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Bu ¢alismada, Tiirkiye’de bulunan bazi Daphnia tiirlerinin morfolojik ve molekiiler
sistematiklerinin karsilagtirmali olarak incelenmesi ve filocografyalarinin arastirilmasi
amaclanmistir. Morfolojik sistematikte 1sik mikroskobu ve taramali elektron
mikroskobu (SEM) tekniklerinden faydalanilmistir. Molekiiler sistematik icin
mitokondriyal DNA’nin Sitokrom C oksidaz alt tinite I (COI ) geni kullanilarak dizi
analizi ¢aligmast yapilmistir. Populasyonlar arasindaki genetik farklilasmalar, COI
geninin 540 baz cifti (bg) kismi kullanilmak iizere, filogenetik analiz yontemleri ile
degerlendirilmistir. Karsilagtirma olanagi sunmak i¢in GenBank veri tabanindan COI
genine ait 26 dizi ¢alismaya dahil edilmistir.

Calisma sonucunda, morfolojik ve molekiiler sistematik birbiriyle uyumlu
bulunmamustir. Morfolojik teshis ile 5 tiiriin (D. cucullata, D. curvirostris, D. galeata,
D. magna ve D. pulex) varligi tespit edilmistir. Morfolojik taksonomi ile Daphnia pulex
olarak tanimlanan tiir, molekiiler taksonomi ile Kimura-2-Parametresine gore %16,1
dizi farklilig: ile iki monofiletik gruba ayrilmis ve bunlarin ayni tiir kompleksine ait
farkl tiirler olabilecegi diisliniilmiistiir. GenBank ornekleri ile degerlendirildiginde D.
pulex TR1 olarak adlandirilan monofiletik grubun D. pulex Leydig, 1980 ile %99
benzerlik gosterdigi, D. pulex TR2 olarak adlandirilan monofiletik grubun ise en yakin
akrabasinin %5,4 dizi farkliligi ile D. tenobrosa oldugu tespit edilmistir. Populasyonlar
aras1 genetik farklilasma 0,90669 Fstdegeri ile en fazla Daphnia pulex TR2 monofiletik
grubuna ait bulunmustur. Populasyonlar arasi genetik farkliligin yiiksek olmasi ve gen
akisinin olmamasi, cografik bariyerlerden ziyade bolgesel adaptasyonla agiklanmistir.
Bu c¢alisma ile Daphnia pulex kompleksi igerisindeki isimlendirme ve simiflandirma
probleminin alt1 ¢izilmis, detayli morfolojik c¢alismalarin bu problemi ¢ézmeye
yardimeci1 olacagi ve biyocografik yorumlarin 6niinii agacagi diisiiniilmiistiir.
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ABSTRACT

Ph. D. Thesis

PHYLOGEOGRAPHY OF SOME SPECIES BELONGING TO THE GENUS Daphnia
IN TURKEY

Ebru OZDEMIR

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

Superviser: Prof. Dr. Ahmet ALTINDAG

In this study, comparative examination of morphological and molecular systematics of
some Daphnia species found in Turkey and research of phyloceograpy of these species
was aimed. Techniques of light microscope and scanning electron microscope (SEM)
were utilized for morphological systematic. For molecular systematic, sequence analysis
study was performed with using cytochrome C oxidase subunit 1 (COI) gene of
mithocondrial DNA. Genetic differantiation among populations was evaluated by
phlogenetic analysis with using 540 base pair (bp) fragment of the COI gene. 26
sequence belonging to COI gene from GeneBank database were included in the study to
enable comparision.

The results of morphological and molecular systematic studies were not found coherent.
With the help of morphological diagnosis, five species (D. cucullata, D. curvirostris, D.
galeata, D. magna ve D. pulex) were determined. Species identified as Daphnia pulex
with morphological systematic, was divided into two monophyletic groups according to
Kimura-2 Parameters with molecular systematic. Differantiation between these
monophyletic groups was determined as 16,1%. Therefore there may be different
species of same complex. When compared to the samples of GeneBank the
monophyletic group called Daphnia pulex TR1 showed resemblance at the rate of 99%
with Daphnia pulex Leydig, 1980. On the other hand, Daphnia tenobrosa was identified
as the most close relative of the monophyletic group called Daphnia pulex TR2 with
5,4% discrepancy. The highest genetic diffentiation was the monophyletic group of the
Daphnia pulex TR2 with rate of 0,90669 Fsr. This rate of differentiation and the
absence of gene flow were explained with regional adaptation rather than geographic
barriers. This study underlined the problem of nomenclature and classification in
Daphnia pulex complex. Also we thought that detailed morphological studies will help
to solve this problem and lead to bioceographic interpretations.

October 2013, 131 page
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1. GIRIS

Cladocera, Copepoda ve Rotifera gibi zooplanktonik organizmalar, yavru baliklarin
dogrudan ve bunlar tiiketen diger hayvanlarin da dolayli olarak besin gereksinimlerini
saglayarak sucul ekosistemde besin zincirinin 6nemli halkalarindan birini olustururlar
(Cirik ve Gokpinar 1993). Cogu Copepoda tiirii uzun lireme araligma sahipken
Cladocera ve Rotifera partenogenetik iireme Ozellikleri sayesinde uygun ortam
kosullarinda hizli bir sekilde populasyon artis1 gostermektedirler (Kang vd. 2006). Bu
nedenle Cladocera tiirleri (6zellikle Daphnia ve Moina cinsleri) tatli su baliklarinin
larva dretiminde basariyla kullanilabilmektedir (Hoff ve Snell 1989). Sucul
ekosistemdeki besin zincirinin 6nemli bir halkasini olusturmanin yani sira yetistiricilikte
canlt yem organizmasi olarak da dnem tasiyan Cladocera dogal tatli su ortamlarinda

biyokiitle bakimindan baskin bir taksondur.

Daphnia cinsi, Cladocera igerisinde yer alan en zengin cinslerden bir tanesidir (Benzie
2005). Diinya i¢ sularinda 400’den fazla tiir, Cladocera icerisinde bulunmaktadir
(Segers ve Martens 2005) ve bunlardan 74 tanesi Daphnia cinsine aittir. Tiirkiye’de ise
Cladocera igerisinde yer alan 93 tane tiir bulunmaktadir ve bunlardan 14’4 Daphnia
cinsine aittir (Ustaoglu 2004, Yalim ve Ciplak 2005).

Daphnia tiirleri dongiisel partenogenetik tiremeleri ve ortam kosullar1 bozuldugu zaman
direncli dormant seksiiel yumurtalar meydana getirip, bunlarla dagilim gosterebilmeleri
ile karakterize edilirler (De Meester 1996). Dagilim kapasitelerinin yiiksek olmasi
nedeniyle, Daphnia cinsi populasyon genetigi ¢alismalarinin merkezinde yer almistir
(Crease 1999, Penton vd. 2004, De Galas vd. 2005, Ishsida vd. 2006, Markova vd.
2007, Mergeay vd. 2008). Bilim adamlarinin bu cins {lizerine yogunlagmalarinin en
onemli nedenlerinden birisi de, ¢cok sayida hibrit tiirtin mevcut olmasi (Benzie 2005) ve

tiir ayriminin morfolojik olarak bazi gruplarda yapilamiyor olmasidir.

Darwin’in tathi su kladoserlerinin kozmopolit dagilimi ve morfolojik benzerlikleri
tizerine yapmis oldugu gozlemleri takiben, evrimsel tarih ve biyocografik 6rnekleme

tizerine odaklanilmistir (Penton vd. 2004). Allozim ve mitokondriyal DNA ¢aligmalari,



taksonomik calismalara yeni bir bakis acis1 kazandirmustir. Tir iligkilerini
degerlendirmede, filogenetik analizler morfolojik ¢alismalardan daha etkili (Adamowicz
vd. 2009) oldugu icin, son zamanlarda yapilan calismalar, morfolojik taksonomiden
kaynaklanan problemlerin molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalarla ¢oziilmesi ve tiirlerin

filogenetik iliskilerinin belirlenmesi yoniindedir.

Yiiksek genetik c¢oziimlemeye ihtiyag duyan arastirmalarda ya da c¢ok az miktarda
dokunun mevcut oldugu durumlarda, populasyon genetigi analizleri i¢in polimeraz
zincir reaksiyonuna (PCR) dayali teknikler tercih edilmektedir (Schierwater vd. 1994).
Bu teknikler, mitokondriyal DNA’nin ¢ogaltilmasini, ardindan dizileme olayini ya da
uzunluk polimorfizm analizini (RFLP) ve ¢ekirdek DNA’sinin cogaltilmasini

icermektedir (Arnheim vd. 1990, Avise 1994, Schwenk vd. 1998).

Mitokondriyal DNA’nin evrim hizi ¢ekirdek DNA’sina oranla 10-20 kat daha fazladir.
Bu nedenle tiirlerin akrabalik iligkilerini belirlemek i¢in yapilan filogenetik ¢alismalarda
mitokondriyal DNA dizileri daha sik kullanilmaktadir. Bu amacgla mitokondriyal
DNA’nin tiirler arasinda en ¢ok korundugu bilinen gen bolgelerinin dizisi
cikarilmaktadir. Mitokondrial genom 37 gen bdlgesi igerir. Bunlardan 13'i solunum
zincirindeki yapisal proteinleri kodlarken, 2'si rRNA ve 22'si de tRNA genlerini kodlar.
Diinyada Amerika, Avrupa, Avustralya ve Asya’da Cladocera tiirleri {izerine yapilmig
¢ok sayida molekiiler ¢alisma bulunmaktadir (De Galas vd. 2005, Colbourne vd. 2006,
De Waard vd. 2006, Ishida vd. 2006, Durbin vd. 2008, Jeffery vd. 2010, Duggan vd.
2012, Zuykova vd. 2013). Fakat zooplanktonik organizmalar iizerine Tirkiye’de her
hangi bir ¢alisma yapilmamistir ve bu calisma, alanda bir ilk olmasi bakimindan

onemlidir.

Asya ve Avrupa arasinda koprii konumunda olan Tiirkiye’nin mevcut Cladocera tiirleri
lizerine yapilacak ¢aligmalarin, bu iki kita arasinda gen akiginin agiklanmasinda olduk¢a

onemli bir kaynak niteliginde olacag: diistiniilmuistiir.

Molekiiler belirtecler kullanilarak zooplanktonik organizmalar lizerinde yapilan bazi

caligmalar ile kompleks gruplar icerisinde yer alan bazi tiirlerin yeni tiir oldugu ortaya



konmustur (Ishida vd. 2006, Penton vd. 2004, Juracka vd. 2010, Kotov ve Taylor 2010).
Zooplanktonik organizmalarda gozlenen bu tiirlesmelerin sebebinin genetik bariyerler
(6rnegin sira daglar, barajlar ve uzaklik gibi) oldugu, diger taraftan herhangi bir bariyer
olmaksizin da planktonik organizmalarda tiirlesmenin miimkiin oldugu yapilan

calismalarla ortaya konmustur (Taylor vd. 1998, Gomez vd. 2000, Hebert vd. 2003).

Bu tez calismasinda da, Tirkiye’nin 7 farkli bolgesinde yapilan orneklemelerle 22
lokaliteden elde edilen Daphnia cinsine ait bazi tiirler morfolojik ve molekiiler diizeyde
incelenmis, omurgasizlar icin filogenetik iliskileri iyi agikladigi bilinen COI (Sitokrom
C Oksidaz I) gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasin1 takiben DNA dizi analizi
yapilmistir. Yapilan bu ¢aligsma ile,

e Tirkiye’de bulunan bazi Daphnia tiirlerinin morfolojik ve molekiiler
sistematiklerinin karsilastirmali olarak incelenmesi;

e Eger varsa gizli tiirlesmelerin ortaya ¢ikarilmasi;

e Calismada incelenecek oOrnekler Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden toplanacagi
icin lilke genelinde varsa gen akisina bariyer teskil eden etkenlerin ortaya
cikarilmasi;

e Gen akisma engel teskil eden bir neden yokken bile molekiiler diizeyde bir

farklilagsma varsa bunun nedenlerinin incelenmesi amag¢lanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Cladocera

Zooplanktonik organizmalarin énemli bir kismini olusturan Cladocera, oldukea kiigtik,
cogunlukla mikroskobik hayvanlarin olusturdugu bir taksondur (Demirsoy 2002).
Biiyiikliikleri 0,5 mm ile 6 mm arasinda degisir (Ebert 2005).

Cladocera, Copepoda ve Rotifera gibi zooplanktonik organizmalar, yavru baliklarin
dogrudan ve bunlar tiiketen diger hayvanlarin da dolayli olarak besin gereksinimlerini

saglayarak sucul ekosistemde besin zincirinin dnemli halkalarindan birini olustururlar

(Cirik ve Gokpinar 1993).

Cladocera igerisinde beslenme adaptasyonuna bagli olarak iki hattin evrimlestigi
goriiliir. Podonidae, Polyphemidae ve Leptodoridae familayalarinin yer aldig1 grupta,
bacaklar yakalayici tipte olup predatdr olarak beslenirler. Daphniidae, Chydoridae,
Macrothricidae, Bosminidae ve Moinidac familyalarmin oldugu grupta ise
organizmalar, su igerisinden siizdiikleri alglerle, detritusla ya da sucul bitkiler tizerinde

bulunan alglerle beslenmeye uyum saglamislardir (Scourfield ve Harding 1966).

Cladocera’ya ait tiirlerin biiyiik bir ¢ogunlugu tath sularda yayilis gosterir. Sadece
birkag tiirii denizeldir. Tath sularda yasayan tiirler genellikle planktonik olup gollerin
limnetik bolgelerinde bulunurlar. Bunun yamn sira golciiklerde, kiigiik su birikintilerinde,
akarsularin durgun zonlarinda, tuzlu gollerde, acisu ortamlarinda yayilis gosteren tiirler
de vardir. Bazi tiirler ise su sistemlerinin bentik bolgelerinde yasamaya uyum

saglamislardir (Demirsoy 2002).

Cladocera zooplanktonik populasyonlarinda kis ve yaz aylarinda populasyon sayisinda
azalma gozlenirken, sicakliin ve fotosentez oraninin arttig1 ilkbahar aylarinda ve su
kiitlesinin 1y1 karistig1 sonbahar aylarinda populasyon sayisinda artis gozlenir (Cirik ve

Cirik 2005).



2.1.1 Daphnia’nin sistematikteki yeri

Phylum : Arthropoda
Subphylum : Crustacea

Classis : Branchiopoda
Subclassis : Phyllopoda
Ordo : Diplostraca
Subordo : Cladocera
Infraordo  : Anomopoda
Familia : Daphniidae
Genus : Daphnia

Diinya i¢ sularinda 74 Daphnia tiirii bulunmaktadir (Benzie 2005). Bunlardan 14
tanesinin (Daphnia magna, Daphnia similis, Daphnia ulomskyi, Daphnia carinata,
Daphnia cucullata, Daphnia curvirostris, Daphnia galeata, Daphnia hyalina, Daphnia
longispina, Daphnia obtusa, Daphnia parvula, Daphnia pulex ve Daphnia pulicaria)

Tiirkiye i¢ sularinda bulundugu kaydedilmistir (Ustaoglu 2004, Yalim ve Ciplak 2005).

2.1.2 Daphnia’nmin morfolojik yapisi

Daphnia (su pireleri) genellikle tatli sularda yasayan 0,2—3 mm boyunda olan, yiiksek
oranda protein ve temel yag asitleri igceren bir tatli su kabuklusudur. Besin degeri yasa
ve tiire gore degismekle birlikte kuru agirliginin ortalama %50’sini protein olusturur.
Bu ozellikleri nedeniyle baliklar i¢in kaliteli ve besleyici bir yem teskil ederler

(Akyildiz 1992, Cirik ve Gokpinar 1993, Alpbaz, 1993).

Daphnia’da viicut, yiiksek oranda kitin ve polisakkarit igeren karapaks adi verilen g¢ift
duvarli bir kabuk ile ortiiliidiir (Ebert 2005). Karapaks, sirt tarafinda midye kabugu gibi
birlesmis, karin kisminda ise agiktir. iki karapaksin arasinda bulunan ve viicut
uzantilarini tasiyan kisim, abdomen (karin) ve thorax (gogiis) olmak iizere iki boliime
ayrilir. Viicut yanlardan basik olup, arka kisminda genellikle mevsime gore uzayip
kisalabilen kuyruk seklinde ve ftizeri disli bir diken (kuyruk spini) bulunmaktadir
(Edmondson 1959, Erengin ve Koksal 1981, Alpbaz 1993 ).



Bas genellikle ventral tarafa ve kismen geriye dogru uzayarak bir gaga (rostrum) seklini
almigtir. Bag kisminda anteniil, bir ¢ift anten, agiz, 1s18a duyarh biiyiik bilesik bir goz
ve g6z benegi (ocellus) bulunmaktadir. Géziin 6niindeki kisim vertex adin1 almakta ve

ti¢c kas yardimiyla her tarafa donebilme yetenegindedir (Demirsoy 1998).

Daphnia’lar suya karsi koyabilme ve suyu filtre edebilme Ozelligine sahip yaprak
seklinde yassilasmis bacaklari ile karakterize edilirler (Ebert 2005). Yassilasmis, uglari
catall1 5 ¢ift bacaga sahiptirler.

Viicut postabdomen ile sonlanir. Postabdomen loblu bir yapiya sahiptir. Postabdomen
bir ¢ift tirnak (claw) tasir. Bu tirnaklar {i¢ grup taraga (comb) sahiptir. Postabdomendeki
loblarin sayis1 ve yapisi, tirnaktaki taraklarin biiyiikligl, gruplagsmasi ve taraktaki
dislerin sayisi taksonomik agidan ¢ok Onemli ayirt edici karakterlerdir (Benzie 2005).

Daphnia’nin genel viicut yapisi ve kisimlari sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1 Daphnia’nin genel viicut yapisi1 (Ebert 2005)



Disi ve erkek bireyler genel olarak birbirlerine benzemek suretiyle, erkek bireyler daha
kiiciik viicutlu olmalari, daha biiyiik anteniillere sahip olmalari, degisiklige ugramis
postabdomen yapilar1 ve daha koseli bir viicut yapisina sahip olmalari ile disilerden

kolaylikla ayirt edilebilirler (Benzie 2005, Ebert 2005).

2.1.3 Daphnia’nin habitat secimi

Daphniidae familyasina ait olan tiirler ¢ok genis bir alana yayilmis olup, kuzey ve
giiney yarim kiirede bulunan géller, nehirler, havuzlar ve gegici su birikintileri gibi
ortamlarda yasamaktadirlar. Sig ve vejetasyonu zengin olan gollerde daha fazla tiir
bulunmaktadir. Bu canlilar genellikle littoral kesimde bulunurlar (Erencin ve Koksal
1981). Bu familyanin {iyeleri organik maddelerin dekompozisasyona ugradig1 sularda
cok yiiksek miktarda bulunabilmektedir. Ozellikle biiyiime kosullarmin optimum
oldugu periyotlarda gegici sularda sayilart olduk¢a fazla olabilmektedir (Cirik ve
Gokpmar 1993). Genel olarak su birikintilerinde su sicakliginin 15-22°C arasinda
oldugu ortamlarda iyi iremektedirler. Daphnia’lar giinlik ve yillik sicaklik
degisimlerine kars1 oldukga toleranshidir. En uygun gelisme sicakliklart ise 24-25°C
olarak kaydedilmistir (Alpbaz 1993, Cirik ve Gokpinar, 1993). Daphnia habitatlarinin
su Kkalitesi ¢ok degiskenlik gosterebilmektedir. Cogu tiir icin pH 6,5 ile 9,5
araligindadir, ancak optimum pH 7,2-8,5 olarak kabul edilmektedir. Tuzlulugun
genellikle %o5’in altinda oldugu habitatlarda iyi gelisim gosterirler. Ancak bu durum
tirlere gore degismekle birlikte bazi tiirlerin tuzluluga toleransi yiiksek olup %020
tuzlulukta yasayabilmektedirler (Ebert 2005).

2.1.4 Daphnia cinsinde hareket ve metabolizma

Daphnia’lar giiglii ikinci antenleriyle ylizmektedir. Hareketleri cogunlukla diisey olarak
inip ¢ikma seklinde olmaktadir. Bazilarinda diizenli bir ylizme mevcuttur. Pek azi anten
killariyla su filmine asilmaktadir. Su icinde her tiirlii hareketi saglayan bu antenler,
Daphnia hizla asagi dogru inerken yanlardan arkaya dogru uzanmaktadir. Yavas yavas
yukar1 ¢iktiginda ise agilarak bir kavisle viicuda yaklasmaktadir. Daphnia kendini
yukar1 ¢ekmek i¢in antenlerini bir kiirek gibi kullanmaktadir. Genel olarak yiizme tipi



bu antenlerin biiyiikliigiine, uzunluguna, sahip oldugu uzantilarin sayisina ve anten

kaslarinin biiytikligiine baglidir (Edmondson 1959, Demirsoy 1998).

Daphnia suyu filtre ederek beslenme O6zelligine sahiptir. Yaprak bacak seklindeki
bacaklar suda firlatilmak suretiyle suda 6nden arkaya dogru bir akinti olusturulur ve
suda asili halde bulunan partikiiller bu bacaklardaki 6zel uzantilar sayesinde tutularak
bacaklar arasinda yer alan ventral besin oluklarinda siiziiliir. Burada besin agiz salgisi
ile karsilagir, 6giitilmek lizere maksiller tarafindan mandibullar arasina itilir (Wetzel
1975). Sindirim sistemi agizla baslar. Agzin gerisinde bir ¢ift kiigiik ve kiit mandibul
bulunur. Basit yapidaki sindirim sistemi kisa bir 6zofagus ile orta bagirsaga acilir. Uzun
sindirim borusu viicut sekline uygun kivrimlar yaparak kisa olan son bagirsaga ulasir ve

son segmentte aniisle disar1 agilir (Demirsoy 1998).

Daphnia, protozoa, bakteri, 6lii materyal ve detritusu igine alan nanoplankton ile
beslenme 6zelligine sahiptir. Ancak temel besin kaynagi fitoplanktondur. Scenedsesmus
ve Chlamydomonas tiirii yesil alglerin en 6nemli besin kaynaklari oldugu yapilan

laboratuar ¢aligmalari ile kaydedilmistir (Benzie 2005, Ebert 2005).

Normalde seffaf bir goriintiiye sahip olan Daphnia’da renk, bagirsagin dolu ve bos
olmasina gore degisiklik gosterrmektedir. Iyi beslenmis bir Daphnia a¢ olan
Daphnia’ya gore daha koyu renklidir. Bu renk besin ¢esidine gore degisiklik gosterir.
Ornegin hayvan yesil alg ile beslenmisse sar1 ya da yesil, bakteri ile beslenmisse

pembemsi bir renge sahip olur (Ebert 2005).

Cladocera iiyelerinde karapaksin i¢ duvari ve ayaklar gaz degisiminde rol oynayarak
solunumu saglarlar. Karapaksin 6n ucunda bulunan yassi bir organ olan maksillar

(kabuk bezi) bosaltim ve osmoregiilasyonda gorevlidir (Edmondson 1959).

Basin hemen gerisinde, sirt kisminda bulunan kalp, bir ¢ift ostiyuma sahip oval ya da
uzunca bir kese seklindedir. Genelde renksiz olan kan, ¢ok iyi beslenmis olanlarda
kirmizidir ve bundan dolayr bu canlilarda tiim viicut kirmizi goriinmektedir
(Edmondson 1959, Demirsoy 1998). 20°C Sicaklikta dakikada 200 kez atan kalp, daha
diisiik sicakliklarda yavas atmaktadir (Ebert 2005).



Sinir sistemi, beyin ve karin gangliyon zincirinden olusmaktadir (Ebert 2005).

2.1.5 Daphnia cinsinde yasam dongiisii ve iireme

Daphnia’da tireme, seksiiel ve aseksiiel fazlar1 igermektedir. Optimal kosullarda
Daphnia, her 2,5-3 giinde bir yumurta verip, bir disi yasami boyunca 25 yeni
yumurtlama doénemine girebilmektedir. Daphnia’nin tiremesi genellikle partenogenetik
yolla gerceklesir. Disi bireylerde orta bagirsagin iki yaninda yer alan bir ¢ift ovaryum
bulunmaktadir. Yumurtalar viicudun dorsali ile karapaks arasindaki genis boslukta
gelisir ve ovaryum igerisinde dortlii gruplar olusturur. Bunlardan sadece bir tanesi
verimli olmakta ve digerleri gelisme i¢in besin ortami olusturmaktadir. Ufak ve ince
kabuklu olan bu yumurtalara yaz yumurtasi denir. Bu yumurtalar déllenmeden gelisim

gostermektedirler (Alpbaz vd. 1992).

Aseksiiel olan klon (2n) dollenme olmaksizin, hem erkek (n) hem diploid disi (2n) hem
de erkek tarafindan dollenmeye ihtiyag duyan haploid yumurta tasiyan disi birey (n)
tiretebilme o6zelligine sahiptir. Ortam kosullar1 normal oldugu zaman partenogenez
yoluyla diploid ana disiden diploid yavru disiler olusurken, populasyon artiginin bir
sonucu olarak besin miktarinda azalma ve rekabette artis gozlenmesi veya su
sicakligindaki degisim durumunda disi bireyden, erkek bireyler ve haploid yumurta
tastyan disi bireyler olusmaktadir (Sekil 2.2). Olusan erkek bireyler (n) ile disi bireyler
(n) sekstiel treme ile kis yumurtalarini olustururlar. Ciftlesme sonucunda olusan
epifiyum igerisindeki bu yumurtalar (resting eggs=seksiiel yumurtalar) koti ortam
kosullarina kars1 direng saglar. Ortam kosullar1 normale dondiigiinde epifiyum ana
canlidan koparak ayrilir ve igerisindeki yumurtalar (2n) serbest kalir. Epifiyum yiiksek
oranda melanize olmus bir yapiya sahip olup, genellikle 2 yumurta tagimaktadir. Bu
yumurtalardan partenogenetik yolla iireyen diploid disiler meydana gelir (Lavens ve
Sorgeloos, 1996, Benzie 2005, Ebert 2005). Biiyiik gollerde genellikle sabit bir
populasyon yapist varken, yani sadece partenogenezle ¢cogalma gozlenirken, havuz ve
gecici su kiitlelerinde sekstiel tireme ile seksiiel yumurta olusumu daha fazla gozlenir

(Ebert 2005).
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Sekil 2.2 Daphnia’nin yasam dongiisii (Ebert 2005)

2.1.6 Daphnia cinsinde morfolojik varyasyon

Daphnia’da viicut biiyiikliigii ve diger morfolojik karakterler ¢evresel faktorlere bagh
olarak onemli oOl¢iide degisiklik gosterebilmektedir. Morfolojideki bu degisiklikler
“siklomorfozis” olarak adlandirilmaktadir. Siklomorfozise neden olan faktorler,
fotoperiyot, sicaklik, tiirbulans, besin miktari-kalitesi ve predasyon olarak belirtilmistir.
Bir ya da daha fazla karakterdeki bu mevsimsel degisiklikler, Daphnia ambigua,
Daphnia cucullata, Daphna cristata, Daphnia galeata, Daphnia hyalina, Daphnia
pulex, Daphnia retrocurva, Daphnia carinata, Daphnia cephalata ve Daphnia lumholtzi

olmak tizere birgok tiirde tanimlanmistir.
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Tiire bagli olarak siklomorfozis sekli degisiklik gostermektedir (Sekil 2.3) (Agrawal vd.
1999, Agrawal 2001, Ebert 2011). Ornegin, Daphnia middendorfiana’da Kopepod,
Daphnia lumholtzi’de balik predasyonuna karsi uzun kuyruk spini olusumu
gozlenmistir. Chaborus larvalarinin oldugu durumlarda Daphnia galeata ve Daphnia

retrocurva’da basta migfer seklinde bir yapi olusurken Daphnia pulex ‘de boyun disi

(neck teeth) adi verilen basin dorsal alt kisminda ¢entik olusumu kaydedilmistir (Benzie
2005).

