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Bazi1 Omurgasiz Tiirlerinin Molekiiler Sistematik Ac¢cidan Degerlendirilmesi

Molecular Systematic Evaluation Of Some Invertebrate Species

Mehmet Ali KIRPIK! Yagmur YILDIZ?

Oz:

Sistematik calismalarda taksonlar arasindaki benzerlik ve farkliliklarin tam olarak ifade
edilebilmesi gerekmektedir. Molekiiler biyoloji ve bu alanda kullanilan bir ¢ok teknigin hizli
bir sekilde ilerlemesi ile birlikte, tiirler ve populasyonlar arasindaki ¢esitliligin
belirlenmesinde yeni veriler elde edilmistir. Molekiiler teknikler kullanilarak elde edilen bu
veriler sayesinde canlilar arasindaki molekiiler diizeydeki farkliliklar daha net olarak ifade
edilmeye baglanmistir. Tiirlerin ve populasyonlarin dogal olarak korunmasi ancak genetik
cesitliligin korunmasiyla saglanabilmektedir. Sistematik ¢alismalarda son derece 6nemli olan
molekiiler veriler, cesitli genetik markirlara dayanilarak gergeklestirilmektedir. Bu genetik
markirlar ¢esitli morfolojik karakterler kullanilarak birbirinden ayrilmasi giic olan tiirlerin
teshisindeki ¢aligsmalara katki saglamaktadir. Tiirlerin veya taksonlarin genomlarindaki belirli
bolgelerin niikleotid farkliliklarin hesaplanmasiyla filogenetik olarak karsilastirma yapilabilir
ve bu sayede filogenetik agaclar olusturulabilir. Bu yolla olusturulan filogenetik agaclarin dal
uzunluklar1 hesaplanarak tiirlerin ne kadar zaman once farklilastiklar: tahmin edilebildigi gibi
tirler arasindaki evrimsel iliskileri zamansal olarak tahmin etmekde miimkiindiir. Ayni1
zamanda molekiiler teknikler kullanarak tiirlesme ve tiirlesmeye neden olan evrimsel siiregler
ve bu siireglerin isleyisi hakkinda 6nemli veriler elde edilmektedir. Burada omurgasizlar i¢in
tiir tespitinde teshisin giic oldugu durumlar da g6z Oniinde bulundurularak, molekiiler
sistematik yontemlerle yapilmis calismalardan elde edilen veriler 6zetlenmistir.
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Abstract:

In systematic studies, similarities and differences between the taxa should be fully expressed.
With the rapid progress of molecular biology and many techniques used in this area, new data
has been obtained in determining the diversity between species and populations. Thanks to
this data that was obtained using molecular techniques has begun to show more clear
information about the differences in the molecular levels between the living things. Natural
protection of species and populations can only be achieved by conserving genetic diversity.
Molecular data, which is extremely important in systematic studies, is based on a variety of
genetic markers. Genetic markers contribute to the identification of species that are difficult to
distinguish from one another using a variety of morphological characters. Phylogenetic
comparison can be made by calculating nucleotide differences in specific regions of genomes
of species or taxa, and phylogenetic trees can be created on this basis. By calculating the
branch lengths of the phylogenetic trees formed in this way, it can be estimated how long ago
the species differed and it is possible to predict the evolutionary relationships between
species in a timely manner. At the same time, important data are obtained about the
evolutionary processes causing the speciation and speciation by using molecular techniques
and the functioning of these processes. The data obtained from the studies made with
molecular systematic methods are summarized, taking into consideration the cases about the
identification of the species for invertebrates is difficult.

Keywords: Invertebrates, molecular systematic, taxonomy, phylogeny.

