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Oz: Van Golii havzasinda dogal yayilis gosteren balik tiirleri degerlendirildiginde endemik olduklari
gorilmektedir  (Alburnustiirii  tarichi, Alburnus timarensis, Barbus ercisianus, Capoeta kosswigi,
Oxynoemacheilus ercisianus). Bu tiirlerden Capoeta havza su kaynaklarinda yaygin olarak bulunmakta olup
popiilasyonlar1 arasinda iireme boyu yoniinden dikkat cekici nitelikte farkliliklar gdstermektedir. Bu sebeple
havzada yayilis gosteren Capoeta’nin birden fazla tiirden olustugu fikri ortaya ¢ikmistir. Bu ¢aligma ile havzada
yayilis gosteren Capoeta genusu populasyonlarinin genetik varyasyonunun tespit edilmesi amaglanmaktadir. Bu
calisma ile lireme karakterlerinde farklilik gézlenen Capoeta genusunun havzada tek bir tiir ile mi yoksa birden
fazla tiir ile mi temsil edildigi ¢esitli restriksiiyon enzimleri kullanilarak mtDNA (mitokondriyal DNA) iizerinden
ortaya konulmustur. C. capoeta polulasonlari ¢esitli enzimler kullanilarak sitokrom-b bélgesinin 400-500 bp’lik
kismina uygulanan RFLP (Restriksiyon Fragment Length Polymorphism) yonteminin agaroz jelinde kontrolii
yapilmistir. Agaroz Jel kontorlii sonucu kullandigimiz kesme enzimlerine gore populasonlar arasinda herhangi bir
fark olmadigi sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Capoeta, RFLP, sitokrom-b, Van Golii Havzasi

Determination of Genetic Variation of Population of Capoeta Genusu (Cyprinidae) by the RFLP Method
in Van Lake Basin

Abstract: When considered natural fish species in Lake Van basin it seen that all species endemic (Alburnustiirii
tarichi, Alburnus timarensis, Barbus ercisianus, Capoeta kosswigi, Oxynoemacheilus ercisianus). Capoeta species
is common in the basin water resources. Reproductive size is varies between populations remarkably. Therefore
the idea has emerged that capoeta genus may have multiple species. This study is aimed to detection of genetic
variations in populations of the species in the genus Capoeta living in the basin. This study has determined the
differences population of Capoeta genus represented with a single or more species in the basin by using various
mtDNA enzymes. Using various enzymes RFLP Agarose gel control is made by 400-500 bp applied to part of the
cytochrome-b of C. capoeta polulason. It was concluded that there was no difference between populations depend
on agarose gel control result by the cutting enzyme we use
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GIRIS

Van Go6lii havzasinda dogal yayilis gosteren baliklarda Alburnustiirii tarichi, Alburnus timarensis, Barbus
ercisianus, Capoeta kosswigi, Oxynoemacheilus ercisianus tiirlerin havza igin endemiktir. Bu tiirlerden Capoeta
iizerine yapilan calismalar incelendiginde iireme karakterlerinin dikkat ¢ekici nitelikte farkliliklar gosterdigi
gozlenmistir (Sen vd. 1999; Elp ve Katabatak 2007; Sen vd. 2008; Elp ve Sen 2009). S6z konusu karakterden
dolay1 havzada yayilig gosteren Capoeta’nin birden fazla tiirden olustugu fikri ortaya ¢ikmaktadir. Bu ¢alisma ile
havzada yayilis gosteren Capoeta genusu populasyonlarmin genetik varyasyonunun tespit edilmesi
amaclanmaktadir.

