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Abstract: Isolation and molecular determination of blue-green algae (Cyanobacteria) which grow in thermal waters in
Izmir. The aim is the isolation and identification of blue-green algae (cyanobacteria) obtained from thermal waters of Izmir and
around by using molecular methods in laboratory. The four types of blue-green algae (cyanobacteria) were collected from 3 centers
which are Zeytindali kaplicalari, Sifne Termal Otel ve Balcova Termal Otel. The obtained four types of blue green algae
(cyanobacteria) are isolated by purifying in culture medium at laboratory. Then DNA from the cells is isolated and amplified by PCR.
Afterwards using the primers that are specific for blue green algae (cyanobacteria), 16S rRNA gene spaces are amplified by PCR
and the resulting sequence was analyzed filogenetically in order to determine the species. According sequence analysis, three of
the species was Geitlerinema sp. and the other one species is uncultured.
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Ozet: Izmir ili ve evresindeki termal tesislerden elde edilen mavi-yesil algler (siyanobakteriler) laboratuar ortaminda izole edilip,
molekiiler yontemlerle tiir tayini galisiimistir. Zeytindali kaplicalari, Sifne Termal Otel ve Balgova Termal Otel olmak Uzere 3
istasyondan elde edilen 4 mavi-yesil alg (siyanobakteri) tiirii, laboratuarda kiltir ortaminda saflastirilarak izole edilmislerdir. Daha
sonra elde edilen hicrelerden, DNA izolasyonu sonucu elde edilen DNA'lar PCR'da gogaltiimistir. Siyanobakterilere 6zgli primerler
kullanilarak 16S rRNA gen bolgeleri tekrar PCR'da ¢ogdaltilarak elde edilen dizi analizi verileri bilgisayar programlarinda
yorumlanarak filogenetik bakimdan tir tayini yapiimaya calisiimistir. Dizi analizlerine gére yapilan tiir tayini dogrultusunda,

oérneklerden dgtiniin Geitlerinema cinsi oldugu diger 1 tiriin ise kiiltirdi belilenmemis tiir oldugu belirtilmistir.

Anahtar Kelimeler: Termofilik mavi-yesil algler, DNA izolasyonu, PCR, 16S r RNA, Geitlerinema sp.

Girig

Mavi-yesil alglerin erken Prekambriyen donemde gelistigi ve
ilk olarak atmosferik oksijenin artisindan sorumlu oldugu var
sayllmaktadir (Castenholz, 1969). Mavi-yesil algler genis
ekolojik dagilima sahip énemli primer Gretici organizmalardir.
Okyanus alanlarindan, iiman topraklara, tatli su gdllerine,
hatta olagan disi habitatlarda dahi (kurak ¢dller, soguk géller,
sicak kaynaklar) bulunabilmektedirler (Herrero ve dig., 2001,
Stewart 1973, Mackay ve dig., 1983).

Mavi-yesil algler fototrofik prokaryotik canlilardir. Yiksek
bitkilerdeki gibi birbirine bagl Fotosistem | ve Fotosistem II'yi
kullanarak oksijenli fotosentez yapan tek prokaryotik canli
grubudur. Cok sayida tirli bilinmektedir ve her bir tiriin
morfolojisi diger tirlerden oldukga farklilik gdsterir (Castenholz
ve Waterbury, 1989).

Mavi-yesil algler, 1969 yilinda Whittaker tarafindan
yaplimis olan besli alem sisteminde ilk basamagdi olusturan
Monera alemi iginde incelenmektedir. Canlilar diinyasinda
hiicre &zelliklerine, morfolojik gorinislerine gére yapilan
siniflandirmada mavi-yesil alg Uyeleri ve bakteriler prokaryotik
organizmalar olarak ele alinarak ayni alem iginde
incelenmektedir. Son zamanlarda yapilan Ggll alem sistemli
siniflandirmada ise Eubacteria grubuna dahil edilmiglerdir.
Bakteriyologlar tarafindan bakterilerle birlikte incelenen mavi-

yesil  algler  ‘Siyanobakteri’  (Cyanobacteria)  olarak
isimlendirilmektedir. Botanikgiler tarafindan ise bitki olarak
kabul edilerek alglerle birlikte ele alinmakta ve Cyanophyta
divisiosu  olarak incelenmektedir.  Sistematikteki  yeri
arastirmacilar tarafindan hala tartigilan mavi-yesil alglerin, son
yillarda yapilan molekuler dizeydeki arastirmalarla, DNA ve
ribozom analizleriyle bulundugu yer konusunda yeni fikirler
ortaya atilmaktadir (Ulcay, 2005).

