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Oz: Bu caligmada Van Goélii kiyr kumlarindan izole edilen bir Spathidium
tiiriiniin morfolojik ve 18S rDNA gen dizisine dayali filogenetik 6zellikleri
arastirildi. Kiiltiirlerde farkli morfoloji sergileyen {ii¢ siliyat popiilasyonu
gozlendi. Bu popiilasyonlarin 18S rDNA gen bdlgesine ait niikleotid dizilerinin
benzer oldugu goriildii ve bunlarin ayni tiiriin farkli gelisim evreleri olduguna
karar wverildi. 18S rDNA gen bolgesine ait niikleotid dizilerine dayali
filogenetik analizlerde bu c¢alismada izole edilen Spathidium sp.’nin
hemcinslerinden ziyade Lagynophrya acuminata, Enchelys gasterosterus ve
Balantidion pellucidum ile birlikte kiimelendikleri goriildii. Spathidiid
siliyatlarin morfolojik siniflandirma sistemi ile molekiiler filogenisi arasinda
celiskiler mevcut olup, Spathidium cinsinin parafiletik bir takson oldugu
goriilmektedir. Bununla birlikte tiir zengini Spathidium cinsinin pek c¢ok tiirii
ile ilgili gen dizisinin bilinmemesi bu taksonun molekiiler filogenetik
durumunun agikliga kavusturulmasini sinirlamakta olup, farkli habitatlardan
izole edilecek ayrmtili morfolojik veriler ile birlikte farkli gen bdlgelerinin de
kullanilacag: filogenetik analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Morphological and Molecular Investigations on Spathidiid Ciliates (Ciliophora,
Spathidiida) Isolated from Coastal Sands of Lake Van
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Abstract: In this study, we investigated the morphological characteristics and
phylogenetic position based on the 18S rDNA gene sequence of the Spathidium
species isolated from the coastal sands of Lake Van. Three populations of ciliates
were observed, showing different morphology in cultures. Our results indicate
that the nucleotide sequences of the 18S rDNA gene region of these populations
were similar and they were different developmental stages of the same species.
Phylogenetic analyses based on the nucleotide sequences of the 18S rDNA gene
region showed that Spathidium sp. isolated in this study clustered together with
Lagnophrya acuminata, Enchelys gasterosterus, and Balantidion pellucidum
rather than their congeners. There are contradictions between the morphological
classification system and molecular phylogeny of Spathidiid ciliates, and it is seen
that the genus Spathidium is a paraphyletic taxon. However, the lack of nucleotide
sequence data for many species of the species-rich genus Spathidium limits the
elucidation of the molecular phylogenetic status of this taxon. Phylogenetic
analyzes using different gene regions with the support of detailed morphological
data to be isolated from different habitats will clarify this problem.

#Bu calisma Dog. Dr. Ismail YILDIZ 1n danismanlhiginda tamamlanan N. Firat DICLE nin yiiksek lisans tezinden {iretilmistir.

345


https://dergipark.org.tr/tr/pub/yyufbed
https://orcid.org/0000-0002-2864-8461
https://orcid.org/0000-0001-9986-0358
https://doi.org/10.53433/yyufbed.1239915
https://doi.org/10.53433/yyufbed.1239915

YYU FBED 28 (2): 345-358
Dicle ve Yildiz/ Van Golii K1yt Kumlarindan izole Edilen Spathidiid Siliyatlar (Ciliophora, Spathidiida) Uzerinde Morfolojik ve Molekiiler Filogenetik Arastirmalar

1. Giris

Spathidiid siliyatlar, diinyanin her tarafinda karasal ve yar1 karasal ortamlarda yasayan avci
siliyatlar olup Ciliophora subesi, Litostomatea sinifi, Spathidiida takimi1 igerisinde
siniflandirilmaktadirlar (Foissner & Xu, 2007; Jang ve ark., 2017). Giiniimiize kadar 4 familya
(Spathidiidae, Protospathidiidae, Arcuospathididae ve Apertospathidiidae) 20 kadar cins igerisinde
morfolojik olarak tanimlanmis 250’°den fazla tiir ile temsil edilmekte olup bunlarin biiyiik ¢ogunlugu
Spathidium cinsi igerisinde yer almaktadir (Foissner & Xu, 2007; Yildiz, 2018). Spathidium cinsi ilk
kez 1841 yilinda Dujardin tarafindan tesis edilmis spatula bi¢cimli ve holotrich siliyatiirlii (biitiin viicut
yiizeyi somatik siller ile ortiilii) siliyatlar olarak tanimlanmistir. Diger spathidiid gruplarinda oldugu
gibi bu cinsin iiyeleri de uzun yillar hiicre bi¢imi ve biiyiikliigii, niiklear organizasyon ve 6zellikle oral
morfoloji 6zelliklerine gore birbirlerinden ayirt edilmislerdir.

Son yillarda morfolojik c¢alismalar ile paralel olarak yiiriitilen molekiiler filogenetik
caligmalar Spathidiida takiminin morfolojik siniflandirma modellerinde bazi uyumsuzluklarin
bulunduguna isaret etmektedir (Jang ve ark., 2015; Rajter & Vd’acny, 2016; Jang ve ark., 2017).
Morfolojik siiflandirma modellerine gore yakin iliskili spathidiid siliyatlarin molekiiler filogenetik
agaclarda birlikte kiime olusturmadiklari ya da morfolojik olarak birbirinden farkli siliyatlarin
molekiiler filogenetik agaclarda birlikte kiimelendikleri gosterilmistir (Vd’acny & Foissner, 2013;
Vd’acny ve ark., 2014; Jang ve ark., 2015 ve 2017; Rajter & Vd’acny, 2016; Yildiz, 2018). Daha
genel anlamda Spathidiida takiminin smiflandirmasinda en biiylik sorunlardan biri, kalabalik
spathidiid cinslerinin (Spathidium Dujardin 1841; Epispathidium Foissner, 1984; Arcuospathidium
Foissner, 1984) molekiiler filogenetik calismalarda polifiletik olarak goriilmesidir (Vd’acny ve ark.,
2011 ve 2014; Vd’acny & Foissner, 2012 ve 2013; Rajter & Vd’acny, 2016).

