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OZET

Yiiksek Lisans

FARKLI ALANLARDA YASAYAN EUSTIGMAEUS ERCIYESIENSIS
(ACARI: STIGMAEIDAE) POPULASYONLARINDAKI GENETIK
POLIMORFIZMLERIN RAPD-PCR YONTEMI iLE BELIRLENMESI

Nilgiin KARASU

Erzincan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Salih DOGAN

Ortak Danigsman: Dog. Dr. Murat CANKAYA

Bu calismada, Erzincan’m Ahmediye ve Eksisu sinirlar iginde yer alan 17 farkli alandan
alinan Eustigmaeus erciyesiensis (Acari: Stigmaeidae) orneklerinde genetik farkliliklar
RAPD-PCR yontemi ile analiz edildi. RAPD-PCR ¢alismalarinda toplam 12 primer denendi
ve hepsi genoma baglandigi i¢in timii degerlendirmeye alindi. Amplifikasyon sonucu
buiyiikliigii 100 bg ile 4000 bg arasinda degisen toplam 134 bant elde edildi. Cogalan DNA
bantlarindan 74 tanesinin polimorfik oldugu gozlendi. Toplam polimorfizm oran1 %55,2
olarak hesaplandi. Bu oran iki alandaki E. erciyesiensis popiilasyonlarinda tir igi
varyasyonun yiiksek oldugunu gosterdi. RAPD sonuglariyla olusturulan dendrogram

analizlerine gore E. erciyesiensis iki grupta kiimelendi.

Toprak ve suyun pH’s1 ile sicakligina bakildiginda Ahmediye alaninin Eksisu alanina gore
daha asidik oldugu belirlendi. Ayn1 mevsimlerde Ahmediye ve Eksisu alanlarinin hava ve
toprak sicakliklarinin degerlendirmesi yapildiginda yil icinde Ahmediye’de sicakligin daha
diistik oldugu goriildii. Canlilarin farkli ortam kosullarina adaptasyonunun genetik agidan da
faklilagmalarina ve tiir igi varyasyonlara sebep oldugu soylenebilir. Elde edilen veriler bu

durumu destekler niteliktedir.

2015, 83 sayfa

Anahtar Kelimeler: Eustigmaeus erciyesiensis, RAPD-PCR, Erzincan, genetik polimorfizm



ABSTRACT

Master Thesis

DETERMINATION OF GENETIC POLYMORPHISMS IN EUSTIGMAEUS
ERCIYESIENSIS (ACARI: STIGMAEIDAE) POPULATIONS INHABITING
DIFFERENT FIELDS BY RAPD-PCR METHOD

Nilgiin KARASU

Erzincan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Salih DOGAN

Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murat CANKAYA

In this study, the genetic differences in Eustigmaeus erciyesiensis specimen analyzed by
RAPD-PCR method taken from 17 different areas located within Ahmediye and Eksisu in
Erzincan. In RAPD-PCR studies a total of 12 primerswere tested and all of them were linked
to the genome so all primers were included in the evaluation. As a result of amplification it
was obtained a total of 134 bands varying the size from 100 bp to 4000 bp. Growing bands
of DNA were observed that 74 of them were polimorphic. Total polimorphism rate was
calculated as 55,2%. This ratio showed that the intra-spesific variation was high in E.
erciyesiensis populations in two areas. According to the dendogram analysis which

generated by RAPD-PCR results E. erciyesiensis were clustered in two groups.

When the pH and temperature of the water and the soil was examined, it was determined that
Ahmediye was more acidic than Eksisu. The air and the soil temperature of Ahmediye and
Eksisu was evaluated in the same seasons it was observed that the temperature was lower in
Ahmediye in the year. It can be said that the adaptation of organisms to different
environmental conditions causes the genetic differentiation and intraspesific variation. The

datas obtained support this situation.

2015, 83 pages

Keywords: Eustigmaeus erciyesiensis, RAPD-PCR, Erzincan, genetic polymorphism
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1. GIRIS

Kéinatin varolusundan bu yana cesitli fiziksel ve kimyasal kosular altinda
adaptasyon yetenegi smanan canlilar varolma miicadelesini halen siirdiirmektedir.
Diinyanin ilk anlarinda canlilik i¢in ¢ok da miisait olmayan bir ortam evrilerek

yasam i¢in en uygun kosullara sahip olmustur.

Canlilik, kainatin yaratilma siirecinde ¢ok da uzun olmayan bir hikayeye sahip olsa
da bu kisa zaman araliginda bircok degisime ugramistir. Bu degisimler sayesinde
diinyanin farkli bolgelerinde bulunan organizmalar birbirlerinden farkli kosullar
icerisinde adaptasyona zorlandiklarindan DNA’larinda bir takim farkliliklar meydana
gelmistir. Bu farkliliklar kimi zaman morfolojik olarak goriilebilir bir degisime, kimi

zamanda sessiz bir mutasyon halinde polimorfizme yansimaktadir.

Morfolojik ve anatomik farkliliklara dayanarak canlilarin siniflandirilmas: artik
teknolojinin gelismesine paralel olarak DNA dizi analizleri ile saglamlastiriimaktadir.
Ayni tiiriin farkli bolgelerde yasayan bireyleri arasinda ¢ogu kez morfolojik bir farka
rastlanmazken DNA ve protein belirtegleri sayesinde akrabalik iliskisi daha net

ortaya konulabilmektedir.

Canlilarin gesitliligi ile mesgul olan Sistematik, Molekiiler Biyoloji ile biitiinlestirilip
molekiiler verilerle desteklendiginde sonuglarin yorumlanmasinda oldukg¢a fayda
saglamaktadir. Sistematik alanda ¢alisanlar verilerini Molekiiler Biyoloji, Biyokimya
gibi bilim dallartyla destekleyerek multidisipliner yorumlarla daha anlamli hale

getirebilirler.

Bu c¢alismada farkli alanlarda yasayan Eustigmaeus erciyesiensis akarlarinin
DNA’larindaki polimorfizmler RAPD-PCR yontemi ile incelenerek, bu iki alandaki
poplilasyonlarin genetik agidan karsilastirilmasi yapilmistir. Burada amag tiir igi olasi
farkliligi molekiiler diizeyde ortaya koymaktir. Bu, E. erciyesiensis iizerindeki ilk

molekiiler temelli calismadir.



1.1. Akarlarin Genel Ozellikleri

Akarlar (Acari), karasal ve sucul formlardan olusan eklembacaklilar (Arthropoda)
subesinin bir iiyesidir. Diger eklembecaklilardan farkli olarak antenleri ve
mandibullar1 bulunmayan Chelicerata alt subesinde yer alan akarlar, karasal ve sucul
ortamlar da dahil neredeyse her yerde yasarlar. Bunlarin ¢ogu serbest yasayan
formlardir (Krantz ve Walter, 2009).

Akarlar, yaklasik 400 milyon y1l dncesinde, erken Devoniyenden bilinen fosiller ile
tim karasal hayvanlarin en eskileri arasinda yer alir (Walter vd., 1996). Serbest
yasayan diger araknidlerin (Arachnida) aksine ¢ok sayida akar diger hayvanlarla
yakin iligkiler kurmustur. Bu iligkiler kommensalizmden parazitizme degisiklik

gostermektedir (Evans, 1992).

Akarlar ¢ok kiictiktiirler; ¢ogunlugu uzunluk olarak 1 milimetreden daha kisadir ve
hicbiri birka¢ santimetreden daha fazla biiyliyemez. Boceklerinkine esit olmamasina
ragmen, akarlar tiir zenginliginde yiiksek bir orana sahiptir (Walter ve Proctor, 2001;
Zhang, 2011). Akarlar ekosistemin pasif bir bileseni degildir; aksine sucul ve karasal
sistemlerin 6nemli indikatoriidiir. Akarlar biyolojik ¢esitliligin baglica bilesenleridir.
Simdiye kadar tanimlanmis tiir sayis1 55 bin civarindadir; fakat Krantz ve Walter

(2009)’a gore bu sayinin yarim ila bir milyon arasinda oldugu diisiiniilmektedir.

Buzullardan ¢ollere tiim karasal ortamlarda, tatli-tuzlu-termal sularda, ev tozunda ve
depo iirlinlerinde bulunan akarlar, genis bir yasam alanina sahiptirler. En yogun
bulunduklar1 yerler ise orman topraklaridir. Doku artiklarini ayrigtirma, zirai
miicadele, toprak 1slahi akarlarin ekolojik faydalar1 olarak sayilabilir. insanlarda ve
omurgali-omurgasiz hayvanlarda i¢-dig parazit olarak yasayan tiirleri de mevcuttur.
Bagkalasim geciren akarlar uzun bir 6mre sahiptirler ve diger eklembacaklilarin
aksine yavas trerler (Wooley, 1988; Evans, 1992; Walter ve Proctor, 1999; Krantz
ve Walter, 2009; Dogan, 2012).



Calisma konusunu olustuan Eustigmaeus erciyesiensis Stigmaeidae familyasinin

mensubu olup, asagida bununla alakali bilgi sunulmustur.

1.2. Stigmaeidae’nin Ozellikleri

Stigmaeidler diinyada genis bir dagilima sahiptir. Tirlerinin ¢ogu Palearktik,
Oryantal, Nearktik, Afrotropikal ve Avustralya bolgelerinden bulunmus olmasina
ragmen bu familyaya ait tiirler tiim biyocografik bolgelerde mevcuttur. Tiirlerinin %
35’inden daha fazlas1 bitki yapraklar1 ve dallar iizerinde serbest yasayan predatordiir.
Stigmaeid akarlarinin yumurta, larva, protonimf, détonimf ve ergin olmak iizere bes

yagsam evresi vardir (Fan ve Flechtmann, 2015).

Stigmaeid akarlar sulu ve yar1 sulu habitatlar ile toprak, yaprak ve ¢imen dokiintiisti,
yosun, liken, aga¢ kabugu ve bazi boceklerin lizerinde yasarlar. Stigmaeidler
genellikle yumusak viicut yapisina sahip olup, serbest yasadiklar1 kabul edilmektedir.
Baz tiirlerinin avcilikla gecindikleri ve bazi zararli akarlarin yumurta, larva, nimf
veya erginleri ile beslendikleri bilinmektedir. Stigmaeidae familyas1 500’iin iizerinde
tiir ve 32 cinsle temsil edilmektedir; bu cinslerden birisi de Eustigmaeus’dur (Gerson
vd., 2003; Dogan ve Ozcelik, 2011; Dénel ve Dogan, 2011, Pérez, 2015; Dogan vd.,
2015a).

1.3. Eustigmaeus’un Ozellikleri

Az sayida tiirtiniin yagsam evrelerinin 6zellikleri bilinen Eustigmaeus cinsi (Sekil 1.1)
diinyada yiizden fazla tiirle temsil edilmektedir (Dogan vd., 2004). Dokiintii, yosun,
liken ve ¢imenli toprak Eustigmaeus cinsi iiyelerinin yasam alanini olusturur. Bu
cinsin taksonomi ve ekolojisi Summers & Price (1961), Chaudhri (1972 a,b), Wood
(1971, 1972, 1973) ve Tseng (1982)’in yaptig1 calismalarla daha iyi anlasilmistir.
Eustigmaeus cinsi akarlar Antarktika hari¢ biitiin zoocografik bdlgelerde
bulunmaktadirlar. Tiirkiye’de Ko¢ & Ayyildiz (2000) ve Dogan & Ayyildiz (2003)

tarafindan cinsin 22 tiirii bildirilmistir (Dogan vd., 2003). Eustigmaeus tiirleri yasam



dongiilerini dort evrede tamamlar. Bunlar larva, protonimf, deutonimf ve ergin olarak
adlandirilir (Dogan vd., 2004).

Sekil 1.1. Eustigmaeus erciyesiensis A. dorsal, B. sirt deseni, C. Ventral (Dogan vd.,
2003).

1.4. Eustigmaeus erciyesiensis’in Sistematikteki Yeri

Alem: Animalia
Sube: Arthropoda
Alt Sube: Chelicerata
Sinif: Arachnida
Alt Smif: Acari
Ust Takim: Acariformes
Takim: Trombidiformes
Alt Takim: Prostigmata
Ust Familya: Raphignathoidea
Familya: Stigmaeidae
Cins: Eustigmaeus
Tiir: Eustigmaeus erciyesiensis



1.5. Eustigmaeus erciyesiensis’in Ozellikleri

Bu canlinin yumurtalarindan tig ¢ift bacakli larvalar ¢ikmaktadir. Bu evrede aggenital
plagin bulunmamasinin yaninda larvalar nimf ve erginlere gére daha yumusak yapili,
sirt daha fazla sayida plakli ve bazi1 agizla bacak pargalar1 tizerindeki killarin sayisi
daha azdir. Protonimf evresinde; dort ¢ift bacakli olup sertlesme artmis, sirttaki
plaklarin sayis1 biiyiiyiip kaynasarak dorde inmistir. Bu evrede bir ¢ift kill1 aggenital
plaklar olusur. Bunun yaninda agiz ve bacak parcalar1 lizerindeki killarin sayisi
giderek artmaya ve sirt plaklari {izerindeki g¢ukurluklar belirginlesmeye baslar.
Deutonimf ergine ¢ok benzer. Bu evrede paragenital kil sayis1 iki katina ¢ikar. Sirt
deseni daha iyi ayirt edilebilir konumdadir. Ancak, histerozoma plagi protonimfteki
gibi ikiye bolinmiis durumdadir. Akar erginlestiginde; viicut daha iyi sertlesmis, sirt
ve karindaki ¢ukurluklar iyice belirginlesmis ve histerozoma bir plakla ortiilmiistiir.
Erkek bireylerin genel olarak ozellikleri disi bireylere benzerdir. Farkli olarak;
viicudun daha kiigiik olmasi, histerozoma plaginin nimf evrelerindeki gibi ikiye
boliinmiis olmasi, biitlin bacaklarin tarsusu iizerinde ilave uzun bir solenidiyumun

bulunmasi ve anogenital agikligin viicudun arka ucunda yer almasiyla disiden ayrilir.

Erigkin disilerde (Sekil 1.1 ve 1.2) vucut uzunlugu 460 (417-500) um ve eni ise 356
(320-419) um’dir. Propodozoma plag: iizerinde bir ¢ift géz vardir. Propodozoma ve
histerozoma plaklar1 dairesel gukurluklardan olusan desenlere sahiptir. Propodozoma
tizerinde dort ¢ift, histerozoma iizerinde alt1 ¢ift kili¢ seklinde merkezi 15l kil
vardir. Suranal plak tizerinde bulunan iki ¢iftten ikincisi (h,) ince ve diken seklinde,

ilk cifti ise sirt killarina benzer yapidadir.

