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Bazi tiirlerin hem sistematik hemde genetik calhigmalan i¢in baz
molekiller markirlar gelistirilmistir. Bunlar izozim, restriksiyon uzunluk
polimorfizmi (RFLP) ve rastgele c¢ogaltilmis polimeraz DNA polimeraz zincir
reaksiyonu (RAPD-PCR) dur. RAPD-PCR ekonomik olmasi ve genomik bilgiye
ihtiya¢ duyulmamas: nedeniyle genetik polimorfizmin belirlenmesi icgin tercih
edilmistir.

Bu c¢ahsmada Eskisehir, Porsuk Cayr’mn Regiilatér ve Kanhkavak
istasyonlarindan Gammarus pulex ornekleri toplandi. Bu drneklerin DNA’ larimin
19 primerle amplifikasyonu denenmistir. Denenen primerlerden 3 tanesinin verdigi
amplifikasyon sonuclarina gore; Gammarus pulex’de tiir i¢ci polimorfizm oldugu
belirlendi. Bu ¢alisma RAPD-PCR tekniginin tiir ici varyasyonlarin belirlenmesinde
faydal: olabilecegini gosterdi.
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Molecular markers are currently being developed for identification
of some species using isozymes, restriction fragment length polimorphism (RFLP)
and random amplified polymorphic DNA polymerase chain reaction (RAPD-PCR).
RAPD-PCR is economic, less laborious and does not need genetic information.

In this work genetic polymorphism on intraspecies by RAPD-PCR method
was studied. Gammarus pulex was collected from Regulator and Kanhkavak area of
Porsuk River, Eskisehir. Amplification with 19 primers of these samples DNA was
tried with respect to the result of 3 of amplification. As a result of three
amplification intraspecific polymorphism of Gammarus pulex was detected.
According to our study, RAPD-PCR was found to be useful to determine genetic

variation among Gammarus pulex species.
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1. GIRIS

1.1. Gammarus’un Sistematikdeki Yeri

Gammarus cinsi Gammaridae familyasi, Amphipoda ordosu, Malacostraca

altsimfina ait bir Crustacea (Kabuklular)’dir.

1.2. Gammarus’un Sistematik Ozellikleri

Crustacea (Kabuklular) biyiik ¢ogunlugu su igerisinde kiigiik kismi da sucul
ortamlara bagimh olarak yasar. Ozellikle kiigilk kabuklular su igerisindeki
yasamin, besin zinciri bakimindan, ¢ok Onemli bir halkasimi olusturmalan
nedeniyle olduk¢a 6nemlidir. Kabuklular, eklembacakhlarin birincil olarak suda
yasayan tek simmfidir. Karasal ya da yan karasal yasayanlar bu uyum igin ¢ok
buyiikk bir degisiklik gostermezler. Kabuklular iki biiyik gruba aynlirlar:
Entomostraca daha cok kiigiik kabuklulan, Malacostraca ise daha biyik
kabuklular kapsar.

Amphipod ordosu yaklagik tanimlanmig 7000 tir igerir (http-1). Viicutlan
yanlardan basilmugtir. Buyiiklikleri ortalama olarak 2-20 milimetre arasinda
degisir. Genel goriinisleriyle tiknaz yapilidirlar; daha ¢ok tesbihboceklerine
benzerler ( onlardan en 6nemli farklari yanlardan basik olmalan, kalplerinin ve
solungaglarinin abdomende degil gogiste olmasidir ); ¢ogu saydamdir, bazilan
gri, kahverengi, kirmizi, yesil ya da mavimsi yesil renkli olanlar vardir; birkag
planktonik tiiri tamamen saydamdir. Bag, gogsiin ilk 1. ya da 2. (Caprellidae’de)
segmenti ile kaynagmugtir. Sefalotoraksin arkasinda, eklemli olarak birbirine
baglanmig 7 ya da 6 segment bulunur. Karapaks yoktur. Abdomen, gogiisten
belirli bir sekil ve biyiikliik bakimindan aynlmaz. Abdomende, iiyelerinin yapist
ile ilgili olarak, her biri 3 segmentten olugmus iki kissm (metasom, urosom) ayirt
edilir. Telson her zaman son segmentten ayrilir (Demirsoy, 1998).

Amphipodlarin baz tiirlerinde erkek bireylerin tireme olgunluklan gozler ve
antenlerdeki kimyasal reseptorlerin gelismesi ile agiklamr. Bu asamada yiizen

amphipod kendine bir es arar. Ureme siiresince erkek amphipod kendinden daha



kiictik olan disiyi tiyeleriyle yakalar. Eslesen bu amphipodlar beraber yiizer bir
halde gorilebilir. Erkekten digi iireme kanalina sperm transferi olur (http-2).
Gelisme, kulugka boslugu iginde geger. Senede bir defa dél meydana getirme
egilimi vardir. Her defasinda tath sularda yasayan tiirler 15-50, denizde yasayan
turler ise 2-750 yumurta birakir. Gelisme dogrudan dogruyadir. Yumurtalardan
¢tkan yavrular ana hatlan ve tiye sayisi bakimindan ergin hayvanlara benzerler.
Yalmz anten parcalarimin sayisi, ve uyelerin sekilleri erginlerden farkhdir
(Demirsoy, 1998). Bazi turler kulugka bolgesinden ayrildiktan sonra yeni
bireylere ebebeyn ilgisi gosterir (http-2).

Amphipodlar daha ¢ok denizlerde, bir kismu tathsularda ¢ok azi da nemli
ve sicak karalarda yasarlar (Talitroides). Genellikle kiyilarda bulunurlar. Kiyilarda
yasayanlarda giicli y6n bulma duyusu vardir. Polarize glines ve ay 1518
kullanarak kisa zamanda yoOnlerini bulurlar. Ayrica ¢ok iyi g¢alisan bir biyolojik
saat sayesinde, deniz-kara trafigini dikkatli bir sekilde saptayabilirler. Bir kismi
yirticidir, bir kismu pargalanmus hayvansal ve bitkisel maddelerle beslenirler.
Antenleriyle detritusu kangtinr ve besin maddelerini maksillipet ya da diger agiz
iiyelerinin killan1 ile siizerler. Yiriyerek, tirmanarak, sigrayarak, tutunarak ve
yuzerek hareket eden turleri vardir. Yan yan hareket etmeleri ¢ogunda
(Gammaridae) tipiktir. Bir kismu camurda Baykal Goli Amphipod tiirleri
bakimindan ¢ok zengin bir durum gosterir. Yer alti sularinda da buyik sayilarda
ve birgok tiirle temsil edilirler.

Gammaridae orneklerinin viicutlari ince yapihdir. Birinci antenlerde
genellikle bir kamgi bulunur. Ikinci antenler birincilerle hemen hemen aym
uzunluktadir. Go6giis bacaklarinin ilk 4 ¢iftinde kaide pargalan ¢ok genistir.
Abdomenin son uye ¢ifti digerleriyle aym uzunlukta ya da onlardan daha uzundur.
Yiizerek hareket ederler. Cogu aci ya da tath sularda yasar. Gammarus: Turlerinin
bir kismu denizde, bir kismu da tathsularda yasar. Gammarus pulex : Uzunlugu 12-
15 mm. Hizh akan derelerde bulunurlar (Demirsoy, 1998).

Gammaridae tiirlerinin bilyitk bir ¢ogunlugu detrivor, geriye kalam les¢il,
avcl ve ¢ok azida parazit olan Amphipodlardir. I¢ su ve denizel ekosistemlerde
onemli yeri olan bir gruptur. Sucul ortamlardaki besin zincirinde balik besini

olmamn yam sira, doga ekonomisi agisindan, ozellikle detritus ve ¢lirimekte olan



bitkisel artiklardan hayvansal proteine gegiste rol oynadiklan gibi ekolojik
problemlerle ilgili deneysel caligmalarda da obje olarak kullamlir (Yesilmen,
1996).

Gammarus cinsi, Kuzey yanmkiirede Avrupa ve Kuzey Afrika’da fazla
sayida taksa ile genis bir alana yayilmis durumdadir. Bu da taksonomik
problemlere neden olmaktadir (Karaman ve Pinkster, 1977a, b ve 1987). Simdiye
kadar ki, morfolojik gozlemler, hibridizasyon deneyleri ve izozim polimorfizmleri
Karaman ve Pinster (1977a, b ve 1987) in yaptigi smflandinlms tirlerin
taksonomik konumlanm agiklamak i¢in kullanillan baglica kriterlerdir.
Gammarus’un taksonomisi igin yanlizca morfolojik karekterlerin kullamimast
zordur. Dikkatli bir morfolojik inceleme ve belirli sayida karekterlerin
belirlenmesini gerektirir (Karaman ve Pinkster, 1977a, b ve 1987). Bu karekterleri
gozlemlemek zordur ve onemli derecedeki morfolojik degisimler taksomiyi daha
da kangik bir hale getirir. Uygulanacak bazi molekiiler tekniklerle bu gibi sorunlar
Onlenebilir (Karaman ve Pinkster, 1977a ve 1987).

Ulkemizde bugiine kadar i¢ sulardan Karaman ve Pinkster (1977a, b ve
1987) tarafindan 6 cinse ait 40, Geliday ve arkadaglan (1977) tarafindan da 1
Amphipoda tiirii kayd: verilmigtir. Ancak bugiine kadar Tiirkiye igsulan genelinde
va da bolgesel olarak ozellikle Amphipoda iizerinde yapilmus herhangi bir
faunistik calisma yoktur (Yesilmen, 1996).

1.3. Tath Su Amphipodlarmm Onemi

Tath su Amphipodlan akut toksiklik testlerinde, toksik maddeler i¢in en
duyarh organizma olarak kullamlir. Bu grup, kimyasal kirlilikten ve agir metal
birikiminden en fazla etkilenen grup olarak tespit edilmistir. Amphipodlarn
cevresel stres faktorlerine ve toksikantlara cevaplan hakkinda yapilan
calismalarda yeterli degildir (Malins, 1991 ve Arthur, 1980).

Gammarus spp.” lar sulara karigan gevresel kirleticilere, baliklardan daha
duyarli organizmalardir. Cok gesitli kirleticilere olan hassasiyetlerinden, gabuk

iiretilebilmelerinden, ¢ok sayida toplanabilmelerinden dolayr bu cinsin



toksikolojik calismalardaki kullanimi giderek artmaktadir (Arthur, 1980 ve
Graney, 1986).

1.4. Porsuk Havzasr’min Tanim ve Kirliligi

Porsuk cayi; Kitahya ili simrlarinda bulunan Tokul kéyii yakinlarindan
1170 m.” lik yiikseklikten Bati Anadolu Platosundan g¢ikarak dogu yoniine dogru
435,8 km. mesafelik bir akimla Sakarya nehrine akarsu kavsaginda 600 m.’ lik
bir yiikseklikte birlesmektedir (Sandik¢i, 1996). Porsuk ¢ay1 Sakarya nehri’nin en
onemli koludur. Diger kollani Sarnisu, Seydisuyu, Bardak¢r’dir. Porsuk gayr’ nmn
toplam uzunlugu 255 km.” dir (http-3). Porsuk Cayr’ nda Diinya Saglk Orgiitii
(WHO) ve Birlesmis Milletler Kalkinma Programimn (UNDP) katkisi ile
yuritilmis olan su kalitesini izleme ve havza bazinda su planlamasi konularinda
caligmalar bulunmaktadir. Bu projelerin amaci; meveut su kaynaklarimn tespiti,
kirletici kaynaklarin belirlenmesi, ¢ayin atiklart dziimseme hacminin belirlenmesi
ve atik yiiklerindeki azaltmalarin veya yeni kirleticilerin ¢aya verilmesinin
simrlandimlmast  sonucunda su kalitesindeki degisiklik ve iyilestirmenin
aragtinhip, su kalitesi ile ilgili gerekli veri sisteminin olusturulmasidir. Porsuk
Nehri’nin 1994 yilina ait bazi kirlilik parametreleri Cizelge 1.1 de verilmistir
(Sandik¢i, 1996).

