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DNA BARKOTLAMA METODUNUN SU KENELERI (ACARI, HYDRACHNIDIA)
TURLERINDE UYGULANMASI

Saban KABAK
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. Ferruh ASCI

Bu aragtirmada, Karamik Goliinden toplanan su kenesi tiirleri; Hydrachna globosa,
Hydryphantes dispar, Georgella helvetica ve Hydrodroma despiciens’te DNA
barkodlama yontemi kullanilmistir. Her bir 6rnekten gDNA izole edilmis ve 28S rDNA
gen bolgesi cogaltilmistir. MEGAG6 paket programi kullanilarak bu su keneleri igin
molekiiler diizeyde analiz yapilmistir. Her bir tiire ait analizler morfolojik temelli
simiflandirmanin dogrulugunu gostermistir. Bu ¢alisma Hydryphantes dispar, Georgella

helvetica ve Hydrodroma despiciens tiirleri i¢in bir ilktir.

2015, x + 72 sayfa

Anahtar Kelimeler: Su Kenesi, DNA Barkodlama, 28S rDNA, Karamik Goli,
Afyonkarahisar, Tirkiye



ABSTRACT
M.Sc Thesis

DNA BARCODING METHOD’S APPLICATION ON THE WATER MITES
(ACARI, HYDRACHNIDIA) SPECIES
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Department of Molecular Biology and Genetic
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ferruh ASCI

In this research, DNA barcoding method is used on Hydrachna globosa, Hydryphantes
dispar, Georgella helvetica and Hydrodroma despiciens water mites collected from
Karamik Lake. gDNA was extracted from individual specimens and 28S rDMA gene
region was amplified. At the molecular level analysis was performed for this water
mites using MEGAG6 software. Each species has shown the accuracy of the classification
based on analysis of morphological. This study is first for Hydryphantes dispar,
Georgella helvetica and Hydrodroma despiciens.
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1. GIRIS

Su keneleri i¢ sularda bulunan en Onemli omurgasiz gruplarindan birisidir.
Hydrachnidia (Hydrachnellae, Hydracarina veya Hydrachnidia) olarak tanimlanan su
kenelerinin tamamu tath sulara uyum saglamistir (Smith and Cook 2009). Giiniimiizde
yaklasik olarak 57 familya, 81 siiperfamilya ve 400°den fazla cinse ait 6000’den fazla
tiirii tanimlanmustir (Di Sabatino et al. 2008, Smith et al. 2009).

Genel olarak oOriimceklere benzemekle beraber oriimceklerden bas ve boyunun
birlesmesi, abdomenin tek par¢a olmasi ve segmentlerin kaybolmasi gibi Onemli
farkliliklar1 vardir. Viicutlar1 genellikle kiiresel veya oval olup dorsoventral veya lateral
yassilagmistir. Pek ¢ok su kenesi, 6zellikle de ilkel cinsler hassas viicutludur. Viicut
yiizeyi yumusak, ince, piiriizlii, ¢izgili veya papillalidir. Viicut, birisi dorsalde ve digeri
de ventralde olmak iizere iki plaka tarafindan komple kaplanmis ta olabilmektedir. Bazi
tiirlerde kutikula, sklerize plak serilerinden olusmaktadir. Viicut biiyiikliigii genellikle
0,4 mm ile 3,0 mm arasinda degismektedir (Pennak 1991). Viicut yiizeyinde porlar
disinda setalar, ¢ikinti veya kivrimlar ve cesitli pigment tabakalari bulunmaktadir
(Jeppson et al. 1975). Ayrica gozler ile birlikte 1518a duyarli organlar da bulunur.
Genellikle canli renklidirler (Vacante 2010).

Akarlarda bas olusumu yoktur. Viicutlar1 gnatostoma ve idiosoma olmak {izere iki
bolimden olugsmaktadir. Gnatostomada keliser ve palp ciftleri, idiosomada ise bacaklar
ile viicudun geri kalan kismi bulunmaktadir (Krantz and Walter 2009, Hoy 2011).
Idiosoma da kendi iginde bacaklarm bulundugu bolge (podosoma) ve bacaklarin
arkasinda kalan bolge (opistosoma) olmak iizere iki bolgeye ayrilmaktadir. Ayrica
akarlarmn viicutlar1 farkli arastiricilar tarafindan farkli kisimlara da ayrilabilmektedir.
Propodosoma, ilk iki bacak ¢iftini ayiran bolge ve geri kalan bolge de histerosoma
bolgesi olarak ayrilmaktadir. Prosoma, gnathostoma ve podosomayi, opistostoma da
viicudun geri kalanini igeren bolgedir (Hoy 2011). Su akarlarma ait genel viicut yapisi

Sekil 1.1°de gosterilmistir.
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Sekil 1.1 Su akarina ait genel viicut yapisi. Moritz vd. (1994)’den uyarlanmistir.

Gnatosoma veya kapitulum viicudun oOn bolgesidir. Gnatosoma bir sutur ile
idiosomadan ayrilmaktadir. Dista palp ¢ifti, igte keliser ¢ifti ve agiz agikligi
bulunmaktadir (Gerson et al. 2003). Keliserler tipik olarak {i¢ segmentten olugsmaktadir.
Karsilikli kancalardan igteki parca sabitken distaki parca hareketlidir. Keliserler kesmek
ve delmek i¢in kullanilmaktadir. Palpler bes segmentten olusmaktadir. Besinleri
algilamak ve tanimak i¢in kullanilmaktadir (Sekil 1.2). Farkli akar gruplarinda, palp
segmentlerinde kayiplar ve yapisal degisiklikler meydana gelebilmektedir. Bazi
akarlarda tarsus, dis taraftan i¢ tarafa dogru tasinmistir. Bu sayede besinlerin tutulmasi
saglanmaktadir. Ayrica tarsusun i¢ kisminda setalar bulunur ve besinlere dokunarak
onlar1 hissetmeye yaramaktadir. Keliser ve palplarde meydana gelen farkliliklar,

siiflandirmada kullanilan 6nemli karakterlerdir (Zhang 2003).

Sekil 1.2 Su akarlarina ait gnatostoma, keliser ve palp yapisi. P1-P5 palp segmentlerini ifade
etmektedir. Panesar (2000)’dan uyarlanmustir.

Idiosoma veya su kenesi viicudu bazen uzunlamasina veya dorso-ventral yassilagmis

olmasina ragmen genellikle kiireseldir. idiosomada tipik olarak anterio-lateralde iki ¢ift



g0z, bazi ilkel tiirlerde ise ortada median géz bulunmaktadir. Sirt ve karinda bulunan
salgt agikliklarindan salgilanan fenolik salgilar ile yirtict avcilart uzaklastirdigi
bilinmektedir. Bu salgi acikliklar1 tir ve cinslerin simiflandirilmasinda 6nemli
yapilardandir. Sirtta goziin Oniinde ve arkasinda olmak iizere iki ¢ift sensOr setalari
bulunmaktadir. Karinda genital agiklik, bacaklar, bosaltim poru ve salgi agikliklart
bulunmaktadir. Genital acgiklik bazi gruplarda posteriorda olsa da genellikle karinin
merkezinde konumlanmistir. Baz1 su kenelerinde genital plak olmamasina ya da ilkel
kapaklar olmasina ragmen genellikle genital kapak ciftleriyle kaplanmistir (Harvey
1998). Her bacak koksa, trakanter, femur, genu, tibia, tarsus ve apotel olmak {izere alti
segmentten olugmaktadir. Bacak segmentlerinde degisen sayida spin, seta ve uzun killar
bulunmaktadir. Bacaklar sklerize olmus ve koksal plaka veya epimer olarak

isimlendirilen ventral plakalardan orjinlenmistir (Pennak 1991).
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Sekil 1.3 Idiosoma. A: Ventral B: Dorsal. Panesar (2000)’dan uyarlanmustir.

Su kenelerinin yasam dongiileri yumurta ve prelarva, larva, protonimf, deutonimf,
tritonimf ve ergin olmak {izere farkli evrelerden olusmaktadir (Sekil 1.4). Tamami
parazit olan larval fazlar su yiizeyinde yasayan, 6zelikle Hemiptera, Coleoptera ve
Odonata’larda gelismektedir. Dotonimf ve ergin evresinde suda serbest olarak
yagsamaktadir (Panesar 2000, Martin and Gerecke 2009). Yetiskinlerden farkli olarak ii¢
cift bacak vardir (Martin 2003). Su kenesi larvalar1 bocekler ¢ogunlukta olmak iizere

yumusakealar, Cladocera, Copepoda gibi Arthropodalar, iki yasamlilarda gibi sucul



organizmalarda parazit olarak yasamaktadir (Butler and Burns 1991, Balseiro 1992,
Davis 1997, Goldschmidt 2002, Martin and Smith 2002, Ernsting et al. 2006).
Genellikle parazitlerin konak se¢iminde konagin cinsiyetinin énemi yoktur (Martin and
Stur 2006). Konagini sadece beslenmek icin degil nimfe doniismek icin de
kullanmaktadir (Smith 1998).
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Sekil 1.4 Su akarlarinin hayat dongiisii. Nordqvist and Herrmann 2008’den diizenlenmistir.

Orijini karasal formlar olan su keneleri bahar ve yaz aylarinda lotik ve lentik
habitatlarda yagamaktadir. Tiir zenginligi ve ¢esitliligi bakimindan sucul ekosistemlerin
onemli bilesenini temsil etmektedir. Ozellikle bahar aylarinda bazi ekosistemlerde
yumusakgalardan sonra en fazla su kenelerinin bulundugu tespit edilmistir. Genellikle
canli ve parlak renklere sahip su keneleri, avci baliklar tarafindan itici geldiginden
dolay1 diger soluk renkli olanlara gore daha yogun bulunmaktadir (Proctor and Garga
2004). Kiiciik habitatlara kolaylikla uyum saglayabilmesi ve diger zayif omurgasizlar
tizerindeki av ve parazitik etkilesimleri 6nemli 6zellikleridir (Di Sabatino et al. 2000,
2003, 2008). Su kenelerinin sucul ekosistemlerdeki bolluk ve ¢esitliligini habitatin flora
ve faunasi etkilemektedir. Littoral tabakada diger tabakalara gore daha fazla tiir
bulunmaktadir (Davids et al. 1994, Cassano 2002). Biyotik faktorler ile birlikte abiyotik
faktorler de su kenelerinin varligint 6nemli Olgiide etkilemektedir. Su seviyesinin
zamanla azalmasi ve buna bagli olarak goldeki tuzluluk oraninin artmasi bolluk ve
cesitliligi olumsuz etkilemekte, sicaklik gibi iklimsel faktorler tiirlerin aylara gore
dagihmm etkilemektedir (Erman vd. 2006, Ozdemir vd. 2010). Ayrica sedimentteki

elementlerin orani, suyun Sicakligi, pH ve suda ¢Oziinmiis gazlar da su kenelerinin



dagilimmi etkilemektedir (Ramon Roca and Gil 1992, Van der Hammen and Smith
1996, Goldschmid 2009).

1.1 Molekiiler Sistematik

Standardize edilmis gen bolgeleri kullanilarak molekiiler siniflandirma fikri tiirlerin
smiflandirilmasinda  polimeraz ~ zincir reaksiyonu (PCR) temelli yaklasimin
gelismesinden sonra hizla artmustir. Ilk olarak mikrobiyal ¢alismalarda kullanilmaya
baslayan bu PCR temelli yaklasim daha sonra taksonomide de kullanilmaya
baglanmistir (Woese 1996, Zhou et al. 1997). Bu kapsamda organizmalarin genomunun
standardize edilmis O6zel gen bolgesindeki farkliliklarinin canlilarin tiir diizeyine
tanimlanabilmesini saglayacak barkodlar olusturulmaktadir. DNA barkodlama;
standardize edilmis kisa dizilerin (600-700 bp) tiirler aras1 genetik mesafenin tiir iginden
daha fazla oldugu prensibine dayanarak tiirlerin birbirlerinden ayirabilecegi dnermesine
dayanmaktadir (Hebert et al. 2003). 2004 yilinda DNA barkodlama protokoliinde
standart gelistirmek ve kapsamli DNA barkod kiitiiphanelerini karsilagtirabilmek i¢in
Kanada’da Yasam Barkod Birligi (Consortium for the Barcode of Life — CBOL)
kurulmustur. 2007 yilinda diger iilkelerin de katilimi ile gelistirilerek resmen Yasam
Barkodu Veri Sistemi (Barcode of Life Data Systems - BOLD) (intKyn.1) ve
bilgisayarli veri igsleme sistemi Ulusal Biyoteknolojik Bilgi Merkezi (National Center
for Biotechnology Information — NCBI) kurulmustur (Int.Kyn.2). Bu iki sistemin
birlestirilmesiyle GenBank veri tabani sistemi kurulmustur. Arastiricilar bu sistem
sayesinde internet lizerinden tiirlerin verilerine kolayca ulasabilmektedir (Jinbo et al.
2011). CBOL ve NCBI, GenBank’ta barkod dizileri i¢in standart formatlar 6nerilmistir
(Int.Kyn.3).

Bir tiirlin siniflandirilmasi, barkod kiitiiphanesindeki dizi yakin ise yapilabilmektedir.
Tiir i¢in verilen dizilerin referans kiitiiphanedekilerden farkli oldugu durumlarda halotip
veya cografik varyasyonlar degil ise yeni tiir olarak onerilmektedir (Aravind et al. 2007,
Hajibabaei et al. 2007). DNA barkodalama yontemi sadece tiirlerin tanimlanmasinda
degil evrensel bitki barkodlamada, evrim, ekoloji, evrimsel biyoloji ve doga koruma

caligmalari, popiilasyon dinamiginin ve poplilasyonlar arasindaki gen akiginin



belirlenmesi, tarimda zararli boceklerin tespit, parazit ve vektorlerin tespiti, nesli
tikenmekte olan tiirlerin tespiti ve koruma caligmalari, ayni tiiriin farkli yasam
evrelerinin belirlenmesi, gevresel analizler, parazit — konak iliskisinin belirlenmesi ile
simbiyotik iliskinin aydinlatilmas1 gibi alanlarda da kullanilmaktadir (Besansky et al.
2003, Ball and Armstrong 2006, Bashasab et al. 2006, Kress and Erickson 2008,
Ramadan and Baeshen 2012).

Organizmanin genomundaki gen bolgesinin DNA barkod olarak kullanilabilmesi igin;
a) Tiir diizeyinde 6nemli derecede genetik gesitlilik gosteren bolgeler igermelidir.
b) Genis taksonomik uygulamalarda evrensel primerler gelistirebilmek igin
korummus bolgeler olmalidir.
c) DNA izolasyonu ve PCR sirasinda mevcut 6zellikleri kolaylastirmak i¢in kisa

dizilerden olugmalidir (Kerss and Ericson 2008).

Bu temel ozelliklere ilave olarak ideal bir markér; tek kopya veya ¢oklu homojen
kopyalardan olusmali, kolay hizalanabilmeli, tim boélgelerdeki varyasyonlar ayni
derecede olmal, tiirler arasinda baz kompozisyonunda varyasyonlar olmamali, kabaca

esit baz kompozisyonuna sahip olmalidir (Cruickshank 2002).

Molekiiler sistematik caligmalarinin uygulamasi olduk¢a basit ve hizhidir. Barkod
bolgesinin  dizi verilerinden genetik mesafeler hesaplanarak filogenetik agac
olusturulmaktadir. Bu filogenetik agagta yakin iliskili bireyler kiimelenmis olur. Her bir
tir tek dizi tarafindan karakterize edilmis gibi goriinmektedir. Fakat tiirler arasinda
onemli farkliliklar olugu gibi tiirler iginde de varyasyonlar gosterebilmektedir. Ancak
genetik mesafe, farkli tiirler arasinda genellikle tiir i¢i genetik mesafeden daha
biiyiiktiir. Bu yiizden filogenetik agag¢ yakin iligkili birey kiimeleri ile ifade edilmektedir
ve her bir kiime bir tiirii géstermektedir (Dasmahapatra and Mallet 2006).

PCR temelli molekiiler sistematik yaklagiminin pek ¢ok avantaji vardir. Bunlardan ilki
molekiiler verilere hizli ve kolay ulasilabilmesidir. Ornegin standart DNA barkod
bolgesinin pek c¢ok hayvan igin ayirt etme giicii yiiksektir. Bu kisa gen bdolgesi

organizmalarin siniflandirilabilmesi icin yeterli bilgiye sahiptir. Bu sayede fazla sayida



ornek uzmanlik gerektirmeden dogru bir sekilde smiflandirilabilmektedir. Barkod
kayitlarinda dizi analizi verileri ve PCR primerleri ile birlikte tiir ismi, tiir etiketi
(lokalite, tarih, fotograf vb.) yer almaktadir. Morfolojik veriler yetersiz kaldiginda
onceden tamimlanan tiirler sayesinde Orneklerin dogrulanabilirligi de DNA
barkodlamanin avantajlarindan birisidir (Hebert et al. 2003, Jinbo et al. 2011). Bu
yontem canli Ornekler ile birlikte formalinde saklanan miize Orneklerinde de
uygulanabilmektedir (Frézal and Leblois 2008). Ilave olarak dzellikle parazit tiirler gibi
klasik taksonomik yontemler ile ac¢iklanamayan tiirlerin tanimlanmasinda da molekiiler

tabanli siniflandirmadan yararlanilmaktadir (Ernsting et al. 2008).

Tiirlerin tanimlanmasinda molekiiler yontemlerin kullanilmasinin 6énemli avantajlarinin
olmasinin yaninda heniiz aydilatilamamis bazi problemleri de bulunmaktadir. Ornegin
tirlerin siniflandirilmasinda tiir i¢i varyasyonlar ya goz ardi edilmistir ya da caligmalara
akraba tiirler dahil edilmemistir. Ayrica molekiiler temelli tanimlamalar sinirl cografik
bolgelerde uygulanmistir (Meyer and Paulay 2005). Bahsedilen biyolojik sorunlarin
yaninda istatistiksel sorunlar da bulunmaktadir. Tiirlerin sinirlandirilmasinda ve
filogenetik aga¢ olusturulmasinda farkli programlarin kullanilmasi da farkli soy agaclari

olusturulmasina neden olmaktadir (Sites and Marhall 2003).