Humeral plak, sirt plaklariyla ayn1 desene sahiptir ve tasidigi c; killar1 ¢ok kisadir.
Humeral bolgede tizeri noktali bir ¢ift kallosit bulunmaktadir. Koksisternal plaklar
ayr1 ve ¢okgenimsi desene sahiptir. 1a, 3a killar1 bu plaklar lizerinde yer almaktadir.
4a kil yoktur. iki ¢ift aggenital kilin bulundugu aggenital bdlge koksisternal
plaklarda oldugu gibi desenlidir. Anogenital plak iizerinde uzunluklar1 birbirlerine

yakin {i¢ ¢ift pseudanal kil bulunmaktadir.



Sekil 1.2. Eustigmaeus erciyesiensis’in 11k mikroskobuyla elde edilmis goriintiisii

A. dorsal goriiniisii, B. ventral goriiniis, C. yandan goriiniisii.

Bacak pargalar tizerindeki killarin dagilimi ise soyledir; koksa: 2—2—2—2, trokanter:
1-1-2-1, femur: 6-5-3-2, genu: 3(+1x)-3(+1k)-1-1, tibiya: 5(+1@p+1¢@)-5(+1¢pp)—
5(+1ep)-5(+1pp), tarsus: 13(+1w)-9(+1w)-7(+10)-7(+1w).



Eustigmaeus erciyesiensis’in yayilisi

Simdiye kadar sadece iilkemizden bilinen bu tiir Erzincan, Kayseri, Trabzon ve
Kelkit Vadisi’nden verilmistir (Dogan vd., 2003, 2004, 2015b; Dogan, 2005, 2007,
Erman vd., 2007; Dénel ve Dogan, 2011).

1.6. Bocek Taksonomisinde Kullanlan Molekiiler Belirtecler (Markirlar)

Biyolojide molekiiler yontemler yirminci ylizyilin sonlarina dogru ortaya ¢ikmuistir.
PCR temelli DNA ¢ogaltilmast ve DNA sekans yontemlerindeki yenilik molekiiler
belirteglerin (markir) kullanilmasinda etkili olmustur (Mullis vd., 1986; Dabert,
2006). Molekiiler markirlar, taksonomik gruplar arasindaki varyasyonlari belirlemek
lizere gelistirilmis ve popiilasyon genetigi, filogenetik gibi alanlarda etkili olarak

kullanilmistir (Dabert, 2006).

Molekiiler filogenetik ¢alismalarinda tiirler arasindaki niikleotid dizilim
farkliliklarinin saptanmasi amaglanmistir. Giintimiizde DNA bdlgelerinin filogenetik
caligmalara yiiksek katki sagladigi tartismasiz bir gergektir. Fakat DNA bolgelerinin
karsilagtirlmasinda ~ birtakim  problemler  bulunmaktadir. ~ Organizmalari
karsilagtirirken sistematik problemlerin ¢6ziimil i¢in uygun markir ya da gen bolgesi
secimi olduk¢a zahmetli bir istir. Filogenetik calismalarda iizerinde taksonomik
arastirma yapilacak canlinin genomu belirlenmis ise ilk ve en onemli adimi uygun
gen bolgesinin se¢imidir. Uygun olmayan gen bdlgesi ya da markir se¢imi sonuglarin
yanlis degerlendirilmesine sebep olabilmektedir (Dabert, 2006; Hwang ve Kim,
1999).

Yiiksek sekilde korunmus gen bolgeleri, diisiik populasyon dagilimi gdsteren canlilar
icin yapilacak arastirmalarda uygundur. Yiiksek dagilim gosteren canlilar igin
yapilan filogenetik arastirmalar igin ise oldukca fazla degisken gen bolgeleri
kullanilmaktadir (Hwang ve Kim, 1999). Boceklerdeki sistematik ¢aligmalar siklikla
morfolojik karakterlere dayali tanimlamaya goére yapilmaktadir (Frank, 1979;



Herman, 2001). Organizmalarin sadece morfolojik 6zelliklerine dayali ¢alismalar
kimi zaman yeterli olmamaktadir. Clinkii organizmalar yasa, cinsiyete ve farkli
yasam kosullarina bagl olarak varyasyon gosterebilmelerinin yaninda, ikiz tiirlerde
oldugu gibi morfolojik olarak da birbirlerine son derece benzeyebilmektedir. Bu
nedenle, son yillarda siniflandirma ¢alismalarinda molekiiler tekniklere de agirlik

verilmektedir (Frank, 1979).

Bocek taksonomisinde kullanilan molekiiler markarlar, protein markirlari ve DNA
markirlar1 olarak ikiye ayrilir. Protein markirlart i¢in allozim elektroforezi
kullanilirken DNA c¢alismalari igin RFLP, RAPD, AFLP, SSR, ISSR, SRAP, SCAR,
CAPS ve DNA dizi analizi gibi teknikler kullanilmaktadir (Frank, 1979; Herman,
2001).

1.6.1. Protein markirlar

Protein markirlari, DNA’nin kullanimindan 6nce elektroforetik enzim analizleri,
farkli alellerin ortaya g¢ikartilmasi, tiir i¢i ve tiirler arasindaki genetik varyasyonun
saptanmasi gibi ¢aligmalarda yaygin bir sekilde kullanilmigtir. Tiirler arasinda ya da
bir tirin farkli popiilasyonlar1 arasindaki genetik mesafe, elde edilen alel

frekanslarinin analiziyle hesaplanabilir (Loxdale ve Lushai, 1998).

Allozim ve izozimler 1960 ortalarindan itibaren sistematik c¢aligmalarda ve
poplilasyon genetiginde kullanilmaya baslanan protein markirlaridir. Allozimler, ayni
gen bolgesi tizerinde farkli aleller tarafindan kodlanan farkli sekilde enzimlerdir;
izozimler ise farkli gen bolgeleri lizerinde yer alan genler tarafindan kodlanan fakat

ayni1 islevi goren enzimlerdir (Hubby ve Lewontin, 1966).

Bu proteinlerin; sekil, biiytikliik, elektrik yiikleri birbirinden farkli oldugu icin jelde
farkli sekilde tasinirlar ve farkli sekilde goriintirler. Bir genin farkli allellerini ayirt
etmek icin allozimlerin poliakrilamid jelde yiiriitilmesiyle elde edilen bantlar

kullanilir. Yine aymi sekilde izozimlerin jelde yiiriitilmesi sonucu elde edilen



bantlarin incelenmesiyle de farkli popiilasyonlar arasindaki genetik cesitlilik

saptanabilir (Gomez, 1998).

1.6.2. DNA markirlari

Genom {izerinde belli bir bolgeyi tarif etmek i¢in kullanilan genetik belirteclere
molekiiler markirlar denir. DNA zincirinin biiyiik bir kismmi ya da tek bir
niikleotidini isaret edebilirler (Giilsen ve Mutlu, 2005). Bu markirlar sayesinde
morfolojik olarak benzer tiirler hakkinda kesin yargilara varilabilmektedir (Karaca

vd., 2002).

DNA’ya dayali markir sistemlerinin gelismesiyle DNA markirlarinin, protein
markirlarina gére polimorfizmleri daha iyi ortaya c¢ikardigr goriilmiistir. DNA
bolgesinin intronlarinda yer alan mutasyonlarin DNA diizeyinde protein diizeyinden
daha fazla degisiklik gostermesinden dolayt DNA markirlariyla, protein
markirlarindan daha fazla polimorfizm elde edildigi belirlenmistir. Bundan dolay1
DNA markirlarinin kullanimi yayginlagsmistir. Ayrica DNA numuneleri, proteinlere
gore daha duragandir ve proteinlerden farkli olarak organizmalarin biitiin
dokularinda aynidir. Bu yiizden DNA markirlar tiir i¢cindeki ya da tiirler arasindaki
genetik uzakligi belirlemek icin siklikla kullanilmaktadir (Giiz ve Kilinger, 2012).

Ayrica seleksiyon, genom haritalama, tlir tanimlanmasi, bireyler arasi genetik
uzakligin belirlenmesi gibi durumlarda DNA markirlarindan yararlanilir (Bilgin ve

Korkut, 2005).

Yaygin olarak kullanilan molekiiler markirlar birtakim avantajlara sahiptir:

a. Cevre sartlarindan etkilenmezler.
b. Cekirdek ve farkli kalitim sekline sahip kloroplast ve mitokondri gibi organel

genomlar ayr1 ayri1 ¢aligilabilir.
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c. Genetik degisiklikleri daha fazla yansittiklari ig¢in daha az pleiotrofiktir (bir
genin birden fazla karakteri kontrol etmesi).

d. Her bir ebeveynden gelen farkli karakterler tespit edilebildigi i¢in bitkilerin
genetik orijini tespit edilebilir.

e. Sonsuz sayida molekiiler markir elde edilebilir.

Cagdas molekiiler biyoloji ve ozellikle de DNA markir sistemlerinde ilerleme
kaydedilmesi boceklerde, molekiiler ekoloji ¢alismalarina ait zengin teknik bilgi
olusturmustur (Hoy, 2003). Son 15 yildir DNA markirlar1 boceklerde filogeni,
popiilasyon genetigi, gen ve genom haritalama ¢alismalaria biiyiik katki saglamistir

(Loxdale ve Lushai, 1998; Arbogast, 2001; Avise, 2004).

DNA markir sistemlerinin Entomolojide uygulanmaya baslanmasindan sonra daha
ucuz ve giiclii genotipleme i¢in yeni teknikler gelistirilmis, bu da entomologlara
gelistirilen yeni teknikleri kullanarak daha verimli bocek genleri ile ¢aligmalart igin
imkan saglamistir (Behura, 2006). DNA markirlari, boceklerde genetik akrabaliklarin
belirlenmesi, popiilasyon genetigi ve gen haritalama c¢alismalarinda, ¢aligmalara hiz
vermektedir. Eger elimizdeki bocek materyali az ise ya da numuneler eski ve kuru
ise bu gibi durumlarda DNA markirlarinin kullanilmasi daha uygun olmaktadir
(Loxdale ve Lushai, 1998; Hoy, 2003; Behura, 2006).

Siniflandirma yapilirken her seviye i¢in ayrt DNA markirnin belirlenmesi miimkiin
degildir. Filogenetik calismalara 151k tutmak icin bircok markir ve genlerle caligilir
fakat tiirler aras1 genetik c¢esitlilik ¢aligmalari i¢in yaygin olarak mitokondriyal DNA
(mtDNA) ve niikleer ribozomal DNA (rDNA) gen bolgeleri kullanilmaktadir
(Hwang, 1999). Bu markirlar, yakin zamanda birbirinden ayrilan tiirlerin fenotipik
degisimi ve gelisiminin genetik temelleri ve tarihi hakkinda onemli bilgiler

saglamaktadir (Tiimay, 2011).

1.6.2.1. Hibridizasyona dayal molekiiler markir
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RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism/ Kesilmis Parca Uzunluk

Polimorfizmi) yontemi

Sistematik ¢alismalarda kullanilan yontemlerden birisi olan RFLP, restriksiyon parga
uzunluk polimorfizmi olarak adlandirilir. RFLP yonteminde DNA, ekstraksiyondan
sonra uygun restriksiyon enzimleri ile kesilir ve jel elektroforezi ile kesilen DNA
bantlar1 birbirinden ayrilir. Daha sonra jeldeki DNA bir membrana aktarilarak,
radyoaktif ya da radyoaktif olmayan bir prob ile isaretlenir. Baglanmayan problar
yikanarak elde edilen bantlar rontgen filminde ya da 6zel cihazlarda goriintiilenir. Bu
yontem daha iyi bir ¢oziliniirliik ve daha fazla degiskenlik elde etmek i¢in kullanilir.
Ancak benzer islemler prob kullanilmadan da yapilabilir. RFLP analizi fazla
miktarda ve saflik derecesi yiiksek olan DNA gerektirdigi igin, kiigiik bocek
orneklerinden her bir bireye 06zgii DNA’nin izole edilmesinde sorunlar

yasanabilmektedir (Giiz vd., 2012).

1.6.2.2. PCR temelli molekiiler markirlar

1.6.2.2.1. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) yontemi

RAPD (Rastgele Cogaltilmig Polimorfik DNA) genetik polimorfizmi belirleyen
PCR’1 temel alan bir yontemdir. RAPD yontemi ilk defa 1990°da rastgele secilmis

primerlerin kullanildig1 bir yontem olarak ortaya ¢ikmuigtir.

RAPD fragmenleri ayirt edilerek, genetik markirlar olarak kullanilmistir ve sonradan
buna molekiiler markirlar adi verilmistir. Bu yontemi ilk kez Williams vd. genetik
polimorfizmi belirleyen, yeni bir yontem olarak ortaya koymuslar ve rasgele

cogaltilmis polimorfik DNA olarak ifade etmislerdir.

RAPD yonteminin temel prensibi (Sekil 1.3) calisilan genomik DNA {izerinde
rastgele segilmis, 9-10 bg oligoniikleotidin, diisiik baglanma sicakliginda tesadiifi bir
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sekilde baglanmasi ve PCR ile ¢ogaltilmasidir. Daha sonra elde edilen ¢ogaltma
iriinii radyoaktif olmayan standart jel elektroforezinde yiiriitiiliir ve {iriinler bantlar
halinde gozlemlenir. Bantlarin varlig1 ya da yokluguna gore sonuglar degerlendirilir

(Aydin, 2004).

RAPD Reaksivonu 1

1 2
— —> —>

<+ < +—
/ 4 5 6

Kalip DNA-1

l PCR Reaksiyonu

== ===
CUriin A Uriin B
RAPD Reaksiyonu 2
4 5 6
<—
—1’/' kY i

Kalip DNA-2

l PCR Reaksiyonu

|
Uriin B

Sekil 1.3. RAPD Reaksiyonu sematik gosterimi (Aydin, 2004).

DNA temelli polimorfizm arastirmalari, hayvan tiirlerinin genetik analizlerinde
ilerleme kaydedilmesini saglamaktadir. Hayvan popiilasyonlarinda birbirini
tamamlayict nitelikte olan mikrosatelit, RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) gibi farkli molekiiler markirlar kullanilmakla birlikte giiniimiizde
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) yontemi de kullanilmaktadir.

Rastgele secilen primerlerin genomdaki sayisiz bdlgeyi ¢ogaltabilme kapasitesi ve
cogalan DNA parcaciklarinin genetik siniflara 6zgii dogasi, RAPD ydntemini genetik
uzaklik ve filogenik arastirmalar i¢in tercih edilir kilmistir. RAPD yontemi
kullanilarak belirlenen DNA polimorfizmi; agaroz jelde RAPD bandinin varlig1 veya

yoklugu ile belirlenmekte ve genomda sekillenen delesyon, insersiyon veya
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primerlenme bolgelerindeki ya da bolgeler arasindaki niikleotid dizilim farkini

yansitmaktadir (Aydin, 2004).

RAPD yonteminin asamalari

1. PCR isleminde kullanilacak olan primerler rastgele secilir ve dizayni yapilir.

2. Rasgele segilen bu primerler kullanilarak PCR islemi yapilir. PCR islemi
esnasinda primerler DNA’nin eslenik zincirine tutunur ve bu bdlgeler geometrik

olarak cogalir.
3. Cogalan bu DNA pargaciklari, agaroz jel elektroforez islemiyle yiiritiliir.

