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INTIHAL(ASIRMA) BEYAN SAYFASI

Bu tezde gorsel, isitsel ve yazili bicimde sunulan tiim bilgi ve sonu¢larin akademik ve
etik kurallara uyularak tarafimdan elde edildigini, tez icinde yer alan ancak bu
calismaya 6zgii olmayan tiim sonug ve bilgileri tezde kaynak gostererek belirttigimi
beyan ederim.

Aysel OZTURK
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TESEKKUR

Yiiksek lisans Ogrenimim siiresince, her zaman bilgi ve Onerileriyle bana yol
gosteren, caligmaya baglarken konu secimimde fikir veren ve ¢calismamin her agsamasinda
bilgi ve deneyimleri ile bana yardimci olan Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bo&liimii Ogretim Uyesi saymn Yrd. Dog. Dr. Hiiseyin
ERDUGAN’a ve ¢alismamin laboratuar asamalarindan aga¢ yapim asamasina kadar hicbir
konuda yardimlarini esirgemeyen degerli hocam sayin Dog¢. Dr. Kemal Melih TASKIN’a

tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Laboratuar ¢aligmalarim sirasinda bana her tiirlii destegi ve yardimi saglayan degerli
arkadasim Fatih SEZER ve Gozde NISLI’ye, her konudaki yardimlarindan dolay1 degerli
hocam Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Arastirma Gorevlisi Riza AKGUL’e, arazi ¢alismalarim sirasinda bana yardimei olan ve
desteklerini esirgemeyen canim dostum Elif TOK ve oglu Batuhan UTKU’ya ve

desteklerinden dolay1 tiim dostlarima ¢ok tesekkiir ederim.

Son olarak, bu giinlere gelmemi saglayan ve her kosulda arkamda olup beni maddi
manevi her anlamda desteklemis olan canim annem Hiisniye OZTURK, canim babam
Ismet OZTURK ve biricik agabeyim Aykut OZTURK’e hayatim boyunca tesekkiirii bir

borg bilirim.

Aysel OZTURK
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SIMGELER VE KISALTMALAR

rbeL: Plastidlerde kodlanan Rubisco geninin biiyiik alt {initesi

PsaA: PSI P700 klorofil a apoprotein

SSU rDNA: rDNA da kiiciik alt birim

LSU rDNA: rDNA da biiyiik alt {inite

cox1 5’: citokrom c oksidaz 1 de kodlanan mitokondrial genin 5’ sonu
PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

p: Mikron

mL: Mililitre

rpm: Revolutions per minute

M: Molar

°C: Santigrat derece

EMBL: Avrupa Veritaban1 Laboratuar1 (Europian Molecular Biology Laboratory)
EBI: Avrupa Biyoinformatik Enstitiisii (Europian Bioinformatics Institute)
DDBJ: Japonya DNA veri bankas1 (DNA Databank of Japan)

NCBI: Ulusal Biyoteknoloji Enformasyon Merkezi (National Center for Biotechnology
Information)

Ca crTC077: Campylaephora crassa isolate TC077

Ca hyTC053: Campylaephora hypnaeoides isolate TC053

Ca boTC002: Campylaephora borealis isolate TC002

Ca caAC274: Campylaephora californica isolate AC274

C boyTC057: Ceramium boydenii isolate TC057

C konC1318: Ceramium kondoi voucher C1318

C des i45/: Ceramium deslongchampii isolate 45

G minC1505: Gayliella miniatum isolate C1507

C tenAC213: Ceramium tenuissimum isolate AC213

Ce gaTC577: Centroceras gasparrinii isolate TC577

Ce cTC2209: Centroceras clavulatum isolate TC2209

C c vrobl: Ceramium ciliatum var. robustrum

C vir 1496: Ceramium virgatum isolate 496

C r v rl/6: Ceramium rubrum var rubrum

C r v barl: Ceramium rubrum var. barbatum

Crvimpl: Ceramium rubrum var. imlexo-contortum



C bot i275: Ceramium botryocarpum isolate 275

C sec C197: Ceramium secundatum voucher C197
C diaph/9: Ceramium diaphanum

C. pal i 223: Ceramium pallidum isolate 223

C s v ell: Ceramium siliqguosum var elegans

C s v z1/8: Ceramium siliquosum var. zostericola

C s vslql: Ceramium siliquosum var. siliquosum

C s vzfm1/: Ceramium siliquosum var. zostericola f. minusculum
He coral/: Herpochondria corallinae

M borTC004: Microcladia borealis isolate TC004
Cr miTC408: Carpoblepharis minima isolate TC408
R warb/88: Reinboldiella warburgii

R schTC032: Reinboldiella warburgii

C japC1148: Ceramium japonicum voucher C1148
M couAC293: Microcladia coulteri isolate AC293
C horri/1: Ceramium horridum

C codAC273: Ceramium codicola voucher AC273
C inter/1: Ceramium interruptum isolate DANA

C afine/1: Ceramium afine

C panTC025: Ceramium paniculatum isolate TC025
C brev/11: Ceramium brevizonatum

C sp AC196: Ceramium sp. AC196

C tenAC209: Ceramium tenerrimum isolate AC209
C inkyuii/: Ceramium inkyuii

C calAC279: Ceramium californicum voucher AC279
C cmbAC177: Ceramium cimbricum isolate AC185
He elTCO037: Herpochondria elegans isolate TC037
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OZET

CANAKKALE BOGAZI’NDA (TURKIYE) YAYILIS GOSTEREN BAZI
CERAMIUM ROTH TURLERININ MOLEKULER SiSTEMATIGIi

Aysel OZTURK
Canakale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Hiiseyin ERDUGAN
16/02/2011, 69

Bu ¢alismada Canakkale Bogazi (Tiirkiye) kiyilarinda yayilis gosteren Ceramiales
Oltmanns, 1904 ordosu tiiyeleri Ceramium ciliatum (Ellis) Ducluzeau var. ciliatum,
Ceramium ciliatum var. robustrum (J. Agardh) G. Mazoyer, Ceramium rubrum auctorum
var. rubrum (Huds) J.Ag, Ceramium rubrum var. barbatum G. Feldmann-Mazoyer,
Ceramium rubrum var. implexo-contortum (Solier) G. Feldmann-Mazoyer, Ceramium
siliqguosum (Kiitzing) Maggs & Hommersend var. siliguosum, Ceramium siliquosum var.
elegans (Roth) G. Furnari, Ceramium siliquosum var. zostericola (Feldmann-Mazoyer)
Furnari ve Ceramium siliguosum var. zostericola f. minusculum (Feldmann-Mazoyer)
Gomez-Garreta, Gallardo, Ribera, Cormaci, Furnari, Giaccone & Boudouresque taksonlari
calistlmistir. Ornekler 2009-2010 yillar1 arasinda bir yil siire ile Gelibolu, Eceabat
Canakkale Merkez, Kilitbahir, Yapildakalt: ve Lapseki istasyonlardan toplanmigtir

Caligmada morfolojik, anatomik, sitolojik ve kimyasal tayinlerin yani sira tam
sonuca ulagsmada tamamlayici olarak bazi molekiiler teknikler kullanmilarak filogenetik
iliskinin olusturulmasi amaglanmistir. Bu amagla toplanan 6rneklerde rbcL gen bolgesi
cogaltilmistir ve yapilan dizi analiz sonuglarina gore bir filogenetik agac olusturulmustur.

Yapilan ¢aligma sonucunda Ceramium siliqguosum var. zostericola ile Ceramium
siliguosum wvar. siliquosum taksonlar1 beklenenin disinda sonug¢ verirken diger taksonlara

ait veriler morfolojik tayinler ile uyum gostermistir.

Anahtar sozciikler: Ceramium , rbcL, Canakkale Bogazi
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ABSTRACT

MOLECULER SYSTEMATICS OF CERAMIUM ROTH SPECIES SPREAD TO
DARDANELLE (TURKEY)

EXTRACTS
Aysel OZTURK

Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School
Chair for Biology Thesis Master of Science
Advisor: Assistant Prof. Dr. Hiiseyin ERDUGAN
16/02/2011, 69

In this study we collected some Ceramium Roth, (1797) samples from Ceramiales
Oltmanns, (1904) order fort his study from Dardanelle (Turkey). Such as Ceramium
ciliatum (Ellis) Ducluzeau var. ciliatum, Ceramium ciliatum var. robustrum (J. Agardh) G.
Mazoyer, Ceramium rubrum var. rubrum (Huds) J.Ag, Ceramium rubrum var. barbatum
G. Feldmann-Mazoyer, Ceramium rubrum var. implexo-contortum (Solier) G. Feldmann-
Mazoyer, Ceramium siliquosum (Kiitzing) Maggs & Hommersend var. siliquosum,
Ceramium siliqguosum var. elegans (Roth) G. Furnari, Ceramium siliquosum var.
zostericola (Feldmann-Mazoyer) Furnari ve Ceramium siliquosum var. zostericola f.
minusculum (Feldmann-Mazoyer) Gomez-Garreta, Gallardo, Ribera, Cormaci, Furnari,
Giaccone & Boudouresque. The examples were colected coasts of Gelibolu, Eceabat

Canakkale Merkez, Kilitbahir, Yapildakalt1 and Lapseki. In this study, between 2009-2010.

Aim of the study to be formed a phylogenetic tree using some molecular thecniques
in addition to morphological, anatomical, cytological and chemical analyses were
proliferated rbcL gene regions of the samples collected for this purpose and a phylogenetic

tree was created according to the results of the analysis.

In the result of the study while phylogenetic analyses of Ceramium siliquosum var.
zostericola and Ceramium siliqguosum var. siliquosum were them morphological analyses,

other taxa phylogenetic analyses of were similar to the their morphological analyses.

Keywords: Ceramium , rbcL, Dardanelle.
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BOLUM 1
GIRIS

Yeryliziiniin olugsmasi ve canlilarin yasayabilmesi ic¢in kosullarin uygun hale
gelmesinin ardindan canlilifin ortaya cikisi ile birlikte giiniimiize dek uzanan biyolojik
evrim siireci baglamistir. Giines 1sinlarindan bitkilerin yararlanabilmesi i¢in, 1sinlarin farkl
pigmentler tarafindan tutulmasi gerekir. Fotosentez yapabilen canlilarda var olan bu
pigmentler vasitasiyla mikroskobik ve makroskobik alglerin yaninda ototrof yiiksek
bitkilerde varliklarii silirdiirmeye ve ¢esitliligin - olusmasina katkida bulunmaya
baslamiglardir. Baglangicta bitkiler aleminin ilk basamagmi olusturan bakteri ve
Cyanobacteria gibi nukleuslar1 belirgin olmayan prokaryotik canlilar gelisirken, sonra
nukleuslar1 belirgin bir ¢eperle ayrilmis olan 6karyotik mikroskobik algler ortaya ¢ikmaya
baslamistir. Daha sonra bunu koloni olusturan, ipliksi ve tallus yapisindaki algler takip

etmistir.

Kiligoglu ve Ozkog (2008) calismalarinda bazi ¢alismalar1 (Quicke, 1993, Lipscomb,
1998, Basibiiyiik ve ark., 2000) referans gostererek siniflandirma ile ilgili su bilgilere yer
vermislerdir: Bilimsel yontemler kullanilarak, canlilarin bireysel benzerlik ve
farkliliklarinin genis bir bakis agisi ile incelenmesi ve siniflandirilmasi asirlar 6ncesinden
baslamis ve gliniimiize kadar geliserek devam eden bir siire¢ olmustur. Bu siiregte ortaya
cikan hayatin ¢esitliligi ve yayilim ile ilgili olaylarin modelini ortaya cikaran ve ilgili
agacin yeniden yapilandirilmasini igine alan biyoloji sahasi sistematik olarak
adlandirilmigtir.  Sistematigin amaci, organizmalar arasindaki evrimsel ge¢cmisin ve
birbiriyle olan iligkilerin belirlenmesi (filogeni) ve daha sonra organizmalarin
siiflandirilmasinda bu bilgilerin kullanilmasidir. Sistematik alaninda yapilan ¢aligmalarla
tiim yagam formlarinin filogenetik bir agagla baglantisinin kurulmasi son 50 yilin en biiyiik
kesiflerinden birini olugturmaktadir. Canlilar1 siniflandirirken jeolojik devirlerden kalmis
tarihsel hikaye de hesaba katilmak zorundadir. Bu nedenle her benzerligin gercek bir
benzerlik (ayn1 orjinden gelen) olup olmadigi, ortak ata ve evrimsel tarihi paylasip

paylasmadigi canli siniflandirilmasinda temel kriter olarak ele alinmalidir.

Alglerin siniflandirilmast igin olusturulan sistematik yapi Linneaus ile baglamis,

Agardh (1828-1883), Kiitzing (1849), Ardissone (1867 - 1877), Hauck (1885) ve Reinke
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(1892) gibi bilim adamlarinin katkilariyla giinlimiize ulagsmistir. Bu ¢aligsmalar gliniimiizde
yapilan bir¢ok arastirmaya 6rnek teskil etmeye de devam etmektedir.
Klasik siniflandirmanin yaninda son zamanlarda molekiiler sistematik teknikler de

kullanilarak alglerin evrimsel siralar1 ve akrabalik iligkileri ortaya konmaya baglanmistir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Giiniimiize gelene degin pek ¢ok siniflandirma sistemi kullanilmis ve siniflandirmay1
yapanlarin bakis acisina gore belli basli devreler ortaya konmustur. Tiim siniflandirma

sistemlerinde egemen olan goriisler sdyledir (Se¢men ve ark. 1995) :

1.Yapay Sistemler (M.O. 300-M.S. 1580)
Bu donem arastiricilan bitkileri daha ¢ok goriiniislerine ve insana sagladigi yarara

gore siniflandirmiglardir.

2.Mekanik Sistemler ( 1580-1760)
Bir onceki siniflandirmada kullanilan karakterler hemen hemen tiimii ile goriiniise
bagl karakterler oldugu halde, bu dénemde goriiniisiin yani sira yapisal karakterler de

dikkate alinmaya baglanmustir.

3. Dogal Sistemler (1760-1880)
Bu donemdeki sistematik¢iler arttk bir veya birka¢c karaktere dayanan
simiflandirmalarin  pek gegerli olmadigin1 gormiisler ve olabildigince ¢ok karakter

kullanarak dogal bir sistem olusturmay1 amaclamislardir.

