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OZET

Doktora Tezi

ULUABAT GOLU TOKSIK SIYANOBAKTERI TURLERI VE TOKSINLERININ
BELIRLENMESI

Mihriban OZEN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Siikran DERE
Ikinci Damsman: Prof. Dr. Mete YILMAZ (Bursa Teknik Universitesi)

Kiiresel 1sinma ve antropojenik 6trofikasyona bagli olarak diinyanin pek ¢ok bolgesinde 6zellikle
de tatlisularda yaygin siyanobakteri ¢ogalmalari meydana gelmektedir. Siyanobakteriler, sularda
hem tat ve koku problemlerine yol agarak hem de iirettikleri siyanotoksinler ile sucul
ekosistemleri olumsuz etkilemektedir. Bu ¢alisma ile {ilkemiz agisindan ekolojik dneme sahip
Uluabat Golii’niin, siyanotoksinler ve potansiyel toksik siyanobakteriler agisindan arastirilmasi
amaglanmistir. Su kolonu ve plankton ¢ekimi 6rnekleri, 2015 ve 2016 yillarinin Haziran ve Eyliil
aylar1 arasinda dort farkli noktadan toplanmistir. Uluabat Golii’'nden izole edilen siyanobakteri
suslarmin kiiltlirii yapilmustir. Hem alan érneklerinde hem de kiiltiir 6rneklerinde mikrosistin,
saksitoksin, anatoksin-a ve silindrospermopsin toksinlerinin varligi enzim bagli immiinosorbent
deneyi (ELISA) ve reseptor baglanma analizi (RBA) ile arastirilmistir. Diger yandan 6rneklerde
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile 16S rRNA ve toksin genlerinin taramasi yapilmistir.
Morfolojik karakterizasyon ile izole edilen suslarin Microcystis aeruginosa, Dolichospermum cf.
sigmoideum, Limnothrix planctonica, Cuspidothrix issatschenkoi, Calothrix elenkinii,
Planktothrix isothrix, Dolichospermum ellipsoides, Sphaerospermopsis aphanizomenoides,
Synechocystis aquatilis, Aphanocapsa grevillei ve Microcystis smithii taksonlarina ait oldugu
belirlenmistir. Ayrica 16S rRNA gen dizilerine dayali neighbor-joining (NJ) ve maximum
likelihood (ML) filogenetik agaglari, dokuz susun M. aeruginosa, Limnothrix sp., Calothrix sp.,
S. aphanizomenoides ve C. issatschenkoi taksonlarina ait oldugunu dogrulamistir. Uluabat
Goli’nde ve golden izole edilen M. aeruginosa (Aquameb 24 ve 25) suslarinda mcy genleri ve
mikrosistin tiretimi tespit edilmistir. Stvi kromatografi-kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi
(LC-MS/MS) analizi ile Aquameb 24 susunda 430 pg g? kuru agirhik, 22.07.2015 Nokta 1
plankton ¢ekimi drneginde 75 pg g kuru agirlik toplam MC tespit edilmistir. Ayrica M. smithii
ve A. grevillei suslarinda mcyA ve mcyB genleri saptanmistir. Plankton ¢ekimi 6rneklerinden
klonlanan mcyA dizileri, filogenetik agaglarda diinyadaki M. aeruginosa suslariyla birlikte
gruplanmistir. Molekiiler ve toksikolojik veriler, M. aeruginosa tiiriiniin Uluabat Goli’nde
mikrosistin iiretimine katkida bulunan temel tiir oldugunu fakat gélde mikrosistin iireticisi
olabilecek Microcystis cinsine ait bagka tiirlerin veya bagka cinslerin bulunabilecegini
disiindirmiistiir. Bu ¢alisma Uluabat Golii’nde mikrosistin ve iireticileri ile ilgili bilgi vermesi
agisindan 6nem teskil etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Uluabat Golii, Mikrosistin, Saksitoksin, Anatoksin-a, Silindrospermopsin,
16S rRNA, Siyanobakteri Kiiltiirii, ELISA, PCR, Filogenetik

2020, xiii + 188 sayfa.



ABSTRACT

PhD Thesis

DETERMINATION OF TOXIC CYANOBACTERIA AND TOXINS
IN LAKE ULUABAT

Mihriban OZEN

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Siikran DERE
Second Supervisor: Prof. Dr. Mete YILMAZ (Bursa Technical University)

In many parts of the world, especially in freshwaters, widespread cyanobacteria proliferation
occurs due to global warming and antropogenic eutrophication. Cyanobacteria adversely affects
aquatic ecosystems both by causing taste and odor problems in waters and with cyanotoxins they
produce. The aim of this study was to investigate cyanotoxins and potentially toxic cyanobacteria
in Lake Uluabat, an important ecological site for our country. Water column and plankton tow
samples were collected from four different sites between June and September of 2015 and 2016.
Cyanobacterial strains isolated from Uluabat Lake were cultured. The presence of cyanobacterial
toxins microcystin, saxitoxin, anatoxin-a and cylindrospermopsin in both field samples and
culture samples were investigated by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and receptor-
binding assay (RBA). On the other hand, 16S rRNA and toxin genes were screened by polymerase
chain reaction (PCR) in these samples. Morphological characterizations suggested that the
isolated strains belonged to Microcystis aeruginosa, Dolichospermum cf. sigmoideum,
Limnothrix planctonica, Cuspidothrix issatschenkoi, Calothrix elenkinii, Planktothrix isothrix,
Dolichospermum ellipsoides, Sphaerospermopsis aphanizomenoides, Synechocystis aquatilis,
Aphanocapsa grevillei and Microcystis smithii. In addition, neighbor-joining (NJ) and maximum
likelihood (ML) phylogenetic trees based on 16S rRNA gene sequences confirmed that nine
strains belonged to M. aeruginosa, Limnothrix sp., Calothrix sp., S. aphanizomenoides and C.
issatschenkoi. Mcy genes and microcystin production was determined in Lake Uluabat and M.
aeruginosa (Aquameb 24 and 25) strains isolated from the lake. Total MC determined in
Aquameb 24 strain was 430 ug g* dry weight, in plankton tow samples of 22.07.2015 Site 1 was
75 ng g dry weight as determined with liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) analysis. In addition, mcyA and mcyB genes were detected in M. smithii and A. grevillei
strains. In the phylogenetic trees, the mcyA sequences cloned from plankton tow samples were
grouped together with those from M. aeruginosa strains in the world. Molecular and toxin data
suggest that M. aeruginosa is the main species that contributes to the production of microcystins
in Lake Uluabat. However, other Microcystis species or other genera may be producing
microcystins as suggested by MC variants in the lake samples. This study is important in terms
of providing information about microcystin and its producers in Lake Uluabat.

Key words: Lake Uluabat, Microcystin, Saxitoxin, Anatoxin-a, Cylindrospermopsin, 16S
rRNA, Culture of Cyanobacteria, ELISA, PCR, Phylogenetic

2020, xiii + 188 pages.
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1. GIRIS

Siyanobakteriler, igerdikleri pigmentleri sayesinde fotosentez yapabilen prokaryotik
organizmalardir. Klorofil ve fikobilin pigmentleri nedeniyle bu organizmalar genellikle
karakteristik olarak mavi-yesil renklerde goriildiigii i¢in Onceleri “mavi-yesil algler”
olarak da adlandirilmistir. Sucul ekosistemlerde primer verimlilige katkida bulunan bu
organizmalar, farkli ¢evrelerde yasamaya adapte olduklari i¢in ekstrem habitatlar da dahil
olmak iizere sucul ve karasal ekosistemler gibi diinyanin pek c¢ok bdolgesinde

yasamaktadir (Hitzfeld ve ark. 2000, Sompong ve ark. 2005, Taton ve ark. 2006).

Gilinlimiizde kiiresel 1stnmanin bir sonucu olarak iklimlerin degismesi, yillik sicakliklarin
ve 151k yogunlugunun artmast ile diger yandan endiistriyel faaliyetler ve insan aktiviteleri
ile sulardaki nutrient girigsinin fazlalasmasi Gtrofikasyonu hizlandirmakta ve bu
organizmalarin sularda asir1 derecede ¢ogalmasi i¢in uygun ortamlar1 yaratmaktadir
(Paerl 2008, Hudnell 2010). Asir1 alg ¢ogalmalari, sucul ekosistemlerde oksijenin
azalmasina neden olarak baliklarda kitlesel dliimlere yol agmakta; ayn1 zamanda suyun
tat ve kokusunu bozarak da su kalitesini olumsuz etkilemektedir (Cheung ve ark. 2013).
Ayrica siyanobakteriler; siyanotoksin denilen doku, hiicre veya organizmalara zararh

etkileri olan sekonder bilesikler iiretmektedir (Carmichael 1992a).

Siyanobakteriler, yaklagik olarak 4727 tiir sayisina sahiptir (Guiry ve Guiry 2020).
Siyanobakteriler icerisinde temel toksin iiretici taksonlar: Oscillatoria (Planktothrix),
Anabaena,  Aphanizomenon,  Cylindrospermum,  Microcystis,  Synechocystis,
Cylindrospermopsis, Scytonema, Hapalosiphon, Schizothrix, Gleotrichia, Nodularia ve
Nostoc’dur (Kabzinski ve ark. 2000). Siyanotoksinlerin etki mekanizmalart farklilik
gostermekle birlikte siyanotoksinler, etki ettikleri organlara ve kimyasal yapilarina gore
gruplara ayrilmaktadir. Siyanotoksinler etkiledikleri organa gore: 1) Norotoksinler:
Anatoksin-a (ATX-a), anatoksin-a(s) (ATX-a(s)), homoanatoksin-a (hATX-a),
saksitoksin (STX); 2) Hepatotoksinler: silindrospermopsin (CYN), mikrosistin (MC)’ler
ve nodiilarin (NOD)’ler olarak temelde ikiye ayrilir. Ayrica deriyle temas halinde deriyi
tahris edici 6zellikte olan toksinler (dermal toksinler) de vardir (debromoaplysiatoksin,

lyngbyatoksin ve aplysiatoksin) (Carmichael 2001). Diger yandan siyanotoksinler



kimyasal yapilarina gore: 1) Siklik peptidler, 2) Alkaloidler ve 3) Lipopolisakkarit
endotoksinler seklinde gruplara ayrilmaktadir (Codd 2000).

Siyanotoksinler genellikle hiicre igerisinde bulunmakta ve sadece hiicreler
parcalandiginda ortama Onemli miktarlarda salinmaktadir. Suda ¢oziinebilirlikleri ve
kimyasal kararliliklar1 nedeniyle sucul ¢evrede ¢cok uzun siireler kalabilmektedir (Chorus
ve Bartram 1999). Dolayisiyla canlilar, siyanobakteri toksinleri ile kontamine olmus
sularin yutulmasi, dermal temasi, besinlerle alinmasi (kabuklu deniz {irtinleri vb.) (Funari
ve Testai 2008), soluma yolu (Backer ve ark. 2010), hemodiyaliz (Elder ve ark. 1993,
Hrudey ve ark. 1994, Jochimsen ve ark. 1998, Pourida ve ark. 1998) ile bu toksinlere
maruz kalabilmektedir. Siyanobakteri toksinlerinin bulundugu sulara maruz kalmis
gidalarin tiiketiminin insan ve hayvanlarda ciddi tehlikeler yaratacagi agiktir (Falconer ve
ark. 1992, Codd ve ark. 1999). Codd ve ark. (1999) calismalarinda Microcystis
aeruginosa igeren su ile sulanan marul yapraklarinda yikansa dahi mikrosistin toksininin
uzaklagtirllamadigini gostermislerdir. Diger yandan Otrofik karakterdeki tatlisularda
toksik siyanobakteri gogalmalari (bloom) pek ¢ok iilkede rapor edilmistir. Bu toksik
siyanobakteri ¢ogalmalari, evcil ve yabani hayvanlarin 6liimlerine (Carmichael 1992b,
Carmichael 1994), insanlarda hastaliga (Kuiper-Goodman ve ark. 1999) hatta 6liime
(Jochimsen ve ark. 1998, Pouria ve ark. 1998, Carmichael ve ark. 2001) bile sebep
olmustur. Siyanotoksinlerden kaynaklanan en sidddetli zehirlenme 1996’da Brezilya’da
goriilmiistiir. Yiiz otuz bir hastanin elli altis1 mikrosistin ile kontamine olmus suyun

hemodiyaliz tedavisinde alinmasindan sonra lmistiir (Anonim 2003).

Sularda kiitlece yiiksek populasyonlara ulagan siyanobakteriler genellikle ¢ok ¢esitli
toksinler irettigi ig¢in (Carmichael 1989, Codd ve ark. 1989, Codd ve ark. 1995,
Carmichael 1997) 6zellikle de sulama ve igme suyu amaci ile kullanilan sularin toksik
siyanobakteriler ve toksinleri agisindan incelenmesi ve halkin bilinglendirilmesi
gerekmektedir. Klasik yontemler, sulardan siyanotoksinlerin uzaklastiritlmasinda yeterli
olmadigi i¢in (Falconer 1996, Codd 2000) bu zararh bilesikler sularda uzun siireler
kalacak, dogrudan ve dolayli olarak iligskide bulunan her organizmay: etkileyecektir. Bu
nedenle bu tez ¢alismasinda iilkemiz i¢in biiyiik bir 6neme sahip sulak alanlarimizdan

olan Uluabat Golii’ndeki toksik siyanobakteri tiirleri ve siyanotoksinleri belirlenmistir.



Uluabat Go6li, Tiirkiye’nin kuzeybatisinda Marmara Denizi’nin giineyinde bulunan s1g
ve Otrofik karakterde olan bir goldiir (Kazanci ve ark. 2004). Nesli tiikkenme tehlikesinde
olan kus tiirleri basta olmak {izere (Magnin ve Yarar 1997, Altinsach ve Griffiths 2001,
Cevik 2004) pek ¢ok kus tiiriine beslenme, barinma, lireme alanmi saglamasi; kus goc
yollart {izerinde bulunmasi; yirmi bir balik tiiriinii barindirmasi; 6zellikle kiy1 bolgelerinin
zengin sucul bitki ortiisii ile kapli olmasi; farkli sucul bitki tiirlerini igermesi gibi
ozelliklerinden dolay1 Tiirkiye’nin biyolojik tiir ¢esitliligi yiiksek, ekonomik 6neme sahip
sulak alanlarindan biri olarak kabul edilmektedir (Se¢gmen ve Leblebici 1996, Dalkiran
ve ark. 2003, Karacaoglu ve ark. 2004, Cinar ve ark. 2013). Zengin tiir ¢esitliligine sahip
olmasi ve endemik tiirlere ev sahipligi yapmasindan dolayr 1998 yilinda Ramsar
Sozlesmesi ile koruma altina alinmig, 2000 yilinda ise “Yasayan Goller Agi”na dahil
edilmistir (Reed ve ark. 2008).

Tiirkiye’nin en liretken tarimsal bolgelerinden biri olan golde, balik¢ilik da yore halki igin
onemli bir gecim kaynagidir (Lammens ve Van den Berg 2001, Dalkiran ve ark. 2006).
Son zamanlarda gol civarinda artan insan aktivitesi, tarimsal ilag ve giibreler, evsel
atiklar, endiistriyel ve maden isletmelerinden suya karisan atiklar, hayvansal atiklar
goldeki ekolojik dengeyi bozmakta ve otrofikasyonu hizlandirmaktadir (Dalkiran ve ark.
2003, Karacaoglu ve ark. 2004, Salihoglu ve Karaer 2004). Diger yandan kiiresel
1sinmaya bagli olarak gdélde meydana gelen buharlagma ve basta sulama olmak iizere
cesitli amaglarla gélden su ¢ekilmesi (Dalkiran ve ark. 2006), sedimentasyonun artmasi
(Karacaoglu ve ark. 2006) goéldeki su seviyesini iyice azaltmakta; bu gibi durumlar da

siyanobakterilerin yasamasi icin elverigli ortama zemin hazirlamaktadir.

Tiirkiye’de toksik siyanobakteriler ve siyanotoksinlerle ilgili ¢ok az ¢aligma yapilmistir
(Albay ve ark. 2003a, Albay ve ark. 2003b, Albay ve ark. 2005, Ak¢aalan ve ark. 2006,
Akgaalan ve ark. 2009, Giirbiiz ve ark. 2009, Giirbiiz ve ark. 2012, Ak¢aalan ve ark. 2014,
Kocasari ve ark. 2015, Giirbiiz ve ark. 2016, Tiiney Kizilkaya ve ark. 2016, Karan ve ark.
2017, Koker ve ark. 2017a, Koker ve ark. 2017b, Yilmaz ve ark. 2018). Uluabat Goli’nde
ise Ulcay ve ark. (2010) yaptiklar1 caligmalarinda 2009 yilinin Temmuz ayinda
Microcystis aeruginosa ve M. wesenbergii tiirlerinin asir1 ¢ogalma yaptiklarini

gostermistir. Diger yandan Karacaoglu ve ark. (2004) calismalarinda Temmuz 1998 ile
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Haziran 1999 arasinda, Dalkiran ve ark. (2016a) ise Mart 2006 ile Ocak 2007 tarihleri
arasinda Uluabat Golii’ndeki fitoplankton gesitliligini detayli bir sekilde incelemislerdir.
Microcystis, Nostoc, Anabaena/Dolichospermum, Lyngbya, Oscillatoria,
Aphanizomenon, Raphidiopsis ve Phormidium gibi siyanotoksin olusturabilme o6zelligi
olan taksonlarin varligini tespit etmislerdir (Karacaoglu ve ark. 2004, Dalkiran ve ark.
2016a). Ancak bu c¢alismaya kadar Uluabat Golii’nde toksik siyanobakteri tiirleri ve

goldeki siyanotoksinler ile ilgili herhangi bir ¢alisma yapilmamustir.

Yapilan tez c¢aligmasmin amaci Uluabat Golii’'nde bulunan toksin olusturabilme
potansiyeli olan siyanobakteri tiirlerinin izolasyonu; genetik, morfolojik ve toksikolojik
karakterizasyonu ile goldeki siyanotoksinleri saptamaktir. Ekonomik ve ekolojik dneme
sahip Uluabat Golii'nde bulunabilecek toksik siyanobakterilerin ve siyanotoksinlerin,
gerek burada yagsamini siirdiiren canlilar gerekse balikgilik ve tarim ile gdlden gegimini
saglayan halk icin bir tehlike yaratabilecegi agiktir. Yapilan c¢alisma literatiire katki

saglamasi yaninda, halkin bilinglendirilmesine de katkida bulunacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Siyanobakteriler

Siyanobakterilerin fosil kalintilari, 3500 milyon yil 6ncesine kadar gitmektedir. Diinyada
anaerobik kosullarin hiikiim siirdiigii zamanlarda, dereceli bir sekilde siyanobakteri
fotosentezinden elde edilen oksijen, denizlerde ve atmosferdeki serbest oksijen seviyesini
artirarak aerobik solunumu kullanan canlilarin evrimlesmesine neden olmustur. Ayrica
kloroplastlarin, simbiyotik siyanobakterilerden evrimlestigi ileri siiriilmektedir (Stewart

ve Falconer 2008).

Siyanobakteriler, niikleus ve mitokondrileri olmadigi icin DNA (Deoksiribo Niikleik
Asit)’lart sitoplazmalarinda serbest halde bulunmakta ve bakteriler gibi prokaryotik
formlar olarak siniflandirilmaktadir. Klorofil-a (Chl a) pigmentinin yanisira, yiiksek
yapili bitkilerden farkli olarak fikosiyanin ve fikoeritrin denen ozel fotosentetik
pigmentlere sahiptir. Siyanobakteriler, Chl a’nin 15181 absorbe etmede yetersiz kaldigi
dalga boylarinda bu pigmentler sayesinde avantaj saglayarak farkli derinliklerde
yasayabilmektedirler (Stewart ve Falconer 2008).

Siyanobakterilerin genetik olarak c¢ok g¢esitlilik gostermesi, bu organizma grubunun
diinya tizerindeki farkli enlemlerdeki genis dagilimina olanak saglamaktadir.
Siyanobakteriler; tatli su, deniz ve kara ekosistemlerinden, sicak su kaynaklari, kutup
bolgelerindeki okyanuslar, hipersalin ortamlar gibi ekstrem habitatlara kadar pek ¢ok
farkl1 bolgeye adapte olabilen, diinya lizerindeki en basarili organizma gruplarindan
biridir (Mur ve ark. 1999, Whitton ve Potts 2000, Stewart ve Falconer 2008). Ozellikle
sucul sistemlerde, fotosentez ile primer verimlilige katki saglamalarinin yaninda, karbon
ve azot biitcelerine katki saglayarak hayati 6neme sahip ekolojik fonksiyonlar1 yerine

getirmektedir (Stewart ve Falconer 2008).

Upwelling (yukar1 akint1) veya karasal akislardan kaynaklanan niitrientlerin bol
bulundugu, niitrient¢e zengin ylizey sularinda siyanobakteriler yaygin olarak

gelismektedir. Biliylimelerini sinirlandiran niitrientler, genellikle fosfat ve nitrattir



(Stewart ve Falconer 2008). Tatlisularda azotun ¢oziinen formlarinin, fosfatla
karsilagtirildiginda nispeten daha bol olmasi ve siyanobakterilerin atmosferik azotu fikse
edebilme yeteneklerinden dolay1 fosfor konsantrasyonu, siyanobakteri biiylimesini en ¢ok
sinirlayan faktordiir. Isik, su sicakligl ve su kolonu stabilitesi (duraganligi) gelisimlerini
etkileyen diger parametrelerdir. Cevresel kosullar uygun oldugunda biiyiik populasyon
yogunluklarina ulasabilmektedirler (Humbert ve ark. 2001, Stewart ve Falconer 2008,
Humbert 2009). Diisiik fosfatli gevrelerde hiicrelerinde fosfat1 depo edebilme, buyoyansi
Ozelligi ve havanin serbest azotunu fikse edebilme yetenekleri sayesinde sucul
ekosistemlerde diger dkaryotik alglere gore Ustiinliik saglayabilirler (Stewart ve Falconer
2008).

Genellikle tarimsal ve endiistriyel kaynaklardan yiizey sularina asir1 besin girdisi, diger
organizmalara zararli etkileri olan asir1 alg tiremelerine neden olabilmektedir (Paerl ve
ark. 2001, De Figueiredo ve ark. 2004, Hudnell 2010, Gkelis ve Zaoutsos 2014).

2.2. Siyanotoksinler

Siyanotoksinler, kimyasal ve toksikolojik acidan dogal toksinlerin bir ¢esit grubudur
(Sivonen ve Jones 1999). Toksin ise “Diisiik veya yliksek konsantrasyonlarda baska bir
hiicre, doku veya organizmaya zarar verebilecek mikrobiyal iiriinler veya bilesenlerdir”
(Carmichael 1992a, Prescott ve ark. 2002, Codd ve ark. 2005). Siyanobakteriler
tarafindan iretilen sekonder metabolit yapisindaki siyanotoksinler, diger canlilarin
dokularinda birikim gosterebilmektedir (Negri ve Jones 1995, Magalhaes ve ark. 2001,
Sipia ve ark. 2002, Xie ve ark. 2005, Carmichael 1992a). Baz1 siyanotoksinler (6rnegin;
STX’ler, lipopolisakkarit endotoksinler), sadece siyanobakteri gruplara 6zgii olmayip,

diger alg gruplarina ait tiirler tarafindan da tiretilebilmektedir (Metcalf ve Codd 2012).

Siyanobakteriler; yapilan alan ve laboratuvar g¢aligmalarinda “toksik” veya “toksik
olmayan” olarak adlandirilmaktadir (6rnegin, Davis ve ark. 2009). Parcalanmamis
siyanobakteri hiicreleri, hiicre lizatlar1 veya siyanobakterilerin iirettigi siyanotoksinler,

ekolojik olarak biota iizerinde olumsuz etkilere neden olabilmektedir (Metcalf ve Codd



2012). Siyanobakterilere 0zgii siyanotoksinler, farkli cevreler ve farkli organizmalar

tizerinde farkli sekillerde etki gostermektedir (Xiong ve ark. 2014, Davis ve ark. 2009).

Siyanobakteriyel toksisite, ilk kez 1878 yilinda Avustralya’da ciftlik hayvanlarinin
zehirlenmesinin bir sonucu olarak rapor edilmistir. Bir hali¢ goliiniin kiyilarinda
Nodularia spumigena tiiriinli igeren siyanobakteri pisligini igen at, koyun, domuz ve
kopek gibi ¢iftlik hayvanlarinda bilingsizlik, sersemlik, diisme, sessiz kalma, uyku hali,
kasilmalar, bas ve boyunda geriye dogru sert spazmlar ve 6liim tanimlanmistir (Francis

1878, Stewart ve Falconer 2008).

Siyanobakteriyel toksinlere; kontamine igme suyu tiiketimi, gollerin eglence amach
kullanimi, kontamine besin takviyeleri gibi ¢esitli yollarla maruziyetin, insan {izerine olan
zararlarmin riskleri yiiziinden bir¢ok iilkede saglik yetkilileri, MC ve siyanobakteriler i¢in

kilavuz seviyeler belirlemektedir (Rogers ve ark. 2005, Stewart ve Falconer 2008).

Toksinlerin tiretimi genetik ve ¢evresel faktorlerden etkilenmektedir. Genetik olarak
toksin tiretebilme potansiyeline sahip tiirler, her zaman toksin tiretmeyebilmektedir. Bir
siyanobakteri ¢ogalmasimin toksisite potansiyelini tahmin etmek imkansizdir, ¢linkii
potansiyel toksin tireticisi oldugu bilinen tiirler igerisinde bile toksin iireten ve liretmeyen
genotipler, bir ekosistemden digerine degismekle kalmaz ¢ogalmanin seyri boyunca da
degisen oranlarda meydana gelebilmektedir (Briand ve ark. 2008). Toksik hiicrelerden
iiretilen toksin miktar1 da hiicre biiylimesinin oranina bagli olarak 6nemli Olglide
degisebilmektedir (Sivonen 1990, Briand ve ark. 2005). Besin konsantrasyonlari, su
sicaklig1 ve pH gibi belirli ¢evresel faktorler, toksin liretimini etkilemektedir (Sivonen ve
Jones 1999, Kaebernick ve Neilan 2001, Graham ve ark. 2004).

Siyanotoksinlerin dogal fonksiyonlar1 ve ekolojik rolleri tam olarak agik olmamakla
birlikte siyanobakterilerin, ¢esitli hiicre i¢i ve hiicre dis1 fonksiyonlar: yerine getirmek
igin siyanotoksinleri irettigi diisiiniilmektedir (Codd 1995, Sivonen ve Jones 1999,
Kaebernick ve Neilan 2001). Ornegin MC’lerin; zooplankton otlamasmin (grazing)
azaltilmasi, anti-herbivor bilesikler olarak korunmanin saglanmasi, allelopatik

etkilesimler veya hiicre-hiicre etkilesimleri gibi hiicre dis1 fonksiyonlarina sahip



olabilecegi (Dittmann ve ark. 2001, Kaebernick ve Neilan 2001, Carmichael 1986;
DeMott ve ark. 1991) degisik ¢alismalarda ifade edilmistir. Diger yandan demir iyon
dengesinin saglanmasi (Utkilen ve Gjelme 1995), 1s1gin tutulmasinin diizenlenmesi
(Hesse ve ark. 2001) gibi islevler MC’lerin hiicre i¢i fonksiyonlar1 olarak ileri

stirilmiistiir.

Siyanobakteriler tarafindan {iretilen toksinler toksik etkilerine, molekiiler yapilarina ve
kokenlerine gore siniflandirilabilmektedir (Van der Merve 2015). Baslica karacigeri
hedef alan 3 toksin ailesi (Hepatotoksinler): MC’ler, CYN’ler ve NOD’lardir (Humbert
2009). ATX-a, hATX-a, ATX-a(s) ve STX’ler, norotoksinler olup sinir sistemine etki
etmektedir. Solunum, periferik ve iskelet kaslarim1 felg ederek kisa siirede solunum
durmasi ile 6liime neden olabilmektedirler (Kuiper-Goodman ve ark. 1999, Duy ve ark.
2000). Yapilan galismalarda MC’ler ve anatoksin (ATX)’ler i¢in ¢ok az sayida da olsa
etkili panzehirler (antidot) oldugu, STX’ler i¢in ise spesifik bir panzehir bulunmadig
rapor edilmistir (Hermansky ve ark. 1990, Hyde ve Carmichael 1991).

2.3. Siyanotoksinlerin Yapisi, Etki Mekanizmasi ve Toksisitesi

2.3.1. Mikrosistinler

MC’ler peptid yapisinda olan ve en bol bulunan siyanotoksinlerdir. Cogunlukla
sentezlendikleri hiicrelerin i¢inde bulunduklar1 ic¢in endotoksinler olarak kabul
edilmektedir (Stewart ve Falconer 2008). MC’ler, siklik heptapeptit yapisindaki
toksinlerdir (Sekil 2.1). Yapilarinda bulunan amino asitlerdeki ¢esitli varyasyonlara gore
MC’lerin son yillarda yapilan ¢alismalarda yaklagik 250 varyanti tanimlanmistir (Spoof
ve Catherine 2017). Peptid halkasinin yapisinda yedi amino asit bulunmaktadir: D-alanin,
L-X, D-eritro-B-metilaspartik asit (izo baglantili), L-Y, bir  amino asit olan Adda (3-
amino-9-metoksi-2,6,8-trimetil-10-fenildeka-4,6-dienoik asit), D-Glutamik asit (D-Glu,
izo baglantili), N-metildehidroalanin (Chorus ve Bartram 1999, Sivonen ve Jones 1999,
Metcalf ve Codd 2012). Protein olmayan bir amino asit yapisindaki Adda molekiilii, bir
yan zincir olusturmaktadir. Adda yan zinciri; MC varyantlar1 arasinda tutarli olup,

varyant tipinden bagimsiz olarak MC’leri 6lgmek i¢in kullanilabilmektedir. Peptid



halkasimin 2’inci ve 4’lincii pozisyonlaridaki iki degisken amino asit (X ve Z), yapisal
degiskenlige en ¢ok katkida bulunan alanlardir. MC varyantlari, degisken
pozisyonlardaki protein amino asitleri baz alinarak adlandirilmaktadir (Carmichael ve
ark. 1988). MC-LR; degisken grupta L-16sin ve L-arjinin igeren, MC’nin yaklasik 250
varyant1 igerisinde en bol bulunan formdur. MC-LR gibi toksisitesi ¢ok yiiksek
varyantlarindan (farelerde intraperitoneal uygulamada LDso=50 pg kg viicut agirligi)
(Chorus ve Bartram 1999, Wolf ve Frank 2002) toksik olmayan MC’lere (Rinehart ve
ark. 1994) kadar varyantlarin molekiiler agirliklar1 ve toksisiteleri ¢ok degiskenlik
gostermektedir (Sivonen ve Jones 1999). Genellikle, bireysel suslar birden fazla MC
varyant1 iiretmektedir (Sivonen ve Jones 1999). Molekiiliin Adda kismi, toksisite igin
gereklidir. Okaryotik hiicrelerde protein fosfatazin aktif alanina sikica baglanmaktadir
(Stewart ve Falconer 2008).

Glu(iso) cH
H  COOH IL ’

COOH

B-Me-Asp(iso)

Sekil 2.1. Mikrosistinin genel kimyasal yapisi (X ve Z degisken amino asitleri temsil
etmektedir) (Lawton ve Edwards 2001)

Yapilan ¢alismalarda MC’nin peptid omurgasi i¢in nonribozomal, Adda kismi i¢in bir
poliketid biyosentez yolu ileri stiriilmiistiir (Arment ve Carmichael 1996). Non-ribozomal
peptid sentetazlar (NRPS); her bir modiiliin, tek bir amino asidin aktivasyonundan,
modifikasyonundan ve kondenzasyonundan sorumlu oldugu; biiyiik, ¢ok fonksiyonlu

modiiler enzim ailesini temsil etmektedir. Bu enzimler, ribozomlar iizerinde alternatif bir



yol olarak peptitlerin biyosentezi icin sablon gorevi goren biiyiikk kompleksler
olusturmaktadir (Marahiel ve ark. 1997, Von Dohren ve ark. 1997). Cok sayida bakteriyel
poliketid ise, modiiler poliketid sentazlarmin (PKS) etkisiyle benzer sekilde
sentezlenmektedir. MC’ler, NRPS ve PKS tarafindan olusturulan ¢oklu enzim

komplekslerinde sentezlenmektedir (Bérner ve Dittmann 2005).

NRPS genleri, siyanobakterilerde ilk kez MC iireten ve iiretmeyen Microcystis hiicreleri
arastirtlarak tanimlanmistir (Dittmann ve ark. 1996, Meipner ve ark. 1996). MC iiretimi
icin gerekli olan genlerin tanimlanmasi; M. aeruginosa PCC7806 susundaki NRPS
genlerinin mutasyonla inaktif hale getirilip, toksin sentezleyemeyen mutant hiicreler
olusturulmasi ile basarilmistir (Dittmann ve ark. 1997). Bu c¢alisma, M. aeruginosa
PCC7806 (Tillett ve ark. 2000) ve K-139 (Nishizawa ve ark. 1999, 2000) suslarinda MC
sentetaz kompleksinin Onemli bilesenlerini kodlayan biiyilkk bir gen kiimesinin
sekanslanmasi ile tamamlanmistir. Mikrosistin sentetaz genleri (mcy) daha sonra bir
Planktothrix (Christiansen ve ark. 2003) ve bir Anabaena cinsine ait suslarda da

(Rouhiainen ve ark. 2004) karakterize edilmistir.

M. aeruginosa'nin mcy gen kiimesi; kromozomal DNA'nin yaklasik 55 kilo bazlik (kb)’lik
kismini kapsamaktadir. iki yonlii transkribe edilen, iki operonun igine gémiilmiis on gen
icermektedir (Kaebernick ve ark. 2002, Tillett ve ark. 2000). Promotér bolgenin asagi
kisminda (downstream) mcyA-C, bes modiil iceren {ic NRPS'yi kodlarken; yukari
kisminda (upstream) mcyD-J, poliketid sentazlar1 (mcyD), hibrit enzimleri (mcyE, G) ve
ilave uyarlama (tailoring) enzimlerini (mcyF, I, J) ve ayrica varsayilan bir ABC
tastyicisinin bilesenini (mcyH) kodlamaktadir (Sekil 2.2) (Tillett ve ark. 2000).

Adda-D-Glu onciisii, McyG, J, D ve E denen en az dort enzimin aktiviteleri ile
sentezlenmektedir. McyG, fenilasetatin aktivasyonunu izleyen ilk tasiyict domainin 4-
phosphopantetheine’e transferi ile MC sentezini baslatan hibrit bir enzimdir. Daha sonra
Adda; McyG, D ve E'nin dort PKS modiilii tarafindan olusturulur. McyJ, bir O-metilasyon
asamasi i¢in gereklidir. McyE, PKS ve NRPS modiillerinden olusan hibrit bir proteindir.
Sonugta McyE'nin birinci yogunlasma alani; Adda'yr aktif glutamat ile yogunlastirir,

boylece PKS'yi MC biyosentezinin NRPS kismi ile baglar. McyA, B ve C'nin NRPS
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modiilleri; kalan bes amino asidi aktive eder ve bunlar1 bilyiiyen peptid yapisina dahil
eder. McyC’nin TE (Tiyoesteraz) domaininin (Christiansen ve ark. 2003), sentetaz
kompleksinden MC salinimindan ve siklozasyonundan sorumlu oldugu 6ne stiriilmiistiir.
McyF, D-aspartat ve biiyiik olasilikla D-metil-aspartat sagladig: diistiniilen bir rasemazdir
(Sielaff ve ark. 2003). Mcy!’nin rolii, heniiz belirlenmemistir (Tillett ve ark. 2000). McyH,
ABA (Absisik asit) tasiyici ailesinin disa aktaricilarina 6nemli benzerlik gosterdigi igin,
MC’nin disa aktariminda 6nemli bir rol oynayabilecegi ileri stiriilmiistiir (Pearson ve ark.
2004).
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m McyA
(s Xom e o] rejl care §
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Sekil 2.2. Mcy genlerinin niikleotid dizilerine (Tillett ve ark. 2000) ve fonksiyonel
analizlerine (Dittmann ve ark. 1997, Christiansen ve ark. 2003, Sielaff ve ark. 2003) gore
mikrosistin sentetazin (Mcy proteinleri) bilesenlerinin rolii. PKS domainleri: AT:
aciltransferaz; ACP: acil tasiyict protein; KS: B-ketoagil sentaz; KR: ketoagil rediiktaz;
DH: dehidrataz; CM: C-metiltransferaz; AMT: aminotransferaz; NRPS domainleri: A:
aminoagil adenilasyon; C: kondenzasyon; NMT: N-metiltransferaz; Ep: epimeraz; TE:
tiyoesteraz; McyF: rasemaz; OM (Mcyl): o-metiltransferaz. Siyah kisimlar, NRPS
modiillerinin  tiyolasyon = motiflerini  temsil etmektedir.  Oklar, mikrosistin
biyosentezindeki basamaklarda gorev yapan bireysel proteinleri belirtmektedir (Borner
ve Dittmann 2005’den modifiye edilmistir)
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Mcy gen kiimesi; on (Microcystis, Anabaena) veya dokuz gen (Planktothrix, Nodularia)
tarafindan kodlanan peptid sentetazlari, poliketid sentazlart ve riitus (tailoring)
enzimlerini kapsamaktadir (Sekil 2.3). Cok fonksiyonlu peptid sentetazin her modiilii;
amino asit substratinin  aktivasyonu (aminoagil adenilasyon domaini) ve
tiyoesterifikasyonu (peptid tasiyict domain), biiyliyen peptidin uzamasi (kondenzasyon
domaini) i¢in 6zgiin fonksiyonel domainler igermektedir (Tillett ve ark. 2000, Kurmayer
ve Christiansen 2009).

Tatlisu, gecici ve denizel sularda ve karasal ortamlardaki taksonlarda MC iiretimi yaygin
goriilmektedir (Metcalf ve Codd 2012). Bu toksinlerin iiretildigi baslica cinsler arasinda
Microcystis, Planktothrix, Anabaena, Nostoc, Oscillatoria ve Anabaenopsis cinsleri
bulunmaktadir (Humbert 2009, Van der Merwe 2015).

~35 kb

Microcystis

Planktothrix

Anabaena

Nodularia

§
&

Peptid Poliketid Riitus (Tailoring) ABC
Sentetaz Sentaz Enzimi Tasiyica

Sekil 2.3. Microcystis (Nishizawa ve ark. 2000, Tillett ve ark. 2000), Planktothrix
(Christiansen ve ark. 2003), Anabaena (Rouhiainen ve ark. 2004)’da mikrosistin gen
kiimelerinin ve Nodularia (Moffitt ve Neilan 2004)’da nodiilarin sentetaz gen kiimesinin
yapisal organizasyonu (Oklar, varsayilan promoter bdlgelerinden transkripsiyon
baslangi¢ bolgelerini gostermektedir) (Borner ve Dittmann 2005°ten modifiye edilmistir)
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MC iiretme kabiliyeti, siyanobakteriler arasinda diizensiz bir dagilim gostermektedir.
Toksik ve toksik olmayan suslar (genotipler) genellikle alan popiilasyonlarinda bir arada
bulunmakta ve genomlarinda toksin biyosentezi igin ihtiya¢ duyulan genlerin varligi ve
yoklugu bakimindan farklilik gostermektedir. Microcystis, Anabaena, Planktothrix;
toksin biyosentez genleri i¢eren ve igermeyen iiyelere sahiptir. Veri tabanlarinda Mcy gen
kiimelerinin tam niikleotit dizilerine ulasilabilen suslar arasinda Anabaena 90,
Microcystis aeruginosa PCC 7806 ve K-139 ve Planktothrix agardhii CYA 126 suslar1
bulunmaktadir. Bireysel gen kiimeleri tarafindan kodlanan g¢oklu enzim bilesenleri
benzerdir, ancak modiillerin ve ardisik domainlerin igerigi ve diizenlenmesi {i¢ cinste ayni
degildir. Kiimelerin genel organizasyonu ve kiimeler i¢indeki belirli genlerin

diizenlenmesi farklilik gostermektedir (Bérner ve Dittmann 2005).

Mcy kiimeleri sekanslanan Microcystis cinsine ait iki susun, niikleotit dizilerinin ayni gen
diizenine ve yiiksek benzerlige sahip oldugu bulunmustur (Dittmann ve ark. 1997,
Nishizawa ve ark. 1999, 2000, Tillett ve ark. 2000). Mcy genlerinin evrimi ile ilgili 6nemli
veriler, Anabaena, Planktothrix ve Microcystis cinslerindeki mcy gen kiimelerinde
gbzlenen yapisal organizasyondaki ve niikleotid sekansindaki farkliliklarin; gesitli
rekombinasyonlar, mutasyonlardan kaynaklanabilecegini (Nishizawa ve ark. 2000, Tillett
ve ark. 2000, Christiansen ve ark. 2003, Rouhiainen ve ark. 2004, Mikalsen ve ark. 2003),
ortak bir ata fikrini giiglii bir sekilde desteklemektedir (Rantala ve ark. 2004). Bu nedenle
MC biyosentezi, sekonder metabolizmanin ¢ok eski bir yolu olarak goriilmektedir

(Borner ve Dittmann 2005).

MC’ler, protein fosfataz 1 ve 2A (PP1 ve PP2A) enzimlerini geri doniistimsiiz bir sekilde
inhibe ederek etki gosteren hepatoksinlerdir (MacKintosh ve ark. 1990, Yoshizawa ve
ark. 1990, Honkanan ve ark. 1994). Biitiin dokularda bulunan protein fosfatazlar, genis
bir substrat spesifikligine sahiptir ve ¢cok cesitli hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde
rol oynamaktadir (Gee ve Mansuy 2005, Moorhead ve ark. 2007). Protein fosfatazlar,
amino asitlerin hidroksil gruplarindan fosfatlarin uzaklastirilmasini saglamaktadir.
Dolayistyla bu toksinler ile proteinlerde fazla fosfat birikmesinin sonucu olarak
hepatositlerdeki hiicre iskeletinin filamentlerinde dagilma meydana gelmektedir

(Falconer ve Yeung 1992, Toivola ve ark. 1997). Hepatositler, deforme olmakta ve
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karaciger yapist bozulmaktadir (Stewart ve Falconer 2008). Hepatositlerdeki ve diger
canli hiicrelerde toksik etkiler; hiicre iskeletinin bozulmasini, DNA hasarini,
mitokondriyal hasarla ilgili apoptozu ve serbest oksijen radikallerinin olusumuna
dayandirilabilir oksidatif stresi i¢eren ¢ok yonlii bir olaydir (Zegura ve ark. 2004, Ding
ve Nam Ong 2006, Zhao ve ark. 2008). Ayrica MC’ler, hiicre dongiisiiniin kontroliinii
etkilemekte ve tiimor tesvik edici rol oynamaktadir. MC’lere maruz kalmanin, insanlarda
hepatoseliiler kanser ve kolorektal kanser gelisimine katkida bulunan bir faktor
olabilecegine dair kanitlar artmaktadir (Meneely ve Elliot 2013). Diinya Saglik
Orgiitii’niin (WHO) Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajanst (IARC)’nin yaptigi
degerlendirmelere gore MC-LR’nin “Muhtemel karsinojen” oldugu sonucuna varilmistir

(Grosse ve ark. 2006).

MC’ler, muhtemelen safra asiti tasiyici sistemi vasitasiyla ince bagirsaktan kan
dolasimina gegmektedir (Eriksson ve ark. 1990, Runnegar ve ark. 1991, 1995). MC’ler,
bir organik anyon tasiyan polipeptit (OATP) sistemi vasitasiyla karaciger hiicrelerine
girerek (Runnegar ve ark. 1991), basta karaciger olmak iizere bagirsak, bobrek, kalp,
yumurtalik, akciger ve beyinde birikebilmektedir. Sonugta da bu organlarda fizyolojik
doku ve hiicre hasar1 olusmaktadir (Hooser ve ark. 1991, Chorus ve Bartram 1999, Wang
ve ark. 2008, Zhao ve ark. 2009).

Siyanobakteriyel hiicreler parcalandigi zaman MC’ler c¢evredeki suya salinmaktadir.
MC’lerin sulardaki kalicilig (stabilitesi) oldukga yiiksek olup (Harada ve ark. 1996), tipik
bir gevrede on haftalik yar1 6mre sahiptir. Bozulma oranlari; dogrudan giines 15181 altinda,
yiiksek cevresel sicakliklarda (> 40 °C) ve asir1 diisiik pH’ta (< 1) veya yliksek pH’ta (>
9) artmaktadir (Tsuji ve ark. 1994, Harada ve ark. 1996).

Ciftlik hayvanlarinda siklikla goriilen zehirlenme olaylart Microcystis aeruginosa ile
ilgili olup (Falconer ve Humpage 2006) bazi durumlarda binlerce hayvan 6liimiine neden
olabilmektedir (Harding ve Paxton 2001). MC’ler; baliklarda da karaciger hasari
olusturmakta, embriyo gelisimini etkilemektedir (Tencalla ve Dietrich 1997, Gétz ve ark.
2000). MC’ler, hayvanlarin yanisira insanlarda da hastalik veya Oliimlere neden

olmaktadir. Insanlarla ilgili zehirlenme olaylarinin ilki, yazin sonlarinda biiyiik
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Microcystis cogalmalari meydana gelen bir rezervuardan igme suyunu temin eden kirsal
bir kasabada (Armidale, Avustralya) meydana gelmistir. Toksinlere bagli olarak
karacigerde islev bozuklugu belirtilmistir (Falconer ve ark. 1983). Sonrasinda Birlesik
Krallik’ta orduda egitim goren askerlerin yogun Microcystis ¢ogalmasini igeren golde
yaptiklar1 egitimler sonrasinda muhtemelen toksik organizmalarin solunmasi ve
yutulmas: sonucunda bazilarinda agiz ¢evresinde kabarma, bogaz agrisi, kusma, karin
agrist, kuru Oksiiriik, zatiirre ve ishal sikayetleri ile tip merkezine yatirilmistir. Alg
orneklerinde MC-LR saptanmustir (Turner ve ark. 1990). Brezilya’daki bir klinikte ise
bobrek yetmezligi i¢in tedavi goren yiiz otuz bir hemodiyaliz hastasinda daha siddetli bir
zehirlenme goriilmiistiir. Diyaliz initesinin su filtrelerinde MC ve CYN toksinleri
saptanmistir. Diyalizden hemen sonra hastalarda gérme bozukluklari, mide bulantisi,
kusma, bas agrist, kas gii¢stlizliigii ve karin agrisi rapor edilmistir. Karaciger yetmezligine
bagli olarak yiiz hastanin yetmis altisinda 6lim gozlenmistir (Jochimsen ve ark. 1998,
Pouria ve ark. 1998, Carmichael ve ark. 2001, Azevedo ve ark. 2002). Bu sonuglar
siyanobakterilerin asir1 ¢ogalmalar1 sirasinda, igme suyu giivenliinin uluslararasi
degerlendirilmesine ve WHO’nun igme suyunda mikrosistin i¢in bir kilavuz deger
olusturmasina yol agmistir (Anonim 2006). WHO, i¢gme suyunda mikrosistin i¢in 1 pg L’
Yik bir kilavuz deger belirlemistir (Anonim 2006).

2.3.2. Anatoksinler

Anatoxin-a; oldukea gii¢lii ve hizli, molekiil agirligi 165 Da olan, bisiklik amin yapisinda
norotoksik bir alkoloiddir (Falconer 1998). Glutamik asitten tiirevlenmis bir homotropan
iskelet igermektedir. Iki simetrik merkeze sahip bir kiraldir (Wonnacott ve Gallagher
2006). ATX’in yapisi, kokaine ve asetilkoline benzemektedir (Sivonen ve Jones 1999).
ATX-a, asetilkolin reseptorlerinin bir agonisti olup (Aronstam ve Witkop 1981),
asetikolinden daha etkilidir (Swanson ve ark. 1986). Sinirlerde ve ndromiiskiiler
baglantilarda nikotinik asetilkolin reseptdrlerine baglanarak, voltaja duyarli Ca*? ve Na*!
kanallarin1 agarak sinir depolarizasyonuna neden olmaktadir (Falconer 1998).
Kolinesteraz, ATX-a'y1 par¢alamaz ve devamli bir kas stimiilasyonu olusur (Spivak ve
ark. 1980, Wonnacott ve Gallagher 2006). Dolayisiyla ATX-a; kas kasilmasi, kas felci ve

bogulma (asfiksasyon) sonucu 6liime neden olabilen bir kolinerjik agonisttir (Stevens ve
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Krieger 1991, Falconer 1998). Temel 6ldiiriicii etkisi, solunum kaslar1 tizerindeki kontrol

kaybindan sonra solunum yetmezligidir (Osswald ve ark. 2007).

ATX-a, en kiigiik toksik alkaloid olup ilk kez Anabaena flos-aquae’den izole edilmistir
(Carmichael ve ark. 1975, Devlin ve ark. 1977, Carmichael ve ark. 1979). Anabaena,
Planktothrix, Cylindrospermum, Phormidium, Raphidiopsis, Microcystis,
Aphanizomenon, Oscillatoria, Arthrospira ve Nostoc cinsleri anatoksinleri iiretebilen
baslica cinslerdir ve yaygin olarak tatli sularda bulunmaktadir (Sivonen ve Jones 1999,

Osswald ve ark. 2007, Stewart ve Falconer 2008).