4. Etidyum bromiir ile boyanarak molekiil biiyiikliiklerine gore siralanan ve bantlar
halinde gorilen DNA pargaciklart degerlendirilerek DNA iizerindeki genetik

polimorfizm belirlenir.

RAPD yonteminin mekanizmasi

Standart bir PCR'da, her biri yaklasik 18-25 baz uzunlugunda, DNA iplik¢igine 6zgii
primerler kullanilmaktadir. Primerlerdeki baz dizilis siralari, hedef dizinin yan
bolgelerindeki DNA dizi bilgisine dayalidir. Ayrigarak tek iplik¢ige donligmiis DNA
kalibindaki bu spesifik bolgelere PCR’in yapigsma fazinda primerler baglanirlar ve
cogalacak bolgeleri tanimlarlar (Aydin, 2004).

RAPD yonteminin PCR asamasinda ise, rasgele dizilimdeki primerler
kullanilmaktadir. Rasgele secilmis olan primer, RAPD’in baglanma fazi1 boyunca
tamamlayicist olan bolgelere baglanmaktadir. Farkli bir parcacigin ¢ogalabilmesi icin
her iki primerin karsilikli iplik¢iklerdeki uygun bolgede ve cogalabilecek mesafede
(yaklasik 2500 veya daha az baz uzunlugu) bulunmasi gerekmektedir (Aydin, 2004).
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PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) metoduna dayali olan bu yontemde; rasgele
dizayn edilmis kisa oligoniikleotid primerler kullanilir ve genomik DNA tizerinde
belli baz1 parcaciklar ¢ogaltilir. Her bir RAPD primeri aynm1 PCR esnasinda, farkli
lokuslardan farkli sayilarda (1-10 veya daha fazla) DNA parcaciklarini ¢ogaltma
kabiliyetine sahiptir. Yani farkli primerler farkli RAPD polimorfizmleri meydana
getirmektedir. Bireyler arasindaki niikleotid dizilimi farkindan olusan polimorfizm

RAPD bantlarinin varlig1 ya da yokluguna gore belirlenir (Aydin, 2004).

Biitiin bireylerde bulunan RAPD bantlart monomorfik, bazi bireylerde
bulunmayanlar ise polimorfik olarak kabul edilir. 1-0 seklide puanlama
diisiiniildiigiinde hepsi 1 olarak puanlanmig bireyler monomorfik 6zellik gostermistir.
1-0 seklide puanlama ise PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezine tabi tutulmas ile

olugmus bantlagmalara gore yapilmaktadir.

Elde edilen RAPD bantlarinda gozlemlenen polimorfizmlerin, genetik iliskilerin
belirlenmesinde onemli oldugu kabul edilmistir. Gen haritalarinin ¢ikarilmasinda

RAPD bantlarinin ¢ok sayida olmasi istenen bir durumdur.

RAPD polimorfizmlere, primerlenme bolgelerindeki dizi farkliligi sebep olmaktadir.
Ayrica, varyasyon olusumunda ve nokta mutasyonlarinda oldugu gibi, primer
baglayan bolgeler arasindaki alanlarin farkliliklarindan da kaynaklanmaktadir.
RAPD yontemi, primer ve kalip arasindaki tek baz yanlis eslesmelerini belirlemede
olduk¢a duyarhidir. Bu yontemdeki ana giicliik, sonugta olusan bant profillerinin
reaksiyon sartlarindaki varyasyonlara, DNA kalitesine ve PCR 1s1 profiline ¢ok
duyarli olmasidir. RAPD bantlarinin Mendel kalitim yolunu izledigi ve cesitli
tiirlerin gen haritalarinin yapilmasimda kullanildigr bildirilmistir. Buna ek olarak,
RAPD teknigi ile homozigotluk ve heterezigotluk tespit edilememektedir (Devrim ve
Kaya, 2006).

RAPD yonteminin avantajlari
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e (Cabuk sonug verir.

e Ucuzdur.

e Azis giicli gerektirir.

e Polimorfizm oran yiiksektir.

e Az ve diisiik kalitede DNA 6rneklerinde bile sonug verir.

e PCR reaksiyonunu gergeklesmesi i¢in arastirilan genomun baz dizilimi
hakkinda herhangi bir 6n bilgiye ihtiya¢ yoktur.

e Yiiksek safliktaki DNA’dan ¢ok miktarlara ihtiya¢ yoktur.

RAPD yonteminin dezavantajlar:

e Giivenirliligi sinirhidir.

e PCR kosullart degistiginde farkli sonuclar verebilir, hatta O6rneklerin
saklanma kosullar1 bile sonuglar etkileyebilir.

e Bu yontem genomlardaki rastgele bolgeleri ¢ogalttigi i¢in iki tiir arasindaki
benzer biiytikliikteki fragmanlar homolog olmayabilir.

e Ozellikle popiilasyon ¢alismalarinda giivenirligi az oldugu igin tercih
edilmez.

e Nadir de olsa orneklerde bakteriyel kontaminasyon sonucu farkli bantlar

cikabilir.

RAPD yonteminden yararlanilan durumlar

e RAPD belirte¢ sistemi avantajlart nedeniyle prokaryotik ve Okaryotik tiirler
gibi pek ¢ok farkli yapinin genotipinin belirlenmesi,

e Genom yapisinin arastirilmasi,

e (Cesitli taksonomik ¢alismalar,

e Evrimsel sorunlar,

e Popiilasyon biyolojisi,

e Hibrit ¢alismalarinda,
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e QGenetik akrabaliklarin belirlenmesinde,

e Bireysel, kiiltiir ve 1k belirlenmesinde, ebeveyn belirleme, genetik
varyasyonun belirlenmesi,

e Baglanti haritalarinin olusturulmasi,

e Ozgiin bir gen lokusunun belirlenmesi,

e Adli tip, klinikal teshis, prenatal tani, salginlar ve ekoloji alanlarinda yogun
bir sekilde kullanilmaktadir (Aydin, 2004).

1.6.2.2.2. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism/Cogaltilmis

Fragment Uzunluk Polimorfizmi) yontemi

AFLP yontemi DNA’nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ile elde edilen DNA
pargalarinin PCR asamalari ile ¢ogaltilmasini temel alir. Bu yontemde énce DNA iki
restriksiyon enzimi ile kesilir, daha sonra kesilen DNA fragmanlarina adaptor olarak
isimlendirilen oligoniikleotidler baglanir. Elde edilen DNA fragmanlar1 farkli
primerlerle PCR yoluyla ¢ogaltilir. Yapilan iki agamali PCR’1n ilk asamasinda her iki
uctan DNA kesim enzimlerinin tanidig1 diziden sonraki ilk niikleotide gore segici
cogalimm  yapildigi  pre-amplifikasyon  yapilir.  Asil  amplifikasyonda,
preamplifikasyondan elde edilen pargalarin kullanimiyla kesim enzimi tanima
yerinden sonraki ikinci ve lciincli niikleotidler i¢in segici iiretim yapilir. Biitiin
primerler sentetik ug¢larin niikleotid dizilisini de tasidig: i¢in liretim oldukca spesifik
sartlarda yapilmis olur. Cogaltilan fragmanlar glimiis boyama ile jelde ya da flerosan

boyalar yardimiyla otomatik sekans cithazinda gozlemlenir (Giiz vd., 2012).

1.6.2.2.3. SSR (Single Sequence Repeat/Basit Dizi Tekrarlari) yontemi

Mikrosatellitler olarak da bilinen SSR markirlart genomda tekrar edilen en kiigiik
brimlerdir. Tekrar dizileri 1-6 b¢ arasinda degismektedir. Bu tekrar dizilerini
cevreleyen bolgelerin dizileri biliniyorsa oraya uygun primerler tasarlanir ve PCR ile

cogaltilir. DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen dizi atlama, yanlis baz
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eslesmeleri ve esit olmayan krossing over olaylar1 mikrosatellit sayilarinin

farkliligina neden olan temel olaylardir (Matsuoka vd., 2002).

Ligasyon ve enzim kesimi gibi islemlere gerek yoktur. PCR iiriinleri jelde
yiiriitillerek analizi yapilir (Nagaraju vd., 2002). SSR markirlar kullanilarak tiirler
aras1 farkliliklar ortaya ¢ikarilabilir. 2-6 niikleotid sayida gruplardan olusan tekrarlar
(AT)n, (GT)n, (ATT), seklinde gosterilir ve ‘n’ ardisik tekrar sayisini belirtmektedir
(Van Oppen vd., 2000).

SSR yontemi, az miktarda DNA gerektirmesi, kodominant markir olusturabilmesi,
tekrarlanabilir olmas1 ve yiiksek polimorfizm gdstermesi gibi avantajlara sahip
olmasi sebebiyle popiilasyon genetigi gen haritalama ¢aligmalarinda etkin bir sekilde
kullanilmaktadir (Powel vd., 1996). Bu yontemin onemli bir dezavantaji ise
mikrosatellit bolgelerinin yliksek oranda mutasyona ugramasiyla primer baglanma
bolgelerini degistirmesi ve bunun sonucunda anlamsiz allellerin olusmasina sebep

olmasidir (Freudenreich vd., 1997).

Ayrica SSR yontemiyle yeni markir gelistirmek de olduk¢a zor olmaktadir. Cilinki
yeni markir gelistirilmesi i¢in genomik DNA kopyalarinin tekrarlanan oligoniikleotid
iceren problarla hibridizasyonunun yapilmasi, niikleotid dizilislerinin belirlenmesi ve
yan yana tekrarlanan yapilarin baslangic ve bitis yerlerinden 6zel primerlerin
gelistirilmesi gerekmektedir. Bu da oldukca fazla is giicli gerektiren bir iglemdir.
Bocek popiilasyonlarinin genetik yapisinin belirlenmesi amaciyla bazi ¢aligmalarda

SSR ya da ISSR yontemlerinden yararlanilmistir ( Giiz vd., 2012).

1.6.2.2.4. ISSR (Inter-Simple Sequences Repeats/Basit Dizi Tekrar Arasi)

yontemi

Bu yontemde kullanilan basit DNA zincirleri, primer olarak 2 ile 4 arasinda degisen
farkli veya ayni niikleotidlerle sabitlestirilir. Bir reaksiyonda tekrarlanan zincir ayni

kalmak sartiyla, sabitlestirici DNA’larin farkli birlesimleri primer olarak ayni
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reaksiyonda kullanilarak bir tek PCR reaksiyonunda gii¢lendirilen hedef DNA
zincirlerinin sayisi arttirilir. Dolayisiyla da bir tek jel iizerinde iiretilebilecek bant ya
da markir sayisi arttirilir. Bu, diger DNA markirlarinin {retebildigi sayilarla

karsilastirildiginda 6nemli bir avantaj saglar (Fang vd., 1997).

ISSR yonteminde, ikili, ti¢lii, dortlii ve besli tekrarlanan niikleotitlere sahip primerler
kullanilmakta, bu primerlerle iki mikrosatellit aras1 bolge ¢ogaltilabilmekte ve elde

edilen PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiilerek etidyum bromiir ile boyandiktan sonra

belirlenebilmektedir (Zietkiewicz vd., 1994).

1.6.2.2.5. SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions/Dizisi
Karakterize Edilmis Cogaltilmis Bolgeler) yontemi

SCAR markirlar1 kullanilarak {iretilen bantlar jel iizerinden elde edilir ve bunlarin 3’
uclarindaki DNA zincirleri belirlenir. Bunlar daha uzun ve daha spesifik primerler
olarak PCR reaksiyonunda kullanilirlar. Boylece RAPD ve ISSR gibi markir

spesifitesi diisitk markirlarin giicii arttirilmis olur.

RAPD ve ISSR markirlarina kiyasla SCAR markirlarinin tekrarlanabilirligi oldukg¢a
yiiksektir. SCAR markirler1 restriksiyon enzimleriyle kesilerek kodominant

markirlara doniistiiriilebildigi gibi cogunlukla dominant markirlar olusturur (Chawla,
2002).

1.6.2.2.6. SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism/Cogaltilan Sekans

Polimorfizmi) yontemi

SRAP acik okuma alanlarint (ORF) hedef alan PCR temelli bir yontemdir.
Kullanilan forward primerler 17 niileotitten, reverse primerler ise 14 niikleotitten
olusan ¢ekirdek dizini ve bunu takiben 5’ ucuna eklenmis forward primerler icin
CCGG dizini, reverse primerler i¢in AATT dizini igermektedir. 3’ ucunda ise hem

forward hem reverse primerler 3 secici niikleotidden olusan bir dizi
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bulundurmaktadir. Forward primerler ekzonlari, reverse primerler ise genellikle
intronlart hedef almaktadir. SRAP markirlari, RAPD markirlarina gore daha yiiksek
oranda tutarli sonuclar ortaya koymaktadir ve AFLP markirlarina gore ise daha ucuz
ve daha az isgiicii gerektirmektedir. Ayrica SRAP markirlarinin polimorfizm

oraninin yiiksek olmasi gibi bir avantaji da vardir (Li ve Quiros, 2001).

1.6.2.2.7. CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence/Cogaltilmis

Kesilmis Polimorfik Dizi) yontemi

Bu yontem PCR-RFLP olarak da bilinir. Uygun primerler kullanilarak PCR ile
cogaltilmig DNA bolgelerinin restriksiyon enzimleriyle kesilmesini temel alir. Bunun
sonucunda DNA par¢a uzunluk polimorfizmleri elde edilir. DNA iizerinde meydana
gelen tek baz degisimleri ve insersiyon, delesyon gibi eklenme ve c¢ikarmalar
endoniikleazlarin tanima bolgelerini degistirir ve bdylece farkli biiyiikliikte DNA
parcalart olusur. Yontemin devaminda bir veya birden fazla endoniikleazla kesilen
gen bolgelerine 6zgli PCR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiilmektedir. CAPS markirlar es
baskin ve gen bdlgelerine 6zgilidiir dolayisiyla homozigot-heterozigot allel ayrimi

kolaylikla yapilabilmektedir (Konieczny ve Ausubel, 1993).

Kolay ve ucuz olmasi, diisiik miktarda DNA’ya ihtiya¢c duymasi, es baskin allel
ayrim1 yapabilmesi CAPS markirlarinin avantajlar1  arasindadir. Mutasyonlar
DNA’da dizi degisimlerine sebep olarak endoniikleazlarin tanima bdlgelerini
etkilemektedir ve bu da polimorfizm oranmin diisiik olmasina sebep olmaktadir.
Birtakim dezavantajlarina ragmen CAPS markirlart molekiiler genetik alaninda

birgok ¢aligmada kullanilmaktadir (Weiland ve Yu, 2003).