4. Filogenetik Sistemler (1880°den giiniimiize degin)

Bilim adamlarmi ilgilendiren filogenetik sistemlerdir ve 1880’den giiniimiize degin
devam etmektedir. Bu déonemin Darwin’in “Tiirlerin Kokeni” adli eserini yayinlamasi ile
basladig1 sdylenebilir. Ciinkii 1859 yilinda eser yaymlandiktan sonra pek cok sistematik¢i
evrimin etkisi altinda kalmis ve tiirlerin akrabalik derecelerine dayanan siniflandirmalar
yapmaya baglamistir. Darwin’den onceki arastiricilar kendileri bir takim taksonomik
gruplar olusturmaya calisirlarken bu evrede arastiricilar var olan akrabalik iligkilerini
bulmayr amacglamuslardir. 11k filogenetik sistem 1890 yilinda August W. Eichler adli
arastirici tarafindan ortaya konmustur. Eichler’i takiben ortaya atilan diger bir filogenetik
sistem ise Engler-Prantl sistemidir. 1892 yilinda Adolf Engler (1844-1930) ve Karl Prantl
(1849-1893) isimli arastiricilarca ortaya atilmistir. Sistem olusturulurken Eichler sistemine
baghh kalinmistir. Filogenetik sistemlerin bir 6nemlisi de 1897-1915 yillar1 arasinda
Charles Edwin Bessey tarafindan ortaya konan sistemdir. Sistem tiimiiyle filogenetik

olarak yapilmstir.
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5. Cagdas Sistemler

Bir tiiriin yayilis alaninin farkli yerlerdeki populasyonlari incelendiginde, bunlar
arasinda bir takim farkliliklarin oldugu goriiliir. Bu da ‘Populasyon sistematigi’ diye bir
akimin dogmasina neden olmustur. Taksonlarin populasyonlar veya populasyon
topluluklar1 seklinde kabul edilmesi, degisimler iizerindeki incelemeleri biiyiik oranda

kolaylastirdig1 gibi, daha asagi taksonlar ve kategorilerin tayinini de basitlestirmistir.

Ayrica sistematik biraz da pratik olarak canlilar1 tanimay1 amagladigindan ve bu da
en kolay morfolojik 6zelliklere gére yapilabildiginden, klasik taksonominin daha uzun siire

gecerliligini koruyacagi agiktir.

Ote yandan sitolojik, anatomik, polinojik, serolojik vb. gibi bulgulardan hareketle de
canlilar1 siniflandirma yoluna gidilmektedir. Aslinda bunlar basli basma canlilar
smiflandirmak icin yeterli degildir. Fakat yine de morfolojik 0Ozelliklerle birlikte
sistematige biiyiik katkilar1 oldugu bir gergektir. Ayrica Olgiilebilen ve sayilabilen tiim
karakterlerden hareketle bir de Sayisal Taksonomi (Niimerik Taksonomi) diye bir dal
dogmustur. Adanson’la baglayan bu akim da basli basina bir siniflandirma igin yeterli

degildir. Zira sistematik farkliliklarin biyolojik 6zelliklerini de agiklamak zorundadir.

Alg sistematigi ile ilgili Diinya’da yapilan pek ¢ok c¢aligma mevcuttur. Algler
tizerindeki sistematik ¢alismalann her ne kadar Linnaeus ile basladig1 soylense de, bu
konudaki ilk ¢alisma Zinova’ya (1964) gore, Buxbaum (1740) tarafindan yapilmistir.
Bu caligmalar arasindan giinlimiizde de yararlanilan eserlerden bazilar1 sunlardir; Agardh
(1828-1883), Meneghini (1842), Kiitzing, F.T. (1845-1869), Kiitzing, G. (1849), Nageli
(1847), Frauenfeld (1855), Ardissone (1867,1874a, b, c), Ardissone & J. Strafforello
(1877), Hauck (1885), Reinke (1892).

XX yy'm ilk yarisinda ise sistematik caligmalarin 6nemli miktarda arttig1 dikkati
cekmektedir. Bu calismalardan bazilar1 sunlardir; Falkenberg (1901), Setchell &
Gardner (1903), Migula (1909), Boergesen (1913-1936, 1914, 1915-1920, 1942, 1943,
1948, 1951, 1952, 1953, 1954), Oltmanns (1922), Funk (1927), Feldmann (1937, 1940,
1942, 1947, 1949, 1956, 1958), Sinova (1935), Schiffner & Vatova (1937), Levring
(1942), Rechinger (1943), Papenfuss (1968).

XX yy'1in ikinci yarisinda ise 6ne ¢ikan fikologlarin ¢ogunlugunu Avrupa’li

hatta Akdeniz’lilerin olusturdugu goriiliir. Bunlar arasinda; Fritsch (1899, 1965),
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Stockmayer (1909), Feldman, J. ve Feldman G. (1957, 1971 1937), Celan (1938,1946),
Ercegovic (1949, 1957), Dixon (1960), Munda (1960, 1980), Zinova (1964, 1967),
Gayral (1966), Taylor (1928, 1967), Nizamuddin (1970, 1979), Giaccone (1968a, b,
1969), Vinogradova (1968, 1974),Boudouresque (1969, 1972, 1974a, b), Pankow
(1971), Bavaru (1972), Boudouresque ve Cinelli (1971, 1973), Furnari ve ark (1972),
Rizzi (1972a, b), Furnari ve Scammacca (1973), Coppejans (1974, 1983), Saito &
Womersley (1974), Tsekos ve Hritonidis (1974), Zinova ve Konaklieva (1974),
Haritonidis ve Tsekos (1974, 1976), Zinova ve ark. (1975, 1976, 1981), Belsher ve
ark. (1976), Chapman (1977), Haritonidis (1978), Basson (1979), Basson ve ark. (1976),
Battiato ve Ponte (1979), Battiato ve ark. (1979), Cormaci ve Furnari (1979), Hoppe
(1979), Rozhdestuenski (1979), Boudouresque ve Coppejans (1982), Bellestros
(1983, 1984a, b), ve Vasiliu (1986), South (1987), Nybakken (1988), Hoek ve Van den
Mann (1993), Barbara ve Crémades (1996), Silva ve ark. (1996), Ballantine ve Aponte
(1997), Hoek ve ark. (1997), Hardy ve Guiry (2003), Guiry ve ark. (2011) gibi
arastirmacilar dikkat cekmektedir. Giinlimiizde yararlandigimiz tayin anahtarlarinin

¢ogu bu arastiricilara aittir.

Tiirkiye kiyilarinin alg kompozisyonunu belirlemeye yonelik ¢aligmalar yabanci bilim
adamlarinca baglatilmistir. Bunlarda ilk ¢alismanin Buxbaum tarafindan 1740 yilinda
Trabzon’da yapildig1 belirtilmektedir (Zinova 1964). Daha sonra sirasiyla Kjelman (1883), K.
Fritcsh (1899), Handel-Mazetti (1909), Milchakova ve ark. (2005) ile devam etmistir.

Tiirk bilimadamlarincal950’1i yillarda baslayan [Oztig (1957a, b,1962), Karamanoglu
(1964), Zeybek (1966, 1969)] ¢alismalarla 1970’11 yillara gelinmistir. 1970 yilindan sonra
Tiirkiye alg florasin1 belirlemeye yonelik calismalarin ivme kazandigi goriiliir. Bu

calismalarin baslicalar sunlardir;

Zeybek (1966, 1969,1976), Giiner (1978, 1981), Unal (1970), Zeybek ve Giiner (1973),
Giiner ve Aysel (1987), Altindag (1976), Kornman (1978, 1983), Cirik (1979, 1989, 1991)
Sukatar (1981), Zeybek ve ark. (1986), Aysel ve ark. (1983-84, 1986, 1996, 1997, 1998a, b,
2001a, b, ¢, 2002, 2003, 2004a, b, 2005a, b, c, 2006a, b, ¢, d, 2008a, b, 2010Mehmetaganoglu
(1987), Dural (1990), Aysel (1987, 1992, 1997), Cirik ve ark. (1988, 1990), Dural ve ark.
(1990, 2003), Dural ve Giiner (1991), Aysel ve Erdugan (1995), Erdugan ve ark. (1996, 2002,
2003a, b, 2004a, b, 2009), Turna (1997), Okudan ve ark. (2001, 2002, 2003) ve adh

aragtiricilar yer almaktadir.
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Arastirma konumuzu kapsayan Rhodophyta iiyelerine iliskin molekiiler diizeydeki
calismalara bakildiginda, giiniimiizde kirmizi algler konusunda yaygin olarak, Kylin
(1947), Silva ve ark., (1996), Hoek ve ark., (1997), Bressan ve ark., (1995, 1996),
Fredericq ve ark., (1989), Stegenga, (1985) ve Gomez Garreta ve ark., (2001) tarafindan

gelistirilen siniflandirma sistemi kullanilmaktadir.

[Ik smiflandirmalarm yapildigi donemden giiniimiize degin Ceramiales Oltmanns

familyasini1 da kapsayan pek ¢ok calisma mevcuttur. Bu ¢calismalardan bazilar sunlardir;

Moe ve Silva (1979), Antarktik’da bulunan Antarcticothamnion polysporum
R.L.Moe&P.C.Silva taksonunun morfolojik ve taksonomik ozelliklerini kapsayan bir

calisma yapmuiglardir.

Pueschel (1990) kirmiz1 alglerin kiiresel organizasyon ve genel morfolojileri igindeki
modifikasyonlarin sirasinin genis kapsamli bir evrime sahip olduguna dair bir ¢alisma

yapmuigtir.

Freshwater ve ark., (1994) kirmiz1 alglerde rbcL plastid genine dayali bir filogeni

calismas1 yapmistir.

Kirmiz1 algler i¢in temel alinan simdiki siniflandirma ise molekiiler veri tabanina
gore tarafindan en kii¢iik yapisina kadar yapilmistir(Freshwater ve ark., 1994; Harper ve

Saunders, 2001).

Saunders ve ark.(1996) tarafindan Ceramiaceae familyasi ile ribozomal RNA gen

sekanslarina dayal1 bir ¢aligma yapilmistir.

Kirmiz: alglerin orjini ve plastid evrimi iizerine anlami bir ¢aligma Stiller ve Hall

(1997) tarafindan yapilmistir.

Freshwater ve Bailey (1998) tarafindan yapilan calismada Gelidiales Kylin
ordosunun rRNA biiyiik alt {inite sekans verilerini igeren c¢oklu gen filogenisi adl

calismay1 yapmislardir.

Jong ve ark. (1998) tarafindan Dasyaceae Kiitzing familyasinin {i¢ iiyesi ile ilgili

rbcL gen sekansi ve morfolojisinin karsilastirilmasi tizerine bir ¢alisma yapmiglardir.
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Oliveira ve Bhattacharya (2000) Bangiophycidae alt smifinin filogenisi ve alg

plastidlerinin ikincil endosimbiyotik orjini ile ilgili ¢aligma yapmislardir.

Nakajima ve ark. (2000) Porphyra yezoensis (Bangiales, Rhodophyta), taksonundan
yiiksek kalitede DNA ekstraksiyonu elde edilebilmesine yonelik ¢alismay1 yapmislardir.

Wattier ve ark. (2000). Kirmizi1 alglerden DNA izolasyon yontemini anlatan

protokollerin yer aldig1 calismay1 yapmislardir.

Lin ve ark. tarafindan 2001 yilinda Ceramiales ordosuyla rDNA ve rbcL sekanslerina
dayanan ve Phycodryoideae S.-M.Lin, S.Fredericq, & M.H. Hommersand subfam. nov.

yapilmasini da kapsayan sistematik bir ¢aligma yapmislardir.

Harper ve Saunders (2001) tarafindan rDNA analizleri ile yapilan molekiiler
sistematik c¢alismalar1 sonucunda iki altsinifa ait ¢cok sayida takim tanimlanmistir. Bu
calismada Silva ve digerleri (1996) ile Kylin (1956), Kraft & Wynne (1981) ve Kraft
(1981) temel alinarak Athanasiadis (2001) tarafindan gelistirilen sistematik dizini

kullanmislardir.

Lee ve ark. (2001) Antithamnion Nageli cinsi ve Ceramiaceae familyasinin diger
cinsleri ile iligkili Orneklerde rbcS sekanslarinin filogenetik yarart adli ¢aligmalar

mevcuttur.

Waiter ve ark. (2001) Ceramium (Rhodophyta) taksonunda intraspesifik polimorfizm

ve tiir eviyesinde filogeniyi ¢alismislardir.

Maclvor ve ark. (2002) yaptiklari ¢alisma ile kirmizi alglerden Callithamnieae
Schmitz soyu igindeki rbcL sekanslarinin tek nukleuslu hiicrelerindeki tek bir orjinden

evrimlestigini isaret etmislerdir.

Cho ve ark. (2003) Kore yeni tiir olarak verdikleri Ceramium inkyui T.O.Cho,
S.Fredericq, & S.M.Boo taksonuna ait morfolojik ve molekiiler kanitlara dayanan

caligsmalar1 mevcuttur.

Nozaki ve ark. (2003) kladistik analizlerin tamamlanmig genom sekanslarina
dayanarak eksik genomlar1 tamamlamaya yonelik plastdlerin filogenisi adli ¢aligsmalari

mevcuttur.
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Yang ve Boo tarafindan yine 2003 yilinda Griffithsia C.Agardh cinsinde plastid

proteinlerinde kodlanan psaA, psbA ve rbcL gen sekanslariyla ilgili caligma yapmuslardir.

Keeling (2004) yaptigi calismada bitkiler ve alglerdeki plastidlerin ve onlarin

konaklarimin farkliliklar1 ve evrimsel hikayelerini ortaya koymustur.

Hu ve ark. tarafindan 2004 yilinda kirmiz1 alglerden DNA izolasyonu i¢in etkili bir
yontem adli ¢calisma yapilmistir. Kolay, ucuz ve iyi calisan bu yontemle 15 kirmizi algde
toplam genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Sonucta 1mg taze alg 6rneginden 0.1mg
yiiksek kalitede DNA elde etmislerdir. Bu kolay DNA izolasyonu kullanilarak, 18S
ribozomal RNA genleri (rDNA) ve ITS bolgelerinin niiklear ribozomal bolgelerini ayrintili
bir sekilde elde etmek i¢in kullanmiglardir. Test edilen DNA’lar restriksiyon (sinirlama)
endoniikleaz i¢in uygundur. Ayrica PCR i¢in genetik marker olarak ve belki diger genetik

islemler i¢in de uygundur.

Kapraun (2005) multiseliiler yesil, kirmiz1 ve kahverengi alglerin filogenetik anlamda

niiklear DNA igeriklerinin degerlendirilmesini kapsayan bir ¢caligma yapmustir.

Joubert ve Fleurence (2005) deniz yosunlari i¢cin DNA izolasyon protokolii

hazirlamiglardir.

Roba ve ark. (2006) kirmiz1 alglerde barkodlamada kullanilmak iizere mitokondrial

cox1 markiria yonelik bir caligma yapmuglardir.

Barros-Barreto ve ark. (2006) Brezilya’daki Ceramium ve Centroceras Kiitzing

cinslerinin molekiiler sistematigi ile ilgili caligma yapilmistir.

Cho ve ark. tarafindan 2008 yilinda Ceramiaceae icinde yer alan Gayliella T.0.Cho,
L.J. Mclvor & S.M.Boo cinsini yeni genus olarak verdikleri ¢alismada, cinsin morfoloji ve

molekiiler calismalara dayali evrimi {izerinde durmuslardir.

