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ÖZET 

 

Kerevitler dünyanın birçok bölgesinde ve ülkemizde dağılım gösteren yüksek 

derecede ekonomik, ticari ve ekolojik öneme sahip omurgasız hayvanlardır. Türkiye‟de 

Astacus leptodactylus Eschscholtz, 1823 (Türk kereviti) ve Austropotamobius torrentium 

Nordmann, 1842 (TaĢ kereviti)  olmak üzere iki tür kerevit dağılım göstermektedir. 

Astacus leptodactylus‟un ülkemizde iki alt türe sahip olduğu bildirilmiĢ olup (Astacus 

leptodactylus leptodactylus, Astacus leptodactylus salinus) Anadolu‟daki birçok iç su 

kaynağında doğal olarak yayılım gösteren tek tür olma özelliğine sahiptir. 

Austropotamobius torrentium ise ülkemizin doğal olmayan tek kerevit türü olup ilk kez 

2005 yılında Kırklareli sınırları içindeki Velika Deresinden, 2007 yılında da Madara 

Çayından kayıt verilmiĢtir.  

 Mevcut türler ve alt türlerin faklılıklarını ortaya koymak için yapılan çalıĢmalar, 

sadece diagnostik veya biyo-ekolojik karakterlere dayanmakta olup alt türlerin varlığı, 

dağılım alanı ve diğer türden ayrılması hususunda kesin ve net bir yargıya varılmasını 

güçleĢtirmiĢtir. Bu nedenle tür içi veya türler arası bölgesel farklılıkları veya benzerlikleri 

ortaya koymak amacıyla yapılan çalıĢmaların genetik çalıĢmalarla mutlaka desteklenmesi 

gerekmektedir.  

Türlerin tanımlanmasında moleküler belirteç kullanılarak farklılığın ortaya 

çıkarılması amacıyla, türler ve alt türleri temsil edecek Ģekilde seçilen istasyonlardan 

örneklemeler yapılmıĢtır. Türlerin genetik olarak tanımlanmasında yaygın olarak 

kullanılan moleküler belirteçlerden biri olan PZR-RFLP tekniği uygulanmıĢtır. On sekiz 

adet kesim enzimi kullanılmıĢ olup bunlardan hiçbiri Astacus leptodactylus türünde tanıma 

bulamamıĢtır. Üç kesim enzimi ise Austropotamobius torrentium türünde kesim bölgesi 

bulmuĢtur ve iki bant vermiĢtir. 

Bu çalıĢma ülkemizde dağılım gösteren kerevit türlerinin ve tartıĢmalı olan alt 

türlerinin DNA‟ya dayalı moleküler belirteçler kullanılarak tanımlanmasına yönelik 

yapılan ilk çalıĢmadır. ÇalıĢmada seçilen PZR-RFLP tekniği türleri baĢarılı Ģekilde ayırmıĢ 

olmasına rağmen alttürler arasında varyasyon belirlenememiĢtir. 

 

Anahtar kelimeler: Astacus leptodactylus, Austropotamobius torrentium, kerevit, PZR-

RFLP, dağılım, genetik tanımlama, genetik belirteç 
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SUMMARY 

 

IDENTIFICATION OF CRAYFISH SPECIES IN TURKEY (Astacus leptodactylus,  

Austropotamobius torrentium) by PCR-RFLP METHOD 

 

 Crayfish shows distribution in many parts of the world and our country is the 

invertebrate animals that has an economic, commercial and ecological importance . In 

Turkey it has two species, which are Astacus leptodactylus Eschscholtz, 1823 and 

Austropotamobius torrentium Nordmann, 1842. Two sub-species have been reported for 

Astacus leptodactylus (Astacus leptodactylus leptodactylus, Astacus leptodactylus salinus) 

and also in Anatolia, it has a qualifity that only species in the source of many inland water 

as a natural distribution. Austropotamobius torrentium is the only species that not natural 

for inland waters in Turkey and first time recorded 2005 within the boundries of Kırklareli 

Velika brook, and Madara creek in 2007. 

 The studies carried out showing the differences between current species and sub-

species based on only diagnostic or bio-ecological characters and were hampered for 

regarding definite and clear judgement presence of sub-species, distribution area and 

separating from other species. For this reason, studies that purpose bring out regional 

differences or similarities between intra-or inter-species have to be supported by genetic 

studies. 

In order to identify the species and subspecies by using molecular markers, sampling 

stations were selected to represent the species and subspecies. PCR-RFLP technique which 

is commonly used the molecular markers for genetic identification of species was used. 

Eighteen restriction endonucleases was used, none of these find recognization site for 

A.leptodactylus. Three restriction endonucleases have found a recognization site and gave 

two fragments for A. torrentium. 

 This is the first on identification of crayfish species and it‟s controversial subspecies 

based on DNA markers Although PCR-RFLP technique used in this study differantiated 

the species sucsesfully, variation was not found between subspecies. 

 

Keywords: Astacus leptodactylus, Austropotamobius torrentium, crayfish, PCR-RFLP, 

distribution, genetic identification, genetic marker 
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PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

RAPD : Random Amplified Polimorfic DNA (Rastgele ArtırılmıĢ Polimorfik DNA) 

RFLP : Restriction Fragment Lenght Polimorfism (KesilmiĢ Parça Uzunluk                                                                                        

Polimorfizmi) 

VNTR : Variable Number of Tandem Repeat (Sıralı Tekrarların DeğiĢken Sayıları) 

SNP : Single Nucleotide Polimorfism (Tek Nükleotit Polimorfizmi) 

ICS : Indigenous crayfish species (Doğal kerevit türü) 

mtDNA : mitokondriyal DNA 

kb : kilobaz 

bç : baz çifti 

µl : mikrolitre 

ml : mililitre 
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1. GENEL BİLGİLER 

 

1.1. Giriş 

Kerevitler dünyanın birçok bölgesinde ve ülkemizde dağılım gösteren yüksek 

derecede ekonomik öneme sahip omurgasız canlılardır. Dünya üzerinde yaklaĢık olarak 

600 farklı türü olduğu bilinmektedir (Crandall ve Buhay, 2008). Ülkemizde ise biri doğal 

olmak üzere iki tür ile temsil edilmektedir. Türk kereviti, Galiçya kereviti ya da bataklık 

kereviti olarak adlandırılan Astacus leptodactylus Eschscholtz, 1823 türünün ülkemizin 

farklı bölgelerinde doğal dağılım gösteren iki alttürü mevcuttur. Bunlardan ilki olan 

Astacus leptodactylus leptodactylus Eschscholtz, 1823 Kuzey Anadolu ve Trakya‟da, 

Astacus leptodactylus salinus Nordmann, 1842, ise Orta ve Batı Anadolu‟da dağılım 

göstermektedirler (Holthius, 1961; Geldiay ve KocataĢ, 1970). Dünya üzerinde Astacus 

leptodactylus türü, baĢta Rusya ve Ukrayna içsuları olmak üzere Doğu Avrupa‟dan 

Türkmenistan‟a kadar,  Karadeniz, Baltık Denizi ve Hazar Denizine akan nehirler, orta ve 

aĢağı Tuna Havzası göl ve nehirlerinde dağılım göstermektedir (Köksal, 1988). 

Ülkemizdeki ikinci tür olan Austropotamobius torrentium ise, Avrupanın doğal türlerinden 

biri olup, ülkemizin Trakya bölgesinde yer alan Velika Nehri ve Madara Çayı‟ndan rapor 

edilmiĢtir (Trontelj ve ark, 2005; Machino ve Füreder, 2005; Harlıoğlu ve Güner, 2007). 

Birçok türde olduğu gibi, kerevitler arasındaki genetik varyasyon ve tür tayini 

araĢtırmaları ve çalıĢmaları moleküler tekniklerin geliĢimiyle birlikte büyük bir aĢama 

kaydetmiĢtir. Bir dizi moleküler metot birçok kerevit taksonlarındaki sistematik ve türün 

teĢhisi ile ilgili problemleri çözmek için kullanılmıĢtır (Fetzner ve Crandall, 2001). 

Bununla birlikte son dönemlerde yapılan çalıĢmaların çoğunluğunda DNA‟ya dayalı 

belirteç sistemleri kullanılmaktadır. Moleküler biyolojinin geliĢimi sayesinde çok sayıda 

DNA belirtecinin geliĢimi mümkün olmuĢtur. Bu metotlar taksonlar arasındaki genetik 

iliĢkiyi belirleme, filogenetik ve biyoçeĢitlilik açılarından bilgi sahibi olunmasına imkan 

vermektedir.  

AraĢtırmacılar, 1980 yılı ortalarından beri dünyada tatlı su ıstakozu türlerinin genetik 

yapısını ortaya koymak için çalıĢmaktadır. Bu amaç için farklı metotlar uygulanmaktadır. 

Ġlk çalıĢmalar Avrupa kerevit populasyonları arasında düĢük seviyede varyasyon gösteren 

protein elektroforez teknikleri kullanılarak yapılmıĢtır (Attard ve Vianet, 1985; Fevolden 

ve Hessen, 1989; Agerberg, 1990; Fevolden ve ark., 1994). Son yıllarda daha yüksek 
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varyasyon gösteren yeni teknikler geliĢtirilmiĢ ve bu teknikler kerevit populasyonlarına 

baĢarılı bir Ģekilde uygulanmıĢtır. Populasyonlar arası farklılıkları belirlemek için 

mitokondrial DNA (Souty-Grosset ve ark., 1997; Grandjean ve ark., 2000; Largiader ve 

ark., 2000), RAPD-PZR (Macaranas ve ark., 1995; Schulz, 2000; Gouin ve ark., 2001; 

2003), AFLP (Fetzner ve Crandall, 1999), RFLP (Gouin ve ark., 2003; Soroka, 2008) ve 

mikrosatellit (Gouin ve ark., 2000; 2002) belirteçleri kullanılarak çalıĢmalar yapılmıĢtır. 

Filogenetik çalıĢmalar (Grandjean ve ark., 2000), filocoğrafya çalıĢmaları (Grandjean ve 

ark., 2002) mitokondriyal DNA varyasyonu ortaya konularak gerçekleĢtirilmiĢtir. Avrupa 

kerevitlerinde yapılan bu çalıĢmalar diğer kerevit türleri üzerine yoğunlaĢmıĢtır. 

Folmer ve ark., (1994) Decapoda dahil olmak üzere omurgasızların 11 sınıfının 

mitokondriyal sitokrom oksidaz geni 1. alt ünitesinin PZR vasıtasıyla çoğaltılmasını 

sağlayan üniversal primerler tasarlamıĢtır. Sonrasında mitokondriyal sitokrom oksidaz geni 

filogenetik araĢtırmalarda ve geliĢiminin çeĢitli aĢamalarında morfolojik olarak değiĢen 

bireylerin taksonomik olarak tanımlanmasına yönelik çalıĢmalarda yaygın Ģekilde 

kullanılmıĢtır. Sitokrom oksidaz geni çoğaltılarak PZR-RFLP metodu ile Dreissena 

polymorpha ve Dreissena bugensis türlerine ait midyelerin hem ergin hem de genç 

bireylerinde ve larva formlarında etkili Ģekilde kullanılmıĢtır (Claxton ve ark., 1997; 

Claxton ve Boulding, 1998).  

Türkiye‟de dağılım gösteren Astacus leptodactylus türü ile yapılmıĢ genetik 

çalıĢmalara ise rastlanılamamıĢtır. Yapılan çalıĢmalar genellikle türün biyo-ekolojik 

özellikleri (Holthius, 1961; Geldiay ve KocataĢ, 1970; Köksal, 1988; Harlıoğlu ve Güner, 

2007), morfometri ve taksonomi (Geldiay, 1949; Tortonese, 1952; Erençin ve Köksal, 

1977; Köksal 1980; Starobogatov, 1995) ve yetiĢtiricilik (Köksal, 1985; Harlıoğlu ve 

Holdich, 2001; Mazlum, 2007; Mazlum ve Uzun, 2008) ile ilgili çalıĢmalardır. 

Son zamanlarda yaygın olarak kullanılan moleküler metotların baĢında 

mitokondriyal DNA (mtDNA) dizilimi veya RFLP (KesilmiĢ Parça Uzunluk Polimorfizmi) 

analizi, RAPD, minisatellit ve mikrosatellit DNA belirteçlerini araç olarak kullanan 

çalıĢmalar gelmektedir. Bu metotlardan biri olan PZR-RFLP nispeten düĢük maliyetli 

olması, uygulanabilirliği, kısa zamanda sonuç alınabilmesi ve güvenilirliği açısından daha 

çok tercih edilmektedir. Çoğu DNA genetik analizinin ana ilkesinde olduğu gibi değiĢik 

uzunlukta parçacıklar vermesine dayanır. DNA‟daki 4-6 nükleotit uzunluğundaki özel 

bölgeleri tanıyıp kesen kesim enzimleri aracılığıyla PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile 

çoğaltılan bölge kesilerek, kesim noktalarının farklılığına göre bireylerin veya 
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populasyonların filogenetik iliĢkilerinin ve taksonomik durumunun analizi yapılabilir. En 

önemlisi özellikle morfolojik olarak benzeyen türlerin birbirinden kolayca ayırt edilmesine 

ve tanımlanmasına olanak sağlayabilir.  

Su ürünleri alanında RFLP tekniği ile populasyonlar arasındaki ve türlerdeki genetik 

varyasyon değerleri hesaplanarak mevcut gen kaynakları tespit edilebilir, soy ağacı 

oluĢturularak taksonlar arasında genetik benzerlikler hesaplanabilir, morfolojik 

özelliklerine göre ayırımı yapılamayan su canlılarının ve ayırt edilemeyecek yaĢ veya 

büyüklükteki örneklerin ayırımı yapılarak taksonomik açıdan yaĢanan sıkıntılar aĢılabilir. 

Taze, dondurulmuĢ hatta iĢlenmiĢ örneklerin orjini rahatlıkla tespit edilebilir. Ekonomik 

öneme sahip olmayan su canlılarına ait ürünlerin ekonomik öneme sahip olan canlılarına 

ait ürün olarak pazarlanması gibi ticari sahtekarlık olayları belirlenebilir. Seleksiyon 

uygulamalarında ve mutasyon taramalarında kullanılabilir. Basit, hızlı, düĢük maliyetli ve 

güvenilir bir metottur. Kullanımı çok yaygındır, bilim alanındaki kabul edilebilirlik oranı 

ve popülaritesi oldukça yüksektir (Aksakal, 2005). 

