4 \{ Y WWW.yunus.gov.tr
YUNUS .
Aragtirma Biilteni 2017 (1): 103-107 DOI: 10.17693/yunusae.v17i26557.284131

Arastirma Makalesi
Research Article

Firat ve Dicle Nehri'nde Yasayan Barbus grypus (Heckel, 1843)
Populasyonlarinda Genetik Cesitliligin mtDNA COI Gen
Dizileri Kullanilarak Belirlenmesi

Arif PARMAKSIZ*, Ozlem SEKER, Nevin ASLAN, Ahmet OYMAK

Harran Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii

*Sorumlu Yazar Tel.:+90 414 318 35 62 Gelis Tarihi: 31.10.2016
E-posta: aprmksz@gmail.com Kabul Tarihi: 02.01.2017
Oz

Barbus grypus (Heckel, 1843) Firat ve Dicle nehir sistemlerinde yasayan ve ekonomik dnemi olan endemik balik
tiirlerinden biridir. Bu ¢alismada, B. grypus populasyonlarinda mitakondriyal DNA sitokrom ¢ oksidaz alt iinite I
(mtDNA COI) gen bélgesinin dizi analizlerine dayali genetik gesitlilik belirlenmistir. iki populasyondan toplam 36
ornek almip iki degisken bolge ve lig haplotip tespit edilmistir. Ortalama haplotip (h) ve niikleotit ¢esitliligi (w) sirasiyla
0,246 ve 0,00045 olarak hesaplanmigstir. Notralite testleri sonucunda tiim degerler istatistiksel olarak onemsiz
bulunmustur (p>0.10). Yapilan bu ¢aligmadaki sonuglar B. grypus tiirii i¢in ilk kez elde edilmis verilerdir. mtDNA COI
gen bolgesi icin belirlenen haplotipler literatiir agisindan yeni sonuglar olup, bu tiiriin genetik ¢esitliligi agisindan
o6nemli bir veri seti olugturmustur.

Anahtar Kelimeler: Barbus grypus, Genetik Cesitlilik, mtDNA, Firat Nehri, Dicle Nehri.

Abstract

Determination of Genetic Diversity in Barbus grypus (Heckel, 1843) Populations by mtDNA COI Gene
Sequences Living Euphrates and Tigris River

Barbus grypus (Heckel,1843) living Euphrates and Tigris river system, is one of the endemic fish species and has economic
importance. In this study, genetic diversity of B. grypus populations was detected based on mitochondrial DNA cytochrome ¢
oxidase subunit I (mtDNA COI) gene sequences. Three haplotypes and two polymorphic sites were detected in totally 36
individuals sampled from two populations. The average haplotype diversity (h) and nucleotide diversity (1) were calculated
0,246 and 0,00045 respectively. The result of Neutrality tests as statistically was insignificant (p>0.10). The results obtained by
this study performed firstly for Barbus grypus species. Determined haplotypes for mtDNA COI gene region are new results for
literature, in terms of genetic diversity of this species is an important data set.

Keywords: Barbusgrypus, Geneticdiversity, mtDNA, Euphrates River, Tigris River.

Giris

Cyprinidae familyasina ait olan Barbus cift biyik bulunmaktadir. Halk tarafindan eti
grypus (Heckel, 1843) Firat ve Dicle nehir sis- sevilerek tiiketilen baliklardan biri oldugu igin
temlerinde yasayan endemik bir balik tiiriidiir. Gilineydogu Anadolu Bolgesinde i¢ su baliklari
Bu baligmin viicudu yanlardan yassilagsmus, yetistiriciliginde sazan veya alabaliga se¢enek
biiylik pullarla ortiilii olup agiz yanlarinda iki olarak diistintilmektedir (Gokg¢inar, 2010).
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Ekonomik degeri yiiksek olan bu balik,
Sabut veya Sore olarak adlandirilmaktadir. Bu
tiir ile ilgili yapilan bazi ¢alismalar; Oymak vd.
(2008) Tirkiye'deki Firat Nehri'nde Barbus
grypus (sabut) baliginin yas, biiylime ve lireme
ozelliklerini, Olgunoglu vd. (2010) Barbus
grypus (sabut)'un et verimini ve biyokimyasal
bilesimde mevsimsel olarak degisimlerini,
Olgunoglu ve Olgunoglu (2011) ticari agidan
Onem tasiyan iki tath su baliginin (Barbus
grypus ve Silurus triostegus) kas dokusunda
eser elementlerinin mevsimsel degisimini,
Dogu vd. (2014) iireme doneminde Sabut
baliginin spermatolojik ve hematolojik 6zellik-
lerinin belirlenmesini, Diisiikcan vd. (2015)
Keban Baraj Goli'nde yasayan Orneklerde
sagittal otolit biiytikliigii ile balik boyu arasin-
daki iliskilerini calismislardir.