Sekil 2.3 Daphnia tiirlerinde goriilen morfolojik varyasyonlar (Agrawal vd. 1999,
Agrawal 2001, Ebert 2011)

Genellikle transparan bir goriintiiye Sahip olan Daphnia, yiiksek derecede UV
(ultraviyole) radyasyonuna maruz kaldiginda melanin pigmentinin viicuttaki orani artar
ve canli daha koyu kahverengi bir renge sahip olur. Bu pigment sayesinde canli, giinesin

zararl 1sinlarindan korunur (Ebert 2005).

2.2 Taksonomi

Taksonomi, canlilarin benzerlik, akrabalik ya da koken iliskisiyle siiflandirilmasi
olarak tanimlanir. Bugiine kadar kullanilan morfolojik karakterlere dayali taksonominin
yani sira, molekiiler genetigin gelismesiyle canlilarin genetik yapilarindan yola ¢ikilarak
yapilan taksonomi g¢aligmalariyla da evrimsel siirece dair ¢cok Onemli bilgiler elde

edilmektedir (Qi vd. 2007 ).
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Morfolojik taksonomi caligmalarinin iki 6nemli asamasi bulunur. Bunlardan birincisi
teshistir. Teshis yapilirken Ornekler daha onceden taksonomide yerleri belirlenmis
bireylerle karsilastirilarak taksonomik a¢idan anlam tasiyan karakterleri agisindan
degerlendirilir. Ikinci asama ise smiflandirmadir. Siniflandirmada taksonomik gruplar

cesitli 6zellikleri bakimindan birbirleriyle karsilastirilarak diizenlenir.

Canlilarin taksonomik yerlerinin kesin olarak belirlenebilmesi i¢in kimi zaman degisik
tirler arasinda morfolojik ve anatomik 6zelliklerin farkliliklar1 yeterli olmamaktadir.
Ayrica canlilarin yasadiklar1 farkli habitatlar da morfolojik varyasyona neden
olacagindan, aym tiirlere ait bireyler morfolojik ve anatomik olarak birbirinden
farkliliklar gosterebilirler. Taksonomik c¢aligsmalarda bizi genetik yapidan faydalanmaya
iten en 6nemli neden genotipin fenotipten daha {istiin, kararl bir yapiya sahip olmasidir.
Bir karakteri birden fazla lokusun belirlemesi, bir genin birden fazla karakteri etkilemesi
ve genotip-cevre etkilesimi gibi iliskiler, morfoloji yoluyla elde edilen bilgilerin tek
basina yeterli olmasini engellemektedir (Klug ve Cummings 2000). Bu sebeple
giintimiizde taksonomi ve filogeni ¢aligmalarinda DNA’y1, 6zellikle de mitokondriyal

DNA’y1 hedef alan molekiiler teknikler siklikla kullanilmaya baglanmistir.

2.2.1 Daphnia cinsinde morfolojik teshis bakimindan 6nem tasiyan karakterler

Daphnia tiirlerinde morfolojik teshis bakimindan 6nem tasiyan karakterler Benzie

(2005)’e gore asagidaki gibi tanimlanmugtir:

* Viicut biiyiikligii

® Kuyruk spininin karapaksa orani

* Karapaksin yandan goriiniisii, dorsal ve ventral kenarin sekli
* Bas yapis1 ve karapaksa orani

® Rostrum sekli

® Anteniiliin yapis1 ve rostruma orani

* GOz biytikliigii ve yeri

® Goz beneginin var olup olmamasi, biiyiikligii

* Dorsal ve ventral hat boyunca dizilen setalarin sekli ve orani

* Postabdomenin yapis1 ve lob sayisi
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* Postabdomendeki anal dis sayis1 ve bunlarin siralanisi

* Postabdominal tirnak ve tasidig: taraklarin birbiri ile orani, taraklarin tizerindeki
dislerin sayis1 ve dizilimi

* Epifiyumun sekli, rengi ve konumu

2.3 Genetik Belirtecler (Markor) ve Kullanim Alanlar:

Canlilar aras1 genetik farkliliklar, farkli genler tasimalarindan kaynaklanmaktadir. Aile
ici, tiir i¢i ve populasyonlar arasi genetik varyasyon genetik belirteclerle
degerlendirilmektedir. Genetik belirteg, baglantili bir lokustaki alelleri tanimlamak i¢in
kullanilan saptanabilir gen ya da DNA parcasidir. Genetik belirtecler genel olarak,
morfolojik belirtecler, protein belirtecler ve DNA belirtecleri olmak iizere ii¢ gruba
ayrilir (Avise 1994).

Cok sayidaki morfolojik belirteg insan, hayvan ve bitki genetik c¢alismalarinda
kullanilmaktadir. Genler ve kromozomlar hakkindaki bilgi eksikliginden dolayr ilk
calismalar, goz rengi, kanat yapisi, boynuzluluk, deri rengi gibi basit Mendel kalitimi
gosteren Ozellikler iizerinde yapilmistir. Morfolojik belirteglerin gozlenmesi kolay
olmasina ragmen alel sayilarinin nispeten az olmasindan dolayr kullanimi kisith

kalmaktadir (Liu 1998).

Protein belirtegleri olarak, allozimler ve izozimler kullanilir. Allozim ve izozimlerin
sistematik ve populasyon genetiginde kullanimlari 1960’larin ortasinda baslamistir
(Hubby ve Lewontin 1966, Lewontin ve Hubby 1966). Protein belirteglerin bazi
dezavantajlarindan dolayt DNA temelli belirte¢ sistemleri gelistirilmistir. DNA
belirtegleri ile protein belirteclerden daha fazla polimorfizm elde edildigi saptanmistir
(Behura 2006). DNA bélgesinin intronlarinda yer alan mutasyonlarin DNA seviyesinde
protein seviyesinden daha fazla degisiklik gostermesi, ayrica DNA Orneklerinin
proteinlere gore daha stabil olmasi nedeniyle DNA belirtecleri, tiirler arasindaki genetik
farkliligin Ol¢iimiinde daha yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Loxdale ve
Lushai 1998, Heckel 2003, Avise 2004). DNA belirtecleri, hibridizasyona dayali
belirtecler, PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)’a dayal1 belirtecler ve EST ler (ifade
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Dizisi Etiketleri) olarak gruplandirilir (Avise 1994). Polimeraz zincir reaksiyonunun
kesfinden sonra genetik calismalarda PCR temelli belirtecler daha fazla tercih edilmeye

baslanmistir.

2.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Rekombinant DNA teknolojisi 1970’lerin basinda gelistirilmis ve takip eden yillarda
genetikgilerin ve molekiiler biyologlarin arastirmalarinda bir devrim yaratarak,
biyoteknoloji endiistrisinde patlamaya neden olmustur (Jackson vd. 1972, Lobban ve
Kaiser 1973, Cohen vd. 1973). Ardindan 1984 yilinda bilim adamlar1 in-vivo kosullar
yerine in-vitro kosullarda ¢ogaltmaya bagli olarak bir DNA amplifikasyonu prosediirii
gelistirmiglerdir. PCR olarak bildirilen bu metodla basit enzimatik bir reaksiyonla,
kompleks bir DNA kalibindan, ¢ok miktarda spesifik DNA fragmenti
olusturulabilmistir (Arnheim ve Erlich 1992). PCR, hiicreden arindirilmis bir yontem
olarak, DNA klonlamasini kolaylastirarak, rekombinant DNA arastirmalarinin giiglii bir
teknigi olmus, molekiiler biyoloji, insan genetigi, evrim, gelisim ve adli vakalar gibi pek

c¢ok disiplinde uygulama olanagi bulmustur (Klug vd. 2009).

PCR, bir seri in-vitro reaksiyon boyunca 6zgiil bir DNA dizisinin bir¢ok kopyasini
yapar. PCR i¢in 6n kosul, klonlanacak DNA ’nin niikleotit dizisi hakkinda bazi bilgilerin
gerekliligidir. Dizi bilgisi, iki oligoniikleotit primerin sentezi igin kullanilir. Tek zincirli
duruma getirilmis DNA 6rnegine primerler ilave edilir. Primerler klonlanacak dizideki
eslenik niikleotitlere baglanir. Bu baglanmadan sonra ortama, 1siya dayanikli DNA
polimeraz ilave edilir ve DNA’nin ikinci zinciri sentezlenir. Bu adimlarin tekrariyla

DNA’nin bir¢ok kopyasi olusturulur (Klug vd. 2009).

Pratikte PCR’da {i¢ adim vardir (Sekil 2.4). Cogaltilan DNA’nin miktar1 teorik olarak

sadece bu adimlarin tekrarlanma sayilari ile sinirlanir.
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Sekil 2.4 Polimeraz zincir reaksiyonunun asamalari
(http://www.enigmadiagnostics.com/template2.php?page=technology.php&m=2 2013)

1. Klonlanacak DNA denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir. Bu DNA;
genomik DNA, mumya kalintilari, fosiller, kurumus kan, semen gibi adli
ornekler, tek bir sag teli ya da tibbi kayitlara ait kurumus 6rnekler gibi degisik
kaynaklardan elde edilebilir. Iki oligoniikleotit primer, 1s1iya dayanikli bir DNA
polimeraz ve 4 adet dNTP (Deoksiriboniikleotid trifosfat)’den olusan reaksiyon
karisimi i¢inde bulunan DNA, 90-95°C’de yaklasik 5 dakika siireyle 1sitilarak

denatiire edilir.

2. Sicaklik 50°C ile 70°C arasinda bir degere diisiiriiliir ve bu birlesme (annealing)
sicakliginda primerler tek zincirli DNA’ya baglanir. Primerler yapay
oligoniikleotitlerdir (15-30 niikleotid uzunlugunda) ve ¢ogaltilacak hedef
DNA’nin uglarindaki dizilere esleniktir. Primerler kalip DNA’nin sentezi igin

baslangi¢ noktasi olarak gorev yaparlar.
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3. DNA polimerazin 1siya dayanikli bir formu (Taq polimeraz) reaksiyon
karisimina ilave edilir. DNA sentezi 70°C ile 75°C arasindaki sicakliklarda
gergeklesir. Taq polimeraz, niikleotitleri 57°den 3"’ne dogru ekleyerek
primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli kopyasini yapar.
PCR, DNA zincirlerinin sayisinin her dongiide iki katina ¢iktigi ve eski
zincirlerle beraber yeni zincirlerin de bir sonraki dongiide kalip gorevi gordiigii
bir zincir reaksiyonudur (Sekil 2.5) (Vierstraete 1999). Yaklasik 5 dakika siiren
bir dongii bir¢ok kez tekrar edilir ve 3 saatten daha az bir zamanda 25-30 dongii
sonunda DNA miktar1 milyon kattan daha fazla artar (Klug vd. 2009).

istendlen gen

1. déngi - e 33 dingil
kalip DNA I Spe—
:w B :j'.l - a— ﬂ::: — i
4 kapya Zkapya lékopya 32 kopya 2 =68 milyvon kopya

\

Sekil 2.5 Polimeraz zincir reaksiyonunda iissel gogalma (Vierstraete 1999)

2.5 DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, genlerin organizasyonu, dogasi ve ayrica gen ve gen lriinlerinin
degismesine neden olan mutasyonlarin sayisi, yeri ve ¢esidi ile ilgili bilgiler verir. Dizi
analizi ayrica, prokaryotik ve Okaryotik genlerde yer alan kontrol bdlgelerin
organizasyonu ile ilgili calismalarda ve proteinlerin aminoasit dizilerinin ortaya
¢ikarilmasinda kullanilir (Klug ve Cummings 2000). DNA belirtecleri, dizi analizi ve
sistematik caligmalarda siklikla tercih edilen bir yontemdir. Bu amagla 6nce ¢aligilacak
olan tiirler belirlenir, daha sonra bu tiirlerin ayriminda kullanilacak olan hedef gen

secilir. Bu genlere 6zgli primerler sentezlenerek, once o6rneklerin DNA izolasyonu ve
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ardindan PCR ile amplifkasyonu (¢ogaltilmasi) saglanir. Amplifiye edilen gen

bolgesinin, DNA dizi analizi ile niikleotit dizisi belirlenir.

DNA baz kompozisyonunu saptama yontemleri 1940’larda bulunmasina karsin
DNA’daki niikleotit dizilerinin dogrudan kimyasal analizi 1960’larda gelistirilip
kullanilmaya baslanmis, 1970’lerde daha etkin ve dogrudan niikleotit dizi analizine

yonelik yontemler gelistirilmeye baslanmistir (Klug ve Cummings 2000).

Niikleotit dizilerinin belirlenmesinde, Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma ydntemi
(Maxam ve Gilbert 1977) ve Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi (Sanger ve

Coulson 1977) olmak {izere iki temel teknik kullanilmaktadir.

Allan Maxam ve Walter Gilbert’in kimyasal yontemi DNA’nin belirli bazlardan
kirilmasina dayanmaktadir. Fred Sanger ve arkadaslarinin gelistirdigi ikinci yontemde
ise belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri sentezi gergeklestirilmektedir. Her iki
yontemde de dizisi saptanacak DNA’ya dort ayri reaksiyon uygulanmaktadir. Dort
reaksiyonun {rlinleri bir jelde dort ayr1 kuyucukta yan yana elektroforez ile
ayristirllmaktadir. Jel hattindaki her bir bant belirli bir baza karsilik gelmektedir ve
jeldeki bantlardan DNA pargaci@inin dizisi okunabilmektedir (Klug ve Cummings
2000).

DNA dizi analizinde en ¢ok kullanilan yontem, tek zincirli DNA kalibinin tamamlayici
zincirinin DNA polimeraz enzimi ile 5'den 3 'ne dogru sentezlenmesi islemine dayanir.
DNA dizi analizi reaksiyonlarinda normal niikleotitlerin yan1 sira, dideoksiniikleotit ad1
verilen 6zgiil baz analoglar1 kullanilir. DNA pargasindaki niikleotit dizisinin tayini igin,
her biri ayr tiiplerde olmak iizere dort reaksiyon seti hazirlanir. Her tiipte, tek zincirli
bir DNA kalib1 (dizisi belirlenecek olan DNA pargasi), uygun bir primer, DNA
polimeraz, dort niikleotit ve oransal olarak daha az miktarda dort tip
dideoksiniikleotitlerden sadece biri bulunur. DNA sentezi olurken, DNA polimeraz,
arada swrada, wuzayan DNA zincirinin yapisina niikleotitlerin yani sira
dideoksintikleotitleri de sokar. Bu niikleotit analogu 3" hidroksil grubu icermedigi i¢in

bir sonraki niikleotit ile 3" bag1 olusturamaz ve bu nedenle DNA sentezi sonlanir. Her
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bir tiipte uzunluklar1 birbirinden birer niikleotit farkli olan, degisik uzunluklardaki DNA
molekiilleri birikir. Her bir reaksiyon tiiptindeki ornekler jel elektroforezine yan yana
yiiklenerek, tiiplerdeki DNA parcalar1 birbirinden ayrilir. Pargalarin jel iizerinde
gorliniimleri saglandiginda merdivene benzer bantlar serisi ortaya ¢ikar. Dizi asagidan
yukar1 dogru okunarak, baz dizilimi gergeklestirilen DNA kalibinin tamamlayicisinin

5’den 3'ne dogru niikleoitit dizisi belirlenmis olur (Klug ve Cummings 2000).

Insan Genom Projesi gibi biiyiik projeler ¢ok sayida DNA dizi analizi yapilmasini
gerektirmektedir. Otomatik DNA dizi analizleri zaman kazanci yaninda, standart
calisma kosullart ve elde edilen sonuclarin degerlendirilmesinde de yarar saglamistir.
Otomatik DNA dizi analizinde de Sanger’in enzimatik DNA sentezine dayanan zincir
sonlanma yontemi kullanilmistir. Tek farki, radyoaktif izotop yerine floresan boyalarin
kullanilmasidir. Bu sistemde dort farkli renkte boya kullanilir ve sonugta dizinin
okunmasini saglayan dort farkli renkte piklerin olusturdugu bir model ortaya c¢ikar
(Klug ve Cummings 2000). Guanin baz1 siyah renkli, Timin bazi kirmizi renkli, Adenin
baz1 yesil renkli ve Sitozin bazi mavi renkli pik verir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Dizi analizi sonucu olusan piklerin gomntusu (Elektroferogram)

Otomatik DNA dizi analiz cihazlar basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii programlar ile
bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir. Elektroforetik iinitelerde bulunan
lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 151k olusturulur. S6z konusu DNA’nin
bulundugu jel matriks bu monokromatik 1s1k ile taranir. Elektroforez siiresince DNA’ya
baglanan floresan boya, 151k ile taranan bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi
icin karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri yansitir. Yansiyan bu 151k demeti bir
detektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar programlar1 ile
degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranina
aktarilir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6 bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma

yapilabilmektedir (Sambrook ve Maniatis 1989).

18



2.6 Mitokondriyal DNA (mtDNA)

Diploid organizmalarda niikleer genomdaki her lokusda bir alel anneden digeri ise
babadan kalitilmaktadir. Bu durum “biparental kalitim” olarak adlandirilir. Mitokondri
ve plastidler, “uniparental kalitim™1 olan iki 6nemli istisnai organeldir. Bunlarin her ikisi
de hiicre ¢ekirdeginin diginda bulunurlar. Bu organeller tipik olarak siiper-halkasal c¢ift
zincirli DNA igerirler ve bu genomlar, niikleer genomdan daha kiigiiktiirler (Freeland

2005).

Hayvan mitokondriyal DNA’s1 13 protein kodlayan gen, 22 tRNA ve 2 rRNA geni ile
birlikte replikasyon ve transkripsiyonun baslangicinda goérevli olan bir kontrol bolgesi
icermektedir (Sekil 2.7) (John vd. 2004). Farkli hayvan tiirlerinde mitokondriyal
genlerde bazi yeni diizenlenmeler olsa da, genel yapi, biiyiiklik ve genlerin dizilisi
nispeten korunmustur. Bircok hayvanda mtDNA, maternal (anneden) kalitilirken, bazi
calismalar maternal kalitimda istisnai durumlar olabilecegini gdstermistir. Farelerde
(Gyllensten vd. 1991), kuslarda (Kvist vd. 2003) ve insanlarda (Schwartz ve Vissing
2002), mtDNA’nin yavruya babadan gectigi paternal sizintilar oldugu ortaya
konulmustur. Midye tiirlerinin ¢ogunda hem maternal hem de paternal kalitim
gozlenmis olup, bu ¢alismalara gére mtDNA’nin, disi bireye tamamen anneden, ancak
erkek bireye hem anneden hem de babadan gectigi, dolayisiyla erkek bireylerin klasik
bir “heteroplazmi” (tek bir bireyde mtDNA’nin birden fazla ¢esidinin bulunmasi)

ornegi sergilemis olduklar1 goriilmektedir (Freeland 2005).
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Sekil 2.7 Mitokondriyal DNA’nin yapisi ve igerdigi gen bolgeleri (John vd. 2004)

Organel genomlarindaki molekiiler belirtegler, ozellikle de hayvan mtDNA’s1 bazi
sebeplerden dolay1 ekolojik ¢alismalarda ve hayvan populasyon genetigi ¢aligmalarinda

yaygin bir sekilde tercih edilmektedir.

Bunlardan birincisi, mtDNA’nin niikleer DNA’ya goére daha kiigiik olmasidir. Organel
genomlar1 her ne kadar kiiclik olsalar da hiicre icindeki sayilar1 fazladir. Her insan
hiicresi normalde 1000-10000 mitokondri icerir. Dolayistyla mtDNA c¢ok fazladir ve
elde edilmesi ¢ok kolaydir. mtDNA’nin amplifikasyonu uygun olmayan kosullarda

saklanmis 6rneklerde bile miimkiin olabilmektedir (Freeland 2005).
Ikincisi, gen dizilimleri korunmus olmasma ragmen mtDNA’da mutasyon orani

yiiksektir ve hizli evrimsel gelisme gosterir. mtDNA’daki yiiksek mutasyon oraninin,

metabolik solunum {riinlerinin  birikimi  ve niikleer DNA’ya oranla tamir
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mekanizmasinin ¢ok iyi olmamasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Wilson vd.
1985). mtDNA’da transisyon mutasyonlar fazladir (Brown vd. 1982). Mitokondriyal
genlerin daha hizli evrimi, 6zellikle sinonim boélgelerde niikleer genlerden daha fazla
niikleotit degisimi gosterdikleri anlamina gelmektedir (Goto ve Kimura 2001, Overton
ve Rhoods 2004). Yiiksek mutasyon oranina bagli olarak nispeten yiiksek seviyede
cesitlilik gosteren mtDNA, populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik soylarin

ortaya konulmasini saglamaktadir (Avise 2000, Freeland 2005).

Ugiinciisii mtDNA’da maternal kalitimdan dolayr rekombinasyonun olmamasidir.
Boylece niikleer genlere gore mitokondriyal soylarin tanimlanmasi daha kolay
olmustur. mtDNA’nin etkili klonal kalitimi, bireysel soylarin zaman i¢indeki takibini
kolaylastirir ve filocografya calismalarinda mtDNA dizilerinin daha fazla kullanilmasini

elverigli kilar (Freeland 2005).

2.7 Filogenetik Analiz

Organizmalarin evrimsel tarihi filogeni olarak adlandirilir. Farkli tiirler arasindaki
iligskiyi ortaya koymak amaciyla filogenetik analizlerden yararlanilmaktadir. Molekiiler
diizeyde gerceklestirilen filogenetik ¢alismalar, DNA ve proteinlerde meydana gelen
degisikliklerin hizin1 ve karakterini belirlemeye ve bdylece genler ile organizmalarin
evrimsel tarithini aragtirmaya yoneliktir. Filogenetik analizlerde tiirler arasindaki
evrimsel iligkiyi ortaya koymada en uygun yaklasim, elde edilen verilerin ¢esitli akis
semalar1 ve istatistiksel analizler yoluyla filogenetik agaglara doniistiiriilmesidir (Saitou

ve Imanishi 1989).

Filogenetik analizlerde ilk adim incelenecek dizinin elde edilmesidir. Daha sonra bu
diziler istenirse referans dizi denilen daha Once saptanmis ve lizerinde uzlasilarak
dogruluguna karar verilmis dizilerle karsilastirilabilir. Son yillarda molekiiler filogeni
alaninda kaydedilen gelismeler neticesinde cesitli tiirlerden elde edilen diziler, NCBI
(National Center for Biotechnology Information), EMBL (European Molecular Bology

Laboratuary) gibi 0zel veritabani sistemlerinde toplanarak kullanicilarin hizmetine
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sunulmustur (Mount 2001). Filogenetik analizlerde kullanilan programlar sekil 2.8’de
verilmistir.

[ DIZLERIN DUZELTILMESI ve HiZALANMASI]
Ham diziler elde edilir

a2
l [ ABI. Beckman Coulter

Tek 6rnek icin ileri ve geri primerlere ait dizilerin
elektroferogramlan gozle kontrol edilir
diziler diizletilir

)
l Chromas Lite. Bioedit. Sequencer...

Diziler hizalamir, kesilir, consensus (ortak) diziler elde edilir

8
1 Bioedit, Sequencer. Clustal...

( FILOGENETIK ANALIZLER )

( FILOGENETIK AGAC | EVRIMSEL ANALIZ

l * Polimorfizm datast

* Gen akust ve genetik farkhlasma
Molekiiler evrim modeli segilir
[ ioacies ) K Popuasyon b

\ * Notralite testleri
* Varyans analizi
Maximum Parsimony (MP) Maximum Likelihood (ML) ~ Bavesian

Yo Genetik uzaklik
@

PAUP * Molekiiler saat ---
MrBayes

BEAST...

Cizilen filogenetik agag goriintiilenir ve
manuel diizenlemeler yapihr

TreeView
Fig Tree
Bayes Trees
Bayes Traits
PHYLIP...

Sekil 2.8 Filogenetik analizlerde kullanilan programlar semasi
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2.7.1 Dizi diizeltme ve hizalama

Dizi analizi sonrasi elde edilen ayni bireye ait ileri (forward) ve geri (reverse)
primerlere ait ham dizilerin kromatogramlarinin goriintiilenmesi, hizalanmasi ve analiz
edilmesi, olusturulacak ortak (konsensus) dizilerinin giivenilirligi igin ilk ve en 6nemli
adimdir. Bu amagla kullanilan bazi programlar; Chromas Lite, Bioedit, Sequencer ve

Clustal W olarak siralanabilir.

Chromas Lite, ABI (Application Binary Interface) ve Beckman dizi analizi cihazlarinin
ham veri dosyast olan SCF uzantili kromatogram dosyalarinin gorsellestirilmesi igin

kullanilabilecek ticretsiz bir yazilimdir. Coklu dizi hizalama 6zelligi yoktur.

Bioedit, protein ve niikleik asit dizilerini diizenlemek, hizalamak, manipiile ve analiz
etmek i¢in temel fonksiyonlar igeren bir programdir. Bir bireyin aymi lokusuna ait
forward ve reverse primerlerle elde edilen dizi analizi verilerinin hizalanmasi ve her iki
okumaya ait kromatogramlarin tek tek gozden gegirilerek o bireye ait konsensus dizinin

olusturulmasina olanak saglar (Hall 1999).

Coklu dizi hizalamada en cok kullanilan yontem asamali hizalama yontemidir. Bu
yontemi kullanan araglarin en yaygint CLUSTALW programidir (Thompson vd. 1994).
Once eldeki dizilerin ikili benzerlikleri kullamlarak tahmini bir filogenetik agag

olusturulur, daha sonra bu bilgiden yararlanilarak asamali olarak diziler hizalanir.

