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Theory and Methods: Diatom was isolated using a combination of centrifugation, dilution culture and
single cell isolation by a micropipette. Genetic characterization was performed using the strain’s 18S rRNA
gene sequence. Cells were incubated based on a 23 factorial design matrix and statistically analyzed to
investigate the effects of nitrogen, phosphorus and silica on diatom growth. Moisture, volatile matter, fixed
carbon, ash and functional group contents, fatty acid composition, total carbohydrate and lipid analyses of
the diatom were performed.

Results: The isolated strain was genetically identified as Pleurosigma sp. Based on the nutrient experiments,
the diatom biomass showed positive correlations with increase in nitrogen and silica, while the correlation
was negative with increases in phosphorus. The strain was sensitive to changes in phosphorus content.

Conclusion: Isolated Pleurosigma sp. can be used in material science applications such as filtration,
biosensors, biomedical implants due to its high absorption of silica in its frustules and also in environmental
pollution studies due to its phosphorus sensitivity. In this sense Turkish waters provide important
opportunities to scientists with their rich biodiversity.
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Son yillarda oldukga dikkat ¢eken mikroalgler saglik, gida, kozmetik, ¢cevre ve biyoyakit iiretimi alanlarinda
kullanim potansiyeli bulunan yeni nesil hammadde kaynaklaridir. Bu ¢aligmada, hem bulunma miktari hem
de fonksiyonlart bakimindan 6nemli bir mikroalg simnifi olan diatomlarn eldesi hedeflenerek, Marmara
Denizi Mudanya kiyilarindan toplanan su 6rnekleri {izerinde izolasyon ¢aligmasi gerceklestirilmis ve elde
edilen izolatin molekiiler analizi yapilarak Pleurosigma sp. oldugu tespit edilmistir. izole Pleurosigma sp.
farkli konsantrasyonlarda azot, fosfor ve silisyum i¢eren besin soliisyonlarinda yetistirilip istatistiksel olarak
yorumlandiginda, diatomun hiicre yogunlugunun, silisyum ve azot artis1 ile belirgin sekilde pozitif
korelasyon gosterdigi, ancak hiicre yogunlugunun 0,0096 mM fosfat konsantrasyonunda maksimum
seviyeye ulastifi gozlenmistir. Yapilan karakterizasyon c¢alismalarinda, diatomun Onemli miktarda
silisyumlu yapilar igerdigi ve kiil igeriginin yiiksek oldugu, yag asidi profilinin literatiirde diatomlarda
siklikla karsilagilan yag asitleriyle ortiistiigii goriilmiistiir.

Marine diatom isolation, identification and investigation of nutrient effects on the diatom

growth
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Microalgae are new generation raw material resources that have been attracting much attention in recent
years and have utilization potential in health, food, cosmetics, environment and biofuel production areas. In
this study, diatoms, an important microalgal group both due to their abundance and functions, were targeted
and an isolation study was carried out with the water samples collected from the Mudanya shores of the
Marmara Sea. Isolated diatom was identified as Pleurosigma sp. by DNA sequencing. Diatom’s cell density
showed statistically positive correlation with increase in silicon and nitrogen when isolated Pleurosigma sp.
was cultivated in nutrient solutions containing nitrogen, phosphorus and silicon at different concentrations,
but cell density was observed to reach a maximum level at 0.0096 mM phosphate concentration. In the
characterization studies, it was observed that the diatom contained significant amounts of ash and silica and
diatom’s fatty acid profile overlapped with the fatty acid profiles of the frequently studied diatoms in
literature.
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1. GIRIiS aNTRODUCTION)

Yeryliziiniin en eski yasam formlarindan biri [1] olan
mikroalgler, genetik ve fenotipik ¢esitlilikleriyle biyosferin
hemen hemen her yerinde bulunabilen [2], fototrofik,
heterotrofik ya da miksotrofik olarak yasayan [3], genellikle
basit morfolojide [4] organizmalardir. Prokaryotik ya da
Okaryotik olabilen mikroalgler [2], basit yapilariyla dinamik
ve kompleks rekabetgi ¢cevrede, yiiksek derecede tuzluluk ve
yiiksek sicaklik gibi sert iklim kosullarinda, 151k ve besin
yoksunlugu durumlarinda hayatta kalabilirler [5].
Prokaryotik (Siyanobakter) hiicreler membrana bagl
organellerden yoksun olarak alglerden ziyade bakterilere
daha cok benzerken, pek ¢ok yaygin alg tirlini iceren
Okaryotik olanlar ise hiicresel fonksiyonlar1 kontrol eden
organellere sahiptirler [1]. Diatomlar (Bacillariophyceae),
yesil algler (Chlorophyceae), ve altin saris1 algler
(Chrysophyceae) dogada bulunma miktart bakimindan en
o6nemli mikroalg gruplaridir [6].

