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OZET

BALIK GOLU (19 MAYIS, SAMSUN) SIYANOBAKTERI KOMUNITESININ
MEVSIMSEL BIYOCESITLILIGININ METAGENOMIK ANALIZI
Merve SAGLAM
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans, Temmuz/2021
Danisman: Dog. Dr. Haydar KARAKAYA

Bu calismada Balik Golii (19 Mayis, Samsun) siyanobakteri komiinitesinin
biyogesitliliginin metagenomik bir yaklasimla mevsimsel analizi amaglanmustir.
Goliin orta kisimindaki bir istasyondan dort mevsim boyunca yiizey altt ve 2 m
derinden su Ornekleri alinmig, bu su Orneklerinden toplam DNA izolasyonu
geceklestirilmistir. Elde edilen bu c¢evresel DNA kalip olarak kullanilarak
siyanobakteri 16S rRNA geninin V2-V4 boélgelerini igine alan kismi siyanobakteri
spesifik bir primer ¢ifti ile ¢ogaltilmigtir. Her dort mevsimde ve her iki derinlikten
elde edilen ¢evresel DNA’lardan amplikonlar elde edilmistir. Boylece siyanobakteri
komiinitesinin biitiin mevsimlerde ve her iki derinlikte de temsil edildigi
degerlendirilmistir.

Temsil edilen bireylerin kimliklerinin belirlenmesi ve filogenetik iliskilerinin
analizi i¢in her bir mevsime ait yiizey altt amplikonlar1 rastgele klonlanarak
fragmentler izole bir sekilde elde edilmistir. Her bir mevsim i¢in ¢ok sayida klon
arasinda 20’ser adet klon segilerek tasidiklar1 fragmentlerin baz dizisi belirlenmistir.
Bu dizilerin veritabanlarindaki siyanobakteriyel suslara ait dizilerle homologlugu
arastirtlmistir. Bu analizler sonucunda kis mevsimine ait 12, ilkbahara ait 16, yaza ait
18 ve sonbahara ait 18 fragmente ait dizinin siyanobakteriyel orijinli oldugu
belirlenmistir. Standart siyanobakteri 16S rRNA geni ile karsilastirildiginda
fragmentlerin yiiksek diizeyde homoloji gosterdikleri belirlenmistir. Dizisi belirlenen
64 fragmentten 60’ 1n1n altboliim | ve altboliim 1V’e dahil olduklari belirlenmistir. Alt
bolim 11l sadece tek bir diziyle sadece sonbahar mevsiminde temsil edilmistir.
Sonbahar mevsimine ait 3 dizi ise diatom kloroplast 16S rRNA geni ile homoloji
gostermistir. Bu durumda biyolojik cesitliligin en zengin oldugu mevsimin sonbahar
oldugu degerlendirilmistir. Kis mevsiminde altboliim IV iiyeleri daha baskin iken
ilbahar ve sonbaharda altbolim | iyeleri daha baskin hale gelmektedir. Yaz
mevsiminde ise bu iki altboliime ait tiyeler esit sayida temsil edilmektedir.

Her mevsime ait kismi 16S rRNA geni dizlerinin analizleriyle elde edilen
filogenetik agacta genel olarak ayni altboliime ait dizilerin birlikte kiimelendikleri
goriilmektedir. Diatom kloroplast 16S rRNA gen dizileri de ayr bir filogenetik grup
olarak kiimelenmistir. Ancak bazi altboliim | tiyelerinin, siyanobakteriyel filogenetik
agaclarda siklikla goriildiigii gibi, altboliim IV {iyelerine daha yakin kiimelendigi
durumlar da gézlenmistir.

Anahtar Soézciikler: Siyanobakteri, metagenom, 16S rRNA geni, biyogesitlilik,
Balik Goli



ABSTRACT

METAGENOMIC ANALYSIS OF SEASONAL BIODIVERSITY OF
CYANOBACTERIAL COMMUNITY IN BALIK LAKE (19 MAYIS, SAMSUN)
Merve SAGLAM
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Biology
Master, July/2021
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Haydar KARAKAYA

In this study, it was aimed at the seasonal analysis of the biodiversity of
cyanobacterial community in Balik Goli (19 Mayis, Samsun) with a metagenomic
approach. Water samples were taken from a station located at the middle of the lake
from the subsuface and from 2 m dept, and total environmental DNA isolations were
carried out from these samples. A part of cyanobacyerial 16S rRNA gene comprising
V2-V4 region was amplified by using these environmentel DNAs as templete and a
cyanobacteria specific primer pair. Amplicons were obtained from the environmental
DNAs from both the depts and from all the seasons. Thus it was evaluated that
cyanobacterial community were represented in both the depts and in all the seasons.

The amplicons obtained from subsurface DNAs of four seasons were cloned
randomly and individual fragments were isolated for determination of the indetity of
represented individuals and for analysis of their phylogenetic relationships. For each
season 20 of numerous clones were selected randomly and their nucleotide sequences
were determined. Homology of these sequences were found by comparing with the
sequences of cyanobacterial 16s rRNA genes previously deposited in databases.
Based on these analyses 12 fragments from the winter, 16 from the spring, 18 from
the summer and 18 from the autumn were found to posses cyanobacterial origin. The
fragments were found to exhibit higher levels of homology (identity) with the 16S
rRNA genes of standard cyanobacterial strains. Of the 60 in a total of 64 sequenced
fragments were obtained to be included in the subsection I and subsection IV. The
subsection 111 was represented with a single fragment only in autumn. In autumn 3
fragments were exibit homology with diatome chloroplastitic 16S rRNA gene.
According to the results the autumn was concluded as the season with the richest
biodiversity. Subsection IV was predominat in the winter while subsection | became
dominant in the spring and in the autumn. The members of both the subsection I and
IV were represented in the summer equally.

It was also seen that the sequences of the same subsection were largely
clustered together in the phylogenetic tree constructed from the partial sequences of
16S rRNA gene obtained from cloned fragments of each of the seasons. Diatom
chloroplast 16S rRNA sequences were also clustered as a separate phylogenetic
group. However some sequences of subsection | were observed to cluster more
closely to the members of subsection 1V as often seen in cyanobacterial phylogenetic
trees.

Keywords: Cyanobacteria, metagenome, 16S rRNA gene, biodiversity, Balik G6lii
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1. GIRIS

Dort milyar yillik bir evrimsel siirecin sonunda bugilinkii prokaryotik diinya
olusmustur. Bu uzun evrimsel gegmislerinden dolay1 prokaryotik mikroorganizmalar,
diinyadaki en biiyiik genetik ¢esitlilik rezervuarini temsil ederler. Prokaryotlar diger
dort alemi olusturan protistler, metazoanlar, bitkiler ve hayvanlardan ¢ok daha
yashidirlar ve biyosferin ¢ok daha biiyiik boliimlerini isgal ederler (Rodriguez-Valera,
2004). Her gegen giin yeni tiirler tanimlanmakta, bu durum taksonomistlerin
prokaryotik ¢esitliligin biiylikligliniin sinirlarini tahmin etmelerini zorlagtirmaktadir.
Biyogesitlilik organizmalarin tiir (takson) kompozisyonundaki, bu organizmalarin
tagidiklar1 genetik bilgideki ve olusturduklar ekosistemlerdeki c¢esitliligi ifade eder.
Prokaryotik cesitlilik, biyolojik bilimlerdeki en biiyiik bilgi bosluklarindan biridir ve
biiyiikk olgiide kesfedilmemis durumdadir (Rodriguez-Valera, 2004). Prokaryotik
diinyanin en 6nemli gruplarindan biri, diinyaya oksijenli yasamin stirdiiriilebildigi bir
atmosfer kazandiran, yeryliziinde genis bir alana yayilan ve biyogesitliligi son derece

yiiksek olan siyanobakterilerdir (Rodriguez-Valera, 2004).

Siyanobakteriler oldukga eski, biyogesitliligi yiiksek ve ekolojik olarak 6nemli
bir filumdur. Erken Prekambriyen'den bu yana biyosferdeki varliklar1 ve gliniimiize
kadar olan genis cesitliligi, farkli ekosistemlerdeki cesitli ¢cevresel kosullara tekrar
tekrar hizli adaptasyonlariyla, biyolojik ve ekolojik olarak olaganiistii basarili yasam
stratejileri gostermektedirler (Komarek, 2016). Evrimsel olarak, siyanobakteriler
erken diinya atmosferinin oksijenlenmesinde ve yeryiiziiniin oksijenli solunum yapan
organizmalar i¢in yasanilir bir yer haline gelmesinde 6nemli bir rol oynamistir
(Davison et al., 2015). Siyanobakteriler tizerine yapilan aragtirmalarin ¢ogu evrimsel,
ekolojik, ekotoksikolojik, biyokimyasal ve taksonomik g¢alismalardir (Alvarenga et
al., 2017). Siyanobakterilerin, olasi ekofizyolojik fonksiyonlarmin ve evrimsel
avantajlarinin arastirilmasi, genomlarinin incelenmesi, morfolojilerinin ve genetik
yapilarinin birbirleriyle iliskilendirilmesi, diinyadaki mevcut filumlarin ve erken
yasamin evrimsel tarihinin incelenmesi, mikrobiyotadaki degisikliklerle es zamanl
olarak meydana gelen, jeolojik ve biyojeokimyasal degisikliklerin incelenmesi ve
sistematiginin detayli olarak arastirilmasi, ¢esitli genomik yaklagimlarin da
kullanilmasi 6nemli miktarda bilgi birikimi saglamistir. Siyanobakterilerin ekolojisi,
fizyolojisi ve molekiiler biyolojisi onlarca yildir kapsamli bir sekilde incelenmis

olmasina ragmen son yillarda, yeni genom dizileme teknolojileri ve tek hiicre
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yakalama teknolojileri, siyanobakteriyel cesitlilik anlayisimizda biiyiik ve farkli bir
etki olusturmustur. Bu teknolojilerin ¢ogu, baslangicta Escherichia coli veya maya
gibi model organizmalarin incelenmesi i¢in optimize edilmistir (Davison et al.,
2015). Buna ragmen hizla diger gruplar i¢in de kullanilabilir hale getirilmektedir.
Siyanobakteriyel gesitlilik arastirmalarinda hem fenotipik hem de genetik analizleri
iceren bir polifazik yaklasim, diger prokaryotik gruplarda oldugu gibi
siyanobakterileri gruplari i¢in de en kabul edilebilir yontemdir. Molekiiler teknikler,
filum i¢indeki sistematik iligkilere 151k tutmaya ve yeni taksonlari tespit etmeye
biiyiilk bir katkida bulunmustur. Son zamanlarda, genom temelli filogenilerin
kullanimi bu mikroorganizmalar grubunda yeni goriislerin ortaya ¢ikmasini

saglamistir.

Siyanobakteriyel biyogesitliligin belirlenmesinde kullanilan ¢esitli yontemler
mevcuttur. Geleneksel olarak, siyanobakteriyel biyocesitliligin belirlenmesinde
morfolojik ozellikler kullanila gelmistir. Morfolojik yontemlerle siyanobakteriler
trikom genisligi, hiicre biyiikliigii, boliinme diizlemi, hiicre sekilleri, pigmentasyonu,
heterosist igerip-igermedigi ve degisik hiicre i¢i yapilarin varligi gibi morfolojik
ozellikler dikkate alarak siiflandiriimaktadirlar. Ozellikle son yirmi-otuz yillik bir
siire icerisinde genomik temelli yontemler {izerinden kapsamli caligmalar da
gerceklestirilmektedir. Geleneksel morfolojik siniflandirma ile DNA dizi benzerlik
ve farkliliklarma bagli smiflandirmalar siklikla  birbiriyle uyumsuzluklar
gostermektedir. Bu nedenle daha fazla genomik diizeyde calismalara ihtiyag
duyulmaktadir. Saf siyanobakteriyel kiiltiirlerden elde edilmis genomlar geleneksel
yontemlerle veya yeni nesil dizileme yontemleriyle dizilenebilmektedir (Davison et
al., 2015). Laboratuvar kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan siyanobakterilerin morfolojisi,
her zaman bakterinin dogal habitatindaki bulunus bi¢imini temsil etmez (Ward et al.,
1997). Son yirmi-otuz yildir gelistirilen yeni yontemler, dogadan alinan komiinite
orneklerinin herhangi bir kiiltiire alma islemi yapilmadan direkt olarak biyogesitlilik

(genetik cesitlilik) analizine tabi tutulmasint miimkiin kilmistir.

Molekiiler biyogesitlilik analizlerinde belli gen bolgelerini hedef alan ve tiim
genomu hedef alan yaklasimlar mevcuttur. Biyogesitliligin belirlenmesinde tim
genom analizi yaklagimlar1 daha kesin sonuglar verse de uzun siire gerektiren

maliyeti yiiksek caligmalardir. Bunun yerine belli belirte¢ dizileri kullanilarak



yapilan DNA dizi farkliliklarinin analizine dayali teknikler daha hizli sonuglar

vermektedir.

Bu caligmada da Balik Golii (19 Mayis, Samsun) siyanobakteri komiinitesinin
biyogesitliliginin metagenomik bir yaklasimla incelenmesi amaglanmistir. Bunun
icin dort mevsim boyunca Balik Golii’'niin nispeten orta kismindan belirlenen bir
istasyondan su Ornekleri alinarak elde edilen gevresel DNA’dan (metagenomdan)
siyanobakteriler i¢in spesifik olan primer ¢ifti kullanilarak 16S rRNA geninin belli
bir bolgesi ¢ogaltilmak suretiyle komiinite tiyelerinin varligi belirlenmistir. Takiben
her mevsim i¢in elde edilen amplikonlar rastgele klonlanmig ve klonlardan bazilari
rastgele segilerek dizilenmistir. Elde edilen diziler filogenetik analizlere tabi
tutularak siyanobakteri komiinitesinin biyogesitliligi belirlenmeye c¢alisiimistir. Bu

tezde bu ¢alismalarin sonuglar1 sunulmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Siyanobakterilerin Genel Ozelikleri

Siyanobakteriler, gram negatif prokaryotlarin en biiyiik alt gruplarindan birini
olustururlar (Rippka et al., 1979). Bitkilerin fotosentez mekanizmasina benzer bir
fotosentez yaparak, CO>’i fikse ederken yan iiriin olan O2’yi agiga ¢ikaran Bacteria
domainine ait Cyanobacteria filumuna dahil edilen bir bakteri grubudur (Hohmann-
Marriott and Blankenship, 2011). Siyanobakteriler, diinya tizerinde ilk oksijenik
fotosentezi gergeklestiren organizmalardir ve diinya atmosferinin yiikseltgen
0zelliginin olugsmasina neden olarak bugiinkii mevcut yasam formlar1 i¢in uygun hale

gelmesini saglamiglardir (Castenholz, 2015).

Siyanobakteriyel fotosentez bitkisel fotosentezle benzerlik gostermektedir.
Elektron verici olarak H2O’yu kullanirlar ve fotosentez yan iiriinii olarak O2’yi
serbest birakirlar. Fotosentetik sistem, Fotosistem I (FS I), Fotosistem Il (FS II) ve
fikobilizom olmak iizere ii¢ makromolekiiler kompleksten meydana gelmistir:
Fikobilizomlar, FS II’deki 15181 yakalayan esas anten olarak gérev alirlar ve pigment
iceren, suda ¢Ozlinlir bir grup proteinden meydana gelirler. Bu pigmentler
allofikosiyanin, fikosiyanin ve bazi suslarda ek olarak fikoeritrindir. FS II, tilakoid
zar Uzerinde yerlesik olan bir protein kompleksidir ve 151k ile gerceklestirilen suyun
oksitlenmesini ve yliksek enerji seviyesine sahip elektronun agiga ¢ikmasini saglar.
Isik anteni olarak fikobilizomlar esas rolii oynar ancak klorofil a pigmenti de, FS 1l
reaksiyon merkezinde konumlanmis durumdadir. FS 1, zar baglantili bir protein
kompleksidir ve ana pigment olarak klorofil a tasirlar. Siyanobakteriyel reaksiyon
merkezlerinde Prochlorococcus grubu hari¢ klorofil b pigmenti mevcut degildir
(Vermaas, 2001).

Jeokimyasal kanitlar, siyanobakterilerin ortaya ¢ikmasindan itibaren molekiiler
oksijenin meydana geldigini ve bunun sonucu olarak diinya atmosferinde biiyiik bir
degisikligin  olustugunu  gostermektedir.  Siyanobakteriler —esasen  zorunlu
fotoototroftur ve bir¢ogu diazotropiktir, yani biiyliyiip gelismek i¢cin molekiiler azotu

(N2) kullanabilirler (Deng and Hayes, 2008).

Siyanobakteriler, fotosentetik, gram negatif, prokaryotik organizmalardir.
Cogunlukla sucul ekosistemlerde (deniz ve tatli su) bulunmalarina ragmen, ¢6l, buzul

golleri ve sicak su kaynaklar1 gibi ekstrem habitatlarda da dagilim gostermektedirler
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(Stal, 2012). Morfolojik, metabolik ve fizyolojik ozellikler bakimindan yiiksek
oranda bir gesitlilik gosterirler (Mankiewicz et al., 2003). Siyanobakteriler ¢ok farkli
morfolojik karakterler (tek hiicreli, bir arada yasayan koloniler, ipliksi vb.)

gostermektedirler (Casamatta et al., 2005).
2.2. Siyanobakteriyel Sistematik

Siyanobakteriler, hiicresel 6zellikleri bakimindan prokaryotiktir ve hiicrelerin
prokaryotik yapida olduklar1 bilinmelerine ragmen onceleri algler grubu igerisinde
mavi-yesil algler olarak adlandirilmislardir. Mavi-yesil algler olarak adlandirilan bu
organizmalar, botanik bilimciler tarafindan siyanofitler olarak, bakteriyologlar
tarafindan ise mavi-yesil bakteriler veya siyanobakteriler olarak belirtilmistir ve uzun
yillar boyunca algler arasinda biiyiik ve dnemli bir takson olarak Botanik Kod’a gore

smiflandirilmistir (Stanier et al., 1978).

Botanik Kod’un birinci ilkesine gore botanik isimlendirme, zoolojik ve
bakteriyolojik isimlendirmeden bagimsiz olmalidir. Bu ilkeye eskiden benzer olan ve
suan i¢in de gecerli olan ikinci ilkede ise prokaryotlar botanikten bagimsiz degildir
fakat bakteriyolojik ve zoolojik isimlendirme yapilabilir, denilmistir. Boylelikle
siyanobakterilerin sistematik olarak yeri ve isimlendirilmesi karmasik bir durum
olusturmustur (Oren, 2011). Siyanobakteriler boyle bir durumda fotosentez
yapmalarindan dolay: bitkilere benzetilmis ve bu nedenle ilk basta Botanik Kod’un
birinci ilkesine gore degerlendirilmis fakat daha sonra prokaryotik hiicre yapisina
sahip olmalarindan dolay1r da smiflandirilmalar1 Botanik Kod’un ikinci ilkesi goz
oniinde bulundurularak yapilmistir. Hala daha baz1 arastirmacilar, oksijenik
prokaryotlar i¢in ‘‘International Code of Botanical Nomenclature’” (ICBN) ilkelerini
kullanmaktadir (Palinska and Surosz, 2014).

1978’de  siyanobakterilerin ~ Uluslararas1  Bakteriyolojik Kod’a  gore
isimlendirilmeleri teklif edilmistir (Stanier et al., 1978) ve bu teklif Uluslararasi
Sistematik Bakteriyoloji Komitesinin Fotootrofik Bakteri Taksonomisi alt
komitesince 1 Ocak 1979 tarihi itibariyle kabul edilmistir (Oren, 2004). Rippka ve
arkadaslari siyanobakterilerin ilk bakteriyolojik simiflandirmasini
gerceklestirmiglerdir (Rippka et al., 1979). Bu ekolii takibeden arastirmacilar sadece
klonal (aksenik, saf) kiiltiirleri ve bu kiiltlirlerin morfolojik, sitolojik, genetik,
kimyasal ve fizyolojik 6zelliklerini esas almiglardir. Bu durumda kiiltiirler tiir olarak
kullanildiginda ismin bir tanimla degil kiiltiirle iliskilendirildigi ve kiiltiirlerin
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zamanla degisebilecegi belirtilmistir. Botanik kod ve bakteriyolojik kod arasindaki
en temel fark bitki taksonomisinde Ornekler, herbaryum ornekleri gibi cansiz tip
orneklere dayali iken bakteriyel taksonomide bu 6rnek gruplari suslardir (Rippka et
al., 1979). Dolayisiyla botanik koda gore morfolojik ozellikler esas alinarak ¢ok
sayida tiir ve cins tammmlanmistir. Saf (aksenik, klonal) kiiltiir temelli yapilan
caligmalar, siyanobakterilerin morfolojik 6zelliklere gore tanimlanan tiir sayisindan
cok daha az tiirlin mevcut olmasi gerektigini gostermektedir. Bu durum da ayni

taksonu ifade eden birden fazla grubun (sinonim) olusmasina neden olmustur.

Siyanobakterilerin siniflandirilmasi biiyiik 6l¢iide gerek botanik gerekse de
bakteriyolojik sistemlerde morfolojik 6zelliklere dayanmaktadir. Morfolojik yapilar
soy hatlarinin yeniden yapilandirilmas: i¢in kullanilirken hangi morfolojik
ozelliklerin homolog oldugunun agiga kavusturulmasi gerekmektedir ¢linkii belirgin
sekilde benzer yapilarin kokeni farkli olabilicegi gibi farkli yapilarin kékenleri ayni
olabilir. Yani benzer veya farkli morfolojik 6zellikler kokenlerin ayn1 ya da farkl
oldugu anlamma gelmez. Genetik olarak tanimlanmis cinslerin igindeki tiirlerin
smirlandirilmasi iginde tek tip genetik kriter bulmak da oldukga zordur (Hoffmann et
al., 2005).

16S rRNA geninin iyi bir molekiiler kronometre oldugu belirtilmektedir
(Woese, 1987; Wilmotte, 1994). Ribozomal RNA hiicreler igin evrensel bir
molekiildiir. Protein sentezindeki islevleri hiicre yasami i¢in temel oldugundan
ribozom yapisina katilan rRNA’nin baz1 bolgeleri korunmustur. Daha fazla ve daha
az korunmus bolgelerinin kullanilmas: yakin ve uzak akraba organizmalarin
belirlenmesi caligmalarina imkan saglamaktadir. Bakterilerin 16S rRNA geni 1500
niikleotitten olusan uzun bir molekiildiir. Bu nedenle ¢ok sayida karakter (baz
pozisyonlar1) icerir ve verinin istatistiksel olarak degerlendirilmesini miimkiin kilar

(Wilmotte, 1994).

16S rRNA geninin filogenetik analizi, siyanobakteriler arasinda yakin iligkiler
oldugunu ortaya ¢ikarmistir, bu durum siyanobakterilerin ¢esitlenmesinin kisa bir
stire i¢inde gergeklestigini gostermektedir (Giovannoni et al., 1988; Wilmotte and
Herdman, 2001). 16S rRNA geninin yani1 sira psbA geni de siyanobakteriyel filogeni
caligmalarinda kullanilmistir. psbA geni FS II’deki 151k reaksiyon merkezinde yer
alan bir proteini kodlamaktadir. Bu gen siyanobakteriler, algler ve yiiksek bitki

kloroplastlarinin genomlarinda bulunur ve filogenetik marker olarak yaygin bir
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sekilde kullanilmaktadir. psbA geninin dizilenmesi ile elde edilen taksonomik veriler
¢ogu durumda SSU (small subunit) rRNA dizilerinden elde edilen verileri
dogrulamaktadir (Zeidner et al., 2003).

Siyanobakteri gruplarinin belli bir hiyerarsik diizen igerisinde siniflandirilmasi
hala daha gerceklesememistir. Bu nedenle morfolojiyi esas alan geleneksel
yontemlerin yani sira molekiiler yontemlerin kullanilmasinin filogenetik iliskilerin
belirlenmesinde daha etkili olacagi aciktir. 1988 yilinda Giovannoni ve arkadaslari
siyanobakteriler arasindaki filogenetik iligkilerin belirlenmesine yonelik ilk
calismalar1 gerceklestirmistir (Giovannoni et al., 1988). Bu calismalar kiiltiire
alinmis ve saf kiiltiir seklinde saklanmig siyanobakterilerin 16S rRNA gen bolgesinin
dizi analizine dayanmaktadir. 16S rRNA genleri arasindaki ITS bolgesinin ve diger
evrimsel agidan iliski bulunan gen bolgelerinin dizileri birbirleriyle karsilastirilarak
daha dogru ve birbirlerine daha yakin filogenetik iliskilerin oldugu belirlenebilir

(Palinska and Surosz, 2014).

Molekiiler veriler siyanobakteriyel taksonomi i¢in temel kriterler saglar ancak
150 yillik siyanobakteriyel biyogesitlilik arastirmalarindan elde edilen sonuglarla
birlestirilirse daha dogru bir filogenetik sistem olusturulabilir. Bu nedenle yapilan
morfolojik varyasyon caligmalari, modern morfoloji ¢aligsmalari, genetik, ekolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal ozellikler polifazik bir yaklasimla birlestirilmelidir
(Komarek, 2006).

Bergey’s Mannual of Systematic Bacteriology kitabinda siyanobakterilerin
adlandirilmasi ve siiflandirilmasinda farkli yontemler 6nerilmistir. Bu yontemlerden
ilki kiiciikk grup cinsleri korumak yani cins olarak kalmasimi saglamak, digeri ise
birgok tiirii daha az cins altinda toplamak seklindedir (Castenholz, 2015). Tek basina
bu yontem de yeterli gériinmemektedir. Bu nedenle siyanobakteriyel sistematigin
daha gilivenilir bir sekilde yapilandirilabilmesi i¢in tam genom dizilerinin
belirlenmesi daha etkili bir yontem olacaktir. Siyanobakteriyel tiirlerin tanimlanmasi
bugiin icin Bakteriyolojik Kod’a gore bile miimkiin olmamistir. Bir¢ok
siyanobakteriyel grup benzer yapisal 6zelliklere sahip olsa bile filogenetik kdken
acisindan yakin olmayan alt kategoriler igeren cinsler bulunmakta ve bu cinsler

formcins olarak tanimlanmaktadir.

Modern kriterlere gore az ¢ok diizenlenmis siyanobakteriyel cins kavrami; bir
cins bagka bir cinsteki en yakin tiirlerden 16S rRNA gen dizilerine dayali olarak,
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kendine 6zgii bir filogenetik pozisyona sahip olmali (benzerlik yaklasik %95 veya
altinda), diger benzer gruplardan farkli morfolojik ayrima sahip olma ya da benzeri
olmayan biyolojik yapilar bulundurmali (b6liinme tiirii, akinet olusumu, heterosist
olusumu gibi) ve ekolojik nise sahip olmalidir. Bu nedenle siyanobakterilerdeki
normal cins, molekiiler, morfolojik ve ekolojik kriterlerin kombinasyonu ile

tanimlanirsa benzersiz bir tiirii temsil eder (Komarek et al., 2014).

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’ye gore siyanobakteriler bir filum
(Cyanobacteria), bir smif (Cyanobacteria) ve bes Altboliim (Subsection) olarak
siniflandirilmistir Altboliim 1, tek hiicreli veya koloni olusturan, ikili boliinme veya
tomurcuklanma ile lireyenler. Altboliim II, tek hiicreli veya koloni olusturan, ¢oklu
boliinme ile tireyenler. Altboliim 111, filamentli, heterosistsiz, sadece bir diizlemde
boliinebilen siyanobakteriler. Altboliim IV, filamentli heterosistli, dallanmayan ve
sadece bir diizlemde boliinebilen siyanobakteriler. Altbolim V, filamentli,
heterosistli, dallanan ve ¢ok fazla diizlemde bdliinebilen siyanobakteriler, seklindedir
(Castenholz et al., 2001). Bununla beraber baz1 arastiricilar tarafindan hala Botanik
koda gore yapilmis siniflandirmalar da kullanilabilmektedir. Buna gore Rippka ve
digerleri. (1979) tarafindan onerilen altboliim kategorisi ordo kategorisi olarak kabul
edilerek isimlendirilmistir. Bu durumda siyanobakteriler her biri altboliimlerden
birine denk gelecek sekilde 5 ordo seklinde diizenlenmistir. Bunlar Ordo |
Chroococcales (altbolim 1), Ordo Il Pleurocapsales (altbolim 11), Ordo Il
Oscillatoriales (altboliim 111), Ordo IV Nostocales (altbolim 1V) ve Ordo V
Stigonematales (altboliim V) (Wilmotte, 1994).

2.3. Siyanobakteriyel Ekoloji

Diinyanin bilinen en eski prokaryotik, oksijenik fototrofik organizmalari olan
siyanobakteriler, biiylik biyojeokimyasal olaylara ve iklimsel degisikliklere taniklik
etmislerdir. Isinimdaki asir1 dalgalanmalar nedeniyle yeryiiziine etki eden yogun
ultraviyole 1518a maruz kalmislar, sicakligin az oldugu buzul caglarindan sicakligin
cok oldugu kurak caglarma kadar zit ucglardaki kosullar altinda bile yasamlarini
stirdiirmiislerdir. Volkanizma ve kitasal ayrilma gibi jeolojik siireglerde habitatlarini
degistirmisler ve ¢ok cesitli ekofizyolojik strese maruz kalmalarina ragmen hayatta
kalip giinlimiize kadar ulasmiglardir. Muhtemelen siyanobakterilerin kutup

bolgelerinden tropikal bolgelere, yer alti sularindan yiiksek daglara kadar ¢ok genis



alanda yayilim gostermelerinin nedeni zorlu ekofizyolojik stres kosullarina karsi

koyabilmeleridir (Whitton and Potts, 2012).

