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OZET

Doktora Tezi

KALORIK SINIRLAMANIN TATLI SU ROTIFERI (Brachionus
calyciflorus)’NDE ISI STRES GEN (HSP70) EKSPRESYONU VE POPULASYON
YOGUNLUGU UZERINE ETKISI”

Nilgiin OZDEMIR

Atatiitiirk Universitesi
Fep Bilimleri Enstitisu
Su Urinleri Anabilim Dal:

Danisman: Dog. Dr. Abdulkadir CILTAS
Ortak Danisman: Dog. Dr. A. Adem TEKINAY

Bu calismada, kalorik smirlamanin (KS) tath su rotiferi (Brachionus calyciflorus)’nde HSP70
ekspresyonu ve popllasyon yogunlugu Uzerine etkileri arastirillmigtir. Elde edilen dizilim
bilgilerinden HSP70 genine ait herhangi bir homoloji saptanamamis ve KS’nin bu genin
ekspresyonu uizerine etkisi belirlenememistir.

KS deneyleri 12, 24, 36, 48, 60, 72 saat aralikla 1,5x10° hiicre/mL Chlorella sp. ile beslenen ve
tamamen ag birakilan rotifer gruplarindan olusturulmustur. Uygulanan KS sartlarinda en yiiksek
populasyon yogunlugu denemenin 5. glind itibariyle 12 saat aralikla beslenen grupta (269+40,12
birey mL™), en diisiik yogunluk ise 72 saat aralikla beslenen grup ile (40,75+7,22 birey mL™)
tamamen a¢ birakilan grupta elde edilmistir (15,0+0,816 birey mL™). Popiilasyon artis oranlar:
(r) arasinda en yuksek r degeri 0,608+0,73 ile 12 saatte bir beslenen grupta kaydedilirken en
disik deger -0,239+0,050 ile tamamen a¢ birakilan grupta elde edilmistir. Deneme gruplarina
ait tekrarlanan olcimlerin varyans analiz sonuclarina gdre zaman ve zaman X grup
interaksiyonlar: p<0.01 seviyesinde dnemli bulunmustur. Deneme gruplarina ait ortalamalarin
Duncan coklu karsilastirma test sonuglarina gére gruplar istatistiksel olarak farkli ¢ikmigtir
(p<0.05). KS sartlarinda tamamen a¢ birakilan grupta maksimum omdir 26 gin iken 24, 36, 48,
60 ve 72 saat aralikla beslenen gruplarda sirasiyla 14, 15, 8, 8 ve 5 giin ve kontrol grubunda ise
11 giin olarak belirlenmistir.

2009, 74 sayfa
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ABSTRACT

Ph. D. Thesis

THE EFFECTS OF CALORIC RESTRICTION ON THE HEAT SHOCK
PROTEIN (HSP70) AND POPULATION DENSITY OF FRESH WATER
ROTIFER (Brachionus calyciflorus)”
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The effect of caloric restriction (CR) on HSP70 expression and population density in
freshwater rotifer (Brachionus calyciflorus) was investigated in this study. There wasn’t any
homology observed between hold sequence and HSP70 gene and the effect of CR on
the expression of this gene wasn’t determined.

CR groups consisted of 12, 24, 36, 48, 60, 72 hour intervals fed with 1.5 x 10° cells/mL
Chlorella sp and starved rotifers. Under CR conditions, highest population density was
observed in the group fed at 12-hour intervals (269+40.12 individual mL™), while the
lowest population densities were observed in the group fed at 72-hour intervals and in
the group that starved (40.75+7.22 ind. mL™ and 15+0,816 ind. mL™, respectively) at
day 5 of the experiment. Highest population growth rate (r) was recorded in the group
fed at 12-hour intervals (0.608%0.73), the lowest r was recorded in starved group (-
0,239+0,050). The variance analysis of the repeated measurements tests were showed
that time and time x group interactions were found to be statistically significant
(p<0.01). The Duncan test have showed that the groups were statistically different
(p<0.05). Under CR conditions, maximum lifespan of starved group was recorded as 26
days whereas it was 14, 15, 8, 8 and 5 days in groups fed at 24, 36, 48, 60 and 72-hour
intervals, respectively, and 11 days in the control group.

2009, 74 pages

Keywords: Rotifera, Brachionus calyciflorus, Caloric restriction, Heat shock proteins,
HSP70, Population density
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1. GIRIS

Karasal ve sucul organizmalarin pek ¢ogu yasadiklar: gevrede surekli degisen bir besin
ortami ile Kkars1 karsiyadirlar. Hem Dbireysel hem de popilasyon seviyesinde
organizmalarin besin azlig1 ya da yoklugu ile nasil basa ¢iktiklari ve bu olumsuz sartlar1
nasil atlatabildiklerinin bilinmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu konudaki yaygin olgu,
organizmalarin besin ortammin bozulmasiyla ya 6mir uzunluklarint ya da tremelerini
artirdiklar1 seklindedir (Ricci and Perletti 2006; Weithoff 2007). Bu nedenle
beslenmenin populasyon yogunlugunu nasil etkiledigi ekolojideki en 6nemli konulardan
biridir (Yoshinaga et al. 2003 a,b).

Popilasyon dinamigi calismalari genel olarak hayvanlar (zerine odaklanmis ve
populasyon biyuklugunu belirleyen faktorlerden biri olan beslenmenin etkisini
aciklamada iklimsel ve biyolojik hipotezler 6ne surulmustir. Fakat Yoshinaga et al.

(2003 a) bu iki hipotezin de tek basina yeterli olamayacagini bildirmistir.

Teoride organizmalar, normal sartlar altinda besin kaynaklarini hayatta kalma, biyime
ve Ureme olmak U(zere U¢ amag igin kullanmaktadirlar (Ricci and Perletti 2006).
Bununla birlikte Harrison (1989) ve Holliday (1989)’a gdre poptlasyon artisi esnasinda
besin azlhig1 ya da yokluguna adapte olma yetenegi artarak reme geciktirilmekte ve

hayatta kalma saglanmaktadir (Koubova and Guarente 2006).

Ekolojide hayvanlarin omdrlerini uzatmalari, besin azhgini tolere ederek sartlar
dizeldiginde yeniden dreyebilmek icin gelistirdikleri bir stratejidir ve besin
sartlarindaki bu durum diyetsel smirlandirma olarak adlandirilmaktadir (Weithoff
2007).

Diyetsel smirlandirma (DS) ashinda yetersiz beslenmeye neden olmayacak sekilde

distk kalorili bir beslenme sekli (Koubova and Guarente 2006) oldugundan kalorik



smirlandirma (KS) olarak da tanimlanabilmektedir (Astagimath and Rao 2004; Walker
et al. 2005).

Yaklasik 70 yil dnce McCay et al. (1935) KS gibi toplam gida alimindaki azalmanin
denek farelerinin ortalama ve maksimum Omdrlerini 6nemli bir sekilde uzattigim
gostermistir. O yildan bu yana benzer calismalarla McCay’in gozlemleri basarili bir
sekilde tekrar edilerek KS’nin émir uzunlugu, dolayisiyla populasyon uzerine etkisi
maya, rotifer, su piresi, nematod, meyve sinegi, 6rimcek, sican ve fareler gibi kisa

Omurlu organizmalar tizerinde kanitlanmistir (Lane et al. 2002; Masoro 2002).

Diger taraftan deneysel bir manipilasyon olan KS’nin (Heydari et al. 1996) yasla
birlikte bas g0steren patolojik degisimleri ve hastaliklarin tekrarlanma oranini azalttig:
veya geciktirdigi (Yu et al. 1982; Weindruch and Walford 1988; Masoro 1988; Masoro
et al. 1991; Masoro 2002; Lane et al. 2002), yaslanmay: geciktirerek hayatta kalma
suresini artirdig: bildirilmektedir (Masoro 1985, 1988; Yu et al. 1985; Kubo et al.
1987).

Ayrica DS metabolik enzimlerin etkinligini artirarak gidadan yararlanma yetenegini
gelistirmekte, ¢ogu ila¢ ve kimyasal maddelerin neden oldugu toksisite ve olimleri
azaltmada doku tamirini stimile ederek de 6nemli bir rol oynamaktadir (Astagimath and
Rao 2004). Bu nedenlerle KS, émir uzunlugu ve populasyon dinamigi gibi konular:
molekdler diizeyde calisan arastiricilar icin gui¢li bir arag olarak gorulmektedir (Heydari
et al. 1996).

KS’nin molekiler mekanizmasmi agiklamada cesitli hipotezler 6ne surtlmustur
(Masoro 1988, 1990; Heydari and Richardson 1992). Baslangicta McCay ve Crowell
(1934) KS’nin buyumeyi ve gelismeyi geciktirmek suretiyle d6mur uzunlugunu ya da
hayatta kalma suresini etkiledigini ileri suirmuslerdir. Bununla birlikte Yu et al. (1985),
Weindruch ve Walford (1988) tarafindan yapilan ¢alismalar sican ve farelerde ergin
bireylere, gelisim ve olgunlasma sonrasi1 KS uygulamasinin da hem ortalama hem de

maksimum hayatta kalma surelerini artirdigin1 gostermistir. Berg ve Simms (1960)



KS’li diyetle beslenen sicanlarin hayatta kalma stirelerinin uzamasinin fizyolojik temelli
oldugunu ve bunun viicut yag: igeriginin azalmasindan kaynaklandigmi bildirmistir.
Bununla birlikte Bertrand et al. (1980) KS’li diyetle beslenen sicanlarin viicut yagi
icerigi ve omir uzunluklart arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu gostermislerdir.
Oysa Harrison et al. (1984) vicut yag: icerigi normal farelerden 2-3 kat daha fazla olan
ve KS’li diyetle beslenen obez farelerin KS’li diyet ile beslenen normal farelerden daha
uzun yasadiklarint bildirmiglerdir. Bu yizden KS mekanizmasinda vicut yagmin
onemli bir faktor olmadig1 distnulmektedir. Diger bir hipotez ise KS’nin siganlarda
metabolik hiz1 azaltarak hayatta kalma siresini artirdigina yoneliktir (Sacher 1977). Bu
hipotez 1980’li yillarda kabul gorse de daha sonra yapilan arastirmalarda KS’nin
metabolik hizi azaltmadigi gorilmustir (McCarter and Masoro 1985; McCarter and
McGee 1989).

KS’nin yararlarina ragmen halen mekanizmas: belirsizligini korumaktadir. Fakat bu
konuda ortaya atilan en 6nemli teorilerden biri yaslanma ile bas gosteren ve solunum
esnasinda Uretilen reaktif oksijen tirleri (ROS)’nin meydana getirdigi kimulatif
oksidatif hasar ve protein dongustunde ki azalmadir. Bu proseste farkl: tirlere ait
karaciger, beynin bazi bolgeleri, kalp ve iskelet kasi gibi ¢esitli organ ve dokularda
yapilan arastirmalarda Ozellikle daha ileri yaslarda KS’nin proteinlerin oksidatif hasarmi
onlemede oldukca etkili oldugu gorilmustur (Colotti et al. 2005). Maillard hipotezine
gore organizma yaslandikca dokularda akimile olan glioksidasyon urunlerinin
proteinlerin kimyasal modifikasyonuna neden oldugu ve DS’nin protein déngusuni
hizlandirmak suretiyle s6z konusu akimilasyonu yavaslatarak etkisini gosterdigi
dustnulmektedir (Cefalu et al. 1995; Fisher 2004). Gergekte de okside proteinlerin yasa
bagli akiimilasyonu KS ile azalmaktadir (Aksenova et al. 1998; Dhahbi et al. 1999).
Ornegin fare iskelet kas sisteminde yapilan mikroarray calismalar, KS esnasinda protein

sentezinde artis ve degredasyon oldugunu gostermistir (Lee et al. 1999).

Diger taraftan DS uygulanan hayvanlarda artan antioksidant enzimlerin ROS’un
ayrismasimi Katalizleyerek oksidatif stresi azalttigi bildirilmistir (Kaneko et al. 2005).

Ornegin Drosophila (Parkes et al. 1998) ve sabit fazdaki maya hiicrelerinde (Longo et



al. 1999) sulperoksit dismutaz (SOD) enziminin fazla miktarda eksprese edilmesiyle
ROS azalmis ve bu canhlarda Omir uzunlugu artmistir. Bu durum KS’nin
metabolizmay:  yavaslatmak suretiyle ROS {retimini  azaltmasi seklinde
aciklanmaktadir. Oysa McCarter ve Masoro (1985) KS uygulanan sicanlarda metabolik

oranin yavaslamadigini bildirmistir.

Diger yandan KS’nin strese karsi kontrol mekanizmasi olan is1 stres proteinlerinin
(HSP) sentezini indukledigi (Astagimath and Rao 2004) ve hayatta kalma suresini
uzattig: ileri strilmektedir (Heydari et al. 1993, 1996; Masoro 2000; Fisher 2004).
Bakterilerden insanlara kadar hemen hemen tim organizmalarda bulunan stres
proteinleri, 1s1 stresine maruz kalma sonucunda indiklenen bir grup proteindir. Fakat
zamanla bu proteinlerin sadece 1sidan degil baska faktorler (etanol, amino asit
anologlari, agir metaller, serbest radikaller vb.) tarafindan da indiklendigi gorulmustar
(Yoshinaga et al. 2003 a). Is1 stres proteinleri say1 ve miktar olarak organizmadan
organizmaya hatta bir organizmada hiicre tipleri arasinda dahi farklilik gdstermektedir
(Craig 1985). Bununla birlikte HSP ailesine ait molekuler buyitklugu 15-104 kDa
arasinda degisen bu proteinleri tim organizmalar sentezlemektedirler. Glntimiizde 1s1
stres proteinleri ailesini olusturan en az dort grup gen oldugu bilinmektedir. Bunlardan
biri strese maruz kalmamis hicrelerde ¢ok duslik seviyede bulunan ve hipertermia ile
seviyesi ani bir sekilde yiukselen HSP70; digeri sadece 1s1 ile hafif bir sekilde
indiklenen HSC70 (HSP72 veya HSC73); bir digeri glukoz yoklugunda sentezlenen
GRP78 ve mitokondride bulunan GRP75°dir (Mizzen et al. 1989).

Is1 stres proteinleri ailesinin en bilinen Gyesi HSP70’dir ve HSP70 hipertermia, agir
metal Kirliligi, beslenme gibi biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi hicreyi
korumada ve 0mir uzunlugunu ayarlamada 6nemli bir rol oynamaktadir. Bunun yani
sira gevresel faktorlerle indiklenen stres proteinleri, olgunlasmamis ve denatire
proteinlerin ayrisimina da katilmaktadir (Kaneko et al. 2002). Yapilan ¢alismalar strese
maruz kalan hiicre hassasiyetinin HSP70 seviyesinin artmas: yada azalmasiyla
degistigini gostermistir (Iwama et al. 1998). Ornegin Saccharomyces cerevisiae

mayasinda HSP70’in 6ldlricu olmayan sicaklikta émir uzunluguna etkili proteinlerden



biri oldugu dustnutlmektedir (Shama et al. 1998). Dahasi 1s1 soku ile transgenik D.
melanogaster’de HSP70 gen ekspresyonu arttigi ve dogal tiplerine nazaran %30 daha
uzun yasadigi goralmastur (Tatar et al. 1997). Buna ilaveten Ehrenfried et al. (1996)
akut KS’nin fare bagirsaginda HSP70 mRNA seviyesini artirarak yaslanmanin zararl

etkilerini azalttigin1 ve 6mru uzattigini bildirmislerdir.

KS Uzerine yapilan ¢alismalarda kullanilan meyve sinegi, nematod, fare ve maya gibi
organizmalarin yani sira laboratuar sartlari altinda kaltirlerinin uygunlugu, rejenerasyon
arahgmin kisa olmast ve kisa Omirlerinden dolay: rotiferler en kullanish
organizmalardan biridir. Ayrica yetistiricilikte 0zellikle de deniz balig: larvas: kalturi
icin vazgecilmez bir canli yemdir. Rotiferlerin 6mir uzunlugunun ve dolayisiyla
populasyon yogunluklarinin ¢esitli muamelelerle (DS, Vitamin E, nifedipin v.s.) carpici
bir sekilde degistigi gorilmistir. Ornegin cesitli besin seviyelerinin rotiferde
(Brachionus plicatilis) Gremenin baskilanmas: sonucu 6mir uzunluklarini artirarak
populasyon yogunluklarini degistirdigi gorulmistir. (Yoshinaga et al. 2000). Yine DS
sartlarinda rotiferin (Asplanchna brightwelli) émur uzunlugunun 6nemli bir sekilde
arttig bildirilmistir (Verdone-Smith and Enesco 1982).

Ayrica B. plicatilis kisitli besin ortaminda trediginde yavrularinin agliga daha dayanikl
oldugu tespit edilmis ve bdylesi bir ortamin yavru Kkalitesini artirdigi sonucuna

varilmistir (Yoshinaga et al. 2003 b).

Sonug itibariyle KS, ortalama ve maksimum omur uzunlugunu artirmakta, oksidatif
stresi azaltmakta, protein metabolizmasinin yavaslamasini engellemekte, ¢ekirdek DNA
hasarin1 6nlemede hucresel koruma fonksiyonunu artirmakta ve yaslanmayla birlikte

HSP seviyesinde meydana gelen kismi azalmayi engellemektedir (Colotti et al. 2005).

