifti)

Hedef mtDNA COI 625 gen bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmasi i¢in
kullanilan primer Darabi (2014) ¢alismasindan alinmig olup dizileri agagida verilmistir.

COI-625F:5’-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3
COI-625R:5’-GACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3’

PZR islemi BIO-RAD TI100TM Thermal Cycler cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. PZR ile
cogaltma (amplifikasyon) reaksiyonlarinda kullanilan DNA miktari, kimyasallarin konsantrasyonlar1 ve
primerlerin baglanma sicakliklar1 gradient PZR cihazinda optimize edilmistir. PZR kosullari; 95°C’de 3
dakika ilk denatiirasyon, 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 62°C’de 30 saniye baglanma ve 72°C’de 45
saniye uzama olmak {izere toplam 35 dongi gergeklestirilmis, son olarak 6rnekler 72°C’de 10 dakika
tutularak sonlandirilmistir. PZR ile ¢ogaltma (amplifikasyon) reaksiyonlarinda kullanilan DNA miktari,
kimyasallarin konsantrasyonlar1 ve primerlerin baglanma sicakliklar1 gradient PZR cihazinda optimize
edilmistir. Bu bolgenin ¢ogaltilmasinda kullanilan PZR karigimi ise; toplamda 25 pl olacak sekilde
16.9 ul dH20, 2.5 ul 1x PCR buffer, 2 pl MgCl12, 0.5 pl dNTPs, 1 pl primer (F+R), 0.1 pul Tag DNA
polimeraz ve 2 pl template DNA seklindedir.
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PZR isleminden sonra iiriinlerin varligini kontrol etmek i¢in 3 pl PZR firiinleri, SYBR Green eklenen
% 2 agaroz jeldeki kuyulara yiiklenmis ve 120V elektrik akiminda 30 dakika boyunca yiriitillerek UV
151k veren goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir. Yeterli miktarda PZR iiriinleri olusturanlar ticari bir
firmaya gonderilmis ve 3500 XL Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) cihazinda dizi analizi
yaptirimastur.

Ticari firmadan gonderilen mtDNA dizilerine ait ham veriler ChromasPro v 2.0.1 programi kullanilarak
degerlendirilip FASTA formatina doniistiiriilmiistiir. Elde edilen FASTA formatindaki diziler BioEdit
software version 7.2.5 programi kullanilarak tiim bireylerin dizileri hizalanmistir. Tiirler igin
polimorfik bolge sayist ve niikleotid cesitliligi, DnaSP 5.10.01 (Rozas ve ark., 2003) programi
kullanilarak belirlenmistir. Tiirler arasindaki filogenetik analizler K2 parametresi kullanilarak Komgu
birlestirme agaci (Neighbor joining tree) modeline géore MEGA 7 programinda gergeklestirilmis ve
filogenetik aga¢ olusturulmustur (Kumar ve ark., 2016). Agag¢ kollar1 (Nodlarm) giivenirliginin test
edilmesinde Bootstrap testi (1000 tekrarli) kullanilmistur.

3. Arastirma Sonuclar

Bu c¢aligmada Dicle Nehir’inden avlanan Cyprinidae (sazangiller) familyasindan 4 tiire ait 8 birey,
Mugilidae familyasina ait 1 tiirden ise 3 bireyden DNA izolasyonu gerceklestirilmis olup, mtDNA
COI 625 primeri kullanilarak PZR uygulanmistir. PZR sonucunda ¢ogaltilan hedef bolgeler Sekil 2°de
goriilmekte olup bu bantlarin gézlenmesi i¢cin SYBR Green eklenen % 2’lik agaroz jeldeki kuyulara 4
pl PZR drini ve 4 pl 3x boya (Loading Dye) yiiklenerek 120 Voltta 30 dakika elektroforezde
yiiriitiilerek ultraviole 151k veren cihazda goriintiilenmistir.
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Sekil 2. Her Bireyde PZR Uriinlerinin Goriintiisii (M: Marker; b¢: Baz Cifti)