Siyanobakteriler, 3,5 milyar yi1l 6nce var olan evrimsel olarak en eski
organizmalardandir. Siyanobakterilerin evrimsel dayanikliginin temel nedeni
kullandiklar1 etkili metabolik yollarin basarili kombinasyonudur. Ayni anda oksijenik
fotosentez ve solunum yapabilen i¢ zar sistemine sahip nadir gruplardan biridir ve
bir¢ok siyanobakteriyel tiir serbest azotu fikse edebilir. Bu nedenle de ¢ok cesitli
cevresel kosullar altinda hayatta kalabilirler ve gelisimlerini siirdiirebilirler
(Vermaas, 2001). Siyanobakteriler, klorofil a sentezleyebilen fotosentetik
prokaryotlardir. Yaygin olusumlarina, yiiksek bolluklarina ve morfolojik gesitliligine
gore degerlendirildiginde, fotosentetik prokaryotlarin en biiyiik grubudur. Diisiik pH
degerlerine sahip olan habitatlar hari¢, giinimiizde ¢ogu 1s1kli ortamda temsil

edilmelerinin yaninda en uzun jeolojik kayitlardan birine sahiptirler (Whitton, 1992).

Siyanobakteriler, bakteri domaininin en ¢esitli ve en eski soylarindan birini
temsil eden ve dogada farkli habitatlara yayilmis organizma grubudur (Pope and
Patel, 2008). Isigin bulundugu habitatlarin hepsinde olmasa da ¢ogunda yaygin
olarak bulunan fotosentetik prokaryotlardir. Diinyada siyanobakteriyel biyokiitle
3x10™ gram karbon veya 10 gram yas biyokiitle olarak hesaplanmistir ve bu
verilerden de anlasilacag: lizere siyanobakterilerin diinyadaki biyokiitleye katkisinin

biiyiik oldugu agiktir (Garcia-Pichel et al., 2003).

Siyanobakteriler ekstrem c¢evre kosullarinda 6rnegin, asir1 sicak, asir1 soguk,
asir1 tuzlu ortamlarda hayatta kalabilirler. Siyanobakteriyel diinyada, asir1 tuzlu
ortamlarda yasama adapte olmus birgok tiir vardir. Hatta bazilar1 NaCl doygunluguna
yaklasan tuz konsantrasyonlarinda dahi g¢ogalabilirler. Asir1 tuzlu ortamlarda bentik
matlarda g¢ogalan bazi siyanobakteriler, anoksik kosullar altinda yasama adapte
olurlar ve FS I kompleksini kullanarak anoksijenik bir fotosentez tiirlinde siilfiti
elektron vericisi olarak kullanabilirler (Oren, 2015). Endosimbiyont olarak
bulunabildikleri gibi bagimsiz olarak da bulunurlar (Thajuddin and Subramanian,
2005).

Siyanobakteriler, c¢ok sayida Okaryotik konakla simbiyotik birliktelikler
kurmuslardir. Cogunlukla siyanobakteriyel simbiyont (siyanobiont) azot fiksasyonu
yapabilir ve olusan iriin, yani kullanilabilir azot, konak tarafindan alinir. Bitki
siyanobakteri birlikteliginde simbiyont, bagli (kullanilabilir) azot formu saglarken
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konak fikse edilmis karbon saglar. Bitki simbiyontlar1 genellikle Nostoc cinsine
aittir. Hem serbest yasayan hem de simbiyotik siyanobakterilerin, piring tarlalarinda

biiyiimeyi ve hasat miktarimni arttirdiklar1 da bilinmektedir (Adams, 2000).

Siyanobakteriler, kaplicalardan 6&trofik su kiitlelerine kadar c¢ok ¢esitli
ortamlarda var olma ve hayatta kalma yetenegine sahip prokaryotik ototrofik
organizmalardir. Bu olumsuz habitatlardaki baskinliklar1 ve hayatta kalmalari,
morfoloji ve metabolizmadaki plastisitelerine, alelokimyasallarin/biyoaktif
metabolitlerin salgilanmasina veya miisilajli kilifin varligina atfedilmektedir.
Siyanobakterilerin yliksek azot ve fosfor gereksinimleri oldugundan, bu besin
maddelerinin ¢ok yogun oldugu atik sular (kanalizasyon/kentsel atik sular),
siyanobakterilerin ¢ogalmalarini artirmak ve dolayli olarak ortamdaki besin yiikiinii
azaltmak icin kiiltlir ortam1 olarak hizmet edebilir ve bu da siyanobakterileri bircok
uygulama alani i¢in yararli kilmaktadir. Ayrica, agir metaller, inorganik ve organik
kirleticiler gibi diger kirletici maddelerin cesitli atik sulardan uzaklastirilmasinda

etkili olduklar ifade edilmistir (Sood et al., 2015).

Siyanobakteriler, yapisal olarak ¢esitli ve biyolojik ikincil metabolitler iiretme
konusundaki olaganiistii yetenekleri nedeniyle odak noktasi olmuslardir. Urettikleri
bu biyoaktif molekiiller, siyanobakterilerle ayni1 habitatta bulunan diger

organizmalari caydiran genellikle giliglii toksinlerdir (Engene et al., 2013).

Zararl (toksik etki, besin agin1 degistirme, oksijen yetmezligine neden olma)
siyanobakteriyel alg ¢cogalmalari (CyanoHAB), siyanobakterilerin bulundugu sucul
alanlara antropojenik kaynakli besin girdisi nedeniyle diinya capinda ¢ogalmakta,
tath su kaynaklarinin kullanimi ve siirdiiriilebilirligi i¢in ciddi bir tehdit
olusturmaktadir. Bu tehdidi nispeten azaltan sucul ortama fosfor girdisinin
simirlandirilmast  cyanoHAB’lar1  kontrol etmek i¢in  Ongoriilmiistiir. Bazi
CyanoHAB’lar nitrojen (N) gereksinimlerini karsilamak icin atmosferik nitrojeni
(N2) fikse edebilirler. Bununla birlikte, azot ve fosfor varligi ile sinirli olan ve serbest
azotu fikse edemeyen siyanobakteriyel suslardan kaynaklanan CyanoHAB’lar
giderek daha fazla rahatsiz edici olmaktadir. Bunlarin ¢ogunda sistemlere azot ve
fosfor girdisi hizla artmakta ve sucul sistemlerde CyanoHAB kontrolii i¢in uzun

vadede azot ve fosfor kisitlamalarina ihtiyag duyulmaktadir (Paerl et al., 2011).

Siyanobakterilerin asir1 gogalmasi (bloom) olaylarinin ve bunun sonucu olarak
olusan oOtrofikasyonun iklim degisikligi nedeniyle giderek artmasi olasi bir
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durumdur. Gergekten de bu ¢ogalmalarin (patlamalarin) sayisi ve yogunlugu son on
yilda kiiresel olarak artmistir. Siyanobakteriler, insan saglig1 ve g¢evre igin bir dizi
sorunlara neden olabilmektedir. Dahasi, bazi kosullarda siyanobakteriler, suda
yasayan organizmalarin hayatta kalmasini olumsuz yonde etkileyen siyanotoksinler
(hepatotoksinler, norotoksinler, sitotoksinler ve dermotoksinler igerir) iiretebilir. Ek
olarak siyanobakteri hiicrelerinin dogrudan yutulmasiyla ve/veya siyanotoksin iceren
icme suyunun tliketilmesiyle evcil hayvanlar ve insanlar i¢in zehirlenme meydana
gelebilir ve bu da halk saglhigi ac¢isindan endiselere yol agmaktadir (Chirico et al.,
2020).

Artan kiiresel sicakliklar, degisen yagis modelleri ve su Kkiitlelerinin
Ozelliklerindeki degisimler, siyanobakterilerin ¢ogalma oranlarmi, komiinite
iceriklerini ve “bloom” dinamiklerini giiclii bir sekilde etkiler. Ozellikle yiiksek
sicakliklar yiizeyde fazla artis gOsteren siyanobakteriler tarafindan tercih
edilmektedir. Maksimum ¢ogalma oranlar1 nispeten yiiksek sicakliklarda meydana
gelmektedir (Foy et al., 1976; Robarts and Zohary, 1987; Butterwick et al., 2005).
Antropejenik etkili iklim degisikligi, havanin daha sicak olmasina neden olmaktadir
ve bu durum dogrudan ya da dolayl olarak siyanobakteriyel asir1 ¢ogalmalarinin
olusumunu tesvik etmektedir. Kisacas1 daha yiiksek sicakliklar, siyanobakterilerin

biiylimelerini ve ¢ogalmalarini dogrudan etkilemektedir (Zhang et al., 2012).
2.4. Biyogesitlilik Arastirmalari

Biyolojik cesitlilik ya da biyogesitlilik, en yaygm ifadeyle tiirlerin sayisini
tanimlamak i¢in kullanilmistir. Bu tanimin daha sonra eksik oldugu, igerisinde bir¢cok
parametrenin de bulunmasinin gerektigi tartismalarinin sonucunda biyogesitlilik
tanim1 genisletilmistir. Biyogesitlilik, tiir ¢esitliligi, genetik cesitlilik ve igerisinde
abiyotik kosullarin da goz Oniinde bulunduruldugu ekosistem ¢esitliligini de igine

alan genis bir tanim olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Swingland, 2001).

Biyogesitlilik, bir alana ve tiire ait bir niteliktir. Genel olarak tiir i¢cindeki ve
tirler arasindaki cesitliligi ifade eder. Canli organizmalar, canli organizma
topluluklari, biyotik topluluklar ve biyotik siirecler, (dogal olarak meydana gelen
veya insanlar tarafindan degistirilen) genetik olarak Olgiilebilir cesitlilik, tiirlerin
sayist ve tiir topluluklari, bunlarin miktarlari (6rnegin bolluk, biyokiitle, ortiis, oran),

biyogesitlilik kavrami igerisinde yer almaktadir.
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Tir cesitliligi, belli bir bolgede yasayan tiim tiirlerin nispi bollugunu ve
sayisini ifade eder. Gegmisten giiniimiize tiirler, canlilar diinyasinin temel tanimlayici
birimleri olmuslardir ve bu nedenle biyolojik ¢esitlilik ¢ok yaygin ve yanlis bir
sekilde tiir ¢esitliligi, 6zellikle de bir alandaki ya da habitattaki tiir sayis1 olan “tiir

zenginligi” ile es anlamli olarak kullanilmistir (Swingland, 2001).

Tek basmna tiir sayisit disiiniildiigiinde, diinyadaki yasamin c¢ogunlukla
boceklerden ve mikroorganizmalardan olustugu goriilmektedir. Tiir basamagi, genel
olarak, tiim organizma c¢esitliligini géz 6niinde bulunduran en dogal basamak olarak
kabul edilmektedir. Tiirler ayn1 zamanda evrimsel mekanizmalarin birincil odak
noktasidir. Tiirlerin ortaya ¢ikisi ve yok olusu biyolojik cesitliligin yonetilmesindeki
baslica etkenler olsa da, tiirler sistematikgiler tarafindan net bir sekilde
taninamamakta ve sayilamamaktadir. Bir tiiriin ne oldugu kavrami, organizma
gruplar1 arasinda 6nemli dl¢iide farklilik gdsterir. Bu nedenle tiir ¢esitliligi tek basina

biyogesitliligi tanimlamak i¢in yetersiz kalmstir.

Genetik  cesitlilik, organizmalar1 yapilandiran genetik  materyallerin
bilesenlerini, bir populasyon i¢indeki bireyler arasindaki ve populasyonlar arasindaki
genetik varyasyonlar1 kapsar yani genetik cesitlilik popiilasyonlar icindeki ve
populasyonlar arasindaki kalitsal varyasyona baghdir. Ortaya cikan genetik
varyasyonlar bireylerde gen ve kromozom mutasyonlari ile meydana gelmekte ve
eseyli lireyen organizmalarda rekombinasyon yoluyla popiilasyondaki diger bireylere
de yayilabilmektedir. Genetik varyasyon, hem dogal evrimsel degisimin hem de

yapay seg¢ici tiremenin gerceklesmesini saglar (Swingland, 2001).

Ekolojik cesitlilik, habitatlarin, ekosistemlerin ve bunlarin siirdiirebilirligini
saglayan ekolojik siireglerin ¢esitliligini ifade eder. Prensipte genetik ve tiir ¢esitliligi
ile ne kastedildigini tanimlamak miimkiin olsa da, ekosistem, habitat veya topluluk
diizeyinde c¢esitliligin nicel bir degerlendirmesini yapmak zordur. Ekosistemlerin
kiiresel diizeyde 0Ozgilin bir tanimi veya simiflandirmasi bulunmamaktadir. Bu
zorlugun istesinden gelmek i¢in, ekosistem ¢esitliligi genellikle o ortamdaki tiirlerin
cesitliliginin 6l¢iilmesi yoluyla degerlendirilmektedir. Bu durum, farkl tiirlerin nispi
bollugunun degerlendirilmesinin yan1 sira tiir c¢esitliliginin dikkate alinmasi
konusunu igerebilmektedir. Tiirler bir alanda ne kadar bolsa, o alan veya habitat o
kadar cesitlilik igermektedir. Ornegin beta ¢esitliligini incelerken (yani alanlar

arasindaki tiir kompozisyonundaki degisiklik), topluluk benzerliginin tek giivenilir
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veri saglayicisi, habitatin hemen bitisik konumundaki diger habitatla tiir

kompozisyonunun karsilastiriimasidir (Swingland, 2001).

Geleneksel olarak, bir mikrobiyal komiiniteyi ¢alisabilmek icin tek yol,
mikroorganizmalar1 bulunduklari ortamdan izole etmek ve laboratuvar ortaminda
kiltiirlerini elde edip incelemektir. Bu kiiltiirlerin elde edilme siireci Oncelikle
zenginlestirme adi verilen islemle topluluk icindeki hedef organizmanin sayica
fazlalastirilmasini ve daha sonra saf kiiltlir seklinde izole edilmesini kapsamaktadir.
Zenginlestirilmis bir kiiltiirde, istenilen organizmalar i¢in segici olan ve/veya
istenmeyen organizmalar icin engelleyici bir ortam ve bir inkiibasyon kosulu
olusturulur. Etkin zenginlestirme kiiltiirleri, organizmanin dogal nisine ve dogal
ekosistem kosullarina miimkiin 6l¢iide uyumlu olmasi gerekmektedir. Bir diger
geleneksel yontem oOrnegi saf kiiltiir izolasyonudur. Bu yontemde amag
zenginlestirme yapmadan veya farkli tiplerde zenginlestirmeler yapilarak tek tip

mikroorganizma elde etmektir (Madigan and Martinko, 2005).

Siyanobakterilerin  biyocesitlilik degerlendirmesi i¢in kullanilan genel
yaklagimlar mevcuttur. Biyogesitlilik degerlendirmesi morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler diizeylerde yapilmistir. Siyanobakteriler genel olarak tek
hiicreli ve ¢ok hiicreli (ipliksi yap1) tipler olarak siniflandirilmustir. Ipliksi yapilar
dals1z olabilir dallanma gosterebilir ya da yalanci dallanmis yapilara sahip olabilirler.
Ayrica heterosistin varlifi veya yoklugu ve akinetlerin konumuna goére de

degerlendirilmistir (Kumari et al., 2009).

Morfolojik 6zelliklere dayali olan mikroskobik yontem arastirmalari gegcmisten
giiniimiize kullanilan ve halen daha kullanim1 devam eden bir aragtirma yontemidir.
Istk mikroskobu ve elektron mikroskobu kullanilarak taksonomik c¢aligmalar
gerceklestirilmistir. Onceleri 151k mikroskobu kullanilmis ve 151k mikroskobu,
¢oziimleme giicliniin dogasinda var olan sinirlamayr goz Oniinde bulundurarak,
siyanobakteriyel hiicrelerin organizasyonu hakkinda ¢ok az bilgi saglayabilmistir.
1950 ve 1960 yillar1 arasinda elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalar, daha once
bilinmeyen birgok yapiyr ortaya ¢ikarmig ve mevcut sistemin bir adim 6tesine
gecilmesini saglamigtir. Siyanobakteriyel hiicrelerin hepsi olmasa da yapisal
karakteristiginin bir¢ok bileseni elektron mikroskobu ile ortaya ¢ikmistir (Stanier and
Cohen-Bazire, 1977).
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Siyanobakterilerin genis cesitlilikleri, farkli ekosistemlere hizli adaptasyonlari,
biyolojik ve ekolojik agidan gelistirdikleri basarili yasam stratejileri 6zellikle eseysiz
tireme ile birlestiginde, c¢esitliligin belirlenmesi acisindan smiflandirma ve
taksonomik degerlendirmeyi son derece =zorlastirmaktadir. Siyanobakterilerin
taksonomik smiflandirmasinda morfolojik ozelliklerin tek basina yetersiz oldugu

kabul edilir (Komarek, 2016).

Siyanobakteriyel biyocesitilik aragtirmalarinda Oncelikle geleneksel yontemin
beraberinde getirdigi morfolojik Ozellikler kullanilarak caligmalar
gerceklestirilmistir. Ayrica geleneksel izolasyon teknikleri yogun emek ister ve
yavagstir, bazen seri zenginlestirme kiiltiiriine ihtiya¢ duyulmasi ve optimal olmayan
kosullar altinda organizmalarin yavas gelismesi nedeniyle ¢ok fazla ¢aba ve yillar
siiren zaman gerektiren yontemler olmus ve bu durum daha pratik sistemlerin

olusmasina zemin hazirlamistir (Blainey, 2013).

Filogenetik iligkilerin belirlenmesinde DNA temelli metotlar kullanilmig ve
biiyiik ilerleme gostermistir. Bu metotlar genellikle PCR temellidir. PCR, herhangi
bir kiiltivasyona ihtiya¢ duyulmadan 6rneklerden dogrudan DNA amplifikasyonunun
gerceklestirilmesiyle mikrobiyal genlerin ¢alisilmasina olanak saglamistir.
Hiicrelerin biiytitiiliip ¢ogaltilmasina ihtiya¢ duyulmadan yapilabildigi i¢in bu
metodoloji ¢cok daha kullanighdir. PCR’a dayali biyogesitlilik ¢alismalar tartismali
bir konu olsada kiiltiire dayali calismalardan ¢ok daha etkili ve hizli bir sekilde
bilgiler saglamaktadir (Garcia-Martinez et al., 1999).

Geleneksel molekiiler metotlardan olan DNA parmak izi (fingerprinting)
metotlar1 siyanobakterilerin genetik cesitliliginin arastirildigi ¢alismalarda basari ile
kullanilmaktadir. Parmak izi metodlari, hedef bolgenin PCR ile ¢ogaltilip, jel ya da
kapiler elektroforez ile DNA fragmentlerinin biiyiikliiklerine (6rnegin; RFLP), erime
sicakliklaria (6rnegin; DGGE/TGGE) ya da yapisal (6rnegin; SSCP) farkliliklarina
gore ayrilmalarina dayanir (Wacklin, 2006).

Mikrobiyal biyogesitlilik arastirmalarindaki  yetersizlikleri asmak ve
eksiklikleri giderebilmek icin 16S rRNA gen bolgesi ve degisik DNA bolgelerinin
dizi varyasyonlarini temel alan, kiiltiir bagiml1 veya kiiltiir bagimsiz molekiiler analiz
yontemleri gelistirilmistir 16S rRNA gen bolgesini kullanan kiiltiirden bagimsiz
molekiiler arastirmalar mikrobiyal topluluklarin yapisini karakterize etmek i¢in temel
bir dayanak haline gelmistir (Tringe and Hugenholtz, 2008). 16S rRNA dizi
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verilerinin kullanilmasiyla mikroorganizmalar arasindaki evrimsel akrabalik iliskileri

hakkinda daha ¢ok bilgi elde edilebilmistir.

Boyer ve digerleri, 16S rRNA gen bolgesinden elde edilen dizilerin tiir
tanimiin olusturulmasinda yeterli bilgiyi vermedigi ve cins alti seviyede yapilan
calismalar i¢in uygun olmadigi kanisina varmuslardir (Boyer et al., 2001). rRNA
operonunda 16S ile 23S dizilerini birbirinden ayiran ITS (Internal Transcribed
Spacer) bolgesinin  cins alt1  seviyede kullanilabilecegini  Onermislerdir.
Siyanobakterilerde ITS bolgesinin, 16S rRNA bolgesinden daha az korunmus oldugu
bilinmektedir (Laloui et al., 2002). ITS bélgesinin RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) tabanli ya da dogrudan dizileme ¢alismalariyla elde edilen
veriler siyanobakteriyel gesitliligi belirlemede kullanilmaktadir (Taton et al., 2003).
RFLP teknigi kisaca, restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA molekiiliiniin farkli

biiyiikliikteki fragmentlere ayrilmasi ve goriintillenmesi islemi seklinde ifade

edilebilir.

PCR tabanli diger bir teknik olan RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA, Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) teknigi saf kiiltiir olarak bulunan
izolatlarin ve simbiyotik yasam siliren siyanobakterilerin karakterizasyonunda
kullanilmaktadir. Bu yontem birgok organizmanin sus diizeyinde tanimlanmasin
saglamaktadir fakat klonal (saf) kiltlirlerin kullanim gerekliligi bu teknigin

kullanilabilirliginin sinirli olmasinin nedenidir (Lu et al., 1997).

16S-23S ITS bolgesinin kullanilmasi, filogeni ¢alismalarinda molekiiler evrim
ya da populasyon genetigi arastirmalart i¢in, potansiyel olarak giiclii bir aractir
(Boyer et al., 2001). 16S rRNA dizisi, yakin iliskiler igin asir1 degisken ve son derece
bilgilendirici bolgelere sahip olmasma ragmen, Ornegin ayni cinse ait tiirlerin
yakinlik derecelerini belirleyebilecek ve iyi bir ayrim saglayacak kadar farklilik
gostermemektedir (Garcia-Martinez et al., 1999). Tiirlerin tanimlanmasi igin 16S
rRNA gen dizileme ve DNA:DNA hibridizasyonu her ne kadar molekiiler kriterler
olarak diisiiniilse de tiim genomun dizilenmesiyle daha fazla taksonomik veri elde

edilecegi siiphesizdir (Coenye et al., 2005).

Biyogesitlilik aragtirma yontemlerinden biri tam genom analizleridir. Tam
genom analizi, biitiin bir genomun analizi islemine dayanmaktadir. Bu analizde
kullanilan bir yontem olan Sanger dizileme (Sanger et al., 1977) yontemi DNA
dizileme teknolojisi i¢in Oonemli bir yontem olmustur. Sanger dideoksi yontemi;
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enzimatik olarak DNA sentezine ve sentezlenen zincirin inhibitér niikleotit
formlariyla rastgele sonlandirilmasi esasina dayanir. Dizisi saptanacak DNA ipligi
yeni sentezlenecek iplik i¢in kaliptir. Yontemin temelinde DNA polimerazin dNTP
ve ddNTP’yi substrat olarak kullanilmasi1 vardir (Heather and Chain, 2016). Sanger
Dizileme yontemi, yiiksek verimin gerek olmadigir uygulamalar i¢in kullanish ve
yararlidir. En yaygin kullanimi, plazmit yapilarin1 veya PCR iirlinlerini dogrulamak
icin spesifik bir kalip tizerinde spesifik bir DNA primeri kullanilan bireysel dizileme

reaksiyonlar1 igindir.

Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing, NGS) yontemi bir baska
tam genom analiz yontemidir. Yeni nesil DNA dizileme, bilgisayar bilimlerindeki
ilerlemelerle etkili bir sekilde hareket ederek ve genetik arastirmalarda bir devrimi
baslatarak 2000'lerin ortasinda yaygin bir sekilde kullanilabilir hale gelmistir
(Koboldt et al., 2013). Bu yontemde daha énce miimkiin olandan ¢ok daha biiyiik
biyolojik veri kiimelerinin analizini miimkiin kilmistir Bu yontemde, ayni anda
paralel bir¢ok dizileme reaksiyonu yiiriitiilebilmekte, ayn1 zaman diliminde ¢ok

sayida dizi hizl1 bir sekilde belirlenebilmektedir.

Mikrobiyal biyocesitliligin  belirlenmesinde kullanilan bircok ¢alisma,
glinlimiizde molekiiler araclar1 ve kaynaklar1 daha fazla kullanmaya odaklanmaktadir
(Xu and Zhao, 2018). Mikrobiyal komiinitelerin popiilasyonlarina ait bireylerin
karakterize edilmesi i¢in uzun yillar boyunca kiiltiir bagimli analiz yontemleri
kullanilmustir. Uretilen saf kiiltiirlere geleneksel yontemler uygulanarak izolatlarin
kimlikleri belirlenmeye ¢alisilsa da bu saf kiiltiirlere molekiiler yontemler de siklikla
uygulanmaktadir Ozellikle son yirmi-otuz yildir gelistirilen yeni ydntemler, dogadan
aliman komiinite orneklerinin herhangi bir kiiltiire alma islemi yapilmadan direkt

olarak biyogesitlilik (genetik ¢esitlilik) analizine tabi tutulmasini miimkiin kilmistir.
2.4.1. Metagenomik

Metagenomik, alinan ¢evresel 6rneklerin icerdigi genomlarin dogrudan genetik
analizi seklinde tanimlanmaktadir (Thomas et al., 2012). Metagenomik, mikrobiyal
topluluklarin islevsel genlerine erisim saglar ve bu nedenle, genellikle yalnizca tek
bir genin (6rnegin 16S rRNA geni) cesitliligine dayanan filogenetik aragtirmalardan
¢cok daha kapsamli bir sonu¢ sunmaktadir. Karmasik ekosistemlerde bulunan

mikrobiyal topluluklarin kiiltiirden bagimsiz bir sekilde direkt olarak c¢alisilip
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degerlendirilmesini saglayarak mikrobiyolojide 6nemli bir gelisme saglamistir

(Simon and Daniel, 2011).

1991 yilinda deniz suyu 6rneginden elde edilen ¢evresel DNA fragmentlerinin
bir faj vektoriinde ilk defa klonlamasi rapor edilmistir (Schmidt et al., 1991). Sonraki
caligmalarda DNA’y1 ¢evresel 6rneklerden dogrudan klonlama fikri yayginlasmistir
(Pace, 1995). Metagenomik terimi ilk olarak 1998 yilinda ¢evresel DNA’nin rastgele
klonlanmasi islemini de igeren toprak mikroorganizmalari {lizerinde yiiriitiilen bir
calismada yaymlanmistir (Handelsman et al., 1998). Daha sonra tanimlar biitiin bir
toplulugun analiz edildigi herhangi bir ¢alismay1 igerecek sekilde cesitlilik
gostermistir; ornegin, bir ortamdan alinan 6rneklerde dnceden kiiltiire alma islemi
yapilmadan toplam DNA’nin izolasyonu ve analizi sonucunda 16S rDNA c¢esitliligi

calismalar1 bu duruma bir 6rnektir.

Kiiltlir bagimsiz c¢alismalarin yanm1 sira kiiltiir bagimli zenginlestirme
calismalarinda da metagenomik analizler yapilabilecegi ve bu nedenle de
metagenomik tanimimin genis tutulmasi gerektigi belirtilmektedir (Gilbert and
Dupont, 2011). Kiiltiire edilemeyen organizmalarin fizyolojisi ve genetigine erisim
saglamak i¢in tasarlanan, bir mikroorganizma populasyonunun veya komdiinitenin
tamaminin veya belli bir kisminin genomik analizi olan metagenomik, gii¢lii bir

aragtirma yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Handelsman, 2004).

Tek tip organizma genom galigmalarmin sinirhiliklart meveuttur. Ik olarak,
teknoloji smirlamalari, bir organizmanin tiim genomunu elde edebilmek i¢in 6nce
klonal olarak kiiltiirlenmesi gerektigi anlamima gelmektedir. Bununla birlikte,
dogadaki mikroorganizmalarin yalnizca kiiciik bir yiizdesi kiiltiirlenebilmekte, bu da
mevcut genomik verilerin yiiksek oranda eksik oldugu ve mikrobiyal tiirlerin
genomlarinin ger¢ek durumunu temsil etmedigi anlamina gelmektedir (Amann et al.,
1995). Ikincisi, mikroorganizmalar ¢ok nadiren tek tiir iceren topluluklar halinde
yasamaktadirlar ve tlirler hem birbirleriyle hem de habitatlariyla etkilesime
girmektedirler, bu konak organizmalar1 da igerebilmektedir. Bu nedenle, bir klonal
kiiltiir, organizma etkilesimi ve ortaya c¢ikan popiilasyon genomik varyansi Ve
biyolojik islevler agisindan dogadaki gercek durumunu temsil etmekte basarisiz
olmaktadir (Wooley et al., 2010). Metagenomik, kiiltiir temelli analiz durumunu

ortadan kaldirarak dogal komiinite yapisinin ve potansiyel islevlerinin daha iyi
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anlasilmasimi saglamaktadir. Boylelikle mikrobiyal fonksiyonel genlerin ¢ok daha

kapsamli olarak arastirilmasina imkan saglamaktadir (Heather and Chain, 2016).

Son teknolojilerin mikrobiyolojiye getirdigi biiyiik ilerlemelere ragmen, bazi
filumlar hala genomik ¢alismalar bakimindan yeterince kapsanmamuistir. Bakterilerin
daha genis bir karakterizasyonu icin baz1 engellerin {istesinden gelinmesi
gerekmektedir. Siyanobakteriyel genomik calismalari, diger bakteri filumlarinin
bazilar1 i¢in su anda gozlemlenenden nispeten daha yavas bir hizda ilerleyen bir
arastirma konusunun ilging bir 6rnegini olusturmaktadir. Siyanobakteriyel genomik
dizilerin sayis1 hala daha nispeten diisiiktiir. Siyanobakteriyel genomlarin sayisi, su
anda mevcut olan tiim prokaryotik genomlarin yaklasik % 0,6'sin1 olusturmaktadir.
Bu nedenle, siyanobakteriler, diger bakteriler ve hatta arkeler ile karsilastirildiginda
genomik veri tabanlarinda ciddi sekilde yetersiz bir grup olarak temsil edilmektedir.
Ek olarak, halihazirda mevcut olan siyanobakteriyel genom veri tabanlari
taksonomik, ¢evresel ve cografi ¢esitlilikten yoksundur, bu nedenle veri tabanlari bu

filumun gergek konumunu temsil edememektedir (Alvarenga at al., 2017).

