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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Palaemon elegans’ m TUR ICI POLIMORFiZMININ RAPD-PCR
TEKNIGi iLE INCELENMESI

Onur EROGLU

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Danisman: Yard. Doc. Dr. Filiz ALANYALI SUSUZ
2006, 61 sayfa

Mitokondriyal DNA korunmus yapt ve organizasyon oOzelliklerinden
dolayi, tiir i¢i ve tiirler arasi genetik cesitliligi belirlemede yaygin olarak
kullanilmaktadir. DNA kullanilarak, hem sistematik hem de genetik caligsmalar
i¢in, rasgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RAPD-
PCR) teknigi kullanilabilmektedir. RAPD-PCR ekonomik olmasi ve genomik
bilgiye ihtiya¢c duyulmamasi nedeniyle genetik uzakliklarin belirlenmesi igin
tercih edilmistir.

Bu calismada, Palaemon elegans tiiriinden izole edilen mitokondriyal
DNA‘larin 39 primerle amplifikasyonu denenmistir. Denenen primerlerden 4
tanesinin verdigi amplifikasyon sonuglarina goére bu tiiriin, tiir i¢i polimorfizmi

arastirilmastir.

Anahtar Kelimeler: Palaemon elegans, RAPD-PCR, polimorfizm, mtDNA,

amplifikasyon
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

INVESTIGATION OF THE INTERIOR SPECIES POLYMORPHISM OF
Palaemon elegans BY RAPD-PCR TECHNIQUE

Onur EROGLU

Anadolu University
Graduate School of Sciences

Biology Program

Supervisor: Asist. Prof. Dr. Filiz ALANYALI SUSUZ
2006, 61 pages

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, the species of Palaemon elegans was studied. Amplification
of mitochondrial DNA of these species was carried out with 39 primers.
According to the amplification results of 4 primers, the interior species

polymorphism of Palaemon elegans was determined.

Keywords: Palaemon elegans, RAPD-PCR, polymorphism, mtDNA,

amplification
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1. GIRIS

1.1. Karideslerin Genel Ozellikleri

Karidesler Crustacea (Kabuklular) sinifinin Decapoda (On ayaklilar)
takimindan olup, bilimsel olarak Natantia (Yiiziiciiler) grubu adi altinda
toplanirlar. Boylar1 ¢cok degisken olup, birka¢ mm’den 35 cm’ye kadar olabilirler.
Bu ozelliklerine gore de bolgesel olarak adlandirilirlar. Tiirkge de kiiciik boylu
tiirler genelde “Teke”, biiyiik boylu tiirler ise “Karides” olarak adlandirilirlar.

Karidesler ekvatordan kutuplara kadar genis bir yayilim alanina sahiptirler.
Tatlisu, acisu ve denizlerde yaygin olarak bulunurlar. Pelajik bolgede yasayan az
sayidaki temsilcilerine karsin ¢ogu bentik bolgede ve ozellikle camurlu, kumlu-
camurlu veya kayalik diplerde yasarlar. Bazilar1 siingerler gibi omurgasizlarin
icinde veya mercan resifleri arasinda yasantilarini siirdiirebilirler.

Tirkiye denizleri karides tiirleri yoniinden zengin olmasina karsin bu grup
lizerinde smirli sayida calisma mevcuttur. Bu calismalarin ¢ogu sistematik ve

ekolojik ozelliktedir.

1.1.1. Karideslerin morfolojik ozellikleri

Karideslerin viicudu sefalotoraks (bas-gogiis) ve abdomen olmak iizere
baslica iki boliimden olusur. Bu boliimleri olusturan segmentler birer ¢ift
ekstremite (viicut iiyesi) tasir.

Sefalotoraks : Karideslerin sefalotoraks bolgesi “Karapas™” adi verilen bir
kabukla ortiilmiistiir. Bu kabuk, yarik veya ¢izgilerle az-¢ok belirgin olan bazi
bolgelere ayrilmigtir. Sefalotoraksin Onilinde rostrum adi verilen bir uzanti
bulunur.

Abdomen: Karideslerin abdomen olarak tanimlanan karin bdolgesi 6
segmentten olusmustur. Ilk 5 segment “Pleopod” (yiizme bacagi) adi verilen

ekstremiteleri tagir. Son segment ekstremitesiz olup, ucunda “Telson” ad1 verilen



licgenimsi bir uzanti ile bunun her iki yaninda “Uropod” adi verilen birer cift

uzant1 bulunur. Telson ve tiropodlar birlikte kuyruk yiizgecini olustururlar.

1.1.2. Karideslerin biyolojik o6zellikleri

1.1.2.1. Ureme ve gelisme

Karideslerin ¢ogunda seksler ayrilmis olmasina ragmen, bazi tiirler (Or;
Pandalina borealis) 6nce bir erkeklik sathasi gegirir ve daha sonra digiye doniisiir.

Yumurta sayisi larval evre sayisina bagli oldugu i¢in tiirlere gore 10—
1.000.000 arasinda degisir. Larvalar planktonik olup, akimtilarla kiyiya
stiriiklenirler ve kiyiya ulastiklarinda postlarva evresinde olurlar. Postlarvaya
ulagsma yaklasik 3 hafta stirer. Bu evredeki larvalar kiyilardaki acisulara girer ve
buradaki plajik yasami terk ederek bentik yasama gecerler. Burada hizla
bliyiiyerek geng karidesler haline gelirler ve daha sonra hizli gelisimine devam
ederek tekrar denize donerler. Sonug olarak agiga ulasan erginler tekrar yumurtlar

ve boylece lireme devrini yeniden baglatirlar.

1.1.2.2. Beslenme

Beslenme ile ilgili gocler gece-gilindiiz periyoduna bagli olarak yapilir.
Diger bir degisle, giindiiz siiresince dipte yasayan ve buradaki organizmalarla
beslenen karidesler, geceleyin besin bulmak i¢in suda vertikal veya horizontal
olarak go¢ yaparlar.

Karideslerde izlenen mevsimsel ve giinlik gogler av kitalarim

etkilediginden, avcilarin ve arastiricilarin bu gogleri iyi bilmesi gerekmektedir.



1.2. Palaemon’un Sistematik Ozellikleri

Phylum: Arthropoda
Classis: Crustacea
Subclassis:  Malacostraca
Superordo:  Eucarida
Ordo: Decapoda
Seksiyo: Natantia
Subordo: Caridea
Familya: Palaemonidae

Palaemon elegans

1.2.1. Morfolojik ozellikleri

Rostrum diiz ve yiiksek olup, uzunlugu anten pulunun ucuna kadar erisir;
dorsali 7-9, ventrali 3 (nadiren 2 veya 4) dislidir. Anten ve solungac¢ dikeni
karapasin anteridriinde yer alir. Antenniil kamg¢isinin kaynasmis olan kaide kismi
serbest olan en kisa par¢anin yarisindan daha uzundur. Ikinci ¢ift pereiopodun
pensleri kisa parmakli olup boylar1 kaide kisminin yarisindan biraz biiytiktiir.

Mandibiiler palp 2 segmentlidir. Maksimum boy 6 segmentlidir.

1.2.2. Biyo-ekolojik ozellikleri

Littoral bolgede kayalik sahillerde yasar. Karadeniz’de yumurtali bireylere

tiim y1l boyunca rastlanir.

1.2.3. Dagilimi

Tiim Karadeniz ve Akdeniz’de rastlanilan bu tiir, ayrica Dogu Atlantik

sahillerinde de dagilim gosterir.



