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OZET

VAN ILINDEKI COLPODA (PROTISTA, CILIOPHORA) TURLERI
UZERINDE MOLEKULER FILOGENETIiK ARASTIRMALAR

ERISEN, Pelin
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani : Dog. Dr. Ismail YILDIZ
Temmuz 2019, 79 sayfa

Bu caligmada Van ilindeki topraklarda yasayan Colpoda cinsine ait siliyatlarin
izolasyonu, morfolojik ve morfometrik karakterizasyonu ile molekiiler filogenetik
ozellikleri arastirildi. Hazirlanan toprak kiiltiirlerinden C. lucida, C. maupasi, C. magna
ve Colpoda sp. olmak lizere 4 popiilasyon tespit edildi. Bu popiilasyonlarin morfolojik
ozellikleri canli ve cesitli glimilis boyama teknikleri kullanilarak ortaya ¢ikarildi. Bu
calisma ile izole edilen ve daha dnce tanimlanan diger Colpoda tiirlerinin higbirine dahil
edilemeyen bir popiilasyon Colpoda sp. olarak verildi. Elde edilen siliyatlarin 18S rDNA
gen bolgeleri ¢cogaltilarak dizileri ortaya ¢ikarildi. Colpoda cinsinin filogenisi Bayesian
cikarsamasi ve maksimum olabilirlik yaklagimi kullanilarak belirledi.

Bu c¢alismada belirlenen kolpodid siliyatlar genel morfolojik karakterler
bakimindan literatiir verileri ile uyum igerisindedir. Bununla birlikte C. magna’nin hiicre
biiyiikliigii onceki caligmalar ile kiyaslandiginda daha genis bir degisim araligina sahip
oldugu, C. lucida popiilasyonunun daha kii¢lik boyutlu bireylerden olustugu goriildii.

Bu c¢aligma tlilkemizde Colpoda cinsi tiyelerinin 18S rDNA gen dizileri ile yapilan
ilk molekiiler arastirmadir. Molekiiler filogenetik agaclar incelendiginde Colpoda
cinsinin monofiletik bir takson oldugu goriilmistir. Bu calismada elde edilen
popiilasyonlarin filogenetik agaglar iizerinde aynu tiire ait diger popiilasyonlar ile birlikte
kiimelenme gostermesine karsin, onlardan genetik olarak uzaklagsma egiliminde olduklari
goriildi. Bu durum farkli ekolojik kosullarda organizmalarin farkli mutasyonlar
biriktirmis olmasi ve heniiz tiir dilizeyinde bir farklilasmanin olmamasindan

kaynaklanabilir.

Anahtar kelimeler: 18S rDNA, Colpoda, Molekiiler filogeni, Morfoloji,
Tiirkiye, Van.






ABSTRACT

MOLECULAR PHYLEGENETIC INVESTIGATONS ON COLPODA
(PROTISTA CILIOPHORA) SPECIES FROM VAN PROVINCE

ERISEN, Pelin
MSec. Thesis, Biology
Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Ismail YILDIZ
July 2019, 79 pages

In this study, isolation, morphological and morphometric characterization and
molecular phylogenetic characteristics of ciliates belonging to genus Colpoda living in
Van province were investigated. Four populations belonging to genus Colpoda including
C. lucida, C. maupasi,C. magna and Colpoda sp. were isolated from soil cultures.
Morphological characteristics of these populations were determined by using live and
various silver impregnation techniques. A Colpoda population isolated in this
investigation could not be included in any species previouslly described, and were given
as Colpoda sp. The 18S rDNA gene regions of the ciliates were amplified and sequenced.
The phylogeny of the Colpoda genus was determined using Bayesian inference and
maximum likelihood approach.

Colpodid ciliates identified in this study are in agreement with the literature data
in terms of general morphological characteristics. However, the cell size of the C. magna
was found to have a wider range of variations compared to previous studies, and C. lucida
population was composed of smaller size individuals.

This study is the first molecular investigation with 18S rDNA gene sequences of
members of the genus Colpoda in Turkey. When the molecular phylogenetic trees were
examined, it was observed that the Colpoda genus was a monophilic taxa. Although the
populations obtained in this study showed clustering on phylogenetic trees together with
other populations of the same species, it was found that they tend to genetically seperate
away from them. It was concluded that this situation may be variations in different
ecological conditions. This may be due to the fact that organisms have accumulated
different mutations under different ecological conditions and that there is no difference at

the species level yet.

Keywords: 18S rDNA, Colpoda, Molecular phylogeny, Morphology, Turkey,
Van.
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ON SOz

Ulkemiz biyolojik zenginlikler agisindan diinyadaki en zengin iilkelerden biridir.
Bu biyolojik zenginligi agiga ¢ikarmak i¢in degisik ekosistemlerde ¢ok hiicreli canlilar
ile ilgili bir¢ok calisma mevcuttur. Ancak gerek uzman eksikligi gerekse zor kiiltiire
edilmeleri gibi nedenlerde dolayi tek hiicreli canlilar ile ilgili yapilan ¢aligmalarin sayisi
cok azdir. Gergeklestirilecek bu ¢alisma ile, calisma sahalarinda tespit edilen Colpoda
cinsi iyelerinin 18S rDNA gen bolgesinin dizileri belirlenerek, bu organizmalarin
filogenetik pozisyonlar1 ortaya ¢ikarilmaya ¢aligilacaktir. Ayrica bu ¢alisma sonucunda
elde edilecek bilgiler ile Colpoda cinsi i¢in kiiresel anlamda yeni veri saglamayi, daha
once hicbir molekiiler bilgisi bulunmayan iilkemiz Colpoda cinsi iiyeleri i¢in 18s rTDNA
dizi bilgilerini sunmay1 amaclamaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda, her tiirlii ilgi ve yardimlarini esirgemeyen danismanim Sayin
Dog. Dr. ismail YILDIZ’a sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim. Ayrica Tez
caligmalarim sirasinda bana rehberlik eden, pratik ve teorik olarak tiim bilgi birikimini
aktaran ve gosterdigi 6zel katkilarindan dolayr Saymm hocam Dr. Ogr. U. Sibel
KIZILDAG’ a tesekkiir ederim.

Caligmalarim sirasinda maddi manevi desteklerini esirgemeyen Aynur AKAY’a

ve aileme tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Protozoonlar tek hiicreli 6kayrotik heterotrof mikroorganizmalardir. Bazi tiirlerin
koloni olusturduklar1 bilinmektedir. Ancak doku olusumu kesinlikle gozlenmez.
Protozoonlar iki alemli siniflandirma modelinde hayvanlar alemi igerisinde bir alt alem
olarak ele alinmig, bes alemli siniflandirma modelininin kullanilmaya baslamasi ile
birlikte Protista alemi igerisinde heterojen bir grup olarak siniflandirilmistir. Son yillarda
molekiiler karakterlerin de kullanilmaya baslandigi ti¢ Domain’li siniflandirma
modelinde Eukarya domaini igerisinde ele alinmaktadir. Protozoonlar bu Domain
icerisinde homojen bir grup olusturmayip, cesitli subeler igerisinde {iyeleri
bulunmaktadir. Protozoa terimi iki alemli siniflandirma modelinde tek hiicreli hayvanlari
ifade etmek i¢in kullanilmis, giincel siniflandirma modellerinde taksonomik bir anlam
ifade etmemesine karsin hayvan benzeri beslenme stratejisine sahip tek hiicreli
organizmalar1 ifade etmek i¢in kullanilmaya devam edilmektedir (Levine ve ark., 1980;
Sleigh, 1989; Adl ve ark., 2005; Lukashenko, 2008).

Protista alemi bitki hayvan ve mantar grubu igerisine girmeyen, algleri (mavi yesil
algler hari¢), civik mantarlar1 ve protozoonlari iceren heterojen bir gruptur ve
polifiletiktir. Tek hiicreli olmalar1 ya da koloniler olusturmalarmma karsin doku
organizasyonu gostermemeleri disinda baska ortak 6zellikler icermezler. Beslenmeleri
ototrofik, heterotrofik ya da misotrofik (ototrof ve heterotrof) olabilmektedir.
Fotosentetik protistler, bitkiler alemi icerisinde yer alan organizmalardan farkli yapida
kloroplast icermektedir ve bunlarin klorofil pigmentleri de bitkilerinkinden farklidir.
Heterotrofik formlar ise saprofitik (¢coziinmiis besinleri diflizyon ve pinositoz yolu ile
alan) holozoik ( besinlerini fagositoz yolla alan ) ve simbiyotik (birlikte yasam) beslenme
tarzlarina sahiptirler. Cogalmalarmi eseyli ya da eseysiz ilireme yaparak
gerceklestirmektedirler. Alem icerisinde yer alan bazi canlilarda sil, kam¢1 ve yalanci
ayak gibi hareket organelleri yer almasina karsin hareketsiz formlar1 da bulunmaktadir
(Sleigh, 1989; Adl ve ark., 2005).

Hayvan benzeri protistler olarak bilinen protozoonlarin koloni olusturan {iyeleri
bulunmakla birlikte genellikle soliter (ayr1 bireyler halinde) olup heterotrofik

organizmalardir. Bu organizmalar ortak bir ataya sahip organizmalar olmayip farkli



kokenlerden tiiremis pek ¢ok canli grubunu i¢cermektedir (Lukashenko, 2008). Boylar1 1
pm ile birka¢ milimetre arasinda degismektedir. Gliniimiize yaridan fazlasi fosil ve
yaklagik 10.000 kadar1 da parazit olmak iizere 65.000’in iizerinde protozoon tiirii
saptanmistir. Giinlimiizde yasayan tiirler arasinda, yaklagik 250 parazitik ve 11.300
serbest yasayan kok bacakli (amipsiler) (bunlarin 4,600'i Foraminiferida'dir); yaklasik
1.800 parazitik ve 5,100 serbest yasayan kameili; yaklasik 5,600 parazitik “Sporozoa”
(Apicomplexa, Microspora, Myxospora ve Ascetospora dahil) ve yaklasik 2,500 parazitik
ve 4.700 serbest yasayan siliyat bildirilmistir (Levine ve ark., 1980; G¢men, 2014). Bu
sayilara her gecen zaman yenileri eklenmekte ve sayilar1 artarak devam etmektedir (Chen
ve ark., 2015; Nam ve ark., 2015; Dong ve ark., 2016; Kuhner ve ark., 2016; Liu ve ark.,
2016; Bardele ve ark., 2017; Fan ve ark., 2017; Qu ve ark., 2017; Shao ve ark., 2017;
Tang ve ark., 2017; Wang ve ark., 2017a; Wu ve ark., 2017b; Lynn ve ark., 2018; Smith
ve ark., 2018).

Protozoonlar ile ilgili ilk siniflandirmada sistemleri az sayida morfolojik karaktere
dayandirilmistir. Bunlar genel hatlariyla hareket organelleri ve viicut organizasyonu gibi
karakterlerdir. Bu karakterler g6z Oniine alindiginda Protozoonlar, Mastigophora,
Sarcodina, Ciliophora ve Sporozoa olmak iizere 4 sinifa ayrilmistir. Elektron
mikroskobunun kesfi ve glimiis boyama yontemlerinin gelistirilmesi ile birlikte bu
organizmalarin taksonomisinde pek ¢ok morfolojik karakterler kullanilmaya baslamus,
siiflandirma sistemlerinde pek ¢ok revizyon gerceklestirilmistir (Corliss, 1979; Levine
ve ark., 1980; Small ve Lynn, 1981; Lynn ve ark., 1999; Lynn ve Small, 2000; Adl ve
ark., 2005; Lynn, 2008). Yapilan diger bir siniflandirmada Protozoa, Protista alemi
icerisinde bir alt alem olarak alinmis ve 7 sinifa ayrilmistir. Bunlar; Sarcomastigophora,
Labyrintomorpha, Apicomplexa, Microspora, Ascetophora, Myxospora, ve Ciliophora’
dir (Levine ve ark., 1980).

Protozoonlar ile taksonomik ve filogenetik ¢aligmalar uzun yillar morfolojik
karakterlere dayandirilmistir. Fakat boyutlarinin kiigiik olmasi, morfolojik varyasyonlarin
siirli olmasi nedeniyle mikroorganizmalarin taksonomisinde morfolojik karakterler
belirlemek oldukga gii¢ ve sinirlidir. Buna karsin siliyatlar diger protozoon gruplari ile
kiyaslandiginda daha zengin karakterlere sahip oldugu goriiliir. Uzun yillar bu morfolojik
karakterlere dayanarak siliyat protistlerin sistematik pozisyonlar1 ve filogenileri ile ilgili

cesitli calismalar gerceklestirilmistir (Levine ve ark., 1980; Small ve Lynn, 1981; Lynn



ve Small, 2000; Adl ve ark., 2005; Lynn, 2008). Giiniimiizde molekiiler caligmalarin da
bu alana katilmastyla siliyat protistlerin filogenisi yeniden insa edilmeye calisilmaktadir
(Lynn, 2003; Xu ve ark., 2013; Gao ve ark., 2016; Wang ve ark., 2017c; Wu ve ark.,
2017a; Gomez ve ark., 2018; Lyu ve ark., 2018; Zhuang ve ark., 2018).

Protozoonlar, aktif popiilasyonlar seklinde biitiin nemli ortamlarda (kutuplarda,
ekvatorda, derin deniz sistemlerinde ve yiiksek daglar vb. ), kist halinde ise biyosferin
hemen hemen her katmaninda yer alirlar. Kist halleri uygun kosullarda ¢ogalarak yeni
bireyler olusturmaya hazirdir (Sleigh, 1989; Anderson ve Druger, 1997; Lopez-Garcia ve
ark., 2001; Robinson ve ark., 2002; Mayzlish ve Steinberger, 2004; Bamforth ve ark.,
2005; Xu ve ark., 2016).

Protozoonlarin biiyiik ¢cogunlugunu sucul ve karasal habitatlarda serbest yasayan
formlar olusturmakla birlikte, ¢ok sayida tiirii de bitkiler, omurgasiz ve omurgali
hayvanlarda kommensal ve parazit seklinde yasayan simbiyontlardir (G¢men, 2014).
Simbiyont yasayan siliyatlardan bazilar1 omurgali veya omurgasiz canlilarin sindirim
sisteminde yer alip, salgiladiklar1 ¢esitli karbohidraz ve proteolitik enzimler sayesinde
seliiloz dahil olmak iizere karbonhidrat ve proteinin sindirimine katkida bulunurlar
(Gégmen, 1993; Gogmen ve Oktem, 1999). Ornegin atlarda cekum ve kolondaki
protozoonlar bitkilerde bulunan seliillozu, hemiseliilozu, lignini, pektini ve erimeyen
nisastay1 sindirir (Giirelli, 2010).

Serbest potozoonlar ¢ok genis yayilis alanina sahip olmasi ve tiim sucul ve karasal
ortamlarda rastlamak miimkiin olmasina ragmen, genellikle, gdzle goriilemeyen canlilar
olmasi, preparasyonlarinin zor olmasi ve uzman eksikligi gibi nedenlerden dolay1 uzun
yillar boyunca protozoolojik ¢aligmalarda goz ardi edilmistir. Deniz biyologlar1 ve daha
sonra da tatlisu limnologlariin protozoanin pelajik besin zincirindeki énemini kabul
etmelerinden sonra, bu durum hizl bir sekilde degismistir (Foissner, 1999b; Senler ve
Yildiz, 2010).

Onceleri toprakta aktif olarak yasayan protozoon tiirii bulunmadig
diistiniilmistiir. Ancak yiizyilin basinda, toprak zerreciklerinin etrafindaki su filminde
aktif olarak yasayan, bol bir protozoon faunasinin oldugu saptanmistir (Petz ve ark.,
1985; Foissner, 1987b; Bamforth, 1988; Sleigh, 1989). Protozoonlarin toprak
verimliliginin artmasinda 6nemli role sahip oldugu cesitli calismalar ile saptanmistir

(Bamforth, 1988; Anderson, 2000). Ornegin yapilan bir calismada, protozoonlarmn



topraktaki hayvansal solunumun ortalama % 70’inden, karbon minerilizasyonunun % 14—
66’sindan ve azot minerilizasyonunun % 20 - 40’dan sorumlu oldugunu saptanmis olup
eger topraktaki hayvansal organizmalar ayristirma dongiisiiniin disinda birakilirsa,
ayristirmanin en azindan % 33-39 oraninda azaldigin1 ve yaklasik olarak 8-18 ay
geciktigi rapor edilmistir (Foissner, 1999a).

Protozoonlarin kozmopolit dagilimlari, mineral geri doniislimiinde Onemli
ekolojik rol almalar1 ve besin aglarmin diisiik trofik seviyeleri boyunca karbon akisinin
artirmalar1 ve cesitli ortamlarda hayatta kalmay: artirmak i¢in dikkat g¢ekici hiicresel
adaptasyonlara sahip olmalar1 onlar1 biyolojik aragtirmalar i¢in dnemli organizmalar
haline getirmektedir (Anderson, 1988).

Siliyat protozoonlar dkaryotik tek hiicreli organizmalar igerisinde en ¢ok goze
carpan bilyiik gruplardan biridir. Ozellikle biiyiikliikleri ve ¢ok sayida bulunmalari ile
protozoon biyomasinda baskin bir rol oynamaktadirlar ve protozoon biyomasinin
yaklasik yarisini olustururlar (Biyu, 2000).

Siliyatlar, olduk¢a kompleks yapida tek hiicreli canlilardir. Bazi tiirleri gozle
goriilebilecek kadar biiytikliige ulasabilirler. Viicut ylizeyleri tamamen veya kismen siller
ile ortiiliidiir. Niiklear dualizim gdstermeleri (makroniikleus ve mikroniikleus olmak
tizere iki tip ¢ekirdege sahip olmalari), hareket ve beslenme i¢in sil veya bilesik sil (sir,
membranel vs.) tagsimalari, eseysiz olarak enine boliinmeleri ve eseyli olarak konjugasyon
ile tiremeleri ayirt edici Ozellikleridir. Bir ¢ogu kompleks agiz siliyatiiriine sahiptir
(Sleigh, 1989; Capar, 2007)

Colpodea simifi igerisinde siiflandirilan kolpodit siliyatlar, protistlerin karmagsik
bir grubunu olustururlar. Bu sinifin iiyeleri karasal ve yar1 karasal habitatlarin yaygin
organizmalaridir (Bamforth, 1988; Foissner, 1993; Foissner ve ark., 2002; Verhoeven,
2002; Diaz ve ark., 2003). Kolpodit siliyatlar1 genellikle biitiin viicut ylizeyleri somatik
siller ile ortiilii olup holotrich siliyatlar olarak degerlendirilirler. Oral apareyin konumu
ve bi¢imi oldukc¢a degiskenlik gdstermesine karsin, vestibulum olarak isimlendirilen bir
cokiintiiniin i¢cinde konumlanmistir. Vestibulum duvari tizerinde, biri sagda ve digeri
solda olmak tizere iki oral sil sahasi yer alir. Kolpoditlerin korteksi glimiis boyalar ile
boyandiginda ags1 ¢izgilenmeler gosterir (silverline system=glimiis ¢izgiler sistemi).
Biitlin kolpoditler somatik stomatogenezise sahiptir; yani boliinme sirasinda, atasal oral

yapilar yeni ag1z olusumuna katilmaz.



Kolpoditler genel olarak toprak ve yar1 karasal biyotoplarda yasar. Bununla
birlikte az sayida tiirii de akarsu, g6l ve deniz gibi sucul ortamlarda yasar (Foissner, 1993).
Foissner (1993) Colpoda cavicola tiiriinii sadece agac oyuklarinda tespit etmistir. Ancak,
Cmar (2011) yaptig1 calismada ceviz agaci kabuklarinda C. steini, C. inflata C.cucullus
ve C. maupasi tirlerini tespit etmigtir. Ayrica Foissner (1993), bazi tipik toprak
siliyatlarinin su tagkinlarindan sonra olusan ¢amurda bulunabildigini géstermis, bunun
kiyidan siiriiklenen topraktan kaynaklandigi ifade etmistir. Ozellikle Colpoda cinsi
olmak iizere, kolpoditlerin diizenli ve bol olarak karasal biyotoplarda bulunmasindan
dolay1 Foissner (1987b), toprak siliyat komiinitesini “Colpodatea” olarak tanimlamigtir
(Foissner, 1993; Foissner ve Berger, 1996).