Cizelge 1.1 Porsuk Nehri’nin 1994 yilina ait kirlilik parametreleri

ISTASYONLAR
Parametre | Parametre | Y1l | Agac | Calca | Bes Sabuncu | Benzinlik | Seker | Yesildon | Yunus
Birimi kdy degirmen Cirtligi emre
E °C 94 (143 (144 | 142 11.1 15.9 14.0 13.6 14.9

NH-N mg/lt 94 1033 [12.7 [12.7 14.0 0.85 4.92 3.07 4.11

NO-N mg/lt 94 (0.02 |9.39 [0.65 0.64 0.07 0.15 |0.10 0.06

NO-N mg/lt 94 11.52 |5.65 [5.53 5.13 2.73 0.72 |0.61 0.35
COD mg/lt 94 |17.6 |32.7 (32.4 32.9 298 3885 |191.5 139
DO mg/lt 94 194 |70 |67 7.0 9.9 47 4.5 4.7

BOD mg/It 94 (1.4 (95 |85 8.6 3.1 2292 |753 68.5




Porsuk Nehri’ nin aktif1 alan igerisinde Kiitahya ve Eskigehir illeri
bulunmaktadir. Nehir suyu Kiitahya’ mn merkezine kadar kirlenmemis bir
sekildedir. Ancak belediye, endiistriyel ve evsel atiklar suyun kirlenmesine neden
olmaktadir. Porsuk suyu Eskisehir’ e gelmeden once st kisimda bir baraj
rezervuarlanyla  tutularak yeterli suyun saglanmasi amaciyla kaynak
zenginlestirilip kalite yiikseltilmeye caligilmaktadir. Eskigehir’den asagi olan
akimda nehir gehirden gelen; tekstil fabrikasi, devlet demir yollari lokomotif
fabrikasi, seker fabrikasi, belediye mezbahasi, organize sanayi bolgesinin atiklar
,kanalizasyon ve evsel atiklarla kirlilik seviyesi artmaktadir. Porsuk Cayr” min tiim
Eskisehir’ in atiklanm aldiktan sonra seker ciftligi gozlem istasyonunda hemen
hemen butiin parametreleri agisindan 4. sinif su kalitesinde oldugu belirlenmis,
hidrobiyolojik ¢aligmalarda da higbir canliya rastlanmamugtir (Sandik¢t, 1996). Bu
nedenlerle Porsuk Cay’’ ndaki canllar tizerinde yapilacak biyokimyasal ve
molekiiler ¢aligmalarla kirlilige dayamklihk veya duyarhligin belirlenmesi ileride
yapilabilecek caligmalara da 1g1ik tutmast agisindan oldukga 6nemlidir.

Bu c¢aligmada Porsuk Nehri’ nin iki farkh bolgesi (Regiilator, Kanhkavak)’
nden ornekleri toplanmustir. Orneklerin morfolojik tiir tayinleri yapilmugtir.
Toplanan orneklerin DNA’ lan izole edildikten sonra RAPD-PCR teknigi ile
cogaltilmigtir. Cogaltilan DNA” lar iizerinde bazi degerlendirmeler yapilarak tiir
i¢i polimorfizm olup olmadig: tespit edilmeye calisilmigtir. Gammarus cinsi sucul
toksiklik ¢aligmalarinda indikator olarak yayginca kullamlan bir Amphipoddur.
Suda artan kirlilige ozellikle agir metallere oldukga hassastirlar. Yapilan bazi
galigmalarda birtakim aZir metallere maruz kalan omeklerin enzim
aktivasyonunlarinda degisiklikler tespit edilmistir. Sucul kirlilik tespitinde faydali
Gammarusa direng ve ya duyarliik kazandiran elbette genlerinde sakhi olan
bilgilerdir. Bu genlerin tespiti ve sonrasinda klonlanmasiyla kirlilige dayamklilik
karekteri gesitli gekillerde kullanilabilecektir. Bu ¢alismada Gammarus pulex tur
ici polimorfizminin belirlenmesi ileride bu 6rnekler arasindaki baska farkhhiklarin

(biyokimyasal ve diger molekiiler dzellikler gibi) tespiti i¢in 6ncii olacaktir.



1.5. Molekiiler Sistematikde Kullamilan Baz1 Teknikler

Turlerin tammlanmas: ve karekterizasyonunda molekiler tekniklerin
kullamlmasi, gittikce ©Onem kazanan bir konu haline gelmistir. Tirlerinin
tammlanabilmesi ve karekterizasyonu amaciyla bunlann morfolojik ve
biyokimyasal ozellikleri yamsira son yillarda Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR), Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Cogaltilmis
rRNA’nin Restriksiyon Analizi (ARDRA), Pulse Alan Jel Elektrofoezi (PFGE),
Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve DNA dizi
analizi gibi molekiiler biyoloji tekniklerinden de yararlamlmaktadir.

Bu yontemlerin herbiri ile canhlar cins, tiir, alttir ve sus dizeyinde
siniflandirilmaya ve tammlanmaya calisilmaktadir. Her yontemin uygulama,
tekrar edilebilirlik, ekipman gereksinimi ve ¢oziime ulasmadaki kesinlik diizeyleri

acisindan avantajlani ve dezavantajlar1 bulunmaktadir.
1.5.1. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

RFLP analizlerinin temelinde DNA fragmentlerinin  restriksiyon
yerlerindeki genetik polimorfizmin belirlenmesi vardir. Bu yontem izozimler ya
da diger protein markirlardan daha ¢ok polimorfizm belirler. RFLP analizi bir¢ok
hastalikta da kahtsal markir olarak kullamlir. DNA sarmali, 6zgil olan
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesildigi zaman farkl uzunluklarda fragment
olusur ve bunlar jel elektroforezinde gozlenebilir. Bu fragmentler RFLP olarak
adlandirilir. RFLP’nin iki ttiri bulunmaktadir.

1. Restriksiyon Bolge Polimorfizmleri: Bu gruptakiler daha onceden var
olan enzim kesme bolgesini degistiren ya da yeni kesim bolgeleri
olusturan tek baz degisimleridir. Iki allele sahip ve 6zgiil enzimlerle
tanmabilirler.

2. Eksilme, Araya Girebilme Polimorfizmleri: Bunlar iki allele sahip
bircok enzimle tammlanabilirler (Tanksley ve ark., 1989).

Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (Botstein ve ark., 1980)nin
ilk defa 1980 li yillarda gelistirilmesi ile DNA markirlant genetik cesitliligin



saptanmasinda kullamlmistir. Bu yontemde temel unsur, bakteriyal restriksiyon
endoniikleazlarin kesim bolgelerinin olmasi veya olmamasiyla DNA dizilerindeki
gesitliligin ortaya gikanlmasinda kullanilmistir (Laurie ve ark., 1992). Polimorfik
markirlar kultirleri ve genotipleri tammlamak igin, nicel 6zellii ve niteligi
kontrol eden genleri haritalamak igin de kullanilir (Rommens ve ark., 1989).

RFLP analizi igin ana yontem Southern Blotlama teknigidir. Buna gore izole
edilen DNA herhangi bir restriksiyon enzimi ile kesilir ve agaroz jel elektroforezi
yapilarak jel tizerinde yuritiluir. DNA ethidyum bromid ile boyandiktan sonra
bantlar UV altinda gozlenir ve tek iplikli hale geldikten sonra filtreye gegirilir.
Daha sonra filtre tizerindeki DNA radyoaktif isaretlenmis bir DNA pargasi (prob)
ile hibridize edilir. Bundan sonra filtre otoradyografi kaseti icine alinarak fotograf
filmi Gzerine gegmesi saglamr. Film banyo edilerek ortaya ¢ikan fragmentlerin
analizi yapilir (Maniatis ve ark., 1989).

RFLP’nin genetik kaynaklarin karekterizasyonunda kullanilmasmin en
onemli dezavantaji kullanilan materyal ve emegin maliyetinin yiiksek olmasidir.
Gerekli olan seviyede RFLP datasi elde etmek icin RFLP analizleri i¢in kullamlan
bir laboratuvara ihtiya¢ duyulmasi, ¢ok sayida tiir tamimlanacag durumlarda
malzeme ve emegin daha da artmasi RFLP analizinin tercthini simrlandirmaktadir
(Andersen ve Fairbanks, 1990). RFLP analizlerinin, teknik karmasikhig: disindaki
bir diger dezavantaji da tammlama asamalarindaki kisa 6mirli radyoizotoplarin

genis oranda kullaniliyor olmasidir (Waugh ve Powell, 1992).
1.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Ilk olarak 1985°de tamimlanan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Saiki ve ark.,
1985) gen analizlerinin kolaylagmasmma imkan saglamistir. Bu teknigin kabul
gormesinin baslica nedenleri, diger molekiiler tekniklere oranla daha ucuz, kolay
ve hizlh olmasidir. PCR teknigi, uygun oldugu takdirde, gen klonlamay: biiyiik
Slciide kolaylastirr (Kumar, 1989).

PCR teknidi, DNA’daki o6zgil bolgelerin primerler araciligiyla
cogaltiimasim saglayan basit ama basarili sonuglar verebilen in vitro DNA sentezi

yontemidir (Saiki ve ark., 1988). PCR ile 6zel bir DNA dizisi secilip ¢ogaltilir. Bu



ozellik sadece o dizinin tamnmasm saglamakla kalmaz, DNA’min analiz
edilmesini de saglar. PCR, DNA’ mn o6nemli olgelerde saflagtinimasim
gerektirmemesi sebebiyle, niikleik asitlerle galismada harcanan zaman ve emegi
azaltmakta ve hicresiz klonlama olarakda adlandirilmaktadir (Saiki ve ark,
1988).

PCR’m temeli DNA denatiirasyonu, primerin birlesmesi ve DNA
polimerizasyonu prensiplerine dayanir (Kumar, 1989). Cogaltilmak istenen DNA
bolgesinin her iki ucunda diziyi tamyan belli sayida ve DNA’min her iki
zincirinide tamamlayici olan primer ¢iftinin zit yonde ilerlemesiyle DNA
sentezinin ¢ok sayida devir sonunda gergeklestirilmesidir. Her devirde DNA
miktar ikiye katlamir. Boylece bir sonraki PCR devri i¢in kalip sayisida iki katina
¢ikrug olur. Ik devir sabit bir 5’ucu ve degisken bir 3’ ucu olan bir DNA
sentezlenmesi ile sonuclanir. Daha sonra sentezlenen DNA’min her iki ucuda
sabitlenir. Ciinkii bu uglar ya primer sekanslarindan elde edilir ya da primerler
tarafindan belirlenir. PCR ile orijinal kalibin her iki molekiiliinden 2" sayida yeni
DNA kopyas: tretilebilir. 30 dongii sonunda tek bir DNA molekilinin yaklagik
10'° kez amplifikasyonu seklinde agiklanabilir (Mullis ve Faloona, 1987; Saiki ve
ark., 1988). Her DNA molekiilii, 20 devirde yaklagik olarak bir milyon DNA
molekiili vermektedir. Deneyde ortaya ¢ikan verim ise her devir igin yaklagik
%85’dir. Bu da 20 devirde genel verimin 10° ‘dan yaklagik 2,2x105 (1,8520)’e
diigmesine neden olmaktadir. Enzimin tammasi gereken DNA molekiiliindeki artig
ve tekrar tekrar isinma sonucu enzim aktivitesindeki azalma nedeniyle devir sayisi
arttikga verim azalmaktadir (Saiki, 1985).

PCR ile sag teli, sperm ve degisik dokulardan elde edilen az sayidaki
hiicreden DNA amplifikasyonu yapilabilir. Ayrica parafinlenmis dokular ve kan
i¢in uygulanmaktadir (Mullis ve Floona, 1987).