PCR-RFLP analizi PCR yoluyla belli bdlgesi ¢ogaltilmis DNA’nin restriksiyon
enzimleri ile kesilmesinin ardindan agaroz jelde veya poliakrilamid jelde yiiriitiilerek
polimorfik bdlgelerinin saptanmasina dayanmaktadir. PCR-RFLP analizi i¢in
literatlirde primer bilgisinin mevcut olmadigr durumlarda gen bankasindan hedef

genin dizisine ulagilabilir.
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1.6.2.2.8. TRAP (Target Region Amplification Polymorphism/Hedef Bolge

Cogaltim Polimorfizmi) yontemi

TARP yontemi, hedefteki aday gen bolgeleri i¢in biyoinformatik araglar ve EST veri
bankalar1 kullanarak polimorfik markir tiretmek i¢in gerceklestirilen hizli, etkili ve
PCR temelli bir yontemdir (Hu ve Vick, 2003). Bu markirlar iki tip 18 niikleotit
uzunlukta primerler kullanilarak iiretilir. Primerlerden biri veri bankasindaki EST
dizilerine gore tasarlanmig sabit primerdir. Digeri ise AT ve GC oran1 bakimindan
zengin, ekzon ve intronlar1 hedef alan primerdir. Bu yontem, 1slah caligsmalarinda
kullanilan ve belli gen bdlgelerine 0zgli genetik markirlarin iiretilmesinde

kullanilmaktadir (Hu vd., 2005).

1.7. PCR Yontemi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), in vitro kosullarinda DNA dizilerinin

cogaltilmasi esasina dayanmaktadir. PCR; basit, spesifik ve hassas bir tekniktir.

1.7.1. PCR yonteminin asamalari

PCR islemi ii¢ asamadan olugmaktadir. Birinci asama ayrilma (denatiirasyon) DNA
iplikgiklerinin birbirinden ayrilmasidir, ikinci agsama olan baglanmada (annealing)
primer kopyalanmak istenilen bdlgenin karsiligi olan yere yapisir. En son asama
uzamada (ekstensiyon) ise Taq polimeraz enzimi ortamda bulunan niikleotidleri
karsiliklarina uygun olarak birbirine ekler. Boylece iki diziden dort dizi olusmus olur.
Bu dongii 30-45 arasinda tekrarlanir ve 2" sayida DNA dizisi geometrik olarak
¢ogaltilmis olur (Sambrook ve Russel, 2006).

1.7.1.1. DNA zincirinin acilmasi (Denaturasyon)
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Kalip DNA (template DNA), 92-95 °C’de 1-2 dakika tutularak ¢ift sarmal yapidaki
DNA iplikgikleri birbirlerinden ayrilmaktadir. DNA zincirini ayirmak i¢in, bazi

durumlarda 5-10 dakika 6n 1sitma yapmak gerekebilir.

1.7.1.2. Primerlerin acilan DNA zincirlerine baglanmasi (Annealing)

Reaksiyon sicakligl, 37-65 °C’ye diisiiriiliir ve oligoniikleotid primerler agilan DNA
zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bolgeye baglanir. Bu islemin siiresi,

iretilecek baz uzunluguna bagl olarak degisir.

1.7.1.3. Primer uzamasi (Ekstensiyon)

Taq DNA polimeraz kalip DNA’ya uygun bazlar eslestirir ve aralarinda fosfodiester

bag1 olusturur. Boylece zincir uzamasi gergeklesir.

Tag DNA polimeraz 72 °C’de en iyi ¢alistigi igin amplifikasyon bu sicaklikta
gerceklestirilir. PCR sonucu elde edilen ¢ogaltma {iriinii hedeflenen DNA pargas1 ve

iki primerin toplam uzunlugu kadardir (Hadidi vd., 1995).

Sonugcta elde edilen PCR iiriinleri agaroz jel elktroforezi ile yiiriitiiliir ve sonrasinda
fleurosan bir boya olan etidyum bromiir (EtBr) ile boyanarak goriintiileme cihazinda

degerlendirilir.

1.7.2. PCR optimizasyonu

PCR teknolojisinin gelismesiyle ¢ok c¢esitli PCR uygulamalar1 da ortaya ¢ikmustir.
Bu nedenle, yeni PCR uygulamasinin diizenli ve optimum bir sekilde ¢alismasi i¢in
her laboratuvarda yeniden ayarlanmasi gerekmektedir. Eger PCR sartlar1 yeni PCR
uygulamasi i¢in uygun bir sekilde yeniden ayarlanmazsa bazi problemler meydana

gelmektedir.
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Bu problemler;

1. PCR’dan beklenen iiriin ya az alinabilir ya da hi¢ alinmayabilir.

2. Primerlerin yanlis baglanmasindan dolay1 spesifik olmayan bantlar olusabilir.

3. Primerler yanlis sekilde uzayabilir.

4. Primer-dimer olusumu ortaya c¢ikabilir ve bu olusumlar cogaltma islemini
yavaglatabilir.

5. Yeni sentezlenen DNA dizilerinde mutasyon gortilebilir veya istenilenden farkli

diziler ortaya ¢ikabilir.

1.7.3. PCR calisma sartlarin etkileyen faktorler

1. Enzim Konsantrasyonu

2. Magnezyum Konsantrasyonu

3. Deoksiniikleotid Trifosfatlar (Deoxynucleotide Triphosphates=dNTPs)
4. Diger Reaksiyon Unsurlari

5. DNA Zincirinin A¢ilmasi I¢in Gerekli Zaman ve Sicaklik

6. Primerlerin A¢ilan DNA Zincirlerine Yapismasi

7. Primer Uzunlugu, Konsantrasyonu ve Yapist

8. Primer uzamasi

9. Devir sayist (Yilmaz ve Devran, 2003).

1.7.4. PCR bilesenleri

1. Primer: Cogaltilmak istenen bolgenin ucundaki DNA dizisini spesifik olarak
tantyip baglanan ve c¢ogaltilacak olan bolgeyr smirlayan 10-30 niikleotid
uzunlugunda sentetik DNA parcasidir. Primerler organizma genomunun belli
bolgelerine baglanmaya uygun olarak hazirlanir. Secilen primerlerin uygun olup
olmamas: {irlin spesifikliginde oldukga etkilidir. Primerler liyofilize halde gelir ve
DNaz ve RNaz igermeyen ultra saf su ile 10 veya 50 pmol/ul olacak sekilde

sulandirilir. Kullanilana kadar aliquetlere ayrilarak -20 °C’de saklanur.
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2. dNTP kanisimi: Amplifikasyon esnasinda denatiire edilen zincirlerin
tamamlanmasinda kullanilacak olan deoksi niikleotit trifosfatlarlardan olusmaktadir.

dNTP’ler: esit oranda dATP, dGTP, dCTP, TTP igermektedir.

3. DNA polimeraz: PCR galismalarinin biiyliik ¢ogunlugunda Thermus aquaticus
bakterilerinden elde edilen termostabil Tag DNA polimeraz enzimi kullanilmaktadir.
Taq DNA polimeraz optimal sicaklikta (70-80 °C) saniyede 35-100 niikleotidin
polimerizasyonu ve 5°=>3" ekzoniikleaz aktivitesini gerceklestirme yetenegine

sahiptir. Taq polimeraz genellikle 5 U/ul konsantrasyonda gelir ve -20 °C’de saklanir.

4. MgCl,: Tag DNA polimeraz MgCl, varliginda etkindir. MgCly’iin PCR’1n
Ozgulliigii ve {irlin verimi iizerinde ¢ok dnemli bir etkisi vardir. Genellikle optimum
MgCl, konsantrasyonu olarak 1.5 mM tercih edilir. Disik Mg™ iyon
konsantrasyonu ortamda aktif dNTP miktar1 az oldugu i¢in zayif iriin olusumuna
sebep olmaktadir. Yiiksek Mg™ iyon konsantrasyonu ise biitin dNTP’lerin
reaksiyona girme yatkinligini artirdigindan dolay: spesifik olmayan iiriin olusumuna
sebep olmaktadir (Sambrook ve Russel, 2006).

1.8. Agaroz Jel Elektroforezi

Jel elektroforezi, elektrik varliginda hareketlenen molekiillerin jel boyunca karsiya
hareket ettigi ve makromolekiilleri biiyiikliik, elektrik yiikii ve diger fiziksel
ozellikler bakimindan ayiran bir yontemdir. Elektroforez terimi yiiklii parcaciklarin
elektrik akimi etkisi altinda hareketini agiklamaktadir. Elektroforez i¢in gerekli giic,
jelin iki ucunda bulunan elektrotlara uygulanan voltajdir. Bir elektrik alaninin bir

molekiilii hangi hizla jel ortaminda hareket ettirdigi, molekiiliin 6zelliklerine baghdir.

Birgok 6nemli biyolojik makromolekiil (6rn. amino asitler, peptitler, proteinler,
niikleotidler ve niikleik asitler) iyonlasabilen gruplara sahiptir ve pH’ya bagli olarak
¢ozeltide katyon (+) ya da anyon (-) bigiminde, elektrik yiikii tasiyan tiirler olarak
bulunurlar. Net yiikiin 6zelligine baglh olarak, yiiklii pargaciklar katota veya anota
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dogru hareket edecektir. Ornegin, elektrik alaninin uygulandig1 jel nétral pH’da ise,
DNA’nin negatif yiiklii fosfat gruplari anota dogru hareket eder (Somma ve Querci,
2006).

Agaroz jel elektroforezi DNA molekiillerinin ayrimi, tanimlanmasi ve saflastiriimasi
icin kullanilan standart bir yontemdir. Teknik basit, hizli ve diger prosediirlerle
aynistirilamayan DNA fragmanlarint ¢ozebilme yetenegindedir. Ayrica DNA’nin
jeldeki konumunu, diisiik konsantrasyonlarda floresan 1s1ma yapan etidyum bromiir

ile boyayarak belirlemek miimkiindiir (Sambrook vd., 1989).

1.9. Genetik Polimorfizm

Herhangi bir {iriiniin sentezi i¢in gerekli bilgiyi iceren ve DNA molekiilii tizerinde
bulunan belli niikleotid bdlgesine gen adi verilir. Heliks seklinde bir yap1 olan insan
DNA’s1 yaklasik 3x10° baz ciftinden olusur ve 23 ¢ift kromozom igerisinde
30,000°den fazla gen bulundurur. Iki insan arasindaki DNA’nin yaklasik %99,9°u
benzerdir ve insanlar arasindaki farkliliklara DNA baz dizilisindeki kii¢iik
degisiklikler sebep olmaktadir (Gonzalez, 1999).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar ile bir akar tiirii olan Ixodes scapularis tiiriiniin
15 kromozomunun bulundugu tespit edilmistir. Bu canlinin genom biiytikligi 502,56
Mbg, GC oran1 %45,5, genomdaki protein ¢esidi 5832 gen sayis1 7,137 olarak
bilinmektedir (Ayllon, 2015).

Farkli yerlerdeki bir¢ok bireyin kromozomlarinda ayni yerde bulunan DNA dizileri
birbirine benzerdir. Bir popiilasyonda iki farkli birey arasinda DNA’nin yaklagik
1000 b¢ uzunlugundaki herhangi bir kismi ortalama sadece bir baz ¢ifti farklilik
icerir. Bir genin belli bir lokusta yer alan farkli kopyalarindan her birine allel denir.
Intronlarda ve genler arasinda sinirlandirilmis DNA dizilerinde degisim gdsteren bazi
alleller bulunur. Kodlanan dizi farkliliklari, protein gesitliligini ve farkli fenotiplerin

ortaya ¢ikmasini saglar (Strachan, 1999). Normal bir popiilasyonda bir karakter igin
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iki veya daha fazla fenotip bulunuyorsa ve fenotiplerden her biri popiilasyonda
%1’den daha fazla siklikta ise bu duruma genetik polimorfizm, bulunma siklig
%1‘den daha azsa genetik mutasyon adi verilir. Polimorfizmler, zararsiz ya da iliml

mutasyonlar olarak tanimlanabilirler (Gonzalez, 1999).

Mutasyon, DNA diziliminde meydana gelebilen kiigiik degisikliklerdir. Bunlar tek
bir baz degisikligi seklinde ortaya ¢ikar ve bu durumda bir kodonu tanimlayan ii¢
bazdan biri degisir yani bir proteine farkli bir amino asit eklenir. Baz1 durumlarda,
DNA diziliminde mutasyon, s6z konusu proteinin aktivitesini ciddi bir sekilde
degistirmek ic¢in yeterlidir. Diger DNA mutasyonlar ise, ¢ok sayida baz iizerinde
etkili olabilir ve bu durumda genomdan birkag gen igeren bir DNA pargasi kopar; ya
da bu DNA parcast genomda baska bir yere yerlesir ve bitisik olmayan DNA
parcalarinin birlesmesiyle olusan yeni genler olusarak yeni farkli proteinlerin
sentezlenmesine sebep olur. Biiyiikliikleri ne olursa olsun, bu sekilde meydana gelen
degisiklikler “genetik degisimler” ya da “mutasyonlar” olarak adlandirilir.
Mutasyonlar; kromozom yapisinin degismesi, kromozom sayisinin degismesi ve tek

baz degisimi yani nokta mutasyonlar1 olmak iizere iic farkli sekilde meydana

gelebilir (Gonzalez, 1999).

Gog (migrasyon), allellerin popiilasyonlar arasinda hareketini yani gen akigini ifade
eder. Bu anlamda bir popiilasyonun gen havuzundan diger bir popiilasyonun gen
havuzuna allel transferi s6z konusudur. Gen akis1 mekanizmalari, geng hayvanlarin
ara sira yaptiklart uzun mesafeli goclerden, riizgar, su veya hayvanlar araciligi ile
polen, tohum ve sporlarin tasinmasina kadar ¢ok ¢esitli sekillerde meydana gelebilir.
Popiilasyonlar arasindaki gergek go¢ miktar1 (allel olarak) bireylerin yayilis
kabiliyetinin ne kadar yiiksek olduguna ve ne kadar hareketli olduklarina bagl olarak

degisir (Gonzalez, 1999).

Tamamen rastgele olan ve secilimsel olmayan evrimsel mekanizmalardan birisi olan
genetik siiriiklenme (genetik drift) allel frekanslarinda degismeye sebep olmasina

ragmen adaptasyona yol acgmaz. Hardy-Weinberg prensibine gore genetik
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stiriklenme, popiilasyonun sonsuz biiylime kosulunun bozulmasinin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Genetik siiriiklenme 6zellikle kiiciik popiilasyonlar i¢in

onemlidir (Gonzalez, 1999).

