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Bu caligmada Porsuk Cay1 ve Seydisuyu’'nda bulunan Siyanobakteri’lerin
karakterizasyonu amaglanmigtir.

Porsuk Cayi’na ait 21, Seydisuyu’na ait olan 5 farkli istasyondan ve Eti-Boraks
Isletmesine ait olan bor atik havuzundan 2006 yili boyunca érnekleme yapilmigtir. BG-11
besiyeri kullanilarak 141 adet Siyanobakteri izolat1 elde edilmistir. Elde edilen izolatlarin
mikroskobik analizleri yaninda bu izolatlardan elde edilmis olan genomik DNA
ekstraksiyonu sonrasinda 16S rRNA PCR ile g¢ogaltilarak molekiiler tanimlama da
yapilmustir.

Porsuk Cayi, Seydisuyu ve Bor havuzundan Ekim 2006°da alinan su
orneklerinden ise kiiltiir bagimsiz testlerle kommunite analizine yonelik ¢aligmalar olan
Denatiire edici gradient jel elektroforezi (DGGE) ve 16S rRNA klonlart ile gen
kiitiiphanesi olusturulmasi metotlar1 uygulanmistir. Yapilan bu mikroskobik ve molekiiler
caligmalar ile Porsuk Cay1 ve Seydisuyu’nda bulunan Siyanobakterileri kompozisyonu ilk
kez ortaya konmustur.

Kiltiirel yontemler ile Porsuk Cayi’nda Synechococcus, Cyanobium,
Anabaenopsis, Leptolyngbya, Microcoleus, Pseudanabaena, Synechocystis, Oscillatoria,
Snowella, Nostoc, Phormidium ve Limnothrix cinslerine ait izolatlar, Seydisuyu’ndan
Pseudanabaena, Anabaenopsis, Leptolyngbya, Phormidium, Synechocystis ve Nostoc
genuslarina ait izolatlar Bor havuzundan ise sadece Leptolyngbya cinsine ait izolatlar elde
edilmistir.

16S rRNA gen sekanst BLAST sonuclarma dayali olarak DGGE yontemi ile
Porsuk Cay1 100 no’lu istasyondan Arthrospira, Lyngbya, Planktothricoides, Microcystis
genuslarina ait sekanslar, Seydisuyu’'ndan Cyanobacterium, Lyngbya, Nostoc ve
Phormidium genuslarina ait sekanslar, Bor havuzundan ise Nostoc, Phormidium,
Arthrospira, Phormidium, Planktothricoides genuslarina ait sekanslar klonlama yontemi
ile Leptolyngbya, Merismopedia, Nostoc genuslarina ait olan sekanslar elde edilmistir.
Ayrica BLAST ve filogenetik analiz sonuglarina gére Seydisuyu ve bor havuzu’ndan
¢ogu henliz tanimlanamamis sekanslari iceren DGGE bantlar1 ve klonlar elde edilmistir.
Bu nedenle Seydisuyu ve Bor havuzunda yeni Siyanobakteri tiireleri olabilecegi sonucuna
varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Porsuk Cayi, Seydisuyu, Siyanobakteri, DGGE (Denature Edici
Gradient Jel Elektroforezi), 16S rRNA gen kiitliphanesi
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CHARACTERIZATION OF CYANOBACTERIA WHICH ARE
FOUNDED IN PORSUK RIVER AND SEYDISUYU

Meral YILMAZ

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Biology Program
Supervisor: Prof.Dr. Merih KIVANC

2009, 170 pages

This study focused on the characterization of Cyanobacteria founded in Porsuk
River and Seydisuyu.

The sampling was performed during year 2006 from 21 different stations in the
Porsuk River and 5 different stations in the Seydisuyu and boron waste pool of Etibor
Establishment. 141 Cyanobacterial isolates were obtained with BG-11 medium. In
addition to microscobic analysis, molecular analysis also was applied for identification of
Cyanobacterial isolates by using 16S rRNA PCR amplification of genomic DNA.

Water samples collected from Porsuk River, Seydisuyu and boron waste pool at
2006 October were analysed by using culture independent methods such as denaturating
gradient gel electrophoresis (DGGE) and 16S clone library. Cyanobacterial composition
found in Porsuk River and Seydisuyu was shown for the first time by using microscopic
and molecular studies.

With the cultural methods, strains belong to Synechococcus, Cyanobium,
Anabaenopsis, Leptolyngbya, Microcoleus, Pseudanabaena, Synechocystis, Oscillatoria,
Snowella, Nostoc, Phormidium, and Limnothrix genera in Porsuk River and
Pseudanabaena, Anabaenopsis, Leptolyngbya, Phormidium, Synechocystis and Nostoc
genera in Seydisuyu were obtained. The isolates belong to only Leptolyngbya genus was
obtained from boron waste pool.

Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) fingerprint analysis based on
BLAST results of 16S rRNA gene sequences based on the revealed that Porsuk River
water sample may have species from Arthrospira, Lyngbya, Planktothricoides,
Microcystis genera, Seydisuyu water sample have Cyanobacterium, Lyngbya, Nostoc,
Leptolyngbya and Phormidium genera where the boron pool water samples have
representative  species from  Oscillatoria, Nostoc, Phormidium, Arthrospira,
Planktothricoides, Aphanothece, and Leptolyngbya genera. With the cloning method
Leptolyngbya, Merismopedia, Nostoc genera were obtained from boron pool.
Phylogenetic and BLAST analysis of some representative partial sequences indicates that
most of the 16S rRNA sequences were under currently unavailable nucleotide sequence
databases. As a result, we conclude that novel Cyanobacterial species may be present in
Seydisuyu and boron pool.

Keywords: Porsuk River, Seydisuyu, Cyanobacteria, DGGE (Denaturating Gradient Gel
Electrophoresis), 16S rRNA gen library
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1. GIRIS

Siyanobakteriler morfolojik agidan cesitli fototrofik bakterilerden olusan
olduk¢a genis bir grubu icermektedir. Siyanobakterileri mor ve yesil
anoksifototroflardan ayiran, onlarin oksijenik fototroflar olmalaridir. Bu grup,
bakteriler icerisindeki en biiyiik alemlerden biridir. Bu canlilar evrimsel agidan
biiylik Oneme sahiptir ¢iinkii onlarin Diinya iizerinde ilk oksijen olusturan
fototrofik organizmalar oldugu, bu sayede de Diinya atmosferinin oksijensiz
(anoksik) halden oksijenli (oksik) hale gectigi diisiiniilmektedir. Siyanobakteriler'
de sadece bir ¢esit klorofil bulunmaktadir (klorofil a). Ayrica, hepsinde fikobilin
(phycobilin) adi1 verilen karakteristik bir pigment c¢esidi bulunmaktadir.
Fikobilinlerin, fikosiyanin (phycocyanin) adi verilen bir sinifi mavi renklidir ve
yesil renkli klorofil pigmentleriyle birlikte bu canlilara mavi-yesil renk verirler.
Siyanobakteriler’de beslenme oldukga basittir. Vitamin ihtiyaclar1 yoktur, azot
(N) kaynagi olarak nitrat ya da amonyagi kullanmaktadirlar. Bazi mavi-yesil
bakteri tiirleri, fotosenteze ilave olarak azot fiksasyonu (baglamasi) da
yapmaktadirlar. Siyanobakterilerin ¢ogu ndrotoksin liretme yetenegine sahiptir ve
bu toksinlerin bulundugu suyu igen herhangi bir canli hizla 6lebilir. Ayrica
Siyanobakteriler topraga has kokunun olugmasin1 saglayan bakteri gruplarindan
biridir (Whitton ve Potts 2000; Rai ve ark. 2002).

Siyanobakterileri tanimlamada kullanilan geleneksel teknikler, mikroskobik
incelemelere dayanmaktadir, fakat bu teknikler mikrobiyal ¢esitligi tanimlamak
icin dogru bir yaklasim saglamamaktadir. Genetik sekansa dayali identifikasyon
metotlar1 bakteriyel populasyonlari tanimlama olanaklarmi arttirmustir. Ozellikle
16S rRNA genindeki varyasyonlar mikroorganizmalar arasindaki filogenetik
iliskileri anlamay1 saglamistir (Bryant 1994).

Eskisehir ilinin ortasindan gecen Porsuk Cayi, kenti ikiye bolmektedir.
Eskisehir Seker Fabrikasi pancar yikama sularimin biiyiik bir kismmi Porsuk
Cayindan karsilamaktadir. Porsuk Cay1 pek ¢ok evsel ve endiistriyel atiklar igin
alict ortam olusturmakta ve bu tiir atiklar Porsuk Cayinin su kalitesini 6énemli
Olciide degistirmektedir. Eskisehir ilinin igme ve kullanma suyu Porsuk Cayi’ndan

karsilanmaktadir (http://tr.wikipedia.org/wiki/Porsuk).



Seydisuyu ise Seyitgazi ilgesinin Kirka bucagi civarindan c¢ikmakta,
Kumarciadasi civarinda Sakarya'ya karigsmaktadir. Seydisu, Etibor Kirka Boraks
Isletmesi’nin atiklari ve tarimsal faaliyetler ile kirlenmektedir. Eskisehir-Seyitgazi
yoresi boraks yoniinden zengin bir havzadir. Bu nedenle 1972 yilindan beri
Eubank Boraks Isletmesi, bu bolgede bor cevheri islemektedir. Eskisehir-
Seyitgazi sulama sebekesinin baglica su kaynagi olan Seydisuyu ve Seydisuyu'nun
iki ayr1 kolu iizerinde, DSI' nin insa etmis oldugu sulama amagl Kunduzlar ve
Catoren Barajlar1 da bu havza igerisindedir. Bilindigi iizere bor iyonu, yasayan
organizmalar lizerinde zehirli etkiler yapmakta, suda yasayan canlilara zehirli
etkisi ile ¢ok biiyiik zararlar verebilmektedir (Uygan ve Cetin 2004).

Eskisehir igme ve sulama suyu olarak O6nem tasiyan Porsuk Cayi ve
bolgenin sulama suyu ihtiyacini karsilayan Seydisuyu’ndaki Siyanobakteri
cesitliligi konusunda yapilmisg detayli bir ¢alismanin bulunmamasi nedeniyle
farkli iki bolgedeki su kaynaginin Siyanobakteri kompozisyonunun belirlenerek

karsilagtirmasi1 amaclanmaistir.



1.1. Porsuk Cay1 ve Seydisuyu

Sakarya Nehri’nin bir kolu olan Porsuk Cay1 havzasi Kuzeybati Anadolu da
11188 km?’lik bir alam kapsamaktadir. Porsuk Cay1 iki koldan olusmustur. Birinci
kolunun kaynagi Murat Dagi'ndadir. Altintas havzasinda hafif meyilli bir arazide
akar. Diger kol, Kiitahya'nin batisindan gelir. Bunlar Cukurova'da birlesirler.
Eskisehir il sinirinda, sirasiyla Kunduzlar, Kargin Deresi, Ilicasu, Mollaoglu
Deresi, Sarisu, Keskin-Muttalip dereleriyle birleserek, Sakarya Nehri'ne
yaklagirken de Piirtek Cayi'n1 i¢ine alir.

Porsuk Cayr’nin en O6nemli kirletici kaynaklar1 arasinda Altintas Ovasi
icerisinde yer alan ilge belediyelerinin (Altintas Ilcesi ve Aslanapa ilgesi) sanayi
ve evsel atik sulari, Kiitahya il Merkezinin Evsel nitelikli atik sulari, Kiitahya—
Eskisehir kara yolu lizerinde bulunan sanayi kuruluslari ve Tarimsal kdkenli
kirleticiler yer almaktadir

(http://www.kutahva-cevreorman.gov.tr/duyuru/7/7.html).

Porsuk Baraji, Porsuk Cay1 iizerindedir. Sehrin su tasgkinlarini 6nlemek,
sulama ve kullanma suyunu temin amaciyla yapilmistir. Ayrica burasi balik
iiretimi ve mesire yeri olarak da kullanilmaktadir. Porsuk Bara; Golii 1990’h
yillarda Bakanlar Kurulu tarafindan Eskisehir ilinin icme ve kullanma suyunu
temin etmek amaciyla igme ve kullanma suyu rezervuari ilan edilmistir
(http://www.eskisehir.gov.tr/akarsuvebarajlar.asp).

Seydisuyu, Seyitgazi ilgesinin Kirka bucagi civarindan ¢ikmaktadir.
Uzunlugu 107 km. ve drenaj alam1 1800 kilometrekare olan bu akarsuyun taskin
debisi 38 metrekiip /saniyedir. Mart aylarinda kar sularinin da etkisiyle
yiikselmekte yaz aylarinda ise gevredeki sulamalarinda etkisi ile akigi tamamen
durmaktadir (http://www.mahmudiye.gov.tr/m_c_dur.php).

Eskisehir-Kirka Tiirkiye’deki en 6nemli bor rezervlerinden birisidir. Bor,
tiim diinya icin 6nemli olan ve gelecegin petrolii olarak nitelendirilebilecek bir
madendir. Ulkemizin de en 6nemli yeralti zenginliklerinden biri belki de en
onemlisi ve tek stratejik dnemi olan dogal kaynaklardan birisidir. Bu nedenle
maden ihrag iiriinleri arasinda birinci sirada yer almaktadir. Bor, tabiatta daha ¢ok

bilesikler halinde (boroksit, boraks, kalemanit, kernit v.b.) bulunmaktadir. Sularda



ve tabii kaynaklarda borik asit (H3BOs) halinde ¢ok yaygindir. Bor, toprakta da
ozellikle borik asit (H;BO3) ya da borat (B0s3) olarak bulunur. Ulkemizde sulama
sulari en ¢ok kirleten toksik elementlerin baginda bor gelmektedir. Dogal olarak
sulama sularinin tiimiinde bor bulunur ancak, derisimi ¢ok diisiiktiir. Bor, yeraltt
suyunda dogal olarak, yiizey sularinda endiistriyel kirletici olarak veya tarimsal
ylizey akislarin ve ¢iliriiyen bitki materyallerinin bir {riinii  olarak

bulunabilmektedir (Uygan ve Cetin 2004).
1.2. Siyanobakteriler

Siyanobakteriler eubacteria domaini igerisinde yer alirlar (Sekil 1.1). 16S
rRNA gen sekans analizine gore bu kiimenin dallar1 daha ¢ok Gram-pozitif
bakteriler ile yakin iligkilidir, 6zellikle Clostridium sp. ve Bacillus sp. igeren

diisiik G + C grubu ile benzerlik gostermektedir (Castenholz 1992).

Euryarchaeota

Crenarchaeota

"

N
“Korarchaeota' '
[

Sekil 1.1. 16S rRNA alt iinitesine gore li¢ temel evrimsel grup (Madigan ve ark. 2003).

Fosil bulgulari, Siyanobakterilerin Precambrian dénemi boyunca cografik
olarak farkli ¢evrelerde bulundugunu desteklemektedir (Whitton ve Potts 2000).
Archaean ve Proterozoic donem siiresince oksijen atmosferi Siyanobakteriler

tarafindan olusturulmustur (Peschek ve ark. 1999).



Bir¢ok Proterozoic yag depolar1 Siyanobakterilerin aktivitesi ile
iliskilendirilmektedir. Ayrica, piring ve fasulyenin kiiltiire alinmasinda azot
fiksasyonunu saglamalar1 bakimindan 6nem tasirlar. Evrim akiginin ve diinya
tarihi siiresince olusan ekolojik degisimin sekillenmesinde oldukca dnemlidirler.

Siyanobakteriler ~birgok sucul ve karasal ekosistemlerin  temel
bilesenlerindendir. Tatli su ve deniz ¢evreleri, tuzlu goller, sicak sular, ¢oller ve
buzlar gibi cesitli habitatlarda bulunmaktadirlar (Ward ve ark. 20006).
Siyanobakterilerin ekolojik acidan basarisi uzun evrimsel gegmisleri ile
iligkilendirilmektedir. Diisiik oksijen kosullarina tolerans gosterebilmeleri, suya
ilave olarak bir hidrojen vericisi olan H,S kullanabilme yetenekleri, yliksek dozda
ultraviyole 1sinlarina ve radyasyona direngli olmalar1 bu organizmalarin erken
evrimlesmelerinde ¢ok dnemli bir rol oynamistir (Whitton ve Potts 2000).

Siyanobakteriler morfolojik 0Ozelliklerine gore 5 bolim igersinde
siniflandirilmislardir:

Chroococcales (I), Pleurocapsales (II), Oscillatoriales (III), Nostocales (IV)
ve Stigonematales (V) (Ripka et al., 1979). Chroococcales, Pleurocapsales ve
Oscillatoriales’e ait tiyeler polifiletik orjinli, Nostocales ve Stigonematales ise
monofiletik orjinli olarak bildirilmektedir (Ishida ve ark. 2001).

Son zamanlarda yeni potansiyel ila¢g kaynaklar1 olmasi bakimindan
Siyanobakterilere olan ilgi artmaktadir. Siyanobakteriler alkaloidler, polyketidler
ve nonribozomal peptidleri igeren biyoaktif sekonder metabolitlerin zengin bir
kaynagini olusturmaktadir (Carmichael 1992; Erhard ve ark. 1997).

Siyanobakterilerin diger 6nemli 6zelliklerinden birisi de bitkilerin orijinini
olusturmalaridir. Kloroplastlar aslinda bitki hiicrelerinin i¢inde yasayan bir
Siyanobakteridir. Bazen ge¢ Proterozoic ya da erken Cambrian da,
Siyanobakteriler bazi1 Okaryotik hiicrelerin i¢inde Okaryotik hiicreye besin
saglayarak yer almiglardir. Bu durum endosimbiyozis ve ayni zamanda da
Okaryotik mitekondrilerin orijini olarak bilinmektedir (Whitton ve Potts 2000).

Prochlorophytes (Oxychlorobacteria)’e olan ilgi esasen kloroplast evrimine
dayali olan endosimbiyont teorisi ile desteklenmistir. Bu tipteki ilk organizma
Prochloron didemni’dir. Oksijenik fotosentez yapan, klorofil a ve b igeren bir

prokaryot olarak tanimlanmaktadir. Bu iki pigmentin kombinasyonu o zamana



kadar sadece  Chlorophyte  kloroplastlarinin  karakteristigi ~ olmustur.
Prochlorophyte’ler bundan dolayr kloroplastlardan orijinlenen potansiyel
endosimbiyontlar  olarak  tanimlanmistir.  Prochloron  sp., den Once,
Siyanobakteriler oksijenik fotosentezi gerceklestirdigi bilinen tek prokaryottular.
Bu nitelikli  6zellikten dolayi, kloroplastlarin  orijini  endosimbiyotik
Siyanobakteriler ile iliskilendirilmistir. Daha fazla prochlorophyte tiiriiniin
kesfedilmesini takiben (0rnegin Prochlorothrix hollandica, Prochlorococcus
marinus), birgok alandaki aragtirma sonuglari prochlorophyte’ler ve yesil
kloroplastlar ~arasindaki tahmin edilen iliskinin ¢ok kesin olmadigimni
gostermektedir. Ayrica, korunmus genlerin sekans analizi desteklemektedir ki,
prochlorophyte’ler ve Siyanobakteriler arasinda kloroplastlara gére daha yakin bir
iliski vardir. Buda prochlorophytelerin, Siyanobakterilerin diger tipi olarak
diisiiniilmesine yol agmistir (Whitton ve Potts 2000).

1.2.1. Siyanobakterilerin Ekolojisi

Jeologlar ve jeokimyacilar Siyanobakterilerin en az 3500 Ma yillik bir
gecmise sahip olduklarmi belirtmektedirler. Schopt ve Walter (1982)
Siyanobakterilerin yasin1 Proterozoic Doneme (2500-570 Ma) gondermistir.

Bazen Proterozoic kayalarda bulunan filament6z yapilar gilinlimiiz
filamentlerine belirgin sekilde benzemektedir. Stromatolitler olarak bilinen
tabakalasmig yapilar giinlimiizde Bati Avusturalya’da bulunan Shark Bay
korfezindeki birkag bolgede gelisen yapilara oldukg¢a benzer goériinmektedir.
Siyanobakteriler petrolce zengin bir¢ok katmanin olusumunda da Onem
tagimaktadirlar. Siyanobakterilerin ¢esitli habitatlarda basarili olma nedenlerinden
bazilar1t da onlarin uzun bir evrimsel siirece sahip olmalar ile
iliskilendirilmektedir. Sonu¢ olarak, Siyanobakteriler yari-¢6l alanlarin yiizey
kabuklarmin stabilitesinin ve kurak bolgelerdeki ciftcilik i¢in kullanilan toprak
verimliliginin korunmasinda Onemli bir rol oynamaktadirlar. Oldukg¢a genis
habitatlarda bulunabilen Siyanobakteriyel tiirlerin ¢ogu ozellesmistir ve farkl

cevresel kosullara tolerans gosterebilirler (Whitton ve Potts 2000).



Diisiik konsantrasyonlarda karbondioksitin ¢ok etkin kullanimi ya da yiiksek
pH’da HCOj3™ kullanma yetenegi Siyanobakterilerin evrimsel basarisini saglayan
faktorler olarak ileri siiriilmektedir. Oligotrofik deniz ya da tatli sularda azot
fiksasyon kabiliyeti birincil 6nem tagimaktadir. Kiigiik pico-planktonik hiicreler
diisiik 151k yogunlugunda fotonlar1 oldukea etkili sekilde adsorbe etme yetenegine
sahip olduklarindan dolay1 Syrnechococcus ve Prochlorococcus derin oligotrofik
sularda yasayabilmektedirler (Whitton ve Potts 2000).

Bircok Siyanobakterinin gelisimi i¢in optimum sicaklik, Okaryotik
alglerinkinden en az birka¢ derece daha yiiksektir. Bu 6zellik yaz aylarindaki
Siyanobakteriyel gelismede 6nemli bir rol oynamaktadir. Bazi tiirler dkaryotik
fototroflarin gelisemedigi kaya ylizeyleri ve sicak ¢ol topraklari gibi 74°C ve daha
yiiksek sicakliklar1 bile tercih edebilirler. Siyanobakteriler ayrica kutup
bolgelerindeki soguk tatli su gollerinde de yogun olarak geligebilirler.
Antartika’nin  tathh  sular1 ve karasal mikrobiyal kiimeleri temel olarak
Siyanobakterilerden olugmaktadir. Siyanobakterilerin gelisimi, donmaya ve
¢coziinmeye karsi toleransli olmalari ile agiklanabilir. Yiiksek tuzluluga dayanma
yetenegi birgok tuzlu deniz gollerinde Siyanobakterilerin baskin olmasina neden
olmaktadir. Siyanobakteriler ayrica serbest siilfit gibi spesifik maddelerin yiiksek
konsantrasyonlarina da toleranslidirlar (Whitton ve Potts 2000).

Cogu Siyanobakterinin 6nemli bir 0Ozelligi, atmosferik azotu fikse
edebilmeleridir. Okaryotik alglerin azot fikse edemedikleri bilinmektedir, bu
nedenle azot fikse edebilen Siyanobakteriler 6nemli bir avantaja sahiptirler.
Arastiricilar  0karyotik algler ile karsilastirildiginda Siyanobakterilerin azot
bakimindan sinirli kosullar altinda amonyak icin olduk¢a fazla rekabetci
yeteneklerinin oldugunu fakat nitrat igin diisiik rekabet yeteneginde olduklarini
belirtmislerdir. Siyanobakterilerin tatli sulardaki ve topraktaki miktarinin ortamin
pH s1 ile yakin iligkili oldugu bildirilmistir. Yiiksek pH degerlerinde daha fazla
say1 ve cesitte bulunduklar1 ortaya konulmustur. Daha diisikk pH degerlerinde
bazen pH 4,5’un altinda bazi planktonik pikosiyanobakteriler (<2 um g¢apinda)
bulunmaktadir. Diisiik pH degerlerinde bulunan Siyanobakterilerin ¢ogu heterosist

icermektedir (Whitton ve Potts 2000).



Siyanobakteriler, 0karyotik konukgular1 olan bitkiler, funguslar, siingerler
ve protistlerin genis bir grubu ile simbiyotik iliskiler olusturabilmektedirler.
Siyanoliken birliktelikleri bir¢ok bolgede oldukca yaygindir. Azot fikse eden
Siyanobakteriler, fungus ile tek fotosentetik partner olusturabilmekte ya da
fotosentez yapan yesil bir alg ile U¢li bir birliktelik de olusturulabilmektedir.
Fototroflar ve bir¢ok durumda fakiiltatif heterotroflar ve azot fikse edici
Siyanobakteriler, fotosentetik olmayan konukgularina hem azot hem de karbon
saglayabilirler. Siyanobakterilere olan yarar daha az belirgindir. Konukgu
tarafindan saglanan kapali ¢evreler, Siyanobakterileri ekstrem ¢evresel
kosullardan, yiiksek 1s1k, kuruma ve de olasi avcilarindan koruyabilmektedir
(Whitton ve Potts 2000).

Siyanobakteriler bitkilerin kok, tallus, govde ve yapraklarimi enfekte
edebilmektedirler. Bazi bitkiler kimyasal sinyaller iireterek enfeksiyon sansini
arttirirlar.  Konukgu igerisinde bitkisel sinyaller hormogonia olusumunu
baskilayarak heterosist gelisimini stimiile etmektedir. Siyanobakteriler bitki
sinyallerine cevap olarak olduk¢a morfolojik ve fizyolojik degisimler
gecirmektedirler. Bu degisimler genellikle karbondioksit fiksasyonu ve gelisme
oraninda azalma ve azot fiksasyonunda artma seklinde goriilmektedir (Whitton ve
Potts 2000).

Siyanobakteriyel populasyonlarin biiyiikliigii bazen spesifik cyanofajlar ile
ya da aquatik funguslar ile kontrol edilmektedir. Siyanofajlar ¢ift iplikli DNA
virlislerinin taninmuis ii¢ ailesine dahildirler; Myoviridae, T4 (kontraktil kuyruklar);
Styloviridae, lambda (uzun kontraktil olmayan kuyruklar); ve Podoviridae, T7
(kisa kuyruklar). Siyanofajlar kompleks bir konuk¢u ¢esidine sahiptirler, oldukca
yaygindirlar, deniz ve tath sulardan izole edilebilirler. Siyanofajlar diger
bakteriyofajlar ile iligkili olduklar1 halde, 3 milyon yildan daha fazla siire 6nce
evrimlesmislerdir. Fikoeritrin bakimindan zengin Synechoccoccus spp.’yi enfekte
eden cyanofajlar kiyisal deniz c¢evrelerinde olduk¢a fazla miktarda
bulunabilmektedir. Yiizey sularindaki bolluk, mevsimsel duruma gore
degismektedir. Synechococcus kommuniteleri enfeksiyona karsi oldukca direng
gosterirler. Tath sulardaki filamentdz Siyanobakterileri enfekte eden viriisler

oldukca bol miktardadir ve ayn1 zamanda gii¢lii mevsimsel dinamizm gosterirler.



Deniz yiizey sularinda siyanofaj populasyonu saat-giin aralifinda degisim
gostermektedir. Solar radyasyon, siyanofajlarin aktivitesinde biiylik bir 6neme
sahiptir. Yaz aylar sliresince giines 1s18inin etkisine kars1 daha direncgli cyanofaj
kommuniteleri ortaya c¢ikmaktadir. Litik enfeksiyona ek olarak lizojenik
ortakliklar filamentoz ve tek hiicreli Siyanobakterilerde gdsterilmistir, fakat
lizojeninin ekolojik 6nemi dikkate alinmamistir (Whitton ve Potts 2000).

Tek hiicreli Siyanobakterilerden tiirevlendigi diisiiniilen “Siyaneller” bazi
tek  hiicreli  okaryot konukgularda bulunan fonksiyonel intraselluler
kloroplastlardir. Sistematik olarak okaryotlar ile iligkili olmayan, plastid benzeri
organeller, “Siyaneller” olarak tanimlanmaktadir. Peptidoglikan duvarin varligi ile,
morfolojileri ile ve fotosentetik aygitlarinin biyokimyasal organizasyonu ile
giiniimiizdeki Siyanobakterilere benzemektedirler. Siyanellerin varligi, evrimsel
geemiste siyanobakteri benzeri organizmalarin, canli heterotrofik organizmalara
olan tekrarli saldirilar1 isaret etmektedir. Siyanel-tasiyan alglerden sadece bir
tanesinin bir kisim ¢aligmasi1 yapilmistir. Tek hiicreli 6karyotik alg Cyanophora
paradoxa siyanelinin gen yapist ve genomuyla ilgili incelemeler yaymlanmistir.
Siyanel genomu yaklasik 130,000 bp dir, yiiksek yapili bitkilerin kloroplast
kromozomlarindan daha fazla gen icermektedir, siyanel genlerinde ¢ok az intron
bulunmaktadir. Genler operonlarda sikica paketlenmistir, bakteriyel operonlardaki
yapiya benzerdir. Kloroplastlarda bulunan genler, ayrica Siyaneller’de de
bulunmaktadir.  Siyaneller karboksizom icermektedirler. Karboksizomlar
RuBisCO ve karbon konsantrasyonunda énemli bir rol oynayan karbonik anhidraz

biriktirirler (Whitton ve Potts 2000; Reyes-Prieto ve Bhattacharya 2007).

1.2.2. Siyanobakterilerin Morfolojisi

Siyanobakteriler oldukca fazla morfolojik ¢esitlilige sahiptirler. Tek hiicreli
(6rn. Chrococcus) ya da filamentéz (6rn. Anabaena) olabilirler ve bu hiicreler,
tekli ya da gruplagsmis koloniler olusturabilmektedir. Tek hiicreliler bir, iki ya da
li¢ diizlemde boliinebilmektedir. Bir diizlemde boliinen tek hiicrelilerin bazilari
asimetrik boliinme gecirmektedir. Filamentlerin dallanmasi gercek ya da yalanci

olabilmektedir. Yalanci dallanmada, bir filament bir kilif icinde boliinerek iki ayr1
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kilifli filamentin olusumuna neden olmakta ve bunlardan birisi digerinden ayri
gelismektedir. Gergek dallanmada ise bir filament icerisinde, hiicreler birden fazla
diizlemde boliinme potansiyeline sahiptirler. Bu formlarin bircogunda koloni
yapisinin korunmasi ekzopolisakkaritlerin varligi ile saglanmaktadir. Heterosist’in
varlig1 ya da yoklugu cinsleri ayirmada 6nemli bir 6zelliktir. Gaz vakuolleri ise
ylizmeye yardimci olan yapilardir ve farkli bircok tiirde bulunmaktadir.
Lyngbya’da oldugu gibi trikom kilif, filamentin hiicresel parcasi anlamina
gelmektedir. Yalanci dallanan bazi filamentéz formlarda, filament apikal olarak
gelismekte ve bazal kisimdan Olmektedir. Cok goriilen diger morfolojik bir
formda ise kilifli bir trichomun bazalina yakin bir bolgesinde hiicre boliinmesi
gerceklesmekte ve apikal hiicreler daralarak c¢ok filamentli bir yapiya
gelismektedir (Boone ve ark. 2001).

1.2.3. Siyanobakterilerin Hiicre Yapilar

1.2.3.1. Glikokaliks, Hiicre Duvari ve Plazma Membrani

Son on yil igerisinde, molekiiler biyoloji teknikleri Siyanobakteriyel
proteinlerin yapisi ile ilgili kapsamli yeni bilgiler saglamis ve bdylece membran
bilesenlerinin birbirleriyle olan iligkileri ve diizenlenmesine yonelik Onemli
gelismeler saglamistir. Genel yapisal oOzellikler oldukca detayli sekilde
tanimlanmasma ragmen, membranlar igerisindeki c¢oklu komplekslerin
fonksiyonel birlesimi gibi temel yapilar heniiz iyi bilinmemektedir.

Siyanobakteriyel hiicreler, fibréz bir kilif olarak goriinen eksternal,
karbonhidratca zengin bir glikokaliks ile ¢evrelenmislerdir. Tek hiicreli, kolonial
ve filamentdz Siyanobakterilerde dis membranin disinda bir kilif olarak yer alan
glikokaliks kapsiil, jel, musilaj ya da slime olarak adlandirilmaktadir. Glikokaliks,
hiicreleri kurumaya kars1 koruyan ve sivi bir ortamda ¢evreden temel besinlerin
aliminda etkili olan bir yap1 olarak gorev almaktadir. Siyanobakterilerdeki kilif
cogunlukla polisakkaritten olusmaktadir ancak baz1 suglarda hiicre
agirhginin %20°den fazlasi polipeptitlerden olusabilmektedir. Glikokaliks dis

membran ile yakin iligkilidir. Dig membran ve plazma membrani arasindaki
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periplazmik bosluk peptidoglikan tabakasi tarafindan boliiniir, boylece bir dig
periplazmik ve bir i¢ periplazmik bosluk meydana gelir. Periplazmik bosluk ayni
zamanda dis membran ve plazma membrani arasinda kolaylastirilmis transport
kanallarin1 da igermektedir (Sekil 1.2).

Siyanobakterilerde Gram-negatif bakterilerdeki gibi peptidoglikan tabakasi
mekanik koruma saglar ve ayrica sertligi de hiicre seklini belirler. Bu tabaka
yapisal olarak Gram-negatif bakterilerinki ile benzer olmasma ragmen,
Siyanobakteriyel peptidoglikan tabaka daha kalindir. Kimyasal kompozisyonu ise
Gram-pozitif bakterilerinkine daha yakindir (Bryant 1994).

Bir¢ok kolonial ve filament6z Siyanobakterilerin kiliflarinda sar1, kirmizi ya
da mavi pigmentler birikebilir. Bu durum hiicrelerin renginin maskelenmesine
neden olabilmektedir. Tipik sari-kahverengi pigment UV absorblayan, koruyucu
bir pigment olarak karakterize edilerek “scytonemin” olarak adlandirilmaktadir

(Bryant 1994).
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Sekil 1.2. Siyanobakteriyel bir hiicrenin dis yiizeyinin bir modeli. Fibréz bir glikokaliks gesitli

transport kanallarin1 igceren dig membrana baglanmistir. Dis periplazmik bosluk peptidoglikan
tabakasi ile i¢ periplazmik bosluktan ayrilmistir. Tilakoit ve plazma membranlar1 arasindaki temas
noktalarinda, membran yapisi oldukca belirsizidir ve bu sentezlenen tilakoit membran

komponentlerini temsil edebilir (Bryant 1994).
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Hiicre ya da plazma membrani, bakteri hiicrelerinin organellerini ve sivi
igerigini saran hiicreye yapisal biitiinliik saglayan, ayrica ¢ok onemli islevleri
yiirliten segici gegirgen bir yapidir. Hiicre zarmin koruma, madde aligverisi ve
sinyal iletimi, tanima yapilarin1 olusturma, hiicrelerarasi baglantilarin saglanmasi,
organel ve hiicre hareketinin saglanmasi gibi goérevleri vardir. Protein ve lipit
molekiillerinden olusan hiicre membranindaki lipit molekiilleri, fosfolipit,
kolesterol ve glikolipitlerdir.

Siyanobakterilerde plazma membrani, bakterilerde oldugu gibi oksidatif
fosforilasyon, elektron transferi, proton pompalama ve ATP olusumu gibi
birbirine bagimli olaylarin meydana geldigi yerdir. Ayrica plazma membrani,

ATP sentaz, solunum enzimleri ve ¢esitli tastyicilari igermektedir (Bryant 1994).

1.2.3.2. Tilakoit Membranlar

Siyanobakterilerdeki  tilakoit ~membran grana  benzeri  bolgeler
icermediginden dolayr yap1 olarak basit oldugu kabul edilmektedir.
Fikobilizomlar genellikle tilakoit membranlarin stromal kismini kaplamustir.
Tilakoit membranlar, sitoplazma igerisinde bastan basa uzanmaktadir fakat
membranlarin organizasyonu tiire gére ve bazen fizyolojik duruma bagl olarak
degismektedir (Bryant 1994).

Siyanobakterilerdeki biitiin tilakoitler sitoplazma ya da sitoplazmik
membranin periferi ile iligkilendirilmektedir. Siyanobakterilerdeki tilakoitler
konsentrik ya da radyal olarak diizenlenmistir. Siyanobakterilerin ¢ogu
fikobilizomlara sahiptir ve bunlar protein-pigment kompleksleri olup tilakoitlerin
her iki yiizeyi lzerinde diizenli bir sekilde yer almaktadir. Fikobilizom,
Siyanobakterilerin ¢ogunda 151k tutucu kompleks olarak gérev yapmaktadir. Tipik
fikobilizomlarda bulunan pigmentler allofikosiyanindir (Madigan ve ark. 2003).

Diger tiim fotosentetik bakteriler 151k yakalamak icin klorofil ya da
klorozomlar1 kullanmaktadirlar. Fikobilizomlar derin deniz ¢evreleri gibi
ortamlarda yesil 15181 adsorblamak ic¢in Ozellesmislerdir ve diger fotosentetik
pigmentlerin adsorbsiyon boélgelerinden dagilan 15181 adsorbe ederler. Isik

toplayan kompleksin (Allofikosiyanin), merkezi bir koru vardir ve fotosentetik
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reaksiyon merkezinin ilizerinde yer alir. Fikosiyanin ve fikoeritrin alt {initeleri
ylizey alanini arttirmak i¢in ince bir tiip gibi bu merkezden disar1 dogru yayilirlar.
Fikobiliproteinler fikobilizomlar1 olustururlar ve solar enerjiye maruz kalma gibi
stres kosullar1 disinda hemen hemen biitiin Siyanobakterilerde bulunmaktadir.
Fikobilizomlarin biiylikliigii ve sekli tiirlere gore degismekte ve genellikle
hiicrelerin gelistikleri 151k kosullarina baglh olmaktadir. Birgok Siyanobakteriyel
tirde fikobilizomlar hemidiskoidaldir. Bir¢ok filamentoz tiirde fikobilizom
morfolojisi, kor yapisinin kompleksliligi ve fikobilizomlarin silindirik sekli
bakimindan farklilik gostermektedir. Isik kosullarinda olusan bir degisme,
fikobilizomlarin seklinde bir degisim olusturabilir, Ornegin hemidiskoidal
fikobilizomlar kirmizi 1sikta  gelisen hiicrelerde  olusurken, silindirik
fikobilizomlar yesil 1s1kta gelisen hiicrelerde olusmaktadir (Bryant 1994).
Siyanobakterilerdeki temel 151k yakalayan, suda ¢oziinebilen anten
pigmentler olan fikobilizomlar, tilakoitlerin stromal kisminda yer alirlar.
Fikobilizomlar eksitasyon enerjisini fotosistem II’ye transfer etmektedirler.
Fikobilizomlardan Fotosistem I’e (PS I) e enerji transferi direkt olabilir. PS T’e
olan bu enerji transferi fikobilizomdaki allofikosiyanin B varligina baglidir.

Fikosiyanin enerjiyi direkt olarak klorofile transfer edebilmektedir (Bryant 1994).

Klorofil b gy Fasicin
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Fikoartivin z
Fikosiypaymn §
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Sekil 1.3. Fikobilizomlarin yapisi ve absorbe ettikleri dalga boylart (Bryant 1994).
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1.2.3.3. Sitoplazmik Yapilar

Siyanobakterilerin  sitoplazmalarinda  bir¢ok  inkliizyon  cisimcigi
bulunmaktadir, bunlarin ¢ogu cesitli preperatif teknikler kullanilarak gdrsel hale
getirilebilmektedir. Bunlar:

1) Glikojen grantilleri: Genellikle tilakoitler arasinda lokalize olmustur. Bazi

Siyanobakterilerde polihidroksibiitirat graniilleri mevcuttur.

2) Siyanofisin graniilleri: Bunlar arjinin ve aspartik asitin polimerleri olup
yapisal graniillerdir. Azot kaynagi olarak fonksiyon gorirler. Isik
mikroskobu ile belirlenebilirler.

3) Karboksizomlar (Polihedral cisimcikler): Cok miktarda ribuloz bifosfat
karboksilaz (RUBISCO) enziminden olusan biiyiik yapilardir.
Karboksilasyon enziminin bir deposunu olustururlar.

4) Polifosfat (Volutin): 100-300 nm ¢apinda graniillerdir. Transmission
elektron mikroskobu ile sferik ya da porlu yapilar olarak goriiniirler.

5) Gaz vakuolleri: Su kolonundaki pozisyonu diizenlemeyi saglayan gaz
vakuolleri temel olarak planktonik Siyanobakterilerde goriiliir (Boone ve
ark 2001).

Siyanobakteri hiicrelerinin niikleotid bdlgeleri genellikle sentroplazma

olarak adlandirilmaktadir (Madigan ve ark. 2003).

Tek hiicreli ve kolonial Siyanobakterilerin birgogu ve filamentéz formlar
ikiye boliinerek cogalmaktadir. Tek hiicreli ve pseudofilamentdz formlarin bir
kisminda tireme, internal “multiple fission” ile meydana gelmektedir. Multiple
boliinmeden sonra olusan hiicreler “baeocytes” ya da “microcytes” olarak
adlandirilmaktadir.  Siyanobakterilerdeki  ikiye  bolinme  tek  hiicreli

populasyonlarin meydana gelmesine neden olmaktadir (Bryant 1994).
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Fikobilizomlar Tilakoidler
4 tabakal duvar

Siyanofisin

Karboksizom

DNA fibrilleri

Sekil 1.4. Siyanobakteriyel bir hiicrenin diagramatik bir sekli (Bryant 1994).

1.2.4. Siyanobakterilerdeki Ozellesmis Hiicreler ve Farkhlasma

1.2.4.1. Heterosistler

Heterosistler, Nostocales ve Stigonematales iiyeleri tarafindan olusturulan
azot yoklugunda azot fikse eden, vejetatif hiicrelerin farklilagsmasi ile meydana
gelmis Ozellesmis hiicrelerdir. Heterosist kalin duvarli siyanofisin nodulii igeren
bir hiicre olup hiicrenin bir ya da iki ucunda bulunmaktadir. Heterosistler
nitrogenaz enzimi ile havadaki serbest azotu (N) fikse ederek filamentteki
hiicrelere biyosentez i¢in gerekli olan azotu saglarlar. Nitrogenaz enzimi oksijen
ile inaktif hale gectigi icin heterosistin oksijensiz bir ¢evre olusturmasi
gerekmektedir. Bu cevrenin olusumunda heterosistlerin fizyolojisi temel rol
oynamaktadir. Heterosist, ek ii¢ adet hiicre duvar icermektedir. Glikolipit i¢eren
bu tabakalar oksijene hidrofobik bir bariyer gorevi gormektedirler. Heterosistlerin
diger bir 6zelligi de nitrogenaz ve azot fiksasyonu i¢in gerekli diger proteinleri
tiretmeleridir. Ayrica oksijen iireten fotosistem II yi igermezler ve de oksijeni
tilketen ve nitrogenaz i¢in enerji saglayan glikolitik enzimleri diizenlerler. Az
miktarda oksijen varligina duyarli proteinler iireterek mikroanaerobik bir ¢evrenin

olusumu saglanmaktadir (Boone ve ark. 2001; Madigan ve ark. 2003).