Saf kiiltiirlerden elde edilmis genomlar geleneksel veya yeni nesil dizileme
yontemleriyle dizilenebilir (Davison et al., 2015). Geleneksel izolasyon Kkiiltiire
bagimli oldugundan, c¢alismalar i¢in olusturulan c¢esitli bakteri kiltlirlerinin
cogalabilme siirecleri farklilik gostereceginden, kontaminasyon riskinin yiiksek
oldugundan ve bazi gruplar i¢in bir kiiltiir sisteminin mevcut olmamasindan dolayi
bazi zorluklar tagimaktadir. Dolayisiyla metagenomik alanina dogru yonelme dikkat
ceken bir seviyede artis gostermektedir. Mikrobiyal komiinitelerle ilgili molekiiler
caligmalarda c¢evresel genomik ya da metagenomik daha kapsamli bir genetik

yaklagimdir (Davison et al., 2015).

Standart genomik teknikler, kiiltiir saflagtirmasi i¢in aylar hatta yillar siiren bir
yaklagim olan saf kiiltiirlerin dizilenmesini gerektirir. Bazi siyanobakteriler igin bu
durum imkansiz gibi goériinmektedir cilinkii kiiltiire edilemeyen siyanobakteriler
mevcuttur. Ote yandan, metagenomik yaklasim, saf kiiltiir elde etmek gibi zahmetli
teknikleri geride birakabilir ve bireysel genomlar, mikrobiyal birlikteliklerden
basarili bir sekilde elde edilebilir. Siyanobakterilerin nispeten az mevcut genomu
sayis1 nedeniyle, baz1 konulara genomik yaklagimlarin uygulanmasi biiylik 6lcekte
heniiz basarili olamamustir. Siyanobakteriyel arastirmalarda genomik c¢aligsmalarin

daha yaygin bir sekilde kullanilmasini engelleyen teknik sorunlar olsa bile, genom

18



dizilimi disiik maliyetli ve kisa siirede sonug elde edilen bir konuma gelmektedir ve
metagenomik sonunda muhtemelen standart bir prosediir haline gelecektir.

(Alvarenga et al., 2017).

Metagenomigin gelisimi, heniiz kiiltiirlenmemis olan mikroorganizmalarin,
diinyadaki ¢ogu ortamda bulunan organizmalarin biiyiik cogunlugunu olusturdugunu
gostermektedir. Metagenomik ile kiiltire edilemeyen birgok mikroorganizma
grubunun tanimlanmast miimkiin hale gelmektedir (Handelsman, 2004).
Metagenomik calismalarda, belli bir mikrobiyal komiiniteden Kkiiltiir yapilmadan
toplam DNA ve/veya RNA izole edilerek dizilenmektedir. Daha sonra elde edilen bu
metagenom dizileri, bilinen tiirlerin belirlenmesi ve heniiz bilinmeyen tiirlerin
kesfedilmesi i¢in 6nceden bilinen dizilerle karsilastiriimaktadir (Gilbert and Dupont,
2011).

Metagenomik c¢alismalarda bazi durumlarda, tir ve genellikle tiir alti
varyasyonlarin  belirlenmesinde zorluklar mevcuttur. Bir komiinitede bir
popiilasyonun bireyleri arasindaki (ya da ¢ok hiicreli bir organizmanin belli bir
dokusuna ait hiicreler arasindaki) varyasyonlarin belirlenmesinde daha etkili bir
yaklagim tek-hiicre genomigi/metagenomigidir. Bu yontemde bir saf kiiltiirden veya
cevresel ornekten hiicreler tek tek izole edilir, her bir tek hiicrenin genomu amplifiye
edilir ve dizilenir (Blainey, 2013).

Saf kiiltlirlerden elde edilen DNA ile ¢evresel 6rneklerden elde edilen DNA
amplikonlar1 arasindaki en temel fark cevresel orneklerden elde edilen DNA’larin
farkl1 suglara ait ¢ok sayida DNA fragmenti bulundurmasidir. Bu nedenle saf
kiiltiirden 1zole edilen DNA oOrneklerinden elde edilmis amplikonlar geleneksel
yontemlerle dizilenebilir olmasina ragmen metagenomdan elde edilen amplikonlar
geleneksel yontemlerle dogrudan dizilenemez. Bir metagenomdan elde edilen
amplikonlar ya yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing, NGS) yontemleri
ile dizilenebilir ya da oncelikle klonlanarak bireysel fragmentlerin izolasyonu

saglandiktan sonra geleneksel yontemlerle dizilenebilir.
2.4.2. Amplikonlar1 Klonlama Yontemleri

Gen klonlama, rDNA’nin dogrudan amplifikasyonu ve analizinin kullanildig1
mikrobiyal topluluklarin, kiiltiir bagimli analizlerden daha kapsamli bir sekilde

orneklenmesine izin vermektedir (Dunbar et al., 1999).
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Gen klonlama, rekombinant DNA molekiilii elde edebilmek i¢in, klonlanacak
geni iceren bir DNA pargast olan vektore ihtiya¢ duymaktadir. Vektor, ilgili genin
genellikle bakteri olan bir konak (alict) hiicreye tasinmasinda gorev alir. Konak
hiicre igerisinde vektor gogalir ve ¢ok sayida 6zdes kopya iiretir. Konak hiicre
boliindiiglinde elde edilen rekombinant DNA molekiiliinlin replikasyonu gerceklesir.
Cok sayida hiicre boliinmesinden sonra ayni1 konak hiicrelerin bir kolonisi yani klonu
tiretilmis olur ve klondaki her hiicre, rekombinant DNA molekiiliiniin ¢ok sayida

kopyasini igerir (Brown, 2020).

DNA fragmentinin bir plazmit vektoriine klonlanmasi, rekombinant DNA
teknolojisinde rutin olarak yapilan bir islemdir. Klonlama yontemleri, ligazin
kullanildigi ya da kullanilmadigina bagli olarak iki sinifa ayrilabilmektedir.
Klonlama calismalarinda kullanilan en yaygin yontem, DNA fragmentlerinin uyumlu
uclarint ve dogrusallastirilmis plazmiti kovalent olarak baglamak icin DNA ligaz
kullanimidir. Cevresel oOrneklerden elde edilen DNA’nin kalip DNA olarak
kullanildig1 durumda, igerisinde farkli fragmentleri tasidig: diistintilen kor u¢lu PCR
triiniinin bu geleneksel yontemle klonlandigi diisiiniiliirse, karisimda bulunan
mevcut fragmentlerin temsil edildigi bir gen kiitiiphanesi elde etme durumu oldukga
diisiik bir olasiliktir. Buna ragmen igerisinde farkli dizilerin bulundugu PCR
fragmentlerinin etkili bir sekilde klonlanmasinda T/A klonlama sistemi daha
etkilidir. Bu sistem 1siya dayanikli DNA polimerazlarin (Tag DNA polimeraz)
sentezini gerceklestirdigi zincirin 3’ ucuna fazladan adenin niikleotidi (A) eklenmesi
ozelliginden yararlanarak ¢ok daha etkili bir ligasyon islemi gergeklestirme temeline
dayanir. Bu nedenle kor ug¢ olusturan bir restriksiyon endoniikleaz ile kesilen
vektoriin acikta olan 3° uglarina timin niikleotidi (T) baglanir ve boylelikle PCR
fragmenti ile vektor arasinda tek bir bazlik dahi olsa komplementerlik saglanmis olur

(Zhou and Gomez-Sanchez, 2000).

Elde edieln PCR fiiriinlerinin (amplikonlarin) klonlanmasi farkli sistemler
kullanilarak gergeklestirilebilmektedir. Bu sistemlerden biri olan T/A klonlama, PCR
tirtinlerinin klonlanmasi i¢in kullanilan en basit ve en etkili yontemlerden biridir. Taq
DNA polimeraz enzimi dahil olmak iizere belirli termofilik DNA polimerazlarin
terminal transferaz aktivitesini kullanir. Taq DNA polimeraz, c¢ift sarmalli bir DNA
molekiiliiniin 3” uglarina tercihen tek bir adenin niikleotidi (A) ekleyen aktiviteye

sahiptir ve bu nedenle Tag DNA polimeraz tarafindan ¢ogaltilan PCR molekiillerinin
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cogu tek 3°-A cikintilarina sahiptir. Her iki ucunda tek 3°-T c¢ikintilar1 olan
dogrusallagtirilmig bir T-vektoriiniin kullanimi, 3’-A c¢ikintilar1 bulunan PCR
tirtinlerinin dogrudan ve yiiksek verimli bir sekilde klonlanmasina izin verir (Zhou

and Gomez-Sanchez, 2000).

Geleneksel restriksiyon enzimi klonlama yontemleri zaman alici yogun emek
isteyen ve nispeten diisiik verimliligi olan yontemlerdir. TOPO PCR klonlama
sistemi (Invitrogen), standart klonlama prosediirlerinin zahmetli ve giivenilmez
adimlarim1 kaldirarak, ¢cok daha hizli klonlama reaksiyonlarint miimkiin kilip ve %
95'e kadar rekombinantlar elde edilmesini saglamaktadir. TOPO klonlama sistemi,
dogas1 geregi hem bir restriksiyon enzimi hem de bir ligaz olarak islev géren DNA
topoizomeraz ['in aktivitesini kullanir. Bu enzim Vaccinia viriis replikasyonu
sirasinda gbzlemlendigi gibi DNA'y1r kesip yeniden birlestirir. Topoizomeraz I,
spesifik olarak 5'-(C/T)CCTT-3’ pentamerik dizisini tanir ve 3’ timidinin fosfat grubu
ile kovalent bir bag olusturur. Daha sonra bir DNA zincirini keserek DNA zincirinin
serbest kalmasini saglar. Enzim daha sonra koparilmis DNA ipliginin uglarin
yeniden baglar ve kendisini DNA'dan ayirir. Topoizomeraz I'in yeniden baglama
aktivitesinden yararlanmak i¢in TOPO vektorleri, her 3’ fosfata kovalent olarak
baglanan topoizomeraz I ile dogrusallastirilmis olarak saglanir. Bu, vektorlerin
dogrusal DNA fragmentlerini uyumlu uglarla (5° fosfat) verimli bir sekilde
baglamasini saglar (Patel, 2009).

Diger bir klonlama sistemi olan CloneJET PCR klonlama sistemi
(ThermoFisher, Kat. No: K1231), Pfu DNA polimeraz, Taqg DNA polimeraz, Dream
Taqg DNA polimeraz (Thermo Scientific) veya diger 1siya dayanikli DNA
polimerazlarla {iretilen PCR iiriinlerinin en yiiksek verimlilikte klonlanmas1 i¢in
gelistirilmis pozitif se¢cim saglayan sistemdir. Kor uglu veya yapiskan uclu herhangi
bir DNA pargast bu klonlama sistemi kullanilarak basarili bir gsekilde
klonlanabilmektedir. CloneJET PCR klonlama sistemi, kullanilan klonlama vektorii
olan pJET1.2/blunt vektoriine baglanacak fragmentlerin olast 3’ uzantilarini
korlestirme islemini de igerir. Bu vektor, bir DNA fragmentinin klonlama bdlgesine
baglanmasiyla bozulan inhibe edici bir gen igermektedir. Boylelikle rekombinant
olmayan vektor tasiyan hiicrelerin 6lmesini saglamakta ve yalnizca rekombinant
plazmitli hiicrelerin ¢ogalmasin1 miimkiin kilmaktadir. Vektor, in vitro

transkripsiyon i¢in bir T7 promotoriiniin yan1 sira genisletilmis ¢oklu bir klonlama
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bolgesi icermektedir. Klonlanmig fragmentin uygun bir sekilde dizilenebilmesi igin
vektoriin  klonlama bdolgesinin her iki tarafina dizileme primer dizileri dahil

edilmistir.

pJet 1.2/blunt, 6 baz ciftinden 10 kilobaz ciftine kadar gen bolgelerini kabul
eden dogrusallastirilmis bir klonlama vektoriidiir. Vektoriin 5° uglar1 fosforil gruplari
icermektedir, bu nedenle PCR primerlerinin fosforilasyonu gerekli degildir. Bazi
DNA polimerazlar tarafindan olusturulan kor u¢lu PCR {iriinleri, vektor ile sadece 5
dk. i¢inde dogrudan baglanabilmektedirler. Taq DNA polimeraz veya diger DNA
polimerazlar kullanilarak olusturulan 3°A ¢ikintilarina sahip PCR iiriinleri
ligasyondan once 1s1 dayanmikli DNA  korlestirme enzim karigimi ile
korlestirilebilmektedir. Yaygin olarak kullanilan E.coli suslarmin g¢ogu, ligasyon
iriinii ile dogrudan transforme edilebilmektedir. Amplikon klonlama c¢alismalarinda

CloneleT PCR klonlama kiti etkili bir sekilde kullanilmaktadir.
2.5. Kaynak Ozetleri

Siyanobakteriler, 3,5 milyar yil Once ortaya g¢ikan olaganiistii ¢esitli gram
negatif prokaryotlardan olusan bir gruptur. Cesitlilikleri tek hiicreden ¢ok hiicreliye,
kokoidden dallanmis filamentlilere, neredeyse renksiz goriiniimden yogun
pigmentliye, ototrofiden heterotrofiye, psikrofilikten termofilige, asidofilikten
alkilofiliye, tatli sulardan hipersalin sulara kadar c¢ok ¢esitli habitatlara
yaytllmiglardir. Hem serbest yasam hem de endosimbiyontlar olarak bulunurlar.
Insanliga gesitli sekillerde faydali olabilecek potansiyel organizmalardan biri olarak
kabul edilirler (Thajuddin and Subramanian, 2005). Cok farkli morfolojik ve genetik
ozelliklere sahip olmalari, gerek tiir ¢esitliligi gerek genetik cesitliligi gerekse habitat
cesitliligi, taksonomileri, cok genis alanda yayilis gostermeleri, ekosisteme faydalar
veya zararlar1 siyanobakteriyel arastirmalarin baglica aragtirma konularini

olusturmaktadir.

Fotosentetik biiyiime yetenegine sahip olan siyanobakteriler, yliksek yapili
bitkilerin oksijenli fotosentez c¢alismalar1 i¢cin model organizma olarak
kullanilmislardir. Ciinkii hem ¢ekirdek yapis1 hem de kloroplast bulunduran daha
yiksek yapili organzimalarla karsilagtirildiginda nispeten daha basit genetik
sistemlere sahip olmalar1 c¢esitli arastirma alanlarinda siyanobakterileri onemli
organizmalar haline getirmektedir. 1996 yilinda Synechocystis sp. PCC 6803,
genomu yayinlanan ilk siyanobakteri olmustur (Kaneko et al., 1996).
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1996 yilinda Neilan tarafindan yapilan bir calismada. smiflandirmanin
morfolojik karakterlerdeki farkliliklara dayandigi ve taksonlarmm ayri ayn
tanimlanmasinda daha ¢ok kesinlik, genomun dogrudan analizi ile elde edilebilir
oldugunu belirtilmistir. Mikrobiyal ekoloji ve evrim ¢alismasi, DNA amplifikasyonu
ve dizi analizi i¢in hizli1 yontemlerin tanitilmasiyla biiyiik 6l¢iide kolaylastirilmistir.
Calismada, siyanobakteriyel grup igerisindeki farkliligin tanimlanmasi ve
smiflandirilmasi i¢in yararli olabilecek toksik ve bloom olusturan siyanobakterilerin
genetik ozelliklerinin karakterize edilmesi amaglanmistir. Tek tip mikroorganizma
bulundurmayan karisik dogal popiilasyonlarda mikroorganizmalarin molekiiler
olarak tiplendirilmesi icin DNA amplifikasyonu yontemlerinin kullanilmas,

siyanobakteriyel sistematikte filogeninin 6nemini artirmistir (Neilan, 1996).

2001 yilinda Lopez ve arkadaslar1 Meksika Baja Kaliforniya’daki ekstrem
kosullarda siyanobakteriyel c¢esitliligi polifazik bir yaklasimla incelemislerdir.
Ekstrem kosullar, hipersalin ekosistemleri, deniz dibini, hidrotermal kaynaklar1 ve
karides ciftligini igermektedir. Bu calismada dort yeni siyanobakteriyel morfotip
tanimlamislardir. Tanimladiklar1 bu morfotipleri, ellerinde mevcut olan 16S rRNA
genlerinin kismi dizileri ve dort siyanobakteriyel susun filogenetik iligkileri ile
birlikte sunmuslardir. Isik mikroskobu, kiiltiirler ve 16S rRNA gen dizilerinin
karsilastirilmali analizini igeren polifazik ¢alismalar, bu oksijen iireten fotosentetik
mikroorganizmalarin kiiltiirde ve dogada ¢esitliligini belirleyebilmek i¢in o donemde

mevcut olan en giiglii yaklagimi saglamigtir (Lopez-Cortés et al., 2001).

2008 yilinda Dorador ve arkadaglari, Sili'nin kuzeyindeki yiiksek rakimli tuzlu
sulak bir alan olan Salar de Huasco'daki siyanobakteriyel ¢esitliligi arastirmiglardir.
Salar de Huasconun dort temsili bdlgesinden su ve tortu Orneklerindeki
siyanobakterilerin cesitliligini, denatiire edici gradyan jel elektroforezi ve 16S rRNA
gen PCR diriinlerinin klon kiitiphanelerinin analizi ile incelemislerdir. Bu sulak
alanin fizikokimyasal kosullar1 ve ilgili biyotas1 bakimindan zit olan bir yan akarsu
ve li¢ s1g laglin numunelerini analiz etmislerdir. Su ve tortu 6rneklerinin yedi klon
kiitliphanesinden tiiretilen toplam 268 klonal dizide yetmis sekiz filotip
tanimlanmustir. Oscillatoria tiirlerine siklikla yan akarsu orneginde, lagiinlerden
alman su numunelerinde ve yine lagilinlerden alinan tortu numunelerinde
karsilagsmislardir. Pleurocapsales (altbolim Il) tiyelerine yalnizca yan akarsu

bolgesinde rastlarken, Chroococcales (altboliim 1) iyelerini yan akarsu ve lagiin
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bolgelerinin tortu 6rneklerinden ve bir baska lagiin bolgesindeki su 6rneklerinden
elde edilmislerdir. Nostocales (altbolim 1V) tiyelerine iki farkli lagiin bolgesindeki
tortu Orneklerinde ve bir bagka lagiin bdlgesinden alinan su Orneklerinde
rastlamiglardir ve biiyiik 6l¢iide Nodularia spumigena tiiriine oldukga benzer dizilerle
temsil edilmislerdir. Salar de Huasco'daki siyanobakteriyel topluluklarin benzersiz

oldugunu 6ne siirmiislerdir (Dorador et al., 2008).

2012 yilinda Rigonato ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir caligsmada,
Brezilya’da bulunan Mangrov ormaninin  filosferindeki  siyanobakteriyel
biyogesitliligi  belirlemislerdir. Bu c¢alisma, kiiltiirden bagimsiz yaklasimlar
kullanilarak Mangrov filosferindeki siyanobakterilerin ¢esitliliginin arastirilmasina
onciiliik etmistir. Mangrov ekosistemlerindeki agaclarin yapraklarma kolonilesen
siyanobakterilerin genotiplerini ilk kez tanimlamiglar ve bu topluluklarin bilesimini
sekillendiren cevresel faktorleri aciklamislardir. Sonuglar, gelgit rejimi, tuzluluk ve
deniz aerosolleri gibi g¢evresel gradyanlarin ekosistem Olgeginde topluluk
kompozisyonunu kontrol edebilecegini, bitki tiirlerinin ise siyanobakteriyel meta
toplulugun bir alt kiimesini segebilecegini ve yapiyr daha yerel bir 6lgcekte empoze
edebilecegini One slirmektedir. Filogeni her zaman islevi tahmin etmese de,
filogenetik analiz, mangrov agaclariin filosferinde potansiyel diazotroflarin
varhigim1 ortaya cikarmistir. Bu calisma, mangrov ekosistemlerindeki filosfer
nislerinde yasayan siyanobakterilerin ekolojisine yeni bakis agilar1 saglamigtir. Hem
klon kiitiiphanesi hem de PCR-DGGE sonuglarinin habitatlar arasinda ve bitkiler
arasinda karsilastirilmasi, bir ekolojik filtreler hiyerarsisinin siyanobakteriyel

topluluk yapisini belirledigini agik¢a ifade etmislerdir (Rigonato et al., 2012).

2014 yilinda Faldu ve digerlerleri, Hindistan’in Gujarat eyaletindeki deniz ve
tath su siyanobakterilerinin ¢esitliligini belirlemek icin bir calisma yapmuslardir.
Daha 6nce Gujarat'daki habitatlardan gelen siyanobakterilerin, cesitlilikleri agisindan
arastirmalarmin ~ yetersiz ~ olduklarim1  diistinmiisler ve  bu  ¢alismayi
gerceklestirmislerdir. Bu arastirmalarinda, tathh su ve deniz habitatlarindan
morfolojik olarak farkli sekiz siyanobakteriyel izolat elde etmisler ve bu izolatlatin
karakterizasyonunu tanimlamiglardir. Tanimlamalari, morfolojik 6zelliklere ve 16S
rDNA dizi analizine dayali olarak yapmislardir. Siyanobakteriyel izolatlarin 16S
rDNA dizisine dayali bir filogenetik aga¢ hazirlamislardir. Filogenetik analiz,

morfolojik olarak farkli sekiz izolati iki ayr1 grupta toplamistir ve bdylece
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siyanobakteriyel c¢esitliligin incelenmesinde hem morfolojik hem de genetik

yontemlerin 6nemini vurgulamislardir (Faldu et al., 2014).

2017 yilinda Celepli ve digerlerinin yapmis oldugu bir ¢aligmada, Baltik denizi
siyanobakterilerinin meta-omik analizlerini gesitlilik, topluluk yapis1 ve tuz
ikliminini arastirmiglardir. Burada, Baltik denizi siyanobakterilerinin genetik
kimligini, filogenetik ¢esitliligini ve uzamsal dagilimmi hedefleyen sonraki
analizlerle birlikte metagenomik ve transkriptomik bir arastirma yapmislardir.
Siyanobakteriyel topluluk, “bloom” oncesi donemde (Haziran ve Temmuz)
orneklenen  mikrobiyal poplilasyonun  yaklastk  %I12'sini  olusturdugunu
sOylemislerdir. Topluluga tek hiicreli pikosiyanobakteriler, 6zellikle de oldukga bol
bulunan birkag takson (Synechococcus ve Cyanobium), bu iki taksonda nispeten daha
diisiik bollukla temsil eden diger taksonlar eslik etmistir. Baltik denizindeki
siyanobakterilerin, komsu limnik ve deniz sularinda bulunanlardan ve ayrica ekimi
yapilmis ve dizilenmis pikosiyanobakteriyel tiirlerden genetik olarak farklilik
gosterdigini belirtmiglerdir. Cesitliligin, diisik azot ve fosfor oranlar1 ile aci
tuzlulukta zirveye ulastigini iletmislerdir. Topluluk kompozisyonunda aci sulardan
deniz tiirlerine dogru bir kaymaya, tuz iklimi ile ilgili genlerin repertuarinda ve
ifadesinde bir degisiklik olustugunu ifade etmislerdir Genel olarak, “bloom” 6ncesi
siyanobakteriyel popiilasyon, daha once belgelendirilenden, genetik olarak daha
cesitli, yaygin ve bol oldugunu; tek hiicreli pikosiyanobakteriyel gesitliligin, tiim
Baltik denizi tuzluluk gradyani boyunca en bol olan kusak oldugunu belirtmislerdir
(Celepli et al., 2017).

2018 yilinda Affe ve digerlerinin yaptig1 bir calismada Shotgun metagenomik
dizilimi kullanarak Brezilya'nin kuzeydogu kiyisinda tropikal bir oligotrofik nehir
agz1 sistemi olan Camamu Korfezi'ndeki siyanobakterilerin tiir kompozisyonunu,
dagilimmi ve fonksiyonel profillerini degerlendirmislerdir. Yiizey suyu Ornekleri
korfezin {i¢ hidrodinamik bolgesindeki dokuz istasyonda iki farkli yagis doneminde
(yagmurlu ve kurak mevsimler) degerlendirilmistir. Tek bir istasyondan, her
mevsimde, 12 saat boyunca 3 saatlik araliklarla bir gelgit dongiisii iizerinden
numuneler alinmis, cesitli tath su, orihalin ve deniz siyanobakterileri toplulugunu
gosteren toplam 219 siyanobakteriyel taksonu tanimlamislardir. Nispi olarak daha
fazla bolluga sahip cinsler, Synechococcus ve Prochlorococcus olarak belirlenmistir.

Camamu Korfezi belirgin deniz 06zelliklerine sahip olmasma ragmen, yagish
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mevsimde denizel ortama tatli su girdisi, tiir zenginliginde artigla birlikte
siyanobakteri toplulugunda varyasyon artisina neden olmustur. Synechococcus'un
yiikksek goriilme sikligr (dizilerin % 90'1) nedeniyle, fonksiyonel analiz kuru ve
yagisli mevsimler arasinda gen igeriginde sadece kiiciik farkliliklar seklinde ortaya
citkmistir. Hem yagisli hem de kurak mevsimlerde, yliksek gelgit sirasinda
Prochlorococcus’un nispi bollugunda bir artis meydana geldigini tespit etmisler ve
bu da korfezdeki gelgitin siyanobakteriyel cinslerin nispi bolluguna etkisinin

oldugunu gostermistir (Affe et al., 2018).

2019 yilinda Jankowiak ve digerleri, Kuzey Amerikanin bes biiyiikk gdliinden
en s1g olan Erie goliinde (bati kismi) nitrojen, fosfor ve sicakligin siyanobakteriyel
“bloom’’, gesitlilik ve toksisite {izerindeki etkilerini arastirmiglardir. Bu ¢alismada,
dogal ve deneysel gradyanlara yanit olarak bati Erie goliindeki asir1 alg ¢ogalmasi
sirasinda fitoplankton, siyanobakteriyel (16S rRNA geni ile) ve mikrosistin iireten
(mcyE geni ile) topluluklardaki degisiklikleri degerlendirmek igin geleneksel ve yeni
nesil dizileme yaklasimlarmi kullanmislardir. 16S rRNA amplikonlariin
dizilenmesi, bu goéldeki her iki koyda iki farkli Synechococcus grubunun yiiksek
bollugunu iceren kriptik siyanobakteriyel gesitliligi (47 cins) ve besin agisindan
zengin yakin kiy1 bolgeleri ile daha az 6trofik agik deniz sahalar1 arasindaki topluluk
yapisinda onemli farkliliklarin oldugunu ortaya ¢ikarmistir. mcyE genlerinin dizilimi,
diisiik taksonomik yakinlik ortaya koymusken yliksek genetik cesitliligin oldugu
belirlenmistir. Siyanobakteriyel bolluk, yesil ve kahverengi algleri aym1 anda
baskilayan kombine yiiksek azot, fosfor miktar1 ve sicaklik faktorleri en biiyiik
artiglarla birlikte, yliksek azot miktarina yanit olarak dnemli Olclide artmistir. Azot,
mikrosistin konsantrasyonlarin1 ve Planktothrix gibi diazotrofik olmayan cinslerin
nispi bollugunu 6nemli 6l¢iide artirirken, Dolichospermum ve Aphanizomenon gibi
diazotrofik cinslerin yiiksek fosfor ve sicaklik varliginda gelistiklerini belirtmislerdir.
Besinler ve yiiksek sicakliklar cyanoHAB’lar1 tesvik ederken, farkli kombinasyonlar
secici olarak bireysel siyanobakteriyel cinsleri ve suslar1 tegvik eder, bu da 6zellikle
g0l sicakliklar1 yiikseldik¢e Erie Golii'ndeki tiim siyanobakterileri kontrol etmek icin
hem azot hem de fosfor girdisinin yonetilmesi gerektigini agikca vurgulamislardir

(Jankowiak et al., 2019).

2020 yilinda Willis ve Woodhouse’nin yayinlamis oldugu bir derlemede,

siyanobakterilerin ¢esitliligi ve tanimi tartisilmistir. Tiir sinirlarimi tanimlamak igin
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geleneksel ve yeni yontemlerin olmasi gerektigini sdylemis ve genomik yoluyla
yapilan ilerlemelere odaklanarak sonucga ulasilmasi gerektigini ifade edilmistir.
Genom plastisitesinin, siyanobakterilerin ¢evresel degisikliklere hizla adapte
olmalarina ve direngli olmalarina izin verdigini, kaliciliklarinin ¢esitli yollarmin
olmasinin biyolojilerinin énemli bir yonii oldugunu belirtmislerdir. Yeni taksonomik
tanimlarin, tiir kavrami ve bilimsel ¢abalarla ilgili bir tiir siniflandirmasi ile tiir ici
genetik cesitliligin hesaba katmasi gerektgini ifade etmislerdir. Karsilastirmali
genomik yaklasimlarla tiir i¢i ¢esitliligi yakalamak, tiir siniflandirmasi i¢in yeni bir
yol saglayabilir diisiincesini dile getirmislerdir. Ornegin, mevcut genomlarin
karsilastirilmasi, Raphidiopsis ve Microcystis'in tiir tanimlamalarinin farkli temellere
dayandigini géstermektedir. Her iki cinste de tiir sinirlari, homolog rekombinasyonun
kisitlandig1 yaklasik %96 ortalama niikleotid 6zdesliginde meydana gelir ancak
Raphidiopsis raciborskii, R. brookii ve R. curvata'nin tiirlesmesi cografi izolasyon
yoluyla meydana gelirken, Microcystis ile ilgili mevcut veriler, farkli boyutlarda,
birlikte var olabilecek farkli ekotipleri yansitan en az 15 tiir ile temsil edildigini
gostermistir. Her iki durum calismasi da, tlirlere 6zgli ve habitata 6zgli gen
havuzlarinin tiir i¢i ve tiirler arasi ¢esitliligin itici giicleri olarak goéreceli 6nemini

sorgulamaktadir (Willis and Woodhouse, 2020).

