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Abstract
Cyanobacteria are the ecologically important organisms due to they thrive in wide variety of habitats

and some with the ability to produce secondary metabolites known as cyanotoxin. Besides classical
identification methods, DNA fingerprint and many other PCR based molecular approaches have being
adopted and well used in the molecular systematics and genetic characterization of Cyanobacteria. In
this study, 7 bacterial isolates were analyzed through the RAPD-PCR technique using 15 different
randomly selected primers. All the bacterial isolates were produced 306 completely polymorphic
amplification products. A minimum 12 and maximum 35 different PCR fragments were obtained by
the OPA-14 and Hip-GC primers respectively. The size of RAPD-PCR fragments were varied between
175-3.000 bp. Two different dendrogrames (UPGMA ve Neighbor Joining) were created using Nei’s
genetic distance and similarity values, to identify genetic relationships among analyzed bacterial
isolates. According to the results, the Synechococcus elongatus and Pseudoanabaena moniliformis are
defined as the most distant species, while the Anabaena affisinis and Arthrospira sp. are determined as
the closest organisms. Consequently, randomly selected primers have generated 100% polymorphic
fragments, indicating high efficiency and successful utilization of RAPD-PCR technique in the genetic
characterizations and molecular systematics of different Cyanobacteria isolates.
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RAPD-PCR Teknigi Kullanilarak Baz Siyanobakteriyel
Tiirlerin Genetik Karakterizasyonu

Ozet

Cok c¢esitli yasam alanlarinda gelismeleri ve bazilarinin siyanotoksin olarak bilinen ikincil metabolitleri
iiretme yeteneklerinden dolayr Siyanobakteriler, ekolojik agidan olduk¢a 6nemli organizmalardir. Bu
canlilarin smiflandirilmalar1 ve tanimlanmalar1 oldukga karmasiktir. Klasik tanimlama yontemlerinin
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yanisira, Siyanobakterilerin molekiiler sistematigi ve genetik karakterizasyonunda DNA parmakizi ve
bir¢ok PCR temelli molekiiler yaklagimlar benimsenmeye ve kullanilmaya baglanmistir. Bu ¢alismada
toplam 7 Siyanobakteri izolati, 15 farkli random primer kullanilarak RAPD-PCR teknigi ile analiz
edilmistir. Tiim bakteriyel izolatlar, tamami polimorfik olan 306 amplifikasyon {irlinii olusturmustur.
En az 12 ve en fazla 35 farklh PCR fragmenti sirasiyla OPA-14 ve Hip-GC primerleri ile elde
edilmistir. RAPD-PCR fragmentlerinin biiytikligii 175-3.000 b¢ arasinda degismektedir. Bakteri
izolatlar1 arasindaki genetik akrabalik iliskisini ortaya ¢ikarmak igin Nei’s genetik uzaklik ve benzerlik
degerleri kullanarak iki farkli dendrogram (UPGMA ve Neighbor Joining) olusturulmustur. Bu verilere
gore Synechococcus elongatus ve Pseudoanabaena moniliformis en uzak tiirler, Anabaena affisinis ve
Arthrospira sp. ise birbirine en yakin organizmalar olarak tespit edilmistir. Sonug olarak, se¢ilen RAPD
primerlerinin %100 polimorfik fragmentler olugturdugu ve RAPD-PCR tekniginin farkli Siyanobakteri
izolatlarinin genetik karakterizasyonunda ve molekiiler sistematiginde etkin ve basarili bir sekilde
kullanilabilecegi goriilmiistii.

Anahtar Kelimeler: Siyanobakteri, genetik karakterizasyon, DNA polimorfizmi, RAPD-PCR teknigi.