Hem dogada bulunma miktar1 hem de fonksiyonlart
bakimindan 6nemli bir mikroalg sinifi olan diatomlar,
okyanuslarda iiretilen birincil karbonun en az %30’unun [7]
iretiminden sorumludurlar. Yapilarina gore radyal simetri
gosteren sentral diatomlar ve bilateral simetri gosteren
pennat diatomlar olmak iizere iki gruba ayrilan diatomlar [8],
6nemli oranda mekanik dayanima sahip, friistiil olarak
isimlendirilen  silisyum  igerikli  hiicre duvart ile
karakterizedirler. Friistiil formlari 1s18in hiicre igindeki
kloroplasta ulagsmasina izin veren saydam yapida, gaz ve
eriyiklerin hiicreye taginmasina izin veren delikli yapidadir
[9]. Epiteka ve hipoteka adinda iki adet yarim yapinin
olusturdugu friistiil hiicre duvari ila¢ kutusu veya petri kab1
benzeri sekildedir. Teka yapilarimin uglarinda tiire
morfolojik 6zgiinliik kazandiran kapakg¢iklar (valve) yer alir
[10]. Mikroalgler, farkli iiriinlere hammadde olabilecek
sekilde yiiksek miktarda protein, lipit ve karbonhidrat
icerigine sahip olabilirler [11] ancak hiicresel igerik tiirden
tiire ve yetistirilme sartlarina gore degisiklik gostermektedir.
[5, 12]. Gida, saglik, kozmetik, ¢evre, yakit, materyal bilimi
gibi pek ¢ok alanda kullanim alani1 bulunan mikrofabrikalar
olarak adlandirilan mikroalgler, yiiksek lipit icerikleriyle
biyodizel hammaddesi [13], anaerobik c¢iiriime ile biyogaz
hammaddesi olarak [14] yakit alaninda, karotenoid, klorofil,
fikobiliprotein gibi pigment [11, 15], esansiyel vitamin [12],
protein ve saglik agisindan pek ¢ok faydasi oldugu bilinen
omega-3 ve omega-6 yag asitleri basta olmak iizere uzun
zincirli yag asidi igerikleriyle [16-18] gida ve kozmetik
alanlarinda kullanim alani bulmaktadir. Ozellikle diatomlar
Ozgiin hiicresel yapilariyla agir metal absorpsiyonu
gerektiren biyoremediasyon uygulamalarinda, biyomedikal
implantlarda [19], su saflastirma ya da kromotografik
ayrimda kullanilan filtrasyon prosesleri ve biyosensor [20]
gibi alanlarda kullanim potansiyeline sahiptirler.

Biyosferin  her tarafina yayilmig mikoalgal c¢esitlilik
arastirmacilara, hedeflenen {irlinii iretebilmek igin;
yetistirme  ortamlarinin  ya da {retim sekillerinin

esnetilmesine olanak saglayacak sekilde potansiyel birgok
uygun sus sunar [21]. Bu anlamda tath su kaynaklarindan,
tuzlu sulara, ¢ollerden, buzullara ¢ok farkli cografik sartlarda
varlik gosterebilen mikroalgler sahip olduklar gesitlilikle
degerli {irtinler eldesinde bilim insanlart i¢in Onemli
arastirma konusudur.

