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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

CEVRESEL SU ORNEKLERINDE POTANSIYEL GEOSMIN ve 2-MiB
URETEN SiYANOBAKTERI TURLERININ PZR YONTEMIiYLE
BELIiRLENMESI

Zuhal TUNC ZENGIN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Su Uriinleri Temel Bilimleri Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Reyhan AKCAALAN ALBAY

Sudaki Geosmin ve MIB kaynakli tat ve koku sorunlarinin ¢dziimiindeki en 6nemli
stratejilerden biri, Geosmin ve MIB metabolitlerinin dogal kaynagi olan siyanobakteri
tiirlerinin tespitidir. Etkin bir su kalitesi yonetimi stratejisi izlemek amaciyla Geosmin ve
MIB metabolitlerinin hangi siyanobakteri tiirleri tarafindan sentezlediginin ortaya
konmasi énem arz etmektedir. Geosmin ve MIB metabolitlerinin biyosentezi i¢in gerekli
olan gen bolgeleri (Geosmin Sentaz ve MIB Sentaz) bilinmektedir ve sularda bu
molekiillerin iireticisi olan siyanobakterilerin tespitinde bu gen bilgilerinden
yararlanilmaktadir. Diinyada bu konuda yapilmis ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Bu
calismada, Istanbul Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Igsular Biyolojisi Anabilim Dali
Alg Kiiltiir Koleksiyonunda yer alan siyanobakteri suslari ve gevresel su orneklerinde
Geosmin Sentaz ve MIB Sentaz genlerine 6zgii primerler segilerek Polimeraz Zincir
Reaksiyonu yontemi ile bu iki metaboliti sentezleme potansiyellerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Calismada 3 farkli siyanobakteri takimina (Nostocales, Oscillatoriales ve
Synechococcales) ait, Anabaena, Aphanizomenon, Cuspidothrix, Nostoc, Nodularia,
Lyngbya, Pseudanabaena, Planktolyngbya ve Planktothrix cinslerinin bulundugu kiiltiir
ve gevre drneklerinde, molekiiler yontemler kullanilarak Geosmin ve/veya MIB iiretim
potansiyeli tespit edilmistir. Ayrica, Omerli Baraj Golii ve Malatya Giinpinar
Selalesi’nden alman su Orneklerinde potansiyel MIB ve Geosmin iireticisi
siyanobakterinin tespiti i¢in PZR iirlinlerinin dizileme analizi yapilmistir. Elde edilen
sonuglar mevcut diger lretici siyanobakterilerin dizi bilgileriyle karsilagtirildiginda,
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Omerli Baraj Gélii’'ndeki potansiyel MIB fireticisi siyanobakterinin Pseudanabaena
limnetica oldugu ve Malatya Giinpinar Selalesi’ndeki potansiyel Geosmin iireticisi
siyanobakterinin Nostoc sp. olabilecegi goriilmiistiir. Tiirkiye su kaynaklarinda tat ve
koku problemlerinin baslica kaynagi olabilecek bu tiirlerin molekiiler biyoloji ve genetik
yontemleriyle belirlenmesi bakimindan bu ¢aligma {ilkemiz i¢in bir ilktir ve su kalitesi
yonetimi ¢alismalari i¢cin 6nem arz etmektedir.

Haziran 2017, 94 sayfa.

Anahtar kelimeler: Geosmin, MiB, PZR, tat ve koku problemleri
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

DETERMINATION OF POTENTIAL GEOSMIN and 2-MIB PRODUCING
CYANOBACTERIA SPECIES IN ENVIROMENTAL WATER SAMPLES BY
PCR METHOD

Zuhal TUNC ZENGIN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Basic Sciences in Fisheries

Supervisor : Prof. Dr. Reyhan AKCAALAN ALBAY

One of the most important strategies to solve the taste and odor problems caused by
Geosmin and MIB in the water is the detection of cyanobacteria species which is the
natural source of Geosmin and MIB metabolites. In order to follow an effective water
quality management strategy it is important to show which cyanobacteria species
synthesize the Geosmin and MIB metabolites. The nucleotide regions (Geosmin Synthase
and MIB Synthase) necessary for the biosynthesis of these metabolites are known and
these information are used to detect cyanobacteria species responsible for the production
of these molecules in water. There are very few studies in the world on this subject. In
this study, it was aimed to determine the potential producers of these two metabolites by
Polymerase Chain Reaction method using specific primers for Geosmin synthase and MIB
synthase genes in cultured cyanobacteria species from Algae Culture Collection of
Department of Freshwater Biology in Fisheries Faculty and environmental water samples.
Potential Geosmin and / or MIB production was determined from culture and
environmental samples which include Anabaena, Aphanizomenon, Cuspidothrix, Nostoc,
Nodularia, Lyngbya, Pseudanabaena, Planktolyngbya and Planktothrix genus from three
different cyanobacterial orders (Nostocales, Oscillatoriales ve Synechococcales) by PCR
method. Moreover, sequence analysis was carried out in water samples collected from
Omerli Dam Lake and Malatya Giinpinar Waterfall to detect the species responsible of
MIB and Geosmin production. According to blast analysis of sequence results, the
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potential MIB producer in Omerli Dam Lake was Pseudanabaena limnetica and potential
Geosmin producer in Malatya Giinpinar Waterfall was Nostoc sp. This is the first study
in Turkey in order to determine the responsible cyanobacteria species as a source of taste
and odor problems in water resources using molecular biology and genetic methods and
the results are important for water quality management studies in our country.

June 2017, 94 pages.

Keywords: Geosmin, MIB, PCR, taste and odour problems
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1. GIRIS

Sulardaki tat ve koku sorunu, yasamimizin vazgeg¢ilmez bir unsuru olan suyun
kullanimin1 6nemli 6l¢giide olumsuz etkileyen kiiresel bir sorun haline gelmistir. Tat ve
koku bakimindan rahatsiz edici hale gelen rekreasyonel veya i¢gme suyu kaynagi olarak
kullanilan sular, bilimsel veriler herhangi bir saglik riski ortaya koymasa bile, kullanicilar
tarafindan "sagliksiz" olarak algilanabilmektedir. Bu durum, kamuoyunda sularin
kullanimiyla ilgili gliveni azaltarak kamuoyu ile su yonetim birimleri arasindaki iliskileri

olumsuz etkilemektedir (Mackey ve dig., 2013; Deveci, 2017).

Onemli su kalitesi parametrelerinden Geosmin (IUPAC ad: (4S,4aS,8aR)-4,8a-dimethyl-
1,2,3,4,5,6,7,8-octahydronaphthalen-4a-ol) ve MIB (IUPAC adi: 3,4,7,7-
tetramethylbicyclo[2.2.1]heptan-3-0l veya  2-metilizoborneol);  siyanobakteriler,
aktinomisetler ve funguslar gibi cesitli canli gruplarn tarafindan sentezlenen ugucu
ozellikte iki sekonder metabolittir ve Ozellikle yaz aylarinda asir1 artis gosterebilen
siyanobakteriler, bu metabolitlerin sudaki birincil iireticileridir (Jiittner ve Watson, 2007).
Geosmin ve MIB, cok diisiik konsantrasyonlarda bile (4-10 ng/l) suyun tat ve kokusunu
bozmaktadir ve bdylece suyun kullanimini olumsuz etkilemektedir (Watson ve dig.,

2016).

Ulkemizde sularda tat ve koku sorunlar1 oldugu bilinmektedir. Ancak, sadece Istanbul Su
ve Kanalizasyon Idaresi (ISKI) Su Kalitesi Raporlarinda Geosmin ve MIB sonuglarini
yaymlamaktadir. Bu raporlara gore, Omerli Baraj Goélii'nde aritma sonrast Geosmin
konsantrasyonu yaklasik 25 ng/l ve MIB konsantrasyonu 30 ng/l'ye ulasabilmektedir
(ISKi, 2010-2016). Ancak, bu tat ve koku problemini iireten organizmalar

bilinmemektedir.

Sudaki Geosmin ve MIB kaynakli tat ve koku sorunlarinin ¢dziimiindeki en 6nemli
stratejilerden biri, Geosmin ve MIB metabolitlerinin dogal kaynagi olan siyanobakteri
tiirlerinin tespitidir. Bu iki parametre lilkemizde 6zellikle igme suyu kaynagi olan ylizey

sularinda analitik yontemler kullanilarak 6lgiilmektedir. Ancak, Geosmin ve MIB’in



tireticisi olan canli tiirlerinin belirlenmesine yonelik genetik temelli bir ¢alisma tilkemizde

heniiz yapilmamustir.

Geosmin ve MIB metabolitlerinin biyosentezi i¢in gerekli olan enzimleri kodlayan gen
bolgeleri bilinmektedir ve sularda bu molekiillerin {ireticisi olan siyanobakterilerin

tespitinde mevcut niikleotit bilgilerinden yararlanilmaktadir.

Bu c¢alismada, Geosmin Sentaz ve MIB Sentaz genlerine dzgiin primerler kullanilarak
Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi ile istanbul Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
Temel Bilimler Boliimii Igsular Biyolojisi Anabilim Dali alg kiiltiir koleksiyonundaki
siyanobakteri tiirleri ve cevresel su Ornekleri analiz edilmis ve bu iki metaboliti

sentezleme potansiyelleri incelenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. SULARDA TAT VE KOKU PROBLEMI

Tat ve koku alma duyular1 tiim canlilar i¢in biyolojik ve ekolojik yonden oldukca
onemlidir. Tat alma duyusu sivi halindeki molekiillerle harekete gecerken koku alma
duyusu gaz halindeki molekiiller araciligtyla uyarilabilmektedir. Bu yoniiyle koku yayan
ucucu bilesiklere sahip sulardan ozellikle igme sulari, hem tat hem de koku alma
duyularin1 ayni anda uyarabilmektedir. Ugucu organik bilesikler, insanlarda tat ve koku
duyusuyla birlikte harekete gecirdikleri duygusal ve diirtiisel merkezler nedeniyle insan
viicudunda tek seferde, ¢ok sayida biyokimyasal reaksiyonu tetikleyebilmektedir
(Bozkurt, 2006). Bu nedenle, sularda tat ve koku parametreleri, suyun kullanimini

dogrudan etkilemektedir.

Suda istenmeyen kokulara neden olan Geosmin, MIiB, 2-metoksi-3-izopropilpirazin
(CgH12N20), di- (C7HsCI20), tri- (C7HsCI30) , tetra- (C7H4Cl4O) ve pentakloroanizoller
(C7H3CIs0), okta-1,3-dien (CgHis) gibi bilesikler bulunabilmektedir (Kilcast, 1996,
Krishnani ve dig., 2008). Ancak, Geosmin ve MIB’in, tatlisularda en yaygin bulunan ve
en ¢ok sorun yaratan biyolojik kaynakli kokular olabilecegi diistiniilmektedir (Jiittner ve
Watson, 2007).

Sularda tat ve koku yayan bilesikler birden fazla canli grubu tarafindan tiretilebilir, ancak
bu canli gruplar “organoleptik parmakizi” olarak nitelendirilebilecek tek tip tat ve koku
tiretme yetenegine sahip degildir (Watson, 2003). Bu durum, sulardaki tat ve koku
problemlerinin kaynaginin tespitini zorlastiran faktorlerden biridir. Birden fazla canli
grubunun iirettigi bilinen Geosmin ve MIB gibi koku yayan maddelerin kaynagimi

belirlemede canli gruplarina (sube, cins veya tiir seviyesinde) 6zgiin tasarlanan molekiiler



genetik temelli tespit yontemleri, hizli ve glivenilir sonu¢ saglamalar1 agisindan tat ve

koku problemlerinin biyolojik kaynaklarmin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.

Kaynag1 degisebilen tat ve koku bozulmalari, igme suyu ile ilgili yapilan tiiketici
sikdyetlerinin biiylik bir bolimiinii olusturabilmektedir (Suffet ve dig., 1996; Deveci,
2017). Bunun yani sira su tiriinleri yetistiriciligi yapilan sularda tiriinlerin tat ve kokusunu

bozarak ekonomik kayiplara da neden olabilmektedir (Kutovaya ve Watson, 2014).

2.2. SiYANOBAKTERILER

2.2.1. Siniflandirma ve Taksonomik Konum

Mavi-yesil algler olarak da bilinen siyanobakteriler (Cyanophyta), yaklasik 3,5 milyar yil
once ortaya ¢iktig1 ve 1,5 milyar yil boyunca baskin yasam formu oldugu diisiiniilen
fotosentetik prokaryotik canli grubudur (Bellinger ve Sigee, 2010). Ortaya ¢iktiklar
diisiiniilen déonemlerden giiniimiize kadar ulasabilmeleri, farkli ekosistemlerdeki hizli ve
tekrarl1 gerceklesen adaptasyonlar yoluyla elde ettikleri ekolojik anlamda avantajli yasam
stratejilerine sahip olmalarinin da bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Komarek,
2016). Birgok siyanobakteri tiirii, farkli habitatlarda veya farkli stres kosullar1 altinda,
farkli morfolojik fenotip gosterebilmektedir (Watson ve dig., 2016). Bu durum,
siyanobakterilerin taksonomik acidan degerlendirilmelerini oldukca zorlastirmaktadir.
Siniflandirilmalartyla ilgili veriler, molekiiler dizi verilerine bagli olarak her giin
giincellenmektedir (Komaérek ve dig., 2014). Siyanobakteriler, Eubacteria alemi i¢inde
yer alirlar ve 16S rRNA gen sekans analizlerine goére, daha ¢ok gram-pozitif bakterilere
yakindirlar (Pabuggu ve Yiicer, 2017). Siyanobakterilerin bilinen gilincel taksonomik

konumlar1 Tablo 2.1’de gosterilmistir.



Tablo 2.1: Siyanobakterilerin taksonomik konumu?.

Taksonomik Seviye Isim Otorite
Ust alem Prokaryot Allsopp
Alem Eubacteria Cavalier-Smith
Alt alem Negibacteria Cavalier-Smith ex Cavalier-Smith
Sube Cyanobacteria Stanier ex Cavalier-Smith

Siyanobakterilerin smiflandirilmalariyla ilgili gliniimiizde ortaya konan en kapsamli
yaklagim; bilinen morfolojik-ekolojik &zelliklerinin ve filogenetik molekiiler dizi
bilgilerinin birlikte degerlendirildigi “polifazik yaklagim”dir (Komarek, 2016). Bu
yaklagim 1s18inda, siyanobakterilerin siniflandirilmalariyla ilgili sorunlarin ortadan
kalkabilecegi ve Onilimiizdeki yillarda siyanobakteri sinifina pek c¢ok yeni tiiriin

eklenecegi tahmin edilmektedir.

2.2.2. Hiicre Ozellikleri

Siyanobakteriler, zarla cevrili organeli bulunmayan, basit hiicresel yapilari olan
prokaryotlardir (Sheath ve Wehr, 2015). Hiicrelerinin ¢ap1 genellikle 10 um’den kiigiik
olan siyanobakteriler, genetik materyallerini hiicrenin renksiz sentroplazmasi ig¢inde
serbest sekilde bulundururlar (Bellinger ve Sigee, 2010). Gergek bir nukleusun var
olmadig1 diger bakterilerde oldugu gibi siyanobakterilerde de genetik materyalin yogun
bir kitle durumunda oldugu bu bolgeye “niikleoid” adi verilmektedir ve bakterilerden
alinmis ince kesitlerin elektron mikrograflarinda, hiicrelerin yaklasik ticte birini kaplayan

bu bolge belirgin sekilde gézlenebilmektedir (Temizkan, 1999) (Sekil 2.1).

! (Guiry ve Guiry, 2017)
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Sekil 2.1: Siyanobakterilerde hiicresel yapimin sematik gosterimi?.

Siyanobakteri hiicrelerinde ortak olarak siyanofisin nisastasi, daginik halde bulunan
tilakoidler, fikobiliprotein pigmentleri ve peptidoglikan duvar yapisi goriilmektedir
(Sheath ve Wehr, 2015). Siyanobakteri hiicreleri, karbonhidrat¢a zengin bir glikokaliks
ile ¢evrelenmiglerdir. Hiicreye seklini veren glikokaliks, Gram-negatif bakterilerde
bulunan yapiya benzer olmasina ragmen, siyanobakterilerde peptidoglikan tabaka daha
kalindir. Kimyasal kompozisyonu ise Gram-pozitif bakterilerinkine benzerlik
gosterebilmektedir (Sekil 2.2) (Bryant, 1994).

Z (Anon., 2017)
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Sekil 2.2: Siyanobakteri hiicresinin dis yiizeyinin bir modeli®.

