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ONSOZz
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kilig baliklari Akdeniz stogunun bir pargasi olarak kabul edilmektedir ve bu proje ile ilk defa

kiyllarimizda yasayan bu baliklar ile ilgili genetik bir galisma yapilmistir.

Tarkiye icin ekonomik degeri yliksek olan bu baliklar, Akdeniz’de yasayan diger kili¢ baliklari ile
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hem de balik 6lum artis nedeniyle korunmada 6ncelikli hale gelmektedir. Bu proje ile hem yerel
hem de kuresel anlamda ekonomik degere sahip kili¢c baliklarinin yonetimi igin gerekli genetik
bilginin bir kismi Uretilmistir ve bu bilginin kii¢ bali§i koruma ve yonetim calismalarina katkida

bulunmasi amaclanmaktadir.
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OZET

Kilig baligi (Xiphias gladius) hem diinya hem de Turkiye igin dnemli besin kaynaklarindan biridir.
Cesitli molekuler belirtecler kullanilarak yapilan genetik c¢alismalar, kilig baliklarinin Kuzey
Atlantik, Guney Atlantik, Akdeniz ve Hint-Pasifik olmak Uzere 4 ana stoktan olugtugunu
gostermektedir. Su ana kadar tek bir stok olarak kabul edilen Akdeniz igin tek bir koruma ve

yonetim senaryosu dnerilmistir.

Tarkiye’deki kilig baligi populasyonlari Akdeniz stogunun bir pargasi olarak kabul edilir. Fakat
Tarkiye’nin Ege ve Akdeniz kiyilarini iceren herhangi bir genetik calisma yapilmamistir. Bu
projede, Turkiye’nin Akdeniz (Antalya Korfezi civarindan) ve Kibris’'in Karsiyaka kiyisindan, Kuzey
Levant Denizi'ni temsilen, (n= 42) ve Turkiye'nin Ege Denizi kiyisindan Gékgeada ve Canakkale
civarindan (n=26) kili¢ baligi érnekleri toplanmistir. Bu 6rneklerden DNA izole edilerek, mtDNA
kontrol bolgesinin 450 baz ciftlik (bg¢) dizi analizi yapiimistir. Ayrica Yenikapi kazilarindan gikartilan
orneklerden antik DNA (aDNA) izole edilmis ve 450 bg¢’lik bolgesi 5 parca halinde analiz edilmigtir.
Sonuglar birbirleri ve literatlirdeki dizi ornekleri ile karsilastirilarak incelendiginde Akdeniz'de
batidan doguya gidildikge genel olarak genetik cesitliligin ve etkin populasyon sayisinin dustugu
ve soy | diye tanimlanan soya ait alt soylarin frekanslari acisindan Ege Denizi kilig baliklarinin
Kuzey Levant havzasindan degil ama diger Akdeniz 6rneklerinden diguk anlamlilik (p<0.05)
dizeyinde ayrildigi gézlenmistir. Gene soy I'e ait sonuglar Akdeniz’de bulunan iki yumurtlama
alani (Guney lItalya-Sardunya Adasi ve Girit Adasi-Fethiye civari) ile értiisen bati ve dogu
populasyonlari arasinda kesin bir farkhlagma degil ancak buyuk olasilikla iki grubun Akdeniz’in
orta kisimlarinda birbiri ile karistig1 yonunde bilgi vermektedir. Antik érneklerin soy frekanslari ise

gunimuaz 6rneklerine benzemektedir.

Tarkiye’de kilig baliginin avlanma orani 1980’lerden bu yana, her gegen yil artis géstermigtir.
Henlz bu artigin ve Karadeniz ile Marmara’dan kilig baliginin kaybolmasinin tim Akdeniz
popilasyonunda daralma olarak hissedilmedigi gdézlenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler,

kiyilarimiz kili¢ baliklarinin korunmasi ve yonetimi ¢calismalarina katkida bulunabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Kilig Balgi, Mitokondriyal DNA (mtDNA), Akdeniz, Kuzey Levant Denizi,
Ege Denizi, Antik DNA (aDNA), Yenikapi Kazilari
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ABSTRACT

Swordfish (Xiphias gladius) is a globally and locally important food source. Studies that were
conducted using different molecular markers show global swordfish can be differentiated into four
distinct stocks named as North Atlantic, South Atlantic, Mediterranean, and Indo-Pacific. So far,
only one conservation and management scenario is offered for Mediterranean which is considered

as a single stock.

Swordfish populations in Turkey are considered as a part of the Mediterranean stock. So far, no
genetic studies have been conducted on the swordfish populations in the Aegean and
Mediterranean shores of Turkey. In this project, swordfish samples were collected from
Mediterranean (around Antalya Bay) and Karsiyaka-Cyprus, to represent Northern Levantine Sea
(n=42) and Aegean shores, around Gokceada and Canakkale (n=26) of Turkey. DNA is extracted
from these samples and 450 base pair (bp) long mtDNA control region was sequenced. Moreover,
ancient DNAs (aDNA) were extracted from samples unearthed from Yenikapi excavation, and 450
bp mtDNA control region were analyzed in 5 overlapping fragments. When these results were
evaluated comparatively with the data in literature, it is observed that genetic variation and
effective population size generally decreased from east to west in the Mediterranean Sea and
based on frequencies of sub clades of the clade |, Aegean Sea populations are differentiated from
all populations at the Mediterranean Sea (except from the Northern Levantine Sea population)
with low significance level (p>0.05). Again, based on clade I, there is no implicit differentiation
between east and west populations that overlap with two spawning areas (around South Italy-
Sardinia Island and Crete Island-Fethiye) in the Mediterranean, but it is very likely that these two
groups are mixed around the middle of the Mediterranean. The frequencies of the clades observed

in ancient samples are similar to modern swordfish populations.

Production of swordfish in Turkey has been increasing every year since 1980s. it is observed that,
this increase and disappearance of swordfish from Marmara and Black Sea has not been
expressed as a decline in the population size, yet. Data obtained from this study can contribute to

conservation and management of swordfish populations inhabiting Turkish coasts.

Keywords: Swordfish, Mitochondrial DNA (mtDNA), Mediterranean Sea, Northern Levantine Sea,

Aegean Sea, Ancient DNA (aDNA), Yenikapi Excavations



1. GIRIS
1.1. Kihi¢ Bahgi
Kilig balgi (Xiphias gladius Linnaeus, 1758) yuksek hizda gé¢ eden buyuk pelajik bir baliktir
(Palko vd., 1981). Kili¢c seklinde uzayan ust ¢cene ile (Sekil 1.1.1) tanimlanan bu balik Dinya’da

61°N - 50°S enlem arasinda tim okyanuslarda yasar. Xiphiidae ailesinin tek Uyesidir (Palko vd.,
1981).

. » 5 " 4
TS - o
-

Sekil 1.1.1. KI|Q¥ bahgi goruntistu (21.08.2013 tarihinde sunulan proje igin Antalya-Side

aciklarinda érnek toplama galismasi sirasinda Fiisun Ozer tarafindan gekilmigtir).

Kilig baligi larva, jivenil ve yetigkin olmak Uzere 3 yasam evresinde incelenebilir (Palko vd.,
1981). Yetigkin kili¢c baliklari yaklasik olarak 445 cm uzunluguna ve 540 kg agirhga ulasabilirler.
(Nakamura, 1985). Yaklasik 4-5 yasinda yumurtlamaya baslarlar ve en az 9 yasina kadar
yasayabildikleri tahmin edilmektedir (Nelson, 1984).

Kilig baliklari genellikle tropikal, iiman ve bazen soguk sularda 18°C ile 22°C sicakliklari arasinda
yasarlar (Frimodt, 1995). Sicaklik degisimlerine karsi yuksek tolerans gosterebilirler. Yetiskin bir
disi beslenmek icin sicakhgin 5°C oldugu soguk derin sulara inebilir (Palko vd., 1981). Kili¢
baliklari ¢ogunlukla yaz aylarinda beslenmek igin iliman veya soguk sulara, son baharda ise
yumurtlamak icin sicak sulara gége ederler ve larvalar genellikle 24°C ve daha yuksek sicakliktaki
sularda bulunur (Nakamura, 1985). Gunduzleri gogunlukla 400 metreden daha derin sularda
avlanirlar geceleri ise 150—250 metre derinliktedirler (Abascal vd., 2010). Kili¢ baliklarinin dikey



duzlemdeki hareketleri ay donglisiine gore de degisebilir. Dolunayda daha derine inerken yeni
ayda ylzeye daha yakin yuzerler (Abascal vd., 2010). Ton baligi, 1skarmoz baligi gibi diger pelajik
baliklar ile beslenirler (Nakamura, 1985).

Kih¢ baliklari yuvaya donig (homing) davranigi gosterir (Alvarado-Bremer vd., 20052).
Yumurtlama ve beslenme bdlgeleri kili¢ baliklarinin ana yasam alanlarini olusturur (Mejuto ve
Garcia-Cortes, 2003). Yumurtlama bdélgeleri, larval evrenin bulunmasina, yumurtlama
donemindeki disilerin bolgedeki varligina ve buna bagli olarak cinsiyet oraninda normale gore
olusan farkhliga gére belirlenir. Yumurtlama bolgelerinde larva ve yumurtlama dénemindeki disiler
daha fazla bulunur. Ayrica yumurtlama boélgelerinde erkek kili¢ baliklarina diger bolgelere goére

daha sik rastlanir (Alvarado-Bremer vd., 20052).
1.2. Kilig Bahg: Stoklari

Kilig baligi her ne kadar uzun mesafeler boyunca go¢ edebilen bir balik olsa da, mtDNA dizi analizi
(Alvarado-Bremer vd., 1996; Alvarado-Bremer vd., 1999; Chow ve Takeyama, 2000; Alvarado-
Bremer vd., 20052, Alvarado-Bremer vd., 2005°; Lu vd., 2006; Garcia vd., 2011), mtDNA kontrol
bolgesi restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (restriction fragment length polymorphism-RFLP)
analizi (Kotoulas vd., 1995; Chow vd., 1997), calmodulin (CaM) geninin 4. intronunun RFLP, dizi
(Chow ve Takeyama, 2000) ve tek nukleotid polimorfizm (Single Nucleotide Polymorphism-SNP)
analizi (Chow vd., 2007; Smith ve Alvarado-Bremer, 2010), Idh-A dizi analizi (Alvarado-Bremer
vd., 2006), aldolase geni (Ald-C) ve CaM intron varyasyonu (Greig vd.,1999) ve mikrosatelit analizi
(Kotoulas vd., 2003; Kasapidis vd., 2007, Kotoulas vd., 2007; Kasapidis vd., 2008) gibi farkli
genetik belirtecler kullanilarak yapilan ¢alismalar kili¢ baliklarinin asagida adlari belirtilen 4 farkh

stoktan olustugunu gostermistir (Sekil 1.2.1).

= [ndo-Pasifik Stogu

= Kuzey Atlantik Stogu
= Guney Atlantik Stogu
= Akdeniz Stogu



Kuzey -

C Stogu |
Aﬂa[{nk‘ | ~ Indo-Pasifik
Stogu % Stog
L9 | N -'_.._._ . :-..Il_jf'.._.!
e . Indo-Pasifik
: Atlantik _ i Stogu
Indo-Pasifik Stogu

Stogu

oulk) i (eqpaat. ) II"".C‘ -

Sekil 1.2.1. Dort ana kilig baligi stogunun yasadiklari yerleri gosteren harita.

Kilig baliklarinda farkh yumurtlama alanlarinin bulunmasi, yuvaya dénme (homing) davranisinin
olmasi ve okyanuslarda bulunan akinti ve anaforlar nedeniyle olusmus olma olasiligi olan cografi
bariyerler, go¢ etme becerisi yiuksek olan bu baliklarda farkli stoklarin olusmasinin nedenleri
olarak 6nerilmektedir (Alvarado-Bremer vd., 1996; Alvarado-Bremer vd., 1998; Chow vd., 2000;
Zardoya vd., 2004). Yuvaya donus davranisinin farkl kihg bahgi stoklari olugturmasina érnek
olarak Atlantik’te biri kuzeyde biri giineyde olmak Uzere iki farkh yumurtlama alalni ve bun bagl
olarak iki farkl stok bulunmaktadir (Béliim 1.2.2). isaretleme yéntemi kullanilarak yapilan farkli
calismalar bu stoklarin birbirinden tamamen izole olmadidini ancak stoklar arasi gegisin az
oldugunu belirtmektedir (Garcia-Cortes vd., 2003; Takahashi vd., 2003, Canese vd., 2008;
Abascal vd., 2010).

1.2.1. Indo-Pasifik Stogu

Yapilan c¢alismalar Indo-Pasifik stogunun kendi icinde heterojen oldugunu go&stermektedir.
(Alvarado-Bremer vd., 20052). Ozellikle Pasifik Okyanusu’nda, mtDNA CR bdlgesi sekansi (Chow
ve Takeyama, 2000; Alvarado-Bremer vd., 2001) ve laktat dehidrogenaz —A (Ldh-A) intron 6
bdlgesi dizisi (Alvarado-Bremer vd., 2006) kullanilarak yapilan genetik calismalar ile balikgilik
stok analizleri (Hinton, 2003) bu stogun 4 ayri bdlgesinde Kuzey Merkez Pasifik, Kuzey Dogu
Pasifik, Guney Dogu Pasifik ve Guney Bati Pasifik olmak tzere 4 ayr bolgede farkhlastigini
gOstermektedir. Bu bolgeler sekil 1.2.1.1’de gdsterilmigtir.
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Sekil 1.2.1.1. Pasifik Okyanusu’nda bulunma ihtimali olan 4 ayri populasyonun yerlerini gosteren

harita (Hinton ve Alvarado-Bremer, 2007).

Indo-Pasifik stogunda bulunan yumurtlama bdlgeleri hakkinda bilgi yetersizdir. Fakat yumurtlama
déneminin Kuzey Merkez Pasifik'te Mart'tan Temmuz’a kadar Glney Bati Pasifik'te EyliI'den
Aralik’a kadar, Kuzey ve Gliney Dogu Pasifik’te ise tim yil boyunca gercgeklestigi disunidlmektedir

(Hinton ve Alvarado-Bremer, 2007).
1.2.2. Kuzey Atlantik ve Giiney Atlantik Stoklari

Hem Kuzey Atlantik hem de Guney Atlantik stogu genetik olarak kendi i¢lerinde iyi tanimlanmistir.
iki stogun da kendi icinde yok denilebilecek kadar az heterojenlik igerdigi kabul ediimektedir
(Alvarado-Bremer vd., 2005%). Su ana kadar her stok igin en az birer yumurtalama boélgesi
tanimlanmistir. Kuzey Atlantik’teki yumurtlama bdlgesi Karayip adalarinin yakininda, Giney
Atlantik’teki is Brezilya ve Uruguay yakininda bulunmaktadir (Alvarado-Bremer vd., 2005%). Bu

yumurtlama bolgeleri sekil 1.2.2.1°de gdsterilmistir.
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Sekil 1.2.2.1. Sekil 1.2.2.1 3 Atlantik'te bPqunan kilig baligi yumurtlama bélgeleri A) Kuzey Atlantik

bolgesinde Karayip adalari yakininda B) Giliney Atlantik boélgesinde Brezilya ve Uruguay
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yakinlarinda (Alvarado-Bremer vd., 20052).

Kuzey Atlantik’'te, yumurtlama genelde bitin yil sirer ancak Aralik ve Subat arasinda en ylksek
seviyeye ulasir. Glney Atlantik'te de ayni sekilde yumurtlama butin yil sirer ve Ocak-Matrt ile

Nisan-Haziran arasinda tepe noktasina ulasir (Arocha, 2007).
1.2.3. Akdeniz Stogu

Akdeniz'de yasayan kili¢ baliklari ile ilgili bilgiler kesinlik kazanmamigtir. Bilgi eksikligi nedeni ile
Akdeniz stogunun iyi yénetiimemekte oldugu distnutlmektedir (Collete vd., 20112). Akdeniz’in
dogusunda ve batisinda farkl yumurtlama bdlgeleri oldugu bilinmektedir (Vinas vd., 2010).
Akdeniz'in batisinda Sicilya bogazinin yakinlarinda, Giiney italya ve Sardunya Adasi civarinda bir
yumurtlama bélgesi oldugu uzun zamandan beri bilinmektedir (Cavallaro vd., 1991). Akdeniz'in
dogusunda ise, Levant Denizi'nin (sekil 1.2.3.1’deki mavi ile gosterilen bodlge) kuzey batisinda,
Fethiye ve Rodos adasi civarinda bir yumurtlama bolgesi oldugu belirlenmistir (Tserpes vd., 2001).
Akdeniz'in batisinda ve dogusunda bulunan bu iki yumurtlama bdlgesi sekil 1.2.3.1’de
g6sterilmistir. Ayrica, Balearik Adalari, Messina Bogazi, Tiran ve Iyon Denizi'nin giineyinde

yumurtlamanin arttigi saptanmigtir (Di Natale vd., 2002).

Yumurtlama bahar ve yaz aylarinda gergeklesir genellikle Haziran-Temmuz arasinda tepe
noktasina ulasir (Di Natale vd., 2002).
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Sekil 1.2.3.1. Akdeniz’de bulunan kilic bahdi yumurtlama bélgeleri A) Bati Akdeniz tarafinda
Sicilya bogazi yakinlarinda, Giiney italya ve Sardunya Adasi civarinda (Cavalaro vd., 1991) B)
Dogu Akdeniz tarafinda Levant Denizi’nin (mavi ile gbsterilen bdlge) kuzeybatisinda, Fethiye ve

Rodos adasi civarinda (Tserpes vd., 2001).

1.3.  Kili¢ baligi Mitokondriyal DNA Bolgesi

Her dkaryotik hicrenin mitokondrisinde bulunan dairesel bir DNA olan mitokondriyal DNA
(mtDNA) populasyon genetigi calismalarinda siklikla kullanilan énemli bir belirtegtir. YUksek
evrimlesme hizina sahip oldugundan yakin zamanda birbirinden ayrilmig turler calisilabilir. mtDNA
dizilerindeki farklar sadece mutasyonlar sonucu oraya ¢ikmis oldugu igin mtDNA Uzerindeki
bulunan polimorfizmlerin istatiksel olarak c¢aligiimasi kolaydir ve bdylece populasyonlarin
mtDNA’ya dayali evrimsel tarihleri incelenebilir. Ancak bu belirtecten elde edilen bilgiler ile
genomik DNA'nin gesitliligi hakkinda ¢ok fazla yorum yapilamaz ¢inki mtDNA sadece annesel
kokenin tarihi hakkinda bilgi verebilir ve tek bir gen gibi davrandigi icin kendine ait evrimsel
dinamikleri bulunur (Bruford vd., 2003; Bruford 2004). mtDNA’nin en hizli evrimlesen bodlgesi olan
kontrol boélgesi yer dedisim halkasini (displacement loop-D loop) icermektedir. Bu boélge ¢ok hizli
evrimlesme gosterdigi icin 0zellikle memeli hayvanlarin genetik cesitlilik ve evrimsel ¢calismalari
icin siklikla kullanilir (Bruford vd., 2003). Baliklarda ise bu bdlge memelilere gére daha dusuk
cesitlik iceriginden 6zellikle yakin zamanda farkhlagmig populasyonlar ile yapilan ¢calismalarda

uygun olmayabilir (Magoulas, 2014). Ancak bu belirte¢ kili¢ baliklarinda siklikla kullaniimaktadir



ve Ozellikle Akdeniz kilig baliklari mtDNA kontrol bélgesi i¢in ¢ok miktarda veri mevcuttur. Bu

nedenle sunulan galismada bu belirte¢ kullaniimistir.