Parafinle fikse edilmis dokularn DNA kaynag: olarak kullanildigi
metodlarin  gelismemesi ile birlikte klinik teshislerde PCR uygulamalarimn
kullamminda biyiik artis olmustur (Kumar, 1989 ve Shibata ve ark., 1983).
Parafin kesitler oncelikle bir tiip iginde biribirini takip eden deparafinizasyon,

deproteinizasyon ve organik maddelerin uzaklagtinlmas: iglemlerine tabii tutulur.



Boylelikle analiz hizimn artmasi saglamir ve kontaminasyon engellenir (Kumar,
1989).

Adli uygulamalar ve molekiiler arkeolojide zarar gormiiy DNA kalibimn
kullamlmas: zorunludur. PCR bu alanlardaki arastirmalara da bir agiklik
getirmistir (Paabo ve ark., 1989).

Uygun primer se¢imi PCR amplifikasyonunun basansim etkileyen
faktorlerdendir ( Rappolee ve ark.ve 1989; Kumar, 1989). Genellikle 15-30 baz
uzunlugunda sentetik oligoniikleotidler kullamlir. Ideal bir primerde G+C oram
%50 olmalidir. 1ki primer hemen hemen aym erime &zelliklerine sahip olmali ve
birbirinin tamamlayicisi olmamalidir. Ayrica hedefteki tek olan dizilere hibridize
olmamalidir (Kumar, 1989).

Orijinal PCR isleminde (Saiki ve ark., 1985) DNA polimeraz I’in Klenow
fragmenti kullanilmistir. Klenow enzimi yitksek dogrulukta DNA sentezini
saglayan, kullanigh ve givenilir bir enzimdir. Ancak termal denatiirasyon
nedeniyle her devirden sonra enzim eklemek gerekmektedir. Termofilik bir
bakteri olan Thermus aquaticus’dan elde edilen termostabil DNA polimerazin
kullamlmaya baglanmasi ile birlikte PCR tekniginin etkisi artmmstir (Saiki ve ark.,
1988). Taq polimeraz olarak adlandinlan bu enzim 95 °C’ ye kadar termal
denatiirasyona oldukca direnclidir. 70-80 °C arasinda optimum, 37 °C’de ise ¢ok
dusiik bir aktiviteye sahiptir. Enzim yiitksek bir verimlilige sahiptir ve birkag
kilobaz uzunlugundaki segmentleri amplifiye edebilir (Saiki, 1988).

PCR tekniginin uygulanabilmesi igin temel olarak “Thermalcycler” adi
verilen cihazda agagida siralanan maddeler olmalidir:

- Cogaltilacak (amplifiye edilecek) olan DNA,

- Bu DNA’da ¢ogaltilmasi planlanan bolgenin iki ucundaki DNA

dizisini 6zgiil olarak tamyip baglanacak olan oligoniikleotid primer,

- Primerlere baglanarak bunlara 3’ ucundan niikleotidleri ekleyerek

sentez yapabilecek olan DNA polimeraz,

- Sentezde kullanilacak olan deoksiriboniikleotid trifosfatlar (dNTP),

- Polimeraz enziminin ¢alismasi i¢in gerekli olan tampon maddeler ve

tuzlar

- Enzimin alismast igin 6nemli bir kofaktor olan Mg*?
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PCR yontemi, niikleotid sirasi bilinen dizi bolgelerinin diginda kalan

bolgelerin ¢ogaltilmasinda da kullanilir. Ters donmiis PCR olarak adlandinlan bu

yaklasimda; gogaltilacak olan diziler in vitro yuvarlatma ile ters cevrilip, ayn bir

bolgede yeniden agilir. Boylelikle niikleotid sirasi bilinmeyen bir dizi, sirasi

bilinen iki dizi arasinda kalmus olur. Niikleotid sirasi bilinen diziler primer

baglanmas: igin kullanilarak niikleotid sirasi bilinmeyen dizilerin c¢ogaltilmasi
miimkiin olmaktadir (Triglia ve ark., 1988).

1.5.2.1. PCR Asamalan

PCR; DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasi (Denatiirasyon), primerlerin

baglanmas: (Annealing), primerlerin uzamas: (Extension) olmak tizere 3 asamada

ger¢eklesmektedir.

a.

DNA Ipliklerinin  Birbirinden Aynlmasi (Denatiirasyon):
Sicakbk ile DNA ¢ift iplikten tek iplige dontsur. Bazi
protokollerde belirtilen denatiirasyon 1sist 94 °C’ dir (Palumbi,
1996). Bu asamada c¢ogaltilmak istenen ¢ift sarmal DNA,
sarmallari birarada tutan hidrojen baglarimin kopmasi i¢in
yuksek 1s1 ile denatiire edilir (Saiki ve ark., 1988)

Primerlerin Baglanmas1 (Annealing): DNA’ya 6zgi olan primer
adi verilen oligontikleotid, birinci asamada elde edilen DNA
sarmalinda kendisine tamamlayici olan niikleotid dizisi ile
birlesir. Primerler hedef DNA sarmalmin amplifikasyonunu
baglattiklann igin primer yani Oncii olarak adlandirlir.
Primerlerin  baglanmas: asamasinda sicakhk 40-60 °C’ye
dusiiriiliir. Primerin baglanmasi igin gereken siire ve sicaklik
amplifikasyon primerlerinin derigimi ve uzunluuna baghdir
(Saiki ve ark., 1988).

Primerlerin Uzamas: (Ekstension): Baglanma tamamlandiktan
sonra primer hibritlestigi tek sarmalin karsih§im sentezler. Bu

sentez igin yitksek sicaklifa dayamikli olan Taq DNA polimeraz
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kullanilir. Primerlerin uzatilmasi agamasinda 70-75 °C sicaklik
uygulanir.

PCR tekniginde bu ii¢ temel agama (Sekil ) bir déngiiyi olusturur ve bu
dongii 25-35 kez tekrarlamr ve her tekrarlamginda iki primer arasinda kalan
ozgiin DNA parcasimn her iki zincirinin birer kopyasi ¢ikanlmig olur. Bu
dongiiler sonunda elde edilen PCR irinlerinin' tammlanmasinda agaroz jel
elektroforez yontemi kullambr. Elde edilen trinler agaroz jel kullamlarak
elektroforezle aynstinhir ve DNA zincirleri ethidyum bromiir ile boyanarak
ultraviyole 151k kaynaginda floresans vererek goriiniir hale getirilir. 100 baz
ciftinden daha kiicik molekiillerin aynminda agaroz jel elektroforezi yetersiz
kaldig1 i¢in, bunlarin ayriminda genellikle poliakrilamit jel elektroforezi
yapilmas: gerekmektedir. Agaroz jel elektroforezinde, jel hazithi§indaki agaroz
derisimi DNA molekiillerinin yiiriimesini etkileyen onemli bir faktérdir (Iscan
ve ark., 2000).

Cizelge 1.2 Agaroz jel elektroforezinde jeldeki agaroz derisimi ve bu derisimlerde etkili
ayirma yapilabilecek DNA molekiil bityiikliikleri

Jeldeki agaroz miktan Etkili ayirma yapilabilecek DNA molekiil
(/100 ml) bityikligi (bp)
0,3 5000 - 60000
0.6 1000 - 20000
0,7 800 - 10000
0.9 500 - 7000
1,2 400 - 6000
1.5 200 - 3000

2,0 100 - 2000
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Yaklagik 30déngii sonra 2 %= 268 435 456 fragment olusur

Sekil 1.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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1.5.2.2. PCR Optimizasyonu
Enzim Konsantrasyonu

Taq DNA polimeraz aktivitesi igin onerilen derigim, diger parametreler en
yitksek iken her 100 ml reaksiyonda 1-2.5 tinite arasindadir. Bu miktar kalip veya
primere bagh olarak degisebilir. Bir PCR’1 planlarken her 100 ml’de 0.5-5 iinite
arasinda enzim derisimi denenerek sonuglar jel elektroforezinde kontrol
edilmelidir. Eger enzim konsantrasyonu g¢ok yiitksekse olusumu belli olmayan
urtinler birikir, eger ¢ok diisiikse istenen iiriinden yetersiz miktarda olusur (Innis
ve Gelfand, 1990).

Deoksiniikleotid Trifosfatlar

Stok dNTP c¢ozeltileri pH: 7.0 olmali. 1 mM dNTP iceren stok c¢aligmalan
onerilir. 20-200 pM arasindaki deoksiniikleotid derisimlerinde Urlin miktar,
ozellik ve dogruluk agisindan optimal denge ile sonuglamr. Disiik dNTP
derisimleri hedef olmayan yerlerde yanhs primer se¢imini minimuma indirir ve
yanlg Dbirlesim niikleotidlerin ¢ogalma ihtimalini azaltr. Hedef dizinin
kompozisyonu ve uzunlugu igin uygun olan diigik dNTP derisimine karar verilir
(Innis ve Gelfand, 1990).

Magnezyum Derisimi

Magnezyum derisimi, primerlerin baglanmasinda, PCR trinleri ve kalp
DNA ipliklerinin aynima sicakliginda yabanci primer-dimer olusumuna, enzim
aktivitesine ve dogruluguna etki eder. PCR’ da Mg'? miktani toplam dNTP
derisiminin 0,5-2,5 mM iizerinde olmalidir (Innis ve Gelfand, 1990).
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Diger Reaksiyon Bilesenleri

Sicaklik 20 °C oldugunda PCR igin 10-50 mM Tris-HCl (pH: 8.3-8.8)
tamponu Onerilir. Primerin DNA ipligine baglanmasm kolaylagtirmak igin

reaksiyon karigimmna 50 mM’ e kadar KCl eklenebilir (Innis ve Gelfand, 1990).
Primerlerin DNA Ipligine Baglanmasi

Primerlerin birlesmesi ig¢in gerekli olan sicaklik ve siire, primerlerin
konsantrasyonuna, uzunluguna ve baz kompozisyonuna baghdir. Uygun baglanma
sicakligr primerlerin erime derecesinin (Tr) 5 °C altindadir. Genellikle 55-72 °C
‘de baglanma sicakhigi en iyi sonucu verir. Baglanma sicakliginin artmasi yanhs
baglanan primerlere karsi ayrimi artinr ve primerlerin 3° ucundaki yanhs

niikleotid uzamasim azaltir (Innis ve Gelfand, 1990).
Primerin Uzamasi

Primer uzama zaman, hedef dizinin uzunlugu, sicakligi ve derisimine gore
degisiklik gosterir. Genellikle 72 °C’de primer uzamalan gerceklesir. 72 °C’ de
bir dakikalik uzama zamam 2 kb uzunluguna kadar olan drunler igin yeterli
olmaktadir (Innis ve Gelfand, 1990).

Denatiirasyon Zamam ve Sicakhik

PCR’m yetersizligine en biiyitk neden kalip DNA ve PCR triinlerinin eksik
denatiirasyonudur. Tipik denatiirasyon durumlan 30 saniye igin 95 °C veya 15
saniye icin 97 °C’ dir. Yiksek sicakliklar ozellikle G+C bakimindan zengin
hedefler i¢in uygundur. Eksik denatiirasyon DNA tortularmm geri yiikselmesine
ve bu sebeple iiriin veriminin diigmesine neden olur. Bunun tam tersi olarak ¢ok
yiiksek ve ¢ok uzun denatiirasyon da gereksiz yere enzim aktivitesinin kaybina

neden olur (Innis ve Gelfand, 1990).
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Devir Sayisi

Diger parametreler optimize edildiginde optimum devir sayisi hedef
DNA’mn baslangic derisimine baghidir. Gereginden fazla devir, spesifik olmayan
yan trunlerin miktanim ve kangikligini artirabilir. Dusiik Griin verimine neden

olur (Innis ve Gelfand, 1990).

Primer

Genellikle 0.1 ve 0.5 uM arasinda primer derisimleri optimaldir. Yuksek
primer derisimleri ve yanliy primer segimleri, spesifik olmayan riinlerin
toplanmasina, primer- dimer olarak adlandirilan spesifik olmayan kalip DNA’dan
bagimsiz yabanci maddelerin meydana gelmesine neden olur. Spesifik olmayan
bu triinler enzim, dNTP ve primerler igin istenen urinlerle yarisan substratlardir.
Tipik primerler 18-28 niikleotid uzunlugunda % 50-60 G+C o6zelliklerine sahiptir
(Innis ve Gelfand, 1990).

