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OZET

Siyanobakteriler; genis yasam alanma sahip, yiiksek ¢esitlilik gosteren, ekolojik
acidan Onemli organizmalardir. Bu canlilarin tanimlanmalari, siniflandirilmalari
oldukca zor ve karmasikti. DNA fingerprint ve diger PCR temelli molekiiler
yaklasimlar, son yillarda bu canlilarin molekiiler sistematik ve genetik
karakterizasyonunda benimsenmeye ve kullanilmaya baglanmaistir.

Bu calisma kapsaminda toplamda 7 bakteri izolati, 15 farkli rastgele secilen
primerler kullanilarak RAPD-PCR teknigi ile analiz edilmistir. Bakteri izolatlari,
tamami1 polimorfik olan 306 adet RAPD-PCR iiriinii olusturmustur. Secilen
primerlerin %100 polimorfik fragmanlar ortaya ¢ikardigi ve bakteri tiirlerinin
tanimlamasinda yiiksek verimlilik sagladig tespit edilmistir.

En az 12 ve en fazla 35 farkli PCR fragmani sirasityla OPA-14 ve HIP-GC primerleri
ile elde edilmistir. RAPD-PCR Urlnlerinin fragman biiyiikliigii 175-3000 bg arasinda
degismektedir.

Bakteri izolatlar1 arasindaki genetik akrabalik iligkisini ortaya ¢ikarmak igin Nei’s
Genetik Uzaklik degerleri kullanarak iki farkli dendrogram (UPGMA ve Neighbor
Joining)  olusturulmustur. Bu verilere gore Synechoccus elongatus ve
Pseudoanabaena moniliformis en uzak tirler, Anabaena affisinis ve Arthrospira sp.
ise birbirine en yakin tiirler olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak, calismalarimizda kullandigimiz RAPD-PCR yo6nteminin ve kullanilan
random primerlerin farkli Siyanobakteri izolatlarinin genetik karakterizasyonunda ve
molekiiler sistematiginde basarili bir sekilde kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Mavi-yesil bakteri, genetik karakterizasyon, RAPD-PCR teknigi



ABSTRACT

Cyanobacteria are the ecologically important organisms with their spacious living
areas and highly diverse properties. ldentification and classification of these
organisms is quite difficult and complex. DNA fingerprint and many other PCR-
based molecular approaches have being adopted and well used in the molecular
systematics and genetic characterization of Cyanobacteria.In this study 7 bacterial
isolates were analyzed through the RAPD-PCR method using 15 different randomly
selected primers. All the bacterial isolates were produced completely polymorphic
306 RAPD-PCR products. Selected primers have generated 100% polymorphic
fragments and have been found to provide high efficiency in the characterization of
bacterial species. A minimum 12 and maximum 35 different PCR fragments were
produced by the OPA-14 and HIP-GC primers respectively. The fragment size of
RAPD-PCR products were varied between 175-3000 bp. Using Nei’s Genetic
Distance values; two different dendrogrames (UPGMA ve Neighbor Joining) were
created to identify genetic relationships among analyzed bacterial isolates. According
to the results, the Synechoccus elongatus and Pseudoanabaena moniliformis are the
most distant species, while the Anabaena affisinis and Arthrospira sp. are the closest
species. Consequently, the RAPD-PCR method and randomly selected RAPD
primers used in this study can successfully be utilized for genetic characterizations
and molecular systematics of different Cyanobacteria isolates.

Key Words: Cyanobacteria, genetic characterization, RAPD-PCR technique
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1. GIRIS
Bu tezin temel amaci; tilkemizin degisik bazi géllerinden toplanan, biyokimyasal ve
morfolojik tanimlamalar1 daha 6nce yapilmis olan bazi Siyanobakteri izolatlarinin

genetik karakterizasyonunu gergeklestirmektir.

Bilinen en eski organizmalara ait dogrudan kanitlar, gliniimiizden yaklasik 3,5 milyar
y1l Once denizlerde yasayan, fotosentez yapabilen ve prokaryotik hiicre yapisina
sahip olan fotosentetik Siyanobakteriler yani mavi-yesil alglerdir (Cyanobacteria:
Cyanophyta) (Oinam vd., 2011).

Siyanobakteriler; genis yasam alanina sahip, yiiksek cesitlilik gosteren, ekolojik
acidan 6nemli organizmalardir. Bunun i¢in morfolojik ve ekolojik varyantlar1 ¢ok
cesitlilik gosterir. Bu yiizden tanimlanmasi, siniflandirilmasi zor ve karisiktir. PCR
temelli DNA fingerprint gibi molekiiler yaklasimlar, taksonomik ¢alismalarda

benimsenmeye baslamistir (Neilan vd., 1995).

Siyanobakteriler; diinya iizerinde genis yer isgal eden, denizlerin temel besin
kaynagini olusturan fotosentetik organizmalardir. Diger 6nemli islevleri, atmosferik
azotu asimile ederek diger organizmalarin kullanabilecegi mineral azota

doniistiirebilmeleridir (Kammennaya vd., 2011).



2. LITERATUR BILGISI
2.1. Morfoloji

Siyanobakteriler fotosentetik pigmentler icerirler ve bu pigmentler nedeniyle mavi-
yesil alg olarak da adlandirilirlar. Mavi-yesil algler, sicak su kaynaklarindan,
Antarktika’da gecici olarak donan su habitatlarina kadar genis bir yayilim gésteren
en eski organizma grubudur (Hitzfeld vd., 2000). Hem tatli sularda hem de deniz
sularinda bulunurlar. Mevcut taksonomiye gore, 150 cins ve 2000 tlr tanimlanmuistir.
Bunlarin 40 kadarimin toksik oldugu belirlenmistir (Skulberg vd., 1993).

Mavi-yesil algler uzun yillar Siyanobakteriler olarak adlandirildiktan sonra
Bergey’in “Bakterilerin Belirleyici Klavuzu” caligmasindan sonra ayri bir boliim

olarak siniflandirilmis ve prokaryotlar olarak adlandirilmistir (Buchanan ve Gibbons,

1974).

Siyanobakterilerin biiyiik ¢ogunlugu aerobik fototrof organizmalardir. Su, CO,,
inorganik bilesiklere ve 1s18a ihtiya¢ duyarlar. Buna ragmen bazi Siyanobakteri
tarleri heterotrofiktir (Fay 1965). Tek ve ¢ok hiicreli serbest yasayabilenleri oldugu
gibi miisilaj bir zarla koloni olusturan Siyanobaktler de vardir. Bazilarinda tek
hiicrelerin bir araya gelmesiyle trikom yapist olusmustur. Trikom, zarlhi yap1 ile
cevrilmis ise flament adini alir. Birden fazla trikom bir flament igerisinde dalli yap1

olusturur. Bu yap1 tallus adin1 alir.

Siyanobakterilerin hiicre duvari gram (-) bakterilerinkine benzer. Hiicre zar1 lizerinde
peptidoglikan tabaka vardir. Bu tabaka seker tiirevi olan N-asetilgukozamin ve
N-asetilmiiramik asitten olusmustur ve yapida pek ¢ok amino asit mevcuttur.
Peptoglikan tabakasinin disinda periplazmik bosluk vardir ve bu boslukta
peptidoglikan fibrillerinden olusturulmus gevsek bir ag yapist vardir. Bazi
Siyanobakteriler bir kayma ile (spiralsi ya da donerek) hareket etme yetenegine
sahiptir. Bu yetenege sahip olan bakterilerde iki ilave dis tabaka daha mevcuttur.
Hiicre duvarmin disinda zars1 yapi1 (kapsil veya miisilaj olusturan ekstrasellular

polimerik yap1 (EPS) ve bir miktar selliilloz vardir. Bu yap1 hiicreyi kurumaktan korur
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ve aktif gelisim i¢inde bu yap1 gerekir. Bazen, spor ve akinetlerin olusmasinda da

zars1 yap1 gereklidir.