Choi ve ark. tarafindan 2008 yilinda rDNA’ nin niiklear kiiciik alt tinitesine dayali
veri tabanina gore Ceramiaceae neslinin filogenetik akrabagligini inceleme amach

arastirma yapmiglardir.

Verbruggen ve Theriot (2008) tarafindan alglerin bazi evrimsel ve filogenetik

analizlerle soyagacinin olusturuldugu bir ¢alisma yapilmstir.
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Choi ve ark. tarafindan 2008 yilinda niiklear kiigiik alt {inite olan rDNA sekans
verilerine dayali olarak, Ceramiaceae icindeki filogenetik akrabalik derecelerini siraya

koyma adli ¢aligma yapilmustir.

Yang ve ark. (2008) tarafindan Ceramium kondoi Yendo taksonunun cografik

dagilimi1 ve RuBisCO cistron sekansinin varyasyonu adli ¢aligma yapilmistir.

Tiirkiye kiyilarindaki Ceramium tiirlerine iligkin ilk ayrintili ¢alisma Altindag (1976)
tarafindan yapilmigtir. Bu ¢alismada Bati Karadeniz’deki bazi Ceramium tiirleri ayrintili
olarak verilmistir. Daha sonra bazi Ceramium taksonlarinda biyokimyasal igerikli

caligsmalarin yapildig: goriilmektedir (Cetingiil ve ark. 2000, Sagbas 2011).

Sistematik c¢alismalarinda molekiiler tekniklerin kullanilmas1 yoniindeki ¢alismalara
son yillarda baslanmustir (Tiiney ve Sukatar, 2005; Taskin ve Oztiirk, 2005). Ancak bu

caligsmalar sadece kahverengi alglerle sinirlidir.

Bu c¢aligmayla ilk defa molekiiler diizeyde Canakkale Bogazi kiyilarinda yayilis
gosteren bazi Ceramium taksonlart c¢alisilmis olacaktir. Bu c¢alismayla belirlenen
Ceramium taksonlarinin morfolojik tayinlerinin yani sira korunmus olan rbcL gen bdlgesi
cogaltilip molekiiler diizeyde tayinleri yapilacak, taksonlarin birbiri ile olan tutarlilik
seviyesi belirlenecektir. Ayrica daha oOnce literatiirlerde dizi analizlerine ait veri

bulunmayan 6rneklere ait gen dizilimleri gen bankasina kazandirilmis olacaktir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1.Cahisma Alani

Calisma bolgesi olarak Canakkale Bogazi kiyilar secilmistir. Canakkale Bogazi, 40°
02'- 40° 30" kuzey enlemleri ile 26° 10'-26° 45' dogu boylamlar1 arasinda yer almaktadir
(Sekil 1).

Calisma materyali olarak kullanilan Ceramium {iyeleri 2009 ve 2010 yillarinda daha
onceden belirlenmis olan Gelibolu, Eceabat, Kilitbahir, Canakkale Merkez, Yapildakalti ve
Lapseki istasyonlarindan toplanmustir. Toplanan Orneklerin morfolojik tayini mevcut
literatlirden yararlanilarak yapilmistir. Tayinde daha ¢ok Altindag (1976), Feldmann (1940,
1942), Coppejans (1983)’1n eserlerinden yararlanilmistir.

o
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Sekil 1. Calisma alan1 (Gelibolu, Eceabat, Kilitbahir, Canakkale Merkez, Yapildakalti,
Lapseki)
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3.1.2. Cahismada kullanilan Ceramium taksonlari
C. ciliatum var. ciliatum (Ellis) Ducluzeau
C ciliatum var. robustrum (J. Agardh) G. Mazoyer
C. rubrum var. rubrum (Huds) J.Ag
C. rubrum var. barbatum G. Feldmann-Mazoyer
C. rubrum var. implexo-contortum (Solier) G. Feldmann — Mazoyer
C. siliqguosum var. siliquosum (Kiitzing) Maggs & Hommersend
C. siliquosum var. elegans (Roth) G. Furnari
C. siliqguosum var. zostericola (Feldmann-Mazoyer) Furnari
C. siliqguosum wvar. zostericola f. minusculum (Feldmann-Mazoyer) Gomez-Garreta,

Gallardo, Ribera, Cormaci, Furnari, Giaccone & Boudouresque

Ceramium genusunun sistematikteki yeri ve taksonomik gruplari asagida

belirtilmistir (Algaebase, 2011)

Empire: Eukaryota
Kingdom: Plantae
Subkingdom: Biliphyta
Phylum: Rhodophyta
Subphylum: Eurhodophytina
Class: Florideophyceae
Subclass: Rhodymeniophycidae
Order: Ceramiales
Family: Ceramiaceae
Subfamily: Ceramioideae
Tribe: Ceramieae

Genus: Ceramium

Ceramiales ordosu Ceramiaceae, Delesseriaceae, Dasyaceae ve Rhodomelaceae

olmak iizere dort familyadan olugmaktadir.

3.1.2.1. Familya: CERAMIACEAE
Gegmis yillarda fikologlar bir¢ok tiirii birbirinden ayirt ederken sadece dis
goriiniislerini dikkate almiglardir. Ancak 1894 yilinda J.Agardh yayinladigi makalesinde

kullanilan karakterlerin ortam etkisi altinda degisimleri nedeniyle higbir sistematik

11
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degerinin olmadigin1 belirtmistir. Son yillarda Iskandinav Fikologlarindan Kylin (1907),
Petersen (1908-1925), Rosenvinge (1923), Sjosted (1928), Kuzey Avrupa Ceramium
tiirleri tizerindeki arastirmalarinda morfolojik 6zelliklerde yogunlagsmis ve 6zellikle nodlar
ve kortikal hiicre formlarinin konumlari {izerine dikkat ¢ekmislerdir. Bu terim ilk kez

Petersen tarafindan kullanilmistir.

3.1.2.1.1. Cins: Ceramium Roth

Cinsin genel Ozellikleri soyledir: tallus 5-15 cm yiiksekliginde ipliksi ve diktir.
Genellikle catalli (dikotom) dallanmistir ve bu catalsi dallar ¢cogunlukla kerpeten seklinde
kivrilmistir. Merkezi eksen renksize yakin biiyiik hiicrelidir. Bogumlarda korteks 6devi
goren biiyiik hiicreler vardir. Dallanma daima merkezi hiicreden baglar. Algin uzunlugu
boyunca sentral hiicreleri saran korteks tabakasi mevcuttur. Bazen sadece bogumlarda
korteks goriiliir. Bogum aralart seffaftir. Korteks hiicreleri renkli ve tek nukleusludur.
Korteks hiicrelerinin durumu ve bogumlarda tiirlere gére degisen dikensi uzantilarin varlig

tayinlerde 6nemli rol oynamaktadir.

Ceramium tiirlerinin tayinlerinde dis goriintisleri ve morfolojilerinin yaninda

anatomik yapilar1 da dnem arz etmektedir.

Uremeleri: Esem organlari, vejetatif yapilar1 tamamen birbirine benzeyen ayri ayri
bitkiler iizerinde bulunur. Gonimoblastlar tallus dallarinin uglarinda veya yan dallar
lizerinde yerlesmislerdir. Cok veya az sayida ortii dallarla sarilidir. Boylece meyveye
benzer bir organ tesekkiil eder ki buna sistokarp denir. Gonimoblastlarda ¢ok sayida
gonimoblast mevcuttur. Yuvarlakca ve farkli boylardadir. Gonimoblastlardan karposporlar
gelisir. Bu karposporlar diploittir. Clinkii dollenmeden sonra mayoz olmadan tesekkiil
etmislerdir. Karposporlarin ¢imlenmesinden ise sekil olarak haploid gametofit nesle
benzeyen diploid tetrasporofit dolii gelisir. Diploid karposporofit dolii bagimsiz olmayip,
gametofit lizerinde gelistigi halde meydana gelen diploid sporofit bagimsiz bir doldiir. Bu
bireyde perisentral hiicreler periklinal bdliinmelerle tetrasporangiyumlart verirler.
Tetrasporangiyumlarin  sekli kiireseldir. Tetraedrik veya diizensiz boliinmiislerdir.

Bogumlarda veya bogumlarin dis kisimlarinda korteks i¢cinde gomiiliidiirler.

Tetrasporangiumlarda spor ana hiicresinin mayoz bdliinme gecirmesi ile meydana
gelen dort tetraspordan yarist disi yarisi erkektir. Cimlenen bu sporlardan da erkek ve disi

haploid gametofit bireyler olusur. Tipik dol almaslarindan da anlasildigi gibi Ceramium
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cinsi dioiktir (Altindag 1976). Calisilan taksonlara ait tayin anahtar1 sOyledir (Altindag
1976, Feldmann 1940);

1- Korteks hiicreleriKorteks  hiicreleri tallus boyunca muntazam swalar  halindedir

2
1- Korteks hiicreleri sadece tallus bogumlarinda goriliir
’%

2- Tallus dallanmasi diizenli dikotom (gatals)). Dal wuglan kerpeten seklinde

KIVITK e eteteiceeiicesisecssisncsessseesesssesesssesssssssessssssessssssessssssessssssessssssssssssnesssssnneses Ceramium rubrum
A- Tallus boyunca seffaf tiiyler mevcut, yan dallar seyrek. ........................e. var. implexo-contortum
B- Tallusta tiiyler yok zengin bir yan dallanma mevcut var. barbatum
3- Tallus bogumlarinda ¢ok sayida dikensi uzantilar meveuttur ............................ Ceramium ciliatum
A- Dikenler ii¢ hiicreli var. typicum
B- Dikenler iicten fazla hiicreli var. robustrum
3- Tallus bogumlarmda dikensi uzantilar yok ...............ccoeevieriiiiieniieieece e 4
4- Tallus bogumlarinda bulunan korteks hiicreleri belirgin smur tegkil eder ............ccoovereeeneenn S

5- Tallus ucglan kerpeten seklinde fakat hafif ice kivrik. Bogumlar c¢ok sigkin.
Tetrasporangiyumlar bogumlarda gomiilii. Korteks hiicreleri daginik siralanmig
.................................................................................................... Ceramium siliquosum
A- Tallus dallanmasi diizensiz catalst ve ¢ok sayida yan dallar mevcut
................................................................................... var. typicum
B-Tallus dallanmasi diizenli catalsi, bogumlar genis, tetrasporangiyumlar c¢ift
SITALL. ..t re e s eee e seeeeeenee e VAT €lEZANS
C- Tallus dallanmasi diizenli catalsi, bogumlar arasi ylikseklik bogumlarinkine
esittir, tetrasporangiyumlar ¢ift sirali degil, uzunluk 1-5 cm arasinda
......................................................................................................... var. zostericola
D- Tallus dallanmas1 diizenli catalsi, bogumlar arasi yiikseklik bogumlarinkine
esittir, tetrasporangiyumlar ¢ift sirali degil, uzunluk 1-1,5 cm arasinda

..................................................................................... var. zostericola f. minuscula

3.1.2.1.1.1. C. ciliatum var. ciliatum (Ellis) Ducluzeau
Ceramium ciliatum taksonunun genel oOzelliklerine bakildiginda; tallus dallart
demetler halinde ve kiiciik bogumludur. Boylar1 6-7 cm’dir. Dikey, muntazam ve esit

yiikseklikte c¢atalli dallanma mevcuttur. Bogumlardan oldukca sik yanlar cikar.
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Bogumlarda korteks hiicrelerinin meydana getirdigi bir kabuk halkas1 vardir. Bogum
aralan seffaftir. Tallus capr 350-400 mikrondur. Sentral hiicrelerin boylar1 algin alt
kisminda bogumlarin yiiksekliginin 3-4 katidir. Dal wuglart g¢atalli ve kerpeten

goriintisiindedir. Bazen de diktir.

C. ciliatum var. ciliatum taksonunda ise dal uglar1 ¢atalli ve igeriye iyice kivriktir.
Bogumlardan ¢ikan renksiz dikenlerin hiicreleri ise sadece {i¢ tanedir. Tetrasporangiyumlar
daginik olarak bogumlarda goézlenir. Sistokarplar ise u¢ dallarda ve kiigiik dallarla sarilidir

(Altindag 1976).

3.1.2.1.1.2. Ceramium ciliatum var. robustrum (J.Agardh) G. Mazoyer

Bogumlar ¢evreleyen korteks halkasindan 4-5 hiicreli dairesel dizilisli dikenler ¢ikar.
Tetrasporangiumlar bogumlarda tek tek veya sira halinde yer alir (Sekil 2). Bogumlardan
gegen enine kesitte 8 perisentral hiicresi ve iki tabakali korteks tabakasi goriiliir (Altindag

1976).

Sekil 2. Ceramium ciliatum var. robustrum (J.Agardh) G. Mazoyer taksonunda dal uglari

ve tetrasporlar X4.

3.1.2.1.1.3. Ceramium rubrum var. rubrum (Huds) J.Ag

Tallus catalli dallanma gosterir ve diktir. Yan dallanma mevcuttur. Bu tiir ¢ok biiytlik
cesitlilik gosterir. Renkleri koyu kirmizi ve boylar1 4 cm’dir. Tallus boyunca korteks
hiicreleri tlim sentral hiicreleri ve govdeyi sararlar. Bu hiicreler kii¢lik olup, pigment ihtiva
ederler. Iplikgikler ¢ok hafif sekilde bogumludur. Gévde kalinlig1 yaklasik 400 mikrondur.

Algin alt kisminda hiicreler genisliginden 1-3 misli daha uzundur. Yukaridakiler ise
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genisliginden daha kisadir (Sekil 3). Dal uglar1 ¢atalli ve bir kerpetenle sonlanir (Altindag
1976).

200 um

Sekil 3. . Ceramium rubrum var. rubrum (Huds) J.Ag taksonuna ait kanca yapis1 X4, X20.

3.1.2.1.1.4. Ceramium rubrum var. implexo-contortum (Solier) G.
FeldmannMazoyer

Cok koyu kirmizi, kahverengimsi bir goriiniiste olan talluslar 4-5 cm
yiiksekligindedir. Dallanmalar1 catalsidir. Yan dallar bu varyetede Ceramium diphanum
var. barbatum taksonundaki kadar fazla degildir. Biiyiik hiicreli sentral eksen tamamen
korteks hiicreleri ile kaplidir. Sentral hiicrelerin yiiksekligi ¢ok degiskendir. Bu hiicreler
asir1 Slgiilere ulastigi zaman korteks hiicreleri daha az yogundur. Iplikler ¢ok hafif sekilde
bogumludur. Gévde ¢ap1 425 mikrondur. Govdede birbiri iizerine sarilan seffaf tiiyciiklerin
mevcudiyeti bu tiir i¢in karakteristiktir (Sekil 4). Dal uglar1 ¢atalli ama bu catallar farkl
boylarda ve hafif egimlidir (Altindag 1976).
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Sekil 4. Ceramium rubrum var. implexo-contortum (Solier) G. Feldmann-Mazoyer

taksonunda kanca yapis1 X4.

