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C. macrostomus Dicle ve Firat nehir sistemlerinde yasayan bir balik tiiridiir. Bolge insanlar1 tarafindan tiiketildigi i¢in
ekonomik dneme sahiptir. Ekonomik énemi olan tiirlerin yonetilmesi ve korunmasti i¢in genetik ¢esitliligi ve popii-
lasyon yapisinin bilinmesi gerekmektedir. Bu ¢aligmanin amaci; Firat ve Dicle nehirlerinde yasayan C. macrostomus
popiilasyonlarinin genetik yapisinin mikrosatellit DNA diizeyinde belirlenmesidir. Nehir sistemlerini temsilen
Adiyaman ve Diyarbakir'dan toplam 64 bireyden kas dokusu &rneklenmis ve DNA izolasyonu yapilmistir. Bes
mikrosatellit belirteg¢ (MFW-1, MFW-7, MFW-9, Barbus 27 ve Barbus 33) kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ile yiikseltgenmistir ve fragmant analizi yapilarak allel boylar1 tespit edilmistir. Allel sayis1 bakimindan en fazla
alele MFW-9 (22 alel), en az alele ise MFW-7 (3 alel) mikrosatellit lokuslart oldugu tespit edilmistir. Adiyaman ve
Diyarbakir populasyonlar arasindaki genetik uzaklik 0.024 olarak hesaplanmis ve istatistiksel olarak 6nemli olmadigi
belirlenmistir. Faktoriyel Birlestirici Analizi'nde her iki popiilasyona ait bireyler birbirlerinden tam olarak
ayrilmamaktadir. Bu yilizden cografik dagilimlari ile ortiisecek sekilde bir genetik yapilanma ortaya ¢ikmamustir.
Yapilan bu ¢aligma ile elde edilen sonuglarin tamami C. macrostomus tiirti i¢in ilk kez elde edilmis verilerdir. Bu tiirtin
genetik ¢esitliligi agisindan 6nemli bir veri seti olugturmustur.

Anahtar Kelimeler: Cyprinion macrostomus, Genetik Cesitlilik, Mikrosatellit, Firat Nehri, Dicle Nehri.

Abstract

Microsatellite DNA Variation Analysis of Cyprinion macrostomus (Heckel, 1843) Population of
Adiyaman and Diyarbakar

C. macrostomus thriving in river systems of Euphrates and Tigris is a fish. This species with economic importance
because it is consumed by people. For the conservation and management of species with economic importance, it is
considerable to have in depth understanding about the genetic diversity and population structure. The purpose of this
study is; The genetic structure of C. macrostomus populations in the Euphrates and Tigris rivers is determined at the
microsatellite DNA level. A total of 64 individuals were sampled from Adiyaman and Diyarbakir to represent the river
systems and the DNA isolation was performed. Five microsatellite markers were amplified by Polymerase Chain
Reaction (PCR) using the markers (MFW-1, MFW-7, MFW-9, Barbus 27 and Barbus 33) and fragments of alleles were
identified by fragmant analysis. In terms of number allel, MFW-9 (22 alleles) with the highest locus, at least allele is
MFW-7 (3 alleles) were detected. The genetic distance between Adiyaman and Diyarbakir populations was estimated to
be 0.024 and not statistically significant. In Factorial Correspondence Analysis, the individuals from both populations
are not completely separated from each other. Thus, a genetic structure did not emerge to coincide with geographical
distribution. All of the results obtained with this study were obtained for the first time for C. macrostomus species. This
dataset constituted an important dataset in terms of genetic diversity.

Keywords: Cyprinion macrostomus, Genetic diversity, microsatellite, Euphrates River, Tigris River.
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Giris