Kilig baligi mtDNA’sI yaklasik olarak 16520 baz gifti (bg), CR ise yaklasik olarak 829 bg
uzunlugundadir (Miya vd., 2013). CR’nin L-dizisinin 5’ ucunun yakininda 1-3 tane TACA motifli
bitisik tekrarlar bulunur (Alvarado-Bremer vd., 2005P).

Kih¢ baliginda mtDNA’ya dayali iki soy (clade) bulunmaktadir. Bunlar soy | ve soy Il olarak
adlandirilir (Alvarado-Bremer vd., 1996). Daha yUksek haplotip ¢esitliligine sahip olan soy I, bitlin
okyanuslarda bulunur ve Indo-Pasifik okyanusunda gérulebilen tek soydur (Alvarado-Bremer vd.,
1996; Chow vd., 1997; Chow ve Takeyama, 2000; Alvarado-Bremer vd., 2005°). Soy | iki ayri alt
soy icerir. Bu alt soylar alpha (a) ve beta (B) alt soylari olarak adlandirilir. Beta alt soyu Pasifik
okyanusunda daha yogdun olarak bulunur (Alvarado-Bremer vd., 2005°). Soy Il ise Akdeniz'de en
yiiksek frekansa sahiptir (Alvarado-Bremer vd., 2005°; Vinas vd., 2010). Alvarado-Bremer vd. 'nin
(2005) galismasinda soy II'nin salt Akdeniz’'de bulunan Theta-Med ve salt Atlantik‘de bulunan
Theta-Atl olarak adlandiriimis iki ayri dala ayrildigi gézlenmistir. Soy | ve Soy Il ile alt soylarinin

dunya Uzerinde dagilimlari sekil 1.3.1 Gzerinde gosterilmigtir.
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Sekil 1.3.1. Kili¢ baligi mtDNA soylarinin stoklar bazinda frekans degerleri (Alvarado-Bremer vd.,
2005P).
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1.4. Kih¢ Baligi Koruma ve Yonetimi

Atlantik ve Akdeniz kilig balhdi stoklari Uluslararasi Atlantik Tuna Koruma Komisyonu
(International Commission for the Conservation of Atlantic Tuna -ICCAT) tarafindan, Indo-Pasifik
Stogu ise Uluslararasi Inter-Amerikan Tropikal Tuna Koruma Komisyonu (Inter-American Tropical

Tuna Commission-IATTC), tarafindan korunmakta ve yonetilmektedir. (Collette vd., 2011?).

Akdeniz kilig baligi stogu son 20 yilda dinya c¢apinda %28 azalma gdstermigtir. Bu stok iyi
yonetilmeyen bir stok olarak degerlendiriimesine ragmen batin Dunya’daki kilic baligi
populasyonunun sadece %10’unu kapsadigi i¢in Uluslararasi Dogayi Koruma Birligi (International
Union for Conservation of Nature-lUCN), kih¢g balidini ‘Asgari Kaygi (Least Concern) olarak

siniflandirmis, populasyon egilimini ise “azalmakta” olarak belirlemistir (Collette vd., 2011?).
1.5. Akdeniz Stogunun Durumu

Daha 6nce de belirtildigi gibi Akdeniz stogu iyi yonetilmeyen bir stok olarak dederlendiriimektedir
(Collette vd., 2011%). Bu stok hakkinda etkili bir koruma programi olusturmak icin yeterli bilgi
olmadigi vurgulanmakta butin Akdeniz ulkelerinin katilmi ile daha c¢ok calisma yapilmasi

Onerilmektedir (Anonymous, 2012).

Yuksek bir Uretim kapasitesine sahip Akdeniz stogunun ortalama yillik avlanma miktari Kuzey
Atlantik stogu ile yaklasik olarak ayni olmasina ragmen Kuzey Atlantik stogunun daha buyuk bir
populasyona sahip oldugu bilinmektedir. Bu durum Akdeniz stogunda asiri avlanmayi isaret
etmektedir (ICCAT, 2014).

Kilig baliklari yuvaya dénds davranigi gosterdigi igin farkli yumurtlama bdlgeleri farkh gruplarin
varligini isaret ediyor olabilir. Benzer sekilde mtDNA CR bdlgesinin 450 bg¢'lik bir par¢asinin dizileri
kullanilarak yapilan bir ¢alisma (Vinas vd., 2010), Bati ve Dogu Akdeniz arasinda olasi bir
farklilasmaya isaret etmektedir. Bu ¢alismada Bati Akdeniz’i temsilen Liguria Denizi, Balearik
Denizi ve Tunus kiyisindan toplanana kilig baligi érnekleri, Dogu Akdeniz'i temsilen Iyon Denizi
ve Ege Denizi'nden toplanan érneklerden elde edilen diziler analiz edilmistir. Bu ¢alismada iki soy

ayri ayri incelendigi zaman Akdeniz stogunun dogu ve bati ekseninde farklilastigi gézlemlenmisgtir.
1.6. Turkiye’deki Kilic Baligi Popiilasyonlari

GlUnumulzde, Turkiye'de kilic balidi Akdeniz ve Ege Denizi'nde yasamaktadir. Literatiurde
Karadeniz ve Marmara Denizi de kilig baligi yasam alani arasinda tanimlansa da yaklasik 50 yildir

bu bolgelerden ¢ok az kilig baligi yakalanmistir (Anonymous, 2007).



Birlegmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization of the United Nations-
FAOQO) verilerine gore kiligc baligi avlanma oranlari 6zellikle 1980’lerin ortalarinda itibaren artmaya
son yillarda ise dugsmeye baglamistir (Sekil 1.6.1). Dolayisiyla son 30 yilda kili¢ baliginin ekonomik

oneminin arttigr ancak son yillarda avlanma oranlarinin azaldigi séylenebilir.
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Sekil 1.6.1. 1958-2010 yillari arasinda Turkiye’'deki toplam kilig baligi Gretimini gosteren grafik
(http://www.fao.org/fishery/statistics/en adresinden 2014 vyilinda alinan veriler kullanilarak

hazirlanmigtir).

1.7.  Antik DNA (aDNA) ve Antik Kilic Baligi Ornekleri

Arkeolojik kazilardan elde edilen veya muzelerde bulunan kemik, tohum, fosil kalintilari, hatta
yumurta kabugu, tly veya parsdémen gibi daha olagan disi kaynaklardan elde edilen DNA’ya antik
DNA (aDNA) denir (Paabo vd., 2004). Populasyon genetigi ve molekiler evrim galismalarinda,
antik orneklerden elde edilen DNA kullanilarak, populasyonlarin evrimsel tarihi ve genetik
cesitliliklerindeki degisimlerle ilgili modern kaynaklardan elde edilmesi mimkin olmayan bilgiler

elde edilir.

Antik kaynaklardan elde edilen DNA (aDNA) Ginumizde yasayan ve modern olarak
tanimlanabilecek kaynaklardan elde edilen DNA'dan ¢ok daha diisiik kalitededir. Olimden sonra

DNA molekuller hemen pargcalanmaya baslar. Ayrica nikleaz enziminin aktivitesi, hidrolitik
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islemler oksidatif ve mikrobiyal islemeler sonucu aDNA Gzerinde 6lim sonrasi modifikasyonlar
olusur (Hofreiter vd., 2001). Sicaklik, ve ¢cevrede bulunan su pargalanmay hizlandirir ve bir stre
sonra aDNA tamamen yok olur (Allendorf vd., 2012). aDNA’nin kontaminasyona agik ve kirilgan
yapisi nedeniyle bu calismalari sadece antik DNA c¢alismalarina adanmis (dedicated),

laboratuvarlarda yapiimalidir (Hofreiter vd., 2001).

istanbul’da Yenikapi bélgesinde 2004 yilinda baslatilan Marmaray-Yenikap! kazisindan 6 adet
kilig bahgi kemigin ¢ikarilmistir (Onar vd., 2013). Calisma kapsaminda bu 6rneklerden aDNA izole

edilerek, kismi mtDNA bdlgesi analiz edilmistir.
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2. GALISMANIN AMAGLARI

Su ana kadar Akdeniz’in Kuzey Levant bolgesinde ve Ege’nin Anadolu kiyilarinda kiligbaliginin
genetik yapisini igeren bir ¢calisma yapilmamistir. Akdeniz'de bulunan yumurtlama bélgelerinden
bir tanesinin Turkiye’de Glney Ege ve Bati Akdeniz kiyilarina yakin oldugu (Tserpes vd., 2001)
hatirlanirsa bdlgenin caligiimasinin gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Gergekten Dogu ve Bati
Akdeniz de genetik farklilagsma varsa bu fark iki yumurtlama alaninin varligi ile iligkili ise Turkiye
sularindan yakalanan baliklar genetik agidan Bati Akdeniz’deki kili¢ baliklarindan daha farkh
olarak ortaya ¢ikabilir. Bu durum “Dogu stogunun” var oldudu, izole oldugu ve bu stok icin ayri bir
yonetim planinin yapilmasi gerekliligini ortaya koyabilir. Hatta zayif bir olasilik da olsa Ege ve
Akdeniz de bagka yumurtlama alanlar ve farkli populasyonlar olabilir. Gene avlanma baskisi ve
yayllim alani daralmasiyla beraber Bizans déneminde yasamis olan kili¢ baliginda mtDNA'ya

bagli genetik gesitlilik azalmis olabilir.

Sunulan c¢alismada, Akdeniz ve Ege kiyllarindan glnimizde yasayan kilic baligi 6rnekleri
toplanmistir. Ayrica erken-ge¢ Bizans olarak tarihlenen antik kilic baligi érneklerinin (Onar vd.,
2013) tamami da c¢alisiimak Uzere laboratuvarimiza getirilmistir. Tim bu 6rneklerden DNA elde
edilerek mtDNA CR boélgesinin 450 b¢ uzunlugundaki bir kismi dizilenmistir. Bu ¢alismadan elde
edilen veriler literatirde kullanilan verirlerle birlikte analiz edilerek Turkiye sularindaki kilig

baliginin buglinkii ve bir oranda ge¢misteki genetik yapisini tanimlamak i¢in kullaniimigtir.
Calismanin amaglari su sekilde 6zetlenebilir:

1. Kuzey Levant Denizi'nin kuzeyi (TUrkiye’'nin Akdeniz kiyisi ve Kibris’in kusez kiyisi; bu
calismada Kuzey Levant Denizi olarak belirtiimistir), Ege Denizi ve Akdeniz’'in geri kalan
boélgelerindeki mtDNA CR yaklasik 300-450 bg bolgesine dayali genetik gesitliligi ve bu
cografi bdlgeler arasindaki olasi genetik farklihgi ve gé¢ oranini incelemek.

Akdeniz'de bulunan populasyonlarin etken populasyon blyukliguinu saptamak.

Kuzey Levant Denizi ve Ege Denizi arasindaki olasi farklilagmalara bakmak.

Antik ve modern érnekleri analiz ederek ge¢cmis ve simdiki soy ¢esitliligini karsilastirmak.

a &~ N

Elde edilen verilerle, ICCAT tarafindan yuratulen kilig baligi koruma ve yonetim

calismalarina katkida bulunmak.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Ornekleme ve DNA izolasyonu
3.1.1. Modern Ornekler

Proje kapsaminda Akdeniz’den, 41 tanesi Antalya Korfezi agiklarindan ve 1 tanesi Kibris
Karsiyaka agiklarindan yakalanan toplam 42 baliktan, Ege Denizi'nden ise Canakkale ve
Gokgeada aciklarindan yakalanan toplam 26 baliktan doku 6rnegi toplanmistir. Orneklerin
toplandig1 yerler Sekil 3.1.1.1’de gOsteriimektedir. Toplanan dokulardan DNA izolasyonu
GeneJET DNA Saflastirma Kiti (Thermo Scientific) kullanilarak ve Uretici firmanin tavsiyeleri
dikkate alinarak gergeklestirilmistir. izole edilen DNA'lar jel (izerinde ve nanodrop kullanilarak

gOruntilenmis ve miktarlari dlgulmustar.

GUORCISTAN

——» Ege Denizi Ornekleri

Kuzey Levant Denizi Ornekleri

- — —
0 5 100 150 20

Sekil 3.1.1.1. odern kilig¢ baligi érneklerinin toplandigi bélgeleri gésteren harita.

Bu calisma icin toplanan modern érneklerden elde edilen diziler Vinas vd.,'nin (2010) ve Alvarado-
Bremer vd.,’'nin (2005°) galismalarinda elde edilen Akdeniz popilasyonlarina ait 242 adet dizi ile
beraber incelenmistir. GenBank veri tabanindan elde edilen bu dizilerin erisim numaralari ve ait
oldugu calismalarin referanslari Ek 1’de verilmistir. Literatlirden elde edilen Ege Denizi'ne ait
diziler, bu ¢calismada elde edilen diziler ile birlestiriimistir. Calisma kapsaminda istatistiksel olarak
analiz edilen butin populasyonlarin toplandigi yerler ve birey sayilari sekil 3.1.1.2°de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.1.1.2. Calisma kapsaminda istatistiksel olarak analiz edilen butlin popllasyonlarin

toplandiklari denizler ve birey sayilari (*Bu ¢alisma kapsaminda dizisi elde edilen érnek sayilarini

gostermektedir. **Orneklerden birinin kilig baligina ait olmadigi belirlenmistir-Bolum 3.3).

3.1.2. Antik Kilic Bahigi Ornekleri

Marmaray tren hattinin Yenikapi istasyonunun insaati sirasinda ¢ok sayida gemi enkazi ve
havyan iskeleti oraya ¢ikariimigtir. Hemen ardindan Kultir ve Turizm Bakanlhi@i ile Kaltar Varliklar
ve Muzeler Genel Madurligu tarafindan 2004 yilinda bdlgede arkeolojik kazilar baslatiimistir.
Deniz seviyesinin +3 metre tzerindeki 58.000 m? alanda yapilan bu kazilar sonucu Erken Bizans
Donemi'nin en biyudk limani olan antik Theodosius Limani ortaya g¢ikarilmigtir (Sekil 3.1.2.1). Bu
liman sekil 3.1.2.1°de goruldugu gibi Bayrampasa’da bulunan, ginimuizde kurumus olan, Lykos
deresinin agzindaki dogal koyda bulunmaktadir (Basaran, 2008; Onar vd., 2013)
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Sekil 3.1.2.1. Yenikapi kazilarinda ortaya ¢ikarilan antik Theodosius Limanr’'nin yeri (Bagaran,

2008; Onar vd., 2013).

Yenikapi kazilari sonucunda ¢ok sayida hayvan kemidi ¢ikariimigtir. Bu kemiklerden 6 (5 adet

omurga ve 1 adet kili¢ seklinde Ust gene kemigi) tanesinin kilig baligina ait oldugu belirlenmistir
(Onar vd., 2013). Cikarilan kemiklerin fotograflari Sekil 3.1.2.2’de (Onar vd., 2013)

gosterilmektedir. Kemikler 4-5 yuzyll Erken Bizans ve 15. yuzyll Geg¢ Bizans arasinda

tarihlendirilmistir (Onar vd., 2013).
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Sekil 3.1.2.2. Marmaray kazilarindan ¢ikarilan kili¢ bahgi kemikleri (Onar vd., 2013).

Bu kemiklerden DNA elde edilmesi islemi Orta Dogu Teknik Universitesi MODSIMMER binasinda,
sadece antik DNA c¢alismalarina adanmis (dedicated), evrensel standartlara uygun antik DNA
(aDNA) laboratuvarinda yapilmistir. Laboratuvara getirilen 6rneklerden aDNA elde etmek igin
Rohland vd.,’'nin (2010) DNA izolasyon yontemi uygulanmistir. Yontemin ayrintilari EkK 2'de
verilmigtir. Elde edilen DNA 6rneklerinin konsantrasyonu, genellikle antik drneklerden elde edilen
DNA miktarinin az olmasi sebebiyle, DNA kaybini dnlemek amaci ile kontrol edilmeden PZR i¢in

kullaniimistir.
3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
3.2.1. Modern Orneklerde mtDNA CR Bolgesinin Cogaltiimasi

Kilig baligi mtDNA kontrol bdélgesinin yaklasik 450 b¢ uzunlugundaki bir pargasi Vinas vd.,’nin
(2004) calismasinda belirtilen L15998 ve CSBDH primerleriyle gogaltilmistir. Bu primerlerin dizileri

asagida verilmigtir.

L15998: 5-TACCCCAAACTCCCAAAGCTA-3’
CSBDH: 5-TGAATTAGGAACCAGATGCCAG-3’

Tablo 3.2.1.1 ve Tablo 3.2.1.2’'de mtDNA CR bdélgesi i¢in PZR karisiminin konsantrasyonlari ve PZR
kosullarini verilmektedir.
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Tablo 3.2.1.1. Kili¢ baligi mtDNA CR bélgesi i¢in PZR karisiminin konsantrasyonlari.

PZR Tamponu

1X

MgCl,

2.0

mM

dNTP

0.4

mM

Primerler

15 pmol

Taq Polimeraz

1 Unite

BSA

5ng

Toplam Hacim

25 uL

Tablo 3.2.1.2. Kili¢ baligi mtDNA CR bélgesi igin PZR kosullari.

Sicakhk Sure Dongi Sayisi
Denaturasyon | 95°C 5 dakika 1
Denaturasyon 94°C 45 saniye
Baglanma (Annealing) 57°C 45 saniye 35
Uzama (Extention) 72°C 60 saniye
Son Uzama (Final Extention) 72°C 15 dakika 1

3.2.2. Antik Orneklerde mtDNA CR Bélgesinin Gogaltiimasi

Antik kih¢ baligi mtDNA CR bdlgesinin modern DNA analizinde de kullanilan yaklagik 450 bg
uzunlugundaki pargasi, klguk parcalar halinde oldugu bilindiginden, Primer Design with Primer 3
(Rozen ve Skaletsky, 2000) programi kullanilarak dizayn edilen 5 primer cifti ile birbirleri ile
¢akisan 5 parga halinde cogaltiimistir. Bu primer ciftlerinin dizileri ve g¢ogalttiklari bdlgelerin

uzunlugu asagida verilmigtir.

F1
R1

: TACCCCAAACTCCCAAAGCTA
: TGATGTATAAACGTGAATGGTTACAT

F2: GCACATAACATGTAATTCGAC

R2

: GCTAGGTCTTAAGTTTCTGCTTG

F3: AATGTAACCATTCACGTTTATACATC

R3

: TCGGAATTTGAGTCCTGGTA

F4: CAAGCAGAAACTTAAGACCTAGCA

R4

ATGCTGGTTGGTGGTCTCTT

F5: CCAGGACTCAAATTCCGATT

R5

Tablo 3.2.2.1 ve Tablo 3.2.2.2'de aDNA mtDNA CR bdlgesini 5 parga halinde ¢ogaltiimasi igin her

bir primer ¢iftinde kullanilan PZR karigiminin konsantrasyonlari ve PZR kosullarini verilmektedir.

: TGAATTAGGAACCAGATGCCAG
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Parca Uzunlugu:

Parca Uzunlugu:

Parca Uzunlugu:

Parca Uzunlugu:

Parca Uzunlugu:

177

138

150

111

150




Kih¢ baligi aDNA o6rneklerinin PZRu icin “AmpliTaq Gold 360" (Applied Biosystems Inc., Foster
City, CA, USA) kullaniimigtir.

