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Mitokondrial DNA korunmus yap: ve organizasyonu ozelliklerinden
dolay, tiirici ve tiirler aras1 genetik cesitliligi belirlemedeﬂlyaygm olarak
kullaniimaktadir. DNA kullamilarak, hem sistematik hem de genetik
calismalar icin, rasgele cogaltilmis polimorfik DNA Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RAPD-PCR) teknigi kullanilabilmektedir. RAPD-PCR
ekonomik olmasi ve genomik bilgiye ihtiya¢ duyulmamasi nedeniyle genetik
uzakliklarin belirlenmesi icin tercih edilmigtir.

Bu caliyjmada, bazi Bati Anadolu Gammarus tiirlerinden olan
Gammarus pulex, Gammarus uludagi, Gammarus effeltus, Gammarus
agrarius, Gammarus komareki, Gammarus fossarum, Gammarus arduus
tiirlerinin izole edilen mitokondrial DNA’larinin 39 primerle amplifikasyonu
denenmistir. Denenen primerlerden 3 tanesinin verdigi amplifikasyon
sonuclarina gore bu tiirlerin birbirine olan uzakhk dereceleri belirlenmistir.
Bu calijmada mitokondrial DNA kullanilarak RAPD-PCR tekniginin,

Gammarus tiirleri icin genetik uzaklbklarin belirlenmesinde faydal

olabilecegini gosterilmistir.
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Mitochondrial DNA is widely used in order to estimate the amount of
genetic variability within and between different populations, because of its
conserved structure and organization. Random Amplified Polymorphic DNA
Polymerase Chain Reaction (RAPD-PCR) can be used for both systematic
and genetic studies. This tecnique was preferred because of its economic and
less laborious properties.

In this work, some West Anatolia Gammarus specieses; Gammarus
pulex, Gammarus uludagi, Gammarus effeltus, Gammarus agrarius, Gammrus
komareki, Gammarus fossarum, Gammarus arduus were studied.
Amplification of mitochondrial DNA of these specieses was carried out with
39 primers. According to the amplification results of 3 primers, genetic
distances between these specieses were determined. This study showed that

RAPD-PCR tecnique is usefull to detect the genetic distance between

Gammarus specieses.

Key Words: Gammarus, RAPD-PCR, genetic distance
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bilirim.

Maddi manevi desteklerini yanimda olmasalar bile hep hissettigim anneme,

babama, ablalarima, agabeyime ve Merve ile Ecem’ e minnettarim.



iCINDEKILER

Sayfa

OZET ... voruieetter ettt et e tb st st s i..
ABSTRACT ..ttt sttt e sae st s s st st e s e nanene ii
TESEKKUR.......oieietriireseisiesensssssese e sssasssssssessesesssse s sasssesssassesssassessssssessanes iii
ICINDEKILER........cooieiteteieeceectee ettt sesss et et es s se s s s s s en s s s sanaes iv
SEKILLER DIZINI......coviiitiiciercreeieteeieseie e sestesesse et ssesessesessesssesessanes vi
CIZELGELER DIZINL....cooviuieiiiecteieeieteeseieetesensee et seas s s et saee X
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI........cccoeimrirceecee e, xi
1. GIRIS .. 1
1.1. Gammarus’ un Sistematik OzelliKIEri. ¥......oeoveververeereerereeereeeecee e, 1
1.2. Tath Su Amphipodlariyla Calismanin Onemi........c.ccoeveveeverecreerireeerenrernnens 4
1.3. Molekiiler Sistematikde Kullanilan Bazi TekniKIer........ccccceeveervenricncnecnnee. 4
1.3.1 Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RELP)...........0......... 5
1.3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR).....c..cccociiiiniiniiinniicinniinnennen. 6
1.3.2.1. PCR Asamalari.......ccoccevvirrcriniinmniniiinrienencsnenenicc s 11

1.3.2.2. PCR OptimMIZaSYONU......c.cccverrreruecrrneereresecreeseesseseseensesns 15

1.3.3 Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD-PCR)...........c.cc...... 17

2. MATERYAL VE YONTEM 21
2.1 MALEIYAL cevviiiiiieececeteerciie ettt st st sesasn e s eneeas 21
2.1.1. Gammarus Materyali.. X .ooieerereeeieeererereeesecesese s s s s saesenas 21

2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler...........cccorvurcirninicriennecnnncccnennnenns 21

2.1.3. Tampon Ve COZEILIET......cocverereeriiiirtiienrccentercsnesesreeeesenanens 22
2.1.3.1 DNA Izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler...........coccereurunnne. 22

2.1.3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Cozeltiler.......22

2.1.2.3 Agaroz Jel Elektroforezi Icin Kullanilan Cozeltiler............. 24

2.1.4, StEriliZaSYOT...c.eeeeerreneecerneesieeireeteetese e ste et esnecssesnt e nne 24

AR ) 111 1o FHRO OO U OO 24



2.2.2. Orneklerden Mitokondrial DNA Izolasyonu.............ccccoeeuevvruncene, 25

2.2.3. DNA Konsantrasyon Tayili.....ccccoerverrrveeniecinieniienreniereenienseeesennns 25

2.2.4. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD-PCR)......c.ccccceeuane. 25

2.2.5. Agaroz Jel EleKtroforezi........ceoevvuevurrcerurnieciinineiinnenenceseneenenens 26

2.2.6 Genetik Uzaklik TayiNi.....covccevueenrernenrieniieniienines ceveeveeneeneeneesaensens 26
3. BULGULAR 27
4. TARTISMA VE SONUGCLAR....cccecetremsernrsesmsssesasesensnsasssssesssassossansasssasasaseseas 64
5. KAYNAKLAR.




vi

SEKILLER DiZiNi

1.1. Polimeraz Zincir REaKSIYONU ......cccocevierienrrieniiiinenceiereccieeerseeves e 12

3.1. Kanlikavak ve Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex,
Uludag istasyonundan toplanan bazi Gammarus uludagi, Safranbolu
istasyonundan toplanan bazi Gammarus effeltus, Diiden istasyonundan
toplanan bazi Gammarus agrarius, Edirne istasyonundan toplanan bazi
Gammarus komareki, Gammarus fossarum ve Gammarus arduus bireylerine

ait, Primer M13 ile cogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi ..29

3.2. Kanlikavak ve Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex,
Uludag istasyonundan toplanan bazi Gammarus uludagi, Safranbolu
istasyonundan toplanan bazi Gammarus effeltus, Diiden istasyonundan
toplanan bazi Gammarus agrarius, Edirne istasyonundan toplanan bazi
Gammarus komareki, Gammarus fossarum ve Gammarus arduus bireylerine

ait, Primer OPBO8 ile c¢ogalulmis PCR driinlerinin agaroz jel

E O RETOTOTEZI ettt et e s e e s s e e et e e s e s esesesaeaeseraseteesesaesaeeasenanes 30

3.3. Kanlikavak ve Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex,
Uludag istasyonundan toplanan bazi Gammarus uludagi, Edirmne
istasyonundan toplanan bazi Gammarus arduus bireylerine ait, Primer B7

ile ¢cogaltilmis PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi .......................31

3.4. Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait,

Primer M13 ile ¢cogaltilmig PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi.......... 32

3.5. Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait,

Primer M 13 ile ¢ogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi.......... 33

3.6. Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait,

Primer M13 ile ¢ogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi.......... 34

Anadolu Onivgysitess”
Merkez Kiiiighane



3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

3.11

3.12.

3.13.

3.14.

3.15.

vii

Kanlikavak ve Kunduz istasyonlarindan toplanan bazi Gammarus pulex ile
Uludag istasyonundan toplanan bazi Gammarus uludagi bireylerine ait,

Primer M13 ile ¢ogaltilmis PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi.......... 35

Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex Dbireylerine ait,

Primer MI13 ile c¢ogalulmig PCR  iriinlerinin  agaroz jel

(S 50E (o) (6] (= NURTRT O U OPRURPORORORUN 36

Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex ve Safranbolu
istasyonundan toplanan Gammarus effeltus bireylerine ait, Primer M13 ile
cogaltilmis PCR tirtinlerinin agaroz jel

O O O ZI e evveeeeeeeeeee ettt tietseseeestretsaaseessesenasaesssessssnnnsessassnnansnnassne 37

Safranbolu istasyonundan toplanan bazi Gammarus effeltus ve Diiden
istasyonundan toplanan Gammarus agrarius bireylerine ait, Primer M13 ile

cogaltilmis PCR iirtinlerinin agaroz jel elektroforezi.........cccvivererercvenenncns 38

. Diiden istasyonundan toplanan bazi Gammarus agrarius bireylerine ait,

Primer M13 ile ¢ogaltilmig PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi.......... 39

Diiden istasyonundan toplanan bazi Gammarus agrarius bireylerine ait,

Primer M13 ile ¢ogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi.......... 40

Diiden istasyonundan toplanan bazi Gammarus agrarius,. Edirne
istasyonundan toplanan bazi Gammarus komareki, Gammarus arduus, ve
Gammarus fossarum bireylerine ait, Primer M13 ile c¢ogaltilmis PCR

trlinlerinin agaroz jel eleKtroforezi.........c.ovvevmveriiinniicnieninicciiiiceenns 41

Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait,

Primer OPBOS ile ¢ogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi......42

Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait,

Primer OPBOS ile ¢ogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi......43



3.16.

3.17.

3.18.

3.19.

3.20.

3.21.

3.22.

3.23.

3.24.

3.25.

viii

Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait,

Primer OPBOS ile ¢cogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi......44

Uludag istasyonundan toplanan bazi Gammarus uludagi ve Kanlikavak
istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer OPB08

ile cogaltilmig PCR triinlerinin agaroz jel elektroforezi........cccve...... PRSI 45

Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait,

Primer OPBOS ile ¢cogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi .....46

Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex ve Safranbolu
istasyonundan toplanan bazi Gammarus effeltus bireylerine ait, Primer

OPBOS ile ¢ogaltilmig PCR fiiriinlerinin agaroz jel elektroforezi.................. 47

Safranbolu istasyonundan toplanan bazi Gammarus effeltus bireylerine ait,

Primer OPBOS ile ¢ogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi......48

Safranbolu istasyonundan toplanan bazi Gammarus effeltus ve Diiden
istasyonundan toplanan Gammarus agrarius bireylerine ait, Primer OPB08

ile cogaltilmig PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi ........cccocevevecvenuennens 49

Diiden istasyonundan toplanan bazi Gammarus agrarius bireylerine ait,

Primer OPBOS ile ¢cogaltilmig PCR tirlinlerinin agaroz jel elektroforezi .....50

Diiden istasyonundan toplanan bazi Gammarus agrarius bireylerine ait,

Primer M13 ile ¢ogaltilmis PCR iirtinlerinin agaroz jel elektroforezi ......... 51

Edirne istasyonundan toplanan bazi Gammarus komareki, Gammarus
fossarum ve Gammarus arduus bireylerine ait, Primer OPBOS ile ¢ogaltilmis

PCR iiriinlerinin agaroz jel eleKtroforezi .......coccevveeveeicririenniciirieneecneenneas 52

Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait,

Primer B7 ile ¢ogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi ............ 53



ix

3.26. Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait,

Primer B7 ile ¢ogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

3.27. Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait,

Primer M13 ile ¢ogaltilmis PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi ......... 55

3.28. Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait,

Primer B7 ile ¢ogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi R 56

3.29. Kanlikavak ve Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex ve
Uludag istasyonundan toplanan bazi Gammarus uludagi bireylerine ait,

Primer B7 ile ¢cogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Anadolu W?gersites?'f
Merkez [{Hiintane



1.1

2.1

3.1

3.2.

3.3.

CIZELGELER DiZIiNi

Agaroz Jel Elektroforezinde jeldeki agaroz derisimi ve bu derigimlerde

etkili ayirma yapabilecek DNA molekiilii buyiikliikleri
Kullanilan oligoniikleotid primerlerin dizileri ve %G+C oranlari ............... 23

Gammarus  pulex, = Gammarus  uludagi, = Gammarus  komareki;
Gammarus arduus, Gammarus fossarum, Gammarus agrarius, Gammarus

effeltus tiirlerinin genetik Uzaklif1 ...o.cocvevvviniiiiniiiiniiiniiciccceciceeceene 58

Gammarus  pulex, Gammarus uludagi, Gammarus  komareki,
Gammarus arduus, Gammarus fossarum, Gammarus agrarius, Gammarus

effeltus tiirlerinin dendOZTaIMLI .......ccecerieererririrereecrenerneeerteeeereeresee s eeeeees 59

Calsilan tim Gammarus pulex, Gammarus uludagi, Gammarus
komareki, Gammarus arduus, Gammarus fossarum, Gammarus agrarius,

Gammarus effeltus tiirlerin 6rneklerinin dendogrami ........coceeevveercercnenencn. 60:

Anadolu Universites®
Merkez Kiitliphane



DNA
dNTP :
EDTA :
HCI

Mg*?
MgCl, :
ml

mm
mM
MW

pl
ng
NaOH :
PCR
RAPD :
RFLP :

TE
T
uv

Pop

SIMGELER VE KISALTMALAR

: Baz cifti
: Deoksiriboniikleik Asit

Deoksiniikleotid tri Fosfat
Etilendiamin-tetra Asetik Asit Di Sodyum Tuzu

: Hidroklorik Asit

: Magnezyum

Magnezyum Kloriir

: Mililitre

: Milimetre

: Milimolar

: Molekiiler agirlik
: Mikro molar

: Mikrolitre

: Nanogram

Sodyum Hidroksit

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA

Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi

: Devir/dakika

: °C cinsinden sicaklik
: Tris-EDTA

: Erime sicaklig1

: Ultraviyole

: Volt

: Populasyon

Xi



1. GIRIS
~ 1.1. Gammarus’un Sistematik Ozellikleri

Tathéu birikintilerinde, derelerde, su bitkileri {izerinde veya taglarin altinda
yasayan Gammarus tiirleri, Malacostraca alt siufinin Amphipoda ordosunun,
Gammaridae familyasinin, Crustacea sinifindandir (Demirsoy, 1998).