Gergeklestirilen bu ¢alismada Van Golii kiyr kumlarindan izole edilen spathidiid siliyatlar
canli ve giimiis impregnasyon yontemleri kullanilarak morfolojik ve morfometrik olarak incelendi,
18S rDNA gen bolgesinin karsilagtirilmasina dayal filogenetik yontemler kullanilarak molekiiler
filogenetik pozisyonlar1 ortaya ¢ikarildi. Elde edilen morfolojik ve molekiiler verilerin benzerlik ve
farkliliklart literatiir bilgisi ile karsilastirildi.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Siliyatlarin toplanmasi, kiiltiirlerin hazirlanmasi ve morfolojik yontemler

Bu caligmanin materyalini Van GoOli kiyr kumlarinda yasayan spathidiid siliyatlar
olusturmustur. Kiy1 kumu oOrnekleri Mart 2019-Haziran 2022 tarihleri arasinda Van Yiiziinci Yil
Universitesi yerleskesi igerisinde gol suyu tarafindan nemlendirilen alanlardan bitkisel dokiintiiler ile
birlikte kompozit olarak toplandi. Toplanan 6rnekler laboratuvarda golgede bir ay kadar kurutulduktan
sonra kilitli posetler iginde serin ve karanlik ortamda muhafaza edildi. Kurutulmus kum 6rnekleri Petri
kabimna konulup saf su ile doyurulduktan sonra igerisine bakteriyel gelismeyi uyarmak igin
karbonhidrat kaynagi olarak bir miktar irmik ilave edilerek Petri kiiltiirleri hazirland1 (Foissner & Xu,
2007; Vd’acny & Foissner, 2012) 5-7 giin oda sicakliginda direkt giines 15181 almayacak ortamda
inkiibasyona birakildi.

Bu siirenin sonunda kiiltiir kaplarindan alinan 2-5 ml sivi saat camina alinarak spathidiid
siliyatlar stereo-mikroskop altinda (10X-80X biiylitme) gozlendi, morfolojik 6zellikleri ve yiizme
davraniglan kayit altina alindi. Stereo-mikroskop altinda kilcal cam pipetler ile toplanan siliyatlar daha
yiiksek biyiitmeli (100X-100X biiyiitme) faz-kontrast ve diferansiyel interferens-kontrast
mikroskoplarda incelendi (Foissner, 1991; Foissner ve ark., 1999; Foissner, 2014), gorlintiileri
kaydedildi ve ¢esitli morfolojik karakterlerine iliskin dlgtimler alindi.

Niiklear organizasyon, oral ve somatik siliyatiir gibi 6énemli taksonomik o6zelliklerin ortaya
cikarilmasi i¢in kiiltiirlerden izole edilen siliyatlara giimiis karbonat ve protargol boyama teknikleri
uygulandi1 (Foissner, 1991; Foissner ve ark., 1999; Vd’acny & Foissner, 2012; Foissner, 2014).
Boyanmus hiicreler yiiksek biiyiitmeli (400X-1000X) mikroskoplar altinda incelendi, ¢esitli morfolojik
karakterlerine iliskin Ol¢lim ve saymmlar yapildi ve goriintiller kaydedildi. Canli ve boyanmis
orneklerin sayim ve Ol¢iimlerinden elde edilen sayisal veriler Minitab 18 paket istatistik programinda
analiz edilerek tammlayici istatistikler ¢izelge seklinde dzetlendi (Ozdamar, 19992 ve 1999b).
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2.2. Molekiiler ve filogenetik yontemler

Morfolojik olarak karakterizasyonu yapilmig 1-2 canli hiicre stereo-mikroskop altinda kilcal
pipet ile saat camindan toplandiktan sonra muhtemel kontaminasyonlardan arindirmak i¢in 4 kez saf
su ile yikandiktan sonra miimkiin olan en az hacimdeki su ile (0.5-1 pL) birlikte 200 pL’lik tiiplere
aktarilarak DNA ekstraksiyonu yapilincaya kadar -65 °C’deki derin dondurucuda muhafaza edildi.
Gen dizilerinin kalitesi ve giivenilirligi i¢in her drnekten en az 5 tiip drnek alinarak muhafaza edildi.
Genomik DNA’nin daha kolay elde edilmesi icin hiicre pelikiiliinii par¢calamak amaciyla dondurucuda
saklanan ornekler oda sicakliginda 10 dk ¢oziindiikten sonra 15 dk boyunca tekrar donduruldu. Bu
dondurup ¢ézme islemi 10 kez tekrarlandiktan sonra genomik DNA kimyasal olarak ekstrakte edildi.
DNA kimyasal olarak RedExtrakt-N-Amp Tissue PCR Kit (Sigma, St. Lous, MO, USA) ile izole
edildi. izolasyon islemi iiretici firmanin belirtmis oldugu protokoldeki miktarlar 1/10 oraninda
kullanilarak 200 pL’lik tiip igerisinde gergeklestirildi (Gong ve ark., 2007; Shazib ve ark., 2016;
Yildiz, 2018 ve 2021). 18S rDNA gen bolgeleri EukA (5'-AAC CTG GTT GAT CCT GCC AG-3') ve
EukB (5-TGA TCC TTC TGC AGG TTC ACC TAC-3') evrensel primerleri kullanilarak PZR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile gerceklestirildi. PZR kosullari, 1 dongii 2 dakika 94 °C’de baslangic
denatiirasyonu; 40 dongii 45 saniye 95 °C’de denatiirasyon ldakika 60 °C’de primer baglanmasi, 3
dakika 72 °C’de uzama; 1 dongii 10 dakika 72 °C’de son uzama olarak ayarlandi. PZR iiriinlerinin
dogrulugu, kalitesi ve miktar1 DNA belirteci (marker) esliginde jel elektroforezinde kontrol edildi.
Yeterli miktarda ve dogrulukta DNA elde edilen PZR iiriinlerinden her bir spathidiid 6rnegi i¢in 2
PZR iirlinii segilerek dizilendi. Dizileme islemi i¢in PZR primerleri (EukA, EukB) ile bir i¢ primer
(SR7R=5-AGT TAA AAA GCT CGT AGT GT-3') kullan1ld1. Her bir siliyat popiilasyonu i¢in 2 PZR
triinii dizilendi. PZR firiinlerinin saflagtirma ve dizileme islemi BM laboratuvar Sistemleri’nde
(Ankara, Tiirkiye) gerceklestirildi.

