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OZET

ORTA VE DOGU KARADENIZ KIYI SERIDINDEN iZOLE EDIiLEN BAZI
ALG TURLERININ MOLEKULER YONTEMLER iLE
KARAKTERIZASYONU

Atila HASIMOGLU
ORDU UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BALIKCILIK TEKNOLOJiSi MUHENDIiSLiGi ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI 55 S

(TEZ DANISMANI: Dr. Ogr. Uyesi Cem Tolga GURKANLI)

Bu calismada Tiirkiyenin Orta ve Dogu Karadeniz kiyilarinda elde edilen 8 alg
izolatinin  teshisi amaglanmigtir. Mikroskobik incelemeler tiim izolatlarin
Chlorophyceae divisiosuna ait olduklarini ortaya koymustur. Tiir teshisleri filogentik
calismalarda en yaygin olarak kullanilan markdrlerden birisi olan 18S rDNA’nin
niikleotid dizilerine dayali filogenetik analizler kullanilarak yapilmistir. Filogenetik
analizler AT-2 izolatinin Chlorella vulgaris ile AT-5, AT-6 and AT-7 izolatlarinin
Coccomyxa parasitica, AT-8 izolatinin Stichococcus deasonii ve AT-9, AT-11
izolatlarmin  Nannochloropsis oceanica tiirleri ile iliskili olduklarin1 ortaya
koymustur. Diger taraftan AT-10 izolat1 Tetraselmis convolutae-T. striata soyhatti ile
iliskili ¢itkmuistir. C. vulgaris disindaki biitiin bu tiirler Tiirkiye i¢in ilk kayittir. Ek
olarak C. vulgaris izolatimiz bu tiiriin Tiirkiyedeki denizel ¢evreden ilk kaydidir.

Anahtar Kelimeler: Chlorophyta, Filogeni, Karadeniz, 18S rDNA,



ABSTRACT

IDENTIFICATION WITH MOLECULAR TECHNIQUES OF SOME ALGAE
SPECIES ISOLATED FROM THE COASTS OF MIDDLE AND EASTERN
PART OF THE BLACK SEA

Atila HASIMOGLU

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

FISHHERIES TECNOLOGY ENGINEERING

MSC THESIS, 55p
(SUPERVISOR: Assist. Prof. Dr. Cem Tolga GURKANLI

In this study, we aimed to identify 8 algae isolates collected from Middle and East
coasts of the Blacksea in Turkey. Microscobic observations revealed that all isolates
are belonging to the Chlorophyceae divisio. Species identifications of the isolates
were performed using molecular phylogenetic methods depending on the nucleotide
sequences of 18S rDNA, which is one of the most common markers used in
phylogenetic studies. Phylogenetic analyses revealed that isolate AT-2 is related to
Chlorella vulgaris, where isolates AT-5, AT-6 and AT-7 to Coccomyxa parasitica,
AT-8 to Stichococcus deasonii and AT-9, AT-11 to Nannochloropsis oceanica
species. On the other hand AT-10 appeared as related to Tetraselmis convolutae-T.
striata lineage. All of these species except C. vulgaris are first records for Turkey.
Additionally our C. vulgaris isolate is the first record of this species from Marine
environment in Turkey.

Keywords: Blacksea, Chlorophyta, 18S rDNA, Phylogeny
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1. GIRIS