Crustacea (Kabuklular) biiyiikk ¢cogunlugu su igerisinde, kiiciik bir kismi da
sucul ortamlara bagimli olarak yasarlar. Ozellikle kiigiik kabuklular, su
icerisindeki yasamun, besin zinciri bakimindan c¢ok O©nemli bir halkasin
olusturmalar1 nedeniyle oldukca onemlidirler. Kabuklular, eklembacaklilarin
birincil olarak suda yasayan tek sinifidir. Karasal ya da yan karasal yagayanlar bu
uyum igin ¢ok biiylik bir yapisal degisiklik gostermezler. Kabuklular iki biiylik
gruba ayrilirlar: Entomostraca daha ¢ok kiiciik kabuklular:, Malacostraca ise daha
biiyiik kabuklular: kapsamaktadir.

Amphipoda ordosu tanimlanmis yaklagik 7000 tiir igerrriéktedir (http-1).
Viicutlart yanlardan basilmistir. Biiyiikliikleri ortalama olarak 2-20 rﬁilimetre
arasinda degisir. Genel goriiniisleriyle tiknaz yapilidirlar; daha c¢ok tesbih
béeeklerine benzérler (onlardan en ©Onemli farklari yanlardan basik olmalari,
kalplerinin ve solungaglarinin abdomende degil gogiiste olmasidir); cogu
saydamdir, bazilar1 gri, kahverengi, kirmizi, yesil ya da mavimsi yesil renkli
olabilir; bunun yanisira birkag planktonik tiirii tamamen saydamdir. Basg, gdgstin
ilk 1. ya da 2. (Caprellidac’de) segmenti ile kaynagmistir. Sefalotoraksin
arkasinda, eklemli olarak birbirine baglanmis 7 ya da 6 segment bulunmaktadir.
Karapaks yoktur. Abdomen, goguisten belirli bir gekil ve biiyiikliik bakimindan
ayriimaz. Abdomende, iiyelerinin yapisi ile ilgili olarak, her biri 3 segmentten
olusmus iki kisim (metasom, urosom) ayirt edilebilir. Telson her zaman son
‘segmentten ayrilmaktadir (Demirsoy, 1998).

Amphipodlarin bazi tiirlerinde erkek bireylerin iireme olgunluklari, gozler
ve antenlerdeki kimyasal reseptorlerin gelismesi ile belirlenmektedir. Bu agamada
yiizen amphipod kendine bir eg arar. Ureme siiresince erkek amphipod kendinden

daha kiiciik olan disiyi iiyeleriyle yakalar. Eslesen bu amphipodlar beraber ylizer



bir halde goriilebilirler. Erkekten disi iireme kanalina sperm transferi olur (http-2).
Gelisme, kulugka boslugu icinde gerceklesmektedir. Senede bir defa dol meydana
getirme egilimi vardir. Tatli sularda yasayan tiirler her defasinda 15-50, denizde
yasayan tiirler ise 2-750 yumurta birakirlar. Gelisme dogrudan dogruyadir.
Yumurtalardan ¢ikan yavrular ana hatlari ve iiye sayist bakimindan ergin
hayvanlara benzerler. Yalniz anten pargalarinin sayisi ve iiyelerin sekilleri
erginlerden farklidir (Demirsoy, 1998). Bazi tiirler kulugka bolgesinden
ayrildiktan sonra yeni bireylere ebeveyn ilgisi gosterir (http-2).

Amphipodlar daha ¢ok denizlerde, bir kismu tatlisularda, ¢ok azi da nemli
ve sicak karalarda yasarlar (Talitroides). Genellikle kiyilarda bulunurlar. Klyllarda
yasayanlarda giicli yon bulma duyusu gelismistir. Polarize giines ve ay 15181
kullanarak kisa zamanda yOnlerini bulabilirler. Ayrica ¢ok iyi ¢alisan biyolojik
saatleri sayesinde, deniz-kara trafigini dikkatli bir sekilde saptayabilirler. Bir
kismi yirticidir, bir kistm  parcalanmis hayvansal ve bitkisel maddelerle
beslenirler. Antenleriyle detritusu karistirir ve besin maddelerini maksillipet ya da
diger agiz Uyelerinin killar1 ile siizerler. Yiiriiyerek, tlrmanz{fak, sigrayarak,
tutunarak ve ylizerek hareket eden tiirleri vardir. Yan yan hareket etmeleri
cogunda (Gammaridae) tipiktir. Baykal Goli Amphipod tiirleri bakimindan ¢ok
zengin bir durum gostermektedir. Yeralt: sularinda da biiyiik sayilarda ve birgok
tiirle temsil edilmektedirler.

Gammaridae Orneklerinin viicutlar1 ince yapilidir. Birinci antenlerde
genellikle bir kam¢i bulunur. Ikinci antenler birincilerle hemen hemen aym
uzunluktadir. Gogiis bacaklarimn ilk 4 c¢iftinde kaide pargalart ¢ok genistir.
Abdomenin son liye ¢ifti digerleriyle ayni uzunlukta ya da onlardan daha uzundur.
Yiizerek hareket ederler. Cogu ac1 ya da tatli sularda yasarlar. Gammarus
tiirlerinin bir kismi denizde, bir kismu da tatlisularda yasamaktadir. |

Gammaridae tiirlerinin biiyiik bir cogunlugu detrivor, geriye kalani lesgil,
avcl ve ¢ok azi da parazit olan Amphipodlardir. I¢ su ve deniz ekosistemlerde
onemli yeri olan bir gruptur. Sucul ortamlardaki besin zincirinde balik besini
olmanin yani sira, doga ekonomisi agisindan, ozellikle detritus ve gﬁrﬁme}de olan

bitkisel artiklardan hayvansal proteine geciste rol oynadiklarn gibi ekolojik



problemlerle ilgili deneysel calismalarda da obje olarak kullanilmaktadiriar
(Yesilmen, 1996).

Gammarus cinsi, Kuzey yarnimkiirede Avrupa ve Kuzey Afrika’da fazla
sayida taksa ile genis bir alana yayillmis durumdadir. Bu da taksonomik
problemlere neden olmaktadir (Karaman ve Pinkster, 1977a, b ve 1987). Simdiye
kadarki morfolojik gézlemler, Karaman ve Pinkster (1977a, b ve 1987)’ in yaptig1
siniflandirilmas tiirlerin taksonomik konumlarini agiklamak icin kullanilan baslica
anahtarlardir. Taksonomik durumlarinin tam ve dogru olarak ortaya konulabilmesi
icin dikkatli bir morfolojik inceleme ve belirli sayida karekterlerin belirlenmesi
gerekmektedir (Karaman ve Pinkster, 1977a, b ve 1987). Gammarus cinsi
liyelerinde tiirler arasinda morfolojik farklar ¢ok carpict ve ayurt edici bir bigimde
goriilmediginden, Gammarus tiirlerinin taksonomisi igin yalmizca morfolojik
karakterlerin kullanimi yeterli olmayabilir. Uygulanacak bazi molekiiler
tekniklerle bu gibi sorunlar 6nlenebilir (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 arkadagslari (1977) tarafindan da bir
Amphipoda tiirii kayd: verilmistir. Bundan bagka bugiine kadar Tiirkiye i¢sular
genelinde ya da bolgesel olarak Ozellikle Amphipoda iizerinde yapilmis tek
caligsma Kirikkale ili tatlisu Gammarus tiirleri ile yapilmis ¢alismadir (Yesilmen,
1996), Amphipoda tiirleri lizerine yapilmis molekiiler diizeyde bir ¢aligma ise
bulunmamaktadir.

Bu c¢alismanin amaci, baz1 Bati Anadolu Gammarus tiirlerinin, RAPD-PCR
yontemiyle incelenmesidir. Bu amagla orneklerin mitokondrial DNA’lari
kullanilmistir. Mitokondrial DNA korunmus yap: ve organizasyon ozelliklerinden
dolayi, tiirici ve tlirler arasi genetik cesitliligi belirlemede yaygin olarak
kullanilmaktadir (Avise ve ark. 1979; Moritz, 1987). Crustacea grubunda yapilan
incelemelerde, mitokondrial DNA’nin Sitokrom ¢ Oksidaz I (COI) alt linitesinin,
hem tiirici hem de tiirlerarast farkliligin ortaya konulmas: i¢in ¢ok giiclii bir
materyal oldugu tespit edilmigtir (Palumbi ve ark. 1991).

Toplanan 6rneklerin mitokondrial DNA’ lar izole edildikten sonra RAPD-
PCR teknigi ile cogaltilmigtir. Cogaltilan DNA’lar iizerinde bazi .degerlendirmeler

yapilarak tiiri¢ci polimorfizm olup olmadig1 ve tiirleraras1 genetik uzaklik olup
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olmadify tespit edilmeye calislmigtir. Gammarus cinsi, sucul toksisite
caligmalarinda indikator olarak yaygin kullanilan bir Amphipoddur. Suda artan
kirlilige, 6zellikle agir metallere maruz kalan 6rneklerin enzim aktivasyonlarinda
degisiklikler tespit edilmigtir. Sucul kirlilik tespitinde faydali Gammarus’a
dayaniklilik kazandiran elbette genlerinde sakli olan bilgilerdir. Bu genlerin tespiti

ve sonrasinda klonlanmasi gibi ¢alismalarla , kirlilige dayamiklilik karakteri,

cesitli sekillerde kullanilabilecektir.
1.2. Tath Su Amphipodlartyla Calismanin Onemi

Tath su Amphipodlart akut toksisite testlerinde, toksik maddeler igin en
duyarli organizma olarak tanimlanmugtir. Bu grup, kimyasal kirlilikten ve agir
metal birikiminden en fazla etkilenen grup olarak tespit edilmistir. Amphipodlarin
cevresel stres faktorlerine ve toksikantlara verdikleri cevaplarn hakkinda yapilan
caligmalar da yeterli degildir (Malins, 1991 ve Arthur, 1980).

Gammarus tyeleri, sulara karigsan cevresel kirleticilere Karsi baliklardan
daha duyarli organizmalardir. Cesitli kirleticilere olan hassasiyetlerinden, ¢abuk
tiretilebilmelerinden, ¢ok sayida toplanabilmelerinden dolayr bu cinsin

toksikolojik c¢aligmalardaki kullanimi giderek artmaktadir (Arthur, 1980 ve
Graney, 1986).

1.3. Molekiiler Sistematikde Kullanmilan Baz1 Teknikler

Giiniimiizde tiirlerin tanimlanmas: ve karakterizasyonunda molekiiler
tekniklerin kullanilmasi, gittikge ©nem kazanan bir konu haline gelmistir.
Turlerinin tanimlanabilmesi ve karakterizasyonu amaciyla bunlarin morfoiojik ve
biyokimyasal 6zelliklerinin yanisira son yillarda Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR), Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Cogaltilmig
rRNA’nin Restriksiyon Analizi (ARDRA), Pulse Alan Jel Elektroforezi (PFGE),
Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve DNA dizi

analizi gibi molekiiler biyoloji tekniklerinden de yararlanilmaktadir.



Bu yontemler ile canhlar cins, tlir, alttir ve sus diizeyinde
siniflandiriimaya ve  tanimlanmaya  caligilmaktadir. Her  yontemin
uygulanabilmesinde, tekrar edilebilirlik, ekipman gereksinimi ve ¢oziime

ulagmadaki kesinlik diizeyleri agisindan avantajlari  ve dezavantajlar
bulunmaktadir.

1.3.1. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

DNA polimorfizmleri, niikleotid dizisi farklilig: ile
tanimlanabildiklerinden bu polimorfizmi, restriksiyon enzimleri ile elde edilen
DNA fragmentlerinin boyutundaki farkliliklardan saptamak miimkiindiir. Bu yolla
gozlenen farkliliga Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) denir
(Tanksley ve ark., 1989).

DNA sarmali, 0zgiil olan restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesildigi
zaman farkli uzunluklarda fragment olusur ve bunlar jel elektroforezinde
gozlenebilir. RFLP’ler birgok kalitsal hastalikta markir olarak kullamlmaktadir.
Bu fragmentler RFLP olarak adlandirilir. RFLP nin iki tiirii bulunmaktadir.

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

2. Eksilme, Araya Girebilme Polimorfizmleri: Bunlar iki allele sahip
bir¢cok enzimle tanimlanabilirler (Tanksley ve ark., 1989).

Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (Botstein ve ark., 1980)’nin
ilk defa 1980’ li yillarda gelistirilmesi ile DNA markirlar1 genetik cesitliligin
saptanmasinda kullanilmigtir. Bu ydntemin temel unsuru, bakteriyal restriksiyon
endoniikleazlarin kesim bolgelerinin olmasi veya olmamasiyla DNA dizilerindeki
cesitliligin ortaya c¢ikarilmasinda kullanilmas: esasina dayanmaktadir (Laurie ve
ark., 1992). Polimorfik markirlar kiiltiirleri ve genotipleri tanimlamak igin, nicel

Ozelligi ve niteligi kontrol eden genleri haritalamak icin de kullamilmaktadir

(Rommens ve ark. 1989).
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Restriksiyon fragmenti uzunluk analizlerinde, DNA’y1 4-6 baz ¢iftlik tanima
bolgelerinden kesen restriksiyon enzimleri kullanilmaktadir. Caligilan 6rnek bir ya
da daha fazla sayida restriksiyon enzimleriyle kesilir ve olusan fragmentler, jel
elektroforezi kullanilarak molekiiler bilytikliiklerine gore ayrilirlar. Fragment
biiytikliiklerini tahmin etmek igin molekiiler biiyliklikk standartlar1 kullanilir.
Fragmentleri ultraviyole 15181 altinda (260 nm) goriiniir hale getirmek icin etidyum
bromiir boyama yontemi kullanilmaktadir. Restriksiyon enzimleri tanima
bolgelerindeki baz degisimi, baz eklenmesi ya da baz ¢ikarilmasi ve dizilimin
yeniden diizenlenmesi sonucu farkliliklar ortaya ¢ikar. RFLP, tiir i¢i diizeyde ve
yakindan iligkili taksonlar arasindaki ¢alismalar igin ¢ok uygundur. Enzimlerin
tamima bolgesindeki degisiklikler sonucu olusan fragmentlerin varlifi ya da
yoklugu, tiirleri ya da populasyonlar: tanimada kullanilmaktadir (Tanksley ve ark.,
1989).

RFLP analizi i¢in ana yontem Southern Blotlama teknigidir. Buna gére izole
edilen, herhangi bir restriksiyon enzimi ile kesilen ve agaroz jel elektroforezi
yapilarak jel iizerinde yiiriitilen DNA, daha sonra filtreye /gegirilir. Filtre
tizerindeki DNA, radyoaktif isaretlenmis bir DNA parcast (prob) ile hibridize
edilir. Bundan sonra filtre otoradyografi kaseti icine alinarak fotograf filmi
{izerine ge¢cmesi saglanir. Film banyo edilerek ortaya ¢ikan fragmentlerin analizi
yapilabilmektedir (Maniatis ve ark. 1989).

RFLP’lerin genetik aragtirmalarda kullamilmasinin en 6nemli dezavantaj
kullanilan materyal ve emegin maliyetinin yiiksek olmasidir. Gerekli olan
seviyede RFLP verileri elde etmek de RFLP analizleri i¢in kullanilan bir
laboratuvara ihtiyag¢ duyulmasi, ¢ok sayida tiir tanimlanacag: durumlarda malzeme
ve emegin daha da artmasi RFLP analizi tercihini sinirlandirmaktadir (Andersen
ve Fairbanks, 1990). RFLP analizlerinin, teknik karmagiklig1 disindaki bir diger
dezavantaji da tanimlama asamalarindaki kisa Omiirlii radyoizotoplarin genis

oranda kullaniliyor olmasidir (Waugh ve Powell, 1992).



1.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Ilk olarak 1985°de tanimlanan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Saiki ve ark.,
1985) gen analizlerinin kolaylagmasina imkan saglamistir. Bu teknigin kabul
gormesinin bashica nedeni, diger molekiiler tekniklere oranla daha ucuz, kolay ve
hizli olmasidir. PCR teknigi, uygun oldugu takdirde, gen klonlamay: biiyiik
dlclide kolaylastirmaktadir (Kumar, 1989). .

PCR, molekiiler ¢alismalarin nasil siirdiiriilecegini ve bu alanda olabilecek
sorularin ¢ogunu degistirmistir. Rekombinant DNA teknolojisinin kullanimu ile
gerceklestirilen molekiiler caligmalarin kolaylastiriimasina ilave olarak PCR
teknolojisi, yeni genlerin ve patojenlerin tanimlanmasi, niikleotid dizilerinin
belirlenmesi gibi pekcok avantajlar da saglamaktadir (Erlich ve ark. 1991)..

PCR teknigi, DNA’daki 0zgiil bolgelerin primerler aracilifiyla
cogaltilmasini saglayan basit ama basarili sonuglar verebilen in vitro DNA sentezi
yontemidir (Saiki ve ark. 1988). PCR ile 6zel bir DNA dizisi se¢ilip ¢ogaltilir. Bu
ozellik sadece o dizinin tanimlanmasini saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda
DNA’nin analiz edilmesini de saglamaktadir. PCR’1n 6nemli bir 6zelligi de; dzel
bir DNA dizisinin se¢ilip ¢ogaltilarak istenmeyen dizilerin ortaya g¢ikmasini
onlemesidir. PCR, DNA’ nin Onemli olciilerde saflastirilmasina ihtiyag
duyulmamasi sebebiyle, niikleik asitlerle ¢aligmada harcanan zaman ve emegi de
azaltmaktadir (Saiki ve ark., 1988).

PCR’In temeli DNA denatiirasyonu, primerin birlesmesi ve DNA
polimerizasyonu prensiplerine dayanmaktadir (Kumar 1989). Cogaltiimak istenen
DNA bélgesinin her iki ucunda diziyi taniyan belli sayida ve DNA’nin her iki
zincirine de tamamlayici olan primer c¢iftinin zit yonde ilerlemesiyle DNA
sentezlenmektedir. Cok sayida devir sonunda reaksiyon tamamlanmaktadir. Her
devirde DNA miktar1 ikiye katlanir. Boylece bir sonraki PCR devri i¢in kalip
sayist da iki katina ¢ikmis olur. Ilk devir sabit bir 5’ucu ve degisken bir 3’ ucu
olan bir DNA sentezlenmesi ile sonuglanir. Daha sonra sentezlenen DNA’nin her
iki ucu da 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: iiretilebilir. 30 dongi sonunda tek bir DNA



molekiiliiniin yaklasik 2.10° kez amplifikasyonu saglanmis olur (Mullis ‘ve
Faloona, 1987; Saiki ve ark., 1988). Her DNA molekiilii, 20 devirde yaklasik
olarak bir milyon DNA molekiilii olusturabilmektedir. Verim orani ise deney
basina her devirde yaklasik %85’dir. Bu durum 20 devirde genel verimin 1<O6 ‘dan
yaklagik 2,2x105 (1,8520)’e diismesine neden olmaktadir. Enzimin tanimasi
gereken DNA molekiilindeki artis ve tekrar tekrar 1sinma sonucu enzim
aktivitesindeki azalma nedeniyle devir sayisi arttikca verim de azalmaktadir
(Saiki, 1985).

Sonug¢ olarak, tekrarlanan denatiirasyon, primer baglanmasi ve zincir
uzamas! reksiyonlar1 ile istenilen bolge katlanarak artmaktadir. PCR iiriiniiniin
uzunlugu iki primerin ve hedef DNA bolgesinin uzunlugunun toplamina esit
uzunluktadir. PCR tek iplik¢ik veya cift iplikcik DNA y1 amplifiye edebilir. RNA
da hedef bolge olarak segilip geri transkripsiyon ile cDNA ya baglanmasi seklinde
de kullamilabilmektedir.

Amplifiye etme yaninda basit islemle kompleks bir kaliptan &zel hedef
DNA dizisini modifiye etme yetenegi, molekiiler biyoloji aragtirmalarinda
(ornegin klonlama ve dizi analizi gibi) bircok olay: kolaylastirmistir. Boylece
deneysel arastirmalar i¢in yeni alanlar agilmigtir. (Erlich ve ark. 1991)

PCR ile sag teli, sperm ve degisik dokulardan elde edilen az sayidaki
hiicreden DNA amplifikasyonu yapilabilmektedir. Ayrica parafinlenmis dokular
ve kan icin de bu yontem uygulanmaktadir (Mullis ve Floona, 1987).

Parafinle fikse edilmis dokularin DNA kaynagi olarak kullanildig:
metodlarin  gelismesi ile birlikte klinik teshislerde PCR uygulamalarinin
kullaniminda biyiik artis olmustur (Kumar, 1989 ve Shibata ve ark., 1988).
Parafin kesitler oncelikle bir tiip i¢inde biribirini takip eden deparafihizasyon,
deproteinizasyon ve organik maddelerin uzaklagtiriimas: islemlerine tabii tutulur.
Boylelikle analiz hizinin artmas: saglanmakta ve kontaminasyon engellenmektedir
(Kumar, 1989).

Zarar gormis, kirilmig DNA kalibinin kullanimi bazen kaginilmazdir. Bu
tip DNA’lar adli uygulamalar ve arkeolojide kullanilmaktadir. PCR bu alanlardaki
aragtirmalara da bir agiklik getirmistir (Paabo ve ark. 1989). 7000 yasindaki bir



insan beyninden alinan mitokondrial DNA’dan yapilan DNA dizi analizi
yayinlanmistir (Paabo ve ark. 1989).

Uygun primerin se¢imi PCR amplifikasyonunun bagarisini etkileyen
faktorlerden birisidir (Rappolee ve ark. ve 1989; Kumar, 1989). Bunun i¢in
genellikle 15-30 baz uzunlugunda sentetik oligoniikleotidler kullanilir. Ideal bir
primerde G+C oram1 %50 oraninda olmahdir. Iki primer hemen hemen ayni erime
ozelliklerine sahip olmali ve birbirinin tamamlayicist olmamalidir. Ayrica
hedefteki tek olan dizilere hibridize olmamalidir (Kumar, 1989).

PCR ile ilgili daha oOnceki c¢aligmalarda, insan genomik DNA sindaki
spesifik bolgeleri amplifiye etmek i¢in Escherichia coli’ nin DNA polimerazinin
Klenow fragmenti kullanilmustir. Ancak zincirlerin birbirinden ayrilmasi igin
gerekli yiitksek sicaklikta bu enzim aktivitesini kaybettiginden dolayi, her
dongiiniin denatiirasyon adimindan sonra enzim eklenmesi gerekmektedir. Bu
olduk¢a zor olan adim, Thermus aquaticus adi verilen ve sicak sularda yasayan
bakterilerden izole edilen sicakliga dayanikli Taq DNA Polimeraz enziminin kesfi
ile ortadan kaldimlmustir. Taqg DNA polimerazin kullamlmayéf baslanmasiyla,
gerekli olan maddeleri iceren tek bir tiip igersinde, reaksiyonu gergeklestiren, basit
-ve kendi kendine c¢aligsan termal cycler denilen cibhazin gelistirilmesiyle PCR ‘da
cok biiyiik gelismeler olmustur. Genomik DNA’ dan, daha uzun PCR iirtinleri
amplifiye edilebilir. Klenow fragmenti ile elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin
uzunluklari 400 bp iken, Taq DNA polimeraz ile sentezlenen iiriinlerin
uzunluklan yaklasik 10 kb kadardir( Erlich ve ark. 1991).

PCR tekniginin uygulanabilmesi i¢in, “Thermalcycler” adi verilen cihazda
temel olarak agagida siralanan maddeler olmalidir:

- Cogaltilacak (amplifiye edilecek) olan DNA,

- Bu DNA’da c¢ogaltilmast planlanan bolgenin iki ucundaki DNA

dizisini 6zgiil olarak taniyip baglanacak olan oligoniikleotid primer,

- Primerlere baglanarak bunlara 3’ ucundan niikleotidleri ekleyerek

sentez yapabilecek olan DNA polimeraz,

- Sentezde kullanilacak olan deoksiriboniikleotid trifosfatlar (dNTP),

- Polimeraz enziminin c¢aligmasi i¢in gerekli olan tampon maddeler ve

tuzlar
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- Enzimin ¢alismas1 icin 6nemli bir kofaktor olan Mg* tuzlar

PCR yontemi, ntkleotid sirasi bilinen dizi bélgelerinin disinda kalan
bolgelerin c¢ogaltilmasinda da kullanilmaktadir. Ters donmiis PCR olarak
adlandirilan bu yaklasimda; ¢ogaltilacak olan diziler in vitro yuvarlatma ile ters
cevrilip, ayr1 bir bdlgede yeniden agilir. Boylelikle niikleotid sirasi bilinmeyen bir
dizi, siras1 bilinen iki dizi arasinda kalmis olur. Niikleotid sirast bilinen diziler
primer baglanmas: icin kullanilarak niikleotid sirasi bilinmeyen dizilerin
cogaltilmas: miimkiin olmaktadir (Triglia ve ark. 1988).

PCR’ daki dizi analizi i¢in saf kalibi ¢ok miktarda ¢ogaltabilme yetenegi,
insan genom projesinin dizi analizi goriislerine de 151k tutmaktadir. Amplifikasyon
protokoliiniin kiiciikk modifikasyonlariyla PCR, dizi analizi i¢in kalip gorevi
gorecek tek iplik iiriinlerinin olusturulmasi igin de kullanilabilmektedir. Son
zamanlarda, tek bir kalip DNA’ nin, termal cyler tarafindan tekrarli kullanima
izin veren, dogrusal amplifikasyon stratejisini de iceren Taq DNA polimeraz ile
zincir sonlandirma dizi analizi igin birtakim protokoller gelistirilmistir (Erlich ve
ark. 1991). )

Genetik haritalarin olusturulmas: da PCR’ a dayanmaktadir. Pekcok RFLP
‘markirlart iki allel icerir (restriksiyon enzim kesme bolgesinin varlifn veya
yoklugu). Bu markirlar, haritalamada c¢ok allelli markirlardan daha az
kullaniglidirlar. Clinkli pek¢ok soyagaci ¢alismalarinda dort atasal kromozomun
hepsinin ayrimini saglayamaz. (Erlich ve ark. 1991)

DNA’ daki niikleotid dizileri, tiirlerin oldugu kadar, organizmalarin veya
viriis filogenisinin evrimsel ge¢misinin belirlenmesi icin pekcok bilgi
tasimaktadir. Giintimiiz tiirlerinden, farkli bireylerden alinan genlerin niikleotid
dizilerine dayali olarak filogenetik agaclarin olugturulmasi igin gesitli bilgisayar
programlari gelistirilmistir. PCR’ 1n kullanimindan Once, bu derece onemli dizi
bilgilerinin elde edilmesinde yasanan zorluklar molekiiler sistematik
yaklagimlarinin gelismesini engellemistir. Son zamanlarda PCR, farkli insan
populasyonlarindan izole edilen mitokondriyal DNA dizilerini amplifiye ‘etmekte
kullanilmaktadir. Fosil DNA’ larin, ilk kez dizi analizi i¢in, kirilmis DNA’ larin
cok kiiciik miktarlarim amplifiye etmek igin de PCR kullamilmistir. mRNA dan

amplifikasyonlar yapilarak, gen ifadelerinin analizleri belirlenmektedir. Bu
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yaklasimda revers transkriptaz enzimi ve oligoniikleotid primerler ile mRNA
kalibim1 ¢cDNA’ ya cevrilmesi saglanir. Sicakliga dayali DNA polimeraz,
manganezi metal katyonu gibi kullanarak hem DNA dan hem de RNA dan sentez
yapabilir. Boylece hem revers transkriptaz adimi, hem de PCR amplifikasyonu
ayn1 enzimle gerceklestirilmis olur. Etkili bir revers transkriptaz aktivitesine
sahip, sicaklifa dayanikli bu polimeraz enziminin kullanimi, mRNA’ nin ikincil
yapisinda daha ¢ok bozulmaya sebep olur ve ¢cDNA nin daha etkili bir sekilde
sentezini yapabilir (Erlich ve ark. 1991).