Pigmentler, kromatoplazma adi verilen ve hiicre duvarlarina yakin olan kisimda yer
almaktadir (Colakoglu, 1999). Fotosentetik pigment olarak klorofil-a (yesil), fikoeritrin
(kirmizi), fikosiyanin (mavi) ve allofikosiyanin (mavi) bulundurmaktadir (Sheath ve
Wehr, 2015). Disiik 151k seviyelerinde fikosiyanin pigmenti baskin duruma gelerek
Klorofille birlikte siyanobakterilere karakteristik mavi-yesil rengi vermektedir (Bellinger
ve Sigee, 2010).

% (Bryant, 1994).



Hiicre tipleri Synechococcus gibi tek hiicreli formdan Microcystis gibi koloni olusturan
veya Anabaena gibi filamentli formlara kadar oldukga farkli morfolojik ¢esitlilik gosterir
(Bellinger ve Sigee, 2010). Bazi tiirler, hiicre duvarinin diginda musilaj tabakasina
sahiptir ve bazi tiirlerde musilaj jelimsi bir matriks olusturabilmektedir (Sekil 2.3)
(Bellinger ve Sigee, 2010).

Icinde en ¢ok ¢esitliligi barindiran Nostocales takimi, heterosistler ve akinetler olmak
tizere iki Onemli Ozellesmis hiicre yapisina sahiptir (Komarek ve Johansen, 2015).
Heterosistlerde bulunan nitrogenaz enzimi, anaerobik kosullarda atmosferik veya suda
¢oziinmiis serbest azotun fiksasyonunu gergeklestirmektedir (Wolk, 1973). Canlilarin
yapitasi olan niikleik asitlerin sentezinde gerekli olan azot, bu yolla sudaki diger canlilarin
kullanabilecegi bir forma doniistiigiinden heterosistler siyanobakterilerin ekolojik
Onemini arttiran yapilardir. Akinetler ise siyanobakterilerde olumsuz ¢evre kosullarina
kars1, hiicrenin canliligini devam ettirebilmesi i¢in uygun olmayan kosullar altinda

organizmanin hayatta kalmasini saglayan dayanikli 6zellesmis hiicrelerdir.

Microcystis Anabaena Aphanizomenon

Planktothrix Nostoc Nodularia

Sekil 2.3: Siyanobakterilerde farkli morfolojik yapilardaki hiicre tipleri®.

4 Mikroskop fotograflar1 A. Oguz, L.Koker, R. Akgaalan ve Z. Tung tarafindan ¢ekilmistir.



Genel olarak mikroskobik incelemede bazi ayirt edici 6zelliklere gére morfolojik olarak
siniflandirma yapmak miimkiin olabilmektedir. Ornegin; Microcystis cinsinde hiicreler
yuvarlaktir ve ¢aplar1 4-6 pum genisligindedir. Bu hiicreler miisilaj bir yapiyla gevsek
sekilde biraraya gelerek 40-400 um ¢apinda kiiresel veya diizensiz sekillerde koloniler
olusturabilmektedir (Sekil 2.3). Anabaena cinsinde hiicreler yuvarlak veya ovaldir ve
caplar1 4-8 um genisligindedir. Hiicreler diiz, kivrik veya sarmal yapida farkli uzunlukta
(heterosist ve akinet iceren) filamentler olusturabilmektedir (Sekil 2.3). Planktothrix
cinsinde hiicreler disk seklindedir ve 4-8 um genisligindedir. Hiicreler biraraya gelerek
tek bir hiicreyi ayirt etmenin zor oldugu diiz trikom yapilarin1 olusturur (Sekil 2.3).
Trikomun ucunda bulunan hiicrenin sekli digerlerinden farklidir ve hiicrelerde gaz
vesikiilleri bulunur. Oscillatoria cinsinde de hiicreler disk seklindedir ve genislikleri
uzunluklarina gore daha fazladir. Hicreler diiz trikom yapist olusturur. Trikomun
ucundaki hiicre yuvarlak veya ayirt edilebilen farkli bir yapidadir. Hiicrelerde gaz
vesikiilleri bulunmaz ve bentiktir. Nostoc cinsinde hiicreler yuvarlaktir ve biikiilmiis
yapida trikomlar olusturur. Bazi tiirlerinde heterosist ve akinet bulunabilir. Trikomlar
musilaj bir tabaka i¢inde paketlenmis sekilde bulunabilir ve bu nedenle koloniler ¢cogu

zaman makroskobik sekilde ayirt edilebilir (Meriluoto ve dig., 2005).

Siyanobakterilerde, hareket organeli olan flagella veya fimbrium bulunmadigi i¢in aktif
hareket gézlenmemektedir (Colakoglu, 1999). Yalnizca, Synechocystis sp. PCC 6803
susunda yapilan bir ¢alismada, fotoreseptorler tarafindan algilanan 151k kaynagina dogru
IV. Tip pilus araciligiyla fototaksi hareketi yapabildikleri gosterilmistir (Schuergers ve
dig., 2016).

Siyanobakterilerin kiiclik genom boyutlar1 ve hiicresel aktiviteleri i¢in diisiik
konsantrasyonda besin kaynagina ihtiya¢ duymalari, genetik caligmalar i¢in avantaj
olustururken (Mazard ve dig., 2016), kiiltiirdeki gelisim siirelerinin diger bakteri

gruplarina gore daha yavas olmasi dezavantaj olusturmaktadir (Dittmann ve dig., 2015).
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2.2.3. Yasam Alanlar

Uzun evrimsel ge¢mislerinin bir sonucu olarak ekstrem cevre kosullarina (termal su
kaynaklari, kurak kosullar), acisu kosullarina (yar1 tuzlu), az veya ¢ok miktarda besin
maddesi olan ¢evre kosullarina ve planktonik/bentik habitatlar1 igeren her tiirli tatlisu
cevrelerine adapte olmuslardir (Bellinger ve Sigee, 2010; Mazard ve dig., 2016).
Siyanobakteriler, tatlisularda denizlere gére daha yaygindir ve denizlerdekine gére daha

cok ¢esitlilik gostermektedir (Kulasooriya, 2012).

Siyanobakteriler; fotosentez yapabilme yetenekleri, atmosferdeki serbest azotu organik
forma dontstiirerek simbiyotik iliskilerinde katki saglama ve besin zincirinin tist
seviyelerindeki canlilar i¢in degerli bir besin kaynagi olma 6zellikleriyle sucul ekosistem

icin dnemli bir yere sahiptir.

2.2.4. Siyanobakterilerin Geosmin ve MiB Problemindeki Onemi

Amip (Vannella sp.), aktinobakteri (Streptomyces griseofuscus) ve mantarlar
(Penicillium ve Aspergillus cinslerine ait tiirler) gibi gesitli canli gruplar tarafindan
sentezlendigi bilinen bu sekonder metabolitlerin sucul ekosistemdeki birincil {ireticisi,
siyanobakterilerdir. Diinyada, Biwa ve Kasumigaura Golii (Japonya), San Vicente
Rezervuar Alan1 (Amerika Birlesik Devletleri), Llobregat Nehri (Ispanya) gibi farkl
habitatlarda siyanobakterilerin Geosmin ve MIB iirettigine dair kayitlar vardir (Kajino ve
Sakamoto, 1995; Sugiura ve dig., 1998; Izaguirre ve dig., 1999; Vilalta ve dig., 2004;
Jiittner ve Watson, 2007; Zhang ve dig, 2016).

Siyanobakteriler, bulunduklart ortamlarda zaman zaman baskin hale gelebilmektedir. Bu
durum genellikle birden fazla faktoriin etkisinden kaynaklanmaktadir. Sudaki besin tuzu
konsantrasyonu (Orn: Azot/Fosfor orani), su yapisinin morfometrisi, su sicakligi, su
yiizeyine gelen 15181n ulasabildigi derinlik, suyun karigsma veya tabakalanma durumu ve

sudaki besin zinciri yapisi en dnemli faktorlerdendir (Dokulil ve Teubner, 2000). Kosullar
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uygun hale geldiginde siyanobakteriler asir1 artis gosterebilmekte ve zaman zaman
bulunduklar1 suyun yilizeyini kaplayan bir tabaka olusturabilmektedir (Sekil 2.4)
(Akgaalan, 2008). Siyanobakteriler, icme suyu kaynagi olarak kullanilan barajlarda
baskin olmalar1 durumunda filtreleri tikamakta, suyun tadini ve kokusunu bozmakta hatta
suyun kullanilabilirligini ortadan kaldirmaktadirlar (Albay ve dig., 2003). Bu asir1 alg
artiglari, sicak iklim bolgelerinde y1l boyunca meydana gelebilmektedir (Paerl ve Otten,
2013). Ayrica, termal tabakalanma goriilen géllerde 6trofik kosullarda hipolimniyonun
anoksik olmasi besin tuzlarinin sedimandan salinmasina neden olabilmektedir (Cooke ve

Carlson, 1989). Bu kosullar siyanobakteri asir1 artislarina zemin hazirlamaktadir.

Sapanca Géli Omerli Baraj Golii
(Planktothrix rubescens) (Microcystis sp.)

Manyas Goll

(Dolichospermum sp.,
Microcystis sp. ve
Cuspidothrix sp.)

Kuglikgekmece Golu

(Planktothrix agardhii) Kigukgekmece GOl

(Microcystis sp.)

Sekil 2.4: Ulkemizdeki siyanobakteri agir1 artis rnekleri.

Genellikle siyanobakteri artislar1 yaz ortasindan sonbahar basina kadar olan dénemde
otrofik gollerde meydana gelebildigi gibi yilin her mevsiminde sucul ekosistemlerde
siyanobakteri artiglar1 goriilebilmektedir (Bellinger ve Sigee, 2010). Bu asir1 artiglarin
sonrasinda sudaki CO; artar, pH diiser ve oksijensiz kosullar ortaya ¢ikabilir. Ayrica, bazi
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siyanobakteri tiirlerinin iirettigi siyanotoksinler su ekosistemlerinde ciddi sorunlara yol

acabilir (Rodriguez ve dig., 2017).

Geosmin ve MIB metabolitleri, &zellikle siyanobakteri asir1 artiglarmi takip eden
zamanlarda, canliligini yitiren siyanobakteri hiicrelerinin pargalanmasiyla birlikte suya
karisabilmektedir. Ancak, her siyanobakteri asir1 artist Geosmin ve MIB iiretimini
gerceklestirmez. Ornegin, Microcystis gibi siyanobakterilerin asir1 artislar1 Geosmin ve
MIB iiretmezken suda tat ve koku bozucu farkli bilesiklerin (Orm.
foseptik/sarimsak/¢iirik kokusu yayan Dimetil disilfit (DMDS), Dimetil trisiilfit
(DMTS), sogan/et/siilfiir kokusu yayan Izopropil disiilfit, ester/meyve kokusu yayan 6-
Metil-5-hepten-2-on, tiitin/tiitsii/kiif benzeri koku yayan [-cyclocitral, ¢ig balik
benzeri/bozulmus yemek benzeri koku yayan 2,4,7-Dekatrienal) olusmasina neden
olabilmektedir (Lee ve dig., 2017). Bu kokulara ayn1 zamanda dkaryotik algler de (Orn:
Asterionella sp., Nitzschia sp., Aulacoseira sp., Cyanidium sp., Scenedesmus sp.) neden
olabilmektedir (Lee ve dig., 2017).

Geosmin ve MIB’in hiicre icindeki bulunuslari, proteinlere bagl ve serbest (sitozolde)
form olarak iki sekilde goriilebilmektedir. Bu durum, iiretici siyanobakteri hiicrelerinin
iginden, bulunduklari ortama gecebilen Geosmin veya MIB miktarmi dogrudan
etkilemektedir. Ornegin; Wu ve Jiittner (1988) Oscillatoria tenuis’te yaptiklari calismada
Geosmin’in MIB’e gore hiicre disina daha az salindigim tespit etmistir. Bu durumun
hiicre i¢indeki Geosmin’in hiicre bilesenlerine tutunmus halde olmasindan ve Geosmin’in
onemli bir boliimiiniin tilakoid membranda (Sekil 2.2) bulunmasindan kaynaklandig:
diisiiniilmektedir (Wu ve Jiittner, 1988). Ayrica, Geosmin ve MIB’in tilakoid
membranlarin {ist yiizeyinde yer alan fikobilin proteinlerine Hidrojen baglar1 ve Van der
Waals c¢ekim kuvveti ile tutunabilecekleri de ileri siiriilmektedir (Jiittner ve Watson,
2007). Geosmin ve MiB’in hiicre iginde iki form seklinde bulunabilmeleri, hiicre i¢i veya
hiicre dis1 miktarlarinin tespiti i¢in yapilan analitik ¢alismalar i¢in gozardi edilmemesi

gereken en 6nemli noktalardan biridir.
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Geosmin ve MIB iireticisi olan siyanobakteri tiirleri ile bu metabolitleri {iretmeyen tiirler
suda birlikte bulunabilirler; ancak {iretici olan siyanobakterileri mikroskopta morfolojik
ozelliklerine bakarak ayirt etmek miimkiin degildir. Geosmin ve MIB biyosentezi i¢in
gerekli olan gen bolgeleri bilindiginden Geosmin ve MIB iireticisi olan siyanobakterilerin

tespitinde bu bilgilerden yararlanilabilmektedir.

2.3. SEKONDER METABOLITLER

Canlilarin biiylime, gelisim ve ¢ogalma gibi temel biyolojik siire¢lerine dogrudan
katilmayan organik bilesikler sekonder metabolitler olarak adlandirilmaktadir (Zak ve
Kosakowska, 2016). Genellikle diisiik molekiil agirlikli olan sekonder metabolitler, farkli
ve ¢ogunlukla da etkili biyolojik aktiviteye sahiptir (Mandal ve Rath, 2015). Sekonder
metabolitler, organizmanin stres kosullarina kars1 savunma mekanizmasi gelistirmesini
ve tiirlerarasi rekabet siirecinde hayatta kalmasini saglayabilmektedir (Mandal ve Rath,
2015).

Sekonder metabolitler, hem karasal hem de sucul organizmalar tarafindan
tiretilebilmektedir. Siyanobakterilerin, sahip olduklari evrimsel gegmisleri boyunca iliski
halinde olduklar1 mikro ve makro organizmalarla kurduklar1 6zgiin etkilesimlerin ¢ogu,
0zgiin ve karmasik genetik yolaklarin yan iirtinleri olan sekonder metabolitler sayesinde
gerceklesmistir (Mazar ve dig., 2016). Ancak, karasal ekosistemlerdeki sekonder
metabolitler ve c¢evreleriyle olan etkilesimleri ile 1ilgili mevcut bilgilerle
karsilastirildiginda sucul habitatlardaki sekonder metabolitler ve c¢evrelerine olan
etkileriyle ilgili bilgilerimiz daha siirhdir (Zak ve Kosakowska, 2016). Sucul
ekosistemlerde iiretici canli tarafindan suya birakilan sekonder metabolitlerin islevsel
hale gelebilmeleri i¢in tamamen hidrofilik yapida ve hedef canlilara etki edecek miktarda

olmas1 zorunludur (Gross, 2003).
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Siyanobakteri sekonder metabolitlerinin yapisal ve islevsel 6zellikleri ile ilgili ¢alismalar,
bu metabolitlerin ekolojik rollerini anlamaya yonelik calismalara gore daha hizh
ilerlemektedir. Agirliklt olarak; halk sagligini etkileyen sekonder metabolitlerden,
siyanotoksinler ve asir1 alg artislarini tetikleyici etkisi olabilecek sekonder metabolitler
lizerine ¢alismalar mevcuttur (Legrand ve dig., 2003). Son yillarda ise bu metabolitlerin
antikanser, antimikrobiyal ve UV koruyucu olarak gosterdikleri etkiler nedeniyle
sekonder metabolitler iizerindeki arastirmalar hiz kazanmistir (Zak ve Kosakowska,
2016). Bunun yani sira yiyecek, yakit ve pigment {retimi gibi biyoteknolojik
uygulamalari igeren ¢alismalarin da sayisinda ciddi bir artis olmustur (Mazar ve dig.,

2016).

Siyanobakteri sekonder metabolitlerinin yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri aydinlatildik¢a
hedeflenen hizmet veya iirline yonelik bu canlilar1 “sessiz fabrikalar” (Goziikirmizi,
2013) olarak kullanma olanaklarimiz da hizla artmaktadir. Genom haritalar1 tamamlanan
siyonabakteriler, sekonder metabolitlerin biyosentez siire¢lerinin de aydinlatilmasinda
bize oldukca Onemli bilgiler saglamaktadir. Biyolojik sistemlerdeki tek bir genin
incelenmesi anlayisindan bir canlida bulunan tiim biyolojik aglarin bir biitiin olarak
incelenmesi ve biyolojik sistemlerin sentetik olarak yeniden yapilandirilmasi anlayigina
kadar uzanan (Mazar ve dig., 2016) genis bir uygulama alanina sahip olan genetik
teknolojiler 151ginda, sekonder metabolitler, gelecekte ¢ok farkli biyoteknolojik

uygulamalarla karsimiza ¢ikabilecektir.