Plankton kavrami ilk kez Hensen tarafindan ortaya atildiginda denizlerde pasif olarak
yilizen tiim cisimleri ifade etmekteydi. Kavram zaman igerisinde siirlandirilmis ve
‘Hareket organelleri olsa bile bu organelleri yer degistirmelerinde etkin olmayan ve
dolayisiyla denizlerdeki su hareketlerinin etkisinde pasif olarak yer degistirebilen
bitkisel ve hayvansal organizmalarin olusturdugu topluluk sekline’ donilismiistiir
(Geldiay ve Kocatag, 1998). Planktonik organizmalar bitkisel (fitoplankton) ve
hayvansal (zooplankton) olmak iizere biyolojik olarak iki gruba ayrilirlar. Bu iki ana
gruptan biri olan fitoplanktonik organizmalar sucul ekosistemlerin vazgegilmez bir
unsurudur ve bitkiler tarafindan {iiretilen oksijenin %50°den fazlasinin kaynagidir.
Ayrica, besin zincirinin ilk basamagini olusturmasi itibari ile cogu deniz canlilar ig¢in
temel besin kaynagidirlar (Anonim, 2017). Kara bitkilerinin fitoplanktonik
organizmalardan (yesil algler) evrimi neticesinde yerkiire iizerinde canliligin
olugmasinda kilit rol oynayan algler bu sayede tiim karasal ekosistemin gelisimini
baslatmig ve Diinya ekosistemi iizerinde ¢arpici degisimlere sebep olmustur (Kenrick
ve Crane, 1997). Bolluk bakimindan mikroalgler diatomlar (Bacillariophyceae),
Altin algler (Chrysophyceae) ve Yesil algler (Chlorophyceae) olarak ii¢ nemli sinifa
ayrilirken, yapisal olarak ise 6karyotik ve prokaryotik algler olarak ikiye ayrilmistir.
Prokaryotik algler Cyanophyceae igerisinde, okaryotik algler ise chlorophyta,
euglenophyta, chrysophyta, pyrhophyta, rhodophyta, phaeophta igerisinde
smiflandirilirken, Mavi-yesil algler (Cyanophyceae)’de mikro alg olarak refere
edilmektedir. Tek hiicreli olan ve hiicre biiyiikliikleri birka¢ mikrondan birkag¢ yiiz
mikron arasinda degisen mikroalgler, morfolojik olarak bir hiicreli ve kolonial
formda, iplik ve serit seklinde, yaprak ve agagimsi sekiller gibi dis goriiniisleri biiyiik
farkliliklar gosterebilmekte birlikte, yaygin olarak deniz ve tatli sularda
bulunmaktadirlar. Mikroalglerin varolan tiir sayisinin ise 2x10° ile 8x18° arasinda
oldugu tahmin edilmektedir (Cirik ve Gokpinar, 1993; Norton, 1996; Cardazo, 2007,
Versihin ve ark., 2008). Alglerin Morfolojik ¢esitlilikleri bilinen en kiigiik serbest
yasayan Okaryot Ostreococcus tauri’den baglar ve ¢ok hiicreli formlara kadar devam
eder. Algler, hem sucul hem de bazi karasal habitatlarda var olup diinya ekosistemi
tizerinde yiizlerce milyon yildan beri hayati rol oynamaktadirlar. Birlestirici bir ¢cok
ozelliklerine ragmen yesil algler, morfolojik ve ekolojik olarak evrimsel ¢esitliligini
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yansitan ¢cok Onemli varyasyonlar sergilemektedirler. Bununla birlikte, yesil algler
birgogu kara bitkilerinde de belirgin olan ¢ok sayida Ozellikleriyle karakterize
edilmektedir (Graham, 2009). Yesil algler 6zellikle tatli sularda bol ve gesitli olup iki
alg grubu denizel ortamda ¢ok iyi sekilde temsil edilmektedir (John, 2002). Yesil
alglerin yaygin bir grubu olan chlorophyta iiyeleri de hem tatli su ve karasal
ekosistemlerde hem de ¢esitli deniz habitatlarinda bulunmaktadir (Leliaert ve ark.,
2012).