Kanser aragtirmalarinda PCR, onkogenlerin ve tiimor baskilayict
genlerdeki spesifik somatik mutsayonlarin ve kromozomal anormalliklerinin -
belirlenmesinde de rol oynamaktadir.Philadelphia kromozomu olarak adlandirilan
spesifik bir genetik anormallik olan kronik miyeloid 16semi (CML), belirlenen ilk
kanser tiirlidiir. Bu kromozamal translokasyonda abl ve bar genleri birlesirler ve
olusan fiizyon transkripti PCR ile belirlenebilmektedir. Cesitli kanser tiirlerindeki
ras  onkogenlerindeki  bilinen mutasyonlarin  belirlenmesi de PCR
amplifikasyonlar1 ile gerceklestirilmigtir. Pankreas ve kolon giBi bazi tﬁmérler
yiiksek oranda ras mutasyonlar: gosterirler (Erlich ve ark. 1991).

Bazi kanser tiirlerine ise RNA veya DNA’ ya sahip tlimor viriisleri sebep
olmaktadir. Mesela Burket’in lenfbezi kanserine sebep olan Epstein-Barr viriist,
T hiicresi 16kosit kanserine sebep olan T hiicresi 16kositi viriisii, karaciger
kanserine sebep olan hepatit B ve serviks kanserine sebep olan insan papilloma
viriisleri PCR ile belirlenmektedir.

Adli tip alaninda da PCR, su¢ yerinde bulunan biyolojik delillerin genetik
tiplendirilmesinde kullaniimaktadir. (Erlich ve ark. 1991)

1.3.2.1. PCR Asamalari

PCR; DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasi (Denatiirasyon), primerlerin
baglanmasi (Annealing), primerlerin uzamasi (Extension) olmak iizere 3 asamada
gerceklesmektedir. :

a. DNA Ipliklerinin Birbirinden Ayrilmasi (Denatiirasyon):

Sicaklik ile DNA ¢ift iplikten tek iplige doniisiir. Baz
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protokollerde belirtilen denatiirasyon 1sist 94 °C’ dir (Palumbi,
1996). Bu asamada cogaltilmak istenen cift sarmal DNA,
sarmallar1 birarada tutan hidrojen baglarinin kopmas: igin
yiiksek sicaklik ile denatiire edilir (Saiki ve ark. 1988)

b. Primerlerin Baglanmasi (Annealing): DNA’ya 6zgii olan primer
adi verilen oligoniikleotid, birinci agamada elde edilen DNA
sarmalinda kendisine tamamlayici olan niikleotid dizisi ile
birlesir. Primerler hedef DNA sarmalinin amplifikasyonunu
baslattiklar1 i¢in primer yani Oncii olarak adlandirilir.
Primerlerin baglanmasi asamasinda sicaklik 40-60 °C’ye
digirtiliir. Primerin baglanmasi igin gereken siire ve sicaklik
amplifikasyon primerlerinin derisimi ve uzunluguna baghidir
(Saiki ve ark. 1988).

c. Primerlerin Uzamas1 (Ekstension): Baglanma tamamlandiktan
sonra primer hibritlestigi tek sarmalin karsiligini sentezler. Bu
sentez icin yiiksek sicakliga dayanikli olan Taqg DNA polimeraz
kullanilir. Primerlerin uzatilmasi agsamasinda 70-75 °C sicaklik
uygulanir.

PCR tekniginde bu ii¢ temel agsama (Sekil 1) bir dongiiyii olusturur ve bu
dongii 25-35 kez tekrarlanir ve her tekrarlanisinda iki primer arasinda kalan
ozglin DNA parcasinin her iki zincirinin birer kopyasi c¢ikarilmis olur. Bu
dongiiler sonunda elde edilen PCR iirlinlerinin tamimlanmasinda agaroz jel
elektroforez yontemi kullanilir. Elde edilen iiriinler agaroz jel kullanilarak
elektroforezle ayristintir ve DNA zincirleri ethidyum bromiir ile boyanarak
ultraviyole 151k kaynaginda floresans vererek goriiniir hale getirilir. 100 baz
ciftinden daha kiigiik molekiillerin ayriminda agaroz jel elektroforezi yetersiz
kaldigi icin, bunlarin ayriminda genellikle poliakrilamit jel elektroforezi
yapilmas: gerekmektedir. Agaroz jel elektroforezinde, jel hazirligindaki agaroz
derisimi DNA molekiillerinin yiiriimesini etkileyen onemli bir faktordiir

(Cizelge 1.1) (Maniatis ve ark. 1989).
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Cizelge 1.1 Agaroz jel elektroforezinde jeldeki agaroz derisimi ve bu derisimlerde etkili
ayirma yapilabilecek DNA molekiil biiyiikliikleri

Jeldeki agaroz miktart Etkili ayirma yapilabilecek DNA molekiil
(g/100 ml) bityiikliigii (bp)
0,3 5000 - 60000
0,6 1000 - 20000
0,7 800 - 10000
0,9 500 - 7000
1,2 400 - 6000
15 200 - 3000
2,0 100 - 2000
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Denatiirasyon

Ik dongii

tirtinleri

Orjinal kopyalar

Yaklagik 30 dongii sonra 2 **= 2 147 483 648 fragment olusur

Sekil 1.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

14
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1.3.2.2. PCR Optimizasyonu
Enzim Konsantrasyonu

Taq DNA polimeraz aktivitesi i¢in 6nerilen derisim, diger parametreler en
yiiksek iken her 100 ml reaksiyonda 1-2.5 iinite arasindadir. Bu miktar kalip veya
primere baglh olarak degisebilir. Bir PCR’1 planlarken her 100 ml’de 0.5-5 tinite
arasinda enzim derisimi denenerek sonuglar jel elektroforezinde kontrol
edilmelidir. Eger enzim konsantrasyonu ¢ok yiiksekse olusumu belli olmayan

iirlinler birikir, eger ¢ok diisiikse istenen iiriinden yetersiz miktarda olusur (Innis
ve Gelfand, 1990).

Deoksiniikleotid Trifosfatlar

Stok dNTP cozeltileri pH: 7.0 olmali. 1 mM dNTP igeren"'stok calismalari
onerilir. 20-200 pM arasindaki deoksiniikleotid derisimlerinde Uriin miktari,
ozellik ve dogruluk ag¢isindan optimal denge ile sonuglanir. Diisiik dNTP
derigimleri hedef olmayan yerlerde yanlig primer sec¢imini minimuma indirir ve
yanlis birlesim niikleotidlerin ¢ogalma ihtimalini azaltir. Hedef dizinin

kompozisyonu ve uzunlugu icin uygun olan diisiik dNTP derisimine karar verilir
(Innis ve Gelfand, 1990).

Magnezyum Derisimi

Magnezyum derisimi, primerlerin baglanmasinda, PCR tirlinleri ve kalip
DNA ipliklerinin ayrilma sicakliginda yabanci primer-dimer olusumuna, enzim
aktivitesine ve dogruluguna etki eder. PCR’ da Mg** miktan toplam dNTP
derisiminin 0,5-2,5 mM lizerinde olmalidir (Innis ve Gelfand, 1990).
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Diger Reaksiyon Bilesenleri

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

reaksiyon karisimina 50 mM’ e kadar KCI eklenebilir (Innis ve Gelfand, 1990).
Primerlerin DNA ipligine Baglanmasi

Primerlerin birlesmesi icin gerekli olan sicaklik ve siire, primerlerin
konsantrasyonuna, uzunluguna ve baz kompozisyonuna baglidir. Uygun baglanma
sicaklig1 primerlerin erime derecesinin (Ty,) 5 °C altindadir. Genellikle 55-72 °C
‘de baglanma sicaklit en iyi sonucu verir. Baglanma sicakliginin artmasi yanlis
baglanan primerlere karst ayrimu artirir ve primerlerin 3’ ucundaki yanlis

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

Primer uzama zamani, hedef dizinin uzunlugu, sicakhigl ve derisimine gore
degisiklik gosterir. Genellikle 72 °C’de primer uzamalar gergeklesir. 72 °C’ de
bir dakikalik uzama zamani 2 kb uzunluguna kadar olan {liriinler icin yeterli
olmaktadir (Innis ve Gelfand, 1990).

Denatiirasyon Zamam ve Sicaklik

PCR’m yetersizligine en biiyiik neden, kalip DNA ve PCR iiriinlerinin eksik
denatiirasyonudur. Tipik denatiirasyon durumlar: 30 saniye i¢in 95 °C veya 15
saniye i¢in 97 °C’ dir. Yiiksek sicakliklar ozellikle G+C bakimindan zengin
hedefler i¢cin uygundur. Eksik denatiirasyon DNA tortularinin geri yiikselmesine
ve bu sebeple tiriin veriminin diismesine neden olur. Bunun tam tersi olarak ¢ok
yiiksek ve cok 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’nin baglangi¢ derisimine baghdir. Gereginden fazla devir, spesifik olmayan
yan tiriinlerin miktarini ve karigikligini artirabilir. Diisiik iiriin verimine neden

olur (Innis ve Gelfand, 1990).

Primer

Genellikle 0.1 ve 0.5 uM arasinda primer derigimleri optimaldir. Yiiksek
primer derisimleri ve yanlig primer segimleri, spesifik olmayan (iiriinlerin
toplanmasina, primer- dimer olarak adlandirilan spesifik olmayan kalip DNA’dan
bagimsiz yabanci maddelerin meydana gelmesine neden olur. Spesifik olmayan
bu iirtinler enzim, dNTP ve primerler i¢in istenen iiriinlerle yarigan substratlardir.
Tipik primerler 18-28 niikleotid uzunlugunda % 50-60 G+C ozelliklerine sahiptir
(Innis ve Gelfand, 1990).

1.3.3. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD-PCR)

DNA dizi bilgisine duyulan ihtiyagtan dolayr PCR yo6nteminin kullanimi
sinirhidir (Williams, 1990). PCR’1n rastgele primerlerle yapilmasiyla herhangi bir
genomda rastgele bulunan bdolgenin amplifikasyonu saglanmaktadir. RAPD
teknigi; genomun molekiiler tanimlanmasini dizileme, klonlama gerektirmemesi
ve az miktarda DNA’ ya ihtiya¢ duyulmas: nedeniyle basit ve hizhidir (Welsh ve
McChelland, 1990; Williams ve ark. 1990; Waugh ve Powell, 1992). ‘

Bu teknikte rastgele niikleotid dizisine sahip primerler, genomik DNA’ nin
cesitli bolgelerinin cogaltiminda kullanilir. Olusan fragmentlerin sayist ve
buiyiikliigli, kullanilan primerin niikleotid dizisi ve kalip DNA’ da bu baza bagh
olarak genoma 6zgli parmak izi olusturur ( Klein- Lankhorst ve ark. 1991).

RAPD-PCR yonteminde primerlerin genomik DNA’ ya baglandig

bolgelerdeki nokta mutasyonlari ve bu bolgeler arasinda inversiyon ve delesyon
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gibi olaylar polimorfizmin ortaya ¢ikmasinda rol oynar (Caetano-Anolles ve ark.
1991).

