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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ESKIiSEHIR-ALPU GECICi SULARINDA BULUNAN Triops
cancriformis’in (BRANCHIOPODA: NOTOSTRACA) 18S rRNA
GENI ILE FILOGENETIK ANALIZI

Siimeyra Nur SANAL

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. A. Yavuz KILIC
2011, 48 sayfa

Son yillarda canlilarin smiflandirilmasinda filogenetik c¢alismalar 6ne
c¢ikmistir. Bu iligkilerin ortaya konmasinda belirli genler ve proteinler evrimsel
kronometreler kabul edilerek evrimsel degisimler Olciilmeye ¢aligilmaktadir. Bu
kronometreler arasmnda en yaygin olami ribozomal RNA’lardir. Okaryotlarda
dizileme g¢alismalari, islevsel olarak benzer fakat biraz daha biiytik 18S molekiilii
iizerinde odaklanmistir

Bu c¢aligmanin materyali Triops cancriformis’in literatiirde 18S rRNA
geniyle ilgili yapilmis fakat tamamlanmamais iki ¢aligmasi bulunmaktadir. Yapilan
dizileme sonucunda bu calismada elde edilen genin 18S rRNA geni oldugu
belirlenmistir. Gen bankasinda T. cancriformis 18S rRNA genine ait dizi bilgileri
ile karsilastirildiginda tiirtin T. cancriformis tiirii oldugu; bir 6rnege ait okunan
650 bazlik dizisinin % 81 oraninda, diger 6rnege ait 480 bazlik dizinin ise % 78
oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Buradaki farkliligm sebebi 18S
rRNA genin uzunlugu 1800 bg¢ olup bu ¢aligmada ise sadece belirli sayidaki
niikleotit diziliminin belirlenmesidir. Dizi analizi sonuglar1 karsilastirildiginda
18S rRNA geninin yiiksek oranda korundugu goriilmektedir.Elde edilen verilere
gore olusturulan filogenetik agaglar arasinda da biiylik benzerlik, dolayisiyla
familya tiirleri arasindaki filogenetik akrabalik acik¢a goriilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Triops cancriformis, Biyoinformatik, 18S rRNA,

Filogenetik Analiz
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

PHYLOGENETIC ANALYSIS WITH 18S GENE rRNA of Triops
cancriformis (BRANCHIOPODA: NOTOSTRACA) IN TEMPORARY
WATERS ESKIiSEHIR-ALPU

Siimeyra Nur SANAL

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Biology Programme

Supervisor: Prof. Dr. A. Yavuz KILIC
2011, 48 pages

The classification of living things came to the fore in recent years,
phylogenetic studies. Specific genes and proteins in order to clarify this
relationship by accepting the evolutionary changes in evolutionary chronometers
tried to be measured.This is the most common of the ribosomal RNAs of
chronometers. In eukaryotes, sequencing studies, functionally similar, but slightly
more focused on the large 18S molecule.

Triops cancriformis material of this study in the literature were related to
18S ribosomal RNA gene, but the two studies are incomplete. The 18S rRNA
gene sequencing of the gene was obtained as a result of this study was
determined. Gene bank of T. cancriformis 18S rRNA gene sequence data and
compared the species T. cancriformis that type, read a sample of the 650 series
81% of the alkalinity, the alkalinity in the other example of the 480 series were
found to be similar to the 78%. The 18S rRNA gene, because the difference is the
length of 1800 bp nucleotide sequence of this study is to determine only a certain
number. 18S rRNA gene sequence analysis compared results are highly protected.
According to the data generated from the strong similarity between the
phylogenetic trees, phylogenetic kinship therefore be drawn between types of
families.

Key words: Triops cancriformis, Bioinformatic, 18S rRNA, Phylogenetic

Analysis
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1. GIRIS

1.1. Stmflandirma Bilimi ve Onemi

Yeryiiziinde yaklagik 31.000 protist, 1,5 milyon hayvan, 800.000 kadar
bilinen bitki tiirii vardir. Bunun yaninda heniiz siniflandirilmamis canli tiirlerinin
sayisinin 3-10 milyon oldugu tahmin edilmektedir. Bunlarin disinda ¢ok sayida
yok olmus tiiriin bulundugu diisiiniilmektedir. Ayrica her bir tiiriin sayisiz formlar1
(cinsiyet, yas, mevsimsel formlar, 6zel formlar v.b) bulunmaktadir. Bu durum goéz
oniine alindiginda, eger smiflandirma yapilmamis olsaydi bu kadar ¢ok
degisiklikle ugragsmak miimkiin olmayacakti. Sistematik zooloji (zootaksonomi)
cok zengin olan hayvanlar1 bir diizen i¢inde siniflandirmaya ve bunu basarabilmek
icin de yontem ve kurallar gelistirmeye caligmaktadir.

Sistematigin en biiylik ugrasilarindan birisi her tiirtin ve daha yliksek
taksonlarin kendine has Ozelliklerinin ne oldugunu karsilastirma yaparak tespit
etmektir. Diger bir ugrasisi, bazi taksonlarin ortak 6zelliklerinin ne oldugu ve bu
ortak Ozelliklerin ya da farkliliklarm ne gibi biyolojik etkenlerden kaynaklandigini
tespit etmektir. Bir diger ugrasisi ise taksonlarin igersindeki varyasyonlardir.
Sistematigin bu ilgi alanlar1 biyoloji bilim kollar1 i¢inde ona essiz ve vazgegilmez
bir konum saglamaktadir. Organik farkliliklar1 siniflandirmasi sistematigin diger
biyoloji bilim kollar1 i¢ine kolayca girmesine firsat vermektedir. Sistematik
biyoloji olmadan biyolojinin diger kollar1 kendi bulgularinin anlamini kolayca
aciklayamazlar.

Sistematik, biyolojinin diger kollarina ve genel anlamda insanlhiga biiyiik
Katkis1 olan bir bilim koludur. Dogal sistemde uygun sekilde dagilmis birkag tiiriin
iyl analizi, yeni enzimlerin, hormonlarin dagiliglar1 ya da metabolik yollar1
hakkinda bize c¢ok Onemli bilgiler verebilir. Bircok hayvan laboratuarda
yetistirilemez. Bazilar1 kiiltiirlerde ¢ogaltilamaz. Bu nedenle saglam bir
smiflandirma sistemi, genetik olarak iyi bilinen tiplerden c¢ok cesitli sonucglar
cikartmamiza firsat verir. Son yillarda taksonomistlerle immiinoloji,

karsilagtirmali  biyokimya, karsilastrrmali fizyoloji ve hayvan davranislari
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iizerinde ¢alisan arastiricilar arasinda gittikge artan bir is birligi ortaya
cikmaktadir.

Zoolojik siniflandirmada hayvanlar benzerlik ve akrabalik iliskilerine
dayanarak gruplar halinde smiflandirilir. Fakat buradaki benzerlik ve akrabalik
kavramlar1 yiizyillar boyunca biiyiik tartigmalara neden olmustur. Bu tartigmalar
sonucunda ortaya bes farkli smiflandirma teorisi ¢ikmistir. Bunlardan “Esascilik
(essentializm)”, bu teoriye goére bir taksona ait biitiin bireylerin ayni tipi
yansittiklar1 ya da o tipe uyduklar1 ifade edilmektedir. “Isimcilik (nominalizm)”,
cins ve tiirlerin, genel kavramlarin ne aslinda ne de zihinde hi¢bir varliginin
olmadigmi ve bunlarin birer addan ibaret oldugunu savunan goriistiir.
“Amprikgilik (emprizm)”, canlilar1 dig goriiniisleri ve yasadiklar1 ortama bakarak
smiflandirmaktir. Bu tiir siniflandirma giiniimiizde gegerliligini kaybetmistir.

“Filogenetik sistematik (cladizm)”, Evrimsel siniflandirma ise Kladistik ve
fenetik smiflandirma ilkelerini kullanan gériistiir. Ilk kez Willi Henning tarafindan
tanimlanan filogenetik sistematik; filogeni iligskisini kullanarak dogal taksonlari
saptamak ve yine filogeni iliskisi ile bunlar1 iliskilendirerek dogal bir
smiflandirma olusturmaktadir. Dogal taksonlar ise evrim stirecinde kendiliginden
olusan taksonlardir yani; taksonomist farkina varip onu isimlendirip siniflandirsa
da, farkina varmasa da o takson dogada vardiwr. En Onemlisi dogal taksonlar

tiirlesme siiregleri ile olustuklarindan ortak ata iligkilerine sahiptirler [1].

