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OZET

Siyanobakteriler, antioksidan ve antimikrobiyal etkileri bilinen énemli kaynaklardan biridir. Bu
calismada Cernek Goli'nden elde edilen siyanobakteri tiirlerinin izolasyonlar1 yapilmigtir.
Izolasyon sonucu elde edilen siyanobakteri tiirleri, BG-11 ve BG-11, besi ortamlarinda
saflastirilmigtir. Saflasan siyanobakteri tiirlerinin fenotipik molekiiler tanimlamalart yapilip,
antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri incelenmistir. izole edilen siyanobakteri tiirlerinden farkli
profillere sahip olanlar belirlenerek, 16S ribozomal RNA analizi ile tiir tayinleri yapilmustir.
Antimikrobiyal aktivite denemelerinde Gram pozitif (+) bakterilerden Bacillus cereus ATCC 7064,
Micrococcus luteus NRLL 1018, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Gram negatif (-) bakterilerden Salmonella typhimurium LT2, Klebsiella pneumoniae ATTC
700603, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, mayalardan
Candida albicans ATCC 14053 ve Candida krusei ATTC 34135 kullanilmigtir. Antimikrobiyal
aktivite denemelerinde mikrodiliisyon (MIK-Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) yontemi
kullanilmigtir. MIK yonteminde iiremenin gerceklesmedigi son kuyucugun konsantrasyon degeri
baz alinmigtir. Tiim siyanobakteri ekstraktlari arasinda en yiiksek antimikrobiyal aktivite C8 ve
C30 kodlu siyanobakteri ekstraktlarinda goriilmiistiir. Tim siyanobakteri ekstraktlar1 arasinda en
diisiik antimikrobiyal aktivitenin C15 kodlu siyanobakteri ekstraktinda oldugu saptanmustir.
Antioksidan aktivite c¢aligmalarinda ise siyanobakteri ekstraktlarmin DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) radikali siipiirme aktivitelerine ve Bakir (IT) iyonu indirgeme esasli antioksidan
kapasite (CUPRAC: Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity) ol¢iim sonuglarina bakilarak
antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Tiim siyanobakteri ekstraktlar1 arasinda en yiiksek DPPH
radikalleri siipirme aktivitesi C37 kodlu siyanobakteri ekstraktinda, en diisiik DPPH radikalleri
stipiirme aktivitesi C48 kodlu siyanobakteri ekstraktinda saptanmustir. Tim siyanobakteri
ekstraktlarina bakildiginda en yiiksek CUPRAC degerinin C43 kodlu siyanobakteri ekstraktinda, en
diistik CUPRAC degerinin ise C15 kodlu siyanobakteri ekstraktinda oldugu saptanmustir.

Sayfa Adedi 128
Anahtar kelimeler : Siyanobakteri, MIK, DPPH, CUPRAC
Danigsman : Dr. Ogr. Uyesi Onder IDIL
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ABSTRACT

Cyanobacteria are one of the important sources of known antioxidant and antimicrobial effects. In
this study, cyanobacteria species obtained from Cernek Lake were isolated. Cyanobacterial strains
obtained as a result of isolation were purified in BG-11 and BG-11, nutrient media. Phenotypic
molecular identifications of the purified cyanobacteria species were made and their antimicrobial
and antioxidant properties were investigated. Among the isolated cyanobacteria species, those with
different profiles were determined, and species were determined by 16S ribosomal RNA analysis.
In antimicrobial activity trials, Gram-positive (+) bacteria Bacillus cereus ATCC 7064,
Micrococcus luteus NRLL 1018, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Gram-negative (-) bacteria Salmonella typhimurium LT2, Klebsiella pneumoniae ATTC,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, yeasts Candida albicans
ATCC 14053 and Candida krusei ATTC 34135 were used. Microdilution (MIC-Minimum
Inhibition Concentration) method was used in antimicrobial activity trials. In the MIC method, the
concentration value of the last well in which growth did not occur is taken as a basis. Among all
cyanobacteria extracts, the highest antimicrobial activity was seen in C8 and C30 coded
cyanobacteria extracts. It was determined that the lowest antimicrobial activity among all
cyanobacteria extracts was in the C15 coded cyanobacteria extract. In antioxidant activity studies,
antioxidant activities were determined by looking at DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) radical
scavenging activities and Copper (I1) ion reduction based antioxidant capacity (CUPRAC: Cupric
lon Reducing Antioxidant Capacity) measurement results of cyanobacteria extracts. Among all
cyanobacteria extracts, the highest DPPH radicals scavenging activity was found in the C37 coded
cyanobacteria extract, and the lowest DPPH radicals scavenging activity was found in the C48
coded cyanobacteria extract. When all cyanobacteria extracts were examined, it was determined
that the highest CUPRAC value was in the C43 coded cyanobacteria extract, and the lowest
CUPRAC value was in the C15 coded cyanobacteria extract.
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Bu ¢alismada kullanilmig bazi simgeler ve kisaltmalar, yanda agiklamalar1 verilmek tizere

asagida listelenmistir.
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indirgeme esasli antioksidan kapasite)



1. GIRIS

Siyanobakteriler, yeryiiziindeki en eski fotosentetik canlilardir (Sekil 1.1). Fotosentez yolu
ile enerji elde ederler. Prokaryot yapida olmalari ile alglerden ayrilirlar (Meinesz ve
Tarhan, 2010).

Tim siyanobakteriler, yapilarinda karasteristik olarak fikobilin ve klorofillerden sadece
klorofil-a’y1 bulundurur. Fikobilinlerin bir sinifi olan mavi renkli fikosiyanin, yesil renkli
klorofil pigmentiyle birlikte siyanobakterilere mavi-yesil rengini verir (Stal, 2012).
Siyanobakteriler i¢erdikleri pigmentler nedeniyle mavi-yesil algler olarak adlandirilsalar da

kahverengi, sari, siyah veya kirmizi olabilmektedir. Bunun yaninda fikoeritrin, asta-

ksantin, ksantofil ve [-karoten siyanobakterilerin igerdikleri ©nemli pigmentlerdir
(Erikson, 2008).

Sekil 1.1. Siyanobakterilerin yapis1 (Cernek Golii/Bafra Balik Golleri)

Siyanobakterilerin en Onemli Ozelliklerinden biri de azotu fikse etmeleridir. Yaklasik

70’den fazla tiiriin, azotu fikse ettikleri bilinmektedir (Whitton ve Potts, 2012).

Siyanobakterilerin hizli bir sekilde biiyiiyerek kiimelenmesi “bloom” olarak tanimlanir. Bu
kiimelenmeler Otrofikasyona sebep olabilmektedir. Tatli sulardaki 6trofikasyon, 6zellikle
igcme suyu olarak kullanilan su kaynaklarinda, siyanobakteri yogunlugunun artmasina

neden olmaktadir.



Otrofikasyon sonucu meydana gelen biyolojik olusumlar, suyun tadimi ve kokusunu
degistirebilmektedir. Norotoksik, sitotoksik ve hepatotoksik etkileri bulunan degisik
toksinlere sebep olmaktadir. Sebep oldugu toksik etkiler, su kaynaklarinin igme suyu
olarak kullanilmasini kisitlayarak, insan ve hayvan sagligi i¢in ciddi tehlike yaratmaktadir
(Carmichael, 2001; Codd, 2000).

Siyanobakterileri siiflandirmada farkli yontemler kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan
yontemler ise morfolojik tanimlama ve molekiiler karakterizasyondur. Daha 6nceki
caligmalar morfolojik tanimlamaya yonelik yapilirken, giiniimiizde bunun tek basina yeterli
olmayacag diisiiniilmektedir. Bu nedenle morfolojik tanimlamanin yaninda molekiiler
karakterizasyon da yapilarak siyanobakterilerin siniflandirilmasi yapilmaktadir. Buradan
yola c¢ikarak siyanobakterileri tanimlamada kullanilan en uygun ydntemin, genetik
sekanslara dayali identifikasyon ile 16S rRNA genindeki varyasyonlara bakarak yapilan
filogenetik siiflandirma oldugu belirlenmistir. (Bryant, 2006).

Bu ¢alismada, Kizilirmak Deltas1 Ramsar Alani’nin en biiyiik golii olan Cernek Go6lii’'nde
bulunan siyanobakteri tiirlerinin ve biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.
Karadeniz Bolgesi’nde “Ramsar Alani” olarak kabul edilen tek sulak alan Kizilirmak
Deltas1’dir. Birgok kus tiirlinlin ve i¢ su balig tiirliniin yasam alan1 olan Cernek Goli yil
boyu yirmi binden fazla su kusunun yasamini siirdiirdiigii alandir. Tehlike altinda bulunan
balik tiirleri yasamlarinin kritik donemlerini bu alanda gecirmektedir. Cok sayida canliya
ev sahipligi yaptigi i¢in 1998 yilinda, Ramsar Alani olarak belirlenmistir (Can ve Tas,
2012). Ramsar Alani olarak adlandirilan Kizilirmak Deltasi’nda ‘Bafra Balik Golleri’
olarak adlandirilan 6 adet lagiin bulunur. Bu 6 adet lagiinden bir tanesi de Cernek
Goli’dir. Cernek Goli, Kizilirmak’in dogusunda yer alan, Kizilirmak Deltasi’nin en
biiyiik goliidiir. Cernek GoOli 589 hektarlik bir alana sahiptir. Samsun’un ilgesi olan
Bafra’nin Doganca Beldesi’nde yer alir. Belde’nin Bafra’ya olan uzakligi 20 km’dir.
Cernek Go6lii dogudan ve kuzeyden Karadeniz, giineyden Balik, Uzun, Tath ve Gic1 golleri
ile Ondokuz Mayis ilgesi, batisindan ise Doganca Beldesi ile ¢evrelenmistir. Cernek Go6li,
tabakalasmanin olmadigi, 1-3 m derinlige sahip, s1g bir goldiir. Goliin etrafinda, tatli su

sulak alanlar1 bulunmaktadir (Bekleyen ve Tas, 2008; Tas ve Goniilol, 2007).



Cernek Goli’nde ilkbahar ve sonbahar aylarinda toplam ¢oziinmiis anyon ve katyon
maddeleri artig gosterdigi igin tuzluluk degerinde (ilkbahar doneminde 0,98 g/L, sonbahar
déneminde ise 1,12 g/L) artis olmaktadir. (Ciice ve Bakan, 2017).

1.1. Cernek Goli

Cernek Golii sulak alani, farkli tiirde su kuslari i¢in 6nemli bir yasam alanidir. G6¢men
kuslarin go¢ yolu giizergahinda bulunan bir goldiir. Go¢men kuslarin gb¢ sezonunda
barmip beslendigi alandir (Baris, Erciyas, Giirsoy, Ozsemir ve Nowakowski, 2005). Buna
karsilik Cernek Golii sulak alani, “Yaban Hayati Koruma Sahasi” olarak 1979 yilindan
itibaren koruma altina alinmistir. Bu statii Kara Avciligi Yasasi ile degistirilip, “Yaban
Hayat1 Gelistirme Sahasi” haline getirilmistir. Yaban hayati gelistirme sahalari, av ve
yaban hayatlarinin korundugu, gelistirildigi, yasama ortamlarini iyilestirme tedbirlerinin
alindig1 ve 6zel avlanma plani ¢ergevesinde avlanmanin yapilabildigi sahalar1 icermesi ve
barindirdig1 kus zenginligi nedeniyle su kuslar1 agisindan yaban hayati gelistirme sahasi
kriterleri igerisine girmektedir. Uluslararas1 Kus Koruma Kurumu (Delta Birdlife
International) tarafindan gelistirilen bilimsel kiriterlere gore nesli tehlike altinda olan
tiirleri barindirmasi, Tiirk Bilim Arastirma Vakfi (TUBAV) topluluklarmin farkli
orneklerini igermesi, dar yayiligh tiirlerin bulunmasi ve mevsimsel olarak yogunlasan tiirler
i¢in s1iginma ozelligi tasimasi ile “Onemli Kus Alan1” (OKA) statiisiinde yer almaktadir.
Cernek Golii ve sulak alanmi igerdigi tiim bu biyolojik ¢esitliligi ve uluslararasi onemi
nedeniyle “Onemli Kus Alan” (OKA), “Onemli Bitki Alan1” (OBA) ve “Onemli Doga
Alan1” (ODA) statiilerine sahiptir (Eken ve digerleri, 2004; Eken, Bozdogan,
Isfendiyaroglu, Kili¢ & Lise, 2006; Simsek, Canli ve Cetin, 2011).

1.2. Siyanobakteriler
Siyanobakteriler, Eubacteria boliimiinde yer alirlar. 16S rRNA gen sekans analizlerine

gbre, Gram pozitif (+) bakterilere yakindirlar. Ozellikle Clostridium sp. ve Bacillus sp. gibi
diisiik G + C (Guanin ve Sitozin) gubu ile benzerlik gostermektedir (Castenholz, 2001).



Buradan yola ¢ikarak Madigan, Martinko ve Parker’in 2003’de yaptigi ¢alismaya gore
siyanobakterilerin 16S rRNA gen dizilimine gore ii¢ temel grup (bacteria, archaea,

eucarya) icindeki konumlar1 Sekil 1.2°de yer almaktadir.

Bacteria Archaea Eucarya
Green
Filamentous Slime
Spiroghetes batiteria Entamoapae MQlds Apimals
G Methanosargina Fungi
: ;2:;‘,9 Methanobacterjurh Halgphiles Plants
" Proteobacteria P I
Cyanobacter T celer n——
Planctomyce Thermoprotgus
Pyrodictic Flagellates

g;f;:’,f’;;; Trichomonads
Thermotoga Microsporidia
Aquifexf Diplomonads

Sekil 1.2. 16S rRNA gen dizilimine gore siyanobakterilerin {i¢ temel gup i¢indeki konumu

Siyanobakteriler, fotosentez faaliyetlerini gerceklestirirken, organik karbon ve oksijen gazi
iretmeleri yoni ile bitkilere benzerlik gosterirler. Alglerin ve bitkilerin yaptig1 gibi
siyanobakteriler de fotosentez faaliyetleri sirasinda ihtiya¢ duyduklari elektronlari, su
molekiiliinii pargalayarak elde ederler. Fotosentez sonucunda ¢ikardiklari oksijen gazi,
difiizyon yoluyla kolayca hiicreyi terk eder. Siyanobakterilerin atalarinda su molekiiliinden
elektron ¢ikarma yolu evrimleserek, diinyamizda oksijence zengin bir atmosfer olugsmus ve
buna bagl olarak da oksijene dayali metabolizmalar1 olan yiiksek yapili canlilar ortaya

¢ikmistir (Graham, L. E., Graham, J. M. ve Wilcox, 2004).



En son taksonomik kategorizasyona gore Siyanobakteriler, Cyanophyceae sinifinda, 9
takim olarak siiflandirilmistir.

Bu takimlar;

1- Spirulinales

2- Oscillatoriales
3-Gleobacterales
4-Nostocales

5- Synechococcales
6-Pleurocapsales
7-Pseudanabaenales
8- Chroococcales

9- Chroococcidiopsidales’tir (Guiry, M. D. ve Guiry, G. M., 2016).

1.2.1. Siyanobakterilerin ekolojisi

Siyanobakterilerin yeryiiziinde 3,8 milyar yil 6nce de yasadigi bilinmektedir. Avustralya
yakinlarindaki stromatolitlerde (Kil+siyanobakteri kolonisi) siyanobakteri fosilleri
kesfedilmisgtir. Bu fosillerin ipliksi siyanobakteri tiirii oldugu tespit edilmistir.
Siyanobakterilerin yeryliziinde bu kadar uzun yillar yasiyor olmalari ¢evresel sartlara ¢ok
iyi uyum sagladiklarinin gostergesidir. Bununla birlikte siyanobakteriler, okyanuslarda,
iliman topraklarda, sicak su kaynaklarinda, ¢ollerde, soguk gollerde, tatli su gollerinde,
kutuplarda, nadiren de tuzlu su golleri gibi ekstrem sartlarda yasayamayabilmektedir.
Ayrica siyanobakterilerin ¢ogalmalar1 biiylik oranda sicakligin ve 15181n etkisine bagh

olarak degismektedir (Ward, Castenholz ve Miller, 2012).



1.2.2. Siyanobakterilerin morfolojisi

Siyanobakteriler, tek hiicreli ya da flamentli sekilde olup, tekli gruplar ya da koloniler
olusturabilmektedir. Flamentli siyanobakterilerin kolonilere baglanmalarini saglayan
kiliflar1 bulunmaktadir. Bazi siyanobakteri hiicrelerinde gercek dallanma goriiliirken,
bazilarinda yalanci dallanma goriiliir. Ayrica siyanobakteriler ¢ogunlukla hareketsiz
olmasina ragmen yapilarinda bulunan trikom ucunu o6ne arkaya sallamasiyla hareket
edebilme yeteneklerine sahiptir.

Bunun yaninda siyanobakterilerde iireme, bakterilere benzer sekilde, hiicreler ikiye
boliinerek gerceklesirken, koloni meydana getiren tlirlerinde hiicre boliinmesi ve

fragmantasyon tarzinda eseysiz iireme goriilmektedir (Whitton, 2000).
1.2.3. Siyanobakterilerin hiicre yapilari
Siyanobakterilerin ¢ekirdek ve plastidleri bir zarla ¢evrilmemistir. Cekirdek ve plastidleri

hiicre igerisinde dagilmis halde bulunur (Whitton, 2000). Siyanobakterilerin hiicre yapisi
Sekil 1.3’de yer almaktadir (Charlebois, 2016).
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Sekil 1.3. Siyanobakterilerin hiicre yapisi

Siyanobakteri hiicreleri glikokaliks adi verilen bir yapiyla ¢cevrelenmistir.



Glikokalis karbonhidrat bakimindan zengin olup, dis membranin dis kisminda bulunan bir
kilif gibidir. Hiicrelerin kurumasini 6nleyip, temel besinin alinmasinda gorevlidir. Kilif,
cogu siyanobakteri tiirlinde polisakkaritten olusurken, bazi siyanobakteri tiirlerinde ise
polipeptitlerden olugmustur. Peptidoglikan tabakasi dis membran ile plazma membrani
arasinda yer almaktadir. Bu tabaka sayesinde i¢ ve dis periplazmik bosluk olusup, transport
kanallar1 da bu boslukta bulunmaktadir. Mekanik koruma saglayip, sert dokusuyla hiicreye

sekil verir.

Hiicre membrani hiicre organellerini sararak, hiicrede yapisal biitiinliigii saglayip, secici
gecirgen yapistyla madde aligverisi, hiicre yapisint koruma, sinyal iletimi, hiicre
hareketlerinin ve hiicreler arasi baglantilarin saglanmasi gibi 6nemli goérevlere sahiptir.
Hiicre membraninin yapisi protein ve lipitten olusur. Siyanobakterilerde grana gibi yapilar
olmadigindan yapilar1 basittir. Membran organizasyonu, tiire ve fizyolojik duruma gore
degismektedir (Bryant, 1994). Bunun yaninda siyanobakterilerin ¢ogunda 1s1k tutucu
olarak gorev yapan fikobilizomlar bulunmaktadir. Fikobilizomlarda allofikosiyanin
pigmenti bulunur (Madigan ve digerleri, 2003). Fikosiyanin ve fikoeritrin merkezden disa
dogru yayilarak yilizey alanmi arttirir. Fikobilizomlarin biyiikligi sekil, tir ve 1sik
kosullarina bagl olarak degismektedir. Fikobilizomlarin yapist Sekil 1.4’de yer almaktadir
(Bryant, 1994).
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Sekil 1.4. Fikobilizomlarin yapisi



Siyanobakterilerin  sitoplazmalarinda  glikojen  graniilleri, siyanofisin  graniilleri,
karboksizomlar, volutin ve gaz vakuolleri bulunmaktadir (Garrity, Brenner, Krieg, Staley
ve Manual, 2005). Ayrica besin depo maddesi kromoplazma igersinde yer alir. Bu besin
depo maddeleri glikojen, siyanofisin ve volitindir. Baz1 siyanobakteri tiirlerinde yag ve

lipit de bulunur (Stal, 2012).

1.2.4. Siyanobakterilerdeki ozellesmis hiicreler ve farklilasma

Siyanobakterilerin ortam kosullarina uyum yeteneklerinin iyi oldugu bilinmektedir. Bu
amagla siyanobakterilerde bulunan o6zellesmis hiicreler, farklilasarak siyanobakterilerin
ortam kosullarina uyum yeteneklerini arttirir. Bu yapilardan hormogonium, anormal
sartlarda olusur. Hormogonium ipliksi yapida olan bazi siyanobakteri tiirlerinde aradaki
hiicrelerin 6lmesiyle ipligin birkag hiicreden olusan pargalara doniismesidir (Sekil 1.5). Bu

pargalarin her biri hormogonium olarak adlandirilir. Hormogonium sartlar elverigli

oldugunda geliserek ipligi yeniden meydana getirir (Damerval, Guglielmi, Houmard ve De
Marsac, 1991).

Sekil 1.5. Hormogoniumum  yapist  (Cernek  Goli/Bafra  Balik  Golleri)



Bunun yaninda ipliksi siyanobakteri tiirlerinde anormal sartlara dayanikli heterosist ve
akinet olarak adlandirilan yapilar da bulunur. Tek hiicreden meydana gelen akinet veya
heterosit vejetatif hiicrenin metamorfoz gegirmesiyle olusmaktadir. Akinet, vejetatif
hiicreden daha biiyiik yapili, kalin ¢eperi bulunan, yedek madde agisindan zengin bir
spordur (Sekil 1.6).