16

Oksijen iceren cevrelerde azot heterosist igerisinde yer alir. Birgok
Siyanobakteri iyi havalanma kosullarinda azotu fikse edebilen 6zel fizyolojik
stratejilere sahiptir fakat bu yetenek az oksijenli kosullarda daha fazla geligmistir.

Heterosistlerde fotosistem II olmadigindan, vejetatif hiicreler heterosistlere
karbonhidratlar1 saglamaktadir. Bu karbonhidratin sukroz oldugu diistiniilmektedir.
Karbon ve azot kaynaklar1 filamentte bulunan hiicreler arasindaki kanallar
araciligi ile degistirilmektedir. Heterosistler fotosistem I’i igermekte ve dongiisel
fotofosforilasyon ile ATP olusumunu saglamaktadirlar. Bir heterosist yaklasik
olarak 9-15 hiicrede bir olusmaktadir. Filamentteki hiicreler boliindiigii halde,
heterosistler arasindaki aralar hemen hemen sabit kalmaktadir. Bakteriyel filament,
cok hiicreli bir organizma olarak diisiiniilebilir. Baz1 heterosist olusturan bakteriler
“akinet” olarak adlandirilan spor benzeri hiicrelere ya da “hormogonia” olarak
adlandirilan  hareketli hiicrelere farklilasabilmektedir. Heterosist olusumu
amonyum ya da nitrat gibi bir azot kaynaginin varliginda inhibe olmaktadir.
Heterosist yapisinin korunumu hefN olarak adlandirilan bir enzime baglidir
(Boone ve ark. 2001; Madigan ve ark. 2003).

Heterosistlerde anoksijenik Fotosistem I (PSI) fonksiyoneldir bu nedenle
oksijensiz bir ortam saglanmaktadir. Ayrica nitrogenaz enzimi sentezlenmekte ve
azot fiksasyonu gergeklesmektedir.

Bazi planktonik formlarda azot fiksasyonuna izin veren hiicresel ya da
cevresel kosullar hala belirlenememistir fakat nitrogenaz aktivitesi gosterilmigtir

(Boone ve ark. 2001).
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Sekil 1.5. Heterosist yapisi1 (Whitton ve Potts 2000).

Birgok Siyanobakteri, aerobik kosullar altindaki atmosferik N,’de
gelisebilmekte ve birgogu, anaerobik kosullar deneysel olarak saglandiginda
Ny’fiksasyonunu gergeklestirebilmektedir. Siyanobakterilerin dogadaki genis
ekolojik dagilimi goz oOniinde tutuldugunda, biyolojik N, fiksasyonuna oldukg¢a
onemli katki sagladiklar1 bilinmektedir (Bryant 1994).

Anabaena, Nostoc ve Fischerella, aerobik kosullarda N, fiksasyonunu
gergeklestirmektedirler. Heterosist igermeyen Siyanobakteriler arasinda, aerobik
kosullar altinda N, fiksasyonunu gergeklestirebilen Gloeothece sp. PCC 6909
olarak bildirilmistir. Bu Siyanobakteriler, tek azot kaynagi olarak atmosferik N,
varliginda fotoototrofik olarak gelisebilmektedir. Planktonik Oscillatoria
(Trichodesmium) spp. acik denizlerdeki en Onemli N, fikse ediciler olarak
bilinmektedir. Filament6z, heterosist igcermeyen bir Siyanobakteri olan
Plectonema boryanum da azot fiksasyonu anaerobik ortamda gerceklesmektedir

(Bryant 1994).
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1.2.4.2. AKkinete

Akineteler (direngli sporlar) Nostocales grubundaki bir¢ok Siyanobakteri
tarafindan 6zellikle de 1s1k ve besin sinirlamasi olan kosullar altinda olusmaktadir.
Akineteler eski duvarin gevresinde kalin bir duvar olusmasi sonucu vejetatif
hiicrelerin farklilagmasi ile meydana gelmektedir. Akineteler siyanofisin, glikojen,
lipit ve karatenoid pigmentlerini  biriktirmekte ancak  polifosfatlari
icermemektedirler. Akinete olusumu genellikle heterosist lokasyonu ile iligkilidir.
Akineteler ile heterosistler ya bitisik ya da uzak olarak bulunmaktadirlar. Bu
hiicreler kurumaya, donmaya ve oksijensiz sedimentlerde uzun siireli
depolanmaya kars1 direnglidirler ve germinasyondan Once bir dinlenme

periyoduna ihtiya¢ duymazlar (Boone ve ark. 2001).

Sekil 1.6. Akinete yapist (Whitton ve Potts 2000).

1.2.4.3. Hormogonia

Hormogonia Nostoceae familyasindaki bazi Siyanobakteriler tarafindan
olusturulan hareketli filament hiicreleridir. Siyanobakteriler, ¢evresel strese ya da
yeni bir ortama maruz birakildiklarinda hormogonia’ya farklilagirlar. Hormogonia
farklilasmas1 azot fikse edici bitki-Siyanobakteri simbiyozislerinin geligimi,
Ozellikle Nostoc cinsi Siyanobakterileri ile konukgular1 arasindaki iligki agisindan

oldukc¢a 6nemlidir.
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Hormogonia 5-15 hiicreli kisa zincirli hiicrelerden olusmaktadir ve bu
hiicreler trikomun vejetatif hiicrelerinden farkhidir. Hiicre c¢aplar1 vejetatif
trikomlarinkinden daha azdir.

Hormogonia’nin olugmasi ve serbest kalmasi 6rnegin, fosfor tiiketimi gibi
cevresel kosullar ile iligkilendirilmektedir ya da morfogenetik dongiiniin 6zel

basamaklari ile iligkilendirilmektedir (Boone ve ark. 2001).

1.2.4.4. Termini

Baz1 filament6z Siyanobakterilerde terminal hiicre, konik, uzun, incelen
kanca seklinde farklilagsabilmektedir. Bazi filamentoz tipler 6rnegin Calothrix
uzamis terminal hiicreler gelistirmekte ve bu hiicrelerde tilakoit ve pigmentlerin

cogu bulunmamaktadir (Boone ve ark. 2001).

1.2.5. Siyanobakterilerin Fizyolojisi

Siyanobakterilerin fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin basinda onlari
diger prokaryotlardan ayiran H,O’nun kullanimina izin veren ikili fotosistemleri
gelmektedir. Klorofil a, dkaryotik alg ve bitkilerin kloroplastlarinda oldugu gibi
reaksiyon merkezi pigmentidir ve Siyanobakteriler i¢in 151k tutmada gorev
almaktadir (Bryant 1994).

Karbondioksit rediiksiyonu icin rediiktif pentoz fosfat dongiisi
kullanilmaktadir. Bazi Siyanobakterilerin oksijenik fotosentezi, serbest siilfitin
varligima gore degisebilmektedir. Fotosistem II (FS II) kismen ya da tamamen
inhibe edilmekte ve siilfitden tiirevlenen elektronlar fotosentetik elektron transport
sistemine Fotosistem I (FS I)’den girmekte ve karbondioksit rediiksiyonu ile
sonuglanmaktadir (anoksijenik fotosentez). Siyanobakterilerin tiimii stilfiti bu
sekilde tolere edememektedirler. Bazilar1 oksijenik ve anoksijenik fotosentezi
kombine ederler ya da siilfitin FS II’ yi inhibisyonundan korumaktadirlar (Bryant
1994).

Fotosistem I (FS I), bir membran proteinidir. Bu protein, Siyanobakteriler,

yesil algler ya da yiiksek bitkiler gibi oksijenik fotosentetik organizmalar
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tarafindan kullanilan iki temel reaksiyon merkezi kompleksinden birisidir. FS I,
giines 151¢1indan elde edilen eksitasyon enerjisini membrana transfer etmektedir.
Siyanobakterilerin trimerik FS I’i, birka¢ yiiz adet klorofil molekiiliiniin igine
gomiildiigli protein bir iskeletten olugmaktadir. GOomiilii olan klorofiller 15181
adsorbe ederek, olusan eksitasyon enerjisini reaksiyon merkezine transfer ederler
(Bryant 1994).

Biiytiik ¢oklu bir protein kompleksi olan FS I reaksiyon merkezi, 82 ve 83
kDa luk bir polipeptitden olugmaktadir. Bu polipeptitler P700, iki phylloquinon ve
Fx olarak gosterilen [4Fe-4S] kiimesine baglanmaktadir. Bu polipeptitler
hidrofobiktir ve bu hidrofobik yapisi sayesinde tilakoit membranin i¢ ve dis
ylizeyine karsilik gelecek sekilde 8-9 kez kivrilarak tilakoit membran igerisine
yerlesmistir (Bryant 1994).

FS I reaksiyon merkezine periferal olan, klorofillere baglanan,
polipeptitlerden ve ksantofil karatenoidlerden olusan anten kompleksler
bulunmaktadir. Siyanobakterilerdeki fotosistem I kompleksi (FS I) 15181 sitokrom
c6: ferrodoksin oksidorediiktaz’a siiren bir yapi olarak fonksiyon goérmektedir
(Bryant 1994).

Siyanobakterilerin fotosistem II (FS 1II) reaksiyon merkezi, c¢esitli
proteinlerden olusan biiylik bir komplekstir. FS II, oksijenik fotosentetik
organizmalarin tilakoit membranina gomiilmiistiir. Suyun molekiiler oksijene ve
rediikleyici bilesenlere parcalanmasini saglayan bir reaksiyon merkezi
icermektedir. Rediikleyici bilesenler elektron transport zinciri/proton tasiyicilari
yolu ile karbondioksitin organik molekiillere rediiksiyonunda kullanilmaktadir.
Fotosistem II spesifik 151k toplayici sisteme sahiptir. Fikobiliproteinler de FS II
icin 151k toplayict olarak gorev yapmaktadir (Boekema ve ark. 1995).

FS 1I reaksiyonlar pek ¢ok pigment molekiiliiniin biri tarafindan bir 151k
fotonunun adsorbsiyonu ile baslamaktadir. Siyanobakterilerde fikobiliproteinler
yani fikoeritrobilin, fikocyanobilin ve allofikocyanobilin klorofil b yerine
bulunmaktadir. Eksitasyon enerjisi 151k toplayict pigmentlerden reaksiyon
merkezine hizli bir sekilde transfer edilmektedir (Barber ve Nield 2002).

Siyanobakterilerin ¢ogu obligat fototrofturlar, ¢ilinkii karanlikta katabolik

hizlar genellikle eksternal substratlar ile arttirilmamaktadir. Siyanobakterilerin
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cok az bir kismi glikoz, sukroz ya da fruktoz un kullanilmasi ile karanlikta
heterotrof olarak gelismektedir. Fotoheterotrofi bazi Siyanobakterilerde yapay
olarak zorlanabilmektedir (Bryant 1994).

Respirasyon fotosentetik 151k kosullar1 altinda olduk¢a yavastir, ¢ilinkii
fotosentetik elektron zincirinin bir kismi aynm1 zamanda respirasyonda
kullanilmaktadir. Karanliktaki anaerobik metabolizma fermantasyon igin
sinirlanmakta ve iyi bir durumda kalmay1 saglamaktadir (Bryant 1994).

Siyanobakterilerde gelisme ve lireme temel olarak ikiye bdliinme (binary
fission) ile meydana geldigi halde, bazi tiirler kompleks morfogenetik yasam
dongiisii gecirmektedirler (Bryant 1994).

Siyanobakterilerin ~ fotobiyolojisi  fikobilin  sentezinin  kontroliinii
icermektedir, 6rnegin bir¢ok Siyanobakteri kirmizi dalga boyundaki 11k miktari
arttirildiginda fikoeritrin sentezini sona erdirmektedir.

Siyanobakterilerde fototaksis (pozitif ve negatif) ve fotofobik reaksiyonlar

da tanimlanmistir. Siyanobakterilerin ¢ogu 151k kaynagi yoniinde hareket
etmektedirler (pozitif fototaksis) (Madigan ve ark. 2003).
Tabaka olusturan ¢ogu Siyanobakteri i¢in hareket olduk¢a 6nemli bir 6zelliktir ve
bu hareket kayarak olusmaktadir, Kayma hareketini agiklayan hipotezlerden en
ilgi cekici olanlart musilaj salgilanmasi ve yiizey dalgalanmalarina neden olan
kasilabilir yapilardir (Whitton ve Potts 2000).

Siyanobakterilerde fimbria ya da pili bulunmakta ancak prokaryotik flagella
bulunmamaktadir. Siyanobakterilerdeki kayma hareketinin mekanizmasi heniiz
acik olmasa da bazi kiigiik tek hiicreli tiplerde de kayma hareketi belirlenmistir
(Bryant 1994).

Bazi1 Siyanobakteriler hiicre duvarlarinda porlara sahiptirler ve buradan
musilaj salindig1 farz edilmektedir. Bu hipoteze gore porlar araciligr ile musilaj
salimim1 trikomun hareketi icin itici gli¢ saglamaktadir. Siyanobakteriler 1513a
kars1i  fototaksis, fotokinezis ve fotofobik cevap olusturmaktadirlar.
Siyanobakterilerin ¢cogu diisiik 151k yogunlugunda gelismeye adapte olmuslardir.
Fazla 151k fotooksidatif strese neden olur ve hasar verebilir. Pozitif ve negatif
fototaksisin kombinasyonu organizmanin kiime igerisinde optimum bir pozisyon

elde etmesini saglamaktadir. Fotokinezis 11k yogunlugu ile hareket hizinin
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artmasi seklinde tanimlanir. Bu daha fazla enerji saglamak i¢indir. Sadece pozitif
fotokinezis bilinmektedir. Fotofobik cevap 1sik yogunlugundaki ani degisimin
sonucu olarak hareket yoniiniin tersine ¢evrilmesi olarak tanimlanmaktadir. Bu
cevap Siyanobakteriler i¢cin ¢ok onemlidir. Azalan ve artan cevaplar bilinmektedir.
Azalan cevap, 1sikta organizmanin kiimelesmesi seklindedir. Oldukga yiiksek
1sikta artan cevap meydana gelir yani golgelik bir alanda organizmanin
kiimelesmesi ger¢eklesir (Whitton ve Potts 2000).

Bir¢ok Siyanobakteri 1gikta glikoz ve fruktoz gibi organik bilesikleri asimile
edebilir (fotoheterotrofi) ve hatta bazilar1 tamamen kemoorganotrofik bir
metabolizma  gosterebilirler.  Siyanobakterilerin  organik bilesiklere karsi

kemotaksis cevaplari oldukca az bilinmektedir (Whitton ve Potts 2000).

1.2.6. Siyanobakteriyel Bloomlar

“Bloom” kelimesinin tanimi tam olarak yapilmamistir fakat genellikle bir
fitoplankton biomasini tanimlamaktadir. Bloomlar genellikle bir ya da iki tiirden
olusmakta ve dominant fitoplanktonlar tarafindan tanimlanmaktadir, Grnegin
Siyanobakteriyal bloom, diatom bloom, Anabaena bloom gibi (Whitton ve Potts
2000).

Siyanobakteriyel ~bloomlar temiz suyun bulaniklagmasina neden
olmaktadirlar. Genellikle ylizeyde olusmakla birlikte sicakta, besince zengin
yavas akan sularda da olusabilmektedir. En biiyiik bloomlar igme suyu depolar1 ya
da eglenme sular1 gibi tath sularda olanlardir. Cevresel kosullar gelisim icin
uygun oldugunda tatl su bloomlar1 olugmaktadir. Siyanobakteriyel bloomlarin
olugmasi mevsimlere bagli olmasa da yazin sonlarmma dogru ve sonbaharda
olustugu bildirilmektedir (Whitton ve Potts 2000).

Genellikle yiizey bloomlar1 gaz vakuolleri i¢eren Siyanobakterilerden olusur
ve bu yapt gec¢misten beri “su bloomlar1” olarak tanimlanmaktadir. Bazi
Siyanobakteriyel olmayan tiir, su bloomlar1 olusturabilir, yesil alg Botryococcus
braunii yag {iretip depolayarak yiizer. Bazen flagellatlar 6rnegin Euglena da

yiizey bloomlar1 olusturabilir (Whitton ve Potts 2000).
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Bazi Siyanobakteriyel bloomlar tatli su ya da havuz yiizeyinde kopiik, pislik
ya da lif seklinde goriinmekte, mavi, koyu yesil, kahverengi, ya da kirmizi renkte
olabilmektedirler. Bu bloomlarin 6liimii, suyun kotii kokmasina neden olmaktadir.
Siyanobakteriyel bloomlar tarafindan olusturulan toksinler bilinen en gii¢lii dogal
zehirlerdir. Bu nedenle bu sulardan analiz edilinceye kadar uzak kalmak
gerekmektedir (Whitton ve Potts 2000).

Siyanobakteriyel bloomlar su aritma tesislerinde filtrelerin tikanmasina
neden olarak, dezenfeksiyon maliyetini arttirarak, tat ve koku problemlerine neden

olarak ekonomik bir etki olusturmaktadirlar (Whitton ve Potts 2000).

1.2.7. Siyanotoksinler

Siyanotoksinler, insanlarda akut ve kronik saglik problemlerine, diger
hayvanlarda, baliklarda ve kuslarda 6liimciil zehirlenmelere neden olmaktadirlar
(Carmichael, 1992, 1994, Hunter, 1995a, b). Siyanobakteriler tarafindan
olusturulan bloomlar suyun tadini, kokusunu ve goriiniimiinii etkilemekle kalmaz,
ayrica yabanil hayati, evsel hayvanlart ve insanlari da alerjik ve gastroenterik
yanitlar olusturarak oldukga fazla etkilemektedirler. insanlarda Siyanobakteriyel
toksinler, akut karaciger hastaliklar1 (hepatotoksikozlar), ndrotoksikozlar ve
gastrointestinal rahatsizliklara neden olmaktadirlar. Diinya Saglik Organizasyonu
icme sularmda microcystin LR L™ limitinin 1pg olmas: gerektigini bildirmistir.
Siyanobakterilerin toksinleri biyolojik olarak aktif sekonder metabolitlerdir ve
bunlarin ¢ogu farmasotik potansiyele sahip olabilirler. Siyanotoksinler spesifik
toksik etkilerine gore su sekilde siniflandirilirlar (Chorus ve Bartram 1999).

1) Sinir sistemini etkileyen norotoksinler

Anatoksin-a
Anatoksin-a(s)
Saksitoksin
Neosaksitoksin
2) Karacigeri etkileyen hepatotoksinler
Mikrositinler

Nodiilarinler
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3) Timor gelisimini arttirict kimyasallar

Mikrositinler

4) Gastrointestinal sistemi etkileyebilen kimyasallar olan lipopolisakkaritler

Siyanotoksinler ve onlarin spesifik toksik mekanizmalari, spesifik etkileri,

neden olduklar1 semptomlar Cizelge 1.1.’de gdsterilmistir.

Cizelgel.1. Siyanotoksinlerin etkileri ve semptomlart (Chorus ve Bartram 1999).

Toksin

Akut etki

Belirtileri ve semptomlar:

Anatoksin-a

Norotoksisite

Insanlar: belgelenmemistir
Hayvanlar:soluk almada azalma, ¢irpinma,
olim

Kuslar: opisthotonos (“s”-sekilli boyun)

(IP% L}
S

Anatoksin-a (s)

Norotoksisite

Insanlar: belgelenmemistir

Domuzlar:asin tikriik salgilama, mukoid burun
akintisi, titreme, adalelerde hareket bozuklugu,
ishal

Ordekler: kusma, felg, opisthotonos (“s”-sekilli
boyun), nébet

Fareler: gdzyas salgilama, agirt tiikriik
salgilama, idrar ¢ikarma, digki yapma, soluksuz
kalarak 6lim.

Sicanlar: kirmizi pigmentli kulaklar

Klindrospermopsin

Hepatotoksisite,
Bobrek toksisitesi,
Kromozom kirilmasi,
anoploidi

Insanlar:karaciger biiyiimesi, kirginlik,
istahsizlik, kusma, basagrisi
Fareler: istahsizlik, ishal, kesikli solunum

Mikrositinler

Hepatotoksisite

Insanlar: gamma-glutamyl transpeptidase
artmasi

Insanlar, fareler: alanin aminotransferaz
artmasi

Sicanlar: embriyo dliimleri

Memeliler: zayiflama, halsizlik, istahsizlik, el
ve ayaklarda solgunluk, akilda dengesizlik

Nodiilarin

Hepatotoksisite

Insanlar: deri ve gozde hasar, protein
fosfatazlarin inhibisyonu

Saksitoksin,
neosaksitoksin

Norotoksisite

Insanlar: parestezi ve dudaklarda hissizlik ve
maruz kalmadan 1 ya da 2 saat sonra
konugmada bozukluk, yiiz, boyun ve
ekstremitelerde biiyiime; solunum ve kaslarda
felg

Hayvanlar: solunum yetmezliginden 6liim
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Siyanobakteriyel toksinleri iceren sularin yutulmasit ile ciddi akut
gastroenteritis (diare ve kusma), karaciger toksisitesi (serumdaki karaciger
enzimlerinde artis) ortaya ¢ikabilmektedir. Karin agrisi, diare ve kusma seklinde
ortaya c¢ikan karaciger semptomlarmin insan ya da hayvanlarda ortaya ¢ikmasi
saatler ya da giinler alabilmektedir.

Rengi bozuk olan sularda ya da yiizeyinde kopiik, kirlilik ya da algal lifler
gorlinen sularda ylizmemek, su kayagi yapmamak ve botla dolasmamak
gerekmektedir. Eger bdyle bir suda yiiziildilyse miimkiin oldugu kadar ¢abuk
temiz su ile yikanmak gerekmektedir. Siyanobakteriyel toksinlere maruz kalan
insan ya da hayvanlara derhal tibbi miidahale yapilmasi gerekmektedir (Keleti ve

Sykora 1982; Utkilen ve Gj6lme 1992; Chorus ve Bartram 1999).

1.2.8. Siyanobakterilerin Molekiiler Evrimi ve Taksonomisi

Molekiiler biyoloji, genetik bilginin sifresini ¢6zme konusunda yeni araglar
saglamig ve bu araglar taksonomik ¢alismalarda  kullanilmaktadir.
Siyanobakteriler i¢in farkli kemotaksonomik ve makromolekiiler teknikler
yayinlanmis ve bunlarin kullanighliklar tartisilmistir. Siyanobakterilerin en kesin
filogenetik semasi su anda 16S rRNA sekans analizine dayanmaktadir. Bu metotla
geleneksel taksonomik problemler ¢oziilmiistiir. Kiiltiire alinmig suslara ilave
olarak, molekiiler ekoloji ¢alismalart yeni 16S rRNA sekans tiplerinin
belirlenmesine katki saglamaktadir (Bryant 1994).

Gelistirilen molekiiler yaklagimlardan 6nce evrim ve taksonomi arasindaki
iliski, botanik ve bakteriyoloji diinyasinda olduk¢a farkli disiiniilmiistir.
Cyanophyceae’nin morfolojisine dayanan farkli evrimsel semalar botanikgiler
tarafindan Onerilmis ve yaymlanmistir. Bakteriyel siniflandirmalarin ¢ogu
fenotipik Ozelliklere dayalidir ve evrimsel iligkileri yansitmamaktadir (Bryant
1994).

Gliniimiizde filogenetik ve fenotipik Ozelliklerin kullanimi “polifazik”
taksonomi olarak adlandirilmakta ve bu yaklagim bakteriyel taksonomistler

tarafindan tavsiye edilmektedir (Murray ve ark. 1990).
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Maalesef Siyanobakteriler i¢cin var olan molekiiler veriler hala ¢ok eksiktir.
Bu nedenle morfoloji, avantajlar1 ve noksanliklar1 ile hala Siyanobakterilerin
taksonomisi i¢in biiylik Olclide kullanilmaktadir. Taksonomik sonuglarin
karsilagtirilmast ve yorumlanmasindaki temel bir problem de, suslarin yanlis
sekilde identifiye edilmesidir. Diger bir problem de, bazi suslarin isimlerinin
degismesidir. Ornegin “Anabaena” sp. PCC 7120 Nostoc sp. PCC 7120 olarak
yeniden adlandirilmistir (Bryant 1994).

Stainer ve arkadaslar1 (1978), Siyanobakterilerin bakteri olduklarin1 ve bu
nedenle isimlendirmenin bakteriyolojik koda gore yapilmasi geregini
savunmuslardir. Ornegin her bir tiiriin referansi1 bir herbaryum tiirii yerine saf bir
kiiltiir olmalidir seklinde ortaya konulmustur (Stainer ve ark. 1978).

Stainer ve arkadaslar1 aksenik kiiltiirler ile belirlenmis olan fizyolojik ve
genotipik karakterlerin kullanimina onciiliikk etmislerdir; pigment kompozisyonu,
yag asit analizi, heterotrofik gelisme, nitrogenaz aktivitesi, DNA baz
kompozisyonu ve genom uzunlugu gibi karakterleri dikkate almislardir.
Siyanobakterilerin bakteriyolojik taksonomisinin temeli Rippka ve arkadaglari
tarafindan 1979’da yaymlanmigtir. Bu taksonomik sistem hala biiyiik oranda
morfolojiye dayanmaktadir ve 5 temel boliim tanimlanmistir; Chroococcales,
Pleurocapsales, Oscillatoriales, Nostocales ve Stigonematales dir.

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology kitabinin ikinci basiminda
(2001) 16S rRNA’ya dayali olarak Siyabobakteriler 5 Altseksiyon’da

incelenmistir.

Altseksiyon I (eskiden Chroococcales)

Bu grubun iiyeleri tek hiicreli Siyanobakterilerdir. ikiye béliinme ya da
tomurcuklanma ile ¢ogalirlar. Hiicreler sferik, elipsoidal ya da ¢ubuk seklindedir
ve hiicre boyutu 0,5-30 um c¢ap arasinda degisiklik gostermektedir. Kolonial
formlar miisilaj ya da cok kath kilif tabaka ile bir arada tutulurlar ve hiicreler
boliinme diizenine bagli olarak kiimeler olusturmaktadir. Planktonik formlar
genellikle gaz vesikiilleri icermektedir. Prochloron ve Prochlorococcus cinsleri

fikobilizom i¢cermezler ve klorofil a ya ilave olarak klorofil b sentezlemektedirler.



27

Bu grupta yer alan cinsler Chamaesiphon, Chroococcus, Cyanobacterium,
Cyanobium,  Cyanothece,  Dactylococcopsis,  Gloeobacter,  Gloeocapsa,
Gloeothece,  Microcystis,  Prochlorococcus,  Prochloron,  Synechoccus,
Synechocystis dir. Altseksiyon I liyelerindeki hiicre kiimeleri ¢ok katli kilif ile
birarada tutulmaktadir. Ekstraseliller kilif tabakalarinin varligi  birgok
Siyanobakteri grubunda stabil bir yapi1 olarak ortaya c¢ikmustir ve bir¢ok tek
hiicreli cinsin (Chroococcus, Gloeobacter, Gloeocapsa, ve Gloeoeothece)
tanimlamasinda kullanilan temel bir 6zelliktir. Diger tek hiicreli Siyanobakteriler,
ozellikle Synechocystis cinsini olusturan bazi iiyeler hiicre kiimesi olustururlar ve
bu kiime kapsiiler materyal ile birarada tutulmaktadir. Kapsiiler materyal {iretimi
giivenilir olmayan taksonomik bir o6zelliktir, ¢linkii kiiltiir ortamindaki iiretimi
Siyanobakterilerin  gelisme fazmna ve gelistikleri ortama bagli olarak
degismektedir. Ikiye boliinme bir, iki ya da ¢ ardistk diizlemde
gerceklesmektedir (Boone ve ark. 2001).

Altseksiyon II (eskiden Pleurocapsales)

Bu boliimdeki Siyanobakteriler yasam dongiilerinin bazi1 basamaklarinda
“baeocytes” adi verilen kiiciik sferik hiicreler olusturarak iiremektedirler. Bu
tireme hiicreleri, ana hiicrenin ¢oklu béliinmesi ile olusmakta ve fibréz dis duvarin
kirilmasindan sonra serbest kalmaktadir. Ana hiicreden salinan baeocytes sayisi,
4-1000 arasinda degismektedir. Ana hiicrenin genislemesine fibroz dis duvar
tabakasiin kalinlasmasi eslik etmektedir. Bazi cinslerin tiirleri ¢oklu boliinme ile
cogalmaktadir. Digerleri hiicre kiimeleri ya da pseudofilamentleri olusturacak
sekilde ikiye boliinme ile ¢ogalmaktadirlar. Ardindan, hiicrelerin bazilar1 ya da
timii ¢oklu boliinme gegirerek kiimeler olusturmakta ve yeni baeocytes leri
salmaktadirlar.

Coklu bdliinme, bu boliimii diger tiim Siyanobakterilerden ayiran fenotipik
bir ozelliktir. Coklu bdliinme, vejetatif bir hiicrenin baeocyte’ler olarak
adlandirilan en az dort sferik yavru hiicreye boliinmesi ile baslamaktadir. Coklu
boliinme siiresince herbir ardisik boliinmeyi takiben hiicre hacminde 6nemli bir

artts meydana gelmemektedir. Her bir yavru hiicrenin hacmi ana hiicrenin dortte
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biri ya da daha az1 kadardir. Ikiye boliinmeyi daima hiicre gelisimi takip
etmektedir. Hiicre boyutundaki belli kii¢iilme, ¢oklu béliinmeyi ikiye bdliinme
serisinden ayirmaktadir. Bu durum iki islem arasindaki farkliligi géstermektedir.

Bu grubun iiyelerinde, baeocyte sferik ya da oval sekilli vejetatif hiicreye
genigslemekte ve ardindan ardisik ¢oklu boliinme gergeklesmekte ve yeni
baeocyte’ler salinmaktadir. Genislemenin ardindan, baeocytler ¢oklu boliinmeyi
yeniden baslatmaktadir. Bu gelisme basamagi, ardisitk jenerasyonlar ile
korunmaktadir. Baz1 iiyelerde baeocyte genislemesi vejetatif hiicrelerin kiigiik
kiimelerini olusturmak i¢in ikiye boliinme ile takip edilmektedir. Digerlerinde
ikiye boliinme daha kapsamlidir ve oldukga biiylik hiicre kiimeleri ile
sonuclanmaktadir.

“Pleurocapsaleon” vejetatif hiicreleri iki dis hiicre tabakasina ilaveten
ticlincii bir dis tabaka ile ¢evrelenmislerdir. Bu tabakanin elektron mikroskobisi,
tabakanin degisen kalinlikta fibréz bir yapiya sahip oldugunu ve dis membrana
oldukg¢a yakin bolgede bulundugunu gdstermektedir.

Vejetatif hiicrelerin gelisimi ve genislemesi siiresince peptidoglikan ve dis
membran tabakalar1 biiylikk oranda genislemekte ve 1 pm kalinhiga kadar
ulasabilmektedir. ikili boliinme ya da ¢oklu béliinme siiresince fibréz dis duvar
tabakalar hiicre boliinmesine katilmamakta, boylece ikili boliinmede enine duvar
sitoplazmik membran, peptidoglikan ve dis membran tabakalarinin ice dogru
gelismesi ile olusturulmaktadir. Enine duvar olusumunu takiben, iki yavru
hiicrenin yiizeyini tamamen ortecek sekilde yeni fibréz dis duvar materyalininin
sentezi baslatilmaktadir. Fibroz dis duvar materyalinin tabakalari, vejetatif hiicre
kiimelerinin birarada tutulmasini saglamaktadir.

Coklu boliinme siiresince fibroz dis duvar materyalinin sentezini iki farkl
protein yuriitmektedir. Baz1 “Pleurocapsalean” cinslerinde ardisik ¢oklu boliinme
iriinleri hemen fibroz dis duvar materyalinin sentezine baslamakta ve bu Gram
negatif duvara eksternal olarak depolanmaktadir. Sonug olarak, baeocyte’ler bir
Gram negatif hiicre duvarini, ayrica ince bir fibréz dis duvar tabakasini ifade
etmektedirler. Baeocyte’ler vejetatif hiicrelerden boyutlar1 ile ayirt edilebilirler

fakat duvar yapilari ile ayirt edilemezler.
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Bu grubun tiim vejetatif hiicreleri hareketsizdir. Fibr6z dis duvarin sentezi,
coklu boliinme siiresince baskilanmakta ve baeocyte’ler kisa bir siire i¢in (6-24
saat) kayma hareketi gosterebilmektedirler. Hareketli baeocyte’ler 1s1ga karst
fototaksi gosterebilirler, 15181 yogunluguna bagli olarak 151k kaynagina yonelir ya
da uzaklagirlar. Hareket kaybi, fibroz hiicre duvart sentezinin baglamasi ile tesadiif
etmekte ve baeocyteler vejetatif hiicreye genislemeye baslamaktadir. Dogada bu
grubun iiyeleri kat1 substratlara tutunarak gelismektedirler.

Bu grup oldukga genis ekolojik ve fizyolojik 6zellikler icermektedir. Bir¢ok
tiyesi suculdur ve genellikle inorganik ya da organik substratlara tutunarak
gelismektedirler. Planktonik hi¢ bir iiyesi bilinmemektedir. Dogada bir¢cogu
endolittir ve kalkerli substratlara baglanabilirler. Digerleri karasaldir, genellikle
epilitik kabuklarin bilesenleri olarak ya da soguk ve sicak ¢ollerde kum igerisinde
cryptoendolitler olarak gelismektedirler. Bu grup iki alt gruba ayrilmaktadir.
Birinci alt grup, sadece c¢oklu boliinme ile iireyebilen ya da smirh (1-3) ikiye
boliinme ile kombine edilmis iiremeye sahip olan gruptur. ikinci alt grup ise,
stirekli bir ikiye boliinme ile liremeyi ¢oklu boliinmenin izledigi tiremeye sahip
olan gruptur. Bu boliimde yer alan cinsler:

Subgrup I: Cyanocystis, Dermocarpella, Stanieria, Xenococcus

Subgrup II: Chroococcidiopsis, Myxosarcina, Pleurocapsa.

(Boone ve ark. 2001).

Altseksiyon III (eskiden Oscillatoriales)

16S rDNA sekans analizlerinden anlagildigi iizere bu boliim filogenetik
olarak kolay anlasilir bir grup degildir. Altseksiyon III uzun bir eksende, sag
acilarla, tek bir diizlemde sadece ikiye boliinme ile c¢ogalan filamentodz
Siyanobakterileri icermektedir. Heterosist ve akinete olusturmazlar. Interseliiler
ayrim ile olusan trikom caplar1 yaklasik olarak 1 pum ile 100 pm arasinda
degismektedir. Trikomlar esnek ya da yar1 kat1 yapidadir. Bazi durumlarda, tiim
trikom gevsek ya da siki bir heliks seklinde kivrilmaktadir.

Bazi cinslerde gozle goriiliir bir kilif bulunmaktadir. Birgok tliyede kayma

hareketi meydana gelir, bu hareket trikomlar kati1 ya da yar1 kat1 bir substrat ile
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temas ettiginde gerceklesir. Bu boliimde yer alan Siyanobakteriler, tatli su ve
deniz gibi oldukga cesitli habitatlarda plankton, bentik kiimeler ve perifiton olarak
bulunmaktadir. Kara yiizeyleri, mat’lar ve ¢imenliklerde de bulunabilmektedirler.
Baz1 tiyeler 62°C deki sicakliklarda yasayabilmektedir. Bu gruptaki tiirlerin ¢cogu
obligat fototrof, bazilar1 fakiiltatif fotoheterotroftur. Fakiiltatif fotoheterotroflar
arasinda birka¢1 kemoheterotrofik kosullar altinda aerobik ya da fermentatif
metabolizma ile olduk¢a yavas gelisebilmektedir. Suslarin cogu azot fikse
etmektedir. Bu grup i¢indeki Siyanobakterilerin birgok tiirii de siilfit bagiml
anoksijenik fotosentez bilinmektedir. Bu grupta yer alan cinsler Arthrospira,
Borzia, Crinalium, Geitlerinemia, Leptolyngbya, Limnothrix, Lyngbya,
Microcoleus,  Oscillatoria, Planktothrix, Prochlorothrix, Pseudanabaena,
Spirulina, Starria, Symploca, Trichodesmium, Tychonema’dir (Boone ve ark.

2001).

Altseksiyon IV (eskiden Nostocales)

Bu grup, trikomun uzun eksenine dik olarak tek bir diizlemde ikiye bdliinme
ile cogalan filamentoz Siyanobakterileri icermektedir. Nostoc cinsinin bazi tiirleri
disinda trikomlar daima tek seri halinde bulunmaktadir. Calothrix ya da
Scytonema gibi bazi kilifli filamentler yalanci dallanma gosterirler. Bu dallanma
sadece Altseksiyon V iiyelerinde goriilen gercek dallanmadan farkli bir gelisimsel
islemdir ve birden fazla diizlemde bdliinmeyi gerektirmektedir. Bircok cins
Oornegin incelen trikomlar gibi, filamentlerin bazal-apikal polaritesi ile
tanimlanmaktadir. Apikal ug, genellikle ince ve renksiz hiicreler seklinde
sonlanmaktadir. Bu grubun iiyeleri arasinda trikom ¢ap1 olduke¢a degisken olup, 2-
15 wm arasinda degismektedir. Bagl azot yoklugunda (amonyum ya da nitrat)
vejetatif hiicrelerin %5-10’u heterosistlere farklilagmaktadir.

Bu grubun bazi {iiyeleri akinete olusturmaktadir. Bu yapilar soguga ve
kurakliga karst direnclidir. Bu kalin duvarli hiicreler, genellikle sari-kahverengi
goriiniimdedirler. Akineteler 151k ya da besin sinirlamasi oldugunda olugmakta ve

heterosistlerden ya uzak ya da bitisik sekilde yerlesmektedirler.
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Bir¢ok iiye, hormogonia olusumunu igeren farkli bir dongii gecirmektedir.
Farklilagma en iyi taze Kkiiltiir yaslandiktan sonra ortaya g¢ikmaktadir. Cogu
hormogonia, ana trikomdan kayma hareketi ile ayrilmakta ve trikom uzunlugu
azalarak hiicreler kiiciilmektedir. Hormogonia’lar gelisim olmadiginda, hizl
ardigik hiicre boliinmeleri ile olusturulmaktadir. Hormogonial hiicreler sekil
bakimindan ve/ya da gaz vesikiill kiimeleri bakimindan da farklilik
gosterebilmektedirler. Olduk¢a yogun kilifa sahip olgun filamentler ile karakterize
edilen tiirlerde, hormogonia kilifsizdir ya da ince bir kilif igermektedir. Cins
diizeyine bakmaksizin, yeni salinan hormogonia’da asla heterosist goriinmez, bu
durum bagli azot icermeyen ortam olsa bile gecerlidir. Sonug olarak, hormogonia,
azot fikse etmemektedir.

Bazi cinsler farkli bir gelisimsel dongii sergilemezler, trikomlar ya gelisimin
tim basamaklarinda hareketlidir ya da cogu planktonik temsilciler gibi siirekli
olarak hareketsizdirler.

Anabaena, Aphanizomenon ve Gloeotrichia’nin birgok tiirii planktoniktir ve
tropikal tatli su gollerinde ya da 1liman su bloom’larindaki temel bilesenlerdendir.
Anabaenopsis, Cyanospira, ve Nodularia tuz golleri ve aci su bloom’larinda tipik
olarak  bulunmaktadirlar.  Deniz  habitatlarinda  planktonik  heterosist
Siyanobakteriler nadir olarak bulunmaktadir. Birgok temsilcisi soguklarda ve
siddetli kurak kosullarda yasayabilmektedir. Ancak higbirisi 52-54°C yi asan sicak
ortamlarda bulunmamaktadir. Bu bdliimiin bazi {iyeleri, konukcuya fikse azot
saglayarak ve fikse karbon elde ederek endosimbiyont ya da ekzosimbiyont olarak
bulunmaktadirlar. En yaygin simbiyotik konukcular, ascomycetes, cigerotlari,
egreltiotlari, cycad’lar ve Gumnnera angiospermidir. Kayma hareketi, oldukca
yavag bir diizen igerisinde ger¢eklesmekte ve hormogonia ya da olgun trikomlar
donme hareketi yapmamaktadir.

Altseksiyon IV iiyelerinin Altseksiyon III iiyelerinden ayirimi 16S rRNA
sekans verileri ile desteklenmistir. Trikom morfolojisindeki farkliliklara
dayanarak Altseksiyon IV iki kisimda (IV.I ve IV.II) tanimlanmaktadir. Ancak bu
ayrim, filogenetik bir gruplama degil, sadece tanimlamay1 kolaylagtirmak icin

yapilmistir.
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Altseksiyon IV.I Siyanobakterilerinde trikomlar asla bazal-apikal polaritesi
gostermezler, tim vejetatif hiicreler es boyuttadirlar. Azotun siirli oldugu
kosullarda, bazi iiyeler heterosistleri 6zellikle terminal ya da interkalar pozisyonda,
digerleri hem terminal hemde interkalar pozisyonda olusturabilmektedirler. Eger
varsa akineteler tek tek ya da kisa zincirler (iki ya da ii¢ akinete) halinde,
heterosistlere ¢cok yakin ya da bitisik sekilde olusturulabilmektedir. Bazi tiyelerde,
akineteler iki heterosist arasinda esit mesafede yer almaktadir. Birinci akinetenin
her iki yana dogru ardigik farklilagmasi genellikle olduk¢a uzun akinete
zincirlerinin  olusumuna neden olmaktadir, bu da hiicre populasyonunun
cogunlugunu olusturmaktadir. Altseksiyon IV.I. boliimiinde yer alan cinsler
Anabaena, Anabaenopsis, Aphanizomenon, Cyanospira, Cylindrospermopsis,
Cylindrospermum, Nodularia, Nostoc, Scytonema’dr.

Altseksiyon IV.II alt boliimii botaniksel ismi “Rivulariaceae” familyasina
ait Calothrix ve Rivularia cinslerini, “Scytonemataceae” tfamilyasina ait olan
Tolpothrix ve “Microchaetaceae” familyasina ait olan Microchaete cinslerini
icermektedir. Calothrix ve Rivularia cinsleri, farkli bir bazal-apikal polaritesine
sahip ve olduk¢a incelen olgun trikomlar sergilemektedir. Yeni salinmis
hormogonia bazal-apikal polaritesi ne sahip degildir. Hizl1 bir kayma hareketi
gostermekte ve olgun trikomlardan hiicre boyutu ve morfolojisi bakimindan
farklilik gostermektedir. Tolpothrix ve Microchaete “rivulariacean” cinsi ile
bir¢ok yapisal ve gelisimsel 6zellikleri paylagsmaktadirlar fakat olgun trikomlar,
bagl azot yoklugunda gelisseler bile cok az derecede incelme gostermektedirler

(Boone ve ark. 2001).