Siyanobakter hiicresinin protoplazmik yapisi bakterilerinkine benzer. DNA hiicrenin
ortasinda yer alir ve bu DNA histonlar1 igermez. Tek hiicreli Siyanobakterilerde
DNA miktar1 farkhihk gosterir ve 1.6-8.6x10° dalton arasindadir. Bu yonii ile
bakterilerdeki DNA miktarina benzerlik gosterir. Periferal protoplazma; tilakoidler,
onlara eslik eden fikobilizomlar ve glikojen granulleri igerir. Ribozomlar hicre
igerisine dagilmis sekilde bulunur ancak merkezde en yiiksek yogunluga ulasirlar.
Sitoplazma igerisinde ribozomal olmayan protein siyanofisin bulunur ve granulli
yapiya sahiptir. Siyanofisin polimeri poliaspartat iskelet {izerine esit miktarda arjinin
ve aspartik asitin bir araya gelmesinden olugsmustur. Siyanofisinler azot fikse eden
Siyanobakterilerde gecici azot deposu olarak gérev yaparlar. Nitrojeni tutamayan
Siyanobakterilerde de fikobilizomlar azotun tutuldugu yerlerdir. Bunun disinda
protoplazmada karboksizomlar bakterilerdekine benzer ve karbondioksiti fikse eden
enzim ribuloz-1,5-bifosfat karboksilaz/oksijenaz (Rubisco) igerir. 1Iki tip
karboksizom vardir. Fosfat depolamada gorev yapan polifosfat yapilar
(metakromatik veya volitin graniilleri) daha ¢ok geng gelisen hiicrelerde goriiliir veya
fosfatca yoksun ortamlarda gelisen hiicrelerde goriiliir. Poliglukan graniiller, tillakoid
membran arasi bosluklarda gorevli hiicrelerde mevcuttur. Bu graniiller 14-16 glikoz
molekiiliiniin bir araya gelmesinden meydana gelen karbonhidrat bir yapidir. Bu yap1

amilopektine benzer bir yapidir.

Cogu Siyanobakteri gaz keselerine sahiptir. Gaz keseleri gaz ile dolu silindirik
yapilardir. Gaz keseleri oldukga kirillgan ve zars1 bir yapiya sahiptirler. Bu zars1 yapi
gazlarin gecisine izin verir. Ancak suyu disarda tutan bir yapiya sahiptirler.
Dolayisiyla i¢gyapinin hidrofobik dis yapmin da hidrofilik karakterde oldugu tespit
edilmistir. Boylece yiizeyde olusan bu yap1 basing siddetini azaltir ve gaz keselerinin
cokmesini Onler. Bu yapilar Siyanobakterilerin su i¢inde dikey olarak yer
degistirmesine olanak saglarlar. Ekolojik olarak Siyanobakteriler gaz keselerinin
olusuna gore ikiye ayrilir. Buna gore yasam dongiilerinin belli donemlerinde vakuole
sahip olanlar (Tolypothrix ve Calothrix’in bazi tiirlerinde ve Gloeotrichia ghosei’de)
veya belli tip hiicrelerde olanlar. Gaz keseleri, 151k yogunlugu azaldiginda ve gelisme
hiz1 yavasladiginda daha belirgin duruma gelmektedir (Walsby, 1987; 2003). Baz1
Siyanobakterilerde Oscillatoria agardhii tirlerinde ve Harmonia tirlerinde gaz
3



vokuolleri vardir. 2. grup ise; Anabaena, Gloeotrichia, Microcystis, Aphanizomenon,
Oscillatoria, Trichodesmium, ve Phormidium tiirlerinde gaz vakuolii vardir. Gaz
vakuolleri Siyanobakterilere su yiizeyine yakin pozitif bir ylizerlik kazandirmistir.
Bu kitlelerin yiizerligin kaybolmasi farkli nedenlerle olabilir. Yiizerligin kaybolmasi
biiyiilk bir ihtimalle gaz keselerindeki artan turgor basinct nedeniyle gaz
vakuollerinin kaybma bagli olabilir. Bazilarinda da gaz keselerinin iiretiminin

durmasi ve hiicre kitlesindeki artistan dolay1 olur (Oscillatoria agardhii).

Fotosentetik sistemde 15181 tutan pigmentler tilakoid zar iizerinde yer alan klorofil-a
ve fikobilin proteinlerdir (Miller, 2005). Karotenoid ve fikobilinler, UV 15181 ve diger
yiiksek 151k kaynakli hiicre hasarindan koruma saglamak igin aksesuar fotosentez
pigmentlerdir (Bartley ve Scolnick, 1995). Baz1 Siyanobakteriler klorofil-a yerine
klorofil-b ve Kklorofil-d igerebilir. Fikobilin proteinlerde kendi igerisinde 4’e ayrilir.
C-fikosiyanin (max absorbans 620 nm), allofikosiyanin (max absorbans 650 nm), c-
fikoeritin (max absorbans 565 nm)ve fikoeritrosiyanin (max absorbans 568 nm).
Siyanobakterilerdeki karotenoidler 6karyotlardakinden farklidir. Bunlarda ekinon ve
mixoksantofil mevcuttur. Hiicre renkleri mavi yesilden, menekse-kirmiziya kadar
degisiklik gosterir. Menekse-kirmizi  renklilerde karotenoitler yesil rengi
maskelemektedir.  Aksesuar  pigmentleri  (fikobiliproteinler),  fikosiyanin,
allofikosiyanin ve fikoeritrinden olusmaktadir (Cohen-Bazire ve Bryant, 1982;
Douglas, 1994). Fikobiliprotein icermeyen takson drinleri ¢ tiptir (Graham ve
Wilcox, 2000).

Pek ¢ok Siyanobakteri suda oldugu gibi toprakta ve karasal habitatlarda yasayarak,
azot dongiisiine yardimci olur ve azotu tespit ederek toprakta verimliligi artirir
(Whitton, 1992). Havanin serbest azotunu tutma, biiyiik bir ¢ogunlukla filamentli
heterosist igeren alglerde goriildiigli gibi heterosist icermeyen cinslerde de tespit

edilmistir (Carpenter vd., 1992).

Akinetler, vejetatif hiiclerden daha genis ve graniillii yapiya sahiptir. Graniillii yap1
yuksek konsantrasyonda ve siyanofisinden kaynaklanmaktadir. Akinetler genellelikle
gram (+) bakterilerdeki endosporlarla benzetilir, ancak ne metabolik yap1 olarak ne
de ekstrem cevre sartlarina dayaniklilik i¢indir. Akinetler sadece heterosist olusturan
Siyanbakterilerde mevcuttur. Heterosistler de vejetatif hiicrelerden daha genistirler

ve 1s1k mikroskobu altinda igleri seffaf goriiniir. Heterosistler inaktiftirler. CO,



tutmazlar ve O, iiretirler. Ayrica yiiksek miktarda O, tikettikleri bilinmektedir ve
atmosferik gazlarin gecisine engel olacak sekilde lamelli kalin hiicre duvar ile
cevrelenmistir. Dolayisiyla i¢yapisi anoksiktir bu da nitrogenaz enzimi igin ideal
ortam olusturur. Herosistler vejetatif hiicrelerden substrat saglarlar. Dolayisiyla
bunlarin vejetatif hiicrelere baglantis1 mevcuttur (mikroplazmodesmata). Bu baglanti

muhtemelen glutanin formunda tutulmus azotun diger hiicrelere iletilmesini saglar.

20 um

Sekil 2.1: Vejetatif hiicreleri, akinetler ve heterosistleri gésteren Anabaena
crassa’nin 151k mikrografi.
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Sekil 2.2: Glutamin ve glutamat icine azot fiksasyonunun sirali birlesimi ve azot
fiksasyonunun kimyasi.



2.2. Siyanobakteri Toksinleri

Siyanobakteriler,  siyanotoksin  olarak isimlendirilen, etkileri  agisindan
hepatonorotoksin ve sitotoksinler olarak siniflandirilan, ¢cok genis ¢esitlilikte toksin
uretirler. Ayrica, Siyanobakteriler, lipopolisakkaritlerin (LPS) yan1 sira farmakolojik
olarak yararli ikincil metabolitleri de Uretirler. Siyanotoksinler kimyasal olarak
tanimlandiginda, ii¢ grupta yer alir: a) siklik peptitler (hepatotoksik, mikrosistinler ve
nodularin), b) alkaloitler (norotoksik, anatoksin ve saksitoksin) ve c¢)
lipopolisakkaritler (LPS), (NRA, 1990; Carmichael ve Falconer, 1993; Sivonen,
1996; Carmichael ve Evans, 1997; Codd, 2000). Toksinler ve etkiledigi hedef

organlar cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1: Siyanobakteri toksinleri.

