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Oz: Bu calismada, DNA barkodlama teknigi ile Tiirkiye’nin Firat nehir havzasindaki
Oxynoemacheilus tiirlerini  giivenilir bir sekilde tamimlama yetenegi arastirilmigtir.
Oxynoemacheilus genusunu temsilen 6 tiire ait 167 bireyi barkodlamak i¢in mitokondri sitokrom
¢ oksidaz altiinite I' in (COI) barkod bolgesi (627 bp) kullanildi. Kimura 2 parametresine dayali
olarak (K2P), maksimum tiir i¢i ve minimum tiirleraras1 genetik mesafeleri sirastyla % 0,59 ve %
1,62‘dir. En yakin komsu tiirler aras1 mesafeler, ortalama tiir i¢i mesafeden 7 kat daha ytiksektir
ve belirgin bir DNA barkod araligi fark edilmistir. Filogeni tabanli DNA barkodlama basarisi
testine gore komsu-birlestirme fenogramlari K2P modeli kullanilarak 1000 seg-bagla
replikasyonu ile iiretildi ve 6rneklerin tiimiiniin tiirlerin taksonomik durumlari ile uyumlu olarak
kiimelendigi belirlenmistir. MP ve ML filogenileri, Dogu ve Bat1 Anadolu gruplarma karsilik
gelen iki klad iceren bir ortak agac topolojisi gosterdi. Bu ¢alismanin sonuglari, COI geninin
yaklasik % 81 basar1 orantyla Oxynoemacheilus tiirlerinin belirlenmesi ve sinirlandirilmasi igin
uygun bir DNA barkod belirleyicisi olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: COIl, DNA barkodlama, endemizm, tas 1siran baligi, Tiirkiye.

Genetic identification and phylogenetic relations of Oxynoemachelius species
(Teleostei: Nemacheilidae) from drainage of Euphrates in Turkey based on

*Corresponding author’s:

Yusuf BEKTAS

Molecular Biology, Department of Biology
Faculty of Arts and Sciences

RTE University53100 Rize, Turkey

X yusuf.bektas.tr@gmail.com

Mobile telephone : +90 (505) 456 04 23
Telephone : +90 (464) 223 40 93/1833
Fax 1 +90 464 223 40 19

COl-barcode region

Abstract: The present study investigated the ability of DNA barcoding to reliably identify Oxynoemacheilus
species in Euphrates River basin of Turkey, known as biodiversity hotspots. The barcode region (627 bp) of
the mitochondrial cytochrome c¢ oxidase | (COl) were used to barcode 167 individuals belonging to six
Oxynoemacheilus species. Based on Kimura two-parameter (K2P), the intraspecific diversity and minimum
interspecific genetic distance were 0.59% and 1.62% respectively. Nearest neighbor distance was 7-fold
higher than maximum intra-specific distance on average and a distinct DNA barcoding gap was observed.
According to the phylogeny-based succes test neighbour-joining phenograms were generated with 1000
bootstrap replications using the K2P model and all the specimens clustered in concurrence with the taxonomic
status of the species. The MP and ML phylogenies indicated a consensus tree topology containing two clades
corresponding to the geographical origins: Western and Eastern Anatolia groups. The results of present study
indicated that the COI gene could be a suitable DNA barcode marker for the Oxynoemacheilus species
identification and delimitation with approximately 81% success rate.

Keywords: COIl, DNA Barcoding, endemism, Spined loach, Turkey.

1 ,Bu ¢calisma, yiiksek lisans tezinden iiretilmistir.

This study was produced from the master thesis.
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GIRiS

Nemacheilidae familyasina ait ¢opgii veya tas
kesen balig1 olarak bilinen tiirler Asya ve adalari, Avrupa
ve Kuzeydogu Afrika'nin tath sularinda yayilis gosteren
kiiciik baliklardir. Nemacheilidae, yaklagik olarak 48
genus ve 661'den fazla tiire sahiptir (Nelson vd., 2016). Bu
familyaya ait tiirler ¢ok dar ekolojik toleransa sahiptirler.
Tirkiye’'nin neredeyse biitiin akarsularinda dagilim
gosteren Oxynoemacheilus genusu 26’s1 bolgeye endemik
toplam 42 tiir ile biiylik bir cesitlilik sergilemektedir
(Freyhof vd., 2019; Sungur vd., 2020; Turan vd., 2019)

Insanoglunun besin diyetindeki protein, vitamin
ve mineral ihtiyacinin kargilanmasi bakimindan 6nemli
bilesenlerden biri olan balik tiirlerinin tanimlanmasi,
biyogesitliligin tespiti, takibi ve gerekli ise koruma
stratejilerinin gelistirilmesi gibi hayati yaklagimlara temel
olusturur (Dayrat, 2005). Balik tiirlerinin teshisi temel de
morfometrik ve meristik karakterlere dayamr (Strauss &
Bond, 1990). Morfolojik yaklagimlarin egemen oldugu tiir
tayini c¢aligmalari, genellikle tiirlerin cinsiyet ve yasam
evrelerine bagimli olmalari, farkl: tiirler arasindaki yiiksek
morfolojik benzerlik ve farkli tiirlerin benzer yasam
kosullarina kaldiginda fenotipik  benzerlik
gostermeleri gibi olasi olumsuzluklar ile sinirhdir. Zira,
baliklarin  %40°1 gibi yiiksek oranda tiir diizeyinde
tanimlanamadig1 tahmin edilmektedir (Lleonart vd., 2006).
DNA metodlarmin kullanimi boyle problemleri 6nleyebilir
(Hebert & Gregory, 2005). Bu nedenle, tiir tanimlama
siirecini hassas, hizli, evrensel bir zemine oturtmak igin
0zgiin DNA dizilerinin kullanildigi molekiiler yontemler
kullanilmaya baglanmistir (Hebert vd., 2003a). Bu
molekiiler yontemler arasinda tiir tanimlamanin hizli ve
etkili bir yolu olan DNA barkodlama teknigine (Kress vd.,
2005) konu olan mtDNA sitokrom ¢ oksidaz 1 (COI)
geninin 5' ucundaki yaklasik 650 bg’lik kisa bir bolge tiir
icinde varyasyon gostermedigi halde tiirler arasinda
belirgin bir ayrim sagladig: ve iki yonli dizilemede tek bir
primer ¢ifti ile kolayca iiretilebildigi i¢in tiim hayvanlar
icin pratik ve standartlagtirillmis ideal bir DNA barkodu
olarak nitelendirilir (Hebert vd., 2003b; Hebert & Gregory,
2005). “FISH-Barcode of Life” projesi tahmini olarak
30,000 balik tiiriiniin teshisi ve evrensel DNA barkod
veritabanin1 hedefleyerek 2005 yilinda baslatilmistir.
Giinlimiize dek, bu tiirlerin sadece dortte biri
barkodlanmistir. DNA barkodlama sonuglari gosteriyor ki
DNA barkod bdlgesi yardimiyla tiir teshisi baliklarda son
derece bagarilidir ve genetik teshis metodlari ile denizel
veya tath su baliklarmin sirasiyla %93 ila %98’ini
ayirabilmektedir (Ward vd., 2009). Oyleki barkod bolgesi
kullanilarak diinyanin farkli cografik bolgelerindeki biiyiik
nehir sistemleri (Ardura vd., 2010) ve birgcok goliin balik
faunasi (Aquilino vd., 2011; Triantafyllidis vd., 2011) dzel
olarak calisilmistir.

