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ETiK BEYANI

Tez Yazim Kurallarina uygun olarak hazirladigim bu tez ¢aligmasinda; tez iginde
sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar ¢ergcevesinde elde
ettigimi, tim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve ahlak kurallarina
uygun olarak sundugumu, tez ¢aligmasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta
bulunarak kaynak gosterdigimi, kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik
yapmadigimi, bu tezde sundugum g¢alismanin 6zgiin oldugunu, bildirir, aksi bir durumda

aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan ederim.
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SINOP KIYILARINDA (KARADENIZ) DAGILIM GOSTEREN CYSTOSEIRA
(OCHROPHYTA)-NEREIDIDAE (POLYCHAETA) BIRLIKTELIGININ
MIKROBIYAL KOMMUNITESININ ARASTIRILMASI
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BiYOL(__)Ji Al\_I_ABiLiM DALI
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Kahverengi makroalglerden olan Cystoseira sensu lato (sl) (Ochrophyta) fasiyesi, Karadeniz’de
yaygin bir dagilima sahip olup poliketler i¢in yasam ortami olusturur. Denizel organizmalarla
iligkili mikrobiyota, deniz ekosistemlerinin dengesi ve biyocesitliligin devamu igin kritik rol
oynar. Bu tez calismasinda, bir poliket familyasi olan Nereididae’ye ait bireyler ile birliktelik
olusturduklar1 Cystoseira sl fasiyesinin mikrobiyal kommunitesinin arastirilmasi, konak-
konake¢r arasindaki mikrobiyal iliskinin anlasilmasi, deniz suyu orneklerinin mikrobiyal
tespitinin  yapilmasi, istasyonlar arasindaki benzerlik ve farkliliklarin belirlenmesi
amaglanmustir. Sinop kiyisinda, 6rnekleme yapilan {i¢ istasyona ait su, alg ve poliket drnekleri
icin DNA ekstraksiyonu yapilmis, 16S rRNA geninin V4-V5 bolgesi kullanilarak SSCP
yontemiyle tez ¢alismasi gerceklestirilmistir. Poliakrilamid jel {izerinde goriintiilenen bantlarin,
sekans analizi yapilarak GenBank-BLAST taramasi sonucu yiiksek benzerlik gosteren bakteri
tiirleri saptanmistir. Tiim 0&rneklerde ortak olarak tespit edilen filumlar; Bacteriodetes,
Proteobacteria ve Firmicutes seklinde olup su Orneklerinde ise bu filumlara ek olarak
Cyanobacteria yer almaktadir. BLAST taramasi sonucunda en fazla, kiiltiire alinmamig denizel
bakteri klonlar1 (uncultured marine bacterium clone) tespit edilmistir. Ornekler arasinda
kommunite yapilarin1 gézlemek iizere kullanilan UPGMA dendrogrami ve bant profilleri i¢in
elde edilen sekans verilerine dayali olusturulan filogenetik agaglar incelendiginde; su ve alg
ornekleri ile ayn1 zamanda alg ve poliket ornekleri arasinda dikkate deger bir yakinlik tespit
edilemedigi gozlenmistir. Ornekleme yapilan ii¢ istasyondan birinde konak-konakg1 (alg ve
poliket) arasinda Bacillus tiirlerinin varlig1 agisindan benzerlik oldugu goriilmiistiir. Ek olarak,
BLAST taramasi sonucunda, insan ve hayvan patojeni olan bazi tiirlerle benzerlik gosteren
bakteri 6rneklerine de rastlanmistir. Bunun disinda, deniz suyu 6rneklerinin DNA ekstraksiyonu
Oncesi filtasyon iglemi i¢in kullamilan karbon ve seliiloz filtreler kiyaslanmig ve filtrelerin
birbirlerine gore ¢ok sayida bant ve/veya tiir tespitine olanak tanimasi bakimindan herhangi bir
avantaj1 saptanamamustir. Cevresel orneklerde bulunmasi muhtemel olan inhibitér maddeler ve
SSCP yonteminde optimizasyonlarin saglanabilme glicliigii, bu tez ¢alismasinda karsilagilan
zorluklardandir. Bu ¢alisma; denizel mikrobiyotanin, igerisinde bulundurdugu organizmalarla
olan kompleks etkilesimlerine katki saglamaktadir.

ANAHTAR KELIMELER:Mikrobiyota; Cystoseira; Nereididae; SSCP; 16S rRNA
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ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION OF MICROBIAL COMMUNITY OF CYSTOSEIRA
(OCHROPHYTA)-NEREIDIDAE (POLYCHAETA) ASSOCIATION
DISTRIBUTED ALONG THE SINOP COASTS (BLACK SEA)

BUSRA HAS

SINOP UNIVERSITY INSTITUTE OF GRADUATE PROGRAMS

DEPARTMENT OF BIOLOGY
SUPERVISOR:ASSIST. PROF. DR. CUMHUR AVSAR
CO-SUPERVISOR:PROF. DR. GULEY KURTCOSKUN

The brown macroalgae Cystoseira sensu lato (sl) (Ochrophyta) facies has a widespread
distribution in the Black Sea and provides habitat for polychaetes. The microbiota associated
with marine organisms plays a critical role for the balance of marine ecosystems and the
maintenance of biodiversity. In this thesis study, it was aimed to investigate the microbial
community of Cystoseira sl facies in association with individuals belonging to Nereididae, a
polychaete family, to understand the microbial relationship between host and host, to determine
the microbial determination of seawater samples, and to determine the similarities and
differences between the stations. DNA extraction was performed for water, algae and
polychaete samples from three sampling stations on the Sinop coast, and the thesis study was
carried out by SSCP method using the V4-V5 region of the 16S rRNA gene. Sequence analysis
of the bands visualized on polyacrylamide gel was performed and high similarity bacterial
species were identified as a result of GenBank-BLAST search. The phyla common to all
samples were Bacteriodetes, Proteobacteria and Firmicutes, and in addition to these phyla,
Cyanobacteria were found in water samples. As a result of the BLAST search, uncultured
marine bacterium clones were identified the most. When the phylogenetic trees constructed
based on the UPGMA dendrogram used to observe the communite structures among the
samples and the sequence data obtained for the band profiles were examined; it was observed
that there was no remarkable affinity between water and algae samples, as well as between algae
and polychaete samples. In one of the three stations sampled, there was similarity between host
and host (algae and polychaete) in terms of the presence of Bacillus species. In addition, the
BLAST search revealed bacterial samples that were similar to some human and animal
pathogenic species. Furthermore, carbon and cellulose filters used for the filtration of seawater
samples prior to DNA extraction were compared and no advantage was found in terms of
enabling the detection of multiple bands and/or species. Inhibitory substances that are likely to
be present in environmental samples and the difficulty of achieving optimizations in the SSCP
method are among the difficulties encountered in this thesis study. This study contributes to the
complex interactions of marine microbiota with the organisms it contains.

KEYWORDS:Microbiota; Cystoseira; Nereididae; SSCP; 16S rRNA
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1. GIRIS

Karadeniz, 40°55' ve 46°32' kuzey enlemleri ile 27°27' ve 41°42' dogu boylamlari
arasinda yer alan yari1 kapali bir i¢ denizdir. Karadeniz'in ylizey alan1 423000 km? ve
toplam hacmi 547000 km?® olarak hesaplanmistir. Karadeniz havzasinin, ortalama
derinligi 1300 m, maksimum derinligi ise 2212 m’dir (Bat vd., 2018). Tirkiye,
Bulgaristan, Romanya, Ukrayna, Rusya ve Giircistan, Karadeniz'e kiyisi1 olan {iilkelerdir.
Karadeniz, yaklasik 150 m derinlige kadar oksijen igermekte olup bu derinlikten sonra
ise hidrojen siilfiir barindirmaktadir. Tuzluluk bakimindan diger denizlerimize gore
daha diisiik tuzluluga sahip olan Karadeniz, yaklasik %018 tuzluluga sahiptir (Ozsoy ve
Unliiata, 1997). Bu sebepten dolayr Karadeniz’deki tiir sayis1 diger denizlerimize
kiyasla dusiiktir (Geldiay ve Kocatas, 2014). Bu durum tiirler arasi rekabetin az
olmasina ve popiilasyonlardaki birey sayisinin artmasina olanak tanimaktadir.

Deniz ekosistemlerinde bakteriler, besin dongiisiinde kritik bir rol oynayan temel
unsurlardandir. Ortamda bulunan ve ¢oziinmeyen bir¢ok bilesik, bakteriler sayesinde
diger organizmalarin kullanabilecegi farkli formlara doniistiiriiliir. Cevresel faktorlere
bagl olarak bakteri popiilasyonlarinda ortaya cikan degisiklikler ekosistem ve insan
sagligint olumsuz yonde etkileyebilir (Cift¢i Tiiretken, 2014).

Denizel ekosistemde makroalglerin farkli ekolojik rolleri vardir. Bu organizmalar
sadece oksijen iretmekle kalmayip basta omurgasiz hayvanlar olmak iizere birgok
canliya habitat saglar (Menaa, 2020). Makroalg yiizeyleri, bakteriler tarafindan kolonize
edilir. Makroalglerle iligkili olan bakteriler, bu organizmalarla yaklasik 1,6 milyar yildir
stiren bir evrimsel birliktelik i¢indedir (Lu vd., 2023). Denizel organizmalarla iliskili
olan bakteri topluluklar1 bagisiklik, metabolizma ve fizyolojik olaylarda 6nemli rol
oynamaktadir. Denizel omurgasizlarla beraber yasayan bakteriler, konakg¢ilarinin
ekolojisi, gelisimi ve evrimi tizerinde etkilidir (Menabit vd., 2024).

Kahverengi makroalglerden olan Cystoseira sensu lato (sl) (Ochrophyta) fasiyesi
Karadeniz’de yaygin dagilima sahiptir. Temiz sularin indikatorii oldugu bilinen bu
makroalgin talluslart omurgasiz hayvanlarin yasamasi i¢in uygun ortam olusturur (Kus,
2015). Ulkemiz kiyilarinda dagilim gosteren Cystoseira sl ve bu cinsin olusturdugu
fasiyes tizerinde yapilmis gesitli arastirmalar bulunmaktadir (Culha vd., 2010; Okudan
vd., 2016; Karaguha ve Okudan, 2017). Sinop kiyilarinda dagilim gosteren Cystoseira sl
fasiyesinin poliket (Polychaeta: Annelida) faunas1 mevsimsel olarak incelenmis olup bu

fasiyes ile birliktelik olusturan tiirler bildirilmistir (Kus ve Kurt-Sahin, 2016).
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Bu tezin konusunu olusturan Nereididae familyasi iiyeleri de temiz sularin indikatorii
olan bu makroalg (Cystoseira sl) iizerinde yaygin olarak dagilim gostermektedir (Kus
ve Kurt-Sahin, 2016). Gilniimiize kadar yapilan ¢alismalarda Polychaeta iginde
siniflandirilan Nereididae familyasina ait 550 civarinda tiir tanimlanmistir (WoRMS,
2025). Nereididae bireylerinin ¢ok azi tathisularda, ¢ogunlugu ise denizlerde ve
okyanuslarda yiiksek gelgitlerin oldugu mediolittoral bolgede dagilim gosterir. Bununla
beraber bu familya sig sulardan abissal diizliiklere kadar olan bolgelerde gesitli
substratumlarda yasamlarini siirdiiren genis bir tuzluluk toleransina sahip kozmopolit
tiirleri icermektedir (Bakken ve Wilson 2005; Wilson vd., 2023).

Bu familyanin da tiyesi oldugu Polychaeta tiirleri denizel bentik organizmalarin 6nemli
bir boliimiinii olusturmalari, sedimanin biyotiirbasyonunu saglamalar1 hem larval hem
de ergin oldugu donemlerde baliklara besin kaynagi olmalari, besin ve madde
dongiisiindeki rolleri ve sportif avcilikta, akuakiiltiir uygulamalarinda tercih edilmeleri
sebebiyle onemlidir (Agirbas, 2006; Martins ve Barros, 2022). Birgok biyoindikator
tiirii igeren poliketler, hem denizel ekolojik kaliteyi belirlemek i¢in kullanilan biyotik
indekslerde, hem de sedimente direkt temas etmelerinden dolay1 ekotoksikoloji ve agir
metal izleme ¢aligmalarinda kullanilmaktadir (Reish ve Lemay, 1991).

Kiiresel olarak niifus artis1, sanayilesme gibi antropojenik etkiler sebebiyle ortaya ¢ikan
iklim degisikligi, kiiresel 1sinma, deniz asidifikasyonu, 6trofikasyon ve kirlilik denizel
ekosistemleri olumsuz yonde etkilemektedir. Iklim degisikligi ve kiiresel 1smnma
nedeniyle Tiirkiye denizlerinde su parametreleri ve su kalitesinde degiskenlik
goriilmektedir (Sehnal vd., 2021; Oncii vd., 2021; Bat vd., 2024). Mikrobiyal
topluluklar, kirleticilerden etkilenen denizel ekosistem sagliginin 6dnemli gostergesidir
(Yi vd., 2020). Denizel organizmalar ile iliskili olan mikrobiyal kommunite su
kalitesinin incelenmesi agisindan kritik bir 6nem tasir (Sehnal vd., 2021).

Deniz bakterilerinin ¢esitliligi, ekosistem fonksiyonlarmin anlagilmasi, kirliligin
karakterize edilmesi ve biyoteknolojik yenilikler i¢in kaynak saglanmasi agisindan
kritik bir rol oynar. Bu nedenle, bu alandaki arastirmalar diinyada giderek daha fazla ilgi
gormektedir (Altug, 2016).

Bu tez calismasinda, Nereididae familyasina ait bireyler ile birliktelik olusturduklari
Cystoseira sl fasiyesinin mikrobiyal kommunitesi arastirilarak, drnekleme yapilan g
istasyon arasinda benzerlik ve farkliliklar saptanmaya calisiimistir. Ulkemizde denizel
organizmalarin i¢inde veya lizerinde yasayan ve su igerisinde serbest olarak bulunan

mikrobiyal flora iizerinde yapilmis ¢alismalarin kisitli olmasi sebebiyle bu tez ¢alismasi
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yerel  mikrobiyal ¢esitliligin  saptanmasina, mikrobiyal  ekolojinin  temel
mekanizmalarimin  aydinlatilmasina ve  biyolojik ¢esitliligin korunmasina yonelik

stratejilerin gelistirilmesine yardimci olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Canhilar i¢in Mikrobiyotanin Onemi

Belirli bir g¢evrede veya konak organizmanin iizerinde/igerisinde yasayan
mikroorganizma topluluklar1 mikrobiyota olarak tanimlanir. Bu mikroorganizmalarin
tasidig1r genetik materyalin tamamini tanimlamak i¢in ise mikrobiyom terimi kullanilir
(Lyra vd., 2017; Diker, 2017; Ayer, 2023). Mikrobiyota ve mikrobiyom terimleri
siklikla birbirinin yerine kullanilmaktadir (Kurtaran, 2021).

