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SIMGELER VE KISALTMALAR

ORN. NOK_.: Ornekleme Noktas1

GPS: Global Positioning System; Kiiresel Konumlama
Sistemi

REFGEN: Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Kurumu

NCBI: National Center for Biotechnology Information

DDBJ: DNA Data Bank of Japan (=Japonya DNA DataBank)

EMBL.: European Molecular Biology Laboratuary (=Avrupa

Molekuler Biyoloji Laboratuvar)

UPGMA: Unweighted Pair Group Method Algorithm

NJ: Neighbor-Joining

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

Accession Number: Katilim Numaralar1

PZR: Polimera Zincir Reaksiyonu

ITS: Internal Transcribed Spacer

IGS: Intergenic spacer (=Genler Arasi1 Bolge)

NOR: Nucleolar Organizer Regions (=Tekrarl tiniteler)

LSU: Large Subunit (=Biiylik Alt Birim)

SSU: Small Subunit (=Kiigiik Alt Birim)

DNA: Deoksiriboniikleikasit

RNA: Riboniikleikasit

rRNA: Ribozomal RNA

nrDNA: Niiklear DNA

CpDNA: Kloroplast DNA’s1

rDNA: Ribozomal DNA

tRNA: Tastyict RNA

MtDNA: Mitokondriyal DNA

pm: Mikrometre

ng: Nanogram

ul: Mikrolitre

°C: Santigrat derece

ml: Mililitre

bp: Base Pair (=baz ¢ifti)
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OZET

CANAKKALE (MARMARA BOLGESI, TURKIYE) VE CEVRESINDEKI iC
SULARDAN iZOLE EDIiLEN MiKROALGLERIN MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Fiisun AKGUL
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Doktora Tezi
Danisman: Dog. Dr. Hiiseyin ERDUGAN
03/02/2014, 104

Bu ¢alismada Canakkale (Marmara Bolgesi, Tiirkiye) ve ¢evresindeki i¢ sulardan
mikroalgler izole edilip kiiltiire alinmistir. Mevcut literatiirler yardimiyla morfolojik
tayinleri yapildiktan sonra molekiiler sistematik ile tiirlerin dogrulugu ve filogenetik
iliskileri arastirilmistir. Tirkiye i¢ sularina ait mikroalglerin ozellikle ekonomik-ticari
oneme sahip olan tiirlerin belirlenmesi ve bu mikroorganizmalar ile ilgili taksonomik
yanilgilarin ortadan kaldirilmasi saglanmistir. Calismada toplanan mikroalg 6rneklerinden
elde edilen DNA’lar ile polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) analizi gerceklestirilmis, elde
edilen ITS bolgelerinin dizi analiziyle baz dizilimleri belirlenerek filogenetik analizleri
yapilmistir. Morfolojik olarak tayin edilen mikroalg tiirlerinin tayinlerinin dogrulugu ve
tlirlerin akrabaliklar1 arastirilmistir.

Calisma boyunca Cyanobacteria, Heterokontophyta ve Chlorophyta gruplarindan 24
takson elde edilmistir. Bunlardan 18 6rnegin dizi analizi yapilmis ve NCBI verileri ile
hizalanmis ve bu Orneklere ait katilim numaralari NCBI’dan alinmistir. 11 6rnegin
morfolojik gézlem sonuglar1 ile BLAST sonuglar1 cins bazinda benzerlik gosterirken, 7
ornekte boyle bir benzerlik yakalanamamistir. Bu sonug, mikrolaglerin sistematik
karakterizasyonu yapilirken sadece morfolojik verilerin kullanilmasinin yetersiz kalacagini

bu verilerle birlikte molekiiler tekniklerin de kullanilmasinin gerektigini gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Mikroalgler, izolasyon, kiiltiir, molekiiler taksonomi, filogenetik.
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ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF MICRO ALGAE ISOLATED FROM
INLAND WATER IN CANAKKALE (MARMARA REGION, TURKEY) AND
AROUND

Fiisun AKGUL

Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School
Chair of Biology Thesis of Ph D.

Advisor : Assoc. Prof. Dr. Hiiseyin ERDUGAN
03/02/2014, 104

In this study; microalgae were isolated from inland water in Canakkale (Marmara
Region, Turkey) and cultured. After morphological identification by the present literature;
the accuration of species and phylogenetic relations were investigated by molecular
taxonomy techniques. Taxonomic mistakes of the algae species that have economic and
commercial importance in Turkey have been eliminated. Polymerase chain reaction (PCR)
analysis of DNA samples from microalgae were carried out. With the sequence analysis of
the ITS regions, obtained as a result of this analysis, phylogenetic analysis to be designated
by determining base sequences. Accuracy of determinations of the algae taxonomied
morphologically was investigated.

24 taxa from Cyanobacteria, Heterokontophyta and Chlorophyta were obtained
during the study. Eighteen of them were sequenced and aligned with NCBI data and
accession numbers were obtained from NCBI. Results of morphological observations were
similar to BLAST results at genus level for eleven of them, but seven of them were not
similar. This result shows that molecular approaches must be used for detecting systematic
category of microalgae.

Keywords: Microalgae, isolation, culture, molecular taxonomy, phylogenetic.
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BOLUM 1

GIRIS

Yeryiiziindeki temel enerji kaynagi giinesten dogrudan faydalanabilen canli grubu
olan fotoototrof canlilar; bazi1 bakteriler, siyanobakteriler (mavi-yesil algler), mikro ve
makroalgler, Bryophyta grubu ile vaskiiler bitkilerden olugmaktadir. Gezegenimizin
%75’inin sudan olugmasi, sucul kaynaklardaki birincil iiretimden sorumlu organizmalar
olan alglerin, yasamin siirdiiriilebilirligi agisindan 6nemini agikg¢a ortaya koymaktadir
(Tomaselli, 2004).

Mikroalgler; sucul sistemlerdeki birincil tiretimden sorumlu, yiiksek g¢esitlilige sahip,
yapilarinda Onemli kimyasal maddeler bulunduran ve bu ylizden ekonomik ve
biyoteknolojik yonden degerli olan canlilardir. Boylesine dnemli bir canli grubu bilimsel
calismalarda siklikla kullanilmaktadir. Her biyolojik calismada oldugu gibi mikroalglerle
yapilan c¢aligmalarda da Oncelikle o canlinin sistematiginin yapilmasi gerekmektedir.
Ancak mikroalglerle ilgili yeterli kaynagin olmamasi ve morfolojik yontemlerle teshis
yapilirken mikroskop goriintiilerine bagimli kalmak gerektiginden, bu smiftaki canlilarin
teshisi yapilirken zorluklar yasanmaktadir. Son yillarda, 6zellikle yurt disinda yapilan
sistematik calismalarda, morfolojik 6zellikler g6z Oniine alimarak yapilan tayinlerde bu
ozelliklerin yeterli olmadig1r anlasilmis ve bazi tiirlerin teshisinde yasanan zorluklarin
molekiiler analizlerle ortadan kaldirildigi ve bu tiirlerin gergcek tanilarmin yapildigi
gorilmiistiir.

Genellikle sucul habitatlarda yayilis gosteren mikroalgler, toprakta, buzullarda
aerosol halinde havada dahi bulunabilmektedir. Temel ihtiyaglari, karbondioksit, nutrient
olarak ozellikle azotlu ve fosforlu inorganik maddeler ve giines 15181 olarak siralanabilir.
Ekosistemde birincil iiretici olarak yer almalar1 ekolojik 6nemlerini yaratirken, 1950’lerin
basindan itibaren, mikroalglerin gida, yem, lipit, vitamin, pigment, giibre, ilag gibi
iirlinlerin eldesinde hammadde kaynag1 olarak, atik su aritiminda ve biyodizel iiretiminde
kullanimlar1 da ekonomik agidan Onemlerini ortaya c¢ikarmaktadir. Bu Onemlerinin
anlagilmasini takiben mikrolaglerin izolasyonu ve kiiltiir calismalar1 baslamis, elde edilen
biyokiitle, yukarida bahsedilen alanlarda kullanilmaya c¢aligilmistir. Biyolojik ¢aligmalarda
kullanilan materyalin sistematik tayininin yapilmasi, secilecek arag-gere¢, yOntem,
teknigin belirlenmesi agisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir. Yapilacak ¢alismanin sonuca

ulagabilmesi i¢in ilk 6nce canli materyalin taksonomik teshisinin yapilmasi gerekmektedir.
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Mikroalglerin sistematigi ile ilgili ¢aligmalar Linneus’a kadar uzanmaktadir. Fakat yakin
tarihten itibaren incelenip, gilincel durum belirtilecek olursa, su sekilde bir O6zetleme
yapmak miimkiindiir.

Yapilan ilk sistematik ¢alismalara bakildiginda; protozoologlar, tek hiicreli ya da
koloni halindeki kamg¢ilt tiim organizmalar1 Protozoa subesinin Mastigophora sinifina
yerlestirmiglerdi. Fakat sonralar1 protozoologlar ile botanik¢iler bu konuda
anlasamamislardir ve ilk kez Rabenhorst (1863) Chlamydomonnas ve Volvox taksonlarini
Chlorophyceae sinifi altinda toplamistir (Smith, 1950).

Harvey 1896’1 yillarda, algleri yapilarindaki renk pigmentlerine gore;
Chlorospermae, Melanospermae, Rhodospermae, Cyanospermae olmak lizere dort gruba
ayirmustir. Fischer ise 1910°1u yillarda algleri genel olarak Cyanophyceae, Chlorophyceae,
Phaeophyceae, Rhodophyceae, Diatomae seklinde bes ana gruba aywrmustir (Giiner ve
Aysel, 1999).

Algaebase veritabani tarandiginda alglerin yer aldig1 gruplar ve bu gruplarda yer alan
takson sayilar1 asagidaki gibi Ozetlenmektedir  (http://www.algaebase.org/browse/
taxonomy/?id=86701).

Siiper Alem (=Domain =Empire=Superkingdom): Prokaryota

Alem (=Regnum=Kingdom): Bacteria

Sube (=Phylum): Cyanobacteria (3438 takson)

Siiper Alem (=Domain =Empire=Superkingdom): Eukaryota

Alem (=Regnum=Kingdom): Protozoa

Sube (=Phylum): Euglenophyta (1210 takson)

Alem (=Regnum=Kingdom): Chromista

Sube (=Phylum): Cryptophyta(165)

Sube (=Phylum): Dinophyta(3031)

Sube (=Phylum): Haptophyta(528)

Sube (=Phylum): Heterokontophyta(12495)

Alem (=Regnum=Kingdom): Plantae

Sube (=Phylum): Charophyta (4190 takson)

Sube (=Phylum): Chlorophyta(5400)

Sube (=Phylum): Glaucophyta(15)

Sube (=Phylum): Rhodophyta(6399)

Sube (=Phylum): Tracheophyta(71)


http://www.algaebase.org/browse/
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Gliniimiizde canli sistematiginde kullanilan tekniklerin gelismesi, morfolojik
gozlemlerle yapilan tayinin yerini molekiiler veriler kullanilarak yapilan sistematik tayinin
almasina sebep olmustur. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PZR) ilk kez Saiki ve ark.
(1985) tarafindan tanimlanmasi molekiiler biyolojide biiylik ilerlemelere sebep olmustur.
Bu gelismeyi takiben; canlilarin DNA, RNA ya da protein dizilerini inceleyerek akrabalik
derecelerini, tarihlerini ve evrimsel gelismelerini bulmay1 amaglayan molekiiler filogenetik
kavraminin ortaya atilmasi taksonomide yeni bakis agilarmin ortaya ¢ikmasini saglamistir.
Molekiiler filogenetik ile pek ¢ok canlinin sistematik kategorizasyondaki yeri degismis ve
hala degismeye devam etmektedir.

Mikroalglerin bu denli 6neme ve biiyiik bir ¢esitlilie sahip olmasi, bu canlilar
hakkinda, biyokimya, genetik, molekiiler biyoloji alanlarinda genomik diizeyde ¢aligmalar
yapilmasimni1 zorunlu hale getirmistir.

Ayrica mikroalglerin mikroskobik canlilar olmasi, mikroskopta net goriintiiniin elde
edilememesi, sistematik tayini yapan kisinin deneyimsizligi, bu canlilarm kiiltiir
ortamlarinda ya da dogal habitatlarinda fizyolojik strese girmeleri durumunda farkl
morfolojik ozellikler kazaniyor olmalari, onlarm sadece morfolojik gézlemlere dayanarak
dogru bir sekilde sistematik tayinlerinin yapilmasini engellemektedir.

Tim bu fikirlerden yola ¢ikarak s6z konusu ¢alismada, Marmara Bdlgesi i¢ sularinda
dagilis gosteren Cyanobacteria, Heterokontophyta ve Chlorophyta gruplarinda yer alan 24
mikroalgin morfolojik ve molekiiler sistematiklerinin yapilmasi amaglanmistir. Bunun igin;
toplanan su oOrneklerindeki mikroalg hiicrelerinin izolasyonlar1 yapilmis ve belirlenen
kiiltlir ortamina konarak optimum sartlarda biiylimeleri saglanmistir. Belli bir yogunluga
ulasan mikroalg kiiltiirleri, molekiiler analizlerde kullanilmistir. Orneklerin DNA
izolasyonu yapilmisg, ITS bolgesi ¢ogaltilmig, DNA dizi analizi yaptirilmis ve filogenetik
agaclar1 olusturularak sistematik tayinleri yapilmistir. BOylece zengin bir mikroalgal
cesitliligine sahip i¢ sularimizda bulunan ve ekonomik agidan Onemli olabilecek alg
tiirlerinin sistematigi molekiiler verilerle desteklenerek dogru bir sekilde yapilmis ve bu

sistematik verilerin kayit altina alinmasi saglanmustir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Mikroalgler

Algler; gercek kok, govde, yaprak bulundurmayan, talluslu, klorofil ve diger
fotosentetik pigmentlere sahip, atmosferdeki oksijenin % 70-90’m1 saglayan,
ekosistemdeki besin zincirinin ilk halkasini olusturan canli grubudur. Temel olarak makro
ve mikro algler olmak iizere iki gruba ayrilmaktadirlar. Literatiirde oksijenik fotosentetik
bakteri olarak ge¢melerine ragmen siyanobakteriler ile Okaryotik mikroskobik algler,
mikroalgleri olusturmaktadir (Tomaselli, 2004).

Siyanobakterilerin hiicre duvari, lipopolisakkarit yapida olup murein (peptidoglikan)
tabakas1 icerir ve gram negatif boyanabilme 6zelligine sahiptir. Duvarin altinda ince bir
hiicre zar1 (plazmalemma) bulunur. Sitoplazmada fotosentez reaksiyonlarinin gerceklestigi
fikosiyanin bakimindan zengin tillakoyid zarlar bulunmaktadir. Fotosentetik pigment
olarak sadece klorofil a icermektedirler. Filamentli ve sesil tek hiicreli formlar halinde
bulunabilirler. Depo firiinleri glikojendir ve sitoplazmada granular halde bulunur.
Siyanobakteri hiicreleri ikili ve ¢oklu boliinme ve fragmentasyon ile ¢ogalirlar. Genetik
varyasyon ise transformasyon ve konjugasyon ile saglanmaktadir (Becker, 1994; Koray,
2002; Tomaselli, 2004; Lee, 2008).

Okaryotik alg hiicreleri, golgi cisimciginin salgiladig1 polisakkarit molekiillerinden
olusan bir hiicre duvar1 ile c¢evrilmistir. Duvarin hemen altinda protoplazmanin
hareketlerinin kontroliinden sorumlu bir hiicre zar1 (plazmalemma) bulunmaktadir.
Lokomotor organlar ve plazma zarma eklenmis, mikrotiibiillerden olusan kamgi, hiicreyi
iterek onun hareketini saglar. Cift katli zar ile sarmalanmis nukleus, hiicrenin genetik
materyalini bulundurur. Sitoplazmada tillakoyid zar sistemlerinden ve stromadan olusan,
baz1 liyelerinde pirenoidler bulunduran, fotosentezin gerceklestigi cift zarli organel
kloroplast, hiicresel solunumun gerceklestigi mitokondri, polisakkarit salgilanmasindan
sorumlu golgi cisimcigi, 80 S ribozomlar ve bol miktarda lipit molekiilii bulunmaktadir
(Lee, 2008).

Alglerin habitatlarina bakildiginda; genellikle akan ve durgun sularda genis bir
sekilde yayilis gosterdigi diisiiniiliir. Ancak, bu durum, alglerin endofitik (bir bitki ile
birlikte), epifitik (bir bitkinin {izerinde), epizoik (bir yumusakca ya da siiriingen gibi
hayvanlarin iizerinde), aga¢ kabugu iizerinde, nemli topraklarda, kalkerli tas ve kayalar ile

kar ve buzullarin iizerinde, sicak su kaynaklar1 gibi ekstrem sartlarda da yayilis
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gosterebilmeleri sebebiyle kismen dogrudur. Bu tiir yerlerde bir ya da birden fazla tiir bir
arada bulunabilir ya da baska canlilarla simbiyotik yasam gozlenebilir. Tropiklerden
kutuplara kadar ¢ok genis bir yayilis alanina sahiptirler. Planktonik alglerin tagmimi sucul
kusglarin su i¢indeki hareketleri ve alglerin gegici olarak yerlestigi kus tiiyleri ile olur. Toz
partikiillerinin arasinda diatomlarin bulunusu riizgarin 6nemli bir taginim aract oldugunu
gostermektedir (Van Den Hoek ve ark., 1995).

Alglerin gelisiminde su ile 151k, sicaklik, inorganik maddeler, pH ve diger biyotik
faktorler etkilidir. Isik, fotosentez i¢cin temeldir fakat her alg farkli yogunluktaki 1s18a tepki
gosterir. Terrestarial, akuatik ve havasal algler, farkli ortamlara adapte olmalarindan dolay1
farkli yogunlukta 1518a ihtiya¢c duymaktadirlar. Bununla birlikte, farkl dalga boylarindaki
151g1n suya girisini suyun turbiditesi ve ¢6ziinmiis tuz miktar1 da etkilemektedir. Kromatik
adaptasyon teorisine gore; fikoeritrin ve fikosiyanin igeren alglerin renklenmesinde de 151k
etkilidir. Sicakligin alg biiylime, gelisme ve dagiliminda biiyiik etkisi olup termal algler,
kar ve buzul algleri gibi istisnai durumlar hari¢ algal populasyonun habitatin1 sinirlar.
Yiiksek bitkilerin gelismesi i¢in gerekli olan birgok inorganik bilesikler, algler i¢in de
gereklidir. Algler azot ihtiyaglarini nitrat, nitrit ve amonyum bilesiklerinden karsiladiklar1
zaman 1yi bir gelisme gosterirler. Dogada kullanilabilir azot kaynaklar1 uygun oldugunda
algler ¢ok iyi bir gelisme gosterir (Van Den Hoek ve ark., 1995).

Algler, ekolojik ve ekonomik agidan 6nem tasiyan canlilardir. Su ortaminda primer
iiretici canlilar olan algler, yapilarindaki pigmentleri sayesinde karbondioksit ve suyu
15181 etkisi ile karbonhidratlara g¢evirirler ve bdylece su ortamindaki besin degerinin ve
¢Ozlinmiis oksijen oraninin artmasimi saglarlar. Sonucta kendi gelisimlerini saglayarak
besin zincirinin ilk halkasmi olustururlar. Bu sekilde tiretime olan katkilar1 ve st
basamaktaki canlilarla olan iliskileri agismmdan énem tasimaktadirlar. Uretim artisinm belli
bir diizeyi asmasinin dogal bir sonucu olarak da cevresel denge bozulur ve bu gelisime
otrofikasyon adi verilir. Otrofik bir ortamda besin madde girdisinin fazlaligindan dolayz,
(6zellikle azotlu ve fosfath bilesikler) alg ve bakteri faaliyetleri ile bulaniklik artar ve
15181 suyun alt kisimlarma gegmesi engellenir. Oksijen dip kisimlarda smirlayict bir
ozellik kazanir. Bu da bentik bdlgede yasayan canlilar icin 6liimle sonuglanabilir. insan
faaliyetleri, evsel, endiistriyel ve tarimsal atiklar son yillarda Gtrofikasyona direkt etkide
bulunmaktadir. Bunun yani swra atmosferden diflizyon ile suya karisan azot, yagmur
sularmin alict ortamlara tasidigi besin maddeleri, drenaj yoluyla ortama tasman maddeler
kirlenme siirecini hizlandiran dogal gelisimlerdir. Otrofikasyonun sonuglarmdan biri de

asir1 alg patlamalarinin goriilmesidir. Bunun anlami, fitoplankton (alglerin serbest ylizen
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formlar1) populasyonlarinin suyun rengini, kokusunu ve ekolojik dengesini bozacak
yogunluga ulasmasidir. Bunun yani sira alglerin asir1 gelismesi, sucul ortamdaki bir¢ok
canli igin toksik etkilere neden oldugu igin oliimler goriilebilmektedir. Ornegin,
Dinoflagellatlardan Gymnodinium, Stein ve Gonyaulax, Diesing cinslerine ait tiirler asiri
cogalma sonucu, hayvanlarin sinir sistemlerini etkileyen, yiiksek oranda suda ¢dziinebilen
toksik madde tiretirler (Weiver ve ark., 1982). Cyanobacteria grubundan Anabaena, Bory
de Saint-Vincent ex Bornet & Flahault, Aphanizomenon, A.Morren ex Bornet & Flahault,
Gloeotrichia, J. Agardh ex Bornet & Flahault ve Microcystis, Kiitzing ex Lemmermann,
Nostoc, Vaucher ex Bornet & Flahault, Oscillatoria Vaucher ex Gomont cinsleri ile
Heterokontophyta grubundan Prymnesium parvum, N.Carter tiirii ve Bacillarophyceae
grubundan Didymosphenia geminata (Lyngbye) M.Schmidt tiirii, algal bloom olayma
sebep olan diger mikroorganizmalardir (Van Den Hoek ve ark., 1995).

Algler, trofik diizeyin ilk kademesinde olmalarinin yaninda ekonomik 6neme sahip
irlinlerin eldesinde de kullanilabilirler. Alg {iriinleri, insan gidasi, hayvan yemi, tedavi
edici ajanlar olarak, antimikrobiyal madde, pigment, pek ¢ok kimyasal madde (yag asitleri,
lipidler, hidrokarbonlar, aminoasitler, enzimler, E ve C vitamini, polisakkaritler) eldesinde,
attk su aritiminda, yakit (biyodizel, biyogaz vs.) ve organik giibre olarak
kullanilabilmektedir (Becker, 1994).

20. Yiizyila bakildiginda 1950’lerin basindan itibaren, mikroalglerin gida, yem, lipid,
vitamin, pigment, giibre, ila¢ gibi {riinlerin eldesinde ham madde kaynagi olarak

kullanimlarina yonelik ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir.

2.2. Mikroalglerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Mikroalglerin izolasyon ve kiiltiir calismalar1 20. yy. sonlarina dogru, ilk kez
Chlorella vulgaris, Beyerinck [Beijerinck] tiiriiniin laboratuar sartlarinda kiiltiiriinii yapan
Beijernck ile 1890 yilinda baslamistir (Bold, 1942). Zamanla bu ¢alismalar laboratuar
ortamindan acik kiiltlir sistemlerine tagmmustir (Sharma, 1986). Konuyla ilgili ilk proje
Washington’da Carnegie Enstitiisii’'nde, yesil alglerden olan Chlorella cinsinin besin
olarak kullanilip kullanilamayacaginin arastirilmasi amaciyla baglatilmis ve “Algal Culture
from Laboratory to Pilot Plant” isimli ¢aligmada rapor edilmistir (Becker, 1994). Farkli
iilkelerde de genis alanda alglerin kiiltiirii ve tiretilen biyokiitlenin kullanilabilirligi ile ilgili
pek ¢ok calisma yapilmigtir (Caswell ve Zilberman, 2000).

[zolasyon yontemleri, alglerin degisik iireme birimlerinin veya algin kendisine ait

olan fototaktik harekete dayali biyolojik izolasyon ve seyreltme, kilcal pipet ve plak agar


http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=32781&sk=0&from=results
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=31545&sk=0&from=results
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=27676&sk=0&from=results
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teknikleri ile yapilan mekanik izolasyon olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Alg izolasyonu,
mekanik izolasyon yontemleri ile biyolojik izolasyona gore daha hizli yapilabilmektedir
(Pringsheim, 1946).

Izolasyonu yapilan alg hiicresi, o tiiriin maksimum biiyiime ve gelisme gosterdigi
dogal ortamina en benzer kiiltiir soliisyonuna kondugunda yasamini siirdiirebilmektedir. Bu
noktada, kullanilacak kiiltiir soliisyonunun igerdigi besleyici maddelerden pH degerine
kadar pek cok Ozelliginin dogal yasam ortamina benzemesi gerekmektedir (Mclachlan,
1973). Verimli ve saglikl bir kiiltiir elde etmek icin; kiiltlir ortam1 hazirlamada kullanilan
suyun kimyasal 6zelligi, kiiltiiriin yetistirilecegi kabin boyutlar1 ve yapildig1 madde, kiiltiir
ortami hazirlarken kullanilan inorganik ve organik besleyiciler, kiiltiir sartlarinin (151k,
sicaklik, pH, tuzluluk, havalandirma) optimizasyonu ve siirdiiriilebilirligine dikkat etmek

gerekmektedir.

2.3. Alglerin Sistematigi
Zaman i¢inde farkli gorlisler ortaya atilmakla birlikte Guiry (2012) yaptig1 son
calismasinda alg sube ve smiflarmi ve bunlarin kacar taksonla temsil edildiklerini

Ozetlemistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Her sube ve siniftaki alglerin sayilari, yaygm isimleri, Algaebase veri

tabanindaki sayilar, tanimlanmis ve tanimlanmay1 bekleyen alglerin sayilar1 (Guiry, 2012)

Tanmmlan- Tanimlana-

Sube ve Sumif Yaygin ismi Siniflar Subeler mislar mamislar Toplam
Cyanobacteria Blue-green algae 3300 5000 3000 8000
Cyanophyceae Blue-green algae 3300

Rhodophyta Red algae 6,131 7,000 7,000 14,000
Bangiophyceae Bangiophytes 138

Cyanidophyceae Cyanidophytes 4

Pophyridiophyceae Porphyridiophytes ;é

Stylenomatophyceae Stylonematophytes 5

Rhodellophyceae Rhodellophytes 5948

Florideophyceae Florideophytes '

Glaucophyta Glaucophytes 14 15 15 30
Charophyta Charophytes 3,470 6,000 3,000 9,000
Charophyceae Charophytes 690

Coleochaetophyceae Coleochaetophytes 18

Klebsormidophyceae Klebsormidophytes 39

Mesostigmatophyceae Mesostigmatophytes ) 1739

Zygnematophyceae Zygnemophytes '

Chlorophyta Chlorophytes 4,548 8,000 5,000 13,000
Bryopsidophyceae Bryopsidophytes 520

Chlorodendrophyceae Chlorodendrophytes 43

Chlorophyceae Chlorophytes 2,292

Dasycladophyceae Dasycladophytes ?g

Mamiellophyceae

Mamiellophytes
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Nephroselmidophyceae  Nephroselmidophytes 26

Pedinophyceae Pedinophytes 22

Pleurastrosphyceae Pleurastrophytes 3

Prasinophyceae Prasinophytes 49072

Siphonocladiophyceae  Siphonocladiophytes 546

Trebouxiophyceae Trebouxiophytes 531

Ulvophyceae Ulvophytes

Cryptophyta Cryptophytes® 148 200 200 400
Cryptophyceae Cryptophytes 148 550 250 800
Haptophyta Haptophytes® 510

Coccolithophyceae Coccolithophorids 371

Pavlovophyceae Pavlovophytes 15

Incertae sedis 124

Cercozoa 12 12

Chlorarachniophyceae Chlorarachniophytes

Ochrophyta Ochrophytes® 11,571 12,500 8,500 21,000
Aureanophyceae Aureanophytes 1

Bacillariophyceae Diatoms 8,397

Bolidophyceae Bolidophytes 144

Chrysomoerophyceae Chrysomerophytes 431

Chrysophyceae Chrysophytes 51

chtyochophyceae chtyochophytes 35

Eustigmnatophyceae Eustigmatophtes 12

Pelagophyceae Pelagophytes 1,792

Phaeophyceae Brown algae 33

Phaeothamniophyceae Phaeothamniophytes 4

Picophagophyceae Picophagophytes 6

Pinguiophyceae Pinguiophytes 2

Placidiophyceae Placidophytes 35

Raphidophyceae Raphidophytes 1

Schizocladiophyceae Schizocladiophytes 259

Synchromophyceae Synchromophytes 500

Synurophyceae Synurophytes

Xanthophyceae Xanthophytes

Choanozoa Choanoflagellates 79 150 150 300
Choanoflagellatea Choanoflagellates 79

Euglenozoa Euglenoid flagellates 1,189 2,000 1,000 3,000
Bodonophyceae Bodonozoans 32

Euglenophyceae Euglenozoans® 1,157

Loukozoa Loukozoans 3

Jakobea Jakobids 3

Metamonada Metamonads 5

Trepomonadea Trepomonads 5

Myzozoa Myzozoans 2,277 2,500 500 3,000
Dinophyceae Dinoflagellates 2,270

Perkinsea Perkinsids 7

Percolozoa Percolozoans 3 3 3 6
Heterolobosea Heterolobosids 3

TOPLAM 33,260 43,918 28,618 72,536

a: -phytes eki bu alglerin geleneksel isimlerinde aldiklari ektir, Chromista taksonuna

yerlestirilmis bu alglerin Rhodophyta, Chlorophyta, Charophyta, and Glaucophyta

(Plantae) gruplartyla iligkisi bulunmamaktadir.
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2.4. Sistematikte Kullanilan Yontemler

Biyolojik caligmalarda ¢ok cesitli materyaller kullanilmaktadir. Fakat kullanilan
materyalin sistematigi tam olarak belirlenemediginde calisma icin segilecek arac-gerec,
yontem ve uzman kisiler de tam olarak belirlenemez. Bu yiizden ¢alismanin saglikli
ilerleyebilmesi, verimli olabilmesi ve calismadan istenen sonucun alinabilmesi igin
yapilmasi gereken ilk is, kullanilacak biyolojik materyalin sistematik tayinini yapmaktir.

Bunun i¢in farkli yontemler kullanilmaktadir.

2.4.1. Morfolojik taksonomi

En eski sistematik c¢alismalardan olan morfolojik taksonomi, canlilarin dis
goriiniislerine bakilarak, mikroorganizmalar i¢in mikroskobik diizeyde incelenebilen genel
fenotipik Ozellikleri kriter alinarak yapilmaktadir. Mikrolaglerin sistematiginde, gercek
cekirdeginin olup olmadigi, plastitlerinde bulunan pigmentler ile bu pigmentlerin ve
plastitlerin yerlesim sekli, hiicre duvar1 ve yerlesimi, hiicre 6l¢iileri ve sekli, varsa kamgi
uzunlugu ve yapisi, hayat dongiileri, ireme organlar1 ve gogalma yollar1 gibi 6zelliklerden
faydalanilir. Bu Ozelliklerine gore belirgin bir sekilde birbirinden ayrilabilen taksonlar
bulunmaktadir. Ornegin; Chlorophyceae smifi iiyelerinin kamg¢1 uzunlugu her zaman esit
olup plastitlerinde ¢ogunlukla yesil pigmentler bulunmakta ve fotosentetik Uiriinlerini her
zaman nigasta olarak depolamaktadirlar. Oysa Heterokontophyta boliimii iiyelerinin esit
olmayan kamgilari, ¢ogunlukla sar1 renkli pigmentleri ve yag depo maddesi vardir. Bu
ozelliklerin belirgin farkliliklar1 Heterokontophyta ve Chlorophyceae iiyelerinin rahat bir
sekilde ayrilmasini saglamaktadir. Ancak bu durum her zaman miimkiin olmamaktadir.
Ozellikle mikroalglerin mikroskobik gdzlemlerinde yasanan, mikroskobun yetersiz
kalitede olmasi, gozlem yapan kisinin deneyim eksikliginin olmas1 ve alg sistematiginde
literatiir eksikliginin olmas1 gibi yontemsel eksiklikler ile mikroalg hiicrelerinin dogal
yasam ortamlar1 ve kiiltlir sartlarinda farkli morfolojik 6zelliklere sahip olmasi, kiiltiir
sartlarinda strese girip spor halinde kalabilmesi gibi 6zellikler sebebiyle mikroalglerin
teshisi tam ve dogru bir sekilde yapilamamaktadir. Bu sikintilar nedeniyle mikroalg

sistematiginde alternatif tekniklere gerek duyulmustur.