Su kenelerinin morfolojik karakterlere dayali sistematik calismalarinda basta zaman
kayb1 olmak iizere biiyiik ve karmagik bir literatiir, cografik farkliliklardan kaynaklanan
varyasyonlar gibi pek ¢ok sorunla karsilasilmaktadir (Sites and Marshall 2003, 2004).
Bu ¢alismada Karamik Goliinden toplanan Hydrachna (Diplohydrachna) globosa,
Hydrodroma despiciens, Georgella helvetica, Hydryphantes dispar tiirlerinin 28S
ribozomal DNA (rDNA) gen bolgesinin niikleotid dizisi belirlenmistir. Ayrica tiir i¢i ve
tiirler arasi iliski belirlenmistir. Ek olarak sistematikte DNA barkodlama ile molekiiler
markorler kullanilarak diinyada oldugu gibi iilkemizde genis yasam alanlarina sahip
olan su kenelerinin 28S rDNA gen bolgesi niikleotid dizileri tanimlanmistir. Elde edilen
veriler gen bankalarina girilerek kiiresel ¢apta veri tabami olusturulmasma katki
saglanacaktir. Ulkemizde heniiz yayginlasmayan molekiiler sistematik caligmalarina da

kaynak olacag diisiiniilmektedir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Klasik Sistematik Calismalari

Kenelerin biyolojileri ve beslenme sekilleri hakkinda oOnceleri yeterli bilgi sahibi
olunmadig1 i¢in parazit olduklarma inanilmaktadir. Fakat giiniimiizde bdceklerde,
hayvanlarda ve bitkilerde bulunan pek c¢ok tiirlin parazit olmadigr bilinmektedir.
Diinyada keneler ile ilgili ilk ¢alismanin Misir’da basladigi bilinmektedir (Barker and
Wharton 1952). Linnacus déneminde 90 tiir tanimlanmis ve Systema of Nature’nin 10.
baskisinda Acarus cinsi altinda 10 tiir daha eklenmistir. Daha sonraki yillarda keneler
ile ilgili arastirmalar hiz kazanmis ve bir¢ok arastirici tarafindan yiiksek kategoriler
olusturulmustur. Kapsamli arastirmalar ozellikle son yiizyllda Almanya’dan Viets
(1936) ve Vitzthum (1940-1942), Isve¢’ten Lundblad (1956) tarafindan yapilan
calismalarla hiz kazanmistir. Bu c¢alismalar su kenelerinin ekonomik 6nemi ile ilgili

degil, yasam alanlari, yayiliglar1 ve renklenmeleri ile ilgili olmustur (Jeppson et al.
1975).

Ulkemizdeki ilk su kenesi calismasi Erciyes Dagi’mda (Kayseri) Thon (1905)
tarafindan yapilmistir. Bunu Szalay (1933)’mn Zonguldak’taki ¢alismasi takip etmistir.
Uzun bir aradan sonra Dogu Anadolu’da Ozkan (1982) tarafindan tekrar baslayan
caligmalar, daha sonraki yillarda Dogu Karadeniz, Orta Karadeniz, Afyonkarahisar,
Antalya gibi tilkemizin ¢esitli bolge ve sehirlerinde yapilan tez ve makale galismalart ile
yeniden hiz kazanmistir (As¢t 2002, Bursali 2002, Uysal 2005, Giille 2010). Bu
calismada kullanilan tiirler ile ilgili iilkemizde bazi sehirlerde yapilan calismalar

Cizelge 2.1°de verilmistir.

Dumlu Cay1 ve Akdag suyunda Boyaci (1990) tarafindan yapilan ¢alismada incelenen
2330 6rnekten Hydryphantes dispar tiirii ile birlikte 40 tiir tanimlanmistir. Bunlardan 16
tanesi Tirkiye icin yeni kayittir. Bu calismada ayrica bdlgenin ekolojik 6zelligi,

bolgedeki baskin, etkin, asil ve yedek tiirleri de belirlenmistir (Boyaci 1990).

Erman (1990) tarafindan Elazig ili Su Kenelerinin (Hydrachnellae, Acari) Sistematik



Yonden Incelenmesi adli tezinde tanimlanan 47 tiir icinde Hydrachna globosa,
Hydryphantes dispar, Georgella helvetica ve Hydrodroma despiciens tiirleri de
bulunmaktadir. Bu ¢alismada tespit edilen tiirlerden 20 tanesi Tiirkiye faunasi igin yeni

kayit olup 4 tanesi de bilim camiasi i¢in yeni kayittir.

Boyact (1995) Konya ili ve gevresinde yaptigi sistematik ¢alismasinda Hydrachna
globosa ve Hydrodroma despiciens tiirlerinin de i¢inde bulundugu 88 tiir tanimlamuistir.

Bu tiirlerden 40 tanesi lilkemiz, 2 tanesi de bilim diinyasi i¢in yeni kayaittir.

Asg1 (2002) tarafindan Kars, Ardahan, Artvin, Rize illeri su kenelerinin sistematik
yonden incelenmesinin sonucunda Hydryphantes dispar, Georgella helvetica ve
Hydrodroma despiciens tiirleri ile birlikte 73 tiir tespit edilmistir. Bu tiirlerden 17’si

Tiirkiye faunasi igin yeni kayit olup 1 tanesi de bilim diinyasi i¢in yenidir.

Bursali (2002)’nin Yesilirmak Havzasi’inda yaptigi sistematik ¢alismasinda Hydrachna
globosa, Hydryphantes dispar ve Hydrodroma despiciens tiirlerinin de dahil oldugu 60
tiir ve 6 alttiir tanimlanmistir. Bu ¢alismada bilim camiasi i¢in 2, lilkemiz faunasi i¢in de

7 tiir kaydedilmistir.

Esen (2006) tarafindan yapilan Malatya ili su kenelerinin sistematik yonden
incelenmesinde tespit edilen 48 tiir iginde Hydrodroma despiciens’te kaydedilmistir.

Ayrica bu 48 tiirden 10 tanesi Tiirkiye faunasi i¢in yeni kayaittir.

Eber Golii’nde (Afyonkarahisar) Unal (2010) tarafindan yapilan calismada Hydrachna
globosa, Georgella helvetica ve Hydrodroma despiciens tiirlerinin yaninda toplamda 8

tiir tespit edilmistir.

Karakuyu Golii su kenelerinin incelenmesi  sonucunda Hydrachna globosa,
Hydraphantes dispar ve Hydrodroma despiciens tiirleri ile 27 tiir tanimlanmistir ve

bunlardan iki Arrenurus tiirii Tiirkiye igin yeni kayittir (Akin 2013).



Cizelge: 2.1 Hydrachna globosa, Hydraphantes dispar, Georgella helvetica ve Hydrodroma
despiciens tiirlerin Tirkiye’deki yayilig alanlari

Tiir Yer Kaynak
Hydryphantes dispar Afyon Uysal 2005, Akin 2013
Antalya Giille 2010
Bingol Esen 2011
Bitlis Ozkan 1982b, Boyaci ve Ozkan 2007
Denizli Boyaci ve Ozkan 2003
Elaz1g Erman 1990, Erman vd. 2006, Orhan 2006
Erzincan Dillkaraoglu 2012, Esen vd. 2013
Erzurum Ozkan 1982a, Boyac1 1990
Kars Asc1 2002
Tokat Bursal1 2002
Van Kiigiikdner 2001
Hydrachna globosa Afyon Uysal 2003, Unal 2010
Bingol Esen 2011
Bitlis Ozkan 1982b
Denizli Boyaci ve Ozkan 2003
Elaz1g Erman, 1990
Erzurum Ozkan 1982b
Kayseri Ozkan vd. 1996
Konya Boyac1 1995
Samsun Bursal1 2002
Tokat Bursal1 2002
Van Kiigtikoner 2001
Georgella helvetica Afyon Uysal 2003, Unal 2010
Antalya Giille 2010
Bingol Esen 2011
Bitlis Kiigtikoner 2001
Denizli Boyaci ve Ozkan 2003
Elazig Erman 1990, Erman vd. 2006, Orhan 2006
Erzurum Ozkan 1982b
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Cizelge 2.1 (Devam) Hydrachna globosa, Hydraphantes dispar, Georgella helvetica ve
Hydrodroma despiciens tiirlerin Tiirkiye’deki yayilig alanlari

Hydrodroma despiciens

Kars
Kayseri
Konya
Van
Afyon
Antalya
Ardahan
Bingol
Bitlis
Denizli
Elaz1g
Erzincan
Hakkari
Kars
Kayseri
Konya
Malatya
Siirt
Tokat
Van

Asc1 2002

Ozkan vd. 1996

Boyac1 1995

Kiigiikoner 2001

Uysal 2003, Unal 2010

Giille 2010

Asci, 2002

Esen 2011

Ozkan 1980

Boyaci ve Ozkan 2003

Erman 1990, Erman vd. 2006, Orhan 2006
Dilkataoglu 2012, Esen vd. 2013
Ozkan 1980

Asc1, 2002

Ozkan vd.1996

Boyaci1 1995

Esen 2006

Esen vd. 2014

Bursal1 2002

Kiictikoner 2001
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2.2 DNA Barkodlama Uygulamalar:

‘DNA Barkodlama’ terimi literatiirde ilk defa Arnot vd. (1993) tarafindan Plasmodium
falciparum’un tanmimlanmasinda alternatif olarak kullanilmistir. Bilim camiasi
tarafindan o dénemde ragbet gérmeyen molekiiler sistematik yaklagimi, 2003 yilindan
sonra altin ¢agin1 yasamaya baslamis ve giiniimiize kadar kus, balik, salyangozlar, deniz
kabuklari, 6riimcekler, bocekler ve diatomeler gibi omurgalilardan omurgasizlara pek
¢ok organizmada basar1 ile uygulanmistir (Remigio and Hebert 2003, Hebert et al.
2004, Prendini 2005, Evans et al. 2007, Johnson et al. 2008, Ward et al. 2008, Virgilio
et al. 2010).

Coelenterate’dan Echinodermata’ya kadar toplamda 11 subeden 80 omurgasiz tiir ile
yapilan ¢aligsmalar sonucunda, DNA barkod bélgesi igin mitokondriyal sitokromoksidaz
altlinite I (COI) gen bolgesi Onerilmistir (Folmer et al. 1994). Barkodlama igin uygun
ozelliklere sahip olmasmin yaninda ¢ok kopyasmin bulunmasi, uygun kosullarda
saklanan orneklerden kolayca izole edilebilmesi, kiiciik oldugu i¢in hizli evrimsel
gelisgme gostermesi ve maternal aktarilmasi gibi avantajlarindan dolayir genellikle
mitokondriyal COl (mtCOl) tercih edilmektedir (Zhang and Hewitt 1996, Behura
2006). Yapilan pek ¢ok calismada etkili sonuglar alinmasina ragmen uygulamada
yasanan bazi sorunlardan dolayt mtCOI gen bolgesi evrensel degildir. Barkod
bolgelerindeki farkliliklar tiirlerin ayriminda yeterli gibi goriinse de ikinci bir gen
bolgesi ya da diger veriler ile birlikte kullanilmas1 gerektigi onerilmistir (Wiemers and
Fiedler 2007).

Bazi arastiricilar tarafindan molekiiler tabanli sistematik ¢alismalarinda mtDNA’ya ait
COI gen bolgesi diginda alternatif olarak 12S, 16S ve sitokrom b (cytb) gen bolgelerinin
yaninda genomik DNA’ya (gDNA) ait uzama faktorii geni (Efla), karbonil fosfat
sentez gen bolgesi, mikrosatellitler, i¢ ara bolgeler (ITS1 ve ITS2), 12S, 16S ve 18S,
28S rDNA, COIll gen bolgesi dizilerinin de kullanilabilecegini belirtmektedirler
(Whiting et al. 1997, Delaye et al. 1998, Essing et al. 1999, Kain et al. 1999, Norris et
al. 1999, Kutty et al. 2010). Ayrica bu gen bdlgelerine ilaveten ecto-5'-nucleotidaz

(e5NT) ve octopamine G-protein reseptor gen bolgeleri de 6nerilmistir. Ancak yapilan
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calismalarda bu gen bolgelerinin tiirlerin tanimlanabilmesi i¢in 6zel bolgeler icermedigi
icin tavsiye edilmemistir (Baxter and Barker 1999, Liyou et al. 1999). Filogenetik
caligmalar i¢in bu iki gen bolgesine ek olarak elongation factor-lo gen bdolgesi

onerilmistir (Klompen 2000).

Molekiiler tabanli sistematik ¢aligmalarinda tek bir gen boélgesinin kullanimi hatali
sonuglara neden olabileceginden dolayr mevcut barkod bdlgesini tamamlayic1 rDNA
barkod bélgeleri onerilmektedir. Okaryotlarda rDNA gen bolgesi dis transkribe bolgesi
(ETS), 18S, 5.8S ve 28S olmak iizere ii¢ altiinite ve 18S ile 5.8S arasinda ITS1 ve 5.8S
ile 28S arasinda ITS2 bolgelerinden veya bunlarin homologlarindan olusmaktadir

(Hillis and Dixon 1991). Sekil 2.1°de okaryot organizmalara ait IDNA gosterilmistir.

ITS-1 ITS-2
ETS 188 \ 5.8s/ 28S

KD,

Sekil 2.1 Okaryot rDNA gen bolgesi (Hillis and Dixon 1991)

Hebert vd. (2002) Avustralya ve Kuzey Amerika i¢csu ve denizlerde yayilis gosteren
Daphnia ve Anostraca tiirlerine ait mitokondriyal (12S, 16S, COI) ve niikleer IDNA
(18S, 28S) gen bolgelerinde UV ve ozmatik stresin etkisini arastirmiglardir. Dizileme
sonuglarinda incelenen 15 Daphnia sp. tiiriiniin COI geninde C/T bazlarinda yiiksek
oranda mutasyonlar meydana geldigi goriilmiistiir. Mutasyonlar igsulardan 6rneklenen
D. carinata tiiriinde digerlerine gére daha yiiksek oranda goriilmiistiir. Ayrica iyonik
kuvvet de DNA dizisinde degisikliklere neden olmustur. Sonuclar degerlendirildiginde

molekiiler evrimin yiikselis hiz1 ¢cevresel etkenlere maruz kaldikg¢a arttigr goriilmiistiir.

Hebsgaard vd. (2004) su boceklerinin (Hemiptera-Heteroptrea) 16S ve 28S gen
bolgelerini kullanarak filogenetik iliskilerini belirlemislerdir. Analiz sonuglar1 Nepoidea
stiperfamilyasindaki familyalarin monofili gdsterdigi hipotezini dogrulamistir. Fakat

Nauectoidae ile monofili gostermemektedir.
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Witt vd. (2006) California ve Nevada (Amerika) eyaletlerinde yayilis gosteren tartismali
Hyalella azteca, H. muerta ve H. sandra (Amphipoda) tiirlerinin tanimlanmasinda 28S
rDNA ve COI gen bdlgelerini kullanmistir. 28S dizilerinde 33 bdlgede bulunan
farkliligin COI bolgesinden %5 daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Ancak 28S ve COI gen
bolgeleri arasinda istatiksel olarak fark gozlenmemistir. Bu ¢aligmanin sonucunda H.

muerta ve H. sandra tiirlerinin H. azteca tiirii iginde gegici iki tiir oldugu goriilmiistiir.

Dabert vd. (2010) 18S rDNA ve COI gen dizilerini kullanarak Partnunia steinmanni,
Hygrobates longipalpis ve Hygrobates sp. tiirlerinin de i¢inde bulundugu Acariformes
alttakiminin kapsamli filogenetik analizini yapmuislardir. 130 takson i¢in 18S rDNA dizi
analizi ClustalX 1.81 programi kullanilarak yapilmistir. Filogenetik iliski maksimum
tutumluluk (MP) ve maksimum olasilik (ML) analizleri ile kurulmustur. Analiz
sonuglari akarlarin monofili gosterdigini dogrulamistir ve Acariformes i¢inde iki biiylik

takim olusturdugunu onaylamistir.

Mironov vd. (2012) Rusya’dan morfolojik 6zellikler ile birlikte COIl ve 28S rDNA gen
bolgelerini  kullanarak yeni bir tily akarn tiri (Proctophyllodes valchukae)
tanimlanmistir. Bu ¢alismanin molekiiler sistematik kisminda COI geninin 613 bp’lik
uzunlugu ve 28S rDNA gen bdlgesinin 788 bp’lik uzunlugu dizilenmistir. Yapilan
analizlere gére COI’nin niikleotidlerin sinonimliginden dolay1 0,72’lik genetik mesafe

Ol¢iilmiistiir. 28S rDNA bolgesinde bireyler arasinda genetik farklilik gortilmemistir.

Skoracka ve Dabert (2010) farkli bolgelerden topladiklart ti¢ farkli Abacarus hystrix
popiilasyonunun COI ve 28S rDNA dizisi temelli ayrim1 yapilmigtir. ML analizleri ile
olusturulan filogenetik aga¢ konaga adapte olmus farkli A. hystrix kiimeleri
gostermistir. Daha onceden tanimlanan morfolojik ve ekolojik veriler ile molekiiler
veriler arasinda belirgin farkliliklar gozlenmistir. A. hystrix popiilasyonlarinin {ireme
uyumsuzlugunun COI i¢in %20, 28S i¢in %?2’den fazla oldugu goézlenmistir. Bu

sonuglara gore 6rneklenen A. hystrix tiirleri ile tek bir kiime olusturulamamustir.

Martin vd. (2010) Kuzey Almanya’nin 13 farkli bolgesindeki gol ve akarsulardan
topladiklar1 Hygrobates nigromaculatus, H. longipalpis (1), H. trigonicus (2) ve H.
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Sfluviatilis (10) tiirlerinin COI ve 28S rDNA dizileri kullanilarak taksonomik statiisiinii
ve habitatlar arasindaki farkliliklar1 belirlemistir. Grup dist olarak Limnesia undulata
tirti galistlmistir. Niikleotid dizilerinin genetik mesafeleri ve oranlari MEGA4.1
yazilimi ile hesaplanmistir. Sonuglar degerlendirildiginde gol ve akarsu popiilasyonlari
arasinda yiiksek oranda COI ve 28S rDNA farkliliklar1 gozlenmistir. Popiilasyon igi

polimorfizm, gol popiilasyonlar1 kadar akarsularda da yiiksek goriilmiistir.

Pepato vd. (2010) 18S ve 28S rDNA gen bolgesini kullanilarak Limnesia sp., Recifella
sp., Arrenurus sp. ve Hydrachna sp. tiirlerinin de iginde bulundugu Acariformes’in
filogenetik iligkisi kurulmustur. Bayesian analizi sonuglari dal uzunlugu testi morfolofik
sonuclar ile uyumlu sonuglar gdstermistir ve akarlarin monofli gosterdigini

onaylamistir.

