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Abstract: Design and Testing of Internal Amplification Controls (IAC) and Development of a Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) Assay for Cylindrospermopsin Genes. Environmental DNA may contain impurities that inhibit
downstream molecular applications. Use of an internal amplification control (IAC) is one way to detect inhibition of the polymerase
chain reaction. We describe a strategy to design these amplification controls for the most commonly tested cylindrospermopsin
genes cyrB and cyrC. We demonstrate PCR inhibition from DNA of samples collected from lakes Dora, Griffin, Crescent, Buffalo
Bluff and George in Florida, USA by use of these internal controls. Further cleaning of DNA from impurities resulted in detection of
cyrB and cyrC genes in samples from lakes Crescent, Buffalo Bluff and George. Comparison of restriction digests of cyrB fragments
from lake samples, Aphanizomenon ovalisporum and Cylindrospermopsis raciborskii suggested the former cyanobacterium as the
likely source of cylindrospermopsin in these samples.

Key Words: Aphanizomenon ovalisporum, Cylindrospermopsis, cylindrospermopsin, internal amplification control, restriction
fragment length polymorphism.

Ozet: Cevre orneklerinden elde edilen DNA sonraki molekiller islemleri engelleyen yabanci maddeler igerebilir. Dahili gogaltma
kontrollerinin (DCK) kullanimi Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu (PCR)'unu engelleyen bu maddeleri tespit etmenin yollarindan
biridir. Calismada, bu gogaltma kontrollerinin en yaygin kullanilan silindrospermopsin genleri cyrB ve cyrC igin kullanilmasi
konusunda bir yontem gelistirilmistir. DCK'larin kullanimi ile A.B.D’nin Florida eyaletinde bulunan Dora, Griffin, Crescent, Buffalo
Bluff ve George Gollerinden toplanan rneklere ait DNA'larin PCR'I engelledigi gosterilmistir. DNA'larin engelleyici maddelerden
temizlenmesi sonrasi Crescent, Buffalo Bluff ve George Gollerinde cyrB ve cyrC genleri tespit edilmistir. Gol Grnekleri,
Aphanizomenon ovalisporum ve Cylindrospermopsis raciborskii'ye ait cyrB genleri igin gelistirilen Siniflayici Parga Uzunluk

Cesitliligi (SPUC) analizi bu érneklerde silindrospermopsin Ureten siyanobakterinin A. ovalisporum oldugunu gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Aphanizomenon ovalisporum, Cylindrospermopsis, silindrospermopsin, dahili gogaltma kontroli, sinirlayici

parca uzunluk gesitliligi.

Girig

Silindrospermopsin (SIN) farkli siyanobakteri tiirleri tarafindan
olusturulabilen, memeli canlilarda karaciger (hepatotoksik),
hiicreler  (sitotoksik) ve DNA (genotoksik) Uzerinde toksik
etkiler gbsteren bir maddedir (Falconer ve Humpage 2006).
Fare deneylerinde toksinin en o6nemli etkisi karacigerde
gorilmis, bu toksin izole edilmis hayvan hiicrelerinde protein
sentezini geri ddnusumsuliz olarak engellemistir (Froscio ve
dig. 2003). ik defa Avustralyada Cylindrospermopsis
raciborskiide tespit edilmis (Ohtani ve dig. 1992), sonraki
yillarda diinyanin cesitli yerlerinden izole edilen Umezakia
natans (Harada ve di§. 1994), Aphanizomenon ovalisporum
(Banker ve dig. 1997, Yimaz ve dig. 2008), Raphidiopsis
curvata (Li ve di§. 2001), Anabaena lapponica (Spoof ve dig.
2006), Aphanizomenon flos-aquae (Preussel ve dig. 2006),
Lyngbya wollei (Seifert ve di§. 2007) ve Oscillatoria PCC

