T.C.
AMASYA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

LADIK GOLU STYANOBAKTERI CESITLILIGININ YAG ASIT

ANALIiZI VE MOLEKULER YONTEMLERLE BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

MELIKE KARATAS YILDIZ

SUBAT



7207 LVANS

I'TVd INI'TIIVNYV IfOTOAIL

ZIATIA SYLVIVI DI TN




LADIK GOLU SiYANOBAKTERI CESITLILIGININ YAG ASIT ANALIZi
VE MOLEKULER YONTEMLERLE BELIiRLENMESI

Melike KARATAS YILDIZ

YUKSEK LISANS TEZIi
BiYOLOJI ANABILIM DALI

Danisman

Dr. Ogr. Uyesi Onder IDIL

AMASYA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

SUBAT 2022



Melike KARATAS YILDIZ tarafindan hazirlanan ‘Ladik Golii Siyanobakteri Cesitliliginin Yag
Asit Analizi ve Molekiiler Yontemlerle Belirlenmesi’ adli tez ¢alismasi asagidaki jiiri tarafindan
OY COKLUGU/OY BIRLIGI ile Amasya Universitesi Biyoloji Anabilim Dalinda YUKSEK
LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Onder IDIL

Biyoloji Anabilim Dali, Amasya Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum — ..........ccoeeeennn

Baskan: Dog¢. Dr. Fadime Ozdemir KOCAK
Hemsirelik Esaslar1 Anabilim Dali, Bilecik Seyh Edebali Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum — ........c.occeeennnnns

Uye: Dr. Ogr. Uyesi Ece Avuloglu YILMAZ

Biyoloji Anabilim Dali, Amasya Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak Yiiksek Lisans Tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum — ..........cceeeeee..

Tez Savunma Tarihi: 04/02/2022

Jiiri tarafindan kabul edilen bu tezin Yiiksek Lisans Tezi olmasi i¢in gerekli sartlar1 yerine

getirdigini onayliyorum.

Dog. Dr. Umit YILDIRIM

Fen Bilimleri Enstitiisti Mudura



ETiK BEYAN

Amasya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi Tez Yazim Kurallarina uygun olarak
hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

e Tez i¢inde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik kurallar
cergevesinde elde ettigimi,

e Tiim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglart bilimsel etik ve ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu,

e Tez caligmasinda yararlandifim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak kaynak
gosterdigimi,

e Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi,

¢ Bu tezde sundugum c¢alismanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi beyan

ederim.

Melike KARATAS YILDIZ
04.02.2022



iv

LADIK GOLU SIYANOBAKTERI CESITLILIGININ YAG ASIT ANALIZI VE
MOLEKULER YONTEMLERLE BELIRLENMES]
(Yiksek Lisans Tezi)

Melike KARATAS YILDIZ

AMASYA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
Subat 2022

OZET

Bu caligmada Samsun ili Ladik ilgesi sinirlarinda bulunan Ladik G6li'nden 6rnekleme yapilarak
siyanobakteri cesitliligi belirlenmistir. izole edilen izolatlarn 16S rRNA gen bélgesi spesifik
primerler ile ¢ogaltimis ve amplifikasyon tirtinleri Mbol restriksiyon enzimi ile kesilerek ARDRA
islemi uygulanmigtir ve dizi analizi sonucunda Synechocystis sp., Phormidium autumnale,
Phormidesmis sp.cinsine ait izolatlar elde edilmistir. Elde edilen farkli ARDRA profiline sahip
izolatlar hekzan kullanilarak ekstrakte edilmistir. Ekstraktlara FAME analizi uygulanmstir.
Ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri, MiK (minimum inhibitdr konsantrasyonu) yontemi ile
belirlenmistir. Ayrica ekstraktlarmin DPPH  (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali siiplirme
aktivitelerine ve Bakir (II) iyonu indirgeme esasli antioksidan kapasite (CUPRAC: Cupric lon
Reducing Antioxidant Capacity) sonuglarina bakilarak antioksidan aktiviteleri belirlenmistir.
Antimikrobiyal etkinlikleri 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
70060, Escherichia coli ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, mayalardan
Candida albicans ATCC 14053 ve Candida krusei ATTC 34135 kullamilmistir. En yiiksek
antimikrobiyal aktiviteyi sirasi ile Bacillus subtilis ATCC 663, Bacillus cereus ATCC 7064 ve
Pseudomanas aeruginosa ATCC 27853 ’ye karst Synechocystis sp. tiriine ait L4-11 kodlu izolat
gostermistir. DPPH kullanilarak serbest radikal siipiirme yeteneginde Syenechocystis sp. tiiriine ait
L3-23 kodlu izolat ve L3-27 kodlu izolata ait ekstrakt, Phormidesmis sp. tiriine ait L5-2 kodlu
izolata ait ekstrakt maksimum antioksidan potansiyelini gdstermistir. CUPRAC degerinin L3-27
kodlu ekstraktin 8,9 ng TE/gr, L5-2 kodlu ekstraktin 2,5 pg TE/gr olarak saptanmistir.

Sayfa sayisi : 97
Anahtar kelimeler : Siyanobakteri, ARDRA, FAME, MIK, DPPH, CUPRAC
Damisman : Dr. Ogr. Uyesi Onder IDIL
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ABSTRACT

In this study, cyanobacteria diversity was determined by sampling from Ladik Lake located in the
borders of Ladik district of Samsun province. The 16S rRNA gene region of the isolated isolates
was amplified with specific primers and the amplification products were cut with Mbol restriction
enzyme and ARDRA treatment was applied and as a result of the sequence analysis, isolates of
Synechocystis sp., Phormidium autumnale, Phormidesmis sp. genus were obtained. Obtained
isolates with different ARDRA profiles were extracted using hexane. FAME analysis was applied
to the extracts. The antimicrobial activities of the extracts were determined by the MIC (minimum
inhibitory concentration) method. In addition, the antioxidant activities of the extracts were
determined by looking at the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) radical scavenging activities
and the Copper (II) ion reduction based antioxidant capacity (CUPRAC: Cupric Ion Reducing
Antioxidant Capacity) results. Antimicrobial activities of 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 luteus
NRLL 1018, Espresso ATCC 7003, Espresso bacteria ATCC 27853, yeasts Candida albicans
ATCC 14053 and Candida krusei ATTC 34135 were used. Bacillus subtilis ATCC 663, Bacillus
cereus ATCC 7064 and Synechocystis sp. L4-11 coded isolate belonging to the genus showed. In
the free radical scavenging ability using DPPH, Syenechocystis sp. 1L3-23 coded isolate and extract
of L3-27 coded isolate belonging to the genus Phormidesmis sp. The extract of the L5-2 coded
isolate of the genus L5-2 showed the maximum antioxidant potential. The CUPRAC value was
determined as 8.9 ug TE/gr of the L3-27 coded extract and 2.5 pg TE/gr of the L5-2 coded extract.

Number Of Page : 97
Key Words : Cyanobacteri, ARDRA, FAME, MIC, DPPH, CUPRAC
Consultant : Asst. Prof. Dr. Onder IDIL
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu caligmada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, yanda agiklamalar1 verilmek iizere

asagida listelenmistir.

Simgeler Aciklama

mg miligram

g gram

L litre

ml mililitre

um mikrometre

ul mikrolitre

bp base pairs (baz ciftleri)
ng nanogram

\% Volt

w Watt

cm santim

dk dakika

S saniye

M Molar

nm nanometre
Kisaltmalar Aciklama

OD Optik yogunluk
uv Ultraviyole

ET Elektron transferi



NA

NB
NLS
PCR
BLAST
ARDRA
KoAC
PUFA
DPPH
FAME
MIK

CUPRAC

Xvi

Nutrient agar

Nutrient broth

N-loril sarkozil

Polimeraz zincir reaksiyonlari

Basic local alignment searchtool

Amplified ribosomal DNA restriction analizi
Potasyum asetat

Polyunsaturated Fatty Acid
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

Fatty Acid Methyl Ester (Yag asidi metil esteri)
Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu

Cupric Iron Reducing Antioxidant Capacity (Bakur (II)
Iyonu indirgeme esasli antioksidan kapasite)



1. GIRIS

Siyanobakteriler kendilerine 6zgii hiicre yapisina sahip, zarla ¢evrili niikleus ve organelleri
olmayan prokaryotik organizmalardir. Icerdikleri Klorofil ve Fikobilin pigmentleri bu
organizmalara karakteristik olan mavi-yesil rengini vermektedir (Rippka ve ark., 1979). Bu
gorliniimlerinden dolay1 bir siire “mavi-yesil algler” olarak adlandirilmislardir. Klorofil-a
icermeleri ve fotosentez yapmalari mavi-yesil alglerle ortak 6zellikleri olmasina ragmen
niikleus ve mitokondrileri olmadigi i¢cin DNA (Deoksiribo Niikleik Asit)’lar1 bakteriler gibi
sitopldzmalarinda serbest halde bulunmaktadir. Bu yiizden prokaryot yapida olmalar
onlar alglerden ayiran 6nemli 6zelliklerden biridir (Whitton ve Potts 2000; Rai ve ark.,

2002).

Sucul ekosistemlerin primer {ireticisi olan bu organizmalar, ekstrem habitatlar dahil
diinyanin bir ¢ok bdlgesinde yasamaktadirlar. Bu durum degisen c¢evre kosullarina ¢ok iyi
uyum sagladiklarin1 gostermektedir (Hitzfeld ve digerleri, 2000, Sompong ve digerleri,
2005, Taton ve ark., 2006). Yiiksek sicaklik, diisiik karbondioksit derisimi ve yogun 1s18a
maruz kaldiklarinda dahi hayatta kaldiklar1 bilinmektedir. Bu durum donmaya ve
coziinmeye direngli olmalariyla iliskilendirilmektedir. Dolayisiyla denizler ve tuzlu
gollerde baskin tlir olmalarmin nedeni yiiksek tuzluluga karsi gelistirdikleri toleranstan
kaynaklanmaktadir (Herrero ve ark, 2001; Stewart, 1987; Warr ve ark., 1984, Mackay ve
ark., 1983).

Siyanobakteriler tek hiicreli ya da filamentli olabilmelerinin yaninda tekli ya da gruplagmis
kolonilerde olusturabilirler. Bunun yaninda ipliksi yapida yalanci dallanma gosteren

formlarida goriilmektedir (Whitton ve Potts, 2000).

Genis bir yasam alanina sahip olmalar1 taksonomik olarak yiiksek cesitlilik gostermelerine
neden olmaktadir. Bu bakimdan tiirlerin teshis edilmesi ve smiflandirilmasinda bazi
zorluklar goriilmektedir. Geleneksel olarak siyanobakterilerin siniflandirilmasinda
(taksonomisinde) kullanilan yontem morfolojik olarak mikroskop yardimiyla
yapilmaktadir. Fakat degisen c¢evre kosullariyla birlikte morfolojik 6zellikler
degisebileceginden geleneksel yontemler taksonomi agisindan yetersiz kalmaktadir. Bu

ylizden son yillarda DNA’ya dayanan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli



molekiiler yaklagimlar taksonomik c¢alismalara katki saglamasi agisindan Onemli hale
gelmistir (Bryant 1994; Boyer ve ark., 2001). Siyanobakterilerin, morfolojik verileri ve
genetik analizleri siniflandirmalarinda tutarsizliklara yol actigindan, mevcut yontemlere ek
olarak, hiicresel yag asidi bilesimleri; aile, cins ve tiir seviyesindeki bakterileri
siiflandirmak icin kullanilmaktadir (Sivonen ve digerleri, 2001). Siyanobakteri tiirlerinin
morfolojik karmagsikligi ile yag asidi modeli arasinda dogrudan bir iliski oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle lipitler ve lipitlerin yag asitleri gibi markerlar, siyanobakterilerin
morfolojik  Ozellikleri ve taksonomik gruplandirmalarinda tamamlayici  olarak

kullanilmaktadir (Kriiger ve ark, 1995).

Yasadigimiz diinyada var olan mikroorganizmalarin yararli yonleri kadar zararl
yonlerininde oldugu bilinmektedir. Gilinlik hayatta kullandigimiz bir¢ok {irlinlin elde
edilmesinde mikroorganizmalar insanlara fayda saglamaktadir. Yogurt, kefir, kimiz olmak
iizere cesitli siit {rlnlerinin  ve ekmegin mayalanmasinda, boza iiretiminde
mikroorganizmalardan yararlanildig bilinmektedir. Fakat bu yararlarinin yaninda insanda
hastalilk meydana getiren pataojen mikroorganizmalarin, sulara ve gidalara bulasarak,
cogalmas1 bunlari tiikketen insanlarda saglik sorunlarina yol agtig1 bilinmektedir. Bunlarin
en Onemlilerinden biri olan gida zehirlenmeleri, bakteri, viriis, parazit veya bunlarin
toksinleriyle kontamine olmus yiyeceklerin tiiketilmesiyle gerceklesmektedir. Gida
bozulmalarina ve dolayisiyla gida zehirlenmelerine ¢ogunlukla gram negatif bakteri
iiyelerinden Salmonella typhimurium, Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa, gram
pozitif bakterilerden Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus’un neden oldugu

bilinmektedir (Mostafa ve ark, 2018).

Patojen mikroorganizmalar1 6ldiiren veya iiremelerine engel olan; dogal ya da sentetik
olarak {iiretilmis kimyasal maddeler antimikrobiyal madde olarak adlandirilmaktadir. Bu
maddeler ¢ok diisiik dozlarda, hedef aldig1 patojenlerin gelisimini engelleyebilen biyolojik
kokenli metabolitlerdir. Antimikrobiyal maddelerin bircogu, bakteriler, algler ve funguslar
gibi mikroorganizmalar tarafindan iiretilen dogal maddeler olup “antibiyotik” olarak
adlandirilirlar. Antibiyotikler diisiik dozlarda diger mikroorganizmalar1 Oldiiren, insan
metabolizmasina zarar vermeyen dogal veya onlarin sentetik maddeleridir (Talaro ve
Talaro, 1993). Antimikrobiyal bilesiklerin en dnemli 6zelliginin secici toksisite olmasi

gerekmektedir. Secici toksisite gOstermeyen bilesikler, viicudumuzdaki yararl



mikroorganizma florasina zarar verebildigi, bagisiklik sistemimizin zayiflamasina neden
olabildigi bildirilmistir (Akyiiz, 2007). Antimikrobiyaller etki mekanizmalarina gore

simiflandirilir ve buna goére bes grupta incelenirler (Saran ve Karahan, 2010).

Cizelge 1.1. Antimikrobiyal bilesenlerin etki mekanizmalarina gére gruplandirilmasi

1.Hiicre duvari sentez | 1. Beta laktamlar (penisilinler,

inhibitorleri sefalosporinler, monobaktamlar,
karbapenemler, beta-laktam/beta-laktamaz
inhibitorii kombinasyonlar)

2. Glikopeptitler (vankomisin, teikoplanin)

3. Digerleri (fosfomisin, sikloserin, basitrasin,
ristosetin, ramoplanin, mersasidin,
moenomisin)

2. Protein sentez inhibitorleri 1. 508 alt liniteye baglanarak etkili olanlar
(makrolidlerketolidler, linkozamidler,
streptograminler, kloramfenikol,
oksazolidinonlar)

2. 308 alt iiniteye baglanarak etkili olanlar
(aminoglikozidler, tetrasiklinler,
glisilsiklinler)

3. Digerleri (mupirosin, nitrofurantoin)

3. Niikleik asit sentez inhibitorler | (kinolonlar, rifamisinler, metronidazol)

4. Antimetabolitler (trimetoprim-siilfametoksazol, paraamino
salisilik asit)

5. Membran biitiinliigiinii | 1. Peptid antibiyotikler (polipeptit

bozanlar antibiyotikler [basitrasin, gramisidin S,
polimiksinler], lineer katyonik peptitler
[defensinler, maganinler], ribozomal peptitler
[lantibiyotikler], digerleri [pirokorisin,
drododoin, apiadesin])

2. Siklik lipopeptitler (daptomisin).

Antimikrobiyal bilesenlerin etki mekanizmalari

Antimikrobiyal maddelere maruz kalmaya bagli olarak mikroorganizmalar, zamanla zarar
gormekten kaginmak i¢in bazi direng mekanizmalar1 gelistirmistir. Bu sayede hedef alinan
mikroorganizmada antimikrobiyal maddelerin etkisi giderek azalmakta ve zamanla etkisiz
hale gelmektedir. Canlida bu direncin ortaya c¢ikmasi dogal ve evrimsel bir tepkidir
(Holmes, 2016). Mikroorganizmalarin diren¢ kazanmasi sorunu, gilinlimiizde kiiresel
diizeyde Onemli bir saglik sorunu haline gelmistir. Antimikrobiyal maddelere karsi
gosterilen direncin yaninda bu maddelerin olast yan etkileri nedeniyle, antimikrobiyal

ozellik gosteren dogal kaynaklara yonelim giin gectikce 6nem kazanmaktadir. Enfeksiyon



hastaligina karsi, dogal kaynaklardan elde edilen, aktif bilesiklerin bulunmasi iizerine

yapilan ¢alismalarin gittikge arttig bildirilmistir (Caligkan, 2001).

Aerobik solunum yapan canlilarda havanin serbest oksijeni, canli viicudunda bulunan bazi
organik bilesikler ile reaksiyona girebilmektedir. Bu reaksiyonlarda oksijenin eksik
indirgenmesi sonucunda, reaktif oksijen tiirleri (ROT) olan serbest radikalleri meydana
gelmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin en onemlileri; singlet oksijen ('O2), siiperoksit
radikali (O, e ), hidroksil radikali (¢ OH), radikal olmayan hidrojen peroksit (H20>) ve
peroksinitrit (ONOO™ ) olarak bilinmektedir. Metabolizmanin isleyisinde dogal bir siireg
olan, serbest radikallerin olustugu oksidasyon reaksiyonu; organizmaya zarar
verebilmektedir. Bagisiklik sistemini zayiflatmakta, kanser, kalp hastaliklar1 ve kronik
hastaliklara sebep olabilmektedir (Halliwell ve Gutteridge 1990). Viicutta gerceklesen
katabolik reaksiyonlarin disinda sagliksiz beslenme, yagli yiyecekler, sigara ve alkol
kullanimi, bazi ilaglar ve radyasyon da serbest radikallerin olusumuna sebep olmaktadir.
Serbest radikallerle savasan viicudun dogal bir savunma mekanizmas: vardir. Bu
mekanizmay1 olusturan bilesiklere “antioksidan” denilmektedir. Antioksidanlar dogal ve

sentetik olmak tizere iki gruba ayrilir (Pradedova ve ark., 2010).