1.2. Filogenetik Sistematik

Filogenetik sistematikte iligkiler soy agacmi yani taksonlar1 olusturmada
tek atadan gelme Olgiisiiniin  kullanilmasi temeline dayanir. Filogenide
milyonlarca nesil dikkate alindiginda mutasyonlar, seleksiyonlar ve yeni
birlesmeler nedeniyle sayisiz gende degismeler meydana gelir ve sonugta yakin
akrabalar arasinda ¢ok belirgin farklar olusur. Bu durumun aksine uzun yillar
boyunca genotipinde herhangi bir degisiklik meydana gelmeyen ya da gelse bile
fenotipinde bir degisiklik gostermeyen canli gruplarmin varhigindan da so6z
edilebilir [1].
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1.3. 18S rRNA Genleri

Belirli genler ve proteinler evrimsel kronometreler olup, evrimsel degisimi
Olgerler. Diger bir degisle islevsel olarak benzer (homolog) makro molekiillerin
niikleotid ve aminoasit dizisindeki farkliliklar, evrimsel uzakliklarin sonucudur.
Molekiiler dizileme ve evrimsel uzakliklarin o6lgiilmesi amaciyla yapilacak
dizileme caligmalarinda dogru molekiillerin segilmesi sarttir. Kusursuz bir
molekiiler kronometreyi tanimlayan bazi kriterler vardir. Bunlardan ilki,
molekiiler kronometre, ¢aligmak i¢in secilen grup igerisinde evrensel olarak
yaygin olmalidir. Bu tiim organizmalarm karsilastirilmasma yardim eder. Ikinci
olarak, molekiil her organizma i¢in islevsel olarak homolog olmalidir zira
islevselligi farkli olan molekiillerin dizi benzerligi gdstermesi beklenmez. Ugiincii
olarak, analizler i¢cin dizileri siralamak amaciyla molekiiliin korunmus dizi
bolgeleri igermesi c¢ok Onemlidir. Son olarak se¢ilen molekiil dizisinin
organizmadaki evrimsel degisimi bir biitiin olarak yansitmasi gerekir. Aslinda
Olciilecek filogenetik uzaklik artikga, dizilerdeki degisim oraninin yavaslamasi
gerekir ki, cok uzun bir zaman siirecinde meydana gelen degisimler bize evrimsel
sinyalleri isaret eder. Pek ¢cok gen ve proteinin molekiiler kronometreler oldugu
ileri siiriilmektedir. Ancak bunlar arasindan ribozomal RNA’lar1 kodlayan genler,
translasyonel sistemdeki temel bilesenler, ATPaz proteinleri, ATP sentezleyen
veya hidrolizini yapan enzim kompleksleri, genetik rekombinasyona yardimci
olan RecA enzimi ve belirli translasyonel proteinler canlilar hakkinda en ¢ok
kabul edilebilir filogenetik bilgiyi edinmemizi saglamislardir. Ciinkii Bu
molekiilerin hepsi, ilkel hiicrelerde bile gereklidir ve bu sebeple onlarin gen
dizilerindeki  varyasyonlar, evrimsel ge¢mislerini daha derinlemesine
incelememize olanak saglar. Bu kronometreler arasinda en yaygin olani ribozomal
RNA’lardir. Ribozomal RNA’lar, oldukca biiyiik, islevsel olarak sabit, evrensel
olarak yaygin molekiiler olup, tiim hiicrelerde niikleotid dizisinin korundugu ¢ok
sayida bolge icerirler. Prokaryotlarda biiytikliikleri 5S, 16S ve 23S (°S’ Svedberg’i
simgeler ve bir partikiiliin santrifiij edildiginde ¢okmesini esas alan bir kiitle
dlciisiidiir) olan {ic cesit ribozomal RNA molekiilii vardir. Okaryotlarda ise

dizileme ¢alismalari, islevsel olarak benzer fakat biraz daha biiyiikk 18S molekiilii
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iizerinde odaklanmistir. 16S ve 18S rRNA’lar1 ribozomun kiigiik alt biriminin
(30S veya 40S) bir pargasi olduklarindan, SSU (kiigiik alt birim) dizilemesi
kisaltmasi, 16S veya 18S dizilemesi ile es anlama gelmektedir. rRNA dizilerine
ait cok genis bir veri tabani mevcuttur. Ornegin Ribozomal Veri Tabani Projesi
(RDP) su an sayist 100.000’i asan bu tiir dizilere ait biiylik bir koleksiyonuna
sahiptir. SSU rRNA’larin filogenetik bir ara¢ olarak kullanima, 1970’lerde Illinois
Universitesi’nden Carl Woese onciiliik etmistir ve bu ydntem giiniimiizde tiim
biyolojide yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu basarisindan dolayr 2003 yilinda
Isve¢ Kraliyet Bilim Akademisi tarafindan, biyolojide bilimsel basarinin en
yiliksek Olciitii olarak goriilen Crafoord ddiiliine layik goriilmiistiir. Ribozomal
RNA dizilerinin elde edilmesi ve filogenetik agaglarin olusturulmasi, molekiiler
biyoloji ve bilgisayar analizlerinin beraber yiiriitiilmesi sonucu su an oldukc¢a rutin
hale gelmistir. Yeni bulunan diziler, NCBI, EMBL, DDBJ gibi genetik veri
tabanlarindaki mevcut diziler ile karsilastirilabilir. Daha sonra aga¢ olusturan bir
algoritma kullanilarak dizilerin tabiatinda olan evrimsel bilgiyi en iyi sekilde ifade

eden filogenetik bir agag ¢izilebilir [2].

1.4. Triops cancriformis (Bosc, 1801)

Triops cinsi, Arthropoda subesinin, Crustacea altsubesi, Branchiopoda
smifi, Phyllopoda takimi, Notostraca alttakimi Triopsidae familyasi iginde yer alir
(NCBI, Taxonomy Browser). Triops cinsine ait 7 tiir bulunmaktadir. Bu
caligmada materyal olarak kullanilan Triops cancriformis (Bosc, 1801) yasayan
fosil olarak anilmaktadir. 300 milyon yildir fazla bir degisiklik gostermeden
bugiinlere gelebilmis bir canlidir. Halen yasayan canlilar arasinda kdkeni en eski
olanlardandir. Bosc tarafindan (1801) Apus cancriformis adi altinda tanimlanan
Triops cancriformis ilk kez resmi olarak Longhurst tarafindan (1955) bu adiyla
tamimlanmstir. Triops cins adi, bavaria faunasi tizerindeki ¢alismasinda ilk kez
Schrank (1803) tarafindan kullanilmistir. Schrank, Schiffer’in 1750’11 yillarda
topladig1 6rnekler Regensburg (Almanya) yakinindaki ayni lokaliteden topladigi
ornekleri ‘dreyauge’ olarak tanmmlamustir. (Ingilizcesi: ii¢ gozlii, latincesi: Triops).

Almanya tatlisu faunasini tanimlama anahtar1 olarak Triopslar’in kullanilmasi
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Schrank tarafindan teklif edilmistir. Keilhack (1909) biitiin mevcut Notostraklar
icin familya adi olarak Triopsidae’yi kullanmigtir. Ayrica Keilhack dogru isim
olarak Triops cancriformis ve Lepidurus apus u kullanmustir. The International
Commission on Zoological Nomenclature (ICZN) 1958 yilinda Apus ve Triops
isimlerinin kokenini ve kullanimi kurallara uygun olarak diizenlemistir. ICZN cins
ismi olarak Apus’u reddetmis ve Triops’u Schrank (1803) kabul etmistir (ICZN
isim no. 1246). Triops cancriformis (Bosc, 1801) adin1 tanimlamiglardir (ICZN
isim no. 1476). Son olarakta ICZN Triopsidae Keilhack (1909) adin1 tanimlamig

ve resmi olarak familya ad1 da belirlenmistir [4].

1.4.1. Triops cancriformis’ in Biyolojisi

Bu ¢alismada materyal olarak kullanilan Triops cancriformis (Crustacea:
Branchiopoda: Notostraca: Triopsidae) yasayan fosil olarak anilmaktadir. 300
milyon yildir fazla bir degisiklik gdstermeden bugiinlere gelebilmis bir canlidir.
Halen yasayan canlilar arasinda kokeni en eski olanlardandir.

Morfolojik olarak viicut bir bas ve ¢ogunlukla genis dorsal bir karapaksla
kaph bir govdeden olusur. Bas genis ve basik, karapaks hafif kubbelidir. Basin
ag1z bolgesinde dudakla g¢evrili; antentil, anten, maxil ve mandibul igeren {iyeler
bulunur ve besin yakalamada kullanilir. Karapaksin anterior dorsal kisminda tek
bir optik diizenleme vardir. Viicudun karapaks disinda kalan arka kismi uzun iki
furka ile sonlanir. Furkalarla birlikte biitiin viicut uzunlugu disi hayvanda 7,5 cm
kadardir. Govde toraks uzantilar1 tasir ancak abdomende bu yapilar bulunmaz.
GoOgsiin 13. segmente kadar olan kisminda her segment bir ¢ift iiye icerir. Bundan
sonra 28. segmente kadar her segmentte 2-5 ¢ift {iye bulunur. Birinci gogiis
iiyelerine ait enditler ¢ok eklemli, ince ve cok uzundur. Eseysel delikler 11. gogiis
segmentindedir. 11. {iye disilerde ovisaklar seklini almistir. Ovisaklarda
yumurtalar esit sayida tutulur. Yumurtalarin hepsi ovisaklardan serbest
birakilmasia ragmen yumurtalarin viicuttan ¢ikmasi rastgeledir, kiimeler halinde
degildir. Triops cancriformis’ in iireme yetenekleri yiiksektir, bireyler 1000 den
fazla yumurta tiretirler. Abdomenin proksimal kisminda ince sa¢ benzeri 65 ¢ift

iiye bulunur ve bunlar ritmik sekilde vuruslarla harekete ve besin alimma yardim
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eder. Abdomenin distal kismi ¢ikik ve gdze ¢arpan bir telson ve sonradan ikiye
dallanan kuyruk furkasiyla biter.