Homoanatoksin-a (hATX-a) veya metilen-anatoksin-a adi verilen yapisal bir analog ise
Oscillatoria formosa'dan izole edilmistir (Skulberg ve ark. 1992). Molekiil agirligi 179
Da olan bu varyant, ATX-a’nin metilasyonu sonucu olugsmaktadir (Méjean ve ark. 2009).
ATX’in bir diger varyanti olan ATX-a(s) ise Aphanizomenon flos-aquae ve A.
lemmermannii tiirlerinden izole edilmis olup 252 Da molekiil agirligina sahip ve ATX-
a’dan ¢ok daha oliimciildiir (Matsunaga ve ark. 1989, Carmichael ve ark. 1990, Méjean
ve ark. 2014). Sekil 2.4’de ii¢ anatoksin varyantinin kimyasal yapisi verilmistir.
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Sekil 2.4. Anatoksin varyantlarinin kimyasal yapisi (Boopathi ve Ki 2014’ten alinmistir)

ATX-a biyosentez yolu, glutamik asit ve asetat ile baglamaktadir. Genel sema, poliketid
sentezininki gibidir, son asama dekarboksilasyon asamasidir (Selwood ve ark. 2007).
ATX-a ve varyantlari, NRPS tarafindan prolin ilave edilmesi ile sentezlenmektedir. PKS

ise ardindan zincirin uzamasini ve siklizasyonunu saglamaktadir (Cadel-Six ve ark.
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2009). Méjean ve ark. (2009) Oscillatoria sp. PCC 6506, Rantala-Ylinen ve ark. (2011)
Anabaena sp. 37 susunda ATX sentezinden sorumlu gen kiimelerini (anaA-anaG ve
ORF1) tamimlamusglardir (Sekil 2.5). Her iki susun anatoksin biyosentez genlerinin (ana)
ve proteinlerinin yiiksek dizi benzerligi sergiledigini fakat ana gen kiimelerindeki
genlerin organizasyonunun farklilik gosterdigini belirtmislerdir. Anabaena sp. 37
susunda, ATX’i kodlayan biyosentetik genler yaklasik 29 kb'yi kapsayan iki kiimede
bulunmustur. AnaB-anaG genleri, 20,3 kb'lik bir kiime olustururken; anaA ve varsayilan
siklaz geni (orfl) (1,7 kb), ana kiimeden DNA'nin 6,9 kb'lik bir boliimii ile ayrilir ve ters
yonde transkribe edilir (Rantala-Ylien ve ark. 2011). Anabaena sp. 37 susundaki ana gen
kiimesi, herhangi bir RNA (Riboniikleik asit) polimeraz baglanma bdlgesi olmadan
yukar1 akis (upstream) bolgesinde karakteristik dizi motifleri ile dort veya bes operonu
kapsamaktadir. Bugiine kadar ana kiimelenmenin diizenlenmesi ile ilgili calismalar heniiz

baglangic asamasindadir ve daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir (Boopathi ve Ki 2014).

A 20,3 kb 6,9 kb 1,7 kb
\\
288 bc; bosluk I I * %k I
or,
anaB anaD anaE anaF anaG anai
anaC
B ~23 kb
anaB analy
anaA anaC anakE anaF anaG

Sekil 2.5. Anatoksin-a biyosentetik gen (ana) kiimeleri. A) Anabaena sp. 37 susu, B)
Oscillatoria sp. PCC 6506 susu (*: tanimlanan RNA polimeraz tanima dizilerinin yukari
akigindaki (upstream) genleri gosterir) (Méjean ve ark. 2009 ve Rantala-Ylinen ve ark.
2011’den modifiye edilmistir)

ATX-a steril kosullar altinda oldukg¢a kararlidir ancak mikrobiyal biyobozunmaya
(biyodegredasyon) kars1 hassastir (Rapala ve ark. 1994). Yiiksek sicaklik, ultraviyole

(UV) 15181 ve alkali kosullar, ATX’in pargalanmasini hizlandirmaktadir (Stevens ve
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Krieger 1991, Kaminski ve ark. 2013). Sudaki yarilanma omriiniin, tipik ¢evresel pH
kosullar1 altinda 5 giin iken (Smith ve Sutton 1993), laboratuvar testlerinde 24 giin oldugu

rapor edilmistir (Sivonen ve Jones 1999).

ATX-a, laboratuvar farelerinde 2-7 dk iginde hizli 6ldiiriicii etki gostermesi nedeniyle
“Cok hizli 6liim faktorii” olarak adlandirilmistir (Carmichael ve Gorham 1978). ATX-
a'va maruz kaldiktan sonra kopeklerde (Edwards ve digerleri 1992), sigirlarda
(Carmichael ve Gorham 1978) ve vahsi yasam (Carmichael 1981) da dahil olmak iizere
birgok tiirde akut oliimler kaydedilmistir. Literatiirde ¢cok sayida hayvan zehirlenmesi
vakasi rapor edilmesine ragmen (Gugger ve ark. 2005), insanlarda ATX-a zehirlenmesi
vakasi rapor edilmemistir (Humbert 2009). Anabaena flos-aquae ¢ogalmasini igeren bir
gblden su yutan on yedi yasinda bir cocugun 6liimii ile ilgili bir olayda gézlenen belirtiler,
ATX-a zehirlenmesi ile tam uyusmadigi i¢in bu olay siipheli kalmistir (Carmichael ve
ark. 2004).

2.3.3. Saksitoksinler

Saksitoksinler, hem tatl su siyanobakterileri hem de denizel dinoflagellatlar tarafindan
uretilen trisiklik bir alkaloid ailesidir (Stewart ve Falconer 2008). Paralitik kabuklu
toksinleri (PST) arasinda yer almaktadir (Schantz ve ark. 1957). Denizel ortamlarda,
deniz dinoflagellatlarinca iiretilen STX’leri biriktiren kabuklu deniz hayvanlarinin
tilketilmesi ile iligkilendirilen paralitik kabuklu zehirlenmeleri (PSP) goriilmektedir
(Cusick ve Sayler 2013). Tatli sularda STX ve tiirevlerini lireten siyanobakteri tiirlerinden
bazilar1 sunlardir: Aphanizomenon flos-aquae (lkawa ve ark. 1982, Mahmood ve
Carmichael 1986, Pereira ve ark. 2000, Ferreira ve ark. 2001), Anabaena circinalis
(Humpage ve ark. 1994, Negri ve ark. 1995), Lyngbya wollei (Carmichael ve ark. 1997,
Onodera ve ark. 1997), Cylindrospermopsis raciborskii (Lagos ve ark. 1999),
Planktothrix sp. (Pomati ve ark. 2000), Aphanizomenon sp. (Dias ve ark. 2002),
Aphanizomenon issatchenkoi (Nogueira ve ark. 2004). Ayrica Finlandiya ve Danimarka
tatli sularinda yapilan ¢alismalarda STX’ler saptanmis ve gollerde Anabaena
lemmermannii tiirtiniin fitoplanktonda yaygin bulundugu rapor edilmistir (Kaas ve
Henriksen 2000, Rapala ve ark. 2005). Bu tiirlerin yanisira STX’ler Lyngbya ve
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Scytonema cinsleri tarafindan da tiretilmektedir (Smith ve ark. 2012, Wiese ve ark. 2010).
Siyanobakterilerden bagka yengeg, tatlisu balon baligi, Panama altin kurbagasi (Atelopus
zeteki) gibi farkli canlilarin da alisilmadik modifikasyonlara sahip STX analoglarini
icerdigi degisik ¢alismalarda belirtilmistir (Arakawa ve ark. 1994, 1995, Zaman ve ark.
1998, Yotsu-Yamashita ve ark. 2004).

STX’ler, molekiil agirliklar1 241 ile 491 Da arasinda degisen tetrahidropiirin yapisina
sahip bir karbamat alkaloid ailesinden olusmaktadir (Sekil 2.6). Degisken gruplarin (R1-
R5) pozisyonlarindaki yer degistirmelere bagli olarak dort gruba ayrilabilmektedir
(Humbert 2009): saksitoksinler (STX, dcSTX, neoSTX) (Ikawa ve ark. 1982, Mahmood
ve Carmichael 1986, Humpage ve ark. 1994, Negri ve ark. 1995, Lagos ve ark. 1999,
Kaas ve Henriksen 2000, Pereira ve ark. 2000, Pomati ve ark. 2000), gonyatoksinler
(GTX 1-6) (Humpage ve ark. 1994, Negri ve ark. 1995, Lagos ve ark. 1999, Kaas ve
Henriksen 2000, Pereira ve ark. 2000) ve dcGTX 2 ve 3 (Humpage ve ark. 1994, Negri
ve ark. 1995, Onodera ve ark. 1997), C-toksinler (C1 ve 2) (Humpage ve ark. 1994, Negri
ve Jones 1995, Ferreira ve ark. 2001), ve Amerikan Lyngbya wollei suslarinda tanimlanan
varyantlar (LWTX 1-6) (Onodera ve ark. 1997). Bu alkaloid trisiklik bilesikler,
stilfatlanmamis (saksitoksinler ve neosaksitoksin), tek siilfatlanmis (gonyatoksinler) veya
cift siilfatlanmis (C-toksinler) olarak da gruplandirilabilmektedir (Shimizu 1993, Sivonen
ve Jones 1999, Kellmann ve Neilan 2007). Trisiklik halka sisteminin iskeleti; arjininin
karboksil grubunun kaybi ile arjininin karbon atomunda asetatin Claisen-tipi
kondenzasyonu, ardindan da amidasyon ve siklizasyon ile olusturulmaktadir (Shimizu ve
ark. 1984, Shimizu 1993). En gii¢lii PST olan STX’lerin toksisitesi (intraperitoneal
enjeksiyon uygulamalarda fare igin LDso= 10 pg kg?), varyantlara bagl olarak
degisebilmektedir (Oshima 1995). Yapisal olarak elli yedi farkli varyanta sahip bu
toksinlerin aktivitesi, pozitif yiiklii guanidinyum gruplari sayesinde ger¢eklesmektedir
(Wiese ve ark. 2010). STXler, dzellikle hafif asitli ortamlarda 1s1ya dayaniklidir ve suda
¢oziinlirliigh yiiksektir (Trevino 1998).
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Sekil 2.6. Saksitoksinin temel kimyasal yapist (R, degisken pozisyonlar1 temsil
etmektedir) (Pearson ve ark. 2010)

Saksitoksin biyosentezi gen kiimesinin (Sxt) ilk tanimlamasi, Cylindrospermopsis
raciborskii T3 susunda yapilmistir (Kellmann ve ark. 2008a). Yapilan arastirmalarda sxt
genleri (sxtA, sxtG, sxtB, sxtD, sxtS, sxtU, sxtH/T ve sxtl) tarafindan kodlanan sekiz
proteinin dogrudan STX biyosentezi ile ilgili olarak farkli katalitik fonksiyonlara sahip
oldugu belirlenmistir. Digerlerinin (SxtL, SxtN ve sxtX) ise STX’in ilgili tiirdeslerinin
modifikasyonunda yer aldigi, potansiyel STX tasiyicilar1 ve STX baglayici proteinleri
olarak davrandig: ileri siiriilmiistiir (Kellmann ve ark. 2008a, Pearson ve ark. 2010,
Hackett ve ark. 2012). Daha sonra homolog sxt gen kiimeleri, asagidaki tiirlere ait bazi
suslarda da tanitmlanmistir: Anabaena circinalis AWQC131C, Aphanizomenon sp. NH-5
(Mihali ve ark. 2009), Raphidiopsis brookii D9 (Stucken ve ark. 2010) ve L. wollei
(Mihali ve ark. 2011). Bes cins siyanobakteride yapilan ¢aligmalara (Kellmann ve ark.
2008a, Mihali ve ark. 2008, Stiikken ve ark. 2009, Soto-Liebe ve ark. 2010, Stiikken ve
Jakobsen 2010) gore saksitoksin biyosentezi, tasinmasi ve diizenlenmesi ile ilgili 33 gen
bildirilmistir. C. raciborskii’de 31 ORF (A¢ik Okuma Cergevesi)'yi kodlayan sxt gen
kiimesi, 35 kb uzunlugunda iken Anabaena ve Aphanizomenon tiirlerine ait suslarda sxt
geni kiimelerinin yaklagik 28 kb uzunlugunda oldugu belirlenmistir. Sekil 2.7°de
Aphanizomenon sp. NH-5, A. circinalis AWQC131C ve C. raciborskii T3 suslarinda STX

sentezinden sorumlu gen kiimeleri verilmistir. Tiim Sxt gen kiimesinde yaygin olarak
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bulunan ana genler; PKS'yi kodlayan sxtA geni, transferazi kodlayan sxtG geni ve
varsayilan tastyicilari kodlayan sxtF ve sxtM genleridir. SxtF ve sxtM genlerinin kodladigi
proteinler, muhtemelen C. raciborskii’de oldugu gibi STX’in salinimu ile ilgilidir. Diger
yandan gen ekspresyonu diizenlemesi i¢in 6nemli olan sxtY, sxtZ, sxtR ve ompR genleri,
C. raciborskii'ye 6zgiidiir. Diger yandan R. brookii, 25,7 kb ve 24 ORF ile en kiigiik sxt
gen kiimesini temsil etmistir. Bu ORF'lerin yirmi tanesi, STX’in biyosentezi igin
minimum gen setini olusturur ve bu kisim C. raciborskii ile ortaktir. L. wollei tiiriine ait
susun ise 36 kb ile en biiyiik sxt gen kiimesine sahip oldugu goriilmistiir (Kellmann ve
ark. 2008a, Mihali ve ark. 2009, Stucken ve ark. 2010, Mihali ve ark. 2011, Pacheco ve
ark. 2016, Yusof ve ark. 2017). Norotoksik STX’in biyosentezi igin 6nemli olan
proteinleri kodlayan sxt gen kiimesi, siyanobakteriyel tiirlere bagl olarak kendine 6zgii
genom boyutlarina sahiptir (Yusof ve ark. 2017). Farkli cinsler, temel bir sxt gen seti
paylasmaktadir. Bu belirli genlerin varligi, yoklugu, organizasyonu ve farkliliklar1 bu

organizmalarin toksik profillerine yansimaktadir (Murray ve ark. 2011).
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Sekil 2.7. Baz1 siyanobakteri suslarinda saksitoksin kodlayan gen kiimeleri (Mihali ve
ark. 2009, Boopathi ve Ki 2014); A) Aphanizomenon sp. NH-5, B) Anabaena circinalis
AWQC131C, C) Cylindrospermopsis raciborskii T3 (Modifiye edilmistir)
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Kellmann ve ark. (2008)’nin C. raciborskii susundan elde ettikleri biyoinformatik verilere
gore SxtA’nin, STX sentezini baslatan ¢ok islevli bir poliketid biyosentez enzimini
kodladig1 ve kiimedeki diger genlere gore daha biiyiik oldugu ortaya cikarilmistir.
Alkaloidin biyosentezinde daha sonra transferazlar, hidroksilazlar, hidrolazlar,
rediiktazlar ve siklazlar rol oynamaktadir. STX analoglarinin sentezi, uyarlama
enzimleriyle gergeklestirilmektedir. Transposazlar1 kodlayan ORF’ler, regiilatorler ve

fonksiyonu bilinmeyen ORF’ler de sxt kiimelerine dahil edilmektedir.

Bes cins iizerinde yapilan inceleme sonuglarma gore Sxt kiimesine ait topolojideki
farkliliklar, siyanobakterilerdeki STX biyosentezinin evrimi boyunca ¢oklu
transpozisyon olaylarinin meydana geldigini ileri siirmistiir (Pearson ve ark. 2010). Sxt
kiimelerinin karsilastirmali analizi, genlerin kayb1 ve yeniden diizenlenmesinin tiir
filogenisine karsilik gelen farkli gen konfigiirasyonlarma yol agtigini, sxt kiimesinin
muhtemelen tek bir ortak atadan geldigini, dikey olarak tagindigini ileri stirmektedir
(Murray ve ark. 2011, Moustafa ve ark. 2009). Siyanobakterilerde saksitoksin
tireticilerinin diizensiz dagiliminin ise, tekrarlanan gen kaybi olaylarindan kaynaklandigi
distintilmektedir. Ayrica bir sxt gen alt kiimesinin, siyanobakteriyel kaynaklardan veya
bunlarin eksikliginden yatay transfer ile elde edildigi varsayilmaktadir (Moustafa ve ark.
2009).

Yapilan ¢alismalarin bazilar1 STX olusumu i¢in 6nemli olan PKS ve PS (Peptid sentetaz)
proteinlerini kodlayan genlerin tespiti ile STX iireten siyanobakterilerin tespit edilmesini
hedeflemektedir. Bununla birlikte STX f{ireticisi olmayan siyanobakteriyel suslarla
yapilan ¢aligmalar, bazi sxt genleri mevcut olsa bile muhtemelen sxt gen kiimesinin bir
kisminin kayb1 nedeniyle hiicrelerde toksisite kaybi oldugunu gostermistir (Ballot ve ark.
2010).

STX’ler, motor sinirlerinde sodyum iyonlarinin, voltaj kapili sodyum kanallarindan
gecisini engelleyerek patolojik etki gostermektedir. Sinirsel iletimin engellenmesi ile kas
felci olugmaktadir (Catterall 1980, Stewart ve Falconer 2008). Sinirlilik, ziplama, sarsinti,
ataksi, kasilmalar gibi norolojik etkilerin yanisira solunum kaslarinin felci ile birkag

dakika igerisinde 6liime neden olabilmektedir (Runnegar ve ark. 1988). STXler, oldukca
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giicliidiir, farede LDso degerleri 263 pg kg™ (oral), 10 ug kg (intraperitoneal), and 3,4
ng kgl (intravendz)’dir (Wiberg ve Stephenson 1960). STX, Kimyasal Silahlar
Sozlesmesinin 1. Cizelgesinde yer alan tek siyanobakteriyel toksindir (Humbert 2009).

2.3.4. Silindrospermopsinler

Trisiklik halkasal bir yapiya sahip olan bu alkaloidler; bir siilfat ve bir metil grubu baglh
bir guanido grubu ve bir urasil kismi icermektedir. Siilfat gruplarinin negatif, guanido
gruplariin pozitif yiikklenmesinin bir sonucu olarak molekiil, suda yiiksek oranda
¢oziinebilen bir zwitter iyondur (Ohtani ve ark. 1992). Molekil, o ve P
konfigiirasyonunda hidroksimetil ile koprii olusturabilmektedir. Hidroksi grubunun
oksijen kaybi, toksisiteyi azaltmakta ancak ortadan kaldirmamaktadir (Stewart ve
Falconer 2008). Diger yandan yapilan ¢aligmalar molekiiliin urasil kisminin, toksisite i¢in

gerekli oldugunu gostermistir (Banker ve ark. 2001).

Silindrospermopsinin (CYN) ikisi toksik (silindrospermopsin, 7-episilindrospermopsin),
birisi neredeyse toksik olmayan (deoksisilindrospermopsin) toplam {i¢ yapisal varyanti
tanimlanmistir (Banker ve ark. 1997, Norris ve ark. 1999, Metcalf ve Codd 2012). Sekil
2.8’de CYN ve varyantlarinin kimyasal yapist gosterilmektedir. 7-episilindrospermopsin,
sadece hidroksil grubunun urasil kismina yakin oryantasyonu ile farklilik gdsterirken
(Banker ve ark. 2000) deoksisilindrospermopsin, urasil kisma yakin ilk hidroksil grubu

ile ilgili eksik bir oksijen atomu (Li ve ark. 2001) ile karakterize edilmektedir.

CYN, yiiksek sicaklik, giines 15181 ve ekstrem pH gibi ¢evresel faktorlere karsi oldukga
dayaniklidir (Chiswell ve ark. 1999). MC’lerin aksine CYN, hiicrelerden genellikle
cevredeki suya salinmaktadir (Riicker ve ark. 2007). Ozellikle gastropodlar, cift
kabuklular (bivalve) ve Crustaceae gibi besin zincirinde alt seviyede bulunan

organizmalarda biyolojik olarak birikmektedir (Kinnear ve ark. 2009).
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Sekil 2.8. Silindrospermopsin ve varyantlarinin kimyasal yapist (Boopathi ve Ki 2014’ten
alinmistir)

CYN, diinya genelinde yiizey tatl sularinda yaygin olarak bulunan siyanotoksinlerden
birisidir (Falconer 2005, de la Cruz ve ark. 2013). Cylindrospermopsis, Aphanizomenon,
Anabaena, Lyngbya, Umezakia ve Raphidiopsis dahil olmak {izere birgok tatli su
siyanobakteri cinsi tarafindan iiretilmektedir (Guzman-Guillen ve ark. 2013). Ornegin,
degisik ¢alismalarda Cylindrospermopsis raciborskii (Hawkins ve ark. 1985), Umezakia
natans (Harada ve ark. 1994), Aphanizomenon ovalisporum (Shaw ve ark. 1999, Banker
ve ark. 2000), Raphidiopsis curvata (Li ve ark. 2001), Anabaena lapponica (Spoof ve
ark. 2006) ve Aphanizomenon flos-aquae (PreuBel ve ark. 2006) tiirlerinin CYN irettigi

rapor edilmigtir.

CYN biyosentezi enzimlerini kodlayan silindrospermopsin gen kiimesi (cyr); C.
raciborskii suslarinda (Mihali ve ark. 2008, Stucken ve ark. 2010, Jiang ve ark. 2012),
Aphanizomenon sp. 10E6 (Stuken ve Jakobsen, 2010), Oscillatoria sp. PCC 6506
(Mazmouz ve ark. 2010) ve Raphidiopsis curvata CHAB1150 suslarini kapsayan gesitli
siyanobakterilerde ¢alisilmistir (Mihali ve ark. 2008, Mazmouz ve ark. 2010, Stuken ve
Jakobsen 2010, Jiang ve ark. 2012). Sekil 2.9’da C. raciborskii AWT205,
Aphanizomenon sp. 10E6 ve Raphidiopsis curvata CHAB1150 suslarinda CYN
sentezinden sorumlu cyr gen kiimeleri gosterilmistir. Cyr gen kiimesinin
karakterizasyonu ilk olarak Cylindrospermopsis raciborskii ve Aphanizomenon
ovalisporum (aoa genleri)'da tanimlanmistir (Schembri ve ark. 2001, Shalev-Alon ve ark.
2002). Cyr gen kiimesi; amidinotransferaz (CyrA), PKS ve NRPS aktiviteleri (CyrB-F),
urasil halka olusumundan (CyrG ve CyrH) ve uyarlama fonksiyonlarindan sorumlu (Cyrl,

CyrJ, CyrN) olan enzimlerin dahil oldugu CYN’nin biyosentezi ile ilgili enzimleri
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kodlayan 15 ORF ile 43 kb’lik bir gen bolgesini kapsamaktadir (Kellmann ve ark. 2006,
Mihali ve ark. 2008, Pacheco ve ark. 2016). Kisaca, CYN’in biyosentezi, bir
amidinotransferaz ile baslatilir ve uyarlama enzimleri ile birlikte NRPS-PKS tipi enzimler
ile tamamlanir (Muenchhoff ve ark. 2010). Bu kiime ayrica regiilasyon (CyrO),
transpozisyon (CyrL ve CyrM) ve CYN’in disar1 salinimi (CyrK) ile ilgili proteinleri
kodlayan genleri igermektedir (Pacheco ve ark. 2016). Cyr gen kiimesi, gesitli CYN
iireten siyanobakteriyel cinsler arasinda yliksek oranda korunmustur. Bununla birlikte,
kiimedeki gen diizenlemeleri farkli cinsler arasinda degismektedir (Kaplan ve ark. 2012).
Ormegin, Oscillatoria sp. PCC 6506'da cyr kiimesinde cyrO yoktur; bununla birlikte, iki
ek transposaz ve CYN biyosentezinde belirgin bir rolii olmayan bir adenozin trifosfat
(ATP)-kavrama tipi protein dizisi i¢ermektedir (Mazmouz ve ark. 2010). Yapilan
calismalarda Aphanizomenon sp. (Stuken ve Jakobsen 2010), Oscillatoria sp. (Mazmouz

ve ark. 2010) ve R. curvata (Jiang ve ark. 2012)’da cyr gen kiimelerinin benzer oldugu

belirtilmistir.
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Sekil 2.9. Bazi siyanobakteri suslarinda silindrospermopsini kodlayan cyr gen kiimeleri;
A) C. raciborskii AWT205, B) Aphanizomenon sp. 10E6, C) Raphidiopsis curvata
CHABI1150; kirmizi gubuklar, transposaz kodlama bdlgesini veya bunlarla ilgili
kalintilar1 belirtmektedir (Jiang ve ark. 2012, Boopathi ve Ki 2014)

Hem toksik hem de toksik olmayan suslarin genomlarini karsilastiran bir arastirmada, cyr

gen kiimesinin CYN tiiretmeyen suslarda tamamen bulunmadigimi diger yandan ise cyr
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kiimesindeki mutasyonlarin ve degisikliklerin, toksin sentezini etkilemedigini ortaya
koymustur (Sinha ve ark. 2014). Schembri ve ark. (2001), benzer sekilde ¢alismalarinda
NRPS ve PKS genlerinin; Cylindrospermopsis raciborskii ve Anabaena bergii'nin toksin
iireten suglarinda bulundugunu, toksik olmayanlarda bulunmadigini géstermistir. Diger
yandan CYN biyosentezi i¢in gen kiimesi ¢esitli siyanobakterilerden sekanslanmasina
ragmen promotdr yapt ve transkripsiyonel organizasyon hakkinda az sayida calisma

yapilmustir (Stuken ve Jakobsen 2010).

Cyr kiimesinin pargalarindaki yeniden diizenlemeler, genom i¢i veya genom arasi
seviyelerde meydana gelebilir. Genom arasi durumunda bu yeniden diizenlemeler, cyr
genlerinin yatay transferine baglanmaktadir (Stuken ve Jakobsen 2010, Jiang ve ark.
2012). Yatay transfer ayrica; yiiksek dizi korunumu, cyr gen kiimesindeki atipik GC
(Guanin Sitozin) igerigi ve transpozisyon kaniti ile desteklendigi gibi, siyanobakterilerin
filogenetik agacindaki cyr gen kiimelerinin sporadik (diizensiz) dagilimi i¢in olast bir
aciklamadir (Stuken ve Jakobsen 2010). Alternatif olarak CYN genlerinin yiiksek dizi
korunumu, eski bir kdkene ve ardindan pargalarin veya tiim kiimenin kaybina isaret
edebilir. Bu olaylar, ayn1 tiir iginde CYN iireten ve tiretmeyen tiirlerin birlikte ortaya
¢ikmasini agiklamaktadir (Pacheco ve ark. 2016).

CYN, Avustralya’nin Palm adasinda ¢ocuklarda goriilen siddetli hepatoenteritis salgini
tizerine dikkatleri ¢ekmigtir (Byth 1980). Su temin edilen rezervuardan toplanan
siyanobakteri 6rneklerinde Cylindrospermopsis raciborskii bulunmustur. Hawkins ve
ark. (1985) tarafindan yapilan ¢aligmalarda toksik olan bu tiiriin karaciger ve bobrek
hasarina neden oldugu rapor edilmis, tiirden izole edilen alkaloid toksin ise CYN olarak
adlandirilmigtir (Ohtani ve ark. 1992). Daha sonraki yillarda Brezilya'da bir klinikte
diyaliz hastalarinda karaciger yetmezligi ve Olim gozlenmesi ile diyaliz suyu

incelenmistir. incelenen suda CYN ve MC rapor edilmistir (Azevedo ve ark. 2002).

CYN’in canhilarda gostermis oldugu etkiler; protein sentezinin inhibisyonu, DNA hasari
ve timor olusumunun tesvik edilmesi seklindedir (Terao ve ark. 1994, Falconer 1998,
Metcalf ve ark. 2004, Falconer ve Humpage 2006). Ayrica ¢alismalar CYN’nin, ¢oklu
organ ve doku hasarmma neden oldugunu gostermistir (Falconer ve Humpage 2005).

Ozellikle karaciger basta olmak iizere bobrek, timus ve kalbi etkileyen bu toksinin DNA
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iplikcik kirilmasi ve kromozom biitiinliigli kaybina neden olarak genotoksik etki
gosterdigi de farkli ¢aligmalarda belirtilmistir (Terao ve ark. 1994, Humpage ve ark. 2000,
Shaw ve ark. 2000, Humbert 2009). Farelerde CYN igeren hiicrelerin periton igi
enjeksiyonunda doza bagli olarak ishal, anoreksi, diizensiz solunum ve 6liim gorilmiistiir
(Hawkins ve ark. 1985). CYN’nin LDso'si, 24 saatte farelerde 2,100 pg kg? viicut
agirh@idir (Ohtani ve ark. 1992). CYN’nin toksisite mekanizmalari heniiz tam olarak
anlasilmamistir, ancak klinik vakalara, in Vitro c¢alismalara ve hayvan modeli
caligmalarina dayanarak insan sagligi iizerindeki potansiyel etkilerine dair kanitlar

mevcuttur (Poniedziatek ve ark. 2012).

2.4. Toksik Siyanobakterilerin ve Siyanotoksinlerin Tespit Edilmesi

Siyanobakterilerin ve siyanotoksinlerin belirlenmesi ig¢in ¢ok ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Mikroskobik yontemler ve Chl a pigmenti 6zellikle ¢gevresel 6rneklerde
eski zamanlarda sularda siyanobakterilerin belirlenmesi i¢in kullanilan geleneksel
metotlardir. Mikroskobik analizler; ¢ok uzun zaman almakta ve tiirlerin teshisi i¢in tam
bir uzmanlik gerektirmektedir. Bununla birlikte potansiyel olarak toksik bir siyanobakteri
tirtinlin mikroskopla tanimlanmasi, o tiriin aktif olarak toksin {irettigi anlamina
gelmemektedir. Tirlerin  veya suslarin  morfolojisi, o canlimin toksisitesini
belirleyememekte bu da mikroskobik yontemlerin kisitliligini olusturmaktadir. Chl a ise
belirli bir siyanobakteri c¢ogalmast oldugu durumlarda daha etkili olarak
kullanilabilmektedir. Chl a’nin sadece siyanobakterilere 6zgli olmamasi, toplam alg
biyomasini temsil etmesi ve ¢ogalma sirasinda toksik veya toksik olmayan suslarin
birlikte bulunabilmesinden dolay1 bu yontem de toksik tiirleri belirlemede yeterli degildir.
Diger yandan siyanobakterilere 6zgii fikosiyanin pigmentinin Sl¢iilmesi ile dogal bir
komiinite igerisindeki siyanobakterilerin oran1 hakkinda bilgi elde edilebilir. Ozetle tiim
bu geleneksel yaklagimlar, toksik siyanobakterilerin ve toksinlerinin belirlenmesinde
yeterli degildir (Ouellette ve Wilhelm 2003, Rantala ve ark. 2006, Gregor ve ark. 2007,
Brient ve ark. 2008, Joung ve ark. 2011, Merel ve ark. 2013, Srivastava ve ark. 2013).

Iklim degisimine bagl olarak sularda siyanobakteri cogalmalar1 ve siyanotoksinlerle ilgili

vakalarin artmasindan dolay1 toksik siyanobakteri ¢ogalmalarinin ve siyanotoksinlerin
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tespitini saglayacak farkli siyanotoksin belirleme metotlar1 gelistirilmis ve her gecen giin
de gelistirilmeye devam etmektedir. Bu yeni yaklasimlar, geleneksel metotlarin
dezavantajlarimi ortadan kaldirmaktadir. Cevresel orneklerde ve kiiltiir 6rneklerinde
siyanotoksinler temel olarak biyolojik, analitik ve molekiiler analizlerle tespit

edilmektedir (Kaushik ve Balasubramanian 2013).

Biyolojik analizler; in vivo canli organizma deneyleri, biyokimyasal analizler ve
immiinolojik analizleri kapsayan, numunelerin basit ve hizli bir sekilde toksin ve toksisite

acisindan degerlendirilmesini saglayan analizlerdir (Kaushik ve Balasubramanian 2013).

In vivo canli organizma deneyleri; bakteri, bitki, crustaceae, bocek, domuz, fare, sigan,
balik embriyosu gibi cesitli duyarli test organizmalar1 ile siyanobakterilerin biitiin
hiicrelerinin, lizatlarinin, ham ekstraktlarinin  veya saflagtirllmis bilesiklerinin
toksisitelerinin degerlendirilmesi i¢in olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Genellikle
nitel bir ara¢ olarak kullanilan bu analiz; toksinin kimligi, toksin varyantlar1 veya
toksisiteden sorumlu toksinlerin sinifi hakkinda bilgi saglamamaktadir. Analizin diger
dezavantajlari, diisiik duyarhlik ve 6zgiilliige sahip olmasidir (Falconer 1993, Campbell
ve ark. 1994, Koreiviene ve Belous 2012, Metcalf ve Codd 2012, Kaushik ve

Balasubramanian 2013).

Enzim inhibisyon metotlar1, bir diger biyokimyasal analiz olup MC’ler, NOD’lar ve
ATX-a(s) olmak iizere ii¢ tip siyanotoksinin saptanmasina olanak saglamaktadir (Moreira
ve ark. 2014). Siyanotoksinlerin belirlenmesinde en yaygin kullanilan enzim inhibisyon
metotlarindan biri protein fosfataz inhibisyon deneyi (Metcalf ve ark. 2001) (PPIA)’dir.
PPIA, okaryotik PP1 ve PP2A’nin inhibisyonunun toksin konsantrasyonunun bir
gostergesi olarak kabul edildigi bir analizdir (De Figueiredo ve ark. 2004, Msagati ve ark.
2006, Srivastava ve ark. 2013). Daha agik bir ifade ile protein fosfataz analizleri;
MC’lerin, fosforlanmis protein substratlarindan fosfatin salinimi {izerindeki Onleyici
etkisinin Olgiilmesini icermektedir (Bell ve Codd 1994). MC’ler ve NOD’lar, giiglii
protein fosfataz inhibitorleri oldugu i¢in PPIA analizi, bu toksinlerin rutin taramalarinda
kullanilabilmektedir (Carmichael ve An 1999, Heresztyn ve Nicholson, 2001, Rapala ve

ark. 2002, Triantis ve ark. 2010). Kolorimetrik veya florometrik olarak yiiriitiilen
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PPIA'lar; hassas ve uygun maliyetlidir. Diger yandan enzimatik aktivite inhibisyonuna
dayandiklari i¢in spesifik degildir (Pacheco ve ark. 2016). Bazt MC varyantlari, protein
fosfataz enzimleriyle benzer bir sekilde reaksiyona girmedigi i¢in bu analiz tam dogru
kantitatif sonuglar saglayamamakta (An ve Carmichael 1994, Heresztyn ve Nicholson
2001) ve ornekteki toksin konsantrasyonunun oldugundan fazla ¢ikmasina neden

olabilmektedir (Wirsing ve ark. 1999, Metcalf ve ark. 2001, Bouaicha ve ark. 2002).

Immiinolojik analiz, bir antikorun veya antikorlarm antijenlerine reaksiyonunu
kullanarak numunedeki bir maddenin konsantrasyonunu dlgen biyokimyasal bir testtir
(Kaushik ve Balasubramanian 2013). Ornegin enzim bagli immiinosorbent deneyi
(ELISA), MC’ler gibi siyanotoksinlere karst monoklonal (Ueno ve ark. 1996, Zeck ve
ark. 2001) veya poliklonal (Metcalf ve ark. 2000, Yu ve ark. 2002, Sheng ve ark. 2006)
antikorlar kullanilarak gelistirilen, son yillarda ¢esitli 6rneklerde siyanotoksinlerin hizlica
taranmasi i¢in yaygin olarak kullanilan bir metottur. ELISA analizinde kullanilan
antikorlar, ¢cogu varyantta bulunan korunmus motifleri tanidigi i¢in, MC’ler, NOD’lar,
STX’ler, CYN ve BMAA (B-N-metilamino-L-alanin) gibi ¢esitli toksinler de dahil olmak
tizere bazi metabolitlerin etkili sekilde saptanmasini saglayabilmektedir (James ve ark.
2010, Moreira ve ark. 2014). Ornegin, MC ve NOD hepatotoksinlerinin tespit
edilebilmesi i¢in MC tiirdeslerinin % 80'inden fazlasinda bulunan -amino asit Adda'ya
kars1 antikorlar da gelistirilmistir (Fischer ve ark. 2001). ELISA; sulardaki ¢6ziinmiis
toksinler igin gelistirilmesine ragmen atik sular, siyanobakteri biyomasi, toksinlerle
kontamine olmus bitki ve hayvan ornekleri, insan serumu ve idrar1 gibi kompleks
orneklerde siyanotoksinlerin degerlendirilmesi i¢in kullanilabilmektedir (Moreira ve ark.
2014). ELISA, ¢ok kisa bir siire i¢inde, ¢esitli 6rneklerde ¢ok diisiik konsantrasyonlardaki
(0,02 ile 5 ng mL™) siyanotoksinlerin etkili bir sekilde tespit edilmesini saglamaktadir
(Lawton ve Edwards 2008, Sivonen 2008, Moreira ve ark. 2014). ELISA oldukga hassas,
hizli ve spesifik, asgari ekipman gerektiren fakat pahali bir metottur. Ayrica, MC’ler s6z
konusu oldugunda ¢ok sayida varyantin varlig1 ve bu analizlerde farkli ¢capraz reaktivite
seviyeleri, bazi varyantlarin eksik tahmin edilmesine yol agabilmektedir (Pacheco ve ark.
2016). Diger yandan yiiksek capraz reaktivite, yanlis pozitif sonuglara sebep
olabilmektedir (Nicholson ve Burch 2001). Yanlis negatif ve pozitif sonuglarin ortaya

cikabilmesinden dolay1r (Rivasseau ve ark. 1999) ELISA, yalnizca yar1 kantitatif bir
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tarama araci olarak kullanilabilir (Nicholson ve Burch 2001). Ek olarak, farkli sirketler
tarafindan iiretilen ELISA test kitleri farkli sonuglar verebilmektedir (Metcalf ve ark.
2002). ELISA’nin diger dezavantajlari, bireysel izoformlar1 tanimlayamayip (Lawton ve

ark. 2010) bir numunedeki toplam siyanotoksin degerini vermesidir.

Cesitli orneklerde toksisite degerlendirmeleri ve tarama g¢aligmalarinda yaygin olarak
kullanilan PPIA ve ELISA analizlerininin (Dorr ve ark. 2010) yanisira biyolojik analizler
igerisinde ligand baglanma analizi de gelistirilmistir. Araoz ve ark. (2008) tarafindan
gelistirilen bu analiz, siyanobakteri kiiltiirlerinde ve dogal 6rneklerde ATX-a ve hATX-
a’nin belirlenmesini saglamaktadir. Giiniimiizde ticari kitlerle degisik Orneklere

uygulanabilmektedir (Moreira ve ark. 2014).

Siyanotoksinlerin belirlenmesi i¢in kullanilan analitik metotlar, biyolojik analizlere gore
daha fazla gesitlilik gostermektedir. Hassasiyet dereceleri farklilik sergileyen bu metotlari
yiirlitmek i¢in alaninda uzman kisilere, donanimli laboratuvarlara ihtiya¢ bulunmaktadir.
Ayni zamanda ¢ogu analitik yontem, zaman alic1 ve yiiksek maliyetli olup incelenecek
ornekler agisindan uzun hazirlik asamalart gerektirmektedir. Bazi analizler i¢in mevcut
standartlara, Ornegin belli bir konsantrasyonuna ve saflastirilmasina ihtiyag
bulunmaktadir. Diger yandan analitik metotlar; ¢esitli Orneklerdeki siyanotoksin
konsantrasyonlarinin nicel ve nitel olarak degerlendirilmesine, ayrica siyanotoksin
varyantlarinin ve yeni toksin bilesiklerinin tespitine Ve tanimlanmasina imkan
vermektedir. Analitik metotlar, siyanobakteriyel toksinlerin yapilarinda bulunan
fonksiyonel gruplarin ve UV kromoforlarinin fizikokimyasal 6zelliklerini kullanarak
toksinlerin ¢esitli kimyasallarla reaksiyona girmesini kullanmaktadir. Analitik metotlar
arasinda; yiiksek performasl sivi kromatografisi (HPLC), kiitle spektrometrisi (MS), gaz
kromatografisi (GC), gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS), sivi
kromatografi-kiitle ~ spektrometresi (LC-MS), sivi  kromatografi-kiitle
spektrometresi/kiitle spektrometresi (LC-MS/MS), ultraviyole absorbansi (UV) ve
fotodiyot dizisi (PDA) dedektorleri ile baglantili kromatografik teknikler, kati-faz
ekstraksiyonu (SPE)-sivi kromatografisi (LC)-kiitle spektrometresi (MS) metodu,
matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon-ugus zamani (MALDI-TOF), matris

destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonu-ucus zamanli-kiitle spektrometresi (MALDI-
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TOF-MS), yiizey gelistirilmis lazer desorpsiyon iyonizasyonu-ugus siiresi (SELDI-TOF),
hidrofobik etkilesim sivi kromatografisi (HILIC), HPLC-elektrosprey iyonizasyon
tandem kiitle spektrometresi (HPLC-ESIMS), niikleer manyetik rezonans (NMR),
kapiller elektroforez (CE), ince tabaka kromatografisi (TLC) bulunmaktadir (Koreiviene
ve Belous 2012, Metcalf ve Codd 2012, Kaushik ve Balasubramanian 2013, Moreira ve
ark. 2014).

Biyokimyasal ve analitik yontemlerin tiimii, bir dereceye kadar bu yontemlerin ¢evresel
orneklere uygulanmalarini zorlastiran 6rnek-matriks engellemelerinden etkilenmektedir
(Pacheco ve ark. 2016). Siyanotoksinlere yonelik analitik yontemlerin ¢ogu, ilgili analiti
Olgmektedir. Bu ylizden bazi durumlarda 6zellikle de bir gevrede potansiyel toksik
siyanobakterilerin  varligt ve asir1  siyanobakteri artiglarmin  toksisitelerinin
degerlendirilmesi agisindan erken uyari, tespit ve hizli tarama araci olarak
kullanilabilecek molekiiler tabanli metotlar gelistirilmigtir. Bdylelikle sularda
siyanotoksinlerin ortaya ¢ikmasindan ¢ok once toksik genotipler belirlenebilmektedir.
Boylelikle gen sekanslamasiyla birlikte, mikroskoba dayali tanimlamada uzmanliga ve
laboratuar kiiltiirlerine gerek olmadan cevresel orneklerden toksik siyanobakteri

tiirlerinin tanimlanmasi saglanmaktadir (Moreira ve ark. 2014).

Molekiiler metotlar; siyanobakterilerde mevcut genlerin ve siyanotoksinlerin sentezi ile
ilgili genlerin belirlenmesine dayanmaktadir (Schembri ve ark. 2001, Rantala ve ark.
2004). Molekiiler analizler; oldukca hassas, spesifik, hizli ve maliyeti diisiik olup
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’a dayali teknikleri (6rnegin geleneksel PCR,
multipleks PCR, ger¢ek zamanli veya kantitatif PCR (qPCR), rastgele ¢ogaltilmis
polimorfik DNA (RAPD), denature edici gradient jel elektroforezi (DGGE), terminal
kisitlama fragmanit uzunlugu polimorfizmi (T-RFLP)) ve PCR’a dayali olmayan
teknikleri  (6rnegin  floresan in-situ hibridizasyon (FISH), DNA  mikrodizilimi)

icermektedir (Kaushik ve Balasubramanian 2013, Moreira ve ark. 2014).
PCR’a dayali yontemler ile toksin biyosentezi ile ilgili genlerin varligi tespit

edilebilmektedir (Tillett ve ark. 2000, Kurmayer ve Kutzenberger 2003, Ouahid ve ark.
2005, Pearson ve Neilan 2008, Al-Tebrineh ve ark. 2010, Rantala-Ylinen ve ark. 2011).
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QPCR ise mikrobiyal komiinitelerde ilgili genlerin kantitatif 6l¢iimii i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Pacheco ve ark. 2016). Bu molekiiler tekniklerle dogrudan
siyanotoksinler yerine dolayli olarak toksinleri iiretebilecek siyanobakteriler tespit
edilmektedir. Diger yandan 16S rRNA (ribozomal RNA), fikosiyanin operonu, ITS
(internal transkribe edilen aralik) ve RNA polimeraz beta alt birim geni (rpof) gibi genler
siyanobakterilerin tanimlanmasi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Neilan ve ark. 1995,
Nelissen ve ark. 1996, Iteman ve ark. 2000, Rajaniemi ve ark. 2005a, Dadheech ve ark.
2010). Molekiiler analizler, mikroskobik ¢alismalarin dezavantajlarini ortadan kaldirarak

bu caligsmalar1 destekleyici bilgiler elde edilmesine olanak saglamaktadir.

Siyanotoksinlerin  belirlenmesi ile ilgili kapsamli, tek ve en iyi bir metot
bulunmamaktadir. Her yontemin avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Metot se¢iminde;
incelenecek ornek, arastirilmak istenen siyanotoksin (yapisi, stabilitesi vb. gibi faktorler),
calismanin amaci, zaman ve maliyet gibi pek c¢ok faktor dikkate alinarak karar

verilmelidir.

2.5. Tiirkiye’de Siyanobakteriler ve Toksinleri ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Tirkiye sularinda siyanobakterilerin varligini1 gosteren calismalar genellikle taksonomik
niteliktedir (Girgin ve ark. 2004, Tas ve Goniilol 2007, Fakioglu ve ark. 2011, Akar ve
Sahin 2016). Kiiresel 1sinmaya bagli olarak artan siyanobakteri ¢ogalmalarinin ve
toksinlerinin sucul ekosistemdeki canlilara dolayli olarak da insanlara olumsuz etkileri
yiiziinden toksikolojik ve molekiiler ayrintili ¢galigmalar son yirmi yilda 6nem kazanmaya
baslamistir. Tiirkiye’de siyanobakteriler ve siyanotoksinleri ile ilgili cok az ¢alisma rapor
edilmistir.

Tirkiye’de siyanotoksinler ile ilgili en eski ¢alismalardan biri Albay ve ark. (1998)
tarafindan Sapanca ve Tagkis1 géllerinde yapilmistir. Arastirmacilar, her iki gélde toksik
siyanobakteri ¢ogalmalarinin ve MC’lerin varligini belirlemeye ¢alismiglardir. Baskin
MC varyantinin Sapanca’da MC-RR, Tagkis1 Goli’nde ise MC-LR oldugunu

saptamislardir.
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Bazi calismalarda ise sadece izolasyon ve kiiltiir yapilmistir. Ornegin Cetinkaya-Dénmez
ve ark. (1999), Mogan Goli’nde Agustos-Eyliil doneminde sivrisinek beslenme
alanlarinda sayica artig gosteren siyanobakteri cinslerine ait alt1 susu izole edip kiiltiire
almislardir. Izolatlarin Synechococcus sp., Gloecapsa sp. ve Synechocystis sp. tiirlerine

ait oldugunu morfolojik olarak belirlemislerdir.

Albay ve ark. (2003a), Sapanca Golii’ndeki biiyiik bir siyanobakteri ¢ogalmasinin
ardindan balik 6liimlerinin gdzlenmesi iizerine Sapanca, Iznik ve Taskisig1 gollerinde
1998 yilinin Mayis-Agustos aylari arasinda gollerdeki MC’lerin varligini ve dagilimini
arastirmislardir. Orneklerin MC igerigini; HPLC-PDA, PPIA ve ELISA metotlar: ile
belirlemislerdir. Sapanca Goli'nde 10 m'nin {izerindeki su kolonu 6rneklerinde MC
bulunmamasina karsin, 20 m derinlikten siiziilmiis siyanobakteriyel 6rneklerde 3,65 pg
Lt MC-LR esdeger konsantrasyonunda toksin saptamislardir. Sapanca Gélii’nde tespit
edilen MC’nin % 90’1n1, 15 mile 25 m arasinda yani igme suyunun ¢ekildigi derinliklerde
bulmuslardir. HPLC-PDA ile tespit edilen baslica MC’nin, MC-RR varyanti;
Planktothrix rubescens’in ise populasyondaki temel tiir oldugunu goézlemlemislerdir.
Taskis1g1 Golii yiizey numunelerinden filtrelenmis siyanobakteriyel hiicre fraksiyonunda
ise 2,43 pg L' MC-LR esdeger konsantrasyonunda tanimlanamayan iki MC varyanti
bulmuslardir. M. aeruginosa, géldeki dominant tiir olmustur. iznik Golii'ndeki 6rneklerde
ise HPLC-PDA ile higbir MC tespit etmemislerdir.