1. GIRIS

Prokaryotik hiicre yapisina sahip fotosentetik Siyanobakterilerin (mavi-yesil bakteri ya da mavi-yesil
alg) varlig1 giinlimiizden yaklasik 3.5 milyar yil 6ncesine kadar uzanmaktadir (Oinam et al. 2011).
Gram-negatif bakterilerin genel 6zelliklerine sahip olan Siyanobakteriler degisik sucul ortamlarda,
karada, kutup bdlgelerinde, ¢dllerde ve ¢ok sicak su kaynaklar1 gibi farkli habitatlarda yasayabilirler
(lonescu et al. 2010). Cins ve tiir sayisi lizerine sistematik tartigmalar devam ediyor olmasma ragmen
(2000-8000 arasinda oldugu diisiiniiliiyor), mevcut taksonomiye gore 347 cins ve 2698 tiir
tamimlanmistir (Nabout et al. 2013). Insan ve hayvan sagligi igin zararli olan ve toksisitelerine gore
hepatotoksin, ndrotoksin, sitotoksin, dermatotoksin ve irritant olarak bilinen degisik siyanotoksinleri
tiretirler (Dittmann et al.2013, Moreira et al. 2014). Siyanobakteriler degisik fotosentetik pigmentler
icermeleri nedeniyle denizlerin temel besin kaynagini olusturan ve atmosferik azotu da asimile ederek
diger organizmalarin kullanabilecegi mineral azota doniistiirebilen organizmalardir (Demoulin et al.
2019). Ayrica, yeryiiziinde fikse edilen toplam karbonun yaklasik %20-30’luk bir kisminin sadece bu
bakterilerce saglandig1 diisiiniilmektedir. Tek ve cok hiicreli serbest yasayabilenleri oldugu gibi,
miisilaj bir zarla koloni olusturan Siyanobakteriler de vardir. Siyanobakterilerin genis yasam alanina
sahip olmalari, yiiksek cesitlilik gosteren tiirlerinin olmasi ekolojik agidan bu organizmalar1 nemli
kilmaktadir. Fenotipik (morfolojik, fizyolojik) ve ekolojik varyantlar1 ¢ok cesitlilik gosteren
Siyanobakterilerin tanimlanmasi, smiflandirilmasi zor ve karigiktir. Siyanobakteriler gelismesi
(boliinme modeli ve iireme tipi), yapisi (trikom tipi ve bilyiikliigii, hiicre diizenlenmesi ve bilyiikliigi,
bolinme diizlemi, heterosist ve akinet olusumu, hareketlilik, toksisite gosterip-gdstermemesi, gaz
vakuolu varhigi, hiicre duvari ve tiylakoid yapis1 gibi degisik hiicre bilesenlerinin varligi) ve fizyolojisi
(kromatik adaptasyon, tuzluluga tolerans ve vitamin ihtiyac1 gibi) gibi fenotipik 6zellikleri dikkate
alinarak siniflandirilmaya ¢alisilmistir (Rippka et al. 1979, Komarek and Anagnostidis 1989, Baker
1992, Keshari and Das 2015). Ancak bu tip geleneksel tanimlamalar yetersiz kalabilmekte, ¢evresel
sartlardan ve kiiltiir ortammdan ¢ok etkilenebilmektedirler (Lyra et al. 2005, Rajaniemi et al. 2005).
Izolasyon ve biyokimyasal tanimlama (lipid ve yag asidi kompozisyonu, izozim modeli, pigmentasyon
durumu) gibi metotlar ve optikal, epifluoresans veya elektron mikroskopisi gibi morfolojik kriterler bu
organizmalar1 oldukga zor ayirt etmekte ve ¢gogunlugu sinif diizeyinde kalmaktadir (Holton et al. 1968,
Weeden et al. 1982, Smit et al. 1983, Ziegler et al. 1998, Cox et al. 2004, Sarsekeyeva et al. 2014).
Mikrobiyal biyogesitlilikteki yetersizlikleri asmak ve eksiklikleri giderebilmek i¢in son 20 yillik bir
stirecte ¢ok degisik DNA temelli molekiiler biyoloji teknigi gelistirilmis ve bu yontemler kullanilarak