Cizelge 1.2. Antioksidan bilesiklerin siniflandirilmast

Dogal Antioksidanlar Sentetik
Enzimatik Olanlar Enzimatik Olmayanlar Antioksidanlar
oSﬁperoksit dismutaz Endoj en EkSOj en Antioksidanlar oBﬁtil]enmig
Antioksidanlar hidroksi anisol
eKatalaz eEVitamini
oGlutatyon (Tokoferoller) eBiitillenmis
oGlutatyon hidroksi toliien
peroksidaz eSeruloplazmin ¢ 3-Karoten
e Propil gallat
oGlutatyon-S- e Bilirubin eCVitamini (Askorbik
transferaz asit)
eFerritin
oGlutatyon rediiktaz e Flavonoidler
e Laktoferrin
oGlukoz-6-fosfat
dehidrogenaz e Urik asit
e Haptoglobinler
e Albumin




Antioksidanlarin serbest radikallerin olusumunu durdurdugu ve mevcut radikalleri
stiplirerek hiicre hasarin1 engelledigi bilinmektedir (Murray ve ark., 2000; Akbari ve ark.,
2018). Fakat hiicrelerdeki oksidasyona canlinin dogal antioksidan savunma mekanizmasi
yeterli olmamaktadir. Bu bakimdan antioksidan ozellik gosteren bilesiklerin disardan

alinmasi 6nemlidir (Namiki 1990, Skrinjar ve ark., 2007).

Baz1 siyanobakteri tiirlerinden elde edilen protein, vitamin, yag asitleri ve pigment gibi
yapilarin antimikrobiyal ve antioksidan ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir. Sahip
olduklar1 bu ozelliklerden dolay1 gida, saglik ve ila¢ alanlarinda kullanilmaktadirlar
(Gargouri ve ark., 2016). Siyanobakteriler tibbi alanlarda kullaniminin yaninda, atik sularin
ve agir metallerin giderilmesinde, gilines enerjisinin biyokiitleye doniistiiriilmesinde
kullanilan mikrorganizmalardir. Icerdikleri zengin karbonhidrat, protein ve &zellikle yag
asidinden dolayr hayvan yemi, gida katki maddesi olarak kullanilabilmektedir. Fakat
iilkemizde bu canlilarin kullanim alanlar ile ilgili yeteri kadar ¢alisma mevcut olmamasi
nedeniyle cok sayida siyanobakteri tiirii bilinmesine ragmen bu canlilardan ekonomik

anlamda yeteri kadar fayda saglanamamaktadir.

Bu calismada, Samsun ilinde bulunan Ladik Goli’niin farkli bolgelerinden su 6rnekleri
alinarak, siyanobakteriler izole edilmistir. izole edilen siyanobakteriler saflastirilarak, 16S
rRNA gen bolgesi PCR ile cogaltilarak molekiiler tanimlama yapilmistir. Ayrica
saflagtirilan siyanobakterilerden hekzan ekstraksiyonu yapilarak yag asit profilleri

belirlenmis, antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri incelenmistir.



2. SIYANOBAKTERILERIN GENEL OZELLIiKLERIi

2.1. Siyanobakterilerin Evrimi ve Ekolojisi

Siyanobakterilerin Bati Avusturalya Stromatolitlerinde bulunan 3,8 milyar yi1l yasinda ki
mikrofosillerinden, diinyadaki en eski yasam formlarindan biri oldugu bilinmektedir

(Campbell ve Reece, 2000).

Diinya atmosferinde oksijen birikmesi, siyanobakterilerin evriminden 1 milyar yil sonra
gerceklestigi; bu durumun siyanobakteriler tarafindan azot tespiti ve fotosentezin tam
olarak  gergeklestirilmesiyle ortaya ¢iktigt diisiiniilmektedir. Bununla beraber
kloroplastlarin da siyanobakterilerden evrimlestigi ileri siiriilmektedir. Bu agidan evrimsel
olarak biiyiik bir 6neme sahiptirler (Peschek ve ark., 1999; Stewart ve ark., 1987). Ortaya
ciktiklar1 diislintilen 3.8 milyar yi1l 6nce ki dénemden gilinlimiize kadar ulasabilmeleri,
degisen cevre kosullarina kars1 gosterdikleri hizli adaptasyonlarin bir avantaji oldugu kabul
edilmektedir (Komarek, 2016). Bu adaptasyonlar sayesinde diinya tizerinde ¢cok genis bir
yayilim alanina sahip olmuslardir. Isiya karsi gelistirdikleri toleranstan dolayr 0 °C’in
altindaki sulardan, 70 °C’ye kadar sicak sularda yasayabilmektedirler. Beslenme istekleri
oldukca basittir. Vitamin ihtiyaclar1 yoktur. Isik, CO;, azot, su ve mineral maddeler
bulduklarinda 6ncii organizma olarak ortama yerlesirler. Hem fotosentezle organik madde
iretimi hem de havanin serbest azotunu fiske etmelerinden dolay1 bir¢ok habitatin primer

iireticisi olmuslardir (Oner, 2001).

2.2. Siyanobakterilerin Hiicre Yapis1

Siyanobakteriler; kendilerine 6zgili hiicre yapisina sahip zarla cevrili ¢ekirdek ve
organelleri olmayan,16S rRNA ve klorofil-a igeren, tek hiicreli prokaryotik
organizmalardir (Gliner ve Aysel, 2006). Klorofil-a pigmentinin yanisira, fikosiyanin ve
fikoeritrin ad1 verilen 6zel fotosentetik pigmentlere sahiptirler. Klorofil-a’nin 15181 absorbe
etmede yetersiz kaldig1 dalga boylarinda bu pigmentlerden yararlanarak farkli derinliklerde

yasayabilmektedirler (Stewart ve Falconer 2008).



Siyanobakterilerin hiicre duvar1 Gram pozitiftir. Hiicre duvar1 peptidoglikan tabakasi igerir
ve dis kismi lipopolisakkarit bir tabakadan olusur. Hiicre duvarinin altinda ince bir hiicre
zar1 veya plazmalema bulunur. Bazi durumlarda hiicre duvarini tiire gore ince ya da kalin
olabilen miisilajli bir zar g¢evreleyebilmektedir (Becker, 1995; Tomaselli, 2004). Dis
kisimdaki miisilaj tabaka, canliyr su tstiinde asili tutar, siyanobakterilerin sudan besin
saglamasint ve siyanobakteriler ile beslenmek isteyen mikroskobik canlilardan
korunmasini saglar. Siyanobakterilerin genelinde tillakoid adi verilen hiicre i¢i zarlar
bulunur. En i¢ kisimda tamamen plazmadan olusan bdlgenin dis kismi siyanonbakterilere

mavi- yesil renk veren fikosiyanin pigmenti i¢erir (Graham ve Graham 2004).
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Sekil 2.1 Siyanobakteri hiicrelerinin genel yapist (Lee,2008).

Planktonik olanlarinda kirmiz1 ve siyah renkleri ile optik mikroskobunda kolayca taninan
gaz vakuolleri bulunur. Gaz vakuolleri diistik 151k konsantrasyonunda iiretilir. Vakuoller
sayesinde hiicrenin hacmi artarak yogunlugu azalir. Boylece canli yukar1 dogru hareket
eder ve su lizerinde durma 6zelligi kazanir. Gaz vakuolleri yiiksek 151k konsantrasyonunda
yok olur. Boylelikle siyanobakterilerin biiylimesi i¢in uygun su katmani secilerek kendileri

icin gerekli olan besin maddelerine erisebilir (Sharma ve ark., 2014).

Fotosentetik kisimlart igeren ve serbestce sitoplazmada dolasan tilakoid isimli yapilar,

sitoplazmik ylizeyde diizenli olarak siralanmis fikobilizomlar ile de gosterilmektedir.



Fikobilizomlar fikosiyanin gibi fikobiliproteinleri igerirler. Siyanobakteriler seliiloz
icermediginden sindirilmeleri alglere oranla daha kolaydir (Becker, 1995; Koray, 2002;
Tomaselli, 2004). Yedek besin maddeleri glikojen, proteinlerden siyanofisin ve volitindir

(Cirik ve Gokpinar, 1993).

Siyanobakterilerde ilireme sadece eseysiz olarak goriiliir. Hiicrelerin yapilarina gore
boliinmeleri degisiklik gosterir. Tek hiicreli olanlar enine boliinerek ¢ogalirken, ipliksi yap1

gosteren tiirlerde aradaki hormogonyum olusarak ¢ogalir (Gliner ve Aysel, 2006).

Siyanobakteriler, ortam kosullart yagsamalart i¢in uygun olmadiginda heterosist veya
akinete yapistyla devamliliklarini saglarken, kosullar uygun oldugunda ise hormogonium

gibi yapilarla ¢ogalirlar (Giiner ve Aysel, 2006).

2.3. Siyanobakterilerdeki Ozellesmis Hiicreler

2.3.1. Heterosistler

Heterosistler azot yoklugunda havanin serbest azotunu fikse eden Nostocales ve
Stigonematales iiyeleri disinda bagka grupta bulunmayan 6zellesmis hiicrelerdir (Boone,
Casstenholz ve Garrity, 2001). Heterosistler ipliksi yapmin ortasinda, uglara yakin
kisimlarda veya tek ucta olabilir. Bu durum siyanobakteri sistematiginde oldukc¢a
onemlidir. Ayrica heterosist hiicreleri nitrojenaz enzimi katalizorliigiinde havadaki serbest
azotu filse ederek azotun amonyum olarak besin zincirine aktarilmasini saglar (Cirik ve

Gokpinar, 2008; Altuner, 2010).
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Sekil 2.2. Heterosist yapist (Whitton ve Potts 2000).

2.3.2. Akinete

Akineteler bakterilerde ki endospor yapisina benzemektedir. Heterosistlerden daha biiyiik
yapilardir. Nostocales iiyeleri 151k ve besin sinirlamasiyla karsilastiklarinda hiicre duvarinin
cevresinde kalin bir duvar daha olusturarak, akineteleri meydana getirirler. Bu hiicreler
sayesinde bakteri, donmaya, kurumaya ve oksijensiz ortama kars1i diren¢ gosterir.
Akineteler siyanofisin, glikojen, lipit ve karatenoid pigmentlerini depolamaktadir (Boone
ve digerleri, 2001).

Sekil 2.3. Akinete yapist (Whitton ve Potts 2000).
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2.3.4. Hormogonyum

Hormogonyum Nostocales iiyesi bazi Siyanobakteriler tarafindan olusturulan hareketli
yapilardir. Ipliksi yap1 gdsteren tiirlerde, yeni bir ortamla karsilasildiginda stres goriilebilir.
Bu durumlarda iplikte aradaki hiicreler olir ve iplik pargalanir. Bu pargalara
hormogonyum denir. Hormogonyumlar geliserek yeni bir ipliksi liye olusturur (Boone ve

digerleri, 2001; Altuner 2010).

Nostoc :

Filament Hormogonia Yeni Filament

Sekil 2.4. Hormogonyum yapisi

2.4. Siyanobakterilerin Taksonomisi

Siyanobakteriler; ekolojk acidan 6nemli organizmalardir ve ¢ok genis bir yasam alanina
sahiptirler. Bu ylizden, morfolojik ve ekolojik olarak ¢ok cesitlilik gosterir. Tirlerinin
teshis edilmesi ve smiflandirilmasi zor ve karisiktir. Tek hiicreli, ¢ok hiicreli veya
filamentli yapida olabilirler. Tek hiicreli yapilar1 cubuk, yuvarlak ipliksi yapida olabilirken
cok hiicreli yapilar1 yuvarlak seklinde ve genel olarak koloni olustururlar (Whitton ve
Potts, 2000). Siyanobakteriler Cyanophyceae sinifinda, 9 takim igerisinde siniflandirilir.

Bu takimlar;

1-Chroococcales
2-Chroococcidiopsidales
3-Gleobacterales
4-Nostocales

5-Oscillatoriales



11

6-Pleurocapsales
7-Pseudanabaenales
8-Spirulinales

9-Synechococcales’tir (Guiry ve Guiry, 2016).

2.4.1 Chroococcales

Hiicreleri yuvarlak, tek tek ya da ikisi bir arada, bazen de 4,8 ve 16’1 koloniler halinde

olabilirler. Nadir olarak ¢ok sayida hiicre grubu bir arada olabilir.

Resim 2.2. Chroococcales

2.4.2. Chroococcidiopsidales

Hiicreler kiiresel sekilli, nadiren tek halde bulunurlar. ince ve renksiz bir kilif bulunur.

Hiicreler bir zarla ayrilmistir (Komarek 2006).

Resim 2.3. Chroococcidiopsidales
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2.4.3. Gleobacterales

Tilakoidleri bulunmayan tek siyanobakteri cinsidir. Sadece Gloeobacteraceae cinsini
icermektedir ( Komarek, 2006).

Resim 2.4. Gleobacterales

2.4.4. Nostocales

Her tarafta aym kalinlikta ve dista kaygan bir miisilaj tabakasi ile c¢evrili ipliksi
yapidadirlar. Hiicrelerinin sekli tesbih tanelerine benzer. Ipligi olusturan bazi hiicreler
asimilasyon pigmentlerini kaybederek sararirlar. Digerlerinden daha biiylik olan bu

hiicrelere heterosist ad1 verilir (Komarek, 2006).

Resim 2.5. Nostocales
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2.4.5. Oscillatoriales

Tek tek ve ince kilifli olan ve uzun ekseni boyunca rotasyon yoniinde kivrimli hareket

edebilen ipliksi organizmalardir. Dallanma gostermezler (Komarek, 20006).

Resim 2.6. Oscillatoriales

2.4.6. Pseudanabaenales

Resim 2.7. Pseudanabaenales

2.4.7. Pleurocapsales

Tek hiicreli bulunabilirler ve azot fiksasyonu yetenegine sahiptirler. Tath veya tuzlu

sularda yasayabilirler.
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Resim 2.8. Pleurocapsales

2.4.8. Spirulinales

Spiral yapida olup uzun ve kilifsizdir. Afrika’da Cad bolgesinde yazin kuruyan golciiklerde

yetisen bazi tiirleri toplanarak bolge yore halki tarafindan besin olarak degerlendirilirler.

Resim 2.9. Spirulinales

2.4.9. Synechococcales

Hiicreler dikddrtgenimsi, silindirik ya da elips, dik, uzunlamasina, tek ya da 2’li, nadiren
de 4’li gruplar halinde birliktedir. Hiicreler, ortak bir miisilaj bir kilif olmadan dik
konumludur. Hiicreler elips ya da yuvarlak ug silindirik haldedir. Hiicrelerin uzunlugu

20um’ye kadar olabilmektedir (Komarek, 2006).
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Resim 2.10. Synechococcales

2.5. Siyanobakterilerin Molekiiler Taksonomisi

Siyanobakterilerin siniflandirilmasinda kullanilan geleneksel yontem morfolojik olarak
mikroskop yardimiyla yapilmaktadir. Fakat bu morfolojik Ozellikler, degisen c¢evre
kosullartyla birlikte degisebileceginden taksonomi agisindan yetersiz kalmaktadir. Bu
yiizden DNA’ya dayanan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli molekiiler
yaklagimlar taksonomik caligmalara katki saglamaktadir (Neilan, Jacobs ve Goodman,

1995).

16S rRNA“vya dayali sivanobakterilerin filogenisi

Hiicrede ribozomlardaki proteinlere bagli olarak bulunan ribozomal riboniikleik asitin
(rRNA) tim RNA’nin yaklasik %80’inin olusturdugu bilinmektedir. Bu ribozomlar biri
biiylik digeri kiigiik iki alt birimden olusmuslardir. Bakterilerde biiyiik birim 50S, kiiglik
birim 30S total ribozom 70S biiyiikliiglinde oldugu halde, okaryotik hiicrelerde biiyiik
birim 60S, kiiciik birim 40S ve total ribozom ise 80S biiyiikliiglindedir (Kolbert ve ark.,
2006).

Prokaryotlarda bulunan ribozomal RNA molekiilii, 5S, 16S ve 23S olmak iizere {i¢ ¢esittir.
Bakterilerde bulunan 16S ve 23S rRNA dizileri ile bu dizilerin arasina bulunan Internal
Trascribed Sequence (ITS) bolgeleri de siyanobakterilerin cins alt1 taksonomisinde

onemlidir (Boyer ve ark., 2001).
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16S rRNA prokaryotlarda evrimsel olarak korunmus ve sistematik acidan onemli bir
markir gendir (Niibel ve ark., 1997). Ayrica 16S rRNA ile 23S rRNA gen bdlgesi ¢ok iyi
korunmus marker bir gendir (Albert ve ark., 2008). Ayrica bu dizilerin arasinda bulunan
Internal Trascribed Sequence (ITS) bolgeleri de siyanobakterilerin cins alt1 taksonomisinde
onemlidir (Boyer ve ark. 2001). Bu dizilerin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile

cogaltilmasi saglanarak tiir tayini yapilabilmektedir.

RNA1GS 1§ rRNA23S

0 il 000 10 2000
b

- - = - =4 -

Fovuwr  cousr CUR o W [TER
Sekil 2.5. Baglanma sirasinda primerlerin kismi yerleri (Druga ve digerleri, 2019).

Siyanobakterilerin morfolojik verileri ve genetik analizleri siniflandirmalarinda bazi
tutarsizliklara yol agmaktadir. Bu nedenle mevcut yontemlere ek olarak, hiicresel yag asidi
bilesimleri; aile, cins ve tlir seviyesindeki bakterileri siniflandirmak i¢in kullanilmaktadir.
Siyanobakterilerin lipitlerindeki, doyamamis yag asidi igerigi morfolojik ve fizyolojik
siiflandirmalariyla iliskilidir. Tek hiicreli ve filamentli siyanobakteriler, karboksil
ucundan (A), 16 karbonlu (C16) ve 18 karbonlu (C18) veya metil ucundan (o) sayilan ¢ift
baglarin sayisina ve konumuna bagh olarak yag asitleri bes kiimede gruplandirilmiglardir

(Sivonen ve ark., 2002).