Seleksiyon (dogal secilim), tiim bireylerin hayatta kalabilirliklerinin ayn1 oldugu ve
gen havuzuna esit sayida katkida bulunduklari kosulunun bozulmasi sonucu ortaya
¢ikar. Burada 6nemli olan ve dogal sec¢ilime asil sebep olan bireylerin farkli tireme
basarisidir. Yani bazi bireyler diger bireylere gore daha fazla déle sahiptir ya da daha
yiiksek oranda iireme yasina kadar hayatta kalabilirler. Bir diger ifadeyle, bireyler
arasinda hayatta kalma ve lireme orani farklili§1 olarak tanimlanir. Dogal segilim,
genis popiilasyonlarda allel frekanslarini degistiren en énemli etkendir ve evrimsel

degisikliklerin en 6nemli faktorlerinden birisidir (Strachan, 1999).
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2. KAYNAK OZETLERI

Son yillarda, sistematik calismalarda morfolojik karakterlerin kullaniminin yaninda
tiirlerin tanilarinda kullanilmak tizere molekiiler belirteg sistemleri gelistirilmistir.
Bunlar protein ve DNA belirtecleri olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. DNA
belirtecleriyle protein belirteclerine gore daha fazla polimorfizm elde edildigi
saptanmigtir. Bunun temel nedeni DNA bolgesinin intronlarinda yer alan
mutasyonlarin, DNA seviyesinde protein seviyesinden daha fazla degisiklik
gostermesidir. Ayrica DNA oOrnekleri proteinlere gore daha stabildir. Bu sebeple
DNA belirtegleri tiirler arasindaki genetik farkliligin olglimiinde yaygin hale
gelmistir. Molekiiler yontemlerden biri olan RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik
DNA) DNA belirteglerinin kullanildig1 giivenilir ve giincel bir yontemdir (Giiz vd.,
2012).

Giliz vd. (2012) gore DNA’nin polimorfik dizilerinin karsilastirilmasiin 6nemli bir

akrabalik tespit yontemi oldugu belirtilmistir.

Malezya’dan toplanan Apis cerana koloni ornekleri ile Kaliforniya, Teksas ve
Almanya’dan toplanan A. mellifera kolonisinin Varroa jacobsoni érnekleri RAPD
teknigi ile karsilastirllmistir.  Monomorfik bantlarin  bliylik yiizdesi parazit
popiilasyonlar arasinda ve popiilasyon icinde diisiik genetik gesitlilik gostermistir.
Kaliforniya ve Teksas’tan toplanan akarlar1 ayirmak miimkiin olmamasina ragmen
Amerika’dan toplanan akarlar Almanya’dan toplanan akarlardan belirli 3 markir ile

ayirt edilebilmistir. Calismada ergin disiler kullanilmistir (Kraus ve Hunt, 1995).

Brennan vd. (2008), siyah {iziimdeki gal akarlarina 6zgiil olarak baglanabilen
primerler kullanilan PCR temelli bir belirtecin gelistirilmesi iizerinde arastirmalar
yapmigtir. DNA belirteci olarak AFLP (Amplified fragment length polymorphism)
primerleri ile ¢alisilmistir (Brennan vd., 2008).
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Matioli vd. (2009), Brezilya’nin Minas Gerais eyaletinde ve Vicosa’daki narenciye
bahgelerinde bulunan Agistemus pallini tiirleri arasindaki genetik benzerligi
arastirmistir. Stigmeidlerden Agistemus cinsi tiyeleri i¢in sadece morfolojiye dayali
kimlik saptama olduk¢a zordur. Bundan dolayi, bu calismada bahsi gegen
poplilasyonun genetik benzerligini karsilastirmak icin RAPD-PCR  yoOntemi
kullanilmistir (Matioli vd., 2009).

Radwell vd. (2010) tarafindan DNA sckans verileriyle desteklenmis morfolojik
analizlere bagli yeni bir su akart tiirli olan Kongsbergia robisoni Kuzey Amerika’nin
i¢c daglik bolgelerinden tamimlanmustir. i¢ daghk bolgeler de dahil ii¢ ekolojik
bolgeden elde edilen popiilasyonlar, bilinen diger Kongsbergia tiirlerinden farkli ve

biri digeriyle morfolojik a¢idan benzer bulunmustur (Radwell vd., 2010).

Oryctes agamemnon Burmeister ile iliskili foretik akarlarin tespiti ve RAPD-PCR ile
genetik profillerini ¢ikarmak {izere yapilan c¢alismada 9 tane rastgele primer
kullanilmistir. Arastirmacilar primerlerin ayni seti tarafindan iiretilen ayni profile

sahip akarlarin aynmi foretik akar tiiriine ait olmasi gerektigini savunmuslardir (Al-

Deep ve Enan, 2010).

Kwon vd. (2011) morfolojik ve molekiiler karakterlere gore tiirlerini dogrulayic
yontem ve akarisite karst duyarli bir Tetranychus urticae nesli olusturulmasi iizerine
calismislardir. Bunun i¢in dncelikle morfolojik karaterizasyon ¢aligmasi yapilmastir.
Daha sonra ise molekiiler karakterizasyon i¢in hem ergin disilerden genomik DNA
izole edilmis hem de mitekondriyal sitokrom oksidaz alt {inite 1 geninin PCR ile
amplifikasyonu yapilarak bu bireylerin farkliliklar1 ortaya konulmustur (Kwon vd.,
2011).

Bryon vd. (2013) fakiiltatif reprodiiktif diyapoz evresindeki iki noktali kirmizi
oriimcek akar1 Tetranychus urticae’nin real-time PCR ile gen ekspresyon analizini
calismiglardir. Diyapoz veya gelisimin durmasi akarin elverissiz sartlarda hayatlarini

devam ettirmesini saglayan bir adaptasyondur. Diyapoz bir dizi fizyolojik,
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morfolojik ve molekiiler modifikasyonlara yol acar. Molekiiler seviyede diyapoz az
calistlmistir fakat Tetranychus urticae reprodiiktif fakiiltatif diyapoz sergileyen ciddi
bir bitki zararlisidir. Diyapoz evresindeki hayvanlar turuncu renk alirlar, beslenmeyi

durdururlar ve yumurta birakmazlar.

Yabsley vd. (2013) beyaz kuyruklu geyikten elde edilmis Demodex tiirlerinin
morfolojik ve molekiiler karakterizasyonunu yapmislardir. Dort Demodex tiirii igin
Ulusal Biyoteknolojik Bilgi Merkezinden (National Center for Biotechnology
Information) genetik bilgi almislardir. Molekiiler kiyaslama i¢in RAPD-PCR
teknigini kullanmiglar ve sekans analizi yapmislardir. Bu arastirma sonucu bu

Demodex tiirleri i¢in polimorfik yakinligi belirlemislerdir (Yabsley vd., 2013).

Que vd. (2014) Aleuroglyphus ovatus’un mitekondriyal genomundaki biitiin gen
dizileri iizerinde dizi analizi yapmuslardir. A.ovatus’un mitokondriyal genom
sekansini secilen 6zgiin primerler ile PCR yaparak gergeklestirmiglerdir. Caligilan
canliin biitiin mitokondriyal genomunun 14,305 b¢ uzunlukta oldugu belirlenmistir.
Bunlardan; 13 gen protein, 2 gen rRNA ve 22 gen ise tRNA ifadesi sagladigi
bildirilmistir (Que vd., 2014).

Lv vd. (2014) Ixodida tiirlerinin tanimlanmasi i¢in dért DNA pargasin1 (CO1, 16S
rDNA, ITS2 VE 12S rDNA) degerlendirmislerdir. Sitokrom oksidaz 1’in 5° ucu
DNA barkodlamada standart bir belirtectir. Ancak bazi tiirlerin ve bazi taksonlarin
tanimlanmasinda sitokrom oksidaz 1’in kullaniminin sinirli oldugu kanitlanmistir ve
kodlama dizisinin PCR ile etkin bir sekilde ¢ogaltilamadig: bildirilmistir (Lv vd.,
2014).

Literatiir bilgileri 15181nda; E. erciyesiensis’in farkli popiilasyonlar1 arasindaki DNA
polimorfizmlerinin kiyaslanmasina dayali bir molekiiler caligmanin 6nemli ve gerekli
oldugu sdylenebilir. Literatiirde goriildiigii lizere, canlilarin sadece morfolojik olarak
siniflandirilmast  yeterli olmamaktadir. Calismanin, iilkemizdeki molekiiler

sistematigin gelismesine nispeten katkida bulunacagi sdylenebilir. Diger taraftan,
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daha once Eustigmaeus tiirleri ile ilgili molekiiler temelli ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu ¢aligmayla literatiirdeki eksikligin gorece giderilmesi iimit edilmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismanin ana materyali Eustigmaeus erciyesiensis’dir. Erzincan ili Ahmediye

ve Eksisu alanlarindan toplanmistir.

3.1.1. Yararlanilan alet ve cihazlar

Isik Mikroskobu
Stereo Mikroskobu
Sogutmali santrifiij
Spektrofotometre
pH metre
Elektroforez tanki
Karistirict (Vorteks)
Hassas terazi
Otomatik pipet
Calkalayici
Magnetik karistirici
Saf su cihazi

Kar makinesi

Gili¢ kaynag1
Buzdolaplar

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar):

Mikrodalga firin
Otoklav
Jel goriintiileme cihazi :

PCR Cihazi

Olympus BX63 (Sekil 3.3)
Leica EZ4

Hanil

Perkin Elmer

Radiometer meterlab PHM 210
Thermo

Heidolph Reaxtop
Shimadzu

Eppendorf

Midi Dual 14

Heidolph

Niive

Scotsman AF-20

Bio Rad Power Pac 3000
Argelik

Ariston

Arzum

Stimer SM3

Vilber Lourmat
Bio-Rad
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3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

3.1.2.1. DNA izolasyonunda kullanilan kimyasal maddeler

Qiagen DNeasy Tissue Kit kullanilmistir.

3.1.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nda kullamlan kimyasal maddeler

25 mM dNTP (Fermantas), 25 mM MgCl, (Fermantas), 10 X Taq Polimeraz
Tamponu (Fermantas), 5 u/ul Taq polimeraz (Fermantas), Oligoniikleotid Primerler

(Biolegio, Research Genetics) tampon ve ¢ozeltileri kullanilmigtir.

3.1.2.3. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasal maddeler

Agaroz (Prona), Tris base (Sigma), EDTA (Sigma), Bromfenol mavisi (Sigma),
Ethidyum bromiirdiir (Sigma).

3.1.3. Kullamilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Ethidium bromiir ¢ozeltisi: 500 ml 0,5x TBE (Tris-borat-EDTA) tamponu igerisine
300 pl ethidium bromiir ilave edilerek hazirlanmistir. Karanlik ortamda oda

sicakliginda muhafaza edilmistir.

Bromfenol blue ¢ozeltisi: 0,25 g bromfenol blue, 0,25 g ksylen siyanol FF ve 30 ml
gliseroliin toplam hacminin 100 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir. Cozelti

otoklavda steril edildikten sonra +4°C’de muhafaza edilmistir.

1x TBE tamponu: Stok TBE tamponu 10x olarak hazirlanmistir. 10x TBE igin 108
gr Tris, 55 gr borik asit 750 ml destile suda c¢oziilerek saf HCL ile pH= 8,0’a titre
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edildikten sonra, 4,65 gr EDTA eklenmistir ve toplam hacim destile su ile 1 It’ye

tamamlanmaistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Yasama alanlarinin tanimi

3.2.1.1. Eksisu

E. erciyesiensis i¢in uygun bir yasama alani niteligindeki Eksisu Sazligi Erzincan
Ovast’nin kuzey dogusunda ve Erzincan il merkezinden 11 km uzaklikta yer alir.
Alan fay kiriklarindan yiizeye ulasan tatli, sodali ve kiikiirtlii su kaynaklari tarafindan
beslenmektedir. Alanin kuzeyinde Kesis Daglari, giineyinde ise Erzincan-Erzurum
karayolu bulunmaktadir (Ozhatay, 2006).

Alanin Kuzey boliimii tuzlu, sodali 6zellikte asir1 miktarda su bulundurdugu ic¢in
tarima uygun toprak oOzelligi tasimamaktadir. Bunun yaninda dogu ve giiney
kesiminde mevsimsel sulak c¢ayirlara rastlanmaktadir. Fakat bu alanda asiri
otlatmadan dolayr bitki Ortiisii tahrip olmustur. Alanin kismen giineyinde olmak
lizere bati ve kuzeybati bdoliimlerinin ag¢ilan kurutma kanallar1 ile ekolojik
ortamlarinda bozulmalar olmus ve bu kesimlerde tuzlasma ve ¢oraklasma
goriilmiistiir. Alanin giiney kisminda arkeolojik sit alan1 olarak koruma altinda olan

Saztepe ve Altintepe isminde iki hoyiik bulunur (Ozhatay, 2006).

3.2.1.2. Ahmediye

Erzincan Ovasi’nin kuzeyinde, sehir merkezinin kuzeybatisinda, Erzincan’1 Kelkit’e
baglayan karayolunun 34. km’sinde Ahmetli koyii bulunmaktadir. Yerlesmenin eski
ad1 Ahmediye’dir ve sinirlar igerisinde, kdy yerlesim alaninin giineydogusunda bir

g0l bulunmaktadir. Gdl igin, yerlesmenin eski isminden esinlenilerek Ahmediye
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Goli adi1 verilmistir. Erzincan ovasim1 Kelkit’den ayiran daglik kiitlenin giiney
yamacinda bulunan Ahmediye Go6lii'niin kuzeyinde Saribaba Tepe (2213 m)
bulunmaktadir. Kuzeybatisinda Kiigiikkop Tepe (2016 m), gilineyinde ise Alagol
Tepe (1853 m) bulunur. Goliin giineyinde Davarli koyii, giineydogusunda Dereyurt
ve Yalnizbag kdyleri bulunmaktadir (Ozdemir vd., 2006).

Arastirma sahasi, bitki Ortiisii bakimindan cayir kati ile step tiirlerinin yayilis alani
icinde kalmaktadir. Buna ilaveten Ahmediye Golii kiyilarinda ve gol igerisinde ylizer

halde bulunan adada ¢esitli cinslerde sulak alan bitkileri yetisme ortami bulmustur

(Ozdemir vd., 2006).

Cimen, Karadag, Akdag, Kazdagi ve Esence gibi Erzincan ve Kelkit depresyonlarini
ayiran daglik silsile iizerinde gelismis asimim sathina tekabiill eden kesimde

Ahmediye Gélii olusmustur (Ozdemir vd., 2006).

Ahmediye Golii 1900 m yiikseltide, heyelanin enine yariklarinda sularin birikmesi
sonucu olugmustur. Gol seviyesinin yiiksek oldugu dénemlerde yaklagik 3000 m?.
yiizolglime ulasan g6l alaninin yaz mevsiminde 2000 m?’ye kadar daraldigi,
cevresindeki bataklik alandan anlasilmaktadir. Goliin g¢evresi 245 m kadardir.
Derinligi ise 3 m ile 8 m arasinda degismektedir. Su seviyesinin yiiksek oldugu
donemlerde su seviyesini sabit tutmak amaciyla goliin giiney kesimine agilan bir
arkla gdle miidahele edilmis, bu durum gol yiizeyindeki ylizenadanin hareketine

olumsuz bir etki yapmistir (Ozdemir vd., 2006).

