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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Lepomis gibbosus TURUNUN EKOSISTEM BAZINDA ISTILA BASARISININ
DEGERLENDIRILMESINDE GEN EKSPRESYON PROFILLERININ KARSILASTIRILMASI

Tugce AYGEN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Su Uriinleri Anabilim Dalt

Danisman: Dog. Dr. Emre KESKIN

Bu caligmada yabanci bir tatlisu baligi tiirii olan giines baligi L. gibbosus Mugla’nin Saricay deresi
havzasinda istilaya basladig1 yerlerden biri oldugu diisliniilen Akgedik rezervuarindan derenin denize
dogru devam eden bdliimlerde yayildigi alanlara kadar toplanarak istilact davranisa etki eden biiyiime
(GH, IGF-I), tireme (FSH, Activin), stres (HSP70, HSP90), beslenme (CART ve NPY) ve agresiflik (5-
HT, GABA) ile iliskili genlerine bakilarak gen ekspresyonu ¢alismasi yapilmis ve tiiriin istila basarisinin
altinda yatan nedenler genetik temelde anlasilmaya g¢alisilmistir. Bu amagla s6z konusu rezervuardan ve
dereden belirlenen 3 istasyondan L. gibbosus 6rnekleri elektrosok cihazi ile yakalanmustir. Yakalanan
baliklardan kas ve beyin dokusu Ornekleri alinmistir. Alinan kas dokulari tiir bazinda teshis igin
kullanilmis ve filogenetik analizi yapilmistir. Beyin dokularindan ise RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve

Real-Time PCR ile uygulamalari ile genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri belirlenmistir.

Biiylime parametreleri bakimindan istasyon bazinda (D1, D2, D3) GH p < 0.05’e gore anlamli farklilik
gosterirken, IGF-I gruplar arasinda farklilik gostermemistir (p > 0.05). IGF-I mRNA seviyesi en yiiksek
D2 grubunda tespit edilmistir. Uremeye (FSH, Activin) ve agresif davranisa (5-HT, GABA) etki eden
hormonlara ait genlerin her 3 istasyon bazinda 6nemli farklilik gosterdigi gozlemlenmistir. Stresle iliskili
hormonlara ait genlerin (HSP70 ve HSP90) D3 grubu hari¢ diger gruplarda p > 0.05’e goére 6nemli bir

farklilik gosterdigi goriillmemistir.

Sonug olarak, ¢ogu literatiirde istilaci bir tiir oldugu rapor edilen L. gibbosus farkli ekosistem bazinda
(Saricay deresi havzasi) degerlendirildiginde biiylime, iireme, beslenme ve agresif davranisa etki eden
hormonlara ait genlerin ekspresyon seviyelerinin 6nemli derecede arttigi, D3 grubunda ise ortam
kosullarindan dolay1 stres hormonlarina ait genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisimin diger istasyon

gruplarma gore daha anlamli oldugu sonucuna varilmustir.

Haziran 2017, 60 sayfa
Anahtar Kelime: L. gibbosus, istilaci tiirler, gen ekspresyonu, mRNA, cDNA Kkiitiiphanesi
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ABSTRACT

Master Thesis

COMPARISON of GENE EXPRESSION PROFILES IN ORDER TO EVALUATE THE ECOSYSTEM
BASED INVASION SUCCESS of Lepomis gibbosus

Tugce AYGEN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fisheries and Aquaculture Departmant

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emre KESKIN

In this study, Lepomis gibbosus, which is an non-native species is studied through evaluating the
expression of growth, breeding, stress, feeding and agression related genes by sampling from the
predicted source of invasion, Mugla, Sarigcay basin, to the upper part of resorvoir where they spread out.
Lepomis samples were collected from three specific locations by electroshocker and muscles and brain
tissues were sampled. Muscle tissues that had been taken were used for species level diagnosis. Also,
phylogenetical analyses were performed. Expression levels of the genes in brain tissues were identified by
RNA isolation, cDNA synthesis and Real time PCR.

Growth parameters indicated two significant results on the basis of station. With respect to stations D1,
D2 and D3, GH p<0,05 indicates a meaningful difference, while IGF-I did not indicate difference
between groups. The level of IGF-I mRNA was maximum on D2 group. The genes in which there are
hormones which affect breeding and agressive behaviour indicated difference between three stations.
Genes related with stress hormones did not indicate any difference according to p>0,05 in all groups, but
not in D3 group.

Finally, we conclude that the expression of the genes related with the hormones which affect growth,
breeding, agression and feeding increase significantly on two stations, while only stress related genes
have decreased expression levels in the other station probably depending on different enviromental
conditions on the basis of ecosystem.

June 2017, 60 pages
Key Word: L. gibbosus, invasive species, gene expression, mRNA, cDNA library
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1. GIRIS

Istilact tiirler ve hayat stratejileri giiniimiizde ©nemli bir arastirma alanim
kapsamaktadir. Istilac1 tiir tamminda bir kavram birligine ulasilamamasinin sebebi
birden fazla terimin kullanilmasi ile sonuglanmigtir (Cadotte vd. 2006, Lockwood vd.
2007, Davis 2009). istila biyolojisi iizerine ¢alisan arastirmacilar aym terimi farkl
sekillerde tanmimlayip, ayni silire¢ i¢in karmasa yaratacak esanlamli terimler
kullanmiglardir. Ayn1 zamanda istila siirecini incelerken farkli terminoloji kullanma
yolunu da izlemislerdir (Lockwood vd. 2007, Polat vd. 2011). Bir cografik bolgede
dogal olarak olugmayan bir tiirii, alttiirii, irk1 ya da varyeteyi ifade eden o bolgede daha
once bulunmayan, direk veya indirek olarak insanlar tarafindan istemli ya da istemsiz
olarak sozkonusu bolgeye getirilen tiirlere yabanci tiir denilmektedir (Tarkan 2013). Son
yillarda ortaya ¢ikan kiiresel iklim degisiklikleri, ani sicaklik artiglar1 veya azaliglari,
siirlar arasi tasimaciligin artmasi, Universite ya da enstitiiler tarafindan arastirma
amacli ithal edilmeleri ve bu tiirlerin tesislerden kagarak yerel tiirlerle melez olusturarak
verdidi zararlar s6z konusu olmakla birlikte canlilarin dogal kosullarindan ayrilip yeni
yasam ortami aramalarina sebep olmaktadir. Iklim ve sicaklik degisimleri o bdlgeye ait
canlilarin stres sebebiyle yok olmasina neden olurken istilaci tiirler ortamdan yok olan
canlilarin yerine gegmektedirler. Yani istilaci tiirler dogal topluluklarin yagama alanini
isgal ettikce, bu yayilmanin {stesinden gelemeyen yerel tiirler yok olmaya
baslamislardir (Ozdemir vd. 2007). Ulasim, tasimacilik, insan kaynakli sebeplerle dogal
ekosisteme yerlesen farkli tiirler hem ekosisteme hem de insanlara zarar vermektedirler.
Istilac1 yerine birgok 6zdes terim de kullanilmaktadir. Bunlarin en yaygin olanlar ise
egzotik, yabanci, tasinan, isgalci ve dogallagandir. Bu terimler genel anlamda ortak bir
paydaya sahip olup bir habitattaki yerli olmayan tiirlerin, ayn1 ortamda bulunan yerli

olan tiirlerden ayrimini saglamak i¢in kullanilmaktadir (Reichard vd. 1997).



ISTILA SURECI PLAN VE PROGRAM

Canlinin go¢ etmesi [stilacilar i¢in risk analizleri

Erken izler‘rll'e programi Koruma 6n¢iemleri

Bu siirede izledigi gog¢ yolu Yok etme ve kontrol segenekleri
l

Tasinmasi \f Yayilmasi Yayilma S%ecinin durdurulmasi

Popiilasyon Olusturmasi Gog¢ yolu onlemleri

Ekolojiye, insan sagligina ve ekonomiye etkisi

Sekil 1.1 Bir canlinin istila siireci ve alinmasi gereken dnlemler (Lodge vd. 2006’ya
gore uyarlanmistir)

Istemli veya istem dis1 olarak istilaci &zellik tasiyan balik tiirlerinin yeni ortamlara
girisi, sucul yagam alanlari lizerindeki zarar1 gozler Oniine sermektedir ve bu tiirlerin
diinya genelindeki basarisi, tiim sucul formlar i¢in endise vericidir (Copp vd. 2005).
Istilac1 tathisu balig1 tiirlerinden olan, dogal tiir ve ekosistemlere zararl etkileriyle
bilinen giines baligi L. gibbosus diinyada en yayilimci tiirler arasindadir. Bu tiir
Avrupa’ya dogal dagilim alani olan Kuzey Amerika’dan 19. yiizyilda siis balig1 olarak
getirilmigtir (Maes vd. 1898). Giiniimiizde Tiirkiye’yi de igine alan en az 28 Avrupa ve
Asya iilkesinden bildirilmistir ve yabanci tiir olarak bulundugu bolgelerde de ciddi bir
populasyon olusturma basaris1 gostermistir (Copp vd. 2007). Giines balig1 giiniimiizde
diinyada en yaygin olarak asilanan 10 sucul tiirden biridir ve bunlarin arasinda da en
fazla populasyon olusturma basaris1 gosteren tiirlerden arasinda gosterilir (Garcia-
Berthou vd. 2007). Yani bu balik yabanci bir tiiriin hayat siireci Ozelliklerinin, biiytime
ve demografik degisimlerin ve sonucgta istilact bir tiir haline gelme siireclerinin
rahatlikla goriiliip izlenebilmesi i¢in uygun bir model organizmadir. L. gibbosus ¢ok
cesitli su kiitlelerinde yasayabilir ve neredeyse oksijensiz ve yiiksek sicaklik barindiran
ortamlar gibi elverigsiz kosullarda da hayatta kalmasi ile bilinmektedir (Crivelli ve

Mestre 1988, Fox ve Keast 1991, Farwell vd. 2007). Bu balik tiirii basarili istilaci



tiirlerde genellikle gézlemlenen ebeveyn bakimi ve fizyolojik tolerans gibi bazi 6zel
davranislar sergilemektedir. Bu anlamda Marchetti vd. (2004) tarafindan belirlenmis
uygun istilact tiir kriterlerine tamamen uymaktadir. Oldukca genis yayilim alanlarina
sahip olan bu tiir yapilan risk analizleri sonucu yiiksek riskli tiirler arasinda da

gosterilmektedir (Tarkan vd. 2014).

Giiniimiizde gelisen teknoloji ile birlikte canlidan alinan doku, kan vb. bircok 6rnekten
o canlinin genlerindeki degisim izlenebilmektedir. Gen ekspresyonu analizinin amaci,
farkli Ornekler arasindaki spesifik bir hedefin (genin) ekspresyon diizeyindeki
farkliliklar1 nicellestirmemizi saglamaktir. Sonug¢ olarak veri ¢iktisi, ekspresyon
seviyelerindeki degisim veya farklilik olarak ifade edilir. Ornegin, belirli bir siire
boyunca tedavi edilenlere karsi tedavi edilmemis Orneklerde belirli bir genin
ekspresyonundaki degisime bakilmak istenirse, bu varsayimsal ¢alisma i¢in, bir kontrol
geni secilerek tiim ornekler i¢in hem hedef hem de kontrol kontrol genlerinin seviyeleri
gercek zamanli PCR ile degerlendirilebilir. Sonug ise "Giin 30'daki 6rnek A’nin, 0'inct
giindekinden 10 kat daha fazla ekspresyon seviyesine sahip" gibi bir formatta ifade
edilebilir (https://tools.thermofisher.com 2008). Ger¢ek zamanl ters transkripsiyon PCR
(RT-PCR), kararli durumdaki mRNA seviyelerinin nicellestirilmesi ve temel
arastirmalar i¢in 6nemli bir ara¢ olup, molekiiler tip ve biyoteknoloji alaninda yapilan
analizlerin gerceklestirilmesine biiyiik kolaylik saglamaktadir. Yiiksek verimlilikte ve

hassasiyete sahip bu teknoloji halen hizla gelismektedir (Bustin 2002).

Sunulan tez ¢alismasindaki 6zel hedef istilact bir tatli su balig: tiirii olarak bilinen L.
gibbosus’un biiyiime, tireme, beslenme, agresyon, stres ve diger tiirlerle etkilesimlerinde
meydana gelen degisimleri gen ifadeleri acgisindan tiiriin istila siireci boyunca farkl
populasyonlar1 arasinda karsilastirmak ve elde edilen sonuglari tiiriin istila basarisi
cergevesinde irdelemektir. Daha genel anlamda, tiirlin yeni istila ettigi habitatlardan ilk
istila ettigi habitatlara uzanan bir Olgekte 6nemli biyolojik karakterler ve ekolojik
etkilesimlerle ilgili gen ifadelerinin nasil degistigini ve bu degisimlerin istila basarisi ile

iligkisinin bulunmas1 amag¢lanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 L. gibbosus Hakkinda Genel Bilgiler

Centrarchidae familyasina ait olan L. gibbosus i¢in hayat 1 mm g¢apli su altinda kayaya
yapismis yumurtalarin agilmasi ile baslar. Yumurtadan ¢ikma stiresi ortalama 19.0 ile
27.8 °C sicaklikta 47 saat icinde gercgeklesir (Balon 1959). Larval donem 22 giin
siirmektedir (Haode ve Zastrow 1993). Biiylime oranlar1 bdlgenin sicakligina gore genis
farkliliklar gostermektedir. Ortalama 40 cm boya ve yaklagik olarak 600 g agirliga
ulasabilmektedirler. Besinlerini kabuklular, bdcekler, kiigiik baliklar, bentik
omurgasizlar ve balik yumurtalar1 olusturur. Potamadrom bir tatlis1 tirii olan L.
gibbosus’un soguk sulara toleransi yiiksektir (Cetinkaya 2006). Tiirkiye’ye Meri¢ Nehri
vasitasiyla giiney-dogu Avrupa’dan girdigi diisliniilen bu balik tiirii daha sonra istemli

ve istemsiz asilamalarla biitiin Anadolu’ya yayilmistir (Agdamar vd. 2015).