2.7.2 Filogenetik aga¢

Bir filogenetik agag, dallanma olaylarinin modelini ve bazi durumlarda zamanini
tanimlar. Tirlesme sirasini ve hangi taksonlarin yakin ya da uzak akraba olduklarini
kaydeder. Agag, baslica bir diigiim (node) ve dallardan (branch) olusur. Dallar, tiirlerin
atasal populasyonlarinin zaman igerisindeki durumlarini gosterir. Diiglimler ise bir
tiiriin 1ki veya daha fazla tiirev populasyona ayrildig1 noktaya karsilik gelir (Freeman ve
Herron 1999 ). Agactaki onciilii olmayan diigiim koktiir. Kok ortak bir atayr temsil eder,

agacin herhangi bir yerinde yer alabilir. Koksiiz agaclarda ise ortak ata gosterilmeden
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sadece tiirler arasi iligki on plana ¢ikarilir. Filogenetik agagta her bir diigiim evrimsel
stiregte ayrilan taksonomik bir gruba karsilik gelir. Agacta dis dallar taksonlari, i¢ dallar
ve diiglimler ise taksonlar arasi iligkiyi yansitir. Agactaki dal uzunlugu genellikle dalda

olusmus degisikliklerin sayisini belirler (Mount 2001).

Filogenetik aga¢ olusturmada kullanilan yontemler, karakter temelli yontemler ve

mesafe temelli yontemler olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir.

2.7.2.1 Karakter temelli yontemler

Karakter temelli yontemler, her bir taksondaki canliya ait molekiiler dizilerde biriken
mutasyonlarin  sayilmasi esasina dayanir. Maximum parsimony (maksimum
tutumluluk), maximum likelihood (maksimum benzerlik) ve MrBayes, karakter temelli

yontemlerdir.

Maximum parsimony (MP), bir gdzlemin en basit (en az karmasik) olarak agiklanmasi
seklinde tanimlanabilir. Parsimoni yOntemleri, her bir tirlin en az evrimsel
degisikliklerine dayanan agaglar1 karsilastirir ve en basit muhtemel agact seger (Klug ve
Cummings 2000). Parsimoniye gore en iyi agac, tiim karakterler i¢cin en az karakter
durum degisimini ifade eden agactir. Kelime anlami tutumluluk olan parsimoni,
evrimsel silirecte neler olduguna iliskin sonuca varilirken, karmasik yerine basit

aciklamalarin secilmesi olarak agiklanabilir (Freeman ve Herron 1999).

Maximum likelihood (ML), Joseph Felsenstein tarafindan 1981 yilinda maximum
parsimony’ye alternatif olarak ortaya konulmus bir yontemdir (Felsenstein 1987).
Gozlenen veriyi olusturmada en yiiksek olasiliga sahip en iyi agact segmede olasilik
modellerini kullanan zor ve karmagik bir yontemdir. Bu yontemin kuramsal olarak nasil
isledigini kavramak icin yeterli istatistiki bilgi ile donanmis olmak gerekir. Bu
yontemde her olas1 aga¢ topolojisi aragtirilir ve dizi hizalamasinda yalnizca bilgi verici
bolgeler degil her pozisyon hesaba katilir. Niikleotit veya aminoasit degisimlerine
olasilik degerleri verilerek elde edilen belirli bir degisim modeli ile bu yontem, ata

dizilerin ara bogum noktalarina ve sonrasinda giiniimiizde yasayan canlilara ait olan
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dizilere evrimlesme olasiligini  hesaplar. Cok iyi temellendirilmis istatistige
dayandigindan matematiksel olarak daha zahmetli bir yontemdir. Bu zorluktan dolay1
taksonlarin sayis1 belirli bir seviyeyi astiginda bu yontemin kullanilmasi imkansiz hale
gelir. Bu sorunu ortadan kaldirmak i¢in bazi farkli yaklasimlar gelistirilmistir. Bayes

yontemi bunlardan bir tanesidir.

Bayes metodu, filogenetigin en popiiler metodudur. Temelde maximum likelihood
metoduna benzer, ancak onceki (prior) olasilik kullanimi ile bu yontemden ayrilir. Var
olan gozlemlere dayanarak gozlenmeyen bir sey hakkinda sonug¢ ¢ikarma temeline
dayanir. Bu yontemde aga¢ seciminde, “Onceki olasilik”, analiz dncesinde tiim olasi
agag topolojileri icin gegerli olan olasiliktir. Bu yontem ML yonteminden daha hizlidir

ve daha genis ¢apta veri kiimelerini kullanabilir.

2.7.2.2 Mesafe temelli yontemler

Genetik uzaklik yontemi, filogenetik agaci olusturmak i¢in dizi grubunda her bir cift
arasinda degisikliklerin sayisini temel alir. Birbirlerine genetik uzaklig1 en az olan tiirler
birlestirilerek bir agac¢ olusturulur. Aralarinda az sayida niikleotit degisikligi olan bu
dizi ciftleri komsu (neighbours) olarak adlandirilir. Uzaklik metodlar1 ile hizalanan
diziler arasindaki farkliliklarin miktarina gore aga¢ olusturulur. Agacin dallar1 boyunca
ortaya cikan degisiklik sayis1 diziler arasindaki uzakligi verir (Mount 2001). Tercih
edilen agac, taksonlar arasindaki mesafeyi en aza indirgeyen agactir (Freeman ve
Herron 1999). Bu yontemler digerlerinden daha kolay ve hizli olup, ¢cok sayida dizi i¢in
kullanilabilir. Bunlar i¢inde en ¢ok kullanilanlar, unweighted pair group method with
arithmetic mean (Ortalamalara baglh agirliksiz ¢ift grup metodu/UPGMA) metodu ve

neighbour joining (komsu birlestirme/NJ) metodudur.
2.7.3 Molekiiler evrim ve filogenetik analiz programlari
Molekiiler evrim ve filogenetik analizler i¢in kullanilan ¢ok sayida program

bulunmaktadir. Bunlardan bazilari, DnaSP Arlequin, ModelTest, MEGA, PAUP,
PHYLIP, MrBayes, Network programlaridir.
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DnaSP populasyon i¢i ve dis1 dizi farklilagsmasi, baglant: esitsizligi, yeniden yapilanma
(rekombinasyon), gen akisi ve gen donilisiimii parametrelerinin hesaplanmasina ve

notrliik testlerinin yapilmasina olanak saglayan bir programdir (Rozas 2009).

Arlequin, bir populasyon genetigi veri analiz yazilimi olup, populasyon genetigi ¢alisan
bir arastirmacinin, elindeki verilere farkli temel filogenetik metotlar1 ve istatistik testleri
uygulayarak, verileri hakkinda genetik ve demografik bilgiye ulasmasini saglamay1
amaclamaktadir. Arlequin programi ile, DNA niikleotit dizileri, mikrosatellit verileri,
RFLP sonuglar1 ve alel frekanslar1 gibi farkli tipdeki genetik veriler analiz edilebilir.
Populasyon i¢i ve populasyonlar arasi dizi farklilagsmasi, baglant1 esitsizligi, notrlik
testlerinin gerceklestirilmesi, varyasyonun hiyerarsik olarak analizi, Mantel test gibi

birgok testi yapmaya elverigli bir programdir (Excoffier vd. 2005).

ModelTest, en iyi niikleotit degisim modelini belirlemeye yardimci olan bir programdir.
Bes farkli model se¢im stratejisi kullanarak en 1iyi niikleotit degisim modelini
belirlemektedir (Posada 2008). ModelTest tarafindan belirlenen model MEGA, PAUP,
PHYLIP ve MrBayes gibi filogenetik aga¢ olusturan programlarda kullanilabilir.

MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), molekiiler evrimsel genetik
analizlerini gergeklestirmek icin kullanilan ilk versiyonu 1900’lii yillarin baglarinda
gelistirilmis olup, son versiyonu (MEGAV) daha gelismis secenekler sunan bir
programdir. Karsilastirmali dizi analizi i¢in ¢esitli istatistiksel ve matematiksel metotlar
icerir ve kullanic1 i¢in kolay bir ara yiize sahiptir. Filogenetik aga¢ olusturmak icin
gerekli olan en 1yi niikleotit degisim modelini segmeyi saglayan bir analiz seceneginin
olmasi arastirmacilara ayrica bir kolaylik saglamaktadir. Bu nedenle AIDS/HIV
arastirmalarindan virolojiye, bakteriolojiden bitki biyolojisine, koruma biyolojisinden
sitematige, gelisimsel evrimden populasyon genetigine bir¢ok disiplinden aragtirmaci

tarafindan kullanilmaktadir (Tamura vd. 2011).
PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony), parsimony ve maximum likelihood

metotlar1 dahil pek cok metot kullanarak populasyon verilerini detayli aragtirmaya

yardimct iicretli bir programdir. Belirli agaglar ilizerinde veya aga¢ olusturulmasi

26



sirasinda, maksimum olasilik modeli parametrelerinin otomatik olarak dnceden tahmin
edilmesine yardimeci olur. En genel geri doniisebilir model ve onun alt modellerini de

igeren genis bir DNA degisim modeli yelpazesi igerir (Swofford 1998).

PHYLIP (The Phylogeny Inference Package), filogenetik haritalarin (evrimsel
soyagaclarinin) ¢ikarilmasi i¢in internet iizerinden {iiyelik islemi ile ulasilabilen bir
programlar paketidir. Paket, parsimony, uzaklik matrisi, ¢6z-bagla islevi (bootstrapping)

ve konsensus agaclar1 kapsayan olasilik metotlarini igerir.

MrBayes (Bayesian Inference of Phylogeny), filogeninin Bayes metodu ile tahmini i¢in
kullanilan bir programdir. Amag tek bir dogru filogeniyi bulmayi degil, biitiin muhtemel
filogenilerin sonraki olasilik dagilimlarini hesaplamaktir. Oldukca fazla sayida

muhtemel agacin analizi icin Monte Carlo algoritmasina dayanan metotlar kullanilir

(Huelsenbeck vd. 2001).

Network (Phylogenetic Network Software), filogenetik agaclar evrimsel model i¢in
uygun olmadiginda, kompleks evrimsel bigimlerin gorsel hale getirilmesinde, verilerin
derinlemesine incelenmesinde, network metotlar1 kullanilabilir. Network programu ile,
DNA dizisi, STR (kisa bitisik tekrarlar), RFLP (sinirlt par¢a uzunluk polimorfizmi) ve
amino asit verileri kullanilarak filogenetik network analizi (median-joining network)

yapilabilir (Bendelt vd. 1999).

Molekiiler evrim ve filogenetik analizler i¢in yukarida bahsedilen programlardan bagka
analiz programlar1 ve yardimci analiz programlar1 da bulunmaktadir. Filogenetik aga¢
programlari ile elde edilen filogenetik agaglar1 gorsellestirmek ve manipule etmek i¢in

kullanilan TreeView ve FigTree bunlardan bazilaridir.
2.8 Konuya iliskin Calismalar
Schwenk vd. (1998), Kladosera’ya ait 9 familyadan 6rnekleme yaparak, basit bir DNA

ekstraksiyonu ve mitokondriyal DNA’nin 16S rRNA gen bolgesinin PCR ile ¢cogaltmak

yoluyla sucul ekolojideki yaklagimlarin altin1 ¢izmislerdir. Daphniidae familyasina ait
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tiirlerin, tiirler aras1 hibritlerin kimligini tespit etmek icin RAPD (rastgele ¢cogastilmis
polimorfik DNA), RFLP ve morfolojk analizler birlestirilmistir. Calisma, tiirler arasi
hibridizasyonun ve bazi taksonlarda (Daphnia cucullata ve Daphnia galeata) geri
caprazlamanin yaygin oldugunu, ayrica tiirler ve hibritlerin sik sik simpatri gosterdigini

aci8a cikarmistir.

Crease (1999), Daphnia pulex ile gerceklestirdigi c¢alismada Dapnia pulex’in tim
mitokondriyal DNA dizilimini ¢ikarmistir. Bu ¢alismada iki Crustacea olan Artemia ve
Daphnia niikleotit kompozisyonu, kodon kullanimi ve aminoasit kompozisyonu
bakimindan ¢ok benzer bulunmasina ragmen, Daphnia’nin mitokondrial proteinlerinin
Dipter insectler (Drosophila ve Anopheles) ile ¢ok daha benzer oldugu sonucuna

varilmstir.

Hebert vd. (2003), Daphnia ambigua tiiriine ait varyasyonlarin cografik dagilimini
belirlemek tizere iki mitokondriyal gendeki (COI ve 12S rRNA) degisime bakmislardir.
Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda Kuzey Amerika’daki Daphnia ambigua nin %4 dizi
farkliligr ile 4 filogruba ayrildigini tespit etmislerdir. Avrupa populasyonunun
Amerika’nin dogusundaki populasyon ile yakin akraba oldugunu, buna karsin Kuzey
Amerika ve Giiney Amerika populasyonlarinin yaklasitk 2 milyon yil once
birbirlerinden ayrildigi sonucuna varmislar ve allopatrik tiirlesmenin farklilasmada

onemli bir rol oynadigini ifade etmislerdir.

Penton vd. (2004), Kuzey Amerika’da genis dagilima sahip olan Daphnia obtusa’nin
filocografyasin1 aragtirmiglardir. Mitokondriyal DNA’nin COI gen bolgesindeki dizi
degisimlerini kullanarak iki kriptik tlirtin varligin1 belirlemislerdir. Kriptik tiirlerden
birinin Amerika’da genis bir dagilima, digerinin ise doguda sinirli bir dagilima sahip
oldugunu gézlemlemislerdir. Bu ¢alismada belirlenen filogruplarin, daha 6nce allozim

analizi ile belirlenen akrabalari ile uyumlu olmadig: ifade edilmistir.
De Galas ve De Meester (2005), Avrupa’nin biiyilk bir kismini1 kapsayan 75

populasyondan yapmis olduklar1 6rnekleme ile Daphnia magna’nin filocografyasini

incelemislerdir. Mitokondriyal DNA’nin COI gen bélgesinin dizi analizini yapmislar ve
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39 haplotipden olusan 4 biiyiik filogrup tespit etmislerdir. Bu calismada gen akisinin

siirlt oldugu sonucuna varilmistir.

Ishida vd. (2006), Daphnia curvirostris’in Daphnia cinsi igerisindeki pozisyonunu
belirlemek {izere genis cografik alanda (Avrupa, Japonya ve Kuzey Amerika) yapilan
bir o6rnekleme ile morfolojik ve molekiiler agidan olduk¢a detayli bir calisma
yapmiglardir. Caligmalarinda ND2 gen bdlgesinin dizisini ¢ikarmislardir. Japonya
Dapnia curvirostris'ini hem morfolojik bakimdan hem de molekiiler bakimindan
Avrupa ve Kuzey Amerika’daki Daphnia curvirostris’den ¢ok farkli (%35) bulmuslar

ve bu yeni irk1 Daphnia tanakai sp. nov. olarak isimlendirmislerdir.

Markova vd. (2007), yaptiklar1 ¢alismada Daphnia pulicaria’nin mitokondriyal ND5
gen bolgesinin dizi analizini ¢ikararak, elde edilen verileri maximum likelihood,
maximum parsimony ve neighboor joining analizleri ile degerlendirip, filogenetik
iligkilerini belirlemeyi amaclamislardir. Kuzey Amerika ve Avrupa’dan segtikleri 50
lokaliteden 6rnekleme yapmuslardir. Ornekleme alanlarini yiiksek dag gélleri, buzul
goller ve asag1 ova gollerinden se¢misler ve pigmentasyonun genetik farklilik tizerinde
etkili olup olmadigini aragtirmiglardir. Bunun i¢in Avrupa’nin yiiksek dag gollerinde
bulunan simpatrik turuncu ve seffaf 6rnekleri alarak, segilen 5 mikrosatellit lokusundan
uzunluk polimorfizm analizi yapilmislardir. Daphnia pulex kompleksinin: pulicaria,
tenobrosa, pulex tiirlerini kapsadigini ifade etmiglerdir. Uzunluk polimorfizmi
sonucunda 6 farkli genotip (4 Avrupa irki, 2 Amerika irki) belirlenmistir. Yapilan bu
calisma ile pigmentasyonun sadece UV stresine karsi koruyucu bir mekanizma oldugu

ve genetik farklilagsmanin derecesini 6lgmede etkili olmadig1 sonucuna varilmaistir.

Forro vd. (2008), “Tatlisu Kladoserlerinin Kiiresel Cesitliligi” baslikli makalelerinde
Cladocera’nin tiir ¢esitliliginin, akrabalik iligkilerinin ve evrimsel siire¢lerinin, su anki
dagilimlarinin ve endemizm alanlarinin altin1 ¢izmislerdir. Ayrica taginmalarinda insan
etkisinin 6nemli oldugunu, diger kladoserlerde hibritlesmenin nadir olarak goriildiiglinii
buna kargin tiirler aras1 hibridizasyonun Daphnia tiir komplekslerinde 6nemli bir role

sahip oldugunu vurgulamiglardir.
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Mergeay vd. (2008), Bolivya'nin yiiksek enlemli 12 goliinden aldiklar1 Daphnia pulex
kompleksine ait poliploid bireylerin, 4 mikrosatellit (Dp183, Dp464, Dp496, Dp502) ve
3 mitokondriyal gen bolgesini (12S rRNA, COI ve ND5) kullanmak suretiyle genetik
cesitliliklerini arastirmislardir. Anne ve babadan aktarilan kalitim ile sadece anneden
aktarilan kalittm1 karsilastirmislardir. Mitokondriyal genlerin dizi analizleri sonucunda,
12S rRNA ve COI dizi verileri 6 haplotipin, ND5 ise 4 haplotipin varligin1 ortaya
koyarken, COI daha bilgilendirici bir gen bolgesi olarak ifade edilmistir. Niikleer ve
mitokondriyal sonuclar karsilagtirildigi zaman, niikleer genotipleri birbirleri ile ¢ok
yakin akraba olanlarin ¢ok farkli mitokondriyal irklara ait olabildiklerinin ya da bunun
tam tersinin miimkiin olabildigi sonucuna varmislardir. Giiney Amerikadaki poliploid
Daphnia’larm  farkli endemikler (seksiliel iireyen parental 1rklar) arasindaki
hibridizasyonla olustugunu, ayrica tropikal alp daglarinin iklim degisikliklerinin kotii

oldugu donemlerde 6nemli siginak alanlar1 oldugunu ifade etmislerdir.

Durbin vd. (2008), Mitokondriyal DNA’nin COI gen bolgesini kullanarak deniz
kladoserlerinden 6 tiiriin populasyon genetigini incelemislerdir. Bu ¢alismanin
sonuglari, deniz kladoserlerinin birkag tiirlinde ayn1 ya da ¢ok benzer olan haplotiplerin
okyanus agir1 bir dagilima sahip olduklarin1 ve bunun hem dogal tasinma hem de insan

yoluyla taginmanin bir sonucu olabilecegini ortaya koymustur.

Adamowicz vd. (2009), farklilasmanin derecesini belirlemek {izere, pasif dagilim
gosteren tatli su zooplanktonlarindan Daphnia cinsinin kitalararast allopatrik
tirlesmesine iligkin filogenetik bir 6n ¢alisma yapmislardir. 7 kitadan 92 Daphnia tiirii
almislar, allopatrik dagilim olaymin cografik uyumu, siklig1 ve derecesini kullanarak,
mtDNA esasli filogenetik bir hipotez kurmuglardir. Bu c¢alisma ile allopatrik
tirlesmenin %42 oraninda oldugunu ve bunlarin ¢ogunun kitalararas1 dagilima sahip
oldugunu belirlemislerdir. Yakin akraba tiirlerin genellikle arktik bolge civarinda ve
Kuzey-Giiney kitalar arasinda yogunlastigini1 gozlemlemisler ve bu durum, dagilimimn
son zamanlarda kuslarin gocii ile gergeklestigi ya da kitasal pargalanma senaryosu ile
iliskilendirilmistir. Bu calismanin sonuglari, allopatrik tiirlesmenin oldukca yliksek

oldugunu ve Daphnia cinsinin pasif dagilima sahip oldugunu ortaya koymustur.
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Kotov ve Taylor (2010), Etiyopya, Giiney Amerika ve Japonya’dan Daphnia obtusa
benzeri ornekleri alarak COI ve 12S rRNA gen bdlgelerindeki farklilagmalari
arastirmiglar ve ayrica detayli morfolojik bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. DNA dizileri
kullanilarak gergeklestirilen filogenetik analizler ve detayli morfolojik c¢aligsmalar
sonucunda Afrika i¢in yeni bir endemik tiiriin varligint bulmuslar ve bu tiirii Daphnia
izpodvala sp. nov. olarak isimlendirmislerdir. Bu ¢aligmanin sonuglari tanimlanan bu
endemik tiirtin en yakin akrabasmin Kuzey Amerika’daki Daphnia pileata oldugunu
gostermistir. Ayrica bu calismada, yakin akrabasi bilinmeyen iki tane Japon 1rki

Daphnia JPN sp. 1 ve Daphnia JPN sp. 2 olarak tanimlanmustir.

Jeffery vd. (2011), Kanada’'nin Churchill ve Manitoba bolgelerinde farkli su
sistemlerinde (havuz, lagiin 1rmak, gol) yaptiklart Orneklemelerle 41 farkli
mikrokabuklu (Branchiopoda) tiirlinli alarak DNA barkodlamas1 yapmislardir. Bunun
icin hayvanlarda standart barkod geni olarak kabul goren COI gen bolgesini
kullanmiglardir. Yapmis olduklar1 bu ¢alisma ile Churchill ve Manitoba bolgesindeki tiir
cesitliliginin daha once kaydedilmis olandan ¢ok daha fazla oldugunu ve ¢ok sayida

kriptik (gizli) tiiriin bulundugunu ortaya koymuslardir.

Duggan vd. (2012), Kuzey Amerika’da Yeni Zelanda’daki gollerden Daphnia pulex
ornekleri alarak COI gen bolgesini kullanmak suretiyle DNA barkodlamasi
yapmuslardir. Filogeniyi maximum likelihood yaklasimi ile kurmuslar ve Yeni Zelanda
gollerinden almis olduklari bu Daphnia pulex’lerin Kuzey Amerika ve Afrika Daphnia
pulex’leri ile monofiletik bir grup olusturduklarini gozlemlemislerdir.  Yaptiklart
caligma sonucunda Kuzey Amerika’daki Daphnia pulex’i Avrupa Daphnia pulex’inden
ve Avrupa ve Amerika Daphnia pulicaria’sindan  farkli  bulmuslardir.
GenBankasi’ndaki mevcut dizilerle yapmis olduklar1 karsilastirma sonrasinda kendi
orneklerine ait dizilerin Daphnia pulicaria’dan %3-11, Avrupa Daphnia pulex’inden

%11 oraninda farkli oldugunu kaydetmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1 Arazi Cahsmasi ve Orneklem Yerleri

Bu aragtirmada kullanilan 6rnekler i¢in Tiirkiye’nin 7 farkli bolgesinde arazi galigmasi
gerceklestirilmistir. Yapilan arazi ¢alismalari ile toplam 22 lokaliteden Daphnia 6rnegi

temin edilmistir. Orneklerin toplandig1 lokaliteler sekil 3.1°de verilmistir.

Orneklerin toplanmasinda 55 um’lik gdz aciklifma sahip Hydrobios marka plankton
kepgesi kullanilmistir. Plankton kepgesi ile alinan su Ornegi sliziilmiis, siiziintii
icerisindeki Daphnia ornekleri tek tek segilerek %95’lik etil alkol igerisinde tespit

edilmistir.

Orneklerin temin edildigi lokalitelerin koordinatlart GPS (Global Positioning System;
Kiiresel Konumlama Sistemi) cihaz1 ile olgiilerek kaydedilmistir. Orneklemenin

yapildigi lokaliteler ve koordinatlari ¢izelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Orneklerin toplandig1 lokaliteler ve koordinatlari

Lokalite Ornekleme Bolge Enlem Boylam
Kodu Lokalitesi

AN1 ANKARA/Eymir Golii I¢c Anadolu 39. 823116° 32.832198°
AN2 ANKARA/Mogan Golii I¢c Anadolu 39.752289° 32.792143°
KY KAYSERI/Sarimsakli Baraj Goélii ~ i¢ Anadolu 38. 529056° 35.523458°
AK AKSARAY/Mamasin Baraj Golii ~ I¢ Anadolu 38.399182° 34.165258°
EL1 ELAZIG/Keban Baraj Golii Dogu Anadolu 38. 831084° 39. 090709°
EL2 ELAZIG/Hazar Golii Yakimni Dogu Anadolu 38.443918° 39. 314969
AR ARDAHAN/Kindirga Sazligi Dogu Anadolu 41. 075468° 43. 136085°
KA KARS/Yesil Gol Dogu Anadolu 40. 299817° 42.338128°
ER ERZURUM/Tortum Golii Dogu Anadolu 40. 636172° 41. 634498°
UR URFA/Atatiirk Baraj Goli G.Dogu Anadolu 37.403566° 38. 689991°
KU KUTAHY A/Sulak alan Ege 39. 681729° 30. 005020°
MA MANISA/Demirkoprii Baraj Golii  Ege 38. 691994° 28. 405868°
iz [ZMIR/Gblciik Gélii Ege 38.318305° 28.024113°
AF AFYON/Gebeceler Baraj Goleti Ege 38.790853° 30. 793224°
AD ADANA/Seyhan Baraj Goli Akdeniz 37.041187° 35.317448°
IS ISPARTA/Egridir Golii Akdeniz 37.921640° 30. 809289°
Ri1 RiZE/Vergenik Dag Golii(Kuzey) Karadeniz 40. 710390° 40. 914120°
Ri2 RIZE/Vercenik Dag Golii(Giiney) Karadeniz 40. 691216° 40.900148°
BO BOLU/Yenicaga Golii Karadeniz 40. 778459° 32.035921°
Si SINOP/Akliman mevkii Karadeniz 42.055883° 35.035638°
ED EDIRNE/Ipsala mevkii Marmara 40. 851636° 26. 359605°
SA SAKARYA/Acarlar Golii Marmara 40. 779557° 32.036244°
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* Daphnia magna * Daphnia cucullata * Daphnia galeata * Daphnia curvirostris

* Daphnia pulex TR1 * Daphnia pulex TR2

Sekil 3.1 Tiirkiye’den toplanan Daphnia tiirlerine ait 6rneklem lokaliteleri (Herbir tiir ayr1 renkle isaretlenmis ve renklerin hangi tiirlere ait
oldugu harita icerisinde tanimlanmigtir)



3.2 Morfolojik Calismalar

Bu arastirmanin morfolojik tiir tayini ile ilgili olan kism1 Ankara Universitesi Biyoloji

Boliimii Algoloji Laboratuari’nda gergeklestirilmistir.

3.2.1 Isik mikroskobu ile tiir tayini

%95’lik etil alkol igerisinde tespit edilerek laboratuara getirilen 6rneklerin, inverted ve
Leica DMLS marka mikroskop altinda tiir teshisleri, Benzie (2005)’e gore yapilmistir.
Asagida belirtilmis olan karakterler géz Oniinde bulundurularak tiir teshisleri

gerceklestirilmistir:

* Viicut biiyiikligii

® Kuyruk spininin karapaksa orani

* Karapaksin yandan goriiniisii, dorsal ve ventral kenarin sekli
* Bas yapis1 ve karapaksa orant

® Rostrum sekli

® Anteniiliin yapisi ve rostruma orani

* GOz biytkligi ve yeri

®* G0Oz benegi (ocellus) var olup olmamasi, biiyiikligi

* Dorsal ve ventral hat boyunca dizilen setalarin sekli ve orani
* Postabdomenin yapis1 ve lob sayisi

* Postabdomendeki anal dis sayist ve bunlarin siralanisi

® Postabdominal tirnak (claw) ve tasidigi tarak (comb) larin birbiri ile orani,
taraklarin iizerindeki dislerin sayis1 ve dizilimi

* Epifiyumun sekli, rengi ve konumu

Tiir teshisi yapilan her bir birey, igerisinde %95°lik etil alkol bulunan 0,5 mI’lik tiiplere
alinmis, etiketlenmis molekiiler ¢alismalar1 yapilincaya kadar buzdolabinda +4°C’de

saklanmustir.
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3.2.2 Elektron mikroskobu ile tiir tayini

Bu arastirmanin elektron mikroskobu calismalarmi kapsayan kismi Gazi Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii biinyesinde yer alan Elektron Mikroskop

Laboratuari’nda gergeklestirilmistir.