Endemik ve ekonomik ©6nemi olan
tiirlerin yonetilmesi ve korunmasi i¢in o tiiriin
genetik cesitliligi ve populasyon yapisinin
bilinmesi gerekmektedir (Ward, 2000; Ortega-
Villaizan Romo vd., 2006). Buna ragmen Firat
ve Dicle nehir sistemlerinde yasayan B. grypus
tiiriine ait genetik ¢esitlilik ile ilgili herhangi bir
caligma bulunmamaktadir.

Bu c¢aligmanin amact; Firat ve Dicle ne-
hirlerindeki B. grypus populasyonlarinda
mtDNA COI gen bdlgesinin dizi analizleri ile
hem genetik ¢esitliligin belirlenmesi hem de
atasal popiilasyon hakkinda bilgi verilmesidir.
Genetik c¢alismalarda mevcut gen havuzu
potansiyelinin saptanabilmesi mtDNA ile
yakindan ilgilidir. Ciinkii mtDNA atasal kali-
tim ve hizli mutasyon oranindan dolay1 genel-
likle populasyon genetigi arastirmalart igin
ideal bir belirtectir (Avise vd., 1987). mtDNA
COI gen bolgesi ise birbirine yakin tiirlerin
ayriminda kullanilmasinin yaninda ayni tiiriin
populasyonlar arasindaki farkliligin belirlen-
mesinde de en c¢ok kullanilan molekiiler

belirte¢lerdendir (Croos ve Palsson, 2010;
Keskin ve Atar, 2012).

Materyal ve Metot

Balik Orneklerinin Toplanmasi; Balik
orneklerini almak i¢in yore balik¢ilar tarafin-
dan fanyali ve iplik aglar kullanilmistir. Firat
Nehri'nden (21 birey) ve Dicle Nehri'nden (15
birey) toplam 36 birey canli olarak i¢inde buz
parcalar1 bulunan koruyucu kaplara konularak
laboratuvara getirilmistir. Yakalanan ornekler-
den pektoral veya dorsal yiizgeglerin kaidesin-
deki kas dokusundan 5 gr alinarak % 95'lik etil
alkol iceren 1,5 ml mikrosantrifiij tliplerine
konulup DNA izolasyonu yapilana kadar +4 °C
de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

DNA Izolasyonu; Bu ¢alismada total
DNA izolasyonu kas dokusundan GeneJET
Genomic DNA Purification Kit (Thermo
Scientific) kullanilarak yapilmistir. Bu kitte yer
alan protokol uygulanarak total DNA elde edil-
mistir. DNA varligin1 kontol etmek amaciyla
her bireye ait DNA 6rneklerinden 2 pl alinarak
2 ul boya (3x Loading Dye) ile birlikte SYBR
Green eklenen % 0.8'lik agaroz jel, 0.5x TBE
(Tris/Borik asit/EDTA Tamponu) soliisyo-
nunun bulundugu tank igerisine yerlestirilip
120 Volt, 30 dakika elektroforezde yiirtitiilerek
ultraviole (UV) 151k veren cihazda goriintiilen-
mistir.

Hedef mtDNA Bolgesinin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Cogaltilmasi;
mtDNA COI gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in
kullanilan primer Darabi vd. (2014) calisma-
sindan alinmis olup dizileri agagida verilmistir.