maruz
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Jouladeh-Roudbar vd., (2016) yapmus olduklari
calismada, yeni bir Nemacheilidae tirii olan
Oxynoemacheilus freyhofi tanimladilar ve COI'ye dayali
K2P ile % 4,5 ile O. argyrogramma’dan ve % 12,9 ile O.
bergianus’dan ayrildigin1 gosterdiler. Sayyadzadeh vd.
(2016) yapmus olduklari galigmada, Iran Sirvan Nehri
drenaji  yan kollarindan yeni tiir Oxynoemacheilus
parvinae’nin en yakin tiirlerden (O. bergianus ve O.
longipinnis) mtDNA COI barkod bolgesindeki iki yerlesik
niikleotit baz degisimi ve en yakin komsusu O. longipinnis
ile % 1,4’lik ile K2P mesafesi ile teshis edilmistir. COI
barkod bolgesine dayali olarak yeniden yapilandirilmis
maksimum olasilik ve Bayesian filogenisi, dizilenmis
Nemacheilid baliklar1 % 1,4 (O. parvinae - O. longipinnis)
ile % 16,3 (O. longipinnis - O. merga) arasinda K2P dizisi
ayrigmasi sergileyen monofiletik bir klada yerlestirmistir.
Freyhof ve Geiger (2017) yapmus olduklari c¢aligmada,
Dicle Nehri'nin bir kolu olan Kii¢iik Zab Nehri drenajimdan
yeni bir tir olarak Oxynoemacheilus zarzianus
tanimladilar. Firat ve Dicle drenajindaki Oxynoemacheilus
tiir ¢esitliligi olaganiistii yiiksek oldugu ve gilinlimiizde tiim
Firat ve Dicle drenajlarindan 22, sadece Dicle drenajindan
15 tiir bilindigini rapor ettiler. Turan, vd. (2019) yapnus
olduklar1 ¢alismada, bir molekiiler marker (COI), 25
morfometrik ve dort meristik karakterin analizi ile
Karadeniz havzasindaki diger tiirler olan O. banarescui, O.
samanticus ve O. angorae 'den ayrilan Dogu Karadeniz
havzasindaki Coruh Drenajindan yeni bir tiir olarak
Oxynoemacheilus cemali ‘yi tamimladilar.
Oxynoemacheilus cemali, Karadeniz havzasinin diginda da
dagilim gosteren yakin iliskili diger tiirler O. araxensis ve
O. cyri 'den COI barkod bolgesindeki sirasiyla 15 ve 31
tanisal niikleotit baz farkliligt ile ayirt edilebildigini
bildirmistir.  Molekiiler ~ veriler, = Oxynoemacheilus
cilicicus'un mtDNA COI barkod bdlgesinde O.
panthera’dan 22 degisken niikleotid degisimi ve minimum
% 4.09’lik K2P mesafesi ile ayrildigmi gostermektedir
(Kaya vd., 2020).

Firat  drenajindaki ~ Oxynoemacheilus'un  tiir
cesitliligi sadece Erk‘akan vd. (2007), Erk‘akan vd. (2008)
ve Firat drenajindan sekiz tiirii tanimlayan Freyhof ve
Ozulug (2017) (O. araxensis, O. argyrogramma, O.
bergianus, O. erdali, O. euphraticus, O. kaynaki, O.
paucilepis ve O. samanticus) tarafindan ¢aligilmistir. Bu
tirlerden ikisi (O. bergianus ve O. euphraticus) Dicle
faunast ile paylasilmaktadir. COI sekanslarina dayali
olarak Firat nehrinde bulunan Oxynoemacheilus genusu
genis dagilima sahip az sayida tiir ile temsil edildigini, Firat
tirlerinin monofilik bir grup olusturmadigint belirlediler
ve Firat nehir havzasindaki Mus (Oxynoemacheilus
arsaniasus) ve Murat nehirlerinden (Oxynoemacheilus
muefiti) iki yeni tiir tanimladilar. Firat'a endemik olan O.
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kaynaki; Van Golii havzasina endemik olan O. ercisianus
ve Hazar Golii i¢in endemik olan O. hazarensis’in yanisira
Firat drenajindan ilk defa O. tigris’i bildirdiler. Firat
nehrindeki  Oxynoemacheilus populasyonlar1 iizerine
yapilmig olan es zamanli molekiiler teshis ve taksonomi
caligmasina ragmen hala bazi  Oxynoemacheilus
populasyonlart  tamimlanmamustir. Bu  ¢alisma ile
Tirkiye’nin Firat nehir havzasindaki  ¢aligilmayan
Oxynoemacheilus populasyonlarinin ~ genetik  teshisi,
mitokondri DNA COI dizilerine dayali olarak DNA
barkodlarinin olusturulmasi ve Oxynoemacheilus tiirlerinin
filogenetik iliskilerinin ortaya konulmasi amag¢lanmustir.

MATERYAL VE METOT

Ornekleme: Oxynoemacheilus genusundan alt1
tire ait Ornekler, lilkemizde Firat nehri ve kollarindan
biyolojik ve ekolojik 6zellikleri dikkate alinarak her bir
tirti temsil edecek sayida olacak sekilde yeterli sayida
Oxynoemacheilus bireyi elektrosoker cihazi kullanilarak
Anadolu’nun dogusunda yer alan Erzurum, Agri, Malatya,
Mus, Sivas, Gaziantep ve Adiyaman illerini kapsayacak
sekilde toplamda 14 farkli lokasyondan toplandi (Sekil 1).

0. .

1
ALN

o— Axpemz

Sekil 1. Ornekleme alanini ve konumlari gosteren harita.
Figure 1. Map showing sampling area and locations.

Arazi ¢alismalari1 kapsaminda toplamda 167 birey
orneklendi. Her bir Oxynoemacheilus tiiriine ait birey
sayilari, lokasyonlarin isimleri ve koordinatlar1 Tablo 1 *de
verilmistir. Orneklenen bireyler tiir tayin anahtarma gore
teshis edilerek fotograflar1 g¢ekilip etiketlendi. Her bir
Oxynoemacheilus bireyinden 25-50 mg yiizge¢ dokusu
almarak % 96°lik etil alkolde fikse edildi ve ¢aligmanin
yapilacagi Recep Tayyip Erdogan Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi Genetik Laboratuvarina transfer edildi.

Total DNA Eldesi, PZR ve DNA Dizin Analizi:
Oxynoemacheilus érneklerinin 25 mg yiizge¢ dokusundan
total DNA eldesi, DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) protokoliine gore yapildi. izole edilen
DNA kisa siireli muhafaza igin 2-8 °C’de, uzun siireli
muhafaza i¢in ise -20 °C’de saklandi. Elde DNA’lardan
mitokondriyal DNA’ya ait sitokrom oksidaz alt {nite I
geninin  barkod (mtDNA COl-Barkod) bdlgesinin
kopyalanmas1 i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonunda
gerekli kimyasallar ve konsantrasyonlart Tablo 2 ’de
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verilmistir. MtDNA COI-Barkod geni i¢in FishF1: 5°-
TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3 ve
FishR1: 5’- TAGACTTC TGGGTGGCCAAAGAATCA-
3’ (Ward vd., 2005) primerlerinin kullanilarak T100™
PCR Gradient Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, USA)
cihazinda Polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirildi.
PZR dongiisii ilk zincir ayrilmast igin 94 °C’de 4 dakika,
35 dongii seklinde zincir ayrilmasi 94 °C’de 30 saniye,
primer baglanmasi i¢in 61 °C’de 30 saniye, zincir uzamasi
icin 72 °C’de 1 dakika ve 1 dongii ve 72’de 1 dakika son
zincir uzamasi seklinde gergeklestirildi.