ABI formatinda elde edilen diziler CodonCode Aligner ver. 9.0.1 (Centerville, MA, USA)
programinda kromatogramlar kontrol edildi, iyi kalitede okunmus bolgeler hizalanarak konsensiis
dizileri elde edildi.

Bu calismada elde edilen gen dizisi ile GenBank’tan elde edilen siliyatlarin gen dizileri
(GenBank’tan elde edilen dizilerin assesion numaralar1 Sekil 7°’de gdsterilmistir) Mega7 programinda
Clustal W implement algoritmasi kullanilarak hizalandi (Tamura ve ark., 2013; Kumar ve ark., 2016).
Anormal hizalanmig bolgeler gblocks v. 091 programi kullanilarak uzaklastirildi (Talavera &
Castresana, 2007). Hizalanmis gen dizileri i¢in en uygun baz degisim modeli JModeltest kullanilarak
GTR+G+I olarak belirlendi (Posada, 2008; Darriba ve ark., 2012). Bayesian ¢ikarsamasi (BI) ile
olusturulan filogenetik agaclarda bu baz degisim modeli kullanildi. Bayesian g¢ikarsamasi 3.000.000
jenerasyon ve her 100 jenerasyonda 1 drnekleme yapilacak sekilde dizayn edildi (Ayres ve ark., 2012;
Ronquist ve ark., 2012). Elde edilen filogenetik agacin ilk ve son %25’lik kismi yakilarak kalan
agaclardan konsensiis agact olusturuldu. Maksimum olabilirlik analizi (ML) hizalanmig gen
dizilerinden 1Q-Tree v.1.6.3 programi kullanilarak yapildi (Nguyen ve ark., 2015; Hoang ve ark.,
2018). ML analizi igin en uygun model IQ-Tree programi tarafindan segilen GTR+F+I+G4 modeli ile
1.000 bootstrapt olarak yapildi. Her iki algoritma ile elde edilen filogenetik agaclar (BI ve ML) Figtree
v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) programi ile incelendikten sonra tek bir aga¢c (ML
agaci) lizerinde nod degerleri ile birlikte birlestirildi.

3. Bulgular
3.1. Morfolojik bulgular

Yapilan morfolojik incelemelerde, kiiltiirlerde birbiri ardinca ortaya ¢ikan {i¢ farkli Spathidiid
siliyat popiilasyonu (popiilasyon 1-3) gozlendi. Bu popiilasyonlarmn hiicre biiyiikliigii, bicimi, niiklear

organizasyon bakimindan birbirlerinden bariz bir sekilde farkli olduklar1 belirlendi ve her
popililasyonun morfolojik ve morfometrik karakterleri asagida verilmistir.
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3.1.1. Spathidium sp. popiilasyon 1

Petri kiiltiirlerinde ilk c¢ogalan spathidiid siliyat popiilasyonu olup kiiltiiriin 5-7. giinleri
arasinda gozlendi. Hiicre sekli uzamig vazo bigimlidir (Sekil 1a, 1d, 2a). Esnek pelikiil yapisina sahip
olan hiicreler ileri derecede kivrilabilme yetenegine sahiptir (Sekil 1b, 1c). Lateral olarak 2-3:1
oraninda yassilasmigtir. Oral kabarti 5-6 um yiiksekliginde ve 20-25 pm uzunlugunda olup ventrale
dogru yaklasik 45° ac1 yapacak bicimde egiktir (Sekil 1a-1c, 2a). Canli hiicre uzunlugu 172 um (160-
198 pum), hiicre genisligi en dar bdlge olan oral apareyin posteriyoriinde 15 pm (14-20 pm); en genis
bolge olan posteriydr yarimda 25 pm (20-31 pm) olarak 6lgiildii (Cizelge 1). Protargol impregnasyonu
uygulanmig Orneklerde hiicreler fiksasyon siirecinde bir miktar c¢ektiklerinden dolayir daha kiigiik
olarak olgiildii. Sitoplazma renksiz ve yogun graniilliidiir. (Sekil la-1c, 2a). Posteriyorde, terminal
olarak konumlanmis vezikiiler yapida tek kontraktil vakuole sahiptir (Sekil 1a, 2a). Ekstruzomlar 7-8
pm uzunlugunda, 1 pm kalinhiginda, ¢ubuk bicimli olup (Sekil 2g) yogun olarak oral kabarti
icerisinde, seyrek olarak da sitoplazmada daginik olarak bulunurlar (Sekil 1d, le, 2a). Makroniikleus
4-7 pm genisliginde tek veya ¢ok parcali (4-14) uzun kivrilmis serit biciminde olup hiicre icerisinde
genis (43-86 um) yer kaplar (Sekil 1d, 2a). Cap1 2 um kadar olan kiiresel bicimli 1-2 mikroniikleusa
sahiptir.