Sicak sular ¢ok fazla literatlire sahip olmamakla birlikte
ilk termal alg calismalarindan biri Amerika’da bulunan
Yellowstone milli parkinin alg ve diger canli gruplari
Uzerinedir. 1897 yilinda Davis tarafindan  yapilan
calismalarda, renkli tirler Cyanophyceae sinifi iginde, renksiz
ve en ilkel alg gruplar Schizomycetes altinda bakteri ya da en
ilkel mantar gruplar olarak ayrilmiglardir. Bu arastirmada
85°C'nin (izerinde canl bulunmadigina dikkat cekilmis olup
hangi sicaklik araliklarinda hangi renk canli gruplarinin
yasadi§i belirtimistir. 1898'de Tilden’in Bati Amerika'nin
termal algleri Uzerine yaptidi ¢alismasinda 11 cinse ait 17
mavi-yesil alg turd tespit edilmistir. 1934 yilinda Flowers
yapmis oldugu calismasinda Biyik Tuz Golu etrafinda
bulunan 7 kaplicada 19 mavi-yesil alg tird tespit etmigtir.
1941’de Gray tarafindan yapilan bir arastirmada Arkansas’ta
bulunan iki sicak kaynagin alg yapisinda 16 cinse ait 36 tlr
tespit edilmistir (Yiksel, 2009).
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Castenholz, 1996 yilinda yaptigi farkll arastirmada
termofilik mavi-yesil alglerde endemizm ve biyolojik gesitliligi
calismig, ayrica endemik ve kozmopolit olan termal mavi-yesil
alg tirlerini belirlemistir. Son zamanlarda termal ortamlardaki
literatlir ¢alismalari azalmis ve sicaklik kaynaklarda yasayan
tirlerin  &zellikleri daha detayli incelenmeye baslandigi
belirtilmistir. Ward ve Castenholz, 2000 yilinda jeotermal
cevrelerde yasayan mavi-yesil algleri tim  yonleriyle
incelemislerdir. Termal ortamlarda yapilan bu calisma son
yillardaki en detayli calismadir.

Setchell ve Nash Yellowstone sicak kaynaginda, 73 ve
75°C'nin Uzerinde mavi-yesil alg bulunmadigini belirtmislerdir.
Kempner Yellowstone’da ki birkag bitisik kaynaktaki 73°C nin
uzerinde hicbir seye rastlamamistir ve bu sicakligin yasam
icin st limiti gosterdigi sonucuna varmistir (Castenholz ,
1969).

Gok ince trikomlu kismen halofilik, tuza dayanikli ve
termofilik yeni bir siyanobakteri cinsine ait 4 tiir (izerine 16S
rRNA gen sekansina dayanan filogenetik analizler bu tiirlerin
yakindan iligkili (%99) olduklarini gostermistir ve bu tiirler igin
Halomicronema excentrium dnerilmistir (Abed ve dig., 2002)

Kultlr koleksiyonu tiirlerinden ve hipersalin ortamda
izole edilmis on yeni siyanobakteri tlrlerinin morfolojileri,
fizyolojileri ve 16S rRNA gen sekanslari incelenmistir. Yapilan
calismalar filogenetik olarak uyumlu siyanobakteri tiirlerinin
fizyolojileri temel alinarak tanimlanabilecedi belirtiimistir
(Garcia-Pitchel ve dig., 1998).

Bu calismada izmir ilindeki Zeytindali, Balgova ve Sifne
termal alanlarinda bulunan siyanobakterilerin - molekdler
yontemler kullanilarak tanimlanmustir.

Materyal ve Yontem

Calisma boyunca izmir ili igindeki cesitli kaplica ve termal
tesislerden igerisindeki farkli bolge ve Ozelliklere sahip 3
istasyon belirlenmistir. Bunlardan birincisi, Bergama -Dikili
bélgesinde olup, izmir-Canakkale yolunun (izerinde, izmir'e
110 km, uzaklikta bulunan Zeytindali Termal Tesisi dir
(39°08'21 N 26°9'19 E). ikinci yer ise, Sifne-Cesme Termal
Oteldir (38°30'82 N, 26°36'16 E). Otel, lidir yolu Gzerinde
olup, Cesme'ye 7,5, llica'ya 1,5 km uzakliktadir. Uglincii
érnekleme yerimiz ise Balgova Termal Tesisidir (38°23'19"N
27°2'4"E).