Tablo 1. Oxynoemacheilus genusuna ait tiirlerin toplanildig:
istasyonlar, koordinatlar1 ve 6rnek sayilart (N).

Table 1. Locations, coordinates and sample numbers (N) for
sampling of species belonging to the genus Oxynoemacheilus.

Tiirler ve Lokasyonlar Koordinatlar N
Oxynoemacheilus araxensis
1 Agarcik Cayi, Ilica, Erzurum Z?og;ﬁ’zng 10
2 Bas Cay1, Cay Koy, Askale, Erzurum Zgojg.gg’gﬂg 10
Oxynoemacheilus bergianus
1 Agarcik Cayi, Ilica, Erzurum i?oggig’zug 4
2 Bas Cay1, Cay Koy, Askale, Erzurum igoig,gg’g,,g 4
. PR 39°40'46,8"K
3 Murat Nehri, Ballibostan Koyii, Agr1 43°11'34.2"D 5
6 Kangal Cay1, Miirsel Kdyii, Sivas ;;’o;g,%’g"g 5
9 Sogiitliigay Deresi, Malatya ggoggég’g"g 5
10 Goksu Cay1, Aktoprak Kdyii, Adiyaman ;;oigé ;’g,,g 11
Oxynoemacheilus euphraticus
. - 39°04'26,9"K
4 Murat Nehri, Akkonak Kdyii, Varto, Mus 41°31'10.5"D 5
" 38°41'34,1"K
5 Karasu Cayi, Haskdy, Mus 41°42'51,3"D 5
6 Kangal Cay1, Miirsel Kdyii, Sivas ggoég'gé’g"g 7
8 Sultansuyu Cay1, Kusdogan Kdyii, Malatya ;2032,32’2,,3 5
10 Goksu Cay1, Aktoprak Kdyii, Adiyaman ;;oigé ;’g,,g 5
11 Kahta Cay1, Kocahisar Kdyii, Adiyaman ;;ogg,ﬁ’?,,g 5
Oxynoemacheilus paucilepis
7 Baliklitohma Cay1, Kocakurt Koyii, Sivas ;30?2,;2’;,5 20
Oxynoemacheilus kaynaki
. - 39°04'26,9"K
4 Murat Nehri, Akkonak Kdyii, Varto, Mus 41°31'10.5"D 15
6 Kangal Cay1, Miirsel Kdyii, Sivas ggo;g,gg’g"g 6
8 Sultansuyu Cay1, Kusdogan Koyii, Malatya ;Soég,gg’g,,g 8
10 Goksu Cay1, Aktoprak Kdyii, Adiyaman ;;ojgéé’g,,g 14
Oxynoemacheilus argyrogramma
12 Karasu Cay1, Araban, Gaziantep ;;oi;‘,?g’gug 8
13 Merziman deresi, Yavuzeli, Gaziantep ;;O)‘g,gg’;g 5
14 Nizip Cay1, Kalekdy, Gaziantep ;gogg;g’gug 5
Toplam 167

Total DNA ve PZR driinlerinin varligr ve
biyiikliigiiniin tespiti i¢in % 0,8 ve 1,2°lik etidyum bromiir
ile boyanmis 1X TAE-Agaroz karisimi hazirlandi. 1X TAE
tamponunu igeren elektroforez kiivetinde 100 voltta 15
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dakika elektrik alana maruz birakildi. Orneklerin
ylriitiildiigii agaroz jelin goriintiilenmesi islemi Quantum-
Capt ST4 sistem (Vilber Lourmat, France)’deki ultraviyole
transilliminator cihazinda gergeklestirildi. Total DNA ve
PZR iiriinlerinin konsantrasyonu, safligi ve kalitesi
Nanodrop 2000C model spektrofotometre (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, USA) cihazinda belirlendi.
Biitiin  islemler tamamlandiktan sonra istenilen
konsantrasyon ve biiylikliikte oldugu tespit edilen PZR
irlinleri DNA dizin analizi iglemine kadar -20 °C de
muhafaza edildi. Oxynoemacheilus tiirlerine ait mtDNA
COl-Barkod geninden kopyalanan PZR {irtinlerinin dizin
analizleri BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (Applied Biosystem) kullanarak ABI
PRISM 3730x1 Genetic Analyser (Applied Biosystem,
USA) ile Macrogen Inc. (Amsterdam, Hollanda)‘de
gergeklestirildi.

Tablo 2. Polimeraz zincir reaksiyonunda (PZR) kullanilan
kimyasallar ve miktarlar.

Table 2. Chemicals used in polymerase chain reaction (PCR) and
their quantities.

Kimyasallar Konsantrasyon COl-Barkod
10X PZR tamponu 5ul
dNTP karigimi 10 mM 6ul
MgCl 25 mM 5ul
Primerler* 10 pmol Tpl+1pl
Tag DNA polimeraz 5U/ul 0.2ul
Total DNA 50 (ng/ml) 3ul
ddH.0 28,8ul
Toplam 50pl

Barkodlama Araligt ve Tiir Sinirlamasi: Bu
¢alismada, COI veri setine dayali olarak Firat nehir
havzasindaki ~ Oxynoemacheilus  tirlerinin ~ dogru
tanimlanmasi yani COI’nin barkodlama etkinliligini test
etmek i¢in mesafeye dayali yontemlerden R (R
Development Core Team 2012) programi altinda DNA
barkodlama paketi Spider v. 1.1-5 (Brown vd., 2012)’a
ozgli “threshID” islevi kullanilmigtir. Dizin benzerligi
yontemi, TaxonDNA/Species Identifier 1.8 programi ile
barkod bolgesinin tiir tanimlama potansiyeli "En lyi
Eslesme" (BCM) testleri (Meier vd., 2006) ile belirlenen
dogru kimliklerin ylizdesi hesaplanarak degerlendirildi. En
uygun esik degerini segmek i¢in bir esik degeri aralig1 (%
0,1'lik artiglarla %0,1-4) icin yanlis-pozitif ve yanlig-
negatif hatalari1 en aza indiren esik optimizasyon prosediirii
kullanilmistir. Filogeni tabanli DNA barkodlama ve tiir
smirlandirilmasi igin, COI barkod bdlgesinin NJ agaglar
Kimura 2-parameter (K2P) mesafe modeline gére 1000
Se¢-bagla (Bootstrap) testi MEGA X’de morfolojik olarak
da ayirt edilebilen 6 Oxynoemacheilus tiirii i¢in genetik
mesafeler kullanilarak olusturuldu. NJ filograminda, tiir
monofilisi testi monofiletik tiirlerin dogru tanimlandigi
kabul edilmesi seklinde gergeklestirildi. Hebert vd., (2004)
“pbarkod boslugunu” ortalama intraspesifik genetik
mesafeden en az 10 kat daha biiylik ortalama 6zel bir
mesafenin varligi olarak tanmimlamustir. Bu nedenle, bu
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calismada barkod aralig1 analizinde K2P modelleri tiirleri
sinirlandirmak i¢in de kullanilmistir.