Sekil 1. Spathidium sp. popiilasyon 1’in fotomikrograflari. a-c, canli; d-f, glimiis impregnasyonu. DF:
dorsal firga; KV: kontraktil vakuol; Ma: makroniikleus; OE: oral ekstruzom; OK: oral kabarti;
E: somatik ekstruzom. Barlar 100 pm’dir.

Somatik siller 8-10 um uzunlugunda olup meridyonel olarak diizenlenmis 14-16 kineti (sil
strast) olustururlar (Sekil 2b, 2¢; Cizelge 1). Monokinetal olarak organize olmus kinetilerin anteriyor
uclarindaki kinetozomlar (sil kaide cisimcikleri) sik olarak diizenlenmigken posteriyore dogru
seyreklesir, posteriyor kutup sil tagimaz. Hiicrenin dorsalinde yer alan somatik sillerin 3 tanesinin
anteriyor uglan dikinetid seklinde farklilasarak dorsal firgay1 olusturur (Sekil 1f, 2b-e). Dorsal firca
dikinetidleri somatik sillerden farkli olarak kisa (1.5-2.0 pm) kil benzeri yapilar tasir. Her bir dorsal
fircanin (D1-D3) uzunluklar1 Cizelge 1’de verilmistir. Oral siliyatiir somatik kinetilerin anteriyor
uclarinin  farklilagmasindan meydana gelmis olup, oral kabartinin kaidesini gevreleyen
kinetofragmentlerden olusan sirkamoral kineti seklindedir (Sekil 2d, 2e). Sirkamoral kinetiyi olusturan
kinetozomlardan orijinlenen siller somatik sillerden hafif derecede daha uzun olup 12-13 pum olarak
olgtildii.
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OK.

SoK

a ¢

Sekil 2. Spathidium sp. popiilasyon 1°nin genel morfoloji ve infrasiliyatiir diyagramlari. a: canli hiicre,
b, c: sag ve sol lateral siliyatiir diyagrami; d, e: sag ve sol oral siliyatiir diyagrami; f: oral
kabartinin {ist goriiniim diyagrami; g: oral ve somatik ekstruzom diyagrami. BV: besin
vakuolu, DF: dorsal firga; DF1-3, dorsal fir¢a 1-3; KV: kontraktil vakuol; Ma: makroniikleus;
OE: oral ekstruzomlar; OK: oral kabarti; S: sil; SE: sitoplazmik ekstruzom; SiK: sirkamoral
kineti; SoK: somatik kineti. Barlar 50 pm’dir.

3.1.2. Spathidium sp. popiilasyon 2

Petri kiiltlirlerinde popiilasyon 1°den sonra kiiltiiriin 7-10. giinleri arasinda goézlendi. Hiicre
sekli genisce vazo bigimlidir (Sekil 3a-c, 4a-c). Hiicre pelikiilii hafif derecede esnek olmakla birlikte
poplilasyon 1 hiicreleri gibi ileri derecede kivrilmalar olugsmaz. Lateral olarak 2:1 oraninda
yassilagsmistir. Oral kabart1 yiiksekligi 4-8 pm, genisligi ise 22-27 pum olarak 6l¢iilmiis olup ventrale
dogru 20°-30° ac1 yapacak sekilde egiktir (Sekil 3a, 4a-c). Canli hiicre uzunlugu 147 um (140-160
um), hiicre genisligi ise en dar bdlge olan oral apareyin posteriyoriinde 20 um (17-27 um), en genis
bolge olan posteriydor yarimda 31 um (27-36 pm) olarak Olgiildii. Sitoplazmik goriiniim, besin
vakuolleri ve kontraktil vakuol 6nceki popiilasyona benzerdir. Ekstruzomlarin biiyiikligii 9-10 pm
uzunlugunda, 1 um kalinliginda ve hiicre i¢indeki dagilimi popiilasyon 1°deki ile benzerdir. Niiklear
organizasyon poplilasyon 1 ile benzer olup 6l¢iim sonuglar1 Cizelge 1°de verilmistir.

Somatik siller 7-10 pm uzunlugunda olup 20 (16-24) kineti olusturur. Somatik ve oral siliyatiir
genel organizasyon bakimindan dnceki popiilasyona benzerdir. Dorsal firca uzunluklar1 ve kinetozom
cifti sayilan Cizelge 1’de verilmistir.
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Sekil 3. Spathidium sp. popiilasyon 2’nin fotomikrograflar1 a, canli; b-e, giimiis impregnasyonu.
DF: dorsal fir¢a; KV: kontraktil vakuol; Ma: makroniikleus; OE: oral ekstruzomlar; OK: oral
kabarti; SiK: sirkamoral kineti. Barlar 60 pm’dir.

SiK

Sekil 4. Spathidium sp. popiilasyon 2’nin genel morfoloji ve infrasiliyatiir diyagramlari. a: canli hiicre,
b, c: sag ve sol lateral siliyatiir diyagrami; d. oral kabartinin iistten goriiniimii; e: ekstruzom.
BV: besin vakuolii; DF: dorsal firca; DF1-3: dorsal firga 1-3; KV: kontraktil vakuol;
Ma: makroniikleus; OE: oral ekstruzom; OK: oral kabarti: S: sil; SE: sitoplazmik ekstruzom;
SiK: sirkamoral kineti; SoK: somatik kinetozom. Barlar 50 pm’dir.