Tablo 3.2.2.1. Kilig baligi aDNA mtDNA CR boélgesini 5 parca halinde ¢ogaltiimasi icin her bir
primer c¢iftinde kullanilan PZR karisiminin konsantrasyonlari
1X

PZR Tamponu

MgCl,

2.25mM

dNTP

0.20 mM

Primer

10 pmol

3 Unite
1ng
20 uL

AmpliTaqg Polimeraz
BSA
Toplam Hacim

Tablo 3.2.2.2. aDNA mtDNA CR bélgesini 5 parga halinde ¢ogaltiimasi icin her bir primer ciftinde

kullanilan PZR kosullari.

Asama Sicaklik Sire Dongii Sayisi
Denaturasyon 94°C 15 dakika 1
Denaturasyon 94°C 45 saniye
Baglanma (Annealing) 52°C 45 saniye 60
Uzama (Extention) 72°C 60 saniye
Son Uzama (Final Extention) 72°C 15 dakika 1

3.3. mtDNA Kontrol Bolgesi Dizi Analizi

PZR ile ¢ogaltilan mtDNA CR bdlgesi urlnleri, modern drnekler icin %2’lik, antik érnekler igin
%2.5'lik agaroz jel ile kontrol edilmigtir. GeneJET PZR temizleme kiti (Thermo Scientific) ile
temizlenen drtin zincir bitirme yontemiyle ABI prism 3100 cihazinda dizilenmistir. Dizileme iglemi
icin PZR ile gcogaltma igleminde kullanilan primerler kullanilarak iki yonlu dizileme yapilmigtir. Dizi
verisi ChromasPro v1.5 (http://www.technelysium.com.au /ChromasPro.html) programi ile analiz
edilmigtir.

Antik 6rneklerden elde edilen pargalar Bioedit v7.2.5 (Hall, 1999) programi kullanilarak
birlestirilmistir.

aDNA dizileri Gzerindeki, canh 6ldukten sonra gergeklesmis hatall baz yerlestirmeler olma ihtimali
Bioedit v7.2.5 (Hall, 1999)

(http://www.technelysium.com.au /ChromasPro.html) programlari ile belirlenmistir.

olan nukleotid degisimleri ve ChromasPro v1.5 ile
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Orneklerden ve veri tabanindan elde edilen mtDNA CR dizileri Bioedit v7.2.5 (Hall, 1999) programi
ile dizenlemis ve ayni programin iginde bulunan ClustalW Coklu Hizalama uygulamasi

kullanilarak hizalanmistir.
3.4. Sonuglarin istatistiksel Analizi
3.4.1. Niikleotid Degisim Modelinin Belirlenmesi

Dizi evrim modeli de denilen nikleotid degigsim modelinin belirlenmesi genetik iligkilerin givenilir
bir topolojisini ¢cikartmak igin gereklidir. Analiz edilen diziler i¢cin en uygun model Akaike Bilgi Kriteri
(Akaike Information Criterion-AlC) (Akaike, 1974) ve Bayesian Bilgi Kriteri (Bayesian Information
Criterion-BIC) (Schwarz, 1978)'nin de icinde bulundugu bes 8lgiite gére belirlenmistir. ik olarak
diziler igin maksimum olasilik (maksimum likelihood) degerleri belirlenmistir. Olabilirlik degerleri,
sabit dizi noktasi (+I) olmasi/olmamasi, gama dagilimli heterojenlik oranin (+G) olmasi/olmamasi
secenekleri ve gesitli parametreler goz 6nune alinarak, 6 ana degisim modelini de iceren 88 model
icin hesaplanir. Bu ana degisim modelleri JC (Jukes ve Cantor, 1969), HKY (Hasegawa, Kishina
ve Yano, 1985), TN (Tamura ve Nei, 1993), K81 (Kimura, 1981), TIM (Posada, 2003) ve GTR/REV
(Tavaré, 1986) modelleridir. Daha sonra se¢me olcutleri AIC (Formil 3.4.1.1) ve BIC (Formdl

3.4.1.2) formillerine gore degisim modellerine uygulanir.
AIC = =21+ 2K (3.4.1.1)
BIC = =21+ Klogn (3.4.1.2)

Bu formullerde I, modeldeki maksimum olabilirlik degerini, K modeldeki serbest parametrelerin
sayisinl, n ise 6rnek sayisini gostermektedir. AIC, molekuler evrimin dogal isleyisini temsilen belirli

bir model kullanildiginda yok olan bilginin miktarini gésterir. Bu nedenle en kiigtik AIC tercih edilir.

Analiz edilen diziler igin en uygun nukleotid degisim modeli jModelTest 2 (Guindon ve Gascuel,

2003; Darriba vd., 2012) programi kullanilarak belirlenmigtir.
3.4.2. Komsu Birlestirme (Neighbor Joining-NJ) Agaci

Populasyonlar arasi genetik benzerligi gozlemlemek icin genellikle bir kimeleme algoritmasi
kullanilarak bir dendogram hazirlanir. En yaygin kullanilan kiimeleme algoritmalarindan biri Saitoi
ve Nei'nin (1987) Komsu Birlestirme (Neighbor Joining-NJ) algoritmasidir. Bu algoritmanin

avantajlari sunlardir;

a) Dal uzunluklar ultra-metrik (ayni boyda) degildir. Bdylece populasyonlar arasinda ek bilgiye

sahip olunmasini saglar.
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b) Cok hizli bir algoritma oldugu icin en genis veri setleri icin bile uygundur. C6z-bagla uygulamasi
birden fazla (100-1000) adacin gizilmesine olanak verir ve Orneklerden istatistiksel belirsizlik

hesaplanmasini saglar.

c) Evrimsel hizlarin farkli oldugunu kabul eder ve farkli takson Uzerine etki eden duzensiz evrimsel

guglerin varliginda daha iyi ¢alisir.

Bu galismadan ve veri tabanindan elde edilen mtDNA CR boélgesi dizileri icin NJ agaci, 1000 ¢6z-
bagla degeri ile ve jModelTest 2 (Guindon ve Gascuel, 2003; Darriba vd., 2012) sonucunda secilen

modele gbre MEGA 6 (Tamura vd., 2013) programiyla cizilmistir.
3.4.3. Medyan Birlestirme Agi1 Analizi (Median Joining-MJ Network)

Medyan Birlestirme (MJ) Agi analizi (Bandelt vd. 1999) mutasyon sayisina gore en yakin
haplotiplerin birbirine baglandigi bir agi gosterir. MJ agi Kruskal'in (1956) algoritmasinin ve
Farris’in  (1970) Maksimum Tutumluluk (Maximum Parsimony-MP) bulussal (heuristic)
algoritmasinin 6zelliklerini birlestirir. Kruskal'in (1956) algoritmasi kisa baglantilar tercih ederek
kapsayan en klglk agac¢ (minimum spanning) agacini bulur. Farris'in (1970) MP bulussal
algoritmasi ise “medyan vektorleri” denilen (bu analizde dizileri ifade eder) yeni kdsegen ekler. MP
yonteminin aksine MJ yodntemi baglari ¢dzmez, mtDNA gibi rekombinasyondan bagimsiz

populasyon verileri kullanir.

Bu calismada MJ agi NETWORK 4.6.1.0 (http://www.fluxus-engineering.com/) programi

kullanilarak olusturulmustur. MJ agi olusturmak igin €=0; bdlge agirligi=10 olan 6nceden

tanimlanmis degerler degistiriimeden kullaniimistir (Vinas vd., 2010).
3.4.4. Popilasyonlarin Soy Frekansi
Modern 6rneklerde her popilasyon icin soy frekansi formal 3.4.4.1’e gére hesaplanmistir.
Xi = Nix /Ny (3.4.4.1)

Bu formilde xi, x populasyonundaki i soyunun frekansini, nix i soyunun x popilasyondaki gorilme

saylisinl, ny ise x populasyonun toplam birey sayisini gostermektedir.
3.4.5. Baz Dizisine Dayali Olarak Saptanan Soy Cesitliligi
3.4.5.1. Niikleotid Cesitliligi (1)

Diziler Gzerindeki her bir nokta igin iki dizi arasindaki ortalama nukleotid farkini belirten nikleotid

cesitliligi (1), bir populasyondaki genetik cesitliligin dlgutlerinden biridir. Bu deger nukleotid
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dizeyinde bulunan heterozigotluk olarak da tanimlanabilir (Nei, 1987). Nukleotid cesitliligi forml
3.4.5.1.1 ile hesaplanabilir (Nei, 1987).

T =nx;xm;)/(n—1) (3.4.5.1.1)

Bu formilde n drnek sayisini, xive x;, x populasyonundaki i. ve j. dizilerin frekansini ve i i. ve j.
dizileri arasinda her nukleotid yeri igin nukleotid farkliliklarinin oranini gésterir. 1 standart sapmasi

T varyansinin karesidir. 1T varyansi ise formul 3.4.5.1.2’ye gére hesaplanmaktadir.

4
n(n-1)

2
V(Tl.') = [(6 - 4‘71)(2 xinﬂ.'i]') + (Tl - 2) inxjxk”ij”ik + Z Xl'X]'T[iZj (34512)

Bu formilde n 6rnek sayisini, X; Xjve Xk, X populasyonundaki i. j.ve k. dizilerin frekansini, 1 i. ve
j- dizileri arasinda her nikleotid noktasi icin nikleotid farkliliklarini oranini, miise i. ve k. dizileri

arasinda her nikleotid yeri icin ntkleotid farkhliklarinin oranini gésterir.

T dederi oranlar Uzerinden hesaplandigi i¢in dizi uzunlugundan bagimsiz bir dlguttir. Bu degeri

kullanarak bir DNA Uzerinde farkli bolgelerin cesitliligini karsilastirmak mimkuanddr.

Soylarin nikleotid c¢esitlilikleri DnaSP v.5 programindaki (Librado ve Rozas, 2009)

“Polymorphism” araci kullanilarak hesaplanmistir.
3.4.5.2. Haplotip Cesitliligi (Hd)

Haplotip cesitliligi (Hd) populasyondan rasgele secilen iki dizinin farkl haplotiplere sahip olma
olasiligini dlger. Bu olcut kullanilarak populasyondaki heterozigotluk hesaplanabilir. Haplotip
cesitliligi formadl 3.3.5.2.1 ve gesitliligin varyansi formal 3.3.6.2.2 ile hesaplanir (Nei, 1987). H’nin

standart sapmasini hesaplamak icin varyansin karekoku alinir.
H=-"—(1-Xx}) (3.4.5.2.1)

1
n(n-1)

V(H) =

2t -2){ZxF - @x))’} + 27 - ©xH)? (3.4.5.2.2)
Bu formiillerde x;, x populasyonundaki i. haplotip frekansini, n ise érnek sayisini gésterir.

Soylarin haplotip gesitlilikleri DnaSP v.5 programindaki (Librado ve Rozas, 2009) “Polymorphism”

araci kullanilarak hesaplanmistir.
3.4.5.3. Bir Popiilasyondaki Ortalama Niikleotid Farki Sayisi (k)

Bir populasyondaki ortalama nukleotid farki sayisi da tipki nikleotid c¢esitliligi gibi genetik gesitlilik

Olgutlerinden biridir. Bu sayi mden farkh olarak oranlar yerine dizilerin arasindaki gercek farklar

20



kullanilarak hesaplanir yani k dizi uzunluguna bagli bir 6l¢ittir. Dizi uzunlugu arttikga daha yiksek

degerlere ulagabilir (Jobling vd., 2004).

Populasyondaki ortalama nukleotid farki sayisi formul 3.4.5.3.1 (Tajima, 1983) kullanilarak

hesaplanir.
k=X 2i<j kij /(721) (3.4.5.3.1)

Bu formulde ki, i ve | dizileri arasindaki nukleotid farkinin sayisini, n 6rnek sayisini, (n, 2)

kombinasyonu ise incelenen setteki ikili karsilastirmalarin sayisini gosterir.

Bir populasyondaki ortalama nuikleotid farki sayisi DnaSP v.5 programindaki (Librado ve Rozas,

2009) “Polymorphism” araci kullanilarak hesaplanmistir.

3.4.5.4. Popiilasyonlar Arasi Her Bélge igin Ortalama Niikleotid Degisim Sayisi (Dxy) ve

Popilasyonlar Arasindaki Nuikleotid Farklarinin Ortalama Sayisi (K)

Popllasyonlar arasi her boélge icin ortalama niikleotid degisim sayisi (Dxy) populasyon arasindaki
DNA farkllasma (DNA divergence) miktarini hesaplamakta kullanilir (Nei, 1987). Dxy formdil
3.4.5.4.1 (Nei, 1987) kullanilarak hesaplanir.

Dyy = Xij %9;dij (3.4.5.4.1)

Bu formulde x; ve y; x ve y populasyonlari icin i. ve j. haplotip frekanslarini, dj ise populasyon
x'deki i. haplotip ve popullasyon y’deki j. haplotip arasindaki nikleotid degisimlerin sayisini

gosterir.

Populasyonlar arasindaki nikleotid farklarinin ortalama sayisi (K) ile Dxy arasindaki iliski, k degeri
ile 'nin arasindaki iliskiye benzer sekildedir. Dxy oranlar Uzerinden hesaplanirken K ham veri

Uzerinden hesaplanir.

Soylardaki polimorfik bdlgelerin ve mutasyonlarin sayisi, soylarin nikleotid ve haplotip ¢esitlilikleri
DnaSP v.5 programindaki (Librado ve Rozas, 2009) “Polymorphism” araci kullanilarak

hesaplanmistir.
3.4.6. Notralite Testleri

Ayni zamanda segcilim testi de denilen nétralite testleri, populasyonun ge¢misini agiklamak igin
oldukca siklikla kullanilan bir ydntemdir. Bu testler populasyonlarda ani genlesme ya da kiglulme
olup olmadigini sinar. Genlesme sayisal artigi ve/veya bakilan dizi i¢in pozitif seleksiyonun

varhgini belirtir
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Bu ¢alismada soylarin populasyon tarihini incelemek icin Tajima’nin D (Tajima, 1989) ve Fu’'nun
Fs (Fu, 1997) testleri kullaniimistir.

3.4.6.1. Tajima’nin D Testi

Tajima’nin D testi, rekombinasyonsuz sonsuz bdlge modelini temel alir ve kisa DNA dizileri igin
uygundur. Bu test mutasyon parametresi theta (8) degerinin (etkin populasyon blyuklGgu=N
olmak Uzere; 8= 2Mu, diploid popullasyonlar icin M=2N, haploid populasyonlar i¢cin M=N) iki

estimatoranu kargilastirir. Test istatistigi D degeri formul 3.4.6.1.1 kullanilarak hesaplanir.

p=—2rf% (3.4.6.1.1)

Var(0,—0s
Bu formiilde 8, = #, s = S/ Y (1/i) ve S 6rnekteki ayrilan (segregating) bélge sayisini gésterir.
Farkl 6érnek sayilari icin D deg@erinin glven araliginin limitleri Tajima’nin (1989) caligmasindaki

Tablo 2 ‘de verilmektedir.

Bu calismada Tajima’nin D testi Arlequin v3.5 (Excoffier ve Lischer, 2010) programi kullanilarak
hesaplanmistir. D istatistiginin anlamliligi, popllasyonun dengede oldudu ve segilimsel ndtralite
(selective neutrality)’yi kabul edilerek, ayrica Hudson’in (1990) calismasindan alinan birlesme
(coalescent) similasyon algoritmasi kullanilarak olusturulan rasgele érnek gruplari (n=10000) ile

test edilmigtir.

Her ne kadar Tajima’nin D istatistigi secilimsel nétralite (selective neutrality) 6l¢iti olsa da anlamli
D degerleri populasyon blUyUimesi, daralmasi, bireyleri arasindaki fark, darbogaz etkisi veya
mutasyon oranlarindaki heterojenlik gibi nedenlerle de olabilir (Tajima, 1993; Aris-Brosou ve
Excoffier, 1996; Tajima, 1996).

3.4.6.2. Fu’nun Fs Testi

Tipki Tajima’nin D (Tajima, 1989) testi gibi, Fu’'nun Fs testi (Fu, 1997) de rekombinasyonsuz
sonsuz nokta modelini temel alir ve bu nedenle kisa DNA dizilerinin analizi igin uygundur. Fu’nun
Fs testinde ilk olarak alel sayisi, g6zlenen ikili farkliliklarin sayisina esit veya bu degerden daha
dusuk olan rasgele nétral 6rnek gézlemleme ihtimali hesaplanarak 6 deg@erinin estimatoru olarak

alinir. Bu olasilik degeri formil 3.4.6.2.1 kullanilarak hesaplanir.
S"=Pr(K = kyps|60 = 0, (3.4.6.2.1)

S’ degerinin logiti olarak tanimlanan Fs istatistigi ise formul 3.4.6.2.2 kullanilarak hesaplanir.
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Fsln (=) (3.4.6.2.2)

1-S1

Bu calismada Fu'nun Fs testi Arlequin v3.5 (Excoffier ve Lischer, 2010) programi kullanilarak
hesaplanmistir. Fs istatistiginin anlamhligi, tipki D istatistiginde oldugu gibi, olusturulan rasgele
ornek gruplari (n=10000) ile test edilmistir. Fs istatistiginin p degeri ise gézlenen degere esit veya

bu degerden az olan rasgele Fs degerlerini orani olarak hesaplanmistir (Fu, 1997).
3.4.7. Populasyon Parametrelerinin Hesaplanmasi
3.4.7.1. Populasyonlarin Etkin Digi Buyukligu

Etkin populasyon buyikligu (Ne) secilimin, mutasyonun veya gocuin olmadidi bir populasyonda,
genetik surtklenme sonucu genetik varyasyonu, gozlenebilen populasyon buyuklugu ile ayni

hizda yitirecek olan ideal populasyonun blyukligu olarak tanimlanir (Allendorf ve Luikart, 2007).

MtDNA dizisi kullanilarak etkin disi populasyon buyUkligu (Neg) formil 3.4.7.1.1 kullanilarak

hesaplanir.
0 = 2Ngpu (3.4.7.1.2)

Bu formilde 6 mutasyon-go¢-genetik siriklenme dengesine ulagsmigs bir popllasyonda gérulmesi

beklenen nétral genetik varyasyon miktari, u ise mutasyon oranidir (Kuhner, 2006).

Kilighaligi mtDNA D-halkasi mutasyon orani (u) tutucu bir yaklagsimla 0.049 X 10° olarak
hesaplanmaktadir (Alvarado Bremer vd., 2005").

O degeri ise maksimum olabilirlik tahmini kullanilarak LAMARC v2.0 (Kuhner, 2006) programi ile
kullanilarak hesaplanmistir. ilk 10 000 gen soyu (geneology) atildiktan sonra, 10 0000 kaydedilmis
soy icin 10 kisa zincir ve 100 000 kaydedilmis soy icin 2 uzun zincir, Markov Zincir Monte Carlo
(MCM) algoritmalari ile analiz edilmigtir. Hem uzum hem de kisa zincirler igin olusturulan 20 gen

soyundan biri 6rneklenmistir (Vinas vd., 2010).
3.4.7.2. Populasyonlar Arasindaki Disi Go¢ Oranlari (m)

mtDNA dizisi kullanilarak her popullasyon arasindaki disilerin gé¢ oranlari hesaplanirken asimetrik
gen akisl ve esit olmayan populasyon buyulklikleri modeli kabul edilerek ve Fsr sonuglari

Uzerinden bir gé¢ matriksi olusturularak hesaplamistir.