Tir teshisi tamamlanan orneklerden her bir lokaliteyi temsilen birka¢ 6rnek segilerek
postabdomenlerindeki  anal digler ve tinak yapist  Scanning  Electron
Microscope (Taramali Elektron Mikroskobu-SEM) ile incelenmistir. Orneklerin SEM’e
hazirlanmasi i¢in Once 151k mikroskobu altinda canlinin postabdomeni disseksiyon ile
cikartilmistir. Disekte edilen postabdomen cam pasteur pipetle dikkatlice alinarak,
aliminyum stab {izerine yapistirilmis olan ¢ift tarafli bant iizerine yerlestirilmistir.
Ardindan stab iizerindeki 6rnekler altin ile kaplanmigtir. Altin kaplama POLARON SC
502 SPUTTER COATER cihazi ile yapilmistir. Hazir olan preparatlarin JEOL JSM-

6060LV taramali elektron mikroskobunda goriintiileri alinmstir.

3.3 Molekiiler Calismalar

Molekiiler c¢alismalarin bir kismi (DNA izolasyonu) Ankara Universitesi Biyoloji
Boliimii Molekiiler Sistematik Laboratuari’nda, bir kismi (PCR, saflastirma, sekans
PCR’1, etanolle ¢oktiirme ve dizileme) ise calismalara bizzat dahil olmak lizere Ankara
Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Genom Bilim Laboratuari’ndan hizmet alimi

yapilarak gergeklestirilmistir.

3.3.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu bireyin tamami kullanilarak gerceklestirilmistir. Farkli DNA izolasyon
protokolleri denenmis ve optimizasyon sonucu elde edilen ve tiim 6rneklerin DNA
izolasyonunda kullanilan protokoliin basamaklar1 asagida verilmistir.
e Tek bir Daphnia 6rnegi 200 ul hidroliz buffer igerisinde tek kullanimlik plastik
havaneli kullanilarak ezildi. Ezme islemi miimkiin oldugunca homojen bir sivi
elde edilinceye kadar siirdiiriildii.

e Homojenat {izerine 36 pl Proteinaz-K (25mg/ml) eklendi, hafifce karistirildi.
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Ornekler 56°C’de su banyosunda bir gece inkiibe edildi.

Inkiibasyondan alinan drneklerin iizerine 236 pl fenol kloroform izoamil alkol
(25:24:1) eklendi. Siit kivaminda beyaz renk alincaya kadar hafifce karistirildi.
13000 rpm de +4°C’de 10 dakika santrifiij yapildi.

Santrifiijden sonra st faz dikkatlice alinarak temiz ependorf tiiplere aktarildi.
Uzerlerine 236 pl izopropanol, 1:10 oraninda sodyum asetat (pH: 5,2) eklendi,
tiipler birkag kez alt iist edildi.

Ornekler -20°C’de 1 saat bekletildi.

13000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij yapildi.

Siipernatant uzaklastirildi ve pellet {izerine 500 ul %70’lik etil alkol eklendi.
13000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij yapildi.

Stipernatant uzaklastirildi, ependorf tiiplerdeki pelletler alkoliin tamamen
uzaklagmasi i¢in laminar kabinde en az 1 saat kurumaya birakildi.

Kuruyan DNA’larin tizerine 25 pl ddH,O eklenerek DNA’larin ¢oziinmesi
saglandi.

DNA ornekleri polimeraz zincir reaksiyounda kullanilmak iizere -20°C’de

muhafaza edildi.

DNA izolasyonuna kullanilan c¢ozeltiler:

EDTA (0,5 M, pH:8,0)

Tris-HCL (1M, pH:8,5)

Tween-20

Hidroliz Buffer (Toplam hacim 100ml olacak sekilde Tris-HCL (1 M), EDTA
(0,5 M), Tween-20 igermektedir.)

Proteinaz-K (25 mg/ml)

Fenol-Kloroform-izoamil Alkol (25:24:1)

Sodyum Asetat (3M pH:5.2)

Izopropanol (1:10)

Etil Alkol (%70)
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3.3.2 DNA’nin spektrofotometrik analizi

Izole edilen DNA’larin miktar ve saflik analizleri Nano Drop (Agilent 2100 Bioanalyser
NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer) cihazi ile gergeklestirilmistir. DNA nin safligi
260/280 nm (DNA’nin absorbsiyon degeri/ proteinin absorbsiyon degeri) ve 260 nm/

230 nm (DNA’nin absorbsiyon degeri/ fenoliin absorbsiyon degeri) degerleri goz oniine

alinarak hesaplanmustir (http://www.nanodrop.com 2010). Tek birey kullanilarak elde
edilen DNA’nin miktar1 23,72 ng/ul ile 383,73 ng/ul arasinda, 260/280 absorbans degeri
1,83 ile 1,97 arasinda 260/230 absorbans degeri ise 1,85 ile 2,11 arasinda bulunmustur.

3.3.3 Gen bolgesinin cogaltilmasi (PCR)

Spektrofotometrik sonuglar dikkate alinarak 6rnek sayisinin elverdigi olgiide her bir
lokaliteden ortalama 10 tane 6rnek alinmasina dikkat edilmis ve 408 izolasyondan 223

tanesi se¢ilerek COI gen bolgesi polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢cogaltilmistir.

COI gen bolgesi’nin PCR ile ¢ogaltilmasinda, LCO1490 ve HCO2198 (Folmer vd.
1994) primer ¢ifti kullanilmistir (Cizelge 3.2). PCR’da kullanilacak olan liyofilize
primerler, iiretici firmanin 6nerdigi oranda distile su ile sulandirilarak 100 pmol/pl’lik
stok primer elde edilmistir. Daha sonra stok primer 1/10 oraninda distile su ile
sulandirilarak PCR reaksiyonunda kullanilacak 10 pmol/ul’lik stok primerler

olusturulmustur.

Cizelge 3.2 COI gen bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan primer ¢ifti

Primer Primer Dizileri

LCO1490 (Forward=ileri primer) 5'-ggtcaacaaatcataaagatattgg-3'
HCO2198 (Reverse=geri primer) 5'-taaacttcagggtgaccaaaaaatca-3'

PCR 50 ul hacimde gergeklestirilmistir. 50 pl reaksiyon karisimi; 5x Go Taq Flexi
Buffer ( pH 8,5) dan 10 pl, 10 mM dNTP karisgimindan 1 pl, 10 pmol/ pl forward
primerden 1 pl, 10 pmol/ pl reverse primerden 1 pl, 25mM MgCly’den 3 pl, Taq
poimerazdan 0,5 ul, Kalip DNA’dan 2 pl (100-200 ng) alinmak iizere son hacim ddH,O
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ile 50 pl ye tamamlanarak hazirlanmistir. PCR reaktifleri Promega marka kullanilmistir

(Cizelge 3.3)

Cizelge 3.3 PCR da kullanilan reaktifler ve konsantrasyonlari

Reaktifler Miktar

Son Konsantrasyon

DNA
ddH,0

5x Go Taq Flexi Buffer ( pH 8,5)
dNTP (10 mM)

Forward primer (10 pmol/ pl)
Reverse primer (10 pmol/ ul)
MgCl; (25mM)

Taqg Polimeraz

10 pl
Il
I ul
1wl
3ul
0,5 ul
2 ul
31,5 ul

1X
0,2 mM
0,2 pmol/ pl
0,2 pmol/ pl
1,5mM
2,50
100-200 ng

Farkli PCR termal kosullar1 denenmis ve PCR iiriin kalitesi 6rneklere bagli olarak

farklilik gosterdigi i¢in iki farkli PCR programi kullanilmigtir. Kullanilan PCR termal

kosullar1 ¢izelge 3.4 ve gizelge 3.5°de verilmistir. Orneklerin PCR ile ¢ogaltilmasinda

MJ Research DNA Engine Tetrad2 Gradient Thermocycler kullanilmigtir.

Cizelge 3.4 COI gen bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan I. PCR programi

95°de 3 dakika On Denatiirasyon
95°C’de 1 dakika 30 saniye

52°C’de 1 dakika 30 saniye 35 Dongii
72°C’de 1 dakika 30 saniye

72°C’de 6 dakika Son Uzama
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Cizelge 3.5 COI gen bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan Il. PCR programi

95°C’de 3 dakika On Denatiirasyon
94°C’de 30 saniye
45°C’de 40 saniye 5 Dongti

72°C’de 1 dakika

94°C’de 30 saniye

52°C’de 40 saniye 35 Dongii
72°C’de 1 dakika
72°C’de 10 dakika Son Uzama

3.3.4 Cogaltilan gen bolgesinin jel elektroforezi

Cogaltilan gen bolgesine ait PCR {irlinlinii goriintiileyebilmek i¢in jel elektroforez
yontemi kullanilmistir.
Jel elektroforezi igin gerekli olan ¢ozeltiler ve kimyasal maddeler:

e 5X Trisma Base EDTA (TBE)

e 1X Trisma Base EDTA (TBE)

e Ethidium Bromide (10 mg/ml)

e Agaroz (Sigma)
e QX DNA Marker 9 Hae Il (Fermantas)
e 6X Loadding Dye (Promega)

%2’lik agaroz jel, igerisinde 1X TBE bulunan elektroforez tankina (Scie-Plas
HU10W) yerlestirilmistir. Elde edilen PCR {iriinleri 5 pl yiikleme tamponuyla (6X
Loadding Dye, Promega) karistirilarak %2’lik agaroz jele yiiklenmistir. Jel’deki ilk
kuyuya QX DNA Marker 9 Hae Il (Fermantas) vyiiklenmistir. Orneklerin
yiikklenmesi tamamlandiktan sonra jel 1X TBE (Trisma Base, Borik Asit, EDTA)
tamponunda 120 Voltta 30-35 dk yiiriitiilmiis ve ardindan ultraviyole goriintiileme
sisteminde (Syngene Gene Genius Bio Imaging System) gériintiilenmistir. Calisilan

populasyonlara ait jel elektroforez goriintiisii sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2 Calisilan populasyonlara ait PCR {iriinlerinin jel elektroforez goriintiisii
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3.3.5 PCR iiriiniiniin saflagtirilmasi (Piiriifikasyon)

PCR iiriinliniin saflastirilmasinda QIAquick PCR Purification Kit kullanilmigtir
(http://www.qiagen.com 2012) Saflastirilan PCR iiriinlerinden 4’er pul alinarak 4 ul 6X

Loadding Dye (Promega) ile karistirilmis ve %2’lik agaroz jelde, 120 voltta 30 dakika

yiiriitiilerek UV goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir.

3.3.6 DNA dizi analizi

PCR iiriiniiniin saflastirilmasi isleminden sonra iyi sonu¢ veren 201 6rnegin sirasiyla
sekans PCR’1, etanol presipitasyonu (etanolle ¢oktiirme) ve son olarak da dizi analizleri
yapilmustir.  Plirifiye edilmis gen bdlgelerine ait niikleotit dizileri, ‘“Sanger
Dideoksiniikleotit Zincir Sonlanmas1” prensibi ile (Sanger vd. 1977), ddNTP’lerin
varliginda sekans PCR reaksiyonuna tabi tutulmustur. Dideoksiniikleotit zincir
sonlanma reaksiyonunu gergeklestirmek icin GenomeLab DTCS Quick Start Kit
(Beckman Coulter 608120) kullanilmistir. Sekans PCR protokolii ¢izelge 3.6’da

verilmigtir.

Cizelge 3.6 Sekans PCR protokolii

SEKANS PCR PROTOKOLU
Reaksiyon Karisim PCR Programi
Premix (4ul) 96°C’de 3 dakika
Primer (forward veya reverse) 1.6pmol (1ul)  96°C’de 20 saniye
DNA (Piiriifikasyon iiriinii) 50°C’de 20 saniye 30 Dongii
dH,0 60°C’de 4 saniye

Zincir sonlanma reaksiyonu sonrasinda reaksiyona katilmayan primer, ddNTP gibi
reaksiyon artiklarinin uzaklastirilmas1 amaciyla etanol presipitasyonu, Griffith

University Ethanol/EDTA/Sodium Acetate Precipitasyon Protokol
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(http://www.griffith.edu.tr 2012)’den modifiye edilerek gergeklestirilmistir. Protokol

basamaklar1 agagidaki gibidir.

e Ornek basina 1pl 125 mM EDTA, 1ul 3M sodyum asetat olacak sekilde stop
soliisyon karisimi1 hazirlandi.

e Stop soliisyon karigtmindan PCR iiriinlerinin oldugu her bir ependorf tiipe 2 pl
dagitildi, santrifiijde spin edildi.

e Omekler PCR &rneklerinin oldugu ependorf tiiplerden almip 0,5 pl’lik yeni
ependorf tiiplere aktarildi. Ardindan 35 pl etil alkol (%100 ve 20°C) eklendi.
Tiipler ters yiiz edilerek oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

e 10 dakika santrifiij (+4°C 14.000 rpm) yapildi.

e Peletin bulundugu kisma degmeden supernatant pipetle ¢ekilerek uzaklastirildi,
ardindan 130 pl etil alkol (%70 -20°C) eklenerek tiipler ters yiiz edildi.

e 10 dakika santrifiij (+4°C 14.000 rpm) yapildu.

e Tiipler fazla sarsilmadan ters ¢evrilerek supernatant uzaklastirildi, ardindan 130
ul etil alkol (%70 -20°C) eklenerek tiipler ters yiiz edildi.

e 10 dakika santrifiij (+4°C 14.000 rpm) yapildu.

e Tipler fazla sarsilmadan ters gevrilerek supernatant uzaklastirildi, bos tiipler
spin edildi.

e Tiipler vakumlu 1sitmali santrifiij cithazinda 10 dk vakumlandi. Bdylece

presipitasyon (¢oktiirme) sonrasi pelletler elde edilmis oldu.

Presipitasyon sonrasi elde edilen pelletler formamid igeren bir soliisyonda ¢oziinerek,
otomatik DNA dizileme cihaz1 (Beckman Coulter CEQ8000 Genetic Analysis System)
platelerine yiiklendi, son olarak buharlasmay: engellemek amaci ile tiim orneklerin
tizerlerine 1 damla mineral yag (Beckman Coulter S505019) damlatild: ve dizi analizleri

yapildi.
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3.4 Dizilerin Diizeltilmesi, Hizalanmasi ve Filogenetik Analizler

Dizi analizi sonucu elde edilen kromatogram dosyalar1 Chromas Lite 2.01

(www.technelysium.com.au 2012) programi ile incelenmistir. Bunun igin tek bireye ait

ileri (forward) ve geri (reverse) primerlerin kromatogram dosyalar1 tek tek agilmus,
gozle piklerin dogrulugu kontrol edilmis ve gerekli diizeltmeler yapildiktan sonra her iki
primere ait dizi fasta formatina dontstiirilmistiir. Ardindan bu iki fasta dosyasi tek
bireye ait forward ve reverse diziyi bulunduran fasta dosyasi seklinde kaydedilmistir.
Hizalama ve budalama islemleri BioEdit 7.1.3 (Hall 1999) programi ile
gerceklestirilmistir. Bunun i¢in 6nce her bir birey kendi i¢inde hizalanmis ve budanmis
ardindan, tiim diziler bir araya getirilerek ortak baz uzunlugunda olacak sekilde

budanmis ve konsensus diziler elde edilmistir.

Kosensus dizilerin teshis edilen tiire ait dogru dizi olup olmadigini arastirmak iizere
NCBI veri tabanindaki COI gen bélgesine ait kayithi dizilerle BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) analizi yapilmistir.

DnaSP 5.10.01 (Rozas vd. 2010) programu ile diziler arasindaki niikleotit farkliliklarina
gore Ozgiin haplotipler tespit edilip, bu haplotiplere goére gen agaclart (filogenetik

agaglar) olusturulmustur.

Populasyonlar arasindaki genetik iligkiyi ortaya koyan gen agaclart MEGA 5 (Tamura
vd. 2011) programi ile neighbour joining (NJ), maximum parsimony (MP) ve maximum
likelihood (ML) metodlar1 kullanilarak olusturulmustur.

tir. MP gen agaci, heuristic
search algoritmast olan agaci ikiye boliip yeniden baglama (TBR) yoluyla
olusturulmustur. ML analizleri i¢in en uygun mutasyon modelini belirlemede MEGAS
programinin Onerdigi BIC (Bayesian Information Criterion) kriteri goz Oniinde
bulundurularak uygun mutasyon modeli belirlen tir. Agaglarin giivenirliligini
ortaya koymak icin her metotta 1000 tekrarli bootstrap analizi uygulanmistir

(Felsenstein 1985).
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Filogenetik iliskiyi degerlendirmek {izere NJ, MP ve ML metodlarina ilaveten farkli bir
yaklasim olan Bayesian yaklagimi (Yang ve Rannala 1997, Huelsenbeck vd. 2001) ile
Bayesian agaci olusturulmustur. Bayesian agaci olusturmak i¢in en uygun mutasyon
modeli JModeltest 0.1.1 (Posada, 2008) programiyla belirlenmistir. Markov Chain
Monte Carlo (MCMC) temelli Bayesian filogenetik analizi MrBayes (Huelsenbeck vd.
2001) programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Olusturulan gen agaglar1 FigTree 1.3.1

(Rambaut 2009) programi ile gorsellestirilmis ve manipiile edilmistir.

Ayrica ¢aligilan gen bdlgelerine ait haplotipler arasindaki iligkiyi ortaya koyabilmek igin
Network (Bendelt vd. 1999) programi kullanilarak network aglari olugturulmustur.

Genetik varyasyonun hiyerarsik yapilanmasini ortaya koymak iizere Arlequin 3.5
(Excoffier vd. 2010) paket programi kullanilarak, Molekiiler varyans analizi (AMOVA)
yapilmistir. AMOVA analizleri 6rneklem sayisi dikkate alinarak gergeklestirilmistir.
Molekiiler varyans analizlerinin ortaya koydugu toplam genetik varyasyon;
populasyonlar arasi ve populasyon igi seviyelerde hesaplanmigtir. Bu parametrelerin

anlamlilig1 1000 permiitasyonlu mesafe matriksiyle ortaya konmustur.

Haplotip (hg), niikleotit ¢esitliligi (t) ve gen akist (Nm) degerleri, DnaSP 5.10.01
(Rozas vd. 2010) programi ile belirlenmistir. Bireyler arasindaki ikili uyumsuzluk
dagilimi (mismatch distribution) analizleri, populasyon biiylimesi-diislisii modeli
(growth-decline model) altinda DnaSP 5.10.01 programu ile gergeklestirilmistir. Yine
DnaSP 5.10.01 programi ile noétralite testleri yapilmis, populasyonlarin nétraliteden
uzaklasip uzaklagsmadigini ortaya koymak i¢in Tajima’nin D (Tajima 1989) ve Fu’nun
Fs (Fu 1997) degerleri kullanilmistir.

Populasyonlar arasi genetik mesafenin cografik mesafe ile olan iliskisini
belirleyebilmek i¢in Mantel testi yapilmistir. Bu testte genetik mesafe matriksi igin
DnaSP 5.10.01 programi ile hesaplanan Fst degerleri, cografi mesafe matriksi i¢in ise
Google Earth yardimiyla kugbakisi 6l¢iilen km cinsinden degerler kullanilmistir. Mantel
test analizleri XLSTAT programi ( http://www.xIstat.com/en/about-us.html 2013) ile
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gerceklestirilmistir. Molekiiler ¢aligmalarin sonuglarint degerlendirmek {izere kullanilan

analiz programlari ve kullanim sirasi1 sekil 3.3’de sematik olarak 6zetlenmistir.

((DizZILERIN DUZELTILMES! ve HIZALANMAST |

l

Ham diziler elde edilir
J’ Beckman Coulter

Tek 6rnek icin ileri ve geri primerlere ait
dizilerin elektroferogramlar1 géizle kontrol
edilir ve diizeltilir

\l' Chromas Lite

Diziler hizalanir, consensus (en ortak) dizileri elde
etmek icin trimlenir

i BioEdit

(FiLOGEN'ETiK ANALIZLER ]

NETWORK AGI — ( FILOGENETIK AGAC ] [ POPULASYON YAPISI

ve
GENETIK CESITLILIK

Network
Mutasyon modeli belirlenir Y Niikleotit kompozisyonu ve korunma orant
¢ Haplotip gesitlilizi
. jModelTest Niikleotit cesitliligi
MEGA iGen akist (Nm)
J’ * Genetik farklilasma
¢ . B Nétralite Testleri (Tajima D, Fu Fs)
Maximum Parsimony ~— Maximum Likelihood Neighbour Joining Bayesian Agact * 1kl uyumsuzluk (Mistmach)
Agact Adact Agac1 Cografik mesafe matriksi
= Genetik mesafe matriksi
MEGA MEGA MEGA Mr Bayes Mantel Test
*Mclekﬁler Varyans Analizi (AMOVA)
\ DnaSP
MEGA
Olusturulan gen agaglan gorsellestirilir ve manipiile edilir Arlequin
Google Earth
MEGA FigTree XLSTAT
FigTree

Sekil 3.3 Molekiiler ¢calismalarda kullanilan analiz programlar1 ve kullanim sirasi

Dizilerin diizeltilmesi, hizalanmas1 asamalarindan sonra analize uygun oldugu
belirlenen 142 ornek secilmis ve biitiin analizler bu ornekler iizerinden yapilmistir.
Analizlerde dis grup olarak, Daphnia cinsi ile yakin akraba oldugu bilinen 3 tane
Simocephalus  (Simocephalus expinosus, Simocephalus serrulatus, Simocephalus
vetulus) tirii  kullanilmigtir. Dis gruplara ait dizler GenBank’tan alinmigtir

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov 2012). Ayrica taksonomik agidan karsilastirma olanagi

sunmas1 i¢in teshisi yapilan tiirlere ait GenBank veri tabaninda bulunan giivenilir

oldugu diistiniilen 26 tane COI dizisi de filogenetik aga¢ ve network analizlerine dahil
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edilmistir. Analizlerde kullanilan bu ¢alismaya ait 6rnekler ve GenBank’dan alinan

ornekler ve yine GenBank’dan alinan dis grup 6rneklerine ait bilgiler, ¢izelge 3.7-3.9°da

verilmistir.

Cizelge 3.7 Analizlerde kullanilan tez caligmasina ait o6rnekler, ornek kodlar1 ve

lokaliteleri
Ornek No Lokalite Tiir ismi
1 AD15 Adana/Seyhan Baraj Goli Daphnia cucullata
2 AD16 Adana/Seyhan Baraj Goli Daphnia cucullata
3 EL21 Elazig/Keban Baraj Golii Daphnia cucullata
4  EL2.2 Elazig/Keban Baraj Golii Daphnia cucullata
5 EL23 Elazig/Keban Baraj Goli Daphnia cucullata
6 IS1 Isparta/Egridir Goli Daphnia cucullata
7 182 Isparta/Egridir Golu Daphnia cucullata
8 1S6 Isparta/Egridir Goli Daphnia cucullata
9 IS7 Isparta/Egridir Golu Daphnia cucullata
10 IS8 Isparta/Egridir Goli Daphnia cucullata
11 1S9 Isparta/Egridir Golu Daphnia cucullata
12 IS12 Isparta/Egridir Goli Daphnia cucullata
13 IS15 Isparta/Egridir Goli Daphnia cucullata
14 IS16 Isparta/Egridir Goli Daphnia cucullata
15 SAl Sakarya/Acarlar Goli Daphnia curvirostris
16 SA2 Sakarya/Acarlar Goli Daphnia curvirostris
17 SA3 Sakarya/Acarlar Golii Daphnia curvirostris
18 SA4 Sakarya/Acarlar Goli Daphnia curvirostris
19 SA6 Sakarya/Acarlar Golii Daphnia curvirostris
20 SA7 Sakarya/Acarlar Goli Daphnia curvirostris
21 SA9 Sakarya/Acarlar Goli Daphnia curvirostris
22 SAll Sakarya/Acarlar Goli Daphnia curvirostris
23 SAIl3 Sakarya/Acarlar Goli Daphnia curvirostris
24 SAl4 Sakarya/Acarlar Goli Daphnia curvirostris
25 SAl6 Sakarya/Acarlar Goli Daphnia curvirostris
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Cizelge 3.7 Analizlerde kullanilan tez calismasina ait ornekler, ornek kodlar1 ve
lokaliteleri (devam)

26 Si1 Sinop/Akliman Mevkii Daphnia curvirostris
27 Si4 Sinop/Akliman Mevkii Daphnia curvirostris
28 AF3 Afyon/Gebeceler Baraj Goleti Daphnia galeata
29 AF4 Afyon/Gebeceler Baraj Goleti Daphnia galeata
30 AF5 Afyon/Gebeceler Baraj Goleti Daphnia galeata
31 AF6 Afyon/Gebeceler Baraj Goleti Daphnia galeata
32  AF7 Afyon/Gebeceler Baraj Goleti Daphnia galeata
33 AF8 Afyon/Gebeceler Baraj Goleti Daphnia galeata
34 AFI15 Afyon/Gebeceler Baraj Goleti Daphnia galeata
35 AFI18 Afyon/Gebeceler Baraj Goleti Daphnia galeata
36 iz2 Izmir/Gélciik Golii Daphnia galeata
37 iz3 [zmir/Goélciik Golii Daphnia galeata
38 175 Izmir/Gélciik Golii Daphnia galeata
39 1iz6 [zmir/Gélciik Golii Daphnia galeata
40 iz8 [zmir/Géleiik Golii Daphnia galeata
41 iz10 [zmir/Gélciik Golii Daphnia galeata
42 1714 [zmir/Géleiik Golii Daphnia galeata
43 iz17 [zmir/Goélciik Golii Daphnia galeata
44 UR2 Urfa/Atatiirk Baraj Golii Balik Ciftligi Daphnia galeata
45 UR3 Urfa/Atatiirk Baraj Goli Balik Ciftligi Daphnia galeata
46 UR4 Urfa/Atatiirk Baraj Goli Balik Ciftligi Daphnia galeata
47 UR7 Urfa/Atatiirk Baraj Golii Balik Ciftligi Daphnia galeata
48 URS8 Urfa/Atatiirk Baraj Goli Balik Ciftligi Daphnia galeata
49 UR18 Urfa/Atatiirk Baraj Golii Balik Ciftligi Daphnia galeata
50 UR19 Urfa/Atatiirk Baraj Goli Balik Ciftligi Daphnia galeata
51 AKS3 Aksaray/Mamasin Baraj Goli Daphnia magna
52 AK4 Aksaray/Mamasin Baraj Goli Daphnia magna
53 AKY7 Aksaray/Mamasin Baraj Goli Daphnia magna
54 AKS8 Aksaray/Mamasin Baraj Goli Daphnia magna
55 AK10 Aksaray/Mamasin Baraj Goli Daphnia magna
56 AN1.1 Ankara/Eymir Goli Daphnia magna
57 AN1.2 Ankara/Eymir Goli Daphnia magna
58 AN1.3 Ankara/Eymir Goli Daphnia magna
59 AN1.5 Ankara/Eymir Golu Daphnia magna
60 AN1.7 Ankara/Eymir Goli Daphnia magna
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Cizelge 3.7 Analizlerde kullanilan tez caligmasina ait o6rnekler, 6rnek kodlar1 ve

lokaliteleri (devam)