1.5.3. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD-PCR)

DNA dizi bilgisine duyulan ihtiyagtan dolayt PCR yonteminin kullanimu
sinirhdir (Williams, 1990). PCR’1n rastgele primerlerle yapilmasiyla herhangi bir
genomda rastgele bulunan bélgenin amplifikasyonu saglanmaktadir. RAPD
teknigi; genomun molekiller karekterizasyonunu  dizileme, klonlama
gerektirmemesi ve az miktarda DNA’ ya ihtiya¢ duyulmas: nedeniyle basit ve
hizlidir.(Welsh ve McChelland, 1990; Williams ve ark., 1990; Waugh ve Powell,
1992).

Bu teknikte rastgele niikleotid dizisine sahip primerler, genomik DNA’ nin
gesitli bolgelerinin  ¢ogaltiminda kullamlir. Olusan fragmentlerin sayist ve
biiyiikligii, kullamlan primerin nitkleotid dizisi ve kalip DNA’ da bu baza bagh
olarak genoma 6zgii parmak izi olusturur ( Klein- Lankhorst ve ark., 1991).

RAPD-PCR yonteminde primerlerin genomik DNA’ ya baglandig

bolgelerdeki nokta mutasyonlart ve bu bolgeler arasinda inversiyon ve delesyon
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gibi olaylar polimorfizmin ortaya gikmasinda rol oynar (Caetano-Anolles ve ark.,
1991).

RAPD markirlar, populasyon genetigi ¢alismalari, genetik haritalama, bitki
ve hayvan yetistirme caligmalan, DNA parmak izi cikanlmast igin oldukca
uygundur. RAPD markirlar aym zamanda kromozoma 6zgiit DNA fragmentlerinin
hizh tammlanmast ve izolasyonunu saglayan etkili bir polimorfizm tahlili saglar.
RAPD markirlar, genom haritalama otomasyonunu, genomu tammlamak igin
gerekli fenotipik markir sayisimn az oldugu organizmalarda genetik analiz
giciiniin artmasim saglar. Bu metodun en avantajli yam genotip tayininin
otomatiklestirilebilmesidir. RAPD markirlarla yapilan genetik haritalamada,
RFLP ya da PCR’ la yapilanlara gore daha etkili ve daha buyik bir markir
yogunlugu elde edilebilir (Williams ve ark., 1990). Tum bu bilgiler gostermistir
ki; RAPD teknolojisi, genetik farklilik ¢aligmalari, DNA parmak izi galigmalan
(Welsch ve ark., 1991; Michelmore ve ark., 1991; Giovannoni ve ark., 1991,
Klein ve ark., 1992) ve genetik haritalarin ¢ikarnilmas: i¢in uygun bir yontemdir
(Reiter ve ark., 1992). RAPD-PCR teknigi donmug dokulardan elde edilen DNA
orneklerinde yapilan denemelerde olumlu sonuglar vermistir (Thomson ve Henry,
1993)

RAPD markerlan Gliricidia (Chalmers ve ark., 1992), siyah Aspergilli’ nin
yakin tiirleri (Megnegneau ve ark., 1993), parazitik protozoa (Tibayrenc ve ark.,
1993)’ larda, genetik ¢esitliligi kontrol etmede ve ekonomik agidan 6nemi olan
Tilapia tiir ve alt tiirlerini ayirtetmede (Bardake¢i ve Skibiski, 1994; Naish ve ark.,
1995) basariyla uygulanmgtir.

Enchytraeus variatus ve Enchytraeus crypticus (Annelida), laboratuvar
sartlarinda c¢aprazlanamayan iki tirdir. Elektron mikroskobunda bile zor ayirt
edilebilirler. Ancak biyokimyasal olarak ii¢ allozimleri ile ayirt edilebilirler. 15
farkh oligoniikleotid primerle RAPD-PCR teknigi denenmis ve iki tiir arasinda
genetik farklilik belirlenmigtir. Uzunluklan 260> dan 1800 bp’ ye degisen kadar
degisen 199 DNA parcasimmin karsilastirilmasiyla Enchytraeus crypticus % 15
Enchytraeus variatus % 19 polimorfizm gostermistir (Schirmacher ve ark., 1998)

Bir Diptera olan Cochliomyia hominivorax, heniiz erginlesmedigi dénemde,

Cochliomyia macelloriaya’ ya morfolojik olarak benzer. Burada RAPD-PCR’ n
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kullammu bu iki tir icin geligen molekiiler genetik markir olarak ortaya
ctkmaktadir. Yedi adet givenilir ve tekrar iiretilebilen markir; her tiir igin 4
populasyondaki beser tane bireyin DNA” laniyla test edilmistir. Bu yedi primerden
elde edilen verilerin analizleri bu tirlerin populasyonlarm arasinda tiirler arasi
polimorfizm oldugunu gdstermistir. Istatistik sonugclar iki tiiri ayirt etmek igin
RAPD-PCR tekniginin yeterliligini % 100 destekler niteliktedir (Skoda ve Foster,
2002).

Aphidler (Homoptera) morfolojik ve biyokimyasal farkliliklarin ¢ok az
goruldigi bir gruptur. RAPD-PCR teknigi ile allozim ¢aligmalarinin tam tersine 4
aphid (yesil bocek, Rus bugday aphidi, bezelye aphidi, kahverengi ambrosia
aphidi) arasinda genetik varyasyonlar tespit edilmistir (William ve ark., 1992).

Bir diger caliygmada RAPD-PCR teknigi kullamlarak yine Cochliomyia
hominivorax tiriniin alti tanesi guney dogu Brezilya’ dan, bir tanesi kuzey
Arjantin’ den olmak iizere yedi populasyonu arasindaki genetik g¢esitlilik
caligilmigtir. RAPD-PCR’ da kullamlan 12 primer igin yitksek oranda cesitlilik
gozlenmistir. Bu markirlarla elde edilen sonuglarla yalmzca potansiyel gen akist
degil, bunlarin genetik iliskileri de belirlenmistir. Sonuglar Cochliomyia
hominivorax populasyonlarinda taranan alt bglimlerin RAPD ile agiklanabildigini
gostermistir (Infante ve ark., 1999).

RAPD’ i populasyon genetigindeki dezavantaji; dominant markir olarak
ayrilan allellerin yogunlugudur. RAPD-PCR, amplifikasyonu yapilabilecek
herhangi bir allel icin hem homozigot hem de heterozigot olan bireylerden alinan
kalip DNA ile fragment verir. Ancak homozigot resesif bireylerde fragment
olusmaz. Dominanthk populasyonlar iginde rastgele birlesmeyi engeller. Cunki
bireysel genotipler ayirt edilemez (Apostol, 1996).

RAPD yontemi RFLP ve izozimlere gore birgok avantajlan vardir. Yogun
laboratuvar c¢ahigmalan ve Southern transferler, filtre hibridizasyonlan,
otoradyografi gibi pahali yontemler gerektirmez. RAPD’ ler izozimlerden farkh
olarak genom boyunca sinirsiz sayida markir elde edilmesini saglar. Van Heusden
ve Bachmann (1992)’ a gore tiirler arast ve tir iginde RFLP ve izozimlerin
sagladigindan cok daha fazla polimorfizm kaydedilebilmektedir (Whitkus ve ark.,
1994). RAPD yonteminde izole edilen DNA’min ¢ok kiigiik miktarlari (~ 25ng)
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PCR yontemi ile gogaltilir. Sicaklik 95 °C yiikseltilerek DNA denatiire edilir.
DNA cogaltiminda genomik DNA’ mn belirli bolgelerine homolog olan primer
dizileri (tek iplikli diziler) DNA sentezini baslatmada rol oynarlar. Yiiksek
sicaklikta aktif olan Taq polimeraz enzimi ile iki primer arasinda kalan DNA
bolgesi cogaltilir. Reaksiyon sonunda elde edilen driinler, ethidyum bromid ile
boyanmus jelde yiiriitiilerek DNA fragmentleri UV altinda incelenir (Maniatis,
1989).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Gammarus Materyali

Aragtirmada mateyal olarak kullamlan Gammarus cinsine ait ornekler
Eskisehir, Porsuk Cayr’nmin Regilatér ve Kanlikavak bolgelerinden toplandi.

Toplanan érnekler %96’ lik etil alkol igerisinde muhafaza edildi.

2.1.2. Tampon ve Cozeltiler

2.1.2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

DNA izolasyonunda kullamilan kimyasal maddeler
Hekzadesiltrimetilamonyum Bromid (Fluka), Polivinilpirolidon (Fluka), 2-
Merkaptoetanol (Sigma), Tris (Sigma), HCl (Fluka), EDTA (Sigma), Sodyum
Hidroksit (Sigma), CTAB (Fluka), Tris-HCl (Sigma), NaCl (Merk), Etanol
(Fluka), Isopropanol (Fluka), Isoamil alkol (Fluka), Kloroform (Fluka), Sodyum
asetat (Sigma)’ dir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonunda 25 mM dNTP (Fermantas), 25mM
MgCl, (Fermantas), 10 X Taq Polimeraz Tamponu (Fermantas), 5 u/pl Taq
polimeraz (Fermantas), Oligoniikleotid Primerler (Biolegio, Research Genetics)
tampon ve ¢ozeltileri kullanilmustir.

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasal maddeler Agaroz (Prona),
Tris base (Sigma), Glasial asetik asit (Fluka), EDTA (Sigma), Bromfenol mavisi
(Sigma), Ethidyum bromir (Sigma)’ dir
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2.1.2.2. DNA izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

- Stok Tris Cozeltisi: 500 mM Tris pH: 8.0’ e HCl ile tamamlanir.

- Stok EDTA Cozeltisi: 500 mM EDTA (Etilendiamin-tetra asetik asit
disodyum tuzu), 5 M NaOH (Sodyum Hidroksit) ¢ozeltisi ile pH: 8.0’ e
ayarlanir.

- 2 X CTAB Ekstraksiyon Tamponu: 100 mM Tris-HCI pH:8.0, 1.4 M
NaCl, 20 mM EDTA, % 2 Hekzadesiltrimetilamonyum Bromid, % 2
Polivinilpirolidon (40.000 MW), % 0.2 2-Merkaptoetanol (Kullanmadan
once eklenir).

- Etanol

- Isopropanol- Kloroform-Isoamil alkol: 96 ml kloroform ve 4 ml isoamil
alkol kangtirilarak hazirlamir.

- 3 M Sodyum Asetat (NaOAc)

- TE Tamponu: 10 mM Tris (pH: 8.0), 1 mM EDTA (pH: 8.0) stok

¢oOzeltileri kullamlarak hazirlanir.

2.1.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’nda Kullanilan Tampon ve

Cozeltiler

- Niikleotid Karigimi: 25 mM dNTP ( dATP, dGTP, dTTP, dCTP)

- MgCly: 25mM

- 10 X Taq Polimeraz Tamponu: 100mM Tris-HCI (pH: 8.3), 500 mM
KCl, 1 mg/ ml Jelatin

- Taq Polimeraz: 5 u/ ul

- Primerler: Kullamlan primerler ve dizileri Cizelge 2.1’de verilmigtir.
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Cizelge 2.1 Kullanilan oligoniikleotid primerlerin dizileri ve % G+C oranlan

Primerin Adi | Primerin Dizisi (5’.....37) %G+C Igerigi
Al CAGGCCCTTC 70
A2 TGCCGAGCTG 70
LAl GGGTAACGCC 70
LAll TTATGAAACGACGGCCAGT 47.4
LA12 ACGACCCACG 70
LA13 CACCACGCCT 70
OPB08 GTCCACACGG 70
OPI18 TGCCCAGCCT 70
B4 GGACTGGAGT 60
Bé6 TGCTCTGCCC 70
B7 GGTGACGCAG 70
BI8 CCACAGCAGT 60
M13 GAGGGTGGCGGTTCT 66,7
OPAO07 GAAACGGGTG 60
OPRO3 ACACAGAGGG 60
UBC443 TGATTGCTCG 50
UBC444 GCAGCCCCAT 70
UBC576 CACCTAATGG 50
UBC578 GGTGTCCACT 60

2.1.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi i¢in Kullamilan Cézeltiler

- Agaroz: % 0.8 ve % 2 (w/v) agaroz TAE tamponunda ¢dziilerek hazirlanir.