1.2.4. Ticari 6nemi

Italya, Fransa, Fas, Ispanya, Sicilya, Yugoslavya, Misir ve Rusya

pazarlarinda rastlanilan bu tiir taze veya balik yemi olarak tiiketilir.

1.3. Molekiiler Sistematikte Kullanilan Baz1 Teknikler

Glintimiizde tiirlerin tanimlanmas1 ve karakterizasyonunda molekiiler
tekniklerin kullanilmasi, gittikge 6nem kazanan bir konu haline gelmistir. Tiirlerin
tanimlanabilmesi ve karakterizasyonu amaciyla bunlarin  morfolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerinin yani sira son yillarda Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR), Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Cogaltilmis
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 canlilar cins, tir, alttiir ve sus diizeyinde
smiflandirilmaya  ve  tamimlanmaya  ¢alisilmaktadir.  Her  ydntemin
uygulanabilmesinde, tekrar edilebilirlik, ekipman gereksinimi ve ¢Oziime
ulagsmadaki kesinlik diizeyleri acisindan avantajlar1  ve dezavantajlari

bulunmaktadir.

1.3.1. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Bir genin lokalizasyonu i¢in gerekli ilk bilgiler, bir ailede bilinen bir
kromozomal lokalizasyonda var olan mutant bir genin kalitiminin karsilagtirilmasi
ile elde edilir. Bir hastalik geni ile bir belirleyici genin birlikte katilmasi, bu iki
noktanin kromozom iizerinde fiziksel olarak birlikte oldugunu diisiindiirtir.

"LINKAGE" genetikte bilinen bir terim olup Drosophilia iizerinde yapilan
ilk caligmalara kadar dayanir. Bu ¢aligsmalarda, bu genlerin gruplar olarak katildig:

gosterilmigtir.



POLIMORFIZM: Yakin zamana kadar bir proteinin davramg farklilig;
enzimatik aktivitesi veya elektroforetik mobilitesi ile belirleniyordu. O nedenle de
genetik analizler i¢in gerekli olan polimorfizmler, sinirli olarak bulunmaktaydi.
Bu durum RE'lerin kesfi ile dramatik olarak degismistir.

Bir popiilasyonda mevcut olan genetik cesitlilie polimorfizm denir. Bu
dogal farkliliklar kusaktan kusaga Mendel yasalarina gore aktarilirlar.

Insan genomunda tek baz degisiklikleri ¢cok siktir. Bazilarina gére bu
siklik her 100 baz ciftinde bir olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu niikleotid
degisikliklerinin biiyiik cogunlugu zararsizdir.

DNA Polimorfizmi, DNA {izerinde hastalifa neden olmayan, suskun
niikleotid degisimleri olarak tanimlanir. Eger bu polimorfizmler, bir restriksiyon
enzimi kesme bolgesinin yok olmasina ya da yeniden olusmasina neden olurlarsa;
kolaylikla saptanabilirler. DNA, bu enzimlerle kesildiginde farkli uzunlukta
pargalar olusur ve analizlerde degisik pozisyonlarda goriiliirler. Bunlara
"Restriction fragment length polimorphism" (RFLP)/ "Restriksiyon fragment
uzunluk polimorfizmleri" diyoruz.

Eger bir birey, RFLP i¢in heterozigot ise, o takdirde birey bilgilendirici
(INFORMATIF) olarak tanimlanir. Boylece bu kromozomlarin/ isaretlerin
nesilden nesile gelmelerini incelemek miimkiin hale gelir.

Saptanan degisiklik bir gene yakin (Linked) oldugunda; gendeki hatanin
bu polimorfizme paralel gittigi varsayilir Bu gene INDIREKT YAKLASIM
olarak tanimlanabilir.

RFLP analizinin temeli, anne ve babanin iki ayr1 alleli tasiyan iki
kromozomunun birbirinden ayirt edilmesine ve aile icinde daha 6nceden bulunan
hasta bir ¢ocuk yardimi ile hangi kromozomun riskli oldugunun, yani hangi
kromozomun mutasyona ugramis alleli (yani bozuk geni) tasidiginin saptanmasina
dayanir.

RFLP analizinde, iki kromozom birbirinden gen icinde ya da gen
yakininda bulunan bir DNA polimorfizminin bulunmasi (+); ya da bulunmamasi

(-) ile ayrilir.



Analizin kesinligi kullanilan polimorfik isaretin, hastalik lokusuna
yakinlig1 ile dogrudan iliskilidir. Hastalik lokusuna miimkiin oldugunca yakin;
gen i¢i isaretlerin kullanimi taninin kesinligini % 99'a kadar arttirir. Kullanilan
genetik isaret ve hastalik lokusu birbirine ne kadar yakinsa rekombinasyon
olasilig1 o kadar kiigiiktiir ki bu da analiz i¢in avantajdir.

Homolog kromozomlar, meiosis sirasinda birlesirlerken, rekombinasyon
denilen olayda parca degisimleri ortaya ¢ikar. RFLP genden ne kadar uzaktaysa;
rekombinasyon olasilig1 o denli artar.

RFLP analizinde ¢ok farkli teknikler kullanilmakla (Cizelge 1,1) beraber
baslica iki temel teknik uygulanmaktadir. Bunlardan birisi Southern Teknigi;
digeri ise PCR teknigidir. Bu tekniklerin kiyaslanmasi ise Cizelge 1,2°de

goriilmektedir.

Cizelge 1.1. RFLP analizi igin kullanilan baglica teknikler

1. Southern Blotting Teknigi

a) Radyoaktif

b) non-radyoaktif
2. Polimeraz zincir reaksiyonu ve modifikasyonlar1
3. Single strand Conformation Polimorfizm

4. DNA dizi analizi

RFLP analizi i¢in ana yontem Southern Blotlama teknigidir. Buna gore
izole edilen, herhangi bir restriksiyon enzimi ile kesilen ve agaroz jel elektroforezi
yapilarak jel iizerinde ylriitilen DNA, daha sonra filtreye gecirilir. Filtre
tizerindeki DNA, radyoaktif isaretlenmis bir DNA pargast (prob) ile hibridize
edilir. Bundan sonra filtre otoradyografi kaseti i¢cine alinarak fotograf filmi
lizerine ge¢mesi saglanir. Film banyo edilerek ortaya ¢ikan fragmentlerin analizi

yapilabilmektedir (Maniatis ve ark. 1989).



Cizelge 1.2. RFLP'de kullanilan Southern Blotting ve PCR tekniklerin kiyaslanmasi:

Southern PCR
Saf, temiz ve saglam DNA gereklidir. Herhangi bir dokudan ¢alisma yapilabilir

5 mg genomik DNA gereklidir 0.5mg genomic DNA [500 ng] yeterlidir
Yaklasik 4-5 giin siirer Yaklagik 1 giir siirer.
Radyoaktif /non-radyoaktif Non-radyoaktif

1.3.1.1 PCR-RFLP'de sorunlar

RFLP analizinde sik olarak kullanilan PCR tekniginde bazi sorunlar

olusabilir. Bunlar sunlardir.
1. Kismi kesim: "Ozellikle heterozigot gibi gériinenlerde dikkat etmek
gerekmektedir."
2. Allelik Dropout: "Bir dizideki varyant, oligoniikleotid dizisinin bir kromozoma
baglanmasina engel olur. Boylece sadece bir kromozoma ait PCR {iriinii olusur ki;
bu da yanlis sonuca yol agabilir. Ya Southern Teknigi uygulanarak; ya da yeni
primerler tasarimlanarak bu sorun 6nlenebilir.
3. Farkli Baba: Ger¢ek babanin bilinmemesi ya da saklanmasi halinde yanlis
sonug alinir.
4. a) PCR ile RFLP yapilirken: primerler design edilirken-restriksiyon enzim
kesim noktalar1 ortaya gelecek sekilde yapilir.

b) Bazen, bir RE, PCR tamponunda c¢alismayabilir: o takdirde PCR {iriinii
saflagtirilir. Daha sonra enzimle muamele gergeklestirilir. Standard fenol/
kloroform ekstraksiyonu ve ethanol presipitasyonu ile piirifikasyon yapilir. Ya da

pirifikasyon i¢in degisik kimyasal maddeler iceren ticari kitler kullanilir.