T. cancriformis’in habitat1 gegici sular, yagmur sular1 ile olusan su
birlikleri, havuzlar, gdlcliik gibi bir donem sulu bir donemde kurak fazin
goriildigi yerlerdir. T. cancriformis’in Avrasya ve Afrika’daki piring tarlalarinda
ve ayrica Avrupa’da da dagilim gosterdigi bildirilmistir. Triopslar ventral
yiizeylerinden beslenirler. Dip sedimentlerini kazarlar, detritus ve ¢esitli kiigiik
organizmalar1 ararlar. Beslenmeleri habitatlarina baghdir. Istege bagli detritus
tiikketicisi, les yiyen ya da predatorlerdir. Triopslar alg, bakteri, protozoa, rotifera,
bocek, yer solucani, kurbaga yumurtast yerler. Triopslar populasyon
yogunluklarmin genis degismeleriyle karakterizedir. Yeterli besini bulduklarinda,
yogunluklar1 oldukea yiikselir ve besin aramak i¢in yeterli seviyede aktif olurlar.
Besin eksikligi gelisimde ve yumurtlamada olumsuz etki yaparken, kannibalistik
davranis sonucunda mortalitenin yiikselmesine sebep olur [5, 6].

Triops’un yasam dongiisii olduk¢a kisadir. Baslica ana habitatlar1 gecici
sulardir. Bu sularm sicaklik degisimleri de yasam dongiilerini etkilemektedir.
Yasam dongiileri sirasinda iki tip yumurta birakirlar. Bunlardan birincisi ortamda
erkeklerin bulunmadig1 zamanlarda olusturulan ve partenogenetik olarak gelisen
yumurtalardir (yaz yumurtalar1). Bunlar ince c¢eperli, seffaf ve c¢ok hizli
gelisebilen yumurtalardir. Ikinci tip yumurtalar ise yasama sartlar1 kotiilestiginde
ve erkeklerin ortamda bulundugu zamanlarda olusturulan ve dollenmeye ihtiyag
duyan yumurtalardir (kis yumurtalar1). Bunlarin etrafi kitin bir tabaka ile
cevrilerek ephippium olarak ortama birakilirlar. Bu yumurtalar kahverengi ve
kalin ¢eperli, soguk, sicaklik ve kuraklik gibi ekstrem durumlara dayanikli
yumurtalardir. Bu kalin ¢eper yumurtayr fiziksel darbelere ve gilines i1smnlarina
kars1 korur. Ephippiumlar sularin kurumaya basladig1 yaz aylarinda 6zel bir 6nem
tagimaktadirlar. Ciinkii bunlar sicak giinlerde sular tamamen kuruduktan sonrada
canliliklarmmi siirdiirmektedirler. Daha sonra yagisli mevsimlerde tekrar yavru
birey meydana getirmektedirler. Kis yumurtalari, yaz boyunca sicaklikla, kis
boyunca da soguk ve donla karsilasmaktadir. Yapilan aragtrmalar bu durumlarin
yumurtalarin gelisebilmeleri icin gerekli oldugunu ortaya koymustur. Bu

yumurtalar canliliklarint kuru dénemde 15 yil kadar koruyabilmektedir. Yaz ve
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sonbahar mevsimlerinde olduk¢a fazla Triops yumurtasi (kuru donem)
bulunmaktadir. Kis ve sonbahar boyunca, daha fazla yagmur suyu yagdigindan su
birikintileri ve gegici su birlikleri olusmaya baglar. Bu sularin meydane
gelmesiyle ile birlikte kuru donem yumurtalar1 yumurtadan ¢ikmaya baslar.
Yumurtalar yumurtadan ¢iktiktan sonra omurgasiz hayvanlarla beslenmeye baslar.
Metanauplius tam olarak ilk larval donemdir ve bu donemde Triopslarin rengi
turuncudur. Triopslarin ilk donem boyunca 6 tane bacagi ve 1 tane gozii vardir.
Sonraki biiylime donemlerinde de gelismeler devam eder. Bu donemlere instar da
denir. Her bir instar sonunda, digskabuklar dokiilir. Triops’un biiylimesiyle
uzantilar1 ve segmentleri artmaya baslar. Renginde de degismeler olur ve turuncu
olan renk grimsi-kahverengiye doniisiir. Triopslar 8 giinde olgunluga erisirler ve
bu zamanda yumurta tiretmeye hazirlardir. Su birikintilerinin kurumasiyla birgok

olgun Triops 6lmeye baslar [5].

1.5. Triops cancriformis ile flgili Yapilmis Cahsmalar

Literatiirde Triops cancriformis ve diger Triops tiirleri ile yapilmis bir ¢ok
caligma bulunmaktadir [3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16]. Yapilan bu
calismalarin biiylik cogunlugu morfolojisine ve biyolojik miicadelede kullanilmas1
temeline dayanir. Yani molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalar oldukga azdir [17,
18, 19, 20].

Ozkiitiik (1997) Alpu (Eskisehir) ¢evresinde olusan gegici sular omurgasiz
faunasi lizerine on ¢alismalar yapmis ve Triops cancriformis kaydi vermistir [3].

2003 yilinda Meller ve arkadaslari elektron mikroskobu yardimiyla Triops
cancriformis’in erken larval gelisim tizerine bir ¢alisma yapmuslar ve erken larval
doénemin bes ayr1 boliimden meydana geldigini bulmuslardir [4].

Golzari ve arkadaslarmin 2009 yilinda yaptigi c¢alismada Bati
Azerbaycan’daki gecici su birliklerinde yasayan Triops cancriformis’in bazi
biyolojik 6zellikleri belirlenmistir [6].

Hughes’in (1997) yaptig1 ¢alismada Britanya’daki Triops cancriformis’in

iiremeleri kontrol altina alinmustir [7].
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Zierold ve arkadaslar1 (2009) Triops cancriformis’in cinsiyet orani, iireme
modu ve genetik cesitliligi lizerine bir aragtirma yapmuglardir [8].

Su ve Mulla (2005) Triops newberryi’nin tireme ve gelisimi iizerine
mikrobiyal sinek larvasitlerinin ve larvasidal yagmin etkisi ve toksisitesini
arastirmiglardir [9].

Hamasaki ve Ohbayashi (2000) Suyun pH’sinin Triops longicaudatus
larvalarmin hayatta kalma oranlarina etkisine bakmislar ve asidik topraklarda
larvalarinin hayatta kalamadigmi ama asidikligin azalmasiyla hayatta kalma
oranlarinin yiikseldigini hatta bazi bireylerin yumurtlama dénemine girdiklerini,
larvalarin hayatta kalmasi i¢in uygun ve uygun olmayan pH araligmni 5.7 ve 5.9
olarak belirlemislerdir [10].

Boix ve arkadaglar1 (2002) Espolla gecici sularindaki Triops
cancriformis’in populasyon dinamigi belirlemislerdir. Bu ¢alisma sonucunda
diger Notostraca populasyonlarina gore calisilan populasyonun karakteristigi
maksimum yogunlugun diisiik degerlere sahip olmasi ve kisa gore ilkbahar ve yaz
aylarina yogunlugun yiiksek olmasidir [11].

Machado ve arkadaslar1 (1999) T. cancriformis’ in bir alt tiirii olan Triops
cancriformis mauritanicus’u Portekiz gegici sularinda buldugunun kaydmni
vermislerdir [12].

Takahashi (1977) yasamin Onciisii olan hayvanlardan Triops spp.’nin
yumurtadan ¢ikma, biiyiime, olgunlasma ve kisa yagam dongiilerini arastiran bir
calisma yapmustir [13].

Scanabissi ve arkadaslar1 (2005) Avusturya populayonlarindaki Triops
cancriformis’in erkek olusumu ve erkek gonadlarinin ultra yapisini incelemisler
ve morfolojik verileri erkeklerin islevlerini tam olarak desteklemistir [14].

Guadagnoli ve arkadaglar1 (2005) Triops longicaudatus’un g¢evresel O3
azliginda hemoglobin alt {initeleri kompozisyonlarina etkilerini arastirmislar
anlaml1 azalma oldugu tersinir degildir [15].

Riley ve arkadasi (1998) Triops longicaudatus’un yumurta sarisi sentezini
invitro kosullarda *H-16sin molekiilii ile 6l¢miis ve bu molekiiliin dogrudan etkisi

oldugunu belirlemislerdir [16].
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Mantovani ve arkadaslar1 (2008) yasayan fosil T. cancriformis’in
mitokondriyal ve niikleer DNA degiskenligi iizerine bir ¢alisma yapmislar ve
bunun sonucunda her iki DNA c¢esidinden farkli durumlarin ortaya konuldugunu
gormiiglerdir [17].

Richter ve arkadaglar1 (2006) Branchiopodlarmm morfolojik bilgi ve
molekiiler lokuluslar1 yardimi ile filogenetik analizlerini yapmislardir [18].

Mantovani ve arkadaslar1 (2003) yasayan fosil Triops ve Lepidurus’un
molekiiler taksonomosi ve filogenesi lizerine arastirma yapmislar ve Lepidurus’un
monofiletik Triops’un ise polifiletik takson olduklarini bulmuslardir [19].