- Tris asetat (TAE) Tamponu: 242 g Tris base, 57.1 ml Glasial asetik asit,

100 ml 0.5 M EDTA (pH: 8.0) distile su ile 1 ml’ye tamamlanir.

- Yiikleme Tamponu: % 40 Sukroz, % 0.025 Bromfenol mavisi, % 0.25

Ksilen siyanol (Otoklavlanmadr).

- Ethidyum bromiir: 10 mg/ ml derisimde hazirlandi ve koyu siselerde
muhafaza edildi (Otoklavlanmadi).
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2.1.3. Sterilizasyon

Steril kullaniimas: gereken tiim tampon ve ¢ozeltiler 121 °C” de 20 dakika

otoklavlanmugtir.

2.2. Yontem

2.2.1. Toplanan Gammarus Orneklerinin Tiir Tayini

Eskisehir Porsuk Cayr’’min Regiilator ve Kanlikavak bolgelerinden toplanan,
%96’ lik alkolde muhafaza edilen Gammarus 6rneklerinin tiir tayini Karaman ve

Pinkster (1977a)’ e gore yapildi. Orneklerin Gammarus pulex tiirii oldugu tespit
edildi.

2.2.2. Gammarus pulex Tiiriine Ait Bireylerden Genomik DNA izolasyonu

Gammarus pulex turiinden genomik DNA’ nin elde edilmesi igin; bir adet
6mek 1,5 ml’ lik ependorf tupi icerisinde 300 pl CTAB tamponunda steril
kiirdanla parcalandi. Homojenat 65 °C calkalamali su banyosunda 1 saat inkiibe
edildi. Uzerine 300 pl soguk kloroform: isoamil alkol (96:4) eklenip + 4 °C” de
13.000 rpm (devir/dakika)’de 15 dakika santrijij edildi. Ust faz temiz bir
ependorfa aktanhp tekrar 300 pl soguk kloroform: isoamil alkol (96:4) eklendi.
+4 °C’ del3.000 rpm’ de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiyj isleminden sonra
izerine 600 pl soguk isopropanol ve 25 pl 3 M Sodyum asetat eklenip oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi. Inkiibasyonun ardindan + 4 °C’ de 13.000
rpm’de 10 dakika santriftij edildi. Sivi tamamen dékiiliip 100 pl soguk %70 etanol
eklendikten sonra + 4 °C’de 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiiji yapildi. Alkol
tamamen dokiliip ependorf 55 °C etiivde 30 dakika kurumaya birakildi. Ependorf
kuruduktan sonra 20 ul TE tamponu eklendi ve izolat —20 °C” de muhafaza edildi.



23

2.2.3. DNA Konsantrasyonunun Tayini

UV absorbans spektrofotometresi ile 260 nm’ de 6l¢iim yapildi. Buna gére;
Azeo= 1 oldugunda DNA miktan 50 pg/ml’> dir. DNA safli1 icin ise Azeo/ Azs0=
1,8 formilii kullanilarak bulunan deger 1,8 e esit ise saf DNA, biiyiik ise saf
olmayan DNA elde edildigine karar verildi.

2.2.4. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA Zincir Reaksiyonu (RAPD-PCR)

RAPD-PCR uygulamalari i¢cin Maniatis ve ark. (1989)’ nin 6nerdigi yontem
kullamldi. Cizelge 2.1° de baz dizilimleri ve % G+C oranlan verilen rastgele
secilmis primerlerin her biri ile hedef DNA’min herhangi bir bolimi rastgele
gogaltildi.

PCR reaksiyonu 0.5 ml propilen tiiplerde 50 pl” lik toplam reaksiyon

hacminde gergeklestirildi.

Uygulanan PCR Programi:

96 °C’de 30 saniye (Denatiirasyon)

30°C’de 30 saniye (Primerlerin baglanmast) 45 Dongii
72 °C’de 30 saniye (DNA sentezi)

Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezinde incelendi ve daha sonra
— 20 °C’ de sakland.

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

RAPD-PCR iiriinlerinin analizi igin % 2’ lik agaroz jel elektroforezi
gergeklesirildi (Maniatis et al, 1989). Yatay konumda elektroforez kullanmldi. % 2
agaroz, TAE tamponunda kaynatilarak ¢oziildiikten sonra 1 pl Etidyum bromiir
eklendi. Hazirlanan agaroz biraz soguduktan sonra, uygun tarak yerlestirilen
elektroforez plagina dokildi. Jel polimerlestikten sonra tarak cekildi ve plak,
TAE tamponu igeren elektroforez tankina yerlestirildi. Her bir PCR &rneginden
10 i, yitkleme tamponu ile kanistinlarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi.
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PCR driinleri 40-90 V arasinda serbest akimda yiriitildi. Jeller UV
transliiminatdr {izerinde gorintiilendi. Jellerin fotograflani polaroid makina (DS
Polaroid Screen Instant Camera 100 X 81mm) da Polaroid black & White 667
filmi ile gekildi.

2.2.6. Genetik Uzakhik Tayini

Her Gammarus pulex ©rnegi igin her bir primerden elde edilen PCR
driininiin agaroz jelde olusturdugu DNA bantlan birbirleri ile kargilagtirilarak,
bant varliginda 1, yoklugunda ise O olarak kabul edildi. Ornekler arasindaki
genetik benzerlik “S” olarak adlandinldi S= 2 x Nap/ Na+ Np formili
kullamlarak hesaplandi. Bu formiilde; Nap; A ve B bireylerinin ortak bant sayisi,
Na; A bireylerinin toplam bant sayisi, Np; B bireylerinin toplam bant sayisidir.

Bu hesaplamadan sonra, D olarak adlandinlan tiirler arasi genetik uzaklik
D= 1- S formiline gore hesaplandi ve SPSS paket istatistik programi ile
kiimeleme analizleri yapilarak dendogramlar elde edildi( Wolf ve Rijini, 1993).
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3. BULGULAR

Regiilatdor ve Kanlikavak istasyonlanindan toplanan Gammarus pulex
orneklerinin total DNA izolasyonlan yapildiktan sonra RAPD-PCR teknigi ile
Cizelge 2.1° de belirtilen primerlerle DNA amplifikasyonu denenmistir.

3.1 Regiilator istasyonundan Toplanan Gammarus pulex Orneklerinin

Genetik Yakmbklarinin Incelenmesi

Regiilator istasyonundan toplanan G.pulex bireylerinin OPB08, B7, M13
primerleri ile polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu yapilmugtir.
Reaksiyon iriinleri % 2’ lik agaroz jel elektroforezinde 90 V’ da 30 dakika
yuritilerek UV transliminatorde incelendi ve polaroid film kullanilarak
fotograflan c¢ekildi ( Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6). Her bireyin jelde
olusturdugu bantlarin varlig: varligi ve yoklugu sirastyla 1 ve 0 olarak sayildi. Her
bireyin toplam bant sayisi belirlendi. Bireylerin birbirleriyle genetik uzakliklan
hesapland1 (Cizelge 3.1, 3.3, 3.5, 3.7, 3.9, 3.11). Bu hesaplamalar sonucunda
bulunan degerler kullanilarak SPSS programi ile dendrogramlar elde edildi
(Cizelge 3.2, 3.3, 3.5, 3.9, 3.11). Olusan dendrogramla bireyler genetik
yakinliklarina gore gruplandinldi.

Primer OPBOS8 ile gergeklestirilen amplifikasyon sonuglarina gore, Sekil
3.1’ e gore yapilan hesaplama (Cizelge 3.1)’ lardan elde edilen genetik uzaklik
hesaplamalanindan kiimeleme yontemi ile hazirlanan dendograma (Cizelge 3.2)
gore genetik uzakhklan O olan G76R, G78R, G70R, G75R, G71IR, G73R, G79R
bir grup olusturur. Bu gruba yakin diger gruplar sirasiyla; G72R ile G74R’ nin;
G83R’ nin; GI1R ile G15R*’ nin olusturdugu gruplardir (Cizelge 3.2).

Primer OPBO8 ile gergeklestirilen amplifikasyon sonuglarma gore, Sekil
3.2” e gore yapilan hesaplama (Cizelge 3.3)’ lardan elde edilen genetik uzaklik
hesaplamalarindan kiimeleme yontemi ile hazirlanan dendrograma (Cizelge 3.4)
gore genetik uzakliklan 0 olan G37R, GO9R, G24R, G22R, G34R bir grup
olusturur. Bu gruba yakin diger gruplar sirasiyla G32R’ nin; G38R ile G39R
(birbirlerine genetik uzakh@ 07 dir)” nin; G31R, G30R, G2IR (birbirlerine
genetik uzaklig: 0°dir) olusturdugu gruplardir (Cizelge 3.4).
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Primer B7 ile gergeklestirilen amplifikasyon sonuglarina gore, Sekil 3.3 e
gore yapilan hesaplama (Cizelge 3.5)’ lardan elde edilen genetik uzakhk
hesaplamalarindan kiimeleme yontemi ile hazirlanan dendrograma (Cizelge 3.6)
gore birbirlerine genetik uzakliklari 0 olan G26R, G32R, G15R, G20R, G28R,
G16R bir grup olusturur. Bu gruba yakin diger gruplar sirasiyla G19R ile G21R
(birbirlerine genetik uzakligi 0’ dir)’ nin; G22R’ nin; G13R’ nin; G14R ile G18R
(birbirlerine genetik uzaklig1 1” dir)’ nin olugturdugu gruplardir (Cizelge 3.6).

Primer B7 ile gercgeklestirilen amplifikasyon sonuglarina gore, Sekil 3.4 e
gore yapilan hesaplama (Cizelge 3.7)° lardan elde edilen genetik uzaklik
hesaplamalarindan kiimeleme yontemi ile hazirlanan dendrograma (Cizelge 3.8)
gore birbirlerine genetik uzakliklan 0 olan G11R, G12R, G1R, G7R, G8R, G4R
bir grup olusturur. Bu gruba yakin diger gruplar sirasiyla G6R ile G9R
(birbirlerine genetik uzakhigi 0° dir)’ nin; GI0R’ nin; G2R ile G3R (birbirlerine
genetik uzakligi 0’ dir); GSR’ nin olugturdugu gruplardir (Cizelge 3.8).

Primer B7 ile gergeklestirilen amplifikasyon sonuglarina gore, Sekil 3.5° e
gore yapilan hesaplama (Cizelge 3.9)’lardan elde edilen genetik uzaklik
hesaplamalarindan kiimeleme yontemi ile hazirlanan dendrograma (Cizelge 3.10)
gére GIOR ile GI9R arasindaki genetik uzaklik 0.33° dir. Bu gruba G8R
yakindir. G18R, G10R’ ye GI9R’ ye oldugundan daha yakindir. G6R ile G20R
arasindaki genetik uzaklik 0.50° dir. GI6R ile G21R arasindaki genetik uzaklik
0.66” dir. G2R ile G4R arasindaki genetik uzaklik 0.50” dir. G5R, G2R” ye G4R’
ye oldugundan daha yakindir (Cizelge 3.10).