 

1.2. Kerevitlerin Taksonomik Durumu 

Kerevitler, Decapoda (onayaklı kabuklu) takımının son derece çeĢitlilik gösteren 

grubudur. Taksonomik olarak, Kuzey yarımkürede bulunanlar Astacoidea ve Güney yarım 

küredekiler ise Parastacoidea olmak üzere iki süper familyaya ayrılmıĢlardır. Astacoidea, 

Cambridae (12 cins ve 423 tür ) ve Astacidae (6 cins, 39 tür) olmak üzere iki familyaya 

bölünmüĢtür (Hoobs, 1989). Parastacoidea ise yalnızca Parastacidae (15 cins, 176 tür) 

familyası ile temsil edilmektedir (Crandall ve Buhay, 2008). Dünya üzerinde dağılım 

gösteren kerevit familyaları, cinsleri ve tür sayıları Tablo 1‟de gösterilmiĢtir. 
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Tablo 1.  Kerevitlerin Familya, Cins ve Tür Sayıları (Crandall ve Buhay, 2008) 

Familya Cins Tür Sayısı Toplam 

Astacidae 

Astacus 5  

Atlantoastacus 8  

Austropotamobius 7 39 

Caspiastacus 2  

Pacifastacus 8  

Pontastacus 9  

Cambaridae 

Barbicambarus 1  

Bouchardina 1  

Cambarellus 17  

Cambaroides 7  

Cambarus 95  

Distocambarus 5 423 

Fallicambarus 18  

Faxonella 4  

Hobbseus 7  

Orconectes 89  

Procambarus 177  

Troglocambarus 2  

Parastacidae 

Astacoides 9  

Astacopsis 3  

Cherax 45  

Engaeus 39  

Engaewa 5  

Euastacus 43  

Geocharax 2  

Gramastacus 1 176 

Ombrastacoides 11  

Paranephrops 2  

Parastacus 8  

Samastacus 1  

Spinastacoides 3  

Tenuibranchiurus 1  

Virilastacus 3  

GENEL TOPLAM 
 

          638 

 

1.3. Kerevitlerin Dünya ve Avrupa’daki Dağılımı ve Genel Özellikleri 

Dünyada yaklaĢık olarak 600 tür kerevit vardır ve yılda ortalama 5-10 tür 

tanımlanmaktadır (Taylor, 2002; Crandall ve Buhay, 2008). Kerevitler tüm Kuzey 

Amerika, Avustralya, Güney Amerika‟nın güneyi, Asya, Avrupa, Madagaskar ve Yeni 

Zelanda‟ ya kadar yayılmıĢlardır (URL-1). ÇeĢitliliğin iki merkezi vardır. Birincisi; 

Güneydoğu Amerika‟nın Güney Appalachia dağları (Kuzey yarımküre merkezi) diğeri ise 

Güneydoğu Avustralya‟dır (Güney yarımküre merkezi).  
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Avrupa kıtasına özgü 5 doğal tür vardır. Bunlar; Astacus astacus, Astacus 

leptodactylus, Caspiastacus pachypus, Austropotamobius torrentium, Austropotamobius 

pallipes‟tir. (Ackefors, 1999; Holdich, 2002; Trontelj ve ark., 2005; Machino ve Füreder, 

2005; Machino ve Holdich, 2006, Souty-Grosset ve ark., 2006). Bu doğal türlerle birlikte, 

dört Amerikan (Orconectes limosus, O. immunis, P. leniusculus ve P. clarkii) ve üç 

Avustralya (C. destructor, C. tenuimanus ve C. quadricarinatus) orijinli kerevit türü 

Avrupa‟ya stoklanmıĢtır (Holdich ve ark., 1999). Austropotamobius pallipes 

populasyonunun ortadan kalkmıĢ olduğu Portekiz haricinde, (Machino ve Holdich, 2006) 

Avrupa‟nın çoğu ülkesinde en azından bir doğal (ICS) kerevit türü bulunmaktadır. 

Muhtemelen doğal kerevit türüne sahip olmayan ülkeler; Kıbrıs, Malta, Monaco gibi 

ülkelere ek olarak kıyıdan uzak olan Atlantik Okyanusu‟ndaki Portekiz‟e ait olan Asor 

adaları, Valencia‟nın açığındaki Balerik adaları, Kanarya adaları, Yunan ve Ġtalyan Adaları 

ve Madeira Adaları‟dır. Baltık Denizi‟ndeki bazı adalar Astacus astacus populasyonlarına 

sahiptir fakat bunlar doğal stok değildir (Holdich, 2009). 

Kerevitler sucul ekosistemlerde temel tür olarak önemli görevlere sahiptir, fakat 

birkaç kerevit türü büyük ölçüde yayılımcıdır ve hassas tatlı su habitatları üzerinde 

olumsuz etkilere yol açabilmektedir (Taylor, 2002). Her bir habitat tipi farklı morfolojik 

adaptasyonlara sahiptir.  Kerevitler oyuk, çukur, akıntı ve gölde yaĢarlar. Güçlü oyuk 

yapanlar su seviyesine kadar oyuk açabilirler ya da ihtiyaçları olan nemliliği sağlayacak 

ölçüde yeterince bol yağmurlu karasal habitatlarda yaĢayabilirler (Crandall ve Buhay, 

2008). 

 

1.4. Kerevitlerin Ülkemizdeki Dağılımı 

Ülkemizde doğal olarak dağılım gösteren tek kerevit türü Astacus leptodactylus‟tur 

(ġekil 1, 2) (Holthuis, 1961; Geldiay ve KocataĢ, 1970; Köksal, 1988; Harlıoğlu, 2004; 

Harlıoğlu ve Güner, 2006, 2007; Güner ve Harlıoğlu, 2010). Buna ek olarak son 

zamanlarda Avrupa kökenli olan Austropotamobius torrentium türüne ait kerevitler 

Türkiye‟nin Avrupa yakasında bulunan Velika Çayı ve Madara deresinde gözlenmiĢtir 

(ġekil 3, 4) (Trontelj ve ark., 2005; Machino ve Holdich, 2006; Harlıoğlu ve Güner, 2006, 

2007).  
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ġekil 1.  Astacus leptodactylus‟un dorsal görünümü 

 

 

ġekil 2. Astacus leptodactylus‟un ventral görünümü  
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ġekil 3. Austropotamobius torrentium‟un dorsal görünümü 

 

 

ġekil 4. Austropotamobius torrentium‟un ventral görünümü 

 

Anadolu‟da kerevitler üzerine yapılan taksonomik çalıĢmalarda farklı lokalitelerden 

farklı türler rapor edilmiĢtir. Türkiye‟de Astacus leptodactylus‟a iliĢkin ilk çalıĢma olan 

Ninni (1923)‟e göre ülkemizdeki kerevitleri Astacus fluviatilis, Astacus pallipes ve Astacus 

leptodactylus olarak tanımlanmıĢ olup, Apolyont ve Manyas Göllerinden Astacus astacus 

ve A. pallipes (Geldiay ve KocataĢ, 1970), Çubuk Barajı‟ndan Potamobius (Astacus) 

fluviatilis (Geldiay, 1949), Kayseri, Bursa ve Ġstanbul illerinden Astacus (Pontastacus) 

leptodactylus (Bott, 1950), Sapanca Gölü‟nden Potamobius leptodactylus (Tortonese, 
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1952), Ünye‟den Astacus colchius (Holthius, 1961) olarak kayıt verilmiĢtir. Karaman, 

(1962); (1963)‟a göre ise çeĢitli lokalitelerden elde ettiği örnekleri Astacus (Pontastacus) 

leptodactylus salinus ve Astacus (Pontastacus) leptodactylus natio intermedius türlerini ve 

PınarbaĢı Gölü‟nden (Afyon) Astacus leptodactylus pallipes natio salinus alt türlerini rapor 

etmiĢtir. Geldiay ve KocataĢ (1970) oldukça ayrıntılı olan çalıĢmalarında Türkiye‟nin 

çeĢitli bölgelerinde bulunan lokalitelerden yakaladıkları örnekleri değerlendirerek, Astacus 

(Pontastacus) leptodactylus salinus ve Astacus (Pontastacus) leptodactylus leptodactylus 

alttürlerinin varlığını bildirmiĢlerdir. Erençin ve Köksal (1977) ile Köksal (1980) A. 

leptodactylus türünün Türkiye‟nin tek yerli türü olduğunu ve farklı bölgelerde dağılım 

gösteren A. leptodactylus leptodactylus ve A. leptodactylus salinus adlı iki alt türünün 

varlığını bildirmiĢlerdir. Ancak, Starobogatov (1995) A. leptodactylus salinus alt türünün 

Türkiye‟deki populasyonlarının muhtemel olarak Pontastacus intermedius türüne ait 

olabileceğini belirtmiĢtir. Aynı çalıĢmada A. colchicus türünün Ġstanbul‟da 

bulunabileceğinden bahsetmiĢtir. Bu türün Türkiye‟ye Kura Nehri yoluyla girmiĢ 

olabileceğini öne sürmüĢtür. Albrecht (1983) ise A. colchicus‟un, A. astacus‟un alt türü 

olabileceğini bildirmiĢtir. Bu araĢtırmalar söz konusu türün Türkiye‟de olabileceğini 

öngörmektedir ancak yakın zamana kadar bunu doğrular bir kayıta rastlanılmamıĢtır. 

Holdich (2002) ülkemizde Astacus leptodactylus‟un iki alt türü olduğunu bildirmiĢtir. 

Bunlar; A. leptodactylus leptodactylus (Ġznik, Terkos, Çivril ve Tunca gölleri, Meriç Nehri, 

Cori ve Gelemen dereleri) ve A. leptodactylus salinus (Manyas, Eğridir, BeyĢehir, 

Apolyont, Eber, AkĢehir, Gölcük gölleri ve Miliç Çayı) alt türleridir. Mevcut çalıĢmalar 

doğrultusunda, özellikle son yıllarda Türkiye‟de kerevitlerin tek doğal türle (A. 

leptodactylus) temsil edildiği görüĢü benimsenmiĢtir. Bununla birlikte Machino ve Füreder 

(2005)‟e göre ilk olarak 1996 yılında Kırklareli sınırları içerisindeki Velika deresinde 

Avrupa‟nın doğal kerevit türlerinden biri olan Austropotamobius torrentium (Shrank, 

1803) türüne ait bireyler gözlemlenmiĢtir. Machino ve Füreder, (2005) ve Trontelj ve ark., 

(2005) bu türün Türkiye sınırları içerisinde bulunduğunu ortaya koyan ilk çalıĢmaları 

yapmıĢlardır. Harlıoğlu ve Güner (2007) Velika Nehri‟ nin haricinde ilk olarak Madara 

Çayı‟ndan türün varlığını rapor etmiĢlerdir.  
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1.5. Tür, Alt tür Kavramı ve Oluşumu 

Tür kavramında araĢtırmacılar arasında temel ilkeler açısından fikir birliğine varılmıĢ 

olmasına rağmen, değerlendirme yöntemleri ve özelliklerin seçimi konusunda birçok fikir 

ayrılığı mevcuttur. Tür, yapısal özellikleriyle genetik karakterleri birbirine benzeyen ve 

yine aynı genetik karakterde yeni kuĢaklar verebilen bireylerin tümü Ģeklinde 

tanımlanmaktadır (Kühn, 1964; Hadorn ve Wehner, 1974). Ayrıca, “Yapısal ve iĢlevsel 

özellikleri yönünden birbirine benzeyen ve aynı çevresel koĢullara benzer tepki gösteren 

doğal koĢullarda serbest olarak birbirleriyle çiftleĢip verimli yavrular oluĢturabilen bireyler 

topluluğu” Ģeklinde de türün tanımı yapılmaktadır. Tür, dinamik bir varlıktır yeni döller 

oluĢturarak varlığını devam ettirir. Yeni döllerin oluĢumu sürecinde, gen havuzu içeriğinde 

farklı ya da aynı alanlarda olan değiĢimler, türleri kendi içerisinde bir alt birimleĢmeye 

götürür ve alt birimleĢmenin tamamlanmasıyla yeni türler oluĢur (Ergüden, 2007). 

 Türler genellikle kendi içerisinde fenotipik ve genetik olarak farklılaĢmıĢ gruplara 

veya populasyonlara bölünmüĢtür. Türü meydana getiren populasyondaki bireyler 

birbirinin aynısı değil benzeri olurlar. Yani, anatomik, fizyolojik özellikleri, protein yapısı 

ve davranıĢları bakımından belirli değiĢimler (varyasyonlar) gösterirler. DeğiĢim faktörü 

türlerin temel özelliklerinden birini oluĢturur. Ancak, aynı türe ait bireyler arasındaki 

değiĢimler, farklı türlere ait bireyler arasındaki değiĢimlere göre çok daha azdır. BaĢka bir 

ifadeyle iki farklı tür arasında gen akıĢı tamamen kesilmiĢ, yani eĢeysel yalıtım (izolasyon) 

sağlanmıĢ durumdadır. Bunun yanında istisnai bir durum olarak ikiz türler ve hatta bazen 

birbirine oldukça uzak akraba olan türler arasında karĢılıklı döllenme ve yavru meydana 

getirme görülebilir. Fakat gen ve kromozom dağılımındaki dengesizliklerden dolayı bu 

yavrular verimli olmazlar (Demirsoy, 1998; KocataĢ, 2003; Ergüden, 2007). 

Bir türe ait bireyler bulundukları çevrede aynı gen havuzuna sahip bir ekolojik birlik 

(populasyon) oluĢtururlar. Böylece her bir tür birçok bölgesel populasyonlardan oluĢur. 

Bunlardan bazıları birbirlerinden oldukça farklıdır. Bu bireylerin oluĢturdukları tür altı 

gruplara alt tür (subspecies) denilmektedir. Bir türün içerisinde genellikle coğrafik yalıtım, 

dolayısıyla coğrafik ırklara bağımlı olarak alt türler oluĢabilir. Bunlar türün diğer 

populasyonlarından taksonomik olarak farklıdır. Alt türler, kendi içlerinde kısmi 

yalıtımdan dolayı, gen bileĢimi bakımından birbirlerine daha çok benzeyen gruplardan 

meydana gelmiĢtir. Böyle bir politipik tür‟ün (iki veya daha fazla alttüre sahip) alttürleri 

ilke olarak gen bileĢimleri bakımından farklı olmakla beraber, bir araya getirildiklerinde 

baĢarılı olarak çiftleĢebilirler ve verimli döller meydana getirebilirler (Demirsoy, 1998). 
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1.6. Genetik Varyasyon 

 Ekolojik ve biyolojik açıdan bakıldığında çevresel ve genetik faktörlerin etkisiyle 

oluĢan fenotipik varyasyonun belirlenmesi büyük önem taĢımaktadır. Morfolojik 

karakterlerin incelenmesine yönelik geleneksel çalıĢmalarda genel olarak çevre ve 

genetiğin etkisini ayırabilmek zordur. Genetik tekniklerin kullanımından önce, morfolojik 

farklılığın tamamıyla genetik farklılaĢmadan kaynaklandığı sanılmakta ve stokların tespiti, 

genellikle morfolojik özellikler kullanarak yapılmaktaydı (Marr, 1957). Fakat, fenotipik 

tekniklerin kullanımı, bir türe ait populasyon tespitinde fenotipik değiĢimin direk olarak 

genetik kontrolün etkisi altında olmayıĢı ve çevresel faktörlerin değiĢiminden 

etkilenmesinden dolayı sınırlı hale gelmiĢtir (Allendorf ve ark., 1987). Çünkü genetik 

tekniklerin kullanımı ile daha önce fenotipik olarak farklı olan birçok populasyon veya 

türün genetik olarak farklı olmadığı ortaya çıkmıĢtır (Ergüden, 2007). 