Bu calisma ile tath su rotiferinin (Brachionus calyciflorus) KS sartlarinda populasyon
yogunlugunun ve HSP70 gen ekspresyonunun nasil etkilendigi saptanmaya calisilarak,
rotifer  kalturune katkida bulunulmas:  ve yetistiriciliginde surdirtlebilirligin

saglanilmasi amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Verdone-Smith ve Enesco (1982) farkl: sicakliklarin ve diyetsel sinirlandirmanin rotifer
(Asplanchna brightwelli)’nin 6mir uzunlugu, Greme dongusi ve yumurta verimliligi
Uzerine etkisini inceledikleri aragtirmalarinda gevresel sicaklik azaldikca ortalama dmar
uzunlugunun ve Ureme siklisinin baglama-bitis zamanlarmin  degistigini
gOzlemlemislerdir. Diyetsel siirlandirma deneyleri ise 12, 24, 36, 48, 60 ve 72 saat
araliklarla yemleme yapilarak uygulanmistir. Ozellikle 12, 24 ve 36 saat araliklarla
yapilan diyetsel smirlama hem ortalama émir uzunlugunu hem de Greme periyodunu
artirmis, 48, 60 ve 72 saat aralikla yapilan smirlama ortalama 6muri kisaltmistir. Sonug
olarak rotifer gibi kisa 6murlu tirlerde hem sicakligin hem de diyetsel smirlamanin
yasama oranmi etkileyebilecegini ve Ureme periyodunun uzatilarak yaslanmanin

geciktirilebilecegini savunmuslardir.

Heydari et al. (1993) geng (4-7 ayhk) ve yash (22-28 aylik) Fischer F344 siganlarmin
erkek bireylerini kalorik olarak smirlandirilmis (adlibitum diyetin %60°1) diyetle
yemleyip 42,5°C’de 30 dk 1s1 stresine maruz biraktiktan sonra karaciger hicrelerindeki
HSP70 ekspresyonuna bakmiglardir. Deneylerinde yashi farelerden izole edilen
karaciger hiicrelerinde 1s1 stresi ile HSP70 sentezi ve mRNA seviyesinin geng farelerden
izole edilen Kkaraciger hucrelerinden %40-50 oraninda daha dustk ciktigini
gormuslerdir. Esasen geng/yetiskin ve yash farelerden izole edilen karaciger
hicrelerinin 1s1 stresine karst HSP70’i eksprese ettiklerini bu nedenle HSP70’in
indliklenmesinde yasa bagli azalisin nedeninin 1s1 stresine tepki gostermeyen hicrelerin
yasa bagl akimulasyonu olmayip, HSP70 transkripsiyonundaki gerilemeden ortaya
ciktigin1 bulmuslardir. Diger taraftan HSP70 ekspresyonunun yasa baglh azalis1 kalorik
smirlandirma ile ters etki yapmustir. Ornegin HSP70 sentezi, mRNA seviyesi ve niikleer
transkripsiyon indiksiyonu kalorik olarak smirlandirilmis diyetle beslenen yash
farelerden izole edilen karaciger hicrelerinde ad libitum diyetle beslenen yash
farelerinkinden daha yuksek ¢ikmistir. Karaciger hucrelerinin hipertermiaya tepkisi ve
HSP70 ekspresyonundaki azalma oOnemli bir sekilde yasla ilgili oldugunu ve bu

azalmanin transkripsiyonel seviyede meydana geldigini, buna ilaveten yaslanmayi



geciktiren kalorik smirlamanin karaciger hicrelerinde HSP70 transkripsiyonunun

indiklenmesinde yasa baglh azalmayla ters etki yaptigmni bildirmislerdir.

Ehrenfried et al. (1996) kalorik sinirlamanin (KS), hem akut hem de kronik bir sekilde,
1s1 sok protein 70 (HSP70)’in bagirsakta ki ekpresyonunu degistirip degistirmedigini iki
farkl: deneyle fareler (izerinde incelemislerdir. ilk deneylerinde 4 aylik 3 grup fareyi 6,
24 ve 48 saat araliklarla besledikten sonra, 3 fareyi de herhangi bir muameleye tabi
tutmadan kontrol grubu olarak &ldirmuslerdir. Mideleri ahinarak HSP70 gen
ekspresyonu icin RNA ekstrakte edilmistir. ikinci deneyde ise 22-26 aylik 6 grup yasl
fareler 8 hafta streyle ad libitum (AL) ve KS diyetle (ad libitum diyetin %60°1)
beslendikten sonra 6ldurilmis ve HSP70 gen ekspresyonunu belirlemek tizere mide ve
on iki parmak bagirsagindan RNA ekstrakte edilmistir. ilk deneyde HSP70 mRNA
seviyesi 48 saat boyunca beslenen fare midesinde 6 ve 24 saat beslenenlere gore
yaklasik 3 kat artis gostermistir. ikinci deneyde ise HSP70 mRNA seviyesi KS diyetle
beslenen yash farelerin hem mide hem de on iki parmak bagirsaginda AL diyetle
beslenenlere gore 6nemli bir sekilde arttigi gozlenmistir. Boylece hem a¢ birakilmig
hem de KS diyetle beslenen geng ve yasl farelerin bagirsaklarinda artan HSP70 mRNA

seviyesinin hicre ici yararl bir etkiye sahip olabilecegi bildirilmistir.

Colotti et al. (2005) kalorik olarak smirlandirilmis (toplam diyetin %60°1) iki farkl:
diyetin geng (3 aylik) ve yasl (24 aylk) sicanlarin kalp dokusunda protein karbonil ve
HSP seviyeleri lizerine etkisini inceledikleri arastirmalarinda yaslanmanin kalbin sol ve
sag ventrikullerinde ki HSP27, HSP60, HSP72 and HSC70 seviyelerini 6nemli oranda
azalttigin1 ve sonu¢ olarak kalorik smirlamanin  siganlarda 6mur uzunlugunu

belirlemede anahtar rol oynayabilecegini gostermislerdir.

Kirk (2001) diyetsel smirlandirmanin (DS) etkisini kantitatif olarak kuclk ¢ok hcreli
sucul hayvanlar olan rotifer (Brachionus calyciflorus ve Synchaeta pectinata) tirtinde
incelemistir. Calismasinda tlrlerin DS’ye karsi olan davraniglarini arastirmak ve DS ile
ilgili evrimsel hipotezleri test etmek icin orijinal verilerle temeli ekolojik literaturlere

dayanan ve farkli rotifer turlerini esas alan onceki verileri karsilastirmistir. Pek cok



tirin ortalama, maksimum 6mur uzunlugu, treme 6mrd, 6lim oran: ikilenme zamani
ve baglangic 6lim oranmi artirarak DS’ye tepki verdiklerini bildirmektedir. Fakat
orijinal verilerinde tr ici karsilastirmalarda DS’ye verilen tepkide ne Greme dmri, ne
ilk Ureme yas1 ne de total Greme arasinda tahmin edilen korelasyonu gézleyememistir.
Bununla birlikte tirlerin kronik DS’ye olan tepkilerinin tremeleriyle iliskili oldugunu
oyle ki kisa donemli aclik periyodu sirasinda tremelerini azaltan turlerin dmarlerini
uzattiklari, DS sartlarinda Uremeye devam eden tirlerin a¢ kalmalari halinde

omurlerinin kisaldigni bildirmistir.

Xi et al. (2001a) Brachionus calyciflorus disi tiplerinin (amiktik, dollenmemis miktik ve
dollenmis miktik) hayat siklusleri tzerine 25°C’de 4 farklh fitoplankton (Scenedesmus
obliguus) konsantrasyonunun (1,5, 3, 6 ve 9x10° hiicre/mL™) etkisini incelemislerdir.
Gruplarin timiinde déllenmemis miktik disilerin juvenil periyodunun 9x10° hiicre mL™
gida konsantrasyonunda en uzun degere sahip oldugunu, hem gida konsantrasyonunun
hem de disi tiplerinin Greme periyodunu ve toplam yumurta sayismi 6nemli bir sekilde
etkiledigini bildirmislerdir. Bununla birlikte gida seviyesi ve disi tipi arasinda énemli
bir interaksiyon bulunamamistir. Ayrica 3 tip disi arasinda dollenmemis miktik disiler
tarafindan dretilen yumurta sayisimin déllenmis miktik disilerinkinden daha fazla

oldugunu gdzlemlemiglerdir.

Ayrica 0,1 mg mL* gida konsantrasyonunda ve 27°C’de iki farkl: alg tipiyle (Chlorella
pyrenoidosa Chick ve Scenedesmus obliquus Kiitz) beslenen Brachionus calyciflorus
amiktik, dollenmemis miktik ve déllenmis miktik disi tiplerinden Chlorella pyrenoidosa
ile beslenen amiktik digilerin juvenil periyodunun 0Onemli bir sekilde kisaldigi,
dollenmemis miktik disilerde ise daha uzun oldugu bildirilmistir (Xi et al. 2001b). Ayni
caligmada amiktik disilerin verdigi yumurta sayis1 Chlorella pyrenoidosa ile beslenen
grupta daha yiksek bulunmus, alg tipinin Greme periyodu ve émir uzunlugu Gzerine
onemli bir etkisi gorilmemistir. Sonug itibariyle amiktik, dollenmemis miktik ve miktik
disilerin hayat sikltslerini tanitan yumurta verimliliginin deney sicakligina, gida tipine

ve konsantrasyonuna ve rotifer susuna bagl olabilecegi bildirilmistir.



Sarma ve Nandini (2001a) farkli gida seviyelerinin rotifer tlrleri Uzerindeki etkisinde
demografik ve populasyon buyukligi calismalarinin birlikte ele alinmas: gerektigini
savunmuslardir. Bu ama¢ dogrultusunda Brachionus variabilis’i 25°C’de, pH 7,5 ve
12:12 1sik/karanlik foto periyot sartlari altinda Chlorella’nin 5 farkl konsantrasyonuyla
(0,25, 0,5, 1, 2 ve 4x10° hiicre mL™) beslemis ve demografik ve popiilasyon
Ozelliklerini belirlemeye ¢alismiglardir. Arastirmada gida yogunlugunun tahmini yasam
siresi, ortalama Omidr, brit ve net Ureme orani, generasyon zamani ve populasyon
blyltme oram Uzerinde 6nemli etkiye sahip oldugunu bulmuslardir. Buna gore
yogunluga baglh olarak ortalama dmur 3-6 gln, net Greme orani 2-7 neonat/disi/gun,
populasyon artis oran1 gunluk 0,14-0,35 arasinda degismistir. Bu tlr icin en yiksek
lireme orani, ortalama &mir ve tahmini yasam siiresinin 1x10° ile 2x10° Chlorella
yogunlugunda gerceklestigini ve artan Chlorella yogunlugunun rotifer (B. variabilis)’de

yumurta sayismni azalttigini bildirmislerdir.

Diger taraftan Halbach (1973)’e gore sicaklik, rotifer gibi ektotermik organizmalarda
metabolizmay: etkilemekte, 6zellikle ylksek sicaklik treme yasini, kulugka siresini ve
Ureme oranmi hizlandirirken 6mri kisaltmaktadir (Lucia Pavon-Meza et al. 2005).
Dolayisiyla Brachionus’larin da dahil oldugu birkag rotifer cinsinin yasam Ozellikleri
incelenirken gida ve sicakligin birlikte disuntlmesi gerekmektedir (Edmondson 1965).
Pérez-Legaspi ve Rico-Martinez (1998) littoral rotiferlerden Lecane luna ve Lecane
quadridentata tzerinde 3 farkl sicaklik (20, 25 and 30°C) ve Nannochloris oculata’nin
3 farkli konsantrasyonunda (1x107, 5x10° ve 1x10° hiicre/mL) her iki tir icin d&l
verimine iliskin kuluckalanma yizdesi, 6mir ve Ureme oranm arasinda Onemli
farkliliklar bulmuslardir. Bu tirlerin asekstiel yumurta kulugka stresi igcin optimal
sicaklik 20-25°C olarak tespit edilmistir.

Genel olarak sicaklik, tuzluluk ve yem konsantrasyonu rotiferlerin biyime oranini
tumayle etkilemekte, ancak sicaklik en kritik faktor olarak ele alinmaktadir. Treece ve
Davis (2000) hemen hemen tiim suslar i¢in optimum sicaklhigin 28-32°C (82,4-89,6°F)
arasinda degistigini fakat 28°C’nin Uzerinde besin yogunlugunun ¢ok énemli oldugunu

ve 26-28°C arasinda daha biyuk cisseli suslarin kigik olanlara nazaran hizli biyime
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egiliminde olduklarini belirtmislerdir. Bununla birlikte Park et al. (2001) tatl su
rotiferinin (B. calyciflorus) yiksek yogunluktaki kultur calismalarinda denedikleri 3
farkl sicaklik (24, 28 ve 32°C) igerisinde sirasiyla 6500, 8600 ve 8100 birey/mL rotifer
yogunlugu elde etmisler, sicaklik artisina paralel olarak rotifer yogunlugunda da artma
oldugunu bildirmiglerdir.

Lucia Pavon-Meza et al. (2005) tath su rotiferlerinden Brachionus havanaensis’in
hayatta kalma ve treme performans: uzerine 3 farkl sicaklik (15, 20 ve 25°C) ve Ug¢
farkli Chlorella vulgaris konsantrasyonunun (0,5x10°, 1x10° ve 2x10° hiicre/mL)
etkisini birlikte denemis ve hem gida seviyesinin hem de sicakligin bu ture ait fektindite
degerini etkiledigini, yuksek sicaklikta ve gida konsantrasyonunda hayatta kalma

stiresinin kisaldigmi fakat dol veriminin arttigini bildirmislerdir.

Yine 3 farkl Chlorella yogunlugu (1,5%10°, 3,0x10° ve 4,5x10° hiicre/mL) ve iki farkl:
sicakhigin (22 ve 28°C) 4 farkl rotifer tiru (B. calyciflorus, B. havanaensis, B. patulus
ve B. rubens) Uzerinde yapilan ¢alismada tirlerin hepsinde en yiksek buyume orani
4,5x10° hiicre/mL Chlorella konsantrasyonunda elde edilmistir (Fernandez-Araiza et al.
2005).

Sarma et al. (1996)’ya gore gida yogunluguna ek olarak inokulasyon yogunlugu ve
tirler arasi rekabet, populasyon blylime oranini etkileyen 6nemli faktorler arasindadir
(Sarma et al. 1999, Nandini and Sarma 2001). Mesela B. calyciflorus ve B. patulus
arasinda disiik (1,5x10° hiicre/mL) ve yiiksek (3,0x10° hiicre/mL) Chlorella vulgaris
konsantrasyonunda ve 4 farkli inokilasyon yogunlugunda (%2100 B. calyciflorus, %75
B.calyciflorus + %25 B. patulus, %50 her iki tlr, %25 B. calyciflorus + %75 B. patulus)
yapilan ¢alismada her iki tlr icin de yumurta orani ve poptlasyon yogunlugu arasinda
ters bir iliski gorilmis olup maksimum populasyon yogunlugunun gida ve inokulasyon

yogunlugundan 6nemli derecede etkilendigi saptanmistir (Sarma et al. 1999).

Zooplankton tirlerinde 6zellikle planktonik rotiferlerin ve kladoseranlarin populasyon

blyuklugunu anlamada 6nemli bir degisken olan yumurta/disi oraninin (Edmondson
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1965) cesitli faktorler tarafindan etkilendigi bilinmesine ragmen yumurta oraninin farkl
gida tiplerinden nasil etkilendigi halen net olarak bilinmemektedir (Pefia-Aguado et al.
2005). Sarma et al. (2001 b) iki farkl: konsantrasyonda (1x10° ve 3x10° hiicre/mL) yesil
alg (Chlorella vulgaris), maya (Saccharomyces cerevisiae) ve bunlarin karisimindan
olusan ug farkl diyetin tatl su rotiferleri (B. calyciflorus ve B. patulus)’un populasyon
yogunluguna olan etkilerini incelemislerdir. Arastirmalarinda her iki rotifer trinun de
3x10° hiicre/mL Chlorella konsantrasyonunda maksimum yogunluga ulastiklarin:
(103+8 ve 29620 birey/mL), 1x10° hiicre/mL konsantrasyondaki karisik diyette ise
yine her iki turin buyume performanslarinin iyi oldugunu, ancak her iki
konsantrasyonda sadece maya igeren diyetin uygun olmadig: bildirilmistir. Bununla
birlikte rotifer (Brachionus calyciflorus) ve (B. rubens) ile kladosera (Moina macrocopa
ve Ceriodaphnia dubia)’nin populasyon biyimeleri tzerine maya ilave edilmis algal
diyetin populasyon buyiume oranini 6nemli derecede etkiledigi fakat popilasyon artisi

ile yumurta oranini azalttigi gorilmastir (Pefia-Aguado et al.2005).

Yoshinaga et al., (2003 a) populasyon dinamigi ¢calismalarinda yaygin olarak kullanilan
rotifer B. plicatilis'in Greme ve 6mir uzunlugu gibi poptilasyon parametrelerinin HSP70
ve GRP94 gibi iki stres proteini tarafindan etkilendigini ve bu iki proteinin populasyon
blytmesi esnasinda ekspresyonlarmin degistigini bildirmislerdir. Bu calismada rotifer
popllasyonunun gelismesi swrasinda stres proteini ekspresyonunu tanimlayarak
gelecekte  populasyon dinamigi  c¢alismalarinda  kullanilabilme  imkanlarini
tartismiglardir. Buna ilaveten baska bir calismada nematodlarda Ureme ve Omir
uzunlugunu duzenleyen insulin/instlin benzeri buylime faktori (IGF)’nin rotifer (B.
plicatilis)’de 0mir uzunlugunu %30 oraninda artirdigmi, 6lim ve dogum oranlar
arasindaki dengeyi belirlediklerini PI3-kinaz inhibitori ile yaptiklari calismada

gostermislerdir (Yoshinaga et al. 2005).