Toksin grubu Memelilerde ilk hedef organ | Siyanobakteri

Siklik peptitler

Mikrosistin Karaciger Microcystis, Anabaena, Planktothrix
Nostoc, Hapalosiphon, Anabaenopsis

Nodularin Karaciger Nodularia
Alkaloidler
Anatoksin-a Sinir sinapslari Anabaena, Planktothrix (Oscillatoria),

Aphanizomenon

Anatoksin-a Sinir sinapslari Anabaena

Aplysiatoksin Deri Lyngbya, Schizothrix, Planktothrix
(Oscillatoria)

Silindrospermopsin Karaciger Cylindrospermopsis, Aphanizomenon,
Umezakia

Lyngbiyatoksin-a Deri, bagirsak sistemi Lyngbya

Saksitoksin Sinir akzonlari Anabaena, Aphanizomenon, Lyngbya,

Cylindrospermopsis

Lipopolisakkaritler Deride kizariklik ve kagmti | Tamami
(LPS)




Genellikle toksisitiye neden olan tirler Microcystis aeruginosa, Planktothrix
(Oscillatoria) rubescens, Aphanizomenon flos-aquae, Anabaena flos-aquae,
Planktothrix agardhii ve Lyngbya spp.’dir (Chorus ve Bartram, 1999). Serbest
yasayan veya simbiyont olan tiim Siyanobakteriler tarafindan iiretilebilen, nérotoksik
bir diger toksin, p-N-metilamino-L-alanindir (BMMA) (Cox vd., 2004).
Mikrosistinlerin yapisi, amino asitlerinin farklilig1 bu peptitlerin ribozomlar tizerinde
sentezlenmedigini gostermistir. Toksik ve toksik olmayan Microcystis. aeruginosa
ile yapilan bir ¢alismada homolog diziler aranmis sadece toksik olanlarda benzer
peptit sentezi yapabilen gen dizileri bulunmustur (Meissner vd., 1996).
Siyanobakterilerde suda ¢Ozulebilen, depo proteini olan Siyanofisinin, ribozomal
olmayan, siyanofisin sentetaz enzimi ile sentezlendigi gosterilmistir (Ziegler vd.,
1998). Peptitlerin olusmasinda diger bir mekanizma da ribozomal olmayan peptit
sentetaz (NRPSs) iizerinde birleserek yapilandirilmalaridir. Bu peptitlerin, kukurt-
uclarina baglanma mekanizmasi ile olusturuldugu gosterilmistir (Nishizawa vd.,

1999; Mootz vd., 2002).
2.3. Siyanobakterilerin Tanimlanmasi
2.3.1. Morfolojik tanimlama

Slyanobakteriler geleneksel olarak morfolojik 6zellikleri (trikom genisligi, hiicre
biiyiikliigii, boliinme diizlemi, sekilleri, pigmentasyonu, heterosist icerip-igermedigi
ve degisik hiicre i¢i yapilarin varligr gibi) dikkate alinarak siniflandirilmaktadir (John

vd., 2002).
2.3.2. Molekiiler tanimlama

Mikrobiyal biyogesitliligin belirlenmesinde kullanilan bir¢ok c¢alisma giinlimiizde
molekiiler araglart ve kaynaklar1 kullanarak molekuler filogeniye odaklanmistir.
Kiltlr siyanobakterilerin belirlenmesi problemlidir, c¢lnkid laboratuvar kultlr
ortaminda ¢ogaltilan siyanobakterilerin morfolojisi, her zaman bakteri dogal bigimini
temsil edemez (Ward vd. 1997). Konvansiyonel kiltiir bagimli yontemler; birgok
organizma kiltiire alimamadigi, kiiciik boyutlu oldugu, dengesiz biiyiime, aglik,
oksidatif stres ve birbirlerinden ayirt edilmelerinde kullanilacak yeterli fenotipik
karaktere sahip olmadiklart ig¢in mikrobiyal ¢esitliligin ve dogal ¢evrenin
analizlerinde yetersiz kalabilmektedir. Siyanobakterileri in vitro ortamda

saptayabilmek bazen zordur ve bu organizmalar, kat1 ya da sivi ortam se¢imine bagh
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olarak kilture direng gosterebilirler (Evans vd., 1976; Sivonen vd., 1989; Ward vd.,
1997). Su ana kadar tim prokaryotik biyogesitliligin sadece % 0.5-10’luk bir
kisminin tanimlanabildigi bildirilmistir. izolasyon ve biyokimyasal tanimlama gibi
bazi kiiltiir temelli mikrobiyolojik metotlar ve optikal, epifluoresans veya elektron
mikroskopisi gibi morfolojik kriterler bu organizmalar1 oldukg¢a zor ayirt etmekte ve
cogunlugu smif diizeyinde kalmaktadir. Son 20 yillik bir siirecte 6zellikle mikrobiyal
biyogesitlilikteki yetersizlikleri agsmak ve eksiklikleri giderebilmek i¢in molekiiler
klonlama, PCR, 16S rRNA, ITS bolgesi, mikrosistin genleri ve degisik DNA
bolgelerinin dizi varyasyonlarini temel alan, kiiltiir bagimsiz molekiiler analiz
yontemleri gelistirilmis ve bu yontemler kullanilarak dogal mikrobiyal komiinitelerin
genetik ve biyogesitlilik analizleri, komiinite yapisinin izlenmesi yapilmistir.
Siyanobakteriyel topluluklar1 incelemek i¢in molekiiler yaklagimlarin yararli oldugu
gosterilmistir (Garcia-Pichel 2001; Redfield vd., 2002). Modern tekniklerle,
Ozellikle polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) gelistirimesi ile siyanobakteriler
arasindaki farkliliklar1 karsilastirmak daha olanakli olmaya baslamistir (Nierzwicki-

Bauer ve Bushnell, 1998).

Canliligin devamu igin protein sentezi esas oldugundan ribozomlarin yapisina katilan
rRNA genleri evrimsel siUre¢ iginde korunmustur. Bu genlerdeki genetik
varyasyonlarin kullanilmasi yakin ve uzak akraba organizmalarin belirlenmesine
imkan saglamaktadir. Bakterilerin 16S rRNA geni yaklasik 1500 niikleotitten olusan
uzun bir molekiil olmas1 sebebiyle ¢ok sayida varyasyon igerebilir ve elde edilecek

bu verinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi de filogenetik acidan 6nemli olabilir.

Filogenetik baglantilarin aydinlatilmasinda DNA-temelli metotlar son yillarda biiyiik
ilerleme gostermistir. Bu metotlar deneysel farkliliklarin disinda genellikle PCR
temellidir. mtDNA (mitokondri), cpDNA (kloroplast) ve nDNA (niiklear) DNA, bu
markir sistemlerinde kullanilan genomlardir. Genel olarak DNA’y1 temel alan markir
sistemleri, diger markir sistemlerinden (6zellikle morfolojik markirlardan) daha
etkilidirler. Bunun nedenleri su sekilde 6zetlenebilmektedir: 1) bircok morfolojik
markir canlinin biitiiniinde fenotipik olarak goézlenirken; molekiiler markirlar tim
canlida, doku ve hiicresel diizeyde saptanabilmektedir, 2) morfolojik markirlar ile
karsilastirildiginda molekiiler lokuslarin allel frekanslar1 daha yiiksektir, 3)
morfolojik mutantlar fenotipik olarak istenmeyen sonuclar olusturabilmektedir, 4)
morfolojik markirlarin, heterozigot genotiplerin tanimlanmasinda yetersiz olup,
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dominant-resesif durum sergilemelerine karsin, molekiiler markirlar ¢ogunlukla
kodominant kalittm gdsterirler. Molekiiler DNA markirlar1  iki  kategoride
smiflandirilmaktadir (Liu ve Cordes 2004). Tip | kategorisinde fonksiyonu bilinen
genlerle iligkili RFLP (Restriksiyon Fragment Lenght Polymorphism/kesilmis parca
uzunluk polimorfizmi), ETS (Expressed Tagged Site/etiketlenmis bolge), gibi
markirlar, tip 1I’de ise anonim genom bdlgeleri ile ilgili RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA/rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA), ISSR (Inter-Simple
Sequences Repeats/basit dizi tekrarlar1 arasi), AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism/gogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi) gibi markirlar yer
almaktadir. Ozellikle RAPD, AFLP ve ISSR gibi PCR temelli rasgele ¢ogaltilmus
dominant markirlarin (Arbitrarily Amplified Dominat markers, AAD) son yillarda
kullanilmasiyla biyolojik sorunlarin ¢6ziimiinde hiz kazanilmis ve taksonomik

diizeylerde yeterli bilgiler saglanmistir (Wolfe ve Liston, 1998).