Cizelge 2.1 L. gibbosus (Linnaeus,1758) tiirtiniin siniflandirilmasi

Lepomis gibbosus 'un sistematikteki veri

Alem e PARIMONE = s

Sube 4574 /.| Chordata P 3

Sinif Vi Actinopterygii A A

Takim &0 - w._Perciformes T4 ~E

Familya “~=\ i Centrarchidae

Cins Lepomis S h

Tir Lepo.fnfs_ g_rbbosusﬁ_u:“_—:-‘“;

Cizelge 2.2 L. gibbosus’a (Linnacusl758) ait biyolojik veriler (Fishbase

www.fishbase.org, 2017)’den uyarlanmistir

L. gibbosus’un biyolojisi

Yasam alani Tatli su

PH 7.0-7.5

dH 10-15
Yasam siklusu Potamodrom
Sicaklik 4°C-22°C
Maksimum uzunluk 40 cm
Ortalama uzunluk 9.9 cm
Maximum agirlik 630.00 g
Maximum rapor edilen yas 12 yil
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Sekil 2.1 Arazi esnasinda 6rnekleme yapilirken ¢ekilen L. gibbosus’a ait bir fotograf

Centrarchidae familyas1 iteroparus’dur. Yani yil boyunca birden fazla yumurtlama
ozelligi gostermektedirler. Dogal ortamlarinda yumurtlama dénemleri mayis ve agustos
aylar1 arasinda gergeklesir (Becker 1983). 11.5 ve 14 °C arasindaki sicakliklar erkek
bireylerin gonad gelisimini tetikler. 14 ve 16.5 °C’lerde ise disinin gonad gelisimi baslar

(Burns 1976).

2.2 Habitat

L. gibbosus’un havzaya ilk asilandigi Geyik Baraji’ndan daha asagidaki bolgelerine
gidilerek belirlenen toplamda 3 istasyondan o6rnekleme yapilmistir. Farkli ekosistem
ozelliklerine gore belirlenen Akgedik Baraji, Koprii ve Kum Ocagi istasyonlarinda balik
ornekleri toplanmistir. Habitat se¢cimlerinde en 6nemli kriter her {i¢ istasyonda da farkl

kosullarin var olmasidir.

2.2.1 Akgedik Baraj Golii

Sarigay Deresi iizerine kurulan ikinci bilylik insan yapimi suni gol olan Akgedik Baraj
Goli, bilinyesinde L. gibbosus’u ve birkag yaygin istilaci tatlisu baligr tiiriini
icermektedir. Ozellikle sazan (Cyprinus carpio) ile beraber istemsiz olarak iilke ic

sulariin énemli bir boliimiine de yayilmistir (Tarkan vd. 2015). Benzer sekilde Sarigcay



Deresi iizerinde ilk kurulan Geyik baraj géliinde de siirekli olarak sazan agilamalarinin
yapildig1 bilinmekte, L. gibbosus ve diger istilaci tatlisu balig: tiirlerinin de Sarigay
havzasina bu sekilde girdigi diisiiniilmektedir. L. gibbosus istilasinin basladigi ve
merkez olarak nitelendirilebilecegi yerler Geyik Baraj Golii ve dere iizerinde bu baraj

goliinden sonra insa edilen diger baraj golii olan Akgedik Baraj Goliidiir.

Sekil 2.2 Akgedik Baraj Golii

2.2.2 Koprii

Biiyiik bir yem fabrikasinin hemen yaninda bulunan ve yem fabrikas1 kaynakli atik
yemlerin derenin i¢ine bosaltildig1 bilinen derenin bu boliimii, diger istasyonlara gore
besin icerigi bakimindan daha zengin bir kaynaktir. K&prii istasyonunda balik tiirleri
bazinda yiiksek bolluk oldugundan dolay1 bu istasyonda ciddi bir besin rekabeti s6z
konusudur (Top vd. 2016).



Sekil 2.3 Koprii

2.2.3 Kum Oca@1

Yogun olarak kum g¢ekme faaliyetleri olup, sonradan olusan derin golet yapilarinin

bulundugu 6rnekleme alanidir.

Sekil 2.4 Kum Ocagi



2.3 Baliklarda DNA Barkodlama

Tir tanimlama igin gelistirilen en giincel molekiiler yontem olan DNA barkodlama
arastiricilar i¢in biiylik kolayliklar saglamaktadir. Geleneksel yontemlerin yetersiz
kaldig1 noktalarda yapilacak tanimlamalarda biiyiik 6nem arz etmektedir (Keskin 2013).
DNA barkodlama esasinda kisa ve standardize edilmis bir DNA bdlgesinin hizl,
objektif ve ekonomik bir sekilde analiz edilmesini saglamaktadir. Analizler sonucunda
elde edilen veriler tiirlin genetik olarak karakterize edilmesine dayanmaktadir.
Barkodlamada kullanilacak gen boélgeleri belirli 6zellikleri tasiyacak nitelikte olmalidir.
Bunlar giivenilir ve rutin olarak sekanslanabilir olmasidir. Ayni zamanda calisma
sonucunda elde edilecek veriler kolaylikla karsilastirilabilir ve tiirleri birbirinden ayirt
edebilecek farkliligi gosterecek sekilde olmalidir. Bu nedenle secilen DNA barkod
bolgesi, hayvanlarda % 90 ve {izeri basar1 orani ile ¢alisilan sitokrom c oksidaz alt iinite
1 (COI) geni, bir tiirtin farkli populasyonlar1 arasindaki iligkiyi bilgisayar tabanli
yazilimlar kullanilarak ¢izilen evrimsel agaclarla ortaya koymaktadir. 650-700 baz ¢ifti
uzunlugundaki bu standart bolge hizli ve dogru bir sekilde tiir tanimlamada biiyiik
avantajlar saglamaktadir. 1990’11 yillarda ortaya atilan barkod terimi o zamanin bilim
insanlar1 tarafindan ilgi gérmese de 2003 yilinda Hebert tarafindan tekrar giindeme

taginmustir.

2.4 DNA Barkodlamada Kullanilan Molekiiler Teknikler

2.4.1 Jel Elektroforezi

Jel Elektroforezi, makromolekiilleri hem biiyiikliik hem de elektrik yiikii bakimindan
ayirt etmemizi saglayan tekniktir. Kokeni yunancadan gelen Elektroforez; elektro
elektrige ve forez ise tasimak bir yerden bir yere ge¢irmek anlamina gelmektedir. Temel
esas jelin her iki ucunda bulunan elektrotlara uygulanan belli bir voltajin giictidiir.
Yikli molekiiller herhangi bir elektrik akimina birakildiklarinda, yiiklerinin pozitif -
negatif olma durumuna gore yer degistirme egilime girerler. Sahip olduklar1 fosfat
gruplarindan dolay1 niikleik asitler, eksi yiiklii olmakla birlikte pozitif (+) kutup’a

(anod) dogru yer degistirirler. Yiriitiilmek istenen 6rnegin c¢esidine gore bircok jel



cesidi bulunmaktadir. En ¢ok tercih edilen ve en az toksik olan agaroz jeldir. Deniz
yosunundan ekstrakte edilen agaroz molekiiler kiitlesi 12.000 Da olan bir polisakkarittir.
Jel hazirlandiktan sonra, yiiklenmesi istenen ornekler jelin i¢inde bulunan kuyucuklara
yerlestirilir, hazirlanan elektroforez ¢ozeltisinin i¢ine koyulur ve bu ¢ozelti elektrik

akiminin diizgiin bir sekilde iletilmesini saglar.

2.4.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction - PCR), DNA’nin yapisinda
bulunan dizisi bilinen iki par¢a arasindaki bdlgeyi enzimatik tepkimelerle ¢ogaltmak
amaciyla kullanilan tepkimelerin genel ismidir. 1985 yilinda ilk kez bilim diinyasina
sunuldugundan bu yana polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) klinik arastirmalarin yani
sira genetik laboratuvarlainda da siklikla kullanilmaktadir. 1993 yilinda bulusundan

dolay1 K. Mullis Nobel Kimya Odiiliinii almaya hak kazannustir.

PCR temelde ii¢ basamakda gergeklesmektedir;

1. Denatiirasyon: PCR’mn ilk asamasi olan denatiirasyonda ¢ift zincirli DNA
molekiiliiniin yapis1 yiiksek 1s1 uygulanmasi ile birbirinden ayrilir.

2. Baglanma (Annealing): Sentetik oligoniikleotitlerin hedef DNA’ya baglanmasi
olayidir. Primerlerin baglanmasi da bu asamada ger¢eklesmis olur.

3. Uzama (Extension-Elongation): 72 °C’ye kadar arttirilan 1sinin DNA polimeraz

enziminin DNA zincirini veya primerleri uzatmasi olayidir.

PCR sonundaki iiriinlerin boyu; primerlerin boyu ve hedef DNA bdlgeleri arasindaki

mesafenin tamami kadardir. Matematiksel olarak amplifikasyon formiilii;

(2"-2n)X ile ifade edilir.

n=Elde edilen dongii sayis1
2n=Her iki dongii sonucunda olusan ve boylar1 bilinmeyen tiriinler.

X=DNA’nin kopya sayisi



2.4.3 DNA dizi analizi

Gegmisten glinlimiize DNA dizi analizi her alanda bagvurulan 6nemli bir teknik olmakla
birlikte bilim diinyasi tarafindan kabul gérmiis bir¢ok dnemli gelismenin kronolojik

siralamasi su sekildedir;

e Robert Holley tarafindan 1965 yilinda tRNA molekiiliiniin analizi yapilmistir.

e Allan Maxam- Walter Gilbert ve Frederick Sanger 1977 yilinda birbirinden
farklt DNA dizi analizi yontemi bulmusturlar.

e Akiyoshi Wada 1982 yilinda dizi analizinin otomatik olarak yapilmasini
Onermistir ve ilk adim olarak robotlar gelistirilmeye baglanmistir.

e 1986 yilinda California Teknoloji Enstitiisiinden (Caltech) Leroy Hood ve Llyod
Smiuth tarafindan dort sene dnce tohumlari atilan ilk 6neriye istinaden DNA dizi
analizinde kullanilacak tam otomatik bir makine bulunmustur.

e 1990 yilinda Edward Uberbacher tarafindan istenilen geni bulmaya yarayan bir
program olarak tasarlanan Grail kullanilmaya baglanmistir.

e 21. kromozomun DNA Dizi Analizi 1990’11 yillarda tamamlanmaistir.

e Ay yillarda Haemophilus influenzea’ ya ait DNA dizisi Craig Venter, Claire
Fraser ve Hamilton Smith tarafindan yayinlanmistir.

e Ekmek mayasi olan S. cerevisiae’nin 1990’11 yillarda uluslararasi bir toplant1 da
DNA dizisi yaymlanmistir.

e 1990’li yillarda Sanger Center ve Washington Universitesinde gorevli bilim
adamlar tarafindan Caenorhabditis elegans’ in DNA dizisi ortaya ¢ikarilmistir.

e 2000 yilinda Drosophila melanogaster’ in DNA dizisi agiklanmigtir.

e 2000l yillarda insan gen haritas1 taslaginin tamamlandigi agiklanmustir.

e DNA dizisi agiklanan ilk bitki olarak Arabidopsis thaliana 2000 yilinda tarihe

gecmistir.

Giiniimiizde DNA Dizi Analizi i¢in farkli iki yontem kullanilmaktadir:

1- Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi (Maxam vd. 1977).
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2- Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi (Sanger vd. 1977).

Bu iki yoOntemden, Fred Sanger ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen Sanger —
Coulson’un yontemi giliniimiizde daha yaygin olarak kullanilmaktadir (Sanger vd.
1977). Glinlimiiziin en yaygin kullanilan DNA dizi analizi teknigi olmakla birlikte bu
yontemde yeni sentezlenecek iplik DNA ipligi i¢in yeni bir kalip olarak kullanilir.

2.5 Filogenetik Analiz

Cesitli organizma gruplarn (tiirler veya topluluklar) arasindaki evrimsel iliskinin
arastirmasi ve baglantinin ortaya konulmasi filogeni olarak adlandirilir. Filogeninin
biiyiik bir kismin1 organizmalarin evrimsel tarihi kapsar. Filogenetik analizler farkli
tiirler arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmak amaciyla bagvurulan bir metotdur. Filogenetik

agaclar ise farkliligi gérmemize olanak saglamaktadir.

