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Oz: Bu makalede Van topraklarindan izole edilen Colpoda O. F. Miiller 1773
cinsine ait dort siliyat siliyat tiiriinii hem morfolojik hem de 18S rDNA gen dizisine
dayal filogenetik olarak inceledik. C. lucida, C. magna ve C. maupasi morfolojik
olarak literatiir verileri ile uyumludur. Morfolojik karakterleri bakimindan daha 6nce
tanimlanmis herhangi bir popiilasyon ile eslesmeyen bir popiilasyon ise Colpoda sp.
olarak sunuldu. C. lucida ve C. magna Tiirkiye siliyat faunasina ilk kez bu ¢aligma
ile kaydedilmistir. Filogenetik analizlerde (ML ve BI) Colpoda cinsi liyeleri dis grup
olarak kullanilan tiirlerden tam destek ile ayrilmigtir. Bu ¢alismada izole edilen C.
lucida ve C. magna filogenetik agaclarda daha once tanimlanmis tiirdesleri ile
birlikte konumlanirken C. maupasi popiilasyonunun morfolojik olarak benzer
olmamasina karsin C. eucaudata ile daha yakin konumlanmistir. C. lucida
tiirdeslerinin bazal pozisyonunda onlardan genetik olarak farklilasmis olarak yer
almaktadir. Colpoda sp. ise diger hemcinslerinden farkli bir kol iizerinde Colpoda
sp. (JF747216) popiilasyonu ile kardes pozisyonda ve ondan genetik olarak uzak
pozisyonda konumlanmistir. Colpoda sp.’nin filogenetik pozisyonu ve genetik
farklilig1 onun yeni tiir olmaya aday olduguna isaret etmektedir.
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Abstract: In the present paper, we have investigated four ciliate species belonging
to the genus Colpoda O. F. Miiller, 1773 isolated from Van soil and examined both
morphologically and molecular phylogenetically based on the 18S rDNA gene
sequence. C. lucida, C. maupasi and C. magna are compatible morphologically
with literature data. One population, which did not match any previously defined
species in terms of morphological characters, was presented as Colpoda sp. C.
lucida and C. magna were recorded for the first time in the ciliate fauna of Turkey
with this study. In the phylogenetic analyses (ML and BI), the members of the
genus Colpoda separated from the species used as the outgroup with full support.
In the phylogenetic trees, the C. lucida and C. magna species isolated in this study
clustered together with the same species described previously, while the C.
maupasi population was more closely located with C. eucaudata, although not
morphologically similar. C. lucida was located in the basal position of the other
populations of the same species and slightly genetically differentiated from them.
The Colpoda sp. isolated in this study is located on a different arm from its
congeners, in a sister position with the Colpoda sp. (JF747216) population and in
a genetically distant position from it. It's phylogenetic position and genetical
difference from other populations of the Colpoda sp. from other populations
indicating a candidate to be a new species.
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1. Giris

Siliyatlar hayat dongiilerinin tamaminda veya en az bir ddneminde sil tasimalar ile karakterize
edilen tek hiicreli 6karyotik mikroorganizmalar olup suyun ya da nemin bulundugu her tiirlii habitatta
yasarlar (Lynn & Small, 2000; Lynn, 2008). Diger yasam formlariyla simbiyotik iliskiler kuran tiyeleri
bulunmakla birlikte biiylik cogunlugu serbest yasarlar (Gogmen, 2014). Serbest yasayanlar her cesit
sucul ve karasal ortamlarda yayilmis olmasina karsin, gozle goriilemeyecek kadar kiigiik boyutlara sahip
olmalari, preparasyonlarinin zor ve zaman alici olmasi ve bu alanda uzmanlasmis arastiricilarin az
olmasi gibi sebeplerden 6tiirli uzun yillar bu organizmalar ile ilgili calismalar ihmal edilmistir (Foissner,
1999; Foissner ve ark., 2002; Chen ve ark., 2021; Li ve ark., 2021; Yildiz, 2021).

Mikroskobun kesfi ile varligindan haberdar oldugumuz sucul serbest siliyatlar ile ilgili
caligmalar 100-150 yil kadar 6ncesine dayanmakta olup bu organizmalarin sadece sularda yasadiklar
diistiniilmiistiir. Yirminci ylizyilin son ¢eyreginde toprak zerreciklerinin etrafindaki su filminde aktif
olarak yasan siliyat faunasinin varlig1 gosterilmis, ¢ok sayida toprak siliyat tlirli tanimlanmistir (Foissner
ve ark., 2002).

Siliyatlar taksonomisi ve filogenisi ile ilgili arastirmalar uzun bir siire morfolojik karakterlere
dayali olarak yiiriitiilmiistiir. Diger protozoon gruplar ile karsilastirildiginda siliyatlar daha zengin
morfolojik karakter cesitliligine sahip olmakla birlikte tek hiicreli bir organizmadan filogeniyi
yansitacak yeterli karakter elde etmek giigtiir. Glinlimiizde morfolojik verilere ilave olarak gesitli gen
bolgelerinin karsilagtirmasia dayali molekiiler ¢alismalarin bu alana dahil edilmesiyle siliyatlarin
filogenisi yeniden olusturulmaya ¢alisilmaktadir (Jang ve ark., 2017; Wang ve ark., 2017; Chen ve ark.,
2021; Li ve ark., 2021).