Otrofikasyon, kiiresel 1sinmaya bagli olarak su kiitlelerinde daha yaygin goriilmeye
baslamistir. Ozellikle sehirlere igme suyu saglayan rezervuarlarda meydana gelmesi,
yakin bolge halki igin bir risk faktorii olusturmaktadir. Istanbul'un goguna igme suyu
saglayan Omerli rezervuar1 da, dtrofikasyondan muzdariptir. Albay ve ark. (2003b),
rezervuarda 1999 Ekim ayinda biiyiik bir balik 6liimii olayindan sonra elde edilen su
numunelerinde Microcystis aeruginosa (Kiitz.) Kiitz asir1 ¢ogalmasini kaydetmislerdir.
Yiizey suyundaki ham &rnekte 2,1 pg MC-LR esdegeri L™, yiizeyden toplanip kurutulmus
siyanobakteri biyomasi orneklerinde 5,84 pg MC-LR esdegeri mg™! hepatotoksin
dlgmiislerdir. Ertesi y1l Istanbul Belediye Su Idaresi, siyanobakteriyel artis1 5nlemek ve
algisidin siyanobakterilere ve bazi fiziksel ve kimyasal parametrelere olan etkilerini

Olgmek icin rezervuara bakir siilfat (algisit) muamelesi uygulama karari almistir.
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Muamele durdurulduktan sonra M. aeruginosa nin tekrar cogaldigini fakat tiiriin
biyomasinin muameleden sonra 3,1 kat diistiiglinii gézlemislerdir. Ayrica muameleden

sonra su kalitesinde de 6nemli farkliliklar rapor etmislerdir.

Sucul ekosistemlerde siyanobakteri ¢ogalmalar1 ve siyanotoksin miktarlari gevresel
faktorlere bagli olarak degistigi i¢in literatiirde bu yonde calismalar yapilmaktadir.
Tiirkiye’de yapilan galismalardan biri de Albay ve ark. (2005)’nin Kiigiikgekmece
Lagiinii'nde yaptiklari ¢alisma olmustur. Arastirmacilar lagiinde siyanobakterilerin asiri
cogalmasmi tesvik eden faktorleri, MC konsantrasyonunu ve su kalitesinin
fizikokimyasal ve biyolojik parametrelerini Ekim 2000'den Haziran 2003'e kadar
incelemislerdir. Bloom orneklerinin ¢ogunda Microcystis aeruginosa, dominant tiir
olarak gozlenmistir. MC-YR ve MC-LR, HPLC-PDA ile tespit edilen baslica MC
varyantlart olmustur. Yiizey sularindan filtrelenen numunelerde bulunan toksin
konsantrasyonu; 0,06 ile 24,2 pg MC-LR esdegeri L™ arasinda degismistir. Her y1l yogun
alg c¢ogalmalart ile ayn1 zamanda olusan yaygin balik Oliimleri kaydedilmistir.
Arastirmacilar MC artisinin; sicaklik, ¢oziinmiis niitrientlerin yiiksek konsantrasyonu,

yiiksek 151k yogunlugu gibi ¢evresel faktorlerle iligkili oldugunu belirtmislerdir.

Akgaalan ve ark. (2006) c¢alismalarinda asir1 gogalan iki Planktothrix tiiriiniin (P.
agardhii ve P. rubescens) filamentlerini, Ingiltere (Bassenthwaite ve Elmhirst Fishing),
Tiirkiye (iznik ve Sapanca) gollerinden toplanan gevresel drneklerden ve laboratuvar
orneklerinden izole etmislerdir. izole edilmis tekli filamentlerin MC analizi, ELISA ile
yapilmistir. Baz1 durumlarda gevresel 6rneklerden ve laboratuvar kiiltiirlerinden elde
edilen filamentlerin yiiksek bir yilizdesinde toksin miktarini, minimum tespit lipitinin
altinda saptamiglardir. En diisik MC konsantrasyonu, Bassenthwaite Goli’nden
(Ingiltere) P. agardhii (0,7 fg um2)’de; en yiiksek MC konsantrasyonunu (2,9 fg pm=3)
ise Iznik Golii’nden (Tiirkiye) P. rubescens'te olgmiislerdir. Filamentlerin, MC
igerikleriyle biyo-hacimleri arasindaki iligkiyi arastirmislar ve bu iliskinin degiskenlik
gosterdigini belirlemislerdir. Kiiltiir kosullari altinda, P. rubescens, filamentin biyohacmi

ile toksin igerigi arasinda iyi bir iligki rapor etmislerdir.
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Kirliligin yiiksek seviyelerde oldugu Hali¢’te 1998-2000 yillar1 arasinda Tag ve ark.
(2006) tarafindan toksik Microcystis cf. aeruginosanin dagilimi calisilmistir.
Microcystis, su sirkiilasyonunun zayif oldugu iist hali¢ bdlgesinde bulunmustur. Olgiilen
fiziksel (tuzluluk, sicaklik, yagis ve seki diski) ve kimyasal parametreler, Microcystis
verileri ile birlikte degerlendirilmistir. Microcystis’in asir1 ¢ogalmalari, artan sicaklardan
dolay1 genellikle yaz aylarinda olusmasina ragmen bu ¢alismada ¢ogalmalar kis aylarinda
gbzlenmistir. M. cf. aeruginosa'nin bollugu da, kis aylarinda daha yiiksek olarak
saptanmustir. Microcystis bollugunun, tuzluluktaki degisimlere bagli oldugu gézlenmistir.
Microcystis bollugu ve tuzluluk arasinda; sicaklik, ¢oziinmiis oksijen ve yagis verilerine

bagli orta kismi bir korelasyon belirlenmistir.

Isparta’ya igme suyu kaynaginin bir kismi karsilayan Egirdir Goli’'nde, 2006 yilinin
yaz ve sonbahar aylarinda ardisik siyanobakteri ¢ogalmalar1 gozlenmesi lizerine Somek
ve ark. (2008) tarafindan yapilan bir aragtirmada, gélde M. aeruginosa ve M. flos-aquae
tirleri tespit edilmistir. G6lde asir1 ¢ogalma gosteren baslica tiir M. aeruginosa olarak
belirlenmistir. M. aeruginosa 16,530 koloni L™ olarak sayilmis ve Chl a konsantrasyonu
117 pg Lt olarak 6l¢iilmiistiir. M. aeruginosa, potansiyel olarak toksik bir tiir oldugu igin

Egirdir Golii’niin siyanobakteriyel toksisite riski altinda oldugunu belirtmislerdir.

Eski yillarda siyanobakteri ¢ogalmalarinin nadiren goriildiigii Iznik Gélii'nde Akgaalan
ve ark. (2009), 2005 yilinin yaz aylarinda golde toplam siyanobakteri bollugunun %
60’11 olusturacak sekilde Nodularia spumigena tiiriinii rapor etmislerdir. Izole edilen N.
spumigena filamentlerinde HPLC, ELISA, PPIA ve LC-MS ile NOD tespit edilmistir.
Izole edilen susun kiiltiiriiniin hiicre ekstraktinda NOD konsantrasyonu 444,6 pg g* kuru
agirlik ve 578 ug g* kuru agirlik (sirasiyla ELISA, HPLC) diizeylerinde saptanmustir.
Yapilan calisma, Avrupa’daki bir tathh su goliinde ilk toksik N. spumigena rapor
edilmesini saglamistir. Nodularia hiicre ekstraktinda NOD’dan baska demetillenmis

NOD varyanti da bulunmustur.
Giirbiiz ve ark. (2009), Kovada Golii’ndeki ti¢ 6rnekleme istasyonunda sudaki hiicre disi

MC Kkonsantrasyonlarini ELISA ile 6l¢miis ve MC varyantlarmi HPLC-PDA ile
incelemislerdir. Ayrica goldeki siyanobakteriyel biyotay: karakterize etmislerdir. 2006
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Agustos ve Eyliil aylarinda Microcystis aeruginosa, Synechococcus sp., Phormidium
limosum, Phormidium formosa ve Planktothrix limnetica golde gozlenen baskin
siyanobakteri tiirleri olmustur. Arastirmacilar, HPLC ile yapilan kantitatif analiz ile su
orneklerinde bes MC varyantini (MC-LR, -RR, -LA, -LW, -LF) tanimlamislardir.
Coziinmiis MC-LW'nin maksimum konsantrasyonunu, Ekim ayinda 98,9 pg L*
belirlemislerdir. MC-LR ise sadece Mayis aymda 0,5 ug L™ konsantrasyonunda tespit
edilmistir. Antikorun (MC10E?7), baz1 MC varyantlarina karsi ¢apraz reaktivitesi diistik
oldugu i¢in Eyliil ve Ekim ay1 6rneklerinde ELISA ile elde edilen toksin verilerini, HPLC
tarafindan belirlenenlerden daha diisiik saptamislardir. ELISA ile 6lgiilen toplam hiicre
dist MC miktarlarmin 0,73 ila 48,5 pg MC-LR esdegerleri L™ arasinda degistigini, bazi
durumlarda igme suyunda WHO tarafindan MC-LR i¢in belirlenen sinir degerlerin

asildigini rapor etmislerdir.

Yiiksel ve ark. (2009), izmir ili ve ¢evresindeki termal tesislerden dort siyanobakteri
tiirliinii laboratuvar ortaminda izole ederek molekiiler yontemlerle tiir tanimlamasini
yapmaya calismuglardir. Izolatlarn  DNA’larmin  16S rRNA gen bdlgeleri,
siyanobakterilere 6zgli primerler kullanilarak PCR’da ¢ogaltilmistir. Sekanslama sonrasi
dizi analizlerine gore yapilan filogenetik analizler ile 6rneklerden iigiiniin Geitlerinema

cinsi oldugunu, diger susun ise tanimlanamadigin1 belirtmislerdir.

Girbiiz ve ark. (2010), Egirdir Goli’'nde yedi yildir gdzlenen Microcystis aeruginosa
tirtiniin ~ asir1  ¢ogalmalar1  lizerine, goldeki M. aeruginosa’nin toksisitesini

degerlendirmislerdir.

Gilirbliz ve ark. (2012) baska bir calismalarinda bir tatli su goliinden izole edilen
siyanobakteriyel suslardaki ve Microcystis PCC 7806'daki MC konsantrasyonlarini, ii¢
farkli immunoassay yontemi ile lgmiislerdir. Immiinolojik testler, ELISA'nin cevab1 ve
numunelerdeki MC konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel analizler yapmuslardir.
Antikorlarin (MAb, PAb) MC’ler ile ¢apraz reaktivite 6zelliklerinden dolayr ELISA'lar
arasinda, genel olarak iyi bir uyum saglandigini belirtmislerdir. Kullanilan MC varyantina
bagli olarak, immiinolojik testlerin, farkli varyantlara kars1i farkli hassasiyetler

gosterdigini ifade etmislerdir. ELISA verileri ile karsilastirmak ve siyanobakterilerce
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tiretilen MC’lerin profilini belirlemek i¢in HPLC analizi yapmislardir. Dolayli bir
rekabet¢i ELISA yontemi kullanilarak HPLC tespiti ile iyi bir korelasyon elde etmiglerdir.

Iznik Goli'nde Akcaalan ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada,
Tirkiye’de ilk kez CYN rapor edilmistir. Calismacilar, 2013 yilinin yaz aylarinda gélde
Dolichospermum  (Anabaena) mendotae ve Chrysosporum (Aphanizomenon)
ovalisporum tiirlerinin asir1 ¢ogaldigini gozlemlemislerdir. Her iki tiir de ¢ogalma
sirasinda golde aktif olarak biiyiiyen tek siyanobakteri tiirleri oldugu i¢in goldeki CYN
iiretimi arastirmacilar tarafindan yalnizca bu tiirlere dayandirilmistir. Arastirmacilar,
morfolojik tayinlerin yanisira g¢evresel Orneklerden 16S rRNA dizi analizi ile C.
ovalisporum ve D. mendotae tiirlerini molekiiler metotlarla da tanimlamislardir. Her iki
tirtin ¢ogalma orneklerinin, CYN gen kiimesinin (cyrC ve aoaC) varligi agisindan
PCR’da pozitif sonug¢ verdigini belirtmiglerdir. LC-MS/MS verilerinin de iki tiiriin CYN
tireticisi oldugunu destekledigini ifade etmislerdir. Arastirmacilar tarafindan LC-MS/MS
ile belirlenen CYN konsantrasyonlari, 0,12 pg mgtile 4,92 pg mg kuru agirlik arasinda
degismistir. Ayrica yapilan caligmanin bulgusuna gore D. mendotae tiiriine ait

cogalmalarda diinyada ilk kez CYN tespit edilmistir.

Kocasar1 ve ark. (2015), Mayis 2011-Kasim 2011 tarihleri arasinda Burdur Golii'nden
toplanan 6rneklerdeki su kalitesi parametrelerini, Nodularia spumigena tiiriiniin varligini
ve NOD iiretimini arastirmislardir. En yiiksek Chl-a seviyeleri (27,15 pg L™) ve su
sicakligl (29 °C)’nin gozlendigi Temmuz ay1 sonunda, N. spumigena tiiriiniin bollugu ve
NOD seviyeleri zirveye ulasmistir (112,147 hiicre mL™ and 4,82 ug L?). Orneklerdeki
hiicre dist NOD konsantrasyonunu ELISA metodu ile 0,30 ile 4,82 pg L™? arasinda
saptamiglardir. Arastirmacilar, genellikle NOD konsantrasyonlarini; su sicakligi, Chl
konsantrasyonu ve N. spumigena yogunlugu ile iliskilendirmislerdir.

Daha sonra toksik N. spumigena tiirii Tiiney Kizilkaya ve ark. (2016)’nin yaptiklari bir
calismada Bafa Goli'nde ilk kez rapor edilmistir. Haziran 2010'da toplanan tiiriin
karakterizasyonu i¢in morfolojik, molekiiler ve kimyasal yontemler uygulanmistir.
Filogenetik analizler; 16S rDNA (ribozomal DNA), fikosiyanin genleri aras1 bolge (IGS)
ve nodiilarin sentetaz genlerinden nda’nin bir kismi1 gogaltilarak gergeklestirilmistir.
Yapilan ¢aligmada N. spumigena’nin irettigi NOD’un tayini; ELISA, HPLC ve LC/MS
yontemleriyle arastirilmistir. ELISA (312,5 pg g kuru agirlik) ve LC/MS (405 pg g™
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kuru agirlik) sonuglari, Bafa Goéli’nden izole edilen N. spumigena tiiriiniin, NOD
toksinini tirettigini gostermistir. PCR ile NOD genlerinin varliginin gosterilmesi, bloom
ornegindeki N. spumigena’nin toksik oldugunu desteklemistir. Ayn1 zamanda morfolojik,
molekiiler ve filogenetik analizler; Bafa Golii izolatinin N. spumigena tiiriine ait oldugunu

gostermistir.

Toksinler, besin zinciri ile taginarak diger organizmalarda birikebilmektedir. Literatiirde
bu yondeki ¢alismalara bakildiginda Giirbiiz ve ark. (2016)’nin Egirdir Golii’nde ti¢ balik
tirlinlin kas ve karaciger dokularinda, ELISA ve HPLC-PDA yontemleri ile MC
birikimini inceledikleri ¢alisma karsimiza g¢ikmaktadir. Hem karaciger hem de kas
dokularinda MC-LA ve -YR, ardindan sirasiyla MC-LY, -LF, -RR ve -LR tespit
etmislerdir. MC’leri, aym1 zamanda goldeki su oOrneklerinde, sedimanda ve M.
aeruginosa’nin asirt ¢ogalma Orneklerinde HPLC-PDA ile belirlemislerdir. Su
numunelerinde en yaygin varyantlart MC-LY ve -YR olarak tanimlamislardir. Sudaki
toplam hiicre dis1t MC konsantrasyonlarinin 2,9+0,05 pg Lt ile 13,5+2,3 pug L arasinda
degistigini rapor etmislerdir. Sediment érneklerinin analizlerinde 7,0 pg g* kuru agirlik
ve 17,6 pg g*' kuru agirhk konsantrasyonlarinda MC-YR saptanan aylarin su
orneklerinde, MC-YR’yi belirlememislerdir. Benzer olarak aralik ayinda sedimanda az
miktarda bulunan MC-RR varyantinin, su 6rneklerinde gézlenmedigini saptamiglardir.
HPLC ile M. aeruginosa asir1 ¢ogalmasi orneklerinde; MC-YR, -LR, -LW ve -LF
varyantlarini rapor etmislerdir (sirastyla 217,0 pg g%, 74,3 ng g*, 10,3 ng gt ve 18,4 pg
g?! kuru agirlik). Arastirmacilarin bulgular1 baliklarm, insan saghg acgisindan risk

olusturabilecek MC’ler ile kontamine oldugunu gostermistir.

Tath sulardaki oOtrofikasyonun siyanobakteriler iizerine bilinen etkilerinden dolayz,
Akcaalan ve ark. (2016), denizel ortamlardaki 6trofikasyonun sonuclarini incelemek i¢in
kirlilik riski altindaki Karadeniz kiyilarinda potansiyel toksik siyanobakterileri
arastirmuglardir. igneada ile Samsun arasindaki bes bolgeden toplanan orneklerde,
mikroskobik ve molekiiler olarak siyanobakterilerin varligini incelemislerdir. Yiizey
sularindan yirmi sekiz 6rnegin on alt1 tanesinin, 16S rRNA i¢in pozitif sonu¢ verdigini
belirlemislerdir. Sakarya nehri ¢evresindeki her 6rnekleme tarihinde, mikroskobik olarak

ve PCR yontemi ile siyanobakterileri tespit etmislerdir. Toplanan 6rneklerde Anabaena
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sp., Planktothrix sp., Pseudoanabaena limnetica tiirlerini rapor etmislerdir. Potansiyel
toksik siyanobakterilerin belirlenmesi i¢in PCR ile MC ve NOD genlerinin saptandigi
orneklerde ELISA ile MC/NOD iiretiminin olmadigini belirlemislerdir.

Tiirkiye’de de son yillarda siyanobakterilerin en dogru sekilde tanimlanmasi i¢in yapilan
calismalarda birden fazla yontem (morfolojik, molekiiler, toksikolojik vs.) uygulanmaya
baslamis ve bu c¢alismalar giderek artan bir 6nem kazanmistir. Bu siirecte tiirlerin
izolasyon ve Kkiiltiiri de &nem arz etmektedir. Ornegin, Karan ve ark. (2017)
caligmalarinda Tokat ilinde tatli su alanlar1 ve ¢evresinden toplanan siyanobakterileri
laboratuvar ortaminda izole etmis, bunlarin morfolojik sistematigini belirlemis ve ayrica
tiir tanimlamalarini molekiiler yontemlerle desteklemislerdir. Izole edilmis hiicrelerin
ekstrakte edilmis DNA'larinda, 16S rRNA ve fikosiyanin gen bdolgelerini PCR ile
amplifiye etmek i¢in siyanobakterilere 6zgili primerler kullanmiglardir. Elde edilen dizi
analiz verilerinin bilgisayar yazilimi kullanilarak degerlendirilmesi ile Chroococcus
minitus, Oscillatoria limnetica, Geitlerinema carotinosum, Nostoc linckia, Phormidium
sp., Cylindrospermum sp., Anabaena oryzae tiirlerinin filogenetik tanimlamasini
yapmislardir. Dizi analizi ile tiir tanimlamasina gore, molekiiler verilerin morfolojik

sistematigi destekledigini gostermislerdir.

Koker ve ark. (2017a) calismalarinda, Kiiciikkgekmece Lagiinii, Sapanca, Iznik, Manyas
ve Tagkis1 Golleri’nden toplam on Siyanobakteri asirt ¢ogalmasi 6rnegini ve on bir izole
edilmis siyanobakteri susunu; molekiiler yontemlerle incelemis ve hepatotoksin
biyosentezinden sorumlu genleri amplifiye etmislerdir. 16S rRNA geni kullanarak
orneklerde Microcystis spp., Nodularia spumigena, Anabaenopsis elenkinii, Planktothrix
spp., Cylindrospermopsis raciborskii, Sphaerospermopsis aphanizomenoides tiirlerini
tanimlamiglardir. Potansiyel toksisiteyi belirleyen hepatotoksin genlerini, 6rneklerin %
60'inda ve izole edilen suslarin % 45'inde tespit etmislerdir. Kiigiikgekmece Lagiinii'nden
izole edilen iki Microcystis tiirlinden M. aeruginosa’nin MC iirettigini belirlemislerdir.
Diger yandan arastirmacilar PCR sonuglarina gore, M. aeruginosa ve Planktothrix
agardhii asir1 gogalmasi 6rneklerinde mcyE geni saptanmasina ragmen HPLC metodu ile
hi¢bir MC tespit edememislerdir. Ayrica McyE genini, Taskis1 G6lii'nden izole edilen M.
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wesenbergii'de ve Sapanca Golii'ndeki tiim Planktothrix rubescens asiri ¢ogalmasi

orneklerinde saptamislardir.

Koker ve ark. (2017b)’nin ayn1 y1l yaptigr bir diger ¢alismada ‘SIYANOTOKS’ Projesi
kapsaminda, segilen on sekiz su kiitlesinden dort yiiz doksan yedi 6rnek toplayarak
siyanobakterileri ve bunlarin toksinlerini incelemislerdir. On dort su kiitlesinde potansiyel
olarak toksik on iki siyanobakteri tiirii tespit edilmis ve bunlarin % 57'sinde asir1 cogalma
gozlenmistir. Ornekleme alanlarinin on {iciinde MC, on birinde silindrospermopsin
saptamislardir. Tiim &rneklerdeki MC igerigi 0,1-29,7 pg L™ arasinda degismis olup,
MC’nin 6rneklerdeki goriilme siklig1 % 32 olarak belirlenmistir. CYN ise % 23 siklikta
gdzlenirken, drneklerin CYN igerigi ise 0,1 ila 9 pug L™ arasinda degismistir. Bu sonuglara
gore, siyanotoksin sorunlarmmin Tiirkiye yiizey sularinda ¢ok yaygin oldugu ileri

stirilmiistiir.

Yilmaz ve ark. (2018), tarafindan yapilan bir ¢calismada ise Tiirkiye'nin kuzeybatisindaki
Iznik Gélii'nden {i¢ siyanobakteri susu izole edilmistir. Bu suslarin morfolojik
karakterizasyonunun yanisira molekiiler ve toksikolojik analizleri de yapilmistir.
Filogenetik analizlerde izole edilen suslarin 16S rRNA gen dizileri, PST iireten suslarin
¢ogunu igeren bir Aphanizomenon gracile kiimesine yerlestirilmis ve izole edilen suslarin
A. gracile olarak tanimlanmasi dogrulanmistir. Bu yeni suslarin, PCR ile STX biyosentez
genlerine (sxtA, sxtG) sahip oldugu saptanmistir. Filogenetik analizlerde toksin genlerine
ait diziler, diger A. gracile suslari ile birlikte kiimelenmistir. LC-MS/MS analizi, tiim
suglarda NEO, STX, dcSTX ve dekarbomilneosaksitoksin (dcNEO) varligim
gostermistir. Sonugta Yilmaz ve ark. (2018)’nin yaptiklari ¢alisma, Tiirkiye'deki herhangi
bir su kiitlesinde bir PST ireticisinin ilk raporunu temsil etmistir. Bir A. gracile

kiiltiiriinde ise dcNEO'nun ilk gézlemi olmustur.

Tiirkiye’nin degisik bolgelerinde yapilan kapsamli ¢aligmalara ragmen Uluabat Golii’nde
yapilan ¢aligsmalar daha ¢ok goliin trofik seviyesi, su kalitesi, kirlenme, tiir ¢esitliligi ve
kompozisyonu ile ilgilidir (Dalkiran ve ark. 2006, Karacaoglu ve ark. 2006, Katip ve ark.
2015, Dalkiran ve ark. 2016a). Uluabat Goli’niin tiir gesitliliginin detayli incelendigi

daha onceki yillarda yapilan g¢alismalarda golde Microcystis, Nostoc, Anabaena,
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Lyngbya, Oscillatoria (Planktothrix), Aphanizomenon, Raphidiopsis ve Phormidium
taksonlarina ait tiirlerin varligi rapor edilmistir (Karacaoglu ve ark. 2004, Dalkiran ve ark.
2016a). Bu taksonlarin bazi tiirlerinin siyanotoksin tirettigi bilinmektedir (Codd 2000,
Carmichael 2001, Li ve ark. 2001). Ulcay ve ark. (2010), Microcystis aeruginosa ve M.
wesenbergii tiirlerinin 2009 yilinin Haziran ayinda Uluabat Goli’'nde asir1 ¢ogaldigini
rapor etmislerdir. Giinlimiize kadar Uluabat G6lii’nde yapilan siyanobakteriyel caligmalar
sadece gelencksel mikroskobik metotlarla yiiriitiilmiis (Karacaoglu ve ark. 2004, Ulcay
ve ark. 2010, Dalkiran ve ark. 2016a) olup, bu ¢alismaya kadar gélde toksik siyanobakteri

tiirleri ve siyanotoksinler hakkinda herhangi bir ¢alisma yapilmamustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calisma Alanimin Tanim ve Ornekleme Noktalar

Bursa sinirlari igerisinde bulunan Uluabat Golii (40°10' K, 28°36' D), Marmara Denizi'nin
20 km giineyinde konumlanmaktadir. Tektonik orjinli bir aliivyon-set g6lii olan Uluabat
Goli, yaklasik 24 km uzunlugunda ve 12 km genisligindedir. Goliin yillik ortalama
derinligi 2,5-3 m, maksimum derinligi 6 m olmakla birlikte 6zellikle yaz aylarinda iklim
degisikliginin sonuglarinin yanisira sulama amagli gélden su ¢ekilmesi nedeniyle su
seviyesi 0,5-1 m'ye kadar diisebilmektedir. 9 m’lik rakima sahip goliin su yiizeyi, deniz
seviyesinden 2 m yukaridadir. 161 km? ile 138 km? arasinda bir yiizey alanin1 kaplayan
Uluabat Golii, kabaca tiggen bi¢imindedir. Goliin yiizey alan1 ve hacmi son on yilda %
12 oraninda azalmistir (Magnin ve Yarar 1997, Anonim 1998, Demir ve ark. 1998,
Dalkiran ve ark. 2006, Katip 2010, Karaer ve ark. 2011, Katip ve Karaer 2011, Anonim
2016a).

Susurluk Havzasimin 6nemli bir kismint olusturan Uluabat Goli’nii glineybatidan
besleyen en onemli su kaynagi, Emet ve Orhaneli Caylari’nin birleserek olusturdugu
Mustafakemalpasa Cayr’dir. Akcalar Deresi, tarim alanlarinin drenaj sulari ve yagis
g6liin su biitgesini destekleyen diger su kaynaklaridir. iklime bagl olarak mevsimlere ve
yillara gére gole giren su miktar1 degiskenlik gostermektedir. Uluabat Goli, Susurluk
drenaj havzasinin énemli bir kismmin drenajini kontrol etmektedir. G6lden su ¢ikisi;
goliin kuzeybatisinda bulunan, Niliifer ve Susurluk caylarinin birleserek olusturdugu
Kocasu Cayi iledir. Kocasu Cayi, sonrasinda Marmara Denizi’ne dokiilmektedir. Kocasu
Cayr’nin akisi bazi periyodlarda ters dogrultuda olup golii besler niteliktedir. Golden su
¢ikisi, sulama ve buharlagsma ile de meydana gelmektedir. Uluabat Golii, yillik toplam
2060 hm? su kapasitesine sahiptir (Anonim 1999, Salihoglu ve Karaer 2004, Kazanc1 ve
ark. 2006, leri 2010, Anonim 2016a).

Uluabat Goli’'nde ¢evresinden kaynaklanan pek ¢ok kirletici faktor bulunmaktadir. Emet
ve Orhaneli Caylar araciligl ile Mustafakemalpagsa Cayi tizerinden gole tarimsal kirlilik

girdisi olmaktadir. Tarimsal faaliyetler sonucu goliin hem sediman yiikii artmakta hem de
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su seviyesi her gegen giin azalmaktadir. Agir metal kirliligi olusturan bor, arsenik ve krom
maden atiklari; Orhaneli ve Emet Caylari ile tasinarak Mustafakemalpasa Cayi’na
ulagmaktadir. Atik su aritim tesisi bulunmayan 23 adet siit isleme tesisi de
Mustafakemalpasa  yerlesiminde kirletici  baski  unsurlarindan  bir  digerini
olusturmaktadir. Ayrica Mustafakemalpasa Cay1, endiistri ve madencilik faaliyetlerinden,
yerlesimden, diizensiz kati atik bertarafinin sebep oldugu kirliligi de gole tasimaktadir
(Anonim 2016a). 10756 km? drenaj alanina sahip Mustafakemalpasa Cay1 Havzasinda 67
adet yerlesim merkezi bulunmaktadir. Basta aritma tesisi bulunmayan Tavsanlh
kanalizasyon sistemi olmak tizere Tungbilek termik santrali ve linyit isleme tesisleri
bolgenin en 6nemli kirlilik kaynaklaridir. Tungbilek termik santrali ve linyit isleme
tesisleri atiklarini, fiziksel aritma islemine tabi tutulduktan sonra Orhaneli Cayi'na desarj
etmektedirler. Mustafakemalpasa koyii, organize deri sanayi bolgesi ve mezbahanin
aritilmamig atik sulari, Mustafakemalpasa Cayi'na bosaltilmaktadir (Dalkiran ve ark.
2006, Katip 2010). Akgalar kasabas1 ve Mustafakemalpasa ilgesinden gelen aritilmamis
evsel atiksu desarjlar1 da vardir. Tiim bu kirletici faktorler ve bunun yanisira avlanma ve
erozyon; goliin su kalitesini bozmakta, gol ekosistemine zarar vererek otrofikasyona
neden olabilmektedir (Anonim 2016a). Mustafakemalpasa ilge merkezi ile Camandar
koyii arasinda bulunan kum-gakil ocaklar1 ise Mustafakemalpasa Cayi’nin askida kati
madde oranini ylikseltmektedir. Mustafakemalpasa Cayi’nin tagidigr bu kirlilik ve akis;
Uluabat Golii’nde askidaki katt madde (AKM) miktarini artirmaktadir (Anonim 1999).
Bunun sonucu olarak bulanik hale gelen golde; kirletici kaynaklarin besin tuzlarini da
beraberinde getirmesiyle goliin trofik seviyesi etkilenmekte, 6trofikasyon hizlanmakta ve
alglerin mevsimsel degisimleri etkilenmektedir. Kocasu Deresi’ne ise Karacabey ve
cevresindeki isletmelerden gesitli atik sular birakilmaktadir. Demir ve ark. (1998) da
caligmalarinda 6zellikle kis sonu-ilkbahar basinda Kocasu Deresi’nin ters akim sonucu
blinyesine aldig1 atiksular1 ve Niliifer Cayi’ndaki kirliligi, Uluabat Golii’ne tasidigini
belirtmislerdir. Kirletici faktorlerin ve iklimsel etkenlerden dolayi, Uluabat Golii giderek
hipertrofik seviyeye yaklasmaktadir. “Susurluk Havzas1 Su Kalitesi Izleme Projesi”
kapsaminda dort mevsim incelenen Uluabat Goli’niin trofik durum parametrelerinin
genel egiliminin 6trofik durumu belirttigi; “Tiirkiye’de Havza Bazinda Hassas Alanlarin
ve Su Kalitesi Hedeflerinin Belirlenmesi Projesi” kapsaminda incelendiginde ise Carlson

Trofik Indeksi’ne gore hipertrofik seviyede oldugu rapor edilmistir (Anonim 2016a).
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Yapilan doktora tez ¢aligmasi kapsaminda dort farkli 6rnekleme noktasi belirlenmistir.
Nokta 1, Kocasu Cayi’na yakin kisim (G6lden su ¢ikisini saglayan ana kisma yakin bolge)
iken Nokta 3, Mustafakemalpasa Cayi’na yakin kisim (Gole su girisini saglayan ana
kisma yakin bolge)’dir. Bu noktalarla birlikte Nokta 2 ve Nokta 4, 6rneklemenin g6l
uzunlugu boyunca golii karakterize edecek sekilde yapilabilmesi igin se¢ilmistir. Uluabat
Goli’niin genel goriiniimii, 6rnekleme noktalar1 (Sekil 3.1) ve 6rnekleme noktalarinin

koordinatlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. Uluabat Go6lii 6rnekleme noktalari

Cizelge 3.1. Uluabat Golii 6rnekleme noktalariin koordinatlari

Noktal 40°11'56.0"N, 28°29'03.9"E
Nokta 2 40°1124.9"N, 28°32'47.7"E
Nokta 3 40°09'41.1"N, 28°34'35.3"E
Nokta4 40°09'30.6"N, 28°39'52.9"E

3.2. Orneklerin Toplanmasi, Tasinmasi ve Saklanmasi

Siyanobakteriler 6zellikle yaz aylarinda sucul ekosistemlerde biiyiik populasyonlar
olusturdugu i¢in (Karacaoglu ve ark. 2004, Dalkiran ve ark. 2006, Karacaoglu ve ark.
2006) bu doktora tez ¢alismasi1 kapsaminda yapilan araziler, 23 Haziran 2015 ile 9 Eyliil
2016 tarihleri arasinda siyanobakterilerin Uluabat Golii’nde bol bulundugu yaz aylarinda

(Dalkiran ve ark. 2016a) yapilmistir. Ornekler, Uluabat Golii nii temsil edecek dort farkli
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ornekleme noktasindan iki haftada bir olacak sekilde Cizelge 3.1’de belirtilen
koordinatlardan toplanmistir. Toplamda on iki arazi ¢alismasi yapilmistir. Go6lden

orneklerin toplanmasi i¢in gerekli izinler ilgili devlet kurumlarindan alinmastir.

Uluabat Golii’ndeki belirtilen noktalardan temelde iki farkli 6rnekleme yapilmistir:

e Vertikal olarak alinan su kolonu O6rnekleri

e Yatay ¢ekimle toplanan plankton ¢ekimi 6rnekleri

Su kolonu 6rnekleri; belirlenmis olan 6rnekleme noktalarindan vertikal entegre su kolonu
ornekleyicisi (1, 2 veya 3 m uzunlugunda, 5 cm ¢apinda) ile yiizeyden itibaren 1-3 m’ye
kadar olan derinlikten alinmistir (Bledsoe ve Phlips 2000, Phlips ve ark. 2007, Frost ve
ark. 2008, Phlips ve ark. 2008). PVC (polivinil klorid) tiipler ile alinan bu su 6rnekleri,
vertikal olarak tiim su kolonunu temsil eden 6rneklerdir. PVC tiip ile bir kaba alinan su
kolonu 6rnekleri, karistirildiktan sonra farkli siselere doldurulmustur. Daha sonra alinma

amacina uygun bir sekilde laboratuvara taginmaistir.

Alman su ornekleri farkli analizlerde kullanilmak {izere farkli kisimlara ayrilmistir. Bir
kism1 siyanobakteri izolasyonlart i¢in ayrilirken, bir kismi ELISA analizleri igin
ayrilmistir. Toksin analizleri igin ayrilan su ornekleri, 6nceden asitle yikanmis cam
siselere konulmus ve laboratuvara soguk olarak tasmmustir. Laboratuvara getirilen su
kolonu 6rneklerinden, ii¢ tekrarli olacak sekilde kapakli cam tiiplere her toksin i¢gin 5 mL
ayrilmistir. Ornekler, ELISA analizlerine kadar -20 °C’de saklanmistir. Arazi esnasinda
Chl a ol¢timii i¢in, belli hacimdeki su kolonu 6rnegi cam mikrofiber filtre kagidindan
(GF/F) siiziiliip, soguk olarak laboratuara tagimmistir. Chl a analizi i¢in kullanilacak bu

filtre 6rnekler, analize kadar -20 °C’de saklanmustir.

Plankton ¢ekimi 6rnekleri, 6rnekleme noktasindan itibaren su yiizeyinden yatay olarak 5-
10 dk boyunca 20 pm’lik goz agikligina sahip plankton kepgesi yardimiyla toplanmustir.
Bu 6rnek, ¢ok yogun oldugu i¢in ¢abuk bozulabileceginden soguk bir sekilde araziden
hemen sonra laboratuvara tasinmistir. Ornekleme noktalarindan toplanan plankton ¢ekimi

orneklerinin bir kismi siyanobakteri izolasyonlar1 i¢in kullanilmistir. Plankton ¢ekimi
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ornegi, su kolonu o6rnegine gore daha yogun oldugu i¢in gézden kagabilecek farkli

siyanobakteri tiirlerinin goriilmesi ve izolasyonu amaglanmastir.

Ayrica plankton ¢ekimi 6rnekleri; toplam genomik DNA izolasyonu, PCR ile toksin
genlerinin tespit edilmesi ve toksin analizleri (ELISA ve LS-MS/MS) igin kullanilmistir.
Bu amaglarla plankton g¢ekimi ornekleri; ependorf tiiplerde 14800 rpm’de 10 dk
(Microfuge 16 Centrifuge, Beckman Coulter), 50 mL’lik falkonlarda 4200 rpm’de 20 dk
santrifiij (Allegra X30R, Beckman Coulter, IN, USA) edilmistir. Orneklerin pelletleri
analizlere kadar -20 °C’de saklanmigtir. ELISA ve LC-MS/MS analizleri igin ayrilan
plankton ¢ekimi Ornekleri, analizden once liyofilizasyona gonderilmistir. Liyofilize

edilen Ornekler, toksin analizlerine kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.3. Toksik Siyanobakteri Tiirlerinin Teshisi, izolasyonu ve Kiiltiirii

Siyanobakteriler, morfolojik olarak cesitlilik gostermekte ve temelde filamentli ve
filamentsiz formlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Filamentsiz formlar i¢inde iki ordo
bulunmaktadir: Chroococcales ve Pleurocapsales. Her iki takimin iiyeleri de tek hiicreli
kiiresel hiicrelere veya jel benzeri bir matriksin onlar1 bir arada tuttugu agregat formlara
sahiptir. Filamentli siyanobakteriler {i¢ takima ayrilmaktadir. Oscillatoriales tyeleri;
heterosist veya akinet olusturmayan iplikler olusturmak i¢in tek bir diizlemde
bolinmektedir. Nostocales iiyelerinin Oscillatoriales takimindan farki heterosist ve bazi
tiirlerinin ise akinet olusturabilmesidir. Stigonematales iiyeleri ise birden fazla diizlemde
boliinilip, ylizeylerde veya serbest su siispansiyonunda dallanmis filament kiimeleri
olusturmaktadir (Stewart ve Falconer 2008). Schirrmeister ve ark. (2011), 16S rRNA gen
dizilerine gore siyanobakterileri morfolojik olarak; ikiye boliinen tek hiicreli koloniler,
coklu boliinen tek hiicreli koloniler, ¢ok hiicreli koloniler, farklilagsmis hiicrelere sahip
cok hiicreli koloniler ve farklilasmis hiicrelere sahip dallanmis ¢ok hiicreli koloniler

olarak bes ayr1 boliime ayirmigtir.
Gerek su kolonu 6rneklerinden gerekse plankton ¢ekimi 6rneklerinden izole edilip kiiltiire

alinan toksik olabilecek siyanobakteri taksonlari, inverted mikroskop (Olympus, CKX41-
PH) ve 1sik mikroskobu altinda degisik biiyiitmelerde (x10, x20, x40, x100)
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fotograflanmistir. Morfometrik 6lglimler, Image J (Anonim 2020b) programi kullanilarak
bu fotograflar lizerinden yapilmistir. Hiicre boyutlari, koloni ¢api, filament ve trikom eni
icin Ol¢timler elli tekrarli yapilmistir. Diger yandan heterosist ve akinet boyutlari, sarmal
yapan ipliksi formdaki bireylerde sarmal genisligi, trikom ve filament uzunluklar1 otuz
tekrarlt olarak ol¢iilmiistiir. Baz1 suslarin kiiltiiriinde ise akinet ve heterosist olusumu
gozlenmedigi i¢in diger morfolojik Olglimleri gergeklestirilmistir. Siyanobakteri
taksonlar1, morfolojik olarak Komarek ve Anagnostidis (1999, 2005), John ve ark. (2003)
ve Komarek (2013)’e gore tayin edilmistir.

Siyanobakteri izolasyonlari, hem plankton ¢ekimi Orneklerinden hem de su kolonu
orneklerinden yapilmistir. Miimkiin oldugunca farkl tiir kiiltiire alinmaya g¢alisilmistir.

Izolasyonlar temelde iKi yolla gerceklestirilmistir:

e Tek hiicre izolasyonu

e Seyrelterek izolasyon

Tek hiicre izolasyonunda, inverted mikroskop (Olympus, CKX41-PH) altinda lama
alman su Orneginden izole edilmesi planlanan tiire ait birey, 10 uL’lik mikropipet
yardimuiyla ¢ekilip (Yilmaz ve ark. 2008; Y1ilmaz ve Phlips 2011b), tizerinde 1/20’lik steril
ortam bulunan temiz bir lama aktarilmistir. Bu sayede organizmanin yikanmasi
saglanmistir. Daha sonra siyanobakteri hiicresi buradan yine mikropipet ile alinip
icerisinde 1/20’lik steril kiiltir ortami bulunan mikro kuyucuklu plakalara ekim

yapilmustir.

Seyrelterek izolasyonda ise belirli hacimdeki 6rnek (10-20 pL), igerisinde steril ortam
(280 pnL) bulunan 96 kuyucuklu mikro plakanin ilk kuyusuna ekilmis ve buradan itibaren
en sondaki kuyuya kadar seyrelterek yandaki kuyulara ekim yapilmistir. Bu yontem,
ortam zenginlestirmesi ile izolasyon esasina dayanmaktadir (Andersen ve Kawachi

2005).

Izole edilip kiiltiire alinabilen siyanobakteri susu sayisini artirmak i¢in izolatlar, miimkiin

oldugunca farkli kiiltiir ortamlarina ekilmistir. Siyanobakterilerin kiiltiiriinde pek ¢ok
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farkli ortam kullanilmaktadir. Fakat BG11 kiiltiir ortami, siyanobakterilerde en yaygin
olarak kullanilan ortamlardan biridir (Stainer ve ark. 1971). Bu tez calismasinda,
siyanobakterilerin izolasyonu ve kiiltiirti icin BG11 (Stainer ve ark. 1971) ve MLA (Bolch
ve Blackburn 1996) kiiltiir ortamlar1 ve bu ortamlarin azot kaynagi icermeyen formlari
kullanilmistir. izole edilen siyanobakteri filamentleri veya hiicreleri; mikro kuyucuklu
plakalarda, iklim kabininde (Panasonic Healthcare) 23 °C sicaklik, 50 pmol foton m?s?
151k yogunlugunda 12s:12s (aydinlik-karanlik) fotoperiyodunda inkiibe edilmistir.
Filamentler, inverted mikroskop altinda haftalik kontrol edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonrasinda iyi biiyiiyen kuyulardaki siyanobakteri orneklerinin, monosiyanobakteriyel
olmast durumunda seyreltilmemis kiltiir (full strength) ortamlarina aktarimlar
yapilmistir.  Iklim  kabininde aymi sartlarda inkiibasyona devam edilmistir.
Monosiyanobakteriyel suslar, giderek artan hacimlerde cam tiiplerde veya erlenlerde
kiiltire alinmig olup genetik ve toksikolojik analizler igin gerekli kiiltiir miktarlar elde

edilmistir.

Genomik DNA izolasyonlar1 i¢in gereken hiicre materyalleri, cam tiiplerdeki
monosiyanobakteriyel kiiltiirlerden karsilanmistir. 14800 rpm’de 10 dk santrifiijden sonra
elde edilen pellet -20 °C’de saklanmistir. Toksin analizleri igin ise erlenlerdeki ortalama
1 aylk Kkiiltiirler, santrifiijle hasat edilmistir. Pelletler, liyofilizasyona kadar ve

liyofilizasyon sonrasinda -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.4. Fiziksel ve Kimyasal Analizler

Arazi esnasinda su Orneginin alindig1 noktada, yiizeyden itibaren 1m araliklarla dibe
kadar pH, su sicakligi, elektriksel iletkenlik (EC), ¢ozlinmiis oksijen (DO) degerleri, YSI
multiparametre aleti (YSI Professional Plus, Ohio, ABD) ile 6l¢iilmiistiir. Isik yogunlugu
(fotosentezde aktif 1sinim: PAR), Li-Cor Pro Plus (Nebraska, ABD) marka 1s1k dlger ile
iki tip sensor kullanilarak belirlenmistir. Birinci tip sensor, 1sik yogunlugunu tek
dogrultuda (yonde) dlcen ve sadece yiizeyde kullanilan kuantum sensoriidiir. Ikinci tip
sensoOr ise hem hava hem su iginde kullanilip 151k yogunlugunu her dogrultuda olcen

kiiresel kuantum sensoriidiir. Bulaniklik, seki diski ile belirlenmistir.
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3.5. Klorofil a Miktarmin Belirlenmesi

Klorofil a, biitiin fotosentetik alglerde ve bitkilerde bulunan ana pigmenttir. Isik
enerjisinin, organik bilesiklerde kimyasal enerji halinde tespit edilmesini saglayan
fotosentez olayimnin gergeklesmesini saglar. Sucul ekosistemlerde besin aglari, biyokiitle
ile ilgili bilgi veren ve en sik 6lgiilen biyokimyasal parametredir (Jeffrey ve Mantoura
1997). Klorofiller, bir magnezyum iyonunu selatlayan bir tetrapirol yapisinda, 1s18a kars1
duyarl pigmentlerdir. Chl a ve b, Chl ¢’den farkl1 olarak yan bir fitol zincirine sahiptir.
Klorofil molekiilii, magnezyum iyonunu kaybettiginde elde edilen {irlin, bir feofitindir

(Aminot ve Rey 2001).

Klorofilin dl¢iilmesinde ilk adim, suyun filtre edilmesini ve daha sonra ise filtredeki
hiicrelerden uygun bir ¢oziicii ile klorofilin ekstrakte edilmesini gerektirmektedir.
Klorofiller ve karotenoidler, su igeren canli bitki dokusundan aseton, metanol veya etanol
gibi suyu alabilen organik coziiciiler tarafindan ekstrakte edilebilen yagda ¢oziinen
pigmentlerdir (Lichtenthaler 1987). Chl a’nin belirlenmesinde aseton basta olmak iizere
degisik organik ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Etanol, asetona gore daha giivenli alternatif
bir ekstraktanttir (Ritchie 2006). Fotosentetik pigmentlerin siyanobakterilerden ve yesil
alglerden ekstraksiyonunda asetona gore daha iyi bir ¢oziiciidiir. Ayrica % 90 veya % 95
etanol ¢ozeltisi, kaynatma basamaginda ve ardindan 24 saat inkiibasyon sirasinda, klorofil
pigmentinin degredasyonu olmadan ekstraksiyonuna olanak saglamaktadir. Hem % 90 ve
hem de % 95 etanol, Chl a'nin ekstraksiyonu i¢in uygundur (Sartory ve Grobbelaar 1984).
Yaptigimiz calismada, % 95°lik derisimdeki etanol kullanilmistir (Wintermans ve De

Mots 1965, Parker ve ark. 2016).

Arazi sirasinda ornegin yogunluguna gére GF/F filtrelerinden siiziilen 150-500 mL su
kolonu 6rnegi, Chl a analizine kadar -20 °C’de saklanmistir. Chl a miktarin1 belirlemek
i¢in filtre edilmis su kolonu 6rneklerinin tizerlerine 8 mL % 95°lik etanol eklendikten
sonra, 5 dk 78 °C’de su banyosunda bekletilmistir. 24 saat ile 72 saat arasinda karanlik
bir ortamda ve oda sicakliginda inkiibasyona birakilarak pigment ekstraksiyonu
tamamlanmistir (Sartory ve Grobbelaar 1984). Pigment ekstrakti, 20 dk 2000 rpm’de

santrifiij edildikten sonra standart metotlar (Anonim 2005)’a gore modifiye edilerek
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spektrofotometrik okumalar1 yapilmistir. Siipernatantin, spektrofotometrede oncelikle
664 nm ve 750 nm % 95°lik etanole kars1 absorbanslari 6l¢giilmiistiir. Siipernatant {izerine
daha sonra 0,2 N hidroklorik asit (HCI) ilave edilmistir. Postasidifikasyon siiresi (90

s)’nden sonra 665 nm ve 750 nm’de tekrar absorbans Sl¢iilmiistiir.

Chl a'nin belirlenmesi; HCI ile muamele edilmesinden sonra Chl a'nin feofitin a’ya (Phe
a) doniistiiriilmesi esasina dayanmaktadir (Lorenzen 1967). Chl a'nin Phe a doniisiimii,
Chl a molekiiliiniin bir porfirin halkasi i¢indeki magnezyum iyonlarinin yerine gegen,
seyreltik asitten gelen protonlar tarafindan baslatilir (Joslyn ve Mackinney 1938). Bu
kimyasal reaksiyon, kirmizi 151k spektrumu igerisinde pik (tepe) absorbansinda 664
nm'den (Chl a) 665 nm'ye (Phe a) bir degisime neden olur. Bu spektral degisimin
biiyiikliigii, ekstraktant coziiclideki pigmentin bilinen optik 0Ozelliklerine dayanarak
hesaplanabilen Chl a konsantrasyonuyla orantilidir. Chl a’nin feofitine doniismesini
yavaglatan yetersiz asidifikasyon, Chl a konsantrasyonunun tahminin altinda degerler

vermesine neden olmaktadir (Parker ve ark. 2016).

