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1. AREKLIS FARM SOLUCAN CIFTLIGI Sirketinden Solucan

Orneklerinin Temini

Ornekkt')y Kiime Evleri, Orkide Antrepo yanyol Kemalpa§a/izmir/Tﬁrkiye
adresinde faaliyet gosteren AREKLIS FARM SOLUCAN GIFTLIGI firmasindan,
Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii biinyesinde yer alan
“Molekiiler ve Sistematik Zooloji” laboratuvaria solucan mamasi igerisinde canl

37 solucan ornegi saglikl bir sekilde kargo yoluyla ulastirilmastir.

2. Laboratuvar Analizleri

a. Solucanlarinin DNA izolasyonlarina hazir hale getirilmesi

Genomik DNA izolasyonu yapilacak organizmanin (solucan Orneklerinin)
laboratuvara canli ve biitiin olarak getirilmesi, DNA izolasyon isleminin kalite
ve miktar1 acisindan onem tasimaktadir. Bu baglamda, laboratuvara getirilen
solucanlarin canliligin1 kaybetmesini onlemek iizere solucanlar dogal yasam
ortami (toprak+mama) ile birlikte laboratuvarimiza getirilmistir. Solucan ile
birlikte gelebilecek olan diger organizmalarin (parazitik canlilar) DNA
izolasyonunu yapmamak igin, segilen solucanlar oncelikle 5-10 defa distile su ile
yikanmistir ve 1X PBS (Phosphate Buffered Saline) tamponunda 30 dakika
boyunca bekletilmistir. Ayrica, DNA izolasyonu igin segilen solucan
orneklerinin her biri steril bistiiri ile kesilmis ve bagirsak kismi topraktan
arindirilarak 15 dakika boyunca 1X PBS (Phosphate Buffered Saline)

tamponunda bekletilmistir.
b. Genomik DNA Izolasyonu

Tim calismalar steril kabin iginde gerceklestirilmis ve izolasyon igin gerekli
pipet, mikrosantrifiij tlipleri gibi ekipmanlar otoklavlanarak steril hale
getirilmistir. Genomik DNA izolasyonu, “High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche)” kit protokoliine uygun olarak yapilmistir. Bu
protokole gore, s1v1 azot kullanilarak toz haline getirilen yaklasik 250 mg'lik kas

dokusu tizerine 500 pl doku lizis tamponu (tissue lysis buffer) ve 50 ul Proteinaz



K (20 pg/ml) eklenmistir. Daha sonra, Ornekler 8 saat boyunca 55 °C'de
inkiibasyona birakilmis ve proteinlerin kimyasal olarak pargalanmasi
saglanmistir. Inkiibasyon sonrasi etiivden alinan &rneklere pipetaj yapilarak
tizerlerine 500 pl baglanma tamponu ve 500 pl absolut izopropanol (Merck)
eklenmistir. Eppendorf marka tiipler icinde yer alan ornekler 13,000 g'de 5
dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras1t DNA igere supernatant kisma filtreli
tiipler icindeki rezervuarlara alinmis ve tekrar 8,000 g'de 1 dakika boyunca
santrifiijlenmistir. ~ Boylece, DNA'min filtreye tutunmasimasi saglanmaistir.
Filtreye tutulu halde bulunan DNA sirasiyla inhibitor temizleyici tampon (500
ul) ve yikama tamponu (500 pl) ile 8,000 g'de 1 dakika santrifiijlenerek
temizlenmistir. Filtreye tutumus halde bulunan temizlenmis DNA tizerine 50 ul
elisyon tamponu eklenmis ve 8000 g'de 1 dakika santrifiijlenerek
coktiirtilmiistiir. izolasyonu gerceklestirilen genomik DNA RNAz enzimi ile

muamele edilmis ve — 26 °C'de saklanmustir.
c. Izole edilen Genomik DNA’larin Kalite ve Miktar Belirlenmesi

izolasyonu gerceklestirilen genomik DNA Orneklerin kalite ve miktar tayinleri,
spektrofotometrik olarak NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, USA) cihaz ile
belirlenmistir. A260/A280 absrobsiyon orami ~1.8 civarinda olan ve miktar
bakimindan en az 50 ng/ul olan kaliteli ornekler deneysel reaksiyon igin
secilmisgtir.

