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Yiksek Lisans Tezi

AKGOL GOLUNDE (TERME, SAMSUN) TOKSIN URETEN SIYANOBAKTERI
KOMUNITESININ METAGENOMIK ANALIZi

Yasemin Varh

Ondokuz May1s Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Haydar Karakaya

Bu ¢alismada bir tatlisu rezervi olan Akgol goliindeki toksin Ureten siyanobakteri
Komiinitesi metagenomik bir yaklasimla arastirlmistir. Indikatér gen bolgeleri
cevresel DNA’dan ¢ogaltilmig, amplikonlar rastgele klonlanarak nikleotit dizileri
belirlenmis ve filogenetik analizleri gergeklestirilmistir. G6l su kiitlesinin yiizeyalti
tabakasindan ornekler alinmus, siiziilerek hasat edilen hilcre kitlesinden cevresel
DNA izole edilmistir. Cevresel DNA hedef DNA bolgelerinin PCR amplifikasyon
calismalarinda kalip DNA olarak kullanilmistir. Oncelikle siyanobakteriler igin
evrensel primerler kullanilarak 16S rDNA bolgesinin amplifikasyonu yapilarak
siyanobakteri komiinitesi liyelerinin mevcudiyeti taranmistir. Yaz aylar1 ve erken giiz
aylarinda siyanobakterilerin mevcut oldugu belirlenmis diger aylarda ise
belirlenememistir. Spesifik 16S rDNA primerleri ile yiiriitilen PCR amplifikasyonu
sonuglari, siyanobakterilerin mevcut oldugu zaman periyodunda Microcystis spp.
uyelerinin bol olarak temsil edildigini gostermistir. Microcystis spp. Uyelerinin
arasinda toksin iiretenlerin olup olmadigi mikrosistin gen kiimesinin iki tUyesi olan
mcyB ve mcyD genlerinin belli bolgelerinin amplifikasyon testi ile belirlenmistir.
Siyanobakterilerin temsil edildigi yilin biitiin aylarinda mikrosistin genlerinin ve
dolayisiyla toksigenik bireylerin mevcut oldugu belirlenmistir. Toksigenik
Microcystis spp. iiyelerinin genotipik cesitliligini belirlemek {izere agustos ve eylil
aylart mcyB gen amplikonlart rastgele klonlanarak belli sayida klonun baz dizisi
belirlenmigstir. Bu dizilerin filogenetik analizleri toksigenik {yelerin oldukca
homojen oldugu ve biiyiik olasilikla ayni tiir veya tiir alt1 grubun iiyeleri oldugunu
gostermistir. Agustos ay1 ¢evresel DNA’sindan spesifik primerler kullanilarak elde
edilen, rastgele klonlanan ve dizilenen rpoC1 ve cpcBA bdlgelerinin filogenetik
analizleri genel siyanobakteriyel gesitliligin toksigenik Microcystis spp. Uyelerine
gore daha fazla olduguna isaret etmektedir. Sonug olarak Akgol goliinde daha baskin
olarak toksigenik Microcystis spp. tyeleri yaygindir. GOl suyu, Ozellikle yaz
aylarinda herhangi bir sekilde temas eden organizmalari olumsuz olarak etkileme
potansiyeline sahiptir.

Haziran 2017, 121 sayfa

Anahtar Kelimeler: Akgol, Siyanobakteri, Microcystis, Mikrosistin, PCR,
Metagenomik



ABSTRACT
Master’s Thesis

METAGENOMIC ANALYSIS OF THE TOXIN PRODUCING
CYANOBACTERIAL COMMUNITY IN AKGOL LAKE IN TERME, SAMSUN

Yasemin Varli

Ondokuz Mayis University
Graduate School of Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assos. Prof. Dr. Haydar Karakaya

In this study, toxin producing cyanobacterial community in a freshwater reservoir
Akgol Lake was investigated with a metagenomics approach. Indicator gene regions
were amplified from environmental DNA, amplicons were cloned randomly and
individual clones were sequenced and than subjected to phylogenetic analyses. Water
samples were collected from subsurface of the lake water column and environmental
DNA was isolated from the cell mass yielded by filtration of the samples.
Environmental DNA was used as template for PCR amplification of target DNA
regions. Firstly, presence of cyanobacterial community members was detected by
16S rDNA amplification using cyanobacterial universal primers. Cyanobacterial
presence was found in the months of summer and early autumn but could not found
in the other months of the year. The results of PCR amplifications performed with
specific 16S rDNA primers showed that Microcystis spp. members was also present
abundantly during the period in which cyanobacteria were present. Specific parts of
mcyB and mcyD genes which are members of microcystin gene cluster were
amplified to find whether toxigenic groups were existed among Microcystis spp.
members. Microcystin genes and hence toxigenic members were found to be present
in all months of the year cyanobacteria were existed. To determine genotypic
diversity of toxigenic Microcystis spp. members, mcyB fragments amplified from
August environmental DNA were cloned randomly and certain number of clones
were sequenced. Phylogenetic analyses of these sequences were found to be highly
homologous and were indicated to the all be in same species or subspecies groups.
Phylogenetic analyses conducted on rpoC1 and cpcBA, which were amplified from
August environmental DNA, cloned randomly and sequenced, indicated that
cyanobacterial diversity in general was greater than toxigenic Microcystis spp.
members. In conclusion toxigenic Microcystis spp. members are predominantly
widespread in Akgol Lake. The water of the lake has a potentially hazardous impacts
on the organisms anyhow contacted to the water especially in summer.

June 2017, 121 pages
Keywords: Akgél, Cyanobacteria, Microcystis, Microcystin, PCR, Metagenomics
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1. GIRIS

Siyanobakteriler fotosentetik organizmalar olmalari nedeniyle biyosferde gilinesten
gelen foton enerjisini diger organizmalar igin kullanilabilir enerji formuna
doniistiirerek birincil Uretici olarak rol oynarlar. Sucul ortamlarda ve ozellikle agik
deniz ve okyanuslarda ¢ogu durumda baskin birincil iireticilerdir. Bu bagarilarinin
sirlarindan bir de azot fikse etme yeteneklerinden dolayr bu ortamlarin kullanilabilir
azot kithig ile basedebilmeleridir. Kullanilabilir fosfat ve 1s1k bulunan hemen hemen

biitiin habitatlarda basarili bir sekilde yayilmislardir.

Siyanobakteriyel suslar daha yogun olarak sig ve hareketsiz veya az hareketli
sularda yogun bir sekilde treyip populasyon patlamalari yaparlar. Biiyilk su
kiitlelerinde sdzgelimi bir icme suyu baraj géliinde, populasyon patlamalar1 seklinde
Uremeleri beklenmez. Ancak gerek kiiresel 1sinma, gerek inorganik besin
maddeleriyle kontaminasyon ve gerekse asir1 tiikketime bagl su kiitlesinin azalmasi

sonucunda bir populasyon patlamasi riski daima mevcuttur.

Siyanobakteriler tarafindan iretilen ve siyanotoksin olarak adlandirilan
sekonder metabolitler dogal su kaynaklarinda ve i¢gme sularinda bir tehdit olarak
kabul edilmektedir. Siyanotoksinlerin, yaygin hayvan Oliimlerine neden olarak
hayvancilik {izerine olumsuz etkileri bulunmaktadir, son zamanlarda ise insan
Uzerinde de olumsuz etkileri tespit edilmistir. Ayrica patlama olusumu hipoksiye ve

sonug olarak ekosistemdeki besin agiin bozulmasina neden olur

Gecmisten  bugiine  siyanobakteriyel toksinlerin  sucul  ortamlarda
mevcudiyetinin belirlenmesi igin farkli teknikler uygulanmistir. Geleneksel olarak
kromotografik ve imminolojik yontemlerle sucul ortamlardaki belli bir
siyanotoksinin miktar1 belirlenmeye ¢alisgilmistir. Bu gln icin bu yontemlerin hala
yaygin olmasina ragmen ilave molekiiler yontemlerle daha duyarli ve etkili tarama
yontemleri uygulanmaya baglanmistir. Metagenomik yaklasimlar bugiin etkili bir
sekilde siyanobakteriyel suslarin taranmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Birgok gelismis iilkede, sucul ortamlarin Ozellikle tarimsal giibre atiklariyla
kirlenmesinin ve kiiresel 1smmmanin bir sonucu olarak siyanobakteriyel
populasyonlarin gelisimindeki degisiklikler yogun bir sekilde calisiimaktadir.

Ulkemizde bu tip calismalar nadirdir.



Bu c¢aligmada arastirma alani olarak Samsun, Terme Akgol golu segilmistir.
Akgol’de fitoplankton iizerine yapilan bir ¢aligmada bazi siyanobakteri suslarininin
varligi mikroskobik olarak belirlenmeye ¢alisilmis olup siyanobakteri komiinitesi

hakkinda yeterli bilgi sunmamaktadir.

Y1l i¢inde toksijenik siyanobakteri liyelerinin yogun tiredigi zaman araliginda
daha yogun olmak fiizere belli araliklarla alinan su orneklerinde PCR ¢ogaltimi
yontemiyle toksin Ureten ve dretmeyen gruplar nitel olarak tespit edilmeye
calistlmistir.  Toksin iireten gruplarin mevcudiyetinin belirlenmesi durumunda
cogaltilan DNA molekiilleri rastgele klonlanarak genotipik cesitlilikleri analiz

edilmesi mimkundur.

Bu ¢alismada, Samsun cevresindeki bir dogal tatli su kaynagi olan Akgdl’de
toksin Ureten siyanobakteri suslarinin mevcudiyeti ve eger mevcutsa hangi gesitlilikte
ve siklikta meydana geldiginin metagenomik bir yaklasimla belirlenmesi
amaglanmistir. Siyanobakterilerin yogun oldugu aylarda su Ornekleri alinarak
cevresel genomik DNA izolasyonu yapilmis, siyanobakteri spesifik 16S rDNA ve
toksin tireten suslara ait spesifik primerler kullanilarak hedef gen bélgelerinin PCR
ile ¢ogaltilmas1 gergeklestirilmig, ardindan toksin genlerine ait PCR drtnleri
klonlanmig ve dizilenmistir. Elde edilen diziler kullanilarak filogenetik analizler
gerceklestirilmistir. Bu tezde bu kapsamda yiiriitiilmiis c¢alismalarin sonuglar

sunulmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1  Siyanobakterilerin Genel Ozellikleri

Siyanobakteriler, azot fikse edebilen, fotosentez yapan, organik karbon ve oksijen
iretebilen tek prokaryotik organizma grubudur. Siyanobakteriler; kaplicalar, ¢oller
ve buzullar gibi asir1 ortamlar dahil olmak iizere ¢ok genis habitatlarda
bulunabilirler. Morfolojik, fizyolojik ve metabolik olarak diger prokaryotik
gruplardan ¢ok farklidirlar (Mankiewicz vd, 2003). Siyanobakterilerin, tek hiicreli,
cok hiicreli koloni olusturan, filamentli gibi pek ¢ok formu bulunmaktadir, hiicre

biiyiikligi ise 0,2-40 um araliginda degismektedir (Metcalf ve Codd, 2014).

Siyanobakteriler, klorofil-a, karoten, ksantofil, fikosiyanin ve fikoeritrin
icerirler. Bu pigmentlerden fikosiyanin ve fikoeritrin sadece siyanobakterilerde
bulunabilir. Siyanobakterilerin fotosentez mekanizmasi alglere benzemektedir, ancak
Okaryotik mikroalglerin aksine siyanobakteriler kloroplast gibi hiicre igi zarla gevrili
organellere sahip degillerdir.  Siyanobakterilerde fotosentetik pigmentler,
sitoplazmada serbest olarak bulunan, hicrenin periferine yakin tilakoid denilen zar
sistemlerinde yer alir. Siyanobakterilerin temel metabolik islemlerinden biri azot
fiksasyonudur. Nitrogenaz enzimini kullanarak, aerobik gevresel kosullarda azotu
dogrudan amonyuma (NH4) doniistiiriirler. Siyanobakterilerde azot fiksasyonu,
Anabaena, Nostoc ve Aphanizomenon gibi ipliksi, heterosist olusturan cinsler
arasinda yaygindir. Trichodesmium gibi heterosist olusturmayan bazi tiirler de azot
fiske edebilirler (Mankiewicz vd, 2003).

Son zamanlarda degisen iklim kosullar1 ve artan insan faaliyetleri, tim
diinyada zararli siyanobakteriyel “bloom” (asir1 populasyon ¢ogalmasi) olusumuna
neden olmaktadir. Sucul ekosistemlerdeki biyolojik iiretimin zenginlestirilmesindeki
bu dogal siirece, besin seviyesindeki artislar genellikle de fosfor ve azotlu bilesikler
neden olur. Kosullar iyi oldugunda, suyun berrak goriintiisii birkag giin icerisinde
siyanobakteri ¢cogalmasi nedeniyle yesil, mavi-yesil ya da kirmizimtirak-kahverengi
gibi bulanik olabilir. Siyanobakteri “scum”u birka¢ santim kalinli§inda ince yagl bir
film goriinlimiine neden olur. Siyanobakteriler bu anormal popiilasyon artisin1 uzun
slire koruyamaz ve hizla olerek 1-2 hafta sonra kaybolurlar. Siyanobakteriyel

“bloom”lar, genellikle ilkbaharda (Planktotrix rubescens, Limnotrix redekei) veya



ge¢ yaz aylarinda (Microcystis aeruginosa, Aphanizomenon flosaquae, Planktotrix
agardhii) gorilmektedir (Mankiewicz vd, 2003). Bloom olusumuna bazi toksin
uretebilen gruplar da dahil olabilmektedir. Ancak “bloom”larin tiimii zehirli degildir.
Toksin iiretme yetenegi oldugu bilinen gruplar tarafindan olusturulan “bloom”lar
toksin Uretmeyebilir veya toksin seviyesi saptanamayacak kadar diisiik olabilir.
Ayrica “bloom” olusumu hipoksiye neden olarak ekosistemdeki besin aginin
bozulmasina neden olabilir (Cheung vd, 2013; Boopathi ve Ki, 2014). Otrofikasyon,
goliin besleyici elementler yoniinden zenginlesmesi ve bunun sonucunda da
ortamdaki organik madde miktarinin ¢ogalmasi olayidir. Research of the
Organization for Economic Co-Operation and Development (OECD) Otrofikasyonu
sulardaki besleyici elementlerin zenginlestirilmesi sonucu Siyanobakteri ve alg

Uremesinin artmasi, su kalitesinin bozulmasi olarak tanimlamaktadir (Yagci, 2010).

2.2  Siyanobakteriyel Sistematik

Siyanobakteriler bitkilere benzer bir sekilde fotosentez yapmalarindan dolayi
prokaryotik bir hiicre organizasyonuna sahip olmalarina ragmen uzun yillar Botanik
Kod’a gore siniflandirilmis ve “mavi-yesil alg” olarak isimlendirilmislerdir. Diisiik
seviyede de olsa halen devam eden tartigmalar arasinda 1978 yilinda Stanier ve
digerleri tarafindan bu organizmalarin Uluslararas1 Bakteriyolojik Kod’a gore
isimlendirilmesi teklif edilmistir (Stanier vd, 1978) ve teklif Uluslararasi Sistematik
Bakteriyoloji Komitesinin Fototrofik Bakteri Taksonomisi alt komitesi tarafindan 1
Ocak 1979 tarihi itibariyle kabul edilmistir (Oren, 2004). Bu iki kod arasindaki temel
fark bakteriyel taksonominin dayanagi tip suslarin, bitki taksonomisininki ise
herbaryum 6rnekleri, tanimlama ve resimler gibi cansiz tip drnekleridir. Dolayisiyla
botanik koda gore morfolojik Ozellikler esas alinarak c¢ok sayida tiir ve cins
tamimlanmistir.  Gergekte habitatin  fiziksel ve Kkimyasal 0Ozelliklerine gore
siyanobakterilerin morfolojik 6zelliklerinin oldukca degisken oldugu bilinmektedir.
Saf kiiltiir esasina gore yapilan caligmalar gercekte siyaanobakterilerin morfolojiye
gore tanimlanan tiir sayisinin ¢ok altinda tiire sahip olmasi gerektigini

gostermektedir. Bu durum ¢ok sayida sinonim gruplarin olusmasina neden olmustur.

Rippka ve arkadaslar1 siyanobakterilerin ilk bakteriyolojik siniflandirmasini
gerceklestirmiglerdir (Rippka vd, 1979). Bu ekolii takibeden aragtirmacilar sadece

klonal (aksenik) kalttrleri ve bu kdltirlerin morfolojik, sitolojik, genetik, kimyasal



ve fizyolojik 6zelliklerini esas almiglardir. Diger yandan botanik ekoliin temsilcileri
de kendi bakis agilartyla ¢alismalarina devem etmislerdir (Komarek, 2006, 2014). Bu
iki ekol arasindaki birligi saglamak ve siyanobakteri sistematigini ortak bir zemine

tagima ¢abalarina ragmen bugiin i¢in farkliliklar az ¢cok devam etmektedir.

Yakin zamanda Bergey’s Mannual of Systematic Bacteriology sistematik
bakteriyoloji el kitabinin iki baskisinda (Castenholz ve Waterbury, 1989; Castenholz,
2001) siyanobakterilerin adlandirma isleminde Onerilen ilkeler biyuk g¢ogunlukla
kabul gormektedir. Bununla birlikte oksijenik fotosentetik prokaryotlar icin
“International Code of Botanical Nomenclature” (ICBN) halen bazi arastiricilar
tarafindan kullanilmaktadir (Palinska ve Surosz, 2014).

Siyanobakteriyel gruplarin hiyerarsik bir diizene gore yerlestirilmesi bu giin
icin  gerceklestirilebilmis degildir. Bunun saglanabilmesi i¢in geleneksel
simiflandirma yontemlerinin yaninda filogenetik iligkilerin belirleyici olacagi
anlasilmaktadir. Siyanobakteriler arasindaki filogenetik iliskilerin belirlenmesine
yonelik ilk ¢alismalar Giovannoni ve arkadaslar1 (1988) tarafindan gergeklestirilmis
olup aksenik kilturlerde muhafaza edilen organizmalarin 16S rRNA bdlgesinin dizi
analizlerine dayanmaktadir. 16S rRNA ve 23S rRNA genleri arasindaki ITS
bolgesinin ve diger evrimsel kronometre olarak kullanilabilir diger gen bdlgelerinin
dizileri karsilagtirilarak daha yakin filogenetik iligkiler ortaya ¢ikarilabilir (Iteman
vd, 2000; Palinska ve Surosz, 2014). Yine de siyanobakteri sistematiginin
sorunlarinin  ¢6ziimiinin daha fazla siyanobakteriyel tam genom dizilerinin

belirlenmesine bagl oldugu aciktir.

Bugiinkii mevcut verilerle Bakteriyolojik Kod’a gore siyanobakteriyel tiirlerin
tanimlanmast miimkiin olmayip gruplar sus numaralariyla tanimlanmaktadir. Hatta
siyanobakteriyel cinsler dahi formcins olarak tanimlanmaktadir. “Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology”ye (2001) gbre siyanobakteriler bir filum
(Cyanobacteria), bir simf (Cyanobacteria) ve bes alt bolum (subselection) olarak
smiflandirilmistir. Alt Boliim I, tek hiicreli veya koloni olusturan, ikili bdliinme
(binary fission) veya tomurcuklanma ile treyenler. Alt Bolum 1I, tek hucreli veya
koloni olusturan, ¢oklu bdlinme (multiple fission) ile Ureyenler. Alt Bolum IlI,
filamentli, heterosistsiz, sadece bir dizlemde bolinebilen siyanobakteriler. Alt

Bolum 1V, filamentli heterosistli, dallanmayan ve sadece bir diizlemde bélinebilen



siyanobakteriler, Alt Bolim V, filamentli, heterosistli, dallanan ve ¢ok fazla
duzlemde bollnebilen siyanobakteriler (Castenholz, 2001).

2.3  Siyanobakteriyel Biyocesitlilik

Bilinen organizmalarin en eski gruplarindan biri olan siyanobakteriler, fotosentetik
prokaryottur. Prekambriyan donemde yaklasik 3.5 milyar yil 6nce var olmuslardir.
Diinyanin erken atmosferinde oksijen birikiminde 6nemli rol oynamislardir. Boylece
acrobik yasam formlarinin hayatta kalmasini uygun hale getirmislerdir (Chaurasia,
2015). Uzun evrimsel gegmisi boyunca, her zaman siyanobakteriler antropojenik
etkilerin yani sira jeokimyasal ve iklimsel degisikliklere adapte olmuslardir (Paerl ve
Otten, 2013).

Siyanobakteriler, tek hiicreliden ¢ok hiicreliye, kokoidden dall1 filamentlilere,
ototrofikten heterotrofige, psikrofilikten termofilige, asidofilikten alkalofilige genis
bir ¢esitlilik gosterirler, tatli sudan denizlere ¢ok ¢esitli habitatlarda bulunurlar. Hem
serbest hem de endosimbiyont olarak bulunurlar. Siyanobakterilerin oksik ve anoksik
ortamlarda olustugu bilinmektedir. (Thajuddin ve Subramanian, 2005).

Siyanobakteriler muhtemelen tiim fotosentetik organizmalarin habitatlarindaki
en genis cesitliligi gostermektedirler. Kiiresel olarak 3x10'* g C veya 10 g yas
biyokiitle ile siyanobakteriler diinyadaki biyokiitleye katkida bulunan en Onemli
organizmalarindan biridir (Garcia-Pichel vd, 2003). Bu 0lgekte bir biyokitlenin
olusumundan sorumlu olan yeni siyanobakteri suslar1 kesfedilmeye devam
etmektedir (Nabout vd, 2013; Chaurasia, 2015).

Siyanobakteriler ekstrem ortamlarda hayatta kalabilir. Hipersalin ortamlarda
yasayanlarin biyogesitliligi ve bunlarin adaptasyon mekanizmalar1 ve ekosisteme
katkilar1 Oren (2015) tarafindan incelenmistir. Kutup bélgelerinin (Antartika ve
arktik) canlilarin hayatta kalabilmesi i¢in asir1 sert ve ekstrem ¢evre kosullar1 oldugu
bilinmektedir. Makhalanyane vd (2015) bu bdlgelerin siyanobakteriyel biyolojik
cesitliligini bunlarin adaptasyon mekanizmalarin1 ve sagladiklar1 temel ekosistem
rollerini gozden gegirmislerdir.

Siyanobakteriyel bloom ve siyanotoksin tretimi, bu organizma grubunun diger
bir yoninu temsil eder. Bu organizmalar trofik basamaklar ve jeokimyasal donguler
yoluyla ekosistemi etkileyebilirler. Ayrica Caroppo (2015), kiy1 bolgelerinde yerlesik
olanlarin ve planktonik pikosiyanobakterilerin ekosistem siirdiirebilirligi igin

onemini aciklamaktadir. Likenler, siyanobakteriler ve mantarlar arasinda zorunlu
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mutualistik simbiyoz iligkidir, karasal ekosistemin dnemli bir biyogesitlilik bilesenini
temsil eder. Azotun kullanilabilir hale getirilmesine 6nemli katkilar1 vardir. Serbest
yasayan ve simbiyotik azot fikse eden siyanobakteriler, deniz ve karasal
ekosistemlerde ki kiiresel dogal azotun kullanilabilir forma doniismesine Onemli
katkilarda bulunmaktadir. Piring tarlalarinda azot fiske eden siyanobakteriyel suslar
azot aciginin kapatilmast i¢in kullanilmaktadir. Bu en eski organizma grubunun,

biyogesitliligi heniiz tam olarak anlasilmis degildir.

2.4 Toksin Ureten Siyanobakteriler

Siyanobakterilerin pek ¢ok cins ve tiirliniin biyolojik aktif bilesik iirettigi
bilinmektedir. Sasirtici olmayan bir sekilde bu bilesiklerin ¢ogunun, insan dahil
cesitli organizmalarda son derece toksik oldugu kanitlanmistir. Siyanobakterilerin
bazi tiirlerinin ¢esitli toksik bilesikler {iretmesine ragmen bazi toksinlerin belli
siyanobakterilerde simirli oldugu goriilmistiir (Pearson vd, 2010). Cizelge 2.1’de
toksin irettigi bilinen siyanobakteri cinsleri ve bu cinslerin iirettikleri toksinler

gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. Toksin {irettigi bilinen siyanobakteri cinsleri ve Urettikleri toksinlerin
listesi (Anonymus-1)

Cins Uretilen Toksinler
Anabaena Anatoksin, mikrosistin, saksitoksin
Anabaenopsis Mikrosistin
Aphanizomenon Saksitoksin, silindrospermopsin
Cylindrospermopsis Silindrospermopsin, saksitoksin
Hapalosiphon Mikrosistin
Lyngbya Aplysiatoksin, lyngbyatoksin-a
Microcystis Mikrosistin
Nodularia Nodularin
Nostoc Mikrosistin
Oscillatoria Anatoksin
Planktotrix Anatoksin, Aplysiatoksin, mikrosistin,
Saksitoksin
Schizothrix Aplysiatoksin
Trichodesmium Heniiz tanimlanmamus
Umezakia Silindrospermopsin



2.5  Siyanobakteriyel Toksinler

Siyanobakterilerin ¢esitli cinsleri tarafindan {iretilen siyanotoksin adi verilen
sekonder metabolitler, algler, bitkiler, biiyiikbas hayvanlar ve insan dahil olmak
Uzere Okaryotik organizmalar icin son derece zehirlidir. Bu toksinler, dogal su
kaynaklarinda ve igme sularinda bir tehdit olarak kabul edilmektedir (Kaushik ve

Balasubramanian, 2013).

Aragtirmacilarin ~ siyanobakteri  sekonder = metabolitlerinin  iizerinde
calismalarinin nedenleri, toksik siyanobakterilerin {irettigi toksinlerin canlilar ve
insan sagligina olumsuz etkileri ve bu metabolitlerin tedavi edici 6zellikleridir. Su
ana kadar siyanobakterilerden izole edilen 800’den fazla sekonder metabolitin;
antibakteriyel, antifungal, antitumér, antiviral, antiprotozoal, sitotoksik ve toksik

etkileri yapilan ¢aligmalarla tespit edilmistir (Vijayakumar ve Menakha, 2015).

Siyanotoksinler gelismenin tiim asamalarinda iretilmektedir. Stres veya
hiicrenin yas1 nedeniyle par¢alanma sonucu toksin suya salinmaktadir (Kaushik ve

Balasubramanian, 2013).

Insan ve hayvanlarm siyanotoksinler ile kontamine olmus sulari tiiketimi
sonucu zehirlenme vakalari1 1800’lerden beri bildirilmektedir. Avustralya’nin tropik
ve subtropik sularinda Cylindrospermopsis raciborskii tarafindan iiretilen yapisal
olarak farkli bir toksin olan silindrospermopsinin su kaynaklarinda sorunlara neden
oldugu tespit edilmistir (Hawkins vd, 1985). Silindrospermopsinin protein sentezini
engelleyebilen ve karaciger gibi hayati organlara etkileri olan siklik guanidin
alkoloid yapisinda oldugu belirlenmistir. Ayrica genotoksik olup kromozom kaybina
ve DNA’da zincir kirilmasina neden oldugu belirlenmistir. Bir¢ok tilkede
siyanobakteri olusumu arastirilmakta ve siirekli izleme altindadir. Siyanobakteri
toksinlerinin neden oldugu etkiler, ilk kez 1878 yilinda Guney Avustralya
Alexandrina goliinlin Milang kiyisinda hayvan oliimlerini  siyanobakterilerle
iligkilendiren George Francis tarafindan rapor edilmistir. 1931 yilinda Ohio nehri
etrafinda diisiik yagis nedeniyle “bloom” goriildiigi ve buna bagl olarak
gastroenterit  rahatsizhiginin  olustugu rapor edilmistir. Zimbabwe’de de
siyanobakteriyel “bloom” nedeniyle benzer saglik sorunlarinin gorildiigi
bildirilmistir (Kaushik ve Balasubramanian, 2013). Itaparica barajinda Anabaena ve
Microcystis “bloomu” nedeniyle 2000 gastroenterit vakadan, 88 c¢ocugun oldigii

rapor edilmistir (Hitzfeld vd, 2000). Ayrica Brezilya’da bir diyaliz merkezinde
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kullanilan sudaki siyanotoksin nedeniyle 130 hastadan 56’sinin 6ldiigii bildirilmistir.
Siyanotoksin ile kontamine olmus suyun i¢ilmesi ile ¢ok sayida gastroenterit ve
karaciger hasar1 vakaalar1 oldugu rapor edilmistir. Mikrosistin ile Cin’de yapilan
uzun siireli bir ¢alismada toksinin karaciger kanserine neden oldugu tespit edilmistir

(Kaushik ve Balasubramanian, 2013).

Siyanotoksinler ~ genel  olarak  hepatotoksinler,  noérotoksinler  ve
dermatotoksinler  (Apilsiatoksin,  lingibyatoksin)  seklinde  siniflandirilir.
Siyanobakteriyel hepatotoksinlere, mikrosistin, nodularin ve silindrospermopsin
dahildir. Bununla birlikte, silindrospermopsin hem sitotoksik hem de norotoksik
potansiyele sahiptir (Kaebernick vd, 2001; Kaplan vd, 2012; Corbel vd, 2014;
Boopathi ve Ki, 2104) . Cesitli siyanobakteri tiirleri tarafindan iretilen nérotoksinler;
anatoksin ve saksitoksindir (Neilan vd, 2013; Boopathi ve Ki, 2014). Kimyasal
pozisyonuna bagli olarak siyanotoksinler, siklik peptitler (mikrosistin ve nodularin),
alkaloitler (anatoksin, saksitoksin, silindrospermopsin, apilsiatoksin, lingibyatoksin-
a) ve lipopolisakkaritler olarak gruplandirilmaktadir (Kaebernick vd, 2001; Pearson
vd, 2010; Boopathi ve Ki, 2014).