Colpodea sinifina dahil birgok cinsi ve tiirii yaygin dagilis gostermekle birlikte,
birkac1 sadece belli cografik bolgelerle sinirli, endemik dagilis gosterirler (Foissner,
1993; 2008; Foissner ve ark., 2008). Kolpoditlerin yiiksek lireme kapasitesi ve degisen
cevre faktorlerine toleransli olmalari, boyutlarinin kiiglik olmasi, diisiik rekabet
yetenegine sahip olmalar1 6zel biyotoplarda basarili bir sekilde uyum saglamalarina
neden olur. Kist olusturarak topraktaki diizensiz nem kosullarina, kuruma ve gesitli
fiziksel ve kimyasal etkilere yliksek derecede direng gosterirler (Bamforth, 1988;
Foissner, 1993; Bamforth, 2001).

Karasal habitatlarda siliyat ¢esitliligi yiiksektir (Foissner ve ark., 2005). Toprak
siliyat faunasim1 ortaya cikarmak amaciyla diinyanin degisik bolgelerinde faunistik
caligmalar gerceklestirilmekte ve c¢esitliligi etkileyen faktorler ortaya c¢ikarilmaya
calisilmaktadir (Foissner, 1987b; Bamforth, 1988; Blatterer ve Foissner, 1988).

Foissner (1993) Colpoda cinsinin 30 tiir ile temsil edildigini, Colpodia alt sinifi
ve Colpodida takimi igerisinde yer aldigimi belirtmistir. Colpoda tiirleri genel olarak
elipsoit goriiniimiinde olup, lateral olarak yassilagsmigtir. Boyutlarina gére 7 grup altinda
toplanmustir: ¢ok kiiciik tiirler (10-30 um), kiiciik tiirler (30—-60 um), kismen kiigiik tiirler
(60-90 um), orta biiytik tiirler (90-150 pm), biiyiiktiirler (150-300 pm), kismen biiyiik
tiirler (300-500 pum) ve ¢ok biiyiik tiirler (>500 um). Elipsoit bi¢im, ¢esitli sekillerde
degisiklik gostererek dort tip viicut seklinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur: aspera-tip,
cucullus-tip, magna-tip ve bresslau-tip. Bununla birlikte ilk {i¢ tipte kademeli olarak

farklilagma meydana geldigi i¢in cins ayirimi i¢in yeterli degildir (Foissner, 1993).



Oral aparey hiicrenin subapikalinde, genellikle vestibulum adi verilen belirgin bir
cokiintiiniin kaidesinde yerlesmistir. Foissner (1993), huni seklindeki vestibulum
biiytikliigiiniin ¢ogunlukla viicudun biiyiikliigii ile orantili oldugunu ve bundan dolay tiir
teshisinde 6nemli olmadigini vurgulamistir. Vestibulum kaidesinde yer alan sol oral
polikinetid diizenli sil siralarindan olusur. Kisa, az veya daha cok sil siralarindan olugan
sag oral polikinetid ise vestibulumun dorsal ve sag duvari ilizerinde yer alir. Sol oral
polikinetid hiicrenin uzun eksenine ya 90°’lik a¢1 olusturur ya da paralel uzanir. Sag ve
sol oral polikinetid bazi tiirlerde birbirlerine paralel olarak diizenlenirken, bazilarinda biri
digerine 90°’lik ag1 yapar. Sol oral polikinetid bazi tiirlerde vestibulumdan disartya
uzanirken, sag oral polikinetid daima vestibulumun igerisindedir. Foissner (1993) sag
polikinetidin bi¢cim ve diizenlenmesinin olduk¢ca benzer oldugundan taksonomik
degerinin az oldugunu, kiiciik tiirlerde sol polikinetidlerin yapis1 biiyiik olgiide farklilik
gosterdigi icin tiir teshisinde birinci derecede Oneme sahip oldugunu ifade etmistir.
Bununla birlikte daha biiyiik tiirlerde dereceli bir sekilde farklilagsmalar olustugu i¢in, sol
polikinetid bi¢iminin taksonomik degeri daha azdir.

Bilinen biitlin kolpoditler, sekli kiiresel ile elipsoit arasinda degisen bir
makroniikleusa sahiptir. Makroniikleusun sayist ve sekli ayni tiiriin bireyleri arasinda
sabit oldugundan tiir teshisinde kullanilabilir. Bunun yaninda hiicre i¢erisindeki konumu
poplilasyonu olusturan bireyler arasinda degiskenlik gosterdigi icin taksonomik 6nemi
azdir. Onemli bir karakter oldugu diisiiniilen niikleolar materyal ii¢ farkli diizenlenme
gostermektedir. Bunlar: steinii-tip (nukleolus, makroniikleusun merkezinde tek ve
bliytiktiir), elliotti-tip (makroniikleus birbirleri ile baglantis1 olmayan, birkag tane kiiciik
nukleolus igerir) ve cucullus-tip (makroniikleusta niikleolar materyal diizensiz, agsi
sekilde) olmak tizere gruplandirilmaktadir (Foissner, 1993).

Mikroniikleus, sayist ¢esitlilik gdstermektedir. Baz tiirlerde bir ya da birden fazla
sayida mikroniikleus goriilmektedir. Ancak nadiren de olsa mikroniikleusu olmayan
poptilasyonlar da mevcut oldugu bildirilmistir (Foissner, 1993; Foissner ve ark., 2002).
Mikroniikleus daima makroniikleus ile iligkilidir. Foissner (1993), niiklear apareyin tiir
teshisinde dikkate deger bir 6neme sahip oldugunu belirtmistir.

Bilinen tim Colpoda tiirleri tek olan kontraktil vakuole sahiptir, genellikle
hiicrenin 1/3 posteriyoriinde, bazen terminal olarak konumlanmistir. Bu sebepten dolay1

tiir ayriminda kontraktil vakuolun konumundan ziyade yapis1 daha 6nem arz eden bir



karakterdir (Foissner, 1993). Kontraktil vakuol basit, kiiresel bir kabarcik seklinde
(steinii-tip) olabildigi gibi, bu kabarciga ilaveten toplama keseleri (cucullus-tip) ya da
uzun toplama kanallar1 da (manga-tip) bulunabilir.

Somatik infrasiliyatiir dikinetid olarak diizenlenmis kinetilerden (sil sirasi)
olusmakta olup, bu dikinetidlerin her birinden sil ¢ikar. Sil siralar1 genellikle “S” seklinde
sprial olarak dilizenlenmistir. Somatik siliyatiir birbirlerinden farkli sekilde organize
olmus sol lateral, sag lateral, ventral ve postoral sil siralar1 olmak iizere dort farkli
organizasyon gosterir. Baz tiirlerde, postoral sil siralarinin posteriyore yakin olanlar
uzayarak sag vestibulum duvarimin i¢ tarafinda, vestibiiler sil siralarini olustururlar
(Foissner, 1993).

Glimis hatlar sistemi (silverline sistem) viicut boyunca kare veya dikdortgen
sekilli olarak diizenlenmistir. Dikinetidler genellikle eliptik veya dairesele yakin
argiofilik (glimiis seven) bir halka ile ¢evrelenir. Bunun yan1 sira ekstruzomlarla iligkili
argiofilik graniil ve halkalar igerir. Temelde ags1 olan giimiis hatlar sistemi ekstruzomlara
gore degisik diizenlenmeler gosterirler (aspera-tip, cucullus-tip ve tripartita-tip).
Ekstruzomlar tanecikli kiiresel (steinii-tip), kiigiik kum tanesi (maupasi-tip), inci
(tripartita-tip), parlak cubuk (cucullus-tip), vesikiiler (lucida-tip) seklinde olabilir
(Foissner, 1993).

Kolpodid siliyatlar igerisinde en fazla tiir ¢esitliligine sahip olan Colpoda cinsi ile
ilgili az sayida molekiiler taksonomik ve filogenetik ¢alisma mevcuttur. Bu ¢aligmalarin
bazilarinda 18s rDNA bdlgelerinin dizi analizleri bildirilmis, bazilarinda ise filogenetik
durumlarina deginilmistir (Greenwood ve ark., 1991; Dunthorn ve ark., 2008; Dunthorn
ve ark., 2009; Foissner ve Stoeck, 2009; Bourland ve ark., 2011; Quintela-Alonso ve ark.,
2011; Bourland ve ark., 2012; Bourland ve ark., 2014; Nadhanan ve Thomas, 2014)

Morfolojik veriler ile olusturulan soy agaclarin molekiiler veriler ile olusturulan
agaclar arasinda genel anlamda, 6zellikle yukar: taksonlarda uyum oldugu goriilmiistiir
(Baroin ve ark., 1988). Ancak daha alt taksonomik kategorilerde uyumsuzluklar oldugu
gozlenmistir. Bu durum morfolojik yontemler ile olusturulan filogenetik agaglarin
yeniden gbzden gegirilmesi gerekliligini ortaya koymustur. Bununla birlikte makroskobik
organizmalar {izerinde ¢ok sayida veri bulunmasina karsin protistler, 6zellikle serbest
yasayan protozoonlar ile ilgili verinin ¢ok az ve yetersiz olmasi bu organizmalarin

molekiiler filogenisinin ortaya ¢ikarilmasinda dnemli bir engeldir (Baroin-Tourancheau



ve ark., 1992; Gao ve ark., 2016). Arastiricilar siliyatlarin molekiiler taksonomisi ve
filogenisinin ortaya ¢ikarilmasinda en onemli engelin farkli cografyalardan tiiretilmis
giivenilir verilerin eksikligi oldugunu belirtmektedirler (Foissner, 1995; Fenchel ve ark.,
1997; Foissner, 1997a; Finlay, 2002; Foissner ve ark., 2014; Vdacny ve ark., 2014).

Son yillarda molekiiler tekniklerin gelismesiyle bu grubun molekiiler
karakterizasyonu ¢ikarilmaya baslanmistir (Bernhard ve Schlegel, 1998; Lifang ve ark.,
2015; Zhao ve ark., 2016). Ozellikle 18S rDNA dizileri elde edilmis olup, bu verilerle
elde edilen filogenetik agaclar bu canlilarin soyhatlar1 ve tiirlesme modelleri hakkinda
tartigma yaratmaktadir (Lynn, 2003). Bunun yaninda morfolojiye dayali sistematik
bilgiler ile 18S rRNA geni dizileriyle elde edilen filogeni tahminleri uyumsuzluk
gostermesi nedeniyle morfolojik karakterlerin filogeniyi temsil etmedigi de ortaya
cikmistir (Nesselquist ve Katz, 2001; Foissner, 2010; Dunthorn ve ark., 2014; Gao ve
ark., 2016; Rossi ve ark., 2016) . Bagka bir olasilik olarak siliyatlarla ilgili bir¢ok aragtiric
farkli DNA barkodlart da (mtDNA, nlITS bolgeleri, histon proteinleri) kullanarak bu
canlilarin filogenetik pozisyonu hakkinda arastirmalar yapmaktadirlar (Bernhard ve
Schlegel, 1998; Struder-Kypke ve Lynn, 2010; Dunthorn ve ark., 2011; Lifang ve ark.,
2015; Zhao ve ark., 2016).

Son yillarda siliyat protozoonlarin filogenetik pozisyonlarinin dogru bir sekilde
ortaya cikarilmas: icin morfolojik karakterler ile birlikte molekiiler belirteglerin
kullanildig: ¢alismalar artarak devam etmektedir (Bourland ve ark., 2014; Foissner ve
ark., 2014; Jung ve ark., 2017; Li ve ark., 2017; Wang ve ark., 2017b; Wang ve ark.,
2017¢; Gomez ve ark., 2018; Jung ve ark., 2018; Liao ve ark., 2018; Lynn ve ark., 2018;
Lyu ve ark., 2018; Qu ve ark., 2018; Kizildag ve Yildiz, 2019). Bu ¢aligmalarin
bazilarinda taksonomide kullanilan morfolojik karakterler molekiiler ¢aligmalar ile test
edilmekte, bazilarinda ise molekiiler verilerin kullanildig1 yeni filogenetik soy agaclari
tesis edilmektedir. Fakat, filogenetik soy agac¢larinin saglikli bir sekilde tesis edilebilmesi
icin farkli cografik bolgelerden, farkli habitalardan elde edilmis, dogru tanimlanmis ok
sayida siliyata ait morfolojik ve molekiiler veriye ihtiya¢ duyuldugu ifade edilmektedir
(Vdacny ve ark., 2014; Jang ve ark., 2017; Huang ve ark., 2018)

Ulkemiz kolpodid siliyatlarina iliskin Van ilinde gergeklestirilmis iki morfolojik
caligma bulunmasina karsin, bu siliyatlar ile ilgili molekiiler ¢alisma bulunmamaktadir.

Tamamlanan bu caligsma iilkemiz kolpodid siliyat cesitliligi, bunlarin morfolojik ve



molekiiler karakterlerine iligskin veri saglayacagi gibi, kiiresel dlgekte kolpodid siliyatlarin

filogenetik pozisyonlarina da 151k tutacagi umulmaktadir.






2. KAYNAK BIiLDIRISLERI

Foissner (1985), baz1 kolpodit siliyatlarin morfolojisi ve infrasiliyatiirlerini
tanimlayarak, Colpodea sinifinin taksonomisini ve filogenisini incelemis, iki yeni alt sinif
olusturmustur. Arastirici, “kreyellid” glimiis hatlar sistemi ve hafif spiral sil siralaria
sahip olan taksonlar1 Bryometopia alt sinifina; “platyophryid” veya “colpodid” giismiis
hatlar sistemi ve genellikle, daha fazla spiral yapida sil siralarina sahip olanlar1 ise
Colpodia alt sinifina yerlestirmistir. Morfolojik ve molekiiler biyolojik arastirmalar
yapilarak bu grubun sistematik pozisyonuna agiklik getirilmektedir. Ancak oral yapilar
ve glimiis hatlar sistemindeki sasirtici ¢esitlilik bu grubu giderek karmasik bir duruma
sokmaktadir.

Foissner (1987a), diinyanin ¢esitli bolgelerinden topladigr toprak drneklerinde,
3’1 Colpoda cinsine ait olmak tizere, 30 yeni ve az bilinen hypotrich ve kolpodit siliyat
tiriini glimlis impregnasyon ve biyometri gibi modern tekniklerle inceleyerek, iki
kolpodit cinsini (Hausmaniella, Kalometopia) yeni bir familya (Hausmanniellidae)
icerisinde birlestirmistir. Arastirici bu ¢alismasinda 8 yeni cins olugturmus, 17 yeni tiiriin
deskripsiyonunu vererek, 2 yeni kombinasyon yapmustir.

Toprak siliyat ¢esitliligi ve ekolojisi ile ilgili derleme tiirii bir ¢aligmasinda
Foissner (1987b), 300 tiiriin listesini yaparak, toprak siliyat komiinitesinin tatli su ve diger
siliyat topluluklarindan farkli oldugunu rapor etmistir. O zamandan beri bir¢ok yeni tiir
ve yeni kayitla bu say1 hizla artmaktadir (Foissner, 1998; 1999a; Foissner ve ark., 2002)
ve daha da artacag: diisiiniilmektedir. Ciinkii arastirilmamis pek ¢ok cografik bolge var
ve toprak siliyatlarinin ¢ogunlugu hala tanimlanmay1 beklemektedir.

Avustralya’da 21 toprak ve yosun 6rnegi ile gerceklestirilen diger bir ¢alismada
Blatterer ve Foissner (1988), 10’u Colpoda cinsine ait olmak iizere, 139 siliyat tiirii tespit
etmisler ve ¢ tiir disinda (Eupletes labiatus, Cinetochitum margaritaceum, Halteria
grandinella), biitlin tiirlerin Avustralya faunasi i¢in yeni kayit oldugunu bildirmislerdir.
Aragtiricilar 24 yeni ve az bilinen tiiriin ayrintili tanimlarini vermislerdir.

Tropikal protozoon ¢esitliligi ile ilgili calismasinda Foissner (1995), orman
topraginda 6’s1 Colpoda cinsine ait olmak tizere, 80 siliyat tiirli tespit etmis, 4 yeni cins
olusturarak, 7 yeni tiirlin tanimin1 vermistir. Orta Amerika, Kosta Rika’nin kurak tropikal

ormanindan bir toprak 6érneginde 80 siliyat tiirli bulunmustur. Arastirict bu habitatin iddia
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edildigi gibi 200-300 tiir icermedigini, bunun hayali bir rakam oldugunu ifade ederek,
ozellikle tropikal bolgelerde, yagmur ormanlar1 gibi biyotoplarin taksonomistler
tarafindan tahrip edilmesinden dolayi, muhtemelen hi¢bir zaman gergek protozoon
cesitliliginin bilinemeyecegini belirtmistir.

Petz ve Foissner (1997), Dogu Antartika topraklarinda, aktif mikrofauna ekolojisi
iizerine gergeklestirdikleri bir calismada, 26 siliyat tiirii tespit etmislerdir. Bu bolgede 2
Colpoda tirini (C. inflata ve C. maupasi) aktif olarak bulan arastiricilar, Smith’in
“karasal Antartika’da Colpoda cinsi yoktur” hipotezini reddetmistir.

Avustralya, Giiney Amerika ve Kosta Rika’da bulunan herdem yesil yagmur
ormanlarindaki toprak siliyatlarmin ¢esitliligi hakkinda detayli bilgiler veren Foissner
(1997b), 33 toprak 6rnegini incelemis ve 175 siliyat tiirli tespit etmistir. Bunlardan 12’si
Colpoda cinsine ait, 34’1 ise yeni tiirdiir.

Tanimlanmamis tiirler de géz oniine alindiginda, toprak siliyatlarinin biiyiik bir
kisminin hypotrich (% 39), gymnostomatid (% 26) ve kolpoditler (% 13) olmak iizere ii¢
sistematik gruptan olustugu bildirilmektedir. Bu siliyatlarin ¢ogunlugu bakterilerle
beslenir (% 39), bir kism1 predatdr (% 34) ve bir kismi da omnivordur (% 20). Bazilari
giiclii bir sekilde mikofajdir ve bunlar karasal habitatlar i¢cin oldukca karakteristiktir;
birkac1 da anaerobiktir. Ayn1 ¢alismada kendi topladig1 toprak orneklerinde 500 yeni
tirtin oldugunu belirten Foissner, bunlarin birkaginin deskripsiyonunu yapmistir. Bu
nedenle, arastirtlmamis pek ¢ok cografik bolge dikkate alindiginda, diinyada toprak
siliyat cesitliliginin en az 1330-2000 tiirden olustugu ve bunlarin heniiz % 70-80’inin
tanimlanmadig diisiiniilmektedir (Foissner, 1998; 1999a).

Foissner (1999a), Kenya’da (Ekvatoral Afrika) koruma altina alinmig Shimba
tepelerinde 9 toprak o6rnegi incelemis ve ¢ok farkli bir siliyat komiinitesi bulmustur. Bu
bolgede toplam 125 tiir tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada toprak Ornegi sayisi az
olmasina ragmen, diinyanin diger bdlgelerinde ayni yontemle (non-flooded Petri dish
yontemi) bulunan tiir sayisina gore oldukca fazla miktara ulastig1 goézlenmistir. Bulunan
125 tiirtin 10’u yeni tiir veya alt tiir olarak tanimlanmis, 34’1 bu bdlge icin yeni kayit, 8’1
ise Colpoda cinsine aittir. %10 kadar1 da yogunlugu az oldugu i¢in arastiricilar tarafindan
teshis edilememistir.

Foissner (2000), yerel ve genel biyocesitliligin degisik cografik bolge ya da

habitatlardan dikkatli bir sekilde hazirlanmis tiir listelerinden elde edilen verilere
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dayandigini isaret ederek, diinya iizerinde bilinen 643 siliyat tiiriiniin hemen hemen
yarisinin Almanya’da bulundugunu, bu bdlgenin iyi arastirilan bir bolge oldugunu ve
birgok siliyatin hala tanimlanamadigini ifade etmistir.

Diaz ve ark. (2003), yaptiklar1 ¢calismada Colpoda minima tiiriiniin morfolojik
ozellikleri yaninda kist olusum siirecini ve eseysiz boliinme siirecinin morfolojik
ozelliklerini de ortaya koymustur.

Foissner ve Rasheid (2007), Hollanda'daki Hoge Veluwe Ulusal Parki'ndan iki
toprak drneginde ii¢ yeni tiiriin de bulundugu elli alt1 siliyat taksonu buldu. Calismada ii¢
yeni tiirden ikisi ayrintili olarak tanimladilar. Ornekleme, drnek isleme ve taksonomik
yontemler Foissner (1991) ve Foissner ve ark. (2002)’dan takip edildi. Bu ¢alismada
Keronopsis schminkei nov. spec. ve Apobryophyllum schmidingeri nov. spec. morfolojik
karakterleri ayrintili olarak ele alinmustir. Enchelys polinucleata' nin ise taramali elektron
mikrograflar1 ve protargol preparatlarinda, oral somatik monokinetidlerin olusumu ve
sirkumoral kinetinin yoklugu ile ilgili bilgiler sunmuslardir.