Mikrobiyota ile ilgili yapilmis olan calismalar insan saghig: {izerine odaklanmistir. Insan
bagirsak mikrobiyotasi ile gesitli hastaliklar iligkilendirilmis, immiin sistem fonksiyonu
tizerine olumlu etkileri bilimsel ¢alismalarla ortaya konmustur (Flint, 2012; Ferranti vd.,
2014; Belizario ve Faintuch, 2018; Kalip ve Atak, 2018).

Mikrobiyota ¢aligmalarinin insan odakli yaklagiminin yani sira bitkisel ve hayvansal
organizmalarla ilgili arastirmalarin 6nemi giderek artmaktadir.

Hayvan mikrobiyomunu olusturan bakteriler, viriisler, mantarlar ve okaryotlar, saglik ve
beslenme i¢in hayati 6nem tasir. Bu konuda literatiire katki saglayan bircok arastirma
yapilmakta, 6rnegin; mercanlarla iligskili mikroorganizmalar, mercan biyolojisi igin
kritik 6neme sahip bir¢ok islevi yerine getirdigi (Peixoto vd., 2021); bunun diginda
zebra baliklari, tavuklar gibi bir¢cok omurgalida, eklembacaklilar gibi bazi omurgasiz
havyan tiirlerinde de mikrobiyom g¢alismalar1 literatiire kazandirilmistir (Esposti ve
Romero, 2017; Rychlik, 2020; Li vd., 2022; Maritan vd., 2024).

Omurgali ve omurgasiz hayvanlarin yani sira Kkarasal bitkiler, deniz ¢ayirlari ve
makroalgler, mikroorganizmalarla yakin iliski igerisindedir. Mikroorganizmalar,
makrofitler i¢in hormon, vitamin, mineral gibi birgok madde temin ederek makrofitlerin
biiyiimesinde ve bagisikliginda rol oynar (Fitzpatrick vd., 2020; Chen vd., 2022).
Denizel organizmalarla etkilesim igerisinde olan mikrobiyal topluluklar ile ilgili yapilan
calismalar; ekosistem dengesinin korunmasinda, kirlilikle miicadelede, konak
organizmalarin saglig1 ve gelisimi gibi konularda yeni bulgular ortaya koyacaktir.
Mikrobiyomun yapt ve islevini anlamada evrimsel siirecin Onemi tam olarak
anlasilmamigtir. Mikrobiyom biyolojisini, saglik iizerine etkilerini analiz etmek ve
karmagikligint ¢ozmek igin evrimsel bakis agist genis bir perspektif sunar (Foster,

2017).



2.2. Cystoseira (Ochrophyta) Fasiyesinin Genel Ozellikleri

Fucales ve Laminariales takimlarinda yer alan kahverengi algler, diinyanin soguk ve
iliman bolgelerindeki kayalik resiflerde bulunan iiretken ve biyolojik ¢esitlilik agisindan
zengin habitatlar1 olusturur (Mancuso vd., 2024). Cystoseira sl topluluklarini olusturan
bireyler Fucales takiminin Sargassaceae familyasinda yer alir ve Akdeniz kiyilarinda,
dogu Atlantik Okyanusu'nda ayrica Karadeniz'de yaygin olarak bulunur (Trica vd.,
2019; AlgaeBase, 2025) (Sekil 2.1). Cystoseira sl ormanlari; baliklar, omurgasizlar ve
diger alg tiirlerini destekleyerek ekosistemin saglikli isleyisine katkida bulunur
(Mancuso vd., 2024). Tallus yapilar1 hem sesil hem de vagil organizmalarin
kolonizasyonu i¢in uygun bir substratum islevi goriir (Fraschetti vd., 2002).

Cystoseira sl topluluklar1 biyoindikator rolleri sebebiyle kirlilik ¢alismalarinda tercih
edilirler. Cystoseira'nin baskin oldugu alanlar, yiiksek su kalitesine sahiptir. Karadeniz
icin ekonomik 6neme sahip olan bu makroalg, endiistriyel ve tarimsal faaliyetlerde

degerli bir hammadde kaynag1 olarak kabul edilmektedir (Manev vd., 2013).
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Sekil 2.1 Cystoseira sensu lato (Fotograf: Biisra HAS)



2.3. Nereididae (Polychaeta) Familyasinin Genel Ozellikleri

Annelida subesi, geleneksel taksonomik siniflandirmada Polychaeta ve Clitellata olmak
tizere iki ana smifa ayrilmaktadir (Struct vd., 2011). Polychaeta, annelidlerin
cesitliliginin biiylik bir kismini olusturmaktadir. Parapodyum adi verilen hareket
organlarindan ¢ikan Kitin yapida killar (seta) ile karakterize edilir (Weigert ve Bleidorn,
2016).

Poliketler iginde smiflandirilan Nereididae tiirleri hem deniz hem de act su
ekosistemlerinde bentik gruplar arasinda ¢ok ¢esitlilik gésteren ve bol bulunan taksonlar
arasindadir (Sekil 2.2). Nereididler bulunduklar1 ekosistemdeki enerji transferinde
onemi rol oynar. Bitkiler ve kiiciik omurgasizlar ile beslenerek onlarin tiiketicisi
konumunda bulunurken bir¢ok bentik organizma i¢in av olarak da besin kaynagi haline
gelirler. Bu sekilde, ekosistemdeki enerji akisinda hem tiiketici hem de aktarici rolii
iistlenirler (Cinar ve Ergen, 2001).

Farink iizerinde bulunan paragnatlar, parapodial loplar ve sirriler, parapodlarin
tasidiklari setalarin tipleri Nereididae familyasindaki tiirlerin tanimlanmasinda 6nemli
rol oynar (Kurt vd., 2021; Mazurkiewichz, 2009). Familyaya ait bireylerde metamerik
segmentasyon belirgindir. Serbest yasamli olan hareketli canlilardir. Nereididlerin bir
diger karakteristik 6zelligi, prostomiumun ters T formunda olmasidir; bu &6zellik ¢ogu

tirde gozlemlenir (Fauchald ve Rouse, 1997).

Sekil 2.2 Nereididae bireyinin genel goriiniisii (Fotograf: Gililey KURT COSKUN)



2.4. Denizel Ekosistemde Bakteriler

Denizel bakteriyel kommuniteler, organik madde dongiisii ve besin aglarindaki kritik
rolleriyle ekosistemin siirdiiriilebilirligine katki saglarken, bazi tiirleri hem akuatik
organizmalar hem de insanlar i¢in potansiyel saglik riskleri olusturabilir.

Deniz Bakteriyolojisi; baslangicta halk sagligi odakli bir disiplin iken, zamanla bakteri
poplilasyonlarinin dogal dinamiklerindeki degisimlerin ekosistem sagligi tizerindeki
etkilerini inceleyen g¢evresel bakis acisina sahip bir alan haline gelmistir (Altug vd.,
2020).

Su kirliligi, insan refahin1 tehdit eden ve deniz ile tath su ekosistemlerine zarar veren
kiiresel bir sorundur. Halk sagligi agisindan; deniz sularinda fekal kaynakli bakterilerin
bulunmasi, ylizme gibi rekreasyonel aktiviteler yoluyla insanlara bulasarak
gastrointestinal, dermatolojik ve solunum yolu enfeksiyonlarina yol agabilir (Avsar,
2013). Fekal kirliligin izlenmesinde Escherichia coli ve enterokoklar indikator olarak
yaygin kullanilmakla birlikte Clostridium perfringens ve Klebsiella tiirleri de indikator
bakteriler arasindadir. Shigella, Salmonella ve Vibrio genuslarinda bulunan baz tiirler,
fekal-oral yol ile kontamine su kaynaklari araciligiyla bulasan 6nemli enfeksiyon
etkenleridir (WHO, 2003). Pseudomonas cinsinin bazi tiirleri insan ve diger
organizmalar i¢in patojen olsa da ayni genusa ait diger tiirler biyoremediasyon ve
biyokontrol gibi siiregleri gerceklestirerek ekosistem igin fayda saglar (Ugur vd., 2012).
Okyanuslarda ubikitéz bir dagilim gosteren mikroorganizmalar, organik maddenin
parcalanmasi ve besinlerin yeniden kullanilabilir forma doniistiiriilmesiyle biyokimyasal
dongiileri yonetir. Bu siiregler, denizel iiretkenligin ve kiiresel iklim dengelerinin
korunmasinda hayati 6neme sahiptir. Okyanuslarda en yaygin olan Alphaproteobacteria
sinifi olmakla birlikte ikinci sirada Gammaproteobacteria yer alir. Sonrasinda ise
oksijen liretiminde rol oynayan Cyanobacteria bulunur. Bakteri gruplarinin bollugu

denizel zonlara gore degiskenlik gosterebilir (Sunagawa vd., 2015).

2.5. Cevresel Orneklerde Mikrobiyal Kommunite Yapisinin Belirlenmesi Icin
Kullanmilan Molekiiler Yontemler

Gilinlimiizde cevresel mikrobiyota analizleri, geleneksel kiiltiir temelli yontemlerin
Otesinde yiiksek verimli molekiiler tekniklerle gergeklestirilmektedir. Son yillarda

gelistirilen yeni nesil dizileme (NGS) platformlar1 (Illumina MiSeq/HiSeq, Oxford
Nanopore), 16S/18S rRNA gen bolgelerinin amplikon dizilemesi gibi metagenomik



yaklagimlarla; toprak, su ve sediment gibi materyallerdeki mikrobiyal topluluklarin
tespiti saglanmaktadir (Klinwort vd.,2013; Goodwin wd., 2016). Sekil 2.3’te ¢evresel
orneklerden DNA izolasyonu ve saflastirma akis semas1 goriilmektedir.

Mikrobiyota analizlerinin ilk adimini DNA ekstraksiyonu olusturmaktadir. Cevresel
orneklerden DNA ekstraksiyonu asamasinda kirleticiler sebebiyle cesitli zorluklarla
karsilagilabilmekte olup humik ve fulvik asitler gibi organik Kkirleticiler, PCR
inhibitorleri olarak gorev yaparak ekstraksiyon verimini disiiriir (Zhou vd., 1996;
Sidstedt vd., 2015). Giiniimiizde g¢evresel 6rnekler i¢in kullanilan ticari DNA izolasyon

kitleri, eski yontemlere kiyasla daha basarili sonuglar vermektedir.



Cevresel Orneklerden DNA Izolasyonu ve
Saflastirlmas: Akis Semasi

l

Ornek isleme ve On Hazirhk

l |

Dolayl: Yéntem Dogrudan Ekstraksivon
(Hicrelerin ayriimasi) (Matristen direkt DNA ¢ikarmi)

{ l

Hiicre Lizisi (Huicrelerden DNA 'nm serbest kalmasi)

l

Fiziksel Enzimatik (Lizozim, :
vb.)

{

Hiicre Artiklan ve Matrisin Giderilmesi (Santrifiij, Agaroz Jel Opsivonu)

l

DNA Ekstraksivonu ve Coktiirme (Organik ¢éziiciilerle saflagtama)

l

Tleri Saflastama (Silika kolon, manyetik boncuk, spin kolon)

l

Kalite Kontrol ve Miktar Belirleme (Agaroz jel, spektrofotometri)

Sekil 2.3 Cevresel orneklerden DNA’y1 ¢ikarmak ve saflastirmak i¢in uygulanan

prosediirlerin asamalar1 (Ugarli, 2022°den degistirilerek alinmistir.)

DNA ckstraksiyonunun ardindan, mikrobiyal topluluklarin analizinde DGGE/TGGE,
SSCP, RFLP, T-RFLP ve @gPCR gibi PCR tabanli molekiiler tekniklerden
yararlanilmaktadir (Su vd., 2012). PCR uygulamasi denatiirasyon (Denaturation),
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primerlerin baglanmasi (Annealing) ve uzama (Extension) basamaklari olarak ii¢
asamada gerceklesmektedir. Her PCR dongiisii, kalip DNA'nin denatiirasyonu ile baslar,
bu islem yiiksek sicaklikta (genellikle 94-95°C) gercekleserek DNA'nin ¢ift sarmalini
birbirinden ayirir. Ardindan, sicaklik diisiiriilerek (45-60°C) her bir zincire uygun
primerlerin baglanmasi saglanir. Son olarak, polimerazin optimum aktivitesini saglamak
icin sicaklik tekrar yiikseltilir (70-72°C) ve primerlerin baglandig: kalip zincir {izerinde
uzama gerceklesir (Avsar, 2018).

Bu tez c¢alismasinda yeni nesil dizileme platformlarina gore ekonomik bir yontem
olmasi sebebiyle SSCP (Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi) teknigi kullanilarak
mikrobiyota analizi gerceklestirilmistir. Ilk kez Orita ve arkadaslari tarafindan
kullanilan (Orita vd., 1989) bu teknik, DNA dizisindeki mutasyonlarin ve
polimorfizmlerin tespit edilmesini saglar. Basit ve ucuz bir yontem olan SSCP teknigi,
tek zincirli DNA'larin, primer dizilerine bagli olarak intramolekiiler etkilesimlerle
stabilize olan 6zgiin konformasyonlar meydana getirmesi prensibine dayanir. Denatiire
olmayan kosullarda, tek bir baz degisikligi bile konformasyonel bir degisime yol
acabilir, bu da DNA molekiiliiniin jeldeki hareketliliginin degismesiyle tespit edilebilir
(Sunnucks vd., 2000; Kakavas, 2021).

2.6. Literatiir Ozeti

Denizel ortamda bakteriler, madde dongiilerine katki saglar ve enerji akisinda yer alir.
Bakteriler, okyanuslarin biyojeokimyasal siireclerini diizenler (Azam ve Malfatti, 2007).
Biyoremediasyon = siireglerinde petrol ve plastiklerin  olusturdugu  kirliligin
azaltilmasinda rol oynayan bakteri tiirleri vardir (Ceyhan ve Esmeray, 2012; Ozden,
2021).