Erzincan havzasmmin kuzeyinde, ovaya doniik yamacta 1800-2200 m yiikselti
kusaginda yer alan Ahmetli koyilinlin yillik ortalama sicakliginin, yapilan
enterplasyonla 5,5 °C kadar oldugu sdylenebilir. Her mevsim yagis almakla birlikte
en fazla yagisin ilkbahar (%37) ve kis mevsiminde (%26) goriildiigii Erzincan’da
yillik ortalama yagis tutar1 366 mm’dir. Ancak Ahmetli koyii, yiikseltisinin fazla
olmasi ve baki sartlar1 dolayisiyla 700 mm tutarinda yagis almaktadir. Yagis ve

sicaklik degerlerine gore, inceleme alaninda karasal 6zellikte iklim sartlarmin hiikiim
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stirdiigli goriilmektedir. Toprak Ozellikleri bakimindan Ahmetli koyli dolaylarinda

iklim ve anakayanin etkisiyle zonal ve intrazonal topraklar gelismistir (Ozdemir vd.,
2006).

Arazi ¢alismalari icin Ahmediye ve Eksisu alanlar secilmistir. Cilinkii bu alanlar E.

erciyesiensis i¢in uygun yasam alanlaridir.

3.2.2. Eustigmaeus erciyesiensis érneklerinin toplanmasi

Arazi galismalari, kigi temsilen; Ocak-Subat-Aralik, ilkbahar1 temsilen; nisan-mayis,
yazi temsilen Haziran-Temmuz ve sonbahari temsilen Eylil-Ekim aylarinda
yapilmistir. Ayni ortamda yilin belli bir doneminde bulunmayan akarlar baska bir
donemde bulunabilmektedir. Bu nedenle Ornekleme siiresi bir yila yayilmistir.
Belirtilen aylarda her iki bolgede de farkli yasam alanlarindan ornekler toplanmustir.
Gerekli oldugu disiiniildiigii durumlarda ayni ay i¢inde birden fazla kez araziye
gidilmis ve tekrar Ornekleme yapilmistir. Erzincan’in Ahmediye ve Eksisu
bolgelerinde, 6zellikle su kenarlarindan ve ¢alisma alanini iyi temsil edecek sekilde
farkli yerlerden ornekler alinmugtir. Orneklerin alindig:r yerlerin yiikseklik ve

koordinarlar1t GPS (kiiresel yer belirleme sistemi alicis1) cihazi ile kayit edilmistir.

Uzerinde calisilan popiilasyonlarin toplandigi yerler asagida verilmistir. Bundan

sonra popiilasyonlar asagida verilen rakamlarla anilacaktir.

1. Ahmediye, 39° 52 54°° K, 39° 29’ 19°’ D, 2012 m, su kenar1 yosun, 23.10.2013.

2. Ahmediye, 39° 52° 54°°K, 39° 20’ 19”’ D, 2012 m, kaya istii yosun, 23.10.2013.

3. Agilozi Koyi, 39° 52° 47 K, 39° 20’ 16°°D, 1975 m, nemli yosun ve ¢imen,
23.05.2014

4.  Ahmediye, 39° 52” 54”° K, 39° 29’ 19”’ D, 2012 m, kaya iistii yosun, 16.07.2014

5. Ahmediye, 39° 52° 54°° K, 39° 29’ 19” D, 2012 m, su kenari ¢imen ve yosun,
08.05.2014
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Ahmediye, 39° 52° 54’ K, 39° 29’ 19°’ D, 2012 m, su kenari yosun,04.11.2014
Ahmediye, 39° 52 54’ K, 39° 29’ 19>’ D, 2012 m, bol sulu su kenar1 ¢imen,
04.11.2014

Eksisu, 39°43'48"K, 39°37'36"D, bataklik {izeri ¢imen ve yosun, 31.12.2013
Eksisu, 39°43'48"K, 39°37'36"D, ¢cimen ve yosun, 25.02.2014

Eksisu, 39°43'37"K, 39°37'47"D, sulu yosunlu toprak, 14.06.2014

Eksisu, 39°43'34"K, 39°37'24"D, tatl su kenar1 yosun, 07.05.2014

Eksisu, 39°43'48"K, 39°37'36"D, bataklik {izeri yosun, 31.01.2014

Eksisu, 39°44'14"K, 39°36'48"D, kiikiirtlii su iistlii ¢cimen ve yosun, 25.02.2014
Eksisu, 39°43'41.2"K, 39°37'32.8"D, nemli yosunlu toprak, 04.07.2013

Eksisu, 39°43'44"K, 39°37'33"D, bataklik {izeri ¢cimen ve yosun, 19.11.2013
Eksisu, 39°43'48"K, 39°37'36"D, bataklik {izeri ¢imen ve yosun, 31.01.2014
Eksisu, 39°44'14"K, 39°36'48"D, kiikiirtlii su iistii yosun, 31.01.2014

Tez konusu olan Eustigmaeus erciyesiensis tiirii ¢iplak gozle ayirt edilemedigi i¢in

Berlese diizenegi ile elde edildi. Araziden alinan toprak, ¢imen ve yosun ornekleri

naylon torbalara konularak etiketlenip laboratuvara getirilerek birlestirilmis Berlese

hunilerinden olusan ayiklama diizenegine (Sekil 3.1) yerlestirildi. Bu diizenek; 40 cm

derinliginde, 30 cm ¢apinda olan ve bir huni ile bunun iizerine konulan gézenek cap1

2 mm olan bir elek ve bunun da {izerine yerlestirilen 15 Watt’lik lambalardan olusan

bir 151k kaynagindan ibarettir.

Sekil 3.1. Akar ayiklama diizenegi.
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Isik kaynagi materyalin nemlilik durumuna gore 5-7 giin siireyle acik birakildi.
Berlese hunilerinin alt tarafina yerlestirilen ve iginde %70’lik etil alkol igeren
toplama siselerine biriktirilen akarlar petri kaplarina bosaltildiktan sonra stereo

mikroskop (Sekil 3.2) altinda pipet ve igneler yardimiyla ayiklandi.

Sekil 3.2. Ayiklamanin yapildig: stereo mikroskop.

Ayiklanan E. erciyesiensis orneklerinden Hoyer ile daimi preparati olusturulmus

daha sonra 1gik mikroskobu altinda morfolojik incelemeler yapilarak fotografland
(Sekil 1.2).

Sekil 3.3. Morfolojik inceleme ve fotograflamada kullanilan 151k mikroskobu.
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3.2.3. Eustigmaeus erciyesiensis’den DNA saflagtirilmasi

3.2.3.1. Eustigmaeus erciyesiensis érneklerinin temizlenmesi

Alkoliin varliginda DNA istemedigimiz anda ¢okebilir. Bunu engellemek ic¢in
etanoliin uzaklastirilmas: gerekir. Bunun igin 6rnekler 60 °C’de 2 saat boyunca
etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan akar {izerindeki safsizliklarin
uzaklastirilmasi igin Ornekler steril saf su ile 3’er defa yikandi. Ardindan 6n

homojenizasyon islemine gegildi.

3.2.3.2. On homojenizasyon

Steril saf su ile 3 defa yikanan 6rnekler Whattman kagidi yardimi ile kurutuldu.
Kurutulan &rnekler sivi azot yardimi ile -196 °C’de havan ile (Sekil 3.4) ezilerek
homojenize edildi. Stvi azotla homojenizasyonun ardindan ultra toraks yardimiyla

daha ince parcaciklara ayrilarak DNA saflastirma agamasina gegildi.

Sekil 3.4. On homojenizasyon islemi.

3.2.3.3. DNA saflastirilmasi
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DNA saflagtirllmasinda Qiagen DNeasy Tissue Kit kullanildi (Radwell vd., 2010).

DNA saflagtirma kitinin protokolil asagida maddeler halinde verildigi sekildedir.

10.

Havan kullanilarak sivi azot ile hayvanlar pargalandi. Canli iyice toz haline
gelene kadar ezildi. Toz haline gelen canli 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine
konuldu.

Uzerine 180 ul ATL tamponu eklendi.

Uzerine 20 pl proteinaz-K eklendi ve iyice vortekslendi. Daha sonra 56 °C’de 3
saat calkalamali inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra 15 sn vortekslendi. Uzerine 200 ul AL tamponu konuldu.
Homojen olana kadar 5 sn araliklarla vortekslendi. Uzerine 200 pl etanol eklendi
ve ardindan 5 sn vortekslendi.

4. adimda elde edilen karisim altinda 2 ml toplama tiipii olacak sekilde mini spin
kolona aktarildi. Yaklagitk 8000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Santrifiijiin
ardindan toplama tiipii atildi.

DNeasy mini spin kolon yeni 2 ml’lik toplama tiipii igine yerlestirildi. Uzerine
500 pl AW1 tamponu eklendi. Yaklagik 8000 rpm’de 1 dk santrifiij yapild:.
Santrifiijiin ardindan toplama tiipii atild1.

DNeasy mini spin kolon yeni 2 ml’lik toplama tiipii i¢ine yerlestirildi. Uzerine
500 pl AW2 tamponu eklendi ve 14000 rpm’de 3 dk santrifiijlendi. Sonra
toplama tiipiin igindeki sivi dokiildii. Aym tlip takilarak 14000 rpm’de 1 dk
santrifiij yapildi. Bu iglem ile etanol uzaklastirilmis oldu. Santrifiij sonras tiip
atildi.

DNeasy mini spin kolon 1,5 ya da 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine konuldu. Tam
ortasina gelecek sekilde 200 pl AE tamponu eklendi. Oda sicakliginda 1 dk
inkiibasyona birakildi. Ardindan yaklagik 8000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi.
DNeasy mini spin kolon atildi. Béylece DNA izole edilmis oldu.

Maksimum DNA verimi i¢in mini spin kolon atilmadan o6nce 8. adim
tekrarlanabilir.

Saflagtirilan genomik DNA kullanim miktarina uygun olarak alikiitlere ayrilarak

-25 °C’de muhafaza edildi.
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3.2.3.4. DNA konsantrasyon tayini

DNA konsantrasyon tayini i¢in Mikrohacim Spektrofotometre cihazi kullanild:.

Islem basamaklar1 asagidaki gibidir.

1. Take 3’iin Al ve B1 kolonlarina kor olarak 2’ser ul TE tamponu ( 10 mM Tris
1mM EDTA ) konuldu.

2. Take 3’iin A2 B2 A3 B3 A4 B4 kolonlarina sirasiyla 2’ser ul analizi yapilacak
DNA numuneleri konuldu.

3. Take 3’¢ yerlestirildi.

4. Oncelikle Al ve B1 kolonlari secilerek kor okutuldu. Daha sonra numunelerin
oldugu kolonlar secilerek numuneler okutuldu.

5. Sonugta ng/ul cinsinden DNA konsantrasyon degerleri elde edildi.

3.2.4. Izole edilmis DNA’larin PCR ile ¢cogaltilmasi

3.2.4.1. RAPD-PCR yo6ntemi

Arbitrary primed PCR (AP-PCR) olarak da adlandirilan Random Amplified
Polymorphic DNA (rastgele ¢ogaltilmig polimorfik DNA)-PCR (polimeraz zincir
reaksiyonu) (RAPD-PCR), genomik DNA’nin rastgele se¢ilmis bir veya daha fazla
primer ile ¢cogaltilmasi prensibine dayanmaktadir. Kullanilan primerler genellikle 9-
10 bazlik kisa primerler olup G-C bakimindan zengindir (En az %40 mol G+C
icermelidir). Kisa primer, analizi yapilacak DNA kalibinin her iki zincirinin de farkl
yerlerine yapisabilir. Reaksiyon sonucunda, bu farkli yapismalardan dolay:1 farkli
uzunluklarda iriinler ortaya c¢ikar. Analizi yapilan genomik kaliplar arasinda
farkliliklar varsa primerlerin yapigsma yerleri degiseceginden agaroz jel iizerinde

farkli biiyiikliikte bantlar goriilecektir (Terzi, 2008).

3.2.4.2. RAPD primerleri
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Calismada kullanilan RAPD primerleri (Cizelge 3.1), rastgele secilmis 10 bazlik

primerlerdir. Bu ¢aligmada toplam 12 primer kullanildi.

Cizelge 3.1. Primerler ve baz dizileri.

Primerler Baz Dizileri
OPAAQ8 5’-TCC GCAGTA G-3’
OPAA19 5’-TGA GGC GTC T-3°
OPABO01 5’-CCG TCG GTA G-3°
OPABO05 5’-CCC GAA GCG A-3’
OPAB18 5’-CTG GCG TGT C-3’
OPACO09 5’-AGA GCG TAC C-3°
OPAC17 5’-CCT GGAGCT T-3°
OPAC19 5’-AGT CCG CCT G-3°
OPAD10 5’-AAG AGG CCA G-3’
OPAE09 5’-TGC CAC GAG G-3’
OPAE12 5°-CCG AGC AAT C-3°
OPAE17 5’-GGC AGG TTC A-3°

3.2.4.3. Hazirlanan RAPD-PCR karisimi

Bir ependorf tiipiine drnek sayisina gore master mix hazirlandi (Sekil 3.5) ve daha

sonra PCR tiiplerine 20’ser pul (Cizelge 3.2) olacak sekilde dagitild.
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Sekil 3.5. PCR karisimi hazirlama islemi.

En son biitiin tiiplere ayr1 ayr1 Taq DNA polimeraz eklendi ve programi ayarlanan
PCR cihazina (Sekil 3.6) yerlestirildi.

Sekil 3.6. PCR cihazi.

Tek bir ornek icin hazirlanms olan PCR karisimi:

Cizelge 3.2. PCR karisim igerigi ve miktarlari.
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Reaktant Miktar (ul)

Distile su 14,75
10x PCR buffer 2
MgCl, 1,25
dNTPs 0,5
Kalip DNA 0,5
Primer 0,5

Taq DNA polimeraz 0,5
TOPLAM 20

PCR cihazina hazirlanan karisim yerlestirildikten sonra, 6nceden sicaklik ve dongii

sayilart belirlenmis protokol secildi (Cizelge 3.3). PCR islemi yaklasik 4,5 saat

surmektedir.

3.2.4.4. Uygulanan PCR kosullari

Cizelge 3.3. PCR sicakliklar1 ve dongii sayilart.

Basamak Sicaklik ve Siire Siklus (kez)
On denatiirasyon 94 °C, 2 dk 1
Denatiirasyon 94 °C, 30 sn
Baglanma 42 °C, 1 dk 45
Uzama 72°C, 2 dk
Son uzama 72°C, 10 dk 1

3.2.5. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezine Yiiklenmesi

3.2.5.1. Agaroz jelin hazirlanmasi
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1 gr agaroz tartilmis ve vida kapakli erlene aktarildi. Uzerine 100 ml TBE (tris, borat,
edta) tampon ¢oOzeltisi konularak mikrodalga firinda 1,5 dk siirede kaynayarak
¢oziildii. Hazirlanan agarozun bir termometre ile sicakligi takip edildi ve sicaklik 60
°C’nin altina diisiince icine 2 ul EtBr eklenerek elektroforez tankina dokiildii (Sekil
3.7). Taraklar yerlestirilerek 30-45 dk donmaya birakildi ve jel kivami almasi

beklendi. Yeterli siire beklendikten sonra drneklerin yiiklenmesi agamasina gegildi.