Kim ve Min (2015), Kore’den tanimladiklart Colpoda henneguyi, C. lucida ve
Bursaria truncatella popiilasyonlari ile Asya popiilasyonunu rapor etmisglerdir.

Daw (2018), Tunus’ta bulunan sigirlarin iskembe siliyat faunasini arastirmis ve
sonu¢ olarak, Isotricha, Dasytricha, Entodinium, Epidinium, Polyplastron,
Enoploplastron, Ophryoscolex, Diplodinium ve Hsiungia cinslerine ait 17 tiir ve 10
morfotip tespit etmistir.

Tiirkiye topraklarinda kaydedilen ilk siliyatlara ait bilgiler Foissner ve arkadaslari
tarafindan toplanmistir. Foissner (1993), Tiirkiye’den aldig1 toprak orneklerinde ii¢
kolpodit (Colpoda orientalis, C. steinii ve Trihymena terricola) tliriinii teshis etmistir.
Ayrica 2002 yilinda Foisner ve arkadaslari tarafindan Tiirkiye topraklarinda yapilan diger
bir calislmada  bir hypotrich tiirii (4natoliocirrus capari) tespit etmislerdir. Bu
caligmalarda teshis edilen Colpoda orientalis ve Anatoliocirrus capari Tiiriye igin ilk
kay1t 6rnekleri olmustur.

Ulkemizde serbest yasayan siliyat protozoonlar ile ilgili ¢alismalar 1990’l
yillarda baslamis ve smirli cografik bolgeleri kapsamaktadir (Senler ve Yildiz, 2003;
Senler ve Yildiz, 2004; Capar, 2007; 2008; Senler ve Yildiz, 2009; Arslanargun, 2011;
Cmnar, 2011; Gokgen, 2013; Yildiz ve Senler, 2013; Yildiz, 2018; Kizildag ve Yildiz,
2019).
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Kaya (2005), Van Il Merkezi, Edremit ilcesi ve Yiiziincii Y1l Universitesi Kampiis
alanindan alian toprak orneklerinde bulunan Colpoda cinsine ait kolpodit siliyat tiirleri
iizerinde morfolojik calismalar yapmistir. Bu ¢alisma sonucunda toprak orneklerinde
toplam 8 Colpoda tiiriinii (Colpoda cucullus, C. steinii, C. inflata, C. maupasi, C. aspera,
C. tripartita, C. eliotti, C. orientalis) tespit etmistir.

Capar (2007), Tiirkiye i¢ sularinda yasayan Siliyat tiirleri (Protozoa, Ciliophora)
icin kontrol listesi hazirlamigtir. Bu c¢aligmada lokal siliyat caligmalarini bir araya
getirmis, sonug olarak, 2 suphylum ve 10 sinifa ait toplam 164 takson listelemistir. Bu
calisma Lynn (2003)’e gore revize edilmis olan ve yiiksek taksonlardaki degisimleri
kapsayan Tiirkiye’deki ilk listedir.

Capar (2008), farkli derecelerde ve siirekli olarak sucul ve karasal kosullarin
birbiri ile yer degismesinin etkisi altinda kalan taskin zonlarda bulunan siliyatlar i¢in bir
caligma yapmistir. Bu ¢alisma kapsaminda, farkli habitatlarda yapilmis olan arastirmalar
ele alinarak taskin zonda yasayan siliyat tiirlerini, morfolojik ozellikleri agisindan
degerlendirmistir. Tiirlerin tespitine yonelik olarak kiiltiir ve izolasyon i¢in petri kab1
yontemini kullanilmig; morfolojisi canli inceleme ve protargol boyama metodu ile DIC
atagsmanli 151k mikroskobu kullanilarak ¢aligmistir. Canli ¢izimler, inceleme esnasinda ve
kayit goriintiiler yardimiyla, fotograf ve ol¢iimler ise dijital kamera kullanilarak, IM50
goriintii analiz sistemi ve Q-win 6l¢iim programiyla yapmistir. Calisma sonucunda {i¢
farkli alanlardan toplam 94 tiir tanimlanmis olup bu tiirlerin 43 tanesi tatl su (gol), 51
tanesi iki farkli taskin zonuna aittir. Teshisi yapilan tiirler Litostomatea, Spirotrichea,
Oligohymenophorea, Prostomatea, Karyorelictea, Colpodea, Phyllophoryngea ve
Heterotrichea siniflarina aittir.

Senler ve Yildiz (2009), iilkemiz alkali topraklarinda yaptiklari calismada c¢esitli
yontem ve teknikleri (canli gozlem, giimiis impregnasyon teknikleri ve morfometrik
ozellikler) kullanarak, 4 haptorid siliyat protozoon tiirii (Pseudoholophrya terricola,
Paraenchelys wenzeli, Armatoenchelys geleii ve Enchelyodon nodosus) ile ilgili ayrintili
tanimlamalarint yapmislar ve E. nodosus’un ontogenezi hakkinda bilgiler sunmusglardir.

Giirelli (2010), tarafindan yapilan aragtirma sonucunda, 30 atta Paraisotrichidae,
Buetschliidae, Blepharocorythidae, Spirodiniidae, Cycloposthiidae, Allantosomatidae
ailelerine ait 24 cins tespit edilmistir. S6z konusu tiir ve formalarin timii B. curvigula

hari¢ Tiirkiye’deki atlardan ilk kez rapor edilmistir.
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Cmnar (2011), 2008-2011 yillarinda Van merkez ve ¢evresindeki ceviz agaci
kabuklarinda bulunan kolpodit siliyat tiirleri lizerine yaptig1 ¢aligmada dort Colpoda tiirii
(Colpoda steinii Maupas, 1883; Colpoda inflata (Stokes, 1884) Kahl, 1931; Colpoda
cucullus (Miiler, 1773) Gmelin, 1790; Colpoda maupasi Enriques, 1908) belirlendi. Tiim
siliyat tiirleri diinyanin her tarafinda, toprak ve aga¢ kabuklarinda yaygin olarak bulunan
tiirlerdir bununla birlikte tiirler tilkemizde ceviz agaglari i¢in ilk kayittir.

Arslanargun (2011), Van Kalesi sulak alan topraklarindaki bazi spathid siliyatlar
(protista, ciliophora, haptoria) tizerinde yapitig1 morfolojik ve taksonomik arastirmalar
sonucu Van Kalesi sulak alanlarindaki toprak orneklerinde Arcuospathidiidae ve
Spathidiidae familaylarina ait iki siliyat tiiriinii (Arcuospathidium muscorum muscorum
ve Spathidium spathula) tespit etti.

Alpdagtas (2012), Van ilindeki bazi sucul habitatlarda bulunan Pleuronema
coronatum tiriine ait iki popiilasyon iizerinde yaptigi caligmalar sonucu siliyatin
morfolojik ve morfometrik 6zelliklerini tespit etmistir.

Gokgen (2013), tarafindan yapilan ¢alismada  Fromtonia Ehrenberg, 1838
(Protista, Ciliophora) tiirleri iizerinde yaptigi morfolojik ve taksonomik arastirmalar
sonucunda Frontonia angusta angusta Kahl 1931, F. elliptica Beardsley 1902 ve F.
leucas Ehrenberg 1838 olmak tizere ii¢ farkli Frontonia popiilasyonu belirlenmistir.

Son yillarda molekiiler tekniklerin siliyat sistematigi ve filogenisinde
kullanilmaya baslamasiyla birlikte morfolojik veriler ile birlikte molekiiler
karakterizasyonlar yapilmaya baslanmis ve bu organizmalarin soy hatlar1 belirlenmeye
caligilmaktadir.

Greenwood ve ark. (1991), Blepharisma americanum ve Colpoda inflata
tirlerindeki SSU rDNA c¢alismalarinda elde ettigi filogenetik agagta C. inflata nin
Colpodea sinifindaki bireylerle uyumlu olarak konumlandigint ancak Blepharisma
americanum tiiriiniin hipotrich siliyatlar i¢inde gruplanmayip ayr1 bit kladda yer aldiginm
belirtmislerdir.

Lynn ve ark. (1999), Colpodea sinifina ait Bresslaua vorax, Pseudoplatyophrya
nana, Platyophrya vorax ve Bryometopus sphagni tiirlerinin SSU rRNA sekanslarini
izole ederek ve gen bankasindan elde ettikleri diger Colpodea sinifina ait tiirler ile yapilan
filogenetik agacta Bryometopus ve kardes taksonu Bursaria'y: igeren kilavuz asla bazal

olmadigindan, kreyellid silver-line sistemi daha sonra colpodean filogenisi i¢inde
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gelistigi ve bryometopidleri diger tiim kladlardan ayirmadigini; Platyophrya her zaman
diger bes cins i¢in kardes oldugundan, makro-mikroniikleer kompleksin temel filogenetik
icin 6nemi oldugu ve Kolpodiler, Colpoda, Bresslaua ve Pseudoplatyophrya her zaman
bir grupta gruplandigi i¢in merotelokintal stomatogenez tiiretilmis bir karakter durumu
gibi gortinmektedir.

Bowers ve ark. (1998), yaptiklar1 bir caligmada, ¢esitli cografyalardan topladig: 3
Colpoda tiirtintine ait 114 canlinin  LSU rDNA bélgelerini izole edip ¢cogaltmistir. Bu
DNA’lan ¢esitli restriksiyon enzimleri kesip agaroz jelde yliriitmiistiir. Ortaya c¢ikan
DNA parmak izlerinden yararlanarak tiirler arasindaki genetik uzakliklar1 hesaplamistir.
DNA fragmentleri lizerinde yaptiklari degerlendirmelerde bu tiirlerin farkli cografik
bolgeler arasinda farkli fragmenteler icermedigini, diger bir ifade ile aynm1 DNA
parcaciklar iirettiklerini belirttiler.

Stechmann ve ark. (1998), dort siliyat smifi ( Prostomatea, Colpodea,
Nassophorea ve Litostomatea) arasindaki filogenetik iligkileri ¢6zebilmek i¢in SSU
rDNA bolglerini incelediler. Calismada Prostomlardan , Prorodon teres ve Coleps
hirtus'un ve Colpodea smifindan, Bursaria truncatella'nin tam kodlama bolgelerini
belirlediler ve veritabani ve literatiirle karsilagtirdilar. Calisma sonucunda prostomlar ve
kolpodidler monofilik gruplar olarak giiclii bir sekilde desteklendigini tespit ettiler .
Prostomlar ve kolpodidler arasinda kardes-grup iligkisi, parsimony analizi ile ve mesafe
matriks analizleri ile orta derecede desteklendigini saptadilar. Ayrica kolpodidler ve
nassophoreanlar arasinda veya kolpodidler ve litostomlar arasinda yakin bir iliski i¢in
destek olmadigini belirttiler.

Nesselquist ve Katz (2001), Sorogena stoianovitchue tizerinde yaptig1 morfolojik
ve molekiiler caligmalarda canlinin morfolojik verileriler ile yapilan siniflandirmanin
molekiiler veriler ile yapilanla uyusmadigini tespit etmislerdir. Ayrica yine bu ¢alismada
colpodea siifinin monofiletik bir grup olmadigin1 ortaya koymuslardir.

Zettler ve ark. (2005), tirt1il bagirsak faunasini ¢alisarak bir siliyat (Colpoda sp.)
ve bir flagellat (Heteromita sp.) tiirlerinin morfolojik, morfometrik ve molekiiler
katakterizasyonunu belirtmislerdir. izole ettikleri siliyatin canli morfoloji ve protargol
boyama ile ortaya c¢ikan Ozelliklerini belirtmiglerdir ve canlinin kolpoda cinsinin

tiyelerinin morfolojik agiklamasia uydugunu tespit etmislerdir. Molekiiler ¢alismada
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SSU rDNA analizlerinde elde edilen agagta canlinin diger colpodid siliyatlar iginde yer
aldigini belirtmislerdir.

Dunthorn ve ark. (2008), Colpodea sinifina ait 22 tiirtin SSU rDNA bolgeleri ile
calisarak olusturduklar1 agaclarda Bursariomorphida, Grossglockneriida ve Sorogenida
takimlarinin monofiletik, Bryometopida, Colpodida, Cyrtolophosidida takimlarinin ve
Colpoda cinsinin polifiletik oldugunu saptamistir.

Foissner ve ark. (2011), Colpodea sinifindan 9 yeni siliyat tiirli tizerinde yaptiklar
morfolojik ve molekiiler calismalarinda elde edilen agacta en karmasik klada sahip
grubun kolpoditler oldugunu belirtmislerdir. Bir seneryo ile molekiiler ve morfolojik
verileri baglamiglardir. Bu senaryoya gore kolpodlarin Bardeliella benzeri bir atadan
evrimlestigi ve Colpoda cinsinin ii¢ ana klada (Colpodina kladi, Grossglockneriina kladi
ve Bryophryina kladi) ayrilmasina neden olan yogun bir uyarlamali radyasyona maruz
kaldig1 belirtilmistir. Bu calismada ayrica 3 yeni takson kuruldugu belirtilmis olup,
Colpodea sinifina ait taksonlarin evrimi ve siniflamasinin anlasilabilmesi i¢in daha ¢ok
DNA veriye ihtiya¢ oldugunu belirttiler.

Foissner ve Stoeck (2011), yaptiklar1 bir calismada, Meksika’da tank
bromellidlerinde yasayan bir siliyati Cotterillia bromelicola olarak isimlendirip
morfolojik ve molekiiler karakterizayonunu belirlemislerdir.

Foissner (2010), Orta ve Gliney Amerika'daki tank bromelidlerinde bulunan
Bromeliothrix metopoides lizerinde yaptig1 ¢alisma sonucunda morfolojik ve molekiiler
verilerin uyumsuz oldugu bu ylizden morfolojik ve molekiiler evrimin ayr1 incelenmesi
gerektigini vurgulamstir.

Vdacny ve ark. (2014), yaptiklar1 bir diger ¢alismada, morfolojik verilerle yapilan
filogenetik agaclar ile molekiiler teknikleri kullanirak yapilan agaclarin arasinda
uyumsuzluk olduguna vurgu yapmislar. Bu ¢calismada, sekiz yeni haptorian tiiriiniin 18S
rRNA gen sekanst da dahil olmak iizere litostomatlarin filogenetik agacinm
olusturmuslardir. Calisma sonucunda su verileri elde etmislerdir: (1) ¢ok giiclii bir sekilde
desteklenen tek-degerli litoforel soylar vardir - Rhynchostomatia, Trichostomatia,
Haptorida, Lacrymariida, Pleurostomatida ve Didiniida; (2) Rhynchostomatia, bir bazal
litostomatean grubu i¢in en iyi adaylardir; (3) Trichostomatia ve Haptoriain kardes
iligkileri, biiyiik olasilikla geleneksel morfoloji tabanli siniflamalar1 desteklemektedir; (4)

Spathidiida takiminin molekiiler filogenisi, bir veya birka¢ hizli radyasyon olayina baglh
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olarak ya da rRNA lokiisiinde eksik soy siralamadan dolayr ¢ok kot bir sekilde
¢oziilmiistiir; ve (5) molekiiler agaclar ve filogenetik aglarda Chaenea ve Trachelotractus
cinslerinin bazal pozisyonu, biiyiik olasilikla sinif III” {in uzun dallanma etkilerinin bir
sonucu oldugunu bildirdiler.

Dunthorn ve ark. (2014), okaryotik mikroorganizmalarin filogenisi iizerinde
gerceklestirdikleri  bir aragtirmada, SSU-rDNA  bdlgesinin V4, V9 olarak
isimlendirdikleri ve diger organizmalarin dizileri ile hizalanmasi zor bolgeler oldugundan
pek cok arastirici tarafindan filogenetik calismalarda goz ardi edilen bu bdlgelerin
ekolojik ve evrimsel filogenetik agidan Onemli ve giivenilir bolgeler oldugunu
belirtmistir. Arastiricilar bahsi gegen bu bolgelerin  DNA dizisini kullanarak
gerceklestirdikleri filogenetik agaclarda genel anlamda Colpodea smifinin diger
siliyatlardan bagisiz monofiletik bir grup olusturdugunu, buna karsin sinifin icerisinde
Colpoda cinsinin polifiletik taksonlar seklinde dagilmis oldugunu gostermislerdir.

Bourland ve ark. (2014), yaptiklar1 morfolojik ve molekiiler ¢aligmalarinda yeni
bir kolpodid siliyat (Bryophryoides ocellatus) tanimladilar. Bu yeni tiirlin 18S rDNA
sekanslarinin % 2 oraninda colpoda tiirlerinden farkli oldugunu ve topoloji hipotez testi
ile de Colpodidae ailesi liyesi oldugunu saptamislardir. Yapilan bu ¢alismalar sonunda
yeni tiirli Bryophryoide cinsine dahil etmislerdir.

Shi ve ark. (2014), inceledikleri tavsan diskilarinda kolpodit siliyatlarin
bulundugunu goérmiislerdir. Yaptiklar1 kiiltiirlerden elde ettikleri siliyatlar iizerinde
detaylt morfolojik ve molekiiler ¢alismalar gergekletirdiler, diski 6rneklerinde bulunan
tirtin Colpoda aspera oldugu saptadilar.

Foissner ve ark. (2014), nadir goriilen 11 kolpodit siliyiat ile ilgili yapmis
olduklart morfolojik ve molekiiler ¢aligmalarda, kolpodit siliyatlarin genel anlamda
monofiletik bir takson oldugunu, fakat kolpoditler icerisinde yer alan alt gruplarin
polifiletik olduklarini1 gosterdiler. Ayrica arastiricilar bu calismalarindan elde ettikleri
morfolojik ve molekiiler veriler 15183inda daha oOnce Crytolophosis minér olarak
Vuxaovichi tarafindan 1963 yilinda tanimlanan tiirli yeni tesis etmis olduklar
Apocyrtolophosis cinsine transfer ettiler.

Rossi ve ark. (2016), tathh su biyotoplarinda gizli biyogesitlilik iizerinde
yurittiikleri ¢aligmalarinda geleneksel morfolojik veriler ile molekiiler dizi analizlerini

karsilastirmig ve aralarinda 6nemli farkliliklar oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar
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morfolojik tanimlamalarin biiyiik miktarda biyo-cesitliligin ortaya ¢ikmasina engel
olabilecegini, gercek biyogesitliligin belirlenmesinde morfolojik veriler ile birlikte
ayrintili molekiiler verilerin de kullanilmasi gerekliligini vurguladilar.

Gao ve ark. (2016), siliyat protistlerin evrimsel hipotezini test etmek amaciyla
molekiiler verileri kullanarak bir calisma yiiriittiiller. Arastiricilar c¢aligmalarinda
geleneksel filogenetik ¢aligsmalar ile uyusmayan farkli kladlarin oldugunu belirterek yeni
taksonomik kategoriler teklif ettiler, daha 6nce ayni klad igerisinde yer alan gruplarin
farkliliklarin1 ortaya ¢ikararak alt gruplara boldiiler. Gergeklestirdikleri bu calismada
Colpodea smifinin siliyat protistler icerisinde ayri bir monofiletik klad olarak
korundugunu, colpodea igerisinde yer alan cins ve tiirlerin geleneksel siniflandirma
sistemlerinden farkl olarak polifiletik gruplar olusturdugunu gostermislerdir.

Kizildag ve Yildiz (2019), yaptiklar1 calismada, Van ili sucul habitatlarindaki
Frontonia tiirlerinin izolasyonu, morfolojik ve morfometrik karakterizasyonu ile
molekiiler filogeni tahminlemesini yapti. Calisma sahasindaki 4 farkli istasyondan F.
leucas, F. acuminata, F. angusta angusta ve F. anatolica tiirlerine ait 6 popiilasyon ile
calisti. Bu popiilasyonlarin morfolojik ve morfometrik karakterleri canli gézlemler ve
giimiis impregnasyon yontemleri ile belirlendi. izole edilen popiilasyonlarin 18S rDNA
niikleotid dizileri elde edildi. Frontonia cinsinin filogeni tahmini Bayesiyan yaklagimi ve
maksimum olabilirlik ¢ikarsamasi yontemleri kullanilarak yapildi. Caligmanin sonucunda
edilen popiilasyonlar morfolojik ve morfometrik karakterler bakimindan literatiir bilgileri
ile uyumlu oldugunu ve calismada izole edilen F. acuminata Tiirkiye siliyat faunasi igin
ilk oldugunu belirtti. Ayrica 18S rDNA niikleotid dizileri kiiresel anlamda ilk kez bu
caligma ile ortaya c¢ikarildigini belirterek, molekiiler filogenetik agaclar incelendiginde
Frontonia cinsinin monofiletik bir takson olmadigi, iki farkli soy hattin1 izledigi

sonucunu ortaya koydu.