Karadeniz, Diinya’nin en biiyiik kapali i¢ denizidir. Diger denizlerle olan baglantisini
Istanbul bogazi gibi dar bir koridor vasitasiyla saglar. Kuzeye dogru ise, Kerch
bogazi yoluyla Azak denizi ile birlesir. Karadeniz’in yiizey alani 423.000 km? olup
en derin yeri 2212 m’dir. Karadenizin kimyasal kompozisyonu incelendiginde yiizey
tabakasinda yiiksek oksijen seviyesi olmasina ragmen bu tabakanin hemen altinda
oksijen seviyesi hizla azalmaktadir ve genel olarak Karadeniz’in % 87’si anoksik
olarak kabul edilmektedir. Karadeniz’in dip kisimlar1 yliksek oranda hidrojen siilfiir
(H2S) igerir. Bu tabakanin baslangi¢ siniri, farkli derinliklerde birbirinden farklilik
gostermesine karsin, ayni su yogunlugunda baslamaktadir. Karadeniz besin igerigi
acisindan heterojen bir yapiya sahip olup kiyisal sulari ve kita sahanliginin biiyiik
bolimi otrofik yapida orta kismi ise mesotrofiktir (orta diizeyde besin seviyesi),
buna karsin kaln biiyiikk bir kismi ise hipertrofiktir (Besin seviyesi yiiksek).
Cevresindeki iilkelerden Karadeniz’e ¢ok sayida nehir girdisi olmaktadir (Atag,
1997; Petronu, 1999; Anonim 2001; Yilmaz, 2002). Otrofikasyonun ana nedeni
nehirlerle denize taginan besinlerdeki artigdir. Bu besin artis1 sonucu ortamdaki
fitoplankton tiirlerinin sayisinda bir stres belirtisi olarak bir azalma ve taksonomik
gruplar arasinda oransal farklilagmalar meydana gelmekte, 6zellikle mikroflagellatlar
ve kokkoid formlar1 i¢ine alan pico ve nannoplankton tiirleri, diyatom grubuna ait
tirlerin aleyhine hizla cogalarak, ortamda kalitatif ve kantitatif yap1 bakimindan
istlinlik saglamaktadir (Tirkoglu, 1999). Ortamda meydana gelen o6trofikasyon
durumunu degerlendirebilmek igin besinsel zincirin temeli olan fitoplanktonik
organizmalar en iyi indikatorler arasindadir. Sucul ortamdaki besin miktarinin
artmasiyla (6trofikasyon) fitoplankton tiir kompozisyonlarinin, miktari, zamani ve
stiresi degismektedir. Karadeniz de yasanan alg patlamalar1 ¢ogunlukla ilkbahar ve

sonbahar mevsimlerinde meydana gelmektedir (Alexandrov ve Zaitsev, 1998;
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Nesterova ve ark., 2008). Karadeniz'de yapilan taksonomik ¢aligmalarda, 7 sinifa
dahil 185 cins ve 756 alg tiirii tespit edilmistir ve bunlarin biiyiik bir kistmin1 (> %
80) diatomlar olusturmaktadir. Bununla beraber Karadeniz’in kiyisal alanlarinda
Ozellikle nehir giriglerinin oldugu lokalitelerde tatli su tiirleride siklikla tespit

edilmektedir (Atag, 1997; Baytut, 2010).

Geleneksel olarak 151k mikroskobu ile yapilan alg teshisleri zamanla siradanlasirken
baz1 sinirlanmalara da sebep olmaktadir. Mikroskopla yapilan incelemerde yasam
dongiisii nedeniyle ilk bakista gbéze carpmayan taksonlar veya morfolojik
varyasyonlar arasinda farkliliklart ayirt edebilmek i¢in uzman taksonomistlere
ihtiya¢ duyulmaktadir (Rowan ve Powes, 1991). Bu uygulamalarin karakteristik
morfolojik 6zelliklerinin tanimlamalarinda yetersiz kalmasindan dolay1 kiiresel yesil
algler gibi morfolojileri birbirine ¢ok yakin olan mikro organizmalarin daha yiiksek
taksonomik seviyelerde smiflandirilabilmeleri ig¢in ekstra verilere gereksinim
duyulmaktadir (Krienitz ve Bock, 2012). Dolayisiyla, bu gruplarda belirtilen birgok
taksonun sistematik olarak dogal olmadigi ve morfolojik oOzellikleri biitiiniiyle
filogenetik pozisyonlarini ifade etmekte yetersiz kalmaktadir (Krienitz ve Bock,
2012). Son yillarda yayginlasan molekiiler genetik metotlar kullanilarak bu gibi
olumsuzluklarin birgogunun oniine gecilebilmesine olanak saglamakta, 6zellikle ¢ok
yakin iligkili olan ve farklilasan organizmalarin morfolojik karsilagtirmasin1 da
saglamaktadir. Bununla birlikte, nadir tiirlerin ya da kiiltiirii yapilmayan tiirlerin
nitelendirilmesi agisindan da molekiiler genetik metodlar ¢ok uygundur (Forney,

2004; Dorigo, 2005; Tringe, 2008).