Tirkiye’de yapilan siyanobakteriyel biyogesitlilik arasgtirmalari, genelde
mikroskobik yontemler kullanilarak yapilmis olan alg calismalarinin bir pargasi

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

2003 yilinda Soylu ve Goniilol, Yesilirmak nehrinde (Amasya) fitoplanktonlar
ve mevsimsel degisimlerini iceren bir arastirma yapmislardir. Nehirdeki alg
yogunlugunu belirlemek i¢in topladiklart su 6rneklerini fikse etmisler ve mikroskop
altinda gozlemledikleri morfolojik 6zelliklerine gére tanimlamislar ve sayim islemini
gerceklestirmiglerdir. Calisma periyodu boyunca toplam 47 fitoplanktonik takson
belirlemigler. Bunlardan 6  taksonu siyanoprokaryotlarin  olusturdugunu
belirtmislerdir  (Anabaena catenula, Anabaena sp., Arthrospira major,
Cylindrospermum stagnale, Phormidium tenue, Pseudoanbaena limnetica) (Soylu
and Goniilol, 2003).

2003 yilinda Ersanli ve Goniilol, Samsun Terme il¢esinde konumlanan Simenit
goliinde fitoplankton ve mevsimsel degisimi iizerine arastirma yapmislardir.

Fitoplanktonlarin tanimlamalar1 morfolojik 6zelliklerden yararlanilarak mikroskop
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altinda gerceklestirilmistir. 24 taksonun siyanobakteriyel takson oldugunu

belirlemislerdir (Ersanli and Goniilol, 2003).

2007 yilinda Tas ve Goniilol, Tiirkiye’nin en degerli sulak alanlarindan biri
olan Kizilirmak deltasinin Cernek (Bafra,Samsun) goliinde fitaplonktonlar ile ilgili
ekolojik ve taksonomik bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Toplamda 104 takson
belirlemigler ve bunlarin 17 tanesinin siyanobakteriyel takson oldugunu
belirtmiglerdir. Elde ettikleri veriler dogrultusunda fitoplanktonlar arasinda
siyanobakterilerin %16’lik bir dilimde olduklarin1 ifade etmislerdir. Diger
calismalarinda oldugu gibi fitoplanktonlarin tanimlanmasinda morfolojik yapilar1 baz

alarak taksonlarin teshisini gergeklestirmislerdir (Tas and Goniilol, 2007).

Goniilol ve digerleri Kizilirmak deltasinda yer alan, lagiin golleri olan Balik ve
Uzungol gollerinde epipelik algler ile ilgili taksonomik bir calisma yapmislardir.
Calisma, morfolojik karakterlerin mikroskobik incelem ile arazi 6rneklerinden fikse
edilmis taksonlarin teshisi esasina dayanir. Toplamda 106 takson tespit etmislerdir.
Taksonlardan 85 tanesi Balik goliinde, 78 tanesi Uzun goélde tespit etmislerdir. Tespit
edilen 44 taksonun her iki golde de mevcut oldugu i¢in degerlendirmeye alinmadigi
bildirilmekte, bu taksonlar arasinda ne kadarinin siyanobakteri oldugu hakkinda bilgi
verilmemektedir. Sadece Balik goliinde temsil edilen taksonlardan 18’1
siyanobakteriyel takson olarak belirlenmis, sadece Uzun gdlde tespitlenler arasinda
ise 12 tane siyanobakteriyel taksonun mevcudiyeti tespit edilmistir (Goniilol et al.,
2009).

2010 yilinda Sahin ve digerleri, Artvin Savsat’ta bir gél olan Balik gdliindeki
epipelik alg tiirlerinin bilesimi ve cesitliligi ile ilgili 2008 yili mayis ve ekim
aylarinda aldiklar1 su Orneklerinden ¢alisma yapmuslardir. Yaptiklart c¢alismada
toplamda 39 takson tespit etmisler ve bunlarin sadece 3 tanesinin siyanobakteriyel
takson oldugunu belirtmislerdir. Bu calismada da morfolojik o6zelliklere gore
karakterizasyon islemi gergeklestirilmis olup tiir ¢esitliligini belirlemislerdir (Sahin

etal., 2010).

2012 yilinda Baykal ve digerlerinin yayinlamis oldugu bir ¢calismada, kiiciik bir
ova nehir-gol sisteminde (Melen Nehri, Tirkiye) fitoplankton bilesimi ve
biyokiitlenin mevsimsel degisimlerini arastirmislardir. Bu c¢alismada 135 takson
belirlemislerdir. Bu taksonlardan 10 tanesinin siyanobakteri oldugunu belirtmislerdir.
Bircok c¢alismada oldugu gibi gerek diger fitoplanktonlarin  gerekse
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siyanobakterilerin morfolojik  6zelliklerinden yararlanilarak oraganizmalarin
fiksasyonu yapildiktan sonra mikroskobik tayin ile tiir cesitliligini ortaya
cikarmiglardir (Baykal et al., 2011).

2014 yilinda Atici ve Tokatli’nin yayinladigi bir makalede, Mogan (Ankara),
Karagdl (Ankara), Abant (Bolu) ve Poyrazlar (Sakarya) gdéllerinde alg topluluklarin
belirlenmesi ve karsilagtirilmast yapilmigtir. Fitoplankton ornekleri formaldehitte
fikse edildikten sonra mikroskobik olarak morfolojik 6zelliklerinden yararlanilarak
tanimlanmistir. Toplamda 36 siyanobakteriyel takson belirlemislerdir. Dort gol icin
genel olarak diger fitoplankton varligina goére az (ml’de 25-49 birey) ve ¢ok az
(ml’de 1-24 birey) sayida siyanobakteri oldugunu tespit etmislerdir (Atict and
Tokatli, 2014).

2016 yilinda Y1lmaz Cankilig ve Arik Berk, Afyonkarahisar’da Omerli, Akkus-
Gazligél ve Hiidai-Sandikli kaplicalarinin siyanobakteriyel biyogesitliligini DGGE
(denatiire gradyent jel elektroforezi) yontemi ve PCR ile amplifiye edilmis 16S
rRNA fragmentlerinin klonlanmasi dahil olmak {iizere kiiltiir bagimh ve kiiltiir
bagimsiz yontemler kullanilarak analiz etmisler ve analiz sonuglarinm
karsilastirmislardir. Kiltiir ¢alismalarinda toplam 74 izolatin 6 farkli ARDRA
(Amplifiye Ribozomal RNA Restriksiiyon Analizi) profiline sahip olduklarini ve
bunlarin cins diizeyinde tanimlandigini ayrica tiim siyanobakteriyel izolatlarin
filogenetik olarak Fischerella, Geitlerinema/Leptolyngbya cinsleri ile iliskili
oldugunu ortaya koymuslardir. 16S rRNA gen kiitliphanesinden toplam 97 klonu
ARDRA ile analiz etmislerdir. Bu klonlarin 16S rRNA dizi analizi, siyanobakteriyel
klonlarmn, ¢evresel 6rneklerden ve Geitlerinema ve Leptolyngbya cinsi iiyelerinden
alman 16S rRNA dizileri ile iliskili olduklarini ortaya cikartmislardir. Yapmis
olduklar1 bu ¢aligmada Afyonkarahisar kaplicalarmin siyanobakteryel ¢esitlliligini
vurgulamislardir (Yilmaz Cankilig and Arik Berk, 2016).

2018 yilinda Oztiirk ve digerlerinin yaptigi bir ¢alismada, Tiirkiye’deki
gollerden izole edilen siyanobakteri ve klorofitlerin molekiiler ve morfolojik
karakterizasyonlarinin incelenmesi ve karsilastirilmasi gergeklestirilmistir. Yaptiklari
calismanin genel amaci, Cyanobacteria ve Chlorophyta tiirlerinin farkli klonal
kiltiirlerinin Apa baraj golii ve Beykavagi goletinden (Konya, Tiirkiye) ve Eber
goliinden (Afyon, Tiirkiye) izolasyonlarint yapmuglardir. Tirlerin morfolojik

cesitliligini kiiltlir kosullart altinda hem 151k mikroskobu hem de taramali elektron
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mikroskobu ile gorsellestirmislerdir. Buna ek olarak elde edilen bu suslarin 16S
rRNA ve 18S rRNA gen dizileri ile filogenetik iliskilerini belirlemislerdir. Calismada
deginilen en 6nemli nokta, tiir karakterizasyonlar1 i¢in morfolojik 6zelliklerin yeterli
olmayisi bunun yaninda molekiiler tekniklerin de kullanilmasiyla daha giivenilir

sonuglar elde edilmesi gerektigi goriisiidiir (Oztiirk et al., 2019).

2020 yilinda Ozbayram ve digerlerinin yaptig1 bir calismada Sapanca
goliindeki “bloom” olusturan siyanobakteriyel tiirlerin ¢esitliligini belirlemisler ve
tiirlerin  karakterizasyonunu yapmislardir. Bu ¢alismada, Sapanca Golii'ndeki
siyanobakteriyel “bloom” ile iliskili bakteri toplulugu kompozisyonunun yiiksek
verimli dizileme yontemiyle anlik durumun belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagcla
Sapanca Golii kiyisinda bir siyanobakteriyel “bloom” sirasinda 6rnek toplanmis ve
bakteri topluluk profili, lllumina MiSeq platformu kullanilarak 16S rRNA amplikon
dizilemesi ile incelenmistir. Siyanobakteriler, tim okumalarin %94'inii temsil
etmistir. Bakteri toplulugu, siyanobakteri dizilerini filtreleyerek bakteri g¢esitliligini
ayrintili olarak degerlendirmek i¢in yeniden hesaplanmistir Kompleks organik
materyalleri parcalama kabiliyetine sahip tatli su ekosistemlerinde bol miktarda
bulunan Proteobacteria (%44) ve Bacteroidetes (%33) tiirleri topluluga hakim
olmustur. Smflandirilmis cinsler arasinda, Flavobacterium ve Rheinheimera
tiirlerinin bakteri topluluguna egemen oldugunu ve bu tiirler ile siyanobakteryal
bloom arasinda gii¢lii bir baglant1 olabilecegini ifade etmislerdir. Burada sunulan
deneysel ¢aligma, yiiksek verimli dizileme yontemiyle Sapanca Golii'ndeki toplam

bakteri topluluklarinin ilk arastirmalarindan biri olmustur (Ozbayram et al., 2020).

2020 yilinda Ozen, Bursa Uluabat goliinde siyanobakteriyel tiirlerin ve
toksinlerin belirlenmesi amaciyla bir ¢alisma gergeklestirmislerdir. Bu calisma ile
ekolojik 6neme sahip Uluabat Golii’niin, siyanotoksinler ve potansiyel toksik
siyanobakteriler agisindan arastirilmasi amaglamiglardir. Uluabat Golii’nden izole
edilen siyanobakteri suslariin kiiltiirii yapilmistir. Hem arazi 6rneklerinde hem de
kiiltiir orneklerinde mikrosistin, saksitoksin, anatoksin-a ve silindrospermopsin
toksinlerinin varligi enzim bagli immiinosorbent deneyi (ELISA) ve reseptor
baglanma analizi (RBA) ile arastirmislardir. Ayrica 6rneklerde (PCR) ile 16S rRNA
ve toksin genleri taramasi yapilmistir. Morfolojik karakterizasyon ile izole edilen
suglarin Microcystis aeruginosa, Dolichospermum cf. sigmoideum, Limnothrix

planctonica, Cuspidothrix issatschenkoi, Calothrix elenkinii, Planktothrix isothrix,
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Dolichospermum ellipsoides, Sphaerospermopsis aphanizomenoides, Synechocystis
aquatilis, Aphanocapsa grevillei ve Microcystis smithii taksonlarina ait oldugunu
belirlemislerdir. 16S rRNA gen dizilerine dayali neighbor-joining (NJ) ve maximum
likelihood (ML) metotlarin1 kullanarak filogenetik agac¢lar olusturmuslar ve yukarida
belirtilen 9 susun M. aeruginosa, Limnothrix sp., Calothrix sp., S. aphanizomenoides

ve C. issatschenkoi taksonlarma ait oldugunu belirlemislerdir (Ozen, 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Arastirma Alam

Samsun ili 19 Mayzs ilgesi idari smirlari i¢inde yer alan 41°57°90.48” kuzey,
36°08°04.74” dogu koordinatlarina sahip Balik Golii, arastirma alani olarak
secilmistir. Kizilirmak Deltasi’nin dogusunda yer alan gol , bolgede bulunan diger
goller arasinda merkezi konumda olup sig bir kiy1 set golidiir. 19 Mays ilgesi
smirlari igerisinde yaklasik 1380 hektarlik alani kaplar (Ciice vd., 2011). Elipsimsi
bir goériiniimde olan goliin ana yonelimi kuzey giiney dogrultusunda olup hafifce

kuzeydogu-giineybat1 yonelimine sahiptir. Sekil 3.1.’de Balik golii ve ¢evresindeki

gollere ait uydu goriintiisii verilmektedir.
Balik golii, Kizilirmak deltasi tizerinde bulunan diger goller gibi, tarim, turizm
ve balik¢ilik agisindan 6nemli bir ekosistemdir. Ancak gol ekosistemi sulama,

Delta alaninda manda

sediment tortulari, tarim ve evsel atiklardan kaynakli suyun kirlenmesi ile zamanla
karsiyadir (Bekleyen ve Tas, 2008). Balik gdliiniin ve bu gole komsu olan gollerin

bozulmaktadir ve goliin trofi seviyesi de bu ylizden ciddi bir problemle karsi

alanlar ve batakliklar mevcuttur.

sazlik

cevresinde
yetistiriciligi ve diger hayvancilik faaliyetleri yapilmaktadir. Gol ¢evresinden
yaklasik 1-2 km uzaklikta tarim alanlari bulunmaktadir ve burada geltik tarimi

yapilmaktadir.

L

83““( Go,l,

Sekil 3.1. Balik golii ve gevresini gosteren harita. (https://www.google.com/maps/@41.5802655,

36.0717657,10423m/data=!3m1!1e3 05.02.2021)
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3.2. Su Orneklerinin Alinmasi, Hiicrelerin Hasati ve Saklanmasi

Balik Go6li’nden mevsimleri temsilen 2019 yili Mayis, Agustos ve Kasim
aylarinda ve 2020 yilinin Subat ayinda goliin gliney kiyisindan yaklagik 800 m
uzakta orta kismia yakin bolgede belirlenen istasyonundan (41°57°90.48”° Kuzey,
36°08°04.74” Dogu) yiizeyden ve 2 m derinden 1 litrelik siseler ile su ornekleri
alindi. Yiizey ornekleri yiizey altindan (yaklasik 10 cm) dogrudan elle alinirken 2 m
derinden Niskin sisesi yardimryla alindi. Ornekler ayni giin laboratuvara getirildi.
Araziden alman su Ornekleri slizme sistemi (Sartorius Stedim, type: 16692)
kullanilarak 0,45 um gozenek agikligina sahip supor filtreden (Milipore) siiziildii.
Bakteriyel komiinite {iyelerini tasiyan her mevsim igin en az 2 adet olarak hazirlanan
bu filtreler 1,5 ml steril eppendorf tiiplere yerlestirildi ve DNA izolasyonu

yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.
3.3. Kullanilan Cozeltiler

Calismada kullanilan ¢ozeltiler Sambrook ve Russel tarafindan (Sambrook and
Russell, 2001) 6nerildigi gibi hazirlandi.

e 2 M Mg?" Stok Cézeltisi:
20,33 gr MgCl2.6H20 (Merck) 50 ml ultra saf suda ¢6ziildii ve steril hale getirildi.

¢ 250 mM KCI Cozeltisi:
1,86 gr KCI (Sigma Aldrich) 100 ml ultra saf suda ¢oziildii. Otoklavda 121°C’de 20
dakika steril edildi ve daha sonra oda sicakliginda saklandi.

¢ 0,5 M Tris-HCI ¢ozeltisi:
12,11 gr Tris (Sigma Aldrich) 150 ml ultra saf suda ¢oziildii ve pH HCI ile 8,0’a
ayarlandi. Son hacim saf su ile 250 ml’ye tamamland1 ve otoklavda 121°C’ de 20 dk.
steril edildi.

¢0,5 M EDTA stok ¢ozeltisi:
186,1 gr disodyum etilen diamin tetraasetat 2H,O (Applichem) 800 ml ultra saf suda
¢ozilildi. pH NaOH ile 8,0’a ayarlandi. Ultra saf su ile toplam hacim 1 litreye
tamamlandi. Otoklavda 121°C’ de 20 dk. steril edildi.

¢ 10X TBE (Tris Borik Asit- EDTA) stok ¢ozeltisi:

27 gr Tris (Sigma Aldrich) ve 13,75 gr Borik Asit (Sigma Aldrich) 180 ml ultra saf
suda ¢oziildiikten sonra 10 ml 0,5 M EDTA (Sigma Aldrich) eklendi, HCI ile pH
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8,0’a ayarland1 ve toplam hacim 250 ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121°C’de 20 dk.

steril edildi.
¢ 1X TE (Tris-EDTA) stok ¢6zeltisi:

250 mM Tris-HCI stok ¢6zeltisinden 2 ml alindi (son konsantrasyon 10 mM) ve 500
mM EDTA stok ¢ozeltisinden 200 pl alindi (son konsantrasyonu 1 mM), 90 ml saf
su eklendikten sonra pH 8,0’a ayarlandi. Son hacim ultra saf su ile 100 ml’ye
tamamlanarak, otoklavda 121°C’ de 20 dk. steril edildi.

¢0,1X TE ¢ozeltisi:

250 mM Tris-HCI stok ¢6zeltisinden 2 ml (son konsantrasyon 10 mM) ve 500 mM
EDTA stok ¢ozeltisinden 20 pl alindi (son konsantrasyonu 0,1 mM), 90 ml ultra saf
su eklendikten sonra pH 8,0’a ayarlandi. Son hacim saf su ile 100 ml’ye
tamamlanarak, otoklavda 121°C’ de 20 dk. steril edildi. Bu ¢o6zelti PCR
reaksiyonlarinda kalip olarak kullanilacak DNA stoklarinin hazirlanmasi amaciyla

kullanildi.
¢3 M Sodyum Asetat stok ¢ozeltisi:

246,009 gr sodyum asetat (Sigma Aldrich) 800 ml ultra saf suda ¢oziildiikten sonra
glasiyel asetik asit ile pH 5,6’ya ayarland1. Saf su ile hacim 1 litreye tamamlandiktan
sonra otoklavda 121°C’de 20 dk. steril edildi.

e 1 M Glukoz ¢ozeltisi:
18 gr glukoz (Sigma Aldrich) 90 ml ultra saf suda ¢6ziildii ve sonra son hacim 100
ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121°C’de 20 dk. steril edildi ve oda sicakliginda

saklandi.
¢ 2 M Siikroz ¢ozeltisi:

6,846 gr siikroz (Sigma Aldrich), 5 ml ultra saf suda ¢6ziildiikten sonra son hacim 10
ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121°C’de 20 dk. steril edildi ve oda sicakliginda
saklandi.

¢ 10 mg/ml Etidyum Bromiir stok ¢ozeltisi:
100 mg etidyum bromdir, 10 ml saf suda 2-3 saat ¢oziildiikten sonra 151k almayan cam

sisede +4°C’de sakland.

¢ 10 mg/ml Ampisilin stok ¢ozeltisi:
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100 mg ampisilin (Applichem) 10 ml ultra saf suda ¢6ziildiikten sonra 0,20 um por
capli filtreden (Minisart) gegirilerek steril edildi ve 1 ml’lik stoklar halinde ependorf
tiiplere konularak -20°C’de saklandi.

e Inoue Transformasyon tamponu:

0,5 Molar PIPES (piperazine-1.2-bis (2-ethanesulfonic acid) (pH 6,7) hazirlamak igin
15,1 gr PIPES saf suda ¢oziildii. 5 M KOH ile pH 6,7’ye ayarlandi ve ultra saf su ile
son hacim 100 ml’ye tamamlandi. 0,45 pm por caplh filtreden gegirilerek steril

edildikten sonra -20°C’ de saklanda.

Inoue transformasyon tamponunun hazirlanmasi i¢in Tablo 3.1°de verilen tiim
maddeler 800 ml ultra saf suda ¢6ziildii. Sonra 20 ml 0,5 M PIPES (pH 6,7) eklendi.

Inoue transformasyon tamponu son hacmi ultra saf su ile 1 litreye tamamlandi.

Tablo 3.1. Inoue transformasyon tamponunun igerigi

Maddeler Litredeki miktar Son konsantrasyon
MnCl.4H,0 10,88 gr 55 mM
CaCl».2H,0 2,20 gr 15 mM
KCI 18,65 gr 250 mM
PIPES (0,5 M pH: 6,7) 20 ml 10 mM
H20 980 ml
3.4. Kiiltiir Ortamlar
* LB (Luria Bertani) besiyeri:

Tripton (pepton) 10 gr

Maya Oziitii :5gr

NaCl ;10 gr

1000 ml ultra saf suda ¢oziildiikten sonra, 5 N NaOH ¢ozeltisi ile pH 7,0’a
ayarlandi. Kati besiyeri igin ise %1,5 agar ilave edildi. 121°C’de 20 dk.
otoklavlanarak steril hale getirildi. Agar besiyerleri steril kabin i¢inde 9 cm steril

plastik petri kaplarina dokiildii.

» SOB besiyeri:
Tripton (pepton) 20 gr
Maya oziitii :5qr
NaCl :0,50r
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900 ml ultra saf su igerisinde eriyene kadar ¢oziildii. Sonra 10 ml 250 mM KCl
¢ozeltisi ilave edildi. pH, 5 M NaOH ile 7,0’a ayarlandi ve son hacim 1 litreye
tamamlandi. Daha sonra 121°C’de 20 dk. otoklavlanarak steril hale getirildi. Besiyeri

kullanilmadan 6nce steril 2 M MgCl2.6H-0 stok ¢ozeltisinden 5 ml ilave edildi.

» SOC besiyeri:
Tripton (pepton) 220r
Maya Oziitii :0,59gr
1 M NaCl :1ml
250 mM KClI :1ml
1 M Glukoz :2mi
2 M Mg* 1 ml

Tripton, maya oOziitii (yeast extract), NaCl, KCl ve 97 ml ultra saf su
karistirildi. Daha sonra 121°C’de 20 dk. otoklavlanarak steril hale getirildi ve oda
sicakliginda bekletildi. Kullanmadan once steril Mg?" ve glukoz stoklarindan

belirlenen miktarlarda eklendi.
3.5. Farkh Fiziksel ve Kimyasal Parametlerin Ol¢iilmesi

Sicaklik, pH, nitrat azotu (N) nitrat (NO3"), fosfor (P), fosfat (PO+*") ve fosfor
pentaoksit (P20s) parametleri Olgiildii. Sicakligi 6lgmek igin termometre, pH’1
Olgmek i¢in pH metre, nitrat azotu, nitrat, fosfor, fosfat ve fosfor pentaoksit
parametrelerini 6lgmek i¢in iki farkli kit kullanildi ve HANNA C200 Multiparameter
lon Spesific Meter (Multiparameter Bench Photometers) cihazi ile 6lgtimler yapildi.

Oncelikle cihaz iizerinde nitrata karsilik gelen program segildi. Bir pipet
yardimiyla alinan gol suyu cihazin kiivetine 6 ml’den biraz fazla olacak sekilde
konuldu ve kiivetin kapag1 kapatildi. Igerisinde gél suyu bulunan kiivet cihaz
icerisine yerlestirildi ve ilk Ol¢timde cihaz sifirlandi. Daha sonra kiivet cithazin
haznesinden ¢ikarildi ve bir paket HI 93728-01 (Hanna) toz reaktifi kiivetin icerisine
bosaltilarak kapagi hemen kapatildi. Kiivet el ile 10 sn. kuvvetlice ¢alkalandi. Sonra
hava kabarciklar1 olusmamasina dikkat edilerek kiivet, 50 sn. yavasca alt iist edilerek
karnigtirildi. Daha sonra kiivet sarsmamaya dikkat edilerek cihazin haznesine
yerlestirildi. 4 dk. 20 sn. kadar cihazin okumasi beklendi. Cihaz ekraninda nitrat

azotu konsantrasyonu dogrudan goriintiilendi. Okunan nitrat azotu konsantrasyonunu
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nitrata (NO3z") mg/L ¢evirmek i¢in 4,43 faktorii ile carpildi ve ¢ikan sonuglar
kaydedildi. Bu islem dort mevsim igin ayni sekilde tekrarlandi.

Fosfat 6l¢iimii icin diisiik dereceli fosfata karsilik gelen program cihaz iizerinde
secildi. Reaksiyona girmemis g6l suyuyla kiivetin kapagi durulandi, kiivet igerisine
de g6l suyu eklenerek iyice ¢alkalandi ve 6rnek suyu dokiilerek kiivet bosaltildi.
Bunun ardindan g6l suyu orneginden 10 ml alinarak kiivet igerisine konuldu ve
kiivetin kapagi kapatildi. Icerisinde g&l suyu bulunan kiivet cihaz igerisine
yerlestirildi ve ilk Olgiimde cihaz sifirlandi. Daha sonra kiivet cihazin haznesinden
¢ikarildi ve bir paket HI 93713-0 (Hanna) toz reaktifi kiivetin igerisine bosaltildi,
kapag1 kapatildi ve toz tamamen ¢oziinene kadar hafifce 2 dk. calkalandi. Kiivet
cihazin haznesine yerlestirilerek 3 dakika okuma yapmasi beklendi. Cihaz ekraninda
fosfat (PO+*") konsantrasyonu mg/L olarak goriintiilendi. Okunan bu degeri mg/L
fosfor pentaoksit (P20s)’e ¢evirmek igin 0,747 faktori ile garpildi. Okunan degeri
mg/L fosfor (P) konsantrasyonuna c¢evirmek i¢in 0,326 faktorii ile garpilarak ¢ikan

sonuclar kaydedildi. Bu islem de dort mevsim i¢in ayni sekilde tekrarlandi.
3.6. Etanol Coktiirmesi

Seyreltik DNA ¢ozeltilerini yogunlastirmak i¢in etanol ¢oktiirmesi islemi
yapildi. Seyreltik DNA c¢ozeltisi bir eppendorf tiipe alinarak icine toplam hacmin
1/10’u kadar 3 M sodyum asetat ¢ozeltisi (pH 5,6) eklendi. Sonra 2 hacim etanol
eklenerek -20°C’de en az 30 dk. bekletildikten sonra 12000xg’de 30 dk. santrifiij
edildi. Siv1 faz uzaklastirildiktan sonra ¢okelti 500 pl %70 etanol ile kisaca yikandi
ve 30 dk. boyunca 12000xg’de c¢oktiiriildi. Sivi kisim uzaklastirilip alkol
kalintilarinin uzaklasmasi i¢in 1 saat desikatdrde bekletildikten sonra DNA, istenilen

hacimde safsu, TE veya 0,1X TE i¢inde ¢oziildii.
3.7. Cevresel Orneklerden DNA izolasyonu

Cevresel Orneklerden DNA izolasyonu, Giovanni ve digrleri tarafindan
onerilen metoda gore yapildi (Giovannoni et al., 1990). 47 mm, 0,45 um por ¢apina
sahip supor filtreden siiziilen canli materyal, DNA izolasyonu yapilincaya kadar -
20°C’de sakland1. -20°C’den ¢ikartilan filtreler steril petri i¢erisinde makas yardimi
ile kii¢iik pargalar halinde kesildikten sonra steril eppendorf igerisine aktarilarak 500
ul lizis tamponu igerisinde silispanse edildi. Tablo 3.2’de lizis tamponun igerigi

verilmistir.
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Hiicreler, siispanse edildikten sonra 37°C’de 20 dk. inkiibasyona birakild:
Inkiibasyonun ardindan 27 pl 5 mg/ml Proteinaz K* (son konsantrasyonu 270 pug/ml)
ve 16 ul N-luril sarkosin (%30) eklenerek 55°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda esit hacimde fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) eklendi,
hafifce birkag kez alt {ist edildi ve sonrasinda 12000xg’de 5 dk. santrifiij edildi. Ust
kisimda kalan sivi kisim dikkatlice steril bir eppendorfa alindi. Daha sonra iizerine
esit hacimde kloroform:izoamil alkol (24:1) eklendi ve birka¢ kez alt iist edildikten
sonra 12000xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz yeni bir steril eppendorfa alindi
ve 0,1 hacim 3 M sodyum asetat ve 2 hacim soguk etanol eklendi ve alt iist edilerek

lyice karigmasi saglanan tiipler -20°C’de gece boyunca bekletildi.

Tablo 3.2. Lizis tamponunun igerigi

Stok Cozeltiler | Miktar (500 uligin) | Son Konsantrasyon
0,5M EDTA 40 ul 40 mM

0,5 M Tris-HCI | 50 pul 50 mM

1 M NaCl 200 pl 400 mM

2 M Siikroz 190 pl 0,75 M

Lizozim 0,5 mg 1 mg/ml

Distile Su 20 pl

Daha sonra bu tiipler 12000xg’de 25 dk. santrifiij edildi ve sivi faz
uzaklastirildi. Cokelti halinde bulunan DNA %70’lik etil alkol ile yikandi.
12000xg’de 5 dk. santrifiij edildikten sonra alkol ortamdan uzaklastirildi. Alkoliin
tamamen uzaklastirilmasi i¢in desikatorde 1 saat bekletildi. Sonra ¢okelti 40 pl 0,1X
TE (Tris-EDTA) tamponu igerisinde ¢6ziildii ve 5 pul 10 mg/ml RNaz ilave edildikten
sonra PCR islemleri i¢gin -20°C’de saklandi.