Tablo 1. Solucan DNA 6rnekleri NanoDrop 2000c sonuglar1 (ng: nanogram, pl:

mikrolitre)
Ornek Ad1 DNA Konsantrasyonu (ng/ul) A260 A280 | 260/280 | 260/230
Are-Efetida-1 157,1 3,143 1,687 1,86 1,18
Are-Efetida-2 112,7 2,254 1,17 1,93 0,61
Are-Efetida-3 133 2,661 1,38 1,93 1,07
Are-Efetida-4 57,9 1,158 0,606 1,91 0,19
Are-Efetida-5 61,7 1,234 0,659 1,87 0,23
Are-Efetida-6 89,6 1,792 0,953 1,88 0,54
Are-Efetida-7 93 1,14 0,616 1,85 0,68
Are-Efetida-8 139,3 2,785 1,473 1,89 0,89
Are-Efetida-9 100,1 2,002 1,118 1,79 0,59
Are-Efetida-10 60,8 1,216 0,687 1,77 0,33




Tablo 1'de goriildiigii gibi, 10 6rnegin hepsinin DNA sonuglar1 PCR reaksiyonu
icin yeterlidir (Are-Efetida DNA > ~1.8 (260/280 Absrobsiyon) ve ~60 ng/ul).

d. Eisenia fetida-COI genine 6zgii primer tasarimi

Eisenia fetida-COI tiiriine 0zgii primer cifti Primer3 (http://primer3.ut.ee/)
yazilmi ile tasarlanmistir. Eisenia fetida-COI dizisi NCBI-GenBank veri
tabanindan alimmistir, GenBank erisim numaras:: “FJ214228.1”. Primer3
programi ve Eisenia fetida-COl dizisi kullanilarak tasarlanan ve sentezi
gerceklestirilen primer c¢ifti (Micro synth, The Swiss DNA Company, Siparis No:
533647) asagidaki tabloda sunulmustur.

Tablo 2. Eisenia fetida-COI genine 6zgti primer cifti

Primer Primer Dizisi (5> 3’) Baz Tm Molekiiler
Uzunlugu | Derecesi | Agirlik

Efetida-F | AAGTGGGCTTCGACTAGAAC 20 54.8 6165.4 g/mol

Efetida-R | TTGATTTTTGACCCATGAAG 20 52.3 6121.8 g/mol

Liyofilize halde gelen primerler 6ncelikle mikrolitresinde 100 uM olacak sekilde
ultrasaf su ile seyreltilmistir. Daha sonra PCR 'da kullamilmak tZzere bu stok
mikrolitresinde 10 ulM olacak sekilde seyreltilmistir.

e. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PCR icin gerekli olan kimyasal bilesikler Thermo-Scientific firmasindan temin
edilmitir. Kimyasal icerigi; 10X PCR Tamponu (100mM Tris-HCI, 500Mm KCI),

dNTP karigimi, Taq DNA polimeraz enzimi, MgCl,, DNA ve ultrasaf sudur

(Tablo 3).
Tablo 3. PZR Bilesenleri ve Protokolii
PCR Bilesenleri ve Miktarlar1 PCR Protokolii
Tampon Cozelti (10X)................. 5ul
MgCl2 (2,5 mM)...cocevviiiiinnne 7ul 94°C 4 (On Denatiirasyon evresi)
dNTP karisimi (2.5 mM)........... 5 ul
Primer F (10 pmol).......ccceuevence. 2ul 94°C 1
Primer R (10 pmol).........ccccueeuee. 2 ul 54°C 1' (30 Dongii- Uzama evresi)
Taq DNA polimeraz (5U)....... 0.4 ul 72°C 1
DNA®GONg/ pl)..ovviiiiiiinne 3ul
Distile sU....cccecvcererereneeennn 25.6 ul 72°C 10" (Son Uzama evresi)
Total Hacim......cccooviiiiiininnnnnnnn. 50 ul




PZR islemi sonucunda olusan hedef iirtinlerin (amplikonlarin) tespiti i¢in %1,5-
2'lik agaroz jelde elektroforez yapilmistir. Yaklasik 400 baz uzunlugundaki
amplikon boyutunun belirlenmesi i¢in 100 bp’lik molekuler agirlik merdiveni
(ing. DNA ladder) kullanilmustr.

