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0z Bu calismada, Ege Denizinde gdzlemlenen ve istilact tiir oldugu diistiniilen bazi istiridye Srnekleriyle, yerli istiridye tiirii olan Ostrea edulis (Linnaeus 1758)
ornekleri arasindaki genetik farkliliklarin tespitinin, RAPD (Rastgele Gogaltilmis Polimorfik DNA)-PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yardimiyla hizli bir sekilde
belirlenmesi amaglanmistir. Bu baglamda, denizlerimizin yaygin tiirii olan Ostrea genusundan morfolojik olarak farkli oldugu gézlenen ve Crassostrea genusuna
ait ozellikler gosteren istiridye bireyleriyle, yerli tiir 8 adet RAPD profili kullanilarak genetik olarak ayirt edilmistir. Galismada toplam 343 bant elde edilmistir.
Polimorfizm orani Crassostrea sp.'ye ait drneklerde daha yiiksek bulunmustur. Ele alinan lokuslardan 6 tanesinin aynim giicii yiiksek cikmistrr. istilaci tiire ait 11,
yerli tire ait 5 adet toplamda 16 adet tlire-6zgi diagnostik bant belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Genetik analiz, RAPD, belirteg, istiridye, istilaci tiir

Abstract: Rapid determination of the genetic differences between some oyster samples observed in the Aegean Sea that were assumed as an invasive species
and domestic oyster (Ostrea edulis, Linnaeus 1758) using RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)- PCR (Polymerase Chain Reaction) markers was aimed
in this study. In this regard, domestic species samples and the other samples collected from Altinoluk coasts which were morphologically different than Ostrea
species and were showing similarities to Crassostrea genus were genetically indetified by using 8 RAPD profiles. Total 343 bands were observed in the study.
Polymorphism rate was found higher in the samples that might belong to Crassostrea genus. 6 of all loci considered in this study were found highly identical for
these species. Total of 16 species-spesific diagnostic bands: 11 bands for the invasive species and 5 bands for the domestic species, were determined.

Keywords: Genetic analysis, RAPD, marker, oyster, alien species

GIRiS

Antartika ve bazi Okyanus adalari harig bitiin diinya deniz
kiyllarinda dagilim gdsteren (Gunter, 1950), yetistiriciligi ve
avelligi  oldukga yodun bir bicimde yapilan Ostreidae
familyasina ait tiirler yiiksek ekonomik neme sahiptir. istiridye
yetistiriciligi alanindaki ilk ¢alismalar 17. yizyilda Japonya'da
baslamistir. Bu familya igerisinde Crassostrea sp. ve O. edulis
yetistiricilik agisindan ticari éneme sahip tirlerin basinda
gelmektedir (L6k, 2000). Tirkiye kiyilarinda en yaygin gérilen
istiridye turdi olan Avrupa istiridyesi (O. edulis) olmakla birlikte
son yillarda Indo-Pasifik kokenli Crassostrea gigas (Pasifik
istiridyesi) tiirinin lldir-Cesme  kiyllarinda varli§i  tespit
edilmistir (Dogan vd., 2007). indo-Pasifik tiirlerin yetistiricilik,
avcilik ve pazarlama agisindan tagidiklari ekonomik katma
degere kargl, dogal populasyonlarin gen havuzunun
korunmasinda tehdit unsuru olusturuyor olmalari takip edilmesi
gereken konularin baginda gelmektedir (Acarli vd., 2015).

indopasifik tiiler Akdeniz’e ticari deniz tasimaciligi,
akuakultir ve dider insan aktiviteleriyle giris yapmaktadir
(Crocetta vd., 2015). Akdeniz faunasi, Atlantik ve Siiveys
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kanalindan gelen istilaci tiirler ile yogun bir etkilesim icindedir.
Cinar vd. (2011) Tirkiye denizlerinde 400 adet istilaci tiiriin
varligini bildirmislerdir ve bunlar iginde yumusakgalar 105 turle
en basta gelmektedir. Ostreidae familyasina ait tlrlerden
Crassostrea virginica, Crassostrea gigas ve Saccostrea
cucullata tirlerinin - Turkiye denizlerindeki varligi  birgok
arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Cinar vd., 2011; Oztiirk vd.,
2014; Acarli vd., 2015).