Siyanotoksinlerin ¢ogu, (silindrospermopsin hari¢) hiicre dis1 degildir, ancak
siyanobakteriyel hcrelerin lizisiyle bu toksinler serbest birakilarak ¢evredeki
konsantrasyonlar1 yiikselir (Kaplan vd, 2012; Boopathi ve Ki, 2014). Ayrica gesitli
siyanotoksinler cevrelerindeki diger bakteri ve fitoplankton komiiniteleri {izerine
olumsuz etkileri olabilmekte, allelopatik Ozellikler gdsterebilmektedir (Leao vd,
2009; Boopathi ve Ki, 2014). Cizelge 2.2’de siyanobakteriyel toksinler, varyantlari,
hangi cinsler tarafindan {tretildikleri, toksin etki mekanizmasi ve sagliga etkileri

gosterilmektedir.



Cizelge 2.2. Siyanobakteriyel toksinlerin dogas: (Pearson vd, 2010; Boopathi ve Ki,
2014). MC: Mikrosistin, NOD: Nodularin, CYN: Silindrospermopsin,
ATX: Anatoksin, STX; Saksitoksin

Toksin Varyant Cins Toksik Mekanizma Etkileri
Anabaena, Anabaenopsis, ka?::it[(::lnitliisl?aﬁh o
85’in Aphanizomenon, Merismopedia, | Hepatotoksik, Okaryotik ger rinaot v
LT . - . : - kanamasi, 6liime yol
MC lzerinde Microcystis, Oscilatoria, protein fosfataz acan karaciger
varyant Phormodium, Synechococcus ve inhibisyonu ¢ oo § .
Planktotrix yetmezligi, deri
iltihab1
Gastrointestinal,
Hepatotoksik, Okaryotik 1'::;2?:51: 1(15%1;121 Voel
NOD 8 varyant Nodularia ve Nostoc protein fosfataz » OIUINE ¥
inhibisyonu acan ka_r aciger.
yetmezligi, deri
iltihab1
Hepatotoksik, sitotoksik, . .
. . ) - - Gastrointestinal,
Cylindrospermopsis, Anabaena, ndrotoksik; glutathione Karaciger ilti
. . ] - : - araciger iltihab1 ve
CYN 3 varyant Aphanizomenon, Oscillatoria, sentezi, protein sentezi ve .
S . . kanamasi, deri
Raphidiopsis, Umezakia sitokrom P450 tihabi
inhibisyonu
Karincalanma, ates,
uyusukluk, bag
. Norotoksik, dénmesi,
Anabaena, Aphanizomenon ve . -
ATX 3 varyant - . ndrotransmitter anlagilmayan
Oscillatoria e . o o
asetilkolini taklit yetenegi konusma, 6lime
neden olan solunum
felci
Karincalanma, ates,
. uyusukluk, bag
C?ﬂﬁgfg;’;‘é ﬁ’:ﬁé}'ji@%ﬁ;; Nérotoksik, voltaj duyarlt dénmesi,
STX 20 varyant Planktotrix, Raphidiopsis ve sodyum kar}allarl_mn Anlasllmﬁlyﬂan
bloke edilmesi konusma, 6liime
Sctonema
neden olan solunum
felci

Sicaklik, 151k siddeti, pH, besin, tuzluluk, UV, riizgar, iz metaller gibi cevresel
faktorler ve kirlilige yol acan maddeler siyanobakteri tiirlerinin gelismesini ve

onlarin siyanotoksin tiretimini etkileyebilir (Neilan vd, 2013; Boopathi ve Ki, 2014).

2.5.1 Mikrosistin

Mikrosistin; Microcystis, Anabaena, Oscillatoria, Planktotrix, Anabaenopsis,

Aphanizomenon, Merismopedia, Phormodium, Chroococcus ve Nostoc dahil olmak
lizere ¢ok sayida siyanobakteri cinsi tarafindan iretilen siklik heptapeptit yapisinda
hepatotoksindir. Ilk olarak tath sularda yaygin olarak bulunan Microcystis
aeuroginosa’da tanimlandigi i¢in toksin mikrosistin olarak adlandirilmistir (Pearson
vd, 2010).

Metilasyon, toksisite, hidroksilasyon, epimerizasyon derecesi ve peptit

dizisindeki farkliliklara gore yaklasik 85°in (zerinde mikrosistin izoformu

tanimlanmstir (Welker ve von Dohren, 2006; Pearson vd, 2010). Mikrosistin, siklik
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heptapeptit yapisinda olup genel yapisi siklo (D-Ala-X-D-MeAsp-Z-Adda-D-Glu-
Mdha)  seklindedir. D-MeAsp;  D-eritrometilaspartik  asit, Mdha;  N-
metildehidroalanine ve Adda ise (2S, 3S, 8S, 9S)-3-amino-9-methoxy-2,6,8-
trimethyl-10-phenyldeca-4,6-dienoik asittir (Adda: siyanobakteri toksinlerine 6zel,
nadir goriilen aminoasittir). X ve Z ise degisken aminoasitler olup bu pozisyonlarda
tasidiklar1 amino asitlere gore adlandirilirlar: -leu- ve -arg- (LR), -tyr- ve -arg- (YR),
-arg- ve -arg- (RR), -leu- ve -trp- (LW), -leu- ve -phe- (LF) olarak
adlandirilmaktadir. Mikrosistin (LR) en yaygin olarak olusan ve en toksik
mikrosistinlerden biridir ve siklik yapmin ikinci pozisyonunda L-leucine (L) ve
dordinct  pozisyonunda ise L-arginine (R) icermektedir (Kaushik ve
Balasubramanian, 2013). Sekil 2.1’de Mikrosistin-LR’nin  kimyasal yapis1

gorulmektedir.

(6) D-Glu (iso) (7) N-methyldehydroAla
~OOH f“l o
(5) Adda T T "NH
HN 3 & (1) D-Ala
2
H
> OCH, PN ’
M NS My =0
N N N CH, NH  CH,
l ] NH
CH 1 NH 2K NN
CHy ‘TH, i NS | CH,
¢ @ o ) Lot
Z \ A~ o) COOH (2) L-Leu
HN T‘n
H (3) D-erythro-J3 -methylAsp (iso)
(4) L-Arg

Microcystin=LLR

Sekil 2.1. Mikrosistin-LR’nin kimyasal yapis1 (Pearson vd, 2010)

Mikrosistinler molekiler dizeyde PP1, PP2A, PPP4 ve PPP5 kapsayan protein
fosfataz ve fosfoprotein fosfataz enzimlerinin geri donilislimsiliz inhibitorleridir
(Hastie vd, 2005). Bu enzimler; insan, hayvan ve bitki hucrelerinde enerji ve
fizyolojik islemlerde rol alan yasamsal faaliyetlerin diizenlenmesinde gorevlidir ve
tim canlilarda korunmustur. Mikrosistin halkasina bagli bir aminoasit olan
metildehidroalanin, protein fosfataza baglanarak enzimi devre dis1 birakmaktadir.
Ayrica hayvan hiicrelerinde mikrosistinler; bobrek hasarina, erkek iireme hiicresi
hasarina, kognitif (zihinsel) fonksiyon bozukluguna ve tiimorlerin gelismesiyle de

primer karaciger kanserine neden olmaktadirlar (Metcalf ve Codd, 2014).
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Yiiksek dozda mikrosistin, memeli karacigerinde geri doniislimsiiz hasara
neden olur. Akut mikrosistin zehirlenmelerinin 6lim nedenleri; kanin karacigerde

birikmesinden dolay1 karacigerin iki kat1 agirliga ulagsmasi, hipovolemik sok ya da

kan akisindaki yetersizliktir (Metcalf ve Codd, 2014).

Mikrosistinin, tiimor indiikleyici 6zellige sahip oldugu rapor edilmistir
(Kuiper-Goodman vd, 1999; Boopathi ve Ki, 2014). Son zamanlarda, Planktotrix
rubescens Strain No80’den izole edilen mikrosistinin nano molar diizeyde dahi
protein fosfatazi engelledigi gosterilmistir (Niedermeyer vd, 2014). Mikrosistinin
tiim izoformlar1 icin degisen toksisite diizeyleri bildirilmistir. Ornegin, en yaygin
form olan mikrosistin-LR’nin farelerde letal doz 50 (LDso) degeri 50 ug/kg
(Krishnamurthy vd, 1986) iken nadir gortlen mikrosistin-RR i¢in 6ldirict doz 600
ug/kg’dan daha fazladir (Watanabe vd, 1988; Pearson vd, 2010).

Mikrosistin, non ribosomal peptit sentetaz (NRPS) ve poliketit sentaz (PKS)
iceren blylk c¢ok fonksiyonlu enzim kompleksi tarafindan non-ribosomal olarak
sentezlenir. Bu biyosentetik enzimleri kodlayan gen kimesinin (mcy) dizisi
Microcystis, Anabaena ve Planktotrix dahil olmak tizere gesitli siyanobakteriyel
tirlerde belirlenmistir (Tillett vd, 2000; Rouhiainen vd, 2004). Mikrosistin
biyosentez gen kiimesi, siyanobakterilerde dizisi tamamen belirlenen ilk kompleks
metabolit gen kiimesidir. Microcystis aeruginosa PCC7806’da mcy gen kiimesi 55 kb
biiytikligiindedir (Sekil 2.2). Bu kiime; mcyA-mcyD arasinda yerlesik iki yonli
promotor igeren, mcyABCDEFGHIJ’den olusan (mcyABC ve mcyDEFGHIJ) 10 gen
(10 acik okuma gergevesi; ORFs) ile 2 polisistronik operonu (mcyA-C ve mcyD-J
arasinda) kapsamaktadir. Bu iki operondan genis olan mcyD-J, PKS enzimi (mcyD),
NRPS ve PKS iki hibrit enzimi iceren (mcyE ve mcyG), “tailoring” enzimleri (mcyJ,
F ve I) ve toksin tasinmasinda gorev alan enzimleri kodlamaktadir. Daha kiigiik bir
operon olan, mcyA-C ise, ¢ NRPS (mcyA-C) enzimlerini kodlamaktadir (Tillett vd,
2000; Pearson vd, 2010). Sekil 2.2’de hepatotoksin iireten siyanobakterilere ait gen

kimeleri gosterilmektedir.
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a) Nodularin (nda) sentetaz N. spumigena, 48 kb

nfmn—( —— )

b) Mikrosistin (mcy) sentetaz M. aeruginosa, 55 kb

7 < ——<EE > 6 (k)

c) Mikrosistin (mcy) sentetaz P. agardhii, 55.6 kb
& I W)W ) o (w6 >k )
d) Mikrosistin (mcy) sentetaz Anabaena sp., 55.4 kb

(i (— — < N | > ()

Sekil 2.2. Hepatotoksin ureten siyanobakterilere ait gen kumeleri gosterilmektedir.
Poliketit sentetaz enzimini kodlayan genler kirmizi, non-ribosomal peptit
sentetaz enzimini kodlayan genler sari, tailoring enzimini kodlayan genler
yesil, ABC transport sistemini kodlayan genler mavi olarak
gosterilmektedir (Pearson ve Neilan, 2008)

Adda olusumu, mcyD-G ve J tarafindan kodlanir. Hibrit NRPS/PKS enzimi
(mcyG), Adda biyosentezinde ilk adimi olusturmaktadir. Baslangigta, mcyG
bolgesinin fenilasetat ile aktive oldugu diisiiniilmiis ancak daha sonra yapilan
biyokimyasal karakterizasyon ile fenilpropanoid ile aktive edildigi ortaya
cikarilmistir. Aktivasyondan sonra, fenilpropanoid baslangi¢ iinitesi ¢esitli malonil-
CoA uzama asamalar1 ve daha sonra C-metilasyon, rediiksiyon ve dehidratasyon ile
uzatilir. Tiim asamalar mcyD, E ve G’nin PKS modilleri ile katalizlenir (Pearson vd,
2010).

Microcystis aeruginosa, Planktotrix agardhii ve Anabaena sp.’nin mcy genleri
karsilagtirildiginda toksin biyosentez asamalarmin benzer oldugu ancak genlerin
diizenlenmelerinin farkli oldugu bulunmustur. Planktotrix agardhii’nin mcy kimesi
farkli bir diizenlemeye sahiptir ve mcyF ve mcyl genleri mevcut degildir (bakiniz
Sekil 2.2). Ayrica, Planktotrix agardhii mcy kiumesi promotor bdlgesinin
yukarisinda, ilave bir gen olan mcyT geni bulunur. Bu genin tip Il tiyoesteraz

enzimini kodladig1 diistiniilmektedir (Pearson vd, 2010).

Siyanobakterilerde hepatotoksin tretimini, nitrojen, fosfor, iz metaller, biyltme
sicakligl, 151k ve pH dahil olmak iizere cevresel ve farkli fiziksel parametrelerin
etkiledigi diistiniilmektedir (Pearson vd, 2010). Besin miktar1 ve sicaklik gibi

faktorlerin mcy ekspresyonunu ve toksin biyosentezini etkiledigi goésterilmistir.
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Ornegin Sevilla vd (2008) Microcystis aeruginosa PCC7806’da mcy ekspresyonu ve
toksin biyosentezine demirin etkilerini arastirmislar ve demir ag¢ligimin mcyD

transkripsiyonunda artisa neden oldugunu rapor etmislerdir.

2.5.2 Nodularin

Siklik pentapeptit yapisindaki nodularin planktonik filamentli siyanobakteri
Nodularia spumigena’dan izole edilmistir. Bu tiir genellikle act su ve estuarin
ortamlarda toksik “bloom” olusturur. Nodularin ve mikrosistinin yapisi ve toksik
etkileri benzerdir (Pearson vd, 2010). Nodularin, siklik pentapeptit yapisinda olup
genel yapisi siklo (-D-erythro-methylAsp  (iso-linkage)-L-Z-Adda-DGlu-2-
(methylamino)-2(Z)-dehydrobutyric  acid) seklindedir. 2(Z) ise L-Arjinin
aminoasitidir, Nod-R izoformunu olusturur. Nodularin, mikrosistin gibi Adda
aminoasidi igeren siklik peptit yapisindadir ve bes amino asitten olusur (Kaushik ve
Balasubramanian, 2013). Mikrosistin ikiden fazla siyanobakteriyel cins tarafindan
uretilirken nodularin Ureten sadece iki cins tespit edilmistir: Aci sularda yasayan
Nodularia spumigena ve egreltilerle simbiyotik olarak yasayan Nostoc dyeleri
tarafindan iretilmektedir (Metcalf ve Codd, 2014). Sekil 2.3’ de nodularinin
kimyasal yapis1 gosterilmektedir. Laboratuar hayvanlarinda yapilan c¢alismalarda,
nodularinin hem kanserojen hem de timor uyaricist oldugu goriilmiistiir. Nodularin
de karacigerdeki kanamaya bagli 6liime neden olmaktadir. Nodularin i¢in letal doz

50 (LDsp) farelerde 50 pg/kg’dir (Pearson vd, 2010).

Nodularin
D-Glu
OH Ao
Adda o  MeDhb
O
A I}:ininc ;)- ML Asp

Sekil 2.3. Nodularin kimyasal yapist (Metcalf ve Codd, 2014)
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Ayrica nodularin, metil dehidro alanin igcermemesine ragmen protein fosfatazi
inhibe yetenegine sahiptir ve mikrosistin gibi hepatotoksiktir. Bu inhibe yetenegi
enzime baglanma ile degil, uzun siireli temas sonucunda olmaktadir (Metcalf ve

Codd, 2014).

Nodularin, PKS ve NRPS enzimleri tarafindan sentezlenir. nda gen kimesi,
¢ift yonlii diizenleyici promotor ile dokuz agik okuma cergevesinden (ORFs) (ndaA-
ndal) olusur; ndaAB, ORF1, ORF2 ve ndaC, iki polisistronik mRNA ile transkribe
edilir (bakiniz Sekil 2.2) (Moffitt ve Neilan, 2004; Boopathi ve Ki, 2014). nda
kiimesinin, mcyA-A2 ve mcyB-C2 alami arasindaki silinme olusmus oldugu
ongoriilmektedir. Bugiine kadar, nodularinin 8 varyanti rapor edilmistir (Gehringer
ve Wannicke, 2014; Boopathi ve Ki, 2014). Nodularia spumigena “bloom”larinin,
orta dereceli tuz konsantrasyonu, diisiik N:P oran1 ve yiiksek fosfor kosullarinda

baskin oldugu bildirilmistir (Boopathi ve Ki, 2014).

2.5.3 Saksitoksin

Saksitoksinler ve bunlarin varyantlart giliglii noérotoksinlerdir ve paralitik deniz
kabuklularinda zehirlenmelere neden olurlar (Wiese vd, 2010; Boopathi ve Ki,
2014). Cesitli tatli su siyanobakterileri ve deniz dinoflagellatlarinin da saksitoksin
tirettigi  bilinmektedir. Tatli sularda Anabaena circinalis, Aphanizomenon sp.,
Aphanizomenon gracile, Cylindrospermopsis raciborskii ve Lyngbya wollei bilinen
saksitoksin tUreticileridir. Saksitoksinler, yapisal olarak iliskili 20°nin iizerinde bilesik
grubu icermektedir (Pearson vd, 2010). Saksitoksin, farkli yan gruplariyla birlikte
trisiklik omurgay1 paylasan alkaloit sinifinda bir toksindir, trisiklik bilesikler ailesi
altinda bulunur ve molekiiler agirligi 241-491 Dalton arasinda degismektedir

(Boopathi ve Ki, 2014). Sekil 2.4’ de saksitoksinin genel yapisi gosterilmektedir.

R4
~cn,
H
RI

~x N
N")\ >:NH2

H N N

H

T~OH

R” R3

Sekil 2.4. Saksitoksinlerin genel yapisi ve degisken gruplar (R) gosterilmektedir
(Metcalf ve Codd, 2014)
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Saksitoksinler norotoksiktir ve omurgalilarda voltaja duyarli kanallarin
fonksiyonunu inhibe ettigi bilinmektedir. Omurgalilarin, sodyum iyon kanallarini
inhibe ettigi ve sinir fonksiyonlarini etkiledigi bulunmustur (Wang vd, 2003; Su vd,
2004; Boopathi ve Ki, 2014). Solunum yetmezligi ile agir felce neden olur ve
sonucta 6lume yol acar (van Apeldoorn vd, 2007; Boopathi ve Ki, 2014).
Saksitoksinin  LDso degeri farelerde yapilan caligmalar ile 10 pg/kg olarak
belirlenmistir (Boopathi ve Ki, 2014).

Bugiine kadar saksitoksin genlerinin diizenlenisi ile ilgili olarak ¢ok az ¢alisma
yapilmistir. Kellman vd, (2008) bioinformatik analizlerinde saksitoksin Gretiminin
baslamasinda multifonksiyonel poliketit biyosentez enziminin (StXA) rol aldigini
gostermislerdir. Sadece birkag calismada saksitoksin genleri hakkinda acik¢a bilgi
verilmistir. Saksitoksin biyosentetik gen kiimesi ile ilgili olarak siyanobakterilerin
bes cinsinden, saksitoksin biyosentezi, transportu ve diizenlenmesi dahil olmak tizere
33 gen rapor edilmistir. Bu gen kiimesinin biiyiikliigi 25,7 kb (Raphidiopsis brookiti)
ile 36 kb (Lyngbya wolleis) kadardir. C. raciborskii T3 ile yapilan bir ¢alisma
saksitoksin regiilasyonuna (diizenlenmesine) katilan ompR, sxtZ, sxtY genlerinin
varligini ortaya ¢ikarmistir. Saksitoksin sentezi, ¢evresel faktorlerle degistirilebilir;
besin, 151k, biliylime sicakligi ve tuz konsantrasyonlart saksitoksin {iretimini

etkilemektedir (Boopathi ve Ki, 2014).

2.5.4 Silindrospermopsin

Silindrospermopsin,  Cylindrospermopsis  raciborskii, = Anabaena  berqgii,
Aphanizomenon ovalisporum, Aphanizomenon flos-aquae, Oscillatoria sp. PCC6506,
Raphidiopsis curvata, Sphaerospermopsis ve Umezakia natans dahil olmak uzere
cesitli filamentli siyanobakteriler tarafindan iiretilen, trisiklik guanidin birimi ve
urasil pargasi i¢eren bir alkaloittir (Kaeberninck ve Neilan, 2001; Schembri vd, 2001,
Bittencourt-Oliveira vd, 2011; Boopathi ve Ki, 2014). Ayrica bu toksinin iki varyanti
daha tamimlanmistir:  7-episilindrospermopsin  yapist sadece wurasil pargasi
yakinindaki ~ hidroksil ~ grubunun  oryantasyonu  bakimindan  farkhdir,
deoxysilindrospermopsin ise urasil parcasinin yakinindaki baglangi¢ hidroksil
grubunda bir oksijen atomu eksikligi ile karakterize edilir. Deoxysilindrospermopsin
non-toksik olarak gorinmektedir. Silindrospermopsin toksin tretimi poliketit sentez

ve peptit sentetaz kodlayan genler tarafindan diizenlenir ve mikrosistin sentezine
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benzemektedir (Boopathi ve Ki, 2014). Sekil 2.5°de silindrospermopsinin yapisi
gorulmektedir.

Sekil 2.5. Siyanobakteriyel hepatotoksin silindrospermopsin (Metcalf ve Codd, 2014)

Silindrospermopsinin protein sentezini engelleyebilen ve karaciger gibi diger
hayati organlara etkileri olan bir toksin oldugu belirlenmistir. Ayrica genotoksik
olup, kromozom kaybina ve DNA’da zincir kirilmasina neden oldugu belirlenmistir

(Kaushik ve Balasubramanian, 2013).

Silindrospermopsin, hepatotoksik, nefrotoksik ve genel sitotoksik 6zelliklere
ve ayni zamanda kanser olusturma potansiyeline sahiptir (Runnegar vd, 2002;
Froscio vd, 2003; Boopathi ve Ki, 2014). Silindrospermopsin, protein sentezi,
sitokrom P450 ve glutatyon sentezinin inhibisyonu ile hucrelerin élimine yol
acabilir (Runnegar vd, 1995; Boopathi ve Ki, 2014). Silindrospermopsin ile yapilan
fare deneylerinde karaciger, bobrek, akciger ve bagirsagin etkilendigi gorilmistiir

(Boopathi ve Ki, 2014).

Silindrospermopsinin diger etkileri; mikronukleus indiiksiyonu, kromozom
kaybi, tiimor baslatilmasi ve fetal toksisitedir (Humpage vd, 2005; Falconer ve
Humpage, 2001; Rogers vd, 2007; Boopathi ve Ki, 2014). Avustralya Palm adasinda
1979 yilinda 139 c¢ocuk ve 10 yetiskinin, siyanobakterileri ortadan kaldirmak icin
algesid ile muamele edilen icme suyunun tiketiminden sonra hepato-enterit
sikdyetiyle hastaneye basvurdugu ve bu salgmna, siyanobakteriyel hiicre oOliimii
sonrasinda su icine silindrospermopsin salinmasinin neden oldugu bildirilmistir

(Byth, 1980; Boopathi ve Ki, 2014).

Silindrospermopsin biyosentezi cyr gen kiimesi ile yapilmaktadir. Bu gen
kiimesi hakkinda bilgi saglamak ic¢in Cylindrospermopsis raciborskii suslari,
Aphanizomenon sp. 10E6 ve Oscillatoria sp. PCC 6506 dahil cesitli
siyanobakterilerle calistlmigtir.  Bu gen kimesi, silindrospermopsin eksport,

reglilasyon ve biyosentezi icin fonksiyonel genleri kodlayan 15 ORF (cyr A-O) igerir
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ve yaklasik 42 kb’ dir (Boopathi ve Ki, 2014). Diger bir calismada toksik ve non-
toksik suslarin genomlar1 karsilagtirilmis, cyr gen kimesinin non-toksik suslarda
tamaminin olmadig1 ve toksik suslarda mutasyonlarin ve degisimlerin cyr kiimesinin
toksin sentezini etkilemedigi goOsterilmistir (Sinha vd, 2014). Bu gen kimesi
silindrospermopsin, lireten siyanobakteriyel cinsler arasinda son derece korunmustur.
Ancak cyr gen kiimesinin diizenlenmesi farkli cinsler arasinda degismektedir.
Oscillatoria PCC6506°da cyr kimesindeki cyrO geni yok olmustur. Ayrica Cyr
klimesinin horizontal gen transferiyle saglanmis olabilebilecegi ileri siirtilmiistiir
(Stliken ve Jakobsen, 2010). Silindrospermopsin biyosentezi, NRPS/PKS tip
enzimler, amidino transferaz ve diger “tailoring” enzimler dahil olmak iizere ¢ok

sayida kompleks enzimi icerir (Boopathi ve Ki, 2014).

2.5.5 Anatoksin

Anatoksin, Anabaena, Oscillatoria ve Aphanizomenon dahil olmak iizere gesitli
siyanobakteri cinsleri tarafindan iiretilen alkaloitlerdir. Anatoksin, anatoksin-a,
homoanatoksin-a ve anatoksin-a(s) olmak tizere yapisal olarak (¢ gruba
ayrilmaktadir. Anatoksin-a, Anabaena, Aphanizomenon, Planktotrix, Microcystis,
Oscillatoria ve Cylindrospermum dahil olmak lizere ¢esitli siyanobakteri cinsleri
tarafindan tretilirken, Anatoksin-a(s) sadece Anabaena sp. tarafindan tretilmektedir
(Boopathi ve Ki, 2014).

Anatoksin-a tatli su siyanobakterilerinde kimyasal ve fonksiyonel olarak
tamimlanmis ilk toksindir. Bugiine kadar, anatoksin-a (ATX-a), homoanatoksin-a
(hATX-a) ve anatoksin-a(s) (ATX-a(s)) siyanobakterilerden tanimlanan en yaygin
anatoksin varyantlaridir. Anatoksin-a (165 Dalton) ve homoanatoksin-a (179 Dalton)
sekonder aminlerdir. hATX-a keton yapisindaki metilasyon bakimindan anatoksin-
a’dan farklidir. Anatoksin-a(s)’nin molekiiler agirhigi 252 Daltondur ve siklik n-
hydroxyguanidine fosfo ester yapisi farklidir (van Apeldoorn vd, 2007; Sivonen ve
Jones, 1999; Boopathi ve Ki, 2014). Sekil 2.6’da anatoksin ve varyantlarinin yapisi

gorilmektedir.
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Sekil 2.6. Siyanobakteriyel norotoksinler. (A) anatoksin-a, (B) homoanatoksin-a ve
(C) anatoksin-a(s) (Metcalf ve Codd, 2014)

Bu toksinlerin norotoksisitesi, ortak bir memeli nérotransmitteri olan
asetilkolini taklit etme yeteneginden kaynaklanir. Bu taklit yeteneginden dolay1
anatoksin-a asetilkolin reseptoriine baglanabilmektedir. Yiiksek dozda anatoksin,
solunum yolu islev bozukluguna yol agar, kas fonksiyonlarini etkiler ve 6liime neden
olur (Boopathi ve Ki, 2014). Sekil 2.7°de anatoksin ve asetil kolinin kimyasal

yapilar1 gosterilmistir.

N 9 O \ /
%)L )J\ONNK

Anatoksin-a Asetilkolin

Sekil 2.7. Anatoksin ve asetil kolinin kimyasal yapis1 (Anonymus-2)

Anatoksin-a ve varyantlarinin farkli hayvan zehirlenmelerine neden oldugu
rapor edilmistir. Anatoksin-a(s)’nin hipersalivasyona (tiikiiriik artisina) neden oldugu
bildirilmistir. Anatoksin-a(s), anatoksin-a’dan daha etkili bir toksindir. Hayvanlarla
yapilan deneylerde oral yolla verilen anatoksin-a’nin LDso degeri 375 pg/kg,
anatoksin-a(s)’nin ise 20 pg/kg oldugu bildirilmistir (Boopathi ve Ki, 2014).
Anatoksin-a’nin paration ve malation gibi sentetik organofosfat insektisit etkisi de

vardir (Metcalf ve Codd, 2014).
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Anatoksin-a ve varyantlari, NRPS tarafindan prolinin eklenmesiyle
sentezlenmektedir. Zincir uzatma ve siklizasyon PKS tarafindan yapilmaktadir.
Besin sinirlamasi, 151k, sicaklik ve farkli biiyiime fazlarinin anatoksin sentezinde,
degisikliklere neden oldugu bildirilmistir. Azot agliginda diger siyanobakteri
toksinlerinde oldugu gibi anatoksin retimi de artabilir (Boopathi ve Ki, 2014).