Giris

Ekosistemlerin dengede kalabilmesi i¢in omurgasiz hayvanlarin rolii bliytiktiir. Tiirkiye farkl
ekosistemlere sahip olmasi nedeniyle omurgasiz hayvanlardaki genetik ¢esitlilik fazladir. Bu
genetik cesitliligin tam anlamiyla ortaya g¢ikarilabilmesi i¢in ¢aligmalar devam etmektedir.
Ulkemiz yaklasik olarak 60.000-80.000 civarinda omurgasiz hayvana ve farkli ekosistemler
nedeniyle bir¢ok endemik tiire ev sahipligi yapmaktadir. Bunlarin bir kismi tanimlanmis
olmakla beraber, bu canlilarin biiyiik bir boliimiini bocekler olusturmaktadir. Tiirkiye
denizlerine bakildiginda ise yaklasik 700’e yakin omurgasiz tiirii bulunmakla birlikte; siinger,
mercan, tibbi siiliik gibi ekonomik dneme sahip 57 omurgasiz hayvan tiirlinii barindirmaktadir
(Dogan ve dig., 2007). Molekiiler teknikler gelismeden 6nce morfolojik olarak birbirine
benzer tiirlerin ayriminit yapmak oldukga giigtii ve deneyim gerektiriyordu. Teknolojinin
ilerlemesiyle birlikte teshisi zor olan tiirlerin ayrimimin yapilabilmesi miimkiin olmustur
(Ergtiden, 2007).
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Omurgasiz hayvanlarin evrimini anlamak i¢in bu zamana kadar ¢esitli sistematik ¢aligmalar
morfolojik belirtegler yardimiyla yapilmakla birlikte (Ikawa et al., 2007; Solodovnikov ve
Schomann, 2009; Weide et al., 2010) giiniimiizde bu c¢aligmalar1 destekleyen nitelikte
molekiiler ¢aligmalarda eklenmistir (Brown ve Doolittle, 1995; Nagel ve Doolittle, 1995;
Brown et al., 1997; Behura, 2006; Chatzimanolis et al., 2010; Elven et al., 2010;). Canlilari
sistematik kategorilere ayirabilmek adina DNA ve protein markdrleri kullanilabilmektedir ve
bu sayede de taksonlar arasindaki iligki net sekilde ortaya konmaktadir. (Sato et al., 2009).
DNA teknolojisi kullanilmaya baslanmadan Once tiir i¢i ve tiirler arasi genetik varyasyon
arastirmalarinda molekiiler markdrlerden biri olan proteinler icin allozim elektroforezi
kullanilmaktaydi (Richardson et al., 1986; Kimani-Njogu et al., 1998; Atanassova et al.,
1998). Allozim ve izozimler ile elde edilen allel frekanslar ile tiirler arasi ya da bir tiiriin
farkli popiilasyonlar1 arasindaki genetik uzaklik hesaplanarak popiilasyon genetigi
caligmalarinda kullanilmistir Giiniimiize kadar birgok arastir1 tarafindan allozim ve izozim
enzimleri kullanilarak tiirler arasindaki genetik varyasyon belirlenmistir (Cameron et al.,
1984, Pintureau, 1993, Kandemir ve Kence, 1995; Kandemir et al., 2000, Loxdale ve Brookes
(1990, Pinto et al., 1993, 2003; Pintureau, 1993; Burks ve Pinto, 2002; Sheppard 1988;
Kandemir ve Kence, 1995; Kandemir et al., 2000).

DNA  markorleri  sayesinde  tlirler  arasindaki  farkliliklar DNA  seviyesinde
belirlenebilmektedir. Olusan farkliliklar genomdaki sadece bir bolgede ise bu alel olarak
isimlendirilir. Bu olay populasyonla arasindaki farkliligt DNA seviyesinde gostererek ayirt
edilmesi zor olan tilirlerin ayirt edilmesinde kolaylik saglar (Giilsen ve Mutlu 2005).
Mitokondrial genler nispeten hizli bir sekilde gelismektedir (Avise, 2009) ve
organizmalarindaki genetik baglantiy1 ve gen akisini degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir
(Song vd., 2008; Avise, 2009). En ¢ok kullanilan mitokondriyel markirlar arasinda sitokrom
oksidaz I (COI) ve 16S rDNA (16S) yer alirken, bazi calismalarda sitokrom B (CytB) gibi gen
lokuslarida kullanilmistir (Baird et al., 2011).