Molekiiler genetik ¢alismalarda ribozomun kii¢iik alt birimi kodlayan gen, arke ve
bakteriler i¢in 16S ve Okaryotlar igin 18S en yaygin olarak kullanilan markdrlerdir.
Bununla beraber, ribozomun biiyiik alt birimi kodlayan 23S (bakteri ve arkeae igin)
ve 28S (Okaryotlar i¢in) rDNA gen bdlgeleride mikroorganizmalar arasindaki
filogenetik iliskilerin kurulmasi i¢in kullanilmaktadir (Pereira, 2009). Bu konuda
yapilan genetik arastirmalarin artmasiyla molekiiler filogeninin yakin akrabalik
dereceleri olan tiirlerin siniflandirilmasinda gerekli bir islem oldugu da giderek artan
oranda kabul gérmektedir. Artik gliniimiizde mikrobiyal populasyonun ¢esitlilligi ve
yapisini ortaya konulmasinda ribozomal RNA (rRNA) genlerin niikleotid dizisi
mikrobiyal ekoloji alaninda da standart bir uygulama haline gelmistir. (Komarek ve
3



ark., 2014). Bu g¢alismada Orta ve Dogu karadeniz sahillerinden izole edilen bazi
mikroalg tiirlerinin 18S rDNA gen bdlgesinin niikleotid dizilerine dayali filogenetik

analizleri ile karakterizyazyonu amaglanmustir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Karadeniz de alg cesitliliginin belirlenmesine yonelik gerek iilkemizde gerekse
Karadeniz’e kiyis1 bulunan diger iilkelerde yapilmis ¢ok sayida kapsamli ¢aligmalar

mevcuttur.

Sorokin, (1983) calismasinda Karadeniz’de ilkbahar mevsiminde diyatomeler ve
sonbahar mevsiminde de kokkolitoforlar tarafindan olusturulan iki birincil tiretimin
oldugunu, zaman zaman kiyisal bolgede kokkolitoforlar ve dinoflagellatlar tarafindan

olusturulan agir1 alg tiremeleri gozlendigini belirtmistir.

Uysal, (1987) plankton kompozisyonu ile ilgili Istanbul Bogazi ¢evresinde yaptig
calismasinda, bolgelere gore tiir kompozisyonunun farklilik gosterdigini, en fazla alg
tiiriiniin Marmara Denizi ve Istanbul Bogazinda tespit edildigini, belirlenen sentrik
diyatomelerin toplam diyatome yogunluguna katkisimin ilkbahar ve vyaz

mevsimlerinde en ¢ok, kis mevsiminde ise en az oldugunu rapor etmistir.

Feyzioglu, (1990) Karadenizin Giiney’inde Mart 1989 ile Subat 1990 tarihleri
arasinda gerceklestirdigi calismasinda, Karadeniz de fitoplankton yogunlugunun yaz
aylarinda en yiiksek seviyelere ulastigini, kis aylarinda ise en diisiik seviyeye

indigini, ilkbahara dogru ise bir artis (peak) gosterdigini kaydetmistir.

Karagam ve Diizgiines, (1990) 1987-1988 yillarinda Trabzon kiyilarinda yiirtittiikleri
calismada, Rhizosolenia ve Ceratium cinslerine ait tiirlerin tiim y1l boyunca dominant
oldugunu ve fitoplankton bollugunun Aralik ayinda en diisiik, Mayis ve Ekim

aylarinda ise en yiiksek seviyede oldugunu rapor etmistir.

Zaitsev, (1992) Karadeniz de gegmis 20-40 yilik siire¢ igerisindeki meydana gelen
temel ekolojik degisimleri ve olas1 nedenlerini ele aldig1 g¢alismasinda, insan
faaliyetlerinden dolay1 sucul ortamdaki besin artisin 6trofikasyona sebep oldugunu
belirterek, bu durumun fitoplankton patlamalarina ve ortamdaki alg tiir
kompozisyonlarin1 etkileyerek kiiclik boyutlu ve jelatinimsi zooplanktonik
organizmalarin daha yayginlasmasina sebep oldugunu, buna karsin herbivor kopepod

miktarinin ise azalmasina ya da yok olmasina sepep olabilecegini ifade etmistir.