Denizel ekosistemlerde bulunan bazi bakteri tiirleri sucul organizmalar ve insan tiirii
igin patojendir. Kirmizi algler arasinda yer alan Kappaphycus alvarezii (Doty) Doty ex
PCSilva, 1996 tiiriiniin bireylerinde hastalik yapan firsat¢1 Vibrio tiirleri bulunur (Belkin
ve Colwell, 2005). Vibrio tapetis, istiridyelerde i¢ kabukta anormal kalinlasma ve
madde birikimine (Allam vd., 2002); Aerococcus viridans var. homari, istakozlarda
goriilen gaffkemia hastaligina (Clark vd., 2013); Spiroplasma eriocheiris, yengeclerde
titreme hastaligina (Tremor Disease, TD) neden olur (Hou vd., 2017). Rickettsia,
karides gibi kabuklularda hastalik yapan patojen tiirler igerir (Gollas-Galvan vd., 2013).
Vibrio tiirleri, Aeromonas  salmonicida  ssp.  achromogenes ve Photobacterium

damselae subsp. piscicida, balik O6liimlerine (Romalde, 2002; Bowden vd., 2017).
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Renibacterium salmoninarum, Mycobacterium marinum ve Nocardia tiirleri, baliklarda
enfeksiyonlara yol agmaktadir (Ucko ve Colorni, 2005; Maekawa vd., 2018; Delghandi
vd., 2020). Deniz memelilerinin 6nemli bakteriyel patojenleri arasinda Brucella yer alir
(Foster vd., 2002). Deniz memelilerinde diger patojen bakteriler; Leptospira
interrogans, Actinobacillus delphinicola, Staphylococcus delphini ve Mycobacterium
spp.” dir  (Higgins, 2000). Ayrica deniz  sedimentinde  yaygin  olarak
bulunan Vibrio tiirleri insan saghg: igin tehlike olusturur (Harriague vd., 2008). Vibrio
cholerae, ¢ok sayida insanin oliimiine neden olan tehlikeli bir patojendir. Vibrio
parahaemolyticus ve Vibrio vulnificus, insan patojeni olan diger tiirlerdir (Thompson
vd., 2004).

Son yillarda, molekiiler analizler yoluyla belirli bir bolgede hangi mikroorganizmalarin
bulundugunu belirlemede biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. Bu bilgilerin ¢ogu, 16S
rRNA genleri gibi birkag bilgilendirici gen kullanilarak yapilan filogenetik analizlerden
elde edilmistir (Fuhrman vd., 2015).

PCR temelli molekiiler tekniklerden olan denatiire edici/sicaklik gradyan jel
elektroforezi (DGGE/TGGE), tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP),
restriksiyon parg¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP), terminal restriksiyon par¢a uzunluk
polimorfizmi (T-RFLP) ve kantitatif PCR (qPCR) gibi yontemler mikrobiyal
topluluklart  incelemek igin  kullanilmigtir (Su vd., 2012). SSCP, genetik
polimorfizmlerin ve mutasyonlarin tespiti i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu teknigin
dezavantaji optimizasyonlarin saglanmasinin giigliigidiir (Badi vd., 2021). SSCP gibi
geleneksel yontemler genellikle az verimli, zaman alic1 ve yiiksek hata oranina sahiptir
(Li ve Jiang, 2023).

Oxford Nanopore Technologies (ONT) tarafindan gelistirilen MinlON; nanopor
dizileme teknolojisini kullanarak DNA ve RNA'nin dizilenmesini saglar. Kiigiik fiziksel
boyuta sahip olmasi, hizli sonu¢ vermesi ve ultra uzun dizi okumalar1 yapabilmesi
sebebiyle avantajlidir (Eisenstein, 2012; Mikheyev ve Tin., 2014; Laver vd., 2015).
Yiiksek verimli yeni nesil dizileme (NGS) yontemlerinin genis 6lgekli uygulamalar
yiiksek maliyetleri nedeniyle sinirhidir. SSCP yontemi, diisiik maliyetli olmasi sebebiyle
yaygin olarak kullanilmigtir (Badi vd., 2021).

Makroalgler, denizel ekosistemlerde birincil iretimin 6nemli kaynaklaridir. Ayrica
omurgasiz hayvanlar ve baliklar i¢in yasam alani saglayan organizmalardir (Karaguha
ve Yildiz, 2017). Ekolojik Onemlerinin yani sira gida, eczacilik, tip ve kozmetik

sektorlerinde kullanilmaktadir (Aktar ve Cebe, 2010).
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Denizel makroalgler ve bakteri birliktelikleri iizerine yapilan ¢alismalarda makroalg
tizerinde bulunan epibiyotik bakterilerin trettikleri bilesiklerin algi korudugu
saptanmistir (Armstrong vd., 2001). Denizel makroalglerle ile iligkili olan mikrobiyal
topluluklar, bu canlilarin gelisme, lireme ve savunmasinda rol oynar (Wood vd., 2022).
Serebryakova ve arkadaslari (2018) kahverengi algler arasinda yer alan Sargassum
muticum (Yendo) Fensholt, 1955 tiirii ile iligkili mikrobiyal topluluklarin zamansal ve
bolgesel degisikliklerini incelemistir. Mikrobiyal kommunitenin c¢esitliligi  16S
rDNA’ya ait V5-V7 bolgeleri ile belirlenmis ve zamansal olarak mikrobiyotada farklilik
oldugu gozlemlenmistir. Eyliil-Mart aylar1 arasinda Rhodobacteraceae ve Loktanella,
yaz aylarinda ise Pirellulales’in yaygin oldugu tespit edilmistir. Cesitlilik, bolgeler
arasinda ve S. muticum’dan alinan farkli doku 6rnekleri arasinda da gériilmistiir.

Wood ve arkadaslart (2022) kahverengi algler arasinda yer alan Phyllospora
comosa (Labillardiere) C. Agardh, 1839 tiiriiniin bireyleri {izerinde yasayan mikrobiyal
topluluklar1 aragtirmigtir. 16S rRNA geninin V3-V4 bdlgeleri ile P. comosa tiiriiniin
iligkili mikrobiyal kommunite yapisindaki genel varyasyonun %54’li aciklanmis ve bu
varyasyonun biiylik bir kisminin yerel ¢evre ile iligkili oldugu goriilmiistiir.

Mancuso ve arkadaslar1 (2016) Akdeniz’de dagilimi olan Cystoseira compressa (Esper)
Gerloff & Nizamuddin, 1975 kolonileriyle iligkili olan bakteri popiilasyonlarini analiz
etmistir. Bakteriyel cesitlilik, 16S rRNA genine ait V1-V3 agir1 degisken bolgelerinin
[llumina Miseq dizileri kullanilarak degerlendirilmistir. C. compressa bakteri
topluluguna Proteobacteria, Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Actinobacteria ve
Cyanobacteria, oOzellikle de Rhodobacteriaceae, Flavobacteriaceae, Sapropiraceae,
Verrucomicrobiaceae ve Phyllobacteriacea ailelerinin dominant oldugu goriilmiistiir.
Deniz suyuna ait 6rneklerde ise Proteobacteria ve Bacteroidetes, 6zellikle Candidatus
Pelagibacter (SAR11) ve Rhodobacteriaceae aileleri baskindir. Birkag ortak tiir disinda
C. compressa mikrobiyotasinin deniz suyuna gore agikca farkli oldugu gosterilmistir.
Avsar ve Giimiis (2024) Sinop kiyilarindan aldiklar1 Gongolaria barbata (Stackhouse)
Kuntze ve su orneklerini SSCP analizi kullanarak incelemis epifitik bakteriyel topluluk
yapisini tespit etmistir. 16S rRNA'nin V4-V5 bolgesi kullanilarak gerceklestirilerek
secilmis bantlarin sekans analizi ile bakteriyel topluluk yapisi belirlenmistir. Makroalg
tizerindeki bakteriyel topluluk yapisinin, bolgesel olarak degiskenlik gdosterdigi
goriilmiistiir. Gammaproteobacteria sinifinin, SSCP analizinden elde edilen gruplarin

yiizde 84.375'ini olusturdugu tespit edilmistir. Farkli noktalardan toplanan bantlardan
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tiretilen sekans verilerinin biyiik 6l¢iide Vibrio ve Klebsiella genuslarina benzedigi
gorilmiistiir.

Omurgasiz hayvanlar; deneysel avantajlart nedeniyle mikrobiyota ¢alismalar1 i¢in ideal
sistemlerdir (Newton vd., 2013; Graf, 2016). Galleria mellonella, bilimsel
aragtirmalarda omurgasiz model olarak kullanilan tiirlere 6rnektir (Allonsius vd., 2019).
Allonsius ve arkadaslar1 (2019) G. mellonella tiiriiniin larvalarmin farkli viicut
bolgelerinde 16S rRNA amplikon dizilimi ile bakteri topluluklarin1 incelemistir.
Calisma sonucunda bakteri topluluklart ¢ok az cesitlilik gostermis ve cogunlukla
Enterococcus taksonu tarafindan domine edildigi saptanmustir.

Lyra ve arkadaslart (2017) bir¢ok iribas ve sucul omurgasizlardaki (bocekler ve
gastropodlar) bagirsak mikrobiyotasini incelemislerdir. 16S rRNA geninin V4 Illlumina
amplikon dizilimi ile bakteri ¢esitliligini arastirmislardir. incelenen salyangoz
bireylerinde bakteriyel ¢esitlilik en yiiksek, iribaslarda orta diizeyde ve dort su bocegi
grubunda en diisiik oldugu tespit edilmistir.

Turon ve arkadaslari1 (2019) tarafindan konak stingerler (Clathria (Thalysias) reinwardti
Vosmaer, 1880, Amphimedon paraviridis Fromont, 1993, Neofibularia hartmani
Hooper & Lévi, 1993 ve Aaptos suberitoides (Brondsted, 1934)) ile simbiyotik iliskisi
olan poliket Haplosyllis Langerhans, 1879 genusuna ait bireylerin mikrobiyomlari
arasinda karsilastirma yapilmistir. 16S rRNA geninin V4 bdlgesi kullanilarak ¢alisma
gerceklestirilmistir. Caligma sonucunda, konak siinger tiirleri ile poliket mikrobiyomlari
arasinda paralellik gozlemlenmis olup miktar bakimindan farklilik tespit edilmistir.
Haplosyllis mikrobiyomunun farkli konak siinger tiirlerinin mikrobiyomlar1 arasindaki
benzerlikleri degiskenlik gostermektedir. Poliketlerin, siinger mikrobiyomunu
biinyesine katarak zenginlestirebildigi ve poliketlerin konak siingerlerinden beslendigi
dogrulanmistir. Poliket bakteri kommunitelerinde en bol bulunan takimlar; Vibrionales
(%24,3), Alteromonadales (17,7), Oceanospirillales (%14,3), Burkholderiales (%7,6),
Caulobacterales (%4,3) iken siingerlerde Rhodobacterales (%16,29), Oceanospirillales
(%14,9), Nitrosononadales (%8,9) ve simiflandirilmamais (%5,9) seklindedir.

Matsui ve arkadaslart (2004) tarafindan iki farkli sediman habitatindan toplanan
Diopatra cuprea (Bosc, 1802) tiiplerindeki mikrobiyal kommunite incelenmistir. Kumlu
sediman Orneginden alinan tiiplerin bakteri toplulugunun, camurlu sediman 6rneginden
alinan tiiplerden farkli oldugu tespit edilmistir. 16S rRNA gen dizi analizleri sonucunda
dizilerin ¢cogunlugunun 4 ana bakteriyel filum veya alt bdliime ait oldugu gortilmistiir. 3

klon Bacteriodetes’e, 5 klon Verromicrobia’ya, 10 klon Gamma-Proteobacteria’ya ve 6
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klon Delta-Proteobacteria’daki siilfat indirgeyen bakterilere aittir. Siilfat indirgeyen
bakteri klonlarinin tiimiiniin Desulfobacteriaceae ailesiyle iliskili oldugu goriilmiistiir.
Fuirst ve arkadaglar1 (2021) tarafindan tiip olusturan poliket tiirlerinden olan D. cuprea
tiiplerinin ve bulundugu sedimanin bakteri topluluklar1 analiz edilmistir. Yapilan
calismada antropojenik stres altinda olan ve stres seviyeleri farklilik gosteren {ig
bolgeden ornekleme yapilmistir. Calisma, 16S rRNA genlerinin V3-V4 bdlgesi
kullanilarak  gergeklestirilmistir. Mikrobiyal kommunite kompozisyonunda ve
cesitliliginde tiip ve sediman arasinda farklihlk goriilmiistiir. Bacteriodetes,
Actinobacteria, Verrucomicrobia, Deferribacteres, Latescibacteria ve Lentisphaerae
filumlart sediman topluluklarina kiyasla tiiplerde 6nemli 6l¢iide daha bol bulunmustur.
Antropojenik etkiler sebebiyle denizel ekosistemlerde mikrobiyal ¢esitliligin azalmasi
beklenirken ¢alisma sonucunda yiiksek seviyedeki noktasal olmayan kirleticilerin D.
cuprea tiiplerinin mikrobiyal cesitliligi arttirdig1 gérilmiustir.

Jang ve arkadaglari (2021) tarafindan poliket Capitella teleta Blake, Grassle &
Eckelbarger, 2009°nin biyotiirbasyon siireci sonunda sedimanin mikrobiyal yapisini
nasil etkiledigi arastirilmistir. 16S rRNA genlerinin V5-V6 bolgesini temsil eden DNA
dizileri analiz edilmistir. Ayrica sedimanin mikrobiyal kommunitesinin yapist C.
teleta’nin bagirsak mikrobiyomuna etkisi arastiritlmistir. Caligmanin sonucunda C.
teleta’nin sediment mikrobiyal kommunitesini degistirdigi ve bu poliket tiiriiniin bentik
ortamlardaki mikrobiyal biyojeokimyasal dongiiler {izerinde biiyiik bir etkiye sahip
olma potansiyeli oldugu goriilmistiir.

Menabit ve arkadaslar1 (2024) tarafindan bir poliket tiirii olan Melinna palmata Grube,
1870 mikrobiyomunun ilk karakterizasyonu saglanmistir. Karadeniz’den (Romanya)
toplanan poliket Ornekleri ve iliskili sedimanin mikrobiyal kommunitesi 16S rRNA
geninin V3-V4 bolgesi kullanilarak saptanmistir. Melinna palmata’ya ait doku
orneklerinden taksonomik olarak 12 filum, 14 smif, 26 takim, 26 familya ve 30 cinsin
tanimlanmasi gerceklestirilmistir. Doku kolonizasyonu yapan bakterilere Proteobacteria
hakim olmakla birlikte devaminda Actinobacteriota, Cyanobacteria ve Chloroflexi takip
etmektedir. Sediman mikrobiyotasi; 12 filum, 19 smif, 34 takim, 29 familya ve 36
cinsin tanimlanmasi yapilmistir. Sediman topluluklar1 ¢ogunlukla Actinobacteriota ve
Chloroflexi ile temsil edilirken Proteobacteria ve Campylobacterota daha az miktarda
bulunmustur.