3.1.2.1.1.5. C. rubrum var. barbatum G.Feldmann-Mazoyer

Bu varietede tallus demetleri dik ve 6-7 cm yiiksekligindedir. Bogumlardan ¢ikan son
derece ¢ok yan dallar karakteristiktir. Bu 6zellik algin bulundugu ortama ¢ok bagimlidir.
Tallus ¢ap1 600 mikrondur. Dal ucglarina yaklastikca bu miktar gézle goriliir bir sekilde
azalir (sekil 5). Dallarin u¢ kismi c¢atalli ve igeriye kivriktir (Altindag 1976).

3

F

Sekil 5. C. rubrum var. barbatum G.Feldmann-Mazoyer taksonunda kanca yapisi ve

karpospor X4.

3.1.2.1.1.6. C. siliqguosum (Lightfoot) Roth

Tallus dallar1 6-20 cm yiiksekliginde, koyu kirmizi renkli. Iplikler 300-400 mikron.
Tallus dallanmasi ¢atals1 ve yan dallar mevcut. Korteks hiicreleri sadece bogumlarda, ug
dallar catals1 ve uglar esit olmayan uzunlukta. Algin alt kisminda sentral hiicreler capindan
tic, dort misli daha uzun, u¢ kisimlara gidildikce caplar1 kadar uzunluktadirlar.
Tetrasporangium kiimeleri tek veya ¢ift siralarla genisliklerine goére bogumlarda

yerlesmislerdir (Altindag 1976).
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3.1.2.1.1.7. C. siliqguosum var. siliguosum (Kiitzing) Maggs & Hommersend

Tallus 6-8 cm yiiksekliginde ve dallanmas: diizensiz catalsidir. Iki ii¢ dikotomlu yan
dallanma mevcuttur. Demetler siktir. Ana dal olduk¢a kalindir. Bogum yiiksekligi 380
mikrona ulagir. Korteks hiicreleri sadece bogumlarda yogunlasmistir ve bogum aralari
tyice ayirdedilir. Fakat dallarin tepelerine dogru bogumlar birbirine daha ¢ok yaklagmustir.
Algin baz1 bolgelerinde bogumlar aras1 yiikseklik bogumlarin enine esittir. Alt kisimlarda
ise bogumlar aras1 yiikseklik bogumlarin 2 veya 3 katidir. Dal uglan catallidir. Ama
kerpeten goriinlisii ¢iplak gozle bakildiginda fark edilmez. Dal uglart ¢ok az kivriktir.
Tetrasporangiumlar bogumlarin ortalarinda bir veya iki sira halinde yerlesmistir. Bu
ylizden bogumlar siskince goriliir (Sekil 6). Bogumlardan alinan enine kesitte 8 perisentral
hiicre ve bunlar1 ¢evreleyen iki sirali korteks hiicreleri goriiliir. Dis siradaki korteks

hiicreleri kiiciik boyludur ve ¢ok sayidaki kromotoforlarindan dolay: renklidir. I¢ siradaki

korteks hiicreleri ise daha biiyiiktiir (Altindag 1976).

Sekil 6. C. siliqguosum (Kiitzing) Maggs & Hommersend var. siliquosum X4 dal uclar1 ve

tetrasporlar.

3.1.2.1.1.8. C. siliqguosum var. elegans (Roth) G. Furnari

Tallus demetleri dik ve 7-8 cm yliksekligindedir. Dallanmasi ¢atalsidir. Cok kisa
seyrek yan dallar bazi defalar dallanmada diizensizlik meydana getirirler. Kabuklasma
sadece bogumlardadir. Ve bogum aralar1 seffaftir. Bu bolgelerin yiiksekligi algin alt
kisimlarinda bogumlarinkinden 4-2 defa daha fazladir. Bogum eni algin ortalarinda 300-

350 mikrondur. iki bogum aras1 462-646 mikron.

17



BOLUM 3- MATERYAL VE YONTEM AYSEL OZTURK

Ug kisimlara gidildik¢e gévde capinda bir kisalma gozlenir. En ugtaki catal dallar
birbirine iyice yaklasirlar ayrica bu c¢atal dallarda kerpeten gibi iceri kivrilma mevcuttur

(Sekil 7).

Tetrasporofit bireylerde bogumlar ¢ok siskindir. Ve bogum arasi yiikseklik diger
Ceramium tiirlerinden daha fazladir. Bu durum siiphesiz bogumlarda tetrasporangiumlarin

az ¢ok diizenli cift sira meydana getirerek dairesel diziliste olusundandir (Altindag 1976).

Sekil 7. C. siliquosum var. elegans (Roth) G. Furnari dal ucu kerpeten yapisi ve ¢ift sirali

tetrasporlarin goriiniisi X10, X4.

Sekil 8. C. siliquosum var. elegans (Roth) G. Furnari sistokarp goriintisii X4.

3.1.2.1.1.9. C. siliquosum var. zostericola (Feldmann-Mazoyer) Furnari

Kii¢iik kayalik adalarda biraz derin ve sakin denizlerin kiy1 boylarinca deniz alti
bitkilerinin yapraklari lizerinde yetisir. Genisligi 9 cm, yiiksekligi 6 cm kadar olabilen dik
yapili alglerdir. Dallar genellikle agik¢a goriilebilen catalli ve kabariktirlar. Belli dal
damarlar1 yeni kii¢iik ve kisa bogumlu kok budaklar1 halinde yeni dallarin olusumuna izin

verir. Tetrasporangiyum genellikle bogumlarda yer alarak siskin goriinmesine neden olur.
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En belirgin ozelikleri yetigkin bogumlarin yiiksekliklerinin yaklasik 180 p, genisliginin
250-275pn olmasidir (Sekil 8). Gonimoblastlar uctadirlar, spermatangiyum higbir farkli
ozellik gostermez (Feldman 1940).

Sekil 9. C siliquosum var. zostericola (Feldmann-Mazoyer) Furnari X10.

3.1.2.1.1.10. C siliquosum var. zostericola f. minusculum (Feldmann-Mazoyer)
Gomez-Garreta, Gallardo, Ribera, Cormaci, Furnari, Giaccone & Boudouresque

Midye kumsallarindan toplanan Zostera yapraklarinin iizerindeki bu Ceramium ciice
bir formdur. Tallus diizenli c¢atalst dallanmistir. Fakat bir iki dikotomi gdsterebilir.

Iplikgikler 1-1,5 yiiksekligindedir. Alg cok hiicreli rizoidleri ile substrata tutunurlar.

Algin orta kisminda govde capt 154 mikron, uglarda ise 54 mikron. Kabuklagsma
sadece bogumlardadir. Bogum alt ve st smirlar1 iyice belirgindir. Korteks hiicreleri

yuvarlakga veya koselidir. Bogum ve bogum aralari az ¢ok esittir. Bogum aralar1 seffaftir.

Tetrasporangiumlar kiireseldir ve bogumlarin yan kisimlarinda siskinlikler meydana
getirirler. Sistokarplar u¢ dallarda bulunur. Bu formun alt bolgelerinde seffaf tiiyler
mevcuttur. Perisentral hiicreler genellikle 6 veya 7 tanedir. Dal uglart diktir (Sekil 9).
Uglarda dantelli kivrimlar goriilebilir. (Altindag 1976).

19



BOLUM 3- MATERYAL VE YONTEM AYSEL OZTURK

>

Sekil 10. C siliguosum var. zostericola f. minusculum (Feldmann-Mazoyer) Gomez-

Garreta, Gallardo, Ribera, Cormaci, Furnari, Giaccone & Boudouresque taksonunda

tetrasporlar ve dal uclar1 X4.

3.2. Yontem

3.2.1. DNA izolasyonu

Calismada kullanilmak {izere toplanan ornekler dnce %96’lik alkolde bekletilmistir.
Ancak yapilan 6n denemelerde saf alkolde bekletilen Orneklerden yeterli miktarda DNA
izolasyonunun yapilamadigi gozlenmistir. Daha sonra toplanan 6rneklerin farklir bir sekilde
saklanmasina karar verilmis ve caligmalar bu yonde gerceklestirilmisir. Bunun i¢in toplanan
ornekler once saf sudan gecirilip, kurutma kagidi lizerinde bir siire bekletilmis (15-20 dk.) ve
sonra da -80 °C’de koruma altina alinmistir. Daha sonra sivi azot yardimu ile toz hale gelene
kadar havanda pargalanan 6rneklerden Genomik DNA Izolasyon Kiti K0512 protokoliine gére
DNA izole edilmistir. Bu protokole gore DNA izolasyon islemi 20-25 dk igersinde

tamamlanmaktadir. Bu yontemdeki asamalar su sekilde gerceklestirilmistir;

-80 °C’de bekletilmekte olan ornekler, havanda sivi azot yardimi ile toz haline gelene
kadar pargalanir. Tamamen toz haline gelmis olan 6rnekler havandan ependorf tiiplerine
almir. Tiplerdeki drneklerin {izerine 6nceden hazirlanmis olan TE Bufferdan (IM Tris,
HCL ile pH: 8.0 olacak sekilde ayarlanir; 0.5M EDTA, NaOH ile pH: 8.0 olacak sekilde
ayarlanir; H20) 200ul ve Lysis solusyonundan da 400 pl konulur.

Sicakligr 65 °C de sabitlenmis olan manyetik 1siticidaki su i¢inde 6rnekler 5 dakika
siire ile inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra sudan alman &rneklerin iizerine 600pul
kloroform ilave edilir ve tiipler 3-4 kez ters diiz edildikten sonra 11000 rpm de 2 dakika
stire ile santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi listte kalan DNA’1 stv1 kisim yeni bir ependorf

tiipiine aktarilir. Aktarilan sivinin {izerine yeni hazirlanmis olan ¢oktiirme solusyonundan
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(720 pl ddH20 + 80 pl ¢oktiirme soliisyonu) 800 ul ilave edilir. Tiip 1-2 dakika siire ile
ters diiz edilir ve ardindan 11000 rpm de 2 dakika siire ile santrifiij edilir. Bu islemin
sonunda DNA’I1 kisim dibe ¢oktiigii icin iistteki sivi kisim dokiilerek uzaklastirilir. Pellet
(¢okelek) seklindeki DNA’nin iizerine 100 pul 1.2M’lik NaCl ilave edilir ve pellet kismin
tamamen erimesi saglanir. Pellet tamamen eridikten sonra {izerine 300 pl saf alkol (%95)
ilave edilerek DNA’nin goriiniir hale gelmesi saglanir. Alkol ilavesinden sonra tiip -20
°C’de 10 dakika bekletilir. 10 dakika sonunda dolaptan alinan tiip 11000 rpm de 4 dakika
stire ile santrifiij edilir. Santriflij sonrasi stteki sivi kisim atilir ve igine 300 pl % 70’°lik
alkol konur. Dibe ¢oken DNA ¢okeltisine hafifce vurularak havaya kalkmasi saglanir ve
boylece de DNA’ya son bir yikama islemi uygulanmis olur. Bunun ardindan da tiipler 2
dakika siire ile santrifiijlenir. Ustteki sivi kisim dokiilerek uzaklastirilir ve tiipler bir
kurutma kagidi iizerine alinip havada kurumaya birakilir. I¢indeki alkol tamamen ugtuktan
sonra 100 ul ddH2O ile pellet seklinde dibe ¢okmiis olan DNA tamamen eritilerek

homojen hale getirilir ve PCR tiiplerine konularak -20 °C’de muhafaza edilir.

3.2.2. Elektroforez

Elektroforez, yiikli molekiillerin elektriksel alandaki hareketlerinin izlendigi bir
tekniktir. Coziinmiis durumdaki molekiillerin elektrik yiiklerinin kiitlelerine oraniyla
belirlenen hizlarda elektriksel alanda hareket etmelerine dayanir. Bu sistemde analizi
yapilacak olan 6rnek, bir destek ortamina uygulanir. Destek ortami olarak agaroz jel tercih

edilmistir. Analiz edilecek 6rnekler jele ince bir bant halinde uygulanmistir.

3.2.2.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jelin hazirlanmast;

0.500gr agaroz tartilir.1X TAE Buffer’dan 50 ml tartilir ve bir balik yardimi ile
mekanik karistiricida tamamen seffaf bir hal alana kadar isitilir.Jel 45-50°C’ye kadar
sogutulduktan sonra i¢ine 3u etidyum bromiir eklenir ve hi¢ kabarcik kalmayacak sekilde
jel casting traye dokiiliir. Taraklarin jele gomiilii halde olmasina dikkat edilmelidir.
Sogumaya birakilan jel seffaf bir hal alinca iginden taraklar cikartilir.Jel elektroforez
tankina yerlestirilir. Tankin i¢ine jelin iizerini kaplayacak kadar TAE Buffer dokdiliir. 1p X
Louding buffer (Brom fenol blue) ve 5u 6rnek karistirilarak ytikleme yapilir. Son olarak
DNA’larin yiiklendigi yere (-) diger tarafa (+) gelecek sekilde diizenek giic kaynagina

baglanir ve yiiriitme islemi yapilir.
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Agaroz ortalama molekiil agirligi 12000 olan dogrusal bir polisakkarittir ve kirmizi
alg tirii olan Agar agar’dan elde edilir. Agaroz orta biiyiiklilkte ve biiyilk DNA

molekiillerini elektroforezle ayirmak i¢in kullanilan en yaygin destek ortamidir.

Agaroz jele etidyum bromiir konularak yiiriitiilmiis olan 6rneklerin UV 15181 altinda
gorliniir hale gelmesi saglanmistir. UV 15181 altinda bakilarak orneklerin olusturdugu
bantlarin parlakliklarina bakilarak yeterli yogunlukta DNA elde edilip edilmedigine
bakilmistir. Parlak gilizel bantlar olusturmus olan Orneklere ait tiipler ¢alismanin diger

asamasi olan PCR’da kullanilmak tizere -20°C’ye kaldirilmistir.

3.2.3. PCR

Belli bir DNA dizisini 6zglin olarak ¢ogaltmak ic¢in kullanilan polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) Kary Mullis tarafindan 1980’lerin ortalarina dogru gelistirilmis olan bir
yontem olup, klonlama yapmaya gerek kalmadan, bir genomdan 6zgiin bir DNA dizisinin

cok sayida kopyasini ¢ikarma olanagi saglamaktadir.

PCR i¢in haziralanan 6rnekler Cizelge 1 ve 2 de verilen protokol ve programa gore
hazirlanmistir. Bu programda PCR reaksiyonun gergeklesmesi igin gerekli ii¢ temel
basamagin hangi sicaklik araliklarinda ve ne kadar siire ile gerceklestigine dair bilgiler yer
almaktadir. Cogaltilacak olan iirlinlin miktar1 temel olarak bu ii¢ adimin tekrarlanma

sayisina baghdir.

[Ik adim: Denatiirasyon olarak adlandirilir. Cogaltilacak DNA denatiire edilerek tek
zincirli hale getirilmistir. Cift zincirli DNA tek zincirli olana kadar 1sitilmistir (94 °C de 2
dk.).