Sekil 1.6. Akinetin yapisi (Cernek Golii/Bafra Balik Golleri)

Heterosist ise bazi siyanobakteri hiicrelerinin biiyliyerek olusturdugu homojen goriiniimlii
yapidir (Hermawan, 2019). Heterosistin yapisi, Sekil 1.7°de yer almaktadir.

- S

Heterosist

il

Sekil 1.7. Heterosistin yapisi (Cernek Golii/Bafra Balik Golleri)

Heterosoist, vejetatif hiicre ile arasinda ger¢eklesen fotosentez sayesinde azot

fiksasyonunun ger¢eklesmesini saglar.
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Azot fiksasyonu yapan siyanobakteriler genelde filamentli formdadir. Ayrica azot
fiksasyonu, sadece anaerobik kosullarda islev gorebilen nitrogenaz enziminin varliginda
gergeklesir. Nitrogenaz, azot gazindan amonyum iiretimini hizlandiran bir biyolojik
katalizordiir. Nitrogenaz enziminin Diinya atmosferinde heniiz oksijen yokken ortaya
ciktig1 diistinilmektedir. Diinya’nin atmosferi, iki milyar yildir oksijenlidir. Azot baglayan
bakteriler, iki milyar yil igerisinde degisik stratejiler gelistirerek nitrogenazlarin
oksijenden korumaktadir. Bu gii¢liigii yenebilmek igin siyanobakterilerin bazi tiirleri
“heterosist” olarak adlandirilan yapilari bulundurmaktadir. Heterosistin hiicre duvari ¢ok
kalin oldugundan oksijenin igeri girmesini engelleyerek nitrogenazin ¢alisamasini saglar.
Fotosistem II’lerini kaybeden heterosistler anaerobik kosullara ¢ok iyi uyum
saglamiglardir. Isik varliginda fotosistem I’i kullanarak ATP {iretebilmektedirler. Bunun
yanindab atmosferdeki azot gazini kullanamayan canlilar, bagli azot agisindan prokaryot

canlilara ihtiya¢ duymaktadir (Graham ve digerleri, 2004).

Son yillarda siyanobakterilerin oksijenden korunma mekanizmalar1 {izerine calismalar
yapilmis olup, bu mekanizmalarin filogenetik, morfolojik, fizyolojik, molekiiler ve
adaptasyonla ilgili 6zellikleri arastirilmistir (Adams ve Rohlf, 2000; Bohme, 1998; Fay,
1992).

Serbest oksijenin %10’dan az oldugu zaman siyanobakterilerdeki azot fiksasyonu en
verimli sekilde gergeklesir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda ise oksijen heterosistten
sizarak nitrogenazi durdurmaktadir. Siyanobakterilerin %10’un {izerinde serbest oksijen
konsantrasyonuna sahip olmasi fotosentezin inhibe olmasmma neden olmaktadir.
Siyanobakterilerin disiik oksijen kosullarinda daha iyi gelisim gostermeleri belki de
onlarin oksijen kitlig1 olan Siliiriyen Oncesi donemden gelen canlilar olmalarindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Bu diislinceyi destekler nitelikteki diger veri ise heterosist
ve nitrogenaza sahip olmayan siyanobakteri tiirlerinde nitrogenaz1 kodlayan genlerin var
oldugunun tespitidir (Keeton, Gould J. L., ve Gould C. G., 2004). Bunun yaninda birgok
siyanobakteri tilirlinde, yogunlugu suyun yogunlugundan az olan ve yiizmeyi saglayan gaz
vakuolleri bulunur (Reynolds, Oliver ve Walsby, 1987). Siyanobakteriler, gaz vakuolleri
sayesinde su yiizeyinde yiizerek, yasamalari igin daha elverisli bir ortama dogru, hareket
ederler. Gaz vokuolleri bulunmayan siyanobakteri tiirleri genellikle dip kisimlarda birikir
(Walsby, 1994).
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1.2.5. Siyanobakterilerin kullanim alanlar

Siyanobakteriler, atik sularin temizlenmesi, giines enerjisinin biyokiitleye doniisiimii, fazla
karbondioksidin ortamdan uzaklastirilmasi, hava kalitesinin arttirilmasi, kimyasal
maddelerin iiretilmesinden enerji eldesine kadar ¢ok genis kullanim alanina sahiptirler
(Converti, Casazza, Ortiz, Perego ve Borghi, 2009; Demirbas, 2010). Bunun yaninda
karbondioksit, protein ve yag asidi igerigi bakimindan zengin olduklarindan, hayvan yemi,
gida, kozmetik, katki maddesi olarak da kullanilmaktadir (Sasa, Sentiirk, Ustiindag ve
Erem, 2020). Son yillarda ise siyanobakterilerin, fotosentez, fotosentezin genetik kontroli,
genetik  ekspresyonun fotoregiilasyonu, hiicre farklilagmasi, azot fiksasyonu gibi
biyoteknoloji ve saglik alanlarindaki kullanimlar1 yogunlagmistir (Boussiba ve Richmond,

1980).
1.3. Antimikrobiyal Aktivite

Bakteriyel enfenksiyonlara karsi kullanilan antibiyotikler ve farmokolojik aktif bilesikler
bakterilerin neden oldugu enfenksiyonlari1 ortadan kaldirirken bazi  yararl
mikroorganizmalart da olumsuz etkilemekte olup, sik ve bilingsiz kullanilan antibiyotikler
ise patojen mikroorganizmalar1 bakterilere karsi daha direngli hale getirmektedir.
Antibiyotiklere ve farmakolojik aktif bilesiklere karsi direng gelistiren patojen
mikroorganizmalarin yaptiklari enfenksiyonlarin sayisindaki artig siyanobakterilerin aktif
bilesiklerinin arastirilmasina yonelik ilgiyi arttirmistir (Ucarkus ve digerleri, 2017).
Siyanobakterin aktif bilesiklerinin izolasyonu genel olarak iki nedenden dolay1
arastirtlmaktadir. Bunlardan birincisi; farmakolojik ve biyolojik uygulamalar i¢in yeni
bilesiklerin kesfi, ikincisi ise organizmalarin dogal ortamlarindaki iliskilerinin daha iyi

anlasilmasidir (Rania ve Hala, 2008).

Siyanobakteriler T{izerine yapilan arastirmalar gostermistir ki, siyanobakteriler,
antimikrobiyal aktivitesi bulunan aktif bilesikler tiretmektedir. Siyanobakterilerin sekonder
metabolitleri ile toksik, hormonal ve antimikrobiyal aktiviteleri arasinda 6nemli iligkiler
bulunmaktadir (Carmichael, 2001; Patterson, Larsen ve Moore, 1994). Bu bilesikler Gram
pozitif ve Gram negatif bakterilere kars1 etkili bulunmustur. Gram pozitif ve Gram negatif

bakteriler arasinda da Gram pozitif bakterilere karsi daha etkili olduklar1 saptanmustir.,
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Bunun sebebinin, Gram negatif bakterilerin toksik ajanlara karsi direngli olmasi ve
membranlarinda bulunan lipopolisakkaritlerin dis c¢evreleriyle baglantiy1 keserek bir
bariyer gorevi yapmasidan kaynaklandigi ifade edilmektedir (Dixon, Al-Nazawi ve
Alderson, 2004).

1.3.1. Mikrodiliisyon yontemi

Antibiyotiklere kars1 mikroorganizmalarin gosterdigi duyarlilik ¢ok farkli sekillerde olup,
bu durum, mikroorganizmalarin tiiriine ya da antibiyotiklerin yapisina gore degisiklik
gosterebilmektedir. Bu nedenle kullanilacak olan antibiyotigin statik 6zelliginin ¢ok iyi
belirlenmesi gerekmektedir. Mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi duyarliliginin
saptanmasinda, dillisyon ve difiizyon olmak iizere baslica iki yontem vardir. Diliisyon

teknigi ise tlip diliisyon ve agar diliisyon olmak tizere iki tanedir.

Tiip diliisyon teknigi makro ve mikro olmak iizere iki sekilde uygulanmaktadir. Her iKi
yontem de prensip olarak ayni olmasina ragmen, makrodiliisyon yonteminde test tiipleri
kullanilirken, mikrodilisyon yonteminde "U" veya "V" tabanli mikroplate kullanilmaktadir.
Mikrodilisyon yontemi antimikrobiyal maddelerin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
(MIK) degerini belirlemede kullanilmaktadir. MiK degeri, antimikrobiyal maddenin statik
etkisini gdstermektedir. MIK, antimikrobiyal 6zellikteki maddenin mikroorganizmalarin
gelismesine engel olan en diisiik yogunlugu olarak ifade edilmektedir. Agar diliisyon
teknigi ise tlip diliisyon teknigine benzemesine ragmen tek fark, bu yontemde diliisyonlar1
hazirlanan antimikrobiyal maddenin agar icine eklenerek iyice karistirilip, petrilere
dokiilmesidir. Boylece her petride antimikrobiyal maddenin farkli konsantrasyonlari
bulunmaktadir.  Yine kullanilan test mikroorganizmalar1 da bu sekilde ekilmektedir.
Diflizyon teknigi agar yiizeyinde farkli yontemlerle uygulanmaktadir. Bu uygulamalar
icerisinde yer alan ve en ¢ok kullanilan yontem disk difiizyon yontemidir. Bu yontemde
kagit disklere emdirilen antimikrobiyalmaddenin, test mikroorganizmanin inokiile edildigi
besi ortamina difiizyonu prensibine dayanmaktadir. Belirli miktarlarda antimikrobiyal
madde emdirilmis kagit diskler, test mikroorganizmasinin inokiile edildigi kat1 besi

ortamina yerlestirilmektedir.
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Petrilerin inkiibasyonu sonucunda disk cevresinde olusan inhibisyon zonlari milimetrik
olarak olgiilmekte, sonuglar standart zon tablolarina gore degerlendirildikten sonra
mikroorganizmanin kullanilan antimikrobiyal maddelere karsi duyarlilik durumu
belirlenmektedir (Ulusal Mikrobiyoloji Standartlari, 2018). Agar difiizyon yontemi
kapsaminda kullanilan diger yontem de kiiltiir igeren besi ortami iizerine belirli ¢apta
kuyucuklar acgilmakta ve bu kuyucuklarin i¢ine homojen olarak ¢oziilmiis ucucu yag
karisim ilave edildikten sonra petriler inkiibe edilmektedir. Inkiibasyon siiresi sonunda
kullanilan maddenin etkinligi, kuyucuk etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 ile tespit
edilmektedir. Kullanilan maddenin antimikrobiyal etkisi, disk diflizyon testine benzer
sekilde degerlendirilmekte, antimikrobiyal etki, olusan inhibisyon zonunun ¢api ile dogru

orantili olarak artmaktadir (Burt, 2004; Schelz, Molnar ve Hohmann, 2006).

1.4. Antioksidan Aktivite

Bir ya da daha fazla ortaklanmamis elektron iceren molekiil ya da atomlar serbest
radikaller olarak isimlendirilir (Yazici ve Kader, 2004). Antioksidanlar, mevcut ortamdan
uzaklastirarak ya da serbest radikallerin olusumunu Onleyerek hiicrenin zarar gérmesine
engel olup, cogunlukla yapilarinda fenolik bilesik bulunduran molekiillerdir (Kdhkonen ve
digerleri, 1999; Nagai, Myoda ve Nagashima, 2005). Siiperoksit (O,"), hidrojen peroksit
(H20y), hidroksil (OH"), peroksi (ROO) gibi oksijen iceren serbest oksijen radikalleri
(SOR) kararsiz yapida olup kolayca reaksiyon verebilen bilesiklerdir (Yazic1 ve Kader,
2004). Solunum, enzim reaksiyonlari, UV 1ginlar, iyonize radyasyon gibi ¢evresel
kaynaklarin etkisiyle serbest radikaller meydana gelebilmektedir (Young ve Woodside,
2001). Serbest radikaller ¢ogu dejeneratif diizensizlik, kanser ve bunun gibi hastaliklar,
kalp damar hastaliklar1 ve alzaymir gibi hastaliklarin olusumunda 6nemli rol oynar
(Devasagayam ve digerleri, 2004; Sarma, Mallick ve Ghosh, 2010). Antioksidanlar ise
serbest radikallerin sebep oldugu oksidasyonun bazi zararl etkilerini hafifletebilir (Rice-
Evans ve Burdon, 1993). Yine serbest radikal olusumunu engellenmesi ve olusan serbest
radikallerin etkisiz hale getirilmesi antioksidanlar sayesinde olur (Serteser ve Gok, 2003).
Antioksidanlarin aktivitesi konsantrasyon miktari, sicaklik, substrat ¢esidi ve ortamdaki
oksijen miktar1 gibi ozellikler dikkate alindiginda, degisiklik gostermektedir (Becker ve
digerleri, 2004).
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Antioksidanlar mekanizmalarina gore iki sinifa ayrilirlar. Bunlardan ilki olan birincil
antioksidanlar, radikaller ile reaksiyona girip, zararli formlara doniismesini ve yeni serbest
radikal olusmasin1 engellemektedir (6rnegin; katalaz, peroksidaz, transferin). ikinci grup
ise ikincil antioksidanlar olup, oksijen radikalini yakalayarak sistem igerisinde olusacak
radikal zincir reaksiyonlarin1 dnlemektedir (6rnegin; askorbik asit, E vitamini, polifenoller)

(Serteser ve Gok, 2003).

Temel antioksidan kaynaklar1 dorde ayrilmistir (Prior, Wu ve Schaich, 2005). Bu
antioksidan kaynaklari;

1. Enzimler; siiperoksit dismutaz, peroksidaz, katalaz
2. Biiyiik molekiiller; albumin, ferritin ve diger proteinler

3. Kiigiik molekiiller; askorbik asit, iirik asit, tokoferol, karetonoidler, polifenoller
(epigallokatesin, epigallokatesingallat, epikatesin, katesin, kafeik asit, klorojenik asit,

gallik asit, ferulik asit, kumarik asit vb.)

4. Bazi hormonlar; 6strojen, melatonin vb.

Toplam antioksidan kapasitenin dlgiilmesi i¢in hidrojen atomu transfer (HAT) yontemi ve
elektron transferine (ET) yontemi kullanilmaktadir. HAT temelli yontemlerin ¢ogu, azo
bilesiklerin bozulmas1 yolu ile olusan peroksil radikalleri i¢in antioksidan ve substratin
rekabetine dayanan reaksiyonlardir. ET temelli yontemler ise antioksidanin oksidani
indirgenme yetenegini renk degisimi ile belirleyen yontemlerdir. HAT temelli yontemler;
genellikle pH etkisinden, ¢oziicliden kismi olarak bagimsiz ve kisa siirede gergeklesirken,
ET temelli yontemler; pH’a, ¢oziiciiye bagl olarak ve yavas sekilde gergeklesir (Apak,
Giiglii, Ozyiirek ve Karademir, 2004). DPPH radikalleri siipiirme yontemi ve Bakir (II)
indirgeyici antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC) ET temelli yontemlerdir.

1.4.1. DPPH radikalleri soniimleme yontemi
DPPH’mm (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) maksimum absorbans’t 515 nm’de, minimum

absorbans ise 517 nm’ de antioksidan ile serbest DPPH radikalineproton transferi ile
gerceklesmektedir (Huang, Ou ve Prior, 2005).
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Goriiniir alanda gergeklesen bu siire¢ absorbans sabitleninceye kadar spektrofotometre ile
takibe alinmaktadir (MacDonald-Wicks, Wood ve Garg, 2006; Scalzo, 2008). Bu yontem
teknik acgidan basit ve hizli gerceklesen bir yontemdir. Ancak bazi dezavantajlar1 bu

yontemin uygulamasini sinirlandirmaktadir. Bu dezavantajlar;

e Peroksil radikalleri ile ¢ok hizla reaksiyon olusturabilen bir¢ok antioksidan, DPPH ile

yavas reaksiyona olusturabilir ya da hig¢ reaksiyon olusturmayabilir.

e DPPH uzun 6miirlii bir azot radikali olup, lipit peroksidasyonu ile alakali bir reaktif ve
kisa omiirlii olan peroksil radikali ile benzerlik gostermemektedir (Huang ve digerleri,

2005; Magalhaes, Segundo, Reis ve Lima, 2008; Prior ve digerleri, 2005).

1.4.2. Bakar (II) indirgeyici antioksidan kapasite yontemi

Tiitem ve Apak tarafindan (1991) 1limli bir oksidan olarak ¢esitli indirgen ajanlarin tayini
icin kullanilabilecegi onerilen bis (neokuprein) bakir (II) kloriir reaktifi, sistein, E vitamini
(Tutem, Apak, Giinaydi ve Sozgen, 1997) ve askorbik asit’in (Giiglii, S6zgen, Tiitem,
Ozyiirek ve Apak, 2005) tayininde basari ile kullamilmustir. Bakir (II) indirgeyici
antioksidan kapasite yontemi (CUPRAC: Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity) ile
hem hidrofilik, hem lipofilik antioksidan kapasite belirlenmektedir.

Sentetik antioksidanlarin  kanserojen etkilerinin olmasi, bilim insanlarin1 dogal
antioksidanlar {izerine arastirma yapmaya yoneltmistir (Madhavi, Deshpande ve Salunkhe,
1995). Son zamanlarda antioksidan fonksiyonu olan ¢oklu doymamis yag asitleri, f-
karoten ve diger pigmentler gibi c¢esitli aktif bilesiklerin kaynagi olan siyanobakterilere
olan ilgi artmistir. Siyanobakterilerden elde edilen pigment maddeleri, gii¢lii antioksidan
ozellige sahiptir (Bhat ve Madyastha, 2001; Reddy ve digerleri, 2000; Wang, Pan, Sheng,
Xu ve Hu, 2007).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasit Amasya Universitesi, Egitim Fakiiltesi laboratuvarinda

yapilmustir (Sekil 1.8).

Sekil 1.8. Calismanin yiiriitiildiigi laboratuvar
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2.1.1. Cahismada kullamilan besi ortamlari

BG 11 ve BG11j s1v1 besi ortami

Stvi besi ortami hazirlanirken, tim malzemeler Abelson ve Simon’un 1988’de yaptigi

caligmalarindan yararlanilarak hazirlanip, 121 °C’de 20 dk otoklavlanmistir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Stvi besi ortam1 hazirlama

Miktar1 BG-11-1X BG-114-1X Miktar1
Malzemeler ) ) Soliisyonu
(g/L) Miktar1 (ml) Miktar1 (ml) (9)
MgSO,.7H,0 H;BO
B 6 10 10 iy 2,86
(MERCK) (MERCK)
CeHgO4 MnCl, 4H,0
0,6 10 10 1,81
(MERCK) (MERCK)
Fe(CeHs07) ZnS0,.7H,0
. 0,6 10 10 0,22
(SIGMA) (MERCK)
CaC|2.2H20 Na,Mo00,.2H,0
3,6 10 10 0,39
(MERCK) (MERCK)
CH,N (CH,COOH CuS0,.5H,0
[CHN (CH, o 10 10 v 0,079
»(SIGMA) (MERCK)
K;HPO, CO(NOg)gGHgO
4 10 10 0,0494
(MERCK) (MERCK)
Na,CO; ..
3 10 10 Distile su 1L
(MERCK)
NaNO3
150 10 -
(MERCK)
Soliisyon - 1 1
Distile su ile 1L ye|Distile su ile 1L ye
tamamlanir tamamlanir.




BG 11 veBG-11, kat1 besi ortam1
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Kat1 besi ortami hazirlanirken tiim malzemeler Abelson ve Simon’un 1988’de yaptigi

calismalarindan yararlanilarak hazirlanip, 121 °C’de 20 dk otoklavlanmustir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Kat1 besi ortam1 hazirlama

Miktart BG-11-1X BG-11,-1X Miktari
Malzemeler Soliisyonu
(g/L) Miktar1 (ml) Miktar1 (ml) (9)
MgSO47H20 H;BO;
6 10 10 2,86
(MERCK) (MERCK)
CeHgO MnCl, 4H,0
" 0.6 10 10 iy 1,81
(MERCK) (MERCK)
Fe(CsHsO ZnS0,.7H,0
(_ HeO7) 06 10 10 G 0,22
(SIGMA) (MERCK)
CaCl,.2H,0 Na,Mo00,.2H,0
3,6 10 10 0,39
(MERCK) (MERCK)
CH,N (CH,COOH CuS0,.5H,0
[CH; (. 2 )22 0. r 10 4.5H; 0,079
(SIGMA) (MERCK)
K,HPO Co(NO3),.6H,0
a2 4 10 10 (NOs)z.6H; 0,0494
(MERCK) (MERCK)
Na,CO; o
3 10 10 Distile su 1L
(MERCK)
NaNO3
150 10 -
(MERCK)
Soliisyon - 1 1

Distile su ile 500

ml’ye tamamlanir.

Distile su ile 500

ml’ye tamamlanir.

Otoklavlanan besi ortami1 (BG-11- BG-11g), otoklavlanan

agar powder (SIGMA)

(129gr/500ml) ile karistirilarak petrilere dokiilmistiir. Katilastiktan sonra 4 °C’de

saklanmustir.
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Nutrient agar (NA) plaklari

Antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda kullanilan bakterilerin ve mayalarin, gelistirilmesi
ve stoklanmasi i¢in kullanilmastir.

20 g Nutrient Agar

1000 ml Distile Su

Nutrient agar ve distile su karisimi, 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak (NUVE-
STEAMART OT-90L) steril edilip, petrilere dokiilmiistiir. Katilastiktan sonra 4 °C’de

muhafaza edilmistir.