dogal mikrobiyal kommiinitelerin genetik karakterizasyonlari, biyogesitlilik analizleri ve kommiinite
yapilarinin izlenmesi gergeklestirilmistir (Garcia-Pichel et al. 2001, Redfield et al. 2002). DNA
molekiiliinii temel alan molekiiler filogenetik smniflandirma teknikleri 6zellikle problemli gruplarin
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siiflandirilmasinda, toksin iireten tiirlerin teshisinde ve tespitinde degerli veriler ortaya koyabilmekte,
molekiiler genetik analiz sonuglar: temel alinarak taksonlarin sistematikteki yeri degisebilmektedir.
DNA  belirtegleri (DNA marker), molekiiler sistematik c¢aligmalarinda molekiiler biyolojinin
bagvurdugu onemli araglardan birini temsil etmekte ve etkin gelismelere olanak saglamaktadir. DNA
belirtegleri, farkli genotipler arasindaki dizi polimorfizmini gosteren 6zgiil genom bolgeleridir. Genel
olarak DNA’y1 temel alan belirteg sistemleri, diger belirte¢ sistemlerinden; giivenilir olmalari,
tekrarlanabilir olmalari, ¢evresel kosullardan ve degisimlerden etkilenmemeleri, tiim canli, doku ve
hiicresel diizeyde saptanabilmeleri, allel frekanslarinin daha yiiksek olmasi, ¢ogunlukla kodominant
kalitim gostermeleri gibi 6zellikler bakimindan iistiindiirler. DNA belirteclerinden restriksiyon enzim
kesimi (RFLP ve ARDRA) (Laloui et al. 2002, Neilan 2002, Margheri et al. 2003, Valerio et al. 2009,
Chakdar and Pabbi 2012), 16S rDNA (Keshari et al. 2016, Sciuto and Moro 2016, Shiels et al. 2019),
ITS (Laloui et al. 2002) ve degisik mikrosistin genleri dizi analizleri (Ma et al. 2004, Marquardt and
Palinska 2007) veya PCR temelli olanlar (Neilan 1995, Casamatta et al. 2003, Shalini et al. 2008,
Oinam et al. 2011) Siyonabakteri molekiiler genetiginde siklikla kullanilmistir. Ozellikle RAPD-PCR
(Nishihara et al. 1997, Thajuddin and Muralitharan 2008, Palinska et al. 2011, Prabakaran et al. 2011,
Afaf et al. 2012), REP-PCR (Katayama et al. 2002, Muralitharan and Thajuddin 2011), STRR-PCR
(Guevara et al. 2002, Selvakumar and Gopalaswamy 2008, Muralitharan and Thajuddin 2011, Afaf et
al. 2012) ve ERIC-PCR (Rasmussen and Svenning 1998, Lyra et al. 2001, Valerio et al. 2005, Bruno et
al. 2006) gibi PCR temelli olan genetik belirteglerin kullanmilmasiyla degisik biyolojik sorunlarin
¢oziimiinde hiz kazanilmig ve taksonomik diizeylerde 6nemli bilgiler elde edilmistir. Bu belirteg
sistemleri karsilastirildiginda RAPD teknigi ilgilenilen taksonun genleriyle ilgili herhangi bir 6n bilgi
gerektirmemesi nedeniyle en avantajlilarindan birisidir. RAPD ydntemi, rastgele secilmis 9-10
niikleotitlik bir primerin ilgili taksona ait DNA molekiiliine baglanarak PCR ile gogaltilmas: ve elde
edilen PCR iriinlerinin jel elektroforezinde goriintiilenerek sonuglarin degerlendirilmesi iglemine
dayanir. Ayrica ucuz ve tekrarlanabilir olmasi da teknigin diger bir avantajidir. Siyanobakterilerle
yapilmig olan bir¢ok caligmada RAPD-PCR teknigi sonucu elde edilen DNA profillerinin mevcut
tiirlerin ayriminda kullanilabilirligi ortaya konmusgtur (Neilan 1995, Nishihara et al. 1997, Shalini et al.
2007, Praveen Kumar et al. 2009, Prabakaran et al. 2011, Afaf et al. 2012).