Ikinci adim: Annealing olarak adlandirilir ve burada sicaklik genelde 50-70 °C
arasinda bir degere disiiriilerek, primerlerin tek zincirli duruma gelmesi ve DNA’ya

baglanmasi saglanir.

Ugiincii adim: Extension olarak adlandirilir ve bu adimda ise DNA polimerazin 1s1ya
dayanikli bir sekli olan Taq polimeraz enzimi reaksiyon karisimina ilave edilmistir ve
DNA sentezi 70-75 °C arasindaki sicakliklarda devam ettirilmesi saglanmistir. Bu asamada
Polimeraz enzimi yardimiyla hedef DNA’nin iki zincirli kopyast olusturur. Bu adimlarin
gerceklestirilmesini saglayan programa ait bilgiler Cizelge 1°de verilmistir ve islem bu

bilgilerin PCR cihazina yliklenmesi ile gergeklestirilmistir.
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PCR ile rbcL gen bolgesinin ¢ogaltilmasi saglanmistir. Bu amagla kullanilmak tizere
iki ayr1 primer se¢ilmistir. Bu iki primer segilirken Barros-Barreto ve ark. (2006)’nin
yayinlamis olduklar1 “Moleculer Systemetics of Ceramium and Centroseras’ adh
makalesinde yer alan diziler dikkate alinmistir. Bu diziler Gen bankasindaki C. diaphanum
Lightfoot (U04020) ve C. brevizonatum H. Petersen var. caraibicum H. Petersen
(AF259491)”° makalesinde yer alan sekanslar baz alinarak primerler RefGen firmasina

sentezlettirilmistir.

Bu diziler su sekildedir:

Rbcl F (57 - TCT ACG CAA AAA TGG GAT ATT GG - 3°)

RbCer2R (5’ - TCT ACT CCA CCC ATA CGC ATC CA -3’)
ilk fragment i¢in (bazlar 1-900bp)

RbCer 2F (5’ - CTA GGT GCA ACT GTA AAACC-3")
RbCerlIR (5’ - CGT TAG CTG GAG TTT CTA C- 37)
ikinci fragment i¢in (bazlar 700 — 1400bp) .

Cizelge 1. PCR’da kullanilan program

Denatiirasyon

94°C 2 dk.
Annealing (34 kez tekrar)
94°C 20sn

60°C 30sn.

72°C 2dk.50sn.
Extension

72°C 10 dk.

+4°C For ever
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Cizelge 2. PCR’da kullanilan kit, enzim, primer ve kaliplarin tek bir 6rnek icin

kullanilmas1 gereken miktar

Nukleaz free water 14.75pn
10X H.F. PCR Buffer with MgCI2 2.5u
dNTP mix 2mM 2.5u
Primer R Ip
Primer L Ip
Kalip DNA 3u
Enzim 0.25pn

3.2.4. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi
PCR fiiriinlerini saflagtirma islemi saflastirma kitindeki protokol takip edilerek

yapilmustir. Islem asamasi su sekilde gergeklesmistir:

Oncelikle bos buffer iizerine 45 mL ethanol ekleyip kullanima hazir hale getirilmistir.
Daha sonra elimizdeki 6rnek miktar1 kadar Binding Buffer alinmis ve 6rneklerin karismasi
saglanmgtir. Bu islem sonucunda sari bir renk gozlenmistir. Ornegin 800 ul kadart
ependof tliplindeki filtreye alinip, santrifiij tiipiine aktarilir. 12000 rpm de 30-60 sn kadar
santriifiyj edilir ve altta kalan kisim atilir. Filtredeki iirliniin lizerine 700ul Wash Buffer
eklenir. 12000 rpm de 30-60 sn santrifiijiin ardindan altta kalan s1vi kisim atilir. Daha sonra
filtre bos olarak bir dakika daha santrifiijlenir. Filtre bu asamanin ardindan yeni bir
ependorf tiipiine aktarilir ve lizerine 50 ul Elute Buffer eklenip bir dakika boyunca 12000

rpm de santrifiij edilir.

Bu agsamanin ardindan DNA’I1 kisim yeni ependorf tiipiine ge¢mis olacag i¢in filtre

cikarilip atilir ve PCR iiriinlerini saflagtirma islemi tamamlanmis olur.

Saflastirma isleminin ardindan 6rnekler DNA dizi analizi yapilmak {izere RefGen

firmasina gonderilmistir.

3.2.5. Filogenetik agac olusturulmasi
Filogeni evrimsel soy iliskisi demektir. Filogeniye gore tiir ve tiir isti
kategorisindeki taksonlar jeolojik donemlerde tiirlesme siiregleri ile olusmuslardir. Bu

tirlesme siireclerinin agiklanmasi ile taksonlar arasindaki evrimsel iligki (akrabalik)
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aciklanmis olur. Bir takson veya takson grubunun filogenilerinin belirlenmesi demek,
zamansal olarak (6nce-sonra) onlarin birbirleri ve diger taksonlarla ortak ata temelinde
durumlarinin ortaya konmasi demektir. ilk defa Willim Hennig (1950) tarafindan formiile
edilen filogenetik sistematik, taksonomiyi filogenetik yoniiyle inceleyen alandir. Daha
once, amag filogeni iliskisi kullanarak dogal taksonlar saptamak ve yine filogeni iligkisi ile

bunlari iligkilendirecek dogal bir siniflandirma olusturmaktir (Anonim 2011a).

Evrimsel iligkileri gorsel olarak ortaya koyan en uygun agag filogenetik agagtir. DNA
niikleotid dizisi ya da proteini olusturan aminoasit dizisinin incelenmesi ile canlilar
arasindaki benzerlik gozlenebilir. Filogenetik calismalarda dizi analizi igin niiklear ve
mitokondrial DNA ile protein kodlayan genler kullanilir. Filogenetik iliskileri belirlemede
en sik kullanilan gen, birbirine yakin akraba sayilan tiirlerde genin korunuyor olmasindan

dolay1 16S veya 18S rRNA genidir.

Bu calismada filogenetik aga¢ olusturabilmek icin dncelikle dizi analiz sonucu elde
edilen kromatogramlar kontrol edilerek sekanslar diizenlenmistir. Daha sonra elde edilen
DNA dizileri NCBI’da blastlanmistir. Sonra Multiple Sequance Aligments MSA-¢oklu dizi
karsilagtirilmast yapilmistir (Anonim 2). Bunun i¢in Clustal W programi kullanilmistir.
Ayrica yine bu programla ¢oklu dizi hizalanmasi (multiple aligment) yapilmistir. Bu ii¢
asamada gerceklesir. 11k asamada, diziler arasinda, ikili dizi karsilastirmasi ile hesaplama
yapilir. Daha sonra hesaplamalar sonucu elde edilen bilgiler kullanilarak model bir agag

cizilir ve son olarak da ¢izilen aga¢ yardimui ile dizilerin ileri karsilastirilmasi yapilir.

Coklu dizi siralamasit (Multiple aligment) yapildiktan sonra elde edilen sonuglar
kullanilarak PHYLIP 3.69 programi igindeki seqboot, prodist, neighbour ve consense
programlari sirasi ile kullanilmistir. Son olarak da TreeView programini kullanarak model

agac olusturulmustur.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Okaryotik organizmalarin ayri bir grubu olan kirmiz1 algler, fikosiyanin, fikoeritrin
ve allofikosiyanin pigmentleri i¢ceren kloroplastlar ile karakterize edilirler (Cole ve Sheat,

1990).

Cogunlukla denizde bulunan kirmizi alglerin yaklasik 24 ordo, 700 den fazla cins ve

1600 tiirii tanimlanmistir (Chapman ve ark., 1998).

Bitkilerde rubisco, kloroplast genomu tarafindan kodlanan 55 kDa’luk 8 biiyiik alt
birim (rbcL) ve niikleus genomu tarafindan kodlanan 14kDa’luk 8 kiiciik katalitik alt
birimden (rbcS) olusmaktadir (L8S8). 8 adet biiyiik katalitik alt birim (L, 477 kalintilari,
mavi, acik mavi) 8 adet kiiciik alt birimden (S, 123 kalintilar1, kirmiz1) olusur.
rbcL geni kloroplast geninin biiyiik tekli kopya bolgesinin i¢inde lokalize olmustur ve
biiyiik alt tinitede kodlanir. RUBISCO kiigiik alt iinitesi ise tbcS geninde kodlanir. rbcL
tipik olarak 1,428, 1,431 veya 1,434 bp uzunluktadir. Insersiyon veya delesyon yoktur
veya ¢ok nadir goriiliir. Ayrica rbcL geni 6zellikle familya seviyesinde filogenetik ayrim
yapabilmek i¢in ¢ok kullanishidir. Bitki ya da hayvanlar arasinda rbcL geni verileri oldukca
iyi bir DNA frekansina sahiptir ve bu tek gen olduk¢a genis bir alanda kullanilabilir
(Solitis ve ark., 1998).

Bu c¢alismada Ceramiales orneklerinde asagida verilen oOzelliklerinden dolay1
(Barros-Barreto ve ark. 2006) ¢ogaltilmak tizere rbcL geni se¢ilmistir;
P yeterince bliytiktiir (1467bp)
P her tiir i¢cin aydinlatici olan varyasyonlarin seviyesi teshis edilebilir ve bu sayede cinse
0zgl seviye belirlenebilir.
» Ayrica kirmizi alglerdeki rbcL geni i¢inde higbir insersiyon veya delesyon yoktur. Bu
nedenle sekanslarin tam olarak siraya konmasi kolaylasir ve boylece bu gen filogenetik

analize olanak tanimis olur.

Klonlanmis DNA pargalar1 niikleotid dizileri belirlenmedik¢e karakterize
edilemezler. Bir DNA parcasinin ne tiir bir fonksiyona sahip oldugu tasidigi niikleotid
dizisinden tahmin edilir. DNA dizisi bilgisi, gen icindeki niikleotidlerin siralanisi, gen
icinde bulunan diizenleyici diziler hakkinda bilgi verirken, farkli organizmalardaki

homolog genlerin dizileriyle karsilastirma yapmaya da olanak saglamaktadir. 1970’11
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yillarda DNA dizi analizi i¢in iki metod gelistirilmistir. Bu teknikler, istenen her DNA
pargasinin dizi bilgisine ulasilmasinm1 miimkiin kilarak molekiiler biyolojide bir devrim
yapmistir. Bu amagla iki farkli yontem es zamanli olarak gelistirilmistir. Bunlardan ilki
Ingiltere’de F. Sanger ve A. R. Coulson tarafindan gelistirilen zincir sonlandirma (chain
termination), digeri ise ABD’de A. Maxam ve W. Gilbert tarafindan gelistirilen kimyasal
yikilim (Chemical Degradation) metodudur. Birbirinden farkli olmalarma karsin, her iki
yontem de ayni Ol¢lide degerlidir. Ancak kimyasal yikilim metodu artik neredeyse hig
kullanilmamaktadir. DNA dizi analizi sonucu elde edilen diziler GenBank denen dizi veri
tabanindaki dizilerle karsilagtirlarak aradaki filogenetik iligki ortaya konmaktadir.
GenBank aslinda tiim DNA niikleotid dizileri ve proteinlerin amino asit dizilerinin bir
koleksiyonudur. Bu veri tabani Avrupa Veritaban1 Laboratuar1 (Europian Molecular
Biology Laboratory, EMBL), Avrupa Biyoinformatik Enstitiisii (Europian Bioinformatics
Institute, EBI) ve Japonya DNA veri bankast (DNA Databank of Japan, DDBJ) isbirligiyle
Ulusal Biyoteknoloji Enformasyon Merkezi’nden (National Center for Biotechnology
Information, NCBI) olusmaktadir. Diinya genelinden 100.000 civarinda farkh
organizmalardan elde edilen niikleotid dizileri bu merkezlerde yer almaktadir (Yildirim ve

ark., 2007).

DNA dizi analizi organizmalar arasindaki filogenetik iligkiyi belirlemek icin ¢ok
kullanigh bir yontemdir. Karsilastirilan ¢ok sayida karakterin ¢oziiniirliik giliciinii 6nemli
derecede arttirabilecegi i¢in filogenetik analizlerde DNA dizilerinin kullanilmasinin yararh
olacagini ileri siiriilmiistiir. Molekiiler yontemlerde agirlikli olarak kullanilan molekiil,
DNA’dir. Evrimsel degisikligin ilk olarak yansidigi molekiiller olan DNA ile yapilan
arastirmalarin daha giivenilir ve hizli sonuglara ulagsmay1 saglayabilecegi vurgulanmistir

(Kiligoglu ve Ozkog, 2008).

Filogenetik calismalarda dizi analizi i¢in kullanigh oldugu ispatlanmig DNA
bolgeleri, cekirdek ve mitokondrial rfDNA ve protein kodlayan genlerdir (Bridge ve
ark.,1998).

Ozellikle son zamanlarda RUBISCO geni iginde yer alan rbcL geni ile RUBISCO
kiiglik alt tinitesinde yer alan rbcS geni rbcL geni ile sinirdastir, ayrca rbcL geni ve rbcS
geni kirmizi alglerde filogenetik akrabalar arasindaki yakin iliskileri kurmada kullanilirlar
(Destombe ve Douglas 1991, Brodie ve ark. 1998, Kamiya ve ark. 1998, Yoon ve Boo
1999).
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Alglerin molekiiler filogenetik analizlerinde nuklear rDNA bdlgelerinin ve plastid
genom frekanslarinin kullanilmasina ragmen, filogenetik akrabaliga kesin karar vermede
uygun DNA bdlgelerinin  secilmis olmasi gerekir. Su anda alglerin molekiiler
calismalarinda tercih edilen bolge 18S rDNA bolgesidir; igten ara parcast ¢ikarilmig
anlamina gelen ITS bolgeleri, 5.8S rDNA ve RUBISCO’nun biiyiik alt {inite genini (rbcL)
kapsamaktadir. Bunlar 6zellikle ytiksek bitkilerin filogenetik analizleri i¢in gelistirilmistir
(Bird ve ark. 1992, Freshwater ve Rueness 1994, Freshwater ve ark. 1994, 1995, Goff ve
ark.1994, Hommersand ve ark. 1994, Ragan ve ark. 1994, Baldwin ve ark. 1995, Saunders
ve ark. 1996, Choi ve ark. 2000).

Bu ¢alismada kullanilmak tizere rbcL gen bolgesi kullanilmistir. Bu genin se¢ilme

nedenlerine materyal ve yontem kisminda yer verilmistir.

4.1. Elektroforez Sonuclari

Calismada kullanilan 6rneklerden DNA izolasyonu sonrasi elde edilen ve DNA
miktarini gosteren agaroz jel elektroforezi resimleri Sekil 10-11°de verilmistir. Sekil 10°da
C. rubrum var. rubrum, C. siliquosum var. siliquosum, C. rubrum var. barbatum, C.
siliguosum var. elegans taksonlarina ait jel goriintiileri yer almaktadir. Sekil 11 de C.
ciliatum. var. robustrum, C. siliguosum var. zostericola, C. rubrum var. barbatum ve C.
rubrum var. implexo-concortum taksonlara ait jel goriintiiler verilmistir. Son olarak da

Sekil 12 de, C. siliquosum var zostericola f. minusculum ve taksonuna ait jel goriintiileri

verilmigtir.