2.4.2. Sitotaksonomi

Morfolojik taksonomi verilerindeki belirsizlikler, canlilarin siniflandirilmasinda
farkli tekniklerin kullanilmasini gerektirmistir. Sitotaksonomi, karyotiplerin durumu,
kromozom sayisi, kromozom yapis1 ve kromozom biiyiikliikleri gibi sitolojik bulgular

yardimiyla klasik taksonomideki tartigmali durumlarin aydinlatilmasina katkida
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bulunmaktadir (Yaylact ve ark., 2009). Alglerin sitotaksonomisi ile ilgili ¢aligmalar da

yapilmistir (Rao ve ark., 1978; Prasad ve Dutta, 1970 a,b)

2.4.3. Kemotaksonomi

Canlilardaki kimyasal maddelerin 6zelliklerini, taksonomik dagilimlarint ve ayrica
evrimlesme ile iliskilerini inceleyerek katkida bulunmak iizere tiimiiyle analitik
sonu¢lardan yararlanan bilim dalidir. Genel olarak, canlilik i¢in esas olan, canliligin
olusmasi ve siirmesi i¢in sart olan maddeler primer (birincil) metabolitlerdir. Bunlarin
disinda kalan, yani eksikligi halinde de canliligin siirebilecegi, bu nedenle de tiim
canlilarda bulunmayan ve 6zel bir canli grubunun evrimlesme seklinin ortaya cikarttigi
maddeler de sekonder (ikincil) metabolitler olarak adlandirilmaktadir. 1950’lerin
sonlarinda bitkisel kokenli organik maddelere dayanan ve o zamanki tekniklerle gereken
sekilde analizleri miimkiin olmayan alkaloitler disindaki ikincil metabolitlerin taksonomik
dagilimin1 inceleyerek sonuca gitmeye calisan bir siniflandirma yontemi gelistirilmistir.
Onerilen bu biyogenetik yorumlara girmeyi amaclayan smiflandirma; fito-hormonlar,
vitaminler dahil bitki kimyasi bulgular1 ile tropolenler, terpenler ve steroidler gibi
maddelerin  bitki  fizyolojisine dayal1  biyogenetik  verilerine  dayandirilmistir
(http://80.251.40.59/science.ankara.edu.tr/duygu/ KEMOTAXONZmb.htm).

Algler de 6zel yasam alanlarina adapte olabilmeleri ve genis bir yayilis alanina sahip
olmalar1 sebebiyle yiiksek oranda sekonder matabolit (yag asitleri, steroller, karotenoidler,
pigmentler, fikokolloidler, agar, karregan, alginat) iiretebilme potansiyeline sahiptir. Iste
alglerin {irettikleri sekonder metabolitler ve oOzellikleri, fotosentez sonucu meydana
getirdikleri tiriinler ve depo etme sekli, hiicre ¢eperinin kimyasal yapisi gibi 6zellikler
dikkate alinarak kemotaksonomik ¢alismalar yapilmistir. Howard ve ark. (1980), Giner ve
ark. (2009), Hou ve ark. (2011), Fenical ve Norris (1975) gibi bilim adamlarmnm konuyla

ilgili ¢aligmalar1 bulunmaktadir.

2.4.4. Molekiiler taksonomi

Mikroalg teshisinde Orneklerin 151k mikroskobu altinda mikrografi yontemi ile
incelenerek morfolojik tiir tayinin yapilmasi, fazlasiyla deneyim ve zaman gerektirmekte
ve arastiricilara gore farkliliklar gosterebilmektedir. Son yillarda molekiiler biyoloji ve
genetik alanlarindaki gelismeler sistematik alanda yeni tekniklerin ortaya ¢ikmasini
saglamigtir. Polimeraz zincir reaksiyonunun kesfiyle organizmalarm genlerinin
klonlanmas1 ve bunlarin birbirleriyle karsilastirilmas: sistematik alaninda biiylik bir

kolaylik yaratmuigtir.
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Molekiiler taksonomi, organizmalar arasindaki benzerliklerin ve birbirleriyle olan
filogenetik iligkilerin, DNA, RNA, protein gibi canli i¢in spesifik olan polimerlerin
molekiiler diizeyde incelenmesi ve bu incelemeler sonucu elde edilen genomik bilgilerin
biyoinformatik  teknikler kullanilarak  yorumlanmasi ile belirlenmesi esasina

dayanmaktadir.

2.4.4.1. Molekiiler taksonomide kullanilan yontemler

Protein elektroforezi, Rastgele Amplifiye Olmus Polimorfik DNA (RAPD),
Restriksiyon Fragmentlerinin - Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Amplifiye Olmus
Fragmentlerin Uzunluk Polimorfizmi (AFLP), DNA dizi analizi, Ger¢cek Zamanl
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PZR) bunlardan bazilaridir (Kiligoglu ve Ozkog,
2008; Ergiiden, 2007).

Protein Elektroforezi

Molekiiler taksonomide kullanilan ilk yontemlerden olan protein elektroforezi,
protein monomerleri aminoasitlerin ylikiine bagl olarak elektriksel alanda farkli hareket
etme prensibine dayanmaktadir. Bir proteini kodlayan gende birden fazla allel varsa, her
bir allel tarafindan sifrelenen proteinler farkli aminoasit gesitleri igerikleri i¢in farkl
elektriksel ylike veya biiyiikliige sahiptirler. Elektroforez bu gibi allel farkliliklarini ortaya

cikararak veri elde etmemizi saglar (Turan, 2000).

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) Restriksiyon Parca

Uzunluk Polimorfizmi

Restriksiyon par¢ca uzunluk polimorfizmi (RFLP), kiyaslama amaciyla, farkli
organizmalara ait homolog DNA bdlgelerinin retriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve bu
DNA pargalarinin agaroz veya poliakrilamid jel elektroforezinde biiyiikliiklerine gore
ayrilmasi esasma dayanmaktadir. Etidyum bromiir ile jel boyandiktan sonra fragmentlerin
UV 151k altinda gozlemi yapilir. Bantlar ve bantlar arasindaki farkliliklar karsilastirilarak
her izolatin ayrimi yapilmis olur. RFLP teknigi PZR metodundan yararlanilarak,
mitokondriyal DNA, kloroplast DNA’s1 ya da niiklear DNA’nin birkac bdlgesi (geni) i¢in
kullanilabilmektedir. Yapilan son ¢aligmalar bu yontemin 6zellikle filogeni alaninda etkili

oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Turan, 2002).
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RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) Rastgele Cogaltilms

Polimorfik DNA

9-10 baz ¢iftinden olusan rastgele oligoniikleotitlerin, DNA’nin iki ipligi lizerinde iki
farkli, birbirine zit noktada tamamlayicilarin1 bulmas:t ve bu ara bolgenin ¢ogaltilmasi
prensibine dayanmaktadir. Bu islemle elde edilen amplifikasyon iiriinleri polimorfizm
gosterdiklerinden genetik belirteg olarak kullanilirlar (Welsh, 1990).

Bu yontem, molekiiler sistematik ve bitki genom haritalarinin ¢ikartilmasinda
basariyla kullanilmaktadir (Kochieva, 2002). RAPD yontemi yogun laboratuvar ¢aligmalari
ve Southern transferler, filtre hibridizasyonlari, otoradyografi gibi pahali yontemler ile
genomik kiitiiphane olusturulmasini gerektirmemektedir. RFLP analizlerinde kullanilan
DNA’ya gore ¢ok daha az miktarda genomik DNA’ya ihtiya¢ duyulur. Tiirler arasi ve tiir
ici polimorfizmin belirlenmesinde RFLP teknigine gore daha etkilidir (Babaoglu, 2004).

AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism) Cogaltilmis Parca Uzunluk

Polimorfizmi

AFLP tekniginde restriksiyon endoniikleazlarin her biri DNA iizerinde spesifik bir
bolgeyi veya sekansi tanmyip keser ve DNA fragmanlar1 olusur. Farkli hedef sekanslari
tantyan farkli restriksiyon enzimlerinin es zamanli kullanimlar1 farkli uzunluklara sahip
DNA fragmaninin olusmasina sebep olur ve istenilen hedef fragmani ¢ogaltmak i¢in pre-
selektif amplifikasyon adi verilen bir islem ile fragmanlar taranir, PZR teknigi kullanilarak
istenilen hedef fragmanin sayis1 binlerce kere arttirilir (Babalola, 2003). Bu teknik bakteri,
mantar, hayvan ve bitkileri de igeren ¢cok genis canli grubunda tiir alt1 kategorilerde genetik
varyasyonu belirlemek i¢in siklikla kullanilmaktadir. Teknigin ¢ok genis bir alan1 taramasi,
az miktarda is giicline gereksinim duymasi, kisa siirede neticelenmesi ve
yorumlanabilmesinin kolay olusu, analiz i¢in az miktarda DNA’ya gereksinim olmasi,
avantajlar1 arasindadir.

Bu yontemlerin diginda; Minisatellitler (SSR), Mikrosatellitler (VNTR), ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats) Basit I¢ Dizi Tekrarlari, SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions) Belirlenmis ve Cogaltilmis Polimorfik Diziler, CAPS (Cleaved
amplified polymorphic sequence) Kesilip Cogaltilmis Polimorfik Diziler, ESTs (Expressed
Sequence Tags) Isaretli ifade Edilen Diziler, ASAP (Allele Spesific Associated Primers)
Allele Ozgii Birlesen Primerler, SNP (Single Nucleotide Polymorphism) Tek Niikleotit

Polimorfizmi gibi daha detayl ve farkli tekniklere dayanan yontemler de kullanilmaktadir.
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PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

1986 yilinda gelistirilen PZR, DNA molekiillerinde hedef DNA dizilerinin dogrudan
cogaltilmasina dayanir ve nanogram miktarlarda DNA dahi bu is i¢in yeterlidir. Molekiiler
biyoloji, insan genetigi, evrim, gelisim ve adli vakalar gibi pek ¢ok disiplinde kullanilan bu
yontemde hedef DNA’nin niikleotit dizisinin, tek zincirli DNA’ya baglanacak olan iki
oligoniikleotit primerin sentezinin yapilabilmesi icin bilinmesi gerekmektedir. Bu
primerler, ¢ogaltilacak tek zincirli DNA molekiiliindeki tamamlayici dizilerle hibridize
olarak 1siya dayanikli DNA polimeraz (Taq polimeraz vs.) yardimiyla DNA’daki hedef
bolgenin sentezini saglar (Sekil 2.1). PZR reaksiyonunda ii¢ temel basamak vardir ve
cogaltilmis TUriinlin miktary, bu li¢ adimin tekrarlanma sayisima baghdir (Klug ve
Cummings, 2003).

Ik adimda (denaturation); ¢ogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincirli hale
gelene kadar 90-95°C’de yaklasik 5 dakika siireyle isitilir. Ikinci adimda (annealing);
sicaklik 50-70°C arasinda bir degere diisiirtilerek primerlerin (15-30 niikleotit uzunlugunda
yapay oligoniikleotidler) tek zincirli hale getirilmis DNA’ya baglanmasi saglanir. Bu
primerler, kalip DNA’nin sentezi i¢in, baslangic noktasi olarak gorev yaparlar ve
cogaltilacak DNA kisminin uglarindaki tamamlayict dizilere spesifik olarak baglanirlar.
Son adimda (extension); 1siya dayanikli DNA polimeraz olarak genellikle sicak su
kaynaklarinda yasayan bir bakteriden (Thermus aquaticus) elde edilen Tag polimeraz
enzimi kullanilir. Polimeraz enzimi, niikleotitleri 5” ucundan 3" ucuna dogru ekleyerek,
primerlerin uzamasini saglar ve 70-75 °C arasindaki sicakliklarda hedef DNA’nin iki
zincirli kopyasini olusturur (Klug ve Cummings 2003).

PZR bir zincir reaksiyonu olup 4-5 dakika siiren her dongiide DNA zincirlerinin
sayis1 iki katma ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki donglide kalip gorevi gortrler. 25-30
dongii sonunda, DNA miktarinda yaklasik 1.000.000 kez artma olur. islem, thermocycler
(1s1 dongiiciisii) denilen makinelerde, onceden dongii sayis1 ve sicakliklari belirlenen

programlarla, otomatik olarak gergeklestirilir (Klug ve Cummings 2003).
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Sekil 2.1. PZR yontemi (Klug ve Cummings 2003).
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2.4.4.2. Molekiiler taksonomide kullanilan DNA cesitleri

Okaryot canli gruplarminm filogenetik ¢aligmalarinda nuklear DNA, mitokondriyal
DNA, fotoototrof olanlar i¢in kloroplast DNA’s1 kullanilabilirken, prokaryot olanlar i¢in
sadece genomik DNA kullanilabilmektedir.

Molekiiler filogenetik caligmalarda kullanilmasi avantajli olan DNA bolgeleri,
¢ekirdek ve mitokondrial rDNA ve protein kodlayan bolgelerdir (Bridge ve ark., 2005).
Bunun yaninda; kloroplast DNA’s1 (cpDNA), ribozomal DNA (rDNA), Rubisco, tRNA
gibi canlilarda ortak gen bolgeleri olarak kabul edilen evrensel bdlgeler de

kullanilmaktadir.

Mitokondriyal DNA

Mitokondriyal DNA (mtDNA) mitokondri icindeki c¢iplak DNA molekiiliidiir
(Kartavtsev, 2007). Mitokondri, proto-6karyot hiicrenin simbiyontu olarak giiniimiizden
1,5-2 milyar y1l once ortaya ¢ikmis ve daha sonra genlerinin biiylik bir kismini hiicre
cekirdegine aktarnustir. mtDNA 12S ve 16S rRNA, 22 adet tRNA ve oksidatif
fosforilasyon enzimleri olan 13 polipeptid kodlar (Wallace, 2000, 2005). Mitokondriyal
DNA ile ilgili yapilan ¢aligmalar sitokrom b geni iizerinde yogunlagmistir (Giilbitti-
Onarici, 2003). Tiir ve daha iist taksonomik seviyelerin evrimsel iligkilerini belirlemek i¢in
mtDNA molekiiliiniin tercih edilmesinin nedenleri kiigilk boyutlu ve yiiksek oranda

korunmus yapida olmalaridir (Su ve ark., 1999).

Kloroplast DNA’s1

Kloroplast DNA’s1 (cpDNA) halkasal bir molekiil olup semikonsevatif olarak
kendini esler. Cigekli bitkilerin 120-217 kilobazdan olusmus kloroplast genomu nesiller
boyu ¢ok iyi korunmus bir molekiildiir. Kloroplast DNA’sinda bulunan ve Kalvin
reaksiyonlarinda karbondioksitin tutulmasindan sorumlu ribuloz 1,5-
bifosfatkarboksilaz/oksijenaz (RUBISCO) enzimi kodlayan genin biiyiik pargasi olan rbcL
geni, bitki filogeni ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir. RbcL gen dizileri yavas bir
hizla evrimlestikleri ve acik-net olmalar1 sebebiyle sistematik ¢aligmalarda

kullanilmaktadirlar (Lin ve ark., 2005).

Cekirdek DNA’s1
Protein sentezi, tlim canli hiicrelerde gerceklesebilen ortak bir metabolik olay
oldugundan organizmalar arasindaki sistematik iligkiyi belirlemede bu olayn

gerceklesmesinden sorumlu gen bdlgesi olan rDNA molekiilleri siklikla kullanilmaktadir.
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rDNA eski, fonksiyonel olarak sabit, evrensel olarak yaygin ve filogenetik farki 6lgiili bir
sekilde koruyabilen bir molekiildiir. Ayrica, rDNA gibi biiyiik bir molekiildeki olasiliklarin
sayist olduk¢a fazladir ve iki dizi arasindaki benzerlikler filogenetik bir iliskiyi isaret
etmektedir. rDNA dizi analizlerinin sonuglar1 ve molekiiller genetik ¢aligmalar
organizmalar arasmndaki dogru taksonomik iliskileri yansitacak sekilde filogenetik
agaclarm elde edilmesini saglamustir (Kiligoglu ve Ozkog, 2008).

Okaryotik ribozomal RNA genleri (ribozomal DNA veya rDNA) birbiri ardina gelen
dizilerden olusan ve tekrarh tiniteler NOR (Nucleolar Organizer Regions) olarak bilinen
kromozom bolgelerinde bulunur. Her tekrarli {inite transkribe olan ve olmayan bolgelerden
olugsmaktadir. Transkribe olan bolgede 18S, 5.8S and 26S rRNA bdlgelerinin genleri vardir
ve 5.8 S rRNA geninin her iki kenarinda ITS bolgeleri bulunmaktadir (Vander Stappen ve
ark., 1998).

Iki ITS bolgesi (ITS1 ve ITS2), 5.8S, 18S ve 268 niiklear ribozomal RNA (nrRNA) alt
birimlerini kodlayan genler arasinda bulunmaktadir. ITS-1 ve ITS-2 bolgeleri ile 5.8S
nrRNA bolgesinin tamami ITS bdlgesi olarak adlandirilir (Sekil 2.2).

rDNA tekrar birimi

Y

ITS1veITS2 IGS.(-hftergenic '\.\
(Internal Spﬁcer Spacer) i
Transcribed g |
Spacer) Lo 4
./'/ \
7 ITS1 ITS2 IGS 1 1GS2 |
/‘/ | j/ j/ l J/ I‘
e - ‘
— R e ——
SSU(I8S)RNA  5.88 LSU (25-28S) RNA 55 RNA
RNA

Sekil 2.2. ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgesi.

Korunmus dizileri bulunduran biiyiik alt birim (LSU) ve kiiciik alt birim (SSU)
genleri bir¢ok taksonomik calismada kullanilmistir. LSU rDNA dizi analizlerinden elde
edilen verilerin filogenetik ag¢idan morfolojik karakterlere kiyasla daha fazla bilgi verici
oldugu agiktir (Castlebury ve Carris, 2005). Alt birimler arasindaki ara (spacer) bolgeleri,

trankripsiyonu yapilmayan bolgeler (internal transcribed spacer-ITS) ve genler aras1 bdlge
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(intergenic spacer-IGS) olarak adlandirilir. Bunlar alt birim dizilerinden daha degiskendir
ve tek bir cins icindeki tiirler arasindaki ya da tiir i¢i (intraspesifik) populasyonlar
arasindaki ¢alismalarda genis oranda kullanilmaktadir (Kiligoglu ve Ozkog, 2008).

ITS bolgesinin filogenetik ¢aligsmalarda kullanilmasinin bir¢gok sebebi vardir.
Bunlardan bir tanesi; ITS bdlgesinin bitki niiklear genomunda olduk¢a fazla tekrarl
olmasidir. Bu sekilde fazla tekrarli olmasi, nuklear DNA’nin amplifikasyonunun ve
dizilenmesinin daha kolay hale gelmesini saglamaktadir. ikinci olarak, nrDNA ¢oklu gen
dizisinin hizli bir sekilde birlikte evrim geg¢irmis olmasi, tiirlerin baz dizilerinden yola
cikilarak iligkilerinin incelenmesinde kesin sonuglar saglamaktadir. Ayrica homolog
olamayan kopyalarda nokta mutasyonlarin meydana gelmesi ile ortaya ¢ikan varyasyonlar
filogenetik agidan degerlidir. Ugiincii olarak ITS bolgesinin kiigiik olmas1 (~700 bp) ve
korunmus diziler olan 18S ve 26S nrDNA arasinda bulunmas1 6zellikleri sayesinde ITS
bolgesinin ¢ogaltilmasinda ve dizi analizinde evrensel primerlerin kullanilabilir olmasidir

(Baldwin ve ark., 1995).

2.5. Biyoinformatik

2.5.1 Tanim, tarihgesi, amaci ve uygulama alanlan

Biyoinformatik bilgisayar ve biyoloji bilimlerinin kesisme noktasini olusturan bir
bilim dalidir. Cok fazla tanimi olmasina karsm, biyoinformatik RNA, DNA ve protein gibi
biyolojik makromolekiillerle ilgili bilginin saklanmasi, islenmesi ve dagitilmasi ve
tekrarlanan ve matematiksel agidan karisik genom analizlerinin islenmesi i¢in bilgisayar
teknolojisini  kullanan, biyoloji ve informatik alanlarmin bilesiminden olusan
disiplinleraras1 bir ¢caligma alani olarak tanimlanabilir. Ancak zamanla bu tanimlamanin
yetersiz kaldigi, istatistik, uygulamali matematik ile biyokimya, mikrobiyoloji, tibbi
biyoloji gibi tip bilimlerinin de tanimlamaya dahil edildigi, molekiiler biyoinformatik,
hesaplamal1 biyoloji (computational biology) ve biyohesaplama (biocomputing) terimleri
biyoinformatik ile es anlamli olarak kullanilmaya baslandig1 goriilmektedir (Gentleman ve
ark., 2004).

Biyoinformatigin baslangicini kesin olarak belirlemek giictiir. Ancak 1951 yilinda
Pauling ve Corey’in proteinlerin sekonder yapilarini dogru tahmini igin gelistirdikleri
yaklasim biyoinformatik icin baslangi¢c kabul edilebilir. Cagdas anlamda biyoinformatik
bilimi, bilgisayarin yogun destegine gereksinim duydugundan, bilgisayarla molekiiler
grafiklerin ¢izimine ait ilk makalenin 1966 yilinda Scientific American dergisinde

yayimlanmasimi biyoinformatik i¢in baslangic saymak daha gergekg¢idir. Biyoinformatik

17



BOLUM 2-ONCEKi CALISMALAR Fiisun AKGUL

terimi 1980’11 yillarn ortalarindan sonra kullanilmaya baglanmistir. Temel molekiiler ve
genetik siireclerin anlasilmasinda ve karmasik verilerin analizi ve yorumlanmasi i¢in yeni
yontemler gelistirilmesinde en etkin kurum olan National Center for Biotechnology
Information (NCBI) 1988’de kurulmustur. insan Genom Projesi 13 yillik uluslar arasi bir
cabay1 kapsamakta olup Ekim 1990°da 30-35 bin insan geninin belirlenmesi ve biyolojik
calismalarda kullanilabilecek sekilde hizmete sunulmasmi temel ama¢ edinmistir. Insan
Genom Projesi caligsmalar1 biyoinformatigin gelisiminde ¢ok Onemli bir giic olmustur
(Collins ve ark., 2003).

Biyoinformatigin amaci, biyolojik deneyler ve gozlemsel ¢alismalardan elde edilen
verilerin yonetimi, depolanmasi, analizi ve yorumlanmasina olanak saglamaktir. Bu
anlamda biyoinformatik, molekiiler biyolojik verilerin idaresi ve analizine yonelik,
veritabanlarmin olusturulmasini, algoritmalarin gelistirilmesini, hesaplamali ve istatistiki
yontemlerin ve yaklasimlarm olusturulmasini amacglamaktadir.

Biyoinformatik sadece temel genomik ve molekiiler biyolojik ¢alismalarda degil,
ayrica biyoteknoloji ve biyomedikal alanlarinda da siklikla kullanilmaktadir. DNA ve
protein dizilimi arastirmalari, makromolekiiler yapilarin {i¢ boyutlu dizilim arastirmalari,
kiiciik molekiillerin (aktif peptidler, ribozimler vs.) ligandlariyla etkilesiminin
arastirilmasi, biyolojik veri tabanlarmin olusturulmasi, biyolojik informasyonun
paylasimimin kolaylastirilmasi, veri analizi ve iletiminin kolaylastirilmasi, gen iirlinleri igin
bilgi aglarinin olusturulmasi, kimyasal reaksiyonlardan hiicrelerarasi iletisime kadar pek
cok biyolojik faaliyet siirecinin simiilasyonu, biiyiik ¢apli dizilim deneylerden (Insan
genom projeleri) ¢ikan sonuglarin analizi gibi birgok temel genomik alanda biyoinformatik

araclardan faydalanilmaktadir (Baloglu ve ark., 2012).

2.5.2. DNA dizi analizi

1940’larda DNA baz kompozisyonunu saptama yontemleri bulunmasma karsin
DNA’daki niikleotit dizilerinin dogrudan kimyasal analizi 1960’larda gelistirilip
kullanilmaya baslanmistir. 1970’lerde saf DNA fragmanlar1 elde edilmesini saglayan
rekombinant DNA tekniklerinin gelistirilmesine paralel olarak dizi analizi yontemleri de
gelistirilmeye baglanmistir. Allan Maxam ve Walter Gilbert’in kimyasal yontemi DNA’nin
belirli bazlardan kirilmasina dayanmaktadir. Fred Sanger ve arkadaslarinin gelistirdigi
ikinci yontemde ise belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri sentezi
gerceklestirilmektedir. Her iki yontemde de dizisi saptanacak DNA’ya her baz i¢in bir tane

olmak Ttizere dort ayr1 reaksiyon uygulanmaktadwr. Bu dort reaksiyonun iriinleri, bir
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niikleotit uzunlugu kadar farkli, bir dizi DNA parg¢aciklaridir. Dort reaksiyonun iiriinleri bir
jelde dort ayr1 kuyucukta yan yana elektroforez ile ayristirilmaktadir. Jel hattindaki her bir
bant belirli bir baza karsilik gelmektedir ve jeldeki bantlardan DNA parcaciginin dizisi
okunabilmektedir (Klug ve Cummings 2003).

2.5.3. Biyolojik veri tabanlar1 ve kullanimlari

Elde edilen yiiksek boyuttaki verilerin, veri tabanlarinda saklanmasi ve internet
iizerinden tiim arastirmacilarin bu veri tabanlarina ulasabilmesine olanak saglanmasi bu
konulardaki caligmalar1 hizlandirmistir. Yine bu veri tabanlarinin bulundugu internet
siteleri araciligiyla gelistirilen veri analiz araglarina da iicretsiz olarak ulasilabilmektedir.
Veri tabanlarinin ve analiz araglarmin tiim arastirmacilarin kullanimina agilmasi yoluyla,
biiyiik 6lgekteki veri setlerinden baslangicta planlananin ¢ok iizerinde bilgi elde edilmesi
olanakli olmustur. Ug farkli veri bankas1 bulunmaktadir. Bunlar; “Japonya DNA DataBank
(DDBJ)”, “Avrupa Molekuler Biyoloji Laboratuvar1 (EMBL)” ve ‘“Amerikan Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi” Gen-Bank (GenBank at NCBI Bethesda MD, ABD)’ tir. Bu
ii¢ organizasyon giinliik olarak veri aligverisi yapmaktadir.

National Center for Biotechnology Information (NCBI); bu veri tabani, ABD’nin en
biiyiik tip kitapligi olan NLM’nin (National Library of Medicine) bir kolu olarak 1988’de
Maryland’da kurulmustur. Halen internete dayali en 6nemli biyolojik veritabanidir. Birgok
genom dizilerini ve PubMed olarak bilinen biyomedikal ve biyoteknoloji iligkili arastirma
makalelerini kapsar (Baloglu ve ark., 2012).

NCBI'nin sundugu en 6nemli hizmetlerden biri BLAST (Basic Local Alingment
Search Tool) olarak bilinen ve niikleik asit ya da protein sekanslarinin analizlerini yapmak
icin kullanilan hizalama arama motorudur. Bu program, sorgulatilmak istenen protein veya
niikleik asit dizisini, benzerlik kistaslarma ve kendi i¢inde barmdirdig: algoritmaya gore,
veri tabani i¢inde arayan bir dizi karsilastirma programudir. BLAST, sorgulatilan diziyi
veri tabani icindeki diger dizilerle karsilastirabildigi gibi kullanici tanimli dizileri ikili
olarak da karsilastirabilmektedir. Dizi bilgileri en ¢ok sadece dizilimi gosteren FASTA
formatinda gosterilmektedir. Her bir dizi i¢in 6zel olan ve dizi veritabanina ilk kez
girildiginde verilen Accession (Katilim) numaralar1 6zgiin kimliklerdir. Sorgulama islemi
icin 6zel olarak ayrilmig olan alana, dizi bilgisi kopyalanip yapistirilarak veya katilim

numaralar1 kullanilarak da yapilabilmektedir.
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Nucleotide Sequence (699 letters)

RID ASUS079V015 (Expires on 12-10 04:56 am)

Query ID Icl| 19763 Database Name nr
Description None Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2.28+ b Citation

Query Length 699

Other reports: b Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]

Z)Graphic Summary

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &
|J0082318 Acutodesmus obliquus strain CCAP 276/48 185 ribosomal R.. 5=1256 E=0 |

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200
0 e ry | ——
1 | | 1 | | 1
1 100 200 300 400 500 G600

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
o Alignments L]

Max Total Query E

Description
score score cover value

Ident | Accession

Acutodesmus bernardii strain CCAP 276/38 18S ribosomal RMNA gene, partial sequence: internal 1262 1262 100% 0.0 99% JQ082320.1

Acutodesmus obliguus sirain CCAP 276/49 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal | 1262 1262 100% 0.0 99% JQ0823181

Scenedesmus obliguus genomic DINA containing 185 rRMA gene, ITS1, 5.85 rRNA gene, ITS2, 20 1262 1262 100% 00 99% ERS8657381

Scenedesmus obliguus genomic DNA containing 185 rRMNA gene, ITS1, 5.85 rRNA gene, ITS2, 21 1262 1262 100% 00 99% ER865726.1

Scenedesmus obliguus genomic DMNA containing ITS1, 5.85 rRNA gene, ITS2, 285 rRNA gene, ct 1260 1260 99% 0.0 99% FRB865715.1

Acutodesmus obliguus strain CCAP 276/48 18S ribosomal RNA gene, partial seguence: internal | 1256 1256 100% 0.0 99% JQ082318.1

Oooooooag

Scenedesmus obliguus genomic DINA containing 18S rRMA gene, ITS1, 5.85 rRNA gene, ITS2, 21 1256 1256 100% 0.0 99% ERS8657371

Sekil 2.3. 1 No.lu taksonunun BLAST sorgulama sonug sayfasi.

BLAST sonucunda ¢ikan ekranda (Sekil 2.3) aranan gen bdlgesine ait sekansin
bulundugu gen ailesidir. Bu bdlgenin altinda siyah, mavi, yesil, pembe ve kirmizi
renklerden olusan ve hizalama skorlarini gosteren bir renk skalas1 goriilmektedir. Diger bir
ifade ile aranan gen bolgesine ait sekansin veri tabanindaki diger organizmalarin
sekanslariyla benzeme orani bu skala yardimiyla rahatlikla incelenmektedir. Siyahtan
kirmiziya dogru benzerlik orami artmakta ve kirmizi renkte maksimuma ulasmaktadir.
Sayfanin sonuna dogru ise kirmizi renkle gosterilen her bir sekansin Gen Bank erisim
numarasi, agiklamasi, Maksimum Skor (Maximum Score), Toplam Skor (Total Score),
Sorgulama Kapsami (Query Coverage), E-Degeri (E-Value), Maksimum Benzerlik
(Maximum  Identity) listelenmektedir. Bu  parametrelerin  hepsi  sonuglarin
degerlendirilmesi i¢in kullanilmaktadir. Ancak bunlar arasindaki en 6nemli parametre E-
degeridir. E-degeri, yaptigimiz hizalamalarin sans eseri olma ihtimalinin hesaplanmas ile
sonuglarin istatistiksel 6nemini degerlendirmemizi saglayan bir parametredir. Bu durumda

E-degeri 0’a esit ise, sorguladigimiz dizi, ¢cikan sonug ile bire bir eslesmis demektir ve bu
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eslesmede sans faktorii 0’dir. Sorgulama kapsami, sorgulatilan dizi ile diger dizilerin
uzunluk bazinda eslesme oranini belirtmektedir.

Maksimum benzerlik ise, sorgulatilan dizi ile diger diziler arasindaki dizi
benzerliginin yiizde olarak oranini belirtmektedir.

Cikan sonuglarin degerlendirilmesinde, en diisilk E-degerine sahip olan, maksimum
benzerligi ve sorgulama kapsami en yiiksek olan sonuglara dncelik verilir. Ancak, BLAST
sonug¢larinin degerlendirilmesi ve se¢imi, sorulan bilimsel biyolojik soruya gore ya da

calisilan spesifik gen bolgesine gore degisiklik gdsterebilmektedir.

2.5.4. Dizi karsilastirma

DNA, RNA veya protein dizilerinin diizenlenerek benzer bdlgelerinin tespit edilmesi,
diziler arasmndaki fonksiyonel, yapisal ya da evrimsel iligkiler nedeniyle olusan
benzerlikleri gostermek ve diizenlemek tiirlerin karsilagtirilmasi, gen ailelerinin
belirlenmesi ve akrabalik derecelerinin tespiti amaciyla yapilir. Bir DNA dizi pargasi
nesilden nesile gegerken bazi durumlarda degisikliklere (mutasyonlara) ugramaktadir. En
basit mutasyonlar dizi par¢asindaki bir niikleotidin yerine baska bir niikleotidin gelmesi
(substitution), dizi pargasindan bir niikleotidin silinmesi (deletion) veya dizi pargasina
niikleotid girmesidir (inserton). Yapilan karsilastirmalarda insersiyon (insertion) veya

¢ 9

delesyon (deletion) olaymi anlatmak i¢in “indel” denen isareti kullanilmaktadir. Bir

tane veya yan yana olan ¢izgilere (insersiyonlara, delesyonlara) gedik (gap) denir (Baloglu
ve ark., 2012).

Cok kisa veya cok benzer diziler elle hizalanabilir. Ancak, ¢ogu ilging problem,
insan eliyle yapilamayacak kadar uzun, karmasik veya cok sayida dizinin hizalanmasini
gerektirir. Boyle durumlarda, farkli hizalama teknikleri kullanilir.

Global Hizalama; diziler birbirine benzer ve yaklasik ayni uzunlukta olursa yapilir ve
be yontemde her dizideki her harfin hizalanmas1 amagclanir.

Lokal Hizalama; birbirine benzemeyen ama benzer bolgeler icerdigi tahmin edilen
kisa diziler i¢in tercih edilir.

Ikili hizalama yontemleri; iki sorgu dizisinin birbiriyle en iyi uyusan parcali (lokal)
veya global hizalamasmni bulmakta kullanilir. Bir defada sadece iki dizi arasinda
bulunabilir ama hesaplanmalar1 verimlidir. Ikili hizalamalar {iretmede kullanilan {i¢ ana
yontem vardir. Bunlar; nokta-matris yOntemleri, dinamik programlama ve sozciik

yontemleridir.
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Coklu hizalama; ikiden daha fazla dizi igermesiyle ikili hizalamanin bir uzantisi
sayilir. Coklu hizalama yontemleri sorgu kiimesindeki tiim dizileri hizalamaya calisir.
Cogu zaman birbiriyle evrimsel iligkisi oldugu hipotez edilen bir grup dizideki korunmus
bolgeleri tespit etmek ve ayrica filogenetik agag ingsa ederek evrimsel bir iligkiyi ortaya
koymak i¢in kullanilir. Filogenetik analizlerde kullanilan tipik bir hizalama yontemi
CLUSTAL W uygulamasinin ardindan manuel hizalama kontrolu ve aga¢ olusumuna giris
kisimlarini igerir (Baloglu ve ark., 2012).