Umetsu ve arkadaslar1 (2002) Triops cancriformis’in miize Ornekleri
iizerinde bir calisma yapmislar ve mitokondriyal DNA dizisinin tamamini analiz

etmislerdir [20].

1.6. Calismanin Amaci

Triops cancriformis’in Avrupa ve Amerika’da bulunan populasyonlari
tizerinde filogenetik ¢aligmalar bulunmasina karsilik, Tiirkiye’de bu konuda bir
calisgma bulunmamaktadir. Gegici sulak alanlarda yayilis gostermesi nedeniyle
yayilist iilke i¢inde sinirli olan bu tiirtin Eskisehir ¢evresinde Alpu ilgesi gecici
sulak alanlarinda ilkbahar aylarinda ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Ribozomal
RNA’larin oldukg¢a biiyiik, islevsel olarak sabit, tiim hiicrelerde niikleotid
dizisinin korundugu ¢ok sayida bolge icermeleri nedeniyle en yaygin evrimsel
kronometreler olmalari, Triops cancriformis’in 6zellikle Japonya’da biyolojik
miicadele ajanmi1 olarak kullanilmaktadir [21]. Bu yiizden T. cancriformis’ in
biyolojik miicadele ajani olarak yararlanilmasi ve zararli miicadelesi konularinda
kullanilmas1 nedeniyle Tiiriin filogenetik analizinin yapilmasi ile gen bankasina
ve literatiire katki saglanmasinin yaninda, yayilis alan1 c¢ok wuzak olan

populasyonlarla karsilastirma firsat1 da verecektir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bu ¢alismada kullanilan Triops cancriformis’e ait yumurtalarm bulundugu
toprak ornegi Eskisehir-Alpu bolgesinde bulunan gegici sulak alanlardan
almmustir. Bu amagla anilan alana 16.10.2010 ve 28.04.2011 tarihlerinde olmak
tizere iki kez toprak ornekleri almak tizere gidilmistir. Laboratuvarda hazirlanan 4
adet akvaryum ic¢ine getirilen topraklar serilerek tizerine iki giin siliresince
dinlendirilmis musluk suyu eklenmis, havalandirma sistemi kurularak
yumurtalari ag¢ilmasi i¢in gerekli ortam saglanmistir. 5-6 giin sonra ortaya ¢ikan
Triops cancriformis ergin 6rnekleri mikroskobik olarak incelenmis ve morfolojik
ozellikleri belirlenerek kesin tanilar1 yapilmistir [3]. Akvaryum i¢inde yetistirilen

Triops cancriformis’in dorsal goriiniisii sekil 2.1.’de gosterilmistir.

Sekil 2.1. Akvaryum iginde yetistirilen Triops cancriformis’ in dorsalden goriiniisi.
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2.1.1. Cahismada Kullamlan Kimyasallar

1.

© N o 0o B~ w DN

2.1.2

© 0o N o 0o B~ w

Etidyum bromiir: 10 mg/ml stok soliisyonu hazirland1 (SIGMA Katalog
no: E 8751).

Tris: MERCK Katalog no: 1.08387

Tris HCL: SIGMA Katalog no:05432

EDTA: FLUKA Katalog no: 03620

Izopropanol: Riedel de haen Katalog no: 24137

Etanol (Riedel de haen Katalog no:071029):
Fenol-Kloroform-izoamilalkol: SIGMA

10X TAE: 108 gr trizma base (Sigma katalog no: 114K5415) ve asetik asit
(Fluka) 600 ml H2O da iyice ¢6ziiliir. Daha sonra tizerine 40 ml 0.5M
EDTA (FLUKA Katalog no: 03620) eklenir. Toplam hacim 1 1t’ ye

tamamlanir.

. Calismada Kullanilan Cihazlar

Etiiv Genhart, Thermo Shaker THO 220

Santrifiij Thermo IC, Beckman Coulter Microfuge 22R ve Beckman
Coulter Avanti J30I,

PZR Cihaz1 Biorad, iCycler thermal

Agaroz Jel Elektroforez Aparat1 Thermo EC25090

UV Jel Goriintiileme Kabini Uvitec M02 4611

pH Metre Orion

Vorteks IKA MS2

Su banyosu Memmmert D-91126

Nanodrop Metek ND-100

10. Spektofotometre UV-2101 PC Shimadzu
11. Terazi Ohaus pro AV812

2.1.3. Calismada Kullamlan Kitler

GE Healthcare illustra GFX PCR DNA and gel band purification kit

GE Healthcare illustra tissue and cell genomic prepminispin kit
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2.2. Yontemler

2.2.1. Genomik DNA (gDNA) izolasyon Yoéntemi:

Genomik DNA izolasyonu, GE Healthcare illustra tissue and cell genomic
prepminispin Kit protokoliine uygun olarak asagida anlatildigi gibi yapilmistir;
1- Ornegin homojenize edilmesi
a) Steril bisturi ile 6rnek kiigiik kii¢iik parcalara ayrilmistir. Bu pargalarin
miktarmin 5-50 mg arasinda olmasi gerekmektedir.
b) Mikrosanrifiij i¢ine konulan par¢alanmis 6rnegin {izerine 1 ml PBS
(fosfat tamponlu tuz ¢dzeltisi) konulmustur.
¢) Ornekler 1-2 dakika 16.000 g‘de santrifiij edilmistir.
d) Ornege zarar vermeden siipernatant kismi tiipten uzaklastirilmistir.
e) Ornek iizerine 50 ul PBS eklenmis ve tamamen homojenizasyon
saglanmistir.
2- Lizis
a) Tip iginde bulunan 6rnege 50 ul lizis buffer typel’den eklenmistir.
b) Proteinaz K dan 10 ul eklenmis ve 15 saniye vortekslenmistir.
¢) Ornekler 56 °C’ ye sitilan su banyosunda 1 saat bekletilmistir.
d) Su banyosundan alman 6rnekler 2.000 g’de 10 saniye santrifiij
edilmistir.
3- RNA giderme
a) RNA soliisyonundan (20 mg/ml) 5 ul eklenmistir.
b) Oda sicakliginda 15 dakika bekletilmistir.
4- Saflastirma
a) 500 ul lizis buffer type 4’den tiiplere eklenmis ve 15 saniye
vortekslenmistir.
b) 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
¢) Kitin i¢inde bulunan collection tiiplerin i¢ine kolonlar yerlestirilmis ve
ornekler bu tiiplere aktarilmigtir.
d) 1 dakika 11.000 g’de santrifiij edilmis ve collection tiiplerde biriken

slipernatant dokiilmiistiir.
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5- Yikama
a) 500 pl lizis buffer 4’den eklenmistir.
b) 1 dakika 11.000 g’de santrifiij edilmis ve slipernatant dokiilmiistiir.
c) 500 ul wash buffer type 6’dan eklenmistir.
d) 3 dakika 11.000 g’de santrifiij edilmis ve collection tiip atilmustir.
6- Eliisyon
a) Kolon yeni bir mikrosanrifiij tiipiine yerlestirilmistir.
b) Onceden 70 °C’ye 1sitilan eliisyon buffer type 5°den 200ul eklenmis ve
1 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
c) 1 dakika 11.000 g’de santrifiij edilmis ve saflastirilmis genomik DNA
tiiplin dipinde toplanmastir.

d) % 0.8’lik agaroz jel ile analiz edilmistir.

2.2.2. DNA’larin Spektrofotometre’de Olgiimii, Miktar ve Kalite Tayini

DNA 6rneklerinin spektrofotometre’de 260 ve 280 nm (nanometre) dalga
boylarinda 6lgiimii yapilmistir. Bu dlglimlerde DNA peletleri hangi tampon ile
¢oziilmiis ise o tampon kor olarak kullamilmustir. Spektrofotometrede okunan

degerler ile asagidaki formiiller kullanilarak DNA miktar1 saptanmustir.

DNA miktari= ODygp X Diliisyon katsayis1 x 50 ul/ml

2.2.3. T. cancriformis 18S Genine Ait Spesifik Primerlerin Tasarlanmasi

18S rRNA geni kullanilarak filogenetik analiz yapabilmek i¢in bu gene ait
spesifik primerler tasarlanmistir. Primerler 18S genine ait dizi bilgisinden yola
cikilarak hazirlanmistir. Bazi tiirlerin 18S rRNA genlerine ait dizi bilgileri NCBI
veritabanindan ¢ekilmistir. ClustalW (1.83) programi ile hizalanmis (Sekil 2.3.).
Hizalama sonucunda genlere ait korunmus bolgeler belirlenmistir. Bu korunmus
bolgeler kullanilarak Triops cancriformis i¢in PZR reaksiyonlarinda kullanilmak
iizere yar1 bozuk primerler tasarlanmigtir. Kalip DNA dizisine tamamlayic1 olan

kisimlar1 ortalama olarak 20-30 bg¢ arasinda olan dis primerler tasarlanmistir.
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Primerlerin Tm degerleri [2(A+T)+4(G+C)]-5 denklemine gore hesaplanmustir.
Dis primerler i¢in Tm degeri 67 C olarak optimize edilmistir. Dis primerler ATG
baslangi¢ ve TGA dur kodonlarma karsilik gelen dizileri de icermektedirler. Ilgili
primerlere ait dizi bilgisi asagidaki gibidir.