Sekil 11. C. rubrum var. rubrum (3), C. siliquosum var. siliquosum (5), C. rubrum var.
barbatum (7, 8) ve C. siliguosum var. elegans (9,10) taksonlarina ait jel goriintiileri

verilmektedir (1 ve 2. kuyucukta goriintii olugmadi).
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Sekil 12. C. ciliatum. var. robustrum (2, 3, 4), C. rubrum var. barbatum (5, 6, 9) ve C.

rubrum var. implexo-contortum (12, 13, 14) taksonlarina ait jel goriintiileri.

Sekil 13. C. siliquosum var. zostericola (3, 5), C. siliquosum var zostericola f. minusculum

(7,8) ve C. siliquosum var. elegans (9,10) taksonlarina ait jel goriintiileri.

4.2. PCR Sonuclan

Calisilan taksonlardan rbcL gen bolgeleri ¢ogaltildiktan sonra elde edilen PCR
sonuclar ile ulasilan agaroz jel elektroforez goriintiileri asagida verilmistir (Sekil 14, 15,
16, 17). Dogru gen bdlgesinin ¢ogaltilip ¢ogaltilmadigini belirleme amaciyla kullanilan
markerlarda Sekil 13’te verilmistir. Sekil 14’de C. ciliatum var robustrum, C. rubrum var

barbatum, C. rubrum var implexo-concortum ve C. siliquosum var. elegans taksonlari,
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Sekil 15°de C. siliqguosum var. elegans ve C. siliquosum var zostericola f. minusculum

taksonlari, Sekil 16 de C. siliquosum var zostericola taksonu ve Sekil 17 de C. rubrum var.

rubrum taksonuna ait jel goriintiileri yer almaktadir.

1. marker

bp ng/0.509 %

8000

1% TopVision™ Agarose (#R0491)

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,

10000 30

30
10
30
30
30
10
29
2
2

1XTAE, 7 Vicm, 45 min

E=

U"CJ'ICJ"ECTJG)CF)—#O’)O‘J

2.marker

bp

1% TopVision™ Agarose (#R0491)

0.25 yg/lane;
20 cm length gel;
1XTAE; 7V/cm, 1 h

Sekil 14. PCR’da kullanilan standart markerlar.
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Sekil 15. 2. marker (1), C. ciliatum var robustrum (4,5), C. rubrum var barbatum (7,8), C.
rubrum var implexo-contortum (10,11) ve C. siliquosum var. elegans (13,14) taksonlarina

ait jel goriintiisii.

Sekil 16. 2.marker (1), C. siliquosum var. elegans (4, 5, 7, 8) ve C. siliquosum var

zostericola f. minusculum (10, 11, 13, 14) taksonlarina ait jel goriintiisii.
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Sekil 17. 2. Marker (1), C. siliquosum var zostericola (4, 5, 7, 8) taksonuna ait jel

goruntiisu.

Sekil 18. 1.Marker (1, 10), C. rubrum var. rubrum (5, 7, 8, 9) taksonuna ait jel goriintiisii.

4.3. PCR Saflastirma Sonuglari
Calisilan  orneklerin iyi okunabilmesi i¢in saflastirma isleminin yapilmasi

gerekmektedir. Saflagtirma sonrasi ¢ekilen agaroz jel goriintiisii Sekil 18-19°da verilmistir.
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Saflagtirilan Orneklerin kuyucuklara yiiklenme siras1 sekiller altinda ayrintili olarak

verilmistir.

Sekil 19. 1. Marker (1), C. rubrum var rubrum (2), C. siliqguosum var. siliquosum (3),

C. rubrum var barbatum (4) ve C. ciliatum var. robustrum (5).
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Sekil 20. 1.Marker (1, 12, 32), C. ciliatum var. robustrum (2, 3, 4), C. rubrum var barbatum (5, 6, 7, 8), C. rubrum var rubrum (9, 10, 11),

C. siliqguosum wvar. siliqguosum (13, 14, 15), C. siliquosum var. implexo-contortum (16, 17, 18, 19), C. siliquosum var. zostericola f.

minusculum (20, 21, 22, 23), C. siliquosum var. zostericola (24, 25, 26, 27) ve C. siliquosum var. elegans (28, 29, 30, 31).
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4.4. DNA Dizi Analiz Sonuglar

Orneklerden elde edilen dizi analiz sonuglar1 asagida verilmistir.

4.4.1. Ceramium ciliatum var. robustrum
1362 bases, 497 checksum.
ATTTGGGATCCAGAATATGTTGTAAAAGATACAGACGTACTGGCACTATTTCGTG
TAACTCCACAACCAGGTGTTGATCCAGTTGAAGCTTCTGCTGCAGTTGCAGGTGA
ATCATCTACTGCAACTTGGACAGTAGTATGGACAGATCTCTTAACAGCATGTGAC
CTATATAGAGCTAAAGCATATAAAGTTGATGCAGTACCTAACACTTCTGATCAAT
ATTTTGCATATATTGCATATGATATCGATTTATTTGAAGAAGGATCAATTGCCAAT
TTAACTGCTTCAATCATCGGTAACGTATTTGGATTTAAAGCAGTAAAAGCTTTAA
GACTAGAAGATATGCGTATTCCTGTTGCTTATCTAAAAACTTTCCAAGGACCTGC
AACAGGTTTAGTTGTAGAACGTGAACGTATGGATAAATTTGGTCGCCCATTTCTA
GGTGCAACTGTAAAACCAAAATTAGGCTTATCAGGTAAAAACTATGGAAGAGTA
GTGTATGAAGGTCTAAGAGGTGGTCTAGACTTCTTAAAAGATGATGAGAATATTA
ACTCTCAACCATTCATGCGTTGGAAAGAAAGATTCCTATATTCAATGGAAGCTGT
CAATCGCTCAATTGCTGCAACGGGCGAAATTAAAGGACACTACATGAATATTACA
GCTGCCACTATGGAAGATATGTACGAAAGAGCTGAATTTGCTAAACAATTAGGTA
CAGTTATCATCATGATTGACTTAGTAATTGGTTATACGGCTATCCAAAGCATGGG
CGTTTGGTCACGTAAAAATGATATGATTTTGCATTTACATCGTGCAGGTAACTCA
ACTTATTCGCGTCAAAAAATTCATGGTATGAACTTCCGTGTAATTTGTAAATGGAT
GCGTATGGCTGGAGTGGATCATATTCATGCAGGAACTGTTGTAGGTAAATTAGAA
GGCGATCCTTTAATGATTAGAGGTTTTTATAAAACACTACTAGATAGTCATTTAA
AAGTTAATTTACCTCAAGGTATTTTCTTTGAACAAGACTGGGCTGCTTTACGTAAA
GTAACTCCAGTAGCATCAGGGGGCATTCACTGTGGACAAATGCATCAATTACTAG
ATTATCTTGGTAATGATGTAGTACTTCAATTTGGAGGTGGTACAATTGGACATCCT
GATGGTATTCAAGCTGGGGCTACAGCAAATCGTGTTGCTTTAGAATCAATGGTAA
TTGCACGTAATGAAAAACGTGACTACGTAACTGAAGGCCCACAAATTCTACGTGA
CGCTGCTAAAACATGTGGTCCTCTACAAACGGCACTAGATTTAAGGAAAGATATT
ACATTTAACTATACTTCTACAGATACAGCTGACTTTGTA
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4.4.2. C. siliguosum var. elegans
1277 bases, 5198 checksum.
GAAGCTTCTGCCGCGGTTGCAGGTGAATCATCAACTGCAACTAGGACTGTAGTAT
GGACAGATCTATTAACAGCATGTGACTTATATAGAGCTAAAGCCTATAAAGTTGA
TGCTGTACCGAACACTTCTGACCAATATTTTGCATACATTTCATATGATATTGATT
TATTTGAAGAAGGATCAATTGCAAACCTAACTGCTTCAATAATCGGTAACGTATT
TGGATTTAAAGCAGTTAAAGCTTTAAGACTAGAAGATATGCGCATACCTGTTGCT
TATCTAAAAACTTTCCAAGGACCTGCAACAGGCTTAGTTGTAGAACGTGAACGTA
TGGATAAATTTGGCCGTCCTTTTCTTGGTGCAACTGTAAAACCCAAATTAGGTTTA
TCAGGTAAAAACTATGGAAGAGTAGTATATGAAGGTCTAAGAGGTGGTTTAGAC
TTCTTAAAAGATGATGAAAATATTAACTCTCAACCATTTATGCGTTGGAAAGAAA
GATTCCTATATTCAATGGAAGCTGTAAATCGCTCAATTGCTGCAACGGGCGAAAT
TAAAGGGCACTACATGAATATTACAGCTGCCACTATGGAAGATATGTACGAAAG
AGCTGAATTCGCTAAGCAACTAGGTACAGTTATTATCATGATTGACTTAGTAATT
GGCTATACAGCTATTCAAAGTATGGGTGTTTGGTCACGTAAAAATGACATGATCC
TACATTTACATCGTGCAGGTAACTCAACTTATTCACGCCAAAAAATTCATGGAAT
GAATTTCCGCGTAATCTGTAAATGGATGCGTATGGCTGGAGTAGATCATATCCAC
GCAGGTACCGTTGTAGGTAAATTAGAAGGTGATCCTCTAATGATTAAAGGCTTCT
ATAACACATTATTAGATAGTCACTTAAAAGTTAATTTACCTCAAGGTATTTTCTTT
GAACAAGATTGGGCTGCTTTACGTAAAGTAACTCCAGTAGCATCAGGTGGTATCC
ATTGTGGACAAATGCATCAATTACTAGATTATCTTGGTAATGATGTTGTACTTCAA
TTTGGAGGTGGTACAATTGGACATCCTGATGGTATTCAAGCTGGTGCTACAGCAA
ACCGTGTTGCATTAGAATCAATGGTAATTGCACGTAATGAAGGCCGTGACTATGT
AGCAGAAGGCCCACAAATTTTACGTGACGCTGCTAAAACATGTGGTCCTCTACAA
ACAGCACTAGATTTATGGAAAGATATTACATTTAACTACACTTCTACAGATACAG
CTGACTTGTA

4.4.3. C. siliguosum var. siliquosum
1349 bases, 3782 checksum.
GGATCCGGAATCGTTGTAAAGAACCGACGTCTAGCACTATTTCGTGTACTCCACA
ACCGGGTGTTGATCCAGTTGAAGCTTCTGCCGCGGTTGCAGGTGAATCATCAACT
GCAACTTGGACTGTAGTATGGACAGATCTATTAACAGCATGTGACTTATATAGAG
CTAAAGCCTATAAAGTTGATGCTGTACCGAACACTTCTGACCAATATTTTGCATA
CATTTCATATGATATTGATTTATTTGAAGAAGGATCAATTGCAAACCTAACTGCTT

36



BOLUM 4- ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA AYSEL OZTURK

CAATAATCGGTAACGTATTTGGATTTAAAGCAGTTAAAGCTTTAAGACTAGAAGA
TATGCGCATACCTGTTGCTTATCTAAAAACTTTCCAAGGACCTGCAACAGGCTTA
GTTGTAGAACGTGAACGTATGGATAAATTTGGCCGTCCTTTTCTTGGTGCAACTGT
AAAACCCAAATTAGGTTTATCAGGTAAAAACTATGGAAGAGTAGTATATGAAGG
TCTAAGAGGTGGTTTAGACTTCTTAAAAGATGATGAAAATATTAACTCTCAACCA
TTTATGCGTTGGAAAGAAAGATTCCTATATTCAATGGAAGCTGTAAATCGCTCAA
TTGCTGCAACGGGCGAAATTAAAGGGCACTACATGAATATTACAGCTGCCACTAT
GGAAGATATGTACGAAAGAGCTGAATTCGCTAAGCAACTAGGTACAGTTATTATC
ATGATTGACTTAGTAATTGGCTATACAGCTATTCAAAGTATGGGTGTTTGGTCAC
GTAAAAATGACATGATCCTACATTTACATCGTGCAGGTAACTCAACTTATTCACG
CCAAAAAATTCATGGAATGAATTTCCGCGTAATCTGTAAATGGATGCGTATGGCT
GGAGTAGATCATATCCACGCAGGTACCGTTGTAGGTAAATTAGAAGGTGATCCTC
TAATGATTAAAGGCTTCTATAACACATTATTAGATAGTCACTTAAAAGTTAATTTA
CCTCAAGGTATTTTCTTTGAACAAGATTGGGCTGCTTTACGTAAAGTAACTCCAGT
AGCATCAGGTGGTATCCATTGTGGACAAATGCATCAATTACTAGATTATCTTGGT
AATGATGTTGTACTTCAATTTGGAGGTGGTACAATTGGACATCCTGATGGTATTC
AAGCTGGTGCTACAGCAAACCGTGTTGCATTAGAATCAATGGTAATTGCACGTAA
TGAAGGCCGTGACTATGTAGCAGAAGGCCCACAAATTTTACGTGACGCTGCTAAA
ACATGTGGTCCTCTACAAACAGCACTAGATTTATGGAAAGATATTACATTTAACT
ACACTTCTACAGATACAGCTGACTTG

4.4.4. C. siliquosum var. zostericola

1359 bases, 170 checksum.
TGGATCCGGAATACGTTGTAAAAGATACAGACGTACTAGCACTATTTCGTGTAAC
TCCACAACCCGGGTGTTGATCCAGTTGAAGCTTCTGCCGCGGTTGCAGGTGAATC
ATCAACTGCAACTTGGACTGTAGTATGGACAGATCTATTAACAGCATGTGACTTA
TATAGAGCTAAAGCCTATAAAGTTGATGCTGTACCGAACACTTCTGACCAATATT
TTGCATACATTTCATATGATATTGATTTATTTGAAGAAGGATCAATTGCAAACCTA
ACTGCTTCAATAATCGGTAACGTATTTGGATTTAAAGCAGTTAAAGCTTTAAGAC
TAGAAGATATGCGCATACCTGTTGCTTATCTAAAAACTTTCCAAGGACCTGCAAC
AGGCTTAGTTGTAGAACGTGAACGTATGGATAAATTTGGCCGTCCTTTTCTTGGTG
CAACTGTAAAACCCAAATTAGGTTTATCAGGTAAAAACTATGGAAGAGTAGTATA
TGAAGGTCTAAGAGGTGGTTTAGACTTCTTAAAAGATGATGAAAATATTAACTCT
CAACCATTTATGCGTTGGAAAGAAAGATTCCTATATTCAATGGAAGCTGTAAATC
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GCTCAATTGCTGCAACGGGCGAAATTAAAGGGCACTACATGAATATTACAGCTGC
CACTATGGAAGATATGTACGAAAGAGCTGAATTCGCTAAGCAACTAGGTACAGTT
ATTATCATGATTGACTTAGTAATTGGCTATACAGCTATTCAAAGTATGGGTGTTTG
GTCACGTAAAAATGACATGATCCTACATTTACATCGTGCAGGTAACTCAACTTAT
TCACGCCAAAAAATTCATGGAATGAATTTCCGCGTAATCTGTAAATGGATGCGTA
TGGCTGGAGTAGATCATATCCACGCAGGTACCGTTGTAGGTAAATTAGAAGGTGA
TCCTCTAATGATTAAAGGCTTCTATAACACATTATTAGATAGTCACTTAAAAGTTA
ATTTACCTCAAGGTATTTTCTTTGAACAAGATTGGGCTGCTTTACGTAAAGTAACT
CCAGTAGCATCAGGTGGTATCCATTGTGGACAAATGCATCAATTACTAGATTATC
TTGGTAATGATGTTGTACTTCAATTTGGAGGTGGTACAATTGGACATCCTGATGGT
ATTCAAGCTGGTGCTACAGCAAACCGTGTTGCATTAGAATCAATGGTAATTGCAC
GTAATGAAGGCCGTGACTATGTAGCAGAAGGCCCACAAATTTTACGTGACGCTGC
TAAAACATGTGGTCCTCTACAAACAGCACTAGATTTATGGAAAGATATTACATTT
AACTACACTTCTACAGATACAGCTGACTTTGAA