Neilan (1995) yapmis oldugu ¢alismada; 13 farkli Microcystis ve Anabaena cinsini
RAPD primerleri kullanarak DNA genotipleme, filogenetik analizler agisindan
arastirmigtir.  Calisilan  primerlerin  bu bakteri cinslerini  genetiksel olarak

tanimlamada kullanilabilecegini 6nermistir.

Nishihara (1997), 5 Microcystis tiriinde RAPD yontemi ile genotip analizi yapmustir.
RAPD sonuglar1 ile allozim sonuglarinin birbirlerini desteklemedigini ortaya
koymustur. Ayrica M. novacekii, M.viridis ve M. wesenbergii tlrlerinde genetik
homojenitenin ylksek oldugunu ortaya koymustur. Fakat M. aeroginosa ve M.
ichthoblabe tiirleri arasinda hem allozim hemde DNA diizeyinde &nemli

varyasyonlarin oldugunu ortaya koymustur.

Shalini vd. (2007), Anabaena, Nostoc ve Calothrix tlrlerine ait Siyanobakteri
izolatlar1 ile yapilan c¢alismada toplam 8 primer kullanarak RAPD-PCR
genotiplemesi yapmislardir ve mevcut calismada PCR bilesenleri farkli bakteri
genotiplerinde en 1iyi genotiplemeyi verdigi konsantrasyonu tespit edilmeye

calisiimastir.

Kumar vd. (2009), Oscillatoria, Lyngbia ve Phormidium cinslerinden 12 farkl: tiire
ait 46 sus RAPD-PCR ile calisilmis ve mevcut genotipler 2 ana grup olusturacak
sekilde ayrilmistir.



Prabakaran vd. (2011), Siyanobakterilere ait 10 cins ilizerinde yapilan RAPD-PCR

teknigi ile molekiiler karakterizasyonda, cinsler fenogramda 2 kola yarilmigstir.

Afaf (2012), Anabaena, Nodularia, Cylindrospermopsis ve Microcystis cinslerine ait
toksijenik Siyanobakterilerle yapmis oldugu ¢alismada RAPD-PCR teknigi sonucu
elde edilen DNA profillerinin mevcut tirlerin ayriminda kullanilabilirligini ortaya

koymustur.
2.4. RAPD-PCR
2.4.1. RAPD-PCR reaksiyonu

1990°da gelistirilen RAPD-PCR (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA-PCR)
yontemi, sekans bilgisine gereksinim duymayan ve DNA’y1 temel alan modifiye bir
PCR teknigidir. Teknigin popularitesi bulunusundan itibaren hizli bir sekilde
artmistir. Bakterilerden bitkilere ve insanlara kadar bir¢ok organizmanin genomu
RAPD markirlarini olusturabilecek komplementer DNA dizilerine sahiptir. RAPD,
genomda herhangi bir nikleotit dizisinin karsilikli zincirlerde ters (inverse) yonde
bulunabilme ihtimalini temel almaktadir. Diger PCR uygulamalarinin aksine, bu
yontemde genomik bolgelerin amplifikasyonu i¢in tek bir primer kullanilir. RAPD
amagcli kullanilan primerler ters yonlerde yerlesen niikleotit dizileri arasinda bulunan
ve PCR’a olanak verecek uzakliktaki bolgelerin amplifikasyonunu saglar. Yontemde,
spesifik bir DNA boélgesi degil, genom iizerinde bircok DNA lokusu ayni anda
cogaltilabilir ve ¢alisilan organizmalar olusturduklar1 bant modellerine gore ayirt
edilirler. RAPD, o6zellikle akraba organizmalar arasindaki DNA dizi farkliliginin
ortaya c¢ikarilmasinda yaygin sekilde kullanilmakta ve elde edilen niikleotit
farkliliklart RAPD markirlart olarak isimlendirilmektedir. Genomlar arasinda RAPD
markir farkliliginin nedenleri, primer baglanma bdlgesini degistiren (veya ortadan
kaldiran) tek baz degisiklikleri ya da insersiyonlar/delesyonlar olabilecegi gibi,
amplifikasyona imkan vermeyecek sekilde primer baglanma bdlgelerini ayiran

genomik dizilerde meydana gelen insersiyonlar da olabilir.
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Sekil 2.3: RAPD markirlarinin olusum mekanizmasi.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Siyanobakterilerin Uretilmesi

Stuleyman Demirel Universitesi Muhendislik Fakultesinde retimleri yapilan
Siyanobakteri turleri 20-25°C’de, 24 saat surekli olarak floresan 1sikla (25 pEm-2/s)
aydinlatilmigtir.  Siirekli santrifiij kullanilarak, hiicreler besiyerinden ayrilmus,
liyofilize edilerek -20°C’de kullanimlarina kadar saklanmiglardir (Meriluota ve
Codd, 2005).

Bu ¢alismada izole edilen tiirlerin ¢ogaltilmasinda BG-11, BG-11° (Rippka, 1988;
Rippka ve Herdman, 1992), Z, Z45/4 besiyerleri (Zehnder ve Gorham, 1960)

kullanilmistir.

BG11

NaNO; 15¢g
K;HPO,4.3H,0 0.040¢g
MgSQO4.7H,0 0.036 g
Sitrik asid 0.006 g
Ferrik ammoyum sitrate 0.006 g
EDTA 0001 g
Na,COs3 0.020 g

Iz element karisimi 1mL

Saf su 1000 mL

Iz element karisimi

HsBOs 61 mg
MnSQO4.H,0 169 mg
ZnS04.7H,0 28.70 mg
CuS04.5H,0 2.5mg
(NH4)6M07024.4H,0 12.5 mg
BG11°

BGl11°’da kullanilan NaNOj3’in c¢ikarilmast ile hazirlanmistir. Azot tespit eden
tiirlerin izolasyonu i¢in kullanilmistir.

12



Z Besi Ortami
NaNO;

Ca(NO3). 4H,0
K2HPO,43H,0
MgS0O4.7H,0
Na,COs3

Fe- EDTA karisimi

Mikrobesi elementleri ¢ozeltisi

Saf su

0.467 g
0.060 g
0.031¢g
0.025¢g
0.021g
10 mL
0.08 mL
1000 mL

Z45/4 (Azot tespit eden Siyanobakteriler icin)

KH,PO,4

K,HPO,
CaCl;,.2H,0
MgS0,4.7H,0
Fe-EDTA kompleksi
Mikrobesi solusyonu

Saf su

Mikrobesi elementleri ¢cOzeltisi

H3BO3

MnSQO4.H,0
Na,W0,4.2H,0
(NH4)§M070,4.4H,0
KBr

KJ

ZnS04.7H,0

Cd(NO3).4 H20
C0S0,4.5H20
CuSQ4.5H,0
NiSO4(NH4)2. SO4.6H,0
Cr(NO3)3. 7H,0
V0S0,4.2H,0
Al,(S04)3K, SO4.24 H,0

Saf su

4149
179
3749
259

10 mL
0.06 mL
1000 mL

31 mg
223 mg
3.3mg

8.8 mg
11.9 mg
8.3 mg
28.70 mg
15.4 mg
12.5 mg
12.5mg
19.8 mg
3.7mg
2 mg
47.4 mg
1000 mL



3.2. Siyanobakteri Tiirleri ve Toplama Alanlar1

Calismamizda kullanilan Siyanobakteri tiirleri daha dnceden yapilan bir TUBITAK
calismasinda (Proje No: 105 O 053) morfolojik olarak tanimlanmistir (Giirbiiz vd.
2009). Bu ¢alisma kapsaminda elimizde daha 6nceden mevcut olan ve Pasteur Kiltir
koleksiyonundan elde ettigimiz Microcystis aeruginosa (PCC 7806) ve dis pozitif
kontrol tiirii olarak ise Eskisehir Osmangazi Universitesi’nden (Prof. Dr. Ahmet

Cabuk) elde ettigimiz Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853) kullanilmistir.