Bilgisayara bagli olan programlarin her ne kadar dogru hizalama yaptig1 kabul edilse
de manuel olarak hizalamanm kontroliiniin yapilmasi tavsiye edilir. Ciinkii hizalama
algoritmalar1 ve programlar sabit olarak filogenetik hizalamaya uyumlu degillerdir
(Thompson ve ark., 1994). MALIGN ve TreeAlign programlari, filogenetik fonksiyona

gore diziyi optimize eden biitiin bilgisayar yontemlerini yerine getirirler (Hein, 1990).

2.5.5. Molekiiler filogenetik

Filogenetik, genomik bilgi kullanilarak canlilar arasindaki iliskileri ve molekiiler
diizeydeki benzerlikleri anlamlandirmaya c¢alisan biyoloji bilimidir. Amaci, filogeni olarak
tanimlanan; ¢esitli organizma gruplar1 (6rnegin tiirler veya topluluklar) arasindaki evrimsel
iligkileri arastirmaktir. Zaman i¢inde cesitli faktorlerden dolayr de§isime ugramis ve
boylece birbirine yakinlasmais tiirlerin akrabalik iliskileri filogenetik agaglarin ¢izilmesiyle
belirlenir. Filogenetik agaclar, fosil verilerine ve morfolojik gozlemlere dayandirilarak
cizilir. Fakat fosil verilere ulagsmadaki zorluk ve fenotipik 6zelliklerin belirlenmesinde
birden fazla genin etkili olmasi, aga¢ olusturulmasinda molekiiler verilerin kullanilmasini
gerekli kilmigtir. Molekiiler veri olarak DNA ve protein dizilerinin kullanimi daha kesin
iligkilendirmeler yaparak kuvvetli filogenetik agaclarm olusturulmasmi saglamistir.
Molekiiler filogenetik, genlerin ve proteinlerin dizilerindeki mutasyonlar1 analiz ederek
evrimsel yakinlhigi ve bu degisikliklerin hizini1 ve diizenini saptayarak organizmalarin

evrimsel tarihlerini ortaya ¢ikarmaya calismaktadir (Baloglu ve ark., 2012).

2.5.6. Filogenetik agaclar

Tiirler arasindaki iliskilendirmeyi yapmak, zaman i¢inde degisime ugrayan tiirlerin
ortak atalarini belirlemek i¢in filogenetik agaclar kullanilmaktadir.

Her bir takson ¢ifti arasindaki mesafelerin bir matrisinin olusturulmasinda dizilerin
hizalanmas:1 sonucu elde edilen hesaplanmis genetik uzaklik kullanilmaktadir. Bu
mesafeler sayesinde filogenetik aga¢ olusturulabilir (Saitou ve Nei, 1987). Bir filogenetik

agac, dallanma olaylarmm modelini ve bazi durumlarda zamanini tanimlar. Ayrica
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tiirlesme sirasmin ve taksonlar arasindaki akrabaligi kaydeder. Agaclar dallardan ve
diigiimlerden olugmaktadir. Dallar, tiirler arasindaki populasyonun zaman igerisindeki
uyumunu gosterir. Filogenetik agaclar koklii ya da koksiiz olabilirler. Kokli agaglarda soy
hattinin nereden koklendigi bilindigi i¢in ayrilma olaymin belirlenmesi yapilabilir. Koksiiz
agaclarda, buna karsim tiirlerin 6nce ya da sonra agiga ¢iktig ifade edilmez (Freeman ve

Herron, 1999). Evrimsel siiregteki yonlerden bahsedebilmek ve ortak atalar1 belirtmek i¢in

agacin koklii olmasi gerekmektedir.
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Sekil 2.4. Filogenetik aga¢ ¢izimi (Freeman ve Herron 1999).

Sekil 2.4’deki agacin okunmasi i¢in en alttan baglanip yukariya dogru devam
edilmesi gerekmektedir. A ile gosterilen diigiimde bulunan populasyon 1-6 taksonlarmnin
ortak atasi olup bu gruplardan biri Takson 1’e evrimlesmis; digeri ise 1-5 taksonlarmin
ortak atasi olan diiglim B’de ki popiilasyona evrimlesmistir. Aga¢ okumanin diger bir
anahtari, agaclar1 kokleri tabanda, uglar1 tepede ya da kokleri solda, uglar1 sagda horizontal
olarak konumlanabileceklerini bilmektir. Dallar diyagonal ya da i¢i bos c¢izgilerden
olusabilir (Sekil 2.4.). Eger dal uzunluklar1 zaman ya da taksonlarm ayrilmasindan sonraki
genetik degisim miktari ile orantiliysa, bir 6lgek ya da etiketli eksen verilir. Diger tiirlii, dal

uzunlugu keyfi olup okumay1 kolaylastirmak i¢in ¢izilir (Freeman ve Herron 1999).
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Sekil 2.5. Vertikal agaglar (Mayden ve Wiley 1992).

Sekil 2.5°deki agaclar, aym evrimsel iligkileri temsil eden alt1 farkli yolu
gostermektedir. Burada tiim agaglar dikey olarak konumlanmis ve koklii agaclar olup ata

taksonlar asagida, evrimlesmis olanlar ise u¢larda yer almaktadir (Mayden ve Wiley 1992).

D

Sekil 2.6. Koksiiz agac (Freeman ve Herron 1999).

Bu koksiiz aga¢ Sekil 2.5°de ¢izilmis olan agaglardaki ayni iliskiyi gostermektedir.
Ancak bu agacin bir kokii yoktur, evrimsel siirecte hangi dalin 6nce ¢iktig1 konusunda bilgi

vermemektedir (Freeman ve Herron 1999).

2.5.6.1. Filogenetik aga¢ olusturma yontemleri

Filogenetik aga¢ olusturulurken kullanilan yontemler, karakter temelli ve mesafe
temelli yontemler olmak {izere ikiye ayrilmaktadir (Baloglu ve ark., 2012).

Karakter Temelli Yontemler: Ayri ayri tiirlerden elde edilen molekiiler dizilere
dayanmaktadir.

Maksimum parsinomi (Maximum parsimony); evrimsel degisimler, kisa siire
zarfinda nadir goriildiigi icin eklentileri az olan agag, tiirler arasindaki farklilig1 en iyi

sekilde anlatir. Diziler arasindaki farkliligin az oldugu durumlarda giivenilir ve verimlidir.
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Maksimum benzerlik (Maximum likelihood); gozlemlenen verileri en yiiksek
olasilikla verebilen agaci seger, gergek evrimsel slirece en yakin olan agaci olusturur.
Istatiksel verileri kullandig1 i¢in matematiksel acidan daha giicliidiir.

Mesafe Temelli Yontemler: Dizi hizalanmasini temel alarak dizi ¢iftleri arasindaki
benzersizlik miktarlarini kullanmaktadir.

Kiimelenme temelli algoritmalar; benzerligi en fazla olan dizi ¢iftlerinden baslayan
bir mesafe matrisine dayanarak ve aritmetik ortalamayi kullanarak filogenetik agag
cizilmektedir. UPGMA(Unweighted Pair Group Method Algorithm); en basit kiimeleme
metodu olan bu yontem, en kiiciik mesafeye sahip olan tiirler arasinda gruplandirma
yaparak agac olusturmaya baglar. Temel varsayim biitiin tiirlerin sabit hizla evrimlestigi ve
hepsinin kokten esit uzaklikta oldugudur. Neighbor-Joining (NJ); agac olusturmak igin
birbirine en yakim tiirleri kullanir fakat hepsinin kdkten esit uzaklikta oldugunu varsaymaz.
Bu yontemde sadece bir tane agag olusturulur ve diger olas1 agag topolojileri test edilmez.

En 1yi durum (optimum) temelli algoritmalar; pek cok farkli aga¢ topolojisini
olusturur, karsilastirir ve agagtaki 6nceden tahmin edilen mesafeler ile gergek evrimsel

mesafeler arasindaki en iyl uyumu gostereni segerler (Baloglu ve ark., 2012).

2.5.6.2. Filogenetik aga¢ olusturma programlari
Filogenetik agac olusturmak icin ¢ok sayida program kullanilmaktadir. Felsenstein’in
hazirlamis  oldugu listede bu programlar Sekil 2.77 de  goriilmektedir

(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/software.html).
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Sekil 2.7. Filogenetik aga¢ ¢iziminde kullanilan programlar.
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2.6. Diinyada ve Tiirkiye’de Mikroalglerin Molekiiler Sistematigi Uzerine

Yapilan Cahsmalar

Calisma siiresince Cyanobacteria, Heterokontophyta, Chlorophyta taksonlarina ait
izolatlar elde edilmistir. Bu yiizden literatiir 6zeti bu taksonlara ait 6rneklerin molekiiler
karakterizasyonu iizerine yapilan ¢aligmalardan olusturulmustur. Diinya genelinde konu ile
ilgili yapilan caligsmalarin gelisim siireci asagidaki gibidir.

Doolittle (1982), siyanobakterilerin molekiiler evrimi ile ilgili 3 temel soru
sormustur. Bunlardan ilki siyanobakterilerin prokaryot olup olmadig ile ilgili olup Woese
(1987)’nin 16S rRNA sekans analizinin ve Schleifer ve Ludwig (1989)’nin 23S rRNA ve
ATP-sentaz enziminin Tu faktorii -p alt birimi gibi proteinlerin sekansinin bulundugu
calismalardan bu sorunun cevabi alinmaktadir; siyanobakteriler, 11 biiyiik 6bakteri
subesinin birisinden gelismislerdir. ikinci soru siyanobakteriler ile plastidlerin iliskisinin
ne oldugudur. Bu sorunun cevabi da Susan Douglas’in yaptig1 ¢alismalarda bulunmaktadir.
Uciincii soru ise siyanobakterielrin diger taksonlarla filogenetik iliskisinin ne oldugu idi bu
sorunun cevabi da Wilmotte (2004)’nin calismasinda yer almaktadir. Wilmotte (2004);
calismasinda siyanobakterilerin sistematik tayinlerinin, hem morfolojik hem de molekiiler
verilerinin degerlendirilmesini savunan polifazik yaklasima gore yapilmasi gerektigini
savunmaktadir (Wilmotte, 2004).

Hayes ve ark. (2007), siyanobakterilerin genellikle morfolojik 6zelliklerine ve
gelisimlerine gore smiflandirildigini ancak bu fenotipik karakterlerin g¢evre sartlari ile
degisebilecegini bu yiizden molekiiler tekniklerin kullanilmasmni savunmuslardir. Ozellikle
Synechococcus ve Prochlorococcus gibi morfolojik gesitliligin kisitli oldugu taksonlarda
polifazik yaklagimin 6nemli oldugunu ileri stirmiislerdir.

Niibel ve ark. (1997), gelistirdikleri fakli oligoniikleotid primerleri siyanobakteri
iiyelerinden elde ettikleri 16S rRNA genlerinde ¢ogaltmaya ¢alismislardir.

Wilson ve ark. (2000), toksik bir siyanobakteri iiyesi olan Cylindrospermopsis
raciborskii tiiriiniin molekiiler karakterizasyonu tizerine ¢alismislar yapmuslar ve tiire 6zgii
PZR gelistirmislerdir.

Boyer ve ark. (2001), molekiiler sistematik c¢alismalarda, 16S-23S rRNA ITS
bolgesinin kullantminm iyi bir yontem olup olmadigi ve siyanobakterilerdeki durumu
arastirmislardir.

Lyra ve ark. (2001), Anabaena, Aphanizomenon, Microcystis ve Planktothrix

cislerinin molekiiler karakterizasyonunu arastirmislardir.
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Casamatta ve ark. (2003), Oscillatoriales {iyesi olan Phormidium retzii tiiriiniin16S
rDNA sekans verilerini kullanarak RAPD teknigi ile sistematigini aragtirmiglardir.

Casamatta ve ark. (2005), Oscillatoriales iiyesi olan on adet polar taksonun
molekiiler ve morfolojik karakterizasyonunu arastirmiglardir.

Diatom sistematigi ile ilgili molekiiler arastirmalar Medlin ve ark. (1988, 1991)’nin
Skeletonema taksonuna ait Orneklerin rDNA’daki SSU=18S genini ¢alismalariyla
baslamistir. Diatomlarin molekiiler ¢aligmalar1 genellikle rDNA’daki SSU ya da LSU
genleri {lizerine yogunlagsmistir. SSU geninin yavas evrim geciriyor olmasi, diatom tiyeleri
arasindaki akrabalik iligkisinin tespitinde 6nemli rol oynamasini saglamaktadir. Behnke ve
ark. (2004)’nin konuyla ilgili calismalar1 bulunmaktadir. RbcL geni bir diger yavas evrim
geciren gen olup Daugbjerg ve Guillou (2001) tarafindan pek ¢ok heterokontun akrabalik
iligkisinin belirlenmesinde kullanilmistir. Mann ve ark. (2001), Jones ve ark. (2005),
Edgar ve Theriot (2004), Amato ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismalarda bu gen bdlgesini
kullanmiglardir. Fakat Chlorophyta iiyelerinde oldugu gibi diatomlarin filogenetik
calismalarinda ¢oklu gen bolgelerinin kullanim1 pek yaygin degildir. Diatom tyelerinin
filogenetik iliskilerini gen sekansi bazli belirlemeye yonelik ¢aligmalar; Zechman ve ark.
(1994), Fryxell ve Hasle (2003), Behnke ve ark. (2004), Sarno ve ark. (2005) seklinde
Ozetlenebilir (Mann ve ark., 2007).

Sorhannus ve ark. (1995), 28 rRNA sekans verilerine gore diatom fiyelerinin
filogenisini galigmiglardir.

Beszteri ve ark. (2001), 18S rDNA sekans verilerine gore alt1 adet Naviculoid diatom
tiirliniin filogenisini aragtirmiglardir.

Sims ve ark. (2006), diatom iiyelerinin evrimini fosil kayitlar ve molekiiler veriler
1s181nda aragtirmiglardir.

Oh ve ark. (2010), sentrik diatomlardan Chaetoceros (Bacillariophyceae) taksonunun
niiklear rDNA sekansini kullanarak taksonomisini yapmisglardir.

Theriot ve ark. (2010), diatom iyelerinin filogenisini ¢oklu gen (multigen)
kullanarak aragtiran bir 6n ¢alisma yapmislardir.

Williams ve Kociolek (2007), yaptiklar1 ¢aligmada diatom {iyelerinin sistematik
kategorizasyonunun degistigini iddia etmisler ve bu iddialarini, 151k mikroskobu, elektron
mikroskobu ve molekiiler verilerle desteklemislerdir.

DNA sekansi ile birlikte 1980°li yillarin ortalarinda yesil alglerin filogenetik
analizleri ile ilgili caligmalar baglamistir. 5.8 S ntDNA’nin sekansini yapilmasini (Hori ve

ark., 1985; Hori ve Osawa,1987) 18S ve 28S nrDNA’nin sekans analizlerinin yapilmasi
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(Gunderson ve ark., 1987; Perasso ve ark., 1989; Buchheim ve ark., 1990; Zechman ve
ark., 1990; Chapman ve ark., 1991; Mishler ve ark., 1992; Chapman ve ark., 1998 ) takip
etmistir. 1990’11 yillardan itibaren PZR’nin kesfi ile birlikte biyoinformatik ¢aligmalar
hizlanmistir. 18 rDNA’y1 kullanarak Proschold ve Leliaert (2007); 28S rDNA molekiiliinii
kullanarak Buchheim ve ark. (2001), Shoup ve Lewis (2003); actin protein sekansini
kullanarak An ve ark. (1999);kloroplast genleri rbcL, tufAve atpB’yi kullanarak Daugbjerg
ve ark. (1994), Daugbjerg ve ark. (1995), McCourt ve ark. (2000), Hayden ve Waaland
(2002), Nozaki ve ark. (2003) Zechman, (2003), Rindi ve ark. (2007) yesil alglerin
filogenisi ile ilgili calismalar yapmislardir (Leliaert ve ark., 2012).

1990’1 yillarda alglerin sistematiginde molekiiler markorlerin kullanimi oldukga
yaygmnlagsmistir. Kullanilan tipik genetik markdrler niiklear ribozomal operonlar (SSU-
smallsubunit-kiigiik alt birim, 5.8S, ITS 1 ve ITS 2 bolgeleri iceren LSU-largesubunit-
biiyiik alt birim), aktin, cogu kloroplast geni (rbcL, atpB ve digerleri) ve mitokondriyal
genler (nad5)’dir. SSU rDNA’nin filogenetik analizleri ile yesil bitkiler iki soya ayrilmakta
(Friedl,1997): birincisi charophcean algler ve kara bitkileri (Streptophyta sensu
Bremer,1985), ikincisi ise yesil algler (Chlorophyta sensu Bremer,1985). Bu analizlere
gore yesil alglerin i¢inde su gruplar bulunmaktadir: Prasinophyceae (Steinkétter ve ark.,
1994; Nakayama ve ark., 1998; Guillou ve ark., 2004), Chlorophyceae (Hepperle ve ark.,
1998; Proschold ve ark., 2001; Krienitz ve ark., 2003; Friedl, 1997), Trebouxiophyceae
(Friedl, 1995; 1997; Krienitz ve ark., 2004), Ulvophyceae (O’Kelly ve ark., 2004a, 2004b,
2004c), plus the streptophyte algae (Huss and Kranz, 1997; Marin and Melkonian, 1999;
Karol ve ark., 2001) (Proschold ve Leliaert, 2007).

Huss ve ark. (1999), Chlorella cinsinin biyokimyasal taksonomisi ve molekiiler
filogenisi tizerine bir ¢calisma yapmuglardir.

Burja ve ark. (2001), yesil alglerden Chlorella vulgaris tiiriiniin teshisini
siyanobakteriden tiretilmis 16S rDNA primerleri ile arastirmislardir.

Fawley ve Fawley (2004), mikroalglerden DNA izolasyonunun kolay ve hizl bir
yontemini arastirmaya ¢alismiglardir.

Zuccarello ve Lokhorst (2005), Tribonema (Xanthophyceae) cinsinin molekiiler
filogenisini rbcL gen sekansi verilerini kullanarak aragtirmiglardir.

Richlen ve Barber (2005), Gambierdiscus toxicus tiiriiniin tek hiicreisnden DNA
izolasyonu i¢in hizl bir teknik gelistirmeye calismiglardir.

Reyes-Prieto ve ark. (2006), filogenomik kavramini ve bu kavramin algal filogeni ve

evrim lizerine etkilerini arastirmislardir.
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Nozaki ve ark. (2006), iki yeni Pleodorina (Volvoceae, Chlorophyceae) cinsinin
morfolojik 6zelliklerini, molekiiler filogenisi ve taksonomisini aragtirmiglardir.

Auinger ve ark. (2008), lugol iodin soliisyonunda korunmus plankton 6rneklerinden
alman mikroalg ve protistlerin tanimlanmasi i¢in bir metod gelistirmeye ve bunu single-
cell PCR (tek hiicre PZR) ile mikroskobik analizleri kombinleyerek yapmaya
calismiglardir.

Gontcharov (2008), c¢alismasinda Zygnematophyceae (Streptophyta) taksonunun
smiflandirmasini ve filogenisini arastirmiglardir.

El Semary ve ark. (2009), Chlorococcum izolatinin biyoaktivitesi ve taksonomisini
polifazik bir yaklasimla arastirmislardir.

Hayama ve ark. (2010), Gonium maiaprilis sp. nov. (Goniaceae, Chlorophyta)
tlirliniin rubisco geninin ve ITS bdlgesinin s ekansmni kullanarak morfolojisi, molekiiler
filogenisi ve taksonomisi {izerine bir ¢calisma yapmiglardir.

Calismamizda elde edilen 24 izolattan 7 tanesi Scenedesmus cinsine ait oldugundan
bu cins ile ilgili yapilan molekiiler filogenetik ¢alismalar ayrica degerlendirilmistir.

Hegewald (1997), Scenedesmus cinsinin taksonomi ve filogenisini hiicre duvarmin
elektron mikroskobi goriintiileri bunun yaninda DNA molekiiliiniin G/C orani, homolojisi,
sekans analizi verilerini de kullanarak arastirmustir.

Van Hanen ve ark. (2002), Scenedesmus ve Desmodesmus cinslerinin filogenisinde
ITS2 gen bolgesinin kullanimi i¢in ikincil bir model gelistirmeye ¢alismislardir.

Hegewald ve Wolf (2003); Scenedesmus ve Acutodesmus (Chlorophyta,
Clorophyceae) cinslerinin filogenetik iliskilerini, 18S rDNA ve ITS-2 sekans
karsilagtirmalarini yaparak arastirmiglardir.

Hegewald ve ark. (2010), Coelastrum taksonlar1 ve Scenedesmaceae grubuna ait
farkli cinslerin ITS-2 bolgelerinin filogenetik analizlerini yapmiglardir.

Fawley ve ark. (2011), Desmodesmus serratus (Chlorophyceae, Chlorophyta)
tiirlinliin taksonomisini arastirmislar, morfolojik 6zelliklerini ve DNA sekans verilerini
kullanmisglardir.

Bica ve ark. (2012), Romanya tatli sularindan izole edilen Desmodesmus communis
(Chlorophyta) taksonunun sondbiyal morfolojisini ve ITS-2 bdlgesinin sekans analizini
kullanarak molekiiler taksonomisini arastirmislardir.

Ulkemizde mikroalglerin izolasyon ve Kkiiltiirii iizerine olan galismalar gelisme

gosterirken yurdumuza 6zgii tath su alglerinin molekiiler taksonomisi iizerine ayrmntili
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caligmalarin bulunmadigr ve bu alana olan ilginin yeni yeni basladigi goriilmektedir.
Konuyla ilgili ¢aligmalar soyle 6zetlenebilir.

Ozkul (2008), Uzungdl ve Cernek golii (Bafra, Samsun) yiizey tabakasindan tek
hiicreli siyanobakterilerin izolasyon ve Kkiiltiiriinii yapip molekiiler yontemlerle
karakterizasyonu gerceklestirmistir.

Yiiksel ve ark., 2009 yilinda mikroalgler ile yaptiklar1 ¢alismada; Tiirkiye termal
sularinda yayilig gosteren Cyanophyceae smifindaki baz1 mikroalgleri; izolasyon, kiiltiir ve
molekiiler taksonomi yontemlerini kullanarak incelemisler ve bu canlilarin filogenetik
analizlerini yapmuslardir.

Soylu ve Goniilol (2012), coccoid mikroalglerin molekiiler sistematigi {izerine bir
calisma yapmiglardir. Bu calismalar disinda iilkemiz i¢ sularina ait mikroalglerle ilgili
yapilan ¢alisma bulunmamaktadir.

Kesici ve ark., (2013), Urla kiyilarindan elde edilen diatom tyelerinin molekiiler
identifikasyonu iizerine bir ¢alisma yapmiglardir.

Makroalglerden kahverengi alglerin molekiiler sistematigi ile ilgili Tiiney’in (2011)
calismalar1 bulunmaktadir. Bunun yaninda Oztiirk (2011); tez ¢alismasinda Canakkale
Bogazi’'nda (Tiirkiye) yayilis gosteren bazi Ceramium Roth tiirlerinin  molekiiler

sistematigini arastirmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyaller

3.1.1. Calisma alam
Calisma alani olarak Marmara Bolgesi’ndeki bazi tath su kaynaklari segilmistir.

Ornekleme yapilan noktalarm isimleri ve koordintlar1 Cizelge 3.1°de gdsterilmektedir.

Cizelge 3.1. Ornekleme noktalarin isimleri ve koordinatlar1

Ornekleme
Noktasi

GPS
kordinatlar1

Ornekleme
Noktasi

GPS
kordinatlar

1.Mahramli Deresi

2.0tmanli-Selguk K&yt Goleti

3.Tagsomurca K&yl Goleti
4.Generli Deresi
5.Kasike¢1 Goli

6. Karacamurat Deresi
7.Bahgedere Deresi
8.Kurtdere Deresi
9.Cukuryurt Havuzu
10.Cakilli Goleti
11.Evrencik Koy Goleti
12.Sergen Goleti
13.Demirkdy Deresi
14.Bulanik Deresi
15.Yenice-Evciler Golet
16.Kurudere Deresi
17.Cayirdere Deresi
18.Hacifakli Goleti
19.Uskiip K6y Havuzu
39. Sapanca Goli
40.iznik Golii

41. Ulubat Goli

42 Manyas Golii

43. Bakacak Baraj Goleti

40° 55'53.998" N
27°13'50.253" E
40° 55'55.25" N
27°13'53.48" E
40° 59'42.681" N
27° 11'35.537"E
40° 58'47.628" N
27° 8'54.049" E
40° 59'46.499" N
27°11'21.466" E
41°2'52.267" N
27°15'11.644" E
41°22'5.830" N
27°44'45.193"E
41°22'52.510" N
27°45'56.594" E
41°25'24.735" N
27°52'43.049" E
41°31'58.574" N
27°50"12.672" E
41°39'24.247" N
27°42'53.915"E
41°41'18.610" N
27°42'33.379" E
41°44'39.727" N
27°39'14.093" E
41°50'3.228" N
27°47'29.173"E
41°42'59.407" N
27°36'40.264" E
41°45'40.759" N
27°34'21.046" E
41°42'8.011"N
27°30'56.838" E
41°42'35.078" N
27°28'43.904" E
41°43'24.109" N
27°22'47.019"E
40°41'33.93"N
30°16'59.51"E
40°25'53.18" N
29°42'48.32"E
40°12'48.93" N
28°29'53.53"E
40°12'10.56" N
27° 56'54.00" E
40°10'09.04" N
27°00'12.80" E

20.Kavakli-inece Kanali
21.Karahalil Goleti
22.Kuzugardagi Deresi
23.0ruglu Koyii Goleti
24.Kadikdy Deresi
25.Saricaali Goleti
26.Pancarkdy Deresi
27.Biiyiikmandira Goleti
28.Katranca Koyii Goleti
29.Babaeski Deresi
30.Minnetler K&y Deresi
31.Ertugrul Koy Deresi
32.Cengerli Koyii Havuzu
33.Imampazarli Géleti
34.Kumla-Hidirca Deresi
35.Sazlidere Deresi
36.Kavacik Goleti
37.Alig Goleti
38.Maltepe Deresi

44 Kiigiikli Goleti

45 Elmal1 Baraji

46. Terkos Golii

47. Goktirk Goleti

48. Gala Golii

41°40'5.981" N
27° 8'34.661"E
41°34'54.109" N
27°3'39.953"E
41°32'35.494" N
27°4'21.344"E
41°30'20.514" N
27°4'1.221"E
41°29'18.303" N
27°3'31.530"E
41°22'59.012" N
27°14'1.264" E
41°29'33.417"N
27°730.861"E
41°21'13.576" N
27°4'33.668" E
41°22'3.058" N
27°3'43.104"E
41°25'47.204" N
27°5'51.930"E
41°26'13.910" N
27°0'42.143"E
41°26'41.507" N
26°59'40.046" E
41°18'0.077" N
26°37'23.299"E
41°24'18.811" N
26°55'40.631"E
41°22'50.990" N
26°54'43.638"E
41°13'22.541" N
26°41'12.122" E
41°10'51.41"N
26°40'33.31"E
41°4'41.24"N
26°39'33.68"E
40° 59'7.527" N
26°38'17.934"E
39°59'40.97" N
26°51'56.62" E
41°04'36.34" N
29°07'04.86" E
41°18'31.79" N
28°34'52.93"E
41°11'31.25" N
28°52'31.56"E
40°45'42.20" N
26°11'37.24"E
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3.1.2. Calismada kullanilan mikroorganizmalar

Calisma materyali olarak ornekleme noktalarindan aliman su orneklerinden

izolasyon yoluyla elde edilen fotosentetik mikroorganizmalar secilmistir. Caligma boyunca

izolasyonu yapilip kiiltiire alinan ve molekiiler analizlerde kullanilan 24 tane takson elde

edilmistir. Bu taksonlarm isimleri ve elde dildigi 6rnekleme noktalar1 Cizelge 3.2°te

gosterilmektedir.

Cizelge 3.2. Izolasyonu yapilan takson ve elde edildigi 6rnekleme noktasi

Kod No

izolasyonu Yapilan Takson

Ornekleme Noktasi

1

© 00 N o o b~ W DN

I R R R e N N i T o
W N P O © 0 NUT BN WDN P O

NN
o1 b

Scenedesmus acutus Meyen

Scenedesmus antennatus Brebisson
Scenedesmus quadricauda Chodat
Scenedesmus opoliensis P.G. Richter
Scenedesmus acuminatus(Lagerheim) Chodat
Scenedesmus armatus R. Chodat
Ankistrodesmus falcatus(Corda) Ralfs
Monoraphidium minitum Komarkova-Legnerova
Cosmarium sp. Corda ex Ralfs

Nitzschia sp. Hassall

Craticula cuspidata(Kiitzing) D. G. Mann
Phormidium sp.1 Kiitzing ex Gomont
Phormidium sp. 2 Kiitzing ex Gomont
Phormidium tenue(Meneghini) Gomont
Stigeoclonium sp. Kiitzing

Nostoc sp. Vaucher

Chlamydomonas sp. Ehrenberg
Chlorococcum sp. Meneghini

Fragillaria sp. Lyngbye

Chroococcus sp. Nageli

Neochloris sp. Starr

Pseudopediastrum boryanum (Turpin) E. Hegewald

Chlorella vulgaris Beijerinck
Scenedesmus apiculatus Corda
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Tiir Cins Familya Takim Simf Sube Alem Spr Alem
1.Scenedesmus acutus Scenedesmus Scenedesmaceae Sphaeropleales Chlorophyceae Chlorophyta Plantae Eukaryota
2. Scenedesmus antennatus Scenedesmus Scenedesmaceae Sphaeropleales Chlorophyceae Chlorophyta Plantae Eukaryota
3. Scenedesmus quadricauda  Scenedesmus Scenedesmaceae Sphaeropleales Chlorophyceae Chlorophyta Plantae Eukaryota
4. Scenedesmus opoliensis Scenedesmus Scenedesmaceae Sphaeropleales Chlorophyceae Chlorophyta Plantae Eukaryota
5. Scenedesmus acuminatus Scenedesmus Scenedesmaceae Sphaeropleales Chlorophyceae Chlorophyta Plantae Eukaryota
6. Scenedesmus armatus Scenedesmus Scenedesmaceae Sphaeropleales Chlorophyceae Chlorophyta Plantae Eukaryota
7. Ankistrodesmus falcatus Ankistrodesmus  Selenastraceae Sphaeropleales Chlorophyceae Chlorophyta Plantae Eukaryota
8. Monoraphidium minitum Monoraphidium  Selenastraceae Sphaeropleales Chlorophyceae Chlorophyta Plantae Eukaryota
9. Cosmarium sp. Cosmarium Desmidiaceae Desmidiales Conjugatophyceae Chlorophyta Plantae Eukaryota
10. Nitzschia sp. Nitzschia Bacillariaceae Bacillariales Bacillariophyceae Heterokontophyta Chromista Eukaryota
11. Craticula cuspidata Craticula Stauroneidaceae Naviculales Bacillariophyceae Heterokontophyta Chromista Eukaryota
12. Phormidium sp. 1 Phormidium Phormidiaceae Oscillatoriales Cyanophyceae Cyanobacteria Eubacteria Prokaryota
13. Phormidium sp.2 Phormidium Phormidiaceae Oscillatoriales Cyanophyceae Cyanobacteria Eubacteria Prokaryota
14. Phormidium tenue Phormidium Phormidiaceae Oscillatoriales Cyanophyceae Cyanobacteria Eubacteria Prokaryota
15. Stigeoclonium sp. Stigeoclonium Chaetophoraceae Chaetophorales Chlorophyceae Chlorophyta Plantae Eukaryota
17. Nostoc sp. Nostoc Nostocaceae Nostocales Cyanophyceae Cyanobacteria Eubacteria Prokaryota
18. Chlamydomonas sp Chlamydomonas  Chlamydomonadaceae Chlamydomonadales Chlorophyceae Chlorophyta Plantae Eukaryota
19. Chlorococcum sp. Chlorococcum Chlorococcaceae Chlamydomonadales Chlorophyceae Chlorophyta Plantae Eukaryota

20 Fragilaria sp. Fragilaria Fragilariaceae Fragilariales Fragilariophyceae Heterokontophyta Chromista Eukaryota
21 Chroococcus sp. Chroococcus Chroococcaceae Chroococcales Cyanophyceae Cyanobacteria Eubacteria Prokaryota
22.Neochloris sp. Neochloris Neochloridaceae Sphaeropleales Chlorophyceae Chlorophyta Plantae Eukaryota
23Pseudopediastrum boryanum Pseudopediastrum Hydrodictyaceae Sphaeropleales Chlorophyceae Chlorophyta Plantae Eukaryota
24.Chlorella vulgaris Chlorella Chlorellaceae Chlorellales Trebouxiophyceae Chlorophyta Plantae Eukaryota
25.Scenedesmus apiculatus Scenedesmus Scenedesmaceae Sphaeropleales Chlorophyceae Chlorophyta Plantae Eukaryota

Cizelge 3.3. Izolasyonu yapilan taksonlarin sistematik kategorizasyonu
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3.2. Yontem

Calisma siiresince gergeklestirilen islemler sdyle swralanmaktadir: Ornekleme
yapilmasi, taksonlarin morfolojik taksonomisi, izolasyonu ve kiiltiirli, Orneklerin
hazirlanmasi, DNA izolasyonu, PZR analizi, ITS bdlgesi ve primer dizayni, agoroz jel

elektroforezi, dizi analizi, filogenetik analiz ve toplanan verilerin yorumlanmasi.