61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
9
91
92
93
94
95

AN1.21
AN1.22
AN1.23
AN2.2
AN2.3
AN2.4
AN2.5
AN2.6
AN2.7
AN2.10
AN2.13
AN2.15
EL1.1
ED2
ED3
ED4
ED5
ED7
EDS
ED9
ED10
KU4
KU9
KU10
KU11
KU16
KU18
KU27
KU28
KU34
MA2
MA5
MAG
MA7
AR1

Ankara/Eymir Golii
Ankara/Eymir Golii
Ankara/Eymir Goli
Ankara/Mogan Golii
Ankara/Mogan Goli
Ankara/Mogan Golii
Ankara/Mogan Goli
Ankara/Mogan Golii
Ankara/Mogan Goli
Ankara/Mogan Golil
Ankara/Mogan Golii
Ankara/Mogan Golii
Elazig/Hazar Go6li Mevkii
Edirne/ipsala Balik Ciftligi
Edirne/Ipsala Balik Ciftligi
Edirne/ipsala Balik Ciftligi
Edirne/Ipsala Balik Ciftligi
Edirne/ipsala Balik Ciftligi
Edirne/Ipsala Balik Ciftligi
Edirne/Ipsala Balik Ciftligi
Edirne/Ipsala Balik Ciftligi
Kiitahya/Sulak Alan
Kiitahya/Sulak Alan
Kiitahya/Sulak Alan
Kiitahya/Sulak Alan
Kiitahya/Sulak Alan
Kiitahya/Sulak Alan
Kiitahya/Sulak Alan
Kiitahya/Sulak Alan
Kiitahya/Sulak Alan
Manisa/Demirkdprii Baraj Goli
Manisa/Demirkoprii Baraj Goli
Manisa/Demirkdprii Baraj Golii
Manisa/Demirkoprii Baraj Goli
Ardahan/Kindirga Sazlig1

Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna
Daphnia magna

Daphnia pulex
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Cizelge 3.7 Analizlerde kullanilan tez caligmasina ait o6rnekler, 6rnek kodlar1 ve

lokaliteleri (devam)

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

AR3
AR4
AR5
ARS8
AR9
AR12
AR14
KAb2
KAb3
KAb4
KAb6
KAb9
KAb10
KAb12
KAcl
KAc3
KACc6
KACc7
KACc9
KAc10
KAc12
BO1
BO2
BO3
BO6
ER1
ER4
ER5
KY2
KY3
KY10
KY11
KY12
KY13
KY15

Ardahan/Kindirga Sazlig1
Ardahan/Kindirga Sazlig1
Ardahan/Kindirga Sazlig1
Ardahan/Kindirga Sazlig1
Ardahan/Kindirga Sazlig1
Ardahan/Kindirga Sazlig1
Ardahan/Kindirga Sazlig1
Kars/Yesil Gol

Kars/Yesil Gol

Kars/Yesil Gol

Kars/Yesil Gol

Kars/Yesil Gol

Kars/Yesil Gol

Kars/Yesil Gol

Kars/Yesil Gol

Kars/Yesil Gol

Kars/Yesil Gol

Kars/Yesil Gol

Kars/Yesil Gol

Kars/Yesil G6l

Kars/Yesil Gol

Bolu/Yenicaga Goli
Bolu/Yenicaga Goli
Bolu/Yenicaga Goli
Bolu/Yenicaga Goli
Erzurum/Tortum Goli
Erzurum/Tortum Goli
Erzurum/Tortum Goli
Kayseri/Sarimsakli Baraj Golu
Kayseri/Sarimsakli Baraj Golit
Kayseri/Sarimsakli Baraj Golii
Kayseri/Sarimsakli Baraj Golit
Kayseri/Sarimsakli Baraj Goli
Kayseri/Sarimsakli Baraj Golii

Kayseri/Sarimsakli Baraj Goli

Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex
Daphnia pulex

Daphnia pulex
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Cizelge 3.7 Analizlerde kullanilan tez caligmasina ait o6rnekler, 6rnek kodlar1 ve
lokaliteleri (devam)

131 KY16 Kayseri/Sarimsakli Baraj Golii Daphnia pulex
132 KY17 Kayseri/Sarimsakli Baraj Goli Daphnia pulex
133 KY19 Kayseri/Sarimsakli Baraj Goli Daphnia pulex
134 KY20 Kayseri/Sarimsakli Baraj Golit Daphnia pulex
135 Ril.6 Rize/Vergenik Dag Golii(Kuzey) Daphnia pulex
136 Ril.8 Rize/Vergenik Dag Golii(Kuzey) Daphnia pulex
137 Ril.11 Rize/Vergenik Dag Golii(Kuzey) Daphnia pulex
138 Ril.12 Rize/Vergenik Dag Golii(Kuzey) Daphnia pulex
139 Ril.14 Rize/Vergenik Dag Golii (Kuzey) Daphnia pulex
140 Ril.16 Rize/Vergenik Dag Golii (Kuzey) Daphnia pulex
141 Ri2.1 Rize/Vergenik Dag Golii (Giiney) Daphnia pulex
142 Ri2.2 Rize/Vergenik Dag Golii (Giiney) Daphnia pulex

Cizelge 3.8 GenBank’dan alinan 6rnekler, GenBank numaralar1 ve alindiklar1 lokaliteler

GenBank No Lokalite Tiir Ismi
EF375869 Hollanda Daphnia cucullata
EF375870 Cek Cumbhuriyeti Daphnia cucullata
EF375872 Almanya Daphnia curvirostris
FJ427487 Kanada Daphnia curvirostris
EF375868 Isveg Daphnia galeata
EF375867 Hollanda Daphnia galeata
AY803046 Cek Cumbhuriyeti Daphnia magna
AY803069 Ispanya Daphnia magna
JF750769 Rusya Daphnia magna
EU702138 Meksika Daphnia magna
AF217106 Kuzey Amerika Daphnia magna

DQ166849 Israil Daphnia magna
AY 380449 Kuzey Amerika Daphnia pulex
AY745244 Kenya Daphnia pulex
EU152321 Cek Cumbhuriyeti Daphnia pulex
EU152320 Belgika Daphnia pulex
GQ475277 Kanada Daphnia pulex
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Cizelge 3.8 GenBank’dan alinan 6rnekler, GenBank numaralar ve alindiklar1 lokaliteler

(devam)

HM622593 Yeni Zelanda Daphnia pulex
DQ340843 Amerika Birlesik Devletleri Daphnia pulex
AF117817 Kanada Daphnia pulex
AF489525 Arjantin Daphnia pulicaria
JN233925 Kanada Daphnia pulicaria
FJ427506 Kanada Daphnia tenebrosa
JN233926 Kanada Daphnia tenebrosa
HM131366 Amerika Birlesik Devletleri Daphnia melanica
FJ427495 Amerika Birlesik Devletleri Daphnia melanica

Cizelge 3.9 GenBank’dan alinan dis grup Orneklerinin GenBank numaralart ve
alindiklar1 lokaliteler

GenBank No Lokalite Tiir ismi
EU702296 Meksika Simocephalus expinosus
AB549198 Tayvan Simocephalus serrulatus
AB549192 Tayvan Simocephalus vetulus
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4. BULGULAR

4.1 Morfolojik Tiir Tayini Sonug¢lari

Bu aragtirmada, toplam 22 lokaliteden 6rnek toplanmis, 151tk mikroskobu ve elektron

mikroskobu ile yapilan tiir tayini sonucunda 5 tiiriin varlig1 tespit edilmistir. Tiirlerin

lokalitelere dagilimu ¢izelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Lokalitelere gore teshis edilen tiirler

Lokalite Ornekleme Bolge Tiir Ismi

Kodu Lokalitesi
AD ADANA/Seyhan Baraj Golii Akdeniz Daphnia cucullata
IS ISPARTA/Egridir Goli Akdeniz Daphnia cucullata
EL2 ELAZIG/Keban Baraj Golii Dogu Anadolu Daphnia cucullata
Si SINOP/Akliman mevkii Karadeniz Daphnia curvirostris
SA SAKARY A/Acarlar Golii Marmara Daphnia curvirostris
iz [ZMIR/Gélciik Gélii Ege Daphnia galeata
AF AFYON/Gebeceler Baraj Goleti Ege Daphnia galeata
UR URFA/Atatiirk Baraj Golii G.Dogu Anadolu Daphnia galeata
AN1 ANKARA/Eymir Golii I¢ Anadolu Daphnia magna
AN2 ANKARA/Mogan Gélii I¢c Anadolu Daphnia magna
AK AKSARAY/Mamasin Baraj Goli I¢ Anadolu Daphnia magna
EL1 ELAZIG/Hazar Gélii Yakim Dogu Anadolu Daphnia magna
KU KUTAHY A/Sulak alan Ege Daphnia magna
MA MANISA/Demirkoprii Baraj Golii Ege Daphnia magna
ED EDIRNE/Ipsala mevkii Marmara Daphnia magna
AR ARDAHAN/Kindirga Sazligi Dogu Anadolu Daphnia pulex
KA KARS/Yesil Gol Dogu Anadolu Daphnia pulex
BO BOLU/Yenicaga Golii Karadeniz Daphnia pulex
KY KAYSERI/Sarimsakli Baraj Golii I¢ Anadolu Daphnia pulex
ER ERZURUM/Tortum Goli Dogu Anadolu Daphnia pulex
Ri1 RiZE/Vergenik Dag Golii(Kuzey) Karadeniz Daphnia pulex
Ri2 RIZE/Vercenik Dag Golii(Giiney) Karadeniz Daphnia pulex

22 Lokalite 5 Tiir

52




Isik mikroskobu yardimi yapilan tiir tayinlerinin ardindan, tiir teshisinde oldukg¢a dnemli

karakterlerden ikisi olan postabdomendeki anal dis sayisi ve posatabdominal tirnaktaki

taraklarin yapisi ve biiyiikliigii, taramali elektron mikroskobu ile degerlendirilmistir.

4.1.1 Daphnia cucullata Sars, 1862 tiir teshisi

Adana/Seyhan Baraj Golii (AD), Isparta/Egirdir Golii (IS) ve Elazig/Keban Baraj Golii

(EL2) populasyonlar1 Daphnia cucullata olarak teshis edilmistir. Tiir teshisi sirasinda

belirlenen karakterler asagida verilmistir.

Karapaks uzun ve oval yapidadir.

Karapaksin ventral (6n) kenar1 yarisina kadar, dorsal (arka) kenar1 ise kuyruk

dikeninin kaidesine kadar dikenlidir.

Kuyruk olduk¢a uzundur (hemen hemen karapkasin yaris1 kadar)
Bas migfer seklinde kukuletalidir.

Goz kiiciik yapidadir ve basin 6n tarafina yakin yer almaktadir.
G0z benegi bulunmamaktadir.

Rostrum kisa ve yuvarlaktir.

Anteniil kiiclik, basimn ventral kenarmi asmamaktadir. Anteniiliin ucundaki

tentakiiller icerden baslamakta, ancak rostrumu agsmamaktadir.
Postabdomen kiigiiktiir ve dorsal kenar1 oldukca diizdiir.

4 tane postabdominal lob bulunmaktadir ve bunlardan 1. lob digerlerine kiyasla

oldukga biiyiiktiir ve loblar dalgali yapidadir.

Postabdominal tirnak 3 tane tarak bulundurur. Bunlar dikenlerin (spin) biiytikliik

sirasina gore; Tarak1=Tarak2=Tarak3 seklindedir.

Postabdomendeki anal dis sayis1 Daphnia cucullata i¢in 6-8 olarak belirlenmistir.
Anal dis sayis1 AD populasyonu i¢in 8, IS populasyonu i¢in 6-8, EL2 populasyonu
icin 8 olarak sayilmustir.

AD populasyonunun IS ve EL2 populasyonlarindan nispeten daha biiyiik viicutlu

oldugu gozlenmistir.
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Epifiyjum D seklindedir, yumurta odalari koyu kahverengi ya da siyahimsi
renktedir. Epifiuymun anterior (6n-iist) kisminda kisa dikensiz bir ¢ikinti, posterior

(arka-alt) kisminda ise kismen uzun olan dikenli bir ¢ikint1 mevcuttur.

Daphnia cucullata populasyonlarina ait 6rnek sayist az oldugu igin, tiir teshisi

calismalarinda ve DNA izolasyonu asamalarinda kullanilmistir. Bu nedenle bu tiiriin

SEM calismasi yapilamamaistir.

4.1.2 Daphnia curvirostris Elyamann, 1887 tiir teshisi

Sakarya/Acarlar Golii (SA) ve Sinop/Akliman mevkii (SI) populasyonlar1 Daphnia

curvirostris olarak teshis edilmistir. SA ve SI populasyonlarina ait SEM gériintiileri

sekil 4.1 ve sekil 4.2°de verilmistir. Tiir teshisi sirasinda belirlenen karakterler asagida

verilmistir.

Karapaksin yandan goriiniisii ovaldir.

Bas genel olarak yuvarlaktir, karapaksa oranla kiigiik degildir ve 6n kenart i¢
biikeydir.
Kuyruk dikeni kisadir.

Rostrum kisadir.

Anteniil kiigiiktiir ve rostrumu asmaz. Anteniilden ¢ikan tentakiiller de rostrumu

agmamaktadir.
Goz biiytiktiir ve On tarafa yakindir.
Go6z benegi vardir ve biiytiktiir.

Viicudun ventral kismmin 1/3 kadarinda ve viicudun dorsal kisminin kuyruk

dikenine yakin olan kisminda kiigiik dikenler bulunur.
Postabdomen konik yapidadir, dorsal kismi dis biikeydir.
4 tane postabdominal lob bulunur. Bu loblar tizerinde ince tiiyler bulunur.

Postabdomendeki anal dis sayist Daphnia curvirostris icin 9-14 olarak

belirlenmistir. Anal disler giicliidiir ve u¢ tirnaga yakin olan kisimda daha biiyiik
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olan disler giderek kiiciiliir. Anal dis say1s1 SA populasyonu i¢in 12, SI populasyonu
icin 11-12 olarak kaydedilmistir.

Postabdominal tirnak 3 tane tarak bulundurur. Bunlar, dikenlerin biiyiikliik sirasina

gore; Tarak2 >> Tarakl > Tarak3’diir.

Tarak2 deki diken sayisi Daphnia curvirostris igin 7-15 olarak verilmistir. SA
populasyonu icin Tarak2’deki diken sayis1 9-14, SI populasyonu igin 7-8 olarak
kaydedilmistir.

Epifiyam D seklinde ve kahverengidir, 2 tane yumurta odasi bulunur, yumurta
odalar1 epifiyumun dorsal kenarina dik pozisyondadir. Epifiyumun dorsal kenari
diizdiir, diken bulundurmaz. Epifiyumun posterior kisminda ise kisa dikenli bir

¢ikint1 mevcuttur.
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Sekil 4.1 Sakarya/Acarlar Goli Daphnia curvirostris populasyonuna ait anal dis,
tirnak ve tarak yapisi (SEM)
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Sekil 4.2 Sinop/Akliman mevkii Daphnia curvirostris populasyonuna ait tirnak ve tarak
yapisi (SEM)
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4.1.3 Daphnia galeata Sars, 1864 tiir teshisi

Afyon/Gebeceler Baraj Goleti (AF), Izmir/Golciik Golii (IZ) ve Urfa/Atatiirk Baraj

Golii (UR) populasyonlari Daphnia galeata olarak teshis edilmistir. Tiir teshisi sirasinda

belirlenen karakterler asagida verilmistir. AF, IZ ve UR populasyonlarina ait SEM

goriintiileri sekil 4.3-4.5°de verilmistir.

Karapaksin yandan goriiniisii ovaldir.

Kuyruk spini kuvvetli, kismen uzundur.

Migfer seklinde bir bas yapisi goriilmektedir. Bu migfer seklinde olan yapi
yumusak hatlara sahip olmayip tepe kismi sivridir. Bas viiclida oranla kiiclik

degildir. Bas dorsal kismindaki ¢ukur yardimiyla viicuttan ayirt edilir.

Rostrum kisa ve kiittiir, ucu ¢entikli bir yapiya sahiptir.

Antentil kisa olup basin kenar kismini asmaz. Anteniilden ¢ikan uzantilar rostruma

ulasir ve rostrumu asar.

G0z orta derecede biiytiktiir ve bagin 6n kismina yakindir.

G0z benegi vardir ve kiigiiktiir.

Karapaks tlizerindeki dikenler ventralde karapaksin yarisini kaplarken dorsal kisimda

sadece kuyruk dikeninin kaidesine yakin olan bolgede bulunur.

Postabdomen konik yapida olup dorsal kenari1 diizdiir. Postabdomende oldukga
belirgin olan 3 lob ve tam gelismemis lobsu bir yap1 bulunur. Bu loblardan ilkinde
hi¢c seta (kil, tily) bulunmazken ikinci ve {igiincii loblarin u¢ kisimlarinda seta

bulunur.

Postabdomendeki anal dis sayis1 Daphnia galeta igin 9-12 olarak tanimlanmistir. Ug

tirnaga yakin olan kisimda daha biiylik olan disler giderek kiigiiliir. Anal dis sayist
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1Z populasyonu i¢in 8-9-10, AF populasyonu igin 9-10, UR populasyonu i¢in 10-11-
12 olarak kaydedilmistir..

Postabdominal tirnak 3 tane tarak bulundurur. Bunlar dikenlerin biiyiikliik sirasina

gore; Tarak1=Tarak2=Tarak3 seklindedir.

Epifiyum D seklinde ve kahverengidir, yumurta odalar1 epifiyumun dorsal kenarina
dik pozisyondadir. Epifiyumun dorsal kenar1 diiz ve dikensizdir. Epifiyumun
anterior kisminda dikenisiz kisa, posterior kisminda oldukca uzun dikenli bir ¢ikinti

bulunur.
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Sekil 4.3 Afyon/Gebeceler Baraj Goleti Daphnia galeta populasyonuna ait anal dis,
tirnak ve tarak yapisi (SEM)
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Sekil 4.4 Izmir/Golciik Golii Daphnia galeta populasyonuna ait anal dis, tirnak ve tarak
yapis1 (SEM)
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Sekil 4.5 Urfa/Atatiirk Baraj Golii Daphnia galeta populasyonuna ait anal dis, tirnak
ve tarak yapisi (SEM)
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4.1.4 Daphnia magna Straus, 1820 tiir teshisi

Ankara/Eymir Golii (AN1), Ankara/Mogan Golii (AN2), Aksaray/Mamasin Baraj Goli
(AK), Elaz13/Hazar Golii mevkii (EL1), Kiitahya/Sulak Alan (KU), Manisa/Demirkdprii
Baraj Golii (MA) ve Edirne/Ipsala mevkii (ED) populasyonlar: Daphnia magna olarak

teshis edilmistir. Tiir teshisi sirasinda belirlenen karakterler asagida verilmistir. MA,

AK, ANI1, AN2 ve ED populasyonlarina ait SEM goriintiileri sekil 4.6-4.10’da

verilmistir.

Biiyiik viicutlu, karapaks genis oval yapidadir. Yandan sikistirilmamistir.

Kuyruk spini kisadir.

Bas hafifce yuvarlaktir, eni boyundan daha fazladir, karapaksa oranla kiigiik
degildir.

Rostrum kisa ve sivridir.

Anteniil biiyiiktiir, rostrumu agmaz, anteniilden ¢ikan uzantilar rostrumu asar.

G0z, cukur olan basin 6n kenarma yakindir. Goz etrafindaki kapsiil yukar1 dogru

tiimsek seklindedir.

G0z benegi (ocellus) belirgindir.

Karapaksin 6n bolgesi merkezde uzun setalarin gruplandig: kiiciik setalarla kaplidir.

Karapaksin arka bolgesi tamamen spinlidir.

Postabdomen konik yapidadir, dorsal kenar1 oldukga dalgalidir. Postabdomendeki
dalgalanma u¢ tirnaga dogru azalir ya da tamamen ortadan kalkar. 4 tane
postabdominal lob bulunur. Bunlardan ilki uzun ve az setalidir, ikinci {iglincii ve

dordiincii loblar u¢ kisimlarinda dikkat ¢ekici oranda setaya sahiptir.
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Anal disler zayif ve uzun olup hemen hemen esittir. Anal disler distal ve proksimal
olmak iizere iki grup halinde goriiliir. Tiim populasyonlarda distal grup 6-7 disten

proksimal grup 9-12 disten olusmustur.

Postabdominal tirnak 3 tane tarak bulundurur. Bunlar setalarin biiyiikliigiine gore;

Tarakl= Tarak 2> Tarak 3 seklindedir.

Epifiyum D seklindedir, yumurta odalari siyahimsi renkte olup arka kismi beyaza
dontiktiir. Epifiyumun anterior kisminda uzun dikenli bir ¢ikinti, posterior kisminda

ise kisa dikensiz bir ¢ikinti mevcuttur.
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Sekil 4.6 Manisa/Demirkoprii Baraj Golii Daphnia magna populasyonuna ait anal
dis, tirnak ve tarak yapisi (SEM)

65



MRRRRERER ;
. N

Sekil 4.7 Aksaray/Mamasin Baraj Golii Daphnia magna populasyonuna ait anal dis,
tirnak ve tarak yapisi (SEM)
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Sekil 4.8 Ankara/Eymir Golii Daphnia magna populasyonuna ait anal dis, tirnak ve
tarak yapisi (SEM)
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Sekil 4.9 Ankara/Mogan Goli Daphnia magna populasyonuna ait tirnak ve tarak
yapisi (SEM)
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Sekil 4.10 Edirne/Ipsala mevkii Daphnia magna populasyonuna ait tirnak ve tarak
yapisi (SEM)

4.1.5 Daphnia pulex Leydig, 1860 tiir teshisi

Ardahan/Kindirga Sazligi (AR), Kars/Yesil Gol (KAb ve KAc), Kayseri/Sarimsakli
Baraj Golii (KY), Bolu/Yenicaga Golii (BO), Rize/ Vergenik Kuzey Dag Gélii (Ril),
Rize/ Vergenik Giiney Dag Goélii (Ri2), Erzurum/Tortum Gélii (ER) populasyonlar:
Daphnia pulex olarak teshis edilmistir.

Kars/Yesil Gol’den alinan Daphnia pulex o6rneklerinden bazilarinda siklomorfozis
gozlenmistir. Bu siklomorfozis “boyun disi (neck teeth)” olarak adlandirilan basin
dorsal kisminda ¢entikli bir yapinin var olmasi seklindedir (Sekil 4.11). Siklomorfozis

gosteren Ornekler KAb, gostermeyen ornekler de KAc olarak etiketlenmistir.
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Sekil 4.11 Kars/Yesil Gol Daphnia pulex 6rneklerinde gézlenen siklomorfozis

Tiir teshisi sirasinda belirlenen karakterler asagida verilmistir. AR, KA, KY, BO, Ril ve
RI2 populasyonlarina ait SEM goriintiileri sekil 4.12-4.17°de verilmistir. ER
populasyonuna ait az sayida Ornek bulundugu icin var olanlar 151k mikroskobu
calismalarinda ve molekiiler ¢calismalarda kullanilmis ve bu nedenle SEM goriintiileri

alinamamustir.

Yandan bakildiginda karapaks oval ya da yuvarlaktir.
* Kuyruk spini kisadir.

* Bas genis ve yuvarlak yapidadir. Karapaksa oranla kiigiik degildir. Bagin 6n kismi
Konkav yani dis biikeydir.

® Rostrum sivri ugludur. Rostrumun ylizeyinde poligonal ags: bir yapilanma vardir.
® Anteniil biiyiiktiir, anteniilden ¢ikan uzantilar rostrumu agmaz.

* G0z biytktiir ve alna yakindir.
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G0z benegi mevcuttur.

Karapaksin ventral kenarinda yarisina kadar dorsal kenarinda ise 1/3’tine kadar

birbirine yakin dizilmis setalar bulunur.
Postabdomen dar konik yapidadir, dorsal kenar1 diizdiir.

Postabdomende 4 tane lob bulunur. Bunlardan ilki en biiyiiktiir ve hemen hemen hi¢
seta bulunmaz. 2. 3. ve 4 loblar loblar hem biiyiiklik hem de seta yogunlugu

bakimindan giderek kiigiiliir.

Posatabdomendeki anal disler giicliidiir ve anal disler u¢ tirnaktan itiberen giderek
kiigiilir. Anal dislerin sayis1 Daphnia pulex tirii igin 10-22 genellikle 12-17
arasinda tanimlanmistir. Anal dislerin sayisi AR populasyonu i¢in 12-14, KA
populasyonu i¢in 12-14, ER populasyonu i¢in 19-21, BO populasyonu igin 12-15,
Ril populasyonu i¢in 13-14, Ri2 populasyonu i¢in 17-18, KY populasyonu i¢in 13-
22 olarak sayilmistir.

Postabdominal tirnak 3 tane tarak bulundurur. Bunlar spinlerin biiyiikliik sirasina
gore Tarak2>>Tarakl>>Tarak3 seklindedir. Tarak2’deki dis sayis1 5-7 olarak
tanimlanmistir. Tarak2’deki dis sayist AR populasyonu i¢in 5, KA populasyonu i¢in
5, ER populasyonu igin 5, BO populasyonu igin 6, Ril populasyonu igin 5, Ri2

populasyonu i¢in 5, KY populasyonu i¢in 7 olarak sayilmistir.