2.5.6 Lipopolisakkarit endotoksinler

Gram negatif bakteriler standart bir 6zellik olarak lipopolisakkarit toksin Uretme
potansiyeline sahiptir. Gram negatif bakteriler ve siyanobakteriler, hiicre duvarinin
temel bir bileseni olarak lipopolisakkarit {iretirler. Lipopolisakkarit ii¢ ana boliimden
olugmaktadir: O antijenleri, 6z lipopolisakkarit ve lipit A kismi. Bakteriyel
lipopolisakkaritlerin 1siya dayanikli ve memelilerde toksisiteye neden oldugu
goriilmiistiir. Lipit-A bolgesi, memelilerde ates, kusma, ishal ve hipotansiyona neden
olan toksik etkilerden sorumludur. Lipopolisakkarite maruz kalma sonucunda atese
bagli olarak viicut i¢inde pirojenik bilesikler serbest birakilir (Metcalf ve Codd,
2014). Sekil 2.8’de lipopolisakkarit endotoksinin lipit A bolgesi gortlmektedir.
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Sekil 2.8. Lipopolisakkarit endotoksinin lipit A bolgesi (Metcalf ve Codd, 2014)
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2.5.7 B-N Metil Amino-L-Alanin (BMAA)

Bitkiler, algler ve funguslar gibi siyanobakteriler de 20 standart amino asitten farkl
aminoasitler de tiretmektedir. 1960’larda simbiyotik siyanobakterilerde kesfedilen [3-
N-methylamino-L-alanine (BMAA) amino asitinin, serbest yasayan siyanobakteriler
tarafindan da iiretildigi tespit edilmistir. In vitro ve in vivo’da gergeklestirilen
deneyler ile bu amino asitlerin norotoksik oldugu belirlenmistir (Weiss vd, 1989;
Metcalf ve Codd, 2014). BMAA alimiyla insan norolojik hastalig1 olan motor néron
hastaligr olarak da bilinen amiyotrofik lateral sklerozun (ALS) iliskili oldugu
bulunmustur. BMAA’nin, protozoa, tuzlu su karidesi ve balik larvalarinda akut
toksisiteye neden oldugu bilindiginden dogal ve igme sularindaki BMAA
konsantrasyonunun incelenmesi 6nerilmektedir (Purdie vd, 2009; Metcalf ve Codd,
2014).

Ikinci bir norotoksik amino asit 2,4-diaminobutirik asit (DAB), BMAA ile ayn1
molekiiler agirliga ve elementel kompozisyona sahiptir fakat farkli yapisal
diizenleme ile BMAA’dan farkliik  gostermektedir. Ayrica DAB’mm
siyanobakterilerde de mevcut oldugu gosterilmistir. DAB, siyanobakterilerle sinirlt
olmamasma ragmen BMAA genellikle siyanobakteriler tarafindan iiretilen bir
norotoksindir (Metcalf ve Codd, 2014). Sekil 2.9°da BMAA ve DAB’mn kimyasal

yapilar1 gorilmektedir.

A B
OH HO
0
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\
NH2 NH2

Sekil 2.9. BMAA ve DAB amino asitlerinin kimyasal yapisi. A) BMAA, B) DAB
(Metcalf ve Codd, 2014)

2.6 Diger Siyanobakteri Toksinleri

Siyanobakteriler, biyolojik olarak aktif bagka bilesikler de Uretme potansiyeline
sahiptir. Bu tiir aktivite ile deri ve gastrointestinal sistem tahrisi ve enzim
inhibisyonu toksik etkiler arasinda yer almaktadir. Aplysiatoksin ve lyngbya
toksinleri igeren bazi denizel siyanotoksinler deride tahrise neden olmakta ve protein

kinaz enzimini inhibe etmektedir (Rohrlack vd, 2004; Metcalf ve Codd, 2014).

21



Siyanobakteriler tarafindan iiretilen biyoaktif {iriinlerin i¢inde anabaenopeptinler,
cyanobacterinler, fischerellinler ve nostocyclomide bulunmaktadir. Yapilacak olan
arastirmalarla siyanobakteriyel hiicrelerde, toksik potansiyeli olan baska bilesiklerin
kesfedilmesi ve tanimlanmas1 muhtemeldir. Ornegin; siyanobakterilerden terotojenik
potansiyeli olan retinoik asit benzeri bilesikler iiretenler dahil yeni siyanotoksinler
ortaya c¢ikmistir (Metcalf ve Codd, 2014). Sekil 2.10°da apilsiatoksin ve

lingibyatoksin-a kimyasal yapilar1 goriilmektedir.

Apilsiatoksin Lingibyatoksin-a

Sekil 2.10. Apilsiatoksin ve lingibyatoksin-a’nin kimyasal yapisi (Anonymus-2)

2.7  Insanlarin Siyanotoksinler ile Temasi ve Saghga Etkileri

Insanlarin siyanotoksinlere temasi baslica su yollarla olmaktadir: kontamine olmus
igme suyunun yanliglikla viicuda alimi, soluk alma (inhalasyon) veya burun mukoza
membrant ile temas, banyo, yiizme ve kano gibi eglence aktiviteleri sirasinda
toksinler ile dermal temas, siyanotoksin igeren su ile sulanmis meyve ve kontamine
olmus sebzelerin tiiketimi, kontamine sularda yasayan akuatik (sucul) organizmalarin
tilketimi (balik, kabuklu deniz iriinleri v.s), siyanobakteri diyet takviyelerinin oral
yolla alimi (siyanotoksin dizeyleri kontrol edilemez ise), diyaliz ile spesifik

intravendz yol (damar i¢i yol) ile alinimidir (Drobac vd, 2013).

2.7.1 Kontamine igme suyunun icilmesi

Kontamine igme suyunun icilmesi siyanotoksin aliminin sik karsilasilan bir yoludur.
Su, siyanobakteriyel “bloom” sirasinda su kaynagmin yiizeyinden elde edilirse,
hiicrelerin pargalanmasi1 esnasinda toksin salimimi ile suyun kontaminasyonu
miimkiindiir. Sudan siyanotoksinlerin biiylik miktarda alinimi veya uzun sureli kiigiik
dozlarda alinimi yani kronik maruziyet sonucu insan sagligi riskini arttirmaktadir.
Icme suyundaki hepatotoksinler, primer karaciger kanseri (PLC) igin bir risk faktor

olabilir, smurli sayidaki epidemiyolojik caligmalar bu sorun ile karsi karsiya
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kalmistir. Mikrosistin, PLC gelisiminde 6énemli bir kimyasal ve disg faktor olabilir
(Drobac vd, 2013).

2.7.2 Dermal temas ve nefes alma yolu ile maruziyet

Dermal temas, siyanobakteriyel bloomun var oldugu eglence sularinda olusur.
Eglenme amagh sularda siyanobakteriyel toksin ile temas sonucunda su semptomlar
gorilmektedir: derinin pul pul dokiilmesi, deri dokiintlisi, astim, zatiirre, kuru
oksiiriik, kusma ve diger gastrointestinal semptomlar, saman nezlesi, konjuktivit,
kulak ve gozde tahris, alerjik reaksiyonlar, siddetli bas agrisi, bas donmesi, kas
agrisi, agizda kabarciktir. Japonya, Hawaii, Avustralya ve Florida’nin kiy1 sularinda

bu belirtiler rapor edilmistir.

Rekreasyon sirasinda, bir potansiyel temas yolu da inhalasyondur. Belirli deniz
ve tatll su “bloom”larina maruz kaldiktan sonra solunum zorlugu rapor edilmistir.
Mikrosistin-LR farelere intranazal uygulamasi; karaciger hasarina, burunda nekroza

neden olmustur (Drobac vd, 2013).

2.7.3 Karasal ve sucul bitkiler yolu ile temas

Bitkileri sulamada siyanobakteri igeren su kullanilmasi ile ya da sucul bitkiler
dogrudan siyanotoksin ile temas edebilir. Dolayisiyla hem bitki verimi hem de
kalitesi etkilenir. Ayrica mikrosistin absorpsiyonu tavsiye edilen tolere edilebilir
sinirint agarsa, toksinden etkilenen bitkiler, insan ve hayvan saghg: icin risk

olusturabilir.

Daha oOnce yapilan arastirmalar siyanotoksinlerin bitkiler iizerine olumsuz
etkileri olabilecegini ortaya koymustur. Fidelerin siyanotoksinlere maruz kalmasi,
cesitli karasal bitkilerin biiylimesini inhibe etmektedir. Mikrosistin-LR gibi
siyanobakteriyel ekstraktlarinin bugday (Triticum durum), misir (Zea mays), bezelye
(Pisum sativum) ve mercimek (Lens esculenta) gibi kiltur bitkilerinin mineral besin
alimi, verimlilik, fotosentez faaliyeti, biiyiime ve gelisimini etkiledigi bulunmustur.
Sucul bitkilerin (hem su alt1 hem su istii bitkileri), mikrosistin-LR’nin diisiik dis
konsantrasyonlarini absorbe ettigi ve toksini siirgiin dokusunda biriktirdigi rapor
edilmistir. Sucul bitkiler MC-LR’ye maruz birakildiginda, klorofil pigmentleri hasar
gordiiglinden, biiylime ve fotosentetik oksijen iiretiminin inhibe edildigi gorilmustiir

(Drobac vd, 2013). Peuthert vd (2007), onbir tarim bitkisinin fidelerinin kokleri
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tarafindan MC-LR ve MC-LF alimi oldugunu rapor etmislerdir. Sulama yoluyla
mikrosistine maruz kalan kara bitkilerinin insan sagligi {iizerinde toksik etki
gosterdigi  ileri  sUriilmiistiir.  (Peuthert wvd, 2007). Piring tarlalarindaki
siyanobakteriler atmosferden azot fiksasyonu ve piring bitkileri icin énemli bir azot
kaynag1 saglayabilir. Ancak bu bitkilerin mikrosistin alim1 mekanizmasi heniiz tam

olarak anlasilamamuistir (Drobac vd, 2013).

2.7.4 Sucul besin ag1 yolu ile temas

Insan tiiketimi i¢in kullanilan sucul hayvanlarda siyanotoksinlerin biyolojik birikimi
meydana gelebilir. Mikrosistin, tatli su karidesi (Palemon modestus, Macrobrachium
nipponensis) ve kirmizi bataklik kerevitinde (Procamburus clarkii) tespit edilmistir.
Deniz ortamlarinda ise saksitoksin inci istiridyede (Pinctada maxima) tespit
edilmistir.  Ayrica, silindrospermopsin  iki  kabuklularin  hemolenfinde, i¢
organlarinda, gonadlarinda ve ayaklarinda tespit edilmistir. Siyanotoksinlerin
biyolojik birikimi ve insanlara ulagmasi akuatik besin zinciri ile saglanir. Sucul besin
zincirinin en tepesinde olan balik muhtemelen siyanotoksinlere en ¢ok maruz olandir.
Toksin baligin karaciger, kas, solungag, bagirsak ve bdobreklerinde birikebilir.

Baliklar beslenme veya solunum yoluyla siyanotoksinlere maruz kalmaktadir.

Mikrosistin, karaciger tarafindan alinir, protein fosfatazlar1 inhibe eder, normal
hiicresel aktiviteyi bozar. Hayatin erken donemlerinde (embriyonik) mikrosistine
maruz kalma, normal embriyonik gelismeyi bozabilir, hayatta kalma ve biiylime
oranini diigiirebilir ve bazi histopatolojik etkilere neden olabilir (genislemis ve opak
vitelliis kesesi, kiiciikbas, kavisli govde ve kuyruk, hepatobiliyer anormallikler,
hepatositlerde ultra yapisal degisiklikler, kalp atis hiz1 diizensizlikleri gibi). Geng ve
yetiskin baliklarda, mikrosistin temas1 biliylime oram1 ve osmotik regiilasyonu
etkileyebilir, kalp hizin1 ve serumdaki karaciger enzim aktivitesini arttirabilir;
karaciger, bagirsak, bdbrek, kalp, dalak ya da solungaglarda histopatolojik
degismelere neden olur; davranislarini degistirebilir. Bu anormallikler siyanotoksinin
dozuna ve temas yoluna bagl olarak degisir. Diisiik mikrosistin konsantrasyonuna
maruziyet sonucu (10 pg-100 pg) sazan hepatositleri apoptoz yoluyla 6liirken, daha
yiiksek konsantrasyonlarda (1000 pg) ise nekroz yoluyla 6ldigi tespit edilmistir.

Histopatolojik incelemeler, siyanobakteriyel toksinlerin baliklar1 6ldiirme yetenegine
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sahip oldugunu gostermistir. Ayrica bu toksinlerin; baliklarin karacigeri, i¢ organlari

ve kaslarinda biriktigi tespit edilmistir (Drobac vd, 2013).

Romo vd (2012), ticari Liza sp. (kefal) turlerinde balik dokularinda toksin
birikimini aragtirmiglar ve karaciger, bagirsak, solunga¢ ve kaslarda yiiksek
mikrosistin konsantrasyonlarini bulmuslardir. Ayrica farkli balik tiirlerinde farkli
miktarlarda mikrosistin birikimi oldugu bulunmustur. Xie vd (2005), yaptiklart bir
calismada mikrosistin ig¢eriginin karnivor baliklarin kas ve karacigerinde en yiiksek
oldugu ve bunu omnivor baliklar takip ederken, en diisiik mikrosistin
konsantrasyonunun ise herbivor baliklarda oldugu bulunmustur. Bu sonug
mikrosistinin baliklarda besin zincirinde yukari dogru artan bir birikim yapiyor
olabilecegini gostermektedir (Xie vd, 2005; Drobac vd, 2013).

2.7.5 Siyanobakteriyel besin takviyeleri yolu ile siyanotoksinlere temas

Siyanobakterilerin besin olarak tiiketimi, zengin protein icerigi nedeniyle tercihen
kullanilmaktadir (6rnegin Spirulina, Nostoc, Aphanizomenon flos-aquae). Mavi-yesil
alg takviyeleri (BGAS), detoksifikasyon, kilo kaybi, yliksek enerji gibi yararli saglik
etkilerinden dolayr sanayilesmis iilkelerde satilmaktadir. Ayrica bu iirlinlerin ¢ogu
dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu olan cocuklarda farmakolojik tedavi
olarak kullanilmaktadir. Bu iriinler hap, kapsiil ve toz haline getirilmekte ve
herhangi bir tibbi konsiiltasyon olmadan tiiketilebilmektedir. Bu {iriinler dogal
oldugu i¢in giivenli oldugu kabul edilmekte ve dolayisiyla BGAS yiiksek dozlarda ve
uzun siire almabilmektedir. Ancak bunlarin bulanti, kusma ve ishal gibi belirtiler
dahil olmak {iizere sagliga olumsuz etkileri olabilir. Bununla birlikte BGAS
urtnlerinde iz miktarda siyanotoksin bulunmustur. Spirulina toksik degildir, ancak
Spirulina tabanli BGAS’larda epoksiyanotoksin-a ve dihydrohomoanatoksin-a tespit
edilmistir. Ayrica Spirulina tabanli BGAS tiiketiminin orta yashi Japonlarda
karaciger hasarina neden oldugu disiiniilmistiir. Aphanizomenon flos-aquae turunin
anatoksin-a ve saksitoksinin yani sira BMAA da frettigi tespit edilmistir.
Aphanizomenon flos-aquae genellikle dogal gollerde Microcystis gibi  diger
siyanobakteriyel turlerle bir arada bulunur. Bu da BGAS tlketicilerinin, mikrosistin

ve diger toksinlere maruz kalabilecegi anlamina gelmektedir (Drobac vd, 2013).
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2.7.6 Intravenoz yol ile siyanotoksinlere temas

1996 yilinda Brezilya Caruaru’daki hemodiyaliz merkezinde bir olay gerceklesmistir.
Rutin hemodiyaliz tedavisinden sonra hastalarin ¢ogu (131 hastadan 116’s1) gorme
bozuklugu, bulanti, kusma ve kas gii¢siizlligli yagamisti. Belirli bir siire sonra, 100
hastada akut karaciger yetmezligi gelismis ve Caruaru sendromu adi verilen bu vaka
nedeniyle hastalarin 52°si 6lmiistiir. Mikrosistin tiim hasta serumlarinda ve karaciger
doku oOrneklerinde tespit edilmistir. Silindrospermopsin, klinigin su aritma
sistemindeki karbon ve reginelerde de tespit edilmistir. Dahasi, siyanobakterilerin
yerel su rezervuarlarinda 6nemli bir oranda mevcut oldugu ortaya ¢ikmistir. Sonugcta
bu hastalarin 6liim nedeninin mikrosistin (MC-YR, MC-LR, MC-AR) ile intraventz

maruziyet oldugu sonucuna varilmistir (Drobac vd, 2013).

2.8 Siyanobakteriyel Toksinlerin Tespit Yontemleri

Toksik siyanobakteriler Urettikleri toksik maddeler nedeniyle insanlar, hayvanlar ve
sucul ¢evrelerle iliskili diger organizmalar igin 6énemli bir tehlike olusturmaktadir.
Siyanotoksin iceren sulari iyilestirmek ve siyanotoksinlere maruz kalma yoluyla
insan sagligina riskini en aza indirmek igin siyanotoksinlerin tespitinde hassas ve
guvenilir yontemler gereklidir. Siyanobakterilerin analizi icin buglne kadar cok
sayida tarama yontemi ve analitik teknikler gelistirilmistir. Ancak kapsamli olarak
siyanobakterilerin tiim varyantlarinin belirlenmesi igin uygun olan tek bir analitik
yontem heniiz mevcut degildir. Literatiirde bildirilen yontemlerin bazilar1 dogrudan
su Orneklerindeki siyanotoksin varligini tespit etmeye yonelik iken digerleri toksik
siyanobakteri gruplarini tespit ederek toksin varligini dolayl olarak belirleme esasina
yoneliktir. Uygulanmakta olan direkt metotlar baslica iki grup altinda incelenir:
Biyolojik veya biyokimyasal tarama yontemleri ve fizikokimyasal yontemler
(Kaushik ve Balasubramanian, 2013).

Yakin zamanlarda, c¢evresel Orneklerden siyanotoksin tespiti i¢in farkl
yaklagimlar ve metotlar gelistirilmistir. Arastirmalarin ¢ogu, hepatotoksinler,
ozellikle de mikrosistin lizerine odaklanmistir. Mikrosistinler diger siyanotoksinlere
gore su kaynaklarinda daha yaygin olarak bulunmaktadir. Son zamanlarda gelistirilen
molekiiler yontemler ve biyosensorler, duyarli, spesifik ve basit olmasi yaninda
siyanotoksinlerin uygun maliyetle, farkli ¢cevresel drneklerden tespiti ve 6l¢iimii i¢in

blyilik umut vaat etmektedir (Kaushik ve Balasubramanian, 2013).
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2.8.1 Biyolojik analizler

Biyolojik deneyler ve toksisite testleri, biyolojik ve genel olarak toksik etkilere gore
orneklerin basit ve hizli taranmasii saglar. Mikrosistin i¢in en popiiler tarama
yontemi li¢ genis kategoriye ayrilabilir: Tam organizma biyoanalizleri, biyokimyasal

analizler ve immunolojik analizler (Kaushik ve Balasubramanian, 2013).

Tam organizma biyoanalizleri

Bu kategoriler altindaki basit bir tarama yontemi fare deneyleridir, spesifiktir ancak
diisiik duyarliliga sahiptir. Bundan dolayi, su Ornekleri i¢in uygulanamaz. Fare
biyodeneylerinde toksin ekstraktlari, fareye intraperitonal enjeksiyon yolu ile tatbik
edilir. Bu deney, temel olarak “bloom” materyalinin toksisitesini belirlemek igin
kullanilmistir ve verilen yanita gore toksinin sinifi belirlenebilmistir. Bu yontem
genel olarak “bloom”larin toksik veya non-toksik oldugunun Kkalitatif olarak
tespitinde  kullanilmaktadir. Sadece Orneklerin genel toksisitesini gosterir,
toksisiteden  sorumlu  toksin hakkinda bilgi saglayamaz (Kaushik ve

Balasubramanian, 2013).

Yine de yakin zamana kadar 6rneklerdeki hepatotoksin varligini tespit etmek
i¢in ¢ogu laboratuvarda fare biyodeneyleri kullanilmistir. Bu testte, MC-LR standart
olarak kullanilmis ve sonuglar, MC-LR toksisitesinin esdegeri cinsinden ifade
edilmistir. Diisiik duyarlilik ve spesifiklik sinirlamalarinin yani sira, deneylerde
ayrica, ¢ok sayida fare kullanilmasi gerekmekte, toksisite testlerinde hayvanlarin
kullanilmasina kars1 toplum tepkisi de artmaktadir. Fare biyodeneyleri i¢in en cazip
alternatif ve mikrosistin i¢in en yaygin kullanilan omurgasiz biyodeneyi, tuzlu su
karidesi (Artemia salina) deneyidir. Ancak fare biyoanalizlerinde oldugu gibi tuzlu
su karidesi deneyi de mikrosistin icin spesifik degildir (Kaushik ve Balasubramanian,
2013).

Biyvokimyasal analizler

Mikrosistin  ve nodularin gibi siyanotoksinler, fosfoproteinlerin hiicre iginde
defosforilasyonundan sorumlu serin ve treonin fosfataz enzimlerini inhibe ederek
etkisini gosterir. Bu toksinler tarafindan reaksiyonun inhibisyonu, toksin
konsantrasyonunun  Olclilmesinde  kullanilabilir.  Protein fosfataz  deneyleri,
fosforlanmis protein substratlarindan, mikrosistinin fosfat salinimi iizerine inhibitor

etkisinin Olcimund  kapsar. Mikrosistin  ve nodularin tarafindan fosfatazlarin
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inhibisyonu radyoaktif isaretli fosfat (*’P) kullanilarak belirlenebilir. Bu yontem
hassas olmasina ragmen onemli bir dezavantaja sahiptir: 3P izotopunun yarilanma
Omriiniin kisa olmasidir (yaklasik 14 giin). Bir diger sinirlama, bu proteinlerin ticari
olarak kullaniminin olmamasi ve bunlarin hazirlanmasi ig¢in, oldukca gelismis
prosediirlerin gerekliligidir. Ayrica bu enzimlerin pahalilif1 nedeniyle test kullanigh
degildir. Protein fosfataz deneyindeki sinirlamalardan biri, calyculin A ve okadaik
asit gibi cevredeki diger ilgisi olmayan protein fosfataz inhibitorleri ve
mikrosistinlerin etkisi arasindaki farkin ayirt edilmesinin zor olmasidir (Kaushik ve

Balasubramanian, 2013).

Immiinoloiik analizler

Immiinolojik analiz, antijen-antikor reaksiyonu kullanilarak bir numunedeki bir
maddenin konsantrasyonunu &lgen bir biyokimyasal testtir. Immiinolojik deneyler
WHO kilavuzundaki seviyelerin (4 pg/L-1 pg/L) mikrosistin izlenmesi igin
yeterlidir, spesifiktir ve gerceklestirilmesi basittir. Peptit siyanotoksinler igin ELISA
gibi tarama yontemleri gelistirilmis ve hassasligi kanitlanmistir. Cesitli diagnostik
ELISA kitleri piyasada bulunmaktadir (6rnegin; Abraxis LLC, Philadelphia, PA,

Wako Chemicals, Osaka, Japan) (Kaushik ve Balasubramanian, 2013).

2.8.2 Analitik metotlar

Yuksek performansli sivi kromatografi (HPLC), kapiller elektroforez (CE), nlklear
manyetik rezonans (NMR), kitle spektrofotometrisi (MS) ile birlikte likit
kromatografi (LC) veya gaz kromatografisi (GC), MALDI-TOF-MS (Matrix-assisted
laser desorption time-of-flight mass spectrometry) gibi analitik teknikler,
siyanotoksinlerin tespitinde kullanilmaktadir. Bu teknikler, arttirilmis hassasiyetleri
ile bilinen toksinlerin tespiti i¢in kullanilmaktadir. Biyolojik ve cevresel
matrislerdeki anatoksin gibi ndrotoksinlerin tespiti, hepatotoksinlere kiyasla daha az
ilgi gormiigtiir. NOrotoksinlerin  hizli bozulmasi, analitik standartlarin ticari
kullanilabilirligini  azaltmasi1 gibi bazi sorunlar olusturur (Kaushik ve

Balasubramanian, 2013).

Kromatografik yontemler

Siyanotoksinlerin rutin analizinde HPLC kullanilir. Ters faz C18 kolonu, amid C16
kolonu, i¢ yiizii ters faz kolonu veya iyon degisim kolonu dahil olmak iizere farkl

hareketsiz fazlar kullanilmaktadir. Mobil faz (hareketli faz) olarak, metanol veya
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asetonitril igeren sulu fazlar kullanilmaktadir. Mobil fazda uygun bir se¢im
yapildiginda analitlerin iyi ¢Ozililmesine yol agar ve bu dogru bir tespit i¢in 6n
kosuldur. Ornegin, MC-LR ve MC—-YR i¢in en uygun mobil faz asetonitril/amonyum
asetattir, ancak metanol tabanli mobil fazlarda da ¢6ziilebilir (Kaushik ve

Balasubramanian, 2013).

Kapiller elektroforez (CE)

Mikrosistin, kapiller elektroforez kullanilarak da ayrilabilir. Bu teknikte, toksinler
molekiiler biyiikliiklerine ve yiiklerindeki farkliliklara gére ayrilir. Bu teknik, HPLC
ile karsilastirildiginda ¢ok kiigiik ornek hacimleri kullanilabilir (Kaushik ve
Balasubramanian, 2013).

MALDI-TOF-MS teknigi

MALDI-TOF-MS teknigi, tek Microcystis kolonisi gibi ¢ok kuguk Orneklerdeki
mikrosistin varyantlarinin belirlenmesi ve tespiti icin giivenilir ve hizli bir arag
olarak ortaya ¢ikmistir. Analiz i¢in gerekli olan numunenin az miktarlarda ve
siyanotoksinler saflastirilmaksizin kullanilabildigi i¢in avantajli bir tekniktir. Sayisal
verilerdeki yetersizligi ve bu nedenle toksin igerigini belirlemede kullanilamamasi

ise dezavantajdir (Kaushik ve Balasubramanian, 2013).

2.8.3 Molekuler yontemler

Analitik ve biyokimyasal yontemler, diisiikk hassasiyet, etik sorunlar ve yiiksek
maliyetleri nedeniyle alternatif test yontemlerinin gelistirilmesini gerektirmistir.
HPLC ve MALDI-TOF-MS gibi hassas fizikokimyasal tanimlama yontemleri
siyanotoksinler i¢in kullanilabilirdir ancak bu teknikler pahali makineler ve
saflastirilmis toksin standartlar1 ve karmasik laboratuar 6rnek hazirlama protokolleri

nedeniyle oldukc¢a zordur (Kaushik ve Balasubramanian, 2013).

DNA tabanli tespit metotlart; duyarli, hizli ve spesifik (toksin biyosentezinde
rol alan hedef genler igin) olmasi nedeniyle popiiler hale gelmistir. Boylece bu
yontemler toksin dreten siyanobakterilerin tespitinde dogrudan kullanilmaktadir.
Molekiiler metotlar s6z konusu organizmanin Kkiiltiiriine gerek kalmadan veri
uretilebildiginden, mikrobiyal cesitlilik ve aktivite caligmalarinda yaygin bir
popiilerlik kazanmistir. Toksik siyanobakterilerin tespiti i¢cin molekuler yontemler

kullanarak yapilan yaymlarin sayisi hizla artmaktadir (Neilan, 2002; Moffitt vd,
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2001; Kurmayer vd, 2002; Tillett vd, 2001; Vaitomaa vd, 2003; Mikalsen vd, 2003;
Castiglioni vd, 2004; Pearson ve Neilan, 2008).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR: Polymerase chain reaction)

PCR, siyanotoksin biyosentez genlerini hedef alan, su kaynaginda bulunan
siyanobakterilerin toksik popiilasyonlarinin belirlenebilmesi i¢in hizli ve duyarl bir
aragtir. PCR teknolojisi, DNA dizilemesi ve/veya restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmi (RFLP) analizi ile baglantili olarak o6zellikle Microcystis tlrlerinde
filogenetik agaclarin yapimini saglar. Bu teknik ayrica belli suslarin taranmasi ve
cevresel Orneklerde diger genlerin kodladigr metabolitlerin varliginin belirlenmesi
icin kullanilmaktadir. DNA dizileme, Anabaena, Microcystis ve Planktotrix gibi
baslica ti¢ biiyiik toksin iireticisinin mcy gen dizilerinin belirlenmesini saglamistir.
mcy genlerinin dizisinin bilinmesi, primerlerin tasarimini ve spesifik algilama i¢in
problarin gelistirilmesini ve miktarlar1 diisiik bile olsa dogal orneklerdeki toksin
Ureten gruplarin tanimlanmasini saglamistir. Rastgele ¢ogaltilmig polimorfik DNA
(RAPD) ve (RFLP)-PCR, siyanobakteriyel komiinitelerdeki genotiplerin ayrimi igin
kullanighdir (Kaushik ve Balasubramanian, 2013).

Real-Time PCR (0PCR)

Hepatotoksin iireten siyanobakteriler arasinda mikrosistin tireticileri, Real-time PCR
kullanilarak detayli olarak calisilmistir. Bunun nedeni, mikrosistin {ireten
siyanobakterilerin bir¢ok iilkede su kalitesinde sorunlara neden olmasi ve yaygin
olarak dagilimidir. Real-time PCR ile mikrosistin (reten siyanobakterilerin tespiti
hizli ve hassastir. Bu teknik mikrosistin tireten hiicreler igin onerilmistir. Real-Time
PCR, toksin genlerinin gesitli cevresel kosullara cevaben transkripsiyon seviyelerinin
(artma/azalma) belirlenmesine yardim eder. Transkripsiyonel c¢alismalar mcy
genlerinin; kimyasal stres, biiyiime faz1 ve 1s1ga farkli tepkiler ortaya koydugunu
go6stermektedir. qPCR, toksigenik suslarin ¢ogalmasini inhibe/tesvik eden cevresel
faktorlere bagli olarak siyanotoksin liretimini diizenleyen fizyolojik ve ekolojik

parametrelerin anlagilmasini saglar (Kaushik ve Balasubramanian, 2013).