Gen Spesifik ileri Primer:

18S rRNA-F
5‘'CATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCC 3°
Tm: 50Mm Na*da 60 °C

Gen Spesifik Geri Primer:

18S rRNA-R
5S’GGAAACCTTGTTACGACTTTTACTTCCTCT 3°
Tm: 50Mm Na*da 62 °C

F Tt B i o ol e o e e e B Bt T P o e B T CRTR T T T T
CEECCTOECCCCCEETICC-CITTGETGACTCTAGATAACCTCGEGCOCGAT

____________________ TTTGETGRACTCTAGRATARCCTCGEECCEAT

———————————————————— ITIGEIGACTCTAGATARCCTCGEECCGEAT

CG--CCCEECCCCEETICC-CITIGETGACT CTAGRATARCCTCGEGCCGAT
CGEEEECCEECE0CEETARACCTIGETGACTCTGGATARCCTCAGGCCAR
CEEEECCEECECCEETGRACCTIGETGACT CTGGATAACCT CAGGCCGR
HAE A A A AT E AT Fhd A hh Ay Hhkw
CECGCGCCCTCORCGECGECGACGATICTITCOGRATGTCTGCCCTATCRAR
CECGCECCCTCORCGECGECGACGATICTITCOGRATGTCTGCCCTATCAR
CGECGCGCCCTCORCGE0GECGACGATICTITCOGRAATGTCTGCCCTATCAR
CECGCECCCTCCR0GE0GECGACGCTTCATICGRAATGTICIGCCCTATCAR
CECGCECCCTCC-CGE0EECARCAATTCTITCARATGTCTIGCCCTATCRAR

CGCGCGCCCTOG-CGE0GECGACGATICTITCGRATGTICIGCCCTATCAR

FEEEFFF I A A K FEEHFHFE HE FHE FEE FEFFFEI A A I I A AL

CITTTCGRATGETACTTTAGRCOGCCTACCATGET GRCCACEEETARCEFEER
CTTITCRATGETACTTTAGROGCCTACCATGET GRCCACGEETARCEFEER
CTITCGATGETACTTITAGROGCCTACCATGET GACCACGEETARCEFEER
CTTTOC AI T““IIIAGGCGCHIACCA GETGACCRACEEETGACGEEGR
CTTTCRAATGETACTICTAGERCGCC ACCAI:GIGACCHCEGG GACGEGERR
CTITTC AI InuIIIAGGCGCC ACCATEET GRCCACEEETGACEREER
Fhhkdk kAR AAAE ARFERAARIARARRERFE IR R RERAE ARk EF
ATCAGGGTTCGATICCEGAGAGEGAGCCTGAGARACGECTACCACRTCCR
ATCAGGGTTCGATTCCGGAGRGEGAGCCTGAGARRCGECTACCRCATCCE
ATCAGEGTTCRATICCRGAGRGGGAGCCTRAGARRCGECTACCRCATCCA
ATCGEEGTTCRATTCCORGAGRGGGAGCCTRAGRARRACGECTACCRACATCCE
ATCAGGGTTCRAATICCOGGARAGGGAGCCTGARRALRCGECTACCACATCCE
ATCAGEGTTCEAT ICCRGAGRAGGGAGCCTGAGRARCGECTACCRACATCCR
Fhkk khkkhd RARRAREE kAR ARARRAE Rk ArkdAkhabhkEias
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A GOGCEEETCATAL G CTCGCGITGATTARGT CCCTGCOCCTITGTACACR
AAGOGCEEETCATARGCTCRIGTIG II“““ICCC GCOCCTITIGTACACE
AAGCECGEETCATARGCTCGCETTRATTALGTCCOCTGCCCTTTRTACAC
ARGOEOGEETCATARGCTCGCGT TR II“““ICCC GCCCTTIGTIACACAE
ARGOEOREETCATARGCT OO T TGATTARGT COCTGCCCTITT GTACACE
T el e T TR T T T e T

ARGOEOREETCACARGCT OO T TGATTARGT COCTGCCCTITT GTACACE
L T T T e T e

COGCCCGTCECTACTACCGATTGEATGEITTAGT

-
T
COGCCCGTCECTACTACCGATTGEATGEITTAGTG
-
T
-

T
B
T
B
COECCCETCeCTACTACCGATTREAT GETTTAGT GA
COECCCETCeCTACTACCGATTREAT GETTTAGT GA

COECCCETCeCTACTACCGATTREAT GETTTAGT GA aCCC CEEATCEG

COECCCETCeCTACTACCGATTREAT T TTAGT GAGECCCTOGEATCRE
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-
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-
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-
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COCCGOCEEEECTOrTOGC-GEGOCCTERCEGAGCGCCGAGAAGACGATC
Lol TL LV TogoLsllLl VLT oL sLsl oosgonuoLsoLssongnnuonisan lis
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COCCGOCEGAGCTO CeC-GEGCCCTEECGEAGCGCTGAGAAGACGETC
(RIS, L L Uil orolLlUL Lol ronyuos lononnionilioo LG
T T o Faa i X et i P o P T T T
COCCERCCEGRAGCTO quJu_JJJuquJJuJJ“JuJuIJAJAAUAuJUIu
ek kd FhkEkE AF F FEFAFAFAIARA I IEE Kk kkkkkkEk & E

ARRCTTGATCATCTAGAGGRARGTARRASTCOGTARCRRG-
ARRCTTGATCATCTAGAGGARGTARRRGTCGTAACARGE
ARRCTTGATCATCTAGAGGARGTARRRGTCGTAACARGE
GAACTTGACTATCTAGAGGAAGTARRAGTCGTARCRAAGS
RRRCTTGACTATC aEGAGEAAGIAAAA“I”“IAACAAGG
ARRCTTGACTATCGEGAGEARAGTARRRGTCGTAACARGE
hkhkhhh  hhh hhhhhdhdhdhdhdhdhdhdhdd

Sekil 2.2. 18S rRNA genine uygun primerin tasarlanmasi i¢in yapilan hizalama

2.2.4. PZR Amplifikasyonu (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PZR toplam reaksiyon hacmi 25 pL olacak sekilde asagidaki bilesenler bir
PZR tiipine konulmustur.  Reaksiyonda 18S rRNA-F  (forward)
5‘CATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCC3” ve 18S rRNA-R (reverse)
5’GGAAACCTTGTTACGACTTTTACTTCCTCT3’ primerleri kullanilmistir.
Karisima en son enzim eklenmis ve PZR’ de kullanilacak malzemeler ¢alisma

sirasinda buz lizerinde muhafaza edilmistir. PZR reaksiyonu asagidaki gibi

UNIVERSITESI
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Cizelge 2.1. PZR’de kullanilan bilesenler ve miktarlari

BILESENLER MIKTARLAR
dNTP 0.5uL

10X Tampon 2.5uL

MgCl, 2.5uL

Primer Forward 2.5uL

Primer Reverse 2.5uL

Kalip DNA 1.0uL

Tag DNA Polimeraz 0.25uL

Steril distile su 13.25uL

PZR tiipiine konan bilesenlerin iyice karigsmasi i¢in ¢ok kisa bir siire (1-2
saniye) santrifiijleme isleme yapilmistir. Tiipler PZR cihazina yerlestirilmis ve
PZR dongiisii i¢in degerler ¢izelgedeki gibidir ve dongli sayist 30 olarak

girilmistir.

Cizelge 2.2. PZR dongiisii i¢in degerler

Baslangic¢ Denatiirasyon Baglanma Uzama Son uzama
Denatiirasyon | Basamag Basamag Basamag Basamag
Basamag

5 dakika 94 °C | 30 saniye 94 °C | 45 saniye 60 °C | 3 dakika 72 °C | 10 dakika 72°C

2.2.5. Agaroz Jel Analizi ve Jel Goriintiileme Islemi

Agaroz jelde yiiriitilen DNA’nin UVP transillimunator cihazinda olusan
bantlarin varligi kontrol edilmis ve UV fotometer jel dokiimantasyon aleti
(UviTec) ile veriler kaydedilmistir.

2.2.6. PZR Uriinlerinin Jelden Saflastiriimasi

PZR sonucu elde edilen iiriinlerin agaroz jel iizerinde olusturdugu bantlar

uygun marker (100 bp- 10 KB DNA Logical Ladder) kullanilarak tespit edilmistir.
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Bu tespit edilen bantlar jelden kesilerek elde edilmis ve GE Heatlhcare illustra

GFX PCR DNA ve Gel Band Purfication kit protokoliine uygun olarak saflagtirma

islemi yapilmistir. Saflagtirma islemi asagidaki yapilmistir;

10-

11-

DNaz- free olan mikrosantrifiij tiiplerin darast alinmigtir.

Icinde jel bulunan tiipler tartilmis ve bulunan sonuctan darasi alman
mikrosantrifiij tiiplerinin daralar1 ¢ikarilarak jelin miktar1 bulunmustur.

Jelin her 1 mg i¢in 10 pL capture buffer type 3’den eklenmistir

Tiip, igindeki jel ¢6ziiniinceye kadar ortalama 15 ile 30 dakika kadar 60 °C’
ye 1sitilan su banyosunda bekletilmistir.