Altseksiyon V (eskiden Stigonematales)

Bu boélimdeki cinsler, Siyanobakteriler igerisinde yiliksek derecede
morfolojik komplekslilik ve farklilasma gostermektedirler. Enine hiicre
boliinmesine ek olarak, boyuna ve egik hiicre boliinmeleri de gerceklesmektedir.
Bu durum tiim cinslerde periyodik gercek dallanma ile ve bazi cinslerde ¢oklu seri
halinde trikomlarin olusumu (iki ya da daha fazla hiicre sirasi) ile

sonuclanmaktadir. Bazi cinslerde yalanci dallanma da meydana gelmektedir. Bu
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cinslerin bazilarinda trikom hiicreleri arasinda ¢ukur benzeri sinapslar ya da por
kanallar1 olusmaktadir. Heterosistler interkalar ve terminaldir. Ureme trikomun
rastgele kirilmasi ile oldugu halde, hormogonia da cogu susda olugmaktadir.
Akineteler ya da akinete benzeri hiicreler bazi cinsler tarafindan olusturulmaktadir.
Cogu durumda trikom genisligi tek bir klon igerisinde bile oldukca degiskendir.
Kiiltiire alinmis en iyi bilinen sucul formlar Fischerella’nin gesitli izolatlaridir.
57-58°C sicakhiga sahip akiskan sularda bulunmaktadirlar. Bu grup
Siyanobakterilerin biiylik bir kismimin az asidik oligotrofik goller ve hizli akan
derelerden elde edildigi bilinmektedir. Bu bdliimiin bazi iiyeleri ekstraseliiler
kiliflarinda UV-absorbe eden koruyucu bir pigment (scytonemin) iiretebilirler.
Elde edilen bulgulardan, kiiltiire edilememis birgok cinsin var oldugu
bilinmektedir. Bu bolimde yer alan cinsler Chlorogloeopsis, Fischerella,

Geitleria, Lyengariella, Nostochopsis, Stigonem 'dir (Boone ve ark. 2001).

1.2.8.1. Siyanobakteriler ile Kemotaksonomik Calismalar

Molekiiler metotlar ile Siyanobakteriyel taksonomi ¢aligmalarin,
kemotaksonomik markirlar icermesi gerekmektedir. Oldukca kolay ve hizh
belirleme metotlart bulunmaktadir. Ancak bu konuda olduk¢a az veri vardir ve
bir¢ok calisma hala baslangic asamasindadir (Bryant 1994). Siyanobakterin lipit
kompozisyonu ile yapilmis bir ¢aligmada altmis alt1 Siyanobakteriyel susun yag
asit kompozisyonu Kenyon ve arkadaglar1 tarafindan calisilmistir (Kenyon 1972;
Kenyon ve ark. 1972). Anabaena ve Calothrix gruplar i¢in uniform bir yag asit
kompozisyonu elde edilirken diger gruplar i¢in uniform bir asit kompozisyonu
elde edilememistir. Sallal ve ark. (1990) ii¢ heterosistli susda oldukca polar
bilinmeyen bir glikolipit belirlemislerdir. Ayrica alkol glikozitlerinin azot fikse
eden suslar ile sinirlanmadigini da gostermislerdir. Caudales ve arkadaslari serbest
yasayan Nostoc ve Anabaena cinsi suslarinin ve Azolla sp. simbiyontunun yag
asidi kompozisyonlarii belirlemiglerdir (Caudales ve Wells, 1992; Caudales ve
ark. 1992). Sonuglar yorumlandiginda simbiyontlarin her iki cinsten esit uzaklikta

oldugu goriilmiistiir.
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Lipit kompozisyonu disinda bakteriyel sistematikte kemotaksonomik markir
olarak polyaminlerin kullanilabilirligi incelenmistir. Bu giine kadar test edilen
suslardaki baskin polyaminler, spermidin ya da sym-homospermidindir (Hamana
ve Matsuzaki 1992).

Diger bir kemotaksonomik ara¢ olan karatenoidler fotosentez, beslenme ve
fotooksidatif hasara karst1 koruma gibi Onemli fonksiyonlara sahiptirler.
Karatenoidler, tiim fotosentetik algler ve bakteriler ve hatta birgok fotosentetik
olmayan eubakteri tiirleri tarafindan {retilmektedir. Siyanobakterilerdeki
karatenoidler iki temel fonksiyona sahiptir. Birincisi, fotosentezde 151k toplayici
pigmentler olarak gorev yaparlar, ikinci fonksiyonu ise fotooksidatif hasarlara
kars1 korumadir.

Siyanobakterilerdeki karatenoid kompozisyonunun kromatografi ile yapilan
analiz sonuglari, profillerdeki degisikligin tiirlerin identifikasyonu i¢in yararh
oldugu fakat daha yiiksek taksonomik diizeyleri belirlemek icin yararli olmadigini
ortaya koymustur. Benzer karatenoid profilleri, 16S rRNA sekanslari hemen
hemen benzer olan Phormidium ectocarpi PCC 7375 ve Phormidium persicinum
sus CCAP 1462/5 icin elde edilmistir. Ancak ayni tiirlerin kirmiz1 ya da yesil
izolatlarinda karatenoid igerigi ve kompozisyonunun farkli olmasi, bu karakterin

taksonomik caligmalarda kullanimini sinirlandirmistir (Bryant 1994).

1.2.8.2. Siyanobakteriler ile Makromolekiiler Calismalar

Makromolekiiller, niikleik asitler ve proteinler genetik bilginin kopyalaridir
ve bu nedenle filogenetik iligkilerin yorumlanmasi ic¢in iyi bir arag
olabilmektedirler. 16S rRNA, Siyanobakteriler igerisindeki evrimsel iligkilerin en
detayli hipotezini vermektedir. Makromolekiiller direkt olarak, sekanslanarak ya
da elektroforez, hibridizasyon veya immiinolojik metotlar ile indirekt olarak
calisilabilmektedir. Protein elektroforezi ile yapilan calismalardan a-esterase
isozyme profilleri kullanilarak yapilan taksonomik bir calismada elde edilen
protein bantlar test edilen on {i¢ Oscillatoriaceae suslar1 arasindaki sus iliskisinin
dort kiimede taninmasini saglamistir. Bu sonu¢ daha sonra 16S rRNA sekans

analizi ile de dogrulanmistir. Diger bir c¢alismada malat dehidrogenaz
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elektroforetik profilleri sekiz Siyanobakteriyel susu karakterize etmek icin
kullanilmis ve ayrilan bantlarin Anabaena ve Nostoc cinslerine ait oldugu
gozlenirken, iki tek hiicreli sus, Synechococcus sp. PCC 6301 ve Synechococcus
elongatus sus CCAP 1497/1 arasinda ise ortak bant elde edilememistir. Baska bir
calismada ise bes Zamia integrifolia (cycad) bitkisinden izole edilmis on iki
Siyanobakteriyel simbiyonta ait alt1 enzimin zymogramlari benzer bulunurken,
farkli bir cycad tiirlinlin simbiyontu ve ayn1 bolgedeki topraktan izole edilen bir
Nostoc tirli igin elde edilen bant profillerinde farkliliklar goézlenmistir (Bryant
1994).

Diger bir arag¢ olarak fikobiliprotein profilleri kullanilarak yapilan bir
calismada yirmibir Siyanobakteriyel tiirdeki fikobiliprotein profillerini
polyakrilamid disk-jel elektroforezi ile incelenmistir. Ayni tiire dahil olan suslar
arasinda bile belirgin bir farklilik gdézlenmistir. Bu nedenle arastirmacilar bu
metodun sadece benzer tiirlerin identifikasyonu icin yararli oldugunu fakat
siiflandirma semasinin  kurulmasi1 i¢in yararli olmadigim1 bildirmislerdir.
Arastirmacilar Pseudoanabaena cinsinin SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile
fikobiliprotein alt {initelerinin elektroforetik profillerini  belirlemiglerdir.
Fikosiyaninin dort alt iinitesini tiim Pseudoanabaena cinsinin sentezleyemedigini
ortaya koymuslar ve bu nedenle PCC 7403 susunu bu cinsten hari¢ tutmuslardir.
Bu farklilik diger molekiiler markirlar tarafindan desteklenmistir. Ayrica,
fikoeritrosiyanin sentezleyebilen suslar i¢in Pastor Kiiltiir Koleksiyonu‘nun tiimii
incelenmistir. Fikobiliproteini sentezleyememe yeteneginin taksonomik bilgi
acisindan yarar saglamadigi kabul edilmis ancak bu proteini sentezleme yetenegi,
heterosist igeren filamentdz Siyanobakterilerin cins diizeyindeki tanimlamasinda
onemli bir 6zellik olarak kabul edilmistir. Ayrica fikoeritrosiyanin olusturma
yetenegi Chroococcidiopsis iiyelerinde de bulunmustur (Bryant 1994).

Siyanobakteriyel sistematik c¢aligmalar i¢in proteinlerin immunolojik
karsilagtirmalar ile ilgili calismalar ¢ok sinirlidir (Bryant 1994).

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) teknigi genellikle
populasyondaki organizmalar1 siniflandirmak ve identifiye etmek igin
kullanilmaktadir. Bu teknik Siyanobakteriyel simbiyontlar1 caligmak i¢in de
oldukega giiclii bir teknik olarak kabul edilmekte ve bu konuda ¢ok fazla sayida
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calisma bulunmaktadir (Lindblad ve ark. 1989; Lyra ve ark. 1997; Margheri ve
ark. 1999; Lyra ve ark. 2001; Iteman ve ark. 2002; Bauer ve ark. 2008).

DNA baz kompozisyonu da az sayidaki molekiiler karakterlerden birisidir.
DNA baz kompozisyonundaki biiyiik farkliliklar, suslar arasinda yakin iliski
olamayacagimi belirtmektedir. Benzer G+C yiizdeleri de genotipik iliskileri
degerlendirmede bir ipucu saglamamaktadir (Bryant 1994; Kondo ve ark. 2000).

Wayne ve ark. (1987) eubacteriyel tiirlerin tanimlanmasi i¢cin DNA-DNA
hibridizasyonlarmin kullanimin1 6nermislerdir. Siyanobakteriler i¢in DNA-DNA-
hibridizasyon metodunun kullanimina Stam Onciilik etmistir. Ayni tiirlerde en
az %70 hibridizasyon orani olmasi gerekmektedir, farkli tiirler icin ise bu
oran %20 olarak bildirilmistir.

rRNA genlerinin sekanslart mikrobiyal evrim ve ekoloji ¢aligmalarinda
onemli bir rol oynamaktadir. 16S rRNA ozellikle filogenetik iligkilerin
belirlenmesinde,  ¢evredeki  cesitliligin ~ ve  spesifik  populasyonlarin
degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli bir molekiiller markirdir. Filogenetik
analizlerde, molekiiler taksonomik markirlar olarak kullanilan genler universal
olmali, horizontal olarak transfer edilmemeli ve spesifik kosullara gore herhangi
bir mutasyona ugramamalidir (Yamamato ve Harayama 1995).

16S rRNA gen sekanslariin karsilastirmali analizi sus koleksiyonlar1 ve
dogal kommuniteler arasindaki farkliligi incelemede O©nemli bir arag
saglamaktadir (Ferris ve ark. 1996). rRNA operonlari universal olarak dagilmistir
ve organizmalar arasindaki filogenetik iliskilerin karsilastirilmasina ve filogenetik
agacglarin yapilmasina izin vermektedir. rRNA lar genellikle protein kodlayan
genlerden ziyade horizontal gen transferlerinden az etkilenen informatif gen
kiimesinin ~ bir  parcasidir ve bu nedenle evrimsel degisimlerin
degerlendirilmesinde olduk¢a saglam bir iskelet saglamaktadir. rRNA’lar
fonksiyonel olarak korunmus ve degisebilen sekans uzunluklarindan olusurlar ve
bu da uzak ve yakin iligkili tlirler arasindaki farklilasmaya izin vermektedir.
Internal Transcribed Spacer (ITS) bolgesi gibi daha degisken bir bolge, oldukca
yakin iliskili tlrler arasindaki ayirima olduk¢a yardimeci olmaktadir. ITS
sekanslar1 her bir tiir arasinda farkli olabilmektedir. Bu farklilik sadece baz

kompozisyonu bakimindan degil ayrica uzunluk bakimindan da olabilmektedir
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(Janse ve ark. 2003; Marquardt ve Palinska 2007). Bu durumun PCR
primerlerinin ve hibridizasyon problarimin tasarimini ve bunlarin mikrobiyal
ekolojide kullanimini sagladigi 6ne siiriilmiistiir (Acinas ve ark. 2004). 16S rRNA
genlerinin sekansi1 kiiltiire alma kosullarindan bagimsizdir ve laboratuvar
kiiltiirlerinden ya da c¢evresel Orneklerden elde edilen DNA dan PCR
reaksiyonunun kullanimi ile kazanilabilmektedir (Wilmotte, 1994; Steindler ve
ark. 2005).

Eubacteria iiyelerinde 16S, 5S ve 23S bir operon igerisinde organize
olmustur, bu operon genellikle internal transcribed spacer (ITS) ve en az bir tRNA
icermektedir. Bu operonlarin kopya sayisi her bir bakteriyel genomda 1 den 15°¢
kadar degigmektedir. Ancak Siyanobakteriler igerisinde ortalama kopya sayist ¢ok
diistiktiir ve bir Siyanobakteriyel genomun rRNA operonunun iki kopya igerdigi
tahmin edilmektedir. En yiiksek kopya sayis1 Anabaena flos-aquae (bir genom bes
kopya) icin belirlenmistir (Iteman et al., 2002). Bir genom icerisindeki sekans
heterojenitesi, farkli kopyalarin sekanslar1 benzer olmadig1 durumlarda mikrobiyal
kommunitelerin bagimsiz analizi i¢in biiylik bir problem olusturabilmektedir. Bu
nedenle, rRNA nin kiigiik alt birimi kullanilarak yapilan filogenetik analizler,
organizmalar arasindaki farklilig1 ¢6zmeye yardimci oldugu halde, bazen her bir
tiiriin genom evrimini biitlinliyle yansitmak zor olabilmektedir (Acinas ve ark.
2004).

16S rRNA, eubacterilerin evrimini ¢alismak i¢in yeterli bir makromolekiil
olarak goriinmektedir. Bu nedenle 6zellikleri ve kullanimi olduk¢a énemlidir

¢16S rRNA’ lar evrensel molekiillerdir. Tiim canlilarda bulunmasi,
aymi atadan ¢ok eskiden gelistigi ve oldukca az degisime ugradigin
belirtmektedir.

e Protein sentezindeki fonksiyonu hiicre yasami i¢in temeldir ve belli
domainler {izerindeki fonksiyonel sinirlamalarimin stabil oldugu
distiniilmektedir.

e Sekonder yapisi oldukca korunmus olmasina ragmen, primer yapist

evrimsel olarak korunmus ve degisebilen bolgelerden olusan bir mozaiktir.



38

¢ 16S rRNA, yaklagik 1500 niikleotid igeren uzun bir molekiildiir. Bu
cok sayida karakterin kombinasyonunu saglar ve istatiksel bir evrim
bilgisine izin verir.

e Bu karakter i¢in lateral gen transferi elde edilmemistir.

¢ 16S rRNA, iyi bir molekiiler kronometredir.

Taksonomide kesfedilmis olan spesifik genetik markirlar konusuna gelince
grup I intronlarinin farkli tipleri Siyanobakterilerde farkli evrimsel gegmise sahip
olabilmektedir ve bu sekanslarin bazilar1 lateral gen transferleri araciligi ile
dagilmis olabilmektedir. Bununla birlikte bazi liken simbiyontlari durumunda,
grup | intron analizi yararli bir teknik olarak ileri siiriilmektedir. Molekiiler
caligmalar, bir ya da iki morfolojik karakter ile sinirlandirilmis olan tiirleri, yakin

iligkili olarak kabul etmemektedir (Bryant 1994; Paulsrud ve ark., 1998).

1.2.9. Siyanobakterilerin Biyoteknolojideki Potansiyel Uygulamalari

Giines enerjisinin biyolojik doniisiimii ¢evre kirliligi olmadan hidrojen elde
edilmesi i¢in olast bir yaklasimdir. Yesil algler gibi azot fikse eden
Siyanobakteriler, glines enerjisi biyo doniisiim sistemlerinde potansiyel olarak
kullanilmaktadirlar. ~ Suyu  kullanarak  hidrojen = salma  kabiliyetleri
Siyanobakterilerin Onemli bir 06zelligidir. Son yillarda bu konuda Onemli
gelismeler elde edilmistir (Tsygankov 2007). Siyanobakteriler cesitli sekillerde
insanliga yarar saglayan potansiyel organizmalardir. Siyanobakteriler gida, yakat,
giibre, tip gibi cesitli endiistrilerde ve kirlilikle miicadele gibi uygulamalarda

stirekli bir potansiyel olusturmaktadirlar (Thajuddin ve Subramanian 2005).

Gida

Algal proteinler ya katki maddesi olarak ya da alternatif bir kaynak olarak
diinyanin ilgisini ¢ekmektedir. Bazi Anabaena ve Nostoc suslar1 $ili, Meksika,
Peru ve Filipinlerde gida maddesi olarak tiiketilmektedir. N.commune yiiksek
miktardaki lif ve orta derecedeki protein igerigi ile yeni bir diyet kaynagi olarak

potansiyel kullanima sahiptir. Spirulina mikemmel besin igerigi ve
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sindirilebilirligi ile gida katkist olarak kullanmilmaktadir. Spirulina %60-70
protein, %20 karbonhidrat, %5 lipit , %7 mineraller ve %6 su i¢cermektedir.
Ayrica zengin bir beta-karoten, thiamine, ve riboflavin kaynagidir ve vitamin
Bi2’nin en zengin kaynaklarindan birisidir. Ticari olarak toz, graniil, tablet ya da
kapsiil halinde marketlerde satilmaktadir. Denizcil azot fikse eden
Siyanobakterilerin biiyiik bir kismi besinsel degerlerine gore test edilmistir ve
cogu gida katkis1 olarak kullanilabilecegi kabul edilmistir (Thajuddin ve
Subramanian 2005).

Kimyasallar

Pigmentler, vitaminler ve enzimler gibi hassas kimyasallarin ¢ogu
Siyanobakterilerden ticari olarak elde edilmektedir. Siyanobakterilerin biiyiik bir
kismi vitamin bakimindan zengindir ve c¢evrelerine salgilarlar. Bazi deniz
Siyanobakterileri B-kompleks grubu vitaminler ve E78 gibi ticari énemi olan
vitaminlerin  biiyiik  Olgekli potansiyel kaynaklaridir. Karatenoidler ve
fikobiliproteinler biiylik ticari 6neme sahiptirler. Bunlar gidalarda renklendirici
olarak, Som baliklarinin ten rengini arttirmak ve sigirlarda saghigi ve verimliligi
arttirict  olarak kullanilmaktadir. Phormidium valderianum milkkemmel bir
fikosiyanin kaynagidir, bu dogal mavi bir renklendirici olarak kullanilmaktadir
(Thajuddin ve Subramanian 2005).

Fototrof olan Siyanobakteriler 14CO,, 13CO,, 33H,0, 15NO; gibi basit,
isaretli bilesikleri kompleks organik molekiillere transfer edebilirler. Lipitler ve
amino asitler gibi izotopik olarak isaretli Siyanobakteriyel metabolitler ticari
olarak bulunmaktadir (Thajuddin ve Subramanian 2005).

Siyanobakteriler  tarafindan  sentezlenen enzimler ticari  olarak
kullanilmaktadir. Ornegin laktamaz, proteaz, ve lipaz gibi enzimlerin biiyiik
Olcekli olarak {retimi denizcil Siyanobakteriler kullanilarak yapilmaktadir.
Anabaena cylindrica (Acy 1), Anabaena flos-aquae (Afl 1 & Afl 11I), Anabaena
variabilis (Aval & Avall), Anabaena variabilis UW (Avrll), Microcoleus sp.
UFEX 2220 (Mstll), Nostoc sp. PCC 7524 (Nsp C I)’dan elde edilmis bir¢ok

sekans-spesifik endoniiklezlar bilinmektedir. Alkalin fosfotaz aktivitesi ile
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organik fosforu mineralize eden Siyanobakteriler yaymlanmistir. Kitinaz, L-
asparajinaz, L-glutaminaz, amilaz, proteaz, lipaz, selulaz, lireaz ve siiperoksit
dismutaz gibi enzimler Siyanobakterilerden elde edilmektedir. Siyanobakteriler
tarafindan amonyak ve amino asitlerin fototiretimi bildirilmistir. N.muscorum ve
Hapalosiphon fontinalis tarafindan salinan ekstraseliiler gelismeyi-destekleyici
maddelerin analizi, serin, arjinin, glisin, aspartik asit, threonin, glutamik asit,
sistin, prolin, valin, ornitin, lisin, hisitidin ve isoldsin gibi amino asitleri i¢erdigini
gostermistir. Ayrica Siyanobakteriler, polyoller, polisakkaritler, lipitler, yag
asitleri, halojenlenmis bilesikler bakimindan olduk¢a zengin bir kaynaktir

(Thajuddin ve Subramanian 2005).

Farmasotikler

Siyanobakteriler, bilinen ve genis farmasotik uygulamalar: ile toksinleri
iceren yeni biyoaktif bilesenlerin en zengin kaynaklarindan birisidir. Lyngbya
lagerheimii ve Phormidium tenue’den elde edilen deniz Siyanobakteriyel
bilesiklerin anti-HIV aktivitesi bildirilmistir. Ayrica, deniz Siyanobakterilerinden
elde edilen ekstraktlarin antiviral, antibakteriyel, antifungal ve immuno-modiilator
ve anti-candida aktivitesine sahip olduklar1 gozlenmistir. Medikal 6nemi olan
gamma linolenik asit (GLA) Spirulina platensis ve Arthrospira sp. de oldukca
zengindir, bu madde insan vucudunda kolaylikla arachidionic asit ve daha sonra
prostoglandin E2’ye doniistiiriilmektedir. Prostoglandin E2 kan basincini
diisiiriicii etkiye sahiptir ve de lipit metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir

(Thajuddin ve Subramanian 2005).

Giibre

Azot fikse eden Siyanobakteriler piring yetisen tropikal topraklarin
verimligine katkida bulunmaktadirlar. Heterosist olusturan Siyanobakteriyel
suglar, piring tarlalarin1 kolonize edebilirler ancak heterosist icermeyen bir ¢ok
Siyanobakteri atmosferik azotu mikroaerofilik kosullar altinda fikse

edebilmektedir. Piring tarlalarinin verimliliginin korunmasinda azot fikse eden
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Siyanobakterilerin rolii kamitlanmistir. Siyanobakteriyel inokiilasyonun yararl
etkileri arpa, yulaf, domates, turp, pamuk, sekerpancari, misir, kirmizibiber, marul
gibi diger ekinlerde de gdsterilmistir. Pirincin kiiltiire alinmasinda organik bir
giibre olarak Azolla’nin 6nemi iyi degerlendirilmekte ve birgok iilkede yaygin
sekilde kullanilmaktadir. Siyanobakteriyel simbiyont Anabaena-azollae’nin birim
hektar basmma 120-312 kg azot fikse ettigi tahmin edilmektedir. Algler ve
Siyanobakteriler oksijen olusumuna ve mineralizasyona neden olduklar i¢in farkl
yollardan atik aritilmasinda yarar saglamaktadirlar. Ayrica sucul tiirler i¢in besin
kaynag1 olarak gorev yaparlar. Phormidium valderianum BDU 30501’un 50
mg/ml seviyesindeki fenol konsantrasyonunu tolere edebildigi ve yedi giinliik bir
alikonma periyodu igerisinde 38 mg/ml sini uzaklastirabildigi bildirilmistir. Bu
sonuglar fenol iceren atiklarin aritilmasina olanak saglamaktadir. Bu organizma
ayrica agir metal iceren iyonlarin optimal adsorbsiyon/desorbsiyon unda etkili
olmustur. Diger deniz Siyanobakterisi Oscillatoria boryana BDU 92181 icgki
fabrikas1 atiklarinda bol bulunan melanoidin pigmentinin metabolizasyonu ve
degredasyonunda etkili olmustur. National Facility for Marine Cyanobacteria
(NFMC)’daki c¢aligmalar pestisitler, deterjanlar, antibiyotikler ve diger
molekiilleri igeren zararli atiklarin ve lignolitik aktivitelerinden dolay1r kati
atiklarin biiyilik bir kisminin aritilmasi amaciyla kullanilan etkili Siyanobakterileri
tanimlamiglardir. Bu nedenlerden dolayr bircok iilke, Siyanobakteriyel
biyogesitliligi korumak ve anlamak ayrica da kirliligin azaltilmasi gibi ¢esitli
uygulamalar da kullanmak i¢in ¢alismalar yapmaktadir (Thajuddin ve

Subramanian 2005).



2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Calismada Kullamlan Su Ornekleri
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Su ornekleri, Porsuk Cay1 iizerinde belirlenen 21, Seydisuyu iizerinde 4

farkli istasyondan ve Eskisehir Kirka Bor isletmesinin bor havuzundan, yaklasik 2

ayda bir, doniisiimlii olarak Devlet Su Isleri (DSI), su analiz laboratuvarindaki

yetkili kisiler ile birlikte alinmistir. Bu istasyonlar ve numaralar1 Cizelge 2.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Porsuk ¢ay1 ve Seydi suyu iizerindeki istasyon isim ve numaralart

Istasyon ismi

Istasyon numarasi

1 Porsuk ¢ay1 aritma girisi regiilator (Agagkdy) (010)
2 Porsuk ¢ay1 pis su aritma oncesi (202)
3 Porsuk ¢ay1 pis su aritma sonrast (203)
4 Porsuk azot 6ncesi (205)
5 Porsuk azot sonrasi (206)
6 Porsuk ¢alca istasyonu 011)
7 Porsuk ¢ay1 besdegirmen istasyonu Kiitahya ¢ikisi (012)
8 Porsuk sabuncupinar kopriisii baraj girisi (094)
9 Porsuk baraj ¢ikist 047)
10 Eskisehir temiz su aritma Oncesi (Esenkara) (100)
11 Porsuk Eskisehir temiz su aritma sonrasi 013)
12 Porsuk ¢ay1 Atatiirk caddesi kopriisii (236)
13 Porsuk c¢ay1 Eskigehir Seker fabr.oncesi (238)
14 Porsuk ¢ay1 Eskisehir Seker fabr.sonrasi (239)
15 Porsuk c¢ay1 Eskigehir Pis su aritma 6ncesi (237)
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16 Porsuk ¢ay1 Eskigehir Pis su aritma sonrasi (015)
17 Porsuk ¢ay1 Alpu (072)
18 Porsuk ¢ay1 Yesildon (016)
19 Porsuk ¢ay1 Beylikova (017)
20 Porsuk ¢ay1 Yunusemre (018)
21 Porsuk ¢ay1 Sazilar (019)
22 Kunduzlar baraj ¢ikis1 (Seydisuyu) (136)
23 Catioren baraj ¢ikisi (Seydisuyu) (137)
24 Seydi suyu Kozyaka (Seydisuyu) (008)
25 Seydi suyu Hamidiye (Seydisuyu) (156)
26 Boraks ¢oktiirme havuzu

2.1.2. Caliymada Kullanilan Besiyerleri

2.1.2.1. BG-11

NaNO; 15¢g
K,HPO,4.3H,0 0,04 g
MgS04.7H,0 0,075 g
CaCl,.2H,0 0,036 g
Ac.citrique 0,006 g
Citrate ferrique 0,006 g
EDTA 0,001 g
Na,CO3 0,02 g
NaHCO:; 0,15¢g
Microelements A I ml
Agar (g) 15¢
Cycloheximide 0,5¢g

Yukarida verilen bilesenler tartilmis ve hacim 1000 ml’ye distile su ile
tamamlanarak, 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Abelson ve

Simon 1988).



2.1.2.2. BG-11,

K,HPO4.3H,0
MgS04.7H,0
CaCl,.2H,0
Ac.citrique
Citrate ferrique
EDTA

Na,CO;
Microelements A
Agar (g)
Cycloheximide
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0,04 g
0,075 ¢g
0,036 g
0,006 g
0,006 g
0,001 g
0,02 ¢
1 ml
I5¢g
0,5¢g

Yukarida verilen bilesenler tartilmis ve hacim 1000 ml’ye distile su ile

tamamlanarak, 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Abelson ve

Simon 1988).

2.1.2.3. Microelements A

H;BO;
MnCl,.4H,0
ZnS04.7H,0
Na;Mo004.2H,0
CuS04.5H,0
Co(NOs3),.6H,0O

2,86 g

1,81 g

0,222 ¢

0,390 g

0,079 g

0,049 g (ya da CoCl,. 6H,O 0,050 g)

Yukarida verilen bilesenler tartilarak, hacim distile su ile 1000 ml’ ye

tamamlanmistir. BG-11 ve BG-11, besiyerlerine belirtilen miktarda aktarilmasi

amaciyla hazirlanmistir (Abelson ve Simon 1988).
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2.1.2.4. Luria Bertani (LB) Besiyeri

NaCl 10g
Yeast Ekstrakt 5¢g
Tripton 10g

Yukaridaki bilesenler tartilmig ve hacim distile su ile 1 litreye tamamlanarak
pH 7,2’ye ayarlanmistir. Hazirlanan besiyeri 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

steril edilmistir. Kat1 besiyerinin hazirlanmas1 %2 agar ilavesi ile yapilmistir
(Dhaulakhandi ve ark. 2006).

2.1.3. Calismada Kullanilan Cozeltiler

2.1.3.1. TAE 50X (1L icin)

Tris base 242 ¢
Asetik asit 57,1 ml
EDTA (0,5M pH 8) 100 ml

Son hacim distile su ile 1 litreye tamamlandiktan sonra, pH 8’e ayarlanarak

oda sicakliginda saklanmistir (Sambrook ve ark. 1989).

2.1.3.2. Filtreler Icin Lizis Tamponu

40 mM EDTA
400 mM NaCl
0,75 M Sukroz
50 mM Tris HCI (pH 8,3)
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Yukarida verilen konsantrasyonlar1 saglayacak sekilde hazirlanan lizis
tamponu agz1 kapakli cam sise igerisine konularak oda sicaklifinda saklanmistir
(Boutte ve ark. 2005).

2.1.3.3. TE™ Tamponu

10 mM Tris HCI (pH 7,5 ya da 8,3)
0,1 mM EDTA

Yukarida belirtilen konsantrasyonda cam sise igerisinde hazirlanmis olan

tampon -20°C’de saklanmustir (Sambrook ve ark. 1989).

2.1.3.4. %0 Denature Edici DGGE Stok Soliisyonu

Acrylamide/Bis 30% (Protogel national diagnostics) 21,66 ml
TAE 50X 2 ml

Yukarida verilen bilesenler bir balon joje igerisine konulmus ve hacim ultra
saf su ile 100 ml’ ye tamamlanmistir. Soliisyon Nalgene filtre kullanilarak steril

siselere filtre edilmis ve 4°C’de saklanmustir (Boutte ve ark. 2006).

2.1.3.5. %100 Denature Edici DGGE Stok Soliisyonu

Acrylamide/Bis 30% (Protogel national diagnostics) 21,66 ml
Ure 2g
Deiyonize Formamide 40 ml
TAE 50X 2 ml

Yukarida verilen bilesenler bir balon joje icerisine konulmus ve hacim ultra
saf su ile 100 ml’ ye tamamlanmistir. Soliisyon Nalgene filtre kullanilarak steril

siselere filtre edilmis ve 4°C’de saklanmustir (Boutte ve ark. 2006).

2.1.3.6. %10 Amonyum Persiilfat Soliisyonu



Amonyum persiilfat 10g

Distile su

100 ml
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Hazirlandiktan sonra kii¢iik hacimler halinde ependorflara paylastirilarak -

20°C’de saklanmustir (Sambrook ve ark. 1989).

2.1.3.7. %10 SDS Soliisyonu

Sodyumdodesilsiilfat (SDS) 10g

Distile su

100 ml

Hazirlandiktan sonra oda sicakliginda saklanmistir (Sambrook ve ark. 1989).

2.1.3.8. Sal-EDTA soliisyonu

Cozeltide 0,15 M NaCl ve 0,01 M EDTA olacak sekilde karistirilmis ve pH,

HCl ile 8,5’a ayarlanarak oda sicakliginda saklanmistir (Sambrook ve ark. 1989).

2.1.3.9. Calismada Kullanilan Primerler

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan primerler (Taton ve ark. 2003; Boutte ve ark. 2005; Boutte ve

ark. 2006).

Primer ismi

Sekans (5-3)

Pozisyon 3 ucu

CYA359F ggg gaa ttt tcc gea atg gg 359

CYA1092R gcg cte gtt gcg gga ctt 1092

CYAT78IR (a) gac tac tgg ggt atc taa tcc cat t 781

CYA781RGC (a) cgc ccg ccg cge ccc geg cce gte ccg ccg 781
ccc ceg ceg act act ggg gta tet aat ccc att

CYA78IR (b) gac tac agg ggt atc taa tcc ctt t 781

CYA781RGC (b) cgc ccg ccg cge cce geg cee gte ceg ceg 781
cce ccg ccg act aca ggg gta tct aat ccc ttt

CYA784R gga cta cwg ggg tat cta atc cc 784
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CYA1494R

gta cgg cta cct tgt tac gac

1494

23S30R

ctt cgc ctc tgt gtg cct agg t

30

2.1.3.10. Cahsmada Kullanilan Markirlar

Lambda DNA/HindIII Markir in fragment profili (Fermentas manualinden)

Lambda DNA/HindIII Marker, 2
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/
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==

ol — 2027 209
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477
19.4
135

s
P OO

0.3

fragment profili

pBR322 DNA/Alul Marker, 20
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2.2. METOD

2.2.1. Su Orneklerinin Toplanmasi

Cizelge 2.1.’de belirtilen istasyonlardan 2006 yil1 igerisinde yaklasik olarak
2 ayda bir su 6rnegi alinmistir. Yapilan her drneklemede en az 500 ml su 6rnegi
steril cam sigeler icerisine alinmis ve siseler soguk plastik tagima ¢antasi igerisine

yerlestirilerek ayni giin igerisinde laboratuara getirilerek analize alinmistir.

2.2.2. Su Orneklerinin Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Su 6rneklerinin 2006 yili boyunca ortalama pH degerleri, kloriir, amonyak
azotu, nitrit azotu, nitrat azotu, ¢dziinmiis oksijen, organik madde, orto-fosfat,
stilfat, demir, mangan, sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum ve bor

miktarlar1 DSI su analiz laboratuarinda analiz edilmistir.

2.2.3. Su Orneklerinden Siyanobakteri izolasyonu ve Kiiltiire Almmasi

Su orneklerinden 1’er ml BG-11 ve BG-11, besiyerlerine ekilerek oda
sicakhiginda 1s1kli bir ortamda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi,
besiyerinde gozle goriiliir bir gelisme oluncaya kadar siirdiiriilmiistiir. Yaklasik
olarak 2-3 haftalik bir inkiibasyon siiresi sonunda gelisen Siyanobakteriyel kiiltiir
ultrasonik su banyosunda diisiik titresim hiz1 kullanilarak, 10 sn gibi kisa
titresimlere maruz birakilmistir. Kiiltiir 2000 rpm de 1,5 dk siire ile santrifiij
edilerek siipernatant uzaklastirilmis ve kiiltlir steril besiyeri ile birka¢ kez
yikanmustir. Tiip icerisinde yaklasik olarak 2 ml kiiltiir birakilarak igerisine cam
puskiirtme sistemi yerlestirilmis ve petrilerdeki BG-11 ve BG-11, besiyerine
kiltlir, spreyleme yontemi ile aktarilmis ve petriler 151kl bir odada gozle goriiliir
bir gelisme oluncaya kadar inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra,

secilen kolonial ve filamentdz Siyanobakteri formlar1 yeni bir petriye aktarilarak
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saflagtirilmaya calisilmis ve oda sicakliginda siirekli 1s1k altinda saklanmistir
(Abelson ve Simon 1988).
2.2.4. izolatlarin identifikasyonu

2.2.4.1. izolatlarin Mikroskobik Analizi

Izolatlarin mikroskobik incelemesi amaciyla sivi kiiltiirler kullanilmustur.
Sivi kiiltlirlerden steril, pamuk tikaca sahip pasteur pipeti ile steril kabin i¢erisinde
bir miktar O0rnek alinarak, steril ependorflar igerisine transfer edilmis ve bu
ependorf tiipleri ilgili izolat numarasi ile etiketlenmistir. Mikroskobik inceleme
icin, yine steril pasteur pipeti kullanilarak ependorf tiipii igcerisinden bir miktar sivi
kiiltiir, lam Ttzerine aktarilmis ve lizerine lamel kapatilarak 151k mikroskobu
altinda, izolatlarin filamentéz yada tek hiicreli olup olmadiklari, safliklar1 ve
filamentdz tilirlerin heterosist igerip igermedikleri gibi morfolojik analizler

yapilarak sonuglar kaydedilmistir (Boone ve ark. 2001).

2.2.4.2. izolatlarin Molekiiler Identifikasyonu

Elde edilen Siyanobakteri izolatlarinin identifikasyonu i¢in niikleik asit
analizine dayali testler uygulanmistir (Bryant 1994; Amann ve ark. 1995; Suzuki
ve ark. 2001; Boutte ve ark. 2005; Case ve ark. 2007).

16S rRNA geni Amplifikasyonu I¢in Izolatlardan DNA Ekstraksiyonu

Calismada elde edilen izolatlardan 16S rRNA geni amplifikasyonlari i¢in
saflagtirilmis olan izolatlarin sivi besiyerlerine ekimleri yapilmis ve yaklasik
olarak, 151k sistemi igeren bir odada 3 haftalik bir inkiibasyon ile yeterli bir hiicre
yogunlugu elde edilmesi saglanmistir. DNA izolasyonu, bu sivi kiiltiirler
kullanilarak yapilmigtir. DNA izolasyonu igin:

e Kiiltiir 10 000 g’de 5 dk santrifiij edilmis ve siipernatant

uzaklagtirilmigtr.
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e 400ul Sal-EDTA soliisyonu ve 20ul lizozim (10 mg/ml)
eklenmistir.

e 15 dk 37°C’de inkiibasyondan sonra 200 mg steril cam boncuk (0,1
mm, BIOSPEC PRODUCTS) eklenmis ve hiicreler steril plastik bir spatiil ile
ezilmistir.

e 50ul %10 SDS ve 1pul proteinase K (18 mg/ml) eklenmis ve
vortekslenerek karistirilmustir.

e 420yl fenol eklenerek tiip ters-diiz edilmistir.

e 10000 g’de 10 dk santrifiij edilmistir.

e  Siipernatant (+/- 400ul) yeni bir tiipe transfer edilmistir.

e 1/10 hacim 3 M NaAc ve 2 hacim saf etanol eklenmistir.

e DNA -70°C de 30 dk yada —20°C’de gece boyunca presipite
edilmistir.

e 10 dk 10 000 g’de santrifiij edilmistir.

e  Siipernatant uzaklastirilmistir.

e  Pelet steril kabin igerisinde 20 dk kurutulmustur.

e DNA 100ul TE™ buffer icerisinde ¢oziilmiistiir.

e Wizard DNA Clean-Up System (Promega) kiti prosediiri
dogrultusunda saflastirma yapilmis ve —20°C’de saklanmustir. Saflastirma
iseminin basamaklar1 su sekildedir:

v Resin soliisyonu igeren kap kullanilmadan once
karistirilmistir.

v 1 ml Wizard® DNA Clean-Up Resin 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tlipiine eklenmistir. Clean-Up Resin soliisyonuna 6rnek
(50-500pl) eklenmis ve birkag kez ters-diiz edilerek karistirilmastir.

v Resin/DNA kargimi kitte mevcut olan siringaya pipetlenmis
ve siringadan kolona gegisi saglamak i¢in vakum uygulanmistir.

v" Kolonu yikamak i¢in siringaya 2 ml %80’lik isopropanol
eklenmis ve tekrar vakum uygulanmistir. Alkol, kolondan gectikten
sonra vakumlama islemi 30 sn kadar daha uygulanmis bdylece resin
kurutulmustur.  Siringa  uzaklastirilmis  ve kolon 1,5 ml’lik

mikrosantrifiij tlipiine transfer edilmistir.
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v' Mini kolon, kalan isopropanol kalintilarini uzaklastirmak
i¢in maksimum hizda (10,000 x g), 2 dk santrifiij edilmistir.

v" Mini kolon yeni bir santrifiij tiipiine transfer edilmistir. Mini
kolona 50ul dnceden 1sitilmis (65-70°C) su yada TE tampon (10mM
Tris-HCI [pH 7.6], ImM EDTA) ilave edilmis ve 1 dk bekletilmistir.
Mini kolon, DNA’y1 ayirmak i¢in 20 sn maksimum hizda santrifiij
edilmistir.

v Mini kolon uzaklastirlmis ve saf DNA mikrosantrifiij
tiipiinde 4°C yada —20°C’de saklanmistir (Boutte ve ark. 2005).

16S rRNA + ITS + 5’ 23S rRNA’nin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Ile Amplifikasyonu

Elde edilen Siyanobakteriyel genomik DNA’dan 16S rRNA gen + ITS ve 5°
23S ucunun PCR amplifikasyonu 50pul lik bir reaksiyon karigiminda
gerceklestirilmistir. Kullamlan primer setleri CYA 359F (5 -ggggaattttccgcaatggg-
3) ve 23S30R (5-cttcgectctgtgtgectaggt-3") dir.  Amplifikasyon reaksiyonu
BioRad Thermocycler ile yapilmistir. Kullanilan kosullar asagidaki sekilde
tanimlanmustir.

1 X of Super Taq Plus tampon, 1 mg ml" BSA (bovine serum albumin), 200
uM dNTP mix, 0.5 uM forward and reverse primer leri, 1U/reaksiyon Super Taq
Plus (HT Technology, UK), 1ul genomik DNA, toplam hacim 50ul’ye

tamamlanmistir. PCR kosullar1 asagidaki sekilde ayarlanmustir.

baslangig denaturasyon basamagi: 94°C 5 dk
denaturasyon basamagi: 94°C 45 s
annealing basamagi: 54°C 45 s (30 dongti)
elongation basamagi: 68°C 2 dk

son elongation basamagi: 68°C 7 dk

Tiim c¢aligmalar boyunca hem pozitif hem de negatif kontrol reaksiyonlari

hazirlanmistir. Pozitif kontrol olarak Arthrospira sp. genomik DNA’s1, negatif
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kontrol olarak da DNA igermeyen reaksiyon karigimlari olusturulmustur. Elde
edilen PCR iiriinleri %1,5 agaroz jellerde 110V’da yiiriitillerek gdzlenmislerdir
(Boutte ve ark. 2005).

izolatlardan elde edilen 16S rRNA + ITS + 5> 23S rRNA’nin Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analizi (ARDRA)

Izolatlarden elde edilen PCR fiiriinlerinin, ARDRA analizleri igin kalip
olarak, amplifiye edilen 16S rRNA + ITS + 5 23S rRNA bdlgesi kullanilmgtir.
PCR reaksiyonu daha once belirtilen kosullarda CYA 359F (5-
ggggaattttccgeaatggg-3") ve 23S30R  (5-cttcgectetgtgtgectaggt-3')  primerleri
kullanilarak gergeklestirilmistir.