Son yillarda mikroalglerle {iriin hedefli yapilan ¢alismalarda,
mikroalglerin farkli yetistirme sartlar1 altindaki biiylime
parametrelerinin ve degerli {iriin agisindan hiicresel
kompozisyonlarinin incelendigi ve endiistriyel {iretime
uygulanabilirliklerinin arastirildigt goriilmektedir.
Arastirmalarda ulusal/uluslararasi kiiltiir koleksiyonlarindan
temin edilen ya da yerel olarak izole edilen alg tiirleri
kullanilmaktadir. Yerel olarak izole tiirlerin bolgesel
adaptasyonunun daha kolay olmasi, bilinen potansiyelden
fazlasini vaat etmesi vb. sebepler aragtirmacilari yerel tiirleri
kesfetmeye iten sebeplerdir [12, 22]. Yerel izole tiirler elde
etmek amaciyla, mikropipet ile izolasyon, diliisyon [23],
yergekimi ile izolasyon [24], fototaksis ile izolasyon [25]
gibi geleneksel izolasyon teknikleri ve mikromanipiilasyon
[26], flow sitometri [27] gibi ileri izolasyon teknikleri
kullanilmakta, bu tekniklere ilaveten antibiyotik [28] ve
filtrasyon [29] gibi teknikler ile tiirler aksenik hale
getirilmektedir. En iyi sonucu almak amaciyla, hedeflenen
mikroalg tiirline ve mevcut sartlara gore izolasyon ve
temizleme teknikleri birbirleriyle kombine edilerek
uygulanir.

Ticari iriin elde edilmesinde mikroalglerin yetistirme
kosullar1 biiyiik 6nem arz etmektedir. Azot [30-32], fosfor
[33-35] ve diatomlar i¢in silisyum [36-38] gibi besin
maddeleri [39, 40], 151k [41], sicaklik [42, 43], pH [44, 45],
tuzluluk [46], karistirma miktart [47] vb. parametreler
mikroalgal biiylimeyi etkileyen ve tiire, ¢evre sartlarina,
hedef lirline gore optimize edilmesi gereken parametrelerdir.
Literatiirde diatomlar ile yapilan ¢aligmalarda diatomlarin,
azot [48-50], fosfor [51-53] gibi elementlere ve diger
tiirlerden farkli olarak friistiil yapilariyla iligkili silisyuma
[54-56] ihtiyaglarinin oldugu ve bu besin maddeleriyle
biiylimenin korelasyon gosterdigi goriilmektedir [57, 58].
Diatom ¢aligmalarinda her bir tiirlin optimal besin
konsantrasyonu degerinin farkli oldugu [49, 51] ve hiicresel
iceriklerin de tlirler arasinda [22, 59], biyiik farklilik
gosterdigi ortaya konmaktadir [60-62].

Bu calismada yerel olarak Marmara Denizi Mudanya
kiyilarindan diatom tiirii izole edilmis, izole edilen tiir
tamimlanmig ve besin elementlerinin diatom biiylimesi
iizerine etkileri incelenmistir.

2. DENEYSEL METOT (EXPERIMENTAL METHOD)
2.1. Diatom fzolasyonu (Diatom Isolation)

izolasyon galigmas1 Marmara Denizi Mudanya kiyilarindan
11 Aralik 2016 tarihinde alinan Ornek ile yapilmustir.
Orneklerin  bazilar1 dogrudan bazilart 6n santrifiijleme
yapilarak yogunlastirildiktan sonra -alinan bdlgedeki
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tuzluluk degerlerine yakin olmasi amaciyla- 27 ppt ve 37 ppt
tuzluluktaki iki farklt silisyumlu L1 ortamiyla- 1:10
seyreltme oraniyla seyreltilerek plakaya ekimleri yapilmis ve
ardindan inkiibatdre koyulmustur. Diliiye edilen 6rnekler
cogalma gosterdiginde ters faz 151k mikroskobu altinda
mikropipet ile tek hiicre izolasyonu gerceklestirilmistir. Tek
hiicre izolasyonu yapilan tiirlerde ¢ogalma gdsterenlere
hacim artis1 yapilmis ve kiiltiir devam ettirilmistir. Izolasyon
ve bilylime deneyi ¢alismalarinda inkiibator kosullart 12:12
aydinlik karanlik rejimi, 60 pmol foton m s™! 151k ortami ve
yaklasik 23°C ortam sicaklig1 seklinde uygulanmistir.

2.2. Tiir Karakterizasyonu (Species Characterization)

Izole edilen tiiriin tanimlanmasi icin 18S RNA gen bdlgesi
D512F/D978R primerleri (Tablo 1) ile koloni PCR yapilarak
BioRad TI100 marka/model termal dongli cihazinda
cogaltilmugtir.