f. Agaroz Jel’den Amplikonlarin Saflastirilmast

Jelden geri kazanim islemi “High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)”
yoluyla gerceklestirilmistir. Bu protokole gore, 1.5 ml'lik tiiplerde bulunan
yaklagik 100 mg olan jel uZzerine 300 pl Baglanma tamponu eklenmis, 56°C'de 10
dakika kadar calkalamali 1sitict blokta tutularak agaroz jelin erimesi
saglanmistir. Daha sonra {tizerine 150 ul izopropanol eklenip, kuvvetlice
vortekslenerek karistirilmistir. inkﬁbasyon sirasinda kit ile birlikte gelen filtreli
tupler, toplama tiiplerinin icine yerlestirilmistir ve eriyen jel ve isopropanol
iceren karigim filtreli tiipiin icine pipet vasitasiyla aktarilarak 14 000 rpm'de 1
dakika santrifiij edilmistir. Toplama tiipii icerisine ¢oken sivi uzaklastirilmistir.
Filtreli tiip tekrar toplama tiipii icine yerlestirilip PCR iirtintiniin
temizlenmesini saglamak icin 500 pl yikama soliisyonu eklenir, 14 000 rpm'de 1
dakika santrifiij edilir ve toplama tiipii icerisine ¢oken siv1 tekrar uzaklastirilir.
Cogaltilan hedef DNA iirtintintin kazanilmasi icin 50-100 pl eliisyon tamponu
tiltreli tiipe eklenip 14000 rpm 'de 1 dakika santrifiij edilerek hedef DNA'nin

kazanilmasi saglanmustir.
8. DNA Dizi Analizi

Jelden saflastirilarak elde edilen ve kontrolii yapilan ~400 baz ciftlik Eisenia
fetida-COI DNA dizilenmesi yapilmak tizere servise yollanmistir. Dizileme
reaksiyonu sonucu gelen diziler NCBI veri tabanina “Basic Local Alignment

Search Tool (BLAST)” algoritmasi ile (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

hizalanmistir. Analiz sonucu asagidaki Tablo 4'te sunulmustur.



Tablo 4. Eisenia fetida-COI DNA dizilerinin BlastN sonuglar1 (E-degeri: 1e-10).

Organizma Kodu | Hedef Benzerlik Hizlama E-degeri | Bit Skoru
Organizma ID | Orani (%) Uzunlugu
Are-Efetida-1 FJ214228.1 98 427 0.0 756
Are-Efetida-2 FJ214228.1 97 427 0.0 736
Are-Efetida-3 FJ214228.1 97 445 0.0 774
Are-Efetida-4 FJ214228.1 98 425 0.0 747
Are-Efetida-5 FJ214228.1 98 443 0.0 782
Are-Efetida-6 FJ214228.1 97 424 0.0 737
Are-Efetida-7 FJ214228.1 96 424 0.0 704
Are-Efetida-8 FJ214228.1 98 438 0.0 769
Are-Efetida-9 FJ214228.1 99 437 0.0 787
Are-Efetida-10 FJ214228.1 99 411 0.0 752
3. Sonug

Laboratuvarimiza gelen solucan érneklerinin COI gen bélgesine dayal
gerceklestirilen DNA dizi analiz sonucunda, ¢alisilan solucanlara ait
dizilerin ~ %98 oran ile Kirmiz1 Kaliforniya Solucanlar: ile benzerlik
gosterdigi ortaya konulmustur. Ayrica, Tablo 4'te goriildiigii iizere, E-
degerinin “0.0” olmasi, karsilastirmalarinin sansa baglh olamayacagim
gostermektedir. Diger bir ifadeyle, ¢calisilan séz konusu tiiriin Eisenia

fetida olduguna isaret etmektedir.

4. Ek: DNA Dizi Sonuclar

Are-Efetida-1

GAGCTGTAGTTATTACCGTGGTGTTACTACTTTTATCTCTTCCAGTACTTGCGGGAGCCATCACTATACT
ATTGACAGATCGAAACCTAAACACCTCATTCTTTGACCCTGCTGGAGGTGGCGACCCTATTCTCTACCAA
CACTTATTCTGATTTTTTGGGCATCCCGAAGTCTACATTCTCATCTTACCTGGATTTGGAGCAATCTCAC
ATATCGTTAGTCATTATACTGCAAAACTGGAACCATTTGGGGCTCTCGGGATAATTTATGCCATGCTCGG
AATTGCTGTATTGGGATTTATTGTGTGAGCACATCACATATTCACAGTAGGACTTGATGTAGATACACGA
GCATACTTCACGGCAGCTACCATAATTATCGCAGTACCCACAGGTATTAAAGTATTTAGATGGTTGGCTA
CCCTTCATGGGTCAAA