Arabi vd. (2012) su kenelerinden Mideopsis roztoczensis, Hydrachna conjecta, H.
globosa, Hygrobates norvegicus, Unionicola foili, Teutonia cometes, Teutonia sp.,
Hydrodroma torrenticola, ve Torrenticola amplexa’nin da iginde bulundugu 180
Chelicerata taksonunun COI, 18S ve 28S rDNA gen kompozisyonunun gelisimini
calismiglardir. Niikleotid hizalamalar1 Se-Al v2.0all programi ile manuel yapilmistir.
Her bir gen bolgesi icin filogenetik analizler yapilmistir. Trombidiformes iginde her
alan Hydracarina’da Hydrodroma torrenticola ve Torrenticola amplexa tiirleri (BP=73)
ile Mideopsis roztoczensis, Hydrachna conjecta, H. globosa, Hygrobates norvegicus,
Unionicola foili, Teutonia cometes, Teutonia sp., tiirleri olarak iki ana gruba ayrilmistir.
Bu ¢alismanin sonuglari Dabert vd. (2010) ve Pepato vd. (2010)’nin sonuglari ile

benzerlik gostermistir.

Pesi¢ vd. (2012) Kuzey Montenegro (Ispanya)’dan Torrenticola lukai n. sp.
(Hydrachnidia, Torrenticolidae) tiiriinii tanimlamislardir. Lazer taramali mikroskop ile
morfolojik ozellikleri incelenen 6neklerin DNA barkod verileri de belirlenmistir. Bu
yeni tlirlin hem morfolojik 6zelliklerinin hem de molekiiler verilerinin diger tiirlerden

farkli oldugu goriilmiistiir.
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Stalstedt vd. (2013)’nin 2007 ve 2008 yillarinda Isvec¢’ten toplanan Unionicola
crassipes (14%), U. minor (129), Piona coccinea (103), P. stjordalensis (62, 49), P.
imminuta s. lat. 33, 12), P. pusilla (9, 19), P. rotundoides (33, 19), P. variabilis
(99), ve P. dispersa (109) tiirlerinin morfolojik parametreler ile birlikte COI (658 bp)
ve 28S rDNA (395 bp) barkod bolgelerini kullanarak filogenetik degisikliklerini analiz
etmiglerdir. Grup dis1 olarak Arrenurus suecius Ludbland, 1917 kullanilmistir.
Generalized Mixed Yule-Coalescent (GMYC) analizleri ile tiir kompleksi analizleri,
Rosenberg testi ile resiprokal monofili ve Retrigo testi ile dal uzunluk orani
hesaplanmistir. Calisma sonucunda COI ve 28S sonugclar1 benzerlik gostermistir. Veriler
degerlendirildiginde Unionicola ve Piona tiirleri arasinda farkli genetik kiimeler
olustugu goriilmiistiir. Analiz sonuclart MrBayes v.3.2.1 programi kullanilarak

Bayesian yontemi ile de onaylanmustir.

2.3 Su Keneleri ile Tlgili Genel Calismalar

Giiniimiizde su keneleri ile yapilan ¢alismalar genellikle Klasik sistematik ¢aligmalari ile
ilgilidir. Son yillarda molekiiler biyolojinin hizla gelismesi ile klasik sistematik
calismalarini molekiiler markor tabanli sistematik ¢alismalar1 desteklemis ve filogenetik
calismalar hiz kazanmistir. Ancak genetik ve ckoloji alanindaki ¢alismalar goz ardi
edilmistir. Su keneleri ile ilgili sistematik caligmalar1 disinda sinirli sayida arastirma

bulunmaktadir. Bunlardan bazilar::

Havens (1993) pH 4,5 olan yumusak sulara maruz birakilan Caenis sp., Hyalella azteca,
Enallagma sp., Gyraulus sp., Chironomidae ve Hydracarina tiirlerinde asit ve
aliminyum etkisini arastirmistir. 6, 12, 24 ve 48 saat aliminyuma maruz birakilan
orneklerde, aliiminyum etkisi 24/48 saat arasinda en azdan ¢oga kadar Caenis sp. (2%)
>Hyalella azteca (12%) >Enallagma sp. (20%) >Gyraulus sp. (55%) >Chironomidae
(94%) >Hydracarina (99%) olarak 6l¢iilmiistiir. Bu ¢alismanin sonucunda H. azteca,
Gyraulus sp. ve Chironomidae diisiik pH (4,5)’ta ileri dozda aliiminyumdan etkilenirken

Hydracarina’nin etkilenmedigi gorilmiistir.
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Onrat vd. (2006) Hydrodroma despiciens tiiriiniin somatik hiicre kiiltiiri incelenmistir
ve somatik hiicrelerin 2n=16 kromozomlu oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢alismada
pek ¢ok metot uygulanmis ve kromozom sayisi belirlenebilmistir. Embriyonik hiicre

elde edilemediginden esey kromozomlar1 tam olarak tespit edilememistir.

Asc1 vd. (2009) Eber ve Karamik Gollerindeki kontaminasyonu belirlemek i¢in Eylais
sp., Hydrodroma sp., Hydrachna sp. ve Arrenurus sp. tiirlerini kullanmiglardir. En
muhtemel say1 teknigi kullanilarak koliform bakteri yiikii ve uygun testler kullanilarak
Escherichia coli i¢in pozitif sonuglar belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda Eber ve
Karamik Golleri, Koliform bakteri oranindan dolay:r kirli sular sinifina girdigi ifade
edilmistir (100 mL’de 2000-100 000). Bu veriler degerlendirildiginde su kenelerinin
evsel kaynakli olmayan organik kirliligin belirlenmesinde belirleyici organizmalar

olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir.

As¢t vd. (2015) tarafindan aralarinda Hydrachna globosa, Hydryphantes dispar,
Georgella helvetica ve Hydrodroma despiciens tiirlerinin de iginde bulundugu 10 su
kenesi tiiriiniin elemental analizini yapilmistir. Su kenelerinin yapisindaki karbon (C),
azot (N), hidrojen (H) ve kiikiirt (S) yiizdesi mg olarak hesaplanigtir. C miktar1 yaklagik
%350 oran ile biitlin tiirlerde en yiiksek miktarda bulunurken S miktar1 %1 oran ile en

diisiik miktarda tespit edilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Biyolojik Materyal

Bu arastirmada kullanilan su kenesi 6rnekleri, 2014 ve 2015 yillarinda Afyonkarahisar
[li sirlart icinde bulunan Karamik Goélii'nden (38°25'46.0"K  30°50'11.4"G)
gozenekleri 0.5 mm ¢apli akvaryum kepgesi ile toplanmistir (Sekil 3.1). Genellikle iyi
yiizebilen ve parlak renklerinden dolay1 kolay ayit edilebilen su keneleri daha énceden
belirlenen lokalitelerden, littoral zondan toplanmistir (Resim 3.1). iginde yosun ve diger
sucul omurgasizlarin bulundugu akvaryum kepgesi igerigi arazi calismasi sirasinda
beyaz zeminli kiivete alinmistir. Su kenesi 6rnekleri pastor pipeti yardim ile etiketli
siselere alimmistir. Arazide ayiklanmayan akvaryum kepgesinin igerigi posetlenerek
laboratuvara getirilmistir. Su kenelerinin ayrimi laboratuvarda beyaz zeminli kiivette

151k altinda yapilmistir.

omm{:i\' E
|
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\
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-

Sekil 3.1 Calisma Bolgesi Karamik Golu Resim 3.1 Karamik Golii’niin genel goriintsii

3.2 Morfolojik Metot

Laboratuvara getirilen su kenesi Orneklerinin teshisinde Olympus SZ61 stereo
mikroskop kullanilmistir. Bu ¢alismada kullanilan Hydrachna (Diplohydrachna)
globosa ve Hydrodroma despiciens tiirlerinin teshisinde Besseling (1964) ve Georgella
helvetica ve Hydryphantes dispar tiirlerinin teshisinde Laszl6 (1964) gibi temel
kaynaklar ile birlikte Uysal (2005)’dan faydalanilmistir. Mikroskop altinda igne ve ince

uclu pens yardimi ile sekil verilen orneklerin fotograflar1 Olympus Color View |
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goriintiileme sistemi ile ¢ekilmistir. Morfometrik dlgiimler Olympus cellSens Standart
programi kullanilarak yapilmigtir. Tiir seviyesinde tanimlanan her bir 6rnek molekiiler

calismalarda kullanilmak tizere etiket bilgileri yazilmis akvaryumlara konulmustur.

3.3. Molekiiler Metot

3.3.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu her bir tiire ait tek Ornekten gerceklestirilmistir ve canli ornek
kullanilmistir. DNA izolasyonunda COI gen bolgesi i¢in Hydrachna procesisifera, H.
globosa, Georgella helvetica, Hydrodroma despiciens, Limnesia fulgida, Piona
contraversiosa, Arrenurus affinis, A. maculator tiirlerinden ve 28S rDNA gen bdlgesi
icin Hydrachna procesisifera, H. globosa, Eylais setosa, E. extendens, Hydryphantes
dispar, H. flexuosus, Georgella helvetica, Hydrodroma despiciens, Limnesia fulgida,

Arrenurus affinis, A. maculator tiirlerine ait gDNA izole edilmistir.

DNA izolasyonu yapilmadan 6nce su kenesi ornekleri saf su ile yikanmistir. Her bir
ornek igne ile delinerek viicut ve sindirim sivist uzaklastirilmistir. DNA izolasyonu,
bazi degisiklikler yapilarak tarafindan uygulanan Cetil Trimetil Amonyum Bromid
(CTAB) metodu ile gergeklestirilmistir (Schéffer et al. 2008). 1,5 mL steril ependorf
tiiptine alian su kenesi 6rnegi lizerine s1vi azot dokiilerek azot icinde ezilerek toz haline
getirilmistir. Tip i¢ine 400 uL CTAB ¢ozeltisi (%2 CTAB, %1 PVP-40 000, 20 mM 2-
Merkactoetanol, 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM ETDA pH 8,0, 1,4 M NaCl)
eklendikten sonra 55°C’ye ayarli sicak su banyosunda 3 saat inkiibasyona birakilmistir.
400 uL  kloroform:izoamil alkol (49:1 v/v) eklenerek tiipler 30-40 defa ters-diiz
edilerek karistirilmistir. Karisim oda sicakliginda 2 dakika dinlendirildikten sonra 12
000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant yeni bir ependorf tiipe alinmigtir
ve tizerine 1/10 hacimde 3 M NaOAc (pH 5,2) eklenmistir. Karisim pipetleme ile iyice
karigtirllmistir. Karisimin son hacminin %60°’1 izo-propanol olacak sekilde soguk izo-
propanol eklenmistir. Tiip i¢cinde olusan faz kaybolana kadar yavasca ters-diiz edilerek
karistirllmistir ve +4°C’de 2 saat bekletilmistir. Tiipler +4°C’de 12 000 rpm’de 20
dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant uzaklastirilmigtir. %70 soguk etanol ile

yikanan pellet +4°C’de 12 000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant
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uzaklagtirilarak oda sicakliginda 10 dakika kurumaya birakilmigtir. DNA pelleti, 20 pL
TE ¢ozeltisinde (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM ETA pH 8,0) ¢ozdiiriildiikten sonra bir

gece +4°C’de dinlendirildikten sonra tekrar kullanilana kadar -20°C’de saklanmustir.

Ayrica DNA izolasyonunda CTAB metodundan bagka QIAamp® DNA Mini Kit
(Qiagen) ve GeneJET Genomik DNA Purifikasyon Kiti (Thermo Scientfic™)

kullanilmustir.

QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen) doku protokolii:

1,5 mL santrifiij tiipli i¢inde sivi azot yardimi ile ezilen su akari 6rneklerinin {izerine
oda sicakliginda 180 pL Buffer ATL ve 20 pL Proteinaz K eklenmistir. Karisim 15
saniye vortekslendikten sonra 56°C sicak su banyosunda 3 saat doku tamamen lize
olana kadar inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sirasinda &rneklerin homojen
karismasi i¢in belirli araliklarla vortekslenmistir. 200 uL (%96-100) etanol eklendikten
sonra 15 saniye vortekslenmistir. Bu karisim (¢okelti ile birlikte) dikkatlice QlAamp
spin kolona (2 mL toplama tiipii igine) aktarilmistir. 6 000g’de (8 000 rpm) 1 dakika
santrifiijlenmistir. Siiziintii igeren tiip yenisi ile degistirilmistir. Uzerine 500 pL Buffer
AWI1 eklenmistir ve 6 000 g’de (8 000 rpm) 1 dakika santrifiijlenmistir. Siiziintii igeren
tip atilmistir. Tip geperi 1slatilmadan 500 pL Buffer AW2 eklenmistir. 20 000g’de (14
000 rpm) 3 dakika santrifiijlenmistir. QIAamp spin kolon temiz 1,5 mL mikrosantrifiij
tiipiine yerlestirilmistir ve siiziintii iceren tiip atilmistir. QIAamp spin kolon tiipline
dikkatlice 25 pL Buffer AE eklenmisir. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyona
birakildiktan sonra 6 000 g’de (8 000 rpm) 1 dakika santrifiijlenmistir. Bir gece +4°C’de
dinlendirilen DNA oOrnekleri tekrar kullanilana kadar -20°C’de saklanmustir.

GeneJET Genomik DNA Purifikasyon Kiti (Thermo Scientfic™) doku protokolii:

Su kenesi ornekleri 1,5 mL mikrosantrifiij tiipiinde sivi azot yardimi ile ezilmistir.
Uzerine 180 pL Digestion Buffer ile 200 uL Proteinaz K eklenmistir ve kisaca
vortekslenmistir. Karigim 3 saat 56°C’ye ayarlannms sicak su banyosunda doku
tamamen lize olana kadar inkiibasyona birakilmistir. Tiipler iniibasyon sirasinda belirli
araliklarla vortekslenmistir. 20 uL RNase A ¢ozeltisi eklenmistir. Vortekslendikten

sonra 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Karisima 200 mL Lysis
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Solution eklenmistir ve 15 saniye vortekslenmistir. 400 mL %350 etanol eklenmistir ve
homojen karisim olana kadar pipet yardimi ile karistirilmistir. Karisim GeneJET
Genomik DNA Purifikasyon Colon tiipiine alinmistir. 6 000 g’de (8 000 rpm) 1 dakika
santrifiijlenmistir. Siiziintii iceren tiip yenisi ile degistirilmistir. Uzerine 500 pL Wash
Buffer 1 (etanol eklenmis) eklenmistir ve 6 000 g’de (8 000 rpm) 1 dakika
santrifiijlenmistir. Siiziintli iceren tiip yenisi ile degistirilmistir. Kolon tiipe c¢eperi
1slatilmadan 500 pL Wash Buffer 2 (etanol eklenmis) eklenmistir. 20 000 g’de (14 000
rpm) 3 dakika santrifiij edilmistir. GeneJET Genomik DNA Purifikasyon Colon tiipii
temiz 1,5 mL mikrosantrifiyj tiipline yerlestirilmistir. Kolon tiipliniin zarma dikkatlice 50
uL Elution Buffer eklenmisir. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibasyona birakildiktan
sonra 6 000 g’de (8 000 rpm) 1 dakika santrifiijlenmistir. Bir gece +4°C’de dinlendirilen
DNA ornekleri tekrar kullanilana kadar -20°C’de saklanmustir.

3.3.2 2xCTAB Cozeltisi Hazirlama

DNA izolasyonunda kullanilmak {izere 100 mL CTAB c¢ozeltisi hazirlanmistir. 10 mL
100 mM Tris (Stok 1 M), 28 ml 1,4 mM NaCl (Stok 5 M), 4 ml 20 mM EDTA (Stok
0,5 M) cam pipet ile Olgiilerek dereceli silindirde birlestirilmistir. 2 g %2 CTAB
eklendikten sonra son hacim 100 mL olacak sekilde dH,O ilave edilmistir. Cam siseye
aktarilan karisim 60°C sicak su banyosunda CTAB eriyene kadar bekletilmistir. Karigim
oda sicakliginda sogutulduktan sonra 1 g %1 PVP eklenmistir. Hazirlanan ¢ozelti
otoklav ile steril edilmistir. % 0,2 2-Markeptoetanol, CTAB ¢o6zeltisini kullanmadan

hemen Once eklenmistir.

3.3.3 PCR Kurulumu ve Dongii Kosullari

Izole edilen gDNA’lardan her birisi igin 0,2 mL ependorf tiiplerde 50 pL polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) karisimi hazirlanmistir. 28S rDNA ve COI gen bolgelerini
cogaltmak i¢in 1X PCR Buffer, 1,5 mM MgCl,, 0,5 nM F primer, 0,5 nM R primer, 5
uL dNTP (25 puM dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 5 uL. gDNA ve 1 U Yiiksek
giivenilirlikli DNA Polimeraz (Thermo Scientific) ve son hacim 50 pL olacak miktarda
dH,O kullanilarak karisim hazirlanmigtir. COI geni i¢in LCO 1490-forward 5'-
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GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3' ve HCO 2198-reverse 5'- TCAGGGT
GACCAAAAAATCA-3' ile dejenere bcdFO1 5-CATTTTCHACTAAYCATAARGA
TATTGG-3' ve bcdR04 5-TATAAACYTCDGGATGNCCAAAAAA-3' primerleri
kullanilarak iki farkli PCR karisimi hazirlanmistir (Folmer et al. 1994). COI geni igin
PCR kosullar1 98°C’de 3 dakika denatiirasyon (DNA zincirlerinin ayrilmasi)
dongiistiinden sonra 35 dongli 98°C’de 20 saniye denatiirasyon, 61,5°C’de 20 saniye
annealing (primerlerin baglanmasi), 72°C’de 30 saniye polimerizasyon (zincirin
uzamasi) Ve son olarak 72°C’de 8 dakika polimerizasyon dongiisii olarak ayarlanmustir.
28S rDNA bolgesini i¢in D2F-forward 5'-AGTCGTGTTGCTTGATAGTGCAG-3’ ve
D2R-reverse  5-TTGGTCCGTGTTTCAAGACGGG-3"  primerleri  kullanilarak
reaksiyon kurulmustur (Campbell et al. 1993, Goolsby et al. 2006). 28S rDNA i¢in PCR
kosullar1 denatiirasyon igin 98°C’de 2 dakika, annealing ve polimerizasyon i¢in 35
dongii 98°C’de 15 saniye ve 72°C’de 3 dakika, son polimerizasyon i¢in 1 dongii
72°C’de 5 dakika olarak ayarlanmistir. PCR dongiileri ProFlex™ 3x32-Well PCR

System cihazinda gerceklestirilmistir.