Kitin i¢inde bulunan collection tiiplerin i¢ine kolonlar yerlestirilmistir ve
600 pL capture buffer ile karigmis olan 6rnekler kolondan gegirilmistir.

1 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 16.000 g’de 30 saniye
santrifiij ettirilmis ve siipernatant dokiilmiistiir.

Kolonda kalan 6rnek iizerine 500 pL. wash buffer type 1°den eklendikten
sonra 30 saniye 16.000 g’de dondiiriilmiis ve siipernatantin Dbiriktigi
collection tiip atilmistir.

Kolon temiz bir DNaz- free olan mikrosantrifiij tiipiine tagmmustir.

40 pL elution buffer type 4 eklenmis ve 1 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir.

1 dakika 16.000 g’de santrifiij edilmis ve kolon atilmistir. Saflastirilan DNA
slipernatant kalmstir.

Saflastirilmig DNA -20 °C’de muhafaza edilmistir.

2.2.7. DNA Dizi Analizi

2.2.7.1. Dizi analizi i¢in PZR

Dizi analizi i¢gin PZR reaksiyonu asagidaki belirtilen miktarlarda ve

toplamda 10 pL olacak sekilde hazirlanmistir.
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Cizelge 2.3. Dizi analizi i¢in PZR bilesenleri ve miktarlar1

BILESENLER MIKTARLAR
Mix 3ulL

Buffer 3ul

Primer 0.65 uL

Steril distile su 1.35uL

Kalip DNA 2 uL

Cizelge 2.4. Dizi analizi i¢in PZR degerleri

Denatiirasyon Basamag

Baglanma Basamagi

Uzama Basamag

20 saniye 96 °C

20 saniye 50 °C

4 dakika 60 °C

2.2.7.2. Manyetik boncukla saflastirma

Dizi analizi i¢in yapilan PZR reaksiyonun bitmesinin hemen ardindan

hazirlanmis olan stop soliisyonundan her tiipe 5,5 pL eklenmistir. Stop soliisyonu

cizelgede belirtildigi gibi hazirlanmistir.

Cizelge 2.5. Stop soliisyonu bilesenleri ve miktarlar

BILESENLER MIKTARLAR
Steril distile su 50 uL
3M Na-asetat pH: 5.2 20 uL
100 mM Na,- EDTA pH: 8.0 20 uL
20 mg/ ml glikojen 10 uL

1- PZR tiipiindeki triinler mikrosantriftij tiipiine alinmistir. Her 1 pL PZR
reaksiyonu i¢in 1 pL manyetik boncuk eklenmistir. Manyetik boncuk

kullanilmadan 6nce vortekslenmistir.

2- 55 pL % 73’liik isopropanol eklenmistir
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3- 10-15 dakika oda sicakliginda beklenmis ve manyetik boncuklar dibe
coktiigiinden arada tiipiin dibine ufak ufak hareketlerle vurulmus ve
karigmasi saglanmigtir

4- Mikrosantrifiij tiipler manyetik tablaya oturtturulmus ve 3- 5 dakika
beklenmistir.

5- Sonra siipernatant dikkatlice alinmis ve atilmistir.

6- 200 pL % 73’liikk izopropanol eklenmis ve oda sicakliginda 3 dakika
beklenmis siipernatant atilmistir.

7- Bu islem bir kez daha uygulanmstir.

8- Mikrosantrifiij tiipler manyetik tabladan alinarak agzi acik bir sekilde

yaklasik 20-25 dakika kurumaya birakilmaistir.

9- 40 pL sample loading solution (SLS) kuruyan ornekler iizerine eklenmis
mikropipetle 10-12 kez pipetlenerek ¢oziilmesi saglanmistir.

10- Mikrosantrifiij tiipleri tekrar manyetik tablaya konulmus ve 5 dakika
beklenmistir.

11- Mikrosantrifiij tiipiin i¢cinde bulunan 35 pL i¢inde Ornegin bulundugu
slipernatant manyetik boncuklara degmeden dikkatlice alinmis ve 96’lik
ornek tablasiin kuyucuklarina yiiklenmistir.

12- Kuyucuklara yiiklenen oOrneklerin iizerine birer damla mineral yag
damlatilmistir.

13- Tampon tablasma da kitte bulunana seperation buffer’dan , kuyucuklarin
%70’ini dolduracak kadar eklenir.

14- Kapiller aparati ile jel tiipli cihaza takildiktan sonra dizi analizi islemine

baglanir

2.2.7.3. Biyoinformatik analiz

Biyoinformatik analizler NCBI (National Center for Biotechnology
Information ) veritabani kullanilarak yapilmigtir. Amerikan Ulusal Biyoteknoloji
Bilgi Merkezi NCBI'ya gore biyoinformatik, biyoloji, bilgisayar bilimi ve bilgi
teknolojilerinin birlesiminden olusan bir disiplin olarak tanimlanmaktadir [22]. Bu

veri taban1 kullanilarak hem primer tasarlanmig hemde elde edilen dizi bilgileri ile
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filogenetik agaclar
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3. BULGULAR

3.1. DNA izolasyonu

Sekil 3.1. Triops cancriformis’ ten elde edilen genomik DNA’nin agaroz jel ile gériintillenmesi

Yapilan genomik DNA izolasyon sonucuna gore beklenen biiyiikliikk olan
1800 b¢ (1,8kb)’lik 18S rRNA geni oldugu diisiiniilen gen bolgesi agaroz jel

lizerinde goriintiilenmistir.
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3.2. PZR Analizi

1,8kb

Sekil 3.2. Triops cancriformis’in genomik DNA’s1 kullanilarak kurulan PZR sonucunun jel

goruntust.

PZR i¢in yar1 bozuk primerler tasarlanmistir. Bu primerler 18S rRNA
genlerine spesifik olarak tasarlanmistir. PZR sonucunda beklenen biiyiikliikte 18S

rRNA geni elde edilmistir.

3.3. Dizi Analizi

5 farkli Triops cancriformis bireylerinden elde edilen PZR iiriinlerine ait
dizi analizi sonuglar1 NCBI veri bankasmdaki verilerle karsilastirilmis ve elde
edilen 18S rRNA’ya ait iriinlerin gen bankasinda kayitli olan T. cancriformis’e
%81 ve %78 oraninda benzerlik gosterdigi goriilmiistiir (Tablo3.2- 3.4).

U 0 0 40 50 60 T a0 a0 100 110 120 130 140
ACCACTIT CIG (T (TC GEIGGET IGTT GCOCA CLACCIT B ALSE AGT LAOGAALE CT 14 CIGAGIDIATT 1AAT OB OTAGTA LOLA (GO0 (0 0T BT LA LW AL GGG A CHA (BTAAT (0 GLA (B4 LCT BAT GACT (3T GC (T,

) ,.' h h &\! (A u‘ Al MWO “ "“”ll l\lﬂ .Ml 'ul tL\&L
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150 160 170 180 100 200 21 220 230 240 250 260 ]
ACTAGG ATTCCT (G TTRALGAG ATAAT TGHLAATGCT CTAT C CCCAG CACGA CAGIE TTTAA CAAGATTAC COAGACCTCT (3 G CLAAGG TEATGTACT (3 CTGGCOCTG T CAG TG TAGCGCGOG T OO

l\d lhkh.-IL““’E‘““LJ i JW. \ M.L.\M ) ‘BM.MI‘\..J 4“

280 200 300 310 320 330 340 350 360 370 380 00
JGGCCCAGAACATC TAAGGE CAT CACAGACCTGTT ATT GOCGCE CACTTC LAT COGC TTHAG CC GATAG TOC COC TAAGALGC CAGCGECOC CECG LA THOG GACIIGEE C TATT T

A

,‘\ il Mu._,_ ‘E\M‘H MM,‘\L “\M“Mﬁl ﬂthh “h "‘

LA .L'l

.._._.J,.\alk

i

& djﬁ !