Ekonomik öneme sahip olan ve baskı altında bulunan türlerin genetik yapılarının 

analizinde çoğunlukla kullanılan moleküler metotlar arasında mitokondriyal DNA 

(mtDNA)‟nın nükleotit diziliminin belirlenmesi, KesilmiĢ Parça Uzunluk Polimorfizmi 

(RFLP: Restriction Fragment Lenght Polimorphism) analizi, Rastgele ÇoğaltılmıĢ 

Polimorfik DNA (RAPD: Randomly Amplified Polymorphic DNA), Minisatellit ve 

Mikrosatellit DNA belirteç çalıĢmaları baĢta gelmektedir (OkumuĢ ve Çiftci, 2003). Bu 

tekniklerin kullanımı, populasyon içinde bireyler arasında, aynı türün populasyonları 

arasında ve taksonomik seviyede farklı türler arasında genetik varyasyonun tahminini 

mümkün kılmıĢtır. Bu tip çalıĢmaların sonucunda çoğu lokal populasyonların ve sucul 

türlerin üreme farklılıkları gösteren, izole halde küçük gruplara bölünmüĢ olduğu 

gözlenmiĢtir. Ayrıca bu çalıĢmalar lokal çevreye adaptasyonun ve genetik farklılaĢmanın 

delili olarak görülmektedir. Böylece bir veya birden fazla ayrı üreme davranıĢı gösteren 

izole grupların kaybolması tür içindeki genetik varyasyonun seviyesinin düĢmesine neden 

olmakta ve tamamıyla nadir bulunan genetik karakterlerin kaybolmasıyla 

sonuçlanabilmektedir. 

Doğal çeĢitliliği korumanın temel yaklaĢımı populasyonlardaki genetik varyasyonun 

korunması olmaktadır. Diğer bir deyiĢle, çevresel korumanın temeli türün evrimiyle 

etkileĢim içinde olduğu bilinen ekosistemin muhafazasıdır. Bu yaklaĢım, dünya çapındaki 

doğal rezervlerin ve park alanlarının yaratılması ve iĢletim prensibinin altının çizilmesini 

sağlar. Bu tip korumanın oluĢturulduğu yerlerde, ekonomik olarak önemli türlerin 

populasyon yapılarıyla iliĢkili olarak sıkı bir avcılık yönetimine ihtiyaç duyulmaktadır. 
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1.7. Genetik Varyasyonun Tahmininde Kullanılan Teknikler 

1960‟lı yılların ortalarına kadar populasyonlar arası ve populasyon içi varyasyonun 

tespiti için genel olarak biyo-ekolojik özellikler, markalama, parazit dağılımı, fizyolojik ve 

davranıĢ özellikleri, morfolojik veya meristik karakterler kullanılmaktaydı (Lewontin, 

1964). Bilindiği gibi bu tip belirteçler genetik anlamda açık değildir. Bu nedenle son 

yıllarda balıkçılıkta moleküler genetik çalıĢmalar büyük ilgi kazanmıĢtır. Günümüzde bu 

çalıĢmalar temel olarak protein ve DNA olmak üzere iki tür genetik belirteç sistemi 

kullanılarak yapılmaktadır. Protein elektroforezi ile yapılan çalıĢmaların en büyük avantajı 

hızlı, ucuz olması ve çok fazla laboratuar malzemesi gerektirmemesidir. Buna karĢın 

kullanılan örneklerin taze olması zorunluluğu, DNA çalıĢmalarına göre çok sayıda örneğe 

ihtiyaç duyulması ve bu örneklerin genellikle öldürülmesi, en önemlisi bazı populasyon ve 

türlerde DNA çalıĢmalarına göre çok düĢük seviyede polimorfik olması protein 

elektroforez tekniğinin sınırlayıcı özellikleridir. Bu nedenle son dönemlerde çalıĢmaların 

çoğunluğu DNA belirteç sistemleri kullanılarak yapılmaktadır. Son zamanlardaki 

Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) kullanımı özellikle DNA çalıĢmalarına ayrı bir ivme 

kazandırmıĢ olup, 100 yıl veya daha öncesinden saklanmıĢ balık pulu örnekleri ile bile 

çalıĢma imkânı sağlamıĢtır. Ayrıca çok az miktarda ve canlıyı öldürmeden alınan doku 

parçasıyla bile çalıĢma imkânı vermesi önemli bir avantaj sağlamaktadır (Çiftci, 2006). Bu 

günlerde çoğunlukla kullanılan moleküler metotlar arasında mitokondrial DNA (mtDNA) 

dizilimi veya RFLP (KesilmiĢ Parça Uzunluk Polimorfizmi) analizi, minisatellit ve 

mikrosatellit DNA belirteç çalıĢmaları gelmektedir. Bu teknikler uygun laboratuar 

koĢulları oluĢturulduğunda nispeten ucuz ve çok kısa süre içerisinde çok fazla miktarda 

örnek çalıĢılmasına imkân vermektedir. Genetik çalıĢmalarda bu teknikler kullanılarak 

büyük miktarda gen bölgesini izlenebilir, taksonomik seviyede aynı ve farklı türler 

arasında ve içinde hatta bireyler arası ve içinde farklılık seviyesini tahmin edebilir, 

generasyonlar arasındaki allel frekansları değiĢiminden efektif populasyon büyüklüğünü 

tahmin edebilir, kuluçkahanede yetiĢtirilmiĢ balıkların herhangi bir markalamaya gerek 

duymadan hangi anne ve babaya ait olduğunu tespit edebilir, genin kromozom üzerindeki 

yeri yani gen haritasını çıkarabilir, populasyonlar arasındaki göç miktarları yani gen akıĢını 

belirleyebilir, kültürü yapılan tür için anaç seçimi yapılmasında kullanılarak yetiĢtiricilere 

yardım edebilir. Balıkçılık ve yetiĢtiricilikte kullanılan bazı genetik belirteçlerinin avantaj 

ve dezavantajları Tablo 2‟de verilmiĢtir. Omurgasız hayvanlarda ve diğer canlılarda 
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genetik varyasyonun belirlenmesinde kullanılan moleküler teknikler aĢağıda tek tek ele 

alınmıĢtır (Çiftçi, 2006). 

 

Tablo 2. Balıkçılık ve yetiĢtiricilikte kullanılan bazı genetik belirteçlerinin avantaj ve 

dezavantajları (Beaumont ve Hoare, 2003). 

 

  DNA sekansı RFLP VNTR RADP AFLP Allozim 

Pedigree veya ana, 

babanın tahmini 
+ + +++ + + ++ 

Tür içi 

populasyonlar 
+ +++ +++ ++ ++ +++ 

Cins veya tür 

seviyesi iliĢkiler 
+++ ++ + ++ ++ +++ 

QTL - - ++ +++ +++ + 

Maliyet Y M Y M Y D/M 

Doku isteği A N D D D M 

Kodominant veya 

dominant veri 
- B K B B K 

Nötral D D E D D H 
 

+++: Yüksek oranda bilgi  verici, ++: Bilgi verici, +: Çok az bilgi verici, -: Uygun değil, Yüksek, M: 

Makul, ılımlı, A:  Az, D: DeğiĢken, K: Kodominant, B: BaĢat, E: Evet, H: Hayır 

 

1.7.1. Protein elektroforezi 

Ġlk uygulanabilir genetik belirteç sistemi 1960‟lı yıllarda geliĢtirilen protein 

elektroforezi olmuĢtur (Buth, 1990). Bu teknik sayesinde yapısal gen lokuslarında 

varyasyon olup olmadığı belirlenir. Protein kodlayan lokusların ürünleri elektrik yükü ve 

büyüklük gibi yapısal özelliklerine bağlı olarak ayrıĢır. Bu yalnızca spesifik protein 

kodlayan genlerin araĢtırılmasında değil ayrıca her bir lokusta farklı allellerin 

frekanslarının tespitinde de yardımcı olur (Markert ve Moller, 1959; Çiftci 2006). 

Transferin ve hemoglobin gibi enzimatik olmayan proteinleri kullanan çalıĢmaların 

yanında, enzimler incelenen proteinlerin en yaygın formudur. Enzimlerin biyokimyasal 

reaksiyon verdiği maddeyi içeren farklı histokimyasal boyaların kullanımıyla, lokusların 

ayrı olarak incelenmesi mümkündür. Ġki farklı Ģekilde veri elde edilir. Ġzozimler, 

fonksiyonel olarak enzimin benzer formlarıdır, farklı lokuslar tarafından üretilir (Çiftci, 

2006). 

Allozimlerin veya izozimlerin ayrımı lokusta allelik varyasyon tarafından üretilen 

farklı proteinlerdir. Ġzozimler genellikle dokuya özeldir, hücrenin spesifik kısmında ve 

yalnızca geliĢimin spesifik safhasında ifade edilebilir. Allozime dayalı allel frekansları 
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zamansal ve alansal indislerin hesaplanmasında ve populasyonların tanımlanmasında 

kullanılabilir. Zaman içinde allel frekanslarındaki değiĢim gen difüzyonu veya 

balıklandırmanın etkisinin tahmininde kullanılabilir. Ayrıca heterozigotluğun lokal olarak 

yok olması populasyon içindeki varyasyonun azalmasının göstergesidir (Çiftci, 2006). 

YaklaĢık yirmi yıldır genetikçiler farklı türlerde populasyon düzeyinde genetik 

farklılıkları karakterize edebilmek için protein elektroforezlerini ana araç olarak 

kullanmaktadırlar. Bu teknik ilk baĢlarda insanlarda kan gruplarının tetkikinde 

kullanılmıĢtır. Fakat daha sonra diğer türlerde de uyarlanmıĢtır. Nispeten ucuz olması, çok 

az özel geliĢtirilmiĢ aletlere ihtiyaç duyması, geniĢ çapta ve hızlı bir iĢleme sahip olması ve 

genom içerisinde yayılmıĢ ve birbirinden ayrı lokusların eĢzamanlı olarak izlenmesine 

imkan tanıması bu tekniği genetik çalıĢmalarda avantajlı kılmaktadır. Birçok çalıĢmada 

stoklar arasındaki protein allel frekansları arasındaki farklılıkların belirlenmesi, gen akıĢı 

ve genetik mesafenin hesaplanmasının kullanımıyla makro ve mikro coğrafik populasyon 

yapılaĢmasının araĢtırılmasında protein elektroforezlerini yararlı bir belirteç haline 

getirmiĢtir (Çiftci, 2006).  

Bütün bunlarla birlikte allozim çalıĢmalarının bazı dezavantajları da söz konusudur. 

Yeni bir allel yalnızca nukleotid diziliminde meydana gelecek değiĢikliklerle birlikte 

oluĢacak amino asit değiĢiklikleriyle molekülün elektroforetik hareketliliğindeki değiĢim 

yoluyla yeni bir allel polimorfik olarak tespit edilebilir. Yalnızca 64 kodonun 20 tane 

amino asiti kodlaması ve amino asitlerin her birinin değiĢimi elektrik yükünde değiĢiklik 

meydana getirmemesi ve yalnızca nükleotidlerin % 30‟nun değiĢiminin ancak 

elektroforetik olarak tespit edilmesi sınırlayıcı etkenlerdendir. Teorik olarak DNA ile 

yapılan çalıĢmalar proteine göre daha polimorfiktirler. Allozim elektroforezlerinin 

kullanımı genomun yalnız belirli bir kısmındaki değiĢikliklerini belirlemekle sınırlıdır. 

Kullanılan doku tipleri (Kas, ciğer, göz, kalp gibi) genellikle örnek toplarken canlının 

öldürülmesini gerektirmektedir. Ayrıca örneklerin saklanması bir aya kadar -20 °C‟de, 

daha uzun süreler için -70 °C‟de olmalıdır (Çiftci, 2006). 

 

1.7.2. DNA belirteçleri ve gelişimi 

Son zamanlarda moleküler biyolojideki yeni tekniklerin geliĢimi DNA‟daki 

varyasyonun incelenmesini mümkün kılmaktadır. Genomun bir parçası olan kodlanmayan 

kısımlardaki varyasyonun doğrudan incelenmesiyle, tüm baz değiĢiklikleri tespit edilebilir. 

DNA elementleri genel olarak farklı oranlarda evrimleĢtiğinden (örnek olarak 
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mitokondriyal genler yapısal nükleer genlere oranla daha hızlı evrimleĢmektedir ve ayrıca 

tekrar gösteren DNA tekrar göstermeyenlere göre daha hızlı değiĢim gösterir), ya 

filogenetik ya da populasyon seviyesi araĢtırmalar için uygun belirteç seçimi mümkündür. 