1.3.1.2. RFLP’nin yararlarn

RFLP'nin yararlar1 su sekilde siralanabilir.
1. Kalitim ¢alismasi i¢in gereklidir.
2. Yapisal heterozigotlugun kaybinin incelenmesi (LOH)
3. Doku tiplemesinde/prenatal tanida/babalik tayininde kullanilabilir.



4. Gen klonlanmasinda kullanilabilir.
5. Enfeksiyon ajanlarin (bakteriler, wviriisler) birbirlerinden farkliliklarinin

belirlenebilmesinde kullanilabilir.

1.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

[k kez 1985'de bilim diinyasina sunuldugundan itibaren polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR); hem arastirmada hem de klinik laboratuvarlarda tanida yeni bir
c1gir agnmistir. ABD'de Cetus Corporation'da ¢alisan Henry A. Erlich, Kary Mullis
ve Randall K. Saiki tarafindan gelistirilmistir. Metot basitge tiipte niikleik asitlerin
uygun kosullarda ¢ogaltilmasidir (Science,1985:230,1350). Bu bulusundan dolay1
K.Mullis, 1993 y1li Nobel Kimya Odiiliine hak kazanmstir.

PCR, bir ¢esit "in vitro klonlama" dir. PCR, reaksiyonu DNA’nin iki
zincirinin yiiksek sicaklik ile birbirinden ayrilmasini (denatiirasyon); daha sonra
sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA'ya baglanmasini (hibridizasyonu); sonra
zincirin uzamasint (polimerizasyonu) (¢ift iplik¢ikle DNA’larin sentezi) ve bu
sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina dayanir. Bu {i¢ adim (denatiirasyon /
primer baglanmasi / DNA sentezi) bir PCR siklusunu olusturur. Her adim farkli
sicakliklarda gergeklestirilir. (Sirasiyla 94°C-98°C; 37°C-65°C; 72°C). PCR
teknigi tek veya cift iplikcikle DNA’y1; RNA'ya hedef olarak kullanabilir.

Bu teknikle; bir DNA hedefini 106—1012 arasinda ¢ogaltmak miimkiindiir.
Bu teknigi anlattik¢a; yiizyilin en 6nemli buluslarindan birisi oldugu kolaylikla
anlagilacaktir. Yontemin temeli, cogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgii, bu
bolgedeki baz dizilerine tamlayici bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer (18-20
baz uzunlugunda) kullanilarak; bu iki primer ile sinirlandirilan genin enzimatik
olarak sentezlenmesine dayanir.

PCR teknigi, cok az miktarda DNA ile ¢alismaya olanak saglamaktadir.
PCR teknigi ile laboratuvar tanisinda ¢ok biiyiik bir hiz ve kesinlik kazanilmis; bir
cok durumda radyoaktivite kullanimin1 gereksiz hale gelmistir.

PCR'min orijinal protokolinde E.Coli DNA polimeraz I'in Klenow

Fragment'i birlesen oligoniikleotidlerin polimerizasyonunda kullanilmistir. Ancak



DNA’y1 denatiire etmek i¢in gerekli olan 1siya ulasildiginda; enzim inaktive olur.
Her ne kadar bu yontem 200 bp altindaki reaksiyonlar i¢in iyi ¢alismigsa da; uzun
segmentlerde ylirlimemistir. PCR {irlinli ¢ok iyi olmayip; mispriming (primerin
yanlis bolgeye yapismasi) olayma bagli olarak-farkli biiytikliiklerde PCR iiriinii
elde edilmistir. Bu tip problemler 1stya dayanikli Taq Polimerazlarin bulunmasi
ile onlenmistir. Tag DNA polimerazin kullanilmaya baslanmasiyla, gerekli olan
maddeleri iceren tek bir tiip icerisinde, reaksiyonu gerceklestiren, basit ve kendi
kendine ¢alisan termalcycler denilen cihazin gelistirilmesiyle PCR’da ¢ok biiytik
gelismeler olmustur. Genomik DNA’dan, daha uzun PCR f{iriinleri amplifiye
edilebilir. Tag DNA polimeraz ile sentezlenen iiriinlerin uzunluklar1 yaklagik 10
kb kadardir (Erlich ve ark. 1991).

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

- Cogaltilacak (amplifiye edilecek) olan DNA,

- Bu DNA’da ¢ogaltilmasi planlanan bolgenin iki ucundaki DNA dizisini
0zgil olarak taniyip baglanacak olan oligoniikleotid primer,

- Primerlere baglanarak bunlara 3’ ucundan niikleotidleri ekleyerek sentez
yapabilecek olan DNA polimeraz,

- Sentezde kullanilacak olan deoksiriboniikleotid trifosfatlar (ANTP),

- Polimeraz enziminin caligsmasi i¢in gerekli olan tampon maddeler ve
tuzlar

- Enzimin calismasi i¢in 6nemli bir kofaktor olan Mg ™ tuzlari

1.3.2.1. i1k birkag siklus

flk birkag siklus, spesifik DNA parcalarmin  hedef DNA'da
yapisabilecekleri yerleri tarama fazidir. Amplifikasyon daha sonra baglar. PCR'in
tiim sikluslari, bir 6nceki siklusda sentezlenen 6rneklerin denatiirasyonu ile baglar.
[k birkag siklusun optimizasyonu, ¢cok az miktarda DNA 6rnegi ile yola ¢ikilan
durumlarda (tek hiicre veya parafin bloklardaki doku); tarama olay1 asir1 miktarda

sarf malzemesine karsin az DNA'ya kars1 olusmaktadir. Az DNA’nin bulunmasi
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PCR'in tarama fazinda primer ile DNA’nin birbirleri ile karsilasma sanslarini
azaltir. Oyle ki primer-primer karsilagsmalar1 daha fazla olur. Bu ise primer
dimerlerini ve diger artefaklarin olusmasina yol acar. Bu problemi ortadan
kaldirmak i¢in Booster PCR kullanilmistir. ilk bir kac siklusda primer diliie
edilerek reaksiyona konur, daha sonraki sikluslarda ise primer miktar1 arttirilarak

reaksiyona eklenir.