2.3.1. Sularda Geosmin ve MiB Problemi

Geosmin, toprak benzeri ve MIB ise kiif benzeri koku yayan iki ugucu organik bilesiktir
(Sekil 2.5). Koku esik degerleri ¢ok diisiik (sularda ortalama 10 ng/l) olan, bu bilesikler
biyolojik kaynaklidir (Watson ve dig., 2008). Igsularimizda da gériilen bu iki bilesikle
ilgili koku esik degerlerinin belirlenmesine yonelik bir caligma {ilkemizde heniiz

yapilmamustir.
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OH

{-) Geosmin (-) 2-Metilizoborneol

Sekil 2.5: Geosmin ve MIB sekonder metabolitlerinin kimyasal yapilari.

a. Geosmin b. MiB®

Cografi agidan degerlendirildiginde, Geosmin ve MIB diinyada pek ok bolgede
(Amerika, Kanada, Japonya, Cin, Misir, Almanya, Isvicre, italya, Avustralya, Norvec,
Irak, Fransa, Isvec, Iskocya, Rusya, Finlandiya ve Tiirkiye) tespit edilmistir (Tablo 2.2)

% (Jiittner ve Watson, 2007)



Tablo 2.2: Ulkelere gore sularda Geosmin ve MIB calismalari®.

ULKE YER KOKU KAYNAK
Castaic Golii (Kaliforniya) MIB Pseudanabaena
Perris Goli (Kaliforniya) Geosmin Anabaena
Amerika _
Mathews Golii (Kaliforniya) MIB Phormidium
Cheney Rezervuari (Kansas) Geosmin ve MIB Teshis edilmedi.
Buffalo Goli Geosmin Siyanobakteri
Kanada Ontario Goli Geosmin Fitoplankton
North Saskatchewan Nehri Geosmin ve MIB Aktinobakteri
Cedar Golii (Manitoba) Geosmin ve MIB Teshis edilmedi.
Toshima Adasi (Tokyo) Geosmin Oscillatoria
Kasumigauru Golii Geosmin Phormidium
Japonya '
Biwa Goli Geosmin ve MIB Anabaena
Shinji Golu Geosmin Coelosphaerium
Xionghe Rezervuart Geosmin Streptomyces
Cin Yanghe Rezervuart Geosmin Anabaena
Gonghu Koyu Geosmin ve MIB Teshis edilmedi.
Petrusplaat Rezervuari Geosmin Oscillatoriales
Almanya Konstanz Goli Geosmin Aktinobakteri
Wahnbach Rezervuart Geosmin Siyanobakteri
Isvigre Ziirih Golii Geosmin ve MiB Teshis edilmedi
Italya Arno Nehri, Floransa Geosmin ve MiB SXiEﬂg@Eﬁgr\(E
Omerli Baraj Golii MiB Pseudanabaena
Tiirkiye
Sapanca Goli Geosmin Planktothrix

® (Uwins, 2012; Alkam ve dig., 2015; Suurnikki, 2015; Watson ve dig., 2016; Godo ve dig., 2017)




Tablo 2.2 (Devam): Ulkelere gore sularda Geosmin ve MIB calismalari.

ULKE YER KOKU KAYNAK
MiIB Microcoleus
Irak Divaniye sehri
Geosmin Phormidium
Norveg Mjesa Goli Geosmin Tychonema
Fransa Chambon Gdli Geosmin Aphanizomenon
Isveg Bentoz Geosmin Cylindrospermum
Rusya Belirtilmemis Geosmin Nostoc
Iskogya Arron Adasi Geosmin Nostoc
Helsinki
Autti
Kuhmo Geosmin Nostoc
Finlandiya Hiidenvesi
Mikkeli
Hormajarvi Goli Geosmin Oscillatoria
Langsjo Golu Geosmin Planktothrix
Misir Solar Golii (Taba) Geosmin ve MIB Siyanobakteri
Avustralya Murrumbidgee Nehri Geosmin Anabaena

Ulkemiz sularinda da goriilen Geosmin ve MIB, i¢cme suyu aritma tesislerindeki aritim
stireclerine ragmen c¢ikis sularinda yiiksek degerlerde goriilebilmektedir (Sekil 2.6 ve
Sekil 2.7).
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Sekil 2.6: Omerli Orhaniye igmesuyu Aritma Tesisi ortalama Geosmin konsantrasyonu’.
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Sekil 2.7: Omerli Igmesuyu Aritma Tesisi ortalama MIB konsantrasyonue.

78 Istanbul Su ve Kanalizasyon idaresi ISK1, 2010-2016 Su kalitesi raporlari (Aritma gikis)
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2.3.2. Geosmin ve MiB’in Toksik Etkileri

Geosmin ve MiB’in, insan sagligina uzun siireli etkileri konusunda heniiz calisma
yaptlmamistir. Ancak, kisa siireli toksikolojik etkileri konusunda g¢esitli ¢aligmalar
yapilmistir. Bu c¢alismalarda, Geosmin ve MIB’in dogal ortamda gdzlenen degerlerinin
cok iistiindeki miktarlarda olumsuz etkileri olabilecegi goriilmiistiir. Ornegin, insan
karaciger hiicre kiiltiir hattt HepG2 {izerine 100 pg/ml MIB ve 75 pg/ml Geosmin
iistlindeki  degerlerin  sitotoksik etkileri oldugu goriilirken bunun altindaki
konsantrasyonlarin DNA hasarina yol agmadig1 tespit edilmistir (Burgos ve dig., 2014).
Baliklarda yapilan ¢aligmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir (Gagné ve dig., 1999).
Gokkusagr alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) toksik etki Geosmin i¢in 0,45 mg/l ve
MIB icin 10 mg/l konsantrasyonda goriiliirken; deniz kestanesi embriyolarinda letal
konsantrasyon Geosmin i¢in 17 mg/l ve MIB igin 69 mg/l olarak bulunmustur (Krishnani
ve dig., 2008). Bu degerler sucul ekosistemlerde dlgiilen konsantrasyonlarin (ng/l) ¢cok
iistiindedir. Ornegin, Amerika Birlesik Devletleri eyaletlerinden Mississippi’deki balik
havuzlarinda 76 pg/l MIB, Auburn’daki balik havuzlarinda 8,9 pg/l Geosmin tespit
edilmistir (Ploek ve dig.,1992). Diinyada tespit edilen bazi degerler Tablo 2.3’ te

verilmistir.
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Tablo 2.3: Diinyada tespit edilen baz1 Geosmin ve MiB konsantrasyonlari®.

Kaynak Konsantrasyon
Zirih Golii, Isvicre 2,7-23 ng/l Geosmin
Kasumigaura Golii, Japonya 900 ng/l MiB, 700 ng/l Geosmin
Senegal Nehri 47 ng/l Geosmin
Amerika i¢gme sularinda 46-88 ng/l Geosmin
Kanada i¢gme sularinda 10-120 ng/l Geosmin
Fransa igme sularinda 2-10 ng/l Geosmin veya MiB

Insan sagligima olumsuz etkileri bilinmemesine ragmen Geosmin ve MIB, ézellikle igme
suyu olarak kullanilan sularin tiikketimini, yaydiklari istenmeyen koku nedeniyle olumsuz
etkilemektedir (Dunlap ve dig., 2015). Ayrica, yiiksek konsantrasyonlarda bas agrisi,
stres ve karin agrist gibi psikosomatik etkilere neden olabilmektedir (Young ve dig.,

1996; Zhang ve dig., 2016).

2.3.3. Geosmin ve MiB’in Ekonomiye Olumsuz Etkisi

Geosmin ve MIB bilesiklerinin, yapisal 6zelliklerinin lipofilik olmasi nedeniyle 6zellikle
baliklarin ve kabuklu sucul canlilarin solungaglar1 ve bagirsaklar tarafindan tutulma
egilimleri fazladir (Watson ve dig., 2016). Bu nedenle su {irlinleri yetistiricilik sektorii
acisindan Geosmin ve MIB ekonomik kayiplara neden olabilmektedir. Igme suyu aritma
tesislerinde geleneksel aritma yontemleri ile giderimleri zor oldugundan (Watson ve dig.,
2016) ilave yontemlerin kullanimi (aktif karbon gibi) igme suyu iiretim maliyetini de

arttirmaktadir. Bu durum, Geosmin ve MIB molekiillerinin bulunduklar1 ortamdan

% (Jiittner ve Watson, 2007).
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uzaklastirilmalarini zorlagtirmakta ve tat-koku olaylar1 yasanmadan dnce sorun kaynagini

tespit etmeye yonelik caligmalarin 6nemini arttirmaktadir.

2.3.4. Geosmin ve MiB’in Yapisal Ozellikleri

Siyanobakteriler; peptitler, alkaloitler, poliketitler ve terpenler gibi farkli kimyasal yapida
sekonder metabolitler iiretebilmektedir (Dittmann ve dig., 2015). Geosmin ve MIB,
sekonder metabolitlerin en genis boliimiinii olusturan terpenler grubunda yer almaktadir.
Kimyasal anlamda terpenler, yapisi gesitli fakat belli sayida izopren (bes karbonlu 2-
metil-l, 3- butadien) (Sekil 2.8) birimlerine sahip olan molekiilleri igeren bir grup olarak

tamimlanmaktadir (Umay, 2007).

I ;\/
H,C =— C—CH—CHz 74

Sekil 2.8: izopren Biriminin Kimyasal Yapisi®.

Terpenler; monoterpenler (iki izoprenli ve on karbonlu), seskiterpenler (ii¢ izoprenli ve
onbes karbonlu), diterpenler (dort izoprenli ve yirmi karbonlu), sesterpenler (bes izoprenli
ve yirmibes karbonlu), triterpenler (alt1 izoprenli ve otuz karbonlu) ve karotenoitler (sekiz
izoprenli ve kirk karbonlu) gibi biiyiikliiklerine gére degisen farkli gruplari igermektedir
(Yamada ve dig., 2015). Terpenlerin ¢ogu hidrokarbonlardir; ancak alkoller, ketonlar
veya aldehitler gibi oksijen igeren bilesikler de olabilmektedir. Bu tlirevler cogunlukla
terpenoitler olarak adlandirilmaktadir (Umay, 2007). Geosmin seskiterpen (C12H220) ve
MIB monoterpen (C11H200) grubunda yer alan ve siyanobakterilerde en yaygin gériilen
terpenoitlerdir (Umay, 2007; Smith ve dig., 2008).

10 (Jasi¢, 2009)
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Terpenoitler, ¢ok farkli canli gruplarinda kimyasal iletisimin ¢ok farkli tiplerinde rol
oynadig1 bilinen molekiillerdir (Watson, 2003). Ornegin; denizel alglerden Caulerpa
taxifolia’nin sentezledigi bir seskiterpen olan caulerpenyne, bu alg tarafindan kendileri
ile beslenen canlilara karst savunma mekanizmasi olarak kullanilmaktadir (Watson,
2003). Terpenoitler, olfaktor (koku) dzellikleriyle bilinen ve yiyecek-igecek, parfiim gibi
farkli endiistrilerde bu 6zellikleri nedeniyle kullanilabilen maddeleri kapsayan kimyasal
grubu olusturmaktadir (Watson, 2003). Geosmin ve MIB, istenmeyen olfaktér 6zellikleri
(toprak ve kiif kokusu) tasiyan terpenoitlerdendir. Bu nedenle sularda bulunmalari,

bulunduklar1 suyu da istenmeyen duruma getirmektedir.

Geosmin (C12H220) yapisal olarak ilk kez 1965°te tanimlanmus, toprak benzeri kokuya
sahip, ucucu organik bir bilesiktir (Gerber ve Lechevalier, 1965). Toprakta geosmin
ireticisi olan organizmalar, Streptomyces cinsine ait tiirler baskin olmak {izere
Aktinobakterilerdir (Zaitlin ve Watson, 2006). Ancak ilerleyen yillarda bu maddenin tek
tiretici grubunun aktinomisetler olmadigi anlagilmis; miksobakteriler ve siyanobakteriler
tarafindan da iiretildigi tespit edilmistir (Dickschat, 2016). Ayrica, Geosmin ve MIB’in
bazi peynir, mantar, findik, sarap ve sebzelere karakteristik lezzetlerini verdigi
bilinmektedir ( Frisvad ve dig., 1997; Watson, 2003). Molekiil agirlig1 182,30248 g/mol
(PubChem, 2017) olan Geosmin, genellikle hiicre igindeki tilakoid ve sitoplazmik
membrana tutunmus sekilde bulunmaktadir (Watson, 2003).

Geosmin Tlrettigi bilinen siyanobakteri tiirlerini/ suslarini igeren cinsler: Anabaena,
Aphanizomenon, Calothrix, Coelosphaerium, Cylindrospermum, Dolichospermum,
Fischerella, Geitlerinema, Gloeotrichia, Heteroleibleinia, Hyella, Kamptonema,
Leibleinia, Leptolyngbya, Lyngbya, Microcoleus, Nostoc, Oscillatoria, Phormidium,
Planktothrix, Plectonema, Pseudanabaena, Symploca, Symplocastrum, Synechococcus,

Trichormus, Tychonema’dir (Watson ve dig., 2016).

MIB (C11H200), kiif benzeri oldukea giiclii bir kokuya sahip, molekiil agirlig1 168,2759
g/mol (PubChem, 2017) ugucu, alisiklik bir alkoldiir (Zhang ve dig., 2016). MIB,
Geosmin’den birkag y1l sonra (1969), Streptomyces cinsinden izole edilmistir (Gerber,
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1969). Siyanobakterilerde kesfi ise daha ileri tarihlerde (1976) gergeklesmistir (Tabachek
ve Yurkowski, 1976). MIB iireticisi canlilarla ilgili bilgiler Geosmin iireticisi canlilara
gdre cok daha azdir. Dolayisiyla, MIB iirettigi bilinen siyanobakteri tiir sayis1 da Geosmin

tireticisi tlirlere gore daha azdir (Zhang ve dig., 2016).

MIB fiirettigi bilinen siyanobakteri tiirlerini/ suslarimi iceren cinsler: Anabaena, Hyella,
Lyngya, Leptolyngbya, Oscillatoria, Phormidium, Planktothricoides, Planktothrix,
Pseudanabaena, Microcoleus, Spirulina ve Synechococcus’tur (Alkam ve dig., 2015;
Watson ve dig., 2016; Zhang ve dig., 2016; Chiu ve dig., 2016) .

Geosmin ve MiB kiral molekiillerdir (Sekil 2.9 ve Sekil 2.10). Watson ve dig. nin (2016),
(-) enantiyomerlerin (+) enantiyomerlere gore yaklasik 10 kat daha etkili koku
yayabildigini belirtmesi, bu molekiillerin kiral 6zelliklerinin 6nemini arttirmaktadir.
Brookes ve dig. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, koku yayan molekiillerin (veya
farkli enantiyomerlerinin) koku esik degerleri ile ilgili olarak, bu molekiillerle koku alma
reseptorleri arasinda kurulan iliskinin etkili olabilecegi tespit edilmistir. Bu ¢alismada,
enantiyomerleri olan molekiiller dort grupta incelenmistir. Birinci grupta, benzer koku
esik degerine sahip olan enantiyomerler (Orn. (1R,4S)-(+) Fenkon ve (1S, 4R)-(-) Fenkon
enantiyomerleri), ikinci grupta birbirinden tamamen farkli yapida olup farkli koku
reseptorlerine farkli gekim giicleriyle baglanan enantiyomerler (Orn. (4R)-(-) Karvon ve
(4S)-(+) Karvon enantiyomerleri) ve tiglincii grupta benzer koku yayan ancak kolay ayirt
edilemeyecek diizeyde karakteristik agidan birbirinden farkli enantiyomerler yer
almaktadir. Geosmin ve MIB ise dérdiincii gruptaki, aym kokuya sahip ancak tamamen
farkli koku esik degerleri olan enantiyomerlere sahip molekiiller grubuna dahil edilmistir
(Orn. (4S,4aS,8aR)-(-) Geosmin ve (4R,4aR,8aS)-(+) Geosmin enantiyomerleri) (Sekil
2.9). Geosmin ve MIB gibi molekiillerin ortak 6zelli§i “ozmoforik grup” olarak
adlandirilan koku olusumundan sorumlu, molekiiliin belli bir bolgesini olusturan spesifik
bir kimyasal grubu igermeleridir (Brookes ve dig., 2009). Cogu koku yayan molekiil en
az bir ozmoforik grup tagimaktadir. Polar 6zellikte olan bu gruplarin koku reseptorlerine

hidrojen bagiyla tutundugu diisiiniilmektedir (Brookes ve dig., 2009).
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@)

Sekil 2.9: Geosmin’in enantiyomerleri'®,

Sekil 2.10: MiB'in enantiyomerleri®2.