Are-Efetida-2

GTGGGTTCGACTAGAACGAATCCCTCTCTTTGTATGAGCTGTAGTTATTACCGTGGTGTTACTACTTTTA
TCTCTTCCAGTACTTGCGGGAGCTATCACTATATTATTGACAGATCGAAACCTAAATACCTCATTCTTTG
ACCCTGCTGGAGGTGGGGATCCTATTCTCTACCAACATTTATTCTGATTTTTTGGACACCCTGAAGTTTA
CATTCTCATCTTACCTGGATTTGGAGCAATCTCACATATCGTTAGTCATTATACTGCAAAACTGGAACCA
TTCGGGGCTCTCGGGATAATCTACGCTATGCTAGGAATTGCTGTATTGGGATTTATTGTGTGAGCACATC




ATATATTCACAGTAGGACTTGATGTAGATACACGAGCATACTTCACGGCAGCTACCATAATTATTGCAGT
ACCCACAGGTATTAAAGTAT

Are-Efetida-3

GCATGATTTGTCTGAGCTGTAGTTATTACCGTGGTGTTACTACTTTTATCTCTTCCAGTACTTGCGGGAG
CTATCACTATACTATTGACAGATCGAAACCTAAACACCTCATTCTTTGACCCTGCTGGAGGTGGCGACCC
TATTCTCTACCAACATTTATTCTGATTTTTTGGACACCCTGAAGTCTACATTCTCATCTTACCTGGATTT
GGAGCAATCTCACACATCGTTAGCCATTACACCGCAAAACTGGAACCATTTGGGGCTCTCGGGATAATCT
ATGCCATGCTCGGAATTGCTGTATTGGGATTTATTGTGTGAGCCCACCACATATTCACAGTAGGACTTGA
TGTAGATACACGAGCATACTTCACGGCAGCTACCATAATCATCGCAGTACCCACAGGTATTAAAGTATTT
AGATGGTTGGCCACCCTTCATGGGTCAAAAATCAAAAATGAGA

Are-Efetida-4

TGAAGTGGGGCTTCGACTAGAACGAATCCCCCTATTTGTATGAGCTGTAGTTATTACCGTGGTGTTACTA
CTTTTATCTCTTCCAGTACTTGCGGGAGCTATCACTATACTACTGACAGATCGAAACCTAAATACCTCAT
TCTTTGACCCTGCTGGAGGTGGGGACCCTATTCTCTACCAGCATTTATTCTGATTTTTTGGACACCCTGA
AGTTTACATTCTCATCTTACCTGGATTTGGGGCAATCTCACACATCGTTAGTCATTATACTGCAAAACTG
GAACCATTTGGGGCTCTCGGGATAATTTATGCCATGCTCGGAATTGCTGTATTGGGATTTATTGTGTGAG
CCCATCACATATTTACAGTAGGACTTGATGTAGATACACGAGCATACTTCACGGCAGCTACCATAATTAT
CGCAGAACCCACAGGATAAGATGCCAT

Are-Efetida-5

TTATCGGTTGTATGAGCTGTAGTTATTACCGTGGTGTTACTACTTTTATCTCTTCCAGTACTTGCGGGAG
CTATCACTATACTATTGACAGATCGAAACCTAAATACCTCATTCTTTGACCCTGCTGGAGGTGGGGACCC
TATTCTCTACCAGCATTTATTCTGATTTTTTGGGCACCCTGAAGTTTACATTCTCATCTTACCTGGATTT
GGGGCAATCTCACATATCGTTAGTCATTACACTGCAAAACTGGAACCATTTGGGGCTCTCGGGATAATTT
ATGCCATGCTCGGAATTGCTGTATTGGGATTTATTGTGTGAGCCCATCACATATTTACAGTAGGACTTGA
TGTAGATACACGAGCATACTTCACGGCAGCTACCATAATTATTGCAGTACCCACAGGTATTAAAGTATTT
AGATGGTTGGCCACCCTTCATGGGTAAAAAATCAAATATG