RAPD markirlar, populasyon genetigi caligmalari, genetik haritalama, bitki
ve hayvan yetistirme calismalari, DNA parmakizi c¢ikarilmas: i¢in oldukca
uygundur. RAPD markirlar ayn1 zamanda kromozoma 6zgti DNA fragmentlerinin
hizli tanimlanmasi ve izolasyonunu saglayan etkili bir polimorfizm tahlili saglar.
RAPD markirlar, genom haritalama otomasyonunu, genomu tanimlamak icin
gerekli fenotipik markir sayisinin az oldufu organizmalarda genetik analiz
giicliniin artmasim1 saglar. Bu metodun en avantajli yan: genotip tayininin
otomatiklestirilebilmesidir. RAPD markirlarla yapilan genetik haritalamada,
RFLP ya da PCR’ la yapilanlara gore daha etkili ve daha biiylik bir markir
yogunlugu elde edilebilir (Williams ve ark., 1990). Tiim bu bilgiler gostermigtir
ki; RAPD teknolojisi, genetik farklilik calismalari, DNA parmak izi ¢aligmalari
(Welsch ve ark. 1991; Michelmore ve ark. 1991; Giovannoni ve ark. 1991; Klein
ve ark. 1991) ve genetik haritalarin ¢ikarilmasi i¢in uygun bir yontemdir (Reiter
ve ark. 1992). RAPD-PCR teknigi donmus dokulardan elde edilen DNA
orneklerinde yapilan denemelerde olumlu sonuglar vermistir (Thomson ve Henry,
1993)

Gammarus tiirleri tizerine yapilan filogenetik ¢aligmalar1 ¢ok az sayidadir.
Meyran ve grubu tarafindan, mitokondrial DNA niikleotid dizisi Fransa’da yaygin
olan Gammarus cinsinin alt1 tiirli arasindaki genetik farkliligin tespit edilmesinde
kullanllmistir (G. fossarum, G. pulex, G. lacustris, G. wauteri, G.roeseli,
G.minus). 23 farkli populasyondan 104 6rnek taksonomik statiileri ve bunlarin
filogenetik iligkilerini ortaya koymak i¢in karsilagtirilmistir. Sitokrom-c-Oksidaz
(COI) alt iinite geninin 376 bp bolgesi icin niikleotid dizileri ¢cogaltilmis ve DNA
‘nin dizi analizi yapilmustir. Yiksek diizeyde tiirici ve tiirler arasi genetik
farkliliklar ortaya koymuslar ve bundan dolay: da COI geninin amphipod
populasyon biyolojisi igin giiclii bir markir oldugunu dnermislerdir (Meyran ve
ark. 1997).

Bir baska ¢alismada, Kuzey ve Giiney Alp’lerde yiikseklerde bulunan
gollerden toplanan Gammarus lacustris populasyonlart arasindaki filocografik

yapinin ortaya konulmasi icin mitokondrial DNA dizi analizi kullanilmugtir. 9
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farkl1 populasyonun 54 bireyinin mitokondrial COI geninin 376 bp lik pargasinin
karsilagtirilmasi sonucunda populasyonlar i¢inde cesitlilik gézlenmemistir. Ancak
Kuzey ve Giliney populasyonlar arasinda farkliliklar ortaya konulmustur (Meyran
ve ark. 1998)
Arjantin’de, RAPD-PCR kullanilarak yapilan bir ¢alismada, Arjantin ve

Porto Rico’dan toplanan 5 Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) populasyonlar:
arasinda tiir i¢i polymorfizm varlifi arastirilmistir.Bu populasyonlar arasinda
yiiksek oranda genetik benzerlik oldugu ortaya konulmustur (Sousa ve ark. 2001).

RAPD markirlar1 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 Onemi olan
Tilapia tiir ve alt tiirlerini ayirtetmede (Bardakg1 ve Skibiski, 1994; Naish ve ark.
1995) basariyla uygulanmustir. '

Enchytraeus variatus ve Enchytraeus crypticus (Annelida), laboratuvar
sartlarinda c¢aprazlanamayan iki tiirdiir. Elektron mikroskobunda bile zor ayurt
edilebilirler. Ancak biyokimyasal olarak ii¢ allozimleri ile aylrt—'edilebilirler. 15
farkli oligoniikleotid primerle RAPD-PCR teknigi denenmis ve iki tiir arasinda
genetik farklilik belirlenmistir. Uzunluklar1 260’ dan 1800 bp’ ye degisen kadar
degisen 199 DNA parcasinin karsilastirilmasiyla Enchytraeus crypticus % 15
Enchytraeus variatus % 19 polimorfizm gostermistir (Schirmacher ve ark. 1998)

Bir Diptera olan Cochliomyia hominivorax, heniiz erginlesmedigi donemde,
Cochliomyia macelloria’ ya morfolojik olarak benzer. Burada RAPD-PCR’
kullammmi bu iki tlir icin geligen molekiiler genetik markir olarak ortaya
cikmaktadir. Yedi adet giivenilir ve tekrar iiretilebilen markir; her tiir igin dort
populasyondaki beser tane bireyin DNA’ lariyla test edilmistir. Bu yedi primerden
elde edilen verilerin analizleri bu tiirlerin populasyonlarini arasinda tiirler arast
polimorfizm oldugunu goéstermistir. Istatistik sonuglari iki tiirii ayirt etmek icin
RAPD-PCR tekniginin yeterliligini % 100 destekler niteliktedir (Skoda ve Foster,
2002).

Aphidler (Homoptera) morfolojik ve biyokimyasal farkliliklarin ¢ok az
goriildiigii bir gruptur. RAPD-PCR teknigi ile allozim ¢aligmalarinin tam tersine 4
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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 tiirlinlin alt1 tanesi giineydogu Brezilya’ dan, bir tanesi kuzey
Arjantin® den olmak tlizere yedi populasyonu arasindaki genetik cesitlilik
calistimistir. RAPD-PCR’ da kullanilan 12 primer i¢in yiiksek oranda cesitlilik
gozlenmigtir. Bu markirlarla elde edilen sonuglarla yalnizca potansiyel gen akisi
degil, bunlarin genetik iligkileri de belirlenmigstir. Sonuglar Cochliomyia
hominivorax populasyonlarinda taranan alt boliimlerin RAPD ile agiklanabildigini
gostermistir (Infante ve ark. 1999).

RAPD’ 1n populasyon genetigindeki dezavantaji; dominant markir olarak
ayrilan allellerin yogunlugudur. RAPD-PCR, amplifikasyonu yapilabilecek
herhangi bir allel i¢in hem homozigot hem de heterozigot olan bireylerden alinan
kalip DNA ile fragment verir. Ancak homozigot resesif bireylerde fragment
olusmaz. Dominanthik populasyonlar icinde rastgele birlesmeyi engeller. Ciinkii
bireysel genotipler ayirt edilemez (Apostol, 1996).

RAPD yontemi RFLP ve izozimlere gore bir¢cok avantajlart vardir. Yogun
laboratuvar calismalar1 ve Southern transferler, filtre hibridizasyonlari,
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 tiir icinde RFLP ve izozimlerin
sagladigindan ¢ok daha fazla polimorfizm kaydedilebilmektedir (Whitkus ve ark.,
1994). RAPD yonteminde izole edilen DNA’nin ¢ok kiiciik miktarlari (~ 25ng)
PCR yontemi ile gogaltilir. Sicaklik 95 °C yiikseltilerek DNA denatiire edilir.
DNA ¢ogaltmuinda genomik DNA’ mn belirli bblgelerine homolog olan primer
dizileri (tek iplikli diziler) DNA sentezini baglatmada rol oynarlar. Yiiksek
sicaklikta aktif olan Taq polimeraz enzimi ile iki primer arasinda kalan DNA
bolgesi cogaltilir. Reaksiyon sonunda elde edilen iiriinler, ethidyum bromid ile

boyanmis 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

Bu arastirmada Gammarus pulex, 1758; Gammarus uludagi, 1975;
Gammarus komareki, 1922; Gammarus arduus, 1975, Gammarus fossarum,
1836; Gammarus agrarius, 1973; Gammarus effeltus, 1975 tiirleri kullanilmustir.
Aragtirmada materyal olarak kullanilan bu ornekler %96’ lik etil alkol igerisinde
muhafaza edilmistir.

Gammarus pulex, 1758 ornekleri Eskisehir Porsuk Cayi, Kanlikavak
Mevkii ve Kunduz Cay1, Kirka Beldesinden; Gammarus uludagi, 1975 6rnekleri
Bursa Uludag’dan; Gammarus komareki, 1922; Gammarus arduus, 1975;
Gammarus fossarum, 1836 Ornekleri Edirne-Kirklareli bolgesinden Gammarus

agrarius, 1973 ornekleri Antalya Diiden Selalesinden; Gammarus effeltus, 1975

Safranbolu bolgesinden toplanmustir.
2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

DNA izolasyonunda kullanilan kimyasal maddeler Tris (Sigma), HCI
(Fluka), EDTA (Sigma), Sodyum Hidroksit (Sigma), Tris-HCI (Sigma), NaCl
(Merk), Proteinaz K (Sigma), Chelex-100 Resin (Sigma)’ duir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonunda 25 mM dNTP (Fermantas), 25mM
MgCl, (Fermantas), 10 X Taq Polimeraz Tamponu (Fermantas), 5 u/p.f Taq
polimeraz (Fermantas), Oligoniikleotid Primerler (Biolegio, Research Genetics)
tampon ve gézeltileri‘kullamlmlstlr.

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasal maddeler Agaroz (Prona),
Tris base (Sigma), Glasial asetik asit (Fluka), EDTA (Sigma), Bromfenol mavisi
(Sigma), Ethidyum bromiirdiir (Sigma).
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'2.1.3. Tampon ve Cozeltiler
2.1.3.1. DNA izolasyonunda Kullamlan Cozeltiler

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

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

- NET Tamponu: 30 mM Tris-HCI, 60 mM EDTA, 150 mM NaCl, pH:8.0,
100 pg/ml Proteinaz K (Otoklavdan sonra eklenir).

- % 40 Chelex-100 Resin, 100 pg/ml Proteinaz K (Otoklavdan sonra

eklenir).

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

cozeltileri kullanilarak hazirlanir.

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

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

- MgCl,: 25mM

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

- Taq Polimeraz: 5 u/ pl

- Primerler: Kullanilan primerler ve dizileri Cizelge 2.1’de verilmistir.
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Cizelge 2.1 Kullanilan oligoniikleotid primerlerin dizileri ve % G+C oranlari

Primerin Ad1 |} Primerin Dizisi (5°.....3") %G+C Igerigi
Al CAGGCCCTTC 70
A2 TGCCGAGCTG 70
OPBO8 GTCCACACGG 70
OPI18 TGCCCAGCCT 70
B4 GGACTGGAGT 60
B6 TGCTCTGCCC 70
B7 GGTGACGCAG 70
B18 CCACAGCAGT 60
M13 GAGGGTGGCGGTTCT 66,7
UBC372 CCCACTGAC 70
UBC373 CTGAGGAGTG 60
UBC378 GACAACAGGA 50
UBC379 GGGCTAGGGT 70
UBC435 CTAGTAGGGG 60
UBC440 CTGTCGAACC 60
UBC441 CTGCGTTCTT 50
‘UBC443 TGATTGCTCG 50
UBC444 GCAGCCCCAT 70
UBC571 GCGCGGCACT 80
UBC572 TTCGACCATC 50
UBCS573 CCCTAATCAG 50
UBC574 GCCAGACAAG 60
UBC575 GGAGATGTAC 50
UBC576 CACCTAATGG 50
UBC577 GTCTGATGTG 50
UBC578 GGTGTCCACT 60
UBC579 TGGAATCGTG 50
UBC581 CCCGTTAGGG 60
UBC582 GGTATAGAC 50
UBCS586 CCGGTTCCAG 70
UBCS587 GCTACTAACC 60
UBCS589 GACGGAGGTC 70
UBC590 CCGGCATGTT 60
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Cizelge 2.1 (Devam) Kullamlan oligoniikleotid primerlerin dizileri ve % G+C oranlan

Primerin Ad1 | Primerin Dizisi (5°.....3") %G+C Igerigi
UBC591 TCCCTCGTGG 70
UBC592 GGGCGAGTCC 80
UBC596 CCCCTCGAAT 60
UBCS598 ACGGGCGCTC 80
UBC599 CAAGAACCGC 60
UBC600 GAAGAACCGC 60

2.1.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi I¢in Kullamlan Cozeltiler

- Agaroz: % 0.8 ve % 2 (w/v) agaroz TAE tamponunda ¢oziilerek 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 L’ye tamamlanir.

- Yiikleme Tamponu: % 40 Sukroz, % 0.025 Bromfenol.mavisi, % 0.25
Ksilen siyanol (Otoklavlanmadi). '

- Ethidyum bromiir: 10 mg/ ml derisimde hazirlandi ve koyu siselerde

muhafaza edildi (Otoklavlanmadi).

2.1.4. Sterilizasyon

Steril kullanilmasi1 gereken tiim tampon ve ¢ozeltiler 121 °C* de 20 dakika

otoklavlanmuistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Toplanan Gammarus Orneklerinin Tiir Tayini

Toplanarak %96’ lik alkolde muhafaza edilen Gammarus orneklerinin tiir

tayini Karaman ve Pinkster (1977a)’ e gore yapilmistir.
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2.2.2 Orneklerden Mitokondrial DNA izolasyonu

Gammarus 6émeklerinden mitokondrial DNA elde ediImesi i¢in, bmgk once
distile suyla yikandi ve Janke& Kunkel homojenizatorle, 1 ml Net Tamponu
icinde homojenize edildi. Homojenat; nukleus ve hiicresel artiklarin ¢okmesi icin
1.000 g de, +4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatan mitokondriyi pelete
¢okeltmek i¢in 12.000 g de, +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen pelete 200 ul Proteinaz K (100 pg/ml) iceren % 40 Chelex 100
siispansiyonu ilave edilerek ¢dziinmesi saglandi ve 56 °C’de 1 saat inkﬁbe‘edildi.
8 dakikalik su banyosundan sonra, 13.000 g de + 4 °C’de 10 dakika santrifiij
yapildi. Siipernatant tamamen dokiiliip, pelet 55 °C lik etiivde, 1 saat kurumaya

birakildi. Kuruma gergeklestikten sonra, 20 ul TE tamponu ilave edilen, DNA
izolati, 20 °C’ de muhafaza edildi.