2.3.5. Geosmin ve MiB Biyosentezi

Geosmin biyosentezinden, 5,4 kilobazlik bir gen kiimesinin sorumlu oldugu
bilinmektedir (Micallef ve dig., 2015). Geosmin sentaz enzimi ve 2 siklik niikleotit
baglanma bolgeli protein, bu gen kiimesindeki niikleotit bilgisine gore sentezlenmektedir

(Sekil 2.11).

11 (@) (4R,4aR,8aS)-(+) enantiyomer, (b) (4S,4aS,8aR)-(-) enantiyomer (Brookes ve dig., 2009)
2 @) (R)-(-)-2-methylisoborneol enantiyomer, (b) (S)-(+)-2-methylisoborneol enantiyomer (Leffingwell,
2001-2002)
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1bg Geosmin senteziyle iligkili operon 5400 bg
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Sekil 2.11: Geosmin sentezinden sorumlu gen kiimesinin sematik goriinimii®3,

Geosmin olusumundan sorumlu enzim, ilk kez Streptomyces coelicolor’da tespit edilen
Geosmin sentaz (EC 4.1.99.16) enzimidir (Jiang ve dig., 2007). Geosmin sentaz,
giintimiize kadar 140 farkli organizmada tanimlanmistir (NCBI, 2017). Enzim yapisinda
675 ile (aktinomiset Catelliglobosispora koreensis’te) 888 (Streptomyces sp.’de) arasinda
aminoasit  bulunabilmektedir.  Streptomyces, Frankia, Saccharopolyspora ve
miksobakteriyal genom dizilerine bakildiginda, 730-740 aminoasitlik yiiksek seviyede
korunmus dizilere sahip oldugu goriilmiistiir (Watson ve dig., 2016).

Geosmin sentezinde kritik rol oynayan Geosmin sentaz geni, siyanobakterilerde ilk kez
2008’de Nostoc punctiforme PCC73102 susunda tespit edilmistir (Giglio ve dig., 2008).
Siyanobakterilerde bilinen Geosmin Sentaz enzimi yapisim1 yaklasik 730 aminoasit
olusturmaktadir (Sekil 2.12). Enzim, ¢ift islevli (N ve C uglu) bir seskiterpen siklazdir
(Giglio, 2013).

13 (Wang ve dig., 2014; Micallef ve dig., 2015)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1157634
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aal aa 319 aa 374 aa 726

Sekil 2.12: Siyanobakterilerde Geosmin sentaz enziminin sematik goriiniimii 14,

Geosmin sentaz enzimi, Farnezil pirofosfat (FPP)’tan Geosmin olusum tepkimesini
(Sekil 2.13) katalize eden liyaz tipi enzimdir (Jiang ve dig., 2007). Geosmin
biyosentezinin ilk basamagi sayillan Farnezil difosfattan Germakradienol olusum
siirecinde, Germakradienol sentaz enzimi ile birlikte Geosmin sentaz enziminin N ug¢lu
bolgesi de gorev almaktadir. Germakradienol olusumundan sonraki basamaklarda ise
Geosmin sentaz enziminin C uglu bolgesi gorev alarak Geosmin olusumunda en énemli

rolii oynamaktadir (Watson ve dig., 2016).

14 (Giglio, 2013).
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Sekil 2.13: Geosmin sentezinin dnemli asamalarinin sematik goriinimii®.

Siyanobakterilerde MIB sentezini gerceklestiren MIB sentaz geni ise 2011°de
Pseudanabaena sp. dgh15 susunda tanimlanmistir (Giglio ve dig., 2008; Giglio ve dig.,
2011). MIB sentezinde kilit rol oynayan MIB Sentaz enzimi ve diger proteinlerin
anlatimiyla iliskili oldugu bilinen operon, mibA (niikleotit baglanan proteini kodlayan
bolge), mibB (metiltransferaz kodlayan bolge), mibC ve mibD (niikleotit baglanan
proteini kodlayan bolge)’nin yer aldigi 5,9 kilobaz uzunlugundaki bolgeyi kapsamaktadir
(Sekil 2.14) (Chiu ve dig., 2016). Metilgeranil difosfattan 2-metilisoborneol olusum
tepkimesini saglayan MIB sentaz (mibC, mic veya monoterpen siklaz) yaklasik 1200 baz

ciftlik bolgenin gen anlatim trtiniidiir.

15 (Moss, 2016)
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1bg MIB senteziyle iliskili operon 5952 bg >

3098. bg mibC (MIB sentaz, monoterpen siklaz, mic) 4291. bg

Sekil 2.14: MIB sentezinden sorumlu gen kiimesinin sematik gosterimi *°.

MIB, Geranil difosfattan (GPP) iki basamakl1 tepkimeyle sentezlenmektedir (Sekil 2.15).
GPP (Geranil difosfat), metiltransferaz (EC 2.1.1.255) tarafindan metillenir ve bu
tepkimeyi 2-metilgeranil difosfatin, 2-metilizoborneol sentaz (EC 4.2.3.118) tarafindan
siklizasyon tepkimesi izler (Wang ve Cane, 2008; Kakimoto ve dig., 2014).

Geosmin ve MIB gibi vyiizlerce siklik seskiterpen, monoterpen ve diterpen,
hidrokarbonlarla alkoller, asiklik bilesiklerden FPP, GPP (Geranil difosfat) ve GGPP
(Geranilgeranil difosfat) onciillerinin, enzim araciligiyla gerceklesen ve iyonlagma
tepkimesiyle baslayan siklizasyon mekanizmasinin farkli bicimlerde gergeklesmesiyle

olugsmaktadir (Cane ve lkeda, 2012).

16 (Wang ve dig., 2011; Chiu ve dig., 2016),
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Sekil 2.15: MIB Sentezinin 6nemli asamalarmnin sematik goriiniimii’.

Geosmin ve MIB sentezinde gorev alan enzimlerin 6zellikleri Tablo 2.4’te gdsterilmistir.

17 (Moss, 2016)
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2.3.6. Geosmin ve MIB Biyosentezini Etkileyen Cesitli Parametreler

Geosmin ve MIB biyosentezini etkileyen faktdrlerin bilinmesi, bu sekonder
metabolitlerin kontrolii acisindan oldukca énemlidir. Geosmin ve MIB hiicrede gelisim
fazinda sentezlenmeye baglamakta; duragan fazda, yaslanma fazinda (senesens) veya
hiicre pargalanmasi (lizis) ile hiicre disina salinimi ger¢eklesmektedir (Watson, 2003).
Ancak, mikro veya makro seviyede ¢evresel faktorlerin Geosmin ve MIB biyosentezine
etki mekanizmalar1 ve hiicre disina salinim siirecine etkileri ile ilgili yeterli veya tiim

siyanobakteriler i¢in genellestirilebilecek veriler bulunmamaktadir.

Siyanobakterilerde Geosmin ve MIB sentezinin biyolojik ve ekolojik fonksiyonu ile ilgili
yeterli veri bulunmamaktadir. Ancak, mantarlarda Geosmin’in, birlikte sentezlendigi
maddeyle, Niponia nodulosa (kirkayak) gibi avc tiirlere karsi alarm feromonu veya bu
canliy1 ortamdan uzaklastirict madde olarak gorev alabilecegi diisiiniilmektedir (Omura
ve dig., 2002; Dickschat, 2017). Siyanobakterilerde de benzer sekilde ekolojik avantaj

saglama amaciyla sentezlenmesi ihtimali s6z konusudur.

Siyanobakterilerin yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli en onemli iki
abiyotik parametre; sicaklik ve 1giktir. Bunun diginda, her siyanobakteri tiirii farkli biyotik
ve abiyotik kosullara farkli makro ve mikro diizeyde tepkiler verebilmektedir. Makro
diizeyde tepki, ortam kosullarina gore siyanobakterilerin morfolojilerinde ¢ok cesitli
degisimlerin goriilebilmesi veya sentezlenen koku maddelerinin hissedilebilir diizeylere
ulagmasi seklinde goriilebilmektedir. Mikro diizeydeki tepkiler ise gen ve gen tirlinlerinde

meydana gelen degisimler ile bu degisimlerin etkiledigi metabolik yolaklardir.

Pseudanabaena sp. FACHB 1277 susunda yapilan bir ¢aligmada, artan sicakligin hiicre
iginde tutunmus halde bulunan MIB’in serbest hale gelmesini sagladig: tespit edilmistir
(Zhang ve dig., 2016). Geosmin ve MIiB molekiillerinin Hidrojen baglar1 ve Van der
Waals kuvvetleri gibi zayif baglarla fikobilinlere baglanmis durumdayken bu baglarin

koparilmasinda sicakligin arttirilmas etkili olabilmektedir (Jiittner ve Watson, 2007).
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Lyngbya kuetzingii’de yapilan ¢alismada ise, en yiiksek Geosmin miktari, normal sicaklik
degerlerinin altinda bulunan kiiltiirlerde (10°C) goriilmiistiir (Zhang ve dig., 2009). Bu
nedenle sicakhigin tek basina MIB ve Geosmin biyosentezi ile hiicre disina salimim
stirecini etkileyen parametre olarak degerlendirilmesi i¢cin mevcut bilgiler yeterli
gorinmemektedir. Bazi arastirmacilar tarafindan, diger enzim araciligiyla gerceklesen
tepkimelerde oldugu gibi, Geosmin ve MIB senteziyle gerceklesen tepkimelerin de belli
bir sicakliga kadar en yiiksek verimde gerceklestigi ve 40°C gibi proteinlerin
denatiirasyonuna neden olabilecek sicakliklarin {stiinde tepkimelerin olumsuz
etkilenecegi belirtilmistir (Zhang ve dig., 2016). Bu iki sekonder metabolitin hiicre
icindeki ve disindaki bulunuslarina yonelik olarak farkli siyanobakteri tiirleri iizerinde

daha fazla karsilagtirmali ¢alismaya gereksinim duyulmaktadir.

Artan 151k diizeyinin Pseudanabaena sp. ‘de hiicre icindeki serbest MiB’in hiicre disina
salinmmini arttirdigr  bilinmektedir (Zhang ve dig., 2016). Pseudanabaena sp. ve
Planktothricoides raciborskii tiirlerinde yapilan ¢alismada, yiiksek 151k diizeyinin (60
umol foton m2s™t) MIB sentaz gen anlatimim % 50 azalttig1, diisiik 151k diizeyinin ise
(10 pmol foton m2s™) gen anlatimini % 60 arttirdig1, 25°C’de 72 saat boyunca karanlikta
bekletilen kiiltiirlerde ise gen anlatiminin tamamen durdugu tespit edilmistir (Wang ve

dig., 2011).

Saadoun ve dig. tarafindan yapilan ¢alismada (2001) tat ve koku olaylarinin meydana
geldigi donemde ¢evresel orneklerden izole edilen ve laboratuvar ortaminda Geosmin
sentezledigi gozlemlenen Anabaena sp. 6rnekleri {istiinde sicaklik, 151k, azot, fosfor ve
bakir gibi parametrelerin Geosmin miktarina etkisi incelenmistir. 20°C sicaklik ve 17
umol foton m2 st 1sik siddeti altinda en yiiksek Geosmin/biyokiitle oranina ulasilmustir.
Sicaklik kosullart sabit tutulup 151k seviyesi arttirildiginda Geosmin’in azaldigi, 151k
kosullar1 sabit tutulup sicaklik arttirildiginda ise Geosmin sentezinin baskilandigi
goriilmistiir. Kiiltiir ortaminda nitrat azotu artis1 klorofil-a icerigini arttirirken Geosmin
sentezinde azalma goriilmiis, nitrat azotu yliksek konsantrasyonda oldugunda ise

Geosmin sentezi durmustur. Fosfat fosforunun 118 pg/I’nin altindaki miktarda
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uygulandig1 kosullarda ve bundan bagimsiz sekilde 6,92 pg/l iistinde Bakir (Cu*?)

uygulanan kosullarda Geosmin gézlenmemistir.

Diger yandan, ¢evresel kosullarin sabit tutuldugu durumlarda biyosentez siireci
etkilenmese de metabolitlerin hiicre disina salinimimnin farkli oldugu bilinmektedir. Wu
ve Jiittner (1988) tarafindan yapilan calismada, Geosmin ve MIB’in aymi kiiltiir
kosullarinda tutulan Oscillatoria tenuis tiirtinde hiicre disina farkli miktarda salindig
tespit edilmistir. Ayn1 ortamda goriilebilen ve ayn1 anda sentezlenebilen bu metabolitler,
hiicre digina ayn1 oranda salinmadigindan, 6zellikle ¢evresel 6rneklerde yapilan kimyasal
analizlerde her iki metabolitin 6lg¢lim yapilan zamanda hiicre digindaki miktarlarinin
tayini yaniltic1 bilgiler verebilecegi icin MIB ve Geosmin miktar tayini igin ekstraksiyon
sirasinda hiicre parcalanmasini saglayan yontemler kullanilarak toplam konsantrasyon

tespit edilebilir.

2.3.7. Sularda Geosmin ve MiB Kaynaginin Belirlenmesi

Geosmin ve MIB ¢ok farkl1 canli gruplar1 (Tablo 2.5) tarafindan sentezlenebildiginden
bu metabolitlerin kaynaginin tespiti i¢in belirlenecek yontemler, elde edilecek sonuglarin

giivenilirligini dogrudan belirlemektedir.
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Tablo 2.5: Geosmin veya MIB iirettigi bilinen canl1 gruplar®.

UST ALEM

ALT GRUP

CiNS

PROKARYOTLAR
(BAKTERILER)

Siyanobakteriler
(Alt alem: Negibacteria,
Sube: Cyanobacteria,
Sinif: Cyanophyceae)

Anabaena, Aphanizomenon, Calothrix,
Coelosphaerium, Cylindrospermum,
Dolichospermum, Fischerella, Geitlerinema,
Gloeotrichia, Heteroleibleinia, Hyella,
Kamptonema, Leibleinia, Leptolyngbya,
Lyngbya, Microcoleus, Nostoc, Oscillatoria,
Phormidium, Planktothricoides, Planktothrix,
Plectonema, Pseudanabaena, Spirulina,
Symploca, Symplocastrum, Synechococcus,
Trichormus, Tychonema

Proteobakteriler
(Sube: Proteobacteria,
Simif: Delta Proteobacteria)

Myxococcus, Stigmatella

Aktinobakteriler
(Sube: Actinobacteria)

Streptomyces, Nocardia

OKARYOTLAR

Amipler
(Sube: Amoebozoa,
Sinif: Discosea)

Vannella

Penicillium (Sube: Ascomycota),

( All\g{;?_t?:rlljanr i Chaetomium (Sube: Ascomycota) ,
) g Cortinarius (Sube: Basidiomycota)
Symphyogyna (Alt alem: Viridiplantae, Sube:
Bitkiler Marchantiophyta),

(Alem: Plantae)

Beta vulgaris (Alt alem: Tracheobionta, Sube:
Magnoliophyta)

Dogada c¢ok diisiik miktarda bulunduklarindan bu miktarlarin dogru teshisi zor

olabilmektedir. Geosmin ve MIB gibi ugucu organik bilesiklerin tespitinde kullanilan

yaygin yontemlerden biri kati

faz mikroekstraksiyon gaz kromatografisi-kiitle

spektrometrisi (HS-SPME GC-MS) yontemidir. Ancak, yaygin olarak kullanilan

ekstraksiyon yoOntemleriyle hiicre zarma tutunmus halde bulunan metabolitlerin geri

kazanimlarinin diisitk olmasi (Watson ve dig., 2016) nedeniyle kimyasal Sl¢iimler

19 (Hayes ve dig., 1991; Sporle ve dig., 1991; Mattheis ve Roberts, 1992; Lu ve dig., 2003; Dickschat ve
dig., 2005; Santo-Pietro ve Delgado, 2006; Jiittner ve Watson, 2007 ;Watson ve dig., 2016; Arnold ve dig.,

2016)
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dogadaki miktarlar1 tam olarak yansitmada yetersiz kalabilmektedir. Ayrica bu yontemle
yapilan analiz Geosmin ve MIB konsantrasyonunu tayin etmeye yaramakla beraber

tiretici organizmanin belirlenmesinde etkin degildir.

Geosmin ve MIB iireten canlilarin giivenilir sekilde tespiti, bu metabolitlerin iiretiminde
rol alan biyosentez genlerinin bilgisinden yararlanarak molekiiler yontemlerle tespiti ile
yapilabilmektedir. En yaygin kullanilan molekiiler yontemler PZR temelli yontemlerdir

(Suurndkki, 2015).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu yonteminin su orneklerinde tat-koku sorununun tespiti
amactyla kullanimi ilk kez Cane ve dig. (2013) tarafindan, oOzellikle igme suyu
kaynaklarinda ve su iiriinleri yetistiriciligi yapilan sularda mikrobiyal kontaminasyon
stiphesi olan durumlarda erken teshis amaciyla gerceklestirilmistir. Yapilan ¢aligmada,
geosmin sentaz, 2-metilizoborneol sentaz ve 2-metilgeranil difosfat sentaz enzimlerinin
her biri i¢in en az 1 ¢ift primer kullanilarak PZR ydntemiyle kontaminasyonun potansiyel
kaynaklar1 olarak siyanobakterilerin ve diger Streptomyces, Myxococcus, Stigmatella,

Frankia ve Saccharopolyspora gibi bakterilerin tespitinin yapilabilecegi bildirilmistir.