4.4.5. C. siliquosum var. zostericola f. minusculum

1358 bases, 7319 checksum.
TGGGATCCGGAATACGTTGTAAAAGATACAGACGTACTAGCACTATTTCGTGTAA
CTCCACAACCGGGTGTTGATCCAGTTGAAGCTTCTGCCGCGGTTGCAGGTGAATC
ATCAACTGCAACTTGGACTGTAGTATGGACAGATCTATTAACAGCATGTGACTTA
TATAGAGCTAAAGCCTATAAAGTTGATGCTGTACCGAACACTTCTGACCAATATT
TTGCATACATTTCATATGATATTGATTTATTTGAAGAAGGATCAATTGCAAACCTA
ACTGCTTCAATAATCGGTAACGTATTTGGATTTAAAGCAGTTAAAGCTTTAAGAC
TAGAAGATATGCGCATACCTGTTGCTTATCTAAAAACTTTCCAAGGACCTGCAAC
AGGCTTAGTTGTAGAACGTGAACGTATGGATAAATTTGGCCGTCCTTTTCTTGGTG
CAACTGTAAAACCCAAATTAGGTTTATCAGGTAAAAACTATGGAAGAGTAGTATA
TGAAGGTCTAAGAGGTGGTTTAGACTTCTTAAAAGATGATGAAAATATTAACTCT
CAACCATTTATGCGTTGGAAAGAAAGATTCCTATATTCAATGGAAGCTGTAAATC
GCTCAATTGCTGCAACGGGCGAAATTAAAGGGCACTACATGAATATTACAGCTGC
CACTATGGAAGATATGTACGAAAGAGCTGAATTCGCTAAGCAACTAGGTACAGTT
ATTATCATGATTGACTTAGTAATTGGCTATACAGCTATTCAAAGTATGGGTGTTTG
GTCACGTAAAAATGACATGATCCTACATTTACATCGTGCAGGTAACTCAACTTAT
TCACGCCAAAAAATTCATGGAATGAATTTCCGCGTAATCTGTAAATGGATGCGTA
TGGCTGGAGTAGATCATATCCACGCAGGTACCGTTGTAGGTAAATTAGAAGGTGA
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TCCTCTAATGATTAAAGGCTTCTATAACACATTATTAGATAGTCACTTAAAAGTTA
ATTTACCTCAAGGTATTTTCTTTGAACAAGATTGGGCTGCTTTACGTAAAGTAACT
CCAGTAGCATCAGGTGGTATCCATTGTGGACAAATGCATCAATTACTAGATTATC
TTGGTAATGATGTTGTACTTCAATTTGGAGGTGGTACAATTGGACATCCTGATGGT
ATTCAAGCTGGTGCTACAGCAAACCGTGTTGCATTAGAATCAATGGTAATTGCAC
GTAATGAAGGCCGTGACTATGTAGCAGAAGGCCCACAAATTTTACGTGACGCTGC
TAAAACATGTGGTCCTCTACAAACAGCACTAGATTTATGGAAAGATATTACATTT
AACTACACTTCTACAGATACAGCTGACTTTGA

4.4.6. Ceramium rubrum var. rubrum

1355 bases, 9842 checksum.
ATCCAGAATATGTTGTAAAAGATACAGACGTATTAGCACTATTTCGTGTAACTCC
ACAACCCAGGTGTTGATCCAGTTGAAGCTTCTGCTGCAGTTGCTGGTGAATCATC
AACTGCAACTTGGACAGTTGTATGGACAGATTTATTAACAGCATGTGACTTATAT
AGAGCTAAAGCATACAAAGTTGACGCTGTACCTAATACTTCTGATCAATATTTCG
CTTATATTTCATATGATATTGATTTATTCGAAGAAGGATCAATTGCCAACTTAACT
GCCTCAATCATTGGTAACGTATTTGGATTTAAAGCAGTTAAAGCATTAAGACTAG
AAGATATGCGTATTCCTGTCGCTTATCTAAAAACTTTCCAAGGACCTGCAACAGG
TTTAGTTGTAGAACGTGAACGTATGGATAAATTTGGTCGTCCGTTTCTAGGTGCA
ACTGTAAAACCAAAACTAGGTTTATCAGGTAAAAACTACGGTAGAGTAGTATATG
AAGGTTTAAGAGGTGGTTTAGACTTCTTAAAAGATGATGAAAATATTAACTCTCA
ACCATTCATGCGTTGGAAAGAAAGATTCTTATATTCAATGGAAGCTGTTAACCGC
TCAATTGCTGCAACGGGCGAGATTAAAGGACACTACATGAATGTTACAGCTGCTA
CTATGGAAGATATGTACGAAAGAGCTGAATTTGCTAAACAATTGGGTACAGTTAT
TATCATGATTGACTTAGTAATTGGTTATACAGCTATTCAAAGTATGGGTGTTTGGT
CACGTAAAAATGATATGATCCTACACTTACATCGTGCAGGTAACTCAACTTATTC
ACGTCAAAAAATTCATGGTATGAACTTCCGTGTAATTTGCAAATGGATGCGTATG
GCTGGAGTAGATCATATTCATGCAGGTACAGTTGTAGGTAAACTAGAAGGTGATC
CTTTAATGATTAAAGGTTTCTACAATACATTATTAGAAAGTCACTTAAAAGTTACT
TTATCTCAAGGTATTTTCTTTGAACAAGATTGGGCTGCCTTACGTAAGGTAACTCC
AGTGGCATCAGGCGGTATACACTGTGGACAAATGCATCAATTACTAGACTATCTT
GGTAATGATGTAGTACTTCAGTTTGGAGGTGGTACAATTGGACATCCTGATGGTA
TTCAAGCTGGTGCTACAGCAAATCGTGTTGCTCTAGAGTCAATGGTAATTGCACG
TAACGAAAAACGTGACTATGTAGCAGAAGGTCCACAAATCCTACGTGATGCTGCT
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AAGACATGTGGTCCTCTACAAACAGCACTAGATTTATGGAAAGACATTACATTTA
ACTATACTTCTACAGATACAGCTGACTTTGA

4.4.7. Ceramium rubrum var. barbatum
1359 bases, 185 checksum.
TGGATCCAGAATATGTTGTAAAAGATACAGACGTATTAGCACTATTTCGTGTAAC
TCCACAAACCAGGTGTTGATCCAGTTGAAGCTTCTGCTGCAGTTGCTGGTGAATC
ATCAACTGCAACTTGGACAGTTGTATGGACAGATTTATTAACAGCATGTGACTTA
TATAGAGCTAAAGCATACAAAGTTGACGCTGTACCTAATACTTCTGATCAATATT
TCGCTTATATTTCATATGATATTGATTTATTCGAAGAAGGATCAATTGCCAACTTA
ACTGCCTCAATCATTGGTAACGTATTTGGATTTAAAGCAGTTAAAGCATTAAGAC
TAGAAGATATGCGTATTCCTGTCGCTTATCTAAAAACTTTCCAAGGACCTGCAAC
AGGTTTAGTTGTAGAACGTGAACGTATGGATAAATTTGGTCGTCCGTTTCTAGGT
GCAACTGTAAAACCAAAACTAGGTTTATCAGGTAAAAACTACGGTAGAGTAGTA
TATGAAGGTTTAAGAGGTGGTTTAGACTTCTTAAAAGATGATGAAAATATTAACT
CTCAACCATTCATGCGTTGGAAAGAAAGATTCTTATATTCAATGGAAGCTGTTAA
CCGCTCAATTGCTGCAACGGGCGAGATTAAAGGACACTACATGAATGTTACAGCT
GCTACTATGGAAGATATGTACGAAAGAGCTGAATTTGCTAAACAATTGGGTACAG
TTATTATCATGATTGACTTAGTAATTGGTTATACAGCTATTCAAAGTATGGGTGTT
TGGTCACGTAAAAATGATATGATCCTACACTTACATCGTGCAGGTAACTCAACTT
ATTCACGTCAAAAAATTCATGGTATGAACTTCCGTGTAATTTGCAAATGGATGCG
TATGGCTGGAGTAGATCATATTCATGCAGGTACAGTTGTAGGTAAACTAGAAGGT
GATCCTTTAATGATTAAAGGTTTCTACAATACATTATTAGAAAGTCACTTAAAAG
TTACTTTATCTCAAGGTATTTTCTTTGAACAAGATTGGGCTGCCTTACGTAAGGTA
ACTCCAGTGGCATCAGGCGGTATACACTGTGGACAAATGCATCAATTACTAGACT
ATCTTGGTAATGATGTAGTACTTCAGTTTGGAGGTGGTACAATTGGACATCCTGA
TGGTATTCAAGCTGGTGCTACAGCAAATCGTGTTGCTCTAGAGTCAATGGTAATT
GCACGTAACGAAAAACGTGACTATGTAGCAGAAGGTCCACAAATCCTACGTGAT
GCTGCTAAGACATGTGGTCCTCTACAAACAGCACTAGATTTATGGAAAGACATTA
CATTTAACTATACTTCTACAGATACAGCTGACTTTGTA
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4.4.8. Ceramium rubrum var. implexo-contortum

1359 bases, 3352 checksum.
GGATCAGAATATGTTGTAAAAGATACAGACGTATTAGCACTATTTCGTGTAACTC
CACAACCAGGTGTTGATCCAGTTGAAGCTTCTGCTGCAGTTGCTGGTGAATCATC
AACTGCAACTTGGACAGTTGTATGGACAGATTTATTAACAGCATGTGACTTATAT
AGAGCTAAAGCATACAAAGTTGACGCTGTACCTAATACTTCTGATCAATATTTCG
CTTATATTTCATATGATATTGATTTATTCGAAGAAGGATCAATTGCCAACTTAACT
GCCTCAATCATTGGTAACGTATTTGGATTTAAAGCAGTTAAAGCATTAAGACTAG
AAGATATGCGTATTCCTGTCGCTTATCTAAAAACTTTCCAAGGACCTGCAACAGG
TTTAGTTGTAGAACGTGAACGTATGGATAAATTTGGTCGTCCGTTTCTAGGTGCA
ACTGTAAAACCAAAACTAGGTTTATCAGGTAAAAACTACGGTAGAGTAGTATATG
AAGGTTTAAGAGGTGGTTTAGACTTCTTAAAAGATGATGAAAATATTAACTCTCA
ACCATTCATGCGTTGGAAAGAAAGATTCTTATATTCAATGGAAGCTGTTAACCGC
TCAATTGCTGCAACGGGCGAGATTAAAGGACACTACATGAATGTTACAGCTGCTA
CTATGGAAGATATGTACGAAAGAGCTGAATTTGCTAAACAATTGGGTACAGTTAT
TATCATGATTGACTTAGTAATTGGTTATACAGCTATTCAAAGTATGGGTGTTTGGT
CACGTAAAAATGATATGATCCTACACTTACATCGTGCAGGTAACTCAACTTATTC
ACGTCAAAAAATTCATGGTATGAACTTCCGTGTAATTTGCAAATGGATGCGTATG
GCTGGAGTAGATCATATTCATGCAGGTACAGTTGTAGGTAAACTAGAAGGTGATC
CTTTAATGATTAAAGGTTTCTACAATACATTATTAGAAAGTCACTTAAAAGTTACT
TTATCTCAAGGTATTTTCTTTGAACAAGATTGGGCTGCCTTACGTAAGGTAACTCC
AGTGGCATCAGGCGGTATACACTGTGGACAAATGCATCAATTACTAGACTATCTT
GGTAATGATGTAGTACTTCAGTTTGGAGGTGGTACAATTGGACATCCTGATGGTA
TTCAAGCTGGTGCTACAGCAAATCGTGTTGCTCTAGAGTCAATGGTAATTGCACG
TAACGAAAAACGTGACTATGTAGCAGAAGGTCCACAAATCCTACGTGATGCTGCT
AAGACATGTGGTCCTCTACAAACAGCACTAGATTTATGGAAAGACATTACATTTA
ACTATACTTCTACAGATACAGCTGACTTTGTAGAA

Bu sonuglar 1s1¢inda NCBI’dan sectigimiz 35 Ornek Cizelge 3’de verilmektedir.
Calismada kullanilan 8 6rnek ve NCBI’dan secilmis olan 35 o6rnek kendi arasinda

karsilagtirilmis ve birbirine olan yakinlik ve uzakliklari ortaya konmaya calisilmistir.

Ornekler bilgisayar programlar1 yardimi ile karsilastirilmis ve karsilastirmada kullanilan
program 1000 tekrar yapacak sekilde ayarlanmistir. Agaclar iizerinde yer alan rakamlar da bu

tekrarlar sonucunda ka¢ kez ayni sonucun elde edildigini gostermektedir. Calisma sonunda
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elde ettigimiz agaglara bakilacak olursa sonuglar genelde beklenen sekilde ¢ikmistir. Ancak
sadece C.siliquosum var. zostericola ile C.siliguosum wvar. siliquosum o&rnekleri agagta
beklenenden farkli dallarda yer almaktadir (Sekil 20, 21, 22, 23). Ayrica NCBI’dan alinan
bazi oOrneklerin bizim c¢alistigimiz taksonlarla yakin akrabaliklari oldugu gozlenmistir.
Bunlardan C. virgatum taksonunun C. ciliatum wvar. robustrum taksonunun alt dalim
olusturdugu goézlenirken, bu taksonun alt dallarinda da C. rubrum var. rubrum, C. rubrum var.
barbatum, C. rubrum var. implexo-contortum taksonlar1 ile Ceramium botryocarpum ve C.
secundatum taksonlarinin yer aldig1 gozlenir. Bu da onlarin digerlerine oranla ¢ok daha yakin

akraba olduklarini kanitlamaktadir.