Ornekler, sicak su akisin oldudu yerlerden, tas ve
kayadan spatula ile kazilarak alinmigtir. Alinan drnekler steril
cam siselere alinarak Uzerleri etiketlenmistir.

Termal tesislerinden elde edilen érnekler igin, genel bir
ortam olan BG 11 kultir ortami kullanilmistir (Sukatar, 2002).

Kultire alinan ornekler dizenli sekilde uygun kultir
ortamlari ile seyreltme uygulanarak izolasyonu saglanmistir.
Yeterince seyreltilen turler agar (%1,5) ve yatik agara ¢izgi
ekim metodu uygulanmistir (Sukatar, 2002).

Saflagtirilan tlrler ayri ayri agarli petrilerde 35°C'de,
strekli aydinlatmada inkiibasyona birakilmigtir.

Saflastinlan  siyanobakterilerin ~ morfolojk  tayin
yonteminin yapilabilmesi igin 1sik mikroskobu ve fluoresans

mikroskobu (Leica DM 4000B) kullaniimis ve fotograflari
cekilmigtir.

izolatlarn  DNAVlari  ZRFungal/Bacterial DNA  Kit
kullanilarak izole edilmigtir. izolasyon sonrasi %1 agarozda
DNA'lar gérinttlenmigtir.

Siyanobakteri - genlerinin  spesifik bélgelerinin - PCR
(Roche FastStart Taqg DNA Polymerase kiti) ydntemiyle
amplifikasyonlari igin gen bélgelerine 6zglil primer dizileri 27F-
809R segilmistir (Saker, 2005).

REFGEN'de tamamlanmis olan siyanobakteriyel 16S
rRNA gen sekanslari BLAST
(http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)  analizi  kullanilarak
dizilmis ve MEGA 4 Bootstrap Test of Phylogeny (neigboor-
joining) yazilimi ile filogenetik agag olusturulmustur.

Bulgular

Zeytindall Kaplicalari (Zeytindall) ve Sifne Termal Otelden
(Sifne) birer, Balgova Termal Otelden (Balgova-1 ve Balgova-
2) 2 tir laboratuar ortaminda izolasyonu yapilmistir.

Ornekler, floresan ve 1sik mikroskopta incelenmistir.
Omekler ortak sekilde ipliksi, gok ince kilifli ya da kilifsiz,
gercek dallanma gdstermeyen, yalanci dallanma gdsterebilir,
iplikler trikom organizasyonlu, heterosist, hormogonium
mevcut, uca dogru karakteristik 6zellik gdsteren yapidadir. Bu
ozellikler temel alindiginda bu &rneklerin - Oscillatoriales
ordosunda bulundugu distndlmastr.

Divisio : Cyanophyta

Classis : Cyanophyceae

Ordo : Nostocales

Family : Oscillatoriaceae (Desikachary, 1959)

Universal primer ¢ifti bakteri ve siyanobakterilere 6zgi
primerler (27F-809R) kullanilarak izole edilen dort fakli DNA
PCR ile gogaltilmistir (Sekil 1).

$Sekil 1. PCR drinlerin agaroz jel elektroforez gérintiisi (M: Marker,1: Sifne,
2: Balgova (Bal ip), 3: Balgova (Bal pse), 4: Zeytindali).

Daha sonra elde edilen PCR Uriinleri sekans analizi igin
REFGEN  (Odtu-Teknokent) Gen  Arastirmalari  ve
Biyoteknoloji Ltd. Sti'ne gonderilmistir. Gelen sekans
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sonuglarina gére NCBI-BLAST analizi ile filogenetik haritas!
cikarilarak tir tayin islemi tamamlanmistir. MEGA 4 Bootstrap
Test of Phylogeny yazilimi ile de filogenetik agaclari
olusturulmustur.