Dogal populasyonlarin sahip oldugu genetik gesitliligin
tespiti yetistiricilik, i1slah galismalari ve populasyon genetigi
calismalari agisindan dnemlidir. Selektif calismalarin etkin bir
bicimde devam ettirilebilmesi  dodal  populasyonlarin
korunmasina baglidir. Bu sebeple, istilaci tirlerin, genetik
acidan tanimlanmasi, dogal populasyonlarin  genetik
cesitliligine olan etkisinin tespiti, hibritlesme vb. etkilesimlerin
takip edilmesi gerekmektedir. Genetik belirtecler, taksonomik
ve populasyon genetigi calismalarinda, hatta larval asamada
dahi karsilasilan tiir tanimlama sorunlarinin ¢éziimlenmesinde
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yardimci olan dnemli molekiiler elemanlardir (Klinbunga vd.,
2001).

Farkli tirlerin ayriminda morfolojik Glgiimlerin yani sira
molekiiler genetik yontemler etkin bir bicimde kullaniimaktadir.
PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) sayesinde; RAPD, RFLP,
mtDNA ve mikrosatellitler gibi molekler belirtegler yardimiyla
tir ayrimi ve taksonomik ¢alismalar daha kolay ve kesin bir
bicimde ortaya konulabilmektedir. RAPD yontemi ise 6nceden
gen dizisinin bilinmesini gerektirmemesi, kolay ve ucuz bir
yontem olmasi sayesinde bitkisel ve hayvansal drneklerde,
genetik farkliliklarin  ortaya konmasinda yaygin olarak
kullaniimaktadir (ilhak ve Arslan, 2007). RAPD ydntemi kolay
uygulanabilir olmasinin yaninda, ayni zamanda incelenen
organizmanin genomuna ait bir bilgiye Onceden ihtiyag
duyulmamasi nedeniyle de oldukga kullanigh bir yéntemdir
(Williams vd., 1990; David ve Savini, 2011). Bu ydntem
sayesinde ¢ok sayida birey ve ¢ok sayida lokus ayni anda
incelenebilmektedir (Liua ve Cordesb, 2004). Yetistiriciligi
yapilan Pasifik istiridyesi populasyonlarinda genetik uzaklik ve
genetik  cesitliligin  belirlemesinde  RAPD  markerleri
kullaniimaktadir (Aranishi ve Okimoto, 2004; Toro ve Gonzalez,
2009). Taksonomik ve filogenetik galismalarda (Atienzar ve
Jha, 2006; Sleem ve Ali, 2008) ve anag populasyonlari
olusturma galismalarinda; karar vermeyi gliglendirici bir ydntem
olan RAPD’den yararlanmaktadir (Bilgen vd. 2007). Klinbunga
vd. (2001) Crassostrea, Saccostrea ve Striostrea tirlerinin
taksonomik olarak tiire-6zgli olarak tanimlanmasinda RAPD ve
RFLP belirteglerinin kullanilabilecegini géstermislerdir.

RAPD belirteglerinin kullanildigi diger bir alan gida isleme
sektdridir. Ozellikle insan gidasi olarak tiiketime uygun
olmayan ve duyusal testlerle et tlrlini ayirt etmenin mimkiin
olmadigi  durumlarda,  molekller  yontemler  dnemli
yardimeilardir (ilhak ve Arslan, 2007). RAPD teknigi insan
gidasi olarak tiketilen kirmizi et, kanatli eti (Koh vd., 1998) ve
midye eti gibi ekonomik degere sahip olan Uriinlerin genetik
olarak ayirt edilmesinde etkin bir bigimde kullaniimaktadir
(Rego vd., 2002). Ayrica genotoksisite ve karsinogenezis
calismalarinda istiridye, midye gibi gift kabuklu tiirleri, RAPD
yontemiyle biyo-marker olarak kullaniimaktadir (Atienzar ve
Jha. 2006; Farhadi vd. 2011).