Colpoda kolpoditler arasinda tiir gesitliligi en yiliksek cinsi olusturur (Foissner, 1993). Bu
organizmalar ile ilgili farkli cografik bolgelerde ¢ok sayida morfolojik ¢alisma bulunmakla birlikte
molekiiler filogenetik ¢alisma oldukg¢a sinirlidir. Yapilan literatiir taramalar1 sonucuna gore lilkemizde
kolpodit siliyatlar ile ilgili sadece iki ¢aligma mevcut olup, bu galigmalarda (Cinar, 2011; Kaya & Senler,
2012) morfoloji ile stirlidir. Ulkemizde heniiz kolpodit siliyatlar ile ilgili molekiiler filogenetik calisma
yapilmamigtir. Van ilindeki toprak orneklerinden izole edilen Colpoda cinsine ait siliyatlar lizerinde
gergeklestirilen bu morfolojik ve molekiiler filogenetik ¢aligma, tilkemizde bu organizmalar tlizerinde
gerceklestirilen ilk calisma olma 6zelligindedir.

2. Materyal ve Yontem

Bu ¢aligmanin materyalini Van ili (Tusba, ipekyolu ve Edremit ilgeleri) topraklarindan izole
edilen Colpoda cinsine ait siliyatlar olugturmaktadir.

2.1. Orneklerin alinmasi ve Kiiltiir yapim

Toprak 6rnekleri nemli kalma periyodu uzun, organik maddece zengin, bitkisel dokiintiilerin
bulundugu ortamlardan alindi. Orneklemeler, yiizeyden 5-10 cm derinlige kadar olan iist toprak tabakas1
styirilarak yapildi. Alinan toprak 6rnekleri gblgede, oda sicakliginda 30 giin kadar kurutulduktan sonra
paketlenerek siliyat kiiltiirlerinde kullanilmak {izere nemsiz ve karanlik ortamda saklandi (Foissner ve
ark., 2002; Vd’acny & Foissner, 2012). Kuru toprak ornekleri Petri kaplarinda saf su ile doyurularak
kiiltiirler hazirlandi. Kolpodidtlerin besin kaynaklarindan olan bakterilerin liremesini tesvik etmek igin
kiiltiir ortamina irmik, bugday ve piring gibi cesitli karbonhidrat kaynaklar1 ilave edilerek oda
sicakliginda 3-10 giin inkiibasyona birakildi.

2.2. Morfolojik yontemler

Kiiltiirlerinin 3. giiniinden itibaren Petri kaplarindan alinan siv1 stereo mikroskop altinda (Leica
S8) kiigiik bityiitmelerde (10X-80X) canli olarak gézlendi. Kilcal pipetler ile toplanan siliyatlar yiiksek
biiytitmeli (100-1000X) faz-kontrast ve diferansiyel interferens-kontrast 6zellikli Zeiss Axio Imager 2
mikroskobu altinda incelendi, canli hiicre olglimleri alindi, amaca uygun olanlarin goriintiileri
kaydedildi. Siliyatlarin oral ve somatik siliyatiir, kortikal yapi, niiklear organizasyon gibi ayrintili
morfolojik karakterlerinin belirlenmesi igin ¢esitli glimiis boyama teknikleri uygulandi (Foissner & Xu,
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2007; Vd’aény & Foissner, 2012; Foissner, 2014). Hazirlanan preparasyonlardan amaca uygun olanlarin
gorintileri kaydedildi, gesitli morfolojik karakterlere iliskin 6l¢iim ve sayimlar alindi, elde edilen
sayisal veriler istatistiksel olarak degerlendirildi, sonuclar gizelgeler seklinde 6zetlendi.

Siliyatlarin ¢esitli morfolojik karakterlerine ait ¢izimler, canli ve preparasyonlardan alinan
gorintiler ile gdzleme dayali kaba el ¢izimleri kullanilarak bilgisayar ortaminda Adobe Photoshop CS5
(Adobe System Inc.) programi kullanilarak yapildi.

2.3. Molekiiler filogenetik yontemler

Kiiltiir sivilarindan toplanan canli hiicrelerin besin vakuollerinde olast sindirilmemis yabanci
hiicresel yapilarin bertaraf edilmesi i¢in, 3-4 saat sterilize edilmis kiiltiir sivisinda bekletildiler. Bu siire
sonunda hiicreler 4-5 kez sterilize edilmis saf sudan gegirildikten sonra yaklasik 1 pL su ile birlikte, her
bir tiipte 1 hiicre olacak sekilde 200 pL’lik tiiplere aktarildilar. Tiipler DNA izolasyonu yapilincaya
kadar -54 °C’de derin dondurucuda 2-6 ay muhafaza edildi. Genomik DNA’nin izolasyonu Gong ve ark.
(2007) ile Yildiz (2021)’a gore yapildi. Siliyatlarin 18S rDNA gen bolgeleri EukA, EukB primerleri
kullanilarak PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile ¢ogaltildi (Medlin ve ark., 1988). PZR unda Yildiz
(2018)’in bildirildigi kosullar kullanildi. Hedef DNA bélgesinin ¢ogaltildigin1 dogrulamak i¢cin PZR
iiriinii DNA belirteci esliginde agaroz jel elekroforezinde kosturuldu. Her bir kolpodit tiirii i¢in 2 PZR
iiriinii dizilemek iizere secildi. Niikleotid dizileri, PZR primerleri ve bir i¢ primer (SR7R) kullanilarak
BM Laboratuvar Sistemlerinde okundu.

Elde edilen niikleotid dizi parcalarimin kalitesi ve giivenirliligi CodoneCode Aligner
programinda kontrol edildi, diisiik kaliteli ve belirsiz kromatogram iceren bas ve son bdliimler manuel
olarak kesilerek niikleotid diziden uzaklastirildi. Her bir kolpodit tiirii i¢in 6 adet giivenilir DNA dizi
parcasinin hizalanmasindan elde edilen konsensiis dizisi filogenetik analizlerde kullanilmak iizere
kaydedildi. Her bir kolpodit popiilasyonu i¢in elde edilen konsensiis GenBank (NCBI) verileri ile
hizalanarak diger popiilasyonlar ile benzerlikleri kontrol edildi.