Wang ve arkadaslart (2020), Nereididaec familyasina ait Alitta succinea (Leuckart,

1847)’nin (syn. Nereis succinea) bagirsak mikrobiyotasini analiz etmis ve bagirsak
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mikrobiyotasinin polisiklik aromatik hidrokarbonlar, pestisitler, fenoller gibi ¢esitli
organik kirleticileri parcalama kapasitesini incelemistir. 16S rRNA geninin V3-V4, V4-
V5 ve ITS1 bolgeleri kullanilarak arastirma gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda
bagirsagin 6n, orta ve arka boliimleri arasinda mikrobiyal kommunite yapisinda
degiskenlik oldugu goriilmiistiir. Taksonomik siiflandirma Proteobacteria’nin A.
succinea’nin bagirsagindaki en yaygin filum oldugunu ve toplam Dbakterilerin
%60’ mdan fazlasin1 olusturdugunu ortaya koymustur. Proteobacteria’ya ek olarak A.
succinea’nin bagirsaginda 14 farkli bakteri filumu ve siniflandirilmamis bakteriler tespit
edilmis, bunlar arasinda Bacteriodetes, Firmicutes, Proteobacteria ile birlikte bakteri
toplulugunun biiyiik ¢ogunlugunu olusturdugu gorilmiistiir.

Dale ve arkadaslar1 (2019) tarafindan Nereididae familyasina ait Hediste diversicolor
(O.F. Miiller, 1776)’un sedimenti yutmas: ile birlikte bagirsak gecisi sirasinda bakteri
ve arke topluluklarin yapisinda ve azot dongiisii taksonlarinin bollugunda olusabilecek
degisiklikler arastirilmistir. Hediste diversicolor bireyleri disekte edildikten sonra DNA
izolasyonu yapilarak 16S rRNA geninin V6-V8 bolgeleri kullanilarak DNA dizileri
analiz edilmistir. Arka bagirsak boliimiinde bakteri ¢esitliliginin en fazla oldugu
goriilmiistiir. Arkeal bolluk bakteriyel bolluga kiyasla daha disiiktir. Hediste
diversicolor bireylerinin yasadigi sediman topluluklarinda Desulfobacterales,
Flavobacterales ve Xanthomonadales takimlar1 baskin olmustur. Bagirsak orneklerinin
cogunlugu Flavobacterales ve Rhodobacterales tarafindan domine edilmistir.

Dale ve arkadaglart (2019) tarafindan Hediste diversicolor’un iirettigi
mukopolisakkaritin mikrobiyal cesitliligi nasil etkiledigi aragtirllmigtir. Arastirma
sonucunda, poliket mukopolisakkariti sedimanin mikrobiyal ¢esitliligini arttirmigtir.
Hediste diversicolor mukopolisakkaritinin nitrifikasyon yapan mikrobiyal gruplari
uyararak ve besleyerek sediman nitrifikasyon oranlarini arttirdigi goriillmektedir.
Markande ve arkadaslar1 (2014) tarafindan kirlilik stresi altindaki Nereididae
familyasina ait Neanthes chilkaensis (Southern, 1921) tiiriiniin bagirsak bakteri
toplulugu kiiltiire bagli ve bagimsiz yaklagimlar kullanilarak incelenmistir. Ayrica
bagirsak bakterilerinin kirleticilerin iyilestirilmesindeki olast rolii de ele alinmustir.
Neanthes chilkaensis bagirsak bakteri toplulugunun 16S rRNA geninin V3 boélgeleri
cogaltilarak DNA dizileri analiz edilmistir. izolatlar ve klonlar arasinda gdzlemlenen
cesitlilik; Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria olmak {izere bir¢cok filumu

kapsamaktadir.
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3. MATERYAL METOT

3.1. Deneysel Tasarim

Laboratuvar kosullari, oOrnekleme sonrasi yapilacak deneyler i¢in uygun hale
getirilmistir. Ornekleme sirasinda kullanilan plastik bidonlar, hazirlik asamasinda alkol
ile muamele edildikten sonra distile su ile temizlenip kapaklari kapatilmistir. Su
orneklerinin konmasi i¢in 1500 mL’lik plastik siseler hazirlanmistir. Ayrica su
orneklerinin fizikokimyasal analizinin yapilmasi icin HACH HQd model portatif ¢cok

fonksiyonlu 6l¢iim cihazi hazir hale getirilmistir. Ilgili prosediir Sekil 3.1°de verilmistir.

Laboratuvar kosullarmm
uygun hale getirilmesi ve

Lambda ekzoniikleaz ile 1 kuPcf)‘liakll'ilamidjelu -
kesim iglemi sonucu tek L SO py

dmeklemeicin kullamlacak
materyallerin hazalanmast

zincirli DNA eldesi boyama uygulamasmm
yapilmasi

Fizikokimyasal 6l¢iimlerin
belirlenmis istasyonlarda
yapilmasi. su vealg
omeklerinin toplanarak

16S rRNA bélgesine ait Poliakrilamid jelde

SSCP analizi icin DNA goriintiilenen bantlarm
piirifikasyonunun bistiiri yardimiyla kesilmesi
gerceklestirilmesi ve jel pargalarinm elisyonu

soguk zincir kogullannda
laboratuvara getirilmesi

PCR optimizasyonunun
Laboratuvar kosullarmnda su Su/ale/poliket Smeklerini saglandiktan sonra PCR
filtrasyonunun gerceklesmesi h gvptcz) : aleD(I)\IrZ CHIR tiriinlerinin sekans analizi
o g g icin hazirlanmasi ve
ekstraksiyonlarmmn yapilmasi bakteriyel cesitlilign
belirlenmesi

ve alg 6reklerinden
poliketlerin ayiklanmasi

Sekil 3.1 Tez calismasinin sematik deneysel tasarimi

3.2. Materyal

3.2.1. Orneklerin toplanmasi

Orneklemeler Sinop kiyr seridi boyunca segilen Tas Ocag1 (A), Karakum (K) ve Stad
(S) istasyonlarindan yapilmistir (Sekil 3.2, Sekil 3.3). Bu noktalarin her birinden,
Cystoseira sl ve deniz suyu Ornekleri toplanarak soguk zincir kosullarinda 3 saat

icerisinde laboratuvara getirilmistir. Istasyonlarin koordinatlar1 Tablo 3.1°de verilmistir.
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|stanbul

i
iliurkiye

Sekil 3.2 Arastirma bolgesi (A: Tas ocagi K: Karakum S: Stad) (Google Maps, 2024)

Tablo 3.1 Ornekleme yapilan istasyonlarin koordinantlar1 (Google Maps, 2024)

ISTASYONLAR KOORDINANTLAR

Tas ocag istasyonu (A) 42°01'07"N 35°09'52"E
Karakum istasyonu (K) 42°00'56"N 35°11'32"E
Stad istasyonu (S) 42°01'23"N 35°06'44"E
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Sekil 3.3 Istasyonlarin genel goriintiisii (a: Tas ocagi b: Karakum c: Stad)

3.3. Metot

3.3.1. Su orneklerinin filtrasyonu

Her istasyondan 2 adet 1500 mL sise igerisine alinan deniz suyu 6rnegi 0,2 um karbon
ve 0,2 um seliiloz filtreden gegirilerek filtrasyon islemi gergeklestirilmistir. Filtrasyon
islemi i¢in GVS North America-Polycarbonate Track Etched Membrane Filter (Karbon
filtre) ve Sartorius-Seliiloz Nitrat Membrane Filter (Seliiloz filtre) kullanilmistir (Sekil
3.4).

Islem tamamlandiktan sonra filtreler pens yardimiyla pargalara ayrilarak DNA

ekstraksiyonu i¢in elverisli hale getirilmistir.
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Sekil 3.4 a. Su drneklerinin filtrasyonu b. Su filtrasyonunda karbon filtre kullanimi

3.3.2. DNA ekstraksiyonu/izolasyonu

Filtrasyon islemini takiben Cystoseira sl 6rnekleri ve 6rnekler i¢inde bulunan poliketler
aseptik kosullar altinda ayiklanmistir (Sekil 3.5). Nereididae familyasina ait bireyler
stereomikroskop ile tayin edildikten sonra %96°lik etanol iceren cam siselerde -20°’de

total DNA ekstraksiyonu i¢in saklanmuistir.

S T

Sekil 3.5 a. Istasyonlardan toplanan Cystoseira sl érnekleri b. Cystoseira sl érneklerinin

ayiklanmasi c. Cystoseira sl fasiyesinden ayiklanan poliket 6rnegi

DNA ekstraksiyonu isleminde alg Ornekleri i¢in 0,5 gram kullanilmis olup poliket
ornekleri A ve S istasyonu igin 3 gruba ayrilmigtir. Bu istasyonlara ait alg fasiyesinden
ayiklanan poliketler, A istasyonu i¢in; 1 adet birey, 5 adet birey ve 4 adet birey seklinde
gruplandirilmig olup S istasyonu i¢in; 1 adet birey, 5 adet birey ve 2 adet birey olarak
DNA ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. K istasyonu igin ayiklanan poliket

sayisinin az olmasi sebebiyle; 1 adet birey ve 3 adet birey seklinde olmak iizere 2 grup

19



olusturulmustur. DNA ekstaksiyonu siirecinde kullanilan tek poliket ornekleri, tiim

istasyonlardaki alg 6rneklerinden ayiklanan en biiyiik bireydir (Sekil 3.6).

Total DNA izolasyonu, ticari ekstraksiyon Kkitinin Onerdigi protokole uyularak

yapilmistir. DNA ekstraksiyon islemi i¢in Fast DNA Spin Kit for Soil kullanilmustir.

Yontem basamaklari asagidaki sekildedir.

1) Lysing Matrix E tiipiine filtre/alg/poliket 6rnegi eklenir.

2) 978 uL Sodyum Fosfat ¢6zeltisi, Lysing Matrix E tiiplindeki numuneye eklenir.

3) 122 uL MT gozeltisi eklenerek kuvvetli bir sekilde ¢alkalanir, ardindan homojenize
olacak sekilde vortekslenir.

4) 14.000 x g’de 15 dk santrifiij yapilarak kalintilarin ¢okmesi saglanir.

5) Siipernatant 2 mL’lik temiz bir mikrosantrifiij tiiptine aktarilir. 250 uLL PPS eklenir
ve tiip 10 kez ters diiz edilerek ¢alkalanir. Sonrasinda ise 10 dk oda sicakliginda
inkiibe edilir.

6) Pelleti ¢oktiirmek igin 5 dk 14.000 x g’de santrifiij yapilir. Siipernatant 2 mL’lik
temiz bir tiipe yaklasik 600 pL transfer edilir. Esit miktarda Binding Matrix eklenir.
DNA’nin Matrix’e baglanmasini saglamak i¢in el ile nazikce calkalanip karigmast
saglanir ve ters diiz edilir.

7) Elde edilen soliisyona pipetaj yapildiktan sonra SPIN™ Filter tiipiine soliisyonun
600 pL’si transfer edilir.

8) 14.000 x g’de 5 dk santrifiij edilir ve yakalama tiipii bosaltilip ayn1 SPIN™ Filter
tiipline adim 6’da kalan soliisyon karistirilip koyulur. 14.000 x g’de 5 dk santrifiij
yapildiktan sonra biriken s1vi dokiiliir.

9) SPIN™ Filter tiipe hazirlanmis SEWS-M soliisyonundan 500 uL eklenir ve tiip
hafif¢ce karistirilir.

10)14.000 x g’de 5 dk santrifiij edilir, yakalama tiipii bosaltilarak kalan etanoliin
uzaklasmasi i¢in tekrar 5 dk santrifiij edilir.

11) Steril 2 mL’lik Catch tiipiine SPIN™ Filter transfer edilir ve filtrenin kurumasi i¢in
oda sicakliginda 5 dk bekletilir.

12) SPIN™ Filter tiipe 100 pL nuclease free water eklenir, hafif¢ce parmakla vurularak
pellet tekrar ¢oziiliir.

13) Catch tiip icerisindeki DNA’y1 ayristirmak i¢in 14.000 x g’de 2 dk santrifiij edilir,
SPIN™ Filter ¢ikartilir. DNA kontrolii %1,8’lik agaroz jelde yapildiktan DNA

ornekleri sonraki iglemler i¢in -20°C’de saklanir.
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Sekil 3.6 a. DNA izolasyon protokoliine baglamadan dnce poliket 6rnegi b. DNA

izolasyon adimlarinda vorteksleme iglemi

3.3.3. PCR ile amplifikasyonu yapilan 16S rRNA bdélgelerinin SSCP analizi

Izole edilen DNA 6rnekleri, 16S rRNA geninin bir bdlgesini amplifiye eden Com1 ve
Comz2-ph primerleriyle PCR'da gogaltilmis ve SSCP analizi (Lee vd. 1996; Schwienger
ve Tebbe 2000; Schmalenberger ve Tebbe 2003; Smalla vd. 2007; Avsar, 2018)
uygulanmigtir. Kullanilan reaksiyon bilesenlerinin konsantrasyonlar1 Tablo 3.2°de,

primer baz dizileri Tablo 3.3’te ve PCR protokolii Tablo 3.4°te verilmistir.

Tablo 3.2 Modifiye primer ile yapilan PCR bilesenlerinin konsantrasyonlari

Reaksiyon bilesimi

DNA (10 ng pl™) 1uL
Buffer 6 uL
MgCl; (25 mM) 2 uL
dNTPs (0.2 mM) 1uL
Forward primer (10 uM) 0,2 uL
Reverse primer (10 uM) 0,2 uL
Taq DNA Polimeraz (5U/ul) | 0,4 uL
dH,0 39 uL
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Tablo 3.3 Primer baz dizileri

Baz dizisi 5'—3'
Coml 5’CAGCAGCCGCGGTAATAC3’

(16S rRNA gen bolgesi 519 ve 536 pozisyonunda)
Com2 CCGTCAATTCCTTTGAGTTT

(16S rRNA gen bolgesi 907 ve 926 pozisyonunda)
Com2-ph ph-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT

Tablo 3.4 Modifiye primer ile yapilan PCR protokolii

PCR sicaklik profilleri Dongii sayisi
94°C - 3 dk 1

94°C-15s

58°C-30s 30

72°C - 1dk

72°C - 4 dk 1

3.3.3.1. DNA piirifikasyonu

Izole edilen DNA &rneklerine 3 tekrarli PCR islemi uygulanmis olup tek bir tiipte

toplama islemi gerceklestirilmistir. Pirifikasyon i¢in EasyPure PCR Purification Kit

kullanilmastir.

Yontem basamaklar1 asagidaki sekildedir.

1) 1,5 mL’lik mikrosanrifiij tiipleri kullanilarak 1 voliim PCR iiriiniine (50 pL) 5
voliim Binding Buffer (250 uL) ekledikten sonra vortekslenir.

2) Tiim karigim, kit ile verilen i¢inde toplama tiipii bulunan kolonlara aktarilir.

3) 10.000 x g’de 1 dk santrifiij edilerek kolonun altina siiziilen kisim uzaklastirilir.

4) 650 pL. Wash Buffer eklendikten sonra 10.000 x g’de 1 dk santrifiij edilir. Kolonun
altina siiziilen kisim uzaklastirilir.