Tablo 1. Koloni PCR’da kullanilan primerler [63,64]
(Primers used in colony PCR [63, 64])

Primer Ad1 Dizi
D512F ATT CCA GCT CCA ATA GCG
D978R GAC TAC GAT GGTATC TAATC

Koloni PCR i¢in reaksiyon Tablo 2’de belirtilen sekilde New
England Biolabs markali reaktifler ile 50 pl hacminde
kurulmustur. Kalip DNA olarak santrifiijlenen diatom peleti
kullanilmistir. PCR firiinleri elektroforez jelinde yiiriitiilerek
dogru noktada konumlanan DNA band1 geri alinmis ve ABI
3130 XL 16 capillary cihaziyla sanger dizileme yapilmistir.
Dizileme sonuglart  SnapGeneViewer programi ile
diizenlenmis ve NCBI (National Center for Biotechnology
Information-https://www.ncbi.nlm.nih.gov-) internet
sitesinde niikleotit veri bankasi araciligiyla BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) [65, 66] analizine tabi
tutulmustur.

Tablo 2. PCR reaksiyonu (PCR reaction)

ferik Kullanilan Miktar
5X Reaksiyon Tamponu 10 pl

dNTP Mix (10 mM) 1wl

D512F Primeri (10 uM) 2,5 ul

D978R Primeri (10 uM) 2,5 ul

HF DNA Polimeraz 0,5 ul

Saf Su 33,5l

Kalip DNA Diatom Pellet

Karakterizasyon amaciyla diatom Orneginin nem, ugucu
madde, sabit karbon ve kiil igeriginin belirlenmesi igin TA
Instrument marka, SDT Q600 model TGA cihaziyla
termogravimetrik kisa analiz gerceklestirilmistir. Ornegin
igerdigi fonksiyonel gruplarin tespit edilmesi 400-6000 cm'!
dalga sayisi araliginda Bruker marka cihaz ile FTIR analizi
ile saglanmistir. Toplam karbonhidrat analizi fenol-siilfiirik
asit metoduyla, toplam yag analizi Soxhlet ekstraksiyon
metoduyla yapilmistir. Yag asidi kompozisyonu YL
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Instruments 6100 GC marka gaz kromatografisi FID
dedektorii ile 30 m x 0,32 mm x 0,25 um ZB-FFAP kolonu
kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.3. Besin Maddelerinin Biiyiime Uzerine Etkisi
(Effects of Nutrients on Growth)

Azot, fosfor ve silisyumun diatom biiylimesi {izerine
etkilerini incelemek igin, kiiltiir ortamindaki NOs, POs, ve
SiOskonsantrasyon degerleri (Tablo 3) normalize edilmis ve
temel seviye ticari L1 besin soliisyonundaki gergek
konsantrasyon degerlerini ifade edecek sekilde 23 faktoriyel
tasarim uygulanmustir. Tablo 4’te gosterilen faktoriyel
tasarim matrisine uygun olarak 19 giin boyunca inkiibe
edilen hiicrelerin sayisi MiniTab programiyla istatistiksel
olarak analiz edilmistir.

Tablo 3. PO4, NO; ve SiOs konsantrasyonlarinin faktoriyel
seviyeleri (Factorial levels of POs, NO; and SiO; concentrations)

Bilesen  Altseviye  Temelseviye  Ust seviye
POy 0,007 mM 0,036 mM 0,064 mM
NO; 0,17 mM 0,88 mM 1,58 mM

SiOs 0,021 mM 0,106 mM 0,189 mM

Tablo 4. Segilen parametreler i¢in faktoriyel tasarim
matrisi (Factorial design matrix for selected parameters)

Deney No NO; PO4 Si0O3
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1
4 -1 +1 +1
5 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1
7 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0

Fosfor besin bilegeninin ayrintili incelemesi yapilmak iizere,
ayrica diatom L1 ortamindaki nitrat, silikat, iz element ve
vitamin  degerleri  sabit tutularak, farkli  fosfat
konsantrasyonlarinda (0,0076, 0,0096, 0,016, 0,036, 0,056,
0,076, 0,096 mM POy) 19 giin boyunca inkiibe edilmistir.
Calismalarda hiicre yogunlugu mikroskobik yontemle
utermol ve hemositometre kullanilarak hesaplanmustir.