Nutrient broth (NB) siv1 besi ortam

Bakterilerin kiiltiirde biiyiitiilmeleri amaci ile kullanilmaistir.

8 g Nutrient Broth

1000 ml Distile Su

Broth ve distile su karisimi, 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilip, 4 °C’de

muhafaza edilmistir.

2.1.2. Cahismada kullamlan c¢ozeltiler

5X TBE buffer (5x Tris-borate-EDTA)

108 g Trisma Base (SIGMA)

55 g HsBO3 (MERCK)

40 ml 0,5 M [CH,N(CH2COOH),],

Distile Su ile 2 litreye tamamlanmuistir.

pH:8

Manyetik karistirict (MTOPS MS300HS MAGNETIC STIRRER) ile karistirilarak

homojenize edilmistir (Boutte ve digerleri, 2005).
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1X TBE buffer (1x Tris-borate-EDTA)

5X TBE’den 400 ml alinip,

1600 ml Distile Su eklenmistir.

Manyetik karistirici ile karistirilarak homojenize edilmistir (Boutte, Grubisic, Balthasarat,
ve Wilmotte, 2006).

Liziz buffer

40 mM [CH;N(CH2COOH),]> (SIGMA)

400 mM NaCl (MERCK)

0,75 mM Tris HCI (MERCK)

pH: 8,3

Manyetik karistirici ile karistirilarak homojenize edilmistir (Abelson ve Simon, 1988).

TE (Tris-EDTA) buffer

2,5ml 1M Tris HCI (MERCK)

0,5ml 0,5 M [CH,N(CH2COOH),], (SIGMA)

2,47 ml Distile Su

pH:8

Manyetik karistirici ile karistirilarak homojenize edilmistir (Sambrook, Fritsch ve
Maniatis, 1989).

DPPH hazirlama

25 mg DPPH
1000 ml Distile Su
4 °C’de 24 saat saklanmustir.



2.1.3. Cahismada kullamilan primerler
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Caligmada 23S30R, CYA359F, CYA781R (a), CYA781R (b) ve CYA1494R primerleri
kullanilmustir (Taton, Grubisic, Brambilla, De Wit ve Wilmotte, 2003; Boutte ve digerleri,

2005).

Cizelge 1.3. Calismada kullanilan primerler

Primer Sekans (5°-37) Pozisyon 3’ ucu
23S30R CTTCGCCTCTGT GTGCCTAGG T 30
CYA359F GGG GAATTT TCC GCA ATG GG 359
CYAT78IR (a) GAC TAC TGG GGT GGT ATCTAATCCCATT 781
CYAT81R (b) GAC TAC AGG GGT ATCTAATCCCTTT 781
CYA1494R GTA CGG CTACCT TGT TAC GAC 1494

2.1.4. Cahsmada kullanilan markirlar

Bas= Fairs

23030 =

8416 —
6,557 —

23—

2027 —

Sekil 1.9. » DNA/Hindlll Digest (FERMENTAS) Markir’in fragment profili
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bp ng/10ul
3,000 100
2,000 134

1,500 100

1,000 104
900 93
800 83
700 73
600 63
500 104
100 42
300 31
200 42
100 31

100 bp DNA Ladder
1% agarose, 1x TBE

Sekil 1.10. 100 bp DNA Ladder (SOLIS BIODYNE) Markir’in fragment profili

2.2. Yontem

2.2.1. Cernek golii 6rnekleme noktalari

Siyanobakteri tiirleri, Cernek Goli’niin farkli noktalarindan, 20 Agustos 2019’da
ornekleme yapilarak elde edilmistir. Ornekleme yapilan alan Sekil 1.11°de yer almaktadir

(Tas ve Goniilol, 2007; Bekleyen ve Tas, 2008).
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Sekil 1.11. Cernek Go6lii (Cernek Golii/Bafra Balik Golleri)

Ornekleme noktasinin koordinatlart belirlenerek ornekleme noktalarinda fotograflama

yapilmistir.
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1) 2)

3)

Sekil 1.12. Cernek Golii’nden su 6rneklerin alindigi koordinatlar;
1: (41.646110, 36.079445)
2: (41.646110, 36.079166)
3:(41.646110, 36.079445)
4: (41.646390, 36.079445)

2.2.2. Su orneklerinin kimyasal analizi

20 Agustos 2019 tarihinde Cernek Golii’nden 5’er litre su 6rnegi plastik siselere alinarak

ayn1 giin laboratuvara getirilmistir.

Sekil 1.13. Cernek Goli’nden alinan su 6rnekleri
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Getirilen su érneginin ICP-OES analizleri yapilmistir. Sudaki Fe*?, Ca*?, Na*?, K* ve Mg*?
degerlerine bakilmistir. Suyun pH degeri pH metre (ISOLAB) ile &lgiilmiistiir. Ayrica

suyun sicaklig tespit edilmistir.

2.2.3. Su orneklerinin mikroskobik goriintiisii

Cernek Goli’'nden alinan su 6rneklerinden preparat hazirlanarak mikroskobik goriiniimleri
fotograflamigtir. Siyanobakterileri tiirlerinin morfolojik yapilari tespit edilmistir (40X
objektif kullanilmistir).

Sekil 1.14. Su 6rneklerinin mikroskobik goriintiileri

2.2.4. Su orneklerinin filtrasyonu

Cernek Golii'nden alinan su &rnekleri 0,2 um steril filtreden (FILTER-LAB) siiziilerek,
siyanobakteri DNA’sinin sudan ayrisarak filtre {izerinde toplanmasi saglanmstir. Filtrede

100 ml olmak {izere toplam 600 ml su 6rnegi siiziilmiistiir.
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Sekil 1.15. Filtrasyon diizenegi

2.2.5. Su orneklerinden siyanobakteri izolasyonu

Cernek Golii’nden siyanobakteri izolasyonu igin 250 ml’lik erlende 100 ml siv1 besi ortami
(2X konsantrasyonda) hazirlanmigtir. Bunun igin dort tane BG-11 sivi besi ortami, dort
tane BG-11; siv1 besi ortami hazirlanmistir. 250 ml’lik erlende bulunan sivi besi (100 ml)
ortamlarma oOkaryotik canlilart ayrigtirmak i¢in 1’er ml cycloheximide (0,1g/ml)
eklenmistir. Su Ornekleri 0,2 pum gozenek capli filtreden gecirilerek cycloheximide
(SIGMA) bulunan bu besiyerlerine ekilmistir. Uygun kosullarda (optimum 1sik ve
sicaklik), vyaklagik 1i¢ hafta gelismeye birakilmistir. Gelisen siyanobakterilerin
saflagtirilmas1 ve biyokiitle olarak yeterli biiyiikliige ulasmasinda 1X konsantrasyonda
hazirlanan s1vi ve kati besi ortami (BG-11, BG-11p) kullanilmistir. Saflagtirma asamasinda
stvt besi ortami kullanilirken, siyanobakteri steril sartlarda cam pastor pipet yardimiyla

cam tiip i¢cersinde bulunan 15 ml s1v1 besi ortamina ekilmistir.
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Vortexlenerek karigtirtlip, steril sartlarda cam pastor pipet yardimiyla ikinci bir tiipe ekim
yapilarak diliisyon yapilmistir. Saflastirma asamasinda katt besi ortami kullanilirken,
damlatma ya da ¢izgi ekimi yontemi kullanilmigtir. Damlatma ekimi ile yapilan islemde,
steril sartlarda cam pastor pipet yardimiyla alinan siyanobakteri 6rnegi, petrideki steril kati
besi ortamina, birbirine karigmayacak sekilde damlatma yapilarak gergeklestirilmistir.
Cizgi ekimi ise, steril sartlarda steril 6ze ya da ekiivyon g¢ubuk yardimiyla alinan
siyanobakteri 0rnegi, hayali dort bolgeye ayirdigimiz petrideki steril kat1 besi ortamina,
once birinci bolgeye birkag ¢izim yapilarak, ardindan 6zeyi steril edip ilk ¢izimde birinci
bolgeye de dokunup diger ¢izimlerde dokundurmadan devam ederek ii¢iincii ve dordiincii

cizimler de yapilarak gerceklestirilmistir (Abelson ve Simon, 1988).

2.2.6. Siyanobakteri izolatlarinin identifikasyonu

Sivanobakteri izolatlarinin mikroskobik analizi

Siyanobakteri tiirlerinin mikroskobik analizleri yapilirken s1v1 kiiltiirlerden yararlanilmigtir.
Siv1 kiiltiirden steril cam pasteur pipeti ile steril sartlarda, bir miktar sivi kiiltiir alinarak
preparat hazirlanmigtir. Isik mikroskobu ile izolatlarin saf olup olmadiklari, flamentli ya da
tek hiicreli olup olmadiklari, flamentli tiirlerin heterosit igerip igermedikleri, renkleri gibi
morfolojik analizleri yapilmistir (Boone ve digerleri, 2001).

Siyanobakteri izolatlarmin molekiiler identifikasyonu

Siyanobakteri izolatlarinin molekiiler identifikasyonu yapilirken niikleik asit analizine

dayanan testler yapilmistir (Boutte ve digerleri, 2005).

16S rRNA geni amplifikasyonu icin siyanobakteri izolatlaridan DNA ekstraksiyonu

Saflastirilmis olan izolatlarin 16S rRNA geni amplifikasyonlar1 i¢in sivi besi ortamlarina
(BG-11) ekimleri yapilmis olup, uygun 1sik ve sicaklik ortaminda yaklasik 3 hafta
inkiibasyona birakilmistir. Bu siv1 kiiltiirler yeterli hiicre yogunluguna ulastiginda DNA

izolasyonlar1 yapilmistir.
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DNA izolasyonu i¢in:

= Saf siyanobakteri tiirleri cam pastor pipet ile steril sartlarda, steril ependof tiiplere (1,5

ml’lik) alinip, (1 ml), 7,500 rpm’de 6 dk santrifiij yapilarak siipernetant uzaklastirildi.

= Pallet tizerine 5 pl lizozim (10mg/ml) ve 500 ul liziz buffer eklenip, vortex yapilarak,
karigtirildu.

= Etiivde 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

» Inkiibasyon sonunda tiiplere 16 pl NLS (N-loril sarkozil (%30)) eklenip, vortex
yapilarak, karistirild.

= Etiivde 65 °C’de 3 saat inkiibasyona birakildi.

= 10 dk buzda bekletildi.

= 200 pl KoAC (5M) eklenerek shaker’de 100 rpm’de 2 dk karistirildi.

= 13,000 rpm’ de 10 dk 4 °C’de santrifiij yapildi.

= 600 pl stipernatant, 60 ul DNA su ve 660 ul isoproponol steril ependof tiiplere alinda.
= 13,000 rpm’de, 15 dk, 4 °C’de santrifiij yapilarak, siipernatant uzaklastirildi.

= Palet tizerine 600 pl soguk ethanol (%70) eklendi.

= 13,000 rpm’de, 15 dk, 4 °C’de santrifiij yapilarak, ethanol uzaklagstirildi.

= Ependof tiipler kurutma kagidinin tizerine ters ¢evrilip, 30 dk bekletilerek kurutuldu.
= Tiip igindeki siyanobakteri DNA’lar1, 30 ul TE buffer i¢inde ¢6ziindi.

» izole edilen DNA’lar -20 °C’de saklanmstir (Boutte ve digerleri, 2005).
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16S rRNA + ITS + 5° 23S ¥rRNA 'min polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile amplifikasyonu

Siyanopbakteri genomik DNA’dan 16S rRNA gen + ITS ve 5 23S ucunun PZR
amplifikasyonu 25 ul’lik bir reaksiyon karisiminda gerceklestirilmistir. Calismada 359F
(5'-GGG GAA TTT TCC GCA ATG GG-3') ve 23S30R (5'-CTT CGC CTC TGT GTG
CCT AGG T-3) primer setleri kullanilmistir. Amplifikasyon reaksiyonu PZR cihazi
(PEQLAB) ile yapilmistir. Kullanilan kosullar su sekilde tanimlanmistir (Boutte ve
digerleri).

Cizelge 1.4. PZR mix hazirlanirken kullanilan malzemeler ve miktarlar

PZR mix
Malzeme Miktar (ul)
10X Dream Taq Buffer 2,5
BSA (bovine serum albumin) 2,5
MgCl, 2
359F 1
23S30R 1
dNTP mix 1
Dream Taq Polimeraz 0,25
Steril su 13,75
Genomik DNA 1

Toplam hacim 25ul’ye tamamlanmistir.

Sekil 1.16. Polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PZR)
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PZR kosullan asagidaki sekilde kurgulanmistir (Cizelge 1.5) (Boutte ve digerleri, 2005;
Calusinka, 2005).

Cizelge 1.5. PZR kosullar1

PZR kosullar1

baslangic on denaturasyon basamagi: 94 °C 5 dk

denaturasyon basamagi: 94 °C 30 s

annealing basamagi: 57 °C 30 s

30 dongii
elongation basamagi: 72 °C 2 dk

son son elongation basamagi: 72 °C 7 dk

Elde edilen PZR iiriinleri %]1°lik agarose jel 120V’da 30 dk yiiriitillerek gozlenmistir
(Boutte ve digerleri, 2005).

Restriiksiyon enzimi ile kesim (ardira profillerine bakma)

Mspl restriksiyon endonukleaz (MBI FERMENTAS) kullanilarak, izolatlardan elde edilen

PZR iirinlerinin kesimi yapilmistir.

Mspl (HPA 11)
5°...C{CGG...3’
3’...GGC1C...5°

Cizelge 1.6. Kesim reaksiyonu asagidaki sekilde hazirlanmistir.

Enzim mix hazirlama
Malzeme Miktar (ul)
PZR {iriini 20
Buffer tango 2,5
Mspl 0,5
Steril su 2

37 °C’de 5 saat inkiibasyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon 65 °C’de 20 dk inkiibasyon ile
sona erdirilmistir (Boutte ve digerleri, 2005; Calusinka 2005).
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Agarose jel elektroforezi

%2’lik (2,4 g Agorose + 120 ml 1X TBE buffer) Agarose (SIGMA) jel hazirlanmustir.

Mikrodalgada Agarose eriyinceye kadar 1sitilmistir (4 dk). Biraz soguyunca Jel aparatina

dokiilerek, polimerizasyona birakilmistir.

Sekil 1.17. Agarose jel elektroforezi

Daha sonra 6rnekler elektroforezde 50V’da 2 saat siire ile yiiriitilmistiir (Sekil 1.17).

Sekil 1.18. Agarose jelin ethidium bromiir ile boyanmasi
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Elektroforez sonrasinda jel, ethidium bromiir (SIGMA) ile boyanmustir (Sekil 1.18).

Ethidium bromiir ile boyanan jel UV 1sik altinda transilliiminatorde gozlenmistir (Sekil
1.19).

Sekil 1.19. Transsiliiminatorde gozlem

Lzolatlardan elde edilen PZR iiriinlerinin dizi analizi

PZR iirlinlerinden dizi analizi i¢in, ARDRA jeli sonrasinda elde edilen benzer bant
profillerine sahip olan izolatlardan sadece bir tanesi secilmis olup, bu izolatlara ait olan
PZR {iriiniin, dizi analizi i¢in saflastirilmas1 yapilmistir.

PZR iirlinlerinin saflastirma islem basamaklar1 su sekildedir:

¢ Kolonu toplama tiipiine yerlestirilmistir.

Kolonuna 80 pl “binding buffer” eklenmistir.

Saflagtirilacak olan DNA soliisyonu kolona transfer edilmis ve pipetleyerek 4-6 kez

karistirilmastir.

12,000 rpm’de 1 dk santrifiijlenmistir.

Toplama tiipii bosaltilip, kolon bos olan toplama tiipiine geri yerlestirilmistir.

Kolona 700 pl “wash buffer” eklenmistir.
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12,000 rpm’de 2 dk santrifiijlenmistir.

e Toplama tiipii atilip, kolon 1,5 mI’lik stril ependof tiipe transfer edilmistir.

e Kolonu igerisindeki fiber matriks in tizerine 30 pl “elution buffer” eklenmistir.
e Ornek dakika oda sicakliginda 5-10 dk bekletilip, inkiibe edilmistir.

e 12,000 rpm’de 1 dk santrifiijlenmistir.

Saf DNA elde edilmistir.

Saflagtirilmis olan PZR diriinleri dizi analizi igin GIGA Genomics Facility, Molecular

Genetics/Belgium birimine gonderilerek analiz sonuglari elde edilmistir.

Sekil 1.20. PZR iirtinlerinin santrifiiji

2.2.7. Su 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu

Alman su 6rnekleri 0,2 um por capindaki (FILTER LAB) filtre ile filtrasyon islemi
yapilarak siyanobakteri tiirlerinin DNA’s1 elde edilmistir. Filtre -20 °C’de saklanmustir.
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Filtrelerden DNA izolasyonu igin;

e -20 °C’de saklanmis olan filtre steril makas ile pargalara ayrilip, 50 ml’lik falkon

tiiplere alinmustir.

e Uzerine 50 pl lizozim (10mg/ml) ve 5 ml liziz buffer eklenip, vortex (CLEAVER)

yapilarak, karigmasi saglandi.

e Etivde (MEMMERT) 37 °C’de 1 saat inkiibe edilip, vortex yapilarak, karigmasi

saglandi.
e 160 ul NLS (N-loril sarkozil) (%30) eklendi.
e Etiivde 65 °C’de 3 saat inkiibasyona birakildi.
e 10 dk buzda bekletildi.

e 2 ml KoAC (Potasyum asetat (5M)) eklenip, orbital shaker’de (STUART) 100 rpm’de
2 dk karistirildi.

e Santrifiijde (SIGMA) 13.000 rpm’ de 10 dk 4 °C’de santrifiij yapildi.

e 600 ul siipernatant, 60 pul DNA su ve 660 ul isoproponol (BIRPA) steril ependof

tiiplere alindi.
e 13,000 rpm’de, 15 dk, 4 °C’de santrifiij yapilip, siipernatant uzaklagtirildi.
e Palet iizerine soguk ethanol 600 ul (%70) eklendi.
e 13,000 rpm’de, 15 dk, 4 °C’de santrifiij yapilip, ethanol uzaklastirildi.

e Ependof tiipler kurutma kagidinin iizerinde ters ¢evrilerek kurumaya birakildi (yaklagik

30 dk).
e Tiip icindeki DNA’lar, 30 ul TE buffer i¢inde ¢oziindi.

e Izole edilen DNA’lar +4 °C’de saklanmistir (Boutte ve digerleri, 2005; Calusinka,
2005).
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2.2.8. Saf siyanobakteri tiirlerinin biyokiitlece gelistirilmesi

Saflasan iyanobakteri tiirleri, 50 ml azotlu BG-11 s1v1 besiyerlerinde 10 giin, 200 ml azotlu
BG-11 siv1 besiyerlerinde 10 giin, 700 ml azotlu BG-11 siv1 besiyerlerinde 10 giin olmak
tizere toplamda 30 giin optimum sicaklik (Yaklasik 35 °C) ve optimum 1sik (Yaklasik 400

Liix) ortaminda inkiibasyona birakilmistir.

2)

Sekil 1.21. Saf siyanobakterileriyel tiirlerin biyokiitlece gelisimi; 1, 2



36

2.2.9. Siyanobakteri izolatlarimin filtrasyonu

Inkiibasyon sonunda yeterli biyokiitleye ulasan siyanobakteri izolatlari, flamentli ise dnce
filtreden gecirilerek siiziilmiistiir. Daha sonra 14,000 rpm’de 4 °C’de 10 dk santrifiij
yapilmistir (Sekil 1.22).

Sekil 1.22. Siyanobakteri izolatlarin biyokiitlelerinin filtrasyonu

2.2.10. Siyanobakteri izolatlarinin santrifiijii

Tilim siyanobakteri izolatlar1 14,000 rpm’de 4°C’de 10 dk santrifiij yapilmistir. Santrifiijiin

sonucu olusan siipernatant dokiilerek palet elde edilmistir (Sekil 1.23).
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Sekil 1.23. Siyanobakteri izolatlarinin biyokiitlelerinin santrifiijii

2.2.11. Siyanobakteri izolatlarimin liyofilizasyonu

Santrifiij edilmis siyanobakteri tiirleri liyofilizatorde (LABCONCO) bekletilerek

kurutulmustur (Sekil 1.24).

Sekil 1.24. Siyanobakteri izolatlarinin biyokiitlelerinin liyofilizasyonu

Liyofilizatérde kurutulan 6rnekler -20 0C>de saklanmustir.
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Sekil 1.25. Liyofilize edilmis siyanobakteri izolatlar

2.2.12. Siyanobakteri izolatlarindan ekstrakt eldesi

Liyofilize edilmis siyanobakteri tiirleri soguk azot yardimiyla Methanol (SIGMA)
kullanilarak havanda par¢alanmistir. Methanolle pargalanan Siyanobakteri tiirleri falkon
tiiplere alinarak sonikatdr (BANDELIN SONOPULS) ile 90W’da 2 dk daha parcalandi.

1)

Sekil 1.26. Siyanobakteri tiirlerinin pigmentlere pargalanmasi;
1) Methanolle par¢alama,
2) Sonikatorde pargalama
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2.2.13. Siyanobakteri ektraktlariin kurutulmasi

Methanolle pargalanarak santrifiijlenen siyanobakteri Orneginin siipernatanti alinarak
desikatorde (GLASWERK WERTHEIM) kurutulmustur. Kurutma islemi yapilirken
sogutma islemi 4°C’ye ayarli sogutmali sirkiilator (POLYSCIENCE) ile yapilmustir.