Chl a miktarin1 belirlemek igin hesaplamalar, Anonim (2012)’de bulunan Lorenzen

(1967) tarafindan gelistirilen formiile gore gergeklestirilmistir.

Chl a = [A X K X [(6645-7500)-(6652-7505)] X V] / Vs x | (3.1)

Chl a: Klorofil a pigment konsantrasyonu (mg Chl a L?); A, 11.99 mg Chlacm L e es
deger ters absorbsiyon sénme katsayisi (Wintermans ve De Mots 1965); K, 2,43’lin
absorbsiyon indirgenme faktorii (Lorenzen 1967); 664y, asidifikasyondan once 664
nm’deki temel absorbans; 750, asidifikasyondan once 750 nm’deki absorbans; 665a,
asidifikasyondan sonra 665 nm’deki absorbans; 750, asidifikasyondan sonra 750
nm’deki absorbans; Ve, pigmenti ekstrakte etmek i¢in kullanilan % 95°lik etanoliin hacmi

(mL); Vy, filtre edilen 6rnegin hacmi (mL); 1, kiivetin yol uzunlugu (cm)’dur.
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3.6. Toksin Analizleri

3.6.1. Toksin analizleri icin 6rneklerin hazirlanmasi

Su kolonundaki toplam toksin konsantrasyonu (serbest ve hiicreye bagl) belirlenmeye
calisilacagindan analizden Once uygun hiicre parcalama prosediirleri izlenmistir. Bu
sayede yanlis sonuglara neden olabilecek hiicreye bagli toksinlerin uzaklastirilmasi
engellenmeye calisilmistir. Kapakli cam tiiplerdeki su kolonu numuneleri, intraseliiler
(hiicre i¢i) mikrosistinleri ekstrakte etmek i¢in (Metcalf ve Codd, 2000) 1 dk boyunca
kaynayan su banyosunda inkiibe edilmistir. Oda sicakligina sogutulan ornekler,
par¢alanmis hiicre artiklarinin pellet seklinde ¢okmesi icin 14800 rpm’de 5 dk santrifiij
(Microfuge 16 Centrifuge, Beckman Coulter) edilmistir. Siipernatantlar, MC tayini i¢in
ELISA analizlerinde kullanilmistir. Cam tiiplerde bulunan diger su kolonu 6rnekleri ise
tic kez dondurulup ¢oziilerek hiicrelerin parcalanmasi saglanmistir. Santrifiijden sonra
siipernatantlar, su kolonu 6rneklerinde STX, CYN ve ATX-a tayini i¢cin RBA (reseptor

baglanma analizi) ve ELISA analizlerinde kullanilmistir.

Su kolonu Ornekleri ile her ne kadar ortamdaki gercek toksin degerleri belirlenmeye
calisilsa da, hiicre i¢i toksin miktarinin diisiik oldugu durumlarda ortamdaki mevcut
toksinler saptanamayabilmektedir. Plankton ¢ekimi 6rnekleri, incelenen ortamdaki tiirleri
yogunlagtirarak topladig1 i¢in hiicre i¢i toksinlerini tespit etme olasili§imizi artirmus,
gozden kagabilecek mevcut siyanotoksinleri belirlemeyi saglamistir. Yaklasik 10 mg
liyofilize edilmis plankton ¢ekimi 6rnegi veya monosiyanobakteriyel kiiltiir 6rnegi; 1,5
mL steril ultra saf suda (steril Milli-Q water), 1:3 (w/v) oraninda cam boncuklarla (< 106
um, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) vortekslenerek ekstrakte edilmistir.
Ekstraktlarin 14800 rpm’de 10 dk santrifiijiinden (Microfuge 16 Centrifuge, Beckman
Coulter) sonrasinda siipernatantlar, toksin analizlerinde kullanilmistir. Siipernatantlar

3200 kata kadar farkli oranlarda seyreltilmistir.
Ayrica kiiltiire alinabilen tiirlerden toksik potansiyele sahip olanlarinin hizlica taranmasi

i¢cin 6n deneme niteliginde yaklasik 5 mL monosiyanobakteriyel kiiltiir santrifiijlenmistir.

Pelletler (30-50 mg yas agirlik), steril ultra saf su ile yikandiktan sonra cam bilyeler
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vasitasiyla 1,5 mL ultra saf su icerisinde ektrakte edilmistir. Santrifiijden (14800 rpm’de
10 dk) sonra siipernatantlar toksin analizlerinde (ELISA ve RBA) kullanilmistir. izole
edilen suslara ait kiiltiirlerin toksik olup olmayacagi hakkinda bir 6n veri elde etmek i¢in
kiiltiirlerin yas agirliklarindan toksin analizleri yapilmustir. Pozitif 6rnekler, PCR ile de
dogrulandiktan sonra kiiltiirler daha biiylik hacimlerde yetistirilmis ve liyofilizasyona
gonderilmistir. Liyofilize 6rnekler tekrar ELISA analizlerine tabi tutulmustur. Toksin
varligi saptanan Orneklerden bazilar1 segilerek son dogrulama i¢in LC-MS/MS’e

gonderilmistir.

3.6.2. ELISA ve RBA ile toksin analizleri

ELISA, monoklonal (Zeck ve ark. 2001) veya poliklonal (Metcalf ve ark. 2000; Yu ve
ark. 2002) antikorlarla antijenlerin arasindaki reaksiyona dayali renk degisiminin, isaretli
enzimler aracilifi ile belirlenerek Orneklerdeki hedef molekiil miktarmin belirlendigi
biyoanalitik bir analizdir. Yanlis pozitif sonuglara sebep olabilen toksik olmayan
bilesiklerle capraz reaktivite problemi kompetitif ELISA metodlari ile minimize
edilmistir (De Figueiredo ve ark. 2004). Ayrica ELISA analizi i¢in kullanilan kitlerin
tespit limitlerinin diistik olmasi, bu analizi WHO’nun igme sularinda MC igin kilavuz
deger olarak belirttigi 1 pg L™ altindaki gibi ¢ok diisiik toksin degerlerini bile saptamada

olanakl kilmaktadir.

Reseptorler, hiicre i¢inden veya disindan sinyallerin alinmasi ile ilgili plazma
membraninda bulunan proteinlerdir. Bu makromolekiiller, spesifik molekiiller (ligand) ile
birlikte hiicresel aktivitenin diizenlenmesinde 6nemli rollere sahiptir (Anonim 2013).
RBA’nin temel ilkesi, smirli sayidaki belirli reseptér baglanma alanlari i¢in bir analit
(analiz edilecek ornekteki isaretlenmemis toksin) ve bir etiketli ligand (etiketli toksin)
arasindaki rekabete dayanmaktadir (Dechraoui Bottein ve Clausing 2017). RBA, toksin
varyantlarindan bagimsiz olarak Ornekteki birlesik toksisiteyi Olgmek igin

kullanilabilmektedir (Anonim 2013).

Yapilan doktora tez ¢aligmasinda su kolonu 6rnekleri, plankton ¢ekimi drnekleri ve izole
edilen suslara ait kiiltiir orneklerinin MC, STX ve CYN analizleri ELISA, ATX-a
analizleri ise RBA testi ile gergeklestirilmistir. ELISA ve RBA analizleri, kitlerdeki
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tiretici firma talimatlarina uygun sekilde gergeklestirilmistir. Numunelerin absorbanslart,
Epoch mikroplaka okuyucusunda (BioTek, VA, ABD) okunmustur. Kullanilan kitler
asagida ozellikleri ile birlikte belirtilmistir.

Mikrosistin-ADDA ELISA kiti (Microcystins-ADDA ELISA Kit, Abraxis 520011):

Microcystins-Adda ELISA (Abraxis, 520011), su 6rneklerinde bulunan MC’lerin ve
NOD’larin varyantlarindan bagimsiz olarak kalitatif ve/veya kantitatif tespitini saglayan
bir indirekt kompetitif ELISA'dir. Test; MC’lerin, NOD’larin ve tiirdeslerinin spesifik
antikorlar tarafindan taninmasina dayanmaktadir. MC’lerin ve  NOD’un ¢ogunun
yapisinda bulunan karakteristik Adda grubunu taniyan spesifik antikorlar
kullanilmaktadir (Fischer ve ark. 2001). Toksin (incelenen numunede bulundugunda) ve
plaka iizerinde immobilize edilmis bir mikrosistin-protein analogu, ¢ozelti i¢indeki anti-
MC/NOD antikorlarinin baglanma bolgeleri i¢in rekabet eder. Plaka daha sonra yikanir
ve ikinci bir antikor-HRP etiketi eklenir. Ikinci bir yikama asamasindan ve substrat
¢ozeltisinin eklenmesinden sonra, bir renk sinyali meydana gelir. Mavi rengin yogunlugu,
numunede bulunan MC’lerin konsantrasyonu ile ters orantilidir. Renk reaksiyonu belirli
bir siire sonra durdurulur. Bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 450 nm dalga boyundaki
absorbans okunur ve renk degerlendirilir. Numunelerin konsantrasyonlari, her ¢alisma
icin ayr1 olusturulan standart egri kullanilarak interpolasyonla belirlenir. Bu ELISA Kiti

i¢in, MC-LR'ye dayanan tespit sinir1, 0,10 ppb'dir (ug L™).

Silindrospermopsin ELISA kiti (Cylindrospermopsin ELISA Kit, Abraxis 522011):

Abraxis Cylindrospermopsin ELISA (522011), su 6rneklerinde CYN’nin kantitatif ve
hassas olarak tespit edilebilmesi i¢in direkt kompetitif bir ELISA’dir. Analiz, CYN’nin
spesifik antikorlar tarafindan taninmasi esasina dayanir. Bir 6rnekte CYN mevcut
oldugunda CYN ve CYN-HRP analogu, ¢ozeltideki anti-CYN antikorlarimin baglanma
alanlar1 i¢in rekabet eder. Anti-CY N antikorlar1 daha sonra, mikrotitre plakasinin kuyulari
lizerinde immobilize olan ikincil bir antikora baglanir. Ilk yikama asamasindan sonra
substrat ¢ozeltisinin eklenmesiyle bir renk olusumu meydana gelir. Mavi rengin

yogunlugu, 6rnekte bulunan CYN konsantrasyonuyla ters orantilidir. Renk reaksiyonu,
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belirli bir siire sonra durdurulur. Bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 450 nm dalga
boyundaki absorbans okunur ve renk degerlendirilir. Orneklerdeki CYN
konsantrasyonlari, her c¢alisma igin ayri olarak olusturulan standart egri kullanilarak
interpolasyon ile belirlenir. Kitin tespit siir degeri, 0,040 ppb (ng L™?)’dir. Kullanilan
ELISA kiti, CYN ve ilgili bilesikleri degisen derecelerde (CYN % 100, deoksi-
silindrospermopsin % 112 spesifitesinde) tanimaktadir.

Saxitoxin ELISA kiti (Saksitoksin ELISA Kit, Abraxis 52255B):

Saksitoksin ELISA, STX’in kantitatif ve/veya kalitatif tespiti i¢in bir immiinoassaydir.
STX, PSP ile iliskili toksinlerden biridir. Test, STX’in spesifik antikorlar tarafindan
taninmasina dayanan direkt kompetitif bir ELISA'dir. STX (bir 6rnekte bulundugunda)
ve STX-enzim konjugati, ¢ozelti igindeki tavsan anti-STX antikorlarinin baglanma yerleri
icin rekabet eder. STX antikorlari daha sonra mikrotitre plakasi iizerinde immobilize
edilmis ikinci bir antikor (anti-tavsan) ile baglanir. Bir yikama asamasindan ve substrat
¢ozeltisinin eklenmesinden sonra, bir renk sinyali {retilir. Mavi rengin yogunlugu,
numunede bulunan STX konsantrasyonuyla ters orantilidir. Renk reaksiyonu belirli bir
stire sonra durdurulur. Bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 450 nm dalga boyundaki
absorbans okunur ve renk degerlendirilir. Numunelerin konsantrasyonlari, her islem igin
olusturulan standart egri kullanilarak interpolasyonla belirlenir. STX igin tespit limiti
0,015 ng mLYdir. Kullamlan kitin farkli derecelerde tamdign STX ve diger PSP
toksinleri: Saksitoksin (% 100), dekarbamil saksitoksin (% 29), gonyatoksin-5B (% 23),
gonyatoksin 2&3 (% 23), lyngbyatoksin (%13), siilfo gonyatoksin 1&2 (% 2), dekarbamil
gonyatoksin 2&3 (% 1,4), neosaksitoksin (% 1,3), gonyatoksin 1&4 (< % 0,2),

dekarbamil neosaksitoksin (% 0.6).

Anatoksin-a Reseptor Baglanma Analizi Kiti (Anatoxin-a Receptor-Binding Assay,
RBA, Abraxis 520050):

Abraxis Anatoxin-a Reseptor Baglanma Analizi, tatlh su orneklerinde ATX-a'nin

kantitatif ve/veya kalitatif tespiti i¢in uygun patentli bir reseptor baglanma analizidir. Bu

test, ATX-a'nin nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChRSs) i¢in afinitesine dayanan bir
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reseptor baglanma analizidir. ATX-a'nin bir 6rnekte bulundugunda, mikrotitre plakalari
tizerine kaplanmis nAChRs’lerin asetilkolin baglanma alanlar1 i¢in biyotinlenmis o-
bungarotoksin ile rekabet edecektir. Ilk yikama asamasindan sonra, reseptdre bagh
biyotinlenmis a-bungarotoksinin kolorimetrik olarak tespit edilebilmesi igin streptavidin-
HRP ¢ozeltisi eklenir. Ikinci yikama asamasindan sonra, substrat (renk) ¢dzeltisi eklenir
ve renk olusumu meydana gelir. Mavi rengin yogunlugu (siddeti), 6rnekte bulunan ATX-
a'nin konsantrasyonuyla ters orantilidir. Renk reaksiyonu belirli bir siire sonra durdurulur
ve sar1 renk olusur. Bir mikroplaka okuyucu kullanilarak 450 nm dalga boyundaki
absorbans okunur ve olusan renk degerlendirilir. Dogal ve yapay 1s18a maruz kalma ATX-
a'nin yapisinda bozunmaya neden olacagindan dolay1 analiz miimkiin oldugunca karanlik
bir ortamda yapilmalidir. Bu kitte ATX-a i¢in tespit sinir1 10 ng mL ™" dir. Analiz aralig
ise 10 ng mL? ile 500 ng mL*"dir.

ELISA ve RBA, orneklerdeki toksinlerin varligi/yoklugu i¢in hizli bir tarama saglayan
testlerdir. Cevresel Orneklerde bulunabilecek bilesik c¢esitliliginin yiiksek olmasi
nedeniyle, orneklerde matris etkilerinden kaynaklanan veya c¢esitli bilesiklerin ilgili
toksin ile ayni reseptore baglanmasi sonucu yanlis pozitif sonuglar saptanabilir. Bu
yiizden ilgili toksinler i¢in 6rneklerde saptanan pozitif sonuglarin, alternatif yontemlerle
dogrulanmasi (PCR, HPLC, GC, LC/MS vs.) gerekmektedir. Bu yiizden ELISA ve RBA
testleri ile ilk taramasi yapilan plankton c¢ekimi ve kiiltiir drneklerinin pozitif sonug
verenlerinin PCR ile ikinci bir taramalar1 yapilmistir. Toksin genlerine 6zgli primerler
aracilig1 ile yapilan PCR’da M. aeruginosa Aquameb 24 kiiltiir 6rneginde gézlenen mcyA
toksin geni agaroz jelden saflagtirilarak dizilemeye gonderilmistir. Plankton ¢ekimi
orneklerinde ise PCR ile saptanan toksin genlerinin klonlamasi yapilarak hangi potansiyel
toksik tiire ait oldugu belirlenmeye ¢alisilmigtir. PCR’da toksin geni saptanan, ELISA
sonucu mikrosistin tespit edilen 6rnekler igerisinden M. aeruginosa Aquameb 24 susu ve
bu susun izole edildigi plankton ¢ekimi 6rnegi (22.07.2015 Nokta 1) son dogrulama i¢in
LC-MS/MS’e  gonderilmistir. LC-MS/MS  analizlerinde, ELISA analizi ile
belirlenemeyen toksin varyantlari da saptanmistir. Diger yandan ELISA ve RBA ile
yanlig negatif sonuglar da elde edilebileceginden analizlerde saptanan negatif sonuclarin

da PCR ile ikinci taramasi yapilmistir.
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3.6.3. LC-MS/MS ile toksin analizleri

22.07.2015 tarihli Nokta 1 plankton ¢ekimi 6rneginde ve M. aeruginosa AQUAMEB-24
kiltiiriinde mikrosistin ¢esitleri ve miktarlart LC-MS/MS yontemi ile 114Y641 no'lu
TUBITAK 1001 projesi kapsaminda Greenwater Labs/CyanoLab'dan (Florida, ABD)

hizmet alimi ile belirlenmistir.

3.7. Genetik ve Filogenetik Analizler

3.7.1. Genomik DNA izolasyonu

DNA’nin saf olarak izole edilmesi ile genetik ve molekiiler analizler yapilmaktadir. DNA
izolasyonu; cesitli enzimler ve kimyasallar vasitasiyla hiicre duvari, hiicre zar1 ve
proteinlerin uzaklastirilip DNA’nin saf olarak elde edilmesi islemidir. Tez ¢aligmamda
genetik  analizleri  gergeklestirmek ig¢in ilk olarak plankton ¢ekimi ve
monosiyanobakteriyel kiiltiir 6rneklerinin genomik DNA’lar1 Promega Wizard Genomik
DNA kiti, MO BIO PowerWater DNA Izolasyon Kiti ve Thermo Scientific GeneJET
Bitki Genomik DNA Izolasyonu Mini Kiti ile kit protokollerine gore ufak
modifikasyonlarla izole edilmis olup, izole edilen genomik DNA’lar diger analizlere
kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir (Y1lmaz ve ark. 2008, Yilmaz ve Phlips 2011a, b).

Kullanilan kit protokolleri agsagida siralanmustir.

Promega Wizard Genomik DNA izolasyonu kit protokolii:

Plankton g¢ekimi Orneklerinden elde edilen pelletler iizerine 600 pL Nuclei Lysis
Soliisyonu eklenir ve vortekslenir. 65 °C’de 30 dk inkiibasyon sonrasinda karisim iizerine
3 uL RNase Soliisyonu eklenerek 37 °C’de 20 dk tekrar inkiibe edilir. Tiipteki karigim
tizerine 200 pL Protein Precipitation Soliisyonu eklenip vortekslenir. 16000 x g’de 3 dk
santrifiij edilerek proteinlerin siki bir pellet seklinde ¢okmesi saglanir. DNA’y1 igeren
slipernatant yeni bir tiipe aktarilir. 600 pL izopropanol ilavesinden sonra 16000 x g’de 2
dk santrifiij edilerek DNA siki bir pellet seklinde tlipe yapistirilir. Siipernatant atilarak

pellet iizerine 600 puL % 70’lik etanol ilave edilmesiyle DNA’ nin yikanmasi saglanir.
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16000 x g’de 3 dk santrifiij ile etanol tiipten uzaklastirilir. Tlipteki DNA iizerine 50-100
uL ultra saf su eklenerek 30 dk 65 °C’de inkiibe edilir. Hazir olan DNA analizlere kadar
-20 °C’de saklanur.

MO BIO PowerWater DNA izolasyon Kiti Protokolii:

PW1 ve PW3 soliisyonlar1 5-10 dk 55 °C’de dnceden 1sitilir. Plankton ¢ekimlerinden elde
edilen ependorf tiiplerdeki pelletler, 1 mL PW1 soliisyonu ile inkiibasyondan sonra 16000
x g’de 1 dk oda sicakliginda santrifiij edilir. Siipernatant temiz bir toplama tiipiine
aktarilir. Tekrar 13000 x g’de 2 dk santrifiijden sonra siipernatant temiz bir toplama
tiipline aktarilir. Stipernatant iizerine 200 uL. PW2 soliisyonundan ilave edilir. Karisim,
kisa bir siire vortekslendikten sonra 4 °C’de 5 dk inkiibe edilir. Tipler 13000 x g’de 1 dk
sanriflij edilir. Stipernatant, tekrar temiz bir toplama tiipiine aktarilir. Siipernatant tizerine
650 uL PW3 soliisyonu eklenir ve karisim tekrar vortekslenir. Karisim, Spin Filter
basket’e aktarilir. 13000 x g’de 1 dk santrifiij edilir. Santrifiijden sonra Spin Filter basket,
temiz bir toplama tiipiine transfer edilir. Daha sonra 650 pL PW4 soliisyonu eklenir ve
13000 g’de 1 dk santrifiij edilir. Stiziintii atilir. 650 uL. PWS5 soliisyonu eklenir ve 13000
x g’de 1 dk santrifiij edilir. Siiziintii tekrar atilir. Kalan c¢o6zeltilerin tamamen
uzaklastirilmasi i¢in 13000 x g’de 2 dk daha santrifiij edilir. Temiz bir toplama tiipiine
aktarilan Spin Filter baskete 100 pL ultra saf su eklenir. 13000 x g’de 1 dk santrifiijden

sonra tiipte hazir olan DNA analizlere kadar -20 °C’de saklanir.

Thermo Scientific GeneJET Bitki Genomik DNA izolasyonu Mini Kiti Protokolii:

Plankton ¢ekimlerinden elde edilen ependorf tiiplerdeki pelletler tizerine bir miktar cam
bilye eklenir. Daha sonra 350 uL Lysis Buffer A soliisyonu, 50 pL Lysis Buffer B, 20 uL
RNase soliisyonu eklenir ve 1 dk vortekslenir. Karisim, 65 °C’de 10 dk ara sira
vortekslenerek inkiibe edilir. 130 pL Precipitation soliisyonu eklenip alt {ist edilen tiip 5
dk buz iizerinde inkiibasyona birakilir. 14800 rpm’de 5 dk santrifiij edilir. Stipernatant
temiz bir ependorfa aktarilir. Uzerine 400 uL Plant gDNA Binding Soliisyonu ve 400 pL
% 96’11k etanol eklenir ve karistirilir. Spin kolona aktarilan karigim, 8000 rpm’de 1 dk

santrifiij edilir. Stiziintli atildiktan sonra 500 pL Wash Buffer I soliisyonu, spin kolona
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eklenir ve 10000 rpm’de 1 dk santrifiij edilip siiziintii atilir. Spin kolona 500 pL. Wash
Buffer II eklenir, 14800 rpm’de 3 dk santrifiij edilir. Kalan etanoliin uzaklasmasi i¢in
14800 rpm’de 1 dk daha santrifiij edilir. Temiz bir ependorfa konulan Spin kolonun
tizerine 100 pL ultra saf su eklenir. Oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildikten sonra 10000
rpm’de 1 dk santrifiij edilir. Tiipte hazir olan DNA analizlere kadar -20 °C’de saklanir.

3.7.2. DNA Miktari ve safliginin belirlenmesi

Plankton ¢ekimi drneklerinin genomik DNA miktarlar1 (ng pL™) ve safliklart (optik
yogunluk (OD) 260/280 orani), mikro-hacim plakasi (Biotek Take3™) ile Epoch
mikroplaka okuyucusu (Biotek)’nda spektrofotometrik olarak belirlenmistir. DNA 260
nm dalga boyunda, proteinler ise 280 nm dalga boyunda maksimum absorbansa sahiptir.
~ 1,8 oranm1 genellikle saf DNA’y1 temsil ettiginden bu degere sahip genomik DNA
ornekleri, genetik analizlerde kullanilmistir. OD 260/280 oraninin 1,8’in altindaki
degerlerde protein veya diger kontaminantlarin varligi; 2’nin dstiindeki degerlerde ise
RNA kontaminasyonunun oldugu diisiiniilmistiir (Sambrook ve ark. 1989, Yeates ve ark.
1998, Okamoto ve Okabe 2000).

3.7.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

[k kez 1985 yilinda ortaya atilip gelistirilen PCR ydntemi (Saiki ve ark. 1985, Mullis
1990); hedef bir DNA pargasinin, 1stya dayanikli bir DNA polimeraz enzimi ve spesifik
primerler kullanilarak ¢ok sayida kopyasmin firetildigi in-vitro bir yontemdir. PCR
basamaklari: a) Denatiirasyon (yiiksek 1s1 altinda ¢ift sarmal yapidaki DNA ipliklerinin
birbirinden ayrilmasi), b) Baglanma (6zgiin primerlerin kalip DNA’nin tek ipliklerine
baglanmasi, ¢) Uzama (enzim yardimiyla zincirin uzamasi)’dir. Bu basamaklarin ardisik
olarak belirli sayida tekrarlanmasi ile istenen DNA boélgesinin milyarlarca kopyasinin

tiretilebildigi bir metottur.
Plankton ¢ekimi ve monosiyanobakteriyel kiiltiir 6rneklerinden izole edilen genomik

DNA orneklerinde, 16S rRNA geninin yaklasik 1500 baz ¢ifti uzunlugundaki bolgesi,
27F1-1516R evrensel primerleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir (Neilan ve ark. 1997,
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Yilmaz ve ark. 2008). Prokaryotik ribozomlarin bir kismimi kodlayan 16S rRNA geni,
korunmus niikleotit dizisi ve yatay gen transferlerine karsi direnci nedeniyle farkli
siyanobakteriyel cinslerin taksonomik olarak ayirt edilmesi igin yaygin olarak
kullanilmaktadir (Neilan ve ark. 1997). Yapilan tez c¢alismasinda, 16S rRNA gen
bolgesinin dizilenmesi ile filogenetik agaglar olusturularak izole edilen bazi kiiltiir
orneklerinin genetik karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Ayrica siyanobakterilere 6zgii
16S rRNA gen bolgesinin PCR ile tespit edilmesi, ¢alisilan 6rneklerde siyanobakteri

varligin1 dogrulamak i¢in yapilmustir.

Diger yandan toksin genlerine 6zgii primer ¢iftleri kullanilarak gergeklestirilen PCR’lar
ile orneklerde toksin genlerinin varli§i veya yoklugu saptanmistir. Bdylece toksin
olusturabilme potansiyeline sahip tiirler belirlenmeye g¢alisiimistir. MC sentezinden
sorumlu MC sentetaz kompleksinde bulunan iki gen bdlgesinden mcyA geni
epimerizasyon domaininin 950-970 bg¢ uzunlugundaki gen fragmenti, MA1F-MAILR
primer ¢ifti; mcyB geninin 780 b¢ uzunlugundaki kismi ise MB1F ve MBIR primerleri
ile amplifiye edilmistir (Yilmaz ve Phlips 2011a). STX sentezinde ilk basamagi katalize
eden sxtA genindeki sxtA4 domaininin 657 bg’lik bolgesini ¢ogaltmak igin SXtAF-SXtAR
primer g¢iftleri kullanilmistir (Yilmaz ve Phlips 2011a). 700 bg¢’lik sxtG gen fragmenti ise
SXtGF ve sxtGR primerleri ile amplifiye edilmistir (Foss ve ark. 2012). SxtG, bir amidino
grubunu arjininden sxtA’nin {riiniine aktarmaktadir (Kellmann ve ark. 2008b). CYN
sentezinden sorumlu genlerden cyrC geninin 601 bg’lik bolgesi, M4 ve M5a primerleri
(Schembri ve ark. 2001, Yilmaz ve Phlips 2011a); cyrB geninin (adenilasyon domain)
596 be¢’lik bolgesi M13 ve M14 primerleri (Schembri ve ark. 2001); ATX sentezinde
etkili anaC geninin 366 b¢ uzunlugundaki fragmenti ise anaCgenF ve anaCgenR
primerleri (Rantala-Ylien ve ark. 2011) ile amplifiye edilmistir. Monosiyanobakteriyel
kiltir orneklerinin toksin genleri taramasinda, bahsedilen tiim primer ciftleri
kullanilirken plankton g¢ekimi orneklerinde MC, CYN, STX ve ATX toksinlerinin
sentezinden sorumlu gen boélgelerine 6zgii birer primer ¢ifti kullanilmigtir. PCR’larda

kullanilan primerlere ait bilgiler Cizelge 3.2’de verilmistir.

ELISA analizlerinde MC igin pozitif sonug veren plankton ¢ekimi orneklerinin on dort

tanesinde, farklt MC iireticilerinin varligin1 belirlemek i¢cin mcyE gen bdlgesi amplifiye
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edilmistir. McyE gen bolgesine ait fragmentlerin amplifiye edilmesinde genel primerler
mcyEF2 (Vaitomaa ve ark. 2003) ve mcyER4 (Rantala ve ark. 2004), Planktothrix’e 6zgii
mcyEplaR3 (Rantala ve ark. 2006), Anabaena’ya 6zgii AnamcyE12R (Vaitomaa ve ark.
2003) ve Microcystis’e 0zgii MicmcyER8 (Vaitomaa ve ark. 2003) primerleri
kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Bu tez c¢alismasi kapsaminda yapilan PCR’larda farkli markalara ait cesitli DNA
polimeraz enzimleri ve PCR kitleri kullanilmistir. GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase
(Promega, WI, USA) ve Tag DNA polymerase (Thermo Scientific, California, US)
kullanilarak gergeklestirilen 50 pL’lik her PCR reaksiyonu yaklasik olarak 1-20 ng
genomik DNA, 10 veya 20 pmol primer (her birinden, Integrated DNA Technologies,
USA), 0,2 mM dNTP (her biri, Fisher Scientific Company LLC, PA, USA), 1,5 mM veya
2,5 mM MgCl», 1X Taq Buffer ve 1,25 u enzim igermistir. Sadece plankton ¢ekimlerinde
SXtAF-sxtAR primer cifti ile SxtA4 geninin saptanmasi i¢in GoTaq G2 Flexi DNA
Polymerase (Promega, W1, USA) ile yapilan her PCR reaksiyonu karisiminda 2 u enzim
kullanilmistir. Taqg DNA Polymerase (Ampliqon, Stenhuggervej, Denmark)’in
kullanildigi PCR karigimlari, farkli olarak 50 pL’de 1 u enzim ve 10-20 ng genomik DNA
icermistir. Thermo Scientific Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo
Scientific, California, US) ile her PCR reaksiyonu ise toplam 50 pL hacimde; 1-20 ng
genomik DNA, 0,5 uM primer (her biri), 0,2 mM dNTP (her biri, Fisher Scientific
Company LLC, PA, USA), 1 u enzim ve 1X Phusion HF Buffer kullanilarak
gerceklestirilmistir. Digerlerine gére farkli bir kit olan KAPA HiFi HotStart ReadyMix
PCR kiti (KAPABIOSYSTEMS, Boston, US) ile yapilan 25 pL’lik PCR reaksiyonu
karigimlari; 0,5-10 ng genomik DNA, 0,3 uM primer (her biri) ve 1X KAPA HiFi
HotStart ReadyMix icermistir. Her primer ¢ifti i¢in uygulanan amplifikasyon kosullar1 ve
PCR enzimleri Cizelge 3.3 de verilmistir. Hedeflenen DNA boélgelerinin amplifikasyonu,
T-100 model 1s1 dongiisii (Thermal cycler, BioRad, Hercules, CA, USA) cihazinda

yapilmustir.
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Cizelge 3.2. 16S rRNA gen bolgesi ve toksin genleri i¢in kullanilan primerler

Primer Ad1 Primer Dizisi (5°-3°) Referans

27F1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Neilan ve ark. 1997
1516R ATCCAGCCACACCTTCCGG Yilmaz ve ark. 2008
MALF TGGTTTTTTGAGCAAAATCG Yilmaz ve Phlips 2011a
MA1R GGAATAGCTCGTAACTGTTCTT

MB1F TTTTTGGTTCTCAGACAGAATTTG

MB1R CCTCCGAGTTCAAAAAATGACTG

SXtAF AGCTGGACTCGGCTTGTTGCTTC Yilmaz ve Phlips 2011a
SXtAR CACTTGCCAAACTCGCAACAGG

SXtGF ATTGAAGCACCAATGGCAGATCG Foss ve ark. 2012
SXtGR AGAGTTCCGCGTCGGCGAAC

M4 GAAGCTCTGGAATCCGGTAA Schembri ve ark. 2001
Mb5a ATCCGGTGCAATACCTGCTC Yilmaz ve Phlips 2011a
M13 GGCAAATTGTGATAGCCACGAGC Schembri ve ark. 2001
M14 GATGGAACATCGCTCACTGGTG

anaCgenF TCTGGTATTCAGTCCCCTCTAT Rantala-Ylien ve ark.
anaCgenR CCCAATAGCCTGTCATCAA 2011

mcyEF2 GAAATTTGTGTAGAAGGTGC Vaitomaa ve ark. 2003
mcyER4 AATTCTAAAGCCCAAAGACG Rantala ve ark. 2004
mcyEplaR3 CTCAATCTGAGGATAACGAT Rantala ve ark. 2006
AnamcyE12R CAATCT CGG TAT AGC GGC Vaitomaa ve ark. 2003
MicmcyER8 CAA TGG GAG CAT AAC GAG
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Cizelge 3.3. Primer ciftleri i¢in amplifikasyon kosullari ve kullanilan PCR enzimleri, a: GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase (Promega, WI,
USA); b: Taqg DNA Polymerase (Thermo Scientific, California, US); c¢: Tag DNA Polymerase (Ampligon, Stenhuggervej, Denmark); d:
Thermo Scientific Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific, California, US); e: KAPA HiFi HotStart ReadyMix PCR Kit
(KAPABIOSYSTEMS, Boston, US)

PCR Kosullar1  Kullanilan  On Denatiirasyon Denatiirasyon Baglanma Uzama Dongii Son Uzama
. . A PCR enzimi Sicakhik Siire Sicakhk  Siire Sicakhk  Siire Sicakhik  Siire Sicakhik Siire
Primer ciftleri
27F1-1516R a,b,c 95 °C 3dk 95 °C 30sn 60 °C 30 sn 72 °C 1,5dk 30 72 °C 5dk
a,b,cd 95 °C 30 sn 30 sn 1dk 5 dk
MA1F-MA1R 95 °C 3dk 55°C 72 °C 30 72 °C
e 98 °C 20 sn 15sn 15sn 1dk
b, d 95°C 30 sn 30 sn 1dk 5 dk
MB1F-MB1R 95 °C 3dk 55°C 72 °C 30 72 °C
e 98 °C 20 sn 15sn 15sn 1dk
a,b . 95°C 30 sn . 30 sn . 1dk . 5 dk
M4-Mb5a e 95 °C 3dk 98 °C 20'sn 55°C 15 sn 72 °C 15 sn 30 72 °C 1dk
M13-M14 b 95 °C 3dk 95 °C 30sn 55°C 30sn 72 °C 1dk 30 72 °C 5 dk
a,b . 95°C 30sn . 30sn . 1dk 33 . 5 dk
SXtAF-sxtAR o 95°C 3dk 98 °C 20 sn 58 °C 15 sn 72 °C 15 sn 30 72°C 1 dk
SXtGF-sxtGR b 95 °C 3dk 95 °C 30sn 58 °C 30 sn 72 °C 1dk 33 72 °C 5dk
AnaGenC-AnaGenR e 95 °C 3dk 98 °C 20 sn 61 °C 15sn 72 °C 15sn 30 72 °C 1dk
mcyE-F2, mcyE-R4
meyE-F2, MicmeyE-R8 d 95 °C 3dk 94 °C 30sn 60 °C 30 sn 72 °C 1dk 30 72 °C 10 dk
mcyE-F2, mcyE-plaR3
e 95 °C 3dk 94 °C 30sn 58 °C 30sn 72 °C 1dk 30 72 °C 10 dk

mcyE-F2, AnamcyE-12

62



3.7.4. PCR iiriinlerinin elektroforezi ve goriintiilenmesi

Plankton ¢ekimi ve kiiltiir 6rneklerinden elde edilen tiim PCR {iriinleri, % 1,5’luk agaroz
jelde TBE (Tris-Borat-EDTA) c¢ozeltisi iceren yatay elektroforez tankinda bir giig
kaynagi vasitasiyla (Sub-Cell GT Cell, Electrophoresis Power Supplies, Biorad,
Hercules, CA, USA) yiiriitilmiistiir. Toksin genlerine ait bantlarin varlig1 veya yoklugu,
UV jel goriintiileme cihazlarinda (Slite 200W RGBW jel goriintiileme ve dokiimantasyon

cihaz1 veya UView"™ Mini Transilluminator, BioRad, Hercules, CA, USA) belirlenmistir.

3.7.5. Agaroz jelden DNA ekstraksiyonu

Hedeflenen gen bolgesini igeren PCR iirlinleri; Wizard SV gel and PCR clean-up system
(Promega, WI, USA), GenelJet Gel Extraction Kiti (Thermo Scientific, Wilmington, DE,
USA) ve EZ-10 Spin Column Gel and PCR Extraction Kiti (Bio Basic, Markham ON,

Canada) kullanilarak {ireticinin talimatlarina gore agaroz jelden saflagtirilmigtir.

3.7.6. pPGEMT-Easy vektor ile klonlama

Plankton ¢ekimi 6rnekleri biinyesinde farkl: tiirleri barindirdigi i¢in bu 6rneklerden izole
edilen DNA, komiinite DNA’dir. Farkli organizmalardan gelen DNA’lar1 icermektedir.
Plankton ¢ekimlerinde MA1F ve MAIR primerleri ile yapilan PCR’larda, pek ¢ok tlirden
gelebilme ihtimali olan mcyA gen bolgesi saptanmistir. Bu toksin geni pargalarinin ait

oldugu tiirleri belirlemek amaciyla klonlama yapilmistir.

Klonlama igin on {ic plankton c¢ekimi &rnedi secilmistir. Ilgili primerlerle
amplifikasyondan elde edilen PCR iiriinleri, agaroz jelden izole edildikten sonra pGEM-
T vector system II (Promega, Madison, WI, USA) ile kit protokoliindeki talimatlara
uygun bir sekilde klonlanmistir. Klonlamada ilk olarak ligasyon ile hedef gen bdlgesini
igeren DNA pargasi, PGEM-T Easy Vector igerisine sokulur. Her bir vektor sadece bir
gen fragmentini alir. Daha sonra transformasyon ile rekombinant DNA molekiild,
genellikle bir Escherichia coli (JM109 Competent Cells) konak hiicresine aktarilir.

Konak hiicrenin ¢ok sayida boliinmesi sonucu, hedef gen bolgesini iceren rekombinant
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DNA molekiiliiniin kopyalar1 dollere aktarilir ve 6zdes bir koloni (klon) olusur. Her
Ozgiin klon ve Klondaki her hiicre, sadece tek bir rekombinant DNA molekiiliiniin
(rekombinant plazmid) bir veya ¢ok sayida kopyasini igerir. Boylece komiinite DNA
igerisinden PCR ile farkli tiirlerden gelebilme ihtimali olan hedef gen bdlgeleri,
birbirinden ayrilmig olur. Plazmidler, E. coli hiicrelerinden EZ-10 Spin Column Plasmid
DNA Minipreps Kiti (Bio Basic, Markham ON, Canada) ile {ireticinin talimatlarina gore
saflagtirildiktan sonra PCR’larda kullanilan ayni primerlerle bir ABI 3500 Genetik
analizor (Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)’de hizmet alim1

ile dizilenmistir.

3.7.7. Sekanslama ve filogenetik analizler

Proje biitgesi dahilinde monoalgal kiiltiirlerden PCR ile elde edilen bazi suslara (toksik
olabilme potansiyeli olan) ait 16S rRNA gen bolgeleri ve mcyA toksin genleri, ayrica
plankton ¢ekimi Orneklerinden elde edilen toksin genlerinin Kklonlanmasiyla
plazmidlerden saflastirilan mcyA dizileri hizmet alimi ile sekanslanmistir. Sekanslamada
16S rRNA gen bolgesi igin ilaveten 243F, 334R, 773F ve 1332R igsel primerleri
kullanilmigtir (Y1lmaz ve ark. 2008). Elde edilen ham diziler, Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (Mega) 6 yaziliminda elle diizeltilmistir (Tamura ve ark. 2013).
Homolog diziler, National Center for Biotechnology Information (NCBI) veri
bankasindaki, Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Anonim 2019) kullanilarak
elde edilmistir. Homolog dizilerin hizalamasi, Mega 6 yaziliminda (Tamura ve ark. 2013)
uygulanan Muscle (Edgar, 2004) ile gerceklestirilmistir. Hizalama, 16S rRNA geni
bolgesi igin niikleotidler iizerinden gergeklestirilirken, mcyA genleri i¢in amino asit
dizileri tizerinden yapilmis, sonrasinda niikleotid dizilerine geri ¢evrilmistir. Filogenetik
agaclar; Neighbor-Joining (NJ) (Saitou ve Nei 1987), Maximum Likelihood (ML)
niikleotid degisim modeli ile olusturulmus ve bu c¢alismadan elde edilen yeni diziler,
diinya tizerindeki diger siyanobakteri tiirlerinin gen dizileri ile karsilastirilmistir. Verilere
en uygun model, Mega 6 yazilimindaki model se¢im araci kullanilarak tahmin edildikten
sonra (Tamura ve ark. 2013) ML agaglari, bu modele gore olusturulmustur. ML yontemi
ile filogenetik iliskilerin belirlenmesinde Kimura 2-parametre modeli kullanilmistir

(Kimura 1980). Evrimsel oran farkliliklarini belirlemek i¢in Gama dagilimi
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kullanilmigtir. 16S rRNA gen bdlgesine dayali olusturulan NJ ve ML filogenetik
agaclarinda kirk, Uluabat Goli plankton ¢ekimi 6rneklerinden elde edilen mcyA klonu
dizilerine dayali olusturulan filogenetik agaglarda elli bir niikleotid dizisi kullanilmistir.
Biitiin filogenetik agaclarda 2000 tekrarli bootstrap testi uygulanmistir. Bootstrap testinde
birlikte kiimelenen iliskili taksonlara ait agaglarin tekrarlanma yiizdesi, dallarin yaninda
gosterilmistir (Felsenstein 1985). % 50’nin altindaki bootstrap degerleri, filogenetik
agaclarda gosterilmemistir. Agaclarda kok kullanilmamistir. Tiim filogenetik analizler
Mega 6 yaziliminda gerceklestirilmistir (Tamura ve ark. 2013). Filogenetik agaglarda %
95'ten az yer kaplayan tiim pozisyonlar elenmistir. Son veri setinde; 16S rRNA genine
dayali filogenetik agaglarda alt1 yiiz yetmis ti¢, McyA klonu dizilerine dayali filogenetik
agaclarda toplam sekiz yiiz kirk alt1 pozisyon bulunmaktadir. Agaglar, 6lgeklere gore
cizilmistir; dal uzunluklari, birim alandaki siibstitlisyonlarin sayisini gostermektedir.
Filogenetik agaclarda kullanilan Microcystis taksonuna ait mcyA dizilerinin aksesyon
numaralar tiir isimlerinin yaninda agaglarda verilmistir. 16S rRNA gen bolgesine dayali
filogenetik agaclar, tiirler arasindaki filogenetik iliskiler hakkinda degerlendirmeye
olanak saglarken diger yandan morfolojik olarak teshis edilen tiirlerin dogrulanmasini

saglamistir.
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4. BULGULAR

4.1. Fiziksel ve Kimyasal Bulgular

Uluabat Golii’'nde genellikle 6gleden sonralari riizgarli bir havanin ortaya ¢ikmasinin;
arazi sartlarii zorlagtirmasi ve sudaki fitoplankton komiinitesinin dagilmasina sebep
olmasi nedenleriyle 2015 ve 2016 yilina ait dort farkli noktada yapilan arazilerde
orneklemelere sabahin erken saatlerinde baslanmis ve érneklemeler saat 13:00’ye kadar
bitirilmeye calisilmigtir. Cizelge 4.1°de 2015, Cizelge 4.2°de ise 2016 yilina ait arazi
tarihleri, bu tarihlerde golde saptanan derinlikler ve 6rnekleme saatleri verilmistir. 2015
yilinda yapilan arazilerde gbzlenen en yiiksek derinlik degerlerine sahip 6rnekleme
noktast Nokta 2 olarak (derinlik > 3 m) belirlenmis, yaz aylarinin ortasindan itibaren ise
bu noktanin derinliginde bir azalma gozlenmistir. En diigiik derinlik degerine ise Nokta
3’in Agustos ve Eyliil aylarinda rastlanmis olup bu deger 0,9 m olarak belirlenmistir.
Genel olarak Nokta 3’{in diger noktalara gore daha si1g oldugu saptanmistir. 2016 yilinda
da benzer sekilde en diisiik derinlik degerleri Nokta 3’te goriilmistiir. Su seviyesi,
09.09.2016 tarihinde 0,45 m’ye kadar diismiistiir. 16.06.2016 tarihinde ise Nokta 2’de 2,5
m ile 2016 yilina ait yapilan arazilerde gozlenen en yiiksek degere ulagilmistir. Genel
olarak 2016 yilinda derinlik degerleri, bir dnceki yila gore azalma gostermistir. 2015
yilinda Uluabat Golii'niin derinligi ortalama 2,13+0,71 m iken 2016 yilinda ortalama
derinlik 1,53+0,57 m olarak belirlenmistir. Bu degerlere gore 2016 yilinda 2015 yilina
gore yaz aylarinda Uluabat Golii’niin derinliginde ortalama 0,6 m bir azalma goriilmiistiir.
Su seviyesindeki azalmadan dolay1 13.07.2016 tarihinden sonra Nokta 3’e ulasilamadigi
icin bu noktanin koordinatlar1 40°09°54.1” N, 28%34°45.0” E olarak degistirilmistir.