Yoshinaga et al. (2003 b) rotiferlerde popilasyon degisim mekanizmasmi anlamada
achgin en o6nemli faktorlerden biri olabilecegini belirtmistir. Bu amacla rotifer B.
plicatilis kilturlerini periyodik olarak a¢ birakarak dmir, yasa 6zgu fekundite, toplam

fekundite ve ureme periyodu gibi parametreleri incelemislerdir. Ilk deneylerinde 40
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rotifer (1 saatten az) biri kontrol grubu olmak tzere 5’e bolinmds, ilk 4 grup 1-4 gln
yas itibariyle yemlendikten sonra biyimenin sabit fazinda a¢ birakilmiglardir. Kontrol
grubu ise deney siresince beslemeye devam edilmistir. Bu grupta a¢hgin baslamasmin
hemen ardindan rotiferlerin Greme aktiviteleri durmus, ilerleyen yaslarinda ise hayatta
kalma sireleri kisalmistir. Bununla birlikte achk oncesi biyik sayida dol verdikleri
gozlenmistir. ikinci deneylerinde ise 56 yeni dogan rotifer biri tamamen ag digeri deney
stresince yemlenen 2 kontrol grubu olmak tzere 7 gruba bolinmis ve geri kalan 5 grup
1-5 yas itibariyle a¢ birakildiktan sonra yemlenmelerine devam edilmistir. Uc giiniin
Uzerinde a¢ birakilan rotiferlerin 6mur streleri istatistiki olarak diger gruplardan farkl
bulunmazken, 1-2 gunlik dénemlerde ac¢ birakilan rotiferlerin yaklasik 16 gun hayatta
kalabildiklerini, toplam fekunditede ise 6énemli duzeyde azalma goruldigini, sonug
itibariyle aghgin Uretkenligi baskilayarak rotiferlerin bir sonraki generasyon igin

omurlerinin uzamasina neden oldugunu bildirmislerdir.

Astagimath ve Rao (2004) diyetsel kontrol veya kalorik sinirlandirma olarakda
adlandirilan diyetsel smirlandirmanin yararlarini derledikleri calismalarinda, kalorik
smirlamanin  obesiteyi baskiladigini, serbest radikalleri azalttigini, antioksidantlari
artirdigin1 ve strese karsi kontrol mekanizmasi olarak is1 stres proteinleri sentezini

indtkledigini bildirmislerdir.

Tatl su rotiferlerinin kultrd, beslenmesi ve poptilasyon yogunlugu hakkinda ¢ok az sey
bilindiginden ve bu bilgiler i¢ sular biyolojisi ile ilgilenen arastirmacilar igin gok 6nemli
oldugundan Arimoro ve Ofojekwu (2004) tatl: su rotiferini (Brachionus calyciflorus) 18
gunlik kaltar periyodunda Chlorella sp., karisik alg, yesil yaprak ve ekmek mayasi ile
beslemek suretiyle yem cesidinin popilasyon dinamigi ve tUreme orani (zerine olan
etkilerini degerlendirmeye c¢alismiglardir. Cahsmalarinda maksimum populasyon
yogunluguna kaltirtn 10. gunt itibariyle tatl su Chlorella + ekmek mayasi ile beslenen
rotifer grubunda 562 birey/mL™, yesil salata+ekmek mayas: ve karisik alg+ekmek
mayast verilen gruplarda ise sirasiyla 486 birey mL™ ve 401 birey mL™ ile ulasilmustir.
Sadece yesil salata verilen grupta ise maksimum yogunluga (152 birey mL™) kiiltiiriin 6.

guni itibariyle erisilmistir. Ureme oran: besin kaynagina bagli olarak 0,27-0,52 arasinda
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degismistir. En ylksek ikilenme zamani (2,89 gun) ve en distk dreme oran (0,27)
karigik alg ile beslenen grupta goérulmis ve distile su igerisinde bulunan (kontrol grubu)
rotiferlerde Ureme gerceklesmemistir. Sonuc itibariyle Chlorella ve yesil salata
yapragina ekmek mayasimin eklenmesiyle tath su rotiferi (B. calyciflorus)’un yigin

kilturinun yapilabilecegi bildirilmistir.

Bazi rotifer populasyonlari uzun sireli besin yokluguna dmir uzunluklarini artirarak
direnc gosterebilmektedirler. Ornegin Weithoff (2007) iki rotifer turii (Cephalodella sp.
ve Elosa worallii) tzerinde diyetsel sinirlandirmanin émur uzunlugu ve Ureme Uzerine
etkisini inceledigi arastirmasinda, sadece E. worallii’nin diyetsel smirlandirma
sartlarinda ortalama émur uzunluklarindan ¢cok daha uzun bir stire (15 gune kadar) canh
kalabildiklerini, bu sirada Uremesini azaltarak 6mur uzunlugunu artirdigmni, normal

besin ortam1 saglandiginda ise 1 guin icerisinde tekrar tiremeye basladigini bildirmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirma Unitesi

Arastrma Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiltesi Su Uriinleri Bolimi Akvaryum
Baliklar: Yetistirme Unitesi Canli Yem Uretim Laboratuar’nda yuritilmistir (Sekil
3.1).

Sekil 3.1. Canli yem (retim laboratuar
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3.1.2. Su

Yetistiricilik icin kullanilan su ¢esme suyu olup 1 litrelik kaplarda 121°C’de 20 dk
stireyle otoklavda sterilize edilmistir. Arastirmada kullanilan suyun fiziksel ve kimyasal
Ozellikleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Oksijen, pH ve iletkenlik degerleri Atatirk
Universitesi Miithendislik Fakiiltesi Cevre Muhendisligi Bolimi’nde WTW Multiline
P4 Universal tip cihazla sulfat, fosfat, nitrat ve nitrit degerleri ise Atatiirk Universitesi

Ziraat Fakiltesi Toprak Bolimui’nde titrimetrik yontemle 6lgtlmastr.

Cizelge 3.1. Tath Su Rotiferi (B. calyciflorus) vyetistiriciligi’nde kullanilan suyun
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Parametre Deger

Sicaklik 25+1°C

Oksijen 5,30 mg/L

Ph 8,25

SO, 0,33 mg/L

PO, Eser

NO3 3,45 mg/L

NO, Eser

Iletkenlik 306 ps/cm
3.1.3. Rotifer

Arastirmada kullanilan tath su rotiferi (Brachionus calyciflorus)’un S ve L tipi olmak
uzere yumurta halinde Florida Aquatic Eco-Systems Firmasi’ndan ticari olarak temin

edilmistir.

3.1.4. Besin

Rotiferlerin beslenmesinde kullanilan mikroalg (Chlorella sp.) Canakkale 18 Mart

Universitesi Su Urtnleri Fakiiltesinden saglanmustir.



16

3.1.5. Primerler

HSP70 genine ait spesifik primerler kullanilmgtir.

3.1.6. Kullanilan kimyasal maddeler

3.1.6.a. Total RNA ekstraksiyonunda kullanilan kimyasallar

Trizol, kloroform, izopropilalkol, etanol ve DEPC (Dietil pirokarbonat)’li

kullaniimistur.

g
. :%.él

Sekil 3.2. Tatl Su Rotiferinin beslenmesinde kullanilan mikroalg (Chlorella sp.)
(http://io.uwinnipeg.ca/~simmons/16labman05/Ib1pg7_files/Chlorella2.jpg)

Su


http://io.uwinnipeg.ca/~simmons/16labman05/lb1pg7_files/Chlorella2.jpg
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3.1.6.b. cDNA kutuphanesinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar

DEPC’li su, adaptor primer, PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) tamponu, MgCl,,
dNTP, DTT, Super Script™ Il RT ve RNase-H kullaniimstur.

3.1.6.c. PCR uygulamasinda kullanilan kimyasallar

Taq DNA polimeraz, dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), PCR tamponu, MgCl,,
DMSO (Dimetilsulfoksit) kullaniimastir.

3.1.6.d. Elektroforez uygulamasinda kullanmlan kimyasallar

Agaroz, EtBr (Etidyum Bromir) boyas: soliisyonu (10mg/mL), Formamid, TAE (Tris-
Asetik asit-EDTA) tamponu, MOPS (morfolinopropansulfonik asit) elektroforez
tamponu, Markir (50 bp-2.000 bp) ve BFB (Brom fenol mavisi) ylikleme tamponu

kullaniimistur.

3.1.6.e. Klonlama igin kati ve sivi besiyerlerinin hazirlanmasinda kullanilan

kimyasallar

Tripton, maya ekstrakti, NaCl, D (+) Glukoz, 5 N NaOH, Agar, X-Gal (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranoside), IPTG (isopropil B-D-1-tiyogalaktopiranosid),
Ampisilin.

3.1.6.f. Klonlamada kullanilan kimyasallar

PCR (rind, ligaz tamponu, pPGEM®-T Easy Vektor, ligaz.
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3.1.7. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

1. 50x TAE Tamponu: 242 gr Tris, 57,1 mL Asetik asit, 100 mL EDTA (0,5 M’lik ve
pH:8) alinmig, 950 mL ddH,0O’da ¢ozindurilerek son hacim 1 L’ye tamamlanmis ve
+4°C’de saklanmustir.

2. %1’lik Agaroz Jeli: 10x TAE’den 30 mL alinip tizerine 0,3 gr agaroz konulmus ve
mikrodalga firinda 1 dk sitilmistar.

3. DEPC (Dietil pirokarbonat)’li su: 1 mL DEPC 1 L ddH,O igerisinde 4 saat
karistirildiktan sonra otoklavlanarak oda sicakliginda saklanmistur.

4. 20x MOPS Soltsyonu: 41, 9 gr MOPS, 6,8 gr Sodyum asetat, 2,6 gr EDTA 400 mL
DEPC’li su icerisinde ¢ozunddruldukten sonra NaOH ile pH 7°ye ayarlanmis ve toplam

hacim 500 mL’ye tamamlanmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Mikroalg tretimi

Uretim asamasinda Chlorella sp. turi yar: stirekli kiiltir yontemiyle (Richmond 1986)
ilk 6nce deney tiplerine ekilmis, daha sonra sirasiyla 250, 500 ve 1000 mL’lik erlenlere
aktarimustir (Sekil 3.3 ve 3.4). Kultdrlerin bulundugu ortam sicaklhigi duvar tipi ve
biyofiltreli klima ile 27+1°C olarak ayarlanmis ve 40 W’lik 1000 lux degerinde gun
15181 tipi floresan lamba ile sirekli aydinlatma yapilmistir. Kalturler icin besin ortami

olarak Bold 1NV ortami kullaniimig olup icerigi Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.3. Mikroalgin ttplere ekimi
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Sekil 3.4. Mikroalg retim sistemi

Cizelge

3.2.  Mikroalg

Uretiminde  Kullamlan  Bold 1NV
(http://www.sbs.utexas.edu/utex/media.aspx)

mL Stok Solusyon gr/400 mL H,O

10 NaNO; 10.0

10 CaCl, 2H,0 1.0

10 MgSOy4 7H,0 3.0

10 K2HPO, 3.0

10 KH,PO, 7.0

10 NaCl 1.0

940 Distile su

mL Stok Solusyon gr/400 mL H,O
1 thiamine 0.1

1 Biotin 25.0 x 10°
1 Vitamin By, 15.0 x 10°
6 PIV metal solusyonu 0.1

Ortam


http://www.sbs.utexas.edu/utex/media.aspx
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Cizelge 3.2. (devam)

PIV metal sollisyonu:

Stok Solusyon gr/400 mL H,O
FeCls 6H,0 97 mg
MnCl, 4H,0 41mg
ZnCl, 5 mg
COC|2' 6H,0 2 mg
Na;MoO4 2H,0 4 mg
Distile su 1000 mL

3.2.2. Rotifer Uretimi

Cahsmada L tipi rotifer (Brachionus calyciflorus) yumurtalart kullanilmis olup,
uretiminde yukarida so6zi edilen mikroalg turd kullanidlmigtir. Ortam sicakligi
27+1°C’de tutulmus ve 40 W’lik 4 floresan lamba ile strekli bir aydinlatma yapilmistir.
Uretime 6 adet 10 mL’lik deney tiiptinde 0,5 mL steril su icerisinde yumurtalar hidratize
edilerek baslanmistir. 12 saat sonra agilmaya baslayan yumurtalara ¢ok az miktarda
Chlorella verilmistir. Rotifer yogunlugunu arttirmak (izere beslemeye devam edilmis ve
yogunluk 100 birey/mL’ye ulastiginda 250 mL’lik erlenlere asilama yapilmistir. Daha
sonra 1 L’lik steril serum siselerine ve buradan da 8 L’lik kavanozlarda Uretime
gecilmistir (Sekil 3.5). Uretimde firma tarafindan verilen protokol ile birlikte Hoff ve
Snell (2001), tarafindan bildirilen tekniklere uygun olarak tretimi yapilmastir.
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Sekil 3.5. Rotifer Gretim sistemi

3.2.3. Rotiferlerin hasadi

Rotiferler tssel blytime fazinin gergeklestigi 10. glin itibariyle 8 L’lik 5 adet kavanozda
uretilen kalturlerin tamami 44 mikron g6z acikhigina sahip elekten (Sekil 3.6)
gecirilerek stzulmustir. Stzme islemi sonrasinda kirlerden ve yem atiklarindan
temizlemek icin su ile 2 kez yikanmustir. Elek Uzerinde kalan rotiferler bir spatul

yardimiyla hemen 1,5 mL’lik tuplere alinmustir.
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Sekil 3.6. Rotifer hasadinda kullanilan stizge¢ (Aquatik-Eco Sistem, Florida, USA)

3.2.4. Fitoplankton saymm

Denemelerde besin olarak kullanilan Chlorella sp. hicrelerinin sayimi NEUBAUER
sayma kamarasinda yapilmistir (Cirik ve Gokpinar 1999). Sayim icin kamera atagmanli
Novex WF 10x model trinokiler mikroskop kullanilmastr.

3.2.5. Rotifer saymm

Rotifer sayiminda Palmer Maloney sayma kamarasi, 96°lik doku kultir kaplari ve
Ependorf marka otomotik pipet kullanilmistir. Sayim igin Novex WF 10x model
trinokiiler mikroskop ile Atatirk Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji

Bolumi’nden temin edilen stereomikroskopdan yararlaniimastr.
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Rotifer ve yumurta 6lgtimleri kamera atagmanlt Novex WF 10x model mikroskopta
10x’lik mikrometrik okiler ile yapilmistir. Rotifer ve yumurta fotograflart Novex WF
marka mikroskoba monte edilmis Nikon Coolpix 4500 dijital kamera ile elde edilmistir.

3.2.6. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonunda Trizol® Reagent (invitrogen) Kiti kullanilmistir. 1.5 mL’lik
tiplere alinan rotifer drnegine (200 mg) 4 mL Trizol konularak homojenize edilmis,
homojenizasyonun ardindan 4°C’de 10 dk 11000 rpm’de santrifiij edildikten sonra
stpernatant ayr1 bir tipe alinmistir. 800 pL kloroform eklenmis ve 15 sn elle ¢ok gucli
bir sekilde calkalanarak oda sicakliginda 2-3 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonu
takiben 4°C’de 15 dk 11000 rpm’de santrifilj edildikten sonra stipernatant tekrar ayri bir
tipe alinmigtir. Alinan kisma 2 mL izopropil alkol eklenerek oda sicakliginda 5-10 dk
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi 4°C’de 15 dk 11000 rpm’de santrifiij
edilerek Ust faz uzaklastirilmig, altta kalan kisma %70’lik etanol’den 4 mL ilave
edilerek hafifce vortekslenerek 4°C’de 5 dk 8000 rpm’de santriflij edilmistir. Santrifuj
sonrasi etanol uzaklastirilmis ve kurutma kagidi tzerine ters cevrilerek kurutulmustur.
Ornege 40 uL DEPC’li su ilave edilerek -80°C’de stoklanmustur.

3.2.7. RNA’nmin agaroz jel elektroforezinde kontrolt

Elde edilen RNA’dan 1pL ahnarak tizerine sirastyla 3,5 pL ddH20, 0,5 pL 20x MOPS
solusyonu, 5 pL formamid konularak 65°C’de 15 dk sureyle inklibasyona birakilmistir.

Jel i¢in 0,3 gr agaroz 1,88 mL 20x MOPS ve 28,5 mL ddH,O ile kaynatilip biraz
sogutulduktan sonra Gzerine 6,68 pL Formamid ve 55 pL EtBr eklenerek
hazirlanmistir.  Elektroforez kivetine 1x MOPS sollisyonundan yeter miktarda
konularak elektroforez islemi 116 V’da 20 dk elektrik akimi verilerek yapilmig ve UV

(ultraviole) 1s1g1nda bant gozlemlenmesi yapilarak goriintilenmistir.



25

3.2.8. cDNA kutuphanesinin hazirlanmasi

cDNA kitiiphanesi 3' RACE (Rapid Amplification cDNA End) sistemiyle (invitrogen,
Kat. No. 18373-019) hazirlanmistir. RACE yonteminde mRNA’ larin 3’ uglarindan
istenilen genin amplifikasyonu amaciyla bircok organizmanin HSP genleri kullanilarak
bir konsensuis primer elde edildikten sonra forward primer olarak kullanilir. Revers
primer ise RACE kitinde mevcut olan AP (adaptor primer)’e spesifik olan AUAP
(Abridged Universal Amplification Primer) primerdir. BOylece konsensls primerin
tanidigi tim cDNA’lar ve AUAP pimer ile istenilen genin yakalanmasina ¢alisilir. Bu

yontemin ayrintist Sekil 3.7°de gosterilmistir.