2.6. Siyanobakteriler ve Yag Asitleri

Coklu doymamis yag asitlerinin insan viicuduna olan olumlu etkilerinin anlasilmasiyla bu
asitlere olan ilgi giin gegtik¢e artmistir. Bu baglamda ¢coklu doymamis yag asitlerinin dogal
kaynaklar1 bir¢ok calismaya konu olmustur. Yag asitlerinin bitkisel ve hayvansal
kaynaklarina ek olarak mikroorganizmalar da kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin kisa
stirede lireme yetenekleri, hizli gelisme 6zelligi, endiistriyel yan {irlinlerde ve atiklarda

diisiik maliyetle gelistirilebilir olmalari, yag iiretimlerinin her mevsim yapilmasi gibi



17

olumlu o6zellikleri onlar1 lipit iiretiminde alternatif haline getirmistir (Aytuna, 2004).
Giliniimiizde gida ve kozmetik sektoriinde kullanilan yaglar bitkisel ve hayvansal kaynakli
olarak {retilmektedir. Mikrobiyal kaynaklardan lipit iiretimi i¢in g¢esitli teknikler
kullanilmaktadir. Fakat mikroorganizmalardan elde edilen lipit verimi ve bilesenleri ortam
kosullari, ekstraksiyon yontemi gibi dig degiskenlerden etkilenebilmektedir (Kennedy ve
ark., 1993; Hassan ve ark., 1996; Bhatia ve ark., 1972; Atkinson ve Mavituna, 1991; Certik
ve ark., 1996; Somashekar ve ark., 2001; Bayizit ve Basoglu, 2000).

Bir siyanobakteri tiirii olan Spirulina bitki ve hayvanlar tarafindan sentezlenmeyen; v-
linolenik asit (GLA, 18:3w6), Porphyridium arasidonik asit (AA, 20:4w6),
Nannochloropsis, Phaecodactylum, Nitzschia, Isochrysis, Diacronema eikosapentaenoik asit
(EPA, 20:5w3) ve Crypthecodinium, Schizochytrim dokosahekzaenoik asit (DHA, 22:6w3)

sentezlemektedir (Gouveia ve ark., 2008).

2.7. Siyanobakterilerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Antimikrobiyal maddeler, sentetik olarak veya dogal kaynaklardan elde edilen ¢ok az
dozlarda uygulandiginda dahi mikroorganizma gelisimini engelleyen, biyolojik kokenli,
sekonder metabolitlerdir. Bunlar, mikroorganizmanin ¢ogalmasini engelleyici olabildikleri
gibi, mikroorganizmanin Oliimiine neden olan maddeler de olabilirler (Evrim ve ark.,
2010). Bir antimikrobiyalde olmas1 gereken en dnemli 6zellik ise “segici toksik™ etki yani

konaga zarar vermeden mikroorganizmanin inhibe edilmesidir (Ustagelebi, 1999).

Diinyanin ¢esitli yerlerinden toplanan siyanobakteri tiirleri (Oscillatoria redekei, Anabaena
sp. Anabaena cylindrica, A. virabilis, Anabaena oryzea, Hapalosiphon sp. Spirulina sp.,
Spirulina platensis, Westiellopsis prolifica, Oscillatoria sp. Aulosira fertilissima, Lyngbya
officinalis, Tolypothrix ceytonica, Tolyphothrix tjipanensis, Synechocystis aquatilis, Nostoc
muscofum) lizerinde antimikrobiyal etki ¢alismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalarda genellikle
metanol, hexan, kloroform, etanol, aseton, dietil eter, butanol ve DMSO organik
coziiciilerin kullanimiyla farkli siyanobakter ekstraktlar elde edilmistir. Elde edilen
ekstraktlarin  patojenlere karsi etkisi incelenmistir. En sik kullanilan patojenler
Staphylococcous aureus, Staphylococcous epidermidis, Staphylococcus haemolyticus,

Escherichia coli, Shigella sonnei, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, Pseudomonas
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aeroginosa’dir (Mundt ve ark., 2003; Ozdemir ve ark., 2004; El-Sheekh ve ark., 2006;
Katircioglu ve ark., 2006; Martins ve ark., 2008).

2.8. Siyanobakterilerin Antioksidan Aktivitesi

Metabolizmanin isleyisinde dogal bir siire¢ olan oksidasyon sonucunda serbest radikaller
aciga cikar. Eslenmemis elektron igceren bu atom veya molekiillerin hiicrelerin zarar
gordiigli reaksiyonlar1 baglattigi bilinmektedir. Viicutta serbest radikallerin olusumu
katabolik reaksiyonlarin yaninda sagliksiz beslenme, sigara, ilaclar, alkol tiiketimi,
radyasyon, bocek ilaglart ve g¢evre kirliligi gibi nedenlerle de gerceklesebilmektedir
(Gokpmar ve ark., 2006). Serbest radikallerin, bagisiklik sistemini zayiflatarak kalp
rahatsizliklari, kanser ve bazi kronik hastaliklara ve erken yaslanmaya neden olduklari
bilinmektedir (Bilaloglu ve Harmandar, 1999). Metabolizmada ortaya c¢ikan serbest
radikalleri notralizeederek hiicrede hasar meydana gelmesini engelleyen bir savunma
meaknizmas1 vardir. Bu mekanizmay1 olusturan bilesikler ‘antioksidanlar’ olarak
adlandirilir. Bu bakimdan antioksidanlar, hiicre koruyucu tedavi ve dejeneratif
hastaliklardan korunmada onemlidir (Baublis ve ark., 2000). Bu nedenle serbest
radikallerin olusumu ile miicadele eden antioksidan bilesiklerle yapilan caligmalara

artmaktadir (Gokpinar ve ark., 2006).

Siyanobakterilerin cesitli ekstraktlarindan elde edilen maddelerin antioksidan aktiviteleri
iizerine bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Anabaena variabilis, Oscillatoria sp., Chroococcus sp.
Nostoc sp., Plectonema boryanum ve Scytonema sp. tiirlerinden elde edilen heksan ve
methanol ekstraktlarinin serbest radikal giderme aktiviteleri arastirilmistir ve Plectonema

boryanum en yiiksek aktiviteyi gostermistir (Suhail ve ark., 2011).

2.9. Siyanobakterilerin Toksinleri

Cevresel faktorler siyanobakterilerin iiremelerini etkilemektedir. Yaz ve erken sonbahar
donemlerinde, sucul ekosistemlerde sudaki besleyici elementler artmaktadir. Bu durumun
siyanonakterilerin lireme faaliyetlerini arttirdigi bilinmektedir. Boyle zamanlarda sudaki
alg, siyanobakteri ve plankton sayisinin asir1 sekilde artis gdstermesi ‘6trofikasyon’ olarak

adlandirilmaktadir. Otrofikasyonun suyun berrakhiginda ve kokusunda degisimlere,
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ekolojik dengesinde bozulmalara yol agtigi bilinmektedir. Ayrica su yiizeyi asir1 artan
siyanobakterilerle kaplandiginda 151k alt tabaklara ulasamaz. Bu da alt tabakada kalan
canlilarin fotosentezini engeller ve sudaki oksijen miktar1 azalir. Donem sonunda
siyanobakteriler canliliklarini yitirmeleriyle dibe g¢dkerek, ayrisirlar. Bunun sonucunda
suda hidrojen siilfiir (H>S), metan gazi, amonyak (NH3) gibi bilesikler olusur. Bu durum
sudaki diger canlilart olumsuz etkiler (Wetzel, 1993). Sularda olusan &trofikasyonlarin
siyanobakterilerin kiitlece yiiksek poplilasyona ulasmasina bununla beraber toksin
iiretmelerine yol actigi bildirilmistir (Carmichael 1989, Codd ve ark., 1989, Codd ve ark.,
1995, Carmichael 1997). Toksin ise “Diislik veya yliksek konsantrasyonlarda baska bir
hiicre, doku veya organizmaya zarar verebilecek mikrobiyal triinler veya bilesenler”
olarak tanimlanmistir (Carmichael, 1992). Siyanobakterilerin canli dokularinda birikerek
toksik etki olusturan sekonder metobolit yapidaki iiriinleri siyanotoksin olarak

adlandirilmaktadir (Negri ve Jones, 1995).

Siyanobakteriler; yapilan ¢aligmalar sonucunda “toksik” veya “toksik olmayan” olarak
gruplandirilmistir (Davis ve ark., 2009). Toksin iiretimi genetik faktorlerin yaninda,
cevresel faktorlerden de etkilenmektedir. Fakat genetik olarak toksin iiretebilen tiirlerde
her zaman toksin iiretmeyebilir. Hatta toksin iireten ve liretmeyen tiirler bir ekosistemden
digerine degisebilir (Briand ve ark., 2008). Uretilen toksin miktar1 hiicrenin biiyiime
miktaria bagli olarak degisebildigi gibi (Sivonen, 1990) besin yogunlugu, sicaklik ve pH
gibi faktorlerden de etkilenmektedir (Sivonen ve Jones 1999, Kaebernick ve Neilan 2001,
Graham ve ark. 2004). Siyanotoksinler toksik etkilerine, molekiiler yapilarina ve
kokenlerine gore siniflandirilabilmektedir (Van der Merwe, 2015). Karacigeri hedef alan
(Hepatotoksinler): MC’ler, CYN’ler ve NOD’lardir (Humbert, 2009). ATX-a, hATX-a,
ATX-a(s) ve STX’ler, norotoksinler olup sinir sistemini etkiledigi bilinmektedir. Solunum,
periferik ve iskelet kaslarmi felg ederek kisa siirede solunum durmasi ile 6liime neden
olabilmektedirler (Kuiper-Goodman ve ark., 1999; Duy ve ark., 2000). Yapilan
caligmalarda MC’ler ve anatoksin (ATX)’ler icin ¢ok az sayida da olsa etkili panzehirler
oldugu, STX’ler i¢in ise panzehir bulunmadig: bildirilmistir (Hermansky ve ark., 1990,
Hyde ve Carmichael, 1991).
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Cizelge 2.1 Siyanotoksinlerin etkileri ve semptomlar1 (Carmichael, 1993; Chorus 1999).

Toksin grubu Memelilerde ilk hedef organ Siyanobakteriler
Siklik peptitler ) o Microcystis, Anabaena,
Mikrosistin
. Planktothrix Nostoc,
Karaciger ) )
) Hapalosiphon, Anabaenopsis
Nodularin
Nodularia
_ Ll Anabaena, Oscillatoria,
Anatoksin-a Sinir sinapslari ‘
Aphanizomenon
Anatoksin-a(S) Sinir sinapslar1 | Anabaena
Lyngbya, Schizothrix,
. Aplysiatoksin Deri T ) ‘ '
Alkaloidler Planktothrix (Oscillatoria)
Cylindrospermopsis,

Silindrospermopsin | Karaciger ) _
Aphanizomenon, Umezakia

Deri, bagirsak

Lyngbiyatoksin-a ) ] Lyngbya
sistemi

Anabaena, Aphanizomenon,
Saksitoksin Sinir aksonlar1 _ ‘
Lyngbya, Cylindrospermopsis
Lipopolisakkarit Anabaena, Aphanizomenon,
(LPS) Lyngbya, Cylindrospermopsis
Endotoksinler Deri Anabaena fl os-aque,

A.cylindrica, Oscillatoria

tenuis, O. brevis

Siyanobakteri toksinleri insan ve hayvan sagligi i¢in biiyiik bir tehlike olusturmaktadir.
Ozellikle kiyr bolgelerinde siyanobakterilerin olusturdugu toksin topluluklar, yumurta
birakmak ve iiremek icin kiyr bolgelere gelen baliklara ciddi bir tehdit olusturmaktadir.
Siyanobakteri toksinlerinin bulundugu sularin i¢ilmesi veya bu sulara temas edilmesi

toksik etkilerinin ortaya c¢ikmasi ic¢in yeterlidir. Olast bir zehirlenme durumunda
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cocuklarin, kronik karaciger ve bobrek rahatsizligi olan kisilerin daha c¢ok risk tasidigi

bildirilmektedir (Brittain ve ark., 2000).

2.10. Siyanobakterilerin Kullanim Alanlari

Siyanobakteriler binlerce yildir ilag, gida ve su iiriinleri yetistiriciligi endiistrisi i¢in yiiksek
degerlikli bilesiklerin dogal bir kaynagi olarak kullanilmaktadir. Diinya’da ve Tiirkiye’de
farkli amaclar dogrultusunda siyanobakteri iiretimleri gergeklestirilmektedir. Kullanim
alanlarmin i¢inde gida takviyesi, akuakiiltiir i¢in yem ve yesil su hazirlanmasi, giibre,

kozmetik ve gida iiriinleri i¢ine katki maddesi olmas1 yer almaktadir.

1959 yilinda Brandily Cad Golii’niin kuzey kiyisinda yasayan Kadjidi kabilesinin gélden
topladiklar1 Spirulina sp.’y1 un haline getirerek yiyeceklerine kattiklarini, yaptigr gozlem
ve incelemeler sonucunda da Kadjidi kabilesinin diger bolgelerde yasayan yerlilere gore

daha uzun boylu ve daha saglikli olduklarini bildirmistir (Y1lmaz ve Duru, 2011).

Siyanobakterilerden elde edilen ¢oklu doymamis yag asitleri olan PUFA’lar saglik
alaninda ¢ok 6nemli faydasi olan 6nemli biyoaktif bilesenlerdendir. PUFA’lar igerigindeki
omega 3 ve omega 6 gibi ¢oklu doymamis yag asitleri insan viicudunda sentezlenmedikleri
icin ¢ok gerekli yag asitleridir (Ward ve Singh, 2005). Coklu doymamis yag asitlerinin ana
kaynagi halk arasinda en c¢ok baliklar olarak bilinmesine karsin baliklar ¢oklu doymamais
yag asitlerini sentezleyemezler, disaridan siyanobakteri tiiketerek bilinyelerine alirlar.
Ayrica balik yagi gida takviyesi olarak arzu edilmeyen kokusu ve tadi nedeniyle sinirlt

tilkketilmektedir (Akyil ve ark., 2016).

Proteinler, eksikliginde dengesiz beslenmeye yol actifi i¢in beslenmedeki en 6nemli
faktorlerdendir. Yiiksek protein igeriginden dolay1 yetistirilen ve besin olarak kullanilan bir
siyanobakteri olan Spirulina’nin ham protein igerigi %60 olarak bilinmesinin yani sira
vitamin, mineral ve bir¢ok biyoaktif maddeyi i¢eriginde bulundurmaktadir. Hiicre duvari,
insan viicudu tarafindan %86 oraninda kolayca sindirilebilir polisakaritlerden
olusmaktadir. Spirulina, diyet gidasi olarak tablet, pul ve toz seklinde kullanilmaktadir.
Ayn1 zamanda su lrilinleri yetistiriciligi, akvaryum ve kiimes hayvanlar1 endiistrisinde de

kullailmaktadir (Sjors ve Alessvero, 2010). Spirulina protein, karetenoid, fikosiyanin ve
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klorofil gibi pigmentleri, vitamin ve yaglari igeren zengin igerigi sayesinde kozmetik
sektoriinde;  krem, maske, sabun ve sampuan olarakta  kullanilmaktadir.
Siyanobakterilerden pigmentler, vitaminler ve enzimler gibi hassas kimyasallarin

cogunlugu elde edilmekte ve ticari olarak kullanilmaktadir.

Siyanobakteri tiirlerinin biiytlik bir kismi vitamin 6zellikleri olarak olduk¢a zengindir ve bu
vitaminleri ¢evrelerine salarlar. B grubu vitaminler ve E78 gibi ticari 6nemi olan
vitaminlerin kaynaklari, denizlerde yasayan siyanobakterilerdir. Laktamaz, lipaz ve proteaz
gibi enzimler endiistri, klinik, tip ve eczacilik sektorlerinde ticari amagla kullanilmaktadir.
Bu enzimlerin biiyilk 0Olgekli {retimi denizel siyanobakteriler kullanilarak

yapilabilmektedir.

Siyanobakterilerin pigment maddeleri olan Karatenoidler ve fikobiliproteinler ticari olarak
onemli bir yere sahiptir. Siyanobakterilerde pigmentler protoplast adi verilen hiicrenin i¢
kismindaki canli yapida yogun olarak bulunmaktadir. Bu bdlge kromatoplazma olarak
adlandirilir. Elektron mikroskobuyla yapilan calismalarda hiicre membranina paralel halde
bulunan serbest sitoplazmik bilesenler, Kromatoplazma bdlgesinde yer alan tilakoidlerin,
oldugu anlasilmistir. Tilakoid membranlarin igeriginde yagda ¢oziinen klorofil-a ve
karotenoidler bulunur. Tilakoidlerin dis yiizeylerine tutunmus kiigiik bélmelerde ise suda
coziinen fikobiliproteinler bulunur. Bununla birlikte tilakoid adi verilen bosluklar
icerisinde silindir biciminde bulunan gaz vezikiilleri Spirulina’ya ylizebilme yetenegi verir

(Tomaselli, 1997).

Fikoeritrin, kirmizi renkli fikobiliprotein; fikoeritrin, mavi fikobiliproteinler de;
fikoksiyanin olarak isimlendirilmektedir. Suda erime 6zelligi olan bu pigmentler dogal
renklendirici olarak gidalarda, ayn1 zamanda kozmetik ve eczacilik alaninda
kullanilabilmektedirler. Porphyridium sp. tiri; floresan pembe renk veren bir pigment
kaynagidir. En O6nemli pigmentleri olan fikobiliproteinler, B-fikoeritrin ile bfikoeritrin;
tekstil sektoriinde, jelatin iceren tatlilar ve siit {riinlerinde renklendirici olarak
kullanilmaktadir. Fikosiyaninin gida sektoriinde iirlinlerin renk kalitesini artirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda toksik, alerjen ve kansorejen riski olmayan dogal bir renk
maddesi oldugundan sentetik pigment maddelerinin yerini almistir (Sarada ve ark., 1999).

Fikosiyaninin kullanim alanlarindan bir baskas1 da fonksiyonel gida olarak tiikketimidir. S.
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Platensis’in kurutularak tiiketimindeki en Onemli faktor fikosiyaninindir. Fikasiyonin
icerigi  siyanobakterilere  antiinflamatuar, antimikrobiyal, antikanser  ozellikler
kazandirmaktadir. Ayn1 zamanda fikosiyaninin bagisiklik sistemini uyardig1 ve kolestrol

diisiiriicii etki gosterdigi de bilinmektedir (Erdal ve Okmen, 2013).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Calisma alani

Calisma alan1 olarak segilen Ladik Golii Orta Karadeniz Bdlgesi’nde, Samsun ilinin

giineybatisinda, 35°40°-36°05° dogu meridyenleri ile 40°50°-41°00° kuzey enlemleri

arasinda yer almaktadir (Anonim, 1997).

Resim 3.1. Ladik G061 Haritasi

Ladik Golii, Kuzey Anadolu fay hattinin zaman igerisindeki faaliyetleri sonucu olusmus,
tektonik bir goldiir. GoOli Akdag’dan gelen Cakirglimiis deresi ve Kiipecik deresi
beslerken, goliin bosaltimini Yesilirmak Nehri’ne baglanan Tersakan ¢ay1 yapmaktadir. 5
km uzunlugunda, 2 km genisligindeki goliim yiizdlgiimii 558 km?’dir. Géliin yiizey
derinligi 2.5 m ile 6 m arasinda degisirken, rakimi 867 m’dir. Sicaklig1 7 ile 28°C arasinda

degisen gol otrofik 6zellik gostermektedir (Maraslioglu, 2001).