6506'da (Mazmouz ve dig. 2010) bulunmustur. SIN biyosentezini
sadlayan on bir genin dizileri ve o&nerilen biyosentetik
asamalar Mihali ve di§. (2008) tarafindan bildirilmistir. Bu
genler arasinda amidinotransferaz (cyrA), poliketid sentazlar
(6r: cyrC), peptid sentetazlar (ér: cyrB'nin bir kismi) vardir.
CyrA enzimi arjininden bir guanidino grubu alarak glisin ile
birlestirir ve guanidinoasetati olusturarak silindrospermopsin
sentezini baglatir. Daha sonra bu guanidinoasetat CyrB’nin
peptid sentetaz kismindaki adenilasyon bolimi tarafindan
aktif hale getirilir ve CyrB/ CyrC benzeri enzimler tarafindan
poliketid eklemelerinde kullanilir (Mihali ve dig. 2008).
Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu (PCR) ve takip eden
gen dizilerinin belirlenmesi islemleri siyanobakteri kiiltirleri ve
cevre 6rneklerinde toksin genlerinin belirlenmesi igin bagariyla
uygulanmistir (Yilmaz ve dig. 2008, 2009). Ancak gél ve nehir
orneklerinden gelen himik maddelerle kontamine olmus
DNA’nin  PCR analizini engellemesi sik rastlanilan bir
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durumdur (Pan ve dig. 2002, Yilmaz ve di§. 2009). PCR
reaksiyonlarinin  bagarisi kullanilacak pozitif ve negatif
kontrollerle test edilebilir. Fakat bunlar g¢evre 6rneklerinden
gelebilecek engelleyici maddelerin  (inhibitérlerin)  varligi
konusunda bir bilgi vermez (Yilmaz ve di§. 2009). Bu
inhibitdrlerin varligini test etmenin bir yolu her PCR tiipli igine
dahili  cogaltma kontrollerinin  (DCK) ilave edilmesidir
(Abdulmawjood ve dig. 2002, Hoorfar ve dig. 2004). Agaroz jel
elektroforezinden sonra  DCK  bandinin  gériimemesi
inhibitorlerin oldugunu veya PCR kimyasal/ sollsyonlarinda
problem oldugunu gdsterir.  Rekabetci (Kompetitif) DCK
cogaltilmasi hedeflenen genle ayni primerleri kullanirken,
rekabetci olmayan (nonkompetitif) DCK farkli bir primer seti
kullanir (Hoorfar ve di§. 2004). Hedef gen ve DCK igin ayni
PCR kosullarinin  kullaniimasi ve farkli primer setlerinin
cikarabilecegi sorunlarin 6nline gegmesi sebebiyle rekabetgi
DCK tercih sebebidir (Hoorfar ve dig. 2004).

Bu calismada ki silindrospermopsin geni igin rekabetgi
bir DCK tasarlanmistir. DCK'larin gen dizisi hedef genlerle
aynidir, ancak hedef gen dizilerinin bir kismi PCR mutajenezi
ile kesilmigtir. Boylece hem hedef gen hem de DCK ayni jel
Uzerinde godrintilenebilmistir. Ayrica bu calismada cevre
orneklerinden elde edilen kanigik total DNA iginde
Cylindrospermopsis ~ raciborskii  ve  Aphanizomenon
ovalisporum gibi iki dnemli SIN ireticisinin cyrB gen dizilerini
ayirt etmek amaciyla bir Sinirlayici Parga Uzunluk Cesitliligi
(SPUC) (Restriction Fragment Length Polymorphism-RFLP)
analizi gelistirilmigtir.

Materyal ve Yontem

A. ovalisporum FAS-AP1, C. raciborskii QHSS/NR/Cyl03 ve
FAS-C1 ile Microcystis aeruginosa PCC 7806 siyanobakteri
suslarl daha once anlatildi§i gibi yetistirimis ve hasat
edilmistir (Yilmaz ve dig. 2008). Su ornekleri A.B.D.’nin
Florida eyaletinde bulunan Dora, Griffin, Crescent, Buffalo
Bluff ve George Gdllerinden suyun 0-3 m derinligini
ornekleyen dikey siriklarla toplanmistir (Yilmaz ve dig. 2009,
Yilmaz ve Phlips, 2011).