1 X of Super Taq Plus tampon, 1 mg ml” BSA (bovine serum albumin), 200
uM dNTP mix, 0.5 uM forward and reverse primer leri, 1U/reaksiyon Super Taq
Plus (HT Technology, UK), 1ul DNA, toplam hacim 50ul’ye tamamlanmistir.
PCR kosullart asagidaki sekilde ayarlanmistir (Boutte ve ark. 2005; Calusinka
2005).

baslangic denaturasyon basamagi: 94°C 5 dk

denaturasyon basamagi: 94°C 45 s
annealing basamagi: 54°C 45 s (30 dongti)
elongation basamagi: 68°C 2 dk

son elongation basamagi: 68°C 7 dk
Restriksiyon Enzimleri ile Kesim

Izolatlarden elde edilen PCR iiriinlerinin kesimi i¢in Mspl restriksiyon

endonukleaz (MBI Fermentas) kullanilmustir.

Mspl (Hpa II)
5°...C|CGG...3’
3’...GGC1C...5°
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Kesim reaksiyonu asagidaki sekilde hazirlanmistir

e  10pl PCR iirlint
e  2ul 10 x reaksiyon tampon (tampon Y+/Tango — Mspl)

e  0.5ul restriksiyon enzim

son hacim 20ul’ye ultra saf su ile tamamlanmistir. 37°C’ de 3 saat
inkiibasyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon 65°C’de 25 dk inkiibasyon ile sona
erdirilmistir (Boutte ve ark. 2005; Calusinka 2005).

Agaroz Jel Elektroforezi

%1 HR agaroz (Biotools) ve %1 Agaroz (Molecular Biology Grade Agarose,
Eurogentec) son konsantrasyon %2 olacak sekilde hazirlanmistir. Agaroz 1 X
TAE tampon (50 X TAE: 242 g Tris base, 57.1 ml asetik asit, 100ml 0.5M EDTA,
1 litre milipore su ve pH 8.5) i¢inde siispande edilmistir. Soliisyon agaroz
eriyinceye kadar 1sitilmistir. Sicaklik 60°C’ye ulastiginda plastik tepsi (15 x 15 cm)
icerisine dokiilmiis ve 60 dk siire ile polimerizasyona birakilmistir. Jele yiikleme
yapmadan 6nce 4°C de 30 dk bekletilmistir. Elektroforez 90V’da 180 dk siire ile
yapilmistir. Elektroforez sonrasinda jel, ethidium bromide ile boyanmig ve UV ile
gorsel hale getirilmistir. Marker olarak, pBR322 DNA/Alu I (MBI Fermentas)
kullanilmigtir (Boutte ve ark. 2005; Calusinka 2005).

izolatlardan Elde Edilen PCR Uriinlerinin Dizi Analizi

PCR iiriinlerinden dizi analizi igin, ARDRA jeli sonrasinda elde edilen
benzer bant profillerine sahip olan izolatlardan sadece bir tanesi se¢ilmis ve bu
izolatlara ait olan PCR firiiniin, dizi analizi i¢in saflagtirilmasi yapilmistir.

Saflagtirma amaciyla Amersham Biosciences GE Healthcare kiti kullaniimistir.
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Islem basamaklari su sekildedir:

e GFX kolonu kit igerisindeki bir toplama tiipiine
yerlestirilmistir.

e  GFX kolonuna 500 pl “capture buffer” eklenmistir.

e  Saflastirilacak olan DNA soliisyonu GFX kolonuna transfer
edilmis ve pipetleyerek 4-6 kez karigtirilmistir.

e 30 saniye siire ile bir mikrosantrifiijde maksimum hizda (13
200 rpm) santrifiijlenmistir.

e Toplama tiipii bosaltilmis ve GFX kolonu bos olan toplama
tiipiine geri yerlestirilmistir.

e  Kolona 500 pl “wash buffer” eklenmis ve maksimum hizda
(13 200 rpm) 30 saniye santrifiij edilmistir.

e Toplama tiipl atilmis ve GFX kolonu 1,5 ml’lik yeni bir
mikrosantrifiij tiipiine transfer edilmistir.

e GFX kolonu igerisindeki fiber matriks in {izerine 50 pl
“elution buffer” (10 mM Tris-HCI pH 8.0, TE pH 8.0 yada
otoklavlanmis ultra saf su) eklenmistir.

e  Ornek I dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

e 1 dakika maksimum hizda santrifiij yapilmis ve saf DNA
elde edilmistir.

e  Saflastirilmis olan PCR firiinleri dizi analizi i¢in GIGA
Genomics Facility, Molecular Genetics/Belgium birimine gonderilerek

analiz sonuglar elde edilmistir.

2.2.5. Siyanobakteriyel Kommunite Analizleri

2.2.5.1. Su Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

Su orneklerinden DNA izolasyonu i¢in, Ekim 2006 da toplanan 6rnekler ve

ornekleme bolgeleri Cizelge 2.3°de gosterilmistir.



56

Cizelge 2.3. Kommunite analizi i¢in alinan 6rnekleme bolgeleri ve kodlart

Kodlar Ornekleme Bolgesi
fA1 (Whatman filtre); fB1 (Supor filter) 1.Bor havuzu

fA2 (Whatman filtre); fB2 (Supor filter) Seydisuyu (008)
fA3 (Whatman filtre); fB3 (Supor filter) Porsuk Cay1 (100)
fA4 (Whatman filtre); fB4 (Supor filter) 2.Bor havuzu

Alinan su 6rnekleri 6nce 500 ml hacimde Whatman filtre kagidi (No 1) ile
filtre edilmistir. Uygulanan birinci filtrasyon isleminden sonra, su ornekleri 0.2
um por ¢apindaki (Supor, Pall Life Science, USA) filtre ile ikinci bir filtrasyon
islemi yapilmistir. fA kodlart 1. filtre islemini, fB kodlar ise 2. filtreleme islemini
tanimlamaktadir. Her iki filtre ayr1 ayr1 2 ml lizis tampon (40 mM EDTA, 400
mM NacCl, 0.75 M sucrose, 50 mM Tris HCI pH 8.3) icerisine derhal aktarilmis ve
kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir. Kodlar1 ve Ornekleme bolgeleri
belirtilen 8 filtre DGGE analizi i¢in kullanilmistir. fA1 ve fB1 filtreleri ise
klonlama basamaklarinda kullanilmustir.

Filtrelerden DNA izolasyonu asagidaki sekilde yapilmstir:

e -20°C’de lizis tampon igerisinde saklanmig olan filtre
tizerine 50ul lizozim (50 mg/ml) eklenerek 20 dk 37°C de inkiibe
edilmistir.

e 100ul %10’luk SDS ve 43ul proteinaz K (14 mg/ml)
eklenerek 2 saat 37°C’de inkiibe edilmistir.

e  56°C’de bekletilmis olan 2 ml fenol/kloroform/isoamilalkol
(25:24:1) eklenmis, yavasga karstirilmis ve 56°C de 10 dk inkiibe
edilmistir.

e 15 ml'lik bir santrifijj tiipline transfer edilmis ve 15 dakika
10000 g’de santrifiij edilmistir.

e  Siipernatant yeni bir falkon tiipiine aktarilmis ve 2 ml
kloroform/isoamilalkol (24:1) eklenerek yavasga karistirilmis ve 20 dk

siiresince 56°C’de inkiibe edilmistir.
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e 15 ml’lik tipe transfer edilmis ve 15 dk 10 000 g’de
santrifiij edilmistir.

e  Siipernatant 1.5 ml’lik Eppendorf tiipiine (maksimum 450pul
hacimde) transfer edilmis, 1/10 oranindaki hacimde 3 M NaOAc
eklenmis, karistirllmis ve 2 hacim saf etanol ilave edilerek tekrar
karistirilmis ve -20°C’de en az 2 saat yada tiim gece presipitasyona
birakilmistir.

e 20dk 16 000 g’de santrifiij yapilmustir.

e Pelete dokunulmadan siipernatant atilmis, pelete 1
ml %70’1lik etanol ilave edilmis ve 10 dk 16 000 g’de santrifiij
yapilmistir.

e  Siipernatant atilmis, pelet havada kurumaya birakilmig ve
30ul TE-4 (10mM Tris HCI pH 7.5 yada 8; 0.ImM EDTA)’de
siispande edilmistir.

e  Saflastirma Wizard DNA Clean-Up System (Promega) kiti
kullanilarak daha once belirtilen sekilde yapilmustir.

Su 6rnegi gecirilmemis olan bos filtre kagidindan da ayni sekilde DNA
izolasyon yontemi gerceklestirilmis ve bu 6rnek negatif kontrol olarak ileriki tiim

basamaklarda kullanilmistir (Boutte ve ark. 2005; Calusinka 2005).

2.2.5.2. Ribozomal DNA’nin Klonlanmasi

16S rRNA + ITS + 5’ 23S rRNA’nin Amplifikasyonu

fA1l ve fB1 o6rnekleri klonlama ig¢in kullanilmistir. Siyanobakteriyel 16S
rRNA gene + ITS ve 5° 23S ucunun PCR amplifikasyonu 3 x 50ul lik bir
reaksiyon karisiminda gergeklestirilmistir. Kullanilan primer setleri CYA 359F
(5-ggggaattttccgeaatggg-3')  ve 23S30R  (5-cttcgectetgtgtgectaggt-3")  dir.
Amplifikasyon reaksiyonu BioRad Thermocycler ile yapilmistir. Kullanilan

kosullar asagidaki sekilde tanimlanmugtur.
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1 X of Super Taq Plus tampon, 1 mg ml”" BSA (bovine serum albumin), 200
uM dNTP mix, 0.5 uM forward ve reverse primerleri, 1U/reaksiyon Super Taq
Plus (HT Technology, UK), toplam hacim 50ul’ye tamamlanmustir (Boutte ve ark.
2005; Calusinka 2005).

baslangi¢ denaturasyon basamagi: 94°C 5 dk

denaturasyon basamagi: 94°C 45 s
annealing basamagi: 57°C 45 s > (10 dongii)
elongation basamagi: 68°C 2 dk

J \

denaturasyon basamagi 92°C 45 s
annealing basamagi: 54°C 45 s (25 dongt)

elongation basamagi: 68°C 2 dk

son elongation basamagi: 68°C 7 dk

PCR Uriiniiniin Saflastirilmasi

Vektor igerisine ligasyondan once, DNA baglanmamis dNTP lerden, kiigiik
primer dimerlerinden ve herhangi kisa spesifik olmayan PCR iiriinlerinden
temizlenmistir. 16S rRNA + ITS + 5° 23S rRNA’nin amplifikasyonu ile elde
edilen PCR iirlinii (3 x 50pl) birlestirilmistir ve Quantum Prep® PCR Kleen Spin
Columns (Bio-Rad) ile ard arda ii¢ kez saflastirilmistir. Birinci saflagtirma igin,
100ul PCR iiriinii kolonun ortasina yiiklenmistir. Santrifiij sonrasinda ilk
saflagtirilmis olan 6rnek 8ul, 10ul ve 80ul’lik 3 hacime boliinmiistiir. Sul’lik
kisim elektroforez ile saflik kontrolii i¢in, 10ul’lik kisim olast klonlama
reaksiyonu i¢in ve 80ul’lik kisim ikinci saflastirma islemi i¢in kullanilmistir.
Ikinci saflastirma islemi igin birinci kez saflastirilmis olan 80ul’lik 6rnek, yeni bir
kolona ytiklenmis ve santrifiij edilmistir. Bu ikinci saflastirma islemi de 8ul, 10ul
ve 62ul’lik kisimlara boliinmiistiir. 8ul ve 10ul’lik kisimlar yine elektroforez ile
saflik kontrolii ve olasi klonlama reaksiyonu ig¢in, 62ul’lik kisim {igiincii
saflastirma basamag: icin kullanilmistir. Ugiincii  saflastirma  basamaginda,
62ul’lik 6rnek yukarida anlatildigi sekilde saflastirilmistir. Saf olmayan PCR

iriinii ve saflastirllmig Ornekler elektroforez yapilarak hangi basamaktaki PCR
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irlinliniin klonlama i¢in en uygun olduguna karar verilmistir (Boutte ve ark. 2005;

Calusinka 2005).

PCR Uriiniiniin 3’ Ucuna Tek Deoxyadenosine (A)’nin Eklenmesi

Super Tag Plus, Tag polymerase a ilave olarak proof-reading enzyme
aktivitesine sahiptir. Enzim, PCR iirlinlinlin 3’ ucuna tek bir deoxyadenosine (A)
eklemekte ve bdylece spesifik olmayan eklenmelerin orami ikinci enzim ile
dogrulanmaktadir. Bu basamak ileriki basamaklar i¢in olduk¢a Onemlidir. 3’
uclariin adeninlendigini garanti etmek icin, poly (A) uzamasi Qiagen® A-
Addition Kit ile gergeklestirilmistir. Saflastirilmis olan PCR iiriiniinden 8pul
alinarak, 2ul kit igerisinde bulunan reaksiyon karisimi eklenmis ve PCR aletinde
37°C de 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Deoxyadenosine (A) eklenmis olan PCR
iriinii boylece ligasyona hazir hale getirilmistir (Boutte ve ark. 2005; Calusinka

2005).

8ul saf PCR {iriinii + 2l reaksiyon karigimi

!

37°C de 30 dk inkiibasyon
Ligasyon Reaksiyonu

PCR firiiniiniin plazmit vektdr icerisine direk ligasyonu i¢cin TOPO® TA
Cloning Kit (Invitrogen) kullanilmistir (Boutte ve ark. 2005; Calusinka 2005;
Yeager ve ark. 2007).

Vektor lacZ geninin yaninda, ampicillin ve penicilinle direng genlerini de
icermektedir. Sekil 2.1.’de vektor olarak kullanilan pCR® 2.1-TOPO’nun

restriksiyon kesim bolgeleri ve direng genleri gosterilmistir.
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lacZa ATG "
M13 Reverse Primer Hmld n Kpnl Sac| ElamHJ Spel

[CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCl" AGC TCG I‘E\T CCA CTA
|GTC CTT TGT CGA TAC TG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX| EcoR| EcoR |
| !
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC {TT PCR PORPEAG GGC GAAR TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT ARG CGG GA TTC CCG CTT AAG ACG

EC?R v lerx I MI'” Xha | Nsi | Xba Apal
| Il |

AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG

T7 Promater __M13 Forward (- 20] Primer
AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA[CTG GCC GTC GIT TTA GAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA AT.G TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AART qTT GCA GCA CTG ACC CTT TIG

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

LacZo fragment: bases 1-547
M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

M13 Forward (-20) priming site: bases 391-406
f1 origin: bases 548-985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113

Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991
pUC origin: bases 3136-3809

Sekil 2.1. pCR®2.1-TOPO Vektorii (TOPO klonlama kiti manualinden, Invitrogen)

Vaccinia virisiinden elde edilen Topoisomerase I, cift iplikli DNA ‘y1
spesifik bolgelerinden baglamakta ve bir ugta bulunan 5-CCCTT dizisinden
sonraki fosfodiester bagini kirmaktadir. Kirilan fosfodiester bagindan salinan
enerji, kirilan ipligin 3’ fosfat ve Topoisomerase I’'in tyrosyl ucu (Tyr-274)
arasinda kovalent bir bagin olusumu ile korunmaktadir. Olusan bag, ardindan
orijinal kirtlan ucun 5’ hydroxyli ile baglanabilmektedir. Boylece, reaksiyon geri

donmekte ve enzim salinmaktadir (Sekil 2.2).
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Topoizomeraz

L

[,é I!

| "on

CCCTT e Aflelele

eleery s PCR irini TTCCC
®

Topoizomeraz

Sekil 2.2. Topoisomerase I enziminin PCR Uriinii ile Etkilesimi (TOPO klonlama Kkiti

manualinden, Invitrogen).

Ligasyon reaksiyonu Cizelge 2.4’de belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.4. Ligasyon reaksiyonu

Ajanlar Ligasyon reaksiyonu

Saf PCR iiriinii 4ul

Tuz solusyonu 1ul stok (1.2 M NacCl, 0.06M MgCl,)
TOPO® vektor 1ul

Rekombinantlarin sayisin1 arttirmak i¢in reaksiyon oda sicaklifinda, tuz
sollisyonunun (200 mM NaCl, 10 mM MgCl,) varliginda 30 dk inkiibe edilmistir.
Tuzun eklenmesi, PCR f{iriiniiniin ligasyonundan sonra topoisomerase I in DNA
nin yeniden baglanmasini ve ¢entik olusturmasini onlemekte ve daha yiiksek bir

transformasyon verimi elde edilmektedir (Boutte ve ark. 2005; Calusinka 2005).

Kompotent E.coli Hiicrelerine Transformasyon

Maksimum klonlama verimi i¢in One Shot Chemically Component E.coli
(Invitrogen) hiicreleri  kullanilmustir. Prosediir =~ asagidaki sekilde
gergeklestirilmistir.

e 25ul ligasyon reaksiyonu E.coli hiicrelerini igeren

mikrosantrifiij tiipiine eklenmis ve karistirilmistir.
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e Is1 sokundan once hiicreler, 30 dk buz iizerinde inkiibe
edilmistir.

e Hiicreler 42°C’de 30 saniye (karistirma yapmadan)
birakilmis ve derhal buz {lizerine konarak soklanmustir.

e Daha onceden 37°C de tutulmus, kit icerisinde bulunan
250ul SOC recovery medium eklenmistir (bacto tryptone 20 g, NaCl
0.5 g, IM KCI 2.5 ml, 1 ml Mg™ stock-IM MgCl, x 6H,0, 1M
MgS04, ddH,O 1000 ml ye tamamlanmis, pH 7.0 ye 10 N NaOH ile
ayarlanmigtir. Otoklavdan sonra 20 ml 1M glikoz eklenmistir).

e Tipler kapatilmis ve yatay olarak 200 rpm, 37°C de 1 saat
inkiibe edilmistir.

e  En uygun sayidaki klonlar1 iceren petriyi elde etmek i¢in,
iki farkli hacim (25 ve 50ul) iki adet ampiciline (100 pg/ml) ve X-Gal
(40ul 100 mM stok kullanmadan oOnce her bir petrinin {izerine
yayilmistir) iceren LB agar (bacto-tryptone 10 g, yeast extract 5 g,
NaCl 5 g, milipore su 1000 ml; pH 7.5’a 10 N NaOH ile ayarlanmustir)
izerine yayilmustir.

e  Petriler 37°C de gece boyunca inkiibe edilmistir.

Elde Edilen Transformantlarin Saflastirilmasi ve Insert DNA nmn

Taranmasi

LB agar lizerinde elde edilen beyaz koloniler numaralandirilarak, yeni bir
ampicillin ve X-Gal igeren LB agar iizerine ekilmis, ve tekrar beyaz renk olusumu
kontrol edilmistir. Bu islemden sonra insert DNA nin varligi icin CYA359F ve
CYAT783R (5’-gactactggggtatctaatcccatt-3”) (bunlar insert igerisinde yer alir)
primerleri ile PCR yapilmistir. Amplifikasyon kosullar1 agagidaki gibidir:

baslangi¢ denatiirasyon basamagi: 94°C 10 dk
denatiirasyon basamagi: 94°C 1 dk
annealing basamagi: 60°C 1 dk (35 dongii)
elongation basamagi: 68°C 1 dk
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son elongation basamagi: 68°C 7 dk

Kolonileri lizis etmek i¢in PCR reaksiyonu 94°C’de (baslangi¢ denaturasyon
basamagi) 5-10 dk inkiibe edilmistir. Bu basamak hiicrelerin lize olmasini ve
niikleazlarin inaktivasyonunu saglamaktadir (Boutte ve ark. 2005; Calusinka

2005).

Elde Edilen Klonlarin Uzun Siireli Olarak Saklanmasi

Her bir klonu dogru olarak identifiye etmek ig¢in gliserol stogu
hazirlanmistir. Ampicillin ve X-Gal i¢eren LB agar iizerindeki beyaz renkli tek bir
koloni ayni konsantrasyonlarda ampicillin ve X-Gal iceren 3 ml sivi LB
besiyerine aktarilmistir. Kiiltiir 37°C’de 12 saat siire ile inkiibe edilmistir. Daha
sonra 625ul kiiltiir 375ul 40%’lik glycerol ile karistillmis ve -20°C’de
saklanmistir. Gliseroliin son konsantrasyonu %15°dir. Kalan siv1 bakteri kiiltiiri,

plazmit DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir.

Plazmid DNA Ekstraksiyonu

Plasmid DNA, Quantum Prep® Plasmid Miniprep Kit (Bio-Rad)
kullanilarak ekstrakte edilmistir. Prep® Plasmid Miniprep Kit’in prensibi alkaline
lizis metoduna dayanmaktadir. Plazmit DNA ekstraksiyonu asagidaki sekilde
yapilmistir.

o2 ml lik gecelik kiiltiir bir mikrosantrifiij tiipiine transfer edilmis ve
hiicreler maksimum hizda (12 000 g) 30 sn santrifiij edilmistir.

e Stipernatant uzaklastirilmis ve 200ul Cell Resuspension Solution
ilave edilerek pelet tamamen ¢oziiliinceye kadar vortekslenmistir.

¢250ul Cell Lysis Solution eklenerek tiip yaklasik 10 kez ters-diiz
edilerek karigtirilmistir (soliisyon viskoz oldugunda lizisin gergeklestigi
belirtisidir).

¢250ul Neutralization Solution eklenmis ve yavasca karigtirilmigtir

(bu basamakata goriilebilir bir presipitat olusur).



64

eTekrar maksimum hizda (12 000 g) 5 dk santrifiij islemi
uygulanmistir.

e Stipernatant bir spin filtre igeren yeni bir tiipe transfer edilmistir.

¢200ul suspended matrix eklenmis, pipetleyerek karistirilmis ve tiip
30 sn maksimum hizda (12 000 g) santrifiijlenmistir.

eFiltrat uzaklastirilmig ve matriks 500ul yikama tamponu ile
yikanmistir, yikama islemi iki kez uygulanmustir. Ikinci santrifiij etanol
kalintilarin1 uzaklastirmak i¢cin 2 dk maksimum hizda (12 000 g)
uygulanmistir.

e Spin filtre yeni bir tiipe yerlestirilmis ve 100ul ddH,O eklenmistir,
son santrifiij maksimum hizda (12 000 g) 1dk siire ile uygulanmistir.

o Spin filtre uzaklastirilmig ve DNA -20°C’de stoklanmistir.

2.2.5.3. Elde Edilen Klonlarin Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analizi (ARDRA)

Elde edilen klonlarin Amplified Ribosomal DNA Restriction Analizi
(ARDRA) i¢in, kalip olarak plazmit DNA kullanilmistir. PCR reaksiyonu, daha
once, izolatlardan elde edilen 16S rRNA + ITS + 5° 23S rRNA’nin Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analizi (ARDRA)’ nde belirtilen kosullarda, iki farkli
restriksiyon endoniikleaz, Mspl and Mbol kullanilarak gerceklestirilmistir.

Mbol Mspl (Hpa II)
5°...]GATC...3’ 5°...C|CGG...3
3’....CTAG?T..5’ 3’...GGC1C...5°

2.2.5.4. Denature Edici Gradient Jel Elektroforezi (DGGE)

DGGE analizinin duyarliliini arttirmak i¢in semi-nested PCR kullanilmustir.
16S rRNA fragmentleri ilk olarak CYA359F (5-ggggaattttccgcaatggg-3") ve
23S30R (5 -cttegectetgtgtgectaggt-3') primerleri ile amplifiye edilmistir. Ikinci
PCR reaksiyonu CYA359F ve reverse primerin 5 uglari iizerinde GC etiketli
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CYA781R(a) velyada (b), (5-cgeecgeegegeecegegeeegteeegeegeeeccgee-3")
primerler ile gerceklestirilmistir. Uygulanan tiim PCR reaksiyonlar Cizelge

2.5.”de gosterilmistir.

Cizelge 2.5. DGGE i¢in PCR kosullari

DGGE (b]) DGGE (al)
359 F_23S30R 350 F_23S30R
I dongi | 1X 94°C 5 dk 1X 94°C | 5dk
94°C 455 94°C | 455
10X
1. PCR 6X)60°C | 1dk
2.dongii | Touch 27X 54°C 1 dk
4x)54C | 1dk
down
68 °C 15 dk 68°C | 1.5dk
3. dongi | 1X 68 °C 7 dk X 68°C | 7dk
378 F_781RGC (b2) 378 F_78IRGC (a2)
I dongi | 1X 94°C 5 dk X 94°C | 5dk
2 PCR 94°C 1 dk 94°C | 1dk
2. dongii | 35X 60°C Ldk 30 X 60°C | ldk
68 °C 1 dk 68°C | 1dk
3. dongi | 1X 68 °C 20 dk 1X 63°C | 20 dk

Her bir reaksiyonda kalip DNA olarak, filtrelerden yapilan DNA
ekstraksiyonu sonucu elde edilen DNA lar kullanilmistir.

Birinci PCR i¢in 0.5u] DNA, 49.5ul lik amplifikasyon karigimina
eklenmistir. Komponentlerin son konsantrasyonu; 1 X Super Taq Plus tampon, 1
mg ml” BSA (bovine serum albumin), 200 pM dNTP mix, 0.5 pM of the forward
ve reverse primerleri, 1 U/ul Super Taq Plus (HT Technology, UK) 50ul’lik son
hacim igerisinde bulunurlar. PCR programi yukarida gosterilmistir. 0.5ul’lik
birinci PCR iirlinti 49.5ul’lik ikinci PCR karisimina eklenmistir. Bu reaksiyon the
forward primer CYA359F ve the reverse primerler CYA781R(a) ve (b) nin bir
kombinasyonu kullanilarak gergeklestirilmistir, birinci reaksiyondaki gibi ayni
PCR reagentleri kullanilarak Cizelge 2.5’de belirtilen reaksiyon kosullarinda
gerceklestirilmistir. CYA781R(a) ve (b) primerleri sirasiyla filamentoz ve tek

hiicreli  Siyanobakterileri hedef almaktadir, bu primerlerin ayr1 sekilde
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kullanilmas1 populasyonun farkli tiplerinin agiklanmasini saglamaktadir (Taton ve

ark. 2003; Boutte ve ark. 2005; Calusinka 2005; Boutte ve ark. 2006).
Acrylamide Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi
Denatiire edici ajanlar icermeyen (%0) ve denaturant iceren (%100: 7M {ire
ve %40 formamide) DGGE stok soliisyonlar1 hazirlanmigtir. Soliisyonlarin igerigi

Cizelge 2.6.’da gdsterilmistir.

Cizelge 2.6. DGGE jel icin stok soliisyonlar

%0 denature edici soliisyon | %100 denature edici soliisyon

Acrylamide/Bis 30% (Protogel 21,66 ml 21,66 ml
national diagnostics)
Ure - 42 g
Formamide - 40 ml
TAE 50X 2 ml 2 ml

Hacim 100 ml’ye tamamlanir

Reagentler karistirilmis ve son hacim 100 ml oluncaya kadar steril su
eklenmistir.  Bu  sekilde hazirlanan  acrylamide/bisacrylamide’in  son
konsantrasyonu %6,5’olmaktadir. Soliisyon Nalgene filtre kullanilarak steril
siselere filtre edilmis ve 4°C’de saklanmigtir. %100 denature edici soliisyon her
kullanimdan 6nce 1sitilmistir (Taton ve ark. 2003; Boutte ve ark. 2005; Calusinka

2005; Boutte ve ark. 2006).

Gradientin Belirlenmesi

Sabit sicaklikta (60°C) ve %45-65 gradient oraninda paralel (denaturant
elektriksel alana paraleldir) bir denature edici ortam hazirlanmistir. Jelin
hazirlanmasi iki adimda yapilmistir: denature edici jel soliisyonu ve yiikleme
soliisyonu seklindedir. Denature edici jel ve yiikleme jelinin igerigi Cizelge 2.7. (a)

ve (b) de gosterilmistir.
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Cizelge 2.7.(a). Denature edici jel soliisyonu

0% 100 % Temed APS
40 % 7,2 ml 4,8 ml 8l 100ul
65 % 42ml 7,8 ml 8ul 100l

%40 ve %065’lik denatiire edici soliisyonlar sistemdeki 6zel jel hazirlama
kolonlarina ayr1 ayr1 dokiilmistiir. Her iki kolondaki sivilar magnetik karistiricilar
ile karistirilmistir. Kapakeik agilmis ve her iki kolondaki soliisyon iki cam arasina
dokiilmiistiir. Olusan denaturant gradienti alt kisimda %65 ve {ist kisimda ise %40
oranindadir. Jel, 1 saat siire ile oda sicakliginda polimerizasyona birakilmistir.
jelin tizerine kurumay1 dnlemek i¢in 1 X TAE tampon (TAE tampon 50X: 40mM
TRIS, 20mM acetic acid, | mM EDTA) dokiilmiistiir.

Cizelge 2.7.(b). Yiikleme Jeli

0% Temed APS

Yiikleme jeli 5ml 8ul 100ul

Yiikleme jeli, denature edici jelin polimerize olmasindan sonra iist kisma
dokiilmiistlir. Yiikleme jeli, 6rneklerin konulacagi kuyucuklari igeren jel olup
denature edici ajanlar1 icermemektedir. Bu jel, orneklerin denature edici jele
girmesinden 6nce konsantre bir hal almasin1 saglamaktadir. DGGE i¢in kullanilan
markir, academic Belgian project “LAQUAN”-Late Quaternary climate history of
coastal Antartic environments dan saglanmistir (Taton ve ark. 2003; Boutte ve ark.

2005; Calusinka 2005; Boutte ve ark. 2006).
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Jel’deki Yiiriime (Goc)

Elektroforez tanki 7 litre 1 X TAE ile doldurulmustur. Tampon 6nceden

60°C’ye 1sitilmigtir. Elektroforez sistemi 16 saat siire igin 75V a ayarlanmustir.
Jelin Boyanmasi

Elektroforez bittikten sonra jel, 2ul of GelStar® niikleik asit boyast
(BioWhittaker Molecular Applications) iceren 15 ml 1 X TAE tamponu ile
yikanmistir. Ardindan 30 dk stire ile su igerisinde dekolorize edilmistir ve
Fluorlmager (BioRad) GelDoc-IT Imaging System kullanilarak elde edilen
goriintli TIFF formatinda kaydedilmistir.

Kesilen Bantlarin Yeniden Amplifikasyonu

Bantlar UV 15181 altinda gorsel hale getirilmis ve jeldeki her banda bir
numara verilmistir. Ilgili bantlar steril bir bisturi ile kesilmistir. Her bandin kesim
asamasindan sonra bisturi etanol ile temizlenmistir. Bu islem siiresince UV
koruyucu maske kullanilmistir. Kesilen kiigiik jel pargalari 50pl of TE* tamponu
(10mM M Tris-HCL, 0.1 mM EDTA, pH 7.5) igeren 1.5 ml’lik steril eppendorf
tiiplerine yerlestirilmistir. Ornekler 24 saat 4°C’de DNA ‘nin jelden diffiize
olmas1 i¢in inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra siipernatantin 1ul’si yeni

amplifikasyon reaksiyonunda kalip olarak kullanilmistir. PCR kosullar1

baslangi¢ denatiirasyon basamagi: 94°C 10 dk
denatiirasyon basamagi: 94°C 1 dk
annealing basamagi: 60°C 1 dk (35 dongii)
elongation basamagi: 68°C 1 dk

son elongation basamagi: 68°C 7 dk

seklindedir fakat kullanilan reverse primer CYA783R dir. PCR firiinleri
konsantrasyonu ve biiylikliigii degerlendirmek i¢in pBR322 DNA/Alu I Marker
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(Fermentas) kullanilarak elektroforez edilmis ve sekanslanmistir (Taton ve ark.

2003; Boutte ve ark. 2005; Calusinka 2005; Boutte ve ark. 2006).

2.2.5.5. Sekans Verilerinin Analizi

Elde edilen Siyanobakteril 16S rRNA sekanslar1 ilk olarak Blast (Basic

Local Aligment Search Tools) algorithm (http://www.ncbi.nih.gov) ile analiz

edilmistir. The BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) software

programi otomatize Clustal W aligment temeline bagli olarak sekans aligment igin
kullanilmigtir. Elde edilen aligment sonucu manuel olarak kontrol edilmistir.

Sekanslar Ribosomal DataBase Project II (http://rdp.cme.msu.edu/html) ve

Bellerophon (http://foo.maths.ug.edu.au/~huber/bellerophon.pl) web sitesinde var
olan Chimera Check ile olas1 “chimer” lerin varlig1 analiz edilmistir.

Chimera, birden fazla DNA kalibindan tiiremis olan ve gercek olmayan bir
gen sekansidir. Chimeralar PCR amplifikasyonu siiresince olugsmaktadir. PCR
sirasinda bir kaliptan baglayan sekans sentezi drnegin, kalip hasara ugradiginda
yarida kalmaktadir ve orijinal kalip ile bolgesel bir homolojiye sahip diger
kaliptan devam etmektedir. Bdylece, bir chimera, farkli kalip DNA lardan
tirevlenmis iki ya da daha fazla filogenetik olarak farkli gen fragmentlerinden
olugmaktadir. Bir PCR karisiminda birden fazla DNA kalib1 oldugunda, chimera
olusumu bir potansiyele sahiptir. Chimera olusumu, PCR karisiminda var olan
farkli DNA kaliplar1 arasinda fazla oranda homoloji varsa ¢ok daha muhtemel
olmaktadir. 16S rDNA sekanslari, yiiksek oranda korunmus oldugundan dolay1 bir
homolojiye sahiptirler.

Chimeralar olduk¢a sinsi yapay olusumlardir ve eger belirlenemezlerse,
dogru olmayan taksonomik identifikasyonlara ve mikrobiyal biyogesitliligin
tanimlanmasina yol agmaktadirlar.

Filogenetik aga¢ “TREECON for Windows (version 1.3b)” programi
kullanilarak, Neighbour-Joining metoduna gore yapilmigtir. Olusan dallarin
istatistiksel olarak dogrulugu “bootstrap™ analizi ile 500 kez 6rnekleme yapilarak

belirlenmistir (Taton ve ark. 2003; Boutte ve ark. 2005).
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Sekil 2.3.’de su orneklerindeki Siyanobakteriyel cesitliligin belirlenmesi

i¢cin uygulanmis olan molekiiler yaklagimlarin basamaklar1 6zetlenmistir.

Ornekleme

U

Filtreden DNA ekstraksiyonu

2

PCR 16S27F/23S30R

PCR 359F/781 RGC (a ve b)

PCR 359F/23S30R

Klonlama ve saflastirma

S

PCR 359F/781R

n~n A

Dikey DGGE/TGGE

=

Bantlarin goriintiilenmesi

transferi

S1vi LB besiyerine pozitif kiiltiirlerin

&

Farkli bantlarin kesilmesi

S

Gliserolde stoklama

Bantlarin kalite kontroli

NN

Plazmit ekstraksiyonu

S

PCR 359F/781R

=

Sekanslama ve
filogenetik analiz

Sekil 2.3. Karigik mikrobiyal populasyonlardan Siyanobakteriyel cesitliligin belirlenmesinde

kullanilmig olan molekiiler yaklasimlarin basamaklari
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3. BULGULAR

3.1. Su Orneklerinin Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Su o6rneklerinin 2006 yili boyunca ortalama pH degerleri, kloriir, amonyak
azotu, nitrit azotu, nitrat azotu, ¢Ozlinmiis oksijen, organik madde, orto-fosfat,
siilfat, demir, mangan, sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum ve bor
miktarlariin yillik ortalamalar1 Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1.a° da goriildiigi gibi, Porsuk Cayindaki ortalama pH degeri 7,6-
8,1 arasinda, kloriir miktar1 8,7-109,8 mg/I arasinda, amonyak azotu 0,111-12,084
mg/l arasinda, nitrit azotu 0,013- 0,201 mg/l arasinda, nitrat azotu 0,38-1,47 mg/1
arasinda, ¢Oziinmiis oksijen 2,7-10,5 mg/l arasinda, organik madde 1,39-21,45
mg/1 arasinda, orto-fosfat 0,07-4,72 mg/I arasinda, siilfat 28,6-108,8 mg/I arasinda,
demir 0,04-1,96 mg/l arasinda, mangan 0,04-0,35 mg/l arasinda, sodyum 8,50-
98,0 mg/l arasinda, potasyum 0,50-12,25 mg/I arasinda, kalsiyum 54,1-89,7 mg/I
arasinda, magnezyum 21,2-45,6 mg/l arasinda, bor 0,03-0,55 mg/l arasinda
degismistir.

Ayrica, Seydisuyu iizerindeki 4 istasyonun yillik ortalama degerleri Cizelge
3.1.b’ de verilmistir. Ortalama pH degeri 7,3-8,5 arasinda, kloriir miktar1 4,4-21,3
mg/l arasinda, amonyak azotu 0,042-0,325 mg/1 arasinda, nitrit azotu 0,007-0,014
mg/1 arasinda, nitrat azotu 0,09-1,46 mg/1 arasinda, ¢6ziinmiis oksijen 4,8-8,4 mg/1
arasinda, organik madde 2,01-2,93 mg/l arasinda, orto-fosfat 0,05-0,14 mg/l
arasinda, siilfat 13,2-71,6 mg/l arasinda, demir 0,03-0,07 mg/l arasinda, mangan
0,05-0,34 mg/l arasinda, sodyum 6,5-22,5 mg/l arasinda, potasyum 4,0-6,5 mg/I
arasinda, kalsiyum 36,6-93,0 mg/l arasinda, magnezyum 11,1-32,9 mg/l arasinda,
bor 1,20-4,18 mg/l arasinda bulunmustur.

Cizelge 3.1.b’de de Bor havuzu’ndan alinmis olan su Orneklerine ait
ortalama degerler de verilmistir. Ortalama pH degeri 9,01, klorlir miktar1 4,10
mg/l, amonyak azotu 0,26 mg/l, nitrit azotu 0,005 mg/l, nitrat azotu 0,8 mg/I,
¢Ozlinmiis oksijen 6,1 mg/l, organik madde 1,07 mg/l, orto-fosfat 0,1 mg/l, siilfat
7,86 mg/l, demir 0,06 mg/l, mangan 0,25 mg/l, sodyum 1,77 mg/l, potasyum 0,53-
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mg/l, kalsiyum 5,15 mg/l, magnezyum 2,60 mg/l, bor 4,98 mg/l arasinda

bulunmustur.



Cizelge 3.1.a. Porsuk iizerindeki istasyonlarin analiz edilen kimyasal parametre sonuglari (yillik ortalama)

010
202
203
205
206
011
012
094
047
100
013
236
238
239
237
015
072
016
017
018
019

8,0
8,1
7.9
7,7
7,7
7,6
7,7
7.8
8,1
8,1
7.9
8,0
8,1
8,0
8,0
7.8
7,7
7,6
7.8
7,9
7.9

Kloriir (mg/l)

\.w uw
9 oo

17,8
18,0
17,9
19,5
17,7
17,8
15,3
13,3
15,2
18,5
19,7
352
20,5
87,7
50,6
67,9
58,7
55,9
109,8

Amonyak
Azotu (mg/l)

= K=
.
0 —
o —

5,026
3,776
4239
4,181
4,239
4,775
0,569
0,197
0,315
0,136
0,617
0,849
0,604
12,084
9,954
9,850
7,375
6,371
4,693

Azotu

itrit
mg/l)

=2

0,016
0,013
0,086
0,051
0,118
0,149
0,156
0,115
0,058
0,034
0,027
0,027
0,027
0,037
0,059
0,055
0,043
0,034
0,047
0,201
0,165

Azotu

(mg/l)

Nitrat

1,0
1,08
0,78
0,61
1,44
1,46
0,90
1,46
0,68
1,16
1,36
1,53
1,47
1,01
1,06
0,75
0,43
0,27
0,38
0,57
1,05

oksijen (mg/l)

Coziinmiis

L S I SIS
-huw»—woxooaw

10,5
9,6
10,2
9,6
10,4
9,2
9.8
49
3,1
2,7
32
6,4
92

Organik madde

(mg/l)

—_
S
~

1,39
3,43
10,56
9,13
8,87
6,91
3,64
2,07
2,45
2,44
2,25
2,49
8,39
6,89
21,45
13,68
13,55
12,67
10,12
10,42

Siilfat (mg/l)

Demir (mg/l)

Mangan (mg/l)

Sodyum (mg/1)

&>

o]
. D
oS O

£}

—_
X
S

18,50
19,75
21,25
21,75
21,25
16,50
14,50
15,25
16,0

17,25
25,25
20,25
69,75
4525
54,0

55,0

54,50
98,0

Potasyum

(mg/1)

o
=)
~

0,50
2,25
2,75
2,75
2,75
2,75
2,75
2,75
2,67
3,25
3,25
3,25
6,75
5,50
16,0
12,25
9,50
11,50
11,0
10,25

Kalsiyum (mg/l)

0 o0
— K=
[\S M)

84,5
88,2
85,9
84,7
85,0
86,3
54,1
55,6
61,2
67,3
67,1
74,5
68,9
88,4
88,2
88,3
89,7
82,2
84,8

Magnezyum
(mg/l)

(3]
N
=)}

22,5
23,1
21,2
23,0
26,2
26,8
27,8
36,6
35,7
34,8
34,9
35,3
36,4
36,5
292
33,5
33,6
32,6
37,3
45,6

Bor (mg/l)
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Cizelge 3.1.b. Seydisuyu iizerindeki istasyonlarin ve bor havuzunun analiz edilen kimyasal parametre sonuglar (yillik ortalama)

136
137
008
156

Bor
havuzu

8,5
7,8
7,9
7,3
9,01

21,3
4,10

Amonyak
Azotu (mg/l)

= I
W N
N W
G =

0,179
0,042
0,26

itrit Azotu

Nitrat Azotu

(mg/l)

IS

=
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>

IS

1,46

=)
[ee]
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oksijen

ucxv-l;uoo“u-uul
— 0 K~ O

(mg/l)

Organik
madde
(mg/)

2,93
2,34
2,08
2,01
1,07

Orto-fosfat

(mg/l)

0,09
0,14
0,05
0,13
0,10

Siilfat (mg/l)

\S)

—_ =
A W

20,3
71,6
7,86

§ Demir (mg/l)

(=]
oS O
=N

)

IS

0,07
0,06

Mangan
(mg/l)

0,09
0,34
0,14
0,05
0,25

Potasyum
(mg/)

N

el
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6,50
0,53

Kalsiyum

(mg/l)

36,6
40,8
51,9
93,0
5,15

Magnezyum

(mg/l)

—

—_
W =
=

19,4
32,9
2,60

Bor (mg/l)
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3.2. Su Orneklerinden Siyanobakteri Izolasyonu ve Kiiltiire Alilnmasi

Su 6rneklerinden, BG-11 ve BG-11 besiyerlerine ekim yapilarak, 1s1kl1 bir
ortamda yapilan inkiibasyon sonrasinda, farkli filamentdz goriinime ve koloni
morfolojisine sahip olan 141 adet izolat se¢ilmis ve bu izolatlarin, kat1 besiyerine
ekimleri yapilarak gelismeleri saglanmistir. Gelisme goriilen petrilerdeki
izolatlarin saflik kontrolii, mikroskop altinda analiz edilmistir. Saf olmadigi
gozlenen petrilerden, tekrar taze besiyerine pelet seklinde ekimler yapilmis ve
gelismeden sonra petrinin en u¢ kismindan filamentler alinarak tekrar taze
besiyeri igeren petrilerin orta kisma ekim yapilmistir. Petrilerdeki gelisimden
sonra tekrar mikroskop altinda saflik kontrolii yapilmis ve bu islemler kiiltiir
saflagtirillincaya kadar devam ettirilmistir. Mikroskopta saflik kontrolii yapilarak
saf oldugundan emin olunan kiiltiirler oda sicakliginda, sivi kiiltiirler seklinde
stoklanmugtir. Sekil 3.1°de Porsuk Cayi, Seydisuyu ve Bor havuzundan segilen
bazi izolatlarin besiyerindeki goriintiileri verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi 1,
3,4,6,7,8,9, 11, 12, 13, 14 no’lu petriler filamentoz, 2, 5 ve 10 no’lu petriler ise

tek hiicreli Siyanobakteri kiiltlirlerine aittir.
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13) -

Sekil 3.1. Segilen bazi izolatlarin agar iizerindeki goriintiileri,
Porsuk Cayr’ndan elde edilmis olan izolatlar, 1: (M88), 2: (M138), 3: (M110), 4: (M11),
5: (M60), 6: (M114), 7: (M94) ve 8: (M125), Seydisuyu’ndan elde edilmis olan izolatlar,
9: (M24), 10: (M18), 11: (M10), Bor havuzundan elde edilmis izolatlar, 12: (B43), 13:

(B44), 14: (B50).
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3.3. Izolatlarin identifikasyonu

3.3.1. izolatlarin Mikroskobik Analizi

Sivi kiiltiirler kullanilarak 151k mikroskobu altinda yapilan incelemeler
sonucunda, izolatlarin filamentdz yada tek hiicreli olup olmadiklari, safliklar1 ve
filament6z tiirlerin heterosist igerip icermedikleri gibi morfolojik analizler
yapilarak sonuglar kaydedilmistir. Yapilan mikroskobik inceleme sonucunda ¢ogu
izolatin filamentli yapida oldugu goriilmistiir. Porsuk Cay1 ve Seydisuyu’ndan
elde edilen izolatlarin 98 tanesi Porsuk Cayi’ndan, 29 tanesi Seydisuyu’ndan ve
14 tanesi bor elementi igceren atik su havuzundan ve izole edilmistir. Porsuk
Cay1’ndan elde edilen izolatlarin 35 tanesinin tek hiicreli, 63 tanesinin filamentz
oldugu, Seydisuyu’ndan elde edilen izolatlarin 6 tanesinin tek hiicreli ve 23
tanesinin filament6z oldugu, bor elementi iceren atik su havuzundan elde edilen
14 adet izolatin ise filamentdz oldugu yapilan mikroskobik incelemeler ile
anlagilmistir. Porsuk Cayindan 7, Seydisuyu’ndan ise 3 adet heterosist iceren
filament6z izolat elde edilmistir. Sekil 3.2°de Sekil 3.1.de petrideki goriintiileri
verilmis olan Porsuk Cayi, Seydisuyu ve Bor havuzundan secilen izolatlarin
mikroskobik goriintiileri verilmistir. Sekilde de goriildiigii gibi 1, 3, 4, 6, 7, 8, 9,
11, 12, 13, 14 no’lu mikroskobik goriintiiler filamentdz, 2, 5 ve 10 no’lu

mikroskobik goriintiiler ise tek hiicreli Siyanobakteri kiiltiirlerine aittir.
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) 12)

13) ? 14)

Sekil 3.2. Segilen bazi izolatlarin mikroskobik goriintiileri: (40 X objektif kullanilmustir).