Popllasyonalar arasindaki disi gé¢ oranlari (m) maksimum olabilirlik tahmini kullanilarak LAMARC
v2.0 (Kuhner, 2006) programi ile hesaplanmistir. ilk 10 000 gen soyu (geneology) atildiktan sonra,
10 0000 kaydedilmis soy igin 10 kisa zincir ve 100 000 kaydedilmis soy i¢in 2 uzun zincir, Markov
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Zincir Monte Carlo (MCM) algoritmalari ile analiz edilmigtir. Hem uzum hem de kisa zincirler icin

olusturulan 20 gen soyundan biri drneklenmistir (Vinas vd., 2010).
3.4.8. Popiilasyonlar/ Popiilasyon Gruplari Arasi Genetik Farklar
3.4.8.1. Fst Degerleri

Fsr iki populasyonun arasindaki genetik farklilagmanin olgutudir. Bu o6lgut iki popllasyon
arasindaki genetik farklihgi tanimlayan uzaklik élgiitii olarak da kullanilabilir. ikili Fst degerleri

formil 3.4.8.1 ile hesaplanabilir.

Fop=1-12 (3.4.8.1)

Hr

Bu formulde Hs biitiin alt poptllasyonlarda ortalama beklenen heterozigotluk, Hrise bitlin rasgele
ciftlesme olayi varsayilarak butin populasyondaki beklenen heterozigotluktur. Alt populasyonlari
ikili olarak kullanarak bu populasyonlar arasindaki ikili uzakliklar hesaplanabilir ve bir uzakhk
matrisi olusturulabilir. Fsr degerleri 0 (tamamen ayni alt populasyonlar) ile 1 (tamamen farkli alt
populasyonlar) arasinda dedismektedir (Jobling vd., 2004). Ancak F-istatistikleri 6rnek sayisini
esit ve sonsuz olarak kabul etmektedir. Weir ve Cockerham (1984), F katsayilarinin kiguk 6rnek

sayllarina daha uygun olacak sekilde dizeltmiglerdir.

Bu galismada mtDNA Fsr deg@erleri Arlequin v3.5 (Excoffier ve Lischer, 2010) programi ile Weir

ve Cockerham (1984) yaklasimi kullanilarak hesaplanmistir.
3.4.8.2. Temel Koordinatlar Analizi (Principal Coordinates Analysis-PCA)

Temel Koordinat Analizi (PCA) bir veri setindeki kaliplarin benzerlik ve farkhliklarin géz énune
alinarak temsil edilmesini saglayan matematiksel bir islemdir. Gergek dinyada veriler nadiren
kolaylikla temsil edilir. Verilerin ¢ok boyutlulugu nedeniyle ortaya c¢ikabilecek sorunlarin
ustesinden gelebilmek icin veri setinin kovaryans matrisinin 6z degerlerinin dagilimi kullanilir.
Varyansin en buyuk bolimina sergileyecek eksen ilk eksen olarak segilir. Boylece veriler (irklar

arasindaki iligkiler) fazla bilgi kaybina ugramadan gorsellestirilebilir.

Bu galismada verileri iki eksen Uzerinde betimlemek igin GenAlEx 6.5 (Peakall ve Smouse, 2012)

programi kullaniimigtir.
3.4.8.3. Molekuler Varyans Analizi (Analysis of Molecular Variance-AMOVA)

Molekuler varyans analizi (AMOVA) hiyerargik gruplar arasindaki farkliligi analiz etmek icin

kullanilir. Farkh hiyerarsik asamalarda genotipe bagli uzakliklar arasindaki korelasyonu F
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istatistiklerinin analogu olan o istatistigini kullanarak inceler (Excoffier vd., 1992). Bu analizde ¢
bilesen incelenir. Birinci bilesen populasyonlar kullanilarak olusturulan gruplar arasindaki genetik
gesitliligin oranini, ikinci bilesen olusturulan gruplardaki populasyonlar arasindaki genetik
cesitliligin oranini Gglnd bilesen ise bitln drnekler tek bir populasyon olarak kabul edildigi zaman
ortaya ¢ikan genetik cesitlilik oranini dlger (Excoffier, 1992). Tablo 3.4.8.3.1 AMOVA’da kullanilan

ornek tabloyu gostermektedir.

Tablo 3.4.8.3.1. Excoffier vd.,’nin (1992) calismasindan alinan genel AMOVA tablosu (SS_T:
Toplam kareler toplami (sum of squares), SS_AG: Gruplar arasi kareler toplami. SS WG:
Gruplardaki populasyonlar arasi kareler toplami, SS_WP: Popilasyonlarin igindeki kareler
toplami, G: Analizdeki toplam grup sayisi, P: Analizdeki toplam poptlasyon sayisi, N: Analizdeki

toplam birey sayisi).

Cesitlilik Serbestlik Kareler Kareler
Kaynag Derecesi  Toplami (SS) B?&';’:\':;? ws) Varyans
nw__2 v __2 2
Gruplar Arasi (AG)  G-1 SS_AG SS_AG/(G-1) nN“o, +tN'oy +o;
Gruplardaki
Populasyonlar Arasi  P-G SS WG SS_WG/(P-G) naj + acz
(WG)
Popiilasyon ici (WP) N-P SS WP SS_WP/(N-P) ol
Toplam N-1 SS T SS_T/(N-1) o’

Bu ¢alismada AMOVA tablosu, PCA sonucu ortaya ¢ikan gruplar arasinda ve bu gruplarin iginde
genetik varyasyonun nasil dagildigini gézlemlemek igin, Arlequin v3.5 programi (Excoffier
ve Lischer, 2010) kullanilarak, olusturulmustur. Sonuglarin anlamlilik degeri 10000 rasgele

permutasyon kullanilarak belirlenmigtir.
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4. BULGULAR
4.1. Modern Orneklerden DNA izolasyonu ve PZR

Modern kilic baligi érneklerinden DNA izolasyonu GeneJet DNA Saflastirma Kiti (Thermo
Scientific) kullanilarak yapiimistir. DNA’larin varligi ve konsantrasyonlari %1’lik agaroz jel ve
spektrofotometre (nanodrop) kullanilarak kontrol edilmistir. izole edilen DNA’larin agaroz jeldeki
ornek goruntusu sekil 4.1.1°de verilmektedir. Nanodrop sonuglarina gére 260/280 nm orani igin
yaklasik 1.80 ve 260/230 nm orani igin yaklagik 2.00 deger veren 6rnekler kullanilarak PZR’a

devam edilmistir.

Sekil 4.1.1. izole edilen DNA’larin agaroz jel géruntisi. ilk dort kuyu izole edilen drnekleri, son

kuyu ise DNA merdivenini (GeneRuler 50 b¢ DNA Merdiveni) icermektedir.

izolasyon sonucu elde edilen DNA’larin mtDNA CR bélgelerinin yaklasik 450 bg uzunlugundaki
parcasi PZR kullanilarak gogaltiimistir. Sonuglar etidyum bromdr (EtBr) iceren %2’lik agaroz jelde
yurutilmas ve Vilber Lourmat goérintileme cihazinda incelenmigtir. Ana karisimda kontaminasyon
olup olmadigini anlayabilmek icin DNA igcermeyen negatif kontroller ve g¢ogaltilan DNA’larin
beklenen uzunluklarda olup olmadigini anlayabilmek igcin DNA merdivenleri kullaniimistir. Sekil
4.1.2 modern ornekler icin CR bolgesinin PZR sonucunu gostermektedir.
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Sekil 4.1.2. mtDNA CR bélgesinin agaroz jel gérintiisi. ilk kuyu DNA merdivenini (GeneRuler 50
b¢c DNA Merdiveni) sonraki yedi kuyu PCR drneklerinin sonuglarini kuyu en son kuyu ise negatif

kontrolu icermektedir.

4.2. Antik Orneklerden DNA izolasyonu ve PZR

Toplam 6 antik kih¢ baligi kemik 6rneginden DNA elde edebilmek icin aDNA laboratuvarinda
Rohland vd.’nin (2010) DNA izolasyon yontemi uygulanmigtir. Olasi bir kontaminasyonu
belirleyebilmek icin izolasyona ayrica B1 ve B2 adi verilen iki adet izolasyon negatif kontrolG
eklenmistir. Bu kontroller toz haline getirilmis kemik drnekleri diginda izolasyon sirasinda kullailan

bltin malzemeleri icermektedir.

Elde edilen DNA &rnekleri, genellikle antik érneklerden elde edilen DNA miktarinin az olmasi
sebebiyle, ayrica kontrol edilmeden PZR i¢in kullaniimistir. PZR sirasindaki olasi kontamiansyonu
belirleyebilmek igin PZR’a 2 adet negatif kontrol eklenmistir. Bu negatif kontroller DNA disina

bltiin PZR malzemelerini icermektedir.

Bu drneklerin mtDNA CR bdlgesinin yaklagik 450 b¢ uzunlugundaki bdlgesi 5 parca olarak
gogaltilmistir. ilk,1. parca 177, 2. parga 138, 3. parca 150, 4. parca 111 ve 5. parga 150
uzunlugundadir. PZR sirasindaki olasi bir kontaminasyon belirleyebilmek i¢in B1 ve B2 ‘nin yani
sira iki adet DNA icermeyen negatif kontrol kullaniimigtir. Sonugclar etidyum bromdr (EtBr) iceren
% 2.5’lik agaroz jelde yuritiimis ve Vilber Lourmat goérintileme cihazinda incelenmistir.
Gogaltilan DNA’larin beklenen uzunluklarda olup olmadigini anlayabilmek icin DNA merdivenleri
de agaroz jelde yaratilmastir. PZR sonucunda Toplamda 1. drnegin 1., 2., 4. ve 5. pargasi; 2.
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ornegin 1., 2. ve 5. pargasi; 3. 6rnegin 2., 4. ve 5. parcasi; 4. 6rnegin 3. 4. ve 5. pargasi; 6. drnegin
ise 5. parcasi ¢ogdaltiimistir. 3. ve 5. 6érnegin 3. pargasinda ise spesifik olmayan (nonspesifik)
baglanma belirlenmigtir. Sekil 4.2.1 modern d&rnekler igcin CR bdlgesinin PZR sonucunu
gostermektedir.

Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Onrek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
PZR PR 1 p 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3

6 6

Kontrol Kontrol

500be Wt 500bg

1. Parca 2. Parca 3. Parca

Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek Ornek
4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 B2

Sekil 4.2.1. Antik 6rneklerde mtDNA CR bélgesinin 5 pargasinin agaroz jel goriintuisi. Ust sirada
ilk iki kuyu PZR negatif kontrolleri, sonraki 6 kuyu 6 érnek i¢in 1. parcanin PZR sonuglarini, 10-
15. kuyu 2. parganin PZR sonuglarini, 17-19. kuyu 3 6rnek icin 3. parganin PZR sonuglarini ve
9.ile 17. kuyu DNA merdivenini (GeneRuler 50 b¢ DNA Merdiveni) icermektedir. Alt sirada ilk G¢
kuyu 3 6rnek igin 3. parcanin PZR sonuglarini, 5-10. kuyu 6 &rnek igin 4. parcanin PZR
sonuglarini,12. kuyu B1’i, 13-18. kuyu 5. par¢canin PZR sonuglarini, 19. kuyu B2'yi ve 4. ile 11.
kuyu DNA merdivenini (GeneRuler 50 b¢ DNA Merdiveni) icermektedir. 3 ve 5. 6rneklerin 3.

parcasinda ortaya ¢ikan spesifik olmayan (nonspesifik) baglanma yuvarlak icinde gosterilmistir.
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4.3. Kontrol Boélgesi (CR) Dizi Analizi

Toplam 68 modern mtDNA CR bdlgesinin 450 b¢’lik kismi ve 6 antik drnege ait mtDNA CR
bdlgesinin 5 pargasi (toplam 17 o6rnek) BigDye kullanilarak dizilenmis ve REFGEN

(www.refgen.com) firmasi tarafindan otomatik Applied Biosystems ABI3100™ DNA analiz

cihazinda goruntulenmistir.

Kromotogramlar ChromasPro v1.5 (http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html) programi
kullanilarak gézlemlenmis ve birlestirilmigtir. Ortaya ¢ikan birlestiriimis diziler FASTA formatinda

kaydedilmistir. Sekil 4.3.1’de kismi kromotogram 6rnegi verilmektedir.
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Sekll 4.3.1. Modern klllgballgl orneklerinden birinin L15998 ve CSBDH primerleri ile gogaltllan

mtDNA CR bdélgesinin 450 bg¢'lik pargasinin birlestirilmis kromotograminin kismi goéruntisu. En
Ustte birlestiriimis dizinin bazlari; birlestirilmis dizinin altinda ise ileri ve geri diziler ayri olarak

verilmektedir.

Elde edilen diziler literatlirden toplanan diziler ile birlikte analiz edilmistir. Dizilerin hizalanmasi
Bioedit v7.2.5 (Hall, 1999) programinin iginde bulunan ClustalW Coklu Hizalama uygulamasi
kullanilarak yapilmigtir. Hizalama sonuglari, yanls yerlestirilen bogluklarin olmasi ihtimaline karsi
go6zle kontrol edilmigtir. Ayrica tim populasyon icinde sadece tek bir bireyin bir bdlgesinde
g06zlenen mutasyonlar kromotogramlar tUzerinden iki kere kontrol edilmistir. Sekil 4.3.2 hizalanmig

dizileri kismi olarak gostermektedir.
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SWO30 AGS TATTARCACCATACATTITATATTAACCATAT AR TCCAATGTITTAGTACATARTATGTARTTCGACCATTTATARCAATCTARACCATTCGTGCTTACACARCAGTAATARGGTAGACATARRCCATAC
SW031 AGS TATTAACACCATACACTTATATTAACCAT AT AATCCAATGTTTTAGCACAT AR TATGTAATTCGACCATTAATAACAATGTARCCATTCATACTTGTACAATARTARCARAGGTAGACATARACCATAL
SW032 NLS TATTAACACCATACATTTATATTAACCAT AT AATCCAATGTTTTAGTACATARTATGTAATCCGACCATTTATAACAATCTARCCATTCGTGCTTACACARCAGTARTARGGTAGACATARACCATAC
SW033 NLS TATTAACACCATACACTTATATTAACCAT AT AATCCAATGTTTTAGCACAT AR TATGTAATTCGACCATTAATAACAATGTARCCATTCATACTTGTACAATARTARCARAGGTAGACATARACCATAL
SWO34 NLS TATTARCACCATACACTIATATTAACCATAT AR TCCAATGTITTAGCACATARTATGTARTTCGACCATTAATARCAATGTARCCATCCATACTTGTACARTARTAATARGGTAGACATARRACCATAL
SWO35 NLS TATTARCACCATACACTIATATTAACCAT AT AR TCCAATGTITTAGTACATARTATGTARTTCGACCATTAATARCAATGTARCCATTCATATTTATACARCARATARATARGGTAGACATARRCCATAL
SWO37 NLS TATTARCACCATACATTITATATTAACCATAT AR TCCAATGTITTAGTACATARTATGTARTTCGACCATTTATARCAATCTARACCATTCGTGCTTACACARCAGTAATARGGTAGACATARRCCATAC
SWo40 NLS TATTAACACCATACACTTATATTAACCAT AT AATCCAATGTTTTAGTACAT AR TATGTAATTCGACCATTAATAACAATGTARCCATTCATATTTATACARACAATARTARGGTAGACATARACCATAL
SW041 NLS TATTAACACCATACACTTATATTAACCAT AT AATCCAATGTTTTAGCACAT AR TATGTAATTCGACCATTAATAACAATGTARCCATTCATACTTGTACARACARTARTARGGTAGACATARACCATAL
SW053 NLS TATTAACACCATACACTTATATTAACCAT AT AATCCAATGTTTTAGCACAT AR TATGTAATTCGACCATTAATAACAATGTARCCATTCATACTTGTACAATARTARCARAGGTAGACATARACCATAL
SWO54 NLS TATTARCACCATACATTITATATTAACCATAT AR TCCAATGTITTAGTACATARTATGTARTTCGACCATTTATARCAATCTARACCATTCGTGCTTACACARCAGTAATARGGTAGACATARRCCATAC
SWOEL1l NLS TATTARCACCATACATTITATATTAACCATAT AR TCCAATGTITTAGTACATARTATGTARTTCGACCATTTATARCAATCTARACCATTCGTGCTTACACARCAGTAATARGGTAGACATARRCCATAC
SWOE2 NLS TATTARCACCATACACTIATATTAACCAT AT AR TCCAATGTITTAGTACATARTATGTARTTCGACCATTAATARCAATGTARCCATTCATATTTATACARCARATARATARGGTAGACATARRCCATAL
SW063 NLS TATTAACACCATACATTTATATTAACCAT AT AATCCAATGTTTTAGTACATARTATGTAATTCGACCATTTATAACAATCTARCCATTCGTGCTTACACARCAGTARTARGGTAGACATARACCATAC
SWO65 NLS TATTAACACCATACACTTATATTAACCAT AT AATCCAATGTTTTAGCACAT AR TATGTAATTCGACCATTAATAACAATGTARCCATTCATACTTGTACAATARTARCARAGGTAGACATARACCATAL
SWO66 NLS TATTAACACCATACATTTATATTAACCAT AT AATCCAATGTTTTAGTACATARTATGTAATTCGACCATTTATAACAATCTARCCATTCGTGCTTACACARCAGTARTARGGTAGACATARACCATAC
SWO72 NLS TATTARCACCATACACTIATATTAACCAT AT AR TCCAATGTITTAGTACATARTATGTARTTCGACCATTAATARCAATGTARCCATTCATATTTATACARCARATARATARGGTAGACATARRCCATAL
SWO732 NLS TATTARCACCATACACTIATATTAACCAT AT AR TCCAATGTITTAGTACATARTATGTARTTCGACCATTAATARCAATGTARCCATTCATATTTATACARCARATARATARGGTAGACATARRCCATAL
SWOT74 NLS TATTARCACCATACACTIATATTAACCAT AT AR TCCAATGTITTAGTACATARTATGTARTTCGACCATTAATARCAATGTARCCATTCATATTTATACARCARATARATARGGTAGACATARRCCATAL
SW075 NLS TATTAACACCATACACTTATATTAACCAT AT AATCCAATGTTTTAGTACAT AR TATGTAATTCGACCATTAATAACAATGTARCCATTCATATTTATACARACAATARTARGGTAGACATARACCATAL
SWo76 NLS TATTAACACCATACACTTATATTAACCAT AT AATCCAATGTTTTAGCACAT AR TATGTAATTCGACCATTAATAACAATGTARCCATTCATACTTGTACAATARTARCARAGGTAGACATARACCATAL
SWOB3 NLS TATTAACACCATACACTTATATTAACCAT AT AATCCAATGTTTTAGCACAT AR TATGTAATTCGACCATTAATAACAATGTARCCATTCATACTTGTACAATARTARCARAGGTAGACATARACCATAL
SWO84 NLS TATTARCACCATACACTIATATTAACCATAT AR TCCAATGTITTAGCACATARTATGTARTTCGACCATTAATARCAATGTARCCATTCATACTTGTACARATARTARCRAGGTAGACATARRACCATAL
SWO85 NLS TATTARCACCATACATTITATATTAACCATAT AR TCCAATGTITTAGTACATARTATGTARTTCGACCATTTATARCAATCTARACCATTCGTGCTTACACARCAGTAATARGGTAGACATARRCCATAC
SWO8E& NLS TATTARCACCATACATTITATATTAACCATAT AR TCCAATGTITTAGTACATARTATGTARTTCGACCATTTATARCAATCTARACCATTCGTGCTTACACARCAGTAATARGGTAGACATARRCCATAC
SWOB7 NLS TATTAACACCATACACTTATATTAACCAT AT AATCCAATGTTTTAGCACAT AR TATGTAATTCGACCATTAATAACAATGTARCCATTCATACTTGTACAATARTARCARAGGTAGACATARACCATAC
SWOB8 NLS TATTAACACCATACACTTATATTAACCAT AT AATCCAATGTTTTAGCACAT AR TATGTAATTCGACCATTAATAACAATGTARCCATTCATACTTGTACARACARTARTARGGTAGACATARACCATAL
SWOBS9 NLS TATTAACACCATACATTTATATTAACCAT AT AATCCAATGTTTTAGTACATARTATGTAATTCGACCATTTATAACAATCTARCCATTCGTGCTTACACARCAGTARTARGGTAGACATARACCATAC
SWOS0 NLS TATTARCACCATACACTIATATTAACCATAT AR TCCAATGTITTAGCACATARTATGTARTTCGACCATTAATARCAATGTARCCATTCATACTTGTACARCARATARATARAGGTAGACATARRCCATAL
SWOS1 NLS TATTARCACCATACACTIATATTAACCATAT AR TCCAATGTITTAGCACATARTATGTARTTCGACCATTAATARCAATGTARCCATTCATACTTGTACARATARTARCRAGGTAGACATARRACCATAL
SW0S2 NLS ITATTAACACCATACACTIATAT T AACCATATARTCCAATGTT T TACTACATARTATGTARTICGACCATTAATARCAATCGTAACCATTCATATTTATACAACARATARTARCGGTAGRACATARACCATAZ

Sekil 4.3.2. Hizalanmis dizilerin 120 baz ciftlik (b¢)'lik bir bélimuna gosteren Bioedit (Hall, 1999)

program goruntdsu.