Mikroarray teknolojisi

Oligoniikleotit mikrodizileri (mikrog¢ip), molekiiler biyoloji caligmalarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. DNA mikroarray teknolojisi, mikrobiyal gesitliligin tespiti

icin yaygin olarak uygulanmaktadir. Mikroarrayler, nitrifikasyon bakterilerinin
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kultirel analizi icin ve saflastirilmamis toprak ekstraklarinda 16S rRNA’nin
dogrudan saptanmasi igin kullamlmaktadir. Ozellikle siyanobakteriyel cesitliligi
karakterize etmek i¢in mikrodizilerin kullanilmasi olduk¢a yenidir. Bu yontem ¢ok
hassastir ve PCR ile amplifiye edilmis 16S rDNA’y1 1 femtomol (fmol) gibi diisiik
miktarlarda dahi algilayabilmektedir. Mikroarray teknigi, karisik gevresel
orneklerdeki tiim potansiyel mikrosistin ve nodularin ireticilerini ayni anda tespit

edebilen spesifik ve hassas bir yontemdir (Kaushik ve Balasubramanian, 2013).

2.9  Siyanotoksinlerin Giderim Yontemleri ve “Bloom” Kontrolii

2.9.1 Siyanobakterilerin gideriminde kullanilan kimyasal ve fiziksel teknikler

Siyanobakteriler ve bunlarin toksinlerinin 1iyilestirilmesi, bunlar1 etkisiz hale
getirmek veya ortadan kaldirmaktir. Bazi iyilestirme yontemleri bazi siyanobakteriler
icin etkili digerleri i¢in etkili degildir.

Bakir siilfat ve ozonlama siyanobakteri “bloom™unu ortadan kaldirir ancak
siyanobakteriyel hiicrelerin lizizine neden oldugu i¢in Onerilmez. Klorlama,
hiicrelerin par¢alanmasina ve dezenfeksiyon sirasinda baska zararli yan firtinlerin
tiretilmesi  potansiyeline sahiptir. Potasyum permanganatin (KMnQOg), toksin
salinmasina neden olmadan Microcystis hiicrelerinin giderilmesinde etkili oldugu
goriilmiistiir. Toz haline getirilmis aktif karbon (PAC), siyanobakteriyel hiicrelerden
toksin salinmasmna neden olmadigindan kullanmilmas1 tavsiye edilmektedir

(Anonymus-3).

Standart i¢cme suyu aritma proseslerinin (koagiilasyon, flokiilasyon,
sedimantasyon ve filtrasyon), hiicre i¢i siyanotoksin giderilmesinde etkili oldugu
gorilmistir. Koagiilasyon, flokiilasyon ve c¢o6zlinmiis hava flotasyonu (DAF),
sedimantasyondan daha etkilidir. Mikrofiltrasyon ve ultrafiltrasyon saglam
siyanobakteriyel hiicrelerin kaldirilmasinda son derece etkilidir. Igme suyundan
hiicre dis1 toksinlerin uzaklastirilmasi i¢in, aktif karbon, membran filtrasyon ve

kimyasal inaktivasyon (UV, dezenfektan ve oksidantlar) kullanilabilir.

Nanofiltrasyon ve ters osmoz, silindrospermopsin ve mikrosistin gideriminde
etkilidir. UV ile iyilestirme, silindrospermopsin, anatoksin-a ve mikrosistini yok
etmede etkilidir. UV, toksinlerin oksidatif ayrigtirilmasi icin katalizér (titanyum

dioksit) ile birlikte kullanilmistir.
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Klor, 0zon ve KMnOg gibi oksidantlar, mikrosistin inaktivasyonu igin etkili bir
mekanizmadir, fakat klorun etkinligi pH’ya baghdir. Farkli siyanotoksinleri klor
farkli sekilde etkilemektedir, 6rnegin anatoksin-a inaktivasyonu igin etkili bir yontem
olmadig1 kanitlanmistir. Bununla birlikte pH 8’in altinda ise klorlama mikrosistin ve

silindrospermopsin inaktivasyonu igin etkilidir (Anonymus-3).

Ozonlama, mikrosistin, anatoksin-a ve silindrospermopsin icin iyi bir
oksidanttir. Ancak etkisi pH’ya baghdir ve organik madde mevcudiyetinden
etkilenebilir.  Kloramin  ve  klor  dioksit, mikrosistin, anatoksin-a ve
silindrospermopsin i¢in etkili degildir. Ozonlama, klorlama ve bakir stilfat
kullanimiyla olusan dezenfeksiyon yan firiinleri olusumu bagka bir potansiyel
probleme neden olur. Siyanobakteri toksinlerinin su kaynaklarinda énlenmesinin en
etkili yolu “bloom™un 6nlenmesidir. Bunun i¢inde suya giren besin maddelerinin

(azot, fosfor gibi) kontrolii esastir (Anonymus-3).

2.9.2 Siyanobakteriyel “bloomlarin” biyolojik giderimi

Remediasyon icin kullanilan biyolojik teknikler, giivenli olarak kabul edilir ¢linkii
diistik ¢evresel etkilere neden olur, balik dliimleri ve bitki yasaminin bozulmasi gibi
yan etkileri yoktur. Virlsler, bakteriler, aktinomisetler, atik biyomas, akuatik
makrofitler, karasal bitkiler ve protozoa, siyanobakteriyel bloomlarin kontroliinde

kullanilan potansiyel biyoajanlardir (Nandini, 2015).

Bakteriyel ajanlar

Siyanobakteriyel hiicrelerin lizisine neden olarak siyanobakteriyel bloomlar: hizla
azaltan ¢ok sayida bakteri bulunmaktadir. Bakterilerin, siyanobakterileri pargalamasi
tic sekilde gergeklesebilir: kontakt lizis, hiicre dis1 bilesiklerin iiretilmesi, entrapment
(tuzak) lizis. Reim vd (1974), Bacillus spp.’nin yedi siyanobakteri cinsini
pargalayabildigini bulmuslardir (Anabaena ve Microcystis dahil) (Nandini, 2015).
Wang vd. 2012 yilinda yaptiklari benzer bir ¢alismada Rhodococcus sp. strain
p52°nin 4 giinliik inkiibasyon sonras1 Microcystis aeruginosa’y: %93 oraninda inhibe
ettigini bulunmustur (Wang vd, 2013). Bir¢ok bakteri test edilmis ve siyanobakteri
hiicrelerini lizize etme yetenekleri gdosterilmistir. Bakteriyel ajanlarin kullanimu,
pahalidir ve uzman personel gerektirdigi i¢cin yaygin olarak kullanilan bir yontem

degildir (Nandini, 2015).
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Fungal ajanlar

Fungal ajanlar, siyanobakteriyel “bloom” kontroliindeki rolleri ¢ok az incelenmistir
(paylastiklar1 allelopatik iliski nedeniyle). Cok az sayida fungus denenmistir. Wang
vd 2010 yilinda, beyaz rot fungus Lopharia spadicea’nin Microcystis aeruginosa ve
Microcystis flos-aquae’yi inhibe edebildigini bulmuslardir. Jiao vd, (2010) tarafindan
Trichaptum abietinum 1302BG fungal susun, yukarida belirtilen siyanobakteri tlirleri
ile birlikte kiiltiire edildiginde benzer sonuglara neden oldugunu gézlemislerdir. Ayni
ekip, gol kiyisindaki topraktan Penicillium izolasyonu yapmis ve Penicillium’un

Microcystis aeruginosa’yi inhibe ettigini gézlemistir (Nandini, 2015).

Siyanobakterilerin gideriminde kullanilan bitkiler

Makrofitler, su yakininda veya suda biiyliyen sucul bitkilerdir. Makrofitler, su
yiizeyinde yiizen halde veya suya batik bir sekilde bulunabilir. Makrofitler ve
siyanobakteriler arasindaki allelopatik iliski ‘“bloom” kontroli igin oldukca
faydalidir. Makrofitler siyanobakteriyel bloomun biyokontrolii i¢in en ¢ok calisilan
ajanlardir ¢linkii bu bitkiler siyanobakteriler ile bir arada bulunurlar. Makrofit
kullanilarak siyanobakterilerin inhibisyonu tizerine ilk ¢alisma 1949’a kadar uzanir,
bu tarihte Hasler vd, Elodea canadensis’in (daha sonra Anacharis canadensis adi
verilmistir) ve Potamogeton perfoliatus’un siyanobakteri inhibisyon yetenegini
kesfetmislerdir. Ceratophyllum demersum ve Brasenia schreberi ekstraktlari,
Anabaena’nin olusturdugu “bloom”a eklendiginde benzer inhibisyon etkileri
gozlenmistir. Ik ¢alismalarda, makrofitlerin ve siyanobakteriler arasindaki iliskinin
anlagilmas1 i¢in allelopatik etki iizerinde durulmustur. Allelopatiden sorumlu
metabolitlere genel olarak allelokimyasal denir. Makrofitler ile iligkili ortak
allelokimyasal, organik polifenollerdir. Makrofitler ve bunlarin allelokimyasallari;
siyanobakteriyel yapiy1 yok ederek, hiicrelerin respirasyonunu etkileyerek,
siyanobakteriyel hicrelerin fotosentezini bozarak veya hucrelerin enzimatik
aktivitesini etkileyerek siyanobakteriyel “bloom” olusumunu yok edebilir. Bir¢ok
caligma, tiire 6zgii makrofit oldugunu gostermistir. Ornegin Myriophyllum spicatum,
Anabaena’yr inhibe edemez fakat Microcystis aeruginosa, Oscillatoria ve
Scenedesmus’u inhibe edebilir (Nandini, 2015).

Karasal bitkiler

Karasal bitkilerin anti-siyanobakteriyel potansiyeli, sucul makrofitler ile

karsilastirildiginda daha az kullanilabilirdir. Karasal bitkiler arasinda Cin tibbinda
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kullanilan bitkiler en ¢ok test edilmistir. Cantrell vd, 2005 yilinda Haplophyllum
sieversii’nin {ist kisimlarindan anti-siyanobakteriyel bilesiklerin izolasyon ve
tamimlanmasin1 basarmislardir. Ayni yil, Meepagala vd, (2005) Ruta graveolens
koklerinde antialgal ve antisiyanobakteriyal bilesikler tespit etmislerdir. 2007 yilinda
Jancula vd, siyanobakteriler tiizerine Papaveraceae’nin bes tiirlinlin etkilerini
degerlendirmislerdir ve Chelidonium majus’un siyanobakterilerde énemli derecede
toksik oldugu belirlenmistir. 2009 yilinda Purcaro vd, Swinglea glutinosa koklerinin
ekstraktlarinda goriilen etil asetatin Oscillatoria perornata’yr inhibe ettigini
bildirilmislerdir. Wang vd, 2015 yilinda greyfurt kabugu, nar kabugu ve nar
tohumlarinin anti-siyanobakteriyel aktivite yetenegini ortaya c¢ikartmig ayrica
bunlarda {i¢ allelokimyasal tespit etmislerdir. 2013 yilinda Zhang vd, Salvia
miltiorrhiza’dan izole ettikleri bilesigin Microcystis aeruginosa’yr inhibe ettigini
gozlemislerdir (Nandini, 2015).

2.10 Siyanobakterilerde Hepatotoksin Genlerinin Evrimi

Siyanotoksin sentezini yoneten mcy ve nda gen kiimeleri oldukca benzerdir. Yine de
farkli siyanobakteriyel cinslerde bu biyosentetik gen kiimelerinin dagilimi farklilik
gostermektedir. Moffitt ve Neilan (2004) Planktotrix agardhii, Microcystis
aeruginosa ve Nodularia spumigena’nin nda ve mcy gen kiimelerinin karsilagtirmali
filogenetik analiz sonuclarma goére siyanobakterilerdeki hepatotoksinin evrimi ile
ilgili bir hipotez Onermislerdir. Calismalarinin sonucunda, nodularin sentetazin,
mikrosistin sentetazin ilkel atasindan (progenitdr) evrimlestigini 6ne siirmiislerdir.
Nodularin sentezi tek bir tiirle sinirli olsa da, mikrosistin, tek hicreli Microcystis,
filamentli  Planktotrix, filamentli heterosistli Anabaena dahil olmak (zere
siyanobakterilerin cesitli cinsleri tarafindan iiretilir. Onceki ¢alismalarda, nda gen
kiimesine mcyA ve mcyB genlerinin Planktotrix ve Microcystis’e eklenmesiyle
mikrosistinin nodularinden evrimlesmis olabilecegi Onerilmistir. Daha sonraki
caligmalarda mikrosistin gen kiimesindeki bazi genlerin silinmesiyle bu olaym
gerceklestirildigi varsayilmistir. Hipoteze gore nodularin sentetaz, mcyB (1. NRPS)
ve mcyA’nin (2. NRPS) silinmesiyle mikrosistin sentetazdan evrimlesmistir.
Hepatotoksin biyosentezinin evriminin karakterizasyonu igin, mcyH ve ndal (ABC
transporter) genlerinin filogenetik analizi yapilmis ve sonuglar 16S rDNA
filogenisiyle karsilastirilmistir. 16S rDNA ve ABC transporter genlerinin

filogenilerinin dal uzunluklarinin karsilagtirmali analizinde, Planktotrix agardhii
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CYA 126/8 ve Microcystis aeruginosa PCC7806 arasindaki mcy gen kimelerinin
transferinden Once mcy hattindan ayrilarak nda hattinin olustugu sonucuna

ulasilmistir. Bu bulgu, bir transpozon araciligiyla suslar arasindaki olasi bir transferi

desteklemektedir (Moffitt ve Neilan, 2004).

Nodularia genomuna transpozon araciligiyla myc gen kiumelerinin transferi
sirasinda veya daha sonraki bir silinme olay1 ile ndaA geni meydana gelmis olabilir
ve iki NRPS modiiliiniin kayb1 [mcyB (1. NRPS) ve mcyA (2. NRPS)] ile sonuglanir.
Mikrosistin pek c¢ok sus tarafindan iiretilmektedir ve 80’dan fazla izoformu
bulunmaktadir. Nodularin ise sadece Nodularia spumigena’da iretilmektedir
(Nodularia spumigena’nin tiim suslari iiretir). Cok sayida varyantinin mevcut olmast
nedeniyle mikrosistinin daha erken ortaya ¢ikmis oldugu varsayilmaktadir. Daha
onceleri mikrosistin biyosentez genlerinin horizontal transfer ile olustugu hipotezi
ortaya koyulmustur. Fakat daha sonra mikrosistin biyosentez genlerinin oldukga eski
oldugu belirlenmistir. Bu uzun zaman boyunca bazi siyanobakteriler mcy genlerini
kaybetmis olabilir, digerleri farkli secici gli¢ler yasamis (rekombinasyon, mutasyon,
genetik siirliklenme gibi) ve sonugta farkli suslarda cok c¢esitli mikrosistin
varyantlarinin sentezine neden olmus olabilir (Moffitt ve Neilan, 2004). Sekil
2.11’de mcyA ve mcyB deki bazi bolgelerin silinmesiyle ndaA olusumu

gosterilmektedir.

Dittmann ve Borner (2005) yaptiklar bir ¢alismada, farkli cinslere ait mcyA,
mcyD ve mcyE niikleotid dizilerinin ve aym suslarin “housekeeping” genlerinin
dizilerinin filogenetik analiz sonuglarini karsilagtirmislardir. Bu sonuglar, Anabaena,
Microcystis, Nostoc ve Planktotrix’deki mcy genleri ve hatta Nodularia’daki nda

genlerinin ortak atadan geldigi fikrini desteklemektedir.

McyA McyB
L,A.lll [N (O VN I W
M \\ e

1 Silinme ra
A E_lﬁﬂ

NdaA

Sekil 2.11. mcyA ve mcyB deki bazi bolgelerin silinmesiyle ndaA olusumu
gosterilmektedir. A; adenilasyon, C; kondenzasyon, E; epimerizasyon;
M; N-metil transferaz (Moffitt ve Neilan, 2004)
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16S rDNA ve RNA polimeraz C1 geninin (rpoC1) analiz sonuglari, mikrosistin
sentetaz genleri ve “housekeeping” genlerinin, uzun zaman Once birlikte
evrimlestigini ve mikrosistin sentetaz genlerinin siyanobakterinin son ortak atasinda
da mevcut oldugunu gostermektedir. Toksin tiretim yetenegi bircok grupta zamanla
kaybedilmigtir. Mikrosistin genlerinin uzun evrimsel siire¢ boyunca, siklikla
mutasyon ve rekombinasyon olaylarina maruz kaldigindan yiiksek oranda
degiskenlik gosterdigi ileri siiriilmiistiir (Dittmann ve Bérner, 2005). Sekil 2.12°de
baz1 cinslere ait mcy gen kimeleri, nda gen kimesi ve promotor bélgeleri

gorulmektedir.

Anabaena 8 16 24 32 40 48 kb
T X . hEEEEEe
mcyH I F mcyE meyJ mcyD mcyG ' mcyA mcyB  mcyC
— kb
Nodularia 8 16 24 32 40 48
ndal HG  ndaF ndaE  ndaD ndaC | ndaA ndaB
P
Microcystis 8 16 24 32 40 48 kb
meyJ I H mcyG mcyF meyE mcyD H meyA mcyB  mcyC
D
8 16 24 32 40 48 kb
Planktothrix [H e X l 1 i s ' X X X)
I"L‘)'Tih___’ meyD meyE mcyG  mcyH — mcyA mecyB  mcyC mcyJ

F— = Peptide Synthetase [__] = Polyketide Synthase D = Tailoring Enzyme - = ABC Transporter

Sekil 2.12. mcy ve nda gen kimeleri ve promotor bolgeleri ve yonu kesik cizgili
oklar ile gosterilmistir (Dittmann ve Borner, 2005)

2.11 Metagenomik

Metagenomik, ¢evresel Orneklerin icerdigi genomlarin dogrudan genetik analizi
olarak tanimlanir (Thomas vd, 2012). Son 20 yilda mikrobiyal ekoloji, evolusyon ve
biyogesitlilik arastirmalarindaki biiyiik ilerlemelerin sorumlusudur ve ¢ok sayida
aragtirma laboratuvari bu tip galigmalari yaygin bir sekilde yuriitmektedir. Bu tip
caligmalar, bir komiinitedeki organizmalarin kiltiirii yapilmaksizin genomlarinin
klonlanarak veya klonlanmadan analizini kapsamaktadir. Boylece Kkiiltiire
edilemeyen mikrobiyal ¢esitliligin tanimlanmasina yardim eder. Kiiltiire alinmig
prokaryotlar, gezegenimizdeki en fazla fizyolojik cesitlilige ve degisken

metabolizmaya sahip organizmalardir. Fakat bu varyasyonlar mikrobiyal buzdaginin
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sadece bir ucudur. Mikroorganizmalarin biiyiik ¢ogunlugunun laboratuvarda kiiltiirii
yapilamamakta ve mikrobiyal yasam ile ilgili bilgilerimizin hemen hemen tamami
oransal olarak mikroorganizmalarin kiigiik bir kismini olusturan saf kultirler
seklinde gelisen organizmalara dayanmaktadir. Kiiltiire alinamayan mikrobiyal

diinyadaki gesitlilik ise olaganiistii derecede blyuktlr (Sabree vd, 2009).

Metagenomik, bu Kkdltire alinamayan tirlerin de g¢alisilmasina imkan
saglamaktadir. Boyle bir ¢alisma, teorik olarak bir kominitedeki tim organizmalarin
genomlarmi kapsadigindan komdinitenin tamamin1 kapsayacak sekilde DNA
ekstraksiyonunu yapmay1 gerektirir. Bu sekilde elde edilmis DNA stoklari ¢ogu
zaman ¢evresel DNA olarak adlandirilir. Cevresel DNA kullanilarak bir kominiteye
ait genomlar, klonlanarak metagenom Kkitiiphaneleri olusturulur. Bu kitiphaneler
daha sonra geleneksel dizileme yodntemleriyle dizilenerek biyoinformatik analizlere
tabi tutulur ve degerlendirilir. DNA dizileme teknolojisindeki gelismeler
metagenomlarin klonlanmaksizin da dogrudan dizilenmesini uygulanabilir hale
getirmistir. Metagenomik mikrobiyolojide yeni olmasina ragmen yapilan kesifler
mevcut olan paradigmalara meydan okumaktadir ve biyologlarin yasamdaki
bilinmeyenleri biraraya getirme arayisina Onemli katkilar saglamaya devam
etmektedir (Sabree vd, 2009).

Metagenomik, mikrobiyal komiinitelerin yapisini ve isleyisini (fonksiyonunu)
belirlemek icin son zamanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir ve komdunitelerin
dogal ortamlarinda mikrobiyal fonksiyonel genlerinin daha kapsamli arastirilmasina
imkan saglamaktadir. Bu teknik, kiiltiir tabanli analiz ihtiyacin1 ortadan kaldirarak,
dogal komiinite yapisinin ve potansiyel fonkiyonlarinin daha iyi anlagilmasini saglar.
Kominiteden elde edilen DNA veya spesifik primerler kullanilarak elde edilmis belli
bir gruba ait PCR c¢ogaltim {iriinleri dizilenirler ve elde edilen diziler daha ileri
analizlere tabii tutulurlar. Dizileme igin klasik ve modern yontemler kullanilir.
Dizileme teknolojileri birinci nesil (Sanger gibi) dizilemeden ikinci nesil
(pirodizileme) ve ucunch nesil dizileme yontemlerine (lllimuna gibi) dogru
evrildikge daha biiyiik genomlar1 daha ucuz ve daha hizli dizileme kapasitesini

olagantistii miktarda artirmaktadir (Heather ve Chain, 2016)

Siyanobakteriyel arastirmalarin ¢esitli alanlarinda metagenomik yaklagimlar
yaygin sekilde yiriitiilmektedir. Siyanobakteriyel biyocesitliliginin belirlenmesinde

etkili bir yontem olarak metagenomik yontemler diger yontemlerle birlikte
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uygulanmaktadir (Dadheech vd, 2013; Davison vd, 2015). Toksigenik
siyanobakterilerin biyogesitliligi ve komiinite analizlerinde de metagenomik siklikla

basvurulan arastirma tekniklerinden biri durumundadir (Pope ve Patel, 2007; Steffen
vd, 2012).

38



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1  Arastirma Alani

Arastirma alan1 olarak Samsun ili Terme ilcesi Aybeder mahallesinde yer alan
41°16'43.56” Kuzey ve 36°56'28.98" Dogu koordinatlarina sahip Akgol goli
secilmigtir. Sekil 3.1’de Akgo6l ve Simenit gollerine ait uydu goriintiisi

gosterilmektedir.

Aragtirma alan1 olarak secilen Akgol Samsun’un Terme ilgesinde yer
almaktadir. Yesilirmak Deltasinin Dogu’sunda yer alan ve kismen dogal 6zelligini
koruyabilmis Simenit Golii-Akgol sulak alan kompleksi, kumul alanlar ve genis bir
agaclandirma sahasindan olugmaktadir. Simenit GOlu-Akgol’tin 1900 hektarlik
yiizOl¢limiiniin 200 hektar1 agik su alani, gerisi sazlik ve bataklik alandan meydana
gelmektedir. Simenit Goli-Akgol sulak alan kompleksi ve gevresindeki 16042,0
hektarlik alan 1975 yilinda Yaban Hayati Koruma Sahasi statiisiine alinmigtir. 2005
yilinda ise 2005/9453 sayili karar ile Samsun Terme Golardi Simenit Go6li Yaban
Hayat1 Gelistirme Sahasi 3355 hektar olarak resmi gazetede yayinlanmistir (Anonim-
URL-4).

Simenit Goli ve Akgol denize yakin ve birbirlerine ise dogal kanallar ile
baglidir. Simenit Goli ve Akgol, Terme ¢aymin yataginin degigsmesi sonucu
olusmustur. Golde balikgilik yapilmaktadir. iki goliin de balik varligi agisindan
zengin oluslarinin nedeni deniz suyunun yiikselmesidir. Gollerin g¢evresi sazlik ve

batakliktir. Ilgede celtik ve findik tarrmi yapilmaktadir.

Simenit Goli Akgol

Warka vurien, 82078 Google Girimts §2070 CNES / Astasm, CrenBoot imege, DrptaiGiote, Landest | Kulanem Sadan  Harita hatam biden

Sekil 3.1. Akgol ve cevresi uydu goruntisi
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3.2  Kullamlan Cozeltiler

Kullanilan ¢ozeltiler Sambrook ve Russel (2001) 6nerdigi gibi hazirlandi.

250 mM KCI Cozeltisinin Hazirlanmasi

1.86 gr KCI (Sigma-Aldrich) 100 ml ultra saf suda ¢ozuldi. Otoklavda 121°C’de 1.2

atm basingta 20 dakika steril edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

2 M Mg*? Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

20.33 gr MgCl2.6H20 (Merck) 100 ml ultra saf su eklendi ve filtreden gecirilerek
steril edildi.

1 M Glukoz Cozeltisinin Hazirlanmasi

18 gr glukoz (Sigma-Aldrich) 90 ml ultra saf suda ¢ézlldi. Daha sonra son hacim

100 ml’ ye tamamlandi. Filtreden gegirilerek steril edildi.

1 M NaCl Stok Cozeltisinin Hazirlanmasti

5.844 gr NaCl (Sigma-Aldrich) 100 ml saf suda ¢6zuldi ve otoklavda 121°C’de 20

dakika steril edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

10 mg/ml Ampisilin Stokunun Hazirlanmasi

100 mg ampisilin (Applichem) 10 ml deiyonize suda ¢6zildikten sonra 0.20 um por
capli filtreden (Minisart) gegcirilerek steril edildi ve 1 ml halinde ependorfa
koyularak-20°C’de saklandi.

0.5 M Tris-HCI (PH 8.0) Cozeltisinin Hazirlanmasi

12.11 gr Tris (Sigma-Aldrich) 150 ml saf suda ¢oziildi. pH HCI ile 8.0’a ayarlandi.
Son hacim saf su ile 200 ml’ye tamamlandi ve otoklavda 121°C’de 20 dakika steril
edildi.

10X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

27 gr Tris (Sigma-Aldrich), 13.75 gr Borik Asit (Sigma-Aldrich) ve 10 ml 0.5 M
EDTA (Applichem) 180 ml saf suda ¢ozildiikten sonra HClI ile pH 8.0’a ayarlandi ve
toplam hacim 250 ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edildi.

0.5 M EDTA (pH 8.0) Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

186.1 gr disodyum etilen diamin tetraasetat 2H.O (Applichem) 800 ml saf suda
¢ozildu. pH NaOH ile 8.0’a ayarlandi. Saf su ile toplam hacim 1 litreye tamamlandi.
Otoklavda 121°C’de 20 dakika steril edildi.
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1X TE (Tris-EDTA) Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

250 mM Tris-HCI stok ¢6zeltisinden 2 ml alind1 (son konsantrasyon 10 mM) ve 500
mM EDTA stok ¢ozeltisinden 200 pl alindi (son konsantrasyonu 1 mM), 90 ml ultra
saf su eklendikten sonra pH 8.0’a ayarlandi. Son hacim ultra saf su ile 100 ml’ye
tamamlanarak 121°C’de 20 dakika otoklavlandi.

3 M Sodyum Asetat (pH 5.6) Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

246.09 gr sodyum asetat (Sigma-Aldrich) 800 ml saf suda ¢ozildiikten sonra glasiyel
asetik asit ile pH 5.6’ya ayarlandi. Saf su ile hacim 1 litreye tamamlandiktan sonra

121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi.

2 M Siikroz Cozeltisinin Hazirlanmasi

6.846 gr sukroz (Sigma-Aldrich) 5 ml ultra saf suda ¢6zildukten sonra son hacim 10

ml’ye tamamlandi. Filtreden gegirilerek steril edildi ve +4°C’de saklandi.

Inoue Transformasyon Tamponunun Hazirlanmasi

0.5 Molar PIPES (pH 6.7) (piperazine-1.2-bis (2-ethanesulfonic acid) hazirlamak igin
15.1 gr PIPES saf suda ¢ozuldi. 5 M KOH ile pH 6.7°ye ayarland: ve saf su ile son
hacim 100 ml’ye tamamlandi. 0.45 um por ¢apli filtreden (Nalgene) gegirilerek steril
edildikten sonra -20°C’de saklandi.

Inoue transformasyon tamponunun hazirlanmasi igin Cizelge 3.1°de verilen
tim soltsyonlar 800 ml saf suda ¢ozildi. Sonra 20 ml 0.5 M PIPES (pH 6.7)

eklendi. Inoue transformasyon tamponu son hacmi saf su ile 1 litreye tamamlandi.

Cizelge 3.1. Inoue transformasyon tamponunun igerigi

Cozeltiler Litredeki miktar Final konsantrasyon
MnCl,.4H,0 10.88 ¢ 55 mM
CaCl,.2H,0 220¢g 15 mM
KCI 18.65 g 250 mM
PIiPES (0.5 M pH 6.7) 20 ml 10 mM
H.0 1 litre

10 mg/ml Etidyum Bromiir Stokunun Hazirlanmasi:

100 mg etidyum bromr 10 ml saf suda 2-3 saat ¢oziildiikten sonra 1s1k almayan cam

sisede +4°C’de saklandi.
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3.3 Kiiltiir Ortamlar

LB (Luria-Bertani) Besiyeri

Tripton (pepton) :10gr
Yeast extract :5gr
NaCl ;10 gr

1000 ml saf suda cozildikten sonra, 5 Normal NaOH cozeltisi ile pH 7.0’a
ayarlandi. Kati besiyeri i¢in ise % 1.5 agar ilave edildi. 121°C’de 20 dakika

otoklavlanarak steril edildi.