Dicle Nehri’nden 5 tiir ve 11 bireyde ortalama 630 b¢’lik mtDNA COI bolgesi dizi analizi yapilarak,
198 degisken bolge tespit edilmis olup, ortalama niikleotit ¢esitliligi ise 0,16394 olarak hesaplanmustir.
Dizi analizi sonucu elde edilen veriler, MEGA 7 programi kullanilarak hem filogenetik agag
olusturulmus hem de tiirler arasindaki genetik mesafeler hesaplanarak tiirlerin birbirleriyle olan
iliskileri ortaya konulmustur.
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Sekil 3. Tiirlerinin mtDNA COI Bélgesi Dizilerine Dayali Olarak Cizilen NJ (Neighbor Joining)
dendrogrami
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Sekil 3’teki dendrogram incelendiginde Cyprinidae ve Mugilidae tiirleri 6ncelikle iki dala ayrilarak
kiime olusturmuslardir. Cyprinidae tiirleri de kendi arasinda Garra cinsine ait 2 tiir bir dal iizerinde,
Alburnus ve Chondrostoma tiirleri ise diger bir dal tizerinde konumlanmiglardir.

1 2 3 4 5 & 7 8 g 10 11
1, Gurufa-1 s
2, Grufa-2 -0.0000000
3. Guvarbizis-1  0.1516080  0.1516080
4, Guarbials2  0.1516080 0.1516080 -0.0000000

5. L.abu-1 0.2336891 0.2836891 0.2724985 0.2724985
6. L.abu-2 0,2834827 0.2834827 0.2748087 0.2748087 0.0016522
7. L.abu-3 0.2835891 0.2835891 0.2724985 0.2724985 -0.0000000 0.0016522

8. A.mossulensis-1  0.2072748 0.2072743 0.1916560 0.1916560 0.2628756 0.2651581 0.2623756

9. A.mossulensis-2  0.2072748 0.2072743 0.1916560 0.1916560 0.2628756 0.2651581 0.2623756 -0.0000000

10. C.regium-1 0.1733928 0.1783928 0.1898080 0.1898080 0.2628756 0.2626580 0.2628756 0.1157345 0.1157349

11. C.regium-2 0.1783928 0.1783928 0.1898080 0.1898080 0.2628756 0.2626580 0.2628756 0.115734% 0.1157349 -0.0000000

Sekil 4. Tiirlerinin mtDNA COI Boélgesi Dizilerine Dayali Olarak Hesaplanan Genetik Mesafeler

Sekil 4’te tiirler arasindaki genetik mesafe degerlerinin 0,1157349 ila 0,2836891 arasinda oldugu
goriilmektedir. Buna gore en diigiik degeri alan ve birbirine en yakm tiirlerin A. mossulensis ve C.
regium oldugu, en yiiksek degeri alan ve birbirine en uzak tiirlerin L. abu ile G. rufa oldugu tespit
edilmistir.

4. Tartisma

Bu ¢alismada Dicle Nehri’nden avlanan 2 familyaya ait 5 tiir olmak tizere toplam 11 birey materyal
olarak kullanilip, mMtDNA COIl 625 primeri kullanilarak PZR uygulandiktan sonra dizi analizi
yapilmigtir. Dizi analizi yapilan ortalama 630 bg’lik kisimda, degisken bolge sayist 198 ve ortalama
niikleotit cesitliligi degeri ise 0,16394 olarak hesaplanmistir. Parmaksiz (2016) ¢aligmasinda Dicle
Nehri’nde yasayan farkli tiirlerde ayni primeri ile kullanarak yaptigi calismada degisken bdlge sayisini
146 olarak ve ortalama niikleotit ¢esitliligi degerini 0,09757 olarak tespit etmistir. Bu ¢aligmada tespit
edilen degisken bolge sayist ve niikleotit ¢esitliligi degerinin daha yiiksek ¢ikmasi iki familyaya ait
tirler kullanilmasindan kaynaklanmaktadir Genetik uzakliklar kullanilarak olusturulan komsu
birlestirme agacinda (Neighbor joining tree) tiirler arasindaki baglantilar gorsel olarak ortaya ¢ikarilmis
olup, tiirlerin birbirine gore konumlar1 ve kiimelenmeleri incelenerek akrabalik durumlari
belirlenmistir. Buna gore birbirine en yakin tiirlerin A. mossulensis ve C. regium oldugu, en birbirine en
uzak tiirlerin L. abu ile G. rufa oldugu tespit edilmistir. Bu primer yardimiyla hem farkli familyalarin
ayrimi, hem de ayni cinse ait tiirlerin ayrilmasi miimkiin olmustur.