2.6 Gen Ifadesi (Gen ekspresyonu)

DNA’da saklanan genetik bir bilginin secilen bir RNA molekiili (mRNA, tRNA,
rRNA) araciligiyla kopyalanmasi transkripsiyon, protein molekiiliine ait genetik
bilgilerin okunmasi ya da islevsel bir protein molekiilii haline ¢evrilmesine translasyon;
transkripsiyon ve translasyon olaylarinin biitiinlinii kapsayan genel olguya ise gen
ifadesi ya da gen ekspresyonu denir. Basitce, gen ifadesi ya da gen ekspresyonu genlerin
protein yapilarina doniismesi siirecinde kullanilan bir terimdir. Proteinlerin ne zaman
iretilecegini kontrol eden mekanizma olmasinin yani sira, iiretilen proteinlerin miktarini
arttirlp azaltan bir hacim kontrolii olarak gorev yapan terimdir. Protein yapim

asamasinda iki onemli adim olmalidir: Transkripsiyon ve Translasyon

2.6.1 Transkripsiyon

DNA’nin, “haberci (mesajc1) RNA” yani mRNA olarak adlandirilan bir RNA yapisi
iiretmesi i¢in kopyalanma islemidir. mRNA’y1 olusturma islemi “RNA polimeraz”

tarafindan gerceklestirilir. Yapisal olarak RNA, DNA’nin kimyasal olarak farkli bir
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seklidir; fark sadece bir tane baz iplik¢igi varligindan kaynaklanmaktadir. Ayrica Timin

bazinin yerini RNA’da Urasil baz1 alir.

2.6.2 Translasyon

mRNA olusturulan mesaji DNA’dan alip, hiicrenin protein iiretim yerleri olan
ribozomlara getirdikten sonra islem gergeklesir. mRNA tarafindan ulastirilan mesaj,
“aktarici (tansferci) RNA” yani tRNA tarafindan okunur. Bu islem her tekrarlandiginda
mRNA’dan iicer harf yani bir kodon okunur. Her bir kodon, belirli bir amino asiti
belirtir. Ornegin “GGU” kodonu, glisin adli amino asitin sifresidir. Sadece 20 tane
amino asit varken, 64 tane potansiyel kodon kombinasyonu oldugundan, ayni amino asit
birden fazla kodon tarafindan sifrelenebilir. Ornegin “GGU” ve “GGS” kodonlarinin
her ikisi de glisini kodlar. Her bir amino asit, 6zellikle kendi tRNA molekiiliine bagl
olur. mRNA dizilimi okundugunda, her bir tRNA molekiilii kendi amino aisitini
ribozoma gonderir ve mRNA molekiiliinde karsilik gelen kodona gegici olarak baglar.
tRNA baglaninca, amino asitini salar ve komsu amino asitler birbirlerine tutunarak,
polipeptit adi verilen uzun bir zincir olusturur. Bu siire¢, hedeflenen protein

olusturulana dek siirer. Proteinler, bir hiicrenin etkin islevlerinin ¢ogunu gerceklestirir.

2.7 Real-Time PCR

Real-Time PCR DNA’nin ¢ogaltilmasi islemiyle baslayarak olusturulan iiriinlerin tek
bir tiipte tespitini konvensiyonel PCR’a gore daha zahmetsiz ve miimkiin kilan bir
metotdur (Gibson vd. 1996). PCR’da gergeklesen reaksiyonlarin ¢ogaltimini goriiniir
hale getirirken aym1 zamanda bunu gergek zamanli olarak izlememize olanak
saglamaktadir. Monitor yapisindan dolay1 reaksiyonda kullanilan floresan isaretli prob
ve boyalarin sayesinde, floresanin olusan DNA ile dogru orantili bir sekilde arttigini
gosteren bir ¢ogaltma yontemidir. Bir¢ok isimlendirilme yapilirken en sik kullanilanlar
“kinetik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif Real-Time PCR” dir (Bustin vd. 2000).
Amag elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere doniistiirerek mRNAnin
diizeyini sayisal olarak belirleyebilmektedir. Bunun yani sira farkli ¢alismalarda da

kullanilmakta olup; tek nokta mutasyonlarini belirleme ve patojen belirleme, DNA
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hasar1 belirleme, metilasyon tespiti, SNP analizi, kromozom bozukluklarinin tespiti
bunlar arasinda en ¢ok bilinenleridir (Kubista vd. 2006). SYBR Green, TagMan Probe,
Hibridizasyon Prob ve molekiiler boncuk gibi farkli birka¢ yontem kullanilmaktadir.
Bunlar arasinda en ¢ok tercih edilenler SYBR Green ve TagMan Probe yoOntemidir.
SYBR Green spesifik olmayan DNA’nin cogaltiminda kullanilir. Floresan boya
DNA’ya baglandigi andan itibaren ¢ogalan DNA miktarindaki artisa paralel olarak
Real-Time PCR cihazinda okunan floresanin miktar1 da es zamanli olarak artmasi
beklenir. Farkli markalarca bir¢ok cesidi olmasina ragmen en fazla kullanilan boya
cesitidir. Reaksiyon i¢in karisimda bulunmasi gerekenler cDNA molekiilii, primerler ve
SYBR Green boyasidir. Dizayni iyi yapilmis primerler ile bir takim optimizasyonlar
sonucu ¢ok fazla sayida hedef genin ¢ogaltilmasina olanak verir. Maliyeti ucuzdur ama
dezavantajlar1 da vardir. istenmeyen PCR iiriinlerin gogalmasinda yamiltict ayni floresan
aciga c¢ikacagindan her zaman istenilen DNA’nin ¢ogaldigini isaret etmeyerek yanlig
sonu¢ almak da miimkiindiir. Primerlerin birbiri ile istenmeyen baglanmalar1 sonucunda
“primer dimer”leri olarak adlandirilan olusumlar gézlemlenebilir. Erime egrisi analizleri
(melting curve) ¢ogaltilan DNA’nin istenilen bolge olup olmadigini anlayabilmek icin
ve deneylerin giivenilirligi agisindan yapilmas: gerekmektedir. TaqgMan Probe
Yonteminde ise probun primer ve niikleik asitle baglanma bolgeleri arasina TagMan
problar baglanir. Yeni zincir primerlerin baglanmasinin ardindan baslar. Taq DNA

polimeraz enzimi devreye girerek 5'—3' niikleaz aktivitesi ile FAM (6-carboxy

fluorescein)’i probdan ayirir. FAM sinyal serbest hale gecer. Her bir dongiide iiriin

cogalimi arttikca floresanda orantili olarak artmaya ve azalmaya devam eder.

Real-Time PCR’da 3 temel faz bulunmaktadir. Bunlar:

1. Ussel faz
2. Dogrusal faz

3. Duragan faz
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Log(DNA) e

Dongl
————— Ussel faz
_— - Dogrusal faz
— + — + — Duragan faz

Sekil 2.5 Real-Time PCR’1n 3 temel fazinin gosterildigi grafik

PCR fiiriin miktarinin her dongiide iki kat arttig1 iissel fazdir. Reaksiyonun etkinligi %
100°diir. Floresan 1simanin esik degere ulastig1 fazdir. Esik deger olarak bahsedilen
deger Ct degeridir. Bu deger bize iirlindeki ilk anlamli artigin oldugu noktay belirtir. Ct
(Treshold Cycle- esik dongiisii) degerinin 35 ve iizerinde olmasi reaksiyonun

gerceklesmedigi anlamina gelir.

Linear faz veya dogrusal faz, reaksiyonun bilesenlerinin tiikenmeye basladig1 fazdir.

Reaksiyon yavaslar ve olugsan PCR iiriinleri pargalanmaya baglar.

Duragan veya End-point fazda ise, geleneksel PCR’a benzer jel bazli taninin oldugu

asamadir. Reaksiyon sonlanmaktadir. Bu fazda yeni bir PCR {irlinii olusmaz.

Real-Time PCR’mm en biiyiikk avantaji amplifikasyon esnasinda iiriin olusumunun
izlenebilmesi esasina dayanmaktadir. Cogalma ile birlikte es zamanli olarak saptama
gerceklesir ve DNA’ya baglanan boyalar ile iirliin miktarindaki artis veya azalisa gore
sinyallerin 6l¢iilmesi ile degerlendirilir. PCR {iriinlerinin miktarindaki ilk énemli artig

Ct degeridir ve baslangi¢ miktari ile orantilidir.
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Amplifikasyon

Sekil 2.6 Florasan boyamalarla birlikte anlamli reaksiyon profili

2.8 Kaynak Ozeti

Literatiir taramas1 sonucu 10 farkli gen boélgesi bakimindan hedef tiir olan L. gibbosus
ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Tez bu bakimdan 6zgiin bir degere
sahiptir. Farkli balik tiirlerinde calisilan ayni gen bolgeleri kaynak oOzeti olarak

aktarilmstir.

Kagawa vd. (2000) yilinda yapmis olduklari ¢alismada bir tankta sadece Carassius
auratus (kontrol grubu) diger bir tankta ise Lepomis macrochirus (deney grubu) ile ayni
tanka konularak stres gen bolgesi olan HSP70’in beyin dokularindaki mRNA
diizeylerini buna bagli olarak kortizol diizeylerindeki artis/azalist incelemislerdir.
HSP70 mRNA ve kortizol diizeyleri bakimindan deney grubunda 6. ve 12. saatte
belirgin artiglar goriilmistiir. Stres baslangicindan hemen sonra baliklar tekrar ayrilmis
ve 12. saatin sonunda kontrol grubu seviyesine geri doniilmiistiir. Deney grubu
orneklerinin HSP70 mRNA seviyeleri 6 saat sonra tekrar kontrol edilmis stres ve
kortizol seviyesinde herhangi bir degisim gozlenmemistir. Ayri tanklara alinan
baliklardan Lepomis macrochirus’un bulundugu seffaf tank ile yan yana konulan

kontrol grubunda kortizol miktarinda artis goézlemlenmistir. Beyinde stres ile
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giiclendirilmis HSP70’in etkisinin gorsel yolla bile kortizol ifadesinde Snemli bir

belirte¢ oldugu ortaya konmustur.

Chen vd. (2001) yaptiklar1 ¢alismada, IGF-I’in zebra baligindaki (Danio rerio) biiyiime
tizerine karakterizasyonunu incelemislerdir. Yapilan ¢alismada yetiskin zebra baliginin
beyin dokusundan ¢cDNA kiitiiphanesi olusturulmustur. IGF-I genlerinden biri olan IGF-
Ia’nin zebra baliginda yaklasik 15 kb’lik bir alan1 kaplamis oldugu ve zebra baliginin
birden ¢ok IGF-I genine sahip oldugunu ortaya c¢ikarmislardir. Real-Time PCR
kombinasyonunda IGF-I"in IGF-I Ea-2’yi anlamli sekilde ifade ettigi belirtilmistir.

Martyniuk vd, (2010) yilinda yaptiklart c¢alismada, hipotalamusta Dieldrin’in etki
modunu daha iyi anlamak i¢in Micropterus salmoides tiiriinii kullanarak, ekspresyon
diizeyini incelemislerdir. Dieldrine maruz kalan baliklarin ayni zamanda ndrotoksik
etkilere maruz kaldig1 ve iireme siireclerinin sekteye ugradigi ortaya ¢ikarken, lireme
bozukluklarinin muhtemelen birden fazla etkenin sonucu olarak ortaya c¢iktigi
anlasilmistir. Hipotalamusta dieldrinin etki modunu daha 1yi anlamak i¢in bu ¢alismada
erkek- disi kullanilmis ve 10 mg dieldrin kg basina enjekte edilmistir. 7 giin sonra deney
icin baliklar Oldiiriilmiistiir. Dopamin konsantrasyonunda onemli bir degisiklik
gozlenmezken, disi baliklarda agresif davranis gen diizeyinde GABA seviyesi anlamli

bir sekilde artmustir.

Elabd vd. (2015) yaptiklar1 ¢aligmada, Centrarchidae familyasina ait olan Lepomis
macrochirus’un farkli gevresel sicakliklara bagli olarak HSP90 ve a-2-macroglobuliin
(A2M)’nin gen ekspresyon seviyesindeki degisimlerine bakmuslardir. 4 farkli grup
iceren deneyde 6 hafta boyunca sirasiyla 10 °C, 20 °C, 30 °C ve 35 °C su sicakliklar1
kullanmilmistir. 0, 3 ve 6. haftalarda kontroller yapilmistir. 0 ve 3. haftalarda SOD
degerinde mRNA diizeyinde istatiksel olarak anlamli goriiliirken (p<0,05) 6. haftada
goriilmemistir. HSP90’nin yiiksek sicakliklarda anlamli oldugu kabul edilmis, diisiik
sicakliklarda herhangi bir degisime rastlanmamistir. Benzer sekilde a-2-macroglobuliin
20 ve 30 °C ‘lik gruplarda anlamli bulunmustur. Sonug¢ olarak SOD, HSP90 ve A2M
balik tiirlerinde iklim degisikligi ve cevresel sicakliklart izlemede iyi bir biyobelirteg

oldugu belirtilmistir.
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Manuel vd. (2015), yilinda yaptiklar1 ¢alismada, gevresel olarak zenginlestirilmis bir
tankta yetistirilen 6 ve 12 aylik zebra baliklarinin norojenik farklilagsma, kokain ve
amfetamin ile diizenlenen transkript 4 (cart4) oranlarina bakmislardir. Zenginlestirilmis
besin alan 6 aylik baliklarda hormonlarin etki ettigi bu gen bdlgelerinin oranlari
diistikken, 12 aylik zebra baliklarinda herhangi bir degisim gozlenmemistir. Zebra
baliklar1 arasindaki bu yas farkinin kaginma ve beslenme davranislarinda giigli

farkliliklar ortaya ¢ikardigi gozlemlenmistir.