3.1.2. Calismada kullamilan su érnekleri
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Su 6rnekleri Samsun Iline bagli Ladik ilgesinde bulunan Ladik goliinde belirlenen 6

bolgeden 3 Agustos 2019 tarihinde &rnek alinmustir. Orneklem bélgeleri ¢izelgede

belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Orneklem bolgeleri

Bolge Ismi Bolge Kordinati
1 1. Bolge 40°5429.6"N 35°58'41.9"E
2 2. Bolge 40°54'17.8"N 35°59'07.6"E
3 3. Bolge 40°54'09.2"N 35°59'46.0"E
4 4. Bolge 40°53'57.6"N 36°00'37.1"E
5 5. Bolge 40°53'43.5"N 36°0127.0"E
6 6. Bolge 40°53'38.5"N 36°02'04.7"E
ol. BOLGE

kGf_':-IUQ

o2. BOLCE
| D030 |

£
W ™

! BOLGE
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'

5. BOLGE

Resim 3.2. Ladik Golii 6rneklem bolgeleri
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3.1.3. Caliymada kullanilan besiyerler

BG11

NaNO3 10 ml (MERCK)
K>HPO4.3H20 10 ml((MERCK)
MgS04.7H20 10 ml (MERCK)
CaCl2.2H20 10 ml (MERCK)
Sitrik asit 10 ml (MERCK)
Ferrie Sitrat 10 ml (MERCK)
NaEDTA 10 ml (SIGMA)
Na;CO3 10 ml (MERCK)

Trace elements 1 ml (MERCK)
Agar powder (g) 12 g (MERCK)
Cycloheximide 0,5 g (MERCK)
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Yukarida verilen bilesenler eklenerek, hacim 1000 ml’ye distile su ile tamamlanarak,

121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Abelson ve Simon 1988).

Nutrient Broth

Prosediire gore 1 llitre ¢ozelti i¢in 8 gram Nutrient Broth (MERCK) tartilarak, 121°C’de 15

dakika otoklavlanmistir. (NUVE-STEAMART OT-90L)

3.1.4. Calismada kullamilan ¢ozeltiler

Lizis Tamponu

40 mM EDTA (SIGMA)
400 mM NaCl (MERCK)
0,75 M Sukroz (MERCK)
50 mM Tris HCI (pH 8)



27

Derigimlerine uygun hazirlanan lizis tamponu agzi kapali sekilde cam sisede oda

sicakliginda saklanmistir (Boutte ve ark. 2005).

T.E. Buffer Tamponu

1 M Tris (MERCK)
0,5 M EDTA (SIGMA)

Cam sise igerisinde derisimlerine uygun olarak hazirlanan tampon (pH:8) oda sicakliginda

saklanir (Sambrook ve ark., 1989).

5X TBE Tamponu

2x54 gram Trizma-Base (SIGMA)

2x17 gram Borik Asit (MERCK)

2x20 ml 0,5 M EDTA (SIGMA)

Cam sise igerisinde derisimlerine uygun hazirlanan tampon (pH:8) 2 litreye tamamlanarak

oda sicakliginda saklanir.
Reagent-1 Cozeltisi

15 gram NaOH (MERCK)
50 ml Metanol (MERCK)
50 ml su

Reagent-2 Cozeltisi

65 ml Hidroklorik Asit (MERCK)
55 ml Metanol (MERCK)

Reagent-3 Cozeltisi

50 ml Hekzen (MERCK)
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50 ml Tert-Butyhl Eter (MERCK)

Reagent-4 Cozeltisi

1,08 gram NaOH (MERCK)

90 ml su
DPPH hazirlama
25 mg DPPH

1000 ml Su
4°C’de 24 saat saklanmustir.

3.1.5. Cahismada kullanilan primerler

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan primerler (Taton ve ark. 2003; Boutte ve ark. 2005;
Boutte ve ark. 2006).

Primer Ismi Sekans (5’ -3”) Pozisyon 3’ ucu
CYA359F ggg gaa ttt tcc gea atg gg 359
CYAT781R (a) gac tac tgg ggt atc taa tcc cat t 781
CYAT781R (b) gac tac agg ggt atc taa tcc ctt t 781
23S30R ctt cgc ctc tgt gtg cct agg t 30




3.1.6 Calismada kullanilan markerlar

Lambda DNAHindlIl Marker, 2

bp  nglSpg e
130" B4 4T
116 1 194
T, =T B 135
L3561 150 49
72 23L B
bl — 10T M0G0 4
Sl 5.4
=125 13 03

o
g
E
5
3t

Resim 3.3. Lambda A DNA/HindIII Digest (FERMENTAS) Markir’in fragment profili

bp ng/10ul
(S 2.000 100
[ 2,000 134
e 1.500 100
e ] 000 104
— vl
bl 500 83
el 700 73
el GO0 63
el 500 104
400 42
300 31
200 42
100 31

100 bp DNA Ladder
1% agarose, 1x TBE

Resim 3.4. 100 bp DNA Ladder (SOLIS BIODYNE) Markir’in fragment profili
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3.2. Metod

3.2.1. Su orneklerinin toplanmasi

Cizelge de belirtilen istasyonlardan 2019 yili igerisinde agustos ayinda 6 istasyondan su

ornekleri alinmistir. Yapilan 6rneklemede alinan su oOrnekleri ayni giin laboratuvara

getirilmis ve analiz edilmistir.

Resim 3.5. Ladik Goliinden su 6rnegi alinmasi

3.2.2. Su orneklerinin kimyasal ozelliklerinin belirlenmesi

Su 6rneklerinin ortalama magnezyum, demir, kalsiyum, potasyum, sodyum miktarlari ICP-
OES Mikro element analizi ile Amasya Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarindan,

hizmet alim1 yapilarak gerceklestirilmistir.

3.2.3. Su orneklerinden siyanobakteri izolasyonu ve kiiltiire alinmasi

Su ornekleri ayni giin Amasya Universitesi Egitim Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Laboratuvarina getirilmistir. Alinan 6rneklerin ekimi, bir giin 6ncesinden hazirlanan BG11
besiyeri bulunan steril erlenlere yapilmistir. Erlenler oda sicaklifinda lix beyaz 151k
altinda 20 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. 20 giin sonunda erlenlerde gelisen mavi-

yesil renkteki koloniler incelenmis farkli renk ve morfolojik yapidaki koloniler
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goriilmiistiir. Kolonileri saflastirmak amaciyla erlenlerden BG11 besiyeri bulunan cam
tiiplere ekim yapilmis, siyanobakteri tiirleri disindaki kolonileri 6ldiirmek amaciyla cam
tiiplere ridolin ¢ozeltisi eklenmis ve 15 giin siireyle liix beyaz 151k altinda inkiibasyona
birakilmistir. Cam tiiplerde saflasan tiirler sirasiylal00 ml, 250ml, 500 ml ve 1000ml
erlenlere ekim yapilarak biyokiitle elde edilmistir (Abelson ve Simon 1988).

Cam tiiplerde saflasmayan kiiltiirler BG11 kat1 besiyerine damlatma yontemiyle ekim
yapilarak, oda sicakliginda liix beyaz 151k altinda inkiibasyona birakilmistir. Kati besiyerde
saflasan tiirler, BG11 bulunan cam tiiplere ekilerek ¢ogaltilmis, ¢ogalan tiirler sirasiyla 100
ml, 250 ml, 500 ml ve 1000 ml erlenlere ekilmistir. 1000’lik erlenler g¢alkalamali
inkiibatorde (Innova 43 Incubator Shaker Series) inkiibasyona birakilarak yeterli biyokiitle

elde edilmistir.
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Resim 3.6. Siyanobakterilerin izolasyonu ve kiiltiire alinmasi; 1,2,3,4

3.2.4. Siyanobakteri izolatlarindan ekstrakt eldesi

1000°1ik erlende yeterli biyokiitle olusturan kiiltiirler, tiiplere alinarak 14.000 devirde 10 dk
santrifiij (Sigma 3-30K) edilmistir. Santfiriijj sonunda elde edilen pellet liyofilizatorde
kurutulmustur. Liyofilize edilmis 6rnekler hekzan ile ultrasonikatdrde (Bandelin Sonoplus)
parcalanmistir. Hekzan ekstraktlart DMSO’da ¢oziilmiistiir. Ornekler -80°C ‘de (Nuaire

Glacier - 86 °C Ultralow Temperature Freezer) saklanmistir.
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3)

Resim 3.7. Siyanobakteri izolatlarindan ekstrakt eldesi;1, 2, 3

3.2.4. izolatlarn identifikasyonu

izolatlarin mikroskobik analizi

Izolatlarin mikroskobik incelemesi amaciyla siv1 kiiltiirlerden steril pasteur pipeti ile ates
ortaminda cam tiiplerden bir miktar siv1 kiiltiir, lam {izerine aktarilmis ve iizerine lamel
kapatilarak 151k mikroskobu altinda, izolatlarin filamentli ya da tek hiicreli olup
olmadiklari, safliklar1 ve filamentli tiirlerin morfolojik analizler yapilarak sonuglar

kaydedilmistir (Boone ve ark. 2001).
Izolatlarin molekiiler identifikasyonu
Elde edilen Siyanobakteri izolatlarinin identifikasyonu i¢in niikleik asit analizine dayali

testler uygulanmistir (Bryant 1994; Amann ve ark. 1995; Suzuki ve ark. 2001; Boutte ve
ark. 2005; Case ve ark. 2007).
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16S rRNA geni amplifikasyonu i¢in izolatlardan DNA ekstraksiyonu

16S rRNA geni amplifikasyonlar1 i¢in sivi besiyerinde saflastirilmis izolatlar, 1 litre
erlende liix 151k altinda 3 hafta inkiibasyona birakilmistir. Yeterli biyokiitle elde edilen
izolatlarin DNA izolasyonu iki farkli yontemle yapilmistir.

e Manuel yontem ile DNA izolasyonu:

e EcoSpin Bakteriyel DNA Kit ile Izolasyon:

EcoSpin DNA kit siyanobakteri genomik DNA izolasyonu icin kullanildi. Orneklerden

total DNA ekstraksiyonu tiretici firmanin prosediiriine gore yapildi.

Prosediire gore:

e 1 ml bakteri kiiltiirii 6000 rpm’de santfiriij edilerek, siipernatant uzaklastirilmstir.

Pellet tizerine 200 pl Resuspension Buffer eklenerek vortekslenmistir.
e Parcalanan kiiltiir iizerine 200 pl Liziz Buffer eklenerek, tiipler ters diiz edilmistir.
e 20 ul Proteinaz-K eklenerek 55°C de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

e 400 pl Binding Buffer eklenerek kolletor tiiplere aktarilmis ve 11000 rpm’de 1
dakika santfiriijlenmistir. Kollektor tiipiindeki sivi uzaklastirilmistir.

e 500 pl Wash Buffer eklenerek 30 saniye santfiriij edilmis, tlipteki sivi tekrar
uzaklastirilmistir.

e 200 ul Wash Buffer eklenerek islem tekrarlanmistir.

e Kolon 1.5 ml ependorf tiiplere aktarilmig, 50 pl Elution Buffer membrana eklenerek
5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmstir.

e 11000 rpm’de 30 saniye santfiriijlenerek filtrede tutulan DNA toplanarak -20 °C’de
saklanmustir.

Bu iki yontemle elde edilen DNA’lar agaroz jel elektroforezi yontemi ile gézlemlenmistir.

Agaroz Jel Elektroforezi

%1°lik agaroz 1X TBE tamponu iginde ¢oziilmiistiir. Sollisyon agaroz ¢oziinene kadar

mikrodalgada 1sitilmistir.  Soliisyon tank tepsisine dokiilmiis, 30 dakika donmasi
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beklenmistir. Donan jele 1 ul boya 7 pul DNA kullanilarak yiikleme yapilmistir.
Elektroforez (Peqlab) 120V’da 45 dk siire ile yapilmistir. Elektroforez sonrasinda jel,

ethidium bromide ile boyanmis ve UV Transilliiminator (Cleaver Scientific Ltd.) ile gorsel
hale getirilmistir. Marker olarak, pBR322 DNA/Alu I (MBI Fermentas) kullanilmistir
(Boutte ve ark. 2005; Calusinka 2005).

Resim 3.8. Elektroforez diizenegi

Resim 3.9. UV transilliiminator cihazi ile jel goriintiilenmesi

3.2.5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR yontemi ilk kez 1985 yilinda bulunmus ve gelistirilmistir (Saiki ve ark. 1985, Mullis
1990). In-vitro bir yontem olan PCR, hedef bir DNA pargasinin, 1stya dayanikli bir DNA
polimeraz enzimi ve spesifik primerler kullanilarak c¢ok sayida kopyasi iiretilir. PCR
basamaklart:

e Denatiirasyon (yliksek 1s1 altinda ¢ift sarmal yapidaki DNA ipliklerinin birbirinden

ayrilmast),

e Baglanma (6zgiin primerlerin kalip DNA’nin tek ipliklerine baglanmasi,
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e Uzama (enzim yardimiyla zincirin uzamasi)’dir.

Bu basamaklarin ¢oklu tekrari ile istenen DNA bolgesinin milyarlarca kopyast iiretilebilir.
Siyanobakteri kiiltiir 6rneklerinden izole edilen genomik DNA orneklerinde, 16S rRNA
geninin yaklagik 1500 baz ¢ifti uzunlugundaki bolgesi, 359F-30R evrensel primerleri
kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir (Neilan ve ark. 1994, Yilmaz ve ark. 2008). 16STRNA
geni prokaryoitk ribozomlarin bir kismini1 kodlar. Korunmus niikleotit dizisinin yaninda
yatay gen transferlerine direcli olusu nedeniyle siyanobakteri tiirlerinin taksonomisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Neilan ve ark. 1994). Yapilan tez ¢caligmasinda, 16S rRNA
gen bolgesinin dizilenmesi ile filogenetik agaclar olusturularak izole edilen bazi kiiltiir
orneklerinin genetik karakterizasyonu gergeklestirilmistir. 16S rRNA gen bolgesinin PCR

ile tespiti, orneklerdeki siyanobakteri varligini dogrulamistir.

Elde edilen Siyanobakteriyel genomik DNA’dan 16S rRNA gen + ITS ve 5’ 23S ucunun
PCR amplifikasyonu 24pl lik bir reaksiyon karisiminda gerceklestirilmistir. Kullanilan
primer  setleri CYA  359F (5'-ggggaattttccgcaatggg-3') ve  23S30R  (5'-
cttcgectetgtgtgectaggt-3") dir.

Cizelge 3.3. PCR reaksiyon karisimi

Bilesenler Hacim
10X Thermo Taq Buffer 2,5 ul
BSA 2,5 ul
MgCl» 2 ul
359F 1 ul
30R 1 ul
dNTPmix I ul
Dream Taq Polimeraz 0,25 pl
Steril Su 13,75 ul
Toplam Hacim 24 ul
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Iul genomik DNA, toplam hacim 25 pl’ye tamamlanmigtir. PCR kosullart asagidaki

sekilde ayarlanmistir.

Cizelge 3.4 PCR dongiisiinde ayarlanan sicaklik degeri ve siireleri

Basamak Dongii Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Ilk Denatiirasyon 94 °C 5 dk 1
Denatiirasyon 94 °C 3 dk
35
Baglanma 60 °C 3 dk
Uzama 72 °C 3 dk
Son Uzama 72 °C 7 dk
Soguma 4°C sliresiz

Calismalar sonucunda elde edilen PCR iirlinleri %1 agaroz jellerde TBE (Tris-Borat-
EDTA) c¢ozeltisi igeren yatay elektroforez tankinda 120V’da 30 dakika yiiriitilmistiir.
Elektroforez sonrasinda jel, ethidium bromide ile boyanmis ve UV ile gorsel hale

getirilmigtir.

Resim 3.10. PCR cihaz1 (Peqlab)
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3.2.6. izolatlardan elde edilen 16S rRNA + ITS + 5° 23S rRNA’min amplified
ribosomal DNA restriction analizi (ARDRA)

Izolatlardan elde edilen 16S rRNA PCR iiriinii kalip olarak kullanilmistir. Restriksiyon
analizi i¢in Mspl enzimi (MBI FERMENTAS) kullanilmistir. Kesim reaksiyonu i¢in 15 pl
PCR iiriindi, 1 pl restriksiyon enzimi ve 2 ul Tango buffer kullanilmistir. Son hacim distile
su ile 20 pl ‘ye tamamlanmistir. 37°C de 2,5 saat inkiibe edilmis, sonrasinda enzimin
inhibisyonu i¢in 65°C de 20 dk bekletilmistir. Ornekler 1X TBE igerisinde hazirlanan %2
agaroz jele yiiklenerek 50 V akimda 2-3 saat yiiriitiilmiistiir. Orneklerin goriiniir hale
getirilmesi icin jel igerisine ylikleme boyasi eklenmistir. Marker olarak pBR 322
DNA/AIul (Mbo I Fermentas) kullanilmistir (Boutte ve ark. 2005).

3.2.7. izolatlardan elde edilen PCR iiriinlerinin dizi analizi

Dizi analizi icin ARDRA jelinde ayni profiller gosteren izolatlardan bir tanesi segilerek
amplifikasyon {irlinliniin saflastirilmast  yapilmistir. Saflastirma isleminde EcoSpin
Bacterial Genomic DNA kit kullanilmistir. Saflastirma islemi su basamaklarda
gergeklestirilmistir.

e PCR iiriinlerinin iizerine 60 pl DNA Binding Buffer eklenmis ve yavasga tiip ters

diiz edilmis,

e PCR iiriinii ve DNA Binding Buffer’1 igeren karisim kolona yiiklenmis ve 11,000xg
de 1 dk santrifiij edilmis,

e 700 ul Membrane Wash Solution kolona uygulanmis ve 11,000xg de 1 dk santrifiij
edilmis,

e Toplama tiipli uzaklastirilmis ve yeni bir toplama tiipii kolona yerlestirilmis.

e 500 pul Membrane Wash Solution kolona uygulanmis ve 11,000xg de 5 dk santrifiij
edilmis,

e Toplama tiipii uzaklastinlmis ve 1,5 ml hacimde ependorf tiipii kolona
yerlestirilmis,

e Eliisyon i¢in 30 pl Eliition Buffer kolona uygulanmis ve oda sicakliginda 5 dk
inkiibe edilmistir, 11,000xg de 1 dk santrifiij edilmis ve eliient -20 °C de
saklanmustir.
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3.2.8. izolatlarin DNA dizi analizi

Izolatlara ait PCR fiiriinlerinin DNA dizi analizi Macrogen (Hollanda) firmasina

yaptirilmustir.