400 410 420 430 440 450 460 470 430
TAL GEG CCGAGGTCTOG TT OGTT ATC TCOLL TT b G Ile GACLA L TTACTC CACC L4 0 TLbs GA ANGECCC THCA COA COCA TIC C b )

Sekil 3.3. Triops canciriformis3 18S rRNA genine ait pikler

Cizelge 3.1. Triops cancriformis3 18S rRNA geninin olas1 baz dizisi

TTCAATCGGTAGTAGACGACGGGCGGTGTGTACAAAGGGCAGGGACGTAATCGGC
ACGAGACTGATGACTCGTGCCTACTAGGCATTCCTCGTTAGAAGAGCAATAATTG
CAATGCTCTATCCCCAGCACGACAGGGTTTAACAAGATTACCCAGACCTCTCGGC
CAAGGTGATGTACTCGCTGGCCCTGTCAGTGTAGCGCGCGTGCGGCCCAGAACAT
CTAAGGGCATCACAGACCTGTTTATTGCCGCGCACTTCCATCGGCTTGAGCCGAT
AGTCCCCCCTAAGAAGCCAGCGGCCCGCGAATGCGGACCCGGGCTATTTAAGGGC
CGAGGTCTCGTTCGTTATCTCAATTAAAGCCAGACAAATTACTCCACCAACTAAG
AACCCGGCCCTGCACCACCCATCCAAAAGATCAAGAAAGAGCTTTCAATCTGTTA
ATTCTTTATTTTGTNTGGACCTGGTGAGTTTCCCGTGTTGA
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Cizelge 3.2 NCBI veritabanima gore renk anahtari

Color Key for alighment scores

<40 40-50 20-200
G u e ry [ ——
| | | | | |

1 90 180 270 360 450

Cizelge 3.3. Triops cancriformis3’ {in NCBI veri tabanindaki tiirlere benzerligi

GIEERSTIN e s“g:(e ::::nla cogﬁge —‘iEue ir::t
EU3704232.1 Triops cancriformis strain C1 185 ribosomal RNA gene, partial sequen 272 272 100% 3e-74 Ta%
EF1859638.1 Triops cancriformis ZMUC CRU-9950 185 ribosomal RNA gene, partial 272 272 100% 3e-74 78%
EF185637.1 Triops australiensis ZMUC CRU-9940 185 ribosomal RNA gene, partial 272 272 100% 3e-74 Ta%
AF144219.1 Triops longicaudatus 18S ribosomal RNA gene, complete sequence 272 272 100% 3e-74 78%

10 a0 30 40 A0 fi0 T a0 an 100 110 120 130 140

TICACEA CTTT CEHGCT CTG G0 GOGT (GTT B CWACT COCCT G A CCAGT C 0G24 (5 00T (AL CHAD COATT CAAT OG0 OT AGTAL CHALG G CHOTHT BTA AL GHCAT GRACGTALT COG CACG AGHT GAT GACTCY

150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 70
FTGCCTACTAG GCATT COTCE TT GAAGAG LALTAAT TECALT GCTCTATCC COAGCACGACAG GGT T TAL CAAGAT TAC CCAGAC CTCTOG GCCAMG GTRATGTACTCGC TOGCCCTE TLAGTG TAGE GLEEGTI

280 200 300 30 30 330 40 350 360 70 a0 300 400
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410 420 430 440 450 460 470 440 490 500 510 520 530 H
TCOTTATC GLAATTAAGCAGACAAATCAC TOCAC CALC TAAGA ACGGC CATGCACTC AL CATC CAALL GATCAL GALAGAGE TC TCAATCTGTCAL TCC TTAT TIT GIC TGEALC T GG THAGTT IC CCCGTE TT

340 a50 a60 570 a0 500 a0 alo 620 630 G40 G50
Gl TC AL T A (G CCGCUC GO TCCACE CC TTG T CGTGC CC TIC CGTC L4 TITC TT LA G TTICA CCC TIG CORACCA TAC T (CCOCC AGASAC C A58 LC TT GATTIC L T.

Sekil 3.4. Triops cancriformis4 18S rRNA genine ait pikler

Cizelge 3.4. Triops cancriformis4 18S rRNA geninin olas1 baz dizisi:

TTGACCAACTTTCCGGCTCTGGGGGGTCGTTGCCAACTCCCCTGAGCCAGTCCGA
AGGCCTCACCGAGCCATTCAATCGGTAGTAGCGACGGGCGGTGTGTACAAAGGGC
AGGGACGTAATCGGCACGAGCTGATGACTCGTGCCTACTAGGCATTCCTCGTTGA
AGAGCAATAATTGCAATGCTCTATCCCCAGCACGACAGGGTTTAACAAGATTACC
CAGACCTCTCGGCCAAGGTGATGTACTCGCTGGCCCTGTCAGTGTAGCGCGCGTG
CGGCCCAGAACATCTAAGGGCATCACAGACCTGTTATTGCCGCGCACTTCCATCG
GCTTGAGCCGATAGTCCCCCTAAGAAGCCAGCGGCCCGCGAATGCGGACCGGGCT
ATTTAAGGGCCGAGGTCTCGTTCGTTATCGCAATTAAGCAGACAAATCACTCCAC
CAACTAAGAACGGCCATGCACCACCATCCAAAAGATCAAGAAAGAGCTCTCAATC
TGTCAATCCTTATTTTGTCTGGACCTGGTGAGTTTCCCCGTGTTGAGTCAAATAC
GCCGCACCGCTCCACGCCTTGTGGTGCCCTTCCGTCAATTTCTTAAAGTTTCAGC
CTTGCGACCATACTCCCCCCAGAAACCAAAAACTTTGATTTCTCT

Cizelge 3.5. NCBI veri tabania gore renk anahtar1

Color key for alignment scores

=40 40-50 80-200 >=200
G ue ry I ——
| | | | | | |
1 100 200 300 400 500 &00
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Cizelge 3.6. Triops cancriformis4’ iin NCBI veri tabanindaki tiirlere benzerligi

Accession Description s%e ﬁ cngﬁe —‘iEue ﬁ
EU370423.1 Triops cancriformis strain C1 185 ribosomal RNA gene, partial sequen 479 479 92% 2e-136 81%
EF189638.1 Triops cancriformis ZMUC CRU-9950 185 ribosomal RNA gene, partial 479 479 92% 2e-136 81%
EF189637.1 Triops australiensis ZMUC CRU-9940 18S ribosomal RNA gene, partial 479 479 92% 2e-136 81%
AF144219.1 Triops longicaudatus 185 ribosomal RNA gene, complete sequence 479 479 92% 2e-136 81%
AF0705189.1 Triops longicaudatus small subunit ribosomal RNA gene, partial seque 219 219 44% 5e-58 81%

Yapilan dizileme sonucunda elde edilen genin 18S rRNA geni oldugu ve
bu dizilerin gen bankasindaki veriler ile karsilastirildiginda biyiik oranda

benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

3.4. Filogenetik Agac

Eskigehir- Alpu bolgesinde bulunan T. cancriformis tiriiniin 5 farkli
bireyi arasinda analiz yapilmistir. Sonuclarin degerlendirilmesi amaciyla dizi
analizi sonucu ilk olarak NCBI veri tabaninda niikleotid BLAST yapilarak kontrol
edilmistir. Elde edilen 18S rRNA bdlgesi niikleotid dizilerinden, PHYLIP-3.69
MEGA4 5 ve BIOEDIT bilgisayar programlar1 yardimyla filogenetik agaclar
olusturulmustur. Elde edilen agaglarin gorintiilenmesi TreeV32 programi

yardimiyla gergeklestirilmistir.

PHYLIP-3.69 bilgisayar programi yardimiyla neighbor-joining metodu
kullanilarak yapilan filogenetik analize dayali agaglar sekil 3.5-3.11° de

gOsterilmistir.
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Tlongicaudarus?

T. australiensis?

L.couseii
Lepidurus apus
Lpackardil

{ Tlongicaudarus]

T eancriformis]

— Lpackardil
L.arcricus
Triaps cancriformisd

Triops cancriformis3

Sekil 3.5. Neighbor-joining sonucunda elde edilen 1 numaral agag

Tlongicaudaris?

T. australiensis?

L couseii
Lepidurus apus

L.packardil

{ Flongicaudatus]

{ Teancriformis]

T cancriformis]
— Lpackardil
L.arcticus
[ Triops cancriformisd

Triops cancriformis3

Sekil 3.6. Neighbor-joining sonucunda elde edilen 2 numaral agag

Tlongicaudarus?

T. australiensis?

L.couseil

Lepidurus apus

T cancriformis]
— Lpackardi?

L.arcticus
[ Trieps cancriformis{

Triops cancriformis3

Sekil 3.7. Neighbor-joining sonucunda elde edilen 3 numaral agag
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longicqudarus?

T. austral]

avus

Lpackarail

{ Tlongicaudatus !
{ Teancriformisl

Teancriformis]

[ Lpackardi2
| I

L.arcricus

Triaps cancriformisd

Triops cancriformis3

Sekil 3.8. Neighbor-joining sonucunda elde edilen 4 numarali agag

Tlongicaudatus?

L.couseati

Taustraliensis
| Lepidurus apus
L packardi]

T australiensis]

Tlongicaudatus]

| T.cancriformis?

T.cancriformis]

L.arcricus

L.packardi?

| Triops cancriformisd

Triops cancriformis3

Sekil 3.9. Neighbor-joining sonucunda elde edilen 5 numaral agag

T longicaudatus?

L. couseii

Taustraliensis?
4'; Triops cancriformisd
Triops cancriformis3
L. packardi2
|: L.areticus

T australiensisi

T longicaudatus]
{ Lepidurus apus

L packardi]
{ T.cancriformis?

T.cancriformisl]

Sekil 3.10. Neighbor-joining sonucunda elde edilen 6 numarali agag
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1000 tekrarli aga¢ olusturmadan sonra hangi agacin en dogru agag
olduguna bootstrap analizi ile karar verilmistir. Bu analiz sonucunda elde edilen

agagc sekil 3.10 da gosterilmektedir.

L.couseti
T australiensis2
641 —— Tlongicaudatus?
571 —@ Triops cancriformis3
36 Triops cancriformisd
766 L.arcticus
1000 L.packardi?
P T australiensis]

365 Tlongicaudatus]

pre T cm:-c:‘:form:’s{

995 T.cancriformis]

Lepidurus apus

L.packardi]
100 7

Sekil 3.11. Bootstrap analizi

PHYLIP-3.69 bilgisayar program kullanilarak neighbor joining metoduyla
olusturulan agaclara ek olarak birde MEGA 4-5 bilgisayar programi yardimiyla
farkli filogenetik metotlar kullanilarak yapilan filogenetik agaglar sekil 3.12 -
3.16°da gosterilmistir.