Orneklerin alinmast igin segilen bu yeni nokta, Nokta 3 ile ayn1 hizadadur.
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Cizelge 4.1. 2015 yilina ait arazi tarihleri, 6rnekleme saatleri ve 6rnekleme noktalarinda
gbzlemlenen derinlikler

Nokta adi

Arazi tarihi " . 1 2 3 4

23.06.2015 ggﬁﬁlif(me saati §2&53 i1é4n2 1%4;1 gis.smo
10.07.2015 ggiﬁliekme Saatf ;,05-3;1) 293.0; 1112.4m5 ;25.4;3
22.07.2015 ggiﬁliime saati 2,943;1) 2?7.5;1) ion.n45 é,zéomo
06.08.2015 ggiﬁliekme saati 2?5-53 2’78.4;3 (1),%0”(: illg.ln(:
20.08.2015 grefsféilne(me Saatf g?éorg gf%élrg é%srg ;1&]55
02092015 pii™® ™" 3om 26m oom im

Cizelge 4.2. 2016 yilina ait arazi tarihleri, 6rnekleme saatleri ve 6rnekleme noktalarinda
gbzlemlenen derinlikler

Nokta ad1

Arazi tarihi 1 2 3 4

16.06.2016 gg‘ﬁfrﬁliime saati %?igom g?s-lrg é}égom 1240
30.06.2016 ggrlierﬁliime saati g8n:157 277453 (1)?5ln? 1,181n81
13.07.2016 ggrrlierﬁliime saati (1),884:; (2)7n:153 1?0?2 1’160n(:
01.08.2016 ggrrlierﬁliime saati (1)’855nO1 (2)8n:100 1?1?2 1’140n(:
11.08.2016 ggﬁﬁl,f(me saati 2845r2 2890r2 éogorﬁ 1130;
9092016 ™™ Yam lom osm Lion

Diger yandan 23.06.2015 ile 09.09.2016 tarihleri arasinda yapilan arazi ¢aligmalarinda
oOl¢iilen fiziksel ve kimyasal parametre degerleri, 6rnekleme noktalarina gore asagidaki

Cizelge 4.3-4.10 arasinda verilmistir.
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Cizelge 4.3. Nokta 1 i¢in YSI multiparametre cihazi, Li-Cor Pro Plus ve Seki diski ile 6l¢iilen 2015 yilina ait fiziksel ve kimyasal degerler

23.06.2015 10.07.2015 22.07.2015 06.08.2015 20.08.2015 03.09.2015

Parametreler Yizey 1m 2m  Yiizey 1m 2m Yiizey 1m 2m  Yizey 1m 2m Yizey 1m 2m Yizey 1m 2m

pH 8,26 822 82 843 842 835 831 8,27 8,21 8,26 8,25 825 831 8,3 8,29 848 8,48 8,26
Sicaklik (°C) 23,4 234 234 272 27 26,6 24,8 246 244 271 27,1 271 28 28 28 25,6 256 25
Elektriksel 563 563 563 598 596 593 590 578 576 597 596 597 633 633 633 603 603 594

Iletkenlik (uS cm-
1

Tuzluluk (ppt) 0,28 0,28 028 0,28 028 0,28 0,29 0,28 0,28 0,28 0,28 028 0,29 029 029 0,29 029 0,29

Coziinmiis 7,25 72 7,13 8,45 832 697 7.1 6,85 6,12 5,89 572 5,6 4,44 433 431 6,95 7,12 3,41
Oksijen (mg L)
Coziinmiis 85,5 84,4 84 106,7 1058 88,3 851 822 734 74 72 709 56,4 558 55,1 848 87,7 41,6
Oksijen (%)
Isik Yogunlugu - - - 1300 370 100,4 1200 520 135 800 275 54,01 956 4454 68,09 806 520 145
(umol photons m
s

Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon)
Isik Yogunlugu - 1657 1300 940 1236 1120
(umol photons m
s
Seki Derinligi - 70 125 65 80 85
(cm)
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Cizelge 4.4. Nokta 2 i¢in Y SI multiparametre cihazi, Li-Cor Pro Plus ve Seki diski ile 6lgiilen 2015 yilina ait fiziksel ve kimyasal
degerler

23.06.2015 10.07.2015 22.07.2015

Parametreler Yizey 1m 2m 3m  Yizey Im 2m 3m Yizey 1m 2m  3m

pH 8,31 8,33 832 832 8,38 84 839 828 8,46 8,47 845 -
Sicaklik (°C) 23,2 232 231 232 265 26,3 26,1 259 25 248 2477 -
Elektriksel Iletkenlik (uS cm™) 555 556 556 555 593 591 585 585 575 575 574 -
Tuzluluk (ppt) 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28 0,28 -
Coziinmiis Oksijen (mg/L) 7,37 72 723 722 7,3 709 6,64 451 7,35 6,48 6,08 -
Coztinmiis Oksijen (%) 86,6 85 84,8 84 90,6 87,8 82,7 545 889 778 732 -
Isik Yogunlugu (umol photons m2s?) - - - - 530 140 165 45 960 120 45 -
Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon)

Isik Yogunlugu (umol photons m2s?1) - 600-1200 aras1 650

Seki Derinligi (cm) - 60 60

69



Cizelge 4.4. Nokta 2 i¢in YSI multiparametre cihazi, Li-Cor Pro Plus ve Seki diski ile 6l¢iilen 2015 yilina ait fiziksel ve kimyasal
degerler (devam)

06.08.2015 20.08.2015 03.09.2015
Parametreler Yizey 1Im 2m 3m Yizey 1m 2m  3m Yizey 1m 2m 3m
pH 8,45 8,51 852 - 8,44 851 8,49 849(2,5m’de) 8,4 8,55 8,56 8,5(2,5m’de)
Sicaklik (°C) 27,2 2712 272 - 27,5 275 275 27,5(2,5m’de) 25,1 25,1 251 25(2,5m’de)
Elektriksel Iletkenlik (uS cm™) 582 582 583 - 596 592 591 591 (2,5m’de) 599 599 599 599 (2,5m’de)
Tuzluluk (ppt) 0,27 0,27 0,27 - 0,27 0,27 0,27 0,27 (2,5m’de) 0,29 0,29 0,29 0,29 (2,5m’de)
Coziinmiis Oksijen (mg L) 6,3 6,11 556 - 5,81 557 523 5,05(2,5m’de) 6,91 6,71 6,7 5,01 (2,5m’de)
Coziinmiig Oksijen (%) 78,3 774 704 - 73,8 70,7 66,2 64,9 (2,5m’de) 84 81,8 80 60,7 (2,5m’de)
Isik Yogunlugu (umol photons m2s?1) 440 52 23 - 655 1134 561 1,84(2,5m’de) 500 132 16 5,61 (2,5m’de)
Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon)
Isik Yogunlugu (umol photons m?s?) 665 732 500
Seki Derinligi (cm) 35 25 40
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Cizelge 4.5. Nokta 3 i¢in YSI multiparametre cihazi, Li-Cor Pro Plus ve Seki diski ile 6l¢iilen 2015 yilina ait fiziksel ve kimyasal degerler

(06.08.2016 ve 20.08.2016 tarihlerindeki 1m Sl¢iimleri 80 cm’de yapilmistir)

23.06.2015 10.07.2015 22.07.2015 06.08.2015 20.08.2015 03.09.2015

Parametreler Yiizey Im Yizey 1m Yiizey Im Yiizey Im Yiizey Im Yizey 1m
pH 8,27 8,23 8,34 8,02 8,33 8,19 8,36 8,23 8,29 8,2 8,39 8,24
Sicaklik (°C) 21,9 218 273 24,6 25,9 258 279 272 279 275 26,3 25,7
Elektriksel iletkenlik (uS cm™) 570 572 685 685 755 755 605 685 763 761 762 838
Tuzluluk (ppt) 0,29 0,3 0,32 0,34 0,36 0,36 0,28 031 0,35 0,35 0,36 0,4
Coziinmiis Oksijen (mg L) 7,65 7,6 9,78 6,79 7,05 6,4 6,62 5,7 6,41 6,07 10,67 11,03
Coziinmiig Oksijen (%) 88,7 86,9 121,8 82,1 86,4 78,7 848 71,4 831 775 132 136
Isik Yogunlugu (umol photons m? s?) - 1488 600,2 1370 505 250 65 1247 462 1030 370

Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon)

Isik Yogunlugu (umol photons m2s?1) - 1985 1635 400 1689 1280
Seki Derinligi (cm) - 60 65 25 35 55
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Cizelge 4.6. Nokta 4 i¢in YSI multiparametre cihazi, Li-Cor Pro Plus ve Seki diski ile dlgiilen 2015 yilina ait fiziksel ve kimyasal degerler

23.06.2015 10.07.2015 22.07.2015 06.08.2015 20.08.2015 03.09.2015

Parametreler Yizey 1m 2m  Yizey 1m 2m Yizey 1m 2m  Yizey 1Im 2m  Yizey 1Im 2m  Yizey 1m 2m
pH 8,3 8,35 8,34 8,46 848 8,15 8,24 8,19 8,08 8,78 8,61 8,48 854 8,56 8,38 8,51 8,51 8,11
Sicaklik (°C) 23,8 23,8 236 29,9 274 25 27,4 26,7 26 30,4 28,7 285 29,6 285 276 274 26,2 245
Elektriksel 538 538 545 618 593 583 614 614 619 609 598 599 637 630 629 653 638 662
[letkenlik (uS cm?)
Tuzluluk (ppt) 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0,28 0,28 029 029 0,26 0,27 0,27 0,28 0,28 0,29 0,3 0,3 0,32
Cozinmis Oksijen 7,3 6,97 6,12 119 123 7,6 10,12 856 595 114 8,14 535 8 797 4,78 8,8 9,19 5,79
(mg L)
Coziinmiig Oksijen 88 824 728 157,1 1548 949 1288 106,7 73,3 153,7 107 70 1059 103 60,4 1118 1136 70
(%)
Isik Yogunlugu - - - 1434 698,55 172,1 1570 275 22 1490 387 15,2 1495 308 108 1380 590 150
(umol photons m2
s1)

Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon)

Isik Yogunlugu - 1865 1735 1690 1890 1735
(umol photons m
s
Seki Derinligi (cm) - 95 40 50 30 50

72



Cizelge 4.7. Nokta 1 i¢in YSI multiparametre cihazi, Li-Cor Pro Plus ve seki diski ile dlglilen 2016 yilina ait fiziksel ve kimyasal degerler
(Su seviyesindeki azalmadan dolay1 derinligin 2 m’nin altina diistiigii tarihlerde 6lgtimler 1,5 veya 1,3 m’de yapilmustir)

16.06.2016 30.06.2016 13.07.2016 01.08.2016 11.08.2016 09.09.2016

Parametreler Yizey 1Im 2m Yizey Im 2m  Yizey Im 2m Yizey Im 2m Yizey 1Im 2m Yizey 1Im 2m

pH 8,22 8,13 8,03 8,51 8,46 8,43 838 8,29 8,22 8,78 8,76 8,76 8,35 8,33 - 8,62 8,62 -
Sicaklik (°C) 25,2 244 242 26,5 265 265 244 241 24 25,5 253 253 26,8 26,7 - 24,2 241 -
Elektriksel Iletkenlik 643 633 629 650 649 650 620 619 619 632 634 634 663 663 - 671 670 -
(nS cm™)

Tuzluluk (ppt) 0,31 0,31 0,31 0,30 0,30 031 03 03 031 03 03 03 031 031 - 0,33 0,33 -
Coziinmiis Oksijen 7,34 6,35 5,88 6,93 6,54 6,22 7,26 6,17 549 7.2 543 544 55 495 - 54 433 -
(mg L)

Coziinmis Oksijen (%) 89,2 745 70,2 86,3 824 775 872 73,7 655 88,8 66,4 659 69,1 62 - 64,7 51,7 -
Isik Yogunlugu (nmol 1000 560 450 175 90 47 1000 250 70 750 330 135 850 210 - 500 230 -

photons m? s™)

Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon)

Isik Yogunlugu 1680 282 1150 1170 1195 790
(umol photons m? s?)
Seki Derinligi (cm) 175 140 50 70 60 130
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Cizelge 4.8. Nokta 2 i¢in YSI multiparametre cihazi, Li-Cor Pro Plus ve seki diski ile 6lgiilen 2016 yilina ait fiziksel ve kimyasal degerler
(Derinligin <2 m oldugu tarihlerde dlgtimler 1,5 m’de yapilmistir)

16.06.2016 30.06.2016 13.07.2016 01.08.2016 11.08.2016 09.09.2016

Parametreler Yizey 1Im 2m  Yizey 1Im 2m Yizey Im 2m Yizey Im 2m Yizey 1Im 2m  Yizey 1m 2m
pH 8,23 8,31 8,29 8,55 85 847 8,72 8,59 8,53 847 8,49 849 8,34 8,37 839 8,76 8,63 8,6
Sicaklik (°C) 24,6 241 24 26,6 26,6 26,6 244 243 243 253 252 252 26,9 26,9 26,9 24,2 242 242
Elektriksel Iletkenlik 626 619 619 653 654 653 627 626 626 652 651 652 670 670 670 692 693 693
(uS cmrt)
Tuzluluk (ppt) 0,31 0,31 031 0,31 0,31 031 0,31 0,31 0,31 0,31 0,31 031 0,31 0,31 031 0,34 0,34 0,34
Coziinmiig Oksijen 8,5 7,92 7,63 6,34 6,1 57 741 7,08 6,85 7,24 6,76 6,63 6,83 6,55 6,36 7,03 6,52 6,41
(mg L)
Cozinmiig Oksijen (%)  102,4 94 90,8 78,4 759 712 89 84,7 822 88,5 825 813 86,3 82,5 80 84,2 781 76,8
Isik Yogunlugu (umol 1200 150 40 200 40 2,1 620 13 0,25 700 9 0,1 530 7 0,28 370 20 1,3
photons m? s)

Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon)

Isik Yogunlugu 1576 196 700 840 600 490
(umol photons m? s)
Seki Derinligi (cm) 50 30 12,5 10 12,5 12,5
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Cizelge 4.9. Nokta 3 i¢in YSI multiparametre cihazi, Li-Cor Pro Plus ve seki diski ile 6lgiilen 2016 yilina ait fiziksel ve kimyasal degerler
(Derinligin <1 m oldugu tarihlerde 6lgiimler 0,5 m veya 0,4 m’de yapilmistir. Eyliil ayinda ise sadece yiizeyde 6l¢tim yapilmistir)

16.06.2016 30.06.2016 13.07.2016 01.08.2016 11.08.2016 09.09.2016

Parametreler Yiizey Im Yiizey Im Yiizey Im Yiizey Im Yiizey Im Yiizey Im

pH 8,25 809 837 8,23 837 8,34 855 847 851 852 84 -
Sicaklik (°C) 24,4 235 257 257 25,2 245 26,5 251 28 27,7 245 -
Elektriksel iletkenlik (uS cm?) 698 685 794 793 650 642 680 660 688 684 704 -
Tuzluluk (ppt) 0,34 034 038 0,38 0,31 031 0,32 032 0,31 031 0,35 -
Coziinmiis Oksijen (mg L) 7,15 766 826 771 527 487 6,07 3,75 586 54 4,78 -
Coziinmiis Oksijen (%) 85,6 90,2 1015 947 64 585 75,9 457 75,3 69 57,4 -

Isik Yogunlugu (umol photons m?s?) 1300 1060 1200 810 1450 550 1100 80 1350 270 1040 -
Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon)
Istk Yogunlugu (umol photons m2s?1) 1900 900 1700 1780 1640 1535

Seki Derinligi (cm) 50 50 20 25 15 45
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Cizelge 4.10. Nokta 4 i¢in Y SI multiparametre cihazi, Li-Cor Pro Plus ve seki diski ile dlgiilen 2016 yilina ait fiziksel ve kimyasal degerler
(Derinligin <2 m oldugu tarihlerde 6lgiimler 1,5 m veya sadece 1 m’de yapilmistir)

16.06.2016 30.06.2016 13.07.2016 01.08.2016 11.08.2016 09.09.2016

Parametreler Yizey 1Im 2m  Yizey 1Im 2m Yizey Im 2m Yizey Im 2m Yizey 1Im 2m Yizey 1Im 2m

pH 8,35 8,11 7,97 8,48 8,37 8,29 8,42 8,13 8,1 8,65 8,51 - 8,57 8,47 - 8,57 8,42 -
Sicaklik (°C) 285 25 243 279 272 272 275 254 253 28 262 - 299 281 - 27 259 -
Elektriksel Iletkenlik (uS 702 653 642 653 640 640 678 663 664 699 667 - 718 696 - 742 739 -
cm?)

Tuzluluk (ppt) 0,32 0,32 032 0,3 03 03 031 0,32 0,32 0,32 032 - 0,32 032 - 0,35 0,35 -
(Coziinmiis Oksijen (mg L) 9,6 799 556 1052 65 53 11,18 587 4,72 9,95 531 - 11,07 55 - 9,2 6,82 -
Coziinmiis Oksijen (%) 123,8 96,6 66,3 1355 82 67,1 1422 71,8 57,7 127,7 66 - 1474 70,7 - 1158 84,3 -
Isik Yogunlugu 1200 310 150 1500 100 9 1350 60 5 1200 30 - 1400 50 - 1280 150 -

(umol photons m2 s?)

Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon) Yiizey (Tek Yon)

Isik Yogunlugu 2040 2000 1750 1850 1905 1545
(umol photons m? s)
Seki Derinligi (cm) 50 25 15 15 12,5 24
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Bu degerler incelendiginde, goliin pH’1 2015-2016 yillarinda genellikle 8,2-8,5 arasinda
olup; 2015 yilinda ortalama 8,36+0,14 iken 2016 yilinda ortalama 8,42+0,19 olarak
belirlenmistir. 2015 yilinda en yiiksek pH degeri 8,78 (06.08.2015, Nokta 4, yiizey) iken,
en dustik pH degeri 8,02 (10.07.2015, Nokta 3, 1 m) olarak saptanmistir. 2016 yilinda ise
en yiksek pH degeri 8,78 (01.08.2016, Nokta 1, yiizey) iken, en diisiik deger 7,97
(16.06.2016, Nokta 4, 2 m) olarak belirlenmistir. Baz1 noktalarda ylizeyde daha yiiksek
pH degerleri gbzlenmistir. Bunun muhtemel nedeni yaz aylarinda asir1 ¢ogalan
fitoplankton komiinitesinin yiizeyde toplanip, yiiksek oranda fotosentez yapmasi sonucu
ortamdaki CO>’i tiiketmesidir. Buna bagl olarak da ortamin pH’1 bazik karaktere dogru
bir degisim gostermektedir (Karacaoglu ve ark. 2004, Sendegaard 1988, Welch ve Cooke
1995).

Sicaklik degerleri her iki yilda da genel olarak mevsimsel sicaklik degerleriyle paralel bir
degisim gostermistir. 2015 yilinda sicaklik degerleri ortalama 26,1+1,88 °C civarinda
olup en yiiksek deger 06.08.2015 tarihinde Nokta 4’te yiizeyde (30,4 °C) gbzlenirken en
diisiik deger 23.06.2015 tarihinde Nokta 3’te 1 m’de (21,8 °C) belirlenmistir. 2016 yilinda
ise ortalama sicaklik degeri 25,7+1,43 °C olarak belirlenmistir. Gézlenen en yiiksek
sicaklik degeri olan 29,9 °C, 11.08.2016 tarihli arazide Nokta 4’te ylizeyde saptanmustir.
Diger yandan en diisiik sicaklik degeri 23,5 °C olup 16.06.2016 tarihinde Nokta 3’te 1

m’de belirlenmistir.

DO degerleri hem mg L™* hem de % olarak dl¢iilmiistiir. 2015 yilinda ortalama 7+1,77
mg L olan DO degerleri, en yiiksek degerlere 10.07.2015 tarihinde Nokta 4’te 1 m’de
(12,3 mg L) ve yiizeyde (11,9 mg L) ulasirken, en diisiik degere 03.09.2015°te Nokta
1’de 2 m derinlikte (3,41 mg L) ulagsmistir. 2016 yilinda ise ortalama 6,7+1,56 mg L™
olan DO degerleri, en yiiksek degerlere Nokta 4’te yiizeyde 13.07.2016 (11,18 mg L) ve
11.08.2016 (11,07 mg L) tarihlerinde ulasmistir. DO doygunlugu, 2015 yilinda ortalama
% 86,88+23,11 iken, 2016 yilinda ortalama % 82,61+20,63 olarak 6l¢iilmiistiir. En diisiik
DO doygunluguna 2015 yilinda % 41,6 degeri ile 03.09.2015 tarihinde Nokta 1’de 2 m’de
rastlanmistir. En yliksek DO doygunlugu ise DO miktar1 gibi % 157,1 ve % 154,8 ile
10.07.2015 tarihinde Nokta 4’te sirastyla yiizeyde ve 1 m’de belirlenmistir. 2016 yilinda
da en diisiik DO doygunlugu % 45,7 olup 01.08.2016 tarihinde Nokta 3’te 1 m’de; en

77



yiiksek degerler Nokta 4’te sirasiyla 11.08.2016 tarihinde (% 147,4) ve 13.07.2016
tarihinde ylizeyde (% 142,2) olgiilmiistiir. DO degerleri, ¢ogunlukla ylizeyde yiiksek
degerler gosterirken, bu degerlerde derinlikle beraber bir azalma gostermistir. Ozellikle
de yiizeyin altinda 1 m’de gozlenen diisiis baz1 noktalarda oldukg¢a belirgindir. G6liin
yizeye yakin kisimlarindaki yiliksek DO degerleri, yaz aylarinda yiizeyde artan
siyanobakteri  populasyonunun fotosentetik  aktivitesinin  yiiksek  olmasindan
kaynaklanmaktadir. Sekil 4.1°de 10.07.2015 tarihinde goliin neredeyse tiim yiizeyinin
siyanobakteri populasyonu ile kapli oldugu goriilmektedir. Bu tarihte bazi noktalardaki
siyanobakteri cogalmasi daha da yogun olarak gézlenmistir (Sekil 4.2). Diger yandan bazi
noktalarda 1 m’de goriilen DO degerleri, yiizeye gore daha yiiksek degerlerde

seyretmistir.

Sekil 4.1. Uluabat Golii’nde 10.07.2015 tarihinde yiizeyde goriilen siyanobakteri artisi
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Sekil 4.2. Uluabat Golii’'nde 10.07.2015 tarihindeki yogun siyanobakteri artigi

Isik yogunlugu, tiim 6rnekleme tarihlerinde ve noktalarinda derinlikle beraber azalma
gdstermistir. 2015 yilinda goézlenen en yiiksek deger 1570 umol photons m=2 s? olup
22.07.2015te Nokta 4’te yiizeyde saptanirken, en diisiik deger 1,84 pmol photons m? s
! olup 20.08.2015 tarihinde Nokta 2’de 2,5 m’de belirlenmistir. Ayn1 yildaki ortalama
151k yogunlugu, 497,86+494,7 umol photons m= s olarak saptanmistir. 2015 yilina ait
tek yonde yiizeyde 6lgiilen 151k yogunlugu ise en yiiksek degerine (1985 umol photons
m2s71) 10.07.2015 tarihinde Nokta 3’te ulasirken, en diisiik degere (400 umol photons
m2 s1) yine ayn1 noktada 06.08.2015°te ulasmistir. Tek dogrultuda &lgiilen yiizeydeki
ortalama 151k yogunlugu 1280,2+511,71 umol photons m s™tolarak belirlenmistir.

2016 yilinda rapor edilen en yiiksek 151k yogunlugu degeri 1500 umol photons m= s
(30.06.2016, Nokta 4, yiizey) iken en diisiik deger 0,1 pmol photons m2 s (01.08.2016,
Nokta 2, 2 m) olup, ortalama 151k yogunlugu 492,57+501,56 umol photons m s olarak
belirlenmistir. Yiizeyde tek yonde Olciilen 151k yogunlugu ise en yiiksek degere (2040
pumol photons m? s) 16.06.2016, Nokta 4’te yiizeyde ulasirken, en diisiik degere (196
umol photons m? s?) 30.06.2016, Nokta 2’de yiizeyde ulasmistir. Ortalama
1300,58+573,09 pmol photons m2 st diizeyinde saptanmustir.
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Seki diski derinligi, 2015 yilinda ortalama 57,5+25,26 cm; 2016 yilinda ise ortalama
45,79+43,91 cm’dir. 2015 yilindaki en yiiksek seki diski degeri 125 cm (22.07.2015
Nokta 1) iken 2016 yilinda 175 cm (16.06.2016 Nokta 1) olarak belirlenmistir. Her iki
yila ait seki diski degerlerine bakildiginda ytiksek degerler koklii sucul bitkilerin hakim
oldugu Nokta 1’de saptanmistir. Sucul bitkilerce zengin bu 6rnekleme noktasinda suyun
diger noktalara gore daha berrak oldugu goriilmiistiir. Ancak 2016 yilinda 2015 yilina
gore su seviyesinde goriilen onemli diislis, baz1 aylarda bu bitkilerin bazi kisimlarinin su
istiinde kalmasina neden olmustur (Sekil 4.3). Diger yandan en diisiik seki diski degerleri

25 cm (20.08.2015) ve 10 cm (01.08.2016) olarak Nokta 2’de goriilmiistiir.

Sekil 4.3. Uluabat Golii'nde ornekleme noktasi 1°de zengin sucul bitki ortiisii ve su
seviyesindeki belirgin azalma

EC degerlerine bakildiginda, 2015 yilina ait arazilerde belirlenen en yiiksek deger 838 uS
cm? (03.09.2015, Nokta 3, 1 m) olarak gozlenirken en diisik deger 538 uS cm’
(23.06.2015, Nokta 4, yiizey ve 1 m) olmustur. Ortalama EC degeri ise 612,5+58,93 uS
cm?® olarak kaydedilmistir. Diger yandan 2016 yilinda goldeki EC degerlerinde, 2015
yilina gore genel olarak bir artis gozlenmis ve ortalama EC degeri 665+37,8 uS cm* olarak
rapor edilmistir. En diisiik degerler, 13.07.2016 tarihinde Nokta 1°de Im ve 2m derinlikte
gortliirken (619 uS cm™) en yiiksek deger 30.06.2016 tarihinde Nokta 3’te yiizeyde (794
uS cm?) belirlenmistir. Tuzluluk degiskeni agisindan degerlerin hem 2015 hem de 2016
yil1 boyunca ¢ok degisim gostermedigi kaydedilmistir. Tuzluluk degerleri 2015 yilinda
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ortalama 0,29+0,03 ppt, 2016 yilinda ortalama 0,32+0,02 ppt olarak belirlenmis ve
derinlikle beraber bir azalma gézlenmemistir. 2015 ve 2016 yilinda sirasiyla gozlenen en
yiiksek tuzluluk degerleri; 0,4 ppt (Nokta 3, 03.09.2015, 1m’de), 0,38 ppt (Nokta 3,
30.06.2016, yiizey ve 10°de) olmustur. 2015 yilindaki en diisiik deger 0,26 ppt (Nokta 4,
06.08.2015, yiizey) olarak saptanirken 2016 yilinda bu deger 0,3 ppt olarak belirlenmis

ve pek ¢ok nokta ve derinlikte gbzlenmistir.

4.2. Klorofil a miktar

Klorofil a degerleri, 2015 ve 2016 yillarina ait arazilerde dort farkli 6rnekleme
noktasindan alian 47 su kolonu érneginde 1,4 g Lt ile 124,9 pg L™ arasinda degisiklik
gostermistir (Cizelge 4.11). 2015 yilina ait 6rneklerde goriilen en yiiksek Chl a degeri,
40,1 ng L™ (06.08.2015 Nokta 4) iken en diisiik 2,8 pg L™ (23.06.2015 Nokta 1) olarak
dl¢iilmiistiir. Ayni yila ait Chl a degeri, ortalama 17,2+10,7 pg L™V’dir. 10.07.2015 tarihi
disindaki tiim arazilere ait orneklerin Chl a degerleri, en diisik Nokta 1°de tespit
edilmistir. Nokta 1 ve 3 i¢in 6l¢iilen en diisiik Chl a degerleri Haziran ayinda (sirasiyla
2,8 ng L't ve 12,12 nug L) saptanirken en yiiksek Chl a degerleri 10.07.2015 tarihinde
(sirastyla 26,8 pg Lt ve 20,5 pug LY) rapor edilmistir. Her iki noktada da bu tarihten sonra
Chl a degerlerinde sonbahar basina kadar dereceli bir azalma g6zlenmistir. Nokta 2’de
Ol¢iilen Chl a degerleri de benzer sekilde yaz basinda diisiik iken, en yiiksek degerine
22.07.2015 tarihinde ulagmis (38,23 pg L), sonrasinda kademeli bir azalma gstermistir.
23.06.2015 tarihinde Nokta 4’ten alinan 6rnegin kaybi1 nedeniyle bu tarihe ait Chl a degeri
hesaplanamamistir. Nokta 4 i¢in sonrasinda Olciilen Chl a degerleri, Temmuz aymdan
Agustos ayma dogru bir artig gdstermis, diger noktalardan farkli olarak en yliksek
degerine (40,1 ng L) 06.08.2015 tarihinde ulasmustir. Diger noktalar ile benzer olarak

yaz sonu ve sonbahar bagina dogru kademeli bir azalma gostermistir.

81



Cizelge 4.11. 2015 ve 2016 yillarinin Haziran ve Eyliil aylar1 arasindaki periyotta dort
farkli 6rnekleme noktasina ait klorofil a degerleri (Chl a degerleri, pg L™ cinsinden
verilmistir. Ort: ortalama, SD: Standart sapma)

Ornekleme Noktasi

Arazi Tarihi N1 |N2 N3 N4 Ort+SD

23.06.2015 28| 12,1] 12,1 9,0+5,4
10.07.2015 26,8| 12,8| 20,5| 20,1| 20,0+5,7
22.07.2015 79| 38,2| 18,7| 33,6| 24,6£13,9
06.08.2015 6,1| 28,0| 15,9| 40,1| 22,5+14,8
20.08.2015 47| 16,8| 149| 26,1| 15,648,8
03.09.2015 3,3 75| 149| 11,2 9,2+5,0
16.06.2016 14| 16,8| 6,5| 16,3| 10,3%7,6
30.06.2016 6,1| 38,2| 31,7|124,9| 50,24£51,7
13.07.2016 56| 50,4| 17,7| 40,1| 24,8+£20,4
01.08.2016 28| 32,6 194| 56,9| 27,9£22,8
11.08.2016 42| 295| 28,0| 50,4| 28,0£18,9
09.09.2016 6,1| 25,6 3,3| 21,0|14,0£11,0

2016 yilinda Haziran ve Eyliil aylar1 arasinda gézlenen ortalama Chl a degeri 26,5+26,7
ng L olarak belirlenmistir. En diisiik Chl a degeri (1,4 ug L™) 16.06.2016 tarihinde
Nokta 1°de tespit edilirken en yiiksek deger (124,9 pg L) 30.06.2016 tarihinde Nokta
4’te saptanmistir (Cizelge 4.11). Genel olarak Nokta 1°de belirlenen Chl a degerleri, 2016
yilna ait tiim arazilerden toplanan su kolonu 6rneklerindeki Chl a degerlerine gore daha
diisiik miktarda rapor edilmistir. Diger yandan 6rnekleme tarihlerine ait farkli noktalarda
Olciilen en yiiksek Chl a degerlerine, Nokta 2 ve 4’te rastlanmistir. Nokta 2’de tespit
edilen Chl a degerleri, yaz mevsiminin basindan itibaren 13.07.2016 tarihine kadar
dereceli bir artig gdstermis ve bu tarihte 50,4 pg L™’ e ulagsmustir. Bu tarihten sonra ise Chl
a degerlerinde hafif bir diigme gozlenmistir. Chl a degeri, 09.09.2016 tarihinde 25,6 ng
Lt degerine kadar gerilemistir. Nokta 3’te ise 16.06.2016 tarihinde 6,5 pug L™ olarak
belirlenen Chl a degeri, 30.06.2016 tarihinde bu nokta i¢in saptanan en yliksek degere
(31,7 pg LY ulasmistir. 3,3 pg L degeri (09.09.2016), Nokta 3 igin saptanan en kiiciik
Chl a degeri olmustur. Diger yandan Nokta 4 i¢in tespit edilen en kiigiik Chl a degeri,
Haziran ay1 basinda 16,32 pg L™ iken en yiiksek Chl a degeri Haziran ay1 sonunda tespit
edilen 124,9 pug L™’ dir. Temmuz ve Agustos aylar arasinda 49,1 pg L seviyelerinde
seyreden Chl a degerlerinin, 09.09.2016 tarihinde 21,0 pg L ye kadar azaldigi

gozlenmistir.
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4.3. Tzole Edilen Siyanobakteri Suslarmin Kiiltiirii ve Morfolojik Tanimlamasi

Uluabat Goéli’nde belirlenen dort farkli noktadan toplamda on sekiz sus izole edilip
kiiltiire alinmustir. Bunlardan on iki tanesi 2015, alti1 tanesi 2016 yilina ait arazilerden
toplanan &rneklere aittir. Izole edilen on sekiz sus igerisinde Sus 1, 3, 5, 7, 8, 9, 10’un
elde edildigi monosiyanobakteriyel kiiltiirlerin olusturulmasi i¢in arazi sonrasindaki ilk
izolasyonlar Muharrem Balci tarafindan gergeklestirilmistir. Bu suslara ait tek hiicre
izolasyonlar1 ve temizleme g¢alismalar1 bu tez ¢alismasi kapsaminda tekrar yapilmistir.
Kiiltiire alinan on sekiz sus igerisinde tek hiicreli, kolonial, heterosist olusturan ve
olusturmayan ipliksi yapidaki tallus yapisina sahip formlar bulunmaktadir. izole edilen
suglar 6nce 96 kuyucuklu mikroplakalarda sonra cam tiip ve erlenlerde hacim arttirilarak
iklim kabininde kiiltire alinmistir (Sekil 4.4., Sekil 4.5). Suslarin en iyi gelisim
gosterdikleri kiiltiir ortamlar1 belirlenmis ve bu ortamlarda yetistirilmistir. Gerekli hacime
ulasan monosiyanobakteriyel kiiltiirler, molekiiler (16S rRNA ve toksin genleri)

analizlerde ve toksin analizleri (ELISA, LC-MS/MS)’nde kullanilmistir.

7’ o @@ g

Sekil 4.4. Farkli hacimlerde ve iklim kabininde kiiltiire alinan suslar
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Uluabat Golii’nden izole edilen siyanobakteri suslarindan on tanesi Aquameb kodlari ile
Bursa Teknik Universitesi Alg ve Siyanobakteri Kiiltiir koleksiyonuna dahil edilmistir
(Anonim 2020a).

Sekil 4.5. Cam tiiplerde monosiyanobakteriyel kiiltiirii olusturulmus suslar

Gergeklestirilen tez ¢alismasi kapsaminda monosiyanobakteriyel kiiltiirii olusturulan
suslar hakkindaki bilgiler, Cizelge 4.12’de verilmistir. Yapilan morfolojik incelemelere
gore izole edilen siyanobakteri taksonlari arasinda; Microcystis aeruginosa (Kiitzing)
Kiitzing taksonuna ait ii¢ sus belirlenirken Dolichospermum cf. sigmoideum (Nygaard)
Wacklin, L. Hoffmann & Komarek, Limnothrix planctonica (Woloszynska) Meffert,
Cuspidothrix issatschenkoi (Usachev) P. Rajaniemi, Komarek, R. Willame, P. Hrouzek,
K. Kastovska, L. Hoffmann & K. Sivonen, Calothrix elenkinii Kossinskaja, Planktothrix
isothrix (Skuja) Komarek & Komarkova taksonlarmna ait ikiser sus tanimlanmistir.
Dolichospermum ellipsoides (Bolochoncev ex Woronichin) Wacklin, Hoffmann &
Komarek, Sphaerospermopsis aphanizomenoides (Forti) Zapomelova, Jezberova,
Hrouzek, Hisem, Rehakova & Komarkova, Synechocystis aquatilis Sauvageau,
Aphanocapsa grevillei (Berkeley) Rabenhorst, Microcystis smithii Komarek &

Anagnostidis taksonlarina ait ise birer sus tespit edilmistir.
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Cizelge 4.12. izole edilen suslar, suslarin izole edildikleri yer ve tarihler, yetistikleri kiiltiir ortamlar1, kiiltiir koleksiyonundaki

kodlar1 (Suslarin morfolojik karakterizasyonuna dayali takson adlart)

Sus Takson Adi Izole Edildigi  Izole Edildigi  Kiiltiir Aguameb
Yer Tarih Ortam Kodu
1 Microcystis aeruginosa Nokta 1 22.07.15 BG11(+N) Aquameb 24
2  Dolichospermum cf. sigmoideum Nokta 3 22.07.15 BG11(-N) -
3 Microcystis aeruginosa Nokta 1 22.07.15 BG11(+N) Aquameb 25
4 Dolichospermum cf. sigmoideum Nokta 3 22.07.15 BG11(-N) -
5 Limnothrix planctonica Nokta 1 03.09.15 BG11(+N) Aquameb 27
6 Dolichospermum ellipsoides Nokta 3 03.09.15 MLA(-N) -
7 Limnothrix planctonica Nokta 1 03.09.15 BG11(+N) Aquameb 28
8  Calothrix elenkinii Nokta 3 03.09.15 MLA(-N)  Aquameb 29
9  Cuspidothrix issatschenkoi Nokta 4 06.08.15 BG11(-N) Aquameb 26
10 Cuspidothrix issatschenkoi Nokta 4 23.06.15 BG11(-N) Aquameb 23
11 Sphaerospermopsis aphanizomenoides Nokta 4 03.09.15 BG11(+N) Aquameb 30
12 Calothrix elenkinii Nokta 4 03.09.15 MLA(-N)  Aquameb 31
13 Planktothrix isothrix Nokta 3 09.09.16 MLA(+N) -
14 Planktothrix isothrix Nokta 3-4 aras1  30.06.16 BG11(+N) Adquameb 34
15 Microcystis aeruginosa Nokta 4 11.08.16 BG11(+N) -
16 Synechocystis aquatilis Nokta 4 01.08.16 BG11(+N) -
17 Aphanocapsa grevillei Nokta 3 09.09.16 MLA(+N) -
18 Microcystis smithii Nokta 3 09.09.16 MLA(+N) -
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Monosiyanobakteriyel kiiltiirleri olusturulan suslarin inverted veya 1sik mikroskobu ile

cekilen fotograflari, Sekil 4.6-4.9 arasinda verilmistir.

f

Sekil 4.6. Izole edilip kiiltiire alian suslar-l. a-Sus 1, c-Sus 3: Microcystis aeruginosa;
b-Sus 2, d-Sus 4: Dolichospermum cf. sigmoideum; e-Sus 5: Limnothrix planctonica,; f-
Sus 6: Dolichospermum ellipsoides
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Sekil 4.7. 1zole edilip kiiltiire alman suslar-11. a-Sus 7: Limnothrix planctonica; b-Sus 8:
Calothrix elenkinii; ¢ ve d-Sus 9, e ve f: Sus 10: Cuspidothrix issatchenkoi
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Sekil 4.8. izole edilip kiiltire alinan suslar-1ll. a-Sus 11: Sphaerospermopsis
aphanizomenoides; b-Sus 12: Calothrix elenkinii; c-Sus 13 ve d-Sus 14: Planktothrix
isothrix; e-Sus 15: Microcystis aeruginosa; f-Sus 16, Synechocystis aquatilis
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Sekil 4.9. izole edilip kiiltiire alinan suslar-1V. a-Sus 17: Aphanocapsa grevillei; b-Sus
18: Microcystis smithii

Morfolojik incelemeler sonucu Sus 1, 3 ve 15’in gen¢ kolonilerde mikroskobik
boyutlarda iken olgun kolonilerde makroskobik boyutlarda gozlenebilen M. aeruginosa
taksonu oldugu belirlenmistir. Genellikle koloniler, ilk olarak subsferik (kiiresele yakin)
sekilde iken daha sonrasinda uzun, klatrat veya diizensiz sekillerde gozlenmistir. Bu
taksonda yogun olarak paketlenmis ¢cok sayida hiicre, renksiz bir miisilaj i¢ine gomiilmiis
olup hiicreler miisilaj boyunca dagilmistir. Koloniler, genellikle miisilajin en dis
kenarlarinda 151k mikroskobuyla da gozlenebilen hiicrelerin bulunmadigi dar bir dis
bolgeye sahiptir. Kiiltiirden dolay1 bazen serbest halde tek yiizen hiicreler de gézlenmistir.
Planktonik 6zellik sergileyen hiicrelerde gaz vakuolleri bulunmaktadir. M. aeruginosa
taksonlarina ait hiicreler, kiiresel veya subsferik sekillidir (Sekil 4.6, 4.8). Sus 1’in hiicre
capt en yiksek 5,59 pum iken en diisikk 3,56 um olarak Ol¢iiliirken ortalama deger
4,75+0,38 um olarak gdzlenmistir. Sus 3’e ait hiicrelerin ¢api, ortalama 5,28+0,51 um
uzunlugunda rapor edilmistir. Bu susa ait hiicrelerin ¢aplarinin en diisiik ve en yliksek
degerleri ise sirasiyla 4,25 pm ve 6,43 um olarak Sl¢iilmiistir. M. aeruginosa olarak
teshis edilen bir diger sus olan Sus 15’in hiicrelerinin ¢api1 ortalama 5,10+0,47 um olarak
Olciilmiistlir. Sus 15°e ait hiicre ¢ap1 degerleri, 6,11 pm ile 4,22 pm arasinda degisim

gostermistir.
Izole edilen suslar arasinda D. cf. sigmoideum taksonuna ait 2 sus (Sus 2 ve 4)

tanmimlanmustir (Sekil 4.6). Serbest yiizebilen trikomlarin, ¢ogunlukla tek tek veya bazen

birbiriyle karigsmis kiimeler olusturdugu gozlenmistir. Trikomlar, cogunlukla kisa olup
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filamentlerin kavisli fragmentlerinden olusmaktadir. Ayn1 zamanda trikomlar diizensiz
sarmallar olugturmustur. Sarmallarin genisligi, Sus 2’de 27,1 pm ile 47,3 pum araliginda
degisim sergilerken (ortalama 37,5+4,3 um), benzer sekilde Sus 4’te de 33,3 um ile 46,8
um (ortalama 41,6+4,0 um) arasinda degisim gostermistir. Her iki susa ait trikomlarin da
enine duvarlarinda daralma mevcut olup trikom uglarina dogru bir incelme
belirlenmemistir. Vejetatif hiicreler; elipsoid veya tipik fi¢1 seklinden silindirige kadar
olabilen sekillerde, genellikle hiicre boyu eninden ¢ok az daha uzun, mavi-yesil veya
sarimtirak renge sahip hiicrelerdir. Hiicre boyutlar1 Sus 2°de 7-9,9 X 5,5-7,3 um (ortalama
8,7+0,9 x 6,5+0,5), Sus 4°’te 6,7-10,1 x 5,1-6,9 um (ortalama 8,5+0,8 x 6,1+0,4 pum)’dur.
Apikal hiicreler, vejetatif hiicreler ile ayni sekil ve biiytlikliiktedir. Heterosistler, tek ve
interkalar (sadece fragmentasyondan sonra nadiren terminal pozisyonda), oval veya
kiiresele yakin sekilde belirlenmistir. Sus 2’de godzlenen heterosistlerin eni ortalama
7,1£0,5 um olup en yliksek deger 8,1 um iken 6,1 um en diistik degerdir. Diger yandan
bu sus i¢in heterosist boyu ortalama 7,5+0,5 pum ve en yiiksek deger 8,7 pm iken 6,8 um
en diisiik degerdir. Sus 4’te de heterosist boyutlari i¢in saptanan degerler Sus 2’ninkilere
cok benzerlik gostermistir. Gozlenen en yiiksek heterosist boyu degeri 9,1 pm iken en
diisiik 6,2 um’dur. Heterosist eni ise 8,5 um ile 6,1 pm arasinda degisim sergilemistir.
Sus 4’1in heterosist boyutlar1 ortalama 7,7+0,8 x 7,1+0,6 um olarak tespit edilmistir. Tek
ve interkalar akinetler, genellikle heterosistten 1-4 hiicre ile ayrilmaktadir. Akinetler,
cogunlukla yuvarlak sonlanan silindirik sekilde iken bazen de hafif kavisli olarak
gozlenmistir. Sus 2’nin akinet boyutlart 16,9-17,9 x 8,5-8,6 pm arasinda (ortalama
17,4+0,5 x 8,6+0,1 um), Sus 4’iin ise 17,8-20,3 X 9,4-10,4 um (ortalama 19,3+1 x 10+0,3

um) arasinda tespit edilmistir.

Yapilan morfolojik tanimlamalara gére Sus 5 ve 7, L. planctonica taksonu olarak tespit
edilmistir. Her iki susa ait monosiyanobakteriyel kiiltlirlerde gozlenen trikomlar; diiz
veya hafif kavisli sekilde, mat mavi-yesil veya kiillii sarims1 renkte 6zellik sergilemis
olup trikomlarin kilif veya kaliptra tasimadiklar1 gézlenmistir (Sekil 4.6, 4.7). Enine
duvarlar ¢ok belirgin olmamakla birlikte bu kisimlarda daralma belirlenmemistir.
Trikomlar genellikle bireysel olmakla birlikte bazen kiiltiirde bir araya gelerek yigin
halde kiimeler olusturmus ve kiiltiir tiiplerinin dibine yerlesmistir. Trikomlarin yavas bir

sekilde salinarak kayma hareketi yaptig1 gézlenmistir. Bu 6zellik bu taksonun tespitinde
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onemli ayirt edici karakterlerden biridir. Genellikle hiicre kutuplarinda veya merkezinde
gaz vakuolleri tagiyan trikomlar serbest yiiziicii formda iken kiiltiirdeki kosullara bagl
olarak gaz vakuolii bulundurmayan trikomlar bentik karakter sergilemistir. Sus 5°te
trikomlarin uzunlugu 62,4 um’dan 879,9 um’a kadar oSlgiiliirken (ortalama 313,1£168
um) Sus 7’de 70,8 pum’dan 1050,9 pm’a kadar (ortalama 536+289,7 um) degisim
gostermistir. Trikomlara ait hiicrelerin boyunun, siklikla eninin 1,5-3,4 kat1 (silindirik
sekilli) veya enine esit (izodiyametrik) oldugu belirlenmistir. Hiicre boyutlari; Sus 5’te
3,2-7 X 1,8-2,6 um (ortalama 5+0,9 x 2,1+0,2 um) iken Sus 7’de de benzer sekilde 3,3-
6,5 x 1,4-2,3 um (4,6+0,7 x 1,8+0,2 um)’dur. Hiicre boy/en orani, Sus 5’te 1,5 ile 3,2
arasinda degisirken ortalama 2,44+0,4 olarak saptanmistir. Sus 7’de ise 1,6 ile 3,4 arasinda
degisen boy/en orani ortalama 2,6+0,4 olarak hesaplanmistir. Ayrica her iki susun da
trikomlarindaki apikal hiicrelerin, uglar1 yuvarlak silindirik sekilli hiicrelerden olustugu

tespit edilmistir.

Sus 6’nin kiiltiiriinde trikomlarin; planktonik karakterlerinden dolay1 serbest ylizen
formda ve bireysel (nadiren birbiriyle karigmis kiimeler halinde) oldugu, diizensiz ve
gevsek sarmallar olusturdugu gozlenmistir (Sekil 4.6). Miisilaj kilifa sahip trikomlarin
enine duvarlarinda belirgin daralmalar mevcutken trikom uglarina dogru bir incelme
belirlenmemistir. Sus 6’nin hiicre pigmentasyonu sari-kahverengiden mavi-yesile kadar
degisim gosterebilmektedir. Vejetatif hiicreler, = kiireselden hafif oval ve uzamis
hiicrelere kadar degisen sekillerde olabilmektedir. Hiicre boyu izole edilen bu sus i¢in en
yiiksek 8,7 um iken en diislik 5,4 um olarak tespit edilmistir. Ortalama hiicre boyu ise
6,6+0,9 pm’dur. Diger yandan hiicre eni 5,5 ile 7,8 um arasinda degisim sergilemistir.
Sus 6’nin 6,9+0,5 pm ortalama hiicre eni degerine sahip oldugu belirlenmistir. Yuvarlak
sekilde sonlanan terminal hiicreler, diger hiicreler ile ayni boyuttadir. Heterosistlerin,
vejetatif hiicrelerden daha genis oldugu gozlenmistir. Cogunlukla kiiresel (bazen hafif
oval) sekilli heterosistler, tek olup trikomda interkalar olarak konumlanmaistir. Sus 6 i¢in
heterosist eni 6,5 um ile 10,2 pm; heterosist boyu 7,1 um ile 9,6 pm arasinda 6l¢iilmiistiir.
Bu sus i¢in tespit edilen ortalama heterosist eni ve boyu sirastyla 7,7£0,9 um ve 8,1+0,6
um olarak rapor edilmistir. Heterosistler gibi interkalar 6zellik sergileyen akinetler, tek
ve heterosistten uzakta bulunmaktadir. Yuvarlak olarak sonlanan silindirik sekilli bu susa

ait olgun akinetler, bazen hafif kavisli bir yapr1 da sergilemistir. Akinetler uzama
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gostermis olup boylari, genellikle eninin iki kat1 veya daha fazla uzunlukta gézlenmistir.
Akinet boyutlar1 19,1-32,6 x 8,9-12,6 um (ortalama 23,9+3,6 x 11+£0,8 um) olarak
Ol¢iilmiistiir. Bahsedilen morfolojik inceleme ve 6l¢timlere gore Sus 6’nin, D. ellipsoides

taksonu oldugu teshis edilmistir.

Izolasyon sonrasi kiiltiirii yapilan suslardan Sus 8 ve 12, morfolojik karakterlere gore C.
elenkinii taksonu olarak tespit edilmistir. Kiiltiirlerde 635,5 um ve 763,5 um’a kadar
degisik uzunluklarda goriilen filamentler (sirasiyla Sus 8 ve 12); bireysel olabildigi gibi
gruplar halinde bir araya gelerek uzun kiimeler de olusturabilmektedir. Sekil 4.7°da Sus
8, Sekil 4.8’de Sus 12 goriilmektedir. Bu suslara ait filamentler; bazal kisimlarinda kavisli
ve genislemistir. Her iki susta da bazal ve orta kisimdaki filament ve trikom eni benzer
boyutlarda dl¢lilmiistiir. Bazal kisimda Sus 8°de 5,3-9,1 um aralifinda olan filament eni
(ortalama 7,4+1 um), Sus 12°de 4,1-9 pm (ortalama 6,4+0,9 um) araliginda saptanmaistir.
Orta kisimda ise filament biraz incelme gosterdigi i¢in; Sus 8’de 4,1-6 um (ortalama
5,240,5 um), Sus 12°de 4,5-6,4 um (ortalama 5,2+0,4 pm) enindedir. Miisilaj kilif; ince,
renksiz, lamelsiz, belli olgunluga erigsmis filamentlerin apeksinde ucu agik ve genellikle
trikomdan daha uzundur. Trikomlarin pigmentasyonu; mavi- veya zeytin-yesili olarak
gozlenmistir. Trikomlar, sa¢ benzeri yapilarla sonlanmamaktadir. Sus 8’de trikom eni,
bazal kisimda 4-7,6 um araliginda (ortalama 5,7+1,1 pm) iken orta kisimda 2,6-5,3 um
araliginda (ortalama 3,3+0,4 pm)’dir. Sus 12’de de benzer olarak trikom eni, bazal
kisimda 3-7,7 um araliginda (ortalama 4,9+1,1 pm) iken orta kisimda 2,7-3,9 um
araliginda (ortalama 3,2+0,3 pm)’dir. Trikomdaki hiicrelerin bazal kisma yakin
olanlarinda enine duvarlarinda hafif daralma gozlenirken, apikal bolgedeki hiicrelerin
enine duvarlarinda daralma gozlenmemistir. Her iki susun trikomlarinda da hiicreler;
dortgen sekilli veya enleri uzunluklarindan biraz daha kisadir. Fakat trikomun {ist
kisimlarindaki hiicreler, dértgenden boyu eninden daha uzun hiicrelere kadar degisen
sekillerde olabilmektedir. Apikal hiicreler ise yuvarlak veya konik-yuvarlak uclu olup
daralma gostermistir. Bazal ve tek olan heterosistler, sirasiyla Sus 8’de 4,5-7,1 um
(ortalama 5,5+0,9 um), Sus 12’de 4,5-7,7 pum (ortalama 5,5+0,7 pm) eninde

belirlenmistir.
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Sus 9 ve 10, gergeklestirilen incelemeler sonucu C. issatschenkoi taksonu olarak teshis
edilmistir. Bu taksonlarin trikomlar kiiltiirde; serbest yilizen formlarda ve tek olarak
gozlenmistir (Sekil 4.7). Diiz veya egimli olan trikomlarin uzunlugu Sus 9°da 33,6-232,3
um araliginda olup ortalama 100,5+53,2 um degerinde; Sus 10°da ise trikom uzunlugu
38,2-307,6 um araliginda olup ortalama 148,3£78,7 pum degerinde Ol¢iilmiistiir.
Trikomlar, merkezi kisimlarinda silindirik, devaminda daralmis, gelismis trikomlarda ise
sonlara dogru sivrilme gostermistir. Enine duvarlarda daralma yok veya ¢ok azdir.
Trikomlarin terminal hiicrelerindeki teleskopik baglantilar karakteristiktir. Hiicreler;
silindirik sekilden uzun-silindirige kadar degisen sekillerde, mavi-yesil renkli, nadiren
acrotoplu gozlenmistir. Sus 9’un hiicre 6l¢iileri 4,1-8,4 X 2,7-4,1 um; Sus 10’un 4,0-8,3
X 2,0-4,2 pm’dur. Sus 9’un ortalama hiicre eni 3,4+0,3 pm; hiicre boyu ise 5,5+0,9 um
degerindedir. Sus 10’un da ortalama hiicre boyutlar1 neredeyse ayni olup ortalama hiicre
eni 3,4 £0,6 um; hiicre boyu 5,9+£1,0 um degerinde belirlenmistir. C. issatschenkoi
taksonlarma ait bu trikomlarin son hiicreleri neredeyse hiyalin yapisindadir ve daralma
gostermistir. Sus 9’a ait trikomlardaki son hiicrelerin boyutlar1 5,4-18,7 X 1,2-2,7 um
araliginda degisim sergilerken ortalama 1143,3 x 1,8+0,4 um degerlerinde saptanmaistir.
Benzer sekilde Sus 10°a ait trikomlardaki son hiicrelerin boyutlar1 5,4-18,5 x 1,2-2,5 um
araliginda degisim gosterirken ortalama 11,1£3,5 x 1,840,3 pm degerlerinde
saptanmistir. Heterosist, genellikle tektir ve silindirik sekillidir. Heterosistten uzakta
bulunan akinetler, yuvarlak uglu uzun silindirik hiicrelerdir. Genellikle tek veya ardisik
2-3 tane olabilmektedir. Heterosistler; Sus 9’da 4,2-7,8 X 2,5-5,5 um araliginda (ortalama
6,3+0,9 x 4+0,7 um), Sus 10°da 5,3-9,4 x 2,4-4,2 um araliginda (ortalama 7,1+1,1 x
3,5£0,4 um) tespit edilmistir. Akinet boyutlar1 ise Sus 9°da 8,4-17,7 x 4,1-6,6 um
araliginda 6l¢iilmiis olup ortalama 11+2,1 x 5,6+0,6 pm degerindedir. Sus 10’un ise

kiiltiirde akinet olusturmadig1 gézlenmistir.