3.2.9. Siyanobakterilerin toplam yag miktarinin belirlenmesi

Toplam yag miktarinin belirlenmesi Bligh ve Dyer (1959) metoduna gore yapilmistir.
Liyofilize edilen 6rneklerden 40 mg tartilarak Reagent-1 ¢ozeltisinden 1 ml eklenmistir. 10
saniye vortekslenen ornekler 100°C de 5 dakika bekletilmis tekrar vortekslenerek 100°C de
25 dakika bekletilmistir. Siire sonunda 2 ml Reagent-2 c¢ozeltisinden eklenerek
vortekslenmistir. 80°C de 10 dakika bekletilen 6rnekler 2 dakika buzda bekletildikten sonra
1,25 ml Reagent-3 ¢ozeltisi eklenmis, 10 dakika ¢evrilerek fazlarin ayrilmasi saglanmistir.
Cam pipetle alt ¢ozelti uzaklastirildiktan sonra Reagent-4 ¢ozeltisinden 3 ml eklenerek 5
dakika cevirildikten sonra tam ayrilma i¢in bekletilmistir. Ayrilan yag cam pipetle viyole

almarak 8°C de saklanmustir.

3.2.10. FAME analizi

Yag asitlerinin belirlenmesi i¢in elde edilen siyanobakteri 6rnegine ait yaglar oncelikle
metanolik HCI kullanarak tiirevlendirilmis ve GC/MS’de analiz edilmistir. Orneklerin
analizi Amasya Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuarindan hizmet alimi yapilarak
gerceklestirilmistir.

Yag asitleri metil esterleri olusturmak i¢in metanolik sodyum hidroksit ile saponifikasyon
gergeklestirilecek ve metilasyon metanol-HCI karigimi ile saglanacaktir. Yag asidi metil

esterlerinin ekstraksiyonu i¢in hekzan-metilterbutileter kullanilacaktir (Sasser, 1990).

3.2.11. Antimikrobiyal Aktivite

Mikrodiliisyon metodu

Ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri i¢in Amasya Universitesi Egitim Fakiiltesi Kiiltiir

koleksiyonundan saglanan Gam negatif (+) bakteriler; Bacillus cereus ATCC 7064,
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Micrococcus luteus NRLL 1018, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Gam negatif (-) bakterilerden Salmonella typhimirium LT2, Klebsiella
pneumoniae ATTC 700603, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Mayalardan Candida albicans ATCC 14053, Candida krusei ATTC 34135

kullanilmistir.

Deney suslar1 5 ml Nutrient Broth besiyeri bulunan deney tiiplerine ekilmis, etiivde 37°C’
de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun sonunda OD’leri ayarlanmustir.
OD’leri ayarlanmus kiiltiirlerden 400 pl alinarak icinde 60 ml nutrienth broth besiyeri

bulunan erlende karistirilmistir.

Steril 96 mikrokuyucuklu plakanin 1 numarali kuyucuklarina kiiltiirlerden 170 ul eklenmis,
diger kuyucuklara 100 pl kiiltiir eklenmistir. 1 numarali kuyucuklara 20mg/ml DMSQO’da
¢oziilen siyanobakteri ekstraktlarindan 30 pl eklenmistir. Karigim birinci kuyucuklardan
itibaren pipetle ¢ek birak yapilarak yar1 yariya seyreltilmistir.

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) icin plakalar etiivde 37°C° de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda iiremeyi engellenen ekstre konsantrasyonu
gozlemlenmistir. Uremenin goriilmedigi kuyucuklardan, petrideki kat1 besiyerlere spot
ekim yapilarak etiivde 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmig, ilireme olmayan

kuyucuklarm belirlenmesiyle MIK degerleri tespit edilmistir (Zgoda ve Porter, 2001).

3.2.12. Antioksidan aktivite

DPPH metodu

100 pL 6rnek tizerine 2 mL 0.1 mM DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) ¢6zeltisi konularak
vortekslenmis ve 30 dakika siire ile oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda drneklerin absorbans degetleri spektrofotometrede 520 nm’de
metanole karst mikroplaka okuyucu (BECKMAN COULTER DTX880) ile olciiliip,

degerler kaydedilmistir (Kumaran ve Joel Karunakaran, 2006).
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Resim 3.11. Mikroplaka okuyucu

CUPRAC metodu

100 pL 6rnek tizerine 1 mL 0.01 M bakir (II) kloriir (CuCl2..2H20), 1 mL amonyum asetat
(NH4Ac) tampon c¢ozeltisi (pH 7.0), I mL 0.0075 M neokuproin ve 1 mL distile su
eklenerek, vorteksle karistirilmis ve 30 dakika siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda spektrofotometrede 450 nm absorbans degerinde kore karst okuma yapilmistir.

Sonuglar, “mg Trolox ekivalent (TE)/ 100 g numune’’olarak verilmistir (Apak ve dig.,
2006).
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4. BULGULAR

4.1. Su Orneklerinin Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

2019 vyilinda alman su Ornekleri Amasya Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvarindan, hizmet alimi1 yapilarak ICP- OES Mikro element analizi yapilmis, analiz
sonucu Magnezyum, Demir, Kalsiyum, Potasyum ve Sodyum miktarlarinin ortalamalari

Cizelge 4.1.”de verilmistir.

Cizelge 4.1. Ladik golii su analizi

ICP-OES Analizi Ortalama
Magnezyum (Mg) 5.292 mg/LL
Demir (Fe) 0.013 mg/L
Kalsiyum (Ca) 37.30 mg/L
Potasyum (K) 2.611 mg/L
Sodyum (Na) 9.261 mg/LL

Cizelge 4.1 de goriildiigli gibi Ladik Golii su 6rneginin temmuz ay1 pH degeri 7.6 olup Na
iyonu degeri 9.261 mg/L, K iyonu 2.611 mg/L, Mg iyonu 5.292 mg/L, Ca iyonu 37.30
mg/L, Mg iyonu 5.292 mg/L, Fe iyonu 0.013 mg/L olarak bulunmustur.

4.2. Su Orneklerinden Siyanobakteri izolasyonu ve Kiiltiire Alinmasi

Su ornekleri, BG-11 sivi besiyerine ekim yapilarak, lix 1s1k altinda 14 giin siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 151k mikroskobunda (Leica DMS500)
goriintiileme yapilmig, farkli filamentli gériiniime ve koloni morfolojisine sahip olan 14
adet izolat secilmis ve bu izolatlarin, kati besiyerine ekimleri yapilarak gelismeleri
saglanmistir. Petrilerdeki izolatlarin safliklar1 mikroskopla goriintiilenerek analiz

edilmistir. Saf olmayan izolatlarin besiyerlerine ekimleri tekrar yapilmis, bu islem izolatlar
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saflagincaya kadar devam etmistir. Mikroskopta safliklart kontrol edilen kiiltiirler oda
sicakliginda  stoklanmigtir. Sekil 4.1’de bazi izolatlarin besiyerindeki goriintiileri

verilmistir.

Resim 4.1. Kat1 besiyerine ekilen izolatlar

4.3. Izolatlarin Identifikasyonu

4.3.1. izolatlarin mikroskobik analizi

S1v1 besiyerlerinde bulunan saf kiiltiirlerin 151k mikroskobu altinda incelemeleri yapilmistir.
Incelemeler sonucunda, izolatlarin filametli ya da tek hiicreli olup olmadiklari, safliklar1 ve
tirlerin 6zellesmis hiicre yapist igerip icermedikleri morfolojik analizler yapilarak
belirlenmistir. Yapilan mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen izolatlarin 7 tanesinin
filamentli 9 tanesinin tek hiicreli oldugu goriilmiistir. Resim 4.2°de mikroskobik
goriintiileri verilmistir. Mikroskopla yapilan morfolojik incelemede Komarek’in teshis
anahtarina gore L4-10 tiirliniin Phormidium, L-3-23 tiirlinlin Geitlerinema, L-1-15 tiiriiniin
Nostocopsis, L-1-16 ve L-322 tiirlerinin Aphanocapsa, L-5-2 tiirliniin Geitlerinema, L-5-5
tirinin Lyngbya, L-4-11 ve L-1-17 tiirlerinin Synechcoccus tiiriine ait olabilecekleri

diisiiniilmistiir (Casamatta ve ark., 2016).
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Resim 4.2. Secilen bazi izolatlarin mikroskobik goriintiileri

4.3.2. izolatlarin molekiiler identifikasyonu

16S rRNA geni amplifikasyonu i¢in izolatlardan DNA ekstraksiyonu

Calismada su Orneklerinden izole edilen Siyanobakterilerin 16S rRNA geni

amplifikasyonu i¢in daha 6nce 3.2.4.’de belirtilen yontem ile yapilmistir.

16S rRNA + ITS + 5° 23S rRNA’min Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
Amplifikasyonu

Izolatlarin genomik DNA’sindan 16S rRNA gen + ITS ve 5° 23S ucunun PCR
amplifikasyonu  2.2.4.2°’de  belirtilen PCR  kosullarinda CYA 359F (5' -
ggggaattttccgeaatggg-3") ve 23S30R (5' - cttegectetgtgtgectaggt-3") primerleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. PCR sonrasi elde edilen amplifikasyon firiinleri %1°lik agaroz jelde

yiriitilmistir.

Resim 4.3.’de elde edilen amplifikasyon iiriinlerinden bazi 6rnekler verilmistir. 16S rRNA
+ ITS + 5° 23S rRNA’nin yaklasik olarak 1500-2000 baz biiyiikliigiinde bir iiriin olmast
gerektiginden, elde edilen iiriiniin biliylikliigii, kullanilan Lambda DNA/HindIIl Marker’in

bant profili ile karsilagtirilarak dogrulanmustir.
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Resim 4.3. Lambda DNA Hind III marker, bes 6rnegin 16S rRNA + ITS + 5’ 23S rRNA
geni amplifikasyon triinleri; 1,2

Sekilde goruldiigii gibi, olusan PCR f{riinlerinin biyiikliigiindeki ufak farkliliklar,
filamentli ve tek hiicreli siyanobakterilerin sahip olduklar1 ITS bolgesinin farklh

biiyiikliiklerde olmasindan kaynaklanmaktadir.

Elde edilen izolatlarin 16S rRNA + ITS + 5’ 23S rRNA’nin amplified ribosomal DNA
restriction analizi (ARDRA)

Izolatlardan elde edilen PCR fiiriinlerinin, ARDRA analizleri i¢in kalip olarak, amplifiye
edilen 16S rRNA + ITS + 5° 23S rRNA bdlgesi kullanilmistir. PCR reaksiyonu daha 6nce
belirtilen kosullarda CYA 359F (§5' - ggggaattttccgcaatggg-3") ve 23S30R (5

cttcgectetgtgtgectaggt-3') primerleri kullamlarak gergeklestirilmistir. Izolatlardan elde
edilen PCR iiriinlerinin kesimi i¢in Mspl restriksiyon endonukleaz (MBI Fermentas)
kullanmilmistir (Boutte ve ark. 2005). Asagidaki sekilde agaroz jel elektroforezi ile elde

edilen restriksiyon fragmentlerinden bazilar1 Resim 4.4. de 6rneklenmistir.
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100 bp DNA Ladder
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Resim 4.4. Elde edilen izolatlarin ARDRA jeli (Mspl)

Sekil 4.4.de 6rnek olarak 3, 6, 8 izolatlara 4, 12 izolatlara ve 5, 9, 10, 11 izolatlara ait olan
16S rRNA gen bolgesi restriksiyon profillerinin ayni oldugu goriilmektedir. Ayni
restriksiyon profiline sahip olan bu izolatlar ayn1 grup igerisinde toplanmistir. Sekil 4.4.’de
gorildigi gibi 1, 2, 7, 13, 14, 15, 16 izolatlara ait elde edilen PCR iiriinlerinin farkli
restriksiyon profilleri goriinmektedir. Gruplamalar yapilirken, her bir izolata ait olan bant
sayilar1 ve bu bantlarin kullanilan PBR322/Alul (Fermentas) markirina gore pozisyonlari
kriter almmustir. Ornek olarak verildigi gibi, jeldeki 3, 6, 8 olarak isimlendirilmis izolatlara
ait bant profili bir grup olusturmakta, 5, 9, 10, 11 olarak isimlendirilmis izolatlara ait bant
profili diger bir grubu olusturmaktadir. Orneklerde de verildigi gibi, tiim profiller,
kullanilan markira gore analiz edilmis ve elde edilen 16 adet izolatin toplam 10 farkli
restriksiyon profil grubu elde edilmistir. Izolatlarin ait olduklar1 profil gruplar1 Cizelge

4.2.de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. izolatlarin ARDRA profil grup numaralar

Grup No | Izolat Kodu Izolat No

Grup 1 M2 L-3-22, L-4-11, L-3-27, L-3-25
Grup 2 M7 L-2-5,1L-4-10

Grup 3 M4 L-3-31, L-3-32, L-3-33
Grup4 | M6 323,152, L-5-5

Grup 5 Ml L-4-11,L-1-16, L-1-15, L-3-26
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Cizelge 4.2 Izolatlarin ARDRA profil grup numaralar1 (devami)

Grup 6 M8 L-1-17
Grup 7 M10 L-4-15
Grup 8 M3 L-4-12
Grup 9 M9 L-6-18
Grup 10 M5 L-3-27

Her bir gruba ait olan temsili 1 izolat segilerek bu izolatin, 16S rRNA + ITS + 5 23S
rRNA gen bolgesi amplifikasyon liriiniiniin (yaklagik 2000-2500 bp) kismi Macrogen
firmasina DNA dizi analizi yaptirllmistir. Elde edilen dizi analizi sonuglar1 Blast (Basic
Local Aligment Search Tools) algorithm (http://www.ncbi. nih.gov) ile analiz edilmistir.
The BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) software programi
otomatize Clustal W aligment temeline bagli olarak sekans aligment i¢in kullanilmistir.

Sonuglar Cizelge 4.3’de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. ARDRA grup numaralarima gore 30R/1494R primerleri ile sekans analiz

sonuglari
. Benzerlik
Izolat ‘ . Uzunluk | Gen Bankasi
Primer | Blast Analizi Sonucu Orani
Kodu bp Numarasi
(o)
Synechocystis sp. 0TAG6 16S
ribosomal RNA gene and 16S-
30R 238 ribosomal RNA intergenic | 100% 1481 OK631714.1
spacer, partial sequence
Synechocystis sp. MAO1 16S MG742357.1
ribosomal RNA gene, partial | 99.71% 1435
MI | 1494R sene P ’
sequence
Synechocystis sp. MAO1 16S
ribosomal RNA gene, partial | 99.08% 1435 MG742357.1
1494R-
sequence
30R



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK631714.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=1FPRHH0201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG742357.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=R0B3PHKH013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG742357.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=1FR2KB72013
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Cizelge 4.3. ARDRA grup numaralarina gére 30R/1494R primerleri ile sekans analiz
sonuglar1 (devami)

Synechocystis sp. 0TAG6 | 99% 1481 OK631714.1
30R 16S ribosomal RNA gene
and 16S-23S ribosomal RNA
intergenic  spacer, partial

sequence

Synechocystis sp. | 100% | 1386 MH683775.1
YACCYB510 16S ribosomal

M2 1494R RNA gene, partial sequence

Synechocystis  sp. 0TAG6
16S ribosomal RNA gene
1494R- | and 16S-23S ribosomal RNA | 99.93% | 1481 OK631714.1
30R intergenic  spacer, partial

sequence

Synechocystis sp. 0TAG6
16S ribosomal RNA gene | 99.08% | 1481 OK631714.1
and 16S-23S ribosomal RNA
30R
intergenic  spacer, partial

sequence

Synechocystis sp.

YACCYBS510 16S ribosomal | 100% | 952 MH683775.1
M3 1494R _
RNA gene, partial sequence

Synechocystis sp. 11TAC14
16S ribosomal RNA gene, | 100% 1386 MZ790592.1
partial sequence; 16S-23S
1494R- | ribosomal RNA intergenic
30R spacer, complete sequence;
and 23S ribosomal RNA

gene, partial sequence



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK631714.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=1FRC4YZW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH683775.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=1FRD4ZEX013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK631714.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1FRK1555013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OK631714.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=1FRMGAHZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH683775.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=1FRNDA1D013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ790592.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=1FRPCJF7016
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Cizelge 4.3. ARDRA grup numaralarina gére 30R/1494R primerleri ile sekans analiz
sonuglar1 (devami)

M4

30R

Geitlerinema carotinosum
AICB 37 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence; tRNA-
Ile and tRNA-Ala genes,
complete sequence; and 23S
ribosomal RNA gene, partial

sequence

100%

1860

AY423710.1

1494R

Geitlerinema carotinosum
AICB 37 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence; tRNA-
Ile and tRNA-Ala genes,
complete sequence; and 23S

ribosomal RNA gene, partial

sequence

100%

1876

AY423710.1

1494R-
30R

Geitlerinema carotinosum
AICB 37 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence; tRNA-
Ile and tRNA-Ala genes,
complete sequence; and 23S

ribosomal RNA gene

100%

1860

AY423710.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY423710.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=1FS6T1XU01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY423710.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=1FS7GVRM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY423710.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=1FS8KXN801R

Cizelge 4.3. ARDRA grup numaralarina gére 30R/1494R primerleri ile sekans analiz

sonuclar1 (devami)
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M5

30R

Synechocystis sp. 0TAG6 16S
ribosomal RNA gene and 16S-23S
ribosomal RNA intergenic spacer,

partial sequence

100%

1481

OK631714.1

1494R

Synechocystis sp. YACCYBS510
16S ribosomal RNA gene, partial

sequence

100%

1386

MH683775.1

1494R-30R

Synechocystis sp. YACCYB510
16S ribosomal RNA gene, partial

sequence

99.18%

1380

MH683775.1

M6

30R

WIT36-
clone P5A  16S
RNA gene,
16S-23S
RNA intergenic spacer, tRNA-Ile

Phormidesmis sp.
NPBG27
ribosomal partial
sequence; ribosomal
and tRNA-Ala genes, complete
sequence; and 23S ribosomal RNA

gene, partial sequence

98.78%

713

KC525090.1

1494R

Phormidium tenue BDU 92362
16S ribosomal RNA gene, partial

sequence

99.59%

995

KU958134.1

1494R-30R

WIT36-
clone P5A  16S
RNA gene,
16S-23S
RNA intergenic spacer, tRNA-Ile

Phormidesmis sp.
NPBG27
ribosomal partial
sequence; ribosomal
and tRNA-Ala genes, complete
sequence; and 23S ribosomal RNA

gene, partial sequence

98.92%

3144

KC525090.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP007542.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=R0T1S18P013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP007542.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=R0T1S18P013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH683775.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=1FSANR84016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH683775.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=1FSNFSSF013
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Cizelge 4.3. ARDRA grup numaralarina gére 30R/1494R primerleri ile sekans analiz
sonuglar1 (devami)