PZR yonteminin gesitli tipleri mevcuttur ve kullanilan tipe gore calismada elde edilen
verim orani degisebilmektedir. Ornegin, gercek zamanli PZR (Realtime PCR) ile hizl1 ve
giivenilir sekilde hedef genlerin {iriinleri tespit edilebilmektedir. PZR uygulamasinin en
onemli avantaji cevresel Orneklerde anlik verinin Otesinde potansiyel {retici
siyanobakterilerin belirlenmesini saglayarak gelecege yonelik veriyi de sagliyor
olmasidir. Bir su érneginde Geosmin ve MIB iiretiminden sorumlu genlerin tespiti, bu
sekonder metabolitlerin iiretilme potansiyelinin en énemli gostergesidir. Ileri ¢aligmalar
yapilarak, iiretici olabilecek canli gruplar (aktinobakteri, siyanobakteri, mantar, bitki vb.)
mikroskobik yontemlerle belirlendikten sonra bu canlilara 6zgii primerler kullanilarak
PZR yapilabilmektedir. Elde edilen PZR f{irlinleri dizilemeye gonderilerek niikleotit
edilen verilerle karsilastirilarak benzerlik oranlarinin hesaplanmasi ile cins/tiir diizeyinde

iiretici varhig1 tespit edilmesinde kullanilabilmektedir. Ozellikle gevresel drneklerde,
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tespit edilen siyanobakteri tiirlerinden aksenik kiiltiir elde edilmesi durumunda PZR
deneyleri kolayca tekrarlanabilmekte ve benzer sonuglarin eldesi ile sonuglarin

giivenilirligi arttirilabilmektedir.

Geosmin ve MIB’in tespitine yonelik yeni teknolojilerin gelistirilmesi konusunda her
gecen giin asama kaydedilmektedir. Ornegin, Stensmyr ve dig. (2012), Drosophila
melanogaster ile yaptiklar1 ¢alismada, Geosmin’in tetikledigi Ozellesmis bir koku
algilama sisteminin oldugunu tespit etmistir. Ilgili calismada, &zellesmis koku alg
sisteminin Geosmin ile birlikte aktifleserek, konak canlinin beslenme veya yumurtlama
icin uygun olmadigi sinyalini olusturdugu ve sinekleri konak canlidan uzaklastirdig:
belirtilmistir. Evrimsel silirecte Geosmin, ayn1 zamanda insektisit etkisi bilinen sekonder
metabolitlerin iireticisi mantar (Orn: Penicillium expansum ) ve bakteriler (Orn:
Streptomyces coelicolor) tarafindan iiretilebildigi i¢in Drosophila melanogaster’de bu
zararl1 biyolojik kaynaklara karsi, tehlike uyar1 mekanizmasi gorevi gordigi
bildirilmistir. Geosmin ve MIiB gibi koku yayan maddelerin dogal yollardan algilanmasi
lizerine yapilacak olan buna benzer tiim ¢alismalar gelecek yillarda Geosmin ve MIB
kaynaklarinin tespitiyle ilgili gelistirilecek olan yeni teknolojilere de model olabilmesi

ac¢isindan 6nem tagimaktadir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. SiYANOBAKTERI KULTURLERININ ELDESI

Siyanobakteri kiiltiir drnekleri (Tablo 3.1) Istanbul Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
Temel Bilimler Boliimii I¢sular Biyolojisi Anabilim Dali Alg Kiiltiir Koleksiyonu’ndan
saglandi (Sekil 3.1).

Taskisigl Golu iznik Galu Bafa Golu

Microcystis aeruginosa Nodularia spumigena

Aphanizomenon
aphanizomenoides

iznik Gélu Manyas Golu Sapanca Golu

Anabaena mendotae Cylindrospermopsis raciborskii Planktothrix rubescens

Pozitif Kontrol

Planktothrix sp. 328

Sekil 3.1: Calismada kullanilan siyanobakteri kiiltiirlerinin genel goriintimii.



Tablo 3.1: Calismada kullanilan siyanobakteri suslari.

iZOLE
CINS TUR SUS EDILDIiGI
KAYNAK
IFCC-MAOL Kigiikgekmece
Goli
Microcystis aeruginosa IFCC-MAO4 Taskisig1 Goli
IFCC-MA23 Elmali Baraj Goli
IFCC-MA28 Manyas Goli
Microcystis
Microcystis flos-aquae IFCC-MFO01 Kugukg..e l.(.mece
Goli
Mlcrocyst|§ IFCC-MWO01 Taskisig1 Goli
wesenbergii
Microcystis aeruginosa PCC 7806 Pasteur .Kultur
Koleksiyonu
Anabaenopsis Anabaenopsis elenkinii IFCC-AEO1 Iznik Golii
Anabaena Anabaena mendotae IFCC-AMO1 Iznik Gélii
Aphanizomenon Apha_nlzomen_on IECC-AAOL iznik Golii
aphanizomenoides
Cylindrospermopsis Cylmdrqsperm_opms IECC-CRO1L Manyas Golii
raciborskii
IFCC-NSO03 Iznik Golii
Nodularia Nodularia spumigena IFCC-NSO05 Bafa Goli
IFCC-NS04 Baltik Denizi
Planktothrix Planktothrix rubescens IFCC-PRO4 Sapanca Goli
Cuspidothrix _Cuspldothrlx_ NIVA CYA 711
issatschenkoi
Norveg Su
Aphanizomenon Aphanizomenon gracile NIVA CYA 676 Arastirma Enstitiisii
Kiiltiir Koleksiyonu
Phormidium Phormidium sp. NIVACYA7
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PZR deneyleri icin referans organizma olarak daha 6nceki ¢alismalarda Geosmin ve MIB
PZR sonuglar1 pozitif ¢ikan Planktothrix sp. 328 susu (Suurnékki ve dig., 2015) Prof. Dr.
Kaarina Sivonen’den (Helsinki Universitesi) saglandi. Calismada aksenik olmayan

monokultir drnekleri kullanildi.

3.1.1. Kiiltiir Ortamlarinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan ve siyanobakterilerin gelisimleri i¢in gereken en uygun bilesenleri

iceren BG-11 ve Z8 kiiltiir ortami igerikleri Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’te gosterilmistir.

Tablo 3.2: BG-11 tipi besiyeri bilesenleri ve miktarlar1?,

BG-11 Bilesenleri Miktar | Eser l*llgliei:;zlﬁelfiarmml Miktar
Sodyum nitrat 1549 Borik asit 2,869
Di-potasyum hidrojen fosfat 40 mg Mant%?;ﬁligrgorﬁr 181¢g
Magnezyum siilfat heptahidrat 75 mg Cinko siilfat heptahidrat 0,22g
Kalsiyum Kloriir dihidrat 36 mg SOdygmi;“rg:ibdat 0,39 g
Sitrik asit gmg | Delr(l)suatpents 0,079 g
Ferrik amonyum sitrat 6 mg K%Z?(';é:]li) drr];ttrat 0,049 ¢
EDTA 1mg Distile su 1 litre
Sodyum Karbonat 20 mg
Eser element karigimi* 1ml
Distile su 1 litre

20 (Anon., 1995)
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Tablo 3.3: Z8 tipi besiyeri bilesenleri ve miktarlari?,

**Eser Element Karisim

7.8 Bilesenleri Miktar Miktar
Bilesenleri
. I 31g
Sodyum nitrat 0,467 g Borik asit
Magnezyum siilfat 0254 Mangan (II) siilfat tetrahidrat 2,23 ¢

heptahidrat

. . ] Cinko siilfat heptahidrat 0,22¢g
Kalsiyum nitrat tetrahidrat 59 mg

Amonyum molibdat
) 0,088 g
Amonyum kloriir 31 mg tetrahidrat

Kobalt (I1) nitrat hegzahidrat 0,146 g

Sodyum karbonat 0,02 ¢
Vanadium oksit siilfat
. ) 0,054 g
Demir-EDTA soliisyonu* 10 mi hegzahidrat
Aliiminyum potasyum Siilfat
yu -p- yu 0,474 ¢g
Eser Element Karigimi** 1ml dihidrat
Amonyum nikel (11) siilfat
o ) n ) a 0,198 g
Distile su 1 litre hegzahidrat
*Demir-EDTA

Miktar Kadmiyum nitrat tetrahidrat 0,154 ¢
Soliisyonu Bilesenleri

Krom (llIl) nitrat heptahidrat 0,037 g

Soliisyon A
Sodyum tungstat dihidrat 0,033 g
Demir(111) kloriir 2,840
Hidroklorik asit (0,1 Potasyum bromiir 0119¢
' 100 ml
Normal)
Kl 0,083 g
Soliisyon B
] Distile Su 1 litre
EDTA-di sodyum tuzu 3940
Sodyum Hidroksit (0,1 100 ml

Normal)

21 (Anon., 1995)
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Bu besi ortamlar1 121°C’de, 1,2 atmosfer basing altinda 15 dakika otoklavda sterilize

edildikten sonra siyanobakteri kiiltiirlerinin ekimi i¢in kullanildi.

3.1.2. Kiiltiir Kosullari ve Orneklerin Saklanmasi

Siyanobakteri kiiltiirleri 25°C’de 12/12 saat aydinlik/karanlik kosullar1 altinda inkiibe
edildi. Yirmi giinliik kiiltiirler, 12000 devir/dk hizda 10 dakika santrifiij edildikten sonra

liyofilizatorde kurutuldu ve -20°C’de analiz anina kadar saklandi.

3.2. CEVRESEL ORNEKLERIN ELDESI

Cevresel drnekler (Tablo 3.4 ) Istanbul Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Temel Bilimler

Boéliimii Igsular Biyolojisi Anabilim Dali tarafindan sagland.

Tablo 3.4: Calismada kullanilan ¢evresel 6rnekler.

(Balikesir)

No. Ornegin Alindig Yer Bu#u;/(i:gu Ornekleme Dénemi (ay)
* A k_ '
1 iznik Golii (Bursa) Mayis 2012 * Temmuz-Agustos*-Eyliil 2015
2 Kiigikgekmece Goli Eyliil 2007*
(Istanbul)
Elmal1 Baraj Golii . %
3 (istanbul) Marmara Eylil 2010
4 Omerli Baraj Golii Mayis 2015, Temmuz-Agustos-Eyliil-EKim
(istanbul) 2015
5 Ilica sicak su kaynagi Mart 2016
(Bursa)
Ocak 2009*,0cak-Subat 2010*, Kasim
6 Sapanca Golii (Sakarya) 2012*, Mart2013*, Temmuz-Agustos-Eyliil-
Sakarya Aralik 2015, Temmuz 2016, Eyliil 2016
7 Taskisig1 Golii (Sakarya) Haziran 2014
8 Uluabat Golii (Bursa) Haziran-Temmuz-Agustos-Eyliil 2015
Susurluk A5
9 Manyas Golii (Balikesir) Temmuz-Agustos 2015
10 Kocacay ve Orhaneli Cay1 Mayis 2013*

*. Liyofilize edilmis ornek
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Tablo 3.4 (Devam): Calismada kullanilan ¢evresel drnekler.

No.

Ornegin Alindig: Yer Bulundugu Havza Ornekleme Dénemi
11 Alagat1 Baraj Golii (izmir) Kii¢iik Menderes Nisan 2015*
12 Azap Golii (Aydin) Biiyiik Menderes Temmuz-Agustos-Eyliil 2015
13 Beysehir Golii (Konya) KOII:I};ZE;? al Aralik 2009%*
e Kapikaya Kanyonu (Adana) Seyhan Nisan 2016
15 Nggggfﬁiﬁ r(;‘;’)lu Ceyhan Temmuz-Agustos-Eyliil 2015
16 Deve(g]g‘i;‘;irgaegfg) oy Temmuz-Agustos-Eyliil 2015
o Malatya Giinpinar Selalesi P lisan 2016, Nisan 2016*
18 Keban Baraj Gélii (Elazig) Kastm 2011*

*: Liyofilize edilmis érnek

Cevresel ornekler; 2007-2013 yillar1 arasinda siyanobakteri asirt artig1 olan gdllerden

veya nehirlerden toplandiktan sonra liyofilize edilmis ornekler, 2015-2016 yillarinda

cesitli su ekosistemlerinden alinip yogunlastirilarak liyofilizatérde kurutulan fitoplankton

ornekleri ve Kapikaya Kanyonu ve Giinpinar Selalesi’nden toplanan Nostoc sp. 6rnekleri

olmak tizere li¢ farkli sekilde elde edildi. (Tablo 3.4). Tim ornekler, -20°C’de analiz

anina kadar saklandi.

3.3.MOLEKULER ANALIiZLER

3.3.1. Niikleik Asit izolasyonu

Orneklerden niikleik asit izolasyonu i¢in, &ncelikle siyanobakteri hiicrelerinin yiiksek

polisakkarit igeriginin azaltilmasi, varsa agregat halindeki hiicrelerin parcalanmas1 ve
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hiimik asidin ¢oziinebilir hale getirilmesi gerekmektedir (Srivastava ve dig., 2007). Bu

amagla, Ksantojenat yontemi (Tillett ve Neilan, 2000) modifiye edilerek kullanildu.

Niikleik asit izolasyonu i¢in dogrudan -20°C’de bekletilen liyofilize 6rnekler (0,2 um
membran filtre kagidi istiindeki veya pellet seklinde) kullanildi. -20°C’den alinan
orneklere kimyasal lizisi ger¢eklestirmek {lizere 1 ml taze hazirlanmis Hiicre Parcalama
Soliisyonu (XS Buffer) (Tablo 3.5) eklendi. Ornekler siyanobakteri hiicre tiplerine bagh
olarak 1-2 saat 70°C’de su banyosunda bekletildi. Inkiibasyon sonrasi rnekler, 10-30
saniye vorteksle karistirildiktan sonra 20 dakika buzda bekletildi. Buzdan alinan 6rnekler
10 dakika 4 °C 14000 devir/dk hizda santrifiij edildi ve siipernatant bagka bir tiipe alindu.
Alinan siipernatantla esit hacimde olacak sekilde fenol / kloroform / izoamilalkol
(25:24:1) cklenerek 4°C’de 10 dakika 12000 devir/dk hizda santrifiij yapildi.
Stipernatantlar dikkatli bir sekilde yeni tiiplere aktarildiktan sonra tistlerine ayn1 hacimde
izopropil alkol (% >99) ve 1/10 hacim 3M Sodyum asetat eklendi. Ornekler, bir gece -
20°C’de bekletildi. 12000 devir/dk hizda 30 dakika 4°C’de santrifiij islemi sonrasi olusan
st faz uzaklastirildi. Pelletin {istiine 1 ml soguk (0°C) Etanol (% 70) eklendi. 12000
devir/dk hizda 10 dakika 4°C’de santrifiij islemi sonrasi olusan siipernatant uzaklastirildi

(Tillett ve Neilan, 2000; Srivastava ve dig., 2007; Kdker, 2016).

Tablo 3.5: Hiicre parg¢alama islemi i¢in kullanilan soliisyon bilesenleri ve miktarlari.

XS Buffer Bilesenleri Stok Kullanilacak Miktar Final
Potasyum etil ksantojenat toz 100 mg % 1
Amonyum asetat 4 M 2mil 0,8M
Tris-HCI 1M 1ml 0,1 M (pH 7.4)
EDTA 0,1M 1ml 20 mM
Sodyum dodesil siilfat % 10 1ml %1
(SDS)
Distile Su 4ml 4 ml
TOPLAM 10 ml
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Niikleik Asit Miktarinin ve Safliginin Kontrolii

Izole edilen niikleik asit miktar1 ve safli1, spektrofotometrik yontemlerle nanodrop
cihazinda kontrol edildi. Niikleik asitlerin tasidiklar1 niikleotitlerin azotlu bazlart UV
1518101 260 nm dalga boyunda maksimum diizeyde absorbe etmektedir. Bu nedenle 260
nm’deki absorbsiyon degeri (A2es0) niikleik asitlerin miktarlarinin saptanmasinda

kullanilmaktadir (Ar1, 2010).