Siyanobakteri kultlrleri ve gol drneklerinden genomik
DNA Tillett ve Neilan (2000)'nin XS metodu ile izole edilmigtir.
Gevre drneklerinin genomik DNA'larindan PCR'I engelleyen
maddelerin uzaklastinimasi igin Yilmaz ve dig. (2009)'da
bildirilen XS-PEG metodu kullaniimistir. G6l ornekleri ve
siyanobakteri kiltlrlerinde cyrC geninin 612 baz iftlik (bg)
kismi ve cyrB geninin 597 b¢'lik kismi bir Biometra (Biometra
GmbH i. L.,Goettingen, Germany) 1sil déngl cihazinda
cogaltiimistir (Schembri ve di§. 2001). Kismi cyrC geninin
cogaltimasi icin Mba (Yilmaz ve Phlips 2011b) ve M4
(Schembri ve dig. 2001) primer gifti kullaniimis; cyrB geni ise
M13 ve M14 primer cifti ile gogaltiimistir (Schembri ve dig.
2001). Her 50 pl'lik PCR reaksiyonu 10-20 ng genomik DNA,
her primerden 20 pmol (MWG-Biotech Inc., NC, USA), her bir
deoksintikleosid trifosfattan 200 uM (Fisher Scientific
Company L.L.C, PA,USA), 1.5 mM MgCl,, yesil veya renksiz
5X tampon solisyonundan 10 pl ve 2 Unite GoTaq DNA

polimeraz (Promega, WI, USA) icermistir. Her iki genin
codaltimasi da su sekilde gergeklestirimistir: Genomik
DNA'larin 95 °C’de 3 dakika denatlrasyonunu takiben tlipler
30 defa tekrarlanmak lizere 95 °C'de 30 saniye, 60 °C'de 30
saniye ve 72 °C'de 1 dakika bekletilmistir. Son DNA uzatma
basamagi 72 °C’de 5 dakika devam etmistir. PCR drlnleri %
1,5'luk agaroz jellerde yuritilmus, etyidum bromid ile
boyanmis ve UV aydinlatmasi ile gérintilenmistir. Kismi cyrC
ve cyrB genleri icin DCK tasarimi Wilson ve dig. (2000)'de
RNA polimeraz geni icin anlatildi§i sekilde yapilmistir. DCK
tasarimi toksin genleri igin kullanilan primerlerin DCK'lari da
cogaltacagi sekilde yapilmigtir (Sekil 1).  CyrC- DCK'nin
Uretimi icin, 33 bazlik cyrC-INT (5™
TGGAATCCGGTAATTGGTCTCAGTTCATCAAGC)

tasarlanmistir. CyrC-INT’in 3’ ucundaki 20 bazlik kisim (alti
cizili) cyrC geninde M4 primerinin 220 bg agagisinda yer alan
bdlgeyle ayni gen dizisine sahiptir. cyrC-INT'in 5" ucundaki 13
bazlik fazlalik M4 primerinin 3' ucundaki bdlgeyle ayni gen
dizisine sahiptir. M5a ve cyrC-INT primerleri A. ovalisporum
FAS-AP1 genomik DNA’sini kullanarak ilk PCR'da kullanilmis,
cogaltilan drlin agaroz jelden saflastirilarak M4 ve M5
primerleri ile ikinci PCR'da kalip olarak kullaniimigtir. 392
b¢'lik DCK agaroz jelden saflastiriimistir. cyrB geni icin olan
DCK da benzer sekilde Gretilmigtir. 33 bazlik cyrB-INT (5
TGATAGCCACGAGCTTTTCTGAAAGAGGTTGGC) cyrB
geninde M13 primeri bdlgesinin 206 bg asadisindaki 19 bg'lik
kisimla (alti ¢izili) ayni diziye sahip olacak sekilde dizayn
edilmigtir. cyrB-INT'in 5 ucundaki 14 bazlik fazlalik M13
primerinin 3’ ucundaki kisimla ayni gen dizisine sahiptir. CyrB-
INT ve M14 ilk PCR'da kullaniimig, bunlarin saflastirilan
urtinleri M13 ve M14 primer iftiyle ikinci PCR'da kullanilarak
391 be'lik DCK elde edilmistir. PCR kosullari yukarida cyrB ve
cyrC genleri igin verilenle aynidir. Uretilen DCK pargalari SiN
genleri igin uygulanan PCR'larda her tiipe ilave edilerek
PCR'nin bagarisi takip edilmistir. DCK, cyrC ve cyrB gen
pargalari agaroz jellerden Qiaquick MinElute jel 6ziitleme seti
(Qiagen, CA, USA) kullanilarak saflagtiriimigtir.  DNA
miktarlarinin hesaplanmasi Quant-iT dsDNA HS analiz seti ve
Qubit florometre (Invitrogen, CA, USA) ile yapilmistir.