Su iriinlerinde genetik kaynaklarin korunmasi i¢in uygun genetik isaretleyicilerin kullanimi biiyiik bir dneme
sahiptir. Balik populasyonlar1 ve bunlara ait grup temsilcilerinin tespitinde ortaya ¢ikan taksonomik ve sistematik
problemlerin ¢éziimii i¢in farkli metotlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunlarin tespitinde metrik ve meristik farkl
indisler yardimiyla bir¢ok populasyon ve tiir incelenmistir. Fenotipik varyasyonun cevresel faktdrlerin
degisiminden etkilenmesi sinirli kullanilmasina neden olmaktadir. Molekiiler tekniklerin su iiriinlerinde kullanimi
ile daha once fenotipik olarak farkli olan birgok populasyon veya tiiriin genetik olarak farkli olmadig: ortaya
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¢cikmigtir. Bunun sonucu molekiiler belirteglerin kullanimi bir¢ok nedene bagl olarak artmustir (Conkle 1980;
Nelson and Soule 1987; Velioglu vd 1998; Turan 2000).

Baliklarda mtDNA genetik farkliliklarin tespitinde iyi bir isaretleyici olarak kullanilmaktadir. MtDNA ’nin haploit
olmas1 ve yalnizca anneden yavruya gegmesinden dolay1 (Avise and Vrijenhoek 1987; Giles et al. 1980) mini-
mikrosatelitler ve alloenzimler gibi niikleer isaretleyiciler kullanarak populasyonlardaki tespiti miimkiin olmayan
kalitim bilgileri, genetik dzellikler ve dagilim cografyasi hakkinda 6nemli bilgilere ulagmamizi saglar.

MATERYAL ve METOT

Balik ornekleri Van Golii Havzasi’ndan toplanmistir. Ayrica daha onceki yillarda toplanan komsu havza
orneklerinin genetik materyali de agaroz jelde yiiriitiilmistiir (Tablo 1).

Tablo 1. Balik Materyalleri

No  Balik adi Yakalandigi yer
1 Siraz (Capoeta capoeta) Aygir Goli

2 Siraz (Capoeta capoeta) Ci1gli Deresi

3 Siraz (Capoeta capoeta) Nazik Goli

4 Siraz (Capoeta capoeta) Stit Deresi

5 Siraz (Capoeta capoeta) Zilan Cay1

6 Siraz (Capoeta capoeta) Cem-i mazin

7 Siraz (Capoeta capoeta capoeta) Aras havzasi

8 Siraz (Capoeta capoeta umbla) Karasu havzasi

9 Siraz (Capoeta tinca) Coruh havzasi

Genetik materyali olarak mtDNA’nin sitokrom-b bdlgesi, primer olarak ise mtDNA’nin sitokrom-b bolgesine
spesifik tiniversal primerler kullanilmistir (Barlett and Davidson 1991; Cocolin et al. 2000).

DNA saflastirilmasinda; Tris, NaCl, EDTA-2Na, Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), Proteinaz K (10mg/ml), Fenol,
Kloroform, izoamil alkol, Etanol, Sodyum Asetat ve DNA Ekstraksiyon Soliisyonu (TNES) kullanilmstir.

PCR uygulamalarinda; Taq DNA polimeraz, ANTP mix, PCR tamponu, MgCl,, DMSO (Dimetilsiilfoksit) ve dH,O
(steril) kullanilmigtir.

RFLP uygulamalarinda 17 enzim kullamilmistir (Mbol, Hinfl, Smal, Haelll, Xhol, Alul, Sall, Ddel, EcoRl,
BamHI, Kpnl, Pmel, Pmll, Bglll, Pacl, Scal ve Xbal).

Elektroforezde; Agaroz, EtBr (10mg/ml), TBE tamponu (0.89 M Tris, pH=8.3; 0.02 M EDTA), DNA isaretleyici
(50 bp-10.000 bp) ve Yiikleme Tamponu (BFB; Brom Fenol Blue) kullanilmustir.

Laboratuvarda yapilan islemler sirasinda; PCR, UV Goriintiileme Sistemi, Elektroforez, Mikrodalga Firin, Etiiv,
Rotor Disk,Otoklav, Derin Dondurucu, Santrifiij, Mikrosantrifiij, Ceker Ocak, Saf Su Cihazi, Su trompu,
Elektronik Terazi (0.001g-320g), Vorteks, pH metre, Otomatik pipetler, PCR tiipleri, Plastik tiip, cerrahi makas,
pensetler, pensler, bisturi ve degisik ebatlarda cam malzemeler (beher, erlenmayer, 06l¢ii silindiri vs.)
kullanilmusgtir.