Bu ¢alismada izole edilen siliyatlarin filogenetik analizleri i¢cin mevcut gen dizileri ile birlikte
NCBI’dan elde edilen Colpoda cinsine ait 19 tiiriin gen dizisi ile dis grup olarak kullanilan Cyrtolophosis
Stokes, 1885, Pseudocyrtolophosis Foissner, 1989, Microdiaphanosoma Wenzel, 1953 ve
Aristerostoma Kahl, 1926 cinslerine ait tiirlerin gen dizileri kullanildi. NCBI’den elde edilen gen
dizilerinin kayit numaralar1 (assesion number) Sekil 5’de gosterilmistir. Filogenetik agacta kullanilan
gen dizileri Mega 7 programinda hizalandi. Niikleotid dizilerinin hizalanmasinda ClustalW algoritmasi
kullanildi (Tamura ve ark., 2013; Kumar ve ark., 2016). Hizalanmis gen dizilerinde ileri derecede
degiskenlik gdsteren ve hatali hizalanma olasilig1 bulunan niikleotid pozisyonlar1 GBlocks programi
kullanilarak hizalanmis dizilerden ayiklandi (Talavera & Castresana, 2007).

Filogenetik analizler maksimum olabilirlik (ML) ve Bayesian ¢ikarsamasi (BI) yaklagimlar ile
gergeklestirilmistir. ML analizi, [Q-Tree programi kullanilarak (Nguyen ve ark., 2015; Hoang ve ark.,
2018) ve model test analizi ile belirlenen GTR+F+I+G4 model kullanilarak 1000 bootstrapt olarak
yapildi. Bayesian analizi ise JModel-Test 2.1.7 yazilim1 ile AIC parametresi kullanilarak secilen modele
gore (GTR+G+I) 3.000.000 jenerasyon olarak MrBayes 3.2.6 yazilimi kullanilarak yapildi (Posada,
2008; Darriba ve ark., 2012; Ronquist ve ark., 2012).

3. Bulgular

Bu calismada Colpoda lucida Greff, 1888, Colpoda magna Gruber, 1879, Colpoda maupasi
Enriques 1908 ve Colpoda sp. olmak iizere 4 kolpodit popiilasyonu izole edilmis olup bu organizmalarin
morfolojik ve filogenetik 6zellikleri asagidaki gibidir.

3.1. Colpoda lucida Greff, 1888

Canli hiicre boyutlar1 ortalama 64x50 pm dir. Her iki lateralden bobrek veya fasulye
gorintmliudir (Sekil 1a, le, Cizelge 1). Postoral kisim preoralden hafif¢e daha genistir. Sol lateral diiz,
sag lateral ise konveks, hiicre 1:3-1:4 oraninda lateral olarak yassilagsmistir. Preoral bolgede 7-8
cikintidan olusan omurga yapisi mevcuttur (Sekil 1e). Vestibiiler agikligin sol tarafindan baslayip spiral
olarak posteriydr dorsale dogru yonelen orta derinlikte diyagonal arka sahiptir (Sekil 1c, 1g). Caplari 2-
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10 um arasinda degisen kiiresel bicimli besin vakuollerine sahiptir (Sekil 1e). Posteriyorde terminal
olarak konumlanmis tek vezikiiler yapida kontraktil vakuol bulunur (Sekil 1a, le).
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Colpoda lucida’nin fotograf (a-d) ve ¢izimleri (e-f). a: sag lateral canli; b, c: sag ve sol lateral

siliyatiirii; d, sag lateral glimiis ¢izgiler sistemi; e, canli; f, g, sag ve sol lateral siliyatiirii; h: oral
polikinetid organizasyonu. BV: besin vakuolii; DA: diyagonal ark; KV: kontraktil vakuol; Ma;
makroniikleus; Mi: mikroniikleus; POS: preoral siitur; SaOP: sag oral plikinetid; SoOP; sol oral
polikinetid; VA: vestibiiler agiklik; ok baslari: yivli omurga yapisi.

Cizelge 1. Colpoda lucida’nin morfometrik 6zellikleri

Morfometrik karakterler X Max Min SS VK N
Hiicre uzunlugu’, um 63.55 78.75 52.50 6.16 9.70 62
’ 65.61 95.00 45.00 9.45 14.41 74

Hiicre genisligi’, um 48.91 61.25 3791 5.79 11.85 61
’ 46.68 62.50 30.00 7.91 16.96 74

. e < % 7o 77.06 94.73 66,66 4.90 6.36 61
Hicre genisligi/hicre uzunlugu®, (%) 71.36 91.67 5000 865 1213 74
Vestibiiler agiligin apeksten uzakligi, pm 27.33 43.00 16.00 4.71 17.23 60
Makroniikleus uzunlugu, pm 13.57 18.00 9.00 2.21 16.27 46
Makroniikleus genisligi, um 11.30 16.00 8.00 1.69 14.90 46
Makroniikleus uzunlugu/makroniikleus genisligi 1.21 1.63 1.00 0.17 14.07 46
Mikroniikleus uzunlugu, pm 2.63 4.00 2.00 0.61 23.20 32
Mikroniikleus genisligi, um 1.81 3.00 1.00 0.53 29.52 32
Sag lateral somatik kineti sayisi 18.86 24.00 13.00 3.14 16.63 22
Sol lateral somatik kineti sayisi 19.15 23.00 14.00 2.79 14.59 13
Sag oral polikinetid uzunlugu 14.11 20.00 11.00 3.22 22.81 9
Sol oral polikinetid uzunlugu 13.00 17.00 10.00 2.49 19.19 10
Sol oral polikinetiddeki sil sirasi sayist 24.36 31.00 18.00 3.59 14.72 14

* Ust satir verileri canli hiicrelerden, al satir verileri giimiis impregnasyonu preparasyonlardan elde edilmistir.
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Oral aparey vestibiiler agikligin kaidesinde, ekvatoral diizlemin hafif¢e anteriyoriinde ventral
olarak konumlanmustir (Sekil 1a, 1d-f). Vestibiiler agikligin igerisinde ve onun sag ve sol duvarinda
konumlanmais, oral polikinetidlere sahiptir (Sekil 1b). Sag ve sol oral polikinetidler birbirlerine paralel
ve viicut ekseni ile yaklasik 45° a1 yapacak sekilde konumlanmislardir. Sol oral polikinetid raket bigimli
24 kadar kinetozom sirasindan olusur, sag oral polikinetidin kinetozomlar1 daha diizensizdir (Sekil 1h).