Sonugclar Bioedit ile kontrol edildigi zaman Kuzey Levant bdlgesinden toplanmis orneklerden
birinin  dizisinin  digerlerinde ¢ok farkli oldugu gozlenmigtir. Bu dizi BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) kullanilarak GenBank veri tabaninda kontrol edilmigtir ve % 90-100
sorgulama kapsami ile yelken bali§l (Tetrapturus angustirostris, Tetrapturus belone ve
Tetrapturus pfluegeri) olarak bulunmustur. Olasi bu 3 tir yelken baligindan sadece Tetrapturus
belone (Akdeniz yelken baligi) Akdeniz’'de yagsamaktadir (Collette vd., 2011°) ve morfolojik olarak
kilic baligina benzemektedir (Sekil 4.3.3).

Sekil 4.3.3. Akdeniz yelken baliginin goruntisi (Arocha ve Ortiz, 2006).

Bu 6rnek cikartildigi zaman Kuzey Levant bdlgesinden toplanan toplam 42 6rnek kalmistir.
Calisma kapsaminda elde edilen modern drneklere ait diziler, literattirdeki diziler ile birlikte analiz
edilebilmeleri i¢in en kisa diziye gore bastan ve sondan kesilmistir. Bu islemlerden sonra geriye
kalan 301 bg (bosluklar da sayildiginda) uzunlugundaki kisim daha sonraki analizler igin

kullaniimigtir.
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aDNA orneklerinde elde edilen kromotogramlar incelendigi zaman ileri ve geri primerler
kullanilarak elde edilen kromotogramlarin bazi noktalarinda nikleotid degisimleri gézlenmistir
Ayni sekilde diziler Bioedit v7.2.5 (Hall, 1999) programi kullanilarak incelendigi zaman parcalarin
birbiri ile ¢cakisan bdlgelerinin bazi noktalarinda ayni sekilde nikleotid degisimleri bulunmaktadir.

Bu nukleotid degisimlerinin 6zeti tablo 4.3.1’de gosterilmektedir.

Tablo 4.3.1. Soy | ve soy II'yi birbirinden ayiran mutasyon noktalarinin dizi Gzerindeki yeri ve bu
noktalarda bulunan niikleotid degisimlerinin tiri (Ornek 1.4: 1.0rnek/4. Parga; Ornek 1.5:
1.0rnek/5.Parca; Ornek 2.5: 2.0rnek/5. Parca; Ornek 4.3: 4.0rnek/3. Parca; Ornek 4.5;
4.0rnek/5. Parca; Ornek 5.4: 5.0rnek/4. Parca; Ornek 5.5: 5.0rnek/5. Parca).

Mutasyon Noktalarinin Yeri
235 | 300 | 302 | 307 345 | 350 | 392

C-A A-T G-A

Ornek 1.4 parca-

Ornek 1.5 parca ¢akismasi
Ornek 1.5/ileri-

Ornek 1.5/Geri

Ornek 2.5/ileri-

Ornek 2.5/Geri

Ornek 4.3 parca-

Ornek 4.5 parca ¢akismasi
Ornek 5.4 parca-

Ornek 5.5 parca ¢akismasi

C-T

A-T

G-A

Bu nukelotid degisimlerinin oldugu noktalar érneklerin soylarinin belirlenmesi igin incelenen
mutasyon noktalarinda (Bolim 4.4.4) bulunmamaktadir. Bu nedenle antik DNA soylarinin

belirlenmesine olumsuz bir etkisi olmamistir.
4.4, istatistiksel Analizler
4.4.1. Nukleotid Degisim Modelinin Belirlenmesi

Toplam 309 modern mtDNA CR bélgesi dizisinin nukleotid degisim modeli Bayesian Bilgi Kriterine
(Bayesian Information Criterion-BIC; Schwarz, 1978) ve Akaike Bilgi Kriterine (Akaike Information
Criterion-AIC; Akaike, 1974) gore jModelTest 2 (Guindon ve Gascuel, 2003; Darriba vd., 2012) ile
arasgtiriimigtir. Bu bdlge icin gama dagihmh (G=0.31) Tamura 3 parametre (T92+G) evrimsel

modeli bulunmustur.
4.4.2. Komsu Birlestirme (Neighbor Joining-NJ) Agaci

Bu calisma kapsaminda elde edilen modern dizilerin soylarini tayin edebilmek amaciyla veri

tabanindan elde edilmis ve soy bilgisi olan mtDNA CR bdélgesi dizileri ile bu calismadan elde edilen
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diziler beraber kullanilarak komsu birlestirme agaci, MEGA 6 programi (Tamura vd., 2013) ile

olusturulmustur. Elde edilen NJ agaci sekil 4.4.2.1’de verilmigtir.

Soy l'e ait 6rneklerin alt soylari, dizilerin 127. noktasindaki Rsal kesim bolgesine bakilarak
belirlenmigtir. Kesim bdlgesi bulunan (G) érnekler soy |_a, bulunmayan (A) érnekler ise soy |_f3
ornekleridir.
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Sekil 4.4.2.1. mtDNA CR bélgesi dizileri ile gizilen komsu birlestirme agaci. Ana ayrimlarin ¢6z-

bagla degerleri dallar Uzerinde gosterilmigtir.
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Komsu birlestirme agaci sonucu soy | ve soy Il érnekleri iki ayri dal halinde kendi iglerinde
kimelenmigtir. Ayrica soy I'e ait érnekler kendi icinde 3 ayri alt dala ayrilmaktadir. Bu dallardan

ikisisoy |_a digeri ise soy |I_B 6rneklerini icermektedir.

Komsu birlestirme agacina bakildiginda, bu ¢alismanin érneklerinden Kuzey Levant Denizi'ne ait
42 mtDNA CR dizisinin, 20 (%48) tanesi a 8 (%19) tanesi  olmak Uzere, 28 (%67) tanesinin soy
I'den, 14 (%33) tanesinin ise soy II'den olustugu belirlenmistir. Ege Denizi'ne ait 26 mtDNA CR
dizisinin ise, 13 (%50) tanesi a 2 (%8) tanesi 3 olmak uzere, 15 tanesi soy I'den (%58), 11 (%42)
tanesi ise soy II'den olusmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda toplanan Ege Denizi érneklerinin soy
frekansi literatlirden elde edilen ve Yunanistan kiyisina ait olan érneklerin soy frekansi (soy
|_a:%52; soy_B:%6; soy_|l:%43) ile ¢cok bezer oldugu igin bu iki veri seti birlestirilerek tek bir

populasyon olarak incelenmistir.

Bu calismadan elde edilen diziler incelendigince, literatlirde belirtildigi gibi (Alvarado-Bremer vd.,
1996) butln soy | dizilerinde 2 adet, butin soy Il dizilerinde ise 1 adet ardisik TACA tekrari
belirlenmistir. Yuksek mutasyon hizina sahip olmasi nedeniyle bu tekrarlar dizilerden g¢ikarilarak

yanlis hesaplamalarin 6niine gegilmistir.
4.4.3. Medyan Birlestirme Agi

Soylar arasindaki haplotip varyasyonunu gézlemlemek amaciyla, toplam 309 modern kili¢ bahgi
mtDNA kontrol bolgesi dizisi kullanilarak Medyan Birlestirme (Median Joining-MJ) Agdi (Bantelt vd.,
1999), NETWORK 4.6.1.0 (fluxus-engineering.com) programi ile ¢izilmistir. Elde edilen MJ agi
Sekil 4.4.3.1’de gosterilmektedir. MJ agi ¢aligilan 6 populasyon i¢in ayri ayri renklendirilmis ve bu
poplilasyonlar Bati Akdeniz (Balearik Denizi, Ligurya Denizi, Tunus Kiyisi) ve Dogu Akdeniz (iyon

Denizi, Ege Denizi ve Kuzey Levant Denizi) olarak iki gruba ayriimigtir.
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Sekil 4.4.3.1 Calismada incelenen Akdeniz populasyonlari igin olusturulan Medyan Birlestirme Agi. Daireler haplotipleri temsil
etmektedir ve buyuklikleri 6rnek sayilari ile dogru orantilidir. Kahverengi dilimler Balearik Denizi, sari dilimler Ligurya Denizi, turuncu
dilimler Tunus Kiyisi mavi dilimler iyon Denizi, yesil dilimler Ege Denizi ve gri dilimler Kuzey Levant Denizi érneklerine aittir. Kirmizi
noktalar medyanlari géstermektedir, dal uzunluklari ise mutasyon farklari ile dogru orantihidir. Bu ¢alismada bulunan yeni haplotipler

oklarla, sadece dogu Akdeniz'de yuksek frekansta gézlenen haplotip ise yuvarlak iginde gdsterilmektedir.
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MJ aginda toplam 89 farkl haplotip bulunmaktadir. Soy |, 3 ana digim soy Il ise 1 ana digim
ile temsil edilmistir. Bu digumler, disuk 6rnek sayisina sahip Tunus kiyisi populasyonu (n=8)
disinda butln o6rnekleri icermektedir. Soy I'de bulunan ana dugumlerden ikisinin a oldugu,

g6zlenmistir.

Bu calisma kapsaminda toplanarak analiz edilen érneklerde, ikisi Kuzey Levant digerli ise Ege
Denizi populasyonunda olmak Uzere literatirden alinan 6rneklerde bulunmayan dort yeni haplotip
(ok ile belirtilen) gézlenmistir. Bu haplotiplerden Kuzey Levant Denizi’ne ait olan haplotiplerden
biri iki ayr1 bireyde g6zlenmistir ve soy II'ye aittir. Digeri ise tek bir 6rnekte gozlenmisgtir ve soy |_a
alt soyuna aittir. Ege Denizi’'ne ait haplotiplerin ikisi de birer 6érnekte gézlenmistir. Biri soy |I_a
digeri soy |_B olarak belirlenmigtir. Ayrica soy |_ a’ya ait goérece yuksek frekansl (17/89) bir

haplotip sadece dogu Akdeniz’e ait populasyonlarda gdézlenmektedir.
4.4.4. Antik Orneklerin Soylarinin Belirlenmesi

Antik DNA 6rneklerinden bitiin parcalar PZR ile ¢odaltilamadigi icin tim bir dizi elde edilememis
ve bu nedenle dizileri 6rneklerin soylari NJ kullanarak belirlenmemistir. Bunun yerine soy | ve soy
II'yi ayiran mutasyon noktalari MJ agi tzerinde tespit edilerek bu mutasyonlar elde edilebilen antik
DNA dizi pargalari Gzerinde BioEdit v7.2.5 (Hall, 1999) programi kullanilarak kontrol edilmistir. Bu

mutasyonlar tablo 4.4.4.1 ‘de 6zetlenmistir.

Tablo 4.4.4.1. Soy | ve soy II'yi birbirinden ayiran mutasyon noktalarinin dizi tzerindeki yeri ve

bu noktalarda bulunan nikleotid deg@isimlerinin turu.

Mutasyon Noktalarinin Yeri
46 110 120 122 134 158 160 188 259
Soy | C G A A A A/C T - A
Soy |l T CIT G G G G C C G

Bu tabloya gore yuksek ihtimalle aDNA drneklerinin 4 tanesi soy I'e, geri kalan iki tanesi ise soy
I’'ye aittir. Soy | in alt soylarini ayiran mutasyon noktalarinin aDNA o6rneklerinde PZR ile
cogaltilamayan ve dizi analizi yapilamayan pargalarda bulunmasi nedeniyle soy | 6érneklerinin alt

soylar belirlenememigtir.

Antik kih¢ baligi kemiklerinin farkh bireylere ait olup olmadigini anlayabilmek igin farkli rneklere
ait aDNA dizi pargalari birbirleri ile karsilastirildiklari zaman en az 5 érnegin, 2-7 noktadaki
mutasyonalar ile birbirinden ayrildigi gézlenmistir. Soy I'e ait oldugu dusunulen iki drnekte ise

cogaltilabilen dizi pargalarinda herhangi bir farklilik gézlenmemistir.
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4.4.5. Soylarin Popiilasyonlara Goére Dagilimi

Soylarin populasyonlara gére dagilimi daire grafigi ile 6zetlenerek, irklarin toplandiklari yerlere

gore Akdeniz haritasi tzerine yerlestiriimistir. Sonuglar Sekil 4.3.5.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.4.5.1 Akdeniz’ de yasayan modern kili¢ baligi populasyonlarinin ve Yenikapi Marmaray

P
N
,

kazisindan gikarilan kilig bahgi érneklerinin (aDNA) soy dagilimlarinin Akdeniz haritasi Uzerinde

gOsterimi (*Soy I'in alt soylari tanimlanamadigdi i¢in sadece soy | frekansi gosterilmistir).

Bu sekilden kabaca soy frekanslarinin populasyonlar arasinda yuksek farklilik géstermedidi,
dolayisiyla, calisilan genetik belirte¢ agisindan, Ege ve Kuzey Levant populasyonlarinin Bati
Akdeniz populasyonlarindan farkli olmadiklari sdylenebilir. Ancak soy | frekansinin Balearik
Denizi'nde en yiksek Ege Denizi ve Tunus kiyisinda en disik olarak bulundugu belirlenmistir.
Bunu diginda Kuzey Levant Deniz'i ve iyon Denizi popiilasyonlarinin frekans dagihimi agisindan
birbirlerine en ¢cok benzeyen popullasyonlar oldugu gérilmektedir. Soy I'in alt soylarina bakildigi
zaman butun populasyonlarda f’nin daha dusuk oldugu ve Ege Denizi ile 6rnek sayisi az olan
Tunus Kiyisi disinda, populasyonlarda benzer alt soy frekans dagilimi oldugu gézlenmektedir.

Ege Denizi'nde ise B frekansi diger populasyonlara gére ¢ok daha disuk bulunmustur.

Antik DNA drneklerinde de digerlerinde oldugu gibi soy | frekansi soy ikiye gére daha ylksek

olarak bulunmaktadir.
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4.4.6. Baz Dizisine Dayali Olarak Saptanan Soy Cesitliligi

Soylarin nikleotid cesitlilikleri

(), haplotip cesitlilikleri (Hd) ve her poptulasyonun ortalama

nukleotid farki sayisi (k) DnaSP v.5 programindaki (Librado ve Rozas, 2009) “Polymorphism”

araci kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar tablo 4.4.6.1 ve sekil 4.4.6.1’de verilmektedir.

Tablo 4.4.6.1 A) Batun veri B) Soy | C) Soy Il icin populasyonlar arasindaki nikleotid farklarinin

ortalama sayisi (K) ve populasyonlar arasindaki her bolge igin ortalama nikleotid degisim sayisi

(Dxy). K degeri kdsegenin Ust tarafinda, Dxy degderi ise alt tarafinda verilmistir.

Balearik | Ligurya | Tunus | Iyon Ege K. Levant
A) Tum Veri Denizi Denizi | Kiyist | Denizi | Denizi Denizi
(n=32) (n=59) | (n=8) (n=74) | (n=94) | (n=42)
Balearik Denizi (n=32) 8,992 | 10,359 8,146 9,116 9,510
Ligurya Denizi (n=59) | 0,03270 9,078 8,146 8,099 8,812
Tunus Kiyis1 (n=8) | 0,03635 | 0,03289 8,008 8,832 9,810
Iyon Denizi (n=74) | 0,03133 | 0,03133 | 0,03068 7,555 7,925
Ege Denizi (n=94) | 0,03244 | 0,02978 | 0,03132 | 0,02928 8,792
K. Levant Denizi (n=42) | 0,03337 | 0,03193 | 0,03430 | 0,03013 | 0,03118
Balearik | Ligurya | Tunus | iyon Ege K. Levant
B) Soy I Denizi Denizi | Kiyist | Denizi | Denizi Denizi
(n=24) (n=36) | (n=4) (n=47) | (n=54) | (n=28)
Balearik Denizi (n=24) 4,781 5,438 4,806 4,462 5,064
Ligurya Denizi (n=36) | 0,01714 5,056 4,502 4,036 4,504
Tunus Kiyis1 (n=4) | 0,01895 | 0,01812 4,633 4,245 5,018
Iyon Denizi (n=47) | 0,01807 | 0,01738 | 0,01742 4,306 4,438
Ege Denizi (n=54) | 0,01566 | 0,01457 | 0,01490 | 0,01619 3,966
K. Levant Denizi (n=28) | 0,01764 | 0,01614 | 0,01748 | 0,01662 | 0,01387
Balearik | Ligurya | Tunus | iyon Ege K. Levant
C) Soy Il Denizi Denizi | Kiyist | Denizi | Denizi Denizi
(n=8) (n=23) | (n=4) (n=27) | (n=40) | (n=14)
Balearik Denizi (n=8) 1,582 1,125 1,477 1,291 1,161
Ligurya Denizi (n=23) | 0,00561 0,739 1,361 1,203 0,941
Tunus Kiyis1 (n=4) | 0,00392 | 0,00261 0,667 0,804 0,500
Iyon Denizi (n=27) | 0,00522 | 0,00484 | 0,00235 1,131 0,849
Ege Denizi (n=40) | 0,00454 | 0,00428 | 0,00282 | 0,00403 0,826
K. Levant Denizi (n=14) | 0,00404 | 0,00333 | 0,00174 | 0,00297 | 0,00290
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Sekil 4.4.6.1 Bitln veri ve her popuUlasyon igin ayri ayri A) nukleotid ¢esitliligi (17), B) haplotip
cesitliligi (Hd) C) bir populasyondaki ortalama nukleotid farki sayisi (k) degerlerine gére 6lgtiimuis

mitokondriyal soy varyasyonu. Dikey gubuklar degerler standart sapmayi géstermektedir.