Sekil 1.27. Ekstraktlarin desikatorde kurutulmasi

Kuruyan siyanobakteri ekstrakstlar1 terazide (RADWAG) tartilarak agirliklar

belirlenmistir.

Sekil 1.28. Kurutulmus siyanobakteri ekstraktlar
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Ekstraktlarin  agirliklar1  belirlendikten sonra DMSO’da  (MERCK) ¢oziinmiistiir
(20mg/ml). Ultrasonik temizleyici (DADI DA 968) ile ekstrakt homojen hale getirilmistir.

2.2.14. Bakteriyel test mikroorganizmalari

Elde edilen siyanobakteri ekstraktlari’nin antimikrobiyal aktivitesi 10 mikroorganizma
iizerinde denenmistir. Gida patojenleri olan bu mikroorganizmalarin 8 tanesi bakteri, 2

tanesi ise mayadir. Bu mikroorganizmalar,

Gam pozitif (+) bakteriler;

Bacillus cereus ATCC 7064,

Micrococcus luteus NRLL 1018,

Bacillus subtilis ATCC 6633,

Staphylococcus aureus ATCC 25923,

Gam negatif (-) bakterileri;

Salmonella typhimurium LT2,

Klebsiella pneumoniae ATTC 700603,

Escherichia coli ATCC 25922,

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,

Mayalar;

e Candida albicans ATCC 14053,

e Candida krusei ATTC 34135.
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2.2.15. Antimikrobiyal aktivitenin saptanmasi

Tim siyanobakteri tiirlerinin toplam ekstraktnin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek
amaci ile tiip diliisyon teknigi kullanilmistir. Bu amacgla mikrodiliisyon yontemi ile
antimikrobiyal maddelerin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) degerlerini
belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinda 26 farkli siyanobakteri ekstrakti test

edilmistir.

Mikrodiliisyon yontemi ile MIK degerinin saptanmasi

Tim denemeler NA (MERCK) besi ortami ve NB (MERCK) besi ortami kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tiim bakteriyel test mikroorganizmalar1 37+0,1 °C‘de 24 saat inkiibe
edilmigtir. Bakteriyel test mikroorganizmalar1 5 ml NB i¢ine steril sartlarda ekilerek
3740,1 °C‘de 18 saat gelistirilmistir. Optik yogunlugu (OD) ayarlamak igin
spektrofotometre (THERMO GENESYS 10S UV-VIS) ile 600 nm’deki bakteri absorbansi
0,1 A ayarlanmistir. OD’si ayarli bakterinin ekildigi NB, 96 kuyucuklu plate, birinci
kuyucuktan baglayarak, diliisyon yapilmistir. Birinci kuyucukdan itibaren 8. kuyucuga
kadar seri diliisyonlar1 (3; 1,5; 0,75; 0,375; 0,1875; 0,09375; 0,046875; 0,0234375 mg/ml)
yapilmustir. 37+0,1 °C‘de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra NA plaklarina
steril sartlarda ¢izi ekim yapilarak 37+0,1 °C‘de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonlandiginda MIK degerleri NA plaklarinda gdzlenmistir. Uremenin

olmadigi son kuyucugun konsantrasyon degeri baz alinmistir.

Sekil 1.29. Spektrofotometre 6l¢iimii
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2.2.16. Antioksidan aktivitenin saptanmasi

Siyanobakteri ekstraktlarmin antioksidan aktivitelerini belirlemek amac1 ile DPPH
radikalleri siiplirme yonteminden ve Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC)
yonteminden yararlanilmistir. Antioksidan aktivite ¢alismalarinda 26 farkli siyanobakteri

ekstrakti test edilmistir.

DPPH radikalleri soniimleme aktivitelerinin saptanmasi

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) (SIGMA) radikalleri soniimleme aktivitesinden
yararlanarak, siyanobakteri ekstraktlarinin antioksidan 6zellikleri belirlenmeye ¢alisilmistir
(Huang ve digerleri, 2005). Bu amagla 96 kuyucuklu plate birinci kuyucuk hari¢ tiim
kuyucuklara 5 pl DMSO (Dimethyl Sulphoxyde) eklenmistir. Birinci ve ikinci kuyucuga 5
ul siyanobakteri ekstrakt: eklenmistir. Ikinci kuyucuktan itibaren sekizinci kuyucuga kadar
(sekizinci kuyucuk harig) 5 pl seri dilisyonlar1 yapilir. Tek bir siyanobakteri ekstrakti igin
4’lii dilisyon yapilir. Ik 3 dilisyona uygun konsantrasyonda methanol eklenir. 4. dilisyona
uygun konsantrasyonda DPPH eklenir. 30 dk karanlik ortamda bekletilir. Optik yogunluk
(OD) 520 nm tzerinde mikroplaka okuyucu (BECKMAN COULTER DTX880) ile
Ol¢iiliip, degerler kaydedilmistir.

Sekil 1.30. Mikroplaka okuyucu
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Bakar (I1) indirgevici antioksidan kapasitenin saptanmasi

Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC: Cupric lon Reducing Antioxidant
Capacity) yonteminden yararlanarak, siyanobakteri ekstraktlarinin TEAC (Troloks
Esdeger Antioksidan Kapasite) degeri bulunarak, antioksidan ozellikleri belirlenmeye
calisgilmigtir (Tiitem ve Apak, 1991). Bu amagla 96 kuyucuklu plate ilk kuyucuk harig tiim
kuyucuklara birinci kuyucuktan sekizinci kuyucuga kadar (sekizinci uyucuk harig) 5 pl
DMSO (Dimethyl Sulphoxyde) eklenmistir. Birinci ve ikinci kuyucuga 5 ul siyanopbakteri
ekstrakti eklenmistir. Ikinci kuyucuktan itibaren sekizinci kuyucuga kadar 5 pl seri
dilisyonlar1 yapilir. Tek bir siyanobakteri ekstrakt: igin 4°lii dilisyon yapilir. flk 3 dilisyona
yeterli konsantrasyonda sirasiyla distile su, CuCl, (100 mM), Neocuproin (7,5.10° M),
NHsAc (1M, Ph:7) eklenir. Dilisyona yeterli konsantrasyonda sirastyla DMSO ve steril su
eklenir. 30 dk karanlik ortamda bekletilir. OD 450 nm iizerinde mikroplaka okuyucu
(BECKMAN COULTER DTX880) ile 6l¢iiliip, degerler kaydedilmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Su Orneklerinin Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
Cernek Goli'nden 20 Agustos 2019 tarihinde alinan su o6rneginin analizi ICP-OES
cithazinda yapilmistir. Bu analizde Fe*? Ca™, Na™ K' ve Mng2 degerlerine bakilmistir

(Cizelge 1.7).

Cizelge 1.7. Cernek Golii su 6rnegi ICP-OES analizi

ICP-OES Analizi
Icerik

Iyon Adi Miktari
Ca* (mglL) 40,56
K™ (mg/L) 23,86
Na*? (mg/L) 698,3
Fe™ (mg/L) -0,013
Mg* (mg/L) 108,1

pH 8,25

Sicaklik (°C) 24,4
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Daha once yapilan calismalara bakildiginda, Cernek GOli su O6rnegi analizi ile ilgili
DSi’nin ve Cevre ve Orman Bakanligi’nin Kizilirmak Deltas1 Yénetim Plam (KDYP)
kapsaminda yapmis oldugu ¢alismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda suyun NH,", PO43,
Ca®, Mg+2, K*, CI" ve SO, degerleri bakimindan analizi yapilmistir. Ayrica suyun pH
degeri olgiilerek tespit edilmistir (Sekil 1.31).

DSI, 1982 DSI, 1994 KDYP, 2008
pH 8,4 8,93 8,64
NH,* (mg/L) 0 0,353 0,073
PO, (mg/L) 0 0,193 0,24
Ca' mg/L 70,14 48,89 0
Mg (mg/L) 82,64 87,13 0
K* (mg/L) 16,22 14,85 0
CI mg/L) 627,5 571,4 0
S042 (mg/L) 361,7 230,9 179.5

Sekil 1.31. Cernek Golii su kalitesi parametreleri

Cernek Golii su orneginden bizim yaptigimiz ¢alismada ICP-OES analiz verilerine gore
sudaki Ca*? degerinin 40,56 mg/L oldugu goriilmiistiir. Fakat 1982’de Devlet Su Isleri
(DSI) yapmis oldugu calismada Ca*? degerinin 70,14 mg/L oldugunu, bunun yaninda yine
DSI 1994°de yapmus oldugu calismada Ca* degerinin 48,89 mg/L oldugunu tespit etmistir.
Buna ek olarak KDYP 2008’de yapmis oldugu ¢ahismada ise Ca'® degerinin 0 mg/L
oldugunu belirlemistir. Dolayisiyla bizim yapmus oldugumuz calismada elde edilen Ca*?
degerlerine bakildiginda DSI’nin (1982, 1994) ve KDYP’nin (2008) yapmis oldugu
calismalarda belirlenen Ca* degerlerine gore Onemli Olgiide degismedigi goriilmiistiir.
Nitekim Can ve Tas 2012°de yaptig1 ¢alismada ise en diisiik Ca™® degerinin 1.00 mg/L ile
Ekim ayinda, en yiiksek Ca* degerinin ise 2.05 mg/L ile Aralik ayinda goriildigiini
saptamistir. Ayrica ortalama Ca™ degerinin 1.79 mg/L oldugunu tespit etmistir. Fakat
bizim 2019’da yaptigimiz ¢alismada elde edilen Ca*? degerlerinin Can ve Tag’m (2012)
yapmis oldugu caligmada belirledigi Ca* degerlerinden oldukca yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bunun durumun ziraii faaliyetlerde kullanilan kimyasal giibrelerden

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (Yeniyurt, Cagirankaya, Lise, Ceran, 2008).
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Yine Cernek Golii su 6rneginden yapilan ICP-OES analiz verilerine goére sudaki K*
degerinin 23,86 mg/L oldugu tespit edilmistir. Buna karsilik 1982°de DSI’nin yapmis
oldugu calismada K' degerinin 16,22 mg/L oldugu, DSi'nin 1994’de yapmus oldugu
calismada K™ degerinin 14,85 mg/L oldugu goriilmiistiir. DSI’nin (1982, 1994) yapmis
oldugu calismada elde edilen verilerden yola c¢ikarak, 2019°da bizim aldigimiz su
ornegindeki K* degerinin yillara gore 6nemli dl¢iide degismedigi goriilmektedir. Bunun
yaninda KDYP 2008’de yapmis oldugu ¢alismada K* degerini 0 mg/L olarak belirlemistir.
Buradan yola ¢ikarak KDYP’nin yapmis oldugu ¢alismada elde edilen K* degerinin arttig
tespit edilmistir. Buna karsin Ozkul ve Karakaya’nin 2006°da yapmis oldugu calismada K™
degerinin 17,6 mg/L oldugu, dolayis1 ile bizim yaptigimiz ¢alismada elde edilen K*

degerinin bu ¢alismada elde edilen K™ degerine yakin degerler oldugu saptanmustir.

Bununla birlikte Cernek Golii su Orneginden yapilan ICP-OES analiz verilerine gore
sudaki Na*? degerinin 698 mg/L bulunmasma ragmen, Ozkul ve Karakaya’nin 2006’da
yapmis oldugu calismada 304,4 mg/L oldugu belirlenmistir. Buradaki verilere bakilarak
Na*? degerinin iki katindan fazla arttign goriilmektedir. Bu durumun nedeninin ziraii
faaliyetlerde kullanilan kimyasal giibrelerden alana giren azot ve fosfor bilesikleri oldugu
distiniilmektedir (Yeniyurt ve digerleri, 2008). Sudaki azot ve fosfor bilesiklerinin asiri
artmasi Gtrofikasyona sebep olmaktadir. Bu da suda yasayan canlilar1 olumsuz etkilemekle

birlikte, suyu igme suyu olarak da kullanilamaz hale getirmektedir (Can ve Tas, 2012).

Cernek GOl su 6rneginin Fe*? degeri ile ilgili daha 6nce yapilmis ¢alisma bulunmamakta
olup, bizim yaptigimiz ¢alismada ICP-OES analiz verilerine gore sudaki Fe*? degerinin -
0,013 mg/L oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda Asikkutlu, Akkdz ve Oztiirk 2014°de
Cavuskusu Goli’'nde yapmis oldugu caligmada en diisiik demir degeri 2014 yili Ekim
ayinda ve 2015 yil1 Ocak ayinda 0 mg/ L olarak, en yliksek demir degerinin ise 2014 yili
Temmuz ayinda 0,032 715mg/ L olarak Ol¢iilmiistiir. Dolayist ile bizim yapmis

oldugumuz ¢alismada elde edilen Fe*? degerinin 6nemli 6lgiide degismedigi goriilmektedir.

Buna ek olarak Cernek Golii su d6rneginden yapilan ICP-OES analiz verilerine gore sudaki

Mg*? degerinin 108,1 mg/L oldugu belirlenmistir.
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Bununla birlikte 1982°de DSi’nin yapmis oldugu calismada Mg** degerinin 82,64 mg/L
oldugu, yine DSIi'nin 1994°de yapmis oldugu calismada Mg*? degerinin 87,13 mg/L oldugu
saptanmistir. Bu verilere bakarak bizim yaptigimiz ¢alismadan elde edilen Mg+2 degerinde
onemli bir degisiklik olmadig1 belirlenmesine ragmen, KDYP’nin 2008’de yapmis oldugu
¢alismada Mg* degerinin 0 mg/L oldugu tespit edilmistir. Yine Can ve Tas 2012’de
yaptigi ¢alismada en diisiik Mg™ degerini Mart ayinda 0.342 mg/L, en yiiksek Mg
degerini ise Aralik ayinda 0.827 mg/L olarak saptamistir. Buradan yola ¢ikarak ortalama
Mg+2 degeri 0.52 mg/L oldugunu belirlemisdir. Bu verilere gore ise bizim yaptigimiz

calismada elde edilen Mg*? degeri yiiksek bulunmustur.

Yine Cernek Golii su drneginin pH degerinin 8,25 oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte
1982°de DSI yapmis oldugu calismada Cernek Golii suyun pH degerinin 8,4 oldugu, yine
DSi'min 1994’de yapmis oldugu calismada su Orneginin pH degerini 8,93 olarak
belirlemistir. Buna ek olarak KDYP 2008’de yapmis oldugu ¢alismada suyun pH degerini
8,64 olarak tespit etmistir. Ayrica Can ve Tas 2012°de yapmis oldugu ¢alismada suyunun
pH degerinin 8,05-8,86 arasinda degistigini belirlemistir. Buradan yola ¢ikarak, en diisiik
pH degerini Subat ayinda 8,05, en yiiksek pH degerini ise Mayis ayinda 8,86 olarak tespit
etmistir. Bu verilere bakarak ortalama pH’in 8.31 oldugu belirlemistir. Buna karsilik,
Ozkul ve Karakaya 2007’de yapmis oldugu calismada Cernek Goélii su 6rneginin pH
degerlerinin 8,38 oldugunu tespit etmistir. Bunun yaninda 2007°de Giirsoy yapmis oldugu
calismada suyun pH degerini 7,30+0,37-8,00+0,50 arasinda belirlemistir. Dolayisi ile 2019
yilinda bizim aldigimiz su Ornegindeki pH degerinin yillara gore Onemli Olciide

degismedigi saptanmistir.

Ayrica Cernek Golii su drneginden yapilan dlglimlerde suyun sicakliginin 24,4 °C oldugu
tespit edilmistir. Cernek Golii'nde yapilan diger ¢alismalara bakildiginda, 14.09.2006’da
Ozkul ve Karakaya suyun sicakligin1 26 °C olarak belirlerken, buna ek olarak yine Ozkul
ve Karakaya 19.01.2007°de suyun sicakligini 9 °C olarak belirlemistir. Buna karsilik
1997°de isbakan ve Géniilol yapmis oldugu calismada 6lgiilen en diisiik su sicakliginin
Ocak ayinda 6 °C oldugunu, en yiiksek su sicakliginin ise Haziran ayinda 27 °C oldugunu

tespit etmistir. Buna gore ortalama su sicakligiin ise 15,6 °C oldugu saptamastir.
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Bunun yaninda 2012°de Can ve Tas yapmis oldugu c¢alismada ise arastirma siiresince
Olgiilen en diisiik su sicakligimi Subat ayinda 8,0 °C olarak belirlerken, en yiiksek su
sicakligint Temmuz ayinda 28,8 °C olarak tespit etmistir. Buradan elde edilen verilere
bakarak ortalama su sicakliginin 17,7 °C oldugunu tespit etmistir. Dolayisi ile 2019 yilinda
bizim aldigimiz su O6rnegindeki su sicakliginin yillara gére 6nemli 6l¢iide degismedigi
belirlenmistir. Su sicakliginin degismesi, sudaki oksijen miktarin1 etkilemektedir. Su
sicakliginin azalmasi sudaki oksijen seviyesinin artmasini saglarken, su sicakligin artmasi
ise sudaki oksijen miktarinin azalmasina neden olmaktadir. Buna bagli olarak sudaki
oksijen seviyesinin azalmasi suda yasayan ¢ogu canli igin olumsuz kosullar olusmasina

neden olmaktadir (Tanyolag, 2009).

3.2. Su Orneklerinden Siyanobakteri izolasyonu

Bu calisma Cernek Goliinden izole edilen siyanobakteriler ile yapildigindan, gélden elde

edilen izolatlar Cernek Golii’niin bas harfi olan C ile kodlanmustir.

Su 6rneklerinden BG-11 ve BG-11, besi ortamlarina ekim yapilarak, uygun sicaklik ve 1s1k
altinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda, farkli morfolojilere sahip olan 26
adet izolat (C4, C5, C6, C7, C8, C15, C17, C21, C22, C23, C27, C29, C30, C31, C32,
C33, C34, C35, C37, C42, C43, C45, C47, C48, C51, C52) secilip, kat1 ve sivi besi
ortamina Ve sivi besi ortamina ekim yapilarak gelisimleri saglanmistir. Gelisme goriilen
petrilerdeki izolatlarin saflik kontrolii, mikroskop altinda analiz edilmistir. Saf olmadig1
gozlenen petrilerden, tekrar taze besi ortamina ekim yapilarak gelismeleri saglanmistir.
Gelismeden sonra flamentli tiirlerde petrinin en ug kismindan flament alinarak, tek hiicreli
tirlerde ortadan Ornek alinarak tekrar taze besiyeri igeren petrilere ekim yapilmistir.
Petrilerdeki gelisen Orneklerin saf olup olmadiklarinin kontrolii mikroskop altinda
belirlenmistir. Bu islemler saf kiiltiir elde edilinceye kadar tekrarlanmistir. Mikroskopta
saflik kontrolii yapilarak saf oldugundan emin olunan kiiltiirler uygun sicaklik ve 11k
ortaminda, siirekli bilyiimeleri saglanmistir. Yine siv1 kiiltiirlerin 151k mikroskobu (LEICA
DM 500) altinda yapilan incelemeleri sonucunda, izolatlarin filamentli ya da tek hiicreli
olup olmadiklari, saf olup olmadiklar1 gibi morfolojik analizler yapilarak sonuglar

kaydedilmistir.
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Morfolojik incelemeler mikroskopta 100x objektif kullanilarak yapilmistir. Izolatlarin

morfolojileri tespit edilerek mikroskop fotograflar1 ¢ekilmistir (Sekil 1.32).
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25) ! 26)

Sekil 1.32. Saf siyanobakteri tiirlerinin mikroskobik goriiniimii;
1: (C4; Flamentli), 2: (C5; Flamentli), 3: (C6; Flamentli), 4: (C7; Flamentli),
5: (C8; Flamentli), 6: (C15; Tek hiicreli), 7: (C17; Tek hiicreli),
8: (C21; Tek hiicreli), 9: (C22; Flamentli), 10: (C23; Flamentli),
11: (C27; Tek hiicreli), 12: (C29; Flamentli), 13: (C30; Flamentli, spriluna),
14: (C31; Flamentli), 15: (C32; Flamentli), 16: (C33; Tek hiicreli),
17: (C34; Flamentli), 18: (C35; Flamentli), 19: (C37; Flamentli),
20: (C42; Flamentli), 21: (C43; Flamentli), 22: (C45; Flamentli),
23: (C47; Flamentli), 24: (C48; Flamentli), 25: (C51; Flamentli),
26: (C52; Flamentli).

Mikroskopta yapilan incelemeler sonucunda 1, 2, 3, 4, 5, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 no’lu gorintiilerin (C4, C5, C6, C7, C22, C23, C29, C34, C35,
C37, C42, C43, C45, C47, C48, C51 ve C52) filamentli, 6, 7, 8, 11, 16 no’lu goriintiilerin
(C15, C17, C27 ve C33) ise tek hiicreli siyanobakteri kiiltiirlerine ait oldugu belirlenmistir.
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Fakat C31 kodlu flamentli siyanobakteri tiiriiniin, cok kalin flamente sahip olmasi yonii ile
diger flamentli tiirlerden oldukca farkli morfolojik goriiniimde oldugu tespit edilmistir.
Yine C30 kodlu siyanobakteri tiirii spiral yapida olmasi yonii ile diger flamentli tiirlerden
farkli morfolojik yapiya sahip oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda C32 kodlu flamentli
siyanobakteri tiiriiniin diger tiirlerden farkli olarak kahverenge sahip oldugu goriilmiistiir.
Ayrica Cernek Goli’nden izole edilen siyanobakteri tiirlerinin  mikroskop ile
incelenmesinde flamentli tiirlerin akinet ve heterosist gibi 6zellesmis yapilar bulundurdugu
belirlenmistir. Bazi1  siyanobakterilerde 1ise anormal sartlarda meydana gelen

hormogoniumlara rastlanmistir.
3.3. Siyanobakterilerin Kommunite Analizleri

3.3.1. Su orneklerinden DNA ekstraksiyonu

20 Agustos 2019’da Cernek Goli'nden almman su Ornekleri filtreden gegirilip, DNA
ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstraksiyondan elde edilen iiriinler elektroforezde 120V’da 30
dk yiiriitiilerek, transsilliminatorde UV (Ultraviyole) 11k altinda gézlenmistir (Sekil 1.33)

Base pairs

g;piso M#GeC-C C-C C C C CCTC ECC CCCICrE R

9,416
6,557 g
4,361

2,322
2,027

Sekil 1.33. Siyanobakteri tiirlerinin UV 131k ortaminda DNA bant goriintiileri



54

Filtreden elde edilen ekstraksiyon iiriinlerinin biiytikligii Lambda (A) DNA/Hindlll Digest
Markir ile karsilastirildiginda yaklasik olarak 23,130-9,416 baz cifti biyiikliigiindeki
fragmente karsilik geldigi belirlenmistir. Elde edilen {iriinin biiytkligi, kullanilan

Lambda (A) DNA/HindIII Digest Markir’in bant profili ile karsilastirilarak dogrulanmustir.