RAPD-PCR, ozellikle akraba organizmalar arasindaki DNA dizi farkliligmin ortaya ¢ikarilmasinda
yaygin sekilde kullanilmakta ve elde edilen niikleotit farkliliklari RAPD belirtegleri olarak
isimlendirilmektedir. Yontemde, spesifik bir DNA bolgesi degil, genom {iizerinde bircok DNA lokusu
ayni anda g¢ogaltilabilmektedir. Genomlar arasinda RAPD belirte¢ farkliligmm nedenleri, primer
baglanma bolgesini degistiren (veya ortadan kaldwran) tek niikleotit degisiklikleri ya da
insersiyonlar/delesyonlar olabilecegi gibi, amplifikasyona imkan vermeyecek sekilde primer baglanma
bolgelerini ayiran genomik dizilerde meydan gelen insersiyonlar da olabilmektedir (Okore et al. 2017).

2. Materyal ve Yontem
2.1. Siyanobakteri tiirleri

Siyanobakteri tiirleri daha onceden yapilan bir TUBITAK c¢aliymasinda (Proje No: 105 O
053) morfolojik ve biyokimyasal olarak tanmmlanmistir (Gurbuz et al. 2009). Pasteur kiiltiir
koleksiyonundan elde ettigimiz Microcystis aeruginosa (PCC 7806) ve dis pozitif kontrol 6rnegi olarak
ise Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853) tiirleri de ¢calismada kullanilmisgtir.

2.2. Genomik DNA izolasyonu

Siyanobakteri genomik DNA izolasyonu, Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kiti
kullanilarak ve minér modifikasyonlar yapilarak gergeklestirilmistir. Genomik DNA 6rneklerinin
konsantrasyonlar1 nanodropta dl¢iilmiis ve son konsantrasyon 50 ng/ul olacak sekilde sulandirilmistir.
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2.3. RAPD primerleri
RAPD-PCR asamasmda Thermo Fisher Scientific firmasi (Offenbach/Almanya) tarafindan sentez
edilen 10 baz uzunlugunda, 15 adet RAPD primeri kullanilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. RAPD-PCR reaksiyonlarinda kullanilan primer dizileri, Tm dereceleri (°C) ve % GC oranlar1

Primer Dizi (5> =& 3?) % GC ™m
CRA-22 CCGCAGCCAA 70 34
CRA-25 AACGCGCAAC 60 32
Hip-CA GCGATCGCCA 70 34
OPA-11 CAATCGCCGT 60 32
OPA-13 CAGCACCCAC 70 34
Hip-GC GCGATCGCGC 80 36
Hip-TG GCGATCGCTG 70 34

MM TCACGGTGCA 60 32
CRA-23 GCGATCCCCA 70 34
CRA-26 GTGGATGCGA 60 32
OPA-08 GTGACGTAGG 60 32
OPA-18 AGGTGACCGT 60 32
OPA-12 TGTCATCCCC 60 32
OPA-14 TGCGTGCTTG 60 32
OPA-15 GACGGATCAG 60 32

2.4. RAPD-PCR déngii kosullar:

Deneysel verilerin giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi i¢in, PCR reaksiyonlar en az iki kere tekrar
edilmis ve her bir primere ait sabit bant profili veren reaksiyon kosullar1 se¢ilmistir. Dongii sartlar1; 6n
denatiirasyon 95°C 3 dak, denatiirasyon 95°C 45 sn, baglanma (annealing) 32-36°C 45 sn (Tablo 1),
uzama (extention) 72°C 45 sn ve son uzama ise 72°C 5 dak olacak sekilde ayarlanmistir. Denatiirasyon,
baglanma ve uzama olarak bilinen PCR ddngiileri toplamda 45 dongii yapilmistir.

2.5. Dendrogram ¢izimi

Dendrogram ¢izimi i¢in jellerdeki bantlar monomorfik ve polimorfik 6zellikleri agisindan
degerlendirilmistir. PCR iiriinlerinin bant biiyiikliikkleri DNA size marker (Fermentas GeneRuler 100 bp
Plus DNA ladder) kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen bantlar monomorfik ise 0, polimorfik ise 1
olarak degerlendirilmistir. Bu sayisal matriks bilgisi Genetic Analysis in Excel 6.501 (GenAlEx)
programi kullanilarak (Peakall et al. 2012) Nei’s genetik uzaklik ve benzerlik degerleri elde edilmistir.
Bir sonraki asamada ise iki farkli dendrogram (UPGMA ve Neighbor Joining) genetik uzaklik ve
benzerlik degerleri temel almarak MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 6.06 programi
kullanilarak ¢izilmistir.