3.3.4 PCR Uriiniiniin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

PCR fiiriinleri 6X yiikleme tamponunda (10 mM Tris-HCI pH 7,6, %0,03 bromofenol
blue, %0,03 ksilen siyanol FF, %60 gliserol, 60 mM EDTA) yiiriitiilmiistir. PCR
tirtinlerini yiiritmek i¢in 1X TBE tamponu (10,78 g Trizma® baz, 5,50 g 88 mM Borik
asit, 1 mL EDTA) ve 8 uL (100 mL agaroz jel igin) RedSafe (20000X) (INtRON
BIOTECNOLOGY) niikeik asit boyama c¢ozeltisi kullanilarak %1,8’lik agaroz jel
hazirlanmistir. Agaroz jele 100 bp uzunlugunda DNA ladder (Thermo Scientific
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, 10 mM Tris-HCI pH 7,6, 1 mM EDTA) ile
birlikte PCR iriinleri yliklenmistir. DNA oOrnekleri Consort EV245 gii¢ kaynagi
kullanilarak 1X TBE tamponu bulunan jel tanki i¢inde 147 mA, 120 V akim ile yaklagik
bir saat ylritiilmistiir. Agaroz jelde yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel saf su ile
durulanmistir. DNA bantlart GEN-BOX SDR Bio-imaging Systems ile UV 1sik altinda

goriintiilenmistir.
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3.3.5 PCR iiriinii saflastirma

1,5 mL ependorf tiiplere alinan PCR f{iriinlerine 1/10 hacimde soguk NaOAc (sodyum
asetat) ve 2,5 hacimde buz sogugu %100 etanol eklenmistir. Karisim, tiipler ters diiz
edilerek yavasca karigtirilip -20°C’de 2 saat bekletilmistir. +4°C’de 20 dakika 15 000
rpm’de santrifiijlendikten sonra siipernatant uzaklastirilmigtir. DNA pelleti iizerine 500
ml soguk %70 etanol eklenmistir ve +4°C’de 5 dakika 15 000 rpm’de santrifiijlennistir.
Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet oda sicakliginda 10 dakika kurumaya

birakilmistir ve 30 pL TE tamponunda ¢ozdiiriilmiistiir.

3.3.6 DNA Dizi Analizi

Saflastirilmig PCR firtinleri dizi analizi Sangers Metodu ile BM Laboratuvar Sistemleri
(Resit Galip Cad. 74-7, 06700, Cankaya, Ankara)’ne hizmet alimi karsilig
yaptirilmustir. Ileri ve geri olmak iizere iki yonlii okuma yapilmistir. Firmadan gelen
DNA dizi elektrogamlari FinchTV (Geospiza, Inc. USA) programi kullanilarak
acilmistir. Gen bolgeleri kopyalanarak diizenlenmek {iizere yeni metin belgesine
almmustir. Geri okuma dizisi Nucleic Acid Sequence Massager (Int.Kyn.4) programi
kullanilarak ¢evrilmis ve ileri okuma dizisi ile eslestirilmistir. Elde edilen bu veriler ile
NCBI'nde kayith mevcut veriler ile BlastN ve BlastP programlar1 kullanilarak
karsilastirilmistir. Dizilerin  karsilagtirmasinda internet iizerinden MEGAG6 paket
programi kullanilarak su akari orneklerinin tiir i¢i ve tiirler arasi filogenetik iliski
diizeyleri degerlendirilmistir. Gen dizileri protein ve DNA hizalama aracit Clustal

Omega programi kullanilarak ¢evrimigi hizalanmistir (int.Kyn.5).
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4. BULGULAR

4.1 Morfolojik Bulgular

4.1.1 Hydrachnidae Leach, 1815

4.1.1.1 Hydrachna (Diplohydrachna) globosa (Geer, 1778)

Erkek: Yuvarlak viicutlu olup derileri papillidir. Sirt plagi géz kapsiiliiniin altinda satir
seklindedir. Tek parca olan keliser ince uzun, kama seklini almistir. Palpin kaidesi kalin
olup uglara dogru daralmaktadir ve alt kenari i¢cbiikeydir. P4 ve Ps kiskag¢ olusturmustur.
Epimerler ikili gruplara ayrilmistir. III. epimerin arka ucu eseysel plaga yaklagmistir,
IV. epimerin arka u¢ kismui asagi dogru daralarak uzamistir. Bacaklarda ¢ok sayida
yiizme kil1 vardir. Eseysel plak kabariktir ve asagi dogru uzanarak kalp seklini almistir.
Eseysel plagin kaynagma c¢izgisi ve st bolgesi diginda kalan bdlgelerde farkli
boyutlarda gukurluklar bulunur. Bosaltim poru eseysel plagin altinda olup ¢evresi Kitin
halka ile gevrilidir (Resim 4.1).

Tiirlere ait sistematikte onemli olan bazi organlarin ¢izimleri Sekil 4.1°de, 6l¢iimleri

Cizelge 4.1°de ve lilkemizdeki yayilis alanlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.

Resim 4.1 Hydrachna globosa tiiriiniin mikroskop goriintiisii

24



A :820 um, B: 690 pm

C:460 pm, D: 570 pm

Sekil 4.1 Hydrachna globosa tiiriine ait baz1 morfometrik 6l¢timler. A. Karin, B.Sirt plaklari, C.
Palp, D. Keliser (Uysal 2005).
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4.1.2 Hydryphantidae Thor, 1900

4.1.2.1 Hydryphantes (s.str.) dispar (Schaub, 1888)

Disi: Viicut dorso-ventral basik, deri papillidir. Sirt plaginin 6nii ¢ikintilidir. Keliser iki
parga olup ug¢ kisminda igne seklinde tirnak vardir. Palp segmentlerinde Ps disinda farkli
sayida killar bulunur. Epimerler ikili gruplar halindedir. Bacak segmentleri farkli
sayilarda yiizme killari igerir. Eseysel plakta birisi iist ucta, digeri altta olmak {izere bir

cift kabart1 bulunur (Resim 4.2).

Tiire ait sistematikte onemli olan bazi organlarin ¢izimleri Sekil 4.2°de, Ol¢limleri

Cizelge 4.1°de ve lilkemizdeki yayilis alanlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.

Resim 4.2 Hydryphantes (s.str.) dispar tiiriiniin dorsalden mikroskop goriintiisii
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A:675pm, B: 600 pm

1 1 ]
I T 1

C:335, D:220, E:305um

Sekil 4.2 Hydryphantes dispar tiiriine ait bazt morfometrik dlgiimler. A. Viicut; Ventral, B. Sirt
plagi, C. Eseysel plak, D. Keliser, E. Palp (Uysal 2005)
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4.1.2.2 Georgella helvetica (Haller, 1882)

Disi: Deri papillidir. Sirt plagiin yanal ¢ikintilari uzundur ve 6ndeki uzantilar arasinda
ticgen seklinde uzun bir ¢ikint1 vardir. Arka uzantilar U seklindedir. Keliserin ucunda
kama seklinde tirnak bulunur. Plap segmentlerinde c¢esitli sayida killar bulunur.
Epimerler ikili gruplar halde bulunur ve arka uglari birbirlerine yonelerek sonlanmustir.
I. epimerlerin arka uclarinda birbirlerine dogru uzanan ¢ikitilar bulunur. V.
epimerlerin arka kisimlart eseysel plakla uyumlu sekilde g¢ukurlasmistir. Bacak
segmentlerinde c¢esitli sayilarda yiizme killar1 bulunur. Eseysel plakta tiim ylizeye

yayilmis ¢ok sayida ¢ukurluklar bulunur.

Tiire ait sistematikte Onemli olan bazi organlarin ¢izimleri Sekil 4.3’te Ol¢timleri

Cizelge 4.1°de ve lilkemizdeki yayilis alanlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.

Resim 4.3 Georgella helvetica tiiriiniin dorsalden mikroskop goriintiisii
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A:920 pum, B : 465 pm

1 1 1
I Ll 1

C:740 pm, D: 400 pm

Sekil 4.3 Georgella helvetica tiiriine ait baz1 morfometrik 6lgtimler. A. Viicut; Ventral, B. Sirt
plagi, C. Eseysel plak, D. Keliser, E. Palp (Uysal 2005)
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4.1.3 Hydrodromidae Viets, 1936

4.1.3.1 Hydrodroma despiciens (Miiller, 1776)

Erkek: Yuvarlak, yumusak viicutludur. Sirt ve karinda plakalasma yoktur. Gozler deri
altinda bulunur. Keliserin u¢ kisminda kanca seklinde tirnak bulunur. P3’te uzun, P; ile
Ps’te alt ve yanda diiz veya firca seklinde olmak {izere palpte ii¢ tip kil bulunur.
Bacaklarda yiizme killar1 bulunur. Eseysel bolge iki plaktan olusur ve {izerinde ¢ok

sayida cukurluk bulunur. I¢ kisimlar igbiikeydir.

Disi: Viicutlart erkeklerden farkli olarak daha biiyiiktiir. Eseysel plaktaki ortalama

kabart1 sayis1 erkelerden daha azdir.

Tiirlere ait sistematikte dnemli olan bazi1 organlarin ¢izimleri Sekil 4.4’te dl¢timleri

Cizelge 4.1°de ve lilkemizdeki yayilis alanlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir.

Resim 4.4 Hydrodroma despiciens tiiriiniin dorsalden mikroskop goriintiisii
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A:795pum,B:285um, C: 320 pm

|
Ll 1

D:770pm, E: 275 um, F: 340 pm

Sekil 4.4 Hydrodroma despiciens tiiriine ait bazi morfometrik. @ A. Viicut; Ventral, B. Keliser,
C. Palp; & D. Viicut; Ventral, E. Keliser, F. palp (Uysal 2005)
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4.2 Molekiiler Bulgular

4.2.1 COl dizisi

Bu calismada, su kenesi orneklerinden genomik DNA oOrnekleri ¢ikarildiktan sonra
PCR'da COI gen bolgeleri ¢ogaltilma ¢aligmalar1 yapilmistir. Defalarca DNA izolasyon
caligmalar1 tekrarlanmasina ragmen ve bu izolasyonlarda en ez iki farkli kit ve bir
manuel DNA izolasyonu uylamalar1 yapilmis olmasina ragmen PCR'da DNA bolgesi
cogaltim1 yapilamamistir. Ayrica, PCR kosullar1 optimize edilmesine ragmen de
basarilir bir sonu¢ alinamamistir. Ancak, Georgella helvetica su akarindan sadece bir
ornek i¢in COI gen pargasi PCR'da ¢ogalmistir. Bu PCR f{iriinii diziletilmis ve asagidaki

niikleotid ve tahmin edilmis protein dizisine sahip olunmustur.

>GhCOI [Georgella helvetica] cytochrome oxidase subunit 1 (COIl) gene, partial cds;

mitochondrial, 657 nt

CTTGATTTAGCTTTTGGAGCATGGTCTGGGATAGTGGGAGCTAGATTAAGAA
CATTAATTAGATTAGAATTAGGACAACCAGGGACATTATTGGAGAGGATCA
AGTATATAATACAACCTTTAACAGGCCACGCATTTGTTATAATTTTCTTTAT
AGTTATACCAATAATCAGTGGTGGATGTGGGAATTGGTTAGTTCCTTTAATA
ATTAGAGCCCCAGACATAGCATTCCCTCTAACAAATAATATAAGATTTTGGC
TATTACCTCCTTCCTTAATTCTATTGTTAACCAGATCATTTACATCATTGGGA
ACGGGAACGGGAGGAACAGTATATCCTCCTCTCTCACGAAATTTAGCTCATT
CAGGACCTTCAGTTGATTTAACAATTTTTTCACTTCATTTAGCTGGTATTTCT
TCAATTTTAGGAGCTATTAATTTTATAGCAACTATTATTAATGTTAAACCTA
AACATATAAAAATAGAACAAATTCCTTTATTTGCTCGATCCATTTTCATTAC
AACAATTTTACTTCTTTTATCTCTTCCTGTACTAGCAGGAGCCATTACTATAC
TTTTAACAGATCGAAATTTTAATACATCATTCTTTGATCCTGCTGGAGGTGG
GGATCCCATTTTATATCAACATTTATTTTGA
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>GhCOI [Georgella helvetica] predicted cytochrome oxidase subunit 1 (COI) protein,
partial cds; mitochondrial, 218 amino acids

LDLAFGAWSGIVGARLRTLIRLELGQPGTLLERIKYHQPLTGHAFVIIFFIVIPIISG
GCGNWLVPLIIRAPDIAFPLTNNIRFWLLPPSLILLLTRSFTSLGTGTGGTVYPPLS
RNLAHSGPSVDLTIFSLHLAGISSILGAINFIATIINVKPKHIKIEQIPLFARSIFITTIL
LLLSLPVLAGAITILLTDRNFNTSFFDPAGGGDPILYQHLF*

4.2.2 28S rDNA

COl gen dizisinin aksine, 28S rDNA gen bolgesi Hydrachna procesisifera, H. globosa,
Eylais setosa, E. extendens Hydryphantes dispar, H. flexuosus, Georgella helvetica,
Hydrodroma despiciens, Limnesia fulgida, Arrenurus affinis, A. maculator tiirlerinden
H. globosa (3), H. dispar (1), G. helvetica (5) ve H. despiciens (5) tiirlerinden basari ile
izole edilip ¢ogaltilmistir. Su kenelerine ait uzunlugu 568 nt ve 582 nt arasinda degisen
toplamda 14 tane 28S rDNA gen dizisi elde edilmistir. 14 farkli 6rnege ait 28S
rDNA'daki 100 bp’lik bolge (TAGCAAACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAA

GAACTTTGAAGAGAGAGTTCAAAAGGACGTGAAACCGTATGCAGGTAAAC

AGATGGACCCACGAAGT) biiyiik oranda korunmusg bunun haricindeki bolgeler tiire

0zgl olarak korunmustur.

Hydrachna globosa tiirtine ait 3 farkli 6rnekten basarili bir sekilde 28S rDNA dizisine
ulagilmigtir. Bu tiirlere ait orneklerin etiket numaralar1 Hdg01, Hdg02 ve HdgO03
seklinde verilmistir. Bu etiketlerin niikleotid hizalamalari Clustal Omega programinda
yapitlmigs ve niikleotid hizalamas1 Sekil 4.5°te gosterilmistir. Dizilerin hizalamasi
sonucunda Hdg01 ve Hdg02 etiket 6rneklerinde 525. niikleotid olmak iizere bir bolgede
bosluk goriilmiis ve toplam niikleotid sayis1 568 nt olarak olarak belirlenmistir. Hdg03
etiket 6rneginde bosluk goriilmemistir ve ayni bolge i¢in toplam niikleotid sayis1 569 nt
olarak belirlenmistir. 28S rDNA gen bolgesi H. globosa tiiriiniin 3 etiket 6rnegi 42
degisken niikleotid (%7,4) igcermektedir. Hdg0l, Hdg02 ve Hdg03 etiket numarali

orneklerin 28S rDNA gen bolgesi niikleotid dizileri asagida verilmistir.
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CLUSTAL ©0(l1.2.1) multiple sequence alignment

Hdg03285 AGTCCCCGAAGGGAARAGATGCGTCCACCTAAGGCTAAATATCGCATAATGTGAGACACG 60
Hdg01285 AGTCCCCGAAGGGAAAAGATGCGTATAGATGATGATAATATTCGAATAATAGAGGAGACC 60
Hdg02285 AGTCCCCGARGGGAAAAGATGCGTATAGATGATGATAATATTCGAATAATAGAGGACACG 60
e e e e o o e o e ol e ol o ol o o o o ok e e o e * * ok ok kk ek vk e L
Hdg03285 AGTCGCARACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGAACTTTGAAGAGAGAGTTCAARAG 120
Hdg01285 GATAGCAAACAAGTACCGTGAGGGARAGTTGAARAGGACTTTGAAGAGAGAGTTCAACAG 120
Hdg02285 AGTAGCARACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGAACTTTGAAGAGAGAGGTCAARAG 120
W RAAAARRERREAAAAAAR R R AR AR R R RE Rk kR ER AR AR AR AR R AR AW
Hdg03285 GACGTGRAACCGTTTGCAGGTAAACAGATGGACCCACGAAGTCTTGTTGAGTAGAAATTC 180
Hdg01285 GACGTGAARCCGTTTGTAGGTAAACAGATGGACCCACGAAGTCTTGTTGAGTAGAAATTC 180
Hdg02285 GACGTGAARCCGTTTGCAGGTAAACAGATGGACCCACGAAGTCTTGTTGAGTAGAAATTC 180
e e e e e e o e e e e e el e o o e e e e o o o o o e e e e e o o o o o o o e o e e o o o o o e e e e e e e o o e
Hdg03285 ARTTTTTGATTGIGGTCGCTACTTTTTGAAGGATTGCATTGTCAARAATTCAAATGTGGT 240
Hdg01285 AATTTTTGATTGIGGTCGCTACTTTTTGAAGAATTGCATTGTCAAAGATTCAAATGTGGT 240
Hdg02285 ARTTTTTGATTGIGGTCGCTACTTTTTGAAGGATTGCATTGTCAAAAATTCAARTGTGGT 240
e e o o ok o o ol ol ol ol ol o o o o ok ok e e ol ol o o o o ok e e e o o o ol ok ok o e e e e e ke e o e ol e e ol ok ol o o o o ok
Hdg03285 TGAACGCATGAGAAATGCATTITTCTACTCATGAAAGAGCTCTGACTGCTTGGARATAAG 300
Hdg01285 TGAACGCATAAGAAATGCATTITICTACTCATGAAAGAGCTCTGACTGCTTGGARATAAG 300
Hdg02285 TGAACGCATGAGAAATGCATTITTCTACTCATGAAAGAGCTCTGACTGCTTGGARATAAG 300
EEERAAAAE AR R R AR R R R R AR A Ak kAR R R AR AR AR A ke e &
Hdg03285 TACCTCATTARAACAATGTATTATCACTATCTTCGGAGGAGATTTTATATTGGAGTAAAC 360
Hdg01285 TACCTCATTARAACAATGTATTATCACTATCTTCGGAGGAGATTTTATATTGGAGTARAC 360
Hdg02285 TACCTCATTARAACAATGTATTATCACTATCTTCGGAGGAGATTTTATATTGGAGTAAAC 360
e e ke e e e ke ke e e e e sl ol o o o o e e e e e o o o o o o e e e e e o o o o e e e e e e e e o e o e e e e e o e e e e
Hdg03285 TTAGITTCGTTGCAGGTGARATCGTTGCARTTCGCGGCGTTTCAGGTCATGTTTGTTTTT 420
Hdg01285 CTAGITTCGTTGCAGGTGARATCGTTGCARTTCGCGGCGTTTCAGGTCATGTTTGTTTIT 420
Hdg02285 TTAGITTCGTTGCAGGTGARATCGTTGCAATTCGCGGCGTTTCAGGTCATGTITGTTTIT 420
e o e o ok e e e e ol ol o o o o o o e e e e o o o o o o e e e e e o o ol o o o e e e e e o o o o e e e e o e o o o e
Hdg03285 CAGGGTGACAAATTAAGAAGTGTGATATATTTGTTACTTCGGTGATGAATTATTGTATCT 480
Hdg01285 CAGGGTGACARATTAGGAAGTGTGATATATTTGT TACTTCGGTGATGAATTATTGTATCT 480
Hdg02285 CAGGGTGACARATTAAGAAGTGTGATATATTTGTTACTTCGGTGATGAATTATTGTATCT 480
e e e o o o ke e e e e vl vl vl o o o o o e e e ol ol o o o o e o e e o o o ol ol o ol e e e e ok o o ol o o e e e o e o e o o
Hdg03285 TTTTGAATTGTTGTCATGATAAATAAATGAGATGATCCAGTAGTAAGTAGGTCGTTTATC 540
Hdg01285 TTTTGAATTGTTGCCATGATAAATARATGAGGTGATCCAGTTTA-AGTAGGTCGGTTATC 539
Hdg02285 TTTTGAATTGTTGCCATGATAAATAAATGAGAT GATCCAGAGTA-AGTAGGTCGGTTATC 539
e o e e ok ok o o ol ol e vl ol o o o ok o e ol ol ol o o o o ok e e e o ol e ok o o e e Wk ok ok ke e e e e ok o o ok
Hdg03285 CATCTGACCCGTCTTGAAACACGGACCAA 569
Hdg01285 GTTCICTCCCGTCTTGAAACACGGACCAA 568
Hdg02285 CATCTIGACCCGTCTTGAAACACGGACCAA 568