3.8. PCR Reaksiyonlar1 ve Parametreleri

PCR amplifikasyonu i¢in Oncelikle pipetleme hatalarint minimum seviyeye
indirebilmek i¢in primerler, 10X Tampon (10X PCR tamponu 2 mM MgCI> igerir)
ve dNTP’leri igeren bir PCR karisimi hazirlandi (Tablo 3.3). Bu PCR karisimindan
her bir 25 pl reaksiyon hacmi ig¢in reaksiyon tiipiine 21 pl alindi. Bu reaksiyon
tiipiine ayrica kalip DNA olarak belli miktarda (2 pl) ¢evresel DNA, enzim ¢ozeltisi
(2 pl) eklendi. Kalip DNA ve enzim miktarlar1 her deney grubu i¢in optimize edildi.
Cevresel DNA ornekleri 0,1X TE tamponu ile 1/10, 1/100, 1/500 ve 1/1000

oranlarinda sulandirilarak optimum kalip miktar1 belirlendi.
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Yiiksek 1s1ya dayanikli bir enzim olan Tag DNA polimeraz (Thermo Scientific
5 tinite/pl) kullanildi. Enzim ¢ozeltisi tiiplere eklenmeden dnce pipetleme hatasini en
aza indirmek icin 1X PCR tamponu ile hacmi artirildi (0,25 dinite/pl). Ilk
denatiirasyondan sonra her bir tlipte 0,5 iinite enzim iceren 2 ul enzim karigimi
eklendi. PCR dongiileri 1s1 dongiicli (termal cycler) (ThermoHybaid) kullanilarak
yiriitiildi. PCR parametreleri Tablo 3.4’de, kullanilan primerler ve dizileri Tablo

3.5’te verilmektedir.

Tablo 3.3. 10 reaksiyonluk PCR karigimi1

PCR Karssm fnerigi () | Miktar Gy | Konsantrasyon
5 uM Primer F (10 pmol) | 2,5 ul 25 ul 0,5 mM

5 uM Primer F (10 pmol) | 2,5 pul 25 ul 0,5 mM

10X PCR Tamponu 2,5 ul 25 ul 1X

10 mM dNTP mix 0,5 ul S5ul 0,2mM

Distile Su 13 pl 65 ul -

Tablo 3.4. PCR ile ¢ogaltimda kullanilan sicaklik degerleri ve parametreleri

Basamak Zaman Sicaklik Dongii Sayis
[k Denatiirasyon 3 dk. 95°C 1
Denatiirasyon 30 sn. 95°C

Annealing (Hibridizasyon) 30 sn. 50-60°C %
Sentez (Ekstension) 1 dk. 72°C

Son sentez 5sn. 72°C 1

Tablo 3.5. Calismada kullanilan primer ve dizileri

Primer Adi1 | Primer Dizisi (5°- 3°) Tm (°C) | Kaynak
CYAL06F | CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA 67.7 Niibel et al., 1997
CYA781R | GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT 64.2 Niibel et al., 1997

3.9. Klonlama islemleri

Hedef amplikonlarin klonlanmasi caligmalari, segilen bir vektor ile hedef
DNA’nin ligasyonu, alici (yetkin, “competent”) konak hiicrelerin hazirlanmasi,
rekombinant vektorlerin konak hiicrelere transformasyonu, olas1 klonlardan
rekombinant plazmit DNA izolasyonu ve bu plazmitlerden hedef DNA bdlgesini

tasiyanlarin belirlenmesi islemlerini kapsamaktadir.
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3.9.1. Alic1 Hiicrelerin Hazirlanmasi

Alict (yetkin, kompetan) hiicreler, Inoue metodunda daha 6nce anlatildig: gibi
hazirland1 (Sambrook and Russell, 2001). -80°C’de stoklanmis olan E.coli DH5-a
alic1 hiicreleri LB agar besiyerine ¢izgi ekim yontemi ile ekildi ve gece boyu 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Ertesi sabah petriden tek bir koloni alinarak 250 ml’lik erlen
icindeki 50 ml LB s1v1 besiyerine aktarildi. Bu kiiltiir 225 rpm hizla calkalanan bir
inkiibatorde (Innova 42) 37°C’de 8 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Bu siirenin
sonunda kiiltiirden, 1 litrelik erlenler igerisinde hazirlanmis 3 farkli 250 ml SOB
besiyerine sirasiyla 2 ml, 4 ml, 10 ml aktarildi. Bu yeni kiiltiirler 80 rpm hizda

calkalanan bir inkiibatorde 18°C’de gece boyu (16-20 saat) inkiibasyona birakildu.

Ertesi sabah her bir kiiltiiriin yogunlugu spektrofotometrik olarak ol¢iildi
(As00). Yogunlugu 0,55’¢ ulasan kiiltiir hemen buza alindi. Bu asamadan sonraki
biitiin ¢dzeltiler sogutulmus ve biitiin basamaklar +4°C’de vyiiriitiilmiistiir. Istenen
diizeyde gelisme gosteren bu kiiltiir, 2500xg’de, +4°C’de 10 dk. santrifiij edilerek
hiicreler ¢oktiirtildii ve sivi fazi uzaklastirildi. Cokelti halindeki hiicreler bir miktar
Inoue tamponunda hafifce ¢alkalanarak siispanse edildi ve iki steril tiipe paylastirildi.
Her iki tiiplin hacmi, Inoue tamponu ile 40 ml’ye tamamlandi. Tiipler 2500xg’de,
+4°C’de 10 dk. santrifiij edildi ve Inoue tamponu ortamdan uzaklastirildi. Bir miktar
Inoue tamponunda hiicreler ¢alkalanarak siispanse edildi, tek tiipte topland1 ve Inoue

tamponu ile hacim 20 ml’ye tamamlandi.

Alict hiicre siispansiyonuna 1,5 ml dimetil siilfoksit (DMSO, Serva) eklenerek
10 dk. boyunca buzda bekletildi. Siispansiyon her birinde 1 ml olacak sekilde steril
eppendorf tiiplere paylastirildi, sivi azot iginde donduruldu ve -80°C’de saklandi.

3.9.2. Ligasyon

Ligasyon reaksiyonlar1 i¢in ‘‘CloneJET PCR Cloning Kit’’ (Thermo Scientific)
kullanildi ve ligasyon islemleri iiretici firma tarafindan Onerilen prosediire gore

yapildi.

Ligasyonu yapilacak olan 16S rDNA bolgesi PCR islemiyle Tag DNA
polimeraz (Thermo Scientific) kullanilarak ¢ogaltildi. Ligasyonda kullanilacak 16S
rRNA gen bdlgesinin ¢ogaltimi islemi daha once anlatildigi gibi gergeklestirildi
(Bolim 3.9). PCR firiinleri %0,7°lik agaroz jelde 1 saat yiiriitiildii. Dogru PCR
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trlinliniin mevcudiyeti gozlendikten sonra ligasyon islemine geg¢ildi. Tipik bir

ligasyon isleminde kullanilan reaksiyon karisimlar: Tablo 3.6’ da verilmektedir.

Oncelikle 5 farkli steril PCR tiipii icerisine 2X reaksiyon tamponundan 10 pl
dagitildi. Ardindan her tiipe 4,5 pl niikleazsiz saf su eklendi. Sonra PCR islemi
gergeklestirilmis olan kis, ilkbahar, yaz ve sonbahar mevsimine ait DNA igeren PCR
tiriinlerinden tiiplere ayr1 ayr1 2,5 pl eklendi. Kit ile birlikte saglanan kontrol PCR
tiriintinden diger bir tiipe kit protokoliinde belirtildigi gibi 2 pl eklendi. Her tiipe kit
ile saglanan DNA ug¢ korlestirme (kiitlestirme, “blunting”) karisimi eklendi. Bu
asamalar gergeklestirildikten sonra her bir tiip 3-5 saniye kadar vortekslendi ve kisa
bir santrifiij islemi gergeklestirildi. Ardindan tiipler u¢ korlestirme reaksiyonu igin

70°C’de 5 dk. inkiibasyona birakildu.

Tablo 3.6. Ligasyon reaksiyonunun igerigi

Sonbahar fikbahar
Ligasyon Bilesenleri PCR DNA Kis PCR PCR DNA Yaz PCR | Kontrol
DNA (ul) DNA (ul) DNA (ul)
(D) (nh
2X Reaksiyon Buffer 10 10 10 10 10
Kontrol PCR Uriinii 2
PCR Uriinii 2,5 2,5 2,5 2,5
Niikleazsiz Saf Su 4.5 4.5 4.5 45 5
DNA Blunting Enzimi 1 1 1 1 1
pJET 1.2/Blunt 1 1 1 1 1
Vektorii (50 ng/pl)
T4 DNA Ligaz (5 1 1 1 1 1
iinite/pl)

Inkiibasyondan sonra her bir tiip igerisine dénce 1 pl pJet 1.2/blunt vektor,

ardindan 1 pl T4 DNA ligaz eklendi, 3-5 saniye vortekslendi ve kisa bir siire

santrifiij islemi gerceklestirildi. Ardindan 22°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilarak

ligasyon islemi tamamlandi ve transformasyon islemi i¢in hazir hale getirildi.

3.9.3. Transformasyon

Transformasyon islemi, “CloneJET PCR Cloning Kit” (Thermo Scientific

K1231) igin iiretici firma tarafindan &nerilen prosediire gore yapildi. Oncelikle daha
once hazirlanmis ve -80°C’de saklanmakta olan alici hiicrelerin buz iizerinde
kendiliginden ¢dziinmesi saglandi. Buz iizerine yerlestirilmis steril bir eppendorf

tiiptine 100 pl alict hiicre (E.coli DH5-a)) ve ligasyon karigimi eklendi. Tiipiin alt

41



kismina hafifce el ile vurularak karigmalar1 saglandi ve 20 dk. boyunca buz iizerinde
inkiibasyona birakildi. Sonra hiicreler 42°C’de 90 saniye 1s1 sokuna maruz birakildi,
ardindan 2 dk. buzda bekletildi. Her bir eppendorfa steril SOC besiyerinden 900 pl
eklendi ve kiiltiir (alic1 hiicre-ligasyon karisimlari) 45 dk. siiresince 37°C’de 225 rpm
hizda calkalanarak inkiibasyona birakildi. Bu silirecin sonunda transformasyon
kiiltiirtinden 100’er ul alinarak, 100 pg/ml ampisilin i¢eren kat1 LB besiyerine yayma

ekim yontemi ile ekildi ve gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakildi.

3.9.4. Transformant E. coli DH5-a Hiicrelerinden Plazmit DNA

zolasyonu

Rekombinant plazmit DNA’st ile transforme edilmis E.coli DH5-a
hiicrelerinden sodyum dodesil siilfat (SDS) alkali lizis metodu kullanilarak kiigiik
Olgekte plazmid DNA’s1 izolasyonu gergeklestirildi (Russell and Sambrook, 2001).
Plazmit izolasyonu i¢in belli sayida izole transformant koloniler (klonlar), steril
kiirdan ile alinarak 50 pg/ml ampisilin i¢ceren LB besiyerine inokiile edildi. Klon
secimi rastgele yapildi. Kiiltiir, ¢alkalayict bir inkiibatdrde 225 rpm hizda 37°C’de
gece boyu inkiibasyona birakildi. Gece boyu iireyen hiicrelerden 1,5 ml alinarak 1,5
ml’lik eppendorf tiipii igerisine transfer edildi ve ardindan 12000xg’de 5 dk. santrifiij
edilerek hiicrelerin ¢okmesi saglandi. Tiiplin iizerinde kalan sivi besiyeri kismi
uzaklastirildi. Ardindan ¢okelti halindeki hiicreler 5 mg/ml lizozim eklenmis, 150 pl
Cozelti I i¢inde silispanse edildi ve 5 dk. buzda bekletildi (Cozelti 1, 11 ve III i¢in
bakiniz Tablo 3.7). Daha sonra karisima 200 pl Cozelti II eklenip 5-6 defa alt tist
edilerek karistirildi ve 5 dk. buzda bekletildi. Ardindan karigima 150 pl Cozelti 11T
ilave edildi ve hafif bir sekilde vortekslendikten sonra buz iizerinde 5 dk. daha
bekletildi. Bu islemlerin ardindan tiipler 12000xg’de 5 dk. santrifiij edildi. Santrifijj
edilen tlipiin plazmit DNA’sinin da bulundugu sivi kisim steril eppendorf tiiplere
alarak fenol:klorofom: izoamilalkol (25:24:1) ile muamele edildi ve etanolde
coktiiriildii (Etanol ¢oktiirmesi icin bakiniz Boliim 3.6). Elde edilen plazmit DNA
cokeltisi 30 nl 0,1X TE ¢ozeltisinde ¢oziildii ve -20°C’de muhafaza edildi.

Elde edilen plazmit DNA c¢ozeltisi  stoklarindan 1 pl alinarak nanodrop
spektrofotometre ile DNA konsantrasyonlar1 ve saflik degerleri olgtildii. Protein
cozeltileri 15181 260 nm’de, DNA ve RNA ¢ozeltileri 280 nm’de sogurdugundan,

Azeo/280 araligindaki bir oran niikleik asitlerin saflik degerini vermektedir. DNA saflik
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degerlerinin (Aze0280) 1,8 ve 2,0 degerleri arasinda olmast DNA c¢ozeltisinde
kontaminantlarin belirlenen standartlara uygun seviyede oldugunu gostermektedir
(Sambrook and Russell, 2001). Bu deger araligindan daha yiiksek saflik degerine
sahip olan DNA ¢ozeltilerinde, peptit ve fenol gibi maddelerden kaynaklanan bir

kontaminasyon durumunun gergeklestigi sdylenebilir.

Tablo 3.7. Plazmit izolasyonunda kullanilan ¢6zeltiler ve igerikleri

Cozelti | icerigi Son Konsantrasyon
Glukoz 50 mM

EDTA 10 mM

Tris-HCI (pH:8.0) 25 mM

Cozelti 11 Icerigi Son Konsantrasyon
NaOH 02M

SDS %1 (w/v)

Cozelti ITI Icerigi Alinan Miktar
Potasyum Asetat (5M) 50 ml

Glasiyel Asetik Asit 9,58 ml

Saf su 23,77 ml

3.9.5. Agaroz Jel Hazirlanmasi, DNA Orneklerinin  Yiiklenmesi,

Yiiritiilmesi ve Goriintiillenmesi

PCR iiriinlere ait DNA fragmentlerini ayirmak i¢in %1’lik agaroz (Sigma-
Aldrich) jel kullanildi. Agaroz jel elektroforez calismalarinda 1X TBE tamponu
kullanildi.

%1 lik jel hazirlanirken 0,5 gram agaroz, 50 ml 1X TBE tamponu igerinde alev
tizerinde hafif¢e galkalanarak homojen bir goriintli alincaya kadar 1sitilarak eritildi.
Erimis agarozun sicakligi 50-55°C’ye distiigiinde 10 mg/ml stoktan 2,5 pul etidyum
bromiir (son konsantrasyonu 0,5 pug/ml) ilave edildi. Temiz ve kuru jel kabmnin her
iki tarafi yapiskan kagit bandlarla ¢evrelenerek tikandi ve yiiklime kuyucuklariin
olusmasi i¢in uygun taraklar yerlestirildi. Ardindan jel, jel kabina dokiildi ve

sogumaya birakildi.

Sogutulmus ve katilasmis jel, tarak ve tikaglari ¢ikartilarak 1X TBE iceren
elektroforez tanki igerisine yerlestirildi. Sonra 2,5 ul PCR iiriint 2 pl 6X yiikleme
tamponu ile karigtirildi ve kuyucuklara mikropipet yardimi ile yiiklendi. PCR
tirtinlerinin biiyiikliigiiniin tespiti i¢in DNA belirteci (DNA ladder, marker) (Thermo
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Scientific) ilk kuyucuga yiiklendi. DNA, 70 mA’de yaklasik 1 saat veya fragmentler

yeterince ayrilincaya kadar yiiriitildi.

Elektroforez sirasinda jel i¢inde bulunan etidyum bromiir ile boyanan DNA,
transilliminatér (Vilber Lourmat) kullanilarak UV 1sik altinda goézlemlendi ve

fotograflar1 ¢ekildi.
3.9.6. DNA Dizi Analizi

Dort mevsimi temsilen toplam 80 klon igindeki g¢evresel DNA’nin dizisi
Sanger dizileme yontemiyle belirlendi. Dizileme islemi Macrogen Europe tarafindan
gerceklestirilmistir. Elde edilen ham diziler 6ncelikle BioEdit paket programi (Hall,
1999) kullanilarak incelendi ve giivenilirlikleri belirlendi. G6zden gegirilmis ve
vektor dizilerinden ayiklanmis diziler Blastn araciyla veritabanindaki dizilerle
homolojileri bakimindan incelenmislerdir. Bu diziler daha sonra MEGA-X (Kumar
et al., 2018) paket programi kullanilarak cakistirilmis ve filogenetik analizlere tabi
tutulmustur. Evrimsel ge¢mis Maximum Likelihood yontemi ve Tamura-Nei
modeliyle (Tamura and Nei, 1993) degerlendirilmistir. Aga¢ en yiiksek log
olasiligina gore cizilmistir. Bulussal (heuristic) arama i¢in baslangi¢ agaci/agaclar
Neighbor Join ve BioNJ algoritmalarinin Tamura-Nei modeli kullanilarak
hesaplanmais ikili uzakliklar matrisine uygulanmasiyla ve sonra en yiiksek log olasilik
degerine sahip topoloji segilerek otomatik olarak belirlenmistir. Agag, her bir
pozisyondaki degisikliklerin (substitusyonlarin) sayis1 olarak 6l¢iilen dal uzunluklari

seklinde olgekli olarak ¢izilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Su Orneklerinin Alinmasi ve Bakteriyel Komiinite Uyelerinin Hasati

Arastirma alani olarak belirlenen Balik Go6lii, Samsun ili Kizilirmak deltasinin
19 Mayis ilgesi sinirlart igerisinde konumlanmistir. Dogu tarafinda Kuzey-giliney
dogrultusunda kosut olan Uzungél ile giiney ucundan baglantilidir (Bakimiz Sekil
3.1). Uzungol’iin yilin bazi zamanlarinda denizle baglantili olmasindan dolay1 bu iki

g6l lagiin olarak da anilmaktadir (Goniilol et al., 2009).

Balik Golii’'niin en derin bdlgeleri nadiren 2 m’yi asar. Goliin gliney ucundan
itibaren kuzeye dogru kiyidan 800 m igeride belirlenen tek bir istasyonda, su siitunun
yiizeyinden (yaklasik 10 cm) ve 2 m derinden steril plastik 6rnek toplama siselerine 1
litre g6l suyu aragtirma materyali olarak alindi. Ornekler dort mevsimi temsilen 2019
yili Mayis, Agustos, Kasim aylart ve 2020 yil1 Subat ayinda alindi. Aragtirma alani
olarak sec¢ilen Balik Goli’'nlin  farkli aylara ait goriintileri  Sekil 4.1°de

goriilmektedir.

Alinan su ornekleri laboratuvar ortamina getirilerek ayni giin igerisinde hasat
islemi gergeklestirildi. Mevcut bakteriyel komiinite {iyelerini de igceren su drnekleri
0,45 pum por capina sahip Supor filtrelerden (Milipore) siiziilerek filtre yiizeyine
birikmis olan canli materyal elde edildi (Filtrasyon i¢in bakimiz Bolim 3.1).
Siyanobakteriyel artisin ¢ok oldugu mevsimlerde, yaz ve sonbahar orneklerinde
stiziilme durumunun diger mevsimlere nispeten daha yavas oldugu gozlemlendi. Dort
mevsime ait su orneklerinden birden ¢ok filtre kullanilarak hasat islemi yapildi. Her

bir filtreden belli bir mevsim i¢in alinan 6rneklerden 100 ml su 6rnegi siiziildii.
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Sekil 4.1. Balik Golii’ne ait goriintiiler. 1: Mayis 2019, 2:Agustos 2019, 3: Kasim 2019, 4: Subat
2020, 5 ve 6: Agustos 2020

4.2. Alman Su Orneklerinde Fiziksel ve Kimyasal Parametlerin

Degerlerinin Belirlenmesi

GOl ortaminda su yiizeyinin altindaki (10 cm) su sicakligi termometre
daldirilarak o6l¢iildii. Aylara gore su sicakligi degisimleri Tablo 4.1°de verilmistir. Su
sicakligr en diisiik Subat (6°C) ve en yiiksek Agustos (27°C) ayinda gbzlendi. Nisan
ve Kasim aylarinda ise sicaklik degerleri birbirine ¢ok yakindir (sirasiyla 18°C ve

17°C).

Tablo 4.1. Ornek alma zamanlarindaki aylara gore yiizeyalt: gol suyu su sicakliklart

Mevsim Tarih Su Sicakhigi (°C)
[lkbahar 02.05.2019 18

Yaz 02.08.2019 27
Sonbahar 12.11.2019 17

Kis 18.02.2020 6

Secchi diski kullanilarak su siitununun bulanikligi belirlendi. Kis, ilkbahar ve

yaz mevsimlerinde Secchi disk derinlikleri arasinda belirgin bir farklilik mevcut
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olmayip sirasiyla 45, 40 ve 42 cm olarak Slgiilmiistiir. Ancak sonbahar1 temsil eden
kasim ayinda yapilan ol¢limde bu deger belirgin bir sekilde azalarak 30 cm’ye
diismiistiir. Bu 6l¢iimlere gore su siitununun en bulanik oldugu mevsim sonbahar

mevsimi iken, en berrak oldugu mevsim ise kis mevsimi oldugu goriilmektedir.

Su oOrnekleri laboratuvar ortamina getirildiginde O©ncelikle pH Olglimleri
gerceklestirildi (Tablo 4.2). Farkli mevsimlerde alinan su 6rneklerinde yapilan pH
Olciimii sonuglarina gore yiizey altt ve 2 m derinlikteki degerler arasinda biiytlik bir
fark goriilmemektedir. pH degerinin en yiiksek oldugu mevsim yaz mevsimi iken en
diisiik oldugu mevsim kis mevsimidir. Bu durum yaz mevsiminde gol suyuna, suyun
pH degerini artiran ¢oOziinmiis organik madde girdisinin fazla oldugunu

gostermektedir.

Tablo 4.2. Mevsimlere gore 6rnek sularinin pH degerleri

Mevsim pH (Yiizey alt1, 10 cm) pH (2 m)
[Ikbahar 8,44 8,39
Yaz 9,13 9,09
Sonbahar 8,25 8,12
Kis 8,06 8,04

Her mevsim yiizey suyu ve 2 m derinlikten alinan su 6rneklerinde nitrat azotu
konsantrasyonu, nitrat miktari, fosfat miktari, fosfor miktar1 ve P2Os miktar1 dlgiildii
(Tablo 4.3 ve Tablo 4.4). Organizmalar i¢in kullanilabilir azot bilesigi olan nitrat
(NO3s") miktar1 yilizey suyunda ilkbahar ve sonbaharda yaz ve kis mevsimine gore iki
kat daha fazladir. 2 m derinde de ilkbahar ve yaz degerleri yiiksek olmasina ragmen

aradaki farklilik daha azdir.

Tablo 4.3. Yiizey suyu orneklerinde mevsimlere gore nitrat azotu konsantrasyonu ve nitrat miktari

degerleri
10 cm Derinlik 200 cm Derinlik

Mevsim Nitrat Azotu Nitrat Miktar: Nitrat Azotu Nitrat Miktari

Miktar1 (N) (mg/L) (NOs’) (mg/L) Miktar1 (N) (mg/L) (NOs3’) (mg/L)
[Ikbahar 3,2 14,17 3,5 15,51
Yaz 1,7 7,53 2,5 11,07
Sonbahar 34 15,06 3,6 15,94
Kis 15 6,64 2,4 10,63
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Organizmalar i¢in kullanilabilir fosfat bilesigi olan P,Os miktar1 yiizey
suyunda yaz ve sonbaharda kis ve ilkbahar mevsimine gore oldukga yiiksektir. 2 m

derinde ise ilkbahar ve sonbaharda degerler kis ve yaza gore daha yiiksektir.

Tablo 4.4. Yiizey suyu 6rneklerinde mevsimlere gore fosfat, fosfor, P,Os miktarlart

10 cm Derinlik 200 cm Derinlik

Mevsim . Fosfor P.0Os . Fosfor P20s
(F;éfig)l\(qr;ktﬁ_r)' Miktar1 (P) | Miktar: (F;gff)h(/[r;kt/?_r)' Miktar1 (P) | Miktar1
SIS mgiLy | (moiL) MIL) gy | (moiL)

[lkbahar 1,17 0,38 0,87 2,75 0,89 2,05
Yaz 2,75 0,89 2,05 1,46 0,47 1,09
Sonbahar 2,75 0,89 2,05 2,7 0,88 2,01
Kis 0,67 0,2 05 0,33 0,1 0,24

4.3. Cevresel Orneklerden DNA izolasyonu

GOl ortamindan aliman su Orneklerinde bircok gruba ait farkli organizmalar
bulunmaktadir. Bu organizmalar tiir diizeyinde tek tek ayirabilmek miimkiin olsa
bile olduk¢a emek yogun ve zaman alict siiregleri igerir. Bu nedenle organizmalari
izole etmeden cevresel Ornekten toplam DNA izolasyonu yapilarak komiinite {iyeleri
hakkinda analizlerin yapilmasi bazi1 durumlarda daha kullanish bir yaklagimdir. Bu
calismada c¢evresel su Orneklerinden siyanobakteriyel DNA izole etmek iizere
optimize edilmis bir yontem kullanilmistir (Giovannoni et al., 1990) (Bakiniz Boliim
3.7).

Bu yontem kullanilarak sirastyla ilkbahar, yaz, sonbahar ve kis mevsimlerinde
alman cevresel 6rneklerden DNA izolasyonu gerceklestirildi, elde edilen cevresel
DNA 40 pl’lik stoklar seklinde -20°C’de saklandi. Elde edilen cevresel DNA,
stoklardan esit miktarlarda (2,5 pl) agaroz jele yiiklenerek goriintiilendi. Her bir
mevsim i¢in az c¢ok farkli konsantrasyonlarda ¢evresel DNA izolasyonunun
gerceklestigi goriildi (Sekil 4.2). Sonug olarak PCR reaksiyonlarinda kalip olarak
kullanilabilecek miktarda ¢evresel DNA'min mevcut oldugu kararina varildi. Bu
cevresel DNA oOrnekleri siyanobakteriyel 16S rDNA bdlgesinin ¢ogaltiimasi

islemlerinde kalip olarak kullanildi.
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Sekil 4.2. Farkli mevsimlere ait yiizey su Orneklerden elde edilen ¢evresel DNA’larin agaroz jel
elektroforez goriintiisii. M: 1 kb DNA belirteci (1 kb DNA merdiveni, Thermo Scientific)
Yol 1, Mayis 2019; yol 2, Agustos 2019; yol 3, Kasim 2019 ve yol 4, Subat 2020

4.3.1. Farkh Mevsimlere Ait Su Orneklerinde Siyanobakteriyel 16S rDNA

Dizilerinin Taranmasi

Mikrobiyal biyogesitliligin belirlenmesi ¢alismalar1 gilintimiizde, molekiiler
araglar1 ve kaynaklar1 daha fazla kullanmaya odaklanmaktadir (Xu and Zhao, 2018).
Mikrobiyal komiinitelerin popiilasyonlarina ait bireylerin karakterize edilmesi i¢in
uzun yillar boyunca kiiltiir bagimli analiz yontemleri kullanilmustir. Uretilen saf
kiiltiirlere geleneksel yontemler uygulanarak izolatlarin kimlikleri belirlenmeye
caligilsa da bu saf kiiltiirlere molekiiler yontemler de siklikla uygulanmistir. Ancak
son ceyrek asir i¢inde organizmalar1 saf kiiltiirler seklinde izole ettikten sonra
geleneksel ve/veya molekiiler yontemlerle analiz etmek yerine, belli bir ortamdaki
organizmalarin tamaminin genomlar: (metagenom) molekiiler yontemler kullanilarak
analiz edilmektedir. Bu yaklasimlardan biri, taksonomik olarak anlamli bilgiler veren

belli gen veya genom bolgelerinin PCR yontemi ile ¢ogaltilarak analiz edilmesidir.

Bu calismada da siyanobakteriyel 16S rRNA geninin belli bir bolgesi (V2-V4
bolgesinin) ¢ogaltilarak  siyanobakterilerin  varligi  ve genotipik ¢esitliligi
belirlenmeye ¢alisilmigtir. Daha 6nce tasarlanmis ve siyanobakteriyel 16S rRNA ve
baz1 algal kloroplast 16S rRNA genlerinin belli bir bolgesini ¢ogaltmak tizere
kullanila gelen bir primer ¢ifti PCR amplifikasyonu i¢in kullanilmistir. Primerler
Escherichia coli 16S rRNA numaralandirma sistemine gore 106-127 (CYA 106F) ve
781-805 (CYA781) bolgeleri ile eslesmektedir. 16S rRNA degisken bdlge
degerlendirmeleri goéz Oniinde bulunduruldugunda bu primerlerle elde edilecek
amplikonlar V2, V3 ve V4 bolgelerini kapsamaktadir. E. coli rRNA gen bolgesine
gore 699 be’lik bir amplikon biiyiikliigli beklense de bu biiyiikliigiin siyanobakteriyel

suslarda bir miktar sapabilecegi dikkate alindi.
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Arastirma alanindan alinmis dort mevsime ait su orneklerinden elde edilen
cevresel DNA kalip olarak kullanilarak bu evrensel siyanobakteriyel 16S rDNA
primerleri (CYAL106F ve CYAT781R) kullanilarak PCR taramasi yapildi (primer
dizileri i¢in bakiniz Tablo 3.5). Boylelikle farkli mevsimlerde izole edilmis ¢evresel
DNA orneklerinde, siyanobakteriyel suslarin var olup olmadiginin belirlenmesi

amagclandi.