Wellband vd. (2017), yapmis olduklar1 ¢aligmada, fenotipik plastisitenin temelini
ortaya c¢ikarmak amaciyla yeni habitatlara yerli olmayan tiirlerin baslangicta nasil
yerlestiklerini anlamak i¢in bir hipotez olusturmuslardir. Bunun i¢in iki yerli olmayan
balik tiirii Proterorhinus semilunaris ve Neogobius melanostomus’u kullanmislardir.
Yeni yasam alanina uyum saglayan balik tiirlerinin bu davraniglarinin altinda yatan
genetik mekanizmalar1 incelemislerdir. Gen transkripsiyonunun modiilasyonunda
fenotipik plastisitenin genel olarak zayif karakterde seyrettigi ama aslinda bu tepkilerin
bileseninde Onemli bir mekanizma oldugunu vurgulamiglardir. Artan ve azalan su
sicakligma maruz birakilan  Proterorhinus  semilunaris’im  ve  Neogobius
melanostomus’un sicaklik toleransinin transkripsiyonel temelini anlamak i¢in RNA
sekanslama teknigini kullanmiglardir. Gen transkripsiyon seviyelerini karsilastirmak
icin okuma sonucu ortaya ¢ikan verilerin dogrusal modelleri incelenmistir. Ortaya ¢ikan
sonuglarda Proterorhinus semilunaris ve Neogobius melanostomus’un isgalci tiir
potansiyelinin transkripsiyonel ¢ercevede hem c¢evresel hem de verdikleri tepkilerle

anlamli olarak ortaya ¢iktig1 belirtilmistir.

17



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Baliklardan doku 6rneklerinin alinmasi

L. gibbosus ve beraberinde yasayan diger tiirlerin populasyonlart Akgedik baraji (D1),
Tas Ocagi (D2) ve Koprii (D3) olmak {izere toplamda 3 istasyondan 35 balik, SAMUS-
725MP marka elektrosok cihazi ile yakalanmistir. Yakalanan Lepomis o6rneklerinin
beyin dokusu alinarak fix RNA ile dolu olan tiiplere koyulmustur ve analize kadar -
20°C’de saklanmistir. Ayn1 zamanda L. gibbosus ve beraberinde yasayan diger tiirlerin
kas dokular1 da alinarak tiir seviyesinde teshis i¢in kullanilmak {izere saf etanol ile dolu

olan tiiplere koyulmustur. Analizler baslayana kadar 6rnekler -20 °C’de saklanmistir.

Sekil 3.1 Beyin dokusunun almdig1 yer

3.1.2 Fix RNA protokoii

Calisma kapsaminda L. gibbosus beyin dokulari igin kullanilmig olan Fix RNA
protokolii su sekildedir:

e Taze dokudan 100 mg’a kadar kesit alinir ve kesilen dokunun tiip icerisine

yerlestirilirken 0.5 cm’den ince olmasina dikkat edilir.
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e Fix RNA soliisyonunun miktarinin dokuya uygun olmasina dikkat edilir.
Tamamiyla soliisyonun dokuyu kapladigindan emin olunmalidir. Fix RNA
hacminin doku hacminin 10 kat1 olmas1 veya hemen hemen 1 mg doku i¢in 10ul

fix RNA kullanilir.

e RNA izolasyonundan hemen 6nce tiip icerisinde kalan fix RNA soliisyonundan

armdirilir.

3.1.3 Kullanilan kimyasal maddeler

3.1.3.1 RNA ekstraksiyonunda kullanilan kimyasal maddeler

RNA izolasyonu i¢in kullanilan kimyasallar:
e Kloroform
e Isopropanol
o  %75’lik etanol

e RNase-free su’dur.

3.1.3.1.1 Elektroforezde kullanilan kimyasal maddeler

Yiikleme tamponu olarak TAE (Tris-asetat), agaroz, % 1’lik camasir suyu, EtBr
(Etidyum bromiir) kullanilmistir.

3.1.3.1.2 ¢cDNA Kkiitiiphanesinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler

5X Iscript reaksiyon karigimi, reverse transkriptaz, nukleaz free su ve RNA ornegi

kullanilmastir.
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3.1.3.1.3 Real time PCR’da kullanilan kimyasal maddeler

cDNA, Genlere spesifik tasarlanmis olan forward ve reverse primerler, Sybergreen,

ddH20.

3.1.4 Yararlamlan alet ve ekipmanlar

Analizler sirasinda;

e Termal Dongii Cihazi- Kyratec Supercycler Gradient Cycler

e Real-Time PCR Cihazi- BioRad CFX Connect Real-Time

e Nano spektrofotometre - Titertek Berthold Colibri Microvolume

e UV goriintiileme sistemi- Major Science UV Transilluminator

e RNA ve DNA o6rnekleri i¢in ayr1 ayrn yatay elektroforez sistemi- Major Science
ME10-7-10

e Mikrodalga firin- Kenwood MW455

e Otoklav- JSR JSAC-40

e Etiiv- JSR CSOF-050

e Derin dondurucu (-30 °C)- Panasonic MDF-U5312

e Derin dondurucu (-80 °C)-Wisd

e Santrifiij, mikrosantrifiij- MPW, StarLab

e Saf su cihazi- Mini Pure

e Hassas terazi- BEL

e Vorteks- StarLab

e DNA ve RNA o6rneklerini yliklemek i¢in ayr1 ayri kullanilan otomatik pipetler-
Ergo One

e PCR tiipleri

e Plate

e Optik film

e Pens, bisturi ve cam malzemeler
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kullanilmustir.

3.2 Yontem

3.2.1 DNA izolasyonu

L. gibbosus ve yakalanan diger tiirlerin kas dokularinin DNA ekstraksiyonu Gene
Matrix Tissue and Bacteria DNA Purification Kit kullanilarak protokoliine uygun olarak
yapilmistir. Ornekler ekosistem bazinda 3 grup halinde izole edilmistir. Kas dokularinin
homojenize edilmesiyle ve protokoliin gerceklestirilmesiyle DNA izolasyonu
tamamlanmustir. Ornekler izole edildikten sonra PCR asamasinda kullanilana kadar -20

°C’de saklanmistir. Kullanilan protokol asagidaki gibidir;

1. DNA Binding Spin Columnlarin filtre kismi 40 ul Buffer T ile aktive edilir ve
oda sicakliginda bekletilir.

2. Maksimum 25 mg olan doku 6rnekleri kiigiik pargalara ayrilir.

3. Pargalanan ornekler 1,5 ml’lik eppendorflara konulur ve 350 ul Lyse T Buffer

eklenir.
4. 2 ul RNase A ve 20 pl Proteinase K eklenir.
5. Karigim vortexlenir ya da alt iist edilir.

6. Dokular seffaflasincaya kadar 56 °C’de 1-3 saat inkiibe edilir (Gerekli

durumlarda 6rnekler 1 gece inkiibasyonda birakilabilir).

7. Inkiibasyon sirasinda karisim her 15-30 dakikada bir vortexlenir ya da alt iist

edilir.
8. Inkiibasyondan sonra 350 ul Sol T Buffer eklenir.
9. Karisim vortexlenir ya da alt iist edilir.

10. Karisim 70 °C’de 10 dakika inkiibe edilir.
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11. 350 pl %96°1lik absolute etanol eklenir.
12. Karigim vortexlenir ya da alt st edilir.
13. Karigim 12.000 rpm 1 dakika santrifiijlenir.

14. Stipernatanttan 600 pl icerisinde DNA Binding Spin Column bulunan colection
tiiplere aktarilir.

15. 12.000 rpm 1 dakika santrifijjlenir (Eger tiim siipernatant Columndan
gecmemisse 14.000 rpmde tekrar santrifiijlenir).

16. Spin Column ¢ikarilir, fazla sivi dokiiliir, geri yerlestirilir.

17. Tim siipernatant bitene kadar 12-14 tekrarlanir (13. adim 2 dakika 12000 rpm)

(Eger tiim siipernatant Columndan gegcmemisse 14.000 rpmde tekrar santrifiijlenir).
18. DNA binding spin-column iizerine 500 pul Wash TX1 buffer eklenir.
19. 1 dakika 12000 rpm’de santriftijlenir.

20. DNA binding spin column ¢ikarilir, fazla sivi dokiiliir, geri yerlestirilir.
21. DNA binding spin-column tizerine 500 ul Wash TX2 buffer eklenir.
22. 2 dakika 12000 rpm’de santrifiijlenir.

23. DNA binding spin-column yeni 2 ml’lik tiipe aktarilir.

24. Elution Buffer bagli DNA’nin tiipe aktarilabilmesi i¢in 70°C’ye 1sitilir.
25. 50 pl Elution Buffer tam ortaya eklenir.

26. 3 dakika oda sicakliginda bekletilir.

27. 1 dakika 12000 rpm’de santrifiijlenir.

28. DNA binding spin-column ¢ikartilir, kapak kapatilir, +4 veya -20’de saklanir.
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3.2.2 DNA’nin spektrofotometrik analizi

Izole edilen DNA’nin miktar ve saflik analizleri nano spektrofotometrede (Colibri -
Titertek Berthold Microvolume) Olciilmiistiir. Niikleik asitler 15181 260 nm dalga
boyunda emerler. A260/280 orant DNA’nin ne kadar saf oldugunu gostermektedir.
Absorbans degeri niikleik asidin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. 260 nm’de
absorbans birimi DNA i¢in 50 ng/ml’dir. A260/280 oraninin yaklagik olarak 1.8 olmasi
DNA’nin safligin1 géstermektedir. DNA’nin safligin1 degerlendirirken 260 nm/280 nm
(DNA’nin absorbsiyon degeri/ protein’in absorbsiyon degeri) ve 260 nm/230 nm
(DNA’nin absorbsiyon degeri/Alkol’iin absorbsiyon degeri) degerleri goz oOniinde
bulundurulmustur. Ayrica spektrofotometrik analizden sonra izolasyon tirlinleri %1 lik

agaroz jelde goriintiilenmistir.

3.2.3 DNA konsantrasyonunun ayarlanmasi

Spektrofotometrik analiz ile konsantrasyonlar1 belirlenen orneklerin, ana stoklarinin
kontamine olmamas1 ve tiim 6rneklerin DNA konsantrasyonlarinin standardize edilmesi
amact ile DNA konsantrasyonu 50 ng/pl olacak sekilde sulandirilarak -20 °C’de

saklanmistir

3.2.4 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR isleminde, DNA izolasyonu gergeklestirilen tiim ornekler kullanilarak sitokrom
oksidaz c alt iinite 1 (COI) gen bolgesi i¢in spesifik olan FishF1-R1ve FishF2-R2 (Ward
vd. 2005) primer ciftleri ile PCR kurulmustur. Bu basamakta elde edilen PCR iiriinleri
% 2’lik agaroz jele 10ul olacak sekilde yiiklenerek 150 voltta 25 dakika yuriitilmiis ve
uygun bant boyu veren Ornekler, 25 pl sekans PCR’1 i¢in reaksiyon hazirlanarak ayni
isleme tabi tutulmustur. Her iki PCR islemi i¢inde FishF1-R1’in ve FishF2-R2’nin

baglanma sicakliklar1 bilindigi i¢in herhangi bir optimizasyon yapilmamustir.
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Sekil 3.2 DNA iiriinlerini ¢ogaltmak i¢in kullanilan termal dongii cihazi

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan primerler ve PCR protokolleri

Hedef COl
Gen/Bolge
Primer FishF1-R1 FishF2-R2
ciftleri
Primer F: F:
Dizileri TCAACCAACCACACCGACATTGGCAC | TCGACTAATCATAAAGATATCGGGAC
R:TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA | R:
ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA
Cogaltilan ~ 650 Baz Cifti ~ 650 Baz Cifti
Kisim
Termal Dongii | Reaksiyon Termal Reaksiyon
Profili 2ul Master Mix | Dongii Profili | 2pulMaster Mix
95°C 15 0,1 pl F primer 95°C 15 0,1 pl F primer
PCR dakika 0,1 pl R primer | dakika 0,1 ul R primer
Protokolii 95°C 15 0,5 pl Kalip 95°C 15 0,5 ul Kalip
saniye DNA saniye DNA
54 °C 45 7,3 ul PCR 54 °C 45 7,3 ul PCR
saniye x 39 Water saniye x 39 Water
72 °C 2 dakika 72 °C 2 dakika
72 °C 10 72 °C 10
dakika dakika
8 °C o0 8 °C oo
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3.2.5 Tiir tanimlama ve Filogenetik analiz

Tim filogenetik analizler MEGA7 programinda gergeklestirilmistir. COI gen bolgesi
icin CBOL (The Consortium fort he Barcode of Life) tarafindan onerilen primer ¢iftleri
(FishF1-R1/FishF2-R2) kullanilarak tek bir parca halinde ¢ogaltilmis ve yaklasik olarak
650 baz ¢ifti uzunlugunda elde edilen amplikonlar saflastirilarak DNA dizi analizleri
gerceklestirilmistir.  Tiire iliskin  niikleotid dizileri karsilastirilarak, niikleotid
kompozisyonu, niikleotid ¢ifti frekanslari ve kodon kullanimu istatistiksel olarak analiz
edilen DNA dizileri GenBank’a farkli iilkelerden girisi yapilan caligmalardan elde
edilen referans dizilerde kullanilarak Kimura 2-parameter modeline uygun olarak
genetik uzakliklarida hesaplanmustir. Tiirler arasi iligkiyi hesaplamak icin Neighbor
Joining agacindan yararlanilmis ve farkl tilkelerden girisi yapilan diziler ile tilkemizden
elde ettigimiz tiire iliskin dizilerin arasindaki populasyon farkliligini1 gorebilmek i¢in ise

Median Joining Network analizi kullanilmistir.