- ARk R R R R R R R R R R R R R R R R

Sekil 4.5 Hydrachna globosa orneklerine ait 28S rDNA (5'-3") DNA dizilerinin hizalamasi. (*)
Aymn1 pozisyondaki niikleotidlerin ortak oldugunu; diziler igindeki "-" isareti boslugu
ifade etmektedir.
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>Hdg0128S [Hhydrachna globosa] voucher Hdg01 28S ribosomal DNA gene, partial

sequene; genomic, 568 nt

AGTCCCCGAAGGGAAAAGATGCGTATAGATGATGATAATATTCGAATAATA
GAGGAGACCGATAGCAAACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGAAAAGGACTT
TGAAGAGAGAGTTCAACAGGACGTGAAACCGTTTGTAGGTAAACAGATGGA
CCCACGAAGTCTTGTTGAGTAGAAATTCAATTTTTGATTGTGGTCGCTACTT
TTTGAAGAATTGCATTGTCAAAGATTCAAATGTGGTTGAACGCATAAGAAA
TGCATTTTTCTACTCATGAAAGAGCTCTGACTGCTTGGAAATAAGTACCTCA
TTAAAACAATGTATTATCACTATCTTCGGAGGAGATTTTATATTGGAGTAAA
CCTAGTTTCGTTGCAGGTGAAATCGTTGCAATTCGCGGCGTTTCAGGTCATG
TTTGTTTTTCAGGGTGACAAATTAGGAAGTGTGATATATTTGTTACTTCGGT
GATGAATTATTGTATCTTTTTGAATTGTTGCCATGATAAATAAATGAGGTGA
TCCAGTTTAAGTAGGTCGGTTATCGTTCTCTCCCGTCTTGAAACACGGACCA
A

>Hdg0228S [Hhydrachna globosa] voucher Hdg02 28S ribosomal DNA gene, partial

sequene; genomic, 568 nt

AGTCCCCGAAGGGAAAAGATGCGTATAGATGATGATAATATTCGAATAATA
GAGGACACGAGTAGCAAACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGAACTT
TGAAGAGAGAGGTCAAAAGGACGTGAAACCGTTTGCAGGTAAACAGATGG
ACCCACGAAGTCTTGTTGAGTAGAAATTCAATTTTTGATTGTGGTCGCTACT
TTTTGAAGGATTGCATTGTCAAAAATTCAAATGTGGTTGAACGCATGAGAA
ATGCATTTTTCTACTCATGAAAGAGCTCTGACTGCTTGGAAATAAGTACCTC
ATTAAAACAATGTATTATCACTATCTTCGGAGGAGATTTTATATTGGAGTAA
ACTTAGTTTCGTTGCAGGTGAAATCGTTGCAATTCGCGGCGTTTCAGGTCAT
GTTTGTTTTTCAGGGTGACAAATTAAGAAGTGTGATATATTTGTTACTTCGG
TGATGAATTATTGTATCTTTTTGAATTGTTGCCATGATAAATAAATGAGATG
ATCCAGAGTAAGTAGGTCGGTTATCCATCTGACCCGTCTTGAAACACGGAC
CAA
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>Hdg0328S [Hhydrachna globosa] voucher Hdg03 28S ribosomal DNA gene, partial
sequene; genomic, 569 nt

AGTCCCCGAAGGGAAAAGATGCGTCCACCTAAGGCTAAATATCGCATAATG
TGAGACACGAGTCGCAAACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGAACTTT
GAAGAGAGAGTTCAAAAGGACGTGAAACCGTTTGCAGGTAAACAGATGGA
CCCACGAAGTCTTGTTGAGTAGAAATTCAATTTTTGATTGTGGTCGCTACTT
TTTGAAGGATTGCATTGTCAAAAATTCAAATGTGGTTGAACGCATGAGAAA
TGCATTTTTCTACTCATGAAAGAGCTCTGACTGCTTGGAAATAAGTACCTCA
TTAAAACAATGTATTATCACTATCTTCGGAGGAGATTTTATATTGGAGTAAA
CTTAGTTTCGTTGCAGGTGAAATCGTTGCAATTCGCGGCGTTTCAGGTCATG
TTTGTTTTTCAGGGTGACAAATTAAGAAGTGTGATATATTTGTTACTTCGGT
GATGAATTATTGTATCTTTTTGAATTGTTGTCATGATAAATAAATGAGATGA
TCCAGTAGTAAGTAGGTCGTTTATCCATCTGACCCGTCTTGAAACACGGACC
AA

Hydryphantes dispar tiiriine ait 1 Ornekten basarili bir sekilde 28S rDNA dizisine
ulagilmigtir. Bu tiirlere ait 6rnegin etiket numarasit Hyd01 seklinde verilmistir. Toplam
niikleotid sayis1 552 nt olarak belirlenmistir. Bu 6rnegin 28S rDNA gen bdlgesi

niikleotid dizisi asagida verilmistir.
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>Hyd0128S [Hydryphantes dispar] voucher Hyd01 28S ribosomal DNA gene, partial
sequene; genomic, 552 nt

TATCACTGACTAGACCGATAGCAAACAAGTACCGTGAGGAAAAGTTGCAAA
GAACTTTGAAGAGAGAGTTCAAAAGGACGTGAAACCGTATGCAGGTAAAC
AGATGGACCCACGAAGCCCCTGTTGATCAGAGAATTCATATTCTTACATTTT
ACAAAGAGTGCAGTTAAAGACTTAGCGATAGGTGTTTGCTGTGCTCTTTTGG
CGGTGAAAGGATGCATTTTCTTCTGATCACGCTGGAGCTCTGACTGCTTAAT
CGACTTGAGCTGCTTTTTGGCCCCTGTAAGCGTGGTAAAACTCATTGAGTTT
ATTTCACACTACAACAGGTGAAGTATGCAAAGTCAAACTGAGCAGGTGAAA
TTCTCACGTAAGTGGGGTTTCAGATTGTTTCTGCAGCCCGGTGGACAAGTGT
GACTGCACTAAAGTGCTCTTCGGCTCTTGGGTTGAAACCTTTATGCCGTTGC
ACTTATGTTCTGCTGGTGTTCTGTAGTGAATAATAATCCAGAGTAAGTAGGT
CGGTCATCCATCTGACCCGTCTTGCAACGGGACCAA

Georgella helvetica tiiriine ait 5 farkli 6rnekten basarili bir sekilde 28S rDNA dizisine
ulasilmistir. Bu tiirlere ait 6rneklerin etiket numaralar1 Grh01, Grh02, Grh03, Grh04 ve
Grh05 seklinde verilmistir. Bu etiketlerin dizi hizalamas1 Sekil 4.6°da gosterilmistir.
Dizi hizalamasi1 sonucunda GrhOl ve Grh02 etiket numarali Orneklerde bosluk
goriilmemis olup toplam niikleotid sayist 582 nt olarak belirlenmistir. Grh03 etiket
orneginde 538. ve 582. niikleotidler olmak iizere iki bolgede bosluk goriilmiistiir ve
toplam niikleotid sayis1 580 nt olarak belirlenmistir. Grh04 etiket 6rneginde 536., 538.
ve 582. niikleotidler olmak tizere ii¢ bolgede bosluk goriilmiistiir ve toplam niikleotid
sayist 579 nt olarak belirlenmigtir. Grh05 etiket numaral: tiirde 582. niikleotidler olmak
tizere bir bosluk goriilmiis ve toplam niikleotid sayis1 581 nt olarak belirlenmistir. 28S
rDNA gen bolgesi G. helvetica tiiriiniin 5 etiket 6rnegi 20 degisken niikleotid (%3,4)
icermektedir. Grh01, Grh02, Grh03, Grh04 ve GrhO5 etiket numarali 6rneklerin 28S
rDNA gen bolgesi niikleotid dizileri asagida verilmistir.
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>Grh0128S [Georgella helvetica] voucher Grh01 28S ribosomal DNA gene, partial

sequene; genomic, 582 nt

GGTGGTAAGCTCCACCTAAGGCTAAATATGACTGTGAGACCGATAGCAAAC
AAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGAACTTTGAAGAGAGAGTTCAAAAG
GACGTGAAACCGTATGCAGGTAAACAGATGGACCCACGAAGTCCTGTTGAG
CAGAGAATTCATATTCTTGCATTTGTCAAAGAGTGGAGTTAAAGACTTAGCG
ATAGGTGTTTGCTCTGCTCTTTTTGGCGATGTAAGGATGCATTTTCTTCTGCT
CACGCTGGAGCTCTGACTGCTTAATCGACTTGAGCTGCTTTTTGGCCCCTGT
AAGCGTGGTAAAACTCTCTGAGTTTATCTCACACTACAACAGGTGAAGTAT
GCCAAGTCAAACTGAGCAGTTGAAATTCTCACGCAAGTGGGGTTTCAGATT
ATTTCTGCAGCCTTGTGGACAAGTATAGCGACGTCAAAGTGCTCTTCGGCTC
TTGGGTTGAAGCCTTTGTGTTGAGAATACTTAAGCTCTGCAAGTGTTTCTGC
AGTGTAAATAATAATCCAGAGTAAGTAGGTCGGTCATCCATCTGACCCGTCT
TGAAACACCGACCAA

>Grh0228S [Georgella helvetica] voucher Grh02 28S ribosomal DNA gene, partial

sequene; genomic, 582 nt

GGTGGTAAGCTCCACCTAAGGCTAAATATGACTGTGAGACCGATAGCAAAC
AAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGAACTTTGAAGAGAGAGTTCAAAAG
GACGTGAAACCGTATGCAGGTAAACAGATGGACCCACGAAGTCCTGTTGAG
CAGAGAATTCATATTCTTGCATTTGTCAAAGAGTGGAGTTAAAGACTTAGCG
ATAGGTGTTTGCTCTGCTCTTTTTGGCGATGTAAGGATGCATTTTCTTCTGCT
CACGCTGGAGCTCTGACTGCTTAATCGACTTGAGCTGCTTTTTGGCCCCTGT
AAGCGTGGTAAAACTCTCTGAGTTTATCTCACACTACAACAGGTGAAGTAT
GCAAAGTCAAACTGAGCAGTTGAAATTCTCACGCAAGTGGGGTTTCAGATT
ATTTCTGCAGCCTTGTGGACAAGTATAGCGACGTCAAAGTGCTCTTCGGCTC
TTGGGTTGAAGCCTTTGTGTTGAGAATACTTAAGCTCTGCAAGTGTTTCTGC
AGTGTAAATAATAATCCAGAGTAAGTAGGTCGGTCATTCATCTGACCCGTCT
TGAAACACCGACCAA

39



>Grh0328S [Georgella helvetica] voucher Grh03 28S ribosomal DNA gene, partial

sequene; genomic, 580 nt

GGTGGTAAGCTCCACCTAAGGCTAAATATGACTGTGAGACCGATAGCAAAC
AAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGAACTTTGAAGAGAGAGTTCAAAAG
GACGTGAAACCGTATGCAGGTAAACAGATGGACCCACGAAGTCCTGTTGAG
CAGAGAATTCATATTCTTGCATTTGTCAAAGAGTGGAGTTAAAGACTTAGCG
ATAGGTGTTTGCTCTGCTCTTTTTGGCGATGTAAGGATGCATTTTCTTCTGCT
CACGCTGGAGCTCTGACTGCTTAATCGACTTGAGCTGCTTTTTGGCCCCTGT
AAGCGTGGTAAAACTCTCTGAGTTTATCTCACACTACAACAGGTGAAGTAT
GCAAAGTCAAACTGAGCAGTTGAAATTCTCACGCAAGTGGGGTTTCAGATT
ATTTCTGCAGCCTTGTGGACAAGTATAGCGACGTCAAAGTGCTCTTCGGCTC
TTGGGTTGAAGCCTTTGTGTTGAGAATACTTAAGCTCTGCAAGTGTTTCTGC
AGTGTAAATAATAATCCACGATGGTAGTTCGGTCATCCATCTGACCCGTCTT
GACATGGAACCAA

>Grh0428S [Georgella helvetica] voucher Grh04 28S ribosomal DNA gene, partial

sequene; genomic, 579 nt

GGTGGTAAGCTCCACCTAAGGCTAAATATGACTGTGAGACCGATAGCAAAC
AAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGAACTTTGAAGAGAGAGTTCAAAAG
GACGTGAAACCGTATGCAGGTAAACAGATGGACCCACGAAGTCCTGTTGAG
CAGAGAATTCATATTCTTGCATTTGTCAAAGAGTGGAGTTAAAGACTTAGCG
ATAGGTGTTTGCTCTGCTCTTTTTGGCGATGTAAGGATGCATTTTCTTCTGCT
CACGCTGGAGCTCTGACTGCTTAATCGACTTGAGCTGCTTTTTGGCCCCTGT
AAGCGTGGTAAAACTCTCTGAGTTTATCTCACACTACAACAGGTGAAGTAT
GCAAAGTCAAACTGAGCAGTTGAAATTCTCACGCAAGTGGGGTTTCAGATT
ATTTCTGCAGCCTTGTGGACAAGTATAGCGACGTCAAAGTGCTCTTCGGCTC
TTGGGTTGAAGCCTTTGTGTTGAGAATACTTAAGCTCTGCAAGTGTTTCTGC
AGTGTAAATAATAATCCAGTTGTTAGGTCGGTCATCCATCTGACCCGTCTTG
ACATGGAACCAA
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>Grh0528S [Georgella helvetica] voucher Grh05 28S ribosomal DNA gene, partial

sequene; genomic, 581 nt

GGTGGTGAGCTCCACCTATGGCTAAATATGACTGTGAGACCGATAGCAAAC
AAGTACCGTGAGGGAAAGTTGCAAAGAACTTTGAAGAGAGAGTTCAAAAG
GACGTGAAACCGTATGCAGGTAAACAGATGGACCCACGAAGTCCTGTTGAG
CAGAGAATTCATATTCTTGCATTTGTCAAAGAGTGGAGTTAAAGACTTAGCG
ATAGGTGTTTGCTCTGCTCTTTTTGGCGATGTAAGGATGCATTTTCTTCTGCT
CACGCTGGAGCTCTGACTGCTTAATCGACTTGAGCTGCTTTTTGGCCCCTGT
AAGCGTGGTAAAACTCTCTGAGTTTATCTCACACTACAACAGGTGAAGTAT
GCAAAGTCAAACTGAGCAGTTGAAATTCTCACGCAAGTGGGGTTTCAGATT
ATTTCTGCAGCCTTGTGGACAAGTATAGCGACGTCAAAGTGCTCTTCGGCTC
TTGGGTTGAAGCCTTTGTGTTGAGAATACTTAAGCTCTGCAAGTGTTTCTGC
AGTGTAAATAATAATCCAGAGTAAGTAGGTCGGTCATCCATCTGACCCGTCT
TGACATGGAACCAA
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CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