2.2.3. DNA Konsantrasyonunun Tayini

UV absorbans spektrofotometresi ile 260 nm’ de 6l¢iim yapildi. Buna gore;
Azeo= 1 oldugunda DNA miktar1 50 ug/ml’ dir. DNA saflig1 igin ise A/ Azgo=
1,8 formiilii kullanilarak bulunan deger 1,8’ e esit ise saf DNA, biiyiik ise saf

olmayan DNA elde edildigine karar verildi.

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

RAPD-PCR uygulamalari i¢in Maniatis ve ark. (1989)’ nin dnerdigi yontem
kullanildi. Cizelge 2.1’ de baz dizilimleri ve % G+C oranlan verilen rastgele
secilmis primerlerin her biri ile hedef DNA’mn herhangi bir bolimii rastgele

cogaltildl.

PCR reaksiyonu 0.5 ml propilen tiiplerde 50 pl’ lik toplam reaksiyon
hacminde gergeklestirildi.



26

Uygulanan PCR Programu:

96 °C’de 30 saniye (Denatiirasyon)
30°C’de 30 saniye (Primerlerin baglanmasi) 45 Dongii
72 °C’de 30 saniye (DNA sentezi)

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

2.2.5.‘Agaroz Jel Elektroforezi

RAPD-PCR liriinlerinin analizi igin % 2’ lik agaroz jel elektroforezi
gergeklesirildi (Maniatis et al, 1989). Yatay konumda elektroforez kullanildi. % 2
agaroz, TAE tamponunda kaynatilarak ¢oziildiikten sonra 1 pl Etidyum bromiir
eklendi. Hazirlanan agaroz biraz soguduktan sonra, uygun tarak yerlestirilen
elektroforez plagina dokiildii. Jel polimerlestikten sonra tarak cekildi ve plak,
TAE tamponu igeren elektroforez tankina yerlestirildi. Her bir PCR orneginden
10 pl, yiikleme tamponu ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi.

PCR iiriinleri 40-90 V arasinda serbest akimda yiiriitiildii. Jeller UV
transliiminator lizerinde goriintiilendi. Jellerin fotograflar1 polaroid makina (DS

Polaroid Screen Instant Camera 100 X 81mm) da Polaroid black & White 667
filmi ile ¢ekildi.

2.2.6. Genetik Uzakhk Tayini

Her Gammarus 0rnegi icin her bir primerden elde edilen PCR iiriiniiniin
agaroz jelde olusturdugu DNA bantlar1 birbirleri ile karsilastirilarak, bant
varliginda 1, yoklugunda ise O olarak kabul edildi ve bu veriye dayanan tablo
hazirlandu.

Her bir primer icin elde edilen bu tablolar, Phylip 3.5 versiyonundan
modifiye edilmis olan; Nei (1972) Genetik Uzaklik Dendogram programinda
degerlendirilerek, calisilan Gammarus tiirlerinin arasindaki ve ayrica, tiir icinde

gozlenen genetik yakinliklar ortaya konulmustur.

Anadolu Universites’
Merkez Kitiiphane
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3. BULGULAR

Gammarus pulex, Gammarus uludagi, Gammarus komareki; Gammarus
arduus, Gammarus fossarum, Gammarus agrarius, Gammarus effeltus,
orneklerinden toplam 129 mitokondriyal DNA izolasyonu yapildiktan sonra, RAPD-
PCR teknigi ile Cizelge 2.1’ de belirtilen primerlerle DNA amplifikasyonu
denenmistir.

Gammarus Orneklerinin OPB08, B7, M13 primerleri ile polimeraz zincir
reaksiyonu ile amplifikasyonu yapilmigtir. Reaksiyon {iriinleri % 2’ lik agaroz jel
elektroforezinde 90 V’ da 30 dakika yiiriitiilerek UV transliiminattrde incelendi ve
polaroid film kullanilarak fotograflan cekildi ( Sekil 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7,
3.8, 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13, 3.14, 3.15, 3.16, 3.17, 3.18, 3.19, 3.20, 3.21, 3.22,
3.23, 3.24, 3.25, 3.26, 3.27, 3.28, 3.29). Her bireyin jelde olusturdugu bantlarin
varlig1 ve yoklugu sirasiyla 1 ve O olarak sayildi. Herbir primer icin elde edilen
degerler, Phylip 3.5 versiyonundan modifiye edilmis olan; Nei (1972) Genetik
Uzaklik Dendogram programiyla degerlendirilerek dendogramlari elde edildi.
Olusan dendrogramla bireyler genetik yakinliklarina gore gruplan/c.hrlldl.

Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3’te gozlenen Gammarus pulex (Kanlikavak istasyonu
izolat1), Gammarus pulex (Kunduz istasyonu izolat1), Gammarus uludagi,
Gammarus effeltus, Gammarus agrarius, Gammarus komareki, Gammarus
fossarum, Gammarus arduus Orneklerinin M13, OPBO8 ve B7 primerleriyle
amplifikasyon sonuglari, genetik uzaklik programiyla degerlendirilerek, calisilan
tiim Gammarus tiirlerinin uzakliklarina (Cizelge 3.1) ait dendogram (Cizelge 3.2)
elde edilmigtir.

Buna gore Kanlikavak istasyonundan toplanan Gammarus pulex tiiriiniin
sirasiyla Kunduz istasyonundan toplanan Gammarus pulex, Gammarus uludagi,
Gammarus effeltus, Gammarus agrarius, Gammarus arduus, Gammarus arduus,
Gammarus komareki, Gammarus fossarum tiirlerine genetik uzakligi; 0.4796;
0.7419; 0.5596; 0.4796; 0.6466; 0.6466; 0.9651; 0.7419 olarak bulunmustur.

Kunduz istasyonundan toplanan Gammarus pulex tiiriiniin sirasiyla Gammarus
uludagi, Gammarus effeltus, Gammarus agrarius, Gammarus arduus, Gammarus
arduus, Gammarus komareki, Gammarus fossarum tiirlerine olan uzakligy; 0.7419;
0.2719; 0.3365; 0.3365; 0.3365; 0.5596;0.4055°dir. Gammarus uludagi tiiriiniin

sirasiyla Gammarus effeltus, Gammarus agrarius, Gammarus arduus, Gammarus
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arduus, Gammarus komareki, Gammarus fossarum tiirlerine olan uzakligi; 0.6466;
0.4055; 0.7419; 0.7419; 1.9459; 1.4351 olarak bulunmustur.

Gammarus effeltus tiirintin sirasiyla Gammarus agrarius, Gammarus arduus,
Gammarus arduus, Gammarus komareki, Gammarus fossarum tiirlerine olan
genetik uzakligi 0.1542; 0.0488; 0.0488; 0.4796; 0.3365°tir. Gammarus agrarius
tirtinlin swrasiyla Gammarus arduus, Gammarus arduus, Gammarus komareki,
Gammarus fossarum tiirlerine olan genetik uzakligi; 0.2113; 0.2113; 0.7419; 0.5596
olarak bulunmustur. Aym tiirden olan Gammarus arduus 6rnekleri arasinda genetik
uzaklik O’dir, tiirici polimorfizm bulunmamaktadir. Gammarus arduus tiirtiniin
strastyla Gammarus komareki, Gammarus fossarum tlirlerine olan genetik uzaklig
0.4055; 0.2719’dur. Gammarus komareki tiriinin Gammarus fossarum tiiriine olan
genetik uzaklig: ise 0.1001 olarak bulunmustur.

Cizelge 3.3’te goriilen, populasyon 1’den populasyon 37’ye kadar olan
ornekler Kanlikavak istasyonundan toplanan Gammarus pulex Ornekleridir.
Populasyon 37’den populasyon 46’ya kadar olan omekler Gammarus uludagi
bireyleri; populasyon 46’dan populasyon 71’e¢ kadar olan ~6rnekler Kunduz
istasyonundan toplanan Gammaurs pulex bireyleri; populasyon 71’den populasyon
93’e kadar olan Ornekler Gammarus effeltus bireyleri; populasyon 93’ten
populasyon122’ye kadar olan 6rnekler Gammarus agrarius bireyleridir. Populasyon
122 ve populasyon 123 ornekleri Gammarus komareki bireyleri; populasyonl24,
populasyonl125 ve populasyon 126 ornekleri Gammarus fossarum bireyleri;
populasyon127, populasyon 128 ve populasyon 129 &rnekleri Gammarus arduus
bireyleridir. Bu 6rneklerin degerlendirilmesi (3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11,
3.12,3.13, 3.14, 3.15, 3.16, 3.17, 3.18, 3.19, 3.20, 3.21, 3.22, 3.23, 3.24, 3.25, 3.26,

3.27, 3.28, 3.29) sonucunda tiiri¢i polimorfizm oldugu gézlenmistir.

Anadolu Universites?
Merkez Kiitiiphane
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Sekil 3.1 Kanlikavak ve Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex , Uludag
istasyonundan toplanan bazi Gammarus uludagi, Safranbolu istasyonundan
toplanan bazi Gammarus effeltus, Diiden istasyonundan toplanan bazi Gammarus
agrarius, Edirne istasyonundan toplanan bazi Gammarus komareki, Gammarus
fossarum ve Gammarus arduus bireylerine ait, Primer M13 ile ¢oZaltilmus PCR
iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat2 : Gp24K
Hat 3 . Gu84U
Hat 4 : Gp90Ku
Hat5 : GeS0S
Hat 6 : Gall5D
Hat 7 : GalléD
Hat 8 : Gk180E
Hat 9 : GK181E
Hat 10: Gf183E
Hat 11: Gf184E
Hat 12: Garl89E
Hat 13: Gar190E
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Sekil 3.2. Kanlikavak ve Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex , Uludag
istasyonundan toplanan bazi Gammarus uludagi, Safranbolu istasyonundan
toplanan baz1 Gammarus effeltus, Diiden istasyonundan toplanan bazi Gammarus
agrarius, Edirne istasyonundan toplanan bazi Gammarus komareki, Gammarus
fossarum ve Gammarus arduus bireylerine ait, Primer OPB08 ile ¢ogaltilmus PCR
iiriinJerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat2 : Gp34K
Hat3 . Gu70U
Hat4 : Gp97Ku
Hat5 : Gel9S
Hat 6 : Gall3D
Hat 7 : GallSD
Hat 8 : GK180E
Hat9 : GKIS1E
Hat 10: Gf183E
Hat 11: Gf184E
Hat 12: Garl89E
Hat 13: Garl190E



Sekil 3.3

Hat 1
Hat 2
Hat 3
Hat 4
Hat 5
Hat 6
Hat 7
Hat 8
Hat 9
Hat 10:
Hat 11:
Hat 12:
Hat 13:
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Kanlikavak ve Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex , Uludag
istasyonundan toplanan bazi1 Gammarus uludagi, Edirne istasyonundan toplanan
bazi Gammarus arduus bireylerine ait, Primer B7 ile ¢cogaltidmg PCR iiriinlerinin
agaroz jel elektroforezi

: DNA ladder Plus
: Gp24K

. Gp2SK

: Gp26K

: Gu84U

: Gu85U

: Gu80U

: Gp90Ku

: Gp91Ku

Gp93Ku
Garl89E
Garl92E
Gp35K
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Sekil 3.5 Kanlikavak istasyonundan toplanan baz: Gammarus pulex bireylerine ait, Primer
M13 ile ¢cogaltiloms PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Gp36K
Hat 3 .Gp37K
Hat4 : Gp38K
Hat 5 : Gp39K
Hat 6 : Gp40K
Hat 7 : Gp41K
Hat 8 : Gpl131K
Hat 9 : Gpl132K
Hat 10: Gp133K
Hat 11: Gp134K
Hat 12: Gp135K
Hat 13: Gp136K

Anadolu Universites:
Merkez Kutliphane
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Sekil 3.6 Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer
M13 ile gogaltilrms PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat2 : Gpl137K
Hat 3 . Gp138K
Hat4 : Gpl139K
Hat 5 : Gp140K
Hat 6 : Gpl41K
Hat 7 : Gpl42K
Hat 8 : Gp143K
Hat 9 : Gpl44K
Hat 10: Gp145K
Hat 11: Gpl146K
Hat 12: Gp147K
Hat 13: Gp148K



Sekil 3.7

Hat 1
Hat 2
Hat 3
Hat 4
Hat 5
Hat 6
Hat 7
Hat 8
Hat 9
Hat 10:
Hat 11:
Hat 12:
Hat 13:
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Kanlikavak ve Kunduz istasyonlarindan toplanan bazi Gammarus pulex ile Uludag
istasyonundan toplanan bazi Gammarus uludagi bireylerine ait, Primer M13 ile
cogaltlmus PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

: DNA ladder Plus
: Gpl49K

. Gu69U

: Gu71U

: Gu84U

: Gu8s5U

: Gu86U

: Gu87U

: Gu99U

Gp90Ku
Gp91Ku
Gp92Ku
Gp93Ku
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Sekil 3.8 Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer M13

ile ¢cogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Gp94Ku
Hat 3 . Gp95Ku
Hat4 : Gp96Ku
Hat5 : Gp97Ku
Hat 6 : Gp151Ku
Hat 7 : Gp152Ku
Hat 8 : Gp153Ku
Hat 9 : Gp154Ku
Hat 10: Gp155Ku
Hat 11: Gp156Ku
Hat 12: Gp158Ku
Hat 13: Gp159Ku
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Sekil 3.9. Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex ve Safranbolu

Hat 1
Hat 2
Hat 3
Hat 4
Hat 5
Hat 6
Hat 7
Hat 8
Hat 9
Hat 10:
Hat 11:
Hat 12:
Hat 13:

istasyonundan teplanan Gammarus effeltus bireylerine ait, Primer M13 ile
¢oZaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