Porsuk Cayi’'ndan elde edilmis olan izolatlar, 1: (M88; Leptolyngbya), 2: (M138;
Synechococcus), 3: (M110; Leptolyngbya), 4: (M11; Leptolyngbya), 5: (M60;
Synechococcus), 6: (M114; Pseudoanabaena), 7: (M94; Leptolyngbya) ve 8: (M125;
Pseudoanabaena), Seydisuyu’ndan elde edilmis olan izolatlar, 9: (M24; Leptolyngbya),
10: (M18; Synechocystis), 11: (M10; Leptolyngbya), Bor havuzundan elde edilmis
izolatlar, 12: (B43; Leptolyngbya), 13: (B44; Leptolyngbya), 14: (B50; Leptolyngbya).
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3.3.2. izolatlarin Molekiiler Identifikasyonu

3.3.2.1. 16S rRNA geni Amplifikasyonu Icin izolatlardan DNA
Ekstraksiyonu

Calismada su orneklerinden izole edilen Siyanobakterilerin 16S rRNA geni
amplifikasyonu i¢in daha 6nce 2.2.4.2°de belirtilen yontemin DNA ekstraksiyonu

icin uygun oldugu sonucuna varilmistir.

3.3.2.2. 16S rRNA + ITS + 5° 23S rRNA’nmin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ile Amplifikasyonu

Su o6rneklerinden elde edilen Siyanobakterilerin genomik DNA’sindan 16S
rRNA gen + ITS ve 5’ 23S ucunun PCR amplifikasyonu 2.2.4.2°de belirtilen PCR
kosullarmda CYA 359F (5-ggggaattttccgcaatggg-3") ve 23S30R  (5-
cttcgectetgtgtgectaggt-3") primerleri kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR sonrasi
elde edilen amplifikasyon firiinleri %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Sekil
3.3.’de elde edilen amplifikasyon iiriinlerinden bazi 6rnekler verilmistir. 16S
rRNA +ITS + 5” 23S rRNA’nin yaklagik olarak 1500-2000 baz biiyiikliigiinde bir
irtin olmas1 gerektiginden, elde edilen iirliniin biiyiikliigii, kullanilan Lambda
DNA/HindIIl Marker’in bant profili ile karsilagtirilarak dogrulanmistir. Ayrica
sekilde goriildiigii gibi, olusan PCR {iriinlerinin biiytikliiglindeki ufak farkliliklar,
filamentdz ve tek hiicreli Siyanobakterilerin sahip olduklar1 ITS bolgesinin farkl

biiyiikliiklerde olmasindan kaynaklanmaktadir.
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23130 bp
9416 bp
6557 bp
4361 bp
2322 bp
2027 bp

PCR iiriinleri

Sekil 3.3. 16S rRNA + ITS + 5° 23S rRNA geni amplifikasyon iiriinleri: ( ~2000-2500 bp )

(1: 131, 2: 132, 3: 133, 4: 134, 5:135, 6: 136, 7: 137, 8: 138, 9: 140, +: Arthrospira sp. DNA’s1, -:
DNA igermeyen PCR karisimi, M: Lambda DNA/HindIII markir).
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Sekil 3.3’de elde edilen PCR fdiriinlerinin  biyiikliigi markir ile
karsilastirildiginda, 2000 baz biiytikliiglindeki fragmentin hizasina karsilik geldigi
goriilmektedir. Elde edilen PCR {irtinlerinin az ¢ok farkli hizada olmasinin nedeni,
filamentéz ve tek hiicreli tiirlerde ITS bolgesinin farkli biiytikliikte olmasi

seklinde agiklanabilir.

3.3.2.3. Elde edilen izolatlarin 16S rRNA + ITS + 5° 23S rRNA’nin
Amplified Ribosomal DNA Restriction Analizi (ARDRA)

Izolatlardan elde edilen PCR iiriinlerinin, ARDRA analizleri igin kalip
olarak, amplifiye edilen 16S rRNA + ITS + 5* 23S rRNA bolgesi kullanilmustir.
PCR reaksiyonu daha o©nce belirtilen kosullarda CYA 359F (5'-
gggeaattttccgeaatgge-3') ve 23S30R (5 -cttcgectetgtgtgectaggt-3")  primerleri
kullanilarak gercgeklestirilmistir. izolatlardan elde edilen PCR firiinlerinin kesimi

icin Mspl restriksiyon endonukleaz (MBI Fermentas) kullanilmistir.

Asagidaki sekillerde agaroz jel elektroforezi ile elde edilen restriksiyon

fragmentlerinden bazilar1 Sekil 3.4.a, 3.4.b ve 3.4.c’de o6rneklenmistir.
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M 1 2 3 4 6 8 9 22 23 24 25 28 M 32 34 35 36 37 M

908 bp

659 bp
656 bp
521 bp

403 bp
261 bp

257 bp
226 bp

100 bp
90 bp

Sekil 3.4.a. Elde edilen izolatlarin ARDRA jeli (1) (Mspl)

Sekil 3.4.a’da 6rnek olarak 2, 3, 4, no’lu izolatlara ait olan 16S rRNA gen
bolgesi restriksiyon profillerinin ayni1 oldugu, 6, 8, 28, ve 32 no’lu izolatlara ait
olan 16S rRNA gen bolgesi restriksiyon profillerinin de ayni oldugu
goriilmektedir. Ayni restriksiyon profiline sahip olan bu izolatlar ayni grup

icerisinde toplanmustir.
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Sekil 3.4.b. Elde edilen izolatlarin ARDRA jeli (2) (Mspl)

60 61 62

M

85

908 bp

659 bp
656 bp

521 bp

403 bp

261 bp
257 bp
226 bp

100 bp

90 bp

Sekil 3.4.b’de Ornek olarak, 38, 39, 40, 43, 48, 49, 50, 51, 52 no’lu

izolatlara ait olan 16S rRNA gen bolgesi restriksiyon profillerinin ayni, 55, 56, 57,

no’lu izolatlara ait olan 16S rRNA gen bolgesi restriksiyon profillerinin ve yine

60, 61 ve 62 no’lu izolatlara ait olan 16S rRNA gen bolgesi restriksiyon profilinin

de ayni oldugu goriilmektedir. Ayni restriksiyon profiline sahip olan bu izolatlar

ayn1 grup i¢erisinde toplanmustir.
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908 bp

659 bp
656 bp

521 bp

403 bp

261 bp
257 bp
226 bp

100 bp

90 bp

Sekil 3.4.c Elde edilen izolatlarin ARDRA jeli (3) (Mspl)

Sekil 3.4.a.b.c). Elde edilen izolatlarin 16S PCR dirlinlerinin Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analizi (ARDRA) ni gostermektedir. PCR iirtinleri Mspl ile
kesilmistir. Elektroforez %2’lik agaroz jel hazirlanarak TAE tamponu icerisinde
90V’da 180 dk siire ile gergeklestirilmistir. Molekiiler markir (M)-PBR322/A4ul

(Fermentas). numaralar izolatlara verilen numaralart belirtmektedir.

Sekil 3.4.c’de ornek olarak 68, 69, 73, 74, 75, 76 no’lu izolatlara ait olan
16S rRNA gen bolgesi restriksiyon profillerinin ayni oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.4.a, 3.4.b ve 3.4.c’de goriildiigii gibi, elde edilen PCR firiinlerinin

farkli restriksiyon profilleri goriinmektedir. Ayni restriksiyon profiline sahip olan

izolatlar ayn1 grup ad1 altinda toplanmistir. Gruplamalar yapilirken, her bir izolata

ait olan bant sayilar1 ve bu bantlarin kullanilan PBR322/4/ul (Fermentas)

markirina gore pozisyonlar: kriter alinmistir. Ornek olarak verildigi gibi, jel (a)

daki 2, 3, 4 olarak isimlendirilmis izolatlara ait bant profili bir grup olusturmakta,

6, 8, 28, 32 olarak isimlendirilmis izolatlara ait bant profili diger bir grubu

olusturmaktadir. Orneklerde de verildigi gibi, tiim fragment profilleri, kullanilan

markira gore analiz edilmis ve elde edilen 141 adet izolatin toplam 24 farkl

restriksiyon profil grubu elde edilmistir. izolatlarin ait olduklar1 profil gruplari

Cizelge 3.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. izolatlarn ARDRA profil grup numaralari

Grup No Izolat No
Grup 1 Porsuk Cayi: M58, M60, M61, M62, M63, M66, M131, M132, M134, M136, M137,
M138, S26, M140, M5, M54
Grup 2 Porsuk Cayi: M55, M56, M57, M64, M87, M88, M89, M94, M20, M21, M77
Grup 3 Seydisuyu: M37
Porsuk Cayi: M85
Grup 4 Seydisuyu: M108
Porsuk Cayr: M30, M68, M69, M73, M74, M75, M76, M81, M82, M8&3, M90, M91, M92,
M97, M98, M99, M100, M114, M115, M118, M121, M125, M41, M67, M79
Grup 5 Seydisuyu: M10, M17, M109
Porsuk Cayi: M34, M77, M101, M110
Grup 6 Seydisuyu: M2, M4, M13, M14, M18, M111, M117, M127
Porsuk Cayi: M3, M78, M86, M122, M135, M104
Grup 7 Seydisuyu: M8, M12, M22, M23, M28, M32, M36, M38
Porsuk Cayi: M6, M11, M19
Bor havuzu: B15, B39, B40, B42, B43, B44, B45, B46, B47, B48, B49, B50, B51, B52
Grup 8 Porsuk Cayi: M1
Grup 9 Seydisuyu: M6, M24

Porsuk Cayi: M126
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Grup 10 Porsuk Cayi: M25, M65, M72, M0

Grup 11 Seydisuyu: M35, M123

Grup 12 Porsuk Cayir: M95, M102

Grup 13 Porsuk Cayi: M93, M133

Grup 14 Porsuk Cayi: M53, M119, M124, M105, M59

Grup 15 Seydisuyu: M9, M116
Porsuk Cayr: M26, M31, M70, M106

Grup 16 Porsuk Cayi: M107

Grup 17 Porsuk Cayi: M96

Grup 18 Porsuk Cayr: M103, M128, M84

Grup 19 Porsuk Cayi: M112

Grup 20 Seydisuyu: M129
Porsuk Cayi: M15, M27, M29

Grup 21 Porsuk Cayi: M130

Grup 22 Seydisuyu: M7
Porsuk Cayi: M33, M113, M71

Grup 23 Porsuk Cayi: M120

Grup 24 Porsuk Cayi: M16

Cizelge 3.2.de goriildiigii gibi, Grupl, Grup 4, Grup 6 ve Grup 7 nin en
fazla sayida iiye i¢eren gruplar oldugu, Grup 8, Grup 16, Grup 17, Grup 19, Grup
21, Grup 23 ve Grup 24’in ise tek iiyeye sahip olduklar1 goriilmistiir.
Seydisuyu’na ait olan 6rnekler Grup 3, Grup 4, Grup 5, Grup 6, Grup 7, Grup 9,
Grup 11, Grup 15, Grup 20, Grup 22 igerisinde toplanmistir. Ayrica bor havuzuna
ait olan oOrneklerin sadece Grup 7 igerisinde toplandigi goriilmiistiir.

Seydisuyu’ndaki en fazla olan 8 iiye sayisinin, Grup 6 ve Grup 7 igerisinde
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toplandig1, diger gruplarin ise 1, 2 yada 3 iiye sayisina sahip oldugu goriilmiistiir.
Porsuk Cayindaki en fazla {iye sayisini ise Grup 1 ve Grup 4 igermistir.

Her bir gruba ait olan temsili 1 izolat segilerek bu izolatin, 16S rRNA + ITS
+ 5” 23S rRNA gen bdlgesi amplifikasyon iirlinlintin (yaklasik 2000-2500 bp)
kismi DNA dizi analizi yapilmistir. Elde edilen dizi analizi sonuglar1 Blast (Basic

Local Aligment Search Tools) algorithm (http://www.ncbi. nih.gov) ile analiz

edilmistir. The BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) software

programi otomatize Clustal W aligment temeline bagli olarak sekans aligment icin
kullanilmistir. Sonuglar Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

Sonug olarak, Porsuk Cayi’ndan Synechococcus, Cyanobium, Anabaenopsis,
Leptolyngbya, Microcoleus, Pseudanabaena, Synechocystis, Oscillatoria,
Snowella, Nostoc, Phormidium ve Limnothrix cinslerine ait izolatlar,
Seydisuyu’ndan Pseudanabaena, Anabaenopsis, Leptolyngbya, Phormidium,
Synechocystis ve Nostoc cinslerine ait izolatlar ve Bor havuzundan ise sadece
Leptolyngbya cinsine ait izolatlar elde edilmistir.

Cizelge 3.4.1°de analiz edilen izolatlarin morfolojik 6zellikleri, 6rnekleme
tarihleri, Ornekleme yapilan istasyon kodlar1 ve ARDRA grup numaralari
Ozetlenmistir. Cizelge den de goriildiigii gibi 21 istasyonu bulunan Porsuk
Cayr’ndan 98, 4 istasyonu bulunan Seydisuyu’ndan 29 ve bor havuzu’ndan 14
adet izolat elde edilmistir. Porsuk Cayi’ndan elde edilen izolatlarin 35 tanesinin
tek hiicreli, 63 tanesinin filament6z oldugu, Seydisuyu’ndan elde edilen izolatlarin
8 tanesinin tek hiicreli ve 21 tanesinin filament6z oldugu, bor elementi igeren atik
su havuzundan elde edilen 14 adet izolatin ise filamentdz oldugu yapilan
mikroskobik incelemeler ile anlasilmistir. Ayrica Porsuk Cayi’ndan 24,
Seydisuyu’ndan 10 ve Bor havuzu’ndan sadece bir farkli ARDRA grubu olusturan
izolatlar elde edilmistir. Porsuk Cay1 ve Seydisuyu’nun 9 ortak ARDRA grubu
olusturdugu da goriilmektedir.

Cizelge 3.4.2.°de ise elde edilen izolatlarin her bir istasyona gore morfolojik
dagilimlar1 6zetlenmistir. Cizelgede de goriildiigii gibi Porsuk Cayi’ndaki en fazla
cesitlilik 010, 205 ve 100 no’lu istasyondan Seydisuyu’'nda ise 137 no’lu
istasyondan elde edilmistir. Bor havuzundan elde edilen 14 filament6z izolatin ise

tek bir grupta toplandig1 goriilmiistiir.
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ARDRA

Gen bank

() Istasyon Ornekleme A . Amplifikasyon Sekans Benzerlik Uzunluk
Ornek koduy tarihi L S(:‘llp Tip prilﬂeri ' primeri panuy (%) numarast (bp)
1092,
1494,
Bor 23S30R Kiiltive edilmemis Siyanobakteri klon R8-R56 %99 DQI181691.1 1057
havuzu Ocak 2006 bl5 7 izolat | 359F/B23S (contig) Leptolyngbya sp. OBB30S02 %97 AJ639892.1
Bor Kiiltive edilmemis Siyanobakteri klon R8-R56 %91 DQI181761.1
havuzu Ocak 2006 bl5 7 izolat | 359F/B23S 23S30R Leptolyngbya sp. OBB19S12 %99 AJ639895.1 706
1092,
1494,
Porsuk 23S30R
Cay1 205 Mart 2006 s26 1 izolat | 359F/B23S (contig) Synechococcus PCC 7009 %100 AF216945 1068
Porsuk
Cay1 205 Mart 2006 s26 1 izolat | 359F/B23S 23S30R Synechococcus sp. BGS171 %97 AF330246.1 658
Porsuk
Cay1 013 Mayis 2006 Ml 8 izolat | 359F/B23S 1092 Cyanobium sp. LB03 %99 AY183115.1 607
Seydisuyu 137 Agustos 2006 | M9 15 izolat | 359F/B23S 1092 Anabaenopsis circularis NIES21 %96 AF247595 649
Porsuk
Cay1 18 Mayis 2006 Ml6 24 izolat | 359F/B23S 1092 Leptolyngbya frigida ANT.LH70 %96 AY493574.1 628
Seydisuyu 137 Nisan 2006 M24 9 izolat | 359F/B23S 1092 Leptolyngbya sp. CNP1-Z1-C2 %99 AY239601.1 638
Seydisuyu 137 Nisan 2006 M28 7 izolat | 359F/B23S 1092 Leptolyngbya antartica ANT. ACEVe6.1 %99 AY493589.1 667
Seydisuyu 008 Ocak 2006 M35 11 izolat | 359F/B23S 1092 Phormidium sp. MBIC10025 %97 AB183566.1 665
Porsuk
Cay1 202 Mart 2006 MS53 14 izolat | 359F/B23S 1092 Synechococcus sp. 1 tu21s05 %100 AM259271.1 659
Porsuk
Cay1 100 Mart 2006 M56 2 izolat | 359F/B23S 1092 Leptolyngbya sp. 0BB19S12 %99 AJ639895.1 664
Porsuk
Cay1 203 Mart 2006 M60 1 izolat | 359F/B23S 1092 Synechococcus sp. B9801 %99 DQ275599.1 652
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Cizelge 3.3. Devami

Porsuk

Cay1 011 Mart 2006 M65 10 izolat | 359F/B23S 1092 Microcoleus vaginatus PCC 9802 %99 AF284803 666
Porsuk

Cay1 238 Mayis 2006 M68 4 izolat | 359F/B23S 1092 Pseudanabaena sp. 1tu24s9 %99 AM259269.1 665
Porsuk Kiiltive edilmemis Siyanobakteri klon HAVO %94 EF032786.1

Cay1 237 Mayis 2006 M77 5 izolat | 359F/B23S 1092 Leptolyngbya sp. PCC 9221 %93 AF317507.1 593
Porsuk

Cay1 010 Ocak 2006 M85 3 izolat | 359F/B23S 1092 Pseudanabaena sp. PCC 6903 %99 AF132778.1 650
Porsuk

Cay1 47 Haziran 2006 | M86 6 izolat | 359F/B23S 1092 Synechocystis sp. PCC 6803 DNA %100 BA000022.2 667
Porsuk

Cay1 239 Agustos 2006 | M93 13 izolat | 359F/B23S 1092 Oscillatoria sp. 0H25 %93 AF317508 638
Porsuk

Cay1 236 Mayis 2006 MO95 12 izolat | 359F/B23S 1092 Synechococcus sp. 1 tu21s05 %100 AM259271.1 654
Porsuk Kiiltive edilmemis Siyanobakteri klon RD010 %99 DQI181672.1

Cay1 017 Mayis 2006 M96 17 izolat | 359F/B23S 1092 Pseudoanabaena sp. PCC 6903 %98 AF132778.1 615
Porsuk

Cay1 015 Agustos 2006 | M103 18 izolat | 359F/B23S 1092 Synechococcus sp. | MW99B6 %99 AY151247.1 658
Porsuk

Cay1 238 Mayis 2006 M107 16 izolat | 359F/B23S 1092 Snowella litoralis 1LT47S05 %99 AJ781041.1 669
Porsuk

Cay1 015 Agustos 2006 | M112 19 izolat | 359F/B23S 1092 Synechococcus sp. PCC 7009 %100 AM709628.1 665
Porsuk

Cay1 016 Agustos 2006 | M113 22 izolat | 359F/B23S 1092 Nostoc calcicola VI partial 16S rRNA gene %97 AJ630448.1 670
Porsuk

Cay1 100 Haziran 2006 | M120 23 izolat | 359F/B23S 1092 Phormidium pseudopristleyi ANT.ACEV5.3 %99 AY493600.1 599
Seydisuyu 137 Ocak 2006 M129 20 izolat | 359F/B23S 1092 Phormidium cf. terebriformis KR2003/25 %100 AY575936.1 654
Porsuk

Cay1 Ol1 Haziran 2006 | M130 21 izolat | 359F/B23S 1092 Limnothrix sp. CENA 110 %98 EF088338.1 667
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Cizelge 3.4.1. izolat numaralari, izolatlarin tek hiicreli (u) yada filamentdz (f) ozellikleri,

ornekleme yapilan tarihler, 6rnekleme bdlgelerinin kodlart ve  ARDRA jel

sonucunda elde edilen grup numaralart ve identifikasyon sonuglari

Izolat no | izolatlarin Ornekleme Istasyon ARDRA Identifikasyon
morfolojik tarihleri kodlar: analizi ve sonucu
ozellikleri (2006) [porsuk, grup
(F; filamentoz, seydisuyu numarasi
U; uniceliiler, (S) ve bor
h; havuzu]
heterocystis)

Ml U Mayis 013 Grup 8 Cyanobium
M2 U Nisan 136 (S) Grup 6 Synechocystis
M3 U Agustos 018 Grup 6 Synechocystis
M4 U Ocak 137 (S) Grup 6 Synechocystis
M35 U Haziran 202 Grup 1 Synechococcus
M6 F Agustos 136 (S) Grup 9 Leptolyngbya
M7 F (h) Haziran 136 (S) Grup 22 Nostoc
M8 F Agustos 156 (S) Grup 7 Leptolyngbya
M9 F (h) Agustos 137 (S) Grup 15 Anabaenopsis
MI10 F Nisan 136 (S) Grup 5 Leptolyngbya
Ml11 F Mayis 010 Grup 7 Leptolyngbya
MI12 F Agustos 137 (S) Grup 7 Leptolyngbya
M13 U Nisan 008 (S) Grup 6 Synechocystis
Ml14 U Nisan 008 (S) Grup 6 Synechocystis
M15 F Haziran 012 Grup 20 Phormidium
Ml16 F Mayis 018 Grup 24 Leptolyngbya
M17 F Nisan 008 (S) Grup 5 Leptolyngbya
MI18 U Haziran 136 (S) Grup 6 Synechocystis
M19 F Haziran 205 Grup 7 Leptolyngbya
M20 F Ocak 205 Grup 2 Leptolyngbya
M21 F Ocak 100 Grup 2 Leptolyngbya
M22 F Ocak 136 (S) Grup 7 Leptolyngbya
M23 F Haziran 137 (S) Grup 7 Leptolyngbya
M24 F Nisan 137 (S) Grup 9 Leptolyngbya
M25 F Agustos 010 Grup 10 Microcoleus
M26 F (h) Agustos 072 Grup 15 Anabaenopsis
M27 F Agustos 072 Grup 20 Phormidium
M28 F Nisan 137 (S) Grup 7 Leptolyngbya
M29 F Mayis 019 Grup 20 Phormidium
M30 F Mayis 072 Grup 4 Pseudoanabaena
M31 F (h) Haziran 205 Grup 15 Anabaenopsis
M32 F Agustos 136 (S) Grup 7 Leptolyngbya
M33 F (h) Mart 205 Grup 22 Nostoc
M34 F Agustos 017 Grup 5 Leptolyngbya
M35 F Ocak 008 (S) Grup 11 Phormidium
M36 F Ocak 136 (S) Grup 7 Leptolyngbya
M37 F Ocak 008 (S) Grup 3 Pseudoanabaena
M38 F Agustos 156 (S) Grup 7 Leptolyngbya
B39 F Ocak Bor havuz Grup 7 Leptolyngbya
B40 F Ocak Bor havuz Grup 7 Leptolyngbya
M4l F Mayis 019 Grup 4 Pseudoanabaena
B42 F Nisan Bor havuz Grup 7 Leptolyngbya
B43 F Nisan Bor havuz Grup 7 Leptolyngbya
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B44 F Agustos Bor havuz Grup 7 Leptolyngbya
B45 F Haziran Bor havuz Grup 7 Leptolyngbya
B46 F Haziran Bor havuz Grup 7 Leptolyngbya
B47 F Agustos Bor havuz Grup 7 Leptolyngbya
B48 F Nisan Bor havuz Grup 7 Leptolyngbya
B49 F Nisan Bor havuz Grup 7 Leptolyngbya
B50 F Agustos Bor havuz Grup 7 Leptolyngbya
B51 F Ocak Bor havuz Grup 7 Leptolyngbya
B52 F Haziran Bor havuz Grup 7 Leptolyngbya
M53 U Mart 202 Grup 14 Synechococcus
M54 U Haziran 100 Grup 1 Synechococcus
M55 F Mart 206 Grup 2 Leptolyngbya
M56 F Mart 100 Grup 2 Leptolyngbya
M57 F Mart 205 Grup 2 Leptolyngbya
M58 U Mart 100 Grup 1 Synechococcus
M59 U Agustos 010 Grup 14 Synechococcus
Mo60 U Mart 203 Grup 1 Synechococcus
Mol U Mart 203 Grup 1 Synechococcus
M62 U Mart 047 Grup 1 Synechococcus
M63 U Haziran 202 Grup 1 Synechococcus
M64 F Mart 012 Grup 2 Leptolyngbya
M65 F Mart 011 Grup 10 Microcoleus
M66 U Mart 094 Grup 1 Synechococcus
M67 F Agustos 016 Grup 4 Pseudoanabaena
M68 F Mayis 238 Grup 4 Pseudoanabaena
M69 F Mayis 239 Grup 4 Pseudoanabaena
M70 F (h) Ocak 100 Grup 15 Anabaenopsis
M71 F (h) Mart 011 Grup 22 Nostoc
M72 F Haziran 094 Grup 10 Microcoleus
M73 F Mayis 237 Grup 4 Pseudoanabaena
M74 F Agustos 010 Grup 4 Pseudoanabaena
M75 F Agustos 013 Grup 4 Pseudoanabaena
M76 F Haziran 100 Grup 4 Pseudoanabaena
M77 F Mayis 237 Grup 2 Leptolyngbya
M78 U Haziran 205 Grup 6 Synechocystis
M79 F Agustos 013 Grup 4 Pseudoanabaena
MS80 F Haziran 203 Grup 10 Microcoleus
MS81 F Mayis 013 Grup 4 Pseudoanabaena
MS82 F Agustos 013 Grup 4 Pseudoanabaena
MS83 F Agustos 013 Grup 4 Pseudoanabaena
M84 U Agustos 236 Grup 18 Synechococcus
M85 F Ocak 010 Grup 3 Pseudoanabaena
M86 U Haziran 047 Grup 6 Synechocystis
M87 F Haziran 012 Grup 2 Leptolyngbya
M88 F Haziran 100 Grup 2 Leptolyngbya
M89 F Haziran 011 Grup 2 Leptolyngbya
MO0 F Mayis 019 Grup 4 Pseudoanabaena
MI1 F Agustos 237 Grup 4 Pseudoanabaena
M92 F Agustos 237 Grup 4 Pseudoanabaena
M93 F Agustos 239 Grup 13 Oscillatoria
M9%4 F Haziran 100 Grup 2 Leptolyngbya
MO95 U Mayis 236 Grup 12 Synechococcus
MO96 F Mayis 017 Grup 17 Pseudoanabaena
M97 F Mayis 018 Grup 4 Pseudoanabaena
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M98 F Mayis 016 Grup 4 Pseudoanabaena
M99 F Agustos 017 Grup 4 Pseudoanabaena
MI100 F Mayis 016 Grup 4 Pseudoanabaena
MI101 F Ocak 100 Grup 5 Leptolyngbya
M102 U Mart 047 Grup 12 Synechococcus
M103 U Agustos 015 Grup 18 Synechococcus
M104 U Mart 011 Grup 6 Synechocystis
M105 U Mayis 010 Grup 14 Synechococcus
M106 F (h) Mayis 010 Grup 15 Anabaenopsis
M107 U Mayis 238 Grup 16 Snowella
M108 F Haziran 137 (S) Grup 4 Pseudoanabaena
M109 F Agustos 136 (S) Grup 5 Leptolyngbya
MI110 F Agustos 238 Grup 5 Leptolyngbya
Ml11 U Agustos 137 (S) Grup 6 Synechocystis
M112 U Agustos 015 Grup 19 Synechococcus
MI113 F (h) Agustos 016 Grup 22 Nostoc
Ml114 F Agustos 019 Grup 4 Pseudoanabaena
MI115 F Mayis 010 Grup 4 Pseudoanabaena
MI116 F (h) Haziran 137 (S) Grup 15 Anabaenopsis
M117 U Agustos 156 (S) Grup 6 Synechocystis
MI118 F Mayis 015 Grup 4 Pseudoanabaena
MI119 U Mayis 072 Grup 14 Synechococcus
M120 F Haziran 100 Grup 23 Phormidium
MI121 F Agustos 016 Grup 4 Pseudoanabaena
M122 U Haziran 206 Grup 6 Synechocystis
M123 F Nisan 008 (S) Grup 11 Phormidium
M124 U Agustos 072 Grup 14 Synechococcus
MI125 F Agustos 018 Grup 4 Pseudoanabaena
M126 F Agustos 019 Grup 9 Leptolyngbya
M127 U Haziran 156 (S) Grup 6 Synechocystis
M128 U Mayis 015 Grup 18 Synechococcus
M129 F Ocak 137(S) Grup 20 Phormidium
M130 F Haziran 011 Grup 21 Limnothrix
M131 U Haziran 202 Grup 1 Synechococcus
M132 U Agustos 239 Grup 1 Synechococcus
M133 F Mart 047 Grup 13 Oscillatoria
M134 U Haziran 203 Grup 1 Synechococcus
MI135 U Mayis 236 Grup 6 Synechocystis
M136 U Mayis 017 Grup 1 Synechococcus
M137 U Agustos 010 Grup 1 Synechococcus
MI138 U Mayis 017 Grup 1 Synechococcus
S26 U Mart 205 Grup 1 Synechococcus
(139)
M140 U Agustos 010 Grup 1 Synechococcus
B15 F Ocak Bor havuz Grup 7 Leptolyngbya
(141)

Cizelge 3.4.1.'den de goriildiigii gibi izolatlarin en ¢ok ARDRA grup 4

(Pseudoanabaena) ve 7 (Leptolyngbya)’ye ait oldugu sonucuna varilmistir.

Sonuglart

olarak degerlendirecek olursak eger

Porsuk Cayr’na ait

izolatlarin %16’s1 Grup I, %2’si Grup 12, %5’i Grup 14, %30 Grup 18, %1’

Grup 19’ a ait olan ve BLAST sonucu Synechococcus cinsine karsilik gelen
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izolatlardir. Yine Porsuk Cayi’'nda Leptoyngbya cinsine karsilik gelen
izolatlarin %11°1 Grup 2, %4’ Grup 5, %3’ Grup 7, %1°1 Grup 9, %1’ inin Grup
24 igerisinde  toplandifi, Pseudoanabaena  cinsine  karsilik  gelen
izolatlarin %1’inin Grup 3, %25’inin Grup 4, %1’inin Grup 17 igerisinde
toplandigt  sonucuna varilmistir.  Symechocystis  cinsine karsilik  gelen
izolatlarin %6’sinin  Grup 6 igerisinde, Cyanobium cinsine karsilik gelen
izolatlarn %1’inin Grup 8 igerisinde toplandigi, Microcoleus cinsine ait
izolatlarin %4 oraninda Grup 10 igerisinde, Phormidium cinsine ait izolatlarin %3
oraninda Grup 20, %1 oraninda Grup 23 igerisinde toplandigi, yine ayni sekilde
Oscillatoria cinsine ait izolatlarin %2 oraninda Grup 13 igerisinde toplandigi,
Anabaenopsis cinsine ait izolatlarin %4 oraninda Grup 15°e karsilik geldigi
anlagilmistir. Snowella cinsine ait olar %1 oraninda Grup 16’ya, Limnothrix
cinsine ait olan izolatlar %1 oraninda Grup 21 igerisinde ve yine Nostoc cinsine
karsilik gelen izolatlarin %3 oraninda Grup 22 igerisinde toplandigi sonucuna
varilmstir.

Ozetlenecek olursa, Porsuk Cayi’na ait olan izolatlarm; %27’si
Synechococcus, %20’si  Leptolyngbya, %27’si  Pseudoanabaena, %6’s1
Synechocystis, %1°1 Cyanobium, %4°0 Microcoleus, %4’t Phormidium, %?2’si
Oscillatoria,  %4’linlin ~ Anabaenopsis,  %1’inin  Snowella, %71’inin
Limnothrix, %3 iniin ise Nostoc cinslerine karsilik geldigi anlagilmigtir.

Seydisuyundaki izolatlarin % olarak degerleri incelendiginde, %3,44 {iniin
Pseudoanabaena cinsine karsilik gelen Grup 3 icerisinde yine %3,44’iiniin
Pseudoanabaena cinsine karsilik gelen Grup 4 igerisinde toplandigi, %10,3 iiniin
Leptolyngbya cinsine karsilik gelen Grup 5, %27,5’inin Synechocystis cinsine
karsilik gelen Grup 6 yine %27,5’inin Leptolyngbya cinsine karsilik gelen Grup
7, %6,8’inin  Leptolyngbya cinsine karsilik gelen Grup 9 igerisinde
toplandig1, %6,8’inin Phormidium cinsine karsilik gelen Grup 11, %6,8’inin
Anabaenopsis cinsine karsilik gelen Grup 15, %3,4’liniin Phormidium cinsine
karsilik gelen Grup 20 ve %3,4’linliin Nostoc cinsine karsilik gelen Grup 22
igerisinde toplandigi sonucuna varilmistir.

Ayni sekilde 6zetlenecek olursa, Seydisuyu’na ait olan izolatlarin %7’ sinin

Pseudoanabaena, %A45’inin Leptolyngbya, %27,5’inin Synechocystis, %10 unun
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Phormidium, %6,8’inin Anabaenopsis, %3,4’liniin Nostoc cinsine ait izolatlar
oldugu ortaya konulmustur.
Bor havuzundan elde edilmis olan izolatlarin ise %100’iiniin Leptolyngbya

cinsine karsilik gelen Grup 7 igerisinde toplandig1 sonucuna varilmistir.

Cizelge 3.4.2. Elde edilen izolatlarin istasyonlara gére morfolojik dagilimlar

Bolge istasyon | Hiicre Morfolojisi ARDRA gruplari

6 fillamentoz (M11, M25, M74, M85, M106, MI15) (7, 10,4, 3, 15, 4)
DL O10) | 4 tek hiicreli (M39, M105, M137, MI40) (14,14, 1, 1)
Porsak | (202) | 4 tek hitereli (M3, M53, M63, MI3]) 1,14, 1, 1)

1 filament6z (M80) (10)
IHD L 203) | 3 tek hiicreli (M60, M61, Mi34) a,1,1)

5 filamentoz (M19, M20, M31, M33, M57) (7, 2,15, 22)
Porsuk @05) 15 tek hiereli (78, 526) 6, 1)

1 filamentoz (M55) 2)
OIS 206) | § tek hiicreli (M722) )

4 filamentoz (M65, M71, M89, M130) (10,22, 2, 21)
Porsuk OID 11 tek hiiereli (M104) ©)
Porsuk (012) 3 filamentoz (M15, M64, M87) 20,2,2)

1 filamentéz (M72) 10)
Porsuk ©94) | | tek hiicreli (M66) )

1 filamentoz (M133) a3)
HOTTLS O47) | 3 tek niicreli (M62, M86, M102) a,6,12)

10 filamentoz (M21, M36, M70, M76, M8S, M94, @,2,15,4,2,2,5,23)
Porsuk 00y | M101, M120)

2 tek hiicreli (M54, M58) a1

5 filamentoz (M75, M79, M1, M52, M53) @ 4,4,4,4)
DR O13) | 4 tek hiicreli (M1) ®)
Porsuk | (236) | 3 tek hiicreli (M54, M95, Mi33) (18, 12, 6)

2 filamentoz (M68, M110) @5)
IHD L (238) | 1 tek hiicreli (M107) (16)

2 filamentoz (M69, M93) @ 13)
Porsuk 239 | { tek hiicreli (M132) )
Porsak | (37 | 4 filamentoz (M73, 77, M9, M92) @ 2,4,4)

1 filamentéz (M118) “4)
Porsuk O15) | 3 tek hiicreli (M103, M112, M128) (18, 19, 18)

3 filamentoz (M26, M27, M30) (15, 20, 4)
HOTTLS O72) | 3 tek hiicreli (M119, M124) (14, 14)
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Porsuk | (016) | 5 filamentoz (67, M98, M100, M113, Mi21) @ 4, 4,22, 4)
3 filamentoz (M34, M96, M99) G, 17, 4)
IHD L OI7) | 3 tek hiicreli (M136, M138) a, 1
3 filamentoz (M16, M97, M125) (24,4, 4)
Porsuk O18) 1§ tek hiicreli (M3) )
Porsak | 19) | 5 filamentoz (V29 M1, M90, M1 14, M126) @0,4,4,4,9)
7 filamentoz (M6, M7, M10, M22, M32, M36, M109) | (9,22,5,7,7, 7, 5)
Seydisuyu | (136) | 5 ok hiicreli (M2, M18) (6, 6)
8 filamentoz (M9, M12, M23, M24, M28, M108, M116, | (15,7, 7,9, 7, 4, 15,
Seydisuyu | (137) | M129) (20)
2 tek hiicreli (M4, M111) (6, 6)
4 filamentoz (M17, M35, M37, M123) G, 11, 3, 11)
Seydisuyu | (008) 2 tek hiicreli (M13, M14) (6, 6)
2 filamentoz (M8, M38) 7,7
Seydisuyu | (A56) | 5 oy hiicreli (M117, M127) (6, 6)
or 14 filamentoz (B13, B39,B40, B42, B43, B44, B45, AR NARARA?
havuzu B46, B47, B48, B49, B50, B51, B52) 7,7,7,7,7)

3.4. Siyanobakteriyel Kommunite Analizleri

3.4.1. Su Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

Su 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu, Ekim 2006’da toplanan 6rneklerden

2.2.5.1’de belirtildigi sekilde yapilmistir. Cizelge 2.2.’de gosterildigi sekilde, 4

farkl1 bolgeden alinan su orneklerinin her biri 2 farklhi filtreden gecirilmis ve

boylece, 4 farkli bolgeye ait olan toplam 8 adet filtreden DNA ekstraksiyonu

yapilmistir. DNA ekstraksiyonundan sonra, saflastirma Wizard DNA Clean-Up

System (Promega) kiti kullanilarak daha once belirtilen sekilde yapilmistir.

3.4.2. Klon Kiitiiphanesi Olusturulmasi (Ribozomal DNA’nin Klonlanmasi,

Klonlarin Se¢imi ve Klonlardan Dizi Analizleri)

fA1 ve fB1 olarak isimlendirilen filtrelerden elde edilen DNA Ornekleri

ribozomal DNA’nin klonlanmasi i¢in kullanilmistir. Bu amacla, oncelikle her bir

filtreden elde edilen DNA oOrneklerinden,16S rRNA + ITS + 5° 23S rRNA’nin

amplifikasyonu daha once belirtildigi sekilde 3 x 50ul’lik bir reaksiyon
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karisiminda  gerceklestirilmisti. CYA 359F (5-ggggaattttccgeaatggg-3') ve
23S30R (5 -cttcgectetgtgtgectaggt-3") primer setleri kullamlmustir. fA1 ve fB1
filtrelerinden, 50ul’lik 3 ayr1 PCR reaksiyonu hazirlanmistir. Sonug olarak,
filtrelere ait toplam 6 PCR reaksiyonu, 1 adet su Ornegi gecirilmeden DNA
izolasyonu i¢in kullanilmig olan filtre 6rnegine ait PCR reaksiyonu ve bir de DNA
icermeyen negatif kontrol, %]1,5’luk agaroz jele yiiklenmis ve 110V’da
yiriitiilmistir. fA1 ve fB1 filtrelerinden elde edilen PCR iiriinleri Sekil 3.5’de

gosterilmistir.

fAI(1) fAl1(2) fAI(3) fBI(1) fBI2) fBI3) KI K2 M

Sekil 3.5. fA1 ve fB1 filtrelerine ait olan PCR {irtinleri (~2000-2500 bp ) (K1: - DNA kontrolii,
K2: - PCR kontrolii, M: Lambda DNA/HindIII markir).