3.3 RNA izolasyonu

Bir hiicredeki genin ifade seviyesini gérmek i¢in RNA {izerinden analiz yapilmasi
gerekmektedir. RNA izolasyonu hiicrelerin parcalanmasi (lizis), proteinlerin
uzaklastirilmasi (piirifikasyon) ve RNA’nin ¢oktiiriilmesi (presipitasyon) basamaklarina
dayanmaktadir. Toplam RNA, L. gibbosus’un beyin dokusundan PureZOL RNA
izolasyon protokolii kullanilarak ekstrakte edilmistir. Analizlerde yaklasik olarak 100
mg beyin dokusu kullanilmistir. Uygulanan protokol asagidaki gibidir:

1. Her 50-100 mg doku 1 ml PureZOL igerisine alinir.

2. 5 dk. oda sicakliginda inkiibe edilir.

3. 12.000xg 10 dakika 4 °C’de santrifiijlenir.

4. 30-60 sn. boyunca homojenizasyon gergeklestirilir.

5. Her 1ml PureZOL i¢in 0.2ml kloroform kullanilir ve 15 sn. ¢alkalanir.
6. 5 dk. oda sicakliginda inkiibe edilir.

7.12.000xg 15dk. 4 °C’de santrifiijlenir.

8. Aqueous faz yeni RNase-free tiipe aktarilir.
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9. Her 1ml PureZOL i¢in 0.5ml isopropyl alkol kullanilir ve oda sicakliginda 5 dk.
inkiibe edilir.

10. 12.000xg 10 dakika 4 °C’de santrifiijlenir.

11. Sitipernatant atilir.

12. RNA peleti 1ml PureZOL ig¢in % 75 etanol ile yikanir.

13. Ornekler vortekslenir ve maximum 7.500xg’de 5 dk. 4° C’de santrifiijlenir.
14. Siipernatant atilir.

15. 5 dk. boyunca RNA peletinin kurumasi beklenir.

16. Uygun miktar RNase-free su eklenir.

17.-20 °C’de 1 ay -80 °C’de 1 yila kadar saklanabilir.

3.3.1 RNA’nin spektrofotometrik analizi

Izole edilen RNA’nin miktar ve saflik analizleri nano spektrofotometrede (Colibri -
Titertek Berthold Microvolume) gergeklestirilmistir. 260 nm’de absorbans birimi RNA
icin 40 ng/ml’dir. A260/280 oranimnin yaklasik 1.8-2.0 olmasi RNA’nin safligimi
gostermektedir. RNA’nin safligin1 degerlendirirken 1.8’in altindaki degerler protein
kontaminasyonunu; 2.0’1n iizerindeki degerlerinin DNA kontaminasyonunu gdsterecegi
g6z Online alinmistir. Ayrica spektrofotometrik analizden sonra izolasyon iirlinleri %

1’lik camasir sulu jelde RNA belirteci ile goriintiilenmistir.

3.3.2 RNA ornekleri icin jel hazirlanisi

Aranda vd. (2012) yaptiklart ¢alismada, jel hazirlamada formaldehit gibi toksik
maddeler yerine camasir suyu kullanmislardir. Camasir suyu ile hazirlanan jelin

protokolii sekil 3.3°te verilmistir.
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5 dakika odaskakhfinda inkibe edifir. Hafifge kanstinir.

Soéutulans-:\?usaonun;i;eusme 0,5 ul Etidyum bromid eklenir.

Sekil 3.3 RNA jel dokiim agamasi

Hazirlanan jele yiiklenen RNA ornekleri 100 voltta 40 dakika RNA belirteg ile

yuriitilir.
3.3.3 RNA konsantrasyonunun ayarlanmasi

RNA nano spektrofotometre’de (Colibri - Titertek Berthold Microvolume) 260-280
nm’de RNA konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Total RNA’lardan ¢cDNA kiitiiphanesi
olusturmak i¢in 1/RNA konsantrasyonu (ug) esitliginden faydalanarak RNA miktarlari

belirlenmistir.
3.3.4 Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Ters transkriptaz enzimi, RNA molekiiliinden belirli kimyasallar kullanilarak tek iplikli
DNA iireten DNA polimeraz enzimidir. RNA tek iplikli yapisindan enzimatik
reaksiyonlarla cDNA seklinde okunduktan sonra ¢ift iplikli DNA olusmasinda da gorev
alir. Transkripsiyon DNA’dan RNA’nin sentezlenmesi olayidir. Ters transkripsiyon bu
stirecin tam tersidir. mRNA diizeyinde yapilacak analizlerde RNA molekiilii kirilgan bir
yapiya sahip oldugu icin ¢alismak zordur ve komplementar DNA (¢cDNA) gibi kararli
bir molekiil ile ¢alisilir. Izole edilen mRNA’lardan ¢cDNA eldesi igin iScript™ cDNA
Sentez Kiti’ndeki protokol kullanilmigtir.
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Cizelge 3.2 cDNA sentez protokolii

Bilesenler Reaksiyon hacmi
5x IScript reaksiyon karigimi 4 ul

[Script reverse transkriptaz 1 ul

Niikleaz free su Xl

cDNA Xl

Toplam hacim 20 pl

Reaksiyon sartlari; tutunma (annealing) 25 °C’de 5 dakika, uzama (extension) 42 °C’de
60 dakika ve revers transkriptaz enziminin aktive olmasi i¢in 70 °C’de 15 dakika olacak
sekilde ayarlanmistir. Reaksiyon igleminin bitiminde elde edilen komplementer DNA

ornekleri bir sonraki analiz iglemine kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.4 Gen ekspresyonu ¢alismasinda kullanilan Real time PCR cihazi
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Sekil 3.5 Total RNA’nin mRNA’ya doniistiiriilmesi

3.3.5 Genlere spesifik Primer Dizaym

Calisma igin kullanilan 10 gen bolgesinden L. gibbosus’a ait herhangi bir mRNA ve
cDNA dizisi bulunamadigindan primerler tarafimizca tasarlanmistir (Cizelge 3.2). Gen
ifadesi analizlerinde kullanilacak protokol daha 6nce baliklarda gergeklestirilen (Zhang
vd. 2004, Aegerter vd. 2005, Bonnet vd. 2007, Yao vd. 2007, Alam vd. 2008, Bouleau
vd. 2014) ve farkli balik tlirlerine basar1 ile uyarlanan gen ekspresyonu calismalardaki
yontemlerden degisiklikler yapilarak olusturulmugtur. Biiytimeye etki eden genler GHR
ve IGF-I (Reinecke vd. 2005), iiremeye etki eden genler FSH ve Activin (Tian vd.,
2009), beslenme davranigindan sorumlu genler CART ve NPY (Volkoff ve Peter 2006),
agresif davranisglar ile ilgili genler 5-HT ve GABA (Norton ve Bally-Cuif 2010) ile
stresle iligkili genler olan HSP70 ve HSP90 (Iwata vd. 2007) olmak tizere toplamda 10
gen bolgesine bakilmistir. Ayrica ekspresyon degisimlerini karsilastirmali olarak
hesaplamak amaciyla standart gen olarak Beta Aktin (B-actin) proteinini kodlayan gen
secilmistir. Her bir gene spesifik primerler internet ortamindaki gen bankasindan
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/2008) Lepomis tiirlerine ait segilen genlerin (biiylime ve
stres ile ilgili olanlarinin) AY530822, AB296302, AB296301 erisim numarali mRNA
verileri 15181inda baz dizilimleri degerlendirmeye alinmis ve bu genler ile diger
tasarlanacak primerlerin amplifikasyonu i¢in, internet ortamindaki bagka bir primer
dizayn = programi  (http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3 www.cgi/2012)

kullanilarak genlerin maksimum 250 bp’lik kismina spesifik primerler dizayn edilmistir.
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Olusturulan primerlerin baglanma

sicakliklar1

ve ilgili bolgeye

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) kullanilarak kontrol edilmistir.

spesifiklikleri

Cizelge 3.3 L. gibbosus’a spesifik tasarlanan ilgili gen bolgelerine ait primer ¢iftleri ve

uzunluklari

Gen Tasarlanan Primerler Uriin

Bolgeleri Uzunlugu
Forward | LepGHR-F2 TGTAGCTCCGCCTCTCTACT | 152 bp

GHR Reverse | LepGHR-R2 TCATCACGCTGGGTTTCAGC

IGF Forward | LepIGF1-F1 TCGTCCCCACTCTTGTAAAGC | 116 bp
Reverse | LepIGF1-R2 TGGCGATGGAGCTTGAACAT

FSH Forward | LepFSH-F2 AGAACACGTGTAACGGGGAC | 195 bp
Reverse | LepFSH-R2 AGCAAAAAGGCGACAGGTTC

AN | ot SPACTIVIN' CGCGGCCTCGCGTAT 135bp
Reverse IﬁZpACTIVIN_ GCCGAAGTCAGCTATGCAGG

CART Forward | LepCART-F2 | GAACTTGAGAGCGGACAGAC | 126 bp
Reverse | LepCART-R2 | CACAGTGCGATGGTTCCTCT

NPY Forward | LepNPY-F2 GACTCTGGGGTTCCTGCTTT | 172 bp
Reverse | LepNPY-R2 AGGTAGTCGCCTACTCTGTC

5-HT Forward | Lep5-HT-F2 ACCCAGCGTTGATGGGAAAT | 134 bp
Reverse | Lep5-HT-R2 CCGGCAGCGAACATATCTCT

GABA Forward | LepGABA-F2 | GCTCAGACCTGGTACGACAG | 155 bp
Reverse | LepGABA-R2 | ATGCGATTGGGTGTGGTGAT

HSP70 Forward | LepHSP70-F2 | CAGGACTTGCTGCTTCTGGA | 125 bp
Reverse | LepHSP70-R2 | GTGGTGAAGGTCTGGGTCTG

HSP90 Forward | LepHSP90-F2 | GCCGTGGAACAAAGATTGTG | 112 bp
Reverse | LepHSP90-R2 | ATGGGGTAGCCGATGAACTG

BETA LepB-ACTIN- 126 bp

ACTIN Forward - CACCATCGGCAATGAGAGGT
Reverse IépB ACTIN | 1 AGCGAGTTGTGCAGGATA
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3.6 Real-Time PCR ile Gen ekspresyonu asamasi

3.6.1 Gen ekspresyonu hesaplamalari

Real-Time PCR sonuglarinin degerlendirilirken her bir 6rnegin referans ve hedef Ct
degerleri arasindaki farki kiyaslayan hedef gen orani metodu olarak adlandirilan metod
kullanild1 (Pfaffl 2001). Kontrol ve deney gruplarinin ekspresyon seviyelerinin

hesaplanmasi asagida gosterildigi gibi hedef gen oran1 metoduna gore yapilmistir.