3. Bulgular

Genetik karakterizasyon amagli kullanilan 15 farkli RAPD primeri ile toplam 306 adet amplifikasyon
tirtinii elde edilmistir. Bantlarm tamammin (%100) polimorfik oldugu goriilmiistiir (Tablo 2). En diisiik
bant agirligina sahip polimorfik PCR {irlinii 175 bg (baz ¢ifti) ile CRA-26 primerinden, en biiyiik bant
agrligina sahip polimorfik PCR iriinii ise, 3.000 bg ile CRA-25 ile OPA-13 primerlerinden alimmigtir.
Polimorfik primer bagina elde edilen ortalama bant sayis1 20.4 (306/15) olarak tespit edilmistir. En
fazla polimorfik RAPD belirteci olugturan primer ise 35 farkli PCR iiriinii ile Hip-GC primeri olmustur
(Sekil 1). Bakteri 6rneklerinin genetik akrabalik iligkisini ortaya ¢ikarmak i¢in Nei’s genetik uzaklik ve
benzerlik degerleri kullanilarak iki farkli dendrogram (UPGMA ve Neighbor Joining) ¢izilmistir (Sekil
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2 ve 3). Genetik uzaklik degerleri temel alindiginda, 0.451 degeri ile Synechococcus elongatus ve
Pseudoanabaena moniliformis en uzak tiirler, 0.268 degeri ile Anabaena affisinis ve Arthrospira sp. ise
birbirine en yakin taksonlar olarak tespit edilmistir (Tablo 3). Genetik benzerlik degerleri temel
alindiginda da yine ayni tiirler 0.765 degeri ile en yakin ve 0.637 degeri ile en uzak tiirler olarak tespit
edilmiglerdir (Tablo 4). UPGMA ile ¢izilen dendrogramda ise dis tiir olarak kullandigimiz pozitif
kontrol 6rnegi Pseudomonas aeroginosa genetik olarak ilk ayrilan tiirdiir. Daha sonra ise sirasiyla
Synechococcus elongatus, Phormidium formosum, Microcystis aeruginosa (PCC 7806), Plankthorix
limnetica, Pseudoanabaena moniliformis, Arthrospira sp. ve Anabaena affisinis ayrilmaktadir (Sekil
3).

Tablo 2. RAPD-PCR reaksiyonlarmdan elde edilen bant karakteristikleri

Primer Bant Toplam Monomorfik Polimorfik Polimorfizm
biiyiikliigii bant sayisi bant sayisi bant sayisi oram (%)
(bo)
CRA-22 250-2.000 29 - 29 100
CRA-23 225-2.750 21 - 21 100
CRA-25 375-3.000 19 - 19 100
CRA-26 175-1.500 22 - 22 100
Hip-CA 275-2.600 25 - 25 100
Hip-GC 225-1.800 35 - 35 100
Hip-TG 250-1.800 28 - 28 100
MM 175-2.400 15 - 15 100
OPA-08 200-1.900 17 - 17 100
OPA-11 250-2.500 19 - 19 100
OPA-12 250-1.600 13 - 13 100
OPA-13 330-3.000 18 - 18 100
OPA-14 275-2.800 12 - 12 100
OPA-15 275-1.800 18 - 18 100
OPA-18 200-2.200 15 - 15 100
Toplam - 306 - 306
9% |Page
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Sekil 1. Hip-GC primeri kullanilarak elde edilen RAPD-PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki
goriintiisii. 1; Microcystis aeruginosa, 2; Synechococcus elongatus, 3; Anabaena
affisinis, 4; Phormidium formosum, 5; Plankthorix limnetica, 6; Pseudoanabaena
moniliformis, 7; Arthrospira sp., PK; Pseudomonas aeroginosa, NK; Negatif
kontrol, M; 100 bp DNA size marker

W Microcystis aeruginosa
I B Synechococcus elongatus
2 I l F‘ l E' - I- !-
I Anabaena affisinis
B Arthrospira sp.
1 B Pseudoanabaena moniliformis
B Psevdomonas aeroginosa
0.05
Sekil 2. Neighbor-Joining ile ¢izilen dendrogram
r B Anabaena affisinis
L M Arthrospira sp.
B Pseudoanabaena moniliformis
M Plankthorix limnetica
M Microcystis aeruginosa
M Phomidium formosum
—l_ M Synechococcus elongatus
B Pseudomonas aeroginosa
0.0 015 010 0.5 000
Sekil 3. UPGMA ile ¢izilen dendrogram
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Tablo 3. Nei’s genetik uzaklik matriksi degerleri