Bu galismada 10 adet RAPD primeri yardimiyla, O. edulis
ve Crassostrea genusuna ait oldugu disuntlen érnekler igin
PZR yontemiyle genetik agidan farkliliklar olup olmadidi
incelenmistir. RAPD Urlnlerinin kabuklu tir ayirt etme durumu
degderlendirilmistir.

MATERYAL VE METOT

Arastirma kapsaminda istiridye drnekleri Balikesir-Altinoluk
bélgesinde, 39°33'25.1"K 26°42'12.7"D koordinatlarinda (Sekil
1) 20 metre derinlikten dalarak toplanmistir. Toplanan istiridye
ornekleri icerisinde Turkiye kiyilarinin yaygin tiri olan Ostrea
edulis yaninda Crassostrea genusuna morfolojik olarak
benzeyen bireyler oldugu tespit edilmistir (Sekil 2). Morfolojik
yapilari farklilik gdsteren istiridye bireyleri birbirinden ayrilarak
2 grup olusturulmustur. Toplam 10 adet istiridye érnegi (Sekil

2) -20°C'de dondurulmustur. Addiktdr kasindan alinan
dokulardan (20-40 mg) DNA izolasyonu amaciyla; ticari kit ve
tuz izolasyon (Aljanabi and Martinez, 1997) yéntemleri olmak
{izere iki farkli protokol denenmistir. izole edilen genomik DNA
oérneklerinin, miktar ve safliklari spektrofotometre ile dlgilerek
esit konsantrasyonlara sulandiriimigtir.
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Sekil 1. Omekleme yapilan istasyon
Figure 1. Sampling station

Sekil 2. Crassostrea sp. (A), O. edulis (B)
Figure 2. Crassostrea sp. (A), O. edulis (B)

10 adet 10 bazlik RAPD primeri (Tablo 1) rastgele olarak
tercih edilmistir (Aranishi ve Okimoto, 2004). PZR karigimi
Atienzar vd. (2000)’e gére hazirlanmigtir. Buna gére toplam 15
I olan PCR reaksiyon hacmi; 0,2 ng DNA, 10X Taq tamponu,
2uM primer, 2 mM MgCI2 (50 mM), 0,33 mM dNTPs, 2,5 pg/ul
BSA, 0,08 unit Tag DNA polimeraz (5 U/ul-Geneaid) ve ultra
saf suyla hazirlanmistir. PZR'la DNA’nin ¢ogaltma islemi
sirasinda i¢in baslangig¢ denatlirasyon sicakligi: 95°C'de 5 dak,
bunu takip eden 95°C’de 45 sn, 48°C'de 45 sn ve 74°C’de 1
dak olan 40 dongu ve son bir ddngli 95°C'de 1 dak, 50°C’de 1
dak ve 74°C'de 1 dak olacak sekilde gergeklestirilmistir
(Farhadi vd., 2011). Bitiin primerler igin ayni baglanma
sicakligi (48°C) kullaniimistir. PZR isleminin optimizasyonu
sirasinda, DNA miktarlari; 0.2-0.8 ng/uL olmak Uzere farkli
konsantrasyolarda denenmistir. Ayrica farkli Taq polimeraz ve
MgClz2 (2 mM, 3 mM,4 mM ve 5 mM) miktarlari denenmigtir.
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PZR irinleri, %1.5'luk 0.5X'lik TAE (Tris-EDTA-Asetik Asit,
pH:8) tamponuyla hazirlanan agaroz jelde yiritiimis ve boya
olarak RedSafe (Intron) kullaniimistir. Elektroforez islemi 180
voltta ve yaklasik 2 saat siireyle yapiimistir. Daha sonra jellerin
fotografi UV gorintiileme sistemi (Vilber Lourmat- ECX-F26-M)
yardimiyla cekilerek degerlendirmesi yapilmigtir.