Mitokondriyal genler, esas itibariyle, sifir rekombinasyona izin veren maternal kalitim
nedeniyle faydalidir ve bu nedenle hayvan populasyonlarinda gozlenen 6zel genetik ¢esitlilik
icin mutasyonlarin tek basina hesaba katilmasini saglar  (Avise, 2009). Buna ek olarak,
genetik barkod olarak da bilinen COI isaretleyicisinin evrenselligi genetik ¢esitlilik, gen akis1
ve bu nedenle tiirlesme kaliplarinin degerlendirilmesi icin giiglii bir ara¢ saglamaktadir
(Folmer et al.; 1994). Sistematik ¢alismalarda kullanilan yontemlerden birisi olan restriksiyon

parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) kesfedilen ilk DNA markorlerinden biridir ve
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restriksiyon endonukleazlar tarafindan farkli uzunluktaki DNA fragmanlarinin incelenmesi
esasina dayanmaktadir (Hoy, 2003).

Oniscidean izopodlari, kara canlilarina adapte edilmis en farkli ve basarili kabuklular
grubudur. Oniscideanlar, 1slak tropikal habitatlardan sicak ¢ollere, deniz seviyesinden yiiksek
rakimlara kadar degisen genis karasal ortamlarda ortaya ¢ikar (Hornung, 2011). Baz: tiirler su
yasam alanlarina uyarlanmistir ve yeralti su sistemlerinde, magaralarda ve tuz gollerinde
yasamaktadir (Hornung, 2011). izopodlar arasindaki filogenetik iliskilerin yeniden
yapilandirilmast i¢cin LSU rRNA (28S) ve SSU rRNA (18S) genleri yaygin olarak
kullanilmaktadir (Wigele et al., 2003; Osborn, 2008). Lysyl-tRNA Synthetase (LysRS) geni
de dahil olmak iizere aminoacil-tRNA sentetazlar1 (aaRS'ler), ¢esitli arastirmalarda filogenetik
iligkilerin yeniden yapilandirilmasi i¢in kullanilmistir (Brown ve Doolittle, 1995; Nagel ve
Doolittle, 1995; Brown et al., 1997).

Bu calismanin amaci, orta Bati1 Avustralya'nin kalkerleri ile iligkili oniscidea izopod tiirlerinin
cesitliligi, filogenetik iliskileri ve dagilim modellerini hem mitokondriyal hem de niikleer
genleri iceren c¢oklu bir gen yaklasimi kullanarak arastirilmistir. Calismada bu faunanin
cesitliligini ve evrimini mitokondriyal gen bdlgeleri olan sitokrom C oksidaz altbirimi I
(COl), iki ribozomal RNA geni (28S ve 18S) ve bir protein kodlayan niikleer gen olan Lysyl-
tRNA Sentetaz (LysRS) lokuslar1 degerlendirilmistir. Dort oniscidean familyasina ait
Paraplatyarthridae, Armadillidae, Stenoniscidae ve Philosciidae tiirlerindeki 12 kalkerden elde
edilen sonucun 36 farkli DNA bdlgesi bulundugu sonucuna vartlmistir (Javidkar vd 2016).
Yumusakcalar sayisiz aileden olusan, genis bir sekilde temsil edilen bir hayvan grubudur.
Bunlardan en onemlisi bivalvler ve gastropodlardir. Midye, istiridye ve istiridye su anda
birka¢ tilkede yetistirildigi ve diinya genelinde bir gida maddesi olarak kullanildigi
gastropodlarin norofizyologlar ve parazitologlar i¢in de 6nemli oldugu kanitlanmis olsa da, bu
modellerin ¢ikarlar1 ekonomik acgidan kok salmaktadir (Smith et al., 2016).

Deney materyali olarak Gastropod tiirti kullanilarak yapilan ¢aligmada; Antalya ili civarinda
istilac1 6zellik gosteren tiiriin molekiiler sistematik agidan incelenmesini mtDNA nin COI gen
lokusu ile degerlendirilmistir. Caligmanin bulgularina bakildiginda bulunan orneklerin,
Xeropicta derbentina tiirline benzemesine ragmen, ¢alisma verilerinden elde edilen sonuglar
dogrultusunda olusturulan filogenetik agag¢ incelendiginde, X. derbentina tirii ile farkli
dallarda yer aldigi sonucuna varilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda; calisilan
salyangoz tiirlinlin, morfolojik caligmalar da yapildiktan sonra yeni bir tiir olarak kabul