Cift iplikli DNA molekiilii i¢in 1 absorbans degeri (A260) 50 png/ml’ye, tek iplikli DNA
veya RNA i¢in 1 absorbans degeri (A260) 40 pg/ml’ye esittir. Bu nedenle, ¢ift iplikli DNA
miktart; “ds DNA (pg/ml)= Az x sulandirim orant x 507; tek iplik DNA veya RNA
miktar1, “ss DNA veya RNA (pg/ml)= Aze0 x sulandirim oran1 x 40”, formdiiliine gore

NanoDrop 2000/2000c programi araciligiyla hesaplandi (Ari, 2010).

3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Bu calismada, tiim PZR reaksiyonlar1 i¢in, PZR’nin temel bilesenleri olan, kalip DNA
molekiilii, Primer molekiil, Polimeraz (Taq DNA polimeraz enzimi, Thermo Fisher),
Deoksiniikleotit trifosfatlar (ANTP’ler), MgCl> (Magnezyum kloriir) ve tampon (Tag-

Polimeraz tamponu ¢ozeltisi), distile su ve igeren bir karisim hazirlandi.

3.3.2.1.16S rDNA PZR I¢in Gereken Ortam Kosullar:
DNA izolasyonu yapilan orneklerde siyanobakteri varligini tespit edebilmek icin

27F/809R primer seti (Tablo 3.6) kullanildi.

Tablo 3.6: 16S rDNA PZR i¢in kullanilan primerler, baz igerikleri ve hedef gen.

Uriin Hedef
Primer Dizi Bilgisi Boyutu Referans
Gen
(bo)
27F (ileri) 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (Salmon ve Neilan,
16S yayinlanmamig
782 rRNA aligma; Saker ve
809R (Geri) | 5-GCTTCGGCACGGCTCGGGTCGATA-3' ¢ gig '2005)

Biitiin 16S rDNA-PZR reaksiyonlari, 2,5 mM MgClz, 1x Tag-Polimeraz tamponu 0,2 mM
dNTP, distile su ve 0,5 pM ileri ve geri primer igeren karisima 0,2 U Taqg polimeraz

enzimi ilave edilerek hazirlanan reaksiyon karigimi kullanilarak gergeklestirildi (Saker ve
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dig., 2005). Tiim PZR reaksiyonlar1 i¢in 1-500 ng arasinda degisen miktarlarda DNA
kullanildi.

PZR reaksiyonu i¢in gerekli sicaklik kosullar1 Saker ve dig.’nin belirttigi (2005) kosullar
modifiye edilerek belirlendi. PZR protokolii, 6n denatiirasyon (5 dakika boyunca 94°C),
30 dongti seklinde sirasiyla denatiirasyon (20 saniye boyunca 94°C), baglanma (30 saniye
boyunca 55°C), sentez (60 saniye boyunca 72°C) ve son uzama (7 dakika boyunca 72°C)
reaksiyonlariin gergeklesecegi sekilde PZR gercgeklestirildi.

PZR Sonuclarmin Elektroforetik Yontemle Kontrolii

PZR iiriinlerin 780 b¢ uzunlugunda bir bant goriintiisli vermesi beklendi. PZR iiriinleri
yiikleme tamponu (Tablo 3.8) ile karigtirilarak 1x TAE tamponu (Tablo 3.7) ve Etidyum
bromiir (stok 10 mg/l) (Biomatik marka) i¢eren % 1,5’luk agaroz jele yiiklendi.

Tablo 3.7: TAE soliisyonu (50X) bilesenleri.

Bilesen ad1 Kullanilacak miktar
Tris baz 242 gr
Glasiyal asetik asit 57,1 ml
0,5 M EDTA (pH 8) 100 ml
Distile su 842,9 ml

Tablo 3.8: Yiikleme tamponu (Loading Dye) (6X) bilesenleri.

Bilesen ad1

10 mM Tris-HCI (pH 7.6)

% 0,03 bromophenol blue

% 0,03 xylene cyanol FF

% 60 gliserol

60 mM EDTA
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Hazirlanan jel, 10-60 dakika boyunca 60-90V ile elektroforez cihazinda yiritiildii.

Sonuglar Infinity marka goriintiileme sistemi ile goriintiilendi.

3.3.2.2.Geosmin PZR Icin Gereken Ortam Kosullart

Geosmin PZR i¢in Geosmin sentaz genine baglanmak tizere 4 farkli primer ¢ifti (Tablo
3.9) kullanildi. Bu primerlere 6zgiin farkli PZR karisimlar hazirlandi ve 2 farklh
reaksiyon programi belirlendi. PZR karigiminda 16S rDNA PZR ile i¢inde siyanobakteri
DNA’s1 bulundugu dogrulanan érneklerden 20-50 ng kullanildu.

Birinci Geosmin PZR karigimi: 0,2 mM ileri ve geri primer (geo78F/971R ve
geo78F/ge0982R) kullanilan reaksiyon karigimina 2,5 mM MgClz, 1x Tag-Polimeraz
tamponu, 0,2 mM dNTP karisimi, distile su ile 0,4 U Taq polimeraz enzimi ilave edildi.
Toplamda 20 pl’lik reaksiyon karisimi kullanilarak PZR islemi gergeklestirildi.
(Suurndkki ve dig., 2015).

PZR reaksiyonu igin gerekli sicaklik kosullart Suurnékki ve dig.’nin (2015) belirttigi
kosullar dikkate alinarak belirlendi. PZR protokolii, 6n denatiirasyon (2 dakika boyunca
94°C), 30 dongii seklinde sirastyla denatiirasyon (30 saniye boyunca 94°C), baglanma
(30 saniye boyunca 55°C), sentez (60 saniye boyunca 72°C) ve son uzama (5 dakika
boyunca 72°C) reaksiyonlarinin ger¢eklesecegi sekilde PZR cihazinda gerceklestirildi.

PZR iirtinlerinin geo78F/971R primer ¢ifti i¢cin 912 bg ve geo78F/ge0982R primer cifti

i¢cin 905 bg¢ uzunlugunda bir bant goriintiisii vermesi beklendi.

Ikinci Geosmin PZR karisimi: 0,3 mM ileri ve geri primer (250F/971R ve 288AF/288AR)
kullanilan reaksiyon karigimma 2,5 mM MgCl», 1x Tag-Polimeraz tamponu, 0,2 mM
dNTP karisimi, distile su ile 1 U Taq polimeraz enzimi ilave edildi. Toplamda 20 pl’lik
reaksiyon karisimi kullanilarak PZR islemi gerceklestirildi (Giglio ve dig., 2008).

PZR reaksiyonu i¢in gerekli sicaklik kosullar1 Giglio ve dig. nin (2008) belirttigi kosullar
dikkate alinarak belirlendi. PZR protokolii, 6n denatiirasyon (5 dakika boyunca 95°C), 55
dongii seklinde sirasiyla denatiirasyon (30 saniye boyunca 95°C), baglanma (30 saniye
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boyunca 55°C), sentez (120 saniye boyunca 72°C) ve son uzama (10 dakika boyunca

72°C) reaksiyonlarinin gerceklesecegi sekilde PZR cihazinda gerceklestirildi.

PZR firtinlerinin 250F/971R primer ¢ifti icin 743 b¢ ve 288AF/288AR primer ¢ifti igin

288 b¢ uzunlugunda bir bant goriintiisii vermesi beklendi.

Tablo 3.9: Geosmin PZR i¢in kullanilan primerler, baz igerikleri ve hedef gen.

Uriin Boyutu

Primer Dizi Bilgisi (b) Hedef Gen Referans
9e078F | 5 CATTCCAAAGCCTGGGCTTA-3
(Ileri) et
(Suurnékki ve
905 e
c0082R dig.,2015)
g (Geri) 5'-ATCGCATGTGCCACTCGTGAC-3'
250F /
P 5'-TTCTTCGACGAYCACTTCC-3
(Ileri) .
Geosmin
743
971R sentaz
. 5'-CCCTYGTTCATGTARCGGC-3’
(Geri) o
(Giglio ve
dig., 2008)
288AF 5'-AACGACCTGTTCTCCTA-3'
(Ileri)
288
288AR 5.GCTCGATCTCATGTGCC-3'
(Geri)

3.3.2.3.MIB PZR I¢in Gereken Ortam Kosullart

MIB PZR i¢in MIB sentaz genine baglanmak iizere 2 farkli primer ¢ifti (Tablo 3.10)

secildi. Bu primerlere 6zgiin farkli PZR karisimlari hazirland1 ve farkli reaksiyon

programlar1 belirlendi. Her iki PZR i¢in de 20-50 ng arasinda 16S rDNA PZR’de i¢inde

siyanobakteri DNA’s1 bulundugu dogrulanan DNA 6rnekleri kullanildi.

Birinci MIB PZR karismmi igin: 0,2 mM ileri ve geri primer (MIB3324F/ MIB4050R)

kullanilan reaksiyon karigimina 2,5 mM MgCl,, 1x Tag-Polimeraz tamponu, 0,2 mM

dNTP karisimu, distile su ile 0,4 U Taq polimeraz enzimi ilave edildi. Toplamda 20 ul’lik

reaksiyon karigimi kullanilarak PZR islemi gergeklestirildi (Suurnékki ve dig., 2015) .
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PZR reaksiyonu i¢in gerekli sicaklik kosullar1 Suurnidkki ve dig.’nin belirttigi (2015)
kosullar dikkate alinarak belirlendi. PZR protokolii, 6n denatiirasyon (2 dakika boyunca
94°C), 30 dongii seklinde sirastyla denatiirasyon (30 saniye boyunca 94°C), baglanma
(30 saniye boyunca 52°C), sentez (60 saniye boyunca 72°C) ve son uzama (5 dakika
boyunca 72°C) reaksiyonlarinin gergeklesecegi sekilde PZR cihazinda gerceklestirildi.

PZR iirtinlerinin 726 b¢ uzunlugunda bir bant goriintiisii vermesi beklendi.

Ikinci MIB PZR karisimi igin: 2 mM ileri ve geri primer (MIB-Rf/ MIB-Rr) kullanilan
reaksiyon karigimina 2,5 mM MgClz, 1x Tag-Polimeraz tamponu, 0,1 mM dNTP
karisimi, distile su ile 0,4 U Taq polimeraz enzimi ilave edildi. Toplamda 20 pl’lik

reaksiyon karigimi kullanilarak PZR islemi gergeklestirildi (Wang ve dig., 2015).

PZR reaksiyonu igin gerekli sicaklik kosullart Wang ve dig.’nin (2015) kosullar dikkate
aliarak belirlendi. PZR protokolii, 6n denatiirasyon (3 dakika boyunca 94°C), 35 dongii
seklinde sirasiyla denatiirasyon (30 saniye boyunca 94°C), baglanma (30 saniye boyunca
59°C), sentez (60 saniye boyunca 72°C) reaksiyonlarinin gerceklesecegi sekilde PZR
cihazinda gergeklestirildi.

PZR iiriinlerinin 202 b¢ uzunlugunda bir bant goriintiisii vermesi beklendi.

Tablo 3.10: MiB PZR i¢in kullamilan primerler, baz icerikleri ve hedef gen.

. 5 Uriin Hedef
Primer Primer Baz I¢erigi (5’ >3') Boyutu Gen Referans
(bo)
M I(?1i§§4F 5'.CATTACCGAGCGATTCAACGAGC-3'
726 (Suurnékki ve
MIB4050R dig.,2013)
: 5'-CCGCAATCTGTAGCACCATGTTGA-3’
(Geri) ,
MIB
MIBRT sentaz
(ileri) 5'-CGACAGCTTCTACAYCYCCATGAC-3’ .
202 (Wang ve dig.,
MIB-Rr 2015)
(Geri) 5'-CGCCGCAATCTGTAGCACCAT-3'
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3.3.3. Dizi Analizi

Calismada PZR deneylerinde elde edilen iiriinlerin baz igeriklerinin 6grenilmesi igin
dizileme hizmeti alindi. Dizileme sonuglarinin mevcut dizi bilgileriyle benzerlik
yiizdelerinin tespiti, ¢evrimig¢i dizi karsilastirma aract BLAST ile gergeklestirildi
(Altschul ve dig., 1990).s0

3.3.4. Metabolitlerin Miktar Analizi

Calismada Geosmin ve MIB konsantrasyonlari, Kat1 Faz Mikro Ekstraksiyonu (SPME)
kullanilarak Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi (GC-MS) ile Kaloudis ve dig.
(2016)’nin yontemleri modifiye edilerek dlciildii. Cevre ve kiiltiir 6rneklerinden 10 ml
alinarak 3,5 gram sodyum kloriir (Merck 1.06404.1000 >%99,5 NaCl) igeren 20 ml’lik
viallere konuldu. 500 devir/dakika hizda 55°C’de 30 dakika boyunca fiber (Supelco
57348-U) kullanilarak ekstraksiyon ger¢eklestirildi. Ekstraksiyon bitiminde fiber GC
enjeksiyon bolmesine yerlestirildi ve 6rnek cihaza 250°C’de enjekte edildi. Fiber 15
dakika boyunca enjeksiyon portunda birakildi. Olgiimler GC (PerkinElmer Clarus 680) -
MS (Clarus SQ 8T) cihazinda uzunlugu 30 m, i¢ ¢ap1 0,25 mm ve film kalinligi 0,25 pm
olan kolon (PerkinElmer Elite-5MS N9316282) kullanilarak gergeklestirildi. GC firmn
sicakligi 60°C’de baslayarak 260°C’ye 15°C/dakika artacak sekilde getirildi. Hareketli
faz olarak Helyum (1 ml/dakika) kullanildi. MIB ve Geosmin sirastyla kiitle/yiik (m/z)
oranlar1 95 ve 112 olan bilesiklerin kolonda alikonma zamanlarina gére ayirt edildi.
Miktar tayini, daha 6nce Geosmin standardi (Dr. Ehrenstorfer XA14005000ME) ve MIB
standardi (Dr. Ehrenstorfer XA15088400ME) ile elde edilen 3 noktali (5 ng/l, 10 ng/l ve
20 ng/1) kalibrasyon egrisine gore yapildi.
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4. BULGULAR

4.1.NUKLEIK ASIT iZOLASYONU SONUCLARI

Cevresel orneklerden ve kiiltiir 6rneklerinden izole edilen niikleik asitlerin miktar ve
saflik kontrolii nanodrop cihazinda NanoDrop 2000/2000c programi araciligiyla yapildi
(Sekil 4.1). Cift iplikli DNA konsantrasyonu 20-500 ng/ul arasinda olacak sekilde tiim
orneklerde PZR oncesi seyreltme yapildi. Azeo/ Azgo oranlari 1,1- 2,4 arasinda degisti.
Pozitif kontrol olarak kullanilan kiiltiir 6rneginde de benzer safsizliklarin PZR’de iiriin
olusumunu engellemediginin goriilmesi iizerine PZR islemlerine devam edildi. izolasyon

sonrasi niikleik asitler PZR deneylerinde kullanilmak iizere -20°C’de saklandx.

KUGUKGEKMECE_28 092007
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Sekil 4.1: Niikleik asit izolasyonu sonrasi saflik ve miktar kontrolii®?.

22 Kiiciikgekmece Golii Eyliil 2007 yil1 rnegi
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4.2.PZR SONUCLARI

Calismada 206 farkli DNA izolatinin 82 adedi kiiltiir, 124 adedi ¢evre drneginden elde
edildi. Bu izolatlar sirastyla 16S rDNA PZR, Geosmin PZR ve MIB PZR analizlerinde
kullanildi. Toplamda 16S rDNA PZR’de 192, Geosmin PZR’de 10 ve MIB PZR’de 13
adet DNA 06rnegi ile tiriin elde edildi. Buna gore; izole edilen DNA 6rneklerinin % 93’1
16S rDNA PZR, % 6’s1 MIB PZR, % 5’i Geosmin PZR ile basaril bir sekilde cogaltild:
(Sekil 4.2).

vis [ %6

Geosmin [l %5

165 | — %03

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Sekil 4.2: Toplam DNA 6rnegi sayisina gore iiriin elde edilen PZR’lerin yilizdelik dagilimlari.

16S rDNA PZR sonucunda iiriin elde edilen 6rneklerde siyanobakteri varligi dogrulandi
(Sekil 4.3). Cevre o6rneklerinde 124 DNA izolatindan 112’sinde iiriin elde edildi. 16S
rDNA PZR’de iiriin elde edilemeyen orneklerden bazilari; Omerli Baraj Golii (Eyliil),
Sapanca Go6lii (Eyliil), Azap Goli (Agustos), Manyas Golii (Agustos) ve Uluabat Goli
(Agustos)’ne ait cevresel ornekler oldu. 16S rDNA PZR sonucunda iiriin elde edilebilen
orneklerde siyanobakteri var kabul edilerek Geosmin ve MIB PZR analizi yapildi. 16S
rDNA sonuglar1 negatif olan (PZR iiriinii elde edilemeyen) 6rnekler (Ilica 6rnegi haric)

Geosmin ve MiB PZR ¢alismalarinda kullanilmadi.
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Sekil 4.3: 16S rDNA PZR firiinlerinin agaroz jel goriintiisii.