Sekil 3.7. Yatay elektroforez ve gii¢ kaynagi.

3.2.5.2. Orneklerin jele yiiklenmesi

Jel ylikleme soliisyonu ve markir 1/5 oraninda karistirildi. 10 ul 6rnek igin 2 ul jel
yiikleme soliisyonu kullanildi. Hazirlanan numuneler bir otomatik pipet yardimiyla
ve sirast ile jele aktarildi (Sekil 3.8). Elektroforez tanki gii¢c kaynagina baglanarak
1,5-2 saat siireyle ylirlimeye birakildi.
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Sekil 3.8. Agaroz jele numune yiliklenmesi.

3.2.6. Elektroforez sonucu jelin goriintiilenmesi

Yeterli siire ylriitilen jel goriintileme cihazina alinarak U.V. 1sik altinda
goriintiilendi. EtBr ile U.V. 1s1k altinda goriiniir hale gelen bantlar (Sekil 3.9)

incelendi.

Sekil 3.9. Jel Goriintiileme Cihazi.
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3.2.7. Verilerin derlenmesi ve istatiksel analizi

PCR iirtinlerinin degerlendirilmesi her bir bireyde her primer i¢in bantlarin varlig: (1)
ve yoklugu (0) seklinde ifade edildi. Olusan bantlara gore primerlerin hibridize olup

olmadig tespit edilmeye calisildi.

Bantlarin varligi primerlerin hibridize oldugu ve bu primerlerin karsilik gelen
komplementerlerinin incelenen orneklerde bulundugu anlaminda degerlendirildi.
Bireyler arasi degerlendirmeler SPSS V.13 ile hesaplandi ve genotiplere ait
dendogram NTsys (Versiyon 2.02g, Exeter Software, Stauket, NY) yazilim programi
ile olusturuldu ve goriintiilendi. Caligilan canli genotipinin 12 primerle analizi
sonucunda, benzerlik orani indeksi Microsat (Minch vd., 1995) programi ile tespit
edildi. Kiimeleme analizi icin UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using

Arithmetic means) yontemi uygulandi.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda toplam 12 primer kullanildi ve bunlarin hepsi ¢ok iyi
amplifikasyon yaptigi i¢in tamami degerlendirmeye alindi. Biiyiikligi 100 bg ile
4000 bg¢ arasinda degisen toplam 134 bant elde edildi. OPABOS5 en yiiksek sayida
(15) bant olustururken, OPAA19 ve OPABOL1 en az (9) bant veren primerlerdir.

Primerlerden OPAA08, OPAA19, OPABO01, OPABO05, OPAB18, OPACO09,
OPAC17, OPAD10, OPAEQ9, OPAE12, OPAEL17 sirasiyla 1, 1, 6, 2, 2, 5, 1, 11, 10,
7, 8, 6 monomorfik bantlar retirken, OPAAO8, OPAA19, OPAB01, OPABO5,
OPAB18, OPAC09, OPAC17, OPAC19, OPAD10, OPAEN9, OPAE12, OPAEL7
sirasiyla 9, 8, 3, 13, 10, 7, 9, 1, 5, 3, 6 polimorfik bantlar olustu. Toplam polimorfizm
orani %55,2 olarak hesaplandi (Cizelge 4.1).

RAPD sonuglart ile olusturulan dendrogram analizi sonuglarina gore tiirler 2 ana
grupta kiimelendi. 1. grupta; 1., 2., 3., 4., 5., 6. ve 7. popiilasyonlar, 2. grupta; 8., 9.,
10., 11., 12, 13,, 14., 15., 16. ve 17. popiilasyonlar yer ald1. 6. ile 7.’nin birbirine en
yakin (0,988), 1. ile 14.’lin ise en uzak popiilasyonlar (0,688) oldugu gozlendi (Sekil
4.13).

Ekim aymnda Ahmediye alanindan toplanan 6. ve 7. popiilasyonlar hem sicaklik
sartlar1, yani c¢evresel kosullarin benzerligi hem de toplandig1 lokalitenin birbirine
¢ok yakin olmasindan dolay1 genetik acidan birbirine en yakin (0,988) cikti. Ayni
sekilde yine Ekim ayinda toplanan 1. ve 2. popiilasyonlar ayni sebeplerle birbine
yakin (0,895) ¢ikti ve ayni ay olmasindan dolayr 6. ve 7. popiilasyonlar ile de
baglantili ¢ikt1 (Cizelge 4.3).

Haziran ayinda Eksisu alanindan toplanan 9. ve 13. popiilasyonlar da ayni sekilde
ayni ay ve ayni lokalite olmasindan dolay: birbirine yakin (0,976) cikti. 10. ve 11.
popiilasyonlar da lokalite farkli olmasima ragmen ayni ayda toplanmis olmasi ve
toprak Ozelliginin ayni (sulu yosunlu toprak) olmasindan dolayr birbirine yakin

(0,974) ¢ikt1 (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.1. RAPD primerlerinin olusturdugu amplifikasyon iiriinlerinin biiytikliikleri, sayilar1 ve polimorfizm yiizdeleri.

Primer Baz I,Dizi,limi Molekiil Biiyiil::liigii Polimorfik bant Monomorfik bant ity m bt e Polimorfizm oram

Adi 5°-3 (b¢) mak- min. sayisi sayisi (%)
OPAA08 | 5°-TCC GCA GTAG-3’ 2000-400 9 1 10 90
OPAA19 | 5-TGAGGCGTCT-3 2000-400 8 1 9 88,8
OPAB01 | 5°-CCG TCG GTA G-3’ 2000-100 3 6 9 333
OPAB05 | 5’-CCC GAA GCG A-3’ 4000-100 13 2 15 86,6
OPAB18 | 5°-CTG GCG TGT C-3° 2000-200 10 2 12 83,3
OPAC09 | 5-AGAGCGTACC-3’ 3000-200 7 5 12 58,3
OPAC17 | 5’-CCT GGAGCT T-3’ 2000-100 9 1 10 90
OPAC19 | 5>-AGT CCG CCT G-3° 2000-100 0 11 11 0
OPAD10 | 5°-AAG AGG CCA G-3° 2000-100 1 10 11 9,10
OPAE09 5’-TGC CAC GAG G-3’ 2000-300 5 7 12 41,6
OPAE12 5’-CCG AGC AAT C-3° 3000-400 3 8 11 27,3
OPAE17 5’-GGC AGG TTC A-3’ 2000-100 6 6 12 50
TOPLAM 4000-100 74 60 134 55,2
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Cizelge 4.2. Eustigmaeus erciyesiensis popiilasyonlarinin 12 RAPD primerine karsi
verdigi bant sayist.

Popiilasyonlar
Primer
Adi 112 (3|4 |56 |7 ]8]9]|10|11]|12|13|14|15)|16])17
OPAAOB| 7 | 6 | 5| 5| 7|55 |4 |8 |7 |86 |7 |4|5]|]8]F%6
OPAA19| 7 | 6 | 6 |9 | 7|7 |7]|8]|8
OPABOL1| 8 | 8 | 7 |7 | 7|7 |7 1|6 |6 7 7 7
OPABO5| 12|12 | 9 |11 | 9 |13 |13 |11 |11 |12 |12 |10 (11| 7 |12 |12 | 12
OPAB18| 6 | 6 | 5 |7 |4 |7 |7 |11|5 |4 |4 |6 |3 |10 8 ]| 6|6
OPAC09| 6 |11 | 9| 9|9 |12|12|11 1010|1010 (10|10 |11 |11 |11
OPAC17| 7 | 8 | 7 6|16 |6 |7 |8|7]|]7]3|8|5|]8]|6]6
OPAC19| 11|11 |11 |11 |11 |11 |11 |11 |11 |11 |11 |11 11|11 )11 11|11
OPAD10| 11|10 |11 |11 |11 |11 11|11 11|11 |11 |11 |11 |11 )11 |11 |11
OPAEQ9 | 11 1112|1211 |11 | 8 10/ 8181819199
OPAE12 | 9 1010101 9 | 91|19 | 9 9 9 819 |10
OPAE1l7 | 7 | 7 | 7 | 7 | 7 | 7 | 7 |11 |11 |11 |11 |11 |11 |11 |11 |11 |11

Popiilasyonlar be
1716 1514 13 121110 9 8 7 ,

Sekil 4.1. OPAAOS primerine kars1 olusan amplifikasyon tiriinleri (M: markir, bg:
baz gifti).
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Popiilasyon be
17 16 15 1413121110 9 8 7 6 5 4 3 2 1 M

Sekil 4.2. OPAA19 primerine kars1 olusan amplifikasyon {irtinleri (M: markir, bg:
baz cifti).

Popiilasyonlar
17161514 1312 1110 9 8 7 6 5 4 3 2 1 M

100

Sekil 4.3. OPABO1 primerine kars1 olusan amplifikasyon tirlinleri (M: markir, bg:
baz cifti).
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Popiilasyonlar be
17 1615 41312 41 10 9 R 6 5 43 2 M

Sekil 4.4. OPABOS5 primerine karsi olusan amplifikasyon iirtinleri (M: markir, bg:
baz gifti).

Popiilasyonlar be
1716 15 14 1312 1110 9 8 7 6 5 4 3 2 1 M

0
0
0
0
0
0

OV

o
o

o W
o
o

Sekil 4.5. OPABI18 primerine kars1 olusan amplifikasyon iirtinleri (M: markir, bg:
baz ¢ifti).
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Popiilasyonlar bg
17 16 151413 121110 9 8 7 6 5 4 3 2 1 M

- - L.

---—-- G EEDeeEw . .

.a b

Sekil 4.6. OPACO09 primerine karsi olusan amplifikasyon iirtinleri (M: markir, bg:
baz gifti).

Popiilasyonlar bg
17 16 151413 12 1110 9 8 7 6 5 4 3 2 1 M

Sekil 4.7. OPAC17 primerine kars1 olusan amplifikasyon tirlinleri (M: markir, bg:
baz ¢ifti).
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Popiilasyonlar be
I7 16 4514413 12 ‘FE10. 2 8 77 € 5 4 3 2 1 M

Sekil 4.8. OPAC19 primerine kars1 olusan amplifikasyon iirtinleri (M: markir, bg:
baz gifti).

Popiilasyonlar bg
17 1615141312 1110 9 8 7 6 5 4 3 2 1 M

2000

1500
1200

éOOO
400
300
200

100

Sekil 4.9. OPADI10 primerine kars1 olusan amplifikasyon {iriinleri (M: markir, bg:
baz gifti).
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Popiilasyonlar be
17 16 15 141312 11109 8 7 6 5 4 3 2 1 M

Sekil 4.10. OPAEQ9 primerine kars1 olusan amplifikasyon tiriinleri (M: markir, bg:
baz gifti).

Popiilasyonlar be
17 16 15 141312 1110 9 8 7 6 5 4 3 2 1 M

Sekil 4.11. OPAEI12 primerine kars1 olusan amplifikasyon {iriinleri (M: markir, bg:
baz gifti).
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Popiilasyonlar b
1716151‘-’113121110987654321.\v’IC

2000

1500
1200
1000

Sekil 4.12. OPAE17 primerine kars1 olusan amplifikasyon {iriinleri (M: markir, bg:
baz gifti).

th

20 2

th

10 1

(=]
th

|-

B e

Sekil 4.13. Eustigmaeus erciyesiensis’in Eksisu ve Ahmediye popiilasyonlart

arasindaki genotipik baglanti.
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Cizelge 4.3. Eustigmaeus erciyesiensis’in Eksisu ve Ahmediye popiilasyonlari arasindaki genetik benzerlik indeksi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1 1,000
2 ,895 | 1,000
3 ,807 | ,820 | 1,000
4 ,864 | ,856 | ,874 | 1,000
5 ,859 | ,830 | ,938 | ,906 | 1,000
6 833 | 867 | ,822 | ,878 | ,831 | 1,000
7 833 | 867 | ,822| ,878| ,831 | ,988 | 1,000
8 42| 773 | 732 | 784 | 722 | 794 | 794 | 1,000
9 793 | 787 | 745 | ,798 | 791 | ,753 | ,753 | ,871 | 1,000
10 753 | ,766 | 761 | ,796 | ,769 | ,750 | ,750 | ,849 | ,888 | 1,000
11 /741 ,750| 763 | /817 | ,791| 771 | 771 | ,851 | ,910 | ,974 | 1,000
12 , 736 | ,750 | 688 | 742 | ,733| 772 | 772 | ,835| ,831| ,809 | ,811 | 1,000
13 /91| 785 | 742 | 777 | 789 | ,750 | ,750 | 849 | 976 | ,886 | ,909 | ,830 | 1,000
14 688 | ,719 | 713 | 785 | ,720 | 722 | ;722 | 839 | ,796 | ,833 | ,815| ,778 | ,774 | 1,000
15 /50| 763 | 740 | 792 | ,747| 840 | ,840| ,844| 860 | ,839| ,860| ,844| ,859 | ,828 | 1,000
16 /55| ,750 | ,726 | ,760 | ,753 | ,789 | ,789 | 813 | 868 | ,826 | ,848 | ,895| ,867 | 777 | ,922 | 1,000
17 JAT | 742 | 719 | 753 | 745 781 | 781 | 804 | 859 | 817 | 839 | ,885| ,857 | ,768 | ,912 | ,980 | 1,000
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Cizelge 4.4. Eustigmaeus erciyesiensis’in ornekleme alanlarina ait pH ve sicaklik

degerleri.
ALAN | POPOLASYONLAR | TR | G006 | piss | SICAKLIGH
1 7,73 18°C 12°C
2 7,59 18°C 9°C
3 7,21 29°C 27°C
AHMEDIYE 4 7,77 28°C 8.60 19°C
5 7,60 28 °C 8.45 20°C
6 7,54 17°C 11°C
7 7,84 18°C 8.60 10°C
8 8,18 29°C 8.65 32°C
9 8,47 29°C 8.85 30°C
10 8,76 29°C 29 °C
11 8,30 29°C 25°C
) 12 9,00 29°C 26 °C
EKSIiSU
13 9,25 29°C 28 °C
14 8,00 29°C 30°C
15 8,03 29°C 32°C
16 9,00 29°C 30°C
17 8,06 29°C 30°C
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5. SONUC ve ONERILER

Bu boéliimde ¢alismanin bulgularindan ¢ikan sonuglara ve bu sonuglar dogrultusunda
deginilecek Onerilere yer verilmistir. Literatiirde ¢alismay1 destekleyici 6nemli bir
arastirma bulunmamaktadir. Gergeklestirilen arazi ¢alismalar1 ve deneyler sonucu
elde edilen veriler degerlendirildiginde Eksisu ve Ahmediye E. erciyesensis

popupasyonlari hakkinda su kanilara ulasildi.