3.2.1.0rnekleme yapilmasi

Ornekler, 14.05.2012-30.10.2012 tarihleri arasinda calisma bdlgesinde bulunan gél,
golciik, rezervuar alanlari, bataklik gibi lentik sistemler ile dere, ¢ay, irmak, nehir gibi lotik
sistemlerden; ayrica havuz, kaynak, pinar gibi farkl sucul habitatlardan toplanmistir. Bu
noktalarin koordinatlar1 Garmin Etrex Vista HCX marka bir GPS (Global Positioning
System; Kiiresel Konumlama Sistemi) cihazi ile belirlenmistir.

Ornekleme yapilirken daha onceki ¢alismalarda iilkemiz i¢ sularinda bulunmamis
mikroalgler ile karsilasma olasiligini arttirabilmek i¢in farkli ¢evresel kosullara sahip,
mikroalg patlamalarmin goriildiigii habitatlarin se¢ilmesine dikkat edilmistir.

Fitoplanktonik organizmalar sudan fitoplanktonun siiziilerek toplanmasi esasina
dayanan ve bu amagcla hazirlanmis olan fitoplankton kepgesi ile toplanmistir. Bu kepgeler,
por caplar1 genellikle 10-55 um arasinda degisen 6zel bezlerden yapilmis, koni bigiminde
ve altinda siizlintiiniin toplanacagi bir hazneye sahiptir. Birka¢ kez ayn1 bdolgeden siizme
islemi yapildiktan sonra kepgenin toplama haznesindeki ornekler plastik bir kaba
alinmustir.

Epipelik ve episammik ornekler, 1,00-1,50 m uzunlugunda ve 0,80-1,20 cm ¢apinda
uzun cam borular ile kasik ¢izmesi giyerek kiyisal bolgelerden elde edilmistir. Borunun bir
ucunu 45 derecelik bir ac1 ile sedimentin yiizeyinde hareket ettirerek ¢camursu epipelik alg
topluluklar1 boru igerisine alinmis ve cam boruyu yukari kaldirilmadan 6nce isaret parmagi
ile kapatilarak bir vakum olusturulmus ve icerisindeki ornekler dokiilmeden kaldirilarak
plastik kavanozlara alinmustir.

Epilitik, epifitik ve epizooik 6rnekler ise, kazima metoduna gore toplanmistir. Taglar
(epilitik), bitkiler (epifitik) ve kabuklu hayvanlar (epizooik) dis fir¢asi ya da bigak gibi sert
cisimler ile dis kisimlar1 kazinmis ve kazinan kisim saf su ile temizlenerek ornekleme
sigselerine alinmistir.

Ornekler zenginlestirme ortamlarina konulmus ve arazi ¢alismas: siiresince her giin
sonunda gece boyu havalandirilmalar1 saglanarak bozulmalar1 engellenmeye ve

laboratuvara canli olarak getirilmeye ¢aligilmigtir.
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Ornekleme yapilan suyun sicaklik, pH, elektriksel iletkenlik ve ¢dziinmiis oksijen

degerleri HACH (HQ40D) marka portatif bir cihaz ile 6l¢iiliip kaydedilmistir.

3.2.2. Taksonlarin morfolojik taksonomisi

Laboratuvara getirilen 6rnekler OLYMPUS CX 31 marka mikroskop altinda
incelendi, kamerali OLYMPUS CH 51 marka mikroskop ile fotograflar1 cekilerek
Olgtimleri yapildi ve Prescott (1973), Bold ve Wynne (1985), Starmach (1966, 1995),
Desikachary (1959), Smith (1950), Huber-Pestalozzi (1955), Ettl ve ark. (1985), Elster ve
Ohle, (1982), Krammer ve Lange-Bertalot (1999a), Krammer ve Lange-Bertalot (1999b),
Krammer ve Lange-Bertalot (1991a), Krammer ve Lange-Bertalot (1991b), Komarek ve
Fott (1983) gibi temel sistematik kitaplarindan faydalanilarak morfolojik 6zelliklerine gore
sistematik tayinleri yapildi.

3.2.3. Taksonlarin izolasyonu ve Kiiltiirii
Izolasyonu yapilabilecek taksonlar, kilcal pipet yontemi ve agar plagi yontemleri ile

izole edilerek uygun kiiltiir ortamina birakilda.

3.2.3.1. Kilcal pipet yontemi

Pastor pipetin ince bolimiiniin u¢ kismi hafifce isitilarak pens yardimiyla pipetin
sonunda yuvarlak, pliriizsiiz bir agiklik olusturmak i¢in ani bir hareketle ¢ekilerek 0.08
mm’den 0.16 mm kadar ¢apta, 5 cm boya ulasabilen bir kilcal pipet elde edilmistir. Genis
kismma 5-6 cm boyunda damlalik lastigi takilip pipetin distaki suya yeterince basing
yapabilmesi ve emme kuvveti olusturabilmesi saglanmistir. Izolasyon yapmadan once,
yikama ve seyreltme sivisi olarak steril bir sividan 5-8 damla, sterilize gdzlem camina,
petri kaplarina ayri1 ayr1 damlatilmistir. Steril seyreltme damlalar1 igeren petri kabi
mikroskop tablasina yerlestirilip 6rneklerden kiigiik bir miktar alinarak steril sivinin igine
bosaltilmistir. Bir alg birimi segilip kilcal tiipiin ucu seg¢ilen birime dogru yanlamasina
konmus ve bdylece obje kilcal borunun giiciiyle emilerek pipetin igine almmustir. Ilk
seferde pipette, genellikle istenen tiiriin yaninda diger birkag tiir alg hiicresi ve bakteri de
bulunacagindan pipet igerigi ikinci seyreltme ve yikama damlasina aktarilmistir. Bu olay
izole edilmek istenen tiirin Ozelligine gore pipette tek hiicre elde edilene kadar
tekrarlanmistir. Elde edilen tek hiicreler kilcal pipetlerle icinde inorganik besleyicilerin

bulundugu ortama veya toprak su ortamina transfer edilmistir (Bold, 1942).
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3.2.3.2. Plak agar yontemi

Kilcal pipet yontemiyle elde edilen uni-algal kiiltiirler, tekrar temizlenecek ve agar
plaklarina ¢izgi ekim yapilacak materyali olustururlar. Bu materyalden agarli petrilere
cizgi ekim yapilip uygun sicaklik ve 1s1k altinda hiicreler gelismeye birakilmigtir. Agarda
farkli gelisme ve tireme evrelerine sahip c¢esitli tlirler oldugundan bu petri kaplari
mikroskop altinda her giin gézlemlenmistir. Petri kabinda tek hiicreden koloni olusturan ve
bulasict organizmalardan arindirilmis koloniler segilerek agar ortamimdan alinmis ve farkl
kiiltlir ortamlarinin bulundugu tiiplere aktarilmistir. Sonugta elde edilen tiirlerin yagama
standartlar1 bilinmedigi i¢in farkli ortamlarin bulundugu ¢ok sayida tiiplin kullanilmasinda

yarar vardir (Bold, 1942).

3.2.3.3. Kiiltiir

Morfolojik teshisleri ve izolasyonlar1 yapilan taksonlarin molekiiler analizler i¢in
yeterli biyokiitleye ulagsmalarini saglamak amaciyla ayni takson farkli kiiltiir ortamlarina
konmus ve en iyi biiyliime gosterdigi ortam tespit edilmistir. Siyanobakteri ve mikroalgler

icin en yaygin kullanilan kiiltiir ortamlar1 ve besin kompozisyonlar1 asagidaki gibidir.

Cizelge 3.4. Siv1 kiiltiir ortamlarinin besin kompozisyonu

BBM BG11 Chu 10 DM
Besleyici maddeler (rgtge/ilr;, (Ripprglvlzz ark., (Belchgljg\ile_ Swale, (Beakn;g (/I; ark.,

1973) 1979) 1982). 1988)
Na,CO; - 20 20 -
Na;Mo0,4.2H,0 0,39 0,39 - -
NaSiO3.9H,0 - - 25 57
Na, EDTA 100 1 2 2,25
NaNO; 250 1500 - -
NaCl 25 - - -
KH,PO, 175 - 6 12,4
K,HPO, 75 40 - -
KOH 62 -
MgS0,.7H,0 75 75 25 25
CaCl,.2H,0 25 36 -
Ca(NOs),.4H,0 - - 20 20
Citric Acid - 6 - -
HsBO; 2,86 2,86 2,5 2,40
FeS0,.7H,0 4,98 - - -
FeCl;.6H,0 - - 1 -
ZnS0,.7H,0 0,222 0,222 - -
ZnCl, - - - -
MnCl,.4H,0 1,81 1,81 1,5 1,39
CuS0,.5H,0 0,079 0,08 - -
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CoCl,.6H,0 - - -

Co(NO3),.6H,0 0,0494 0,05 -

Ammonium ferik-citrate - 6 - -
(NH,)sM070,4.4H,0 - - 1 1
Toprak su ekstrati - - -

B12 - - 0,01 -
Thiamine HCI - - 0,001 0,04
Biotin - - 0,001 0,04
H,SO, iml - - -
HCI - - 0,25ml -
NaHCO; - - - 15,9
EDTAFeNa - - - 2,25
Cyanocobalamin - - - 0,04
pH 7.1 7,5-8 6,5-7 6.9

Kimyasallar belirtilen miktarlarda tartilarak saf suda ¢oziindiiriiliir, iizeri saf su ile

1000 ml hacme kadar tamamlanir. Sterilizasyon igin 1,50 atm basingta 120 °C’de 15

dakika otoklavlanir ve pH ayalamasi yapilir.

Her bir takson farkl kiiltiir ortamlarina konmus ve en 1iyi biiyiime gosterdigi kiiltiir

ortamu tespit edilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.5. izolasyonu yapilan taksonlar ve birakildiklar1 kiiltiir ortanm

Il(\lood Izolasglf_(;nkl;c;apllan Ortam Kch)d Izolasglf_(;nklé;apllan Ortam
1 Scenedesmus acutus BOLD 13 Phormidium sp. 2 BG11
2  Scenedesmus antennatus  BOLD 14 Phormidium tenue BG11
3  Scenedesmus quadricauda BOLD 15 Stigeoclonium sp. BOLD
4 Scenedesmus opoliensis BOLD 17 Nostoc sp. Kuru Ornek
5 Scenedesmus acuminatus BOLD 18 Oocystis parva BOLD
6  Scenedesmus armatus BOLD 19 Chlorococcum sp. BOLD
7 Ankistrodesmus falcatus BOLD 20 Fragillaria sp. DM
8 Monoraphidium minitum  BOLD 21 Chroococcus sp. BG11
9 Cosmarium sp. BOLD 22 Neochloris sp. BOLD
10 Nitzschia sp. DM 23 Pseudopediastrum boryanum BOLD
11 Craticula cuspidata DM 24 Chlorella vulgaris BOLD
12 Phormidium sp. 1 BG11 25 Scenedesmus apiculatus BOLD

Kiltiir tiipleri, flouresan lambalarin kullamldigy, ortalama 150 pmol foton'm?s™ lik

siirekli 151k altinda, 25+2°C’de inkiibasyona birakilmistir. Biyokiitle eksponansiyel biiyiime

fazina ulastiginda hasat edilmis ve molekiiler analizler i¢in kullanilmistir.

3.2.4. Molekiiler analizler i¢in 6rneklerin hazirlanmasi

DNA izolasyonu yapilacak her bir taksonun kiiltiir tiipiinden 5 ml 6rnek alinmis ve

ependorf tiipiine konmustur. Daha sonra ependorf tiipleri Sigma 1-14 Micro Centrifuge
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marka santrifiij cihazi ile 1000 rpm hizda 2 dakika santrifiij edilmis, tist faz atilarak hiicre
pelleti elde edilmistir. Bu calisma 3 replikali yapilmis, eppendorf tiiplerinden bir
tanesindeki pelletden DNA izolasyonu yapilmis ve diger iki tiip ihtiya¢ halinde tekrar
DNA izolasyonu yapabilmek i¢in -20 °C’de saklanmustir.

3.2.5. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Gene Jet Plant Genomik DNA Purification Kit (Thermo) ile
gerceklestirilmistir. DNA izolasyonu kit igerisinde bulunan bilgiler dogrultusunda su
sekilde gerceklestirilmistir.

1. -20°C’de saklanmis olan ornegin iizerine 400 ul Lysis Buffer ve 15 ul RNase A
eklenmistir.

2. Tip igerisindeki 6rnek ve Lysis buffer karisimi 65°C’de 30 dakika inkiibe edilmis
ve her 5 dakikada bir ters-yiiz edilmistir.

3. Inkiibasyonun ardindan 6rneklerin iizerine 100 ul Lysis buffer 2 eklenerek 5
saniye vortekslenmis ve 5 dakika boyunca buz {izerinde bekletilmistir.

4. Inkubasyondan sonra drnekler 5 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

5. Ustte kalan s1v1 faz almarak 2 ml’lik tiipiin iizerinde bulunan filtreye aktarilmis ve
1 dakika 10.000xg.’de santrifiij edilmistir.

6. Filtrenin altinda kalan sivinmi iizerine 225 ul DNA Binding Buffer eklenerek
karistirilmistir.

7. Elde edilen karisim, 2 ml.’lik tiip igerisinde bulunan filtre iizerine aktarilmis ve
10.000xg’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

8. Alttaki s1vi uzaklastirildiktan sonra filtrenin tizerine 650 pl Wash Buffer eklenmis
ve 1 dakika 10.000xg’de santriflij yapilmus, altta kalan sivi uzaklastirilimistir. Bu basamak
2 kez tekrarlanmuistir.

9. Filtre yeni bir 1.5 ml.’lik eppenorf tiipiine aktarilarak tizerine 50 ul Elution buffer
eklenmis ve 1 dakika 10.000xg.’de santrifiij edilmistir.

10. Filtre atilarak tiipte kalan sivi -20°C’de saklanmustir.

11. Elde edilen DNA’lar jel elektroforezi yontemi ve spektrofotometrik yontemler ile
gozlenmistir. Jel elektroforezi i¢in %0.8’lik agaroz jel hazirlanmis ve drnekler 5V/cm.’de

yuriitiilmistiir.
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3.2.6. DNA molekiillerinin miktarlari ve saflik derecelerinin belirlenmesi

DNA numunelerinin saflik ve miktar tayinleri NANODROP spektrofotometrede
okunmus ve kontrol olarak dehidrasyon tamponu kullanilarak 260 nm, 280 nm, 260
nm/280 nm, 260/230nm degerleri 6lgiilmiis ve DNA numunelerinin konsantrasyonlari

ng/ul olarak belirlenmistir.

3.2.7. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

PZR analizleri Runik Thermal Cycler (Sacem) cihazinda gerceklestirilmistir.

PZR karisgimi, 1 U Taq polymerase, 1x reaction buffer, 0.2 mM dNTP mix, 1uM
MgCl, 0.2 uM forward ve reverse primerler ve 50-100 ng DNA olacak sekilde hazirlanmis
ve ultrapure su ile 25ul’ye tamamlanmustir.

PZR analizinde kullanilan primerler; prokaryotik ve oOkaryotik organizmalar igin
farkli olarak dizayn edilmis ve Prizma Laboratuvar Uriinleri San. ve Tic. Ltd. Sti.’ ne
sentezlettirilmis ve Cizelge 3.6 ve 3.7’de verilmistir.

PZR kosullar1 6karyotik ornekler i¢in 95°C’de 2 dakikalik ilk denatiirasyonun
ardindan, 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 55°C’de 30 saniye annealing ve 72°C’de 1
dakikalik uzama basamaklarinda olusan 35 dongiiniin ardindan 72°C’de 10 dakikalik son
uzama basamagi olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Prokaryotik olan siyanobakteri orneklerinde ise annealing sicakligi 55°C’de 50

saniye, uzama basamagi ise 72°C’de 40 saniye olacak sekilde degistirilip uygulanmustir.

Cizelge 3.6. PZR analizinde siyanobakteri 6rnekleri i¢in kullanilan primerler ve erime

sicakliklar1
Primer Dizi M+ (°C)
27F 5-AGAGTT TGATTT ACG CGA CA-3’ 60.0
809R 5'-GCT TCG GCA CGG CTC GGG TCG ATA-3’ 74.0
Cya359F: 5°-GGG GAATYT TCC GCA ATG GG-3° 64.0
Cya781Ra 5’-GAC TAC TGG GGT ATC TAATCC CAT T-3’ 72.0
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Cizelge 3.7. PZR analizinde 6karyotik ornekler i¢in kullanilan primerler ve erime

sicakliklar1
Primer Dizi M+ (°C)
ITS1 5°’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’ 62.0
ITS2 5’-GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC-3° 58.0
ITS3 5’- GCATCG ATG AAG AAC GCA GC-3’ 62.0
ITS4 5’- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3° 58.0

3.2.8. Agaroz jel elektroforezi

Genomik DNA ve PZR iiriinleri, 0,5 pg mL™ etidyum bromid iceren %0.8’lik ve
%1.5’lik yatay agaroz jel elektroforezde yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme islemi 5V/cm 1xSB
[Sodyum borik asit (pH 8,0)] c¢ozeltisi icerisinde gerceklestirilmistir. Jel goriintiileme
cihazinda goriintiilenen PZR friinleri, agaroz jelden kesilerek Jel Purifikasyon Kiti

(PeqLab) ile saflagtirilmistir.

3.2.9. Dizi analizi
Elde edilen DNA molekiilleri REFGEN firmasina dizi analizi yaptirilmak iizere

gonderilmistir.

3.2.10. Filogenetik analiz

Dizi analizi sonrasi filogenetik analiz programlar1 kullanilarak tiirler arasinda
karsilagtirma yapilmistir.

Oncelikle dizi verileri toplanarak veri tabanma eklenmis daha sonra ilgili program
(ClustalW) kullanilarak dizi analizi sonucu elde edilen baz dizileri ile dizi hizalamasi1
gerceklestirilmistir. Hizalama isleminden sonra Mega 5 programi kullanilarak filogenetik
agac olusturulmustur. Bahsi gegen programlar kullanilarak NJ (Neighbour Joining),
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Algorithm) agaglari olusturulmus ve
karsilastirilmistir.  Veri bankasmndan elde edilen diziler ile izole edilen mikroalg
orneklerinden elde edilen baz dizilerinin karsilastirilmasi ile calismadan elde edilen
taksonlarin sistematik yerleri belirlenmistir. Sonug olarak tiirlerin morfolojik tayinleri ile

molekiiler tayinlerinin uyumlulugu ve tiirlerin birbirleriyle olan akrabaliklar1 bulunmustur.
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4.1.0rnekleme Noktalarmin Fiziksel Parametre Sonuclar

BOLUM 4

Ornekleme yapilan suyun fiziksel parametreleri Cizelge 4.1°de gosterilmektedir.

Bu veriler 1s18inda 6rneklerin kiiltiirlerinin birakilacagi fiziksel sartlar belirlenerek,

bozulmadan biiylimelerinin saglanacagi optimum yasam ortamlari olusturulmustur.

Cizelge 4.1. Ornekleme yapilan suyun fiziksel parametreleri

Orn. Sicakhik PH Tletkenlik Coziinmiis
Nok. (°O) (nS/cm) Oksijen(mg/1)
1 18,60 9,30 875 12,30
2 16,70 8,21 968 10,57
3 18,30 7,60 946 10,36
4 17,30 7,48 978 7,91
) 16,30 7,25 2038 521
6 18,10 7,15 1262 5,93
7 20,70 7,47 760 0,98
8 19,10 7,50 893 8,63
9 20,90 9,92 371 12,98
10 18,40 6,98 1440 2,20
11 16,50 7,00 282 7,94
12 19,00 8,14 389 8,13
13 18,60 7,80 1184 4,86
14 20,90 7,73 736 8,49
15 18,10 7,30 959 6,50
16 19,80 7,09 731 11,30
17 19,40 8,43 389 11,35
18 15,30 7,30 538 8,99
19 15,60 7,07 635 6,75
20 13,20 7,80 195,3 8,90

4.2 izolasyonu Yapilan Taksonlar
Laboratuvara getirilen 6rnekler OLYMPUS CX 31 marka mikroskop altinda
incelendi, kamerali OLYMPUS CH 51 marka mikroskop ile fotograflar1 cekilerek

Olctimleri yapildi. Metod kisminda belirtilen sistematik kitaplarindan faydalanilarak

teshisleri yapildi.
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Cizelge 4.2. izolasyonu yapilan taksonlar

Kod Izolasyonu Yapilan Kod izolasyonu Yapilan
No Takson No Takson

1 Scenedesmus acutus 13 Phormidium sp. 2

2 Scenedesmus antennatus 14 Phormidium tenue

3 Scenedesmus quadricauda 15  Stigeoclonium sp.

4 Scenedesmus opoliensis 17 Nostoc sp.(Kuru Ornek)

5 Scenedesmus acuminatus 18  Chlamydomonas sp.

6 Scenedesmus armatus 19  Chlorococcum sp.

7 Ankistrodesmus falcatus 20 Fragillaria sp.

8 Monoraphidium minitum 21  Chroococcus sp.

9 Cosmarium sp. 22 Neochloris sp.

10 Nitzschia sp. 23  Pseudopediastrum boryanum
11 Craticula cuspidata 24 Chlorella vulgaris

12 Phormidium sp. 1 25  Scenedesmus apiculatus

Ornekler grup bazinda incelendiginde;

12, 13, 14, 17, 21 No.lu 6rnekler Cyanobacteria;

10, 11, 20 No.lu 6rnekler Heterokontophyta;

1,2,3,4,5,6,7,8,9, 15, 18, 19, 22, 23, 24, 25 No.lu 6rneklerin ise Chlorophyta
grubuna ait olduklar1 goriilmektedir. Orneklerin morfolojik 6zelliklerine gdre
degerlendirilmesi asagidaki gibidir.

Phormidium sp. 1 ve 2 Kiitzing ex Gomont (12 ve 13 No.lu érnekler);

Flamentler, jelatinimsi veya kayigimsi sekilde bir tabaka olusturur. Tallus, alttaki
parcalara eklenmis ya da kopmus halde serbest yiizer. Miisilaj kilif az ¢ok sert, bazen
agliitine olmus, kismen belirsiz, ince ve renksizdir. Trikom; silindirik, komsu hiicre
ceperlerinde bogumlanmis, uglarda incelmis, diiz ya da kavisli haldedir. Kesinlikle
diizenli spirallesme olmayip, kapitath ya da kapitatsiz olabilir, cogu tiirde ug hiicreler
kaliptralidir (Desikachary, 1959).

Phormidium tenue (Meneghini) Gomont (14 No.lu 6rnek)

Kayisims1 filamentler agik mavi yesil renkte, hafif biikiilmiis haldedir. 1-2 pm
genisligindeki yan duvarlar1 yukariya dogru daralmistir. Hiicreler (1,5)- 2,5 -5 um
uzunlugundadir. Duvarlarda graniilasyon yoktur. Uglara dogru koniklesen hiicrelerde
kaliptra yoktur. Durgun sularda ve toprakta bulunur ayrica sicak su kaynaklarinda da

yasamini siirdiirebilir.
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Nostoc sp.Vaucher (17 No.lu 6rnek)

Tallus miisilajimsi, kiiresel ya da oblong, ipliksi, bullos, solid ya da i¢i bos,
serbest halde ya da substrata tutunmus halde, koyu renkli; trikom torulosedir. Hiicreler
bastirilmis, kiiresel, varil seklinde ya da silindirik; heterosist, interkalardir (Desikachary,
1959).

Chroococcus sp. Nigeli (21 No.lu 6rnek)

Bir hiicreli ya da 2-32 sayida hiicrenin birlesmesi ile olusur. Yari kiiresel ya da
oval sekilli bireyler serbest ylizebilecegi gibi substrata yapismis halde ya da nemli
habitatlarda bulunabilir. Her hiicre bir kilifla sarihidir. Art arda hiicre bdlinmelerinin
sonucu olarak kilifin ¢ok sayida katmani olusur. Kilif hem seffaf hem de koyu sari
(toprak rengi) renkte olabilir. Gaz vakuolii yoktur. Mavi-yesil, zeytin yesili ya da
sarimsi renktedir (Prescott, 1973).

Nitzschia sp. Hassall (10 No.lu 6rnek)

Frustul izopolardir. Hiicreler kusak veya valf goriintigliidiir. Valflar asimetriktir
clinkii rafe sistemi merkezde yer almaz. Valf dis ¢izgisi asimetrik ve dorsaventral olarak
goriilebilir. Fakat genellikle dogru yerden bakiliyorsa simetriktir. Genellikle elongat
haldedir. Merkezde bogumlanmis olabilir ya da olmayabilir ve yuvarlanmis rostrate ya
da kapitat kutuplar tasiyabilir. Enine sitrialar bazen gozlenebilir. Fibula genellikle
kiigiik fakat birkag tiirde valfin biitiiniine ya da bir par¢asina ¢apraz yaparak uzanabilir.
Merkezi rafe sonlanmalar1 gozlenebilir ya da gozlenmeyebilir. Bu ¢ok onemli bir
taksonomik &zelliktedir. Iki valfin rafe sistemleri ayn1 kenarda (Hantzschioid simetri) ya
da kars1 kenarda (Nitzschioid simetri) bulunabilir. Her hiicrede her kutupta bir tane
olmak iizere toplam iki kloroplast vardir. Her kloroplast genellikle basit ve bir ya da
diger valfa ya da kusaga dogru uzanmis sekildedir. Merkezi boslukta nukleus vardir
(Round ve ark., 1990).

Craticula cuspidata (Kiitzing) D. G. Mann (11 No.lu 6rnek)

Valva 30-150 um uzunlugunda ve 13-44 um genisligindedir. 10 um uzunlukta 11-
19 sayida striae bulunur (Krammer ve Lange-Bertalot, 1999a).

Craticula tyelerinin hiicreleri valva goriiniimiinde mizraksi goriintisgliidiir, kusak
gbriinlimii ise dar bir dikdortgen seklindedir. Hiicreler tektir. Kusak boyunca uzanan iki
diiz kloroplasta sahiptir ve valva yiizlinlin altinda uzanir. Sitoplazmik koprii ve merkezi
uclar1 arasinda iki bariz damlacik vardir. Uglar boyunca devam eden merkezi rafe

yariklart merkezde genislemistir. Striae az ¢ok paraleldir. Gozenekler diizenli bir
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sekilde dizilmistir. Valvalar dikey striae tarafindan bolinmiis gibi goriilebilir. Kusak
bandinin her birinde gdzenek satirlar1 mevcuttur (Round ve ark., 1990).

Fragilaria sp. Lyngbye (20 No.lu 6rnek)

Hiicreler serit benzeri koloniler olusturmak iizere valf yiizeylerinden birlesirler.
Bu taksonlar sadece merkez bolgede olusan siskinliklerden baglanarak zincir
olustururlar, aksi halde baglant1 hiicrenin biitiin uzunlugu boyunca meydana gelir. Iki
adet plaka benzeri plastidleri vardir. Strialar birbirlerine neredeyse paralel diizenlenmis
ve dar bir dogrusal sternum ile iki sira birbirinden ayrilmistir. Merkezi alan c¢esitlilik
gosterir, fakat genellikle valfin bir ya da her iki tarafinin kenarma ulasir (Round ve ark.,
1990).

Komarek ve Fott (1983); Scenedesmus cinsini, 1-2 sirada dizilmis, 2-32 hiicreden
olugsmus diiz bir séndbia; elips, oval ya da hilal seklinde ve her birinin uglarina dogru
sonlanmakta fakat genellikle uzamis hiicrelere; diiz, kesik ya da genis hiicre uglari; diiz
ya da spine (diken)ler ile siislii ¢epere; parietal (tabak gibi) ve genellikle tek pirenoidli
kloroplasta sahip olarak tanimlarlar ve eseysiz iiremenin otosporlarla oldugunu
belirtmektedirler.

Scenedesmus acutus Meyen (1 No.lu 6rnek)

Fusiform hiicreler, ortasi konkav uglar1 konveks sonlanan dis hiicreler, diiz bir
hiicre duvari ile tanimlanmaktadir (Komarek ve Fott 1983).

Scenedesmus antennatus Brebisson (2 No.lu 6rnek)

S. acutus (1 No.lu ornek) taksonundan, uglardaki renksiz miisilaj knob
(topuz)larla kolaylikla ayrilmaktadir (Komarek ve Fott 1983).

Scenedesmus quadricauda Chodat (3 No.lu 6rnek)

Prescott (1973)’¢ gore; S. quadricauda (3 No.lu 6rnek) bir siradaki oblong-
silindirik hiicreler, distaki hiicrelerin iki ucunda da uzun ve kivrilmis bir spine ve icteki
hiicrelerin spinsiz olmasiyla ayirt edilmektedir.

Scenedesmus opoliensis P.G. Richter (4 No.lu 6rnek)

S. opoliensis (4 No.lu 6rnek) and S. quadricauda (3 No.lu 6rnek) taksonlarinin
birbirine benzemesi genellikle yanlis teshislere sebep olmaktadir. Bu yanlighig1 ortadan
kaldirmak i¢in distaki hiicrelerin uglar1 ¢ok iyi bir sekilde gézlenmelidir. S. opoliensis
(4 No.lu 6rnek) taksonunun distaki hiicreleri fusiform-naviculoid (Prescott, 1973) ve
istten goriiniimde s6ndbia kivriktir (Komarek ve Fott, 1983). Bu 6zelliklerin her ikisi

de orneklerimiz de gozlenmistir.
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Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat (5 No.lu 6rnek)

Bir siradaki keskin uclu lunat hiicreler ile kolaylikla ayirt edilebilmektedir.
(Prescott, 1973).

Scenedesmus armatus Chodat (6 No.lu 6rnek)

Silindirik-oval hiicreler ve 2 pm uzunluga erisebilen spineleri ile karakterize olur
(Komarek and Fott, 1983). Bu karakteristik 6zellik bu taksonun diger 6rneklerden ve
ozellikle de S. quadricauda (3 No.lu 6rnek) taksonundan ayirt edilmesini saglar.

Scenedesmus apiculatus Corda (25 No.lu 6rnek)

Iki sirada dizilmis ve birbirine uzunluklarinmn 1/2-1/3’ii oraninda baglanan
hiicrelerden olusmus olmalar1 ve hiicre uglarinda kiigiik apiceslerin bulunmasidir
(Komarek ve Fott, 1983).

Ankistrodesmus falcatus (Corda) Ralfs (7 No.lu 6rnek)

Keskin bir sekilde sonlanan ve hafifce kivrilan uglar1 olan hiicreler, igne seklinde
(needle-shaped) olup yignlar halinde bulunur. Hiicre, parietal, tabak seklinde,
genellikle pirenoidsiz tek bir kloroplast tagir. Tiim koloni ince bir kilif ile ¢evrilidir.
Hiicre boyutlari; 25-62 x1,2-4,3 um.” dir (Huber-Pestalozzi, 1955).

Monoraphidium minitum Komarkova-Legnerova (8 No.lu 6rnek)

Hilal-sigmoid seklindeki hiicreler, uglara dogru hafif spiral yaparak sonlanir.
Parietal kloroplast, pirenoidsiz olup hemen hemen tiim hiicre duvarimmi kaplayan
sekildedir. Ureme otosaporlar ile olur. Hiicre yiizeyine sik1 bir sekilde bagh olan hiicre
duvari, bazen diizensiz iki par¢adan olusabilir. Hiicre Olgiileri (3,5-)5-17(-20)x1-7,2
um.’dir (Huber-Pestalozzi, 1955).

Cosmarium sp. Corda ex Ralfs (9 No.lu 6rnek)

Merkezi bir isthmus ile birlesmis iki yar1 ¢emberden olusan bir sekle sahiptir.
Hiicre duvari her zaman punktat olup diiz, sade ya da kompleks bir yerlesim gosteren
graniilar ¢ikintilar tasir. Kloroplast genellikle dallanmis ve bazen karmasiktir (John ve
ark., 2003).

Stigeoclonium sp. Kiitzing (15 No.lu 6rnek)

Dallanmis bir flament, pseudoparankimatik hiicre kitleleri 6zelligindeki tallusun
yere y1gilmis parcalarindan gelisir. Biitlin yapi, ince bir miisilaj film ile ortiiliir. Birinci
ve ikinci siradaki dallar karsiliklidir ve ana eksendekilerden daha kiiglik hiicrelerden
olusur. Hiyalin, ve sert 6zellikteki ¢ikintili hiicreler ile sonlanir. Kloroplast pek ¢ok
hiicre duvarint (6zellikle dallardaki hiicrelerin duvarmi) Ortecek parietal plaka

seklindedir. Bir ya da ¢ok sayida pirenoid igerebilir (Prescott, 1973).
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Chlamydomonas sp. Ehrenberg (18 No.lu 6rnek)

Hiicreler; oval, elips ya da kiiresel, bazen hiicrenin u¢ kisminda iki kamg¢inin
gelistigi yapilar olan bir ya da iki apikal papilla bulundurabilir. Hiicreyi distan saran dar
ya da genis bir miisilajims1 kilif bulunur. Kloroplast; yogun bir halde, hiicrenin
tamamina yerlesmis ya da ince bir parietal U seklinde, birkag tiirde ise H seklinde
olabilir. Pirenoidler; bir ya da ¢ok, bazal ya da bilateral ve daginik haldedir. Pigment
noktalar1; yanda veya onde, nadiren ortadadir. Iki ya da dort tane apikal kontraktil
vakuol genellikle fark edilebilir haldedir. Bu cinsin tiirleri, dinlenme evresine
yakalastiginda kamgilarini kaybedip, hareketsiz faza girerler. Vejetatif hiicreler, siirekli
boliinmeler gecirerek miisilaj salinimi ile hepsi birlikte bir arada tutulur. Bu yilizden,
sekilsiz jelatinimsi kiitle, ¢ok sayida hareketsiz hiicreleri iceren bir sekilde goriilebilir.
Bu faz palmella fazi olarak bilinir. Bir hiicreli, oval ya da kiiresel, U sekilli kloroplasta
sahip hiicrelerden olusan kolonial diger algler (Gloeocystis), palmella evresindeki
Chlamydomonas iiyeleri ile karistirilabilir (Prescott, 1973).