1.3.2.2. PCR kullanim alanlari:

PCR'in baslica kullanim alanlar1 su sekilde siralanabilir:

—

Kalitsal hastaliklarda tasiyicinin ve hastanin tanisi,

Prenatal tanida,

Klinik 6rneklerde patojen organizmalarin saptanmasi,

Adli tipta,

Onkogenesisin arastirilmasinda,

Probe'larin olusturulmasinda/klonlamada/gen ekspresyon arastirmalarinda,
DNA dizi analizinde, biiyiik miktarda DNA 6rneklerinin olusturulmasinda,

Bilinmeyen dizilerin tayininde,

o ®» 2o v bk WD

Gegmis DNA’nin incelenmesi ve evrimin aydinlanmasinda,

H
e

Restriksiyon Fragment Length Polimorfizm Analizinde,

11. Invitro fertilizasyon yapilan tek hiicrede, implantasyon oOncesi genetik
testlerin yapilmasi ve sonra implantasyon gerceklestirilmesi ile bebegin normal
dogmasinin saglanmasi,

12. DNA protein interaksiyonunun arastirilmasinda (footprinting) kullanilabilir.

1.3.2.3. PCR asamalan

PCR; DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasi (Denatiirasyon), primerlerin
baglanmasi (Annealing), primerlerin uzamasi (Extension) olmak tizere 3 agamada
gergeklesmektedir.

a. DNA Ipliklerinin Birbirinden Ayrilmasi (Denatiirasyon):



11

Sicaklik ile DNA ¢ift iplikten tek iplige doniisiir. Bazi protokollerde
belirtilen denatiirasyon sicakligt 94 °C’dir (Palumbi, 1996). Bu asamada
cogaltilmak istenen c¢ift sarmal DNA, sarmallar1 bir arada tutan hidrojen
baglarinin kopmasi i¢in yiiksek sicaklik ile denatiire edilir (Saiki ve ark. 1988).

b. Primerlerin Baglanmasi (Annealing):

DNA'’ya 6zgii olan primer ad1 verilen oligoniikleotid, birinci asamada 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
diistiriilir. Primerin baglanmasi icin gereken siire ve sicaklik amplifikasyon
primerlerinin derisimi ve uzunluguna baglhdir (Saiki ve ark. 1988).

c. Primerlerin Uzamasi1 (Extension):

Baglanma tamamlandiktan sonra primer hibritlestigi tek sarmalin
karsiligint sentezler. Bu sentez igin yiiksek sicakliga dayanikli olan Tag DNA
Polimeraz kullanilir. Primerlerin uzatilmasi asamasinda 70-75 °C sicaklik
uygulanir.

PCR tekniginde bu ii¢ temel asama (Sekil 1 ) bir dongiiyii olusturur ve bu
dongii 25-35 kez tekrarlanir ve her tekrarlanisinda iki primer arasinda kalan
O0zgiin DNA parcasinin her iki zincirinin birer kopyasi c¢ikarilmis olur. Bu
dongiiler sonunda elde edilen PCR iiriinlerinin tamamlanmasinda agaroz jel
elektroforez yontemi kullanilir. Elde edilen {iriinler agaroz jel kullanilarak
elektroforezle ayristirilir ve DNA zincirleri ethidyum bromiir ile boyanarak
ultraviyole 1s1k kaynaginda floresans vererek gorliniir hale getirilir. 100 baz
ciftinden daha kiiclik molekiillerin ayriminda agaroz jel elektroforezi yetersiz
kaldig1 i¢in, bunlarin ayriminda genellikle poliakrilamit jel elektroforezi yapilmasi
gerekmektedir. Agaroz jel elektroforezinde, jel hazirhigindaki agaroz derigimi
DNA molekiillerinin yiriimesini etkileyen onemli bir faktordiir (Cizelge 2,1)

(Maniatis ve ark. 1989).
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Cizelge 2.1 Agaroz jel elektroforezinde jeldeki agaroz derisimi ve bu derisimlerde etkili ayirma

yapabilecek DNA molekiil biiytikliikleri

Jeldeki agaroz miktari

Etkili ayirma yapilabilecek DNA molekiil

(g/100 ml) bliytkligi (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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Sekil 1. 1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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1.3.2.4. PCR optimizasyonu

Enzim Konsantrasyonu

Taq DNA polimeraz aktivitesi i¢in Onerilen derigim, diger parametreler en
ylksek iken her 100 ml reaksiyonda 1-2,5 iinite arasindadir. Bu miktar kalip veya
primere bagl 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 c¢ok yiiksekse olusumu belli olmayan
tiriinler birikir, eger ¢ok diisiikse istenen iiriinden yetersiz miktarda olusur (Innis

ve Gelfand, 1990).

Deoksiniikleotid Trifosfatlar

Stok dANTP c¢ozeltileri pH: 7,0 olmalidir. 1mM dNTP igeren stok
calismalar1 onerilir. 20-200 uM arasindaki deoksiniikleotid derisimlerinde {iriin
miktari, 6zellik ve dogruluk agisindan optimal denge ile sonuglanir. Diisiik ANTP
derigsimleri hedef olmayan yerlerde yanlis primer se¢imini minimuma indirir ve
yanlis Dbirlesim niikleotidlerin ¢ogalma ihtimalini azaltir. Hedef dizinin

kompozisyonu ve uzunlugu i¢in uygun olan diisiik ANTP derisimine kara verilir

(Innis ve Gelfand, 1990).

Magnezyum Iyon Derisimi

Magnezyum iyon derisimi, primerlerin baglanmasinda, PCR firiinleri ve
kalip DNA ipliklerinin ayrilma sicakliginda yabanci primer-dimer olusumuna,
enzim aktivitesine ve dogruluguna etki eder. PCR’da Mg ™ miktar1 toplam dNTP
derisiminin 0,5-2,5 mM tizerinde olmalidir (Innis ve Gelfand, 1990).
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Diger Reaksiyon Bilesenleri

Sicaklik 20 °C oldugunda PCR i¢in 10-50 mM Tris-HCI (pH: 8,3-8,8)
tamponu Onerilir. Primerin DNA ipligine baglanmasini kolaylastirmak i¢in

reaksiyon karigimina 50 mM’e kadar KCI eklenebilir (Innis ve Gelfand, 1990).

Primerlerin DNA Ipligine Baglanmasi

Primerlerin birlesmesi i¢in gerekli olan sicaklik ve siire, primerlerin
konsantrasyonuna, uzunluguna ve baz kompozisyonuna baglidir. Uygun baglanma
sicakligl primerlerin erime noktasinin 5 °C altindadir. Genellikle 55-72 °C’de
baglanma sicakligi en iyi sonucu verir. Baglanma sicakliginin artmasi yanlis
baglanan primerlere karsi ayrimi arttirir ve primerlerin 3’ ucundaki yanlis

niikleotid uzamasini azaltir (Innis ve Gelfand, 1990).

Primerin Uzamasi

Primer uzama zamani, hedef dizinin uzunlugu, sicakligi ve derigimine gore
degisiklik gosterir. Genellikle 72 °C’de primer uzamalar1 gergeklesir. 72 °C’de bir
dakikalik uzama zamami 2 kb uzunluguna kadar olan {riinler icin yeterli

olmaktadir (Innis ve Gelfand, 1990).

Denatiirasyon Zamani ve Sicakhik

PCR’1n yetersizligine en biiyiikk neden, kalip DNA ve PCR fiiriinlerinin
eksik denatlirasyonudur. Tipik denatiirasyon durumlari 30 saniye i¢in 95 °C veya
15 saniye icin 97 °C’dir. Yiiksek sicakliklar 6zellikle G+C bakimindan zengin
hedefler i¢in uygundur. Eksik denatiirasyon DNA tortularinin geri yiikselmesine
ve bu sebeple iirlin veriminin diismesine neden olur. Bunun tam tersi olarak ¢ok
yiiksek ve ¢ok uzun denatiirasyonda 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 baslangi¢ derisimine baglidir. Gereginden fazla devir, spesifik olmayan
yan Uriinlerin miktarint ve karigikligini arttirabilir. Diislik iiriin verimine neden

olur (Innis ve Gelfand, 1990).