Primer M13 ile gerceklestirilen amplifikasyon sonuglarnna gore, Sekil 3.6” €
gore yapilan hesaplama (Cizelge 3.11)” lardan elde edilen genetik uzaklik
hesaplamalarindan kiimeleme yontemi ile hazirlanan dendrograma (Cizelge 3.12)
gore GR5, GR6, GR4, GR1 arasindaki genetik uzaklik 0’ dir. Bu gruba, G34R ile
G26R (birbirlerine genetik uzakligi 0 dir) grubu, G32R ile G33R (birbirlerine
genetik uzakligi 0° dir)’ nin olusturdugu grup daha yakindir (Cizelge 3.12).
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Sekil 3.1 Regiilator istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer OPB08
ile cogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus

‘Hat 2 : G70R
‘Hat3 . G7IR
Hat4 : G72R
Hat5 : G73R
Hat 6 : G74R
Hat 7 :G75R
.Hat 8 : G76R
Hat 9 : G78R
Hat 10 : G79R
Hat 11 : G83R
Hat 12: G91R

Hat 13 : GI15R*



Cizelge 3.1 Regiilatdr istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin genetik
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uzakliklarn
G70R | G71R | G72R | G73R [ G74R | G75R | G76R | G78R | G79R | G83R [ GIIR | G15R*
G70R [0
G7IR [0 0
G72R [033 [033 [0
G73R |0 0 033 [0
G74R 020 [020 [0.14 [0.20 [0
G75R [0 0 (033 [0 020 [0
G76R [0 0 033 [0 020 [0 0
G78R [0 0 033 [0 0.20 [0 0 0
G79R |0 0 033 [0 020 |0 0 0 0
G83R [0.60 [0.60 [0.43 [0.60 [0.66 [0.60 [0.60 |0.60 [0.60 [0
G9IR |1 1 0.66 |1 0.60 |1 1 1 1 1 0
GI5R* |1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 033 [0

Cizelge 3.2 Regiilatdr istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin kiimeleme
yontemi ile hazirlanmis dendrogram

G76R
G78R
G70R
G75R
G71R
G73R
G79R
G72R
G74R
G83R
GI9IR

GI15R*
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Sekil 3.2 Regiilator istasyonundan toplanan bazi1 Gammarus pulex bireylerine ait, Primer OPB08
ile cogaltilmus PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi.

Hat 1 : G24R
Hat2 . G21R
Hat3 : G22R
Hat 4 : G32R
Hat5 : G34R
Hat6 :G31R
Hat 7 : G30R
Hat 8 : G38R
Hat 9 : G39R
Hat 10: G37R
Hat 11 : G6R

Hat 12: GSR

Hat 13 : DNA Ladder Plus



Cizelge 3.3 Regiilator istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin genetik
uzakliklan

G24R | G21R | G22R | G32R | G34R | G31R | G30R | G38R | G39R | G37R | G6R | G9R

G24R |0

G21R [ 0.60 |0

G22R |0 0.60 (0

G32R|0.66 |0.78 |0.66 |0

G34R |0 0.60 |0 0.66 (0

G31R[0.66 |0.11 |066 |0.80 |0.66 |0

G30R |0.66 |0.11 |0.66 |0.80 |0.66 (O 0

G38R |0.50 |0.14 |050 |0.75 [0.50 |0.25 {025 |0

G39R |0.50 [0.14 (050 |0.75 |0.50 (0.25 (025 |0 0

G37R |0 0.50 |0 0.66 |0 0.66 |0.66 |0.50 [0.50 |0

G6R |033 (066 (033 (071 [033 |0.71 |0.71 |0.50 [0.60 |0.33 |0

G9R (0 0.60 (0 066 |0 066 (0.66 [0.50 |0.50 (0 0.33 |0

Cizelge 3.4 Regiilator istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin kiimeleme
yontemi ile hazirlanmug dendrogranu

G37TR ———
G9R

G24R
G22R —
G34R ——
G6R

G32R
G38R _l_
G39R
G31IR __
G30R
G2IR —
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Sekil 3.3 Regiilator istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer B7 ile
cogaltilmug PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder mix

Hat2 : GISR
Hat3 .GI3R
Hat4 :GIl14R
Hat 5 : G16R
Hat 6 : GI8R
Hat 7 :GI9R
Hat 8 : G20R
Hat9 : G2IR
Hat 10: G22R
Hat 11 : G28R
Hat 12 : G26R

Hat 13 : G32R
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Cizelge 3.5 Regiilator istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin genetik
uzakliklar

GISR | G13R | G14R | G16R | G18R | GI9R | G20R | G21R | G22R | G28R | G26R | G32R
GI5R |0
GI13R[0.50 |0
Gl4R | 1 0.60 |0

Gl6 |0 0.50 |1 0

GI8R |1 1 1 1 0

GI9R[033 [0.60 [050 |033 [1 |o
G20R [0 0.50 |1 0 1 033 [0

G21R (033 [0.60 [0.50 |0.33 |1 0 033 |0

G22R [0.50 |0.66 |0.60 [0.50 |0.60 |0.20 [0.50 |0.20 |0
G28R |0 050 |1 0 1 033 |0 033 1030 |0
G26R | 0 050 |1 0 1 033 |0 0.33 |0.50

G32R |0 050 |1 0 1 033 |0 0.33 (050 |0 0 0

Cizelge 3.6 Regiilator istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin kiimeleme
yontemi ile hazirlanmus dendrogramu

G26R —
G32R — ]
GI5R
G20R
@8R —
Gl16R
GI9R
G2IR. =——
G22R
GI3R
Gl4R
GI8R




33

Sekil 3.4 Regiilator istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer B7 ile
cogaltilmus PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder plus

Hat2 : GIR
Hat3 .G2R
Hat4 : G3R
Hat5 : G4R
Hat 6 : G5R
Hat 7 :G6R
Hat 8 : G7R
Hat 9 : GO9R
Hat 10: GIOR
Hat 11 : G8R
Hat 12: G11R

Hat 13 : G12R



Cizelge 3.7 Regiilator istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin genetik
uzakliklan

GIR | G2R | G3R | G4R | G5R | G6R | G7R | G9R | G10R | G8R | G11R | G12R

GIR |0

G2R |1 0

G3R |1 0.20 |0

G4R |0 1 1 0

G5R |1 0.50]0.33 J 1 0

G6R (0330600501033 11 0

G7R |0 1 1 0 1 03310

G9R {0.3310.60 (0.50 | 0.33 |1 0 03310

GI0R | 0.50 | 0.33 [ 0.20 | 0.50 | 0.50 | 0.20 | 0.50 [0.20 |0

G8R 10 1 1 0 1 03310 0331050 |0

GI1IR |0 1 1 0 1 03310 033050 (0O

GI2R (0 1 1 0 1 033 (0 0.33 {0.50 (0 0 0

Cizelge 3.8 Regiilator istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin kiimeleme
yontemi ile hazirlanmis dendrogram

GlIR —
GI2R —]
GIR
GTR
GER ———

G4R |

G6R
GIR —
GI0R
G2R
G3R —
G5R
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Sekil 3.5 Regiilator istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer B7 ile

cogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi.

Hat1 :-
Hat2 : G2R
Hat3 . G4R
Hat4 : G5R
Hat 5 : G6R
Hat 6 : G8R
Hat 7 :G10R
Hat 8 : G16R
Hat 9 : GI8R
Hat 10: GI9R
Hat 11 : G20R
Hat 12: G21R

Hat 13 : GOR



Cizelge 3.9 Regiilatdr istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin genetik
uzakliklar

G2R | G4R | G5R | G6R | G8R | G10R | G16R | G18R | G19R | G20R | G21R

G2R |0
G4R |0.50 (0
GS5R (043 (071 (0
G6R |1 1 1 0

G8R [0.30

GIOR [0.75 10.75 1 0.45 | 0.50 {0.50 |0

GI6R | 1 1 0.55 [0.66 |0.66 |0.60 |0

G18R |0.50 | 0.50 [ 0.71 | 0.50 | 0.50 [0.50 |1 0
GI9R [0.60 | 0.60 [ 0.50 | 0.20 | 0.20 |0.33 |0.43 |0.60 |0
G20R | 1 1 1 0.50 {0.50 [0.50 [0.66 |0.50 |0.60 |0

G21R |1 1 0.71 |1 1 0.50 |0.66 |0.50 [0.60 [0.50 |0

Cizelge 3.10 Regiilator istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin kiimeleme
yontemi ile hazirlanmig dendrogrami

GI10R
GI9R
G8R

GI8R

= I

G6R
G20R
G16R
G21R
G2R

G4R |
G5R
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Sekil 3.6 Regiilator istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer M13 ile

cogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1
Hat 2
Hat 3
Hat 4
Hat 5
Hat 6
Hat 7
Hat 8
Hat 9

: DNA ladder plus
: G32R

. G33R

: G34R

: G26R

: GR1

:GR4

: GRS

: GR6
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Cizelge 3.11 Regiilator istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin genetik
uzakliklan

G32R | G33R | G34R | G26R | GR1 | GR4 | GRS | GR6

G32R |0

G33R |0 0

G34R | 1 1 0
G26R | 1 1 0 0

GR1 |1 1 0230 1033 |0
GR4 |1 1 0.50 [{0.50 |0.20 (0
GRS |1 1 0.50 |0.50 (02010 0
GR6 |1 1 0.50 [0.50 [0.20 |0 0 0

Cizelge 3.12 Regiilator istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin kiitmeleme
yontemi ile hazirlanmig dendrogrami.

GRS —
GR6 —
GR4

GRI ——
G34R
G26R
G32R
G33R —
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3.2 Kanhkavak Istasyonundan Toplanan Gammarus pulex Orneklerinin

Genetik Yakinhklarinin Incelenmesi

Kanhkavak istasyonundan toplanan G.pulex bireylerinin OPBO08, B7
primerleri ile polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu yapilmustir.
Reaksiyon iriinleri % 2’ lik agaroz jel elektroforezinde 90 V’ da 30 dakika
yuriitilerek UV transliminatérde incelendi ve poloroid film kullamlarak
fotograflan gekildi ( Sekil 3.7, 3.8). Her bireyin jelde olusturdugu bantlarin varhig:
varligi ve yoklugu sirasiyla 1 ve O olarak sayildi. Her bireyin toplam bant sayis
belirlendi. Bireylerin birbirleriyle genetik uzakliklari hesaplandi (Cizelge 3.13,
3.15). Bu hesaplamalar sonucunda bulunan degerler kullanilarak SPSS program:
ile dendogramlar elde edildi (Cizelge 3.14, 3.16). Olusan dendogramla bireyler
genetik yakinliklarina gore gruplandinldi.

Primer OPBOS8 ile gergeklestirilen amplifikasyon sonuglarina gore, Sekil
3.7’ e gore yapilan hesaplama (Cizelge 3.13)’ lardan elde edilen genetik uzaklik
hesaplamalanindan kiimeleme yontemi ile hazirlanan dendrograma (Cizelge 3.14)
gore GSTK, G58K, G45K, G55K, G56K, GS7K, G54K, G47K, G48K, G46K
arasindaki genetik uzaklik 0° dir. G41K ve G50 arasindaki genetik uzaklik 0.33°
diir. G41K ve G50K” nin ilk gruba genetik uzakhg 1° dir (Cizelge 3.14).

Primer B7 ile gerceklestirilen amplifikasyon sonuglarina gore, Sekil 3.8” e
gore yapilan hesaplama (Cizelge 3.15)° lardan elde edilen genetik uzakhk
hesaplamalanindan kiimeleme y6ntemi ile hazirlanan dendrograma (Cizelge 3.16)
gore G49K, GS59K, G46K, G48K arasindaki genetik uzaklik 0’ dir. Bu gruba
sirastyla G56K’ min; G55K” min G57K’ nin G47K’ nin G54K (birbirlerine genetik
uzakhklant 0° dir)” nin G42K’nin; G45K ile G50K (birbirlerine genetik uzakliklar
1’ dir)” min olusturdugu gruplardir (Cizelge 3.16).