ENA Pali (&) kuyrugu

: TTT. TTT Olige (dT) ipenen Adaptdr primerr

mREMNAya haglanmas)
¢ AP

5 AAAL_AAA .
_ « Superscript || BT kullanilarak
TUTTLTTT w5 AP iy yzalilmas:

3 = TTT..TTT e 5 Rnase H kullaniarak RMA min
uzaklastinlmas

=]
4 % Gen spesifik primer { GSP ) v

TUTTLTTT 5' Abngred Universal Apli[in::alic-n
Primear (AUAF) kullamlarak
ALIARE PCR amplifikasyanu

Sekil 3.7. 3' RACE sisteminin dzeti (Invitrogen)
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cDNA kutlhanesi i¢in total RNA’dan 5 pg ahinarak tizerine 1 yL ve 10 mM  adaptor
primer (5'- GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT-3") eklenmistir.
Toplam hacim 11 pL olacak sekilde izerine DPEC’li su konulmus ve 70°C’de 10 dk

inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra 1 dk kar tizerinde bekletildikten sonra kisa bir
sure santrifiijlenerek tizerine 2 pL 10xPCR buffer (200 mM Tris-HCI pH: 8.4, 500 mM
KCI), 2 pL 25 mM MgCly, 1 pL 10 mM dNTP mix, 2 uL 0,1 M DTT ilave edilmistir.
Elde edilen karisim kisa bir stire santrifiijlendikten sonra 42°C’de 5 dk su banyosunda
bekletilmis ve Gzerine 1 pL SuperScript™ Il RT eklenerek tekrar 42°C’de 50 dk su
banyosunda bekletilmistir. Kisa bir sire daha santrifujlenerek 70°C’de 15 dk PCR
yapilmis 1 dk buz tzerinde birakilarak tekrar santrifiijlenmistir. 1 pL RNase-H ilavesini
takiben 37°C’de 20 dk su banyosunda inkiibe edildikten sonra -20°C’de saklanmuistir.

3.2.9. Primer dizaym

PCR igin forward (F) ve reverse (R) primerlerin kombinasyonu Cizelge 3.3’de
gosterilmistir. HSP70-F1 ve HSP70-R1 Kaneko et al. (2002)’den, HSP70-F2 internet
ortamindaki gen bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) Brachionus plicatilis
HSP70 genine ait AB076052 kod numarali mRNA baz dizilimi alinmig ve  HSP70-R2
(reverse) icin AUAP primer kullanilmigtir. Olusturulan primerlerin ilgili bolgeye
spesifiklikleri (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) kullanilarak kontrol edilmistir.

Cizelge 3.3. HSP70’in PCR amplifikasyonunda kullanilan primerlerin baz dizilimi

No  Primer Sekans

1 HSP70-F1 (Kaneko et al. 2002) 5-GGATCATCAA(CIT)GAGCCCACGGC-3

2 HSP70-F2 5-TCCATCCTGACCATCGGAGAG-3'

3 HSP70-R1(Kaneko et al. 2002) 5'-AACAAGAGCATCAACCC(C/A/G)GACGAGGC-3'
4 HSP70-R2 (AUAP) 5'-GGCCACGCGTCGACTAGTAC -3'



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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3.2.10. PCR uygulamas

3.2.10.1. Primer Tm sicakhgmin hesaplanmasi

Kullanilacak  primerlerin  Tm  sicakhiklar1  Oligo analyzer 3.0 programi
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) kullanilarak hesaplanmis ve
asagidaki Tm sicakliklar elde edilmistir.

Tm g nspro= 61,7

Tm g nsp70= 60,1

Tm o= (TMF+TmR)/2=(61,7+60,1)/2=60,9~61

Hesaplanan bu Tm sicakliklarindan istenen sonuc¢ elde edilemediginden farkl

sicakliklar denenmis ve en uygun Tm sicaklhigi HSP70 igin 56°C olarak belirlenmistir.

3.2.10.2. PCR programi

LID 105°C NOWAIT AUTO
PAUSE PRESS ENTER
T=80°C 1 dk

PAUSE PRESS ENTER
T=94°C 3 dk

T=94°C 25 sn

T=56°C 25 sn

T=72°C 35sn

GO TO5REP 40
T=72°C 5 dk

HOLD 4°C

10. END

© © N o U &~ DN P


http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
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3.2.10.3. PCR soluisyonu

PCR amplifikasyon islemi igin Cizelge 3.4’de verilen PCR soliisyonu hazirlanmistur.

Cizelge 3.4. Belirli bir cDNA i¢in yapilan PCR reaksiyon karigimi

Icerik Miktar
Distile su 5puL
cDNA 2 uL
Taq Buffer 2 UL
dNTP (10 mM'lik soliisyondan) 0.5 pL
Primer (F) (10 pmol/pL) lpuL
Primer (R) (10 pmol/uL) lpuL
MgCl, (25 mM’lik sollisyondan) lpuL
DMSO (Toplam miktarin %5’1) 1uL

Hazirlanan bu karisim (15 pL) PCR tiplerine (0,5 mL) alinmistir. PCR iglemi icin ilk
once PCR cihazinin kapak sicakligi 105°C’ye ayarlanmis ve reaksiyon karigimi PCR
cihazina yerlestirilmistir. Reaksiyon karisiminin denatirasyonu icin 80°C’de 1 dk
bekletildikten sonra Amplifiye Taq (0,5 pL) ilave edilmis ve yukarida ad: gecen PCR
programi cahlistirilmistir. PCR igin amplifikasyon programi 40 doéngu olacak sekilde
programlanmustir. Her dongl 94°C’de 3 dk, 94°C’de 25 sn denatiirasyon, 56°C’de 25 sn
primerin yapismas: ve 72°C’de 35 sn cDNA'nin uzamas olarak gergeklestirilmis, son
dongude Ornekler 72°C’de 5 dk bekletilmistir. PCR’dan sonra Ornekler 4°C’ye

alinmastur.

3.2.11. PCR urunlerinin agaroz jel elektroforez kontrolu

PCR islemi bittikten sonra genin sentezlenip sentezlenmedigine bakmak igin PCR uriini
%1,5'lik agaroz jel elektroforezde yurutilmustir. Elektroforez buffer: olarak 1x TAE,
jel icerigi olarak da 0,45 gr agaroz, 30 mL 1x TAE buffer: ve 4 pL EtBr kullaniimustir.

Ornek (izerine 2 pL yiikleme tamponu eklendikten sonra jele yiiklenmis ve elektroforez
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islemi 100V 90 mA’de 20 dk elektrik akimi verilerek yapilmistir. Sonuglar UV 1s1ginda

bant gozlemlenmesi yapilarak gorinttlenmistir.

3.2.12. Gen klonlanmast igin kati ve siv1 besiyerinin hazirlanmasi

Kati ve sivi besiyerleri Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6°da verildigi gibi hazirlanmistir.

Cizelge 3.5. Kat1 besiyer icerigi

Icerik Miktar
Saf su 400 mL
Tripton 4gr
Maya ekstrakti 29r
NaCl 29r
D(+) Glukose 0.4 gr
NaOH (5 N) 600 pl
Stok: 200 g/1000 mL

Agar 6 gr
20 dk 121 °C Otoklav ve 50 °C ye kadar Sogutulduktan sonra asagidakiler katilmustir
X-Gal (50 mg/mL) 200 pl
IPTG (1M) 80 ul
Stok: 0,178 g/0,750 mL saf su

Ampisilin

Stok: 50 mg/mL 400 pl

Cizelge 3.6. Siv1 besiyer (LB) icerigi

Icerik Miktar
Saf su 400 mL
Tripton 4gr
Maya ekstrakti 29r
NaCl 29r
D(+) Glukose 0.4 gr
NaOH (5 N) 600 pl

Stok: 200 g/1000 mL
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3.2.13. Genin vektore klonlanmasi

Gene spesifik primer ve AUAP primerle yapilan PCR drinunden 3 pL, 5 pL Ligase
Buffer, 1 uL pGEM®-T Easy Vektor ve 1 pL Ligaz ahinarak karistirilmis ve oda
sicakhginda 30-45 dk inkilbasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras: 100 pL E. coli
ilave edilerek buz tzerinde 20 dk bekletilmistir. Bu strenin sonunda 42°C’de 30 sn 1s1
soku uygulanmis ve 3-5 dk buz Uzerinde bekletildikden sonra 900 pL LB ilave
edilmigtir. 37°C’de 20-30 dk inkiibasyona birakilmig, ardindan 12000 rpm’de 30 sn
santrifuj edildikten sonra sivi kistmdan az bir miktar kalacak sekilde stpernetant atilmis
ve geri kalan kisim pipetaj yapilarak IPTG ve X-Gal iceren ve kullanim Oncesi ettivde
10-15 dk bekletilen petrilere yayilarak yaklasik 16 saat sireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras: petrilerde beyaz (klonlanmis) ve mavi (klonlanmamis) koloniler
elde edilmistir. Beyaz koloniler numaralandirilmis ve bir kirdanla secilen kolonilere
dokundurmak suretiyle ©nce yeni bir petriye sonra hazirlanan PCR soliisyonuna
dokundurarak vektordeki genin kontroline yonelik olarak elektroforez yapilmistir.

Uygulanan PCR program: asagida sunulmustur.

PCR Programi

LID 105°C NOWAIT AUTO
PAUSE PRESS ENTER
T=80°C 1 dk

PAUSE PRESS ENTER
T=94°C 3 dk

T=94°C 30 sn

T=56°C 30 sn

T=72°C 1:30 sn

GO TO5REP 30
T=72°C 5 dk

HOLD 4°C

10. END

© © N o g bk~ 0 DN E
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Elektroforez sonras: gucli bant veren ornekler segilerek steril cubuklar ile 10 mL LB
besi ortami iceren tuplere aktarilmis ve 37°C’de bir gece inklbasyona birakilmistir.
Ertesi gln tlplerden alinan bakteriler santrifijlenerek GenElute™ Plasmid Miniprep Kit
(Sigma PLN10) ile izole edilmistir. Plazmit izolasyon kit icerigi Cizelge 3.7°de

verilmistir.

Cizelge 3.7. Plazmit izolasyon kit icerigi (Sigma)

Icerik Miktar
Restispansiyon soliisyonu 2.5 mL
RNase A solusyonu 0.1 mL
Lysis sollisyonu 2.5 mL
Notralizasyon/Baglanma sollisyonu 4 mL
Kolon hazirlama solusyonu 7 mL
Opsiyonel yikama solusyonu 55mL
Konsantre yikama soliisyonu 2.5 mL
ElGsyon solusyonu 1.5mL
(10mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, Ph=8.0)

GenElute baglama sttunu 10 adet
2 mL Toplama Tpleri 20 adet

Bir gece bekleyen rekombinant E. coli kilturinden 1,5 mL (ependorf tupuni
dolduracak kadar) mikrosantrifiij tipine transfer edilerek 13000 rpm’de 1 dk oda
sicakliginda santrifijlenmis ve stpernetant atilmistir. Santriftj sonrasi olusan pelet
uzerine 200 pL Resuspansiyon solisyonundan eklenmis ve tam bir homojenite
saglanincaya kadar parmakla vurularak karistirilmis ve daha sonra vortekslenmistir.
Suspanse edilmis hicreler Gizerine 200 pL Lysis (parcalama) solisyonundan eklenmis
ve hassas bir sekilde (6-8 kez) karistirildiktan sonra (kesinlikle vortekslenmez) 2-3 dk
oda sicakhiginda beklenmistir. Parcalama isleminden sonra 350 pL notralizasyon
solusyonundan eklenerek tipler hassas bir sekilde (4-6 kez) karistirilmis ve oda
sicakliginda maksimum hizda (13000 rpm) 10 dk santrifujlenmistir. Ayri mikrosantrifij
tiplerine baglama kolonu yerlestirilmis ve her bir kolona Kolon Baglama
Solusyonundan (column preparation) 500 pL eklenerek 12000 rpm’de 1 dk

santrifujlenmis ve sivi kisim atilmistir. Hazirlanan baglama kolonuna notralize edilmis



32

tuplerden elde edilen Grlnln sivi kismr yiklenmis (peletli tup atilir) ve oda sicakliginda
12000 rpm’de 1.5 dk santrifijlenerek dipteki sivi kisim atilmistir. Kolon igine
Opsiyonel Yikama Soliisyonundan 500 pL eklenmis ve oda sicakliginda 12000 rpm’de
1.5 dk santrifujlenerek sivi kistm atilmistir. Kolona sulandirilmis yikama soliisyonundan
750 pL eklenmis, 12000 rpm’de 1 dk santrifujlendikten sonra akigkan kisim atilmis ve
maksimum hizda herhangi bir yikama sollisyonu olmaksizin etonolii uzaklastirmak igin
1-2 dk tekrar santriftijlenmistir. Kolon yeni bir tipe transfer edilerek Gzerine 100 pL
Eliisyon solusyonundan eklenmis ve 10 dk oda sicakhginda beklenmistir (DNA dizilimi
ve diger enzimatik uygulamalar i¢in su veya 5mM pH=8 olan Tris-HCl de
kullanilabilir). Daha sonra 12000 rpm’de 1 dk santrifujlendikten sonra, kolon atilarak
alta gecen sivi kisim izole edilen vektor icerdiginden -20°C’de muhafaza edilmistir.
Vektoriin basarili bir sekilde izole edilip edilmedigine bakmak igin elektroforez
uygulanmistir. Bu islemden sonra vektore ait T7 (TAATACGACTCACTAT
AGGGAGA) ve SP6 (ATTTAGGTGACACTATAGAAGNG) primerlerle genin varhig:
kontrol edilmistir.

3.2.14. Kalorik simirlandirma (KS) deney dizaym

KS deneyleri tek tip besin igin 12, 24, 36, 48, 60, 72 saat aralikla yemlenen ve tamamen
ac birakilan rotifer gruplarindan olusturulmustur. Poptlasyon yogunlugunu belirlemek
lizere olusturulan gruplara 1 mL 1,5x10° hiicre/mL Chlorella sp. verilmistir. Her 12
saatte bir yemlenen grup kontrol grubu olarak dustnilmistir. Deneylere 5 mL EPA
ortami (Lavens and Sorgeloos 1996) (Cizelge 3.8) iceren toplam 28 adet 10 mL’lik
deney tlplerinde her bir tipe <6 saat’lik 4 rot/mL rotifer yogunlugu olacak sekilde 4
tekerrirli olarak baslanmis ve tim bireyler 6liinceye kadar devam edilmistir (26 gin).

Kltur ortamlar1 12 saatte bir degistirilmistir.

Omiir uzunlugunun tespit edilmesinde ise numaralandirilmis ve harflendirilmis 96’ lik
plate kullaniimistir (Sekil 3.8). Bu deney icin her bir kuyucuga <6 saat’lik bir rotifer
konulmus ve KS sartlar1 uygulanmistir. Anne bireyler yavrulamayi takiben otomotik

pipet ile yeni kuyucuga aktarilarak kag gin yasadigi tespit edilmeye caligilmistir.
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Sekil 3.8. 96’lik plate

Sayimlar stereo mikroskop altinda, hayatta kalan amiktik disilerin sayimi seklinde
yapilmistir. Sayimlarin ardindan yogunluga bagl olarak bireyler taze EPA igeren yeni
ortamlarina otomotik pipet vasitasiyla transfer edilmislerdir. Yogunlugu fazla olan
gruplarda ise kultir ortami 2/3 oraninda yenilenmistir. Deneyler ortamda alg tremesini
engellemek icgin karanlik ortamda surdirilmustir (Yoshinaga et al. 2000; Weithoff
2007).

Popilasyon yogunlugu buyiume fazi esnasinda 6-7 degerin ortalamasindan r=(InN¢—
InNg)/t (Krebs 1985) esitligi kullanilarak elde edilmistir. Burada r=popilasyon artis
oranini, No=baslangi¢ popuilasyon yogunlugunu, Ni=t giin sonra erisilen poptlasyon

yogunlugunu ifade etmektedir.

Cizelge 3.8. KS deneylerinde kullanilan EPA ortami

Icerik Miktar
NaHCO; 96 mg
CaS0Oq, 60 mg
MgSO, 60 mg
KCI 4 mg

Distile su 1000 mL




34

3.2.15. istatistik analizler

Arastirmada elde edilen veriler SPSS 15.0 paket programi kullanilarak “Tekrarlanan
Olgumlerin Varyans Analizi’ne tabi tutulmustur (SPSS 2002). Onemli bulunan
varyasyon kaynaklarina ait ortalamalar ise Duncan coklu karsilastirma testi ile
karsilastirilmistir (Yildiz vd. 1994, Yildiz vd. 1998).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Rotifer Uretimine Ait Sonuglar

Rotifer Gretiminde Florida Aquatik Eco-Sistem Inc. firmasindan satin alinan S (small)
ve L (large) tipi olmak Uzere 2 tip tath su rotiferi (B. calyciflorus) yumurtas:
kullaniimastir. Uretim asamasinda L tipi yumurtalardan ¢ikan bireylerin S tipine nazaran
daha fazla yumurta verdikleri ve rejenerasyon araliginin daha kisa oldugu gdzlenmistir
(Sekil 4.1). Diger taraftan rotiferlerde maximum populasyon artisi bazen tur igi
farkhiliklardan da etkilenebilmekte (Stemberger and Gilbert 1987) ve vicut orant bu
artista etkili olabilmektedir. Muhtemel nedeni blyk tdrlerin vicutlarina oranla daha
kiicik yumurtalar1 daha hizli bir sekilde tretmelerinden dolayidir. Bu durum biyik
vucut oranmin 6nemli bir avantaji olmakla beraber ayni zamanda bazi omurgasiz
predatorlere karsi bir savunma olusturmaktadir. Diger taraftan besin esik seviyesinin
(r=0) Uzerindeki bir yem konsantrasyonunda blyuk turler treme ve rekabet avantajina
sahip olabilmektedirler. Ayrica besin yoklugunda daha kiguk tirler yiuksek metabolik
oranlarindan dolay1 achga daha fazla maruz kalmaktadirlar (Stemberger and Gilbert
1987). Benzer sonuglar tretim asamasinda L ve S tipi rotifer yumurtalar: arasinda da
gOzlenmis olup s6z konusu avantajlardan dolayr L tipi rotiferler deney igin

kullaniimistur.