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢aligmanin materyalini Van ili, Tusba, Ipekyolu ve Edremit ilgelerinden
alinan toprak 6rneklerinde bulunan Colpoda (Eucaryota, Ciliophora) cinsine ait kolpodit

siliyat tiirleri olusturmaktadir.

3.1.1. Orneklerin toplanmasi ve saklanmasi

Toprak &rneklemeleri Van ili, Tusba, Ipekyolu ve Edremit ilgelerinde bulunan
nemli ve organik maddece zengin topraklardan yapildi. Ornekleme alanlarmnin se¢iminde
daha yogun kolpodit siliyat elde edebilmek i¢in topragin nemli kalma periyodu uzun
alanlar ile bitkisel organik materyal dokiintiilerince (¢iirlimekte olan yaprak, ot vs.)
zengin alanlar tercih edildi (Foissner, 1993; Foissner ve ark., 2002).

Nemli topraklarda yasayan siliyatlarin (Colpoda) 6rneklenmesi ise sahadan toprak
orneklerinin alinmasi seklinde yapildi. Bu amag i¢in nemli yapisini koruyan alanlardan
ylizey topraklar1 temiz naylon paketlere alindi. Daha sonra laboratuvar ortaminda direkt
giines 151¢1na maruz birakilmaksizin kurutularak paketlendi. Oda sicakliginda kurutulan
topraklar, siliyat kiiltiirii hazirlamak i¢in biiyiik gozenekli elekte elenerek biiyiik ve kati
partikiiller uzaklastirildi. Hazirlanan topraklarla, non-flooded petri kabi yontemi
(Foissner, 1997a; Foissner ve ark., 1999; Foissner ve ark., 2002) kullanildi. Bu amag i¢in
100 mm ¢apinda petri kaplar1 kullanildi. Siliyatlarin iremesini uyarmak i¢in kiiltiirlere
karbonhidrat kaynagi olarak irmik, kirilmig pirn¢ ve bugday ilave edildi. Petri kaplarina
doluncaya kadar konulan kurutulmus toprak 6rnekleri saf su ile doyuruldu. Fazla su petri
egilerek direne edildi. Suya doyurulmus toprak kiiltlirlerinin kurumasini 6nlemek igin
kapaklar1 kapatildi. Toprak siliyatlarinin gelismesi i¢in oksijene ihtiya¢ duyarlar. Bu
sebepten dolay1 petri kaplarinin atmosferik hava ile temasinin kesilmemesi i¢in petri
kapaklarinin kenarina plastik bir malzeme sikigtirilarak kapaklarinin siirekli olarak agik

kalmalar1 saglandi. Bu sekilde hazirlanan kiiltiirlerde siliyatlarin ¢ogalmasi i¢in 5-7 giin
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kadar beklendi (Foissner, 1993; Foissner ve ark., 2002; Foissner ve Xu, 2007; V'dacny

ve Foissner, 2012).

3.2. Yontem

3.2.1. Morfolojik yontemler

3.2.1.1. Canh incelemeler

Siliyatlarda taksonomik agidan ayirt edici karakterlerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in
canli incelemeler olduk¢a belirleyicidir (Foissner, 1991). Bu sebepten dolayi canli
incelemeler yapmak icin Petri kaplarinda hazirlanan toprak kiiltiirlerinin {izerlerine bir
fiskiye yardimiyla saf su puiskiirtiildii. Bu sekilde topraklar asir1 su ile doymus hale
getirildi. Petri kaplar1 45-60° egilen petri kaplarindan direne olan su Pasteur pipeti
yardimryla 2-3 mL alinarak saat camlarina aktarildi. Igerisinde yogun siliyat bulunan
kiiltiir sivist stereo mikroskop altinda (10-80X biiyiitme) incelendi. Tespit edilen
Colpodid siliyatlarin genel goriiniisleri, ylizme ve beslenme davranislart gozlendi. Canli
hiicre karakterlerinin daha ayrintili ortaya ¢ikarilmasi i¢in daha yiiksek biiytitmeli (100-
1000X) mikroskoplar kullanildi. Bu amag¢ i¢in Colpoda Ornekleri pastor pipeti ile
hazirlanan kilcal pipetler yardimiyla secilerek lam lamel arasina alind1. Yiiksek biiytitmeli
mikroskoplarin faz kontrast ve differensial interferens kontrast 6zellikleri kullanilarak
hiicrelerin hiicrenin sekli ve boyutu, hiicre sitoplazmasinin yapist ve rengi besin
vakuollerinin sekli, biiyiikliigi, icerigi ve hiicre i¢erisindeki dagilimi, boyutu ve konumu;
niiklear apareyin sekli ve hiicre icerisindeki konumu; oral apareyin sekli ve konumu;
kontraktil vakuolun yapist ve konumu gibi 6zellikleri canli olarak incelendi (Foissner,
1991; 1993; Foissner ve ark., 1999; Foissner ve Xu, 2007; V'dacny ve Foissner, 2012).
Canli incelemeleri yapilan kolpodid siliyatlarin morfometrik ol¢timleri yapildi ve

fotomikrograflar ¢ekilerek kaydedildi.
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3.2.1.2. Postfiksasyon incelemeler

Sunulan bu c¢alismada, kolpodid Orneklerinin oral ve somatik siliyatiiri,
sitoplazma igerisindeki yapilari, niiklear aygitin 6zellikleri ve kontraktil vakuol agikligi
konumu gibi karakterlerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in postfiksasyon incelemeler yapildi. Bu
calismada toplanan siliyat ornekleri % 4’lik formaldehit ve Champy fiksatifleri
kullanilarak fiksasyon islemi gerceklestirildi. Ayrica siliyat teshisinde infrasiliyatiir ve
giimiis hatlar sistemi taksonomik agidan Onemli karakterlerdir. Bu karakterlerin
belirlenmesinde Fernandez-Galiano’nun giimiis karbonat boyama teknigi ve Chatton-
Lwoff un glimiis nitrat boyama teknigi kullanildi (Foissner, 1991; Foissner ve ark., 1999;
Foissner ve ark., 2002; Foissner ve Xu, 2007; V'dacny ve Foissner, 2012). Tespitli
hiicrelerin morfolojik karakterlerine iligkin ¢esitli sayim ve Olglimler alinarak, bu
hiicrelerin fotomikragraflari ¢ekildi ve kaydedildi (Foissner, 1991; Foissner ve ark., 1999;
Foissner ve ark., 2002).

3.2.1.3. Siliyatlarin teshisi ve terminolojisi

Siliyatlarin teshisi, terminolojisi ve sistematigi Foissner (1993), Foissner ve ark.
(1991), Adl ve ark. (2005), Adl ve ark. (2012) ve (Foissner ve ark., 2002)’e gore
bildirilmigtir.

Sunulan bu calismada elde edilen canli ve tespitli hiicrelerin gesitli viicut
karakterlerine iliskin 6l¢iimler okiiler mikrometre ile dogrudan mikroskop altinda veya
fotomikrograflar iizerinden bilgisayar ortaminda gerceklestirildi. Preparasyonlar
iizerinden mikroskop altinda yapilan dogrudan 6l¢iimler her objektif biiyiitmesi i¢in ayr1
ayr1 kalibre edilmis Nikon marka okiiler mikrometre ile gerceklestirildi. Elde edilen
degerler her objektif biiyiitmesi i¢in belirlenen kalibrasyon kat sayilari ile ¢arpildiktan
sonra sonuglar mikrometre olarak verildi. Fotomikrograflar lizerinden yapilan 6l¢iimler,

Adobe Photoshop CS5 paket programinda 6l¢iim araglar1 kullanilarak yapildi.

Siliyatlarin ¢esitli viicut karakterlerinin 6l¢iimii ve sayimindan elde edilen sayisal

degerlerin Minitab 16.0 paket istatistik programi kullanilarak popiilasyonlarin tanimlayici
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istatistiksel analizleri yapild. Elde edilen sonuglar ¢izelgeler halinde dzetlendi (Ozdamar,

1999a; b).

3.2.1.5. Fotomikrograflar ve diyagramlar

Canli ve giimiisle boyanmis siliyat orneklerine iliskin fotomikrograflar Zeiss
Axio Imager A2 arastirma mikroskobu ile AxioCam HRc goriintiileme sistemi ile alindi.
Elde edilen fotomikrograflarda biiylitme oranlarini belirlemek i¢in bu goriintiileme
sisteminin yazilimi olan Axio Vision SE64 Rel. 4.8 programi ile objektif mikrometre
fotograflarindan yararlanildi. Cizimler ve diyagramlar, canli goriintiiler, fotomikrograflar
ve kaba el cizimleri {izerinden bilgisayar ortaminda, Photoshop CS5 paket programi ve
“uc-logic lapazz 19” ¢izim tableti kullanilarak gerceklestirildi. Fotomikrograflar ve
diyagramlarin sunulmasinda hiicrenin anteriyoru sayfanin iist kismina bakacak sekilde

konumlandirildi.

3.2.2. Molekiiler Yontemler

3.2.2.1. DNA izolasyonu

Bu caligmanin konusunu olusturan kolpodid siliyatlar genellikle bakteriovor
olmasina karsin, firsat¢1 olarak diger dkaryotik canlilar1 da besin olarak alabilirler. Bu
nedenle DNA calismalarinda hedef canlinin DNA’s1 yerine, besin vakuoliindeki diger
okaryotik canlinin DNA’siin elde edilmesi olasidir. Bu durumu 6nlemek igin DNA
izolasyonu yapilmadan Once hiicreler diger biitiin organizmalardan arindirilmis, filtre
edilmis (0,45 um por ¢apina sahip filtre ile siiziilmiis) ortam suyunda 3-4 saat boyunca a¢
birakildi. Kiiciik biiyiitmeli stereo mikroskop altinda sitoplazmasinin igerigi kontrol
edildi. Sitoplazmalarindaki besin vakuolleri tamamen sindirilmis hiicreler kilcal pipetler
yardimi ile toplandi, stereo mikroskop altinda 3 kez steril saf sudan ge¢irildikten sonra
0,5-1 pL kadar su ile 200 pL’lik PZR tiiplerine alindi. Genomik DNA izolasyonunda
optimizasyonu saglamak i¢in her bir PZR tiipiine 1, 2, 3 ve 5 hiicre alindi. farkl sayilarda
hiicre iceren PZR tiipleri daha sonraki DNA izolasyonu siireclerinde kullanilmak iizere -

54°C’de 2-6 ay kadar saklandi.
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Colpoda tiirleri kalin pelikiil yapisina sahiptir. Bu sebepten dolayr rutin DNA
ekstraksiyon ¢ozeltileri ile bu pelikiillerin pargalanmasi zor, hatta ¢ogu kez imkansizdir.
Bu sorunun iistesinden gelmek amaciyla DNA ekstraksiyonuna baglamadan 6nce hiicreler
-54 °C’de dondurulduktan sonra oda sicakliginda 10 dakika ¢oziilmeye birakildi. Bu
dondurup ¢ozme islemi 10 kez tekrarlandi. DNA izolasyonu i¢in REDExtract-N-Amp ™™
Tissue PCR kiti (Sigma) kullanildi. izolasyon karisimu iiretici firmanin bildirmis oldugu
protokol degerleri ile daha once siliyat ¢aligmalarinda 6nerilen 1/10 oraninda kit hacmi
degerlerine gore hazirlandi (Gong ve ark., 2007).

Colpoda tiirlerine ait Orneklerin kit ile uygulanan DNA izolasyonu islem
basamaklar1 agagidaki gibidir:

1. Dondurulmus olan materyal oda sicakliginda ¢oziindiikten sonra REDExtract-N-
Amp™ Tissue PCR kitinden 10 pL Extraction Soliisyonu ve 2,5 pL Tissue
Preparation soliisyonu eklendi. Daha sonra vorteks ve kisa spin santrifiij yapildi.

2. 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek her 2-3 dakikada bir vorteks ve kisa spin
santrifiij yapildu.

10 dakika 55 °C de inkiibe edildi. Daha sonra vorteks ve kisa spin santrifiij yapildi.

4. Bu asamadan sonra 6rnekler 95 °C de 3 dak inkiibe edildi.

5. 10 pL Neutralization Soliisyonu B eklenerek tekrar vorteks ve kisa spin santrifiij
yapildi.

6. DNA izolasyonu ger¢eklesen drnekler PZR asamasi i¢in 4 °C sicaklikta saklandi.

3.2.2.2. Niikleer 18S rDNA’nin ¢ogaltilmasi

Bu calismada elde edilen siliyat orneklerinden izole edilen total genomik
DNA’dan 18S rDNA gen bolgesi ¢ogaltildi. Bu bolgeyi ¢cogaltmak icin sirastyla forward
EukA 5'-AAC CTG GTT GAT CCT GCC AGT-3' ve reverse EukB 5-TGA TCC TTC
TGC AGG TTC ACC TAC-3" okaryotik evrensel primer ¢iftleri kullanild1 (Medlin ve
ark., 1988).

PZR karisimi kullanilan soliisyonun iiretici firmanin belirtmis oldugu hacimlere

gore hazirlandi. Bu hacimler Cizelge 3.1°de verimistir.
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Cizelge 3.1 PZR’nda kullanilan malzemeler ve miktarlar

Kullanilan malzeme Miktar
Steril saf su 4 uL
REDExtract-N-Amp PCR Reaction Mix 10 uL
Forward primer (5 pmol) 1 uL
Reverse primer (5 pmol) 1 ulL
DNA izolat1 4 uL
Toplam hacim 20 uL

Kar buz ortamina yerlestirilen PZR tiipleri i¢erisine 16uL PZR soliisyonu ve 4 uLL
daha once ekstrakte edilmis DNA konulduktan sonra vortex ve kisa spin yapildi. Daha
sonra Cizelge 3.2°de belirtilen PZR kosullarinda hedef bolgenin (18S rDNA gen bolgesi)
cogaltma islemi gergeklestirildi.

Cizelge 3.2. 18S rDNA bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢cin PZR kosullar

PZR siirecleri Sicaklik('C) Siire Dongii
On Denatiirasyon 94 2 dak 1 dongii
Denatiirasyon 95 45 sn =

B0
Baglanma 60 1 dak 8
Uzama 72 3 dak §
Son Uzama 72 8 dak 1 dongii

Hedef bolge DNA’siin ¢ogaltilip ¢ogaltilmadigini kontrol etmek amaciyla PZR
iirlinti, agaroz jel elektroforezinde DNA belirteci esliginde kosturuldu. Bu islem i¢in
1XTAE tamponu igerisinde %1°lik agaroz jel hazirlandi. Agaroz jel mikro dalga firinda
yaklagik 100°C iizerinde kaynatilarak ¢oziinmesi saglandi. Agaroz jel karisimi yaklasik
60°C’ye kadar sogutulduktan sonra 40 ml hazirlanan jel igerisine DNA boyas1 olarak 1pL
GelRed ilave edildi. Daha Onceden taraklar1 ayarlanmis olan agaroz, jel tablasina
dokiildii. Agaroz jelin katilagsmasi i¢in yaklagik 30 dakika beklendi ve katilagan agaroz jel
1X TAE tamponuyla doldurulmus olan elektroforez tankina yerlestirildi. Her kuyucuga
PZR iriinlerinden ve DNA biiyiiklik belirtecinden (marker) 4’er pL ylklenerek
elektroforezde 100 V’luk elektriksel alanda yaklasik 30 dakika yiriitildi. Yiriitme
islemi tamamlandiktan sonra agaroz jelde PZR {iriinlerinin goriintiilenmesi i¢in UV trans

iliminator kullanildi. PZR iirtinlerinin yiiriidiigii mesafe DNA belirtecindeki parcaciklar
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ile kiyaslanarak dogru bolgenin c¢ogaltildigi dogrulandi. Jel iizerindeki DNA

parcaciklarini gdsteren fotograflar ¢ekildi.

3.2.2.3. DNA dizi analizi

Agaroz jel goriintiilerinde yeterli miktarda ve kalitede DNA c¢ogaltilmasi
saglanmis tiipler dizi analizi yapmak {izere secildi. Se¢im isleminde agaroz jelde parlak
goriintii veren, bantlar1 genis alana yayilmamis olan PZR {iriinleri tercih edildi. Ayrica bu
iiriinler arasinda bir hiicreden izolasyonu gerceklestirilmis PZR {irlinlerinin se¢ilmis
olmasina dikkat edildi. Segilen PZR iiriinleri saflastirma ve dizi analizi yapilmak iizere
MacroGen (Amsterdam, Hollanda) firmasina gonderildi. Her bir popiilasyon i¢in 2 farkli
DNA 0Ornegi dizilendi. Dizileme isleminde kullanilmak iizere oOkaryotik ileri yonlii
(forward) ve geri yonlii (reverse) evrensel primerleri yaninda, ileri yonlii bir i¢ primer
(internal forward) (SR7R=5'- AGT TAA AAA GCT CGT AGT GT- 3') gonderildi. Bu
i¢ primer daha 6nceden gen bankasinda kayitli olan biitiin Colpoda tiirlerine ait 18S rDNA

gen dizisi icerisinde yeri kontrol edilerek se¢ilmistir.

3.2.2.4. Dizilerin okunmasi

MacroGen firmasindan dizileri elde edilen sonuclar tarafimiza online olarak
Abl ve text dosyalar seklinde iletildi. Abl dosyalart CodonCode v. 4.1.1 paket
programinda agild1 ve her bir dizinin kalitesi kromatogramlar iizerinden kontrol edildi.
CodoneCode v. 4.1.1 programi1 yardimiyla kromatogramlarin goriintiilenmesi sonucunda,
her bir dizinin diisiik kalitede (yesil isaretli alanlar) okunmus baslangi¢ ve son kisimlari
belirlenerek uzaklastirildi. Her bir popiilasyon i¢in 18S rDNA gen dizisini ortaya
cikarmak i¢in 2 adet ileri yonlii (forward), iki adet geri yonlii (reverse) ve iki adet i¢
bolgeden ileri yonlii (internal forward) olarak okunmus Abl formatindaki diziler
CodonCode v. 4.1.1 paket programinda acildi. Bu dizler program yardimiyla {ist iiste
cakistirildi (hizalandi). Hizalanmis diziler kromatogram pikleri de kontrol edilerek dogru
hizalanip hizalanmadiklari manuel olarak kontrol edildi. Hatal1 hizalanmig olarak goriilen
kisimlart diizeltildi. Toplam 6 DNA pargacigindan olusan bu diziler tek bir diziye
(konsensiis disizi) doniistiiriilerek FASTA formatina kaydedildi. Elde edilen konsensiis

dizisi NCBI (National Center for Biotechnology Information) gen bankasindaki verilerle



28

karsilagtirilarak, dizisi elde edilen gen bolgesi dogrulandi. Bu islemler bu ¢aligmada elde

edilen biitlin popiilasyonlar i¢in ayr1 ayr1 gergeklestirildi.

3.2.2.5. Dizilerin hizalanmasi ve veri setlerinin olusturulmasi

Colpoda tiirlerinin 18S rDNA bolgesine dayanan filogenetik pozisyonunun
belirlenebilmesi i¢in, yapilacak filogenetik analizlerde kullanilmak tizere Colpoda cinsine
ait 19 popiilasyon ile bu cinse en yakin Cyrtolophosis, Pseudocyrtolophosis,
Microdiaphanosoma ve Aristerostoma cinslerine ait 6 tiir dig grup olarak secildi. Bu
calismada izole edilen Colpoda popiilasyonlarina ait FASTA formatindaki konsensiis
DNA dizileri ile bu cinse ait gen bankasinda kayitli 19 popiilasyonun ilgili DNA dizileri
MEGA 7.0 programi kullanilarak ¢agirildi ve kaydedildi. SSU rDNA dizisi 6zellikle tiir
ayriminda kullanilan molekiiler belirte¢ olmasindan dolay1 elde edilen gen dizileri diger
tiirlerin dizileri ile karsilastirilarak farkli bolgeler yeniden gézden gegirildi. Bu yiizden
dort tiire ait (Colpoda maupasi, C. magna, C.lucida, Colpoda sp.) konsensiis diziler ile
gen bankasindan indirdigimiz bu cinse ait tiim diziler ayr1 ayr1t MEGA 7.0 programinda
acilarak niikleotid degisimleri ve insersiyonlar/delesyonlar kontrol edildi. Filogenetik
analizler i¢in gen bankasindan ¢agirilan diziler kabul numaralariyla birlikte Cizelge 3.3’te
verildi.