Dizi Hizalama ve Filogenetik Analizz MtDNA
COl-Barkod geni dizin analizi sonucunda elde edilen ham
verileri filogenetik analizlerde kullanilmak iizere uygun
hale getirmek igin Bioedit versiyon 7.0.0 (Hall, 1999)
programu kullanildi. Haplotiplerin say1si, haplotip gesitlilik
ve niikleotit ¢esitlilik degerlerinin belirlenmesi islemleri
DnaSP v5 (Librado & Rozas, 2009) programi yardimiyla
gerceklestirildi. Haplotipler arasindaki filogenetik
iliskiler, tiir i¢i ve tlirler arasi genetik varyasyon ve
polimorfizmin tiim 6l¢iimleri MEGA versiyon X (Kumar
vd., 2018) tarafindan hesaplandi. Yasam Barkodu
Konsorsiyumu (CBOL) tarafindan genetik mesafenin
hesaplanmasi igin Onerilen Kimura-2 parametresi modeli
(Kimura, 1980; Shen vd., 2016) kullanilarak
Oxynoemacheilus tiirleri i¢indeki ve tiirler arasindaki
genetik mesafe hesaplandi. En uygun evrimsel metodun
tespitinin yapilabilmesi i¢in Akaike Bilgi Kriteri (AIC)
jModeltest 0.1.1 (Posada, 2008) programi yardimiyla
belirlendi. Program tarafindan secilen en uygun baz
degisim modeli (TIM1+G) ile maksimum olasilik (ML:
Maximum Likelihood) metoduna gore olusturulan
filogenetik agaglar 1000 Seg-bagla (Bootstrap) testi ile
analizlenmigtir. Komsu katilim (NJ: Neighbour-Joining)
metoduna gore insa edilen filogenetik agaclar Kimura 2-
parameter (K2P) mesafe modeline gore 1000 Seg-bagla
(Bootstrap) testi ile analizlenmistir. Maksimum tutumluluk
(MP: Maximum Parsimony) analizleri bulugsal metoda
gore 10 rasgele ilave kopya, TBR (Tree-bisection-
reconnection) yontemi ve 100 tekrarli se¢-bagla testi ile
analizlenmistir.  Tim  filogenetik igin
Seminemacheilus lendlii (GenBank erisim numarasi:
KP163989) ve Barbatula barbatula (GenBank erisim
numarasi: MF172074) dis grup olarak kullanilmistir.

analizler

BULGULAR

Genetik Cesitlilik: Oxynoemacheilus tiirlerine ait
mtDNA COl-Barkod geninin 627 bg’lik dizin analizi,
Anadolu’da Firat nehrinde dagilim gosteren ve toplam 14
farkli  lokasyondan Orneklenen 167 birey igin
gerceklestirildi  (Tablo 1). Barkod  bolgesindeki
niikleotitlerin yiizde frekanslarinin T (29,4), C (27,9), A
(21,9) ve G (20,8) oldugu tespit edilmistir. Caligilan tiirler
igin COI-Barkod niikleotit dizisinin 495’inin korunmus (%
78.,9), 132’sinin degisken (% 21,1) ve 96’smin (% 15,3)
parsimonik bilgi verici oldugu ve polimorfik niikleotit
pozisyonlar i¢in transisyon/transversiyon oranininin 3,96
oldugu belirlenmigtir. Mitokondri COI-Barkod geni
dizinleri arasinda yapilan haplotip analizi sonucu O.
euphraticus i¢in 1, O. argyrogramma igin 2, O. kaynaki
igin 4, O. araxensis i¢in 1, O. paucilepis i¢in 1 ve O.
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bergianus i¢in 3 olmak iizere toplamda 12 adet haplotip
(Tablo 3) belirlenmigtir. Oxynoemacheilus genusunun
Firat nehrinde dagilim gosteren tiirleriyle genetik cesitlilik
yoniinden yapilan analizlerde O. euphraticus, O. araxensis
ve O. paucilepis diigiik haplotip ve niikleotit gesitlilik
gostermistir (Hd= 0,000 ve Pi= 0,000; Tablo 3). En yiiksek
haplotip ¢esitlilik O. kaynaki (Hd= 0,735)’de goriiliirken,
niikleotit ¢esitliligin en yliksek O. bergianus (Pi= 0,005)
tiirtinde oldugu belirlenmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Oxynoemacheilus genusuna ait tiirlerin 6rnek sayilari
(N), haplotip kodlar1 (H), haplotip sayilart (Hs), haplotip cesitlilik
(Hd) ve niikleotit cesitlilik (Pi) degerleri.

Table 3. Sample numbers (N), haplotype codes (H), haplotype
numbers (Hs), haplotype diversity (Hd) and nucleotide diversity
(Pi) values for species belonging to the genus Oxynoemacheilus.

Tiirler ve Lokasyonlar N H Hs Hd Pi
Oxynoemacheilus euphraticus
Kangal Cay1, Miirsel Koyii, Sivas 7 H1
Sultansuyu Cay1, Kusdogan Koyii, Malatya 5 H1
Murat Nehri, Akkonak Kdyii, Varto, Mus 5 H1
Karasu Cay1, Haskoy, Mus 5 H1
Goksu Cayl, Aktoprak Koyii, Adiyaman 5 H1
Kahta Cayi, Kocahisar Koyii, Adiyaman 5 H1
32 1 0,000 0,000
Oxynoemacheilus argyrogramma
Merzimen deresi, Yavuzeli, Gaziantep 5 H2
Nizip Cay1, Kalekdy, Gaziantep 5 H3
Karasu Cay1, Araban, Gaziantep 8 H3
18 2 0,425 0,001
Oxynoemacheilus kaynaki
Sultansuyu Cay1, Kusdogan Koyii, Malatya 8 H4
Kangal Cayi, Miirsel Koyii, Sivas 6 H5
Goksu Cayl, Aktoprak Koyii, Adiyaman 14 H6
Murat Nehri, Akkonak Koyii, Varto, Mug 15 H7
43 4 0,735 0,004
Oxynoemacheilus araxensis
Bas Cayi, Cay Koy, Askale, Erzurum 10 H8
Agarcik Cayi, Ilica, Erzurum 10 H8
20 1 0,000 0,000
Oxynoemacheilus paucilepis
Baliklitohma Cay1, Kocakurt Koyii, Sivas 20 H9 1 0,000 0,000
Oxynoemacheilus bergianus
Bas Cay1, Cay Koy, Agkale, Erzurum 4 H10
Agarcik Cayi, Ilica, Erzurum 4 H10
Murat Nehri, Ballibostan Koyii, Agri 5 H11l
Sogiitliigay Deresi, Malatya 5 H11
Goksu Cay1, Aktoprak Koyii, Adiyaman 11 H12
Kangal Cay1, Miirsel Koyii, Sivas 5 H12
34 3 0,656 0,005
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Firat  nehrinde  dagilim  gosteren  alt1
Oxynoemacheilus tiirli arasindaki COl-barkod geni
haplotipleri ikili dizi farkliligina bakildiginda tiirler arasi
genetik mesafenin en diisiik %3,7 ile O. euphraticus ve O.
argyrogramma arasinda ve en yiiksek ise % 13,1 ile O.
argyrogramma ve O. bergianus arasinda olmak {izere
genis bir deger araliginda degistigi belirlenmistir (Tablo 4).
Diger bir taraftan Oxynoemacheilus genusuna ait tiir ici
ikili dizin farkliligr degerleri ise en diisik % 0,0 (O.
euphraticus, O. araxensis ve O. paucilepis) ile en yiiksek
% 0,5 (O. bergianus) degerleri arasinda degistigi tespit
edilmigtir (Tablo 4).