Okdler mikrometre ile yapilan 6l¢timlerde L tipi yumurtalarin 15-20u boy 10-15u en, S
tipi yumurtalarin 8-10u boy 10-12u en, erginlerin ise sirasiyla 250-280u ve 150-200u
boya sahip olduklar1 belirlenmistir.
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Sekil 4.1. B. calyciflorus’a ait L ve S tipi yumurta

Martinez ve Dodson (1992), rotifer (B. calyciflorus) yetistiriciliginde en uygun kosullar:
belirlemek Gzere yaptiklari calisgmada 30°C sicaklik ve 107 hiicre/mL Chlorella vulgaris
yogunlugunu en uygun sicaklik ve alg yogunlugu olarak belirlemislerdir. Bu ¢alismada
ise Uretim asamasinda optimum sicaklik 27+1°C, pH 6-8, 151k 40 W 1000’lux olarak
belirlenmistir. Yaklasitk 6 saat sonra acgilan yumurtalar 12. saat itibariyle
erginlesmislerdir. Ergin bireylerin amiktik disi olduklari ve 1-15 arasinda yumurta
tasidiklar1 gorulmistdr. Strekli Gretim esnasinda disi ferdin es zamanl olarak ortalama
10 yumurta verdigi tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Uretim asamasinda gortintiilenen 2 ve 12 yumurtah L tipi Tath Su Rotiferi
(B. calyciflorus)

4.2. HSP70 Gen Diziliminin Belirlenmesine Yonelik Bulgular

Kalorik sinirlandirmanin etkisine bakilmadan énce hedeflenen gen (HSP70) diziliminin
spesifik olarak belirlenmesi maksadiyla total RNA izolasyonunda gerekli miktar:
saglamak icin, kurulan canli yem unitesinde 8 L’lik 5 adet cam kavonazda dretilen
rotifer kalturlerinin tamami stizilmis ve total RNA izole edilmistir.

4.2.1. Total RNA izolasyon sonuclan

Calismada rotifer 6rneklerinden RNA izole edilerek PCR yapilmistir. PCR igin spesifik
primer olarak Kaneko et al. (2002) tarafindan kullanilan HSP70’in F (Forward) primer
dizayn1 kullaniimustir.



38

Trizol® Reagent (invitrogen) kiti ile elde edilen total RNA %1’lik agaroz jel
elektroforezde yirutilmus ve gorintisu Sekil 4.3’de verilmistir. PCR sonucunda 18S
rRNA’ya ait tek bant gozlenmis, 28S rRNA ise gorilmemistir. 28S rRNA’nin
goruntulenememesinin nedeni tam olarak bilinmemekle beraber inkiibasyon esnasinda
bozuldugu ve aym inkibasyon sartlarinda 18S rRNA’nin stabil kaldigi Collier (1983)

tarafindan bildirilmistir.

M  18SrRNA

s el
R S

Sekil 4.3. rRNA’nin %1’lik agaroz jel elektroforez gorunttsu
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4.2.2. cDNA kutuphanesine yonelik sonuglar

3" RACE Yontemiyle olusturulan cDNA kitliphanesinden elde edilen PCR Griniin
%1’lik agaroz jel elektroforez goruntist Sekil 4.4’de verilmis olup 494 bp uzunlugunda
tek bant elde edilmistir. Yapilan ilk PCR islemlerinde Kaneko et al. (2002)’den alinan
forward (1) ve reverse primer (3) ve internet ortamindaki gen bankasi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)’da AB076052 kod numarali Brachionus plicatilis’e ait
HSP70 mRNA baz diziliminden dizayn edilen bir adet forward primer (2) ile reverse
primer olarak kullanilan AUAP (4) primer farkli kombinasyonlarda eslestirilerek
yaklasik 4 ay boyunca uygun primer ¢iftinin ve Tm sicakliginin bulunmasina ¢ahisiimis
ve 1-3, 2-3 ve 2-4 nolu primer ciftlerinden negatif sonu¢ alinmistir. Tm sicakligi igin
ise 55°C ile 62°C arasinda ki tum sicaklik degerleri denenmis ve sonug itibariyle HSP70
geninin spesifik olarak elde edilmesi i¢in kullanilan 4 farkli primer ¢iftinden (2 forward
2 reverse) 1-4 nolu primer ciftinden 56°C’de pozitif sonu¢ alinmastir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Sekil 4.4. PCR Urununin %1’lik agaroz jel elektroforez’de ayristirilmasi sonucu olusan
cDNA band: (EtBr ile boyanarak)

Elde edilen PCR uriinine ticari bir firmada dizileme yaptirilmistir. Ilk dizilemeden
herhangi bir sonu¢ alinamadigindan PCR urunleri %1.5’lik agoroz jel elektroforezinde
yurutuldikten sonra GenElute™ Jel Ekstraksiyon Kiti (Sigma, NA1111) ile kit
protokuli aynen uygulanarak saflastirma yoluna gidilmis ve elde edilen driin baz
dizilemesi icin ticari firmaya gonderilmistir. Gelen dizileme bilgileri gen bankasinda
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) kontrol edilmis fakat tanimlanamamistir.
Kontaminasyon olabilecegi distnulerek klonlamaya gegilmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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4.2.3. Genin vektore klonlanmasina yonelik sonuclar

Gen diziliminin belirlenmesi amaciyla gene spesifik primer ve AUAP primerle elde
edilen PCR urtini pGEM®-T Easy vektoriine A-T klonlama yapilmig ve klonlanan Grtin
Escherichia coli’ye aktarilmistir.

Yapilan ilk klonlamada secilen 6 6rnege ait dizileme sonuglar: internet ortamindaki gen
bankasinda tanimlanamadigindan ikinci bir klonlama yapilmis ve inklbasyon sonrasi
petrilerde beyaz (klonlanmis) ve mavi (klonlanmamis) koloniler elde edilmistir (Sekil
4.5). Tum koloniler petri Gzerinde numaralandirilmis olup (27 koloni) klonlanmis
ornekler (16 koloni) secilerek PCR yapilmig ve elektroforezde yaratilmistir. Segilen
kolonilerde vektordeki genin kontroliine yonelik olarak yapilan elektroforez gorintisi
Sekil 4.6°da, sonrasinda yapilan plazmit izolasyon Kkiti ile elde edilen rekombinant DNA
elektroforez goruntist Sekil 4.7°de verilmistir. Elektroforez sonrasi iyi bant veren 13
ornek (1,4,7b,8,9,12,14,17,18,19,21,23,26) secilmis ve vektore ait primerlerle genin
kontrolline yonelik olarak elektroforez yapilmstir. Yapilan elektroforez sonucunda elde
edilen gorintt Sekil 4.8’de verilmistir. Daha sonra secilen bu 13 6rnek SP6 ve T7
universal primerlerle ticari bir firma aracilig: ile dizilenmistir. Sonugta bu organizmaya

ait 13 adet dizilim bilgisi elde edilmistir
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Sekil 4.5. Klonlama islemi sonrasi elde edilen mavi (klonlanmamis)-beyaz (klonlanmis)
koloniler



43

M 1 4 70 8§ 91113 1415

S —
Lo —

M 17 18 19 21 23 26 27

(" ‘e
1000 “ U ’ ~ O

500

Sekil 4.6. Vektore klonlanmis genin kontroliine yénelik yapilan elektroforez gorintusu
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19 21 23 26 27

Sekil 4.7. Vektor izolasyon Kkitiyle bakteriden izole edilen rekombinant DNA
elektroforez goruntusu
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Sekil 4.8. Vektore ait primerlerle genin kontroline yonelik yapilan elektroforez
goruntasu

4.2.4. Gen diziliminin ait sonuglar

Klonlanan ornekler baz dizilimini belirlemek (zere ticari bir firmaya génderilmis olup
dizilim bilgileri Cizelge 4.1°de, ayrica elde edilen dizilemelerin pik gorintisune dair bir
ornek (18 nolu 6rnek) Sekil 4.9°da verilmistir.
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Cizelge 4.1. Klonlanan 6rneklerin baz dizilimi

Ornek
No

Baz Dizilimi

1

ATTGTCTAGCGTGGGGCTCTCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGCATC
ATCTACGAGCCCACGGCGTTTACCTGTGTGACAGCGAAGGCAACAAGATTCTCGACGGCTTGGCCGG
CCTGTGGTGCGTGGCTATCGGTTACGGTCACGATGAACTGGTTGATGCCGCCGCCAAGCAAATGAAA
GAGCTGCCTTACTACAACCTGTTCTTCCAGACCGCCCACCCTTCGGTGCTGGAACTGGCCAAAGCCAT
CTTCGATATCGCCCCGCAAGGCATGAACCATGTGTTCTTCACCTGTTCCAGATCCGAATGCAACAACA
CCCTTCTGCGTATGGGCCGCCACTACTGGGCGATCAAAGGCCACCCAAACAATAAAACCTTCTTCATC
CGCACGAATGGCTACCACGGTTCAACCGTGTCCGGCGCCAGCCTGGGCGGCATGACCTATATGCATG
AACAGGGCGACTTGCCTATCCCTGGCATCGTCCACATCGCCCACTCTTACTGGTTCGGCGAAGGCGGC
GACATGAGCCCAGAAGAGCTTCGGCGTGTGGGCCGCGAACCACCTGGAAGAGAATATTCTGGAGCTG
GGCATGGACAACGTCGGCGCCTTTATTGCCTAGCCCATCCTTGGTGCCAGTGGCGTGATCATACCGCC
TGCAACCTACTGGCCGCGCATCAAGGATATCCTCTCCAAGTACGACATCCTGTTCGTGGCCGATGAAA
AGATCTGCGGCTTTGGCCGTACCGGTGAGAGGTTCGGTAGCGATTTCTACTACCTCAAGCCCGACATG
AAGACCATCTCCAAGGGCCTGACCTCCG

AGGTTCACGCGTTGGGGCTCTCCATATGGGCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGAGTGGA
TCATCAATGAGCCCACGGCCGCCGGGGTCTGGCTCAGGTGCCGGGCGGGTTCAGAAAAGCTGTCATC
CTCGGGGCTGCGCTCAATGTATACGATACTGCCAACCCTTTCCTTGTCGTCCATTATATAATTTTGGTT
CACAGTGAATATAGAAATCGCGGTCTACCGACGGTGCCTTTTGAGGTAGAAACTCAACTCCAACCTA
ATTTCGCCTTTGGAGATCTACATGACCACACATAACCTCAGCTTTAAAGACACCTGGATCCACAGCAG
GGCCTTCCATATCGGCGCCGCCATTTGCGAGTTGCCTGGCCACCCACAGAGGTTCCAACTTCTTTACC
TAGAGCACATCGGCCGCCAAGGACGAAGCCTTGTGCAACATCTTGATCAGCTTAGGCAGCATGCCCC
TCGATTATCCAGGTCTACTGGTTTCGAGGATAAACATCATACACTTCTCCTTCAACACCAGTGAAAAA
TTCTCCCCGTCTTTGAAAAACCTAAAAAACATCGACAAGCTGATAAACAACAATACCTCTGGAGGGT
GTCAGACTGAAATAAATTCAATCATAATCATCCCTAGTCACCCTCTTTTGCCGAGTTTGTTTTCACAAA
AAATCTCCGAAAACATTTGGGTTTGACGCCAGCAATTTTTTTTTCCATCACAAACTCCAACCCTTTCTT
TCGAGCCGATTGGCCTGG

7b

NTTATATAATCACGCGCTGGGAGCTCTCCCATAGGCGGCGACCTGCATGACGGGCGCTCAATTCACCT
TGAGATTCTATTGTCTTTGCAATTAATGGAGCTATCCTTTCATGCTGGCTATGATAGCAGCTGTAGAAC
ATCTTCTTGCTTGCCGACAGCTTCGTTTCTATAACGACGGGACACCCGAGTAGTTTGATCTCTTGAAAT
AAAAATCGCTACATGCCCTATGGGACTAGGTGTTGCAAACGCTTAACGCTTTGCTATAGCAGCAAAA
AAAGATCAAAATTTGCTAGGCACTGATTTAATCAATCTAAAAATTTATTGTCTTTACTGAGATGGGGA
TTTACAATAAGGCCTTTCATATGAAGCGTGTTCTTTACCTGGGCTTCTCAAACTTGAAAATTTCATACT
TATTTATGATAGCAACAAGATCTCCGTACAAGGCAATTTAAGTTAAGCCTTTAACACTGATGAAAAAA
TGCTTTTTGAATCACAATGATTTGACTTTCTTGCTATCAATGGACAACTTTATGAAGACATTATTAGAG
CCTGACCACCCGCTTAAACATCCACAAAACCTTGCCATAACTTCGCAAAAACCACTATTTCCAAGGGT
GCATGAGATCTAAAAAGTAGTCATAAAAGCCATGGCGCACCTTTTGGCGATAATTGATCTAAATTCTC
AAACAACAAGCTTGATTTGATCCAAACAACAATTTTTCATAACCCCAAGCCCATAAAAATCCACTGAT
GAAGTGCTGTAGACCTTGGCGGATTTAGAACAACCAACTGGCAAAGATAAACTTGCAAAAATGCGA
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Cizelge 4.1. (devam)

8

GTTAGTACACCACACGGCTTAAAGGACAATTTGGGGCGAAAGGTTATAGTAACTTGGGTGTTTAACC
GCTCGGGGCAACTTTACTATGCCTATGTGAAGAATGGAGGTAGAGTGTTATCATATCACGGCGGAAC
TTAGACCTATCTGAGAGAGAAAGAAACTTTTCTGTATTTTCCAGCGCGGCATTTCGGTTCTTAAGAGG
GCGCGAGAGGACACCACCTGATTAGTGTGCATCTTCTCTGAGAGAAGAAAAGGACAGACCTGCGCCG
CCTCCACTCAAGGAATAGCGCTGGGCGCCGTAATGGCTGTTCTGTCTTCTGCCTGAGAGACAGCCGAA
AGAATATCCACCACAATGTTGGTTGGCGCCACGCGAACTTAAGTACCAATGCGGACGATCTTTAAAT
GGACCTTTCCTAGAACAAAGCGGAGGTTATACAAGAAGAGCACTTTCTGTACGTGAGCGCGGTATCT
TATAGTGCTGGCACTGTACAACCAATAATGCGCTAGCTTGGCGACATCTTTTGTGTGGCGAGAGCAAC
CACACGAGCCGCCATAACGAATTGTCGATAGGCAAGTATCTCAGCCCACTAGCTACAAGACTGTGAT
AAAAGTGCCGCTTTCTGAATATCATAGAAGTATATTGATAGCTTTTTCAAGATATAAAATCGTGCAAC
CCCTCTTCTTATTTAAGATCGCAAAGTAGACACTCTAGAAACCCAGCATCTATACACAAATCCCCAAC
TAAACTTTGTTGTCTTGACACTCACGACGAATATCAACATCATTTGACCTAAGGGGGTGTCAAGAAGT
ATCCTAACAAATCCTTGTACTCCAAAAAACCCACGGTCGCTACCTCTCTTCTGGCGTACCAAGTTTTCC
AAGAAAAAATCTCAACAAGACCACTCTTAGCGTTTTAGTACCACCCACTAAACAAGTATTTTCTTCCA
TCTCTCACAACAAAAAGCAAAGAAAATCAGCTCTTGTAATATGTGCTTGTTAA

AGGGTTTTAATACCCACGGCGGCATATCCCATATGGGGACGACCCGGCATTGCGGACCTGCGCAACT
TCACTTGGNTGNTAGGGCGCTCTCTACTCATACCAAGCGCACACATGTAGCGCGAGGATATACACAG
TACTCCGTGGGAAATTGACACGCGTCGCGCGAGNTAGAAACAAGCCTCTGTATCATAGTGCACAACG
CAGAGCACGTTGCCTATCTCTTGAAGCGCCGAGAGAGACACCACGAACAAGAAGGTGGCATCTTCTC
GCAAGACAACACAGGCACACGAAGATGCNAGCCCTGTCATCACAGCAATTACCGTCCTGGCGGCCAT
ATTCTAACACATCTGGCGCTCTATCAGAATAAGCAGCTCAAGAGAAGAAGCCACGCAAGAACTATGG
GTGAGGCCACCGCGGAGTATACAGACGACAAGCGGACCGTGTAATCAAAGAGCATGCTTCCCATGGA
CACCTGCGCCGTATATGCACCAACCATCGCATGGCTCTGTTGATATGAAGGAGAGTCGAGAACATTTA
ATGCTGCGCCGTACAAACATAACAAACCCCATACATTGTCGCGACACTCTTTTGTATGCAGAGACCAA
ACAACAGGAGCGTGCCATCAAGTACTTTTCGATATGCACAGGTCTCCAACCACTCTAGAACACTAAG
ATACGCAAAAGAGTCCATCTTTATGCAACATGTGGGTGTCTATCTGAATGTTCTTTCCAAAATACAAA
ACGTCACACCCTATCTACTTATAGTAACAACTGCACAGTACAACCCTATCCACCCCGGCATCCTTTCC
CAACACCACATACTCAACCTGTTGGGCTAATAAGCACTACACGCATTCTAGACAGTTA