Calismada Geosmin PZR i¢in pozitif kontrol olarak daha onceki c¢alismalarda pozitif
sonug¢ verdigi bilinen Planktothrix sp. 328 susu kullanildi. Bu susun tim PZR
calismalarinda (16S, GEO ve MIB) pozitif sonu¢ verdigi goriildii. Calismada,
siyanobakterilerin geoA niikleotit dizilerine gore tasarlanmis dort farkli primer seti
kullanildi. Geosmin PZR analizlerinde, pozitif sonug veren geo78F/ge0982R, 250F/971R
ve 288AF/288AR olmak {izere siyanobakterilere 6zglin sekilde tasarlanmais ii¢ primer seti
kullanildi. Yapilan Geosmin PZR sonucunda sirasiyla yaklasik 905 bg’lik,743 bg ve 288
be’lik tirlinler elde edilerek hedeflenen gen bolgeleri ¢ogaltildi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Geosmin PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii?®,

2 geo78F-ge0982R primer seti ile gergeklestirildi. Menzelet Baraj Golii PZR iiriinii, primer dimerinden
daha biiyiikk (>100 bg), hedeflenen iiriin boyutuna yakin ve diger primer ¢ifti (250F/971R: 743 bg) ile elde
edilen liriine yakin boyutta oldugundan ileri ¢aligmalar i¢in 6nemi olabilecegi diisiiniilerek gosterildi.
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Geosmin PZR yapilan kiiltiir 6rneklerinden 3 farkli cinste tiriin elde edildi. Bunlardan
Planktothrix rubescens PR04 susunda 250F/971R primer ¢ifti ile Nodularia spumigena
NS18 susunda ve Cuspidothrix issatschenkoi NIVA CYA 711 susunda ise
ge078F/ge0982R primer ¢ifti ile (Tablo 4.1) PZR iiriinii elde edildi.

Tablo 4.1: Calisma sonucunda potansiyel Geosmin iireticisi oldugu tespit edilen siyanobakteri
kiiltiirleri.

Ornek Aciklama

Nodularia spumigena NS18 susu (Kaynak: Bafa Golii)

Cuspidothrix issatschenkoi NIVA CYA 711 susu

Planktothrix rubescens PRO4 susu (Kaynak: Sapanca Golii)

Uriin elde edilen gevre drnekleri; Devegecidi Baraj Golii ve Malatya Giinpinar Selalesi

(Tablo 4.2) 6rnekleri oldu.

Tablo 4.2: Calisma sonucunda Geosmin gen varligi tespit edilen ¢evre 6rnekleri.

Ornek Aciklama

Devegecidi Baraj Golu Agustos 2015 tarihli fitoplankton 6rnegi (Baskin tiirler: Aphanizomenon
sp., Planktolyngbya sp. ve Microcystis aeruginosa)

Malatya Giinpiar Selalesi Nisan 2016 tarihli su 6rnegi (Baskin tiir: Nostoc sp.)

MIB3324F/MIB4050R ve MIB-Rf/MIB-Rr primer giftleri kullanilarak yapilan MIB PZR
calismasinda kiiltiir 6rnekleri ve ¢evresel su drnekleri kullanildi ve hedeflenen bolgeler

cogaltildi (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).
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Sekil 4.5: MIB PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii 1,

726 ve 202 bazgiftlik PZR iiriinleri elde edilerek drneklerde potansiyel MIB iireticisi olan

siyanobakterinin varlig1 ortaya konmus oldu.

1000 bg +——

200 bg «———
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1000 bg «——

200 b «—— 202 bg

Sekil 4.6: MIB PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii 22°.

Calismada 13 adet MIB PZR iiriinii elde edildi. MiB PZR’de iiriin elde edilen gevre

ornekleri; Susurluk Havzasi’ndan Orhaneli Cay1 6rnegi, Firat-Dicle Havzasi’ndan Keban

24 MIB3324F/ MIB4050R primer seti ile gergeklestirildi.
25 MIB-Rf/ MIB-Rr primer seti ile gerceklestirildi.
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Baraj Golii 6rnegi ve Malatya Giinpinar Selalesi 6rnegi, Marmara Havzasi’ndan Iznik

Golii ornegi, Omerli Baraj Golii 6rnegi, Sakarya Havzasi’ndan Sapanca Géolii 6rnegi ile

Konya Kapali Havzasi’ndan Beysehir Golii 6rnegi oldu (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: Calisma sonucunda tespit edilen potansiyel MIB iireticisi bulunan ¢evre drnekleri.

Ornek

Aciklama

Beysehir Goli (Konya)

Aralik 2009 tarihli liyofilize fitoplankton 6rnegi (baskin tiir:
Aphanizomenon gracile)

Keban Baraj Golii (Elazig )

Kasim 2011 tarihli liyofilize fitoplankton Ornegi (baskin ftiir:
Aphanizomenon flos-aquae)

Iznik Gélii Mayis 2012 tarihli liyofilize fitoplankton 6rnegi (baskin tiir: Anabaena
sp.)
Orhaneli Cay1 Mayis 2013 tarihli liyofilize fitoplankton 6rnegi (Baskin tiir: Lyngbya

sp.)

Omerli Baraj Golii

Temmuz 2015 tarihli ¢evresel fitoplankton Ornegi (Baskin tiir:
Pseudanabaena limnetica)

Malatya Giinpinar Selalesi

Nisan 2016 tarihli ¢evresel su 6rnegi (Baskin tiir: Nostoc sp.)

Sapanca Goli

Ocak 2009 ve Mart 2013 tarihli liyofilize fitoplankton 6rnekleri (Baskin
tir: Planktothrix rubescens)

Kiiltiir 6rneklerinden Nodularia spumigena NS09 susunda (Tablo 4.4) MiB PZR iiriinii

elde edildi.

Tablo 4.4: Calisma sonucunda potansiyel MIB iireticisi bulunan kiiltiir 6rnegi.

Ornek

Aciklama

Nodularia spumigena

NSO09 susu (Kaynak: Bafa Golii)
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Calisma sonucunda elde edilen 16S rDNA, Geosmin, MiB PZR ve GC-MS sonuclari

toplu olarak Tablo 4.5’te verilmistir.

Tablo 4.5: 16S rDNA, Geosmin, MiB Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve GC-MS sonuglar.

KULTUR ORNEKLERI
16S . GC-MS
.. rDNA | Geo PZR | MIB PZR Sonucu
TUR SUS KAYNAK PZR Sonucu Sonucu (ng/l)
Sonucu
- GEO: Tespit
IFCC-MAOL K“‘?ué‘?ilfme"e " e * edilmedi
o MIiB: 2,89
e Olgiim
IFCC-MAO04 | Taskisig1 Goli + - - Yapilmadi
M.aeruginosa . GEO: Tespit
IFCC-MA23 | Flman Baray |y e - edilmedi
°3 MIB: 4
GEO ve
IFCC-MA28 | Manyas Golii + Sl Sl MIB: Tespit
edilmedi
- GEO: Tespit
M. flos-aquae | IFCC-MFO1 K“Q“é‘%ﬁlfmece ¥ o o edilmedi
v MIB: 13,74
GEO: Tespit
M. wesenbergii IFCC-MWO01 | Tagkisig1 Goli + Sl -* edilmedi
MIiB: 9,01
o C Olgiim
A.elenkinii IFCC-AEO1 Iznik Golii + - - Yapilmadi
GEO: Tespit
A.mendotae IFCC-AMO2 | iznik Golii + Ex -* edilmedi
MiB: 6,95
GEO ve
A.aphanizomenoides | IFCC-AA02 | iznik Gélii + Bl Sl MIB: Tespit
edilmedi
GEO ve
C. raciborskii IFCC-CRO1 | Manyas Golii + Sk Skx MIB: Tespit
edilmedi
o Olgiim
. IFCC-NS03 Iznik Goli + - - Yapilmadi
N.spumigena — Olotim
IFCC-NS05 Bafa Goli + - - Yapilmadi

*: GC-MS sonucu buna zit sonuglar igermektedir (+ ise -, - ise +)

**. GC-MS sonuglar1 bu sonuglar1 dogrulamaktadir.
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Tablo 4.5 (Devam): 16S rDNA, Geosmin, MiB Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve GC-MS sonuglari.

KULTUR ORNEKLERI
16S rDNA . GC-MS
TOUR SUS KAYNAK | pzr | GeOPZR | MIBPZR | o, 0
Sonucu Sonucu
Sonucu (ng/l)
GEO: Tespit
IFCC-NS09 Bafa Goli + Sx* +** edilmedi
MiB: 5,5
) GEO: Tespit
N.spumigena IFCC-NS18 Bafa Goli + +* -* edilmedi
MiB: 1,79
Baltik Olgiim
IFCC-NS04 Denizi + - - Yapilmadi
Sapanca Olgiim
P. rubescens | IFCC-PROA4 Golii + + - Yapilmad
Pasteur Olciim
M. aeruginosa PCC 7806 Kiiltiir + - - Yapilmadi
Koleksiyonu
Cuspidothrix | NIVA CYA .\ - . G':g;;gg?'t
issatschenkoi 711 MiB: 2 27
Aphanizomenon | NIVA CYA Nerv%gngu. . ) ] Olgiim
gracile 676 Kiltir Kol Yapilmadi
' GEO: 12
Phormidium sp. | NIVACYA7 + +¥* -* pg/l
MiB: 400
. . GEO: 480
Planktothrix sp. 328 (pozitif I:|el.5|nk|. . + e xx MiB: 6,5
kontrol) Universitesi ue/l
16S rDNA . GC-MS
CEVRE ORNEKLERI pzr | GBOPZR | MIBPZR | o,
Sonucu Sonucu
Sonucu (ng/
GEO: 553,6
Malatya Giinpinar Selalesi + +x* +** MIB: 2
GEO ve
. g e MIB tespit
* -
Devegegcidi Baraj Golii (Diyarbakir) + + edilmedi
(Ag’15)
. Olciim
Iznik Go6li (Bursa) + - + Yapilmads
- weiee Olgiim
Kiigiikgekmece Golii (Istanbul) + - - Yapilmad:
- . Olgiim
Manyas Go6lii (Balikesir) + - - Yapilmad:
. . Olgiim
Kocagay ve Orhaneli Cay1 (Balikesir) + - + Yapilmad:

*: GC-MS sonucu buna zit sonuglar igermektedir (+ ise

**. GC-MS sonuglar1 bu sonuglar1 dogrulamaktadir.

-, -ise +)




58

Tablo 4.5 (Devam): 16S rDNA, Geosmin, MIB Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve GC-MS sonuglari.

CEVRE ORNEKLERI

16S rDNA
PZR
Sonucu

Geo PZR
Sonucu

MiB PZR
Sonucu

GC-MS
Sonucu
(ng/l)

Omerli Baraj Golii (istanbul)

**x

4*x*

GEO: Tespit
edilmedi
MiB:21,31
(AZ’15)

Sapanca Golii (Sakarya)

+*%

GEO: 22,6
MiB:29,82
(Tem’16)

Alagati Baraj Gélii (Izmir)

Olgiim
Yapilmadi

Menzelet Baraj Golii
(Kahramanmaras)

**x

GEO: <1
MIB: 1,37
(Ey’15)

Kapikaya Kanyonu (Adana)

Olgiim
Yapilmad:

Beysehir Golii (Konya)

Olgiim
Yapilmad:

Azap Golii (Aydin)

Olgiim
Yapilmadi

Elmal1 Baraj Gélii (Istanbul)

Olgiim
Yapilmadi

Keban Baraj Golii (Elazig)

Olgiim
Yapilmad:

Taskisig1 Golii (Sakarya)

Olgiim
Yapilmadi

Uluabat Golii (Bursa)

GEO: 2,38
MIiB: 10,79
(AZ’15)

Ilica sicak su kaynagi (Bursa)

GEO: 493,2
MIB: 85,2
(Mart’16)

*: GC-MS sonucu buna zit sonuglar igermektedir (+ ise -, - ise +)

**. GC-MS sonuglar1 bu sonuglar1 dogrulamaktadir.
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4.3.DIZILEME ANALIiZi SONUCLARI

Tiirkiye’nin gesitli bolgelerinden alinan su &rneklerinden, MiB ve Geosmin PZR iiriinii
tespit edilen Omerli Baraj Golii ve Malatya Giinpinar Selalesi 6rnekleri dizi analizine
gonderildi. Dizi analizi sonucunda, Omerli Baraj Golii 6rneginden elde edilen PZR
iiriiniindeki niikleotit dizileri MIB iireticisi olarak bilinen Pseudanabaena limnetica’nin
(Sekil 4.7) MIB sentaz dizileri ile % 99 benzerlik gosterdi (Altschul ve dig., 1990). Bu

sonug, potansiyel MIB iireticisi organizmanin bu tiir olabilecegini isaret etti.

Sekil 4.7: Pseudanabaena limnetica 'mn mikroskop goriintiisiie.

Malatya Giinpinar Selalesi’nden alinan 6rnekte, Geosmin PZR sonucunda hedef gen
bolgesinden iiriin elde edildi. Elde edilen PZR {iriiniindeki niikleotit dizilerinin Nostoc
punctiforme’ye (Sekil 4.8) ait Geosmin sentaz genindeki dizilerle % 87 benzerlik

gosterdigi goriildil.

% (Andrusch, 2003)
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Sekil 4.8: Nostoc punctiforme 'nin mikroskop goriintiisii?’.
Calismada ayn1 zamanda kiiltiir 6rnekleri de incelendi. Geosmin iireticisi oldugu bilinen
Phormidium sp. NIVA CYA 7 (Sekil 4.9) susunda GC-MS analizi ve Geosmin PZR
analizi yapildi. Boylece hem analitik yontemlerle geosminin varligr tespit edildi hem de
molekiiler yontemlerle Geosmin PZR firiinii elde edildi. Boylece bu susun, Geosmin
sentaz enzimini kodlayan niikleotit dizilerine sahip oldugu gosterilerek Geosmin tireticisi

oldugu analitik ve genetik yontemlerle dogrulandi.

Sekil 4.9: Phormidium sp. nin mikroskop goriintiisii?®.

27 (Royal Netherlands Institute for Sea Research NIOZ, 2014)
28 (Culture Collection of Autotrophic Organisms CCALA, 2008)
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Tablo 4.6: Dizileme Sonucu.

Ornek Hedef Gen | Dizileme sonucu

TTTTAAATCCTGATGCAAGCTCGTCATAGCA
GACGATTTCTTCCATCCACGCGTCCGTCACG
i . CAGCGTTCCTAGCTGGAACGGCAGTCGTTCT
Omerli Baraj Goli | MIB Sentaz | GGTCAACGATCTCCTTTCGGTTGCCAAAGAT
CTGGCAGACGAGCAGCCACCTGTCAACATGG
TGCTACAGATTGCGGCAAGG

ACTGTCGTATTAGACGCTACAGGGAGATAGG
AGAACAGGTCGTTAAGCACGGCGTTTGTCTA
TACCGTACTCCCCTACAGGGAGGGCAACTCA
GTGACAGCAGTGTTGTCGAACTGGTATAACCG
Malatya Guinpinar Geosmin | CGAGCTTAACAGTTCGTTGGTCAGGTTAGCTG

Selalesi Sentaz CCTCTTGGGTACTGATATTCAAGAAGCGCTCC
AAAACCAACACGCAGTTGGAATTCTCCCCTTC
ATCTTCCACTTCTCTCTGGTAGGAGAACAGGT
CGTTTTAGG

TAAAGACAGGGAGATTCCAACTGCAGTGTTG
GTTTTGCGAGCCGACTTCTTGAATATCAGTAC
CCAAGAGGCAGCTAACCTGACCAACGAACTG
TTAAGCTCGCGGTTATACCAGTTCGACAACAC
TGCTGTCACTGAGTTGCCCTCCCTGTTTGCGG
AGTACGGTATAGACCCCGCAGAGCAGGTAAG
CGTTCTGTTATATATCAAGGGACTTCAGGACT
GGCAATCTGGGGGTCACGAGTGGCACATGAC
AATCGAGCGAACATGAGATCGGGCACATGAA
ATCGGGCACATGAGATCGCACACATGACATC
GAACACGAG

Phormidium sp. Geosmin
NIVA CYA7 Sentaz
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5. TARTISMA VE SONUC

Sularda tat ve koku problemleri tiim diinyada oldugu gibi tilkemizde de yaygin olarak
goriilmektedir. Ancak, bu problemin kaynagina yonelik yeterli sayida ¢alisma mevcut
degildir. Koku esik degerleri ¢ok diistik olan (ng/l) ugucu organik bilesikler, sulardaki tat
ve koku bozulmalarmin énemli bir boliimiinii olusturmaktadir. Genellikle GC-MS gibi
analitik yontemler kullanilarak sularda tat ve koku tespiti yapilmaktadir. Ancak, {iretici
organizmalarin tespiti ve bu organizmalarin sularda artis potansiyellerinin ve
zamanlarinin belirlenmesi su yonetimi agisindan onemlidir. Uretici ve iiretici olmayan
organizmalar birlikte bulunabileceginden, tat ve koku iiretiminden sorumlu olanlarin
tespiti i¢in, sorunun kaynagi olan bilesiklerin biyosentezinde kritik rol oynayan enzimleri
kodlayan gen bilgisinden yararlanilarak molekiiler yontemlerle iiretici organizmalarin

tespiti saglanabilmektedir.