Mitokondri DNA COI-Barkod genine ait ayirt
edici tire oOzgli niikleotit pozisyonlarmin sayisi O.
euphraticus igin 1, O. argyrogramma igin 6, O. kaynaki
igin 10, O. araxensis i¢in 3, O. paucilepis i¢in 2 ve O.
bergianus igin 21 tane olarak belirlenmistir (Tablo 5)

Barkodlama Araligi ve Tiir Sinirlamasi

Mitokondri COI veri setine dayali olarak Firat
nehir havzasindaki Oxynoemacheilus tiirlerinin dogru
tanimlanmasi amaciyla R (R Development Core Team
2012) programi altinda DNA barkodlama paketi Spider v.
1.1-5 (Brown vd., 2012)’a ozgi “threshID” iglevi
kullanilarak mitokondri kismi COI geni dizisine dayali
olarak gergeklestirilen barkod aralig1 analizinde, en yiiksek
tiir i¢i genetik varyasyon degeri (%0,59: O. phoxinoides)
ile en dusiik tiirleraras1 genetik mesafe (%1,62: O. atili ve
O. eregliensis) arasinda bir barkodlama boslugu bulundugu
tespit edilmistir. Dolayisiyla, ici
mesafeler arasinda ortiigme yoktur (Sekil 2).

tiir ve tlirlerarasi

Tablo 4. Oxynoemacheilus genusuna ait tiir i¢i ve tiirler arasindaki ikili dizin farkliligi degerleri.
Table 4. Pairwise genetic distances values for intra-inter species of the Oxynoemacheilus genus.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
1 O. euphraticus 0,000
2 0. kentritensis 0,032 0,000
3 0. argyrogramma 0,037 0,045 0,000
4 0. araxensis 0,067 0,071 0,081 0,000
5 O. hazarensis 0,068 0,070 0,072 0,082 0,001
6 O.cyri 0,071 0,082 0,082 0,044 0,090 0,000
7 0. kaynaki 0,071 0,077 0,072 0,092 0,049 0,084 0,004
8 O.cemali 0,074 0,075 0,080 0,030 0,087 0,055 0,086 0,001
9 0. ceyhanensis 0,078 0,097 0,099 0,086 0,077 0,095 0,076 0,091 0,000
10 O. ercisianus 0,078 0,086 0,083 0,101 0,059 0,091 0,020 0,094 0,088 0,001
11 O. seyhanensis 0,096 0,105 0,110 0,087 0,110 0,082 0,116 0,096 0,117 0,120 0,001
12 O. cinicus 0,097 0,103 0,105 0,089 0,102 0,091 0,096 0,098 0,107 0,102 0,071 0,003
13 O. anatolicus 0,097 0,095 0,109 0,084 0,110 0,090 0,100 0,097 0,111 0,106 0,060 0,018 0,001
14 O. mediterraneus 0,098 0,104 0,102 0,091 0,109 0,097 0,098 0,104 0,120 0,106 0,064 0,033 0,035 0,000
15 O. paucilepis 0,101 0,093 0,103 0,091 0,112 0,102 0,109 0,092 0,108 0,116 0,103 0,114 0,107 0,106 0,000
16 O. evreni 0,104 0,113 0,100 0,094 0,106 0,093 0,101 0,083 0,109 0,114 0,075 0,087 0,085 0,088 0,103 0,001
17 O. eregliensis 0,107 0,103 0,106 0,092 0,107 0,100 0,116 0,092 0,128 0,127 0,088 0,085 0,077 0,085 0,125 0,086 0,000
18 O. atili 0,107 0,108 0,102 0,098 0,114 0,104 0,118 0,102 0,137 0,133 0,081 0,089 0,077 0,082 0,123 0,086 0,016 0,000
19 O. hamwii 0,110 0,117 0,122 0,105 0,117 0,102 0,119 0,110 0,131 0,123 0,078 0,093 0,087 0,087 0,127 0,057 0,107 0,092 0,002
20 O. simavicus 0,112 0,114 0,121 0,106 0,118 0,089 0,119 0,115 0,115 0,123 0,059 0,082 0,080 0,083 0,118 0,094 0,100 0,110 0,100 0,000
21 O. phoxinoides 0,116 0,115 0,108 0,093 0,113 0,093 0,108 0,102 0,111 0,116 0,065 0,040 0,044 0,034 0,117 0,085 0,078 0,077 0,084 0,089 0,005
22 0. samanticus 0,118 0,118 0,119 0,108 0,116 0,091 0,119 0,117 0,123 0,120 0,056 0,083 0,076 0,075 0,112 0,077 0,097 0,099 0,093 0,034 0,075 0,000
23 0. seyhanicola 0,119 0,127 0,123 0,102 0,125 0,098 0,118 0,106 0,126 0,123 0,075 0,101 0,099 0,086 0,117 0,049 0,104 0,097 0,060 0,101 0,087 0,086 0,004
24 0. banarescui 0,119 0,119 0,119 0,113 0,117 0,099 0,118 0,120 0,112 0,126 0,058 0,084 0,077 0,076 0,117 0,080 0,097 0,103 0,097 0,031 0,075 0,025 0,092 0,001
25 O. bergianus 0,128 0,124 0,130 0,116 0,126 0,104 0,127 0,128 0,125 0,131 0,066 0,094 0,088 0,087 0,111 0,088 0,108 0,111 0,098 0,043 0,082 0,024 0,091 0,032 0,005
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Caligsma kapsaminda 6rneklenen bireylerden elde
edilen COI dizileri ayrica GenBank'taki Anadolu’dan
verilmis olan dizilerle karsilastirildi (Sekil 3-5). Bu
karsilagtirmalar Firat havzasindaki 6 tiir i¢in yakin bir
eslesme gostermistir ve morfolojik ¢aligmalar yoluyla ayirt
etmenin zor oldugu bu bireyler genetik agidan tam olarak
tanimlanmugtir. benzerligi yontemi,
TaxonDNA/Species Identifier 1.8 programi ile COI-
barkod bélgesinin tiir tanimlama potansiyeli " En lyi
Eslesme" (BCM) testlerine (Meier vd., 2006) dayali olarak

Dizin

Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, Yil:5, No:3, (408-418), 2020

metodu kullanan COI barkod bdlgesinin komsu birlestirme
agaclar1 Kimura 2-parameter (K2P) mesafe modeline gore
1000 Sec¢-bagla testi MEGA X’de morfolojik olarak da
ayirt edilebilen 6 Oxynoemacheilus tiirii i¢in diizeltilmemis
genetik  mesafeler  kullanilarak  olusturuldu.  NJ
filograminda, tiir monofilisi testi monofiletik tiirlerin dogru
tanimlanmig  olarak  kabul  edilmesi  seklinde
gerceklestirildi. Yirmi alti Oxynoemacheilus tiiriiniin veri
setine dayali olarak tiirlerarast ortalama genetik mesafe
(%3,6) ile tiir i¢i ortalama genetik varyasyon (%0,45)