Chlorococcum sp. Meneghini (19 No.lu 6rnek)

Eliptik, genis oval ya da kiiresel hiicreler tek tek ya da diizensiz gruplar halinde
miisilajli ya da miisilajsiz halde bulunur. Hiicre duvari1 diizdiir ve bazen biiyiime
sirasinda kalinlagma gosterir. Kloroplast i¢ duvari bir ya da birkag pirenoid tasir. Bazen
geng hiicrelerde titresimli vakuoller goriilmektedir. Cok ¢ekirdekli hiicre tipleri
gozlenebilir. Hiicreler bazen yag bazen de sekonder karatenoid biriktirerek turuncu-
kirmiz1 gdzlenmektedir. Ureme, aplanospor ve zoospor ile olmaktadir. Zoosporlar
Chlamydomonas tipidir(Huber-Pestalozzi, 1955).

Neochloris sp. Starr (22 No.lu 6rnek)

Kusursuz bir sekilde kiiresel olan hiicreler tek ya da koloni halinde bulunabilir.
Genellikle yash hiicrelerde nadiren kalinlagma gdsteren hiicre duvari1 genellikle incedir.
Parietal Kloroplast tiim hiicre igini doldurur. Pirenoid belirgin bir sekilde gozlenir.
Kontraktil kofullar gen¢ hiicrelerde gézlenmezken bir ya da ¢ok ¢ekirdeklilerde vardir
(Huber-Pestalozzi, 1955).

Pseudopediastrum boryanum (Turpin) E. Hegewald(23 No.lu 6rnek)

Sonobial koloni; (16-) 25-180 (-208) wm genisligindedir. Kenar hiicreleri (5-) 8-
30 (-40) x (5-) 9-21 (-31) um Olgiilerindedir. Birbirine paralel iki ¢ikintisi olan ¢evresel
hiicreler sarilmistir. Cikintilarin uzunlugu hiicre uzunluguna esit ya da ondan daha
kisadir. Igteki hiicreler (5-) 6-20 (-26) X (4-) 5,7-22,5 (-27) um &lciilerindedir. Hiicreler

cok kenarli ve hiicresel bosluklar1 olmayan haldedir. Hiicre duvar1 diiz ya da
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graniilliidiir. Kozmopolit, havuz, gol ve rezervuarlarda, yavas akan nehirlerde, ilkbahar
ve yaz baglarinda bol bulunur (John ve ark., 2003)

Chlorella vulgaris Beijerinck (24 No.lu 6rnek)

Kiiresel ya da eliptpik hiicreler, tek tek ya da kiiglik gruplar halinde bulunabilir.
Otosporlar genellikle eliptik olup nadiren kiireseldir. Hiicre duvari ince, kloroplast
fincan benzeri, ¢ukur yapida olup bazen belli bazen belirsiz bir ya da iki pirenoid tasir.

Hiicreler ,5-10 (-13,3) um. boyutlarindadir (Huber-Pestalozzi, 1955).

Sekil 4.1. Cyanobacteria grubu iiyelerinin 151k mikroskobu gériintiileri. 12. Phormidium
sp. 1 (Olgek: 50 pm), 13. Phormidium sp. 2 (Olgek: 20 um), 14. Phormidium tenue
(Olgek: 20 um), 21. Chroococcus sp. (Olgek: 50 pm).
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Sekil 4.2. Heterokontophyta grubu iiyelerinin 151k mikroskobu goriintiileri. 11. Craticula

cuspidata (Olgek: 50 um), 20. Fragillaria sp. (Olgek: 50 pm), (10 No.lu 6rnegin,

Nitzschia sp. fotografi ¢ekilememistir).
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Sekil 4.3. Chlorophyta grubuna ait Scenedesmus cinsi iiyelerinin 151k mikroskobu
goriintiileri. 1. Scenedesmus acutus (Olgek: 20 um), 2. Scenedesmus antennatus (Olgek:
20 pm), 3. Scenedesmus quadricauda (Olgek: 50 um), 4. Scenedesmus opoliensis
(Olgek: 20 um), 5. Scenedesmus acuminatus (Olgek: 20 um), 6. Scenedesmus armatus
(Olgek: 20 um), 25. Scenedesmus apiculatus (Olgek: 20 pm).
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Sekil 4.4. Chlorophyta grubuna ait diger mikroalglerin 151k mikroskobu goriintiileri. 7.

Ankistrodesmus falcatus (Olgek: 20 pm), 8. Monoraphidium minitum (Olgek: 20 pm), 9.
Cosmarium sp. (Olgek: 50 um), 15. Stigeoclonium sp. (Olgek: 100 um), 18.
Chlamydomonas sp. (Olgek: 20 pm).
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Sekil 4.5. Chlorophyta grubuna ait diger mikroalglerin 151k mikroskobu goriintiileri. 19.
Chlorococcum sp. (Olgek: 50 um), 22. Neochloris sp. (Olgek: 50 um), 23.
Pseudopediastrum boryanum (Olgek: 50 um), 24. Chlorella vulgaris (Olgek: 20 pm).

Cyanobacteria grubundaki Phormidium ve Oscillatoria cinslerinin iyeleri,

filamentsi yapilarinin ayni olmasi sebebiyle siklikla karistirilmaktadir. Tek ayirt edici
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ozellik olarak Desickarhy (1959), Phormidium iiyelerinin musilaj katmaninin
Oscillatoria iiyelerinin musilaj katmanindan daha kalin oldugunu belirtmistir. Ancak bu
0zelligin bu iiyelerin farkli ¢evre sartlarinda miisilaj katmanlarini1 kalinlastirdiklar: da
diisiiniildiigiinde sistematik tayin yapmak icin yeterli olmadigi aciktir. Filamentsi
Cyanobacteria tiiyelerinin morfolojik sistematigini zorlastiran bir diger 6zellik,
filamentin en sonundaki hiicrenin miisilaj katmandan ¢ikarak para seklinde, suda serbest
yiizebilen tek hiicre formundaki plenokoklar1 olusturabilmeleridir. Bu halde gdzlenip
sistematigi yapilmaya calisilan iiyelerin tayininde yanhishklar olacaktir. Palinska ve
ark.(2011); Cyanobacteria grubuna ait Phormidim benzeri 29 wkim sistematigini;
morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler teknikler kullanarak arastwrmislar ve elde
ettikleri verilere gore bu grubun taksonomik revizyonunun yapilmasini gerektigini
savunmuslardir.

Nostoc cinsi tiyeleri, Phormidium cinsi {iyelerinden dis goriiniisiine bakarak
kolayca ayrilabilir fakat yine Nostoc tiirlerinin de tallus yapis1 ve rengi birbirine ¢ok
benzer oldugundan tiir bazinda teshis yapmak olduk¢a zordur. Nostocales ordosuna
sahip tiyelerin uygun olmayan c¢evre sartlarindan korunarak hayatta kalmalarini
saglayan Ozel hiicreler olan akinetleri olusturabilme 6zellikleri, bu taksona ait iiyelerin
sistematiginde yanilmalara sebep olabilir. Sadece akinet hiicresi gozlenen bir taksonun
sistematik tayini ise yapilamaz.

Chroococcus cinsinin bir yere bagl olarak yasayan tiirleri gelisiminin bazi
evrelerinde Chroococcus cinsine olduk¢a benzeyen Gloeocapsa cinsi ile karistirilir.
Gloeocapsa formlar1 hem su altindaki substrata hem de aerial habitatlarda yasayabilir.
Gloeocapsa cinsinde Chroococcus cinsinden daha fazla hiicre bir araya gelerek koloni
yapisini olusturur. Bireysel hiicre kiliflar1 genellikle kalin ve biliyiiktiir. Hiicrelerin
gomildiigii jelatinimsi matriks ¢ok sayida kosentrik tabakalardan olusur. Kiigiik, izole
olmus ve c¢ok az gelisim gostermis Gloeocapsa kolonileri, Chroococcus cinsinin
belirgin bazi tiirlerine benzemektedir (Prescott, 1973).

Diatom iiyeleri, rafe yariklari, frustul yapisi, stria sayisi, kloroplast yap1 ve
yerlesimlerine bakilarak tayin edilmektedir. Fakat bu ozellikler kesin bir sistematik
tayin icin yeterli olmamaktadir. Ozellikle Nitschia, Fragillaria, Craticula, Neidium,
Navicula, Synedra cinsleri siklikla karistirilmaktadir. Tayinleri yapilirken valften ve
kusaktan gozlenir, farkli agilardan gdzlenmelerine ve rafe yariklarma o6zellikle dikkat
edilir. Rafesiz olanlarda Labiate proses (dudak yapisi) gozlenmeye caligilir ancak bu

yapi, hiicre koselerinde bulundugu icin olduk¢a zor goriiliir. Tiim bu Ozelliklerin

53



BOLUM 4-ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Fiisun AKGUL

gbzlenebilmesi icin yiiksek kalitede bir 151k mikroskobuna ihtiyag vardir. Hatta strialarin
net olarak sayilabilmesi i¢in elektron mikroskobu kullanilabilirse daha net sonuglar elde
edilebilir.

Chlorophyta grubuna ait Scenedesmus cinsi tiyelerini tanimlamak igin sondbia’nin
sekli ve yerlesimi, hiicre ¢eperinin yapisi, spineli olup olmamasi ve knoblar1 diizgiince
gozlenmelidir. Fakat bunlar1 151k mikroskobuyla gozlemek olduk¢a zordur. Ayrica
Scenedesmus cinsi tiyeleri kiiltiir ortaminda ve dogal habitatlarinda, tuz miktarindaki
degisime bagh olarak tek hiicreli ya da kiiclik iki hiicreli hale dontisebilirler (Soeder ve
Hegewald 1989).

Ankistrodesmus, Monoraphidium, Kirchneriella cinsi tyeleri, kalin C seklinde
hiicrelere sahip olduklarindan siklikla karistirilabilmektedir. Bu iiyelerin tayininde
kloroplast sekli ve yapisy, pirenoid sayisi ve yerlesimi gibi Ozellikler Onem
kazanmaktadir. Ancak bu 0Ozelliklerin gbdzlenebilmesi i¢in yine yiiksek kalitede bir
mikroskoba ihtiya¢ vardir.

Chlamydomonas cinsi iiyelerinde palmelloid evre gézlenmektedir. Stres aninda ya
da lireme doneminde bu evreye giren hiicreler, hareketsiz, kamgisiz, miisilaj kilif i¢cinde
koloni halinde goriilebilirler. Olumsuz g¢evre sartlarindan korunmak i¢in aplanospor gibi
hareketsiz, kalin ceperli, kist olusturmus hiicreler olusturabilirler. Bu déonemde iken
mikroskobik gézlem yapilan hiicreler, en gok Oocytis cinsi iiyeleri ya da diger coccoid
grubu algler ile karistirilabilir. Bu yiizden sistematik tayin yaparken kiiltiire alinan
hiicreler farkl1 donemlerde de gdzlenmelidir.

Chlorococcum tiyelerinin zoosporlar1 Chlamydomonas tiplidir. Bu durum da iki
tiyenin karistirilmasima sebep olmaktadir (Huber-Pestalozzi, 1955).

Neochloris tiyesine ait hiicrelerde kloroplast parietal haldedir ancak bunun net
olarak ayirt edilebilmesi i¢in yiiksek kalitede bir mikroskoba ihtiya¢ vardir. Parietal
kloroplasta sahip diger coccoid alglerle (Oocystis, Chlorococcum, Chlorococcus)
benzer Ozelliklerinden 6tiirii de karistirilabilir.

Pseudopediastrum cinsine ait taksonlar belirgin hiicre yapisiyla rahatlikla
ayrilabilmektedir. Fakat tiir ve alt tiir bazinda sistematik tayin yapabilmek i¢in
boynuzlarin uzunlugu, i¢ ve distaki hiicrelerin boyutlarmin iyi 6l¢iilmesi gerekmektedir.
Yine kiiltiir ortamindaki taksonlarin anormal bir biiyiime gostererek tamamen yuvarlak
hale dondiigii, ¢ikintilarmin kayboldugu bilinmektedir. Bu yilizden kiiltiirden alinip tayin
yapildiginda fakli sonuglar elde edilebilir.
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Chlorella cinsi iiyelerinin sadece morfolojik gézlemlerle sistematik tayini, kiigiik
boyutlarmdan dolay1 oldukga zordur. lyi bir mikroskop gerekmektedir fakat yine de
gozleyen kisinin deneyimi, kullanilan sistematik literatiiriin yeterliligi gibi diger
faktorler de dogru bir tayin yapmayi etkilemektedir.

S6z konusu ¢aligmada kullanilan mikroalglerin  yukarida bahsedilen
ozelliklerinden dolayi, sadece morfolojik 6zelliklerine bakarak sistematik tayinlerini
yapmak oldukca zordur. Bu zorluk, iyi bir mikroskop kullanarak, elektron mikroskobu
gozlemleri yaparak, deneyimli bir taksonomistten yardim alarak ve bu alandaki temel
sistematik kaynaklardan yararlanarak asilabilir. Ancak tiim bunlar1 yapmak, zaman,
para ve enerji kaybma sebep oldugu gibi net bir sonu¢ alimmasmi da tam olarak
saglayamaz. Tiim bu sebepler gz 6niinde bulunduruldugunda mikroalglerin sistematik
tayinini dogru bir sekilde yapabilmek icin artik pek cok alanda kullanilan, yiiksek

gecerliligi ve giivenirligi olan molekiiler tekniklerin kullanilmasi kaginilmaz olmustur.

4.3. DNA izolasyonu Sonuclar

DNA izolasyonu Gene Jet Plant Genomik DNA Purification Kit (Thermo) ile
gergeklestirilmistir. DNA’nin miktar1 ve safligit NanoDrop spektrofotometre (Thermo)
cihazi ile 6l¢tilmiistiir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Orneklerden elde edilen DNA miktar1 ve saflik oranlar1

Ornek DNA miktar 260/280 Ornek  DNA miktar1  260/280

(ng/ul) orani (ng/pl) orani
1 2,8 1,88 13 7,3 1,49
2 4,0 1,47 14 53,8 1,55
3 4,9 1,59 15 58,8 1,04
4 2,9 2,18 17 142,3 2,01
5 3,8 1,37 18 23,9 1,44
6 9,0 1,31 19 14 1,51
7 53 1,34 20 3,9 1,66
8 9,7 1,37 21 8,7 1,54
9 7,3 1,34 22 52 1,64
10 11,5 1,43 23 17,4 1,46
11 5,8 1,26 24 3,2 1,78
12 23,9 1,91 25 3,2 1,40
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Elde edilen DNA molekiillerinin 260/280 orani, saflik derecesi ile ilgili karar
vermede etkilidir. Bu deger, 1,8’den kiigiikse DNA 0rneginde protein kontaminasyonu
oldugunu, 2’den biiyiikkse RNA kontaminasyonu oldugu anlagilmaktadir. En uygun
deger 1,8 ile 2 arasidir. Orneklerin bu degerlerine bakildiginda genel olarak istenen
degerde oldugu goriilmektedir. Sadece 4 No.lu 6rnekte RNA kontaminasyonu oldugu
sOylenebilir ancak primerlerin spesifik olmasi bu degerin ihmal edilmesini

saglamaktadir.

4.4. PZR Analizi Sonuclar

Elde edilen PZR firiinleri, %1,5’luk agaroz jelde 5V/cm, TAE buffer icerisinde
yiiriitiilmiis ve jel goriintiileme cihazinda fotografi ¢ekilmistir. Okaryotik drneklerde en
iyi sonu¢ veren primer ¢iftinin ITS1-ITS4 primerleri oldugu goriilmiistiir. Primer
optimizasyonu siyanobakteri 6rnekleri i¢in de gergeklestirilmis ve en iyi sonu¢ veren
primer ¢iftinin Cya 359F- Cya 781Rb oldugu saptanmistir.

Belirlenen primerlerle elde edilen PZR iiriinlerinin sonuglar1 Sekil 4.6, 4.7 ve

4.8’te verilmistir.

7 8 18 22 23 24

-

100 bp

Sekil4.6.1,2,3,4,5,6,7,8, 18, 22, 23, 24 No.lu 6rneklerden ITS1-ITS4 primer ¢ifti

ile elde edilen PZR sonucu.
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25 10 11

500 bp

100 bps

Sekil 4.7. 25, 10, 11 No.lu 6rneklerden ITS1-ITS4 primer ¢ifti ile elde edilen PZR

SOonucu.

12 13 14 16 17 21

| &
| =

500 bp

AR AN

100bp

Sekil 4.8. 12, 13, 14, 16, 17, 21 No.lu 6rneklerden Cya 359F- Cya 781Rb primer c¢ifti ile
elde edilen PZR sonucu.(16 No.lu 6rnek Rivularia deniz 6rnegi oldugu i¢in ithmal

edilecektir).

Calisilan gen bolgesi olan ITS bolgeleri genellikle 500-700 bp (baz ¢ifti)’lik
oldugundan elektroforez markorii, 100 bp DNA laddder olarak secilmistir. Sekil 4.6,
Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 incelendiginde tiim Orneklerin istenen baz ¢ifti sayisinda elde
edildigi, sadece 23 No.lu Ornegin fazla 1s1ma yaptig1 yani kirilmis olabilecegi
sOylenebilir. Ancak bu durum sekans analizi i¢in génderilebilecek yogunluga ulagilmisg

oldugu i¢in ihmal edilebilir bir durumdur. Sekil 4.8 incelendiginde 14 No.lu DNA
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Oorneginde 1stmanin yayilmis olmasi, DNA molekiilinde kirilmalarin varligini
gosterebilir. 16 No.lu 6rnek ise deneme amacglh elektroforez goriintiisiine bakmak
istedigimiz bir siyanobakteri iiyesi olan Rivularia cinsine ait bir taksondur. Denizel bir
form oldugu i¢in ¢aligmada degerlendirme kapsamina alinmamastir.

PZR optimizasyonu yaparken MgCl, konsantrasyonu ile oynanabilir. Ancak
calismada hazir bir tampon (buffer) kullanildig1 i¢in bu deger degistirilememistir. Fazla
kalip PZR’yi engellediginden primer ve kalip DNA konsantrasyonu degistirilebilir zira
calismada kalip DNA seyreltilip kullanilmistir. Termal dongii sartlar1 ve amplikonun
uzunlugu dikkate almarak uzama siireleri degistirilebilir. Bu calismada baglanma
sicaklig1 degistirilmistir. Primer ¢iftinin Mt derecesine gore ve calisilan organizmaya
gore farkli sicaklik dereceleri denenmistir. Primer baglanma sicakligi diistiikge daha
rahat bir baglanma oldugu goézlenmistir. Bu yontemi daha pratik hale getiren Gradient
PZR cihazlar1 optimizasyon siirecini kolaylastir ve kisaltir. Bu tip cihazlarda 96°1ik veya
48’lik blogun her bir 8’lik kolonuna farkli baglanma 1silar1 uygulamak miimkiindiir.

Calismada kullanilan PZR kosullar1 6karyotik 6rnekler icin 95°C’de 2 dakikalik
ilk denatiirasyonun ardindan, 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 55°C’de 30 saniye
annealing ve 72°C’de 1 dakikalik uzama basamaklarinda olusan 35 dongiiniin ardindan
72°C’de 10 dakikalik son uzama basamagi olacak sekilde gerceklestirilmistir.
Prokaryotik olan siyanobakteri 6rneklerinde ise baglanma sicakligi 55°C’de 50 saniye,
uzama basamagi ise 72°C’de 40 saniye olacak sekilde degistirilip uygulanmistir.

Ancak bu sartlar, tiim organizmalar i¢in gegerli olamamis, tiim 6rneklerden DNA
izolasyonu yapilip nanodrop degeri elde edilmesine ragmen 9, 15, 19 ve 20 No.lu
orneklerden PZR f{iriinii elde edilememistir.

PZR iiriinti elde edebilme amaciyla 9 No.lu 6rnek icin 49-55 °C Gradient PZR
uygulanmistir. DNA 6rneklerinde bulunabilen ve PZR iiriinii elde edilmesini engelleyen
kontaminantlardan, protein artigi ya da fenolik bilesiklerin uzaklastirilmasi i¢in
kullanilan betain eklenerek tekrar PZR kurulmustur. Tiim kosullar denenmesine ve olasi
tim olumsuzluklar ortadan kaldirilmasina ragmen PZR iirlinii elde edilememesi
primerlerin ¢aligmadigin1 gostermektedir. Literatiir tekrar taranarak yeni bir primer ¢ifti
tasarlanmali ve tekrar PZR kurulmalidir.

15 No.lu 6rnek i¢in de 49-55 °C Gradient PZR uygulanmis fakat sonug
alinamamugtir. Baglanma sicaklig1 olarak 46, 47, 48 °C kullanildiginda ise non-spesifik

bantlarin olusmasiyla primer Kkirliliginin oldugu anlagilmistir. Primerler spesifik
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olmasma ve gradient PZR wuygulanmasina ragmen iiriin elde edilememesi,
kontamaninasyon riskini diisiindiirmektedir. Bu 6rnegin 260/280 orani1 degerinin 1,04
olmasi1 protein kontaminasyonu olabilecegini, DNA molekiiliiniin saf bir sekilde elde
edilemedigini gostermektedir.

19 No.lu 6rnegin DNA miktarinin ¢ok diisiik olmasi (1,4 ng/pl) PZR iiriinii elde
edilmesini zorlastirmistir. Baglanma sicakligi olarak 55, 53, 50 °C kullanilmasina
ragmen sekansa gonderilebilecek temizlikte ve yogunlukta DNA c¢ogaltilamamustir.

20 No.lu ornek icin 35-40°C Gradient PZR uygulanmig, PZR {riinleri
elektroforezde yiiriitiilmiis fakat ya cift bantlar ya da c¢ok silik bantlar elde edilmistir.
Sekansa gondermeye deger yogunlukta ya da uzunlukta PZR {iriinii elde edilememistir.

Malzemelerin bitmesi ve laboratuvar ¢alismalarinin sonlanmasi lizerine denemeler
de sonlandirilmistir. Ancak izolatlar saglikli bir sekilde, kiiltiir ortamlarinda, bazal
metabolizma seviyesinde saklanmakta ve siklikla kontrolleri yapilmaktadwr. Bu
orneklerin, sonraki caligmalarda kullanilabilmesi olduk¢a ©Onemli oldugundan saf

kiiltiirlerin kayb1 engellenmeye ¢alisiimaktadir.

4.5. Dizi Analizi Sonuclar

Calisma kapsamindaki 24 6rnekten 9, 15, 19, 20 No.lu 6rnekler hari¢ hepsinden
PZR iiriinii elde edilmistir. REFGEN firmasina dizi analizi i¢in gonderilen 20 6rnekten
10 ve 17 No.lu 6rnekler hari¢ hepsinin dizi analizi yaptirilmistir.

Sekil 4.7 incelendiginde; 10 No.lu 6rnekten parlak bir bant halinde goriilebilen
PZR fiiriinii elde edilebildigi ortaya g¢ikmaktadir. Yeterli DNA miktar1 REFGEN’e
gonderildigi halde firma yetkililerinin dizi analizi yapamamalar1 kontaminasyon riskini
distindirmektedir.

17 No.lu 6rnek; 45-55 °C Gradient PZR uygulanmis ve en iyi 50°C’de sonug elde
edilmistir. Elde edilen PZR iiriinleri sekansa gonderilmis ancak sekans sonucu
almamamistir. REFGEN yetkilileri, yeterli DNA yogunlugu olmadigi icin dizi
analizinin yapilamadigini belirtmislerdir. Cyanobacteria grubu iiyesi bu algin 6rnekleme
islemi, talluslarin toplanip epifitlerinden temizlenmesi seklinde gergeklestirilmistir. Oda
sicakliginda kurutulan talluslardan dizi analizi i¢in yeterli DNA miktarmin elde edilip
edilemeyecegi denenmek istenmistir. Ancak REFGEN yetkilileri PZR {irlinii
yetersizliginden yetersizliginden dolayr dizi analizini gerceklestiremediklerini
belirtmislerdir. Bu sonucun elde edilmesi, kuru alg 6rneklerinin kullanildigr molekiiler

calismalarda farkl tekniklerin denenmesi gerektigini gostermektedir.
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Dizi analizine ait sonuglar asagidaki gibidir:

1 No.lu Ornek:

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGAATTATTAAAACCACAAT
GCGAACCTATCTGTTCCGTGCCTTAGCTGCCAGCAAGGCAATTGGCTTGCTC
CAATTGTACTTGCAAGCTGGTGCGAGTAATTTGATTACTTGCATCAGTGGCG
CTTTGGCATGCTTATACACCAGTGCCAACCACTGTCAAAACCAAACTCTGAA
GCTTTGATTGCTATTAACTGGCAATCTTAACCAAAGACAACTCTCAACAACG
GATATCTTGGCTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAG
TGTGAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCGCT
CGAGCCCTCGGGCAAGAGCATGTCTGCCTCAGCGTCGGTTTATACCCTCACC
CCTCTCTCCCTCTGGAGGGCTGGTCAGCTTCTAGTTGGCCTCAGGGGTGGAT
CTGGCTTTCCCAATTGGTTCACTCCGATTGGGTTGGCTGAAGCTTAGAGGCT
TAAGCAAGGACCCGATATGGGCTTCAACTGGATAGGTAGCACCGGCTTCTG
CCGACTACACGAAGTTGTGGCTTGTGGACTTTGCTAGAGGCCAAGCAGGAA
ACATGCTTTGCATGTCTAAAACTTTCGACCTGAGCTCAGGCAAGGCTACCCG
CTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

2 No.lu Ornek:

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGAATTATTAAAACCACAAT
GTGAACCTATCTGTTCCGTGCCTTTGCTGCCAGCAAGGCAATTGGGCTCTGC
CTGATTGTGCTTTAGTAAGCTGGTGCGAGTAAATTTTACTTCGCATCAGTGG
CGCTCTGGCATGCTTATACACCAGTGCTAACCACTGTCAAAACCAAAATCTG
AAGCTTTGATTGCTATTAACTGGCAATCTTAACCAAAGACAACTCTCAACAA
CGGATATCTTGGCTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGT
AGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCG
CTCGAGCCCTCGGGCAAGAGCATGTCTGCCTCAGCGTCGGTTTATACCCTCA
CCCCTCTCTCCTTCCCGGAGAGTTGGTCAGCTCTCAGTTGACCTCAGGGGTG
GATCTGGCTTTCCCAATTGGTTTACTCCGATTGGGTTGGCTGAAGCTTAGAG
GCTTAAGCAAGGACCCGATATGGGCCTCAACTGGATAGGTAGCACCGGCTT
CTGCCGACTACACGAAGTTGTCGCTTGTGGACTTTGCTAGAGGCCAAGCAG
GAAACATGCTCTGCATGTCTAAAACCTTCGACCTGAGCTCAGGCAAGGCTC
CCCCCGAAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

3 No.lu Ornek:

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGAATATGCAAACCACAACA
CGCACTCTCTACTTGTGTACCGACGTTAAGTTACACACGCAAGTGTGTGCTT
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ATTAACCTACACACCATTGTCCAACCAATGATTAAACCAAACTCTGAAGCTT
TCACTGCTGTTAACCGGCAGTTTTAACCAAGAACAACTCTCAACAACGGAT
ATCTTGGCTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGT
GAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCGCTCGA
CTCCTCGGAGAAGAGCATGTCCGCCTCAGCGTCGGTTTTCACCCTCACCCCT
CTTACTTTTCAAGTAAGCCTGTCGTGTTTGCTCAAACCGGCAATAGGGGTGG
ATCTGGCTCTCCCAACCGGTGTCAATCGGTTGGGTTGGCTGAAGCACAGAG
GCTTAAACTGGGACCCGTATCGGGCTCAACTGGATAGGTAGCAACACCCTT
GGGTGCCTACACGAAGTTTGTGTCTGAGGACCTGGTTAGGAGCCAAGCAGG
AAACACGCTTAACCCGCGTGTATCATGGGTACGACCTGAGCTCCGGGCAAA
GGCTACCCGCTGAAACTTAAGCCTATCAATAAGGGAGGA

4 No.lu Ornek:

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGAATATGCAAACCACAACA
CGCACTCTCTACTTGTGTACCGACGTTAAGTTACACACGCAAGTGTGTGCTT
ACTAACTTACACACCATTGTCCAACCAATGATTAAACCAAACTCTGAAGTTT
TGGCTGCTGTTAATCGGCAGTTTTAACCAAGAACAACTCTCAACAACGGAT
ATCTTGGCTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGT
GAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCGCTCGA
CTCCTCGGAGAAGAGCATGTCCGCCTCAGCGTCGGTTTTCACCCTCACCCCT
CTTACTTTTCAAGTACCCCTCCCGTGTTTGCTCAAACCGGCAATAGGGGTGG
ATCTGGCTCTCCCAACTGATTTCTAATCGGTTGGGTTGGCTGAAGCACAGAG
GCTTAAACTGGGACCCATATCGGGCTCAACTGGATAGGTAGCAACACCCTC
GGGTGCCTACACGAAAGTTGTGTCTGAGGACCTGGTTAGGAGCCAAGCAGG
AAACACGCTACAACGCGTGTATCATGGGTTCGACCTGAGCTCGGGGCAAGG
CTACCCGCCAGAATTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

5 No.lu Ornek:

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGAATTATAAAAACCACACT
GTGAACCTCCACGTTCCGTGCCTCAGCTGCCAGCGGGGCAACGGGCTTTTAG
CTCGTTGCTACTCGCAGCTGGCATCGGCATTGCTGCCGTTGCCAGTGGCGCT
TTGGCAGGACCTTACACCAGTCTAACCACTGTCAAAACCAAAATCTGAAGT
TCTGACTGCTATTAACTGGCGGTCTTAACCAAAGACAACTCTCAACAACGG
ATATCTTGGCTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGT
GTGAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCGCTC
GAGCCCTCGGGCAAGAGCATGTCTGCCTCAGCGTCGGTTTAAACCCTCACCC
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CTCCCTCCTTGTGTGGGTCGGTTGGCTTGCTAGCCAGCCTCAGGGGTGGATC
TGGCTTCCCCAAACCGCTCTGGCGGGTTGGGTTGGCTGAAGTTTAGAGGCTT
AAACAAGGACCCGATATGGGCTTCAACTGGATAGGTAGCACCGGCTTCTGC
CGACTACACGAAGTTGTGGCTTGTGGACTTTGTTAGGGGCCAAGCAGGAAA
CATGCTTTGCATGTTCTAAACTTTCGACCTGAGCTCAGGCAAGGCTACCCGC
TGAACTTAAGCCTATCAATAAGGGAGGA

6 No.lu Ornek:

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGAATATGCACACCACAACA
CGCACTCTTTATTTGTGTTCGACGTTAGGTCAACACGCGCAAGCGTGGTGGC
CTACTAACCTACACACCATTGACCAACCATTTATCAAACCAAACTCTGAAGC
TTTGGCTGCCGTTAACCGGCAGTTCTAACAAAGAACAACTCTCAACAACGG
ATATCTTGGCTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGT
GTGAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCGCTC
GACTCCTCGGAGAAGAGCATGTCTGCCTCAGCGTCGGTTTACACCCTCACCC
CTCTTCCTTAACAGGAGGCGCCTGTCGTGCTTGCTCAAGCCGGCAGCAGGG
GTGGATCTGGCTCTCCCAATCGGATTCACTCTGGTTGGGTTGGCTGAAGCAC
AGAGGCTTAAACTGGGACCCAATTCGGGCTCAACTGGATAGGTAGCAACAC
CCTCGGGTGCCTACACGAAGTTGTGTCTGAGGACCTGGTTAGGAGCCAAGC
AGGAAACGTACTCTGTACGTACTCTGTATTCGACCTGAGCTCAGGCGAAGC
CCCTCCACTCCTGC

7 No.lu Ornek:

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGAATTATCAAAACCACAAT
GTGAACCAGGTGTCCCATGCTTTCGTGCAGCGCGGCGTCTTGCGCTGGCGGG
CTTTGGGATTGCTCCTTCACGGGGGCTTTCTCAGGGTTATCTGCGCGATTGC
GTGTTTTCCCACACCCAGTGAAACCACTGAGTTGTGCCTCGCGGTGCAGCCA
AACCAATCTCTGAAGGACTGATTGCCACACATTGGCGGTCACAAACGAAAA
CAACTCTCAACAACGGATATCTTGGCTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGAATCTTTG
AACGCATATTGCGCTCAAGCCTTCGGGCAAGAGCATGTCTGCCTCAGCGTCT
TTTTAACCCCTCACACCCCTATCTTTGATAGAGCCAAGCTCAAGCGGCTTGC
TGGTGTGGATTTGGCTTCCCCAATTGGCCCATTTGCTGATTGGGTTGGCTGA
AGTGCAGAGGCTTGAGCAAGGACCCGATATGGGCATCAACTGGATAGGTAG
TGCCAGCCAACCGGCTGTCTACACGAAGTTGTTGCCTGTGGACCTTGCTGGA
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GGCCAGCAGGAAGCACGCTTTCGGCGTGATCAAACCTTGGACCTGAGCTCA
GGCAAGATAACGGACCTACCTTAAGCCTATCAATAAGGGAGGA