Ġsoenzim çalıĢmaları için gerekli dokunun alınmasında canlının öldürülmesi 

gerekmektedir. Özellikle yok olma tehdidi altındaki türlerle yapılan çalıĢmalarda bu durum 

bu yöntemi sınırlamaktadır. Bunun aksine DNA, canlıyı öldürmeksizin alınan küçük parça 

dokudan elde edilebilir. Ayrıca DNA uzun süreli saklamaya uygundur ve hatta uzun 

süredir fikse edilmiĢ dokulardan da elde edilebilir (Çiftci, 2006). DNA belirteçleri tarihi 

geliĢimlerine göre ele alınırsa; 

 

1.7.2.1. RFLP: Kesilmiş Parça Uzunluk Polimorfizmi 

KesilmiĢ (restriksiyon) Parça Uzunluk Polimorfizmi tekniği geniĢ ölçüde türler ve 

populasyonlarının genetik yapılarının belirlenmesinde ve morfolojik olarak benzer 

özelliklere sahip türlerin ayrılmasında en çok baĢvurulan tekniklerden biridir. Ayrıca bu 

teknik türler arasındaki filogenetik iliĢkinin belirlenmesinde de yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Kesici enzimlerin 1960 ve 1970‟li yılların baĢında tanımlanması 

DNA‟nın kullanımını mümkün kılan anahtar keĢif olmuĢtur. Çoğu bakteri türünde kesici-

modifikasyon sistemleri bulunmaktadır ve hücre içine yabancı DNA‟ların giriĢine karĢı 

savunma mekanizması oluĢturur. Bunlar iki bileĢene sahiptir; ilki kesici endonükleaz olup, 

kısa ve simetrik DNA nükleotit dizilimini tanırlar ve DNA‟nın ikili iplikçiğini tanıdıkları 

bölgeden keserler (hidrolize ederler). Böylece yabancı DNA nispeten küçük parçacıklara 

ayrılır. Sistemin ikinci bileĢeni “metilaz‟‟ dır ki bu da hücresel DNA‟nın tanınan 

bölgesinde bulunan C ve A nükleotitlerine metil grubunu ilave eder. Bu modifikasyon, 

endonükleaz enzimlerine karĢı DNA‟nın direnç göstermesine yardımcı olur. Çoğu DNA 

genetik analizinin ana ilkesi değiĢik fragment parçaları vermesi için DNA‟nın enzimler 

yardımıyla kesilmesine dayanmıĢtır. Kesici enzimler genellikle 4-6 bp‟den oluĢan spesifik 

olarak tanıdığı yerlerden DNA‟yı keser. Örneğin; KpnI enziminin tanıma dizisi, 

GGTAC^C‟dir ve DNA üzerinde aynı dizilerin olduğu bir DNA zincirine rastladığında ok 

iĢaretinin olduğu bölgeden DNA‟yı keser. Enzim muamelesi sonucu oluĢan parçalar, Jel 

elektroforezi yoluyla jel üzerinde birbirinden ayrıĢtırılabilir. Sonrasında karakteristik 

yapılar ethidium bromid boyama yoluyla, parçacıkların uç kısımlarının florasan veya 

radyoaktif olarak boyanması veya ilgilenilen DNA sekansının radyoaktif olarak 

iĢaretlenmiĢ prob hibridizasyonu yoluyla görüntülemek mümkündür. Bu parçalar 
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arasındaki fark, yer değiĢtirme veya mutasyon sonucu, DNA üzerinde tanınma bölgesinin 

kazanılması veya kaybedilmesi sonucudur (Turan, 2002). RFLP tekniği ile canlılar 

arasındaki genetik farklılığın tespiti ġekil 5‟te Ģematik olarak gösterilmiĢtir. Çoğu RFLP 

çalıĢması mitokondri veya kloroplast gibi ekstra nükleer organel DNA‟sını kullanır.  

 

ġekil 5. RFLP tekniği ile canlılar arasındaki genetik farklılığın tespiti (Turan, 2002). 

 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) tekniğinin geliĢimi mtDNA RFLP analiz 

yönteminin kullanım alanını geniĢletmiĢtir. Bazların kısa dizilimlerinden oluĢan primerler 

arttırılmak istenen DNA bölgesinin iki ucundaki dizilere homolog olarak dizayn edilir. 

Genomik DNA denatürasyona tabi tutulur ve primerler istenilen bölgenin kopyasını 

çıkarmak üzere tanıdığı bölgelere iliĢir. Tek iplikçikli DNA‟nın polimerizasyonunu 

sağlayacak enzimin ortamda bulunmasıyla genomik DNA‟da istenilen bölge üzerinde 

primer sekansı uzamaya baĢlar, böylece istenilen bölgenin kopya sayısı ikiye katlanmıĢ 

olur. Boyama yöntemiyle direk olarak görüntülemeye yetecek DNA elde edilene kadar bu 

döngüler katlanarak devam ettirilir. Farklı türlerden çıkarılmıĢ veya birbirinden uzak 
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türlerde bile çalıĢan üniversal PZR primerlerinin kullanımı, çalıĢılacak tür için yeniden 

primer dizayn edilmesi iĢlemini ortadan kaldırır. Örnek olarak korunmuĢ mtDNA bölgesini 

arttıran primerler memeliler, kuĢlar, sürüngenler, böcekler ve salmonidler gibi balıkların 

benzer bölgelerini baĢarılı bir Ģekilde arttırdığı bulunmuĢtur (Kocher ve ark., 1989). 

ÇalıĢılacak bölgenin küçük olmasından dolayı bu teknik parçalanmıĢ DNA‟lar üzerinde de 

kullanıma uygundur. Uzun süreden beri saklanan örnekler üzerinde de istenilen mtDNA 

bölgesi baĢarılı bir Ģekilde çoğaltılmıĢtır. Populasyon genetiği çalıĢmalarında mtDNA‟yı 

çok bilgi verici yapan karakteristikler, aynı zamanda onun kullanılırlığını da sınırlar. 

DüĢük seviyede değiĢkenlik gösteren nükleer genlerin görüntülenmesi evolusyonun yavaĢ 

olan hızına karĢı gelebilir. Familyaya has gerçekleĢen özel ölüm durumu, tüm 

populasyonda oransız olarak çeĢitliliğin büyük oranda azalmasına neden olabilir. 

 

1.7.2.2. RAPD: Rastgele Çoğaltılmış Polimorfik DNA 

Adından da anlaĢılacağı gibi bu metot bilinmeyen DNA parçalarının PZR ile 

çoğaltılması ile ilgilidir. Ayrıca AP-PZR (Arbitrarily Primed Polimeraz Zincir Reaksiyon) 

ve DAF (DNA Amplification Fingerprinting) gibi iki metot daha bulunmaktadır. Gerçekte 

bu üç metot çalıĢma prensibi olarak aynı ve birbirlerinin varyasyonlarıdır. Bu metotların 

üçünde de temel prensip PZR‟nin tek primerle kullanımına dayanır. RAPDs ve AP-PZR 

arasındaki temel fark PZR amplifikasyonunda kullanılan primerin nükleotit uzunluğudur. 

AP-PZR tekniğinde 15-25 bp‟lik primer kullanılırken RAPDs de 10-12 bp‟lik primerler 

kullanılır. DAF tekniğinde ise 5-10 bp‟lik primer kullanılır ve diğerlerine göre daha fazla 

DNA parçasının amplifikasyonu sağlanır. AP-PZR ayrıca PZR kondisyonu bakımından da 

diğerlerinden farklılık gösterir. Kullanılan bu teknikler basit ve ucuz oldukları için çok 

tercih edilmektedirler ve çoğunlukla taksonominik çalıĢmalarda, gen akıĢının analizinde, 

hibrit çalıĢmalarında ve karıĢık genom örneklerinin analizinde yaygın olarak 

kullanılmaktadırlar. Kısa primerlerin ve düĢük “annealing” sıcaklıklarının kullanımı 

genom içine tesadüfi dağılmıĢ çeĢitli kısımların fazla miktarda amplifikasyonunu sağlar. 

Fertler arasındaki nükleotit dizilimi farkından oluĢan polimorfizm, RAPD bantlarının olup 

olmayıĢlarına göre belirlenir. RAPDs dominant genetik belirteç olarak kabul edilir ve gen 

haritası çıkarılması çalıĢmalarında bu hesaba katılır. Bu üç teknik için asıl sorun oluĢan 

bant yapısının kullanılan DNA‟nın kalitesine, PZR sıcaklık profiline ve reaksiyon 

kondisyonuna bağlı olarak hassasiyet göstermesidir. Hatta bazı araĢtırmacılara göre RAPD 

parmakizi yapısının, kullanılan polimeraz enziminin tipine göre de farklılık gösterdiği 
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rapor edilmiĢtir. Yukarıda sözü edilen parametrelerin hepsi kontrol altına alınsa bile bu 

teknikler için bir diğer dezavantaj homozigotluk ve heterozigotluğun tespit edilememesidir. 

Son olarak RAPD‟lerin mutasyon oranı hakkında Ģu ana kadar herhangi bir çalıĢmaya 

rastlanmamıĢtır (Çiftci, 2006). 

 

1.7.2.3. Satellit DNA belirteçleri 

Çok hücrelilerde sıralı tekrar gösteren nukleotid dizilimlerinin bulunduğu 1968 

yılında yapılan çalıĢmalarla ortaya çıkarılmıĢtır. Bu nükleotit dizilimleri kompleks 

ökaryotik genomunun sezyum klorür santrifüjü ile belirlenmiĢ ve orijinal olarak satellit 

bantlar diye tanımlanmıĢlardır. Bu Ģekilde yapılan bir santrifüj iĢleminden sonra DNA‟nın 

G-C içeriğine bağlı olarak genomik DNA bu Ģekilde bir yapı göstermektedir. Satellit 

DNA‟ların analizi sonucunda bunların çoğunlukla sıralı tekrar eden nükleotit 

dizilimlerinden meydana geldiği ortaya konulmuĢtur (Çiftci, 2006). 

Satellitler minisatellit ve mikrosatellit olarak ikiye ayrılırlar. Minisatellitlerin 

oluĢturduğu tekrar dizilimleri genellikle 9-64 bp‟lik motiflerden oluĢmakta ve 0.1 ile 7 

kb‟a kadar ulaĢabilmektedir. Bunlar ayrıca VNTR (Variable Number of Tandem Repeat) 

olarak da bilinmektedir. Mikrosatellitler ise genellikle 100-200 bp‟e ulaĢan kısa yapılara 

sahiptir. Tekrar motifleri ise ikili, üçlü, dörtlü veya beĢli Ģekilde olabilir ((CA)n veya 

(AGC)n gibi) (Çiftci, 2006). 

 

1.7.2.4. Minisatellit DNA belirteçleri 

Nükleer genomda aĢırı farklılık gösteren minisatellit lokusların ortaya çıkarılması 

genetik belirteç sistemler içersinde yeni değiĢikliklere neden olmuĢtur. Kodlama yapmayan 

bölgelerin farklılıklarının gözlenmesi yalnızca populasyon ve filogenetik çalıĢmaları değil, 

ayrıca doğal populasyondaki familyaları, akrabalık derecelerini ve fertlerin pozitif olarak 

tanınmasını da mümkün kılmıĢtır. Minisatellit veya VNTR (Variable Number of Tandem 

Repeat) lokusları birkaç yüz tekrara kadar ulaĢan kısa nukleotid dizilimlerine (9-64) 

sahiptir. Minisatellit DNA‟nın genom içindeki varlığı 1980‟li yılların baĢından beri 

bilinmekle birlikte, bu yalnızca insan minisatellit probunun izolasyonuyla gerçekleĢmiĢtir 

(Jeffreys ve ark., 1985). Multi lokus problar birden fazla lokusta bulunan sıralı tekrar 

içeren nukleotid dizilimlerinin merkezinin hibridizasyonunda kullanılmaktadır. Tekrar 

sayılarındaki farklılıkların eĢit olmayan kromatid değiĢikliğinden ve replikasyon sırasında 

DNA kaymasından meydana geldiği düĢünülmektedir (Jeffreys ve ark., 1990). DüĢük iyon 
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konsantrasyon Ģartlarında problar istenilen nükleotit dizilimlerinin bulunduğu çok fazla 

sayıda lokusa hibridize olur ve DNA parmakizini oluĢturur (Çiftci, 2006). En iyi bilinen 

insan minisatellit probları 33.6 ve 33.15, ökaryotların çoğunun DNA‟sını hibridize ettiği 

tespit edilmiĢtir. Bunlar ve bunun gibi multilokus problar (MLP) geniĢ bir alana yayılmıĢ 

Ģekilde bitki, kuĢ ve hayvan türlerinde populasyon çalıĢmalarında kullanılmaktadır (Burke 

ve Bruford, 1987; Hanotte ve ark., 1991; Hauser ve ark., 1992). Polimorfizm, çalıĢılan 

bölgelerde tekrar gösteren nükleotit diziliminin sayısında meydana gelen, eĢit olmayan 

parça değiĢiminden ve DNA replikasyonu sırasında DNA kaymasından dolayı olur. 

Multilokus polimorfik belirteçler genetik çalıĢmalarda geniĢ bir yere sahip olmalarına 

rağmen çok fazla sayıda bant oluĢması nedeniyle heterozigotluğun veya homozigotluğun 

tespitinin mümkün olmaması ve aynı lokustan gelen bantların veya farklı lokuslardan 

benzer büyüklükteki DNA parçalarının jel üzerinde aynı Ģekilde yer değiĢtirmesi genetik 

hesaplamalarda belirsizlikler yaratır, böylece allel ve genotip frekansları 

hesaplanamamaktadır. Bu mevcut istatistiki analizlerin kullanımını olanaksız kılmaktadır 

(Lynch, 1991). Tek lokus parmakizi veya profil çıkarma yöntemi bu problemlerin 

üstesinden gelmektedir ve potansiyel olarak populasyon genetiği çalıĢmaları için çok 

uygundur. EĢ zamanlı olarak çok fazla lokusun merkez sekansının hibridize edilmesinin 

dıĢında yüksek iyon konsantrasyon Ģartlarında, lokus spesifik problar tek lokus veya 

minisatellit bölgenin tekrar göstermeyen uç kısımlarına hibridize olurlar. Bireyler aynı 

miktarda sıralı tekrar ile ya homozigottur ya da farklı sayıda sıralı tekrar ile iki farklı bant 

üreterek heterozigot olurlar (Çiftci, 2006). Multilokus DNA parmakizi problarının aksine 

tek lokus probu yeter miktarda sekans benzerliğine sahip olabilmek için yakın iliĢkili 

organizmadan veya çalıĢılan türün kendisinden izole edilmelidir (Wong ve ark., 1987). Bu 

türden genomik kütüphane oluĢturulmasını ve klondan uygun probun izolasyonunu 

gerektirir. Bu uzun süreli protokol baĢlangıçta insan üzerine yapılan çalıĢmalarla sınırlıydı. 

Fakat son zamanlarda yaĢanan moleküler protokollerdeki geliĢmeler diğer canlılar üzerinde 

de bu çalıĢmaları mümkün kılmıĢtır ve tek lokus minisatellit lokus varyasyonu bir çok 

türde çalıĢılmıĢtır (Bruford ve Burke, 1991; Gilbert ve ark., 1991; May ve ark., 1993). Tek 

lokus minisatellit verileri izozim verilerinde olduğu gibi aynı yolla değerlendirilebilir ve 

gen akıĢı, genetik mesafe ve heterozigotluğun ölçülmesi gibi iĢlemler yapılabilir. Son 

zamanlarda rapor edilen çoğu çalıĢmadan minisatellit lokusta çok fazla sayıda 20 veya 

üzeri allel gözlenmiĢtir. Populasyon çalıĢmaları için tek lokus minisatellitlerinin nötr 

genetik belirteç olarak kullanımlarına ilaveten, akrabalık derecesinin belirlenmesi 
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çalıĢmalarında ve birey tanımlanmasında tek lokus minisatellit kombinasyonlarının 

kullanılması mümkündür (Çiftci, 2006). 