Phormidesmis sp. WJT36-NPBG27 clone PSA
16S ribosomal RNA gene, partial sequence;
16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer,
30R tRNA-Ile and tRNA-Ala genes, complete KOS5
sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial | 98.27% | 823 090.1
sequence .
Phormidium tenue BDU 92362 16S ribosomal
M7 ) KU95
1494R RNA gene, partial sequence 99.67% | 945
8134.1
Phormidesmis sp. WJT36-NPBG27 clone PSA
16S ribosomal RNA gene, partial sequence;
16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer,
1494R-
J0R tRNA-Ile and tRNA-Ala genes, complete
sequence; and 23S ribosomal RNA gene, partial KC525
98.58% | 3227
sequence 090.1
Synechocystis sp. YACCYBS510 16S ribosomal MHES
30R RNA gene, partial sequence 99.88% | 1534
3775.1
Synechocystis sp. YACCYBS510 16S ribosomal MHES
1494R RNA gene, partial sequence 99.88% | 868
M8 3775.1
Synechocystis sp. 11TAC14 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence; 16S-23S ribosomal
1494R- ) ) MZ79
RNA intergenic spacer, complete sequence; and
30R _ ) 99.85% | 2934 | 0592.1
23S ribosomal RNA gene, partial sequence

Ladik su orneginin bakteriyel cesitliligi incelendiginde oOrneklemeden elde edilen 16
izolatin 11 tanesinin Synechocystis cinsine, 3 tanesinin Geitlerinema, 2 tanesinin
Phormidium cinsine ait oldugu gériilmektedir. izolatlarin ait oldugu cinsler yiizde olarak
degerlendirildiginde toplamda 16 izolatin %69’inin Synechocystis cinsine, %19

Geitlerinema cinsine %12’ sinin ise Phormidium cinsine ait oldugu goriilmektedir.
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Filogenetik agacin elde edilmesi

Filogenetik aga¢ Neighbour-Joining metoduna gore “MEGA 117 programi kullanilarak,
elde edilmistir. Olusan dallar “bootstrap” analizi ile dogrulanmistir. Agacin istatistiksel
olarak giivenilirligi “bootstrap” degerlerinin genel olarak %50 nin {izerinde oldugu ve bu
nedenle giivenilir oldugu anlasilmistir. M6 ve M7 izolatlarinin %100 ayn1 kiime icerisinde

toplanmas1 BLAST ile elde edilen sonuglar agacin topolojisini desteklemektedir.
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M1
63
4 M3
= M5
60
M2
%
M8
1 IMT384348.1:207-1177 Synechocystis sp. LSNM 163 ribosomal RNA gene partial sequence
AB041937.1:317-1437 Synechocystis sp. PCC 6714 gene for 165 rRNA partial sequence
. MG742357.1:317-1435 Synechocystis sp. MAO1 16S ribosomal RMA gene partial sequence
34
72 CP007542.1:1155767-1157069 Synechocystis sp. PCC 6714 complete genome
27 7 CP007542.1:1155730-1157067 Synechocystis sp. PCC 6714 complete genome

FJB839359.1:316-1283 Synechocystis sp. MMG-8 16S ribosomal RMA gene partial sequence

EF555570.1:74-1375 Synechocystis sp. PAK12 165 ribosomal RNA gene partial sequence

MHE83775.1:441-1341 Synechocystis sp. YACCYB510 165 ribosomal RNA gene partial sequence

’— MG742357.1:468-1367 Synechocystis sp. MAO1 16S ribosomal RNA gene partial sequence

= |— HE975009.1:460-1762 Gloeothece sp. PCC 6909 partial 165 rRNA gene strain CCAP 148074
100

CP007542.1:1155729-1156629 Synechocystis sp. PCC 6714 complete genome:

MHE83774.1:294-1406 Synechocystis sp. YACCYBA507 16S ribosomal RNA gene partial sequence

KT315936.1:212-1067 Phormidium autumnale JR16 16S ribosomal RMA gene and 16S-23S ribosomal RNA interge

— M4
EE

100
— AY423710.1:450-1791 Geitlerinema carotinosum AICB 37 165 ribosomal RMNA gene partial sequence tRNA-lle and t

—— GU835348.1:534-1874 Geitlerinema sp. Sai004 165 ribosomal RMNA gene and 165-235 ribosomal RNA intergenic s

—— GU935347.1:488-1827 Geitlerinema sp. Sai003 165 ribosomal RMNA gene and 165-235 ribosomal RNA intergenic s

— MT488293 1:448-1763 Leptolyngbya sp. CHAB TP201829.1 clone 01 165 ribosomal RMNA gene partial sequence 16

100 —— MT488294 1:1064-1763 Leptolyngbya sp. CHAB TP201829.1 clone 02 16S ribosomal RNA gene partial sequence 1

MT488293.1:412-1763 Leptolyngbya sp. CHAB TP201829.1 clone 01 16S ribosomal RNA gene partial sequence 16

w [ MT488294.1:412-1763 Leptolyngbya sp. CHAB TP201829.1 clone 02 16S ribosomal RNA gene partial sequence 16

—— LT600737.1:776-1433 Leptolyngbya sp. L-32 partial 16S rRNA gene strain L-32

— M6

— M7

— MF002133.1:410-1794 Cyanobacterium CMAA1609 16S ribosomal RNA gene partial sequence 165-23S ribosomal

—— MF002131.1:446-1868 Cyanobacterium CMAA1603 16S ribosomal RNA gene partial sequence 165-23S ribosomal

— MF002130.1:410-1757 Cyanobacterium CMAA1602 16S ribosomal RNA gene partial sequence 165-23S ribosomal

- MF002132.1:410-1794 Cyanobacterium CMAA1608 165 ribosomal RNA gene partial sequence 165-23S ribosomal

X80724.1 E.coli (ATCC 25922) gene for 165 rRNA

Resim 4.5. 16S rRNA filogenetik agag
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4.4. Izolatlarin Yag Asidi Metil Esterleri (FAME) Analizi

16S rRNA gen iirlinliniin Msp I enzimiyle kesim analizi sonucunda elde edilen farkli

ARDRA profiline sahip izolatlar i¢in FAME analizi uygulanmistir.

3)

Resim 4.6. FAME analizi uygulanan bazi izolatlar

FAME analizi sonucunda L1-15 kodlu izolatin %39,81 Phenol, %2 2,85 Heptadecane
icerdigi, L1-16 kodlu izolatin % 39,40 Heptadecane, % 15,74 Benzaldehyde igerdigi, L1-
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17 kodlu izolatin %29,68 Heptadecane, % 14,42 Hexadecanoic acid igerdigi, L.2-5 kodlu
izolatin %65,48 n-Hexane, %20,32 Decane (CAS) icerdigi, L3-26 kodlu izolatin %33,51
Hexadecanoic acid, methyl ester, % 15,73 Heptadecane (CAS) igerdigi, L3-26 kodlu
izolatin ~ %15,77 Tetradecanoic acid, methyl ester, %15,51 Phenol, 2.,4-bis(1,1-
dimethylethyl) igerdigi, L4-10 kodlu izolatin %43,82 n-Hexane, % 21,03 Decane (CAS)
icerdigi, L5-2 kodlu izolatin %38,75 n-Hexane, %18,07 Hexane igerdigi tesbit edilmistir.

Cizelge 4.4. Izolatlarin FAME analiz profilleri

izolat L1-15 Allkkonma Zamani % Miktar

Phenol,2,4-bis(1,1 8.197 39.81
dimethylethyl
Heptadecane 10.576 22.85
Eicosane (CAS) 16.207 8.81
Decane (CAS) 4.222 8.05
n-Hexane 6.782 6.19
Benzaldehyde, 3,4-dimethyl 5.984 4.22
-Dimethylbenzaldehyde

izolat L1-16

Allkonma Zamani

% Miktar

ester

Heptadecane 10.576 39.40

Benzaldehyde, 4-propyl- 6.391 15.74

n-Hexane 6.646 12.58
Hexadecanoic acid, methyl 15.259 5.31




Cizelge 4.4 Izolatlarin FAME analiz profilleri (devami)
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Hexane (CAS) 4.222 5.86
Phenol, 2,4-bis(1,1- 8.197 5.03
dimethylethyl)

2,3-Dimethyl-undec-1-en3 | 16.192 3.94
ol

3,7,11,15-Tetramethyl-2- 14.340 3.34

hexacen-1-ol

izolat L1-17

Allkonma Zamani

% Miktar

Heptadecane 10.576 29.68
Hexadecanoic acid, methyl 15.259 14.42
ester
Phenol,2,4- 8.197 11.01
bis(1,1dimethylethyl)
Phenol,2,4- 8.197 11.01
bis(1,1dimethylethyl)
n-Hexane 6.662 7.19
Neophytadiene7,11,15- 13.422 6.83
trimethyl
Cyclohexane, 1-methyl-4- 14.340 542
(1-methyle thenyl)
2,3-Dimethyl-undec-1-en- 16.192 5.37
3-ol
Isophytol1-Hexadecen-3- 15.741 4.35

ol, 3,7,11,15-tetramethyl-




Cizelge 4.4 Izolatlarin FAME analiz profilleri (devami)
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izolat L2-5 Alkonma Zamani % Miktan
n-Hexane-Skellysolve 6.662 65.48
Decane (CAS) 4223 20.32
Hexadecanoic acid, methyl 15.259 8.54
ester, Palmitic acid
n-Hexane 15.033 5.65
n-Hexane 15.033 5.65

izolat 1.3-22

Alkonma Zamani

% Miktar

Tetradecanoic acid, methyl 11.028 15.77
ester
Phenol, 2,4-bis(1,1- 8.197 15.51
dimethylethyl)
Decane (CAS) 4.223 7.60
Heptadecane, 7-methyl-7- 11.404 11.53
Methyl
n-Hexane 6.737 11.06
9-Hexadecenoic acid, 14.822 9.74
methyl ester

Heptadecane (CAS) 10.576 3.21




Cizelge 4.4 Izolatlarin FAME analiz profilleri (devami)

izolat L3-26

Alilkonma Zamani

% Miktar

Hexadecanoic acid, methyl 15.274 33.51
ester
Heptadecane (CAS) 10.576 15.73
Hexadecanoic acid, methyl 15.274 33.51
ester
Heptadecane (CAS) 10.576 15.73
2,3-Dimethyl-undec-1-en- 16.192 7.91
3-ol
Valeric acid, tridec-2ynyl 18.225 3.72

ester

izolat L3-27

Alkonma Zamani

% Miktar

Hexadecanoic acid, methyl 15.274 30.92
ester
1-Pentadecene 10.576 19.69
2,3-Dimethyl-undec-1-en- 16.192 6.52
3-ol
Neophytadiene 7,11,15 13.422 5.26
TRIMETHYL
9-Hexadecenoic acid, 14.822 5.50
methyl ester
2,6-Octadienal, 2,6- 18.225 3.10

dimethyl-8
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izolat L4-10

Allkonma Zamani

% Miktan

n-Hexane 6.691 43.82
Decane (CAS) 4.222 21.03
Phenol, 2,4-bis(1,1- 8.197 19.31
dimethylethyl)-(CAS)
9-Hexadecenoic acid, 14.837 9.39
methyl ester
Hexadecanoic acid, methyl 15.273 6.45
ester
Izolat L5-2 Ahkonma Zamani % Miktar1
n-Hexane 6.661 38.75
Hexane (CAS) 4.222 18.07
Undecanoic acid, methyl 7.098 15.32
ester
Hexadecanoic acid, methyl 15.258 9.11
ester
n-Hexane 4.779 8.33
13-methyltetradecanoate 12.322 4.35

Pentadecanoic acid, methyl

ester




63

4.5. Siyanobakteri Ekstraktlarimin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Bu calismada, biitliin siyanobakteri tiirlerinden elde edilen hekzan ekstraktlarin,
Mikrodiliisyon Yontemi kullanilarak; Gam pozitif (+) bakterilerden Bacillus cereus ATCC
7064, Micrococcus luteus NRLL 1018, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Gam negatif (-) bakterilerden Salmonella typhimirium LT2,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Mayalardan Candida albicans ATCC 14053, Candida krusei ATTC 34135 a karst
antimikrobiyal aktiviteleri aragtirllmistir. Herhangi bir iiremenin gerceklesmedigi en diisiik

madde konsantrasyonlar1 (MiK) belirlenmistir.

Calismada kullanilan siyanobakterilerin ekstraktinin, bakteriyal test mikroorganizmalari

tizerindeki minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri Cizelge 4.5.’de goriilmektedir.

Resim 4.7. Siyanobakteri tiirlerinin Bacillus cereus ATCC 7064 iizerine antimikrobiyal
etkisi
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Resim 4.8. Siyanobakteri tiirlerinin Bacillus subtilis ATCC 6633 lizerine antimikrobiyal
etkisi

Resim 4.9. Siyanobakteri tiirlerinin Candida albicans ATCC 14053 {izerine antimikrobiyal
etkisi

Resim 4.10. Siyanobakteri tiirlerinin Micrococcus Iluteus NRLL 1018 iizerine
antimikrobiyal etkisi
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Resim 4.5; Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°deki siyanobakteri ekstraktlarmin MIK degerlerine
bakildiginda, calisilan konsantrasyonlarda bazi siyanobakteri tiirlerinin ekstraktlarinin
antimikrobiyal etki goOsterdigi, bazi siyanobakteri tiirlerin ekstraktlarinin ¢alisilan

konsantrasyonlarda antimikrobiyal etki gostermedigi tespit edilmistir

Cizelge 4.5. Siyanobakterilerin ekstraktinin, bakteriyal test mikroorganizmalar1 izerindeki
minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri

MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) mg/ml
Test Mikroorganizmalari L-1-16 | L-3-25 | L-1-15 | L-3-22 (L-3-27|DMSO
Bacillus cereus
ATCC 7064 3 3 3 3 3 3
Staphylococcus aureus 3 1,5 F 1,5 3 3
ATCC 25923
Micrococcus luteus 3 3 3 3 3 3
NRLL 1018
Bacillus subtilis 3 >3 >3 1,5 >3 3
ATCC 6633
Salmonella 1,5 3 3 3 3 3
typhimiriumL'T2
Klebsiella pneumoniae >3 3 3 3 1,5 3
Escherichi coli 3 3 3 3 3 3
ATCC 25922
Pseudomanas aeruginosa 3 3 3 1,5 3 3
ATCC 27853
Candida albicans 3 3 >3 3 3 3
ATCC 14053
Candida krusei 3 3 >3 3 3 3
ATTC 34135
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Cizelge 4.5. Siyanobakterilerin ekstraktinin, bakteriyal test mikroorganizmalar1 izerindeki
minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri

MIK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) mg/ml
Test Mikroorganizmalann | L-4-11 | L-5-2 | L-4-10 | L-3-33 |L-3-31 (DMSO
Bacillus cereus 0,0375 3 3 >3 >3 3
ATCC 7064
Staphylococcus aureus >3 3 3 3 >3 3
ATCC 25923
Micrococcus luteus 1,5 3 3 3 3 3
NRLL 1018
Bacillus subtilis 0,0375 3 >3 >3 >3 3
ATCC 6633
Salmonella typhimirium >3 3 >3 >3 >3 3
LT2
Klebsiella pneumoniae >3 >3 3 >3 3 3
Escherichi coli 3 3 3 3 3 3
ATCC 25922
Pseudomanas aeruginosa | 0,0375 3 >3 >3 >3 3
ATCC 27853
Candida albicans 1,5 3 3 3 3 3
ATCC 14053
Candida krusei >3 3 3 3 3 3
ATTC 34135

Bacillus cereus ATCC 7064 iizerine L-1-16, L-3-25, L-1-15, L-3-22, L-3-27, L-5-2, L-4-
10 kodlu ekstraktlarin MiK degerinin 3 mg/ml oldugu gériiliirken, L-3-33 ve L-3-31 kodlu
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ekstraktlarin MIK degerinin 3 mg/ml’den biiyiik oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda
L-4-11 kodlu ekstraktin MIK degerinin 0,0375 mg/ml oldugu belirlenmistir.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 iizerine L-1-16, L-1-15, L-3-27, L-5-2, L-4-10, L-3-
33 kodlu ekstraktlarin MIK degerinin 3 mg/ml oldugu tespit edilmistir. L-3-33 ve L-3-31
kodlu ekstraktlarin MIK degerinin 3 mg/ml’den biiyiik oldugu tespit edilmistir. L-3-25 ve
L-3-22 kodlu ekstraktlarin MIK degerinin 1,5 mg/ml oldugu tespit edilmistir.

Micrococcus luteus NRLL 1018 tizerine L-1-16, L-3-25, L-1-15, L-3-22, .-3-27, L-5-2, L-
4-10, L-3-33, L-3-31 kodlu ekstraktlarin MiK degerinin 3 mg/ml oldugu tespit edilmistir.
L-4-11 kodlu ekstraktlarin MIK degerinin 1,5 mg/ml oldugu tespit edilmistir.

Bacillus subtilis ATCC 6633 iizerine L-3-25, L-1-15, L-3-27, L-4-10, L-3-33, L-3-31
kodlu ekstraktlarm MIK degerinin 3 mg/ml’den biiyiik oldugu tespit edilmistir. L-1-16 ve
L-5-2 kodlu ekstraktlarin MIK degerinin 3 mg/ml oldugu tespit edilmistir. L-3-22 kodlu
ekstraktlarmn MIK degeri 1,5 mg/ml olarak bulunmustur. L-4-11 kodlu ekstraktlarin MiK
degerinin 0,0375 mg/ml oldugu tespit edilmistir.

Salmonella typhimirium LT2 lizerinde L-4-11, L-4-10, L-3-33, L-3-31 kodlu ekstraktlarin
MIK degerinin 3 mg/ml’den biiyiikk, L-3-25, L-1-15, L-3-22, L-3-27, L-5-2 kodlu
ekstraktlarin MIK degerinin 3 mg/ml oldugu tespit edilmistir. L-1-16 kodlu ekstraktlarin
MIK degeri 1,5 mg/ml bulunmustur.

Klebsiella pneumoniae iizerine L-1-16, L-4-11, L-5-2, L-3-33 kodlu ekstraktlarmn MIiK
degerinin 3 mg/ml’den biiyiik oldugunun tespiti yapilmistir. L-3-25, L-1-15, L-3-22, L-4-
10, L-3-31 kodlu ekstraktlarin MIK degeri 3 mg/ml olarak hesaplanmistir. L-3-27 kodlu
ekstraktin MIK degeri 1,5 mg/ml bulunmustur.