Firat ve Dicle Nehirleri 6nemli i¢ su kay-
naklar1 olup biyogesitlilik ve biyolojik yonler-
den bilimsel olarak ele alinmasi, bu kaynak-
larin en iyi nasil kullanilabilecegi hakkinda bil-
giler verebilmektedir (Cigek, 2013). Firat ve
Dicle nehir sistemlerinde yasayan baliklardan
tiir sayis1 bakimindan en zengin familya Sa-
zangiller'dir. Bu familyanin birgok tiirii besin
olarak tiiketildigi icin ekonomik 6nemi bulun-
maktadir (Parmaksiz vd., 2016). Ekonomik
Ozellikleri olan balik tiirlerinin stoklarinin de-
vaminin saglanmasi ve bu stoklardan yiiksek
verim elde edilebilmesi i¢in baligin genetik
cesitliliginin ¢ok 1yi bilinmesi gerekir. Bu ¢a-
lismada Firat ve Dicle nehir sitemlerinde
yasayan, ekonomik dnemi bulunan ve Cyprini-
dae familyasina ait olan C. macrostomus po-
plilasyonlarinin genetik yapisi mikrosatellit
belirtecleri kullanilarak arastirilmistir. Genetik
belirtegler, balik¢ilikta dogal stok analizi, kiil-
tiir balik¢ilig1 ve sistematik ¢alismalarda etkin
olarak kullanilmaktadir (Ates, 2017). Birey-
lerin genotipinin belirlenmesi, popiilasyonlar-
daki farkliliklarin ve heterozigotluk diizeyle-
rinin belirlenmesi ¢aligmalarinda kullanilan
molekiiler genetik tekniklerinden en yaygin
olan1 mikrosatellit DNA polimorfizm tekni-
gidir. Bu teknik daha dogru, daha hassas ve
daha kisa siirede bilgi verebilmektedir.

C. macrostomus ile bir¢ok calisma yapil-
mis olup bunlardan bazilari; Bu tiiriin gonat-
larindaki toplam yag asidi ve lipid miktarini
(Metin ve Akpinar, 2000), yas tayinini (Aydin
ve ark., 2009), Hematolojisini (Duman ve Sa-
han, 2014), filogenetigini (Durna vd., 2012),
geometrik ve morfometrik parametrelerle vii-
cut sekli karsilastirmasini (Nasri vd., 2013),
morfometrik ve meristik 6zelliklerini (Dagl1,
2013; Kara ve Giines, 2015), pankreas, kara-

ciger, bagirsaklarin histolojik 6zelliklerini
(Tays1,2014) aragtirmiglardir.

Firat ve Dicle nehir sistemlerinde yasayan
bu balik tiirlinlin mikrosatellit diizeyinde ge-
netik analizi yapilmamuistir. Yapilan bu ¢alisma
ile elde edilen sonuglarin tamami Cyprinion
macrostomus tiirli igin ilk kez elde edilmis veri-
lerdir. Mikrosatellit bolgeleri i¢in belirlenen
aleller literatiir agisindan yeni sonuglar olup, bu
tiriin genetik cesitliligi acisindan 6nemli bir
veri seti olusturmustur.

Materyal ve Metot

Ornekleme; Bu ¢alismada Dicle Nehri'ni
temsilen Diyarbakir'dan 40 birey, Firat Nehri'ni
temsilen ise Adiyaman'dan ise 24 birey olmak
lizere toplamda 64 birey bolgedeki balikgilar-
dan temin edilmistir. Ornekler ayni giin buz kab1
icerisine konularak Harran Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Zooloji Laboratuvarina geti-
rilmistir. Bu 6rneklerden 1 gr kas dokusu alina-
rak etiketlenen mikrosantrifu;j tiiplerine konul-
mus ve DNA elde edilene kadar -20°C de bekle-
tilmigtir. Sekil 1'de 6rnek olarak alinan balik-
larin avlandigi yerler yildiz ile isaretlenmistir.

Adiyaman ve Diyarbakir sehirleri balike1-
ligin yogun yapildig1 ve balik¢ilarin en fazla
faaliyet gosterdigi yerler oldugu igin tercih edil-
mistir.

DNA Izolasyonu; Balik rneklerinin kas
dokusundan DNA izolasyonu GeneJET Geno-
mic DNA Purification Kit (Thermo Scientific)
ile yapilmigtir. SYBR Green eklenen % 0.8'lik
agaroz jeldeki kuyucuklara 2 pl izole edilen
DNA ornekleri ytiklenip 120 Volt, 30 dakika
elektroforezde yiiriitiilerek ultraviole (UV) 151k
veren cihazda goriintiilenmistir (Smart View
Pro Imager System, Major Science).
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Mikrosatellit Lokuslarinin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Cogaltilmasi; Bu
calismada PZR optimizasyonlar1 (BIO-RAD
T100™ Thermal Cycler) yapilmis ve MFW-1,
MFW-7, MFW-9, Barbus 27, Barbus33 lokus-
larinda iirlin elde edilmistir. Bu primerlere ait
bilgiler Tablo 1'de, kullanilan PZR kondisyonu
ise Tablo 2'de verilmistir.