5) Wash Buffer soliisyonunu uzaklastirmak i¢in bos kolon 10.000 x g’de 2 dk santrifiij
edilir.

6) Kolonlar temiz mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildikten sonra 40 puL Elution Buffer,

kolonun merkezine dogru eklenir ve 1 dk oda sicakliginda inkiibe edilir. Sonrasinda ise

10.000 x g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Ornekler sonraki islemler i¢in -20°C’de saklanir.
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Piirifikasyon islemini takiben ornekler; %2’lik agaroz jelde, 80 V, 150 mA, 150 W, 45
dk yirttilmis ve UV 11k altinda goriintiilenmistir.

Piirifiye DNA’y1 igeren tiiplere Tablo 3.5’de belirtilen sekilde eklemeler yapildiktan
sonra, tiipler vortekslenerek parcalama isleminin gerceklesebilmesi i¢in 37°C’de 1 saat
inklibasyona birakilmistir. Piirifiye edilmis DNA’nin 5’ ucundan fosforile edilmis
zincire lambda ekzoniikleaz (Thermo Fisher Scientific, California) baglandiktan sonra
5'—3' yoniinde kesim islemi gergeklesmistir. inkiibasyondan sonra énceden hazirlanmis
olan 5 puL 3M Sodyum asetat (pH: 5,2) reaksiyonu durdurmak igin eklenmistir. Tek
zincirli DNA, EasyPure PCR Purification Kit kullanilarak saflagtirilmistir.

Tablo 3.5 Piirifiye edilmis DNA 6rneklerinin lambda ekzoniikleaz ile kesimi

Lambda ekzoniikleaz ile kesim islemi
Piirifiye DNA 35 uL
Lambda ekzontkleaz 2,20 uL
Buffer 6,56 uL

Saflastirilan tek zincirli DNA 6rneginden 10 ul alinarak, 4 pl yiikleme ¢ozeltisi (Tablo
3.6) eklenmis ve karisim 95°C'de 2 dk boyunca denatiire edilmistir. Ardindan 6rnekler

hizla buz tizerinde sogutulmus ve jel elektroforezine 5 pl yiiklenmistir.

Tablo 3.6 Yiikleme ¢ozeltisi bilesenleri

Yiikleme c¢ozeltisi

%95 formamide
10 mM NaOH
% 0,025 bromophenol blue

% 0,025 xylene cyanole

Elektroforez i¢in 2x MDE (Mutation Detection Enhancement) stok solusyonundan 1x
TBE’de 0,6 kata kadar seyreltilerek kullanilmigtir (Tablo 3.7). Elektroforez kosullarinin
5 mA ve 200 V’da 20°C olmast saglandiktan sonra giimiis boyama ydntemi
uygulanmistir (Tablo 3.8) (Byun vd., 2009). Elektroforez siiresi 36 saat olarak
gerceklestirilmigtir (Sekil 3.7).
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Tablo 3.7 MDE jel bilesenlerinin konsantrasyonlari

MDE jel bilesimi

MDE 12 mL
10X TBE 2,5mL
Gliserol 5mL
APS 200 puL
TEMED 80 uL
dH,0 30,5 mL

Sekil 3.7 Poliakrilamid jelde DNA 6rneklerinin yiiriitiilmesi
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Tablo 3.8 Giimiis boyama uygulama basamaklari

Giimiis boyama uygulama basamaklari

1 | % 10 Etanol, % 0,5 Asetik asit, % 0,2 AgNO3 | 20 dk boyunca 1sik almayan
bir ortamda calkalanir.

2 | dH0 30-40 s boyunca yikama
islemi uygulanir.

3 | % 3 NaOH, % 0,1 HCOH (Formaldehit) 10-15 dk boyunca yaklasik
55°C’de muamele edilir.

4 % 10 Etanol, % 0,5 Asetik asit 1 dk  bekleme islemi

uygulanir.

3.3.3.2 Poliakrilamid jelden DNA eldesi ve secilen bantlarin sekans analizi

Glimiis boyama islemi uygulandiktan sonra jel goriintlisii fotograflanmis ve jel

tizerindeki bantlarin bistiiri ile kesimi gergeklestirilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8 Poliakrilamid jelde bistiiri ile kesilen bantlar

Jel pargalarindan DNA eldesi i¢in 100 pL eliisyon sivisi igeren tiiplere jel parcalari

aktarilmistir (Tablo 3.9).
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Tablo 3.9 Eliisyon s1visi bilesenlerinin konsantrasyonlari

Eliisyon sivisinin bilesimi

0,5 M amonyum asetat
10 mM Mg*?-asetat

1 mM EDTA (pH 8,0)
% 0,1 SDS

Tiipler 37°C'de 3 saat inkiibasyona birakilmig ve ardindan oda sicakliginda 12.000 x g
kuvvetinde 1 dk santrifiijlenmistir. Stipernatantin 80 pL'si alinarak bir mikro test tiipline
transfer edilmis ve lizerine c¢oktlirme amaciyla 2 hacim soguk %96’lik etanol
eklenmistir. 12.000 x g'de 7 dakikalik santrifiij isleminin ardindan, DNA 30 dk boyunca
30°C'de kurutulup Tris-HCI (10 mM, pH 8,0)’de ¢oziilmiistiir.

PCR islemi icin hedef DNA olarak bu soliisyondan 0,2 pl kullanilmistir. PCR
optimizasyonunun saglanabilmesi i¢in farklit DNA miktarlarinda PCR denenmis olup
uygun miktar 0,2 ul olarak belirlenmistir. Ayrica PCR siirecinde annealing (baglanma)
sicakligini belirlemek icin sicaklik gradienti uygulanmis ve uygun sicaklik 58°C olarak
saptanmistir. PCR reaksiyon bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 3.10°da verilmistir. PCR
protokolii Tablo 3.11’°de goriilmektedir.

Tablo 3.10 PCR bilesenleri

Reaksiyon bilesimi

DNA (10 ng ul™) 0,2 uL
Buffer 7 uL
MgCl, (25 mM) 4L
dNTPs (0,2 mM) 1uL
10 uM Forward primer 0,2 uL
10 uM Reverse primer 0,2 uL

T432protein (600 ng ul™) | 0,2 uL

Tag DNA  Polimeraz | 0,75 uL
(5U/ul)
dH,0 35,5 uL
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Tablo 3.11 PCR protokolii

PCR sicaklik profilleri | Dongii sayisi
94°C - 3 dk 1

94°C - 1 dk

58°C - 1 dk 30
72°C-1,5dk

72°C - 5dk 1

PCR optimizasyonu saglandiktan o6rnekler agaroz jelde yiiriitiilmiis ve tiim 6rnekler igin
bant goriintiisii elde edilmistir. Son asamada PCR {irlinleri hazirlanarak ilgili firmaya

sekans analizi i¢in gonderilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Deniz Suyu Orneklerinin Fizikokimyasal Analizine iliskin Bulgular

Ug istasyonun, HACH HQd model portatif ¢ok fonksiyonlu 6l¢iim cihazi ile {iglii tekrar
halinde Olglimleri yapilmis olup Tablo 4.1’de ortalama degerler, standart sapma ile
birlikte sunulmustur.

Tablo 4.1 Ornekleme yapilan istasyonlara ait fizikokimyasal veriler

Istasyon Sicaklik pH Céziinmiis ORP (mV) Tletkenlik
(°O) Oksijen (mS/cm)
(mg/L)
Tas ocagi 19,53+ 0,15 | 8,577 + 0,006 11,60 £ 0,15 26,33+ 0,35 | 29,4+0,26
Karakum 19,60 £0,10 | 8,513 + 0,006 9,48 + 0,02 29,87 +0,21 28,5+ 0,35
| Stad 22,70+ 0,44 | 8,667 +0,015 10,60 + 0,13 18,6 £2,5 28,6 £0,1

“+” standart sapma

4.2.16S rRNA Dizi Analiz Sonuglar ve Filogenetik Dagilimlar:

Total DNA izolasyonu, Fast DNA Spin Kit for Soil kullanilarak gergeklestirilmis olup
ornekler 1,8’lik agaroz jelde yiirttilmiistiir. Sekil 4.1’de jel iizerindeki bantlarin

goriintiisii verilmistir.

Sekil 4.1 20 adet 6rnege ait DNA izolasyonu sonrasi agaroz jel goriintiisii

Tablo 4.2 DNA izolasyonu sonrasi agaroz jelde yiiriitiilmiis drneklerin

numaralandirilmasi

A-SELULOZ
A-KARBON
K-SELULOZ
K-KARBON
S-SELULOZ
S-KARBON
A-TEK POLIKET
A1-POLIKET

0 | S-TEK POLIKET

P|OINO|OIA~WIN|F
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Tablo 4.2’nin devami

11 | S1-POLIKET
12 | S2-POLIKET

13 | A-ALG
14 | A-ALG
15 | K-ALG
16 | K-ALG
17 | S-ALG
18 | S-ALG

19 | K-TEK POLIKET
20 | K-DIGER POLIKET

Agaroz jel elektroforezinde bazi Orneklere ait bant goriintiisii elde edilememesine
ragmen sonraki asamalarda yapilan PCR uygulamalar1 sonucunda bu érneklerde DNA
varhigr tespit edilmistir. Bu oOrneklerin icerdigi DNA miktar1 az oldugu igin jel
elektroforezinde goriintii elde edilememistir.

Total DNA izolasyonundan sonra her bir DNA 06rnegi iginii¢ tekrarli PCR
gerceklestirilmis olup tiipler birlestirilerek metot boliimiiniin 3.3.3.1 alt baslhiginda
anlatildigi gibi pirifikasyon islemi uygulanmigtir. Lambda ekzoniikleaz enzimi ile
kesim asamasinin ardindan tekrar piirifikasyon yapilmistir.

Metot 3.3.3.2°de belirtildigi sekilde piirifikasyon sonrasi elde edilen Oornekler
poliakrilamid jelde yiiriitiilmiistiir. Goriintiilenen bantlar bistiiri ile kesilmis ve PCR
islemi uygulanmistir. PCR optimizasyonun saglanabilmesi i¢in DNA orneklerinin ve
diger PCR bilesenlerinin farkli konsantrasyonlar: denenmis olup annealing i¢in sicaklik
gradienti uygulanmigtir. PCR optimizasyonu saglandiktan sonra reaksiyon sonucu elde
edilen bant goriintiisti Sekil 4.2°de verilmistir. Tiim 6rnekler igin bant goriintiisii elde

edilmis ve sekans analizi i¢in drnekler ilgili firmaya gonderilmistir.
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11 12 13 14 15

16 20 54

C — —

19 21 22 28 29 30 31 32 33

38 40 41 42 43 44 47 48 49 50

66 67 68 69 70 71 72 73

Sekil 4.2 Sekans analizi i¢in gonderilecek 6rneklerin, PCR asamasi sonrasi agaroz jel

goruntusu

Tablo 4.3 Bant profillerine ait numara, istasyon ve DNA kaynak bilgileri

Ornek no Istasyon DNA kaynag

BH1, BH2, BH3 Tas ocagi (A) | Su 6rnegi (Seliiloz filtre)
BH4, BH5, BH6 Tas ocagi (A) | Su 6rnegi (Karbon filtre)
BH7, BH8, BH9, BH10, BH11, BH12 Karakum (K) | Su 6rnegi (Seliiloz filtre)
BH13, BH14, BH15, BH16, BH17, BH18 Karakum (K) | Su ornegi (Karbon filtre)
BH19, BH20, BH21, BH22, BH23, BH24 Stad (S) Su 6rnegi (Seliiloz filtre)
BH25, BH26, BH27, BH28, BH29 Stad (S) Su drnegi (Karbon filtre)
BH30, BH31, BH32, BH33, BH34, BH35, BH36, BH37 Tas ocagi (A) | Poliket

BH38, BH40, BH41, BH42, BH43, BH44, BH45 Stad (S) Poliket

BH46, BH47 Tas ocagi (A) | Alg

BH48, BH49, BH50, BH51, BH52, BH53, BH54, BH55, BH56, | Karakum (K) Alg

BH57, BH58, BH59

BH60, BH61, BH62, BH63, BH64 Stad (S) Alg

BH65, BH66, BH67, BH68, BH69, BH70, BH71, BH72, BH73 Karakum (K) | Poliket
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Sekil 4.3 a. Orneklere ait SSCP bant profilleri b. 1-73 6rneklere ait bantlarin

numaralandirilmasi
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Orneklerin kendi aralarinda kommunite yapisimi ortaya koymak icin SSCP bant
profillerinin  UPGMA  dendrogram  analizi  Gell]  programi  kullanilarak
gerceklestirilmistir.

50 70 80 90 100 ORNEKLER

A2-POLIKET

S1-POLIKET

S-ALG

S-ALG

K-ALG

K-ALG

A-ALG

S-TEK POLIKET

S-KARBON

S-SELULOZ

K-DIGER POLIKET

K-KARBON
K-SELULOZ

$2-POLIKET

Al-POLIKET

60
_l
__1
—
L
—
.

A-TEK POLIKET

A-KARBON
HK-CEVRESEL ORNEK

K-TEK POLIiKET

A-sELULOZ

Sekil 4.4 Bakteriyel kommunitelerin SSCP profillerinin UPGMA dendrogram analizleri
(UPGMA dendrogram analizi GelJ programi kullanilarak olusturulmustur.)

Sekil 4.4’te yer alan Jakarta Smilarity indeksine gore hazirlanan UPGMA dendrogram
analizine gore; S istasyonuna ait seliloz ve karbon filtrelerdeki bakteriyel
kommunitelerin diger iki istasyondaki filtre Orneklerine kiyasla yiiksek benzerlik
gosterdigi goriilmiistiir. Dendrogramdaki dallanma yapisina gore yaklasik %70 oraninda
benzerlik saptanmistir. K istasyonuna ait filtre Ornekleri incelendiginde bakteriyel
kommunite benzerliginin %60 oraninda oldugu goriilmiistiir. En diisiik benzerlik A
istasyonundaki seliiloz ve karbon filtreler arasindadir. Genel olarak dendrogramdaki
veriler ve SSCP bant profilleri degerlendirildiginde; su filtrasyonu igin seliiloz ya da
karbon filtre kullaniminin DNA ekstraksiyonunda belirgin bir farklilik olusturmadigi
tespit edilmistir. Sekil 4.3.b’de, SSCP profillerinde gézlenen filtrelere ait bant sayisinin
S istasyonu disinda ayni oldugu goriilmistiir. Karbon filtre, seliiloz filtreye gore daha
yiiksek maliyete sahip olmasina ragmen filtrasyon performansi agisindan ikisi arasinda
benzer sonuglar elde edilmistir. Benzer sonuglara daha uygun maliyetle ulasilabilmesi
bakimindan seliiloz filtre kullanim1 daha avantajli olabilir.