A CP hedef (kontrol-5rnek
Hedef Gen Orani=Epegef gen edef (kontrol-6rnek)

E ACP referans (kontrol-6rnek)
referans gen

3.6.2 Deney sonuclarimin istatistiksel degerlendirilmesi

Tim hedef genlerin mRNA seviyelerinin hesaplanmasinda once kontrol geni olan -
Aktin’e oranlama yapilmistir. Veriler ortalama deger + S.E.M. (Ortalamanin Standart
Hatas1) olacak sekilde ifadelendirilmistir. Istatistiksel farkliliklarin belirlenmesinde tek
yonli ANOVA ile birlikte Duncan c¢oklu karsilagtirma testi kullanilmig, anlaml
sonuglar P < 0.05 esigi ile belirlenmistir. Istatistiksel analizlerin tamami1 SPSS 15.0

yazilimi ile gergeklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 DNA’nmin kalitatif ve kantitatif degerlendirmesi

Izole edilen DNA o&rneklerinin  konsantrasyonlari, A260/A280 nm’de &lgiilen
absorbanslarin oraniyla belirlenen saflik dereceleri nanodrop cihazi ile belirlenmistir.
Saf haldeki bir DNA’nin A260/A280 absorbans oram 1,8 civarindadir. Elde etti§imiz
DNA oOrneklerimizin saflik dereceleri yani A260/A280 oraninin 1,8 olmast DNA

izolasyonunun basarili oldugu anlamina gelmektedir.

e

godih Barap &
— e
L 4% ELLES R 4 a3 a3y 4% 37 v 1439 14D 1441 e Lees ey M an 4z un

Tay ounds & intaayen

are un N ur un “n L 1481 el 1483 144 148 2 1487 1488 i 0 149

Sekil 4.1 Sekans PCR’1 jel goriintiisii
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Cizelge 4.1 Akgedik Baraj1 L. gibbosus DNA izolasyonu nanodrop sonuglari

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Konsantra] 2,012287| 4,774339( 11,91377| 194,3437| 200,8461| 180,1341| 278,1058| 153,2662| 1,763153| 289,3883| 208,3771| 309,8368
Tip DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 |[DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 |[DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 |[DNA-50 |DNA-50
A260/A28( 1,211243| 2,611552| 3,67486( 1,893406| 1,911056| 1,894506| 1,906334| 1,884756| 0,101178| 1,899363| 1,871883| 1,907007
A260/A23( 0,237852| 0,102822| 0,093873| 1,951636| 1,906303| 1,931788| 2,131368| 1,74309| 0,077427| 1,978444| 1,344185| 1,971621
Cizelge 4.2 Tas Ocag istasyonu L. gibbosus DNA izolasyonu nanodrop sonuglari

N, 1 2 3 4 5 b 7 8 9 10 1 12 3 14 15 16 17 18
Konsantrasyon 159,397483 88,14421| 131,7136| 53,75866 122,6086| 102,3239| 79,09884| 185,412 149,8385| 83,41832| 107,5746| 84,42503| 132,9117| 151,7226| 179,8354| 1375855/ 88,27975| 152,8947
Tip DNA-50 DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 [DNA-50 |DNA-50 [DNA-50 [DNA-50 [DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 |DNA-50
A260/A280 1,913591| 1,852444| 1,842637| 1,810918| 1,874926/ 1,841082| 1,729699| 1,759163| 1,797843| 1,765071| 1,781984| 1,775389| 1,787746| 1,778305| 1,787437| 1644918 1,839184| 1,692858
A260/A230 1,974456| 1,570808| 1,278818| 1,384211( 1273202 1,380636| 1,14812| 0,959117| 1,330615| 1,278016| 1,127258| 1,256918| 1,310649| 1,348681| 1,326572| 0,84116| 15366255 1,006573
Cizelge 4.3 Koprii istasyonu L. gibbosus DNA izolasyonu nanodrop sonuglari

Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Konsantrasyon | 271,8483| 166,8461| 94,92534| 149,916| 133,9646| 303,4936| 304,8854| 41,22581| 388,0679| 91,51613| 210,9056| 427,7598| 362,4644|*1624 434009
Tip DNA-50 [DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 [DNA-50 |DNA-50 |DNA-50 [DNA-50 [DNA-50 [DNA-50 |DNA-50
A260/A280 1,912608| 1,898905| 1,852187| 1,879229| 1,959036| 1,750187| 1,900404| 1,750172| 2,061299| 1,77461| 1,984659| 2,007629| 1,923796 2,060112
A260/A230 2,197716|  2,2665| 1,986373| 2,078873| 2,749817| 1,147181| 2,246683| 2,089413| 2,222997| 1,552317| 2,081488|  2,2187| 2,426253 2,209802
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4.2 Filogenetik Analiz

Dizi analizi sonrasinda elde edilen DNA dizileri GenBank veri tabanlariyla karsilastirilmis ve MEGA 7 programi kullanilarak hizalanmustir.

19E5SAEQ5T F1
19ESSAEQS7 EL
19ESSAEQ57 D1
19E5SAEQ57 C1
19E5SAEQ57 BL
19ESSAEQS7 AL
19ESSAED56_HL0
19ESSAE0%6_G10
19ESSAE0%6_F10
19E5SAE056_E10
19E5SAEQ56 D10
19ESSAED%6_C10
19ESSAE056 B10
19E5SAE056_ALO
19E5SAE056 HI
19E5SAED56 G
19E5SAED56_F9
19ESSAE056_E9
19E5SAE056 D9
19E5SAE056 C9
19E5SAEN56 BI
19ESSAE056 A9
19E5SAE056_HB
19E5SAE056 D8
19E5SAE056 C8
19ESSAEN56 BB
19ESSAE056 A8
19E5SAE0S6_HT
19E5SAEQ56 G
19E5SAEDS6_F7
19ESSAE056_E7
19E5SAE056_H6
19E5SAE056_G6
19E5SAEQ56_E6

0,000
0,000
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,004
0,002
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002
0,005
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002

0,000

0,000
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,004
0,002
0002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002
0,005
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002

0,000
0,000

0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,004
0,002
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002
0,005
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002

0,002
0,002
0,002

0,000
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,000
0,004
0,004
0,002
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004

0,002
0,002
0,002
0,000

0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,000
0,004
0,004
0,002
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004

0,000
0,000
0,000
0,002
0,002

0,000
0,000
0,000
0,004
0,002
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002
0,005
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002

0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,000

0,000
0,000
0,004
0,002
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002
0,005
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002

0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,000
0,000

0,000
0,004
0,002
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002
0,005
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002

0,000
0,000
0,000
0,002
0002
0,000
0,000
0,000

0,004
0002
0002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0002
0,000
0002
0,002
0,004
0,000
0002
0,005
0,002
0,000
0,000
0002
0,002
0,004
0,000
0002

0002
0002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002

0,002
0,002
0,002
0,004
0,004
0,004
0,004
0,004
0002
0,004
0,002
0,002
0,004
0,004
0,002
0,002
0,005
0,004
0,004
0,002
0,002
0,004
0,004
0,005

0,002
0002
0,002
0,000
0,000
0002
0,002
0,002
0,002
0,002

0,000
0,000
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000
0002
0,000
0,000
0002
0,002
0,000
0,004
0,004
0,002
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004

0,002
0002
0,002
0,000
0,000
0002
0,002
0,002
0,002
0002
0,000

0,000
0002
0002
0002
0,002
0002
0,000
0002
0,000
0,000
0002
0002
0,000
0,004
0,004
0002
0002
0,000
0,000
0002
0002
0,004

0,002
0,002
0,002
0,000
0,000
0002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000
0,000

0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,000
0,004
0,004
0,002
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004

Sekil 4.2 Genetik uzaklik matrisi

0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0002
0002
0,002
0,002

0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002
0,005
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002

0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000

0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002
0,005
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002

0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000
0,000

0,000
0,000
0,002
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002
0,005
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002

0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000

0,000
0,002
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002
0,005
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002

0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000

0,002
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002
0,005
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002

0,002
0,002
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002

0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,000
0,004
0,004
0,002
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004

0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002

0,002
0,002
0,004
0,000
0,002
0,005
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002

0002
0002
0,002
0,000
0,000
0002
0,002
0,002
0,002
0002
0,000
0,000
0,000
0002
0002
0,002
0,002
0,002
0,000
0002

0,000
0002
0002
0,000
0,004
0,004
0002
0002
0,000
0,000
0002
0002
0,004

0002
0002
0,002
0,000
0,000
0002
0,002
0,002
0,002
0002
0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000
0,002
0,000

0,002
0,002
0,000
0,004
0,004
0,002
0,002
0,000
0,000
0002
0002
0,004

0002
0002
0,002
0,002
0002
0002
0,002
0,002
0,002
0002
0002
0,002
0,002
0002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0002
0,002
0,002

0,004
0002
0,002
0,005
0,004
0,004
0,002
0,002
0,004
0,004
0,005

0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,002
0,002
0,002

0,002
0,005
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004
0,000
0,002

0,002
0,002
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,000
0,002
0,000
0,000
0,002
0002

0,004
0,004
0,002
0,002
0,000
0,000
0,002
0,002
0,004

0,003
0,003
0,003
0,002
0,002
0,003
0,003
0,003
0,003
0,002
0,002
0,002
0,002
0,003
0,003
0,003
0,003
0,003
0002
0,003
0,002
0,002
0,002
0,003
0002

0,007
0,005
0,005
0,004
0,004
0,005
0,005
0,007

0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,003
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,003
0,002
0,002
0,003

0,002
0,002
0,004
0,004
0,005
0,002
0,004

0,000
0,000
0,000
0,002
0,002
0,000
0,000
0,000
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Tirler aras1 en diisiik ve en yiliksek genetik uzakliklar tabloda belirtilmis ve bold
isaretlenmistir. Yunanistan ve Tiirkiye haplotipleri arasindaki genetik uzaklik en az iken

Kanada haplotipleri arasindaki genetik uzaklik en fazladir.

53 |: 10 HQ600737 Yunanistan
40 26 HQ600737 Yunanistan

| 22 HQ600737 Yunanistan

47123 HQB00737 Yunaistan
32 HQ600737 Yunanistan
31 HQ600737 Yunanistan
30 HQ600737 Yunanistan
25 HQ600737 Yunanistan
21 HQ600737 Yunanistan
19 HQ600737 Yunanistan
13 HQ600737 Yunanistan
12 HQ600737 Yunanistan
11 HQ600737 Yunanistan
5 HQ600737 Yunanistan
4 HQ600737 Yunanistan
28 HQ600737 Yunanistan
16 HQ600737 Yunanistan
7 HQ600737 Yunanistan
20 HQ600737 Yunanistan

27 HQ600737 Yunanistan
14 HQ600737 Yunanistan
3 HQ600737 Yunanistan
24 HQ600737 Yunanistan

34 HQ600737 Yunanistan
15 HQ600737 Yunanistan
6 HQ600737 Yunanistan
2 HQ600737 Yunanistan
9 HQ600737 Yunanistan
18 HQ600737 Yunanistan
33 HQ600737 Yunanistan
KR092382 Birlesik Krallk

61

JQ979163 Turkiye
1 HQ600737 Yunanistan

8 HQ600737 Yunanistan

17 HQ600737 Yunanistan

29 HQ600737 Yunanistan

KF930035 Amerika

KJ554082 Almanya

JN026993 Kanada

0.0010

Sekil 4.3 Filogenetik agac
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NJ agac1 iki ana dala ayrilmistir. Birinci ana dalda L. gibbosus Kanada ikinci ana dalda
ise Yunanistan haplotipleri goriilmektedir. Yunanistan haplotiplerinin de kendi
aralarinda kiimelendigi goriinmektedir. Tiirkiye L. gibbosusus &rneginin Yunanistan,
Almanya ve Amerika ile ayn1 haplotipte yer alip Kanada’dan belirgin bir bigimde
ayrildigr goriilmektedir Filogenetik agacta yandaki sayilar bootstrap degerlerinin
istatiksel analizidir. 50 ve {izeri olanlar anlamli kabul edilirken, 80 ve iizeri
dogrulugunu, 90 ve iizeri bu analizin gecerli oldugu anlamima gelmektedir. Bootstrap
1000 tekrardan olusmaktadir. Bunun nedeni DNA dizisinin rastgele sectigi farkli
yerlerden bagliyor olmasindan kaynaklanir. Birbirleri arasinda genetik uzaklik ne kadar

az olursa bootstrap degeri de o kadar azalir.

Yunanistan % Yunanistan
' 3 - Yunanistan i
(/e xanl
~—— -
Yunanistan__—"
Y&nanistan -~ it e
Yunanistan o
— Yunanistan
Yunanistan -Anferika-Birlesik
_~Krallik-Almanya
Tiirkiye
® Kanada

Sekil 4.4 Median Joining Network analizi sonucu
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Network analizinde amag tiirlerin birbirleriyle nasil bir iligki i¢inde oldugunu
gostermektir. Agacgta bulunan nodlar ayni grupta bulunan 6rnekleri gostermektedir. L.
gibbosus Yunanistan, Amerika, Birlesik Krallik ve Almanya haplotipleri ayn1 nodda
bulunurken, Kanada ve Tiirkiye haplotipleri farkli nodda bulunmaktadir. Yunanistan ve

Tiirkiye haplotipleri Kanada’ya gore daha fazla yakinlik gostermektedir.

4.3 RNA’nmin kalitatif ve kantitatif degerleri

Izole edilen RNA &rneklerinin konsantrasyonlari, A260/A280 nm’de &lgiilen
absorbanslarin oraniyla belirlenen saflik dereceleri nanodrop cihazi ile belirlenmistir.
Saf haldeki bir RNA’nin A260/A280 absorbans orani 2,0 civarindadir. Elde ettigimiz
RNA oOrneklerimizin saflik dereceleri yani A260/A280 oraninin 2,0 olmast RNA
izolasyonunun basarili oldugu anlamima gelmektedir. Buldugumuz konsantrasyonlar
cDNA’larin elde edilebilmesi i¢in gerekli olan konsantrasyon miktarlarinin tizerinde

olup cDNA sentezinde basariyla gerceklestirilmistir.