Epifiyuam D seklindedir, kahverengi ya da siyahtir. Yumurta odalar1 epifiyumun
dorsal kenarma dik pozisyondadir. Epifiyumun dorsal kenar1 boyunca kiigiik
dikenler bulunur. Epifiyumun posterior dikenli kii¢iik bir ¢ikintis1 bulunur. Anterior

kisminda uzanti yoktur.
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Sekil 4.12 Ardahan/Kindirga Sazligi Daphnia pulex populasyonuna ait tirnak ve
tarak yapisi (SEM)
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Sekil 4.13 Kars/Yesil Gol Daphnia pulex populasyonuna ait anal dis, tirnak ve tarak
yapisi (SEM)
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Sekil 4.14 Kayseri/Sarimsakli Baraj G6li Daphnia pulex populasyonuna ait anal dis,
tirnak ve tarak yapist (SEM)
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Sekil 4.15 Bolu/Yeni¢aga Golii Daphnia pulex populasyonuna ait anal dis, tirnak ve
tarak yapisi (SEM)
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Sekil 4.16 Rize/Vergenik Kuzey Dag Golii Daphnia pulex populasyonuna ait tirnak
ve tarak yapisi (SEM)
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Sekil 4.17 Rize/Vergenik Giiney Dag Golii Daphnia pulex populasyonuna ait anal
dis, tirnak ve tarak yapist (SEM)
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4.2 COIl Gen Bolgesi Dizi Analizi Sonuglari

Toplam 408 bireyin DNA izolasyonu yapilmistir. 408 izolasyondan segilen 223
tanesinin PCR’1 yapilmis ve bu PCR’lardan 201 tanesi basarili olmustur. Bu 201 PCR’
dan da 142 tanesinin bagaril1 bir sekilde dizi analizi yapilmistir. Yapilan dizi analizleri
cift yonlii (forward-reverse) okundugu icin toplam 284 tane dizi elde edilmistir.
Filogenetik analizlerde bagarili bir sekilde dizi analizi yapilan bu 142 O6rnek
kullanilmistir (Cizelge 3.7). Analizlerde dis grup olarak, Daphnia cinsi ile yakin akraba
oldugu bilinen 3 tane Simocephalus  (Simocephalus expinosus, Simocephalus
serrulatus, Simocephalus vetulus) tirii kullanilmistir. Dis gruplara ait diziler

GenBank’dan alinmistir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov 2012). Ayrica taksonomik agidan

karsilastirma olanagi sunmasi i¢in teshisi yapilan tiirlere ait GenBank veri tabaninda
bulunan giivenilir oldugu diisiiniilen 26 COI dizisi de filogenetik aga¢ ve network

analizlerine dahil edilmistir (Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9).

Yapilan hizalama ve budama islemleri sonrasinda tiirlere gore farkli baz uzunluklarinda
konsensus diziler elde edilmistir. Tiirler i¢in elde edilen konsensus dizilere ait baz
uzunluklar1 ¢izelge 4.2°de verilmistir. Analizlerde esit baz uzunlugunda diziler
kullanilmak zorunda oldugu i¢in, tiim dizler 540 baz ¢ifti (b¢) uzunlugunda budanmis
ve biitlin analizler 540 bg¢ {izerinden yapilmistir. Filogenetik analizler iki sekilde
gerceklestirilmistir. Once filogenetik aga¢ ve network analizleri, daha sonra populasyon

yapist ve genetik cesitlilik analizleri yapilmistir.

Cizelge 4.2 Daphnia tiirlerine ait konsensus dizilerin baz uzunluklari

Tiir ismi Baz Sayis1  Dizi Sayist =
o

Daphnia cucullata 567 14 53

Daphnia curvirostris 570 13 fr

Daphnia galeata 571 23 ™

Daphnia magna 571 44

Daphnia pulex 555 48

78


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

4.2.1 Filogenetik agac¢ ve network analizleri

142 sekans 6rnegindeki polimorfizm farkliliklarina bakilarak populasyonlar igerisindeki
0zgiin haplotipler DnaSP 5.10.01 (Rozas vd. 2010) analiz programu ile tespit edilmistir.
Toplam 34 tane haplotipin varligi belirlenmistir. Haplotiplerin populasyonlara gore

dagilimi gizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3 Haplotiplerin populasyonlara dagilimi (Haplotiplerin populasyon ic¢indeki
sikliklar1 parantez igerisinde verilmistir)

Ornek Ornekleme Lokalitesi Tiir Ismi Birey Haplotipler

Kodu Sayisi

AD Adana / Seyhan Baraj Goli D. cucullata 2 Hap1(1), Hap2(1)

IS Isparta / Egridir Goli D. cucullata 9 Hapl(7), Hap3(2)

EL2 Elazig / Keban Baraj Goli D. cucullata 3 Hap2(3)

SA Sakarya / Acarlar Goli D. curvirostris 11 Hap4(5), Hap5(4),
Hap6(2)

Si Sinop / Akliman mevkii D. curvirostris 2 Hap7(2)

AF Afyon / Gebeceler Baraj Goleti D. galeata 8 Hap8(8)

UR Urfa / Atatiirk Baraj Golii Balik Ciftligi  D. galeata 7 Hap8(3), Hap10(4)

iz [zmir / Gélciik Golii D. galeata 8 Hap9(8)

AK Aksaray / Mamasin Baraj Goli D. magna 5 Hap11(4), Hap12(1)

AN1 Ankara / Eymir Goli D. magna 8 Hap13(3), Hap14(2),
Hap15(2), Hap16(1)
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Cizelge 4.3 Haplotiplerin populasyonlara dagilimi (Haplotiplerin populasyon igindeki
sikliklar1 parantez i¢erisinde verilmistir) (devam)

AN2  Ankara / Mogan Goli D. magna 9 Hap15(8), Hap16(1)

Elaz1g / Hazar Goli mevkii . Hap17(1)

Manisa / Demirkoprii Baraj Goli . Hap20(1), Hap21(3)

Kars / Yesil Gol . Hap25(3), Hap29(4)

Bolu / Yenicaga Golii . Hap27(4)

Erzurum / Tortum Goli . Hap28(3)

Ri2  Rize / Vergenik Dag Gélii( Giiney) D. pulex 2 Hap33(1), Hap34(1)
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GenBank veri tabanindan alinan Daphnia tiirlerine COI dizileri ile yine GenBank’dan

alian dis grup 6rneklerinin COI dizilerine ait haplotipler ¢izelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4 GenBank’dan alinan 6rnekler ve haplotip numaralari

GenBank  Lokalite Tiir Ismi Haplotip No
No
EF375869  Hollanda Daphnia cucullata H35
EF375870  Cek Cumhuriyeti Daphnia cucullata H36
EF375872  Almanya Daphnia curvirostris H37
FJ427487 Kanada Daphnia curvirostris H38
EF375868  Isveg Daphnia galeata H39
EF375867  Hollanda Daphnia galeata H40
AY803046  Cek Cumhuriyeti Daphnia magna H41
AY803069 ispanya Daphnia magna H42
JF750769 Rusya Daphnia magna H43
EU702138  Meksika Daphnia magna H44
AF217106  Kuzey Amerika Daphnia magna H44
DQ166849  Israil Daphnia magna H23
AY380449  Kuzey Amerika Daphnia pulex H46
AY745244  Kenya Daphnia pulex H47
EU152321  Cek Cumhuriyeti Daphnia pulex H48
EU152320 Belgika Daphnia pulex H49
GQ475277 Kanada Daphnia pulex H48
HM622593  Yeni Zelanda Daphnia pulex H50
DQ340843  Amerika Birlesik Devletleri Daphnia pulex H51
AF117817  Kanada Daphnia pulex H52
AF489525  Arjantin Daphnia pulicaria H53
JN233925 Kanada Daphnia pulicaria H54
FJ427506 Kanada Daphnia tenebrosa H55
JN233926 Kanada Daphnia tenebrosa H56
HM131366 Amerika Birlesik Devletleri Daphnia melanica H57
FJ427495 Amerika Birlesik Devletleri Daphnia melanica H58
EU702296  Meksika Simocephalus expinosus Dis grup
AB549198  Tayvan Simocephalus serrulatus Dis grup
AB549192  Tayvan Simocephalus vetulus Dis grup
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COI gen bolgesi dizilerinden elde edilen haplotipler arasindaki filogenetik iliskileri
ortaya koyabilmek i¢in neighbour joining, maximum parsimony, maximum likelihood
ve Bayesian yaklasimlar1 kullanilarak filogenetik agaglar olusturulmustur. Filogenetik
agaclar iki ayr sekilde olusturulmustur; 6nce sadece bu calismaya ait 142 Grnek
kullanilarak, daha sonra mevcut 142 O6rnege GenBank’dan alinan diziler eklenmek
suretiyle olusturulmustur. Filogenetik agaglar olusturulmadan énce MEGA 5(Tamura
vd. 2011) ve JModeltest 0.1.1 (Posada 2008) programlart kullanilarak en uygun
evrimsel model se¢ilmistir. Sadece bu calismaya ait 142 ornekle filogenetik agac
olusturmak i¢in en uygun evrimsel model GTR+G+I (General Time Reverseble Model)
olarak belirlenmistir. Sadece bu calismaya ait orneklerle olusturulmus NJ, MP, ML ve

Bayesian agaglari sekil 4.18-4.21°de verilmistir.
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H13-AN1 — Daphnia magna
H14-AN1 —— Daphnia galeata
H20-KU Daphnia cucullata
H20-MA Daphnia curvirostris
H15-AN2 Daphnia pulex TR1
H15-AN1 Daphnia pulex TR2
HTEL1 —_—  DisGrup
H16-AN1
H16-AN2
H12-AK
H21-KU
H21-MA
— H22-KU
a1 b— H23K0
H11-AK
— H18-ED
5L —— H19-ED
90 HE-AF
- HB-UR
HY-Z
58 H10-UR
99 98 H2-AD
H2-EL2
99 H3HS
™ H1-AD
73 H1S
a8 H4-SA
39 HB-SA
H5-SA
a7 H7-81
H25-AR
50 H25-KAe
k1l H25-KAD
H24-AR
H26-AR
H29-KAb
35 H29-KAC
H28-ER
- H27-B0
99 H27-KY
H33-Ri2
H34-Ri2
H32-RI
H30-RI
H31-RI1
AB549198

P |_|: EUT02296
8 ABE49192

a3

:)

99

a7

Sekil 4.18 COI gen bolgesi dizilerine gore Tiirkiye populasyonlar i¢in olusturulan
neighbour joining (NJ) agaci (%50’nin iizerindeki bootstrap degerleri
dallara yerlestirilmistir)
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H16-AN1
H16-AN2
H20-KU
H20-MA
H16-AN2
H16-AN1
H17-EL1
H13-AN1
H14-AN1
H12-AK
H11-AK
H21-KU
H21-MA

l—H1B-ED
76— H19-ED

a3

— H22K0
2l Hazko

— %) %

593

a3 a0

33

—
e

HB8-AF
HE-UR
H10-UR
H9-iz
H2-AD
H2-EL2
H1-5
H1-AD
H3-IS
H4-5A
HB-5A
H5-5A
H7-8i
H24-AR
H26-AR
H26-AR
H26-KAb
H25-KAC
H29-KAb
H29-KAc
H28-ER
H32-Ri1
H30-RI1
H31-RI
H27-BO
H27-KY
H33-Ri2
H34-Ri2
AB5491938
EU702296
AB549192

Daphnia

Daphnia galeata
Daphnia cucullata
Daphnia curvirestris
Daphnia pulex TR1
Daphnia pulex TR2
Dis Grup

Sekil 4.19 COI gen bolgesi dizilerine gore Tiirkiye populasyonlari i¢in olusturulan
maximum parsimony (MP) agaci (%50’nin tlizerindeki bootstrap degerleri

dallara yerlestirilmistir)
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H13-AN1

H16-AN1
H16-AN2
H12-AK
H21-K0
H21-MA
—— H22:K0
83— H23K0
HI1-AK

— H18-ED

5L H13-ED
90 HE-AF
53 H8-UR
s H10-UR
Ha-iz

g9 H2-AD
H2-EL2
99 H3-IS
™ H1-AD
0 H1-S

99 H4-SA

3 |_|: HE-SA

|_‘: HE-SA
8 HT-SI

H25-AR
70 H25-KAb

& H25-KAc
H24-AR
H26-AR
H29-KAb
£ H29-KAC
| H28 ER
93 H27-BO
e H2T-KY
H33-RI2
HA4-Ri2
[} H32-RI1
H30-RI1
H31-RI1
AB549193

a6

= |_|: EU702296
a0 ABE49192

Daphnia magna

H14-AN1 Daphnia galeata
H20-KU Daphnia cucullata
H20-MA Daphnia curvirostris
HIT-EL1 Daphnia pulex TR1
H15-AN1 Daphnia pulex TR2
H15-AN2 Dis Grup

Sekil 4.20 COI gen bolgesi dizilerine gore Tiirkiye populasyonlari i¢in olusturulan
maximum likelihood (ML) agac1 (%50’nin tizerindeki bootstrap degerleri
dallara yerlestirilmistir)
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H45A
1 Ha-3A
H3-54
H7-51

H24-AR
H26-AF.
1 HI5.AR
1 H29-FAb
H2I0.FAc
H25-KAb
H25-FAc
H27-BO
! H2T-FY
H30-RI1
H31-RI1
H33.RI2
1 H34RI2
H32-RIl
H2Z-ER.
r~ H11-AF
1 HI2-A
H13.4M1
{ HI4-4N1
HI5-AN1
‘1 H16-AN1
H16-AN2
HI15-AN2
! H17-EL1
H20-K1T
{ H20-MA
HI8-ED
{ H19-ED
HEU
i 0,96 H21-MA
H22 KU
.{ H23-¥U
HE-AF
1 |! HE-UR
HO-1Z
1 HI0-UR
H2-AD
1 H2EL2 D " ao. 2
HI.4D Daphnia galeat
HLS Daphnia cucullata
H3-18 Daphnia curvirestris
) 06 T AB54919’EU?02296 Daphnia pulex TR1
h Daphnia pulex TR2
AB549198 DIS Grup

Sekil 4.21 COI gen bolgesi dizilerine gore Tiirkiye populasyonlar: i¢in olusturulan
Bayesian agaci

GenBank’dan aliman verilerin eklenmesiyle olusturulan filogenetik agaglar i¢in en
uygun evrimsel model de MEGA 5(Tamura vd 2011) ve JModeltest 0.1.1 (Posada
2008) programlar1 kullanilarak GTR+G+I olarak belirlenmistir. GenBank’dan alinan
dizilerin eklenmesiyle olusturulmus NJ, MP, ML ve Bayesian agaglar1 sekil 4.22-
4.25°de verilmistir.
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H13-AN1
H14-AN1
H20-KU

H20-MA

H16-AN2

H12-AK

H21-KU

H21-MA

H22-KU

H23-KU

H23-DQ 166849 Israil
H11-AK

H43-JF750769 Rusya
H41-AY803046 Gek Cumhuriyeti
H44-EUT02138 Meksika
H18-ED

H19-ED

H42-AYB03069 Ispanya
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7E

bl

54

a2

H45-AF217106 Kuzey Amerika
a1 HB-AF
H8-UR
H40-EF376867 Hollanda
H10-UR
H3-Z
87 H39-EF375868 Isvec
) H1-AD
H1S
H3-S
4 H2-AD
H2-EL2
H35-EF375869 Hollanda
88 H36-EF375870 Cek Cumhuriyeti
H5-SA
H7-51
H37-EF376872 Almanya
H4-SA
99 H6-SA
H38-FJ427487 Kanada
H25-AR
H25-KAc
H256-KAD
H24-AR
H26-AR
H49-EU152320 Belcika
H48-EU152321 Cek Cumhuriyeti
E3 H48-GQ475277 Kanada
H29-KAb
Ell H29-KAc
H46-AY380449 Kuzey Amerika
H51-DQ340843 Amerika
H50-HM622593 Yeni Zelanda
H562-AF117817 Kanada
HAT-AYT45244 Kenya
H57-HM 131366 Amerika
H58-FJ427495 Amerika
H64-IN233926 Kanada
H53-AF489525 Arjantin
HE6-FJ427506 Kanada
H56-IN233926 Kanada
H28-ER
H27-BO
H27-KY
H34-RI2
H33-RI2
H32-RI1
H30-RI
H31-RI1
AB549198
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Daphnia magna
Daphnia galeata
Daphnia cucullata
Daphnia curvirostris

H15-AN1 Daphinia pulex TR1
H15-AN2 Daphni Lani
HIT-EL1 Daphnia pulicaria
H1B-AN1 Danini b

p

Daphnia pulex TR2
Dis Grup

Sekil 4.22 COI gen bolgesi dizilerine gore Tiirkiye ve GenBank populasyonlar: icin
olusturulan neighbour joining (NJ) agaci (%50’nin iizerindeki bootstrap
degerleri dallara yerlestirilmistir. GenBank’dan alinan 6rneklerin lokaliteleri
GenBank numaralarinin yaninda belirtilmistir)
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H11-AK
H43-JF750769 Rusya
H41-AY803046 Cek Cumhuriyeti
H44-EU702138 Meksika
—— H42-AY303069 [spanya
L HasaF217108 Kuzey Amerika

E H16-AN1 Dapini
H16-AN2 .
H15-AN1 Daphnia gal
H1B-AN2 Daphnia cucullata
H17-EL1 Daphnia curvirostris
H13-AN1 Daphnia pulex TR1
H14-AN1 Daphnia melanica
ey Daphnia pulicaria
ne Daphnia b
& H21-KU
H21-MA Dapitnia pulex TR2
H12-AK Dis Grup
H22. KU
& H23-KU
H23-DQ 166849 Israil
53 H18-ED
|: H19-ED
£
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—] 2 HB-AF
H8-UR
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93 H10-UR
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a9 H39-EF375868 ‘VSVEQ
H1-IS
= S Has
H1-AD
= o H2-AD

H2-EL2
B3 H35-EF375869 Hollanda
B4 H36-EF375870 Cek Cumhuriyeti
H5-SA
H7-sI
80 H37-EF375872 Almanya
H4-SA
96 HE-SA
H38-FJ427487 Kanada
% H27-B0
H27T-KY
H28-ER
H32-Ri
- H30-RM
H31-RI1
% H33-RI2
1) H34-RI2
H55-FJ427506 Kanada
435|: H56-JN233926 Kanada
HAT-AY745244 Kenya
H51-DQ340843 Amerika
2 H46-AY380448 Kuzey Amerika
H50-HM622593 Yeni Zelanda
B2 H52-AF117817 Kanada
H53-AF489525 Arjantin
70 H54-JN233925 Kanada
H57-HM131366 Amerika
£ H58-FJ427495 Amerika
H25-AR
H25-KAc
72 H25-KAD
H24-AR
64 H26-AR
5 " H29-KAb
H29-KAc
H49-EU152320 Belgika
72 H48-EU152321 Cek Cumhuriyeti
75 H48-GQ475277 Kanada
AB549198

sa|_|: EU702296
E AB549192
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Sekil 4.23 COI gen bolgesi dizilerine gore Tiirkiye ve GenBank populasyonlari igin
olusturulan maximum parsimony (MP) agaci (%50’nin {izerindeki bootstrap
degerleri dallara yerlestirilmistir. GenBank’dan alinan 6rneklerin lokaliteleri
GenBank numaralarinin yaninda belirtilmistir)
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H13-AN1 ———————Daphnia magna

H14-AN1 ————————————— Daphnia galeata
H20-KU Daphnia cucullata
H20-MA Daphnia curvirostris
HIT-EL1 Daphnia pulex TR1
H15-AN1 Daphni i
H15-AN2 Daphnia pulicaria
H1B-AN1 I "
H16-AN2 .

2AK -Daphnia pulex TR2
HI1KU ———— D15 Grup

H21-MA

H22-KU

H23-KU

H23-DQ166849 Israil

H11-AK

H44-EUT02138 Meksika
H41-AYB03046 Cek Cumhuriyeti
H43-JF750769 Rusya
H18-ED
H19-ED
H42-AYB03069 Ispanya
H45-AF217106 Kuzey Amerika
HB-AF
H8-UR
H10-UR
H40-EF376867 Hollanda
HI-Z
H39-EF375868 Isvec
H1-AD
HH-S
H3s
H2-AD
H2-EL2
Ell H35-EF375869 Hollanda
84 H36-EF375870 Cek Cumhuriyeti
1 H&-8A
&7 H7-8l
87 H37-EF375872 Almanya
H4-8A
a9 H6-SA
H38-FJ427487 Kanada
H25-AR
&3 H25-KAb
3] H25-KAc
H24-AR
H26-AR
H49-EU152320 Belcika
9 76 H48-EU162321 Cek Cumhuriyeti
95 H48-GQ4T75277 Kanada
H29-KAb
£l H29-KAc
H46-AY 380449 Kuzey Amerika
H51-DQ340843 Amerika
H50-HMB22593 Yeni Zelanda
HE2-AF117817 Kanada
HAT-AYT45244 Kenya
H57-HM131366 Amerika
H&8-FJ427496 Amerika
H54-JN233925 Kanada
H53-AF489525 Arjantin
H&5-FJ427506 Kanada
H56-JN233926 Kanada
H28-ER
H27-BO
H27-KY
H33RI2
H34-RI2
H32-RI1
H30-RI1
H31-RI1
AB549198

= |_|: EUT02296
o1 L— ABea9192

Sekil 4.24 COI gen bolgesi dizilerine gore Tiirkiye ve GenBank populasyonlari igin
olusturulan maximum likelihood (ML) agaci (%50’nin {izerindeki bootstrap
degerleri dallara yerlestirilmistir. GenBank’dan alinan 6rneklerin lokaliteleri
GenBank numaralarinin yaninda belirtilmistir)
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HE-5A
HsSA
N HISI
H37-EF375872 Almanya
H38 FIA27487 Kanada
HI4 AR
HI6 AR
H25-AR
HI9-KAb
1 H20-KAe
1 48 EU15231 Gk Crirhuriysti
48 GQATSITT Kanada
HAD-EUIL52320 Belgika
HI5FAb
H25FAe
H21-BO
HILEY
HI0RIL
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HI2RIL
H33RD
' H34RI2
HI8 ER
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0,99 16 H53-AF439525 Avjantin
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0,931 18 FI427495 Armerika
— HILAK
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HI3ANL
HI4ANL
HI5-AN1
HI6 AN
Hig A2
H15-AN2
H17ELL
HN KU
H2-MA
HIS ED
<E HI9.ED
1 HAS-AF217106 Fzey Awerikia
r H2AEU
H21MA
KU
{ HB KU
4 H23 DO166849 smail
HA1-AVE03046 Cek Crnbriyeti
| H42 A VENI069 Ispanys
0.96 L H43.JF750760 Rusye
L H44 EUT02138 Misksika
HS AF
HI.UR
Ho1Z
L H39-EF375368 fiveg Daphnia magna
HIOUR Daphnia galeata
140 EF375367 Hollanda
1 H2AD Daphnia cucullata
H2EL Daphnia cur
H35-EF375869 Hollanda
1 H36-EF375870 Cek Crmburiyeti Daphnia pulex TR1
HL-AD —Daphnia pulex TR2
Mo Daphnia tenob
0,98 EUT02296 Daphnia pulicaria
ABS40102
AR349198 Daphnia melani

Dis Grup

04

Sekil 4.25 COI gen bolgesi dizilerine gore Tiirkiye ve GenBank populasyonlari igin
olusturulan Bayesian agac1
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Biitiin filogenetik agaclar, Daphnia pulex kompleksinin 2 monofiletik gruba ayrildigini
gdstermistir. AR ve KA &rnekleri aym grup igerisinde BO, KY, ER, Ril ve Ri2
ornekleri ayni1 grup icerisinde kiimelenmistir. Bu nedenle AR ve KA oOrneklerinin
oldugu monofiletik grup Daphnia pulex TR1 ve BO, KY, ER, Ril ve Ri2 érneklerinin
oldugu monofiletik grup Daphnia pulex TR2 olarak isimlendirilmis ve biitiin analizler,
filogenetik  agaclarin  isaret ettigi monofiletik gruplar  dikkate alinarak
gergeklestirilmistir.

Populasyonlar arasindaki baglantiyr ortaya koymak i¢in, haplotip verilerine dayanarak,
median-joining metodu kullanilmak tizere NETWORK 4.5 (Bendelt vd. 1999) analiz
programi ile network ag1 ¢izilmistir. Bu analiz de filogenetik agac analizlerinde oldugu
gibi sadece bu caligmaya ait Tirkiye ornekleri ve Tirkiye drneklerine GenBank’dan
alian orneklerin ilave edilmesi ile iki ayr1 sekilde gergeklestirilmistir. Tiirkiye 6rnekleri
ile ¢izilen median-joining agaci sekil 4.26’da, Tirkiye 6rneklerine GenBank’dan alinan

orneklerin ilave edilmesi ile olusturulan median-joining agaci ise sekil 4.27°de

verilmistir.
' 2 o & '
0
H3
2
H1 o H31
H2
4 H33 H34 . Daphnia magna
2, -
H27 4 O Daphnia cucullata
Los “ @ Dopinia galeata
He 21 O Daphnia curvirostris
8 5 () Daphnia pulex TR!
2 53 21
@ Daphnic pulex TR2
H19
. ns Grup
2
37
_— H14
.
HI2
H1S
H20
3
H23
H17 5
22

L H16 - H22 y

4.26 Tiirkiye orneklerinin COI gen bolgesine ait haplotip verilerine gore olusturulan
network analizi (1’den fazla niikleotidde degisiklik gosterenler dallarin iizerine
yerlestirilmistir)
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@ Daphnia magna @ Daphnia galeate O Daphnia cucullate @) Daphnia curvirostris () Daphnia pulex TR1
(0 Daphnia pulex TR2 @ Daphnia tenobrosa @ Daphnia pulicaria @ Daphnia melanica
Sekil 4.27 Tiirkiye ve GenBank 6rneklerinin COI gen bdlgesine ait haplotip verilerine

gore olusturulan network analizi (1’den fazla niikleotidde degisiklik
gosterenler dallarin iizerine yerlestirilmistir. GenBank o6rneklerinin etrafi




Haplotip verilerine gore olusturulan median-joining agaci filogenetik analizler sonucu
ortaya ¢ikan monofiletik gruplari ve bunlar arasindaki iligkileri desteklemistir.
Niikleoitit farkliliklar1 g6z oniinde bulunduruldugunda, birbirine en yakin monofiletik
gruplarin Daphnia galeata ile Daphnia cucullata oldugu, birbirine en uzak monofiletik
gruplarin ise Daphnia magna ile Daphnia pulex oldugu gézlenmistir. Filogenetik agac
analizlerinde oldugu gibi network agi da Daphnia pulex kompleksinin iki farkli

monofiletik gruba ayrildigini géstermistir.