Grhe128s GGTGGTAAGCTCCACCTAAGGCTAAATATGACTGTGAGACCGATAGCAAACAAGTACCGT 60
Grhe228s GGTGGTAAGCTCCACCTAAGGCTAAATATGACTGTGAGACCGATAGCAAACAAGTACCGT 60
Grhes2ss GGTGGTGAGCTCCACCTATGGCTAAATATGACTGTGAGACCGATAGCAAACAAGTACCGT 60
Grhe3s2ss GGTGGTAAGCTCCACCTAAGGCTAAATATGACTGTGAGACCGATAGCAAACAAGTACCGT 60
Grhea2ss GGTGGTAAGCTCCACCTAAGGCTAAATATGACTGTGAGACCGATAGCAAACAAGTACCGT 60
HOKR R KR KR KRR KRR KR R 3 oK 3 K oK SR K oK R K R K K K K o K K R K K R K R R K SR R K R K R KK K K R
Grhe128s GAGGGAAAGT TGCAAAGAACTTTGAAGAGAGAGT TCAAAAGGACGTGAAACCGTATGCAG 120
Grhe228s GAGGGAAAGTTGCAAAGAACTTTGAAGAGAGAGTTCAAAAGGACGTGAAACCGTATGCAG 120
Grhes2ss GAGGGAAAGT TGCAAAGAACTTTGAAGAGAGAGT TCAAAAGGACGTGAAACCGTATGCAG 120
Grhes2ss GAGGGAAAGT TGCAAAGAACTTTGAAGAGAGAGT TCAAAAGGACGTGAAACCGTATGCAG 120
Grhea2ss GAGGGAAAGT TGCAAAGAACTTTGAAGAGAGAGT TCAAAAGGACGTGAAACCGTATGCAG 120
3 3K 3K 3K K K 3K 3K K K 3K K K K R KR K K R K 3K R 3K 3k K 3k 3k K K K K K K K K K K K K 3K K OK K R K K R K K R K K OR K K OR KR R
Grhe128s GTAAACAGATGGACCCACGAAGTCCTGTTGAGCAGAGAATTCATATTCTTGCATTTGTCA 180
Grhe228s GTAAACAGATGGACCCACGAAGTCCTGTTGAGCAGAGAATTCATATTCTTGCATTTGTCA 180
Grhes2ss GTAAACAGATGGACCCACGAAGTCCTGTTGAGCAGAGAATTCATATTCTTGCATTTGTCA 180
Grhes2ss GTAAACAGATGGACCCACGAAGTCCTGTTGAGCAGAGAATTCATATTCTTGCATTTGTCA 180
Grhea2ss GTAAACAGATGGACCCACGAAGTCCTGTTGAGCAGAGAATTCATATTCTTGCATTTGTCA 180
3 K R oK oK K oK 5K oK K R Sk R KR K K R R K R K K 3K K oK K oK K K oK K R K K K K K K K K K K K K SR R K R K R K R R K K
Grhe128s AAGAGTGGAGTTAAAGACTTAGCGATAGGTGTTTGCTCTGCTCTTTTTGGCGATGTAAGG 240
Grhe228s AAGAGTGGAGTTAAAGACTTAGCGATAGGTGTTTGCTCTGCTCTTTTTGGCGATGTAAGG 240
Grhes2s8s AAGAGTGGAGTTAAAGACTTAGCGATAGGTGTTTGCTCTGCTCTTTTTGGCGATGTAAGG 240
Grhes2ss AAGAGTGGAGTTAAAGACTTAGCGATAGGTGTTTGCTCTGCTCTTTTTGGCGATGTAAGG 240
Grhea2ss AAGAGTGGAGTTAAAGACTTAGCGATAGGTGTTTGCTCTGCTCTTTTTGGCGATGTAAGG 240
¢k 3 oK ok 3K oK oK oK oK oK oK oK K R S R R R R sk 3R K oK 3R oK oK oK oK R K oK 3R R ok R oK s R o ok K K 3K K oK 5K R K SR K R K R R KR K
Grhe128s ATGCATTTTCTTCTGCTCACGCTGGAGCTCTGACTGCTTAATCGACTTGAGCTGCTTTTT 300
Grhe228s ATGCATTTTCTTCTGCTCACGCTGGAGCTCTGACTGCTTAATCGACTTGAGCTGCTTTTT 300
Grhes2ss ATGCATTTTCTTCTGCTCACGCTGGAGCTCTGACTGCTTAATCGACTTGAGCTGCTTTTT 300
Grhe32ss ATGCATTTTCTTCTGCTCACGCTGGAGCTCTGACTGCTTAATCGACTTGAGCTGCTTTTT 300
Grhea2ss ATGCATTTTCTTCTGCTCACGCTGGAGCTCTGACTGCTTAATCGACTTGAGCTGCTTTTT 300
3k 3K 5K 5K 3K K oK SR oK K R oK K R R K K K R K SR K Sk SR K oK R oK K R K K K K R K K K K K R K R R oK SR R K R oK R KK K R K K
Grhe128s GGCCCCTGTAAGCGTGGTAAAACTCTCTGAGTTTATCTCACACTACAACAGGTGAAGTAT 360
Grhe228s GGCCCCTGTAAGCGTGGTAAAACTCTCTGAGTTTATCTCACACTACAACAGGTGAAGTAT 360
Grhes2ss GGCCCCTGTAAGCGTGGTAAAACTCTCTGAGTTTATCTCACACTACAACAGGTGAAGTAT 360
Grhes2ss GGCCCCTGTAAGCGTGGTAAAACTCTCTGAGTTTATCTCACACTACAACAGGTGAAGTAT 360
Grhe42ss GGCCCCTGTAAGCGTGGTAAAACTCTCTGAGTTTATCTCACACTACAACAGGTGAAGTAT 360
EEE R E R RS RS S EE R E R RS E R E S R SRR E R E R R R R
Grhe128s GCCAAGTCAAACTGAGCAGTTGAAATTCTCACGCAAGTGGGGTTTCAGATTATTTCTGCA 420
Grhe228s GCAAAGTCAAACTGAGCAGTTGAAATTCTCACGCAAGTGGGGTTTCAGATTATTTCTGCA 420
Grhes2ss GCAAAGTCAAACTGAGCAGTTGAAATTCTCACGCAAGTGGGGTTTCAGATTATTTCTGCA 420
Grhes2ss GCAAAGTCAAACTGAGCAGTTGAAATTCTCACGCAAGTGGGGTTTCAGATTATTTCTGCA 420
Grhea2ss GCAAAGTCAAACTGAGCAGTTGAAATTCTCACGCAAGTGGGGTTTCAGATTATTTCTGCA 420
HOK R sk oK oK oK SR oK oK R oK R S R R S K 3 K oK R K oK R K R K K K K o K K K R K K R K R R oK R R K R K R R K K R
Grhe128s GCCTTGTGGACAAGTATAGCGACGTCAAAGTGCTCTTCGGCTCTTGGGTTGAAGCCTTTG 480
Grhe228s GCCTTGTGGACAAGTATAGCGACGTCAAAGTGCTCTTCGGCTCTTGGGTTGAAGCCTTTG 480
Grhes2ss GCCTTGTGGACAAGTATAGCGACGTCAAAGTGCTCTTCGGCTCTTGGGTTGAAGCCTTTG 480
Grhes2ss GCCTTGTGGACAAGTATAGCGACGTCAAAGTGCTCTTCGGCTCTTGGGTTGAAGCCTTTG 480
Grhea2ss GCCTTGTGGACAAGTATAGCGACGTCAAAGTGCTCTTCGGCTCTTGGGTTGAAGCCTTTG 480
3 3K 3K 3K 3K K K 3K K K KK K K R K K K K K K K R 3K 3k K 3k 3K K K K K K K K K K K K K 3K K OK K R R K R R K R OK R OR K KOR KR R
Grhe128s TGTTGAGAATACTTAAGCTCTGCAAGTGTTTCTGCAGTGTAAATAATAATCCAGAGTAAG 540
Grhe22s8s TGTTGAGAATACTTAAGCTCTGCAAGTGTTTCTGCAGTGTAAATAATAATCCAGAGTAAG 540
Grhes2ss TGTTGAGAATACTTAAGCTCTGCAAGTGTTTCTGCAGTGTAAATAATAATCCAGAGTAAG 540
Grhes2ss TGTTGAGAATACTTAAGCTCTGCAAGTGTTTCTGCAGTGTAAATAATAATCCACGAT -GG 539
Grhea2ss TGTTGAGAATACTTAAGCTCTGCAAGTGTTTCTGCAGTGTAAATAATAATCCAGT-T-GT 538
5k K oK ok oK K oK oK oK oK K Sk K R KR K K R R K KK K R K oK R K SR K oK SR R oK K K R K R K K K K K R K K KK K *
Grhe128s TAGGTCGGTCATCCATCTGACCCGTCTTGAAACACCGACCAA 582
Grhe228s TAGGTCGGTCATTCATCTGACCCGTCTTGAAACACCGACCAA 582
Grhes2ss TAGGTCGGTCATCCATCTGACCCGTCTTGACATGGAACCAA- 581
Grhes2ss TAGTTCGGTCATCCATCTGACCCGTCTTGACATGGAACCAA- 580
Grhea2ss TAGGTCGGTCATCCATCTGACCCGTCTTGACATGGAACCAA- 579
HOoRK RCRKKRK KR OR KR R OK R KRR KRR KKK K # o

Sekil 4.6 Georgella helvetica 6rneklerine ait 28S rDNA (5'-3") DNA dizilerinin hizalamasi. (*)
Aymn1 pozisyondaki niikleotidlerin ortak oldugunu; diziler igindeki "-" isareti boslugu
ifade etmektedir.
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Hydrodroma despiciens tiirtine ait 5 farkli 6rnekten basarili bir sekilde 28S rDNA
dizisine ulasilmistir. Bu tiirlere ait 6rneklerin etiket numaralar1t Hdd01, Hdd02, HddO03,
Hdd04 ve Hdd5 seklinde verilmistir. Bu etiketlerin dizi hizalamas1 Sekil 4.7°de
gosterilmistir. Dizilerin hizalamas1 sonucunda HddO1 etiket 6rneginde 538. ve 545.
niikleotidler arasinda 8 bolgede bosluk goriilmiis ve toplam niikleotid sayis1 573 nt
olarak olarak belirlenmistir. Hdd02 etiket 6rneginde bosluk goériilmemistir ve ayni1 bolge
i¢in toplam niikleotid sayis1 581 nt olarak belirlenmistir. HddO3 etiket 6rneginde 1.,
314., 552. ve 581. bolgeler olmak iizere dort bolgede bosluk goriilmiis ve toplam
niikleotid sayist 577 nt olarak belirlenmistir. Hdd04 etiket 6rneginde 1., 2. ve 581.
bolgeler olmak iizere li¢ bolgede bosluk goriilmiis ve toplam niikleotid sayist 578 nt
olarak belirlenmistir. Hdd05 etiket 6rneginde 1., 2., 445. ve 581. bolgeler olmak iizere
dort bolgede bosluk goriilmiis ve toplam niikleotid sayis1t 577 nt olarak belirlenmistir.
28S rDNA gen bolgesi H. despiciens tiiriiniin 5 etiket 6rnegi 113 degisken niikleotid
(%19,5) igermektedir. Hdd01, Hdd02, Hdd03, Hdd04 ve Hdd5 etiket numarali
orneklerin 28S rDNA gen bolgesi niikleotid dizileri agagida verilmistir.

>Hdd0128S [Hydrodroma despiciens] voucher Hdd01 28S ribosomal DNA gene,

partial sequene; genomic, 573 nt

GGTGGTAAGCTCCACTTAGGGCTAAATATTACTGTGAGACCGATAGCAAAC
AAGTACCGTGAGGGAAAGTTGAAAAGGACTTTGAAGAGAGAGTTCAATAG
GACGTGAAACCGTTTGCAGGTAAACAGATGGACCCACGAAGTGCAACTGTG
TGGGCAGCAGAGATCTCGGTCTCAGTCTGCTCCGTTGCAACTCTGACTGTTT
AGGGACACTTTGATGTAGTCCTTTTCACAAAAAGGGCAAGACGTCTTTAGC
AGGAGTGATCCGCAAGGTTCGCCTACTAGAGAGCATCTTCATCAAGTGATA
GTCATGTAAACAGATCTAATCGAGAATATCATATTGGGTACCAGTACTGAA
TGTTGACTCTGCATTAAGCCCGTTCCCGCCTGTACTCTTCGGATACAGTGGA
AGTACTTACATGTTCAGGGTACACCAGTACTGTTTGTCACCAAATCACTCCT
GTGATCATATCTCGGATCAGAGTAGTAGGTCGGTCATCCATCTGACCCGTCT
TGAAAAAAAGACCAATAGTGAGTACGTCATCCCTCTGAGCCGTCCTGCAAA
CAGGAACAA
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>Hdd0228S [Hydrodroma despiciens] voucher Hdd02 28S ribosomal DNA gene,
partial sequene; genomic, 581 nt

GGGGGGTAGCTCCACCTAAGGCTAAATATTACTGTGAGACCGATAGCAAAC
AAGTACCGTGAGGGAAAGTTGAAAAGGACTTTGAAGAGAGAGTTCAATAG
GACGTGAAACCGTTTGCAGGTAAACAGATGGACCCACGAAGTGCAACTGTG
TGGGCAGCAGAGATCTCGGTCTCAGTCTGCTCCGTTGCAACTCTGACTGTTT
AGGGACACTTTGATGTAGTCCTTTTCACAAAAAGGGCAAGACGTCTTTAGC
AGGAGTGATCCGCAAGGTTCGCCTACTAGAGAGCATCTTCATCAAGTGATA
GTCATGTAAACAGATCTAATCGAGAATATCATATTGGGTACCAGTACTGAA
TGTTGACTCTGCATTAGGTGCGTTCCCGCCTGTACTCTTCGGATACAGTGGA
AGTACTTACATGTTCAGGGTACACCAGTACTGTTTGTCACCAAATCACTCCC
CTCATGAAATCTCGCATCAGAGTAGTGAGTACGTCATCCCTCTGAGCCGTCC
TGCAAACAGACCAAAAAAAAAGTAAGTAGGTCGGTCATCCATCTGACCCGT
CTTGAACACAAGACCAA

>Hdd0328S [Hydrodroma despiciens] voucher Hdd03 28S ribosomal DNA gene,
partial sequene; genomic, 577 nt

GAGGGGGAGCTCACCTATGGCTATATATTACTGTGAGACCGATAGCAAACA
AGTACCGTGAGGGAAAGTTGAAAAGGACTTTGAAGAGAGAGTTCAATAGG
ACGTGAAACCGTTTGCAGGTAAACAGATGGACCCACGAAGTGCAGCTGAAA
GGGCAGCAGAGATCTCGGTCTCAGTCTGCTCCGTTGCAACTCTGACTGTTTA
GGGACACTTTGATGTAGTCCTTTTCACAAAAAGGGCAAGACGTCTTTAGCA
GGAGTGATCCGCAAGGTTCGCCTACTAGAGAGCATCTTCATCAAGTGATAG
TCATGTAACAGATCTAATCGAGAATATCATATTGGGTACCAGTACTGAATGT
TGACTCTGCATTAGGTGCGTTCCCGCCTGTACTCTTCGGATACAGTGGAAGT
ACTTACATGTTCAGGGTACACCAGTACTGCTGGTCACAAATCACATCCCCTG
AGCATTTCTGCAATTAAATTAGTAGGACGGTAACCCTTCTAACCCGTCTTGA
ACCCAGGAACAAAAAAAAGTAAGTAGGTCGGTCACCATCTGACCCGTCTTG
AACACGGACCAA
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>Hdd0428S [Hydrodroma despiciens] voucher Hdd04 28S ribosomal DNA gene,

partial sequene; genomic, 578 nt

GGGTGCTAGCTCACCTAAGGCTAATATTACTGTGAGACCGATAGCAAACAA
GTACCGTGAGGGAAAGTTGAAAAGGACTTTGAAGAGAGAGTTCAATAGGA
CGTGAAACCGTTTGCAGGTAAACAGATGGACCCACGAAGTGCAACTGTGTG
GGCAGCAGAGATCTCGGTCTCAGTCTGCTCCGTTGCAACTCTGACTGTTTAG
GGACACTTTGATGTAGTCCTTTTCACAAAAAGGGCAAGACGTCTTTAGCAG
GAGTGATCCGCAAGGTTCGCCTACTAGAGAGCATCTTCATCAAGTGATAGT
CATGTAAACAGATCTAATCGAGAATATCATATTGGGTACCAGTACTGAATG
TTGACTCTGCATTAGGTGCGTTCCCGCCTGTACTCTTCGGATACAGTGGAAG
TACTTACATGTTCAGGGTACACCAGTACTGCTGGCCCCCAATTCCCTCCCAT
GTTCATTTTTCAAATCAAATTATAAGGCCGGCCTTCCTTCTAACCCGCCTGG
AAAACGAACAACTAAAAAAGTAAGTAGGTCGGTCATCCATCTGACCCGTCT
TGAACACGGACCAA

>Hdd0528S [Hydrodroma despiciens] voucher Hdd05 28S ribosomal DNA gene,

partial sequene; genomic, 577 nt

GGGTGCTAGCTCACCTAAGGCTAATATTACTGTGAGACCGATAGCAAACAA
GTACCGTGAGGGAAAGTTGAAAAGGACTTTGAAGAGAGAGTTCAATAGGA
CGTGAAACCGTTTGCAGGTAAACAGATGGACCCACGAAGTGCAACTGTGTG
GGCAGCAGAGATCTCGGTCTCAGTCTGCTCCGTTGCAACTCTGACTGTTTAG
GGACACTTTGATGTAGTCCTTTTCACAAAAAGGGCAAGACGTCTTTAGCAG
GAGTGATCCGCAAGGTTCGCCTACTAGAGAGCATCTTCATCAAGTGATAGT
CATGTAAACAGATCTAATCGAGAATATCATATTGGGTACCAGTACTGAATG
TTGACTCTGCATTAGGTGCGTTCCCGCCTGTACTCTTCGGATACAGTGGAAG
TACTTACATGTTCAGGGTACACCAGTACTGTGGCCCCCAATTCCCTCCCATG
TTCATTTTTCAAATCAAATTATAAGGCCGGCCTTCCTTCTAACCCGCCTGGA
AAACGAACAACTAAAAAAGTAAGTAGGTCGGTCATCCATCTGACCCGTCTT
GAACACGGACCAA
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CLUSTAL 0O(1.2.1) multiple sequence alignment

Hdde328s
Hdde428s
Hddes528s
Hdde128s
Hdde228s

Hdde328s
Hdde428s
Hddes528s
Hdde128s
Hdde228s

Hdde328s
Hdde428s
Hddes28s
Hdde128s
Hdde228s

Hdde328s
Hdde428s
Hddes528s
Hdde128s
Hdde228s

Hdde328s
Hdde428s
Hddes528s
Hdde128s
Hdde228s

Hdde328s
Hdde428s
Hddes28s
Hdde128s
Hdde228s

Hdde328s
Hddea428s
Hddes528s
Hdde128s
Hdde228s

Hdde328s
Hdde428s
Hddes528s
Hdde128s
Hdde228s

Hdde328s
Hdde428s
Hddes528s
Hdde128s
Hdde228s

Hdde328s
Hdde428s
Hddes28s
Hdde128s
Hdde228s

-GAGGGGGAGCTCACCTATGGCTATATATTACTGTGAGACCGATAGCAAACAAGTACCGT
--GGGTGCTAGCTCACCTAAGGCTAATATTACTGTGAGACCGATAGCAAACAAGTACCGT
--GGGTGCTAGCTCACCTAAGGCTAATATTACTGTGAGACCGATAGCAAACAAGTACCGT
GGTGGTAAGCTCCACTTAGGGCTAAATATTACTGTGAGACCGATAGCAAACAAGTACCGT
GGGGGGTAGCTCCACCTAAGGCTAAATATTACTGTGAGACCGATAGCAAACAAGTACCGT