PZR sonucunda yiikseltgenmis mikro-
satellit bolgelerinin uzunluklarinin belirlen-
mesinde kapiller elektroforezi (ABI 3100 Ge-

netic Analyzer) kullanilmis olup, genotipleme
icin gerekli ham veriler hizmet alimu ile gergek-
lestirilmistir. Her bir mikrosatellit bolgesi (FAM
veya HEX) isaretlenmis ve uzunluklar1 Tamra
(Tagman® TAMRA™ Probe) isimli standart
isaretleyici yardimi ile belirlenmistir. Bu stan-
dart isaretleyiciye gore belirlenen uzunluk de-
gerleri bilgisayara kaydedilmistir. Elektro-
ferogramlardan data analizi ve diizeltmesi i¢in
Applied Biosystems Peak Scanner™ Software
v1.0 programi kullanilmaistir.

SAMLIURFA

Sekil 1. Ornek alian lokaliteler.

Tablo 2. Mikrosatellit lokuslarin yiikseltgenmesinde kullanilan PZR kon-

disyonlar1
PZR Bilesenleri Konsantrasyon 1X
dH»0 - 9.54 ul
10x Taq Buffer+KCl Ix 1.5ul
MgCl, 2,5 mM 1.2 ul
dNTP mix 0.2 mM 0.3ul
Her bir Primer mix 10 pmol/il 0.36 ul
Taq DNA polimeraz lu/AL 0.1 pl
Kahp DNA 30 ngfil 2ul
Toplam Hacim - 15pul
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Mikrosatellit Lokuslarinin Veri Analizi;
Iki popiilasyona ait 64 birey i¢in 5 mikrosatellit
lokusuna ait genotip verileri analiz edilmistir.
Arlequin ver. 3.5.1.3 (Excoffier ve Lischer,
2010) programi kullanilarak alel sayilar1, gozle-
nen ve beklenen heterozigotluk (Ho, He) dege-
rleri hesaplanmis, Popiilasyonlarin genetik bir
yapilanma gosterip gostermedigini saptamak
igin ise 10000 degisimli molekiiler varyans ana-
lizi (AMOVA) uygulanmistir (Arlequin versi-
yon 3.5.1.3). FSTAT v 2.9.3.2 kullanilarak her
iki popiilasyon arasindaki Fis (Weir ve Cocker-
ham, 1984) degerleri hesaplanmistir. GenAIEx
v 6.5 (Peakall ve Smouse, 2006) programi kul-
lanilarak populasyonlara 6zgiin aleller test edil-
mistir. Genepop v. 4.2 (Raymond ve Rousset,
1995; Rousset, 2008) programi kullanilarak
mikrosatellit lokuslarindaki null aleller hesap-
lanmistir. Tiim bireylerin arasindaki genetik
farkliliklar1 ortaya koymak i¢in Genetix 4.05.2
(Belkhir vd., 2004) programinda FCA (Fracti-
onal Correspondance Analyses) uygulanmastir.

Bulgular

Caligilan popiilasyonlarda gozlenen alel
uzunluklar1 ve popiilasyonlara 6zgiin olan alel-
ler Tablo 3'te belirtilmistir.

Tablo 3'te alel sayis1 bakimindan MFW-9
mikrosatellit lokusunun (22 alel) en polimorfik
lokus, en az alel say1sina sahip olan lokusun ise
MFW-7 (3 alel) oldugu gortilmektedir. Ayrica

MFW-1 lokusunda 2 adet, MFW-7'de 1, MFW-
9'da 10, Barbus 27'de 2 ve Barbus 33' te ise 10
adet 6zgiin alel tespit edilmistir. Tiim lokuslara
ait beklenen, gozlenen heterozigotluklar, Fis is-
tatistigi degerleri ve Null alellere ait frekanslar
Tablo 4'te sunulmustur.

Populasyonlarda lokuslara ait hetero-
zigotluk diizeylerine bakildiginda gozlenen (H,)
ve beklenen heterozigotluk (He) diizeyleri sirasi
ile 0.1250 1la 0.9524 ve 0.1191 ile 0.9224 deger-
leri arasinda oldugu tespit edilmistir. Popiilas-
yonlarin Hardy-Weinberg (HW) dengesinde olup
olmadig1 Fis degerleri ile gozlemlemek miim-
kiindiir. Calisilan her iki populasyon i¢in hesap-
lanan Fis degerlerinin -0.017 ila 0.410 arasinda
degistigi belirlenmis olup, yapilan 6nemlilik testi
sonucunda populasyon Fis degerlerinin Barbus
33 lokusunun Diyarbakir popiilasyonu disinda
onemli olmadig1 (nonsignificant) goriilmiistiir.
Buna gore popiilasyonlarin Hardy-Weinberg
(HW) dengesine sahip oldugu sdylenebilir. Fis
bir populasyonun HW dengesinden sapmay1
verir -1, +1 arasindadir. Negatif deger almasi he-
terozigot fazlaligini, pozitif deger almasi ise
heterozigot azligini belirtir (Ozkan, 2005).