0 [48]
> [%:}
3 o IS =)
o ()} > o] —
c @ L >
= o n o b )
g E = £ £ g g
3 (%] n o - ~
& 3 £ < = 8, & 2 B
» = o < 1S < Q= o e o
. 28 3 o 2 5 EE| = S &
o
S
583 e S 5] c 3'c < =N
29 =3 c 2 s 25| T 2
o %) < o o TE| < NS
Microcystis aeruginosa 0.000
(PCC 7806)
Synechococcus elongatus 0.391 0,000
Anabaena affisinis 0.339 0.372 0.000
Phormidium formosum 0.396 0.440 0.396 0.000
Plankthorix limnetica 0.372 0.445 0.335 0.335 0.000
Pseudoanabaena 0.396 0.451 0.339 0.386 0.335 0.000
moniliformis
Arthrospira sp. 0.339 0.420 0.268 0.405 0.325 0.277 0.000
Pseudomonas aeroginosa 0.482 0.509 0.430 0.471 0.456 0.353 0.410 0.000
(ATCC 27853)
Tablo 4. Nei’s genetik benzerlik matriksi degerleri
] [1+]
a g £ 8
o =] > 1] =
c [ [%2] =] ()
—_ o K] o - o
2 T c £ c © 5
= %) ‘D o e = - © _
& 3 E s = 8 » F 9o
—~ o © IS < o2 < 8w
; 28 3 © 2 = SE| £ s R
Ornek 2 & 3 = = 28 S =3 =N
8™ 5 < = < S = <] S O
20 8 o) = X BiE 2 =R
29 < g 2 s 25| £ >
So @ < o o QE|l < NS
Microcystis aeruginosa 1.000
(PCC 7806)
Synechococcus elongatus 0.676 1.000
Anabaena affisinis 0.712 0.690 1.000
Phormidium formosum 0.673 0644 | 0673 | 1.000
Plankthorix limnetica 0.690 0.641 0.716 0.716 1.000
Pseudoanabaena 0.673 0637 | 0712 | 0680 | 0716 | 1.000
moniliformis
Arthrospira sp. 0.712 0657 | 0765 | 0667 | 0722 | 0758 | 1.000
Pseudomonas aeroginosa 0.618 0.601 0.650 | 0.624 0.634 0.703 0.663 1.000
(ATCC 27853)
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Neighbor-Joining ile ¢izilen dendrogram sonuglarina gore iki ana grup olugmaktadir. Dendrogramin
birinci grubu Pseudomonas aeroginosa ve Pseudoanabaena moniliformis orneklerini kapsarken,
calisilan diger 6rnekler ikinci grup iginde yer almaktadir (Sekil 2).

4. Sonug¢ ve Oneriler
Bu ¢alisma kapsaminda daha 6nce morfolojik ve biyokimyasal olarak tanimlanan ve siniflandirilan bazi