3. SONUCLAR VE TARTISMALAR
(RESULTS AND DISCUSSIONS)

3.1. Diatom Izolasyonu (Diatom Isolation)

Marmara Denizi Mudanya kiyilarindan izole edilen
diatomun 40X yaklastirmayla mikroskop altindaki
goriintiisiit Sekil 1° de goriilmektedir. Molekiiler olarak tiir
tanimlama i¢in diatomlarda yaygin olarak kullanilan ve 1800
bp biiyiikliigiindeki 18S rRNA (SSU rRNA) gen bolgesinin,
yaklasik 400 bp uzunlugundaki (V4 barkod bolgesi) bolgesi
Sanger dizileme metodu ile dizilendiginde asagida belirtilen
kismi dizi elde edilmistir.
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Pleurosigma sp. nin 18S rDNA kismi dizisi

>TGCCATCCTTGGGTGGAATCTGTGTGGCATTAGG
TTGTCGTGCAGGGGATGCCCATCGTTTACTGTGAA
AAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCTTATGCCGTTG
AATATGTTAGCATGGAATAATAAGATAGGACATTG
GTACTATTTTGTTGGTTTGCGCACCAATGTAATGGT
TAAAAGGAACGGATAGGGGTATTCGTATTCAGCTG
TCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTTCTGAAGACGAA
CTACTGCGAAAGCATTTACCAAGGATGTTTTCATT
AATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGATGAT
TAGATACCATCGTAGTCA

Dizileme sonuglari NCBI internet sitesinde BLAST
analizine tabi tutularak hizalandiginda Sekil 2°deki skor
degerleri ortaya ¢ikmistir. BLAST analizine gore izolatin
%99 benzerlikle Pleurosigma sp. oldugu belirlenmistir.
Mikroskobik hiicre sayimi yapilarak elde edilen spesifik
biiyiime hiz1 0,173 giin! olarak bulunmustur [67].

Sekil 1. izole edilen tiiriin mikroskop gériintiisii (40X)
( Microscope image of isolated species (Pleurosigma sp.) (40X)

3.2. Tiir Karakterizasyonu (Species Characterization)
Karakterizasyon c¢aligmalari kapsaminda nem igerigi %8.6,
ucucu madde icerigi %8,37, sabit karbon icerigi %1,82 ve

kiil igerigi %81,66 olarak bulunmustur. Yﬁksek. kil igerigi
birgok diatom tiirii i¢in tipik bir durumdur [68]. Izole edilen

Descriptions

Sequences producing significant alignments:
Select: All Mone Selected:0

Pleurosigma sp.’nin kil igeriginin literatiirde yapilan
caligmalara gore yiiksek oldugu goriilmektedir [22], ancak
bazi diatom tiirlerinde kiil icerigi kuru agirlik¢a %55-60 gibi
degerlere c¢ikabilmektedir [59, 69]. Silisyumlu friistiil
yapilariyla karakterize diatomlarin yiiksek miktarda silisyum
ihtiyact oldugu goéz oOniinde bulunduruldugunda kiil
iceriginin  biliyilk oranda silisyumdan kaynaklandigt
goriilmektedir.

Sekil 3 diatomun FTIR spektrumunu gostermektedir. FTIR
analizinde 930 cm™ ve 1100 cm™ dalga sayisindaki pikler
strastyla diatoma spesifik Si-O-Si gerilmesi ve Si-O-CHj
[70, 71], 1240 cm! dalga sayisindaki pik P=0 bagini [72],
1416 cm’! dalga sayismdaki pik CH; biikiilmesini [70], 1554
cm! dalga sayismdaki pik NH> grubunu [73], 1633 cm’!
dalga sayisindaki pik amidlerdeki C-O gerilmesini [70],
2856 cm! dalga sayisindaki pik alifatik CH; grubunu [72],
2929 cm’' dalga sayisindaki pik C-H bagm [74]
gostermektedir. 3300 cm! dalga sayisi civarindaki genis pik
ornek igerisindeki nemden kaynaklanan O- H bagini [74]
gostermektedir.