Her bir SPUG analizinde (50 pl) 1.5 Unite Ncil enzimi
(New England Biolabs, USA), Uriinle saglanan tampon
solisyon ve 150 ng saflastirimis cyrB PCR driind kullaniimis;
tupler isil déngii cihazinda 37 °C'de gece boyu bekletiimistir.
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Sekil1. Silindrospermopsin genleri cyrB ve cyrC igin gerceklestirilen PCR
reaksiyonlarina ilave edilecek DCK'larin tasarim stratejisi.
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Bulgular

Her tlipte A. ovalisporum FAS-AP1 genomik DNA'sindan esit
miktarlarda  kullaniimis;  cyrB-DCK  ve  cyrC-DCK
optimizasyonu icin olan PCR reaksiyonlarinda Ug farki DCK
miktari test edilmistir (10, 20, 30 femtogram). Her drnek icin
beklenen boyutta PCR bantlari hem genler hem de DCK'lar
icin elde edilmistir (Sekil 2). Takip eden PCR reaksiyonlarinda
10 fg DCK kullanilmasina karar verilmigtir.
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Sekil2. Farkli miktarlardaki (10, 20, 30 fg) DCK'lar ile PCR sonuglari. A.
ovalisporum genomik DNA'si cyrC (A) ve cyrB (B) genlerinin ¢ogaltiimasi igin
kullaniimistir. Boyut belirleyici DNA BB ile gosterilmistir.
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Sekil3. Crescent ve Buffalo Bluff gél 6rnekleri igin cyrC-DCK’'nin PCR’da test
edilmesi. C. raciborskii FAS-C1 ve M. aeruginosa PCC 7806 cyrC geni icin
negatif kontroller olarak kullanilmis; A. ovalisporum FAS-AP1 ve C. raciborskii
QHSS/NR/Cyl03 poxzitif kontroller olarak kullaniimistir. Boyut belirleyici DNA
BB ile gdsterilmigtir.

Sekil 3'de Florida’da St. Johns Nehir sistemi iginde
bulunan Crescent ve Buffalo Bluff Goller’nden alinan iki
érnegin cyrC geni igin PCR sonuglari goriilmektedir. Bu gen
SIN iretmeyen C. raciborskii FAS-C1 ve M. aeruginosa'da
tespit edilmemistir. Ancak cyrC-DCK, 400 b¢lik PCR
bantlarindan da anlagilacagl Uzere, her iki 6rnekte de
bagariyla gogaltimistir. Gerek cyrC gerekse DGKlar SIN
ureten A. ovalisporum FAS-AP1 ve C. raciborskii
QHSS/NR/Cyl03'te gogaltilmistir (Yilmaz vd. 2008). Gl
orneklerinde tespit edilemeyen DCK'lar PCR'I engelleyen
maddelerin kanitidir.

Crescent ve Buffalo Bluff gl 6rneklerine ilave olarak beg
diger Florida gélinden XS metodu ile izole edilen DNA'lar da
PCRda SIN geni icin engellemeye ugramistir (veri
gosterilimemistir). Yilmaz ve dig. (2009)da verilen XS-PEG
metodu bu gdl Omneklerinden  gelen  engellemeyi
uzaklastirmigtir. XS-PEG metodu ile DNA izolasyonu sonrasi
Crescent, Buffalo Bluff ve George Gollerinde cyrB ve cyrC
genleri tespit edilirken, Dora ve Griffin Géllerinde bu genlere
rastlanmamustir (Sekil 4).