MEGA 7.0 programu ile alt alta agilan 29 DNA dizisi Clustal W ikili ve ¢oklu
hizalama modeli kullanilarak bu dizilerin hizalamas: yapildi. Hizalama islemi
tamamlandiktan sonra gen bankasindan alinan dizlerin bu calismadan elde edilen
dizilerden daha uzun olan bas ve son kisimlar1 kesilerek uzaklagtirildi. Bu ¢alismada elde
edilen dizilerden daha uzun olan bolgelerin bizim diziler ile karsilastirma imkan
olmadigindan kesme islemi gergeklestirilmistir (Tamura ve ark., 2013). Hizalanmis gen
dizileri daha sonra yapilacak olan filogenetik analizlerde kullanilmak tizere FASTA
formatinda kaydedildi.

Coklu hizalanmis hedef dizilerdeki ileri derecede degisken bdlgeler ve yiiksek
oranda delesyon ve insersiyon igeren bdlgeler filogenetik analizlerde en biiyiik hata
kaynagini olusturduklarindan dolay1 s6z konusu bolgeler Gblocks v.0.91b programu ile
belirlenerek hizalanmig dizilerden uzaklastirildi (Castresana, 2000; Talavera ve

Castresana, 2007).
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Cizelge 3.3. Filogenetik degerlendirmelerde kullanilan Colpoda tiirleri gen bankas1 kabul

numaralari
Tiir Ad1 Kabul Numarasi

Colpoda aspera EU039892
Colpoda aspera KF111344
Colpoda cucullus EU039893
Colpoda ecaudata KJ873046
Colpoda elliotti KJ873047
Colpoda henneguyi EU039894
Colpoda inflata KJ607918
Colpoda inflata M97908
Colpoda inflata KJ607917
Colpoda lucida EU039895
Colpoda lucida KJ873048
Colpoda magna EU039896
Colpoda maupasi JF747215
Colpoda minima EU039897
Colpoda sp. JF747216
Colpoda sp. AY905498
Colpoda steinii KF732885
Colpoda steinii DQ388599
Colpoda steinii KJ607916
Aristerostoma marinum EU264562
Aristerostoma sp. EU264563
Crytolophosis minor JQ723962
Crytolophosis mucicola EU039898
Microdiaphanosoma arcuatum GU997633
Pseudocrytolophosis alpesiris EU264564

Dogrulugu ve giivenilirligi teyit edilmis ¢coklu hizalanmig FASTA formatindaki
veri seti, Bayesian ¢ikarsamasi (BI) filogenetik analizlerinde kullanilmak amaciyla
ALTER (Alignment Transformation Environment) online dosya doniistiiriicii programi

kullanilarak Nexus dosya formatlarina dontistiiriildii.

3.2.2.6. Filogenetik analizler

Colpoda tiirlerinin filogenetik analizleri, son yillarda yaygin olarak kullanilan
Bayesian ¢ikarsamasi (BI) ve maksimum olabilirlik (ML) yaklagimi ile
gerceklestirilmektedir. Sunulan ¢alismada da ¢oklu hizalanmis veri seti kullanilarak bu
grubun filogenetik pozisyonu BI ve ML algoritmalar1 kullanilarak yapildi.

Maksimum olabilirlik analizi i¢in gen dizileri hizalanmig FASTA formatindaki
veri seti kullanilarak IQ-TREE programi ile gergeklestirilmistir (Nguyen ve ark., 2014).
ML yaklagimi i¢in en uygun baz degisim modellerini belirlemek amaciyla AIC (Akaike
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Informatin Criterion) parametresi kullanildi. Bu parametreye gére en uygun niikleotid
degisim modeli olarak GTR+F+I+G4 se¢ildi (Kalyaanamoorthy ve ark., 2017). ML
filogenetik aga¢ yapilandirmasi bootstrap istatistiki hesaplama yontemi ile 1000 tekrarla
agac yapilandirilmasi gergeklestirildi. Elde edilen konsensiis agaci sonucu FigTree v1.4.2
agac programinda acilarak bootstrap destek degerleri incelendi (Rambaut, 2016).

Bayesian c¢ikarsamasi (BI) veri setinin olusturulmasi i¢in en uygun niikleotid
degisim modeli se¢imi Jmodeltest 2.1.7 programi ile AIC (Akaike Information
Criterion), parametresi kullanilarak yapildi (Posada, 2008). Bu parametrelere gore en
uygun niikleotid degisim modeli GTR+I+G olarak saptandi. ALTER programinda
doniistiiriilen Nexus dosyas1 Notepad ™ programinda acild1 ve uygun mutasyon modeline
gore veri seti komutlar1 olusturuldu. BI agaci, Bayesiyan 6nermesi ve Markov Chain
Monte Carlo (MCMC) 6rnekleme algoritmasi kullanilarak MrBayes 3.2.6 programu ile
yapildi (Ronquist ve Huelsenbeck, 2003; Ronquist ve ark., 2012). Analiz siirecinde
efektif drneklem biiylikliigii (ESS), diger parametrelerin dogru PP (posterior probability)
degeri ve 6rneklem sayisinin doygunluga ulasip ulasmadig1 Tracer programiyla kontrol
edildi (Rambaut ve ark., 2018). Program tamamlandiktan sonra elde edilen konsenstis BI
agaci FigTree v1.4.2 programi ile acilip incelendi.

Yapilandirilan BI ve ML agaclar1 PDF formatinda kaydedildikten sonra Adobe
[lustrator ve Photoshop programlari araciligiyla tez formatina uygun hale getirildi.

Bu ¢aligmada Colpoda cinsine ait dort tiiriin Tiirkiye popiilasyonlarina ait ilk kez
elde edilen 18S rDNA dizileri en yakin pozisyonlu oldugu popiilasyonlarla Kimura2
parametre modeli MEGA programinda kullanilarak genetik uzakliklar1 hesaplandi.
Kimura2 parametre modeli, dort niikleotid frekansinin ayni oldugunu ve yer degistirme
oranlarinin bolgeler arasinda degismedigini dikkate alarak, transisyon ve transversiyon
niikleotid degisimleri oranlarin1 dikkate alarak ¢coklu dizilerin genetik uzaklari hesaplandi

(Kimura, 1980).



4. BULGULAR

4.1. Morfolojik Bulgular

4.1.1.Colpoda lucida Greeff, 1888

Hiicre canli olarak ortalama 64 pm (52-78) um uzunlugunda ve 50 um (38-60)
genigliginde olup kiiciik ile kismen kiiciik tiirler kategorisine girmektedir. Canli
bireylerde hiicre genisligi uzunlugunun %77’si olarak hesaplandi. Gilimiis nitrat ile
impregne edilmis drneklerde hiicre uzunlugu 65 pm (45-95), genisligi ise 47 pum (30—63)

olarak belirlendi.

Sekil 4. 1. Colpoda lucida popiilasyonlarinin canli fotomikrograflari. a, b, ¢. Isik
mikroskobu goriintiileri. Ma= Makronukleus; KV= kontraktil vakuol; Oklar
= Vestibular agiklik.

Sag ya da sol lateralden bakildiginda hiicre bobrek ya da fasulye bigimlidir. Hiicrenin
postoral kismi preoral kismindan hafif¢ce daha genistir (Sekil 4.1a—c). Preoral kisim
ventralde yivli goriiniime (omurga) sahiptir (Sekil 4.2a). Omurga 7-8 ¢ikint1 bigimli
yapidan olusur. Sol lateral hemen hemen diiz veya hafifce konveks, sag lateral ise
konveks yapidadir. Hiicre lateral olarak 1:3-1:4 oraninda yassilagsmistir. Cok derin
olmayan diyagonal arka sahiptir (Sekil 4.2c, Sekil 4.3b, e). Diyagonal ark, oral a¢ikligin
sol kenarindan baglar, sol latarelde posteriyor dorsale yonelir, posteriyor yarimin orta

kisimlarinda sonlanir. Sitoplazma renksizdir. Sitoplazmada, biiytikliikleri 2—10 pm
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capinda besin vakuolleri bulunur (Sekil 4.2a). Besin vakuolleri hiicrenin tamaminda
bulunmakla birlikte posteriyor yarinda daha yogun olduklar1 goriildii. Hiicrenin
posteriyorunde terminal olarak konumlanmis tek kontraktil vakuole sahiptir (Sekil 4.1a,

Sekil 4.2a). Kontraktil vakuol vezikiiler yapidadir.
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Sekil 4. 2 Colpoda lucida’nin genel morfolojisi ve infrasiliyatiir diyagramlari. a. in vivo
diyagram (ok baslari= omurga cikintilari); b sag ventral infrasiliyatiirii ve
glimiis hatlar sistem diyagrami; c. sol taraf infrasiliyatiirii ve glimiis hatlar
sistem diyagrami. d. Oral polikinetid diyagrami; BV= besin vakuolu; DA=
diyagonal ark; KV=kontraktil vakuol; Ma= makroniikleus; Mi= mikroniikleus;
POS= preoral siitur; SaOP= sag oral polikinetid; SoOP= sol oral polikinetid;
S3= 3. somatik sil sirasi; V= Vestibular kese; VA= vestibiiler agiklik; Ok
baslar1 = omuga ¢ikintilari.
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Oral aparey ekvatoral diizlemin hafifce anteriyoriinde konumlanmistir. Oral
acikligin anteriyore olan uzaklig1 ortalama hiicre uzunlugunun %41°1 olarak hesaplandi
(Cizelge 4.1). Ventralde yer alan vestibular acikligin uzunlugu (anteriyor—posteriyor
istikametteki uzunluk) ortalama 11 pm olarak hesaplandi. Bu uzunluk hiicrenin yaklasik
1:6 s1 kadar olup canli ve postfiksasyon incelemelerinde oldukca goze garpict bir yapi
olusturur (Sekil 4.1a—c, Sekil 4.2a, b, Sekil 4.3c, d). Vestibuular acikligin igerisi sag ve
sol olmak fizere iki oral polikinetid grubu ile dosenmistir (Sekil 4.2d, Sekil 4.3a). Su
sirkiilasyonu saglayarak besinleri vestibulum boyunca sitostoma iletmekle gorevli olan
bu polikinetidler sekil ve diizenlenme bakimindan birbirlerinden farklidirlar. Her iki oral
polikinetid de hemen hemen birbirlerine paralel, ana viicut ekseni ile yaklasik 45° ac1
yapacak sekilde konumlanmistir. Sag oral polikinetid diizensiz veya az diizenli kinetozom
siralarindan meydana gelmistir. Sag oral polikinetid, kendi eksenine az ¢ok paralel olarak
diizenlenmis, 4-6 kinetozom sirasindan olugur ve uzunlugu ortalama 14 um kadardir. Sag
oral polikinedidin distal kism1 geriye dogru hafifge kivrilmistir ve kanca seklinde bir yap1
olusturur. Sol oral polikinetid distal ucu daralmis, apikal ucu hafif¢e genis uzunca bir
raket bi¢cimlidir. Kendi ekseni ile 45° ag¢1 yapacak sekilde diizenlenmis 24 kadar
kinetozom sirasindan meydana gelmistir. Uzunlugu ortalama 13 um kadardir.

Niiklear aparey 1 makroniikleus ve 1 mikroniikleustan meydana gelmistir.
Genellikle hiicrenin orta kisminda oral apareyin dorsalinde konumlanmistir (Sekil 4.1a-
c, Sekil 4.2a, Sekil 4.3a, b). Bazen hiicrenin anteriyor ya da posteriyor yarimina daha
yakindir. Niikleolar materyal ags1 goriiniime sahiptir (Sekil 4.2a). Makroniikleus oval ya
da kiiresel bigimlidir ve makroniikleusun biiytikliigii 13 x 11 pm kadardir. Mikroniikleus
oval ya da eliptik bi¢cimlidir. Makroniikleusa ¢ok yakin, ya da onun hafif bir girintisi
icerisinde konumlanmistir. Makroniikleus ile ¢ok yakin iliskili oldugu igin
preparasyonlarda fark edilmeleri giigtiir.

Sivi fazda saat yOniiniin aksi yonde uzun eksenleri etrafinda donerek orta derecede
hizl1 olarak anteriyor yonde ilerleyerek yiizerler. Zeminde, toprak partikiillerinin arasinda
sag laterelleri lizerinde siirlinerek hareket ederler. Zeminde, toprak partikiilleri {izerinde,

saat yoniiniin tersinde donerek hareket ettikleri gézlendi.
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Sekil 4.3. Colpoda lucida’nin infrasiliyatiir fotomikrograflari. a. sag ventral infrasiliyatiir
(glimiis karbonat impregnasyonu); b. sol ventral infrasiliyatiir (giimiis karbonat
impregnasyonu); ¢. sag infrasiliyatiir (glimiis nitrat impregnasyonu); d, e. sol
infrasiliyatiir (glimiis nitrat impregnasyonu); DA= Diyagonal ark; Ma=
makroniikleus , Mi= mikroniikleus, POS= preoral siitur; SaOP= sag oral
polikinetid; SoOP= sol oral polikinetid; VA= vestibiiler aciklik

Somatik silleri canli hiicrelerde 6—7 pum uzunlugundadir. Somatik siliyatiir
dikinetid olarak diizenlenmis sil siralarindan olusur. Her bir kinetozomdan bir sil
orijinlenir. Kinetileri olusturan dikinetidler arasindaki mesafe posteriyorden anteriyore
gittikce azalir (daha sik konumlanir) (Sekil 4.2b, ¢, Sekil 4.3a-e). Sag ve sol lateraldeki
somatik kineti sayilar1 hemen hemen birbirine esit (18—19) olup, her iki yiizeydeki kineti
sayist ortalama 37 kadardir (Cizelge 4.1). Sag lateralde vestibular agikligin gerisinde yer

alan 3. somatik kinetideki kinetozom sayist ortalama 22 olarak hesaplandi. Sag ve sol
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lateraldeki sil siralar1 preoral bolgede karsi karsiya gelerek siitur olustururlar (preoral
siitur) (Sekil 4.2b, Sekil 4.3a). Somatik kinetiler her iki yiizde de (sag ve sol lateralde)
“S” seklinde kivilmis olarak diizenlenirler. 8—10 karar postoral sil sirasi mevcuttur.
Vestibular agikligin sol kenarindan baglayan 4-5 kineti post oral sil siralart ile birlikte
diyagonal arka dogru yonelirler. Vestibiilar agoklikta derin olarak baglayan diyagonal ark
hiicrenin son ¢eyregine dogru giderek siglasir ve kaybolur.

Glimis cizgiler sistemi cucullus tiptedir: graniil ve halkalardan olusur, dikdortgen

bicimli ve agsidir (Sekil 4.2b, c, Sekil 4.3c-e).

Cizelge 4.1. Colpoda lucida’nin morfometrik karakterizasyonu

Karakterler X Max Min M SH SS VK N
63.55 7875 5250 64.16 0.78 6.16 9.70 62
65.61 95.00 4500 6500 1.10 945 1441 74
4891 6125 3791 4958 0.74 579 11.85 61
46.68 62.50 30.00 47.50 092 791 1696 74
77.06 94.73 66,66 7727 0.63 490 636 o6l
7136 91.67 50.00 72.00 1.01 865 12.13 74
Vestibiiler agilik uzunlugu, pm 11.06 21.00 6.00 11.00 0.34 257 23.19 58
Vestibiiler agihgin apeksten uzakhigl, 57 33 4300 1600 2700 0.61 471 1723 60
pm (VAU)

Vestibiiler aciligin posteriyor ugtan
uzakligi, um (VPU)

Hiicre uzunlugu,* pm
Hiicre genisligi,* um

Hiicre genisligi/Hiicre uzunlugu,*( %)

28.37 57.00 14.00 27.00 121 9.19 3240 58

VAU/Hiicre uzunlugu, (%) 4145 6143 2560 40.67 0.88 6.85 16.52 60
VPU/Hiicre uzunlugu, (%) 41.86 60.00 20.00 41.80 1.19 9.06 21.63 58
Makroniikleus uzunlugu, pm 13.57 18.00 9.00 14.00 033 221 1627 46
Makroniikleus genisligi, pm 1130 16.00 800 11.00 025 1.69 14.90 46

Makroniikleus uzunlugu /makroniikleus
genisligi

Makroniikleus uzunlugu/Hiicre
uzunlugu, (%)

Makroniikleusun apeksten uzakligi, pm

1.21  1.63 1.00  1.17 0.03 0.17 14.07 46

20.76 29.57 14.19 2035 056 3.81 18.39 46

21.59 34.00 12.00 21.50 0.65 4.40 20.38 46

(MAU)

MAU/Hiicre uzunlugu, (%) 33.08 4857 1935 33.60 1.08 731 22.08 46
Exak“’“ukle“wn ventralden uzakh@l, 16 g9 2800 7.00 17.00 059 4.00 23.66 46
Mikroniikleus uzunlugu, pm 2,63 400 200 300 0.11 0.61 2320 32
Mikroniikleus genisligi, pm 1.81  3.00 1.00  2.00 0.09 0.53 29.52 32
Sag latereal somatik kineti sayis1 18.86 24.00 13.00 19.00 0.67 3.14 16.63 22
Sol lateral somatik kineti sayis1 19.15 23.00 14.00 20.00 0.78 2.79 14.59 13
3. somatik kinetideki dikinetid sayis1 22.07 30.00 17.00 21.50 1.04 3.89 17.63 14
Sag oral polikinetid uzunlugu 14.11 20.00 11.00 12.00 1.07 322 2281 9
Sag oral pilikinetid genisligi 2.68 3.00 2.00 3.00 0.17 050 1875 9
Sag oral polikinetidin apeksen uzakligi 1556 20.00 12.00 1500 1.03 3.09 1984 9
Sol oral polikinetid uzunlugu 13.00 17.00 10.00 13.00 0.79 249 19.19 10
Sol oral polikinetid genisligi 3.80  5.00 3.00 4.00 020 0.63 16.64 10

Sol oral polikinetidin apeksten uzaklig1 19.40 20.00 17.00 20.00 0.69 2.17 11.19 10
Sol oral polikinetideki sil sirasi sayist 2436 31.00 18.00 24.00 096 3.59 14.72 14

* Ust satirdaki veriler canli 6rneklerden, alt satirdaki veriler giimiis nitrat impregnasyonu
preparasyonlarindan elde edilmistir.
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4.1.2. Colpoda maupasi Enriques, 1908

Hiicre boyutlari tespitli hiicrelerde ortalama 52pum (35—64) uzunlugunda ve 28um
(27-38) genisliginde olctildii (Cizelge 4. 2). Bu degerlere bakildiginda kiigiik ile kismen
kiictik tiir kategorisinde yer almaktadir. Hiicre genisligi uzunlugunun %53’ i kadardar.

Siliyatin viicut sekli fasiilye seklinde olup anteriyor u¢ hafif sivrilmis sekilde
goriildi (Sekil 4.4a-c, Sekil 4.5a,b, d, ). Preoral kisim ¢ok kisa olup , viicut uzunlugunun
yaklagik dortte biri kadardir. Dorsal tarafi hafif konveks, ventral taraf ise preoral kisim
hafif konkav yada diizdiir. Postoral kisim ise konvekstir. Canli lateral olarak
yassilasmistir. Hiicrenin en genis yeri ekvatoriyal bolgesidir. Preoral kisimda genellikle
4 — 6 cikintiya sahiptir (omurga) (Sekil 4.4a, Sekil 4.5a, c¢). Stoplazma renksizdir.
Stoplazmada 6zellikle kontraktil vakoul etrafinda ¢ubuk sekilli sarimsi kristaller igerir.
Besin vakuolleri az sayida ve kiiresel sekillidir. Genellikle hiicrenin orta kisminda veya
posteriorunda bulunurlar. Canli kiiclik biiylitmelerde seffaf olarak goriinmektedir.
Kontraktil vakuol tek olup, posterior ucta yer almaktadir. Vezikiiler yapida olan
kontraktil vakuol kasildiginda ana vakuolun etrafindan kiiclik toplama keselerinin
olustugu gozlendi. Konraktil vakuol posteriyor kutupta terminal olarak tek agiklikla disar
acilir (Sekil 4.4 a, c; Sekil 4.5¢).