Niiklear aparey oval ya da kiiresel bi¢imli bir makroniikleus ile makroniikleusa yakin ya da onun
girintisi icerisine konumlanmis kiiresel bir mikroniikleustan olusur (Sekil 1b, 1c, 1e).

Hiicre yiizeyini orten somatik siller 6-7 pm uzunlugunda olup hiicre eksenine spiral olarak
diizenlenmis 18-19 dikinetid siradan (kineti) olusmustur (Sekil 1b-d, 1f, 1g, Cizelge 1). Sag ve sol
lateraldeki kinetiler oral agikligin anteriyoriinde karsi karsiya gelerek preoral siituru olusturur (Sekil 1b,
1f). Post oral sil siras1 8-10 kadardir (Cizelge 1). Kortikal yapidaki giimiis ¢izgilenmeler sistemi halkasal
motifler ve graniiller igeren ve dikdortgenlerden olusan ags1 bigimlidir (cucullus tip) (Sekil 1d, 1f, 1g).

3.2. Colpoda magna (Gruber, 1879) Lynn, 1978

Canl1 hiicreler ortalama 225x130 um boyutlarinda, somun ekmegini andirir (Sekil 2a-c, 2i-k,
Cizelge 2). Vestibiiler agikliktan baglayip spiral sekilde posteriyore dogru uzanan derin diyagonal arktan
dolay1 hiicre ii¢ bogumdan olusmus gibi goriiniime sahiptir (Sekil 2b, 2¢, 2i-k). Posteriyor ugta yer alan
son bogum (postoral kese) kontraktil vakuolii i¢erir (Sekil 2j, 2k). Sitoplazma renksiz ve yogun graniillii
olup kontraktil vakuoliin ¢cevresinde bulunan yag vezikiilleri ve kristal benzeri yapilardan dolay: kiiciik
biiylitmelerde koyu kahve rengi goriiniim arz eder. Ayrica sitoplazma igerisinde g¢esitli biiyiikliiklerde,
kiiresel bigimli, i¢erisinde sindirilmekte olan bakteri, alg ya da kiigiik protozoonlarin bulundugu besin
vakuolleri bulunur (Sekil 2a-c, 2i).

Postoral kese igerisinde terminal olarak konumlanmis tek kontraktil vakuol 10-15 kadar toplama
kanalina sahiptir (Sekil 2a, 2j, 2k). Toplama kanallarinin bazilar1 anteriydr uca kadar ulasir ve tek
bosaltim agiklig1 ile posteriyor kutuptan disari agilir.

Vestibiiler acgiklik ekvatoral diizlemin hafif¢e anteriyoriinde konumludur (Sekil 2b-d, 2f, 2i).
Vestibiiler ¢okiintiiniin igerisinde yerlesmis olan sag ve sol oral polikinetidler birbirlerine paralel olarak
konumlanmig olup, bu polikinetidler hiicrenin ana eksenine paralel olarak orijinlenip ventrale dogru
kivrilarak iki hilal yapist olustururlar (Sekil 2d, 2g, 21). Sol oral polikinetid yaklasik 65 kinetiden olusur.
Sag oral polikinetid diizenli kineti yapisi olusturmaz ve sol oral polikinetidden daha uzundur.

Makroniikleus uzunca oval bigimli olup hiicrenin ortasinda dorsale yakin konumludur. Oval ya
da kiiresel bigimli olan mikroniikleuslar makroniikleusa yakin konumlu olup sayilarinin 4-9 arasinda
degistigi goriilmiistiir (Sekil 2d, 2e, 21i).

Somatik siller 10 pm uzunlugunda olup dikinetid seklinde diizenlenmis ortalama 100 kineti
olusturur (Sekil 2d-f, Cizelge 2). Kinetiler dnceki tiirlerde oldugu gibi viicut eksenine spiral olarak
diizenlenmistir. Glimiis ¢izgiler sistemi cucullus tiptedir (Sekil 2h).

Cizelge 2. Colpoda magna’nin morfometrik 6zellikleri

Karakterler X Max Min M VK N

22528 301.00 117.00  221.50 19.05 50
188.71  237.50  137.50  187.50 11.48 97
131.54  199.00 67.00  129.00  20.79 50
110.75  150.00 55.00 110.00 15.48 97
58.32 66.11 46.18 58.02 6.17 50
58.57 73.68 37.93 58.67 8.88 97

Hiicre uzunlugu*, pm
Hiicre genisligi*, um

Hiicre genisligi/Hiicre uzunlugu*, %

Vestibiiler a¢iligin apeksten uzakligi, um 93.70  105.00 97.00 68.00 12.22 10
Makroniikleus uzunlugu, pm 61.64 102.00 41.00 60.00  20.30 22
Makroniikleus genisligi, pm 25.64 34.00 12.00 25.00 18.86 22
Makroniikleus uzunlugu /makroniikleus genisligi 2.46 4.25 1.64 2.37 22.61 22
Mikroniikleus sayis1 6.26 9.00 4.00 6.00  20.50 19
Sag latereal somatik kineti sayis1 54.00 73.00 42.00 50.00 21.73 7
Sol lateral somatik kineti sayis1 46.38 56.00 32.00 47.00 17.28 13
Sol oral polikinetideki sil sirasi sayisi 65.00 70.00 58.00 65.00 7.05 5