Escherichi coli ATCC 25922 tizerine L-1-16, L-3-25, L-1-15, L-3-22, L-3-27, L-4-11, L-5-
2, L-4-10, L-3-33, L-3-31 kodlu ekstraktlarin MiK degeri 3 mg/ml bulunmustur.
Pseudomanas aeruginosa ATCC 27853 tizerine L-1-16, L-3-25, L-1-15, L-3-27, L-3-31
kodlu ekstraktlarn MIK degeri 3 mg/ml bulunmustur. L-4-10, L-3-33, L-3-31 kodlu
ekstraktlarin MIK degerinin 3 mg/ml’den biiyiik oldugu tespit edilmistir. L-4-11
ekstraktlarin MIK degeri 0,0375 mg/ml olarak bulunmustur.
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Candida albicans ATCC 14053 iizerine L-1-15 kodlu ekstraktlarin MIK degerinin 3
mg/ml’den biiylik oldugunun tespiti yapilmistir. L-1-16, L-3-25, L-3-22, L-3-27, L-5-2,
L4-10, L-3-33, L-3-31 kodlu ekstraktlarin MIK degeri 3 mg/ml olarak bulunmustur. L-4-
11 kodlu ekstraktlarin MiK degeri 1,5 mg/ml olarak tespit edilmistir.

Candida krusei iizerine L-1-15, L-4-11 kodlu ekstraktlarin MIK degerinin 3 mg/ml’den
biiyiik oldugu tespit edilmistir. L-1-16, L-3-25, L-3-22, L-3-27, L-5-2, L-4-10, L-3-33, L-
3-31 kodlu ekstraktlarin MIK degeri 3 mg/ml oldugu bulunmustur.

4.6. Siyanobakteri Ekstraktlarinin Antioksidan Aktiviteleri

Bu c¢alismada biitiin siyanobakteri tiirlerinden elde edilen metanolik ekstraktlarin,
antioksidan aktivitesini belirlemek amaci ile DPPH radikalleri siipiirme yontemi ve Bakir

(II) indirgeyici antioksidan kapasite yontemi kullanilmistir.

4.6.1. Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite yontemi

Antioksidan 6zelliklerini belirlemek amaciyla metanolik ekstraktlara Bakir (II) indirgeyici
antioksidan kapasite yontemi uygulanmustir.

L-3-22, L-1-15, L-3-23, L-3-27 kodlu siyanobakteri ekstraktlarinin Bakir (II) indirgeyici
antioksidan kapasitesi ile ilgili deneysel caligmalar Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil
4.4°de goriilmektedir.

1)
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Sekil 4.1. L.3-22 kodlu siyanobakteri tiiriiniin Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitesi
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Sekil 4.2. L-1-15 kodlu siyanobakteri tiirliniin Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitesi
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Sekil 4.3. L-3-23 kodlu siyanobakteri tiiriiniin Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitesi
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Sekil 4.4. L-3-27 kodlu siyanobakteri tiirlinliin Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitesi

L4-10, L5-2, L1-15, L4-11 kodlu siyanobakteri tiirtiniin Bakir (IT) indirgeyici antioksidan
kapasitesi ile ilgili deneysel calismalar Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8°de

goriilmektedir.
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CUPRAC
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Sekil 4.5. L-4-10 kodlu siyanobakteri tiiriiniin Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitesi;

1,2
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Sekil 4.6. L-5-2 kodlu siyanobakteri tiirlinlin Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitesi
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Sekil 4.7. L-1-18 kodlu siyanobakteri tiiriiniin Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitesi
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Sekil 4.8. L-4-11 kodlu siyanobakteri tiiriiniin Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitesi

Cizelge 4.6. Tiim siyanobakteri ekstraktlarinin Bakir (IT) indirgeyici antioksidan kapasitesi

Ladik Golu Bakir (IT) indirgeyici antioksidan kapasite yontemi

Siyanobakteri tiirleri

CUPRAC

L-3-25 0,89525515+ 0,0662912
L-1-15 1,144688+ 0,038368078
L-3-23 0,038368078+ 0,624467014
L-3-27 8,952551477+ 1,144647653
L-4-10 0,089525515+ 0,038368078
L-5-2 0,089525515+ 0,624467014
L-1-18 2,302085 + 0,649619
L-4-11 1,79051 + 0,594396
L-1-17 1,151042 + 0,357187
L-6-18 3,517074 + 0,066044
L-1-16 2,366031 + 0,955357

L-5-22

2,557872 £ 0,389323
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Ladik Golii’'nden izole edilen siyanobakteri tiirlerinin ekstraktlariin Bakir (II) indirgeyici
antioksidan kapasite ¢alismalarindan elde edilen verilere bakildiginda L.3-25, L4-10 ve L5-
2 kodlu ekstraktlarin Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitesi 0,8 pg TE/gr
bulunmustur. L1-15 kodlu ekstraktin 1,14, L-3-23 kodlu 0,03 pg TE/gr, L3-27 kodlu
ekstraktin 8,9 ug TE/gr, L1-18 kodlu ekstraktin 2,3, L4-11 kodlu ekstraktin 1,7 ug TE/gr,
16-18 kodlu ekstraktin 3,5 pg TE/gr, 11-16 kodlu ekstraktin 2,3 pg TE/gr, L5-2 kodlu
ekstraktin 2,5 pg TE/gr bulunmustur.

Siyanobakteri tiirlerinin ekstraktlarinin Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitelerine
bakildiginda antioksidan etkisi bulunan ve antioksidan etkisi olmayan tiirlerin oldugu
goriilmiistlir. Baz tiirlerin ekstraktlar1 ¢cok yiiksek antioksidan etkiye sahip oldugu tespit

edilirken, baz tiirlerin ekstrakt: diisiik antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.

4.6.2. Siyanobakteri ekstaktlarimin DPPH radikali siipiirme aktiviteleri

Siyanobakteriyel ekstraktlarimin antioksidan aktivitelerini belirlemek amaci ile DPPH
metodu denenmistir. Ekstarktlarin farkli derisimleri (0,15625 — 20 mg/ml) denenmistir.
Sekil 4.9.- Sekil 4.13.’de bazi1 siyanobakteri ekstraktlarinin DPPH radikalini uzaklastirma
sonuglart verilmistir. Ayrica Cizelge 4.7. Tiim siyanobakteri tiirlerinin ekstraktinin DPPH

sliplirme kapasitesi 6zetlenmistir.

L-3-22, L-1-15, L-3-23, L-3-27 kodlu siyanobakteri ekstraktlarinin DPPH siipiirme
kapasitesi ile ilgili deneysel caligmalar Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4°de

goriilmektedir.
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Sekil 4.10. L-1-15 kodlu siyanobakteri tiirliniin DPPH siipiirme kapasitesi
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Sekil 4.11. L-3-23 kodlu siyanobakteri tiiriiniin DPPH siipiirme kapasitesi
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Sekil 4.12. L-3-27 kodlu siyanobakteri tiiriiniin DPPH siipiirme kapasitesi

L4-10, L5-2, L1-15, L4-11 kodlu siyanobakteri tiiriiniin Bakir (II) indirgeyici antioksidan
kapasitesi ile ilgili deneysel calismalar Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16’da

goriilmektedir.

0.9

0,8
0,7

0,6
05

Y DPPH

04

03
02 L

0,1

10 15 20
Derigm (mg/ml)

25

+ Senl
—Dofgrusal (Seri 1)

Sekil 4.13. L-4-10 kodlu siyanobakteri tiiriiniin DPPH siipiirme kapasitesi
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Sekil 4.14. L-5-2 kodlu siyanobakteri tiirtiniin DPPH siiplirme kapasitesi
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Sekil 4.15. L-1-18 kodlu siyanobakteri tiiriiniin DPPH siipiirme kapasitesi
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Sekil 4.16. L-4-11 kodlu siyanobakteri tiiriiniin DPPH siipiirme kapasitesi
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Cizelge 4.7. Tiim siyanobakteri tiirlerinin ekstraktinin DPPH siiplirme kapasitesi

Ladik Golii Bakir DPPH antioksidan kapasite yontemi
Siyanobakteri tiirleri % DPPH

L-3-22 15 +0,00338
L-1-15 11£0,003
L-3-23 38 £0,03
L-3-27 32+£0,012
L-4-10 0,82 + 0,027
L-5-2 0,38 = 0,006
L-1-18 0,99 + 0,066
L-4-11 0,82 + 0,027
L-1-17 Hesaplanamadi
L-6-18 Hesaplanamadi
L-1-16 Hesaplanamadi
L-5-22 Hesaplanamadi

Calismadan elde edilen veriler incelendiginde, Syenechocystis sp. tiirtine ait L3-23 kodlu
izolata ait ekstrakt 20 mg/ml konsantrasyonunda % 38 DPPH radikali siipiirme aktivitesine
sahip oldugu saptanmistir. Phormidesmis sp. tlirline ait L5-2 kodlu izolata ait ekstraktinda
20 mg/ml konsantrasyonunda % 38 DPPH radikali siipiirme aktivitesine sahip oldugu
saptanmistir. Yine Syenechocystis sp. tiiriine ait L3-27 kodlu izolata ait ekstrakt 20 mg/ml
konsantrasyonunda %32, L3-22 kodlu izolata ait ekstrakt %15, L1-15 kodlu ekstrakt %11
DPPH radikali siiplirme aktivitesine sahip oldugu saptanmistir. (Cizelge 4.7.)
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Prokaryotik ve fototrofik yapilarindan dolayr baslangicta algler igerisinde gruplandirilan
siyanobakteriler daha sonralart mavi-yesil alglerin kloroplast ve zar ile g¢evrili
cekirdeklerinin olmadiginin anlasilmasiyla bakterilerle daha yakin iliskili olduklar1 aciga
cikarilmistir. Siyanobakteriler morfolojik olarak filamentli veya yuvarlak formlarda koloni
olusturan ya da tek hiicreli olan mikroorganizmalardir. Organizmalarin morfolojik
ozelliklerine dayali olusturulan klasik taksonomi bu canlilarin siniflandirilmasinda yetersiz

kalmaktadir. Ciinkii cevresel kosullar degistiginde, morfolojik 6zellikleri de degismektedir
(Wehr ve Sheath, 2003; Hasler ve ark., 2012).

Siyanobakterilerin taksonomisinde en giivenilir yontem morfolojik, ekolojik ve molekiiler
karakterizasyonu bir arada igeren cok yonlii yaklasimdir. Bu sebeple genetik olarak
tanimlanan tiirler fenotip ve ekolojik veriler ile uyumlu olmalidir (Hoffmann ve ark., 2005;
Komarek, 2010; Komarkova ve ark., 2010). 16S rRNA analizi gibi molekiiler metotlarin

kullanimiyla morfolojik 6zelliklerin genetik olarak kiyaslanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Birbirlerine morfolojik olarak ¢ok benzeyen Geitlerinema, Microcoleus ve Phormidium
gibi filamentli siyanobakterilere ait tiirler siklikla karistirilmaktadir. Bu durumda tiirlerin
16S rRNA sekansmin benzerligi, morfolojik o6zellikleri ile kiyaslanarak dogrulanmistir
(Hasler ve ark., 2012). % 95 16S rRNA sekans benzerligi siyanobakteri genuslarin
ayirmada kriter olarak kabul edilmektedir (Komarkova, 2010).

Calismamizda, Samsun ili Ladik Goliinden 2019 yili Temmuz ayinda Ornekleme
yapilmistir. Su O6rneklerinin pH degeri incelendiginde nétral (pH 7,9) 6zellikte oldugu
goriilmektedir. Sucul sistemlerde yasayan canlilarin yasamlarini etkileyen, etkenlerin
basinda gelen pH biiyiik 6nem tagimaktadir. Sucul bir sistemde canlilarin yasayabilmesi
icin bulunmasi gereken optimum pH degerinin (6,5-8,5) arasinda oldugu ifade edilmis
olup, bu degerlerin disinda kalan degerlerde canlilarin olumsuz etkilendigi, yasama ortami
bulamadigi, hatta dldiiriicii bir etki gosterdigi bildirilmistir (Goldman ve Horn, 1983). Su
orneklerine yapilan ICP-OES Analizi sonucunda Cizelge 4.1. de goriildiigii gibi Ladik
GOl su Orneginin temmuz ay1 pH degerinin 7,9 oldugu belirlenmistir. Buna karsilik iyon

analizleri sonucunda Na iyonu degeri 9,261 mg/L, K iyonu 2,611 mg/L, Mg iyonu 5,292
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mg/L, Ca iyonu 37,0 mg/L, Fe iyonu 0,013 mg/L olarak bulunmustur. Maraglioglu ve ark.
(2001) Ladik Goliinde yaptig1 ¢alismada, yaz ayinda yaptiklart 6rneklemelerde pH degerini
8,1 olarak belirlemislerdir. Na iyonu degeri 6,9 mg/ml, K iyonu 2,3 mg/ml, Mg iyonu 5,4
mg/ml, Ca iyonu 47 mg/ml olarak belirlemistir. Sonuglar karsilastirildiginda Ca iyon
degeri azalirken, Na iyon degerinin yiikseldigi goriilmektedir. Na degerinin yiikselmesi yaz
aylarindaki akistan kaynakli bir artis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica sularda, Na iyon
degerinin yiikselmesi, Ca ve Mg degerinin diismesinin, iyon degisimiyle aciklanabilecegini

belirtmektedir (Tarcan, 2000).

Laboratuvara getirilen su ornekleri mikroskop kullanilarak incelenmis ve agar ekim
yontemi ile tek tlir saflastirilincaya kadar saflastirma islemine devam edilmistir.
Saflastirma sonucunda 16 izolat elde edilmistir. Yapilan mikroskobik inceleme sonucunda
elde edilen izolatlarin 7 tanesinin filamentli 9 tanesinin tek hiicreli oldugu goriilmiistiir.
Izolatlarin mikroskobik olarak Phormidium, Geitlerinema, Nostocopsis, Aphanocapsa,
Geitlerinema, Lyngbya ve Synechcoccus cinslerine ait olabilecekleri tespit edilmistir.
Siyanobakteri izolatlarin mikroskobik incelemesine ek olarak bu izolatlardan elde edilmis
olan genomik DNA ekstraksiyonu sonrasinda 16S rRNA PCR amplifikasyonu yapilmistir.
Ayni restriksiyon profillerine sahip olan izolatlar ayn1 ya da ¢ok benzer 16S rRNA dizisine
sahip olacaklar1 diislintildiiglinden, elde edilen PCR firiinleri dizileme basamagindan dnce
restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Boylece dizilenecek olan sayr sinirlandirilmigtir
(Sjoling ve Cowan 2003; Taton ve ark. 2003). Cizelge 4.2. de gosterilen 16S rRNA
sekanslarina ait BLAST sonucglarina bakildiginda Grup 1, 2, 5, 6, 8 ve 10’un
Synechococcus, Grup 4, 7 ve 9’un Phormidium, Grup 3’iin Geitlerinema cinslerine ait
oldugu goriilmiistiir. Elde edilen bu sonuglar, Synechococcus cinsinin daha fazla ARDRA
grubunu temsil ettigi ve ayrica bu cinslerin say1 olarak en fazla {liyeyi temsil ettigini

gostermektedir.

Calismamiza benzer olarak Karan ve ark. (2007) Tokat il sinirlarinda yapilan
orneklemelerle izole edilen Chroococcus minitus, Geitlerinema carotinosum, Oscillatoria
limnetica Phormidium sp., Nostoc linckia, Anabaena oryzae ve Cylindrospermum sp.
tirlerini morfoloji ve 16S rRNA dizilemesi sonucunda tanimlamislardir. Demirel,
Kogyigit, Sukatar ve Yiiksel (2009) Zeytindal1 kaplicalari, Sifne Termal Otel ve Balgova

Termal Otel olmak iizere 3 istasyondan elde edilen 4 siyanobakteri tiirlinii laboratuarda
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kiiltiir ortaminda saflastirilarak izole etmisler. Daha sonra DNA izolasyonuyla elde edilen
DNA’lart PCR’da c¢ogaltilmiglardir. Siyanobakterilerin 16S rRNA gen bolgeleri yine
PCR’da c¢ogaltilarak elde edilen dizi analizi verileri bilgisayar programlarinda
yorumlayarak filogenetik bakimdan tiir tayini yapmislardir. Yapilan ¢alismalar sonucu 3
tiriin Geitlerinema sp., 1 tirlin ise kiiltirii belirlenmemis tiir oldugu belirtilmistir.
Yilmaz, Aslim ve Cansunar (2010) Kiigiikgekmece Goliinden alinan 6rneklemler Bergey’s
in Manual of Systematic Bacteriology’e gore ve 16S rRNA’larindan elde edilen dizi
analizlerinin Gen Bankasi verileri ile karsilastirmasi sonucunda Synechocystis sp. tiiriinli
tammlanmistir. Demirel (2010) Izmir ilindeki Balcova, Zeytindali, Karakog, Sifne ve
Giilbahge sicak su kaynagindaki 10 siyanobakteri tiiriiniin 16S rDNA dizisini ¢ikararak ve
bu dizilerin filogenetik agaci ve GenBank yapilarmi olusturmustur. Boylelikle termal
alanlardaki siyanobakteri kiiltlirlerinden 10 (Spirulina subsalsa, Geitlerinema,
Leptolyngbya, Lyngbya, Oscillatoria, Pseudoscillatoria, Phormidium sp.) tiir izole etmistir.
Baska bir calismada Kiigiikgekmece lagunu, Sapanca, Iznik, Manyas ve Taskis1
gollerinden yapilan Orneklemeler sonucunda hepatotoksin {ireten Microcystis sp.,
Planktothrix sp., Nodularia spumigena, Anabaenopsis elenkinii, Sphaerospermopsis aphan
izomenoides ve Cylindrospermopsis raciborskii tiirleri izole edilmis ve 16S rRNA dizi
analizi ile tammmlanmistir (Koker ve ark. 2017). Batu (2017) Mogan Gdlii, Beytepe Goleti
ve Delice Nehrinde yapilan 6rneklemlerle izole edilen, Lyngbya limnetica, Aphanocapsa
incerta, Chrococcus turgidus, Chrococcus minimus, Phormidium formosum tiirlerini

morfoloji ve 16S rRNA dizilemesi sonucunda tanimlamiglardir.