Siyanobakterilere 06zgli 16S rDNA bolgesinin PCR amplifikasyonu
caligmalarinda, ilk olarak her mevsim i¢in ayr1 ayr1 kalip DNA optimizasyonu
denemeleri yapildi. 1k olarak, ilkbahar mevsiminde yiizey ve 2 m derinlikten alinan
su orneklerinden izole edilen ¢evresel DNA 6rneginde PCR amplifikasyon c¢alismasi
yapildi. PCR taramas: icin cevresel kalip DNA 107, 102, 2x102 10° ve 10*
oranlarinda seyreltildi. Daha sonra seyreltilmis her bir kalip DNA i¢in PCR
amplifikasyonu ve sonra amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi yapildi.
[lkbahar mevsimi yiizey suyundan elde edilen g¢evresel DNA'dan en fazla iiriin 107
seyreltme oraninda elde edildi. 2 m derinden elde edilen meta DNA (gevresel DNA,
metagenom) ile yapilan optimizasyon c¢alismasinda 102 ve 2x107 seyreltmelerde
yeterli yogunlukta amplikon elde edildi. Ilkbahar &rneklerinden elde edilen ve
optimize edilmis kalip DNA miktarlartyla yiiriitiilen PCR amplifikasyonu sonucunda
hem yiizey ve hem de 2 m derinlikte siyanobakteriyel 16S rDNA amplikonlar
gozlemlendi (Sekil 4.3). Elektroforez sonuglari elde edilen amplikon biiyiikliiklerinin
600 bg civarinda oldugu beklenen biiyiikliikten bir miktar kisa oldugu anlagilmistir.

Sekil 4.3. ilkbahar mevsimi yiizey ve 2m deriden elde edilen gevresel DNA 6rneklerinden elde
edilmis siyanobakteriyel 16S rDNA amplikonlarinin agaroz jel elektroforez goriintiisi.
M: 1 kb DNA belirteci (1 kb DNA merdiveni, Thermo Scientific) . Yol 1, yiizey 10%; yol
2, yiizey 10?; yol 3,yiizey 2x107%; yol 4, 2 mderin 10%; yol 5, 2 m derin 102 ve yol 6, 2 m
derin 2x10. Gozlenen amplikon biiyiikliigii 600 bg

Yaz mevsimine ait yiizey ve 2 m derinlikten alinan su 6rneklerinden izole
edilen cevresel DNA kullanilarak siyanobakteriyel 16S rRNA genini taramak iizere
PCR islemleri gergeklestirildi. PCR taramasi igin yiizey ve 2 m derinden elde edilen
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cevresel DNA 10%, 102, 2x102, 103 ve 10* oranlarinda seyreltildi ve her bir
seyreltilmis DNA kalip olarak kullanilarak PCR amplifikasyonu yapildi Bu mevsime
ait yiizey ve 2 m Orneklerinin her ikisinde de, 107, 102 2x102 DNA
konsantrasyonlarinda siyanobakteriyel 16S rDNA amplikonlar1 net bir sekilde
gozlemlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Yaz mevsimi ylizey ve 2 m deriden elde edilen ¢evresel DNA o6rneklerinden elde edilmis
siyanobakteriyel 16S rDNA amplikonlarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. M: 1 kb
DNA belirteci; yol 1, yiizey 107%; yol 2 yiizey 107%; yol 3, yiizey 2x1072 ve yol 4, 2 m derin
10'%; yol 5, 2 m derin 10%; yol 6, 2 m derin 2x102 Amplikon biiyiikliigii 600 bg

Sonbahar mevsimine ait yiizeyden ve 2 m derinden alinan su 6rneklerinden
izole edilen ¢evresel DNA oOrnekleri kalip olarak kullanilarak ayri ayr1 PCR islemleri
gerceklestirildi. Optimizasyon ¢alismalar1 sonrasinda sonbahar mevsimi yiizey ve 2
m orneklerinde en iyi amplifikasyon 2x102 oraninda seyreltilmis kalip DNA ve 2,5
mM MgCl> varliginda elde edildi. Sonbahar 6rneklerinden elde edilmis her iki
cevresel DNA’dan da siyanaobakteriyel 16S rDNA amplikonu goézlemlenmistir
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Sonbahar mevsimi yiizey ve 2 m deriden elde edilen ¢evresel DNA o6rneklerinden elde
edilmis siyanobakteriyel 16S rDNA amplikonlarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii.
M: 1 kb DNA belirteci. Yol 1, yiizey 2x107%; yol 2, yiizey 2x10%; yol 3, yiizey 1073; yol 4
derin 10°%; yol 5, derin 2x10°%; yol 6, derin 2x102. Beklenen amplikon biiyiikliigii 699 bg

Kis mevsimine ait yiizey ve 2 m derinlikten alinan su orneklerinden izole
edilen cevresel DNA oOrneklerinde ayr1 ayr1 PCR islemleri gergeklestirildi. PCR
taramas1 igin cevresel DNA, 107?, 102 ve 2x102 oranlarinda seyreltilerek
optimizasyonu yapildi. Yiizeyden elde edilen ¢evresel DNA 10 ve 2 m derinden
alinan gevresel DNA 2x107 sulandirildiginda beklenen amplikonlar acik bir sekilde
gozlemlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Kis mevsimi yiizey ve 2 m deriden elde edilen ¢evresel DNA &rneklerinden elde edilmis
siyanobakteriyel 16S rDNA amplikonlarinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. M: 1 kb
DNA belirteci. Yol 1, yiizey 107%; yol 2, yiizey 107?; yol 3, yiizey 2x1072 ve yol 4, 2 m derin
10'%; yol 5, 2 m derin 10?; yol 6, 2 m derin 2x10°2. Beklenen amplikon biiyiikliigii 600 bg

52



Sonug olarak dort mevsimden yapilan g6l suyu orneklerinin tamaminda elde
edilen gevresel DNA'dan siyanobakteriyel 16S rDNA amplikonu elde edildi. Gerek
yiizeyden alinan gerekse de 2 m derinden alinan su Orneklerinden yapilan DNA
izolasyonlar1 sonucunda gol suyunda yil boyunca siyanobakteriyel hiicrelerin temsil

edildigi anlagilmaktadir.
4.3.2. Siyanobakteriyel 16S rDNA Amplikonlarinin Rastgele Klonlanmasi

Amplifikasyon tiriinlerinin klonlanmasi icin farkl stratejiler gelistirilebilir. Bu
stratejilerden bir kismi1 PCR primerlerinin 5 uglarina 6zel restriksiyon endoniikleaz
tanima dizileri ekleyerek vektore ligasyon igin bu dizileri kullanmaktir. Diger bir
strateji 1s1ya dayaniklt DNA polimeraz tipine bagli olarak amplikasyon iirtinlerinin 3’
ucuna bir adenin eklenmis amplikonlarin klonlanmasi igin gelistirilmistir. Bu
durumda 3’ ucuna timin eklenmis vektorlere bu fragmentler baglanabilmektedir. Bir
diger strateji de kor uglu lriin olusturan bir 1siya dayanikli DNA polimeraz
kullanarak elde edilen fragmentleri vektore kor ug ile baglama stratejisidir. Bu
calismada amplikonlarin  klonlanmasi i¢in uglarin  doldurulmasindan sonra
amplikonun kor uglu bir vektore ligasyonu stratejisi uygulandi. Bunun igin
“CloneJET PCR Cloning Kit’’ (Thermo Scientific) kullanildi.

CloneJET PCR klonlama kiti kullanilarak dort mevsime ait 16S rDNA’nin
rastgele klonlanma islemi gergeklestirildi. Her bir amplikon potansiyel olarak farkl
suslara (taksonlara) ait fragmentlerin karigimi seklindedir. Klonlama sirasinda bu
fragmentler rastgele vektore baglanir, belli bir fragment tipinin vektore baglanma

olasilig1 o fragmentin amplikon i¢indeki temsil sayisi ile dogru orantilidir.

Klonlanacak amplikonlarin ¢ogaltilmasinda Taq DNA polimeraz enzimi
kullanildi. Dolayisiyla amplikonlari olusturan DNA fragmentlerinin 3’ uglarinda
ilave olarak birer A niikleotiti eklenmis durumdadir. Bu durum ligasyondan hemen
once bir ug korlestirme islemini gerektirmistir. PCR iiriinleri elektroforez sonrasinda
yeterince net bir band seklinde goézlendiginden herhangi bir saflagtirma islemi

uygulanmadan direkt olarak ligasyon isleminde kullanildi.

pJET 1.2 kor uglu vektore ligasyonda kullanilacak farkli mevsimlere ait
amplikonlarin konsantrasyonunu ve ligasyon reaksiyonunda kullanilacak hedef
fragment (insert) miktarin1 belirlemek igin 2,5 pl PCR iiriint, 1 pul DNA belirteci
(Thermo Scientific 1 kb DNA merdiven) ile beraber agroz jelde yiiriitiildii. Yeterince
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ayrisma olduktan sonra miktar1 bilinen DNA belirtecinin 600 b¢ band1 ile amplikon
DNA bandmin yogunlugu karsilagtirilarak konsantrasyonu tahmin edildi. Dort
mevsime ait amplikon konsantrasyonunun da benzer oldugu ve 20 ng/pl oldugu
sonucuna ulasildi. Her bir ligasyon reaksiyonunda 1:5 vektor:fragmet molar orani
saglamak iizere 50 ng PCR iirlinii 50 ng pJET 1.2 kor vektorii ile karistirildi.
Ligasyon karisimini tamamlamadan 6nce amplikon fragmentlerinin 3° A uzantilarini
yikmak iizere uc korlestirme islemi gergeklestirildi (Boliim 3.10.1). Daha sonra

ligasyon islemi gergeklestirildi.

Boliim 3.10.1°de anlatildig: sekilde ligasyon islemi gerceklestirildi. Elde edilen
ligasyon karigiminin 5 pl’si 100 pl E.coli DH5-a alici hiicrelerinde transforme edildi
(Transformasyon i¢in bakiniz Boliim 3.10.2). Transformant hiicreler ampisilin iceren
SOB veya LB agar besiyeri yiizeyine yayma ekim yontemiyle ekildi ve gece boyu
inkiibasyon sonrasinda 16S rDNA gen bdlgesini igeren klonlar besiyeri yilizeyinde

izole koloniler seklinde gozlemlendi (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Siyanobakteriyel 16S rDNA amplikon fragmentlerini tasiyan klonlarin besiyeri yiizeyindeki
goriiniimleri. (Besiyerleri 100 pg/ml ampisilin antibiyotigi icermektedir.) 1: sonbahar
mevsimine ait klonlar1 igeren petri, 2: kis mevsimine ait klonlar1 igceren petri, 3: ilkbahar
mevsimine ait klonlar1 igeren petri, 4: yaz mevsimine ait klonlar1 igeren petri goriintiileri

Her mevsime ait klonlardan 20’ser tanesi daha ileri analizler igin rastgele
secilerek sivi besiyerinde kiiltiire alindi. Rastgele segilen bu klonlar 50 pg/ml
ampisilin igeren LB broth besiyerlerine inokiile edilerek {iretildi. Her bir sivi
kiltirden kiiclik 6lgekli plazmit DNA izolasyonu gerceklestirildi (Bolim 3.10.4).
DNA konsantrasyonlart nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific Nanodrop-
Colibri Microvolume Spectrometer) ile olgiildii (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Kis, ilkbahar, yaz ve sonbahar mevsimine ait klonlardan elde edilen plazmit DNA
konsantrasyonlar1 (pBK11-30 ki, pBB31-50 ilkbakar, pBY51-70 yaz ve pBS71-90 sonbahar

klonlaridir)
Klon adi | DNA (ng/ul) | Azsorso | Klon adi | DNA (ng/ul) | Azeorso
pBK11 315,27 2,01 pBY51 176,42 2,08
pBK12 228,42 2,00 pBY52 335,17 2,05
pBK13 193,39 2,00 pBY53 1016,1 2,01
pBK14 490,08 2,08 pBY54 267,58 2,08
pBK15 186,92 1,95 pBY55 367,58 2,08
pBK16 707,48 2,08 pBY56 1024,0 2,03
pBK17 125,28 2,04 pBY57 825,00 2,04
pBK18 124,45 2,00 pBY58 143,11 2,04
pBK19 144,32 2,02 pBY59 833,51 2,04
pBK20 289,99 2,06 pBY60 627,91 2,15
pBK21 854,10 2,05 pBY61 528,19 2,04
pBK22 165,31 2,04 pBY62 228,37 2,08
pBK23 208,85 2,07 pBY63 640,00 2,08
pBK24 343,07 2,07 pBY64 119,99 2,06
pBK25 408,28 2,06 pBY65 756,50 2,08
pBK26 259,16 2,08 pBY66 404,59 2,12
pBK27 724,15 2,06 pBY67 170,14 2,07
pBK28 684,80 2,07 pBY68 160,41 2,06
pBK29 261,81 2,10 pBY69 183,00 2,06
pBK30 990,20 2,02 pBY70 785,00 2,05
pBB31 895,12 2,07 PBS71 99,55 2,07
pBB32 1176,5 2,03 PBS72 192,86 2,07
pBB33 181,75 2,02 PBS73 393,86 2,15
pBB34 825,00 2,04 PBS74 439,11 2,10
pBB35 582,50 2,04 PBS75 552,50 2,14
pBB36 820,00 2,04 PBS76 310,13 2,09
pBB37 753,50 2,04 PBS77 556,12 2,11
pBB38 106,89 1,98 PBS78 665,05 2,12
pBB39 154,15 1,98 PBS79 566,97 2,13
pBB40 1001,0 2,03 PBS80 185,95 2,13
pBB41 201,60 2,00 PBS81 111,10 2,06
pBB42 829,50 2,05 PBS82 434,07 2,07
pBB43 182,23 2,03 PBS83 318,11 2,08
pBB44 413,98 2,08 PBS84 546,39 2,13
pBB45 155,92 2,00 PBS85 461,86 2,13
pBB46 895,96 2,04 PBS81 339,67 2,13
pBB47 1134,0 2,05 PBS87 403,77 2,14
pBB48 795,00 2,06 PBS88 536,16 2,15
pBB49 190,83 2,02 PBS89 735,74 2,12
pBB50 526,15 2,04 PBS90 413,88 2,15
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4.3.3. Klonlarin Dogruluklarinin Belirlenmesi

Her mevsim igin secilen 20 klonun, toplamda 80 klonun 16S rRNA gen
bolgesine ait yaklasik 600 b¢ DNA fragmentini tasiyip tasimadigi arastirildi.
Plazmitlerin PCR metodu ile 16S rDNA bdlgesini tasiyrp tasimadiklart belirlendi.
Saflastirilmis klonlara ait plazmit DNA’lar1 kalip olarak kullanilarak bagli fragment
bolgelerinin ¢ogaltilip ¢ogaltilamadig arastirildi. Primer olarak ¢evresel DNA’dan
amplikon elde etmek i¢in kullanilmis olan siyanobakteriyel CYAL106F ve CYAS871R
primerleri ve klonlama kitiyle beraber saglanan ligasyon noktasinin hemen
yukarisina baglanan pJET1.2 {iniversal primerleri kullanildi. PCR islemi sonucunda
beklenen biiyiikliikte amplikonlarin goézlenmesi klonun dogru oldugu seklinde

degerlendirildi.

[lkbahar, yaz, sonbahar ve kis mevsimine ait klonlar kalip olarak kullanilarak
elde edilen PCR iriinlerinin beklenen siyanobakteriyel 16S rDNA amplikon
biiyiikliikleriyle uyumlu olup olmadigini anlamak ig¢in agaroz jel elektroforezi ile
amplikon biiyiklikleri belirlendi. Klonlarn biiyiik ¢ogunlugunun beklenen yaklasik
600 b¢ biiyiikliikteki siyanobakteriyel 16S rDNA bolgesini tagidigi belirlenmigtir
(Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). Klonlardan bazilar1 beklenen 600 b¢ fragmentin yaninda
daha kiiciik bir diger fragment daha gézlemlenmistir. Baz1 klonlarda ise 600 b¢’den

daha kiiciik tek bir fragment gézlenmistir.

Kis aymna ait rekombinant plazmitler pPBK11-pBK30 olarak, ilkbahar ayina ait
rekombinant plazmitler pBB31-pBBS50 olarak, yaz ayina ait rekombinant plazmitler
de pBY51-pBY70 olarak sonbahar mevsimine ait rekombinant plazmitler pBS71-
pBS90 olarak isimlendirildi.
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Sekil 4.8. Yaz ve sonbahar mevsimine ait (Agustos 2019-Kasim 2019), ¢evresel DNA’dan elde edilen
siyanobakteriyel 16S rRNA geninin hedef bdlgesini iceren rekombinant plazmitlerden elde
edilen PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. Her mevsim i¢in temsilen 10
klona ait amplikonlar gosterilmistir. M: 1 kb DNA belirteci. Yol 1-10, yaz mevsimine ait
rekombinant plazmitlerden ¢ogaltilmis siyanobakteriyel 16S rDNA amplikonlarinin
goriintiisii; yol 11-20, sonbahar mevsimine ait rekombinant plazmitlerden ¢ogaltilmig
siyanobakteriyel 16S rDNA amplikonlarinin goriintiisii

700 bg

M 11 12 13 14 15 16 17 18. 19 20 M

700 bg 700 bg

Sekil 4.9. Kis ve ilkbahar mevsimine ait (Subat 2020-Mayis 2019), ¢evresel DNA’dan elde edilen
siyanobakteriyel 16S rRNA geninin hedef bolgesini i¢eren rekombinant plazmitlerden elde
edilen PCR firiinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. Her mevsim igin temsilen 10
klona ait amplikonlar gosterilmistir. M: 1 kb DNA belirteci. Yol 1-10, ki mevsimine ait
rekombinant plazmitlerden ¢ogaltilmis siyanobakteriyel 16S rDNA amplikonlarinin
goriintiisii; yol 11-20, ilkbahar mevsimine ait rekombinant plazmitlerden c¢ogaltilmis
siyanobakteriyel 16S rDNA amplikonlarinin goriintiisii
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4.3.4. Klonlara Ait Dizilerin Teshisi

Servis saglayici firma (Macrogen Europe) tarafindan saglanan klonlara ait
DNA dizileri 6ncelikle vektor dizilerinden ayiklandi. Ortalama 600 bg¢ civarindaki
hedef diziden daha uzun olan kisimlar diziden uzaklastirildi. Bunun i¢in
siyanobakteri spesifik PCR primer dizilerinin bulundugu bdlgeler ve vektoriin
ligasyon noktasinin her iki tarafindaki diziler taranarak klonlanmis fragmente ait
bolgeler belirlendi. Belirlenen bu hedef dizi disindaki vektore ait diziler manuel
olarak silinerek uzaklastirildi. Bu ilk ayiklamasi yapilan diziler, oncelikle tipik bir
siyanobakteriyel dizi olarak Synechococcus sp. PCC7942 16S rRNA gen bolgesi ile
karsilastirilarak iki amag igin incelendi. Birincisi yiiksek bir homolojiye sahip oldugu
gdzlenerek dizinin bir siyanobakteriyel susa ait olduguna karar vermektir. ikincisi ise
bu gen bolgesi ile hedef dizinin c¢akistigi bolgenin sinirlarini (¢akisma uzunlugu)

belirlemektir.

Dizilerden siyanobakteriyel olmayan organizmalarla eslesenler ve herhangi bir
eslesme gostermeyen diziler degerlendirme dis1 birakildi. Kis mevsimine ait
dizilerden 8’1, ilkbahara ait olanlardan 4’ii, yaza ait olanlardan 2’si ve sonbahara ait
olanlardan 2’si bu nedenlerle degerlendirmeye alinmadi. Farkli mevsimlere ait
toplam 64 metagenomik rDNA dizisi veri bankalarina yiiklenmis olan dizilerle
homolojileri bakimindan arastirildi. NCBI platformu lizerinden

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) blastn aract kullanilarak her bir dizinin en yiiksek

homolojiye (% identity) sahip oldugu suslar belirlendi. En yiiksek homoloji
gosterilen takson ilgili fragmentin dahil oldugu takson olarak kabul edildi.

Ki1s mevsimine ait su 6rneklerinden elde edilen amplikondan rastgele klonlarak
elde edilen rastgele se¢ilmis 20 fragmentten 12 tanesi siyanobakteriyel iligkili diziler
olarak belirlendi. Bu dizilerden 3’ii Cyanobacteria sinifi altboliim I’e ait diger 9’u da
altboliim 1V e ait suslara ait dizilerle yliksek homoloji gostermektedir (Tablo 4.6).
Kis mevsiminde altboliim IV iiyelerinin daha yaygin oldugu ve Aphanizomenon sp.
ve Sphaerospermopsis sp. suslari bu grubun ¢ok biiyiikk bir kismini olusturdugu

goriilmektedir.

Analiz edilen 12 dizi diger bazi standart siyanobakteriyel sugslara ait
veritabanlarina depolanmis diziler de kullanilarak filogenetik analize tabi tutuldu
(Sekil 4.10). Maximum Likelihood yontemiyle olusturulan filogenetik agacta
altbolim IV’e ait dizilerden 7’si az ¢ok birlikte kiimelenmisken 2’si (BK22 ve
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BK30) ayr1 kiimelenmislerdir. Bu iki dizinin diger dalinda ¢ogunlukla altbolim 1V
dizileri mevcutsa da bazi altbolim I’e ait standart suslar ve BK21 dizisi de
konumlanmigtir. BK22 nispeten kisa bir dizi olup veritabaninda en yliksek eslesme
gosterdigi Sphaerospermopsis reniformis SAG 2284 susu olup %91,50 gibi nispeten
diisiik bir orandir. BK30 ise sadece bir defa temsil edilen farkli bir cinse ait bir susla
(Raphidiopsis mediterranea FCC LP 2014) yiiksek oranda (%99,03) eslesen bir
dizidir. Altboliim I’e ait 3 dizi birbirlerinden uzak da olsalar BK22 ve BK30 disinda
diger altbolim IV dizilerinden ayr1 olarak kiimelenmislerdir. Siyanobakterilerde
geleneksel smiflandirma ile filogenetik siniflandirmanin siklikla birbiriyle uyumsuz
olmast g6z oOniinde bulunduruldugunda analiz edilen dizilerin filogenetik

konumlanmasinin beklendigi gibi oldugu degerlendirilebilir.
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Tablo 4.6. Kis mevsimine ait ¢evresel DNA’dan ¢ogaltilan 16S rDNA fragmentlerin rastgele klonlanmasiyla izole edilen DNA fragmentlerinin olas1 kimlikleri

Dizi Ad1 | Biiyiikliik (baz) | Cakisma (%) | Homoloji (%) | Altboliim Takson NCBI Taksonomi ID
BK23 488 100 100 [ Limnothrix redekei 2LT25S01 NCBI:txid543818
BK21 558 100 100 | Microcystis aeruginosa 0BB35S02 NCBI:txid270630
BK28 561 99 98,92 [ Synechococcus sp. CB0101 NCBI:txid232348
BK15 553 100 99,64 v Aphanizomenon gracile FBCC-A274 NCBI:txid2734613
BK19 555 100 99,64 v Aphanizomenon gracile FBCC-A274 NCBI:txid2734613
BK26 555 100 99,82 v Aphanizomenon gracile FBCC-A274 NCBI:txid2734613
BB30 205 100 99,03 v Raphidiopsis mediterranea FCC LP 2014 | NCBI:txid1874710
BK11 553 100 99,64 v Sphaerospermopsis reniformis SAG 2284 | NCBI:txid2578138
BK12 560 100 98,93 v Sphaerospermopsis reniformis SAG 2284 | NCBI:txid2578138
BK22 562 100 91,50 v Sphaerospermopsis reniformis SAG 2284 | NCBI:txid2578138
BK25 555 100 99,28 v Sphaerospermopsis reniformis SAG 2284 | NCBI:txid2578138
BK27 557 100 99,82 v Sphaerospermopsis reniformis SAG 2284 | NCBI:txid2578138
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| BK22
L BK30

BK25
{BKZ?
Sphaerospermopsis aphanizomenoides NRERC-605

BK11
— BK12

Aphanizomenon sp. PCC 7905
BK19
{ BK15
L BK26
Anabaena cylindrica PCC 7122
Nostoc punctiforme PCC 73102
Pleurocapsa sp. PCC 7327
— || Microcystis aeruginosa strain NIES-843
'BK21
Synechocystis minuscula SAG 258.80
r Limnothrix sp. CENA110
'BK23
| Cyanobium gracile PCC 6307
L—— BK28

Synechococcus elongatus PCC 6301

Escherichia coli strain U 5/41

0.05

Sekil 4.10. Kis mevsimine ait metagenom fragment dizilerinin Maximum Likelihood yontemiyle evrimsel analizi sonucu olusturulan filogenetik agac. Aga¢ en yiiksek log
olasiligina (-2850.50) gore ¢izilmistir. Analiz 23 niikleotit dizisini igerir, son veri setinde toplam 579 pozisyon vardir. Evrimsel analiz MEGA X (Kumar vd, 2018) ile
ylriitilmistiir.
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[lkbahar mevsiminden elde edilen fragmentlere ait dizilerden 16’s1 standart
siyanobakteriyel 16S rDNA dizileriyle yeterli diizeyde homoloji gostermis, 4’ ise
homoloji gostermediginden degerlendirilmemistir. Bu 16 diziden 11’1 altbolim I’e
ait suslarla homoloji gostermistir. Dizilerin tamami suslardan biri ile %99’un
tizerinde bir homoloji gostermistir (Tablo 4.7). Dizilerden 5’1 Cyanobium sp.
suslartyla 5’1 Synechococcus sp. suslariyla 1’1 de Limnothrix sp. SDEC-19 susu ile
homoloji gostermistir. Kis mevsimine ait dizilerin aksine ilkbahara ait diziler daha
cok altboluim I’e aittir. Altbolim 1V ilkbaharda 5 dizi ile temsil edilmektedir. Bu
dizilerden ikisi (BB31 ve BB40) hari¢ diger ii¢ii nispeten diisiik homoloji oranlar
gostermektedir. Ozellikle BB32 Sphaerospermopsis reniformis SAG 2284 susuna
%86,28 gibi diigiik bir homoloji gostermistir. BB31 dizisi Scytonematopsis sp. M07
susu ile tam homoloji gostermektedir ancak pBB31 klonuna ait diziden ayiklanarak
siyanobakteriyel 16S rRNA dizisi olarak kullanilan dizinin ¢ok kisa olmas1 bdyle bir

yiiksek homolojinin olasi nedenidir.

[lkbahar mevsimine ait bu 16 dizi standart suslara ait dizilerle beraber
Maximum Likelihood metoduyla evrimsel analize tabi tutuldu. Veritabani homoloji
degerlerine gore altboliim | ve altboliim IV’e ait olan dizilerin ¢ogu filogenetik
olarak da benzer sekilde kiimelenmislerdir. (Sekil 4.11). Altboliim I’e ait 11 dizi
Cyanobium gracile kismi 16S rDNA dizisiyle birlikte kiimelesirken sadece 1’i
(BB35) altboliim 1V dizilerine daha yakin bir sekilde Limnotrix sp. kismi 16S rDNA
dizisiyle beraber yerlesmistir. Altbolim 1V’e dahil 4 dizi Nostoc punctiforme,
Anabaena cylindrica ve Sphaerospermopsis aphanizomenoides tiirelerine ait dizilerle

tek bir kiime olusturmustur.
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Tablo 4.7. lkbahar mevsimine ait gevresel DNA’dan ¢ogaltilan 16S rDNA fragmentlerin rastgele klonlanmastyla izole edilen DNA fragmentlerinin olas1 kimlikleri

Dizi Adi | Biiyiikliik (baz) | Cakisma (%) | Homoloji (%) | Altboliim Takson NCBI Taksonomi ID
BB34 558 100 99,82 [ Cyanobium sp. ULCO065 NCBI:txid2137202
BB36 556 100 99,82 [ Cyanobium sp. ULCO065 NCBI:txid2137202
BB37 555 100 99,64 [ Cyanobium sp. ULCO065 NCBI:txid2137202
BB49 556 100 99,46 [ Cyanobium sp. ULCO065 NCBI:txid2137202
BB50 557 100 99,82 [ Cyanobium sp. ULCO065 NCBI:txid2137202
BB35 557 100 99,28 [ Limnothrix sp. SDEC-19 NCBI:txid2052598
BB48 55 100 98,92 [ Synechococcus sp. CB0101 NCBI:txid232348
BB38 554 100 99,46 [ Synechococcus sp. MA0607L NCBI:txid686856
BB42 554 100 99,46 [ Synechococcus sp. MA0607L NCBI:txid686856
BB39 558 99 99,82 [ Synechococcus sp. MW73B4 NCBI:txid210710
BB45 165 100 100 [ Synechococcus sp. SR-R4S6 NCBI:txid2730092
BB46 555 100 96,22 v Anabaena sp. MBG-AL212 NCBI:txid2419585
BB47 555 99 92,42 v Anabaena sp. NQAIF321 NCBI:txid1606566
BB40 555 100 99,46 v Cylindrospermopsis raciborskii GIHE 2018 | NCBI:txid2588993
BB31 54 100 100 v Scytonematopsis sp. M07 NCBI:txid1931087
BB32 556 99 86,28 v Sphaerospermopsis reniformis SAG 2284 NCBI:txid2578138
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Sekil 4.11. ilkbahar mevsimine ait metagenom fragment dizilerinin Maximum Likelihood yontemiyle
evrimsel analizi sonucu olusturulan filogenetik agag. Agac en yiiksek log olasiligina (-
3141.28) gore ¢izilmistir. Analiz 24 niikleotit dizisini icerir, son veri setinde toplam 573
pozisyon vardir. Evrimsel analiz MEGA X (Kumar vd, 2018) ile yiiriitiilmiistir.