Farkl: istasyonlar i¢in total DNA ekstraksiyonu asamasinda; K ve S bolgelerine ait alg

orneklerinden iki tekrarli, A bolgesi i¢in sadece bir adet ekstraksiyon elde edilmistir. Bu
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ornekler ile olusturulan dendrogram analizi sonucuna gore; S bolgesindeki iki 6rnek igin
bakteriyel kommunitelerin %50, K bodlgesindekiler i¢in ise %60 oraninda benzerlik
saptanmistir. K ve A bolgelerine ait alg orneklerinin bakteriyel kommunite yapisi
arasindaki benzerlik, her iki istasyonun S bolgesine olan benzerliginden yiiksek olup
yaklasik %55-60 oranlarindadir.

Istasyonlardaki poliket &rnekleri icin filogenetik dallanmalar incelendiginde, aym
istasyonun farkli bireyleri arasinda gesitlilik goriilmektedir. S istasyonundan toplanan
Nereididae familyasina ait bireylerin farkli tiirler olabilme ihtimali c¢esitliligin
aciklanmasina olanak taniyabilir.

SSCP bant profillerinin UPGMA dendrogram analizine gore, ayn1 istasyona ait drnekler
arast iliski incelendiginde konak-konake¢i (alg ve poliket) arasi etkilesim agisindan
mikrobiyal kommunite yapisinda anlamli bir benzerlik olmadigi gériilmektedir.

Sekil 4.3.b’de verildigi gibi SSCP analizi sonucu poliakrilamid jelde 73 bant elde
edilmistir. SSCP analizi, farkli konformasyona sahip her bant profiliyle farkli bir tiir
ve/veya susu ifade etmekte olup yogun olarak goriintiilenen koyu renkli bantlar ¢ok
sayida bant igerebilir. Bu bantlarin ayirt edilmesi ve bistiiri yardimiyla birbirinden
ayrilarak kesilmesi SSCP analizinin zorluklarindan biridir. Bu sebeple elde bazi
bantlarin birden fazla bakteri tiiriinii ve/veya susu kapsamasi olasidir. Koyu renk
gorlinen bantlar, bakteriyel kommunitedeki dominant tiirleri ya da yiiksek bolluktaki
bakteri tiirlerini ifade edebilir. Bunun yani sira, jelde ayni konumda gozlenen farkli
bantlar farkli bakteri tiirlerini temsil edebilir. Bant profillerinin filogenetik analizinde,
dendrogramlarin molekiiler tanimlama sonuglariyla desteklenmesi istasyonlar ve farkli
ornek tipleri i¢cin bakteriyel kommuniteler arasindaki yakinlik iligkilerinin daha dogru
yorumlanmasini saglamaktadir.

Sekans analizi sonucunda ilgili firma tarafindan DNA 6rneklerine ait kromatogram ve
baz dizileri gonderilmis olup NCBI BLAST programi araciligiyla GenBank’ta tarama
islemleri gerceklestirilmistir. 53 adet 6rnek i¢in erigim numarasi GenBank tarafindan
verilmis olup Ekler bolimiinde orneklere ait baz dizileri yer almaktadir. GenBank
taramas1 sonucunda ulasilan benzerlik oranlari, 6rneklerin yakinlik gosterdigi tiirler, ait
olduklar1 filum ve GenBank erisim numaralar1 Tablo 4.4’te verilmistir. Tablo 4.4’te
baz1 Ornekler i¢in taksonomik kategori olarak sinif bilgisi de yer almaktadir. Diger 8
adet Ornegin, 150 bazdan kisa diziler igerdigi i¢in GenBank erisim numarasi

bulunmamaktadir. Bu o6rnekler i¢in GenBank taramasi sonucunda ulasilan benzerlik
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oranlar, Orneklerin yakinlik gosterdigi tiirler, ait olduklart filum Tablo 4.5°te

verilmisgtir.

Tablo 4.4 SSCP bantlarinin, NCBI GenBank veritabaninda BLAST taramasi ile tespiti

(150 baz dizisinden uzun olan bantlarin tespiti)

DNA GenBank Yakinhk gosteren tiirler Sorgu Benzerlik Baz dizisi Filum-Class
ornegi | erisim raporu | (%) uzunlugu
numarasi (%)

BH-7 PV739281 Uncultured bacterium clone %98 %90.42 163 Firmicutes
Clostridia

BH-9 PV653104 Uncultured bacterium clone %93 %93.57 151 Bacteriodetes
Flavobacteriia

BH-11 | PV653106 Prochlorococcus sp. %91 %89.86 151 Cyanobacteria
Cyanophyceae

BH-12 | PV653108 Uncultured bacterium clone %99 %94.00 152 Cyanobacteria
Cyanophyceae

BH-13 | PV739292 Uncultured bacterium clone %95 %90.24 167 Firmicutes
Bacilli

BH-14 | PV739299 Uncultured bacterium clone %96 %91.36 165 Firmicutes

BH-15 | PV653138 Uncultured bacterium clone %99 %94.01 169 Proteobacteria
Betaproteobacteria

BH-16 | PV653175 Uncultured marine bacterium %100 %96.71 153 Bacteriodetes

clone Flavobacteriia

BH-17 | PV653184 Uncultured bacterium clone %100 %97.35 152 Cyanobacteria
Cyanophyceae

BH-19 | PV739298 Polaribacter sp. %93 %92.26 165 Bacteriodetes
Flavobacteriia

BH-20 | PV653189 Formosa sp. %99 %95.33 152 Bacteriodetes
Flavobacteriia

BH-22 | PV739301 Candidatus Minimicrobia %97 %92.31 172 Candidatus

naudis Saccharibacteria

BH-23 | PV739308 Ochrobactrum anthropi %96 %91.06 180 Proteobacteria
Alphaproteobacteria

BH-24 | PV739307 Uncultured bacterium clone %99 %91.53 187 Firmicutes

BH-25 | PV653190 Uncultured bacterium clone %100 %94.19 156 Bacteriodetes
Flavobacteriia

BH-27 | PV739309 Uncultured bacterium clone %98 %91.52 169 Bacteriodetes
Flavobacteriia

BH-30 | PV739314 Uncultured bacterium clone %100 %93.04 158 Bacteriodetes

BH-31 | PV653191 Mariniflexile aquimaris %100 %99.50 201 Bacteriodetes
Flavobacteriia

BH-32 | PV739315 Pseudobutyrivibrio sp. %95 %93.41 176 Firmicutes
Clostridia

BH-33 | PV653193 Uncultured bacterium clone %100 %96.28 189 Proteobacteria
Gammaproteobacteria

BH-34 | PV739316 Ochrobactrum anthropi %98 %92.26 170 Proteobacteria
Alphaproteobacteria

BH-35 | PV739317 Ochrobactrum anthropi %93 %93.05 197 Proteobacteria
Alphaproteobacteria

BH-37 | PV653195 Arenibacter echinorum %97 %93.88 151 Bacteriodetes
Flavobacteriia

BH-38 | PV653205 Bacillus velezensis %98 %99.68 323 Firmicutes - Bacilli

BH-40 | PV653206 Bacillus subtilis %99 %100 342 Firmicutes - Bacilli

BH-41 | PV653207 Marine bacterium clone %100 %94.34 160 Proteobacteria -
Gammaproteobacteria

BH-42 | V739350 Uncultured bacterium clone %095 %92.05 183 Proteobacteria
Alphaproteobacteria

BH-43 PV653208 Uncultured bacterium clone %99 %98.86 268 Proteobacteria

BH-45 | PV653210 Uncultured bacterium clone %100 %94.67 151 Proteobacteria

BH-46 PV653211 Uncultured bacterium clone %99 %94.12 155 Bacteriodetes

BH-47 | PV653213 Uncultured bacterium clone %100 %96 151 Firmicutes
Clostridia

BH-48 | PV739351 Uncultured bacterium clone %96 %91.30 166 Firmicutes
Clostridia
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Tablo 4.4’lin devami

DNA GenBank Yakinhk gosteren tiirler Sorgu Benzerlik Baz dizisi Filum-Class
ornegi erisim raporu | (%) uzunlugu
numarasi (%)
BH-49 | PV653218 Wolbachia sp. %100 %91 209 Proteobacteria
Alphaproteobacteria
BH-50 | PV653219 Zhouia amylolytica %94 %96.50 153 Bacteriodetes
Flavobacteriia
BH-51 | PV653221 Uncultured bacterium clone %100 %93.33 151 Proteobacteria
Gammaproteobacter
ia
BH-52 | PV653222 Cellvibrio sp. %98 %95.92 151 Proteobacteria
Gammaproteobacter
ia
BH-53 | PV739352 Uncultured bacterium clone %100 %92.35 168 Firmicutes - Bacilli
BH-54 | PV653227 Salipaludibacillus neizhouensis | %100 %96.79 156 Firmicutes - Bacilli
BH-55 | PV653229 Uncultured bacterium clone %100 %93.51 155 Bacteriodetes
Flavobacteriia
BH-56 | PV653234 Imtechella halotolerans %99 %95.97 152 Bacteriodetes
Flavobacteriia
BH-57 | PV653235 Uncultured bacterium clone %97 %95.21 151 Proteobacteria
Alphaproteobacteria
BH-58 | PV653236 Uncultured bacterium clone %96 %94.70 158 Bacteriodetes
BH-59 | PV739353 Uncultured bacterium clone %97 %92.77 167 Bacteriodetes
BH-60 | PV653237 MAG: Hypomicrobiaceae %100 %95.41 197 Proteobacteria
bacterium Alphaproteobacteria
BH-61 | PV653244 Uncultured bacterium clone %98 %97.42 198 Proteobacteria
Alphaproteobacteria
BH-62 | PV653243 Bacillus cereus %99 %100 270 Firmicutes - Bacilli
BH-63 | PV653245 Bacillus amyloliquefaciens %98 %100 302 Firmicutes - Bacilli
BH-64 PV653246 Bacillus stercoris %3100 %99.58 238 Firmicutes - Bacilli
BH-66 | PV653248 Uncultured bacterium clone %100 %98.36 245 Bacteriodetes
Flavobacteriia
BH-67 | PV653249 Uncultured bacterium clone %99 %98.98 297 Bacteriodetes
Flavobacteriia
BH-68 | PV653250 Dethiosulfatibacter sp. %98 %95.95 151 Synergistota
BH-70 | PV653251 Inhella sp. %99 %94.59 151 Proteobacteria
BH-71 | PV653252 Rhizobium sophoriradicis %99 %96.65 331 Proteobacteria
Alphaproteobacteria

Tablo 4.5 SSCP bantlarmin, NCBI GenBank veritabaninda BLAST taramasi ile tespiti

(150 baz dizisinden kisa olan bantlarin tespiti)

DNA ornegi Yakinlk gosteren tiirler Sorgu raporu Benzerlik Baz dizisi Filum
(%) (%) uzunlugu

BH-1 Uncultured bacterium clone %100 %98 51 Bacteriodetes
BH-2 Uncultured bacterium clone %100 %7100 78 -

BH-4 Uncultured bacterium clone %100 %100 42 Actinobacteria
BH-8 Uncultured bacterium clone %92 %98.36 67 -
BH-10 Delftia acidovorans %100 %100 41 Proteobacteria
BH-36 Polaromonas sp. %100 %100 48 Proteobacteria
BH-44 Uncultured bacterium clone %99 %100 79 Proteobacteria
BH-69 Uncultured bacterium clone %100 %3100 63 Proteobacteria

1 ve 2 numarali 6rnekler Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’te verildigi lizere A istasyonuna aittir.
Agaroz jel elektroforezinde bu 6rneklere ait bant profilleri net bir sekilde goriildiigii i¢in
inhibitorlerin az oldugu diislintildii. Fakat SSCP uygulamasi ve sekans analizi
sonucunda, BLAST algoritmasinin alt sinir olarak belirledigi 150 bazdan kisa diziler

elde edilmistir. PCR inhibitdrlerinin varligina bagli oldugu diisiiniilerek bu orneklerde
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hedeflenen baz dizisi uzunluguna ulasgilamamigtir. 16S rRNA gen bolgesinin
sekanslanmasi amaciyla Sekil 4.1’de yer alan 13 numarali 6rnek i¢in DNA elde
edilememistir. Sekans analizine gonderilen 12 bant profili i¢in sonug¢ alinamamustir.

BLAST taramasi sonucunda Kkiiltiire alinmamis bakteri klonlarinin (uncultured
bacterium clone) dominant oldugu goriilmektedir. BH-16 6rneginde oldugu gibi kiiltiire
almmamis denizel bakteri klonlarinin (uncultured marine bacterium clone) varligina
rastlanmistir. A istasyonu ig¢in kullanilan karbon ve seliiloz filtrelerden elde edilen
bantlarin tamaminin, kiiltiire alinmamis bakteri klonlarinin oldugu tespit edilmistir. A
istasyonu i¢in 150 bazdan daha uzun diziler elde edilememistir. K ve S istasyonlarinin
filtre 6rneklerinden elde edilen bantlar arasinda 150 bazdan uzun diziler bulunmaktadir.
Bu durum diger istasyonlara kiyasla, A istasyonuna ait su orneklerinin yiiksek inhibitor
konsantrasyonu igermesiyle agiklanabilir. Molekiiler tanimlamalara dair Tablo 4.4 ve
Tablo 4.5’te yer alan veriler incelendiginde, karbon filtrenin seliiloz filtreye kiyasla ¢ok

sayida tiir tespitine olanak tanimasi bakimindan herhangi bir avantaj1 saptanamamustir.
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A (23)BH33
(&) r @ (48) BHB1
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A (32) BH45
(99)44 Lo @ (36) BH49
79) | A (29) BH41
A (31)BH43
@ (41)BH54
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@ (3)BH11
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68) - Il (10) BH17

‘ (40) BH53

A (56) BH70
(80) (62) AJ554204 .1 Vibrio cholerae
(64) .
(63) '(59) X80721.1 Escherichia coli

0.20

(60) D12572 1 Staphylococcus aureus

(96)

(74)

(87)

(58) LC866535.1 Klebsiella pneumoniae

Sekil 4.5 Neighbor-Joining metodu (16S rRNA gen bdlgesine ait olusturulan molekiiler
filogenetik agaglar)

Evolutionary relationships of 62 taxa. The evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method (Saitou ve Nei,
1987). The optimal tree with the sum of branch length = 4.335 is shown. The tree is drawn to scale, with branch lengths in the
same units as those of the evolutionary distances used to infer the phylogenetic tree. The evolutionary distances were computed
using the Maximum Composite Likelihood method (Tamura vd., 2004) and are in the units of the number of base substitutions per
site The analytical procedure encompassed 62 nucleotide sequences. The pairwise deletion option was applied to all ambiguous
positions for each sequence pair resulting in a final data set comprising 1.550 positions. Evolutionary analyses were conducted in

MEGA12 (Kumar vd., 2024).
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Sekil 4.6 Maximum Likelihood metodu (16S rRNA gen bolgesine ait olusturulan

molekiiler filogenetik agaglar)