UNIVERSITESI

@» ANADOLU

Lepidurus apus
L.packardil

T cancriformis?
o Teancriformis]
L. couseil

L.arcticus

L.packardi?

Tlongicaudatus?
T australiensis?
T.australiensis]

L T longicaudarus]

30

| Triops cancriformis3

01

Sekil 3.12. Maksimum olasilik sonucu olusan filogenetik agag

Triops cancriformisd

T.cancriformis?
Lepidurus apus
T.cancriformis]
1 L.cousel

L packardi?

L arcticis

L.packardi]

Taustraliensis?

T australiensis]

| T longicaudarus]

T longicaudatus?

| Triops cancriformis3

01
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERI

Biyoloji’de “tiir” kavrami son derece dnemlidir. Genel yaklasimlarda bilim
dallar1 arasinda birliktelik olsa da tanimlamalarda farkliliklara rastlanmaktadir.
Bunun ana nedeni, yapilan tanimlarin canli gruplarinin timiini uygunluk
gostermemesidir. Bunlardan birisi tipolojik (morphospecies) olarak adlandirilan
ve tipe benzerlik derecesine gore yapilan tiir tanimidir. Ancak bu tanimin sibling
tiirlerde, dimorfizm vb. durumlarda yetersiz kalisi, Mayr’la baslayan biyolojik tiir
tanimint  ortaya c¢ikarmustir. Populasyon bireylerinin aralarinda  tireme
potansiyelinin bulunup bulunmamasina bagli olan bu tanim da eseysiz lireme,
fosil formlar, 6l koleksiyon materyalleri gibi durumlarda uygulanamamaktadir.

Bu iligkilerin ortaya konmasmda belirli genler ve proteinler evrimsel
kronometreler kabul edilerek evrimsel degisimler Olgiilmeye galisilir. Diger bir
anlatimla, islevsel olarak benzer (homolog) makro molekiillerin niikleotid ve
aminoasit  dizilerindeki farkliliklar, evrimsel uzakliklar1 gosterir. Bu
kronometreler arasinda en yaygin olani ribozomal RNA’lardir. Ribozomal
RNA’lar, oldukga biiyiik, islevsel olarak sabit, evrensel olarak yaygin molekiiler
olup, tiim hiicrelerde niikleotid dizisinin korundugu ¢ok sayida bdlge igerirler.
Okaryotlarda ise dizileme calismalari, islevsel olarak benzer fakat biraz daha
biiyiik 18S molekiilii {izerinde odaklanmustir [2].

18S rRNA bolgesi dizi analizi sonucu elde edilen veriler ile filogenetik
analiz (genetik akrabalik), PHYLIP 3.66, MEGA4 5 ve BioEdit programlar1 ile
yapilmistir.

Son yillarda bunlarin yani swra gruplarin akrabalik iliskilerinin de bu
tanimlar i¢ine katilma diisiincesi filogenetik caligmalar1 gliindeme getirmistir. Bu
yaklasimda filogenetik iliskiler soy agacini yani taksonlar1 olusturmada tek atadan
gelme Ol¢iisiiniin kullanilmasi temeline dayanir. Filogeninin ¢ok yaygm olarak
kullanilmasina bagli olarak bunlarin yeniden yapilandirilmasi i¢in birgok metod
gelistirilmistir. Parsimoni en sik calisilan ve kullanilan filogenetik agactir. Bu
metod olas1 biitiin agaclar1 degerlendirme ve farkli agaclar arasindan se¢meye
yarayan her biri i¢in bir kriter ya da bir skor verme esasina dayanir. Maksimum

Parsimoni’de kriter, verilen agactaki verileri agiklayabilmek i¢cin gergek oldugu
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kabul edilen evrimsel degisimlerin sayisidir. Parsimonisi en yiiksek olan agag, en
tutumlu olan yani genetik iligkiyi en gergekg¢i yansitan agactir [23].

Bootstrap analizi, elde edilen agaglarin dallarmin istatistiksel yonden en
giivenilir olan dallar1 belirlemede kullanilmasidir [24]. Burada eldeki bilgiler
degerlendirilerek bazi kopyalar iiretilir ve her bir dalin yilizdelik olarak ne oranda
desteklendigi belirlenir. Bootstrap degeri % 0 ile % 100 arasindadir. Yapilan
caligmada karakterize edilen bootstrap destek degerlerine gore, >= % 85 gii¢lii, %
70-85 arasi orta, %50-70 arasi zayif ve < % 50 ¢ok zayif seklinde tanimlanmustir.
Bootstrap destek degerinin %70 ya da daha biiyiik olmasi genellikle dogru
filogeninin tanimlanmasi ile alakalidir. Eger, belli bir dal i¢in bootstrap destek
degeri % 50’ nin altinda ise; arastirmaci agacin bu kismindaki dallanma modelini
belirleyemedigi sonucuna varacak ve bunun sonucunda yaymladigi agagta, bu dali
tek diigiimden ¢ok catall1 olarak verecektir [25].

Bu c¢alismanin materyali Triops cancriformis yasayan fosil olarak
anilmaktadir. 300 milyon yildir fazla bir degisiklik gostermeden bugiinlere
gelebilmis bir canlidir. Bu tiiriin morfolojiye dayanan taksonomik karekterleri
bilinmektedir [3]. Literatiirde T. cancriformis’in 18S Ribozomal RNA geniyle
ilgili yapilmis fakat tamamlanmamis iki ¢alisma da bulunmaktadir [26]. Bu
caligmalarin  T. cancriformis’in 18S Ribozomal RNA geninin tamamini
icermemesi ve Ozellikle ¢alismalarda kullanilan T. cancriformis 6rneklerinin farkli
cografya pupulasyonlarina ait olmasi nedeniyle, bu calismalarda elde edilmis
sonuglarin Tiirkiye T. cancriformis 6rnekleriyle karsilastirilmasi, filogeni alaninda
onemli veriler saglayacagi diisiiniilmiistiir.

Calisilan T. cancriformis 4 ornegine ait okunan 650 bazlik dizinin %81
oraninda, T. cancriformis 3’e ait okunan 480 bazlik dizinin ise %78 oranmnda
NCBI veri tabanindaki diger T. cancriformis tiirlerine benzedigi tespit edilmistir.
Bu benzerlik oranlarmin diisiik olmasmin sebebi ise; 18S rRNA genin uzunlugu
1800 kb olup bu calismada ise sadece belirli sayidaki niikleotit dizilimi
belirlendigi i¢in ve bu kisimlar {izerinden bir karsilastirma s6z konusudur. Dizi
hizalama sonuclarma bakildiginda ise Ek1’de gosterildigi iizere g¢alisilan genin
olduk¢a fazla korunmus bolge icerdigi goriilmektedir. Elde edilen dizi bilgileri ve

NCBI veri tabanindan ayni familyaya ait 18S rRNA bolgeleri ¢aligmis tiirlerin
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dizi bilgileri karsilastiriimasi sonucunda olusana filogenetik agaglar arasinda
biiyiik oranda benzerlik oldugu goériilmektedir. Phylip-3.69 bilgisayar programu ile
olusturulan 1000 tekrarl agac arasindan rastgele 6 tanesi sec¢ilmis ve bu agaglarin
biiyiik oranda benzerlik gosterdigi goriilmekte olup, bu agaglar arasindan en dogru
agaca bootstrap analizi ile karar verilmistir. Bu analiz sonucunda elde edilen
filogenetik agagtan 1000 tekrarda calisilan farkli bireylerin birbirine ¢ok yakin,
ancak NCBI’daki T. cancriformis tiirlerine uzak oldugu goriilmektedir. Bu
farkligin nedeni NCBI T. cancriformis 6rneklerinin birinin Almanya, digerinin ise
Avusturya’dan toplanmig olmasidir. Yani bu farkliliga, arastirilan 6rneklerin farkl
populasyonlara ait olmalar1 neden olmaktadir.

Bu caligmalara ek olarak ayni veriler MEGA4 5 bilgisayar programina
girilerek de filogenetik agaglar olusturulmustur. Bu programda bes farkli metot ile
maksimum olasilik, minimum evrim, UPGMA (Unweighted Pair Group Method
Using Arithmetic Average)maksimum parsimoni ve NJ (neighbor joining)
metotlaridir. Bu metotlara gore olusturulan filogenetik agaclarin biiyiik oranda
benzerlik gostermektedir. MEGA4 5 programi ile olusturulan agacglarda da
caligilan tiirlerin birbirine yakin, ama diger T. cancriformis tiirlerinden uzak
oldugu goriilmektedir. Her iki program Karsilastirildiginda ise elde edilen
agaclarin birbirine benzerlik gosterdigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

T. cancriformis’in filogenetik iligkilerinin tam olarak sonuglandirilabilmesi
icin 18S rRNA geni dizisinin tamaminin, ayrica bu alanda bilinmesi gercken diger

verilerin de elde edilmesi gerekmektedir
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