5.1. Sonug¢

Giiniimiizde, molekiiler diizeyde yapilan taksonomik caligmalara, morfolojik olarak
ayrilamayan tiirleri ayirt edebilmek i¢in siklikla bagvurulmaktadir. Fakat bazen
morfolojik olarak digerlerinden rahatlikla ayirt edilebilen tiirlerin kendi iginde
genetik diizeyde farkliliklar goriilebilmektedir. Bu ¢alismada ayni tiiriin bireyleri

arasindaki farkliliklar ortaya ¢ikarmak i¢in molekiiler diizeyde analizler yapildi.

Calismada 12 RAPD primeri kullanildi. Kullanilan primerlerin tiimii sonu¢ vermis,
bundan dolay1 hepsi degerlendirmeye alindi. Biiyiikligii 100 bp ile 4000 bp arasinda
degisen toplam 134 RAPD band1 elde edildi ve bunlardan 74 tanesinin polimorfik
oldugu gozlendi. Primerlerden OPAA08, OPAA19, OPAB01, OPABO5, OPAB1S,
OPACQ09, OPAC17, OPAD10, OPAE09, OPAEI12, OPAEI17 sirasiyla 1, 1, 6,2, 2, 5,
1, 11, 10, 7, 8, 6 monomorfik bantlar iiretirken, primerlerden OPAA08, OPAA19,
OPABO1, OPABO5, OPAB18, OPAC09, OPAC17, OPAC19, OPAD10, OPAEQ9,
OPAE12, OPAEI17 sirastyla 9, 8, 3, 13, 10, 7, 9, 1, 5, 3, 6 polimorfik bantlar {iretti.
OPABOS en yiiksek sayida (15) bant olustururken, OPAA19 ve OPABO1 en az (9)

bant veren primerlerdir.

RAPD sonuglart ile olusturulan dendrogram analizi sonuglaria gore bireyler 2 ana
grupta kiimelendi. 1. grupta 1., 2., 3.,4.,5.,6. ve 7.; 2. grupta 8., 9., 10., 11., 12., 13,,
14., 15., 16. ve 17. popiilasyonlar yer aldi. Bu kiimelenme Eksisu ve Ahmediye

ornekleri arasinda belirgin bir farkliligin oldugunu gostermektedir. 6. ve 7.
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popiilasyonun birbirine en yakin (0,988), 1. ile 14. popiilasyonun ise en uzak
polimorfizme sahip oldugu (0,688) gozlendi.

Birbirlerine en yakin olan 6. ve 7. popiilasyonlar Kasim ayinda Ahmediye alanindan
elde edildi. Bu veri ile ayn1 mevsim ve ayni alandan 6rneklenen canlilar arasinda
beklenildigi gibi polimorfik farkliligin az oldugu sdylenebilmektedir. Canlilarin
farkli mevsimlerdeki genetik materyalindeki polimorfizm degisimleri, yil igerisinde
iklim kosullarina adaptasyon becerisinin bir gostergesidir. Birbirlerine en uzak
poplilasyonlardan olan 1. Ekim aymmda Ahmediye’den, 14. ise Temmuz ayinda
Eksisu’dan elde edildi. Sonuglardan da goriildiigii gibi popiilasyonlar arasinda hem
yasama alant hem de mevsimsel bir farkliliktan s6z edilebilir. Ayni yerden ayni
mevsimde alinan bireyler birbirine genetik agidan en yakin ¢ikarken, farkli yerlerden

ve farkli mevsimlerde alinan bireyler ise birbirlerine en uzak ¢ikti.

Bazi bilim insanlarit RAPD’in tiir igerisinde taksonomik seviyede genetik farklilig
ortaya koymada kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir (Marilla ve Scoles 1996;
Stammers vd., 1995). Matioli vd. (2009) Brezilya’nin Minas Gerais Eyaletinde ve
Vicosa’daki narenciye bahgelerinde bulunan Agistemus pallini tiirleri arasindaki
genetik benzerligi karsilastirmak i¢in RAPD-PCR yontemini kullanilmistir. Bu,
stigmeid akarlar ile gerceklestirilen ilk molekiiler calismadir. Bu ¢alismada akarlarin
DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan yontem, DNA miktarinin az olmasina ve
akarlarmm kiigiikliigine ragmen RAPD-PCR amplifikasyonlari i¢in uygunlugu
belirtilmistir. Calismada, bir numunede kararl bir bantin yoklugu polimorfizm olarak
nitelendirilmistir (Matioli vd., 2009). Matioli vd. (2009)’nin yapmis oldugu
calismanin sonucunda polimorfizm oranint %53,8 hesaplamistir. Calismamizdaki

bulgular (%55,2) bu durumu destekler niteliktedir.

Benzer sekilde Al-Deep ve Enan (2010) Oryctes agamemnon Burmeister ile iliskili
foretik akarlarin genetik profillerini ortaya c¢ikarmak icin RAPD-PCR yoéntemini
kullanmistir. Reaksiyon iiriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. 9 primer

tarafindan {retilen bant sayist 57 olmustur. Yine Yabsley vd. (2013) molekiiler
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kiyaslama i¢in RAPD-PCR yontemini kullanmistir. Elde ettikleri veriler ile yaptiklar
kiyaslamalar sonucunda morfolojik olarak ayirt edilemeyen tiirler arasinda genetik
farkliliklar belirleyerek tiir alt1 simiflandirma yapmiglardir (Yabsley vd., 2013). Kraus
ve Hunt (1995)’un yapmis olduklari ¢alisma RAPD tekniginin V. jacobsoni’nin
ozellikle popiilasyonlar arasi ¢aligmalart i¢in degerli bir ara¢ oldugunu kanitlamistir.

Tez ¢aligmasinda bu ¢alismalardan yola ¢ikarak RAPD-PCR yontemi kullanildi.

Yabsley vd. (2013) yilinda yaptig1 ¢alisma ve Que vd. (2014) yilinda yaptig1 ¢alisma
bize morfolojik karakterizasyonun molekiiler karakterizasyon ile ayrilmaz bir
biitiinliik sagladigint gostermektedir. Yalnizca morfolojik analiz ya da yalnizca

molekiiler analiz tek basina canlilarin ekolojisini incelemede yetersiz bulunmaktadir.

Gal akan siyah iliziimde zarara neden olan biiyiik tomurcuk olarak bilinen ve ayni
zamanda ekim alanlar1 i¢inde ve ekim alanlar1 arasinda BRV virlisii (Blackcurrant
Reversion Virus) bulastiran en ciddi zararlidir. Brennan vd., 2008, AFLP
fragmanlarinin, sekans temelli PCR belirteglerine doniisiimii uygulanmasini
kolaylastirmis oldugunu bildirilmis ve dolayisiyla kus tiziimii igin yiiksek verimli
tiretim programlarinda akar-direngli gen kaynaklarinin se¢imini daha verimli hale

getirdigini gostermistir (Brennan vd., 2008).

Radwell vd. (2010) Kongsbergia robisoni popiilasyonlarinda mitokondriyal sitokrom
oksidaz-1 dizilerini analiz ederek belirli ekolojik bolgelere 6zgli endemik tiirler tespit
etmislerdir. Popiilasyonlar arasinda tek bir tiiriin i¢indeki degiskenligi gibi hemen
gbze carpmayan morfolojik farkliliklarin olup olmadiginin belirlenmesine yardimei
olmak {izere i¢ daglik bolgeler dahil yorumlamigslardir. Morfolojik inceleme ve
analizlere dayanarak i¢ daglik alanlarda ti¢ ekolojik bolgedeki K. robisoni
popiilasyonlar1 arasinda Kongsbergia’nin bilinen diger tiim tiirlerinden farkli ve

muhtemelen tek bir tiire ait oldugu sonucuna varmislardir (Radwell vd., 2010).

Bir Afrika kenesi olan Amblyomma hebraeum’dan vitellin reseptorii (VgR) kodlayan

bir gen tespit edilmistir. VgR’ler hemolenfden yumurta saris1 vitellin proteini alimini
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tesvik eden reseptor ailesinin yogun bulunmayan iyesidirler. Amblyomma
hebraeum’a ait vitellin reseptorii (AhVgR) 5703 baz ¢iftidir ve 22 amino asitlik bir
sinyalin olusmasini saglayan alt birimi (196,5 kDa) olan 1801 amino asitlik bir
proteini kodlar. Filogenetik analizler AhVgR’nin diger kenelerdeki VgR’ler ile son
derece benzer oldugunu gostermistir. AhVgR, ciftlestirilen disilerin dokularin
haricinde, a¢ veya tok erkeklerde ve diger biitiin disi dokularinda mevcut degildir.
VgR ifadesi silinmis VgR-dsRNA probu ile enjekte edilmis ac¢ ergin disilerin
yumurtalik gelisiminde 6nemli bir gecikme yasanmistir ve kontrollerden sonra
o6nemli oranda ovipozisyon baglamigtir. Bu sonuglar AhVgR ifadesinin Vg alim1 ve
daha sonra oositlerin olgunlagmasi i¢in 6nemli oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma
molekiiler temelli analizlerin canlilara 6zgiin 6zelliklerin kullanilmasiyla ayirt
etmede ne kadar pratik ve detayl bilgiler edinildigini géstermesi bakimdan 6nemlidir

(Smith ve Kaufman 2013).

Bryon vd. (2013) tarafindan 6zel bir mikrodizi ile genom ifade degisiklikleri
incelenerek diyapoz evresindeki akarlarin temel fizyolojik degisiklikleri
arastirilmistir. Calismada T. urticae genleri ile yapilan veri analizinde canliya ait
genlerin yaklasik %11’inin farkli sekilde ifade oldugu gosterilmistir. Bu calisma
keliserlilerin (Chelicerata) bir iiyesinin diyapoz ile ilgili ilk gen ifade analizidir ve
ayrica eklembacaklilarda (Arthropoda) diyapozun genel stratejileri hakkinda 6nemli

bilgiler kazandirmistir (Bryon vd., 2013).

Lv vd. (2014) yapmis olduklar1 ¢alismada kene tiirlerini tanimlamak i¢in CO1,16S
rDNA, ITS2 VE 12S rDNA ‘nin goreli etkileri dogrudan karsilastirmiglardir.
Sonuglar genetik sapma analizlerinin, her belirte¢ i¢in tiir i¢i sapmanin tiirler arasi

sapmaya gore daha diislik oldugunu gostermistir (Lv vd., 2014).

Brennan vd., (2008), Radwell vd., (2010), Smith ve Kaufman (2013), Bryon vd.,
(2013) ve Lv vd., (2014) yapmis olduklar1 molekiiler temelli g¢alismalarla E.
erciyesiensis popiilasyonlarinin molekiiler agidan degerlendirilmelerine katki

saglamiglardir.
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Sicaklik, nem, besin miktari, ortamin pH’s1, giines 15181 ve radyasyon gibi ortam
sartlarina canlilar baz1 adaptasyonlar gostermek zorundadir. Bu da, tiir iginde farkli
polimorfizmlere sebep olmaktadir. Dolayisiyla canlinin DNA sekansi ve bununla
birlikte protein yapilarinda degisiklikler meydana gelebilmektedir. Yani canlilarin
farkli ortam kosullarina adaptasyonlar1 genetik acidan da farklilagmalarina sebep
olmaktadir. Ornegin besin kaynagi yoniinden farkli ortamlardan alman aym tiiriin

bireyleri arasinda sindirim enzimleri agisindan polimorfizmler bulunabilmektedir.

Ahmediye ve Eksisu’dan ayn1 mevsimde alinan bireyler genetik acidan birbirlerine
yakin (0.840), hatta ayn1 yer ve ayni ayda alinan popiilasyonlarin birbirlerine ¢ok
yakin oldugu (0.976, 0.980, 0.988) gozlendi. Dolayisiyla bu durumun gevresel
etkenlere ve ortam adaptasyonuna dayanmasi muhtemeldir. Ayn1 bdlgeden farkli
mevsimlerde alinan bireylerde de muhtemelen farkli sicakliklardan ve farkli yasam

kosullarindan dolay1 polimorfizmler goriildii.

Calismada toprak ve suyun pH’st ve sicakligi olgiildii (Cizelge 4.4). Sonugta
Ahmediye alaninin Eksisu alanmna gore daha asidik oldugu saptandi. Canlinin tiir
icindeki ¢esitliligi bu etmenlere de bagli olabilecegi kanaatine varildi. Akarlar zaman
zaman uzun mesafeli gogler yapabilmektedirler. Gog ettikleri yerlerin sartlarina
uyum saglayabilmek adina bazi epigenetik modifikasyonlara ugradiklar1 gibi bazen

de bulunduklar1 ortamin sartlarindan kaynakli mutasyona ugramaktadirlar.

Eustigmaeus erciyesiensis tiirlerinin molekiiler tanilar1 hakkinda daha 6nce yapilmis
hi¢ bir ¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan sistematik diizeydeki ¢alismalarla bu tiiriin
yapisal Ozellikleri tam olarak ortaya cikarilmigtir. Fakat bugiine kadar genetik
seviyede bilgi saglayacak herhangi bir calisma yapilmamistir. Bu ¢alisma,
Eustigmaeus erciyesiensis iizerine yapilan ilk molekiiler ¢alisma olmasi nedeniyle,
bu noktalardaki bilgi eksikligini bir 6l¢iide kapatarak, daha sonraki ¢alismalar igin

temel olusturmasi beklenmektedir.

5.1. Oneriler
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RAPD, tiir seviyesinde filogenetik iliskiyi aciklamada tek basina yeterli olmasa da,
tirtin genetik profilini ortaya g¢ikarmasi bakimindan Onemlidir. Bundan sonraki
caligmalarda daha fazla 6rnekle daha ¢ok gen bdlgesinin sekans analizi yapilarak tiir
i¢i ve tiirler aras1 yapilanma detayli olarak ortaya konulabilir. SSR, ISSR, RFLP gibi
farkli yontemlerle RAPD ile yapilan bu calismanin giivenilirliginin artirtlmasi
saglanabilir. Popiilasyonlarin mtDNA markirlart ile ¢alisilabilir. Eustigmaeus
erciyesiensis popiilasyonlarinda goriilen farklilasma detaylandirilabilir. Tiirkiye’deki
akarlara 0zgii bir genetik yapilanmanin s6z konusu olup olmadig1 acikliga
kavusturulabilir. Ayrica muhafaza edilmis 6rnekler genetik ¢calismalarda kullanilarak
bu tiirlerin zaman icerisindeki degisimi ortaya konulabilir. Ayn1 zamanda sicaklik ve
pH yaninda radyosyon 6l¢iimii ve topraktan element analizi de yapilarak parametre

sayis1 artirilabilir, dolayisiyla sonuglar ve nedenleri daha anlasilir hale getirilebilir.
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