* Ust satir verileri canli hiicrelerden, al satir verileri giimiis impregnasyonu preparasyonlardan elde edilmistir.
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Sekil 2. Colpoda magna’nin fotograf (a-h) ve gizimleri (i-1). a-c: sag lateral canli; d, f: sag lateral
siliyatiirii; e: sol lateral siliyatiirii; g: oral siliyatiir; h: glimiis ¢izgiler sistemi; i-k: sag ve sol
lateral; I: oral polikinetid. BV: besin vakuolii; DA: diyagonal ark; KV: kontraktil vakuol; Ma:
makroniikleus; Mi: mikroniikleus; PK: postoral kese; POS: preoral siitur; SaOP: sag oral
polikinetid; SaOP sol oral polikinetid; VA: vestibiiler agiklik; Sekil 2d ve 2e’deki oklar:
mikroniikleuslar; Sekil 2a, 2j ve 2k’daki ok baslari: kontraktil vakuol toplama kanallari.

3.3. Colpoda maupasi Enriques, 1908

Canlt1 hiicreler ortalama 52x28 um boyutlarinda, sag ve sol lateralden bakildiginda anteriyor ucu
hafifge sivrilmis fasulye bigcimlidir (Sekil 3a, 3b, 3d-h, Cizelge 3). Oral aparey anteriyor yarimda olup
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preoral kisim postoral kisma gore ¢ok daha kisadir. Preoral kisimda 4-6 yivli ve ¢ikintili omurga yapist
bulunur (Sekil 3a, 3c, 3f). Dorsal yiizey konveks, ventral yiizey hemen hemen diizdiir (Sekil 3a, 3b, 3d-
h). Lateral olarak 1:2 oraninda yassilagmistir. Sitoplazma renksiz, kontraktil vakuole yakin bolgede
cubuk bicimli kristal yapilar mevcuttur. Sitoplazmada seyrek olarak dagilmis besin vakuolleri kiiresel
bicimli olup hiicrenin orta kisimlarina yakin konumludur (Sekil 3f). Vezikiiler yapidaki tek kontraktil

vakuol terminal olarak konumlanmis olup bir bosaltim agiklig1 ile posteriyor ugtan disari acilir (Sekil
3f, 3h).
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Sekil 3. Colpoda maupasi’nin fotograf (a-e) ve cizimleri (f-i). a, b: sag ve sol lateral siliyatiirii; c: oral
siliyatiir ve omurga yapisi; d, e: sag ve sol lateral giimiis ¢izgiler sistemi. f: canli hiicre ¢izimi;
g, h: sag ve sol lateral siliyatiir ¢izimi; i: oral polikinetid organizasyonu. BV: besin vakuoli;
KV: kontraktil vakuol; Ma: makroniikleus; Mi: mikroniikleus; OP: oral polikinetid; SaOP: sag
oral polikinetid; SoOP: sol oral polikinetid; VA: vestibiiler agiklik; ok baslari: yivli omurga
yapist.

Vestibiiler acgiklik anteriydr yarimda olup apekse (anteriyor uca) olan uzakligi hiicre
uzunlugunun ortalama %?26’s1 kadardir. Oral polikinetidlerden orijinlenen sillerin vestibiillumun digina
sarkmasi ile dikkat ¢eker. Sag ve sol oral polikinetidler birbirleri ile yaklasik 60° a¢1 yapacak sekilde
konumlanmistir. Sol oral polikinetid hiicrenin uzun eksenine dik olarak konumlanmistir. Sol oral
polikinettid oval ya da mekik bigimli 8-12 kinetozom sirasindan, sag oral polikinetid ise hilal bi¢imli,
5-6 diizensiz kinetozom sirasindan olusur (Sekil 3i).

Makroniikleus oval ya da kiiresel bigimli olup merkezi olarak konumlanmistir Sekil 3a, 3b, 3e,
3f). Oval bi¢imli tek mikroniikleus, makroniikleusun hafifge girintisi i¢indedir (Sekil 3f). Somatik siller
ve hiicre yilizeyindeki organizasyonu Onceki tiire benzerdir. Giimiis ¢izgiler sistemi dikdortgenler
seklinde, aspera tiptedir (Sekil 3g, 3h).
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Cizelge 3. Colpoda maupasi’ nin morfometrik 6zellikleri”

Karakterler X Max Min SS VK N
Hiicre uzunlugu, um 51.59 64.00 35.00 7.09 13.75 51
Hiicre genisligi, pm 27.10 38.00 16.00 5.13 18.94 51
Hiicre genisligi/hiicre uzunlugu, % 52.57 69.56 33.33 7.03 13.38 51
Vestibiiler aciligin apeksten uzakligi, pm 13.37 22.00 8.00 2.39 17.86 38
Makroniikleus uzunlugu, pm 10.35 16.00 7.00 1.74 16.80 49
Makroniikleus genisligi, pm 7.65 12.00 4.00 1.58 20.73 48
Makroniikleus uzunlugu /makroniikleus genisligi 1.39 2.60 1.00 0.33 23.36 48
Mikroniikleus uzunlugu, pm 2.00 3.00 1.00 0.50 25.00 9
Mikroniikleus genisligi, pm 1.17 2.00 1.00 0.35 30.30 9
Sag lateral somatik kineti sayis1 8.73 11.00 7.00 1.03 11.83 15
Sol lateral somatik kineti sayis1 8.88 10.00 8.00 0.64 7.22 8
Sag oral polikinetid uzunlugu 5.30 7.00 4.00 0.82 15.53 10
Sol oral polikinetid uzunlugu 4.44 5.00 4.00 0.53 11.86 9
Sol oral polikinetideki sil siras1 sayisi 8.86 11.00 7.00 1.35 15.19 7

*Olgiim ve sayimlar giimiis impregnasyonu preparasyonlarindan elde dilmistir.
3.4. Colpoda sp.