COI-625F: 5-TCAACCAACCACAA-
AGACATTGGCAC-3'

COI-625R: 5'-GACTTCTGGGTGGC-
CAAAGAATCA-3
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PZR islemi BIO-RAD T100™ Thermal
Cycler cihaz1 kullanilarak gerceklestirilmistir.
PZR kosullart; 95°C'de 3 dakika ilk denatii-
rasyon, 95°C'de 30 saniye denatiirasyon, 62
°C'de 30 saniye baglanma ve 72°C'de 45 saniye
uzama olmak iizere toplam 35 dongii gercek-
lestirilmis, son olarak Ornekler 72°C'de 10
dakika tutularak sonlandirilmistir. PZR ile ¢o-
galtma (amplifikasyon) reaksiyonlarinda
kullanilan DNA miktar1, kimyasallarin kon-
santrasyonlar1 ve primerlerin baglanma sicak-
liklar1 gradient PZR cihazinda optimize edil-
mistir. Bubdlgenin ¢gogaltiimasinda kullanilan
PZR karisimi ise; toplamda 25 pl olacak
sekilde 13.9 ul dH,0, 2.5 ul 1x PCR bufter, 2 pl
MgCl,, 0.5 ul dNTPs, 1 pl primer (F+R), 0.1 pl
Taq polimeraz ve 30 ng/ul template DNA sek-
lindedir. PZR isleminden sonra olusan tirtinleri
kontrol etmek amactyla % 2 agaroz jel kullanil-
mistir. SYBR Green eklenen agaroz jel, 0.5x
TBE soliisyonunun bulundugu tank igerisine
yerlestirilip 2 ul PZR iriinleri ve 2 pl boya ile
birlikte kuyulara yiiklendikten sonra 100V
elektrik akiminda 30 dakika boyunca yiiriiti-
lerek UV 151k veren goriintiileme cihazinda go-
riintiilenmistir.

Elde edilen PZR iiriinleri ticari bir
firmaya gonderilerek 3500 XL Genetic Analy-
zer (Thermo Fisher Scientific) cihazinda dizi
analizi yaptirilmistir.

mtDNA COI Dizilerinin Analizi; Ticari
firmadan tarafimiza génderilen mtDNA dizile-
rine ait ham veriler Chromas Pro v 2.0.1 (Tech-

nelysium Pty Ltd) programi1 kullanilarak deger-
lendirilip FASTA formatina dontstiirilmiistiir.
Elde edilen FASTA formatindaki diziler Bio
Edit software version 7.2.5 programi kullani-
larak tiim bireylerin dizileri hizalanmustir.

Populasyonlar i¢in polimorfik bodlge
sayist, haplotip sayisi, haplotip ve niikleotid
cesitliligi, Tajima D ve Fu's istatistikleri,
DnaSP 5.10.01 (Rozas vd., 2003) programi
kullanilarak belirlenmistir. Haplotipler arasin-
daki filogenetik iliski ise Network version 5.0
programui ile belirlenmistir.

Bulgular

Genetik Varyasyon; Toplam 36 B. grypus
orneginde ortalama 610 bg'lik mtDNA COI
bolgesi dizi analizi yapilarak (Gen Bank:
KM590450) 2 degisken bolge ve 3 haplotip
tespit edilmistir. H1 haplotipi 31 bireyde, H2
haplotipi 4 bireyde ve H3 haplotipi ise 1
bireyde goriilmiis olup, H1 ve H2 her iki nehir
sisteminde ortak goriilmesine ragmen H3
sadece 1 bireyle Dicle populasyonunda gortil-
miistiir. Her populasyon i¢in haplotip ¢esitliligi
(h), ntikleotid ¢esitliligi (7) ve notralite testleri
Tablo 1'de verilmistir.

Ortalama haplotip ¢esitliligi (h) 0,246 ve
ortalama niikleotid ¢esitliligi ise () 0,00045
olarak hesaplanmistir. Firat populasyonu hem
haplotip ¢esitliligi (h=0,385) hem de niikleotid
cesitliligi (1=0,00066) bakimindan Dicle po-
pulasyonundan daha yiiksek deger almistir.

Tablo 1. B. grypus populasyonlarinin genetik ¢esitliligi ve nétralite testleri
(n: Birey sayisi, Nh: haplotip sayisi, h: haplotip ¢esitliligi,

niikleotit ¢gesitliligi)

Lokalite n Nh h
Firat Nehri 21 2 0,385
Dicle Nehri 15 2 0,133

Toplam 36 3

0,246  0,00045

n Tajima’s D  Fu’sFs
0,00066 -1.17758 -0.550
0,00024 -1.15945 -0.649

-0.91306 -1.098
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Analiz edilen 36 B. grypus 0rnegi i¢in
olusturulan Median-Joining Network haplotip
aginda, toplam 3 haplotip belirlenmis olup, el-
de edilen network evrimsel bir bag1 gosteren
merkezi bir haplotip (H1) varligin1 géstermek-
tedir.