The phylogeny was inferred using the Maximum Likelihood method and Tamura-Nei (1993) model (Tamura ve Nei, 1993) of
nucleotide substitutions and the tree with the highest log likelihood (-12.353.87) is shown. The initial tree for the heuristic
search was selected by choosing the tree with the superior log-likelihood between a Neighbor-Joining (NJ) tree (Saitou ve Nei,
1987) and a Maximum Parsimony (MP) tree. The NJ tree was generated using a matrix of pairwise distances computed using
the p-distance (Nei ve Kumar, 2000). The MP tree had the shortest length among 10 MP tree searches, each performed with a
randomly generated starting tree. The analytical procedure encompassed 62 nucleotide sequences with 1.550 positions in the
final dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA12 (Kumar vd., 2024) utilizing up to 7 parallel computing

threads.
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MEGA 12 programi kullanilarak olusturulmus filogenetik agaclar, Sekil 4.5 ve Sekil
4.6’da verilmistir. Her istasyon i¢in farkli renkler, 6rnekler i¢in ise farkli semboller
kullanilarak filogenetik agaglar olusturulmustur. Olusturulan filogenetik agaglarda
BH62 6rneginin Bacillus cereus tiiriiyle yiiksek benzerlik gosterdigi ve BH38, BH40,
BH63 ve BH64 ornekleriyle de bu tiiriin taksonomik olarak yakin bir konumda yer
aldig1 goriilmektedir. BH62, BH63 ve BH64, S istasyonuna ait alg ornekleri olmakla
birlikte BH38 ve BH40 aymi istasyonun poliket ornekleridir. S istasyonunda alg ve
poliket 6rnekleri i¢cin mikrobiyal kommunite agisindan benzerlik oldugu Sekil 4.5 ve

Sekil 4.6°da verilen filogenetik analiz sonuglariyla desteklenmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada SSCP yontemi kullanilarak farkli istasyonlardaki; su, alg ve poliket
ornekleri icin mikrobiyota analizi yapilmistir. BLAST taramasi sonuglar1 incelendiginde
tim Orneklerde ortak olarak bulunan filumlar; Bacteriodetes, Proteobacteria ve
Firmicutes seklindedir. Su orneklerinde bu filumlara ek olarak Cyanobacteria yer
almaktadir. Literatiirde yer alan, Mancuso ve arkadaslar1 (2016) tarafindan Cystoseira
compressa (Esper) Gerloff & Nizamuddin, 1975 {izerinde yapilan ¢alismada, algle
birliktelik gosteren bakteri filumlarinin Proteobacteria, Bacteroidetes, Verrucomicrobia,
Actinobacteria ve Cyanobacteria oldugu tespit edilmistir. Deniz suyu 6rneklerinde ise
Proteobacteria ve Bacteroidetes yaygin olarak bulunmakta olup bu g¢alismada tespit
edilen bakteriyel topluluklarla paralellik gosterdigi saptanmistir. Literatiirde, Sinop
kiyilarindan toplanan Gongolaria barbata (Stackhouse) Kuntze ile iliskili bakteri
cesitliligi SSCP yontemiyle incelenmis olup (Avsar ve Glmiis, 2024) mikrobiyal
topluluklarda en yiiksek  bolluk  oraninin  Proteobacteria  filumuna  ait
Gammaproteobacteria sinift oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma, yontem ve érnekleme
bolgesi bakimindan tez calismasiyla benzerlik gostermekle birlikte bulgularin, elde
edilen sonuclarla genel olarak ortiistigi gorilmistir. Avsar ve Giimis (2024)
tarafindan gergeklestirilen bu ¢alismada, 6rnekleme istasyonlarinin bazilarina ait bantlar
i¢in yapilan molekiiler taramalarda Vibrio ve Klebsiella ile benzerlik gosteren bakteri
tirlerine rastlanmigtir. Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da verilen agaglar incelendiginde, BLAST
taramasinda tespit edilen bakterilerin insan patojeni tiirleri i¢eren bu genuslara belirgin
sekilde uzak oldugu saptanmistir. Bu iki ¢calisma karsilastirildiginda patojen tiirlere dair
farkli sonuglar elde edilmesi mevsimsel ve lokal degiskenlik ile agiklanabilmekte olup
kontaminasyon olasilig1 da géz oniinde bulundurulabilir. Son olarak Avsar ve Gilimiis
(2024)’e ait literatiirde yer alan bu ¢alismada su ve alg 6rnekleri arasindaki mikrobiyal
kommunite agisindan farklilik goriilmesinin antimikrobiyal aktivite sebebiyle ortaya
cikabilecegi Yang ve arkadaslar1 (2023) tarafindan yapilan ¢alismayla desteklenerek
One siriilmiistiir. Yang ve arkadaslar1 (2023), makroalg ilizerindeki epifitik bakteriyel
topluluklarin, deniz suyu orneklerindekilerden anlamli 6l¢iide farkli oldugunu ortaya
koymustur. Bu tez ¢alismasinda ise su ve alg o6rnekleri arasinda mikrobiyal kommunite

acisindan goze carpan bir benzerlik saptanamamustir.
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Literatiir 6zetinde bahsedilen, Menabit ve arkadaslar1 (2024) tarafindan Karadeniz’de
yapilan poliketlerle ilgili ¢alismada, bir poliket tiirii olan Melinna palmata Grube, 1870
mikrobiyomunun ilk karakterizasyonu yapilmistir. M. palmata dokularinda, kolonize
olan bakterilerin gogunlugunun Proteobacteria filumuna ait oldugu goriilmiistiir. Tespit
edilen diger bakteri filumlar1 ise; Actinobacteria, Cyanobacteria ve Chloroflexi
seklindedir. Tez c¢aligmasma ait bulgularda, Proteobacteria filumunun bulunmasi
Karadeniz’de (Romanya) poliketlerle ilgili yapilan bu c¢alisma ile uyumluluk
gostermektedir. Nereididae familyasiyla ilgili literatiirde yer alan mikrobiyal
kommunite caligmalarindan biri Markande ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilmis
olup Neanthes chilkaensis (Southern, 1921) tiirlinin bagirsak bakteri toplulugunda
Proteobacteria, Firmicutes ve Actinobacteria filumlarinin varhigir tespit edilmistir.
Literatiirde yer alan Nereididae familyasiyla ilgili mikrobiyal kommunite ¢alismalardan
bir digeri ise Wang ve arkadaslar1 (2020) tarafindan yapilmistir. Alitta succinea (syn.
Nereis succinea) (Leuckart, 1847)’nin bagirsak mikrobiyotasi analiz edilmis olup
Proteobacteria’nin A. succinea’nin bagirsagindaki en yaygin filum oldugu saptanmustir.
Bu tez ¢alismasinda Nereididae familyasina ait poliketlerde, Proteobacteria ve
Firmicutes filumlarinin varliginin tespit edilmesi bahsedilen her iki calismadaki
sonuclarla tutarlilik gostermektedir.

Sekans analizi sonucunda, baz dizileri NCBI BLAST programi araciligiyla taranmig
olup yiiksek benzerlik gésteren ve en iist boliimde yer alan tiirler tespit edilmistir. Tablo
4.4’te yer alan BH-37 6rneginin BLAST analizi sonucunda Arenibacter echinorum ile
benzerlik gosterdigi saptanmistir. Bu bakteri tiirli, deniz kestanesinden izole edilmis
olup (Nedashkovskaya vd., 2007) poliketlerle de iliskili oldugu varsayilabilir. BH-66
orneginin BLAST analizi sonucunda yakin benzerlik gosterdigi tiirler arasinda
Weeksella virosa bulunmaktadir. W. virosa, insan icin firsatg1 patojen olup ciddi
enfeksiyonlara neden olabilir (Toescu vd., 2017). Yapilan analizler sonucu hayvanlarda
solunga¢ hastaliklar1 tizerinde negatif etkisi bulunan tiirleri iceren Winogradskyella
(Embar-Gopinath vd., 2006) 'nin BH-67 6rnegi ile benzerlik gosterdigi saptanmistir.
BH-23, BH-34 ve BH-35 bantlarina ait dizilerin BLAST taramasi sonucunda
Ochrobactrum anthropi tiirti ile yakin benzerlik gosterdigi goriilmistiir. Bu tiir yaygin
olarak bulunan bir bakteri olup, bagisiklik sistemi zayiflamis hastalarda enfeksiyona
neden olabilir (Liu vd., 2024). Sekil 4.3.b’de verilen jel goriintiisiinde BH-34 ve BH-35
bantlar1 ayn1 kuyucuga yiiklenen poliket 6rnegine aittir. Bantlarin jeldeki goriintiilerine

bakildiginda birbirinden uzakta konumlandigi goériilmekte olup bu bantlarin BLAST
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taramasinda ayn1 bakteri tiiriiyle (O. anthropi) ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
Bu durumun ortaya c¢ikmasi bantlarin, ayni tiire ait farkli suslar olmasindan
kaynaklanabilir.

Molekiiler tanimlama ile birlikte tespit edilen Prochlorococcus sp. gibi fotosentetik
bakteriler, denizel ortamdaki birincil liretimde biiyiik bir 6neme sahiptir. Bakterilerin
diger ekolojik rolleri disiiniildiigiinde, biyoremediasyon ve biyodegredasyon
siireclerindeki katkilar1 bakimindan denizlerimizde bulunan tiirlerin sahip oldugu
potansiyel, bu ve benzer ¢alismalardaki veriler 1s18inda degerlendirilebilir.

BLAST uygulamasiyla yapilan molekiiler tanimlama verileri incelendiginde, A ve K
istasyonlarinda rastlanmayan ve S istasyonu i¢in tespit edilen konak-konake1 (alg ve
poliket) arasinda Bacillus tiirleri agisindan iligski oldugu goriilmektedir. BH-62, BH-63
ve BH-64, S istasyonundan orneklenen alglere ait bantlar olup BH-38 ve BH-40 ayni
istasyondaki poliket Ornegine aittir. Bu veriler, S istasyonunun Bacillus genusu
tarafindan domine edildigini gosterebilir. S istasyonunu domine eden Bacillus genusuna
ait tirlerin biyoremediasyon ve biyodegredasyon siireclerindeki roliine iliskin
caligmalar mevcuttur (Kumar Gupta ve Devi, 2019; Ali vd., 2023). Bakterilerin ekolojik
rolleri s6z konusu oldugunda kirlilikle miicadelede bircok mekanizma karsimiza
cikmaktadir. Biyopestisit potansiyeli bakimindan iilkemiz denizlerinde tanimlanacak
olan bakteri tiirleri, bu alanda ¢alisacak bilim insanlarina kaynak saglayabilir.

Bu tez ¢alismasinda, poliket ornekleri i¢in bakteriyel kommuniteler karsilastirildiginda
ayni istasyonun farkli bireyleri arasinda cesitlilik saptanmistir. S istasyonundan
toplanan Nereididae familyasina ait bireylerin farkl tiirler olabilme ihtimali ¢esitliligin
aciklanmasina olanak taniyabilir. Literatiirde, konak organizmalar ile onlarin
mikrobiyotalar1 arasinda evrimsel iliskinin bulunduguna ve tiirlesme siirecinde
mikrobiyotanin farklilastigina dair ¢alismalar mevcuttur (Moeller vd., 2016; Moeller,
2017; Apprill vd., 2020). Bu g¢alismada mikrobiyal kommunite yapisi poliketler i¢in
familya bazinda incelenmis olup genus ya da tiir kategorisinde ¢alismalar yapilmasi
mikrobiyota agisindan daha detayl: bilgilerin ortaya ¢ikmasina imkén saglayabilir.

SSCP yonteminde elektroforez uygulama siiresinin uzun olmasi farkli bantlarin ortaya
cikmasina olanak taniyabilir. Buna istinaden 73 banttan daha fazla bant elde edilecegi
diisiiniilebilir. Uygulama siiresinin uzatilmasinin potansiyel sakincalarindan biri
poliakrilamid jelde bozulmalarin ortaya c¢ikmasidir. Ortaya ¢ikabilecek diger bir
dezavantaj ise uzatilan siire sebebiyle bant kayiplarinin goriilmesidir. Bu calismada,

elektroforez siiresi 36 saat olarak uygulanmistir. Bu silirenin uzatilmasi kullanilan 18
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cm’lik poliakrilamid jelde 43 numarali bandin kaybolmasina ve sekans analizi
sonucunda bu bant profilinin tespit edilememesine yol agabilir.

SSCP, eski bir yontem olup ekonomik olmasi bakimindan kullanighidir. Bu yontem,
genetik polimorfizmlerin ve mutasyonlarin tespit edilmesi i¢in kullanilmakla birlikte
optimizasyonlarin saglanmasi bakimindan dezavantajlidir (Badi vd., 2021). Bu tez
calismasinin deney asamasinda, optimizasyonlarin saglanabilmesi i¢in PCR uygulamasi
cok kez tekrar edilmistir. SSCP ile elde edilen DNA dizileri, Sanger sekanslama ile
tespit edilmistir. NGS yontemleri biitge sinirlamalar1 sebebiyle tercih edilememistir.
Yeni yontemlerin kullanilmast ¢ok sayida ornegin analizinin kisa siirede tespit
edilebilmesi bakimindan biiyiikk bir avantaja sahiptir. NGS yontemleri, DNA
ekstraksiyon siirecinin tamamlanmasindan sonra uygulanarak kisa silirede sonug
verebilir. Ozkara (2002) tarafindan yapilan arastirmada, SSCP ydnteminin is yiikiiniin
fazla oldugu vurgulanmistir. Bu tez ¢alismasinin metot kismi degerlendirildiginde bu
teknigin zahmetli ve zaman alic1 oldugu goriilmektedir. Tez ¢aligmasinda karsilasilan
zorluklardan bir digeri, c¢evresel Orneklerden DNA ekstraksiyonu asamasinda
karsilagilmast muhtemel olan humik ve fulvik asitler, agir metaller gibi inhibitor
maddelerdir. Bu ¢alismada, inhibitor maddeleri minimum seviyeye indirebilmek
amaciyla, PCR uygulamalart icin BSA (Bovin Serum Albiimini), T432 proteini
kullanilmis olmasina ragmen hedeflenen sayida bandin molekiiler tespitine ve tespit
edilen bantlarda ise istenen baz dizisi uzunluguna ulasilamamistir. SSCP yontemi
sonucunda 53 adet bant i¢in GenBank erisim numarasi alinmustir. 8 adet banda ait dizi
uzunlugunun, BLAST algoritmasinin belirledigi alt sinirdan kisa olmasi sebebiyle bu
ornekler i¢in GenBank erisim numarasi alinanamistir. Sanger sekanslama ile 12 adet
banda ait baz dizisi elde edilememistir. Fast DNA Spin Kit for Soil, su érneklerinin
analizi i¢in istenen verimi saglayamamuistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda; SSCP yontemi kullanilarak 3 farkli istasyona ait su,
alg ve poliket ornekleri i¢in bakteriyel kommuniteler, molekiiler tanimlama ile tespit
edilmistir. UPGMA dendrogram analizleri yapilarak ve MEGA 12 programinda
olusturulan agaglara ait dallar karsilastirilarak, 6rnekler ve istasyonlar arasi benzerlik ve
farkliliklar saptanmustir. S istasyonunda Bacillus genusu bakimindan alg ve poliket
ornekleri arasinda iligki goriilmiis olup diger istasyonlar icin belirgin bir benzerlik tespit
edilememistir. Ayni sekilde su ve alg Ornekleri arasinda da bakteriyel c¢esitlilik
acisindan gbze c¢arpan bir yakinlik saptanamamigstir. Tiim ornekler i¢in ortak olan

filumlarin; Bacteriodetes, Proteobacteria ve Firmicutes oldugu goriilmiistiir. Istasyonlar
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karsilastirildiginda ise; Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’daki agaglarda verilen K ve S istasyonuna
ait su ornekleri olan BH-16 ve BH-27’nin yakin benzerlik gdsterdigi goriilmekte olup
ayni filum ve simifa ait olduklar1 Tablo 4.4’te yer alan sonuglarla desteklenmektedir.
Saptanan bu benzerlik disinda istasyonlar arasi kayda deger bir yakinlik
goriilememektedir.