Bahklardan Doku Orneklerinin Alinmasi, Genomik DNA ve mtDNA Ekstraksiyonu

Fenol/Kloroform Metodu Asahida et al. 1996; Kai et al. 2005°den modifiye edilmistir). DNA’nin kontroliinde
%0.8 agaroz jeli hazirlanmistir. 0.28 g agaroz ve 35 ml 1XTBE tamponu mikrodalga firinda kaynatildiktan sonra
7 pL EtBr (10mg/ml) konulmus ve elektroforez kiiveti icerisine dokiilmiistiir. Agaroz donduktan sonra tarak
¢ikarilarak 6rnek yiiklenecek kuyucuklar olugturulmustur. Her bir kuyuya 10pL 6rnek ve 2 pL yiikleme tamponu
(BFB; Brom Fenol Blue) konulmus ve 116 V’da 20 dak yiiriitilmiistiir.
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Kullanilacak primerlerin Tm (Erime sicakliklar1) sicakliklart Oligo analyzer 3.0 programu kullanilarak
hesaplanmigtir. Ancak hesaplanan bu Tm sicakliginda iyi sonuglar elde edilemediginden farkli sicakliklar
denenmis ve en uygun Tm sicakligi 53°C olarak belirlenmistir.

MtDNA’nin sitokrom-b bdlgesi PCR ile amplifiye edilmistir. PCR iiriiniiniin kontroliinde %1°lik agaroz jeli
hazirlanmistir. 0.35 g agaroz ve 35 ml 1XTBE tamponu mikrodalga firinda kaynatildiktan sonra 7 pL. EtBr (10
mg/ml) konulmus ve elektroforez kiiveti igerisine dokiilmiistiir. Agaroz donduktan sonra tarak ¢ikarilarak 6rnek
yiiklenecek kuyucuklar olusturulmustur. DNA isaretleyiciden 10 pL ve her bir 6rnege ait 10 uLL PCR iiriinii ve 2
uL yiikleme tamponu (BFB; Brom Fenol Blue) kuyulara yiiklenmistir ve 80 V’da 20 dak yiirtitiilmiistiir.

RFLP sonuglarmin kontroli igin % 1.5°lik agaroz jeli hazirlanmistir. Yaklagik 1.5 g agaroz ve 100 ml 1XTBE
tamponu mikrodalga firinda kaynatildiktan sonra 18 puL EtBr (10 mg/ml) konulmus ve elektroforez kiiveti igerisine
dokiilmiistiir. Agaroz donduktan sonra tarak cikarilarak ornek yiiklenecek kuyucuklar olusturulmustur. DNA
isaretleyiciden 15 pL ve her bir 6rnege ait RFLP firiiniinden 15 pL+2 pL yiikleme tamponu (BFB; Brom Fenol
Blue) olacak sekilde yiiklenmis, 55 V’da 90 dak yiiriitiilmiistir.

BULGULAR

PCR iriiniiniin kontroliinde agaroz jeli hazirlanmistir. Tampon mikrodalga firinda kaynatildiktan sonra EtBr
konulmus ve elektroforez kiiveti igerisine dokiilmiistiir. Agaroz donduktan sonra tarak ¢ikarilarak Ornek
yiiklenecek kuyucuklar olusturulmustur. DNA isaretleyiciden ve her bir 6rnege ait PCR iriinii ve yiikleme
tamponu kuyulara yiiklenmistir ve yiiriitiilmiistiir.

RFLP sonuglarinin kontrolii i¢in agaroz jeli hazirlanmistir. Agaroz ve tampon mikrodalga firinda kaynatildiktan
sonra EtBr konulmus ve elektroforez kiiveti igerisine dokiilmiistiir. Agaroz donduktan sonra tarak ¢ikarilarak 6rnek
yiiklenecek kuyucuklar olusturulmustur. DNA isaretleyiciden ve her bir 6rnege ait RFLP iiriiniinden yiikleme
tamponu yiiklenmis, 55 V’da 90 dak yiiriitilmistiir (Sekil 1, 2 ve 3).