* % * EE RS RS R R R R R E SRS E SRR E R E R E R TR

GAGGGAAAGT TGAAAAGGACTTTGAAGAGAGAGTTCAATAGGACGTGAAACCGTTTGCAG
GAGGGAAAGT TGAAAAGGACTTTGAAGAGAGAGTTCAATAGGACGTGAAACCGTTTGCAG
GAGGGAAAGT TGAAAAGGACTTTGAAGAGAGAGTTCAATAGGACGTGAAACCGTTTGCAG
GAGGGAAAGT TGAAAAGGACTTTGAAGAGAGAGTTCAATAGGACGTGAAACCGTTTGCAG
GAGGGAAAGT TGAAAAGGACTTTGAAGAGAGAGT TCAATAGGACGTGAAACCGTTTGCAG

Sk sk s sk ok sk ok ok sk ok K K Sk kK Sk K K K R R Sk R ok skOR SR sk ok Ok R R sk sk ok ok sk ok K K Sk Sk R K R K K K R Sk K R ok R Ok ok R ok R R

GTAAACAGATGGACCCACGAAGTGCAGCTGAAAGGGCAGCAGAGATCTCGGTCTCAGTCT
GTAAACAGATGGACCCACGAAGTGCAACTGTGTGGGCAGCAGAGATCTCGGTCTCAGTCT
GTAAACAGATGGACCCACGAAGTGCAACTGTGTGGGCAGCAGAGATCTCGGTCTCAGTCT
GTAAACAGATGGACCCACGAAGTGCAACTGTGTGGGCAGCAGAGATCTCGGTCTCAGTCT
GTAAACAGATGGACCCACGAAGTGCAACTGTGTGGGCAGCAGAGATCTCGGTCTCAGTCT

KEEREKERKEKRR KK KRR RRRRKERREKERRKRER kK% 3 3K 3K K K K K 3k 3K K K K K K K R K R K KO K KR K R K

GCTCCGTTGCAACTCTGACTGTTTAGGGACACTTTGATGTAGTCCTTTTCACAAAAAGGG
GCTCCGTTGCAACTCTGACTGTTTAGGGACACTTTGATGTAGTCCTTTTCACAAAAAGGG
GCTCCGTTGCAACTCTGACTGTTTAGGGACACTTTGATGTAGTCCTTTTCACAAAAAGGG
GCTCCGTTGCAACTCTGACTGTTTAGGGACACTTTGATGTAGTCCTTTTCACAAAAAGGG
GCTCCGTTGCAACTCTGACTGTTTAGGGACACTTTGATGTAGTCCTTTTCACAAAAAGGG

L S E S RS S S S SRR RS SRR R R R R R RS E]

CAAGACGTCTTTAGCAGGAGTGATCCGCAAGGTTCGCCTACTAGAGAGCATCTTCATCAA
CAAGACGTCTTTAGCAGGAGTGATCCGCAAGGTTCGCCTACTAGAGAGCATCTTCATCAA
CAAGACGTCTTTAGCAGGAGTGATCCGCAAGGTTCGCCTACTAGAGAGCATCTTCATCAA
CAAGACGTCTTTAGCAGGAGTGATCCGCAAGGTTCGCCTACTAGAGAGCATCTTCATCAA
CAAGACGTCTTTAGCAGGAGTGATCCGCAAGGTTCGCCTACTAGAGAGCATCTTCATCAA

K >k 3 R ok sk ok ok S Sk K K K K R K K K K R R Sk OR oK Sk R ok ok ok ok R ROk sk Ok 3K K K R K K K K R K K R R K R R R R oK ok R R R ok

GTGATAGTCATGTA-ACAGATCTAATCGAGAATATCATATTGGGTACCAGTACTGAATGT
GTGATAGTCATGTAAACAGATCTAATCGAGAATATCATATTGGGTACCAGTACTGAATGT
GTGATAGTCATGTAAACAGATCTAATCGAGAATATCATATTGGGTACCAGTACTGAATGT
GTGATAGTCATGTAAACAGATCTAATCGAGAATATCATATTGGGTACCAGTACTGAATGT
GTGATAGTCATGTAAACAGATCTAATCGAGAATATCATATTGGGTACCAGTACTGAATGT

KEREKEEREKEEREKEKREEK KRR EREREBREKERKREKEKREKERERERRREKREK KR KRR KRR KRR KRR R KRR R R RE K

TGACTCTGCATTAGGTGCGTTCCCGCCTGTACTCTTCGGATACAGTGGAAGTACTTACAT
TGACTCTGCATTAGGTGCGTTCCCGCCTGTACTCTTCGGATACAGTGGAAGTACTTACAT
TGACTCTGCATTAGGTGCGTTCCCGCCTGTACTCTTCGGATACAGTGGAAGTACTTACAT
TGACTCTGCATTAAGCCCGTTCCCGCCTGTACTCTTCGGATACAGTGGAAGTACTTACAT
TGACTCTGCATTAGGTGCGTTCCCGCCTGTACTCTTCGGATACAGTGGAAGTACTTACAT

EEREKEKEERRKERREKRK X 6 3K 3 K K K Ok 3K i K 3K K 3k R R R K R K K K K R R K R KK R K R R K R K kR kR R R R K

GTTCAGGGTACACCAGTACTGCTGGTCACAAATCACATCCCCTGAGCATTTCTGCAATTA
GTTCAGGGTACACCAGTACTGCTGGCCCCCAATTCCCTCCCATGTTCATTTTTCAAATCA
GTTCAGGGTACACCAGTACTGTGG-CCCCCAATTCCCTCCCATGTTCATTTTTCAAATCA
GTTCAGGGTACACCAGTACTGTTTGTCACCAAATCACTCCTGTGATCATATCTCGGATCA
GTTCAGGGTACACCAGTACTGTTTGTCACCAAATCACTCCCCTCATGAAATCTCGCATCA

EE S R LR E R R R L T LR * kR XE kK * = x® % Xk X

AATTAGTAGGACGGTAACCCTTCTAACCCGTCTTGAACCCAGGAACAAAAAAAAGTAAGT
AATTATAAGGCCGGCCTTCCTTCTAACCCGCCTGGAAAACGAACAACTAAAAAAGTAAGT
AATTATAAGGCCGGCCTTCCTTCTAACCCGCCTGGAAAACGAACAACTAAAAAAGTAAGT
GAGTAGTAGGTCGGTCATCCATCTGACCCGTCTTGAAAAAAAGACCAATAGTGAGTA- -~
GAGTAGTGAGTACGTCATCCCTCTGAGCCGTCCTGCAAACAGACCAAAAAAAAAGTAAGT

* kX * * kK kXX XK KKK X x X * 3k kK

AGGTCGGTCAC-CATCTGACCCGTCTTGAACACGGACCAA- 577
AGGTCGGTCATCCATCTGACCCGTCTTGAACACGGACCAA- 578
AGGTCGGTCATCCATCTGACCCGTCTTGAACACGGACCAA- 577
----- CGTCATCCCTCTGAGCCGTCCTGCAAACAGGAACAA 573
AGGTCGGTCATCCATCTGACCCGTCTTGAACACAAGACCAA 581

3k %k *  kckkokk  kkkckk kk ok KX =

59
58
58
60
60

119
118
118
120
120

179
178
178
180
180

239
238
238
240
240

299
298
298
300
300

358
358
358
360
360

418
418
418
420
420

478
478
a77
480
480

538
538
537
537
540

Sekil 4.7 Hydrodroma despiciens 6rneklerine ait 28S rDNA (5'-3') DNA dizilerinin hizalamasi.

(*) Aynmi pozisyondaki niikleotidlerin ortak oldugunu; diziler igindeki

boslugu ifade etmektedir.
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4.2.3 Filogenetik analizler

Incelenen su kenesi tiirlerine ait 28S rDNA gen dizilerinin dendogromi MEGAG6 paket
programi kullanilarak olusturulmustur (Sekil 4.8). Bu dendograma gore, incelenen
tirler, diger tlirlerden biiyilk genetik mesafeler ile ayrilmis ve kendi iclerinde tiir
kiimeleri olusturmustur (P<0.5). H. globosa ve G. helvetica tiirleri morfolojik verileri
destekleyecek sekilde kendi iglerinde kiime olusturmustur ve dendogramimiza gore bu
iki tiir genetik olarak yakin ¢ikmustir. H. despiciens tiirii 6rnekleri farklilik gostermistir
ve iki farkl1 kiime olustugu goriilmiistiir. ki H. despiciens tiiriinden olusan ilk kiime G.
helvetica kiimesi ile digeri de kendi i¢lerinde olmak tizere ayr1 bir kiime olusturmustur.
Ayrica G. helvetica ile ayn1 familya iginde yer alan H. dispar ile H. globosa tiirlerine ait
birey ornekler kendi igilerinde bagimsiz olarak kiimelenmistir. Bulgularimiz mevcut

orneklerin molekiiler markorleme ile bir birlerinden ayrilabilecegini gostermistir.

131 Georgella helvetica Voucher Grh03
16 |L Georgella helvetica Voucher Grho4
¢ Georgella helvetica Voucher Grh0l
£l Georgella helvetica Voucher Grh05

34 Georgella helvetica Voucher Grh02

— Hydrodroma despiciens Voucher Hdd01

2l Hydrodroma despiciens Voucher Hdd02
Hydrodroma despiciens Voucher Hdd03

93 Hydrodroma despiciens Voucher Hdd04
81 |

Hydrodroma despiciens Voucher Hdd05

Hydryphantes dispar Voucher Hyd01

1% Hydrachna globosa Voucher Hdg02

100 Hydrachna globosa Voucher Hdg01

u Hydrachna globosa Voucher Hdg03

_
0.5

Sekil 4.8 Neighbor-Joining metoduna gore Hydracna globosa, Hydrphantes dispar, Georgella
helvetica ve Hydrodroma despiciens rDNA dizileri temelinde filogenetik iliskileri.
Dallanma noktalarindaki rakamlar 100 tekrarli bootstrapt testinden sonra lretilen
kiimeleme olasiligidir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Orijini karasal formlar olan su keneleri bahar aylarinda lotik ve lentik sistemlerde
oldukga yiiksek ¢esitlilik gostermektedir (Di Sabatino et al. 2000, Smith et al. 2009).
Yasam dongiileri aktif larva, nimf ve ergin olmak iizere farkli evrelerden olusmaktadir
(Smith et al. 2009). Avci olan nimf ve erginlerin ¢esitliligi av hayvanlarin gesitliligi ile
orantihidir (Wigcek et al. 2013). Tatlisu ekosistemlerindeki zooplankton
biyogesitliliginin 6nemli kismin1 limnetik bolgede yasayan su keneleri olusturmaktadir
(Di Sabatino et al. 2003). Gollerde littoral zonda bol bulunmakla birlikte sublittoral ve
profundal bdlgede dip ¢amurunun icinde yasayan bazi Ozel bentik tiirleri de
bulunmaktadir (Rieradevall and Gill 1993). Su kenelerinin bolluk ve ¢esitliligini biyotik
faktorler ile birlikte tuzluluk, sicaklik, pH, suda ¢oziinmiis gazlar gibi abiyotik faktorler
de etkilemektedir (Ramon Roca and Gil 1992, Erman vd. 2006, Bahadir vd. 2010).

Su keneleri hakkinda aragtirmalara Avrupa’dan Viets (1936), Vitzthum (1940-1942) ve
Lundblad’in (1956) ¢alismalar1 dnciiliik etmistir. Ulkemizde ilk ¢alisma Thon (1905)
tarafindan Erciyes Dagi’nda yapilmistir. Daha sonra Zonguldak ilinde Szalay (1933)
tarafindan yapilan ¢alismalara Ozkan (1982)’a kadar uzun bir ara verilmistir. Ulkemizde
Dogu Anadolu’da baslayan calismalar ilerleyen yillarda hiz kazanmis ve bu
calismalarda {ilkemizin ¢esitli bolgelerinden yeni kayitlar girilmistir (Erman vd. 2008,
Asc1 vd. 2011, Giille vd. 2011). Ancak buna ragmen pek ¢ok sehirden su kenesi kaydi
hala girilmemistir. Tamamu i¢ sularda yayilis gosteren su kenelerinin diinya ¢apinda 57
familya ait 400 cins ve 6 000’den fazla tiirti tanimlanmistir (Di Sabatino et al. 2007). Bu
say1 diinya genelinde ¢alismalarin artmasi ile birlikte hizla artmaktadir. Ornegin sadece
Neoarktik bolgeden 5 500°e yakin tiir tanimlanmustir (Goldschmidt 2002). Ulkemizden
de son yillarda artan aragtirmalarda yeni tiirler tanimlanmaktadir (Gtille 2010). Yapilan
bu arastirmalar morfolojik temelli ¢alismalardir. Bu ¢alismada morfolojik tanimlama ile
birlikte tilkemizde su keneleri i¢in bir ilk olan molekiiler temelli tanimlama yapilmaistir.
Calisma bolgesi olarak segilen Karamik Golii'nde (Afyonkarahisar) Uysal (2005)
tarafindan 8 familyaya ait 21 tiir tanimlanmustir. Bu tiirler; Hydrachna procesisifera, H.
globosa, H. skorikowi, Eylais setosa, E. extendens, Hydryphantes dispar, H. flexuosus,

Georgella helvetica, Hydrodroma despiciens, Limnesia fulgida, Unionicola minér, U.
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crassipes, Piona contraversiosa, Arrenurus rodrigensis, A. affinis, A.bruzelii, A.
cuspidator, A. maculator, A.cuspidifer, A. suecius, A. globotar’dur. Bu ¢alimada

molekiiler tanimlanmasi yapilan 6rnekler;

Hydrachna globosa, Ulkemizde oldugu gibi Avrupa’da da yaygn tiirdiir (Viets 1936,
Uysal 2005). Ornekler Viets (1936), Ozkan (1982) ve Uysal (2005)’1n da belirttigi gibi
su yosunlar1 ve makrofitlerin bulundugu littoral bélgeden yakalanmistir. Sirt plaginin
sekli, palplerinin uzunlugu ve IV. epimerin sivri ugla sonlanmasiyla bolgedeki diger
Hydrachna tiirlerinden kolayca ayrilmaktadir. Bu calismada yakalanan orneklerin

morfolojik 6zellikleri Uysal (2005) ile benzerlik gostermektedir.

Hydryphantes dispar, Asya ve Avrupa’da yaygindir ve iilkemizden de kaydedilmistir
(Viets 1936, Sokolow 1957, Asci, 2002). Ornekler littoral bodlgede su yosunlarmin
arasindan toplanmistir. Farkli iilkelerden ve iilkemizden toplanan orneklerin palp
segmentlerindeki killarin dagilimi farklilik gostermektedir (Sokolow 1930, Lundblad
1956, Kiigiikoner 2001, Asc1 2002). Karamik Golii'nden yakalanan orneklerdeki kil
sayist ilkemizden yakalanan diger ornekler ile benzerlik gostermektedir (Uysal 2005).
Yiizme killar1 ayrintili olarak incelenmis ve tiirlerin tanimlanmasinda kullanilabilecegi
belirtilmistir. Ayrica ylizme killarinin tiiriin habitatinin sartlar1 ve yasam big¢imi

bakimindan énemli oldugu vurgulanmstir (Viets 1956, Sokolow 1957).

Georgella helvetica, Avrupa’da ve iilkemizde yaygin bir tirdiir (Viets 1936, Uysal
2005). Ornekler littoral zonda su yosunlar1 arasindan toplanmustir. Sirt plagi yakin tiirler
ile benzerlik gosterdigi igin ayrmmin gii¢ oldugu vurgulanmustir (Ozkan 1981). Tiirler
sirt plagt ve eseysel plaklarin 6zellikleri ile ayrilmaktadir (Giille 2010). Bu calismada
kullanilan 6rnekler morfolojik 6zellikleri ve morfometrik Ol¢timleri ile tilkemizden

yakalanan diger 6rnekler ile benzerlik gostermektedir (Uysal 2005).

Hydrodroma despiciens, Ulkemiz durgun sularinda en yaygin bulunan tiirlerden
birisidir. Belirgin morfolojik 6zellikleri ilediger su kenesi tiirlerinden kolayca ayirt
edilebilmektedir (Giille 2010). Morfometrik 6zellikleri pek ¢ok arastirmaci ile benzerlik
gostermektedir (Erman 1990, Asc1 2002, Uysal 2005, Giille 2010).
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Su keneleri ile ilgili yapilan calismalarin ¢ogu i¢ sulardaki varligi ve bollugu ile
ilgilidir. Son yillarda PCR temelli yaklasimin gelistirilmesi ile morfolojik temelli
yaklasim desteklenmistir. Molekiiler biyolojinin hizla gelismesine ragmen su keneleri

ile ilgili ekolojik, biyokimyasal, genetik caligmalara ¢ok rastlanmamaktadir.

Havens (1993) pH4.5 olan yumusak sulara maruz biraktigir sulak alanlarda yaygin
rastlanan alti omurgasizin hayatta kalma siiresini belirlemistir. Daha sonra test
hayvanlarinin asit dayanikliligini test etmistir. En duyarli Caenis sp. (2%) iken
Hydracarina’nin (99%) en dayanikli oldugu goriilmiistiir.

Onrat vd. (2006) Hydrodroma despiciens tiiriiniin somatik hiicrelerin 2n=16
kromozomlu oldugunu tespit etmiglerdir. Bu ¢alismada kromozom sayisi pek ¢ok metot
uygulanarak belirlenmistir. Somatik hiicrelerin kromozom sayilart belirlenirken esey

kromozomlar1 tam olarak tespit edilememistir.