350



YYU FBED 28 (2): 345-358
Dicle ve Yildiz/ Van Golii K1yt Kumlarindan izole Edilen Spathidiid Siliyatlar (Ciliophora, Spathidiida) Uzerinde Morfolojik ve Molekiiler Filogenetik Arastirmalar

Cizelge 1. Spathidium sp. 1-3 popiilasyonlarinin morfometrik karakterizasyonu

Karakterler P X Min Max SS SH VK N
1 135.86 120.00 151.00 8.79 1.87 6.47 22
Hiicre uzunlugu 2 135.97 125.00 154.00 7.98 1.37 5.87 34
3 93.74 79.00 110.00 8.18 1.40 8.72 34
1 11.41 8.00 17.00 2.18 0.46 19.06 22
Minimum hiicre genisligi (A) 2 16.59 12.00 21.00 1.99 0.34 11.98 34
3 12.94 8.00 16.00 2.16 0.37 16.69 34
1 8.46 5.63 12.50 1.83 0.39 21.68 22
A/Hiicre uzunlugu (%) 2 12.23 9.23 15.62 1.54 0.26 12.63 34
3 13.53 1.30 17.65 3.17 0.54 23.45 34
1 20.68 18.00 35.00 4.13 0.88 19.99 22
Maksimum hiicre genisligi (B) 2 37.44 28.00 47.00 5.21 0.89 13.90 34
3 26.38 16.00 36.00 5.50 0.94 20.87 34
1 15.36 11.27 29.17 3.79 0.81 24.70 22
B/Hiicre uzunlugu (%) 2 27.61 20.83 36.15 4.06 0.70 14.71 34
3 27.58 2.70 43.75 7.48 1.28 27.14 34
1 60.45 43.00 86.00 12.37 2.64 20.46 22
Makroniikleus sekil boyu (C) 2 74.29 55.00 100.00 11.47 1.97 15.43 34
3 48.21 38.00 62.00 7.25 1.24 15.04 34
1 44.52 29.05 60.56 8.41 1.79 18.89 22
C/Hiicre uzunlugu (%) 2 54.78 38.41 75.76 8.78 1.51 16.03 34
3 50.33 4.54 68.75 10.54 1.81 10.95 34
1 5.50 4.00 7.00 0.74 0.16 13.45 22
Makroniikleus genisligi 2 5.26 4.00 7.00 0.67 0.11 12.64 34
3 432 3.00 6.00 0.68 0.12 15.82 34
1 40.95 26.00 54.00 7.57 1.61 18.48 22
Makroniikleusun anteriyor ugtan uzakligs 2 29.15 19.00 40.00 4.85 0.83 16.64 34
3 25.22 18.00 35.00 4.18 0.74 16.57 32
1 8.86 4.00 14.00 2.34 0.50 26.35 22
Makroniikleus parca sayisi 2 13.59 9.00 18.00 2.54 0.45 18.67 32
3 13.23 7.00 18.00 2.64 0.56 19.92 22
1 2.00 2.00 2.00 0.00 0.00 0.00 3
Mikroniikleus ¢ap1 2 2.56 2.00 3.00 0.51 0.13 19.99 16
3 2.18 2.00 3.00 0.40 0.12 18.54 11
1 1.33 1.00 2.00 0.58 0.33 43.30 3
Mikroniikleus sayis1 2 1.82 1.00 3.00 0.73 0.18 39.90 17
3 1.89 1.00 3.00 0.47 0.11 24.96 18
1 1533 14.00 16.00 1.16 0.67 7.53 3
Somatik kineti say1st 2 20.17 16.00 24.00 2.82 0.81 14.00 12
3 18.30 14.00 24.00 2.70 0.60 14.74 20
1 20.00 18.00 22.00 2.00 1.15 10.00 3
DF1 uzunlugu 2 18.20 16.00 21.00 2.17 0.97 11.91 5
3 11.00 8.00 15.00 2.00 0.55 18.18 13
1 20.00 18.00 22.00 2.00 1.15 10.00 3
DF2 uzunlugu 2 20.50 18.00 22.00 1.76 0.72 8.59 6
3 15.79 13.00 22.00 2.33 0.62 14.74 14
1 20.67 19.00 23.00 2.08 1.20 10.07 3
DF3 uzunlugu 2 18.50 17.00 20.00 1.05 0.43 5.67 6
3 16.43 14.00 24.00 2.53 0.68 15.42 14

X: aritmetik ortalama; Max: maksimum deger; Min: minimum deger; N: birey sayisi; P: popiilasyon; SH: standart hata; SS: standart sapma;
VK: varyasyon katsayisi.

3.1.3. Spathidium sp. popiilasyon 3

Petri kiiltlirlerinde popiilasyon 2’den sonra kiiltiirlerin 10-15 giinleri arasinda gozlendi. Hiicre
sekli vazo bigimlidir (Sekil 5a-c, 6a-c). Hiicre pelikiilii ileri derecede esnek olup uzun ekseni boyunca
geriye dogru “U” seklinde kivrilabildikleri gozlendi (Sekil 5d). Lateral olarak 2:1 oraninda
yassilagsmistir. Oral kabart1 4-5 pm yiiksekliginde 15-18 pm genisliginde olup viicut ekseni ile 30°-45°
ac1 yapacak sekilde konumlanmistir (Sekil 5a, 6a). Canli hiicreler 109 um (68 um-129 pm) en dar
bolgenin genisligi 14 um (9-17 um), en genis bolgesi ise 25 pm (16-30 um) olarak 6l¢iildii. Protargol
impregnasyonlu hiicrelerden elde edilen olglimler Cizelge 1’de verilmistir. Sitoplazmik goriiniim,
besin vakuolleri, kontraktil vakuol ve ekstruzomlar 6nceki popiilasyonlara benzerdir. Makroniiklear
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organizasyon onceki popiilasyonlardan farkli olarak serit bigiminde degil, kii¢iik nodiillerden olusan
¢ok pargali olduklar1 goriildii (Sekil 5b, 6a).

Sekil 5. Spathidium sp. popiilasyon 3’lin fotomikrograflari. a, d, : canli, b, ¢, e: giimiig impregnasyonu.
BV: besin vakuolii; DF: dorsal firga KV: kontraktil vakuol, Ma: makroniikleus OE: oral
ekstruzom; OK: oral kabarti; SiK: sirkamoral kineti. Barlar 50 pm’dir.