Are-Efetida-6

TAGCAGGTGGCTGTAGTTATTACCGTGGTGTTACTACTTTTATCTCTTCCAGTACTTGCGGGAGCTATCA
CTATACTATTGACAGATCGAAACCTAAATACCTCATTCTTTGACCCTGCTGGAGGTGGGGACCCTATTCT
CTACCAGCATTTATTCTGATTTTTTGGGCACCCTGAAGTCTACATTCTCATCTTACCTGGATTTGGGGCA
ATCTCACATATCGTTAGTCATTATACTGCAAAACTGGAACCATTTGGGGCTCTCGGGATAATTTATGCCA
TGCTCGGAATTGCTGTATTGGGATTTATTGTGTGAGCCCACCACATATTTACAGTAGGACTTGATGTAGA
TACACGAGCATACTTCACGGCAGCTACCATAATTATTGCAGTACCCACAGGTATTAAAGTATTTAGATGG
TTGGCCACCCTTCATGGTAAAAAAAAATCAAA

Are-Efetida-7

TGAAGTGGGGCTTGACTAGAACGAATCCCCCTATTTGTATGAGCTGTAGTTATTACCGTGGTGTTACTAC
TTTTATCTCTTCCAGTACTTGCTGGAGCCATCACTATACTACTAACAGATCGAAACCTAAACACCTCATT
CTTTGACCCTGCTGGAGGTGGGGACCCTATTCTCTACCAACATTTATTCTGATTTTTTGGACACCCTGAA
GTCTACATTCTCATCTTACCTGGATTTGGAGCAATCTCACACATCGTTAGCCATTACACCGCAAAACTGG
AACCATTTGGGGCTCTCGGGATAATTTATGCCATGCTCGGAATTGCTGTATTGGGATTTATTGTGTGAGC
CCACCACATATTTACAGTAGGACTTGATGTAGATACACGAGCATACTACACGGCAGCTACCATAATCATT
GCAGTACCCACAGGTATAAAAGTA

Are-Efetida-8

CCTATTTGTGTGAGCTGTAGTTATTACCGTGGTGTTACTACTTTTATCTCTTCCAGTACTTGCGGGAGCT
ATCACTATACTATTAACAGATCGAAACCTAAATACCTCATTCTTTGACCCTGCTGGAGGTGGCGACCCTA
TTCTCTACCAACATTTATTCTGATTTTTTGGACACCCTGAAGTCTACATTCTCATCTTACCTGGATTTGG
AGCAATCTCACATATCGTTAGCCATTACACCGCAAAACTGGAACCATTTGGGGCTCTCGGGATAATTTAT
GCCATGCTCGGAATTGCTGTATTGGGATTTATTGTGTGAGCACATCACATATTCACAGTAGGACTTGATG
TAGATACACGAGCATACTTCACGGCAGCTACCATAATTATTGCAGTACCCACAGGTATTAAAGTATTTAG
ATGATTAGCCACCCTTCATGGGTAAAAAAAA

Are-Efetida-9

GGGCTTCGACTAGAACGAATCCCCCTATTTGTATGAGCTGTAGTTATTACCGTGGTGTTACTACTTTTAT
CTCTTCCAGTACTTGCGGGAGCTATCACTATACTATTGACAGATCGAAACCTAAATACCTCATTCTTTGA
CCCTGCTGGAGGTGGCGACCCTATTCTCTACCAACATTTATTCTGATTTTTTGGACACCCTGAAGTTTAC
ATTCTCATCTTACCTGGATTTGGAGCAATCTCACACATCGTTAGTCATTATACTGCAAAACTGGAACCAT
TTGGGGCTCTCGGGATAATTTATGCCATGCTCGGAATTGCTGTATTGGGATTTATTGTGTGAGCACACCA
CATATTCACAGTAGGACTTGATGTAGATACACGAGCATACTTCACGGCAGCTACCATAATTATCGCAGTA
CCCACAGGTATAAAGATATTTCG

Are-Efetida-10

AACCCCCCTATTTGTATGAGCTGTAGTTATTACCGTGGTGTTACTACTTTTATCTCTTCCAGTACTTGCG




GGAGCTATCACTATACTATTGACAGATCGAAACCTGAATACCTCATTCTTTGACCCTGCTGGAGGTGGCG
ATCCTATTCTCTACCAACATTTATTCTGATTTTTTGGACACCCTGAAGTTTACATTCTCATCTTACCTGG
ATTTGGAGCAATCTCACATATCGTTAGTCACTATACTGCAAAACTGGAACCATTTGGGGCTCTCGGGATA
ATTTATGCCATGCTCGGAATTGCTGTATTGGGATTTATTGTGTGAGCACATCACATATTTACAGTAGGAC
TTGATGTAGATACACGAGCATATTTCACGGCAGCTACCATAATTATCGCAGTACCCACAGGTACAACGAT
TAGATTTC