tiirlerin dogru tanimlanma oranin oldukca yiiksek oldugu arasinda yaklastk 7 kathik bir sekans farklilig
(BCM: %100) belirlenmistir. Monofili tabanli tiir sinirlama belirlenmistir.
Tablo 5. Oxynoemacheilus genusuna ait 6 tiirin ayrimina neden olan polimorfik niikleotit pozisyonlari.
Table 5. Polymorphic nucleotide sites leading to differentiation of 6 species belonging to the Oxynoemacheilus genus
1111111111111 222222222222222222333333333
Tiirler 3 77 8889912336667 7889 911223445%6168646 7889 99001112234
1 03259148406 0365817391409514023587792518170%69%5281414
O. euphraticus H1 GAGCACGGTAATGACTCAGAACAACGATATCATTTGAACCGCCAGAAT
O. argyrogramma H2 . T AL Cc . . A . G . © . G . A G C
O. argyrogramma H3 . T AL C . ... . . A.GT . . . ... . . . . C .G L L AL G C
O. kaynaki H4 LA . TCTGT . GTGT . C G T . A A T T
O. kaynaki H5 . AA GTCT.T.GTGT CcC G T . A AL T T .
0. kaynaki H6 LA GTCT .T.GTGT cCG.T.A. .A. T . T .
O. kaynaki H7 . AA . .GTCT.T.GTGT . . cCG.T.A. A T LT
O. araxensis H8 . . R T LA .G . .GTGCTA . G A . A . A LA .
O. paucilepis H9 A. . A.TA. . .T. . AG. .T.AG.TGGTA.C.CT.C. .A..AGA. . .A..
O. bel’gianus H10 A GAAG . C. ATG. A. TCTG G T . CTAG GCTGC . CAG. A AT TGAG .
O. bergianus H11 A G AAG C A TG A T TG . G TGCTAG GCTGC C A G A AT TGAG
O.bergianusle A GAAG. C. ATG. A.T.TGAG. TGCTAG. GCTGC.CAG.A.ATTGAG . .
3 333333334444 444444444 45555050505 055555515050505050505866 6 6 6
Tiirler 4 4556788900001 1123778990001223333345688899911122
7 9587 0584034925816 38469589409023518162503935874892°5
O. euphraticus H1 GGCGAGACCACCATTACTGCACAAGGCGGCACTCAAAAACTATGCCAT
O. argyrogramma H2 C T TG G T A G G
O. argyrogramma H3 . . C . . T . TG . G LT A . .G G . . ... .
O. kaynaki H4 T T T G C A G G G T A G GGGGTCGCT T
O. kaynaki H5 TT . T . GC . LA.G. .G.T.A. G.GGGGTCGCT . T.
O. kaynaki H6 TT . T . GC . .A. G.GG.T.A. G. GGGGTCGC . T .
O. kaynaki H7 T T . .. ... . . T . GC . A . G . GG . T . A . . G . GGGGTCGC . T .
O. araxensis H8 A . A . . T . CT c . . . . G A DAL L o] G . cC. .TG.
O. paucilepis H9 AL L LT L TT . c . A. ... .GA. . A. .G. . G . GT cC.T.GG
O. bergianus H10 TAGAGTTTT . G cCCTC TGTGCA AL T GTA G G T c . T G
O. bergianus H11 TAGAGTTTTTG . CCTC TGTGCA. . AATGTA. GG . T . c . T G
O. bergianus H12 TAGAGTTTTTG . CCTC. TGTGCA. . AATGTA. GG . T . c . T. G
Barkodlama Basarist: Oxynoemacheilus tiiriiniin
Tir igi-Turlerarasi Mesafeler COI verisetine dayal1 olarak tiirleraras1 ortalama genetik
< mesafe (%3,6) ile tiir i¢ci ortalama genetik varyasyon
7 Earigt (%0,45) arasinda yaklasik 7 kathik bir sekans farkliligi
5 8 1 O Tareraras belirlenmistir (Sekil 2). Ayrica, 6 Oxynoemacheilus tiirii
< -~ . . Py . . . . . . .
% o | icinde COI’ye dayali K2P icin en yiiksek tiir i¢i genetik
= mesafe (%0,59; O. phoxinoides) ile en diisiik tiirlerarasi
o - [ ﬂ mesafe (1,62; O. atili ve O. eregliensis) belirlenmistir. Firat
T T T T T T . . - . .
60 aie ok - ai i nehir havzasindaki Oxynoemacheilus genusu i¢in en yakin
eslesme (BCM) analizine gore mtDNA COI veri setinin tiir
sl siirlamast igin % 1,62°lik bir en iyi esik degeri

Sekil 1. Oxynoemacheilus genusunun intraspesifik (tiir i¢i) ve
interspesifik (tiirler aras1) ayrigmasi i¢in barkod boslugunu temsil
eden mesafelerin histogramlari.

Figure 2. Histograms of distances representing the barcode space
for the intraspecific and interspecific differentiation of the genus
Oxynoemacheilus.
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belirlenmistir. Varsayimsal esige dayali BCM ydntemleri,
bu veri setinde % 90,4 yiiksek basar1 oran1 saglayan 250
bireyden 226's1 dogru tanimlanmasini sagladi ve tiim
dizilerin % 9,6’sim1 (24 birey) yanlis tamimladi. BCM
testine gore, Oxynoemacheilus genusuna ait yedi tiirde
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ortlisme bulundu (O. cinicus-O. mesudae-O. germencicus,
O. seyhanensis-O. kosswigi ve O. phoxinoides-O.
angorae). Bu nedenle, Oxynoemacheilus veri seti BCM
testinin  sonuglarina dayanarak yirmi altt gruba
indirgenmigstir (Sekil 3). Filogenetik tabanli barkodlama
basarisi analizinde ise Firat Nehri havzasindaki 6 balik
tiiriinden olusan dizi kiitiiphanemizde, ayni tiiriin tim dizi
haplotipleri ii¢ komsu birlestirme analizi ile olusturulan
agacta da yiiksek giivenirlilik destekli aga¢ topolojileri
olusturdu (Sekil 3).

Filogenetik Analizler: Anadolu’da dagilim
gosteren tiirlerden Genbank veritabaninda COI verileri
bulunanlara ait haplotipler ile birlikte Anadolu’da Firat
nehrinde dagihim gosteren Oxynoemacheilus
populasyonlarina ait mtDNA COI-Barkod haplotiplerinin
neighbour joining (NJ), maksimum tutumluluk (MP) ve
olasilik (ML) metotlar
gergeklestirilen filogenetik analizlerinden elde edilen

maksimum kullanilarak
filogenetik aga¢ topolojileri hemen hemen birbirinin ayni
olup onceden tanmimlanmig Oxynoemacheilus tiirlerine
karsilik gelen 26 grubun varligini gdsterecek sekilde
yiiksek giivenirlilik degerleri (NJ: 88-100, MP:78-100,
ML.:70-100; Sekil 3) ile desteklenmistir.

SONUC VE TARTISMA

Genetik Cesitlilik: Firat havzasindaki nehir
sistemlerinden 6rneklenen Oxynoemacheilus bireylerinin
timii, 627 bp'lik mitokondri COI barkod dizisine dayali
analizler ile morfolojik olarak gruplandirildiklar: taksonlar
icinde tanmimlanmistir. Belirlenen 12 adet haplotip’in
herbirinin sadece 1 Oxynoemacheilus tiiriinde temsil
edildigi belirlenmistir ki bu durum nehir sisteminde heniiz
yeni dagilim gosterdiklerine isaret etmektedir (Tablo 3).