Tablo 1. RAPD primer dizileri
Table 1. Sequences of RAPD primers

Primer Sekans (5- 3)
1 GEN13 ACGGTGCCTG
2 GEN15 GAGATCCGCG
3 GEN19 TGCAGCACCG
4 GEN20 CAGACACGGC
5 GEN23 GTGTAGGGCG
6 GEN24 CGGGTCGATC
7 GEN27 GAGACCTCCG
8 GEN30 TGCACGGACG
9 GEN31 TCCCTGTGCC
10 GEN33 GAGACGTCCC

BULGULAR

Calismada iki farkli DNA izolasyon yéntemi kullanilmigtir.
Ticari kitle yapilan izolasyon sonucu elde edilen 6rneklerde,
Universal tuz izolasyon ydntemine gére nispeten daha az
miktarda DNA elde edilmistir. Uzun siire -20°C’de saklanan
orneklerde tuzla yapilan izolasyon, kite gore daha iyi sonug
vermigtir. PZR igin, MgCl> miktari 2mM ve DNA igin 0.2 ng/uL
olan karigimda ve 48°C baglanma sicakliginda en optimum
sonuglar alinmistir.

ki farkll tir olduju gézlemlenen orneklerde 10 adet
oligonikleotid primeri yardimiyla her bir populasyondan
orneklenen S’er bireye ait bant desenleri analiz edilmigtir.
Galisma sonucunda toplam 343 adet RAPD banti (140-1400
bp) elde edilmistir (Tablo 2). GEN13 (8 bant), GEN19 (5 bant),
GEN20 (9 bant), GEN23 (7 bant), GEN24 (9 bant), GEN27
(7bant), Gen30 (9 bant), GEN33 (10 bant) olmak Uzere
sirasiyla; 50, 28, 48, 37, 51, 43, 41 ve 45 adet RAPD genotipi
elde edilmistir. Crassotrea sp. Orneklerinde, Avrupa
istiridyesine gore daha fazla polimorfizm bulunmustur (Tablo 3).
Her iki tur i¢in de polimorfizm GEN27 ve GEN30 (Sekil 6)
lokuslarinda gértlmastir. GEN19, GEN23, GEN24 ve GEN33
(Sekil 3, 4, 5 ve 7) sadece Crassostrea sp.’de polimorfik bant
desenleri géstermistir. GEN13 ve GEN20 (Sekil 3 ve 4) her iki
tirde ve GEN23, GEN24, GEN33 (Sekil 4, 5 ve 7) ise sadece
0. edulis'te monomorfik bantlar vermistir. GEN15 igin her iki
tirde de yapilan PZR denemeleri sonucunda iriin elde
edilememistir. GEN31'de ise okunabilir net bantlar elde
edilememigtir (Sekil 7).
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Sekil 3. Crassostrea sp. drnekleri (1, 2, 3, 4, 5), O. edulis drnekleri (6,
7,8,9,10), 100 bp Ladder (M)

Figure 3. The samples of Crassostrea sp. (1, 2, 3, 4, 5), The samples
of O. edulis (6, 7, 8, 9, 10), 100 bp Ladder (M)
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Sekil 4. The samples of Crassostrea sp. (1, 2, 3,4, 5
O. edulis drnekleri (6, 7, 8, 9, 10), 100 bp Ladder (M)
Figure 4. The samples of Crassostrea sp. (1, 2, 3, 4, 5), the samples
of O. edulis (6, 7, 8, 9, 10), 100 bp Ladder (M)

), the samples of

$Sekil 5. Crassostrea sp. 6rnekleri (1, 2, 3, 4, 5), O. edulis drnekleri (6,
7,8, 9, 10), 100 bp Ladder (M)

Figure 5. The samples of Crassostrea sp. (1, 2, 3, 4, 5), the samples
of O. edulis (6, 7, 8, 9, 10), 100 bp Ladder (M)

Elde edilen jel gérintiilerine bakildiginda GEN13, GEN19,
GEN20, GEN23, GEN24 ve GEN33 lokuslarinin her iki tiiri
ayirt etmede oldukga net bant desenleri verdigi gortimistur.
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GEN27 ve GEN30 lokuslarinin ayrim glcinin daha duslk
oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 6. Crassostrea sp. 6rnekleri (1, 2, 3, 4, 5), O. edulis drnekleri (6,
7,8,9,10), 100 bp Ladder (M)