SOB Besiyeri

Tripton 120 gr
Yeast extract :50r
NaCl :0.50r

950 ml ultra saf suda eriyene kadar ¢6zildi. Ardindan 10 ml 250 mM KCl
cozeltisi ilave edildi ve pH 5 N NaOH ile 7.0’a ayarlandi. Son hacim 1 litreye
tamamlandiktan sonra 121°C’de 20 dakika otaklavlanarak steril edildi. Besiyerini

kullanmadan 6nce 2 M MgCl..6H-0 steril stok ¢ozeltisinden 5 ml ilave edildi.

SOC Besiveri (100 ml)

Tripton 12Qgr
Yeast extract :0.50r
1 M NaCl :1ml
250 mM KClI :1ml
1 M glukoz :2ml
2 M Mg*? 1 ml

Tripton, yeast extract, NaCl, KCI ve 97 ml ultra saf su karistirildi. 121°C’de 20
dakika otoklavlanarak steril edildikten sonra besiyeri oda sicakliginda bekletildi.
Kullanimdan hemen &nce steril Mg*? ve glukoz stoklarindan belirtilen miktarlarda

eklendi.

34 Su Orneklerinin Alinmasi ve Laboratuvara Getirilmesi

Akgol golunden 2015 temmuz, agustos, eyliil, ekim, kasim ve 2016 ocak, mart,
nisan, mayis, haziran aylarinda goélin kiy1 bolgesinden belirlenen istasyondan
(41°16'43.56" Kuzey ve 36°56"28.98"” Dogu) 10-20 cm derinlikten 500 ml plastik
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siseler ile su Ornekleri alindi. Ornekler ayni giin laboratuvara getirildi. Araziden
alman yaklasik 500 ml su Ornegi siizme sistemi (Sartorius Stedim, type:16692)
kullanilarak 0.45 um gozenek acikligina sahip supor filtreden (Pall Corporation)
slizuldu ve DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.5  Siyanobakteriyel Kiiltiiriin Mikroskobik Sayim Yontemi

Molekdiler tarama glicliniin optimizasyonu i¢in gelismis saf Synechocystis PCC6803
kaltdrinin 1 ml’sindeki hiicre sayisi, Thoma lami sayim yontemi ile belirlendi.
Gelismis kiiltiirden 1 ml alinarak 10 ve 102 oraninda seyreltildi. Thoma lamimin
oyuklar1 dolana kadar seyreltilen kiltiirden eklendi. Thoma lammin esas1 0.1 mm?®
hacminde sayim yapilmasidir. Thoma laminda 16 biiyiik kare, her biiyiik karede 25
kiigiik kare olmak tizere toplam 400 kiiciik kare vardir. Thoma laminda sayim
mikroskopta dort farkli biiyiikk karedeki siyanobakteri hiicreleri sayilmistir. Daha
sonra bir blyik kare i¢in ortalama say1 belirlenmistir. Bu ortalama say1 kullanilarak
16 biyik karedeki siyanobakteri sayisi, bu say1 kullanilarak da 1 ml’de ki bakteri

sayist agagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

1 ml hiicre sayisi= 16 biiyiik karedeki bakteri sayis1 x seyreltme faktorii x
10000 (0.1 mm®de ki sayim sonucunu 1 ml’de ki sayiya doniistirmek ve standart

sonug elde etmek i¢in kullanilan bir degismezdir).

3.6  Siyanobakteriyel Kiiltiirden Kromozomal DNA izolasyonu

20 ml iyi gelismis Synechocystis PCC6803 kiiltiiri 10000xg’de 10 dakika
cokturildi. Sivi kisim uzaklastirildiktan sonra 1 dakika daha déndurildi ve sivi
kisim tekrar pipetle uzaklastirildi. 1 ml liziz ¢ozeltisi (400 pl distile su, 500 pl % 40
stikroz ¢ozeltisi [son konsantrasyonu % 20 sukroz ¢ozeltisi], 100 pl 0.5 M Tris-HCI
[son konsantrasyonu 0.05 M]) hazirlandi ve 10 mg lizozim eklendi. Hucreler, liziz
cozeltisi icerisinde stspanse edildi. Bu hicre stspansiyonu 37°C’de 1 saat inbiibe
edildi. Daha sonra %30’luk N-luril sarkosin ¢ozeltisinden 16 pl ve 5 mg/ml
Proteinaz K ¢dzeltisinden 20 pl eklendi ve 65°C’de 3 saat inkiibe edildi. Daha sonra
esit hacimde Fenol:Kloroform:izoamil alkol (25:24:1) eklendi, hafifce birkag defa
alt-Gst edildi ve sonra 12000xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Ustteki siv1 dikkatlice
yeni ependorfa alindi. Esit hacimde Kloroform:izoamil alkol (24:1) eklendi ve alt iist
edildikten sonra 12000xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust tabaka yeni ependorfa
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alind1 ve 0.1 hacim 3 M sodyum asetat ve 2 hacim soguk etanol eklendi. Alt Ust
edilerek karigmasi saglanan tiipler -20 °C’de gece boyu bekletildi. Ertesi giin
12000xg’de 20 dakika santrifiij edildi ve siv1 faz uzaklastirildi. Cokelti halindeki
DNA %70’lik 500 pl alkol ile yikandi. 12000xg’de 5 dakika santrifiij edildikten
sonra alkol uzaklastirildi. Alkoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in desikatorde 45
dakika bekletildi. Sonra ¢okelti 50 pl 1X TE (Tris-EDTA) tamponu igerisinde
¢ozuldd, 5 pl 10 mg/ml RNAaz ilave edildikten sonra PCR islemleri i¢in -20°C’de

saklandi.

3.7  Cevresel Orneklerden DNA izolasyonu

Cevresel orneklerden DNA izolasyonu, Giovanni vd (1990) metoduna gore yapildi.
47 mm, 0.45 pm supor filtreden siiziilen su 6rnekleri DNA izolasyonu yapilincaya
kadar -20°C’de saklandi. -20°C’den ¢ikartilan filtreler steril petri igerisinde makas
yardimi ile kesilerek oldukea kiiclik parcalara ayrildiktan sonra ependorf igerisine
aktarilarak 500 pl lizis tamponu igerisinde suspanse edildi. Cizelge 3.2’de lizis

tamponunun igerigi verilmistir.

Cizelge 3.2. 500 pl’lik lizis tamponunun igerigi

Cozeltiler 500 pl’ deki Miktar Son Konsantrasyon
0.5 M EDTA 40 ul 40 mM

0.5 M Tris-HCI 50 pl 50 Mm

1 M NaCl 200 pl 400 mM

2 M Siikroz 190 pl 0.75M

Distile Su 20 ul

Lizozim 0.5mg 1 mg/ml

Hicreler, sispanse edildikten sonra 37°C’de 20 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan 27 pul 5 mg/ml Proteinaz K* (son konsantrasyonu 270 ug/ml)
ve 16 pl N-luril sarkosin eklenerek, 55°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda esit hacimde Fenol:Kloroform:izoamil alkol (25:24:1)
eklenerek hafifce alt-iist edildi. Ardindan 12000xg’de 5 dakika santrifiij edilerek, {ist
faz yeni bir ependorfa alindi. Daha sonra esit hacimde Kloroform: izoamil alkol
(24:1) eklendi, tekrar hafifce alt-Ust edilerek karigtirildi. 12000xg’de 5 dakika

santriflij edildikten sonra (st faz yeni bir tiipe alinarak tizerine 0,1 hacim 3 M
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sodyum asetat (ependorftaki miktarin 10’da 1’1 kadar) ve 2 hacim soguk etanol
(ependorftaki miktarin 2 kat1 kadar) eklendikten sonra -20°C’de gece boyu bekletildi.
Ertesi giin 12000xg’de 25 dakika santrifiij edildikten sonra (st faz uzaklastirildi.
DNA’y1 tastyan ¢okelti 9%70’lik alkol ile yikandi, 5 dakika 12000xg’de tekrar
cokturdldd ve sivi faz uzaklastirildi. Kalint1 alkoliin uzaklastirilmasi igin desikatérde
1 saat bekletildi. Daha sonra DNA 40 pl steril 1X Tris-EDTA (TE) tampon
cozeltisinde ¢oziilerek PCR islemlerinde kalip DNA olarak kullanilmak {izere
-20°C’de saklandi.

3.8  PCR Reaksiyonlar1 ve Parametreleri

PCR amplifikasyonu icgin oncelikle pipetleme hatalarini en aza indirmek igin
primerler, tampon ve dNTP’leri i¢eren bir PCR karisim1 hazirlandi (Cizelge 3.3 ). Bu
PCR karisimindan her bir 25 ul reaksiyon hacmi igin reaksiyon tpine 19 ul alindu.
Bu tiipe ayrica kalip DNA olarak belli miktarda ¢evresel DNA, enzim cozeltisi ve
istenilen miktarda MgCl. eklendi. Son hacim, saf su ile 25 ul’ye tamamlandi. Kalip
DNA, MgCl; ve enzim miktarlar1 her deney grubu igin optimize edildi. Cevresel
DNA 101-107 oranlarinda sulandirilarak optimize edildi. MgCl, miktarini optimize
etmek icin 1-4 mM konsantrasyon araligi test edildi. Yiiksek 1siya dayanikli enzim
olarak Taq DNA polimeraz (Invitrogen) kullanildi. Enzimin hacmi tliplere
eklenmeden 6nce pipetleme hatasini 6nlemek i¢in 1X PCR tamponu ile artirilarak bir
enzim karisimi hazirlandi. ik denatiirasyondan sonra her bir tiipte 0.5 iinite enzim
iceren 2 pl enzim karigimi eklendi. PCR dongiileri Thermalhybaid “termal cycler”
(ThermoHybaid) kullanilarak yiritildi. PCR parametreleri gizelge 3.4’de

verilmektedir. Kullanilan primerler ve dizileri Cizelge 3.5’de verilmektedir.

Cizelge 3.3. Tipik bir 10 reaksiyonluk PCR karigim1 (25 pul x10)

Bir Tiipiin icerigi 10 Tiip i¢in Miktar Son Konsantrasyon
PCR Karisimm
(uD) (uD) (mM)
5 uM Primer F 2.5 ul 25 ul 0.5mM
5 uM Primer R 2.5 ul 25 ul 0.5mM
10X PCR Tamponu, -Mg 2.5l 25 ul X
10 mM dNTP Karisimi 0.5 ul Sul 0.2 mM
Distile Su 11 ul 55l

45



Cizelge 3.4. PCR ile ¢ogaltimda kullanilan sicaklik degerleri ve siireleri

Basamak Sicakhik Sire Déngii Sayis1
ik Denatiirasyon 95°C 3dk 1
Denatilirasyon 95°C 30 sn
Hibridizasyon (Anneling) 50-60°C 30sn 35
Sentez (Ekstension) 72°C 1dk
Son Sentez 72°C 5dk 1

Cizelge 3.5. Calismada kullanilan primerler ve dizileri

Tm
Hedef Grup/Gen | Primer Adi Primer Dizisi (5°-37) Degerleri Kaynak
(°C)

Siyanobakteriyel | CYALO6F: | CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA 67.7 Nabel vd,

165 rDNA CYAT78IR: | GACTAC(T/A)GGGGTATCTAATCCC(A/T)TT | 64.2 1997

Microcystis 165 | 165 F1: CGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGC 74.2 \':'ec’;?fnrgzn

rDNA 165 R1: GCGTGCGTACTCCCCAGGCGGGATAC 75.8 o
mcyB

Mikrosisting | 2959 TGGGAAGATGTTCTTCAGGTATCCAA 64.7 Rinta-Kanto
mcyB AGAGTGGAAACAATATGATAAGCTAC 616 vd, 2005
3278R:

Vikosisin | MOYD F2: | GGTTCGCCTGGTCAAAGTAA 58.4 Rinta-Kanto
mcyD R2: | CCTCGCTAAAGAAGGGTTGA 58.4 vd, 2005
AnamcyE-

Anabacna move | 424F GCTCATCGCTCTCAAGCC 58.4 Ngwa vd,

YE | AnamcyE- | CAGAGAGTGTCCGCCGAT 58.4 2014

583R:

Planktotrix McyTD F: | ATCCGCCCATACTGTGACC 595 Mbedi vd,

mcyTD McyTDR: | GATTTTGCCCGGTTTACTCC 58.4 2005

iﬂi’c‘;’fgi_a o | s802F: GCCCGATATTGAAACAAGT 53 Rantala vd,

on 6064 R: CACCCTCTGGAGATTGTTTA 56.4 2011

22;!%?:2 o | s604F: CTCTATTCTCACAAGTTTGGTCT 59.3 Rantala vd,

on 5819 R: GTTAGTTCAATATCAAGTGGTGGA 60.1 2011

Saksitoksin sxt F GGAGTGGATTTCAACACCAGAA 60.3 %'e'brineh
sxtR GTTTCCCAGACTCGTTTCAGG 61.3 ek

RNA Polimeraz | RpoCLF | TGG GGH GAA AGN ACA YTN CCT AA 59.3 Rantala vd,

C1 (rpoCl) RpoCLR | GCA AAN CGT CCN CCATCY AAY TGBA | 625 2004

Zl'tkgi'i?’tae’;:” Bo | pepr GGCTGCTTGTTTACGCGACA 60.5 Neilan,

(cpch) PCaR CCAGTACCACCAGCAACTAA 58.4 2002

3.9 Klonlama islemleri

3.9.1 Alci hiicre hazirlanmasi

Alic1 (kompotent) hiicreler Inoue metodunda anlatildig: gibi hazirland1 (Sambrook ve

Russell, 2001). Bunun igin -80°C’de stoklanmis olan E.coli DH5-a hiicreleri LB agar

besiyerine ¢izgi ekim yontemi ile ekildi ve gece boyu 37°C’de inkiibasyona birakildi.

Ertesi sabah petriden tek bir koloni alinarak 25 ml LB siv1 besiyerine aktarildi. 200

46




rpm hizla ¢alkalanan bir inkiibatorde 37°C’de 8 saat boyunca inkiibasyona birakildi.
Bu strenin sonunda bu kultirden, 3 farkli 250 ml SOB besiyerine (1 litrelik erlen
icerisinde) sirasiyla 2 ml, 4 ml ve 10 ml aktarildi. Bu yeni kultirler 80 rpm hizda
calkalanan bir inkiibatérde 18°C gece boyu (16-20 saat) inkiibasyona birakildi. Ertesi
sabah herbir kalturin yogunlugu spektrofotometrik olarak oOl¢uldi (600 nm
absorbans). Absorbans 0.55’¢ ulasincaya kadar her 45 dakika da bir kiiltiir
yogunluklar1 olgiildi. Kiiltiir yogunlugu 0.55°¢ ulasan kiiltiir hemen buza alindi.
Diger 2 kiiltiir iptal edildi. Bu asamadan sonraki biitiin ¢ozeltiler sogutulmus ve
biitiin basamaklar +4°C’de yiiriitiilmiistiir. Istenen diizeyde gelismis olan bu Kiiltiir
2500xg’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildii ve besiyeri fazi
uzaklastirildi. Cokelti halindeki hicreler bir miktar Inoue tamponunda hafifce
calkalanarak stispanse edildi ve iki steril tiipe paylastirildi. Her iki tipiin hacmi Inoue
tamponu ile 40 ml’ye tamamlandi. Tupler 2500xg’de +4°C’de 10 dk. santrifiij edildi,
Inoue tamponu uzaklastirildi. Bir miktar Inoue tamponunda hiicreler calkalanarak
sispanse edildi, tek tiipte toplandi ve Inoue tamponu ile hacim 20 ml’ye tamamlandi.
Alic1 hiicre siispansiyonuna 1.5 ml dimetil silfoksit (DMSO-Serva) eklenerek 10
dakika buzda bekletildi. Stispansiyon her birinde 1 ml olacak sekilde steril eppendorf
tiiplere paylastirildi, sivi azotta donduruldu ve -80°C’de saklandi.

3.9.2 Ligasyon

Ligasyon reaksiyonlari i¢cin “pGEM-T Easy Vector Systems” (Promega) kullanildi ve
ligasyon islemleri {iretici firma tarafindan Onerilen prosediire gore yapildi

(Anonymus-5: www.promega.com/protocols/).

Ligasyonu yapilacak olan DNA bolgesi Pfu DNA polimeraz kullanilarak
cogaltildi. PCR iriinleri %2.5’lik agaroz jelde 1 saat yurutildu. Ligasyonda
kullanilacak mcyB gen bolgesini ¢ogaltimi islemleri Bolim 3.8’de anlatildigi gibi
geceklestirildi.

PCR drinlerinin saflastirmasi

PCR urdnlerinin saflagtirma igleminde jel ekstraksiyon kiti (Sigma-Aldrich)
kullanildi ve iiretici firma tarafindan Onerilen prosediire gore yapildi. GenElute
Binding kolon, 2 ml’lik toplama tlplne yerlestirildi. 500 pl colon preparation
cozeltisi eklendi ve 1 dakika santrifiij edildi. Alttaki sivi dokiildi. PCR iiriinii kolona
aktarildi ve 1 dk santrifiij edildi. Alttaki sivi dokiildii. 700 pl yikama ¢ozeltisi
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eklendi. Tekrar 1 dakika santrifiij edildi. Alttaki sivi dokiildi. Kalinti etanolin
uzaklagtirllmasi i¢in tekrar 1 dakika santrifiij edildi. Kolon yeni bir ependorfa
aktarildi. 50 pl Elution ¢ozeltisi kolon membranin merkezine eklendi, 1 dakika oda
sicakliginda bekletildi ve 1 dakika santrifiij edildi. TUp icine gecen DNA c¢ozeltisi
-20°C’de saklandi.

DNA miktar tayini

Saflastirilan PCR iiriinii ve 100 baz ¢ifti DNA markerdan (Bioline) 1’er pl alindi,
1 ul 5X yiikleme tamponu ile 3 pl saf su DNA orneklerine eklendi. %2,5’1ik agaroz
jele yuklendi, 70 mA’de 1 saat yiiriitiildii. Ardindan UV 1s1k altinda goriintiilenerek
yogunlugu bilinmeyen saflastirilan PCR iriiniinin miktari, DNA markirindaki

yogunluklar1 bilinen fragment bandlari ile karsilastirilarak belirlendi.

Kor uclu DNA fragmentinin yapiskan uclu DNA fragmentine doniistirilmesi

Saflagtiritlan PCR iiriinii, Pfu DNA polimeraz kullanilarak ¢ogatildigindan ve Kor
u¢lu oldugundan dolayi, fragmentlerin 3’ ucuna Adenin niikleotiti eklenerek A
yapigkan uglar1 olusturuldu. Yapiskan u¢ olusturma islemi, “pGEM-T Easy Vector
Systems” (Promega) (Anonymus-5: www.promega.com/protocols/) Uretici firma

tarafindan Onerilen prosediire gore yapildi.

Saflagtirilan PCR {irlinlinden 1-7 pl alindi. 1 pl Taqg DNA polimeraz 10X
reaksiyon tamponu ile MgCl. eklendi (Sigma-Aldrich). Son konsantrasyonu 0.2 mM
olacak sekilde dATP ilave edildi. 5 unite Tag DNA polimeraz enzimi eklendi. Son
hacim 10 pl’ye tamamlandi ve 70°C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. Bu islemle 3’
uglarina A eklenmis fragment karisgiminin 1-2 pl’si, ligasyon reaksiyonu igin
kullanildi.

Ligasyon reaksiyonu

Ligasyon reaksiyonunda kullanilacak DNA fragment miktar1 asagidaki formiile gore

hesaplandi (Anonymus-5: www.promega.com/protocols/).

vektor (ng) x insert bilyikligi (kb) N nsert
vektor biiyikligii (kb) vektor

msert (ng) = molar orant

Vektorden 50 ng kullanildi. Ligasyon reaksiyonlart i¢in 1:1, 1:3, ve 3:1
insert/vektor molar oranlar1 kullanilarak ii¢ farkli ligasyon karisimi hazirlandi. Her
tlipe 3 unite T4 DNA Ligaz, 5 ul T4 DNA ligaz tamponu, 1 ul pGEM-T Easy vektor,

degisen oranlarda PCR drint eklendi. Son hacim deiyonize su ile 10 pl’ye
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tamamlandi. Reaksiyon karigimi pipetle karistirildi ve +4°C’de gece boyu ligasyona
birakildi. Tipik bir ligasyon isleminde kullanilan reaksiyon karisimlar1 Cizelge 3.6°da

verilmektedir.

Cizelge 3.6. Ligasyon reaksiyonu

Standart Reaksiyon . )
Reaksiyon Bilesenleri (insert:vektor) Pozitif Negatif
31 11 13 Kontrol | Kontrol
2X Rapid Ligasyon Buffer 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
pGEM®-T Easy Vector (50 ng) 1l 1l 1l 1l 1l
PCR Urunu (insert) x x X ul
Kontrol insert DNA - - - 2 ul
T4 DNA Ligaz (3 unite/pl) 1l 1l 1l 1l 1pl
Son hacmi 10- u.l’ye o x x x 1pl 3ul
tamamlamak igin deiyonize su

3.9.3 Transformasyon

Transformasyon islemi, “pGEM-T Easy Vector Systems” dretici firmasinin
(Promega) onerdigi prosediire gore yapildi. Alict hiicrenin buz {izerinde ¢dzinmesi
beklendi. Gece boyu +4°C’de bekletilen ligasyon karisimi santrifiij edildi. 100 pl
alic1 hiicre (E.coli DH5-a)) ve 5 pl ligasyon karigimi, buz iizerinde 1.5 ml’lik steril
ependorflara transfer edildi. Hafifce el ile vurularak karigtirildi. 20 dk buz (izerinde
inkiibasyona birakildi. 42°C’de 45-50 sn 1s1 sokuna maruz birakildi. Ardindan 2 dk
buzda bekletildi. Steril SOC besiyerinden 900 pul eklendi. Ligasyon karigimlart 1,5
saat boyunca 37°C’de 150 rpm hizda g¢alkalanan bir inkiibatore yerlestirildi. Bu
sirenin sonunda transformasyon kulttrinden 100 pl alinarak, 100 pg/ml ampisilin
iceren kati LB besiyerine yayma ekim yontemi ile ekildi, geceboyu 37°C’de

inkiibasyona birakild1.

3.9.4 Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu igin belli sayida izole transformant koloniler (klonlar), steril
kirdan ile alinarak 50 pg/ml ampisilin iceren LB broth besiyerine inokile edildi.
Klon secimi rastgele yapildi. Kultlr galkalayici inkiibatorde 250 rpm hizda 37°C’de
geceboyu inkiibasyona birakildi. Plazmit izolasyonunda GenElute HP Plasmid
Miniperep Kit (Sigma-Aldrich) kullanildi ve islemler {iretici firma tarafindan

Onerilen prosediire gore yapildi.
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3 ml hicre kultirt 12000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklagtirildi. 200 pl RNAaz ilaveli restispansiyon ¢ozeltisi iginde silispanse edildi.
Pipetleme ve vorteks ile karisim homojen hale getirildi. 200 pl lizis tamponu eklendi,
6-8 defa altiist edildi. 350 pl nétralizasyon/binding tamponu eklendi, 4-6 defa hafifce
altust edildikten sonra 12000xg’de 10 dk santrifiij edildi. Slpernatant plazmit
DNA’s1 tagimaktadir. Diger yandan kolon preparasyonu igin bir eppendorf tipe
yerlestirilmis kolona 500 ul kolon preparasyon ¢ozeltisi eklenip 12000xg’de 1 dk.
santrifiij edildi ve tlipe gecen sivi uzaklastirildi. Sonra plazmit DNA’simi1 igeren
stipernetant kolona transfer edildi, 12000xg’de 1 dk. santrifiij edildi ve tlipe gegen
stvi uzaklastirildi. Yikama soliisyonu I’den 500 pl alinarak kolona eklendi.
12000xg’de 1 dk. santrifiij edildi. Alttaki s1v1 uzaklastirildi. Yikama soliisyonu II’den
750 ul alinarak kolona eklendi ve 12000xg’de 1 dk santrifij edildi. Alttaki sivi
uzaklastirildi. Kolon tekrar 12000xg’de 1 dk santrifiij edildi. Yikama islemi
tamamlanmis kolanlar steril bir ependorf tlpe transfer edildi, 50 pl ultra saf su
eklendi ve oda sicakliginda 1 dk bekletildi. Sonra kolon igerisindeki DNA’nin su ile
birlikte tipe ge¢mesi icin 12000xg’del dk. santrifiij edildi. Kolon uzaklastirildi ve
tip icindeki plazmit DNA’s1 -20°C’de saklandi.

3.95 RE analizi

5 wl plazmit DNA’s1, 2 ul 10X EcoR1 tamponu (Thermo Scientific), 1 ul EcoR1
enzimi ependorf tlipe eklendi. Son hacim ultra saf su ile 20 pl’ye tamamlandi.
37°C’de 2 saat inkibe edildi. Ardindan %2,5’1ik agaroz jele yiklenerek 70 mA’de
fragmentler yeterince ayrilana kadar yirdtildu. Jel igerisindeki DNA fragmentleri

UV 1sik (Vilber Lourmat) altinda gorinttlendi.

3.10 Agaroz Jel Elektroforezi ve PCR Uriinlerinin Yiiklenmesi

PCR iiriinlerini ayirmak igin %2.5’lik agaroz (Sigma-Aldrich) jel kullanildi. Agaroz
jel elektroforez ¢alismalarinda 1X TBE tamponu kullanildi.

%2,5’1ik jel hazirlanirken, 1.25 gr agaroz, 50 ml 1X TBE tamponu icerisinde
alev Uzerinde hafifce calkalanarak homojen bir goriintii alincaya kadar isitilarak
eritildi. Erimis agarozun sicakligi 50-55°C’ye diistiigiinde 2.5 ul etidyum bromiir

(stok konsantrasyonu 10 mg/ml, son konsantrasyonu ise 0.5 pg/ml) ilave edildi.

50



Temiz ve kuru jel kabma yiikleme kuyucuklarinin olugmasi igin uygun tarak

yerlestirildi. Ardindan jel, jel kabina dokildu ve sogumaya birakildi.

Sogumus ve katilasmis jel, tarak ve tikaclar1 ¢ikarilarak 1XTBE iceren
elektroforez tanki igine yerlestirildi. Sonra 4 pl PCR drind 1 pl 5X yikleme
tamponu (Bioline) ile karstirildi ve kuyucuklara yiiklendi. PCR iiriinlerinin
biiyiikliigiiniin tespiti i¢in ise 3 pl 100 bp marker ilk kuyucuga ytiklendi. DNA, 70

mA’de yaklasik 1 saat veya fragmentler yeterince ayrilincaya kadar yarutalda.

Elektroforez esnasinda jel i¢inde bulunan etidyum bromir ile boyanan DNA,
transilluminator (Vilber Lourmat) kullanilarak UV 1s1k altinda gozlendi ve

fotograflar ¢ekildi.

3.11 DNA Dizi Analizi

Agustos ay1 ve Eyliil ayina ait elde edilen mcyB klonlardan toplam 25 klon secilerek
ticari servis saglayiciya (Macrogen Europa) dizilettirildi. Ayrica Agustos ayima ait
rpoC1 ve cpcBA (fikosiyanin) genleri rastgele klonlandi. Bu klonlardan, 15 klon
rpoCl’den 15 klon ise cpcBA’dan secilerek toplam 30 klon Macrogen Europa
dizilettirildi. Dizilettirilen bu DNA dizileri Mega6 paket programi (Tamura vd, 2013)
kullanilarak filogenetik analizlere tabi tutuldu. Dizilerin benzerlik ve farkliliklari
PHYDIT paket programi (Anonymus-6: http://plaza.snu.ac.kr/jchun/phydit)

kullanmlarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1 Arastirma Alam Orneklerinin Alinmasi ve Bakteriyel Kommunite
Elemanlariin Hasati

Akgol goliinden kiyrya bitisik bolgeden belirlenen istasyonundan yaklasik 20 cm
derinden steril pet 6rnek kaplarina 1-2 L miktarda su 6rnegi alindi. Ornekler 2015
yilt Temmuz, Agustos, Eyliil, Ekim ve Kasim; 2016 y1l1 Ocak, Mart, Nisan, Mayis ve
Haziran aylar1 olmak tizere 10 aylik bir donemi kapsamistir. Su 6rneklerinin alindigi
Akgol goliiniin farkli aylardaki goriiniimii Sekil 4.1°de verilmistir. Ornek alimi
sirasinda  6rnek alma noktasindaki su sicakliklar1  Olgildi  (Cizelge 4.1)
Siyanobakterilerin avantajli hale gegtigi sicaklik derecelerinin haziran, temmuz,
agustos ve eyliil aylarinda saglandigi goriilmektedir. Ayrica mayis ve ekim aylarinda
da nispeten gelismeyi destekleyici sicaklik degerlerinin  mevcut oldugu

anlasilmaktadir.

Cizelge 4.1. Ornek alma zamanlarindaki su sicakliklar:

Ay Tarih Su Sicakligi
Temmuz 23.07.2015 28°C
Agustos 20.08.2015 24°C
Eylul 29.09.2015 25°C
Ekim 26.10.2015 18°C
Kasim 27.11.2015 14°C
Ocak 12.01.2016 11°C
Mart 24.03.2016 13°C
Nisan 18.04.2016 17°C
Mayis 29.05.2016 18°C
Haziran 26.06.2016 32°C

Su 6rnekleri araziden dogruca laboratuara getirilerek hiicrelerin hasat islemleri
ayni giin i¢inde gerceklestirildi. Bakteri hiicrelerini igeren su Ornekleri, fenol
varliginda eriyen 0,45 um por capina sahip Supor (Pall Corporation) filtreler
kullanilarak siiziilerek bakteri komiinitesinin hasat islemi gergeklestirildi (Bakiniz
Bolim 3.4). Siyanobakteriyel liremenin daha fazla oldugu aylarda alinan &rneklerinin
belli bir filtreden suzilme hacminin azaldig: belirlenmistir. Dolayistyla siyanobakteri

komiinite yogunlugunun az oldugu aylarda belli bir filtreden siiziilebilen 6rnek su
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miktar1 daha fazla olmustur. Belli bir su 6rneginden birden fazla filtre kullanilarak
birden fazla hasat yapilmistir. Herbir filtreden ne kadar su 6rneginin siiziildiigli daha
sonra PCR tarama yonteminin giiciiniin ifade edilmesi i¢in kullanilmak {izere

kaydedilmistir.