8 No.lu Ornek:

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGAATATGCAAACCACAACA
CGCACTCTTTATTTGTGTTCGACGTTAGGTCAACACGCGCAAGCGTGGGGCC
TACTAACCTGACACACCATTGACCAACCATTTATCAAACCAAACTCTGAAG
AGAAGAATATATAGGCTGCCGTTAACCGGCAGTTCTAACAAAGAACAACTC
TCAACAACGGATATCTTGGCTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGAATCTTTGAACGC
ATATTGCGCTCGACTCCTCGGAGAAGAGCATGTCTGCCTCAGCGTCGGTTTA
CACCCTCACCCCTCTTCCTCAACAGGAGGCGCCTGTCGTGAGTGCTCAAGCC
GGCAGCAGGGGTGGATCTGGCTCTCCCAATCGGATTCACTCTGGTTGGGTTG
GCTGAAGCACAGAGGCTTAAACTGGGACCCAATTCGGGCTCAACTGGATAG
GTAGTAACACCCTCGGGTGCCTACACGAAGTTGTGTCTGAGGACCTGGTTA
GGAGCCAAGCAGGAAACGTACTCTGTACGTACTCTGAATTCGACGGTGAGC
TCGGCGAGGCTACCCGCTGACTTAAGCCTATCAATAACGGAGGA

11 No.lu Ornek:

TCCGTAGGTGAACGTGCGGAAGGATCACTAACACATCGATCTAGGATC
TTTGAATAATCGCGAAATGCGAGTGCTTTTTGCCAGACACGGTGCAGGCCCC
AAAACCCGGGACACTCCATCATGATTTGGTTGTTTGAAAAATTCAAAAAAA
GCCTCCAAACAAACAAGTTCTGGGTTGCATGTAGCATGTTGGCTGCTGCGAC
CGAGGACGACACGTTTTTCTTCTTTTCAATATTTATTTGATCACCGGCCATGA
ACGTTGGAACATGAAGCTGAAACGGTGAGATGCCTAGCTCTTAGCAGCGCG
GTGATCTTGCTGAAGAAACCAATTTTTCATATACAACTTTCAGCAACGGATG
TCTAGGTTCCCACAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTCATGCG
AATTGCAAAACCTCGTGAACCATCAAAACTTTGAACGCACATTGCGCTACC
GGGACTCGTCCCGGTAGCATACTTGTCTGAGTGTCAGTGAACCTAACTCGGC
GTGACAGCGACGCAAGGCCAACACTTGGGCTTGGGTCTAGTCATGAGCCCG
ATCTATGGGGATATAATGTGCTCGTGATCGCAGATGGCGATCGGAGCTCCCT
CCCAAGTTTCCAGTAGAGATAGTAATGTTAGGAGTTGCTCCCGTTCAGGAAC
ACCTTTGCTTTCAGTAACAAATTTTCCTACTTTTGATACTGGTATCGCCGTAC
CTTTTGTGGAAATATCGGTTTGTTGTTGCAAGCATTGCGAGTTGCTGCCGGG
GATGGAACTTGGAACAGACTACTGATCAAGTCTGGACTGACTAAAAAGAAA
AAGCATCGCATCACAAAAAAGTTGCAATGCTTGGCTTTGACTTGGTCATACG
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ACACCTCTCCTTTCAGATCTCAGCTCAAGTACGAGCACACGCCGGGTTTAAG
CCTATCAATAAGCGAGGA

12 No.lu Ornek:

GGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCG
TGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGAA
CTGACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATCATTGGGCGTAAAGAGTCC
GTAGGTGGCACTTCAAGTCGGTTGTCAAAGACCACAGCTTAACTGTGGAAA
GGCAGTGGAAACTGAAGAGCTAGAGAATGGTAGGGGCAGAGGGAATTCCC
GGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAAGAACACCAGTGGCGAAAG
CGCTCTGCTGGACCATGACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGC
GAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTC

13 No.lu Ornek:

GGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCG
TGGGGGATGAAGGTTTGTGGATTGTAAACCCCTTTTGATTGGGAAGAATAA
CTGACGGTACCAATCGAATAAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCC
GTAGGTGGTTTAGTAAGTCTGCTGTTAAAGCGCGGGGCTTAACCCTGTATCG
GCAGTGGAAACTACTAGACTAGAGTGTGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCCAG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGC
TCTACTGGGCCATAACGGACACAGATGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAG
GGATTAGATACCCCTGTAGTC

14 No.lu Ornek:

GGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCCATGCCGCGTG
TATGATGAAGGTCTTAGGATTGTAAAATACTTTCACCGGTGAAGATCTTTCC
TGTAGCCGAAAAAGATGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGAGCGTAGG
CGGACATTTAAGTCAGAGGTGAAATCCCGGAGCTTAACTTCCGAACTGCCTT
TGATACTGGGTGTCTTGAGTGTGAGAAAGGTATGTGGAACTCCGAGTGTAG
AGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACATAC
TGGCTCATTACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAAAGGGATTA
CAAACCCCTGTAGTC
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18 No.lu Ornek:

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGAATCTATCAATACCAACA
ACGCGAACCACTGTGTGTCTGTGCCCCTGGCTACGCTCCGCTGCCCTCGGGC
GGCGGGGTGATCAGAGCGGTGCCGCAATCGCCGCTCTGTGGCGCTGCCACG
CAAGTAGCAGCGCTCTGCCTTGCGCTCAGCGCACCATTCATTTGGTGCGCTG
GGCGGGCCTCCTCTCTTTTCGGAGAGAGGAGCGCAGGCCTTTTGTTGTTAAC
CTACAACACCAAACCTTAAACATACTAAAGCTAGAAGCAGCTGGCATGGCC
ACTGCAACTAACAAAGACAACTCTCAACAACGGATATCTTGGCTCTCGCAA
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCCG
TGAACCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCGCTCGAGGCTTCGGCCAAGAG
CATGTCTGCCTCAGCGTCGGGTTTACCATCGTTCATCCAATCCGTGTGGTTG
GAACGAACGGACCTGGCCGTCCCATGCCTAGCCTTGCGCAAAGGCATGGGT
CAGCTGAAGAACAGAGGCACGAACATGGACCCGTTAAGGGCTACAACTGG
GTAGGTAGATTTGCCATTGCGCCTCGTGCGCATGGCGCTACTCAATGCTTAG
TTGTTGGCCTGGGAGCATGTTGGTGATCCCAAGCAGGATTCGAGAGCCTTGT
CTAACCACTCGGCCTCTCTACTCCTCGACCTGAGCTCAGTCATAGATACCCG
CGAGACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

21 No.lu Ornek:

GGGGGAACCTCCCCCTTTGGGGAATTTTTTTCCATGGGCGATAGCCTG
ACGGAGCAAGACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTT
TCTGAGGGAAGAAAAAAATGACGGTACCTCAGGAAGAAGCATCGGCTAAC
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGACTT
ATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCATCTCGTGTCTGCTGTCAAAGCCC
ACAGCTCAACTGTGGTCAGGCGGTGGAAACTGAGAAGCTAGAGTTAGGTAG
GGGTAGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAAG
AGACGTACCAGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCATAACTGACACTAAGGG
ACGAAAGCTAGAGGAGCAAAAGGGATTAAACCCCCCCTGTAGTCCGGCGCC
AGTACTGGCCGAGCGGAGCGCTAGCGCACTGGTGTTCTTCCAGTCACGCCG
CATTCCACCTTACACTGGCAATTCGCTCTACGCCTACCTTCTCCAGCTTCGCA
GTTTCCACCGCCTGGCCACAGTTGATCTGTTGGCTTGCAGCAGACGCGGGGG
TGGGGCGTGGGGCTGCCTGCCGCCAGTTAATTTCGCATCCCGCTTGCCTCCC
CCGTA
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22 No.lu Ornek:

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGAATTATCAATACCACAAT
GTGAACTTTTTGTCCGTGGGCCTGTGCCTTTGGCTTCGGCCAAGGTTGTGGC
GGATTACGGGATAGGCTTTCTGCCGACTCCCTATGATTTCCGCCCGCGCAGG
CAAGCATGTTTCCCACGCTTATTGCGAAAACCTTAATCTGAGACAAAAAATT
GCCATGCATTTGGCAATACAAACCAAGACAACTCTCAACAACGGATATCTT
GGCTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATT
GCAGAATTCCGTGAACCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCACTCGCGGCCT
CGGCCAAGAGTATGTCTGCCTCAGCGTCGGTTTGAACCCTCACCCACCAATG
TGGTTGTACCAATTGCATTGGAGTGTGACTGGCTACGGCTGGTTGCCATGGG
TGGATCTGACTTTCCCATTGCTTGCCAATGGGTCTGTTGAAGTTTAGTGGCA
TTTCAAGGTCCCTAATTACGGGCACAACTGGATAACGTGGTTTATACTGCGC
GAAAGTTTGTTGTCTTGTGGCTTTTGAGACCCCTGCCATCAAGGAAACGATC
AATCATTCGACCTGAGCTCAGGCAAGATTACCCGCTGAACTTAAGCCTATCA
ATAACGGAGGA

23 No.lu Ornek:

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGAATCTATCATACCACAAA
GTGAACCCTTTATTCGTATGCTGACCGAGCCCGCTGTTGCTTCATTGCTTCG
GCAGCCAGGTCCAATCAAGGCTATGCCTTGCAAGGGCACCCTGGTGGCACG
GTTGGTGTATGCCCCCACACCGCTGTCCATTCGACCCGGCTTTGGCTGAACT
GGTGGATAGCCTTCAAAACCAAAATCTGAAGTCAATGGGTGCTATTCTAAT
GGCCCCACTAACAAAAACAACTCTCAACAACGGATATCTTGGCTCTCGCAA
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCCG
TGAACCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCGCTCGCGGCTTCGGCCAAGAGC
ATGTCTGCCTCAGCGTCGTTTTGACCCCTCACTCCCATACCTTTTGGTATCAT
GCATCGGGTTACGGCCTGCTGCTGGGCGTGGATCTGGCTTTCCCAGGGTGTC
TCTGGGTTGGCTGAAGTACAGAGGCTAGAGCACGGACCCGTATGGGCGTCA
ACTGGATAGGTAGCCCCCACGAAAGTGGATCTACACGAAGTTGTCTGCCTG
GGAAAGCAGATGTTGGCGGCCAAACAGGAAACTTCTCTCACTTCGACCTGA
GCTCAGGCAAGATACCCCACTGAACTTAGCCTATCAATAACGGAGGA

24 No.lu Ornek:

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGAATCGATCGAATCCACAC
CGGTAACCACACTGTCGCCCTCGGCGGTGCATTCTCTGGCTTCGGGCCTGGG
TTTCACCCCGAGCGTCGGCCCCTGGGTTGGGGTTCTCACGAGCCGCTCTCCA
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GGTCCGGCGGGCGCCTCCCTTGGGCTCACCCCCTGGGGCTGTCGTCGGCCAA
AACCCCTGTATCCAACCTTTTTTTAACACACCCCAAACCACAACCAACTCTG
AAGCATCTTTGGTGGCCCGGCCCCGTGCCGTCCACTCCAAACCAAAGACAA
CTCTCAACAACGGATATCTTGGCTCCCGTATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGAATCTTTGAAC
GCAAATTGCGCCCGAGGCTTCGGCCGAGGGCATGTCTGCCTCAGCGTCGGT
TTACACCCTCGCCCTCCCCCCCTGTGGGGGGCGGTGCGGACCTGGLCCCTCCC
GGCTCCGCTCTCTCCCGAGCGTCCGGGTTGGCTGAAGCACAGAGGCTTGAG
CATGGACCCCGTTTGTAGGGCAATGGCTTGGTAGGTAGGCACCCCCTACGC
AGCCTGCCGTTGCCCGAGGGGACTTTGCTGGAGGCCCAGCAGGAATCCGGC
CCTTCCCGGCCGGACTACTCACTCATTCGACCTGAGCTCAGGCAAGATTACC
AGCTGAACTTAAGCCTATCAATAACGGAGGA

25 No.lu Ornek:

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGAATTATTAAAACCACAAC
GTGAACTCTGTTGTACCGTGCCTTTGCTGCCAGCAGGGTAATCGGGTCTTTG
TCTCGATTGCTTCCTGCAGTTGGTGCGAGCATTGCTGCCCGCATCAATGGCG
CTCTGGCATGCCTATACACCAGTGCCAACCACTGTCAAAACCAAAATCTGA
AGTTTTGATTGCTAGTAACTGGCAATCCTAACCAAAGACAACTCTCAACAAC
GGATATCTTGGCTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTA
GTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCGC
TCGAGCCTTCGGGCAAGAGCATGTCTGCCTCAGCGTCGGTTTACACCCTCAC
CCCTCTTTCCTTTTGGATCGCAGGCTAGCTTCTCAGCTAGCCGCAGGGGGTG
GATCTGGCTTTCCCAATCCTCTAGGGTTGGGTTGGCTGAAGTGTAGAGGCTT
AATCAAGGACCCGATATGGGCTTCAACTGGATAGGTAGCAACGGCATCTGC
CGACTACACGAAGTTGTAGCTTGTGGACTTTGATAGGAGCCAAGCAGGAAA
CGTGCTTGCACGTTAAAACTTTCGACCTGAGCTCAGGCAAGGCTACCCGCTG
AACTTAAGCCTATCAATAACGGAGGA

16 No.lu 6rnek, denizel bir form oldugu i¢in PZR sonucu ve dizi analizi elde
edilmesine ragmen ¢aligma kapsaminda degerlendirilmeyeceginden sonuglari

verilmemistir.

4.6. BLAST Analiz Sonuclar
Elde edilen dizi analizi sonu¢lar1 GenBank’daki veriler ile BLASTN programu ile

blastlanmustir.
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Karsilastirma sonucunda elde edilen veriler asagidaki gibidir.

Score
1262 bits(68

Expect Identities Gaps Strand

3 0.0 6594/699(99%) 1/699(0%) Plus/Plus

uery 1

Sbjct 99
Query 61
Skjet 159
Query 121
Sbkict 218
Query 181
Sbjct 278
Query 241
Sbict 338
Query 301
Sbjct 398
Query 361
Sbkjct 458
fuery 421
Sbjct 518
Query 481
Sbkjet 578
Query 541
Sbict 638
Query 601
Sbjct 698
Query 661

Sbict 758

Sekil 4.9. 1 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastirilmasi sonucu elde

TCCGTAGGTGARCCTGOGGARGEATCATTGRATTATTARRRCCACRRTGOGARCCTATCT

FEEETTET e et e et et e e e e e e e e e et e et
TCCGTAGGTGRACCTGCGGRARAGGATCATTGRATTATTARRRCCACARTGOGARCCTATCT

GITCCGTGCCTTAGCTGOCAGCARGGCRAATTGECTIGCTCCARTTGTACTTGCAAGCTGE
FEEEEr e e et e e et et e e Perrr et et e et
GITCCGTGCCTTAGCTGOCAGCARGGCAATTGECTIGC-CCARTTGTACTTGCRAGCTGE

TECGAGTAATTTGATTACTTGCAT CAGT GECGCTTIGECATGCTTATACACCAGT GOCAR

FEEEEEET et et e r et bt b et e e e e e et 1l
TGCGRGTRARTTTGATTACT TGCAT CAGT GRCGCTTTGECAT GCTTATACRCCAGTGCTAR

CCRCTGTCRR AR CAR A CTCTGRAGCTTTGATTGCTATTARCTGECARTCTTRAACCRARG

FEEEEEET et et e e et et e e e e et e e e e e et
CCRCTGICARRRCCARRCTCTGAAGCTITGATTGCTATTARCTGGCARTCTTAACCRARRG

ACRACTCTCARCARCGEATATCTTGGCTCTCOGCARCGATGRAGRARCGCAGCGARRTGCGA

FETEEEETEE ettt e e e e e b e e et b ety
ACRRCTCTCRR R CGGATATCT TGO CTCOGCRACGATGARGRACGCAGCGRRRTECGA

TACGTAGTGTGAATTGCAGARTTCOGTGARCCATCGRATCTTTGARCGCATATTGOGETC

FEEETTET et et e e et e e e e e et e e e e e el
TACGTAGTGTGAATTGCAGARTTCOGTGARCCATCGRATCTTTGRARCGCATATTGOGCTC

GAGCCCTCGEECARGRGCATGT CTGCCTCAGCGTCGGTTTATACCCTCACCCCTCTICTICC
FEEEEEEr et e e e r et et e e e e e e e e e e e e et et
GAGCCCTCOGEECARGRGCATGT CTGCCTCAGCGTCGETTTATRACCCTCACCCCTCICTCC

CICTEEAGEECTGETCAGCTICTAGT TGRCCTCAGEGETGEATCIGEGCTITCCCARTTGE

e e e e e e e e e et e e e
TTTTEEAGEECTGETCAGCTICTAGT TGECCTCAGEGETGEATCTIGGCTITCCCARTTEE

TTCACTCCGATTGEETTEECTGRAGCT TAGRGGCTTRARGCARGERACCCOGATATGGECTTC

FEEEEE et e et e e e e e et e e e e e et e et
TTCACTCCGATTGEEITEGECTGAAGCT TAGRGGCTTARGCARGEACCCGATATGGGCTTC

ARCTEEATAGETAGCACCEECTICTGCCGACTACACGRARGTTGTIGECTTGIGGACTITEC

FEEEEEET et e e e e e b e e e et bty
ARCTGRATAGGTAGCACCGECTTCT GCCGACTACACGRARGTTGIGECTIGTGGACTTTEE

TAGAGECCARGCAGERARRCATGCTITGCATGTCTARRACTTTOGACCT GAGCT CAGGCAR

FEEErrererr e rrerr et e et et Crrer e e e el
TAGAGFCCARGCAGERARCATGCTITGCATGTICTTARACTTTCGRACCTGAGCT CAGGCAR

GECTRACCCGCTGARCTTAAGCATATCARTARAGCGGAGER 6939
FEEETEETE e e e e e e et
GECTRCCCGCTGARCTTRAAGCATATCAATAAGCGGRAGERE  T96

edilen grafik.

a0

158
120
217
1a0
277
240
337
300
397
360
437
420
517
480
377
540
637
600
697
660
737
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Range 1: 99 to 796 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
1105 bits(598) 0.0 671/705(95%) 10/705(1%) Plus/Flus
Query 1 TCCETACGET AR CCTECCEARGERATCATTGRARTTATTRRRACCRACERTETERARCCTATCT <0
Sojer 3 HCHARAEIC AR A A AGA A 152
Query &1 GCITCCEIGCCT I T EC T ECCACGCARCECARTTEEECTICTGCCTEATICGIGCTITAGTARGS 120
N
fuery 121 TEETECEAGTRRATT--TTACTTCECATCRACTEECECTCTEECATECTTATACRCCASTE 178
sojer 215 HbHbACHATHoA AL - LA AL, 27s
Query 17% CTARCCACTGETCARRRCCARRRTCTEARCGCTITEATTECTATTARCTEECARTCTTRARACT Z38
Sore 274 CHACAIEIAMACAACH T EAMEHTHAHEAHA EAARHALE  as:
Query 23% RBRMCRCRLCTCTCARCRRCCEEATATCITEECICTCGCRARCEATERRCGARCCCACGCGRLRT 258
orer 334 MMM A A A AT 555
fuery 25%% GOEATACGTIAGTGTERAATTECAGRARTTCOCCTGARCCATCCGRARATCTTITEARCECATATTEC 358
Sojer 351 CEAALHACHHAA ARG s
fuery 35% GUICEAGCCCTCOGEECARGAGCATETICTECCTICAGCETCEETTITATRACOCCTCACCCCTICT 418
I
Query 41% CICCTTICCCECEAGACTTIGETICACCT-CTCACTTERACCTCAGEEETEEATCTEECTTITCOCC 477
sojer 514 CHbbrr-GhdstchbiAatintt Aot AR AR R 7
Query 478 ARTTEETITTIACTCCEATIGEEITGECTGALCGCTTACAGECTTARCCARCEACCCOEATATE 537
bjer 572 AL AG A AL AL A o
Query 538 GECOCTCARCTEEATAGETAGCACCEECTICTEOCEACTACACGARETTIETCECTIGIGER 557
N
Query 538 CITTIGCTAGRACCECCRARAGCRACGERRACATECTCTECATETCTRARARCCTTCCEACCTERECTC 657
Sojer 652 LI T AT AL s
fuery 658 AGECARGECTCCCCCCEARARCTTRRACCATATCARTRARCCEEAGER 702

Sbjct 752

Sekil 4.10

B N N N NN
AGECARGGCTACCCGCTGRACTTRARAGCATATCARTARCOCGEAGER 736

edilen grafik.

. 2 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastiriimasi sonucu elde
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Score

Expect Identities Gaps Strand

1112 bits(602}) 0.0 638/654(98%) 8/654(1%) Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
S5bject
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
S5bject
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query

Sbjct

1
1722
61
1782
121
1842
181
1902
241
1962
301
2022
36l
2082
421
2142
481
2202
541
2261
601
2318

TCCCETAGGTGAACCTGCGEAAGGATCATTGALT,

NTGCABACCACABCACGCACTC
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
NTGCARACCACARCACGCACTC

TTACACACGCARGTG ARCCTACACACCATTG
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||
TTACACACGCAAGTG ARCCTACACACCATTG

CCARCCADNTGATT,

AAACCARMCTCTGARGCTTTCACTGCTGTTARCCGGCAGTTTTAACE
COPLCERELELLEE L EEE L L LLEEL LT
CCAACCANTGATTARACCARACTCTGAAGTTTTGGCTGCTGTTARCCGGUAGTTTTARCC

ARGAACAACTCTCAACAACGGATATCTTGGCTCTCGCAMCGATGARGANCGCAGCGARAT
[ELELLEEEEE L EE P LD L L]
ARGAACAACTCTCAACARCGGATATCTTGGCTCTCGCAACGATGARGANCGCAGCGARAT

GCGATACGTAGTGTEGAATTGCAGAATTCCGTGARCCATCGAATCTTTGARCECATATTEC

COELELELELLEEEEEEEEEE L L EEEE LR L L L]
GCGATACGTAGTGTGAATTGCAGARTTCCGTGARCCATCGRATCTTTGAACGCATATTGE

GCTCGACTCCTCGGAGANGAGCATETCCGOC

TCAGCGTCGGTTTTCACCCTCACCCCTC
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
TGTCCGUCTCAGCGTCEGTTTTCACCCTCACCCCTC

TACTTTTCAAGTAAGCCTGTCGTETTTGCTCARARC CGECARTAGEEGETGEATCTEECTCT

IIIIIII|I|I|IIIIIII |I|I|IIIIIIII|I|I|IIIIIIII|I|I|IIIIIIII|
ACTTTTCAAGTARGCCTGCCGTETTTECTCARRCCEGCARTAGGEG

TCARTCGGTTGEETTGECTGARGCACAGAGGCTTAARCTGGEGACCCGTA

CCCAACCGGTG
IIIIIII|I|I|IIIIIIII|I|I|IIIIIIII|I|I|IIIIIIII|I|I|IIIIIIII|
CCCAACCGGTE TGAMGCACAGAGET

TCGEECTCANCTEEATIGET, TCCCTACACGARGTTTCTCTCTGAG

ACGCARCACCCTTGEE
IIIIIII|I|I|IIIIIIII|I|I|IIIIII I|I|I|IIIIIIII|I|I IIIIIIII|
TCGEGCTCALD AECTAGCARCACCCTCGEE TETCTGAG

GACCTGGTTAGGAGCCAAGCAGGAAACACGCTTARCCCGCGTETATCATGGETACGACCT
I

|||||||||||||||||||||||||||||||||||| COELEETELTEEEE T
GACCTGGTTAGGAGCCARGCAGGARACACGCTT. GCGTGTATCATGGET-CGACCT

GAGCTCCGGECAANGGCTACCCGCTGAAACTTAAGCCTATCARTANG=-GGAGGR 653

[OEEE LT LEEE LR TR L L
G RCCCGCTGAA-CTTARGCATATCAATARGCGGAGGA

DGCTC=GA=CAR=CGECT.

60
1781
120
1841
180
1301
240
1961
300
2021
360
2081
420
2141
480
2201
540
2260
600
2318

Sekil 4.11. 3 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastirilmasi sonucu elde edilen

grafik.
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BOLUM 4-ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Fiisun AKGUL

Range 1: 1728 to 2372 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1123 bits(608) 0.0 637/650(98%) 6/650(0%) Plus/Plus
Query 1 TCCCTAGGTEANCCTCCEEAAGCATCATTGAATATECCARNCCACAACKCECACTC 60
_ ||IIIIIIII||||||IIIIIIII||||||IIIIIIII||||||IIIIIII||||||III
Sbjct 1728 TATGCAARCCACAACKRCECACTC 1787
Query 61 TTGTGTACCGACGTTAAGTTACACACGCANGTGTGTGCTTACTAACTTACKCACCATTGT 120

_ ||IIIIIIII||||||IIIIIIII||||||IIIIIIII||||||IIIIIII||||||III
Sbjct 1788 TTACACACGCARGTE TTACACACCATTE 1847
Query 121 CCAARCCAATGATTAANCCAAACTCTGAAGTTTTGGCTGCTGTTAATCGGCAGTTTTARCC 180

_ ||IIIIIIII||||||IIIIIIII||||||IIIIIIII||||||IIIIIII||||||III
Sbjct 1848 CCAACCAATGATTAMACCAAMRCTCTGAAGTTTTGGCTGEC BATCGECAGTTTT. 1907
Query 181 ARGARCANCTCTCAACAACGEATATCTTEECTCTCCCARCGATEGAAGARACGCAGCGADN 240
_ ||IIIIIIII||||||IIIIIIII||||||IIIIIIII||||||IIIIIII||||||III
Sbjct 1908 AAGAACAACTCTCAMCAMCGGAT. TCTCGCANCCATGAAGAACGCAGCEARR 1967

Query 241 GCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGAATCTTTGAACGCATATTGE 300

sbjct 1968 ADTTGCAGAR TTTGAACGCATA 2027
Query 301 GCTCGACTCCTCGGAGAAGAGCATGTCCGCCTCAGCGTCGGTTTTCACCCTCACCCCTCT 360
_ |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 2028 GCTCGAC TGTCCGCCTCAGCGTCGGTTTTCACCCTCACCCCTCT 2087
Query 361 TACTTTTCAAGTACCCCTCCCGTGTTTGCTCAAACCGGCAMTAGGGGTGGATCTGGCTCT 420
_ ||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 2088 TACTTTTCARGTARGCC TTTGCTCARACCGGCAATAGGGE 2147

Query 421 CCCAACTGATTTCTAATCGGTTGGGTTGECTGARGCACAGAGGCTTAAACTGGGACCCAT 480

Sbjct 2148 CCCAACTGATTTCTAATCGGTTGGGTTGGCTGAAGCACAGAGGCTTARACTGGGACCCAT 2207

Query 481  ATCGGGCTCAACTGGATAGGTAGCAACACCCTCGGGTGCCTACACGAARGTTGTGTCTGA 540

_ |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||
Sbjct 2208 ATCGGGCTCARC AGGTAGCARCACCCTCGGE 2266
Query 541  GGACCTGGTTAGGAGCCAAGCAGGAAACACGCTACARCGCGTGTATCATGGGTTCGACCT 600

_ |||||||||||||||||||||||||||||||| [FLUELLLLLELEEEEL TEE
Sbjct 2267 GGACC AGGAGCCAAGCAGGAMACACGCTTAAACGCGTGTATCATGGGT-CGACCT 2325

Query 601 GAGCTCGGGGCARGGCTACCCGCCAGAR-TTAAGCATATCAATTAGCGGA 649
|

sbjct 2326 TCGEE-CARNGGCTACCCGCT-GARCTTAAGCAT-TCAATAAGCGGA 2372

Sekil 4.12. 4 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastirilmasi sonucu elde
edilen grafik.
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BOLUM 4-ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Fiisun AKGUL
Range 1: 104 to 799 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
1212 bits(656) 0.0 683/696(98%) 1/696(0%) Plus/Plus
fuery 1 TCCETAGETEARCCTECEERARAGEATCATTEARTTATRARARRCCACACTETEARCCTCCAC g0
egee 100 PP UL LG o,
Query ol GITCCETECCT AT EOCAGCEEEECARCEEECTTITAGCTOETTECTACTOFCAGCETE 120
smsce 168 St UMLIIAIE I LTI L LT o
fuery 121 GOATCEECATTGECTIECCETTECCAGTEECECTTITEECAGEACCTTACRCCASTCTARCCE 180
smace 220 SR QIBH AT o,
fuery 181 CIGETCARARCCRRRRTCTERRCTICTGEACTECTATTARCTEECEETCTTRAACCRRRACRACE 240
miee 280 CHAMIAAUAHIUL I UL .,
fuery 241 ACTCTCARCRRCEEATATCITEECTICTICGCARCCATERARACRARCECARCOGRARRATECEATAC 200
smsee st AAGMMHLSIIIIL OGN ITRN
fuery 301 GTACTETEARATTECAGRRATTCCCTERARCCATCERARATCTTTEARCECATRATTECOECTORRAE 360
smace a0 SHCMHUSHUILII IS IUIHIHILIIL
fuery 3¢l COCTCGEECAACRAGCATCTICTECCTCACCETCEETITTRARACCCTCACCCCTCCCTCCTTE 420
egee ss CHPAELARHATHUEL DA AU I
fuery 421 TEIGEEICGEITGEECITECTAGCCAGCCTCAGEEGETIEEATCTEECTICCCCARRCCOECTC 480
smsee s20 AU IR AL I T o,
fuery 481 TEECEEETTEEETTEECTGARACTTITACGRCGECTTARACRRASEACCOGATRATEEECTTCARS 540
smace sss obbbabEHIUUAHHALE IR UL
fuery 541 TEEATAGETACCACCEECTICTGCCGACTACACCRAACTTCETGECTTIETEEACTTITEITRAE 00
A T T T Y T IRy e
fuery o0l GEECCARGCAGERRRCATECTITIIGCATEITCTARRCTTITCRACCTEAGCTCAGECARGEC ool
smsce 708 AU UL LU LU o,
fuery 66l TACCCECTERRACTTRRSCCTRATCARTRAS-GEALER 655
smace 760 MSLLHUAHALIIIMILIL o
Sekil 4.13. 5 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastirilmasi sonucu elde
edilen grafik.
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BOLUM 4-ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Fiisun AKGUL

Score

Expect Identities Gaps Strand

1077 bits(583) 0.0 605/615(98%) 4/615(0%) Plus/Plus

Query
sSbjct
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query

Sbjct

Sekil 4.14. 6 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastirilmasi sonucu elde

1
1749
61
1809
121
1868
181
1928
241
1988
301
2048
361
2108
421
2168
481
2228
541
2288
599
2348

TCCETAGGTGANCCTGCCGEGANGGATCATTGANLT,

ATGCACACCACAACACGCACTCTTTAT
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||| FELELELEEEELELLELE T
TATGCAAACCACAACACGCACTCTTTAT
AGGTCAACACGCGCARGCGTGE ARCCTACACACCATT
|||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||
AGGTCAACACGCGCARGCGT ARCCTACACACCATT

GACCARCCATTTATCAARCCAAACTCTGARGCTTTGGCTGOCGTTARCCGECAGTTCTAR
CLLEELLELLE LU R LR L L L LT
GACCARCCATTTATCAARCCAAACTCTGARGCTTTGGCTGLCGTTARCCGECAGTTCTAR

TATCTTGECTCTCGCALCER

CARAGAACAACTCTCAACARMCGGR BAGABNCGCAGCGRA
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
CARAGARCAACTCTCAACARCGGAT TCTCGCAACGATGARGARCGCAGCGAR

ATGCGATACCTAGTCTGAATTCCAGAATTCCGTCGARCCATCGARTCTTTGARCGCATATT

LEEELEELELE LR EEEE L L L ELELE LT
ATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGANTCTTTGAACGCATATT

GCGCTCGACTCCTCEGAGAAGAGCATGTCTGCCTCAGCGTCGETTTACACCCTCACCCCT

COLELELELEEE L L L L L L LT
GCGCTCGACTCCTCGGAGAAGAGCATGTCTGCCTCAGCGTCGETTTACACCCTCACCCCT

CTTCCTTAACAGGAGGCCCCTETCGTGCTTGCTCAMGCOGECAGCAGGEETEEGATCTEEC

||||||||||||||||||||||||||||||||| CEELELLETELELELE L E LT
TTALCAGGRAGGCGCCTG TTALGCCGGCAGCAGGEGTGGATCTGEC

TCTCCCAARTCCCATTCACTCTCETTCEETTCECTEARGCACACACGCCTTARMCTCGCCACC

COLELEEELELE L L EEEEE L L PR LT
TCTCCCAATCGGATTCACTCTGGTTECETTGGCTGAAGCACAGAGGCTTARACTGGGACC
CAATTCGGGCTCAACTGGATAGGTAGCAACACCCTCGGETCCCTACACGAAGTTGTGTCT
COLELELELERE LD L DL ELE L LT
CAATTCGGGCTCAACTGGATAGGTAGCAACACCCTCGGETGCCTACACGAAGTTGTGTCT
GAGGACCTGGTTAGGAGCCAAGCAGGARACG-TACTCTGTA-CGTACTCTGTATTCGACC

||||||||||||||||||||||||||||||| COELE FELEEELELE LT
BGGAGCCARGCAGGARACGCGTCTCTGGCGCGTACTCTGTATTCGACC

TGAGCTCAGGCGAAG
LELEELEELED T
TGAGCTCAGGC-AAG

edilen grafik.