Oxynoemacheilus paucilepis, Oxynoemacheilus
araxensis, Oxynoemacheilus euphraticus ve
Oxynoemacheilus argyrogramma tiirleri igin belirlenen
haplotip sayisinin az olusu (1 veya 2) , genellikle diisiik-
diizey haplotip (h=0,000-0,425; Tablo 3) ve diisiik
niikleotit sayilart (7=0,000-0,005; Tablo 3) gosterirken
Oxynoemacheilus bergianus’un
nispeten daha yiiksek haplotip (h= lokalitelerde dagilim
gosteren Oxynoemacheilus kaynaki ve 0,656-0,735; Tablo
3) ve fakat diigiik niikleotit sayilarma (7=0,004-0,005;
Tablo 3) sahip olmasi bu tiirlerin kendilerine 6zgii daha
yiksek sayida mutasyon biriktirecek kadar uzun bir
zamandir bu bolgede olduklarini akla getirmektedir. Zira,
baliklarda diisiik haplotip ve niikleotit sayilarinin yakin

hemen hemen ayni

zamandaki populasyon darbogazini veya tek basina veya
birkag mtDNA soyu ile kurucu etkisi (Grant & Bowen,
1998), yiiksek haplotip ve niikleotit sayilarinin ise
populasyon darbogazini takiben hizli niifus artist ve
mutasyonlarin birikmesi (Avise vd., 1984; Grant &
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Bowen, 1998; Rogers & Harpending, 1992) fenomenini
isaret ettigini ileri siirmiislerdir. Bu bilgilere dayanarak
Oxynoemacheilus kaynaki ve Oxynoemacheilus bergianus
tirlerinin bolgeye oOncelikli girislerini takiben hizli bir
niifus artig1 ve buna bagli mutasyon birikimine heniiz yeni
baslamis oldugu séylenebilir.

Aragtirma alaninda dagilim gbsteren
Oxynoemacheilus tiirleri arasindaki genetik mesafe
araligina bakildiginda (%3,7-13,1; Tablo 4), Sayyahzadeh
vd., (2016) tarafindan gergeklestirilen caligmada Orta
Dogu’daki Nemacheilid baliklarda Oxynoemacheilus
genusu i¢in belirlenen tiirler aras1 genetik mesafeler araligi
(%1,4-16,3; Tablo 4) ile uyumlu oldugu goriilmektedir.

Oxynoemacheilus bergianus hi

acheilus bergianus hiz

nacheilus bergian

cus KJ553807

eilus sama
lus banarescui MH469262
ui MH 469261
KJ553970

is MHO018859
s MHO18858

noemacheilus phoxinoides KJ554072

KJ553948

Oxynoemacheilus anatolicus KJ553947
96/92/76
Oxynoemacheilus anatolicus KJ553916

91/94/86

Oxy
100/100/100 E(Ixynln- »

[ Oxynoemacheilus han
L

ilus han

Oxynoemacheilus hamwii K.

671

P Oxynoemacheilus seyhar

877878 Oxy i 395
noemache 1553

94/10098

cemali
Oxynoemacheilus araxensis h8

raxensis MH469257

nnnnnnnn i KU928282
itus euphraticus hi

itus cuphraticus MH469252

vyrog hz
wyrog h3
miri KJ553891

Oxynoemacheilus na
91/86/78 | 100/90/86

Oxy:

is KJ554022

Oxy i Y

"nnw‘oo{(ixyntn-nlu(-hn-ihu hazarensis MK546459
i :

ha is MK35.

s MH4369268
Oxyn s MH469267
Oxynoemacheilus kaynaki hr
Oxynoemacheilus kaynaki h6
Oxynoemacheilus kaynaki hg

Oxynoemacheilus kaynaki hs

lendlii KP163989

MF172074

Sekil 3. Oxynoemacheilus tiirlerine ait mtDNA COI-Barkod
dizilerinden belirlenen haplotiplerin ML metodu yardimiyla
olusturulan filogenetik agaci. NJ, MP ve ML metotlar1 benzer
topolojiler vermistir ve bu nedenle sadece olasilik agaci
gosterilmistir. NJ, MP ve ML sec bagla testi degerleri yakin
dallarda gosterilmistir.

Figure 3. Maximum likelihood (ML) phylogenetic tree of
Oxynoemacheilus species based on the COl-barcode gene
haplotypes. NJ, MP and ML methods yielded identical topologies
and so only the likelihood tree is shown. NJ, MP and ML
bootstrap values are indicated near branches.
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Tirlerin tamimlanmasi, DNA dizisindeki tiire
0zgli genetik polimorfizmlerin tespitine dayandirildig: (Liu
& Cordes, 2004) i¢in mitokondri DNA COI-Barkod genine
ait ayirt edici tiire 6zgii niikleotit pozisyonlarinin sayisinin
O. euphraticus, O. argyrogramma, O. kaynaki, O.
araxensis, O. paucilepis ve O. bergianus (Tablo 5) i¢in tiir
diizeyinde genetik tamimlama igin yeterli oldugu
sOylenebilir.

Barkodlama Basarisi: Ozellikle balik tiirlerinin
tanimlanmasinda etiket olarak COI genini kullanan DNA
barkodlama son zamanlarda dikkat ¢ekmektedir
(Knebelsberger vd., 2014; McCusker vd., 2013). Barkod
geni olarak COI'nin secilmesinin ana nedenlerinden biri,
tir igi genetik mesafeler arasindaki
ortiigmeme belirgin bir farklilikla ifade edilen ve sayisiz tiir
icin gozlemlenen tipik bir ¢esitlilik modeli olmasidir
(Hebert vd., 2003a, b). K2P'ye dayanan tiir i¢i genetik
mesafeler genellikle distiktiir (% 1'in altindadir) ve
baliklar dahil (Ward, 2012) genis bir taksona boyunca
nadiren % 2'den fazladir (Hebert vd., 2003a, b).
Gergeklestirilen bu ¢aligmada belirlenen ve incelenen 6
tirde de K2P tiir i¢in genetik mesafenin % 0,59'i
asmadigini dolayisiyla 1’den fazla lokaliteden drneklenen
Oxynoemacheilus euphraticus, Oxynoemacheilus

ve tiirlerarasi

argyrogramma, Oxynoemacheilus kaynaki,
Oxynoemacheilus  araxensis ve  Oxynoemacheilus
bergianus’un  tek  bir  lokaliteden  6rneklenen
Oxynoemacheilus  paucilepis’dekine oranla  genetik

degiskenliklerinde 6nemli bir artig olmadigini gosterildi.
Freyhof ve Ozulug (2017), Firat nehir
drenajindaki 8 tiir (O. araxensis, O. argyrogramma, O.
bergianus, O. erdali, O. euphraticus, O. kaynaki, O.
paucilepis, and O. samanticus) tanimlamis olmasina
ragmen Freyhof vd., (2019) O. erdali ve O. bergianus’in
sinonimi olarak kabul ederken O. samanticus Firat ve
Kizilirmak nehirlerinin sinirina ¢ok yakin bir bélgede

tespit  edilmisti. Bu ¢alismada O. erdali’nin
sinonimizasyonunu  desteklemektedir ve fakat O.
samanticus orneklenemediginden verisetimize
eklenememistir.