Asgt vd. (2009) Eylais sp., Hydrodroma sp., Hydrachna sp.ve Arrenurus sp. tiirlerini
kullanarak Eber ve Karamik Gollerinde kontaminasyon oldugunu tespit etmistir. En
muhtemel say1 teknigi kullanilarak koliform bakteri yiikii ve uygun testler kullanilarak
Escherichia coli bakterisi igin pozitif sonuglar elde edilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda
Eber ve Karamik Golleri’nin Koliform bakteri (100 ml’de 2 000 - 100 000) orani
yiiksek oldugundan dolayr kirli sular sinifina girdigi Dbelirlenmistir. Veriler
degerlendirildiginde su kenelerinin organik kirliligin belirlenmesinde belirleyici

organizmalar olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir.

As¢t vd. (2015) tarafindan aralarinda Hydrachna globosa, H. processifera, H.
skorikowi, Hydryphantes dispar, H. flexuous, Georgella helvetica, Eylais extendens, E.
setosa, Limnesia fulgida ve Hydrodroma despiciens tiirlerinin elemental analizi
yapilmistir. Su kenelerinin yapisindaki karbon (C), azot (N), hidrojen (H) ve kiikiirt (S)
yiizdesi mg olarak hesaplanistir. C miktar1 yaklasik %50 oran ile biitlin tiirlerde en
yiiksek miktarda bulunurken bunu N ve H takip etmistir. S miktar1 %1 oran ile en diisiik

miktarda tespit edilmistir.
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5.2 Molekiiler Analizler

Gliniimiizde tartismali  tlirlerin  tanimlanmasinda morfolojik  veriler  yetersiz
kalabilmektedir. Boyle durumlarda molekiiler temelli sistematik ¢aligmalara da ihtiyag
duyulmaktadir (Smith et al. 2006, Jinbo et al. 2011). Bu ylizden morfolojik temelli
klasik sistematige yardimci olacak molekiiler temelli smniflandirma yontemi de
kullanilmaktadir (Hebert et al. 2003). Literatirde Arnot vd. (1993) tarafindan
Plasmodium falciparum’un tanimlanmasinda ilk kez kullanilan 'DNA barkodlama’
terimi 2003 yilindan sonra yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. DNA barkod
bolgesi i¢cin 80 omurgasiz tiirlinde yapilan c¢alismalar sonucunda mitokondiral
cytochrome c oxidase subunit I (mtCOI) gen bolgesi 6nerilmistir (Folmer et al. 1994).
Omurgalilardan omurgasizlara kadar pek c¢ok organizmada Ozellikle mtCOI
barkodlamas1 uygulanmistir (Hebert et al. 2004, Pons et al. 2006, Ivanova et al. 2007,
Foottit et al. 2008). Pek ¢ok organizmada uygulanmis oldugundan, mevcut ¢alismada da
Karamik Golii'nden 6rnekledigimiz su keneleri tiirleri i¢cin COI gen bolgesi temelinde

molekiiler sistematik caligsmasi yapilmaya calisilmigtir.

Bireysel ve ¢oklu su akarlarindan DNA izolasyonunda ilk olarak CTAB metodu
uygulanmistir (Schaffer et al. 2008). Her bir 6rnekten izole edilen genomik DNA’nin
COl gen bolgesini ¢cogaltmak i¢in evrensel COI primer ¢ifti ile PCR reaksiyon karigimi
hazirlanmistir. Ancak PCR'da istenilen PCR iiriinleri ¢ogalmamustir. Bu sorunun DNA
izolasyonundan, evrensel kabul edilen primerlerden ya da PCR kosullarindan
kaynaklanabilecegi tahmin edilmistir. Bu amacla, farkli DNA izolasyonu metotlar1
kullanilmig, mevcut primer ¢ifti yenilenmis, farkli primer ¢iftileri kullanilmig, PCR
reaksiyon igerigi ve dongili optimizasyonlar1 (annealing sicakligl) denemistir. CTAB
metoduna ilaveten QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen) ve GeneJET Genomik DNA
Purifikasyon Kit (ThermoScientific, USA) ile bireysel su akarlarindan genomik DNA
izolasyonlar1  gergekelestirilmistir.  Primerlerden  kaynaklanabilecegi  sorununun
¢oziilmesi icin Folmer vd. (2006) tarafindan onerilen dejenere primerler kullanilmistir.
Ayrica PCR dongiisii sirasinda primerlerin baglanma sicakligi dejenere primerlere gore
diizenlenmistir. Yapilan bu degisikliklerden sonra ¢alisilan Hydrachna procesisifera, H.

globosa, Georgella helvetica, Hydrodroma despiciens, Limnesia fulgida, Piona
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contraversiosa, Arrenurus affinis, A. maculator tiirlerinden sadece G. helvetica tiiriiniin
bir 6rneginden basarili bir sekilde gogaltilabilmistir. Oysaki Dorda ve Valdecasas
(2002), Ernsting vd. (2006), Witt vd. (2006), Dabert vd. (2010), Martin vd. (2010),
Asadi vd. (2012), Pesi¢ vd. (2012), Young vd. (2012), Deiner vd. (2013) COI gen
bolgesini kullanarak basarili bir sekilde molekiiler temelli siniflandirma ve filogenetik
analizleri gerceklestirmistir. Bulgularimizda izah edildigi gibi, izole edilen DNA'lardan
28S rDNA gen parcalarinin kismen basarili bir sekilde cogaltilmis olmasi DNA
izolasyonunda problem yasanmadiginin gostergesidir. Ancak bilinmeyen bir nedenle

PCR'da COI primerleri ¢alismamig ve istenilen sonuglara ulagilamamastir.

Literatiirde COI gen bolgesi temelinde hedeflenen sonuclara ulasan arastirma bulgular
oldugu gibi mevcut ¢alismaya benzer sekilde hedeflerine ulasamamis ¢alisma raporlari
da mevcuttur. Hogg ve Hebert (2004) Collembola tiirlerinin COI barkodu ile
tanimlanmasin1 gerceklestirmigtir. DNA Orneklerin viicut bdlmelerinden Proteinaz K
yontemi ile elde edilmistir. COI bolgesini, ¢ogaltmak i¢cin LCO1490 ve HCO2198
evrensel primerler kullanilmistir. Analiz sonuclarina gore tiirler birbirlerinden kabul
edilebilir derecede ayrilmislardir. Fakat Archisotoma polaris, Entomobrya comparata,
Hypogastrura concolor ve Podura aquatica tiirlerinin yakin dizilere sahip oldugu

gorilmiistiir.

Stevens ve Hogg (2006) yosun bocegi Gomphiocephalus hodgsoni (Hypogastruridae)
ve karasal akar Stereotydeus mollis (Penthalodidae)’in COI gen bdlgelerini
karsilagtirmiglardir. Tim niikleotid dizilerindeki A ve T oranlar1 keneler igin %69,
yosun bocegi icin % 62 olarak belirlenmistir. Yosun bdcegi ve kene arasinda sirasi ile
365/234 ve 320/184 sabit/degisken bolge tespit edilmistir. S. mollis tiirleri arasindaki

PR

genetik mesafe 0,097 ile 0,194 arasinda degistigi belirlenmistir.

Sweeney vd. (2011) akarsulardaki omurgasizlari COI gen bolgesini kullanarak DNA
barkodlama ile tanimlamislardir. Diptera, Oligchaeta, Crustacean ve Bivalvia’ya ait
orneklerden standart DNA eldesi protokolii kullanilarak elde edilmistir (Ivanova et al.
2006). Tiirler arasindaki genetik mesafe, morfolojik bulgularla uyum iginde ¢ikmustir.

Ancak; bazi Plecoptera ve Chironomidae’lerde ayrisim saglanamamuistir.
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Feng vd. (2011) Pectinidae (Mollusca: Bivalvia) familyasinin COI ve 16S rDNA
genlerine dayali DNA barkodlama ve filogenetik analizlerini yapmislardir. COI bolgesi
Folmer vd. (1994) tarafindan kullanilan evensel primerler ile ¢ogaltma
saglanamamigken Matsumoto (2003) tarafindan kullanilan primerler ile g¢ogaltma
saglanmistir. 16S gen bolgesi i¢in ise %100 basar1 ile saglanmistir. Tiirler aras1 genetik
farkliligin tiir i¢i genetik farkliliktan fazla oldugu goriilmistiir. 63 tiir arasindaki
filogenetik iliski NJ testi ile kurulmustur (Barett and Hebert 2005). Analiz sonuglari
incelendiginde Pectenidae familyasinin iligkili tirler ile monofili gosterdigi

belirlenmistir.

Deiner vd. (2013) alpin géllerdeki bentik omurgasiz tiirlerini morfolojik 6zellikleri ile
birlikte COI geni ile tanimlamiglardir. Lebertia, Hydryphantes, Limnesia, Sperchon,
Piona, Oxus cinslerine ait tiirlerin de iginde bulundugu 429 6rnek COI gen bolgesi PCR
ile ¢ogaltilmigtir. Barkodlama yaklasimi ve morfolojik veriler birlestirilerek sinif
diizeyinde tanimlama yapilmistir. Ancak, tiim Ornekler takim seviyesine filogenetik

olarak ayrilamamistir.

Tim bu caligmalarin yani sira COI gen bolgesinin evrensel ve dejenere primerler
kullanilarak c¢ogaltilamadigt yumusakgalarda (Mollusca: Bivalvia), yassikurtlarda
(Platyhelminthes) ve yarimkanatlilarda (Hemiptera) da rapor edilmistir (Feng et al.
2010, Sweeney et al. 2011, Deiner et al. 2013). Mevcut ¢alismada da ¢oklu ve farkli
denemelere ragmen COI gen bdlgesinin su akarlarindan ¢ogaltilamamis olmasi

primerlerden kaynakli olabilecegini akla getirmektedir.

Tek bir gen bolgesine dayali yapilan siniflandirma yonteminde zaman zaman sorunlar
yasanabilecegi i¢in mtDNA’ya alternatif olarak gDNA’ya ait ikinci bir gen bolgesinin
de c¢alisilmasinin daha uygun olacagi tavsiye edilmistir (Wiemers and Fiedler 2007).
Onerilen Efal, ITS1, ITS2 gibi bazi gen bolgeleri tiirlerin ayrimi icin yeterli bilgiye
sahip olmadigindan molekiiler temelli sistematik ¢aligmalarinda kullanilmamaktadir
(Baxter and Barker 1999, Liyou et al. 1999). Farkli hayvan gruplarinda yapilan
caligmalarda rDNA gen bolgesinden mtDNA ile benzer sonuglar elde edilmistir (Berilli
et al. 2002, Martin et al. 2010, Lv et al. 2014). Bu calismaya COI gen bdlgesinde
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yasanan aksakliklardan dolay1r 28S rDNA ile devam edilmistir. Mevcut ¢alismada
Hydrachna procesisifera, H. globosa, Eylais setosa, E. extendens, Hydryphantes dispar,
H. flexuosus, Georgella helvetica, Hydrodroma despiciens, Limnesia fulgida, Arrenurus
affinis, A. maculator tiirlerinden H. globosa, H. dispar, G. helvetica ve H. despiciens
tiirlerinden bagari ile 28S rDNA gen bolgesi cogaltilmistir. Tiirlere ait baz dizileri analiz
edilmis ve tiir i¢i ve tiirler arasindaki filogenetik iliskiyi gosteren NJ temelli filogenetik

agac olusturulmustur.

28S rDNA gen bolgesine gore olusturulan filogenetik agaca gore H. dispar ve H.
globosa genetik olarak yakin bulunmustur. Ancak H. dispar, G. helvetica ile aym
familyadadir ve morfolojik olarak ta birbirilerine daha ¢ok benzemektedir (Uysal 2005).
Ayrica H. despiciens tiiriiniin 6rneklerinde de iki farkli kiime goriilmiistiir. Bu sonuglara
benzer sonuglar ayni konaktan toplanan Unionicola cinci su kenelerinde (Edwards et al.
1999) oldugu gibi karasal kenelerde de kaydedilmistir (Soller et al. 2001).

Hebsgaard vd. (2004) morfolojik karakterler ve molekiiler dizi verilerini Hemiptera ve
Heteroptera i¢in ilk defa birlikte incelemislerdir. Hemiptera ve Heteroptera takimlarina
ait tim familyalardan 16S ve 28S rDNA cogaltilmistir ve elde edilen veriler bu gen
bolgeleri temelinde basarili bir sekilde DNA barkodlamasinin yapilabilecegini

gostermistir.

Niedbata and Dabert (2013) Madeira’dan topladiklar1 karasal kenelerden COI ve 28S
rDNA gen bolgeleri temelinde kurduklart NJ agaclari ile basarili sonuglar almislardir.
COI gen dizisi kullanilarak Steganacarus spinosus tiirii yakin akraba olan S. applicatus
ve S. crassisetosus tiirleri ile net olarak ayrilamamigtir. 28S gen bdlgeleri
karsilastinldiginda 67 farkli bolge tespit edilmistir. iki gen bolgesinde de benzer

filogenetik analizler elde edilmistir.
Witt vd. (2006) taksonomik olarak tartigali Hyalella sp. tiirlerinin DNA barkodunu

yapmistir. COI ve 28S rDNA bulgularindan iiretilmis olan filogenetik iliskiler uyumlu

gorilmiistiir.
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Dabert vd. (2010) Acariformes alttakiminin filogenetik analizini yapmislardir.
Calismalarinda akarasal keneler ile birlikte su kenelerinden Partnunias teinmanni,
Hygrobates longipalpis ve Hygrobates sp. tiirleri de kullanilmistir. PCR ile 18S ve COI
gen bolgeleri ¢ogaltilmistir. 18S rDNA ve COI gen bolgesi i¢in filogentik iliskiler
kurulmustur. Analiz sonuglar1 akarlarin monofili gosterdigini dogrulamistir ve

Acariformes iginde iki biiyiik takim olusturdugunu onaylamistir.

Martin vd. (2010) farkli habitat ve konaklardan topladigi Hygrobates tiirlerinin COI ve
28S rDNA dizileri kullanilarak taksonomik durumunu ve habitatlar arasindaki
iliskilerini belirlemislerdir. gDNA Hygrobates nigromaculatus, H. longipalpis, H.
trigonicusve H. fluviatilis tiirlerinden DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Germany) kullanilarak elde edilmistir. Grup dis1 olarak Limnesia undulata tiirii
kullanilmistir. COI ve 28S gen boélgeleri PCR ile gogaltilmistir. Hygrobates tiirlerinin
monofili gosterdigi belirlenmistir. H. nigromaculatus tiir kopleksi de her iki gen bolgesi
icin kabul edilebilir degerlerde monofili gdstermistir. Arastirmacilar gol ve akarsu
popiilasyonlar1 arasinda yiiksek oranda COI ve 28S rDNA gen bélgeleri bakimindan

farkliliklar gozlenmistir.

Pepato vd. (2010) Acariformes’infilogenetik iliskisini kurmustur. Limnesia sp.,
Recifella sp., Arrenurus sp. ve Hydrachna sp. tiirlerinin de i¢inde bulundugu her bir
Acariformes 0rneginin bacak parcalarindan gDNA elde edilmistir. Morfolofik sonuglar
ile 18S ve 28S rDNA gen bélgeleri i¢in elde edilmis bulgular uyunluk gostermistir ve

akarlarin monofli gosterdigini onaylamstir.

Arabi vd. (2012) 180 Chelicerata taksonunun COI, 18S ve 28S rDNA gen dizisi
kompozisyonu ¢aligmislardir. Mideopsis roztoczensis, Hydrachna conjecta, H. globosa,
Hygrobates norvegicus, Unionicola foili, Teutonia cometes, Teutonia sp., Hydrodroma
torrenticola, ve Torrenticola amplexa’nn  28S rDNA ve COI gen bdlgeleri
calistlmigtir. Tiim akar takimlarinin monofili gosterdigi gorilmiistiir. Trombidiformes
icinde her alan Hydracarina’da Hydrodroma torrenticola ve Torrenticola amplexa
tiurleri (BP=73) ile Mideopsis roztoczensis, Hydrachna conjecta, H. globosa,

Hygrobates norvegicus, Unionicola foili, Teutonia cometes, Teutonia sp. tiirleri olmak
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tizere iki ana gruba ayrilmistir.

Stalstedt vd. (2013) tarafindan Unionicola crassipes (14%), U. minor (129), Piona
coccinea (103), P. stjordalensis (67,49), P. imminuta s. lat. (33,1%9), P. pusilla
(93.,19), P. rotundoides (34,19), P. variabilis (99), ve P. dispersa (109) tiirlerinin
COI (658 bp) ve 28S rDNA (395 bp) barkod bolgelerini kullanarak sistematik
konumlar1t incelenmistir. Grup dis1 olarak Arrenurus suecius Ludbland, 1917
kullanilmistir. COI ve 28S sonuglar1 benzerlik gostermistir. Veriler degerlendirildiginde

Unionicola ve Piona tiirleri arasinda farkli genetik kiimeler olustugu goriilmiistiir.

Mevcut ¢alismada kullanilan H. globosa, H. dispar, G. helvetica ve H. despiciens tiirleri
arasinda 28S rDNA gen dizisine dayali varyasyonlar farkli su keneleri ile ilgili yapilan
diger ¢alismalar ile biiyiik Olgiide benzerlik gostermektedir (Ernsting et al. 2006,
Edwards et al. 2010, Pilgrim et al. 2011, Stalstedt et al. 2013). Elde edilen molekiiler
bulgular sonucunda tiirler arast ve tiir i¢i ayrimin 28S rDNA ile basarili bir sekilde
yapilabilecegi goriilmiistiir. DNA Barkodlamanin avantaj ve dez avantajlar1 belirgin
hale geldikge bu DNA dizisinin morfolojik ve ekolojik ¢aligmalarla entegre edilerek

tiirlerin tanimlanmasinda maksimum verimliligin elde edilecegi agiktir.

Sonug olarak; bir kag miligram agirligindaki su kenelerinden basarili bir sekilde DNA
izolasyonlar1 gerceklestirilmistir ve su kenesinden DNA izolasyon protokolii
laboratuarmizda optimize edilmistir. Muhtemelen COI geni i¢in kullandigimiz
primerlerin PCR reaksiyonunda calismamis olmasi nedeni ile bu gen bolgesinin
cogaltilmas1 yetersiz olmustur. Ancak 28S ribozomal DNA bolgeleri ¢ogaltimis,
dizilenmis ve dizler arasi filogenetik iliski basarili bir sekilde kurulmustur. Bu temel
calisma sonrasi, morfolojik olarak sorunlu su kenesi cinsleri ve/veya tiirlerinin

molekiiler sistematiginin yapilmasi yapilabilecektir.
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