Sekild. PCR engelleyicileri uzaklastirildiktan sonra gél érneklerinde cyrC (A)
ve cyrB (B) genleri icin PCR sonuglar. A. ovalisporum FAS-AP1 ve C.
raciborskii QHSS/NR/Cyl03 pozitif kontroller olarak kullaniimistir. Boyut
belirleyici DNA BB ile gésterilmistir.

A. ovalisporum ve C. raciborskii cyrC gen dizileri
arasindaki yiiksek benzerlik (>%99) iki tiri ayirt etmede
sinirlayici enzimlerin kullaniimasina imkan vermemistir. Ancak
iki tlrln cyrB gen dizileri benzerligi daha dugtktir (% 96,4)
(Yilmaz ve di§. 2008). C. raciborskii ve A. ovalisporum cyrB
gen dizilerinin cesitli sinirlayici enzimlerle in siliko analizi
sonucu (http://tools.neb.com/NEBcutter2/) Ncil enziminin farkli
uzunlukta pargalar olusturacag tespit edilmistir. Bu enzimle C.
raciborskii cyrB geninden 329 bg, 234 bg ve 51 bg'lik (¢ parga,
A. ovalisporumdan 319 bg ve 278 b¢lik iki parga elde
edilmesi beklenir. Gen dizileri bilgisinden beklenen gen
pargalarinin, Ncil muamelesi ve agaroz jel elekiroforezi
sonrasl elde edilen bant boyutlari ile uyumlu oldugu
gorilmastir  (Sekil  5). Mayis 2007'de St.  Johns
ekosistemindeki Crescent, Buffalo Bluff ve George
Goller’nden toplanan orneklerden elde edilen cyrB gen
pargalari saflastirildiktan sonra Ncil ile muamele edilmigtir.
Her U¢ ornedin de agaroz jeldeki parga boyutlar A.
ovalisporum ile ayni iken C. raciborskii'den farklidir (Sekil 5).
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Sekil 5. CyrB gen pargalarinin Ncil enzimi ile SPUC analizi. Boyut belirleyici
DNA BB ile gosterilmistir. C. raciborskii cyrB geninin Ncil ile muamelesinden
sonra olusan 51 bglik parga disik konsantrasyonundan 6tiirli jelde
gdrinmemektedir.

Tartigma ve Sonug

Toksik tlrlerin kesfi igin siyanobakteri trlerinin izolasyonu ve
toksinler veya genleri igin test edilmeleri en yaygin kullanilan
metottur (Li ve dig. 2001, Yilmaz ve dig. 2008). Her ne kadar
bu yaklasim toksin biyosentezi ve toksisite mekanizmalarini
anlamada 6nemli basamaklar olsa da (Mihali ve dig. 2008),
dogal ortamdaki toksik tirlerin/suslarin gesitliligini anlamada
yetersiz kalirlar (Yiimaz ve dig. 2009). Cevre DNA’sindan
dogrudan gen ¢ogaltmalarini  takiben gen dizilerinin
belilenmesi veya SPUC toksin dreticilerinin  cesitliligi
konusunda daha hizli ve genis bir bilgi verebilir (Tringe ve
Rubin 2005). Ancak cevre drneklerinden elde edilen DNA'nin
PCR'da kullanilmasi problemli olabilmektedir. Toprak veya
sediman Omeklerinden elde edilen DNA'nin temizlenmesi
Uzerine yayinlanmis onlarca makale bunun gdstergesidir
(Miller ve dig. 1999, Yilmaz ve dig. 2009). Toprak ve
sedimandaki htimik asitler DNA ile birlikte izole olur ve sonraki
molekiiler islemleri engeller (Miller ve dig. 1999). Akuatik veya
karasal bitkilerin bozusmasi sonucu benzer bilesikler gol ve
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