Sekil 4.1. Aragtirma alanina ait goriintiiler.1: Temmuz 2015, 2: Agustos 2015, 3:
Eylul 2015, 4: Ekim 2015, 5: Mart 2016, 6: Haziran 2016

Bakteri hucre kitlesini bulunduran filtre klgik parcalara kesilerek 1,5 ml
Eppendorf tiiplere yerlestirilmis, daha sonra cevresel DNA izolasyonunda

kullanilmak tizere -20°C veya -80°C’de saklanmustir.
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4.2  Siyanobakteriler icin PCR Tarama Gucunin Optimizasyonu

Bu ¢alismada, aragtirma alaninda toksin iireten siyanobakteri komiinitesi hedef gen
bolgeleri, PCR ¢ogaltim yontemiyle taranmistir. Bunun i¢inde 6nceden tasarlanmis
toksin genleri, siyanobakteriyel evrensel 16S rRNA geni, rpoC1 ve cpc genleri igin
Ozgiil primer g¢iftleri kullanilmistir (B6lim 3.8, Cizelge 3.5). PCR taramanin temel
mantig@1 belli bir grup igin spesifik olan bir gen bolgesi ¢ogaltilabiliyorsa ilgili
organizmanin da ¢evresel DNA’nin ¢ogaltildigi 6rnek i¢inde mevcut oldugudur.
Belli bir gen bolgesinin ¢ogaltilabilmesi i¢in ilgili ¢evresel drnek icerisinde kag
hiicrenin, dolayisiyla ka¢ genomun olmasi gerektiginin belirlenmesi PCR tarama
gucunin belirlenmesi i¢in dnemlidir. Gerekli minimum hiicre sayisi, kiiltiirde (veya
cevresel ornekte) bulunan hiicrelerin ne kadarinin genomunun izole edilebildigine,
izole edilen genomlarin parcalanma oranina, PCR ¢ogaltiminda kullanilan enzimlerin
ve diger ajanlarin 6zelligine ve ¢evresel DNA ic¢inde bulunan olasi inhibitorlerin
etkisine bagli olarak degisecektir. Bu ¢alisgmada PCR tarama giiciinii belirlemek
lizere standart sus Synechocystis sp. PCC6803 saf kiiltiirleri kullanildi. Bu kulttrden
20 ml alinarak BOlUm 3.6’da anlatildigi gibi genomik DNA izolasyonu yapildi.
Genomik DNA izolasyonu yapilan saf kiiltiirin 1 ml’sindeki hiicre sayisi
mikroskobik sayim yontemleri ile belirlendi (Bolim 3.5). DNA izolasyonu amaciyla
kullanilan kiiltiirdeki her bir hiicrenin genomunun basarilt bir sekilde izole edildigi
varsayllarak, genomik DNA stokunun belli bir hacminde ka¢ genom bulundugu

hesaplandi.

Synechocystis sp. PCC6803 saf Kkiiltiiriiniin 1 ml’sinde 2.5x10° hiicre
bulundugu belirlendi. 20 ml kiiltiirdeki hiicre sayis1 ve dolayisiyla genom sayisi da
5.0x10" olarak hesaplandi. Elde edilen genomik DNA 50 pl TE igerinde
¢oziilmiistiir. Sonucta 50 pl genomik DNA stokunun 1 pl’sinde 1.0x10° genom

olmas1 gerektigi hesaplanmstir.

Molekdiler tarama guciniin optimizayonun da siyanobakteri spesifik evrensel
16S rRNA geni primer ¢ifti (CYAL06F ve CYAT781R, Cizelge 3.5) kullanilarak 16S
rDNA amplikonlar1 elde etme ¢alismalan yiiriitiildii. Oncelikle saf kiltirden elde
edilen genomik DNA kalip olarak kullamilarak PCR amplifikasyonunun
optimizasyon calismalar1 gerceklestirildi. Bu c¢alismalarda, kalip DNA miktari,
primer miktari, enzim miktari, annealing (baglanma) sicakligt ve MgCl2

konsantrasyonunun optimizasyonlar1 yapildi. Optimum sartlar belirlendikten sonra
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PCR iirlinliniin elde edilebildigi en diisikk kalip DNA miktarinin belirlenmesi
caligsmalar yiiriitiildii. Genomik DNA stoku belli oranlarda sulandirilarak kalip DNA
olarak kullanildi. Her bir sulandirilmis kalip DNA’dan amplifikasyon yapilirken
farkli konsantrasyonlarda MgCl, eklenerek farkli PCR ¢ogaltim islemleri de
gerceklestirildi. Orijinal kalip DNA stoku sirastyla 107, 102, 10 ve 10 oraninda
sulandirildi ve her bir PCR reaksiyon tipune 1 ul eklendi. Bu denemelerde PCR
{iriiniiniin elde edildigi son seyreltme degeri 10~tiir. Daha fazla seyreltilmis (107
kalip DNA kullanildiginda amplifikasyonun gerceklesmedigi belirlendi. Sekil 4.2°de
Synechocystis sp. PCC6803 susunun farkli oranlarda sulandirilmis genomik
DNA’sinin 16S rRNA gen bolgesinin PCR c¢ogaltim {iriinlerinin agaroz jel

elektrororez goruntisu gorilmektedir.

Bu sonuglara gore taranabilen minimum genom miktar1 asagidaki gibi

hesapland:
Enaz genom sayisi(pl) = (Orijinal stoktaki genom say1s1/50) / (seyreltme orani)
Enaz genom say1s1 = (5x107/50)/103=10°% genom.

Boylece bu ¢alisgmada PCR ile taranabilen minimum siyanobakteri genom sayisi

1000 genom olarak belirlendi.
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700 bg
300 bg
300 b
100 bg
100 bg
700 bg
700 bg
300 bg 300 be
100 bg 100 bg
700 be Meby
300
300 bg A

Sekil 4.2. Farkli kalip DNA seyreltme oranlarinda gozlenen siyanobakteriyel 16S
rDNA ¢ogaltim iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. (a) 107 (b)
2 x 102 ve (c) 107 seyreltilmis kalip DNA ile amplifikasyon sonucu elde
edilen PCR iriinleri. Beklenen amplikon biiyiikligii 700 bg. M, 100 bg
DNA marker (belirteci) (Bioline); yol 1, 1 mM; yol 2, 2 mM; yol 3, 3
mM; yol 4, 4 mM; yol 5, 5 mM; yol 6, 6 mM MgCl> iceren PCR
reaksiyonlart.
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4.3  Cevresel DNA Izolasyonu

Cevresel su 6rneginden filtrasyonla hasat edilen canli kiitle icinde ¢ok farkli gruplara
ait hiicreler mevcuttur. Bu hiicrelerin her birinin genomik DNA’sin1 tek bir yontemle
izole etmek beklenen bir durum degildir. Bu calismada siyanobakteri kommiinitesi
hedef alindigindan siyanobakteriyel DNA’nin ¢evresel 6rneklerden elde edilebildigi
etkin bir yontem tercih edilmistir (Giovanni vd, 1990). Bu yontem kullanilarak
filtreden stzilen gevresel orneklerin DNA’lar1 Bolim 3.7°de anlatildigi gibi izole
edildi ve 1X TE iginde cozllerek -20°C’de saklandi. Cevresel orneklerden elde
edilen genomik DNA’lar % 0.7’lik agaroz jelde yiiriitiildi ve UV 1sik altinda
gorintilendi. Sekil 4.3’de ¢alisma yapilan aylara ait ¢evresel DNA’larin jel
gorlintiisii  gorilmektedir. Sonugta PCR reaksiyonlarinda kalip DNA olarak
kullanilabilecek miktarda genomik DNA izolasyonunun gergeklestirildigi sonucuna
varildi. Bu ¢evresel DNA’lar siyanobakteriyel indikatér gen bolgelerinin ¢ogaltimi

islemlerinde kullanildi.

Sekil 4.3. Farkli aylara ait cevresel Orneklerden elde edilen gevresel genomik
DNA’larin agaroz jel elektroforez goriintiisi. M, A DNA/EcoR1
belirtecleri (Thermo Scientific); yol 1-10 sirasiyla Temmuz, Agustos,
Eylill, Ekim, Kasim 2015, Ocak, Mart, Nisan, Mayis, Haziran 2016
aylarinda elde edilen ¢evresel DNA. Her bir kuyucuga 50 ul stoktan 2 pl
DNA yiiklenmistir.
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43.1 Su Orneklerinde 16S rDNA Ozgiil Primerleri Kullanilarak
Siyanobakteri ve Microcystis spp SuslarininTaranmasi

DNA tabanli tespit metotlart duyarli, hizli ve spesifik olmasi nedeniyle
mikrorganizmalarin herhangi bir Ornekte taranmasinda yaygmlik kazanmistir.
Molekiiler ~ yontemler  organizmanin  kiiltiiriine  gerek  kalmadan  veri
uiretilebildiginden, mikrobiyal c¢esitlilik ve aktivite calismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu baglamda siyanobakterilerin de varligini belirlemek iizere gruba
6zel DNA bolgelerinin gogaltim1 yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir. Toksik ve
toksik olmayan siyanobakterilerin tespiti icin molekuller yontemler kullanilarak
yapilan yayinlarin sayisi da hizla artmaktadir (Pearson & Neilan, 2008; Cheung vd,
2013; Corbel vd, 2014 ). Bu teknik ayrica suslarin taranmasi ve gevresel orneklerde
diger genlerin kodladigi metabolitlerin  varligmmin  belirlenmesi  i¢in  de
kullanilmaktadir. Toksin genlerinin dizilerinin bilinmesi, primerlerin tasarimini ve
miktarlar diisiik bile olsa dogal o6rneklerdeki toksin iireten tiirlerin tanimlanmasini

saglamistir.

Siyanobakterilere 6zgli 16S rDNA bdlgelerinin ¢ogaltimi i¢in 6zgiil primerler
tasarlanmis ve bu grubun belli bir ¢evresel 6rnek igindeki varliginin belirlenmesi
amactyla PCR islemlerinde kullanilmistir (Rinta-Kanto vd, 2005). Bu c¢aligmada su
orneklerinde siyanobakteri varliginin belirlenmesi i¢in Niibel vd (1997) tarafindan
tasarlanmis CYAI106F ve CYA781R primerleri kullanilmistir. Ayrica hedef
siyanobakteri grubu olarak Microcystis spp. i¢in tasarlanmis 16S F1 ve 16S R1
primerleri (Noneman & Zimba, 2002) ile PCR ¢ogaltimi1 gereklestirilmistir (Primer
dizileri icin bakiniz B6lum 3.8 ve Cizelge 3.5).

Arastirma alanindan alinmis su 6rneklerinden izole edilen genomik DNA kalip
olarak kullanilarak siyanobakteriyel evrensel 16S rRNA primerleri ve Microcystis
16S rRNA primerleri kullanilarak PCR taramasi yapildi. Boylece ilgili aya ait 6rnek
icinde herhangi bir siyanobakteri susunun ve herhangi bir Microcystis susunun temsil

edilip edilmedigi belirlendi.

Siyanobakteri spesifik 16S rRNA bdlgesinin  PCR amplifikasyonunda,
oncelikle kalip DNA ve MgCl, konsantrasyonu optimizasyon denemeleri yapildi.
Tum primerlerin konsantrasyonlart 100 pmol/pl olarak kullanildi. PCR isleminde
Invitrogen firmas tarafindan iiretilen Tagq DNA polimeraz enzimi kullanildi. Uretici

firmanin 6nerdigi miktar olan 10 pM primer konsantrasyonu kullanildi.
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Oncelikle MgCl, konsantrasyonu optimize edildi. Bunun igin 1, 2, 3, 4, 5 mM
MgCl, konsantrasyonlar: denendi. Cevresel orneklerden elde edilen 2 pl DNA ise
sulandirilmadan kalip olarak kullanildi. En etkili MgCl, konsantrasyonun ise 2-4 mM
araliginda oldugu belirlendi. Daha sonra net bantlar elde etmek ve minimum DNA ile
PCR taramasi yapmak igin kalip DNA 107?, 102, 2x10%, 10 ve 10* oranlarinda
sulandirildi. Her sulandirma islemi i¢in de 1, 2, 3, 4 ve 5 mM araliginda MgCl;
optimizasyonu islemi yapildi. Optimum sonucun ise 2x107 kalip DNA sulandirmasi
ve 4 mM MgCl; konsantrasyonunda elde edildigi belirlendi. 10~ sulandirilan kalip
DNA’da PCR sonucunda drin gozlenmedi. Cevresel genomik DNA stok
konsantrasyonuna bagli olarak her bir ay i¢in optimum genomik DNA kalip orani
belirlendi. Bu denemelere dayanarak tim aylarda siyanobakteri spesifik 16S
rRNA’nin PCR amplifikasyonlarinda 2x102 oraninda sulandirilan gevresel DNA
kalip olarak kullanildi. PCR amplifikasyon denemelerinin sonucunda haziran,
temmuz, agustos, eyliil ve ekim aylarinda Akgol gélunde siyanobakterilerin mevcut
oldugu belirlendi. Sekil 4.4’de siyanobakteriyel 16S rRNA gen bolgesine ait PCR

amplifikasyon Grlnlerinin jel elektroforezi gorintlsu gorilmektedir.

Kasim, ocak, mart, nisan ve mayis ay1 ¢evresel DNA stoklar1 sulandirilmadan
ve 107 oraninda sulandirilarak kalip olarak kulanilmasina ve ayrica diger aylarda
oldugu gibi MgCl, konsantrasyonu 1-5 mM araliginda degistirilmesine ragmen PCR
iriinii elde edilemedi. Bu sonu¢ bu aylarda ornek aliman su tabakasinda,
uyguladigimiz tarama yontemi ile belirlenebilecek miktarda siyanobakteri hiicresinin

bulunmadigini gostermektedir.
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700 be

S00b 700 bg
M 500 bg
:gg :‘? 400 be
¢ 300 bg
200 b(} 200 b9
100 be 100 bg

Sekil 4.4. Cevresel DNA kalip olarak kullanilarak siyanobakteri spesifik 16S rRNA
gen bolgesinin PCR amplifikasyonunun agaroz jel elektroforez goruntisu.
Aylara ait sonuglar 6rnek alma sirasia gore jele yiiklenmistir. M, 100 bg
Marker (belirteg) (Bioline). Yol 1-10 sirasiyla temmuz, agustos, eyliil,
ekim, kasim, ocak, mart, nisan, mayis, haziran aylarindan elde edilen 16S
rDNA PCR sonuglari. Elektroforez ortami olarak %?2.5°lik agaroz jel
kullanilmistir. Amplikon biiytikliigii 700 bg.

Ornek alman aylara ait ¢evresel DNA orneklerinde Microcystis Gyelerinin
mevcudiyeti de Microcystis spesifik 16S rDNA primerleri kullanilarak tarandi.
Microcystis spesifik 16S rRNA gen bolgesinin PCR amplifikasyonunda kalip DNA
ve MgCl: konsantrasyonu yukarida anlatildigi gibi optimize edildi. Bunun igin 1, 2,
3, 4 ve 5 mM MgCl: konsantrasyonlar1 denendi. Bu islem sirasinda kalip DNA
oncelikle sulandirilmadan PCR islemi yiiriitiildi. En etkili MgClz konsantrasyonunun
2-4 mM araliginda oldugu belirlendi. Daha sonra ise daha net DNA bantlar1 elde
etmek ve minimum kalip DNA oranini belirlemek i¢in PCR taramas1 gergeklestirildi.
Su 6rnegi alinan tiim aylarda elde edilen ¢evresel DNA 10 ve 102 oraninda
sulandirildi. Her bir sulandirma iglemi i¢in de 1-5 mM araliginda MgCl;
konsantrasyonu denendi. MgCl. konsantrasyonu ic¢in optimum sonucun 4 mM
oldugu belirlendi. Kalip DNA optimizasyonunda ise temmuz ve haziran aylarinin
kalip olarak kullanildig1 ¢evresel DNA 107 oraninda sulandirilarak kullamldiginda
en iyi sonucu verdigi goriildii. Temmuz ve haziran aylarindan elde edilen gevresel
DNA’nin 10?2 sulandirilarak kalip DNA olarak kullamldiginda PCR iiriiniiniin
olusmadigi gozlendi. Agustos, eylil ve ekim aylarinda elde edilen ¢evresel DNA igin
ise 102 oraninda sulandirilmis ¢evresel DNA nin optimum sonug verdigi belirlendi.
Sekil 4.5’de Microcystis 16S rRNA gen bolgesine ait PCR drinlerinin jel
elektroforez gorintisu verilmektedir.
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Sekil 4.5. Cevresel DNA kalip olarak kullanilarak Microcystis spesifik 16S rRNA
gen bolgesinin PCR amplifikasyonunun agaroz jel elektroforez gorintdsu.
Aylara ait sonuglar 6rnek alma sirasina gore jele yiikklenmistir. M, 100 bg
Marker (belirteg) (Bioline). Yol 1-10 sirasiyla temmuz, agustos, eyliil,
ekim, kasim, ocak, mart, nisan, mayis, haziran aylarindan elde edilen 16S
rDNA PCR sonuglari. Elektroforez ortami olarak %2.5’lik agaroz jel
kullanilmistir. Amplikon biiytikligi 508 be.

Kasim, ocak, mart, nisan ve mayis aylarinda elde edilen ¢evresel DNA ig¢in ise
hem gerekli MgCl, optimizasyonu (1-5 mM araligi) yapilmasina ve hem de
sulandirilmamis ve 107 oraninda sulandirilmis kalip DNA kullanilmasina ragmen

PCR islemi sonucunda iiriin elde edilemedi.

4.3.2 Su o6rneklerinde mcyB ve mcyD ozgiil primerleri kullamlarak toksigenik
Microcystis spp suslarimin taranmasi

Siyanotoksin biyosentez genlerini hedef alan PCR ¢ogaltim teknigi, su kaynaginda
bulunan toksigenik siyanobakteri popiilasyonlarmin belirlenebilmesi i¢in hizli ve
duyarli bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. Toksin genlerinin dizilerinin bilinmesi,
spesifik primerlerin tasarimini ve miktarlar diisiik bile olsa dogal 6rneklerdeki toksin
ureten tirlerin tanimlanmasini saglamistir (Kaushik & Balasubramanian, 2013). Bu
caligmada Rinta-Kanto vd (2005) tarafindan Microcystis toksin geni mcyB igin
tasarlanmis mcyB 2959F ve mcyB 3278R primerleri ve mcyD geni igin tasarlanmis
mcyD F2 ve mcyD R2 primerleri kullanilarak bu iki gen bogesinin amplifikasyonu
caligmalar yiiritiildii (Primer dizileri ig¢in bakimiz Bolim 3.8 ve Cizelge 3.5 ). Bu
gen bolgelerinin ¢oglatilabilir olmas1 ilgili ¢evresel 6rnekte toksigenik Microcytis

spp. suslarmin varhigmin bir gostergesi olarak kabul edildi.
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Oncelikle Microcystis’e ait mcyB gen bolgesinin PCR amplifikasyonu
yuratuldd. Bunun igin yukarida bahsedilen diger genlerin ¢ogaltiminda oldugu gibi
kalip DNA ve MgCl2 optimizasyon deneyleri yapildi. Cevresel drneklerden elde
edilen kalip DNA baslangicta sulandirilmadan kullanildi. Haziran, temmuz, agustos,
eylil ve ekim aylarina ait ¢evresel DNA kullanildiginda spesifik PCR f{iriinleri elde
edildi. Daha sonra cevresel DNA ornekleri 10 oraninda sulandirildi ve PCR
cogaltimi ile daha net ¢ogaltim iriinleri olusumu saglandi. Daha fazla sulandirma
oraninda herhangi bir amplikon elde edilemedi. Siyanobakteriyel evrensel 16S rDNA
cogaltimi olmadiginin bilinmesine ragmen yine de kasim, ocak, mart, nisan ve mayis
aylarinda elde edilen ¢evresel DNA icin gerekli MgCl, ve kalip DNA
konsantrasyonu optimizasyonlar1 yapilarak deneyler yirGtildu ve beklentiye uygun
olarak PCR g¢ogaltim Urini elde edilemedi. Sekil 4.6’da Microcystis mcyB gen
bolgesine ait PCR drunlerinin agaroz jel elektroforez gorintust gorilmektedir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

400 bg 400 be
300 be 300 bg
200 bg 200 bg
100 bg 100 bg

Sekil 4.6. Cevresel DNA kalip olarak kullanilarak Microcystis spesifik mcyB gen
bolgesinin PCR amplifikasyonunun agaroz jel elektroforez gorintisu.
Aylara ait sonuglar 6rnek alma sirasina gore jele yiikklenmistir. M, 100 bg
Marker (belirteg) (Bioline). Yol 1-10 sirasiyla temmuz, agustos, eyliil,
ekim, kasim, ocak, mart, nisan, mayis, haziran aylarindan elde edilen
mcyB gen bdlgesi PCR sonuglari. Elektroforez ortami olarak %2.5°lik
agaroz jel kullanilmigtir. Amplikon biiyiikligii 320 bg.

Microcystis’e ait mcyD gen bolgesinin PCR amplifikasyonu da mcyB gen
bolgesi gibi ayni sekilde yiiriitiildii. Kalip DNA ve MgCl, optimizasyon deneyleri
yapildi. Cevresel oOrneklerden elde edilen kalip DNA ise ilk denemede
sulandiriimadan kullanildi. Daha sonraki denemelerde ise 10 oraninda sulandirildi.
Haziran, temmuz, agustos, eyliil ve ekim aylarina ait ¢cevresel DNA o6rneklerinden
PCR gogaltim drunleri elde edildi. Kasim, ocak, mart, nisan ve mayis aylarinda elde

edilen cevresel DNA ic¢in ise mcyB icin uygulanan ayni islemler uygulandi ancak
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herhangi bir ¢ogalim iirlinii elde edilemedi. Sekil 4.7°de Microcystis mcyD gen
bolgesine ait PCR amplifikasyon urunlerinin jel goruntust gorilmektedir.

400 b 400 bg
300 be 300 bg
200 bg 200 bg
100 be 100 be

Sekil 4.7. Cevresel DNA kalip olarak kullanilarak Microcystis spesifik mcyD gen
bolgesinin PCR amplifikasyonunun agaroz jel elektroforez gorintdsu.
Aylara ait sonuglar 6rnek alma sirasina gore jele yiikklenmistir. M, 100 bg
Marker (belirteg) (Bioline). Yol 1-10 sirasiyla temmuz, agustos, eyliil,
ekim, kasim, ocak, mart, nisan, mayis, haziran aylarindan elde edilen
mcyB gen bdlgesi PCR sonuglari. Elektroforez ortami olarak %2.5°lik
agaroz jel kullanilmigtir. Amplikon biiyiikligii 297 bg.

mcy genlerinin taranmasi sonuglari, haziran-ekim aylar1 arasinda Akgol
g6linde bulunan Microcystis spp. tyelerinin eger hepsi degilse, onemli bir
kismiminin toksigenik oldugunu goéstermektedir. Bu sonuglar iki farkli belirteg gen
(mcyB ve mcyD) ile yiiriitiilen ¢alismalarla desteklenmistir. Haziran ve temmuz
aylarinda Microcystis spp. spesifik 16S rRNA genlerinin ¢ogaltilma sinir1 (107 kalip
DNA sulandirmasi) ile mcyB ve mcyD genelerinin ¢ogaltim sinirinin ayni olmasi
ilgili suslarin tamaminin toksigenik olduklarina isaret etmektedir. Agustos, eylll ve
ekim aylarinda ise toksigenik olan suslarin oraninin bir miktar daha az oldugu
anlasilmaktadir (Microcystis 16S rRNA geni ¢ogaltimi igin ¢evresel DNA seyreltim

oram 102 iken mcy genlernin ¢ogaltimi igin sulandirma sinir1 10V dir).

4.3.3 Diger siyanoakteriyel gruplara ait toksigenik suslarin taranmasi

GCevresel oOrneklerden elde edilen genomik DNA’lar diger toksin {ireten
siyanobakterilerin varligi bakimindan da test edilmistir. Bunun i¢in daha &nce

tasarlanmig farkli gruplara ait bir grup primer ¢ifti kullanilmistir. Bunlar Anabaena
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mcyE geni icin AnamcyE-424F ve AnamcyE-583R (Ngwa vd, 2014), Planktotrix
mcyTD geni igin McyTD F ve McyTD R (Mbedi vd, 2005), Anabaena anaC
(anatoksin C) geni icin 5802 F ve 6064 R (Rantala vd, 2011), Oscillatoria anaC
(anatoksin C) geni icin 5604 F ve 5819 R (Rantala vd, 2011) ve stx (saksitoksin) geni
icin sxt F ve sxt R (Al-Tebrineh, 2012) primer ciftleridir (Primer dizileri i¢in bakiniz
Bolum 3.8 ve Cizelge 3.5).

Siyanobakteriyel suslarin mevcut oldugu aylara ait gcevresel DNA ornekleri
kalip olarak kullanilarak bu gen bolgelerinin amplifikasyon ¢aligsmalar1 yiiriitiildii.
Cok sayida optimizasyon caligmalarina ragmen herhangi bir amplifikasyon Urln(
elde edilmedi. Bu sonug¢ adi gegen genlere sahip siyanobakteriyel suslarin Akgol
goliinde ya hi¢ temsil edilmedigini, ya da eger temsil ediliyorsa bu calismada
uygulanan test duyarliliginin altinda bir siklikta temsil edildigini gdstermektedir.
Cizelge 4.2°de yapilan tiim PCR amplifikasyon ¢alismalarinin sonuglar1 toplu olarak

verilmisgtir.

Cizelge 4.2. Yapilan PCR amplikasyon c¢alismalarimin toplu sonuglari. (+)
amplifikasyon trund var, (-) yok

Gen Aylar

Temmuz | Agustos | Eylil | EKim | Kasim | Ocak | Mart | Nisan | Mayis | Haziran

bolgesi 2015 2015 | 2015 | 2015 | 2015 | 2016 | 2016 | 2016 | 2016 | 2016

CYA 16S + + + + +

MIC 16S

+ + + + +
McyB + + + + - - - - - +
McyD + + + + +

AnamcyE

McyTD

Ana. anaC

Osc. anaC

Saksitoksin
(Sxt)

4.3.4 Toksigenik Microcystis spp. iiyelerinin biyocesitliliginin molekiiler analizi

16S rRNA ve mcy genlerinin PCR amplifikasyon calismalari, Akgdl goliinde
Microcystis spp. Uyelerinin oldukga yaygin bir sekilde temsil edildigini ve bunlarin
da onemli bir kisminin toksigenik oldugunu yani mcyB ve mcyD geni tasidiklarim
gostermektedir. Dolayisiyla bu golde temsil edilen Microcystis Uyelerinin bir
kismimin mikrosistin retme potansiyeline sahip oldugu anlagilmaktadir. Toksigenik
olan bu bireylerin ayn1 klonal kékenden mi olduklar1 yoksa farkli genotiplere sahip
gruplara m1 ait oldugunu anlamak iizere ¢alismalar yiiriitiildii. Genotipik ¢esitliligin

belirlenmesi icin RAPD ve RFLP gibi diger klasik molekiiler yontemler uygulamasi
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mumkinse bile en kesin sonuclar hedef DNA bdlgesinin nikleotit dizisinin
belirlenmesi ve analizi ile elde edilebilmektedir. Bu nedenle RFLP gibi diger
yontemler yerine dogrudan gogaltilmis DNA fragmentlerinin dizilerinin belirlenmesi
ve filogenetik analizi ¢alismalar1 tercih edilmistir. Bu caligma i¢in mikrosistin
biyosentez genlerinden mcyB’nin g¢ogaltilan hedef bdlgesi daha ileri analize tabii

tutulmustur.

mcyB geninin hedef bélgesinin PCR amplifikasyonunun sonucunda elde edilen
amplikonun genotipik olarak farkli olabilecek fragmentleri icermesi dogal bir
beklentidir. Bunun nedeni alinan c¢evresel su drnegi igerisinde mcyB genini tasiyan
ancak bu DNA bolgesindeki nikleotit dizisi farkli olan bireylerin de mevcut olmasi
beklentisidir. Bu nedenle dogrudan PCR {iriiniiniin geleneksel yontemle dizilenmesi
genotipik ¢esitlilik hakkinda dogru bilgiye ulasilmasini saglayamaz (Yeni nesil
dizileme stratejileriyle blttin fragmentlerin, PCR iiriiniinden dogrudan dizilenmesi
mimkunddr). Bu durum g6z o6nunde bulundurularak Agustos ve Eyliil ayina ait
mcyB PCR fragmentlerinin rastgele klonlanmasi ve klonlar arasindan rastgele
belirlenmis belli sayida klonun dizilenmesi stratejisi uygulanmistir. Bu durumda her
klon sadece tek bir fragment tipine sahip olacagi i¢in sadece belli bir bireye ait
nukleotit dizisi elde edilebilir hale getirilmektedir.