S. aphanizomenoides olarak teshis edilen Sus 11°e ait trikomlarin; bireysel, planktonik,
serbest yilizen karakterde, 101 um’den 793,1 um’ye kadar degisen (ortalama 249,2+155,3
um) uzunluklarda oldugu gozlenmistir. Sekil 4.8’den de goriildiigii gibi diiz veya hafif
egri olan trikomlarda miisilaj kilif bulunmamaktadir. Trikomlarin enine duvarlarinda
(hafiften belirgine kadar degisen derecelerde) ve uglarina dogru daralmalar belirlenmistir.

Hiicreler; fi¢1 seklinden (izodiyametrik) hemen hemen silindirige (uzunlugu eninin 1-2
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kat1) kadar degisen sekillerde olup aerotop tasimaktadir. Sus 11’in hiicre boyutlari, 3,4-
6,9 X 3,2-6 um (ortalama 5,5+0,9 x 4,7+0,8 um)’dur. Trikomlarin konik sekilde sonlanan
terminal hiicreleri, hafif daralmis ve uzamistir. Bu hiicrelerin boyutlari; 3,9-8,9 x 2,3-3,9
pm (ortalama 6,0+1,2 x 3,2+0,3 um) olarak Sl¢iilmiistiir. interkalar, tek ve hemen hemen
kiireselden silindirige kadar degisik sekillerde olabilen heterosistler, bu susa ait
kiiltiirlerde gozlenmemistir. Akinetler; tek veya c¢iftler halinde, heterosistin her iki
kenarinda, (¢ok nadir olarak da heterosistten uzakta), kiiresel veya seyrek olarak genis
oval sekilli olup 8,2-12,1 x 8,3-11,5 um (ortalama 9,9+1 x 9,71 um) boyutlarinda

belirlenmistir.

Izole edilip kiiltire alinan suslardan 13 ve 14, ipliksi formdaki siyanobakteri
taksonlarindandir (Sekil 4.8). Her iki susa ait trikomlarin pigmentasyonu da koyu mavi-
yesil veya gri-yesil renkte olup kiiltlirde trikomlar genellikle diiz veya hafif egimli olarak
gozlenmistir. Trikomlar cogunlukla tektir, bazen de diizensiz bir sekilde kiiciik kiimeler
olusturmustur. Baslangigta bentik olan filamentler daha sonralari planktonik hale
gelmistir. Trikomlarin enine duvarlarinda, daralma ya yoktur ya da c¢ok az vardir.
Silindirik sekildeki trikomlarin her iki kenarinda da belirgin bir sira graniil
bulunmaktadir. U¢ kisimlara dogru ise trikomlarda belirgin bir daralma gézlenmeyip,
trikomlar ya diiz olarak sonlanmis ya da hafif¢e incelerek sonlanmistir. Trikom eni; Sus
13’te 10,50-7,08 um, Sus 14’te ise 10,20-6,36 um arasindaki degerlerde Sl¢iilmiistiir.
Ortalama degerler ise birbirine ¢ok yakin olup sirasiyla 8,89+0,88 um ve 8,79+0,86 um
olarak belirlenmistir. Her iki susa ait trikomu olusturan hiicrelerin boyu, eninden daha
kisa olarak gozlenmistir. Her iki susta da ortalama hiicre boyu degerlerinin birbirine yakin
oldugu tespit edilmistir (Sus 13 ve 14 i¢in sirastyla 3,90+0,70 pm ve 4,10+1,32 um). Sus
13’te 6,55-2,71 pm araliginda degisen hiicre boyu uzunlugu, Sus 14’te 7,76 ile 2,31 um
arasinda degisim sergilemistir. Hiicrelerde, karakteristik olarak trikomun rengini
etkileyen cok sayida diizensiz bir sekilde dagilmis aerotop bulunmaktadir. Apikal
hiicreler; silindiriktir ve genellikle yuvarlak sekilde sonlanmistir. Nadiren ise hafif konik
sekildedir. Bu hiicreler, kaliptra veya kalinlagmis bir hiicre duvarina sahip degildir.
Yapilan morfolojik incelemelere gore her iki sus da P. isothrix (Skuja) Komarek &

Komarkové olarak tanimlanmistir.
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Monosiyanobakteriyel kiiltiirii olugturulup morfolojik kriterlere gore degerlendirilen bir
diger sus olan, Sus 16’nin S. aquatilis taksonu oldugu belirlenmistir. Bu taksona ait
hiicrelerin ¢ap1, 3,37-5,08 um arasinda Olglilmistiir. Hiicrelerin ortalama ¢ap1 ise
4,09+0,37 um olarak belirlenmis olup hiicreler kiiresel veya oval sekildedir. Hiicrelerdeki
pigmentasyon, soluk mavi-yesil renkte gézlenmistir. Ayrica bu taksonda koloni olusumu
ve hiicrelere ait belirgin bir miisilaj tespit edilmemistir. S. aquatilis susundaki hiicreler
serbest halde ve tek olarak bulunabildigi gibi ikiye boliinme sonucu ikili halde de
gozlenmistir (Sekil 4.8). Hemisferik sekildeki yavru hiicrelerin, bir sonraki boliinmeden

once orjinal biiytikliige ve kiiresel sekile ulastiklar: belirlenmistir.

Sus 17 ise yapilan morfolojik incelemeler sonucu A. grevillei olarak tespit edilmistir.
Koloniler; ilk zamanlar az veya ¢ok amorf-kiiresel sekilde iken, sonrasinda diizensiz
sekiller gostermistir. Miisilajli ve amorf koloniler, yogun ve diizensiz agregat hiicrelerden
olugmaktadir. Bu taksona ait koloni ¢ap1, 25,24 um ile 65,56 pm arasinda degismekte
olup ortalama 46,80+10,13 um degerindedir. Kiiresel veya hafif oval sekilli koloni
hiicrelerinin ortalama cap1, 5,5340,52 um’dur. Diger yandan en yiiksek hiicre ¢ap1 degeri
6,45 pm Olgiiliirken, en diisiik deger 4,5 um olarak saptanmistir. A. grevillei susuna ait
hiicrelerin, parlak mavi-yesil renkte oldugu ve aerotop tasimadigr gozlemlenmistir (Sekil

4.9). Dolayisiyla sus 17’nin bentik bir form oldugu tespit edilmistir.

Planktonik karakter sergileyen Sus 18’in, tanimlayic1 6zelliklerinin belirlenmesiyle M.
smithii oldugu saptanmistir. Sus 18’e ait hiicre ¢ap1 4,22-5,79 um arasindadir. 5,31+0,31
um ortalama hiicre ¢ap1 degeri gosteren bu susun hiicreleri; kiiresel sekilli olup mavi-
yesilden zeytin yesiline kadar degisen renklerde gozlenmistir (Sekil 4.9). Her hiicre bir
veya birka¢ kahverengimsi aerotop icermektedir. Kolonial bir form olan sus 18’te
hiicreler koloni igerisinde az veya ¢ok aralikli ve diizenli olarak dagilmaktadir, hiicreler
arasindaki mesafe genellikle hiicre capindan biiyiiktiir. Hiicreler genellikle tekli boliinme
sonrasi ise ¢iftler halinde bulunmaktadir. Renksiz bir miisilaja sahip kolonilerin, az veya
cok kiiresel veya hafif diizensiz sekilde oldugu gozlenmistir. Bu susa ait kolonilerin ¢ap1
62,70-24,44 pm arasinda degismekte olup ortalama 43,76+11,37 um olarak

belirlenmistir.
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4.4. Toksin Analizleri

4.4.1. ELISA ve RBA analizleri

2015 yilina ait plankton ¢ekimi ve su kolonu 6rneklerinin; MC, STX, CYN miktarlari
ELISA ile ATX-a miktarlar1 RBA ile belirlenmistir. 2015 yilina ait 24 su kolonu
orneginin 13’4 MC toksini i¢in pozitif sonuglar vermistir (Cizelge 4.13). MC degerleri
bu 6rneklerde 0,16 pg Lt ile 2,11 pg L arasinda degismistir. 11 6rnekte ise MC degerleri
tespit limitinin altinda kalmistir. Sadece 06.08.2015 tarihindeki Nokta 4°te belirlenen MC
degeri (2,11 pg L), igme sular1 igin WHO’nun belirlemis oldugu maksimum degerden
yiiksek bulunmustur (1 pg L) (Chorus ve Bartram 1999). Su kolonu 2015 verilerine
gore, yaz baslangicindaki orneklerde Uluabat Goli’'nde MC tespit edilemezken yaz
ortasindan itibaren MC seviyesinde genel olarak bir artis goriilmistiir. Nokta 1 disindaki
noktalarda, yaz sonu ve sonbahar baslangicindaki MC degerlerinde bir diisiis gozlense de
bu noktalarda MC tespit edilmistir. Nokta 1’de Agustos basindan itibaren tespit edilen
MC, giderek artmis ve 03.09.2015 tarihinde en yiiksek seviyesine ulagsmistir (0,31 pg L
1. Nokta 2, 3 ve 4’te ise en yiiksek MC degerlerine 06.08.2015 tarihinde ulasilmistir
(strastyla 0,79 pg LY, 0,50 pg L, 2,11 pg L1). Diger yandan ayni1 yila ait su kolonu
orneklerinden 7 tanesinde ATX-a, tespit alt limiti degerlerine yakin olarak saptanmistir
(Cizelge 4.13). ATX-a degerleri, 13,12 pg L™ (23.06.2015 Nokta 4) ile 17,61 pg L™
(20.08.2015 Nokta 2) arasinda degismistir. Nokta 1°de 06.08.2015 (15,24 pg LY
disindaki tarihlerde ATX-a degerleri tespit limitinin altinda kalmistir. Nokta 2’de sadece
Agustos ayindaki su kolonu drneklerinde ATX-a belirlenmistir (14,86 ug L, 17,61 pg L°
1). Nokta 3’teki ATX-a degerleri, 20.08.2015 tarihinde 15,86 pg L™ olarak belirlenen
deger disinda genel olarak tiim tarihlerde tespit limitinin altinda kalmis ve ATX-a
belirlenmemistir. Nokta 4’e ait farkli tarihlerde yapilan arazilerden toplanan orneklerin
3’tinde diisiik miktarlarda ATX-a tespit edilmistir. Nokta 4 i¢in belirlenen en yiiksek
ATX-a degerine 22.07.2015 tarihinde 15,31 pg L™ seviyesiyle ulagilmustir.

2015 yili su kolonundan ELISA ile elde edilen STX verilerine gore 24 su kolonu

orneginden 18 tanesinde STX konsantrasyonlar tespit limiti altinda (TLA) saptanirken 6
ornekte 0,02 pg L olarak belirlenmistir (Cizelge 4.13). Bu deger (0,02 pug L), ELISA
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analizinde STX igin tespit alt limitidir. CYN ise ayni yila ait su kolonu 6rneklerinin
hepsinde TLA’da kalmistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. 2015 yilinda su kolonunda ELISA ile tayin edilmis mikrosistin, saksitoksin,
silindrospermopsin; RBA ile analiz edilmis anatoksin konsantrasyonlari

Ornekleme Mikrosistin Anatoksin Saksitoksin Silindrospermopsin
Noktasi ve Konsantrasyonu Konsantrasyonu Konsantrasyonu Konsantrasyonu
Tarihi (ngL™ (ngL? (ngL™ (ngL?)
23.06.2015

Nokta 1 TLA TLA TLA TLA
Nokta 2 TLA TLA TLA TLA
Nokta 3 TLA TLA TLA TLA
Nokta 4 TLA 13,12 TLA TLA
10.07.2015

Nokta 1 TLA TLA TLA TLA
Nokta 2 TLA TLA TLA TLA
Nokta 3 TLA TLA TLA TLA
Nokta 4 TLA TLA TLA TLA
22.07.2015

Nokta 1 TLA TLA 0,02 TLA
Nokta 2 0,24 TLA TLA TLA
Nokta 3 TLA TLA 0,02 TLA
Nokta 4 0,21 15,31 TLA TLA
06.08.2015

Nokta 1 0,16 15,24 TLA TLA
Nokta 2 0,79 14,86 TLA TLA
Nokta 3 0,50 TLA TLA TLA
Nokta 4 2,11 TLA TLA TLA
20.08.2015

Nokta 1 0,18 TLA TLA TLA
Nokta 2 0,44 17,61 0,02 TLA
Nokta 3 TLA 15,86 0,02 TLA
Nokta 4 0,69 TLA 0,02 TLA
03.09.2015

Nokta 1 0,31 TLA TLA TLA
Nokta 2 0,45 TLA 0,02 TLA
Nokta 3 0,24 TLA TLA TLA
Nokta 4 0,43 14,42 TLA TLA

2015 yili plankton ¢ekimi 6rneklerine bakildiginda, 23 Haziran’da Nokta 3’ten 6rnek

almmamamuistir. Diger yandan 10 Temmuz 2015°te ise sadece Nokta 3’te plankton ¢ekimi
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orneklemesi yapilabilmistir. 2015 yilinin Haziran ve Eylil aylar1 arasindaki siirecte,
toplam 20 plankton ¢ekimi 6rnegine ait birim kuru agirliktaki toksin (MC, ATX-a, STX
ve CYN) degerleri Cizelge 4.14’te verilmistir. Bu degerler, ELISA ve RBA kitleri ile elde
edilmistir. Tliim arazi tarihlerindeki biitiin noktalarda MC tespit edilmistir. ELISA ile
saptanan en diisiik MC konsantrasyonu 10.07.2015 tarihinde Nokta 3’te 0,30 pg g kuru
agirlik iken en yiikksek MC konsantrasyonlart Nokta 4’in 20.08.2015 ve 03.09.2015
tarihli arazilerinde gozlenmistir (sirastyla 494,94 g g™ kuru agirlik, 459,25 ug g* kuru
agirlik). Plankton ¢ekimi verilerinden elde edilen bilgilere gore, Uluabat Golii’nde
ortalama 12,60 pg g' kuru agirlik olarak belirlenen Haziran ayindaki MC
konsantrasyonu, Temmuz basinda en diisiik seviyeye (0,30 pg g™ kuru agirlik) ulasmistir.
MC miktari, Temmuz sonunda biitiin noktalarda artis gostermis ve yiiksek seviyelerde
tespit edilmistir. 22.07.2015 tarihinde Uluabat Gélii’'nde rapor edilen MC miktari, gram
kuru agirlikta ortalama 98,35 pg’dir. Agustos aymin basindaki plankton c¢ekimi
orneklerinde en yiiksek MC degeri, Nokta 2’de 220 pg g kuru agirhik olarak
saptanmigtir. 20.08.2015 tarihinde g6ldeki ortalama MC miktari, 06.08.2015 tarihine gore
yaklasik 2,5 kat artmistir. MC degerleri, Eyliil basinda da tiim noktalarda Uluabat
Goli’ndeki ytliksek seviyesini korumustur. Diger yandan RBA analizi ile 2015 yilindaki

plankton ¢ekimi 6rneklerinin higbirinde ATX-a belirlenmemistir.

Yirmi plankton ¢ekimi 6rneginden ii¢ tanesinde ise diisiikk miktarlarda STX varligi rapor
edilmistir (Cizelge 4.14). ELISA analizinde STX igin pozitif sonug veren en diisiik deger,
0,0019 pg g kuru agirlik olup 23.06.2015 tarihinde Nokta 2’den toplanan plankton
cekimi drneginde gozlenmistir. En yiiksek STX degeri ise 0,0139 pg g™ kuru agirlik olup
10.07.2015 tarthinde Nokta 3’te belirlenmistir. Analizi yapilan plankton g¢ekimi
orneklerinde pozitif sonug veren STX degerlerinin, tespit alt limitine (0,015 ng mL™) cok

yakin oldugu gozlenmistir.

Plankton ¢ekimlerinde varlig1 veya yoklugu arastirilan bir diger toksin olan CYN, 2015
yilina ait 18 6rnekte pozitif sonug vermistir fakat tespit edilen degerler, MC’ye gore daha
diistik diizeylerdedir. ELISA analizinde belirlenen en yiiksek CYN degeri, 22.07.2015
tarihinde Nokta 1°deki 6rneklerde saptanmus olup bu deger 0,0163 pg g kuru agirliktir.
Plankton ¢ekimi 6rneklerinde gozlenen en diisiikk CYN degeri ise 0,0009 nug g™ olup yine
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ayni tarihte Nokta 4°te belirlenmistir. Bu deger ELISA tespit alt limitine yakindir (Cizelge
4.14).

Cizelge 4.14. 2015 yilinda plankton ¢ekimi Orneklerinde ELISA ile tayin edilmis
mikrosistin, saksitoksin, silindrospermopsin; RBA ile analiz edilmis anatoksin
konsantrasyonlari

Toksin konsantrasyonlari

Ornekleme Noktasi Mikrosistin Anatoksin  Saksitoksin  Silindrospermopsin
ve Tarihi (ng gtkuru (ng gtkuru (nggltkuru (ng gtkuru
agirhk) agirhik) agirhk) agirhk)
23.06.2015
Nokta 1 6,82 TLA 0,0109 0,0076
Nokta 2 30 TLA 0,0019 0,0145
Nokta 4 0,97 TLA TLA 0,0115
10.07.2015
Nokta 3 0,30 TLA 0,0139 0,0089
22.07.2015
Nokta 1 100 TLA TLA 0,0163
Nokta 2 94 TLA TLA 0,0148
Nokta 3 99,39 TLA TLA 0,0093
Nokta 4 100 TLA TLA 0,0009
06.08.2015
Nokta 1 73 TLA TLA 0,0140
Nokta 2 220 TLA TLA 0,0140
Nokta 3 40 TLA TLA TLA
Nokta 4 71 TLA TLA 0,0110
20.08.2015
Nokta 1 158,16 TLA TLA 0,0079
Nokta 2 120 TLA TLA TLA
Nokta 3 269,73 TLA TLA 0,0076
Nokta 4 494,94 TLA TLA 0,0076
03.09.2015
Nokta 1 110 TLA TLA 0,0124
Nokta 2 97 TLA TLA 0,0117
Nokta 3 208,01 TLA TLA 0,0159
Nokta 4 459,25 TLA TLA 0,0108

2015 yilina ait su kolonu ve plankton ¢ekimi 6rneklerinin verileri incelendiginde, MC
disindaki toksinlerin (STX, CYN ve ATX-a) genellikle TLA’da veya tespit limit
degerlerine yakin diisiik degerlerde oldugu go6zlenmistir. Proje biitgesinin kisith

olmasindan dolay1 2016 yilina ait su kolonu ve plankton ¢ekimi 6rneklerinde ELISA ile
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sadece MC konsantrasyonlar1 belirlenmeye ¢alisilmistir (Cizelge 4.15). 2016 yilina ait 24
su kolonu 6rneginden 13 tanesi ELISA ile pozitif sonug¢ vermistir. MC degerlerinin 0,16
ng Ltile 1,37 ug L arasinda degistigi saptanmustir. 2016 yilinda su kolonundaki MC
degerlerinin, Haziran ayindan Temmuz sonuna kadar olan siirecte bir dnceki y1l ile benzer
degisim sergiledigi gozlenmistir. Haziran ayinda hi¢bir noktada MC tespit edilmemistir.
Temmuz ayindaki 6rneklerde ise MC sadece Nokta 2°de 0,23 pg L™ olarak saptanmustir.
Yaz sonu ve sonbahar basindaki aylara ait 6rneklerde ise 2015 yilindaki verilerle uyumlu
olarak golde tiim noktalarda MC saptanmistir. 2015 yilina benzer olarak, 01.08.2016
tarihli su kolonu &rneklerinde belirlenen en yiiksek deger, Nokta 4’te (0,83 ng L?)
Ol¢tilmiistiir. Uluabat Golii'nde Agustos basindaki ortalama MC seviyesi, 11.08.2016
tarihinde 1,3 katlik bir artis ile 0,77 pg L™V ye ulasnmustir. 09.09.2016 tarihinde ise
11.08.2016 tarihine gore biitiin noktalarda bir azalma gozlense de MC varligi tiim
noktalarda rapor edilmistir. Eyliil ayindaki su kolonu 6rneklerinin verilerine gore, gdldeki

ortalama MC 0,29+0,10 pg L™ seviyelerinde tespit edilmistir.

2016 yil1 plankton ¢ekimi Orneklerinin ELISA ile elde edilen MC degerleri, su kolonu
degerlerine gore oldukea yiiksek miktarlarda tespit edilmistir (Cizelge 4.15). 16.06.2016
tarihli arazinin Nokta 3 ve 4’teki plankton ¢ekimi orneklerinin MC konsantrasyonlari
sirasiyla 0,18 pg g? kuru agirlik ve 0,14 pg g kuru agirlik olarak saptanmustir.
30.06.2016 tarihinde ise Nokta 1’de MC konsantrasyonu 0,12 pg g™ kuru agirlik olarak
belirlenmis ve 2016 yilina ait 6rneklerde gbzlenen en diisiik deger olarak rapor edilmistir.
Bu tarihlerdeki ii¢ nokta disinda kalan biitiin 6rneklerde, MC ise tespit limitinin iistiinde

belirlenmistir.
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Cizelge 4.15. 2016 yilina ait plankton ¢ekimi ve su kolonu érneklerinde ELISA ile tayin
edilmis mikrosistin konsantrasyonlari

Plankton ¢ekimi Su kolonu
Ornekleme Noktasi ve Tarihi Mikrosistin konsantrasyonu mikrosistin konsantrasyonu
(ng g kuru agirhk) (ng L kuru agirhk)

16.06.2016

Nokta 1 > 0,75 TLA
Nokta 2 > 0,75 TLA
Nokta 3 0,18 TLA
Nokta 4 0,14 TLA
30.06.2016

Nokta 1 0,12 TLA
Nokta 2 > 0,75 TLA
Nokta 3 >0,75 TLA
Nokta 4 > 0,75 TLA
13.07.2016

Nokta 1 >0,75 TLA
Nokta 2 >0,75 0,23
Nokta 3 >0,75 TLA
Nokta 4 > 0,75 TLA
01.08.2016

Nokta 1 > 0,75 0,24
Nokta 2 > 0,75 0,77
Nokta 3 > 0,75 0,48
Nokta 4 >0,75 0,83
11.08.2016

Nokta 1 >0,75 0,50
Nokta 2 >0,75 1,37
Nokta 3 >0,75 0,64
Nokta 4 > 0,75 0,56
09.09.2016

Nokta 1 > 0,75 0,16
Nokta 2 > 0,75 0,39
Nokta 3 >0,75 0,26
Nokta 4 > 0,75 0,33

101



Proje biitgesi dahilinde, izole edilip monosiyanobakteriyel kiiltiirii olusturulan on susun
ELISA ve RBA analizi ile dort toksin agisindan taramasi yapilmistir. Analizlerde ilk
olarak suglara ait kiltiir orneklerinin yas agirliklar1 kullanilmis, sonrasinda toksin
acisindan pozitif oldugu diisiiniilen kiltiir 6rneklerinin, tekrar kuru agirliklarina gore
ELISA analizi yapilmigtir. ELISA ile elde edilen dort toksine ait birim kuru agirlik ve yas
agirliktaki konsantrasyonlar, Cizelge 4.16’da verilmistir. M. aeruginosa taksonuna ait
Sus 1 ve 3’te yiiksek miktarlarda MC varlig1 tespit edilmistir (sirasiyla 439,69 pug g kuru
agirhik ve 539,25 pug gt kuru agirhik). Diisiik konsantrasyonlarda da olsa MC saptanan
diger suslar ise C. issatschenkoi taksonuna ait Sus 9 ve 10’dur. Sus 9’da MC
konsantrasyonu 0,30 pg g kuru agirlik, Sus 10°da ise 0,10 pg g kuru agirliktir. Tespit
edilen en diisiik MC konsantrasyonu 0,04 pg g* kuru agirlik olup bu deger Sus 7°de
saptanmigtir. Kiiltlirii yapilan diger bes susta ise MC konsantrasyonlar1 TLA’da
belirlenmistir. Diger yandan kiiltiir 6rneklerinin higbirinde ATX-a ve CYN varligina
rastlanmamustir. ELISA STX verilerine gore ise STX; Sus 1°de 0,0004 pg g yas agirlik,
Sus 2’de 0,0018 ng g?' yas agrhk, Sus 3’te ise 0,0013 pg g yas agirhk
konsantrasyonlarinda 6l¢iilmiistiir. Bu degerler oldukga diisiiktiir. Bahsi gecen bu {i¢ sus

disindaki yedi susta ise STX tespit edilmemistir.

Cizelge 4.16. Kiiltiire alinan suglarin ELISA analizlerine gore mikrosistin, saksitoksin ve
silindrospermopsin; RBA analizine gore anatoksin konsantrasyonlar1 (*Kuru agirlikta
tespit edilen mikrosistin miktarlar1)

Siyanobakteri kiiltiirleri Mikrosistin  Anatoksin  Saksitoksin  Silindrospermopsin

(ngg™) (ngg?) (ngg?) (ngg?)
Sus 1 (M. aeruginosa) 439,69 * TLA 0,0004 TLA
Sus 2 (D. cf. sigmoideum  TLA TLA 0,0018 TLA
Sus 3 (M. aeruginosa) 539,25 * TLA 0,0013 TLA
Sus 4 (D. cf. sigmoideum) TLA TLA TLA TLA
Sus 5 (L. planctonica) TLA TLA TLA TLA
Sus 6 (D. ellipsoides) TLA TLA TLA TLA
Sus 7 (L. planctonica) 0,04 * TLA TLA TLA
Sus 8 (C. elenkinii) TLA TLA TLA TLA
Sus 9 (C. issatschenkoi) 0,30 * TLA TLA TLA
Sus 10 (C. issatschenkoi) 0,10 * TLA TLA TLA
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Orneklerde ELISA ile belirlenen yiiksek toksin degerleri, gdlde MC iireticilerinin
varligini géstermistir. Diger yandan ¢ok diisiik miktarlarda saptanan CYN, STX ve ATX-
a konsantrasyonlari, goélde bu toksinlere ait iireticilerin varhigin1 gosterebilecegi gibi
ELISA analizlerinde gézlenen yanlis-pozitif sonuglara da isaret edebilmektedir. ELISA
sonuglari, hatalar1 en aza indirgemek ve toksinlerin varligindan emin olmak igin genetik
analizlerle birlikte degerlendirilmistir. Sonrasinda genetik analizlerle de toksin genleri

saptanan 0rneklerden bazilar1 LC-MS/MS’e gonderilmistir.

4.4.2. LC-MS/MS analizleri

22.07.2015 tarihindeki Nokta 1 plankton cekimi 6rneginde ve Aquameb 24 M.
aeruginosa susunda kalibrasyon standartlar1 kullanilarak LC-MS/MS metodu ile toplam
on dort MC varyantt ve NOD-R’nin tespiti hedeflenmistir. Cizelge 4.17, LC-MS/MS
metodu ile bu iki drnekteki hedeflenen MC varyantlarini ve bu varyantlarin 6rneklerdeki
tespit edilen miktarlarmi pug g kuru agirlik cinsinden gdstermektedir. MC-LA, [D-
Leu']MC-LR ve NOD-R, hem kiiltiir hem de plankton ¢ekimi 6rneginde saptanmamustir.
Aquameb 24 susunda hedeflenmis dokuz MC varyant1 tespit edilmistir. Dokuz varyant
icinde MC-RR, -YR, -LR varyantlar1 digerlerine gore daha yiiksek konsantrasyonlarda
belirlenmistir (sirastyla 140 pg/g kuru agirhik, 140 pg g? kuru agirhk, 95 pg g kuru
agirlik). Aquameb 24 susunun izole edildigi nokta olan 22.07.2015 Nokta 1 plankton
cekimi orneginde de MC-LR, -RR, -YR varyantlar1 diger varyantlara gore daha yiiksek
konsantrasyonlarda saptanmis (sirasiyla 29 pg g kuru agirhik, 25 pg g kuru agirlik, 15
ng g7 kuru agirlik) olup bu drnekte toplam on iki MC varyant1 tespit edilmistir. MC-LR,
-RR, -YR varyantlarinin her iki 6rnekte de toplam MC konsantrasyonuna en biiyiik
katkiyr yaptig1 belirlenmistir. Bahsedilen varyantlar disinda hem plankton ¢ekimi
orneginde hem de Kkiiltiir 6rneginde [D-Asp’]JMC-RR, MC-HtyR, [D-Asp’]MC-LR,
[Dha’]MC-LR, MC-HilR, MC-WR varyantlar1 belirlenmistir. MC-LY, -LW, -LF
varyantlar ise 22.07.2015 Nokta 1 plankton ¢ekimi 6rneginde diisiik konsantrasyonlarda
tespit edilirken Aquameb 24 kiiltiir Orneginde bu varyantlarin mevcudiyetine

rastlanmamuistir.
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Cizelge 4.17. LC-MS/MS metodu ile hedeflenmis mikrosistinlerin analiz sonuglari
(Mikrosistin varyantlarinin konsantrasyonlar1 pg g kuru agirlik olarak verilmistir)

[D-Asp®] | MC-RR | MC-YR | MC-HtyR | MC-LR | [D-Asp®] | [Dha’]

MC-RR MC-LR | MC-LR
0,34 25 15 1,0 29 0,81 0,96
22.07.2015
Nokta 1 MC-HilR | MC'WR | MC-LA | MC-LY | MC-LW | MC-LF | [D-Leu]
MC-LR
0,69 16 TLA 0,13 0,24 0,14 TLA
[D-Asp’] | MC-RR | MC-YR | MC-HtyR | MC-LR | [D-Asp?] | [Dha’]
MC-RR MC-LR | MC-LR
Aguameb 24 7.2 140 140 07 95 6,7 18
MC-HilR | MC-WR | MC-LA | MC-LY | MC-LW | MC-LF | [D-Leu]
MC-LR
21 19 TLA TLA TLA TLA TLA

Analiz edilen 6rneklerde standartlar kullanilarak dogrulanan [D-Asp’]JMC-RR, [D-
Asp’]MC-LR, [Dha’]MC-LR varyantlari ile coklu desmetillenmis MC (dmMC)
varyantlar1 belirlenmistir. Aquameb 24 6rneginde ayrica dmMC-RR (0,3 pg g* kuru
agirhk), dmMC-LR (0,2 pg g kuru agirlik) denilen varsayilan tanimlanmamis
dmMC’ler gozlenmistir. Tespit edilmis varsayilan tanimlanmamis dmMC varyantlarinin

daha gelismis LC-HRMS metodlari ile de dogrulanmasi gerekmektedir.

LC-MS/MS analizi ile Aquameb 24 M. aeruginosa kiiltiiriinde tespit edilen MC’lerin
konsantrasyonu toplam 430 pg g*' kuru agirhik olarak belirlenmistir. Hedeflenen
varyantlar, ELISA analizi ile M. aeruginosa Aquameb 24 kiiltiiriinde tespit edilen toplam
MC’lerin % 98’ini olusturmustur. 22.07.2015 Nokta 1 plankton ¢ekimi 6rneginde ELISA
analizi ile belirlenen toplam MC konsantrasyonunun % 75’inden sorumlu olan
hedeflenmis MC varyantlarinin toplami, LC-MS/MS analizi sonucu 75 pg g kuru agirlik

olarak saptanmustir.
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4.5. Genetik ve Filogenetik Analizler

4.5.1. 16S rRNA ve toksin genlerinin belirlenmesi

2015-2016 yillarina ait plankton ¢ekimi ve su kolonu drneklerinde gergeklestirilen toksin
analizleri sonucu Uluabat Golii'nde MC varlig1 tespit edilmistir. Diger toksinler ise
orneklerde ya tespit edilmemis ya da ¢ok diisiik konsantrasyonlarda saptanmistir. Hassas
bir yontem olan PCR, toksin mevcudiyeti ¢ok diisiik oldugu i¢in toksin tespit edilemeyen
orneklerde gozden kagabilecek durumlari tespit etmede kullanilmigtir. Diger yandan
yapilan PCR’lar, diislik (tespit alt limitine yakin) ve yiiksek konsantrasyonlarda toksin
saptanan Ornekler i¢in ikinci bir analiz niteliginde yapilmistir. PCR’lar, 6rneklerde toksin
genlerinin hizlica taranmasi ve ELISA gibi analiz sonuglarinin dogrulanmasi i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Plankton ¢ekimi 6rneklerinde su kolonu 6rneklerine gore yiiksek
miktarlarda MC saptandigi i¢in PCR ile toksin genlerinin taramasi sadece plankton
cekimi orneklerinde gerceklestirilmistir. Bu amacla 2015 yilina ait 23, 2016 yilina ait 24
plankton ¢ekimi 6rneginin, toplam genomik DNA’lar1 izole edilmistir. Niikleik asitlerin
amplifikasyonu, organik veya inorganik pek c¢ok madde mevcudiyetinde inhibe
edilebildigi (Wilson 1997) icin Orneklerden izole edilen genomik DNA’larda, PCR
inhibitorlerinin varhigr veya yoklugunu test etmek amaciyla PCR ile 16S rRNA geni
belirlenmigtir. Sekil 4.10-4.13’te, 2015 ve 2016 yillarinin bazi arazi tarihlerinde farkl
ornekleme noktalarindan alinmis plankton ¢ekimi 6rneklerinde saptanmis 16S rRNA gen

fragmentlerinin agaroz jeldeki goriintiisii verilmistir.
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2000 b
1500 be

1000 be
750b¢

500 be

250b,
253b¢

Sekil 4.10. 2015 yilinin Temmuz ve Agustos aylarina ait plankton ¢ekimi 6rneklerinde
PCR ile amplifiye edilmis 1470 b¢ uzunlugundaki 16S rRNA genlerinin agaroz jeldeki
goriintlisii (PCR iiriinlerinin boyutlarini belirlemek i¢in 1 kb DNA markoéri kullanilmistir.
bg, baz ¢ifti)

2000 e
1500 bg

1000 he
750b¢

500 be

250bg,
253h¢

Sekil 4.11. 2015 yilinin Agustos ve Eyliil aylarina ait plankton ¢ekimi 6rneklerinde PCR
ile amplifiye edilmis 1470 b¢ uzunlugundaki 16S rRNA genlerinin agaroz jeldeki
goriintiisti (PCR {irlinlerinin boyutlarini belirlemek i¢in 1 kb DNA markori, negatif
kontrol i¢in ultra saf su kullanilmistir. bg, baz ¢ifti)
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2000 bg—>

1500 bg—>
1000 bg—>

750b¢ —>
500 bg —>

250be. __
253h¢

Sekil 4.12. 2016 yilinin Haziran ve Temmuz aylarina ait plankton ¢ekimi 6rneklerinde
PCR ile amplifiye edilmis 1470 b¢ uzunlugundaki 16S rRNA genlerinin agaroz jeldeki
goriintiisti (PCR {irlinlerinin boyutlarint belirlemek i¢in 1 kb DNA markori, negatif
kontrol i¢in ultra saf su kullanilmistir. bg, baz ¢ifti)

1500 be
1000 bg

500 be
400 be
300 be
200 bg
100 be

Sekil 4.13. 2016 yilinin Agustos ve Eyliil aylarina ait plankton ¢ekimi 6rneklerinde PCR
ile amplifiye edilmis 1470 b¢ uzunlugundaki 16S rRNA genlerinin agaroz jeldeki
goriintiisti (PCR driinlerinin boyutlarin1 belirlemek i¢in 100 b¢ DNA markori, negatif
kontrol i¢in ultra saf su kullanilmistir. bg, baz ¢ifti)
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Orneklerde amplifiye edilen 16S rRNA gen bolgesi yaklasik 1500 bg uzunlugundadir.
2015 yilina ait 6rneklerin tamaminda (Cizelge 4.18), 2016 yilina ait 6rneklerin ise ikisi
hari¢ yirmi iki tanesinde (Cizelge 4.19) 16S rRNA gen bolgesi saptanmistir. 16S rRNA
gen bolgesinin mevcudiyeti, o noktadaki siyanobakteri varligin1 gostermekte ve PCR’1
engelleyecek miktarda inhibitor olmadigini isaret etmektedir. Diger yandan 16.06.2016
tarihinde Nokta 3 ve 4’te bu genin saptanmamasi, bu iki 6rnekte PCR inhibitorlerinin

oldugunu diistindiirmiistiir.

Cizelge 4.18. 2015 yilina ait plankton ¢ekimi 6rneklerinde 16S rRNA, mcyA, cyrC, sxtA
ve anaC genlerinin taranmast

. 16S rRNA mcyA SXtA cyrC anaC
Arazitarihi Nokta

geni geni geni geni geni
23.06.2015 1 + + - - -
2 + + - - -
4 + + - - -
10.07.2015 1 + - - - -
2 + + - - -
3 + - - - -
4 + - - - -
22.07.2015 1 + + - - -
2 + + - - -
3 + + - - -
4 + + - - -
06.08.2015 1 + + - - -
2 + + - - -
3 + + - - -
4 + + - - -
20.08.2015 1 + - - - -
2 + + - - -
3 + + - - -
4 + + - - -
03.09.2015 1 + + - - -
2 + + - - -
3 + + - - -
4 + + - - -

2015-2016 yillarma ait plankton ¢ekimi 6rneklerinde 16S rRNA gen bolgesinden bagka
PCR ile mcyA, sxtA, cyrC ve anaC gen bolgelerinin varligi veya yoklugu belirlenmistir
(Cizelge 4.18 ve 4.19). MC sentezinden sorumlu mcyA geni 2015 yilinda on dokuz, 2016
yilinda yirmi plankton ¢ekimi drneginde tespit edilmistir. 2015 yilindaki bazi plankton
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cekimi 6rneklerine ait amplifiye edilen mcyA geninin agaroz jeldeki goriiniimi Sekil 4.14
ve 4.15’te verilmistir. Diger yandan higbir drnekte ATX-a, CYN ve STX genleri

belirlenmemistir.

Cizelge 4.19. 2016 yilina ait plankton ¢ekimi 6rneklerinde 16S rRNA, mcyA, cyrC, sxtA
ve anaC genlerinin taranmasi

Arazitarihi Nokta 16SrRNA geni mcyAgeni sxtAgeni cyrCgeni anaC geni

16.06.2016 1 + - - - -
2 + + - - -
3 - - - - -
4 - - - - -
30.06.2016 1 + - - - -
2 + + - - -
3 + + - - -
4 + + - - -
13.07.2016 1 + + - - -
2 + + - - -
3 + + - - -
4 + + - - -
01.08.2016 1 + + - - -
2 + + - - -
3 + + - - -
4 + + - - -
11.08.2016 1 + + - - -
2 + + - - -
3 + + - - -
4 + + - - -
09.09.2016 1 + + - - -
2 + + - - -
3 + + - - -
4 + + - - -

Yapilan tez ¢alismasi kapsaminda, 2015 yilinda toplanan plankton ¢ekimi 6rneklerinden
on dort tanesinde, MC sentezinden sorumlu bir diger gen bolgesi olan mcyE geninin
varlig1 veya yoklugu arastirtlmistir. MCyE gen bolgesinin amplifiye edilmesi i¢in hem
genel primerler hem de Microcystis, Planktothrix ve Anabaena/Dolichospermum
taksonlarma 6zgii primerler kullanilmigtir. MCYE gen bolgesine 6zgili genel primerler ile
yapilan PCR sonuglarinda, on dort 6rnegin on biri mcyE geni i¢in pozitif sonug vermistir.
Microcystis’e 6zgii primerler ile yapilan PCR sonuglarina gore ise on {i¢ 6rnekte mcyE
gen bolgesi saptanmigtir. 22.07.2015 tarihli Nokta 1 ve 20.08.2015 tarihli Nokta 2
orneklerinde, mcyE geninin saptanmasi ic¢in genel primerlere gére Microcystis’e 6zgii
primerler daha iyi sonug¢ vermistir. Diger yandan Planktothrix’e ve

Anabaena/Dolichospermum’a ozgii primer ¢iftleri ile yapilan PCR analizlerinin
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hi¢birinde, mcyE genine ait amplikonlar tespit edilmemistir (Cizelge 4.20). Sekil 4.16 ve

4.17°de on dort plankton ¢ekimi 6rneginde genel ve Microcystis’e 6zgii primerlerle elde

edilen PCR iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.14. 2015 yilina ait baz1 plankton ¢ekimi 6rneklerinde PCR sonucu elde edilen
mcyA geni amplifikasyon iirlinlerinin agaroz jeldeki goriintlisii (PCR {iriinlerinin
boyutlarini belirlemek igin 1 kb DNA markorii kullanilmistir. bg, baz ¢ifti)

2000 be
1500 bg
1000 be

750bg

500 bg

250,
253b¢

Sekil 4.15. 2016 yilina ait baz1 plankton ¢ekimi 6rneklerinde PCR sonucu elde edilen
mcyA geni amplifikasyon iriinlerinin agaroz jeldeki goriintisii (PCR firiinlerinin
boyutlarini belirlemek i¢in 1 kb DNA markorii kullanilmistir. bg, baz ¢ifti)
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Sekil 4.16. 2015 yilina ait 14 plankton ¢ekimi drneginde mcyE gen bdlgesine 6zgii genel
primerler ile elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii (PCR
iriinlerinin boyutlarini belirlemek i¢in 100-1500 b¢ DNA markdrii, negatif kontrol i¢in
ultra saf su kullanilmistir. b, baz ¢ifti)

1500 bg—>

1000 b —>
800 b¢ —

600 bg —>
500 b¢ —>
400 bg —>

300 bg —>
200 b >
100 bg —>

Sekil 4.17. 2015 yilina ait baz1 plankton ¢ekimi drneklerinde mcyE geni amplifikasyon
sonuglart (Amplifiye edilmis 800 bg’lik iirlinler genel primerler ile 250 bg¢’lik iiriinler
Microcystis’e 6zgii primerler ile yapilan PCR sonuglarma aittir. PCR diriinlerinin
boyutlarini belirlemek i¢in 100-1500 b¢ DNA markoérii, negatif kontrol igin ultra saf su
kullanilmistir. bg, baz gifti)
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Cizelge 4.20. Genel ve cinse 6zgli primerler ile 2015 yilina ait bazi plankton ¢ekimi
orneklerinde mcyE gen bolgesinin taranmasi

Arazi Nokta mcyE mcyE- mcyE- mcyE-
Tarihi Microcystis  Planktothrix  Anabaena/Dolichospermum
23.06.2015 N1 + + - -
N2 + + - -
N4 + + - -
10.07.2015 N3 - - - -
22.07.2015 N1 - + - -
N2 + + - -
N4 + + - -
06.08.2015 N1 + + - -
N2 + + - -
N3 + + - -
N4 + + - -
20.08.2015 N2 - + - -
03.09.2015 N1 + + - -
N2 + + - -

Plankton ¢ekimi O6rneklerinden baska, Uluabat Golii’'nden izole edilen on sekiz susta da
PCR ile oncelikle 16S rRNA gen bolgelerinin varligi tespit edilmis, sonrasinda ise bu
suslardaki toksin genlerine ait bolgelerin taramasi yapilmistir (Cizelge 4.21). Suslarin
tamaminda 16S rRNA gen bolgesinin varligini gosteren 1470 bg’lik gen pargalari agaroz
jelde gorintiilenmistir (Sekil 4.18 ve 4.19). Boylelikle hem yapilan PCR’larin inhibisyon
olmadan ¢alistig1, hem de izole edilen suslarin siyanobakteri oldugu dogrulanmistir. Proje
biit¢esi dahilinde, farkli suslara ait 16S rRNA genine ait bantlarin bazilar1 agaroz jelden
ekstrakte edilip saflastirllmis ve molekiiler karakterizasyon icin dizilemeye
gonderilmigtir. Diger taraftan on sekiz susta yedi farkli primer ¢ifti ile yedi farkli toksin
geninin PCR ile varlig1 veya yoklugu arastirilmistir. Izole edilen suslarin higbirinde; STX
sentezinde rol alan sxtA veya sxtG geni, CYN sentezinde rol alan cyrC veya cyrB geni ve

ATX iiretiminde gorevli anaC geni tespit edilmemistir (Cizelge 4.21).
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1500 bg—>|
1000 bg—s

500 b¢ —>
400 b¢ —>|

300 b —>
200bg —>

100 be —>

Sekil 4.18. izole edilen suslarmn 1470 b¢ uzunlugundaki 16S rRNA gen parcalarinin
agaroz jeldeki gorintiisii (Sus 1-9) (PCR iriinlerinin boyutlarini belirlemek i¢in 100 bg
DNA markorii, negatif kontrol i¢in ultra saf su kullanilmistir. bg, baz ¢ifti)

5
&
¥
d
&

Sekil 4.19. izole edilen suslarm 1470 bg uzunlugundaki 16S rRNA gen pargalarinin
agaroz jeldeki gortintiisii (Sus 10-18) (PCR {irtinlerinin boyutlarini belirlemek i¢in 100 bg
DNA markorii, negatif kontrol i¢in ultra saf su kullanilmistir. bg, baz ¢ifti)
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Cizelge 4.21. izole edilen suslarda PCR ile belirlenen 16S rRNA, mikrosistin,
saksitoksin, silindrospermopsin ve anatoksin genleri

Izole edilen Sus 16S rRNA McyA McyB SxtA SxtG CyrC CyrB AnaC

Sus 1 + + + - - - - -
Sus 2 + - - - - - - -
Sus 3 + + + - - - - -
Sus 4 + - - - - - - -
Sus 5 + - - - - - - -
Sus 6 + - - - - - - -
Sus 7 + - - - - - - -
Sus 8 + - - - - - - -
Sus 9 + - - - - - - -
Sus 10 + - - - - - - -
Sus 11 + - - - - - - -
Sus 12 + - - - - - - -
Sus 13 + - - - - - - -
Sus 14 + - - - - - - -
Sus 15 + + + - - - - -
Sus 16 + - - - - - - -
Sus 17 + + + - - - - -
Sus 18 + + + - - - - -

MC sentezinde sorumlu genlerden mcyA ve mcyB genleri ise izole edilen suslarin besinde
PCR sonucu saptanmistir. MC genlerine sahip olan suslardan iicli (Sus 1, 3 ve 15) M.
aeruginosa taksonuna ait iken diger ikisi A. grevillei ve M. smithii taksonlarina aittir
(swrastyla Sus 17 ve 18). PCR sonucu MC genlerini tagiyan suslara ait agaroz jel
goriintiileri Sekil 4.20 ve 4.21°de verilmistir. MCYA genini tasiyan susun ayni zamanda
mcyB genini de tagidigi belirlenmistir. Sus 1’e ait mcyA geni, agaroz jelden izole edilip

saflastirilmis ve dizilemeye gonderilmistir.
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1500 h¢—>
1000 h¢—>

500 bg —>
400 b¢ —>
300 be —>
200 by —>
100 by —>

Sekil 4.20. Izole edilen suslarmn bazilarinda PCR sonucu elde edilen mcyA geni
amplifikasyon {riinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii (PCR {iriinlerinin boyutlarini
belirlemek i¢in 100 b¢ DNA markorii, negatif kontrol i¢in ultra saf su kullanilmistir. bg,
baz ¢ifti)

1500 be
1000 bg

500 be
400 b¢
300 be
200 be
100 be

Sekil 4.21. Izole edilen suslarin bazilarinda PCR sonucu elde edilen mcyB geni
amplifikasyon {riinlerinin agaroz jeldeki goriintiisii (PCR {iriinlerinin boyutlarini
belirlemek icin 100 b¢ DNA markorii, negatif kontrol icin ultra saf su kullanilmistir. bg,
baz cifti)
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4.5.2. Tzole edilen suslarin 16S rRNA genine dayal filogenetik analizleri

Uluabat Go6lii’'nden izole edilen dokuz siyanobakteri susunun 16S rRNA genine dayali
filogenetik agaclar1 asagida gosterilmektedir (Sekil 4.22 ve 4.23). Sekil 4.22°de,
filogenetik iligkiler NJ yontemi (Saitou ve Nei 1987) ile hesaplanmigtir (Tamura ve ark.
2004). Sekil 4.23’de ise izole edilen siyanobakteri suslarinin 16S rRNA genine dayali
filogenetik iligkilerini gosteren aga¢, ML yontemi ile Kimura 2-parametre modeli
kullanilarak belirlenmistir (Kimura 1980). NJ ve ML yontemleri ile olusturulan agaglar,
birbirine benzer sonuglar vermistir. Filogenetik analizler ile izole edilen suslarin 16S

rRNA gen dizileri diinyadaki diger tiirlerin dizileri ile karsilagtirilmigtir.