Nukleotid cesitliligi butin populasyonlarda yaklagik olarak ayni iken haplotip ¢esitliligi batidan
doguya dogru azalma gostermektedir. En yuksek haplotip ¢esitliligi Balearik Denizi’'nde, en dusuk
haplotip gesitliligi ise Kuzey Levant Denizi’de gorulmektedir. Ortalama nukleotid farki sayisi en
yuksek Tunus kiyisinda, ikinci olarak Balearik Denizi’nde, en dusuk ise olarak ise iyon Denizi'nde

gorilmektedir.

Cesitlilik batin populasyonlar ve genel veri igin soy I'de soy IlI'ye goére daha ylksek olarak

bulunmaktadir.

Soy I'de en ylksek nikleotid gesitliligi 6rnek sayisi disuk Tunus Kiyisi populasyonunda, ikinci
olarak Balearik Denizi'nde, en dusuk ise Ege Denizi'nde gérulmektedir. En yuksek haplotip

cesitliligi Ligurya ve iyon Denizi’'nde en diisiik haplotip cesitliligi ise Ege Denizi’nde bulunmaktadir.
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Ortalama nukleotid farki sayisi en ylksek Balearik Denizi'nde, en dusik ise Ege Denizi'nde

gorulmektedir.

Soy IlI'de en yiksek nikleotid gesitliligi, haplotip cesitliligi ve ortalama nikleotid farki sayisi
Balearik Denizi'nde, en disuk ise Kuzey Levant Denizi’'nde goérilmektedir. Tunus kiyisi géz éniine

alinmadiginda gesitliligin batidan doguya dogru azalma gosterdigi gézlenmistir.

Soylar arasindaki nukleotid farklarinin ortalama sayisi (K) ve soylar arasi her bolge igin ortalama
2009)

“Polymorphism” araci kullanilarak hesaplanmistir ve sonuglar Tablo 4.4.6.2°de verilmektedir.

nukleotid degisim sayisi (Dxy) DnaSP v.5 programindaki (Librado ve Rozas,

Tablo 4.4.6.2 A) Butun veri B) Soy | C) Soy Il icin populasyonlar arasindaki nukleotid farklarinin
ortalama sayisi (K) ve populasyonlar arasindaki her bolge igin ortalama nikleotid degisim sayisi

(Dxy). K degeri kbsegenin Ust tarafinda, Dxy degeri ise alt tarafinda verilmigtir. Her matriks igin

en yuksek degerler gri ile en distk degerler ise mavi ile isaretlenmisgtir.
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Balearik | Ligurya | Tunus fyon Ege K. Levant
D) Tum Veri Denizi Denizi Kiyisi Denizi Denizi Denizi
(n=32) (n=59) (n=8) (n=74) | (n=94) (n=42)
Balearik Denizi (n=32) 8.992 | 10.359 8.146 9.116 9.510
Ligurya Denizi (n=59) | 0.03270 9.078 8.146 8.099 8.812
Tunus Kiyisi (n=8) | 0.03635 | 0.03289 8.008 8.832 9.810
iyon Denizi (n=74) | 0.03133 | 0.03133 | 0.03068
Ege Denizi (n=94) | 0.03244 0.03132 8.792
K. Levant Denizi (n=42) | 0.03337 | 0.03193 | 0.03430 | 0.03013 | 0.03118
Balearik | Ligurya | Tunus | iyon Ege K. Levant
E) Soyl Denizi Denizi Kiyisi Denizi Denizi Denizi
(n=24) (n=36) (n=4) (n=47) | (n=54) (n=28)
Balearik Denizi (n=24) 4.781 5.438 4.806 4.462 5.064
Ligurya Denizi (n=36) | 0.01714 5.056 4.502 4.504
Tunus Kiyisi (n=4) | 0.01895 | 0.01812 4.633 4.245 5.018
iyon Denizi (n=47) | 0.01807 | 0.01738 | 0.01742 4.438
Ege Denizi (n=54) | 0.01566 0.01619
K. Levant Denizi (n=28) | 0.01764 | 0.01614 | 0.01748 | 0.01662
Balearik | Ligurya | Tunus | iyon Ege K. Levant
F) Soyll Denizi Denizi Kiyisi Denizi Denizi Denizi
(n=8) (n=23) (n=4) (n=27) | (n=40) (n=14)
Balearik Denizi (n=8) 1.582 1.125 1.477 1.291 1.161
Ligurya Denizi (n=23) | 0.00561 0.739 1.361 1.203 0.941
Tunus Kiyisi (n=4) | 0.00392 0.667 0.804 0.500
iyon Denizi (n=27) | 0.00522 | 0.00484 | 0.00235 1.131 0.849
Ege Denizi (n=40) | 0.00454 | 0.00428 0.00403 0.826
K. Levant Denizi (n=14) | 0.00404 | 0.00333 0.00297 | 0.00290




Batln veri incelendiginde Tunus-Balearik, Tunus-Kuzey Levant ve Kuzey Levant-Balearik
arasindaki nukleotid farklarinin ortalama sayisinin ve her bolge icin ortalama nikleotid degisim
sayisinin en yiiksek, iyon-:Ege arasindaki nikleotid farklarinin ortalama sayisinin ve her bélge

icin ortalama nikleotid degisim sayisinin ise en dusuk oldugu gézlenmistir.

Soy | dizilerine gbre Tunus-Balearik ve Kuzey Levant-Balearik arasindaki nukleotid farklarinin
ortalama sayisi en ylksek degeri vermektedir. Ancak her bdlge igin ortalama nikleotid degisim
sayis| Tunus-Balearik ve iyon-Balearik arasinda en yiiksek degerdedir. Her iki gesitlilik dlgimii

icin en disuk deger Ege- Kuzey Levant arasindadir.

Soy Il dizilerine gdre en Ligurya-Balearik arasindaki nikleotid farklarinin ortalama sayisi ve her
bdlge icin ortalama nlkleotid dedisim sayisi en ylksek, Tunus ile diger butliin populasyonlar
arasinda ise en dusuktidr. Tunus kiyisindan sonra bu iki gesitlilik 6lcimu i¢in en disik oldugu

deger Ege- Kuzey Levant arasindadir.

Ege ve Kuzey Levant benzerliginin her iki soy dizileri bazinda, nikleotid farklari agisindan yuksek

oldugu gézlenmistir.
4.4.7. Notralite Testleri

Soylarin ani bir genislemeye maruz kalip kalmadigini anlayabilmek icin nétralite testi Arlequin
v3.5 (Excoffier ve Lischer, 2010) programi kullanilarak yapilmistir. Sonuglar Tablo 4.4.7.1°de

gOsterilmektedir.

Tablo 4.4.7.1. Soylara Arlequin’e (Excoffier, 2006) gbre hesaplanan Tajima’nin D ve Fu’'nin Fs

testi sonuglari.

Tajima’nin D | Fu'nun FS

Soy | (n=193) +* HHE

Soy Il (n=116) . rHE
*p<0.05***p<0.001

Notralite testlerinin sonuglarina gére her iki soy i¢in de pozitif anlamli degerler hesaplanmistir. Bu

durum her iki soy i¢in de ani populasyon daralmasi modelini isaret etmektedir.
4.4.8. Popiilasyonlarin Etkin Disi Buyuklugii

Batun populasyonlar ve Akdeniz'in tamami igin etkin disi populasyon buyukliga batun veri, soy |
verisi ve soy Il verisi igin ayri ayri LAMARC v2.0 (Kuhner, 2006) programi kullanilarak

hesaplanmistir. Sonuglar tablo 4.4.8.1‘de verilmektedir.
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Tablo 4.4.8.1: BUtln populasyonlar i¢in A) buttin veri B) soy | verisi C) soy Il verisi kullanilarak
hesaplanan theta (@) ve etkin disi populasyon buyukligu (Ner). En yuksek Ner deg@erleri gri ile en

distk Ner degerleri ise mavi ile isaretlenmistir (K. Levant-Kuzey Levant).

A) Butun Veri o Ner
Balearik (n=31) 0.073601 751031
Liguriya (n=59) 0.035935 366684
Tunus (n=8) | 0012651[ 129092 ]
iyon (n=74) 0.034300 350000
Ege (n=94) 0.018784 191673
K. Levant (n=42)

B) Soyl Q)] Ner
Balearik (n=24) 0.056697 578541
Liguriya (n=36) 0.026139 266724
Tunus (n=4)
iyon (n=47) 0.127383 | 1299827
Ege (n=51) 0.007455 76071
K. Levant (n=28)

C) Soy I ©)] Ner
Balearik (n=8) 0.010005 102092
Liguriya (n=59) 0.011020 112449
Tunus (n=4) q
iyon (n=27) 0.037612 383796
Ege (n=37) 0.010200 104082
K. Levant (n=14)

Populasyonlarin etkin disi buyukluleri birbirleri ile karsilastirildigi zaman, hem batin veri hem de
soy | ve soy Il igin en dusuk deger en doguda bulunan Kuzey Levant Denizi’'nde ve érnek sayisi
dusik olan Tunus Denizi’'nde, en yuksek deger ise butin veri igin en batidaki Balearik Denizi'nde,

soy | ve soy Il igin Akdeniz'in ortasinda bulunan iyon Denizi’'nde gériilmektedir.
4.4.9 Popiilasyonlar Arasindaki Disi Go¢ Oranlari

Batun populasyonlar igin populasyonlar arasindaki disi go¢ oranlari btln veri, soy | verisi ve soy
Il verisiigin ayri ayri LAMARC v2.0 (Kuhner, 2006) programi kullanilarak hesaplanmigtir. Sonuglar
tablo 4.4.9.1‘de verilmektedir.



hesaplanmis go¢ oranlari (K.Levant=Kuzey Levant).

Tablo 4.4.9.1: Butin populasyonlar arasindaki butin veri soy | verisi ve soy Il verisi kullanilarak

Nereden | Nereye Butiin Veri Soy | Soy Il
Ligurya 194.954 104.19 0.057
Tunus 10.302 6.4770 0.001
Balearik iyon 547.056 136.923 0.078
Ege 50.866 18.926 0.009
Balearik 207.8224 27.273 0.026
Tunus 447.3019 89.833 0.087
Ligurya iyon 521.1112 115.538 0.090
e | 0006876 00041 0002
K. Levant 183.2136 16.887 0.013
Balearik 79.92700 53.447 0.009
Ligurya 56.91495 45.901 0.012
Tunus iyon 332.0870 82.658 0.065
Ege 60.57003 57.722 0.008
K. Levant
Balearik 239.588
Ligurya
iyon Tunus 332.087 30.006 10.964
Ege 207.255 16.731 8.070
K. Levant 388.835 31.980 12.6697
Balearik 251.251 46.52216 0.034
Ligurya 82.603 26.930 0.007
Ege Tunus \ ‘
iyon
K. Levant ‘ ‘
Balearik ‘ ‘
Ligurya 236.472 99.523 0.013
K. Levant | Tunus 193.348 85.432 0.011
iyon 245.140 139.006 8.285
Ege 431.47 236.100 11.730

Sonuglar incelendigi zaman Soy I'deki go¢ oraninin soy IlI'ye goére ¢ok daha ylksek oldugu
gozlenmektedir. Her iki soy icin de Kuzey Levant Denizi'nden Ege Denizi'nde yuksek miktarda
goc olmasina ragmen Ege Denizi'den Kuzey Levant Denizi'ne az miktarda go¢ oldugu ve Ege
Denizi'nden en buyuk gocun Balearik Denizi'ne dogru oldugu belirlenmigtir. Ayrica Akdeniz'in orta
kisminda bulunan iyon Denizi'nde gorece olarak yliksek miktarda kiligbaliginin diger denizlere
gog ettigi gdzlenmigtir. Doguda batiya dogru go¢ etme oranlari batidan doguya dogru olan go¢

oranina gore genel olarak daha yuksek bulunmustur.
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4.4.10. Populasyonlar/ Populasyon Gruplari Arasi Genetik Farklar
4.4.10.1. Fst Degerleri

Populasyonlar arasindaki farkhlagsmayi dlgen Fsr, Arlequin v3.5 programi (Excoffier ve Lischer,
2010) kullanilarak hem butin veri icin hem de soy | ve soy Il i¢in ayri ayri hesaplanmistir. Elde

edilen Fst degerlerinin anlamli olup olmadigi tablo 4.4.10.1.1°de verilmektedir.

Tablo 4.4.10.1.1. Hesaplanan ikili Fsr degerlerinin anlamli olup olmadigi A) buitin data
kullanilarak hesaplanan Fst degerlerinin anlamli olup olmadidi B) soy I'e ait diziler kullanilarak
hesaplanan Fst degerlerinin anlamh olup olmadigi C) soy I'e ait diziler kullanilarak hesaplanan

“ ”

Fst (K. Levant=Kuzey Levant). “n” populasyonlarin érnek sayilarini gosterir. Anlaml olan sonuglar

(p<0.05) gri ile gosterilmistir.

A) Butun verinin ikili Fst sonuglari
Balearik | Liguriya | Tunus iyon Ege K. Levant
Balearik (n=31) -
Liguriya (n=59) - -
Tunus (n=8) - - -
iyon (n=74) - - - -
Ege (n=94) - - - - -
K. Levant (n=42) - - - - - -

B) Soy I'in Fsr Sonuglari

Balearik Liguriya | Tunus | iyon Ege K. Levant
Balearik (n=24) -
Liguriya (n=36) - -
Tunus (n=4) - - -
iyon (n=47) - - - -
Ege (n=51) +* +** - +* -

K. Levant (n=28) - - - - - -

C) Soy IPnin Fsr Sonuglari
Balearik Liguriya | Tunus | iyon Ege K. Levant
Balearik (n=8) -
Liguriya (n=59) - -
Tunus (n=4) - - -
iyon (n=27) - - - -
Ege (n=37) - - - - -
K. Levant (n=14) - - - - -
*0,01<p<0,05 **0 001<p<0 01

Fst sonuglarina gore biatun diziler ve sadece Cll soyuna ait diziler analiz edildigi zaman
populasyonlar arasinda fark gériimemektedir. Ancak Cl soyuna ait bireyler incelendigi zaman (bu

Olclt bu haliyle bir yerde soy ici haplotip c¢esitliligi ile ilgili olmaktadir), Ege Denizi érneklerinin,
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Kuzey Levant ve 6rnek sayisi disuk Tunus Kiyisi popllasyonlarina ait érnekler hari¢ diger

populasyonlardan az bir 6nemlilik derecesinde (p<0.05) farkh ¢iktigi gdézlenmistir.
4.4.10.2. Temel Koordinat Analizi (PCA)

Popilasyon bireylerinin genetik degerlerinin ortalamasi, populasyon merkezleri kullanilarak,
GenAlEx v6.5 (Peakall ve Smouse, 2012) programi ile PCA yapilmistir. PCA hem butln veri icin,

hem de soy | ve soy Il igin ayri ayri olusturulmustur. Sonuclar Sekil 4.4.10.2.1°de verilmektedir.
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A) Temel Koordinat Analizi Varyasyon Yiizdesi:
1. Eksen: 77,73
* Ege , Kuzey . 2. Eksen: 22 27
Levant Balearik
s |
[ .
e * Tunus‘ lyan
~
+ Ligurya
1. Eksen
B) Temel Koordinat Analizi Varyasyon Yizdesi:
1. Eksen: 81,66
2. Eksen: 18,34
+ Ligurya Kuzey * Ege
Levant
£ Balearik
E }
=
w + Tunus
Iyon .
1. Eksen
© Temel Koordinat Analizi Varyasyon Yiizdesi:
1. Eksen: 86,86
o Tunus Eu::r:,; 2. Eksen: 12,89
* Ligurya
E " Ege
] *
~ Balearik
* fyon
L Eksen

Sekil 4.4.10.2.1. Akdeniz’in 6 ayri boélgesi icin PCA analizi A) Butun veri. B) Soy | dizileri igin C)
Soy Il dizileri. Her eksen i¢in hesaplanan varyasyon yuzdesi PCA grafiklerinin yaninda verilmigtir.

Batln veri kullanilarak yapilan PCA sonucunda (Sekil 4.4.10.2.1 A) popiulasyonlar ilk eksene gore

1.Tunus-lyon-Ege 2. Ligurya- Balearik-Kuzey Levant, ikinci eksene gore 1.Tunus-Ege-Kuzey
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Levant 2. Ligurya-Balearik-iyon ve bitiin eksenler g6z éniine alindiginda 1.Tunus-iyon 2.Ligurya
3. Balearik- Kuzey Levant 4. Ege olmak Uzere farkl gruplara ayrilabilir. Bu PCA analizinde

varyasyon agirlik toplami %100 olan ilk iki eksende Ege, Ligurya gibi farkl gérilmektedir

Sadece soy | verisi kullanilarak yapilan PCA sonucunda (Sekil 4.4.10.2.1 B) populasyonlar ilk
eksene gore 1.Tunus-iyon-Ege 2. Ligurya- Balearik-Kuzey Levant, ikinci eksene gore 1.Balearik-
Ege-Kuzey Levant 2. Ligurya-lyon-Tunus ve biitiin eksenler g6z éniine alindiginda 1.Tunus 2.
iyon 3. Ege-Kuzey Levant 4. Balearik-Ligurya olmak Uzere farkh gruplara ayrilabilir. Gene
varyasyon agirlik toplami %100 olan iki eksende Ege Kuzey Levant yakin iki grup olarak
goOrulmektedir.

Sadece soy |l verisi kullanilarak yapilan PCA sonucunda (Sekil 4.4.10.2.1 C) populasyonlar ilk
eksene gore 1. Ligurya- Balearik, 2.Tunus-iyon-Ege-Kuzey Levant, ikinci eksene gore 1.Balearik-
iyon 2. Ligurya-Tunus-Ege-Kuzey Levant ve biitiin eksenler gz éniine alindiginda 1. iyon 2.
Balearik 3. Liguria 4. Tunus-Kuzey Levant- Ege olmak uzere farkli gruplara ayrilabilir. Son olarak
varyasyon agirlik toplami %99,75 olan iki eksende Ege Kuzey Levant yakin iki grup olarak

gOrulmektedir.
4.4.10.3. AMOVA

PCA sonuglarina goére ortaya c¢ikan gruplarda, Vinas vd.'nin (2010) calismasinda belirtilen dogu
ile bati gruplarinda (dodu grubuna Kuzey Levant Denizi drneklerini de katarak) ve 6zelikle bati
populasyonlarindan farkh gikabilecek Ege Denizi ile bati popllasyonlari (Balearik ve Ligurya
Denizi) arasindaki genetik varyasyonun grup igi ve gruplar arasi nasil dagildigini gézlemlemek

icin AMOVA Arlequin v3.5 programi (Excoffier ve Lischer, 2010) kullanilarak olusturulmustur.

Tdm veri icin AMOVA analizi i¢in olusturulan gruplar asagida verilmistir.

Batdn Veri: Dogu-Bati=>1. Grup: Balearik-Ligurya-Tunus
2. Grup: lyon-Ege-Kuzey Levant
PCA1->1. Grup: Tunus-iyon-Ege
2. Grup: Ligurya- Balearik-Kuzey Levant
PCA2->1. Grup: Tunus-Ege-Kuzey Levant
2. Grup: Ligurya-Balearik-iyon
PCA3->1. Grup: Tunus-iyon
2. Grup: Ligurya
3. Grup: Balearik- Kuzey Levant
4. Grup: Ege
Ege-Bati > 1. Grup: Balearik-Ligurya
2. Grup: Ege
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Tablo 4.4.10.3.1 bitin veri kullanilarak olusturulan gruplarin AMOVA sonuglarini gostermektedir.