Cizelge 3.1: Bakteri tirleri ve toplama alanlart.

Sira No Bakteri ad1 Toplama/Elde
1 Microcystis aeruginosa (PCC 7806) Pastq.aur Kiltar Kolleksiyonu
(Paris)

2 Synechoccus elongatus Kovada Go6li (Isparta)

3 Anabaena affisinis Kovada Goli (Isparta)

4 Phormidium formosum Kovada Goli (Isparta)

5 Plankthorix limnetica Kovada Goli (Isparta)

6 Pseudoanabaena moniliformis Kovada Goli (Isparta)

7 Arthrospira sp. Titreyen Gol (Alanya)
Pozitif kontrol | Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853) Eskisehir

3.3. Siyanobakteri Genomik DNA izolasyonu

Siyanobakteri genomik DNA izolasyonu, Thermo Scientific GeneJET Genomic
DNA Purification Kiti kitap¢igindaki bilgiler temel alinarak ve mindr
modifikasyonlar yapilarak asagidaki sekilde yapilmistir:

1- Bakteri ornekleri steril, 1.5 ml ependorf tiiplere alinir.

2- Orneklerinin Uzerine 180 ul (mikrolitre) “Digestion Buffer” eklenir ve
ornekler bu buffer icinde ¢cozdurulir. Daha sonra 20 pl “Proteinaz K” eklenir.
Homojen bir gorinti olana kadar érnekler pipet yardimiyla ¢ekip-birakilir ya
da vortekslenir.

3- 56 °C’ye ayarli su banyosundaki ya da 1siticili blokdaki ornekler ara-sira

karigtirilir ve yaklasik 1 saat boyunca lizize ugramasi saglanir.
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4-

5

6-
7

8

9

10-

11-

Lizize olmus orneklerin zerine 20 pl “RNaz A” eklenir. Bakteri lizati ile
enzimin iyice karismasi igin ¢oOzelti hafif bir sekilde karistirihir. Oda
sicakliginda 20 dk inkiibasyon yapilir.

Bakteri lizatinin Gzerine 200 pl “Liziz Solution” eklenir ve 20 saniye kadar
vortekslenerek lizat ile iyice karigmasi saglanir.

Ornek lizatinin iizerine 400 pl, soguk % 50 etanol eklenir ve karigtirilir.
Bakteri lizat1 “DNA Purifikasyon Kiti” ile génderilen ve alt kismina toplayici
tiip gecirilmis olan kolon tiiplerine aktarilir. Kolon tiipler 1 dk (dakika),
6000xg’de santrifiij edilir. Iginde s1v1 birikmis olan toplama tiipii atilir. Kolon
tlpd yeni bir 2 ml toplama tlpu igine konur.

Kolon tupunin tzerine 500 pl “Wash Buffer I” eklenir ve 1 dk, 8000xg’de
santrifiij edelir. Kolon tiipleri yeni toplama tiiplerinin i¢ine akatarilir.

Kolon tuplerinin Gzerine 500 pl “Wash Buffer 11” eklenir ve 3 dk, maksimum
hizda (>12000xg) santrifiij edilir. Toplama tiipleri atilir ve kolon tiipleri steril
1.5 ml ependorf tiiplerinin i¢ine aktarilir.

Kolon tiiplerinin {izerine ve tam orta noktaya gelecek sekilde 200 ul “Elution
Buffer” eklenir. Oda sicakliginda en az 5 dk. beklenir. Sure sonunda 1 dk
8000xg’de santrifiigasyon yapilarak DNA oOrneklerinin 1.5 ml steril
ependorflarda toplanmasi saglanir (Maksimum DNA eldesi icin; Elution
Buffer ekleme agsamasi tekrar edilebilir).

Piirifiye edilmis DNA &rnekleri uygulama yapilana kadar -20 °C’de saklanr.
Ya da Nanodropta 260/280 ve 260/230 degerleri olgiilerek konsantrasyon ve

safliklar1 anlasilmaya caligilir.

3.4. Genomik DNA Konsantrasyon Ol¢umii

Cizelge 3.2: Bakteri tirlerine ait genomik DNA 6rneklerinin nanodrop 6lgtimleri.

Bakteri DNA konsantrasyonu | - »q58 | 260/230
(ng/ul)
Microcystis aeruginosa (PCC 7806) 12 1,89 1,79
Synechoccus elongatus 17 1,88 1,58
Anabaena affisinis 82,5 1,75 1,01
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Cizelge 3.2 (devam): Bakteri tirlerine ait genomik DNA 6rneklerinin nanodrop

Olcumleri.
Phormidium formosum 12 2,03 1,12
Plankthorix limnetica 13,5 1,85 1,17
Pseudoanabaena moniliformis 102 1,88 1,76
Arthrospira sp. 21,5 1,93 1,44
Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853) 4 2,40 2,25

3.5. RAPD Primerleri

Thermo Fisher Scientific firmasi (Offenbach/Almanya) tarafindan sentez edilen

primerler son konsantrasyonu 100 pmol/ul olacak sekilde, steril su kullanilarak

sulandirilmislardir.

Kontaminasyonu engellemek

icin ana stok primerlerden

aliquatlama yapilarak kiiciik 200 pl ependorf tlplerine aktarim yapilmis ve RAPD-

PCR reaksiyonlarda bu tiiplerden kullanilmistir.

Cizelge 3.3: RAPD-PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerlerin dizileri, Tm

dereceleri ve % GC oranlari.

Primer Dizi (5° —— 3)) % GC Tm (°C)
1- CRA-22 CCGCAGCCAA 70 34
2- CRA-25 AACGCGCAAC 60 32
3- HiP-CA GCGATCGCCA 70 34
4- OPA-11 CAATCGCCGT 60 32
5- OPA-13 CAGCACCCAC 70 34
6- HiP-GC GCGATCGCGC 80 36
7- HiP-TG GCGATCGCTG 70 34
8- MM TCACGGTGCA 60 32
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Cizelge 3.3 (devam): RAPD-PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerlerin dizileri,
Tm dereceleri ve % GC oranlari.

9- CRA-23 GCGATCCCCA 70 34
10- CRA-26 GTGGATGCGA 60 32
11- OPA-08 GTGACGTAGG 60 32
12- OPA-18 AGGTGACCGT 60 32
13- OPA-12 TGTCATCCCC 60 32
14- OPA-14 TGCGTGCTTG 60 32
15- OPA-15 GACGGATCAG 60 32

3.6. RAPD-PCR Doéngii Sartlari

3.6.1. RAPD-PCR reaksiyon karisim

10XPCR Buffer 2.5 ul

MgCl; (25 mM) 2.5 mM (2.5 ul)
dNTP (2.5 mM) 300 pM (3 pl)
Tag DNA Pol (5U/ul). 1 Unit (0.2 pl)
Primer 30 pmol (0.3 ul)
Genomik DNA 25ng (1 plb)
Steril su 15.5 ul

PCR Reaksiyon son hacmi 25 pul

3.6.2. RAPD-PCR déngust

On denatiirasyon 95°C 3 dk
Denaturasyon 95°C 45 sn
Baglanma 32-36°C 45 sn 45 dongu
Uzama 72°C 45 sn

Son uzama 72°C 5dk

Not: Her bir primere ait baglanma sicakligi tablo 4’te gosterilmistir.
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3.7. Agaroz Jel Elektroforezi