60
1808
120
1867
180
1927
240
1987
300
2047
360
2107
420
2167
480
2227
540
2287
598
2347
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BOLUM 4-ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Fiisun AKGUL
Score Expect Identities Gaps Strand
771 bits(417} 0.0 G628/728B(B6%} 22/728(3%)} Plus/Plus
Query 1 TCCGTAGGTGARCCTGCGEAAGGATCATTGAATTATCARRACCACAATGTGARCCAGG=T 59

. IIII|II|IIIIIIIII|II|IIIIII|II|IIIIII|II|IIIIIIIII|II|II I
Sbjct 22 TTATCAAAACCACAATGTGARCCGGTTT 81
Query 60 GTCCCATGCTTTCGTGCAGCGCGGCGTCTTGCGCTGECGEECTTTGGGATTGCTCCTTCA 119

. COELEE LR LEEEEEE L L L DL L ] ]
Sbjct 82 GTCCCACGCTTTTGCACAGCGCGETEGCCATECGCTEGGCGGECCCTEGGATTGCACTCGCA 141
Query 120 CGGGGECTTTCTCAGGGTTATCTGCGCGATTGCGTG=TTTTCCCACACCCAGTGARACCA 178

. LLE L L III|II|IIIIIII|IIIII|II|IIIIIIIII|II| L]
Sbjct 142 AGGETGCATTCTTGGGGTTATCTG TGTTTTTCCCACACCCAGTGTTTTCA 201
Query 179 CTGAGTTGTGCC==TC=-GCGETGCAGCCARNCC= TCTGAAGGACTGATTGCCACHC 234

. COLEELELREEL L L LT II |II|III II [ LT T
Sbjet 202 CTGAGTTGTGCCTTTCTTGGGCGCAGCCARNCCTARMCC AARGGTTGTCATAC 260
Query 235 ATTGGCEGTCACAAACGAAAACAACTCTCAMRCAACGGATATCTTGGCTCTCGCARCGATE 294

. | |l | IIIIIIIII|II|IIIIII|II|IIIIII|II|IIIIIIIII|II|IIIIII
Sbjct 261 ACTGACAATCACAANCGARAAMRCAACTCTCAACARCGGNT TCTCGCAACGATG 320
Query 295 AAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGANTE 354

_ IIII|II|IIIIIIIII|II|IIIIII|II|IIIIII|II|IIIIIIIII|II|IIIIII
Sbjet 321 AAGAANCGCAGCGARAS ADNTTECAGARN 380
Query 355 TTTGAACGCATATTGCGCTCAAGCCTTCGGEGCARGAGCATGTCTGCCTCAGCGTCTTTTT 414

CCLLELELELLELEEEEEEE FELELEEEL L L ELEE LT ]
Sbjet 381 TTTGAACGCATATTGCGCTCGAGCCTTCGGGCAAGAGCATGTCTGCCTCAGCGTCGGTTT 440
Query 415 ARMCCCTCACACCCCTATCTTT===GATAGAGCCANGC-TCARGC==GGCTTGCTGGTGT 468

O L O O O o e e N R A ANy
Sbjet 441 ACACCCTCACACCCCTATTTTTATTGATAGCGTCAAGCCTTATTCTAGGCTTGCGGGTGET 500
Query 469 GGATTTGGCTTCCCCAATTGGCCCATTTGL==T=GATTGEETTGECTGARGTGCAGAGGE 525

L L e L N O A A A RN AR N gy
Sbjet 501 GGAATTGGCTTCCTCAATCGATC--TT-GCAATTGATTGGGTTGECTGAAGTTTAGAGEC 557
Query 526 TTGAGCAAGGACCCGATATGGGCATCAMCTGE AGTGCCAGCCARCCGGCTGTCT 585

_ [LLLELELELTLLL I|II|IIIIII|II|IIIIII|II|IIIIIIII LLELELT
Sbjet 558 TTGAGCAAGGACCCGTTATGGGCATCAMLT AETGCCAGCCATTCGGCTGTCT 617
Query 586 ACACGAAGTTGTTGCCTG TGEAGECCAGCAGGAAGCACGCTTTOGGCGTE 645

_ [LLLELELELEL L I|II|II III|II| COLLRLELEEEE FPELELEL ] T
Sbjet 618 ACACGARGTTGTTGC TTTGCTEEEEECCAGCAGGAANCACGCTTTTG-CATG 676
Query 646 ATC=-AAACCTTGGACCTGAGCTCAGGCAAGATARCGGACCTACCTTAAGCCTATCAATAR 704

LEEEL L LEEEEEE LR PR L L T

Sbjet 677 CCCTAARCTTTCGACCTGAGCTCAGACAAGACTACGGACTGAACTTAAGCATATCAATAR 736
Query 705 G=-GGAGGA 71

L LT
Sbjet 737

Sekil 4.15. 7 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastirilmasi sonucu elde

edilen grafik.
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BOLUM 4-ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Fiisun AKGUL
Score Expect Identities Gaps Strand
1048 bits(567) 0.0 616/637(97%} 13/637(2%) Plus/Plus
Query 6 AGETGANCCTCOGEAACGGATCATTGARTATCCARACCACAACACGCACTC 65

_ I|IIIIII|II|IIIIII|II|II|IIIIII|II|IIIIII|II|IIIIIIIII|II|II
Sbjet 1 ATGCARMNCCACARNCACGCACTC &0
Query 66 AGGTCAACACGCGCANGOGTGEEECCTACTARCCTGACACACCATTGACCE 125

_ I|IIIIII|II|IIIIII|II|II|IIIIII|II|IIIIII|II [LELPEETTELTLL
Sbjet 61 AGETCANCACGOGCAMGCGTGEEECCT =ACACRCCATTGRACCA 119
Query 126 ATCAAMRCCARNACTCTGAAGRGARGANTATATAGGCTGCCGTTARCCGGCAGTT 185

_ I|IIIIII|II|IIIIII|II| IIII IIIII|II|IIIIIIIII|II|II
Sbjct 120 ATCAAACCARNCTCTm———— ANG=CT=T=T=-GGC' TTAACCGGCAGTT 170
Query 186 CTAACARAGARACARCTCTCARCARCGGATATCTTGECTCTCGCAACGATGRAGAMCGCAG 245

_ I|IIIIII|II|IIIIII|II|II|IIIIII|II|IIIIII|II|IIIIIIIII|II|II
5bjet 171 TARCARACGARRCARCTCTCARCARCGER TCTCGCARCGATGAMAGRACGCAG 230
Query 246 CGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGARCCATCGAATCTTTGARCGCA 305

COPLREELEREELELEEL PP L L LT
5bject 231 CGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGAATCTTTGAACGCA 290
Query 306 TATTGCGCTCGACTCCTCGGAGAAGAGCATGTCTGCCTCAGCGTCGGTTTACACCCTCAC 365

COLLLELLEE L EEEE L ELEE LT L L L LT
Sbject 291 TATTGCGCTCGACTCCTCGGAGAAGAGCATGTCTGCCTCAGCGTCGGTTTACACCCTCAC 350
Query 366 CCCTCTTCCTCAACAGGAGGECGCCTG TECTCARGCCGECAGCAREEETCE. 425

_ LLELLELLT |IIIIII|II|II|IIIIII I|IIIIII|II|IIIIIIIII|II|II
Sbjet 351 COCCTCTTCCTTAACAGGAGECGCCTGE TTECTCARGCCEECAGCAGGEETGE. 410
Query 426 TGEGCTCTCCCAATCGGATTCACTCTGGTTGEGTTGECTGARGCACAGAGEGCTTARACTGE 485

COELLELLEEEEEEECE R L P L LR EEE LT
Sbjeot 411 TEGCTCTCCCAATCGGATTCACTCTGGTTGGGTTGECTGARGCACAGAGECTTARRCTGE 470
Query 486 GACCCARTTCGGGCTCAACTGGATAGGTAGTARCACCCTCOGGETGCCTACACGARNGTTGT 545

CELELEELEEEEEELCEE L FELEEEL L LT LT
Sbjet 471 GACCCARTTCGGGCTCAACTGGATAGGTAGCARCACCCTCGGETGCCTACACGARGTTGT 530
Query 546 AGEAGCCARGCAGEAMNCET, 605

_ I|IIIIII|II|IIIIII|II|II|IIIIII|II|IIIIII|II|IIIIIIII |II|II
Sbjet 531 AGEEAGCCARGCAGEAMNCET, 590
Query 606 CGGTGAGCTC-GGECGAGGCTACCCGCTGA=CTTAMGC 640

_ I IIIII|I|IIIII|II|II|IIIII|II|II
S5bject 591 CC-TGAGCTCAGGCAAGGCTACCCGCTG

Sekil 4.16. 8 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastirilmasi sonucu elde edilen

grafik.
Score Expect Identities Gaps Strand
241 bits(130) 1e-59 161/176(91%) 1/176(0%) Plus/Plus

Query 339 TACAACTTTCAGCARCGGATGTCTAGGTTCCCACAACGATGAMRGAACGCAGCGAANTGCG 398

COLERELEEELEEEEELEEELEEE e LEEEE L P
TACAACTTTCAGCARMCGGATGTCTAGGCTCCCACARCGATGAAGAACGCAGCGARNTGCG

sbict 1 60

Query 399 ATACGTCATGCGAATTGCAAAACCTCGTGAACCATCARARCTTTGAACGCACATTGOGCT 458
_ IIIIII II|I|I|I|IIIIIIIIIIII|I| CLULEE PR EELL L L]

S5bjet 61 ATACE AMTTECAMDMCCTCE TCATCAAGACTTTGAACGCACATTGCGCT 120

Query 459 ACCGGGACTCGTCCCGGTAGCATACTTGTCTGAGTGTCAGTGARACCTARCTCGGCG 514

sbjct 121

Sekil 4.17.

COELEE T LEEELE LR FEEEEL L L L L
TCCGGGARATG-CCCGETAGCATACTTATCTGAGTETCCGCGARCCCCACTCAGOG

edilen grafik.

11 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastirilmasi sonucu elde
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BOLUM 4-ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Fiisun AKGUL

Score

Expect Identities Gaps Strand

773 bits(418) 0.0 422/424(99%) 0/424(0%) Plus/Plus

Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query

Sbijct

Sekil 4.18.

Z
a0
62
150
122
210
182
270
242
330
302
390
362
450
422
510

AAAGCCTEACGEAGCANGACCGCETGAGGGAGGARGEC

AATTTTCCGCAATGGGCG!
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
AATTTTCCGCAATGGGCGARAGCCTGACGEAGCAAGACCECGTGAGGGAGGARGEC

TCTTEEETTETAAACCTCTTTTCTCARGEARGAAGAACTGACGETACTTGAGGAATCAGC

COLEELELEELEEEEEEE LT ELE P L L L LT
TCTTGGETTETAAACCTCTTTTCTCARGGARGRAGAACTGACGETACTTGAGGRATCAGE

ATCGGCTARCTCCGTGCOAGCARCCGCGETAATACGEAGGATGCARGCGTTATCCGGART
COELLEREEEELEEEEEE L L L ELE L EEEEE L EEE L
ATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCARGCGTTATCCGGART

CATTECECGTAANGNGTCCCTAGCTEECACTTCAAGTCGETTGTCARAGACCACAGCTTA

CECEELEEEEEEEEELEEE LD EE L EE LT TP LT
CATTGGGCGTARAGAGTCCGTAGGTGGCACTTCARGTCGGTTGTCARAGACCACAGCTTA

ACTCTGEAANGGCAGTCEARACTGANGACCTAGAGAATEETAGCGCCCAGAGGGALTTCCC

CEELLEEEELELEELEEE PP ELELE L EEE LT T
ACTGTGGARAGGCAGTGGARACTGARGAGCTAGAGANTGGTAGEGGCAGAGEGRAATTCCT

GETCETACGCGETGAANTCOGTAGAGATCEEEANCGAACACCACTCECCARNCCCCTCTGCTE

COVELEEREELE LR L L LT EEE LT LT
GETGTAGCGETGARATGCGTAGAGATCGGGAAGARCACCAGTGECGAARMGCECTCTGCTE

GACCATGACTGACACTCRCCEACCARARCC TACGCEENCCCARACCCATTACATACCCCTCET

CELELLLLEDETEEEEEEELEE L EREELEELEEELE L DL L L] ]
GACCATGACTGACACTGAGGGACGARAGCTAGGCGAGCGAATGECATTAGATACCCCAGT

AGTC 425

AGTC 513

12 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastirilmasi sonucu elde

edilen grafik.

61

1439
121
209
181
269
241
329
301
389
361
449
421
509
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BOLUM 4-ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Fiisun AKGUL

Score

Expect Identities Gaps Strand
761 bits(412} 0.0 420/424(99%) 0/424(0%) Plus/Plus

Query 2

Sbjet 304
Query 62
Sbjet 364
Query 122
Sbjet 424
Query 182
Sbijct 484
Query 242
Sbijct 544
Query 302
Sbijct 604
Query 362
Sbjet 664
Query 422

Sbict 724

Sekil 4.19.

ARMGCCTGACGGAGCAAGACCCCGTGEEEEATGAAGET

ANTTTTCCGCAATGCGCG
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
AATTTTCCGCAATGGCCGARAGCCTGACGGAGCARGACCCCGTGCEGEATE.

TTGCTGEATTGTAAACCCCTTTTGATTGEGANGAATARCTCGACGETACCARTCGANATANGC

COELEELEELEEEEE R ELEEEEEE FE LR L L LT
TTGTGGATTGTAAACCCCTTTTGATTGCCAAGGATANC TGACGGTACCAATCGAATAAGC

CTCGGCTAMC

TCCGTGCCAGCAGCCGCGET, AGGAGGCARGCGTTATCCGGAL
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGT. AGGAGGCAAGCGTT

TATTGEECGTAANGCGTCCGTAGETCETTTAGTARGTCTGCTE

TTAAAGCGCGGGGCTT
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||
TATTGGGCGTARAGCGTCCG TTAAAGCGCGGGGCTT

ACCCTGTATOGGCAGTGEAANCTACTAGACTAGAGTETEETAGCGGETAGAGECARTTCCC

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
TATCGGCAGTGGARACTACTAGACTAGAGTGTGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCC

AGTCTAGCEGETGARATGCETAGATATTEEEARGAACACCEETCECEGAAGGCGCTCTACTG

CLLELLEEELEEEEE LR L L L LT
AGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGARGGCGCTCTACTG

GGCCATAACGGACACAGATEEACGAARGCTAGGEEAGCEGAANGGEGATTAGATACCCCTET

COEEELEEE FEEEE FELELEEE LR PP L LT
GGCCATAACTGACACTGATGGACGARAGCTAGCGGAGCGARAGGGATTAGATACCCCTET

13 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastirilmasi

edilen grafik.

AR EIEEE o AR mAR £ TR A SIS A ane

61

363
121
423
181
483
241
543
301
603
361
663
421
T3

sonucu elde

Score

Expect Identities Gaps Strand

691 bits(374) 0.0 406/422(96%) 0/422(0%) Plus/Plus

Query 1

Sbjet 320
Query 61

Skjet 380
Query 121
sbjct 440
Query 181
Sbkjet 500
Query 241
Sbjet 560
Query 301
Sbjct 620
Query 361
Sbjet 680
Query 421
Sbjet 740

Sekil 4.20.

GGEEARTTTTCCGCAATGEGCCARAGCCTCACGCAGCCATGCCGCGTEGTATGATGALGET

LELLEEL T |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
GGGGAATCTTGCGCAATGGECGAARGCCTGACGCAGCCATGCCGOGTG

CTTAGGATTGTAAAATACTTTCACCGETGANGATCTTTCCTGTAGCCGAMAMAGATECCC

|||||||||||||||||||||||||||||||||| LLLLEEEEEE e L
ACTTTCACCGGTG. TGACTGTAGCCGGAGAAGAAGCCC

ACGAAGGGEEGCTAGCGTTGCTCGGAATTA

TTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
TTCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGAAGGGGGCTAGCG

CTGGGCGTARRGGGAGCGTAGECGEACATTTARGTCAGAGGTGARATCOCGGAGCTTARL
CELELELLEEREEE P L EEELEEEELEEEE LT LEL L P L L] ]
CTGGGCGTARAGGGAGCGTAGGCGEACATTTARGTCAGAGGTGARATCCCGGAGCTTARL

TTCCGAACTGCCTTTEATACTGEETETCTTGAGTETEAGAAAGETATETGEGAACTCCOGAG

III IIII|IIIIIIII|IIIIIIII||IIIIIIII|III LELELELEELELELLE]
AGGTATGETGGAACTCOGAG

TETAGAGETGAMATTCGTAGATATTCGEARGARCACCAGTGECGAAGGCGACATACTEEC

COLEELELEEEEEREL L LR L L L
TGTAGAGGTGARATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGACATACTGGE

TCATTACTGACGCTGAGECTCGARAAGCETEEEEAGCAAANGEEGATTACANMACCCCTETAG

IIIIIIII|IIIIIIII|IIIIIIII||IIIIIIII|II IIII|I I [LLL] LT
TCEARAGCETCEEEAGCAAACAGGATTAGATACCCCGETAG

TC 422

||
T™C 741

14 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastirilmasi

edilen grafik.

60

379
120
439
180
439
240
559
300
6139
360
679
420
739

sonucu elde
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BOLUM 4-ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Fiisun AKGUL
Score Expect Identities Gaps Strand
333 bits(180) le-87 321/385(83%) 25/385(6%) Plus/Plus
Query 251 TTAMCTACAACACCAARCCTTAMACATACTAANGC =T=A=-GANGCAGCTGGCATGGCCA 307
CLELEE TPPEEEEreeer feee Feerreet 1| [P L LT
Sbjet 1933 TTAARCC-CCAACACCAARCC=RARACA=RCTAARGCTTAATTGTGCAGTCGGCCTGGCCG 1989
Query 308 CTECARCTAACAAAGACANCTCTCARCARCGGATATCTTGECTCTCGCARCGATGANGAN 367
, [LEEE LI IIIIIII|II|IIIIIIIII|II|II|IIIIII|II|II|IIIIIIII
Sbject 1990 CTGCATCTAACCAAGACAACTCTCAACARCGGH TCTCECARCEN 2049
Query 368 CGCAGCGARAATGCGATACGTACTGTGARTTGCAGAATTCCGTGARCCATCGAATCTTTGA 427
CELDLLEETTLLEEE e e e e b e et L i
Sbijct 2050 CGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTCGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGA 2109
Query 428 ACGCATATTGCGCTCGAGGCTTCGECCARGAGCATETCTGCCTCAGCGTCGEGTTTACCA 487
. III|II|II|IIIIIIIII|II|IIIIIIIII|II|II|IIIIII|II|II|III | |
Sbjct 2110 ACGCATATTGCGCTCGAGGCTTCGGCCARGAGCH TGCCTCAGCGTCGGGTTARAT=-A 2168
Query 488 TCETTCATCCAATC=CG=TETG=GT=-TEEARCGARCGGACCTGECCGTCCCA==T=6G=C= 538
LT T FE EL VL R e 1l
S5bjet 2169 TCGCTCC-CCACTCACCCTGTGTGTATGGGTT-AGCGGATCTGGCTGTTCCAGCTAGGCA 2226
Query 539 C=TAGCCTTGCGCA=A=A=G=GCA-TGEETCAGCTGAAGALCAGAGGCACGAACATGEAC 592
I I| NI
Sbject 2227 TTGETETACATATGTGCTCTGEGATCAGCTGAAGTACAGAGECT-AMCCAAGGAC 2285
Query 593 CCGTTAAGGGCTACARCTGEETAGE 617
CLED TEEELE Tt
Sbject 2286 CCGTCAAGGGCCGCAACTGGGTAGG
Sekil 4.21. 18 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastirilmasi sonucu elde
edilen grafik.
Score Expect Identities Gaps Strand
704 bits(381} 0.0 415/431(96%) 4/431(0%) Plus/Plus
Query 18 TEEEEAAE L EECCATGEECEATAGCCTGACGGAGCANGACCGCGTGAGGGAGGANGE 77
CLCCLEREEEE L PEEEEEE PEEEEEEELEE et Eee el
Sbject 276 TGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGARAGCCTGACGGAGCANGACCGCGTGAGGGAGGAAGG 335
Query 78 CTCTTGEETTETARMACCTCTTTTC TCGAGGEARGAAAAAAATGACGEGTACCTCAGGANGAN 137
CLDLLELEE LR EEEEE L e e e e gy
Sbjct 336 CTCTTGGGTTGETAAACCTCTTTTCTGAGGGAAGARAMANANTGACGGTACCTCAGGARGAR 395
Query 138 GCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGRA 197
_ III|IIIIII|IIIII|IIIIII|IIIIII|IIIIIIIIIIII|IIIIII|IIIIIIIII
Sbjet 396 GCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAN AGGATGCAAGCGTTATCCGEA 455
Query 198 CTTATTGGECGTAMAGCGTCCGCAGGTGGCATCTCGTGTCTGCTGTCARAGCCCACAGCT 257
_ III|IIIIII|IIIII|IIIIII|IIIIII|I IIIIIIIIII|II [LILITLELTTT
Sbjct 456 TTATTGEECETAAAGOGTCOECAGETEECA TTARAGCCCACAGCT 515
Query 258 CAACTGTGGTCAGGCGGTGGAANCTGAGAAGCTAGAGTTAGGTAGGGGTAGAGGGARTTC 317
CCCELLOPEEEEEEEEEELEE et L e Eee ity
Sbjet 516 CAACTGTGGTCAGGCGGTGGAAACTGAGATGCTAGAGTTAGGTAGGGGTAGAGGGAATTC 575
Query 318 CCAGTGTAGCGGTGAMATGCGTAGAGATTGGGAAGAGARCGTACCAGTGGCGARNAGCGCTC 377
CLLLLEEEELLEEE L EE et e et e e e
Sbjct 576 CCAGTGTAGCGGTGAMAATGCGTAGAGATTGGGAAGA-AC--ACCAGTGGCGARAGCGCTC 632
Query 378 TGCTAGGCCATARC TAMNGEEACE, AGGAGCAARAMGGGATTAAACCCD 437
_ III|IIIIII|IIIII|IIIIII|IIIIII|IIIIII IIIII|IIIIII|III | 1]
Sbjct 633 TGCTAGGCCATAAC TAMNGGGACE AGGGGAGCAAMAGGGATTAGATACC 692
Query 438 ccocTGTAGTCC 448
(L LT
Sbjct 693 CC-TGTAGTCC
Sekil 4.22. 21 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastirilmasi1 sonucu elde
edilen grafik.
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BOLUM 4-ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Fiisun AKGUL
Score Expect Identities Gaps Strand
582 bits(315) le-162 402/442(91%) 14/442(3%) Plus/Plus

Query 233 CAARCTCTCAACARCGGATATCTTGGCTCTOGCARCGATGANGARACGCAGCGAANTGCGAT 292
, CEPELELEEEEEEEEEE LR L L EELEE LR L EEE PP
Sbjet 1 CAACTCTCAMRCARCGGATATCTTGGCTCTCGCARCGATGARGARCGCAGCGARATGCGAT 60
Query 293 ACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGAATCTTTGAACGCATATTGCACTCG 352
CELLTERE LD L L P EEE LEEE L LR L L L
5bijct 61 ACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAACCATCGAATCTTTGARCGCATATTECACTCG 120
Query 353 CGGCCTCGGCCAMAGAGTATGTCTGCCTCAGCGTCGGTTTGARCCCTCACCCACCARTGTG 412
_ LI IIII|IIIIIIIIII|IIIIIIIIII|IIIIIIIIII|IIIIIII [LL] ]|
Sbject 121 CGGCTTCGGCCARGAL TEOCTCAGCGTCGGTTTGARCCCTCACCTACCA-T-TC 178
Query 413 GTTGTACCAATT-GCATTGGAGTGTGACTGGCTACGGCTGGTTGCCATEGEETGGATCTGA 471
| II I | | | IIII|IIIII IIII|IIIIII CELLEEE PR
Sbjet 179 CT =C=ATTCAGECTTEE TACGEGCCGETTGCCTTGEGGTGEGATCTGA 235
Query 472 CTTTCCCATTGCTTGCCAATGGGTCTGTTGAMGTTTAGTGGCATTTCAAGGTCCCTAATT 531
CEEEE PR EEEE LR L FELEL LD FELLE L]
Sbijet 236 CATTCCCATTGCTAGCCAATGGGTCTGTTGAMGTGCAGTGGCATTGCAAGGTCCCTA-T- 293
Query 532 ACGGGCACAACTGGATAMRCGTGGTTTATACTGCGOGARAGTTTGTTGTCTTGTGGCTTTT 591
, IIIIIIIII|IIIIIIIIII|III IIIIII|IIIIIIIIII LOEEELEL ]
Sbject 294 ACGGGCACAACTGE. ATACTGCGCGAAAGTT=-GTTGTCTTGGANCCTT- 351
Query 592 GAGACCCCTGCCATCARGGAANCGATCAATCATTCGACCTGAGCTCAGGCANGH 651
, LU b LEE e 1 I|IIIIIIIIII|IIIIIIIIII|IIIIII
5bjet 352 GA=--CTGC=-GCCATCARGGAANCC-TCAACCATTCG AGCTCAGGCANGR 407
Query 652 GCTGAACTTAAGCCTATCAATA 673
CLLEPEEEE LR LT
5bijct 408 GCTGAACTTAAGCATATCAATA

Sekil 4.23. 22 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastirilmasi sonucu elde

edilen grafik.

Score Expect Identities Gaps Strand
730 bits(395} 0.0 423/436(97%) 4/436(0%) Plus/Plus
Query 272 CAACTCTCAACARCGGATATCTTGGCTCTCGCAARCGATGAMRGAACGCAGCGARATGCGAT 331

, COLLLLEETEEEEE L EEE P LD EL L EE LD
Sbjct 1 CARCTCTCARCARCGGATATCTTGGCTCTCGCARCGATGAMGANCGCAGCGARATGCGAT 60
Query 332 ACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGAMCCATCGAATCTTTGAACGCATATTECGCTCG 391

COLLELEEEEEE LR EELEL PP L L EEEE L PP LT
Sbjct 61 ACGTAGTGTGAATTGCAGARTTCCGTGARCCATCGANTC TTTGARCGCATATTGCGCTCG 120
Query 392 CGGCTTCGGCCARGAGCATGTCTGCCTCAGCGTCGTTTTGACCCCTCACTCCCATACCTT 451

, |III|IIIIII|III|II|III|III|II|III|III|II|III|IIIIII|III|II|I
Sbjct 121 CGGCTTCGGCCARGAGCH TEOCTCAGCGTCE 180
Query 452 TTGETATCATGCATCGGGTTACGGCCTGCTGCTGGGCETEGATCTGECTTTCCCAGGGTG 511

_ |III|I III|III|II|III|III|II|III|III|II|III|IIIII|III|II|I
Sbjct 181 TTACGECCTECTGCTEEEOETCEE TGGCTTCCCCAGGGETG 240
Query 512 TCTCTGEGTTGECTGAAGTACAGAGGCTAGAGCACGGACCCGTATGEGCGTCAACTGGAT 571

, III|IIIIII|III|II| II|III|II|III|III|II|III|IIII LLTELELT
Sbijct 241 AGAGCACGGACCCGTATGEGCCTCARCTGGAT 300
Query 572 AGGTAGCCCCCACGAAAGTGGATCTACACGARGTTGTCTECCTGECGAMGCAGATGTTGE 631

, |III|IIIIII|III|II|III|III|II|III|III|II|III|IIII [ THL
Sbjct 301 AGGTAGCCCCCACGARAG ADA=C=G=TGTTGG 357
Query 632 CGGCCAANCAGGARANTTCTCTCACTTCGACCTGAGCTCAGGCAAGATACCCCACTGAAL 691

. |III|IIIIII|III|II|III|III|II|III|III|II|III|III LELELELTT
Sbjct 358 CGGCCAAMCAGGRANC AGCTCAGGCAMGATTACCCACTGARC 417
Query 692 TTA=GCCTATCAATAR 706

|II Ll IIII|III|
Sbjct 418 TATCAATAR

Sekil 4.24. 23 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastirilmasi sonucu elde

edilen grafi

K.
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Fiisun AKGUL

Score
1299

Expect Identities Gaps Strand

bits(703) 0.0 711/714(99%) 3/714(0%) Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
S5bjct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbkjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
S5bjct
Query

Sbict

Sekil 4.25. 24 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilastirilmasi sonucu elde
edilen grafik.

1
1750
61
1810
121
1868
181
1928
240
1988
300
2048
360
2108
420
2168
480
2228
540
2288
600
2348
660
2408

TCCETAGGTCGARCCTGCGEAAGGATCATTGARTCGATCE

BATCCACACCGOTARMCCACAC
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
IATCCACACCGGTARCCACAC

TETCGCCCTCGECGETEGCATTCTCTGEC

TTCGGGCCTEGETTTCACCCCGAGCGTCGGCC
COLELEEELEEEEEE LR L EEEL L ELEL L]
TGTCGCCCTCGECGETGCATTCTCTGGCTTC-GG-CTGGETTTCACCCCGAGCGTCGGCC

CCTGEEETTCEEETTCTCACGAGCOGCTC

TCCAGGTCCGGOGEECGCOTCCCTTGEGCTCR
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
TEGEGTTEGEETTCTCACGAGCOGLTCTCCAGGTCCEGCEEECECCTCCCTTGEGCTCA

CCCCCTGEEECTETCGTOGGCCARAACCCCTGTATCCARCC-tEEEEEL

BACACACCCCA
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| LLELELLLTEEELLELL]
CCOCCTGGGGECTGTCGTCGGCCARRACCCCTGTATCCARCCTTTTTTTTARCACACCCCA

AACCACAACCAACTCTGAAGCATCTTTGGTGECCCGGCCCCGTGCCGTCCACTCCARRCC
CELELEEEEEEEELELE PR L L L L ELEL L]
ARCCACAACCAACTCTGAAGCATCTTTGCTGECCCEECCCCETECCGTCCACTCCARACC

ATCTTGGCTCCOGTATCGATEAMG,

AAAGACAACTCTCAACAACGGAT: AACGCAGCGAAA
IIIIIIIIIIII|I|I|I|I|IIIIIIIIIIIIII|I|I|I|I|I|IIIIIIIIIIIIII
TCTCAACARCCGGEAT ANCARCGCRGCGAND

GCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGARCCATCGANTCTTTGARCGCARNTTGC
CELELELEEEERERE PR EEE L L L EE L ELEL L]
GCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAATTCCGTGARCCATCGANTCTTTGARCGCARATTCC

GCCCGAGGCTTCGECCGAGGECATGTCTEGCCTCAGCGTOGETTTACACCCTCGCCCTCCC

COELEELELTLEE LR EEE LR L P L L LT
GCCCGAGGCTTCGECCEAGGECATGTCTECCTCAGCGTCGETTTACACCCTCGCOCTCCC

cCCCTETEEEEEECEETCCGEACCTGECCCTCCCGECTCCGCTCTCTCCCGAGCGTCCGE
CELELELEEEEEEEE L L L]
CCCCTGETEGEEEECGETECEEACCTEECCCTCCCGECTCOGCTCTCTCCCGAGCGTCCGE

CGTTGEECTGANCGCACAGACECTTGACCATEGEACCCOGTTTETAGEGECARNTGCCTTGETAGE

COLEEERERELEEE L EE LR L L L L LT
GTTGGCTGARGCACAGAGECTTGAGCATEGACCCCETTTETAGGECAATGECTTEETAGE

TAGGCACCCCCTACGCAGOCTECOGTTCOCCGAGGEGACTTTECTGEAGECCCAGCAGEA
COLLLELELELLEEEL LR L L L P EE L L LT
TAGGCACCCCCTACGCAGCCTECOGTTGOCCGAGGEGACTTTGCTGGAGGCCCAGCAGGA

ACTCACTCATTOGACCTEC,

ATCCGGCCCTTCCCGGCCGGAC AGCTCAGGCAAGA
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
ATCCGGCCCTTCCCGGCCGGAC AGCTCAGGCAAGA

461

60
1808
120
1867
180
1927
239
1987
299
2047
359
2107
419
2167
479
2227
539
2287
599
2347
659

2407
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BOLUM 4-ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Fiisun AKGUL
Range 1: 99 to 796 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
870 bits(471) 0.0 631/706(89%) 20/706(2%) Plus/Plus

Query 1

Sbijct 55

fuery &0

S5bijct 158
Query 115
Sbijct 213
Query 17&
Sbijct 273
Query Z3g
Sbjct 333
Query Z5%e
Sbijct 353
Query 35@
Sbjct 453
fuery 41&
Sbijct 513
fuery 478
Sbijct 571
Query 532
Sbjct 631
Query 552
Sbijct 651
Query @50
Sbijct 751

TCCETAGETGRACCTGCEERAGGATCATTGRATTATTARRRCCACARCCGTGRACTCTIET -
Prrrrrrerrrrererrereererrererrerrrrerrerrrrerrr rorrrr ol
TCCETAGETGRACCTGCEERAGGATCATTGRATTATTARRRCCACARTECGRAC-CTATC

TEITACCETGCCT T IECTECCAGCAEEETRAATCEEETCITIGICICGATTGCTTCCTGC-A
N N e N o e e e e e e e e
TEITCCETGCCTTAGCTECCAGCARGECRAT-TEE-C-TTIG-COCARTTG-TACTTGCRR

GITEEIECEAG-CA-TTG-CTGCCCGCATCARTGECECTCTGECATGCCTATRACACCAGT

et I 1l || PEEEEE rerrrer e rrirrrrettl
GCIGETECEAGTAATTTEATTACTIGCATCAGTGECECTITGECATGCTTATACRACCAST