Filogenetik agacta olusan bir baska dala bakilacak olursa, ¢alismada kullanilan 6rnekler
olan C.siliqguosum var. zostericola, C.siliquosum var. zostericola f. minusculum, C.siliqguosum
var. siliqguosum ve C. siliquosum var. elegans taksonlarinin NCBI’dan segilmis olan C.
diaphanum ve C. pallidum taksonlariin altinda dal olusturdugu ve diger taksonlara nazaran

cok daha yakin akraba olduklar1 gozlenmektedir.

Sekil 20, 21, 22 ve 23’de cizilen filogenetik agac¢larda yer alan taksonlara ait kisaltmalar
icerik kismindaki kisaltmalar boliimiinde yer almakta ayrica gen bankasindaki numaralar1 ve

otorleri hakkindaki ayrintili bilgiler ¢izelge 3’te verilmektedir.

42



BOLUM 4- ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

AYSEL OZTURK

Cizelge 3. NCBI’dan secilen drnekler

GenBank | Takson Otor

DQ110904. | Ceramium secundatum voucher | Yang,E.C. ve Boo,S.M.
C197

AF439290.1 | Ceramium virgatum isolate 496 Maggs,C.A., Ward,B.A., Mclvor, L.M., Evans, C.M.,

Rueness, J. ve Stanhope,M.J.

U04020.1 Ceramium diaphanum Freshwater,D.W.

DQ350384.1 | Ceramium  kondoi  voucher | Yang,E.C., Cho,G.Y., Kogame,K. ve Boo,S.M.
C1318

EF613513.1 | Ceramium paniculatum isolate | Cho,T.O.,Hommersand,M.H., Won,B.Y. ve
TC025 Fredericq,S.

AF439288.1 | Ceramium botryocarpum isolate | Maggs,C.A.,Ward,B.A.,Mclvor,L.M., Evans,C.M.,
275 Rueness,J. ve Stanhope,M.J.

GQ252464.1 | Ceramium sp. AC196 Carlile,A.L. ve Waaland,J.R.

AF521797.1 | Ceramium afine Cho,T.O., Fredericq,S. ve Boo,S.M.

AF521801.1 | Ceramium inkyuii Cho,T.O., Fredericq,S. ve Boo,S.M.

GQ252467.1 | Ceramium tenerrimum isolate | Carlile,A.L. ve Waaland,J.R.
AC209

AF439292.1 | Ceramium pallidum isolate 223 Maggs,C.A., Ward,B.A., Mclvor,L.M., Evans,C.M.,

Rueness,J. ve Stanhope,M.J.

AF521796.1 | Ceramium horridum Cho,T.O., Fredericq,S. ve Boo,S.M.

FJ943707.1 | Ceramium japonicum voucher | YangE.C. ve Boo,S.M.
C1148

GQ179819.1 | Ceramium californicum voucher | Carlile,A.L. ve Waaland,J.R.
AC279

EF613511.1 | Ceramium  boydenii  isolate | Cho,T.O., Hommersand, M.H., Won,B.Y. ve
TCO057 Fredericq,S.

AF259491.1 | Ceramium brevizonatum Lin,S.-M., Fredericq,S. ve Hommersand,M.H.

AY155527.1 | Ceramium interruptum isolate | Cho,T.O., Fredericq,S., Murray,S.N. ve Boo,S.M.
DANA

GQ179796.1 | Ceramium codicola voucher | Carlile,A.L. ve Waaland,J.R.
AC273

AF439293.1 | Ceramium deslongchampii | Maggs,C.A., Ward,B.A., Mclvor,L.M., Evans,C.M.,
isolate 45 Rueness,J. ve Stanhope,M.J.

GQ252453.1 | Ceramium cimbricum isolate | Carlile,A.L. ve Waaland,J.R.
ACI185

GQ252468.1 | Ceramium tenuissimum isolate | Carlile,A.L. and Waaland,J.R.

AC213
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Cizelge 3’iin devami

EF613504.1 | Campylaephora crassa isolate | Cho,T.O., Hommersand M.H., Won,B.Y. ve
TCO077 Fredericq,S.

AY945768.1 | Campylaephora hypnaeoides | Cho, T.O., Boo, S.M., Hommersand, M.H., Maggs,
isolate TC053 C.A., Mclvor, L. ve Fredericq, S.

GQ252449.1 | Campylaephora californica | Carlile,A.L. ve Waaland,J.R.
isolate AC274

AY945768.1 | Campylaephora hypnaeoides | Cho,T.O., Boo,S.M., Hommersand,M.H.,
isolate TC053 Maggs,C.A., Mclvor,L. ve Fredericq,S.

AY945767.1 | Campylaephora borealis isolate | Cho,T.O., Boo,S.M., Hommersand,M.H.,
TC002 Maggs,C.A., Mclvor,L. ve Fredericq,S

EF125878.1 | Reinboldiella warburgii Lin,S.-M. ve Hommersand,M.H.

AY945772.1 | Reinboldiella schmitziana | Cho,T.O., Boo,S.M., Hommersand,M.H.,
isolate TC032 Maggs,C.A., Mclvor,L. ve Fredericq,S.

GQ252483.1 | Microcladia  coulteri  isolate | Carlile,A.L. ve Waaland,J.R.
AC293

AY945770.1 | Microcladia  borealis  isolate | Cho,T.O., Boo,S.M., Hommersand,M.H.,
TC004 Maggs,C.A., Mclvor,L. ve Fredericq,S.

EF613508.1 | Carpoblepharis minima isolate | Cho,T.0., Hommersand, M.H., Won,B.Y. ve
TC408 Fredericq,S.

DQ787569.1 | Herpochondria corallinae Yang,E.C. ve Boo,S.M.

AY945771.1 | Herpochondria elegans isolate | Cho,T.O., Boo,S.M., Hommersand,M.H.,
TC037 Maggs,C.A., Mclvor,L. ve Fredericq,S

DQ374330.1 | Centroceras clavulatum isolate | Won,B.Y., Cho,T.O. ve Fredericq,S.
TC2209

DQ374304.1 | Centroceras gasparrinii isolate | Won,B.Y., Cho,T.O. ve Fredericq,S.
TC577

AY945780.1 | Gayliella ~ miniatum isolate | Cho,T.O., Boo,S.M., Hommersand,M.H.,
C1507 Maggs,C.A., Mclvor,L. ve Fredericq,S.
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4.3. Tartisma

Bu ¢alismada farkli istasyonlardan farkli zaman araliklarinda toplanmis olan, Ceramium
ciliatum var. robustrum, Ceramium siliquosum var. siliquosum, Ceramium siliquosum var.
elegans, Ceramium siliquosum var. zostericola, Ceramium siliguosum var. zostericola f.
minuscula, Ceramium rubrum var. rubrum, Ceramium rubrum var. barbatum ve Ceramium
rubrum var. implexo-contortum taksonlar ile ¢alisilmistir. Bu 6rneklerin rbcL gen bolgeleri
cogaltilarak DNA dizi analizine gonderilmistir. Sonugta 1277bp, 1355bp, 1358bp, 1359bp,
1362bp olmak iizere ¢esitli boyutlarda rbcL gen bolgeleri elde edilmistir.

Brezilya Ceramiaceae familyasi iizerinde yapilan arastirmaya gore molekiiler ve
morfolojik analiz verileri kiyaslandiginda daha 6nceden morfolojik olarak tanimlanmis olan
orneklerin eger gerekli ise diizeltilmesine yardimci olur. Filogenetik analiz ile morfolojik
verileri kombine sekilde kulanmak Brezilya’daki Ceramium tiirlerinin taksonomik durumunu
ortaya koymus ve morfolojik olarak ¢ok degisken bir cins oldugu ¢alismada vurgulanmistir.
Detayli gézlemler ve rbcL geninin sekansi sayesinde evrimsel gelisimi tanimlanabilmektedir.
Molekiiler verilerden ortaya ¢ikarilan sonug, nodlarin gelisiminin (periaksial hiicrelerin sayisi,
kortikal hiicrelerin sayist ve pozisyonu ve pseudoperiaksial hiicre gelisimi) tetrasporangiyum
gelisimine nazaran ¢ok daha iyi bilgi verici oldugunu seklindedir. Dallanma seklinin de ayrica
teshiste kullanilabilecegi vurgulanmistir. Bu c¢alismadan da anlasilacagi gibi morfolojik
ozellikler teshiste biiylik onem tasir ve filogenetik analizlereki souglarla genelde oOrtiisen

sonuglar verir (Barros-Borreto2006).

Mclvor ve ark. (2002)’nin yaptig1 ¢alismada da belirtildigi gibi rbcL geninde higbir
insersiyon ve delesyon yoktur ve bu nedenle de filogenetik arastirmalarda kullanimi
uygundur.

Filogenetik calismalarda dizi analizi icin, DNA bdlgeleri ¢ekirdek ve mitokondrial
rDNA ve protein kodlayan genlerin kullanigh oldugu ispatlanmistir (Bridge ve ark., 1998).

DNA barkodlanmasindaki son gelismeler 1siginda taksonlardaki kimliklerle ilgili
problemleri ¢6zmeye yonelik Onerilen yeni taksonomik yaklasimlar vardir (Hebert and
Gregory, 2005). DNA barkodlama metodu sayesinde karigtiritlmasi kuvvetle muhtemel olan
taksonlarin ayrimi daha titiz bir sekilde miimkiin olmustur. Sonug olarak, DNA bazlar tiirler
arasindaki intra ve inter-spesifik varyasyonlar ve birden ¢ok gen sekansina gore yapar. Bu

caligmalar morfolojik ve genetik gruplar arasinda belli bir uyum oldugunu gostermesine
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ragmen genetik markerlar ve DNA barkodlama metodlar1 sadece taksonlari belirlemekle

kalmaz, tiirlerin yayilisin1 da gosterir (Guillemin et al. 2008 )

Ceramium spp. cinsine ait taksonlarin tayininde, 6ncelikle dig goriiniise bakilarak daha
sonra da mikroskop altinda kanca yapisina, perisentral hiicre sayisina, dikenlerin varligina,
yan dallanmalarin yogunluguna vb. morfolojik yapilarina bakilarak tayinler yapilmistir. Daha
sonra da molekiiler bazda caligmalar yapilmis ve makalelerin incelenmesi sonucu
kullanilmaya karar verilmis olan rbcL geni ¢ogaltilmis ve ¢ikan sonuglar 1s1ginda filogenetik
bir aga¢ olusturulmustur. Burada gézlenen C. rubrum var. rubrum, C. rubrum var. implexo-

contortum ve C. rubrum var. barbatum taksonlar1 ayr1 bir dal olusumuna neden olmuslardir.

Bu dalda goze garpan sonuca gére C. rubrum var. implexo-contortum ve C. rubrum var.
barbatum taksonlar1 birbirine daha yakin olmakla birlikte C. rubrum var. rubrum taksonunun
alt dallarin1 olusturmaktadir. Zaten morfolojik 6zelliklere gore yapilan tayinden de ayni sonug
¢ikmaktadir. C. rubrum var. implexo-contortum ve C. rubrum var. barbatum taksonlari, C.
rubrum var. rubrum taksonunun altinda siralanmistir. Ayrica C. secundatum ve C. botricum
taksonlarmin da bu ii¢ taksona yakin akraba olduklar1 gézlenmektedir. C. ciliatum var.
robustrum taksonununda bu taksonlarin bulundugu kolda yer aldigi1 ve C. siliquosum var.
siliquosum, C. siliqguosum var. elegans, C. siliquosum var. zostericola, C. siliquosum var.

zostericola f. minusculum taksonlarina nazaran ¢ok daha yakin akraba olduklari belirlenmistir.
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada Ceramium cinsinden 8 taksona ait dizi analizleri yapilarak diger
taksonlarla filogenetik iligkileri ortaya konmaya c¢aligilmistir. Elde edilen sonuglardan 2
taksona ait verilerde filogenetik agagta bir sapma olsada C. siliquosum var. zostericola, C.
siliquosum var. siliguosum diger taksonlara ait verilerin filogenetik agagta uygun yerde

olduklar1 belirlenmistir.

C diaph/1, C pal 1223, Csvel 1, Csvz1/8, Csvslq 1, Csvzfml/ ayni dal iizerinde yer
aldiklarindan ortak atadan geldiklerini sOyleyebiliriz (Sekil 21). Yani bu taksonlar bazi
Ozellikler bakimindan birbirrine benzerlik géstermektedir. Dalin i¢ine baktigimizda Csvel
1 ve Csvzfml/ aym dalda olduklar1 i¢in bunlar birbirine en yakin takson olarak
goziikmektedir. Ortak Ozellikleri en fazla olan yani bu ikiliye en yakin grup Csvzl1/8
ornegidir. Bu li¢ 0rnegi beraber diisiindiiglimiizde ise en yakin taksonun Csvslq 1 oldugu
goriilmektedir. Ceramium diaphanum var. elegans (Roth) Roth adiyla gegerli isimlendirme
olarak kabul edilmektedir. C. diaphanum var. elegans taksonunun C. svel 1 olmasi gerekir.
Ciinkii agaca bakildiginda Ceramium diaphanum yani Cdiaph/l 6rneginin en uzakta
oldugu dikkati ¢eker. Csvel 1 6rneginin bu durumda C diap/1 6rnegine yakin bir yerde

ctkmas1 gerekirken dalin sonlarinda yer almistir.

Klasik tanimlamanin molekiiler tabanli desteklenmesi dogru siniflama yapilmasina
katki saglayacaktir. Evrim i¢in bagimsiz bir dizi saglamada molekiiler markerlerin
kullanilmas1 6zellikle Ceramium gibi ornekler igin Onemlidir. Ceramium cinsi gibi
filogenetik varyasyonun oldukc¢a fazla oldugu taksonlarda tayinde kullanilan dis goriiniis,
mikroskopik yapidaki kanca yapisi, perisentral hiicre sayisi, dikenlerin varligi ve yan
dallanmalarin yogunlugu gibi morfolojik belirleyici 6zellikler yaninda, DNA dizilerininde
ortaya konmas1 teshisteki olas1 hatalari ortadan kaldiracaktir. Ulkemizde Rhodophyta
tiyelerine ait ilk molekiiler ¢alisma olmasi bakimindan 6nemlidir. Bundan sonra yapilacak

calismalarada 6rnek teskil edecektir.

Bu calismayla ilk defa molekiiler diizeyde Canakkale Bogaz1 kiyilarinda bulunan
bazi1 Ceramium taksonlari ¢alisilmis, taksonlart morfolojik tayinlerinin yani sira korunmus
olan rbcL gen bolgesi cogaltilarak molekiiler diizeyde tayinleri yapilmis ve taksonlarin

birbiri ile olan akrabalik seviyesi belirlenmistir. Ayrica literatiirlerde dizi analizlerine ait
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veri olmayan 6rneklere ait gen dizilimleri de ilgili bilim insanlarinca kullanilmak {izere gen

bankasina kazandirilmistir.
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