: DNA ladder Plus
: Gpl60Ku

. Gp161Ku

: Gp1l63Ku

: Gpl162Ku

: Gpl1l66Ku

: Gel7S

: Gel8S

: Gel9S

Ge20S
Ge21S
Ge23S
Ged5S
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Sekil 3.10 Safranbolu istasyonundan toplanan bazi Gammarus effeltus ve Diiden

Hat 1
Hat 2
Hat 3
Hat 4
Hat 5
Hat 6
Hat 7
Hat 8
Hat 9
Hat 10:
Hat 11:
Hat 12:
Hat 13:

istasyonundan toplanan Gammarus agrarius bireylerine ait, Primer M13 ile
cogaltilmug PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

: DNA ladder Plus
: GeS0S

. Ge51S

: GeS3S

: Gel70S

: Gel71S

: Gel72S

: Gel73S

: Gel74S

Gel77S
Gel78S
Gal79S
Gp54D
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Sekil 3.11 Diiden istasyonundan toplanan bazi Gammarus agrarius bireylerine ait, Primer  M13 ile
cogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : GaS5D
Hat 3 . Ga56D
Hat 4 : Ga72D
Hat 5 : Ga73D
Hat 6 : Ga74D
Hat 7 : Ga75D
Hat 8 : Ga76D
Hat9 : Gal09D
Hat 10: Gal110D
Hat 11: GalllD
Hat 12: Gall12D



41

Sekil 3.13 Diiden istasyonundan toplanan bazi Gammarus agrarius, Edirne istasyonundan

toplanan

bazi1 Gammarus komareki, Gammarus arduus, ve Gammarus fossarum bireylerine

ait, Primer M13 ile ¢cogaltilmug PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1
Hat 2
Hat 3
Hat 4
Hat 5
Hat 6
Hat 7
Hat 8
Hat 9
Hat 10:
Hat 11:
Hat 12:
Hat 13:

: DNA ladder Plus
: Gal27D
. Gal28D
: Gal29D
: Gal30D
: GK180E
: GK181E
: GK182E
: Gf183E

Gf184E

Garl89E
Garl190E
Garl93E
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Sekil 3.14 Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer
OPB08 ile ¢ogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat2 : Gp24K

Hat 3 . Gp25K
Hat 4 : Gp26K
Hat 5 : Gp27K
Hat 6 : Gp28K
Hat7 : Gp29K
Hat 8 : Gp30K
Hat9 : Gp31K

Hat 10: Gp32K
Hat 11: Gp33K
Hat 12: Gp34K
Hat 13: Gp35K
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Sekil 3.15 Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer
OPB08 ile ¢ogaltilmug PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Gp36K

Hat 3 . Gp37K
Hat 4 : Gp38K
Hat5S : Gp39K
Hat 6 : Gp40K
Hat 7 : Gp41K

Hat 8 : Gpl31K
Hat 9 : Gpl132K
Hat 10: Gp133K
Hat 11: Gp134K
Hat 12: Gp135K
Hat 13: Gp136K
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Sekil 3.16 Kanlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer
OPBO8 ile ¢ogaltilmus PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat2 : Gpl137K
Hat 3 . Gp138K
Hat4 : Gpl40K
Hat5 : Gpl41K
Hat 6 : Gpl42K
Hat 7 : Gpl43K
Hat 8 : Gpl44K
Hat 9 : Gpl45K
Hat 10: Gpl146K
Hat 11: Gp147K
Hat 12: Gp148K
Hat 13: Gp149K

Anadolu Oniversites’
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Sekil 3.17 Uludag istasyonundan toplanan bazi Gammarus uludagi ve Kanhkavak

Hat 1
Hat 2
Hat 3
Hat 4
Hat 5
Hat 6
Hat 7
Hat 8
Hat 9
Hat 10:
Hat 11:
Hat 12:
Hat 13:

istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer OPB0S ile
cogaltilmus PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

: DNA ladder Plus
: Gu70U
. Gu69U
: Gu71U
: Gu84U
: Gu85U
: Gu86U
: Gu88U
: GuIoU

Gp89Ku
Gp90Ku
Gp91Ku
Gp92Ku
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Sekil 3.18 Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer

Hat 1
Hat 2
Hat 3
Hat 4
Hat 5
Hat 6
Hat 7
Hat 8
Hat 9
Hat 10:
Hat 11:
Hat 12:
Hat 13:

OPBO08 ile ¢cogaltilmus PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

: DNA ladder Plus
: Gp93Ku

. GpY%94Ku

: Gp95Ku

: Gp96Ku

: Gp97Ku

: Gp150Ku

: Gp151Ku

: Gp152Ku

Gp153Ku
Gp154Ku
Gp155Ku
Gp156Ku
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Sekil 3.19 Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex ve Safranbolu

Hat 1
Hat 2
Hat 3
~Hat4
Hat 5
Hat 6
Hat 7
Hat 8
Hat 9
Hat 10:
Hat 11:
Hat 12:
Hat 13:

istasyonundan toplanan bazi Gammarus effeltus bireylerine ait, Primer OPB08
ile ¢cogaltilmus PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

: DNA ladder Plus
: Gp157Ku
. Gp159Ku
: Gp161Ku
: Gp162Ku
: Gp163Ku
: Gpl65Ku
: Gp166Ku
: Gp167Ku

Gp168Ku
Gpl169Ku
Gp17S
Gp18S
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Sekil 3.20 Safranbolu istasyonundan toplanan bazi1 Gammarus effeltus bireylerine ait, Primer
OPB0S8 ile ¢ogaltilmug PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Gel9S
Hat 3 . Ge20S
Hat4 : Ge2lS
Hat 5 : Ge22S
Hat 6 : Ge23S
Hat 7 : Ged4S
Hat 8 : Ged5S
Hat 9 : Ge50S
Hat 10: Ge51S
Hat 11: Ge52S
Hat 12: Ge53S
Hat 13: Gel70S

Anadolu Oniversites!
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Sekil 3.21 Safranbolu istasyonundan toplanan bazi Gammarus effeltus ve Diiden
istasyonundan toplanan Gammarus agrarius bireylerine ait, Primer OPBO0S ile
¢ogaltilmms PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Gel71S
Hat 3 . Gel72S
Hat 4 : Gel73S
Hat 5 : Gel74S
Hat 6 : Gel75S
Hat7 : Gel77S
Hat 8 : Gel78S
Hat9 : Gel79S
Hat 10: Ga54D
Hat 11: GaSSD
Hat 12: Ga5S6D
Hat 13: Ga72D
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Sekil 3.22 Diiden istasyonundan toplanan bazi Gammarus agrarius bireylerine ait, Primer
OPBO08 ile cogaltilnus PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Ga73D
Hat 3 .Ga74D
Hat 4 : Ga75D
Hat 5 : Gal09D
Hat 6 : Gall0D
Hat 7 : Gall1lD
Hat 8 : Gall2D
Hat9 : Gall3D
Hat 10: Gal114D
Hat 11: Gall5D
Hat 12: Gall6D
Hat 13: Gal18D

Anadolu Universites!
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‘Sekil 3.23 Diiden istasyonundan toplanan bazi Gammarus agrarius bireylerine ait, Primer

Hat 1
Hat 2
Hat 3
Hat 4
Hat 5
Hat 6
Hat 7
Hat 8
Hat 9
Hat 10:
Hat 11:
Hat 12:
Hat 13:

M13 ile ¢ogaltiinug PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

: DNA ladder Plus
: Gall9D
. Gal20D
: Gal21D
: Gal22D
: Gal23D
: Gal24D
: Gal125D
: Gal26D

Gal27D
Gal28D
Gal29D
Gal30D
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Sekil 3.24 Edirne istasyonundan toplanan bazi Gammarus komareki, Gammarus fossarum ve

Gammarus arduus bireylerine ait, Primer OPBO0S ile cogaltilmis PCR iiriinlerinin
agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : GK180E
Hat 3 . GK181E
Hat 4 : Gf183E
Hat 5 : Gf184E
Hat 6 : Gf185E
Hat 7 : Gf186E
Hat 8 : Garl89E
Hat 9 : Garl90E
Hat 10: Gar192E
- Hat 11: Gar193E
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Q.-.....- - .

Sekil 3.25 Kanhlikavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer
B7 ile ¢ogaltilmus PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Gp24K
Hat 3 . Gp25K
Hat4 : Gp26K
Hat5 : Gp27K
Hat 6 : Gp28K
Hat 7 : Gp29K
Hat 8 : Gp30K
Hat9 : Gp31K
Hat 10: Gp32K
Hat 11: Gp33K
Hat 12: Gp34K
Hat 13: Gp35K
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Sekil 3.26 Kanhkavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer

Hat 1
Hat 2
Hat 3
Hat 4
Hat 5
Hat 6
Hat 7
Hat 8
Hat 9
Hat 10:
Hat 11:
Hat 12:
Hat 13:

B7 ile ¢cogaltilmus PCR iirtinlerinin agaroz jel elektroforezi

: DNA ladder Plus
: Gp36K

. Gp37K

: Gp38K

: Gp39K

: Gp40K

: Gp41K

: Gp131K

: Gp132K

Gp133K
Gpl134K
Gp135K
Gp136K
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Sekil 3.27 Kanhkavak istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex bireylerine ait, Primer
M13 ile ¢cogaltidnus PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ]ladder Plus
Hat2 : Gu67U
Hat 3 . Gu69U
Hat4 : Gu70U
Hat 5 : Gu84U
Hat 6 : Gu85U
Hat7 : Gu86U
Hat 8 : Gu88U
Hat9 : Gu90U
Hat 10: Gu91U
Hat 11: Gp92Ku
Hat 12: Gp93Ku
Hat 13: Gp94Ku

Anadolu Universites?
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Sekil 3.28 Kunduz istasyonundan toplanan baz1 Gammarus pulex bireylerine ait, Primer B7

Hat 1
Hat 2
Hat 3
Hat 4
Hat §
Hat 6
Hat 7
Hat 8
Hat 9
Hat 10:
Hat 11:
Hat 12:
Hat 13:

ile ¢cogaltiloms PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

: DNA ladder Plus
: Gp150Ku
. Gp151Ku
: Gp152Ku
: Gp153Ku
: Gp154Ku
: Gp155Ku
: Gp157Ku
: Gp159Ku

Gp156Ku
Gpl162Ku
Gp160Ku
Gpl161Ku
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‘Sekil 3.29 Kanlikavak ve Kunduz istasyonundan toplanan bazi Gammarus pulex ve Uludag
istasyonundan toplanan bazi Gammarus uludagi bireylerine ait, Primer B7 ile
cogaltiloms PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat2 : Gpl137K
Hat 3 . Gp138K
Hat4 : Gp139K
Hat S : Gpl41K
Hat 6 : Gpl42K
Hat7 : Gpl43K
Hat 8 : Gu88U
Hat9 : Gp96Ku
Hat 10: Gp97Ku
Hat 11: Gu99U
Hat 12: Gp89Ku
Hat 13: Gp98Ku

Anadolu Oniversites:
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Cizelge 3.1 Gammarus pulex, Gammarus 'uludagi, Gammarus komareki; Gammarus arduus,
Gammarus fossarum, Gammarus agrarius, Gammarus effeltus tiirlerinin genetik
uzakh@ (Diagonalin altinda kalan kisum genetik uzaklik, iistiinde kalan kisim

genetik benzerligi temsil etmektedir)

Gammarus | Gammarus | Gammarus | Gammarus | Gammarus | Gammarus | Gammarus | Ganunarus

pulex uludagi | pulex(Ku) | effeltus agrarius arduus komareki | fossarum

Gp. |k 104762 10.6190 |0.5714 }0.6190 }0.5238 }0.3810 |0.4762

Gu 10.7419 {**** 10,4762 |0.5238 {0.6667 |0.4762 |0.1429 | 0.2381

Gpr 10.4796 |0.7419 |**** 0.7619 10.7143 {0.7143 [0.5714 | 0.6667
(Ku)

Ge 10.5596 {0.6466 |0.2719 |**** 10,8571 {0.9524 |0.6190 {0.7143

Gag 10.4796 {0.4055 |0.3365 |0.1542 |**** 10.8095 |0.4762 [0.5714

G.ar.10.6466 |0.7419 |0.3365 | 0.0488 |0.2113 |**** |0.6667 |0.7619

Gk 10.9651 {1.9459 |0.5596 |0.4796 {0.7419 | 0.4055 | **** 10.9048

G/ 10.7419 {1.4351 |0.4055 {0.3365 [0.5596 |0.2719 |0.1001 |****

Anadolu Oniversites
Merkez Kitiiphan®



59

Cizelge 3.2 Gammarus pulex, Gammarus uludagi, Gammarus komarekiy; Gammarus arduus,
Gammarus fossarum, Gammarus agrarius, Gammarus effeltus tiirlerinin

dendogram

Gammarus pulex

Gammarus pulex(Ku)

—

7 — 5 i— Gammarus effeltus

u Gammarus agrarius

Gammarus komareki

8 ——————— Gammarus fossarum

3 Gammarus arduus

Gammarus uludagi

(Phylip 3.5 versiyonundan modifiye edilmis olan; Nei (1972) Genetik Uzakhk

Dendogram programinda degerlendirilmistir)

Anadolu Universites
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4. TARTISMA VE SONUC

Gammarus spp.” lar sulara karisan gevresel kirleticilere, baliklardan daha
duyarli organizmalardir. Cok cesitli kirleticilere (kanalizasyon atiklari, agir
metaller gibi) olan hassasiyetlerinden, ¢abuk iiretilebilmelerinden, ¢cok sayida
toplanabilmelerinden dolay1 bu cins toksikolojik calismalarda indikator olarak
yayginca kullanmilmaktadir.