Bu ¢alismada, potansiyel Geosmin ve MIB iireticisi siyanobakterilerin varligi molekiiler
yontemler kullanilarak tespit edilmeye ¢alisilmistir. Bu amagla, tilkemizde ¢esitli gol ve
barajlarda tat ve koku problemine yol agabilecek siyanobakterilerin hangi tiirler
olabileceginin ortaya konabilmesi i¢in dncelikle Igsular Biyolojisi Anabilim Dali Alg
Kiiltiir Koleksiyonu’nda yer alan siyanobakteri suslar1 incelenmis ve Geosmin ve MiB
{iretme potansiyelleri ortaya konmaya calisslmistir. incelenen 46 sustan 3 adedinde
Geosmin sentaz ve 1 adedinde MIB sentaz genlerinin varhigi tespit edilmistir. Kiiltiir
koleksiyonunda bulunan tiirler {izerinde yapilan ¢aligsmalar, elde edilen sonug ile ilgili
daha net bilgiler sunmaktadir. Bu suslardan ¢ok azinda bu genlerin tespit edilmis olmasi
kiiltiir koleksiyondaki tiirlerin ¢ogunun planktonik tiirler olmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Literatiirde Geosmin ve MIB iireten tiirler incelendiginde genellikle bentik

siyanobakterilerin baskin oldugu goriilmektedir (Watson ve dig., 2016).

Geosmin veya MIB sentaz genlerine sahip siyanobakteri tiirlerinin &rneklendigi/izole
edildigi alanlar Tablo 5.1 verilmis ve Sekil 5.1’ de gosterilmistir. Bu alanlar i¢inde 3
baraj golii (Omerli, Devegecidi ve Keban), 4 dogal gol (Iznik, Sapanca, Bafa ve Beysehir)
ve 1 nehir (Orhaneli Cayi) ile Malatya Giinpinar Selalesi bulunmaktadir. Orneklerin
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alindig1 donemler genellikle asir1 artis olan donemler oldugundan baskin siyanobakteriler

genellikle tek bir tiirii icermektedir.

Tablo 5.1: Geosmin veya MIB sentaz genlerine sahip siyanobakteri tiirlerinin rneklendigi/izole
edildigi alanlar.

No. Bolge Ad1 Havza Su Kiitlesinin Tipi
1 Omerli Baraj Golii Marmara Derin, Baraj Gélii
2 Sapanca Golii Sakarya Derin, Dogal Gol
3 Iznik Gélii Marmara Derin, Dogal Gol
4 Orhaneli Cay1 Susurluk Akarsu
5 Bafa Goli Biiyiik Menderes Derin, Dogal G6l
6 Beysehir Golii Konya Kapali H. S1g, Dogal Gol
7 Gilinpiar Selalesi Selale
8 Keban Baraj Golii Firat-Dicle Derin, Baraj Golu
9 Devegegidi Baraj Golii Derin, Baraj Goli
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Dogal ortamdan alinan 6rneklerde birden fazla tiiriin bulunmasi asil iiretici organizmanin
hangisi olabilecegi konusunda soru isaretleri olusturmaktadir. Ancak, farkli molekiiler
teknikler kullanilarak iretici organizma konusunda fikir yiirlitmek miimkiin
olabilmektedir. Bu ¢alismada Omerli Baraj Golii'nden alinan 6rneklerde siyanobakteri
grubundan Pseudanabaena limnetica, Aphanizomenon flos-aquae ve Microcystis sp.'nin
baskin oldugu tespit edilmistir. Literatiir incelendiginde, bu tiirlerden; Pseudanabaena
limnetica’min yaygin olarak bulunan bir MIB fiireticisi oldugu, Aphanizomenon flos-
aguae‘nin ise Geosmin sentezleyebildigi, ancak MIB iirettigine dair bir kayt
bulunmadig1 goérilmiistiir (Suurnakki ve dig., 2015). Benzer sekilde Microcystis sp.,
istenmeyen kokuya neden olan bazi bilesiklerin (Orn. p-cyclocitral) dogrudan veya
dolayli yoldan kaynagi olarak goriiliitken, MIB sentezledigine dair bir kayit
bulunmamaktadir (Watson ve dig., 2016). Bu 6rnekte GC-MS’te yapilan analizde 15 ng/l
MIB tespit edilmistir. Ayn1 zamanda MIB sentaz gen bdlgesinin varligi dogrulanmustir.
PZR iirliniiniin dizileme analizi sonucunda, niikleotit dizilerinin MIB iireticisi olarak
bilinen Pseudanabaena limnetica’nin MIB sentaz dizileri ile % 99 benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir. Buna bagl olarak, Pseudanabaena limnetica' nin Omerli Baraj Golii’nde

tespit edilen MiB’in potansiyel iireticisi oldugu diisiiniilmektedir.

Calismada molekiiler yontemler kullanilarak 3 farkli siyanobakteri takiminda
(Nostocales, Oscillatoriales ve Synechococcales) yer alan Anabaena, Aphanizomenon,
Nostoc, Nodularia, Cuspidothrix, Lyngbya, Pseudanabaena, Planktolyngbya ve
Planktothrix cinslerini igeren kiiltiir veya gevre 6rneklerinin analizi sonucunda potansiyel
Geosmin ve/veya MIB iireticisi olarak tespit edilmistir. Literatirde Nodularia ve
Planktolyngbya cinslerinin Geosmin-MIB fiirettigine dair molekiiler veya analitik veriler
bulunmamaktadir. Diger siyanobakteri tiirleri ise bilinen Geosmin-MIB iireticileridir
(Watson ve dig., 2016). Bu ¢alismada, Nodularia spumigena NS09 susu MIB agisindan
hem analittk hem de molekiiler olarak pozitif sonu¢ vermistir. Diger taraftan,
Planktolyngbya cinsi ¢evresel Orneklerde diger siyanobakteri tiirleri ile beraber
bulunmaktadir ve bu nedenle bu iki cinsin tat ve koku liretme potansiyelleri olduguna dair
kesin bir yorum yapmak dogru olmayacaktir. Uretici siyanobakteri olduklarmin
gosterilmesi i¢in bu tiirlerin dncelikle kiiltiire alinmas1 gerekmedir. Bu kiiltiirlerin aksenik
oldugunun gosterilmesinin ardindan analitik ve ileri molekiiler yontemler kullanilarak

tiretici tiir olduklar1 gosterilebilir.
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Calismada siyanobakterilerde Geosmin sentaz ve MIB sentaz genlerinin tespitine yonelik
farkli uzunlukta hedef bolgelerine sahip primer setleri kullanilmistir. Bu primer
setlerinden MIB igin daha kisa bdlgeleri hedefleyen primerler, daha uzun bir bélgeyi
cogaltan primer setleri ile karsilastirildiginda daha fazla 6rnekte pozitif sonug vermistir.
Uzun bélgeyi (726 b¢’lik) hedefleyen MIB sentaz primer seti ile sadece Omerli Baraj
Golii'nden alman 6rnekte iiriin elde edilirken, 202 bg’lik primer seti ile Iznik Golii,
Sapanca Golii, Keban Baraj Go6li, Orhaneli Cayi, Beysehir Golii ve Glinpinar Selalesi
ornegi ile Nodularia spumigena NS09 susunda PZR f{iriinii elde edilebilmistir.

Siyanobakterilerde Geosmin ve MIB sentaz genleri tiirler arasinda degisen oranlarda
farklilik gosterebilmektedir (Jorgensen ve dig., 2016). Farkli primer ¢iftleri kullanilarak
elde edilen sonuclarin farkli olmasinda, incelenen Orneklerdeki siyanobakterilerin
Geosmin sentaz ve MIB sentaz gen bolgesinde, literatiirde mevcut niikleotit dizilerine
gore genetik farklilik olmasinin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Mevcut dizi
bilgilerine gore tasarlanmis uzun bir gen bolgesini hedefleyen primerlerle yapilan PZR
deneylerinde iiriin alinamazken daha kisa bolgelerin hedeflendigi primerler ile iiriin
aliabilmesi kisa primerlerin daha kii¢iik bir gen bolgesini ¢cogaltmasina bagli olarak daha
fazla sayida siyanobakterinin MIB sentaz gen bdlgesine baglanabilmesinden

kaynaklanabilir.

Ote yandan, Omerli Baraj Golii 6rneginde 726 bg’lik MIB sentaz iiriiniiniin elde edilmis
olmasi, llkemizde bulunan tat ve koku problemi yaratan siyanobakterilerin diger
tilkelerde tespit edilen siyanobakteriler ile bu genler acisindan benzerlik gosterdigi
anlamina gelmektedir. Bu bakimdan, {ilkemizde yapilacak olan molekiiler caligmalar,
diger iilkelerde meydana gelebilecek tat ve koku sorunlarinin ortaya konmasinda da etkili

olacak ve elde edilen veriler kiiresel dlgekte dbnem arz edecektir.

Caligmada molekiiler yontemler kullanilarak elde edilen sonuglarin dogrulanmasi igin
cevre Ornekleri (Onceki yillarda alinmis ve kurutulmus oOrnekler hari¢) ve Kkiiltiir
orneklerinde analitik yontem kullanilarak Geosmin ve MIB tespiti de yapilmistir. Buna
gore; cevre oOrneklerinden Omerli Baraj Golii (MIB), Malatya Giinpmar Selalesi
(Geosmin ve MIB), Ilica (Geosmin ve MiB), Sapanca Gélii (Geosmin ve MIB), Menzelet
Baraj Golii (MIB), Uluabat Gélii (Geosmin ve MIB) ve kiiltiir rneklerinden Microcystis
spp.(MIB), Planktothrix (Geosmin ve MIB), Anabaena (MIB), Nodularia (MIB),
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Cuspidothrix (MiB) 6rneklerinde Geosmin ve MIB tespit edilmistir. Orneklerin énemli
bir boliimiinde sonuglar, insanlar tarafindan algilanabilen koku esik degerinin (10 ng/l)
altinda olmasma karsin, Giinpinar Selalesi (Geosmin: 553,6 ng/l) ve Sapanca Golii
(Geosmin: 14,3 ng/l ve MiB: 12,9 ng/l) gibi rekreasyonel ve igme suyu olarak kullanilan
sularda yiiksek konsantrasyonda Geosmin ve MIB tespit edilmesi, su kaynaklarimizda
gelecekte meydana gelebilecek tat ve koku bozulmalarina isaret eden énemli bir bulgu
olarak  gorilmektedir. Ayrica kiiltiir ortamindaki siyanobakterilerde  diigiik
konsantrasyonda da olsa Geosmin ve MIB tespit edilmesi, bu siyanobakterilerin
bulundugu dogal su kaynaklarimizda potansiyel tat ve koku bozucu organizmalar

olabilecekleri anlamina geldiginden alinabilecek dnlemler agisindan 6nem tasimaktadir.

Analitik calismalarda Geosmin ve/veya MIB varligina rastlanan kiiltiir rneklerinden
Microcystis suslar1, Anabaena mendotae IFCC-AMO2 susu, Nodularia spumigena IFCC-
NS18 (MIB PZR negatif)/ IFCC-NS09 (GEO PZR negatif) susu, Cuspidothrix
issatschenkoi NIVA CY A 711 susu ve gevre 6rneklerinden Menzelet Baraj Golii, Uluabat
Golii ve Ilica 6rneklerinde Geosmin sentaz ve MIB sentaz geni varligi tespit edilmemistir.

Bu durumun birden fazla nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir:

e (Calismada incelenen bazi siyanobakteri tiirlerinin sahip oldugu Geosmin sentaz
veya MIB sentaz geni, dizi bilgisi mevcut siyanobakterilerden farklilik gdsterebilir
(Jorgensen ve dig., 2016). Ozellikle Geosmin sentaz geninin dikey gen transferi
(bir tiirlin farkli jenerasyonlar1 arasinda gen transferi) seklinde degil horizontal
gen transferi (farkli evrimsel soylar arasindaki genetik degisim) seklinde
gerceklestigi ve 16s rRNA genleri kadar eski bir evrimsel ge¢gmise sahip olmadigi
diistiniilmektedir (Wang ve dig., 2014). Bu nedenle, genetik cesitliligin goriilme
olasilig1 mevcuttur.

o Calismada analitik yontemlerle tespit edilen Geosmin veya MIB siyanobakteri
disinda farkli bir organizma grubu tarafindan iiretilmis olabilir (Chiu ve dig.,
2016). Ornegin, karasal kaynaklardan suya karisabilen Aktinobakterilerin sucul
ekosistemdeki ekolojilerine dair yeterli bilgi bulunmamaktadir. Sucul ortamda,
Aktinobakterilerin yalnizca dormant spor durumunda m1 veya geliserek Geosmin
veya MIB sentezi yapabilecek durumda olup olmadiklariyla ilgili tartismalar

giiniimiizde de devam etmektedir (Asquith ve dig., 2013).
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e 16srDNA PZR’de iirlin edilmemis ¢evresel 6rneklerde PZR inhibisyonuna neden
olabilecek bilesikler bulunabilir. Ornegin, Ilica 6rneginde gozlenen yiiksek
miktardaki kalsiyum karbonat (CaCOg), niikleik asitlerin yapisinda bozulmalar

meydana getirebilmektedir (Schrader ve dig., 2012).

Molekiiler ¢alismalarda Geosmin sentaz ve MIB sentaz geni varligma rastlanirken ayn1
orneklerde analitik yontemlerle Geosmin ve MIB tespit edilmemesinin gen anlatiminin
baskilanmasi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin; Bafa Golii’'nden izole edilmis
Nodularia spumigena IFCC-NS18 susunda Geosmin PZR iiriinii elde edilmistir. Ancak,
GC-MS analizlerinde Geosmin tespit edilmemistir. Dogal ortamdan kiiltiir ortamina
alinan siyonabakterilerde Geosmin ve MIB sentaz geni anlatimmin ortamdaki ekolojik
rekabetin azalmas1 gibi ¢esitli faktorler nedeniyle baskilanmig olabilecegi

distiniilmektedir.

Nodularia spumigena’nin Geosmin veya MIB iiretimi ile ilgili olarak literatiir taramasi
yapilmis ve herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Ancak, bu tiirlin genom haritasi
cikarilmig ve genom yapist incelendiginde Geosmin sentezleme potansiyelinin
olabilecegi goriilmiistiir (Popin ve dig., 2016). Bu ¢alismada, ayn1 golden izole edilen iki
Nodularia spumigena susundan bir tanesinde (NS18 susu) Geosmin sentaz geni ve
digerinde (NS09 susu) M/B sentaz geni tespit edilmistir. Bu sonuglar, ayni tiire ait iki
susun Geosmin ve MIB metabolitlerini iiretme potansiyellerinin  farklilik
gosterebilecegini  ortaya koymaktadir. Diger yandan, elde edilen sonuglar N.
spumigena’nin tat ve koku problemi yaratan bu iki metaboliti {iretme potansiyeline dair

ilk sonuglardir.

Bu calismada elde edilen sonuglar, yeni veriler 1s18inda PZR yonteminin ¢evresel su
orneklerinde ve kiiltiir 6rneklerinde Geosmin ve MIB iireten siyanobakteri tespitinde
pratik, giivenilir ve olas1 tat ve koku problemlerinin belirlenmesi i¢in uygun bir yontem

olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Tiirkiye’de potansiyel Geosmin ve/veya MIB iireticisi siyanobakteri tespit edilen su
kiitlelerinin 6zelliklerinin (baraj golii, selale, dere, s1g gol ve derin gol) ve kullanim
amaclarinin (igme suyu kaynagi, rekreasyonel amagli, balik¢ilik faaliyetleri vb.) gesitlilik

gostermesi bakimindan (Sekil 5.1) elde edilen sonuglar, bu sularda gelecekte
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yasanabilecek tat ve koku sorunlarinin yonetimi agisindan O6nem tasimaktadir.
Ayrica, Geosmin ve MIB ile ilgili heniiz ¢alisma yapilmamis diger su kaynaklarimizla
ilgili yapilacak molekiiler ¢aligmalarin hem tilkemiz hem de diger iilkelerdeki sularda
meydana gelen tat ve koku sorununun ¢oziimiinde onemli bir katki saglayacagi

distiniilmektedir.
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