Elde ettigimiz diziler, Gen Bankas1 (NCBI) veri tabaninda taranmis olup maximum benzerlik gosteren
tiirlere ait bilgiler Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Calismamizda elde edilen dizilerle Genbankasinda maximum benzerlik gdsteren tiirlere ait

bilgiler

Garra rufa JF416296.1 99
Garra rufa JF416297.1 99
Garra variabilis KM214708.1 100
Garra variabilis KM214737.1 99
Alburnus mossulensis AP011281.1 99
Chondrostoma regium - -

Liza abu KJ552354.1 99
Liza abu KJ552351.1 99
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Bu c¢alismada, Garra rufa tirline ait veriler Segherloo (2012) c¢ahismasindaki (JF416296.1 ve
JF416297.1) Iran ornekleriyle % 99, Garra variabilis tiiriine ait verilerimiz Hamidan (2014)
calismasindaki Urdiin drnekleriyle sirasiyla (KM214708.1 ve KM214737.1) %100 ve % 99, Alburnus
mossulensis tiiriine ait verilerimiz Miya (yayinlanmamis bilgi) ¢aligmasiyla (AP011281.1) %99, Liza
abu tiirine ait verilerimiz Geiger (2014) calismasindaki Akdeniz ornekleriyle (KJ552354.1 ve
KJ552351.1) %99 benzerlik gostermektedir. Chondrostoma regium tiirline ait verilerimiz Gen
bankasinda ayni tiire ait bir dizi olmadigindan karsilastrma yapilmamistir. Tiim diziler birlikte
degerlendirilip filogenetik aga¢ olusturulmustur (Sekil 5).

g5 | G-rufa-1
100 H G.rufa-2
I_{ G.rufa-JF416296.1-Iran
92 ! G.rufa-JF416297.1-Iran
G.variabilis-KM214737.1-Urdun
G.variabilis-KM214708.1-Urdun
1 \< G.varibialis-1
m G.varibialis-2
100 | C-regium-1
C.regium-2
a7 A.mossulensis-AP011281.1

100 |_| A.mossulensis-1

a5 ! A.mossulensis-2

97

gr | L-abu-2
L.abu-KJ552354.1-Akdeniz

1np | L-abu-1
57 L.abu-3

33 L.abu-KJ552351.1-Akdeniz

nna2n

Sekil 5. Gen bankasi ve ¢calismamizda elde edilen mtDNA COI Bélgesi Dizilerine Dayali Olarak
Cizilen NJ (Neighbor Joining) dendrogrami

Sekil 5°te fran’daki G. rufa drnekleri bu ¢aligmadaki drneklerden ayri bir haplotipte, Urdiin’deki G.
varibialis orneklerinin KM214708.1 6rnegi bu ¢alismadaki 6rneklerle ayni haplotipte olmasma ragmen
KM214737.1 ornegi farkli haplotiptedir. Akdeniz’deki KJ552354.1 6rnegi L. abu 2 6rnek ile ayni
haplotipte, KJ552351.1 6rnegi ise farkli haplotipte oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak tatli suda yasayan Cyprinidae ve Mullidae familyalarna ait tiirler icin mtDNA COI 625
primerinin kullanilmast hem filogenetik analizlerde hem de ayni tiire ait farkli lokalitelerdeki bireylerin
g6¢ yollar1 hakkinda bilgi verebilecegi disiiniilmektedir.
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