Primer

Genellikle 0,1 ve 0,5 uM arasinda primer derisimleri optimaldir. Yiiksek
primer derisimleri ve yanlis primer secimleri, 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 yarisan substratlardir.
Tipik primerler 18-28 niikleotid uzunlugunda % 50-60 G+C 6zelliklerine sahiptir
(Innis ve Gelfand, 1990).

1.3.3. Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD-PCR)

DNA dizi bilgisine duyulan ihtiyagtan dolayr PCR ydnteminin kullanimi
stirhidir (Williams, 1990). PCR’1n rasgele primerlerle yapilmasiyla herhangi bir
genomda rasgele bulunan bdlgenin amplifikasyonu saglanmaktadir. RAPD
teknigi; genomun molekiiler tanimlanmasini dizileme, klonlama gerektirmemesi
ve az miktarda DNA’ya ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle basit ve hizlidir (Welsh ve
McChelland, 1990; Williams ve ark. 1990; Waugh ve Powel, 1992).

Bu teknikte rasgele niikleotid dizisine sahip primerler, genomik DNA’nin
cesitli bolgelerinin ¢ogaltiminda kullanilir. Olusan fragmentlerin sayist ve
biiytlikliigii, kullanilan primerin niikleotid dizisi ve kalip DNA’da bu baza bagh
olarak genoma 6zgii parmakizi olusur (Klein-Lankhorst ve ark. 1991).

RAPD-PCR yonteminde primerlerin genomik DNA’ya baglandigi

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

RAPD markirlar, popiilasyon genetigi caligsmalari, genetik haritalama, bitki
ve hayvan yetistirme caligmalari, DNA parmakizi cikartilmasi i¢in oldukca
uygundur. RAPD markirlar ayn1 zamanda kromozoma 6zgii DNA fragmentlerinin
hizli tanimlanmas1 ve izolasyonunu saglayan etkili bir polimorfizm tahlili saglar.
RAPD markirlar, genom haritalama otomasyonunu, genomu tanimlamak ig¢in
gerekli fenotipik markir sayisinin az oldugu organizmalarda genetik analiz
giicinlin artmasini saglar. Bu metodun en avantajli yani genotip tayininin
otomatiklestirilebilmesidir. RAPD markirlarla yapilan genetik haritalamada,
RFLP ya da PCR’la yapilanlara gore daha etkili ve daha biiyiik bir markir
yogunlugu elde edilebilir (Williams ve ark. 1990). Tiim bu bilgiler gostermistir ki;
RAPD teknolojisi, genetik farklilik caligmalari, DNA parmakizi caligmalari
(Welsh 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).

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

Bir Diptera olan Cochliomyia hominivorax, heniiz erginlesmedigi
donemde, Cochliomyia macelloria’ya morfolojik olarak benzer. Burada RAPD-
PCR’1n kullanimi1 bu iki tiir i¢in gelisen molekiiler genetik markir olarak ortaya
cikmaktadir. Yedi adet giivenilir ve tekrar {iretilebilen markir; her tiir i¢in dort
popiilasyondaki beser tane bireyin DNA’lariyla test edilmistir. Bu yedi primerden

elde edilen verilerin analizleri bu tiirlerin popiilasyonlar1 arasinda tiirler arasi
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polimorfizm oldugunu gdstermistir. Istatistik sonuclart iki tiirii ayirt etmek igin
RAPD-PCR tekniginin yeterliligini % 100 destekler niteliktedir (Skoda ve Foster,
2002).

Bir diger ¢alismada RAPD-PCR teknigi kullanilarak yine Cochliomyia
hominivorax tiriiniin alti tanesi giineydogu Brezilya’dan, bir tanesi kuzey
Arjantin’den olmak tizere yedi popiilasyon arasindaki genetik c¢esitlilik
calisilmistir. RAPD-PCR’da kullanilan 12 primer icin yiiksek oranda cesitlilik
gozlenmistir. Bu markirlarla elde edilen sonuglarla yalnizca potansiyel gen akisi
degil, bunlarin genetik iligkileri de belirlenmistir. Sonuglar Cochliomyia
hominivorax popiilasyonlarinda taranan alt boliimlerin RAPD ile agiklanabildigini
gostermistir (Infante ve ark. 1999).

RAPD’in popiilasyon 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
olugsmaz. Dominantlik popiilasyonlar icinde rasgele birlesmeyi engeller. Ciinkii
bireysel genotipler ayirt edilemez (Apostol, 1996).

RAPD yontemi RFLP ve izozimlere gore bir¢ok avantajlari vardir. Yogun
laboratuvar ¢alismalar1 ve Southern transferler, filtre hibridizasyonlari,
otoradyografi gibi pahali yontemler gerektirmez. RAPD’ler izozimlerden farkli
olarak genom boyunca sinirsiz sayida markir elde edilmesini saglar. Van Heusden
ve Bachmann (1992)’a gore tiirler arasi ve tiir icinde RFLP ve izozimlerin
sagladigindan ¢ok daha fazla polimorfizm kaydedilebilmektedir (Whitkus ve ark.,
1994). RAPD yonteminde izole edilen DNA’nin ¢ok kii¢lik miktarlar1 (~ 25ng)
PCR yontemi ile ¢ogaltilir. Sicaklik 95 °C yiikseltilerek DNA denatiire edilir.
DNA c¢ogaltiminda genomik DNA’nin 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 ¢ogaltilir. Reaksiyon sonunda elde edilen iiriinler, ethidyum bromid ile
boyanmis jelde yliriitiilerek DNA fargmentleri UV altinda incelenir (Maniatis,
1989).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Palaemon Materyali

Bu arastirmada Palaemon elegans (Rathke, 1837) tiiri kullanilmistir.
Arastirmada materyal olarak kullanilan bu 6rnek % 96’lik etil alkol igerisinde
muhafaza edilmistir.

Palaemon elegans, 1837 ornegi Mugla-Bodrum Tuzla Mevkii, Mugla-
Bodrum Bargilya ve Mugla-Bodrum Giilliik bélgesinden toplanmustir.

2.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

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

Polimeraz Zincir Reaksiyon’unda 25 mM dNTP (Fermantas), 25 mM
MgCl, (Fermantas), 10 X Taq Polimeraz Tamponu (Fermantas), 5 u/ul Taq
polimeraz (Fermantas), Oligoniikleotid Primerler (Biolegio, Research Genetics)
tampon ve ¢ozeltileri kullnilmastir.

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 kullanilan ¢ozeltiler

- 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: 8.09, 1 mM EDTA (pH: 8.0) stok

¢oOzeltileri 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,. 25 mM

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

- Taq Polimeraz: 5 u/pul

- Primerler: Kullanilan primerler ve dizileri Cizelge 3,1°de verilmistir.



Cizelge 3. 1. Kullanilan oligoniikleotid primerlerin dizileri ve % G+C oranlar

Primerin Adi (P5r'i.r.rf.e.r.igl)Dizisi %G+C igerigi
A1 CAGGCCCTTC 70
A2 TGCCAGCTG 70
OPBO08 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
UBC573 CCCTAATCAG 50
UBC574 GCCAGACAAG 60
UBC575 GGAGATGTAC 50
UBC576 CACCTAATGG 5
UBC577 GTCTGATGTG 50
UBC578 GGTGTCCACT 60
UBC579 TGGAATCGTG 50
UBC581 CCCGTTAGGG 60
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Cizelge 3. 1. (Devami) Kullanilan oligoniikleotid primerlerin dizileri ve % G+C oranlar1

UBC582 GGTATAGAC 50
UBC586 CCGGTTCCAG 70
UBC587 GCTACTAACC 60
UBC589 GACGGAGGTC 70
UBC590 CCGGCATGTT 60
UBC591 TCCCTCGTGG 70
UBC592 GGGCGAGTCC 80
UBC596 CCCCTCGAAT 60
UBC598 ACGGGCGCTC 80
UBC599 CAAGAACCGC 60
UBC600 GAAGAACCGC 60

2.1.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi icin Kullanilan Cézeltiler

Agaroz: % 0,8 veya % 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 tamamlanur.
Yiikleme Tamponu: % 40 Sukroz, % 0.025 Bromfenol mavisi, % 0.25
Ksilen siyanol (Otoklavlanmadi).