Canl1 hiicreler yaklagik 60x40 um biiyiikliigiinde, sag ve sol lateralden bakildiginda bobrek
bigimli dis hatlara sahiptir (Sekil 4a, 4e, Cizelge 4). Postoral kisim, preoralden hafif¢ce daha genistir.
Preoral kisim ventralde 7-8 yiv (omurga yapisi) tasir (Sekil 4e). Hiicre ylizeyinin sag laterali konveks,
sol laterali ise hemen hemen diizdiir olup canli bireyler 1:2 oraninda lateral olarak yassilagsmustir.
Vestibiiler acikligin sol kenarindan derin olarak baglayan diyagonal ark, posteriyore dogru siglasarak
hiicrenin son 2/3’liikk kisminda kaybolur (Sekil 4c, 4g). Renksiz olan sitoplazma yogun besin
vakuollerinden dolay1 kii¢iik biiylitmeli incelemelerde koyu goriiniim sergiler (Sekil 4e). Terminal
olarak konumlanmis vezikiiler yapida tek kontraktil vakuole sahiptir (Sekil 4a, 4e).

Cizelge 4. Colpoda sp.’nin morfometrik 6zellikleri

Karakterler X Max Min M VK N
58.07 72.00  48.00 57.00 9.29 65
56.33 72.00  45.00 56.00 11.97 76
37.17 49.00  29.00 37.00 12.08 65
33.86 48.00  23.00 34.00 14.57 76
64.07 78.57 52.63 64.28 9.16 65
60.14 7291 40.35 60.38 8.97 76

Hiicre uzunlugu®*, pm
Hiicre genisligi*, um

Hiicre genisligi/hiicre uzunlugu, %

Vestibiiler agiligin apeksten uzakligi, pm 26.03 38.00 21.00 26.00 12.26 67
Makroniikleus uzunlugu, pm 11.22 15.00 9.00 11.00 11.39 23
Makroniikleus genisligi, pm 8.09 12.00 6.00 8.00 21.06 23
Makroniikleus uzunlugu /makroniikleus genisligi 1.43 1.83 1.00 1.43  18.09 23
Mikroniikleus uzunlugu, pm 3.29 5.00 2.00 3.00 28.95 7
Mikroniikleus genisligi, pm 2.29 5.00 1.00 2.00 7.16 7
Sag lateral somatik kineti sayis1 15.97 19.00 12.00 17.00 12.47 34
Sol lateral somatik kineti sayisi 14.63 21.00 12.00 15.00 16.00 30
Sag oral polikinetid uzunlugu 14.18 19.00 10.00 14.00 14.80 17
Sol oral polikinetid uzunlugu 12.28 15.00  10.00 12.00 12.74 18
Sol oral polikinetideki sil siras1 sayisi 25.86 28.00  24.00 26.00 5.20 7

* Ust satir verileri canli hiicrelerden, al satir verileri giimiis impregnasyonu preparasyonlardan elde edilmistir.

Oral aparey ekvatoral diizlem {izerindedir (Sekil 4a, 4b, 4¢, 4f). Birbirlerine paralel olan oral
polikinetidler hiicrenin ana eksenine 45° a¢1 yapacak bi¢imde konumlanir. Hafif olarak kivrilmis olan
sol oral polikinetid 26-28 kinetozom sirasindan olusmustur. Sag oral polikinetid hilal bi¢imli, diizensiz
kinetozom toplulugu seklindedir (Sekil 4b, 4h). Ekvatoral diizlemin hafifce posteriyoriinde, dorsale
yakin konumlu, kiiresel veya hafif¢e oval bigimli tek makroniikleusa sahiptir. Mikroniikleus, kiiresel
bi¢imli ve makroniikleusa yakin veya makroniiklear girinti icinde yer alir (Sekil 4b, 4c, 4e).
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Somatik siller 6-7 pm uzunlugunda, dikinetid olarak organize olmus ve 15-16 sil sirasi (kineti)
olusturur (Cizelge 4). Somatik siliyatiir genel organizasyon bakimindan Colpoda lucida popiilasyonu
ile benzerdir. Glimiis ¢izgiler sistemi cucullus tiptedir (Sekil 4d, 4f, 4g).
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Sekil 4. Colpoda sp.’nin fotograf (a-d) ve ¢izimleri (e-h). a: sag lateral canli; b-d: sag ve sol lateral
siliyatiirleri; e: sag lateral canli; f, g: sag ve sol lateral siliyatiirii; h: oral polikinetidler. VA:
vestibiiler agiklik; KV: kontraktil vakuol; POS: preoral siitur; SaOP: sag oral plikinetid; SoOP:
sol oral polikinetid; Ma: makroniikleus; Mi: mikroniikleus; DA: diyagonal ark; BV: besin
vakuolii; ok baslart: yivli omurga yapisi.

3.5. Molekiiler bulgular

Her iki algoritma ile (ML ve BI) iiretilen filogenetik agaglar topolojik olarak birbirine ¢ok
benzer olduklarindan filogenetik analiz sonuglart ML agaci {lizerinde BI diiglim (nod) degerleri
gosterilerek sunulmustur (Sekil 5). Colpoda cinsi liyeleri ile dis grup olarak kullanilan Crytolophosidida
(A), Bryometopida (B) ve Scuticociliatia (C) takimi iiyelerinin ayrimi her iki algoritma ile tam olarak
desteklendi (ML/BI=100/1.00). Colpoda cinsi 4 ana kiime (klad) olusturmustur (K1-K4). K1 kiimesi
cinsin bazal pozisyonunda olup, ayrimi her iki algoritma ile ¢ok giiclii/tam olarak desteklenmistir
(ML/BI=99/1.00). Diger kiimelerin (K2—K4) ayrimlar1 da tam ya da gii¢lii olarak desteklendikleri
gorilmektedir.