4.2.2 Populasyon yapisi ve genetik cesitlilik analizleri

Daphnia cucullata, Daphnia curvirostris, Daphnia galeata, Daphnia magna, Daphnia
pulex TR1 ve Daphnia pulex TR2 monofiletik gruplarina ait dizilerin niikleotit
kompozisyonlart belirlenmistir. Biitin monofiletik gruplarda Timin bazinin frekansi
%32,1-%32,9 ile yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.5). Arastirmada ¢alisilan tiirlerin COI
dizilerindeki korunmus boélgelerin niikleotit sayisi ve yiizde olarak degerleri monofiletik
gruplar igin, tir kompleksleri i¢in ve Daphnia cinsi i¢in ayri ayr1 hesaplanmistir
(Cizelge 4.6, Cizelge 4.7). Her bir monofiletik grup igin transisyon/transversiyon orani

ayr1 ayr1 hesaplanmis olup, niikleotitlerin yer degisim oranlari ¢izelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.5 Monofiletik gruplarin COI gen bolgesine ait niikleotit kompozisyonlar

Monofiletik Grup T C A G
Daphnia cucullata 32,1 23,6 22,9 21,4
Daphnia curvirostris 34,8 20,4 23,1 21,6
Daphnia galeata 32,7 23,4 22,7 21,2
Daphnia magna 37,3 18,7 22,2 21,8
Daphnia pulex TR1 32,9 22,4 22,7 22,1
Daphnia pulex TR2 32,5 21,4 21,6 24,5

Cizelge 4.6 COI gen bolgesinin tiir komplekslerine gore korunmusluk oranlari

Tiir Korunmus Baz  Bilgilendirici  Degisken Tek Baz Korunma
Kompleksleri Sayis1 Baz Baz Sayis1 Degisimi Oram
Sayis1 Sayisi (%)
D. longisipina 471 65 69 4 87,2
kompleksi
D. pulex 454 81 86 5 84
kompleksi
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Cizelge 4.7 COI gen bolgesinin monofiletik gruplara gére korunmusluk oranlari

Monofiletik Grup Korunmus Bilgilendirici Degisken  Tek Baz Korunma
B.S B.S B.S D.S Orani(%)
Daphnia cucullata 529 14 14 - 97,6
Daphnia curvirostris 529 11 11 - 97,6
Daphnia galeata 534 6 6 - 98,8
Daphnia magna 523 15 17 2 96,8
Daphnia pulex TR1 532 6 8 2 98,5
Daphnia pulex TR2 525 11 15 4 97,2
Daphnia genus 341 197 199 2 63,1

B.S: Baz Sayisi, D.S: Degisim Sayist

Cizelge 4.8 Niikleotitler arasindaki transisyon ve transversiyon degisim oranlar1 (koyu
yazilan oranlar transisyon degisimlerini gosterirken agik yazilanlar
transversiyon oranlarini gdstermektedir)

Monofiletik Grup A T C G
A - 0,2245 0,1648 26,0145
Daphnia cucullata T 0,1597 - 18,9684 0,1495
C 0,1597 25,8370 = 0,1495

G 27,7831 0,2245 0,1648 -

A T C G
A - 4,6473 1,3574 25,6686
Daphnia curvirostris T 3,0874 - 9,3373 3,1089
C 1,5403 15,9490 - 1,4379

G 27,4960 5,0127 1,3574 -

A T C G
A - 0,2793 0,1997 33,7091
Daphnia galeata T 0,1934 - 11,9268 0,1812
C 0,1934 16,6852 - 0,1812

G 35,9717 0,2793 0,1997 -

A T C G
A - 9,8296 2,5306 10,0308
Daphnia magna T 5,8483 - 15,0879 2,9011
C 3,0031 30,0944 - 2,9456

G 10,2266 4,9712 2,5306 -

A T C G
A - 3,0420 6,7929 13,5954
Daphnia pulex TR1 T 2,1010 - 19,5503 0,4744
C 6,8978 28,7439 - 2,0425

G 13,9843 0,7066 2,0690 -

A T C G
A - 0,0000 3,3191 33,5918
Daphnia pulex TR2 T 0,0000 - 9,0469 2,1918
C 3,3478 13,7434 - 1,1972

G 29,6065 2,9094 1,0461 -
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Monofiletik gruplar i¢in haplotip sayisi, haplotip ¢esitliligi ve niikleotit degisiklikleri
DnaSP 5.10.01 (Rozas vd. 2010) analiz programi ile hesaplanmis ve ¢izelge 4.9°da
verilmistir. Haplotip sayisinin Daphnia magna’da yiiksek oldugu (13) gozlenmistir.
Haplotip g¢esitliliginin 0,904 degeri ile en yiiksek Daphnia magna’ya, 0,615 degeri ile
en disik Daphnia cucullata’ya ait oldugu gorilmistiir. Niikleotit degisikligine
bakildiginda en yiiksek degerin 0,01074 ile Daphnia cucullata’ya, en disiik degerin ise
0,00545 ile Daphnia galeata’ya ait oldugu gozlenmistir.

Cizelge 4.9 Monofiletik gruplarin haplotip ¢esitliligi ve niikleotit degisiklikleri

Monofiletik Grup N H H¢ Pi (7)

D. cucullata 14 3 0,615 0,01074
D. curvirostris 13 4 0,769 0,00912
D. galeata 23 3 0,648 0,00545
D. magna 44 13 0,904 0,00728
D.pulex TR1 22 4 0,697 0,00571
D. pulex TR2 26 7 0,649 0,00695

N: birey sayisi, H: haplotip say1s1, He: haplotip cesitliligi, Pi (r): niikleotit degisikligi

Genetik mesafe degerleri Kimura-2-Parametresi’ne (K2P) gore hesaplanmistir. Genetik
mesafe, her bir monofiletik grubun kendi populasyonlari arasinda ve monofiletik
gruplar arasinda ayri ayr1 hesaplanmis ve sirasiyla ¢izelge 4.10 ve gizelge 4.11°de
verilmistir. Buna gore grup ici populasyonlar arasindaki mesafe degeri diisiik (%0,6 —
%1,5) bulunmustur. Gruplar arasi mesafe degerlerine bakildiginda ise, Daphhnia
galeata ile Daphnia cucullata’nin birbirine en yakin (%12), Daphnia magna ile
Daphnia pulex TR2’nin birbirine en uzak (%30) monofiletik gruplar oldugu

goriilmiistiir.

Cizelge 4.10 K2P modeli kullanilarak COI gen bolgesindeki dizi farkliliklarina gore
hesaplanan monofiletik grup populasyonlar: arasindaki mesafe degerleri

Monofiletik Grup Genetik Mesafe
Daphnia cucullata 0,0152
Daphnia curvirostris 0,0119
Daphnia galeata 0,0062
Daphnia magna 0,0073
Daphnia pulex TR1 0,0064
Daphnia pulex TR2 0,0092
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Cizelge 4.11 K2P modeli kullanilarak COI gen bdlgesindeki dizi farkliliklarina gore
hesaplanan monofiletik gruplar arasindaki genetik mesafe matriksi

Daphnia  Daphnia Daphnia Daphnia  Daphnia Daphnia
cucullata curvirostris  galeata magna pulex TR1 pulex TR2

D. cucullata

D. curvirostris 0,249

D. galeata 0,123* 0,248

D. magna 0,239 0,244 0,216

D. pulex TR1 0,292 0,253 0,284 0,297

D. pulex TR2 0,275 0,238 0,281 0,305** 0,161

* en diisiik deger, ** en yiliksek deger

Daphnia cinsi igerisinde goriilen genetik varyasyonun hiyerarsik yapilanmasini ortaya
koymak iizere Arlequin 3.5 (Excoffier vd. 2010) paket programi kullanilarak, molekiiler
varyans analizi yapilmistir. Bu ¢alismada, AMOVA analizleri 6rneklem sayist dikkate
alinarak gerceklestirilmis olup Daphnia magna, Daphnia pulex TR1 ve Daphnia pulex
TR2 monofiletik gruplar i¢in ayr1 ayr1 yapilmis ve populasyon i¢i ve populasyonlar
arast varyasyon oranlart belirlenmistir (Cizelge 4.12). AMOVA analizleri igin
tanimlanan monofiletik gruplar ve monofiletik grup iginde yer alan populasyonlara ait

Fst degerleri gizelge 4.13’de verilmistir.

Cizelge 4.12 Monofiletik gruplar i¢in yapilan molekiiler varyans analizi (AMOVA)

sonuglari
Monofiletik Varyasyon  Serbestlik Kareler Varyans  Varyasyon  Baghhk
Grup Kayna@ Derecesi Toplami  Bilesenleri Yiizdesi indeksi
(Fsn
Populasyonlar 5 50,911 1,31957 60,39
arasli
Daphnia magna  Populasyon 37 32,019 0,86539 39,61 0,60393
i¢i
Populasyonlar 1 12,667 1,14738 53,81
arasli
Daphnia pulex Populasyon 20 19,696 0,98482 46,19 0,53813
TR1 ici
Populasyonlar 2 17,500 1,34950 90,67
arasi 0,90669
Daphnia pulex Populasyon 18 2,500 0,13889 9,33
TR2 ici
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Cizelge 4.13 Molekiiler varyans analizi (AMOVA) ile belirlenmis monofiletik gruplar
icerisinde yer alan populasyonlara ait Fst degerleri

Monofiletik Grup Daphnia magna Daphnia pulex TR1 Daphnia pulex TR2
Fsr Fst Fst
AK 0,61182 AR 0,56052 BO 0,92131
AN1 0,61648 KA 0,52532 KY 0,92131
Populasyon AN2 0,65259 RI 0,87013
ED 0,58940
KU 0,54656
MA 0,61765

Molekiiler varyans analizi (AMOVA) sonuglarina gore en yiliksek varyasyonun
(Fst=0,90669) Daphnia pulex TR2 populasyonlar1 arasinda oldugu belirlenmistir. Tim
monofiletik gruplarda populasyonlar arasi varyasyon populasyon i¢i varyasyondan daha
yiiksek bulunmustur. Populasyon i¢i varyasyon oranlarina bakildiginda Daphnia pulex
TR2 populasyonlarinin Daphnia pulex TR1 ve Daphnia magna populasyonlarindan daha
yiiksek varyasyona sahip oldugu gozlenmistir. Onemliligin tahmini i¢in 1000
permutasyon uygulanmistir. Tiim sonuglar istatistiki acidan 6nemli (P<0.001)

bulunmustur.

Farkli sekillerde hesaplanabilen gen akisi, bu ¢aligmada genetik farkliligin seviyesinin
gostergesi olan populasyonlar arasi ikili Fst degerlerine bagli olarak (Hudson vd. 1992)
hesaplanmistir (Cizelge 4.14). Genetik farklilagsmanin istatistiki a¢idan 6nemi icin ki
kare testi uygulanmis ve tiim sonuclar istatistiki acidan Onemli bulunmustur. Bu

calismada Nm degeri biitiin monofiletik gruplar i¢in 1’den kiigiik bulunmustur.

Cizelge 4.14 Populasyonlar arasi ikili Fst degerlerine bagl olarak hesaplanan gen akisi

degerleri

Fsr Nm P
Daphnia cucullata 0,48661 0,53 *
Daphnia curvirostris 0,65915 0,26 **
Daphnia galeata 0,90476 0,05 Hxx
Daphnia magna 0,60638 0,32 il
Daphnia pulex TR1 0,57104 0,38 **
Daphnia pulex TR2 0,89595 0,06 ke

Fst: genetik farklilasma; Nm: gen akisi; P: genetik farklilagmanin 6nemi
0.01<p<0.05 *; 0.001<p<0.01**; P<0.001***

97



Populasyonlarin secilime ugrayip ugramadigini belirlemek icin ndtralite testleri
kullanilmistir. Bu testler ayn1 zamanda zamanda populasyon biiylimesi ve darbogazi ile
ilgili bilgiler de vermektedir. Bu amag¢ dogrultusunda, COI gen bélgesine ait diziler
arasindaki farklilasmada noétral siireclerin etkili olup olmadigini yani niikleotit
polimorfizminin segilim tarafindan etkilenip etkilenmedigini belirleyebilmek igin,
DnaSP 5.10.01 (Rozas vd. 2010) analiz programi kullanilarak Tajima’nin D (Tajima
1989) ve Fu’nun Fs (Fu 1997) degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.15). Bu calismada
noétralite testleri sonucunda negatif ¢ikan D ve Fs degerleri istatistiki agidan 6nemli

bulunmamastir.

Cizelge 4.15 Populasyonlara ait Tajima’nin D ve Fu’nun Fs degerleri

D Fs
Daphnia cucullata 1,28779 7,020
Daphnia curvirostris 1,57181 3,884
Daphnia galeata 2,47552 5,144
Daphnia magna -0,32489 -1,476
Daphnia pulex 3,45158 26,640
Daphnia pulex TR1 1,32786 3,527
Daphnia pulex TR2 -0,15632 1,342

ikili  uyumsuzluk dagilimi (mismatch distribution) analizleri ile incelenen
populasyonlardaki tarihsel demografi ortaya konmustur (Harpending 1994).
Uyumsuzluk dagilimi analizi, populasyon biiyiimesi-diisiisii modeli (growth-decline
model) altinda DnaSP 5.10.01 (Rozas vd. 2010) programiyla gergeklestirilmistir. Tiim
monofiletik gruplar i¢in ¢ok tepecikli (multimodal) dagilim yapisinda grafikler elde
edilmis ve sekil 4.28-4.33’de verilmistir.
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Uyumsuzluk dagilim grafiklerine bakildiginda tim monofiletik gruplar i¢in ¢ok modelli
(multimodal) dagilim yapisi oldugu goriilmektedir. Cok modelli dagilim yapisi sabit
populasyon biiyiikligi ile iliskilendirilmektedir. Bu durumda populasyonlarin dengede

oldugu séylenebilir.

Populasyonlar arasi genetik mesafenin cografi mesafe ile olan iligkisini belirleyebilmek
icin Mantel testi yapilmistir. Bunun i¢in lokaliteler arast mesafe km cinsinden kusbakisi
Olclilmiis ve cografik mesafe matriksi olusturulmustur. Ayrica populasyonlar arasi ikili
Fst degerleri kullanilarak genetik mesafe matriksi olusturulmustur. Bu matriksler

kullanilarak XLSTAT ( http://www.xlstat.com/en/about-us.html 2013) programi ile

Mantel testi yapilmistir. Bu test 6rnek sayisinin uygun oldugu ti¢ monofiletik grup
(Daphnia magna, Daphnia pulex TR1 ve Daphnia pulex TR2) i¢in yapilabilmistir.
Cografik mesafe ile genetik mesafe arasinda Daphnia magna ig¢in iliski bulunmus,
Daphnia pulex kompleksi i¢in iliski bulunamamistir. Daphnia magna igin cografik ve

genetik mesafe arasindaki iliskiyi gosteren Mantel test grafigi sekil 4.34 ve verilmistir.

Genetik mesafe
[=]
=

t t t t t t t
4] 100 200 300 400 SO0 GO0 700 ]

Cografik mesafe

Sekil 4.34 Daphnia magna igin cografik mesafe ile genetik mesafe arasindaki iliskiyi
gosteren Mantel test grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Daphnia cinsi tatli su zooplanktonunun bilinen en yaygin grubudur. Bu grubun iiyeleri
biyolojinin birgok alaninda deney organizmasi olarak tercih edilmektedir. Genetik,
evrim ve populasyon biyolojisi gibi calisma alanlarinda da model organizma olarak
Daphnia tiirleri kullanilmaktadir. Farkli habitatlarda ve farkli iklim kosullarinda
yasayabilmeleri, dongiisel partenogenetik iireme oOzelligine sahip olmalar1 ve tiim
kitalarda yaygin olarak bulunmalart nedeniyle model organizma olarak tercih edilen bu
grubun taksonomisi hala tartismalidir. Bu canlilarda viicut sekli ve diger morfolojik
ozellikler, c¢evresel faktorlere bagli olarak yiiksek derecede degiskenlik
gosterebilmektedir. Adaptasyon yeteneklerinin yliksek olmasi ve gevresel kosullara
bagli olarak gozlenen morfolojik degisiklikler bu grubun klasik taksonomisini
zorlagtirmaktadir. Taksonomiyi zorlastiran bir baska 6zellikleri ise bazi tiirlerin hibrit
olusturma 6zelligine sahip olmalaridir. Bu nedenle 6zellikle son 20 yildir genis cografik
bir skalada bu canlilarin molekiiler genetik analizlerine iliskin ¢alismalara egilimin

arttig1 bilinmektedir (Benzie 2005).

Amerika, Avrupa, Avustralya ve Asya’da Daphnia cinsi i¢in yapilmis ¢ok sayida
molekiiler ¢alisma bulunmaktadir (Crease 1999, Hebert vd. 2003, Penton vd. 2004, De
Galas ve De Meester 2005, Ishida 2006, Markova vd. 2007, Mergeay vd. 2008,
Adamowicz vd. 2009, Kotov ve Taylor 2010, Duggan vd. 2012). Son zamanlarda
Tirkiye omurgali hayvanlarindan, baliklar, memeliler, kuslar ve siirlingenler igin,
omurgasiz hayvanlarindan ise bocekler i¢in molekiiler diizeyde ¢aligmalar yapilmaktadir
(Giindiiz vd. 2000, Palmer vd. 2000, Sen vd. 2001, Hrbek vd. 2002, Hrbek vd. 2004,
Susnik vd. 2004, Poulakakis vd. 2005, Bardak¢1 vd. 2006, Kandemir vd. 2006, Carreras
vd. 2007, Meadows vd. 2007, Bektas ve Beldiiz, 2008, Kaya ve Yildiz 2008, Ozdil ve
[lhan 2012, Ciftci vd. 2013, Perktas ve Quintero 2013). Fakat, Tiirkiye’de
zooplanktonik organizmalar {izerine yapilmis herhangi bir molekiiler ¢aligmaya

rastlanmamuistir.

Tiirkiye, Palearktik Bolge’de yer alan, Trakya bolgesi ile Avrupa’ya, Anadolu

Yarimadasi’yla da Asya’ya baglantis1 bulunan bir kara parcasidir. Kitalar arasinda yer
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almasindan dolay1 bir¢ok hayvan taksonunun bolgenin batisindan dogusuna, kuzeyinden
giineyine yayilimina izin veren bir gecis bolgesi 6zelligi tasimaktadir (Kosswig 1955,
Demirsoy 2002). Ayrica siradaglar (Anadolu Diyagonali, Toroslar ve Kuzey Anadolu
Daglar1), Orta Anadolu Platosu, Marmara Denizi ve Orta Anadolu Go&l Sistemi gibi
gecmisten glinlimiize gen akisini engelleyen bircok bariyeri de icermektedir (Bilgin
2011). Birgok canli grubunun evrimsel olarak farklilasmasi, bu bariyerlerin etkisi ile
gerceklesmis olup 6zellikle buzul ve buzul arasi donemlerde bu bariyerler, gegisleri
bliyiik 0Ol¢iide engelledigi icin populasyon farklilagmalarina ya da yayilislarin

sinirlanmasina neden olmustur (Demirsoy 2002).

Asya ve Avrupa arasinda koprii konumunda olan iilkemizin mevcut Daphnia tiirleri
izerine yapilacak ¢aligmalarin, bu iki kita arasinda gen akisinin agiklanmasinda oldukca
onemli bir kaynak niteliginde olacagr distiniilmistir. Ayrica taksonomiden
kaynaklanan problemlerin ortaya konmasi ve diinya genelinde mevcut olan Daphnia
tirlerinin DNA dizi verilerine Tiirkiye Orneklerinin de eklenmesi diisiincesi ile
ornekleme yapilmis ve mevcut Daphnia tiirleri hem morfolojik taksonomi hem de
molekiiler taksonomileri bakimindan degerlendirilmistir. Yapilan morfolojik taksonomi
ile 5 tirin (Daphnia cucullata, Daphnia curvirostris, Daphnia galeata, Daphnia

magna, Daphnia pulex) varligi belirlenmistir.

NCBI veri tabanindaki niikleotit dizileri incelendiginde Daphnia cinsi i¢in mevcut olan
14323 niikleotit dizisinin 1114 tanesinin COl gen bolgesine ait oldugu goriilmektedir.
Diger gen bolgeleri ile kiyaslandiginda mtDNA’nin en fazla calisilan gen bodlgesinin,
Daphnia tiirleri igin COI gen bdlgesi oldugu, bunu 734 niikleotit dizisi ile 16S rNA ve
681 niikleotit dizisi ile 12S rRNA gen bolgelerinin izledigi goriilmektedir.

COl geninin diger protein kodlayan mitokondriyal genlerden {istlinliigii, metazoan tiirler
icin evrensel primer ciftleri kullanilarak ¢ogaltilabilmesinin yani sira farkli taksonomik
seviyelerde kullanilabilir bir filogenetik sinyale sahip olmasidir. COIl geninde bulunan
kodonlarin ii¢lincii pozisyonundaki niikleotidleri yliksek oranda degisim gostermektedir
ve bu nedenle mitokondriyal rRNA genlerine oranla ii¢c kat daha yiiksek molekiiler

evrim hizina sahip olarak degerlendirilmektedir (Knowlton ve Weigt 1998). Bir diger
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onemli nokta ise, COIl geninde gergeklesen evrimin, yakin tilirlerin ayrimina imkan
tantyan ve cografik yapi ile iliskilendirilebilen tiir i¢i varyasyonu ortaya koyabilecek bir
hizda ger¢eklesmesidir (Bucklin vd. 2011). Bu evrim hizi, COI dizilerinin sadece
birbirine yakin tiirlerin ayriminda degil, ayn1 zamanda bir tiiriin farkli populasyonlarinin
ayriminda da basarili bir molekiiler belirte¢ olarak kullanilmasini saglamaktadir (Cox ve
Hebert 2001). COIl gen bolgesinin tiir seviyesinde tanimlamalarda etkin bir sekilde
kullanilabilirligi giinlimiizde bir¢ok omurgali ve omurgasiz hayvan grubu i¢in kabul

edilmistir (Waugh 2007).

Tiim bu bilgiler goéz oniinde bulundurularak, bu tez ¢alismasinda Daphnia cinsine ait
bazi tiirlerin populasyonlar1 arasindaki farklili§i ortaya koyabilmek i¢in mtDNA’nin

COI bolgesi tercih edilmistir.

Bu calismada, polimorfizm farkliliklarina bakilarak toplam 34 tane haplotipin var
oldugu belirlenmis ve haplotip sayisinin en yiiksek (13) oldugu tiiriin Daphnia magna
oldugu gorilmistir. Haplotip ¢esitliliginin 0,904 degeri ile en yiiksek Daphnia
magna’ya, 0,615 degeri ile en diisik Daphnia cucullata’ya ait oldugu, niikleotit
degisikligine bakildiginda ise en yiiksek degerin 0,01074 ile Daphnia cucullata’ya, en
diisiik degerin ise 0,00545 ile Daphnia galeata’ya ait oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.9). De Galas ve De Meester (2005), Avrupa’da 75 lokaliteden yaptiklari 6rnekleme ile
Daphnia magna’nin COI gen bolgesini kullanarak 39 haplotipin var oldugunu
belirlemislerdir. Orsini vd. (2013), Belgika’da 19 lokalitede yaptiklar1 O6rnekleme
sonucunda yine COI gen boélgesini kullanarak Daphnia magna icin 9 haplotipin var
oldugunu kaydetmisler ve bu 9 haplotipten 5 tanesinin De Galas ve De Meester (2005)
tarafindan onceden kaydedilen haplotipler oldugunu ifade etmislerdir. Mergeay vd.
(2008) Bolivya’nin 12 goliinden aldiklar1 Daphnia pulex kompleksine ait bireyleri ii¢
gen bolgesi bakimindan incelemisler ve COI gen bolgesinin dizi analizi sonuglarina
gbre 6 haplotipin varligini tespit etmislerdir. Bu tez calismasinda, 7 lokaliteden alinan
44 tane Daphnia magna o6rnegi igin 13 haplotipin, 7 lokaliteden Daphnia pulex
kompleksine ait 48 birey icin 11 haplotipin belirlenmesinden yola ¢ikarak, Tiirkiye’nin

haplotip ¢esitliligi bakimindan zengin oldugunu sdyleyebiliriz.
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Haplotipler arasindaki filogenetik iliskileri ortaya koyabilmek iizere, neighbour joining,
maximum parsimony, maximum likelihood ve Bayesian yaklagimlart ile olusturulan
tim filogenetik agaglarda, dis grup olarak secilen Simocephalus cinsine ait tiirler agacin
en altinda yer almis olup, Daphnia cinsinden bariz bir sekilde ayrilmistir. Biitiin
filogenetik agaclar topoloji bakimindan benzer bulunmustur. Filogenetik agaclar,
morfolojik taksonomiden farkli olarak 6 tane monofiletik grubun varligini ortaya
koymustur. Morfolojik taksonomiye gore Daphnia pulex olarak tanimlanan tiiriin,
molekiiler taksonomiye gore, NJ, MP ve ML agaglar1 ile bootstrap degeri %99 olan,
Bayesian agaci ile son olasilik degeri 1 olan yiiksek giivenilirlikle iki farkli monofiletik
gruba ayrildigi belirlenmistir. AR ve KA 6rnekleri ayn1 monofiletik grup igerisinde BO,
KY, ER, Ril ve RI2 6rnekleri ayn1 monofiletik grup igerisinde kiimelenmistir.

Biitiin filogenetik agaglardaki bootstrap degerleri incelendiginde monofiletik gruplarin
bir arada bulunma ihtimallerinin %99 seviyesinde oldukg¢a yiiksek degerlere sahip
oldugu, monofiletik gruplarin birbirlerinden ayrildiklar1 dallara bakildiginda bootstrap
degerlerinin %83 ‘lin lizerinde oldugu goriilmiistiir. Sadece bir dalda deger %83’iin
altinda bulunmustur. Diisiik olan bu bootstrap degeri NJ agacinda %58, ML agacinda
%62, MP agacinda %86 degerindedir. Hillis ve Bull (1993) yaptiklar1 ¢alisma ile
%70’1n tizerindeki bootstrap degerlerinin olusturdugu gruplandirmanin %95’in iizerinde
bir dogruluga sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Yine ayni g¢alismada %50’nin
tizerindeki bootsrap degerlerinin dogru kabul edilebilecegi ifade edilmistir. Bunun yani
sira yapilan ¢ogu calismada %50 ve ilizerindeki bootstrap degerleri giivenilir kabul
edilmis ve %50’nin altinda olan dallar ¢Oktiiriilmiistiir. Tiim bunlar g6z Oniinde
bulunduruldugunda bu ¢aligmada elde edilen filogentik agac¢ sonuglarinin giivenirlik

seviyesinin oldukga yiiksek oldugu sdylenebilir.

Populasyonlar arasindaki baglantiy1 ortaya koymak igin, haplotip verilerine dayanarak
olusturulan median-joining agac ile elde edilen haplotip agi, filogenetik agac analizleri
sonucu ortaya ¢ikan monofiletik gruplar1 ve bunlar arasindaki iligkileri desteklemistir.
Haplotip ag1 niikleotit farkliliklar1 g6z 6niinde bulundurularak incelendiginde, birbirine
en yakin olan monofiletik gruplarin Daphnia galeata ile Daphnia cucullata oldugu,

birbirine en uzak monofiletik gruplarin ise Daphnia magna ile Daphnia pulex oldugu
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gozlenmistir. Bu durum, Daphnia galeata ve Daphnia cucullata’nin ayni tiir kompleksi
icerisinde bulunmasi ile, Daphnia magna ve Daphnia pulex’in ise farkli tiir
komplekslerinde yer almalari ile agiklanabilir. Adamowicz vd. (2009)’nin tatlisu
zooplankton genusunun kitalararasi allopatrik tiirlesmesine iligkin yapmis olduklari
filogenetik bir ¢alismada, farkli tiirler oldugu disiiniilen 92 tiir incelenmis ve tiir
kompleksleri belirlenmistir. Adamowicz vd. (2009)’nin belirlemis olduklar tiir
kompleksleri incelendiginde de Daphnia galeata ve Daphnia cucullata’nin ayni tiir
kompleksinde, Daphnia magna ve Daphnia pulex’in ise farkli tiir komplekslerinde yer

aldiklar1 goriilmektedir.