Sekil 1. Agaroz jel igerisinde yiiriitiilen PCR firiinii goriintiisii
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Sekil 2. Agaroz jel igerisinde yiiriitiilen PCR {irlinii gorintiisii

Sekil 3. Agaroz jel icerisinde yiiriitiilen PCR {iriinii goriintiisi
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SONUCLAR

Taksonomik siniflandirmada kullanilan PCR-RFLP yontemi diger tekniklere nazaran daha hassas ve giivenilirdir
(Dilmeg vd 1999; Cocolin et al. 2000; Colombo et al. 2002). Calismada sitokrom-b bolgesinde yapilan PCR-RFLP
yontemi ile tiirler arasindaki genetiksel farkligin gosterilmesi birgok balik tiirlinde yapilan galigmalarda da
uygulanmistir (Nielsen et al. 1998; Fuchs et al. 2000; Szalanski et al. 2000; Colombo et al. 2002).
Tsigenopoulos et al. (2005), Capoeta capoeta angorae ve Capoeta trutta; Durand et al. (2005), Capoeta capoeta
tiirleri lizerinde yapmus olduklari ¢alismalarda sitokrom-b bolgesinin baz dizilimlerini belirlemislerdir. Yapmig
oldugumuz calismada Bioedit (Anonymous 2005a) ve Clustal W (Anonymous 2005b) programlarini kullanarak;
bu tiir ve alt tiirler arasinda yiiksek oranda benzerlik, tekrarlama bolgesi ve baz dizilimlerinde farkliliklar tespit
edilmistir. Calistigimiz tiir ve alt tiirlere yakin akrabaliklar: ile bilinen bu tiir ve alt tiirler arasindaki genetiksel
farklilik, buldugumuz sonuglari teyit eder niteliktedir.

Amplifiye ettigimiz mtDNA’nin sitokrom-b bolgesine spesifik {iniversal primerler kullanilmistir (Barlett and
Davidson 1991; Cocolin et al. 2000). PCR uygulamalar1 sonrasinda elde ettigimiz iriiniiniin agaroz jelinde
kontroliinde yaklasik 400-500 bp’lik bir kismi amplifiye ettigimiz tespit edilmistir. Amplifiye ettigimiz bolgeye
uygulanan RFLP yonteminde kullanilan restriksiyon enzimleri, ¢alistigimiz C. capoeta polulasonlarinin (Durand
et al. 2005) sitokrom-b bélgesi baz dizilimlerinden faydalanilarak Restriction map adresinden (Anonymous
2005¢); Spel, Hpall, Hinfl ve Alul olarak belirlenmistir. Bu 4 enzimle sitokrom-b boélgesinin 400-500 bp’lik
kismma uygulanan RFLP ydnteminin agaroz jelinde kontrolii yapilmistir. Agaroz Jel kontdrlii sonucu
kullandigimiz kesme enzimlerine gore populasonlar arasinda herhangi bir fark olmadig1 sonucuna varilmistir.
PCR-RFLP uygulamalar1 ile amplifiye edip restriksiyon enzimleriyle kesilen sitokrom-b bélgesinin 400-500 baz
ciftine sahip kismmin DNA Sequencer’da hangi bazlardan olustugunun tespit edilmesine ihtiyag vardir. S6z
konusu baz dizilimlerinin belirlenmesiyle ¢alistigimiz populasyonlarin sitokrom-b bdlgesinin baz dizilimlerinde
hangi bolgelerin farkli oldugunun tespiti yapmis oldugumuz calismanin bir ileri asamasi ve Onerebilecegimiz
sonuglardan biridir. Kullandigimiz sitokrom-b bolgesine spesifik {iniversal primerlerin bu bdlge ile yapilacak diger
calismalar i¢inde kullanilabilecegi goriilmektedir.
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