DNA parmakizi çalıĢmalarından elde edilen sonuçlar izozim çalıĢmalarından elde 

edilen sonuçlarla örtüĢmektedir. Parmakizi sonuçlarından elde edilen genetik uzaklık 

değeri (Nei, 1972) izozim çalıĢmalarından elde edilen sonuçlara göre daha büyük olmasına 

rağmen, morflar arası gen akıĢının ölçümü karĢılaĢtırılabilir (Çiftci, 2006). 

 

1.7.2.5. Mikrosatellit DNA belirteçleri 

Mikrosatellitler ökaryotik genoma geniĢ bir Ģekilde yayılmıĢ ve bol olarak bulunurlar 

fakat bunun aksine minisatellitler, kromozomların telomerik ve sentromerik bölgelerinde 

toplanma eğilimdedirler. Bu bilgilerin ıĢığı altında, mikrosatellit DNA çok farklı Ģekillerde 

isimlendirilmiĢtir: STRs (Simple Sequence, Short Tandem Repeats), SSRs (Simple 

Sequence Repeats). Bunların hepsi mikrosatellit terimine ek olarak yaygın kullanılan 

isimlendirmelerdir. Ayrıca SSLPs (Single Sequence Lenght Polymorphism) mini ve 

mikrosatellit lokuslar için birlikte kullanılmaktadır (Çiftci, 2006). Mikrosatellitler çalıĢılan 

çoğu lokusta tekrar bölgesinin sayısında çok farklılıklar göstermesinden dolayı genetiğin 

birçok alanında moleküler belirteç olarak önem arz etmektedir. Bu güne kadar mikrosatellit 

varyasyonunun en geliĢmiĢ çalıĢmaları lokusun tipi ve bilgilendirme derecesi, nükleotit 

diziliminin boyu ve tekrarlanan nükleotitler arası iliĢkilerin araĢtırılması ile yapılmaktadır. 

Mikrosatellitler, kusursuz, kusurlu ve bileĢik motif olarak üç gruba ayrılmıĢlardır. Burada 

mikrosatellitin nükleotit diziliminde ana motifi bozan nükleotitlerin bulunması onun 

kusurlu dizilim gösterdiği anlamındadır. Ayrıca eğer birbiriyle bitiĢik iki farklı motif 

bulunuyorsa bu da bileĢik motif olarak isimlendirilir. Bu tekrarlar arasında her türlü 

kombinasyon mümkündür. Ana motif içerisinde meydana gelen bozukluklar tekrar 

sıralarını korumaktadırlar ve kusursuz motiflere göre bu Ģekildeki bozuk motifler daha az 

varyasyon gösterir. Ayrıca uzun tekrarların daha polimorfik olmaları beklenir (Çiftci, 

2006). Mikrosatellit tekrarların bulunduğu genom bölgelerindeki genetik varyasyonlar 

genellikle DNA kayması sonucunda meydana gelir.  

Mikrosatellit lokuslardaki mutasyonların, DNA replikasyonu sırasında, tekrarın 

bulunduğu kısımda yanlıĢ eĢleĢme veya bir tekrarın atlanması sonucunda meydana geldiği 

düĢünülmektedir. Diğer bir deyiĢle replikasyon sırasında DNA‟nın iki iplikçiğindeki tekrar 

kısmı beklenmedik bir eĢleme yapabilir ve daha sonra bunun tamiri mikrosatellit lokusun 

uzaması veya kısalması ile sonuçlanır. En yaygın değiĢim yalnızca tek bir tekrar ünitesinin 



20 

 

kaybı veya fazladan oluĢması ile olur. Populasyon içi varyasyonun belirlenmesinde en 

önemli unsur mutasyon oranıdır. Bu oranın mikrosatellit lokuslarda 10
-3

 ile 10
-4

 arasında 

değiĢtiği tahmin edilmektedir (Goldstein ve ark., 1995). Tekrar bölgelerinin her iki 

tarafında bulunan bölgeler flanking (uç) bölgesi olarak isimlendirilir ve buralarda meydana 

gelecek mutasyonlar çok önemlidir. Çünkü buralar primerlerin bağlanma noktalarıdır ve 

null allel oluĢumuna neden olur. Null alleller allozim ve minisatellit çalıĢmalarında çok iyi 

bilinmesine rağmen mikrosatellit lokuslarda da görülmektedir. Primer bölgelerinde 

meydana gelen nükleotit eklenmeleri veya çıkmaları (insertion ve deletion) mikrosatellit 

allellerin amplifike olmamasına neden olacaktır. Birçok canlı ve bitki türünde (pirinç, 

tavĢan. fare, arı ve kuĢ gibi) yapılan çalıĢmalarda mikrosatellitlerin yüksek seviyeli 

polimorfizim gösterdiği rapor edilmiĢtir (Çiftci, 2006). Mikrosatellit lokuslar kodominant 

belirteçlerdir, yani heterozigotlar homozigotlardan ayırt edilebilir ve PZR (Polimeraz 

Zincir Reaksiyon) kullanımı ve allellerin jel üzerine seperasyonunun yapılmasıyla tüm 

genetik bilgilere ulaĢmak mümkündür. Mikrosatellitler ayrıca evolusyonla ilgili 

çalıĢmalarda, kriminolojik çalıĢmalarda, fertlerin akrabalık seviyelerinin ve ana ve 

babalarının belirlenmesinde, genomdaki genlerin haritalarının çıkarılmasında, 

populasyonun genetik parametrelerinin (gen akıĢı ve etkili populasyon büyüklüğü gibi) 

tahmini ve populasyon farklılıklarının belirlenmesi gibi çalıĢmalarda yoğun bir Ģekilde 

kullanılmaktadır (Queller ve ark., 1993). Bunun nedeni mikrosatellitlerin genomda yoğun 

bir Ģekilde dağılmıĢ olmaları ve iĢlemlerinin kolay ve otomatik bir Ģekilde yapılabilmesidir. 

Canlıların genomunda yoğun olarak bulunan mikrosatellitlerin, son yapılan çalıĢmalara 

göre türlere bağlı olarak farklı frekanslarda farklı motiflere sahip oldukları tespit edilmiĢtir. 

Ġki nükleotitli tekrarlar dikkate alındığında (CA/GT)n nükleotit tekrarı memelilerin 

genomunda yaygın olarak bulunmaktadır. Bu tip tekrar memeli genomunda her bir 50-150 

kb‟de bir olmaktadır.  

Son zamanlarda bilim adamları üç nükleotitli mikrosatellitler üzerine yoğunlaĢmıĢtır 

çünkü üçlü nükleotit dizilimlerin insanlarda görülen hastalıklarla iliĢkili olduğu tespit 

edilmiĢtir. Örnek olarak Fragile X, Myotonic Dystrophy ve Huntington Chorea 

hastalıklarının temel nedeni üç nükleotitli mikrosatellitlerdir. Üçlü nükleotitler hastalıkla 

bağıntılı olarak büyük bir uzunluğa ulaĢmasına rağmen ikili nükleotitler kadar da 

polimorfiktirler. Mikrosatellitler farklı genetik çalıĢmaları için çok güçlü tek lokus genetik 

belirteç olarak kabul edilmiĢ olmasına rağmen, allellerin PZR amplifikasyonu için türe has 

primer geliĢtirilmesi çok pahalı çalıĢmalar gerektirmektedir. Bir diğer önemli dezavantaj 
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ise alleller denatüre olmuĢ poliakrilamid jel üzerinde ayrıĢtırıldığı zaman genellikle 

merdiven veya gölge Ģeklinde bantlar oluĢturmaktadırlar. Bu istenmeyen bantların, 

amplifikasyon ürünlerinin denatürasyonunun tamamlanmamıĢ olmasından veya PZR 

aĢamasında oluĢan yanlıĢ eĢleĢmelerden dolayı olduğu düĢünülmektedir. Bu durum 

allellerin okunması esnasında genellikle problem yaratmaktadır. Fakat bunun yanında üç 

veya dört nükleotitli mikrosatellitlerde bu durum pek görülmez. Son dezavantaj ise 

önceden de bahsedildiği gibi null allellerin oluĢmasıdır (Çiftci, 2006). 

  

1.7.2.6. SNP: Tek Nükleotit Polimorfizmi 

 Son yıllardaki DNA dizileme tekniğindeki geliĢimler DNA dizi analizini 

populasyonların filogenetik geçmiĢlerinin çıkarılmasında önemli yaklaĢımlar arasına 

sokmuĢtur (Hillis ve ark., 1990). Bu tekniğin ana cazibesi canlının çözümlenmiĢ temel 

birimi olan nükleotitleri içermesidir. Filogenetik ve sistematik çalıĢmalarda nükleotit 

dizilerinin kullanımı homolog dizilerin karĢılaĢtırılmasını mümkün kılar. Nükleik asit dizi 

bilgileri artarak düzenli bir Ģekilde çeĢitli bilgi bankalarında (Genbank, Avrupa Moleküler 

Biyoloji Laboratuarı) toplanmaktadır. Fakat toplanan bu sekans çalıĢmalarının çoğu tıbbi 

veya ticari olarak önemli türler üzerine yapılmaktadır. Böylece üzerinde çalıĢılan 

organizmalar için karĢılaĢtırma amaçlı bu dizi bilgilerine ulaĢmak mümkündür ve teknik 

bilgi gerektiren sekans çalıĢmaları için fazladan zaman ve para harcamaya gerek yoktur. 

Çok fazla örnek gerektiren coğrafik varyasyon, üreme stratejisi, heterozigotluk tahmini ve 

hibriditasyon gibi çalıĢmalar için dizi analizi dıĢındaki diğer metotlar tercih edilir. DNA 

sekansının kullanımındaki sınırlama yalnız baĢına sekans değildir. Dizi analizi yapılacak 

gen bölgesinin de buna ilave edilmesi gerekir. GeçmiĢte bu iĢlem gen klonlama aĢamasını 

gerektirmekteydi. Bunun yanında PZR tekniğindeki son geliĢimler rekombinant DNA 

teknolojisine gerek kalmadan spesifik gen bölgesinin yükseltgenmesini mümkün kılmıĢtır. 

BaĢlangıç araĢtırmaları nispeten küçük ve yoğun olarak çalıĢılan mitokondriyal genomun 

elde edilmesi ve dizisinin alınması üzerine yoğunluk kazanmıĢtır. Çok fazla sayıda 

laboratuarın nükleotit dizi bilgisi toplaması ve metotdaki otomasyonla birlikte yaĢanan 

devamlı geliĢmeler bu teknolojiyi rutin hale getirmiĢtir (Hillis ve ark., 1990) 
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1.8. Mitokondriyal DNA 

Çoğu kez hücrenin güç santrali olarak düĢünülen mitokondriler, solunum olarak 

bilinen kimyasal tepkimelerin meydana geldiği bölgelerdir. Mitokondri hücre solunumu ve 

diğer fonksiyonlar için hayati olan genleri içeren kendi DNA‟sına sahiptir. Hücrenin 

DNA‟sından fiziksel olarak ayrılmıĢtır. Yani nükleusun dıĢında bulunur. Populasyon 

çalıĢmalarında mtDNA‟nın tercih edilmesi için çok sayıda faktör bulunmaktadır. Ufak bir 

moleküldür, yaklaĢık olarak 16-17 kb büyüklüğündedir ve genomun %1‟den daha küçük 

olduğu hesaplanmıĢtır (Davidson ve ark., 1989) ve saf olarak izole edilmesi nispeten 

kolaydır. Yüksek omurgalılarda, kalıtım yalnızca maternal yolla yani anneden olur 

(parental sızıntı veya uzunluk farklılıklarından dolayı bazı türlerde nadiren heteroplazmi 

olabilir). Rekombinasyonun olmaması filogenetik çalıĢmalar için (Avise ve ark., 1990; 

Harrison, 1989; Moritz ve ark., 1987), veya ortama aĢılanan populasyonların etkisinin 

ortaya çıkarılması için (Ferris ve Berg, 1987; Gyllensten, 1985) mtDNA‟yı önemli 

kılmaktadır. Cinsiyet oranını eĢit kabul edildiğinde etkili populasyon büyüklüğü nükleer 

genlerin 1/4‟üdür ve bu durum mtDNA varyasyonunu, yakın zamanlardaki populasyon 

olayları ve genetik varyasyondaki azalma gibi olaylara karĢı hassas kılar. Populasyonlar 

arası mitokondriyal farklılığın ölçümü yalnızca etkili diĢi bireylerin gen akıĢının ölçümünü 

sağlar. Göç eden erkek bireylerin populasyonların mitokondriyal gen havuzuna katkısı 

olmaz. 

Baz değiĢiminin yüksek seviyede olmasından dolayı mitokondriyal genom, kodlanan 

nükleer DNA ile karĢılaĢtırıldığında yüksek evolüsyon oranına sahiptir (Meyer, 1993). 

Mitokondriyal genomun farklı bölgeleri farklı oranda değiĢim gösterdiğinden, çalıĢma 

tipine bağlı olarak analiz için diziye hedeflenmek mümkündür. Örnek olarak, birkaç türde 

ND ve sitokrom b protein kodlayan genlerde populasyonlar arası varyasyon bulunmuĢtur 

(Park ve Moran, 1994). Kerevitlerde ise sitokrom oksidaz geni varyasyonun tespitinde 

kullanılmıĢtır (Trontelj ve ark., 2005). Mitokondriyal RNA genleri transfer ve ribozomal 

olmak üzere yüksek oranda farklılık gösterdiği bulunmuĢtur ve kendi nükleer eĢlerinden 

100 kat daha hızlı evrimleĢirler (Meyer, 1993).  
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ġekil 6. Hayvan Mitokondriyal Genomu (Wilhelm ve ark., 2003) 

 

Hayvan mtDNA‟sı 22 tRNA, 2 rRNA, 13 elektron transferi ve oksidatif 

fosforilasyonda görev yapan ve 13 mRNA‟yı kodlayan toplam 37 genden oluĢan kapalı 

halkasal bir moleküldür (Wallace, 1986); (ġekil 6). YaklaĢık 1 kb uzunluğunda olan 

kontrol bölgesi replikasyonun baĢladığı bölgedir. Mitokonriyal DNA‟da genlerin düzeni 

genellikle sabittir; ancak gen organizasyonu bazı hayvan taksonlarını ayırabilir (Desjardins 

ve Morais, 1990).  

Nükleer genomun aksine, hayvanların mitokondriyal genomu çok etkindir. Nadiren 

dublikasyon veya kodlanmayan sekans içerirler. Mitokondriyal protein kodlayan genler 

intron içermez ve genler genellikle 10 bazdan daha az olarak ayrıĢırlar. Ġki gen, aralarında 

genler arası ayırıcı bulunmadan bitiĢik olabilir ve bazı durumlarda bir kaç baz üst üste 

çakıĢabilir. Transfer RNA genleri ve protein kodlayan genler önemli derecede çakıĢabilir 

(Clary ve Wolstenholme, 1985).  