Bu ¢aligmanin amaci, bazi Bat1 Anadolu Gammarus tiirlerinin, RAPD-PCR
yontemiyle incelenmesidir. .Bu amacgla Orneklerin mitokondrial DNA’lar
kullanilmistir. Mitokondrial DNA’nin  korunmus yapt ve organizasyonu
Ozelliklerinden dolayi, tiiri¢i ve tlirler arasi genetik gesitliligi belirlemede yaygin
olarak kullanilmaktadir (Avise ve ark. 1979; Moritz, 1987). Crustacea grubunda
yapilan incelemelerde, mitokondrial DNA'nin Sitokrom ¢ Oksidaz I (COI) alt
initesinin, hem tliri¢ci hem de tiirleraras1 farkliligin ortaya konulmas: icin ¢ok
giiclli bir materyal oldugu tespit edilmistir (Palumbi ve ark. 1991).

Toplanan 6rneklerin mitokondrial DNA’ lan izole edildikten sonra RAPD-
PCR teknigi ile cogaltilmustir. Cogaltilan DNA’lar tizerinde bazi degerlendirmeler
-yapilarak tiiri¢ci polimorfizm olup olmadig1 ve tiirlerarasi genetik uzaklik olup
olmadif1 tespit edilmeye calisilmigtir. Gammarus cinsi sucul toksisite
calismalarinda indikatdr olarak yayginca kullanilan bir Amphipoddur. Suda artan
kirlilige ozellikle agir metallere maruz kalan orneklerin enzim aktivasyonlarinda
degisiklikler tespit edilmigtir. Sucul kirlilik tespitinde faydali Gammarusa
dayaniklilik kazandiran elbette genlerinde sakli olan bilgilerdir. Bu genlerin tespiti
ve sonrasinda klonlanmasi gibi calismalarla , kirlilige dayaniklilik karakteri,
cesitli sekillerde kullanilabilecektir. Bu ¢alismada Gammarus drneklerinin tiir ici
polimorfizminin ve tiirlerarasi genetik uzakliklarin belirlenmesi ileride bu
ornekler arasindaki baska farkliliklarin (biyokimyasal ve diger molekiiler
ozellikler gibi) tespiti i¢in Oncii olacaktir.

Gammarus cinsi, Kuzey yanimkiirede Avrupa ve Kuzey Afrika’ da tatli
sularda ve denizlerde fazla sayida taksa ile genis bir alana yayilmis durumdadir.
Bu derece genis yayilim gostermesi taksonomik problemlere neden olmaktadir

(Karaman ve Pinkster, 1977a, b, 1987). Simdiye kadarki morfolojik gdzlemler,
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hibridizasyon deneyleri ve izozim polimorfizmleri Karaman ve Pinster (1977a, b,
1987) tiirlerin taksonomik konumlaﬁm aciklamak icin kullanilan yontemlerdir.
Ancak Gammarus’un taksonomisi igin yanlizca morfolojik karekterlerin
kullanilmas: zordur. 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 karisik bir hale getirir. Uygulanacak bazi molekiiler tekniklerle
bu gibi sorunlar onlenebilir (Karaman ve Pinkster, 1977a).

Ulkemizde bugiine kadar i¢ sulardan Karaman ve Pinkster (1977a, b ve
1987) tarafindan 6 cinse ait 40, Geliday ve arkadaslar1 (1977) tarafindan da 1
Amphipoda tiirti kayd: verilmistir. Bundan bagka bugiine kadar Tiirkiye igsulari
genelinde ya da bolgesel olarak oOzellikle Amphipoda tizerinde yapilmis tek
calisma Kinkkale ili tathisu Gammarus tiirleri ile yapilmis ¢aligmadir (Yesilmen,
1996), Amphipoda tiirleri iizerine yapilmis molekiiler diizeyde bir ¢alisma ise
bulunmamaktadir. Gammarusun sucul kirlilige duyarli bir organizma olmast, bli
canlinin taksonomisi, biyokimyasi ve molekiiler yapisi ile ’ilgili yapilacak
calismalara 6nem kazandirmaktadir.

RAPD-PCR tekniginde rastgele niikleotid dizisine sahip oliogoniikleotid
primerler, genomik DNA’nin ¢esitli bolgelerinin ¢ogaltiminda kullanilir. Olusan
fragmentlerin sayis1 ve biiyiikliigii, kullanilan primerin niikleotid dizisi ve kalip
DNA’da bu baza bagli olarak genoma 0zgii parmak izi olusturur (Klein-
Lankhorst ve ark. 1991).

RAPD markurlar, populasyon genetigi caligmalari, genetik haritalama, bitki
ve hayvan yetistirme c¢ahismalari, DNA parmak izi ¢ikaniimasi i¢in oldukga
uygundur. RAPD markirlar ayni zamanda kromozoma 6zgii DNA fragméntierinin
cabuk tamimlanmasi ve izolasyonunu saglayan etkili bir polimorfizm tahlili saglal-.
RAPD markirlar, genom haritalama otomasyonunu, genomu tanimlamak igin
gerekli fenotipik markir sayisimin az oldugu organizmalarda genetik analiz
giiclinlin artmasini saglar. Bu metodun en avantajli yan: genotip tayininin
otomatiklestirilebilmesidir (Williams ve ark. 1990).

Gammarus tiirleri lizerine yapilan filogenetik ¢aligsmalar1 ¢cok az sayidadir.

Meyran ve grubu tarafindan, mitokondrial DNA niikleotid dizi Fransa’da yaygin
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olan Gammarus cinsinin alt1 tiirii arasindaki genetik farklilifin tespit edilmesinde
kullanillmugtir (G. fossarum, G. pulex, G. lacustris, G. wauteri, G.roeseli,
G.minus). 23 farkli populasyondan 104 ornek taksonomik statiileri ve bbunlarm
filogenetik iliskilerini ortaya koymak icin karsilastinlmustir. Sitokrom-c-Oksidaz
(CQ]I) alt tinite geninin 376 bp bolgesi icin niikleotid dizileri amplifiye edilmis ve
DNA ‘nin dizi analizi yapilmigstir. Yiiksek diizeyde tiiri¢i ve tiirler arasi genetik
farkliliklar ortaya koymusglar ve bundan dolayi1 da COI geninin amphipod
populasyon biyolojisi i¢in gii¢lil bir markir oldugunu 6nermi$1erdir.(Méyran ve
ark. 1997)

Bir bagka ¢aligmada, Kuzey ve Giiney Alp’lerde yiikseklerde bulunan
gollerden toplanan Gammarus lacustris populasyonlar arasindaki filocografik
yapimnn ortaya konulmas: igin mitokondrial DNA dizi analizi kullanilmustir. 9
farkli populasyonun 54 bireyinin mitokondrial COI geninin 376 bp lik pargasinin
karsilastirilmas: sonucunda populasyonlar iginde g¢esitlilik gdozlenmemigstir. Ancak
Kuzey ve Giiney populasyonlar: arasinda farkliliklar ortaya konulmustur (Meyran
ve ark. 1998) -

Arjantin’de, RAPD-PCR kullanilarak yapilan bir ¢alismada, Arjantin ve
Porto Rico’dan toplanan 5 Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) populasyonlari
arasinda tlir i¢i polymorfizm varligi arastinnlmistir.Bu populasyonlar arasinda
yiiksek oranda genetik benzerlik oldugu ortaya konulmustur (Sousa ve ark. 2001).

RAPD markirlart Gliricidia (Chalmers ve ark. 1992), siyah Aspergilli’ nin
yakin tiirleri (Megnegneau ve ark., 1993), parazitik protozoa (Tibayrenc ve ark.,
1993y’ larda, genetik cesitliligi kontrol etmede ve ekonomik agidan Onemi olan
Tilapia tlir ve alt tiirlerini ayirtetmede (Bardakg¢i ve Skibiski, 1994; Naish ve ark.
1995) basariyla uygulanmustir.

Enchytraeus variatus ve Enchytraeus crypticus (Annelida), laboratuvar
sartlarinda caprazlanamayan iki tiirdiir. Elektron mikroskobunda bile zor ayirt
edilebilirler. Ancak biyokimyasal olarak li¢ allozimleri ile ayirt edilebilirler.
Almanya’ da bu iki tiirtin 15 farkli oligoniikleotid primerle RAPD-PCR teknigi
denenmis ve aralarinda genetik farklilik oldugu belirlenmistir. Uzunluklar1 260’

dan 1800 bp’ ye degisen kadar degisen 199 DNA parcasinin karsilastirilmasiyla
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Enchytraeus crypticus % 15 Enchytraeus variatus % 19 polimorfizm gostermistir
(Schirmacher ve ark. 1998).

Bir Diptera olan Cochliomyia hominivorax, heniiz erginlesmedigi dénemde,
Cochliomyia macelloria’ ya morfolojik acidan olduk¢a benzerdir. Burada RAPD-
PCR yontemi bu iki tiir i¢in gelisen molekiiler genetik markir olarak
kullanilmigtir. Yedi adet giivenilir ve tekrar iiretilebilen markir; her tir igin 4
populasyondaki beser tane bireyin DNA’ lariyla test edilmistir. Bu yedi primerden
elde edilen verilerin analizleri bu tiirlerin populasyonlarint arasinda tiirler arasi
polimorfizm oldugunu gostermistir. Istatistik sonuglar iki tiirii ayirt etmek icin
RAPD-PCR tekniginin yeterliligini % 100 desteklemektedir (Skoda ve Foster,
2002).

Aphidler (Homoptera) morfolojik ve biyokimyasal farkliliklarin ¢ok az
goriildiigli 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 calismada RAPD-PCR teknigi kullanilarak yiﬁe Cochliomyia
hominivorax. tiirlintin altt tanesi giiney dogu Brezilya’ dan, bir tanesi kuzey
Arjantin® den olmak iizere yedi populasyonu arasindaki genetik c¢esitlilik
calisiimistir. RAPD-PCR’ da kullanilan 12 primer i¢in yliksek oranda cesitlilik
gozlenmistir. Bu markirlarla elde edilen sonuglarla yalnizca potansiyel gen akisi
degil, bunlarin genetik iligkileri de belirlenmistir. Sonuglar Cochliomyia
hominivorax populasyonlarinda taranan alt boliimlerin RAPD ile agiklanabildigini
gostermistir (Infante ve ark. 1999).

Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3’te gozlenen Gammarus pulex (Kanlikavak istasyonu
izolat1), Gammarus pulex (Kunduz istasyonu izolat1), Gammarus uludagi,
Gammarus effeltus, Gammarus agrarius, Gammarus komareki, Gammafus
fossarum, Gammarus arduus Orneklerinin M13, OPBO8 ve B7 primerleriyle
amplifikasyon sonuclari, genetik uzaklik programiyla degerlendirilerek, c¢alisilan
tiim Gammarus tiirlerinin uzakliklarina (Cizelge 3.1) ait dendogram (Cizelge 3.2)
elde edilmistir.

Buna gore Kanlikavak istasyonundan toplanan Gammarus pulex tiirliniin

sirastyla Kunduz istasyonundan toplanan Gammarus pulex, Gammarus uludagi,
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Gammarus effeltus, Gammarus agrarius, Gammarus arduus, Gammarus arduus,
Gammarus komareki, Gammarus fbssarum tiirlerine genetik uzakligi; 0.4796;
0.7419; 0.5596; 0.4796; 0.6466; 0.6466; 0.9651; 0.7419 olarak bulunmustur.

Kunduz istasyonundan toplanan Gammarus pulex tirliniin Gammarus
uludagi, Gammarus effeltus, Gammarus agrarius, Gammarus arduus, Gammarus
arduus, Gammarus komareki ve Gammarus fossarum tiirlerine olan uzaklifi;
0.7419; 0.2719; 0.3365; 0.3365; 0.3365; 0.5596;0.4055’dir. Gammarus uludagi
tirinlin strasiyla Gammarus effeltus, Gammarus agrarius, Gammarus arduus,
Gammarus arduus, Gammafus komareki, Gammarus fossarum tiirlerine olan
uzakligy; 0.6466; 0.4055; 0.7419; 0.7419; 1.9459; 1.4351 olarak bulunmugtur.

Gammarus effeltus turiiniin sirasiyla Gammarus agrarius, Gammarus
arduus, Gammarus arduus, Gammarus komareki, Gammarus fossarum tiirlerine
olan genetik uzaklifn 0.1542; 0.0488; 0.0488; 0.4796; 0.3365°tir. Gammarus
agrarius tirliniin sirasityla Gammarus arduus, Gammarus arduus, Gammarus
komareki, Gammarus fossarum tiirlerine olan genetik uzakligi; 0.2113; 0.2113;
0.7419; 0.5596 olarak bulunmustur. Ayni tiirden olan Gammarus arduus drnekleri
arasinda genetik uzakhik 0’dir, tiiri¢ci polimorfizm bulunmamaktadir. Gammarus
.arduus turliniin sirasityla Gammarus komareki, Gammarus fossarum tiirlerine olan
genetik uzakligr 0.4055; 0.2719°dur. Gammarus komareki tiirtinlin Gammarus
Jfossarum tiirline olan genetik uzaklig1 ise 0.1001 olarak bulunmustur.

Bu c¢aligmanin sonunda Orneklerde tiirici polimorfizm gozlenmis ve,
Gammarus pulex, Gammarus uludagi, Gammarus effeltus, Gammarus agrarius,
Gammarus arduus, Gammarus komareki, Gammarus fossarum tiirleri arasindaki
genetik uzakliklar tespit edilmistir. Calismanin devaminda Tiirkiye’de bulunan

tim tiirler RAPD-PCR ile ¢alisilarak Gammarus’un Tiirkiye profili ortaya

konulabilir.
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