ﬂ‘!ﬂ.\‘— r"., | N,
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Sekil 3.7 Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer OPB08

ile cogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat2 :G41K
Hat3 . G45K
Hat 4 : G46K
Hat5 : G47K
Hat 6 : G48K
Hat 7 :G50K
Hat 8 : G52K
Hat 9 : G54K
Hat 10 : G55K
Hat 11 : G56K
Hat 12: G57K

Hat 13 : G58K



41

Cizelge 3.13 Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin genetik
uzakliklan

G41K

G45K

G46K

G4TK

G48K

G50K

G52K

G54K

G55K

G56K

G57K

G58K

G41K

0

G435K

G46K

G47K

o o ©

=) ]

G48K

<

<

<

G50K

G52K

G54K

G55K

G56K

G57K

G58K

o @ & & = S

- NN <Y N = Y = = B =]

S| S S o @ S| -

o O o o 2o <@

o] O O o @

o S| S| ©

Cizelge 3.14 Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin kiimeleme
yontemi ile hazirlannis dendrogram

G57K
G58K
G45K
G55K
G56K
G57K
G34K
G47K
G48K
G46K
G41K
G50K
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Sekil 3.8 Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer B7 ile

cogaltilnug PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder plus
Hat 2 : G42K
Hat3 . G45K
Hat 4 : G46K
Hat5 : G47K
Hat 6 : G48K
Hat 7 :G49K
Hat 8 : G54K
Hat9 : G50K
Hat 10: G55K
Hat 11: G57K
Hat 12: G59K

Hat 13 : G56K
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Cizelge 3.15 Kanlikavak istasyonundan toplanan baz1 Gammarus pulex bireylerinin genetik

uzakliklan
G42K | G45K | G46K | G47K | G48K | G49K | G54K | G50K | G55K | G57K | G59K | G56K
G42K | 0.
G45K | 1 0
G46K [0.50 |1 0
G47K 1033 |1 033 |0
G48K | 0.50 |1 0 033 |0
G49K [ 0.50 |1 0 0.33 |0 0
G54K (033 |1 033 |0 033 |033 |0
G50K (033 |1 1 1 1 1 1 0
G55K (033 |1 033 |0 033 |033 |0 1 0
G57K (033 |1 0:33. [0 033 033 |0 1 0 0
G59K [0.50 |1 0 033 |0 0 033 7|1 033 (033 |0
G56K | 0.60 |1 0.20 (0.50 (0.20 [0.20 |0.50 |1 050 (050 (020 (O

Cizelge 3.16 Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin kiimeleme

yontemi ile hazirlannis dendrogram

G49K
G59K
G46K
G48K
G56K
G55K
G57K
G47K
G54K
G42K
G45K
G50K
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3.3 Regiilator-Kanlikavak Istasyonlarindan Toplanan Gammarus pulex

Orneklerinin Genetik Yakinhklarinin Incelenmesi

Regiilatér ve Kanlikavak istasyonundan toplanan G.pulex bireylerinin
OPBO08, B7 primerleri ile polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu
yapilmistir. Reaksiyon rtinleri % 2’ lik agaroz jel elektroforezinde 90 V” da 30
dakika yuritilerek UV transliminatoérde incelendi ve poloroid film kullamlarak
fotograflan cekildi (Sekil 3.9, 3.10). Her bireyin jelde olusturdugu bantiann
varhig varligr ve yoklugu sirasiyla 1 ve O olarak sayildi. Her bireyin toplam bant
sayist belirlendi. Bireylerin birbirleriyle genetik uzakhklan hesaplandi (Cizelge
3.17, 3.19). Bu hesaplamalar sonucunda bulunan degerler kullanilarak SPSS
programi ile dendrogramlar elde edildi (Cizelge 3.18, 3.20). Olusan dendogramla
bireyler genetik yakinliklarina gére gruplandirildi.

Primer OPBOS8 ile gergeklestirilen amplifikasyon sonuglarina gore, Sekil
3.9’ e gore yapilan hesaplama (Cizelge 3.17)’ lardan elde edilen genetik uzaklik
hesaplamalarindan kiimeleme yontemi ile hazirlanan dendrograma (Cizelge 3.18)
gore GS2K, G54K, G45K arasindaki genetik uzaklik 0’ dir. G74R ve G21R
arasindaki genetik uzakhk 0.25” dir. G24R ile G30R arasindaki genetik uzaklik
0.33 dir. G83R ile G41K arasindaki genetik uzaklik 0.33” diir. G70R ile G50K
arasindaki genetik uzaklik 0.50” dir. G74R ile G21R’ ve G24R ile G30R gruplan
ilk grup olan Kanlhkavak gruplarina G83R ile G41R ve G70R ile G50K’ nn
olusturdugu gruptan daha yakindir (Cizelge 3.18).

Primer B7 ile gergeklestirilen amplifikasyon sonuglarina gore, Sekil 3.10”
e gore yapilan hesaplama (Cizelge 3.19)° lardan elde edilen genetik uzaklik
hesaplamalarindan kiimeleme yontemi ile hazirlanan dendrograma (Cizelge 3.20)
gore G50K ile G20R arsindaki genetik uzaklik 0” dir. G49K’ nin bu ikiliye
genetik uzakh@ 0.50” dir. G46K ile G59K arasindaki genetik uzaklik 0 dir.
G54K’ nin bu ikiliye genetik yakinhigi Os” dir. G57K ile G55K arasindaki genetik
yakinhk 0° dir. G19R’ nin bu ikiliye genetik uzakhig: 0.20” dir (Cizelge 3.20).
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Sekil 3.9 Regiilatér-Kanlikavak istasyonlarnindan toplanan baz1 Gammarus pulex birevlerine ait,

Primer OPBOS ile cogaltilmug PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder plus
Hat2 : G70R
Hat3 . G74R
Hat 4 : G83R
Hat5 : G21R
Hat 6 : G24R
Hat 7 :G30R
Hat 8 : G41K
Hat 9 :G45K
Hat 10: G50K
Hat 11: G52K

Hat 12 : G54K
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Cizelge 3.17 Regiilator-Kanhkavak istasyonlarindan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin

genetik uzakliklan
G70R | G74R | G83R [ G21R | G24R [ G30R | G41K | G45K | G50K | G52K | G54K
G70R |0
G74R (020 |0
G83R [0.60 |0.66 |0
G21R [0.43 |0.25 [0.75 |0
G24R|0.50 020 |1 043 [0
G30R [0.66 (043 |1 033 [033 [0
G41K|0.60 [0.66 [0.33 [0.75 |1 1 0
G45K |1 0.60 |1 071 [0.50 [0.33 |1 0
G50K [0.50 [0.60 [0.60 [0.71 [0.50 |0.66 |0.60 |1 0
G52K |1 060 |1 071 |050 033 |1 0 1 0
G54K |1 060 |1 071 [0.50 [033 |1 0 1 0 0

Cizelge 3.18 Regiilator-Kanlikavak istasyonlarindan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin
kiimeleme yontemi ile hazirlanmig dendrogramu

G52K
G34K
G45K
G74R
G21R
G24R
G30R
G83R
G41R
G70R
G50K
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Sekil 3.10 Regiilator-Kanlikavak istasyonlarindan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait,

Primer B7 ile gogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi.

Hat 1 : DNA ladder plus
Hat2 : G46K
Hat3 .G47K
Hat 4 : G49K
Hat5 : G50K
Hat 6 : G59K
Hat 7 :G57K
Hat 8 : G4R
Hat 9 :GI19R
Hat 10: G20R
Hat 11: G54K

Hat 12: G10R
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Cizelge 3.19 Regiilatdr-Kanlikavak istasyonlarindan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin

genetik uzakliklan
G46K | G47K | G49K | G50K | G59K | G37K [ G4R | GI9R | G55K | G20R | G54K | GIOR
G46K |0
G47K(0.33 |0
G49K (0.60 [0.50 (0
G50K | 1 1 0.50 |0
G539K | 0 0.33" |1 1 0
G57K|0.20 (0.50 |1 1 020 |0
G4R |1 1 1 1 1 0.60 |0
GI9R | 0.50 |1 1 1 0.50 [0.20 |0.50 |0
G55K (020 [0.50 |1 1 0.20 |0 0.60|10.20 |0
G20R |1 1 0.50 |0 1 1 1 1 1 0
G54K | 0 1 1 1 0 0.20 |1 050 (020 |1 0
GIOR |0.60 [0.50 [0.66 [0.50 [0.60 [0.33 [0.60{020 |0.33 |0.50 |0.60 |0

Cizelge 3.20 Regiilatér-Kanlkavak istasyonlarindan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerinin
kiimeleme yontemi ile hazirlanmis dendrogramui

G50K
G20R
G49K
G46K
G59%K
G354K
G57K
G55K
GISR
GIOR
G47K
G4R
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4. TARTISMA VE SONUC

Gammarus spp.” lar sulara karigan gevresel kirleticilere, baliklardan daha
duyarli organizmalardir. Cok c¢esitli kirleticilere (kanalizasyon atiklari, agir
metaller gibi) olan hassasiyetlerinden, g¢abuk iretilebilmelerinden, ¢ok sayida
toplanabilmelerinden dolay1 bu cins toksikolojik ¢aligmalarda indikatér olarak
yayginca kullamlmaktadir.

Bu ¢alismada Porsuk Nehri” nin iki farkli bolgesi (Regilator, Kanlikavak)’
nden Gammarus pulex ornekleri toplanmistir. Toplanan 6rneklerin DNA’ lan
izole edildikten sonra RAPD-PCR teknigi ile ¢ogaltilmistir. Cogaltilan DNA’ lar
tzerinde bazi degerlendirmeler yapilarak tiir i¢i polimorfizm olup olmadig: tespit
edilmeye calistimistir.

Yapilan bazi ¢alismalarda birtakim agir metallere maruz kalan 6rneklerin
enzim aktivasyonlarinda degisiklikler tespit edilmistir. Sucul kirlilik tespitinde
faydali Gammarusa direng ve ya duyarhlik kazandiran elbette genlerinde sakh
olan bilgilerdir. Bu genlerin tespiti ve sonrasinda klonlanmasiyla kirlilige
dayamkhilik karekteri c¢esitli gekillerde kullamlabilecektir. Bu caligmada
Gammarus pulex tir igi polimorfizminin belirlenmesi ileride bu o6rnekler
arasindaki bagka farkliliklarin (biyokimyasal ve diger molekiiler ozellikler gibi)
tespiti i¢in 6nci olacaktir.

Gammarus cinsi, Kuzey yanmkiirede Avrupa ve Kuzey Afrika’ da tath
sularda ve denizlerde fazla sayida taksa ile genis bir alana yayilmig durumdadir.
Bu derece genis yayiim gostermesi taksonomik problemlere neden olmaktadir
(Karaman ve Pinkster, 1977a, b, 1987). Simdiye kadar ki, morfolojik gézlemler,
hibridizasyon deneyleri ve izozim polimorfizmleri Karaman ve Pinster (1977a, b,
1987) tiirlerin taksonomik konumlarim agiklamak igin kullamlan yontemlerdir.
Ancak Gammarus’un taksonomisi igin yanlizca morfolojik karekterlerin
kullamilmasi zordur (Pinkster, 1983). Dikkatli bir morfolojik inceleme ve belirli
sayida karekterlerin belirlenmesini gerektirir (Karaman ve Pinkster, 1977a, b,
1987). Bu karekterleri gozlemlemek zordur ve onemli derecedeki morfolojik

benzerlikler taksomiyi daha da kangik bir hale getirir (Pinkster, 1983).
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Uygulanacak bazi molekiiler tekniklerle bu gibi sorunlar onlenebilir (Karaman ve
Pinkster, 1977a).

Bugiine kadar iilkemizde i¢ sulardan Karaman ve Pinkster (1977a, b, 1987)
tarafindan 6 cinse ait 40, Geliday ve arkadaglani (1977) tarafindan da 1
Amphipoda tiirii kayd: verilmistir. Ancak bugiine kadar Tiirkiye igsular genelinde
ya da bolgesel olarak ozellikle Amphipoda iizerinde yapilmus herhangi bir
faunistik caligma yoktur (Yesilmen, 1996). Gammarusun sucul kirlilige duyarl bir
organizma olmasi, bu canlmin taksonomisi, biyokimyasi ve molekiiler yapisi ile
ilgili yapilacak ¢alismalara 6nem kazandirmaktadir.