Yiirlitme tamponu ve agaroz jelin hazirlanmasi i¢in 10 X TBE (Tris 54 gr-Borat 27.5
gr-EDTA 3.7 gr) tamponu kullanilmigtir. PCR o6rnekleri, PCR reaksiyonunun
kontrolii icin %1°lik, yorumlama ve fotograflama i¢in %?2’lik agaroz jelde, 90 mA
(miliamper) sabit akim uygulanarak, 90 dk. yiiriitiilmiistir. RAPD-PCR drinleri 20
ul PCR iiriinii ve 2 pl bromfenol mavisi eklenerek jele yiiklenmistir. DNA iiriinlerini
floresan goriintiileme amaciyla jel etidyum bromiir ile 3-5 dk. boyanmistir. En son
asamada ise jel goriintileme sistemi kullanilarak (UVITEC Cambridge)

goriintliilenmis ve fotograflanmistir.
3.8. Dendrogram Cizimi

Dendrogram elde edilmesi icin jellerdeki bantlar monomorfik (tiim g¢esitlerde
bulunan) ve polimorfik (baz1 ¢esitlerde bulunup bazilarinda bulunmayan) 6zellikleri
acisindan degerlendirilmistir. Bantlarin bant biiylikliikleri (molekiiler agirliklari)
DNA biiyiikliik markir1 (Fermentas GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder 3000-2000-
1500-1200-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg (baz ¢ifti)) kullanilarak
hesaplanmistir. Elde edilen bantlar monomorfik ise 0, polimorfik ise 1 olarak
isaretlenmistir.  Bu sayisal matriks bilgisi Genetic Analysis in Excel 6.501
(GenAlEXx) programinda kullanilarak (Peakall R. ve Smouse PE, 2012) Nei’s
Genetik Uzaklik degerleri elde edilmistir. Bir sonraki asamada ise iki farkl
dendrogram (UPGMA ve Neighbor Joining) Genetik Uzaklik degerleri baz alinarak
MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 6.06 programi ile ¢izilmistir.
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4. BULGULAR

Kullanilan 15 primerin tamami ile (%100) segilen Siyanobakterilerin analizinde
tekrarlanabilir ve guvenilir polimorfik RAPD-PCR bantlar1 elde edilmistir.
Polimorfik RAPD primerleri ile toplam 306 adet amplifikasyon iiriinii elde edilmis
olup bu drunlerin tamaminin (% 100) polimorfik oldugu gériilmiistiir. En diisiik bant
agirh@ina sahip polimorfik PCR driini 175 bg ile CRA-26 primerinden, en blyuk
bant agirligina sahip polimorfik PCR Urlnu ise, 3.000 bg ile CRA-25 ile OPA-13
primerinden alinmistir. Polimorfik primer bagina elde edilen ortalama bant sayisi
20.4 (306/15) ve polimorfik primer basina elde edilen ortalama polimorfik bant
sayis1 20.4 (306/15) olarak tespit edilmistir. En fazla polimorfik RAPD Urlni
olusturan primer ise 35 farkli PCR iiriinii ile HIP-GC olarak bulunmustur. Bakteri
orneklerinin genetik akrabalik iligkisini ortaya ¢ikarmak i¢in Nei’s Genetik Uzaklik
degerleri kullanilarak iki farkli dendrogram (UPGMA ve Neighbor Joining)
cizilmistir. Genetik Uzaklik degerleri temel alindiginda, 0.451 degeri ile S. elongatus
ve P. moniliformis en uzak tirler, 0.268 degeri ile A. affisinis ve Arthrospira sp.
(Titreyen Gol) ise birbirine en yakin tiirler olarak tespit edilmistir. Genetik Benzerlik
degerleri baz alindiginda da yine ayni tiirler 0.765 degeri ile en yakin ve 0.637 degeri

ile en uzak tiirler olarak tespit edilmislerdir.

Cizelge 4.1: Siyanobakteri tirlerinden elde edilen RAPD bilgisinin genel

degerlendirilmesi.
Calisilan primer sayisi 15
Polimorfik primer sayisi 15
Polimorfik primerlerden elde edilen toplam bant sayisi 306
Elde edilen polimorfik fragmentlerin bant buyuklukleri (bg) 175-3000
Polimorfik primer bagina elde edilen ortalama bant sayis1 20.4
Polimorfik bant say1si 306
Polimorfik primer basina elde edilen ortalama polimorfik bant sayisi 20.4
Polimorfik primerlerden elde edilen polimorfizm yiizdesi %100
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Cizelge 4.2: RAPD-PCR reaksiyonlarindan elde edilen bant karakteristikleri ve
polimorfizm ytizdeleri.

z | 2| 35
I -
c 2 | 5] = £
g £ Bant Biiyiikligi 2 4 S
g E yiikligi 8 | 2| £ £
o g % = °
= g S o
& S £ X
= g S
2 (=W
2000.1925,1400,1340.1250,1200,1130,
1030.1000.975,950,825.675.650,625,

CRA-22 | 581 575 550,530,480,425,400,350,340, 29 | - | 29 | %100
330 325,320,260 250
2750.2500.1750,1500,1400,1000,900,850,

CRA-23 | 800,625,600,575.475 450425,400 375,350, 21 | - | 21 | w100
325.300,225
3000,2800,2250,2000.1800,1750,1500,

CRA-25 | 135011001000 900,850,800,775.700, 19 | - | 19 | %100
600,500,480 375
1500,1350,1200,1150,1000,850, 700,600,

CRA-26 | 550525,500,475,450 425 400,375,350, 2 | - | 22 | wioo
325.300,275.200 175
2600.2000.1850,1750.1700,1600,1500,

HiP-CA | 1300.1200.1100.1000.800, 750,700,625, 25 | - | 25 | %100
600,550,500,450 400,375,350,325 320,275
1800,1700,1600,1400,1300,1150,1100,

. 1050.1000.975,950,900,875.875.850,300, .

HIP-GC | 275 750.700,675,650,625,600,575,560550, | <2 | - | 3° | %100
525 475,450,400 390 375,325,300 280,225
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Cizelge 4.2(devam): RAPD-PCR reaksiyonlarindan elde edilen bant karakteristikleri
ve polimorfizm yiizdeleri.

1800,1750,1500,1350,1200,1150,1100,
. 1000,975,950,850,825,800,775,725,700, .
7| HIP-TG | o0 650.625.550.525,500,475,450, 425, 28\ - 28 | %100
325,300,250
2400,2150,1475,1275,1025,1000,975, o
8 MM 875,825,740,500,450,375,300,175 15 i 15 /100
1900,1700,1400,1150,1100,1000,900,725, o
9 | OPA-08 675,650,625,580,550,475,390,375,200 17 ) 17 %100
2500,175,1600,1400,1300,1200,1150,975,
10 | OPA-11 | 950,850,800,750,700,675,650,625,500, 19 - 19 | %100
475,250
1600,1500,1025,900,850,775,700,600,450, .
11 | OPA-12 400,380,300.250 13 - 13 %100
3000,1750,1600,1200,900,750,725,700,
12 | OPA-13 625,600,550,525,500,475,400,375,350,330 18 i 18 | %100
2800,2100,1800,1500,1300,1100,975,500, .
13 | OPA-14 375.350,305.275 12 - 12 %100
1800,1700,1500,1400,1200,1175,1100,
14 | OPA-15 | 1050,1000,875,675,650,625,550,500, 18 - 18 | %100
475,375,275
2200,1750,1600,1400,1100,975,850,700,
15 | OPA-18 650,625,600,575,525,375,200 15 ) 15 %100
£
= 306 - 306 | %100
|_
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Cizelge 4.3: Nei’s Genetik Uzaklik matriksi degerleri.