3.3.2. Izolatlarin molekiiler identifikasyonu

16S rRNA Geni Amplifikasyonu Icin Izolatlardan DNA Ekstraksiyonu

Calismada su 6rneklerinden izole edilen siyanobakterilerin 16S rRNA geni amplifikasyonu
icin en uygun yontem tespit edilelereck DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Daha sonra

ekstraksiyon iirlinlerinden PZR gerceklstirilmistir. (Boutte ve digerleri, 2005).

16S rRNA + ITS + 5’ 23S rRNA’nin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile

Amplifikasyonu

16S rRNA + ITS (Internal Transcribed Spacer) + 5’ 23S rRNA’nin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile amplifikasyonu su Orneklerinden elde edilen siyanobakterilerin
genomik DNA’sindan 16S rRNA gen + ITS ve 5’ 23S ucunun PZR amplifikasyonu daha
once belirtilen PZR kosullarinda CYA 359F (5'-GGGGAATTTTCCGCAATGGG-3') ve
23S30R (5-CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT-3") primerleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. PZR sonrasi elde edilen amplifikasyon tiriinleri %1°lik agaroz jelde
120 V’da 30 dk yiritilmistir. Sekil 1.34’de elde edilen amplifikasyon tiriinlerinden
bazilar1 goriilmektedir. 16S rRNA + ITS + 5° 23S rRNA’nin yaklasik olarak 1500-2000
baz biiyiikliigiinde bir iirlin olmas1 gerektiginden, elde edilen {irliniin biiytikliigi, kullanilan

Lambda (A) DNA/Hindlll Digest Markir’in bant profili ile karsilagtirilarak dogrulanmustir.
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‘(?l’)a-"‘)e pairs M C4 C5 C6 C7C8C17C21C27 C29 C30C31 C32 C33C34C35 C36 C38 C39C47C48C51C52
p
23,130
9,416
6,557
4,361
2,322
2,027

Sekil 1.34. 16S rRNA + ITS + 5’ 23S rRNA geni amplifikasyon iiriinleri:(~2000-2500 bp)

Sekil 1.34°de goriildiigli gibi, olusan PZR iirlinlerinin biiyiikliigiindeki ufak farkliliklar,
filament6z ve tek hiicreli siyanobakterilerin sahip olduklari ITS bdlgesinin farkli
biiyiikliiklerde olmasi seklinde agiklanmaktadir (Boutte ve digerleri, 2005). Elde edilen
PZR iriinlerinin biyikligi markir ile karsilagtirildiginda, 1500-2000 baz cifti
biyiikliigiindeki fragmentin hizasina karsilik geldigi goriilmektedir (Sekil 1.34). Elde
edilen PZR fiirlinlerinin az ¢ok farkli hizada olmasinin nedeni, filamentli ve tek hiicreli

tiirlerde ITS bolgesinin farkl biiyiikliikte olmast seklinde agiklanmaktadir.

Elde edilen Izolatlarmm 16S rRNA + ITS + 5’ 23S rRNA’nin Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analizi (ARDRA)

Izolatlardan elde edilen PZR iiriinlerinin, ARDRA analizleri i¢in kalip olarak, amplifiye
edilen 16S rRNA + ITS + 5* 23S rRNA boélgesi kullanilmistir. PZR reaksiyonu daha dnce
belirtilen kosullarda CYA 359F (5'-GGGGAATTTTCCGCAATGGG-3') ve 23S30R (5'-
CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT-3") primerleri  kullanilarak  gergeklestirilmistir.
Izolatlardan elde edilen PZR iiriinlerinin kesimi i¢in Mspl restriksiyon endonukleaz (MBI
FERMENTAS) kullanilmistir (Boutte ve digerleri, 2005; Calusinka, 2005).
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Base pairs
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200
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C43 C45 C47 C48 C51 C52

Sekil 1.35. Elde edilen izolatlarin ARDRA jeli (Mspl)

Agaroz jel elektroforezi ile elde edilen restriksiyon fragmentleri Sekil 1.35’de
goriilmektedir. Izole edilen DNA’lar %2’lik agarose jel hazirlanip, elektroforezde 50V da
2 saat yuritilerek, transilliminatér’de (CLEAVER) go6zlenmistir (Boutte ve digerleri,
2005).

C36, C38, C39 ve C41 nolu izolatlar laboratuvar kosullarinda yasamini devam ettiremedigi
icin ¢aligma, 26 adet izolat (C4, C5, C6, C7, C8, C15, C17, C21, C22, C23, C27, C29,
C30, C31, C32, C33, C34, C35, C37, C42, C43, C45, C47, C48, C51, C52) iizerinden
yuriitilmistir (Sekil 1.35).

Gruplamalar yapilirken, her bir izolata ait olan bant sayilar1 ve bu bantlarin kullanilan 100
bp DNA Ladder (SOLIS BIODYNE) Markir’ma gore pozisyonlar: kriter alinmustir. Ayni
restriksiyon profiline sahip olan izolatlar ayn1 gup igerisinde toplanmistir. Tiim fragment
profilleri, kullanilan markira gore analiz edilmis ve elde edilen 26 adet izolatin toplam 9

farkl restriksiyon profil grubu elde edilmistir.
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C4, C5, C22, C23, C42, C43, C45, C47, C48, C51 ve C52 no’lu izolatlara ait olan 16S
rRNA gen bolgesi restriksiyon profillerinin ayn1 oldugu gériilmiistiir. Yine C6, C7, C29,
C34 ve C35 no’lu izolata ait olan 16S rRNA gen bolgesi restriksiyon profilinin ayni oldugu
goriilmektedir. Ayrica C15 ve C33 no’lu izolatlara ait olan 16S rRNA gen bolgesi
restriksiyon profillerinin ayni oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak C17, C21 ve C27
no’lu izolatlara ait olan 16S rRNA gen bolgesi restriksiyon profillerinin ayni oldugu
bulunmustur. Ayni restriksiyon profiline sahip olan izolatlar ayni1 grup igerisinde
toplanmistir. C8 C30, C31, C32 ve C37 no’lu izolatlara ait olan 16S rRNA gen bolgesi
restriksiyon profillerinin tiim izolatlardan ve birbirinden farkli oldugu icin her bir izolat
farkli grubu gostermektedir. Elde edilen izolatlarin 16S PZR f{iriinlerinin Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analizi (ARDRA) ni gostermektedir. PZR firtinleri Mspl ile

kesilmistir.

Cizelge 1.8. izolatlarin ARDRA profil grup numaralari

Gruplar Izolat Numaralar1

Grup 1 C4, C5, C22, C23, C42, C43, C45, C47, C48, C51,
C52

Grup 2 C6, C7, C29, C34, C35

Grup 3 C8

Grup 4 C15, C33

Grup 5 C17, C21, C27

Grup 6 C30

Grup 7 C31

Grup 8 C32

Grup 9 C37

Molekiiler markir 100 bp DNA Ladder (SOLIS BIODYNE) ARDRA profil grup
numaralart Cizelge 1.8’de gdsterilen numaralar1 belirtmektedir. Burada da gortildiigi gibi,
Cernek Golii’ne ait olan 6rnekler grup 1, grup 2, grup 3, grup 4, grup 5, grup 6, grup 7,

grup 8 ve grup 9 igerisinde toplanmustir.
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Grupl’in 11 iye (C4, C5, C22, C23, C42, C43, C45, C47, C48, C51, C52) sayisi ile en
fazla sayida iiye igeren grup oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda grup 2’nin 5 tye (C6, C7,
C29, C34, C35) sayisina sahip oldugu goriilmiistiir. Yine grup 3’iin 1 liye (C8) sayisina
sahip oldugu anlasilmistir. Ayrica grup 4’tin 2 iiye sayisina (C15, C33) sahip oldugu tespit
edilmistir. Buna ek olarak grup 5’in 3 iiye sayisma (C17, C21, C27) sahip oldugu
saptanmigtir. Grup 6’nin C30, grup 7’nin C31, grup 8’in C32 ve grup 9’un C37 kodlu

izolat olmak {izere birer iiyeye sahip oldugu goriilmistiir.

Daha sonra her bir guba ait olan temsili 1 izolat segilerek bu izolatin, 16S rRNA + ITS +5°
23S rRNA gen bolgesi amplifikasyon {irliniiniin (yaklasik 2000-2500 bp) kismi DNA dizi
analizi yapilmistir. Bunun i¢in 16S rRNA gen bolgesi restriksiyon profilleri farkli olan 9
adet siyananobakteri tiirii (C7, C8, C15, C21, C30, C31, C32, C37, C42) secilerek analizi
yapilmistir. Elde edilen dizi analizi sonuglart Blast (Basic Local Aligment Search Tools)
algorithm ile analiz edilmistir (Thornton, 2019).

Ayrica The BioEdit software progami otomatize Clustal W aligment temeline bagli olarak
sekans aligment i¢in kullanmilmistir (Hall, 2007). Elde edilen agliment sonuglart manuel
olarak kontrol edilistir. Buna gore Cernek Golii’'nden Limnothrix sp., Jaaginema sp.,
Uncultured cyanobacterial clone, Spirulina subsala, Leptolyngbya compacta, Limnothrix

planktonica clone tiiriine ait izolatlar elde edilmistir (Cizelge 1.9)
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Cizelge 1.9. Izolatlarin 16S rRNA + ITS + 5° 23S rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu ile
elde edilen BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analiz sonuglar

Izolat Benzerlik Uzunluk Gen Bankasi
Primer Blast Analizi Sonucu
Kodu Orani (%) bp Numarasi
Limnothrix sp. PtGTmp21 16S ribosomal
RNA gene and 16S-23S ribosomal RNA
30R ) ) ) 99,48 772 KM438179.1
intergenic spacer, partial sequence
Jaaginema sp. TAU-MAC 0110 16S
C7 1494R ribosomal RNA gene, partial sequence 100 826 MNO062656.1
Limnothrix sp. PItGTmp21 16S ribosomal
1494R- | RNA gene and 16S-23S ribosomal RNA
) ) ) 99,68 1268 KM438179.1
30R intergenic spacer, partial sequence
Limnothrix sp. PItGTmp21 16S ribosomal
RNA gene and 16S-23S ribosomal RNA
30R ; _ ) 99,53 844 KM438179.1
intergenic spacer, partial sequence
Jaaginema sp. TAU-MAC 0110 16S
C8 1494R ribosomal RNA gene, partial sequence 99,88 843 MN062656.1
Limnothrix sp. PItGTmp21 16S ribosomal
1494R- .
RNA gene and 16S-23S ribosomal RNA
30R 99,62 1333 KM438179.1

intergenic spacer, partial sequence




Cizelge 1.10. (devami)
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Izolat ; o Benzerlik | Uzunluk Gen Bankasi
Primer Blast Analizi Sonucu
Kodu Orani (%) bp Numarasi
Uncultured cyanobacterial clone
Alchichica_ AQ1 2 1B 148 small subunit
359F ) ) 97,07 819 JN825308.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured cyanobacterial clone
C15 Alchichica_AQ1_2_1B_148 small subunit
1494R ) ) 96,99 929 JN825308.1
ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured cyanobacterial clone
1494R- | Alchichica_AQ1 2_1B_ 148 small subunit
) ) 96,94 979 JN825308.1
359F ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured cyanobacterial clone 12 16S
ribosomal RNA gene and 16S-23S
30R ribosomal RNA intergenic spacer, partial 99,10 779 KT793922.1
sequence
Uncultured bacterial gene for 16S rRNA,
1494R partial sequence, clone: PMB-63 99,87 767 AB757744.1
c21
Uncultured cyanobacterial clone 21 16S
ribosomal RNA gene and 16S-23S
1494R- . ; . .
ribosomal RNA intergenic spacer, partial
30R 99,30 1288 KT793924.1

sequence




Cizelge 1.11. (devami)
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izolat

Kodu

Primer

Blast Analizi Sonucu

Benzerlik
Orani (%)

Uzunluk
bp

Gen Bankasi

Numarasi

C30

30R

Spirulina subsala AB2002/06 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer, full sequence; 23S
ribosomal RNA gene, partial sequence; and

tRNA-Ile gene, full sequence

97,10

550

AY575934.1

1494R

Spirulina subsala FACHB351 16S ribosomal
RNA gene, 16S-23Sribosomal RNA intergenic
spacer and tRNA-Ile gene, full sequence; and

23S ribosomal RNA gene, partial sequence

99,31

433

FJ826621.1

1494R-
30R

Spirulina subsala AB2002/06 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal
RNA intergenic spacer, full sequence; 23S
ribosomal RNA gene, partial sequence; and

tRNA-Ile gene, full sequence

97,40

922

AY575934.1

C32

30R

Uncultured cyanobacterial clone MSmat.3.11
16S ribosomal RNA gene, partial sequence;
16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer,

tRNA-Ile and tRNA-Ala genes, full sequence;

and 23S ribosomal RNA gene, partial sequence

91,42

548

JQ612141.1

1494R

Leptolyngbya compacta FG3_Rupite 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

100

866

MG207954.1

1494R-
30R

Leptolyngbya compacta FG3_Rupite 16S

ribosomal RNA gene, partial sequence

99,23

1226

MG207954.1




Cizelge 1.12. (devami)
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Izolat

Kodu

Primer

Blast Analizi Sonucu

Benzerlik
Orani (%)

Uzunluk
bp

Gen Bankasi

Numarasi

C37

30R

Limnothrix planktonica clone KLL-C001
is a 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence; and 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer and tRNA-Ile gene, full

sequence

99,76

817

KP726241.1

1494R

Planktothrix sp. 1738 16S-23S ribosomal

RNA intergenic spacer, partial sequence

100

826

MH688861.1

1494R-
30R

Limnothrix planktonica clone KLL-C001
is a 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence; and 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer and tRNA-Ile gene, full

sequence

99,84

1277

KP726241.1

C42

30R

Limnothrix planktonica
KLL-CO001 clone a 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence; and 16S-23S
ribosomal RNA intergenic spacer and

tRNA-Ile gene, complete sequence

99,88

867

KP726241.1

1494R

Leptolyngbya compacta FG3_Rupite 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

99,77

858

MG207954.1

1494R-
30R

Limnothrix planktonica clone KLL-C001
is a 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence; and 16S-23S ribosomal RNA
intergenic spacer and tRNA-1le gene, full

sequence

95,12

1335

KP726241.1
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Cizelge 1.13. Izolat numaralari, izolatlarin tek hiicreli (T) yada filamentli (F) 6zellikleri,
ornekleme yapilan tarih, ARDRA jel sonucunda elde edilen gup numaralari
ve identifikasyon sonuglari

. Ardra
. . Ornekleme o ,
. Morfolojik Ornekleme Analizi Identifikasyon
Izolat Numaralar1 o Yapilan
Yapilari Tarihi (2019) Grup Sonucu
Alan
Numarasi
C4, C5, C22, C23, . .
Limnothrix
C42, C43, C45, C47, F 20 Agustos | Cernek Golit Grup 1 )
planktonica
C48, Ch1, C52
C6, C7, C29, C34, ) )
. F 20 Agustos | Cernek Goli Grup 2 Limnothrix sp.
C8 F 20 Agustos | Cernek Goli Grup 3 Limnothrix sp.
Uncultured
C15, C33 T 20 Agustos | Cernek Golii Grup 4 )
cyanobacterial clone
Uncultured
C17. C21, C27 T 20 Agustos | Cernek Golii Grup 5 )
cyanobacterial clone
Spirulina
C30 F 20 Agustos | Cernek Goli Grup 6
subsala
C31 F 20 Agustos | Cernek Golii Grup 7 Tespit edilememistir
Leptolyngbya
C32 F 20 Agustos | Cernek Golii Grup 8
compacta
Limnothrix
C37 F 20 Agustos | Cernek Goli Grup 9

planktonica
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Cernek Gélii'nden izole Edilen Siyanobakteri Tiirlerinin Gruplara % Dagilimi

3,8
Leptolyngbya
3,8 3,8 compacta
Spirulina €31
subsala
3,8
Uncultured
cyanobacterium clone
11,5 42,3
Limnothrix sp. o
Limnothrix
planktonica
7,6
Limnothrix sp.
3,8
Limnothrix
planktonica
19,2
Leptolyngbya sp.

B Grupl EGrup2 BEGrup3 EGrup4 BEGrup5 BEGrup6 EGrup7 EGrup8 Grup 9

Sekil 1.33. Cernek Golii'nden izole edilen siyanobakteri tiirlerinin gruplara % dagilim
grafigi

Sekil 1.33°de goriildiigli gibi izolatlarin en ¢cok ARDRA grup 1’e ait oldugu sonucuna
vartlmistir. Calismadan elde edilen sonuglarin gruplara dagilimmi % olarak
degerlendirecek olursak, Cernek Golii’ne ait izolatlarin %42,3’linlin grup 1’e ait oldugu ve
BLAST sonucunun Limnothrix planktonica tiiriine ait oldugu belirlenirken, yine izolatlarin
%3,8’inin grup 3’e ait oldugu ve BLAST sonucunun Limnothrix planktonica tiiriine ait
oldugu saptanmistir. Bunun yaninda %219,2’sinin grup 2’ye ait oldugu ve BLAST
sonucunun Leptolyngbya sp. tiiriine ait oldugu tespit edilmistir.
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Buna karsilik %7,6’sinin grup 4’e ait oldugu ve BLAST sonucunun Limnothrix sp. tiiriine
ait oldugu saptanirken, yine %11,5’inin grup 5’¢ ait oldugu ve BLAST sonucunun
Limnothrix sp. tiiriine ait oldugu tespit edilmistir. Yine %3,8’inin grup 6’ya ait oldugu ve
BLAST sonucunun Uncultured cyanobacteriumm tiiriine karsilik geldigi belirlenmistir.
Buna ek olarak izolatlarin %3,8’inin ise grup 9’a ait oldugu ve BLAST sonucunun
Leptolyngbya compacta tiiriine ait oldugu belirlenirken, %3,8’inin grup 7’ye ait oldugu ve
BLAST sonucunun Spirulina subsala tiiriine ait oldugu saptanmistir. Ayrica %3,8’inin
grup 8’¢ ait oldugu belirlenmasine ragmen, PZR iirlinii elde edilemediginden

identifikasyonu yapilamamustir.

Cernek Golii'nde yaptigimiz morfolojik ¢aligmanin ve molekiiler karakterizasyonun
sonucunda Limnothrix sp., Jaaginema sp., Uncultured cyanobacterial clone, Spirulina
subsala, Limnothrix planktonica clone, Leptolyngbya compacta tiirleri belirlenirken,
Isbakan ve Géniilol 1997°de Cernek Golii’nde yapmus oldugu ¢alismada Aphanocapsa
biformis, Chrococcus dispercus, Chrococcus limneticus, Chrococcus minutus,
Gomphosphaeria lacustris, Merismopedia elegans, Chrococcus tenuissima, Microcystis
aeruginosa, Phormidium mucicola, Anabaena affinis, Anabaena aphanizomenoides,
Anabaena spiroides, Lyngbya sp., Nodularia spumigena, Oscillatoria limnetica,
Oscillatoria tenuis, Spirulina major tiirlerini tespit etmistir. Fakat Isbakan ve Géniilol’un

caligmasi sadece morfolojik tanimlama iizerinden yiiriitiilmiis bir ¢aligmadir.

Yine Can ve Tas 2012’de Cernek Goli’nde yapmis oldugu caligmada, kiyr bolgesi
fitoplankton komiinitesinde Chroococcus dispersus, Chroococcus limneticus, Chroococcus
minutus, Gomphosphaeria lacustris, Microcystis aeruginosa, Microcystis incerta,
Anabaena affinis, Anabaena aphanizomenoides, Anabaena spiroides, Nodularia
spumigena, Lyngbya sp., Oscillatoria limnetica, Oscillatoria tenuis f. tergestina,
Phormidium mucicola, Spirulina laxa, Spirulina major, Aphanocapsa biformis,
Merismopedia elegans, Merismopedia glauca, Merismopedia punctata, Merismopedia

tenuissima, Pseudanabaena limnetica tiirlerini tespit etmistir.
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Nitekim Can ve Tas yapmis oldugu calismada morfolojik tanimlamadan yararlanirken,
bizim  yaptigimiz  c¢aligmada  morfolojik  tanimlamanin  yaninda  molekiiler

karakterizasyondan da yapilmistir.