12

NCACTATCACGCGTGGGACTCTCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTTCA
CTCTATGAGCCCACGGCCACCGAATGAGCACTCCTGTTGACCATCCCTATCAACGACTTATCCTGAAA
GGCGCTTACCGATACTTTCTTCATGTGGCTGCGTAAGCCCAGTCGCAGGAAGCCTTCCCCTGCCACGC
GCTCATCCTCACCATCGTTCAGGCTGTGTACGGCGGCATCAAAGCTCCTCGCTGCACGCCCATCGTTG
TTTTCCATTTGTGCCCGTTTGGCACTGACAGCAAACAGAAAGTGCGCGTCCTTGAGCATGCCGGGATC
ACGCATCGGGACAAACTTTGAGCCCCTTATCGCAGTGGCCAGTTCATGTTTTTTCAAGTCCAGCCTGA
ATCCGTCCCGCATCACGACGTGATAACCGTCACCTACGGCTTGAACAGACCTGAAAATATCGGTCGG
GCTCTGCCCGAACTTCATCATCGCCGCCTTGATCGCCGAAATGGTCACGCAATTGCCGTCGGGGCCTT
GGCGAAATCCATTCCATATATTGTCGGGCTTGGCGCCATTGCGCTTATCCGACAGATCAGGAAGCCGC
TGTGGCGTTGGAGCAGGTAGTGGTGCGTCCGGCTTGGGCACCACAGTGGTTTGGGGCGCAGGCGTTA
CCCGAGTCGGAACGATGTTCGTCTGCTCCTTGCCTGTGAGCAGACTTTGCAACTGCGTAAAAAACTGG
GTGAACAGTTCAAGGAGCTTCGCTAATACCGGGGCGTCGCTGACTGTATTACCAACGCTACCCTTGAC
TTTATTACCGAGTGATGAGGGGGGCTGCCTATCTAC
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NTTAGATGACAGCGTGGGACTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTG
CATCATCAACGAGCCCACGGCGCGCATGATCAGGCCATTCTCCAAGCAGAACGTGCGGCATATCATG
CCAACACCACGGTCTTCATAACGCTTGCGCGTTGCCTTGTCCTGAACCAACTCGATCGCACCGAGCAT
GCCCACACCGCAAACTTCACCCACCAACGGGTGATCAGCCTGTTCCCTCAAACGCTTTTGCAAATAGG
GTGCCGTTTCGTCGTGCACGCGCTTAACAATTTGTTCATCGCGCATGATACGGATGTTTTCCAGGGCT
ACCGCTGCCGCCACCGGGTGACCGGAATAGGTGAAGCCAAGGTTGAAATCACCGCCTTCGTTCAATA
CTGCGACCACTTCGTCGCGCACGATCAGGCCACCCATCGGGATGTAGCCGGAGGACAGGCCCTTGGC
GATGGTCATCATGTCGGGCTTGAGGTCATAGAAATCGCTACCGAACCACTCACCGGTACGGCCAAAG
CCGCAGATCACTTCATCGGCCACGAACAGGATGTCGTACTTGGCGAGGATTTCCTTGATGCGCGGCCA
GTAGCTGGCATGCGGTACGATCACGCCACCGGCACCCTGGATCGGCTCGGCAATAAAGGCGCCGACG
TTGTCCACGCCCAGCTCCAGAATCTTCTCTTCCAACTGGTTCGCGGCCCACACCCCGAACTCTTTCGGG
CTCATGGCGCCACCTTCGCCAAACCAATACGGCTGGGTCGAAGTGGACCATGCCCCGGGATCGGCAA
GTCGCCCCTGTTCCTGCAT

17

AGGTGTAATCTCACGACGCCNTGCGCGNAGCAATCNTCACCATTTANTGGGNNCCTGAAACACGTGT
CATGAGGCTGAGACCCGTGCGTATTTCTACATCCCACGCCTGGANTCATGTGCACCTCTCTTCGCATTT
TATGNCNCTCTATCGAGTGCGGTAGTGTCGTACNGCATTGCACGTCGTCGNAAGTGTGTCTAAATCGT
CGCACATGTCGCTGTGACACAGCGATATCTTCTCGNCGTTCACTCNGATCGACTGCACAGCATTTTGN
ATATAANTAGTTACAGTCGCGCGACGGACCCTCTCTTCTTATCTCAGTGTGAGATAGCATCTCGATTG
GAATCATCAGATAANTCTGTCTCTCACTTCGACCGCATCTTGATTGGATCTAGGGCTCCGAGTGGCTC
CAGATAACCTCATCACAGATCTTCTAGCTGAGTAGGACACTGCGAGAAACAACAGCCCTCATTGAAT
GCTTACCTCAGCCGCGTACGGTACTCTTGAAGTACCACTCGAGTACTACGCTTGATATTAGTTCTGTA
GTACAGATACAACTTGTGGGGATATGTACGGCACTACAGCACTACTATGTCGAGAGTCTAGAGACGT
TGCTATTCTATGTAGTCTCGTGTCACACCCTACGATTAGCAATCGAACAGAATATACTGCAACAGCTT
TATATGATACTCGAGACAAGTCAANACCAAACGCATGACTGCTCTATTACGCAATACTGCCTGCAGC
ACTTATATGGTCGTCTCTGACTCCTTAGATAAATCAGCGAAAGTCGTGCANCACAGAGACATGCCCTC
TCGTTTCCGAATAATCTACACTGAAGATACTTTTTCTGTGATGTCTCTTTAGCACNGATACTTAGTATC
CTTGAGACGAACCTCGTCTTGCTCTCAAGAGTACTACACTGTGTGTTAAGAGAGCTACTGTGTTCTCC
ACACCATGGTTGTATATTATGACAACCACTCCCCACAAAATTCCGCTATGGCGTGGATATATGTATAC
CAGNCGACAACTAACAACAATATACATTTCTATCACAAAGAGCGCTGAGCCTTTGAGCCTAGAGATC
ACACAAGAACCCGCTGCTCGGACTGAATTCATGTAATCCTAATGCCGGGCCTCCCCACTTTTTCTTGC
CGGTCAATTCTTTTTATTTGTCATATAATCAAGAAANAGCCTCGACGTAAAGAAACACATTTCACGGA
GTTCTTGTCGCCGCCTTAAAGAACTAATGAGACTTTGCTTTTGTCACACTCCCGAGCCCACCCCAATA
CGACAATACTTCCTCAGATTCTTCTTCCGAGGTGGCTGGTACTTGGCACATATGTGT

18

GCGACTTGCCGATCCCGGGCATCGTCCACATCGCCCAGCCGTACTGGTTCGGCGAAGGCGGCGACAT
GAGCCCGGAAGAGTTCGGCGTGTGGGCCGCGAACCAGCTGGAAGAGAAGATTCGCGACATGAGCCC
GGAAGAGTTCGGCGTGTGGGCCGCGACCCAGCTGGAAGAGAAGATTCTGGAGCTGGGCGTGGACAA
CGTCGGCGCCTTTATTGCCGAGCCGATCCAGGGTGCCGGTGGCGTGATCGTACCGCCTGCCAGCTACT
GGCCGCGCATCAAGGAAATCCTCGCCAAGTACGACATCCTGTTCGTGGCCGATGAAGTGATCTGCGG
CTTTGGCCGTACCGGTGAGTGGTTCGGTAGCGATTTCTACGACCTCAAGCCCGACATGATGACCATCG
CCAAGGGCCTGACCTCCG




49

Cizelge 4.1. (devam)

19

GCCCGAATATCAGACAAGACGCCCTCACGCAGCGCGGCATCGCGCCCGGCGAAGGTCACATCTTTAA
AGGTTAAAGTGCCAACAAACTGTCCGAACTGCATTCCCAACCTTTGCACCGCCTGACTAATGCGCTCT
TGCTCGGCTACGGGTCGGTTTTTAAGCATAGTGTTCTCCCAGGCTCGAAATCCCTGCTCATAACCCCA
CTTGATTTCATCGACTGGATCGGTAGGAGCCAAGCCTTTGAAGATGCCAAACTCCGGCGAGAACTTG
GTCTTGAAAGGCGGAGCTACCTGACTATATGAGGCCGACAGGGAAGACGCGCTGCCCAGCAAGGCG
GCCCCAGTAAAGACACCATTTTTAACAAATGTTCGGCGGTGCATAGTAGTAGAAATTGGCGATTAGC
GGAGTATAGCCCGATCGGTTTCAGGGTCCTGATCCTGACCTAGCAAAAACGCCATCAGGTCGGCCATT
TCTTCTTTGGTCAGGAGTTGATCTAGTCCCTGCGGCATCATTGAGGTATTCTGCATTTCCATCGACACA
ACATCGGCGCGGGGAATCCGGACCGAGGTGGTCTGCGACGTACCCAGCACAAGGGCCGT

21

CTAATATCACGCGTGGGAGCTCTCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGC
GATCATCAACGAGCCCACGGAGATCCAGGTAAGCCCAGGCCCAGCTTCAGGCGGTACAACATGTTGG
TCCATATCGCGGCCTTCAATTTCAAGCGTGAAAGACTTCCTGAAGGTCCTCGTCCTGGAGAAAGACTC
GCGACCGGACCAGCATGAACAAGGCGGAGCCGAGGCTGATCATTTTGCTATGCCAGCAAAAAAAGCT
CAAAATTTGCTACCTGCCGATTTAATCAATGATAAAGTACTGTGTCTTTGCCGAGACGGGGATTTGCC
CTAAGGCCTTTCCAATGAAGCGTGTTCTTTAAGCTGACTTCACAAAATATAAAAGTTAATACTTATTT
CTGACAAGCAAAAAGAACTCCAAACAATGCGACTTAGGTCACTCCTTAAACACTATTGAAGAGCTGT
TCTTTCGAATTCGGATATTTTAGCTTTCAAACATATAAATGGAAGACTTCTGTGAAAAAATTTGTAGA
TCCTTATACCCAGCTTAAACAGCCACTAAAAACTTGTGTATAGTCCCGCTCATACCAACTATTTTCAA
AGGTGCATAACATTTTACAACGTAGAGAAAAAATACATAGGCGGTCCTCTTTTGGCGAAACTTGTATC
TAAAAATTGCCTAACAAAAAACTATGATTTGAACCACAAAATATATTCTCCTAATCCCAAAACTCCAT
AAAAAAATCCGTGTGCTGAGAGTGCTTTTACAACCATGGGGGATATCTAACCAAGCTAATTC

23

GTTTAACCCAGGTGCAAAAACCTTGGAGACAGCGATCAGCTCTCCAGCTCTCTTCGCGGACATTTAAT
ATTGTCGAGAAAAAGGCGGGTAAGGTGTGAGGCCTCGCCACAGTAGCAGAGGGGGGATTTTTTTCTT
CAGAGGCGTTTCCACTTAAACTGCGAGAGACCCCCTCACGAGAGCTTCCCAAGGGGTATATACACTG
GCAATAACATATGGACCCTGCTCGCCGTCAACAGAAACATCCGTCGGCGTCCCAAAAAAGTAGCACA
TATTTATGCTCCGCCAGTCCTGCAAACGACAAAGCGACAGGACGTCTTGACAACGCGGTATATACCG
GACGCCTTCATTACAAAGATTGGCACACTCGTTAAATGACTAACATCCAGATTTGCATACATAGTCTG
CTGCCATACCAAGACCAACTAGCATTCGCTAACACCGCTGTCCCTTTTGCGACAAACAACACACCTAA
CTTCCCATGAAGTTGCAAAACCAAAAGGCTCGTGCAGCGTCTACGCAGAAATCCAACTACCTTAAGA
GGAACTTCAATAAAACCTTGGAAGGGCAGGAGAAACACTAACCCCACTATTAAGTGGTGGAAAATAC
CAGCTCCACGTTTTAAAGCAACTACTGCCGTCCAATGGCCCGACCAAAATATACCTAAGATCCTATGT
TCAACATATAAACCCGAGGTGGGCAAGCCATTCATTCAGACAACGTGCGTACCAGTGAATCACATTT
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TTGTATATTAACCAAGGTTTGCCACTACAACCCTTTGTGGAAGACANGNCGCATTCTAGTAGTCGTCG
AGAGCCTCTCCTTGTCTGTCGGAGCACATTCGCATGATATGTCGCAGTCAATAAGCGACGAGAGTTAT
TATGATCGTGATGGTCGTGTCAGCCACAGCATTCCAAGAGAGCAGNGTGACTATGCTTTCTCATATCT
ATAACTGCGCCGTTCGCAATCTTTAGTACATGTCGAGGAGCACACCGCGCTCTTGAAGAGAGCATTCA
CCATCGAGGGAGTATGTACTATCAGTCTAGGCGAGATAAGACCGCAATCGAACACCACGCGTCGCGC
TGTCCGACTAGGAAGAATCGTCTCGTCTTGCTAGGCCACTAGAAAAAAAGTTAGCGACACTAGTATTT
GATTGCCCAGGTCGCGAGCTACATAGCAACTACCGACATCAATATCGTTTAGCCCGTTACATAGGACT
ATACGACGCGGTTATCACACAGACACGACCGCCTCAATCTACGAGAGAGCATTGTGTCACCGCACTT
GCAACTAGAGATCAACATAACTCCATACGCGAGAGACATTGTCGTACACAGTATAGTCTATGCGCAC
GCGCAATACGCCACATAACCTCATACGTAGTGANTAGAGCGATAGACCGACGCGCTCGCCACCCATA
TGATGCGTACTGAAGCACAAACCACACATCCCGGACCACTCGCTGACATAGCTCTGCAGACACTCTC
GAAAAGGTTCGTTGCCCATCGTGTGCTACCTTCGAGAAACTGCACAAGTATCGCAGTGAGAAGAGAT
GTCTACATATATGAATTCCTATAGGGCAAGGCATGAGGAGACAAGACTACACTCCCAACCTATCAGA
CGTGTGTAGAGCGAATAGCCAAGCTACACAGGCTACGAAAGCGAGCTTCTGTTGCATATTTATCGCCC
TCGAGCGAGAAATATATTTGAGAAACCCTTATTGTACGGGCATATATAACACACAAAGGCTGGGCGA
ATATCAATCTCGGGCGATTTCAGCAAGTTCGCACACAAAGTGCAAGGACAACGTTTAAGCCAAGCTA
GCGCATAAAAAAACCGAGTGCAAGGGCCAAGGATCACACTAAGGAAAGGTTGACTCCCTTATCGGAT
GATACAATGGAACGAAGCTAGAAACAA
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Sekil 4.9. Dizileme bilgisine ait pik goriintiisii (18 Nolu Ornek)

Dizileme bilgilerine ait bir 6rnegin verildigi Sekil 4.10’dan da gorilebilecegi gibi elde
edilen pik bilgileri oldukca belirgindir.

Diger taraftan hedeflenen gene (HSP70) ait elde edilen 13 adet dizilim bilgisinin
internet ortamindaki gen bankas: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)’da herhangi

bir organizmaya ait HSP70 ile homolojisi bulunamamistir.

Bu organizmaya ait bugiine kadar gen bankasinda yayinlanmig herhangi bir dizileme
mevcut olmadigindan, elde edilen dizilemelerden hangisinin HSP70 olabilecegi
kanisina varilamamistir. Bu bakimdan elde edilen bulgularin dogrulamas: ve hedeflenen


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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genin dizilimi tespit edilememistir. Buna ragmen elde edilen dizilimler oldukga basarili

pikler vermistir. Dolayisiyla bu gen dizilimlerinin yeni oldugu dustinilmektedir.

Ayrica, dizilemenin kontaminasyon olabilecegi dikkate alindiginda herhangi bir
organizmaya uymamasi dikkat cekicidir. Diger taraftan dizileme bilgisinin klonlanan
vektore de ait olmadigi gorulmustir. Elde edilen tim veriler bu dizilimin bu tdre ait ilk
veriler oldugunu gostermektedir. Bu bakimdan bu dizilimlerin, bu tur Gzerinde

yapilacak gen dizileme ¢alismalarina kaynak teskil edebilecegi dustiniilmektedir.

4.3. KS’nin Populasyon Yogunluguna Etkisine Yonelik Sonuclar

Bu calismada KS’nin tath su rotiferi (B.cayciflorus)’un yetistiriciliginde popilasyon
yogunlugunu nasil etkiledigi arastirilmaya calisilmistir. Literaturlerde KS’nin tath su
rotiferlerinde popilasyon yogunlugundan ziyade genellikle 6mur uzunlugu, dogum ve
olim orani, fekindite gibi demografik parametreler tzerindeki etkisine bakilmistir.
Ayrica bu alanda yapilan ¢alismalar rotiferlerin aci su turleri 6zellikle de B. plicatilis
uzerine olup gida olarak kullanilan besin tipleri ve konsantrasyonlari da farklilik
gostermektedir. Fakat 6zellikle besin konusunda Sarma et al. (2001a,b; Flores-Burgos et
al. 2005) alg tdrlerinin, bunlar icerisinde de Chlorella sp. tirinin hem buyuklik hem
de besleyici yonden rotifer kilturleri icin mikemmel bir gida oldugunu bildirmektedir.
Deneylerde Chlorella yogunlugu 1,5x10° hiicre mL™ olarak saglanmistir. Rotifer
turleriyle yapilan deneysel calismalarda (Sarma and Rao 1991; Sarma et al. 1999)
genellikle bu yogunluk tercih edilmistir. Ctink bu miktarin rotifer turlerinin bulundugu
dogal ortamlarda baslangi¢ besin seviyesinin tzerinde oldugu Nandini et al. (2005)

tarafindan bildirilmektedir.