Barkodlama ¢aligmalarinda ortalama intraspesifik
varyasyon ve ortalama interspesifik genetik mesafelerin
kargilastirilmas1 genellikle tiirleri sinirlandirmak igin
kullanilir. Oxynoemacheilus tiiriiniin COI veri setine dayali
ortalama tiirleraras1 ve tiir i¢i ortalama genetik varyasyon
diizeyi arasindaki yaklasik 7 katlik fark (Sekil 2), Hebert
vd., (2004) tarafindan Onerilen ortalama tiirlerarasi ve tiir
ici ayrilma arasindaki en az 10 katlik farklik esik degerden
daha diisiik olsa bile bu ¢alismada elde edilen mtDNA COI
sekanslar itibartyla tiirlerarast genetik mesafe ve tiirici
genetik varyasyon araliginin st iste binmedigi
goriilmiistiir (Sekil 2). Ancak, en biiyiik tiir i¢i genetik
cesitlilik degeri ve en kiigiik tiirler arast genetik
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mesafelerin kullanilmasinin yerine ortalama cesitlilik ve
mesafe degerlerin kullanilmasi "barkod boslugu" boyutunu
arttirmakta ve yanlis tanimlamaya da yol agabilmektedir
(Meier vd., 2008). Bundan dolayi, barkodlama araligim
dogru saptamak i¢in en iyi yaklagim, en yiiksek tiir igi
genetik mesafeler ve en diigiik tlirler aras1 mesafe arasinda
ortiismeyi tespit etmektir (Meier vd., 2008). Bu ¢aligmada,
Firat nehir havzasindaki 6 Oxynoemacheilus tiiriiniin
hicbirinde boyle bir ortlisme saptamadigimiz gibi COI’ye
dayali barkod bolgesi itibartyla K2P icin %0,59 (O.
phoxinoides) ila %1,59 (O. atili ve O. eregliensis) arasinda
belirgin bir barkod aralig1 oldugu gosterilmistir.
COl-dayali barkodlamaya dayali olarak Firat
nehir havzasindaki Oxynoemacheilus genusu i¢in en yakin
eslestirme (BCM) analizine goére %90,4 dogrulukla
tanimlanan tiirler i¢in belirgin bir barkod boslugunun
varligi, morfolojik olarak tanimlamanin gergekten zor
oldugu Oxynoemacheilus genusuna ait tiirlerinin genetik
COI barkod bolgesinin kullanigh
oldugunu da gostermistir. BCM testine dayali olarak
Anadolu Oxynoemacheilus icin elde
barkodlama basar1 orant (% 90), Kanada tatli su baliklar
(% 93, Hubert vd., 2008) ve Kuzey Amerika tath su
baliklar1 (% 90; April vd., 2011) i¢in rapor edilenlerle
benzerlik gostermektedir. Veri setimizdeki COI dayali
DNA barkodlarinin yiiksek ayirt edici giicii, baz1 Anadolu
Oxynoemacheilus tiirlerinin, 2-4 milyon yil Kuvaterner
donemindeki jeolojik ve iklimsel olaylarla 6zellestigi

tanimlanmasinda

tirleri edilen

diistiniilen (Bektas vd., 2017; Levin vd., 2012) geng evrim
gruplar1 oldugu gergegiyle aciklanabilir (Zareian vd.,
2016).

Filogenetik tabanli barkodlama basarisi analizi ile
elde NJ agaci (Sekil 3) Oxynoemacheilus tiirlerinin NJ
barkodunda monofiletik birimler halinde kiimelendigi
gostermektedir. Bu da DNA  barkodunun
tanimlamasinda  yiiksek sahip
gostermektedir. Oysaki, morfolojik yanlis tanimlama NJ
agacmin sonucunu degistirebilir (Bingpeng vd., 2018).
Dolayisiyla, veri setimizdeki DNA barkodunun tiir
tanimlama da %100 basarili olmas1 diger bir deyisle
yiiksek ayrim giicii, Firat Nehri'ndeki Oxynoemacheilus'un
dogal kaynaklarinin tespitini ve korunmasini garanti
edecek balikeilik arastirmalari i¢in oldukca degerli ve
giivenilir  bir tanimlama araci oldugu
desteklemektedir.

Filogenetik Analizler: Bati1 Palearktigin 6nemli
biyogesitlilik merkezlerinden biri olan Anadolu’dan daha

tir

verime oldugunu

goriistinii

once  Genbank veri tabaninda rapor edilmis
Oxynoemacheilus’un COI haplotipleri, Firat nehri
havzasinda  dagilim  gosteren  Oxynoemacheilus

populasyonlarina ait haplotiplerle birlikte farkli temellere
dayali olarak c¢alisan maksimum tutumluluk (MP),
maksimum olasilik (ML) ve neighbour joining metotlari ile
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gergeklestirilen filogenetik analizlerinden elde edilen
filogenetik aga¢ topolojileri (Sekil 3) hemen hemen
birbirinin ayni olup o6nceden Firat nehri havzasinda
morfolojik olarak tammlanmig olan Oxynoemacheilus
tiirlerine (Erk’akan vd., 2007, 2008; Freyhof vd., 2011;
Freyhof & Ozulug, 2017) karsilik gelen 6 grubun varligim
gosterecek sekilde yiiksek giivenirlilik degerleri (NJ: 88-
100, MP:78-100, ML:70-100; Sekil 3) ile desteklendigi
belirlenmistir.

Taksonomik durumlar1 hala karmagsik olan
Oxynoemacheilus genusunu (Prokofiev, 2009, 2010;
Sayyadzadeh vd., 2016, 2017) kapsayan Akdeniz'de tatli su
baliklarinin mekansal heterojenligi {izerine yeni bir
calisma  (Geiger vd., 2014) bu bazi
popiilasyonlarinin genetik olarak tanimlanmadigini ortaya
koymustur. Bu ihtiyactan hareket ile taranan Firat nehir
havzasindaki Oxynoemacheilus populasyonlarinin ait
mitokondri COI lokusuna dayali olarak belirlenen 12 adet

genusun

haplotip ile gergeklestirilen barkod analizi sonucu %
1,62°lik barkod esik degerine dayali olarak daha Once
morfolojik olarak tanimlanmig olan 6 tiiriin genetik olarak
tiir teyidi yapilmistir.

Daha Jouladeh-Roudbar vd., (2016)
tarafindan kismen de olsa arastirma kapsaminda alinan
Anadolu Oxynoemacheilus tiirlerinin iligkilerini gosteren
filogenetik agac¢ topolojilerinde tiirler genellikle cografik
dagilimlart ile uyumlu olarak konumlanmis olmasina
ragmen iki onemli istisna mevcuttur. Bunlardan ilki Firat
havzasindan 6rneklenen O. bergianus’un Karadeniz (O.
samanticus ve O. banarescui) ve Ege havzasinda (O.
simavicus) dagilim gosteren tiirlerle gruplanmasidir.

Ikinci istisnai durum ise Ceyhan nehrinde dagilim
gosteren O. ceyhanensis ’in Firat nehrinde dagilim
gosteren Oxynoemacheilus tiirleri ile birlikte kiimelenmis
olmasidir (Sekil 3). Firat nehir yataginin ge¢ Miyosen-
erken Pliyosen donemi boyunca evrimini kaydeden gec
Senozoik nehir ¢okiintii teraslarina bakilarak yaklasik 4
milyon y1l 6nce doguya yonelmeden dnce modern Ceyhan

once

nehri boyunca giineybat1 yoniinde Akdeniz’e dogru aktig1
(Seyrek vd., 2007; Westaway, 2004) tahmini bu iki nehir
sisteminin temasmi dolayisiyla faunal iligkisine firsat
vermis olma ihtimalleri Ceyhan nehrinde bulunan O.
ceyhanensis’in agag topolojisindeki egilimini agiklayabilir.
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