OK:

SoK

Sekil 6. Spathidium sp. popiilasyon 3’lin genel morfolojisi ve infrasiliyatiir diyagramlari. a: canl
hiicre, b, c: sag ve sol lateral siliyatiir diyagrami. BV: besin vakuolii; DF: dorsal fir¢a; KV:
kontraktil vakuol; Ma: makroniikleus; OE: oral ekstruzom; OK: oral kabarti: S: sil; SE:
sitoplazmik ekstruzom; SoK: somatik kinetozom. Barlar 50 pm’dir.
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Somatik siller 9-10 pm uzunlugunda olup 18 (14-24) kineti olustururlar (Sekil 6b-c). Somatik
ve oral siliyatiiriin genel organizasyonu onceki popiilasyonlar ile benzer olup, dorsal firca ile ilgili
uzunluk ve kinetozom ¢ifti sayilar Cizelge 1’de verilmistir.

3.2. Molekiiler veriler ve filogenetik analizler

Morfolojik olarak ayirt edilen her {i¢ popiilasyonun (Spathidium sp. popiilasyon 1-3) 18S
rDNA gen bdlgelerinin niikleotid dizileri ortaya ¢ikarildi; 1 numarali popiilasyon i¢in 1541, 2 numarali
popiilasyon i¢in 1576, 3 numarali popiilasyon i¢in 1564 baz ¢ifti okunmustur. Her {i¢ popiilasyondan
elde edilen gen dizilerindeki guanin ve sitozinlerin (G+C) toplam niikleotidlerin %43.5’ini
olusturduklar goriildii.

Arcuospathidium muscorum KT246077
Arcuospathidium muscorum DQ411859
; Spathidium papilliferum KY556649

M Sa10 Epispathidium amphoriforme KT246079

0.02 Spathidium muscicola KT246087
Epispathidium amphoriforme KT246080

Spathidium spathula HM140392

Spathidium securiforme KY556642
Spathidium rectitoratum KF733757
Spathidium rectitoratum KY556644

100/0.00) Arcuospathidium namibiense tristicha JF263442
ﬂg{i Epispathidium terricola KT246083

88/0.94|

Epispathidium terricola KT246082
504t Spathidium papilliferum KY556645

Spathidium papilliferum DQ411857
{rSpathidium papilliferum DQ411858
79/0.71 Epispathidium sp. KT246081
L S Apertospathula oktemae MG450793
L Arcuospathidium sp. JF263443
Arcuospathidium namibiense tristicha KF733754

Spathidium ascendens KY556643
Spathidium sp. 222931

Spathidium stammeri DQ411862
730.L0 Spathidium polynucleatum KY556647
Spathidium stammeri KY922825
Spathidium foissneri KF733756
Teuthophrys trisulca africana DQ411863
Arcuospathidium cultriforme DQ411860
Arcuospathidium cultriforme scalpriforme KT246076
=T 98/0. Balantidion pellucidum JF263444
Enchelys gasterosteus JF263447
Lagynophrya acuminata JQ723972
Spathidium sp.
Spathidium sp. JF263451

59/0.81 Cultellothrix coemeterii KF733755
H Cultellothrix lionotiformis JF263445
54/0.61 Apobryophyllum schmidingeri JF263441
s r Spathidium simplinucleatum KT246089
Spathidium simplinucleatum KT246090

49/0, Bryophyllum sp. KT246078
Enchelyodon sp. JF263446

54/0.66 Enchelys megaspinata KY556648
63/0.84 E Spathidium claviforme KT246086
Protospathidium muscicola JF263449

Enchelys polynucleata DQ411861
Semispathidium breviarmatum F263450

Loxophyllum jini EF123708
fﬂ’ﬁ’li——+7— Loxophyllum rostratum DQ190465
Litonotus paracygnus DQ190464

L Amphileptus aeschtae EU242510

41/0.58-

47/--| 97/‘0‘97\

50/0.73 |

77/0.83 |

53/--

54/0.66—_|

96/0.98

o
=
5h

Aa

Sekil 7. Spathidiid siliyatlarin 18 S rDNA gen dizisine dayali filogenisi. Bu ¢alismada izole edilen
Spathidium sp. agag¢ lizerinde koyu olarak gdsterilmistir. Nod degerlerindeki ¢ift tire (--)
Bayesian ¢ikarsamasi ile elde edilen agacta bu kolun mevcut olmadigina isaret etmektedir.
Bar her 100 niikleotidde 2 baz degisimini gdstermektedir.

Her popiilasyondan elde edilen 18S rDNA gen dizileri hizalandiginda niikleotidlerin birbirleri
ile %100 eslestikleri, delesyon, insersiyon, transversiyon ya da transisyon tarzinda baz degisimlerinin
bulunmadigi, Kimura 2 parametre modeline gore yapilan analizlerde popiilasyonlar arasinda farkin
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(0.000) bulunmadig1 gorildi, goézlenen her bir farkli morfolojik popiilasyonun ayni tiirlin farkli
gelisim asamalar1 olduguna karar verildi. Elde edilen morfolojik veriler ile, bu ¢alismada izole edilen
Spathidium poplilasyonu daha 6nce tanimlanmig higbir tiire dahil edilemediginden Spathidium sp.
olarak verildi.

Spathidium sp.’nin 18S rDNA geninin niikleotid dizileri GenBank’ta (NCBI) kayitli diger
siliyatlarin gen dizileri ile karsilagtirildiginda (BLAST) en c¢ok Lagynophrya acuminata’ya
(JQ723972) benzer oldugu, 1564 niikleotidden 1541’inin benzer oldugu ve benzerligin %99 oldugu
belirlendi.