Sekilde 3.5’de de goriildiigii gibi elde edilen PCR iiriinlerinin biiyiikligi
markir ile karsilagtirildiginda yaklasik olarak 2000 baz biiyiikliigiindeki fragmente
karsilik gelmektedir.

PCR firiinleri dogrulandiktan sonra, her bir filtre 6rnegine ait olan 3 PCR
reaksiyonu karisimi birlestirilmis ve daha once belirtildigi sekilde Quantum
Prep® PCR Kleen Spin Columns (Bio-Rad) ile ard arda {i¢ kez saflastirma islemi,

PCR iirlinliniin klonlama i¢in uygun olup olmadiginin anlasilmasi i¢in yapilmustir.
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Her bir basamakta saflastirilan PCR firiinleri %1,5’luk agaroz jele yiiklenmis ve
en uygun PCR iiriiniine karar verilmistir. fB1 6rnegi ile elde edilen saflagtirilmis

PCR reaksiyonlarinin elektroforez sonucu Sekil 3.6’da gosterilmistir.

Sekil 3.6. fB1 orneginden klonlama i¢in elde edilen PCR iriinlerinin ardisik saflastirmalar
(~2000-2500 bp) (-: saflastirma yapilmamis olan PCR iiriinii, 1: birinci saflastirilmig
PCR iiriinii, 2: ikinci saflagtirtlmig PCR {iriinii, 3: t¢ilincii saflagtirilmis PCR iiriinii, M:

Lambda DNA/HindIII markir).

Sekil 3.6.’da goriilen saflastirma basamaklarindan {i¢iinciisii en temiz arka
zemine sahip oldugundan ve de birinci ve ikinci saflastirilmigs olan PCR
tiriinlerine gore ayni parlaklikta oldugundan dolay1 klonlama igin secilmistir.

PCR Uriiniiniin 3> Ucuna Tek Deoxyadenosine (A)’nin eklenmesi, ligasyon
reaksiyonu, komponent E.coli hiicrelerine transformasyon, elde edilen
transformantlarin saflastirilmasi ve insert DNA nin taranmasi basamaklari
2.2.5.1’de belirtildigi sekilde yapilmistir. LB petrilerinde fAl ve {BI1
orneklerinden elde edilen 16S rRNA geni i¢in yapilmis olan PCR ‘dan gelen gen
iirinlerini tasiyan beyaz ve mavi kolonilerin sayisi Cizelge 3.5°de belirtildigi

sekildedir.
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Cizelge 3.5. fA1 ve fB1 6rneklerinden elde edilen beyaz ve mavi kolonilerin sayisi

petri Elde edilen kolonilerin sayis1

beyaz mavi Toplam say1
fA1 (50ul) 202 33 235
fB1 (50ul) 216 42 258

Sekil 3.7.°de fA1’den elde edilen insert biiyiikliiklerinin tespiti i¢in yapilan
PCR’lar sonrasinda elde edilen jel fotograflarindan bazilari gosterilmistir. Elde
edilen iirliniin blytikligl yaklasik olarak 400 bp olmasi gerekmektedir. Bu
biiylikliigiin  kontrolii kullanilan Lambda DNA/HindIIl markir ile kontrol

edilmistir.

CR iirtinleri
(~400 bp)

12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 M

Sekil 3.7. fAl’den elde edilen klonlarin sec¢imi igin insert biiyiikliiklerinin kontrolii amaciyla
yapilan PCR sonrasi elde edilen jeller (numaralar klon numaralarini belirtmektedir, M:

lambda DNA/HindIII markir).

Sekildeki fotograftan da goriildiigii gibi beyaz renkli kolonilerden yapilan
PCR reaksiyonu ile insert biiyiikliiklerinin dogrulugu kontrol edilmis ve klonlarin
tiimiiniin dogru biliyiikliikteki inserti icerip icermedigi belirlenmistir. Bu nedenle
istenilen biyiikliikteki inserti igeren klonlarin tespit edilmesi amaciyla
kolonilerden PCR islemine devam edilmistir. fA1 ve fB1 oOrneklerinin her

birinden toplam 50 adet beyaz koloni se¢ilmis ve bu kolonilerden PCR islemi
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yapilmistir. fA1 6rneginden 49 adet dogru inserti iceren klon, fB1 6rneginden ise

48 adet dogru inserti i¢eren klon elde edilmistir.

Insert igeren klonlar tespit edildikten sonra, gliserol stoku igerisinde -
20°C’de saklanmistir. Insert igeren E.coli hiicreleri 3 ml sivi LB besiyerinde
37°C’de 12 saat siire ile inkiibe edilmistir. 3 ml’lik aktiflestirilmis olan kiiltiir
plazmit DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir. Plazmit DNA izolasyonu, daha 6nce
anlatildigr sekilde yapilmistir. Bu basamaktan sonra elde edilen klonlarin
Amplified Ribosomal DNA Restriction Analizi (ARDRA) yapilmistir. Kalip
olarak plazmit DNA kullanilmigtir. PCR reaksiyonu, daha once, izolatlerden elde
edilen 16S rRNA + ITS + 5° 23S rRNA’nin Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analizi (ARDRA)’nde belirtilen kosullarda gerceklestirilmistir.
Asagidaki sekillerde, elde edilen klonlarin restriksiyon enzimleri ile kesildikten
sonra elde edilen agaroz jel -elektroforezlerinden bazilart Sekil 3.8’de

gosterilmistir.

Sekilde 3.8.a)’da goriildiigii gibi jele 17 o6rnek ve 3 adet markir
yiiklenmistir. Restriksiyon gruplari, olusan fragment sayis1 ve bu fragmentlerin
markira gore pozisyonlar1 karsilastirilarak olusturulmustur. Ornegin 3, 4, 5, 7, 8,
9,10, 12, 13, 14, 16, ve 17 no’lu 6rneklerin fragment sayilar1 ve bu fragmentlerin
markira gore pozisyonlarina bakildiginda ayni grupta toplandiklart goériilmiistiir.

Ayni sekilde 11 ve 15 no’lu 6rnekler de ayn1 grup altinda toplanmugtir.



M 1 .2 3 45 6 7 8 9 M 10

P [

L —
el

Sekil 3.8.a. fA1 klonlarmin (1-17) Mbol enzimi ile kesimi

11

12

13

14

15

16

B

17 M

re—a— L -J'
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908 bp

659 bp
656 bp

521 bp

403 bp

261 bp
257 bp
226 bp

100 bp

90 bp
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Sekilde 3.8.b) de jele 8 ornek ve 2 markir yiklenmistir. Elde edilen
fragment profilleri markir ile karsilastirilldiginda 19, 20, 21 ,22, 23, 24, ve 25
no’lu oOrneklerin ayni grupta toplandiklar1 goriilmektedir. Elde edilen diger

jellerdeki gruplamalar bu prensip dogrultusunda yapilmustir.

M 18 19 20 21 22 23 24 25 () M

-
908 bp
- - 659 bp

: 656 bp
o 521 bp

403 bp

—
261 bp
e | 257 bp
226 bp

100 bp
90 bp

Sekil 3.8.b. fA1 klonlarinin (18-26) Mbol enzimi ile kesimi
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Sekil 3.8.c) ve d) de goriildigii gibi her iki jele toplam 24 O6rnek
yuklenmistir. Bu 6rneklerin gruplandirilmalar1 yine olusan bantlarin markira gore
pozisyonlar1 analiz edilerek yapilmistir. Ornek olarak 29, 30, 31, 33, 34, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43 no’lu 6rnekler aynmi grup altinda toplanmustir.

M 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 M 37 38 39 40 41 42 43 M

- 908 bp

- = — - — - 659 bp
[ 5]

656 bp
- 521 bp

e L
s S 0 b — 403 bp

261 bp
257 bp
226 bp

100 bp

90 bp

Sekil 3.8.c. fA1 klonlarinin (27-43) Mbol enzimi ile kesimi
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M 44 45 46 47 48 49 50 () M

908 bp
659 bp
656 bp

521 bp
403 bp

261 bp
257 bp
226 bp

100 bp
90 bp

Sekil 3.8.d. fA1 klonlarinin (44-50) Mbol enzimi ile kesimi
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Sekil 3.8.e)’de jele 17 ornek ve 3 markir yiiklenmistir. Burada da, 6rnek
olarak, 3, 4, 5, 7, 8, 10, 12, 13, 14, 16, ve 17 no lu 6rneklerin ayn1 grup altinda

toplandiklar1 goriilmektedir.

M 1 2 3 4 S5 6 7 8 9 M 10 11 12 13 14 15 16 17 M

908 bp

659 bp

[N

656 bp
- |

T e 521 bp

403 bp

261 bp
257 bp
226 bp
100 bp

90 bp

Sekil 3.8.e. fA1 klonlarinin (1-17) Mspl enzimi ile kesimi



M 18 19 20 21 22 23 24 26 () M

Sekil 3.8.f. fA1 Mspl (18-26)

M 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 M 37 38 39 40 41 42 43 M

L .

L
- T

L 3

. -
e [=1 - ] Bkl

 ood

Sekil 3.8.g. fA1 Mspl (27-43)

908 bp
659 bp
656 bp

521 bp
403 bp

261 bp
257 bp
226 bp

100 bp
90 bp
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M 44 45 46 47 48 49 50 () M

908 bp
659 bp
656 bp
521 bp
403 bp
261 bp
257 bp
226 bp

100 bp
90 bp

Sekil 3.8.h. fA1 Mspl (44-50)

Sekil 3.8. fA1’den elde edilen klonlarin Amplified Ribosomal DNA Restriction Analizi (ARDRA)
PCR iiriinleri a), b), ¢), d): Mbol ile e), f), g), h): PCR firiinleri Mspl ile kesilmistir.
Elektroforez %2’lik agaroz jel hazirlanarak tae tamponu igerisinde 90v’da 180 dk siire
ile gerceklestirilmistir. molekiiler markir (M)-PBR322/4/ui (Fermentas). 1-50: klon 1-

klon 50 olarak numaralandirilmis klon numaralarini belirtmektedir.

Sekil 3.8.’de klonlarin, farkli restriksiyon profilleri analiz edilmistir.
Yapilan ARDRA profil analizinden sonra fAl filtresi ile 11, fB1 filtresi ile 5
farkli profil grubu elde edilmistir. fA1 ve fB1 filtrelerinden elde edilen profiller 2
ortak grup olusturmuslardir. Bu 2 ortak grup disinda, her bir filtre ile farkli profil

gruplart elde edilmistir. Sonuglar Cizelge 3.6’da 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.6 fA1 ve fB1 filtrelerinden elde edilen klonlarin ARDRA grup profil numaralari

Grup no Klon No
Grup 1 fAl 3,4,5,7,8,10, 12, 13, 14, 16, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 26
fB1 44,47, 20, 23,31, 9, 13, 16, 17
Grup 2 fAl 27,29, 30, 31, 33, 34, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 46, 47, 48, 49, 50
Grup 3 fB1 35,39,41,42, 46, 19, 21, 22, 25,26,27,29,33,34,1,2,3,5,8,10, 11, 12,
15
Grup 4 fB1 36,37, 38, 40, 43, 45, 18, 28, 30, 32, 6, 7, 14, 4
Grup 5 fAl 2
Grup 6 fAl 6
Grup 7 fAl 9
Grup 8 fAl 11,15
Grup 9 fAl 28,32
Grup 10 | fAl 35
Grup 11 | fAl 44
Grup 12 | fAl 1
fB1 48
Grup 13 | Bl 24
Grup 14 | fAl 18

Cizelge 3.6.’dan da goriildiigi gibi, fA1 filtresi ile, fB1 filtresine gore daha

fazla sayida profil grubu elde edilmistir. Diger bir deyisle, fA1l filtresi ile daha

fazla sayida cesitlilik elde edilmistir. Ancak ¢izelgeden de goriildigi gibi, fA1

filtresi ile elde edilen gruplardan sadece Grup 1 ve Grup 3 cok sayida iiye

icermektedir. Diger gruplar bir yada iki liye icermektedir. fB1 filtresi ile 5 farkh

profil grubu elde edilmis ve bu gruplardan Grup 1, Grup 3 ve Grup 4 c¢ok sayida

tiye igermekte, Grup 12 ve Grup 13’1in ise tek iiye icerdikleri goriilmektedir. Grup

1 ve Grup 12, fAl ve fB1 filtrelerinden elde edilen ortak profil gruplarini

gostermektedir. Elde edilen bu 14 farkli profil grubundan temsili 6rnekler se¢ilmis
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ve bu orneklerden DNA dizi analizi yapilmistir. fA1 ve fB1 filtrelerinden elde
edilen temsili olarak secilmis olan klonlarin BLAST sonuglar Cizelge 3.7.°de
gosterilmistir.

fA1 klon 2, fA1 klon 6, fA1 klon 35, fB1 klon 15, fB1 klon 18, fB1 klon
22, fB1 klon 36’ya ait olan BLAST sonuglari %97’nin iizerindedir. Cizelge
3.7.de de gorildiigii tizere bor havuzunda Leptolynbya, Merismopedia ve Nostoc

cinslerine ait olan klonlar elde edilmistir.
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Cizelge 3.7. fAl ve fBI filtrelerinden elde edilen temsili olarak seg¢ilmis olan klonlarin BLAST sonuglari (%97 nin altindaki benzerlik oranlar1 koyu olarak

renklendirilmistir)

Ornek bolgesi g:lillfikleme isim l%orRlﬂ)RA Tip g:;llgligkasyon [S)::::ls'i U g:::;i::l Benzerlik Uzunluk
Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 | FAINGld |12 klon | 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. SCano39 DQ058860.1 | 4189 677
Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 | FARNGH 12 klon | 359F/B23S 23S30R — BA000022.2 | %92 629
Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 | fAl c12 |5 klon | 359F/B23S 1092 ]ﬁf\?g’lgy;gebya spCNPI-Z1-C2 168 ribosomal | 39601 | 94 99 498
Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 | FAINGIE |1 klon | 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. SCano39 DQ058860.1 | %89 567
Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 | fAl cl6 6 klon | 359F/B23S 1092 Leptolyngbya antartica ANT. ACEV6.1 AY493589.1 | % 99 487
Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 |FAIGIR |1 klon | 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. SCano39 DQ058860.1 | B389 531
Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 |FATNGIS |7 klon | 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. SCano39 DQ058860.1 680
Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 | FATNGINO | 1 klon | 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. SCano39 DQ058860.1 | %89 572
Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 | FATNGIA |8 klon | 359F/B23S 1092 Kiiltive edilmemis Siyanobakteri klon TRK AY874091.1 | FI89 655
Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 | FAINGIZ |1 klon | 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. SCano39 DQ058860.1 | 190 534
Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 | FATNGIE |1 klon | 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. SCano39 DQ058860.1 | %89 557
Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 | FATNGIR |14 klon | 359F/B23S 1092 Kiiltive edilmemis Siyanobakteri klon TRK 07 AY874091.1 | %90 552
Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 | FAINGI20 | 1 klon | 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. SCano39 DQ058860.1 | 189 512
Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 | FAINGIZ7 |2 klon | 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. SCano39 DQ058860.1 | 4189 663
Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 | FATNGI2R |9 klon | 359F/B23S 1092 Phormidium sp. AA partial 16S rRNA gene AM398777.1 | P41 680
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Bor havuzu (whatman filter, fAl) Ekim 2006 | fAl _clI35 10 klon | 359F/B23S 1092 Merismopedia. glauca izolat B1448-1 X94705.1 % 98 793
g;ggg“ﬁ;‘l()supor - Pall Life Ekim 2006 | fB1 cl15 |3 klon | 359F/B23S 1092 Nostoc sp. ANT. LH52B.1 AY493594.1 | % 99 671
Bor havuzu (Supor , Pall Life Ekim 2006 | FBINEIIE | 1 klon | 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. SCano39 DQ058860.1 | #4189 610
Science, fB1)

Bor havuzu (Supor, Pall Life . o

Seience, (B1) Ekim 2006 | fB1 cl18 |4 klon | 359F/B23S 1092 Nostoc sp. ANT. LH52B.1 AY493594.1 | % 99 776
Bor havuzu (Supor , Pall Life Ekim 2006 | FBINGIE0 | 1 klon | 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. SCano39 DQ058860.1 | 4189 729
Science, fB1)

Bor havuzu (Supor , Pall Life . o

Soience, (B1) Ekim 2006 |fB1 c122 |3 klon | 359F/B23S 1092 Nostoc sp. ANT. LH52B.1 AY493594.1 | %99 672
Bor havuzu (Supor , Pall Life Ekim 2006 | [BTNEI24 | 13 klon | 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. SCano39 DQ058860.1 | 4189 608
Science, fB1)

ggigﬁjz”g‘l()s“por » Pall Life Ekim 2006 |fB1 c136 |4 klon | 359F/B23S 1092 Nostoc sp. ANT. LH52B.1 AY493594.1 | % 99 692

Cizelgede de goriildiigli gibi bazi klonlarin benzerlik oran1 %97°den diisiiktiir. Bu sonuglarin dogrulanmasi igin sekans sonuglari iki

parcaya boliinerek analiz edilmistir. Asagidaki Cizelgede benzerlik oranit %97’den diisiik olan klonlarin iki kisim halindeki sekans sonuglar

gosterilmistir.




Cizelge 3.8. Diisiik benzerlik yiizdesine sahip olan klonlarin iki kisim halindeki BLAST sonuglari
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g:lill::il(leme isim éﬁz)Rl;?) Tip gs?lﬁiigkasyon 35;:2; Sonug¢ Benzerlik nGlf::l::;l: Uzunluk
Ekim 2006 fAl cl4 1 klon 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. Goniastrea-1 % 94 AB257773.1 267
Ekim 2006 fAl cl4 1 klon 359F/B23S 1092 Leptolyngbya sp.0BB30S02 % 89 AJ639892.1 300
Ekim 2006 fAl cl8 1 klon 359F/B23S 1092 Kiiltive edilmemis bakteri klon BU3ba3 % 90 DQO074681.1 240
Ekim 2006 fAl cl8 1 klon 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. Goniastrea-1 % 93 AB257773.1 291
Ekim 2006 fAl cll0 1 klon 359F/B23S 1092 Leptolyngbya sp.0BB30S02 % 89 AJ639892.1 300
Ekim 2006 fAl cll0 1 klon 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. Goniastrea-1 % 93 AB257773.1 272
Ekim 2006 fAl cll2 1 klon 359F/B23S 1092 Leptolyngbya sp.0BB30S02 % 90 AJ639892.1 300
Ekim 2006 fAl cll2 1 klon 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. Goniastrea-1 % 94 AB25773.1 234
Ekim 2006 fAl cll4 1 klon 359F/B23S 1092 Leptolyngbya sp.0BB30S02 % 89 AJ639892.1 300
Ekim 2006 fAl cll4 1 klon 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. Goniastrea-1 % 95 AB25773.1 257
Ekim 2006 fAl cl20 1 klon 359F/B23S 1092 Leptolyngbya sp.0BB30S02 % 89 AJ639892.1 300
Ekim 2006 fAl cl20 1 klon 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. Goniastrea-1 % 94 AB25773.1 212
Ekim 2006 fAl cl 1 12 klon 359F/B23S 1092 Kiiltive edilmemis eubakteri gene for 16STRNA DGGE band NAB23 % 90 AB075801.1 360
Ekim 2006 fAl cl1 12 klon 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. Goniastrea-1 % 93 AB25773.1 317
Ekim 2006 fAl cl9 7 klon 359F/B23S 1092 Kiiltive edilmemis eubakteri gene for I6STRNA DGGE band NAB23 % 90 AB075801.1 360
Ekim 2006 fAl cl9 7 klon 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. Goniastrea-1 % 93 AB25773.1 320
Ekim 2006 fAl cl27 |2 klon 359F/B23S 1092 Halomicronema sp. Goniastrea-1 % 93 AB25773.1 303
Ekim 2006 fAl cl27 |2 klon 359F/B23S 1092 Kiiltive edilmemis bakteri klon BSb13 % 90 DQ836850.1 360
Ekim 2006 fAl cl28 |9 klon 359F/B23S 1092 Synechocystis sp. PCC 6803 DNA % 93 BA000022.2 360
Ekim 2006 fAl cl28 |9 klon 359F/B23S 1092 Leptolyngbya schmidlei klon 145-A3 % 93 AF355398.1 320
Ekim 2006 fBl cl24 |13 klon 359F/B23S 1092 Leptolyngbya sp. % 94 DQ264224.1 300
Ekim 2006 fB1 cl24 |13 klon 359F/B23S 1092 Leptolyngbya schmidlei klon 145-A3, Halomicronema sp. Goniastrea-1 % 93 AF355398.1 308
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Cizelge 3.7. ve Cizelge 3.8.’deki sonuglardan da goriildiigii gibi, BLAST
benzerlik oranm1 %97 den diisiik olan klonlarin dizi analizi sonuglari, iki kisim
halinde tekrar BLAST’lanmis ve elde edilen sonuglar degerlendirilmistir. Iki
kisim halinde elde edilen BLAST sonuglarina bakildiginda, elde edilen benzerlik

oranlarinin hala %97°den diisiik oldugu goriilmiistiir.

3.4.3. Denature Edici Gradient Jel Elektroforezi (DGGE)

DGGE analizi i¢in semi-nested PCR kullanilmistir. 16S rRNA fragmentleri
ilk olarak CYA359F (5-ggggaattttccgcaatggg-3') ve 23S30R  (5-
cttcgectetgtgtgectaggt-3')  primerleri  ile amplifiye edilmistir. Ikinci PCR
reaksiyonu CYA359F ve reverse primerin 5 uclari iizerinde GC etiketli
CYA781R(a) velyada (b), (5-cgeeegeegegeecegegecegtecegeegeececgee-3")
primerler ile gerceklestirilmistir. Uygulanan tiim PCR reaksiyonlar1 Cizelge
2.4.°de gosterilmistir.

Elde edilen PCR drlinlerinin %1’lik agaroz jel gortntileri Sekil

3.9.a.b.c.d’de gosterilmistir.

PCR irtnleri
(~2000-2500 bp)

fAl fA2 fA3 fA4 fB1 B2 B3 B4 1 2 M

Sekil 3.9.a. DGGE (al): 378 F_23S30R primerleri kullanilarak yapilan PCR sonucu elde edilen
agaroz jel goriintiisii (1: negatif ekstraksiyon kontrolii, 2: negatif PCR kontrolii, M:
lambda DNA/HindIII markir)
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fAl fA2 fA3 fA4 fBl1 B2 B3 fB4 1 2 M

Sekil 3.9.b. DGGE (a2): 378 F_781RGC (a2) primerleri kullanilarak yapilan PCR sonucu elde
edilen agaroz jel goriintiisii (1: negatif ekstraksiyon kontrolii, 2: negatif PCR
kontrolii, M: lambda DNA/HindIII markir)

fAl fA2 fA3 fA4 {B1 B2 B3 {B4 1 2 M

Sekil 3.9.c. DGGE (bl): 378 F_23S30R primerleri kullanilarak yapilan PCR sonucu elde edilen
agaroz jel goriintiisii (1: negatif ekstraksiyon kontrolii, 2: negatif PCR kontrolii, M:
lambda DNA/HindIII markir)
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S

fAl fA2 fA3 fA4 Bl fB2 fB3 B4 1 2 M

Sekil 3.9.d. DGGE (b2): 378 F_781RGC primerleri kullanilarak yapilan PCR sonucu elde edilen
agaroz jel goriintiisti (1: negatif ekstraksiyon kontrolii, 2: negatif PCR kontrolii, M:
lambda DNA/HindIII markir)

Sekil 3.9.’daki fotograflardan da goriildiigii gibi a2 ve b2 reaksiyonlarinda
hemen hemen tek bant elde edilmistir. Elde edilen bu bantlarin dogrulugu
belirlendikten sonra, bu PCR iiriinleri daha 6nce belirtildigi sekilde hazirlanan
DGGE jeline yiiklenmis ve elektroforez sistemi 16 saat silire igin 75V a
ayarlanmigtir. Elektroforez bittikten sonra jel GelStar® nucleic acid stain
(BioWhittaker Molecular Applications) ile boyanmis ve elde edilen goriintii
FluorImager (BioRad) GelDoc-IT Imaging System kullanilarak TIFF formatinda
kaydedilmistir.
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DGGE-a2

M fA1 fA2 fA3 fAZ M fB1 fB2 fB3 fB2 6 0 M

Sekil 3.10.a. DGGE a2 reaksiyonu ile elde edilen jel goriintiisii
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DGGE-b2

M fa1  fAZ fA3 a4 pr fB1 fB2 B3 B4 o
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Sekil 3.10.b. DGGE b2 reaksiyonu ile elde edilen jel goriintiisii
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Sekil 3.10.a ve b’de isaretlenen bantlar jelden kesilmis ve kesilen bantlar
359F ve 784R primerleri kullanilarak yeniden amplifiye edilmistir. Toplam 8 adet
filtreden yapilan DGGE (a2) jelinden 39, DGGE (b2) jelinden ise 23 bant kesilmis
ve amplifiye edilmistir. Bu amplifikasyonlara ait elektroforez goriintiilerinden

bazilar1 asagida d6rneklenmistir.

PCR irinleri
(~400 bp)

e A1. jelinden kesilen bantlarin yeniden amplifikasyonu ile elde edilen agaroz je

Sekil 3.11. DGGE jelinden kesilen bantl id lifik ile elde edil jel
goriintiisiit (Numaralar DGGE jelindeki bant numaralarina karsilik gelmektedir. M:
pBR322 DNA/Alu I Markir (Fermentas))

Sekilde 3.11.°de de goriildiigii gibi 4 numarali banda ait amplifikasyon
reaksiyonu negatif sonug, diger bantlar ise pozitif sonu¢ vermistir. DGGE (a2)
jelinden elde edilen 39 banda ait amplifikasyon reaksiyonlarindan 21 tanesi,
DGGE (b2) jelinden elde edilen 23 banda ait amplifikasyon reaksiyonlarindan 15
tanesi pozitif amplifikasyon sonucu vermistir. Elde edilen pozitif PCR iiriinleri
DNA dizi analizine gonderilmistir. Elde edilen pozitif dizi analiz sonuglar

Cizelge 3.9.’da gosterilmistir.



Cizelge 3.9. DGGE bantlarina ait olan BLAST sonuglar1
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Kiiltive edilmemis Siyanobakteri partial 16S rRNA gene, klon P3.4 %90 UCY248298
Bor havuzu (whatman filter, fAl) Ekim 2006 DGGE al 359F/781R | 781R Oscillatoria sp. Ant-SOS 16S rRNA gene %89 AF263342.1 323
Bor havuzu (whatman filter, fAl) Ekim 2006 DGGE a2 359F/781R | 781R Nostoc sp. KVJF8 168 ribosomal RNA gene, partial sequence %97 EU022740.1 320
Kiiltive edilmemis Siyanobakteri klon H-D14 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence %97 DQ181732.1
Bor havuzu (whatman filter, fAl) Ekim 2006 DGGE a3 359F/781R | 781R Phormidium pristleyi ANT.LH52.6 16S rRNA gene %96 AY493579.1 |303
Kiiltive edilmemis Siyanobakteri partial 16S rRNA gene, klon P3.4 %91 UCY248298
Bor havuzu (Supor, Pall Life Science, fB1) | Ekim 2006 DGGE a7 359F/781R | 781R Oscillatoria sp. Ant-SOS 16S rRNA gene %90 AF263342.1 325
Bor havuzu (Supor, Pall Life Science, fB1) | Ekim 2006 DGGE a8 359F/781R | 781R Nostoc sp. KVJF8 168 ribosomal RNA gene, partial sequence %97 EU022740.1 322
Kiiltive edilmemis Siyanobakteri klon H-D14 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence %97 DQ181732.1
Bor havuzu (Supor, Pall Life Science, {B1) | Ekim 2006 DGGE a9 359F/781R | 781R Phormidium pristleyi ANT.LH52.6 16S rRNA gene %96 AY493579.1 | 300
Seydisuyu (whatman filter, fA2) Ekim 2006 DGGE al0 | 359F/781R | 781R Siyanobakteri sp. IW11 partial 16S rRNA gene %99 LSP565868 319
Lyngbya majuscula CCAP 1446/4 16S ribosomal RNA gene, partial
Seydisuyu (whatman filter, fA2 Ekim 2006 DGGE all | 359F/781R | 781R sequence %99 AY768394.1 |315
Seydisuyu (whatman filter, fA2 Ekim 2006 DGGE al2 | 359F/781R | 781R Nostoc sp. KVJF8 168 ribosomal RNA gene, partial sequence %97 EU022740.1 | 321
Kiiltive edilmemis Siyanobakteri klon H-D14 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence %97 DQI181732.1
Seydisuyu (whatman filter, fA2) Ekim 2006 DGGE al3 | 359F/781R | 781R Phormidium pristleyi ANT.LH52.6 16S rRNA gene %96 AY493579.1 | 301
Arthrospira maxima FACHB438 16S ribosomal RNA gene, complete
PorsukCay1 (whatman filter, fA3) Ekim 2006 DGGE al6 | 359F/781R | 781R sequence %100 EF564663.1 318
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Lyngbya majuscula CCAP 1446/4 16S ribosomal RNA gene, partial

Porsuk Cay1 (whatman filter, fA3) Ekim 2006 DGGE al8 | 359F/781R | 781R sequence %99 AY768394.1 |316
Kiiltive edilmemis Siyanobakteri klon ZB126 %99 AY327203.1

Porsuk Cay1 (whatman filter, fA3) Ekim 2006 DGGE al9 | 359F/781R | 781R Planktothricoides raciborskii 16S rRNA gene partial sequence %98 AB045964.1 315
Arthrospira fusiformis izolat AICB 670 16S ribosomal RNA gene partial

Bor havuzu (whatman filter, fA4) Ekim 2006 DGGE a21 | 359F/781R | 781R sequence %97 AY672725.1 | 306
Kiiltive edilmemis Siyanobakterium partial 16S tRNA gene, klon P3.4 %90 UCY248298

Bor havuzu (whatman filter, fA4) Ekim 2006 DGGE a22 | 359F/781R | 781R Oscillatoria sp. Ant-SOS 16S rRNA gene %90 AF263342.1 325
Kiiltive edilmemis Siyanobakteri klon H-D14 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence %97 DQ181732.1

Bor havuzu (whatman filter, fA4) Ekim 2006 DGGE a24 | 359F/781R | 781R Phormidium pristleyi ANT.LH52.6 16S rRNA gene %97 AY493579.1 | 304
Kiiltive edilmemis Siyanobakteri klon ZB126 %99 AY327203.1

Bor havuzu (whatman filter, fA4) Ekim 2006 DGGE a25 | 359F/781R | 781R Planktothricoides raciborskii 16S rRNA gene partial sequence %98 AB045964.1 315

Seydisuyu (Supor, Pall Life Science, fB2) | Ekim 2006 DGGE a26 | 359F/781R | 781R Siyanobakteri sp. IW11 partial 16S rRNA gene %99 AJ565868.2 323
Lyngbya majuscula CCAP 1446/4 16S ribosomal RNA gene, partial

Seydisuyu (Supor, Pall Life Science, fB2) | Ekim 2006 DGGE a28 | 359F/781R | 781R sequence %99 AY768394.1 | 315
Arthrospira maxima FACHB438 16S ribosomal RNA gene, complete

Porsuk Cay1 (Supor, Pall Life Science, fB3) | Ekim 2006 DGGE a30 | 359F/781R | 781R sequence %100 EF564663.1 316
Arthrospira fusiformis izolat AICB 670 16S ribosomal RNA gene partial

Bor havuzu (Supor, Pall Life Science, fB4) | Ekim 2006 DGGE a33 | 359F/781R | 781R sequence %97 AY672725.1 |309
Kiiltive edilmemis bakteri klon BSb13 %90 DQ836850.1

Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 DGGE bl 359F/781R | 781R Aphanothece sacrum genes for 16S ribosomal RNA, %90 AB116658.2] |327

Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 DGGE b2 359F/781R | 781R Leptolyngbya sp. 0BB30S02 partial 16S rRNA gene %89 AJ639892.1 372
Kiiltive edilmemis bakteri klon BSb13 %91 DQ836850.1

Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 DGGE b3 359F/781R | 781R Aphanothece sacrum genes for 16S ribosomal RNA %91 AB116658.2] |359
Kiiltive edilmemis bakteri klon BSb13 %90 DQ836850.1

Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 DGGE b5 359F/781R | 781R Aphanothece sacrum genes for 16S ribosomal RNA %90 AB116658.2] | 316
Kiiltive edilmemis bakteri klon BSb13 %90 DQ836850.1

Bor havuzu (whatman filter, fA1) Ekim 2006 DGGE b6 359F/781R | 781R Aphanothece sacrum genes for 16S ribosomal RNA %90 AB116658.2] |322
Kiiltive edilmemis Siyanobakteri klon RD017 16S ribosomal complete
sequence %91 DQ181674.1

Bor havuzu (whatman filter, fA2) Ekim 2006 DGGE b7 359F/781R | 781R Leptolyngbya sp.CNP1-B1-4 16S ribosomal RNA %91 AY239603.1 |359
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Microcystis sp. 1tu31s06 partial 16S rRNA gene; AM259270.1
Porsuk Cay1 (whatman filter, fA3) Ekim 2006 DGGE b10 | 359F/781R | 781R Microcystis aeruginosa izolat SPC 777 16S ribosomal RNA gene %100 EF121241.1 324

Microcystis sp. 1tu31s06 partial 16S rRNA gene; AM259270.1
Porsuk Cay1 (whatman filter, fA3) Ekim 2006 DGGEbll | 359F/781R | 781R Microcystis aeruginosa izolat SPC 777 16S ribosomal RNA gene %100 EF121241.1 324
Bor havuzu (whatman filter, fA4) Ekim 2006 DGGE b12 | 359F/781R | 781R Leptolyngbya sp.CNP1-Z1-C2 168 ribosomal RNA gene %99 AY239601 326
Bor havuzu (whatman filter, fA4) Ekim 2006 DGGE b13 | 359F/781R | 781R Leptolyngbya sp.CNP1-Z1-C2 16S ribosomal RNA gene %99 AY239601 319
Porsuk Cay1 (Supor, Pall Life Science, fB3) | Ekim 2006 DGGE b19 | 359F/781R | 781R Microcystis sp. 1tu31s06 partial 16S rRNA gene %100 AM259270.1 |318
Bor havuzu (Supor, Pall Life Science, {B4) | Ekim 2006 DGGE b22 | 359F/781R | 781R Leptolyngbya sp.CNP1-Z1-C2 168 ribosomal RNA gene %99 AY239601 319
Bor havuzu (Supor, Pall Life Science, {B4) | Ekim 2006 DGGE b23 | 359F/781R | 781R Leptolyngbya sp.CNP1-Z1-C2 16S ribosomal RNA gene %99 AY239601 359
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Cizelge 3.9 da da goriildiigii gibi yapilan DGGE analizi ile DGGE a jelinden
21, b jelinden ise 13 pozitif dizi analiz sonucu elde edilmistir. a jelindeki 1, 7, 22
no’lu bantlar, 2, 8, 12 no’lu bantlar, 3, 9, 13, 24 no’lu bantlar, 10, 26 no’lu bantlar,
11, 18, 28 no’lu bantlar, 16, 30 no’lu bantlar,19, 25 no’lu bantlar ve 21, 33 no’lu
bantlarin BLAST sonuglarinin ayni gen bankasi numarasima sahip oldugu
goriilmiistiir. Ayn sekilde b jelindeki 3, 5, 6 no’lu bantlar, 10, 11, 19 no’lu bantlar
ve 12, 13, 22, 23 no’lu bantlarin BLAST sonuclari da aynm1 gen bankasi

numarasina karsilik gelmistir.

3.4.4. “Chimera” Analiz Sonuc¢larn

Chimeric DNA analizi, daha once de belirtildigi gibi Ribosomal DataBase
Project II ve Bellerophon web sitesinde var olan Chimera Check ile olasi
“chimer” lerin varlig1 analiz edilmistir. Bellerophon analizi, mail ile ¢alisan bir

sistemdir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.12°de gosterilmistir.

E-posta letilerini Getir || “Yeni E-posta lletisi 1] Klasirler 1] Adres defteri || Takvim || Ayarlar
E-pasta ilatilerin aku

Tarih : Fri, 78 Dac 2007 02:52:31 #1000

Buraya ta | Gelen posta (101 £-posta iletileri, 5 Glunmayan) ~ Tap

[C¥anitis | vanetls & %il | Tamini yantls | [lst | Vénlandir | Eapnsk | Tikm Gethilglyl géster [ frcaki | sonraki | 5il | vazdie -pasta ilatiss - 97101 |
job tle: doctorate student

"% sequences are re-aligned using dustalw
=% Hubar-Huganhalts comastion used
% The chesen Windom sits 208

&l chimeras reported below are worth checking manusly even if their
prefarance scoras are cloge 1o 3.0
Mo elear chimaric saquence found

Snqeancas that wers chackad

={B1-e135
>fBi-din

11 re=running your dataset without the chimerss repomed sbove may
idactify addEonn putative chamaras

start of ealculstion : Fri D 28 02:40:16 2007
#nd of caleulstion * Fm Dec 28 02:40:17 2007

| fantls | vantlawsil | Tumiing yantls | iet | vénlendic | kaynak | Tikm Gisthilgiyl géster | Onceki | sonraki [sil] Yazdie | T-posta ilstis - w/a01] .

& D litrreet
.-

74 Baslat 8 0 3 " [ wndsesivem. | T)ansdolilnwers.. | 3} AnsdokswebM.. T ansdoiwstm. | B tesm i betepronmater | Jsomiandee.. &L & 1047

Sekil 3.12. Bellerophon Analiz Sonucu



124

Bellerophon analizine gore analiz edilen sekanslarda chimeric sekans
bulunmadig1r anlasilmistir. Chimeric sekans olmadiginin emin olunmasi igin
ayrica diger bir analiz programi olan Ribosomal DataBase Project II web
sayfasinda var olan Pintail programi da kullanilmistir. Asagida elde edilen Pintail

analiz sonuglarina 1 6rnek verilmistir.

CHIMERA_CHECK version 2.7 written by Niels Larsen.

Short-ID : fA1 cll 10

Full name : fA1 cll 1092r, 510 bases, FEADA2FF checksum.
RDP data : Small Subunit rRNAs

Comments : A minimum of 100 unique oligos required

A total of 167 sequences were excluded
34381 sequences were included in the search
: The screening was based on 7-base oligomers
Date : Thu Dec 6 03:28:52 2007

CPU time : 1.33 seconds

[Caution] This service does not decide if your sequence is chimeric, it merely supports your
own decision. To understand the output below and what the program is doing with your data,
please consult the method description.




J ——————————————————————— —
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FRAGMENT 1, approximate sequence positions 1 to 220:

Short-1D

S ab

Full name

Olis
fA1 cll 10 | 216 fA1 cll 1092r, 510 bases, FEADA2FF checksum.
Cynp.par C [0.713 1414  |Cyanophora paradoxa (colorless flagellate alga) -- cyanelle.
Cynp.pa4 C [0.713 1414  |Cyanophora paradoxa (colorless flagellate alga) -- cyanelle.
Cynp.pa3 C [0.713 1414  |Cyanophora paradoxa (colorless flagellate alga) -- cyanelle.
IAF132793 0.708 1328  ['Plectonema boryanum" UTEX 485.
L1b.foveol 0.708 1368  [Leptolyngbya foveolarum str. Komarek 1964/112.
AF132771 0.708 1314  |Cyanothece ATCC51142 ATCC 51142.
Glcc.nos C  [0.704 1375  |Glaucocystis nostochinearum str. SAG 45.88 (blue green alga)
U70723 0.690 1405 U;lrlt?;ntlﬁed eukaryote OM270 16S ribosomal RNA gene,
Gloc.wit C  ]0.690 1375  |Gloeochaete wittrockiana str. SAG B 46.84 (blue green alga)
Anbn.cyli2  0.690 1422 |"Anabaena cylindrica" str. NIES19 PCC 7122.

FRAGMENT 2, approximate sequence positions 221 to 504:

Short-1D S ab Olis Full name
Al ol 10 L hs1 fA1 cll 1092r, 510 bases, FEADA2FF

- = checksum.
AF132792 0.562 1335 Prochlorothrix hollandica.
IAJO07866 0.559 1326 |klon LD16.
IAJ007907 0.555 1329 Prochlorothrix hollandica.

Octopus Spring microbial mat DNA from

env.OS_J 0.530 1035 Yell(f)wstoﬁe NgP klon Type J.
Syn.elonga 0.530 1363 Synechococcus elongatus.
AF132772 0.527 1332 Synechococcus ATCC700243 str. C1 ATCC
- 700243.
IAB003168 0.527 1367 "Oscillatoria neglecta” str. M-82.
IPsan.bicep 0.498 1324 Pseudoanabaena biceps PCC 7367.
IAF091110 0.498 1344 "Plectonema F3" str. F3.
ID88288 0.498 1301

Synechococcus sp. PCC 7942.
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FULL LENGTH SEQUENCE, from position 1 to 504:

Short-1D S ab Olis Full name
A1 oIl 10 i 126 fA1 cll 1092r, 510 bases, FEADA2FF
- = checksum.
Syn.clonga 0.580 1363 Synechococcus elongatus.
Synechococcus ATCC700243 str. C1
AF132772 0.580 1332 A TCC 700243,
IAB003168 0.572 1367 "Oscillatoria neglecta" str. M-82.
IAF091110 0.572 1344 "Plectonema F3" str. F3.
Octopus Spring microbial mat DNA from
env.0S_J 0-570 10335 [Yellowstone NP klon Type J.
IAJO07908 0.568 1343 "Oscillatoria limnetica" str. MR1.
AF132771 0.564 1314 Cyanothece ATCC51142 ATCC 51142.
IAF132793 0.558 1328 "Plectonema boryanum" UTEX 485.
Leptolyngbya foveolarum str. Komarek
IL1b.foveol 0.558 1368 1964/112.
IAB003165 0.556 1370 Phormidium mucicola str. M-221.
Synechococcus ATCC700245 str. P1
AF132774 0.556 1295 ATCC 700245,
Synechococcus ATCC700246 str. P2
AF132775 0.556 1295 ATCC 700246,
IL1b.borya2 0.551 1239 Leptolyngbya boryanum PCC 73110.
D90916 0.549 1406 Synechocystis sp. PCC 6803.
Sncy.6803B 0.549 1406 Synechocystis sp. PCC 6803.
Sncy.6803A 0.549 1406 Synechocystis sp. PCC 6803.
Sncy.6803 0.549 1406 Synechocystis sp. PCC 6803.
IAB003163 0.545 1348 "Oscillatoria" sp. str. M-117.
IAB003167 0.543 1368 Phormidium ambiguum str. M-71.
AF132783 0.541 1333 [ Xenococcus PCC7305 PCC 7305.
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Elde edilen sonuglara bakildiginda, programimm metot taniminda da
anlatildig1 gibi, gercek bir chimerik dizi ile elde edilen grafikte, kirilma noktasina
kadar diizgiin bir artan egri ve kirilma noktasindan sonra da diizgiin bir azalan egri
elde edilmesi gerekmektedir. fA1 cll 6rnegi ile elde edilen sonuca bakildiginda,
kirilma noktasi Oncesi ve kirilma noktasi sonrasinda diizgiin bir grafik elde
edilmedigi goriilmektedir. Ayrica gergek chimerik bir dizide olmas1 gereken diger
ikinci bir kriter ise, kirilma noktasina kadar elde edilen fragment 1 ve kirilma
noktasindan sonra elde edilen fragment 2 nin “benzerlik score” degeri birebir ayni
(1,0) olmas1 gerekmektedir. fA1 cll 6rnegi ile elde edilen sonuca bakildiginda,
kirilma noktasi olan 220 noktasina kadar fragment 1 ile elde edilen benzerlik
skoru en yiiksek 0,713, fragment 2 ile elde edilen benzerlik skoru ise 0,562 dir.
Elde edilen bu ikinci sonu¢ sorgulanan dizinin chimerik olmadigini
gostermektedir. Gergek bir chimerik dizide olmasi gereken ii¢lincii parametre ise
“FULL LENGTH SEQUENCE?” ile elde edilen en yiiksek benzerlik skorunun,
fragment 1 ve fragment 2 ile elde edilen en yiiksek benzerlik skorlarindan belirgin
sekilde diislik olmasidir. fA1 cll 6rnegi ile elde edilen sonuca bakildiginda 0,580
degerinin, fragment 1 ile elde edilen 0,713 ve fragment 2 ile elde edilen 0,562
degerinden belirgin sekilde diislik olmadig1 anlasilmstir.