[45]
g 3 g g g
= 5 | £ 3 g | &g . | 5
g‘)G c ‘D e = % 2 & 2 ch
o 2 = 5 £ o E © T
) g o © = = €SS | & | aw
Ornek 20 3 g g = T = 8 g9
%O 8 s 5 e T 5 = S O
o ~ [S) g E é 3 S <T: o $
S £ < 2 = . 2
b= 2 o o S
Microcystis
aeruginosa 0,000
(PCC 7806)
Synechoccus 0,391 0,000
elongatus
Anabaena 0,339 | 0,372 | 0,000
affisinis
Phormidium 0,396 | 0440 | 0396 | 0,000
formosum
F'a”kt.ho”x 0372 | 0445 | 0335 | 0335 | 0,000
imnetica
Pseudoanabaena | 396 | 451 | 0339 | 0386 | 0335 | 0,000
moniliformis
Arthrospira sp. 0,339 0,420 0,268 0,405 0,325 0,277 | 0,000
Pseudomonas
aeroginosa 0,482 0,509 0,430 0,471 0,456 0,353 | 0,410 | 0,000
(ATCC 27853)
Cizelge 4.4: Nei’s Genetik Benzerlik matriksi degerleri.
(48]
< 2 IS © 3
é % 2 z £ s s | Ba
Se| 8 | €| 5| E | BE| & |58
x 8 2 o : p= = ES | & | o
Ornek 20 3 g S = S = 3 S0
29 8 © = 2 S5 £ | g©
S < = £ = B E t | EX
= s} c o <€ S =
2 c < o c o S
= 2 o o o
Microcystis
aeruginosa 1,000
(PCC 7806)
Synechoccus 0,676 1,000
elongatus
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Cizelge 4.4(devam): Nei’s Genetik Benzerlik matriksi degerleri.

Anabaena 0712 | 0690 | 1,000
affisinis
Phormidium 0673 | 0644 | 0673 | 1,000
formosum
F'a”kt.ho”x 0,690 | 0641 | 0716 | 0,716 | 1,000
Imnetica
Pseudoanabaena | e7s | 637 | 0712 | 0680 | 0716 | 1,000
moniliformis
Arthrospira sp. 0712 | 0657 | 0765 | 0,667 | 0,722 | 0,758 | 1,000
Pseudomonas
aeroginosa 0618 | 0601 | 0650 | 0624 | 0634 | 0703 | 0,663 | 1,000
(ATCC 27853)
W Microcystis aeruginosa (PCCT806)
W Synechoccus elongatirs
B Phomidium formosum
2 B Piankthorix limnetica
B Anabaena affisinis
N Arthrospira sp.
1 B Pseudoanabaena moniliformis
B Pseudomonas aeroginosa
—————
0.05

Sekil 4.1: Neighbor-Joining ile ¢izilen dendrogram sonuglari.

Neighbor-Joining ile ¢izilen dendrogramda temelde 2 farkli gruplasma meydana
gelmigtir. 1. grubu dis pozitif kontrol &rnegi Pseudomonas aeroginosa (ATCC
27853) ve Pseudoanabaena moniliformis olusturmaktadir. Geri kalan 6rnekler ise 2.
gruba dahildir. Bu grup ise kendi iginde 2 alt gruba ayrilmaktadir. 2. grubun 1. alt
grubu Arthrospira sp. ve Anabaena affisinis’ den olusmaktadir. 2. grubun 2. alt
grubunu ise Microcystis aeruginosa (PCC 7806), Synechoccus elongatus,

Phormidium formosum, Plankthorix limnetica olusturmaktadir.

23



B Anabaena affisinis

B Arthrospira sp.

B Pseudoanabaena moniliformis

B Plankthorix limnetica

B Microcystis aeruginosa (PCC7806)
B Phomidium formosum

~|_ B Synechoccus elongatus

B Pscudomonas aeroginosa

I].Iél] I].;IE I].;I|] I].i]5 I].i]l]

Sekil 4.2: UPGMA ile ¢izilen dendrogram sonugclari.

UPGMA (Aritmetik Ortalamay1 Kullanan Agirliksiz Cift Grup Metodu -Unweighted
Pair-Group Method of Arithmetic Average) ile ¢izilen dendrogramda ise dis tiir
olarak kullandigimiz pozitif kontrol 6rnegi Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853)
genetik olarak ilk ayrilan tiirdiir. Daha sonra ise sirasiyla Synechoccus elongatus,
Phormidium formosum, Microcystis aeruginosa (PCC 7806), Plankthorix limnetica,
Pseudoanabaena moniliformis, Arthrospira sp. ve Anabaena affisinis ayrilmaktadir.

Sekil 4.3: CRA-22 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR trtnlerinin agaroz
jeldeki géruntisa.

1; Microcystis aeruginosa (PCC 7806), 2; Synechoccus elongatus, 3; Anabaena
affisinis, 4; Phormidium formosum, 5; Plankthorix limnetica, 6; Pseudoanabaena
moniliformis, 7; Arthrospira sp., PK; Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853), NK;
Negatif kontrol, M; DNA molekiil biiyiikliik markuri.
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Sekil 4.4: CRA-23 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR Urtnlerinin agaroz
jeldeki goruntdsu.

1; Microcystis aeruginosa (PCC 7806), 2; Synechoccus elongatus, 3; Anabaena
affisinis, 4; Phormidium formosum, 5; Plankthorix limnetica, 6; Pseudoanabaena
moniliformis, 7; Arthrospira sp., PK; Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853), NK;
Negatif kontrol, M; DNA molekiil biiyiikliik markirt.

Sekil 4.5: CRA-25 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR Urtnlerinin agaroz
jeldeki goruntdsu.

1; Microcystis aeruginosa (PCC 7806), 2; Synechoccus elongatus, 3; Anabaena
affisinis, 4; Phormidium formosum, 5; Plankthorix limnetica, 6; Pseudoanabaena
moniliformis, 7; Arthrospira sp., PK; Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853), NK;
Negatif kontrol, M; DNA molekiil biiyiikliik markuri.
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Sekil 4.6: CRA-26 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR Urtnlerinin agaroz
jeldeki goruntdsu.

1; Microcystis aeruginosa (PCC 7806), 2; Synechoccus elongatus, 3; Anabaena
affisinis, 4; Phormidium formosum, 5; Plankthorix limnetica, 6; Pseudoanabaena
moniliformis, 7; Arthrospira sp., PK; Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853),
NK; Negatif kontrol, M; DNA molekiil biiyiikliik markiri.

Sekil 4.7: HIP-CA primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR (riinlerinin agaroz
jeldeki goruntdsu.

1; Microcystis aeruginosa (PCC 7806), 2; Synechoccus elongatus, 3; Anabaena
affisinis, 4; Phormidium formosum, 5; Plankthorix limnetica, 6; Pseudoanabaena
moniliformis, 7; Arthrospira sp., PK; Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853),
NK; Negatif kontrol, M; DNA molekiil biiyiikliik markiri.
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Sekil 4.8: HIP-GC primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR (riinlerinin agaroz
jeldeki goruntdsu.

1; Microcystis aeruginosa (PCC 7806), 2; Synechoccus elongatus, 3; Anabaena
affisinis, 4; Phormidium formosum, 5; Plankthorix limnetica, 6; Pseudoanabaena
moniliformis, 7; Arthrospira sp., PK; Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853),
NK; Negatif kontrol, M; DNA molekiil biiyiikliik markiri.

I000

aaaaa

—
—
200 —
—

— 1 (0}

Sekil 4.9: HIP-TG primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR (iriinlerinin agaroz
jeldeki géruntisa.

1; Microcystis aeruginosa (PCC 7806), 2; Synechoccus elongatus, 3; Anabaena
affisinis, 4; Phormidium formosum, 5; Plankthorix limnetica, 6; Pseudoanabaena
moniliformis, 7; Arthrospira sp., PK; Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853),
NK; Negatif kontro/, M; DNA molekiil biiyiikliik markuri.
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Sekil 4.10: MM primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR Urinlerinin agaroz
jeldeki goruntdsu.

1; Microcystis aeruginosa (PCC 7806), 2; Synechoccus elongatus, 3; Anabaena
affisinis, 4; Phormidium formosum, 5; Plankthorix limnetica, 6; Pseudoanabaena
moniliformis, 7; Arthrospira sp., PK; Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853),
NK; Negatif kontrol, M; DNA molekiil biiyiikliik markiri.

|

Sekil 4.11: OPA-08 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR drtnlerinin agaroz
jeldeki géruntisa.