Bu calismada izole edilen Spathidium sp. popiilasyonunun filogenetik durumunun agikliga
kavusturulmast i¢in maksimum olabilirlik (ML) ve Bayesian ¢ikarsamasi (BI) analizlerinde
GenBank’tan (NCBI) alinan 18S rDNA gen dizilerinin kayit numaralar1 filogenetik agac iizerinde
gosterilmistir (Sekil 7). Filogenetik analizlerde Spathidiida takimi iiyelerine ek olarak dis grup olarak
bu takim ile en yakin ortak atadan ayrilan klad (kiime) olan Pleurostomatda takimi iiyeleri segildi. Her
iki algoritma ile (ML ve BI) olusturulan filogenetik agaclar genel topoloji bakimindan birbirleri ile cok
yiiksek oranda benzer olduklarindan filogenetik analiz ML agaci iizerinde her iki algoritmanin nod
degerleri verilerek sunulmustur. Filogenetik agaglarda her iki algoritma ile tam olarak desteklenen
nodlar koyu nokta olarak belirtildi.

Her iki algoritma ile (ML ve BI) {iiretilen filogenetik agacta da Spathidiida takim iiyeleri ile
dis grup olarak kullanilan Pleurostomatida takimi iiyelerinin tam destek ile (ML=100, BI=1.00) ile
birbirlerinden ayrildiklar1 goriildii (Sekil 7). Bununla birlikte Spathidiida igerisinde yer alan
taksonlarin filogenetik agac icerisinde monofiletik gruplar olusturmadiklar, siliyatlarin morfolojik
siniflandirma sisteminden farkli olarak 5 ana klad (K1-K5) ve bu kladlar ile iligkili alt kladlar
olusturduklar goriildii. Her bir klad igerisinde farkli familya ve cinslere ait siliyatlar yer aldig1 gibi,
ayni cins veya tiire ait {iyelerin birbirinden farkli kladlarda ve uzak olarak konumlanis olduklar
goriildii. Filogenetik agagta Spathidium cinsine ait tiirlerin 5 kladin tamaminda diger organizmalar ile
birlikte kiimelenmis olarak goriildii.

Bu ¢aligmada elde edilen Spathidium sp. popiilasyonu (filogenetik aga¢ {izerinde koyu olarak
gosterilmistir) K3 kladi igerisinde konumlanmis olup diger Spathidium tirlerinden ziyade
Lagynophrya acuminata (JQ723972), Enchelys gasterosterus (JF263447) ve Balantidion pellucidum
(JF263444) ile daha yakin iligkili olduklar goriildii.

4. Tartisma ve Sonug¢

Spathidiid siliyatlarin kesfinden giliniimiize kadar 250’nin tlizerinde morfo-tiirii tespit edilmig
ve tanimlanmistir (Foissner & Xu, 2007; Yildiz, 2018). Siliyat taksonomisi ile ilgili ¢aligmalar uzun
yillar homolojiyi yansittigi kabul edilen morfolojik karakterler (apomorfik karakter) iizerinden
yiiritilmastir (Lynn & Small, 2000; Corliss, 2001; Adl ve ark., 2005; Foissner & Xu, 2007).
Spathidiid siliyatlarin taksonomisinde kullanilan morfolojik karakterlerin basinda hiicre biyukligi,
hiicre sekli, niiklear organizasyon, somatik ve oral siliyatiir gibi karakterler gelmektedir (Foissner &
Xu, 2007).

Sunulan bu ¢alismada Petri Kkiiltiirlerinde birbiri ardinca gozlenen morfolojik olarak
birbirinden bariz sekilde ayirt edilebilen ii¢ spathidiid popiilasyonu goriildii. Bu popiilasyonlardan elde
edilen morfometrik veriler iizerinde gerceklestirilen tek yonlii varyans analizleri sonucunda hiicre
blytkligi, hiicre genisligi, niiklear sekil bliytkligi, somatik kineti sayisi, dorsal fir¢a uzunluklarinin
her ili¢ popiilasyonun da anlamli olarak birbirinden farkli olduklar1 goriildii (P<0.001). Her fig
morfolojik popiilasyonun 18S rDNA gen bolgesi karsilastirildiginda kiiltlirlerde birbiri ardinca
gozlenen ve farkli morfoloji sergileyen popiilasyonlarin benzer niikleotid dizisine sahip olmalarindan
dolay1 bu siliyatlarin ayni popiilasyonun farkli gelisim formlar1 oldugu sonucuna varildi. Fakat elde
edilen popiilasyonlar, morfolojik olarak daha once tanimlanmis tiirlere (Foissner & Lei, 2004; Xu &
Foissner, 2005; Foissner & Xu, 2007; Foissner ve ark., 2014; Jang ve ark., 2017) dahil
edilemediginden Spathidium sp. olarak bildirildi.