13— Limnothrix sp. CENA109 EF088335.1

23 Limnothrix redekei 2LT25501 FM177493.1
21'Emnothrx sp. CENA110 EF088338.1

1901 | imnothrix sp. CENA111 EF088336.1

76 ‘ Limnothrix redekei 165¢c AJ505943.1

4|:Bﬁ| pse 27F-809R
100 Uncultured cyanobacterium clone Mat-C...

g

—
0.01

tr
Uncultured cyar ium clone BACT...
Leptolyngbya sp. 2LT21S03 FM177494.1

Balcova (Bal pse) 6rnegimiz http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
kismi 16S rRNA sonuglarina gére 501/516 baz ciftlik bir
alandaki dizilimde Oscillatoriales ordosu altinda belirlenen tiir
kiltire edilemeyen (uncultured) olarak belirlenmigtir.

47)Bal ip 27F-809R
4ﬂia \entous thermophili
2L i(2)
Filamentous il ar 3)

80
Geitlerinema sp. PCC 8501 FM210758.1
alrC sp. (OS type I) L04709.1
L 48 L Oscillatoria sp. J-24-Osc AF263344.1

Leptolynbya laminosa ETS-08 FM210757.1
Leptolyngbya sp. MMG-1 AF263344.1

0.005

Balgova (Bal ip) 6rnedimiz http://www.ncbi.nim.nih.gov/
kismi 16S rRNA sonuglarina gbre 739/743 baz iftlik bir
alandaki dizilimde Geitlerinema sp. PCC 8501 ile % 99
benzerlik géstermistir.

Geitlerinema sp. PCC 7105 AB039010.1
Phormidium lucidum BDU 10141 GU186899.1
Geitlerinema sp. PCC 7105 AF132780.1

Sif 27F-809R

Jaaginema pseudogeminatum NTMP02 GU81...
‘ Geitlerinema sp. Flo1 FJ042947.1

Geitlerinema sp. MBIC10006 AB058204.1
Geitlerinema sp. A28DM FJ410907.1
Geitlerinema sp. BBD HS217 EF110974.1
Geitlerinema sp. W-1 EF154084.1
Geitlerinema sp. BBD P2b-1 EF372580.1
Geitlerinema sp. BBD DQ151461.1

100

0.020 0.015 0.010 0.005 0.000

Sifne érnegimiz http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
veritabanindaki sonuglara gore 737/740 baz ciftlik bir alandaki
dizilime gore Geitlerinema sp. PC 7105 ile % 99 benzerlik
gostermistir.

100 | Geitlerinema sp. BBD P2b-1 EF372580.1
90| |Geitlerinema sp. W-1 EF154084.1
39|~ Uncultured Microcoleus sp. clone Pc61...

Uncultured Plectonema sp. clone Pc49 ...

19 | Uncultured Plectonema sp. clone Sc20 ...
9 Microcoleus chthonoplastes CCY9605 GQ...
i~ Phormidiaceae cyanobacterium CPER-KK1..
Geitlerinema sp. CR 13M EF545604.1
2ZD 27F-809R

Microcoleus sp. HTT-U-KK5 EF654070.1
‘ P sp. HPC-7 AY430160.1

05

Zeytindali  dregimizin.  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
veritabanindaki kismi 16S rRNA sonuglarina gére 655/677,
baz ciftlik bir alandaki dizilimde Geitlerinema sp. CR_13M ile
%96 benzerlik gdsterdigi belirlenmistir.

Tartigma ve Sonug

Giniimiize kadar Tirkiye sularinda sistematik agidan birgok
arastirma yapilmis ve ilkemiz su florasinin ¢ogu ortaya
cikarilmistir (Ulcay ve dig., 2007, Guner, 1970; Yiksel, 2009).
Cadirci (2007) tarafindan gergeklestiriimis olan bir ¢alismada
Balgova-izmir'den termofilik bir siyanobakterinin izolasyonu ve
molekuler identifikasyonu yapilmistir.

Unal (1996) tarafindan Balgova Kaplicalarinda yapilan
calismada 74 takson tespit ediimis olup bunlardan 35
taksonun Cyanophyta (Siyanophyta) grubuna ait oldugu
belirtiimistir. Bu calismada, farkli sicakliktaki istasyolardan
elde edilen mavi yesil algler morfolojik olarak tanimlanmistir.
80°C de egemen canli Phormidium sp. oldugu belirtilmistir.
70°C'de karakteristik canlilar ise; Phormidium fragile,
Oscillatoria terebriformis ve Anabaena constricta’dir. 60°C’de
Phormidium purpurascens, P. fragile, P. tenue, P. laminosum,
Pseudanabaena catenata egemen oldugu belirtimistir.
Sicaklik artikga tir sayisinin azaldigi belirtimistir. 55°C’de
Pseudanabaena catenata, Phormidium tenue, P. fragile
gorilmistir. 30-45°C’de Oscillatoria egemen canli olmustur
ve Oscillatoria formosa, O. rubescens, O. terebriformis, O.
curviceps, Lyngbya confervoides, Chroococcus turgidus, C.
minor tirleri kayit edilmistir.