Vestibular acgiklik ventralde ekvatoral diizlemin anteriyorunde konumlanmigtir
(Sekil 4.4a, b; Sekil 4.5a, b). Vestibular agikligin anteriyore uzakliginin viicut uzunluguna
orani yaklasik %26 kadardir. Vestibular agikligin uzunlugu viicut uzunluguna gore
oldukea kii¢lik olup yaklasik viicut uzunlugunun %14°#i kadar hesaplanmistir (Cizelge
4.2). Oral polikinetidler vestibulumdan disar1 dogru uzanir. Sag oral polikinetid, sol oral
polikinetid ile 60°lik a¢1 yapacak sekilde konumlanmistir (Sekil 4.4a, d; Sekil 4.a, c). Sol
oral polikinetid eliptik olmakla birlikte distal kism1 sivrilesmistir ve viicut eksenine gore
yatay olarak konumlanmigtir. Ortalama 4pum uzunlugunda 2pm genisliginde olup 9 (7—
12) diizenli sil siras1 igermektedir (Sekil 4.4d). Genellikle yarim ay sekline sahip olan sag

oral polikinetid diizensiz sil siralar1 igermektedir.
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Colpoda maupasi’'nin genel morfolojisi ve infrasiliyatiirii. a. in vivo diyagram
(ok baslari= omurga ¢ikintilari); b sag ventral infrasiliyatiirii ve glimiis hatlar
sistem diyagrami; c. sol taraf infrasiliyatiirii ve giimiis hatlar sistem diyagrama.
d. Oral polikinetid diyagrami; BV= besin vakuolu; DA= diyagonal ark; KV=
kontraktil vakuol; Ma= makroniikleus; Mi= mikroniikleus; OP= oral
polikinetidler; POS= preoral siitur; SaOP= sag oral polikinetid; SoOP= sol oral
polikinetid; S3= 3. somatik sil sirasi; V= Vestibular kese; VA= vestibiiler
aciklik; Ok baslar1 = omuga ¢ikintilari.
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Sekil 4.5. Colpoda maupasi ’nin infrasiliyatiir fotomikrograflari. a. sag ventral
infrasiliyatiir (glimiis karbonat impregnasyonu); b. sol ventral infrasiliyatiir
(glimiis karbonat impregnasyonu); ¢. oral polikinetidler ve omuga ¢ikintilar
(glimiis karbonat impregnasyonu); d. sag infrasiliyatiir (glimiis nitrat
impregnasyonu); e. sol infrasiliyatiir (glimiis nitrat impregnasyonu). Ma=
makroniikleus , Mi= mikroniikleus SaOP= sag oral polikinetid; SoOP= sol
oral polikinetid; VA= vestibiiler agiklik; KVA= kontraktil vakuol ag¢ikligi;
Ok basglari= omuga ¢ikintilari.
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Niiklear aparey 1 makronukleus ve 1 mikronukleustan olugmaktadir. Gilimiis
karbonat preparatlarinda kiiresele yakin hafif oval bir makronukleus genellikle hiicrenin
merkezinde yer almaktadir (Sekil 4.4a; Sekil 4.5a-b). Makronukleusun anteriyore olan
uzakliginin hiicre uzunluguna orani yaklasik % 45 olarak hesaplandi (Cizelge 4.2).
Glimiis nitrat preparatlarinda makronukleus ortalama 10 pm uzunlugunda ve 8 pum
genisliginde Olciilmiistiir. Mikronukleus genellikle oval bigimli ve makronukleus ile
iligkilidir (Sekil 4.4a). Niiklear materyal ¢ok ¢esitli olmakla birlikte genellikle kaba taneli

parcgali formda goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Colpoda maupasi’ nin morfometrik karakterizasyonu

Karakterler X Max Min M SH SS VK N
Hiicre uzunlugu, pm 51.59 64.00 35.00 51.00 0.99 7.09 13.75 51
Hiicre genisligi, pm 27.10 38.00 16.00 27.00 0.72 5.13 18.94 51
Hiicre genisgligi/Hiicre uzunlugu, % 52.57 69.56 33.33 52.00 0.99 7.03 1338 51
Vestibiiler agilik uzunlugu, pm 7.13 12.00 4.00 7.00 0.29 1.70 25.17 39

Vestibiiler agiligin apeksten uzakligi,
pm (VAU)

Vestibiiler agiligin posteriyor ugtan
uzakligi, pum (VPU)

13.37 22.00 800 13.00 039 239 17.86 38

27.68 49.00 22.00 37.00 1.01 6.22 1650 38

VAU/Hiicre uzunlugu, % 26.37 40.00 1897 26.09 0.70 432 1639 38
VPU/Hiicre uzunlugu, % 73.63 81.03 60.00 7391 0.70 432 587 38
Makroniikleus uzunlugu, pm 10.35 16.00 7.00 10.00 0.25 1.74 16.80 49
Makroniikleus genisligi, pm 7.65 12.00 4.00 8.00 0.23 1.58 20.73 48

Makroniikleus uzunlugu /makroniikleus
genisligi

Makroniikleus uzunlugu/Hiicre
uzunlugu, %

Makroniikleusun apeksten uzakligi, pm

139 2.60 1.00 132 0.05 033 2336 48

20.19 28.89 1429 20.00 0.52 3.61 17.86 48

22.87 33.00 12.00 23.00 0.67 4.57 19.99 47

(MAU)

MAU/Hiicre uzunlugu, % 44.69 59.52 25.81 44.83 121 827 1849 47
frflk“’““kleuzun ventralden uzakligl, 1y g9 5900 400 1200 059 405 3401 47
Mikroniikleus uzunlugu, pm 200 3.00 100 200 0.17 050 2500 9
Mikroniikleus genisligi, pm .17 2,00 100 1.00 0.12 035 3030 9
Sag latereal somatik kineti sayis1 873 11.00 7.00 9.00 0.27 1.03 11.83 15
Sol lateral somatik kineti sayis1 8.88 10.00 800 9.00 023 064 722 8
3. somatik kinetideki dikinetid sayis1 1589 20.00 13.00 16.00 043 181 11.40 18
Sag oral polikinetid uzunlugu 530 7.00 400 500 026 0.82 1553 10
Sag oral polikinetid genisligi 233 3.00 2.00 200 0.17 050 2143 9
Sag oral polikinetidin apeksen uzakligi 10.44 12.00 9.00 10.00 038 1.13 1082 9
Sol oral polikinetid uzunlugu 444 500 4.00 400 0.18 053 1186 9
Sol oral polikinetid genisligi 233 3.00 2.00 200 0.17 050 2143 9
Sol oral polikinetidin apeksten uzaklig1 13.44 1500 11.00 14.00 044 133 992 9
Sol oral polikinetideki sil siras1 sayisi 886 11.00 7.00 9.00 0.51 135 1519 7
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Sivi fazda saat yOniiniin tersi yoniinde orta hizda hareket eder. Yaygin olarak
toprak partikiilleri arasinda siirlinerek hareket ettigi gozlemlendi. Zaman zaman besin
almak icin hareketsiz kaldig goriildii.

Canli hiicrelerde sil uzunluklar1 ortala 7um olarak olgiildii. Canlida somatik
infrasiliyatiir dikinetid olarak diizenlenmis sil siralarinda olugmaktadir. Dikinetidler
preoral kisimda daha yakin postoral kisimda daha uzak konumlanmistir (Sekil 4.4b, c;
Sekil 4.5a, b, d, e). Somatik sil siras1 sayilar1 sag lateralde ve sol lateralde yaksik esit
olup toplam 18 dikinetid igerir. Sag lateralde vestibular agikligin gerisinde yer alan 3.
somatik kinetideki kinetozom sayisi ortalama 16 olarak hesaplandi. Her iki tarafta
bulunan sil siralar1 preoral kisimdan baslayarak spiral sekilde diizenlenip canlinin
posteriyorunda sonlanir (Sekil 4.4b, c; Sekil 4.5a, b, d, e). Vestibulumun sol tarafinda
bulunan postoral kinteti ortalama 3—4 kinetozomdan olusur. Sag lateraldeki ilk sil siras1
3—4 dikinetidden olusup, vestibular agikligin {izerinde son bulur (vestibular kineti) .

Glimiis hatlar sistemi (Silverline sistem ) dikdortgen sekillidir. Birkag graniil ve

halka igerir (aspera tip) (Sekil 4.4b, c; Sekil 4.5d).

4.1.3. Colpoda magna (Gruber, 1879) Lynn, 1978

Hiicre boyutlari1 canli hiicrelerde ortalama 225 um (117-301) uzunlugunda ve 131
pm (67-199) genisliginde ol¢iildii. Hiicre genisligi hiicre uzunlugunun yaklasik %58’ i
kadardir (Cizelge 4.3).

Hiicre her iki latreralden bakildiginda genel olarak bobrek bicimlidir (Sekil 4.6a-
f; Sekil 4.7a, b; Sekil 4.8a, b). Canlinin ventral tarafi hafif konkav ve dorsal taraf ise genel
olarak hafif koveks seklindedir. Ancak canlinin postoral kese tasimasindan dolay1 dorsal
taraf ¢entikli goriilmektedir (Sekil 4.6¢, d; Sekil 4.7a, b; Sekil 4.8b). Canli 1:4 oraninda
lateral olarak yassilagsmistir. Sag tarafi neredeyse diizlesmis olup sol taraftan canliya
bakildiginda derinlikten dolay1 canli ii¢ par¢a goriinmektedir. Diyagonal ark derin olup
sprial seklindedir (Sekil 4.6¢c; Sekil 4.7a, b; Sekil 4.8b). Vestibulumun sol tarafindan
baslayarak viicudu bir turdan fazla dolanarak postoral kesede sonlanir. Postoral kese
kontraktil vakuol ile iligkilidir. Stoplazma renksizdir ancak 6zellikle kontraktil vakuol
yakinlarinda az miktarda yag damlaciklar1 ve kristaller igerdiginden dolay1 kiiciik

biliylitmelerde koyu kahve renginde goriiniir.. Sitoplazmada c¢ok sayida kiiresel ve
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kompakt besin vakuolleri bulunur (Sekil 4.6a-d; Sekil 4.7a). Canli ¢gogunlukla bakteriler
ile beslenir, ancak bazen yesil alg, kameili ya da silli canlilar ile beslendigi goriilmiistiir.
Kontraktil vakuol canlinin posterioriinde, postoral kesenin igerisinde yer alir. Yaklasik
10-15 toplama kanalina sahiptir. Kanallarin anterior uca kadar uzandigi gorildi (Sekil
4.6a, b; Sekil 4.7b, ¢). Bosaltim aciklig1 tek olup hiicrenin posteriydriinde terminal olarak

yerlesmistir.

Sekil 4.6. Colpoda magna’nin farkli morfolojik karakterlerine iliskin canli
fotomikrograflart. a, e, f. diferansiyel interferens-kontrast (DIC)
goriintiileri; b. faz-kontrast goriintiileri; ¢, d. 151k mikroskobu goriintiisii.
BV= besin vakuolii; E= ekstruzom; KV= kontraktil vakuol, Ma=
makroniikleus; PK= postoral kese; VA=vestibular aciklik; ok baglari=
toplama kanallar.
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Oral aparey canlinin ventralinde ve hemen hemen ekvatoriyal diizlemin iizerinde
konumlanmstir (Sekil 4.6b-f; Sekil 4.7a; Sekil 4.8a; Sekil 4.9a). Vestibulumun anteriyore
olan uzaklig1 boy uzunlugunun yaklasik % 50°si kadar oldugu hesapland: (Cizelge 4.3).
Vestibulum girisinde belirgin bir girinti mevcuttur. Vestibulum agiklig1 viicut uzunluguna
oranla oldukea kii¢ilik olup yaklasik olarak viicut uzunlugunun ortalama %21 olarak tespit
edildi. Vestibulum igerisinde sag ve sol tarafta yer alan oral polikinetidler birbirine
paralel olup viicut eksenine dik olacak sekilde konumlandigi goriildii. Sol oral polikinetid
kresentik bir sekilde olup ortalama 65 diizenli sil sirasindan olugmaktadir. Sag oral
polikinetid, sol orak polikinetidden yaklasik iki kat biiylikligiindedir ve diizensiz sil
siralarindan olugmaktadir (Sekil 4.7d; Sekil 4.8 a, ¢).

Niiklear aparey bir makronukleus ve ¢ok sayida mikronukleustan olusur. Genel
olarak vestibulum ile dorsal taraf arasinda yer almaktadir. Nukleolar materyal ags1 bir
yapt gosterir (Sekil 4.6b, f; Sekil 4.7a; Sekil 4.8a, b, d). Makronukleusun uzunlugu
ortalama 62 pum genisligi ise 26 um olarak 6l¢iilmiistiir (Cizelge 4.3). Belirgin olarak
elipsoid sekillidir. Mikronukleuslar genellikle makronukleusla iligkilidir. Sayis1 en az
dort en fazla dokuz olarak sayilmistir.

S1v1 fazda saat yoniiniin tersi yonde donerek orta hizda hareket eder. Zeminde ise
sag lateralinin lizerinde siiriinerek ilerler. Zaman zaman toprak partikiillerinin arasinda
beslenmek amaciyla durduklari gézlendi.

Popiilasyonu olusturan bireylerde sil uzunluklar1 oratalama 10pm uzunlugunda
olduklar1 hesaplandi. Somatik infrasiliyatiir sik diizenlenmis kinetozomlardan olusan
kinetiler seklindedir. Somatik kinetiler spiral seklinde dizilmiglerdir (Sekil 4.8a, b; Sekil
4.9a, b). Sag taraftaki kinetiler preoral siitura paralel iken sol taraftakiler dik ag¢ili olarak
konumlanmustir. Postoral kesede sil siralar1 diizensizdir. Sil siras1 sayilar1 sag tarafta
ortalama 54 sol tarafta ise ortalama 46 dikinetitten olusmaktadir. Canlida yaklagik 24
civarinda postoral sil sirasi bulunur. Bu sil siralar daha sonra diyagonal arka dogru
yonelir.

Glimis cizgiler sistemi cucullus tiptedir: graniil ve halkalardan olusur, dikdortgen

bicimli ve agsidir (Sekil 4.9a-c).
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Sekil 4.7. Colpoda magna’nin genel morfoloji ve infrasiliyatiir diyagramlari. a, b. sag ve
sol in vivo diyagram; c. ventral diyagram; d. oral polikinetid diyagrami. BV=
besin vakuolu; DA= diyagonal ark; KV= kontraktil vakuol; Ma=
makroniikleus; Mi= mikroniikleus; PK= postoral kese; SaOP= sag oral
polikinetid; SoOP= sol oral polikinetid; VA= vestibiiler aciklik; Ok baslari=
toplama kanallari.
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Sekil 4.8. Colpoda magna’da infrasiliyatiir ve niiklear aparey. a, b. sag ve sol taraf
infrasiliyatiirii (glimiis karbonat impregnasyonu); e¢. oral infrasiliyatiir
(glimilis karbonat impregnasyonu); d. niiklear aparey (giimiis karbonat
impregnasyonu). DA= diyagonal ark; Ma= makroniikleus; Mi=
mikroniikleus; PK= postoral kese; SaOP= sag oral polikinetid; SOOP=sol oral
polikinetid; VA= vestibiiler aciklik; Ok baglari= mikroniikleuslar.



45

Sekil 4.9. Colpoda magna’ nin infrasiliyatiirii ve giimiis hatlar sistemi (giimiis nitrat
impregnasyonu). a. sag taraf; b. sol taraf; c. giimiis hatlar sistemi (giimiis nitrat
impregnasyonu). DA= diyagonal ark; PK= postoral kese; VA= vestibular
aciklik.

Cizelge 4.3. Colpoda magna’ nin morfometrik karakterizasyonu

Karakterler X Max Min M SH SS VK N
22528 301.00 117.00 221.50 6.07 4291 19.05 50
188.71 237.50 137.50 187.50 220 21.66 11.48 97
131.54 199.00 67.00 129.00 3.87 27.34 20.79 50
110.75 150.00 55.00 110.00 1.74 17.15 1548 97
Hiicre genigligi/Hiicre uzunlugu*, 5832 66.11 46.18 58.02 0.51 3.60 6.17 50
% 58.57 73.68 3793 5867 053 520 888 97
Vestibiiler agilik uzunlugu, pm 3827 56.00 30.00 77.00 225 7.47 19.52 11
Vestibiiler agiligin apeksten

uzakligi, pm (VAU) 93.70 105.00 97.00 68.00 3.62 11.45 1222 10
Vestibiiler agiligin posteriyor ugtan
uzakligi, pm (VPU)

Hiicre uzunlugu*, pm

Hiicre genisligi*, pm

96.05 149.50 52,50 89.00 9.89 31.27 3256 10

VAU/Hiicre uzunlugu, % 2046  26.67 1463 19.73 131 434 21.19 11
VPU/Hiicre uzunlugu, % 49.56  68.74 3333 48.08 340 10.76 21.71 10
Makroniikleus uzunlugu, pm 61.64 102.00 41.00 60.00 2.67 12.51 20.30 22
Makroniikleus genisligi, pm 25.64 34.00 12.00 2500 1.03 484 18.86 22

Makroniikleus uzunlugu
/makroniikleus genisligi
Makroniikleus uzunlugu/Hiicre
uzunlugu, %

Makroniikleusun apeksten
uzakligi, um (MAU)

2.46 4.25 1.64 237 012 056 2261 22

3248 4636 1822 32119 1.64 7.69 23.68 22

4870  70.00 37.00 47.00 2.29 10.23 21.02 20

MAU/Hiicre uzunlugu, % 2523  36.71 1741 2473 125 561 2223 20
Makroniikleuzun ventralden 4030 60.00 18.00 40.00 210 939 2331 20
uzakligi, pm

Mikroniikleus sayis1 6.26 9.00 4.00 6.00 030 1.28 20.50 19
Sag latereal somatik kineti sayist 54.00 73.00 42.00 50.00 443 11.73 21.73 7
Sol lateral somatik kineti sayis1 46.38  56.00 32.00 47.00 222 8.02 17.28 13

Sol oral polikinetideki sil sirast
sayi1sl

65.00 70.00 58.00 65.00 205 458 705 5

* Ust satirdaki veriler canli 6rneklerden, alt satirdaki veriler giimiis nitrat impregnasyonu
preparasyonlarindan elde edilmistir.
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4.1.4. Colpoda sp.

Hiicre canli olarak ortalama 58um (48—72) um uzunlugunda ve 37 pm (29-49)
genigliginde olup kiiciik ile kismen kiiciik tiirler kategorisine girmektedir. Canli
bireylerde hiicre genisligi uzunlugunun % 64 ’i olarak hesaplandi. Giimiis nitrat ile
impregne edilmis drneklerde hiicre uzunlugu 56 um (45-72), genisligi ise 34 um (23-48)
olarak belirlendi (Cizelge 4.4).

Sekil 4.10. Colpoda sp. popiilasyonlarinin canli fotomikrograflari. a, b, c. Isik
mikroskobu goriintiileri. Ma= Makronukleus; KV= kontraktil vakuol; VA=
Vestibular agiklik.

Her iki lateralden de bakildiginda hiicre bobrek bicimlidir (Sekil 4.10a-c; Sekil
4.11a-c; Sekil 4.12a-d). Hiicrenin postoral kismi preoral kismindan hafif¢e daha genistir.
Preoral kisim ventralde yivli gériiniime (omurga) sahiptir (Sekil 4.11a). Omurga 7-8
cikint1 bi¢imli yapidan olusur. Sol lateral hemen hemen diiz veya hafifce konveks, sag
lateral ise konveks yapidadir. Hiicre lateral olarak 1:4 oraninda yassilasmistir. Belirgin
bir diyagonal arka sahiptir. Diyagonal ark vestibulumun sol tarafindan baglar ve viiciidun
sol lateralinin ii¢te ikisini kapsadiktan sonra sonlanir. Sitoplazma renksizdir. Ancak
kiictik biiyiitmelerde yogun besin vakuollerinden dolay1 hiicre koyu renkli goriinmektedir.
Besin vakuollerinin biiytikliikleri 2-10 um ¢apinda olup hiicrenin tamamina homojen
olarak dagildigi goriildii. Hiicrenin posteriyorunde terminal olarak konumlanmis tek

kontraktil vakuole sahiptir. Kontraktil vakuol kanalsizdir ve vezikiiler yapiya sahiptir.
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Oral aparey ekvatoral diizlemin hemen hemen ortasinda konumlanmistir. Oral
acikligin anteriyore olan uzaklig1 ortalama hiicre uzunlugunun %47 ’si olarak hesaplandi
(Cizelge 4.4). Ventralde yer alan vestibular a¢ikligin uzunlugu ortalama 8um olarak
hesaplandi. Bu uzunluk hiicrenin yaklasik 15’1 kadar olup canli ve postfiksasyon
incelemelerinde oldukca goze carpict bir yapi olusturur (Sekil 4.10a-c; Sekil 4.11a, b).
Vestibular agikligin icerisinde sag ve sol olmak iizere iki oral polikinetid bulunur. Her iki
oral polikinetid de hemen hemen birbirlerine paralel, ana viicut ekseni ile yaklasik 45°
ac1 yapacak sekilde konumlanmistir (Sekil 4.11d; Sekil 4.12a, c). Sag oral polikinetid
hilal seklinde olup diizensiz veya az diizenli kinetozom siralarindan meydana gelmistir.
Sag oral polikinetid, kendi eksenine az ¢ok paralel olarak diizenlenmis, 9-10 kinetozom
sirasindan olusur ve uzunlugu ortalama 14 pm kadardir. Sol oral polikinetid distal ucu
daralmis, apikal ucu hafifce genis uzunca bir raket bicimlidir. Kendi ekseni ile 45° a¢1
yapacak sekilde diizenlenmis 26 kadar kinetozom sirasindan meydana gelmistir.
Uzunlugu ortalama 12 um kadardir.