Farklı mtDNA genleri, farklı oranlarda evrimleĢtikleri için, genellikle yapılan 

çalıĢmaya ve türe uygun mtDNA geni seçilmektedir. Tatlı su ıstakozları için düĢünülecek 

olursa, sitokrom oksidaz (Trontelj ve ark, 2005; Soroka, 2008), 12S ve 16S (Largiadér ve 

ark., 2000; Grandjean ve ark., 2000, 2002) genleri kullanılmıĢtır. Mitokondriyal DNA 

genleri birçok tür ve populasyon çalıĢmaları için incelenmiĢ ve bu genlerin tür ve 
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populasyonlar arasındaki farklılıkların tespitinde oldukça baĢarılı sonuçlar verdikleri rapor 

edilmiĢtir. 

 

1.9. Çalışmanın Amacı 

Türkiye‟de dağılım gösteren kerevit türlerinin farklılıklarının moleküler olarak 

belirlenmesinin yanında bu güne kadar morfolojik veya biyo-ekolojik özellikleri göz önüne 

alınarak tanımlanan tür veya alt türlerin ayrımında kullanılabilecek moleküler bir belirtecin 

ortaya çıkarılmaya amaçlanmıĢtır. 

 

1.10. Önceki Çalışmalar 

Ülkemizde dağılım gösteren tatlı su ıstakozları hakkında ülkemizde yapılmıĢ genetik 

çalıĢmaya rastlanılmamıĢtır. ÇalıĢmalar genellikle morfolojik, meristik, ekolojik veya 

diagnostik karakterlere dayanmaktadır. Bununla birlikte dünya genelinde yapılan bilimsel 

çalıĢmalar aĢağıda özetlenmiĢtir. 

Soroka, (2008) PZR-RFLP metodunu kullanarak, Astacus astacus, Pacifastacus 

leniusculus, Orconectes limosus ve Astacus leptodactylus türlerine ait 4 kerevit taksonunu 

birbirinden moleküler olarak ayırmıĢtır. Mitokondriyal DNA‟daki sitokrom oksidaz 

geninin 730 bp‟lik kısmı çoğaltıldıktan sonra 5 adet restriksiyon endonükleaz enzimi ile 

reaksiyona tabi tutulmuĢ ve bu enzimlerden biri olan AluI enzimi ile 4 türde de farklı 

kesim noktası tespit edilmiĢ ve 4 farklı morf gözlenmiĢtir. 

Trontelj ve ark., (2005) mitokondriyal sitokrom oksidaz geninin dizi analizi 

aracılığıyla tüm Avrupa‟daki Austropotamobius cinsine ait türlerin filogenetik ve 

filocoğrafik iliĢkilerini ortaya koymuĢtur. En yaygın iki tür olan Austropotamobius pallipes 

ve Austropotamobius torrentium‟un monofiletik ve benzer genetik çeĢitlilik değerine sahip 

olduğu belirlenmiĢtir. Austropotamobius pallipes en yüksek çeĢitlilik değerine muhtemelen 

yayılımın birincil merkezini oluĢturan Istra bölgesinde ulaĢmıĢtır. Austropotamobius 

torrentium için genetik çeĢitlilik merkezi Balkan Yarımadası olarak belirlenmiĢtir. 

Yayılımın üç ana peryodu belirlenmiĢtir. Ana soygruplarının ve türlerin çeĢitliliği için geç 

Miocene/erken Pliocene, Aplerin güneyindeki populasyonlar içindeki çeĢitlilik için 

Pleistocene ve Kuzey ve Batı Alplerden geniĢlemesi için ise Geç Pleistocene olarak ortaya 

çıkarılmıĢtır. Ayrıca Türkiye‟den Austropotamobius torrentium türüne ait bireyler ilk defa 

kayıt altına alınmıĢtır. 
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Largiadér ve ark., (2000) genetik olarak farklı 5 Austropotamobius pallipes grubunun 

mitokondriyal 16S ve 12S genlerinin PZR-RFLP ve sekans analizinin yanı sıra nükleer 

allozim belirteçlerinin birleĢik analizini yapmıĢtır. Lineageler içinde düĢük seviyede 

varyasyon belirlenmiĢtir. Bazı populasyonlarda bu iki belirtecin kombinasyonu doğal ve 

yapay orjinlerinin yakınlıkları hakkında ek bilgiler vermiĢtir. Austropotamobius pallipes ve 

Austropotamobius berndhauseri arasında Geneva gölü bölgesinde hibrit zon belirlenmiĢtir. 

BeĢ evrimsel soyun mozaik dağılımı yerel populasyonlar seviyesinde koruma 

faaliyetlerinin gerçekleĢtirilmesi gerekliliğini ortaya koymuĢtur. 

Gouin ve ark., (2003) Ġrlanda‟ daki Austropotamobius pallipes türünün orjinini ve 

kolonizasyonunu belirlemek için mtDNA RFLP ve RAPD yöntemini kullanmıĢtır. Ġki 

belirtecin kombinasyonu yapılmıĢtır. Tüm mitokondriyal DNA kullanılarak yapılan RFLP 

analizinde, Ġrlanda populasyonları içinde ve arasında bir polimorfizmin olmadığı 

belirlenmiĢtir. Ġrlanda RFLP haplotipleri Batı Fransa populasyonlarıyla aynı olmasına 

karĢın, Ġngiliz populasyonlarından farklılık göstermektedir. Bu sonuç insan aracılığıyla 

Batı Fransa populasyonlarından Ġrlandaya kerevit getirilmesiyle açıklanabilir. RAPD 

analizi Ġrlanda populasyonları içinde güneyden kuzeye doğru genetik çeĢitlilikte azalma 

göstermektedir.  

Crandall ve ark., (2000) dünya üzerindeki 520‟den fazla türü olduğu bilinen tatlı 

kerevit familyalarının filogenetik durumunu ortaya koymak amacıyla nükleer 18S, 28S ve 

mitokondriyal 16S genlerinin dizi analizini yapmıĢtır. Sonuç olarak kerevitlerin 

monofiletik olduğu ve kerevitlerle pençeli ıstakozlar arasında kardeĢ grup iliĢkisi olduğu 

belirlenmiĢtir. Ayrıca Astacoidea ve Parastacoidea süperfamilyalarının da monofiletik 

olduğu ortaya konmuĢtur. 

Grandjean ve ark., (1997) Ġngiltere ve Galler‟de koruma programları baĢlamadan 

önce türü tehlike altında olan Austropotamobius pallipes pallipes populasyonları hakkında 

bilgi edinmek için mtDNA RFLP metodunu kullanmıĢtır.  AraĢtırmada kullanılan 12 

restriksiyon endonükleaz enzimi Ġngiltere populasyonlarında 3 haplotip ortaya çıkarmıĢtır. 

Coğrafik olarak uzak populasyonlar arasında düĢük genetik varyasyon belirlenmiĢtir. 

Üstelik Ġngiliz populasyonlarında bulunan en yaygın haplotipe benzer bir haplotip Fransız 

populasyonları için de belirlenmiĢtir. Buna ilaveten Ġngiliz populasyonunda nadir bulunan 

haplotiplerden birisi Fransız populasyonları için yaygın olduğu ortaya konmuĢtur.  
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2. YAPILAN ÇALIŞMALAR 

  

2.1. Örneklerin Toplanması 

 Örneklemeler Türkiye‟de dağılım gösteren kerevit türleri ve alt türlerini temsil 

edecek Ģekilde yapılmıĢtır. Astacus leptodactylus leptodactylus alt türünün mevcut olduğu 

iki farklı populasyondan, Astacus leptodactylus salinus alt türünün bulunduğu iki 

populasyondan ve Austropatamobius torrentium türüne ait bir lokasyondan örneklemeler 

yapılmıĢtır. Örneklemeler Astacus leptodactylus salinus alt türüne ait bireylerin bulunduğu 

Manyas (Balıkesir) ve Eğirdir göllerinden (Isparta); Astacus leptodactylus leptodactylus 

türüne ait bireylerin bulunduğu Ġznik (Bursa) ve Terkos (Ġstanbul) göllerinden; 

Austropotamobius torrentium türüne ait bireyler ise Kırklareli sınırları içerisinden geçen 

Velika deresinden yapılmıĢtır (ġekil 7). Materyaller canlı ya da dondurulmuĢ halde 

ivedilikle laboratuvara intikal ettirilmiĢtir. Örnekler fikse edilinceye kadar -20 
0
C‟de 

tutulmuĢlardır.  Materyallerden DNA izolasyonu yapmak amacıyla abdomen kısmından 

belli bir miktar kas dokusu makas ve pens aracılığıyla alınmıĢ ve % 70‟lik etanolde DNA 

izolasyonu yapılıncaya kadar saklanmıĢtır (ġekil 8).  

 

ġekil 7. Örnekleme yapılan bölgeler  



27 

 

 

ġekil 8. Kerevitlerin abdomeninden kas dokusunun alınması 

 

2.2. DNA izolasyonu 

 Örneklerin genomik DNA izolasyonları %70‟lik etanolde tutulan kerevitlerin kas 

dokusundan yapılmıĢtır. Toplam DNA izolasyonu Promega Wizard® Genomic DNA 

Purification Kiti aracılığıyla yapılmıĢtır. Ġzolasyon protokolü üretici firma talimatlarına 

göre yapılmıĢtır. Ġzolasyon aĢamaları aĢağıda belirtilmiĢtir.   

1. Etanolde muhafaza edilmiĢ olan kas dokusundan 10-20 mg veya 1,5 cm
3 

kadar 

alınıp 1,5 ml‟lik santrifüj tüpüne konulmuĢtur. 

2. Örnek baĢına 500 µl Nuclei Lizis solusyonu ve 120 µl EDTA (pH=8) solusyonu 

karıĢtırılıp buza konulmuĢ ve donma sınırına gelinceye kadar yaklaĢık 15 dakika 

beklenmiĢtir.  

3. Nuclei Lizis ve EDTA karıĢımından 600 µl alınıp örneklerin olduğu santrifüj 

tüpüne konulmuĢtur. 

4. Tüpe 20 mg/ml konsantrasyonundaki Proteinaz K‟ dan 20 µl eklenmiĢtir. 

5. Isıtmalı çalkalayıcı (Thermo shaker) cihazında 55 
0
C‟ de ve 550 rpm „de doku 

tamamen parçalanıncaya kadar (yaklaĢık 3 saat) inkübe edilmiĢtir.   

6. 3 µl RNase solusyonu eklenip tüpün iyice karıĢması için 2-5 defa tersyüz edilip 

15-30 dakika 37 
0
C „de inkübe edilmiĢtir.  

7. Ġnkübasyondan sonra karıĢımın oda sıcaklığına inmesi için 5 dakika 

bekletilmiĢtir.  

8. Oda sıcaklığındaki örneğe 200 µl protein presipitation solusyonu eklenip yüksek 

hızda 20 saniye vortekslendikten sonra 5 dakika için buza konulmuĢtur.  
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9. 4 dakika 16000 rpm‟ de santrifüj yapılmıĢtır. (Bu aĢamada çökmüĢ protein küçük 

beyaz bir pellet halinde görünmektedir).  

10. DNA içeren süpernatant dikkatlice alınarak 600 µl izopropanol konulmuĢ olan 

mikrosantrifüj tüpüne aktarılmıĢtır.  

11. DNA‟ nın beyaz iplikçikli yapısı görününceye kadar nazikçe tersyüz etmek 

suretiyle karıĢtırılmıĢtır.  

12. 16000 rpm‟de 1 dakika santrifüj edilmiĢtir. Bu aĢamadan sonra DNA küçük 

beyaz bir pellet olarak görünmektedir.  

13. Süpernatant dikkatlice dökülerek 600 µl etanol eklenir. DNA‟nın iyice yıkanması 

için tüp birkaç defa alt-üst edilmiĢtir.  

14. 16000 rpm‟ de 1 dakika santrüj edilir ve etanol mikropipet yardımıyla dikkatlice 

alınır. Etanolü tamamen ortamdan uzaklaĢtırmak için 37 
0
C deki etüve tüpler ters 

çevrili halde 10-20 dakika bekletilmiĢtir.  

15. Etanol tamamen uzaklaĢtıktan sonra 100 µl DNA Rehidrasyon solusyonu eklenip 

65 
0
C‟de 1 saat inkübasyona bırakılır. Solusyonun iyice karıĢması için periyodik 

olarak tüp nazikçe çalkalanmıĢtır.  

16. Kısa süreli muhafaza için 2-8 
0
C‟de, uzun süreli muhafazada ise -20 

0
C‟de 

tutulmuĢtur. 

 

2.3. DNA Kalite ve Miktarının Belirlenmesi 

2.3.1. Agaroz jel elektroforezi ile toplam DNA’nın varlığının kontrolü 

Ġzole edilen toplam genomik DNA % 0,8‟lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol 

edilmiĢtir. % 0,8 agaroz jel elektroforezi hazırlamak için 0,56 g agaroz ve 70 ml 1X TAE 

tamponu erlenmayerde iyice karıĢtırıldıktan sonra mikrodalga fırında kaynatılmıĢtır. 

Soğumaya baĢladıktan hemen sonra 3 µl EtBr (10 mg/ml) konulmuĢtur. Döküm sıcaklığına 

soğutulan agaroz elektroforez küveti içine dökülmüĢtür. Daha sonra taraklar yerleĢtirilerek 

soğumaya bırakılmıĢtır. Donduktan sonra jel üzerindeki taraklar çıkarılarak örnek 

yüklemeye hazır hale getirilmiĢtir. Her bir kuyucuğa 7 µl örnek ve 1 µl yükleme tamponu 

konulmuĢ ve 90 V „da 30 dakika yürütülmüĢtür. 
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2.3.2. Spektrofotometre ile DNA miktar ve kalitesinin belirlenmesi 

DNA örneklerinin konsantrasyonu ve saflığının tahmini UV/visible spektrofotometre 

(BIO-RAD, The SmartSpec Plus) kullanılarak, 260 ve 280 nm dalga boyunda 

absorbansının okunmasıyla tahmin edilmiĢtir. 260 nm dalga boyundaki absorbans (OD) 

değeri nükleik asitlerin her ikisinin (DNA ve RNA) hesaplanmasını sağlar. 280 nm dalga 

boyu ise örnekteki protein miktarını belirler. 260 nm ve 280 nm okumaları arasındaki oran 

ile izole edilen nükleik asitin saflığı tahmin edilmiĢtir. Saf olan DNA için OD260/OD280 

oranı 1,8–2,0 arasındadır. Eğer protein kontaminasyonu varsa bu oran 1,8‟den küçüktür 

(Çiftçi, 2006).  