Bu ¢alismada izole edilen Spathidium sp. popiilasyonunun 18S rDNA gen dizilerinin diger
Spathidium tiirlerinden ziyade Lagnophrya acuminata (JQ723972), Enchelys gasterosterus
(JF263447) ve Balantidion pellucidum (JF263444) tiirleri ile yakin iligkili olmas1 dikkat ¢ekicidir. Bu
siliyatlar (Lagnophrya acuminata, Enchelys gasterosterus ve Balantidion pellucidum) morfolojik
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olarak Spathidium tiirlerinden ¢ok farkli olduklar1 gibi taksonomik olarak da birbirinden uzak ve her
biri ayr1 familyalar i¢inde siniflandirilmaktadir (Lagnophrya acuminata, Familya Trachelophyllidae
Kent 1882; Enchelys gasterosterus, Familya Enchelyidae Ehrenberg, 1838; Balantidion pellucidum,
Acrpoisthiidae Foisssner and Foissner 1988). Lagynophrya acuminata (Sekil 8d, 8e) 70-95 x 20-30
um boyutlari, vazo bicimli, geri cekilebilir 10 um yiiksekliginde oral ¢ikinti, hiicrenin ortasinda
konumlanmis elipsoid tek makroniikleus ve birka¢ mikroniikleus, dikinetid sirkamoral kineti, 11-18
pm ve 3-4 um uzunlugunda iki tip ekstuzoma sahip olmasi ile karakterize edilir. Lagynophrya
acuminata morfolojik ve morfometrik olarak Spathidium sp.’den oldukca farklidir. Enchelys
gasterosterus (Sekil 8c) vazo bigimli, apikal konumlu oral agiklik diiz olarak kesik, hiicrenin ortasinda
konumlanmis oval bi¢imli bir makroniikleus ve kiiresel bi¢imli bir mikroniikleus, sirkamoral kineti
somatik kinetilerin anteriyoriinde ve uzun eksene paralel diizenlenmis olmasi ile karakterize edilir ve
bu calismanin konusunu olusturan Spathidium sp.’den morfolojik olarak farklidir. Balantidion
pellucidum (Sekil 8a, 8b) 70-100 x 25-45 um boyutlari, genisce silindirik ve anteriyor kisim hafifce
daralmis bigimli, oral aciklik anteriyorde ve diiz olarak kesik, oral agikligin etrafi somatik sillerin
anteriydr ucunun farklilasmasindan olusan fragmentli sirkamoral kineti, hiicrenin ortasinda
konumlanmis kiiresel veya hafifce eliptik bir makroniikleus ve kiiresel bi¢imli tek mikroniikleus, 4-6
pm uzunlugunda cubuk bigimli ekstruzomlar ile karakterize edilir. Bu siliyatlar morfolojik ve
morfometrik olarak bu ¢alismanin konusunu olusturan Spathidium sp.’den farklidirlar.

Molekiiler verilere dayali filogenetik analizler Spathidiida takimi igerisinde yer alan
taksonlarin monofiletik olmadiklart pek ¢ok ¢alismada gosterilmistir (Vd’acny ve ark., 2014; Jang ve
ark., 2015 ve 2017; Rajter & Vd’acny, 2016; Yildiz, 2018). Bu calisma ile elde edilen sonuglar
Spahtidiida takiminin dis grup olarak kullanilan Pleurostomatida takimindan tam destek ile (ML=100;
BI=1.00) ayrilarak monofiletik bir grup olusturdugu, Spathidiida takimi igerisinde yer alan taksonlarin
ise Onceki ¢aligmalarda oldugu gibi parafiletik olduklar1 goriilmiistiir.
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Sekil 8. Filogenetik agacta Spathidium sp. ile birlikte kiimelenen siliyatlarin morfolojisi. a, b:
Balantidion sp. (Foissner ve ark., 1999) ¢: Enchelys sp. (Curds, 1983); d, e: Lagynophrya
acuminata (Foissner ve ark., 1999).

Filogenetik agaclarda spathidiid siliyatlar 5 ana klad (K1-K5) olusturduklar1 ve Spathidium
cinsi iiyelerinin bu kladlarin tamaminda diger siliyatlar ile birlikte kiimelenen {iyelerinin bulundugu ve
polifiletik olduklart agikca goriilmektedir (Sekil 7). Bu kaotik durum iki sebepten kaynaklanabilir; 1)
siliyat taksonlar1 homolojiyi yansittig1 varsayilan morfolojik veriler kullanilarak olusturulmustur.
Spathidiid siliyatlarin taksonomisinde basta oral apareyin morfolojisi ve oral siliyatiir olmak {izere
hiicre sekli, somatik siliyatiir, hiicre bi¢cimi ve biiyiikliigii, ekstruzom sekli yaygin olarak kullanilan
morfolojik karakterlerdir (Xu & Foissner, 2005; Foissner & Xu, 2007; Foissner ve ark., 2014; Jang ve
ark., 2017). Spathidiid siliyatlar avci organizmalar olup kendilerinden kiiciik, esit ya da daha biiyiik
siliyatlar ve diger kiigiik ¢cok hiicreli organizmalar1 yakalayarak beslenirler. Farkli soy hatlarindan
gelen ve benzer beslenme stratejisi altinda aynmi secilim baskisina maruz kaldiklart i¢in benzer
morfoloji gosterebilirler. Bu da morfolojik yapiya dayali taksonominin bu organizma grubu igin
(Takim: Spathidiida) homolojiyi yansitmadig diisiiniilebilir. Bu varsayimin dogrulugunu test etmek
icin filogenetik agacta birlikte kiimelenen organizmalar i¢in ayirt edici yeni morfolojik karakterlerin
ortaya c¢ikartilmasi, bu karakterlerin filogenetik yontemler ile diger spathidiid siliyatlara uyarlanmasi
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gerekmektedir; 2) siliyatlarin 18S rDNA gen bolgesinin farkli habitatlarda birbirinden farkli
mutasyonlar gecirdigi ve konvergensinin oldugudur. Spathidiidlerde daha da genel anlamda avci
siliyatlar temsil edilen Haptoria sinifinda konvergensinin veya paralel evrim olabilecegine dair veriler
mevcuttur (Vd’acny ve ark., 2014; Jang ve ark., 2017). Bu durumu agikliga kavusturmak icin 18S
rDNA gen boélgesine ilave olarak bagka gen bdlgelerinin de dahil edildigi (ITS, COI gibi) filogenetik
agaclar olusturularak 18S rDNA gen bolgelerinin filogenetik bilgiyi agiga ¢ikarma durumlari test
edilmelidir. Siliyatlar ile ilgili molekiiler verilerin olduk¢a az ve belli organizmalar ile smnirh
olmasindan dolayr mevcut veriler ile bu karsilastirmalari yapmak su an i¢in miimkiin
goriilmemektedir. Bu karigikligin ¢oziimii ancak farkli habitatlardan izole edilecek giivenilir
morfolojik verilere dayali farkli gen bdlgelerine ait verilerin kullanilacag: filogenetik calismalar ile
miimkiin olacaktir.
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