Niiklear aparey 1 makroniikleus ve 1 mikroniikleustan meydana gelmistir.
Makroniikleus oval ya da kiiresel bi¢cimlidir. Genellikle hiicrenin orta kisminda vantraline
yakin konumlanmistir (Sekil 4.10a; Sekil 4.11a; Sekil 4.12a-c). Bazen hiicrenin anteriyor
ya da posteriyor yarimina daha yakindir. Niikleolar materyal agsi goriiniime sahiptir
(Sekil 4.11a). Makroniikleusun biiyiikliigii 11x8 um kadardir. Mikrontikleus oval ya da
eliptik bicimlidir. Makroniikleusa ¢ok yakin, ya da onun hafif bir girintisi icerisinde
konumlanmustir.

Sivi fazda saat yoOniiniin tersi yoniinde orta hizda hareket eder. Yaygin olarak
toprak partikiilleri arasinda siirlinerek hareket ettigi gozlemlendi. Zaman zaman besin
almak icin hareketsiz kaldig goriildii.

Somatik silleri canli hiicrelerde 6—7 pm uzunlugundadir. Somatik siliyatiir
dikinetid olarak diizenlenmis sil siralarindan olusur. Kinetileri olusturan dikinetidler
arasindaki mesafe posteriyorden anteriyore gittikge azalir (daha sik konumlanir). Sag ve
sol lateraldeki somatik kineti sayilari hemen hemen birbirine esit (15-16) olup, her iki
ylizeydeki kineti sayisi ortalama 31 kadardir. Sag lateralde vestibular agikligin gerisinde
yer alan 3. somatik kinetideki kinetozom sayis1 ortalama 25 olarak hesapland: (Cizelge
4.4). Sag ve sol lateraldeki sil siralar1 preoral bolgede karsi karsiya gelerek siitur

olustururlar (preoral siitur) (Sekil 4.11b; Sekil 4.12a, c¢). Somatik kinetiler her iki yiizde
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de (sag ve sol lateralde) “S” seklinde kivilmis olarak diizenlenirler. Ancak canlinin sol

lateralinden bakildiginda postoral kisimda diizenlenen dikinetidler belirgin sekilde

seyrekleserek diizensiz sil siralar1 olusturmaktadir (Sekil 4.11¢; Sekil 4.12a, b). 68 karar

postoral sil siras1 mevceuttur. Vestibular agikligin sol kenarindan baglayan 3—4 kineti post

oral sil siralar ile birlikte diyagonal arka dogru yonelirler.
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Sekil 4.11. Colpoda sp. nin genel morfolojisi ve infrasiliyatiirii. a. in vivo diyagram (ok

baslari= omurga cikintilari); b sag ventral infrasiliyatiirii ve giimiis hatlar
sistem diyagrami; ¢. sol taraf infrasiliyatiiri ve giimiis hatlar sistem
diyagrami. d. Oral polikinetid diyagrami; BV= besin vakuolu; DA=
diyagonal ark; KV= kontraktil vakuol, Ma= makroniikleus; Mi=
mikroniikleus; POS= preoral siitur; SaOP= sag oral polikinetid; SoOP= sol
oral polikinetid; S3= 3. somatik sil sirasi; V= Vestibular kese; VA= vestibiiler

aciklik; Ok baslar1 = omuga ¢ikintilart.
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Glimiis ¢izgiler sistemi cucullus tiptedir: graniil ve halkalardan olusur, dikdortgen

bicimli ve agsidir (Sekil 4.11b, c).

Sekil 4.12. Colpoda sp.’nin infrasiliyatiir fotomikrograflari. a. sag ventral infrasiliyatiir
(glimiis karbonat impregnasyonu); b. sol ventral infrasiliyatiir (giimiis
karbonat impregnasyonu); c. sag infrasiliyatiir (glimils nitrat
impregnasyonu); d. sol infrasiliyatlir (glimiis nitrat impregnasyonu); DA=
Diyagonal ark; Ma= makroniikleus , Mi= mikroniikleus; POS= preoral siitur;
SaOP= sag oral polikinetid; SoOOP= sol oral polikinetid; VA= vestibiiler
aciklik.
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Cizelge 4.4. Colpoda sp.’nin morfometrik karakterizasyonu.

Karakterler X Max  Min M SH SS VK N
58.07 72.00 48.00 57.00 0.67 540 929 65
56.33 72.00 45.00 56.00 0.77 6.74 1197 76
37.17 49.00 29.00 37.00 0.56 449 12.08 65
33.86 48.00 23.00 34.00 0.57 493 1457 76
64.07 7857 52.63 6428 0.73 587 9.16 65
60.14 7291 4035 6038 0.62 540 897 76
Vestibiiler agilik uzunlugu, pm 8.39 11.00 6.00 9.00 0.16 129 1532 69
Vestibiiler agihgmn apeksten uzakhigi, 26.03 38.00 21.00 2600 039 3.19 1226 67
um (VAU)

Vestibiiler agiligin posteriyor ugtan
uzakligi, um (VPU)

Hiicre uzunlugu*, pym
Hiicre genisgligi*, um

Hiicre genisligi/Hiicre uzunlugu, %

30.22 43.00 19.00 30.00 0.61 5.01 16.58 67

VAU/Hiicre uzunlugu, % 14.89 2040 1091 1475 027 221 1482 69
VPU/Hiicre uzunlugu, % 53.55 61.42 3857 4643 056 456 9.83 67
Makroniikleus uzunlugu, pm 11.22 1500 9.00 11.00 0.27 128 1139 23
Makroniikleus genisligi, pm 8.09 12.00 6.00 800 036 1.70 21.06 23

Makroniikleus uzunlugu /makroniikleus
genisligi

Makroniikleus uzunlugu/Hiicre
uzunlugu, %

Makroniikleusun apeksten uzakligi, pm

143  1.83 1.00 143 0.05 026 18.09 23

1992 2419 16.07 19.67 040 194 9.72 23

23.48 34.00 17.00 23.00 092 442 18.82 23

(MAU)

MAU/Hiicre uzunlugu, % 41.81 54.84 27.87 4400 1.64 7.87 1881 23
frflk“’““kleuzun ventralden uzaklig,, 1635 25.00 10.00 17.00 0.93 4.46 2727 23
Mikroniikleus uzunlugu, pm 329 500 200 3.00 036 095 2895 7
Mikroniikleus genisligi, pm 229 5.00 1.00 2.00 0.61 1.60 7.16 7
Sag latereal somatik kineti sayis1 1597 19.00 12.00 17.00 034 199 1247 34
Sol lateral somatik kineti sayis1 14.63 21.00 12.00 1500 043 234 16.00 30
3. somatik kinetideki dikinetid sayis1 24.67 29.00 21.00 24.00 043 212 859 24
Sag oral polikinetid uzunlugu 14.18 19.00 10.00 14.00 0.51 2.10 14.80 17
Sag oral pilikinetid genisligi 280 4.00 2.00 3.00 020 0.76 27.66 15
Sag oral polikinetidin apeksen uzakligi 15.06 18.00 13.00 1500 041 168 11.13 17
Sol oral polikinetid uzunlugu 12.28 15.00 10.00 12.00 037 157 12.74 18
Sol oral polikinetid genisligi 377  4.00 3.00 4.00 0.11 044 11.61 17

Sol oral polikinetidin apeksten uzaklig1 17.59 23.00 12.00 1800 0.71 291 16.58 17
Sol oral polikinetideki sil siras1 sayisi 25.86 28.00 24.00 26.00 0.51 135 520 7

* Ust satirdaki veriler canli Orneklerden, alt satirdaki veriler giimiis nitrat impregnasyonu
preparasyonlarindan elde edilmistir.

4.2. Molekiiler Bulgular

4.2.1. PZR sonuglari

Elde edilen popiilasyonlardan izole edilen rDNA gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in
kullanilan primerler ve baglanma durumlar1 Cizelge 4.5°de bildirilmistir. Okaryotik

organizmalar1 i¢in evrensel forward primer olarak kullanilan EukA ve reverse primeri
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olan EukB o6karyotlarin evrensel de biitiin popiilasyonlarda kararlilikla baglanarak PZR
caligmalarinda DNA iiretimi gergeklesmistir.

Cizelge 4.5. Colpoda popiilasyonlarinda kullanilan primerlerin18S rDNA bolgesine
baglanma durumlari

Primer C. lucida C. maupasi C. magna Colpoda sp.
EukA + + + +
SR7R + + + +
EukB + + + +

Bu ¢alismada elde edilen 4 Colpoda cinsine ait bireylere ait, 18S (SSU)rDNA
dizisine iliskin agaroz jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.13 de verilmistir. Bu
goriintiilere gore EukA ve EukB primerleri ile ¢cogaltilan PZR iiriinlerinin uzunlugu,

yaklasik 1600 bazin lizerinde fragmentler olarak belirlenmistir.

~— 2000 bg

&
& &
S §

~— 1500 bg

Sekil 4.13. PZR firiinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiileri.

Cogaltilan gen bolgelerinin dizilenmesinde (okunmasinda) kullanilacak olan
SR7R internal primeri ise tiim popiilasyonlarda hedef zincire baglanarak ileri yonde

okuma saglamistir.
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4.2.2. 18S rDNA dizilerinin belirlenmesi ve hizalanmasi

PZR reaksiyonu ile ¢gogaltilan gen bolgelerinin niikleotid dizileri ortaya ¢ikarildi.
Bu ¢alismada Colpoda Ilucida 1683 baz, C. magna 1690 baz, C. maupasi 1678 baz ve
Colpoda sp. 1674 baz uzunlugunda gen bolgeleri belirlendi. Elde edilen dizilerin G+C
oranlar1 C lucida ig¢in % 44.26, C. magna igin %44.49, C. maupasi ic¢in % 44.15 ve
Colpoda sp. i¢in % 44.26 olarak hesaplandi. Bu ¢alismada elde edilen gen dizilerinin
coklu hizalanmis bicimi Sekil 4.14’de verilmistir.

Bu ¢aligmada teshisi yapilan ve gen dizileri belirlenen organizmalarin filogenetik
pozisyonunu ortaya ¢ikarmak i¢in elde etmis oldugumuz diziler daha 6nceki ¢calismalarda
ortaya ¢ikarilan gen dizileri ile hizalanarak 1649 niikleotid uzunlugunda ¢oklu hizalanmis
veri seti elde edilmistir. Elde edilen ¢oklu hizalanmis veri seti igerisinde hizalama hatas1
olabilecek bolgeler Gblocks v.091b programi ile gap pozisyonlarina miisaade edilerek
kesildi ve 1600 niikleotid uzunlugunda (%95) ¢oklu hizalanmis veri seti elde edildi.

Siliyatlara ait niikleotid dizilerinden filogenetik pozisyonlarini tahminlemek i¢in
Bayesian c¢ikarsamast (BI) ve maksimum olabilirlik yaklasimi (ML) yontemleri
kullanlidi. Bayesian ¢ikarsamasinda kullanilacak en uygun mutasyon modeli JModel Test
programi ile AIC (Akaike Information Criterion) parametresine gére GTR+I+G modeli
secildi. Niikleotit degisim bulgular1: tansisyon/transversiyon oram1 (R)= 1.38; baz
frekanslart A=0.289, T=0.271, G=0.189 ve C= 0.251; gama sekil parametresi (G)= 0.39
ve invariant sekil parametresi (I)= 0.50 olarak JModel Test programinda hesaplandi.
Maksimum olabilirlik yaklagimi (ML) ve bu yaklagim i¢cim en uygun uygun mutasyon
modeli IQ Tree programui ile yapildi. IQ Tree ile yapilan model testi sonucuna gore en

uygun model olarak GTR+F+I+G4 belirlendi.
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Sekil 4.14. Colpoda popiilasyonlarinin hizalanmis (align) 18S rDNA dizileri
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Sekil 4.14 Colpoda popiilasyonlarinin hizalanmig (align) 18S rDNA dizileri (devam)
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Sekil 4.14 Colpoda popiilasyonlarinin hizalanmis (align) 18S rDNA dizileri (devam)

4.2.3. Filogenetik analiz sonuclari

Bu caligmada izole edilen dort Colpoda tiiriine ait 18S rDNA dizileri ile gen
bankasindan (NCBI) elde ettigimiz siliyatlara ait DNA dizileri kullanilarak siliyatlarin
filogenetik pozisyonlar1 Bayesian c¢ikarsamasi (BI) ve maksimum olabilirlik (ML)
hesaplamasi ile belirlendi, elde edilen filogenetik agaglar Sekil 4.15 ve Sekil 4.16°da
gosterildi. Her iki yontem ile (BI, ML) elde edilen filogenetik agaclar, genel topoloji

bakimindan birbirleri ile uyumludur.
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Sekil 4.15. Intramacronucleata subesine ait 4 takimm 18S rDNA dizilerine dayali
Bayesian yaklagimi (BI) ile yapilandirilan filogenetik agaci. A=
Cyrtolophosidida; B=  Bryometopida; C=  Scuticociliatia; D=
Oligohymenophorea.
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Sekil 4. 16. Intramacronucleata subesine ait 4 takimin 18S rDNA dizilerine dayali
maksimum olabilirlik (ML) ¢ikarsamasi ile yapilandirilan filogenetik agaci.
A= Cyrtolophosidida; B= Bryometopida; C= Scuticociliatia; D=
Oligohymenophorea.

Filogenetik agaclar dikkate alindiginda dig grup olarak segilen Crytolophosidida,
Bryometopida ve Scuticociliatia takimlar1 ortak atadan ilk ayrilan kladi temsil etmektedir.
Bu kollarin ayrim1 hem Bayesian (BI) ¢ikarsamasinda hem de maksimum (ML) olabilirlik
ile olusturulan agaclarda (Sekil 4.15; Sekil 4.16) ¢ok giiclii sekilde desteklendi (BI 1.00;
ML 59). Colpoda cinsi ise tek bir soy hattindan i¢ grup kladini olusturdu ve Colpodida
takiminin monofilisini desteklemektedir. Bu takimin ML agacindaki destek degeri %59,
BI agacindaki destek degeri 1.00 olarak hesaplandi.

Colpodida takimini olusturan 23 Colpoda tiirtinden 20 tiir ilk ana kladi, 3 tiir ise
ikinci ana klad1 olusturarak iki ayri kola ayrildi (BI 1.00 ;ML 98 ) . Bu ¢alismada elde
edilen C. maupasi her iki filogenetik agac iizerinde de farkli bir popiilasyonu ve C.
ecaudata (KJ873046) ile birlikte i¢ gruptan ayr1 bir klad olusturdu ( BI 1.00; ML 99). C.
maupasi ve C. ecaudata (KJ873046) kardes pozisyonlu olup (BI 0.99; ML 98 )
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Genbank’tan elde edilen C. maupasi (JF747215) popiilasyonu bu iki taksona disardan
baglandi (BI 1.00; ML 99).

Diger Colpoda taksonlarinin kiimelendigi ikinci ana klad iki alt klada ayrildi. ik
alt kladda bu ¢aligmada elde edilen C. lucida C. magna ve Colpoda sp. popiilasyonlari
yer ald1 (BI 1.00; ML 98). Bu calismada elde edilen C. lucida diger popiilasyonlariyla
ayni klad igerisinde toplanmis olup, klad igerisinde diger popiilasyonlara bazal baglandi
(BI'1.00; ML 55). C. lucida klads, C. cucullus (EU039893)’ un bazal baglandig1 C. inflata
popiilasyonlarmi iceren klad kardes pozisyonlu olup giiclii desteklendi (BI 1.00; ML 98).
C. henneguyi (EU039894) bu klad icerisinde yer alip, en son ortak atanin karakterlerini
en ¢ok tasiyan takson olarak belirlendi (BI 1.00; ML 83). Ikinci alt kladda C. aspera
poplilasyonlar1 C. steini popiilayonlari, C. elliotti (KJ873047) ve Colpoda sp.
(AY905498) taksonlarin kiimelendigi kladla kardes pozisyonludur ( BI 0.89; ML 83). C.
steini kladindan ilk ayrilan C. Steini (KJ607916) popiilasyonu her iki filogenetik agacta
da ayrimi giiclii desteklenmektedir. (BI 1.00; ML 100). C. steini ( KF732885) ile C. steini
(DQ388599) popiilasyonart ile Colpoda sp (AY905498) her iki filogenetik agacta da
filogeni tahmini polifiletik oldugu goriildii.

C. magna Tirkiye popiilasyonu ile diger C. magna (EU039896) popiilasyonu
kardes pozisyonlu olup (BI 1.00; ML 97), C. minima (EU039897) ile ayrim1 her iki agacta
da tam degerle desteklendi (BI 1.00; ML 100).

Bu ¢alismada sunulan Colpoda sp ile genbanktan elde dilen Colpoda sp. kardes
pozisyonlu olup (BI 0.79; ML 65), C. magna ve C. minima kladina yakin konumlandi (BI
0.95; ML 65).

Bu calismada elde edilen popiilasyonlarla GenBank’tan elde edilen siliyat
popiilasyonlarmin 18S rDNA dizileriyle, her iki filogenetik agagta belirlenen en yakin
taksonlarla genetik uzakliklar1 hesaplanmistir.  C. lucida Tiirkiye popiilasyonu ile en
yakin komsu olarak C.lucida popiilasyonu (KJ873048) % 4,55 ve diger C.lucida
popiilasyonu (EU039895) ile % 3.15 genetik uzaklik gosterdi. C .magna, en yakin
komsusu C. magna popiilasyonu (EU039896) ile % 3.12 genetik mesafe ile ikinci yakin
komsusu C. minima popiilasyonu (EU039897) ile % 3.28 olarak genetik olarak farklidir.
C. maupasi, en yakin komsusu C .eucaudata popiilasyonu (KJ873046) ile % 4.73 ve
ikinci yakin komsusu C.maupasi popiilasyonu (JF747215) ile % 3.49 olarak genetik

olarak uzak oldugu tespit edildi. Bu ¢alismada Colpoda sp olarak verilen popiilasyon ile
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GenBank’tan alinan Colpoda sp. (JF747216) popiilasyonlar1 en yakin kardes pozisyonlu
olup %3.62 olarak genetik uzaklig1 hesaplanmistir.






5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Morfolojik Veriler

Colpoda maupasi, ilk olarak 1854 yilinda Stein tarafindan Colpoda cucullus
olarak tanimlanmistir. (Foissner, 1993), C. maupasi’nin yiiksek alpin bolgelerinden
collere kadar diinyanin bir¢ok yerinde yayilis gosterdigini, ¢ok genis ekolojik toleransa
sahip oldugunu ve hem alpin hem de ¢6l bolgesinde Colpodetea’nin tipik bir iyesi
oldugunu ifade etmistir. Bu tiire ait cesitli sucul habitatlarda, toprakta, ot ve saman
inflizyonunda, yosunlarda, orman dokiintiisiinde, magaralarda, raporlar mevcuttur(Kahl,
1931; Foissner, 1993).

Colpoda maupasi ilkemizde (Kaya, 2005) tarafindan hafif alkali, islenmis
topraklarda) ve (Cinar, 2011) tarafindan ceviz agaci kabuklarinda tespit edilmistir.