4.3.5 mcyB amplikonunun rastgele klonlanmasi ve dizilenmesi

Bir amplifikasyon Grlinln(n bir vektore etkili bir sekilde baglanmasi i¢in yapiskan ug
olusturan restriksiyon endonukleaz (RE) enzimleriyle hem vektor hem de hedef
DNA fragmentinin kesilmesi gerekir. Vektor molekilleri Gzerinde farkli RE tanima
dizisi mevcut olsa da bir PCR iirliniinde primerlerin 5’ ucunda modifikasyonlar
yapmadik¢a uygun tanima dizisi bulunma olasilig1 diisiiktiir. Bunun yerine vektor kor
u¢ olusturan bir RE ile kesilerek kor uglu olan hedef PCR DNA fragmenti bu vektore
baglanabilir. Bu durumda ligasyon verimliligi olduk¢a distiktir. Tek tip
fragmentlerden olusan bir PCR {irlinii (saf kiiltiirlerden elde edilmis kalip DNA
kullanildiginda) diisiik verimlilikte de olsa bu yontemle klonlanabilir. Fakat gevresel
DNA’nin kalip olarak kullanildigi, dolayistyla farkli baz dizileri tasidigi diisiiniilen
karisik bir PCR {iriiniiniin bu yontemle klonlanmasi sirasinda karigtmda bulunan
biitiin fragmentlerin temsil edildigi bir gen kiitiiphanesi elde etme olasilig1 oldukca

diisiiktiir. Neyse ki tek tip veya karma fragmentlerden olusan PCR fragmentlerinin
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etkili bir sekilde klonlanmasinda T/A klonlama sistemi oldukca etkilidir. Bu sistem
baz1 1saya dayanikli DNA polimerazlarin sentezledikleri zincirin 3’ ucuna fazladan
bir A niikleotiti eklemesi Ozelliginden faydalanarak etkili bir ligasyon
gerceklestirmek esasina dayanir. Bunun igin Kiit u¢ olusturan bir RE ile kesilen
vektoriin acgik 3° uglarina 6zel yontemlerle bir T niikleotiti baglanir. Boylece PCR

fragmenti ile vektor arasinda tek bazlik da olsa bir komplementerlik saglanir.

T/A klonlama sistemi (Promega) mikrosistin treten kommudinite Uyelerinin
cesitliligini belirlemek icin mycB mikrosistin geninin ilgili bolgesinden elde edilen
PCR drdnlerinin (agustos ve eylil ayma ait) rastgele klonlanmasi amaciyla
kullanild1. Baz dizisinin yiliksek dogruluk oranmi baz dizilimindeki modifikasyonun
belirlenmesi i¢in yapilan c¢alismalar igin hayati bir gerekliliktir ve Pfu DNA
polimeraz enzimi Tag DNA polimeraza gore daha yiiksek dogrulukta fragmentler
olusturmaktadir. Bu nedenle mcyB gen bolgesi, Pfu DNA polimeraz enzimi
kullanilarak PCR ile cogaltildi. Boylece nispeten daha yiiksek dogrulukta DNA
fragmentleri elde edilmis oldu. Ancak Pfu DNA polimerazlar fragmentlerin 3’ ucuna
A nukleotiti eklemezler. Bu nedenle amplifikasyon sonrast PCR fragmentlerinin 3’
uglarina A niikleotitlerinin ayrica eklenmesi gerekir. Bunun i¢in Pfu DNA polimeraz
ile gergeklestirilen PCR islemi tamamlandiktan sonra ligasyon reaksiyonunda
kullanilacak PCR 0riint saflastirildi. Sonra bu kit uclu yiiksek dogrulukta
sentezlenmis DNA fragmentlerinin yapiskan uglu hale getirilmesi i¢in Tag DNA
polimeraz ve dATP kullanilarak karigim 72°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Boylece
Pfu DNA polimeraz ile elde edilen kiit uglu fragmentlerin 3’ uglarina birer A
nikleototi eklendi. 3” uglarina birer A eklenen hedef PCR (riini pGEM-T vektdriine
(Promega) baglanabilecek hale getirildi. Bu karisim dogrudan ligasyon

reaksiyonlarinda kullanildi.

PCR Grdnunin derisimini belirlemek ve ligasyon reaksiyonunda kullanilacak
insert miktarinin hesaplamak igin 1 pl saflastirilan PCR driinii ve her bir
fragmentinin miktar1 bilinen 1 pl 100 baz cifti DNA belirteci elektroforetik ortamda
yurutilerek analiz edildi. DNA belirtecinin 300 bp fragmenti ile ayni1 buyuklukteki
mcyB geni PCR drlniniin yogunlugu karsilastirilarak fragment miktar1 belirlendi.
Buna gore agustos ay1 ¢evresel DNA’sinin kalip olarak kullanildigi insert (hedef
DNA fragmenti, PCR rinl) yogunlugu 10 ng/pl olarak belirlendi. Eylil ay
cevresel DNA’sinin kalip olarak kullanildigr insert yogunlugu ise 12 ng/pl olarak
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belirlendi. Daha sonra Bolim 3.9.2’de verilen formiile gore kullanilacak insert
miktarlar1 hesaplandi. Her bir ligasyon reaksiyonunda 50 ng vektor kullanilmistir.
Insert biyiikligi 0.3 kb (300 bp), vektor biiyiikligii ise 3 kb’dir. Ligasyon
reaksiyonlarinda 3:1, 1:1 ve 1:3 insert:vektor oranlart kullanilarak 3 farkli ligasyon

karigimi hazirlandi.

Daha oOnce (Bolim 3.9.2) verildigi sekilde hazirlanan ligasyon karisimlari
+4°C’de gece boyu inkiibasyona birakilarak ligasyon iglemi gergeklestirildi. Elde
edilen 10 pl ligasyon karigtminin 5 pl’si BOlum 3.9.1°de anlatildigi sekilde
hazirlanan 100 pl E. coli DH5-a alict hiicrelerine transforme edildi (Transformasyon
icin bakiniz Bolim 3.9.3). Transformasyon sonrasi olusan mcyB kolonilerini
(klonlarin1) tasiyan LB agar besiyerleri Sekil 4.8’de gortlmektedir. Bu sonuglara
gore 3:1 olan insert:vektor oraninda ligasyonun en etkili, 1:1°de daha az etkili ve

1:3’de zayif sekilde etkili oldugu anlasilmaktadir.

Sekil 4.8. Transformasyon sonugu olusan mcyB klonlarinin LB agar besiyerindeki
gorlinlimii. Petriler: 1, 3:1 insert:vektor orant; 2, 1:1 insert:vektdr orani; 3,
1:3 insert:vektor; 4, pozitif kontrol (pGEM-T vektor + dretici firma
tarafindan saglanan kontrol DNA’s1; 5, negatif kontrol (E. coli DH5-a

alic1 hiicreleri) goriilmektedir. Besiyerlerinin tamami 100 ug/ml ampisilin
igerir.

3:1 insert:vektor oranina sahip ligasyon karigiminin transformasyonu ile elde

edilmis belli sayida koloni (klon) dogru fragmenti tasiyip tasimadiklarini test etmek

Uzere anliz edilmistir. Rastgele secilen klonlar 50 pg/ml ampisilin iceren LB broth
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besiyerine inokile edilerek uretildi. Elde edilen her bir siv1 kiiltiirden B61Um 3.9.4°te
anlatilan ydntem kullanilarak plazmit izolasyonu gerceklestirildi. Izole edilen her bir
plazmit RE fragment biiyiikliikleri bakimindan analiz edilerek beklenen hedef DNA

fragmentlerini tasty1p tasimadiklar1 belirlendi.

Elde edilen klonlarin sanal fiziksel haritalar1 hazirlanarak beklenen RE
fragment biiylklikleri 6ngorilir hale getirilmistir. pGEM-T Easy vektorunin
uclariin her iki yaninda birer adet ECORI tanima dizisi mevcuttur. Dolayisiyla bu
vektore bir fragment baglandiktan sonra rekombinant vektor EcCORI ile kesilerek
vektor ve insert fragmentlerinin olusumu saglanabilirdir. Dolayisiyla elde edilen
rekombinant plazmitler EcoRI enzimi ile kesilerek pGEM®-T Easy vektor fragmenti
ve mcyB insertlerinin varligi kontrol edildi. pGEM-T vektoru ile mcyB fragmentinin
birlesmesiyle olusmasi beklenen klonlar pMB olarak (Sekil 4.9) isimlendirildi.
Sonugta klonlar EcoRI enzimi ile kesildiginde pMB klonlarinda 3 kb ve 0.34 bg
fragmentlerin olusmasi gerekir. pMB rekombinant plazmitlerindin her birinden 20-30
kadar klon EcoRI enzimi ile kesilerek beklenen fragment biiyiikliiklerinin olusup

olugmadig1 gézlemlendi.

EcoRI - 3327 - G'AATT C

Notl - 3318 - GC'GGCC_GC
Sphl-3301-G CATG'C
pUC/MIS8F - 3201

EcoRV - 320 - GAT'ATC
EcoRI - 330 - G'AATT C
Neod - 337 - GC'GGCC_GC
Pst] -348 - C_ TGCA'G
Sall-350-G'TCGA C
Sacl -369 - G_AGCT'C

Sekil 4.9. mcyB geninin hedef bélgesinin ligasyonuyla olusan rekombinant plazmitin
(pMB) fiziksel haritas1. 3335 bg biiyiikliigiindeki pMB 3305 b¢ pGEM-T
Easy ve 300 b¢ mcyB gen bdlgesini icermektedir. mcyB gen bolgesinin her
iki ucunda birer adet EcoRI tanima dizisi mevcuttur. Ayrica ampisilin
diren¢ geni de plazmit kopyas1 lizerinde gosterilmektedir.
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Cevresel DNA’dan klonlanmis mcyB klonlarinin restriksiyon fragment biiyiikliigii ve

DNA dizi analizleri

mcyB genini tasiyan pMB rekombinant plazmitlerinin EcoRI enzimi ile kesilerek
olusan fragmentler agaroz jel elektroforez ile ayristirilmistir (Sekil 4.10 ve Sekil
4.11). Klonlarin biiyiik ¢ogunlugunun beklenen 338 bg biiyiikliikte mcyB fragmentini
tasidig1 belirlenmistir. Elektroforez analiz sonucuna gore mcyB hedef gen bolgesini
tasidigr belirlenmis rekombinant plazmitler agustos aymna ait olanlar pMB10-33

olarak ve eyliil ayina ait olanlar da pMBZ100-119 olarak isimlendirildi.

300 bg

300 bg

Sekil 4.10. Agustos ay1 c¢evresel DNA’sindan elde edilen mcyB geninin hedef
bolgesini iceren rekombinant plazmitlerin ECORI kesimi sonucu olusan
fragmentlerin agaroz jel elektroforez gorintisi. M, 100 b¢ DNA
belirtecleri (Bioline). Yol 1-20 EcoRI ile kesilmis rekombinant
plazmitler (pMB10-33)
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300 bg 300 be

.
&

300 bg — — : 300 be

Sekil 4.11. Eyliil ay1 ¢evresel DNA’sindan elde edilen mcyB geninin hedef bolgesini
iceren rekombinant plazmitlerin EcoRI kesimi sonucu olusan
fragmentlerin agaroz jel elektroforez gorintisi. M, 100 b¢ DNA
belirtecleri (Bioline). Yol 1-20 EcoRI ile kesilmis rekombinant plazmitler
(pMB100-119)

Daha sonra agustos ve eyliil aylarma ait mcyB gen bdlgesinin rastgele
klonlandigt pMB klonlarindan her birinden 12 adet klon geleneksel ydntemlerle
hizmet alimi yoluyla dizilettirilerek baz dizisi belirlenmistir (Macrogen Inc.).
Dizileme primeri olarak evrensel M13/pUC forward primeri kullanilmistir. Elde
edilen bu 24 adet dizi ve Microcystis aeruginosa NIES-2549 ve Planktothrix
agardhii mcyB dizisi biyoinformatik yontemlerle analiz edildi (PHYDIT ve
MEGAG®).

Klonlar ve standart suglar arasindaki benzerlik ve farkliliklar Cizelge 4.3’te
verilmektedir. Cizelgede de goriildiigii gibi mcyB Klonlariin dizilerinin bezerligi
pMB107 klonu harig tam benzerlik gostermektedir. pMB107 klonu ise digerlerinden
sadece 1 niikleotit bakimindan farklilhik gostermektedir. Bu farklilik gercek bir
farklilik olabilecegi gibi, dizileme siirecinden kaynaklanan bir hata da olabilir. Her
iki durumda da bu klonun da digerleriyle ayn1 gruba mensup oldugu anlasilmaktadir.
Klonlara ait diziler Microcystis aeruginosa’ya ait mcyB gen bolgesine %98 oraninda
benzerlik gosterirken, beklendigi gibi Planktothrix agardhii geni ile benzerlik %66

civarindadir.
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Cizelge 4.3. mcyB gen bolgesinden elde edilmis klonlarin yiizde benzerlik ve toplam niikleotit farklililiklari. Mic: Microcystis sp. mcyB,
Plank: Planktotrix agardhii mcyB

pMB10 [ pMB14 [ pMB15 | pMB16 | pMB17 | pMB21 | pMB23 [ pMB24 | pMB25 | pMB28 | pMB33 [ pMB100 | pMB101 | pMB102 [ pMB103 | pMB104 | pMB105 | pMB106 | pMB107 | pMB108 | pMB109 | pMB117 | pMB118 | Mic | Plank
pMB10 | - | 07322 | 07321 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 07322 | 07322 | 0/322 | 0/322 | o0/322 | 0/322 | 07322 | 17322 | 0/322 | 07322 | o/322 | o/322 |6/322|108/322
pMB14 [100.00| --- | 07321 | 0322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 07322 | 0/322 | 0/322 | 07322 | 0/322 | 07322 | 1/322 | o0/322 | 07322 | o/322 | o/322 |6/322]|108/322
pMB15 |100.00 | 100.00 [ --- | 0/321 [ 0/321 | 0/321 | 07321 | 0/321 | 07321 [ 0/321 | 0/321 | 07321 | 07321 | o/321 | o/321 | 0/321 | o/321 | o/321 | o/321 | 0/321 | 07321 | o/321 | o/321 [5/321[108/321
pMB16 |100.00 | 100.00 [100.00| --- [ 0/322 | 0/322 | 07322 | 0/322 | 07322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 07322 | 07322 | 0/322 | 0/322 | 07322 | o0/322 | 1/322 | 0/322 | 07322 | or322 | o0/322 [6/322]108/322
pMB17 [100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 [ --- | 0/322 | 07322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 07322 | 07322 | 0/322 | 0/322 | 07322 | 0/322 | 07322 | 1/322 | 0/322 | 07322 | 07322 | o0/322 |6/322]108/322
pMB21 [100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 [100.00 | --- | 07322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 07322 | 07322 | 0/322 | 07322 | 07322 | 0/322 | 07322 | 17322 | 0/322 | 07322 | 07322 | 0/322 |6/322]|108/322
pMB23 [100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 [ 100.00 | 100.00 | --- | 07322 | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 07322 | 07322 | 0/322 | 07322 | 07322 | 0/322 | 07322 | 17322 | 0/322 | 07322 | 07322 | o0/322 |6/322]|108/322
pMB24 [100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00| --- | 0/322 | 0/322 | 0/322 | 07322 | 07322 | 0/322 | 07322 | 07322 | 0/322 | 07322 | 17322 | 0/322 | 07322 | 07322 | o0/322 |6/322]|108/322
pMB25 [100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | --- [ 0/322 | 0/322 | 07322 | 07322 | 0/322 | 07322 | 07322 | 0/322 | 07322 | 17322 | 0/322 | 07322 | 07322 | o0/322 |6/322]|108/322
pMB28 [100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 [ 100.00 [ --- | 0/322 | 07322 | 07322 | 0/322 | 0/322 | 07322 | 0/322 | 07322 | 17322 | 0/322 | 07322 | o0/322 | o0/322 |6/322|108/322
pMB33 [100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 [ 100.00 | --- 0/322 | 0/322 | o0/322 | 0/322 | 07322 | 07322 | 0/322 | 1/322 | o/322 | 0/322 | 07322 | o/322 |6/322]|108/322
pMB100 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 |  --- 0/322 | 0/322 | 07322 | 0/322 | 07322 | or322 | 1/322 | o0/322 | or322 | o0/322 | o0/322 |6/322[108/322
pMB101 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 0/322 | 0/322 | o0/322 | 0/322 | 07322 | 17322 | 0/322 | o0/322 | or322 | o/322 |6/322|108/322
pMB102 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 0/322 | 0/322 | 07322 | o0/322 | 1/322 | o0/322 | 07322 | o0/322 | o0/322 |6/322(108/322
pMB103 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 0/322 | 0/322 | o0/322 | 1/322 | 0/322 | o/322 | o/322 | o/322 |6/322]108/322
pMB104 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 0/322 | 0/322 | 1/322 | o0/322 | 0/322 | 07322 | o/322 |6/322]|108/322
pMB105 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 [ 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 0/322 | 1/322 | 0/322 | o0/322 | 0/322 | 0/322 |6/322|108/322
pMB106 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 1/322 | 0/322 | o0/322 | 0/322 | 07322 |6/322|108/322
pMB107 | 99.69 | 99.69 |100.00 [ 99.69 | 99.69 | 99.69 | 99.69 | 99.69 | 99.69 | 99.69 | 99.69 | 99.69 | 99.69 | 99.69 | 99.69 | 99.69 | 99.69 | 99.69 1/322 | 17322 | 1322 | 1/322 |5/322[109/322
pMB108 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 99.69 0/322 | 0/322 | o/322 |6/322]|108/322
pMB109 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 99.69 | 100.00 0/322 | 0/322 |6/322|108/322
pMB117 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 99.69 | 100.00 | 100.00 0/322 |6/322]108/322
pMB118 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 100.00 | 99.69 | 100.00 | 100.00 | 100.00 - |6/322]108/322
Mic | 98.14 | 98.14 | 98.44 | 98.14 | 98.14 | 98.14 | 98.14 | 98.14 | 98.14 | 98.14 | 98.14 | 98.14 | 98.14 | 98.14 | 98.14 | 9814 | 98.14 | 98.14 | 9845 | 98.14 | 98.14 | 9814 | 9814 | — |108/325
Plank | 66.46 | 66.46 | 66.36 | 66.46 | 66.46 | 66.46 | 66.46 | 66.46 | 66.46 | 66.46 | 66.46 | 66.46 | 66.46 | 66.46 | 66.46 | 66.46 | 66.46 | 66.46 | 66.15 | 66.46 | 66.46 | 66.46 | 66.46 [66.77| ---
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Neighbor-joining algoritmas: Jukes-Cantor modeline gore filogenetik agac
olusturularak arastirma alanindan elde edilen mcyB genlerinin akrabalik iliskileri
analiz edildi (Sekil 4.12).

pMB10
pMB14
pMB15
pMB16
pMB17
pMB21
pMB23
pMB24
pMB25
pMB28
pMB33
— pMB100
pMB101
pMB102
pMB103
pMB104
pMB105
pMB106
pMB107
pMB108
pMB109
pMB117
pMB118

- Microcystis aeruginosa NIES-2549 mcyB

Planktotrix agardhii mcyB

0.05

Sekil 4.12. Dizisi belirlenen mcyB fragmentlerinin evrimsel iligkilerini gdsteren
filogenetik aga¢. Evrimsel gegmis Neighbor-joining metodu Jukes-
Cantor modeli kullanilarak olusturulmustur. Evrimsel analizler Mega 6
programinda yapilmigtir (Tamura vd, 2013)
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4.3.6 cpcBA ve rpoCl gen bélgelerinin amplifikasyonu, rastgele klonlanmasi ve
dizilenmesi

Ayni tiir icinde bile toksin gen kiimesini tasiyan ve tagimayan soylar mevcuttur.
Dolayisiyla toksin gen bolgelerindeki farklilik sadece toksin iireten soylar arasindaki
genetik farkliliklar hakkinda bilgi verir. mcyB dizi analizlerinin sonuglar1 agustos ve
eyliil aylarinda Akgol’deki Microcystis Uyelerinin genotipik olarak olduk¢a homojen
oldugunu gostermistir. Bu sonuglar Akgol goliinde toksigenik olmayan siyanobakteri
tiyelerinin  durumu hakkinda bilgi vermez. Siyanobakteriyel suslarin goldeki
mevcudiyeti hakkinda daha genel bilgilere ulagmak tizere iki ilave belirteg gen
kullanilarak genotipik ¢esitliligin belirlenmesi icin deneyler yiratuldi. Bu amag igin
bitun siyanobakteriler icin esasi olan iki gen (housekeeping gene) RNA polimeraz
gama (y) altbirimini kodlayan gen (rpoC1 geni) ve fikosiyanin gen bolgesi (cpcBA
bolgesi) genotipik gesitlilik bakimindan arastirildi.

Siyanobakterilerin geneli igin 6zgil olan primerler kullanilarak rpoCl ve
cpcBA genlerinin belli bolgeleri PCR ile amplifiye edilmistir. rpoC1 geni igin RpoC1
F ve RpoCl R primerleri, cpcBA gen bolgesi i¢cin PCB F ve PCa R primerleri
kullanilarak agustos ayina ait ¢evresel DNA Orneginde yukarida anlatildig gibi PCR
islemleri uyguland1 ve amplikonlar elde edildi. rpoC1 amplikonu 730 b¢ ve cpcBA
amplikonu da 685 bg¢’dir (Sekil 4.13).

730 bg ——»

700 bg

Sekil 4.13. Agustos ay1 ¢evresel DNA’s1 kalip olarak kullanilarak elde edilen cpcBA
ve rpoCl genlerinin PCR amplifikasyon drinlerinin agaroz jel
elektroforez goruntisi. M, 100 b¢ Marker (belirteg) (Bioline). Yol 1-2
rpoC1 bolgesi ve yol 3-4 cpcBA bolgesi ¢cogaltim iirtinleri. Elektroforez
ortami1 olarak %2.5°lik agaroz jel kullanilmistir. Amplikon biiyiikliikleri
rpoC1 icin 730 bg ve cpcBA icin 685 bg, MgCl2 konsantrasyonu Yol 1-3:
3 mM, Yol 2-4: 4 mM'dir. Cevresel DNA 107 oraninda sulandirilarak
kalip olarak kullanilmustir.
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rpoC1 ve cpcBA geninin PCR urunlerinin yogunlugunu belirlemek ve ligasyon
reaksiyonunda kullanilacak insert miktarinin hesaplanmasi i¢in 1 pl saflastirilan PCR
Urind ve her bir fragmentinin miktar1 bilinen 1 pl 100 b¢ DNA belirteci ile
elektroforetik olarak analiz edildi. DNA belirtecinin 700 bp fragmenti ile rpoC1 ve
cpcBA geni PCR Urlinuniin yogunlugu (sirastyla 730 bg ve 685 bg) karsilastirilarak
DNA miktar1 belirlendi. Buna gore agustos ay1 ¢evresel DNA’sinin kalip olarak
kullanildig1 insert (hedef DNA fragmenti, PCR (rlnd) miktart rpoC1 10 ng/pul,
cpcBA gen bolgesi icin 8 ng/ul olarak belirlendi. Daha sonra Bélim 3.9.2°de verilen
formiile gore kullanilacak insert miktarlar1 hesaplandi. Her bir ligasyon
reaksiyonunda 50 ng vektor kullanilmistir. Insert biiyiikleri rpoC1 icin 0.73 kb (730
bp), cpcBA icin 0.685 (685 bp), vektor biyikligi ise 3 kb’dir. Ligasyon
reaksiyonlarinda 3:1 ve 1:1 insert:vektor oranlari kullanilarak 2 farkli ligasyon
karisimi hazirland1 ve gece boyu +4°C’de inkiibasyona birakildi. Ligasyondan sonra
alic1 hale getirilmis E. coli DH5-a hiicrelerine transforme edildi ve transformantlar
100 mg/ml ampisilin iceren besiyerinde Uretildi. 3:1 insert:vektor oraninda daha fazla
olmak Uzere her iki ligasyon reaksiyonundan da rekombinant plazmitlerin olustugu

g6zlemlendi.

Cevresel DNA’dan klonlanmis rpoC1 ve cpcBA klonlarinin restriksiyon fragment

buyukligi ve DNA dizi analizleri

Siyanobakteriyel genom dizilerinden ve pGEM-T Easy vektor dizisinden
faydalanilarak klonlarin fiziksel haritalar1 olusturuldu. pGEM-T vektori ile rpoC1
fragmentinin birlesmesiyle olusmasi beklenen bu klonlar pRPOC olarak (Sekil 4.14)
ve cpcBA fragmentinin birlesmesiyle olugsmasi beklenen klonlar pCPC olarak (Sekil
4.15) isimlendirildi. Sonucta klonlar EcoRIl enzimi ile kesildiginde pRPOCI
klonlarinda 2997 bg ve 731 bg ve pCPC klonlarinda 2997 bg ve 685 bg fragmentlerin
olugsmasi gerekir. pPRPOC ve pCPC rekombinant plazmitlerinin her birinden 20-30
kadar klon EcoRI enzimi ile kesilerek beklenen fragment biiyiikliiklerinin olusup

olusmadig1 gézlemlendi.
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EcoRI -3738 - G'AATT_C
Notl - 3729 - GC'GGCC_GC

EcoRI - 741 - G'AATT_C
Notl - 748 - GC'GGCC_GC

Sekil 4.14. rpoCl geninin hedef bolgesinin ligasyonuyla olusan rekombinant
plazmitin (pRPOC) fiziksel haritasi. 3335 bg biiyiikligiindeki pRPOC,
3305 b¢ pGEM-T Easy ve 730 bg rpoC1 gen bolgesini icermektedir.
Ayrica ampisilin  diren¢ geni de plazmit kopyas:t {izerinde
gosterilmektedir.

EcoRI - 3696 - G'AATT_C
Notl - 3687 - GC'GGCC_GC

EcoRI -699 - G'AATT_C
Notl - 706 - GC'GGCC_GC

Sekil 4.15. cpcBA geninin hedef bolgesinin ligasyonuyla olusan rekombinant
plazmitin (pCPC) fiziksel haritasi. 3335 bg biiyiikliigindeki pCPC,
3305 b¢ pGEM-T Easy ve 685 bg cpcBA gen bolgesini icermektedir.
Ayrica ampisilin  diren¢ geni de plazmit kopyast {izerinde
gosterilmektedir.

75



rpoC1 genini tasiyan pRPOC1 rekombinant plazmitlerinin EcoRI enzimi ile
kesimi sonucu olusan fragmentlerin agaroz jel elektroforez gorintusi Sekil 4.16°de
gorilmektedir. Analiz edilen 22 klondan 18 klonda beklenen insert gozlemlenmistir.
4 klonda ise (yol 15,17,18 ve 21) ya bir insert mevcut degildir ya da istenen
biyiikliikte degildir. Dogru fragmenti tagidigna karar verilen klonlar pRPOC1-
pRPOCI18 seklinde isimlendirilmistir.

M1 2 3 45 67 891011

- T rrrr Ly
730b9—b “»JMM-HH~-~~~

M 121314 1516 17 18 19 20 2122
-

Sekil 4.16. Agustos ay1 ¢evresel DNA’sindan elde edilen rpoCl geninin hedef
bolgesini iceren rekombinant plazmitlerin ECORI kesimi sonucu olugan
fragmentlerin agaroz jel elektroforez goruntisi. M, 100 b¢ DNA
belirtecleri (Bioline). Yol 1-22 EcoRI ile kesilmis rekombinant
plazmitler (pbRPOC 1-18)

Ayn1 yontemle elde edilen cpcBA genini tasiyan pCPC rekombinant
plazmitlerinin de EcoRI enzimi ile kesiminin sonucunda olusan fragmentlerin jel
elektroforez sonuglar1 Sekil 4.17°da verilmistir. Analiz edilen 22 klondan 19 klonda
istenilen biiytiklikkte fragment belirlenmis sadece 3 klonda gozlemlenmemistir.
Istenilen fragmenti tasiyan rekombinant plazmitler pCPC1-pCPC19 olarak
isimlendirilmistir.

Agustos ayina ait rpoC1 ve cpcBA gen bolgelerinin rastgele ligasyonu ile elde
edilen klonlarm her birinden 15 adeti geleneksel yontemlerle dizilettirilerek baz
dizisi belirlenmistir (Macrogen Inc.). Dizileme primeri olarak M13/pUC forward

primer kullanilmistir.
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Sekil 4.17. Agustos ay1 g¢evresel DNA’sindan elde edilen cpcBA geninin hedef
bolgesini iceren rekombinant plazmitlerin EcoRI kesimi sonucu olusan
fragmentlerin agaroz jel elektroforez gorintisi. M, 100 b¢ DNA
belirtecleri (Bioline). Yol 1-22 EcoRI ile kesilmis rekombinant
plazmitler (pCPC 1-19)

Yapilan Blast ve cakistirma (alignment) c¢alismalari sonucunda ilgili gen
bolgelerini tasiyan klonlara ait diziler benzerlik oranlar1 ve niikleotit farkliliklar
bakimindan PHYDIT paket programi kullanilarak analiz edilmistir (Cizelge 4.4).
Mega 6.06 programi kullanilarak filogenetik aga¢ olusturmak igin eklenen bilinen
suglara ait gen bolgesinin dizileri Cyanobase veri tabanindan (Anonymus-7)

saglanmstir.

Agustos rpoC1l fragmentlerini tasiyan pRPOC klonlart pRPOCS8 disinda
tamami1 %99 oraninda benzerlik gostermektedir. PRPOCS ise digerlerinden %98
oraninda benzerlik gostermektedir. Klonlar arasindaki farklilik oranlart %1-2
arasinda olup ayni tiiralt1 gruba mensup olmalar1 olasidir. Her ne kadar diisiik oranda
da olsa mcyB geniyle karsilastirildiginda farkliliklar nispeten daha fazladir. Diger
standart suglarla kargilastirildiginda %96 oraniyla en fazla Microcystis aeruginosa’ya

benzerken digerleriyle benzerlik oranlart %72-75 arasindadir.