Bu calismada izole edilen Colpoda maupasi K1 kiimesi igerisinde C. ecaudata (KJ873046) ve
C. maupasi (JF747215) ile birlikte konumlanmis olmakla birlikte C. maupasi’den (JF747215) ziyade C.
ecaudata’ya (KJ873046) daha yakin konumlanmig olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu ¢calismada elde edilen C.
maupasi ile C. ecaudata (KJ873046) ayrimi her iki algoritma ile giiclii bir sekilde desteklenmistir
(ML/BI=98/0.99).

Van topraklarindan izole edilen ve herhangi bir tiire dahil edilemeyen ve Colpoda sp. olarak
bildirilen popiilasyon ile yine bu ¢alismada elde edilen Coplpoda magna popiilasyonu filogenetik agacta
K3 kiimesi igerisinde konumlanmustir. Mevcut Colpoda sp. popiilasyonu daha dnce bildirilmis Colpoda
sp. (JF747216) ile orta derecede bir destek ile (ML/BI=65/0.79) kardes pozisyonda ve olduk¢a uzun kol
uzunlugu ile kiimelenmistir. C. magna popiilasyonumuz ise K3 kiimesi igerisinde C. magna ile
(EU039896) kardes pozisyonda ve her iki algoritma ile ¢ok giiclii (ML/BI=97/1.00) desteklenmistir. C.
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minima (EU039897) ise C. magna popilasyonlar1 ile kardes ve onlarin bazal pozisyonlarinda
konumlanmis olup tam olarak (ML/BI=100/1.00) desteklenmistir.

Bu caligsma ile elde edilen diger bir popiilasyon olan Colpoda lucida, K4 kiimesi igerisinde C.
lucida (EU039895 ve KJ873048), C. cucullus (EU039893) ve C. inflata (KJ607917, M97908 ve
KJ607918) ile birlikte konumlanmis olup kiime igerisinde diger C. lucida popiilasyonlara yakin
konumlu ve onlarin bazal pozisyonundadir. Mevcut C. lucida popiilasyonunun diger C. lucida
poplilasyonlarindan ayrimi orta derecede (ML/BI=55/0.70) desteklenmistir.

70/0.81 Colpoda inflata KI607918

<«
Colpoda inflata M97908

18S rDNA 98/1.00 Colpoda inflata KI607917 =
ML /BI Colpoda cucullus EU039893 K4 < <
002 99/1.00 Colpoda lucida EU039895 -
Colpoda lucida KI873048 <«

53]

55/0.70 Colpoda lucida .

Colpoda henneguyiEU039894 =

98/1. o [§
97/1.00| Colpoda magna )
100/1.00{ ' Colpoda magna EU039896 - &)

Colpoda minima EU039897 K3 © @&

=
65/0.95 Cotpotnn) o =
65/0.79
100/1,00) Colpoda sp. JF147216 o < Z
Colpoda sp. AY905498
69/0.77 i = O
Colpoda steinii KF732885

100/1.00 —
100/1.00 Colpoda steinii DQ388599 o M
77/0.95 —— Colpoda steinii KI607916 K2 &)

99/1.00 . = o

Colpoda elliotti KI873047
83/0.89 <
100/1_00|: Colpoda aspera EU039892
Colpoda aspera KF111344 (O]~
98/0.99 Colpoda maupasi <
Colpoda ecaudata KI873046 K1
4=——-100/1.00 99/1.00
Colpoda maupasi JE747215 =4
100/1.00 Pseudocyrtolophosis alpestris EU264564 =
58/0.62] Cyrtolophosis minor JQ723962 < >
100/1.00 Cyrtolophosis mucicola EU039898

100/1.00 Microdiaphanosoma arcuatum GU997633 m =

100/1.00] Aristerostoma marinum EU264562
Aristerostoma sp. EU264563

Sekil 5. Colpoda cinsine ait 18S rDNA gen dizisine dayali BI ve ML filogenetik agaci. Bu ¢alismada
elde edilen popiilasyonlar agag lizerinde koyu yazi1 ile gosterilmistir. Kol ayrimlarindaki (nod)
sayilar ML bootstrap ve BI posteriydr olabilirlik degerlerini gostermektedir. Olgek, her 100
baz pozisyonundaki 2 substitisyon degerini gostermektedir. A= Cyrtolophosidida; B=
Bryometopida; C= Scuticociliatia; D= Oligohymenophorea.

4. Tartisma ve Sonug¢

Incelenen toprak kiiltiirlerinde Colpoda lucida, Colpoda magna, Colpda maupasi ve Colpoda
sp. olmak tizere 4 kolpodit siliyat tiirii belirlenmistir. C. lucida, C. maupasi, ve C. magna morfolojik
olarak daha once tanimlanmis popiilasyonlar ile biiyiik dl¢iide benzerlik gosterdigi tespit edilmistir
(Hofmann-Munz, 1991; Foissner, 1993; Diaz ve ark., 2003; Cimar, 2011; Kaya & Senler, 2012). Izole
ettigimiz bir diger popiilasyon ise morfolojik 6zellikleri bakimindan daha 6nce tanimlanmais higbir tiire
dahil edilemediginden Colpoda sp. olarak bildirilmistir.

Ulkemiz siliyat faunasi icin ilk kayit olan C. lucida iizerinde yapilmis morfolojik veri iceren
caligma oldukga azdir. Bu yiizden mevcut morfolojik bulgular sadece Foissner (1993) ile Kim & Min
(2015)’in bildirdikleri popiilasyonlar ile karsilastirilmistir. C. lucida’nin genel morfolojisi, somatik ve
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oral siliyatiir karakterleri bakimindan 6nceki popiilasyonlar ile benzer olmakla birlikte hiicre boyutlar
acisindan 6nceki tanimlamalardan biraz daha kiigiik oldugu tespit edilmistir.