Diger taraftan caligmada B.calyciflorus ticari bir sekilde elde edilen dormansi
yumurtalarin kuluckalanmas: yoluyla kultire alinmistir. Jensen ve Verschoor (2004) bu
sekildeki bir kaltdrin yumurta kalitesini artiracagini ve yumurtadan ¢ikan yavrularin
benzer buyuklikte olacagmi belirtmektedir. Ayrica rotifer turlerinin populasyon

yogunlugu ve demografik parametreleri Gzerine yapilan pek ¢ok arastirmada sayisal
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degerlerin kiltur sartlarina gore (fitoplankton tipi ve yogunlugu, sicaklik vb.) degistigi

gorulmistir. Bu nedenle elde edilen sonuglar bu faktorler dikkate alinarak tartigilmistir.

Arastirmada KS ayni miktar hiicre iceren tek tip besinin (Chlorella sp.) rotifer
gruplarina yemleme araliginin uzatilmas: seklinde uygulanmstir. Uygulanan KS
sartlarinda tath su toriferine (B. calyciflorus) ait maksimum popilasyon yogunlugu
(birey mL™) ve yogunlugun pik yaptig1 giinler Cizelge 4.2’de ve zamana bagl olarak
populasyon yogunlugunda g6zlenen degisim Sekil 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.2. KS sartlarinda elde edilen max. ve ortalama populasyon yogunluklar: ile
pik gunleri

Gruplar Yemleme Popilasyon yogunlugu (birey
arahg (saat) mL™) Pik guini

Maksimum OrtalamazSD

A 12 334 269,0+40,12° 5

B 24 251 193,0+48,26" 11

C 36 181 154,5+17,69" 11

D 48 77 64,25+9,21° 8

E 60 58 45,25+10,21° 10

F 72 47 40,75+7,22¢ 8

G Tamamen ag 16 15,0+0,816° 4

a-e: Aym harfle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki olarak 6nemli bir fark yoktur.
(p>0.05)
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Sekil 4.10. KS sartlarinda poptlasyon yogunlugunda gdzlenen degisim

Cizelge 4.2. ve Sekil 4.11°den de gorulecegi lzere en ylksek populasyon yogunlugu
(269,0+40,12birey mL™) 5. gin itibariyle 12 saat aralikla beslenen grupta elde
edilmistir. 24 ve 36 saat aralikla beslenen gruplarda ise en yiksek populasyon
yogunlugu 11. giinde swrasiyla 193,0+48,26 birey mL™ ve 154,5+17,69 birey mL™
seklinde gerceklesmistir. 60 ve 72 saat aralikla beslenen gruplar birbirine yakin degerler
gOsterirken tamamen ag birakilan grupta en dustik populasyon yogunlugu elde edilmistir
(15,25+2,55 birey mL™).

Zooplanktonik organizmalarin popilasyon buyumesi izerine yem konsantrasyonunun
etkisi hem alan hem de laboratuar calismalariyla kanitlanmistir (Cizelge 4.3)
(Edmondson 1960; Lucia-Pavon et al. 2001, 2005). Dolaysiyla popilasyon
blytkligunu belirleyen en énemli faktoérlerden biri besin yogunlugu ve besin tipidir
(Yoshinaga et al. 2003 a,b; Enriquez-Garcia et al. 2003). Bu konuda yapilan ¢alismalar
icerisinde Rad (1992) B. calyciflorus icin en yiiksek popiilasyon yogunlugunu 2-3x10°
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hicre/mL yogunlukta tek hcreli yesil alg (Ankistrodesmus spp.) ile denemenin 8.
giiniinde 101,17+1,56 olarak saptamistir. Martinez ve Dodson (1992) 107 hiicre mL™
Chlorella vulgaris yogunlugunda en yiksek rotifer Uretimine (81080 rotifer/L/giin)
ulasmuslardir. Sarma et al. (2001b) 3x10° hiicre mL™ Chlorella ile B. calyciflorus ve B.
patulus icin en yiiksek yogunlugu 1038 birey mL™ ve 296+20 birey mL™ olarak elde
etmiglerdir. Arimoro ve Ofejekwu (2004) B. cayciflorus Uzerinde yaptiklari
caligmalarinda maksimum poptlasyon yogunlugunu kulttrin 10. gind itibariyle tatl su
Chlorella’s: ve ekmek mayasi ile beslenen rotifer grubunda 562 birey mL™ olarak elde
ederken, yesil salata+ekmek mayasi ve karisik alg+ekmek mayas: verilen gruplarda ise
sirasiyla 486 birey mL™ ve 401 birey mL™ olarak saptamislardir. Sadece yesil salata
verilen grupta ise maksimum yogunluga (152 birey mL™) kiiltiriin 6. giinii itibariyle

erigilmistir.

Cizelge 4.3. Bazi rotifer turlerinin besin konsantrasyonuna bagli olarak degisen
popiilasyon yogunluklart (birey/mL™)

Rotifer tirleri Yem tipi Yem seviyesi Popilasyon Literatlr
(hticre mL™?)  yogunlugu (birey
mL™?)

s Scenedesmus 6 361162 Dumont et al.
Anuraeopsis fissa obliquus 0,5-8x10 2312 + 296 1995
Brachionus calyciflorus  Chlorella 2x10° 23850 ?g%\genson etal
B.calyciflorus C.vulgaris 0,5- 4,5x10° 55+1-471+72

. 6 Lucia-Pavon et
B.patulus C.vulgaris 4,5x10 1227+83 al. 2001
L. 5 Sarma ve
B.variabilis Chlorella 0,25-4x10 2-9 Nandini 2001
B.calyciflorus C.vulgaris 4,5%x10° 8015 Peredo-Alvarez
B.patulus C.vulgaris 4,5x10° 397+7 et al. 2001
B. macracanthus C.vulgaris 0,25x10° 4
. . . . 6 Sarma ve
Platyias quadricornis C.vulgaris 4x10 11742 Nandini 2002
Enriquez-
L. quadridentata Chlorella 0,9%x10° 10-75 Garcia et al.
2003

Treece ve Davis (2000)’e goOre besin seviyesi ile birlikte sicaklhik artisinin rotifer
kilturlerinde populasyon yogunlugunu etkiledigini, 6zellikle 26-28°C arasinda daha
blyik suslarin  kiguk olanlara nazaran hizli buyume egiliminde olduklarini

belirtmiglerdir. Park et al. (2001) tatli su rotiferinin (B. calyciflorus) yiksek
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yogunluktaki kultir calismalarinda denedikleri 3 farkl sicaklik (24, 28 ve 32°C)
icerisinde sirasiyla 6500, 8600 ve 8100 birey/mL rotifer yogunlugu elde etmisler,
sicaklik artisina paralel olarak rotifer yogunlugunda da artis oldugunu bildirmislerdir.
Tatlh su rotiferlerinden Brachionus havanaensis’in hayatta kalma ve tireme performansi
uzerine 3 farkli sicaklik (15, 20 ve 25°C) ve ¢ farkli Chlorella vulgaris
konsantrasyonunun (0,5x10°%, 1x10° ve 2x10° hiicre/mL) etkisini birlikte denendigi
diger bir calismada ise hem gida seviyesinin hem de sicakligin bu ture ait fekiindite
degerini etkiledigi, yuksek sicaklik ve gida konsantrasyonunda hayatta kalma stresinin
kisaldig: fakat dol veriminin arttigi bildirilmektedir (Lucia Pavon-Meza et al. 2005).
Bununla birlikte Hoff ve Snell (2001)’e gore 30-35’de maksimum artis gosteren bazi
termofilik suslar harig, genellikle yuksek sicaklik (>30°C) termal strese distk sicaklik

(<20°C) ise daha az dol verimine neden olmaktadir.

Diger taraftan Sarma et al. (1996)’ya gore besin tipi ve yogunluguna ek olarak kulturde
inokulasyon yogunlugu ve tlrler arasi rekabet de populasyon blylme oranini
etkilemektedir (Sarma et al. 1999, Nandini and Sarma 2001). Mesela Brachionus
calyciflorus ve B. patulus arasinda diisik (1,5%10° hiicre/mL) ve yiksek (3,0x10°
hiicre/mL) Chlorella vulgaris konsantrasyonunda ve 4 farkl: inokilasyon yogunlugunda
(%100 B. calyciflorus, %75 B.calyciflorus + %25 B. patulus, %50 her iki tir, %25 B.
calyciflorus + %75 B. patulus) yapilan ¢alismada her iki tir i¢cin de yumurta oran: ve
populasyon yogunlugu arasinda ters bir iliski gortlmis olup maksimum popilasyon
yogunlugunun gida ve inokulasyon yogunlugundan onemli derecede etkilendigi
saptanmistir (Sarma et al. 1999). Yine Hagiwara et al. (2001) baslangi¢ rotifer
yogunlugu 2000-20000 birey mL™ arasinda degisen B. plicatilis kiiltirlerinde 35 L’lik
tanklarda 20000 birey mL™ inokilasyon yogunlugunun hayatta kalma oranmi

distrdugund bildirmislerdir.

Bununla birlikte laboratuar cahismalarinda baslangic birey sayisi1 ele alinacak
parametreler ve deney dizaynina gore degisiklik arz etmektedir. Bu sayi literaturlerde 1
birey mL™ (Sarma et al. 1996) ile 20 birey mL™ (Flores-Burgos et al. 2005) arasinda
degismektedir. Yoshinaga et al. (2003a,b) demografik parametreler icin grup
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blyikligunun 1-8 bireyden olusmasmi istatistik acgidan yeterli gérmektedirler. Bu

nedenlerle arastirmada baslangic birey sayis1 4 birey mL™ olarak ele alinmustur.

Populasyon yogunlugunun belirli bir zaman araliginda ne kadar degistigini ve besin
miktar: ile olan iligkisini veren populasyon artis oranina (r) ait sonuclar ise Cizelge

4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. KS sartlarinda gruplara ait r degerleri

Gruplar  Yemleme

arahg (saat) FortSD
A 12 0,608+0,073%
B 24 0,396+0,056"
C 36 0,356+0,049"
D 48 0,335+0,075"
E 60 0,259+0,051°
F 72 0,289+0,053°
G Tamamena¢  -0,239+0,050°

a-d: Aym harfle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki olarak onemli bir fark yoktur.
(p>0.05)

En yiiksek r degeri 0,608+0,073 ile 12 saatte beslenen grupta kaydedilirken en distk
deger -0,239+0,050 ile tamamen a¢ birakilan grupta elde edilmistir. Tamamen ag
birakilan grupta r degeri farkli bulunmustur (p<0.05). Yem konsantrasyonuyla direkt
iligkili olan r degeri (Kirk 2001) ayn1 zamanda kultir sartlarindan da etkilenebilmekte
ve Ozellikle toksikantlar gibi stres faktorleri altinda negatif deger alabilmektedir (Sarma
et al. 2001b). Sonuclar arasinda negatif r degerine tamamen a¢ birakilan gruplarda
deneylerin 4. guniinden sonra ulasiimistir. Bu sonug achgin belirli bir glinden sonra
onemli bir stres faktort oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte gozlenen r degerleri
(kismen F grubu da) daha dnce bazi rotifer tlrlerinde kaydedilmis degerler arasinda yer
almaktadir (Cizelge 4.5)
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Cizelge 4.5. Brachionidae familyasina ait bazi rotifer turlerinin populasyon artis oranlar:

(r)

Rotifer tirleri  Deney Yem tipi Yem seviyesi  r degeri Literatlr
(hiicre mL™)
L . Scenedesmus 6 Dumont et al.
Anuraeopsis fissa  Popllasyon artist obliquus 0,5-8x10 0,45 -0,86 1995
Populasyon artigi S. acutus 0,5-4,5x10° 0,.44 -0,88 fggga etal.
. Ooms-Wilms
Demografik - - 0,10 1097
Brachlop us Populasyon artigi Stlc.h 0coceus - 0,58 Walz 1993
angularis bacillaris
B. calyciflorus Demografik - - 2,20 \{\é%r;g velLl
Populasyon artigi S. acutus 0,5-4,5x10° 0,79 -1,49 fggga etal.
Popiilasyon artist Cesitli algler - 0,80 i%;);ghaupt
B. patulus Demografik Chlorella 1-4x10° 0,14-0,61 ig;Ta ve Rao
Popiilasyon artist Chlorella 1-3x10° 0,12-0,24 ?ggg)]a ve Rao
- . Tetrathelmis 6 Okauchi ve
B. plicatilis Popiilasyon artist tetrathele 0,05x10 0,24-0,49 Fukusho 1984
. 6 Okauchi ve
Popiilasyon artist Chlorella 1,5x10 0.,16-0,47 Fukusho 1984
B. rubens Popiilasyon artist Cesitli algler - 0,80 i{;gt)ghaupt
Poplilasyon artist ~~ Chlorella 3x10° 0,79 Ifgegrsve Rao
B. urceolaris Demografik - - 1,32 Wang ve Li
1997
Fernandez-
B.havanaensis Popiilasyon artist Chlorella 4,5x10° 0,54 Araiza et al.
2005
- . 5 Sarma ve
B. variabilis Popiilasyon artist Chlorella 1,0x10 0,50 Nandini 2001a
- . 5 Sarma ve
B. variabilis Popiilasyon artist Chlorella 0,5x10 0,13 Nandini 2001a
Keratella . Cryptomonas 6 Smith ve
cochlearis Popiilasyon artist erosa 0,005-0,01x10 0.28-0.40 Gilbert 1995
. Ooms-Wilms
Popilasyon artist - - 0.13 1997
. i 6 Smith ve
K. crassa Popilasyon artist C. erosa 0,005-0,01x10 0.32 Gilbert 1995
K. testudo Demografik - - 0.15-0.39 f;%ngberger

KS sartlarinda deneme gruplarina ait varyans analiz sonuclari ile gruplara ait
ortalamalarin Duncan coklu karsilastirma test sonuclari Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7°de

verilmistir.
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Cizelge 4.6. Uygulanan KS sartlarinda deneme gruplarina ait tekrarlanan deneylerin
varyans analiz sonuglari

Etki Deger F Hipotez SD Hata SD p

zaman Pillai's Trace 0,994 199,152 23,000 27,000 ,000*
Wilks' Lambda 0,006 199,152 23,000 27,000 ,000*
Hotelling's Trace 169,648 199,152 23,000 27,000 ,000*
Roy's Largest Root 169,648 199,152 23,000 27,000 ,000*

zaman*grup  Pillai's Trace 4,466 4,050 138,000 192,000 ,000*
Wilks' Lambda ,000 9,163 138,000 165,238 ,000*
Hotelling's Trace 155,209 28,492 138,000 152,000 ,000*
Roy's Largest Root 120,233 167,280 23,000 32,000 ,000*

*p < 0,01 seviyesinde 6nemli

Cizelge 4.5.°den de gorilecegi gibi zaman ve zaman*grup interaksiyonu Tekrarlanan

Olgiimlerin Varyans Analizi sonucunda ¢ok 6nemli (p<0.01) bulunmustur.

Cizelge 4.7. Uygulanan KS sartlarinda deneme gruplarina ait ortalama ve duncan ¢oklu
karsilastirma test sonuglari (t=26 giin)

Grup OrtalamazSEM Min. Max.
A (12) 81,69+100,51° 76,634 86,746
B (24) 47,15+60,03" 42,094 52,206
C (36) 33,59+46,94° 28,534 38,646
D (48) 19,84+21,14¢ 14,784 24,896
E (60) 13,71+16,03% 8,654 18,766
F (72) 12,55+13,30% 7,494 17,606
Ac 6,91+4,81° 1,854 11,966

a-f: Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiki olarak énemli bir fark yoktur. (p>0.05)
Std. Hata: 2,43

KS deneylerinde deneme gruplarina ait Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglarina gore
yine E ve F gruplar: arasinda istatistiksel agidan énemli bir fark bulunmazken (p>0.05)
diger gruplar arasinda p<0.05 seviyesinde onemli c¢ikmigtir. Bu sonuclar besin
konsantrasyonunun dislk ya da hi¢ olmadigi ortamlarda populasyon blylime oranmin
smirlandigint gostermektedir (Stemberger and Gilbert 1985, 1987; Kirk 1997a,b, 2001;
Sarma and Nandini 2001a,b). Bu nedenle besin azligi ve achik rotifer populasyon
dinamigini etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir (Yoshinaga et al. 2003b). Nitekim
ac gruplara dair -0,239+0,050 r degeri bu sonuglarla paraleldir.
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KS uygulanan gruplarda elde edilen popiilasyon yogunlugu ve r degerlerine ilaveten
bireylerin 6mur uzunlugunun 6nemli bir sekilde degistigi goralmustur (Cizelge 4.8,
Sekil 4.11).

Cizelge 4.8. KS sartlarinda B. calyciflorus’a ait maksimum ve ortalama omir
uzunluklar

Gruplar  Yemleme arahg Maksimum Omir Ortalama émur uzunlugu
(saat) (gtin) (gtin)
A 12 11 8,5
B 24 14 11,25
C 36 15 12,25
D 48 8 6,5
E 60 8 6,25
F 72 6 5,25
G Tamamen ag 25 21,25
1,2
% 1 #—R—R—R—*—T-—TI—W%\ —=—12
2 0.8 ——24
Q \ h—\\—o—\ 5\ —e—36
\
= 0,6 ——48
(U i)
g A\ 72
& 02+ { —x—AC
T
0 R R TR S B P AR RAE NN SR W SR S
1 23 456 7 8 9101112131415161718 1920212223 242526
Yas (guin)

Sekil 4.11. Uygulanan KS sartlarinda hayatta kalan bireylere ait egri

Cizelge 4.8 ve Sekil 4.11°den gorilecegi gibi kontrol grubu olarak dusunilen A
grubunda maksimum omir uzunlugu 11 gin iken B ve C gruplarinda 14 ve 15 giin
olarak saptanmis, D ve E gruplarinda ise degismemistir (8 giin). 72 saat arahkla
yemlenen F grubunda ise 6 gin olarak belirlenmistir. Bununla birlikte tamamen ag

birakilan G grubunda ise maksimum omir uzunlugu 25 giin olarak tespit edilmistir.
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Deneyler sirasinda B, C, D, E ve F gruplarinda yemleme saatini takiben ilk 6 saatte
bireylerin reme aktivitesi goOsterdikleri, ortamda besin yoklugunda ise Uremeyi
durdurduklari, treme periyotlarin1 uzatarak hayatta kalmaya cahstiklari géralmistar.
Sonuglar icerisinde 6zellikle kontrol grubu ile tamamen a¢ birakilan gruptan elde edilen
degerler Yoshinaga et al. (2003 b) ile benzerlik géstermistir. Bununla birlikte 48, 60 ve
72 saat aralikla beslenen rotiferde (A. brightwelli) ortalama ¢mur uzunlugunun (4,41-
4,35 glin) 12, 24 ve 36 saat aralikla beslenenlere gore (5,44-6,08 gun) kisaldigmni
bildiren Verdone-Smith ve Enesco (1982) ¢calismamizi destekler niteliktedir.