Tablo 4.4.10.3.1. Butun veri kullanilarak olusturulan gruplarin AMOVA sonuglari.

Cesitlilik Kaynagi

Dogu-Bati

PCA1 PCA2 PCA3 Ege-Bati

Gruplar Arasi

Gruplardaki
Poptlasyonlar Arasi

Popiilasyon igci

+*

*p<0.05

Soy | verisi icin AMOVA analizi

Soy I: Dogu-Bati=>1
2

PCAl->1

2

PCA2->1

2

PCA3->1

2.
3.
4,
Ege-Bati 2> 1.

. Grup:
. Grup:
. Grup:
Grup:
Grup:
Grup:
Grup:
Grup:
Grup:
Grup:

Grup:

icin olusturulan gruplar asagida verilmigtir.

Balearik-Ligurya-Tunus
iyon-Ege-Kuzey Levant
Tunus-iyon-Ege

Ligurya- Balearik-Kuzey Levant
Balearik-Ege-Kuzey Levant
Ligurya-iyon-Tunus

Tunus

iyon

Ege-Kuzey Levant
Balearik-Ligurya
Balearik-Ligurya

2. Grup: Ege

Tablo 4.4.10.3.2 soy | verisi kullanilarak olugturulan gruplarin AMOVA sonuglarini gostermektedir.

Tablo 4.4.10.3.2. Soy | verisi kullanilarak olusturulan gruplarin AMOVA sonuglari.

Cesitlilik Kaynag Dogu-Bati | PCA1l PCA2 PCA3 Ege-Bati
Gruplar Arasi - - - - ;
Gruplardaki i i ) ] )
Popdulasyonlar Arasi

Popllasyon igi +* +* +* +* *

*p<0.05
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Soy Il verisi icin AMOVA analizi i¢in olusturulan gruplar asagida verilmistir.

Soy Il: Dogu-Bati> 1. Grup:

2. Grup:

PCA1->1. Grup:

2. Grup:

PCA2->1. Grup:

2. Grup:

PCA3->1. Grup:

2. Grup:

3. Grup:

4. Grup:

Ege-Bati >1. Grup:
2. Grup:

Tablo 4.4.10.3.3 soy Il verisi
gOstermektedir.

Tablo 4.4.10.3.3. Soy |l verisi kullanilarak olusturulan gruplarin AMOVA sonuglari.

Balearik-Ligurya-Tunus
iyon-Ege-Kuzey Levant
Ligurya- Balearik
Tunus-lyon-Ege-Kuzey Levant
Balearik-iyon
Ligurya-Tunus-Ege-Kuzey Levant
iyon

Balearik

Liguria

Tunus-Kuzey Levant- Ege
Balearik-Ligurya

Ege

kullanilarak olusturulan gruplarin  AMOVA sonuglarini

Cesitlilik Kaynagi

Dogu-Bati

PCA1 PCAZ2

PCA3

Ege-Bati

Gruplar Arasi -

Gruplardaki
Populasyonlar Arasi

Popiilasyon ici -

- - +*

*p<0.05

Batln veri ve soy Il kullanilarak yapilan AMOVA sonuglarina gére batin populasyonlar ici gesitlilik
anlamli degilken her veri grubunu PCA analiz sonucu ortaya ¢ikan 4 grup birbirinde anlami olarak
farkhdir. Soy I’ de ise popilasyonlar i¢i ¢esitlilik anlamliyken PCA sonucu ortaya ¢ikan higbir grup
arasinda anlami bir ¢esitlilik bulunamamisgtir.
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5. TARTISMA

Bu calismada 42 tanesi Akdeniz Levant havzasinin kuzey bolgesinde 26 tanesi ise Ege
Denizi’'nden olmak Uzere toplam 68 tane kilic baligi érnegi toplanarak bu 6érneklerden 450 bg
uzunlugunda olan primerlerle tanimlanmis mtDNA CR bélgesine ait bir bolgenin DNA dizisi elde
edilmistir. Bu DNA dizileri literatiirde bulunan Akdeniz’e ait diger diziler (Balearik Denizi, Ligurya
Denizi, Tunus Denizi, iyon Denizi ve Ege Denizi) ile karsilastirilarak Tirkiye'de yasayan kilig
baligi populasyonlari hakkinda genetik veriye dayali bilgilerin elde edilmesi amaglanmistir.
Akdeniz’de yasayan kilighaligi 6rneklerinin Dogu Akdeniz ve Bati Akdeniz olarak genetik
farklilagsma gosterdigi daha 6nce belirlenmisti (Vinas vd., 2010). Bu ¢alisma ile bizim kiyilarimizda
yasayan kili¢ baliklarinin birbirlerinden ve Akdeniz’in diger bélgelerindeki kili¢ baliklarindan farkh
olup olmadigi arastirilmis ve Turkiye populasyonlarinin, Akdeniz’de dogu -bati ekseninde var

oldugu dusindlen farklilagsmanin bir pargasi olup olmadigi analiz edilmistir.

Ayrica Marmaray Yenikapi! kazilarindan cikan kili¢ bahgi 6rneklerinden DNA izole edilerek
mtDNA’nin ayni boélgesi ¢alisiimis, gegmisteki ve simdiki soy gesitliligi karsilastiriimistir. Béylece
kiyilarimizda yasayan kili¢ baliklarinin gegmisten bu gline genetik cesitliligindeki olasi degisimler

hakkinda bilgi sahibi olunmasi amaclanmistir.

Elde edilen butun bu bilgiler, Turkiye icin ekonomik 6énemi olan kiyilarimiz kiligbaliklarinin ve daha
genel olarak Akdeniz Kiligbaligi populasyonlarinin korunmasi ve yonetimi calismalarina da

katkida bulunabilecektir.
5.1. Kihig Baligi mtDNA Soylarinin Analizi

Bu galismadan ve literatirden elde edilen toplam 303 kiligbaligi mtDNA ile olusturulan NJ agaci
soy | ve soy II'yi %99 ¢6z-bagla dederi ile birbirinden ayirmistir. Ayrica soy | kendi iginde tg alt
dala ayrilmaktadir. Bu dallardaki dizilerin Rsal kesim noktasi kontrol edildigi zaman dallardan
ikisinin a, bir tanesinin ise B alt soyundan oldugu gézlenmistir. MJ agi sonucu ortaya ¢ikan ayrim
bu durumu desteklemektedir. MJ agi sonucu soy I'de 3 Soy I'de 1 adet ana dugim
g6zlenmektedir. Soy I'deki ana digimlerden iki tanesi a, bir tanesi ise B alt soyuna aittir. Hem MJ
agd1 hem de NJ agaci incelendigi zaman a alt soyunun iki dala ayrildigi, B alt soyunun ise bu iki

bu daldan birinden kdken aldigi belirlenmigtir.

NJ agaci ve MJ agindaki dagilima gore soy | in Soy II'ye oranla daha ¢ok cesitlilik icermektedir.
Bu durum soylarin ntkleotid ¢esitliligi (17), haplotip ¢esitliligi (Hd) ve ortalama nikleotid farki sayisi
(k) karsilastirildigi zaman da goértlmektedir (im_Soy I: 0,01561, m_Soy I: 0,00386; Hd_Soy 1:0,858,
Hd_Soy II: 0,659; k_Soy I: 4,027, k_Soy II: 1,072).

50



Notralite testleri her iki soy icin de anlamli derecede pozitif ¢cikmistir. Bu durum her iki soyun da

beklenildigi gibi ani populasyon daralmasina maruz kaldigini géstermektedir.

Kilighalhgi mtDNA soylarinin farkli filogenetik kdkenlere sahip oldugu, Pasifik Okyanusu’nda
bulunan tek soy olan soy l'in bu okyanusta, soy II'nin ise Atlantik Okyanusu’'nda ortaya c¢iktigi
dusitnilmektedir (Alvarado-Bremer vd., 2005°). Buzul ¢agi (Pleistosen) sirasinda Akdeniz'deki
faunal yok olus sirasinda yok olan turler arasinda byUk bir ihtimalle kili¢ baligi da vardi. Buzullar
arasi (interglacial) doneminde aralarinda kilig baliginin da oldugu tirler, hem Atlantik’ten hem de
Pasifik’ten (Atlantik yolunu kullanarak) gelerek burada tekrar gogalmaya baglamiglardir (Emig ve
Geistdoerfer, 2004). Bu donem de gerceklesen kilig baligi akinlarini buzullagsma (glacial)
donemdeki izolasyonlar izledi (Alvarado-Bremer vd., 2005°). Her iki kiligbaligi soyunun da
Akdeniz’de gbzlenmesi, buzullar arasi (interglacial) doneminde Akdeniz’e olan gdgln soy II'nin
ortaya ¢ikisinda sonra oldugunu gdstermektedir. Soy | ve soy II'nin birlikte Atlantik’ten Akdeniz’e
geldigini ve Akdeniz'deki tekrar ¢odalma, izolasyon ve populasyon biylimesi sirasinda farkli
demografik olgulara maruz kalmig olabilecegini diistintlmektedir ( Alvarado-Bremer vd., 2005P)

Bu durumda bu iki soyun ayri ayri incelenmesi daha uygundur.
5.2. Akdeniz Kili¢ Baligi Populasyonlarinin Analizi

Akdeniz'de yasayan kilichaliklarini soy frekanslarinin dagilimi incelendigi zaman diger batida
bulunan Balearik Denizi populasyonunun diger populasyonlara gére daha disik soy Il ylizdesine
sahip oldugu gdézlenmistir (%25). Soy Il Kuzey Atlantik’te Akdeniz oranla daha az bulunmaktadir
ve Atlantik ile Akdeniz kilic baliklari her en kadar iki ayri stok olsa da az miktarda karisma
gostermektedir (Alvarado-Bremer vd., 2005P). Cografi olarak Atlantik stoguna yakin olan Balearik
Denizi'ndeki bu durum, ilk bakista popllasyonun burada karigiyor olmasi ihtimalini akla getiriyor
olsa da soy II'nin Atlantik ve Akdeniz'de farkh alt soylar olarak goérilmesi ve Balearik’'te sadece
Akdeniz’e ait soy Il 6érnekleri bulunmasi bu ihtimali disirmektedir. Digerlerinden daha farkli soy
frekans dagilimi gdsteren bir diger populasyon Tunus kiyisi populasyonudur. Ancak Tunus Kiyisi
populasyonu ¢ok az 6rnekle temsil edilmektedir (n=8) ve bu nedenle bu populasyon i¢in sonuglar
istatistiksel olarak kuvvetli olmayabilir. Soy frekanslarinin dagihminda dikkat ¢ceken bir diger
onemli nokta Ege Denizi popullasyonundaki soy frekansidir. Diger populasyonlara gore Ege
Denizi’'nde soy Il frekansi nispeten daha ylksek (%43), soy |_pB frekansi ise ¢ok dusiktir (%7).
Bu durum Ege Denizi populasyonunun nispeten izole ve kiglk bir popilasyon olabilecegini
dustindurmektedir. Eger Ege Denizi gergekten nispeten izole olmus bir populasyonsa soy |_f3

frekansi genetik slriklenme sebebiyle artmis olabilir.
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MJ agindaki haplotiplerin poptlasyonlara gore dagilimi incelendigi zaman bitin ana digimlerde,
ornek sayisi dusuk Tunus harig, bitin populasyonlar gézlenmektedir. Ayrica soy | a’da sadece
dogu populasyonlarinda goézlenen, goérece yiksek frekansa sahip bir haplotip (17/89)
bulunmaktadir. Bu haplotip dogudaki populasyonlar igi bir belirte¢ olarak kullanilabilir. Ayrica bu
calismada daha 6nce gézlenmemis 4 adet haplotip bulunmustur. Bir tanesi soy Il haplotipidir ve
Kuzey Levant drnegine aittir. Diger 3 haplotip ise soy |_a haplotipleridir. Bu 3 haplotipten 2 tanesi

Ege Denizi ve 1 tanesi Kuzey Levant 6rnegidir.

Baz dizisine gore saptanan soy cesitliligi her populasyon icin karsilastirildigi zaman batidan
doguya Balearik-Ligurya-Tunus-iyon-Ege-Kuzey Levant ekseninde, érnek sayisi az olan Tunus
disinda azalma egimi gostermektedir. Soy |_a frekansi ¢ok distk olan Ege Denizi beklenildigi
sekilde en diisiik haplotip gesitliligine sahiptir. iyon Denizi ise soy | icin en yiiksek haplotip
cesitliligine sahiptir. Dogu grubuna ait bir popiilasyon olmasina ragmen batiya en yakin olan iyon
Denizi’'nde bati ve dogu populasyonlari birbirine karigiyor olabilir. Soylar arasindaki nikleotid
farklarinin ortalama sayisi ve populasyonlar arasindaki her bdlge i¢in ortalama nikleotid degisim
sayisi incelendigi zaman bati ve dogu gruplarinin kendi iglerinde daha genel olarak daha dusuk
degerlere sahip olduklari ancak bati ve dogu gruplarina ait populasyonlar birbirleri ile
karsilastirildigi zaman genel olarak bu degerlerin daha ylksek oldugu gézlenmektedir. En disuk

degerler Kuzey Levant ve Ege Denizi arasinda bulunmaktadir.

Baz dizisine gobre saptanan soy cesitliligi degerleri, Vinas vd.,’nin (2010) calismasinda da
belirtildigi gibi batidan doguya gidildikge her iki soy icin de genetik gesitlilikte genel bir azalma
olduguna isaret etmektedir. Bu sonug buzullar arasi (interglacial) ddnemde Atlantik’ten Akdeniz'e
gelen kili¢ baliklarinin batidan doguya dogru ilerledigini desteklemektedir (Alvarado-Bremer vd.,
2005Y).

Batidan doguya dogru genetik cesitliligin genel olarak azalmasina paralel olarak dodudaki
populasyonlarin etkin poptlasyon buyiklikleri batidakilere gére genel olarak daha disik
bulunmustur. Soylar ayri ayri incelendigi zaman Iyon Denizi'nin etkin popiilasyon biyikliginin
yiksek cikmasi bu bdlgede karismayi gdsteren bir diger bulgu olabilir. Vinas vd’nin (2010)
calismasinda lyon denizi dogu olarak kabul edildigi zaman her iki soy icin de kilic baliklarinin
batidan doguya gb¢ oraninin azaldi§i gézlenmistir. Bu ¢alismada da bu durum genel olarak

gdzlense de iyon Denizi’'nin ne batiya ne dogu daha yakin oldugu disiniilebilir.

Bitun veri ve soy Il verisi ile hesaplanan Fsr incelendigi zaman populasyonlar arasinda anlamli
farklar bulunamamistir. Ancak soy | verisi ile hesaplanan Fsr sonuclarina gére ege Denizi

populasyonu kendisine cografi olarak en yakin populasyon olan Kuzey Levant populasyonu ve
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ornek sayisi ¢cok dusiik olan Tunus kiyisi poptlasyonu hari¢ diger batin populasyonlardan farkli
cikmistir. Bu durum Ege Denizi'nde digerlerine gore farklilik gésteren soy |_a ve soy |_ 8 frekans

dagihmi nedeniyle ortaya ¢gikmis olabilir.

Soy | verisi kullanilarak elde edilen PCA sonucu incelendiginde, Ege Denizi populasyonunun diger
bltin populasyonlardan daha uzakta oldugu, cografi olarak kendisine en yakin olan Kuzey Levant
Denizi’'ne benzer oldugu gézenmektedir. Hem soy | hem soy Il verisinde populasyonlar bati
(Balearik-Ligurya) ve dogu (Kuzey Levant-Ege Denizi) ekseninde ayrilmistir. iyon Denizi soy | igin
doguya, soy Il igin ise batiya daha yakin olarak bulunmaktadir. Bu sonug iyon Denizi'nde bati ve
dogu populasyonlari birbirine karigtigi ihtimalini desteklemektedir. Tunus ise her iki soy i¢inde

doguya daha yakin durmaktadir.

Soy | ve soy Il verileri dogu (Balarik, Ligurya ve Tunus Denizi) ve bati (iyon, Ege ve Kuzey Levant
Denizi) olarak iki grup halinde incelendigi zaman AMOVA sonuglarina gore bu iki grup arasinda
anlami bir fark bulunamamisgtir. Soy | verisi anlami derece de ylksek grup i¢i ¢esitlilik icermektedir
ve PCA sonuglarina goére ortaya ¢ikan higbir grup arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Soy
| verisi ise PCA sonucu ortaya cikan 4 grup arasinda (1. Grup: Balearik, 2. Grup: Ligurya, 3.
Grup:Tunus, Ege ve Kuzey Levant, 4. Grup: iyon) anlaml bir fark bulmustur. Bu gruplara gére
batidaki Ligurya ve Balearik digerlerinden ayrildi§i1 gibi populasyonlar arasinda en batida olan
Balearik de Ligurya’dan ayrilmistir. Bu ayrim, 6érneklemeden daha az olasilikla da Balearik ve
Ligurya arasinda kilicbaligi gegisini zorlagtiran bir deniz akimini isaret ediyor olabilir. Dogu
populasyonlari arasinda bulunan ve dogu ve bati grubunun arasindaki karigma noktasinda
bulunan Iyon Denizi de diger dodu popilasyonlarindan ayriimistir. Tunus ise dogdu
populasyonlarina benzemektedir. Ancak disik drnek sayisina sahip bu populasyonun gercekten
dogu populasyonlarina benzeyip benzemedigine kara vermek icin analizler daha yuksek ornek

sayisl ile tekrarlanmalidir.
5.3. Antik DNA Dizileri

Antik DNA 6rneklerinden elde edilen farkli érneklerin dizileri birbirleri ile incelendigi zaman sadece
2 6rnegin birbiri ile ayni diziye sahip oldugunu gdstermektedir. Bu durumda antik kemik
Orneklerinin en az 5 farkl canliya ait oldugu sdylenebilir. aDNA’larda ortaya cikan nikleotid
degisimlerinden en sik goérileni C-T degisimidir. DNA pargaciginin kiriklari civarinda ise G-A
degisimi gorulmektedir. Diger nikleotid degisimleri ve indeller (insertion-delition) de, ¢ok sik
olmamakla beraber, gorilebilmektedir (Olivieri vd., 2010; Dagtas, 2013). Bu ¢calismada incelenen
ayni 6rnege ait ileri ve geri aDNA dizilerinde bulunan ve ayni érnegin farkl dizi pargalarinin

cakisan kisimlarinda, tekrarlarda gézlenen nukleotid farklari, 6zellikle 350. noktada bulunan C-T
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ile 302 ve 345. noktalarda bulunan G-A degisimleri 6limden sonra goézlenen nukleotid

degisikliklerine ve bu érneklerin otantik antik DNA 6rnekleri oldugunu isaret ediyor olabilir.

Bu nukleotid degisimlerinin canli 6ldikten sonra gerceklesen hatali baz yerlestirmeler sonucu
ortaya cikmadigini belirlemek icin izole edilen érnekler en az bir kere daha yukseltgenecektir.
Ayrica oérneklerden en az bir kere daha izolasyonu yapilmali ikinci izolasyon sonucu elde edilen
DNA o6rnekleri de en az iki kere daha PZR ile ¢ogaltilacaktir. Bu tekrarlarin proje kapsaminda
yapilamamasinin sebebi kullanilan kimyasal malzemelerin pahali olmasi ve proje butcesinin

sadece bir izolasyon ve PZR igin yeterli olmasidir.

Antik DNA orneklerinin soy dagilimmina bakildigi zaman bu 6rneklerin Akdeniz'deki diger

populasyonlara benzer seklide daha yiksek oranda soy | frekansina sahip oldugu belirlenmistir.