RAPD-PCR tekniginde rastgele niikleotid dizisine sahip oliogoniikleotid
primerler, genomik DNA’min cesitli bolgelerinin ¢ogaltiminda kullamlir. Olusan
fragmentlerin sayis1 ve biiyiikliigi, kullanilan primerin niikleotid dizisi ve kalip
DNA’da bu baza bagh olarak genoma o6zgi parmak izi olusturur ( Klein-
Lankhorst ve ark., 1992).

RAPD markirlar, populasyon genetigi ¢alismalan, genetik haritalama, bitki
ve hayvan yetistirme caliymalari, DNA parmak izi ¢ikarilmast igin oldukga
uygundur. RAPD markirlar aym zamanda kromozoma 6zgii DNA fragmentlerinin
cabuk tammlanmasi ve izolasyonunu saglayan etkili bir polimorfizm tahlili saglar.
RAPD markirlar, genom haritalama otomasyonunu, genomu tammlamak igin
gerekli fenotipik markir sayisinin az oldugu organizmalarda genetik analiz
giiciiniin artmasii saglar. Bu metodun en avantajli yam genotip tayininin
otomatiklestirilebilmesidir (Williams ve ark., 1990).

Enchytraeus variatus ve Enchytraeus crypticus (Annelida), laboratuvar
sartlarinda caprazlanamayan iki tiirdiir. Elektron mikroskobunda bile zor ayirt
edilebilirler. Ancak biyokimyasal olarak ii¢ allozimleri ile ayirt edilebilirler.
Almanya’ da bu iki tiiriin 15 farkl oligoniikleotid primerle RAPD-PCR teknigi
denenmis ve aralarinda genetik farklilik oldugu belirlenmistir. Uzunluklani 260’
dan 1800 bp’ ye degisen kadar degisen 199 DNA pargasinin karsilastirilmasiyla
Enchytraeus crypticus % 15 Enchytraeus variatus % 19 polimorfizm gostermistir
(Schirmacher ve ark., 1998).

Bir Diptera olan Cochliomyia hominivorax, henuz erginlesmedigi donemde,

Cochliomyia macelloriaya® ya morfolojik agidan olduk¢a benzerdir. Burada
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RAPD-PCR yontemi bu iki tiir igin gelisen molekiiler genetik markir olarak
kullamlmistir. Yedi adet givenilir ve tekrar iiretilebilen markir, her tir icin 4
populasyondaki beser tane bireyin DNA’ lartyla test edilmistir. Bu yedi primerden
elde edilen verilerin analizleri bu tiirlerin populasyonlarini arasinda tiirler aras:
polimorfizm oldugunu gostermistir. Istatistik sonuglar iki tiirii ayirt etmek igin
RAPD-PCR tekniginin yeterliligini % 100 destekler desteklemektedir (Skoda ve
Foster, 2002).

Aphidler (Homoptera) morfolojik ve biyokimyasal farkiiikiarin ¢ok az
gorildagi bir gruptur. RAPD-PCR teknigi ile allozim g¢aligmalarinin tam tersine 4
aphid (yesil bocek, Rus bugday aphidi, bezelye aphidi, kahverengi ambrosia
aphidi) arasinda genetik varyasyonlar tespit edilmistir (William ve ark., 1992).

Bir diger calismada RAPD-PCR teknigi kullanilarak yine Cochliomyia
hominivorax. tirunin alti tanesi giiney dogu Brezilya’ dan, bir tanesi kuzey
Arjantin® den olmak tizere yedi populasyonu arasindaki genetik cesitlilik
cahigitlmigtir. RAPD-PCR’ da kullanmilan 12 primer igin yitksek oranda gesitlilik
gozlenmistir. Bu markirlarla elde edilen sonuglarla yalmzca potansiyel gen akisi
degil, bunlarin genetik iligkileri de belirlenmistir. Sonuglar Cochliomyia
hominivorax populasyonlarinda taranan alt boliimlerin RAPD ile agiklanabildigini
goOstermigtir (Infante ve ark., 1999).

Bu c¢aliymada Regiilator istasyonu Omeklerinin primer OPBO08 ile
gergeklestirilen amplifikasyon sonuglarina gore, Sekil 3.1° e gore yapilan
hesaplama (Cizelge 3.1)’ lardan elde edilen genetik uzaklik hesaplamalarindan
kimeleme yontemi ile hazirlanan dendrograma (Cizelge 3.2) gore genetik
uzakbklann 0 olan G76R, G78R, G70R, G75R, G71R, G73R, G79R bir grup
olusturur. Bu gruba yakin diger gruplar sirastyla; G72R ile G74R’ nin; G83R’ nin;
GY91R ile G15R*’ nin olusturdugu gruplardir (Cizelge 3.2). Sekil 3.2° e gore
yapilan hesaplama (Cizelge 3.3)’lardan elde edilen genetik wuzakhk
hesaplamalanindan kiimeleme yontemi ile hazirlanan dendrograma (Cizelge 3.4)
gore genetik uzakliklann 0 olan G37R, G9R, G24R, G22R, G34R bir grup
olusturur. Bu gruba yakin diger gruplar swrasiyla G32R’ nin; G38R ile G39R
(birbirlerine genetik uzakligit 0’ dir)’ nin; G31R, G30R, G2IR (Birbirlerine
genetik uzakhgi 0’ dir) olusturdugu gruplardir (Cizelge 3.4).



52

Regiilatér istasyonunun Primer B7 ile gergeklestirilen amplifikasyon
sonuclarina gore, Sekil 3.3° den yapilan hesaplama (Cizelge 3.5)’lardan elde
edilen genetik uzaklik hesaplamalarindan kiimeleme yontemi ile hazirlanan
dendrograma (Cizelge 3.6) gore genetik uzakliklarni 0 olan G26R, G32R, G15R,
G20R, G28R, G16R bir grup olusturur. Bu gruba yakin diger gruplar sirasiyla
GI19R ile G21R (birbirlerine genetik uzakh@ 0’ dir)’ nin, G22R’ nin; G13R’ nin;
G14R ile G18R (birbirlerine genetik uzakhigi 1 dir)’ nin olusturdugu gruplardir
(Cizelge 3.6). Sekil 3.4> den yapilan hesaplama (Cizelge 3.7)” lardan elde edilen
genetik uzakhk hesaplamalarindan kimeleme y6ntemi ile hazirlanan dendograma
(Cizelge 3.8) gore genetik uzakliklan 0 olan G11R, G12R, GIR, G7R, G8R, G4R
bir grup olusturur. Bu gruba yakin diger gruplar sirasiyla G6R ile GO9R
(birbirlerine genetik uzakhgi 0° dir)’nin, G10R* nin; G2R ile G3R (birbirlerine
genetik uzakligi 0” dir); G5R’ nin olusturdugu gruplardir (Cizelge 3.8). Sekil 3.5’
e gore yapilan hesaplama (Cizelge 3.9)’ lardan elde edilen genetik uzaklik
hesaplamalarindan kiimeleme yontemi ile hazirlanan dendrograma (Cizelge 3.10)
gore GIOR ile GI9R arasindaki genetik uzakhk 0.33” dir. Bu gruba G8R
yakindir. G18R, G10R’ ye G19R’ ye oldugundan daha yakindir. G6R ile G20R
arasindaki genetik uzaklik 0.50° dir. GI16R ile G21R arasindaki genetik uzaklhk
0.66” dir. G2R ile G4R arasindaki genetik uzaklik 0.50° dir. GSR, G2R’ ye G4R’
ye oldugundan daha yakindir (Cizelge 3.10).

Regiilator oOrneklerinin primer M13 ile gerceklestirilen amplifikasyon
sonucglarina gore, Sekil 3.6’ dan yapilan hesaplama (Cizelge 3.11)’lardan elde
edilen genetik uzaklik hesaplamalarindan kiimeleme yontemi ile hazirlanan
dendrograma (Cizelge 3.12) gore GRS, GR6, GR4, GRI1 arasindaki genetik
uzakhk 0 dir. Bu gruba, G34R ile G26R (birbirlerine genetik uzakhg O dir)
grubu, G32R ile G33R (birbirlerine genetik uzakhg: 0 dir)’ nin olusturdugu grup
daha yakindir (Cizelge 3.12).

Kanlikavak istasyonu orenklerinin primer OPBO08 ile gergeklestirilen
amplifikasyon sonucglarima gore, Sekil 3.7 e gore yapilan hesaplama (Cizelge
3.13)’ lardan elde edilen genetik uzaklik hesaplamalarindan kiimeleme ydntemi
ile hazirlanan dendrograma (Cizelge 3.14) gore G57K, G58K, G45K, G55K,
G56K, G57K, G54K, G47K, G48K, G46K arasindaki genetik uzaklik 07 dir.
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G41K ve G50 arasindaki genetik uzaklik 0.33” diir. G41K ve G50K’ nin ilk gruba
genetik uzakhig: 1° dir (Cizelge 3.14).

Kanlikavak orneklerinin primer B7 ile gergeklestirilen amplifikasyon
sonuglarina gore, Sekil 3.8’ den yapilan hesaplama (Cizelge 3.15)° lardan elde
edilen genetik uzaklik hesaplamalarindan kiimeleme yontemi ile hazirlanan
dendrograma (Cizelge 3.16) gore G49K, G59K, G46K, G48K arasindaki genetik
uzaklk O dir. Bu gruba sirasiyla G56K’ min; G55K’ nin G57K’ nin G47K’ nin
G54K (birbirlerine genetik uzakliklani 07 dir)’ nmin G42K’nmin; G45K ile G50K
(birbirlerine genetik uzakliklar 1° dir)” min olusturdugu gruplardir (Cizelge 3.16).

Regiilatér ve Kanlikavak orneklerinin primer OPBO8 ile gergeklestirilen
amplifikasyon sonuglarina gore, Sekil 3.9” dan yapilan hesaplama (Cizelge 3.17)’
lardan elde edilen genetik uzaklik hesaplamalarindan kiimeleme yontemi ile
hazirlanan dendrograma (Cizelge 3.18) gore G52K, G54K, G45K arasindaki
genetik uzaklik 0° dir. G74R ve G21R arasindaki genetik uzaklik 0.25” dir. G24R
ile G30R arasindaki genetik uzaklik 0.33 diir. G83R ile G41K arasindaki genetik
uzaklik 0.33” dir. G70R ile G50K arasindaki genetik uzaklik 0.50” dir. G74R ile
G21R’ ve G24R ile G30R gruplan ilk grup olan Kanhkavak gruplarina G83R ile
G41R ve G70R ile G50K” nin olugturdugu gruptan daha yakindir (Cizelge 3.18).

Regiilator ve Kanlkavak orneklerinin primer B7 ile gergeklestirilen
amplifikasyon sonuclarina goére, Sekil 3.10° e gore yapilan hesaplama (Cizelge
3.19)’lardan elde edilen genetik uzakhk hesaplamalarindan kiimeleme yontemi ile
hazirlanan dendrograma (Cizelge 3.20) gore G50K ile G20R arasindaki genetik
uzaklik 0’ dir. G49K’ min bu ikiliye genetik uzakligi 0.50° dir. G46K ile G59K
arasindaki genetik uzaklik 0> dir. G54K’ nin bu ikiliye genetik yakinhigi 0’ dir.
GS57K ile G55K arasindaki genetik yakinlik 0° dir. GI9R’ nin bu ikilige genetik
uzaklig 0.20” dir (Cizelge 3.20).

Bu calismanin sonucunda; Eskigehir, Porsuk Cayi, Regilatdor ve
Kanlikavak Gammarus pulex tirii 6rnekleri arasinda polimorfizm oldugu tespit
edilmistir. Regiilatéor ornekleri kendi arasinda, Kanhkavak ornekleri keﬁdi
arasinda polimorfiktir. Aym zamanda ve iki istasyon orneklerinin birbirlerine gore

polimorfik oldugu bulunmustur.
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