Yaz mevsiminden elde edilen fragmentlere ait dizilerden 18’1 standart
siyanobakteriyel suglarin 16S rDNA dizileriyle yeterli diizeyde homoloji gostermis,
2’si ise homoloji gostermediginden degerlendirilmemistir. Dizilerden 15’1 500-560
niikleotit araliginda iken 3’1 (BY52, BY64 ve BY67) daha kisa (200-250 niikleotit)
dizilerdir. Dizilerin standart suslarin 16S rDNA dizisileriyle %90,16-%100 arasindan
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degismektedir. Dizilerden 8’1 altboliim I ve 8’1 de altboliim IV’e ait suslarin 16S
rDNA dizisi ile yiiksek homoloji (identity) goéstermistir (Tablo 4.8). Altbolim |
tiyeleriyle yiiksek homoloji gosteren dizilerden 4t Synechococcus sp. suslariyla 2’si
de Snowella litoralis suslariyla benzerlik gostermektedir. Diger diziler ayni alt
boliime dahil olan farkli suslarla yiliksek homoloji gostermektedir. Altboliim 1V’e
dahil olan dizilerden 3’ii Sphaerospermopsis reinformis suslarina yiiksek homoloji
gosterirken diger 6’s1 herbiri farkli cinslere ait susalarla yiiksek homolojiye sahiptir.
En diisiik homoloji degeri BY58 dizisine ait olup Dolichospermum flos-aquae ile %

90,16 oraninda homologdur.

Yaz mevsimine ait bu 18 dizi standart suslara ait dizilerle beraber Maximum
Likelihood metoduyla evrimsel analize tabi tutuldugunda altbolim I’e ait dizilerden
6’s1 Cyanobium gracile ile beraber kiimelenmislerdir (Sekil 4.12). BY61 dizisi ise
Limnotrix sp. CENA110 susu ile tek basina konumlanmustir. Yine ayni altboliime ait
BY59 ve BYG60 dizileri de siyanobakteriyel filogenetik c¢alismalarda siklikla
rastlandig1 gibi Synechocystis minuscula’nin bir susuyla beraber altbolim 1V’e ait
dizilerle beraber kiimelenmistir. Altbolim IV ile yiiksek homoloji gosteren diziler ise

birlikte kiimelenmislerdir.
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Tablo 4.8. Yaz mevsimine ait cevresel DNA’dan ¢ogaltilan 16S rDNA fragmentlerin rastgele klonlanmasiyla izole edilen DNA fragmentlerinin olast kimlikleri

Dizi Ad1 | Biiyiikliik (baz) | Cakisma (%) | Homoloji (%) | Altboliim Takson NCBI Taksonomi ID
BY67 212 100 98,12 [ Cyanobacterium sp. CCNP 1105 NCBI:txid1472743
BY60 549 100 97,45 [ Cyanobium sp. CZS_22C NCBI:txid1930119
BY61 546 100 100 [ Limnothrix sp. SDEC-19 NCBI:txid2052598
BY59 546 100 99,82 [ Snowella litoralis 1L T47S05 NCBI:txid371758
BY69 547 100 100 [ Snowella litoralis 1L T47S05 NCBI:txid371758
BY57 548 100 99,82 [ Synechococcus sp. CBW1006 NCBI:txid1353138
BY65 547 100 98,91 [ Synechococcus sp. CENA179 NCBI:txid1355854
BY63 546 100 99,63 [ Synechococcus sp. MW73D5 NCBI:txid210713
BY52 245 100 100 [ Synechococcus sp. SR-C1 NCBI:txid2730087
BY55 557 100 99,46 v Anabaena sphaerica FSR1 NCBI:txid2495425
BY70 547 100 99,64 v Aphanizomenon gracile 1 NCBI:txid645895
BY53 556 100 99,28 v Cylindrospermopsis raciborskii AK1 NCBI:txid1382247
BY58 548 100 90,16 v Dolichospermum flos-aquae LMECYA 165 | NCBI:txid463223
BY68 546 100 97,62 v Neowollea manoromense NUACC15 NCBI:txid2572034
BY62 548 100 99,82 v Raphidiopsis mediterranea FSS1-150/1 NCBI:txid941186
BY56 559 100 97,32 v Sphaerospermopsis oumiana CHAB338 NCBI:txid929851
BY64 234 100 99,57 v Sphaerospermopsis reniformis NRERC-608 | NCBI:txid2724495
BY51 556 100 99,82 v Sphaerospermopsis reniformis SAG 2284 NCBI:txid2578138
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Sekil 4.12. Yaz mevsimine ait metagenom fragment dizilerinin Maximum Likelihood yontemiyle
evrimsel analizi sonucu olusturulan filogenetik agag. Aga¢ en yiiksek log olasiligma (-
3694.08) gore cizilmistir. Analiz 29 niikleotit dizisini igerir, son veri setinde toplam 569
pozisyon vardir. Evrimsel analiz MEGA X (Kumar vd, 2018) ile yiiriitilmiistiir.

Sonbahar mevsiminden elde edilen fragmentlere ait dizilerden 18’i standart
siyanobakteriyel suslarin 16S rDNA dizileriyle yeterli diizeyde homoloji gostermis,
2’si ise homoloji gostermediginden degerlendirilememistir. Dizilerin 17’si 550-560
niikleotit biiyiiklik araliginda dizilerdir, sadece 1t (BS73) 472 niikleotit
uzunlugundadir (Tablo 4.9). Degerlendirilen dizilerden 9’u altbdliim I’e dahildir.
Bunlarin 7’si Limnothrix sp. susalarina, 1’i Cyanobium sp. ve 1’i de Merismopedia
glauca ile yiiksek homolojiye sahiptir. Sonbahar dizileri arasinda bulunan BS73
altboliim 11I’e ait Phormidium chlorium ile yiiksek homoloji (%99,1) gdstermistir.
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Y1l boyunca elde edilen fragmentler arasinda altboliim 11l sadece bu dizi tarafindan
temsil edilmistir. Sonbahar mevsiminde elde edilmis olan dizilerden 4’i altboliim
IV’e ait standart suslarin 16S rDNA’s1 ile yiiksek homoloji gostermis ve bu dizilerin
her biri farkli bir sus ile yiiksek homoloji gostermistir. Sonbahar dizileri arasindaki 3
dizi ise (BS77, BS78 ve BS80) algal kloroplast 16S rRNA dizileriyle homoloji
gostermistir (Tablo 4.9). Bunlardan BS77 Acanthoceras zachariasii kloroplast ve
BS78 ve BS80 de Cyclotella sp. WC03 2 kloroplast 16S rDNA’s1 ile yiiksek
homoloji gostermistir. Bu durum sonbaharda Balik Go6lii’'nde 6zellikle diatom grubu

alglerin de bol bulunduguna isaret etmektedir.

Sonbahar mevsimine ait bu 18 dizi standart suslara ait dizilerle beraber
Maximum Likelihood metoduyla evrimsel olarak analiz edildiginde 3 ana kiimenin
olustugu goriilmektedir (Sekil 4.13). Kiimelerden biri altbolim I’e dahil olan
diziledir. BS75 dizisi disidaki diziler Limnotrix sp. CENA110 susuyla oldukg¢a siki
bir kiime olusturmaktadir. BS75 ise yine ayni kiimenin bir ikinci dali olarak
Synechocystis minuscula susu ile birlikte konumlanmistir. Bu ana kiime igine
yerlesen BS73 ise veritabanlarinda Phormidium chlorinum ile en yiiksek homolojiyi
(%79,79) gbstermesine ragmen bu tiire ait diziden uzak olarak altboliim I kiimesine
daha yakin konumlanmistir. Bu ayrisma Phormidium chlorinum ile olan diisiik
homoloji ile iliskilendirilebilir. Ikinci ana kiime altboliim IV ile yiiksek homolojiye
sahip olan dizilerin olusturdugu kiimedir. Bu kiimeye dahil olan diziler (BS74, BS76,
BS81, BS83 ve BS84) standart susalara ait dizilerle uyum i¢inde konumlanmislardir.
Bu kiimeye daha yakin bir konuma Cyanobium gracile ile birlikte yerlesen BS86
dizisi ise altboliim | ile en yiiksek homolojiye sahip oldugu halde birinci ana kiimeye
yerlesmemistir. Uciincii ana kiime ise diatom kloroplast 16S rDNA’lariyla birlikte
kiimelenen BS77, BS78 ve BS80 dizileridir. Bu diziler dért mevsim iginde

diatomlarin temsil edildigi yegane dizilerdir.
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Tablo 4.9. Sonbahar mevsimine ait ¢gevresel DNA’dan ¢ogaltilan 16S rDNA fragmentlerin rastgele klonlanmasiyla izole edilen DNA fragmentlerinin olast kimlikleri. kl algal

kloroplast

Dizi Ad1 | Biiyiikliik (baz) | Cakisma (%) | Homoloji (%) | Altboliim Takson NCBI Taksonomi ID
BS86 558 99 99,46 [ Cyanobium sp. CZS_22C NCBI:txid1930119
BS85 559 99 100 [ Limnothrix redekei 165a NCBI:txid329035
BS90 559 100 99,64 [ Limnothrix redekei 2LT25S01 NCBI:txid543818
BS71 546 100 96 [ Limnothrix sp. SDEC-19 NCBI:txid2052598
BS72 557 100 99,10 [ Limnothrix sp. SDEC-19 NCBI:txid2052598
BS82 557 100 99,46 [ Limnothrix sp. SDEC-19 NCBI:txid2052598
BS87 558 99 99,82 [ Limnothrix sp. SDEC-19 NCBI:txid2052598
BS88 556 100 99,82 [ Limnothrix sp. SDEC-19 NCBI:txid2052598
BS75 561 99 99,1 [ Merismopedia glauca 0BB39S01 NCBI:txid371754
BS73 472 99 79,79 11 Phormidium chlorinum PMC274.06 NCBI:txid882073
BS76 557 100 99,28 v Anabaena bergii CHAB1385 NCBI:txid929841
BS81 369 88 100 v Aphanizomenon gracile FBCC-A274 NCBI:txid2734613
BS83 558 100 99,11 v Dolichospermum spiroides CHAB5817 NCBI:txid2683312
BS84 555 100 99,64 v Raphidiopsis mediterranea FSS1-150/1 NCBI:txid941186
BS74 555 100 99,64 v Sphaerospermopsis reniformis ACCS 105 NCBI:txid1050189
BS77 558 99 95,64 ki Acanthoceras zachariasii kloroplast NCBI:txid451788
BS78 556 100 99,27 ki Cyclotella sp. WC03_2 kloroplast NCBI:txid1549164
BS80 559 100 94,21 ki Cyclotella sp. WC03_2 kloroplast NCBI:txid1549164
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— BS72
- BS82
- BS90
BS88
BS85
BS87
—— BS71
Limnothrix sp. CENA110
— BS75
L Synechocystis minuscula SAG 258.80
BS73
— Synechococcus elongatus PCC 6301

[ BS86

Cyanobium gracile PCC 6307
BS74
! Sphaerospermopsis aphanizomenoides NRERC-605
Anabaena cylindrica PCC 7122

N I— BS76

\_,*Ap

hanizomenon sp. PCC 7905
BS84

L Nostoc punctiforme PCC 73102
—— Phormidium irriguum
—— BS77

_,— BS80

Phaeodactylum tricornutum C19 chloroplast
; BS78

L Cyclotella sp. RCC1865 chloroplast
Pycnococcus provasolii chloroplast

Escherichia coli strain U 5/41
Actinomyces naeslundii

0.050

Sekil 4.13. Sonbahar mevsimine ait metagenom fragment dizilerinin Maximum Likelihood
yontemiyle evrimsel analizi sonucu olusturulan filogenetik agag. Agac en yiiksek log
olasiligina (-4865.60) gore ¢izilmistir. Analiz 32 niikleotit dizisini igerir, son veri setinde
toplam 593 pozisyon vardir. Evrimsel analiz MEGA X (Kumar vd, 2018) ile yiiriitiilmiistiir.
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Dort mevsime ait fragmentlerin dahil olduklar1 siyanobakteriyel cins sayisi
16°dir (Tablo 4.10). Bunlardan 7’si altbolim I, 1°i altbolim 111 ve 8’1 altboliim 1V’e
dahil edilen cinslerdir. Ayrica li¢ dizi iki farkli diatom cinsine ait kloroplast 16S
IDNA dizilerini temsil etmektedir. En fazla temsil edilen cinsler altboliim I’den

Limnotrix ve Synechococcus, altboliim IV’ten” Sphaerospermopsis’tir.

Tablo 4.10. Balik Golii’de tespit edilen siyanobakteri cinsleri, temsil sayilari ve temsil edildikleri

mevsimler
Cins Altbéliim | Temsil Sayisi Temsil Edﬂdlgl Dizi Adx
Mevsimler
Cyanobacterium I 1 Yaz BYG67
. BB34, BB36 ,BB37,
Cyanobium | 7 lkbahar, Yaz, BB49, BB50, BY60,
Sonbahar
BS86
BK23, BB35, BY61,
Limnothrix | 10 Kus, ilkbahar, Yaz, |BS71, BS72, BS82,
Sonbahar BS85, BS87, BS88,
BS90
Merismopedia I Sonbahar BS75
Microcystis I Kis BK21
Snowella I Yaz BY59, BY69
BK28, BB38, BB39,
: BB42, BB45, BB48,
Synechococcus | 10 Kis, Ilkbahar, Yaz BY52 BY57 BY63,
BY65
Phormidium Il 1 Sonbahar BS73
Ilkbahar, Yaz, BB46, BB47, BY55,
Anabaena v 4 Sonbahar BS76
. BK15, BK19, BK26,
Aphanizomenon v 5 Kis, Yaz, Sonbahar BY70, BS81
Cylindrospermopsis v 2 flkbahar, Yaz BB40, BY53
Dolichospermum v 2 Yaz, Sonbahar BY58, BS83
Neowollea v 1 Yaz BY68
Raphidiopsis V4 3 Kis, Yaz, Sonbahar | BB30, BY62, BS84
Scytonematopsis v 1 ilkbahar BB31
BK11, BK12, BK22,
Sphaerospermonsis IV 10 Kis, ilkbahar, Yaz, |BK25, BK27, BB32,
P permop Sonbahar BY51, BY56, BY64,
BS74
Acanthoceras kl Sonbahar BS77
Cyclotella sp. ki Sonbahar BS78, BS80
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5. TARTISMA

Bu calismada Balik Golii (19 Mayis, Samsun) siyanobakteri komiinitesinin
mevsimsel siyanobakteriyel cesitliliginin belirlenmesi amaglanmistir. Goliin orta
kismindan sec¢ilmis bir istasyondan su Ornekleri alinmig ve bu 6rneklerin i¢indeki
toplam canli kiitleden c¢evresel DNA elde edilerek daha ileri molekiiler analizler
yapilmistir. Molekiiler analizlerin yaninda su 6rneginin alindig1 istasyondaki gol
suyu siitununda ve laboratuvara tasinan su orneklerinde bazi fiziksel ve kimyasal

parametreler de dlglilmiis ve degerlendirilmistir.

Secchi diski ile yapilan bulaniklilik o6l¢timlerinde kis, ilkbahar ve yaz
mevsimlerinde dnemli bir fark gézlenmemistir (40-45 cm) ancak bu deger sonbahar
mevsiminde %25 oraninda azalmistir (30 cm). Sonbaharda bulanikliligin artisinin
ana nedeni riizgar etkisiyle gol suyunun karisarak dibe ¢oken tortularin su siitunu
boyunca az ¢ok esit olarak dagilmasina baglanabilir. Yiizeyin 10 cm altinda Slgiilen
sicakliklar beklendigi gibi en diisik kig (Subat) ve en yiiksek yaz (Agustos)
mevsiminde goriiliirken ilkbahar (Nisan) ve sonbahar (Kasim) mevsimlerinde benzer
seviyelerde gozlenmistir. Yiizey alti ve 2 m derinde Slgiilen pH degerleri arasinda
onemli bir fark bulunmamaktadir. En yiiksek pH yaz mevsiminde dl¢iilmiistiir (9,13)
diger mevsimlerde yaz mevsimine gore daha disiiktir (8,06-8,44). Biitiin
mevsimlerde pH’nin nétrale gore daha yiiksek olmasi bu g6l ortamini nispeten daha
yiksek pH’lar1 tercih eden siyanobakteriler i¢in (Hinners et al., 2015) uygun bir
habitat haline getirmektedir. Ilkbahar ve sonbahar mevsiminde muhtemelen gol
suyunun riizgarlar nedeniyle karisiyor olmasindan dolay1 nitrat miktar ylizey alt1 ve
2 m derinde nispeten aynidir. Ancak yaz ve kis mevsiminde bu iki derinlik arasinda
onemli bir farklilagsma goriilmektedir. Yazin 2 m derindeki nitrat miktar1 ylizey
altindakinden %68 daha fazla iken bu oran kisin %62 diizeyindedir. Bu farkliligin
olast nedeni yaz ve kis mevsiminde gol suyunun durgun olmasma bagli olarak
nitratin yercekimi etkisiyle dibe dogru tedrici ¢okmesidir. Takip eden ilkbahar ve
sonbahar aylarinda gol suyunun tekrar karigarak nitratin su siitunu boyunca az ¢ok
homojen bir sekilde dagilmasini sagladigi anlagilmaktadir. Siyanobakteriler ve diger
organizmalar i¢in kullanilabilir fosfat formu olan P>Os miktarlarinda nitrat
miktarlarindaki gibi anlamli bir dagilim goézlenmemistir. Degerlendirme icin her

mevsimde sadece tek bir Ol¢iim sonuglarinin yetersiz kaldigi anlasilmaktadir,
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giivenilir ve anlamli degerlendirmeler yapabilmek i¢in her bir mevsimde farklh

zamanlarda daha fazla 6l¢iim yapilmasina ihtiya¢ oldugu aciktir.

Su orneklerinden saflagtirilan ¢evresel DNA icinde siyanobakterilere ait
genomlarin varligi, siyanobakteriyel 16S rRNA geninin bir kisminin spesifik
primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmasiyla belirlenmistir. Diger bakterilerde de
oldugu gibi siyanobakterilerin genotipik cesitliliginin belirlenmesinde 16S rRNA
geninin degisken (variable, V) bolgelerinin kullanilabilecegi rapor edilmektedir
(Nibel et al., 1997). Bu amag i¢in siyanobakteriyel 16S rRNA geninin V2-V4
bolgelerini iceren kisminin ¢ogaltilmasi i¢in siyanobakteriler ve diyatom
kloroplastlari i¢in spesifik olan bir primer ¢ifti kullanildi. Cevresel DNA kalip olarak
kullanilarak spesifik primerlerle her bir mevsim ve derinlige ait amplikonlar elde
edilerek siyanobakteriyel bireylerin varhig: belirlendi. Iki farkli derinlik ve dort farkli
mevsimden elde edilen biitiin ¢evresel DNA’lardan siyanobakteriyel amplikonlar
elde edildi. Bu durum Balik Goli’niin her iki derinliginde dért mevsim boyunca
siyanobakteri komiinitesinin temsil edildigini gostermektedir. Geleneksel PCR her ne
kadar nicel bir veri saglamasa da nitel olarak siyanobakteriyel bireylerin g6l suyunda
en azindan geleneksel PCR ile taranabilir diizeyde bir birey sayisi ile temsil

edildigini gostermektedir.

Cevresel DNA’dan (metagenomdan) elde edilen bir amplikon (meta amplikon)
ile bir saf kiiltire ait DNA’dan elde edilen amplikon arasindaki temel fark
metagenomdan elde edilen amplikonun farkli suglara ait fragmentlerin bir karigimi
seklinde olmasidir. Dolayisiyla saf DNA o6rneklerinden elde edilen amplikonlar
geleneksel yontemlerle dizilenebilir olmasina ragmen metagenomdan elde edilen
amplikonlar geleneksel yontemlerle dogrudan dizilenemez. Bir metagenomdan elde
edilen amplikonlar ya yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing, NGS)
dizilenebilir ya da oncelikle klonlanarak bireysel fragmentlerin izolasyonu
saglandiktan sonra geleneksel yontemlerle dizilenebilir. Bu ¢alismada elde edilen
amplikonlarin klonlanarak bireysel fragmentlerin izolasyonu ve daha sonra
dizilenmesi stratejisi uygulanmistir. Klonlama islemlerine sadece yiizey alt1 ¢evresel
DNA’dan elde edilen dort mevsime ait amplikon ayr1 ayri1 klonlandi. Boyle bir
klonlamada fragmentler vektorlere rastgele baglanacagi i¢in amplikon icinde temsil
edilen fragmentlerin tamami degilse bile ¢ogu ayr1 klonlar seklinde temsil

edilecektir. Bdylece her amplikondan elde edilen klonlar rastgele secilerek
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dizilenmesi durumunda elde edilecek dizilerin ilgili mevsimde gol suyunda bulunan
siyanobakteri genotiplerini temsil edecegi beklenebilir. Bu ¢alismada dort mevsime
ait dort amplikondan elde edilmis klon gruplarinin her birinden 20°ser adet secilerek
dizilenmistir. Bu dizilerin ilgili mevsimdeki siyanobakterileri temsil ettigi
varsayllmistir. Bu varsayim elbetteki tam olarak dogadaki durumu yansitmayabilir
ancak yine de hedef komiinite hakkinda degerli bilgiler verecegi agiktir. Esasinda her
bir amplikonun NGS yontemiyle dizilenmesi durumunda daha kapsayici sonuglara

ulagsmak daha olasidir.

Elde edilen her bir dizinin ait oldugu takson NCBI platformunun sagladigi
Blastn araci kullanilarak belirlenmistir. Dizilerin biiylik cogunlugu birden fazla
taksonla ¢ok yiiksek, ayni veya birbirine ¢ok yakin homoloji degerleri gostermistir.
Bu durumda dizinin hangi taksona daha yakin olduguna karar vermede zorluklar
olugsmustur. Bu zorluklar, yiiksek homoloji degerinin yaninda cakigsma oraninin
yiiksekligi, homoloji listesindeki ayni taksona ait suslarin sayisi1 ve referans dizinin
kiiltiire alinmig bir organizmaya ait olmasi1 gibi Olgiitler karar vermek igin esas
aliarak asilmaya c¢alisilmistir. Siyanobakteriyel diziler i¢in bu tip karmasalarin
temel nedeni siyanobakterilerin sistematiginin hala yerlesik bir sisteme
oturtulamamasindan kaynaklanmaktadir (Rippka et al., 1979; Wilmotte and
Herdman, 2001; Komarek et al., 2014). NCBI platformunda kullanilan taksonomide,
diger organizma gruplarinda oldugu gibi siyanobakterilerin hem ICBN (algler,
funguslar ve bitkiler i¢in uluslarasi isimlendirme kodu) hem de ICNP (prokaryotlar
icin uluslarars1 isimlendirme kodu) tarafindan gegerli sayilan biitiin taksonlar
listelenmektedir (Schoch et al., 2020). Siyanobakteriyel sistematikteki bu karigikligin
bir kism1 da 6zellikle mikroskop altinda gozlemlenen hiicresel 6zelliklere ve kiiltiir
Ozelliklerine gore yapilan ¢ok sayida takson tanimlamalarindan kaynaklanmaktadir.
Kaldi ki polifazik taksonomi cabalari bile su an i¢in yerlesik bir siyanobakteri
sistematiginin olusturulmasini saglayamamistir. Sonugta veritabanlarindaki dizilerle
yapilan karsilagtirma ¢aligmalarinda bir siyanobakteriyel dizinin birden fazla taksona
ait diziyle yiiksek homoloji gdstermesi bugiin i¢in ka¢inilmaz bir durumdur. Bu
calismanin sonuglarini siyanobakteriyel taksonominin karmasasindan nispeten uzak
tutmak i¢in, Cyanobacteria filumunun 5 altbolim seklinde organize edildigi
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology tarafindan onerilen taksonomik anahat

(Garrity et al., 2004) esas alinmustir.
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Dort mevsime ait toplam 64 dizinin kimligi veritabanlarindaki dizilerle
karsilastirilarak belirlenmistir. Bu dizilerden 12’si kig, 16’s1 ilkbahar, 18’1 yaz ve
18’1 sonbahar mevsiminden elde edilmis metagenomdan c¢ogaltilip klonlanarak izole
edilmislerdir. Dizilerin ¢ogu (60°1) altboliim | ve altboliim IV iginde konumlanmustir.
Geriye kalan dizilerden 1’i nispeten zayif bir homoloji ile (%79,79) altbolim 111
icinde diger 3’i de diatom kloroplastlarina aittir. Dolayistyla yil boyunca stirekli
temsil edilen ve temsil oranmi yiiksek olan siyanobakteriyel organizmalar altbolim |
ve altbolim IV tyeleridir. Dort mevsime ait dizilerin homoloji gosterdigi taksonlar
incelendiginde bu taksonlarin toplam 16 farkli cinse dahil olduklar1 goriilmektedir.
Dizilerden 3’1 de iki farkli diatom cinsine ait kloroplast dizileriyle homologdur. Bu
siyanobakteriyel cinsler arasinda Synechococcus, Limnothrix ve Sphaerospermopsis
10’ar dizi ile en fazla temsil edilen cinslerdir. Daha 6nce Balik Golii ile hemen
bitisiginde bulunan ve birbirleriyle baglantili olan Uzun Goli kapsayan, epipelik
alglerin taksonomik ve niimerik karsilastirmasini amacglayan bir calismaya
siyanobakteriyel taksonlar da dahil edilmistir (Goniilol vd., 2009) Taksonlar
mikroskobik olarak teshis edilerek degerlendirilmistir. Ayrica secilen istasyonlarin
tamaminda ortak bulunan taksonlarin degerlendirmeye alinmadigi bildirilmekte olup
degerlendirilmeye katilmayan taksonlar arasinda siyanobakteriyel olanlar hakkinda
da herhangi bir bilgi verilmemektedir. Takson listesinde verilen siyanobakteriyel
taksonlar incelendiginde sadece 3 cinsin (Aphanozimenon sp., Microcystis sp. ve
Snowella sp.) bu g¢alismada belirlenen cinslerle ayni oldugu goriilmektedir. Her ne
kadar arastirma alaninin bir kismi ¢akisiyor da olsa metot, kapsam ve sonuglari

bakimindan bu iki ¢alismanin oldukga farkli oldugu aciktir.

[lkbahar ve sonbaharda tek hiicreli forma sahip olan altboliim | iiyeleri daha
yaygin iken kis mevsiminde filamentli-heterosistli bir forma sahip olan altboliim 1V
tiyeleri daha yaygindir. Yaz mevsiminde ise her iki altboliim tiyeleri esit bir sekilde
temsil edilmistir. Farkli altboliimlerin ve kloroplast dizilerinin yayginligi, analiz
edilen her mevsime ait diziler i¢indeki sayilar1 esas alinarak yapilmistir. Sonbahar
mevsiminde diatom kloroplastlarina ait 16S rDNA dizilerine rastlanmasi, bu
mevsimde gol suyundaki fotosentetik komiinite {iyeleri arasinda siyanobakterilere
gore nispeten daha diisiik sicaklik optimumlarina sahip mikroalglerin yayginlasmaya
basladigimi da gostermektedir. Elbette temsil sikliklarimi degerlendirmenin

giivenirliligi daha fazla klonun dizilenmesi ve ya NGS yontemiyle her bir mevsime
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ait amplikonlarin igerdigi fragmentlerin tamaminin dizilenmesiyle artirilacaktir.
Ancak bu yontem uygulansa bile komiinite i¢cinde nadir olarak temsil edilen ve
dolayistyla PCR amplifikasyonu sirasinda ¢ogaltilamayan bireylerin degerlendirme

dis1 kalma olasilig1 daima mevcut olacaktir.

Dort mevsime ait dizilerin Maksimum Likelihood ydntemiyle filogenetik
olarak degerlendirme sonuglari siyanbakteriler i¢in beklenen sonuglarla uyumludur.
Altboliimler | ve 1V dizilerinin her birinin genel olarak birbiriyle yakin bir sekilde
kiimelendikleri goriilmiistiir. Ozellikle altbdliim IV dizileri kararl bir sekilde birlikte
kiimelenmislerdir. Altbdliim | dizilerinin ¢ogu birlikte kiimelenmelerine ragmen az
sayida dizi altboliim IV dizilerine daha yakin bir sekilde kiimelenmislerdir. Altboliim
IV dizilerine daha yakin bir sekilde konumlanmis olan bu diziler sunlardir: Kis
dizilerinden Microcystis aeruginosa ile tam homolojiye sahip BK21, ilkbahar
dizilerinden Limnotrix sp. SDEC-19 ile %99,28 homolog olan BB35, yaz
dizilerinden Snowella litoralis ile sirasiyla %99,82 ve %100 homolog olan BY59 ile
BY69 ve sonbahar dizilerinden Cyanobium sp.CSZ_22C ile %99,46 homolog olan
BS86. 16S rRNA geninin sadece V2-V4 boélgelerini kapsayan nispeten kisa bir dizi
ile kapsayici bir filogenetik iliski tanimlamasi1 zordur. Ancak bu sekilde beklenmedik
kiimelesmeler siyanobakteriyel filogenetik arastirmalarda siklikla karsilasilan bir

durumdur ( Wilmotte and Herdman, 2001; Komarek, 2016).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada Balik Golii (19 Mayis, Samsun) siyanobakteri komiinitesinin
mevsimsel biyogesitliligi metagenomik bir yaklasimla arastirilmistir. Dort mevsim
icin Balik Goli’nde belirlenen bir istasyondan alinan su drneklerinden elde edilen
toplam DNA (gevresel DNA, metagenom) icinde siyanobakterilere ait olan
genomlarin tespiti ¢alismalar1 ylriitiilmistiir. Siyanobakteriyel genomlarin varhigi,
siyanobakteriler i¢in spesifik olan bir ¢ift primer kullanilarak 16S rRNA geninin V2-
V4 bolgelerini kapsayan kismimin PCR amplifikasyonu ile ¢ogaltilmasi yoluyla
belirlenmistir. Belli bir mevsimde elde edilen ¢evresel DNA kalip olarak
kullanildiginda spesifik primerler ile bir amplikon olusumu siyanobakterilerin

varliginin kanit1 olarak kabul edilmistir.

Dort mevsim ve iki farkli derinlikten (10 cm ve 200 cm) elde edilen cevresel
DNA orneklerinin tamamindan siyanobakteriyel 16S rRNA amplikonu (yaklasik 600
be) elde edilmistir. Bu sonug siyanobakteri taksonlarina ait hiicrelerin dort mevsimde

ve her iki derinlikte de temsil edildigi belirlenmistir.