Toplam karbonhidrat miktar1 kuru agirlikca %29,25 olarak
bulunmustur. Diatom tiirleriyle yapilan c¢alismalarda
karbonhidrat igeriginin tiire, kiiltlir igerigine ve yetistirme
kosullarina gore degistigi goriilmektedir. Scholz ve Liebezeit
[22] kuru agirlik¢a karbonhidrat igerigini Pleurosigma
angulatum igin %8,1, li¢ farklt Gyrosigma tiirii igin %20,8 -
36,3 araliginda; Myklestad ve Haug [60] Chaetoceros affinis
var. willei (Gran) Hustedt i¢in %25 olarak, Brown vd. [75]
Thalassiosira pseudonana i¢in %13, Coombs vd. [76]
Navicula pelliculosa igin %21 olarak bulmusglardir.

Toplam yag miktar1 kuru agirlik¢a %20 olarak bulunmustur.
Literatiirde yapilan ¢aligmalarda Chen [77] Pleurosigma
elongatumun da oldugu diatom konsorsiyumunun kuru
agirlikga yag iceriginin %21,5 oldugunu, Karpenyuk vd. [78]
Pleurosigma attenuatum igin %?20,58 [76], Scholz ve
Liebezeit [22] Pleurosigma angulatum igin %33,5 oldugunu
ve Ui¢ farklt Gyrosigma tiirliniin lipit igeriginin %22,4- %30,1
arasinda degistigini, Marella vd. [79] Pleurosigma
normanii’nin yag igeriginin %9,1 oldugunu bildirmiglerdir.

i Alignments
Description

Fleurosigma planktonicum 185 ribosomal RNA gene, partial sequence

Pleurosigma sp, GGM-2004 185 ribosomal RMA gene, partial sequence

Tryblionella apiculata strain TA-85 1835 ribosomal RNA gene, pardial sequence

o

My flCtallj QLRI E Ident  Accession
score score  cover  value

606 606 99% 7e-170 99% AY485514.1
580 580 99% 4de-162 98% AY485515.1

532 532 99% 1e-147 96% KY320397.1

Nitzschia ligowskil strain TA426 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 532 532 99% 1e-147 96% KY320392
Tryblionella gagana isolate SZCZCHIT 188 ribosomal RNA gene, partial sequence 532 532 98% 1e-147 G6% ¢
Bacillariophyta sp. 1 MAB-2013 isclate GSP108-1 185 ribosomal RNA gens, partial sequence 532 532 99% e-147 96% KFITT&

Sekil 2. izole edilen tiiriin BLAST analizi skor degerleri (BLAST analysis score values of isolated species)
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Sekil 4’teki diatoma ait gaz kromotogrami incelendiginde,
izole edilen tiir diatomlarda yaygin olarak g6zlenen palmitik
asit (16:0), oleik asit (18:1) gibi yag asitlerini,
eikosapentaenoik asit (20:5 ®-3) gibi 6nemli ® -3 yag
asidini, linoleik asit (18:2, ®-6), eikosatrionik asit (20:3, ©-
6) gibi omega-6 yag asitlerini ve erlisik asidi (22:1)
icermektedir. Yag asidi profili genellikle diatomlarda
karsilasilan yag asidi profiliyle ortiismektedir [80, 81].

2.3. Besin Maddelerinin Biiyiime Uzerine Etkisi
(Effects of Nutrients on Growth)

Mikroalglerin  yetistirilmesinde  kullanilan  ortamlarin
formiilasyonlar1 ve her bir besin elementinin ortam
icerigindeki miktart mikroalgin tiiriine ve ihtiyacina gore
degisiklik gostermektedir. Ozellikle de biiyiik 6l¢ekli iiretim
planlandiginda ekonomik olarak uygulanabilirlik agisindan
her mikroalg tiiriiniin biiyiimesi i¢in optimum kosullari
belirlemek ve 6zellikle yerel olarak izole edilen tiirler i¢in
besin elementlerinin optimizasyonunu yapmak ayr1 bir dnem
tagimaktadir. Bu baglamda yapilan ¢aligmada, 2° faktoriyel