Ulcay (2005), yiiksek lisans tez calismasinda Manisa ve
cevresindeki kaplicalardaki mavi yesil alg turlerini galismigtir.
Bu calismada 60-86°C sicaklik araliginda tespit edilen tirler
sunlardir; Chroococcus dimidiatus, C. minor, Gloecapsa
quaternata, ~ Spirulina  subsalsa, S. subtilissima, S.
meneghiniana, S. major, Leptolyngbya tenuis, Planktolygbya
subtilis, Limnotrix amphigranulata, Jaaginema
pseudogeminata, Oscillatoria princeps, O. proteus, O.
boryana, O. cacuttensis, Lyngbya contorta, Phormidium
chlorinum, P. willei, P. terebriforme, P. amphibium, P.
formosum, P. splendens, Calothrix thermalis, Mastigocladus
laminosus.

Ulcay (2007) Dikili ilcesindeki kaplicalarda yayilig
gosteren termal Cyanophyceae tirleri (izerine yapilan
calismada 8 cinse ait 19 tiir belirlenmistir. Chroococcus
membraninus, C. globus, Pseudanabaeana mucicola, P.
galeata, P. thermalis, Jaaginema geminatum, Spirulina
tenerrrima, S. meneghiniana, Phormidium numidicum, P.
subuliforme, P. animale, Hormoscilla endophytica, Oscillatoria
ucrainica, O. ornata, O. bonnemaisonii, O. janus, Lyngbya
thermalis, L. meneghiniana, L. confervoides tirleri kayit
edilmistir.

Bacteria; Cyanobacteria; Oscillatoriales ordosuna ait
ipliksi siyanobakteriler Tablo 1 de gdsterilmistir. Ayrica sequin
programi  yardimi ile aksesyon numaralari NCBI' dan
alinmistir.
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Tablo 1. Tiirlerin tanimlamalari ve istasyonlari.

Organizmalar Istasyonlar Aksesyon No.
Tanimlanmayan tiir Balgova-lzmir -
’CEer{/enne_rna SP. synonym. Leptolyngbya Balgova-izmir HQ197683
laminosa= Phormidium laminosum

Geitlerinema sp. Sifne-Gegme-izmir HQ197684
Geitlerinema sp Zeytindali-Bergama-lzmir  HQ197685

Geitlerinema sp. Tanimlanmasi

ipliksi; iplikleri dallanmamig, genellikle tek yagayan, uca
dogru genellikle paralel sekilde yénelir, puriizsiz, akici ve
zars| tabaka, zemini kaplar, basta mikroskobik daha sonra
makroskobik, trikomlar daima kilifsiz, diiz veya hafif¢e dalgali
veya hilal seklinde, isopolar, dar, 1-4 um genisliginde, tek
sirali, silindirik hicrelerden olusmus, karsilikli duvarlarda
daralma gor(lur, genellikle dardir ve sonlara dogru blizilmds,
genellikle hareketlidir. Hlicreler silindirik, uzamis, az ya da ok
isodiametrik, daha sonralari hiicrelerin uzunlugu genisliginden
fazladir. Bazen belirgin graniller gozlenir (karotenoid),
tillakoitler hiicre ¢eperi boyunca konsantrik diizenlenmistir;
sondaki hiicreler yuvarlak veya dar ve biizilmustir, bazen
cengel biciminde, nokta seklinde, dar-yuvarlak, bazen
yuvarlak bir kaliptrayla sonlanir. Hucreler, mat mavi-yesil,
sarims| yesil, zeytin yesili ve parlak yesil renkte olabilirler.
Heterosist ve akinet bulunmaz.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile izole edilen siyanobakteri
tdrleri molekdler olarak tanimlanmis ve Ulkemizde molekdler
galismalar igin 6n ¢alisma olusturmaktadir.
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