Amplikonlarin varligi siyanobakteriyel hiicrelerin varligin1 gdstermesine
ragmen bu hiicrelerin hangi taksonomik gruplara dahil oldugunu géstermemektedir.
Dizilerin kimliklerinin belirlenmesi i¢in baz dizilerinin belirlenmesi gerekir. Bunun
icin metagenomdan elde edilmis karma bir fragment igerigi olan bir amplikonun
geleneksel yontemlerle dogrudan dizilenmesi ile miimkiin degildir, 6ncelikle bireysel
fragmentlerin izole edilmesi gerekir. Bunun i¢in ylizey DNA’sindan elde edilmis dort
mevsime ait amplikonlar rastgele klonlandi ve elde edilen klonlardan belli sayida
klonun tasidigi fragmentlerin baz dizileri belirlendi. Kis mevsimi igin 12, ilkbahar

icin 16, yaz ve sonbahar i¢in 18’er fragmente ait baz dizileri elde edilmistir.

Elde edilen baz dizileri veritabanlarinda ¢akistirilarak en yiiksek homolojiye
sahip taksonlar belirlenmistir. Yapilan analizlerin sonucunda yil boyunca gol
suyunda mevcut olan siyanobakteriyel dizilerin ¢cogunun altbdliim | ve altbolim 1V’e
dahil oldugu belirlenmistir. Toplam 64 diziden sadece 1’1 altbolim I1l’e, 3’1 de
diatom kloroplastlarina aittir. Kis mevsiminde altboliim IV dizileri daha fazla iken
ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde altboliim | ve altboliim IV esit olarak temsil
edilmektedir. Yaz mevsiminde ise her iki altboliime dahil diziler esit miktarda temsil

edilmektedir. Sonbahar mevsiminde bu iki alt boliime ilave olarak az sayida da olsa
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altbolim Il ve diatom kloroplastlarina ait diziler de temsil edilmektedir. Dizilerin
tamami1 incelendiginde toplam 15 farkli cinsin temsil edildigi goriilmektedir, bu
cinslerden 3’4 10’ar dizi ile temsil edilen Synechococcus, Limnothrix ve

Sphaerospermopsis cinsleridir.

Elde edilen 16S rRNA geninin V2-V4 bélgesini igeren fragmentlere ait dizlerin
filogenetik iligkileri de aragtirillmistir. Altbolim IV’e ait diziler siyanobakteriyel
gruplarin genel egilimine uygun olarak birlikte kiimelenmiglerdir. Yine diatom
kloroplastlarina ait diziler de ayr1 bir kiime olusturmustur. Altboliim I’e ait dizilerin
¢ogu birlikte kiimelenmesine ragmen az sayida dizi altbolim 1V dizilerinin
olusturdugu kiimeye daha yakin bir sekilde konumlanmiglardir. Bu durum da
siyanobakterlerin filogenetik iligkilerinde altbolim | {yeleri arasinda siklikla

rastlanan bir durumdur.

Siyanobakteriyel ¢esitliligin belirlenmesi i¢in daha zor olan ve siyanobakteriyel
sistematigin yerlesmemis olmasindan dolayr geleneksel teshis yontemleri yerine
molekiiler yontemlerin tercih edilmesi genel bir egilimdir. ideal olan her iki
yontemin birlikte degerlendirildigi polifazik bir yaklasim gibi goriilse de bu iki
yontemin sonuglart ¢cogu durumda ¢elismektedir. Bu durumda molekiiler veriler ile
biyogesitliligin degerlendirilmesi daha tercih edilen bir yaklasim haline gelmektedir.
Diger prokaryotik gruplarda oldugu gibi siyanobakteriyel taksonomik gruplari ayirt
edici olacagi kabul edilen kisa DNA dizilerinin degelendirilmesiyle cesitlilik
belirlenmeye ¢alisiimaktadir. Ozellikle kiiltiire almaya gerek kalmadan, elde edilen
metagenomdan (¢evresel DNA’dan) komiinitede temsil edilen biitiin bireylere ait
dizilerin ¢ogaltilarak biyogesitliligin belirlenmesi daha kullanislt bir yontem olarak
goriilmektedir. Ancak farkli bireylere ait karigik fargmentlerden meydana gelen
amplikonlardan, bireysel fragmentlerin dizilerinin belirlenebilmesi i¢in, bu ¢alismada
da yapildigi gibi oncelikle klonlanarak izole edilmeleri gerekmektedir. Boyle bir
klonlanma iglemine ihtiya¢ duyulmadan, yeni nesil dizileme (NGS) yontemiyle bir
amplikondaki biitin fragmentlerin dizilenerek degerlendirme yapilmasinin, daha

kapsayici biyogesitlilik bilgileri saglayacagi kesindir.

Denizler kadar karasal su rezervlerinin siyanobakteriyel biyogesitliliginin
belirlenmesi diinyanin, kitalar gibi belli bolgelerin ve ilkelerin biyolojik
zenginliklerinin belirlenmesi bakimindan énemlidir. Siyanobakteriyel biyogesitliligin

belirlenmesi iklim degisikliklerine bagli olarak diinyanin sicakliginin artmakta
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olmastyla iligkileri bakimindan ayrica 6nem kazanmaktadir. Siyanobakteriyel
populasyonlar, diger sartlarin da miisait olmasi durumunda sicakliktaki artiglarla
orantili olarak Ozellikle yaz ve sonbahar mevsimlerinde daha hizla gelismekte ve
asir1 populasyon biiyiimelerine neden olmaktadirlar. Bu durum, 6trofikasyon ve
toksin tiiretimi gibi olumsuzluklarin sonucu olarak su rezervlerinin su kalitesinin
bozulmasiyla sonuglanmaktadir. Populasyonlarin gelecekte olasi asir1 ¢ogalmasi
hakkinda Ongoriilerde bulunabilmek ve onlemler gelistirmek igin Siyanabakteriyel
komiinitelerin mevcut durumlarnin belirlenmesi ve kayit altina alinmasi, sucul

ekosistemlerin korunmasi igin gerekli oldugu siiphesizdir.
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EKLER

Ek 1. Balik Goli (19 Mayis, Samsun) su oOrneklerinden izole edilmis
siyanobakteriyel 16S rRNA gen bolgesine ait niikleotit dizileri. Diziler fasta
formatina uygun sekilde sunulmustur. BK11-30 kis, BB31-50 ilkbahar, BY51-70 yaz
ve BS71-90 sonbahar mevsimine ait dizilerdir.

>BK11
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCG
ACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTG
ACATCCTGCGAATTTTCCTGAAAGGGGAAAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGG
CACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCGGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTA
GCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAATTGC

>BK12
TACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTAT
CGACCCGAGCCGTGCCGAAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGT
ACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTT
GACATCCTGCGAATTTTCCTGAAAGGGGAAAGTGCCTTCGGGAGCGCAGA
GACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGG
GCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACG
TCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCT
ACGGACAAAGGGCGGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGT
AGCTCAGTTCAGATCGAAGGCCGCAACTCGCCTTCGTGGAGGAGGAATCG
CTAGTAATTG

>BK15
ATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTA
TCGACCCGAGCTGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAG
TACGCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGC
TTGACATGTCACGAATTCCGTTGAAAGATGGAGGTGCCTTCGGGAGCGTG
AACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTT
GGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATG
CTACGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCGAATCTCATAAACC
GTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAAT
CGCTAGTAATTG

>BK19

CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTATCG
ACCCGAGCTGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTG
ACATGTCACGAATTCCGTTGAAAGATGGAAGTGCCTTCGGGAGCGTGAAC
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTAGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGG
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CACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCGAATCTCATAAACCGTA
GCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAA

>BK21
TACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTAT
CGACCCGAGCCGTGCCGAAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGT
ACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACT
TGACATGTCGCGAACCCTGGTGAAAGCTGGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGA
ACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTG
GGGACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCGACACACGTACTACAATGG
TCGGGACAAAGGGCAGCGAACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACC
CGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAAT
CGCTAGTAA

>BK22
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCG
ACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTG
ACATCCTGCGAATTTTCCTGAGAGGGAAAAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCACCGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGTCAGCATTAAGATGGG
CACTCTAAAGAGACTGACGGTGACAAACCGGAGGAAGATGAGGATGTGGA
TGACGTCAAGTCATCCTGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACCTACTACA
AGGTTCGGGACAGAGGCCTGCATCCTCGCGAGAGATATCTAATCTCGTAA
ACCCGGCCTCATTTCAAATTGCAGGCTGCATCTCCCCTGCATGAAAGACG
AATCGCTAGTAAT

>BK23
GATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGCACGT
ATCGACCCGTGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGA
GTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGG
CTTGACATCCTGCGAATCCTGGCGAAAGTCGGGAGTGCCTTCGGGAGCGC
AGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCAGCATTAAGT
TGGGGACTCTAGGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATG
ACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAAT
GGTCGGGACAGAGGGCTGCAAGCTCGCGAGAGCAAGCTA

>BK25
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCG
ACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAGGAACCTTACCGAGACTTG
ACATCCTGCGAATTTTCCTGAAAGGGAAAAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGG
CACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCGGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTA
GCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAA

>BK26
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CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTATCG
ACCCGAGCTGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTG
ACATGTCACGAATTCCGTTGAAAGATGGAAGTGCCTTCGGGAGCGTGAAC
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGG
CACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCGAATCTCATAAACCGTA
GCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAA

>BK27
TACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTAT
CGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGT
ACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACT
TGACATCCTGCGAATTTTCCTGAAAGGGAAAAGTGCCTTCGGGAGCGCAG
AGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGATG
GGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGAC
GTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGC
TACGGACAAAGGGCGGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCG
TAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATC
GCTAGTAA

>BK28
ACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGAACACTAGGCGTCGGGGGAATC
GACCCCCTCGGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTA
CGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTT
GACATCCTGCGAATCTTTTGGAAACAGAAGAGTGCCCTCGGGAACGCAGT
GACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGG
GCACTCTAGAGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACG
TCAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCT
ACGGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCAAGCAAATCCCATAAACCGT
GGCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCG
CTAGTAATTG

>BK30
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCG
ACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTG
ACATCC

>BB31
AGTTCAGATCG TAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCGCTAG
TAATTG

>BB32

ACCCCTGTGGTCCTACTCGGAGCGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCG
ACCCGAGCCGTGCCGGATCTAACGCGTTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTAC
GTCGGGAGGGTGAAGTTCATAGGTTTTTATGGGGGATCTCACACACGTTG
GAGTATGTGGTTTTCTTCGATGCTTCTTAGGAACCTTACCGAGACTCGAC
ATCCTGAGAATTTTCCTGAAAGGGAAAAGTGTCTTCGCGAGCTCAGAAAC
AGGTGGTGCATGGCTGTCGGCAGCTCCTGCCTTGAGATGTTGGGTTAAAT
CCCGAAACGAGCGCTACCCTCGTTTTTCGTTGCCACCCTTAATATGGTCT
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CTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGTCA
TGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTCTCACGAACTACAATGCATCTG
ACAAAGGGCGGCTCCCAGCGATGTGATGCAAATCTCACAACTCGTAGATG
AGTTCAGATCAAAGGTTGCAACTCGCCTTCGTATTCGAGGAATCTCTAGC
AA

>BB34
TACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAAT
CGACCCCCTCGGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGT
ACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTT
TGACATCCTGCGAATCCCTTGGAAACTTGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAG
TGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTG
GGCACTCTAGAGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGAC
GTCAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGC
TACGGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCTAGCAAATCCCATAAACCG
TGGCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATC
GCTAGTAAT

>BB35
TACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGCACGTAT
CGACCCGTGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGT
ACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCACACAAGCG
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCT
TGACATCCTGCGAATCCTGGCGAAAGTCGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAG
AGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCAGCACTAAGTTG
GGGACTCTAGGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGAC
GTCAAGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGG
TCGGGACAGAGGGCTGCAAGCTCGCGAGAGCAAGCTAATCTCGCAAACCC
GGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGGATGAAGGAGGAATC
GCTAGTAA

>BB36
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAATCG
ACCCCCTCGGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTG
ACATCCTGCGAATCCCTTGGAAACTTGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGTG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGG
CACTCTAGAGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCTAGCAAATCCCATAAACCGTG
GCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAAT

>BB37
CCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAATCG
ACCCCCTCGGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTG
ACATCCTGCGAATCCCTTGGAAACTTGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGTG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGG
CACTCTAGAGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCTAGCAAATCCCATAAACCGTG
GCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAA
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>BB38

CCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAATCGA
CCCCCTCGGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGAAGTACG
CACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTGA
CATCCTGCGAATCCCTTGGAAACTTGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGTGA
CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGC
ACTCTAGAGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTC
AAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTAC
GGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCTAGCAAATCCCATAAACCGCGG
CTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCGCT
AGTAA

>BB39
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAATCG
ACCCCCTCGGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTG
ACATCCTGCGAATCCCTTGGAAACTTGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGG
CACTCTAGAGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCTAGCAAATCCCATAAACCGTG
GCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAATTG

>BB40

CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCG
ACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTG
ACATCCTGCGAATCCTGGTGAAAGCTGGGAGTGCCTTAGGGAGCGCAGAG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GCCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGG
CACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAGAGGGCAGCGAGCCAGGGATGGCAAGCGAATCCAGAAACCGTAG
CTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCT
AGTAA

>BB42

CCCTGTAGTCCTAGCCGTAAGCGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAATCGA
CCCCCTCGGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTACG
CACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTGA
CATCCTGCGAATCCCTTGGAAACTTGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGTGA
CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGC
ACTCTAGAGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTC
AAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTAC
GGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCTAGCAAATCCCATAAACCGTGG
CTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCGCT
AGTAA

>BB45

GGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACT
ACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCTAGCAAATCCCA
TAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGG
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AGGAATCGCTAGTAAT

>BB46
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGCACGTATCG
ACCCGTGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTAC
GCCCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTG
ACATCCTGCGAATCCTGGCGAAAGTCGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGACGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCTCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGG
CACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCGGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTA
GCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAA

>BB47
CACCTGTAGTCCTACCCGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGCACGTATCG
ACCCGTGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAATTGTCCCGCCTGGGAAGTAC
GCCCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCCCAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCTATGCAACGCGAACAACCTTACCAAGGCTTG
ACATCCTGCGAATCCTGTTTAATGTCGGGAGTGCCTTCCGTAGCGCAAAG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGACGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCTCAACCCTCGCTTTTAGTTGCCTGCATTAAGATGGG
CACTCTACACAGACTGCCGGGGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACTCATACTACAATGCTA
CTGACAAAGGGCGGCTACACAGCGATGTGATGCGAATCTCACAAACCGTA
GCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAA

>BB48
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGAACACTAGGCGTCGGGGGAATCG
ACCCCCTCGGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTG
ACATCCTGCGAATCTTTTGGAAACAGAAGAGTGCCCTCGGGAACGCAGTG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGG
CACTCTAGAGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCAAGCAAATCCCATAAACCGTG
GCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAAT

>BB49
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAATCG
ACCCCCTCGGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTG
ACATCCTGCGAATCCCTTGGAAACTTGGAAGTGCCTTCGGGAGCGCAGTG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGG
TACTCTAGAGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCTAGCAAATCCCATAAACCGTG
GCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAAT

>BB50

ATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAA
TCGACCCCCTCGGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAG
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TACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGT
TTGACATCCTGCGAATCCCTTGGAAACTTGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCA
GTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTT
GGGCACTCTAGAGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGA
CGTCAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATG
CTACGGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCTAGCAAATCCCATAAACC
GTGGCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAAT
CGCTAGTA

>BY51
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCG
ACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTG
ACATCCTGCGAATTTTCCTGAAAGGGAAAAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGG
CACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCGGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTA
GCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAAT

>BY52
AGCGCAACCCACGTCGTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGCGA
GACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCATCAT
GCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGG
CAGCAAACTCGCGAGAGCTAGCAAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAG
ATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAAT

>BY53
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCG
ACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTG
ACATCCTGCGAATCCTGGTGAAAGCTGGGAGTGCCTTAGGGAGCGCAGAG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGG
CACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCGAATCTCACAAAACCGT
AGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCG
CTAGTAA

>BY55
TACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTAT
CGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGT
GCGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACT
TGACATCCTGCGAATTTTTCTGAAAGGGAAAAGTGCCTTCGGGAGCGCAG
AGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGATG
GGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGAC
GTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGC
TACGGACAAAGGGCGGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCG
TAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATC
GCTAGTAA

>BY56
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TACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGCGTGGCACTGTA
TCGACCCGTGCCGTGCCGGAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAG
TACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGC
TTGACATCCTGCGAATTTTCCTGAAAGGGAAAAGTGCCTTCGGGAGCGCA
GAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
CAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGAT
GGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGA
CGTCAAGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATG
CTACGGACAAAGGGCGGCTACACCGCGATGTGATGCTAATCTCAGAAACC
GGAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAAT
CGCTAGTAAT

>BY57
TACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAAT
CGACCCCCTCGGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGT
ACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTT
TGACATCCTGCGAATCCCTTGGAAACGAGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAG
TGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTGAGTTG
GGCACTCTAGAGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGAC
GTCAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGC
TACGGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCTAGCAAATCCCATAAACCG
TGGCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAAT

>BY58
TACCCCTGTAGTCCTAACCGTAAACGATGGAATCCCGCCGGGGCTTGTCT
CGACCCGAACCGTGCCTGAGCTAACGCGTTAGGTGTCCCGCCTGGGGAGT
ACGCACGCGGGTGTGAAACTCGCAGGAATTGAAGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAAACT
TGACATCCGGCGGATTTTCCTGAAAGGGAGAAGTGCCTTCGGGAGCGCAG
ACACAGGTGGAGCATGGCTGTCGTCTTCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AATCCCCACAACCAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCGGGGAAGGTTGG
GCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGACGAACGAGAGGATGACG
TCCAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACATCCCAACTACCATGCT
ACGGACAAAGGGCGGCTACACAGCGATGTGATGCTGATCTCAGAATCCGT
AGCTCATGTCCTATCGAAGGCTGCTACTCGCCTTCTCGAAGGAGGAAT

>BY59
CCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCACGTATCGA
CCCGTGCTGTGCCGAAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACG
CTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGA
CATGTCTGGAATCTTGATGAAAGTTGAGAGTGCCTTAGGGAACCAGAACA
CAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGA
ACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGGTCG
GGACAACGGGCAGCAAATCCGCGAGGACAAGCGAATCCCAACAAACCCGG
CCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGAAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAAT

>BY60

TACCCCTGTTAGTCCTAGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAA
TCGACCCCCTCGGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAG
TACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGT
TTGACATCCTGCGAATCCCTTGGGAACGAGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCA
GTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTTAGTT
GGGCACTCTAGAGAGACCGCCGGCGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGA
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CGTCAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATG
CTACGGACAAAGAGCAGCGATCCCGCGAGGGCTAGCAAATCTCATAAACC
GTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAAT

>BY61
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGCACGTATCG
ACCCGTGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTAC
GCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTG
ACATCCTGCGAATCCTGGCGAAAGTCGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGG
GACTCTAGGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGGTC
GGGACAGAGGGCTGCAAGCTCGCGAGAGCAAGCTAATCTCGTAAACCCGG
CCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAAT

>BY62
TACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTAT
CGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGT
ACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACT
TGACATCCTGCGAATCCTGGTGAAAGCTGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAG
AGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTG
GGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGAC
GTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGC
TACGGACAGAGGGCAGCAAGCCAGGGATGGCAAGCGAATCCAGAAACCGT
AGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAAT

>BY63
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTCGGGGGAATCG
ACCCCCTCGGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTG
ACATCCTGCGAATCCCTTGGAAACTTGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGG
CACTCTAGAGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCTAGCAAATCCCATAAACCGTG
GCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAAT

>BY64
GCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGGCACTCTAGAGAG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGTCAAGTCAGCATG
CCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGC
GGCAACACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGA
TCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAAT

>BY65

ACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAATC
GACCCCCTCGGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTA
CGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTT
GACATCCCGCGAACCCCTGAGAAATCGGGGGGTGCCTTCGGGAACGCGGA
GACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTTTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGG
GCACTCTAGAAAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACG
TCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCT
ACGGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCTAGCAAATCCCATAAACCGT
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GGCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAAT

>BY67
TACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGAACCCTAGGCGTCGGGGGAAT
CGACCCCCTCGGTGTCGAAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGT
ACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCAGGGTT
TGACATCCTGCGA

>BY68
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGGTACTAGGCGTGGCTTGTATCG
ACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTG
ACATCCTGCGAATTTTCCTGAAAGGGAAAAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGG
CACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCAAGCAAATCCCATAAACCGTG
GCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAAT

>BY69
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCACGTATCG
ACCCGTGCTGTGCCGAAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTG
ACATGTCTGGAATCTTGATGAAAGTTGAGAGTGCCTTAGGGAACCAGAAC
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGG
AACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGGTC
GGGACAACGGGCAGCAAATCCGCGAGGACAAGCGAATCCCAACAAACCCG
GCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGAAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCG
CTAGTAA

>BY70
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTATCG
ACCCGAGCTGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTG
ACATGTCACGAATTCTATTGAAAGATGGAAGTGCCTTCGGGAACGTGAAC
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGG
CACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCTCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCGAATCTCACAAAACCGT
AGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAAT

>BS71
ATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTA
TCGACCCGAGCTGTGCCGTAGCTAACGCGTTATGTGTCCCGCCTGGGGAG
TACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGC
TTGACATCCTGCGAATCCTGGCGAAAGTCGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCA
GAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCAGCATTAAGT
TGGGGACTCTAGGGAGACCGCCGGTGACAACCGGAAGAAAGTGGTGTGAA
TGAACTTCGAAGTCATCATGCCCCTTACGTCTTAGGCTACACACGTACTA
CAATGGTCGGGAACAGAAGGGCTGCAAGCTCGCGAGAGCAAGCTAATCTC
GTAAACTCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAA
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>BS72
TACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGCTGCACGTAT
CGACCCGTGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGT
ACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAAGCT
CGACATCCTGCGAATCCTGGCGAAAGTCGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAG
AGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGCTGCCAGCATTAAGTTG
GGGACTCTAGGGAGGCCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGAC
GTCAAGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGG
TCGGGACAGAGGGCTGCAAGCTCGCGAGAGCAAGCTAATCTCGTAAACCC
GGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATC
GCTAGTAA

>BS73
TAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGCAC
GTATCGACCCGTGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGG
GAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
ACCGGTGGAGTATGTGGTTTATTCGATCTGGCAGATAAGAACCGCTAGCC
ACACGCATAAACCCAGCGAGAGTTTCGGGATGGGGTCAACTGCCTTCGGG
AGAACAAGAGACAGGTGAGGCCCAGGCACCTCACCCCTCCTTTTGATGTG
ATATTGTGATAATGCGCGCAACAAACGCAACCCCCGTCTTTAGCCGCCCG
CAATGAGAGATAGGACACTCTAGCGAGACTGCCCGTGACAAACCGGACGA
AACGCGACACATGACTGAAACGGGACGATGCACCACTTACCTCTCTGGGC
TACATCACGAACTACAACTGCTGCA

>BS74
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCG
ACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTG
ACATCCTGCGAATTTTCCTGAAAGGGGAAAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGG
CACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCGGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCAGAAACCGTA
GCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAA

>BS75
TACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTTGCTCGTAT
CGACCCGAGCAGTGCCGAAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGT
ACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCT
TGACATCCCCAGAATCCTCTTGAAAGAGAGGAGTGCCTTAGGGAACTGGG
AGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTG
GGCACTCTAGAGAAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGACGAC
GTCAAGTCATCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGG
TCAGGACAACGGGCAGCGAGCGCGCAAGTGTAAGCGAATCCCATCAAACC
TGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAAT
CGCTAGTAATTG

>BS76

TACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGTGTGGCTTGTAT
CGACCCGAGCCGTACCGTAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGT
ACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCT
TGACATGTCGCGAATCTCGACGAAAGTTGAGAGTGCCTTCGGGAACGCGA
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ACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTG
GGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGC
TCCGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCAAATCTCGTAAACCG
GAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATC
GCTAGTAA

>BS7T7
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGCTGCACGTATCG
ACCCGTGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGAAGTAT
GCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTG
ACATGATACGAATTTTTGTGAAAGCGAAAAGTGCCGTTTGGAACGTATAC
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTTTTAGTTGCCTTTTAAGGAACTCT
AAAAAGACTGCTGGTTATAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAGTC
AGCATGCCCCTTACACCCTGGGCTACACACGTGCTACATTGGGCGAGACA
ATTAGAAGCAAATCTGCGAAGACAAGCTAATCTGTAAACTCGCTCTAGGT
TCAGATTGCAAGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAAT
TG

>BS78

TACCCCAGGTTAGTCCTAGCTGTAAACAATGGATACTAGATGTTGAACAG
ATCGACCTGTGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGAA
GTATGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGG
TTTGACATGATACGAATTTCTTTGAAAGAAGAAAGTGCCGTTTGGAGCGT
ATACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTTTTAGTTGCCTTTTATGGAA
CTCTAAAAAGACTGCTGGTTATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AGTCAGCATGCCCCTTACACCCTGGGCTACACACGTGCTACATTGGACGA
GACAATGAGATGCAAACCTGTGAAGGCTAGCTAATCTATAAACTCGTTCT
AAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGGAGGAATCGCTAG

>BS80
ATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTA
TCGACCCGAGCTGTGCCATAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAG
TACGCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGC
TTGACATGTCACGAATTCTGTTGAAAGAAGAAAGTGCCGTTTGGAGCGTA
TACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTTTTAGTTGCCTTTTATGGAGC
TCTAAAAAGACCGCTGGTTATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCAGCATGCCCCTTACACCCTGGGCTACACACGTGCTACATTGGACGAG
ACAATGAGATGCAAACCTGTGAAGGCTAGCTAATCTATAAACTCGTTCTA
AGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGGAGGAATCGCTAGT
AA

>BS81
CTCCCACCGTCAGCCTCCATAGTAGCTAGGACTACTGGGGTAAGTGCCTT
CGGGAGCGTGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCA
GCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAG
GTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACG
TACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCGAAT
CTCATAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTG
AAGGAGGAATCGCTAGTAA

>BS82

98



ATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGCACGTA
TCGACCCGTGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAG
TACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGTCCGCACAAGC
GGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGC
TTGACATCCTGCGAATCCTGGCGAAAGTCGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCA
GAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTT
GGGGACTCTAGGGAAACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGA
CGTCAAGTCATCATGCCCCTTGCGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATG
GTCGGGACAGAGGGCTGCAAGCTCGCGAGAGCAAGCTAATCTCGTAAACC
CGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAAT
CGCTAGTA

>BS83
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTATCG
ACCCGAGCTGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAACTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGGAGAACCTTACCAAGGCTTG
ACACGTCACGAATCCTGTGGAAACATAGGAGTGCCTTCGGGAGCGTGAAC
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGATGGG
CACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCGAATCTCATAAACCGTA
GCTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACCCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAATTG

>BS84

CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCG
ACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTG
ACATCCTGCGAATCCTGGTGAAAGCTGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAG
ACAGGTGGTGCGTGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGG
CACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGAGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAGAGGGCAGCAAGCCAGGGATGGCAAGCGAATCCAGAAACCGTAG
CTCAGTTCAGATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCT
AGTAA

>BS85
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGCACGTATCG
ACCCGTGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTAC
GCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTG
ACATCCTGCGAATCCTGGCGAAAGTCGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGG
GACTCTAGGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGGTC
GGGACAGAGGGCTGCAAGCTCGCGAGAGCAAGCTAATCTCGTAAACCC
GGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAA
TCGCTAGTAATTGC

>BS86

CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAATCG
ACCCCCTCGGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTAC
GCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTG
ACATCCTGCGAATCTCTTGGAAACGAGAGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGTG
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ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGG
CACTCTAGAGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCTAGCAAATCCCATAAACCGTG
GCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCGC
TAGTAATTG

>BS87
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGCACGTATCG
ACCCGTGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTAC
GCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTG
ACATCCTGCGAATCCTGGCGAAAGTCGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAG
ACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGCTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGG
GACTCTAGGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGT
CAAGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGGTC
GGGACAGAGGGCTGCAAGCTCGCGAGAGCAAGCTAATCTCGTAAACCCGG
CCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGC
TAGTAATTG

>BS88
CCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGAGACACTAGGTGTTGCACGTATC
GACCCGTGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTA
CGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTT
GACATCCTGCGAATCCTGGCGAAAGTCGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGA
GACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGG
GGACTCTAGGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACG
TCAAGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGGT
CGGGACAGAGGGCTGCAAGCTCGCGAGAGCAAGCTAATCTCGTAAACCCG
GCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCG
CTAGTAA

>BS90
ATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAACCGATGGACACTAGGTGTTGCACGTA
TCGACCCGTGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAG
TACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGC
TTGACATCCTGCGAATCCTGGCGAAAGTCGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCA
GAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTT
GGGGACTCTAGGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGA
CGTCAAGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATG
GTCGGGACAGAGGGCTGCAAGCTCGCGAGAGCAAGCTAATCTCGTAAACC
CGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAAT
CGCTAGTAA
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OZGECMIS

Merve SAGLAM, Samsun’da dogdu. Samsun Huriye Siier Anadolu Lisesi’ni
bitirdikten sonra Ondokuz Mayis Universitesi Fen ve Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
boliimiinden 2018 yilinda mezun oldu. Ondokuz Mayis Universitesi, Fen ve Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii’nde bagladigi lisans egitimini 28/05/2018 tarihinde 3,74
ortalama ile tamamladi. Mezuniyetinden bu yana biyolog olarak gérev yapmakta ve

orta seviye Ingilizce bilmektedir.
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