tasarima gore segilen 9 kosul altinda gergeklestirilen ve
tekrarli olarak yapilan deneylerden elde edilen hiicre sayimi1
verilerine “coklu lineer regresyon” yontemi uygulandiginda;
Y =155+35,2 X;-21,9 X>+ 38,1 X3 €))
normalize esitligi elde edilmis ve denklemin R? degeri %93,3
olarak bulunmustur. Es. 1°de X ile ifade edilen NO; ve X3
ile ifade edilen SiOs; parametrelerinin hiicre sayisi (Y)
tizerine etkisi pozitif, X5 ile ifade edilen PO, parametresinin
etkisi negatif olarak bulunmustur. Proteinleri olusturan
amino asitlerin, niikleik asitlerin, klorofil ve fikosiyanin gibi
pigmentlerin yapisinda yer alan, hiicresel biiylime ve
metabolizma i¢in hayati Oneme sahip azotun diatom
biiylimesini pozitif yonde etkiledigi literatiirde yapilan pek
¢ok calismada gosterilmektedir [59, 60]. Hemalatha vd. [52]
Chaetoceros simplex i¢in optimum nitrat konsantrasyonunun
1764 uM oldugunu, Yang vd. [51] Navicula patrickae,
Nitzschia panduriformis, Navicula thienemannii, Nitzschia
longissima ve Navicula atomus ile yaptiklar1 ¢aligmada 0 —
74,16 mg/L azot konsantrasyonu araliginda azotun pozitif

s JB%QR
o)

Transmitans
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1

3500 3000 2500

2000 1500 1000

Dalga sayist (cm™)

Sekil 3. Diatomun FTIR spektrumu ( FTIR spectrum of diatom)
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Sekil 4. Diatomun yag asidi metil esterlerinin kromatogrami
(Chromatogram of fatty acid methyl esters of diatom)
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etki ettigini, Khan vd. [49] Skeletonema costatum igin
optimum NO; konsantrasyonunun 3-10 mg/L oldugunu,
Wang Qui-hua vd. [48] Cocconeis scutellum igin optimal
azot konsantrasyonunun 3,08 mg/L Amphora coffeaeformis,
Navicula corymbosa ve Navicula mollis i¢in 1,54 mg/L
oldugunu bildirmislerdir.

Fristiil adi1 verilen diatom hiicre duvarinin ana maddesini
olusturan ve bu yiizden diatomlarin biiylik miktarlarda
ihtiya¢ duydugu, hiicresel metabolizmada bazi proteinlerin
sentezinde, klorofil sentezinde, sitrik asit dongiisiinde rol
alan [82] silisyumun [83,84], diatomlarin hiicre biiyiimesine
pozitif etkisi yapilan caligmalarda gosterilmektedir [85],
[66, 67].

Turpin vd. [85] diatom Haslea ostrearia igin silisyumun
biiyimeyi sinirlandiran element oldugunu belirtmislerdir.
vd. [86] Cocconeis scutellum var. parva igin suni deniz
suyunda optimal silisyum Kkonsantrasyonunu 2 mg/L,
Cocconeis scutellum var. parva, Amphora coffeaeformis ve
Navicula mollis tiirleri i¢in dogal deniz suyunda 2,5 mg/L
olarak, Yang vd. [51] Navicula tiirleri igin optimum silisyum
konsantrasyonu 69,03 mg/L olarak, Nitzschia tiirleri igin
11,50 mg/L ve 34,51 mg/L olarak bulmuslardir. Jorgensen
vd. [87] Nitzschia palea i¢in 0,1 mg/l silisyum
konsantrasyonundan 5 mg/L’ye kadar biiyliime ile
silisyumun  korele oldugunu yukarisinda ise etkinin
belirsizlestigini bildirmislerdir.

Niikleik asitlerin, membran fosfolipitlerinin ve ATP gibi
o6nemli molekiillerin yapisina katilan fosforun literatiirde
diatomlar i¢in biiylimeye etkisinin ¢ogunlukla pozitif oldugu
bildirilmektedir. Caligmada etkinin negatif goriilmesi
lizerine gergeklestirilen detayli fosfat konsantrasyonu
denemesine gore optimal fosfat konsantrasyonu 0,0096 mM
olarak (Sekil 5) bulunmustur. Optimal degere kadar
biiylimenin arttig1 bu degerden sonra azaldigi goriilmektedir.

1200

Optimum degerin altinda ve lstiindeki konsantrasyonlarda
hiicre yogunlugunun hizla degismesi tiiriin fosfor degisimine
hassas oldugunu gostermektedir.