Program metot taniminda belirtilen bu kriterler g6z oniinde tutularak yapilan
incelemeler sonucunda, sorgulanan olasi chimerik dizilerden higbirinin belirtilen

tanimlara uymadig1 ve chimerik dizi elde edilmedigi sonucuna varilmistir.

3.4.5. Filogenetik Agacin Elde Edilmesi

Filogenetik aga¢ “TREECON for Windows (version 1.3b)” programi
kullanilarak, Neighbour-Joining metoduna gore elde edilmistir. Olusan dallarin
istatistiksel olarak dogrulugu “bootstrap” analizi ile 500 kez 6rnekleme yapilarak
belirlenmigtir. 4 filogenetik aga¢ elde edilmistir. Birincisi elde edilen izolatlarin
(Sekil 3.13.a), ikincisi elde edilen klonlarin (Sekil 3.13.b), iiglinciisii elde edilen
DGGE bantlarinin (Sekil 3.13.c) ve dordiinciisii ise, bu ii¢ havuz ve gen
bankasindan segilen en yakin iligkili sekanslarin tiimiiniin birlikte olusturdugu

filogenetik agactir (Sekil 3.13.d).
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Sekil 3.13.a. Elde edilen izolatlarin filogenetik iliskisi

Sekil 3.13.a’da goriildiigii gibi elde edilen izolatlarin 16S rRNA gen
tabaninda birbirleri ile olan evrimsel iliski ele alinmistir. Agacin istatistiksel
giivenilirligi incelendiginde “bootstrap” degerlerinin genel olarak %50’ nin
tizerinde oldugu ve bu nedenle giivenilir bir agac¢ topolojisi elde edildigi
anlagilmistir. M53, S26, M112, M95 ve M60 izolatlarinin %100 ayni kiime
icerisinde toplandig1 goriilmektedir. BLAST ile elde edilen sonuglar agacin

topolojisini desteklemektedir.
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Sekil 3.13.b. Elde edilen klonlarin filogenetik iliskisi

Sekil 3.13.b’de bor havuzundan elde edilen klonlarm 16S rRNA gen
tabaninda birbirleri ile olan evrimsel iliski ele alinmistir. Agacin istatistiksel
giivenilirligi incelendiginde “bootstrap” degerlerinin genel olarak %60’ 1n
tizerinde oldugu ve bu nedenle giivenilir bir aga¢ topolojisi elde edildigi
anlasilmistir. Aga¢ topolojisine bakildiginda genellikle alt dallanmalarin ana
dallanmalara gore daha giivenilir oldugu ortaya ¢ikmaktadir. fB1 cl18, fB1 cl36,
fB1 cl22, {B1 cl15’in %100 aynm grupta oldugu goriilmektedir. BLAST sonuglar1

agac topolojisini desteklemektedir.
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Sekil 3.13.c. Elde edilen DGGE bantlarinin filogenetik iliskisi

Sekil 3.13.c’de 1. Bor havuzu, Seydisuyu, Porsuk Cay1 100 no’lu istasyon

ve 2. Bor havuzu’ndan elde edilen DGGE bantla

birbirleri ile olan evrimsel iliski ele alinmistir. Agacin istatistiksel giivenilirligi

ak %27, %40 ve %43 degerleri

incelendiginde “bootstrap” degerlerinin genel olar

rinin 16S rRNA gen tabaninda

disinda topolojisinin giivenilir oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.13.d Elde edilen izolatlar, klonlar, DGGE bantlar1 ve gen bankasindan segilen en

yakin iligkili sekanslarin filogenetik analizi
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Sekil 3.13.d’de izolatlar, klonlar, DGGE bantlar ile elde edilen tiim gen
havuzunun, gen bankasindan secilen en yakin iligkili izolatler ile birlikte
olusturduklar1 filogenetik agacin topolojisi goriinmektedir. DGGE b10, b1l ve
b19 kiimesi, M103 kiimesi, M107 kiimesi, M60, M112, M53, M95, S26 kiimesi,
dgal6, dga33, dga2l, dga30 kiimesi, M65 kiimesi, dgal8, dgall kiimesi’'nin
iliskili olduklar1 en yakin tiirlerin sonuglart %100 diir ve bu sonuglar BLAST
sonuclarint desteklemektedir. Agacin diger dallarindaki “bootstrap” degerlerinin
bazilar1 ¢cok yliksek olmasa da 500 kez yapilan 6rnekleme sonucu olusturulmus en

giivenilir agaci temsil etmektedir.



134

4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Siyanobakteriler okyanuslar, tatli sular, ¢iplak kayalar ve toprak gibi hemen
hemen biitlin habitatlarda yer almaktadirlar. Cogu tath sularda, daha az bir kismi1
ise deniz, nemli topraklar ve hatta ¢ollerde bulunmaktadir. Bazilari ise likenler,
bitkiler, ¢esitli protistler ya da siingerler ile endosimbiyont olup konukguya enerji
saglamaktadirlar.

Prokaryotik ve fototrofik yapilarindan dolay: Siyanobakteriler baslangicta
prokaryotik algler icerisinde gruplandirilmiglardir. Siyanobakterilerin geleneksel
metotlara gore siniflandirilmast morfolojik ve sitolojik o6zelliklerine baglh
olmustur (Anagnostidis ve Komarek 1989). Daha sonralar1 mavi-yesil alglerin
kloroplast ve membran ile c¢evrili nukleuslarinin olmadiginin anlasilmast,
Siyanobakterilerin yesil alglerden ¢ok bakteriler ile yakin iligkili oldugunu ortaya
cikarmustir. Siyanobakterilerin farkli taksalar arasindaki taksonomik farklilasmasi
morfolojik farkliliklarina dayanmaktadir. Siyanobakteriler morfolojilerine gore 5
boliimde siiflandirilirlar. Bunlar; Chroococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales,
Nostocales ve Stigonematales dir. Klasik taksonomik ayirimlarda hiicre
morfolojisi ve hiicrelerin boliinme diizlemi kriter olarak kullanilmistir.

Calismamizda 2006 yili boyunca Porsuk Cayi, Seydisuyu ve Bor
Havuzundan alinmigs olan su Orneklerinin kimyasal analiz sonuglarina
bakildiginda, Porsuk Cayi’ndaki her bir istasyona ait kimyasal parametrenin
oldukca farkli oldugu goriilmektedir. Porsuk Cayi’na Kiitahya’dan baslayarak
Kiitahya Belediyesi Mezbahasi, Kiitahya Belediyesi Kanalizasyon Atiklari,
Kiitahya Seker Fabrikasi, Giiral Porselen Sanayi, Kiitahya Tiigsas Giibre
Fabrikasi, Kiitahya Porselen Sanayi, Kiimag Magnezit Fabrikasi, Kiitahya
Seyitomer Termik Santrali yikama sular1 (Felent Cayi ile), Kiitahya Harlek Ilicas1
evsel atik sulari, tarimsal faaliyetler sonucu olusan kirlenmis sular verilmektedir.
Eskisehir ilinden Porsuk Cayma Ford Otosan Inénii Tesisleri, Yurtbay Seramik,
Efes Seramik, Kiikrer Gida San. Tic. Ltd.Sti, Sarar Basma San. ve Tic. A.S.,
Tilomsas Lokomotif ve Motor San. A.S., Tusas Motor San. A.S., Organize
Sanayi Bolgesinin evsel ve endiistriyel atik sulari, Seker Fabrikasi A.S., Hava

Ikmal Bakim Merkezi-Dersan Deri Sanayi San. Ltd. Sti.,, Giiven Siit A.S.,
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Danonesa Gida San. A.S., Alpu ve Beylikova Ilceleri kismi evsel atiklari
verilmektedir. Porsuk Cay1’na, belirtilen bu evsel ve endiistriyel atiklarin verildigi
g6z oOnilinde tutuldugunda her bir istasyona ait olan kimyasal parametrenin farkli
olmas1 da beklenen bir durum olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Eskisehir-Seyitgazi sulama sebekesinin baglica su kaynagi olan Seydisuyu
ve Seydisuyu'nun iki ayr1 kolu iizerinde, DSI' nin insa etmis oldugu sulama amagl
Kunduzlar ve Catoéren Barajlar1 yer almaktadir. Seydisu Etibor Kirka Boraks
Isletmesi’nin atiklar1 ve tarimsal faaliyetler ile kirlenmektedir. Seydisuyu
tizerindeki 4 istasyondan alman su Orneklerinin ortalama kimyasal
parametrelerinin de farklilik gosterdigi ayrica Porsuk Cayi, Seydisuyu ve Bor
havuzu’ndaki sularin kimyasal yonden birbirlerinden oldukg¢a farkli olduklari
goriilmektedir.

Porsuk Cayi, Seydisuyu ve Bor havuzundaki bor miktarlarina bakildiginda
bor havuzundaki bor igeriginden (4,98 mg/l) sonra en yiiksek bor igeriginin
Seydisuyu iizerindeki 137 no’lu istasyona (4,18 mg/l) aittir. Porsuk Cayi’ndaki
tiim istasyonlara ait bor i¢eriklerinin ise bu bolgelere oranla oldukg¢a diisiik oldugu
ortaya ¢ikmistir. Her ii¢ bolgeye ait olan su orneklerindeki pH degerlerine
bakildiginda tiim su 6rneklerinin bazik 6zellikte oldugu dikkati cekmektedir.

Aldigimiz su Ornekleri mikroskobik olarak incelendiginde en fazla
morfolojik ¢esitliligin Porsuk Cayi’nda oldugu ve en az morfolojik ¢esitliliginde
bor havuzundan alinan su 6rnegine ait oldugu belirlenmistir. Bor havuzu’ndan
alinan su oOrneklerinde genellikle tek tip ince filamentli Oscillatoria benzeri
Siyanobakteri hiicreleri goriilmiistiir.

Calismamizda elde edilen izolatlarin 98 tanesi Porsuk Cayi’ndan, 29 tanesi
Seydisuyu’ndan ve 14 tanesi bor elementi iceren atik su havuzundan izole
edilmistir. Porsuk Cayi’ndan elde edilen izolatlarin 35 tanesinin tek hiicreli, 63
tanesinin filament6z oldugu, Seydisuyu’ndan elde edilen izolatlarin 6 tanesinin
tek hiicreli ve 23 tanesinin filamentdz oldugu, bor elementi iceren atik su
havuzundan elde edilen 14 adet izolatin ise filamentdz oldugu yapilan
mikroskobik incelemeler ile anlasiimistir.

Porsuk Cay1, Seydisuyu ve Bor havuzu’ndan elde edilen Siyanobakterilerin

morfolojik 6zelligine bakildiginda filamentdz Siyanobakterilerin her {i¢ bolgede
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de sayica ve c¢esitlilik olarak tek hiicreli olanlardan daha fazla oldugu
bulunmustur. Filamentdz izolatlarin agirlikli olarak Leptolyngbya ya da
Oscillatoria cinsine ait oldugu, tek hiicreli izolatlarin ise Synechococcus cinsine
ait olabilecegi mikroskobik olarak tespit edilmistir.

Calismamiza benzer bir c¢aligma olarak Siyanobakteri izolasyonu ve
tanimlanmasi ile ilgili Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada, Mogan Golii (Ankara-
Tiirkiye) sivrisinek beslenme alanlarindaki  Siyanobakteri cinsleri ve
yogunluklarinin Agustos-Eyliil doneminde (6zellikle Chrococcus sp. miktarinin)
arttig1 belirlenmistir. Alinan su 6rneklerinden alt1 adet tek hiicreli Siyanobakteri
izole edilmis ve bunlarm kiiltiirleri hazirlanmistir. Izole edilen Siyanobakterilerin
morfolojik analizlerine gore Synechococcus, Gleocapsa ve Synechocystis
cinslerine ait olduklar tespit edilmistir (Cetinkaya-Donmez ve ark. 1999). Bu
calisma disinda iilkemizde belli bir ortamdaki Siyanobakteriyel ¢esitliligi ortaya
koymak amaciyla yapilmis detayli bir calismaya rastlanmamaistir.

Canl1 hiicre sayim1 ya da en muhtemel say1 teknikleri, ¢cevresel drneklerdeki
aktif hiicrelerin sayisinin belirlenmesi i¢in siklikla kullanilan yontemlerdir ancak
bu metotlar belirli organizmalar1 sectikleri igin yetersizdirler. Oligotrofikten
mesotrofik habitatlara kadar, direk mikroskobik sayimlar canli hiicre sayisininin
cok cok iizerindedir. Bu durum sediment ve toprak icin de gecerli olmaktadir
(Amann ve ark. 1995). Cizelge 4.1.’de kiiltiire alinabilen bakterilerin toplam hiicre

sayist ile karsilagtirmasi % olarak verilmistir.

Cizelge 4.1. Kiiltiire alinabilen bakterilerin toplam hiicre sayisi ile karsilastirmasi

Habitat Kiiltiire aliabilirlik (%) *
Deniz suyu 0,001-0,1
Tath su 0,25
Mesotrofik gol 0,1-1
Kirlenmemis hali¢ sulart 0,1-3
Aktif camur 1-15
Sedimentler 0,25
Toprak 0,3

*Kiiltiire alinabilen bakterilerin CFU olarak degeri (Amann ve ark. 1995).
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Cizelgeden de goriildiigil lizere tlim habitatlar i¢in kiiltiire alinabilirlik oran
ile gercek say1 arasinda oldukga yiiksek bir fark vardir. Bu nedenle yeni molekiiler
yaklagimlar, kiiltiire akinmayan ger¢ek mikrobiyal ¢esitliligin ortaya konmasini
saglamaktadir. Son yirmi yildir bilim adamlar1 mikroorganizmalarin filogenisi ve
populasyon ¢esitliligi ile ilgili sorulara cevap olarak molekiiler teknikleri
gelistirmeye  calismiglardir.  Kiiltiirden  bagimsiz  ¢alismalar,  dogal
kommiinitelerdeki mikroorganizmalarin gesitliligini incelemek icin yararl araclar
saglamaktadir. Belirtilen bu nedenlerden dolay1 bir ortamdaki mikrobiyal
cesitliligin kesin olarak ortaya konmasi i¢in kiiltiirel yontemlerin molekiiler
yontemlerle desteklenmesi geregi ortaya ¢ikmistir ve ¢alismamizda kiiltiire alma
ve mikroskobik inceleme ¢alismalarinin yaninda Porsuk Cayi, Seydisuyu ve Bor
havuzu’ndaki  Siyanobakteriyel ¢esitliligin  belirlenmesi i¢in  molekiiler
yontemlerden de yararlanilmistir.

Evrimsel iliskileri incelemek icin 16S rRNA sekans benzerlik analizi,
prokaryot ve Okaryotlar icin oldukca gecerli bir yontemdir. Cevresel ornekleri
rRNA c¢alisarak karakterize etmek i¢in ilk girisimler yaklasik 20 yil once
baglamistir. Diger molekiiler tekniklerle birlikte rRNA yaklasimi, mikrobiyal
cesitliliginin analizi konusunda biiyiik bir potansiyel dogurmustur ve rRNA
yaklagimi yeni mikroorganizmalarin identifikasyonu ig¢in kiiltiirden bagimsiz
olarak gelistirilmis tekniklere bir alternatif saglamaktadir. 16S rRNA PCR temelli
yaklagimlar ~ Siyanobakteriyel kommunite yapisini ortaya koymak ig¢in
kullanilmaktadir. Mikrobiyal c¢esitliligin ¢alisilmasinda uygulanacak yontemin
secilmesi amaca ve analiz edilecek 6rnege gore degisebilmektedir. 16S rRNA gen
bolgesinin evrimsel siirecte olduk¢a korunmus bir bolge olmasi ve
mikroorganizmalarin identifikasyonu i¢in oldukca giivenilir sonuglar vermesi
nedeniyle bu gen bdlgesinin analizi calismamizda hem elde edilen izolatlarin
tanimlanmas1 hem de kiiltiire almadan Siyanobakteriyel ¢esitliligin belirlenmesi
amaciyla kullanilmistir (Amann ve ark. 1995).

Calismamizda elde edilen izolatlarin mikroskobik incelemesi yaninda bu
izolatlardan elde edilmis olan genomik DNA ekstraksiyonu sonrasinda 16S rRNA
PCR amplifikasyonu yapilmistir. Ayni restriksiyon profillerine sahip olan izolatlar

ayni ya da cok benzer 16S rRNA sekansina sahip olacaklarindan dolay1 elde
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edilen PCR f{iriinleri sekanslama basamagindan Once restriksiyon enzimleri ile
kesilmistir. Boylece sekanslanacak olan say1 siirlandirilmistir (Sjoling ve Cowan
2003; Taton ve ark. 2003).

Porsuk Cayi’'ndan elde edilen 98 adet izolatin 24 farkli grupta,
Seydisuyu’ndan elde edilen 29 adet izolatin 10 farkli grupta ve bor elementi
igeren atik su havuzundan elde edilen 14 adet izolatin ise tek bir grupta toplandigi
goriilmiistiir. Cizelge 3.2. de gosterildigi gibi Grup 3, Grup 4, Grup 5, Grup 6,
Grup 7, Grup 9, Grup 15, Grup 20, Grup 22’nin, Porsuk Cay1 ve Seydisuyu igin
ortak oldugu, Grup 7’nin, Porsuk Cayi, Seydisuyu ve bor elementi i¢eren atik su
havuzu igin ortak gruplar1 olusturdugu ve geriye kalan gruplarin Porsuk Cay1 ve
Seydisuyu i¢in tek bir grup olusturdugu anlasiimstir.

Cizelge 3.2 deki sonuglara bakildiginda, 24 gruptaki iiye sayisinin homojen
olmadig1 sonucuna varilmistir. Grup 1, Grup 4 ve Grup 7’nin en fazla sayida iiye
igerdigi, Grup 3, Grup 8, Grup 9, Grup 11, Grup 12, Grup 13, Grup 16, Grup 17,
Grup 19, Grup 21, Grup 23 ve Grup 24’iin bir ya da iki iiye icerdigi goriilmiistiir.

Elde edilen ARDRA gruplandirilmasindan sonra, her bir gruptan temsili bir
ya da 2 adet izolat se¢ilmis ve bu izolata ait 16S rRNA sekans analizi yapilmustir.
Grup 1’ den M60 ve S26, Grup 2’ den M56, Grup 3° den M85, Grup 4’ den M68,
Grup 5° den M77, Grup 6’ dan M86, Grup 7° den M28 ve B15, Grup 8 den M1,
Grup 9’ dan M24, Grup 10’ dan M65, Grup 11’ den M35, Grup 12’ den M95,
Grup 13° den M93, Grup 14’ den M53, Grup 15° den M9, Grup 16’ dan M107,
Grup 17° den M96, Grup 18’ den M103, Grup 2’ den M112, Grup 20’ den M129,
Grup 21° den M130, Grup 22’ den M113, Grup 23° den M120, Grup 24’ den M16
izolatlar1 secilerek dizi analizi yapilmustir.

Cizelge 3.3. de gosterilen 16S rRNA sekanslarina ait BLAST sonuglarina
bakildiginda Grup 2, 5, 7, 9 ve 24’lin Leptolyngbya, Grup 1, 12, 14, 18 ve 19’un
Synechococcus, Grup 8’in Cyanobium, Grupl5’in Anabaenopsis, Grup 11, 20 ve
23’iin  Phormidium, Grup 10’un Microcoleus, Grup 3, 4 ve 17’nin
Pseudanabaena, Grup 6’nin Synechocystis, Grup 13’lin Oscillatoria, Grup 16 nin
Snowella, Grup 22’nin Nostoc ve Grup 21’in Limnothrix cinslerine ait oldugu

goriilmiistiir. Elde edilen bu sonuglardan Leptolyngbya, Synechococcus ve
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Pseudanabaena cinslerinin daha fazla ARDRA grubunu temsil ettigi ve ayrica bu
cinslerin say1 olarak en fazla iiyeyi temsil ettigi de anlagilmistir.

Porsuk Cayr’ndan elde edilen 98 izolatin 21 istasyona gdére morfolojik
dagilimlar1 ve bu izolatlardan elde edilen genomik DNA’nin 16S rRNA
bolgesinin restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra elde edilmis olan ARDRA
gruplarinin sonuglar1 degerlendirildiginde Porsuk Cayi’ndaki en fazla cesitlilik
010, 205 ve 100 no’lu istasyonlardan elde edilmistir. 010 no’lu istasyondan elde
edilen 10 izolat igerisinde, filamentdz izolatlar 5 farkli grup (1 Leptolyngbya
grubu, 1 Microcoleus grubu, 2 Pseuduanabaena grubu, 1 Anabaenopsis grubu)
tek hiicreli izolatlar ise 2 farkli grupta (2 farkli Synechococcus grubu) toplanmis,
205 no’lu istasyondan elde edilen 7 izolat icerisinde, filament6z izolatlar 4 farkli
grupta (2 Leptolyngbya grubu, 1 Anabaenopsis grubu ve 1 Nostoc grubu), tek
hiicreli olanlar 2 farkli grupta (1 Symochococcus, 1 Symechocystis grubu)
toplanmis, 100 no’lu istasyonda ise elde edilen 12 izolat igerisinde, filament6z
izolatlarin 5 farkli grupta (2 Leptolyngbya grubu, 1 Pseudoanabaena grubu, 1
Anabaenopsis grubu ve 1 Phormidium grubu), tek hiicreli olanlarin ise tek grupta
(1 Synechococcus grubu) toplandigi ortaya c¢ikmugtir. Her ii¢ istasyonda da
filamentdz Leptolyngbya ve Anabaenopsis cinslerinin  ve tek hiicreli
Synechococcus cinslerinin ortak oldugu ortaya ¢ikmigtir.

206 ve 094 no’lu istasyonlarin ise hem say1 hem de cesitlilik olarak en az
Siyanobakteriyel ¢esitlilige sahip olduklar1 gozlenmistir. 206 no’lu istasyondan
Leptolyngbya ve Synechocystis cinsine ait olan birer izolat, 094 no’lu istasyondan
ise Microcoleus ve Synechococcus cinslerine ait olan birer izolat elde edilmistir.

Porsuk Cayi’nda en fazla cesitlilie sahip olan 010, 205 ve 100 no’lu
istasyonlara ait su Orneklerinin kimyasal analiz sonuglarina bakildiginda, 010
no’lu istasyonda ki klorir miktarimin (8,8 mg/ml) Porsuk Cayi’ndaki diger
istasyonlarla karsilastirildiginda en diisiik degere sahip oldugu ve yine 205 ve 100
no’lu istasyonlara ait olan kloriir degerlerinin de (sirasiyla 18 mg/ml ve 13,3
mg/ml) yine Porsuk Cayi’ndaki ¢ogu istasyona gore diisiik oldugu goriilmektedir.
Her ti¢ istasyona ait olan kimyasal parametreler goz 6niine alindiginda 205 no’lu
istasyonda organik madde miktarinin diger iki istasyona gore oldukca fazla

oldugu sonucu ortaya ¢ikmustir. Her ii¢ istasyondaki amonyak azotu degerine
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bakildiginda, 205 no’lu istasyona ait olan degerin (3,776 mg/ml) 010 ve 100 no’lu
istasyondaki degerlere gore (0,111 mg/ml ve 0,197 mg/ml) oldukca yiiksek
oldugu goriilmektedir. Her ii¢ istasyon icin belirtilen bu parametreler disindaki
degerlerde Porsuk Cayi’ndaki diger istasyonlarla ¢ok fazla farklilik olmadigi
sonucuna varilmistir.

Porsuk Cayi’ndaki en az gesitlilige sahip olan 206 ve 094 no’lu istasyonlara
ait olan su Orneklerinin kimyasal analiz sonuclar1 incelendiginde, en fazla
cesitlilige sahip olan 010, 205 ve 100 no’lu istasyonlarin kimyasal parametrelerine
yakin degerlerde oldugu gozlenmistir. Sonug olarak, her bir istasyonun sahip
oldugu kimyasal parametre ile icerdigi Siyanobakteriyel ¢esitlilik acisindan direk
bir iliski elde edilememistir.

Seydisuyu’ndaki c¢esitlilige bakilacak olursa 156 no’lu istasyonda elde
edilen 2 filamentoz izolatin 1 grupta (Leptolyngbya) ve 2 adet tek hiicreli izolatin
tek grupta (Synechocystis) toplandigi, 008 no’lu istasyondan elde edilen 4 adet
filament6z izolatin 3 farkli grupta (Pseudoanabaena, Leptolyngbya, Phormidium),
2 adet tek hiicreli izolatin ise tek grupta (Synechocystis) toplandigi belirlenmistir.
137 no’lu istasyondan elde edilen 8 adet filament6z izolatin 5 farkli grupta (2
Leptolyngbya, 1 Anabaenopsis, 1 Pseudoanabaena ve 1 Phormidium), 2 izolatin
ise tek grupta (Synechocystis) toplandigi, ayni sekilde 136 no’lu istasyondan elde
edilen 7 filamentoz izolatin 4 grup (3 Leptolyngbya, 1 Nostoc), ve 2 tek hiicreli
izolatin tek grupta (Symechocystis) toplandigi belirlenmistir. Elde edilen bu
sonuglar degerlendirildiginde filamentoz Leptolyngbya cinsinin ve tek hiicreli
Synechocystis cinsinin Seydisuyu’ndaki dort istasyonunda da ortak cinsler oldugu
belirlenmistir.

Yiiksek diizeyde bor elementi igeren atik su havuzunda ise elde edilen 14
adet filamentoz izolatin tek grupta (Leptolyngbya) toplanmasiyla bu bolgede
morfolojik olarak ¢esitliginin olmadig1 anlagilmis ayrica tek hiicreli izolat elde
edilememistir.

Sonug¢ olarak kiiltiirel yontemler ile Porsuk Cayi’ndan Synechococcus,
Cyanobium, Anabaenopsis, Leptolyngbya, Microcoleus, Pseudanabaena,
Synechocystis, Oscillatoria, Snowella, Nostoc, Phormidium ve Limnothrix

cinslerine ait izolatlar, Seydisuyu’'ndan Pseudanabaena, Anabaenopsis,
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Leptolyngbya, Phormidium, Synechocystis ve Nostoc cinslerine ait izolatlar Bor
havuzundan ise sadece Leptolyngbya cinsine ait izolatlar elde edilmistir.
Leptolyngbya nin her li¢ 6rnekleme bolgesinde de bulundugu ortaya ¢ikmustir.

Calismamizin diger bir kisminda kiiltirden bagimsiz c¢alisma olarak
Siyanobakteriyel ¢esitliligin belirlenmesinde klonlama ve Denature Edici
Gradient Jel Elektroforezi (DGGE) analizleri 16S rRNA gen bolgesini temel
alarak uygulanmistir.

Klonlama yontemi fA1 ve fB1 olarak isimlendirilen bor elementi i¢eren atik
su havuzundan alinan ornekten gergeklestirilmistir. Daha Once de anlatildigt
sekilde, alinan su 6rnegi iki agsamali olarak filtre edilmistir. Bunun nedeni alinan
su Ornekleri direkt olarak ikinci filtre olan Supor filter ile filtre edildiginde
filtrenin daha ilk 20 ml o&rnek gegirildiginde tikanmis olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle alinan 500 ml su ornegi oncelikle Whatman
kagidi ile kaba olarak siiziilmiis ve ardindan bu siiziintii ikinci filtre ile filtre
edilmistir. Bu yonteme literatiirde daha 6nce rastlanmamistir. Bu yontem birinci
filtrasyon islemi olan Whatman filtrenin DNA ekstraksiyonu islem
basamaklarinda kullanilabilirligini ve kullanilan ikinci filtre (Supor filter) ile
biyogesitlilik bakimindan farklilik gosterip gostermeyeceginin ortaya konmasi
bakimindan 6nemli bir bilgi saglamaktadir.

Daha once anlatildigi gibi su Orneginin filtrasyon iglemlerinden sonra
filtredken DNA ekstraksiyon basamagi uygulanmis ve ardindan 16S rRNA
bolgesinin PCR ile amplifikasyonu gerceklestirilmistir. PCR iirlinlerinin
elektroforez ile belirlenmesi, bize Whatman filtrenin DNA ekstraksiyonunda
kullanilabilecegini gostermistir. Elde edilen PCR iiriinlerinin restriksiyon
enzimleri ile kesilmesi sonucu Cizelge 3.6.’da gdsterilen sonuglar elde edilmistir.
Birinci filtre olan Whatman kagidi ve ikinci filtre olan Supor filtreden elde edilen
ARDRA gruplarindan bazilarinin ortak oldugu fakat her iki filtrenin kendi basina
farkli ARDRA gruplar1 da olusturdugu goriilmiistiir. Whatman filtre ile 11 farkl
ARDRA grubu, Supor filter ile 5 farkli ARDRA grubu elde edilmis, bunlardan
sadece iki grubun ortak oldugu goriilmistir. Elde edilen bu sonuglar
degerlendirildiginde Whatman kagidi ile aslinda daha fazla ¢esitlilik elde edildigi

sonucuna varilabilmektedir ancak ikinci filtre ile farkli gruplarin ortaya ¢ikmasi
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aslinda her iki filtrenin de kullanilmasi gerektigini ortaya koymaktadir. Elde
edilen ARDRA gruplarindan en fazla liye sayis1 Grup 1, 2, 3 ve 4’¢e aittir. Diger
gruplar bir ya da iki iiye sayisina sahiptirler. Daha 6nce izolatlar ile elde edilen
ARDRA gruplarinda oldugu gibi klonlar i¢inde ayni yontem uygulanmis ve her
bir grubu temsilen sekans analizi i¢in bir klon secilmistir. Sekans isleminden
sonra sonuglar yorumlandiginda, klonlara ait olan sekans dizilerinin BLAST
lanmasi ile elde edilen benzerlik oranlarindan bazilarinin %97’ nin altinda oldugu
goriilmiistiir. Bu klonlar Cizelge 3.7.de de goriildiigi gibi fA1 klon 1, fA1 klon 4,
fA1 klon 8, fA1 klon 9, fA1 klon 10, fA1 klon 11, fA1 klon 12, fA1 klon 14, fAl
klon 18, fA1 klon 20, fA1 klon 27, fB1 klon 17, fB1 klon 20, fB1 klon 24°diir. Bu
klonlarin benzerlik yiizdelerinin diisiik olmasi, acaba bu sekanslar bir “chimer” mi?
Sorusunu akla getirmigtir. Chimeric diziler daha once de belirtildigi gibi PCR
sirasinda meydana gelen hatalardan dolay:1 farkli atasal dizilerin bir karigimini
iceren yapay dizilerdir. Eger sekans bir chimer ise, bunu belirlemek i¢in ¢esitli
yontemler uygulanabilmektedir. Bunlardan birincisi, kabaca bir fikir edinmek i¢in
ilk olarak kullanilabilecek bir yontemdir. Elde edilen dizi analizi sonucu ikiye
boliinerek tekrar BLAST landiginda her iki parca dizi ile elde edilen BLAST
benzerlik degeri eger %97 ve lizerinde ise bu dizinin bir chimer olabilecegini
isaret etmektedir. Cizelge 3.8 de gosterildigi gibi, bizim elde ettigimiz BLAST
benzerlik degerleri hala %97 nin altindadir. Bu nedenle uygulanan birinci adim
sonucuna gore, “bu diziler kesinlikle chimer degildir” denilebilmesi i¢in daha
baska analizlerin yapilmis olmasi gerekmektedir. Daha once anlatildigi gibi
Chimeric DNA analizi, Ribosomal DataBase Project II ve Bellerophon web
sitesinde var olan Chimera Check ile olast chimer lerin varlig1 analiz edilmistir.
Sekil 3.14.’de gosterilen Bellerophon analiz sonucuna gore, chimeric bir

dizi elde edilmemistir. Bunun yaninda, diger bir program olan “Chimera Check”
ile de ikinci bir analiz yapilmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda chimeric bir
dizi olmadig1 anlasilmistir. Gergek bir chimeric dizide olmasi gereken ozellikler
daha once bulgular béliimiinde bahsedilmistir. Chimeric dizi elde edilmediginden
yola cikarak, BLAST benzerlik yiizdesi diisiik olan dizilerin yeni tiirlere ait

olabilecegi diislinlilmiistiir. Ancak bunun dogrulanmas: i¢in, ayni ortamlardan bu
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tiirlerin izole edilerek detayli genom analizlerinin yapilmasi gerektigi sonucuna
varilmstir.

Sonug olarak Bor havuzundan Cizelge 3.7.’de gosterildigi gibi klonlama
yontemi ile Leptolyngbya, Merismopedia ve Nostoc cinsine ait olan
Siyanobakteriyel sekanslar ve kesin olarak tanimlamayan sekanslar elde edilmistir.

Bor havuzunun igerdigi bor miktar1 nedeniyle ekstrem bir ¢evre oldugunu
diisiiniirsek, bu calismada elde edilen klonlar yeni ve heniiz kiiltiire alinmamis
mikrobiyal tilirleri de igaret edebilecegi diisiiniilmektedir. Ancak 16S rDNA
sekans1 tek basina, tanimlanan organizmanin fizyolojik ve biyokimyasal
potansiyeli konusunda bilgi saglayamamaktadir. Ayrica, bilinen diger
organizmalara yliksek derecede 16S rDNA farklilifi goOsteren organizmalarin
kesfedilmesi, yeterli bir bilgi bankasi eksikliginden de kaynaklanabilmektedir.
Diger yandan bu durum, ekstrem kosullardaki hayata 6zellesmis, dar bir grup
organizmanin varligini da isaret edebilmektedir (Pearl ve ark. 2000).

Calismamiza benzer bir ¢alisma olarak Ward ve ark. (1990) tarafindan
yapilan ¢alismada 55°C’de gelisen bir Siyanobakteri kiimesini ¢aligmak i¢in 16S
rRNA gen bolgesini klonlamislardir. Sekiz farkli sekans tipinin ayrimini
gerceklestirmislerdir. Bu sekans tiplerinin hig birisi, kiiltiire alinmis yaklasik 1000
bakteriyel ve Archael tiirden tlirevlenen 16S rRNA databankasindaki sekanslar ile
eslesmemistir ve belli bir ortamdaki toplam mikrobiyal populasyona ait olan
genomik DNA’dan yapilan PCR yonteminin chimerlerin olugsmasi bakimindan
problem yarattig1 ortaya konmustur. Bu nedenle de ¢alismamizda belirtilen bu
chimeric analizler yapilmistir.

16S rRNA PCR-DGGE (Polimeraz Zincir Reaksiyonu Denatiire Edici
Gradient Jel Elektroforezi) mikrobiyal kommunitelerin genetik g¢esitliliginin
belirlenmesinde en c¢ok kullanilan yontemlerden birisidir. Bu metot ayni
uzunluktaki fakat farkli sekanstaki kiiciik DNA fragmentlerinin (maksimum 1000
bp) farkli erime 6zelliklerine gdre ayrimina izin veren bir tekniktir. Tek bir baz
farkliligina sahip fragmentler bu teknikle ayrilabilmektedirler. Cift iplikli
fragmentlerin tamamen denaturasyonunu onlemek i¢in bir GC etiketi forward
primerin 5 ucuna eklenmektedir. DGGE bantlarinin pozisyonu ve yogunlugu

dogal ornekteki ¢esitliligin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Myers ve ark. 1985;
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Muyzer 1999; Nollau ve Wagener 1997; Garcia-Pichel ve ark. 2003; Lyautey ve
ark. 2005; Song ve ark. 2005).

Bu yontem aslinda insan genomik DNA’sindaki nokta mutasyonlari
belirlemek icin gelistirilmistir (Sheffield ve ark. 1989). Niibel ve ark. (1997) bu
yontemi Siyanobakteriyel biyogesitliligin belirlenmesi amacina yonelik olarak
gelistirmiglerdir. 379 bp’lik 16S rRNA gen sekansi igin CYA359F (forward),
CYA781R(a) ve CYA781R(b) (reverse) Siyanobakteriyel primerlerini
tasarlamuslardir. CYA781R(a) ve CYA781R(b), 5 -3’ yoniinde pozisyon 7 ve 23
de iki polimorfik baz ile farklilik gostermektedir. V3 ve V4 bolgelerine karsilik
gelen bu primerler filogenetik degerlendirme i¢in 6nemli bilgi icermektedirler (Yu
ve Morrison 2004).

DGGE yontemi ile yapilan ¢alismamizda, birinci bor havuzu, Seydisuyu,
Porsuk Cay1 ve ikinci bor havuzundan alinan su ornekleri Siyanobakteriyel
cesitliligi belirlemek amaciyla kullanilmistir. Daha 6nce anlatildig1 gibi, yapilan
semi-nested PCR sonrasinda DGGE a ve DGGE b jelleri elde edilmistir.

DGGE a jelinden elde edilen bant profillerine bakildiginda, DGGE al,
DGGE a2, DGGE a3 bantlar1 birinci bor havuzundan elde edilmis birinci filtre
olan fA1l, DGGE a7, DGGE a8, DGGE a9 bantlar1 ise ikinci filtre olan fB1
filtrelerine aittir. Her iki filtre ile elde edilen bant profillerinin pozisyonunun
benzer oldugu goriilmiistiir. Benzer bant profillerinin BLAST sonuglarinin ayni
oldugu goriilmiistiir. fB1 filtresi ile fA1 filtresine ilave olarak elde edilen DGGE
a5 ve DGGE a6 batlarinin dizi analizi sonucu elde edilememistir. Bu sonug, bu
bantlarin gercekten Siyanobakterilere ait olmadigini ya da bu bantlarin saf
olmamas gibi ihtimallerle agiklanabilmektedir. DGGE al ve DGGE a7 bantlarina
ait BLAST benzerlik yiizdesinin diisiik oldugu (% 89, Oscillatoria) goriilmektedir.
Klonlama yonteminde oldugu gibi DGGE yonteminde de diisiik BLAST benzerlik
yiizdesi olan sonugclar elde edilmistir. Bu sonuclar bor havuzundan yeni tiirlerin
elde edilebilecegi sonucunu desteklemektedir. Birinci bor havuzundan DGGE
yontemi ile Nostoc ve Phormidium cinslerine karsilik gelen tiir sonuglart elde
edilmistir. Bor havuzundan elde edilen izolatlar daha 6nce belirtildigi gibi sadece
Leptolyngbya cinsine karsilik gelmistir. Birinci bor havuzundan yapilan klonlama

sonucu Leptolyngbya, Merismopedia ve Nostoc cinslerine ait olan klonlar elde
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edilmistir. Buradan yola ¢ikarak, bor havuzundan sadece Leptolynbya cinsine
karsilik gelen tiirlerin izole edilebildigi, DGGE yontemi ile elde edilen Nostoc ve
Phormidium a ait olan tiirler ve klonlama ile elde edilen Merismopedia ve Nostoc
cinslerine ait tiirlerin elde edilemedigi ortaya ¢ikmistir. Bu sonuglardan birinci bor
havuzundan Leptolyngbya cinsinin kiiltiirel yontemler ve klonlama ile, Nostoc
cinsinin ise hem klonlama hem de DGGE yontemi ile elde edildigi belirlenmistir.
Ayrica yapilmis olan klonlama ve DGGE ydntemleri ile elde edilmis olan cins
sonuclarinda farklilik oldugu da ortaya ¢ikmistir. Calismamizda elde edilen bu
veriler yapilan calismalar ile paralellik gostermektedir (Boutte ve ark. 2005;
Calusinka 2005).

Ikinci bor havuzuna ait olan DGGE a jelindeki fA4 ve fB4 filtrelerine ait
olan bant profillerine bakildiginda DGGE a21, DGGE a22 pozitif bantlar1 birinci
filtre olan fA4’den, DGGE a33 numarali pozitif bant ise ikinci filtre olan fB4’den
elde edilmistir. Ayn1 pozisyona karsilik gelen DGGE a21 ve DGGE a33 bantlar
Arthrospira cinsine karsilik gelmistir. DGGE a22 batina ait olan BLAST
benzerlik ylizdesinin birinci bor havuzundan elde edilen DGGE al ve DGGE a7
bantlart gibi diisiik BLAST benzerlik oranina (%90, Oscillatoria) sahip oldugu
goriilmiistir. DGGE al, DGGE a7 ve DGGE a22 bantlarmin jeldeki
pozisyonlarmmin benzer olmasi elde edilen bu belirsiz cins sonucunu
desteklemektedir. 2. kez elde edilen bu DGGE sonuglar ile klonlama sonuglarina
paralel olarak bu bélgedeki olasi yeni tiirlerin varlig1 desteklenmistir. Tkinci bor
havuzundan DGGE yontemi ile Arthrospira, Phormidium, Planktothricoides
cinslerine ait olan sekanslar kesin olarak tanimlanmustir.

Seydisuyuna ait olan DGGE a jelindeki fA2 ve fB2 bant profillerine
bakildiginda, yine benzer bant profillerinin elde edildigi gorilmektedir. fA2
filtresi ile Cyanobacterium, Lyngbya, Nostoc ve Phormidium cinslerine karsilik
gelen sonuclar, fB2 filtresi ile yine Cyanobacterium ve Lyngbya cinslerine
karsilik gelen sonuglar elde edilmistir. Seydisuyu’ndan elde edilen izolatlarin
karsilik geldigi cinsler daha once belirtildigi gibi Pseudoanabaena, Leptolyngbya,
Synechocystis, Phormidium, Anabaenopsis ve Nostoc’dur. Seydisuyu’ndan DGGE

yontemi ile farkli olarak Cyanobacterium cinsine ait sonuglar elde edilmigtir.
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Porsuk Cay1 100 no’lu istasyona ait olan DGGE a jelindeki fA3 ve fB3 bant
profillerine bakildiginda fA3 filtresi ile daha fazla bant profilinin elde edildigi
gorlilmektedir. fA3 filtresi ile Arthrospira, Lyngbya ve Planktothricoides cinsleri,
fB3 filtresi ile sadece Arthrospira cinsine karsilik gelen sonuglar elde edilmistir.
Porsuk Cay1 100 no’lu istasyondan elde edilen izolatlarin daha 6nce de belirtildigi
gibi  Leptolyngbya, = Anabaenopsis,  Pseuduanabaena,  Phormidium  ve
Synechococcus cinslerine ait olduklari bulunmustur. Bu sonuglardan da goriildiigii
tizere kiiltlire alma yontemi ve DGGE yo6ntemi ile Lyngbya disinda ortak cins elde
edilememistir.