1; Microcystis aeruginosa (PCC 7806), 2; Synechoccus elongatus, 3; Anabaena
affisinis, 4; Phormidium formosum, 5; Plankthorix limnetica, 6; Pseudoanabaena
moniliformis, 7; Arthrospira sp., PK; Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853),
NK; Negatif kontrol, M; DNA molekiil biiyiikliik markirt.
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Sekil 4.12: OPA-11 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR drtnlerinin agaroz
jeldeki goruntdsu.

1; Microcystis aeruginosa (PCC 7806), 2; Synechoccus elongatus, 3; Anabaena
affisinis, 4; Phormidium formosum, 5; Plankthorix limnetica, 6; Pseudoanabaena
moniliformis, 7; Arthrospira sp., PK; Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853),
NK; Negatif kontrol, M; DNA molekiil biiyiikliik markiri.

200

Sekil 4.13: OPA-12 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR drtnlerinin agaroz
jeldeki goruntdsu.

1; Microcystis aeruginosa (PCC 7806), 2; Synechoccus elongatus, 3; Anabaena
affisinis, 4; Phormidium formosum, 5; Plankthorix limnetica, 6; Pseudoanabaena
moniliformis, 7; Arthrospira sp., PK; Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853),
NK; Negatif kontrol, M; DNA molekiil biiyiikliik markiri.
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Sekil 4.14: OPA-13 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR drtnlerinin agaroz
jeldeki goruntdsu.

1; Microcystis aeruginosa (PCC 7806), 2; Synechoccus elongatus, 3; Anabaena
affisinis, 4; Phormidium formosum, 5; Plankthorix limnetica, 6; Pseudoanabaena
moniliformis, 7; Arthrospira sp., PK; Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853),
NK; Negatif kontrol, M; DNA molekiil biiyiikliik markirz.

Sekil 4.15: OPA-14 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR drtnlerinin agaroz
jeldeki goruntdsu.

1; Microcystis aeruginosa (PCC 7806), 2; Synechoccus elongatus, 3; Anabaena
affisinis, 4; Phormidium formosum, 5; Plankthorix limnetica, 6; Pseudoanabaena
moniliformis, 7; Arthrospira sp., PK; Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853),
NK; Negatif kontrol, M; DNA molekiil biiyiikliik markiri.

30



Sekil 4.16: OPA-15 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR drtnlerinin agaroz
jeldeki goruntusa.

1; Microcystis aeruginosa (PCC 7806), 2; Synechoccus elongatus, 3; Anabaena
affisinis, 4; Phormidium formosum, 5; Plankthorix limnetica, 6; Pseudoanabaena
moniliformis, 7; Arthrospira sp., PK; Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853),
NK; Negatif kontrol, M; DNA molekiil biiyiikliik markirt.

Sekil 4.17: OPA-18 primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR drtnlerinin agaroz
jeldeki goruntusa.

1; Microcystis aeruginosa (PCC 7806), 2; Synechoccus elongatus, 3; Anabaena
affisinis, 4; Phormidium formosum, 5; Plankthorix limnetica, 6; Pseudoanabaena
moniliformis, 7; Arthrospira sp., PK; Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853),
NK; Negatif kontro/, M; DNA molekiil biiyiikliik markuri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez c¢alismasinda Ulkemizin degisik gollerinden toplanan ve morfolojik olarak
siiflandirilan bazi1 Siyanobakteri izolatlarinin genetik karakterizasyonu RAPD-PCR
yontemiyle arastirilmistir. Siyanobakteriler sucul ortamlarda fitoplanktonlarin 6nemli
bir Gyesidir ve fotosentetik 6zelliklerinden ve azot fikse etme yetencklerinden dolay1
da oldukca degerlidirler. Ayrica tathisularda bazi suglarin siyanotoksinler olarak
isimlendirilen toksik bilesikleri sentezleyerek ortama vermeleri hayvanlarin ve
insanlarin igme su kaynaklari i¢in Onemli bir tehdit olusturabilmektedir.
Siyanobakteriler taksonomik olarak oldukga cesitlilik gosteren biiylik bir gruptur.
Siiflandirmalarinda morfolojik ve diger fenotipik oOzellikler yaygin olarak
kullanilmistir ve kullanilmaya devam edilmektedir.  Son yillarda uygulanan
molekiler filogenetik smiflandirma teknikleri o6zellikle problemli gruplarin
siniflandirilmasinda, toksin iireten tiirlerin teshisinde ve tespitinde, degerli veriler
ortaya koyabilmekte ve molekiiler genetik analiz sonuglar1 temel alinarak taksonlarin

sistematikteki yeri degisebilmektedir.

Deneysel verilerin  sonucunda; caligmalarimizda kullandigimiz RAPD-PCR
yonteminin ve kullanilan RAPD primerlerin iilkemizin degisik g6llerinden toplanan
Siyanobakteri izolatlarinin genetik karakterizasyonunda, teshisi ve tanimlanmasinda,
molekiiler sistematiginde basarili bir sekilde kullanilabilecegi goriilmistiir.
Kullanilan primerlerle elde edilen amplifikasyon firiinlerinin sayis1 ve polimorfizm
yuzdesi, RAPD-PCR iiriinlerinin degisik programlarla analizi ve dendrogramlar
sonucu ortaya ¢ikan genetik yap1 morfolojik olarak karakterizasyon ile uyumlu bir
tablo ortaya koymaktadir. Tez caligmasinda kullanilan izolatlar biri disinda tiir
diizeyinde tanimlanmigtir. Fakat, cins diizeyinde tanimlanan Arthrospira sp.’nin tiir

diizeyinde teshisi i¢in farkli genetik analizlere ve yontemlere gereksinim vardir.

Neilan (1995), Microcystis ve Anabaena cinslerindeki mevcut genetik ¢egitliligi; tez
caligmas1 kapsaminda da kullanilan 8 farkli RAPD primeri ile analiz etmis ve mevcut
cinslerin genetik karakterizasyonunda basta CRA-22 ve CRA-23 primerleri olmak

lizere uygunlugunu ortaya koymustur. Ilgili tez calismasinda da yukaridaki tiirlere
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ilaveten farkli tiirleri kullanarak elde edilen sonuglar ile Neilan (1995) sonuglari
uyum gostermekte ve bakteri tiirleri net bir sekilde dendrogramda birbirinden

ayrilmaktadir.

Ozellikle Microcystis tiirlerinin tanimlanmasinda RAPD analizlerinin ¢ok uygun bir
metot oldugu ifade edilmektedir (Nishihara vd.,1997). Bu tez c¢aligmasinda da
Microcystis genotipide dahil farkli kaynaklardan elde edilen genotipler net bir

sekilde birbirinden ayrilmaktadir.

CRA-22 ile yapilan bir ¢aligmada (Prabakaran vd., 2011), %100 polimorfizm oram
tespit edilmistir. Bu tez calismasi kapsamindada ilgili primer ile elde etmis
oldugumuz polimorfizm orant %100 olup, yukaridaki c¢alisma ile uyumluluk
gostermektedir Buna ilavaten mevcut tezde istatiksel analizlerin giivenilirligi

acisindan bu primerinde i¢inde oldugu toplam 15 primer ¢alisilmistir.

Tez ¢alismasinda kullanilan primerleri de igeren farkli bir ¢alismada (Shalini vd.,
2007); toplamda 8 primeri mevcut genetik ¢esitliligi ortaya ¢ikarmak ve tanimlama
amagcl kullanmistir. Ug primer ile (CRA-22, OPA-11 ve OPA-13) en iyi bantlasma
modelleri elde edilmistir. Bizim ¢alismamizda ise mevcut olan biitiin primerler ile

cok 1yi bant profilleri ve %100 polimorfizm orani elde edilmistir.

Bu arastirma sinirli bir siire i¢inde ve sinirli maddi olanaklarla yiiriitiilmiis olmasina
ragmen; Siyanobakteri izolatlarinin biyolojik cesitliligi ve karakterizasyonuyla ilgili
tilkemizde yapilmasi planlanan diger calismalar i¢cin de temel olusturabilecek bir

calisma niteligindedir.
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