Kimura-2-Parametresi altinda hesaplanan genetik mesafe degerlerine gore, grup igi
populasyonlar arasindaki mesafe degeri diisiik (%0,6 — %1,5) bulunmustur (Cizelge
4.10). Gruplar aras1 mesafe degerlerine bakildiginda, Daphhnia galeata ile Daphnia
cucullata’nin birbirine en yakin (%12), Daphnia magna ile Daphnia pulex TR2’nin
birbirine en uzak (%30) monofiletik gruplar oldugu gorilmistir (Cizelge 4.11).
Morfolojik olarak Daphnia pulex, molekiiler olarak Daphnia pulex TR1 ve Daphnia
pulex TR2 olarak tanimlanan monofiletik gruplar arasindaki mesafe degeri
hesaplandiginda Daphnia pulex TR1 ve Daphnia pulex TR2 arasinda %16,1 oraninda
farkliligin oldugu goriilmiistiir. Adamowicz vd. (2009)’nin bildirdigi bir ¢alismada, tiir
kompleksleri igerisindeki farklilik oran1 %14’den kiigiik, tiir kompleksleri arasindaki
farklilik orani ise %14’den biiyiik olarak kaydedilmistir. Ancak yine bu caligmada
hesaplanan %16,8 ve %23,3 oranlari, ait oldugu tiirler hibrit tiirler oldugu i¢in kabul
edilmistir. Aynm1 sekilde Benzie (2005)’de mtDNA’daki farklilik orami eger %14’iin
tizerinde ise hibridizasyonun sdzkonusu oldugu ifade edilmistir. Mergeay vd. (2008),
Bolivya’da 12 lokaliteden topladiklart Daphnia pulex kompleksine ait bireylerle yapmis
olduklar1 ¢aligma ile COI gen bolgesine ait 6 haplotipin oldugunu, bu haplotiplerden bir
tanesinin (BolC) kompleksin diger iiyelerinden yiiksek oranda farkli oldugunu
belirtmisler ve bu farkliligin oranini ise 12S ve COI gen bolgeleri icin sirastyla %4,3 ve
%7,3 olarak vermislerdir. Farklilik derecesini yiiksek bulmalarina ragmen, bu 6
haplotipi de ayni tiir ismi ile GenBank veritabaninda tanimlamiglardir. Juracka vd.
(2010)’nin Cek Cumhuriyeti’nden 6rnekledikleri Daphnia curvirostris komplekine ait
bireylerin 12S, COI ve ND2 genlerindeki DNA dizi farkliliklari, bazi bireyler i¢in
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dikkate deger oranda yiiksek bulunmustur.. Kimura 2 parametresine gore 12S, COI ve
ND2 genleri i¢i dizi farkliliklarini sirastyla, %13, %23 ve %41 olarak belirledikleri bu
bireyleri Daphnia hrbaceki sp. nov. olarak isimlendirmisler ve bu tiirlin en yakin
akrabasmin Daphnia curvirostris oldugunu ifade etmislerdir. Ishida vd. (2006), ND2
gen bolgesini  kullanarak  gergeklestirdikleri  c¢alismada, Japonya Daphnia
curvirostris'ini hem morfolojik bakimdan hem de molekiiler bakimindan Avrupa ve
Kuzey Amerika’daki Daphnia curvirostris’den ¢ok farkli (%35) bulmuslar ve bu yeni
ki1 Daphnia tanakai sp. nov. olarak isimlendirmislerdir. Kotov ve Taylor (2010),
Afrika Daphnia obtusa kompleksinde mtDNA farkliliklarim1 COI ve 12S gen
bolgelerine dayali olarak arastirmiglar ve yaptiklar1 g¢aligmayr morfolojiyle
desteklemislerdir. Etiyopya’dan aldiklar1 6rneklerin Daphnia obtusa kompleksinin diger
tiyelerinden bazi morfolojik karakterler bakimindan ve genetik olarak oldukca farkli
oldugunu, en yakin akrabasinin bu kompleks icerisinde yer alan Daphnia pileata
oldugunu belirlemisler ve bu yeni tirii Daphnia izpodvala sp. nov olarak
adlandirmiglardir. Farkliligin oranini K80 parametresine goére COI gen bolgesi igin
%17,9 olarak kaydetmislerdir. Bu tez ¢alismasina ait Daphnia pulex kompleksinde
genetik mesafe degerinin bu derece yiiksek olmasi, Daphnia pulex TR1 ve Daphnia
pulex TR2 monofiletik gruplarinin, ayn tiir kompleksi igerisinde yer alan farkli tiirler

olabilecegi veya hibrit bir tiir olabilecegi diislincesini giiclendirmektedir.

Bu tez c¢alismasinda, COI dizilerindeki korunmusluk orani, ¢alisilan biitiin tiirler i¢in
olduk¢a yiiksek (%96,8-%98,8) bulunmustur (Cizelge 4.7). Cins diizeyinde
korunmusluk orani %63,1 olarak belirlenmistir. Korunmusluk oranmmin bu derece
yiiksek olmasi, bu ¢alismada kullanilan COI gen bolgesini Daphnia i¢in dogru bir
molekiiler belirteg yapmaktadir. Colbourne vd. (2006) Avrupa Daphnia carinata
kompleksi i¢in 125 ve 16S gen bolgelerine ait sonuglarin ¢ok benzer oldugunu, COI gen
bolgesinin ise daha bilgilendirici oldugunu ortaya koymuslardir. Mergeay vd.
(2008)’nin Daphnia pulex kompleksinde 3 farkli gen bolgesi (12S rRNA, COI ve ND5)
kullanarak gerceklestirdikleri genetik cesitlilik aragtirmasinin sonuglar1 da COI gen
bolgesinin digerlerine gére daha bilgilendirici bir gen bolgesi oldugunu belirlemislerdir.

Ayni sekilde Hebert vd. (2003), Kuzey Amerika’daki Daphnia ambigua 6rneklerinin
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COI ve 12S rRNA gen boélgelerindeki dizi farkliliklarini arastirmislar ve COI bolgesinin
daha yiiksek varyasyon gosterdigini tespit etmislerdir.

Bu tez caligmasina ait monofiletik gruplarin niikleotit kompozisyonuna bakildiginda
A+T oraninin G+C oranindan yiiksek oldugu bulunmustur (Cizelge 4.5). A+T/G+C
orani tiire gore degisir ki insan ve hayvan DNA’larinda A ve T bazlariin, bakteri ve
viriis DNA’larinda ise G ve C bazlarinin ¢ok oldugu bilinmektedir . Ozellikle
boceklerdeki A+T egilimi ¢ok yiiksek seviyede fazladir (Simon vd. 1994).

Her bir monofiletik grup igin transisyon/transversiyon orani ayri ayri hesaplandiginda,
caligilan biitiin monofiletik gruplar igin transisyon orani transversiyon oranindan yiiksek
bulunmustur (Cizelge 4.8). Herhangi bir genomdaki hemen hemen biitiin DNA dizileri
incelendiginde, transisyonlarin (T<>C, A<—QG) transversiyonlardan (T>A, T&G,CoA,
C—G) daha yiiksek oranda meydana geldigi Brown vd. (1982), Gojobori vd. (1982),
Curtis ve Clegg (1984), Wakeley (1994, 1996) gibi arastirmacilar tarafindan
kaydedilmistir. Transisyon/transversiyon orant DNA dizi evrimi i¢in genel bir 6zellik
olarak kabul edilmesine ragmen, hayvan mitokondriyal DNA’sinda, ¢ekirdek ya da
kloroplast DNA‘sindan daha etkili oldugu Wakeley (1996) tarafindan kaydedilmistir.
Transisyon/transversiyon oraninin hesaplanmasi sadece DNA dizi evriminin anlagilmasi
icin degil ayn1 zamanda dizi mesafesinin gilivenilir bir sekilde hesaplanmasi ve
filogeninin olusumu igin 6nemlidir (Yang ve Yoder 1999). Bu tez caligmasindaki
sonuglar, Daphnia populasyonlar1 arasindaki farklilagmalarin ortaya konulmasinda

transisyonlarin etkili oldugunu gostermektedir.

Hiyerarsik gruplar arasindaki farklilagsmayr degerlendirmek tiizere yapilan molekiiler
varyans analizi sonuglarina gore, tic monofiletik grup (D.magna, D. pulex TR1 ve D.
pulex TR2) i¢in de Fst degeri %50’nin iizerinde bulunmustur. En yiiksek varyasyonun
(Fst=0,90669) Daphnia pulex TR2 populasyonlar1 arasinda oldugu belirlenmistir. Tim
monofiletik gruplarda populasyonlar arasi varyasyon populasyon i¢i varyasyondan daha
yiksek bulunmustur (Cizelge 4.12). Fst, populasyonlar arasi genetik farklilagsmay1
gosteren en kapsamli dlgiitlerden biridir. Daima 0 ile 1 arasinda degisen pozitif degerler

alir. Freeland (2005)’e gore Fst degerinin 0 olmasi populasyonlar arasinda genetik
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farklilagsma olmadiginin; Fst degerinin 0 ile 0,05 arasinda olmasi genetik farklilasmanin
ihmal edilebilir diizeyde oldugunun; Fst degerinin 0,25°den biiylik olmas1 ise genetik
farklilasma derecesinin yiiksek oldugunun gostergesidir. Populasyonlar arasi ikili Fst
degerlerine bagli olarak hesaplanan Nm degeri biitin monofiletik gruplar i¢in 1’den
kiigiik bulunmustur (Cizelge 4.14). Nm i¢in kritik deger 1°dir. Eger Nm degeri 1’den
kiiclikse populasyonlar arasi farklilasma gozlenmektedir, yani gen akis1 yoktur (Wright
1951). Orsini vd. (2013), Daphnia magna ile yapmis olduklar1 ¢alismada Fst degerini
yiiksek bulmuslar ve yiiksek Fst degerini diisiik gen akis1 ve yiiksek genetik farklilagsma
ile iligkilendirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen molekiiler varyans analizi

sonuglari Orsini vd. (2013) ile uyumlu bulunmustur.

Bu calismada, populasyonlarin secilime ugrayip ugramadigini belirlemek icin yapilan
notralite testleri sonucunda, Daphnia magna i¢in hem Tajima’nin D hem de Fu’nun Fs
degerleri, Daphnia pulex TR2 i¢in ise sadece Tajima’nin D degeri negatif bulunmustur
(Cizelge 4.15). Ancak bu negatiflik istatistiki agidan 6nemli bulunmamistir. D ve Fs
degerlerinin negatif olmasi durumunda, populasyon genislemesinden ya da segici
siiptirmeden, pozitif olmasit durumunda ise, populasyon azalmasindan ya da dengeli
secilimden bahsedildigi bilinmektedir. Ozellikle Fu’nun Fs degeri populasyon
bliylimesine kars1 oldukca hassas olup, populasyon biiyiimesi altinda bu test istatistigi

yiiksek negatif degerler vermektedir (Fu 1997).

Uyumsuzluk dagilimi, populasyonlarin gegmisteki biiyiikliikleri hakkinda bilgi veren ve
oldukg¢a sik kullanilan grafiksel bir yontemdir. Diizgilin ¢an egrisine sahip uyumsuzluk
dagilimlari, hizli populasyon biliylimesine, c¢ok tepecikli dagilim sabit populasyon
biiytikliigiine isaret etmektedir (Slatkin ve Hudson 1991, Rogers ve Harpending 1992).
Sabit biiyiikliige sahip populasyonlarda genisleyen populasyonlara gore bireyler
arasinda daha fazla mutasyon paylasilmaktadir. Bu tez calismada elde edilen
uyumsuzluk dagilim grafiklerine bakildiginda tiim monofiletik gruplar i¢in ¢ok tepecikli
dagilim yapist oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismada yapilan nétralite ve uyumsuzluk
dagilim testleri birbirleri ile uyumlu bulunmus, populasyonlarin genisleme etkisinde
olmadigi, dengede ve darbogaz etkisinde olabilecegi diistiniilmiistiir. Orsini vd. (2013),
Avrupa’daki Daphnia magna populasyonu igin diizgiin ¢an egrisine sahip tek tepecikli

bir uyumsuzluk dagilim grafigi elde etmigler ve populasyonun dengede olmadigini
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kaydetmislerdir. Bu tez calismasinda populasyon biiylimesine iliskin elde edilen

sonuglar, Orsini vd. (2013)’nin elde ettigi sonuglardan farkli bulunmustur.

Populasyonlar aras1 genetik mesafenin cografi mesafe ile olan iligkisini belirleyebilmek
icin yapilan Mantel test ile Daphnia magna i¢in p=0,035 (p<0.05) anlamlilik
derecesinde %54 oraninda anlamli bir iligki bulunmustur. Bu, cografik olarak yakin olan
populasyonlarin COI dizilerinin birbirlerine daha benzer oldugunu, mesafe arttikca
benzerligin azaldigim1 gostermektedir. Oysaki, molekiiler belirtegler kullanilarak
gergeklestirilen calismalarin ¢ogunda kiiclik populasyonlarda biiylik populasyonlardan
daha biiyiikk Fst degerleri kaydedilmistir (Hebert 1987, Wolf 1988, Jacobs 1990, De
Meester 1996, Vanoverbeke ve De Meester 1997). Hatta bitisik havuz
populasyonlarinda bile Fst degeri 0,2’den yiiksek bulunmustur (Korpelainen 1984,
Wolf 1988, Innes 1991, Palsson 2000). Benzer sekilde Vanoverbeke ve De Meester
(1997), Haag vd. (2006), Orsini vd. (2013) gibi arastirmacilar da Daphnia magna ile
yapmis olduklar1 ¢aligmalarda yakin populasyonlar arasindaki genetik farklilasmanin
uzak populasyonlar arasindaki genetik farklilasmadan daha fazla oldugunu
kaydetmislerdir. Bu tez ¢alismasinda sadece Daphnia magna ve Daphnia pulex
kompleksine ait bireyler icin Mantel test yapilabilmistir. Ornek sayis1 artirilarak
yapilacak analizler ile cografik mesafe ile genetik mesafe arasindaki iliski tizerine daha

saglikli yorumlar yapilabilecegi diisiiniilmektedir.

Morfolojik ve molekiiler taksonomi arasindaki farklilifi aydinlatabilmek ve
karsilagtirma olanagi sunmak i¢in, bu ¢alismaya ait COI dizileri ile GenBank’a ait COI
dizileri birlikte degerlendirildiginde, biitlin filogenetik agaglar (NJ, MP, ML, BI) benzer
topolojide, birbirleriyle uyumlu bulunmustur. Filogenetik agaclar incelendiginde,
Daphnia magna, Daphnia curvirostris, Daphnia galeta ve Daphnia cucullata
monofiletik gruplarinin  GenBank’dan alinan Orneklerle aynm1i  grup igerisinde
kiimelendigi, bunlar i¢in herhangi bir taksonomik karisikligin s6z konusu olmadigi,

bunun aksine Daphnia pulex kompleksi i¢in ciddi bir karisikligin oldugu gézlenmistir.

Daphnia pulex 6rnekleri igin yapilan BLAST analizi ile Daphnia pulex TR1 monofiletik
grubunun GenBank veri tabanindaki Daphnia pulex sensu Leydig, 1860 ile %99

oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Daphnia pulex TR2 monofiletik grubu ise
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BLAST analizi yapildiginda, Daphnia cf. pulicaria, Daphnia tenobrosa ve Daphnia
pulex ile sirastyla %98, %95 ve %90 oranlarinda benzerlik gostermistir. Karsilagtirma
olanag1 sunmak i¢in GenBank’dan alinan Daphnia pulex kompleksine ait oldugu bilinen
Daphnia pulex, Daphnia melanica, Daphnia pulicaria ve Daphnia tenobrosa tiirleri
filogentik aga¢ ve network analizlerine katilmistir. Elde edilen filogenetik agaglar
incelendiginde, Daphnia pulex olarak adlandirilan tiirlerin 3 farkli grup seklinde
kiimelendigi gézlenmistir. AR ve KA orneklerini i¢eren ve bu g¢alisamada Daphnia
pulex TR1 olarak tanimlanan monofiletik grup, Belgika (EU152320), Cek Cumhuriyeti
(EU1523212008) ve Kanada (GQ475277)’dan Daphnia pulex olarak tanimlanmis
tirlerle %99 bootstrap degeri ile ayn1 grup igerisinde yer almistir. Kuzey Amerika
(AY380449), Amerika (DQ340843), Yeni Zalanda (HM622593), Kanada (AF117817)
ve Kenya (AY745244)’dan Daphnia pulex olarak tanimlanan tiirler, Amerika
(HM131366 ve FJ427495)’dan Daphnia melanica olarak, Kanada (JN233925) ve
Arjantin (AF489525)’den Daphnia pulicaria olarak tanimlanmus tiirlerle %99 bootstrap
degeri ile ayn1 grup igerisinde kiimelenmistir. Bu ¢alismada Daphnia pulex TR2 olarak
tanimlanmis olan monofiletik grup ise, Kanada (FJ427506 ve JIN233926)’dan Daphnia
tenobrosa olarak tanimlanmig tiir ile %99 bootstrap degeri ile ayni grup igerisinde
kiimelenmis ve bu monofiletik grup Amerika Daphnia pulex, Daphnia melanica ve
Daphnia pulicaria’nin birlikte kiimelendigi monofiletik gruptan %80 bootstrap degeri

ile ayrilmistir.

Daha once yapilmis morfolojik, ekolojik ve genetik veriler incelendiginde, Daphnia
pulex tiir kompleksinin 7 farkli tiirii kapsadigi goriilmektedir (Hebert 1995, Colbourne
vd. 1998, Markova vd. 2007). Mitokondriyal genlere dayali ¢alismalar, Daphnia pulex
kompleksi igersinde 3 biiyiik grubun (Daphnia pulex, Daphnia pulicaria ve Daphnia
tenobrosa) var oldugunu ve bunlarin da 10 farkli ki i¢erdigini ortaya koymustur.
Daphnia pulicaria’nin 7 farkli irktan (3 Kuzey Amerika D. pulicaria, Panarktik D.
pulex, D. melanica, hibrit takson D. middendorfiana ve D. arenata), Daphnia
tenobrosa’nin ise 2 farkli irktan (Avrupa D. pulicaria, D. tenobrosa) ve Daphnia
pulex’in 1 rktan (Avrupa D. pulex) olustugu bilinmektedir (Colbourne ve Hebert 1996,
Colbourne vd. 1998, Adamowicz vd. 2002, Markova vd. 2007, Omilian vd. 2008,
Omilian ve Lynch 2009).
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Amerika’da yaygin olarak bulunan Daphnia pulex (sensu Hebert 1995) olarak refere
edilen kriptik bir tiir, Avrupa’da Daphnia pulex Leydig 1860 olarak tanimlanan tiir ile
morfolojik olarak benzerlik gdsteren, fakat genetik olarak farkli bir tiir olmasina ragmen
bu iki irk ayni isimle anilmaktadir. Ayn1 durum Daphnia pulicaria igin de gegerlidir.
Daphnia pulicaria (sensu Alonso 1996) olarak refere edilen Avrupa Daphnia
pulicaria’si, yaygin olarak Kuzey Amerika’da nadiren de Avrupa’nin kutup ve alpin
bolgelerinde bulunan, Daphnia pulicaria Forbes 1893 olak refere edilen tiir ile genetik
bakimdan farklilik gostermesine ragmen bu iki farkli ik ayni isimle anilmaktadir
(Mergeay vd. 2008). Daphnia pulex grubu igerisinde yer alan bir diger kompleks de
Daphnia obtusa kompleksidir. Daphnia pulex kompleksine ait smiflandirma ve
isimlendirme problemine benzer bir durum da Daphnia obtusa kompleksinde
goriilmektedir. Daphnia obtusa sinonim ismi ile anilan 3 farkli Asya ve Afrika irkinin
oldugu Kotov ve Taylor (2010) tarafindan yapilan ¢aligma ile ortaya ¢ikarilmigtir. Tim
bu calismalar degerlendirildiginde, Daphnia pulex kompleksi i¢in smiflandirma ve
adlandirma bakimindan ciddi bir karisikligin s6zkonusu oldugu goriilmektedir.
Mergeay vd. (2008), Kotov ve Taylor (2010), Vergilinio vd. (2011) gibi bir ¢ok
aragtirmacit  tarafindan  vurgulanan Daphnia pulex kompleksi igerisindeki

siiflandirmalarina ve adlandirma problemi bu tez ¢alismasiyla da desteklenmistir.

Bu tez caligmast ile COI gen bolgesinin Daphnia igin iyi bir filogenetik belirteg oldugu
sonucuna vartlmistir. Tiirkiye’de Daphnia pulex kompleksine ait iki farkli monofiletik
grubun varligi1 %16,1 dizi farklilig1 ile ortaya konmustur. Daphnia pulex TR2 olarak
tanimlanan monofiletik grubun en yakin akrabasinin %S5,4 dizi farklilig: ile Daphnia
tenobrosa oldugu tespit edilmistir. Ancak bu sonuglarin farkli gen bolgeleri kullanarak
gerceklestirilecek ¢alismalarla daha da gii¢lendirilebilecegi diistiniilmektedir. Yeni
tiirlesmis gruplarin, karmasik filogenilere sahip olmalari siklikla rastlanan bir durumdur
(Sanderson ve Shafer 2002, Felsenstein 2004, Knowles ve Chan 2008). Dolayisiyla tek
bir gen bolgesine dayanarak yapilan filogenetik analizlerden kesin sistematik sonuglara
varilmasi tavsiye edilmemektedir (Peters vd. 2005). Farkli gen bolgelerinin evrimsel
stiregclere farkli cevaplar verebilecegi goz Oniine alinmali ve dolayisiyla farkli gen
bolgelerinin ayni taksonlar i¢in farkli filogenetik sonuglar verebilecegi goz ardi

edilmemelidir (Felsenstein 2006). Bunun yani sira daha fazla takson ve karakter
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kullaniminin filogenetik analizlerin dogrulugunu arttirdigt Wiens (2006)’in yaptig1

calismada vurgulanmustir.

Bu tez caligsmasi ile farkli gen bolgeleri kullanmanin yani sira Tiirkiye’den daha fazla
ornekleme yapilarak 6zellikle Daphnia pulex kompleksinin filogenetik iligkileri tizerine

odaklanilmas1 gerektiginin alt1 ¢izilmistir.

Cogu tatli su zooplankton tiiri, direngli kist asamalar1 (ressting eggs, diapausing eggs)
nedeniyle yiiksek dagilim kapasitesine sahip olmalari ile karakterize edilirler (Bilton vd.
2001, Figuerola ve Green 2002, Figuerola vd. 2003). Bu organizmalarda dagilim
kapasitesinin yiiksek olmasi, gen akisi oldugu ve genetik siiriiklenmenin bir sonucu
olarak populasyonlar arasinda genetik farklilagmanin diisiik oldugu fikrini
desteklemektedir. Oysaki Hebert (1987), Carvalho (1994), De Meester (1996), De Galas
(2005), Allen vd. (2010) gibi bir¢ok arastirmacinin molekiiler belirtegler kullanarak
gerceklestirdigi calismalar bundan tamamen farkli bir sonu¢ ortaya koymustur. Bu
calismalarin sonuglar1 kiiciik cografik alanlarda bile yiiksek derecede farklilik
gozlenebilecegini ortaya koymustur. Tatli su zooplankton tiirleri, genellikle yiiksek
dagilim kapasiteleri ile karakterize edilmelerine ragmen, bu tez ¢alismasinin sonuglari,
Tiirkiye’deki Daphnia populasyonlari arasindaki genetik farklilasmanin yiiksek, gen
akisinin diisiik oldugunu géstermistir. Bu ¢alismanin sonuglari; De Meester vd. ( 2002),
De Galas ve De Meester (2005), Allen (2010) ve Orsini (2013) tarafindan yapilan

caligmalarla uyumlu bulunmustur.

Bu konuda yapilmis caligmalar incelendiginde gen akisini engelleyen faktorler
konusunda aragtirmacilarin iki gruba ayrildig1 goriilmektedir. Bir kismi, dag siralar1 gibi
fiziksel ozelliklerin birer bariyer gibi davrandiklari, gen akisina engel olduklar1 ve
bolgesel farkliliklarin olusmasinda ve devaminda etkili olduklart (Taylor vd. 1998, Cox
ve Hebert 2001, Hebert vd. 2003) fikrini savunmaktadir. Diger bir ksimi ise fiziksel
bariyerlerin, bolgesel farkliliklarin olusmasindan ve gen akiginin engellenmesinden her
zaman sorumlu olmadig1 (Gomez vd. 2000), bolgesel adaptasyonlarin populasyonlar
arasindaki gen akisini 6nemli 6lgiide azalttigi ve bu yiizden kolonilesen orneklerin

korundugu (Boileau vd. 1992, De Meester vd. 2002) fikrini savunmaktadir. Bu tez
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caligmasinin sonuglart Daphnia cinsine ait populasyonlar arasinda gen akisi olmadigin
gostermistir. Tiirkiye cografik yapist goz onilinde bulunduruldugunda, gen akisina engel
teskil eden faktoriin, fiziksel bariyerlerden ziyade canlinin adaptasyon yetenegi oldugu

distiniilmektedir.

Molekiiler taksonomi ve morfolojik taksonomi c¢ogu zaman farkli sonuglar ortaya
koymaktadir. Yapilan populasyon genetigi c¢alismalarinda detayli morfolojik
incelemelere yer verilmemesi, kriptik tiirlerin tanimlanmasini zorlastirmaktadir. Giin
gectikce bliyliyen NCBI GenBank veri tabani arastirmacilara kullanish ve detayli bir
kiitiphane sunmaktadir. Fakat dikkatli bir sekilde incelendiginde GenBank veri
tabaninda taksonomik tanimlamanin yanlis yapildigi, DNA dizisinin uygun bir sekilde
kontrol edilmedigi (dizinin yanlis hizalanmasi, stop kodonlarin olusmasi, okuma
cergevesindeki insersiyon ve delesyonlar) ve mikrobiyal kontaminasyonlara maruz
kalmis bircok hatali dizinin oldugu Bucklin vd. (20011)’nin yaptig1 calismada ifade
edilmigstir. Bunun yani sira NCBI veri tabanindaki diziler incelendiginde, Daphnia
tiirleri i¢in cf. ya da sp. olarak adlandirilmis ¢ok sayida tiiriin var oldugu goriilmektedir.
Sistematik ve smiflandirmadaki bu problemler, genetik verilerin karsilastirilmali
analizini ve verilerin biyocografik olarak yorumlanmasini sinirlamaktadir. Bu nedenle
ozellikle Daphnia pulex (sensu Hebert 1995) olarak adlandirilan tiiriin Avrupa’daki
Daphnia pulex Leydig 1860 olarak adlandirilan tiirden ayrilmasi ve tiim Daphnia pulex
kompleksi i¢in acilen revizyona gidilmesi gerektigi sonucuna varilmistir. Populasyon
genetigi calismalarinda detaylt morfolojik verilere yer verilerek sistematikteki
problemlerin  giderilmesinin,  biyocografya  calismalarmin  Oniinii  agacagi

diistiniilmektedir.
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