Uluabat Golii’'nden izole edilen Aquameb 24 ve 25 suslarinin dizileri birbirine % 100
benzerlik gostermigtir. 16S rRNA gen dizi analizlerine goére bu iki susun dizileri,
diinyadaki diger M. aeruginosa suslariyla % 95-100 oranlarinda niikleotid benzerligi
gostererek beraber gruplanmistir. Aquameb 27 ve 28 suslar1 ise L. planctonica ve L.
redekei taksonlartyla benzerlik gostererek beraber gruplanmustir (sirastyla % 99-100, %
99 benzerlik). Ayn1 sekilde Aquameb 30 (S. aphanizomenoides), Aquameb 23 ve 26 (C.
issatschenkoi) suslari da % 99 ile % 100 benzerlik oraniyla filogenetik agagta diinyadaki
benzer tiirlerle birlikte gruplanmistir. Aquameb 29 ve 31 suslar1 ise Calothrix sp.
taksonlariyla birlikte kiimelenmistir. Her iki sus da Calothrix sp. taksonlarina % 95-100
benzerlik gostermistir. Gen bankasinda Calothrix cinslerine ait gen bilgileri kisitli oldugu
icin 16S rRNA filogenetik agacina dayali olarak Calothrix suslarinda tiir ayrimina
gidilememistir. Aquameb 27 ve 28 suslar1 da filogenetik agaglarda L. redekei ve L.
planctonica taksonlariyla birlikte gruplandigi i¢in bu suslarda da 16S rRNA genine dayali
tiir ayrimina gidilememis, Aquameb 27 ve 28 suslar1 genetik olarak Limnothrix sp. olarak

tanimlanmaistir.
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561 Sphaerospermopsis aphanizomenoides AQUAMEB30
55 | Sphaerospermopsis aphanizomenoides AB2011/08 LN846945
74 |- Sphaerospermopsis aphanizomenoides AB2011/04 LN846943
Sphaerospermopsis sp. CHAB4401 KT583655
1001 1 Sphaerospermopsis kisseleviana NIES-73 AP018314
721 Sphaerospermopsis sp. CHAB4402 KT583656
| Sphaerospermopsis aphanizomenoides 09-03 JQ23777
Cuspidothrix issatschenkoi D4 FJ424559
00 Cuspidothrix sp. NIES-3731 LC037451
92 Cuspidothrix issatschenkoi AB2008/76 FN869883
Cuspidothrix issatschenkoi AQUAMEB23 26
Cuspidothrix issatschenkoi SP34 FN689798

98 Cylindrospermum muscicola SAG44.79 clone operon2 KF111151
5?I_astoc sp. Lukesova 5/96 AM711546
Aphanizomenon gracile NIVA-CYA678 HG917863

Calothrix sp. CAL3363 AM230684
— Calothrix sp AQUAMEB29 31
Calothrix sp. XP11C AM230698
Calothrix sp. BECID26 AM230695

75 j Calothrix sp. BECID9 AM230688

55 Calothrix sp. AHLA9 AM230694
Cyanobium sp. CZS 48K KY379889
— Limnothrix redekei PMC272.06 GQ859647
- Limnothrix redekei LMECYA 145 EU078512
Limnothrix redekei ENCB-PO07 GU903499
Limnothrix sp AQUAMEB27 28
Limnothrix planktonica CHAB753 JQ004023
- Limnothrix planktonica KLL-CO001 clone a KP726241
[ Limnothrix planktonica CHAB709 JQ004021

Limnothrix planktonica KLL-C001 clone ¢ KP726239
Leptolyngbya frigida ANT.L53B.1 AY493608
Microcystis wesenbergii NIES-107 U40333
Microcystis sp. CENA133 KP835536
Microcystis aeruginosa AQUAMEB24 25
Microcystis aeruginosa HUW 226 DQ460704
Microcystis aeruginosa NPLJ-4 JQ771624

Microcystis aeruginosa PCC7820 U40339
Microcystis sp. AWT139 U40331

‘|7 Microcystis aeruginosa PCC 7941 U40340
56 Microcystis aeruginosa NIES-98 U40337

98

76

Sekil 4.22. Izole edilen suslarin neighbor-joining yéntemi ile olusturulan 16S rRNA
genine dayali filogenetik agaci
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Sphaerospermopsis sp. CHAB4401 KT583655
2 Sphaerospermopsis sp. CHAB4402 KT583656
Sphaerospermopsis kisseleviana NIES-73 AP018314
1 Sphaerospermopsis aphanizomenoides AQUAMEB30
100 | | Sphaerospermopsis aphanizomenoides AB2011/04 LN846943
Sphaerospermopsis aphanizomenoides AB2011/08 LN846945
73 Sphaerospermopsis aphanizomenoides 09-03 JQ23777
Cuspidothrix issatschenkoi D4 FJ424559
Cuspidothrix issatschenkoi AB2008/76 FN869883
100 | Cuspidothrix sp. NIES-3731 LC037451
Cuspidothrix issatschenkoi AQUAMEB23 26
Cuspidothrix issatschenkoi SP34 FN689798
78 ——— Aphanizomenon gracile NIVA-CYA678 HG917863
Nostoc sp. Lukesova 5/96 AM711546
97 —— Cylindrospermum muscicola SAG44.79 clone operon2 KF111151
— Calothrix sp. CAL3363 AM230684

Calothrix sp AQUAMEB29 31
8 Calothrix sp. BECID9 AM230688
99 Calothrix sp. XP11C AM230698
62 99 |- Calothrix sp. BECID26 AM230695
Calothrix sp. AHLA9 AM230694

Microcystis wesenbergii NIES-107 U40333
Microcystis aeruginosa AQUAMEB?24 25
Microcystis aeruginosa HUW 226 DQ460704
Microcystis sp. CENA133 KP835536
Microcystis aeruginosa NPLJ-4 JQ771624
Microcystis aeruginosa PCC 7941 U40340
Microcystis aeruginosa NIES-98 U40337
Microcystis sp. AWT139 U40331
Microcystis aeruginosa PCC7820 U40339
Leptolyngbya frigida ANT.L53B.1 AY493608
Cyanobium sp. CZS 48K KY379889
Limnothrix redekei PMC272.06 GQ859647
83 - Limnothrix redekei ENCB-PO07 GU903499
- Limnothrix redekei LMECYA 145 EUQ078512
- Limnothrix planktonica KLL-C001 clone a KP726241
Limnothrix sp AQUAMEB27 28
- Limnothrix planktonica KLL-CO001 clone ¢ KP726239
- Limnothrix planktonica CHAB709 JQ004021
Limnothrix planktonica CHAB753 JQ004023

100

95

A
0.02

Sekil 4.23. izole edilen suslarin maximum likelihood yontemi ile olusturulan 16S rRNA
genine dayali filogenetik agaci

118



4.5.3. Uluabat Gélii plankton ¢ekimi 6rneklerinden klonlanan mcyA dizilerinin

filogenetik analizleri

Uluabat Golii’ndeki potansiyel MC iireticilerini saptamak i¢in on ii¢ plankton ¢ekimi
orneginden kirk bir mcyA klonu dizilenmistir. Nokta 2’ye ait 22.07.2015 ve 03.09.2015
tarihli 6rneklerden elde edilen iki dizi, dizilerinin son kisimlarina yakin bir yerde 11 b¢’lik
insersiyona (ACAGTAGCGAC) sahip oldugu icin filogenetik agaca katilmamistir. Bu
insersiyonun, bir nonfonksiyonel mcyA epimerizasyon domainine neden olabilen bir
cerceve kaymasi mutasyonuna neden oldugu diisiiniilmektedir. Insersiyon baz dizisi
dikkate alinmazsa bu iki 6rnege ait klon dizisinin geri kalan kisimlari, klonlanan diger
dizilere % 97,5 - % 99,5 arasinda benzerlik gostermistir. Bu iki diziye ilaveten 23.06.2015
Nokta 2’den klonlanan bir dizinin ise G-A siibstitlisyonu nedeniyle, dizinin bagina yakin
bir yerde erken bir stop (durdurma) kodonuna sahip oldugu gozlenmistir. Bu klonun
niikleotit dizisi, diger klon dizilerine % 98'in lizerinde benzerlik gostermistir. Sonugta bu
tic dizi fonksiyonel olmayan proteinleri kodlayabilecekleri i¢in filogenetik analizlere
dahil edilmemistir. Filogenetik agaglarda kullanilan otuz sekiz mcyA Klon dizisi; en
yiiksek % 99,9, en diisiikk % 97,3 oraninda niikleotid benzerligi gostermistir. Ortalama

niikleotid benzerligi ise % 98,8 olarak saptanmistir.

Hizalama, plankton ¢ekimlerinden elde edilen klon dizileri ve on alti Microcystis mcyA
dizisi kullanilarak yapilmistir. BLAST sonuglarina gore, Microcystis disindaki diger
taksonlar, klon dizilerine Microcystis taksonlarina ait mcyA dizilerine gore daha az
benzerlik gosterdigi i¢in hizalamaya katilmamistir. Diger yandan otuz sekiz klon dizisi,
Microcystis taksonlarma ait mcyA dizilerine % 95,3’in iizerinde niikleotid benzerligi
gostermigtir. Klon ve Microcystis mcyA dizileri, ortalama % 98,3 niikleotid benzerligi
gostermistir. Bu diziler arasinda ikili (pairwise) niikleotid benzerligi ise % 95,3 ile % 99,9

arasinda degismistir.

Uluabat Golii plankton ¢ekimi Orneklerinden elde edilen mcyA klonu dizilerinin

filogenetik agaclar1 NJ (Sekil 4.24) ve ML (Sekil 4.25) yontemleri ile olusturulmustur.
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03 09 15 Noktal klon2
06 08 15 Nokta4 klon4
— 03 09 15 Noktal klon3
—— 06 08 15 Nokta3 klon4
— 23 06 15 Noktal klon2
06 08 15 Nokta4 klon5
— 06 08 15 Nokta2 klon4
— 03 09 15 Noktal klonl
— 06 08 15 Nokta4 klon1
— 06 08 15 Nokta3 klon1l
06 08 15 Nokta4 klon2
23 06 15 Nokta4 klonl
03 09 15 Noktal klon4
23 06 15 Nokta2 klon3
20 08 15 Nokta2 klon2
06 08 15 Noktal klonl
23 06 15 Nokta2 klonl
06 08 15 Nokta2 klon1 23 06 15 Nokta2 klon5
—— M. aeruginosa KW mcyA MVGR01000006
20 08 15 Nokta2 klon1 20 08 15 Nokta2 klon4
— 22 07 15 Nokta2 klon5

22 07 15 Nokta2 klonl 22 07 15 Nokta2 klon3
—|:|_7 06 08 15 Nokta2 klon3
81 20 08 15 Nokta2 klon3

— 23 06 15 Nokta2 klon2
— 20 08 15 Nokta2 klon5
— 06 08 15 Noktal klon2
22 07 15 Nokta2 klon4
23 06 15 Noktal klonl
06 08 15 Nokta3 klon3
54 06 08 15 Nokta4 klon3
06 08 15 Nokta3 klon2
M. aeruginosa 9809 mcyA CA1001000244
22 07 15 Nokta4 klon2
22 07 15 Noktal klonl
22 07 15 Nokta4 klonl
06 08 15 Nokta2 klon2
——— M. aeruginosa NIES-88 mcyA JXYX01000004
— M. aeruginosa 7941 mcyA CAIK01000127
M. aeruginosa UV027 mcyA AF458094
M. aeruginosa NIES-843 mcyA AP009552
M. aeruginosa NIES-298 mcyA BEYQ01000002
M. aeruginosa K139 mcyA AB019578
M. aeruginosa 9808 mcyA CAIN01000141
M. aeruginosa SPC777 mcyA ASZQ01000275
M. panniformis FACHB-1757 mcyA CP011339
100 —— M. aeruginosa NPLJ-4 mcyA JQ771629
L— Microcystis sp. RST 9501 mcyA JQ771630

96 M. aeruginosa 9443 mcyA CC102395
ﬂruginosa 9807 mcyA CAIMO01000217
89 M. aeruginosa PCC 7806 mcyA AF183408

67

65

0.005
Sekil 4.24. Uluabat Golii plankton ¢ekimi orneklerinden elde edilen mcyA klonu

dizilerinin, Microcystis taksonlarina ait mcyA dizileriyle filogenetik iliskilerini gésteren
NJ agaci
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— 06 08 15 Nokta4 klonl
— 23 06 15 Noktal klon2
06 08 15 Nokta4 klon4
— 06 08 15 Nokta2 klon4
——— 06 08 15 Nokta4 klon5
03 09 15 Noktal klon2
—— 06 08 15 Nokta3 klon4
— 03 09 15 Noktal klonl
— 03 09 15 Noktal klon3
23 06 15 Nokta4 klon1
—— 06 08 15 Nokta3 klon1
——— 06 08 15 Nokta4 klon2
20 08 15 Nokta2 klon2
_I_—O309 15 Noktal klon4
23 06 15 Nokta2 klon3
06 08 15 Nokta2 klon1 23 06 15 Nokta2 klon5
—— M. aeruginosa KW mcyA MVGR01000006
——— 23 06 15 Nokta2 klonl
_ ——— 06 08 15 Noktal klon1l
20 08 15 Nokta2 klon1 20 08 15 Nokta2 klon4
— 22 07 15 Nokta2 klon5

22 07 15 Nokta2 klon1 22 07 15 Nokta2 klon3
—|:|_7 06 08 15 Nokta2 klon3
g5 — 20 08 15 Nokta2 klon3

06 08 15 Nokta2 klon2
59 —— 20 08 15 Nokta2 klon5

L— 23 06 15 Nokta2 klon2

06 08 15 Noktal klon2

22 07 15 Nokta2 klon4

— 23 06 15 Noktal klonl
— 06 08 15 Nokta4 klon3
06 08 15 Nokta3 klon2

06 08 15 Nokta3 klon3

22 07 15 Noktal klonl
M. aeruginosa 9809 mcyA CA1001000244
22 07 15 Nokta4 klonl
22 07 15 Nokta4 klon2
—— M. aeruginosa NIES-88 mcyA JXYX01000004
— M. aeruginosa UV027 mcyA AF458094
M. aeruginosa NIES-843 mcyA AP009552
M. aeruginosa 7941 mcyA CAI1K01000127
M. aeruginosa K139 mcyA AB019578
M. aeruginosa NIES-298 mcyA BEYQ01000002
M. aeruginosa 9808 mcyA CAIN01000141
M. aeruginosa SPC777 mcyA ASZQ01000275
M. panniformis FACHB-1757 mcyA CP011339

100 ——— M. aeruginosa NPLJ-4 mcyA JQ771629
- Microcystis sp. RST 9501 mcyA JQ771630
M. aeruginosa 9443 mcyA CCI102395
ﬂ aeruginosa 9807 mcyA CAIM01000217
94 M. aeruginosa PCC 7806 mcyA AF183408

66

51

97

0.005

Sekil 4.25. Uluabat Golii plankton ¢ekimi orneklerinden elde edilen mcyA klonu
dizilerinin, Microcystis taksonlarina ait mcyA dizileriyle filogenetik iliskilerini gosteren
ML agaci
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ML ve NJ yontemlerine gore olusturulan filogenetik agaclar birbiriyle uyumlu sonuglar
vermistir. Uluabat Golii'nden elde edilen tiim mcyA klon dizileri, on bir Microcystis mcyA
epimerizasyon-domaini niikleotit dizileri ile birlikte kiimelenmistir. Kiimelenmeye
bakildiginda yiiksek bootstrap destegi gorilmiistiir (Sekil 4.25). Bu kiime igindeki
dallanma sirasi, diisiik bootstrap desteginden dolayr dikkate alinmamistir. On bir
Microcystis mcyA dizisine % 97,9’dan daha az benzerlige sahip olan diger bes Microcystis
mcyA niikleotid dizisi ise ortadan yiiksege kadar degisen bootstrap destegi ile bu gruptan
ayrilmstir.

Diger yandan Uluabat Golii’nden izole edilen M. aeruginosa Aquameb 24 izolatina ait
dizilenebilen mcyA niikleotid dizisi, plankton g¢ekimi Orneklerinden klonlanan mcyA
dizilerine gore yaklasik 150 bg¢ daha kisa oldugu i¢in filogenetik analizlere katilmamastir.
Diger yandan M. aeruginosa Aquameb 24 mcyA dizisi, diger dizilerle birlikte analiz
edildiginde, hem NJ hem de ML filogenetik agac¢larinda klon dizilerinin geri kalaniyla
kiimelenme gosterdikleri saptanmistir. Aquameb 24 izolatina ait mcyA dizisinin mcyA
klon dizilerine ikili benzerligi % 96,7 ile % 100 arasinda degisim gosterirken ortalama
niikleotid benzerligi % 98,7 olarak belirlenmistir. Klon ve Microcystis mcyA dizilerinin

ortalama niikleotid benzerligi ise % 97,5 olarak saptanmustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Dogal ve antropojenik kaynakli sera gazlarinin salinimi, 6zellikle sanayi devriminden
sonra atmosferde her gecen giin giderek artmaktadir. Atmosferik sera gazi
konsantrasyonlarinin yiikselmesi, 1880 yilindan bu yana ortalama kiiresel sicaklikta
yaklagik 0,8 °C’lik bir artisa neden olmustur. Kiiresel 1sinma son kirk yil boyunca, her on
yilda yaklasik 0,15-0,20 °C oraninda artarak hizlanmistir (Stocker ve ark. 2013, Scholz
ve ark. 2017). Giiniimiizde kiiresel 1sinma, iklim degisimi, kentsel, tarimsal ve endiistriyel
gelismeler; sularin sicakliginda (6zellikle de ylizey sularinin), su seviyelerinde, trofik
seviyede, atmosferik CO. seviyesinde ve sularin asidifikasyonunda artisa neden
olmaktadir. Bunlara ilaveten sulara asir1 niitrient girdisi, 6zellikle igsularda vertikal
tabakalagmanin artmasi1 ve tabakalagma siiresinin uzamasi, riizgar hareketlerinin
azalmasi, yaz siiresinin uzamasi, suyun viskozitesinin azalmasi, sucul ¢evrelerde
tuzlulugun artmasi gibi faktorler su kaynaklarinda primer tiretimi ve Otrofikasyonu
hizlandirmaktadir (Hutchinson 1957, Heisler ve ark. 2008, Paerl ve Huisman 2009, Merel
ve ark. 2013). Diger yandan siyanobakteriler, diinyada yaklasik 3,5 milyar yil 6nce ortaya
cikan (Tomitani ve ark. 2006) ve atmosferik oksijenin liretilmesinde dnemli bir yere sahip
olan, kutuplar gibi ¢ok soguk ortamlardan ¢6l gibi ¢cok sicak ortamlara kadar ¢ok farkl
habitatlara adapte olup yasayabilen canli grubudur (Pinckney ve Paerl 1998, Potts ve
Whitton 2000, Stomp ve ark. 2007). Siyanobakteriler; buyoyansi (Walsby 1975, Walsby
ve ark. 1997), atmosferik azotu fikse edebilme (Paerl 1990, Karl ve ark. 2002),
fotoinhibisyondan koruyan pigmentlere sahip olma ve yiiksek 151k yogunluklarinda
yasama (Paerl ve ark. 1983, Mur ve ark. 1999) gibi olaganiistii ekofizyolojik
adaptasyonlara sahiptirler (Huisman ve ark. 2005, Paerl ve Fulton 2006). Dolayisiyla
kiiresel iklim degisimi ve Otrofikasyonun etkilerine bagli olarak sularda olusan ortam
kosullar1 karsisinda siyanobakteriler, diger fitoplanktonik organizmalara gére avantajlara
sahip olduklar i¢in bu kosullar, daha ¢ok siyanobakterilerin gelismesini tesvik edici

nitelik sergilemektedir.
Siyanobakterilerin asir1 ¢ogalmasi, sularda tat ve koku problemlerine (Falconer 1999),

geceleri oksijenin agir1 tiiketimiyle balik 6liimlerine (Izaguirre ve Taylor 2004, Uwins ve

ark. 2007), sularin bulanik hale gelmesine (Scheffer 1998) neden olabilmektedir. Bunun
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yaninda bu organizmalar, irettikleri siyanotoksinler ile diger organizmalar ve tath su
ekosistemleri tlizerinde zararli etkilere sebep olabilmektedir (Codd 1995, Carmichael
2001, Chorus 2001). i¢gme suyu, balikgilik, tarimsal faaliyet veya rekreasyonel amaglarla
kullanilan sularin siyanobakterilerle kontamine olmasi ve bu sularla dogrudan veya
dolayli olarak cesitli sekillerde etkilesim sonucu pek ¢cok hayvanin veya insanin sagligi
etkilenmektedir (Carmichael 2001, Cox ve ark. 2003, Huisman ve ark. 2005, Koreiviene
ve Belous 2012, Merel ve ark. 2013). Siyanotoksinler, diinyanin ¢esitli bolgelerinde
hayvan ve insan zehirlenmesi ve 6limlerine neden oldugu icin (Pouria ve ark. 1998,
Kuiper-Goodman ve ark. 1999, Briand ve ark. 2003, Griffiths ve Saker 2003) son yirmi
yilda calismalar, bu organizmalarin {iretti§i zararli metabolitler lizerine odaklanmuistir.
Siyanobakterilerin asir1 ¢cogalmasi ve siyanotoksinler, ¢evresel sagligi ve halk sagligini

etkiledigi i¢in de her gecen giin arastirilmalari 6nem kazanmaktadir.

Antropojenik etkiler son yiizyilda diinya tizerinde pek ¢ok tatli su goliinde oldugu gibi
Uluabat G6li’niin 6trofikasyonunda da etkili olmustur (Scholz ve ark. 2017, Dalkiran ve
ark. 2006). Genellikle o6trofik tath sularda siyanobakteri ¢ogalmalari yaygin olarak
goriilmekte (Heisler ve ark. 2008, E1-Shehawy ve ark. 2012) ve siyanobakteriler dominant
organizma grubu haline gelmektedir (Fogg 1969, Huisman ve ark. 2005, Paerl ve Fulton
2006). Baz1 siyanobakterilerin asir1 ¢cogalmasi ve bunu takiben toksik bilesiklerin iiretimi,
diinyada bulunan bir¢ok 6trofikten hipertrofige kadar degisen gol, golet ve nehirde rapor
edilmistir (Rastogi ve ark. 2014). Degisik c¢alismalarda Uluabat Golii’nde toksin
olusturma potansiyeli olan tiirlerin ve siyanobakteri c¢ogalmalarinin saptanmasi
(Karacaoglu ve ark. 2004, Ulcay ve ark. 2010, Dalkiran ve ark. 2016a) nedeniyle bu tez
caligmasinda Uluabat Goli ayrintili bir sekilde toksik siyanobakteri ve siyanotoksinler

acisindan degerlendirilmeye ¢aligilmistir.

Otrofikasyon; sularin kalitesini, fiziksel ve kimyasal parametrelerini, sularda biyolojik
cesitliligi ve siiksesyonu etkileyen onemli bir problemdir. Bu durum, sinirlayici
niitrientlerin ~ belirlenmesi  ve  trofik durum indekslerinin  hesaplanmasiyla
degerlendirilebilir. Gollerde trofik seviyenin belirlenmesinde; klorofil-a, toplam azot,

toplam fosfor, seki diski derinligi gibi parametreler kullanilabilmektedir.
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S1g bir gol olan Uluabat Golii, atmosferik ve meteorolojik kosullardan kolayca etkilenen,
fiziksel kosullarin fitoplankton kompozisyonunu kolayca etkileyebildigi bir goldiir
(Karacaoglu ve ark. 2006). Yapilan doktora tez ¢alismasi kapsaminda Uluabat Gélii’nde,
2015 ve 2016 yillarina ait 6rnekleme noktalarinin derinliginde, genel olarak yaz basindan
sonbahara dogru bir azalma kaydedilmistir. Her iki y1lda da gol derinligindeki bu azalma,
en yiiksek derinlige sahip Nokta 2’de bile 6zellikle yaz aylarinin ortasindan itibaren
belirgin olarak gozlenmistir. Nokta 3’tin, 2015-2016 6rnekleme periyodunda noktalar
arasindaki en s1g nokta oldugu goriilmiistiir. Diger yandan dort noktada yapilan 6l¢timler
ile iki yila ait g6l derinlikleri karsilastirildiginda, 2016 yilinda bir 6nceki yila gore goldeki
su seviyesinde belirgin bir azalma kaydedilmistir. 2015 yilinda Uluabat Golii'nde
saptanan ortalama derinligin 2,1340,71 m iken 2016 yilinda 1,53+0,57 m’ye diistiigi
tespit edilmistir. Sonug olarak Uluabat G6lii’niin derinliginde; yaz mevsimindeki yiiksek
sicakliklara, asir1 buharlagsmaya, yagis miktarinda azalmalara, tarim arazileri i¢in gélden
cok fazla miktarda su g¢ekilmesine, Mustafakemalpasa Cay1 ile gole ulasan siispanse
sediment yiikiine bagli olarak azalmalar meydana geldigi diisiiniilmektedir (Dalkiran ve
ark. 2006). 2015 yilina gére 2016 yilindaki goliin su seviyesinde goriilen azalma hakkinda
halk ile yapilan goriismelerde, yerli halk tarafindan 2016 yilinda goéle su takviyesi
saglayan Ciarcik Baraji’ndan su aktariminin ¢ok az yapildig1 ve golden su ¢ikisinin ¢ok
fazla oldugu ifade edilmistir. Kazanci ve ark. (2004) da caligmalarinda, g6l icerisine
disaridan tasinan AKM’ler nedeniyle goldeki su derinliginin son yillarda énemli oranda
azaldigini, ozellikle yaz aylarinda derinligin 1 m’ye kadar diistiiglinti ifade etmislerdir.
Goliin sedimantasyonundaki baslica etken faktorlerden biri olan Mustafakemalpasa
Cayr’nin silispanse sediment yiikiiniin son otuz yilda 1 258 143 ton oldugunu, buna bagh
olarak da goldeki sedimantasyon oraninin yilda 0,44 cm’ye ulastigini belirtmislerdir
(Dalkiran ve ark. 2006). Nitekim yapilan tez ¢aligmasi verilerine gore de dort drnekleme
noktasi arasindaki en sig noktanin Nokta 3 olmasi, bu noktanin Mustafakemalpasa
Cayr’na yakin olmasindan kaynaklanabilir. Ayrica gol suyunun, Mustafakemalpasa
Ovast i¢in bir sulama kaynagi olarak kullanilmasinin da goéldeki su seviyesinin
azalmasinda etkili olan faktorlerden biri oldugu diisiiniilmektedir (Dalkiran ve ark. 2006).
Erdogan ve ark. (1999, 2000), sirasiyla 1998 ve 1999 yillarinda sulama amaciyla golden
19,37x108 m® ve 22,95x10° m? su cekildigini rapor etmislerdir.
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Sicaklik sucul ¢evrelerde viskoziteyi, yogunlugu, gazlarin sulardaki ¢oziiniirligiind,
enzimatik reaksiyonlar1 etkileyen dnemli degiskenlerden biridir. Sucul ekosistemlerde
her tiirlin en iyi sekilde yasayip gelisebildigi optimum bir sicaklik degeri bulunmaktadir.
Benzer sekilde kritik sicaklik degeri de ¢ogunlukla tiire 6zgili olup canlinin yasamini
etkileyen 6nemli bir fiziksel degiskendir. Ayn1 zamanda yapilan ¢aligmalarda sicakligin,
s1g gollerde 6nemli bir parametre oldugu belirtilmektedir (Liikanen ve ark. 2002, Xu ve
ark. 2012). Yapilan tez ¢alismasi kapsaminda 23 Haziran 2015 ile 9 Eyliil 2016 yillar
arasinda yapilan arazilerden elde edilen sicaklik degerleri, 6rnekleme noktalar1 arasinda
belirgin bir degisim olmadigini gostermistir. 2015 ve 2016 yilindaki ortalama sicaklik
degerleri sirasiyla 26,1+1,88 °C; 25,7+1,43 °C olarak belirlenmis olup, dort noktadaki
sicaklik degerleri aylara gore mevsimsel sicaklik degerleriyle paralel bir degisim
sergilemistir. En diisiik sicaklik degerleri, her iki yilda da Haziran aymin bagindaki
birbirine yakin arazi tarihlerinde Nokta 3’de 1 m’de belirlenmistir. Bu durumun
olugmasinda Nokta 3’iin, Uluabat Golii’ne su girisinin yapildig1 bolgeye yakin olmasi ve
mevsime bagli olarak sularin heniiz 1stnmamis olmasi etkili olmus olabilir. Diger yandan
en yiiksek sicaklik degerlerinin her iki yilda da mevsimsel sicakliklarin arttigi Agustos
aymin baslarinda birbirine yakin tarihlerde ve Nokta 4’te yiizeyde tespit edilmesi, bu
noktanin goliin kapali kisminda kalmasma baglh olarak goldeki suyun riizgar
hareketlerinden ¢ok fazla etkilenmemesine ve durgun bir su kiitlesinin olusmasina
baglanabilir. Ayrica sicakligin ve durgun hava sartlarinin da etkisiyle yiizeyde
fitoplanktonlarin yogun olarak artmasi, artan organik madde ve mikrobiyal faaliyetler;
sicaklik icin bir geri besleme (feedback) mekanizmasi olarak islev gormiis ve sicaklig
diger nokta ve derinliklere gore biraz daha artirmis olabilir. Katip ve Karaer (2011) de
Uluabat Golii’'nde Mayis 2008-Mayis 2009 arasinda yaptiklari calismada gélde en yliksek
sicaklik degerini 28,9 °C olarak tespit etmislerdir. Yaz boyunca sicakligin yiiksek
degerlerde kalmasini, buharlagsma faktoriine dayandirmislardir (Singh ve ark. 2008).
Elmac1 ve ark. (2010), 2003 Subat-2004 Ocak arasindaki periyotta yaptiklar1 calismada
sicakligin 6rnekleme noktalar1 arasinda belirgin bir degisim gostermedigini ve mevsimsel
degisimi takip ettigini belirtmislerdir. Ileri ve ark. (2014), Haziran 2008-Mayis 2009
arasinda Uluabat Goli’nde yaptiklar1 ¢calismada yaz aylarinda ortalama sicakligi 26,1 °C

olarak tespit etmisler ve mevsimlerin sicakligi etkiledigini ifade etmislerdir. Ayrica
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akimin diisiik oldugu goliin kapali kisminda bulunan istasyonlarda bulgularimiza benzer

sekilde yiiksek sicakliklar dlgmiislerdir.

EC, sularda toplam ¢oziinmiis madde miktar1 ve iyon sayisiyla ilgili bilgi veren bir
degiskendir (Unlii ve ark. 2008, Elmac1 ve ark. 2010). Yapilan ¢alismada 2015 yilinda
ortalama EC degeri 612,5+58,93 uS cm?; 2016 yilinda 665+37,8 pS cm™ olarak
belirlenmistir. Uluabat GoOli’'niin hem 2015 hem de 2016 yillarinda saptanan EC
degerleri, Yeriistii Su Kalitesi Yonetmeligi (YSKY) kriterlerine gore incelendiginde dort
noktadaki biitlin arazi tarihlerinde ve derinliklerinde goliin II. Sinif su kalitesinde oldugu
tespit edilmistir (Anonim 2016b). Tuzluluk, tath sularda 6nemli bir degisken olmamakla
birlikte EC ile arasinda bir iliski bulunmaktadir. Her iki y1l boyunca yapilan arazilerde
tuzluluk degerlerinin, derinliklere ve noktalara bagli olarak ¢cok degisim gostermedigi ve
EC degerleriyle uyumlu oldugu goriilmiistiir. Daha Onceki ¢aligmalarda da Uluabat
Goli’ndeki EC degerleri benzer degerlerde saptanmistir (Dalkiran ve ark. 2006, Katip ve
Karaer 2011, ileri ve ark. 2014). Katip ve Karaer (2011) de Uluabat Gélii’'nde 2008-2009
yillarindaki ¢aligmalarinda g6l suyunun, Su Kirliligi Kontrol Yonetmeligi (SKKY)
Teknik Usiiller Tebligi’ne (Anonim 1991) gore EC ve tuzluluk degiskenleri agisindan I1.

Sinif su kalitesinde oldugunu rapor etmislerdir.

Seki diski derinligi; trofik seviyenin belirlenmesinde kullanilan, suyun bulanikligi ve
buna bagl olarak ortamdaki canli kompozisyonunun degerlendirilmesi agisindan dnemli
bir parametredir. YSKY (Anonim 2016b) otrofikasyon kriterlerine gore Uluabat
Goli’niin 2015 ve 2016 yili ortalama seki diski degerleri (sirasiyla 57,5+£25,26 cm;
45,79+43,91 cm), goliin hipertrofik seviyede oldugunu gostermistir. Goliin bu kadar
diistik seki diski degerlerine sahip olmasi, g6l suyunun bulanikligimin ve fitoplankton
yogunlugunun son yillarda ne kadar arttigin1 gostermektedir. Bulaniklig: etkileyerek seki
diski derinliginin bu kadar diisiik ¢cikmasina neden olabilecek bir diger faktor de askidaki
toplam kat: madde yiikiidiir. Ozellikle Mustafakemalpasa Cayi’ndan gelen girdiler ve
rliizgar, s1g bir g6l olan Uluabat Goli’ndeki seki diski derinligini onemli OSlglide
etkileyebilmektedir. Yapilan calismada en diisiik seki diski degerleri 2015 (25 cm) ve
2016 (10 cm) yillariin Agustos aylarinda Nokta 2’de gézlenmis ve Uluabat G6lii’niin bu
ayda hipertrofik seviyede oldugu saptanmistir. Diger yandan Nokta 1’de goliin 6trofik
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seviyede oldugunu gosteren en yiiksek degerler olan 125 cm ve 175 cm (sirasiyla
22.07.2015 ve 16.06.2016) seki derinligi Ol¢iilmiistiir. Her iki yila ait seki diski
degerlerine bakildiginda Nokta 1’de gozlenen bu yiiksek degerler, ortamda koklii sucul
bitkilerin olmasindan kaynaklanmistir. Sucul bitkilerce zengin bu 6érnekleme noktasinda,
suyun diger noktalara gore daha berrak oldugu gézlenmistir. Bu durum su bitkilerinin
kokleriyle sedimanin havalanmasini engellemelerinden kaynaklanabilmektedir. Ayrica
Nokta 1, Uluabat Golii’nden su ¢ikisini saglayan Kocasu Cay’ina yakin bir konumda
bulundugundan, akintinin etkisiyle bu bolgede fitoplankton sayis1i daha az
bulunabilmektedir. Nitekim Dalkiran ve ark. (2003), Temmuz 1998-Haziran 1999
arasindaki periyotta on istasyonda yaptiklar1 dlgiimlerde, fizikokimyasal ve biyolojik
faktorlerin Uluabat Golii lizerine etkilerini incelemislerdir. Arastirmacilar, bulgularimiza
benzer sekilde Haziran ve Eyliil aylar1 arasinda goldeki ortalama seki diski derinliginin
22,2 ¢cm ile 80,4 cm arasinda degisim gosterdigini saptamislardir. En yiiksek seki diski
degerlerini, Kocasu Cayi’na yakin istasyonlarda rapor etmislerdir. Arastirmacilar, yiiksek
seki diski derinligi bulunan noktalarda; fitoplanktonun az oldugunu ve dipte sucul
bitkilerin su alt1 ¢ayirlar1 olusturduklarini ifade etmislerdir. Bu durumun da dengeli bir

ekosistemin varligini temsil ettigini belirtmislerdir.

Isik, fotosentetik aktiviteyi etkileyen énemli bir parametre olup sucul ekosistemlerde
direkt ve indirekt solar 1g1ma ile su yiizeyine ulasmaktadir. Su yiizeyine ¢arpan solar 15181n
biiyilik bir kismi ise geri yansimakta ve su igerisine niifuz etmemektedir (Wetzel 2017).
Uluabat Golii’'nde yiizeyde tek yonde Olgiilen 151k yogunlugu degerlerinin su yiizeyinde
Olclilen degerlere gore ¢ogunlukla daha yiiksek degerlerde ¢ikmasi, su yilizeyinden
yanstyan 1sinlardan ve su igerisine niifuz etmeyen 1sinlardan kaynaklanmaktadir. Diger
yandan 151k yogunlugunun, tiim 6rnekleme tarihlerinde ve noktalarinda derinlikle beraber
azalma gostermesi ise; suyun ylizey kisimlarina yakin yerlerde fitoplanktonun artmasina,
bolgesel olarak su kiitlesinin bu kisminda artan fotosentetik aktiviteye ve ortamdaki artan
¢Oziinmiis organik maddelere baglanabilir. Ciinkii 151k enerjisinin su igerisinde ilerlemesi,
absorbsiyon ve sagilma mekanizmalarina bagli oldugu i¢in 6zellikle i¢ sularda derinlikle
birlikte 151k yogunlugunda bir azalma meydana gelmektedir (Westlake 1965a,b). Gol
sularinda yiliksek miktarlarda bulunan ¢6ziinmiis organik bilesikler (6rnegin humik

maddeler) de 15181n absorbsiyonunu 6nemli oranda etkileyerek 151k iletiminin azalmasina
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neden olmaktadir (James ve Birge 1938). Ayrica yiizeyde yogun fitoplankton artis1 olan
ornekleme noktalarinda yiizeyin alt kisimlarinda 151k yogunlugunun daha az degerlerde
Olctlilmesi; alglerin suyun iistiinii Ortii gibi 6rtmesi ve ortamda bulaniklig1 etkileyen diger
faktorlerin bulunabilmesine baglanabilmektedir. Bu durumda 1s181n suyun alt tabakalara

gecisi zorlasabilmektedir.

Sudaki H* iyonu konsantrasyonu ile ilgili bir degisken olan pH, géllerde genellikle 6 ile
8 arasinda degismektedir. Sucul ¢evrelerde pH; pek ¢ok faktdrden (6rnegin fotosentez ve
solunum gibi enzimatik reaksiyonlar, ortamdan CO> c¢ekilmesi, denitrifikasyon,
oksitlenme reaksiyonlari) etkilenebilmektedir (Stumm ve Morgan 1996, Katip ve Karaer
2011). Yapilan ¢alismada Uluabat Golii’'nde pH’1n, 2015 (ortalama 8,36+0,14) ve 2016
(ortalama 8,42+0,19) yillar1 arasinda benzer degerlerde oldugu goriilmiis ve YSKY
(Anonim 2016b) kriterlerine gore goliin pH degiskeni agisindan I. simif su kalitesinde
oldugu belirlenmistir. Baz1 noktalarda derinlige bagl olarak pH’in azalmasinda, yaz
aylarinda yiizeyde asir1 ¢ogalan fitoplankton komiinitesinin ve buna bagl olarak artan
birincil tiretim ve fotosentezin etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Fotosentez ile suyun ylizey
kisimlarinda bulunan fototrofik karakterli organizmalar, sucul ¢evredeki CO2’yi
tilkketmekte ve ortamin pH’n1 9-10 kadar yiiksek degerlere ¢ikarabilmektedir (Sendegaard
1988, Welch ve Cooke 1995). Nitekim 7 flizerindeki pH degerleri, ortamin alkali
oldugunun bir gostergesidir (Karafistan ve Arik-Colakoglu 2005). Diger yandan yiizeyde
asir1 gogalan fitoplanktonik organizmalar suyun yiizeyini bir ortii gibi ortmekte ve suyun
alt kisimlarma 15181in  gecisini  engelleyerek bu kisimlarda fotosentez oranini
disiirebilmektedir.  Arastirmacilar, Uluabat Golii'nde 2003 Subat-2004 Ocak
periyodunda bes istasyonda yaptiklart bir ¢aligmada yillik ortalama pH degerini
8,69+0,16 olarak tespit etmisler ve SKKY (Anonim 2004)’ye gore pH agisindan gdliin
III. Sinif su kalitesinde oldugunu belirtmislerdir (Elmaci ve ark. 2010). Katip ve Karaer
(2011) ise SKKY (Anonim 1991)’a gore Uluabat Golii’nilin pH agisindan 1., II. ve IIL.
Sinif su kalitesinde oldugunu ifade etmistir. Ayrica aragtirmacilar benzer sekilde yaz
aylarinda sicaklik ve su yiizeyine ulasan 151k yogunlugunun artmasi ile fotosentetik
aktivitenin arttigini, buna bagli olarak da yliksek pH degerlerinin kaydedildigini
aciklamiglardir (Katip ve Karaer 2011, ileri ve ark. 2014).
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Sucul ekosistemlerde ¢oziinmiis oksijen; aerobik canlilar basta olmak iizere pek c¢ok
canliin yasamini, dagilimmi ve davramigini etkileyen en temel faktdrlerden biridir.
Primer tliretim ve atmosferik difiizyondan kaynaklanan oksijenin sulardaki ¢oziintrligi,
sicaklik, basing ve tuzluluk gibi faktorlere bagli olarak degismektedir. Oksijen
doygunlugu ise daha ¢ok i¢ su yiizeyindeki basingla iligkili bir kavramdir (Wetzel 2017).
Ayni zamanda DO, i¢ sularin kalite siniflarinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan
kriterlerden biridir. 2015 ve 2016 yillarinda Uluabat Gélii’nde DO doygunlugu, genellikle
DO miktari ile paralellik gostermistir. Goldeki ortalama DO degeri; 2015 yilinda 7+1,77
mg L%, 2016 yilinda 6,7+1,56 mg L"1’dir. Bu ortalama DO degerleri, YSKY (Anonim
2016b)’ye gore goliin her iki y1lda da I1. sinif su kalitesinde oldugunu gostermistir. Elmaci
ve ark. (2010) da yaptiklar1 calismada DO agisindan Uluabat Goli’niin II. Smif su
kalitesinde oldugunu saptamislardir. Diger taraftan yapilan tez calismasina ait 2015-2016
yillarindaki 6rnekleme periyodlarinda en yiiksek DO degerlerine, yaz ortasinda Nokta
4’te suyun st kisimlarinda rastlanmistir. GOl genelinde de ylizeye yakin kisimlarda
olgiilen yiiksek DO degerleri, yaz aylarinda yiizeyde artan fitoplankton populasyonuna
bagl yiiksek fotosentetik aktiviteyi temsil etmektedir. Nitekim Temmuz ayinda bazi
noktalarda su ylizeyinde asir1 siyanobakteri c¢ogalmalari da arazi esnasinda iken
gozlenmistir. DO degerleri, ¢ogunlukla yiizeyde yiliksek degerler gosterirken, bu
degerlerde derinlikle beraber bir azalma gézlenmistir. Diger yandan bazi noktalarda 1
m’de goriilen DO degerleri, ylizeye gore daha yiiksek degerlerde seyretmistir. Bu durum
suyun ylizeye yakin kisimlarinda artan 151k yogunluguna bagli olarak siyanobakterilerde
meydana gelen fotoinhibisyon nedeniyle olabilecegi gibi siyanobakterilerin su kolonunda
kendileri i¢in uygun 1sik yogunlugunun bulundugu derinlige inmelerinden de
kaynaklanabilmektedir. Ayrica mikrobiyal aktivite sonucu organik maddelerin

parcalanmasi da suyun bu kisimlarinda DO miktarini diigiirmiis olabilir.

Chl a, biitiin fotosentetik organizmalarda bulunan temel pigmenttir. Sucul c¢evrelerde
primer verimlilik, biyokiitle, trofik seviye ve besin aglar ile ilgili bilgi veren
biyokimyasal bir parametredir (Jeffrey ve Mantoura 1997). Bu ¢alisma kapsaminda elde
edilen verilere gore Uluabat Goli, YSKY (Anonim 2016b) gol, gélet ve baraj gélleri
otrofikasyon kriterleri agisindan degerlendirildiginde; g6liin 2015 yilindaki ortalama Chl
a degerine (17,2+10,7 ug L) gore 6trofik, 2016 yilindaki ortalama Chl a degerine gére
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ise (26,5+26,7 pg L) hipertrofik seviyede oldugu belirlenmistir. 2015 yilinda genel
olarak en diislik Chl a degerlerinin Nokta 1’de dl¢iilmesi, goliin bu noktasinda sucul koklii
bitkilerin hakim olmasina bagli olarak fitoplanktonun diger noktalara gore daha az
miktarlarda olmasindan kaynaklanmistir. Diger yandan Nokta 4, g6liin kapali kisminda
kaldig1 ve riizgar hareketlerinden ¢ok etkilenmedigi i¢in goliin bu noktasinda artan
fitoplankton yogunluguna bagli olarak yiiksek miktarda Chl a degerleri saptanmuistir.
Nitekim buharlasma olaylarinin ve sicakligin fazla oldugu Agustos aymin basinda bu
noktada Chl a, 2015 yil1 igin en yiiksek degere (40,1 pg L) ulasmis ve YSKY (Anonim
2016b) otrofikasyon kriterlerine gore hipertrofik durum gostermistir. Genel olarak yaz
basinda diisiik olan Chl a degerleri sicakliklarin artmasi ile yaz ortasi ve sonunda yiiksek
degerlere ulagmistir. Nokta 1 ve 3 i¢in gozlenen en yiiksek Chl a degerleri Temmuz
basinda (sirastyla 26,8 pg L™ ve 20,5 ug L), Nokta 2 i¢in Temmuz sonunda (38,23 pg.L’
1), Nokta 4 icin Agustos baginda (40,1 pg L™) belirlenmistir. 2015 yilinda en yiiksek Chl
a degerlerinin gorildigii donemlerde goliin Nokta 3’te, YSKY (Anonim 2016b)
kriterlerine gore otrofik, diger li¢ nokta icin ise hipertrofik seviyede oldugu saptanmistir.
2015 yilina benzer sekilde 2016 yilinda da genellikle en diisiik Chl a degerleri Nokta 1°de,
en yiiksek Chl a degerleri Nokta 4’te saptanmistir. Ayn1 zamanda 2016 yilinda Nokta 2
i¢in saptanan en yiiksek Chl a degerinin (50,4 ug L™!) Temmuz basinda, Nokta 3 ve 4 igin
(sirastyla 31,7 pg L'V 124,9 pg L) Haziran sonunda oldugu tespit edilmistir. Diger
yandan arazi tarihlerine gore ortalama Chl a degerlerine bakildiginda (30.06.2016 harig),
hem 2015 hem 2016 yilinda Temmuz ortasinda ve Agustos basinda ortalama Chl a
degerlerinin diger tarihlere gore daha yiiksek olmasi, yaz mevsiminin ortasinda
fitoplanktonun artisindan kaynaklanabiliyor olacagini diistindiirmiistiir. Gol, 2015 yilinda
ise 23.06.2015 harig¢ tiim tarihlerdeki ortalama Chl a degerlerine gore 6trofik seviyede
bulunmustur. Diger yandan Uluabat Goliiniin 6zellikle 2016 yilinin Haziran sonundaki
ve Agustos ayindaki arazilerden elde edilen verilere gore hipertrofik seviyeye ulastigi
belirlenmistir. 30.06.2016 tarihinde gozlenen yiiksek Chl a degeri (124,9 pg L?) ise,
Nokta 4’te olusan asir1 fitoplankton artisina bagl olabilmektedir. Katip ve ark. (2015)
tarafindan 2008-2009 yillarinin Mayis aylari arasinda bir y1l boyunca Uluabat Goli’nde
sekiz istasyonda yapilan ¢alismada Chl a’nin yaz aylarinda maksimum degerlere ulastig
ve goliin trofik seviyesinin Chl a degerleri agisindan 6trofik ve hipertrofik seviyeler

arasinda degistigi ifade edilmistir.
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Yapilan doktora tez ¢alismasi kapsaminda Uluabat Golii’'nde izole edilip kiiltlire alinan
siyanobakteri suslarinin morfolojik incelemeleri bu suslarin M. aeruginosa, D. cf.
sigmoideum, L. planctonica, C. issatschenkoi, C. elenkinii, P. isothrix, D. ellipsoides, S.
aphanizomenoides, S. aquatilis, A. grevillei, M. smithii taksonlarina ait oldugunu
gostermistir. Golde varligi tespit edilen bu taksonlar, genellikle 1liman bdlgelerde yaz
aylarinda niitrient ve trofik seviyesi yiiksek (6trofik-hipertrofik) su kiitlelerinde yayilis
gosteren taksonlardir (Komarek ve Anagnostidis 1999, 2005, John ve ark. 2003, Komarek
2013). Cesitli arastirmacilar tarafindan daha Once yapilan ¢alismalarda da Uluabat
Goli'nde M. aeruginosa, M. smithii, S. aquatilis, P. isothrix, C. issatschenkoi
taksonlarina ait bireylerin varligi rapor edilmistir (Ulcay ve ark. 2010, Karacaoglu ve ark.
2004, Dalkiran ve ark. 2016a, Yilmaz ve ark. 2019). Ayn1 zamanda Aphanizomenon,
Calothrix, Dolichospermum, Aphanocapsa cinslerine ait bireyler de goélde tespit
edilmistir (Dalkiran ve ark. 2016a, Yilmaz ve ark. 2019). Diger yandan L. planctonica
(Ersanli ve Gonulol 2006, Ersanli ve ark. 2006, Soylu ve Goéniilol 2006, Elmaci ve Obali
1998), S. aphanizomenoides (Goniilol 1993, Baytut ve ark. 2006, Tas ve Goniilol 2007),
A. grevillei (Gezerler ve ark. 1996, Aysel ve ark. 2002, Cicek ve ark. 2010), C. elenkinii
(Aysel 2005), D. sigmoideum (Ersanli ve Gonulol 2006, Akyiiz ve ark. 2013, Celik 2016)

taksonlarina ait bireyler, Tiirkiye’de degisik su kiitlelerinde tanimlanmistir.