Buna ek olarak 2021°de Saglam ve Karakaya Balik Golii’nde (19 Mayis/ Samsun) dort
mevsimde yapilan drneklemede g6l suyu Orneklerinin tamamindan elde edilen cevresel
DNA'dan siyanobakteriyel 16S rDNA amplikonunu elde etmistir. Gerek yiizeyden alinan
gerekse derinden alinan su oOrneklerinden yapilan DNA izolasyonlar1 sonucunda gol
suyunda yil boyunca siyanobakteri tiirlerinin bulundugunu belirlemistir. Buradan elde
edilen verilere goére, gol suyunda Cyanobacterium, Cyanobium, Limnothrix,
Merismopedia, Microcystis, Snowella, Synechococcus, Phormidium, Anabaena,
Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Dolichospermum, Neowollea, Raphidiopsis,
Scytonematopsis, Sphaerospermopsis, Acanthoceras, Cyclotella sp. siyanobakteri
cinslerinin bulundugunu tespit etmistir. Saglam ve Karakaya, morfolojik tanimlama ve
molekiiler karakterizasondan yararlanarak c¢alismalarini  yiirtitmiistiir.  Yine bizim
yaptigimiz calismada da morfolojik tanimlama ve molekiiler karakterizason yapilarak

siyanobakteri tiirleri tespit edilmistir.

3.3.3. Filogenetik agacin elde edilmesi

Cernek Golii’'nden elde edilen izolatlarin 16S rRNA gen tabaninda birbirleri ile olan
evrimsel 1liskisi ele alinmistir. Bauradan yola ¢ikarak “MEGA 11°” programi kullanilarak
filogenetik agac elde edilmistir. Sekil 1.36’da Cernek Golii’'nden izole adilen C7, C8, C15,
C21, C30, C32, C37, C42 kodlu siyanobakteri tiirlerinin filogenetik aga¢ topolojisinde
bulunduklar1 konumlar ve birbirleri ile evrimsel agidan iligkisi yer almaktadir. Agacin
istatistiksel giivenilirligi incelendiginde “bootstrap” degerlerinin genel olarak %50 nin
iizerinde oldugu ve bu nedenle gilivenilir bir agac¢ topolojisi elde edildigi anlasilmistir. Elde
edilen sonuglarda da goriildigi gibi BLAST ile elde edilen sonuglar agacin topolojisini

desteklemektedir.
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—— KP726241.1 Limnothrix planktonica

L—— KP726241.1 Limnothrix planktonica
MHE88861.1 Planktothrix sp.

MHGE88861.1 Planktothrix sp.

MHE88861.1 Planktothrix sp.

MHG88861.1 Planktothrix sp.

C37

98%

MN128963.1 Anagnostidinema amphibium

FM177493.1 Limnothrix redekei

KM438179.1 Limnothrix sp.

KM438179.1 Limnothrix sp.

98%

63%

98%

MMN062656 1 Jaaginema sp.
cr
—— C8

GB %

9%

L MN062656.1Jaaginema sp.
Caz
C32

——— MG207954.1 Leptolyngbya compacta

9%

Bl%

L—— MG207954.1 Leptolyngbya compacta

— C15

S8%

S0%

L—— HO419058.1 Uncultured cyanobactenum clone

— KM350248 1 Aphanocapsa sp.

63%

L—— MT425936.1 Trichocoleus sp.

—— C30

63%

L—— FJB26621 1 Spirulina subsalsa

—— AY575934 1 Spirulina subsalsa

9%

L—— JQ738968.1 Uncultured bacterium clone
KT715747.1 Fischerella sp.
KT715751.1 Geitleinema sp.

— C21

38%

L—— KT793924.1 Uncultured cyanobacterium clone

—— NR 0371131 Micrococcus luteus

L—— NR 102810.2 Mycobactenium tuberculosis

Sekil 1.36 Cernek Golii’'nden izole edilen siyanobakterilerin filogenetik iliskisi
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3.4. Antimikrobiyal Aktivite Calismalari

Siyanobakteri tiirlerinin metanol ekstraklarinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek igin
tiip diliisyon teknigi kullanilmistir. Bu amagla mikrodiliisyon yonteminden yararlanilmistir.
Mikrodiliisyon ydntemi ile siyanobakteri ekstraktlarnn MIK degeri belirlenerek,
antimikrobiyal aktiviteleri tespit edilmistir. Yine bu amagla Gam pozitif (+) bakteriler,
Gam negatif (-) bakteriler ve mayalar kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda

kullanilan bakteriler ve mayalar;

Gam pozitif (+) bakteriler

Bacillus cereus ATCC 7064,

Micrococcus luteus NRLL 1018,

Bacillus subtilis ATCC 6633,

Staphylococcus aureus ATCC 25923,

Gam negatif (-) bakteriler

Salmonella typhimurium LT2,

Klebsiella pneumoniae ATTC 700603,

Escherichia coli ATCC 25922,

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,

Mayalar

e (Candida albicans ATCC 14053,

e Candida krusei ATTC 34135
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Antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda Cernek Go6lii’nden izole edilen C4, C5, C6, C7, C8,
C14, C15, C17, C21, C22, C23, C27, C29, C30, C31, C32, C33, C34, C35, C37, C42, C43,
C45, C47, C48, C51, C52 kodlu siyanobakteri tiirlerinin ekstraktlari kullanilmistir.

3.4.1. Mikrodiliisyon yéntemi ile MiK’in belirlenmesi

Siyanobakteri tiirlerinin ekstraktlarmin, mikrodiliisyonlar: yapilarak MIK degerleri
belirlenmistir (Sekil 1.37).

Sekil 1.37. Minimum inhibisyon konsantrasyonu deneysel ¢alismalari

Cernek Goélii'nden izole edilen siyanobakteri ekstraktlarmin bazilarinin MIK degerleri
asagidaki sekillerde (Sekil 1.38-1.39-1.40-1.41-1.42-1.43-1.44-1.45-1.46-1.47) vyer

almaktadir.



Sekil 1.38. Siyanobakteri ekstraktlarindan bazilarinin B. cereus’a karsi antimikrobiyal
etkisi

Sekil 1.39. Siyanobakteri ekstraktlarindan bazilarmin K. pneumoniae’ye karsi
antimikrobiyal etkisi

Sekil 1.40. Siyanobakteri ekstraktlarindan bazilarinin E. coli’ye kars1 antimikrobiyal etkisi



Sekil 1.41. Siyanobakteri ekstraktlarindan bazilarmin C. krusei’ye karsi antimikrobiyal
etkisi

Sekil 1.42. Siyanobakteri ekstraktlarindan bazilarinin S. aureus’a karsi antimikrobiyal
etkisi

Sekil 1.43. Siyanobakteri ekstraktlarindan bazilarinin M. luteus’a karsi antimikrobiyal
etkisi



Sekil 1.44. Siyanobakteri ekstraktlarindan bazilarinin B.subtilis’e kars1 antimikrobiyal
etkisi

Sekil 1.45. Siyanobakteri ekstraktlarindan bazilarinin S.typhi’ye kars1 antimikrobiyal etkisi

Sekil 1.46. Siyanobakteri ekstraktlarindan bazilarinin  P. aeruginosa’ya karsi
antimikrobiyal etkisi
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Sekil 1.47. Siyanobakteri ekstraktlarindan bazilarinin C. albicans’a karsi antimikrobiyal
etkisi

Cizelge 1.14. Siyanobakterilerin ekstraktlarinin, bakteriyel test mikroorganizmalari

Siyanobakteri ekstraktlar

Test Mikroorganizmalari C4 C5 C6 C7 C8
Bacillus cereus ATCC 7064 3 0,375 0,75 3 0,1875
Staphylococcus aureus ATCC 25923 3 15 3 15 0,09375
Micrococcus luteus NRLL 1018 3 1,5 1,5 15 0,1875
Bacillus subtilis ATCC 6633 3 0,375 15 3 0,1875
Salmonella typhimurium LT2 >3 3 15 3 15
Klebsiella pneumoniae ATTC 700603 >3 3 3 3 15
Escherichi coli ATCC 25922 3 3 3 3 1,5
Pseudomanas aeruginosa ATCC 27853 3 0,75 0,75 3 0,75
Candida albicans ATCC 14053 3 15 15 0,375 0,375
Candida krusei ATTC 34135 3 15 15 3 0,375

Jw/Buw (nuoAsenuesuoy] uoAsiqryuy winwrurjy) A




Cizelge 1.15. (devami)

Siyanobakteri ekstraktlari

Test Mikroorganizmalari C15 C17 C21 C22 C23
Bacillus cereus ATCC 7064 3 3 15 0,75 0,75 z
Staphylococcus aureus ATCC 25923 >3 3 3 3 0,75 ’E
Micrococcus luteus NRLL 1018 3 0,75 15 0,75 15 g
Bacillus subtilis ATCC 6633 3 3 3 0,75 15 %
Salmonella typhimurium LT2 >3 >3 >3 >3 >3 g
Klebsiella pneumoniae ATTC 700603 >3 >3 3 >3 3 g
Escherichi coli ATCC 25922 3 3 3 3 3 é
Q
Pseudomanas aeruginosa ATCC 27853 >3 3 >3 >3 >3 \E/
Candida albicans ATCC 14053 >3 1,5 3 3 15 %

Candida krusei ATTC 34135 >3 3 3 3 1,5

Cizelge 1.16. (devami)
Siyanobakteri ekstraktlari

Test Mikroorganizmalari Cc27 C29 C30 C31 C32
Bacillus cereus ATCC 7064 3 15 0,75 3 15 z
Staphylococcus aureus ATCC 25923 3 3 0,1875 3 3 ’E
Micrococcus luteus NRLL 1018 3 15 0,1875 3 15 g
Bacillus subtilis ATCC 6633 3 15 0,75 3 15 %
Salmonella typhimurium LT2 3 >3 3 3 >3 2
Klebsiella pneumoniae ATTC 700603 3 3 >3 >3 3 g
Escherichi coli ATCC 25922 15 3 1,5 3 3 §
]
Pseudomanas aeruginosa ATCC 27853 3 >3 0,375 >3 >3 §
Candida albicans ATCC 14053 >3 >3 0,09375 3 >3 (gj

Candida krusei ATTC 34135 >3 >3 0,375 3 3




Cizelge 1.17. (devami)

75

Siyanobakteri ekstraktlari

Test Mikroorganizmalari C33 C34 C35 C37 C42 C43

Bacillus cereus ATCC 7064 3 3 3 0,375 15 0,75 z
Staphylococcus aureus ATCC 25923 3 >3 3 15 3 3 ’E
Micrococcus luteus NRLL 1018 3 1,5 15 0,75 1,5 0,75 g
Bacillus subtilis ATCC 6633 3 3 3 0,375 15 0,75 %
Salmonella typhimurium LT2 3 3 3 >3 >3 3 g
Klebsiella pneumoniae ATTC 700603 >3 >3 >3 3 >3 >3 g
Escherichi coli ATCC 25922 3 3 3 3 3 3 é
Q
Pseudomanas aeruginosa ATCC 27853 >3 >3 3 3 >3 3 \E/
Candida albicans ATCC 14053 >3 15 3 15 3 3 E

Candida krusei ATTC 34135 >3 3 3 15 3 3

Cizelge 1.18. (devami)
Siyanobakteri ekstraktlari
Test Mikroorganizmalari C45 c47 C48 C51 C52 DMSO

Bacillus cereus ATCC 7064 0,375 1,5 15 1,5 1,5 3 z
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0,375 3 3 15 15 3 ’E
Micrococcus luteus NRLL 1018 1,5 1,5 15 3 1,5 3 g
Bacillus subtilis ATCC 6633 1,5 1,5 15 15 0,75 3 %
Salmonella typhimurium LT2 >3 3 >3 >3 3 3 2
Klebsiella pneumoniae ATTC 700603 3 >3 3 >3 3 3 g
Escherichi coli ATCC 25922 3 3 3 3 3 3 §
]
Pseudomanas aeruginosa ATCC 27853 3 3 3 3 3 3 L*E/
Candida albicans ATCC 14053 0,75 3 3 >3 3 3 cgj

Candida krusei ATTC 34135 15 3 1,5 3 3 3
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Cernek Golii’'ndeki siyanobakteri tiirlerinin antimikrobiyal aktiviteleri ile ilgili daha 6nce
yapilan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bizim yaptigimiz antimikrobiyal aktivite
calismalarinda  kullanilan  siyanobakterileri ~ ekstraktlarmin,  bakteriyel  test
mikroorganizmalar1 {izerindeki MIK degerlerinin tamami Cizelge 1.11°de 6zetlenmistir.
Burada da goriildigi gibi Cernek Golii’nden izole edilen siyanobakterilerin ekstraktlari ile
yapilan MIK calismalarindan elde edilen verilere bakildiginda, B. cereus ile yapilan
antimikrobiyal aktivite ¢caligmalarinda bazi siyanobakteri ekstraktlarinin 6nemli bir etkisi
saptanmazken (C4, C7, C15, C17, C27, C31, C33, C34, C35-3mg/ml), baz1 siyanobakteri
ekstraktlarinin ise yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu (C5, C37, C45-0,375 mg/ml,
C8-0,1875 mg/ml) goriilmiistiir. Nitekim B. cereus iizerine MiK degeri incelendiginde, C4,
C7, C15, C17, C27, C31, C33, C34, C35 kodlu ekstraktlarin 3 mg/ml oldugu, bunun
yaninda C21, C29, C32, C42, C47, C48, C51, C52 kodlu ekstraktlarin 1,5 mg/ml oldugu
belirlenmistir. Yine C6, C22, C23, C30, C43 kodlu ekstraktlardaki degerlerin oldukga
diisiik oldugu (0,75 mg/ml), hatta C5, C37, C45 kodlu ekstraktlarin MIiK degerlerinin
0,375 mg/ml ile daha da diisiik degere sahip oldugu ve C8 kodlu ekstraktin ise 0,1875
mg/ml ile en diisiik degeri gosterdigi tespit edilmistir. Dolayisi ile B. cereus iizerine C5,
C37, C45 ve C8 kodlu ekstraktlarin en etkili ekstraktlar oldugu saptanmistir.

Bunun yaninda Akarca ve Baytal 2021°de turunggil yapraklari ile yapmis oldugu
caligmada patojen mikroorganizmalar iizerindeki en diisiik MiK degerinin 0,00586 mg/ml
ile kurutulmug limon yaprag etanol ekstraktinda B. cereus iizerine oldugunu belirlemistir.
Bu MIK degeri, bizim yaptigimiz calismadaki MIK degerlerinden oldukca diisiik
bulunmustur. Dolayist ile limon yapragi etanol ekstraktinin B. cereus iizerine
antimikrobiyal aktivitesinin bizim ekstraklarimizin tiimiinin B. cereus iizerine

antimikrobiyal aktivitesinden yiiksek oldugu belirlenmistir.

S. aureus ile vyapilan antimikrobiyal ¢alismalar sonucunda bazi siyanobakteri
ekstraktlariin herhangi bir etkiye sahip olmadigi, bunun yaninda bazilarinin ise 6nemli
etkiye sahip oldugu gériilmiistiir. Onemli bir etkiye sahip olmayan ekstraktlar arasinda yer
alan C15 ve C34 kodlu ekstraktlarin MIK degerine bakildiginda 3 mg/ml’den yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Buna ilave olarak C4, C6, C17, C21, C22, C27, C29, C31, C32,
C33, C35, C42, C43, CA47, C48 kodlu ekstraktlarin MIK degerlerinin 3 mg/ml oldugu

saptanmuistir.
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Buna karsilik, C5, C7, C37, C51, C52 kodlu ekstraktlarin MiK degerlerinin 1,5 mg/ml
oldugu tespit edilmistir. Burada ifade edilen degerlere bakildiginda bu ekstraktlarin orta
derecede ectkilere sahip olduklar1 goriilmektedir. Fakat C23, C45, C30 ve C8 kodlu
ekstraktlarim MIK degeri incelendiginde sirasi ile 0,75, 0,375, 0,1875 ve 0,09375 mg/ml
gibi degerlere sahip oldugu belirlenmistir. Burada da goriildiigii gibi S. aureus iizerine en
etkin ekstraktlarin az etkiliden ¢ok etkiliye dogru C23, C45, C30 ve C8 oldugu

gorilmiistiir.

Bunun yaninda, Tiirkcan ve Okmen 2013’de yapmis oldugu ¢alismada, Anabaena sp.
GO2, Anabaena sp. GO10, Synechocystis sp. GO8 ve Gloeothece sp. GO9 kodlu
siyanobakteri tiirlerinin ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerini tespit etmistir. Tiirkcan
ve Okmen 2013°de yapmis oldugu calismada Staphylococcus aureus RSKK 2392 iizerine
en yiiksek MIK degerini (0,812 mg/ml) Anabaena sp. GO2 ekstraktindan elde etmistir.
Diger siyanobakteri ekstraktlarinin (Anabaena sp. GO10, Synechocystis sp. GOS8,
Gloeothece sp. GO9), S. aureus iizerine MiK degerini ayn1 bulmustur (0,406 mg/ml).

Yine bizim yaptigimiz ¢alismada bazi siyanobakteri ekstraktlarinin M. luteus iizerine
antimikrobiyal etkisinin az oldugu belirlenirken (C4, C15, C27, C33, C51-3mg/ml), baz1
siyanobakteri ekstraktlarinin yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi (C17, C22, C37, C43-
0,75 mg/ml, C8, C30-0,187 mg/ml), bazilariin ise orta derecede etkili oldugu (C5, Cé,
C7, C21, C23, C29, C32, C34, C35, C42, C45, C47, C48, C52-1,5 mg/ml) tespit edilmistir.
Bu MIK degerlerine bakildiginda M. luteus iizerine en etkin ekstraktlarin C8 ve C30 kodlu
ekstraktlar oldugu saptanmustir.

Antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinda, B. subtilis {izerine baz1 siyanobakteri
ekstraktlarinin ~ 6nemli  antimikrobiyal etkisi bulunmazken, bazi siyanobakteri
ekstraktlarinin ise 6nemli antimikrobiyal etkilerinin oldugu goriilmiistiir. B. subtilis {izerine
C4, C7, C15, C17, C21, C27, C31, C33, C34, C35 kodlu ekstraktlarmn MIK degerinin 3
mg/ml oldugu belirlenirken, C6, C23, C29, C32, C42, C45, C47, C48, C51 kodlu
ekstraktlarin 1,5 mg/ml oldugu tespit edilmistir. C22, C30, C43, C52 kodlu ekstraktlarin
ise 0,75 mg/ml oldugu saptanmistir. Bunun yaninda C5, C37 kodlu ekstraktlarin 0,375
mg/ml oldugu goriilmiistiir. Buna ek olarak C8 kodlu ekstraktin 0,1875 mg/ml olarak

hesaplanmustir.
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Bu MIK degerlerine bakilarak B. subtilis iizerine C5, C37 ve C8 kodlu ekstraktlarin en
yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goriilmiistir. Bunun yaninda Tirkcan ve
Okmen 2013’de yapmis oldugu calismada Bacillus subtilis RSKK 245 iizerine tiim
siyanobakteri tiirlerinin ekstraktlarinda (Anabaena sp. GO2, Anabaena sp. GO10,
Synechocystis sp. GO8, Gloeothece sp. GO9) ayn1 MIK degerini gosterdigini saptamistir
(0,406 mg/ml).

S. typhimurium ile yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda ¢alisilan siyanobakteri
ekstraktlarinin  6nemli antimikrobiyal etkiye sahip olmadiklar1 tespit edilmistir. S.
typhimurium tizerine C4, C15, C17, C21, C22, C23, C29, C32, C37, C42, C45, C48, C51
kodlu ekstraktlarin MIK degeri 3 mg/ml’den biiyiik, C5, C7, C27, C30, C31, C33, C34,
C35, C43, C47, C52 kodlu ekstraktlarm ise 3 mg/ml oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda
C6, C8 kodlu ekstraktlarin 1,5 mg/ml oldugu belirlenmistir. Burada da goriildigii gibi
calisilan siyanobakteri ekstraktlarinin S. typhimurium iizerine 6nemli antimikrobiyal
etkilerinin olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica Tiirkcan ve Okmen’in 2013’de Anabaena sp.
GO2, Anabaena sp. GO10, Synechocystis sp. GO8 ve Gloeothece sp. GO9 kodlu
siyanobakteri tiirlerinin ekstraktlarinin Salmonella typhimurium RSKK 19 iizerine
antimikrobiyal aktivitelerini tespit etmistir. S. typhimurium {izerine en yiiksek MIK degeri
Anabaena sp. GO2 ekstraktindan (3,25 mg/ml) elde edilirken, en diisiik MIK degeri ise
Gloeothece sp. GO9’dan (0,812 mg/ml) tespit edilmistir. Diger siyanobakteri
ekstraktlarinin (Synechocystis sp. GO8, Anabaena sp. GO10) ise S. typhimurium tizerine

aym MIK degerini (1,625 mg/ml) gosterdigini belirlemistir.

Bunun yaninda Akarca ve Baytal 2021°de yapmis oldugu c¢aligmada S. typhi iizerine en
diisiik MIK degerinin 0,00879 mg/ml ile kurutulmus mandalina yaprag etanol ekstraktinda

oldugunu belirlemistir.

Yine yapilan antimikrobiyal aktivite g¢alismalarinda siyanobakteri ekstraktlarmimn K.
pneumoniae lizerine onemli antimikrobiyal etkisinin olmadig1 saptanmistir. K. pneumoniae
tizerine C4, C15, C17, C22, C30, C31, C33, C34, C35, C42, C43, C47, C5 kodlu
ekstraktlarin MiK degerinin 3 mg/ml’den biiyiik oldugu tespit edilmistir. C5, C6, C7, C21,
C23, C27, C29, C32, C37, C45, C48 kodlu ekstraktlarin ise 3 mg/ml olarak belirlenmistir.