Her iki lokalitede de bu haplotipin en
fazla haplotip oldugu tespit edilmistir. Ayrica
diger iki haplotipin de H1 haplotipi ile
baglantili oldugunu da sdylemek miimkiindiir
(Sekil 1).

H.3

Sekil 1. B. grypus haplotiplerinin ag modeli.

Notralite testleri ; Populasyonda bir alel
i¢in se¢ilim olup olmadigin1 gosteren nétralite
testlerine ait olan Tajima's D (Tajima, 1996 ) ve
Fu'Fs (Fu, 1997) istatistikleri hesaplama sonu-
cunun negatif ya da pozitif olmasma gore
degerlendirilmistir. Bu calismada, Tajima's D
degeri ve Fu' Fs degerleri her iki populasyonda
negatif degerler almistir. Toplamda ise yine
negatif degerler alarak istatistiksel olarak
onemsiz bulunmustur (p>0.10). (Tablo 1).

Tartisma

Bu calismada, ortalama haplotip ¢esitli-
ligi ve niikleotit ¢esitliligi sirasiyla (h) 0,246;
() 0,00045 olarak tespit edilmistir. Firat popu-
lasyonu hem haplotip ¢esitliligi hem de
niikleotid ¢esitliligi bakimindan Dicle populas-
yonundan daha yiiksek deger almistir. Ayni
primerle iki ¢aligma yapmis olan Darabi vd.,
2014 yilindaki ¢alismasinda, Barbus sharpeyi
tiirtinde 3 farkli populasyonda niikleotit ¢esitli-

ligini sirasiyla 0,0286;0,0785 ve 0,0072 olarak,
2015 c¢alismasinda ise Barbus xanthopterus
tiriinde 4 farkli populasyonda niikleotit ¢esit-
liligini sirasiyla 0,003947; 0, 006354; O,
003515 ve 0,009737 olarak tespit etmislerdir.
Calismamizdaki degerler, bu degerlere oranla
daha diisik bulunmustur. Bunun sebebi B.
grypus (Sabut) tiirlinlin eti lezzetli oldugundan
dolay1r bolgede asir1 avlama yapilmakta ve
birey sayist gittikce azalmaktadir. Niikleotit
cesitliligi populasyonlarin genetik analizinde
kullanilan hassas bir yontem olup (Nei ve Li,
1979) populasyonlarin yasam tarihine, karak-
terine, ¢evresel kosullara ve populasyon bii-
yiikligiinden etkilenebilmektedir (Nei, 1987;
Avise, 2000).

Medyan birlestirme ag1 (Medianjoining
network) analizinde, H1 haplotipinin agin
merkezinde ve dominant oldugunu ayrica diger
iki haplotipinde H1 haplotipinden olustugunu
gormekteyiz (Sekil 1).

Boylece H1 haplotipinin atasal haplotip
oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Populasyonlardaki
Tajima's D ve Fu's degerleri, her iki popiilas-
yonda da negatif deger almis ve istatistiksel
olarak 6nemsizdir (p>0.10). Bu negatif deger-
ler, bir populasyonun ge¢miste ani bilylime ol-
dugunu yada belirli bir allelin secilime ugra-
digin1 gostermektedir (Fu, 1997).

Yapilan bu calisma ile elde edilen
sonuglarin tamami1 B. grypus tiirii i¢in ilk kez
elde edilmis verilerdir. mtDNA COI 625 gen
bolgesi icin belirlenen haplotipler literatiir
acisindan yeni sonuglar olup, bu tiiriin genetik
cesitliligi agisindan onemli bir veri seti olus-
turmustur. Daha sonra yapilacak ¢alismalarda
daha cok populasyonda ve farkli genetik
belirtecler kullanarak c¢alismalarin yapilmasi
bu tiiriin populasyon genetigi i¢in daha da
aciklayiciolacaktir.
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