Agustos ayina ait ¢evresel DNA’dan elde edilen rpoC1 dizileri MEGAG6 paket
programi kullanilarak Neighbor-joining metodu Jukes-Cantor modeline gore
filogentik aga¢ olusturuldu (Sekil 4.18). Filogenetik agacta da goriildiigii gibi agustos
ayt rpoCl fragmentleri Microcystis aeruginosa NIES-843 ile yakin akrabalik

iliskisine sahiptir.
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Cizelge 4.4. rpoC1 gen bolgesinden elde edilmis klonlarin yiizde benzerlik ve toplam niikleotit farklililiklart. Synec: Synechocystis sp.
PCC 6803 substr. PCC-P rpoC1, Ana: Anabaena sp. 90 rpoC1, Apha: Aphanizomenon flos-aquae 2012/KM1/D3 rpoC1,
Mic: Microcystis aeruginosa NIES-843 rpoC1, Nostoc: Nostoc punctiforme PCC 73102 rpoCl, Plank: Planktothrix
agardhii NIVA-CYA 126/8 rpoCL.

pRPOC1 pRPOC2 pRPOC6 pRPOC7 pRPOC8 pRPOC10 pRPOC12 pRPOC13 pRPOC15 Synec Ana Apha Mic Nostoc Plank
pRPOC1 --- 4/731 1/731 3/731 10/731 4/731 3/731 1/731 5/731  177/731 186/731 193/731 24/731 193/731 186/731
pRPOC2 99.45 --- 5/731 4/731 12/731 5/731 5/731 3/731 5/731  176/731 187/731 192/731 24/731 194/731 186/731
pRPOC6 99.86 99.32 --- 4/731 10/731 3/731 2/731 2/731 6/731  177/731 187/731 192/731  24/731 193/731 186/731
pRPOC7 99.59 99.45 99.45 --- 9/731 4/731 4/731 3/731 4/731  177/731 185/731 192/731  24/731 195/731 187/731
pRPOCS8 98.63 98.36 98.63 98.77 --- 10/731 8/731 10/731 12/731  176/731 186/731 193/731 26/731 196/731 185/731
pRPOC10 99.45 99.32 99.59 99.45 98.63 --- 2/731 4/731 7/731  177/731 188/731 192/731  25/731 195/731 188/731
pRPOC12 99.59 99.32 99.73 99.45 98.91 99.73 --- 3/731 7/731  175/731 188/731 192/731  23/731 194/731 186/731
pRPOC13 99.86 99.59 99.73 99.59 98.63 99.45 99.59 --- 6/731  177/731 187/731 192/731  24/731 192/731 187/731
pRPOC15 99.32 99.32 99.18 99.45 98.36 99.04 99.04 99.18 --- 174/731 185/731 191/731 22/731 198/731 185/731
Synec 75.79 75.92 75.79 75.79 75.92 75.79 76.06 75.79 76.20 --- 206/731 194/731 167/731 199/731 199/731
Ana 74.56 74.42 74.42 74.69 74.56 74.28 74.28 74.42 74.69 71.82 - 72/731  190/731 150/731 183/731
Apha 73.60 73.73 73.73 73.73 73.60 73.73 73.73 73.73 73.87 73.46 90.15 --- 195/731 151/731 192/731
Mic 96.72 96.72 96.72 96.72 96.44 96.58 96.85 96.72 96.99 77.15 74.01 73.32 --- 200/731 184/731
Nostoc 73.60 73.46 73.60 73.32 73.19 73.32 73.46 73.73 72.91 72.78 79.48 79.34 72.64 --- 176/731
Plank 74.56 74.56 74.56 74.42 74.69 74.28 74.56 74.42 74.69 72.78 74.97 73.73 74.83 75.92 -—-
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Sekil 4.18. Dizisi belirlenen rpoC1 fragmentlerinin evrimsel iligkilerini gosteren filogenetik agac. Evrimsel gecmis Neighbor-joining
metodu Jukes-Cantor modeli kullanilarak olusturulmustur. Evrimsel analizler Mega 6 programinda yapilmistir (Tamura vd,

2013)
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Agustos CpcBA fragmentlerini tasiyan pCPC klonlarinin nikleotit benzerlikleri
diger iki gene gore nispeten daha azdir. Benzerlik oranlart %96-100 arasinda
degismektedir. iki klon pCPC3 ve pCPC5 bir birine tam benzerlik gosterir. En
yiiksek farklilik orani benzerlik orani %4 ile pCPC6 klonuna ait olup digerleriyle
%096 oraninda benzerlik gdstermektedir. Diger klonlarin benzerlik oranlar1 %97-99
arasinda degigmektedir. Klonlarin Microcystis aeruginosa cpcBA gen bolgesine
benzerligi %95-98 arasinda iken diger suslar ile benzerlik oranit %70 civarindadir

(Cizelge 4.5).

Ayni sekilde Agustos ayma ait ¢evresel DNA’dan elde edilen cpcBA
dizilerinden MEGAG6.06 paket programi kullanilarak Neighbor-joining metodu
Jukes-Cantor modeline gore filogenetik aga¢ olusturuldu (Sekil 4.18). Filogenetik
agactan da anlasilacagi gibi gruplar arasindaki en biiyiik genetipik gesitlilik bu gen
bolgesinde gorilmiistiir.

Her ii¢ gene ait sonuglara dayanilarak Akgol’de toksin iireten Microcystis spp.
gruplarinin  baskin grup oldugu anlasilmaktadir. Diger esasi gen bolgelerini

(housekeeping genes) analizi sonuglar1 gol suyunda toksigenik gruplar disinda baskin

olmasalarda diger gruplarin da temsil ediliyor oldugunu gostermektedir.
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Cizelge 4.5 cpcBA gen bélgesinden elde edilmis klonlarin yiizde benzerlik ve toplam niikleotit farklililiklari. Ana: Anabaena sp.90
cpcBA, Mic-a: Microcystis aeruginosa NIES-843 cpcBA, Mic-b: Microcystis aeruginosa PCC 9717 cpcBA, Phr:
Phormidium sp. OSCR cpcBA. PHYDIT programi kullanilarak yapilmuistir.

pCPC1 | pCPC2 | pCPC3 | pCPC4 | pCPC5 | pCPC6 | pCPCT7 | pCPC8 | pCPC10 | pCPCI2 | pCPC13 | pCPC14 | pCPCI5| Ana | Mic-a | Mic-b | Nostoc | Phr

pCPC1 — | 16/663 | 14/663 | 9/663 | 14/663 | 24/663 | 8/663 | 3/663 | 9/663 | 17/663 | 8/663 | 20/663 | 15/663 | 195/659 | 27/663 | 30/663 | 195/660 | 179/663
pCPC2 | 97.59 2/663 | 19/663 | 2/663 | 21/663 | 18/663 | 13/663 | 19/663 | 5/663 | 18/663 | 17/663 | 3/663 | 196/659 | 25/663 | 27/663 | 195/660 | 179/663
pCPC3 | 97.89 | 99.70 — | 17663 | o/663 | 19/663 | 16/663 | 11/663 | 17/663 | 3/663 | 16/663 | 15/663 | 1/663 | 196/659 | 23/663 | 25/663 | 193/660 | 179/663
pCPC4 | 9864 | 97.13 | 97.44 — | 171663 | 231663 | 1/663 | 6/663 | 2/663 | 20/663 | 1/663 | 23/663 | 18/663 | 191/659 | 28/663 | 29/663 | 197/660 | 180/663
pCPC5 | 97.89 | 99.70 | 100.00 | 97.44 — | 17663 | 16/663 | 11/663 | 17/663 | 3/663 | 16/663 | 15/663 | 1/663 | 196/659 | 23/663 | 25/663 | 193/660 | 179/663
pCPC6 | 96.38 | 96.83 | 97.13 | 9653 | 97.13 — | 221663 | 21/663 | 23/663 | 22/663 | 22/663 | 24/663 | 20/663 | 197/659 | 11/663 | 12/663 | 197/660 | 182/663
pCPC7 | 98.79 | 97.29 | 9750 | 99.85 | 9759 | 96.68 5/663 | 1/663 | 19/663 | 0/663 | 22/663 | 17/663 | 192/659 | 27/663 | 30/663 | 196/660 | 179/663
pCPC8 | 9955 | 98.04 | 9834 | 99.10 | 9834 | 9683 | 99.25 6/663 | 14/663 | 5/663 | 17/663 | 12/663 | 194/659 | 24/663 | 27/663 | 194/660 | 178/663
pCPC10 | 9864 | 97.13 | 9744 | 99.70 | 9744 | 9653 | 99.85 | 99.10 20/663 | 1/663 | 23/663 | 18/663 | 193/659 | 28/663 | 31/663 | 196/660 | 180/663
pCPC12 | 97.44 | 9925 | 9955 | 96.98 | 9955 | 96.68 | 97.13 | 97.89 | 96.98 19/663 | 18/663 | 4/663 | 199/659 | 26/663 | 28/663 | 194/660 | 182/663
pCPC13 | 9879 | 97.29 | 9759 | 99.85 | 9750 | 96.68 | 100.00 | 99.25 | 9985 | 97.13 22/663 | 17/663 | 192/659 | 27/663 | 30/663 | 196/660 | 179/663
pCPC14 | 96.98 | 97.44 | 9774 | 9653 | 97.74 | 96.38 | 9668 | 9744 | 9653 | 97.29 96.68 — | 16/663 | 199/659 | 27/663 | 28/663 | 198/660 | 179/663
pCPC15 | 97.74 | 9955 | 99.85 | 97.29 | 99.85 | 96.98 | 9744 | 9819 | 97.29 | 99.40 9744 | 9759 — | 197/659 | 24/663 | 26/663 | 193/660 | 178/663
Ana | 7041 | 7026 | 7026 | 7102 | 7026 | 7011 | 7086 | 7056 | 7071 | 69.80 7086 | 69.80 | 70.11 — | 196/659 | 197/659 | 155/679 | 233/679
Mic-a | 9593 | 96.23 | 9653 | 9578 | 9653 | 9834 | 9593 | 9638 | 9578 | 96.08 9593 | 9593 | 9638 | 70.26 7/663 | 199/660 | 179/663
Mic-b | 9548 | 9593 | 9623 | 9563 | 9623 | 9819 | 9548 | 9593 | 9532 | 9578 9548 | 9578 | 9608 | 7011 | 98.94 — | 203/660 | 183/663
Nostoc | 7045 | 7045 | 70.76 | 7045 | 70.76 | 7015 | 7030 | 7061 | 7030 | 7061 7030 | 7000 | 7076 | 7717 | 69.85 | 69.24 — | 217/689
Phr 7300 | 7300 | 7300 | 7285 | 7300 | 7255 | 7300 | 7315 | 7285 | 7255 7300 | 7300 | 7315 | 6568 | 7300 | 7240 | 6851
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Sekil 4.19. Dizisi belirlenen cpcBA fragmentlerinin evrimsel iligkilerini gosteren filogenetik agac. Evrimsel ge¢mis Neighbor-joining
metodu Jukes-Cantor modeli kullanilarak olusturulmustur. Evrimsel analizler Mega 6 programinda yapilmistir (Tamura vd,
2013)
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5. TARTISMA

Bu tez calismasi Samsun Terme Akgol goliindeki toksigenik siyanobakteri suslarinin
varligini metagenomik yontemler ile belirlemek amaciyla yapilmistir. Boylece
toksigenik suslarin yilin hangi aylarinda temsil edildigi belirlenmistir. Akgol’de
Haziran 1997 ve Mayis 1998 yillar1 arasinda Ersanli vd, (2011) tarafindan
fitoplankton tizerine yapilan ¢alismada mikroskobik gozlemlerde bazi siyanobakteri
suslarinin varligindan da s6z edilmektedir. Bu ¢alismada sinirli sayida siyanobakteri
grubundan sozedilmekte olup siyanobakteri kommiinitesi hakkinda yeterli bilgi
saglamamaktadir. Dolayistyla bu arastirma ile Akgol golii toksigenik siyanobakteri

komiinitesi molekiiler yontemler ile ilk kez arastirilmistir.

Metagenomik caligmalarda, diger bir ifade ile ¢evresel genomik caligmalarda
etkili bir DNA izolasyon yontemi kritik basamaklardan birisidir. Siyanobakteri
komiinitelerinin analizi aragtirmalarinda basarili bir sekilde uygulanan bir yontemle
cevresel DNA izolasyonu gerceklestirilmistir (Giovannoni vd, 1990). Yine de
uygulanan bu yontemin ne kadar kusursuz olduguna karar vermek siiphesiz zordur,
elde edilen sonuglarin daha duyarli olmasi igin daha etkili izolasyon yontemlerin hala

gelistirilebilir oldugu goz ardi edilemez.

Siyanobakteri komminite Gyelerinin taranma gucinin bilinmesi 6nemlidir. Bir
populasyonun molekiler analizlerle belirlenebilmesi icin ka¢ hucreyle temsil
edilmesi gerektigi oncelikle standart Synechocystis sp. PCC6803 susu kullanilarak
belirlenmistir. Hiicre sayist belirlenmis belli hacimdeki saf kiiltirden DNA
izolasyonu yapildiktan sonra amplifikasyonu gergeklestirilebilir en az genom sayisi
1000 olarak hesaplanmigstir. Bunun anlami her bir PCR reaksiyonu i¢in 1000
siyanobakteri genomu gereklidir. Siiphesiz ki bu tarama giicii nispeten zayiftir. Bu
diisiik tarama giiclinlin nedeni genomik DNA izolasyon yonteminden kaynaklanan
zorluklar olabilecegi gibi PCR bilesenlerinin etkinligi ile de ilgili olabilir. Ancak
yine de uygulanan yontemle siyanobakteri komiinite iiyelerinin taranabilir oldugu

ortadadir.

Cevresel genomik aragtirmalarda daha kapsamli sonuglar izole edilen biitiin
genomlarin gelecek nesil (next-generation, NG) dizileme yontemleriyle tam genom

dizilerinin belirlenmesi olsa da daha hizli sonuglar elde etmek iizere indikator gen
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dizilerinin amplifikasyonu ve dizilenmesi de yaygmn kullanilan bir yontemdir
(Pearson ve Neilan, 2008; Cheung vd, 2013; Corbel vd, 2014). Bu c¢alismada
siyanobakteriyel arastirmalarda (Nubel vd, 1997; Rinta-Kanto vd, 2005; Rantala vd,
2003; Neilan, 2002) basarili bir sekilde indikator olarak kullanilmakta olan 16S
rDNA, mcyB, mcyD, rpoC1 ve cpcBA gen veya DNA boélgeleri olarak taranmuistir.

16S rDNA geninin belli bolgelerini ¢ogaltmak icin siyanobakteri spesifik ve
Microcystis  spesifik  primer ¢iftleri  kullanilarak  yapilan  ¢alismalarda
siyanobakterilerin Haziran-Ekim aylar1 arasinda mevcut oldugu ve siyanobakterilerin
mevcut oldugu her periyotta Microcystis iiyelerinin de temsil edildigi belirlenmistir.
Ayni seyreltme degerlerinde ayn1 aya ait gevresel DNA kalip olarak kullanilarak
yapilan PCR amplifikasyon c¢alismalarinda elde edilen iriin yogunluklarinin
benzerligine bakilarak baskin siyanobakteriyel komiinite {iiyelerinin Microcystis
grubuna dahil oldugu degerlendirmesi yapilabilir. Siyanobakterilerin taranabilir
oldugu Haziran-Ekim aylar1 arasindaki su sicakliklari daha yiiksektir. Gergekte
yiiksek sicakliklarin tek hiicreli dkaryotik alglere gore siyanobakteriler icin daha
avantajli oldugu bilinen bir gercektir (Boopathi ve Ki, 2014). Kasim-mayis aylari
arasinda siyanobakteri iiyelerine ait 16S rDNA bolgeleri ¢ogaltilamamistir. Bu
sonuclar bu aylarda siyanobakteri komiinitesinin temsil edilmedigi seklinde
yorumlanmasi yaniltici olabilir. Yilin bu doneminde su sicakliklarinin diisiik olmasi
siyanobakteriler igin olumsuz bir durum olusturur. Dolayisiyla populasyon
bliytikliiklerinin sinirlanmast normal bir durumdur. Ancak bu ¢alismada uygulanan
test diizeneginin duyarlilik sinirmin altindaki bir miktarda Akgol’de temsil ediliyor

olmalar beklenir.

Microcystis spp. iyeleri arasinda mikrosistin genlerine sahip olan gruplarin
varhigi mikrosistin sentezini yoneten gen kiimesi Uyelerinden mcyB ve mcyD
genlerinin belli bolgeleri spesifik primerler kullanilarak PCR amlifikasyonu ile
tarandi. Microcystis spp. lyelerinin mevcut oldugu biitiin aylarda bu iki gen
bolgesinin amplifiye edilebildigi belirlendi. Dolayisiyla Microcystis spp. tyelerinin
icinde daima toksin iretme yeteneginde olan gruplarin mevcut oldugu
anlagilmaktadir. Ancak organizmanin toksin genine sahip olmasiyla toksin geninin
ekspresyonunun yapilmasi ve toksin Uretimi arasindaki farki gozardi etmemek
gerekir. Organizma toksin genlerine sahip olsa bile bu genlerin ekspresyonunu

geceklestirmeyebilir ve dolayisiyla toksin {iretimi yapmiyor olabilir. Toksigenik bir
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populasyonun hangi sartlara maruz kaldiginda toksin irettigi tam olarak
bilinmemektedir (Kleinteich vd, 2012). Ayrica toksin {iireten siyanobakterilerin
uirettikleri toksini hiicre disina salgiladiklarin1 gdsteren bir bilgi mevcut degildir.
Toksin, hiicre icerisinde iiretilmekte ve hiicrenin parcalanmasi sonucunda suya
salinmaktadir. Toksinin suya salinmasi veya toksin Ureten htcreler ile beslenen
organizmalar toksine maruz kalmaktadir (Kaushik ve Balasubramanian, 2013;
Cheung vd, 2013; Boopathi ve Ki, 2014). Biiyiik ¢apli populasyon iiremelerinde
(bloom) kitlesel 6liimler sonucunda su kiitlesi i¢inde zararli diizeyde toksin birikimi
mumkin hale gelmektedir. Mevcut literatlr bilgilerine gore siyanobakterilerin hangi
sartlar altinda toksin trettikleri tam olarak bilinmese de (Boopathi ve Ki, 2014)
potansiyel olarak Akgdl Microcystis spp. liyeleri toksin iiretme yeteneginde oldugu

aciktir ve potansiyel bir tehdit olarak durmaktadirlar.

Siyanobakterilerde sadece mikrosistin degil diger tip toksinler iireten gruplar
da vardir (Pearson vd, 2010). Bu caligmada diger toksin genleri igin spesifik
primerler kullanilarak taranmistir. Ancak herhangi bir PCR liiriinii elde edilememistir.
Akgol’de en azindan su Orneklerinin alindig1 yiizeyalti tabakasinda goriiniise gore
Microcystis spp. tiyeleri baskin siyanobakteri grubudur. Bir olasilik diger gruplarin
mevcut olmadigidir. Ancak yine de bu calismada uygulanan test diizeneginin

duyarlilik sinir1 goéz ardi edilmemelidir.

Cevresel DNA’dan elde edilen amplikonlarin niikleotit dizileri belli bir
ortamdaki bakteriyel gruplarin biyogesitliliginin belirlenmesi i¢in yaygin kullanilan
bir yontemdir (Nonneman ve Zimba, 2002; Ngwa vd, 2014, Mbedi vd, 2005, Rantala
vd, 2011). Toksigenik Microcystis spp. flyelerinin genotipik ¢esitliliginin
belirlenmesi i¢in asir1 populasyon biiylimesinin gegeklestigi agustos ve eyliil aylarina
ait mcyB amplikonlarinin niikleotit dizileri analiz edilmistir. Karigik fragmentlerden
olusan bir amplikon olmasi nedeniyle oOncelikle fragmentler klonlanmis ve her
klonun icerdigi fragmentlerin dizileri belirlenerek filogenetik analizlere tabii
tutulmustur. Analizlerin sonuglarindan mcyB geninin hemen hemen hig¢ farklilik
gostermedigi ve dolayistyla tek bir genotip olarak temsil edildikleri anlagilmistir. Bu
bulgu gol suyunda tek bir siyanobakteriyel susun mu temsil ediliyor oldugu sorusunu
dogurmustur. Bu soruyu cevaplandirmak iizere genel olarak siyanobakteriyel
cesitlilik hakkinda bilgi toplamak iizere iki indikator gen bolgesi analiz edilmistir.

Bunlardan birisi RNA polimeraz vy altbirimini kodlayan rpoC1 geninin bir bolgesi ve
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fotosentetik pigmentlerle kompleks olusturan fikosiyanin proteinlerini kodlayan
cpcBA genlerine ait bir bolge agustos ay1 gevresel DNA’sindan amplifiye edilerek
rastgele klonlanmis ve dizilenmistir. Yapilan filogenetik analizler Akgol suyunda
farkl1 siyanobakteriyel genotiplerin mevcut oldugunu gdstermistir. Filogenetik
agaclarda bu genotiplerin Microcystis spp. gruplarina yakin bir konumda olduklarini

ancak belli oranlarda farkliliklara da sahip olduklarini gostermektedir.

Sonu¢ olarak haziran-ekim aylarinda Akgé6l yiizeyaltt su tabakasinda
mutemelen Microcystis spp. tiyeleri baskin olmak iizere siyanobakteri gruplari temsil
edilmektedir. Siyanobakterilerin mevcut oldugu aylarda toksigenik Microcystis spp.
uyeleri de temsil edilmektedir. Toksigenik Microcystis spp. tyeleri genotipik olarak
homojendir. Ancak genel siyanobakteriyel indikator gen bdlgelerinin analizleri
siyanobakteriyel genotipik cesitliligin daha fazla oldugunu gostermektedir. Bu
caligmada sadece ylizeyalti su takakasi analiz edilmistir. Akgdl’iin siyanobakteriyel
cesitliliginin tam olarak tanimlanmasi i¢in farkli derinlik ve farkli konumlardan

ornekler alinarak analiz edilmesi daha kapsayici bilgiler saglayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Akgol golundeki toksin uUreten siyanobakteri komdnitesinin  mevcudiyeti ve
biyogesitliliginin belirlenmesi bu arastirmanin temel amacidir. Bu amaca ulagsmak
icin metagenomik bir yaklasimla deneyler ve gozlemler yapilmistir. G6l suyunun
yuzeyalti tabakasindan 2015 yilinin temmuz, agustos, eyliil, ekim ve kasim aylarinda
ve 2016 yilinin ocak, mart, nisan, mayis ve haziran aylarinda su 6rnekleri alinmstir.
Bu su ornekleri filtrasyon ile siiziilerek bakteri hiicreleri hasat edilmistir. Hasat
edilen bu hicre kiitlesinden ¢evresel DNA izole edilmistir. Bu ¢evresel DNA stoklari

PCR ¢ogaltim ¢alismalarinda kalip DNA olarak kullanilmstir.

Uygulanacak PCR deney diizeneginin duyarliligini yani tarama giiclinii
belirlemek iizere standart siyanobakteriyel sus Synechocystis sp. PCC6803 kulturleri
kullanilarak deneyler yapilmistir. Bilinen sayida hiicre igeren belli bir hacimdeki
kultirden DNA izolasyonu yapilmig ve bilinen sayida genomlar PCR
amplifikasyonunda kalip olarak kullanilmis, amplikasyonun gerceklestigi en az
genom sayisi belirlenmistir. Bu deneylerin sonucunda en az 1000 genomik DNA nin

amplikon elde edebilmek i¢in gerekli oldugu belirlenmistir.

Farkli aylara ait ¢gevresel DNA kalip olarak kullanilarak amaca gore farkli gen
bolgelerinin amplifikasyon deneyleri gergeklestirildi. Oncelikle siyanobakteriler icin
evrensel primerler kullanilarak siyanobakteri suslarinin varligini gostermek lizere
16S rDNA bolgesi amplifiye edildi. Bu deneylerin sonucunda haziran, temmuz,
agustos, eylil ve ekim aylarinda taranabilir diizeyde siyanobakteri tyelerinin gol
suyunda mevcut oldugu belirlenmistir. Diger aylarda bir amplifikasyon

goriilmemistir.

Ayni deneyler spesifik primerler kullanilarak Microcystis spp. tyelerinin 16S
rDNA bolgeleri amplifiye edilmistir. Bu deneylerin sonucunda Siyanobakterilerin
mevcut oldugu aylarda Microcystis spp. tiyelerinin de mevcut oldugu belirlenmistir.
Kullanilan  kalip DNA miktarlar1 ve elde edilen amplikon miktarlar
karsilagtirildiginda baskin siyanobakteri grubunun Microcystis spp. tiyeleri oldugu

anlasilmaktadir.

Mikrosistin gen kimesinin iki (yesi olan mcyB ve mcyD genlerinin belli

bolgeleri igin kullanilan spesifik primerlerle yiiriitiilen amplifikasyon c¢alismalarinda
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da Microcystis tiyelerinin mecut oldugu aylarda toksin genlerinin de mevcut oldugu
gOriilmiistiir. Bu sonu¢ potansiyel olarak toksin iiretebilecek soylarin Microcystis
iiyeleri arasinda yaygin olarak bulundugunu gostermektedir. ilave olarak belli bash
siyanobakteriyel toksin iiretici diger gruplarin toksin genleri igin spesifik primerler
kullanilarak yiiriitilen amplifikasyon denemelerinde bir amplikon olusumu
gozlenememistir. Bu durum en azindan uygulanan yontemin tarama giicli i¢inde

diger toksin iiretici siynobakterilerin mevcut olmadig1 anlasilmaktadir.

Toksin dreten Microcystis tiyelerinin genotipik gesitliliginin belirlenmesi igin
agustos ve eyliil aylarinda elde edilen PCR iiriinleri rastgele klonlanarak belli sayida
klonun niikleotit dizisi belirlenmis ve filogenetik analizlere tabii tutulmustur.
Filogenetik analizler toksin Ureten gruplarin oldukg¢a yiiksek bir akrabalik iliskisine
sahip oldugu ve muhtemelen aymi tiir veya tiiralt1 kategoride yer aldiklarini
gostermistir. Bir karsilastirma yapabilmek amaciyla genel olarak siyanobakteri
komiinitesi igindeki genotipik ¢esitliligin belirlenmesi i¢in ayni sekilde rastgele
klonlama ve dizileme c¢alismalar1 yiiriitilmiistiir. Bunun i¢in agustos ay1 g¢evresel
DNA’s1 kalip olarak kullanilarak rpoC1l ve cpcBA gen bolgelerinden g¢ogaltilmis
fragmentler ayri ayr1 rastgele klonlanmis, belli sayida klonun nikleotit dizisi
belirlenerek filogenetik analizlere tabi tutulmustur. Bu analizlerin sonucunda
siyanobakteriyel genotipik cesitliligin mcyB genine dayali genotipik gesitlilige gére

daha fazla oldugu belirlenmistir.

Bu sonuglar siyanobakterilerin yaz ve erken giiz aylarinda Akgol suyunda
temsil edildigini, Microcystis spp. iiyelerinin komiinitenin baskin iiyesi oldugu ve
daima toksigenik gruplarin temsil edildigini gostermektedir. Ayrica toksigenik
Microcystis Uyelerinin genel siyanobakteri kommodnite Uyelerine gore genotip olarak
daha homejen oldugu ve muhtemelen ayni tiir veya tiiralt1 kategoriye mensup

olduklar1 anlagilmaktadir.

Bu arastirmanin sonuglarini desteklemek ve ilave bilgiler elde etmek i¢in bazi
tamamlayic1 ¢aligmalar yiriitiilmesi uygun olacaktir. Bu ¢alismada uygulanan PCR
tarama diizeneginin duyarhilik smir1 1000 genomdur. Siiphesiz bu duyarlilik
diizeyinin daha asagilara cekilmesi gerekir. Bunun i¢in alternatif cevresel DNA
izolasyon yontemleri denenebilir, farkli 6zelliklerde 1s1 dayanikli DNA polimerazlar
denenebilir, gPCR yontemleri uygulanabilir ve gevresel DNA gelecek nesil (next-

generation) dizleme yontemleriyle dogrudan dizilenebilir. Komiinite iginde toksin
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genlerinin ekspresyonunun yapilip yapilmadigi ve hangi sartlar altinda yapildigi RT-
gPCR teknikleri uygulanarak gergeklestirilebilir. Siiphesiz bu toksigenik suslarin
varhiginin otesinde yilin hangi zamanlarinda ve hangi cevresel sartlar altinda
organizmalarin toksin iirettikleri hakkinda daha ayrintili bilgiler verecektir. Tabiki
dogrudan gol suyunda ve hasat edilmis hiicrelerin oziitlerinde kromotografik veya

immdunolojik yontemlerle siyanotoksinler dogrudan taranabilir.

Bu arasgtirmanin, Akgdl goliinde toksin {ireten siyanobakterilerin kiiltiire
alinmadan veya mikroskobik olarak gozlenmeden g¢evresel DNA’nin molekiiler
analizleriyle taranabilir oldugunu gostererek ve gdl suyuyla bir sekilde temasta olan
zooplanktonlar, baliklar, kuslar ve evcil hayvanlardan insanlara kadar birgok
organizmay1 etkileme riskine dikkat g¢ekerek bilimsel birikime ve toplumsal

farkindaliga katki saglayacagi acgiktir.
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