 Bu iĢlem için izole edilen DNA numuneleri 1:50 oranında sulandırılarak ölçüm 

yapılır. Örneklerin konsantrasyonu aĢağıdaki formüle göre hesaplanır.  

 DNA konsantrasyonu (g/ml) =  OD260 x 50 (dilüsyon faktörü) x 50 g/ml (çift 

iplikçikli DNA için dönüĢtürme faktörü) 

OD260 = 260 nm‟ deki absorbans değeri 

 

2.4. PZR Uygulamaları 

 Mitokondriyal genlerden biri olan sitokrom oksidaz (COI) geninin 1. alt ünitesinin 

650-700 nükleotitlik kısmının Polimeraz Zincir Reaksiyonu vasıtasıyla amplifikasyonunu 

sağlamak amacıyla Folmer ve ark. (1994) tarafından dizayn edilen universal primerler 

kullanılmıĢtır. KullanılmıĢ olan primer çiftlerinin nükleotit dizisi Tablo 3‟de verilmiĢtir.  

 

Tablo 3. mtDNA sitokrom oksidaz geni üniversal primerleri 

LCO1490 5‟- GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG- 3‟ 

HCO2198 5'- TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA- 3‟ 

 

 Mitokondriyal DNA‟nın sitokrom oksidaz geninin 1. alt ünitesinin çoğaltılması 

amacıyla PZR karıĢımında, Promega firmasının ürettiği GoTaq Flexi Taq DNA Polimeraz 

enzimi kullanılmıĢtır. PZR karıĢımındaki kimyasalların konsantrasyonları ve miktarları 

Tablo 4‟de verilmiĢtir. 
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Tablo 4. PZR karıĢımındaki kimyasalların konsantrasyonları ve miktarları 

Kimyasallar Konsantrasyon Miktarı (l) 

10X PZR tamponu   10 

dNTP karıĢımı 10 mM 2 

MgCl2 25 mM 5 

Primer KarıĢımı 40 mM 1 

Taq DNA polimeraz 5 u/l 0,25 

Kalıp DNA 50 mM (ng/ml) 5 

dH2O  26,75 

Toplam  50 

  

 Polimeraz Zincir Reaksiyonunu gerçekleĢtirmek için Techne marka gradient 

özellikli PZR cihazı kullanılmıĢtır. PZR optimizasyonunu sağlamak ve primerlerin 

yapıĢma sıcaklığını belirlemek için Tablo 5‟de verilen gradient PZR döngü koĢulları 

kullanılmıĢtır. Gradient PZR da 54 
0
C ve 15 gradientte (46-61 

0
C) kolonlardaki yapıĢma 

sıcaklıkları Tablo 6‟da verilmiĢtir. 

 

Tablo 5. Gradient PZR döngü koĢulları 

 Sıcaklık (
0
C) Zaman Döngü Sayısı 

Ġlk Ayrılma 94   3 dk 1 

Ayrılma  94  45 sn 

35 YapıĢma 46-61  45sn 

Uzama 72  1 dk 

Son Uzama 72  5 dk 1 

 4  ∞  
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Tablo 6. Gradient PZR‟da 54 
0
C ve 15 gradientte kolonlardaki yapıĢma sıcaklıkları 

Kolon no Sıcaklık (
0
C) 

1 46,7 

2 47,8 

3 49,7 

4 52,2 

5 54,7 

6 57,2 

7 59,1 

8 60,4 

  

 Gradient PZR sonuçları değerlendirilerek en iyi amplifikasyonun 2. ve 3. 

kolonlarda olduğu belirlenmiĢtir. Bu sonuca dayanılarak primerlerin yapıĢma sıcaklığı 48 

0
C olarak kullanılmıĢtır. 

 Mitokondriyal DNA‟nın sitokrom oksidaz geninin 1. alt ünitesinin yaklaĢık 700 

bp‟lik kısmını çoğaltmak için gerekli olan yapıĢma sıcaklığı belirlendikten sonra Tablo 

7‟deki döngü koĢulları kullanılarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

Tablo 7. PZR döngü koĢulları 

 Sıcaklık (
0
C) Zaman  Döngü Sayısı 

Ġlk Ayrılma 94  3 dk 1 

Ayrılma  94 45 sn 

35 YapıĢma 48 45 sn 

Uzama 72 1 dk 

Son Uzama 72 5 dk 1 

 4 ∞  

 

2.5. PZR Ürününün Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrolü 

PZR ürününün kontrolünde % 1‟lik agaroz jelde 90 V 40 dk yürütelerek kontrol 

edilmiĢtir. 
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2.6. PZR-RFLP Uygulamaları 

 RFLP uygulamasında kullanılan kesim enzimleri, tanıma bölgeleri ve inkübasyon 

sıcaklıkları Tablo 8‟de verilmiĢtir.  

 

Tablo 8. Kullanılan kesim enzimleri, tanıma bölgeleri ve inkübasyon sıcaklıkları  

Sıra No Kesim Enzimi Tanıma Bölgesi 
İnkübasyon 

sıcaklığı (
0
C) 

1 FspBI C^ TAG 37 

2 SspI AAT ^ ATT 37 

3 Xbal T^CTAGA 37 

4 Tru1I T^TAA 37 

5 TaqI T^ CGA 65 

6 RsaI GT^AC 37 

7 HinfI G^ANTC 37 

8 EcoRI G^AATTC 37 

9 BcnI CC^SGG 37 

10 BsuRI G G^C C 37 

11 Kpn I GGTAC^C 37 

12 Bam HI G^GATCC 37 

13 Xhol C^TCGAG 37 

14 Hind III A^AGCTT 37 

15 Mls l TGG^CCA 37 

16 XcmI CCANNNNN^NNNNTGG 37 

17 BsrGI T^GTACA 37 

18 NdeI CA^TATG 37 

 

 PZR ürününün Restriksiyon Endonükleaz (Kesici Enzim) ile muamelesinde 

kullanılan reaksiyon Ģarları Tablo 9‟da verilmiĢtir. 

 

Tablo 9. Kesim uygulamasında (RFLP) kullanılan bileĢenler ve miktarları 

Bileşen Miktarı (µl) 

Kesim Enzimi (10.000 u/l) 1 

Tampon 1,3 

PZR ürünü 1,5 

dH2O 9,2 

Toplam 13 
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Toplam karıĢım hazırlandıktan sonra vorteksle karıĢtırılır ve mikrosantrifüj ile santrifüj 

edilir. Sonrasında restriksiyon endonükleaz enzimleriyle reaksiyona tabi tutulan PZR 

ürünleri uygun sıcaklıkta yaklaĢık 10 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. 

  

2.6.1. RFLP sonuçlarının agaroz jel elektroforezinde kontrolü 

RFLP sonuçlarının kontrolünde; KpnI ve RsaI enzimi için % 2‟ lik, kullanılan diğer 

enzimler için ise % 1,5 lik agaroz jeli kullanılmıĢtır. Jelin her iki ucundaki kuyucuklara 

DNA iĢaretleyiciden (marker) 5‟er µl ve 1 µl 6X yükleme tamponu yüklenmiĢtir. Her bir 

örneğe ait olan RFLP ürününün tamamı (13 µl) 1 µl 6X yükleme tamponu ile karıĢtırılarak 

kuyucuklara yüklenmiĢtir. %1,5 lik agaroz jeli 90 V da 40 dakika; % 2‟lik agaroz jeli ise 

70 V da 3 saat yürütülmüĢtür. 

 

2.6.2. Agaroz jel sonuçlarının nükleotit dizisi sonuçları ile doğrulanması 

PZR ürününün kesici enzimlerle kesildikten sonra agaroz jel elektroforezinde EtBr 

ile görüntülenmesinden elde edilen sonuçların doğrulanması amacıyla ilk olarak PZR 

ürünlerinin nükleotit dizilemesi yurtdıĢında ticari bir firmaya yaptırılmıĢtır. Kullanılan 

kesim enzimlerinin, PZR ürününün nükleotit dizisi üzerinde kesim bölgesi olup olmadığını 

veya varsa kaç tane olduğunu belirlemek amacıyla online eriĢim sağlanabilen NEB cutter 

(Vincze ve ark., 2003) programı kullanılmıĢtır (ġekil 9).  

 

 

ġekil 9. Kesim enzimlerinin nükleotit dizisi üzerindeki kesim noktaları (URL-2) 



34 

 

3. BULGULAR 

3.1. Toplam DNA İzolasyonuna İlişkin Bulgular 

 Kerevitlerden izole edilen toplam DNA‟nın kalitesi ve varlığı % 0,8‟lik agaroz jel 

elektroforezinde kontrol edilmiĢtir (ġekil 10). 

 

 

ġekil 10. DNA izolasyonunun % 0,8‟lik agaroz jel elektroforezinde kontrolü (1. Astacus 

leptodactylus salinus (Manyas); 2. A. l. salinus (Eğirdir) 3. Austropotamobius torrentium 

(Velika Deresi); 4. A. leptodactylus leptodactylus (Ġznik) 5. A. l.  leptodactylus  (Terkos)) 

 DNA izolasyonunun kontrolü, saflığının ve konsantrasyonunun belirlenmesi 

amacıyla spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boyunda yapılan ölçümler sonucunda 

belirlenmiĢtir. Elde edilen veriler Tablo 10‟da verilmiĢtir. 

          1                2                3               4                5 
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Tablo 10. Ġzole edilen toplam DNA‟ların spektrofotometrik ölçüm değerleri 

 Örnekler   260 nm 280 nm 260/280 Konsantrasyon(µg/ml) 

Manyas1 

1.Tekerrür 0,132 0,075 1,7630 329,773 

2.Tekerrür 0.130 0.070 1,8667 325,8136 

Ortalama 0,131 0,0725 1,81485 327,7933 

Manyas2 

1.Tekerrür 0.109 0.061 1,7910 273.4588 

2.Tekerrür 0.112 0.064 1,7561 281.0175 

Ortalama 0,1105 0,0625 1,77355 277,2381 

Manyas3 

1.Tekerrür 0.131 0,075 1,7451 327,5087 

2.Tekerrür 0,134 0,073 1,8492 335,4545 

Ortalama 0,1325 0,074 1,79715 331,4816 

Eğirdir1 

1.Tekerrür 0,146 0,077 1,8918 364,2998 

2.Tekerrür 0,15 0,084 1,7863 376,0446 

Ortalama 0,148 0,0805 1,8395 370,1722 

Eğirdir2 

1.Tekerrür 0,12 0,068 1,7725 300,6556 

2.Tekerrür 0,121 0,068 1,7868 302,4933 

Ortalama 0,1205 0,068 1,77965 301,57445 

Eğirdir3 

1.Tekerrür 0,081 0,045 1,8029 203,5353 

2.Tekerrür 0,085 0,046 1,8465 213,6562 

Ortalama 0,083 0,0455 1,8247 208,59575 

Velika1 

1.Tekerrür 0,123 0,064 1,9135 306,7846 

2.Tekerrür 0,128 0,064 1,9967 320,7439 

Ortalama 0,1255 0,064 1,9551 313,76425 

Velika2 

1.Tekerrür 0,126 0,07 1,8055 315,1386 

2.Tekerrür 0,128 0,073 1,7651 320,7439 

Ortalama 0,127 0,0715 1,7853 317,94125 

Velika3 

1.Tekerrür 0,084 0,049 1,7325 210,9028 

2.Tekerrür 0,088 0,05 1,7538 220,0701 

Ortalama 0,086 0,0495 1,74315 215,48645 

Ġznik1 

1.Tekerrür 0,113 0,063 1,812 283,6527 

2.Tekerrür 0,117 0,067 1,7461 292,7283 

Ortalama 0,115 0,065 1,77905 288,1905 

Ġznik2 

1.Tekerrür 0,157 0,087 1,8106 393,5702 

2.Tekerrür 0,153 0,084 1,8355 383,2851 

Ortalama 0,155 0,0855 1,82305 388,42765 

Ġznik3 

1.Tekerrür 0,137 0,074 1,8541 342,1379 

2.Tekerrür 0,133 0,076 1,7545 331,3816 

Ortalama 0,135 0,075 1,8043 336,75975 

Terkos1 

1.Tekerrür 0,139 0,074 1,8646 346,532 

2.Tekerrür 0,134 0,072 1,878 336,2233 

Ortalama 0,1365 0,073 1,8713 341,37765 

Terkos2 

1.Tekerrür 0,115 0,065 1,7659 287,2522 

2.Tekerrür 0,119 0,063 1,8778 297,1041 

Ortalama 0,117 0,064 1,82185 292,17815 

Terkos3 

1.Tekerrür 0,09 0,048 1,8957 226,123 

2.Tekerrür 0,089 0,046 1,9233 221,7692 

Ortalama 0,0895 0,047 1,9095 223,9461 
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3.2. PZR Uygulamalarına İlişkin Bulgular 

 Ülkemizde bulunan kerevit türlerinin mtDNA sitokrom oksidaz geninin 1. alt 

ünitesinin yaklaĢık 700 bç‟lik kısmı PZR vasıtasıyla çoğaltılmıĢtır. Elde edilen PZR 

ürünlerinin agaroz jel elektroforezindeki görüntüsü ġekil 11‟de verilmiĢtir. 