Adiyaman ve Diyarbakir populasyolari
arasindaki genetik uzaklik 0.024 (genel Fy,) ola-
rak tespit edilmistir. Bu degerin de istatistiksel
olarak onemli olmadig1 belirlenmistir. Hesap-
lanan F, degeri; 0 - 0.05 arasinda ise kiigiik bir
genetik farklilasma oldugu sonucu ¢ikarilmak-
tadir (Ozkan, 2005).

Tablo 3. Calisilan lokuslarin alel say1s1 ve uzunluklar1 (A: Adiyaman popiilasyonuna 6zgiin, D: Di-

yarbakir popiilasyonuna 6zgiin aleller)

172, 176, 178, 180", 184, 186, 188,190, 192, 194

96°, 98, 100, 102", 104", 106*, 108, 110, 112, 114, 116, 118,

1224, 126", 128, 130, 132°, 136, 142*, 144, 1522, 162",

Mikrosatellit Alel Sayisi Alel Uzunluklar
lokusu

MFW-1 10

MFW-7 3 182, 184, 186"
MFW-9 22

Barbus27 4 112°, 114, 116, 120"
Barbus33 18

95, 123, 125*, 1274, 131*, 133, 135, 137, 139", 141, 143, 145",

147", 149", 151", 153°, 159, 185"
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Tablo 4. Analiz edilen lokuslarda beklenen (He), gbzlenen heterozigotlar (Ho), F ista-
tistikleri (Fis) ve Null Alellere ait frekanslar (NA)

Lokuslar Populasyon Adiyaman Diyarbakir Ortalama

MFW-1 He 0.8537 0.8254 0.8395
Ho 0.9048 0.9524 0.9286
Fis -0.035 -0.130 -0.082
NA 0.0000 0.0000

MFW-7 He 0.1191 0.1191 0.1191
Ho 0.1250 0.1250 0.1250
Fis -0.017 -0.017 -0.017
NA 0.0000 0.0000

MFW-9 He 0.9048 0.9224 0.9136
Ho 0.7143 0.7895 0.7519
Fis 0.234 0.171 0.2025
NA 0.0424 0.0346

Barbus27 He 0.2778 0.3314 0.3046
Ho 0.3333 0.3846 0.3589
Fis -0.143 -0.121 -0.132
NA 0.0000 0.0000

Barbus33 He 0.8532 0.8987 0.8759
Ho 0.5789 0.5500 0.5644
Fis 0.345 0.410% 0.3775
NA 0.1673 0.1825

Toplam He 0.6017 0.6194 0.6105
Ho 0.5313 0.5603 0.5458
Fis 0.144 0.122 0.133

Null allel frekanst MFW-9 i¢in 0.0424 ve
0.0346; Barbus 33i¢in 0.1673 ve 0.1825 ola-
rak sadece iki lokusta hesaplanmistir. Ozellikle
Barbus 33 lokusunda yiiksek deger almistir.
Null allel frekanst 0.05'den yiiksek hesaplan-
diginda, heterozigotluk kaybina yonelik siiphe
uyandirmaktadir (Y1lmaz ve Karaca, 2012).

Faktoriyel birlestirici analiz (Factorial
Correspondence Analysis=FCA), bireylerin
birbirleriyle iligkilerinin elde edilen veriler
dogrultusunda ¢ok boyutlu diizlemde incelen-
mesidir. Bu ¢alismadaki FCA sonuglar1 Sekil
2'de goriilmektedir.

Sekil 2'de Adiyaman ve Diyarbakir
popiilasyonlarina ait bireyler birbirlerinden
tam olarak ayrilmamaktadir. Bu ylizden cog-

Axe 3 (0,00 %)

Sekil 2. ki lokaliteden 6rneklenen 64 birey ara-
sindaki iligkiyi gosteren FCA sonuglari.