Kompleks yapili organizmalarda elektroforez sonucunda 18S rRNA ve 28S rRNA
olmak {izere iki bant elde edilmektedir. Bantta goriilen total RNA’dir. Elektroforez
sonuglarinda elde edilen bantlar yogun ve belirgindir. RNA kiriklar1 ve kontaminasyon

goriilmemektedir.
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Cizelge 4.4 RNA izolasyonu nanodrop sonuglari

- - - -

1 118,537557 RNA-40 1,910912 1,88791
2 68,012258 RNA-40 1,931464 0,871638
3 157,138258 RNA-40 1,908192 1,627884
4 152,102623 RNA-40 1,922243 1,811674
5 84,042008 RNA-40 1,8476 2,043526
6 168,903732 RNA-40 1,888629 2,268587
7 140,027965 RNA-40 1,919009 1,76584
8 *946,312538 RNA-40 1,961511 2,290587
9 323,790044 RNA-40 1,951248 2,280231
10 100,660541 RNA-40 1,839083 1,894342
11 41,147704 RNA-40 1,714096 2,107717
12 73,453196 RNA-40 1,786861 2,103487
13 40,555169 RNA-40 1,703528 2,138899
14 119,075391 RNA-40 1,890288 2,038063
15 143,414725 RNA-40 1,899367 1,935357
16 74,412042 RNA-40 1,850687 1,518864
17 162,199849 RNA-40 1,930694 1,919426
18 110,720922 RNA-40 1,895343 1,950496
19 108,997943 RNA-40 2,002681 0,839701
20 161,627711 RNA-40 1,932231 1,917515
21 200,392895 RNA-40 1,924688 2,235297
22 *763,308020 RNA-40 2,002705 2,348192
23 502,003314 RNA-40 1,980052 2,259806
24 *942,800180 RNA-40 2,020292 2,32738
25 119,650787 RNA-40 1,902269 2,367002
26 302,015841 RNA-40 1,982481 2,329365
27 16,38536 RNA-40 1,902662 0,388598
28 103,046741 RNA-40 2,041884 1,540413
29 132,556165 RNA-40 1,84175 2,478021
30 85,798585 RNA-40 1,946066 0,768516
31 *1213,227487 RNA-40 2,063607 2,261987
32 107,059163 RNA-40 2,102262 1,169862
33 3,905862 RNA-40 1,9516 0,121901
34 103,557711 RNA-40 1,892687 1,766353
35 *1163,972412 RNA-40 2,024864 2,305473
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Tay Ocaf
L 1 2 3 4 5 [} 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

- - -
| B e N

Sekil 4.5 RNA iiriinlerinin jel goriintiisii

4.4 Primer Optimizasyonu

Tasarlanan primerlerin annealing (baglanma) sicakliklarini tespit etmek amaciyla
Biorad CFX96 Real time PCR cihazinin gradient 6zelliginden faydalanilarak her bir
genin ayr1 ayrt Tm sicakligindan +5°C derece araliginda gradient PCR kurulmustur.
Tasarlanan biitiin primerlerin annealing sicakliklar1 tespit edilerek gen ekspresyonu
caligmalarina baglanmistir. Dizayn edilen primerlerin, calisip c¢alismadiklart ve
spesifiklikleri RT-PCR (BioRad- CFX Connect Real-Time) yapilip kontrol edildikten
sonra kullanilmigtir. Reaksiyonda kullanilan karigim; forward primer, revers primer ve
5x HOT FIREpol EvaGreen RT-PCR Master Mix (Solis BioDyne) karisimi kullanilarak

hazirlanmustir.

39



Cizelge 4.5 EvaGreen protokolii

Bilesenler Reaksiyon hacmi
5x HOT FIREpol EvaGreen Master Mix 4 ul

Forward Primer 0.2-0.4 pl
Reverse Primer 0.2-0.4 pl

cDNA Xl

Niikleaz free su 20 ul ‘ye kadar
Toplam hacim 20 pl
Reaksiyon Profili

95°C’de 12 dakika

95°C’de 15 saniye
60°C’de 20 saniye } 40 dongii

72°C’de 20 saniye

Sekil 4.6 Real time PCR cihazi ile genlere uygun baglanma sicakliklarinin tespiti
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4.5 Real-Time PCR mRNA Seviyelerinin Tespiti

4.5.1 Beyin dokularinda biiyiimeye etki eden genlerin mRNA Seviyesi

Aragtirmada farkli ekosistem bazindaki gruplarda bulunan L. gibbosus’un beyin
dokularmin GH ve IGF-I mRNA seviyelerine ait farkliliklar sekil.5.1°de sunulmustur.
Kontrol grubu olarak kullanilan Beta actin grubu mRNA seviyelerinin belirlenmesinde
standart olarak kullanilmis olup bu gruba ait gen ekspresyon miktar1 1 olarak kabul

edilmektedir.

Beyin dokusunda en yiiksek GH gen ekspresyonu D2 grubu baliklarda 2,22+0,32 ile
belirlenirken en diisiik ekspresyon miktar1 1,20 £0,15 ile D3 grubunda tespit edilmistir.
D1, D2, D3 gruplar arasinda GH ve IGF-I mRNA seviyesi bakimindan istatistiki olarak
anlamli fark bulunmakla birlikte (p < 0,05) IGF-I gruplar arasinda anlamli farklilik (p >
0,005) goriilmemistir. IGF-I mRNA seviyesi en yiiksek D2 grubunda tespit edilmistir.
Sonug olarak, Beta actin genine gore standardize edilmis GH ve IGF-I ‘den biiyiime
parametreleri bakimindan 6zellikle GH hormonuna ait gen ekspresyon derecesinin

arttig1 gézlemlenmistir.

N N o .

L) L
GH IGF-I
Hedef Gen Bolgeleri

[c= o+ == 1+ = 2+ ]

Sekil 4.7 Beyin dokularinda biiytimeye etki eden genlerin mRNA seviyesi
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4.5.2 Beyin dokularinda iiremeye etki eden genlerin mRNA Seviyesi

L. gibbosus’un beyin dokularinin FSH ve Activin mRNA seviyelerine ait farkliliklar
sekil 5.2’de sunulmustur. Beyin dokusunda en yiiksek Activin gen ekspresyonu D2
grubu baliklarda 2,50+0,56 ile belirlenirken en diisiik ekspresyon miktar1 1,02+0,16 ile
D3 grubunda tespit edilmistir. D1, D2, D3 gruplart arasinda FSH mRNA seviyesi
bakimindan istatistiki olarak anlamli fark bulunmakla birlikte (p < 0,05) Activin mRNA
seviyesi gruplar i¢inde anlamli farklilik (p > 0,005) goriilmemistir. FSH mRNA seviyesi
en yiliksek D1 grubunda tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, Beta actin genine gore
standardize edilmis FSH ve Activin’nin iireme parametreleri bakimindan 6zellikle FSH

hormonuna ait gen ekspresyon derecesinin arttig1 gézlemlemistir.

]
|

00 £ " ; : ﬁ .

Actin Activin FSH

Hedef Gen Bolgeleri

[c= o = v o 2

Sekil 4.8 Beyin dokularinda iiremeye etki eden genlerin mRNA Seviyesi

4.5.3 Beyin dokularinda agresif davranislara etki eden genlerin mRNA Seviyesi

L. gibbosus’un beyin dokularinin 5-HT ve GABA mRNA seviyelerine ait farkliliklar
sekil 5.3’te sunulmustur. 5-HT grup ici karsilastirmada herhangi bir farklilik
gozlemlenmezken; D1, D2, D3 gruplart arasinda 5-HT mRNA seviyesi bakimindan
istatistiki olarak anlamli fark bulunmakla birlikte (p < 0,05), GABA gruplar1 arasinda da
anlamli farklilik goriilmiistiir. Sonug olarak, Beta actin genine gére standardize edilmis
5-HT ve GABA agresif davranisa etki eden parametreleri bakimindan 6zellikle GABA

hormonuna ait genlerin grup ici ekspresyon derecesinin arttig1 gdzlemlemistir.
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SHT
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Actin

Hedef Gen Bolgeleri
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A=

Sekil 4.9 Beyin dokularinda agresif davranislara etki eden genlerin mRNA Seviyesi

4.5.4 Beyin dokularinda beslenme etki eden genlerin mRNA Seviyesi

L. gibbosus’un beyin dokularinin CART ve NPY mRNA seviyelerine ait farkliliklar

sekil 5.4’te sunulmustur.

Beyin dokusunda en yiiksek CART gen ekspresyonu D1 grubu baliklarda 2,70+0,42 ile

belirlenirken en diisiik ekspresyon miktar1 1,80 +£0,15 ile D3 grubunda tespit edilmistir.
D1, D2, D3 gruplar1 arasinda CART ve NPY arasinda mRNA seviyesi bakimindan

istatistiki olarak anlamli fark bulunmaktadir (p < 0,05). Sonug olarak, Beta actin genine

gore standardize edilmis CART ve NPY’den beslenme parametreleri bakimindan

0zellikle NPY hormonuna ait gen ekspresyon derecesinin arttig1 gézlemlemistir.

Log
0s |
00 + " f— i — | | . -
Actin CART NPY
Hedef Gen Bolgeleri

|c= o = 1+ Cm 2Hr |

Sekil 4.10 Beyin dokularinda beslenme etki eden genlerin mRNA Seviyesi
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4.5.5 Beyin dokularinda strese etki eden genlerin mRNA Seviyesi

L. gibbosus’un beyin dokularmin HSP70 ve HSP90 mRNA seviyelerine ait farkliliklar
sekil 5.5 ’te sunulmustur. HSP70 gruplar arasinda anlamli farklihlk (p < 0,05)
gorlilmiistiir. HSP90 mRNA seviyeleri anlamli farklilik goriilmemistir. Sonug olarak,
Beta actin genine gore standardize edilmis HSP70 ve HSP90’den stres parametreleri

bakimindan o6zellikle HSP70 hormonuna ait gen ekspresyon derecesinin arttig1

gozlemlemistir.
20 +
15 1 .
10 4
Log
05 1 Ef]
ol == |
Actin HSP-70 HSP90
Hedef Gen Bolgeleri

[c= o = 1+ o 2+ |

Sekil 4.11 Beyin dokularinda stress etki eden genlerin mRNA Seviyesi
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5. TARTISMA VE SONUC

Tirkiye’ye Trakya Bolgesi’nden girdigi diisiiniilen ve 1980°1i yillardan sonra 6zellikle
son yillarda artan calismalarin da katkisi ile (Agdamar vd., 2015, Top vd., 2016)
Tiirkiye igsularinda istila alanini genislettigi ortaya konan tathisu baligi tiirii, L.
gibbosus’un istila basarisin1 ve siirecini anlamak igin gergeklestirilen bu tez
caligmasinda, tiirlin istila basarisinda onemli oldugu disiiniilen biiylime, {ireme,
beslenme, agresif davranis ve stres gibi davraniglarin gen ifadelerindeki degisimler
tiirlin yaygin olarak bulundugu Sarigay deresi havzasinda farkli ¢evresel baskilar altinda
bulunan ii¢ lokasyondan toplanan ornekler ile incelenmistir. Istilac1 bir tiiriin istila
siirecindeki basarisin1 gostermek ic¢in ilgili davraniglardan sorumlu gen bdlgeleri
secilmis ve RT-PCR ile genlerin endojen gen bdlgesine gdre normalizasyonu

yapilmigtir.

Beyin dokularinda en yiiksek GH mRNA seviyesi besin bakimindan en zengin oldugu
diisiiniilen D2 grubunda gozlemlenmistir. Bliyiime hormonu GH hipofizden salgilanan
bir hormon olmakla birlikte bu hormona ait genin ekspresyonunun dokulara gore
degistigi biliylime mekanizmasinin geregidir (Picha vd. 2008). Biiyiime hormonlari
arasinda ekosistem bazinda anlamli farkliliklarin goriilmesi secilen istasyonlar
arasindaki farkliligin sebebi olarak diistiniilmektedir. Koprii barajinda diger ekosistem
alanlarina gore biliylime hormonuna ait genlerin ekspresyon seviyelerinde 6nemli artiglar
goriilmiistiir. Koprii baraji ¢evresinde bulunan yem fabrikasindan birakilan ham yem

maddelerinin bu sonuglar1 etkileyen en 6nemli faktor oldugu diistintilmektedir.

Biiylime hormonu ve IGF metabolik sistemine gére GH hormonlarinin hipotalamustan
salgilanmasi ile karacigerde IGF-I’in sentezi baslamaktadir. IGF-I’in salgilanma yolagi
karacigerde sentezlenen miktarina bagli olarak bobrek ve diger dokularda IGF-II
sentezini baglamakta olup doku gelisimi ger¢eklesmektedir (Duan 1997, Sheridan ve
Hagemeister 2009, Reinecke 2010). IGF’ler biiylime hormonunun stimiilasyonuyla
karacigerden salgilanir. GH tarafindan uyarilir, GH reseptorlerinin aktive olmasi IGF-I

sentezini ve salinimini arttirir. Ancak, L. gibbosus drneklerine ait elimizde sadece beyin
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dokusu oldugundan D2 grubunda biiyiime hormonu ile kiyasla herhangi anlamli

farklilik gézlemlenmemistir.
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Sekil 5.1 IGF-I ve GH i¢in cDNA seri diliisyonlar1

IGF-I ve GH seri seyreltmeleri sonucu 1. 2 ve dil18’de mRNA seviyesine ait olan genin
ekspresyon diizeyinin digerlerine oranla daha yiiksek oldugu, 0. ve GH 1. seyreltme
gruplarinda ise ekspresyon seviyesinin azaldigr gozlemlemistir. Diger kisimlarda

belirgin bir ekspresyon degisimi yoktur.