Buna ek olarak C8 kodlu ekstraktin 1,5 mg/ml bulunmustur.
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Bu MIK degerlerine bakilarak, siyanobakteri ekstraktlarmin K. Pneumoniae {izerine

onemli antimikrobiyal etkisinin bulunmadig belirlenmistir.

E. coli ile yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda siyanobakteri ekstraktlarinin
onemli antimikrobiyal etkilerinin olmadigi goriilmiistiir. E. coli {izerine C4, C5, C6, C7,
C15, C17, C21, C22, C23, C29, C31, C32, C33, C34, C35, C37, C42, C43, C45, C47, C48,
C51, C5 kodlu ekstraktlarmn MiK degeri 3 mg/ml bulunmustur. Bunun yaninda C8, C27,
C30 kodlu ekstraktlarn 1,5 mg/ml oldugu belirlenmistir. Bu verilere bakilarak
siyanobakteri ekstraktlariin E. coli iizerine 6nemli etkilerinin olmadig: tespit edilmistir.
Buna karsilik Tiirkcan ve Okmen’in 2013’de siyanobakteri ekstraktlar1 (Anabaena sp.
GO2, Anabaena sp. GO10, Synechocystis sp. GO8, Gloeothece sp. GO9) ile yapmis oldugu
caligmada Escherichia coli ATCC 11229 iizerine en yiiksek MIK degerini (1,625 mg/ml)
Anabaena sp. GO10 ekstraktinin gosterdigini belirlemistir. Diger ii¢ siyanobakteri
ekstraktinin (Anabaena sp. GO2, Synechocystis sp. GO8, Gloeothece sp. GO9) ise ayni
degeri gostermistir (0,812 mg/ml). Buna ek olarak, Akarca ve Baytal 2021°de yapmis
oldugu calismada E. coli iizerine en diisiik MIK degerinin 0,01172 mg/ml ile kurutulmus

limon yapragi etanol ekstraktinda oldugunu belirlemistir.

P. aeruginosa ile yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda siyanobakteri
ekstraktlarin 6nemli antioksidan etkilerinin bulunmadigi saptanmuigtir. P. aeruginosa
iizerine C29, C31, C32, C33, C34, C42 kodlu ekstraktlarmn MIK degerinin 3 mg/ml’den
biiyiik oldugu tespit edilmistir. Yine C4, C7, C27, C35, C37, C43, C45, C47, C48, C51,
C52 kodlu ekstraktlarin 3 mg/ml oldugu saptanmigtir. C5, C6, C8 kodlu ekstraktlarin ise
1,5 mg/ml oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda C30 kodlu ekstraktin 0,75 mg/ml oldugu
tespit edilmistir. Bu MIK degerlerine bakilarak siyanobakteri ekstraktlarinin P. aeruginosa
tizerine 6nemli antimikrobiyal etkisinin olmadigi saptanmistir. Bunun yaninda Akarca ve
Baytal 2021°de yapmis oldugu ¢alismada en yiiksek MIK degerini 0,375 mg/ml ile taze
greyfurt yapragi etanol ekstraktinda Pseudomonas aeroginosa iizerinde oldugu
belirlemistir. Buna ragmen, Akarca ve Baytal’in taze greyfurt yaprag: etanol ekstrakt: ile
Pseudomonas aeroginosa iizerine yapmis oldugu calismada elde ettigi MIK degerinin
bizim Pseudomonas aeroginosa iizerine yaptigimiz calismadan elde ettigimiz MIK

degerlerinden diisiik oldugu saptanmaistir.
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Yine C. albicans ile yapilan antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinda bazi siyanobakteri
ekstraklar1 6nemli antimikrobiyal etkiye sahip degilken, bazi siyanobakteri ekstraktlarinin
onemli antimikrobiyal etkiye sahip oldugu saptanmistir. C. albicans tizerine C15, C27,
C29, C32, C33, C51 kodlu ekstraktlarmn MIK degerinin 3 mg/ml’den biiyiik oldugu
belirlenirken, C4, C21, C22, C31, C35, C42, C43, C47, C48, C52 kodlu ekstraktlarin 3
mg/ml oldugu tespit edilmistir. C5, C6, C17, C23, C34 kodlu ekstraktlarin ise 1,5 mg/ml
oldugu saptanmustir. C45 kodlu ekstraktin 0,75 mg/ml oldugu gériilmiistiir. Bunun yaninda
C7, C8 kodlu ekstraktin 0,375 mg/ml oldugu saptanirken, C30 kodlu ekstraktin 0,09375
mg/ml oldugu tespit edilmistir. Bu degerlere bakildiginda C. albicans C7, C8 ve C30 kodlu
siyanobakteri ekstraktlarinin en etkin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.
Buna ek olarak Tiirkcan ve Okmen’in 2013’de Candida albicans RSKK 02029 ile yaptig1
calismalar sonunda tiim siyanobakteri ekstraktlarmin (Anabaena sp. GO2, Anabaena sp.
GO10, Synechocystis sp. GO8, Gloeothece sp. GO9) aym MIK degerini (1,625 mg/ml)

gosterdigini belirlemistir.

C. krusei ile yapilan antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda 6nemli antimikrobiyal etkisi
bulunmayan siyanobakteri ekstraktlarinin oldugu gortliirken, 6nemli antimikrobiyal etkiye
sahip siyanobakteri ekstraktinin da oldugu saptanmistir. C. krusei tizerine C15, C27, C29,
C33 kodlu ekstraktlarin MIK degerinin 3 mg/ml’den biiyiik oldugu tespit edilirken, C4,
C7, C17, C21, C22, C31, C32, C34, C35, C42, C43, C47, C51, C52 kodlu ekstraktlarin 3
mg/ml oldugu saptanmistir. Bunun yaninda C5, C6, C23, C37, C45, C48 kodlu
ekstraktlarin 1,5 mg/ml oldugu belirlenmistir. C8, C30 kodlu ekstraktlarin ise 0,375 mg/ml
oldugu goriilmistiir. Burada da goriildiigii gibi C. krusei tizerine en etkin ekstraktlarm C8

ve C30 kodlu siyanobakteri ekstraktlarinin oldugu belirlenmistir.

Ayrica Tiirkcan ve Okmen 2013’de yapmus oldugu ¢alismada Listeria monocytogenes
ATCC 7644 ile lizerine tiim siyanobakteri ekstraktlarinin (Anabaena sp. GO2, Anabaena
sp. GO10, Synechocystis sp. GOS8, Gloeothece sp. GO9) ayn1 MIK degerini (0,406 mg/ml)
gosterdigini belirlemistir. Buna karsilik Enterococcus faecalis ATCC 8093 iizerine en
yiiksek MIK degerini Anabaena sp. GO2 ve Anabaena sp. GO10‘un gosterdigini tespit
etmistir (1,625 mg/ml). Diger siyanobakteri ekstraktlarinin (Synechocystis sp. GOS8,
Gloeothece sp. GO9) MIK degerinin ise ayn1 oldugunu saptamistir (0,406).
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Bunun yaninda Yersinia enterocolitica NCTC 11174 iizerine en yiiksek MIK degerini
Anabaena sp. GO2 ekstraktindan (1,625 mg/ml) elde ederken, en diisiik MIK degeri ise
Gloeothece sp. GO9’ dan (0,406 mg/ml) saglamistir. Diger siyanobakteri ekstraktlarinin
(Anabaena sp. GO10, Synechocystis sp. GO8) MIK degerinin ayni oldugu belirlenmistir
(0,812 mg/ml).

Minimum inhibisyon konsantrasyonu calismalarinda elde edilen verilere bakildiginda
bizim siyanobakteri ekstraktlar1 arasinda C8 kodlu siyanobakteri ekstraktinin S. aureus
iizerine, C30 kodlu siyanobakteri ekstraktinin C. albicans iizerine 0,09375 mg/ml MIK
degeriyle onemli Olgiide antimikrobiyal etki gosterdigi saptanmistir. Dolayisiyla bu
siyanobakteri tiirleri nemli antimikrobiyal etki gosterdiginden gida, saglik gibi alanlarda
kullanilabilecegi tespit edilmistir. Bunun yaninda bu siyanobakteri tiirlerinin, ¢esitli
kullanim alanlarina sahip olmasi nedeniyle ticaret alaninda da degerlendirilebilir oldugu

Ongorilmiistir.

3.5. Antioksidan Aktivite Calismalar:

Antioksidan aktivite ¢aligmalarinda Cernek Golii’nden izole edilen C4, C5, C6, C7, C8,
C14, C15, C17, C21, C22, C23, C27, C29, C30, C31, C32, C33, C34, C35, C37, C42, C43,
C45, C47, C48, C51, C52 kodlu siyanobakteri ekstraktlar kullanilmustir.

Bunun yaninda antioksidan aktivite c¢alismalarinda siyanobakteri ekstraktlarinin
antioksidan aktivitesini belirlemek amaci ile DPPH radikalleri soniimleme yontemi ve
Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite yonteminden yararlanilmistir (Huang ve
digerleri, 2005; Tiitem ve Apak, 1991).

3.5.1. DPPH radikali soniimleme aktiviteleri

Siyanobakteri ekstraktlarinin antioksidan ozelliklerini belirlemek amaciyla DPPH
radikalleri soniimleme aktivitelerinden yararlanilmigtir (Huang ve digerleri, 2005). Bu
amacla bazi1 siyanobakteri tiirlerinin DPPH radikalleri soniimleme aktiviteleri asagidaki

sekillerde yer almaktadir (Sekil 1.48-1.49-1.50-1.51-1.52).
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Cizelge 1.19. Tim siyanobakteri ekstraktlarinin DPPH radikalleri soniimleme aktiviteleri

Cernek Golii’nden izole edilen siyanobakteri ekstraktlarinin DPPH radikalleri soniimleme aktiviteleri
Siyanobakteri cstraklart DPPH radikalleri soniimleme aktiviteleri
1Cs0 (mg/ml)
C4 Hesaplanamadi
C5 9,167493+0,337196
C6 Hesaplanamadi
C7 Hesaplanamadi
C8 7,455425+0,954357
C15 Hesaplanamadi
C17 Hesaplanamadi
c21 9,960728+1,451662
C22 Hesaplanamadi
C23 12,19609+0,597308
C27 Hesaplanamadi
C29 Hesaplanamadi
C30 Hesaplanamadi
C31 Hesaplanamadi
C32 9,713416+3,653392
C33 8,112836+1,186652
C34 Hesaplanamadi
C35 Hesaplanamadi
C37 5,94341+0,199735
C42 9,963293+0,759989
C43 13,39376+2,465632
C45 Hesaplanamadi
C47 Hesaplanamadi
C48 17,08958+0,948226
C51 Hesaplanamadi
C52 6,33284+1,029127
GA (gallik asit) 0,031
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Cernek Golii’'nden izole edilen siyanobakteri ekstraktlarinin DPPH radikalleri soniimleme
aktivitelerini belirlemek amaciyla 1Cso (%50 inhibisyona ulasmak icin gerekli antioksidan
derisimi) degerleri tespit edilmistir. Elde edilen verilere bakildiginda bazi siyanobakteri
ckstraktlar1 yiiksek antioksidan etkiye sahipken, bazi siyanobakteri ekstraktlarinin 6nemli
antioksidan etkiye sahip olmadigi tespit edilmistir (Cizelge 1.12). Buradan yola ¢ikarak C5
kodlu ekstraktin 1Cso degerinin 9,167493+0,337196 mg/ml oldugu belirlenirken, C8 kodlu
ekstraktin 7,455425+0,954357 mg/ml olarak tespit edilmistir. Buna karsilik C21 kodlu
ekstraktin 9,960728+1,451662 mg/ml oldugu saptanmistir. Bunun yaninda C32 kodlu
ekstraktin 9,713416+3,653392 mg/ml oldugu, C33 kodlu ekstraktin 8,112836+1,186652
mg/ml oldugu ve C42 kodlu ekstraktin ie 9,963293+0,759989 mg/ml oldugu goriilmiistiir.
Bua karsiik C23, C43, C48 kodlu ekstraktlarin sirasiyala 12,19609+0,597308 mg/ml,
13,39376+2,465632mg/ml, 17,08958+0,948226 mg/ml 1Csy degerleri ile en yiiksek ICsp
degerlerini gosteren ekstraktlar oldugu, dolayisi ile en diisiik antioksidan etkiye sahip olan
ekstraktlarin bunlar oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak C37 kodlu ekstraktin ICs
degerinin 5,94341+0,199735 mg/ml oldugu, C52 kodlu ekstraktin 1Csy degerlerinin ise
6,33284+1,029127 mg/ml oldugu, dolayisi ile en yiiksek antioksidan etkiye sahip tiirlerin
bunlar oldugu tespit edilmistir. C4, C6, C7, C15, C17, C22, C27, C29, C30, C31, C34,
C35, C45, C47, C51 kodlu ekstraktlarin ise ¢alisilan konsantrasyonda I1Csy degerleri
hesaplanamamistir. DPPH radikalleri soniimleme aktivitelerinden elde edilen verilere
bakildiginda en yiiksek antioksidan aktivite (1C50=5,94341+0,199735 mg/ml) C37 kodlu
siyanobakteri  ekstraktinda gozlenmistir. Yine en diisik antioksidan aktivite
(1C50=17,08958+0,948226 mg/ml) C48 kodlu siyanobakteri ekstraktinda tespit edilmistir.
Bunun yaninda, gii¢lii bir antioksidan madde olan gallik asit ile bizim yaptigimiz DPPH
radikalleri soniimleme aktivitesini ¢alismalarinda gallik asitin 1Csy degerinin 0,031 mg/ml
oldugu tespit edilmistir. Dolayis1 ile bizim yaptigimiz ¢alismada en yiiksek antioksidan etki
gosterdigi belirlenen C37 kodlu siyanobakteri ekstraktin (IC50=5,94341+0,199735 mg/ml),
onu takiben C52 kodlu siyanobakteri ekstraktinin (ICs50=6,33284+1,029127 mg/ml)
antioksidan aktivitesinin, gallik asitin antioksidan aktivitesinden daha diisiik oldugu tespit

edilmistir.

Cernek Goli'ndeki siyanobakteri tlirlerinin antioksidan aktiviteleri ile ilgili daha 6nce
yapilan bir ¢aligma bulunmamasina ragmen siyanobakterilerin antioksidan aktiviteleri ile

ilgili yapilan bagka ¢aligmalar mevcuttur.
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Buna oOrnek olarak, Hossain ve arkadaslari 2016°’da DPPH radikalleri soniimleme
yonteminden yararlanarak Oscillatoria sp., Lyngbya sp., Microcystis sp. ve Spirulina
sp.’nin antioksidan aktivitesini belirlemistir. Arastirmacilar en yiiksek antioksidan
aktiviteyi Oscillatoria sp. (IC50=465,31+25,76 mg/ml), onu takiben Lyngbya sp.
(1C50=248,39+11,97 mg/ml)’ nin gosterdigi belirlemistir. Hossain ve arkadaslar1 yptiklar
caligmada Oscillatoria sp.’nin  6nemli antioksidan etki gosterdigini ve bunun
fikosiyaninden kaynakli olabilecegini bildirmistir. Buradan yola ¢ikarak Oscillatoria
sp.’nin dogal bir antioksidan besin olabilecegini belitmistir. Buna ek olarak Oscillatoria sp.
ve Lyngbya sp.” nin eczacilik, beslenme ve diger endiistriler i¢in iyi bir kaynak
olabilecegini Ongdrmiistiir. Bunun yaninda bizim yaptigimiz ¢alismada en diisiik ICsg
degerlerine sahip oldugu belirlenen C37 ve C52 kodlu siyanobakteri ekstraktlarinin,
Hossain ve arkadaslarinin 2016’da Oscillatoria sp. ve Lyngbya sp. tiirleri ile yapmus
oldugu ¢alismada elde ettigi ICso degerlerinden daha diisiik ICso degerlerine sahip oldugu
tespit edilmistir. Dolayis1 ile C37 ve C52 kodlu ekstraktlarin yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Yine Hossain ve arkadaglarinin goriislerinden yola ¢ikarak C37
ve C52 kodlu ekstraktlarin dogal bir antioksidan besin olabilecegi, bunun yaninda
eczacilik, beslenme ve diger endiistriler icin iyi bir kaynak olabilecegini belirlenmistir.

Buna ek olarak ticari alanda da degerlendirilebilir oldugu 6ngoriilmiistiir.

Bunun yaninda Emiraoglu ve Oztiirk 2018’de yapmis oldugu ¢alismada, DPPH radikalleri
soniimleme aktivitesinin en yiiksek Oscillatoria sp. N38 (1C5,=10,27 mg/ml) izolatinda; en
diistik Oscillatoria sp. N46 (IC50=675,5 mg/ml) izolatinda oldugunu saptamistir. DPPH
radikalleri soniimleme aktivitesi en yiiksek olan izolat Oscillatoria sp. N38 ‘in aynmi
zamanda mikrosistin igerdigini de belirtmistir. Toksin igeren izolatlarin DPPH radikalini
soniimleme aktivitelerine bakildiginda, DPPH radikalleri soniimleme aktivitelerinin
sirasiyla Osillatoria sp. N38>Oscillatoria sp. N71>Oscillatoria sp. N82>Leptolyngbya sp.
N2>Oscillatoria sp. N53 izolatlar1 oldugu goriilmektedir.

Buna karsilik Aydas, Oztiirk ve Aslim 2013 yilinda yapmus oldugu bir ¢alismada DPPH
radikalleri soniimleme aktivitesine bakilmis ve en diisiik aktivitenin Leptolyngbya sp.

BASO704 tiiriinde ( ICs0= 212,04 mg/ml) oldugunu tespit etmistir.
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Yine Jerez-Martel ve arkadasglarinin 2017 yilinda yaptigi bir ¢alismada Nostoc sp.,
Leptolyngbya protospira, Nodularia spumigena ve Phormidiochaete sp. tiirlerinin BHA ve
BHT standartlarinin soliisyonlarina gore yiiksek konsantrasyonlarmin DPPH radikalleri
soniimleme aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Konsantrasyon orami artttkca DPPH

radikali soniimleme etkisinin dogru orantili bir sekilde artis gosterdigi bildirmistir.

Bunun yaninda Erbaykent ve arkadaslarinin 2012°de yapmis oldugu ¢alismada Oscillatoria
amphibia (Acigol/Denizli) antioksidan etkileri, Spirulina platensis’in ham ekstrakt ve
fikosiyanini ile karsilastirilmistir. Ham ekstrakt ve C-fikosiyaninlerin antioksidan etkileri
DPPH radikalleri soniimleme aktivite testlerinde en yiiksek degerler Oscillatoria amphibia

ekstraktlari i¢cin bulunmustur.

Buna ek olarak Shalaby ve Shanab 2013’de yapmis oldugu ¢alismada DPPH yontemini
kullanarak Spirulina platensis’in su ve metanollii ekstraktlarmin antioksidan aktivitesini
belirlemistir. Kullanilan Spirulina platensis 6rneginin metanollii ekstraktinin toplam
fenolik igerigi %1,23 olarak bulunmugtur. Ayn1 6rnegin metanollii ekstraktinin 200 pg/ml
konsantrasyonda DPPH yontemiyle belirlenen antioksidan kapasite degerinin %89,61

oldugunu saptamustir.