54



6. SONUC

Yuvaya donus (homing) davranisi gdsteren kilic baligi farklh yumurtalama alanlarina sahiptir
(Alvarado-Bremer vd., 2005?). Yiksek mesafeleri boyunca goé¢ edebilen bu tiir baliklar igin genetik
farkhlasma nedeni olarak genellikle farkli yumurtlama alanlarinin varligi ve okyanuslardaki akim,
anafor gibi hareketlerin larvalarin dagilimini kisitlayabilecek cografi bariyerler olusturmasi gibi
faktorler 6ne sirulmektedir (Alvarado-Bremer vd., 1996; Alvarado-Bremer vd., 1998; Chow vd.,
2000; Zardoya vd., 2004)

Su ana kadar Akdeniz i¢in batida (Cavalaro vd., 1991) ve doguda (Tserpes vd., 2001) olmak
Uzere farkh yumurtlama alanlarin 6nerilmigtir. Bu nedenle kiligbaliklarinin bati ve doguda
farkhlagmasini beklenebilir. Vinas vd.,’nin (2010) ¢alismasinda da populasyonlarin kismi mtDNA
bolgesi soy bazinda incelendigince, Akdeniz stogunun dogu (Balearik Denizi, Ligurya Denizi,
Tunus kiyisi) ve bati (lyon Denizi, Ege Denizi) olarak farkllastigi ortaya gikmistir. Bu calisma da
Vinas vd.,’nin (2010) inceledigi populasyonlara Turkiye kiyilarindan 6rneklenen Ege Denizi ve

Akdeniz populasyonlar eklenmistir. Ortaya ¢ikan sonuglar asagida ézetlenmigtir.

1. Kiig bahdr mtDNA bélgesine ait iki soyun farkli demografik tarihlere sahip oldugu
belirlenmistir (Vinas vd., 2010). Bu nedenle soylarin ayri ayri incelenmesi daha uygundur.

2. Akdeniz bélgesinde her iki soy icin de genel olarak bati (Ligurya ve Balearik) ve dogu (Ege
ve Kuzey Levant) olarak istatistiksel olarak baskin olmayan bir farklilasma gdrtlmektedir
ve batidan doguya dogru gidildikce ¢esitlilik genel olarak azalmaktadir. Bu bulguya paralel
olarak etkin populasyon buyuklukleri de dogudaki populasyonlarda daha dusuk
bulunmustur.

3. Akdeniz'in orta kisminda bulunan iyon Denizi soy I'de batiya soy II'de ise doduya
benzemektedir ve soy | icin en yuksek cesitlilige sahiptir. Bu durum bati ve dogu
gruplarinin iyon Denizi'nde karistigini gésteriyor olabilir. Soy Il PCA sonucu Ligurya’da
ayrilan ve diger populasyonlara gére genel olarak daha disuk bir soy Il frekansina sahip
olan Balearik Denizi bireylerini Akdeniz'in diger kisimlarina gé¢ kismen zorlastiran bir
etmen olabilir. Tunus populasyonunun ise gergcekten doguya yakin olup olmadigini
belirleyebilmek icin dusuk olan érnek sayisinin (n=8) yukseltiimesi gerekmektedir.

4. Sadece dogu populasyonlarinda nispeten yiksek frekansta bulunan (%17) bulunan soy
I’e ait bir haplotip dogu populasyonlarini tanimlamak igin belirte¢ olarak kullanilabilir.

5. Go¢ genel olarak dogudan batiya daha yogun olarak gézlense de poptlasyonlarin birbiri

ile karisma ihtimali olan Iyon Denizi’'nde gé¢ orani yiiksek bulunmustur.
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6. Popllasyonlar Frs ile karsilastirildi zaman sadece soy | ‘e gore Ege Denizi popllasyonu
bati grubunda bulunan Balearik ve Ligurya’dan ve dogu grubunda batiya en yakin bulunan
lyon’dan farkli bulunmustur. Soylarin frekans dagilimi incelendiginde de bu popiilasyonun
soy |_[B frekansinin diger populasyonlara gore daha disuk oldugu goézlenebilir Bu durum
Ege Denizi'nin kiglk ve nispeten izole bir populasyon oldugunu isaret ediyor olabilir. Bu
olasi izolasyonun sebebi ise Ege Denizinde bulunan henlz belirlenememis bir
yumurtlama bolgesi veya Ege Denizi'ni Akdeniz’'de ayrim ve kiligbaliklarinin bu iki bolge
arasindaki gegisini zorlastiran bir akim olabilir.

7. Her ne kadar batidan doguya dogru genetik cesitliligin azaldigi gézlense de Akdeniz'de iki
birbirinden ayri iki stogun varligindan kesin olarak s6z edilemez.

8. Yapilan butin analizler Ege Denizi dérneklerinin her iki soy igcinde Kuzey Levant
Denizi’'ndeki (Turkiye'nin Akdeniz kiyilari) popullasyonlara benzedigini, butiin veri géz
onune alindigi zaman ise birbirlerine daha uzak oldugunu gdstermektedir. Ancak soy |
analizlerinde Ege Denizi populasyonu, soy Il analizlerine gére Kuzey Levant’a daha uzak
cikmistir. Batlin veri ve soy I'deki bu farklilasmanin nedeni olarak Ege Denizi’'ndeki soy
I'ni alt soy frekanslarindaki farklilik disunulebilir. Yine de (Fst sonuglarina goére) bu iki
populasyon arasinda anlamli bir fark bulunamamistir.

9. Marmaray-Yenikap! kazisindan ¢ikarilan antik kiligbali§i kemiklerinden elde edilen aDNA
mtDNA dizileri incelendigi zaman bu kemiklerin otantik oldugu ve en az 5 farkli ayri bireye
ait oldugu ve soy frekans dagiimini Ege ve Kuzey Levant soy frekansinin dagilimina
benzer oldugu belirlenmistir. Ancak sonugclarin guvenilirligini saglamak i¢in bu aDNA
analizleri en az 3 kere daha tekrar edilmelidir.

Su anda Akdeniz stoklari tek bir populasyon olarak kabul edilmektedir. Bu varsayim ile yapilan

kilig baligr koruma ve ydnetimi agiri avlanmaya sebep olabilir ve bunu sonucu olarak Akdeniz

populasyonunun goreceli kiiclk ve izole olmasi nedeniyle risk altina sokabilir. Bu ¢alismada
elde edilen verilere gére Ege Denizi'nde ve Kuzey Levant Denizinde yasayan kili¢ baliklarinin
goreceli olarak klcik ve nispeten izole olma olasiligi bulunmaktadir ve bu poptlasyonlar asiri

avlanma tehlikesi altinda olabilir.
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EK 1
aDNA izolasyon protokolu (Rohland vd., 2010).
Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Izolasyon Soliisyonu

= 0,5MEDTA
= 0,25 mg/ml Proteinaz K

1.25 ml proteinaz K (10 mg/ml), 50 ml EDTA (5M) igine eklenir.

Baglama Soliisyonu

= 5M GuSCN
= 3 M Sodyum Asetat

29.5 g GUSCN, dH:0 iginde toplam hacim 45 olacak sekilde ¢oziiniir. GUSCN ¢6ziinene kadar
oda sicakliginda dondiiriiliir. Cozindukten sonra 5 ml sodyum asetat (300 mM) eklenir.

Silika Soliisyonu

4.8 g silika, toplam hacim 40 ml olacak sekilde dH»O icinde ¢dzlindr. 1 saat bekletilir. 39 ml’lik
Ust faz yeni tiipe alinir. 4 saat bekletilir. 35 mI’lik st faz atilir. Pelete, 48 ul %30 HCI eklenir.

Vorteks ile karistirilir. Hazirlanan soliisyon 1 ml’lik tiiplere bolistiiriilerek saklanir ve kullanilir.

Yikama Soliisyonu (pH: 8.0)

= 0050 Etanol

= 125 mM NaCl
= 10 mM Tris
= 1mMEDTA

1,25 ml NaCl (5M), 500 pl Tris (1M), ve 100 pul EDTA, %50 etanol i¢inde toplam hacim 50 ml
olacak sekilde ¢oziiniir.
TE Soliisyonu

= 10 mM Tris
= 1mMEDTA
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100 pl Tris (1M) ve 20 ul EDTA (0,5M), dH20 i¢inde toplam hacim 10 ml olacak sekilde ¢6ziintir.

Hazirlanan soliisyon 1 ml’lik tliplere boliistiiriilerek saklanir ve kullanilir.

Stok Sollisyonlarimin Hazirlanmasi

EDTA (0,5 M)
93.05 g EDTA, toplam hacim 500 ml olacak sekilde dH20O iginde ¢6zunir. 10g NaOH (pH 8.0)

eklenir ve soliisyonun pH’1, pH kagidi ile 6lgiiliir. Hazirlanan soliisyon 50 ml’lik 1 ml’lik tiiplere

boliistiiriilerek saklanir ve kullanilir.

Proteinase K (10 mag/ml)

100 mg proteinaz K, toplam hacim 10 ml olacak sekilde dH2O i¢inde ¢dziiniir. Hazirlanan soliisyon

1 mI’lik 1 mI’lik tiiplere boliistiiriilerek saklanir ve kullanilir.

Tris (1 M)

12.1 g Tris, toplam hacim 70 ml olacak sekilde dH2O iginde ¢ozindr. 8.7 ml %30 HCI (pH: 8.0)
eklenir ve soliisyonun pH’1, pH kagidi ile dl¢iiliir. Toplam hacim 100 ml olacak sekilde ve dH20

eklenir.

GuSCN (5 M)

29.5 GuSCN, toplam hacim 45 ml olacak sekilde dH2O iginde ¢ziiniir. Iki tiip olarak hazirlanr.

NaCl (5M)

29.2 g NaCl, toplam hacim 100 ml olacak sekilde dH2O i¢inde ¢ozundr.
» EDTA, NaCl ve Tris soliisyonlar1 kullanilmadan 6nce 30 dakika UV altina steril edilir.
izolasyon Oncesi Orneklerin Hazirlanmasi

Calisma alan1 aliiminyum folyo ile kaplanir.

Ornekleri 6lgmek icin bir parga aliiminyum folyo bosken tartilir.

Yaklagik (230-250 mg kemik parcasi kesilerek tartilir.

Tartilan kemik parcasi havan ile ezilir. Her 6rnek icin farkli havan kullanilir.

Kemik pargasi tamamen toz haline getirildikten sonra tekrar tartilir.

o ok~ w nhF

Toz haline gelen 6rnekler 25 mI’lik bos tiiplere gegirilir.
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7. Negatif kontrol olmak tlizere B1 ve B2 adi verilen iki adet bos tiip hazirlanir. Biri 6rnek
tiiplerinin en basma digeri sonuna yerlestirilir. Izolasyon boyunca hep ayni tiip siras1 takip

edilmelidir.
izolasyon Asamasi

1. Toz haline getirilmis kemik 6rneklerine ve Blile B2 ‘ye 5 ml izolasyon sollisyonu eklenir.

2. Tipler parafilm ile sarilir ve bir gece boyunca (16-20 saat) oda sicakliginda alt iist edilerek
dondaraldr.

3. Ertesi gin tupler santrifuj ile 5000 g hizinda 2 dakika gevrilir.

4. Yeni bos tiipler hazirlanir ve bu tiiplere 2.5 ml baglama soliisyonu eklenir.

5. Santrifiyj ile ¢evrilen 6rneklerin {ist fazi, iginde baglama soliisyonu olan yeni tiiplere gegirilir.

(Alt fazdaki pelet, -20 °C’de saklanir.)

Silika 10 saniye vorteks ile karistirilir ve biitiin tiiplere 100 pl silika soliisyonu eklenir.

Tiipler parafilm ile sarilir ve 3 saat boyunca oda sicakliginda alt iist edilerek dondiiriiliir.

Ug saatin sonunda tiipler santrifiij ile 5000 g hizinda 2 dakika gevrilir.

© © N o

Ust faz atilir.

10. Tiplerin kenarinda kalan peletlere 400 ul baglama soliisyonu eklenerek pelet soliisyonun
icinde ¢ozulir.

11. Ornekler 2 ml boyutunda ve tizerinde kolonlar olan yeni tiiplere gegirilir.

12. Tipler santrifiij ile 13.300 g hizinda 2 dakika gevrilir.

13. Tipiin i¢inde biriken s1v1 atilir.

14. Orneklere 450 pul yikama soliisyonu eklenir.

15. Tiipler santrifiij ile 13.300 g hizinda 2 dakika ¢evrilir.

16. Yikama basamag tekrar edilir.

17. Tiipliin icinde biriken sivi atildiktan sonra, yikama soliisyonun Orneklerden tamamen
ayrildigindan emin olmak icin bos kolonlar santrifiij ile 13.300 g hizinda 2 dakika gevrilir.

18. Eger varsa tiipiin i¢inde biriken s1v1 atilir.

19. Orneklere 50 ul TE soliisyonu eklenir.

20. Tiuplerin kapaklar1 kapatilarak 10 dakika beklenir.

21. Tipler santrifiij ile 13.300 g hizinda 2 dakika cevrilir.

22. Kolonlar atilir.
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23. Ornekler eger hemen kullanilmayacaksa -20°C’de, eger hemen kullanilacaksa +4°C’de

saklanir.
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EK 2

Modern ve antik DNA 6rneklerinin toplandig1 yerler ve mtDNA soylari.

Modern Ornekler

Ornek No | Toplandig1 Yer Soy
Kuzey Levant Denizi |1 a
Kuzey Levant Denizi | Il
Kuzey Levant Denizi | Il
Kuzey Levant Denizi |1 a
Kuzey Levant Denizi |1 a
Kuzey Levant Denizi |1 a
Kuzey Levant Denizi | Il
32 | Kuzey Levant Denizi | Il
33 | Kuzey Levant Denizi |1 a
34 | Kuzey Levant Denizi |1 a
35 | Kuzey Levant Denizi |1 B
37 | Kuzey Levant Denizi | Il
40 | Kuzey Levant Denizi |1 B
41 | Kuzey Levant Denizi |1 a
53 | Kuzey Levant Denizi |1 «a
54 | Kuzey Levant Denizi | Il
55 | Kuzey Levant Denizi |1 a
56 | Kuzey Levant Denizi | Il
57 | Kuzey Levant Denizi |1 «a
58 | Kuzey Levant Denizi |1 a
61 | Kuzey Levant Denizi | 1l
62 | Kuzey Levant Denizi |1
63 | Kuzey Levant Denizi | Il
64 | Kuzey Levant Denizi | Il
65 | Kuzey Levant Denizi |1 a
66 | Kuzey Levant Denizi | Il
72 | Kuzey Levant Denizi |1 B
73 | Kuzey Levant Denizi |1 B
74 | Kuzey Levant Denizi |1
75 | Kuzey Levant Denizi |1 B
76 | Kuzey Levant Denizi |1 «a
83 | Kuzey Levant Denizi | |_a
84 | Kuzey Levant Denizi |1 a
85 | Kuzey Levant Denizi | Il
86 | Kuzey Levant Denizi | 1l
87 | Kuzey Levant Denizi |1 a

OO0~ W N
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88 | Kuzey Levant Denizi |1 a
89 | Kuzey Levant Denizi | Il
90 | Kuzey Levant Denizi |1 «
91 | Kuzey Levant Denizi |1 «
92 | Kuzey Levant Denizi |1 B
115 | Kuzey Levant Denizi |1 o
7 | Ege Denizi ]
8 | Ege Denizi I a
30 | Ege Denizi ]
31 | Ege Denizi I a
93 | Ege Denizi ]
94 | Ege Denizi I a
95 | Ege Denizi I a
96 | Ege Denizi IB
97 | Ege Denizi ]
98 | Ege Denizi I o
99 | Ege Denizi I a
100 | Ege Denizi [ a
101 | Ege Denizi ]
102 | Ege Denizi ]
103 | Ege Denizi [ a
104 | Ege Denizi ]
105 | Ege Denizi [ a
106 | Ege Denizi IB
107 | Ege Denizi I a
108 | Ege Denizi ]
109 | Ege Denizi I a
110 | Ege Denizi I a
111 | Ege Denizi ]
112 | Ege Denizi I
113 | Ege Denizi ]
114 | Ege Denizi I_a
Antik Ornekler
Ornek No | Toplandig1 Yer Soy
YK1 | Yenikap1 I
YK2 | Yenikap1 I
YKS3 | Yenikap1 I
YK4 | Yenikap1 I
YKS | Yenikap1 I
YKG6 | Yenikap1 I
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Kihg baligi (Xiphias gladius) hem diinya hem de Turkiye icin dnemli besin kaynaklarindan
biridir. Cesitli molekuler belirtecler kullanilarak yapilan genetik galismalar, kili¢ baliklarinin
Kuzey Atlantik, Guney Atlantik, Akdeniz ve Hint-Pasifik olmak lzere 4 ana stoktan olustugunu
go6stermektedir. Su ana kadar tek bir stok olarak kabul edilen Akdeniz igin tek bir koruma ve
ybnetim senaryosu onerilmistir.

Turkiye?deki kilic baligi populasyonlari Akdeniz stogunun bir pargasi olarak kabul edilir. Fakat
Turkiye?nin Ege ve Akdeniz kiyilarini igeren herhangi bir genetik ¢calisma yapiimamigtir. Bu
projede, Turkiye?nin Akdeniz (Antalya Kérfezi civarindan) ve Kibris?in Karsiyaka kiyisindan,
Kuzey Levant Denizi?ni temsilen, (n= 42) ve Turkiye?nin Ege Denizi kiyisindan Gokceada ve
Canakkale civarindan (n=26) kili¢c balii érnekleri toplanmigstir. Bu érneklerden DNA izole
edilerek, mtDNA kontrol bdlgesinin 450 baz ciftlik (b¢) dizi analizi yapilmistir. Ayrica Yenikapi
kazilarindan c¢ikartilan érneklerden antik DNA (aDNA) izole edilmis ve 450 bg?lik bolgesi 5
parca halinde analiz edilmistir. Sonuglar birbirleri ve literaturdeki dizi 6rnekleri ile
karsilastirilarak incelendiginde Akdeniz?de batidan doguya gidildikge genel olarak genetik
cesitliligin ve etkin populasyon sayisinin distigi ve soy | diye tanimlanan soya ait alt soylarin
frekanslari agisindan Ege Denizi kili¢ baliklarinin Kuzey Levant havzasindan degil ama diger
Akdeniz érneklerinden dustk anlamlilik dizeyinde ayrildigi gézlenmistir. Gene soy 1?e ait
sonuglar Akdeniz?de bulunan iki yumurtlama alani (Giiney italya-Sardunya Adasi ve Girit
Adasi-Fethiye civari) ile 6rtisen bati ve dogu populasyonlari arasinda kesin bir farklilasma
degil ancak buyuk olasilikla iki grubun Akdeniz?in orta kisimlarinda birbiri ile karistig
yoéninde bilgi vermektedir. Antik érneklerin soy frekanslari ise giinimuz érneklerine
benzemektedir.

Turkiye?de kilig baliginin avlanma orani 19807lerden bu yana, her gegen yil artis
gostermistir. Henliz bu artisin ve Karadeniz ile Marmara?dan kili¢ baliginin kaybolmasinin
tum Akdeniz populasyonunda daralma olarak hissedilmedigdi gézlenmistir. Bu calismadan elde
edilen veriler, kiyillarimiz kili¢ baliklarinin korunmasi ve ydnetimi ¢alismalarina katkida
bulunabilecektir.
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