edilebilecegi yorumu yapilmistir (Mutlu vd., 2015).
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Yapilan bir diger ¢alismada, Kaliforniya-Nevada da bulunan Olii Vadi Sistemindeki 14
endemik tath su salyangozu (Hydrobiidae: Pyrgulopsis) tiiriinden 13 tanesine ait 80
populasyon 2 mitokondrial DNA gen boélgesi ile filogenetik olarak degerlendirilmistir.
Molekiiler saat verileri degerlendirilerek bu tiirlerin evrimsel olusum siire¢lerini ve ayni
zamanda da goéllerin evrimsel siiregteki meydana gelisleri ile ilgili yorum yapilmistir
(Hershler ve Liu, 2008).

Bir bagka arastiric1 tarafindan, Ohrid Goliinde bulunan cesitli canli tiirleri morfolojik ve
molekiiler karakterleri bakimindan degerlendirilmigstir. Arastirma verilerinden elde edilen
sonuglara bakildiginda gol igerisinde yasayan 72 Gastropoda tiirii bulundugu ve bunlardan 56
tanesi endemik oldugu gozlenmistir. Ayn1 zamanda goélde yasayan bazi tiirler mitokondrial
DNA sekans analizi yoluyla filogenetik olarak karsilagtirilmistir (Albrecht ve Wilke, 2008).
Yapilan bir diger calismada Burdur, Yarish ve Acigol’iin sedimentlerinde yapilan
arastirmada, gollerin eski durumlar1 ve baglantilar1 hakkinda bazi sonuglara varmistir. Yine
ayni arastirict tarafindan yapilan bir diger arastirmada bazi kaynaklardan alinan
Graecoanatolica cinsine ait o6rneklerin farkli tiirler degil, aym tiiriin alttiirleri oldugunu
diisiindiigiinii belirtmistir. Yapilan ¢aligmalar neticesinde bahsi gegen cinse ait tiir ve alt
tirlerin ayriminin  yapilmasinda zorluklar oldugu sonucuna varilmistir. Bu da
Graecoanatolica cinsinin tiirlerinin birbirlerinden ayirt edilebilmesi i¢in molekiiler sistematik
markorlerin kullanilmasi gerekliligini getirmektedir (Schiitt, 1990; Koca, 2007).

Gastropoda sinifina ait tiirlerle yapilan bir diger molekiiler sisitematik ¢aligmaya bakildiginda
bu sinifa ait 5 alt sinif karsilastirmislardir. Yapilan ¢alismada sitokrom c oksidaz I gen bolgesi
degerlendirilmis olup, calisma sonucunda bu gen bdlgesinin smiflandirmanin yani sira
evrimsel siirecteki degisimlerin degerlendirilmesi i¢in uygun bir gen bélgesi oldugu yorumu
yapilmustir. Buna ek olarak tiir diizeyinde meydana gelen degisimlerin sitokrom ¢ oksidaz I
gen bolgesi incelenerek ortaya ¢ikarilabilecegi belirtilerek, bu bolgeye ait sekansi kullanarak
filogenetik aga¢ olusturulmustur (Remigio ve Hebert; 2003).

Caenogastropoda grubuna ait 29 tiir ve 7 farkli tiir arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla
18S rRNA, 28S rRNA, 12S rRNA ve COI gen bolgelerini kullanilarak filogenetik analiz
gerceklestirilmistir. Calismadan elde edilen bulgular neticesinde maksimum parsimony,
maksimum likelihood ve Bayesian analizi yapilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur.
Yukarida bahsi gecen gruplar arasinda morfolojik siniflandirmanin molekiiler filogenetik
sonuglarla yiiksek oranda uyustugu sonucuna varilmigtir (Colgan vd; 2007).

Daphniola cinsine ait tiirlerin morfolojik 6zelliklerini tespit etmeye yonelik yapilan ¢alismada

ayn1 zamanda molekiiler markdrlerden olan mtDNA COI gen bélgesi de kullanarak tiirler
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arasindaki benzerlik oranlarini degerlendirmislerdir. Arastirma sonuglarina bakilidiginda
kabuk 6zellikleri agisindan en biiytik farkliligi D. exigua tiiriine ait 6rneklerin gosterdigi tespit
edilmistir. COI gen bdlgesi ile degerlendirilen benzerlik karsilastirmasinda tiirlerin kendi
aralarinda ve diger tiirlerle farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Falniowski vd; 2007).