DGGE a jeli ile elde edilen tiim sonuclar degerlendirildiginde 4 bdlgede de
birinci filtre ile daha fazla sayida bant ve dolayisi ile daha fazla sayida gesitlilik
elde edilmistir. Jel iizerinde benzer bant pozisyonuna sahip olan bantlarin benzer
BLAST sonucunu verdigi goriilmiistiir. Ayrica DGGE a2 jelinde CYA781R(a)
primeri  kullanmldigi i¢in  filament6éz  Siyanobakterilerin fazla olmasi
beklenmektedir. Elde edilen bantlarin BLAST sonuglarina bakildiginda biitiin
bantlarin filamentéz Siyanobakterilere ait oldugu goriilmiis ve calismamiz bu
bakimdan literatiirle paralellik gostermistir (Boutte ve ark. 2005).

Tek hiicreli Siyanobakterileri belirlemek amaciyla yapilan DGGE b jelinden
elde edilen bant profiline bakildiginda, DGGE a jelinden say1 ve yogunluk olarak
daha az bant elde edildigi goriilmiistiir. Dolayisiyla bu ortamlardaki tek hiicreli
Siyanobakteri popoulasyonun ¢esitlilik ve say1 olarak filamentdz olanlara gore
daha az oldugu sonucuna varilmistir.

Birinci bor havuzundan elde edilen fA1 filtresine ait olan 5 bandin BLAST
benzerlik yilizdesinin %89-90 oldugu ve tam bir identifikasyon sonucunun elde
edilemedigi gorilmistiir. Elde edilen bu sonuglar daha 6nce klonlar ve DGGE a
jelinden elde edilen belirsiz identifikasyon sonuglari ile uyusmaktadir. Dolayisiyla
bu bantlara ait sekanslarin yeni tiirleri temsil etme olasilig1 desteklenmistir.

Ikinci bor havuzuna ait olan DGGE b jelindeki fA4 ve B4 filtrelerine ait
olan bant profillerine bakildiginda DGGE b12, DGGE al3 pozitif bantlar1 birinci
filtre olan fA4’den, DGGE b22 ve DGGE b23 numarali pozitif bantlar ise ikinci
filtre olan fB4’den elde edilmistir. ki filtreden elde edilen bu bantlarin
pozisyonlarinin benzer oldugu goriilmiistiir. Elde edilen bu 4 banda ait BLAST
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sonucu Leptolyngbya cinsine karsilik gelmektedir. Bor havuzundan yapilmis olan
kiltiirel calismalar ile de sadece Leptolyngbya cinsine ait olan izolatlarin elde
edilmesi bu sonuglar ile paralellik gostermistir.

Seydisuyuna ait olan DGGE b jelindeki fA2 ve fB2 filtrelerine ait olan bant
profillerine bakildiginda, fA2 filtresinden sadece 1 tane pozitif PCR reaksiyonu
veren DGGE bandi elde edilmistir. ikinci filtreyi temsil eden fB2’de higbir bant
gozlenmemistir. fA2 filtresinden elde edilen DGGE b7 bandmna ait BLAST
sonucu da %90 olup, tam bir identifikasyon sonucu vermemistir. Bu sonug,
Seydisuyu’nda da Siyanobakterilere ait yeni tiirlerin olabilme olasiligini ortaya
koymustur.

Porsuk Cay1 100 no’lu istasyona ait olan DGGE b jelindeki fA3 ve {B3 bant
profillerine bakildiginda fA3 filtresi ile DGGE b10 ve bl1 bantlari, fB3 filtresi ile
DGGE b19 bantlar1 elde edilmistir. Elde edilen 3 banda ait BLAST sonucu
Microcystis cinsine karsilik gelmektedir. Her iki filtredeki bant pozisyonlari
farklidir. Porsuk Cay1 100 no’lu istasyondan elde edilen izolatlardan tek hiicreli
olanlar sadece Synechococcus cinsine karsilik gelmistir. Microcystis’e ait izolat
elde edilmemistir.

Elde edilen tim bu sonuglar degerlendirildiginde, bor havuzundan elde
edilen klonlarin diisiik BLAST oranina sahip olmalar1 gibi belirsiz sonuglar,
DGGE yonteminde de elde edilmistir. DGGE yontemi ile de benzer belirsiz
sonuclarin elde edilmesi ile bu bolgede yeni tiirlere ait olabilecek sekanslarin
bulundugu ortaya ¢ikmis ve bu sekanslarin ait oldugu Siyanobakteriyel hiicrelerin
cesitli izolasyon teknikleri kullanilarak ve sartlar1 optimum diizeyde saglayarak
izole edilmeleri gerekliligi ortaya ¢ikmustir.

Klon kiitiiphanesi olusturmanin olduk¢a zaman alici oldugunu ve ¢ok sayida
sekansin belirlenmesini gerektirdigini diisiiniirsek, DGGE yontemi bu yoniiyle
klonlamaya gore iistiin sayilmasina ragmen, incelenen 6rnekte var olan gergek
mikroorganizma c¢esitliligini daima yansitmadigi bildirilmistir. Denature Edici
Gradient Jel Elektroforezi (DGGE) incelenen gevresel bir 6rnekteki mikrobiyal
biyogesitliligin hizli bir sekilde taranmasi i¢in uygun bir yontemdir ve de ayni
pozisyondaki bantlarin ayni tiirden tlirevlenmedigini de gostermektedir (Boutte ve

ark. 2005; Boutte ve ark. 2006).
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Biyogesitliligin belirlenmesi i¢in kullanilan klonlama ve DGGE yontemleri
cesitli arastiricilar tarafindan birbirlerine gore avantajli ya da dezavantajhi
yonleriyle ortaya konulmustur. DGGE yontemi kullanilarak yapilan bir ¢alismada
aragtiricilar 16S rRNA sekanslarina dayanarak yapilan gesitli dogal ve yapay
ortamlardan Siyanobakteriyel rRNA gen fragmentlerinin segici olarak eldesinde
bir PCR yontemi gelistirmislerdir. Bu yontemin DGGE ydntemi ile kombinasyonu,
cevresel Orneklerdeki Siyanobakteriyel 16S rRNA genlerinin ¢esitliliini ortaya
koymada yarar saglamistir. Homojen bir populasyona ait olan DNA molekiillerini
iceren PCR iiriinleri DGGE sonrasinda tek bantlar olarak ayrilmis ve direkt olarak
sekanslanmistir. Bu bantlarin biiyiikliigii yaklasik olarak 16S rRNA geninin
yaklagik olarak 700 niikleotidlik bir kismin1 olusturmaktadir. Boylece heterotrofik
bakterileri igeren Siyanobakteriyel Kkiiltlirlerden zaman alici yontem olan
molekiiler klonlama yapmadan sekans verileri elde edilebilmistir (Niibel ve ark.
1997). Bunun aksine yapilan bagka bir calismada ise klonlama yonteminin daha
fazla vakit alic1 olmasina ragmen biyocesitliligin ortaya konmasi agisindan daha
giivenilir sonuclar ortaya koydugu bildirilmistir. Yapilan bu c¢alisma Antartik
Goliiniin -~ mikrobiyal matindaki Siyanobakteriyel ¢esitliligin  morfolojik
karakterizasyon ile molekiiler karakterizasyonun ilk olarak birlikte kullanilmasi
bakimindan onemlidir. Mikroskobi sekiz farkli morfotipin identifikasyonunu
saglamigtir. Bunlardan sadece bir tanesi Antartik endemik tiir olarak belirlenmistir.
Molekiiler analizler tamamen farkli bir profil saglamistir. 15 den fazla filotip
bulunmustur fakat bunlarin hicbirisi mikroskobi ile goézlenen Nodularia ya da
Hydrocoryne ‘ye ait olmamistir. Bu c¢aligmada 16S rRNA gen sekansi 11
filogenetik kiime belirlemistir. Bunlardan 3’ii Antartik i¢in 6zel ve 2’sinin yeni
kiime oldugu bulunmustur. Sonu¢ olarak bu caligmada molekiiler metotlarla,
geleneksel mikroskobik analiz ile tespit edilen cesitlilikten ¢ok daha fazla
cesitlilik ortaya konulmustur ve kullanilan molekiiler yontemlerden biri olan klon
kiitliphanesi yonteminin DGGE’ye gore Siyanobakteriyel gesitliligin tam olarak
ortaya konmasinda daha etkili oldugu belirtilmistir (Taton ve ark. 2003).

Calismamiza benzer olarak yapilan bir ¢alismada farkli substratlar iizerinde
gelisen Utah Colorado Platosunun dort biyolojik ¢61 katmanindaki Siyanobakteri

kommunitelerinin  yapilar1  karsilagtirilmigtir.  Dogal — ornekler,  kiiltiirler,
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Siyanobakteriyel filamentler ya da koloniler DGGE ve 16S rRNA genlerinin dizi
analizi ile incelenmis ve bu analizler neticesinde bir¢ok yeni filogenetik kiime
identifiye edilmistir. Yapilan calismada Microcoleus vaginatus’un baskin ¢ol
Siyanobakterisi oldugu anlasilmistir. Ortaya ¢ikan bu filogenetik kiime igerisinde
“xeronema” olarak adlandirilan yeni ve Phormidium benzeri Siyanobakteriler
icinde gruplandirilan bir grup ortaya ¢ikartilmistir. Farkli toprak tiplerinin farkh
Siyanobakteriyel kommunite tiplerine sahip oldugu sonucuna varimistir. Bu
calismada cevresel 16S rRNA verileri, mikroskobi ve kiiltiire alma yontemleri bir
arada kullanilarak Siyanobakteri karakterizasyonu yapilmistir. (Garcia-Pichel ve
ark. 2001).

16S rRNA geni temel alinarak yapilan benzer bir calismada Kkiiltiire
edilememis Chloroflexaceae iliskili bakterilerin alkalin sicak su kaynaklarindaki
dagilimi, cesitliligi ve fenotipleri aragtirllmigtir. Direkt PCR, molekiiler klonlama,
16S rRNA genlerinin dizi analizi yaklasimlariin kullanilmasiyla bu bakteriler
arasinda oldukca fazla filogenetik c¢esitlilik tespit edilmistir. Chlorflexus sp.
filamentlerine 60°C’de nadir rastlanmig fakat 70°C’de olduk¢a fazla
goriilmiislerdir (Niibel ve ark. 2002).

Yine 16S rRNA gen bolgesi temel alinarak Neilan ve ark. (2002) tarafindan
yapilan bir c¢alismada mikrobiyal ekoloji ve evrimi calismak i¢in modern
stromatolitler se¢ilmistir. On ¢alisma olarak, genis bir ¢evrede stromatolit
olusumundan sorumlu Siyanobakterileri karakterize etmek igin gelistirilmis
spesifik genetik problar kullanilmistir. iki kita iizerindeki Siyanobakteri izolatlari
termal sicak su kaynaklari, hipersalin goller ve okyanus kenarlarindaki
stromatolitlerden toplanmistir. Siyanobakteriyel 16S rRNA gen (irlinliniin
sekanslart evrimsel iligkiyi agiklamistir. Stromatolit tiirevli tiim sekanslar
Siyanobakteriler ile ¢ok yakin iliski gostermistir. Benzer bir calisma West ve ark.
(2001) tarafindan yapilmistir. Dogal ortamda Prochlorococcus sp. nin kommunite
yapisini hizli bir gekilde degerlendirmek i¢in 16S rRNA hedefli oligoniikleotidler
kullanilmastir.

Calismamiza benzer olarak Boutte ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir
calismada Cek sularindan yazin toplanan su Orneklerinin Siyanobakteriyel

cesitliligini degerlendirmek i¢in 16S rRNA gen boélgesi temelinde DGGE ve
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klonlama yontemlerini kullanmiglardir. Analiz edilen 38 6rnekten 113 DGGE bant
sekansi elde edilmistir. 2 bolgeye ait 6rnekten klonlama yapilmis ve 128 kismi
16S rRNA sekansi elde edilmistir. Yapilan filogenetik analiz ile 7
Siyanobakteriyel kiime elde edilmistir. 38 6rnegin mikroskobik ve molekiiler
analizleri sonucu genellikle benzerlik gostermistir. Anabaena/Aphanizemenon,
Microcystis ve Woronichinia yaz aylarinda Cek sularindaki temel cinsler olarak
belirlenmistir. Bu calismada mikroskobik incelemeler ve molekiiler metotlar ile
elde edilen cinsler arasinda farkliliklar elde edilmistir. Bizim c¢alismamizda da
kiiltiirel yontemler ve molekiiler yontemler ile elde edilen sonuglar arasinda cins
seviyesinde farkliliklar gozlenmistir. Calismamizda kiiltiirel yontemler ile Porsuk
Cayi’ndan  Synechococcus,  Cyanobium,  Anabaenopsis,  Leptolyngbya,
Microcoleus, Pseudanabaena, Synechocystis, Oscillatoria, Snowella, Nostoc,
Phormidium, Limnothrix cinslerine ait izolatlar elde edilmisken, molekiiler
yontemler ile farkli olarak Arthrospira, Lyngbya, Planktothricoides ve
Microcystis cinslerine ait sekanslar elde edilmistir. Yine benzer olarak
Seydisuyu’nda  kiiltiirel ~yontemler ile Pseudoanabaena, Leptolyngbya,
Synechocystis, Phormidium, Anabaenopsis ve Nostoc cinslerine ait izolatlar elde
edilmisken molekiiler yontemler ile farkli olarak Cyanobacterium ve Lyngbya
cinslerine ait sekanslar elde edilmistir.

Calismamiza benzer olarak yapilan diger bir ¢aligmada, 2001 ve 2002
Agustos ayinda 6trofik Joutikas/Finlandiya goliinden su 6rnekleri toplanmistir. Bu
orneklerden DNA izolasyonu yapilarak, 16S rRNA nin kismi amplifikasyonu
yapilmis ve DGGE yontemi uygulanmistir. Siyanobakteriler ayrica mikroskobi ile
de tanimlanmustir. Jeldeki ana bantlar sekanslanmistir. Anabaena/Aphanizomenon
her iki yilda da en bol olarak bulunan cins olmustur. DGGE analizi Microcystis ve
Synechococcus cinslerinin baskin oldugunu gostermistir (Kolmonen ve ark. 2004).

Matsunaga ve ark. (2000) tarafindan, 16S rRNA gen bolgesi temel alinarak
yapilan bir ¢aligmada 148 Siyanobakteriyel susun 16S rDNA bolgesinin
degisebilen bolgelerinden Anabaena sp., Microcystis sp., Nostoc sp., Oscillatoria
sp., ve Synechococcus sp., deteksiyonu icin cins-spesifik oligoniikleotid problar
tasarlanmistir. Uygulanan bu yontemle bes Siyanobakteriyel cins tanimlanmistir

(Matsunaga ve ark. 2000).
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Castiglioni ve ark. (2004) Siyanobakteriyel tlirlerin hizli ve giivenilir bir
sekilde identifikasyonu i¢in 16S rRNA gen bolgesini hedef alarak miroarray
yontemini kullanmiglardir. Anabaena/Aphanizomenon, Calothrix,
Cylindrospermopsis, Cylindrospermum, Gloeothece, Lyngbya, Microcystis,
Nodularia, Nostoc, Planktothrix, Antarctic Phormidium, Prochlorococcus,
Spirulina, Synechococcus, Synechocystis, Trichodesmium ve Woronichinia olmak
tizere 19 Siyanobakteriyel gruba 6zgii prob tasarlamislar ve bu gruplari identifiye
etmiglerdir. 95 6rnegi (kiiltiir koleksiyonundan alinmis 24 aksenik sus, 27 izole
edilmis sus ve gevresel orneklerden elde edilmis 44 klonlanmis fragment) test
etmisler ve mikrooarray metodu Siyanobakterilerin hizli ve gilivenilir sekilde
identifikasyonu i¢in biiylik bir potansiyel olusturmustur. Mikroarray yontemi 6zel
bir calisma donanimi gerektirdiginden dolayr calismamizda su anda
kullanilamamasma ragmen, hem aragtirma hem de ¢evresel monitorleme
konularinda gelecekteki ¢calismalarimiza adapte edilebilmesi amaglanmaktadir.

Benzer olarak Willame ve ark. (2006) Belgium ve Luxemburg daki tath su
bloomlarindan izole ettikleri 95 Siyanobakteriyel susun taksonomisi ve
cesitliligini 16S rRNA gen bdlgesini hedef alarak degerlendirmislerdir. Sonug
olarak oldukca fazla Siyanobakteriyel ¢esitlilik elde etmislerdir. Bloom olusturan
suslar Microcystis, Woronichinia, Planktothrix, Anabaena, ve Aphanizomenon
cinsleri, ayn1 o6rneklerden izole edilmis diger suslar nonplanktonik Aphanocapsa,
Aphanothece, Snowella ve Pseudanabaena, planktonik Cyanobium ve bentik
perifitik Geitlerinema, Komvophoron, Leptolyngbya, Lyngbya, Phormidium,
Calothrix, Nostoc ve Trichormus cinsleri ile iliskilendirilmistir.

16S rRNA gen bolgesi temel alinarak yapilan ¢aligsmalardan birisi de Taton
ve ark. (2006) tarafindan gergeklestirilmistir. Arastiricilar 23 Antartik goliinden
59 sus izole etmisler ve bu suslar1 morfolojik ve genotipik olarak karakterize
etmislerdir. Morfolojik olarak, Siyanobakteriler dort Antartik endemik taksayi
iceren 12 tiire atanmistir. 56 susun ribozomal rRNA gen sekansi belirlenmistir.
Genel olarak ayni morfolojiye ait olan suglar 16S rRNA gen seviyesinde ¢ok
yakin iligki gostermislerdir. 56 sus i¢cin 21 OTU (Operational Taxonomic Unit)

bulunmustur, bunlardan dokuz tanesi yeni ve {i¢ tanesi Antartik i¢in 6zel gruplari



152

olusturmustur. Petalonema cf. involvens ve Chondrocystis sp. sekanslart bu
calisma ile ilk kez belirlenmistir.

Bazi arastiricilar mikrobiyal cesitliligi belirlemek amaciyla 5S rRNA
molekiillerini karisik Orneklerden direkt olarak ekstre etmislerdir. Farkl
kommunite {iyelerine ait olan bu molekiiller, elektroforetik olarak ayrilmistir ve
karsilastirmali sekans analizi ile filogenetik bir yaklagim ortaya konulmustur.
Ancak 5S rRNA’ nin yaklasik 120 niikleotidlik bilgi igerigi oldukga kiigiik
oldugundan ve farkli 5S rRNA molekiillerinin elektroforetik ayirimi, ¢ok
kompleks olmayan ekosistemler igin uygulanabilirligini sinirlandirmistir. Bu
nedenle arastirmacilar mikrobiyal ekolojideki ¢alismalar i¢in daha gilivenilir bir
molekiiler markir olarak 5S’den daha biiylik rRNA molekiillerinin kullanimini
ortaya koymuslardir. Bakteriyel 16S rRNA molekiilii yaklasik 1500 niikleotide,
23S rRNA molekiilleri ise 3000 niikleotide sahip oldugundan dolay1 ve her iki
molekiilde yer alan yaklasik 1000 niikleotidlik bir bilgi gercek bir filogenetik
analiz i¢in yeterli oldugu sonucuna varilmistir. Bu amagla oOnerilen ilk adim,
toplam kommunite DNA’sinin ekstraksiyonu olmustur. Daha sonra 16S rRNA
spesifik probu ile hibridizasyon, 16S rRNA genlerini igeren klonlardan sekansin
belirlenmesi ve elde edilen sekanslarin karsilagtirmali analizleri diger adimlari
olusturmaktadir. PCR yontemi sayesinde 16S rRNA gen fragmentleri karisik
DNA’dan secici olarak amplifiye edilebilmekte ve hizli bir sekilde
sekanslanabilmektedir. Ek olarak, dogal mikrobiyal kommunitelerin molekiiler
karakterizasyonu i¢in heniiz diger bir yol olmadigi da literatiirde belirtilmistir
(Aman ve ark. 1995). Belirtilen bu sebeplerden dolayr da calismamizda
Siyanobakteriyel c¢esitliligi belirlemek amaciyla molekiiler bir markir olarak 16S
rRNA gen bolgesi kullanilmis ve elde edilen sonuglar yorumlanmustir.

Cok yaygin olarak kullanilmamakla birlikte yinede bazi arastiricilar 16S
rRNA gen bolgesi disinda rpoB, rpoCl, recA, rpoDI, gyrA ve nifH gibi
proteinleri kodlayan genleri Siyanobakteriyel filogeni analizi i¢in alternatif bir
kalip olarak kullanmiglardir. Ancak var olan sekans bilgisi olduk¢a smnirh
oldugundan dolayr bu genlerin kullanimi da biyogesitliligin tam olarak
belirlenmesi i¢in yeterli olmadigi belirtilmistir (Gugger ve ark. 2005; Case ve ark.

2007; Bauer ve ark. 2008).
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Belirtilen bu molekiiler araclardan ¢alismamizda kullanilmamis olmasina
karsin rpoC1 gibi kisa sekans bilgisine sahip olan bu gen bolgeleri kullanilarak
biyogesitliligin ortaya kondugu ¢alismalar da vardir. Ornek olarak Ma ve ark.
(2004) Giiney Cin Denizindeki Siyanobakterilerin dogal kommiinite yapisim
rpoC1 gen sekans analizi ile ortaya koymuslardir. Deniz suyundan ekstre edilen
cevresel DNA’lardan elde edilen 7poC1 genlerinin amplifikasyonu, fragmentlerin
klonlanmas1 ve sekans analizi incelenen bélgede Prochlorococcus ve
Synechococcus’a ait cesitliligin oldukca fazla oldugu gostermistir.

Yine 16S rRNA gen bolgesi disinda hedef alinan kisa sekans bilgisine sahip
diger bir gen bolgesi olan nifH geni Falcon ve ark. (2002) tarafindan tropikal
kuzey Atlantik okyanusunun planktonlar1 igerisinde tek hiicreli azot fikse eden
Siyanobakterilerin filogenetik iligkileri ve genetik ¢esitliligini ortaya koymak icin
kullanilmistir. Elde edilen nifH geni sekanslari subtropikal Kuzey Pasifik’te
bulunan bir grup Siyanobakteri ile iliskilendirilmistir. Okyanus bolgeleri i¢inde ve
arasinda ekolojik olarak farkli ve evrimsel olarak kompleks bir profil elde
edilmistir.

Yapilan bu caligmalar disinda yine indirekt immunofloresan yoOntemi,
rastgele amplifiye edilmis polimorfik DNA PCR’1, yaygin olmasa da farkh
ekosistemlerdeki Siyanobakteriyel ¢esitliligi belirlemek amaciyla uygulanmis olan
yontemler arasindadir (Campbell ve ark. 1983; Neilan 1995).

Caligmamizda filogenetik analiz i¢in “TREECON for Windows (version
1.3b)” programi kullanilmig ve agaglar Neighbour-Joining metoduna gore
yapilmustir. Olusan dallarin istatistiksel olarak dogrulugu “bootstrap” analizi ile
500 kez ornekleme yapilarak belirlenmistir. Sekil 3.15.a.’da gosterilen filogenetik
agag, elde edilen izolatlarin birbirlerine goére olan evrimsel iligkisini
gostermektedir. Agacin topolojisi istatistiksel olarak yorumlandiginda “bootstrap”
degerlerinin genel olarak %50’nin iizerinde oldugu ve bu anlamda topolojinin
giivenilir oldugu ortaya c¢ikmaktadir. Agactaki dallanmadan da gorildigi
gibi %100 oraninda ayni kiimeye dahil olan M53, S26, M112, M95, M60
izolatlarinin BLAST sonuglar1 bu dagilimi desteklemektedir. Bu izolatlarin hepsi
Porsuk Cayinin farkli istasyonlarindan alinmig su 6rneklerine aittir. Diger yandan

Seydisuyu’ndan alinmis su Orneginden izole edilen M28 ve bor havuzundan
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alinmis su orneginden izole edilmis olan bl5 izolatlar1 da %99 oraninda ayni
kiime igerisinde yer almistir. Bu izolatlarin BLAST analizine gore Leptolyngbya
cinsine dahil olduklar1 goriilmektedir.

Sekil 3.15.b.’de gosterildigi gibi bor havuzundan alinmis su 6rneginden elde
edilen klonlarin birbirleriyle olan evrimsel iliskisine bakildiginda fB1-cl18, fB1-
cl36, fBl-cl22 ve fBl-cll5’in %100 oraninda aynmi kiimede yer aldiklari
goriilmektedir. Bu kiimedeki BLAST sonuglarina bakildiginda 4 liyenin de Nostoc
cinsine dahil oldugu ve bu sonucu destekledigi ortaya ¢ikmaktadir. Diger yandan
fAl-cl2 ile fAl-cl-6’nin yine %100 oraninda ayni kiimede yer aldiklari ve
Leptolyngbya cinsine karsilik gelen BLAST sonucunun da bu durumu
destekledigi ortaya ¢ikmaktadir.

Sekil 3.15.c.” de gosterildigi gibi bor havuzlarindan, Porsuk Cay1 ve
Seydisuyu’ndan alinan su ornekleri ile elde edilmis olan DGGE bantlarinin
birbirleri ile olan evrimsel iligkisine bakildiginda DGGE a ve DGGE b jellerinden
elde edilen bantlarin kendi aralarinda kiime olusturduklar1 goriilmektedir. DGGE
a30, DGGE al6, DGGE a21 ve DGGE a33 bantlarinin %100 oraninda ayni1 kiime
igerisinde toplandiklar1 goriilmiistiir. Bu kiimenin BLAST sonucuna bakildiginda
Arthrospira cinsine karsilik geldigi ve sonucu destekledigi goriilmektedir. DGGE
al8 ve DGGE all batlar1 da yine ayn1 kiime igersinde toplanmistir. Bu kiimenin
de BLAST sonucu Lyngbya cinsine karsilik gelmektedir. DGGE a2, DGGE a8 ve
DGGE al2 bantlariin da yine ayn1 sekilde tek bir kiimede toplandigi ve BLAST
sonucuna gore Nostoc cinsine karsilik geldigi goriilmektedir. Ayn1 kiime igerisine
dahil olan DGGE al0 ve DGGE a26 bantlarmin da BLAST sonucu ile
desteklendigi ve Cyanobacterium cinsine karsilik geldigi goriilmiistiir. DGGE a22,
DGGE al, DGGE a3, DGGE a9, DGGE al9, DGGE a25, DGGE al3 ve DGGE
a7 ile olusan kiimeye bakildiginda DGGE a22’nin diger bantlardan ayrildigi
ortaya ¢ikmaktadir. BLAST sonuglarina bakildiginda DGGE al, DGGE a7 ve
DGGE a22 bantlarinin herhangi bir net BLAST sonucuna karsilik gelmemistir. Bu
belirsiz sonuglarin agag¢ topolojisini etkiledigi ve %27 gibi diisiik bir dallanma
sonucunun ortaya ¢ikmasina neden oldugu goriilmektedir. DGGE b jeli ile elde
edilmis olan bantlarin filogenetik iliskisine bakildiginda DGGE b1, DGGE b2 ve
DGGE b7 bantlarinin ayni kiimede olduklar1 ve BLAST sonuglarinin kesin bir
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cinse karsilik gelmedigi, DGGE bl12, DGGE bl13, DGGE b22, DGGE b23
bantlarinin ayni kiimede oldugu ve BLAST sonuclarinin Lepfolyngbya cinsine
karsilik geldigi, DGGE b10, DGGE bll ve DGGE bl9 bantlarimin da ayni
kiimede oldugu ve bu kiimenin de BLAST sonuglarinin Microcystis cinsine
karsilik gelmektedir.

Tim bu sonuglarin ortak bir gen havuzunda toplanmasiyla elde edilen
filogenetik agac Sekil 3.15.d” de gosterilmistir. Elde dilen topolojiye bakildiginda
bazi dallanmalarin olduk¢a net bir sonu¢ verdigi fakat bazi dallanmalarin da
siipheli oldugu ortaya ¢ikmistir. Agactaki alt dallanmalarin ana dallara gore daha
giivenilir oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin M107 susuna ait olan BLAST ile
elde edilmis Snowella cinsi, M103 susuna ait olan BLAST ile elde edilmis
Synechococcus cinsi, M65 susu ile elde edilmis Microcoleus cinsi, DGGE all ve
DGGE al8 bantlarina ait olan Lyngbya BLAST sonucu ve DGGE b19, DGGE
bll ve DGGE bl0 bantlarina ait olan Microcystis cinsi BLAST sonuglar1 bu
agacgta %100 oraninda dogrulanmistir. Gen bankasindan secilen en yakin iligkili
suslarin yerlestikleri kiimelerin ve bu kiimelerdeki iiyelerin pozisyonu Sekil 3.15.a,
Sekil 3.15.b. ve Sekil 3.15.c’ de elde ettigimiz filogenetik agaglar ile
desteklenmistir. Agacin istatistiksel olarak topolojisi
degerlendirildiginde %50’nin altinda “bootstrap” degerleri elde edilmis olsa da
500 kez 6rnekleme sonucu elde edilmis en giivenilir agaci yansitmaktadir. Higbir
cinse karsilik gelmeyen klonlar ve DGGE bantlarinin tim gen havuzu igerisinde
yer aldig1 diisiiniildiigiinde bu sonug olasilik dahilinde kabul edilmektedir. Elde
edilen tiim sekans verileri olusturulan bu filogenetik agactaki dallanmalar
Chroococcales, Oscillatoriales ve Nostocales boliimlerine karsilik gelmektedir.
DGGE bl, DGGE b2, DGGE b3, DGGE b5, DGGE b6 DGGE b7, fAl cl-1, fAl
cl-4, fA1 cl-8, fAl cl-9, fAl cl-10, fAl cl-12, fA1l cl-14, fA1 cl-20, fA1 cl-27,
fB1 cl-20, fB1 cl-17, fB1 cl-24 iiyelerini iceren kiime herhangi bir boliime karsilik
gelmemistir.

Kiiltiire alma, klonlama ve DGGE ile elde edilen sonuglar Cizelge 4.2.°de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 4.2. Porsuk Cayi, Seydisuyu ve bor havuzundan elde edilen kiiltiire alma, klonlama ve

DGGE identifikasyon sonuclari

Ornekleme Kiiltiirel yontemler DGGE Klonlama
Bolgesi
Porsuk Cay1 Synechococcus, Cyanobium,

Anabaenopsis, Leptolyngbya,
Microcoleus, Pseudanabaena,
Synechocystis, Oscillatoria,
Snowella, Nostoc, Phormidium ve

Limnothrix

Porsuk 100 | Leptolyngbya, Anabaenopsis, | Arthrospira,  Lyngbya,

no’lu istasyon | Pseuduanabaena,  Phormidium, | Planktothricoides,

Synechococcus Microcystis
Seydisuyu Pseudoanabaena, Leptolyngbya, | Cyanobacterium,
Synechocystis, Phormidium, | Lyngbya,  Nostoc ve
Anabaenopsis, Nostoc Phormidium
1. Bor havuzu | Leptolyngbya Nostoc, Phormidium Leptolyngbya,
Merismopedia,
Nostoc
2. Bor havuzu Arthrospira,

Phormidium,

Planktothricoides

Tim bu sonuglar goz 6niine alindiginda, bakterilerin taksonomik c¢aligmalari
icin kullanilan molekiiler metotlardan bazilar1 Siyanobakteriler icin de
uygulanmaktadir. Daha 6nce de belirtildigi gibi son yaklasimlar DNA-DNA
hibridizasyonu, kisa ve uzun ardisik tekrarlayan elementlerin primerleri ile PCR’
a dayali parmak izi analizi ve ITS bdlgelerinin amplifiye ribozomal DNA
restriksiyon analizleridir. Tartismali olan bir soru gen degisimi (lateral gen
transferi) nin rolii ve Siyanobakteriyel evrimdeki rekombinasyondur. Diger
Oonemli sorular, giiniimiizde bilinen taksalar1 tespit edecek molekiiler ¢aligmalarin
ne kadar uzak oldugu ve dogal populasyonlardaki hiicreleri hizli bir sekilde
karakterize eden molekiiler yaklasimlarin ne zaman rutin  olarak

kullanilabilecegidir. Maalesef tiirler arasindaki benzerlikleri gosteren c¢esitli
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filogenetik agaclar suslarin genelinden elde edilen sonuglar1 degerlendirmekte ve
spesifik isimler ise siipheli bir durumdadir. Bu durum olas1 evrimsel iliskileri
karsilagtirmak icin bu agaglarin degerini sinirlamaktadir (Castenholz 1992;
Wilmotte 1994).

16S rDNA yaklagiminin kararliligi, tek bir tiir mii ya da bir¢ok yakin iligkili
tiir mii konusundaki soruyu cevaplamak i¢in yetersiz olabilmektedir. 16S rRNA
geninin yavas evrimi, bu molekiiler markirin bakteriyel suslarin tiir seviyesindeki
ayrimi i¢in daima elverisli olmadigma isaret etmektedir. 16S rRNA geninin
ortalama baz degisiminin 50 milyon yilda %1 oldugu tahmin edilmektedir. rRNA
ayn1 zamanda horizontal gen transferine maruz kalmaktadir. Ayrica sekans
heterojenitesi, tek bir genom igerisindeki rRNA operonlarinin ¢oklu kopyasindan
dolayidir ve bu durum o6zellikle dogal mikrobiyal kommunitelerden elde edilen
sekans verilerinin yorumlanmasini karmasik hale getirebilmektedir (Aman ve ark.
1995; Yamamoto ve Harayama 1998).

Son yirmi yilda elde edilen arastirma sonuglar1 hala olduk¢a kismidir fakat
bir¢ok 6nemli sonug¢ ortaya konulabilmektedir. Direk rDNA sekanslama Bacteria
ve Archae domainleri igerisinde kesfedilmemis biiylik bir cesitlilige isaret
etmektedir. Bu durum mikrobiyologlarin yeni mikroorganizmalar1 izole etme,
identifiye etme ve de filogenisi ve fizyolojisi bakimindan karakterize etme
bakimindan stirekli bir ara¢ saglamaktadir. rRNA yaklasimi simdiye kadar kiiltiire
alimmamis bakterilerin kiiltiire edilebilmesi bakimindan yarar saglamaktadir ve bu
yaklagimin uygulanabilirligi siirekli olarak gelismektedir. Ek olarak, bu yaklagim
daha kesin mikrobiyal cesitliligin taranmasina izin vererek, biyoteknoloji i¢in
ilave genetik potansiyelin elde edilmesine yardimer olmaktadir. Ekolojiye yonelik
olarak mikroorganizmalar kendi ortamlarinda ¢aligilarak daha yenilik¢i anlayiglar
ortaya konulabilmektedir. Kommunite kompozisyonu ve populasyonlarin
fonksiyonu arasindaki karsilikli iliski in sifu olarak belirlenebilmektedir. Bu,
sadece simbiyozlart anlamak i¢in degil, bircok biyokimyasal dongiiyii anlamak
icin de olduk¢a Onemlidir. /n situ hibridizasyon tekniklerinin artan sekilde
gelismesi ile diisiik kopya sayisindaki niikleik asitlerin belirlenmesi olasi

olmaktadir. rRNA ve mRNA molekiillerine spesifik problar populasyonlarin in
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situ aktivitelerinin tamimlanmasinda bize spesifik bilgiler saglamaktadir (Aman ve

ark. 1995).

Sonug olarak;

1)

2)

3)

4)

Bu calisma Ulkemizde Porsuk Cayi, Seydisuyu ve Kiitahya Etibor
isletmesinin atik su havuzunda bulunan Siyanobakteriyel ¢esitliligi ilk kez
ortaya koyan bir calisma olmustur. Bu anlamda, elde ettigimiz sonuglar
belirtilen bu boélgelerdeki Siyanobakteri calismalari acisindan bir veri
olusturmakta ve bundan sonraki arastiricilar i¢inde bir yol gdsterici
olmaktadir.

Bu ¢alisma Porsuk Cayi1, Seydisuyu ve Kiitahya Etibor isletmesinin atik su
havuzundaki morfolojik ve molekiiler Siyanobakteriyel ¢esitlilik arasinda
anlaml bir iliski olmadigini ortaya koymustur.

Porsuk Cayi’nda kiiltiirel yontemler ile Synechococcus, Cyanobium,
Anabaenopsis, Leptolyngbya, Microcoleus, Pseudanabaena,
Synechocystis, Oscillatoria, Snowella, Nostoc, Phormidium ve Limnothrix
cinslerine ait izolatlar, Seydisuyu’'nda Pseudoanabaena, Leptolyngbya,
Synechocystis, Phormidium, Anabaenopsis, Nostoc cinslerine ait izolatlar
ve Bor havuzunda ise sadece Leptolyngbya cinsine ait izolatlar elde
edilmistir. Leptolyngbya cinsine ait izolatlarin li¢ 6drnekleme bolgesinden
kolayca izole edilebilecegi sonucuna varilmstir.

Bor havuzundan klonlama yontemi ile elde edilen identifikasyon sonuglari
kiltiire alma yontemi ile karsilastirildiginda her iki yontem ile de
Leptolyngbya cinsine ait olan sonuglar elde edilmistir. Bunun disinda
klonlama yontemi 1ile Merismopedia, ve Nostoc cinslerine ait
identifikasyon sonuclar1 da elde edilmistir. Bor havuzundan elde edilen
klonlarin biiylik bir kisminda %97’den diisiik oranda BLAST benzerlik
yiizdeleri elde edilmistir. Bu sonuglara dayali olarak, bor havuzunda yeni
Siyanobakteri tiirlerinin olabilecegi sonucuna varilmistir. Olas1 yeni
tiirlerin yapilacak olan izolasyon ¢alismalari ile elde edilmesi gerektigi ve
bu izolatlarin gen sekanslariin literatiire kazandirilmasi bakimindan

onemli olacagi sonucuna varilmistir.
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Her ti¢ 6rnekleme bolgesine ait olan sulardaki kimyasal analiz sonuglar ile
sahip olunan Siyanobakteriyel ¢esitlilik arasinda anlamli bir iligki
saglanamamustir. Ancak bor miktar1 en yiiksek olan bor havuzunda sadece
Leptolynbya cinsine ait olan izolatlarin elde edilmis olmasi, bu izolatlarin
yiiksek bor konsantrasyonuna direngli olduklari sonucunu ortaya ¢ikarmis
ve sonu¢ olarak da bu izolatlarin yiiksek konsantrasyondaki bora nasil
diren¢ gosterdiklerini arastirmak icin 0n verileri saglamistir.
Siyanobakteriyel cesitliligi belirlemek amaciyla yapilan kiiltiire alma
calismalar1 yaninda, molekiiler yontemler olan DGGE ve klonlama
yontemleri, farkli cinslere ait olan sekanslarin eldesini saglamistir. Bu
nedenle gercek bir c¢esitliligi ortaya koymak icin kiltiir temelli
caligmalarin yaninda molekiiler karakterizasyon yontemlerinin de buna
paralel olarak uygulanmasinin gerekliligi ortaya ¢ikmustir.

DGGE ve klonlama yontemi sonucunda bor havuzuna ait olan belirsiz
identifikasyon sonuglar1 elde edilmistir. Bu sonuglar bize bor yoniinden
ekstrem olan bu cevrenin yeni tiirlere ait olabilecek sekanslari igeren
Siyanobakterilerin yiiksek olasilikla bu ortamda bulundugunu ortaya
koymustur.

Uygulanmis olan DGGE ve klonlama ydntemlerine bakildiginda, tek bir
ornekleme bolgesindeki biyogesitliligi ortaya koyabilmek i¢in yaklagik
olarak 100 klonun analiz edilmesi gerektigi ortaya ¢ikmistir. DGGE
yontemi ise, bir jelde sekiz adet kadar Ornegin analizini saglamasi
acisindan daha kisa siirede sonug¢ veren bir teknik olarak yorumlanmustir.
Ancak literatiirde de belirtildigi gibi klonlama ile daha fazla giivenilir
veriler elde edildigi icin her iki yontemin birlikte uygulanmasinin

gerekliligi ortaya ¢ikmustir.
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Oneriler ve gelecekte yapilmasi planlanan ¢alismalar:

Bu calismada, kiiltiirel yontemle izole edilmis olan izolatlarin 16S rRNA
temelindeki restriksiyon profilleri ¢ikartilmistir. Bu restriksiyon profillerinin
kendimize ait bir veritabaninda kaydedilerek bundan sonra yapilacak ¢aligmalarda
onciiliik etmesi planlanmaktadir.

DGGE yonteminde kullanilmis olan markir Liege Universitesi/Belgium’nin
diger arastiricilar ile yiirtitmekte oldugu bir projeden saglanmistir. Ancak bundan
sonra yapilacak caligmalarda elde ettigimiz izolatlarin 16S rRNA gen bolgesi
kullanilarak DGGE markirt  hazirlamak planlanmaktadir. En  azindan
calismamizdaki ornekleme bolgeleri olan Porsuk Cayi, Seydisuyu ve Bor
havuzundaki Siyanobakterileri ¢alismak isteyen diger arastiricilara ve kendi
arastirma laboratuarimiza bir kaynak saglayacaktir.

Ormnekleme bélgelerinden birisi olan bor havuzunda DGGE ve klonlama
yontemleri sonucunda kesin olarak tanimlanmis ve de tanimlanamayan sekanslar
elde edilmistir. Ancak bu sekanslar kiiltiirel yontemler ile elde edilemediginden
dolayi, bor igerigi bakimindan ekstrem sayilan bu c¢evreden bu izolatlarin elde
edilebilmesi i¢in uygun besiyeri ve inkiibasyon sartlarinin saglanmasi
planlanmaktadir. Bdylece eger yeni tiirler izole edilebilirse literatiire katki
saglamasi planlanmaktadir.

Ayrica Siyanobakterilerin 6zellikle kozmetik alaninda oldukg¢a yaygin sekilde
kullanilmasindan dolayr ileriki c¢aligmalarimizda elde ettigimiz izolatlarin
kozmetik endiistrisindeki kullanilabilirligine yonelik ¢aligsmalar planlanmaktadir.

Bunlarin disinda, Siyanobakteriyel toksinler giiniimiizde saglik acgisindan
bliylik 6nem teskil etmektedirler. Bu nedenle bundan sonraki g¢aligmalarda
Eskisehir igme ve kullanma suyu olarak kullanilan Porsuk Cay1’ndaki
Siyanobakteriyel toksinlerin analizi ve toksin olusturan tiirlerin izolasyonuna

yonelik ¢caligmalar da planlanmaktadir.
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