Yapilan tiim bu ¢aligmalar ve bizim ¢alismamiz géstermektedir ki morfolojiye ve ekolojiye
dayali geleneksel yaklagim takson tanimlamas1 yaparken belirsizliklere yol agmaktadir. Bu
yontem kolay ve hizli olmasindan dolayr hala yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
geleneksel yaklagimlar tiirleri tek basma bildirmekte olup taksonlari arasindaki iliskinin
evrimsel boyutu hakkinda bilgi verememektedir. Mikroskoba dayali1 yontemlerle fenotopik
cesitlilik, 16S rRNA’ ya dayali yontemlerle elde edilen genotopik ¢esitlilige gore ¢ok
fazladir. Bu yiizden 16S rRNA gen bilgisi daha giivenilir olmaktadir. Bu baglamda bizim
caligmamizda mikroskobik olarak yapilan morfolojik incelemede Komarek’in teshis
anahtar1 kullanilmigtir. Bu anahtara gore L4-10 tiirliniin Phormidium, L-3-23 tiiriiniin
Geitlerinema, L-1-15 tiiriiniin Nostocopsis, L-1-16 ve L-322 tiirlerinin Aphanocapsa, L-5-2

tiirliniin Geitlerinema, L-5-5 tiirliniin Lyngbya, L-4-11 ve L-1-17 tiirlerinin Synechcoccus
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tirline ait olabilecekleri distiniilmiistiir. Fakat 16s rRNA 16S rRNA sekanslarina ait
BLAST sonuglar1 incelendiginde Nostocopsis olarak tahmin edilen L-1-15 kodlu izolatin
Synechcoccus tiiriine ait oldugu tespit edilmistir. Aphanocapsa olarak diisiiniilen L-1-16,
L-3-22 tiirlerinin Synechococcus sp. tiiriine ait oldugu belirlenmistir. Lyngbya olarak
tahmin edilen L-5-5 tiirliniin Geitlerinema tiirline ait oldugu tespit edilmistir. Bu veriler
mikroskobik yontemlerin giivenilir olmadigini, tiirlerin tanimlanmasinda molekiiler

yontemlerin daha giivenilir oldugunu agikca gostermektedir.

Calismamizin ikinci kisminda farklt ARDRA profillerine sahip 10 izolata yag asiti analizi

uygulanmistir.

Yapilan analiz sonucunda Synechocystis sp. tiiriine ait oldugu belirlenen L1-15, L1-16, L1-
17, L5-2, L3-26, L3-27 izolat numarali 6rneklerin igeriginde sirasiyla %22, %39, %29,
%38, %33, %30 ‘Heptadekanoik asit’ oldugu tespit edilmistir. Phormidesmis sp. tiirliine ait
oldugu belirlenen L2-5 ve L4-10 izolat numarali 6rneklerin iceriginde ise en fazla
‘Hekzanoik asit’ bulunmustur. L2-5 izolat numaral1 6rnekte %65 oraninda bulunurken L4-
10 numarali izolatta %48 oraninda bulundugu goriilmrktedir. Bu durum benzer morfolojik
ozellik gosteren tiirlerin benzer yag asidi igerigine sahip oldugunu gostermesi acisindan

Onemlidir.

Coklu doymamis yag asitleri olan PUFA (Polyunsaturated fatty acid) ’lar insan sagligina
faydas1 bildirilmis olan biyoaktif bilesenlerdendir. igeriginde bulunan omega3 ve omega6
gibi ¢oklu doymamis yag asitleri insan viicudunda sentezlenememektedir (Ward ve Singh,
2005). Bu canlilardan ¢oklu doymamus yag asitleri, polisakkarit, protein, pigment, sterol,
vitamin gibi yiiksek degerlikli bilesikler elde edilmektedir. Bu bilesikler antioksidan,
antitiimor, antikoagiilan, antiinflamatuar, anti-viral gibi bagisiklik sistemini diizenleyici
bilesenler icermektedir. Bundan dolayr diyabet, oksidasyon, iltithaplanma gibi
rahatsizliklar1 giderdigi ve yiiksek kolesterolii diisiirdiigli bilinmektedir (Gargouri ve ark.,
2016). Siyanobakteri tiirii olan Spirulina; bitkiler ve hayvanlar tarafindan sentezlenmeyen
coklu doymamis yag asitleri olan y-linolenik asit (GLA, 18:3w6), Porphyridium arasidonik
asit (AA, 20:4w6), Nannochloropsis, Phaeodactylum, Nitzschia, Isochrysis, Diacronema
eikosapentaenoik  asit (EPA, 20:503) ve Crypthecodinium, Schizochytrim
dokosahekzaenoik asit (DHA, 22:6w3) sentezleyebilmektedir (Gouveia ve ark. 2008).
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Calismamiza benzer olarak Galhano ve ark (2010) Orta-Bati Portekiz Vela Goli ve
Mondego Nehri’'nden izole edilmis Nostocacean, Heterocystous, Cyanobacterial suslarin
yag asidi bilesimi incelemislerdir. Lipid analizini gaz kromatografisi ile tasiyic1 olarak He
gazi kullanilarak analiz etmislerdir. Toplam FAME’leri standart gaz-kromatografisi ile
tanimlamiglardir. Farkli yag asitlerinin konsantrasyonlar1 ylizde alan metodu ile
hesaplayarak yag asitleri analiz edilmistir. Alt1 susun lipidlerinde baskin hiicresel
FAME!'ler palmitik (16: 0), oleik (18: 109) ve a-linolenik (18: 3w3) oldugu belirlenmis,
birkag istisna disinda, suslarin az miktarda C20 PUFA'lar icerdigi tespit edilmistir. Yilmaz
(2009) Salda Gol’ iinden izole edilen Chlorella sp. ile Act Gol’den izole edilen
Oscillatoria amphibia’min  yag asidi analizlerini yapmistir. Yag asitleri Gaz
Kromatografi/Kiitle Spektrometresi (GK/KS) analizleriyle yapilmis olup Chlorella sp.
ucucu yaginda bulunan maddeler % 92,21 oraninda tanimlanmis, temel bilesenler; nitrik
asit, 2-metilpropil ester (% 51,11) ve fitol (% 29,84) olarak belirlenmistir. O. amphibia
ucucu yaginda bulunan temel bilesenler; nitrik asit, 2- metilpropil ester (% 22,62) ve
siklohekzilheptadekan (% 12,87) olarak belirlenmistir (Igyiiz, 2009). Denizli-Saraykoyde
bulunan termal su kaynagindan izole edilen siyanobakteri Pseudanabaena sp. ve
Synechococcus sp. Klevenger cihazi kullanilarak hidrodistilasyon ile ugucu yag ekstrakte
edilmis ve Gaz Kromatografi/ Kiitle Spektrometresi (GK/KS) analizleri
gerceklestirilmistir. Pseudanabaena sp. ugucu yag bilesenlerinde % 99,40 verimle 4 ¢esit,
Synechococcus sp. ugucu yag bilesenleri toplam bilesigin % 97,75%inde 5 ¢esit madde
tanimlanmistir. GK/KS analizi ile karisgik kiiltiirden elde edilen toplam ugucu yag

bilesiginin % 59,78 ini olusturan 10 ¢esit madde tanimlanmustir.

Calismamizda tgiincii kisminda uygun kiltiir kosullarinda {iretilen siyanobakteri
biyokiitlelerinin hekzan kullanarak elde edilen ekstraktlarinin antimikrobiyal ve
antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Antimikrobiyal direng tiim diinyada medikal ve zirai
alanda ciddi bir sorun olmaya baslamistir. Bakterilerin antibiyotiklere kars1 gelistirdikleri
direng, hayvan ve insan saghgim ciddi olarak tehdit etmektedir. Diren¢ mekanizmasi
iizerinde yapilan klinik calismalar ile antimikrobiyallerin klinik kullanimlar
tanimlanabilmistir (Helms ve ark., 2002). Bakteriyal direncin nasil ortaya ¢iktiginin
bilinmesi; antimikrobiyaller, mikroorganizmalar ve g¢evre iizerindeki etkilesimin

anlagilmasin1 saglayacaktir. Hassas bir bakterinin direncli duruma gelebilmesinde bir¢ok
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yol mevcuttur. Genel olarak, antimikrobiyallere kars1 direng igsel veya dissal olabilir. Igsel
diren¢ bakteri tarafindan tasman diren¢ genlerinin varhigina baglidir. Dissal direng ise,
tyilestirici 6zelligi olmayan antimikrobiyallerin kullanimi ya da ani mutasyonlara bagl
genomdaki degisimler gibi bircok nedene bagl olabilmektedir. Ozellikle tedavi edici
dozun altinda madde kullanimi, diren¢ gelisimindeki en yaygin nedenlerden biridir

(McDermott ve ark., 2003).

Siyanobakterilerden elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek i¢in
Mikrodiliisyon Yontemi ile Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) belirlenmistir.
Antimikrobiyal aktivite calismalarinda gram pozitif (+) bakterilerden Bacillus cereus
ATCC 7064, Micrococcus Iluteus NRLL 1018, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, gram negatif (-) bakterilerden Salmonella
typhimurium LT2, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, mayalardan Candida albicans ATCC 14053 ve Candida krusei
ATTC 34135 kullanilmistir. Pozitif kontrol ¢alismalar1 ile 10 adet izolatin ekstraktinin
minimum inhibisyon konsantrasyonu incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda
Geitlerinema sp. cinsi ile iliskilendirilen L3-31 kodlu izolatlarin hi¢gbir mikroorganizma
iizerinde 6nemli bir antimikrobiyal etkiye sahip olmadig belirlenmistir. Synechocystis sp.
cinsi ile iligkilendirilen L3-22 ve L3-25 kodlu izolatlarinin ekstraktinin Staphylococcus
aureus ATCC 25923 tiiriine kars1 6nemli derecede antimikrobiyal etkiye sahip oldugu (1,5
mg/ml) tespit edilmistir. Yine Symechocystis sp. cinsi ile iliskilendirilen L1-16 kodlu
izolatin Salmonella typhimirium LT2 tiriine karsi etkili oldugu (1,5 mg/ml) tespit
edilmistir. Antimikrobiyal aktivite bakimindan en etkili siyanobakteri tiirlerinin L4-11 ve
L3-22 kodlu Synechocystis sp. Bacillus cereus ATCC 7064, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Pseudomanas aeruginosa ATCC 27853 tiirlerine karsi etkili oldugu tespit edilmistir.
Ayrica bu tilirlin antimikrobiyel aktivitelerinin de diger tiirlerden yiiksek bulunmasi,
giiniimiizde hem gida uygulamalarinda, hem de ilag¢ gelistirmede siyanobakteriyel tiirlerin
tercih sebeplerinden birini olusturmasi beklenmektedir. Bundan sonraki calismalarin
siyanobakteriyel tiirlerde ¢ok yonlii biyolojik aktivite caligmalarina yonelik olmasi

gerekmektedir.

Calismamiza benzer olarak. Mundt ve ark. (2003) tarafindan Oscillatoria redekei’den elde

edilen alfa linolenik asidin antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu belirlemistir. El-Sheekh
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ve ark. (2006)’nin Nostoc muscorum ile yaptig1 calismada ¢oziicii olarak kloroform,
dictileter, dietilasetat, n-butanol kullanilmis ve kloroform ile hazirlanan ekstraktlarin en
yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi, n-butanol ile hazirlanan ekstraktlarin en diisiik
antimikrobiyal aktiviteyi gosterdigini tespit etmistir. Katircioglu ve ark. (2006) nin yaptigi
calismada ¢oziicli olarak metanol, kloroform, aseton, etanol, eter kullanilmis ve etanol
ekstraktlarinin hem Gram (-) hemde Gram (+) bakterilere karsi antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu bulgusu ¢alismamizin sonucu ile benzerlik gostermektedir. Kaushik ve ark.
(2008)’ nin bir Cyanobacteria olan Nostoc commune ile yaptiklari calismada test bakterileri
olarak pek ¢ok Gram (+) ve Gram (-) bakteri kullanilmig ve en fazla inhibisyon zonu Gram
pozitif bir bakteri olan Staphylococcus aureus’a karst gozlemlenmistir. Bizim
calismamizda Synechocystis sp. tiirtine ait [L3-22 ve L3-25 kodlu izolatlarinin elde
ettigimiz ekstraktlarinin Staphylococcus aureus ATCC 25923 tiiriine karst Onemli
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gorilmiistiir. Sonuclar Kaushik ve ark. (2008)’ nin
bulgularinin bir kismiyla benzerlik gostermesi agisindan dnemlidir. Plaza ve ark. (2009)’
nin Synechocystis sp. ile yaptiklar1 ¢calismada Staphylococcus aureus ATCC 25923 iizerine
onemli antimikrobiyal etkisi oldugunu belirlemistir. Bizim yaptifimiz ¢alismada da
Synechocystis sp. ekstraktinin Staphylococcus aureus ATCC 25923 {izerine Onemli
antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu bakimdan calismamiz Plaza ve ark.
yaptig1 ¢aligmayla uyusmaktadir. Kaushik ve ark. (2009)’nin Anabaena variabilis ile
yaptig1 ¢aligmada duyarli mikroorganizmalarin S. aureus MTCC-740 ve E. coli MTCC-
739 oldugu agiklanmistir. Sethubati ve Prabu (2010)’nun Oscillatoria sp., Phormidium sp.
ve Lyngbya majuscule siyanobakterileriyle yaptigi c¢alismada; en yiiksek aktiviteyi
Oscillatoria sp., en dusiik aktiviteyi ise L. majuscule ile hazirlanan ekstraktin gosterdigi
tesbit edilmistir. Sanchez-Saavedra ve ark. (2010)’nin yaptig1 calismada ekstraktlarin
timiiniin ~ Bacillus subtilis’ in gelisimini inhibe ettigini belirlemislerdir. Bizim
calisgmamizda da L3-22 ve L4-11 kodlu izolatalrin yiiksek antimikrobiyal etki gosterdiginin
tespit edilmesi benzerlik gostermektedir. Demiriz ve ark. (2011) Oscillatoria limosa, O.
limnetica, Phormidium tenue, Chlorella vulgaris, Spirulina major ile siyanobakterilerin
antibakteriyal fonksiyonu c¢alismasinda O. [imosa’nin etanol ekstrakti Salmonella
enteretidis ATCC 13076’ e karsi en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Staphylococcus aureus
ATCC 19213 ve Bacillus subtilis ATCC 6633 etanol ekstraktina kars1 direng gostermistir.
Staphylococcus aureus ATCC 19213 ‘a karsi en yiiksek aktiviteyi, O. limnetica’nin

tampon ekstrakt1 gostermistir. Escherichia coli O157:H7’nin en direng¢li mikroorganizma
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oldugu tespit edilmistir. Calismamizda en direngli mikroorganizma Escherichia coli tespit

edilmistir, bu bakimdan bulgular benzerlik gostermektedir.

Calismamizin dordiincii kisminda antioksidan aktivite calismalarinda DPPH radikalleri

stiptirme aktivitesi ve CUPRAC yonteminden yararlanilmistir.

DPPH radikal giderme aktivitesi metodu, gerek dogal gerekse sentetik oOzellikteki
maddelerin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesinde siklikla kullanilan, tekrarlanabilirligi
yiiksek, basit ve hizli sonug¢ veren bir yontemdir (Brand-Williams ve ark., 1995; Scalzo,
2008). Caligmamizda, hekzanda hazirlanan ¢6zeltisinin farkli konsantrasyonlarinin (0,695—
20 mg/ml) DPPH radikali {izerine etkisi denenmistir. Calismadan elde edilen veriler
incelendiginde Synechocystis sp. tiriine ait L3-23 kodlu izolata ait ekstrakt % 38, L3-27
kodlu izolata ait ekstrakt % 32, L3-22 kodlu izolata ait ekstrakt % 15, L1-15 kodlu ekstrakt
% 11, Phormidesmis sp. tiriine ait L5-2 kodlu izolata ait ekstrakt % 38 DPPH radikali
siiplirme aktivitesine sahip oldugu saptanmistir. Ekstrakt konsantrasyonu ytikseldikce
DPPH siiplirme aktivitesi yiikselmis, ekstrakt konsantrasyonu diistilkce aktivite de

diismiistiir.

Tiitem ve Apak (1991) tarafindan 1liml bir oksidan olarak ¢esitli indirgen ajanlarin tayini
icin kullanilabilecegi 6nerilen bis (neokuprein) bakir (IT) kloriir reaktifi, sistein (Tiitem ve
Apak, 1991), E vitamini (Titem ve ark., 1997) ve askorbik asit (Giiglii ve ark., 2005)’ in
tayininde basar1 ile kullanmistir. Bu yontem daha sonra kuprik iyonu indirgeme
potansiyelini 6lgmek amaciyla, bitki ekstraktlarin ve insan serumunda (Apak ve ark., 2004;
Apak ve ark., 2005) denenmis ve bakir iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi (Cupric lon
Reducing Antioxidant Capacity: CUPRAC) olarak isimlendirilmistir. Lissi ve ark., (2000)
Spirulina sp.’den elde edilen fikosiyaninin, troloks antioksidanindan yaklasik olarak 16 kat
askorbik asit antioksidanindan ise yaklasik olarak 20 kat daha etkili oldugunu
bildirmisglerdir. Caligmamizda tiim siyanobakteri tiirlerinin hekzan ekstraktinin Bakir (II)
indirgeyici antioksidan kapasite sonuglar1 incelendiginde en yiiksek Bakir (II) indirgeyici
antioksidan kapasite sonucunun Synechocystis sp. tirine ait L1-14, L[3-25 kodlu
ekstraktlarda oldugu ve bu degerin 0,03 pg TE/gr oldugu saptanmustir. En diigiik Bakar (II)
indirgeyici antioksidan kapasite ise Synechocystis sp. tiriine ait L3-27 kodlu ekstraktin 8,9
ug TE/gr oldugu belirlenmistir.
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Sonug olarak degerlendirildiginde, bazi siyanobakteri ekstraktlarinin antioksidan aktiviteye
sahip olduklar1 belirlenmis olup, DPPH siiplirme aktivitesinin en 1iyi iki sonucun
Synechocystis sp. tiiriine ait L3-23 kodlu izolata ait ekstrakt ve Geitlerinema sp. tiiriine ait
L5-2 kodlu izolata ait oldugu goriilmiistiir. Buna ilave olarak Bakir (II) indirgeyici
antioksidan kapasitesinin en yiiksek oldugu sonucun Synechocystis sp. tiriine ait 1.3-27

kodlu ekstrakta ait oldugu tespit edilmistir. Bu

Bundan sonraki ¢aligmalarin siyanobakteriyel tiirlerde ¢ok yonlii biyolojik aktivite
caligmalarina yonelik olmast gerekmektedir. Siyanobakteriyel Oziitlerin, kimyasal
bilesenleri aydinlatilarak, etken maddenin izole edilip, fonksiyonel gruplarin ilave
edilmesiyle, bu bilesenlerin aktivitelerinin hangi derecede oldugunun arastirilmasi
gerekmektedir. Ayrica bu bilesenlerin hedeflerinin ve mekanizmalarinin belirlenmesine de

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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