Farkli arastiricilar tarafindan Roboastra europaea (Gastropoda: Opisthobranchia) tiiriine ait
mitokondrial DNA i¢in sekans analizi yapilarak sube igerindeki farkli familyalar arasinda
karsilagtirma yapilmigtir. Calisma sonuglart degerlendirildiginde Obisthobranchia ve
Pulmonata familyalar1 arasinda benzer bir genom yapisina sahip oldugu goriilmiistiir. Sadece
trnC gen bolgesinde bazi farklilik bulundugu tespit edilmistir (Grande vd; 2002).

Cirripedes igerisindeki, Balanomorfa alt takimi bir¢ok deniz toplulugunun en kalabalik
grubudur ve en 6nemli deniz kabuklular1 arasinda yer alir. Paradoksal olarak, 150 yili askin
stiredir kapsamli ¢alisilmasina ragmen, evrimsel iliskileri halen ¢6ziilmemistir (Pérez-Losada
vd 2014).

Balanomorfa alt takimi icerisindeki siiper familyalar farkli arastiricilar tarafindan morfolojik
olarak degerlendirilmistir (Newman ve Ross; 1976), Newman; 1996, Martin ve Davis; 2001,
Worms Register of Marine Species; 2014). Morfolojik ¢alismalardaki karisikliklarin
giderilmesi amaciyla yapilan ¢alismada, Balanomorfa alt takimi i¢indeki iliskiler 156 6rnek,
10 fosil kalibrasyon, alti1 temel morfolojik karakter ve bes gen lokusu baz alinarak filogenetik

agac olusturularak akrabalik dereceleri tekrardan gézden gegirilmistir (Pérez-Losada vd 2014)

Morfolojik ¢aligmalardan elde edilen verilerin bu canli grubundaki tiirlerin ayriminda yetersiz
kalinmas1 nedeniyle Balanomorfa alt takimi ile ilgili ¢ok sayida arastirmaci tarafindan
molekiiler markorler kullanilarak arastirmalar yapilmistir (Linse et al., 2013; Pérez-Losada et
al., 2008, 2004; Rees et al.,2014, Hayashi et al., 2013; Malay ve Michonneau, 2014; Pérez-
Losada et al., 2012; Simon-Blecher et al., 2007; Tsang et al., 2014; Wares et al., 2009).

Antarktika deniz yumusakcalarindaki genetik cesitlilikleri belirleyebilmek adina yapilan bazi
calismalar yapilmistir. Ozellikle, Austrodoris kerguelenensis ve Lissarca notorcadensis'teki
mitokondriyal genlerin molekiiler analizi, yeni sifrelenmis molekiiler soylar1 isaret etmistir
(Linse et al., 2007; Wilson et al., 2009). Mitokondriyal markirlara ek olarak, niikleer genlerde
mitokondrial genlerin c¢oziinlirliiglinii arttirmak veya hayvanlardaki paternal kaliplari
kesfetmek icin kullanmilir (Hare, 2001). Antartikada bulunan bazi omurgasiz tiirlerinde
ribozomal genler (18S ve 28S rDNA), ITS1, ITS2, ve mikro-satellit de dahil olmak iizere bir

dizi belirte¢ uygulanmigtir. Ayni1 zamanda burada bulunan organizmalarin teshisi lizerine
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yapilan ¢aligmalarda ¢ogaltilmis par¢a uzunluk polimorfizmi (AFLP) teknikleri kullanilmistir
(Hoffman ve ark., 2011, 2012).

Sonu¢ olarak bu g¢aligmada gozden gegirilen raporlar dogrultusunda, yapilan morfolojik
caligmalara molekiiler verilerin de eklenmesiyle sistematikteki akrabalik derecelerine yeni
yorumlar getirilebilir. Literatiirel degerlendirmeler sonucunda elde edilen bu sonuglar, ayni
zamanda yeni eklenen tiirlerle beraber diinyamizin biyogesitliligine dair tahminler baglaminda

yeni bakis agilari saglanabilecegini gostermektedir.
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