Ethidyum bromiir: 10mg/ml derisimde hazirland1 ve koyu siselerde
muhafaza edildi (Otoklavlanmadi).

2.1.4. Sterilizasyon

Steril kullanilmas1 gereken tiim tampon ve ¢ozeltiler 121 °C’de 20 dakika

otoklavlanmustir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Toplanan Palaemon 6rneklerinin tiir tayini

Toplanarak % 96’lik alkolde muhafaza edilen Palaemon Orneklerinin tiir
tayini Rathke, (1837)’ye gore yapildi. Orneklerin Palaemon elegans tiirii oldugu
tespit edildi.

2.2.2. Orneklerden Mitokondriyal DNA izolasyonu

Palaemon elegans Orneklerinden mitokondriyal DNA elde edilmesi i¢in,
ornek once distile suyla yikand:r ve Janke& Kunkel homojenizatorle, 1 ml Net
Tamponu i¢inde homojenize edildi. Homojenat; nukleus ve hiicresel artiklarin
cokmesi i¢cin 1.000 g’de, + 4 °C’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan
mitokondriyi pelete ¢cokeltmek icin 12.000 g’de, + 4 °C’de 10 dakika santrifiij
edildi.

Elde edilen pelete 200 pl Proteinaz K (100 pg/ml) % 40 Chelex 100
siispansiyonu ilave edilerek ¢oziinmesi saglandi ve 55 °C’de 1 saat su banyosu
yapildi. 8 dakikalik kaynatmadan sonra, 13.000 g’de + 4 °C’de 10 dakika santrifiij
yapildi. Siipernatan tamamen dokiiliip, pelet 55 °C’lik etiivde, 1 saat kurumaya
birakildi. Kuruma gerceklestikten sonra, 25 pl TE tamponu ilave edilen, DNA
izolat1, -20 °C’de muhafaza edildi.

2.2.3. DNA konsantrasyonunun tayini

UV absorbans spektrofotometresi ile 260 nm’de 6l¢tim yapildi. Buna gore;
Azs0= 1 oldugunda DNA miktar1 50 ug/ml’dir. DNA saflig1 i¢in ise Azeo/ Azg0=
1,8 formiilii kullanilarak bulunan deger 1,8’e esit ise saf DNA, biiyiik ise saf
olmayan DNA elde edildigine karar verildi.
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2.2.4. Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA Zincir Reaksiyonu (RAPD-PCR)

RAPD-PCR uygulamalar1 i¢in Maniatis ve ark. (1989)’nin Onerdigi
yontem kullanildi. Cizelge 2.1.’de baz dizilimleri ve % G+C oranlar1 verilen
rasgele secilmis primerlerin her biri ile hedef DNA’nin herhangi bir bdliimii
rasgele ¢ogaltildi.

PCR reaksiyonu 0,5 ml propilen tiiplerde 50 pl’lik toplam reaksiyon
hacminde gerceklestirildi.

Uygulanan PCR programa:

94 °C’°de 30 saniye (Denatiirasyon)

30 °C’de 30 saniye (Primerlerin baglanmas1) | 45 Dongii
72 °C’de 30 saniye (DNA sentezi)

2.2.5. Agoroz Jel Elektroforezi

RAPD-PCR iiriinlerinin analizi i¢in % 2’lik agaroz jel elektroforezi
gerceklestirildi (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 plagma dokiildi. Jel polimerlestikten sonra tarak cekildi ve plak,
TAE tamponu igeren elektroforez tankina yerlestirildi. Her bir PCR 6rneginden 10
ul, yiikleme tamponu ile karigtirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi.

PCR iiriinleri 40-90 V arasinda serbest akimda yiritildi. Jeller UV
transliiminator lizerinde goriintiilendi. Jellerin fotograflari polaroid makine (DS
Polaroid Screen Instant Camera 100 X 81mm) da Polaroid black & White 667
filmi ile ¢ekildi.
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2.2.6. Genetik uzaklik tayini

Her Palaemon 6rnegi i¢in her bir primerden elde edilen PCR iiriiniiniin
agaroz jelde olusturdugu DNA bantlar1 birbirleri ile karsilastirilarak, bant
varliginda 1, yoklugunda O olarak kabul edildi ve bu veriye dayanan tablo
hazirlandi.

Her bir primer icin elde edilen bu tablolar, Phylip 3,5 versiyonundan
modifiye edilmis olan; Nei (1972) Genetik Uzaklik Dendogram programinda
degerlendirilerek, calisilan Palaemon tiirlerinin arasindaki ve ayrica, tlir iginde

gbzlenen genetik yakinliklar ortaya konulmustur.
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3. BULGULAR

Palaemon elegans Orneklerinden toplam 45 mitokondriyal DNA
izolasyonu yapildiktan sonra, RAPD-PCR teknigi ile Cizelge 3,1°de belirtilen
primerlerle DNA amplifikasyonu denenmistir.

Palaemon elegans orneklerinin Al, B7, M13, UBCS577 primerleri ile
polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu yapilmistir. Reaksiyon triinleri %
2’lik agaroz jel elektroforezinde 80 V’da 40 dakika yiritilerek UV
transliiminatorde incelendi ve polaroid film kullanilarak fotograflar1 c¢ekildi.
(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,
3.30). Her bireyin jelde olusturdugu bantlarin varligi ve yoklugu sirasiyla 1 ve 0
olarak sayildi. Her bir primer i¢in elde edilen degerler, Philip 3,5 versiyonundan
modifiye edilmis olan; Nei (1972) Genetik Uzaklik Dendogram programiyla
degerlendirilerek dendogramlari elde edildi. Olusan dendogramla bireyler genetik
yakinliklarina gére gruplandirildi.

Buna gore 3 farkli istasyondan toplanan 6rnekler ( Tuzla Mevkii istasyon
izolat1), (Giillik Mevkii istasyon izolat1) ve (Bargilya Mevkii izolat1), A1, M13,
UBCS577 ve B7 primerleriyle amplifikasyon sonuglar1 degerlendirildi.