Figure 6. The samples of Crassostrea sp. (1, 2, 3, 4, 5), the samples
of O. edulis (6, 7, 8, 9, 10), 100 bp Ladder (M)
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Sekil 7. Crassostrea sp. drnekleri (1, 2, 3, 4, 5), O. edulis 6rnekleri (6,
7,8,9, 10), 100 bp Ladder (M)

Figure 7. The samples of Crassostrea sp. (1, 2, 3, 4, 5), the samples
of O. edulis (6, 7, 8, 9, 10), 100 bp Ladder (M)

GEN13, GEN20, GEN24 ve GEN30 lokuslarinda
Crassostrea sp. igin tlire-spesifik toplam 11 adet bant
belirlenmistir (Tablo 4) (Sekil 3, 4, 5 ve 6). O. edulis igin GEN20
ve GEN24 lokuslarinda toplam 5 adet tiire-6zgii bant elde
edilmistir (Tablo 4) (Sekil 4 ve 5).

Tablo 2. Calisma sonucu ¢ogaltilan bant blyUkIlk ve sayilari
Table 2. Sizes and number of amplified bands on this study

Crassostrea sp. 0. edulis
Primer Bant Bant Araligi Bant Bant Araligi
Sayisi (bp) Sayisi (bp)

GEN13 7 200-790 3 160-310
GEN15 - - - -

GEN19 25 270-960 2 270-460
GEN20 7 250-700 4 180-380
GEN23 57 245-1020 2 245-390
GEN24 3-6 420-800 5 310-1200
GEN27 4-6 260-930 4-5 140-500
GEN30 4-7 160-800 2-4 160-600
GEN33 6-10 200-1400 3 200-370

Tablo 3. Primerlere ait ortalama bant sayilari, polimorfik ve
monomorfik bant oranlari ve polimorfik bant oranlari

Table 3. Average number of bands per primer, numbers of
monomorphic/polymorphic  fragments and the percentage of
polymorphic bands

Tiir Primer Monomorfik Polimorfik
Basina Bant/ Bant (%)
Diisen Ort. Polimorfik Bant
Bant. Sayisi
Crassostrea sp. 271.25 67/151 69.2
0. edulis 15.625 32/93 25.6

Tablo 4. Tiire-6zgii diagnostik belirtecler
Table 4. Species-spesific diagnostic markers

Tiir Primer RAPD belirtegleri (bp)
Crassostrea sp. GEN13 480, 530, 590, 680
GEN20 520, 600, 700
GEN24 420, 600
GEN30 600, 700
0. edulis GEN20 180
GEN24 450, 700, 750, 800
TARTISMA VE SONUC