 
 

 

ġekil 11. PZR ürününün % 1‟lik agaroz jel elektroforezinde görünümü (M: 100 bp DNA  

ladder ; 1,2,3 Astacus leptodactylus salinus (Manyas) ; 4,5,6 A. l. salinus (Eğirdir) ; 7,8,9 

Austropotamobius torrentium (Velika  Deresi); 10,11,12 A. leptodactylus leptodactylus 

(Ġznik) 13,14,15 A. l. leptodactylus  (Terkos)) 

 

3.3. RFLP Uygulamalarına İlişkin Bulgular 

PZR aracılığıyla çoğaltılan mtDNA sitokrom oksidaz geninin 1. Alt ünitesinin 650-

700 bç‟lik kısmının restriksiyon endonükleaz enzimleriyle kesime tabi tutulması 

sonucunda; FspBI, Xbal, Tru1I, TaqI, HinfI, EcoRI, BcnI, BsuRI, Bam HI, Xhol, Hind III, 

Mls l, XcmI, BsrGI, NdeI enzimleri hiçbir türün örneklerini kesmemiĢlerdir. Buna karĢın; 

SspI enzimi Austropotamobius torrentium örneklerini 238. baz pozisyonundan kesmiĢ ve 

238 ve 452 bç‟lik iki fragment vermiĢtir. Astacus leptodactylus örneklerinde ise kesim 

bölgesi bulamamıĢtır. SspI enziminin agaroz jel elektroforezindeki görüntüsü ġekil 12‟de 

ve enzimin kesim noktasındaki nükleotit dizisi ise ġekil 13‟te verilmiĢtir. RsaI enzimi 

Austropotamobius torrentium türüne ait örneklerini 340. baz pozisyonundan kesmiĢ ve 340 

bç ve 350 bç‟ lik iki bant vermiĢtir. Astacus leptodactylus türüne ait örnekleri ise 

kesmemiĢtir. RsaI enziminin agaroz jel elektroforezindeki görüntüsü ġekil 14‟te ve 

enzimin kesim noktasındaki nükleotit dizisi ġekil 15‟te verilmiĢtir. KpnI enzimi de 

Austropamobius torrentium türünün örneklerini 352. baz pozisyonundan kesmiĢ ve 352 ve 

1     2    3    4     5    6     7    8    9   10  11  12   13  14  15  M 
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338 bç‟ lik iki bant vermiĢtir. KpnI enziminin agaroz jel elektroforezindeki görüntüsü ġekil 

16‟da ve enzimin kesim noktasındaki nükleotit dizisi ġekil 17‟de verilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 12. SspI enzimi ile reaksiyona tabi tutulmuĢ PZR ürününün % 1,5‟lik agaroz jeldeki 

görüntüsü. (M: 100 bp DNA  ladder ; 1,2,3 Astacus leptodactylus salinus (Manyas) ; 4,5,6 

A. l. salinus (Eğirdir) ; 7,8,9 Austropotamobius torrentium (Velika  Deresi); 10,11,12 A. 

leptodactylus leptodactylus (Ġznik) 13,14,15 A. l. leptodactylus  (Terkos)) 

 

 

5'……..………..……225 TAGTTCCTCTAAT|ATTAGGGGCTCCT……….…………... 3‘           

                                                                     238 

ġekil 13. Austropotamobius torrentium örneklerine ait PZR ürünlerinin SspI kesim enzimi 

tarafından tanınan bölgesinin nükleotit dizisi. (Kırmızı renkle yazılı nükleotitler enzimin 

spesifik tanıma bölgesini göstermektedir.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 M   1    2   3    4    5    6    7   8     9  10  11  12  13  14  15 M 
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ġekil 14. RsaI enzimi ile reaksiyona tabi tutulmuĢ PZR ürününün % 2‟lik agaroz jeldeki 

görüntüsü. (M: 100 bp DNA  ladder ; 1,2,3 Astacus leptodactylus salinus (Manyas) ; 4,5,6 

A. l. salinus (Eğirdir) ; 7,8,9 Austropotamobius torrentium (Velika  Deresi); 10,11,12 A. 

leptodactylus leptodactylus (Ġznik) 13,14,15 A. l. leptodactylus  (Terkos)) 

 

 

5'……………….. 338 AGAGGAGTGGGT  |  ACCGGTTGAACT ………………….... 3‘ 

                                                                       350 
 

ġekil 15. Austropotamobius torrentium örneklerine ait PZR ürünlerinin RsaI kesim enzimi 

tarafından tanınan bölgesinin nükleotit dizisi. (Kırmızı renkle yazılı nükleotitler enzimin 

spesifik kesim bölgesini göstermektedir.) 
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ġekil 16. KpnI enzimi ile reaksiyona tabi tutulmuĢ PZR ürününün % 2‟lik agaroz jeldeki 

görüntüsü. (M: 100 bp DNA  ladder ; 1,2,3 Astacus leptodactylus salinus (Manyas) ; 4,5,6 

A. l. salinus (Eğirdir) ; 7,8,9 Austropotamobius torrentium (Velika  Deresi); 10,11,12 A. 

leptodactylus leptodactylus (Ġznik) 13,14,15 A. l. leptodactylus  (Terkos)) 

 

 

5’…………….…337 GAGAGGAGTGGGTAC | CGGTTGAACTG……………………….3’ 

                                                                          352 

 

ġekil 17. Austropotamobius torrentium örneklerine ait PZR ürünlerinin KpnI kesim enzimi 

tarafından tanınan bölgesinin nükleotit dizisi (Kırmızı renkle yazılı nükleotitler enzimin 

spesifik kesim bölgesini göstermektedir.) 

  

Kullanılan restriksiyon endonükleaz enzimlerinin Türkiye‟de dağılım gösteren tatlı 

su ıstakozu türlerinin mtDNA sitokrom oksidaz geninin 690 bç‟ lik kısmı için meydana 

getirdiği fragmentler Tablo 11‟de verilmiĢtir. 
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Tablo 11. ÇalıĢılan kesim enzimlerinin ortaya çıkardığı fragmentler 

Restriksiyon Endonükleaz Astacus 

leptodactylus 

salinus 

Astacus 

leptodactylus 

leptodactylus 

Austropotamobius 

torrentium 

SspI 690 bp 690 bp 
238 bp 

452 bp 

RsaI 690 bp 690 bp 
340 bp 

350 bp 

KpnI 690 bp 690 bp 
352 bp 

338 bp 
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4. TARTIŞMA 

 

 Bu çalıĢmada ülkemizde dağılım gösteren kerevit türleri ve alt türlerini genetik 

olarak tanımlamak amacıyla örneklenen kerevitlerden yüksek konsantrasyonda ve saflıkta 

toplam DNA elde edilmiĢtir. Mitokondriyal sitokrom oksidaz geninin 1. alt ünitesinin 

yaklaĢık 700 bp‟lik kısmı üniversal primerlerle çoğaltılmıĢtır. On sekiz adet kesim enzimi 

kullanılarak RFLP tekniği ile türlerin tanımlanması amaçlanmıĢ olup üç kesim enzimi 

(SspI, KpnI, RsaI) farklı türlerde farklı tanıma bölgeleri bulmuĢtur ve farklı bant profilleri 

ortaya çıkarmıĢtır.  

 Dünya üzerinde özellikle nadir bulunan ve türü tehdit altında olan çeĢitli kerevit 

türleri bilim insanlarının ilgisini çekmiĢtir ve özellikle son yıllarda genetik araĢtırmalar 

yapılmıĢtır (Busack, 1988; Fevolden ve Hessen, 1989; Grandjean ve Souty-grosset, 1997; 

Grandjean ve ark., 1997; Fetzner ve Crandall, 1999; Krane ve ark., 1999; Schulz, 2000; 

Gouin ve ark., 2000; 2001; 2002; 2003; Schulz ve ark., 2004; 2006; Alaranta ve ark., 2006; 

Soroka, 2008). ÇeĢitli türlerin gen havuzu yanlıĢ restorasyon faaliyetleri yada illegal 

giriĢler nedeniyle geri dönülmez Ģekilde değiĢebileceği için birçok bilim insanı herhangi 

bir koruma veya yenileme programı baĢlatmadan önce kerevit populasyonlarının genetik 

yapısının net olarak belli olması gerektiğini düĢünmektedirler (Fevolden ve ark., 1994; 

Grandjean ve ark., 1997). Koruma ve restorasyon sürecinde, fiziksel geliĢimin her 

aĢamasında türleri kesin olarak tespit etmek çok önemlidir. Moleküler analizler buna doğru 

ve hızlı bir Ģekilde imkan verdiği için önemli ölçüde değer taĢımaktadırlar.  

 ÇeĢitli kerevit türlerine ait ilk genetik araĢtırmalar protein elektroforezi ile 

yapılmıĢtır. Protein elektroforezi kerevitlerin Avrupa populasyonları arasında düĢük 

seviyede varyasyon gösterdiği görülmüĢtür (Busack, 1988; Fevolden ve Hessen, 1989; 

Agerberg, 1990; Fevolden ve ark., 1994). Mitokondriyal DNA ile ilgili çalıĢmalara ise son 

yıllarda baĢlanmıĢtır ve daha yüksek derecede varyasyon gösterdiği için birçok kerevit 

taksonuna baĢarılı Ģekilde uygulanmıĢtır (Crandall ve ark., 1995; Crandall ve Fitzpatric, 

1996; Grandjean ve Souty-Grosset, 1997; Souty-Grosset ve ark., 1997; Fetzner ve 

Crandall, 1999; Grandjean ve ark., 2000).  

 Kerevit türleri üzerine yapılan modern genetik çalıĢmalar, protein elektroforezi 

analizi, mikrosatellit, ITS1 ve ITS2 bölgeleri ve 18S ve 28S rDNA genlerinin sekans 

analizlerini içermektedir (Crandall ve ark., 2000; Gouin ve ark., 2000; Harris ve Crandall, 
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2000; Largiadér ve ark., 2000; Alaranta ve ark., 2006). Mitokondriyal DNA ile iliĢkin 

çalıĢmalar COI, 12S ve 16S genlerinin RFLP analizi ve sekans analizidir (Largiadér ve 

ark., 2000; Gouin ve ark., 2003; Grandjean ve ark., 2000;  2002; Soroka, 2008). 

 Soroka, 2008 PZR-RFLP metodunu kullanarak, Astacus astacus, Pacifastacus 

leniusculus, Orconectes limosus ve Astacus leptodactylus türlerine ait 4 ıstakoz taksonunu 

birbirinden moleküler olarak ayırmıĢtır. Mitokondriyal DNA‟daki sitokrom oksidaz 

geninin 730 bp‟lik kısmı çoğaltıldıktan sonra 5 adet restriksiyon endonükleaz enzimi ile 

reaksiyona tabi tutulmuĢlardır. Bu enzimlerden biri olan AluI enzimi 4 türde de farklı 

kesim noktaları bulmuĢtur ve 4 farklı genotip oluĢturmuĢtur. Soroka, (2008)‟ de kullanılan 

AluI enzimi, Astacus leptodactylus türünü 600 ve 110 bç‟lik iki fragmente ayırırken, 

yaptığımız çalıĢmada AluI enzimi Astacus leptodactylus türünde tanıma bölgesi 

bulamamıĢtır. Bu fark türün farklı populasyonlarda yer alması veya tür içi varyasyon 

olarak açıklanabilir. Ayrıca kullanılan BamHI restriksiyon endonükleaz enzimi, Astacus 

leptodactylus türüne ait bireylerin sitokrom oksidaz geninde kesim noktası bulamamıĢtır, 

bu sonuç yaptığımız çalıĢma ile uyumludur.  

 Bu teknik çeĢitli canlıların dağılımının gözlenmesi ve sistematik olarak tanımlanması 

amacıyla rahatlıkla kullanılabilir. Ayrıca çeĢitli laboratuarlarda sonuçların tekrar 

edilebilirliği göz önünde bulundurularak kolayca yapılabilir (Soroka ve Grygieńczo-

Raźniewska, 2005). 

 Türkiye‟deki doğal göllerde, nehirlerde, baraj ve göletlerde yaygın bir biçimde 

dağılım gösteren ve son yıllarda populasyon yoğunluğunun daha da arttığı öngörülen Türk 

kerevitinin (Astacus leptodactylus) taksonomisi, dağılımı, biyolojisi, morfolojisi ve stok 

yapısı ile ilgili çok sayıda çalıĢma vardır (Geldiay ve KocataĢ, 1970; Erençin ve Köksal, 

1977;  Harlıoğlu ve Türkgülü, 2000; Bolat, 2001; Harlıoğlu ve Holdich, 2001; Harlıoğlu, 

2004). Ancak ülkemizde dağılım gösteren kerevit türlerine iliĢkin moleküler çalıĢma 

yapılmamıĢtır.   

 Bu çalıĢma ile doğal olarak yayılım gösteren tek kerevit türü olma özelliği taĢıyan, 

Astacus leptodactylus leptodactylus ve Astacus leptodactylus salinus olarak isimlendirilen 

iki alt türü bulunan Astacus leptodactylus ile Avrupa kökenli olup ülkemizde son yıllarda 

kaydı verilen ve Türkiye için doğal olmayan tek kerevit türü Austropatamobius torrentium 

arasındaki genetik farklılık PZR-RFLP yöntemiyle ortaya konulmuĢtur. Söz konusu türler 

ve alt türler arasındaki genetiksel farklılığın belirlenmesi ve türlerin moleküler olarak 

tanımlanmasına yönelik çalıĢma yapılmamıĢ olmasından dolayı bu çalıĢma bir ilktir. 
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 Bu çalıĢmada uygulanan teknik tür içindeki herhangi bir bireyde varyasyon 

göstermemiĢ ve bu türler arasındaki genetik farklılığı belirlemek için PZR-RFLP 

tekniğinin geçerliliğini ve kerevit türlerinin tanımlamak için kullanılabileceği 

kanıtlanmıĢtır. 
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5. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

SspI, RsaI ve KpnI Restriksiyon endonükleaz enzimleri Türkiye‟ de kaydı bulunan 

iki farklı tatlı su ıstakozu türü Astacus leptodactylus ve Austropotamobius torrentium‟u 

birbirinden ayırmada moleküler belirteç olarak kullanılabileceği belirlenmiĢtir. SspI enzimi 

Austropotamobius torrentium‟ un sitokrom oksidaz genini tek yerden keserek 238 bç ve 

452 bç‟ lik iki fragment ortaya çıkarmıĢtır. RsaI enzimi 340 ve 350 bç‟lik iki fragment 

oluĢturacak Ģekilde tek yerden kesmiĢtir. Benzer Ģekilde, KpnI enzimi de 352 ve 338 bç 

olmak üzere iki fragment ortaya çıkarmıĢtır. Sözü edilen üç enzim Astacus leptodactylus 

türüne ait bireylerin sitokrom oksidaz geninde tanıma bölgesi bulamamıĢtır.  

 ÇalıĢmada kullanılmıĢ olan diğer 15 restriksiyon endonükleaz enzimleri ise her iki 

türde de herhangi bir kesim noktası bulamamasından dolayı türlerin ayrılmasında 

kullanılamayacağı anlaĢılmıĢtır. Ayrıca, kullanılan restriksiyon endonükleaz enzimleri bazı 

araĢtırmacılar tarafından alt tür olduğu belirtilen Astacus leptodactylus leptodactylus ve 

Astacus leptodactylus salinus’un kesim bölgeleri arasında fark olmaması sebebiyle bu alt 

türleri ayıramamıĢtır. Bu iki alt türün aynı kesim morfuna sahip olması sebebiyle bunların 

farklı alt tür olarak isimlendirilmesine gerek olup olmadığı güvenilirliğin yüksek olduğu 

diğer DNA‟ya dayalı belirteç sistemleri kullanılarak ortaya konulmalıdır. 

Anadolu tatlı su ıstakozunun populasyon yapısını ve taksonomik yapısını daha iyi 

anlayabilmek için yüksek hassasiyete sahip mikrosatellit belirteçler ve ek mtDNA veya 

nüklear gen bölgeleri çalıĢılarak daha fazla bilgi elde edilebilir. Ayrıca, son buzul çağından 

sonra Anadolu‟ya doğal kerevitlerin giriĢi ve yayılımının yanında doğal olmayan 

kerevitlerin bugünkü dağılımına iliĢkin daha sağlıklı hipotezler oluĢturulabilir. 
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