Popiilasyon 1-4, 21-25, 40-45’e kadar olan 6rnekler Giilliik istasyonundan
toplanan Palaemon elegans Ornekleridir. Popiilasyon 5-8, 17-20, 30-36’ya kadar
ornekler Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans Ornekleridir.
Popiilasyon 9-16, 26-29, 37-39’a kadar olan Ornekler Bargilya istasyonundan
toplanan Palaemon elegans Ornekleridir. Bu 6rneklerin degerlendirilmesi (Sekil
3.1, 3.2, 3.3, 34, 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, 3.30)
sonucunda Palaemon elegans Ornekleri arasinda genetik uzaklik 0’dir, tiir ici

polimorfizm bulunmamaktadir.
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Sekil 3. 1. Tuzla, Bargilya ve Giilliik istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Hat 1:
Hat 2 :
Hat 3 :
Hat 4 :
Hat 5 :
Hat 6 :
Hat 7 :
Hat 8§ :

Primer Al ile ¢ogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

DNA ladder Plus
PeST

Pe6T

Pe3G

Ped4G

Pe9B

PellB

Pel2B
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Sekil 3. 2. Tuzla, Bargilya ve Giilliikk istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Primer Al ile cogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Pel7T

Hat 3 : Pel8T

Hat 4 : PelG

Hat 5 : Pe2G

Hat 6 : Pel13B

Hat 7 : Pel4B

Hat 8 : Pel5B
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Sekil 3. 3. Tuzla, Bargilya ve Giilliik istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Hat 1:
Hat 2 :
Hat3:
Hat 4 :
Hat 5 :
Hat 6 :
Hat 7 :
Hat 8 :

Primer Al ile ¢ogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

DNA ladder Plus
Pe35T

Pe36T

Pe40G

Pe41G

Pel0B

Pel6B

Pe9B
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Sekil 3. 4. Tuzla, Bargilya ve Giilliikk istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

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

Primer Al ile cogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

DNA ladder Plus
PeST

Pe6T

Pe3G

Ped4G

Pe9B

PellB

Pel2B
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Sekil 3. 5. Tuzla, Bargilya ve Giilliik istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Primer Al ile cogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Pe30T
Hat 3 : Pe31T
Hat 4 : Pe24G
Hat 5 : Pe25G
Hat 6 : Pe37B
Hat 7 : Pe38B
Hat 8 : Pe39B
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Sekil 3. 6. Tuzla, Bargilya ve Giilliik istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Hat 1:
Hat 2 :
Hat3:
Hat 4 :
Hat 5 :
Hat 6 :
Hat 7 :
Hat 8 :

Primer Al ile ¢ogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

DNA ladder Plus
Pe35T

Pe36T

Pe9B

PelOB

PellB

Pe43G

Ped44G
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Sekil 3. 7. Tuzla, Bargilya ve Giilliikk istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Primer UBC577 ile gogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : PeST

Hat 3 : Pe6T

Hat 4 : Pe7T

Hat 5: Pe21G

Hat 6 : Pe22G

Hat 7 : PelOB

Hat 8 : Pel1B

Hat 9 : Pel2B
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Sekil 3. 8. Tuzla, Bargilya ve Giilliik istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

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

Primer UBC577 ile ¢ogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

DNA ladder Plus
PeST

Pel7T

Pel8T

Pe40G

Pe41G

Pel0B

PellB

Pel2B
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Sekil 3. 9. Tuzla ve Bargilya istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait, Primer

UBC577 ile gogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : PeST

Hat 3 : Pe30T

Hat 4 : Pe31T

Hat 5 : Pel3B

Hat 6 : Pel4B

Hat 7 : Pel0OB

Hat 8 : Pel1B

Hat 9 : Pel2B



Sekil 3.

Hat 1:
Hat 2 :
Hat3:
Hat 4 :
Hat 5 :
Hat 6 :
Hat 7 :
Hat 8 :
Hat 9 :

36

10. Tuzla, Bargilya ve Giilliik istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Primer UBC577 ile ¢ogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

DNA ladder Plus
Pe5T

Pe30T

Pe31T

Pe23G

Pe24G

PelOB

Pel3B

Pel4B
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Sekil 3. 11. Bargilya ve Giilliik istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait, Primer

Al ile ¢ogaltilmig PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Pe38B

Hat 3 : Pe39B

Hat 4 : Pe9B

Hat 5 : PelOB

Hat 6 : Pel1B

Hat 7 : PelG

Hat 8 : Pe2G

Hat 9 : Pe3G
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Sekil 3. 12. Bargilya ve Giilliik istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait, Primer

Al ile ¢ogaltilmig PCR {diriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Pel3B
Hat 3 : Pel14B
Hat 4 : Pel5B
Hat 5 : Pel6B
Hat 6 : Pel 1B
Hat 7 : Pe21G
Hat 8 : Pe22G
Hat 9 : Pe23G
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Sekil 3. 13. Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait, Primer

Al ile ¢ogaltilmig PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Pe38B

Hat 3 : Pe39B

Hat 4 : Pe26B

Hat 5 : Pe27B

Hat 6 : Pe28B

Hat 7 : PeST

Hat 8 : Pe6T

Hat 9 : Pe7T
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Sekil 3. 14. Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait, Primer

Al ile ¢ogaltilmig PCR {diriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Pel13B

Hat 3 : Pel4B

Hat 4 : Pel5B

Hat 5 : Pel6B

Hat 6 : Pe9B

Hat 7 : Pel7T

Hat 8 : Pel8T

Hat 9 : Pel9T
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Sekil 3. 15. Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait, Primer

Al ile ¢cogaltilmig PCR firtinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Pe27B
Hat 3 : Pe28B
Hat 4 : Pe29B
Hat 5 : Pe37B
Hat 6 : Pe10B
Hat 7 : Pe30T
Hat 8 : Pe31T
Hat 9 : Pe32T
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Sekil 3. 16. Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait, Primer

Al ile ¢ogaltilmig PCR {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Pel2B
Hat 3 : Pel3B
Hat 4 : Pel4B
Hat 5 : Pel5B
Hat 6 : Pe16B
Hat 7 : Pe33T
Hat 8 : Pe34T
Hat 9 : Pe35T



43

Sekil 3. 17. Giillik, Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Primer M13 ile ¢cogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Pe5T

Hat 3 : Pe6T

Hat 4 : Pe7T

Hat 5 : Pe23G

Hat 6 : Pe24G

Hat 7 : Pel0OB

Hat 8 : Pel13B

Hat 9 : Pel4B
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Sekil 3. 18. Giillik, Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

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

Primer M 13 ile ¢cogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

DNA ladder Plus
Pel7T
Pel8T
Pel9T
Pe40G
Pe41G
Ped42G
Pel3B
Pel4B
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Sekil 3. 19. Giilliik, Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Primer M13 ile ¢cogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Pe30T
Hat 3 : Pe3IT
Hat 4 : Pe32T
Hat 5 : Pe38B
Hat 6 : Pe39B
Hat 7 : Pe42G
Hat 8 : Pel5B
Hat 9 : Pel6B
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Sekil 3. 20. Giilliik, Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Hat 1 :
Hat 2 :
Hat3:
Hat 4 :
Hat 5 :
Hat 6 :
Hat 7 :
Hat 8 :
Hat9:

Primer M13 ile ¢ogaltilmis PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi

DNA ladder Plus
Pe33T
Pe34T
Pe35T
Pe28B
Pe29B
Pe43G
Pe44B
Pe45B
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Sekil 3. 21. Giilliik, Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

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

Primer M 13 ile ¢cogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

DNA ladder Plus
Pe36T

PeST

Pe6T

Pel3B

Pe26B

Pe21G

Pe25B

Pe41B
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Sekil 3. 22. Giilliik, Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Hat 1:
Hat 2 :
Hat 3 :
Hat 4 :
Hat5:
Hat6:
Hat 7 :
Hat § :
Hat 9 :

Primer B7 ile ¢ogaltilmig PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi

DNA ladder Plus
Pel7T
Pel8T
Pe21G
Pe22G
Pe26B
Pe27B
Pe44G
Pe45G
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Sekil 3. 23. Giillik, Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Primer B7 ile ¢ogaltilmig PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Pe23G