GCCARCCACTETCARLRCCRA R R TCTGARGTITITGATTGCTAGTARACTGECRAATCCTARC

Prorerrrerreerrrrerrre reerrrr rrrerrrrrrr e rerr o renl
GCTARCCACTETCARLRCCRA RCTCTGARGCTTTGATTGCTATTARACTGECRAATCTTARC

CRARLRGRCARRCTCTCRAACRARCEEATATCTIGECTCTCECARCCGATGARGARCECAGCGARD

Prrrerrrerrrerrrrerrr et e et e et r e e e rrrrrertl
CARRCRCARCTCTCARCRRCGEATATCTTGECTCTCGCRARCCATGARGARCECAGCGRARE

TECEATACGTAGTETGARTTECAGRARTTCOCTGARCCATCGARTCTTTGARACGCATATTG
Prrrrrrerrrrerrrrerrererrereererrererrerrrrerrrrrrrrrrrrernd
TECEATACGTAGTETGARTTECAGRARTTCOCTGARCCATCGARTCTTTGARACGCATATTG

CECTCEAGCCTTCEEECARACAGCATGTCTEGCCTCAGCCTCEETTTACACCCTCACOCCCTC
PEEEErrr e rerrrrerrrerrrerrrrerrr e e et rrrrrrrrrrrtl
CECTCEAGCCCTCEEECAACAGCATGTCTEGCCTCAGCCTCEETITATACCCTCRACOCCCTC

TTICCITITGEAT CECAGECTAGCTTCTCAGCTAGCCGCAGGEEETGERATCTGECTTITCC

et Il PEEEEEE et ettt
TCICCTI T T T GEAGEECTEETCAGCTICT-AGTTEECCTCA-GEEETEGEATCTIGECTTTICC

CAARTCC-T-—CIAGGETTGEET TEECTEARGTGTAGRGECTTARTCARGERACCCGATAT

I | Il et FEEEETT e bt
CARTTEETTCACTCCGAT TEEET TEECTEARGCT TAGRGECTTARGCARGERACCCEATAT

GEECTTCARCTGEATAGETAECARCEECATCTECCGACTACACERACGTTGTAGCTIGTES

Prrrerrrerreerrrrerrrer rerr rerrrerrrrrrrrerrrerrr rerrrrtd
GEECTTCAR T AT AGETAGCACCEECTICTGCOGACTACACCARETTETGECTICTIGE

ACTTTGATAGEAGCCARGCAEEARRCETECTT-GCACGT-TARARCTTTCGRACCTGAGCT

P 1l PLErerreerreer rrerr e re 1t rrrrerrrrrrrrrtnl
ACTTTECTAGRGECCARGCAEEARACATECTTTEGCATGTCTTAARCTITCGACCTGAGCT

CAGECAAGECTACCCGCTGRACTTRAAGCCTATCARATAR-CECRAGER 6594
frrrrrrerrrrerrrrrrrerrrr et rerrereer el
CAGECRAGECTACCCEGCTGRACTTARGCATEATCARTARCGCECRAEER 796

392

355

452

415

51z

475

570

531

&30

551

e90

&43

750

Sekil 4.26. 25 No.lu 6rnegin GenBank’daki veriler ile karsilagtirilmasi sonucu elde

edilen grafik.
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Cizelge 4.4. Orneklerin BLAST sonuglar1 degerleri

Ornek Baz Cifti Expect Benzerlik Gaps

No Sayisi Degeri Oram (Bosluk)

1 699 0 (694/699)%99 1/699(%0)
2 702 0 (671/705) %95 10/705(%1)
3 653 0 (638/654) %98 8/654(%1)
4 652 0 (637/650) %98 6/650(%0)
5 695 0 (683/696) %99 1/696(%0)
6 628 0 (605/615) %98 4/615(%0)
7 689 0 (628/728) %86 22/728(%3)
8 599 0 (616/637) %97 13/637(%2)
11 932 1e-59 (161/176) %91 1/176(%0)
12 399 0 (422/424) %99 0/424(%0)
13 397 0 (420/424) %99 0/424(%0)
14 362 0 (406/422) %96 0/422(%0)
18 954 1e-87 (321/385) %83 25/385(%6)
21 621 0 (415/431) %96 4/431(%0)
22 667 le-162 (402/442) %91 14/442(%3)
23 691 0 (423/436) %97 4/436(%0)
24 904 0 (711/714) %99 3/714(%0)
25 694 0 (631/706) %89 20/706(%2)
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Cizelge 4.5. Morfolojik tayin ile molekiiler tayin sonucu elde edilen verilerin

Kargilagtirilmasi ve NCBI’dan alinan katilim numaralar1

Ornek Morfolojik Molekiiler Katihm

Kodu Analiz Analiz Numaralar
1 Scenedesmus acutus Acutodesmus obliquus KF470790
2 Scenedesmus antennatus Acutodesmus obliquus KF470791
3 Scenedesmus quadricauda  Desmodesmus communis KF470792
4 Scenedesmus opoliensis Desmodesmus communis KF470793
5 Scenedesmus acuminatus Pectinodesmus pectinatus KF470794
6 Scenedesmus armatus Desmodesmus armatus var. KF470795

subalternas
7 Ankistrodesmus falcatus Ankistrodesmus sp. KF803393
8 Monoraphidium minitum Desmodesmus armatus KF803394
9 Cosmariumsp.  memeeeeeee- e
10 Nitzschiasp. ~  ==emeeeeem e
11 Craticula cuspidata Tabularia cf. tabulata KF803396
12 Phormidium sp. 1 Phormidium sp. KF803397
13 Phormidium sp. 2 Leptolyngbya sp. KF803398
14 Phormidium tenue Bacterium 14 (2013) KF803399
15 Stigeocloniumsp. e
17 Nostocsp.  mmemeemeeeem s
18 Chlamydomonas sp. Chlamydomonas sp. KF803400
19 Chlorococcumsp. ~ —meemeeem e
20 Fragillariasp. - e
21 Chroococcus sp. Chroococcus sp. KF803401
22 Neochloris sp. Neochloris aquatica KF803402
23 tF)’seudopedlastrum Pediastrum sp. KF803403
oryanum

24 Chlorella vulgaris Chlorella sorokiniana KF803404
25 Scenedesmus apiculatus Acutodesmus obliquus KF470796

Tim oOrneklerin katilim numaralart (Accession Numbers), NCBI tarafindan
onaylanip kullannrma acilmis durumdadir. Bu numaralar ile BLAST sayfasinda

sorgulama yapildiginda 6rnekler ile ilgili bilgilere ulagilabilmektedir.

4.7. Filogenetik Agaclar

Sekans verileri, MEGA 5.2 programi kullanilarak, ClustalW algoritmas: ile
hizalanmistir. Aynm1 program kullanilarak NJ (Neighbour Joining) ve UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Algorithm) algoritmalar1 ile filogenetik agag
olusturulmustur. Bootstrap degeri olarak 1000 tekrar kullanilmistir (Sekil 4.27, Sekil
4.28, Sekil 4.29, Sekil 4.30).

9, 15, 19, 20 No.lu 6rneklerden PZR fiiriinii elde edilemediginden, 10 ve 17 No.lu

ornekten ise PZR iiriinii elde edildigi halde dizi analizi yaptirilmadigindan bu 6rneklerin
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BLAST sonuglar1 elde edilememistir. 16 No.lu 6rnek ise denizel form oldugu i¢in
degerlendirme kapsamina alinmamaistir.

Yukaridaki orneklerin disindaki 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 11, 12, 13, 14, 18, 21, 22, 23,
24, 25 No.lu onsekiz adet 6rnegin filogenetik agaci ¢izilebilmis ve akrabalik iliskileri

incelenebilmistir.

00— Acutodesmus obliquus(1)
60 L Acutodesmus obliquus(25)

51 Acutodesmus obliquus(2)

Pectinodesmus pectinatus(5)
21 —|
35

Ankistrodesmus sp.(7)

20 _| Neochloris aquatica (22)
25 Pediastrum sp.(23)

38 Chlorella sorokiniana(24)

Chlamydomonas sp.(18)

100 | Desmodesmus communis(3)

29

L Desmodesmus communis(4)

56 — Desmodesmus armatus var. subalternas(6)

99 | Desmodesmus armatus(8)

Tabularia cf. tabulata(11)
99— Phormidium sp.(12)
L Leptolyngbya sp.(13)

Bacterium14(2013)(14)
62

Chrococcus sp.(21)

89

—
0.5

Sekil 4.27. BLAST analizi yapilan 6rnek dizilerinin Neigbour Joining (NJ) algoritmasi
ile elde edilen filogenetik agaci (Bootstrap degeri:100).
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100 Acutodesmus obliquus(1)
L Acutodesmus obliquus(25)

81

60

Acutodesmus obliquus(2)

13

29

25

=l

Pectinodesmus pectinatus(5)

Neochloris aquatica (22)

Pediastrum sp.(23)

Ankistrodesmus sp.(7)

43

Chlorella sorokiniana(24)

Chlamydomonas sp.(18)

100 Desmodesmus communis(3)

73 30

57

L Desmodesmus communis(4)

Desmodesmus armatus(8)

Tabularia cf. tabulata(11)
99— Phormidium sp.(12)

L Leptolyngbya sp.(13)

Bacterium14(2013)(14)

Chrococcus sp.(21)

2.0 15

1.0 0.5 0.0

Sekil 4.28. BLAST analizi yapilan 6rnek dizilerinin UPGMA (Unweighted Pair Group
Method Algorithm) algoritmasi ile elde edilen filogenetik agaci (Bootstrap degeri:100).

100 I: Acutodesmus obliquus(1)
Acutodesmus obliquus(2)

Pectinodesmus pectinatus(5)

Acutodesmus obliquus(25)

Desmodesmus armatus var. subalternas(6)

100

—
0.02

I: Desmodesmus communis(3)
100 Desmodesmus communis(4)

Sekil 4.29. BLAST analizi yapilan Scenedesmus cinsi iiyelerinin dizilerinin Neigbour

Joining (NJ) algoritmasi ile elde edilen filogenetik agaci (Bootstrap degeri:100).
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—100|: Acutodesmus obliquus(1)
46 Acutodesmus obliquus(2)

100

Acutodesmus obliquus(25)

Pectinodesmus pectinatus(5)

Desmodesmus armatus var. subalternas(6)

— Desmodesmus communis(3)
1ol Desmodesmus communis(4)

Sekil 4.30. BLAST analizi yapilan Scenedesmus cinsi iiyelerinin dizilerinin UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Algorithm) algoritmasi ile elde edilen filogenetik
agac1 (Bootstrap degeri:100).

Calismadaki orneklerin en fazla benzerlik gosterdikleri canlilarin belirlenmesi ve
sistematik karakterizasyonlar, BLAST sonuglar1 ve filogenetik agaclar birlikte
degerlendirilerek yapilmistir.

Cyanobacteria grubu (12, 13, 14, 21 No.lu 6rnekler) iiyelerinden Phormidium sp.
1 olarak tanimlanan 12 No.lu 6rnegin BLAST analizi sonucu da Phormidium sp. olarak
elde edilmistir. BLAST sonucunun tiir bazinda tayin yapmak i¢in yetersiz kalmasi,
NCBI veri bankasinda bizim ¢alistigimiz gen bdlgesinin c¢alisildigi bu cinse ait bir
taksonun kayitli olmayabilecegi olasiligini diisiindiirmiistiir. Phormidium sp. 2 olarak
tanimlanan 13 No.lu taksonun BLAST sonucunun ise Leptolyngbya sp. olarak ¢ikmasi
birbirine benzeyen Phormidium, Oscillatoria, Leptolyngbya cinslerinin sistematik
yerinin sadece morfolojik gozlemlerle belirlenmeyecegini géstermistir.

14 No.lu izolatin BLAST sonucu “Bacterium 14 (2013)” seklinde ¢ikmustir. NCBI
yetkilileri bu durumu, Accession Number alinmasi siirecinde soyle agiklamiglardir: S6z
konusu organizmanin dizi verileri igcin BLAST yapilirken, uygun sube i¢in bir
belirsizlik oldugunda, kaynak organizma, Bacteria Domaini i¢in, ‘“Bacterium strain”
grubuna; Archae Domaini i¢in “Archaeon strain” grubuna yerlestirilmektedir. Ancak bu
durum; 6rnegin kiiltiirii yapilirken kontaminasyon gergeklesmesi sonucu Phormidium
sp. izolat1 hiicrelerinden ¢ok bakteri hiicresinin olmast ve DNA izolasyonu icin
kullanilan primerlerin bakteri hiicreleri i¢in de uygun olmasi ile bu hiicrelerinin
DNA’smi izole edilmis olabilecegi ile agiklanabilir.

Sekil 4.27 ve 4.28 incelendiginde Cyanobacteria grubuna ait olan 12, 13, 14 ve 21
No.lu orneklerin, diger drneklerden ayr1 bir dalda (klad), outgrup (dis grup) olarak,

kendi aralarinda bir grup olusturduklar1 goriilmektedir. Phormidium ve Leptolyngbya
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cinsleri filamentli olduklarindan benzerlik oranlar1 yiiksek olup Chroococcus cinsi bu
orneklerden ayr1 bir dalda bulunmaktadir. Casamatta ve ark.(2003); Oscillatiorales
taksonuna ait 10 polar ve nonpolar 6rnegin 16 S rRNA sekansini kullanarak yaptiklar1
caligmada Leptolyngbya cinsinin sistematiginin tekrar revise edilmesi gerektigini
belirtmiglerdir.

Hasler ve ark. (2012), epipelik filamentli cinsler, Phormidium, Microcoleus ve
Geitlerinema  (Oscillatoriales, Cyanophyta/Cyanobacteria)  taksonlarmm  ITS
bolgeleriyle yaptiklari  molekiiler sistematik c¢aligmalarinda; Phormidium  ve
Microcoleus cinslerinin taksonomik revizyonunun yapilmasi gerektigini, Phormidium
lucidum tiirliniin  hiicre bolinme seklinin  Phormidiaceae taksonundan ¢ok
Oscillatoriaceae taksonuna benzedigini savunmuslardir.

Komerkova ve ark. (2010), strese bagli olarak filament yapisi, miisilaj katmani
gibi morfolojik o6zellikleri ile 16 S rDNA bolgesinin filogenetik analizlerini
inceledikleri 10 Chroococcus cinsine ait irkin, 4 farkli grup olusturduklarini; bunlardan
ikisinin bu cinse ait oldugunu ancak diger ikisinin bu cinsin polifiletik karakterlerini
yansittigini belirtmisler ve hatta bazi planktonik tiirlerin bir rekombinasyon yapildiktan
sonra yeni bir cinste toplanmasi gerektigini savunmuslardir.

Liu ve ark. (2013), Oscillatoriales takimina ait Arthrospira cinsine benzeyen 24
siyanobakteri strainin polifazik karakterizasyonunu arastirdiklar1 ¢alismalarinda; bu
organizmalarin aslinda Planktothrix cinsine ait oldugunu ortaya ¢ikarmislar, bu takima
ait tiyelerin sistematik revizyonunun yapilmasi gerektigini savunmuslardir.

Diatom tiyelerinden (10, 11ve 20 No.lu 6rnekler), 10 No.lu 6rnek, Nitzschia sp.
olarak tanimlanmis, DNA izolasyonu yapilip PZR iirlinii elde edilmesine ragmen dizi
analizi elde edilememistir. 20 No.lu 6rnek ise Fragilaria sp. olarak tanimlanmis ancak
bu 6rnegin de PZR f{iriinii elde edilememis ve sekans analizine gonderilememistir.
Sadece Craticula cuspidata olarak tanimlanan 11 No.lu 6rnekten dizi verileri elde
edilebilmis, BLAST sonucunda bu takson, Tabularia cf. tabulata olarak tanimlanmustir.
Sekil 4.27 ve 4.28 incelendiginde; Heterokontophyta iiyesi 11 No.lu taksonun
Chlorophyta grubundanki diger taksonlardan ayri1 bir dalda bulundugu acikca
goriilmektedir. Bruder ve Medlin (2007) Naviculoid Diatom iiyelerinin sistematigini
molekiiler ve morfolojik verilerle arastirdiklar1 ¢alismalarinda; Navicula hambergii
tirtiniin  Placoneis hambergii olarak degistirilmesi gerektigini, sadece morfolojik
verilerle tayin yapmanin yetersiz olacagimi savunmuslardir. Diatom tiyelerinin benzer

morfolojik 6zellikler gostermesi, bunlarin ayirt edilebilmesi i¢in elektron mikroskobu

87



BOLUM 4-ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Fiisun AKGUL

gorlintiilerine ihtiyag duyulmasi gibi pek cok sebepten oOtiirii taksonomilerinde
molekiiler verilerden faydalanilmasi gerektigi kagmilmaz bir gergektir. Ancak segilen
DNA izolasyon yontemi, primerler, PZR optimizasyon sartlar1 ¢alisilan taksona 6zgii
olmalidir. Cok fazla deneme yapilarak tam ve dogru sonuca ulasilabilmektedir. Bu
anlamda Diatom iyelerinin c¢alisilmasi ¢ok fazla zaman ve ciddi bir biitce
gerektirmektedir.

Chlorophyta grubu iyeleri, Scenedesmus cinsine ait olan izolatlar ve diger
izolatlar seklinde ikiye ayrilarak incelenmistir.

Morfolojik gbézlemler neticesinde Scenedesmus cinsine yerlestirilen 6rneklerin (1,
2,3,4,5, 6 ve 25 No.lu ornekler) sayis1 fazla oldugundan onlar i¢in ayr1 olarak NJ ve
UPGMA agaglar1 olusturulmustur (Sekil 4.29 ve 4.30). BLAST analizi sonuglarinin ise
morfolojik analizden tamamen farkli bir sekilde; 3 taksonun Acutodesmus, 3 taksonun
Desmodesmus ve 1 tanesinin de Pectinodesmus cinsine ait olarak ortaya ¢ikmasi bu
gruba ait orneklerin sistematik kategorizasyonunun molekiiler verilere gdre yapilmasi
gerektigini gostermektedir. Sekil 4.29 ve 4.30 incelendiginde Desmodesmus cinsi
tiyelerinin kendi aralarinda ayr1 bir grup, Acutodesmus cinsi iiyelerinin de ayr1 bir grup
olusturdugu goriilmektedir.

BLAST analizlerinin sonucuna gére 1 ve 2 No.lu 6rnekler, Acutodesmus obliquus
olarak tanimlanmis ve bu NJ ve UPGMA aga¢larinda ayn1 dalda olmalar1 ve %100
benzerlik gostermeleri ile desteklenmistir. 25 No.lu 6rnegin de Acutodesmus obliquus
olarak c¢ikmasi; agaglarda da 1, 2, 25 No.lu 6rneklerin ayni kdkten dallanmalar1 bu
izolatlarm ortak bir atadan koken aldiklarmi gostermektedir. Hegewald ve Wolf (2003);
Scenedesmus ve Acutodesmus cinslerinin  filogenetik iligkilerini inceledikleri
calismalarinda bu cinslerin parafiletik oldugunu; ortak atalarinin bilindigini ancak
torunlarmin tamaminin heniliz kesfedilmedigi ve aralarindaki iliskilerin tam olarak
bilinmedigini savunmuslardir.

BLAST sonuglarima goére 5 No.lu izolat Pectinodesmus pectinatus olarak
tanimlanmistir. 1 ve 2 No.lu izolatlarla kardes dalda bulunmasi ve bu izolatlarla % 55
oraninda bir benzerlik gdstermesi onun bu izolatlardan farkli bir tiir oldugunu ortaya
cikarmaktadir. Hegewald ve ark. (2010); Scenedesmaceae familyas1 iiyelerinin
filogenisini ITS-2 gen bolgesi verileriyle arastirdiklari ¢aligmalarinda yeni bir cins
olarak Pectinodesmus cinsini tanimlamiglardir. Bu tiiriin yeni adin1 Pectinodesmus
pectinatus (Meyen) E.Hegewald, M.Wolf, Al.Keller, Friedl & Krienitz comb. nov.
(http://www.algaebase.org/search/genus/detail/?genus_id=51057&session=abv4:8DC40
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1E41db0d34B62sRS3D62CAE), Basionim adini da Scenedesmus pectinatus Meyen
olarak belirtmislerdir (Hegewald ve ark., 2010). Hegewald ve ark. (2013);
Scenedesmaceae familyasma ait taksonlarm rRNA gen sekanslarmi kullandiklari
filogenetik ¢alismalarinda; 2 yeni cins (Verrucodesmus ve Chodatodesmus) ve 11 yeni
Pectinodesmus tiirii tanimlamiglar; bu familyaya ait Acutodesmus, Scenedesmus
cinslerinin filogenetik agaclar ve/veya morfolojik farkliliklara dayandirilarak yeni
tanimlamalar ve kombinasyonlarinin yapilmasi gerektigini savunmuslardir.

3 ve 4 No.lu izolatlarin Desmodesmus communis oldugu NJ ve UPGMA
agaclarinda her ikisinin de kardes dalda olmalarindan anlagilmaktadir. NCBI verilerine
gore; 6 No.lu izolat ise Desmodesmus armatus var. subalternas olarak tanimlanmustir ve
diger Desmodesmus izolatlari ile kardes dalda bulunmasi bu durumu dogrulamaktadir.

Vanormelingen ve ark. (2007), Desmodesmus cinsi tiyelerinin sistematik
karakterizasyonunu, ITS2 bolgesinin molekiiler analizi ve hiicre duvar1 formasyonunu
inceleyerek arastirdiklar1 caligmalarinda; bu organizmalarin tek tip ve ¢ok benzer bir
morfolojik yapiya sahip olduklarmi, bu yiizden bu tip ¢alismalarda mutlaka molekiiler
verilerin kullanilmasi gerektigini savunmuslardir.

Bica ve ark. (2012), Desmodesmus communis iiyeleri ile yaptiklar1 ¢aligmada,
morfolojik ve molekiiler verilerin birbirleriyle 6rtiismedigini ve bu tutarsizligin sonraki
calismalarda ¢oziilmesi gerektigini savunmuslardir.

Krienitz ve Bock (2012), i¢ sulardaki coccoid planktonik yesil alglerin
sistematiginin bugiinkii durumunu arastirdiklar1 kapsamli ¢alismalarinda; artik alglerin,
Ozellikle de coccoid alglerin sistematiginde fenotipik gdézlemlerin yetersiz kaldigmi,
sadece klasik yontemlerin kullanilmamasini, molekiiler verilerle bu caligmalarin
desteklenmesi ve limnolog, ekolog, fikolog ve molekiiler biyologlarin birlikte,
multidisipliner bir sekilde ¢alismalar1 gerektigini belirtmislerdir.

8 No.lu 6rnek, morfolojik gozlemler neticesinde Monoraphidium minitum olarak
tanimlanmistir. Ancak BLAST sonuglar1 bu izolatin Desmodesmus armatus oldugunu
ortaya ¢ikarmustir. Sekil 4.27 ve 4.28 incelendiginde 8 No.lu izolatin Desmodesmus
armatus var. subalternas (6 No.lu izolat) ile kardes dalda bulunmasi BLAST sonuglarini
dogrulamaktadir. Bu sonug, mikroalg sistematigi yapilirken sadece morfolojik
gozlemlerden faydalanmanin ne kadar da yetersiz oldugunu agikca gostermektedir.

Sekil 4.27 ve 4.28 incelendiginde; Ankistrodesmus falcatus (7), Chlamydomonas
sp. (18), Neochloris aquatica (22), Pseudopediastrum boryanum (23), Chlorella

vulgaris (24) izolatlarinin Acutodesmus ve Desmodesmus cinsi iiyelerin bulundugu
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dallardan ayr1 olarak farkli bir dalda toplandig1 goriilmektedir. 7 ve 22 No.lu drnekler
ayn1 takimda yer almaktalar ve filogenetik agactan da ortak atadan koken aldiklari
goriilmektedir. Ancak 7 No.lu 6rnegin 5 No.lu 6rnege daha yakin oldugu ve %35
oranda benzerlik gosterdigi kardes dalda olmalar1 ile de anlasilmaktadir (Sekil 4.27). 18
No.lu 6rnek ise Desmodesmus cinsine ait taksonlar ile ayni smifta (Chlorophyceae) yer
almakta ve bu taksonlarm bulundugu daldan kdoken alip % 29-30 benzerlik
gostermektedir (Sekil4.27, 4.28). 22 ve 23 No.lu ornekler ise aynm takimda
(Sphaeropleales) yer almaktalar ve bu benzerlik %25 benzerlikle kardes dalda
bulunmalariyla da anlasilmaktadir. 24 No.lu 6rnek ise kardes dalinda bulunan taksonlar
ile sube bazinda benzerlik gostermekte ve kendisine daha yakin bir taksonun olmadigi
agaclardan da goriilmektedir.

Buchheim ve ark. (2012), Chlorophyceae smifina ait Oedogoniales,
Chaetophorales and Chaetopeltidales takimlarindaki organizmalarin filogenisini ITS2
gen bolgesinin sekans verileri ile inceledikleri ¢aligmalarinda; bu gen bdlgesinin bu tarz
calismalarda kullanilabilecek en ekonomik ve en verimli gen bdlgesi oldugunu ifade
etmigler, ayrica Chlorophyta taksonouna ait iiyelerin ITS2 tabanli filogenetik agaclarini
olusturmuslar, bu iiyelerin taksonomik revizyonunun yapilmas: gerektigini
savunmusglardir.

Fawley ve ark. (2005), Selenastraceae (Chlorophyceae, Chlorophyta) familyasina
ait liyeleri morfolojik 6zellikleri agisindan degerlendirdigi ¢alismalarinda, bu gruptaki
organizmalarin (Ankistrodesmus, Selenastrum, Monoraphidium, Kirchneriella) ¢ok
benzer morfolojik 6zellikleri oldugunu ve sistematigi yapilirken genellikle 151k
mikroskobu goriintiilerinin - kullanildigmmi ancak molekiiler diizeyde arastirmalar
yapildiginda, aslinda bu organizmalarm farkli sistematik kategoriye ait oldugunu
savunmuslar, bu yiizden sadece mikrograf verileri ile sistematik tayinin yanlis oldugunu
mutlaka polifazik yaklasimin kullanilmasi gerektigini savunmuslardir.

Kreinitz ve ark. (2001), Selenastraceae familyasina ait taksonlarin morfolojik
ozelliklerini molekiiler verilerle karsilastirdiklar1 calismalarinda; bu organizmalarin
smiflandirilmasinda artik geleneksel sistematigin  kullanilmayacagmi, molekiiler
analizlerin morfolojik veriyi dogrulmadigini, monofiletik olmamalarina ragmen farkli
cinse yerlestirilen Monoraphidium ve Ankistrodesmus cinslerinin aslinda ayirt edilebilir
cinsler olmadigini belirtmiglerdir.

Morfolojik gézlem sonuglari ile BLAST verileri karsilastirildiginda (Cizelge 4.5);

BLAST analizi yapilabilen 18 taksondan 11 taksonun cins bazinda sistematiginde
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yanilma olmadig: fakat geri kalan 7 taksonun cins bazinda sistematiginde yanilgi ortaya
ciktig1 goriilmektedir. Bu sonug, mikroalglerin sistematik karakterizasyonunun sadece
morfolojik 6zellikler ve mikrograf verileri kullanilarak yapilmayacagini gostermektedir.
Daha once de bahsedilen mikroalglerin sistematiginde yasanan zorluklarin ortadan
kaldirilabilmesi i¢in bu mikroorganizmalarin sistematik karakterizasyonunun molekiiler
tekniklerden faydalanilarak yapilmasi gerektigi ¢ok aciktir. Yukaridaki tartismada da
sOzii edilen ¢aligmalarda bu gergege vurgu yapilmakta, morfolojik acidan 6zellikle
birbirine benzeyen organizmalarin bulundugu taksonlarin sistematik revizyonunun
yapilmast gerektigi belirtilmektedir. Bu anlamda da incelendiginde s6z konusu tez
calismasi, mikroalglerin sistematik kategorizasyonunu netlestirecek olan sistematik
otorlerine, uluslararas1 bir GenBank olan NCBI’dan katilim numaralarma (Accession
Number) sahip taksonlarin sekans analizi ile veri saglamig olacaktir.

Elde edilen sonuglara bakildiginda; tilkemiz i¢ sularinda bulunan mikroalglerin
taksonomisini molekiiler tekniklerle dogru bir sekilde yapmayt ve bu mikroalglerin
kayit altina alinmasini hedefleyen bu tez ¢calismasmin amacina ulastig1 ve bu konuyla

ilgili yapilacak sonraki ¢alismalar igin temel teskil edebilecegi goriilmektedir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Bu tez c¢aligmasiyla iilkemizdeki i¢ sulardan izole edilmis mikroalgler iizerine
yapilan sistematik ¢aligmalara yeni bir bakis acist getirilmis ayrica morfolojik yontemlerle
sistematik tayininde gii¢liikler yasanan tiirlerin tanisinda molekiiler yontemler kullanilarak
daha saglikli sonuclar elde edilmistir.

Tiirkiye i¢ sularinda dogal yayilis gosteren, Tiirkiye’ye 6zgli bazi alg tiirlerinin
molekiiler taksonomisinin yapilmasi, atasal genlerinin niikleotid diziliminin saptanmasi ve
aralarindaki akrabalik derecelerinin gdsteren filogenetik agaclarinin ortaya ¢ikarilmasi ile
bir¢ok bilim dalinin gereksinim duydugu ulusal ve uluslararasi bulgu a¢ig1 giderilmistir.

Arastirmas1 yapilan tiirlerden elde edilen niikleotid dizileri, baska {ilkelerde
tanimlanmis ve Gen Bank veri tabanina eklenmis diger mikroalg tiirlerinin dizileriyle
karsilagtirilmig ve tilkemiz i¢ sularinda bulunan tiirlerin orijini ve dagilimi belirlenmistir.

Izolasyon ve kiiltiirleri yapilan mikroalg tiirlerinin ve wklarmnin kayit alta almmasi
ve korunmas1 ile biyocesitliligi korumaya yonelik Tiirkiye’nin de imza attig1 Biyolojik
Cesitliligi Koruma So6zlesmesinin gerektirdigi kosullar1 yerine getirme yolunda adimlardan
biri daha atilmistir.

Ulkemizde heniiz emekleme asamasinda olan mikroalg kiiltiir koleksiyonu
calismalarina materyal (irk, strain, takson) saglanmis ve bu materyallerin molekiiler gen
dizilimlerinin belirlenmesi ¢alismalari i¢in de veri elde edilmistir.

Ulkemize 6zgii ekonomik ve biyoteknolojik dneme sahip taksonlarin belirlenmesi ve
molekiiler taksonomilerinin yapilmasi ile molekiiler diizeyde yapilacak sonraki ¢alismalar
icin bilgi ve materyal kaynag1 saglanmustir.

Bundan sonraki ¢aligmalar insanlig1 bekleyen iki 6nemli tehlikeyi yok etmek iizerine
yogunlagmalidir. Bunlardan bir tanesi tarim alanlarmin kirlenmesi, verimliliginin azalmasi
ve insan populasyonunun artis gostermesi ile ortaya ¢ikan gida yetersizligidir. Bu sorunu
cozebilmek i¢in gelecekte hem insanlar hem de onlarin temel besin kaynagi olan hayvanlar
icin oldukc¢a zengin bir gida kaynagi olan mikroalglerin kullanimi1 s6z konusu olacaktir. Bir
diger sorun ise enerji yetersizligidir. Diinya niifusunun artis1 ile birlikte enerji ihtiyaci da
artiy gostermektedir. Stirdiiriilebilir enerji kaynaklariimn kullanim azlig1 ve fosil yakitlarin
da hizla tiikeniyor olmas1 yeni bir enerji kaynagi olan biyodizelin kullanimini giindeme

getirmektedir. Biyodizel eldesi igin farkli biyolojik kaynaklarm kullanilmasi s6z
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konusudur. Ancak mikroalglerin hem {iiretiminin kolay olmasi, hem de iiretimi i¢in tarim
arazilerinin gereksiz yere isgal edilmeyecek olmasi gibi pek ¢ok faktdrden dolay1 bu canli
grubunun biyodizel eldesinde kullanilmasini daha avantajli hale getirmektedir. Bu agidan
diistiniildiigiinde bu iki dnemli problemin ¢oziimii i¢in yiiksek besinsel igerige ve yogun
yag tiretme-depolama kapasitesine sahip mikroalglerin tespiti ve bu 6zelliklerin olusmasini
saglayan genlerin belirlenip daha ¢abuk ¢ogalan bir canliya aktarilmasi ile trangenik alg ya
da mikroorganizma elde etmeyi amacglayan ¢aligmalar yapilmalidir.

Molekiiler taksonomi, ekonomik a¢idan degerli maddeleri liretebilen mikroalglerin
akrabalik derecelerinin belirlenmesi, bu maddelerin sentezinden sorumlu genlerinin tespiti,
bu genlerin aktarilmasmin diislintildiigli mikroorganizma ile gen sahibi organizma
arasindaki iligkinin belirlenmesi gibi pek ¢ok alanda kullanilabilir. Bu tip ¢aligmalarin
yapilabilmesi i¢in s6z konusu ¢aligma baslangic niteliginde olup temel veri kaynaklarinin
eldesi i¢in Onem tasimaktadir. Sonraki calismalarm iilke eckonomimize katkida
bulunabilecek bir canli ve bu canlidan bir {iriin elde etme ¢abasi dogrultusunda planlanmasi
disiiniilmektedir. Diinya genelinde cok farkli kullanim alanlar1 olan mikroalg ve
iirinlerinin, biyoteknolojik yontemlerle iiretilmesi ve bu maddelerin iilkemizde de hak
ettigi onemi kazanmasi i¢in ekonomik Oneme sahip ve genis kitlelerce kullanilabilir

iirtinlerin elde edilmesini amaglayan ¢alismalar yapilacaktir.
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