BLAST taramasi sonucunda en yiiksek bollukta, kiiltiire alinmamis denizel bakteri
klonlar1 (uncultured marine bacterium clone) bulunmaktadir. Denizel mikrobiyal
cesitliligin biiyiik ¢ogunlugunu klasik kiiltiir teknikleriyle izole edilemeyen bakteri
klonlar1 olusturmaktadir (Sogin vd., 2006). Bu sebeple, tez ¢alismasinda kiiltiire
alinmamuis bakteri klonlarina rastlanmasi beklenen bir sonugtur.

Mikrobiyota calismalarinin kapsamimin giin gectikge artmasi; ekolojik ve evrimsel
siireclerin anlasilmasinda, mikrobiyotanin konak organizma sagligina etkisinin
aydinlatilmasinda, biyolojik cesitliligin siirdiiriilmesinde kritik bir rol oynamaktadir.
Biyolojik ¢esitliligi tehdit eden istilaci tiirlerle ilgili yapilan bilimsel calismalar,
ekosistemlerin korunmasi bakimindan biiyliik bir 6neme sahiptir. Bu konuda 6rnek
vermek gerekirse; aslan baligi (Pterois spp.), Lessepsiyen tiirlerden biri olmakla birlikte
iilkemiz denizlerinin biyogesitliligini olumsuz etkilemektedir. Meron ve arkadaslar
(2025) tarafindan yapilan bilimsel ¢alismada, aslan baliklariin (Pterois spp.)
Akdeniz’deki istila siirecinde, mikrobiyotanin rolii incelenmis olup mikrobiyal
topluluklarin istilac1 tiirlerin yeni ekosistemlere adaptasyonunda etkili olduguna dair
onemli bulgular ortaya konmustur. Mikrobiyota ile ilgili calismalarin farkli perspektifte
ele alinmasinin literatiire saglayacagi katki bliytiktiir.

Ulkemizde, poliketlerle ilgili yapilan bilimsel galigmalar az olmakla birlikte bu tez
caligmas1 poliketlerin mikrobiyotasi ile ilgili iilkemizde yapilan ilk ¢alismadir. Yeni
nesil dizileme platformlar1 kullanilarak yapilacak yeni caligmalar, bakteriyel
kommunitelerin yapisina dair daha detayli bilgiler verebilir. Bu tez ¢aligmasinda elde
edilen bulgular, gelecekte yapilacak mikrobiyota arastirmalari i¢in temel olusturacak
niteliktedir. Denizel mikrobiyotanin, igerisinde bulundurdugu organizmalarla olan
kompleks etkilesimlerine katki saglayan bu tez c¢alismasi, literatiire 6zgiin katkilar
sunarak gelecekteki arastirmalar i¢in yeni sorular sorulmasina ve hipotezler kurulmasina

olanak taniyacaktir.
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EK

Sekans Analiz Sonugclari:
>BH7

TGGATTCCAGCTGTAGCGGTGAATGCTAGATATTACGGAGGAACACCGATG
GCGAAGGCACTTACTGGACCTATTACTGACGCTGAGGACGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAAATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATACTA
GTGTTGCGA

>BH9

GTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATATTACGAGGAACACCGATGGCGAAGGCA
GTTTCCTGGGCATTTACTTGACGCTCATGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGAC

>BH11

GCGGGGGTAGAGGGAATTCCCGGCGTAGCGGTGAAATGCGTAAATATTGGG
AGGAACACCAATGGCGAAGGCGCTTCTCTGGGCCTTTACTGACGCTCAGGG
ACGAAAGCCTGGGGAGCAAACAGGATTAAATACCCCTGGGTAAGTCCC

>BH12

ATGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACCA
ATGGCGAAGGCGCTTTGCTGGGCCATTACTGACGCTCAGGGACGAAAGCGT
GGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCGGGTAAGTCCCACGCCGTAAACG

>BH13

TGGATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCTAGATATTCGAGAACACCGATGCG

AAGCGGCTTACTGGCTTTACTGACGCTCAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATAGCTAGAT

GTTGGAGTTACTG

>BH14

GATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACGAGAATACCATGGCG
AAGGCAGTCTACTGGTCTATACTGACCCTCAGGGACGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAGA
TGTTGGAGAGT
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>BH15

GGTGGAATTCCTCGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTTGGAGGAACACC
AATGGCGAAGGCAGCTTCCTGGTCCTTTACTGACGCTGATGGACGAAAGCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGG
ATACTAGCTGTTGGG

>BH16

GTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACGCAGAACACCGATGGCGAAGGCA
GATTACTGGCAATATACTGACGCTGAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGCTGTT

>BH17

GTGTTGGAGGGGCAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA
TCGGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTGCTGGGCCATCACTGACGCT
CATGGACGAAAGCCTGGGGAGCGAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCC

>BH19

GGTGGATTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCTAGATATTACGGAGAATACCGAT
GCGAAGGCGGTCTACTGGCGCCTTACTGACGCTCAGGGACGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATAC
TAGATGTTGGA

>BH20

TAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTACATAGAACACCGATGGCGAAGG
CAGATTACTGGACCATTACTGACACTGATGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGAT

>BH22

GTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGAAGAACACCGAT
GGCGAAGCGGCTTACTGGAACTTTACTGACGCTGAGGGACGAAAGCGTGGG
GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATAC
TAGATGTTGGAGGTTCTA

>BH23

GAGGGAGTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATACGAGAAC
ACCAGTGGCGAAGCGGTCTACTGGCCTTACTGACGCTCAGGGACGAAAGCG
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TGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
ACTACTAGGTGTTGCGGGGATTCACC

>BH24

TCTTGAGTATGAGAGGGAGCGGAATTCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
TATCTCGAGGAACACCAATGGCGAAGGCGGCTTACTGGACCATAACTGACG
CTGAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAAAGGGATTAAATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGAGACACTAGGTGTTAGGG

>BH25

GTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACGAAGAATACCAATGGCGAAGGCA
GCTTACTGGCTCTTTACTGACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGATGTTG
GA

>BH27

GGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACGCAGAACACC
GATGGCGAAGCAGCTTACTGGCTACTTTACTGACGCTGAGGGACGAAAGCG
TGGGGAGCAAAACGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGG
ATACTAGCTGTTGGA

>BH30

AGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACGAAGAACACCATGGCGAAGGCA
GCTTACTGGCATCCTATTACTGACGCTGAGAGACGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGATG
TTGG

>BH31

TGTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACATAGAATACCAATTGCGAA
GGCAGATCACTAACATTGTATTGACACTGATGGACGAAAGCGTGGGGAGCG
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGCT
GTTCGGATTTATCTGAGTGGCTAAGCGAAAGTGATAAATATCCCACC

>BH32

TCAGAGGAGGTGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACGA
GAACACCGATGGCGAAGGCGGCTTACTGGACCTATTACTGACGCTGAGGGA
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CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAAATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGGATACTAGATGTTGG

>BH33

TTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAAGAAGGAATACCGGTGGCGAAGG
CGGCCTCCTGGACCAATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGT
TGGGAGACTTGATCTCTTAGTGGCGCAACTAACGC

>BH34

TGGATTCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGCGGAAGAACACCGAT
GGCGAAGGCGGCTTACTGGCATCCTATTACTGACGCTGAGGGACGAAAGCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTACTAGATGTTGCGA

>BH35

GTCTTGAGTCTGAAGAGGTAGAGTGGAATTCCAGTGTAGCGGTGAAATGCA

TAGATATTCGAGAACACCAATGGCGAAGGCGACTCACTGGACCATAACTGA
CGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCCGTAAACGATGAATACTAGATGTTGGACGATTGAGCC

>BH37

CCACTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACAAAGAACACCGATGGCGAAG
GCAAATTACTAGACCAATACTGACGCTGAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAG

>BH38

CCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGA
AGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGA
GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAA
CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGAAACTC
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>BH40

CTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAA
CTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTC
TGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCC
GCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
TCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGAGCCT

>BH41

AAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTTGGAGGAACAC
CGGTGGCGAAGGCAGCTTCCTGGCTCATTACTGACACTGAGGTACGAAAGC
GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
ATAACT

>BHA42

CTCGATCCAGAGGGAGTGGAATTCCCGCGTAGCGGTGAAATGCCTAGATAT
TCCGTAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCTCACTGGTCCTATACTGACGCT
GAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCCGTAAACGATGAGTACTAGTGTTGGGA

>BH43

TGAGAGAGGGAAGTGGAATTCCACATGTAGCGGTGAAATGCCTAGAGATGT
GGAGGAATATCGGTGGCGAAGGCGGCTTCCTGGCTCAATACTGACACTGAG
GTACGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGAGAACTAGCTGTTGGGAATTGACTCAGTAGCGAAGCTAACG
CGTTAAGTTCTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGA
ATTGACGGACCT

>BHA45

AGGTGAAATGCGTAGATATTTGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCGGCTCTC
TGGTTCAATACTGACGCTGAGGGGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
AATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATACTAGATGTTGGGG
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>BH46

CTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACGAAGAACACCGATGGCGAAGGCA
GCTTACTGGCTCTTTACTGACGCTGAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGATGTTG
G

>BH47

CTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTAGGAGGAACACCAATGGCGAAG
GCGACTTACTGGCCCTTTACTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAG

>BH48

GGATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTCGCAAGAATACCGATG

GCGAAGGCCTTACTGGCATCCTATTACTGACGCTGAGGAACGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATA
CTAGATGTTGGA

>BH49

TGGAATTCTGAGTGTAGGGGTGAAATGCGTAGATATTCGGAGGAACACCAA
AGGCGAAGGCGGCTATCTGGATCATAACTGACGCTGAGGGGCGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTGGATGTTGGAATAATAGATTTCAGTGTCTGAGCTAACGCGTTAAGCACT
CCG

>BH50

TGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACTTAGAATACCGAT
TGCGAAGGCAGATCACTGGCATTTTATTGACGCTGATGGACGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAAATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGA

>BH51

CTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTTGGAGGAATACCAATGGCGAAG
GCGACTCCCTGGACCATTACTGACGCTGAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAAATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAG
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>BHS52

CTCGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTTGAAGGAACACCAATGGCGAAG
GCGACTCCCTGGACCATTACTGACGCTGAGGTACGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAG

>BH53

GTGGAATTCCCGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTGGAGAACACCAGT
GGCGAAGCGACTTTCTGGACACTATACTGACGCTGATGCACGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTTTA
GCTAGCTGTTGGAG

>BH54

GGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTTGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTTTCTGGGCCTATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATTG
CT

>BHS55

GTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACGAAGAACACCGATGGCGAAGGCA
ACTTACTGGACCTTTACTGACGCTGAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGATGTTG
G

>BHS56

CTAGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACATAGAACACCGATGGCGAAG
GCAGATCACTAGCCTTTTATTGACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATACTAGA

>BHS57

CCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCGATGGCGAA
GGCGGCTCCCTGGGCCTTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATTACT

>BH58

CGTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTTCATGGAACACCGATGGCGAAGGC
AGCTTACTGGACCTTTATTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
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AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTTTACTAGATGTTG
GGG

>BHS59

GAGGCGGAATCCACGTGTAGCGGTGAAATGCTAGATATGTCGTAGAACACC
ATGGCGAAGCGGCTTCTGGACCTATATTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTTTA
CTCGATGTTGGGT

>BHG60

TGCCTTTGATACTGGGAGTCTTGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCTAG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCG
GCTCTCTGGCTCGATACTGACGCTGATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGATGCT

>BH61

AACTGCCTTTGATACTGGTAGACTTGAGTTCGGAAGAGGTGAGTGGAATTC
CTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGGCTCACTGGTCCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATA

>BH62

AAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGA
GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAA
CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGAGA

>BH63

GTCCTTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCAC
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTT
AGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGAGACT
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>BH64

ACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGT
CTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTC
CGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCAC

>BHG66

GTAGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATATTACACAGAACACCGATTGCGAAG
GCAGCTTACTAAACTATGATTGACGCTCATGAACGAAAGCGTGGGGAGCGA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACTATGATTACTCGATGT
TGGCGATTTACGGTCAGTGTCTAAGCGAAAGTGATAAGTAATCCACCTGGG
GAGTACGGTCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGC

>BH67

TTGCCTTTGATACTGGTTGTCTTGAATCATTGTGAAGTGGGTGGAATATGTA
GTGTAGCGGTGAAATGCATAGATATTACATAGAATACCAATTGCGAAGGCA
GATCACTAACAATGTATTGACACTGATGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAACG
GGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGTCACTAGCTGTTC
GGACTTCGGTTTGAGTGGCTAAGCGAAAGTGATAAGTGACCCACCTGGGGA
GTACGTTCGCAAGAATGAAACTCAAAGGAATTGACGGAGG

>BHG68

TCGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAGGAACACCAATTGCGAAGG
CGGCTTCCTGGACTATTACTGACGCTGAGGGACGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGTAGCTAGC

>BH70

AATTCCCCGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGCGAAGGAACACCAATGG
CGAAGGCGACTCCCTGGACCTTTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTTT

>BH71

TCTGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGCTGG
TCTGGAGTTTGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCG
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TAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCTTTACT
GACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT

AGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGCCGTCGGGCAGTATACTGTTCGG
TGACGCACCTAACGGATTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAT
TAAAACTCAAAGGAATTGACGGAG
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