istiridyelerde tiir ayrimi, tiir igi ve tirler arasi farkliliklarin
molekler markerlerle tespitiyle ilgili diinyada pek ¢ok galisma
yapilmaktadir (Klinbunga vd., 2000; Lam ve Morton, 2003;
Crocetta vd., 2014). Istiridyelerin taksonomik olarak
siniflandirimasinda, sadece morfolojik dlgiimlerle yapilan
tanimlamalar, yetersiz kalmaktadir (David ve Savini, 2011).
istiridyelerin, yiiksek oranda eko-morfolojik varyasyona sahip
olmalarindan dolayi, tir ve alt tir ayrimlarinda genetik
belirteclere ihtiyag duyulmaktadir (Hare ve Avise, 1998).
Tirkiye denizlerinde istilaci istiridye tlrleri yodun olarak
gortlmektedir (Ginar vd., 2011), fakat bu tirlerin molekdler
dizeyde tanimlanmasi ile ilgili alismalar oldukga azdir (Acarli
vd., 2015b; Crocetta vd., 2015). Bu ¢alismada istilaci bir tir ile
yerel tirtin DNA parmak izleri, RAPD belirtegleri kullanilarak
cikartilmis ve karsilastirimistir. RAPD markerleri, ele alinan
tdrtin genomu hakkinda énceden bir bilgi mevcut olmadiginda,
genetik ayirt etmede ilk etapta ele alinabilecek ¢ok kullanisli
belirteclerdendir (Liua ve Cordesb, 2004). Analiz sonuglarina
gbre 11 adet Crassostrea sp. ve 5 adet O. edulis igin tiire-6zgii
diagnostik toplam 16 adet bant tespit edilmistir. Klinbunga vd.
(2000) C. belcheri, C. Iredalei, S. Cucullata ve tanimlanamayan
2 grup Crassostrea sp. ve Saccostrea sp. igin tiire-6zgi
diagnostik 15 adet RAPD banti tespit etmigler ve elde edilen
sonuglara gore bu taksonomideki genetik cesitliligin oldukca
yliksek oldugunu bildirmislerdir. Sleem ve Ali (2008) tatli su gift
kabuklularinda yaptiklari galismada, 13 adet rastgele RAPD
primerinden 5 tanesinin okunabilir (1-3 bant) bantlar verdigini
ve RAPD belirteglerinin filogenetik analizlerde kullanilabilecek
oldukga kullanigh bir yontem oldugunu bildirmisleridir.
Populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik gesitliligin ve
mesafenin hesaplanmasi igin polimorfik belirteclere ihtiyag
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vardir. Aranishi ve Okimoto (2004) Crassostrea gigas’a ait iki
ticari populasyonda genetik mesafeyi RAPD ydntemiyle
arastirmislar ve ele aldiklari 46 primerden 5 tanesini polimorfik
bulmuslardir. Bu galismada ise Crassostrea sp. igin ele alinan
8 primerden 6 tanesi, O. edulis iginse 2 tanesi polimorfik
bulunmustur. Lokal tlrdeki polimorfik bantlarin  distk
bulunmasinin  sebebinin, O. edulis'in dollenme geklinden
kaynaklandidi diisiiniimektedir. Polimorfizm genetik gesitliligin
bir gostergesidir ve tliriin Greme dzelliginden dogrudan etkilenir
(Lapégue vd,. 2008). Bu galisma, sonuglarina gére ileride
yapilacak calismalarin planlanmasinda referans olabilecek
niteliktedir ve tespit edilen polimorfik belirtegler, her iki tiri de
ele alan populasyon genetigi calismalarinda faydali olacaktir.

RAPD calismalarinda MgCl2, DNA konsantrasyonu, primer
baglanma sicakhigi ve dizilisleri, PZR (irlinli elde edilmesini
dogrudan etkilemektedir (Lee ve Chang. 1994). Ayrica RAPD
yonteminin  bir laboratuvarda uygulandigi sekliyle, bagska
laboratuvarlarda tekrar edilebilirliginin nispeten daha disik
olmasi, uygulanan protokolin tekrarlanarak ¢ok iyi standardize
edilmesini gerektirmektedir. RAPD yonteminde karsilasilan
sorunlar agaroz konsantrasyonu arttirilarak veya poliakrilamid
jel sistemleriyle giderilebilinir (Oliveria vd, 2010). Atienzar vd.
(2000) yiksek baglanma sicakhgi ve uygun PZR
konsantrasyonu ile filogenetik olarak farkli gruplardan olan
organizmalari, ayni primerlerle ayirt etmeye yarayan yliksek
kaliteli RAPD profilleri elde edilebilecegini belirtmislerdir. Bu
calismada da PZR igin optimizasyon yapilirken kullanilan DNA
miktari ve MgCI2 azaltiimigtir. Bu sayede verimli bantlar elde
edilmistir.

Tirkiye istiridye ve diger ¢ift kabuklularin yetistiriciligi
agisindan ¢ok avantajli  bir konumda bulunmaktadir.
Sardurdlebilir yetistiricilik ve avcilik galismalari igin Turkiye'deki
denizlerde bulunan dogal populasyonlarin sahip oldugu gen
kaynaklarinin korunmasi gok énemli bir konudur. Diger taraftan
indo-Pasifik tiirler arasinda ticari agidan degerli olan tiirlerin de
yetistiricilik vb. ekonomik agidan degerlendiriimesi s6z
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