Siyanobakterilerin morfolojisi genellikle kararsiz bir durum sergilemekte ve yiiksek
degiskenlik gostermektedir. Laboratuvar kiiltiiri de tiirlere ait morfolojik 6zellikleri
degistirebildigi icin tiirlerin dogru tanimlanmasini zorlastirabilmektedir (Pearson and
Kingsbury 1966, Palinska ve ark. 1996, Zapomélova 2006). Ornegin, kiiltiirlerde aym
tiiriin suglarinda bile morfolojik farkliliklar goriilebilmektedir (Anand 1988, Nalewajko
ve Murphy 2001, Zapom¢élova ve ark. 2008). Dolayistyla kiiltiir kosullari altinda morfo-
tiirlerin ayriminda sadece morfolojik kriterler yeterli olmayabilmektedir (Otsuka ve ark.
2000). Tiirleri sadece morfolojik verilere gore tanimlama yapmak siyanobakterilerin
kiiltiirde yanlis tanimlanmasina yol acabilmektedir. Bu yiizden yapilan ¢aligmada tiirlerin
dogru tanimlanabilmesi i¢in morfolojik ve molekiiler veriler birlikte degerlendirilmistir.
Tiir i¢i ve tlirler aras1 farklilagmalarin tespiti i¢cin 16S rRNA gen bolgesi, calismalarda

yaygin olarak kullanilabilmektedir (Fox ve ark. 1992, Woese 1987). Uluabat Golii’'nden
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izole edilen dokuz siyanobakteri susunun 16S rRNA genine dayali NJ ve ML analizleri

ile olusturulan filogenetik agaclar birbirine benzer sonuglar vermistir.

Aquameb 24 ve 25 suslan filogenetik agaglarda, M. aeruginosa HUW226 susu (%100
benzerlik), ve M. aeruginosa NPLJ-4, Microcystis sp. CENA133 ve M. wesenbergii
(%99) taksonlariyla yakindan iligkili olarak kiimelenmistir. Ayrica ti¢ M. aeruginosa, bir
Microcystis taksonu da % 95 ile % 98 arasinda benzerlikle ayni kiimede yer almistir.
Evrimsel agac¢ta M. aeruginosa taksonunun monofiletik bir grup olusturdugu
goriilmiistiir. Molekiiler veriler, morfolojik verilerle birlikte degerlendirildiginde bu iki
susun M. aeruginosa taksonuna ait oldugu tespit edilmistir. Rudi ve ark. (1997) da
calismalarinda benzer sekilde Microcystis suslarinin (Microcystis sp. ve M. aeruginosa)
monofiletik oldugunu belirtmislerdir. Neilan ve ark. (1997) nin yaptig1 ¢alismada da M.
aeruginosa, M. wesenbergii ve M. viridis taksonlari birlikte gruplanarak monofiletik bir
grup olusturmustur. Diger yandan ise Microcystis cinsinin, Synechococcus ile birlikte
kiimelenen iki sus igerdigini bu ylizden de polifiletik oldugunu ifade etmislerdir.
Arastirmacilar elde ettikleri analiz sonuglarina goére, M. wesenbergii NIES112’nin M.
aeruginosa’dan farkli bir tiir olmadigini 6ne slirmiislerdir. Diger yandan hem M.
wesenbergii NIES107 hem de M. viridis NIES102, M. aeruginosa’dan farkli bir tiir olarak
nitelendirilebilecegini ifade etmislerdir. Arastirmacilar, morfometrik degerler ile 16S
rRNA gen bolgesi analizlerine gore ayirt edilemeyecek M. aeruginosa ve M. wesenbergii
suglarinin birbirinden ayirt edilmesini saglamiglardir. Nguyen ve ark. (2012) ise 16S
rDNA dizi analizlerine gore Microcystis cinsine ait alt1 morpho-species’in filogenetik
agacta % 99,2 ile % 100 benzerlik orantyla birlikte kiimelendigini, Microcystis morfo-
tiirlerinin hi¢birinin monofiletik olmadigini ifade etmislerdir. Ayrica bu altt morfo-tiiriin,
kiiltiirde farklilik gostermedigini aksine benzer oOzelliklere sahip koloni varyantlari
sergiledigini saptamiglardir. Ayni1 zamanda da farkl kiiltiir ortamlar1 altinda bazi suslarin
koloni varyantlari olusturdugunu goézlemislerdir. Bu yiizden de alt1 morpho-species’in M.
aeruginosa adi altinda toplanmasi gerektigini soylemislerdir. Benzer sekilde bagka bir
calismada da arastirmacilar, bes kozmopolit morfo-tiriin (M. aeruginosa, M.
ichthyoblabe, M. novacekii, M. viridis ve M. wesenbergii) genetik olarak ayrilmadigi ve
tirdes olduklar1 i¢in de hepsinin M. aeruginosa ic¢inde bulunmasi gerektigini ileri
stirmiislerdir (Otsuka ve ark. 2001). Kondo ve ark. (2000), M. aeruginosa, M. viridis ve
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M. wesenbergii'ye ait dokuz sus arasinda DNA-DNA hibridizasyonunu
gerceklestirmigtir. Bu suslarin tiimiiniin, en az % 70 DNA-DNA hibridizasyonu
gosterdigini ve bakteri kriterleri agisindan degerlendirildiginde bu suslarin ayni tiire ait
oldugunu ileri stirmiislerdir. Lepére ve ark. (2000) Microcystis cinsi i¢indeki morfolojik
degiskenlik ve farkli pigment 6zelliklerine ragmen Almanya'dan gelen M. wesenbergii,
M. aeruginosa, M. viridis, M. flos-aquae suslarinin kismi 16S rDNA'sinin analizine gore,
hepsinin genetik olarak homojen bir Microcystis suslart kiimesi olusturdugunu

belirtmislerdir.

Yapilan tez ¢alismasinda izole edilerek BTU Kkiiltiir koleksiyonuna dahil edilen Aquameb
23 ve 26 suslari, yliksek bir bootstrap destegi ile filogenetik agacta diinyadaki diger C.
issatschenkoi suslar1 ile birlikte gruplanmistir. Aquameb 23 ve 26 suslar, C.
issatschenkoi D4, SP34, NIES-3731, AB2008/76 suslaria % 99-100 oraninda benzerlik
gostermistir. Aquameb 30 susu da filogenetik agaclarda Sphaerospermopsis sp.
(CHAB4401 ve CHAB4402), S. aphanizomenoides (AB2011/04, 09-03, AB2011/08) ve
S. kisseleviana (NIES-73) suslariyla birlikte gruplanmistir. Aquameb 30 susu,
Sphaerospermopsis suslarina % 99-100 arasinda 16S rRNA dizi benzerligi gostermistir.
Morfolojik verilerle birlikte degerlendirildiginde Aquameb 30 susunun S.
aphanizomenodies, Aquameb 23 ve 26 suslarinin C. issatschenkoi oldugu dogrulanmustir.
De Figueiredo ve ark. (2010) da yaptiklar1 ¢aligmalarinda 16S rRNA geninin filogenetik
analizlerine gore Aphanizomenon cinsinin ¢ok heterojen bir grup olusturdugunu ve bu
cinsin polifiletik oldugunu ileri stirmiislerdir. Filogenetik agacta C. issatchenkoi
suslarmin, diger Aphanizomenon veya Anabaena tiirlerinden agik¢a ayrildigini
belirtmislerdir. Arastirmacilarin bu bulgulari, Aphanizomenon issatschenkoi tiiriiniin
Cuspidothrix cinsine dahil edilmesine dair goriisleri desteklemistir (Rajaniemi ve ark.
2005b, Komarek ve Komarkova 2006, Willame ve ark. 2006). Caligmalarinda A.
issatschenkoi UADFAT susu, diinyadaki diger A. issatschenkoi (LMECYA 163, 190, 166,
31 ve Otu37s7) suslariyla birlikte kiimelenmistir. Diger yandan biitin A,
aphanizomenoides tiiriine benzer suslar, A. issatscehnkoi ve A. gracile suslarini i¢eren
kladlardan agik¢a ayrilarak planktonik Anabaena tiirleri (An. kisseleviana ve An. flos-
aquae) ile bir klad igerisinde birlikte kiimelenmistir. Arastirmacilar elde ettikleri

bulgulara gore A. aphanizomenoides benzeri suslarin, tipik Aphanizomenon spp.’dan
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ziyade An. flos-aquae ve An. kisseleviana gibi Anabaena spp. tiirlerinin dizileri ile daha
yiikksek benzerlik gosterdigini ve bu tiirlere yakin oldugunu vurgulamislardir. Hem
molekiiler hem fenotipik sonuglar, ¢alisilan suslarin A. (Cuspidothrix) issatchenkoi, A.
gracile ve A. aphanizomenoides tiirlerine ait oldugunu dogrulamistir (De Figueiredo ve
ark. 2010). Li ve ark. (2003) ise arastirmalarinda daha onceden A. flos-aquae
LMECYA31 olarak tanimlanan susun, A. issatschenkoi TAC419 susuyla % 99 oraninda
kismi 16S rRNA dizi benzerligi gosterdigini saptamislardir. Ayrica yaptiklar filogenetik
agacta LMECYA31 susunun A. issatschenkoi TAC419 susuyla birlikte kiimelenmesi ve
A. issatschenkoi tiiriniin morfolojik 6zellikleri ile eslesmesi nedeniyle A. issatschenkoi
olarak yeniden tanimlanmasi gerektigini ifade etmislerdir. Yine baska bir ¢alismada
morfolojik verilere gore Raphidiopsis mediterranea olarak tanimlanan CAWBGO02
susunun 16S rRNA’ya dayali filogenetik analizleri susun, Finlandiya’daki diger A.
issatchenkoi suslartyla birlikte gruplanmasi tizerine A. issatschenkoi tiiriine ait oldugunu
gostermistir (Wood ve ark. 2007).

Yapilan tez calismasinda izole edilen Aquameb 29 ve 31 suslarinin kismi 16S rRNA gen
bolgesine dayali olarak olusturulan filogenetik agaglarinda her iki sus da Calothrix sp.
suslartyla birlikte kiimelenmistir. BLAST sonuglarina gore her iki sus da Calothrix sp.
suslarina % 95-100 oraninda benzerlik gostermistir. Gen bankasinda Calothrix cinslerine
ait gen bilgileri kisitli oldugu i¢in 16S rRNA filogenetik agacina dayali olarak Calothrix
suslarinda tiir ayrimina gidilememis ve bu suglar molekiiler verilere gore Calothrix sp.
olarak tanimlanmistir. Diger yandan yapilan morfolojik incelemeler Aquameb 29 ve 31

suglarinin C. elenkinii taksonuna ait 6zellikler sergiledigini gostermistir.

Aquameb 27 ve 28 suslar ile birlikte gruplanan diinyadaki diger L. planctonica ve L.
redekei taksonlar1 arasinda 16S rRNA gen dizilerinin benzerligi % 99 ile % 100 arasinda
degismistir. Filogenetik analizlerde hem L. redekei hem de L. planctonica suslari ile
birlikte gruplanan bu suslarin 16S rRNA genine dayali tiir ayrimina gidilememistir.
Aquameb 27 ve 28 suslari, Limnothrix sp. olarak birakilmistir. Diger yandan ayrintili
morfolojik incelemeler, bu suslarin L. planctonica taksonuna benzer ozellikler
sergiledigini gdstermistir. Iki tiiriin ayriminda kullanilan morfolojik kriterlerden biri olan

gaz vakuolleri (Komarek ve Anagnostidis 2005), laboratuvar kiiltiirlerinde ytiksek 1518a
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uzun siire maruz kalmaktan dolayr kaybolabilmektedir (Gkelis ve ark. 2005a). Gaz
vakuollerinin konumu ve varligi kiiltiirde degisiklik gosterdigi i¢in (Gkelis ve ark. 2005a)
trikomlarin hareketli olup olmamasi degerlendirilmistir. L. planctonica taksonunda
oldugu gibi suslara ait trikomlarin yavas bir sekilde salinarak kayma hareketi yaptigi
gozlenmistir. Ayn1 zamanda iki tlirtin ayriminda 6nemli bir kriter olan boy/en orani da L.
planctonica taksonuyla uyum gostermistir. Gkelis ve ark. (2005a) da ¢alismalarinda
Kastoria Golii’nden izole ettikleri ti¢ Limnothrix susunu morfolojik 6zelliklere ve 16S
rRNA genine dayali olarak karakterize etmislerdir. Kiiltiirdeki Limnothrix suslarinda gaz
vakuollerinin, hiicre kutuplarinda veya nadiren hiicre merkezinde konumlanabildigini
gozlemlemislerdir. Ayrica bu suslara ait kiiltiirlerde gaz vakuolii tasimayan trikomlara da
rastlamiglardir. Gaz vakuollerinin kiiltiire alinmis L. redekei 007 susunun hiicrelerinde
bulunurken L. redekei 165a susunda bulunmadigini belirtmislerdir. izole edilen suslara
ait trikomlarin hareketsiz oldugunu, filogenetik agagta birlikte kiimelendigini
gozlemislerdir. Ug sus da morfolojik verilerle birlikte degerlendirilmis ve L. redekei
olarak tanimlanmistir. Zhu ve ark. (2012) caligmalarinda Donghu Golii’nden izole
ettikleri altt Limnothrix susunun 16S rRNA’ya dayali filogenetik agacinda bu suslarin
Limnothrix sp. ve L. redekei suslariyla birlikte gruplandigini belirlemislerdir. Kiiltiir
kosullar1 altinda alt1 susun tamaminda gaz vesikiillerinin kayboldugunu veya kii¢iik
boyutlarda oldugunu saptamislardir. Arastimacilar izole ettikleri suslarin tamamini en
boy orani, trikomlarin hareketli olmasi ve diger morfolojik 6zelliklerden (Komarek ve
Anagnostidis 2005) dolay1 L. planctonica (CHAB 709, 751, 753, 756, 759, 763) olarak
tanimlamiglardir. Bagka bir ¢calismada da arastirmacilar, Amazon bdlgesindeki sulardan
izole ettikleri suslar arasinda bulunan iki Limnothrix cinsine ait susta gaz vesikiillerinin
hiicrenin ortasinda degil de hiicre kutuplarinda meydana geldigini gozlemislerdir. Bu
ozellik digindaki diger morfolojik ozellikler ile iki susun L. planctonica tiiriine
benzedigini ifade etmislerdir. Limnothrix LEGE suslarina ait trikomlarin hareketli
oldugunu da tespit etmislerdir. Limnothrix LEGE 15497, LEGE 15485 izolatlarinin 16S
rRNA gen dizileri, filogenetik olarak L. planctonica ve Limnothrix sp. suslartyla yakindan
iligkili olarak belirlenmistir. Arastirmacilar, molekiiler ve morfolojik incelemeler
sonucunda bu iki susu L. cf. planctonica olarak tanimlamiglardir (De Oliveira ve ark.

2019).

136



Uluabat Golii’nde potansiyel mikrosistin iireticilerini belirlemek igin MC sentezinden
sorumlu genlerden biri olan mcyA geni, plankton ¢ekimi orneklerinden klonlanmustir.
Yapilan filogenetik analizler sonucu klonlanan mcyA dizilerinin, Microcystis mcyA
dizileri ile ortalama % 98,3 benzerlik gosterdigi ve beraber gruplandigi goriilmiistiir.
Ayrica Uluabat Golii’nden izole edilen Aquameb 24 (M. aeruginosa) susuna ait mcyA
dizisi de klonlanan mcyA dizileri ile birlikte kiimelenmistir. Filogenetik analizlerden elde
edilen sonuglar, Uluabat G6li’ndeki baslica MC iireticilerinin Microcystis spp. oldugunu

diistindiirmiistiir.

Ulkemizin RAMSAR alanlarindan biri olan Uluabat Gélii siyanotoksinler agisindan
degerlendirildiginde 2015 yil1 su kolonu 6rneklerinin % 54’ MC i¢in pozitif sonug
vermistir. 06.08.2015 tarihinde Nokta 4’de 2,11 pg L' olarak belirlenen MC
konsantrasyonu, igme sulari i¢in WHO’nun belirlemis oldugu maksimum degerden
yiiksek bulunmustur (1 pg L) (Chorus ve Bartram, 1999). Su kolonu érneklerinin MC
seviyesinde yaz ortasindan itibaren genel olarak bir artis goriilmiistiir. Nokta 1’de en
yiiksek MC degerine Eyliil ayinda ulasilirken Nokta 2, 3 ve 4’te Agustos ayinin basinda
ulasmistir. 2015 yili plankton ¢ekimi Orneklerinin ise tamaminda MC saptanmistir.
Plankton ¢ekimi &rneklerinde MC konsantrasyonu 0,30 pg gt kuru agirlik ile 459,25 g
g! kuru agirlik arasinda degismistir. Plankton cekimi orneklerinde saptanan MC
degerleri, su kolonu orneklerine benzer sekilde yaz ortasinda (Temmuz sonunda) artis
gdstermistir. Yaz sonunda ise Uluabat Golii’ndeki ortalama MC miktar1, 260,1 pg g™t kuru
agirliga ulasmis ve Eyliil ayinda biitiin noktalarda yiiksek seviyesini korumustur. Yaz
ortasinda  saptanan yilksek MC  konsantrasyonlarinin, Uluabat Goli’nde
siyanobakterilerin 6zellikle yaz aylarinda artis goOstermesinin bir sonucu oldugu
diisiiniilmektedir (Dalkiran ve ark. 2006). Nitekim daha once de Uluabat Golii’'nde
ozellikle Temmuz ve Agustos aylarinda M. aeruginosa ve M. wesenbergii tiirlerine ait
siyanobakterilerin agir1 artis gosterdigi rapor edilmistir (Ulcay ve ark. 2010). 06.08.2015
tarthinde Nokta 3’te goldeki dominant siyanobakterinin, siyanobakteri biyohacmine %
35’lik bir katki yapan potansiyel MC iireticisi M. aeruginosa oldugu bildirilmistir
(Yilmaz ve ark. 2019). Ayrica bu tiiriin, siyanobakteri biyohacmine Temmuz sonunda %
11, Agustos basinda % 20, Eylil ayinda da % 15’lik katki yaptig1 belirtilmistir.

Aragtirmacilar, noktalarda tespit edilen MC konsantrasyonlar1 ile M. aeruginosa
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biyohacimleri arasinda bir korelasyon oldugunu varsaymislardir. Bu tiiriin yanisira
Yilmaz ve ark. (2019) ¢alismalarinda Uluabat G6li’nde yaz aylarinda toksin olusturma
potansiyeli olan Aphanocapsa, Microcystis, Dolichospermum, Planktothrix,
Merismopedia, Oscillatoria, Pseudoanabaena taksonlarina ait bireyleri rapor etmislerdir.
Yapilan tez ¢alismasinda 2016 yilina ait su kolonu orneklerinden elde edilen ELISA
verileri de 2015 yilina benzerlik gostermistir. Plankton ¢ekimi Orneklerindeki toksin
konsantrasyonlar1 su kolonu 6rneklerine gore yiiksek miktarlarda olup genellikle tespit
limiti iistiinde belirlenmistir. Uluabat Golii 6rneklerinde ELISA ile belirlenen yiiksek
toksin degerleri, golde MC iireticilerinin varligini ifade etmistir. Su kolonu 6rneklerinde
Olciilen toksin konsantrasyonu, hem ekstraselliiler hem de intraselliiler toksin miktarinin
toplamini ifade etmektedir. Siyanobakteriler buyoyansi 6zelliklerinden dolay1 daha ¢ok
su yiizeyine yakin kisimlarda toplandiklar1 i¢in su kolonu 6rneklerindeki siyanobakteri
hiicrelerinin sayisi, plankton ¢ekimi Orneklerindekine gore daha azdir. Dolayisiyla su
kolonu orneklerindeki hiicreye bagli toksinlerin konsantrasyonu daha az miktarlarda
saptanmistir. Plankton ¢ekimi orneklerinden elde edilen toksin konsantrasyonlari ise
intraselliiler toksin miktarim1 ifade etmektedir. Plankton ¢ekimi Orneklerinde
siyanobakteri hiicreleri ve dolayisiyla hiicreye bagli toksin miktar1 daha fazladir. Bu
yiizden bu Orneklerden elde edilen degerler, daha yiiksek konsantrasyonlarda
belirlenmistir. Diger yandan genellikle hiicreye bagli MC’lerin konsantrasyonu,
ekstraselliiler toksinlerin konsantrasyonundan daha fazla olup (Jiittner ve Liithi 2008)
siyanobakteri hiicreleri pargalanmadigi siirece bu toksinler hiicre igerisinde
bulunmaktadir (Berg ve ark. 1987, Watanabe ve ark. 1992). Ekstraselliler MC
konsantrasyonlari, asir1 artan alg hiicrelerinin yaslanarak parcalanmasi ile cevreye
dagilmaktadir (Jahnichen ve ark. 2007, Jiittner ve Liithi 2008, Shao ve ark. 2009, Sakai
ve ark. 2009, Zegura ve ark. 2011). Bulgularimiza benzer sekilde degisik su kiitlelerinde
intraselliiler toksinlerin, ekstraselliiler toksinlerden fazla oldugu ¢esitli calismalarda rapor

edilmistir (Nasri ve ark. 2004, Fahnenstiel ve ark. 2008, Papadimitriou ve ark. 2012).

Diger yandan ELISA ve RBA analizlerine gore su kolonu ve plankton cekimi
orneklerinde ATX-a, STX ve CYN konsantrasyonlarinin genel olarak TLA’da kalmasi,
Uluabat G6lii’nde bu toksinlerin bulunmadigini diistindiirmiistiir. Diisiik degerlerin tespit

edildigi 6rneklerde ise PCR analizleri ile bu ii¢ toksine ait gen bdlgelerinin saptanmamasi,
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tespit edilen bu degerlerin ELISA analizlerinde ¢apraz reaktiviteden kaynaklanabilecek

yanlig pozitif sonuglar diisiindiirmiistiir (Graham ve ark. 2010).

Diger yandan PCR ile g¢evresel orneklerde ve kiiltiir orneklerinde toksin genlerinin
taranmasi, potansiyel toksik tiirlerin tespiti ve varliginin belirlenmesi igin ¢alismalarda
erken bir uyart metodu olarak kullanilabilmektedir (Baker ve ark. 2001, Schembri ve ark.
2001, Baker ve ark. 2002, Nonneman ve Zimba 2002, Pan ve ark. 2002, Rantala-Ylinen
ve ark. 2011). Hassas, basit ve ucuz bir yontem olan PCR, 6rneklerin hizlica taranmasini
saglamaktadir (Fergusson ve Saint 2003). Yapilan tez ¢alismasi kapsaminda Uluabat
Golu plankton ¢ekimi 6rneklerinin hi¢birinde PCR analizleri ile golde ATX, STX ve
CYN biyosentezinde rol oynayan gen bolgeleri saptanmamustir. ELISA ve PCR verileri
birlikte degerlendirildiginde Uluabat Goélii'nde ATX, STX ve CYN toksinleri ve bu
toksinleri tiretebilecek potansiyel tiirlerin olmadig1 diistiniilmistiir. Uluabat Goli’nde
giiniimiize dek bu ii¢ toksine ait herhangi bir kayit mevcut degildir. Diger yandan Kdker
ve ark. (2017b) da Tiirkiye’de cesitli su kiitlelerinde yaptiklar1 arastirmada 0,1 pg L™ ile
9 pug Lt arasidaki konsantrasyonlarda CYN bulundugunu, su érneklerinde bu toksine %
23 siklikta rastladiklarini belirtmislerdir. Baska bir c¢alismada arastirmacilar,
Dolichospermum  (Anabaena) mendotae ve Chrysosporum (Aphanizomenon)
ovalisporum tiirlerine ait Iznik Gélii’nden topladiklar: bloom 6rneklerinde PCR ile CYN
genlerini saptamislardir. LC-MS/MS ile Iznik Gélii'nde CYN varligin1 dogrulamislardir
(Akcaalan ve ark. 2014). Yilmaz ve ark. (2018) ise son yillarda Iznik Golii’nde yapmis
oldugu c¢alismada goélde SxtA ve sxtG genlerini tasiyan ve PST flreten A. gracile

taksonunun varligim Tiirkiye’de ilk kez rapor etmislerdir.

2015 ve 2016 yilina ait toplam kirk yedi plankton ¢ekimi 6rneginin kirk besinde 16S
rRNA geni tespit edilmesi, hem PCR reaksiyonlarinin ¢alistigin1 hem de o orneklerdeki
siyanobakteri varligini gostermistir. Diger yandan 16S rRNA geni saptanmayan
16.06.2016 tarihine ait Nokta 3 ve 4 Orneginde diger toksin genlerinin de higbirine
rastlanmamistir. ELISA analizlerinde de ¢ok diisiik MC degerleri tespit edilmistir. Veriler
birlikte degerlendirildiginde; yaz basinda bu noktalarda heniiz toksik siyanobakterilerin
artis gostermedigini veya orneklerde PCR analizlerini inhibe eden maddelerin varligini

diistindiirmiistiir (Wilson 1997). Her iki yila ait toplam kirk yedi plankton g¢ekimi
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orneginin otuz dokuz tanesinde mcyA geni belirlenmistir. MC sentezinden sorumlu
genlerden biri olan mcyA geninin 6rneklerdeki varligir Uluabat Goli’nde MC iiretebilme
potansiyeline sahip tiirlerin mevcudiyetini ifade etmistir. Diger yandan 2015 yilina ait on
dort plankton ¢ekimi 6rneginde mCyE gen bolgesinin arastirilmasi i¢in genel ve cinse
O0zgii  (Microcystis, Planktothrix ve  Anabaena/Dolichospermum)  primerlerle
gerceklestirilen PCR sonuglari, Uluabat Golii’ndeki MC iiretiminin baglica sorumlusunun
Microcystis spp. oldugunu diisiindiirmiistiir ki bu sonug¢ klonlama verileri ile uyumludur.
MC sentezinden sorumlu genlerle (mcyA-J) ilgili yapilan ¢alismalarin giderek
aydinlanmasi, mcy genleri ile MC iiretme yetenegi arasinda bir iligskinin saptanmasi, MC
tiretiminden sorumlu tiirleri belirlemede bu genlerin yaygin bir molekiiler belirte¢ olarak
kullanilabilecegini belirtmektedir (Tillett ve ark. 2000, Hisbergues ve ark. 2003, Rantala
ve ark. 2004, Tooming-Klunderud ve ark. 2008).

Yapilan tez calismasinda Uluabat Goli’nden izole edilip ELISA ve RBA analizleri
yapilan suslarda da ATX-a, STX ve CYN iiretimi tespit edilmemistir. Sadece ii¢ sustaki
diisiik STX degerleri ise suglarda STX genlerinin bulunmayisindan dolayr ELISA
analizindeki yanlis pozitif degerleri diisiindiirmiistiir. Monosiyanobakteriyel kiiltiirii
yapilan on sekiz susun tamaminda 16S rRNA geninin pozitif sonu¢ vermesi ise bu
suslarin siyanobakteri oldugunu ve yapilan PCR’larin calistigin1 dogrulamistir. Yedi
farkli primer cifti ile gergeklestirilen PCR analizlerine gore suslarda yapilan toksin
genleri taramasinda anatoksin (anaC), saksitoksin (sxtA ve sxtG) ve silindrospermopsin
(cyrC ve cyrB) biyosentezinde gorevli genlere rastlanmamistir. Sonug olarak ELISA,
RBA ve PCR analiz sonuglar birbiriyle uyumlu olup izole edilen suslarin ATX, STX ve

CYN tireticisi olmadiklar1 ve bu toksinlere ait genleri tasimadiklari diistiniilmiistiir.

McyA ve mcyB genleri ise M. aeruginosa, A. grevillei ve M. smithii taksonlarina ait bes
susta PCR sonucu belirlenmistir. MC biyosentezinde rol alan bu genlerin saptanmasi, bu
suslarin Uluabat Golii’'nde potansiyel MC iireticisi olabileceklerini diislindiirmiistiir.
Nitekim Aquameb 24 ve 25 (M. aeruginosa) suslarinda ELISA ile yiiksek
konsantrasyonlarda MC tespit edilmesi bu suslarin toksik oldugunu dogrulamistir. M.
aeruginosa suslarida (Aquameb 24; 439,69 pg g kuru agirlik, Aquameb 25; 539,25 ug
g! kuru agirlik) yiiksek miktarlarda MC iiretimi tespit edilmistir. Microcystis spp.
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diinyanin pek ¢ok bolgesindeki tatli sularda en yaygin bulunan ve asir1 cogalma gdsteren
takson olarak rapor edilmektedir (Sivonen ve Jones 1999). Genellikle 6trofik sulardaki
fitoplanktonun dominant bilesenidir. Arastirmacilar, yiiksek MC konsantrasyonlarinin
bulundugu 6rneklerde Microcystis cinsine dzellikle de M. aeruginosa tiiriine ait bireylerin
bol bulundugunu vurgulamaktadirlar (Nasri ve ark. 2004, Fahnenstiel ve ark. 2008).
Tirkiye’de de M. aeruginosa tiiriiniin degisik su kiitlelerinde asir1 ¢ogaldigr farkli
calismalarda bildirilmistir (Tas ve ark. 2006, Sémek ve ark. 2008). Omerli rezervuarinda
M. aeruginosa ¢ogalmalarina bagli balik dliimleri de goriilmesi {izerine incelenen su
orneklerinde mikrosistin-LR tespit edilmistir (Albay ve ark. 2003b). Egirdir G6li’nde su,
sediman ve M. aeruginosa tiiriine ait bloom 6rneklerinde arastirmacilar MC’leri tespit
etmislerdir. Ayrica MC’lerin goéldeki iki balik tiiriiniin kas ve karaciger dokularinda
birikim gosterdigini belirlemislerdir (Gilirbliz ve ark. 2016). Yine bir baska ¢alismada
Kovada Golii’nde 2006 yilinin Agustos ve Eyliil aylarinda M. aeruginosa tiirtiniin baskin
oldugunu, golde ELISA ile dlgiilen toplam ekstraselliiller MC miktarlarinin 0,73 ila 48,5
ug MC-LR esdegerleri L arasinda degistigini saptanmuglardir (Giirbiiz ve ark. 2009).
Albay ve ark. (2005), Kiigiikgekmece Lagiinii'nde bloom 6rneklerinde M. aeruginosa’nin
dominant tiir oldugunu ve yiizey sularindaki MC konsantrasyonunun 0.06 ile 24,2 ug L*!
MC-LR esdegeri arasinda degistigini rapor etmislerdir. MC’ler, M. aeruginosa tiiriiniin
cogalma yaptig su kiitlelerinde degisik calismalarda saptanmistir (Albay ve ark. 2003a).
Koker ve ark. (2017a), Kiiciikgekmece Lagiinii'nden izole ettikleri M. aeruginosa
susunun 6,8 ng/mg kuru agirlik MC {irettigini belirlemislerdir. Ayrica Tiirkiye’de yapilan
baska ¢aligmalarda M. aeruginosa disinda Planktothrix rubescens tiiriiyle ilgili de MC
kayitlar1 bildirilmistir (Albay ve ark. 2003a, Akgaalan ve ark. 2006). Yapilan tez
caligmasina kadar Uluabat Goli’nde ise daha once M. aeruginosa cogalmalari
bildirilmesine (Ulcay ve ark. 2010) ragmen g6lde MC varlig1 rapor edilmemistir (Yilmaz
ve ark. 2019). Bu calisma ile hem Uluabat Goli’nde hem de gdlden izole edilen M.

aeruginosa suslarinda ilk kez MC varligi rapor edilmistir.

Diger yandan yapilan tez calismasi kapsaminda Uluabat Golii'nden izole edilen M.
smithii ve A. grevillei suslarinda ilk kez mikrosistin sentetazi kodlayan gen bdlgeleri
(mcyA ve mcyB) PCR ile saptanmigtir. McyA ve mcyB genlerinin varligi bu suslarin da

potansiyel MC fireticisi olabileceklerini diisiindiirmiistiir. Liu ve ark. (2011) da
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calismalarinda Dishui G6li’ne ait bloom orneginden izole ettikleri M. smithii CHAB
2183 susunda, mikrosistin sentetazi kodlayan mcyA gen fragmentini saptamis ve HPLC
analizleri ile de bu susun MC-RR (1550 pg g*' kuru agirlik hiicre) iirettigini
dogrulamiglardir. M. smithii tiiriniin baz1 bloom 6rneklerinde bulunan ana tiirlerden biri
oldugunu ve toplam MC igerigindeki MC-RR oranina énemli bir katki yapabilecegini
vurgulamiglardir. Pavlova ve ark. (2006) ise Shabla Golii'nden toplanan siyanobakteri
biyokiitlesi 6rneginde dominant siyanobakteri tiiriiniin A. grevillei oldugunu ve bu
biyokiitlenin 40 pg g kuru agirlik toplam MC miktar1 igerdigini rapor etmislerdir. Bu
tiiriin mevcut oldugu biyokiitle 6rneginde dominant MC varyantinin, mikrosistin-LR
oldugunu belirlemislerdir. Diger yandan MC ve CYN biyosentez gen kiimelerinde veya
diizenleyici bolgelerde meydana gelen delesyon, insersiyon, nokta mutasyonu gibi
degisimlerin bu genlerin inaktivasyonuna yol agarak toksin iiretimini etkiledigi
bilinmektedir (Kaebernick ve ark. 2001, Kurmayer ve ark. 2004, Schatz ve ark. 2005,
Christiansen ve ark. 2006, Christiansen ve ark. 2008, Rasmussen ve ark. 2008, Fewer ve
ark. 2011). Mutant hiicrelerde oldugu gibi toksin genine sahip olan her hiicrenin, toksin
tiretemeyebilecegi bilinmektedir (Kellmann ve ark. 2006). Genlerin mevcudiyeti her
zaman toksin iiretimi saglayamadigindan Uluabat Goli’niin bu MC iireticileri agisindan
daha detayli ¢alisilmasi gerekmektedir. M. smithii ve A. grevillei suslarina ait veriler,
Uluabat Golii’'nde M. aeruginosa disinda baska MC iireticilerinin olabilecegine dair bir

On veri niteliginde olmustur.

ELISA analizi ile MC iiretimi tespit edilen, PCR ile de mcy gen bolgeleri saptanan
Aquameb 24 M. aeruginosa susunun LC-MS/MS analizi ile MC iirettigi dogrulanmustir.
Susta tespit edilen hedeflenmis dokuz MC varyanti igerisinde toplam MC
konsantrasyonuna en biiyiik katkiy1 yapan varyantlarin; MC-RR, MC-YR ve MC-LR
oldugu belirlenmistir. Aquameb 24 susu, 22.07.2015 tarihinde Nokta 1’de toplanan
plankton ¢ekimi 6rneginden izole edilmistir. Bu ylizden LC-MS/MS analizine gonderilen
22.07.2015 Nokta 1 plankton ¢ekimi 6rneginde ise M. aeruginosa susundan farkli olarak
toplam on iki MC varyantinin tespit edilmesi, Uluabat Gdlii’'nde M. aeruginosa disinda
baska MC iireticilerinin varligini diisiindiirmiistiir. Ballot ve ark. (2014) da ¢alismalarinda
izole ettikleri Microcystis suslarindan sadece birinde otuz bes mikrosistin varyanti tespit

ederken, Hartbeespoort Baraji'ndan alinan gevresel ornekte kirk bir MC varyanti
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saptamiglardir. Elde ettikleri bu bulgunun, barajda MC iireten baska suslarin varligina

isaret ettigini ifade etmislerdir.

Ayrica yapilan tez ¢alismasinda hem Aquameb 24 susunda hem de 22.07.2015 Nokta 1
plankton ¢ekimi 6rneginde toplam MC konsantrasyonuna en biiyiik katkiy1 yapan ii¢
varyantin (MC-LR, -RR, -YR) bu iki 6rnekteki katki oranlari birbirinden farklilik
gOstermistir. Aquameb 24 susunda baskin MC varyantlarin MC-RR ve MC-YR iken,
plankton ¢ekimi 6rneginde MC-LR oldugu belirlenmistir. Bu farkliligin olugsmasinda
susun kiiltlir altina alindig1 kosullarin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim Song
ve ark. (1998) da caligmalarinda kiiltiir kosullarinin MC {iretimini degistirebilecegini
vurgulamiglardir. Sonu¢ olarak Aquameb 24 susu da kiiltirde MC-RR ve MC-YR
varyantlarin1 daha fazla {iretmis olabilir. Diger yandan Uluabat Golii’nde bol bulunan
Microcystis genotipinin MC-RR ve MC-YR'ye gore daha fazla MC-LR iiretmesi de
muhtemel goriinmektedir. Yilmaz ve ark. (2019) da Uluabat Golii’'ndeki diger plankton
cekimi Orneklerinde de MC-LR nin en yiiksek konsantrasyona sahip oldugunu ve bunu
MC-RR ve MC-YR varyantlarinin izledigini rapor etmislerdir. Mantzouki ve ark.(2018),
benzer sekilde LC-MS/MS analizi ile Uluabat Go6li 20.08.2015 Nokta 2 su kolonu
orneginde MC-LR, MC-RR, MC-YR’nin baskin MC varyantlar1 oldugunu tespit
etmiglerdir. Ayrica tanimlanamayan bir dAmMC-LR varyanti tespit etmislerdir. Gkelis ve
ark. (2005b) ise Microcystis cinsinin dominant oldugu bloom 6rneklerinde 1-7 arasinda
MC varyantin tespit etmislerdir. Tespit edilen varyantlar icinde MC-RR, MC-LR, MC-
YR varyantlariin baskin MC’ler oldugunu saptamislardir. Bu ti¢ MC varyantinin bloom
orneklerindeki varligi pek ¢ok calismada rapor edilmistir (Vasconcelos ve ark. 1996,
Vezie ve ark. 1997, Oudra ve ark. 2001, Park 2001, Dyble ve ark. 2008, Ahmed ve ark.
2008). Microcystis ise bu varyantlarin baskin oldugu bloom orneklerinde en yaygin

gorilen cins olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Siyanobakteriler tarafindan NRPS-PKS enzim komplekslerinde MC’lerin pek ¢ok yapisal
varyant1 es zamanli liretildigi i¢in (Sivonen ve Jones 1999) genellikle cevresel veya kiiltiir
ornekleri, MC’lerin birden fazla varyantini icermektedir (Gkelis ve ark. 2005b).
Siyanobakteriler tarafindan tiretilen MC varyantlari iizerine yapilan bir arastirmada da

siyanobakterilerin genellikle dort MC varyantin iirettigi (Fewer ve ark. 2007, Puddick ve

143



ark. 2014) belirtilmistir. Siyanobakteriyel suslar arasinda MC biyosentez genlerinin
kodlanmasindaki degisikliklere bagli olarak farkli MC varyantlar1 ortaya ¢ikmaktadir
(Puddick ve ark. 2014). Bu varyantlarin toksisitesi ise degisiklik géstermektedir (Sivonen
ve Jones 1999). MC-LR, en yaygin ve en toksik varyant (6rnegin, MC-LR, LDso = 50 pg
kg fare biyoanalizinde) olarak bilinmektedir (Rinehart ve ark. 1994). MC-YR ve MC-
RR’nin de MC-LR sonrasinda en giiclii toksisite gdsteren varyantlar oldugu bilinmektedir
(Gupta ve ark. 2003). Diger yandan MC-LR’mn X pozisyonundaki hidrofobik 16sin yerine
hidrofilik bir amino asitin (6rnegin; arjinin) ge¢cmesiyle toksisitesi azalabilmektedir
(Zurawell ve ark. 2005). Son zamanlarda yapilan in vitro caligmalarda ise Y
pozisyonunda hidrofobik triptofan veya fenilalanin amino asitlerini tasiyan MC-LW ve
MC-LF varyantlarinin MC-LR’dan daha toksik oldugu ileri siiriilmektedir (Monks ve ark.
2007, Feurstein ve ark. 2009, Fischer ve ark. 2010, Vesterkvist ve ark. 2012, Faassen ve
Liirling 2013). Cevresel orneklerde bu varyantlarin olusumu hakkinda az sayida rapor
bulunmasina ragmen Hollanda’da kopek oliimleriyle ilgili vakalarda arastirmacilar
siyanobakteri materyalinde MC-LW ve MC-LF varyantlarina rastlamislardir (Liirling ve
ark. 2013, Faassen ve Liirling 2013). Yapilan tez g¢alismasinda Aquameb 24 M.
aeruginosa kiiltiir 6rneginde saptanmamasina ragmen plankton ¢ekimi 6rneginde diisiik
konsantrasyonlarda da olsa tespit edilen yiiksek toksisite gosterebilecek MC-LW, -LF, -
LY varyantlar1; Uluabat Go6lii’nde MC iireticisi olabilecek Microcystis cinsine ait diger
tiirlerin veya diger cinslerin géldeki MC tiretimine katkida bulundugunu diistindiirmistiir.
Plankton ¢ekimi drneklerindeki PCR tarama sonuglar1 ve klonlama verileri, gélde MC
tiretiminden sorumlu Microcystis spp. tirlerinin varhigimi gostermistir. Ayrica PCR
analizlerinde kullanilan primerlerin, Uluabat Golii’'ndeki biitin MC iireticilerini de
tanimamas1 olast bir durumdur. Diger yandan go6lden izole edilen suslardan M.
aeruginosa disinda M. smithii ve A. grevillei suslarinda da MC toksin genlerinin (mcyA
ve mcyB) mevcudiyetine rastlanmasi, LC-MS/MS sonuglarina gore golde MC-LW, -LF,
-LY varyantlarinin tespit edilmesiyle birlikte degerlendirildiginde Uluabat Golii’'nde M.
aeruginosa disinda potansiyel iireticilerin olabilecegini diisiindiirmektedir. Yilmaz ve
ark. (2019) da MC varyantlarinin saptanmasi i¢in uyguladiklari yeni bir yaklagimla 2015
yilina ait Uluabat G6lii ¢evresel 6rneklerinde > 34, M. aeruginosa Aquameb 24 susunda
ise > 31 olmak {iizere yiiksek sayida MC varyantinin varligini rapor etmislerdir. Bu MC

varyant1 sayilarinin, ¢evresel orneklerde ve kiiltiirlerde diinyada yapilan daha onceki
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caligmalarda bildirilen en yiiksek oranlar arasinda oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica LC-
UV-MS ve LC-HRMS analizleri ile 6rneklerde daha fazla varsayilan kiigilk MC’lerin
varhigim1 gosterdigini ve dolayisiyla Uluabat Goli'ndeki MC varyant sayilarinin

artabilecegini ileri stirmiislerdir.

Aquameb 24 kiiltiir 6rneginde ve 22.07.2015 Nokta 1 plankton ¢ekimi 6rneginde ELISA
ve LC-MS/MS ile saptanan toplam MC konsantrasyonlari, benzer sonuglar sergilemistir.
Bu da muhtemelen MC-LR, MC-RR, MC-YR gibi hedeflenmis varyantlarin daha yiiksek
bolluklari ve Adda ile modifiye edilmis tiirdeslerin diisiik konsantrasyonlarindan
kaynaklanmaktadir (Yilmaz ve ark. 2019). Diger yandan Mantzouki ve ark. (2018),
Uluabat Golii’'nden 20.08.2015 tarihinde Nokta 2’de toplanan su kolonu 6rneginde LC-
MS/MS metodu ile toplam 0,12 pug L MC konsantrasyonu belirlerken, yapilan tez
calismasi kapsaminda ayn1 &rnekte ELISA analizi ile 0,44 pg LT toplam MC
konsantrasyonu saptanmistir. Bu durum Adda ELISA’nin MC’lere kars1 genis 6zgiilliik
gosterdigi icin daha fazla MC’nin tespitine imkan saglamasindan, Mantzouki ve ark.
(2018)’nin  ¢alismalarinda ise MC’lerin tespitinde kullandigi standartlarin = ve
hedefledikleri varyantlarin siirli sayida olmasindan kaynaklanabilmektedir (Yilmaz ve
ark. 2019).

Sonu¢ olarak Uluabat Golii'niin trofik seviyesi, kiiresel iklim degisimi ve artan
antropojenik etkiler nedeniyle otrofikten hipertrofige dogru degisim gostermektedir.
Ozellikle yaz aylarinda golde siyanobakteriler artis gosterebilmektedir. Yapilan tez
calismasi ile Uluabat Golii’nden izole edilen toplam on sekiz susun ayrintili morfolojik
karakterizasyonu ile bu suslarin M. aeruginosa, D. cf. sigmoideum, L. planctonica, C.
issatschenkoi, C. elenkinii, P. isothrix, D. ellipsoides, S. aphanizomenoides, S. aquatilis,
A. grevillei, M. smithii taksonlarna ait oldugu belirlenmistir. Ayrica 16S rRNA gen
dizilerine dayali filogenetik agaglar1 dokuz susun M. aeruginosa, Limnothrix sp.,
Calothrix sp., S. aphanizomenoides, C. issatschenkoi taksonlarina ait oldugunu
dogrulamistir. Bununla birlikte izole edilen siyanobakteri suslarindan on tanesi Bursa
Teknik Universitesi Alg Kiiltiir Koleksiyonuna dahil edilmistir. Diger yandan dzellikle
tath sularda yayginlagsan zararli siyanobakteri ¢ogalmalar1 diinya genelinde pek cok

hayvanin ve insanin sagligini etkilemektedir. Yapilan tez calismasi ile Uluabat Golii’'nde
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ve golden izole edilen siyanobakteri suslarinda ATX-a, STX ve CYN toksinlerine ve
potansiyel ireticilerine rastlanmazken, goélde yiiksek miktarlarda MC iiretimi rapor
edilmistir. G6lden izole edilen M. aeruginosa susunun toksik olup yiiksek miktarlarda
MC iirettigi belirlenmistir. Ayrica Uluabat Géli’nden izole edilen M. smithii ve A.
grevillei suslariin da mikrosistin sentetaz (mcyA ve mcyB) genlerine sahip oldugu tespit
edilmis olup bu tirlerin de gol ekosistemi i¢in bir tehlike olusturabilecegi
diistiniilmektedir. Klonlama, LC-MS/MS sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde elde
edilen veriler, M. aeruginosa disinda golde mikrosistin iireticisi olabilecek Microcystis
cinsine ait baska tiirlerin veya baska cinslerin bulunabilecegini dislindiirmiistiir. Bu
calisma Uluabat Golii’'ndeki toksik siyanobakteriler ve siyanotoksinlerin arastirilmasi ile
ilgili ilk ayrintili ¢alisma oldugu igin literatiire katki saglamaktadir. Uluabat Golii
civarindaki halk, gecimini balik¢ilik ile sagladig1 ve tarimsal sulama amacglh gdlden su
cektigi icin golde siyanotoksinler ile ilgili daha ayrintili ¢alismalar yapilmali ve bolge
halk1 siyanotoksinler hakkinda bilgilendirilmelidir.
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