Fosfat konsantrasyonunun artmasiyla hiicre sayisinda
meydana gelen azalmanin en Onemli sebebinin aksenik
olmayan kiltirde baska mikroorganizmalarin fosfor
zenginliginden daha fazla avantaj elde etmesi ve bdylece
baskin hale gelmesi oldugu diisiiniilmektedir. Genel olarak
ortamda besin miktarlar1 arttiginda Gtrofikasyon meydana
geldigi bilinse de bazen bu durum tiirlerin kaybolmasiyla da
sonuglanabilmektedir. Yarigsma, allelopati, habitat degisimi,
viral ya da bakteriyel saldirilar bunu saglayan mekanizmalar
arasinda olabilir [88].

Katiyar vd. [53] diatom toplulugunun 0,05 mM fosfat
konsantrasyonuna  kadar  biiylime  gosterdigini  bu
konsantrasyondan sonra biiylimede azalma meydana
geldigini bildirmislerdir. Wim Admiral [54] Navicula ve
Gyrosigma tiirlerinin de oldugu 10 diatomda 0,9 mM fosfat
konsantrasyonunda biiylimenin inhibe oldugunu ve bu
degerler arasinda biiylime miktarlarinda dalgalanma
meydana geldigini bildirmistir.

Ketchum [56] Asterionella formosa diatomu i¢in 0,002 mg/L
fosfat konsantrasyonun optimum oldugunu ve 0,05 mg/L
fosfor konsantrasyonu izerinde biiyiimenin inhibe oldugunu,
Hemalatha vd. [52] 72,4 puM PO4 konsantrasyonunun
Chaetoceros simplex igin optimum oldugunu, Wang Qui-ha
vd. [48] Amphora coffeaeformis igin optimum fosfor
konsantrasyonunu 1,13 mg/L Cocconeis scutellum igin 0,283
mg/L, Navicula corymbosa i¢in 0,565 mg/L, Navicula mollis
icin 0,141 mg/L oldugunu, Yang vd. [51] Navicula tiirleri
icin optimum fosfor konsatrasyonunun 2,84 mg/L ve 3,41
mg/L oldugu, Nitzschia tiirleri i¢in 2,27 mg/L ve 3,41 mg/L
oldugunu bildirmiglerdir.
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Sekil 5. Farkli fosfat konsantrasyonlarinda hiicre sayisi (Number of cells at different phosphate concentrations)
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4. SONUCLAR (CONCLUSIONS)

Marmara Denizi Mudanya kiyilarindan mikropipet ile tek
hiicre izolasyonu, diliisyon, yercekimi ile izolasyon gibi
yontemler  kombine  edilerek  diatom  izolasyonu
gerceklestirilmis  ve  diatom  molekiiler tekniklerle
Pleurosigma sp. olarak tanimlanmistir. Besin elementi
optimizasyonu deneylerine gore, diatom biiylimesinde azot
ve silisyum ile pozitif, fosfor ile negatif korelasyon
gosterdigi gozlenmistir. Secilen konsantrasyon degerleri
detaylandirildiginda tiiriin fosfor degisimine karsi hassas
oldugu ve optimum fosfat konsantrasyonunun 0,0096 mM
oldugu  belirlenmistir.  Diatomlarla  yapilan  bagka
caligmalarla da uyumlu olarak belirli konsantrasyondan
sonra inhibisyon meydana gelmesinin, aksenik olmayan
kiiltirde yarigsma, bakteriyel saldir1 gibi durumlarin sebep
olabilecegi diistiniilmektedir.

izole edilen Pleurosigma sp., silisyumu yiiksek miktarda
absorbe etmesi ve silisyumlu friistiil yapisiyla filtrasyon
prosesleri, biyosensor uygulamalari, biyomedikal implantlar
vb. alanlarda genel olarak malzeme biliminde, fosfor
hassasiyetiyle cevresel kirlilik kontrolii uygulamalarinda
kullanilabilir. Ticari acgidan potansiyel olabilecek diatom
tiirlerinin yerel boélgelerden izole edilmesi ve hiicresel
iceriklerinin ortaya cikarilmasi, gercek¢i ve uygulanabilir
sartlarda yetistirilerek besin vb. ihtiyaglarinin tespit edilmesi
tiirlerin degerlendirilebilmesinin ilk adimidir. Bu anlamda
Tiirkiye cografyasi genis bir biyogesitlilik potansiyeli ile
bilim insanlarina 6nemli firsatlar sunmaktadir.
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