Beslenme ile ilgili gen boélgeleri olan CART ve NPY (Volkoff ve Peter, 2006)
bolgelerine bakildigi zaman anlamli olarak D2 grubunda fark goriilmiistiir. Besin icerigi
bakimindan zengin olan bu bdlge istila siirecinde baliklarin biiylimeye baslayip gelisme
gosterdikleri ekosistem olarak yorumlanabilir. Sadece 2. seyreltmelerde ekspresyon
gbzlemlenirken, dil-18 de anlamli farklilik gozlemlenmemistir. Diger kisimlarda

belirgin bir ekspresyon degimi yoktur.
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Sekil 5.2 NPY ve CART gen bolgeleri icin seri dillisyonlar ve ekspresyon grafigi
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Ureme ile ilgili gen bolgeleri olan FSH ve Activin (Tian vd. 2009), bélgelerine bakildig1
zaman anlamli olarak FSH gen boélgesinde farklilik gozlemlenmistir. D1, D2 ve D3
gruplarindaki baliklarin ortalama biiyiikliikleri farkli olmasindan dolayr FSH oraninda
anlamhi farkliliklar goriiliirken, Activin gen bolgesinde herhangi bir farklilik

gbzlemlenmemistir.
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Sekil 5.3 FSH ve Activin gen bolgeleri i¢in seri diliisyonlar ve ekspresyon grafigi
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LogZ (Relative Normalized Expression)

Agresif davraniga etki eden gen bolgeleri 5-HT ve GABA (Norton ve Bally-Cuif, 2010)
arasindan 5-HT gen bolgesinde anlamli farklilik gbézlemlenmezken, merkezi sinir

sisteminde stresle ilgili dnemli mesajlarin normal olarak calismasina yardimci olan
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GABA da o6nemli farkliliklar goézlemlenmistir. Sonu¢ olarak bu da bize her 3

ekosistemin stres etkenlerinin canliy1 farkli sekilde etkiledigini gostermektedir.

Stresle iliskili gen bolgeleri HSP70 ve HSP90 (Iwata vd. 2007) gen bdlgeleri arasinda
anlaml farkliliklar gézlemlenmistir. Ekosistemler arasinda tuzluluk farki, besin farki

bulunmasindan dolay1 boyle bir farkin ortaya ¢ikmasi beklenen bir durumdur.

Beslenme, lireme ve agresyon ile ilgili gen bdlgeleri incelendiginde, hepsinde tutarli bir
sablon karsimiza c¢ikmis ve D1 grubunun bulundugu Akdegik istasyonundaki L.
gibbosus bireylerinde en yiiksek gen ifadelerinin bulundugu, D2 grubunun bulundugu
yem fabrikasinin hemen yaninda bulunan dere istasyondaki bireylerin gen ifadelerinin
bunu takip ettigi ve en diisiik degerlerin kum ocaklarinin olusturdugu suni goletlerde
oldugu goriilmiistiir. Beslenme, ilireme ve agresiflik davraniglar1 yabanci bir tiirlin yeni
girdigi bir ortamda tutunabilmesi, hayatta kalan popiilasyonlar olusturabilmesi ve
istilac1 bir tiir haline gelebilmesi i¢in olduk¢a dnemli ve kritik davranislardir ve baskin
olarak goriilmeleri beklenir. Elde edilen bu sonuglar yabanci bir tiirtin dominant bir tiir
haline gelerek bulundugu ekosistemi istila etmesine yonelik tutarh ¢iktilar vermistir.
S6z konusu davraniglarin en fazla goriilmesinin beklendigi istasyon D1 grubu L.
gibbosus bireylerinin oldugu Akdegik baraj goliidiir. Habitat alan1 6zelliklerinde
bahsedildigi ilizere bu baraj golii, Sarigay Deresi iizerine kurulan ikinci biiylik insan
yapimu suni goldiir. Sunulan tez c¢aligmasinin konusunu olusturan balik tiirii L.
gibbosus’u da i¢ine alan birka¢ yaygin istilaci tatlisu baligi tiirli, Tirkiye i¢sularinda
baz1 kamu kuruluglarinin genel bir aligkanlig1 olarak baraj gollerine stoklanan sazan,
Cyprinus carpio ile beraber istemsiz olarak iilke i¢sularimin 6nemli bir boliimiine
yayilmustir (Tarkan vd. 2015). Benzer sekilde Saricay Deresi tizerinde ilk kurulan Geyik
baraj goliinii de siirekli olarak sazan asilamalarinin yapildigi bilinmekte, L. gibbosus ve
diger istilact tatlisu baligr tiirlerinin de Sarigay havzasina bu sekilde girdigi
distiniilmektedir. Dolayisiyla L. gibbosus istilasinin basladigi ve merkez olarak
nitelendirilebilecegi yerler Geyik baraj golii ve dere ilizerinde bu baraj géliinden sonra
inga edilen diger baraj goli Akgedik baraj goliidiir. Geyik barajinda oldugu gibi DI
grubu oOrneklerin bulundugu Akgedik baraj golii bu tiiriin en bol oldugu, uygun

habitatlar1 dere habitatlarina nazaran ¢ok daha uygun ve rahat bulabildigi bir bolgedir.
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Istila biyolojisinde, herhangi bir istila olaymin baslangic noktas1 istilay
gerceklestirecek tlriin yeni girdigi ilk bolgede cevresel ve ekolojik faktorlerin
uygunluguna bagli olarak iyi bir sekilde hayatta kalmasini, zaman i¢inde bollugunu hizl
bir sekilde arttirmasini ve baskin tiir haline gelmesi Ongoriiliir. Bu merkez olarak
nitelendirilebilecek bolgeden yayillmaya baglayan Oncii bireyler istilanin gelisimini
saglarlar ancak bu bireylerin olusturdugu popiilasyonlar merkez popiilasyonun iginde
bulundugu optimum sartlardan daha zor ¢evresel sartlara dayanmak zorunda kaldiklar1
icin farkli secilim baskilarina maruz kalacaklar ve hem biyolojik hem de bu biyolojik
ozelliklerin temelini olusturan genetik yapilarinda ciddi farkliliklar ortaya ¢ikmasina
neden olacaktir. Bu 6zellikler yukarida da bahsi gecen basta agresyon (saldirganlik),
cesurluk (boldness), gelismis iireme, biiyiime ve beslenme faaliyetleri gibi faktorlerdeki
degisimler olarak karsimiza c¢ikabilir. Bu o6zelik ve davranislarin istilanin basladigi
merkez populasyonlarda en yiiksek seviyelerde, sartlarin optimumdan uzaklastigi ve
cevresel faktorlerin zorlayici hale geldigi kenar olarak tabi edebilecegimiz istilanin
gelisimini saglayan oOncili (pioneering) popiilasyonlarda daha diisiik olmasi beklenir

(Bohn 2004).

Bu sebeplerden dolayr merkez populasyon oldugu disiiniilen Akgedik baraji
popiilasyonun diger dere ve rezervuar (kum ocagi) popiilasyonlarina gore daha agresif,
yiiksek iireme, beslenme ve biiylime kapasitelerine ve daha diisiik bir strese sahip
olmalar1 beklenir. Elde edilen sonuglar bu hipotezleri ¢ogunlukla dogrular nitelikte
karsimiza ¢ikmustir. Ozellikle agresyon, beslenme ve iireme davramislari D1 grubu
bireylerin bulundugu Akgedik baraj goliindeki populasyonda diger istasyonlara gore
yiiksek olarak bulunmustur. D2 grubunun bulundugu dere istasyonunda tiir bolluk
olarak baz1 diger yerel ve endemik tiirlere gore daha azdir ve bu istasyonda ¢ok ciddi bir
habitat ve besin rekabeti sz konusudur (Top vd. 2016). Ayrica bu istasyonu da igine
alan kisitli bir bdlgede tiirlin biyo-ekolojik Ozellikleri ve genetik cesitliliginin
incelendigi bir calismada (Agdamar vd. 2015) tiirlin istilacilik kosullarini tam olarak
saglayamadig1 rapor edilmistir. Benzer sekilde diger istasyon D3 grubu oOrneklerin
bulundugu kum ocagi istasyonu ise bolgede yogun bir sekilde gerceklestirilen kum
cekme faaliyetleri yiiziinden olugsmus bir¢ok oldukg¢a derin gdletlerinden birinden elde

edilmistir. Bu bolgede de L. gibbosus ve diger tiirler igin uygun habitatlar goéletin ¢ok
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derin ve vejetasyon/zemin miktarinin ve uygunlugunun olduk¢a kisitli olmasindan
dolayr son derece azdir. Bu sebeplerden otiirii istilanin ‘kenar’ olarak tabir
edebilecegimiz bolgelerinde yer alan bu 6rnekleme istasyonlarinda tiiriin daha agresif ya

da yiiksek bir iireme ve beslenme davranisi sergilemesi beklenen bir durum degildir.

Elde edilen sonuglarda beklenenin aksine karsimiza ¢ikan durumlar biiyiime ve stres
genlerinde goriilmiistiir. Baliklarda endokrin sisteminin diizenlenmesinde biiyiime
hormonu (GH) o6nemli bir rol oynamaktadir. Biiyllme metabolizmasinin
diizenlenmesinde i¢ faktorlerin etkisi kadar g¢esitli dig faktorlerin de etkisi bilyiiktiir.
Besin madde kompozisyonu baliklarin biiyiimeleri i¢in en 6nemli dis etken olup, baligin
ihtiyaclarini igerip igermemesine gore olumlu ya da olumsuz etki etmektedir (Company
et al. 2001; Sirkecioglu 2011; Reindl and Sheridan 2012). Biiyiime hormonu olan GH,
hipofizden salgilanan bir hormon olmakla birlikte bu hormona ait genin
ekspresyonunun dokulara gore degigsmesi biiyiime mekanizmasinin geregidir (Picha vd.
2008). Beyin dokularinda en yliksek GH mRNA seviyesi besin bakimindan en zengin
oldugu diisiiniilen D2 grubu baliklarin bulundugu ornekleme istasyonunda
gbzlemlenmistir. Bu istasyon suyun akintili oldugu dere boliimiinde olmasina ragmen
durgun su karakterindeki (baraj ve rezervuar) diger iki istasyona nazaran hemen yani
basinda bulunan bir yem fabrikasinin ham maddelerinin birakilmasi nedeniyle baliklar
icin ¢ok daha fazla bir besin igerigi sunmaktadir. Bu durum daha 6nce L. gibbosus’un
biiylimesi ve beslenmesi iizerine yapilan ¢aligmalarda (Top 2011, Karakus 2014) net bir
sekilde gortlmistiir. Dolayisiyla Orneklenen istasyonlar arasindaki L. gibbosus
bireylerinin biliylime genleri arasinda anlamli farkliliklarin goriilmesine segilen

istasyonlar arasindaki besin icerigi farkliliklarin sebep olabilecegi diistintilmektedir.

Stres ile ilgili gen bolgelerinde yukarida bahsedilen gerekcelere dayanarak beklentilerin
disinda sonuglar elde edilmistir. Bu durumun farkli sebepleri olabilecegi gibi akla en
yatkin agiklama bireyleri yakalama esnasinda elektrosok cihazi kullanimi ve yakalayip
ornek alana kadar siirecte bireylerin ani ve yogun bir sekilde strese girmeleri olabilir.
Biitiin c¢alisilan istasyonlarda yiliksek bir stres igeriginin tespit edilmesi avcilik
faaliyetlerimizin her ¢alisilan bolgede ayni olmasi da dikkate alindiginda mantikli bir

cikt1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak agresyon ve stres davraniglarinin paralel
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olarak islev gorebilecegi ihtimali de gdzden ¢ikarilmamalidir. Orneklemenin yapildig
ay olan subat ay1 iklimsel kosullarin 6zellikle baraj goéllerinde suyun yogun miktarda
artip azaldig1 ve cevresel sartlarin zorlayici bir hale geldigi bir zamandir. Dolayisiyla
elde edilen stres degerlerinin diger istasyonlarda oldugu gibi merkez populasyonda da
yiiksek c¢ikmasi bu sebepten de kaynaklanmig olabilir. Mevsimsel olarak daha fazla
cevresel degisimin gozlenebilecegi daha ¢ok lokasyondan yapilacak orneklemeler bu

konuda daha doyurucu sonuglar saglayacaktir.

Sonug olarak elde edilen bulgular, ¢alisilan yabanci tiir L. gibbosus’un istila siireci
boyunca belirli ve 6nem ihtiva eden gen ifadelerindeki degisimleri beklenen bir sekilde
karsimiza ¢ikarmistir. Elde edilen bu sonuglarin daha genis bir 6l¢ekte, 6zellikle farkli
cevresel baskilar altindaki daha fazla oncii populasyon kullanilarak ¢alisiimasi baslangic
hipotezimizin dogrulanmasi anlaminda elzem olacaktir. Bunun tiiriin molekiiler
seviyede calisilan davraniglariyla ilgili yapilacak biyolojik ve ekolojik ¢aligmalar ile
pekistirilmesi de sadece bu tiir 6zelinde degil herhangi yabanci bir tiiriin istila olusumu

ve gelisimini anlamak i¢in son derece yararli olacaktir.
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