Siyanobakteri  izolatlarmm  genetik  karakterizasyonu, @ RAPD-PCR  teknigi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Siyanobakteriler, taksonomik olarak oldukea cesitlilik gosteren biiyiik bir gruptur.
Siiflandirmalarinda morfolojik ve diger fenotipik 6zellikler yaygin olarak kullanilmistir. Son yillarda
uygulanan molekiiler filogenetik smiflandirma  teknikleri  6zellikle problemli  gruplarin
siiflandirilmasinda, toksin iireten tiirlerin teshisinde ve tespitinde degerli veriler ortaya koyabilmekte,
molekiiler genetik analiz sonuglar1 temel alinarak taksonlarin sistematikteki yeri degisebilmektedir.
RAPD, farkli Siyanobakteri gruplarini tanimlamada ve genetik cesitlilik analizlerinde kullanilan bir
tekniktir. Neilan et al. (1995) Anabaena ve Microcystis cinslerinin, Nishihara et al. (1997) Microcystis
cinsine ait degisik tiirlerin, Casamatta et al. (2003) Phormidium retzii suslarinin, Martinez et al. (2006)
Alexandrium tamarense ve Alexandrium minutum suslarinin, Srivastava et al. (2007) 4 farkli cinsin,
Shalini and Gupta (2008) 30 Calothrix susunun, Singh (2008), Perumal et al. (2009) 8 Oscillatoria ve 4
Lyngbya susunun, Hube et al. (2009) Nodularia harveyana ve Oscillatoria brevis suslarmm, Palinska
et al. (2011) Phormidium suslarmin, Muralitharan and Thajuddin (2011) Synechococcus elongatus
suslarinm, Singh and Dhar (2014) Spirulina ve akraba cinslerinin, Arima et al. (2012) Nostoc commune
genotiplerinin, Keithellakpam et al. (2015) 4 farkli Siyanobakteri cinsini ve bu cinslere ait suglarim,
Chakdar et al. (2017) 20 Nostoc susunun DNA diizeyinde genetik karakterizasyonu, genetik ¢esitliligi,
DNA fingerprint temelli molekiiler sistematiginde ve filogenisinde bizimde ¢aligmalarimizda kullanmis
oldugumuz primerlerin (CRA-22, CRA-23, CRA-26, Hip-TG, Hip-GC, OPA-08, OPA-11 ve OPA-13
basta olmak tiizere) biiylik bir kismini kullanarak intra-spesifik ve inter-spesifik diizeyde basarili
molekiiler genetik analizler yapmuslardir. Ayrica Shalini et al. (2007), Perumal et al. (2009),
Premanandh et al. (2009), Prabakaran et al. (2011) ve Chakdar et al. (2017) RAPD ¢aligmalarinda
kullandiklar1 random primerler ile %100 polimorfizm orani ve olduk¢a diizglin bantlasma modelleri
elde etmislerdir. Bu galigmalardaki mevcut bulgular bizim deneysel sonuglarimizla da uyumludur.
Salem et al. (2019) farkli stres kosullar1 altinda, Anabaena turolosa’nin farkl tipleriyle yapmis oldugu
calismada bizimde kullanmis oldugumuz dort farkli primer ile (OPA-11, OPA-13, CRA-22 ve Hip-TG)
RAPD reaksiyonlar1 gergeklestirmis ve DNA polimorfizm oranm %43.75 olarak bulmustur.
Polimorfizm oraninin diisiikligi ise; degisik stres kosullarmin DNA dizisinde degisiklik yaptigt ve bu
degisimlerinde polimorfizm oranini etkiledigi seklinde agiklamistir. Caligmamizda istatiksel analizlerin
giivenilirligi agisindan primer sayisi artirilarak 15 farkli random primer galisilmistir. Calismanin
deneysel asamalarinda PCR reaksiyonlarmin en az iki kez tekrar edilmesi ve sonuglarin
degerlendirilmesinde polimorfik bant modellerinin dikkate alinmasi ile deneysel hatalar en aza
indirilmistir. RAPD c¢aligmalarinda polimorfizm oraninin degiskenligini, kullanilan primer sayis1 da
etkileyebilmektedir. Primer sayisinin fazla olmasi daha fazla lokusun taranmasina olanak sagladigi i¢in
RAPD tekniginin istatiksel degerini ve RAPD reaksiyonlarinin verimliligini artirmaktadir.

RAPD-PCR tekniginin genetik analizlerde etkili bir yontem oldugu ve genom analizlerinde basarili
sekilde uygulandigi bir¢ok ¢alismada vurgulanmistir. RAPD ile kodlayici ve kodlayict olmayan DNA
dizilerinin rastgele primerlerle taranabilmesi, yiiksek diizeyde genetik varyasyonun saptanmasina
olanak vermektedir. Deneysel veriler sonucunda; c¢aligmalarimizda kullandigimiz RAPD-PCR
tekniginin ve kullanilan RAPD primerlerin iilkemizin iki farkli goéliinden (Kovada Golii/Isparta ve
Titreyen Gol/Alanya) toplanan Siyanobakteri izolatlarinin genetik karakterizasyonunda, teshisinde,
tanimlamasinda, genetik cesitlilik analizinde ve molekiller sistematiginde basarili bir sekilde
kullanilabilecegi goriilmiistiir. Kullanilan primerlerle elde edilen amplifikasyon {irlinlerinin sayis1 ve
polimorfizm yilizdesi, RAPD-PCR iiriinlerinin degisik programlarla analizi ve dendrogramlar sonucu
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ortaya ¢ikan genetik yapi morfolojik karakterizasyon ile de uyumlu bir tablo ortaya koymaktadir.
Kullanilan izolatlar biri diginda (Arthrospira sp.) tiir diizeyinde tanimlama yapilmistir.

RAPD primerleri kullanarak yapilan mevcut g¢aligma, ayni yontemle yapilan diger caligmalarin
verileriyle kiyaslandiginda; RAPD-PCR tekniginin Siyanobakteri molekiiler sistematiginde basarili bir
sekilde kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Bu c¢aligma Siyanobakteri izolatlarinin biyolojik
cesitliligi ve genetik karakterizasyonuyla ilgili iilkemizde yapilmasi planlanan diger ¢aligmalar igin de

temel olusturabilecek bir ¢aligma niteligi tasimaktadir.
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