C. maupasi daha once lilkemizde iki ¢aligmada rapor edilmistir (Cinar, 2011; Kaya & Senler,
2012). Genel morfolojisi, oral ve somatik siliyatiir karakterleri bakimindan dnceki popiilasyonlar ile
benzerdir.

C. magna tiirli bu ¢alisma ile lilkemiz siliyat faunasi i¢in ilk kez kaydedilmistir. Diger pek ¢ok
kolpodit tiirtinden ¢ok daha biiyiik olmas1 (120-300x65-200 um) ile dikkat ¢eker. Genel morfolojisi,
oral ve somatik siliyatiir karakterleri bakimindan 6nceki tanimlar ile uyumludur.

Bu ¢aligmada elde edilen gen dizilerinin de dahil edildigi filogenetik agaglarda Colpoda cinsi
iiyelerinin ortak kdkenden tek soy hatti olarak farklilasan monofiletik takson oldugunu ortaya
koymaktadir (Sekil 5). Bu sonuglar Vd'acny & Foissner (2019)’in bildirdikleri ile uyumludur. Bununla
birlikte, cinsin parafiletik oldugunu gosteren ¢alisma da mevcuttur (Foissner ve ark., 2014).

Her iki algoritma (ML ve BI) ile elde edilen filogenetik agagta mevcut C. lucida
popiilasyonunun K4 kiimesi igerisinde diger C. lucida popiilasyonlar ile (EU039895 ve KJ873048)
birlikte bir klad olusturduklari ve onlarin bazal pozisyonunda disaridan bagli olarak konumlandigi
gOrilmistir. Bu durum mevcut popiilasyonun dnceki popiilasyonlardan genetik olarak farkli oldugunu
ve diger popiilasyonlardan daha atasal konumda olduguna isaret etmektedir. Foissner ve ark. (2014)
Colpoda cinsine ait tiirlerin karasal ortamlarda cabuk yayilis gostermelerinden dolay1 farkli habitatlarda
yliksek farklilagsma potansiyeline sahip oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismada izole edilen C. lucida
popiilasyonunun farklilagma diizeyinin diger iki popiilasyondan oldukga fazla olmasi bu Foissner ve ark.
(2014)’nin goriislerini desteklemektedir.

C. magna izolat1 filogenetik analizlerde Avusturya topraklarindan izole edilmis popiilasyon ile
K3 kiimesi icerisinde C. magna (EU039886) ile oldukca yakin konumlanmis olup genetik farklilagmanin
oldukea az oldugu goriilmistiir.

Morfolojik karakterleri bakimindan daha oOnce tanimlanmis hicbir popiilasyona dahil
edilemeyen Copoda sp. popiilasyonu K3 kiimesi igerisinde Foissner ve ark. (2011)’nin bildirdigi
Colpoda sp. (JF747216) popiilasyonu ile birlikte, onunla kardes pozisyonda ve birbirlerinden genetik
olarak oldukc¢a uzak olarak konumlanmistir. Bu sonuglar her iki Colpoda sp. popiilasyonunun da yeni
tiir olma potansiyelinin yiiksek oldugu diisiiniilmekle birlikte mevcut morfolojik verilerimiz yeni tiir
tanimlamak i¢in yeterli olmadigindan Colpoda sp. olarak rapor edilmistir.

Van topraklarindan izole etmis oldugumuz C. maupasi filogenetik agaclarda K1 kiimesi
igerisinde C. eucaudata (KJ873046) ile yakin iligkili ve kardes pozisyonda konumlanmis, tiirdesi olan
C. maupasi (JF747215) daha uzak pozisyonda olmasi dikkat c¢ekicidir. Bu durum Foissner ve ark.
(2014)’nin sonuglar1 ile uyumlu olmakla birlikte, C. maupasi ve C. eucaudata tiirlerinin ayriminda
kullanilan morfolojik karakterlerin sorgulanmasi ve yeniden ele alimmasinin gerekliligine isaret
etmektedir.

Filogenetik agacta (Sekil 5) Colpoda tiirlerinin dort ana soy hattindan (K1-K4) cesitlendikleri
goriilmektedir. Bu soy hatlarindan K1, diger soylarin kaidesinde farkli filogenetik yolu izleyerek
farklilasmis olduklar1 goriilmektedir. Bu durum bizlere, K1 kiimesinin yeni olusan bir soy hatti ve bu
soy hattindaki bireylerin heniiz yeni habitatlara yayilis i¢in zaman bulamamaislar ya da bu soy hatti ile
ilgili kiiresel 6l¢ekte heniiz yeterli veriye ulasamamis oldugumuzu gostermektedir.

Colpoda cinsi igerisinde siniflandirilan 200 kadar morfotiiriin oldugu bildirilmis olmasina karsin
bu tiirlerden sadece 23 tanesinin SSU rDNA (18S rDNA) gen dizisi kaydi bulunmaktadir. Bu durum
cinsin filogenetik esitlenmesinin anlasilmasinda sinirlayict bir etken olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Kiiresel dlgekte fakli habitatlardan izole edilecek mevcut bilinen tiirler ile yeni tanimlanacak tiirlerin
ayrmtili morfolojik caligmalar esliginde molekiiler veriler elde edildikce, bu organizmalarin soy hatlar
ve ¢esitlenmeleri daha iyi anlasilacaktir.

Bu calisma ile iilkemiz siliyat faunasina iki yeni siliyat tiri (C. lucida ve C. magna)
kaydedilmistir. Ayrica calismamiz iilkemizde kolpodit siliyatlar iizerinde yapilan ilk molekiiler
filogenetik ¢aligmadir.
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