3.5.2. Bakir (I) indirgeyici antioksidan kapasite yontemi

Siyanobakterilerin  ekstraktlarinin  antioksidan  Ozelliklerini  belirlemek  amaciyla
yararlanilan bir diger metot Bakir (IT) indirgeyici antioksidan kapasite yontemidir (Tiitem
ve Apak, 1991). Bu yontemde siyanobakteri ekstraktlarinin her birinin 1 gramimin gallik
asit esdegeri cinsinden bakir (II) indirgeyici kapasieleri belirlenmistir. Bazi siyanobakteri
ekstraktlarinin Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasiteleri asagidaki sekillerde yer
almaktadir (Sekil 1.53-1.54-1.55)
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Sekil 1.53. C15 ve C8 kodlu siyanobakteri ekstraktlarinin Bakir (I) indirgeyici antioksidan
kapasitesi;1,2,3
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Sekil 1.54. C43 ve C52 kodlu siyanobakteri ekstraktlarinin bakir (II) indirgeyici
antioksidan kapasitesi;1, 2,3
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Sekil 1.55. C23 kodlu siyanobakteri ekstraktinin bakir (II) indirgeyici antioksidan
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Cizelge 1.20. Tim siyanobakteri ekstraktlarinin Bakir (II) indirgeyici antioksidan

kapasiteleri

Cernek Golii’nden izole edilen siyanobakteri ekstraktlarinin Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasiteleri

Siyanobakteri tiirleri

1 g ekstraktin gallik asit esdegeri cinsinden bakir indirgeme giicii

C4

90,4059:0,662912
C5 59,040590,367717
[ 90,4059+0,644563
c7 66,42066+0198132
[ 110,7011+1,535789
C15 9,225092+0,119062
c17 66,42066+0,649619
c21 51,66052+0,594396
c22 33,21033+0,357187
c23 101,476+0,066044
c27 68,26568+0,955357
C29 73,800740,389323
C30 27,67528+0,174736
Cc31 79,3357940,198132
C32 75,64576+0,695816
C33 35,05535+0,514762
C34 60,88561£0,087368
C35 60,88561+0,549595
C37 97,78598+1,030052
C42 57,19557+0,468167
C43 149,4465+0,693462
C45 35,05535+0,099066
ca7 62,73063+0,198132
C48 47,97048+0,262104
cs51 44,28044+0,171587
C52

103,321+0,264176

Cernek Goli’nden izole edilen siyanobakteri ekstraktlarinin her birinin 1 graminin gallik

asit esdegeri cinsinden bakir (II) indirgeme giicii belirlenmistir.
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Elde edilen verilere bakildiginda bazi siyanobakteri ekstraktlarinin yiiksek antioksidan etki
gosterdigi, buna bagli olarak bazilarmin ise 6nemli Olgiide antioksidan etkiye sahip
olmadig1 goriilmistiir. Cizelge 1.13°deki verilerden yola ¢ikarak C4 kodlu ekstraktin 1
graminin gallik asit esdegeri cinsinden bakir (II) indirgeme giicti 90,4059+0,662912 olarak
tespit edilmistir. Yine C5 kodlu ekstraktin 59,04059+0,367717 oldugu belirlenirken, C6
kodlu ekstraktin 90,4059+0,644563 oldugu tespit edilmistir. Buna karsilik C7 kodlu
ekstraktin 66,42066+0198132 oldugu, C17 kodlu ekstraktin 66,42066+0,649619 oldugu
belirlenmistir. Buna karsilik C43, C8, C52 kodlu ekstraktlarin 1 graminin gallik asit
esdegeri cinsinden bakir (II) indirgeme giicliniin sirast ile 149,4465+0,693462,
110,7011+£1,535789, 103,3214+0,264176 oldugunun tespit edilmistir. Dolayisi ile en yiiksek
antioksidan etkiye sahip tiirlerin bunlar oldugu saptanmistir. Bununla birlikte C15 kodlu
ekstraktin 1 grammin gallik asit esdegeri cinsinden bakir (II) indirgeme giiciiniin
9,225092+0,119062 oldugu tespit edilmistir. Bu sonuca gore en diisiik antioksidan etkiye
sahip tiiriin bu tiir oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda C21 kodlu ekstraktin 1 graminin
gallik asit esdegeri cinsinden bakir (II) indirgeme giiciiniiniin 51,66052+0,594396 oldugu,
C22 kodlu ekstraktin 33,21033+0,357187 oldugu, yine C23 kodlu ekstraktin
101,476+0,066044 oldugu tespit edilmistir. Buna karsilk C27 kodlu ekstraktin
68,26568+0,955357 oldugu belirlenirken, C29 kodlu ekstraktin ise 73,80074+0,389323
oldugu saptanmustir. Yine C30 kodlu ekstraktin 27,67528+0,174736 oldugu C31 kodlu
ekstraktin ise 79,33579+0,198132 oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda C32 kodlu
ekstraktin ~ 75,64576+0,695816  oldugu  belirlenirken, C33  kodlu ekstraktin
35,05535+0,514762 oldugu, yine C34 kodlu ekstraktin ise 60,88561+0,087368 oldugu
tespit edilmigtir. Buna karsilik C35 kodlu ekstraktin 60,88561+0,549595 oldugu, C37
kodlu ekstraktin ise 97,78598+1,030052 oldugu belirlenmistir. Yine C42 kodlu ekstraktin
57,19557+0,468167 oldugu, C45 kodlu ekstraktin 35,05535+0,099066 oldugu, C47 kodlu
ekstraktin 62,73063+0,198132 oldugu saptanmistir. Buna ek olarak C48 kodlu ekstraktin
47,97048+0,262104 oldugu goriilmiistiir. Ayrica C51 kodlu ekstraktin 44,28044+0,171587
oldugu belirlenmistir. Calismadan elde edilen verilere gore en yiiksek antioksidan aktivite
C43 kodlu siyanobakteri ekstraktinda tespit edilmistir (149,4465+0,693462). Dolayisi ile
C43 kodlu siyanobakteri ekstraktinin dogal bir antioksidan olarak kullanilabilecegi
ongoriilmektedir. Yine en diisiik antioksidan aktivitenin C15 kodlu siyanobakteri
ekstraktinda oldugu belirlenmistir (9,225092+0,119062).
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Bunun yaninda, yaptigimiz ¢alisma ile gii¢lii bir antioksidan madde oldugu bilinen gallik
asitin bakir (II) antioksadan indirgeyici kapasite ¢alismalarinda elde edilen grafigin egimi
0,542 olarak belirlenmistir (Sekil 1.56). Buradan yola ¢ikilarak Cernek Golii’nden izole
edilen siyanobakteri ekstraktlarinin her birinin 1 gramimin gallik asit esdegeri cinsinden

bakir (IT) indirgeme giicii ifade edilmistir.

CUPRAC
0,7
0,6 y = 0,542x + 0,045
R2=0,962 &
E 05
]
0,4
2 03 ¢ ort
2
2 L
< 0,2 Gallik asit
0,1
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Derigim (mg/ml)

Sekil 1.56. Gallik asitin bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitesi

Akin Kilig 2020°de yapmis oldugu CUPRAC c¢alismada metanol-su ekstrelerinin
absorbans degerlerini belirleyerek antioksidan aktivitelerini tespit etmistir. Elde edilen
verilere bakildiginda paz1 pancari (0,878+0,0239) ve pancar (0,754+0,022) bitkilerinin en
yiikksek antioksidan etkiyi gosterdigi belirlenmistir. Ayrica dietil eterli ekstrelerde
absorbans degerleri belirlenerek, antioksidan etki tespit edilmistir. Buradan yola ¢ikarak
melocan (0,722+0,049), pancar ¢igegi (0,697+0,073) ve hosuranda (0,6895+0,094)
bitkilerinin yiliksek antioksidan etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Yine bu ¢aligmadan yola
cikarak pazi pancari bitkisi apolar ¢oziicii olan dietil eterli ekstrelerde 0,0643+0,045
absorbans verirken, polar ¢oziicii olan metanol-su’da 0,878+0,023 absorbans degerini

gostermistir.
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Bunun yaninda Karliga 2020’de yapmis oldugu calismada Spirulina platensis’de
antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in CUPRAC yo6nteminden yararlanmistir. Buradan yola
¢ikarak, Ham (normal kosullarda elde edilmis) S. platensisde toplam antioksidan kapasiteyi
864,5 + 27,3 mg TE/100 g olarak belirlerken, S. platensisden elde edilen biyoaktif
peptitlerin toplam antioksidan kapasini 3114,2 + 80,0 mg TE/100 g olarak tespit etmistir.
Bunun yaninda selenyumca zenginlestirilmis S. platensisde toplam antioksidan kapasiteyi
1168,9 + 61,4 mg TE/100 g olarak belirlerken, selenyumca zenginlestirilmis S.
platensisden elde edilen biyoaktif peptitlerin toplam antioksidan kapasinin 2576,3 + 172,8

mg TE/100 g oldugunu saptamustir.

Yine Giiltekin ve Ozyigitoglu 2018°de yapmis oldugu ¢alismada dalsi liken Pseudevernia
furfuracea (L.) Zopf tiiriine ait orneklerden elde edilen aseton ekstraktinin antioksidan
kapasiteleri CUPRAC yontemini kullanilarak belirlemistir. Elde edilen CUPRAC
sonuclara gore (9,653 = 0,102 pg TE/gr) iyi diizeyde aktivite gosterdigini saptamustir.
Buradan yola ¢ikarak P. furfuracea liken tiiriniin farmakoloji alaninda dogal kaynak

olarak kullanilabilecegi 6ngérmiistiir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, Bafra Balik Golleri Ramsar Alani’nin en biiyiik golii olan Cernek Goli’nde
yapilmigtir. Cernek Golii’'nden siyanobakteri izolasyonu yapilarak, izole edilen tiirlerin
DNA dizi analizleri yapilmistir. Ayrica izole edilen siyanobakterilerin ekstraktlarindan

biyolojik aktivite caligmalar1 (antimikrobiyal ve antioksidan) yapilmistir.

Cernek Golii’'nden alinan ornekler optimum sicaklik ve 1sik ortaminda gelistirilerek
saflastirma islemi yapilmistir. Saflagtirma iglemi sonucunda elde edilen tiirlerin
mikroskobik incelemelerinde 26 farkli siyanobakteri tiirii oldugu goriilmiistiir. Elde edilen
izolatlar arasinda siyanobakterilerin flamentli ve tek hiicreli formlara rastlanmistir. Bu
izolatlar arasinda flamentli Ozellikteki siyanobakterilerin tek hiicreli siyanobakterilere
oranla daha fazla oldugu tespit edilmistir. izole edilen flamentli tiirlerde akinet, heterosist,
hormogonium gibi O6zellesmis yapilarin da bulundugu belirlenmistir. Heterosist azot
fiksasyonunda gorev aldigindan, heterosis bulunduran siyanobakteriler buradaki azot
fiksasyonu i¢in dnemlidir. Ayrica izole edilen siyanobakterilerin kahverengi ve yesil renge

sahip oldugunun da tespiti yapilmistir.

Calismada, morfolojik tanimlama sonucu 26 adet izolat (C4, C5, C6, C7, C8, C15, C17,
C21, C22, C23, C27, C29, C30, C31, C32, C33, C34, C35, C37, C42, C43, C45, C47, C48,
C51, C52) tespit edilmistir. Bunun yaninda Cernek Golii’ne ait olan 6rnekler molekiiler
karakterizasyon sonucu elde edilen ARDRA profilleri grup 1, grup 2, grup 3, grup 4, grup
5, grup 6, grup 7, grup 8 ve grup 9 icerisinde toplanmistir. Grup1’in 11 {iye (C4, CS5, C22,
C23, C42, C43, C45, C47, C48, C51, C52) sayist ile en fazla sayida iiye iceren grup
oldugu goriilmistiir. Bunun yaninda grup 2’nin 5 iye (C6, C7, C29, C34, C35) sayisina
sahip oldugu goriilmiistiir. Yine grup 3’lin 1 iiye (C8) sayisina sahip oldugu anlagilmistir.
Ayrica grup 4’lin 2 iiye sayisina (C15, C33) sahip oldugu tespit edilmistir. Buna ek olarak
grup 5’in 3 {iye sayisina (C17, C21, C27) sahip oldugu saptanmistir. Grup 6’nin C30, grup
7’nin C31, grup 8’in C32 ve grup 9’un C37 kodlu izolat olmak {izere birer liyeye sahip
oldugu goriilmiistiir. Farkli olan 9 adet siyananobakteri tiiriiniin (C7, C8, C15, C21, C30,
C31, C32, C37, C42) analizi yapilmistir.
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Her bir gruba ait olan temsili 1 ya da 2 izolat segilerek bu izolatin, 16S rRNA + ITS + 5°
23S rRNA gen bolgesi amplifikasyon {irliniiniin (yaklasik 2000-2500 bp) kismi DNA dizi
analizi yapilmistir. Farkli ARDRA profiline sahip oldugunun tespiti yapilan izolatlarin 16S
rRNA + ITS + 5° 23S rRNA gen bolgesi amplifikasyon iirliniiniin kismi DNA dizi analizi
yapilarak sonuglart BLAST algorithm ile analiz edilmistir (Thornton, 2019). The BioEdit
software progami otomatize Clustal W aligment temeline bagli olarak sekans aligment i¢in
kullanilmustir (Hall, 2007).

Izolatlarin en gok ARDRA grup 1’e ait oldugu sonucuna varilmistir. Sonuglart % olarak
degerlendirecek olursak, Cernek Golii’ne ait izolatlarin %42,3’{inlin grup 1’e ait oldugu ve
BLAST sonucunun Limnothrix planktonica tiirine ait oldugu goriilmiistiir. Yine izolatlarin
%19,2’sinin grup 2’ye ait oldugu ve BLAST sonucunun Leptolyngbya sp. tiiriine ait
oldugu, %3,8’inin grup 3’e ait oldugu ve BLAST sonucunun Limnothrix planktonica
tiiriine ait oldugu saptanmistir. Buna ek olarak izolatlarin %7,6’sinin grup 4’e ait oldugu ve
BLAST sonucunun Limnothrix sp. tiiriine ait oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda
%11,5’inin grup 5’e ait oldugu ve BLAST sonucunun Limnothrix sp. tiiriine ait oldugu
saptanmistir. Ayrica %3,8’inin grup 6’ya ait oldugu ve BLAST sonucunun Uncultured
cyanobacterium tiirtine karsilik geldigi tespit edilmistir. Buna ek olarak %3,8’inin grup
7’ye ait oldugu ve BLAST sonucunun Spirulina subsala tiiriine ait oldugu saptanmuistir.
Ayrica %3,8’inin grup 8’e ait oldugu belirlenmis fakat PZR {iriinii elde edilemediginden
identifikasyonu yapilamamistir. izolatlarm %3,8’inin ise grup 9’a ait oldugu ve BLAST
sonucunun Leptolyngbya compacta tiiriine ait oldugu belirlenmistir. DNA dizi analiz
sonuglarina gore Cernek Goli’nden Limnothrix sp., Jaaginema sp., Uncultured
cyanobacterial clone, Spirulina subsala, Leptolyngbya compacta, Limnothrix planktonica
clone tiiriine ait izolatlar elde edilmistir. Cernek Golii’'nde daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
belirlenen siyanobakteri tiirlerinin bazilari, bizim yaptigimiz ¢alismada da (morfolojik

tanimlama ve molekiiler karakterizasyon) tespit edilmistir.

Ayrica izolatlarin 16S rRNA gen tabaninda birbirleri ile olan evrimsel iliski ele alinmustir.
Agacin istatistiksel giivenilirligi incelendiginde “bootstrap” degerlerinin genel olarak
%350°’nin lizerinde oldugu ve bu nedenle giivenilir bir agac¢ topolojisi elde edildigi

anlasilmstir.
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Bu sonuglara gore, BLAST ile elde edilen sonuglar agacin topolojisini desteklemektedir.
Elde edilen sonuglar Cernek Goli’nde bulunan siyanobakteri ¢esitliligi agisindan

Onemlidir.

Cernek Golii su 6rneginde yapilan ICP-OES analiz verilerine bakildiginda sudaki Na*?,
Ca" K, ve Mg™ degerlerinin daha once yapilan calismalara gdre onemli olciide
artmadig1 saptanmistir. Su kalitesi parametrelerinde belirgin bir farklilik goriilmemesi
suyun kimyasal yapisinda Onemli degisimlere neden olan etkenlerin olmadiginin
gostergesidir. Bunun yaninda Cernek Golii su oOrneginden yapilan ICP-OES analiz
verilerine gore sudaki Na*? degerinin arttii gorilmiistir. Bu durumun nedeninin ziraii
faaliyetlerde kullanilan kimyasal giibrelerden alana giren azot ve fosfor bilesikleri oldugu
diisiiniilmektedir (Yeniyurt ve digerleri, 2008). Sudaki azot ve fosfor bilesiklerinin asiri
artmasi 6trofikasyona sebep olmaktadir. Bu da suda yasayan canlilar1 olumsuz etkilemekle
birlikte, suyu icme suyu olarak da kullanilamaz hale getirmektedir (Can ve Tas, 2012).
Yine Mg*? degerinin de artt1g1 goriilmiistiir. Bunun yaninda Cernek Golii su 6rneginin Fe*?
degeri ile ilgili daha 6nce yapilmis calisma bulunmamaktadir. Ayrica su sicakliglt ve pH

degerlerinde gegmis yillara gore 6nemli 6l¢giide degismedigi goriilmiistiir.

Bunun yaninda Cernek Goli’nden izole edilen siyanobakteri tiirlerinin antimikrobiyal
ozelliklerini belirlemek i¢in tiip diliisyon teknigi olan mikrodilisyon yonteminden
yararlanilmistir. Mikrodiliisyon yapilarak siyanobakteri tiirlerinin ekstraktlarmin MIK
degerleri belirlenmistir. MIK degerlerinden yola ¢ikilarak siyanobakteri tiirlerinin
ekstraktlarinin  antimikrobiyal aktiviteleri tespit edilmistir. Antimikrobiyal aktivite
calismalarinda Gram pozitif (+) bakterilerden B. cereus, M. luteus, B. subtilis, S. aureus,
Gram negatif (-) bakterilerden S. typhimurium, K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa,

mayalardan C. albicans ve C. krusei kullanilmistir.

Tiim siyanobakterilerin ekstraktlari arasinda en yiiksek antimikrobiyal etkiyi C8 ve C30
kodlu siyanobakteri ekstraktlar1 gostermistir. C8 kodlu siyanobakteri tiiriiniin en yiiksek
antimikrobiyal aktivitesi 0,09375 mg/ml MiK degeriyle S. aureus’a kars1 gostermistir. C8
kodlu siyanobakteri ekstraktinin 1,5 mg/ml MIK degeriyle S. typhimurium, K. pneumoniae

ve E. coli 'ye kars1 diisiik antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
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C30 kodlu siyanobakteri ekstraktinin mikroorganizmalar iizerine etkileri incelendiginde en
yiiksek antimikrobiyal aktivitesi 0,09375 mg/ml MIK degeriyle C. albicans’a karsidur.
Bunun yaninda K. pneumoniae’ye karsi 6énemli bir etkisinin olmadigi belirlenmistir (>3
mg/ml). Tiim siyanobakterilerin ekstraktlar1 arasinda C15 kodlu siyanobakteri ekstrakti en
diistik antimikrobiyal aktiviteyi gostermistir. Nitekim C15 kodlu siyanobakteri ekstraktinin
3 mg/ml MIK degeriyle mikroorganizmalar iizerinde (B. cereus, M. luteus, B. subtilis ve E.
coli) 6nemli bir etkiye sahip olmadig1 belirlenmistir. C15 kodlu siyanobakteri ekstraktinin
en diisik antimikrobiyal aktivitesi 3 mg/ml’den biiyiik MIK degeriyle S. aureus, S.
typhimirium, K. pneumoniae, P. aeruginosa, C. albicans ve C. krusei’ye karsidir. Tim
siyanobakterileri ekstraktlari, en diisiik antimikrobiyal aktiviteyi ise K. pneumoniae iizerine

gostermistir.

Antimikrobiyal aktivite denemelerinden elde edilen veriler degerlendirildiginde, tim
siyanobakteri ekstraktlarinin Gram negatif bakterilere oranla Gram pozitif bakteriler
tizerinde daha fazla etkili oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni Gram pozitif bakterilerin
kalin bir peptidoglikan tabakasi bulundurup, dis membran bulundurmamalarindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Gram negatif bakterilerde ise peptidoglikan tabakasi ¢ok

ince olup, dis membran bulunmaktadir.

Antimikrobiyal aktiviteleri yiiksek olan tiirlerin tespit edilmesi, giiniimiizde birgok alanda
siyanobakteri tiirlerinin kaginilmaz tercih sebeplerinden birini olusturacaktir. Dolayisi ile
bundan sonra yapilacak olan ¢alismalarin siyanobakteri tiirlerinde ¢ok yonlii biyolojik

aktivite ¢alismalarina yonelik olacaktir.

Antioksidan aktivite ¢alismalarinda DPPH radikalleri s6niimleme aktivitesi ve CUPRAC
yonteminden yararlanilmistir (Huang ve digerleri, 2005; Tiitem ve Apak, 1991). Tiim
siyanobakteri ekstraktlarmn DPPH radikallerini soniimleme sonuglari incelendiginde C37
kodlu siyanobakteri ekstraktinnin en yiiksek antioksidan aktiviteye
(1C50=5,94341+0,199735) sahip tiir oldugu belirlenmistir. En diisiik antioksidan aktivitenin
ise (IC50=17,08958+0,948226) C48 kodlu siyanobakteri ekstraktinda oldugu tespit
edilmistir. Yine C4, C6, C7, C15, C17, C22, C27, C29, C30, C31, C34, C35, C45, C47,
C51 kodlu siyanobakteri ekstraktlarinin c¢alisilan konsantrasyonlarda o6nemli bir

antioksidan aktiviteye sahip olup olmadig1 gézlenmistir.
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Cernek Golii’'nden izole edilen tiim siyanobakteri ekstraktlarinin her birinin 1 graminin
gallik asit esdegeri cinsinden bakir (II) indirgeme giicii incelendiginde en yliksek
antioksidan aktivite (149,4465+0,693462) C43 kodlu siyanobakteri ekstraktinda
goriilmiistiir. Bunun yaninda en diisiik antioksidan aktivitenin (9,225092+0,119062) C15
kodlu siyanobakteri ekstraktinda oldugu belirlenmistir. Buradan yola ¢ikarak C37 ve C43
kodlu siyanobakteri tiiriiniin dogal bir antioksidan olarak kullanilabilme potansiyeli oldugu

ongoriilmektedir.

Siyanobakteri tiirlerinin antimikroyal ve antioksidan aktivitelerinden elde dilen sonuglara
bakildiginda yiiksek antimikrobiyal ve antioksidan etkiye sahip tiirlerin bulundugu ve
bunlarin bir¢ok alanda kullanilabilir oldugu belirlenmistir. Buradan yola ¢ikilarak daha
sonraki yillarda yapilacak ¢alismalarda, siyanobakterilerin arastirilmasina 6nem verilmesi
daha uygun olacaktir. Siyanobakteri ekstraktlarinin, kimyasal bilesenleri aydinlatilarak,
etken maddenin izole edilip, fonksiyonel guplarin ilave edilmesiyle, bu bilesenlerin
aktivitelerinin nasil olacaginin arastirilmasi gelecek ¢alismalara onciiliik etmesi agisindan
onemli olacaktir. Ayrica bu bilesenlerin hedeflerinin ve mekanizmalarinin belirlenmesine

de ihtiya¢ duyulmaktadir.
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