Gergeklestirilen ¢alismada, C. maupasi tespitli olarak 35-64 um uzunlugunda ve
1638 um genisliginde Olciilmiis olup, hiicre boyutlart iilkemizde gerceklestirilmis
onceki ¢aligmalar ile genel anlamda uyumlu oldugu goriilmiistiir. Hiicre uzunlugu igin,
benzer sekilde Kahl (1931) sucul habitatlarda 35-70 pm, Foissner (1993) karasal
habitatlarda 35-80 pm olarak bildirmislerdir. Hiicre uzunluguna ait degerler dikkate
alindiginda, bizim popiilasyonumuzdaki 6l¢iimler Foissner ve Kahl’in ¢alismalartyla
uygunluk gostermektedir. Ayrica Foissner (1993), bu tiir i¢in Lynn 40—46 x 19-31 pum,
Lynn ve Malcolm 35-55 x 13—40 pm biiytikliiglinde dl¢timler verdiklerini belirtmistir.
Kaya (2005) kendi popiilasyonu i¢in hiicre boyutlarinin 32-55 x 12— 32 um arasinda ve
Cmar (2011) 3886 X 29-65 degistigini ifade etmistir. Bu ¢alismalarla
karsilastirildiginda, bizim ¢alismamizdaki C. maupasi popiilasyonunun Foissner (1993)
ile Lynn ve Malcom’un bildirdiklerinden daha biiyiik, Kaya (2005) ile uyumlu oldugu ve
Cmar (2011)’e gore kiiclik bireylerden olustugu goriilmektedir.

Genel hiicre bicimi Onceki tanimlamalarla (Foissner, 1993) uygunluk
gostermektedir. Preoral kisim viicut biiyiikliigiine oranla oldukca kisadir. Bu ayirt edici
ozelligi ile, kiiltiir ortaminda bu tiir diger tiirlere gore kolayca taninabilmektedir. Omurga
cikintilari, makroniikleusun sekli ve konumu, mikroniikleusun sekli ve konumu,

kontraktil vakuol sayis1 ve konumu, sitoplazmik goriiniim, besin vakuolleri, hareket ve
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giimiis hatlar sistemi daha onceki ¢aligsmalarla benzer bulunmustur. Kaya (2005) ¢alistig
poplilasyonda, sag taraf infrasiliyatiiriinde dikinetidlerden (4-5) olusan kisa sil sirasi
bulundugunu, bu sil sirasinin, sadece lateral yassilagmanin belirgin oldugu bireylerde agik
olarak fark edilebildigini ifade etmistir. Cinar (2011) ise bu kisa sil siralarina
rastlanmadigini belirtmistir. Sunulan ¢alismada bu kisa sil sirasina ¢ok nadir olarak bazi
bireylerde rastlanmistir. Kisa sil sirasin1 birkag bireyde gozleyen Foissner (1993) ise bu
ozelligin tiir teshisinde uygun bir karakter olmayacagini belirtmistir.

Somatik sillerin uzunlugu 7 pm olarak 6l¢iilmiis olup, bu deger Foissner (1993)
tarafindan 7 pm, Kaya (2005) tarafindan 10 um ve Cmar (2011) tarafindan 8 olarak
verilmistir. Somatik kineti say1s1, sunulan popiilasyonda 15-21’dir. Bu degerler Foissner
(1993)’1n (15-18) ve Kaya (2005)’nin (14-24) ve Cimnar (2011)’mm (15-20) belirttigi
sayimlara uygunluk gosterir.

Oral polikinetidlerin genel goriiniimii ve viicut eksenine gdére konumu daha
onceki ¢aligsmalarda belirtilen tanimlara benzerlik gosterir. Sol oral polikinetid de 7-11
kinetiden meydana gelmistir. Kaya (2005)’'nin ve Cimnar (2011)’in inceledigi
popiilasyonda sol oral polikinetiddeki kineti sayisininin 7—11 arasinda degistigini tespit
etmistir. Bu degerin oldukga sabit oldugunu belirten Foissner (1993) {i¢ popiilasyon
incelemis ve sol oral polikinetiddeki kineti sayisinin bu popiilasyonlarda 9—-12, 9-12, 8—
12 oldugunu bildirmistir.

Colpoda lucida ilk kez 1888 yilinda Greef tarafindan Almanya Marburg
yakinlarindaki toprak 6rneklerinden tanimlanmistir. Foissner (1993) bu tiirii Avustralya
ve Kenya popiilasyonlarindan ayrintili bir sekilde tanimlamistir. Bunlara ileve olarak C.
lucida Japonya, Avusturya, Kenya, Amerika ve Avustralya’da yer alan karasal
biyotoplardaki toprak ornekleri ile cesitli otlar ile yapilan protozoon Kkiiltiirlerinde de
kayitlar1 mevcuttur (Foissner, 1993). Foissner (1993) C. lucida’nin C. cucullus’e gore
daha az yaygin oldugunu belirtmistir.

Bu tiir tilkemizde ilk defa tespit edilmis olup ayrintili morfolojik ve molekiiler
karakterizasyonu ¢alismamizda sunulmustur.

Colpoda lucida ile ilgili ayrintili morfolojik karakterlerin sunuldugu ¢aligma
olduk¢a az ve yetersizdir. Bu sebepten dolayr bu calismada elde edilen C. lucida
popiilasyonu morfolojik ve morfometrik olarak sadece Foissner (1993) ve Kim ve Min

(2015) bildirdikleri popiilasyonlarla karsilagtirildi. Bu g¢alismada ilk kez bildirilen
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Tiirkiye popiilasyonun viicut boyutlar in vivo olarak 53—79 x 38-61 olarak olgiildii.
Foissner (1993) ise canli hiicre boyutlar1 70 -110 x 65-90 um olarak ve Kim ve Min
(2015) canli hiicre boyutlarint 70-90 x 55-70 um olarak belirtmistir. Bu degerlere
bakildiginda ¢alismamizda sunulan popiilasyonun daha kiiciik bireylerden olustugunu
gormekteyiz. Viicut seklinin bobrek sekilli olasi, halkasal bir vestibulum agikligina sahip
olmasi,vestibulum sekli ve biiylikliigli niiklear materyal yapist makronukleus sekil ve
konumu kontraktil vakuol sayist ve konumu, sitoplazmik goriiniim, besin vakuolleri,
hareket ve giimiis hatlar sistemi Foissner (1993) ve diger caligmalarda benzer
bulunmugtur.

Caligmamizda elde edilen C. lucida’nin toplam somatik sil siras1 sayist iki
taraftada esit olmakla birlikte 3747 olarak sayilmistir. Kim ve Min (2015) ¢alismalarinda
bu say1y1 4247 olarak bildirdiler. Calismamizda post oral sil siras1 8—10 olarak sayilmis
olup Foissner (1993)’de 14—18 post oral kineti tasidig1 belirtilmistir.

Vestibulum acikligi konumu, oral polikinetidlerin sekli ve bibirine gore konumu
ve vestibular kinetinin bulunmayist diger c¢alismalarla uyum gostermektedir.
Calismamizda sol oral polikinetidde bulunan kineti sayis1 18-31dir. Foissner (1993) bu
saymin 31-38 ve Kim ve Min (2015) ise 2633 kinetidden olustugunu belirtir.

Glimis hatlar sistemi diger tiim ¢alismalarda uyumlu olup gibi cucullus tipitir.

Colpoda lucida Tirkiye popiilasyonunun Kore, Avusturalya ve Kenya
poptilasyonlariyla karsilastirildiginda bu tiiriin ayriminda 6nemli ayirt edici karakterler
olan (post oral kineti sayisi, somatik kineti sayisi, sol oral polikinetid sayisi, hiicre
biliytikligii) farkliliklar gozlendi. Bu durum molekiiler karakterizasyonlarini
karsilastirdigimizda filogenetik pozisyonunda da Tiirkiye popiilasyonunun genetik agidan
uzak oldugu belirlendi.

Colpoda magna ilk kez Gruber tafindan 1879 tarafindan Tillina magna olarak
tanimlandi. Lynn bu tiirii 1978 yilinda Colpoda cinsi igerisine transfer etmistir (Foissner,
1993). Bu tiiriin tip lokalitesi Viyana (Avusturya) olmakla birlikte genis yayilis gosteren
kozmopolit bir tiirdiir.

Calismamizda sunulan C. magna in vivo olarak 117-301 x 67-199 um olarak
Ol¢iilmiistiir. Foissner (1993) bu tiiriin hiicre boyutlarin1 150-200 x 100-150 pm olarak
bildirmistir. Hiicre boyutlar1 dikkate alindiginda Tiirkiye popiilasyonu Foissner (1993)’in



64

bildirdigi degerlerden daha genis varyasyon gosterdigi, daha kii¢iik ve daha biiyilik
boyutlardaki bireylere rastlandigi goriilmektedir.

Genel viicut organizasyonu, makroniikleusun sekli ve konumu, niikleolar
materyal, mikroniikleus sayisi, mikroniikleus sekli ve konumu, kontraktil vakuolun
konumu ve yapisi, kontraktil vakuoldeki kanal sayis1 diyagonal ark, postoral kese,
somatik kinetiler ve kinetidler arasindaki ekstruzomlarin varligi, sitoplazmik goriiniim,
besin vakuolleri, hareket, infrasiliyatiir ve giimiis hatlar sistemi daha onceki ¢calismalarda
belirtilen tanimlamalara uygunluk gosterir.

Calismamizda sil uzunluklart 10 um olarak 6l¢iilmiistiir ve Sil sirast sayilar1 sag
tarafta ortalama 54 sol tarafta ise ortalama 46 dikinetitten olusmaktadir. Foissner (1993)
sillerin uzunlugu 10um olup benzerlik gostermektedir. Canlida yaklasik 24 postoral sil
sirast mevcuttur bu verimiz ~ Foissner (1993) ile uymludur. Foissner (1995) ayrica 8
vestibular kineti varligindan s6z etmistir. Calismamizda vestibular sil siralar1 tespit
edilememistir.

Oral apareyin konumu, vestibulum aciklig1 ve oral polikinetidlerin goériiniimii
literatiir bilgisi ile uygunluk gésterir. incelenen 6rneklerde sag oral polikinetid diizensiz
sil siralarindan olusurken, sol oral polikinetid diizenli olarak siralanmis 65 sil sirasina
sahiptir. Sol oral polikinetid sayisina ait veriler, Foissner (1993)’da rapor edilen verilere

gore uyumludur.

5.2. Molekiiler Veriler

Van ili kampiis topraklar igerisindeki ¢esitli kolpodit siliyatlarin ilk kez cins
diizeyinde SSU rDNA dizilerine dayal1 filogenetik analizlerle filogenetik pozisyonlar
incelenmistir. Gen bankasindan (NCBI) alinan siliyat smiflari i¢in temsili 6rneklerin ve
bu calismada elde edilen popiilasyonlarin SSU rDNA dizileri kullanilarak olusturulmus
filogenetik agaglar Foissner (1993), Corliss (2001) ve Foissner ve ark. (1991)’nin
morfolojik siniflandirma modelini genel anlamda desteklemektedir.

Izole edilen Colpoda popiilasyonlarinin filogenetik pozisyonlarmi belirlemek
icin elde ettigimiz SSU rDNA dizileri, bu cinse ait gen bankasina kaydedilmis biitiin
Colpoda cinsine ait diziler, ve dis grup olarak kullandigimiz Cyrtolophosidida,

Bryometopida ve Scuticociliatia takimlarina ait Pseudocyrtolophosis, Cyrtolophosis
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Mirodiaphanosoma ve Aristerostoma cinslerine ait diziler ile filogenetik agaclar
olusturulmustur. Maksimum olabilirlik yaklagimi ve Bayesiyan cikarsamasi ile elde
edilen filogenetik agaclarin topolojisi uyumludur. Analize alinan SSU rDNA dizileri ile
Colpoda cinsi i¢in olusturulan aga¢ modelleri dikkatle incelendiginde, Colpodida
takimmin ortak atadan tek kol ile ayrilan monofiletik bir takson oldugu agikca
goriilmektedir. Foissner ve ark. (2011)’nin yaptig1 calismada da colpodida takiminin
monofiletik oldugunu belirtmisler. Caligmamizda elde edilen filogenetik agac yukaridaki
arastiricilarin sonuglari ile uyumludur

Bayesian ¢ikarsamasi (BI) ve maksimum olabilirlik yaklagimi ile elde edilen
filogenetik agaclarin ikisinde de bu calisma ile elde edilen C. lucida popiilasyonu
GenBank’tan elde edilen popiilasyonlar ile ayn1 klad tizerinde yer aldiklar1 goriilmistiir.
Bununla birlikte Tiirkiye popiilasyonu s6z konusu klada disardan baglanmis olmasi
dikkat ¢ekicidir. Bu durum muhtemelen Tiirkiye popiilasyonunun diger popiilasyonlardan
farklilik gosterdigini ve diger popiilasyonlara gére daha atasal formu temsil ettigi
fikrindeyiz. Sunulan bu caligmada gen dizisi kullanilmis olan C. lucida (EU039895)
Nijerya’nin tagkin zondan elde edilmistir. Diger C. licida popiilasyonu (KJ873048) ise
Brezilya’ nin Rio de Janeiro sehrinde bulunan, botanik bahgesinden toprak ve
dokiintiilerden elde edilmistir. Farkli cografyalarda benzer habitatlarda elde edilen
siliyatlar genellikle benzer ¢evre kosullarina bagli olarak benzer ozellik gosterirler.
Foissner ve ark. (2014) Colpoda cinsi iiyelerinin hizli yayilis gosterdiklerini ve bu
nedenle farkli kitalarda yeni cins ve familya diizeyinde taksonlarin olusabilecegini
onerdiler. Bu ¢aligmayla Tiirkiye’den bildirilen popiilasyonun farklilagma diizeyinin
diger iki popiilasyona gore oldukc¢a yliksek olmasi bu arastiricilar: desteklemektedir.

Dunthorn ve ark. (2008) Colpoda magna nin  (EU039896)  Avusturya
popiilasyonunu tanimladilar. Bu popiilasyon ile bu c¢alismada elde edilen ayni tiire ait
poplilasyonun morfolojik karsilagtirllmasinda farklilik olmadigi gibi 18s rDNA
dizileriyle elde edilen filogenetik agaclarda filogenetik benzerlik oldukca yiiksektir.
Popiilasyonlar arasinda anlamli farklilagsmanin olmamast bu tiirin popiilasyonlarinin
benzer habitatlarda yasamini siirdiirdiiklerini, degisken kosullara toleransinin diisiik
olabilecegi varyasimi yapilabilir.  Bu varsayimin dogrulanabilmesi ig¢in farkli
cografyalardan ve farkli habitatlardan C. magna popiilasyonlarmin arastirilmasi

gerekmektedir.
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Caligmada yer alan Colpoda sp. morfolojik olarak tanimlanmis diger tiirlerden
farkl1 olmakla birlikte bu tezde sadece karakterstik 6zellikleri sunulmustur. Yapilan
molekiiler incelemeler sonucu olusturulan filogenetik agacta Foissner ve ark. (2011)
tarafindan bildirilen Colpoda sp. (JF747216) ile kardes pozisyonlu konumlanmistir. Bu
sonuglara bakildiginda iki popiilasyonun yeni bir tiir olabilecegi g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Ancak su anki elde edilen veriler yeni tlir tanimlamasi i¢in yeterli
degildir. Yeni tir olarak tanimlanabilmesi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag
duyulmaktadir.

Colpoda cinsine ait 20 tiiriin iiyeleri ayn1 soyhattindan cesitlenirken, ii¢ tiire ait
bireyler ayn1 atasal soyhattindan gelmelerine ragmen, farkli filogenetik soyhattini
kullanarak cesitlenmiglerdir. Bu durum bizi iki ihtimale gotiirmektedir. Bunlardan
birincisi C. maupasi klad1 yeni olusan bir kladdir ve heniiz bu tiirlerin bireyleri yeni
cografik alanlara yayilis zamani bulamamis olabilirler. Bu nedenle yeni bir tiirlesme
yoluna girmis olabilmektedir. Ikinci olarak da bu klad igin heniiz yeterli verilere
ulasilmamis olabilecegidir. Foissner ve ark. (2011) tarafinda yapilan ¢alismalarda hala
tespit edilemeyen ¢ok sayida siliyat tiirlerinin varligi s6z edilmektedir. Arastirmalarin
devam etmesi ve yeni morfolojik ve molekiiler verilerin ortaya ¢ikmasiyla birlikte bu klad
icerisinde yer alacak yeni tiirlerle olusturulacak filogenetik agaclarin bu cinsin
filogenisinin anlagilmasinda daha giivenilir olacag diistiniilmektedir. Bu ¢aligmada elde
edilen C. maupasi her iki filogenetik agacta da C. ecaudata ile kardes pozisyonlu olup
veri bankasindan elde edilen C. maupasi (JF747215) ile daha uzak konumlanmistir. Bu
sonug, (Foissner ve ark., 2014) yaptiklar1 c¢alismanin sonuglariyla uyumlu olup, bu
calismada elde edilen C. maupasi popiilasyonu, kendi tiirdes popiilasyonuyla yakin
iliskide olmamasi bu tiirlin morfolojik ayriminda kullanilan ayirt edici karakterlerin
sorgulanmasi gerektigini gostermektedir. Bu da bize molekiiler verilerin ve morfolojik
veriler ile uyusmadigini gostermektedir. Son yillarda siliyatlarin filogenisi hakkinda
yapilan g¢aligmalarda morfolojik verilerle molekiiler verilerin catigtigi bildirilmistir
(Foissner ve ark., 2011; Vdacny ve ark., 2014; Rossi ve ark., 2016). Bu durum
siliyatologlar1 siliyat filogenisinde ¢ok cesitli molekiiler karakterler kullanilmasina
zorlamistir. Duthorn ve ark 2011 yilinda yaptig1 ¢alismada, niikleer rDNA bdlgelerinin
tek bir DNA barkodu kullanilarak filogenisinin degerlendirilmesinin sorun yasatacagini

belirterek, bazi siliyatlarin mitokondriyal SSU rDNA dizilerini elde ettiler. Arastiricilar
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bu calismada hem niikleer hem de mitokondriyal SSU rDNA dizileriyle elde edilen
filogeni tahminlerinin uyumlu oldugunu, bu ¢aligmayla siliyatlar i¢in yeni bir molekiiler
barkod bolgesini sundular. Ayrica Struder-Kypke ve Lynn (2010)’in Tetrahymena and
Paramecium cinsleri lizerinde yaptiklar filogenetik calismada rDNA boélgelerinin iist
smiflandirma kategorilerinde basarili ayrim yaptigini ancak tiir alti kategorilerde
kullandiklar1 mitokondriyal sitokrom oksidaz C gen parcasinin (COI) ayrim giicliniin
niiklear materyallere gore daha yiliksek oldugunu belirtmislerdir. Siliyatlarda farkli
molekiiler barkodlarla 18S rDNA dizileri kullanilarak yapilandirilan filogenetik agaclar
genellikle uyumlu olmasi ve Genbank’ta ¢ok sayida bu taksonlara ait verinin olmasi
nedeniyle bu ¢aligmada molekiiler materyal olarak 18S rDNA dizisi c¢alisildi. Ayrica,
Colpoda cinsi igerisinde bulunan canlilar monofiletik degil, polifiletik oldugu
diisiiniilmektedir. Nitekim Foissner ve ark. (2014) ve Dunthorn ve ark. (2014) yaptiklar
caligmalarda Colpodea sinifinin diger protistlerden ayrilarak monofletik oldugu ancak
Colpoda cinsinin kendi igersinde polifiletik oldugunu belirtmislerdir.

Colpoda sp. (AY905498) serbest yasayan C. steini (KF732885) ile kardes
pozisyonludur. GenBank’tan elde edilen Colpoda sp. tirtil bagirsak faunasindan elde
edilmis simbiyont bir tiidiir. Agacta bu canliya en yakin konumlanmis olana C. steini ise
topraktan izole edildigi belirtilmistir. Eger farkli habitatlar siliyatlarda tiirlesme
nedenlerinden biri ise Colpoda steini ve Colpoda sp. kladi cgeligkili bir sonuca
gotlirmektedir. C. steini dogada serbest yasamaktadir. Colpoda sp. ise simbiyotik siliyat
olup filogenetik agactaki pozisyonu polifiletik goriilmektedir. Bu kladin dogru
anlasilabilmesi bu klad igerisinde yer almasi gereken taksonlarin tanimlanmasi ve
siliyatlarda habitat iligkilerinin yeniden degerlendirilmesi gerekmektedir. Ayni durum her
iki filogenetik agacta kardes pozisyonlu kiimelenen C. aspera popiilasyonlari i¢in de
gozlenmektedir. Colpoda aspera (KF111344) tavsan diskisindan, C. aspera (EU039892
Jamaika topraklarindan izole edilmistir.

Colpoda cinsinin morfolojik tiir say1s1 yaklagik 200 olup, gliniimiizde bunlardan
yalnizca 23 tanesinin 18S rDNA dizisi bildirildi (Foissner, 2003; Foissner ve ark., 2014).
Bu nedenle bu tiirlerin filogenetik pozisyonlar1 eksik ve yeni tanimlanan tiirlerin

eklenmesiyle bu cinsin soy hatlarin1 daha iyi anlamamiza yardime1 olacaktir.
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