Hat 3 : Pe24G

Hat 4 : Pe25G

Hat 5 : PeST

Hat 6 : Pe6T

Hat 7 : Pe9B

Hat 8§ : Pel10B

Hat 9 : Pel 1B
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Sekil 3. 24. Giillik, Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Hat 1:
Hat 2 :
Hat3:
Hat 4 :
Hat 5 :
Hat 6 :
Hat 7 :
Hat 8 :
Hat 9 :

Primer B7 ile ¢ogaltilmig PCR iriinlerinin agaroz jel elektroforezi

DNA ladder Plus
Pe40T

Pe4IT

Ped4G

Pe21G

Pe22G

Pel2B

Pel3B

Pel4B
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Sekil 3. 25. Giilliikk, Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Primer B7 ile ¢ogaltilmig PCR driinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Pel9T
Hat 3 : Pe20T
Hat 4 : Pe30T
Hat 5 : Pe25G
Hat 6 : Pe22G
Hat 7 : Pe45G
Hat 8 : Pe29B
Hat 9 : Pe37B
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Sekil 3. 26. Giilliik, Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Primer B7 ile ¢ogaltilmig PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Pe7T

Hat 3 : Pe8T

Hat 4 : Pe43G

Hat 5 : PelG

Hat 6 : Pe3G

Hat 7 : Pel4B

Hat 8 : Pe2G

Hat 9 : Pe22G
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Sekil 3. 27. Giilliik, Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Primer UBC577 ile ¢ogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Pe9B

Hat 3 : Pel8T

Hat 4 : Pe32T

Hat 5 : Pe23G

Hat 6 : Pe24G

Hat 7 : Pel4B

Hat 8 : Pel5B

Hat 9 : Pel6B
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Sekil 3. 28. Giilliikk, Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Hat 1:
Hat 2 :
Hat 3 :
Hat 4 :
Hat 5 :
Hat6:
Hat 7 :
Hat § :
Hat9:

Primer UBC577 ile ¢ogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

DNA ladder Plus
Pel0B
Pel9T
Pe20T
Pe40G
Ped41G
Pe26B
Pe27B
Pe28B
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Sekil 3. 29. Giilliik, Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Primer A1 ile ¢ogaltilmig PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Pe32T

Hat 3 : Pe33T

Hat 4 : Pe4G

Hat 5 : Pel9T

Hat 6 : Pe20T

Hat 7 : Pe37B

Hat 8 : Pe38B

Hat 9 : Pe39B
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Sekil 3. 30. Giilliik, Bargilya ve Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans bireylerine ait,

Primer Al ile ¢gogaltilmis PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Hat 1 : DNA ladder Plus
Hat 2 : Pe6T

Hat 3 : Pe7T

Hat 4 : Pe25G

Hat 5 : Pe8T

Hat 6 : Pel7T

Hat 7 : Pe10B

Hat 8 : PellB

Hat 9 : Pel2B
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismanin amaci, Palaemon elegans tiiriiniin, RAPD-PCR yontemiyle
incelenmesidir. Bu amagla orneklerin mitokonriyal DNA’lar1 kullanilmistir.
Mitokondriyal DNA’nin korunmus yap1 ve organizasyonu 6zelliklerinden dolayz,
tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik cesitliligi belirlemede yaygin olarak kullanilmaktadir
(Avise ve ark. 1979; Moritz, 1987). Crustacea grubunda yapilan incelemelerde,
mitokondriyal DNA’nin Sitokrom ¢ Oksidaz I (COI) alt iinitesinin, hem tiir ici
hem de tiirler aras1 farkliligin ortaya konulmasi i¢in ¢ok giiglii bir materyal oldugu
tespit edilmistir (Palumbi ve ark. 1991).

Toplanan 6rneklerin mitokondriyal DNA’lar izole edildikten sonra RAPD-
PCR teknigi ile c¢ogaltilmistir. Cogaltilan DNA’lar lizerinde baz1
degerlendirilmeler yapilarak tiir i¢i polimorfizm olup olmadig: tespit edilmeye
calisilmustir.

RAPD-PCR tekniginde rasgele niikleotid dizisine sahip oligoniikleotid
primerler, genomik DNA’nin ¢esitli bolgelerinin ¢ogaltiminda kullanilir. Olusan
fragmentlerin sayis1 ve biiylikligii, kullanilan primerin niikleotid dizisi ve kalip
DNA’da bu baza bagli olarak genoma 6zgii parmak izi olusturur (Klein-Lankhorst
ve ark. 1991).

RAPD markirlar, popiilasyon genetigi ¢alismalari, genetik haritalama, bitki
ve hayvan yetistirme calismalari, DNA parmak izi ¢ikarilmasi i¢in oldukga
uygundur. RAPD markirlar ayni zamanda kromozoma 6zgii DNA fragmentlerinin
cabuk tanimlanmasi ve izolasyonunu saglayan etkili bir polimorfizm tahlili saglar.
RAPD markirlar, genom haritalama otomasyonunu, genomu tanimlamak i¢in
gerekli fenotipik markir sayismmin az oldugu organizmalarda genetik analiz
giicliniin artmasint saglar. Bu metodun en avantajli yan1 genotip tayinin
otomatiklestirilebilmesidir (Williams ve ark. 1990).

Arjantin’de, RAPD-PCR kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, Arjantin ve
Porto Rico’dan toplanan 5 Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) popiilasyonlar
arasinda tlir i¢i polimorfizm varhigi arastirilmistir. Bu popiilasyonlar arasinda

yliksek oranda genetik benzerlik oldugu ortaya konulmustur (Sousa ve ark2001).
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RAPD markirlart Gliricidia (Chalmers ve rak. 1992), siyah Aspergilli’nin
yakin tiirleri (Megnegneau ve ark., 1993), parazitlik protozoa’larda (Tibayrenc ve
ark., 1993), genetik ¢esitliligi kontrol etmede ve ekonomik agidan 6nemi olan
Tilapia tir ve alt tiirlerini ayirt etmede (Bardake¢1 ve Skibiski, 1994; Naish ve ark.
1995) basartyla uygulanmustir.

RAPD-PCR yapilan diger bir ¢alismada ise baz1 Bati Anadolu Gammarus
popiilasyonlar1 arasindaki polimorfizm arastirilmistir. Bu populasyonlar arasinda
tiir i¢i ve tlirler aras1 genetik farkliliklar oldugu belirlenmistir. Ayni1 caligmada
Gammarus arduus Ornekleri arasinda genetik uzaklik 0’dir, tiir i¢i polimorfizm
bulunmamaktadir (Susuz F., 2002).

Buna gore 3 farkli istasyondan toplanan 6rnekler (Tuzla Mevkii istasyon
izolat1), (Gtllik Mevkii istasyon izolat1) ve (Bargilya Mevkii izolat1), A1, M13,
UBC577 ve B7 primerleriyle amplifikasyon sonuglar1 degerlendirildi.

Popiilasyon 1-4, 21-25, 40-45’e kadar olan 6rnekler Giilliik istasyonundan
toplanan Palaemon elegans ornekleridir. Popiilasyon 5-8, 17-20, 30-36’ya kadar
olan Ornekler Tuzla istasyonundan toplanan Palaemon elegans Ornekleridir.
Popiilasyon 9-16, 26-29, 37-39’a kadar olan Ornekler Bargilya istasyonundan
toplanan Palaemon elegans Ornekleridir. Bu Orneklerin  degerlendirilmesi
sonucunda Palaemon elegans Ornekleri arasinda genetik uzaklik 0’dir, tiir ici

polimorfizm bulunmamaktadir.
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