rafik dagilimlar ile ortlisecek sekilde bir ge-
netik yapilanmanin oldugu s6ylenemez.
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Bu caligmada Firat ve Dicle nehir sistem-
lerinde dogal olarak yasayan C. macrostomus
tiirliniin genetik yapis1t mikrosatellit diizeyinde
arastirllmistir. Firat nehrini temsilen Adiya-
man'dan, Dicle nehrini temsilen ise Diyarba-
kir'dan oOrnekleme yapilmistir. Toplamda 2
poplilasyon ve 64 bireyde 5 mikrosatellit lokus
calisilarak C. macrostomus tlriiniin genetik
yapis1 mikrosatellit yoniinden ilk kez arastiril-
mistir. Mikrosatellit lokuslarinin alel sayilari
bakimindan en ¢ok polimorfizmi gosteren
lokusun 22 allel ile MFW-9, en az polimorfizm
gosteren lokusun ise 3 allel ile MFW-7 oldugu
tespit edilmistir. Lokuslardaki alel uzunluklari
ve Ozgiin aleler Tablo 3'te goriilmekte olup,
lokuslardaki ortak alellerin fazla oldugu tespit
edilmistir. Popiilasyonlardaki bu ortak alelle-
rin fazlalig1 her iki nehrin ge¢misteki jeolojik
konumlanmasi ile ilgili oldugu tahmin edil-
mektedir. Ciinkii Pleistosen'de Firat ve
Dicle'nin st kesimleri, Miyosen sonlarinda
c¢ekilen denizin arkasinda kalan tatl su golle-
rine, alt kesimleri ise baslangigta i¢ gole, daha
sonra Basra Korfezine akiyordu (Demirsoy,
1996). Bundan dolay1 ge¢miste bu iki popiilas-
yon arasinda gen alisverisinin oldugu sdylene-
bilir. Ayrica bu iki popiilasyon arasindaki Fg;
degerininde (0.024) de diisikk ve Onemsiz
olmas1 da bu sav1 desteklemektedir. FCA ana-
lizinde de her iki popiilasyona ait bireyler bir-
birlerinden tam olarak ayrilmamakta ve cog-
rafik dagilimlari ile ortiisecek sekilde bir gene-
tik yapilanma s6z konusu degildir.

Alel c¢esitliligi bakimindan Diyarbakir
poplilasyonunun Adiyaman'a gore daha cok
alel igerdigi gortilmekte olup, her iki popiilas-
yonun cesitliliginin farkli olmasi 6rneklerin
alindig1 habitatin akarsu ya da baraj golii olma-

sindan kaynaklanmaktadir. Ciinkii Adiyaman
popiilasyonunu temsil eden bireylerin tamami
Atatiirk Baraj Golii'nden, Diyarbakir popiilas-
yonunu temsil eden bireylerin tamamu ise akar-
sudan temin edilmistir. Akarsularin habitat zen-
ginligi gollere gore fazla oldugu i¢in Diyarbakir
popiilasyonun genetik ¢esitliliginin fazla olma-
st beklenen bir durumdur. Bu balik tiirlinlin
Parmaksiz (2018) ¢alismasinda mtDNA COI
belirteci ile yapilan dizi analizinde Adiyaman
popiilasyonunda 2 haplotip, Diyarbakir popii-
lasyonun da ise 8 haplotip tespit edilmis ve Di-
yarbakir popiilasyonun genetik cesitliliginin
daha ytiksek oldugu bulunmustur. Ayrica ayni
nehir sistemlerinde yasayan, Parmaksiz ve Es-
kici (2018) ¢alismasinda, Carasobarbus luteus
tiriine ait popiilasyonlardaki mtDNA COI
bolgesi ve Parmaksiz ve Seker (2018) calisma-
sindaki Arabibarbus grypus mtDNA cyt b
bolgesine ait dizi analizlerde de yine Dicle neh-
rinde yasayan popiilasyonlarin genetik cesit-
liligi daha yiliksek bulunmustur. Bu ¢alisma-
mizdaki sonuglarla uyum gostermektedir.

Calisilan populasyonlar i¢in hesaplanan F g
degerlerinin -0.017 ila 0.410 arasinda degistigi
belirlenmistir. F; degerlerinde sadece bir lokus
(Barbus33) hari¢ populasyonlarda dengeden
sapma goriilmemektedir. Bu da kullanilan lo-
kuslarin uygunlugunu 6rnegin bir alelin yiik-
seltgenememe durumunun olmadigina (allelic
drop out) ve okumalarin gilivenilir olduguna
isaret etmektedir.

Bu calismada materyal olarak kullanilan
birey sayis1 ve populasyon sayisi az oldugu i¢in
sansa bagli degisimlerin ortaya ¢ikmis olma
thtimali vardir. Bu yilizden ileride yapilacak
calismalarda daha fazla birey ve populasyon
aragtirtlmasi bu balik tiiriiniin genetik cesitliligi
icin daha faydali olacaktir.
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