Enesco (1993) DR sartlarinda rotiferlerde gortlen uzun dmirlultgin bu organizmalarin
ureme periyotlarin1 uzatarak sagladiklarini fakat treme ile uzun omirlilik arasinda
direkt bir iliski olmadigini rapor etmistir. Normal sartlarda rotiferler ¢cok uzun bir 6miire
sahip olmamakla birlikte 25°C’de disiler yaklasik 6-8 glin erkekler ise yine yaklasik
olarak 2 giin hayatta kalmakta (Hoff and Snell 2001), besin azalmaya basladiginda ise
birey basina bir yumurtadan fazla olmamak kayd: ile giderek remeyi durdurmakta,
yeniden yemlenmeye baslanildiginda ise 3-5 giin icerisinde Uremeye kaldig1 yerden
devam etmektedirler (Ricci and Perletti 2006). Bu arastirmada ise uygulanan KS
sartlarinda rotifer (B. calyciflorus) bireylerinin Greme periyotlarin1 uzatarak hayatta
kalmay tercih ettikleri ve yemlemenin ardindan tremeye gectikleri tespit edilmistir. En
uzun 6mur tamamen ag¢ birakilan grupta (25 guin) gozlenirken yumurta sayismin uzayan
omur ile birlikte azaldig: gorulmustur. Yoshinaga et al. (2000) normal ve DS sartlarinda
B. plicatilis yavru sayismin sirasiyla 30 ve 10 adet, 6mir uzunlugunun ise sirasiyla
yaklasik 10 ve 30 gin seklinde gergeklestigini bildirmektedir. Dolayisiyla KS’nin
rotifer B. plicatilis ve B. calyciflorus 6mir uzunlugunu énemli bir sekilde artirdig: bu
caligmalarla ortaya konmustur. Kisitli bir besin ortaminda gérilen bu durumun Greme
aktivitesinin baskilanmas: sonucu ortaya ¢iktigi distntlmektedir. Yoshinaga et al.
(2001, 2003 a,b) rotiferlerin Uremelerini baskilayarak émurlerini uzatmalarini, gelecekte
normal besin ortam: saglandiginda yeniden ureyebilmek igin verdikleri bir tepki olarak

ileri sirmektedir.
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Ayrica gesitli besin seviyelerine gerek bireysel gerekse populasyon olarak verilen tepki
turler arasinda degismekte 6rnegin rotifer (B. plicatilis) Greme ve dmir uzunlugunu
degistirmede oldukga esnek davranabilmektedir. Dahas: B. plicatilis’in kisith besin
ortaminda Urediginde yavrularmin acliga daha dayanikli oldugu goérilmus ve boylesi bir

ortamin yavru kalitesini artirdigi sonucuna varilmistir (Yoshinaga et al. 2003 b).

Diger taraftan Gilbert (2003)’e gore monogonont rotiferler besin azliginda enerjilerini
hayatta kalma ve treme aktivitesi arasinda paylastirmada oldukca esnektirler. Bununla
birlikte besin yoklugunda kaynaklarin tumind Greme igin harcadiklarindan omdar
uzunluklarmin kisaldigini, dolayisiyla bu tirlerin kisa dmarli olup cevresel sartlarin
kotilestigi durumlarda seksiel Ureme ile kis yumurtas: Ureterek hayatta kalmaya
calistiklarini bildirmistir (Ricci and Perletti 2006). Oysa Kirk et al. (1999) besin
yonunden kisith ortamda B. calyciflorus’un solunum oranmi, fekiinditeyi ve yumurta
blytkligunu azalttigini1 ve enerji tiketimini minimuma indirerek fizyolojik bir tepki
verdigini bildirmektedir. Yine ayni1 ¢alismada S. pectinata’nin ise B. calyciflorus’un
aksine bir tepki verdigini dolayisiyla smirli besin ortamlarina karsi rotifer tirleri
arasinda fizyolojik farkliliklar oldugu belirtilmektedir. Ornegin Weithoff (2007) diyetsel
smirlamanin 6mir uzunlugu ve Greme Uzerine etkisini iki rotifer tiri (Cephalodella sp.
ve Elosa worallii) Uzerinde incelemistir. Arastirmada, sadece E. worallii’nin ortalama
Omur uzunluklarindan (7 giin) ¢ok daha uzun bir sire (15 gin) canh kalabildigini, bu
sirada Uremesini azaltarak omir uzunlugunu artirdigin;, normal besin ortami
saglandiginda ise 1 gln icerisinde tekrar Uremeye basladigini bildirmektedir. Aglik
durumunda rotiferler icinde monogonont tirler (Synchaeta pectinata) Ureme pahasina
kisa bir slre yasamayi tercih ederken, Keratella cochlearis gibi tirler ise Uremeyi
erteleyerek nispeten daha uzun sure yasamaktadirlar (Kirk 1997a). Yoshinaga et al.
(2003 a,b) normalde 12 giin yasayan genc B. plicatilis’lerin aclik esnasinda tremeyi
azaltarak 16 gunden daha uzun bir sure yasadiklarini fakat aglik esnasinda yaslanmaya
bagli olarak hayatta kalma oraninin azaldigini gérmuslerdir. Bununla birlikte bu
calismada kontrol grubunun 11 gilin, tamamen a¢ birakilan grubun ise 20 giinden daha

uzun bir sure yasadigi tespit edilmistir.
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Omiir uzunlugunda gorillen bu farkhliga besin yogunlugunun disinda yumurta
blyikligu ve tipinin de neden olabilecegi dusunilmektedir. Nitekim Synchaeta
pectinata daha blylk yumurtalardan kuluckalandiginda yavrularin aghga daha uzun
sure dayandig1 gorulmuistar (Kirk 1997b). B. calyciflorus’a ait yeni doganlar ag
birakildiginda ise vucutta depo edilen lipid miktarina bagli olarak birka¢ gin
yasayabildikleri (Gilbert 2004), benzer bir sekilde Daphnia’ya ait yeni doganlarin ise
yaklasik 8-10 gln hayatta kalabildikleri (Tessier et al. 1983) ve bunun yumurtada
depolanan enerjiden kaynaklandig: ileri striilmektedir (Yoshinaga et al. 2001). Ote
yandan Garcia-Roger et al. (2006) monogonont rotiferlerin sinirli besin ortamlarinda
yumurta tipini degistirirerek partenogenetik yumurtalarin  diapoz yumurtalara
dondstigini bildirmektedirler. Ayni arastrmada B. plicatilis’e ait her iki tip
yumurtadan ¢ikan bireylerin ac¢lhik durumunda maksimum émar uzunluklariin yaklasik
12 gin oldugu, ortalama 6mir uzunluklarinin ise partenogenetik yumurtalardan ¢ikan

bireylerin diapoz yumurtalardan ¢ikanlara gére daha yiksek oldugu saptanmustir.

Bununla birlikte arastirmamizda diapoz yumurtalara populasyon yogunlugunun yiiksek
oldugu gruplarda rastlanilmistir. Gozlenen diapoz yumurtalarindan yuksek populasyon
yogunlugunun miktik Gremeyi tetikledigi ve buna da besin rekabetinin sebep oldugu
sanilmaktadir. Bu sonug¢ diapoz yumurtalarmin smirl besin ortaminda goraldugin ileri
stren Garcia-Roger et al. (2006) ile celismekte fakat diger taraftan Sarma et al.
(20014,b), Yoshinaga et al. (2001) ile benzerlik gostermektedir.

Xi et al. (2001a,b) besin konsantrasyonunun ve besin tipinin B. calyciflorus amiktik
disilerinin hayat siklisu boyunca drettigi yumurta sayismi Onemli bir sekilde
etkiledigini, fakat alg tipinin Greme periyodu ve omir uzunlugu Uzerine etkisinin
gorulmedigini bildirmislerdir. Oysa Flores-Burgos et al. (2005) iki rotifer tirtinde (B.
patulus, B. calyciflorus) yaptiklar: arastirmada alg tipinin ve konsantrasyonunun émar
uzunlugunu ve Ureme oranmi etkiledigini gormuslerdir. Demografik parametrelerde
gorulen bu farkhiligin besin kompozisyonundaki degisime tlre 0zgl adaptasyon
yeteneginden kaynaklanabilecegini ileri strmislerdir. Bu cahsmada tek tip besin

kullanildigindan alg tipinin etkisi gdzlenmemistir. Bununla birlikte uygulanan KS
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sartlarinda B. calyciflorus’a ait yumurta sayisi, treme omri (Kirk 2001) ve yumurta
oranlarmin (Edmonson 1965) onceki caligmalarda oldugu gibi degistigi gorulmistir
(Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. KS sartlarinda B. calyciflorus treme tepkisi

Gruplar Yemleme Ik Ureme émrii Disi birey Yumurta

arahg (saat) dreme (gin) basina dusen oram

yasi toplam
yumurta
sayisi (adet)

A 12 1 10 9 0,81
B 24 1 13 8 0,75
C 36 1 14 8 0,35
D 48 1 7 4 0,34
E 60 1 7 3 0,27
F 72 1 5 2 0,07
G Tamamen a¢ 1 24 2 0,40

Cizelge 4.9’dan da anlasilacag: Gzere A, B ve C gruplarinda yer alan bireyler ireme
periyotlart boyunca 8-9 yumurta verirken bu say: diger gruplarda 2’ye kadar dismds ve
yumurta orant da 0,81 ile 0,07 arasinda degisirken C ve D gruplarinda birbirine yakin
sonuclar elde edilmistir. Tamamen a¢ birakilan grupta ise azalan yumurta sayisina karsi
ureme Omrinin ve yumurta oranmmin arttigi gozlenmistir. Dolayisiyla sinirli besin
ortamlarinda elde edilen bu sonuclar Kirk (1999), Yoshinaga et al. (2000, 2003 b), Xi et
al. (2001 a,b) ve Weithoff (2007) ile benzerdir.

KS’nin rotifer grubu canlilarin da dahil oldugu cesitli organizmalarin popilasyon
yogunlugunu etkiledigi ve dmir uzunlugunu artirdigr yukarda verilen arastirmalarla
makro duzeyde kanitlanmistir. Bununla birlikte KS’nin molekiler diizeyde de
degisimlere neden oldugu bilinmektedir (Heydari et al. 1996; Ehrenfried et al. 1996;
Lakowski and Hekimi 1998; Furuyama et al. 2002; Kaneko et al. 2002; Chen 2004,
Kapahi et al. 2004; Fisher 2004; Lin et al. 2000, 2004; Walker et al. 2005).
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Poptlasyon yogunlugu ile 6mur uzunlugu birbirleriyle yakin iliskili olup (Yoshinaga et
al. 2001) cevresel oldugu kadar genetik faktorler tarafindan da etkilenmektedir (Zhao et
al. 2005). Ornegin Lin et al. (2000, 2004) KS sartlarinda maya (Saccharomyces
cerevisiae) hucresinde Sir2 geninin inhibitéri olan NADH (nikodinamit adenin
dinukleotidin indirgenmis formu) seviyesinin dustiglnu ve bdylece 6mriin uzadigini
bildirmiglerdir. Weindruch et al. (2001) uyguladiklari KS deneylerinde erkek farelerin
bacak kaslarinda metabolik ve biyosentetik gen ekspresyonunun distigiinu ve dahasi
protein donglsinde zararli makromolekiler hasarin KS tarafindan kismen ya da

tamamen engellendigini ileri sirmislerdir.

Molekiiler dizeyde KS’nin etkisini belirlemek (zere yapilan ¢alismalarda Ozellikle
denattre proteinlerin katlanmasina yardim eden ve hicre i¢i koruma fonksiyonuna sahip
olan stres proteinlerinin (HSP) ve bunlar igerisinde de HSP70 mRNA seviyesinin
onemli bir sekilde arttig1 bildirilmektedir (Heydari et al. 1993, 1996; Ehrenfried et al.
1996; Yoshianaga et al. 2003a). Buna ilaveten HSP70 ekspresyonundaki artisin maya
(Saccharomyces cerevisiae) (Shama et al. 1998), meyve sinegi (Drosophila
melanogaster) (Tatar et al. 1997) ve rotifer (Brachionus plicatilis)’de (Kaneko et al.

2002) omur uzunlugunu artirdig: 6ne surtlmektedir.

Bu nedenlerle cesitli stres faktorlerine karst hicresel seviyede verilen tepki
organizmalarin fizyolojik sartlarini belirleyeceginden direkt bir sekilde populasyon

dinamigini de etkileyebilecegi Yoshinaga et al. (2003a) tarafindan bildirilmektedir.



66

5. SONUC ve ONERILER

Arastirmada, gunumizde balik yetistiriciliginde canli yem olarak kullanilan tath su
rotiferi (Brachionus calyciflorus) kdlturiinde diyetsel smirlamanin bu organizmalarin
populasyon yogunlugu ve molekuler diizeyde HSP70 gen ekspresyonuna etkisini
belirlemek amagclanmastir. Bunun icin éncelikle bolimiimiiz Akvaryum Baliklar: Uretim
ve Arastirma biriminde kurulan canli yem unitesinde rotifer kilttrlerinde besin olarak
tavsiye edilen fitoplankton (Chlorella sp.) yetistirilmis ardinda da Florida Aquatik Eko-
Sistem Firmasi’ndan ticari olarak temin edilen tathh su rotiferi (B. calyiflorus)

yumurtalar: kulugkalanarak kiltiir ortami basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.

Bu calismada gerek populasyon yogunlugu ve gerekse r degerlerinden elde edilen
sonuclara gore kalorik smirlamanin rotifer populasyon dinamiginde 6nemli bir rol
oynadigi ve rotiferin (B. calyciflorus) émur uzunlugunu artirdigr sonucuna varilmistir.
Omiir uzunlugunda gorillen bu degisim KS’ye verilen bir tepki olarak

degerlendirilmistir.

Kalorik smirlamanin pek ¢ok organizmada émir uzunlugunu artirmasina yonelik cesitli
hipotezler ortaya atilsa da bu mekanizmanin nasil gerceklestigi halen belirsizligini

korumaktadur.

Bununla birlikte kisitli besin ortaminda rotifer populasyon dinamiginin nasil
etkilendigini anlamak i¢in émur uzunlugunun altinda yatan molekuler mekanizmanin
bilinmesi gerekmektedir. Ozellikle HSP70’in de dahil oldugu diger tip stres
proteinlerinin  klonlama ve ekspresyon analizleri rotifer populasyon dinamigini
anlamada ve uygun populasyon yogunlugunu elde etmede 6nemlidir. Clnki gerek in
vivo ve gerekse in vitro ortamlarda hemen hemen tiim organizmalar igin 6nemli bir stres

faktor olan besin konsantrasyonuna karsi rotifer turlerinin molekuler duzeyde verdigi
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tepkinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu konu ayr1 bir arastirma konusu olarak daha
genis sekilde cahisiimalidir.

Ayrica calismamizda elde ettigimiz dizilimler cesitli blotlama teknikleri kullanilarak
spesifik olarak kontrol edilmelidir.

Arastirmamizda 6zellikle rotifer Gretiminde S ve L tipi yumurtalar arasinda farkliliklar
gozlenmistir. Ornegin L tipi yumurtalardan ¢ikan bireylerin S tipine nazaran daha
blyik olduklar1 ve vicutlarina oranla kiglik ama daha fazla sayida yumurta tasidiklar:
gorulmustir. S6zkonusu yumurta tipleri arasindaki bu farkliligin rotifer populasyon

yogunlugu agisindan 6nemli olabilecegi dustiniilmektedir.

Diger taraftan ortamdaki besin miktarinin az olmasi rotifer popilasyonunun artis hizmin
daha distk olmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte yetistiricilikte kisa strede
yogun miktarda rotifer Gretmek amaciyla ylksek konsantrasyonda yem verilmektedir.
Bu durum kalttr suyunun kisa siirede bozulmasina hatta kulttrun ¢okmesine bile neden
olabilmektedir. Oysa az miktar yemle hem rotifer bireylerinde normal bir populasyon
artis1 saglanirken (24 ve 36 saat aralikla beslemek gibi) yem fazlaligindan kaynaklanan
olumsuz sartlar (Kkirlilik, kokusma vb.) minimuma indirilerek ayn: kultir tanklarinin

uzun sure kullanilmasina imkan verecek, is glic ve zamandan tasarruf saglayacaktir.

Ayrica yuksek populasyon yogunlugu yavru Kalitesini dusurebileceginden popiilasyon
stabilitesi olumsuz yonde etkilenecektir. Sinirlandirilmis diyetle beslemek rotifer
kilturlerinde kullanilan yem maliyetini azaltacak ve elde edilen verilerle yeniden
ureyebilme yetenegine sahip olduklar: belirlenen bu organizmalarda émur uzunlugunu

artirarak kdlturun devamini saglayacaktir.
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