Bologa, (1995) Karadeniz de yaptigi ¢alismasinda, insan kaynakli sebeplerle artan
besin girdisinin, dzellikle Kuzeybati Karadeniz olmak iizere son 30 yildir Karadeniz
kiy1 ekosisteminin ¢esitliligini 6nemli 6l¢iide etkiledigini ifade etmistir. Bu durumun
bentik ve planktonik topluluklarin kalitatif ve kantitatif 6zelliklerini degistirdigini,
ozellikle kiyisal ekosistemin yapisininda ¢arpict sonuglarin ortaya ¢iktigini, bolgede
goriilen fitoplankton patlamalarinin artisina neden oldugunu, bunun sonucu olarak da
diatomlar disindaki fitoplanktonik organizmalarin sayisal yogunlugunun hizli bir
sekilde artarak 1960’11 yillarda %8’ seviyesinden 1980°li yillarda % 62 seviyesine

ulastigini ifade etmistir.

Feyzioglu, (1996) Giineydogu Karadeniz kiyillarinda yaptigi calismasinda,
fitoplanktonun mevsimsel degisiminin besinlerle olan iliskilerinin incelelendigini,
toplam 102 adet fitoplankton tiiriiniin belirlendigini ve bunlarin 56’sinin diyatom ve

35’inin ise dinoflagellat tiirlerine ait oldugunu rapor etmistir.

Eker, (1998) 1995 yili Mart, Nisan ve Ekim aylarinda Kuzeybati ve Giiney
Karadeniz’de alg tiirleri ve alg yogunlugu ile ilgili galismasinda, dinoflagellatlar ve
diyatomelerin tiir sayilar1 ve yogunluklarinin ¢alisma yapilan aylarda bol oldugunu,
Ekim doneminde diyatomelerin biyokiitlenin toplam yogunlugun %85’ini,

kokkolitoforlarin ise %69 unu i¢erdigini rapor etmistir.

Zaitsev, (1998) Kuzey Karadeniz’de yaptigi c¢alismasinda Karadeniz’in
otrofikasyona maruz kalan en biiyiik deniz oldugunu belirterek, Karadeniz’in Kuzey-
Bati alaninin diger bolgelere oranla dtrofikasyondan en ¢ok etkilendigini ve etkilenen

alanin son yillarda on kattan daha fazla arttigini rapor etmistir.

Uysal, (2000) 1994 yilinda Bat1 ve Giineybat1 Karadeniz’deki 6fotik zon bolgesinde
siyanobakteri Synecococcus spp., tiiriiniin pigmentlerini, boyutlarint ve bu zon
icindeki dagilimmin ilk kez incelendigini belirttigi caligmasinda, bu tiire ait
hiicrelerin Tuna Nehri’nin etkisi altinda olan ag¢ik deniz bolgesinde, kiyisal bolgelere
oranla daha bol ve derinlik artik¢a organizmanin hiicre ¢apinin azaldigini tespit

edildigini rapor tespit etmistir.

Moncheva, (2001) 1980 ile 1990’11 yillarda ve Karadeniz ve Ege denizi gibi iki farkli
ortamin kiyaslandigi ¢calismasinda, insan kaynakli besin girdisinin fitoplankton tiirleri

tizerindeki benzerlik ve farkliliklarin1 bolgesel olarak incelenmistir. Calismada her
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iki bolgenin benzer 6zellikler tasidigini, Bat1 Karadeniz bolgesinde alg patlamalarina
neden olan 44 tiiriin, Ege denizinde ise 30 tiiriin tespit edildigini belirterek, bu
tirlerden 14 adetinin her iki bolgede de bulundugunu ve bunlarin yaygin olarak alg

patlamalarina sebep olan tiirler arasinda oldugunu ifade etmistir.

Bargu ve ark., (2002) Karadeniz’in Tiirkiye kiyilarinda yaptiklari arastirmada, toksik
olma potansiyeli olan P. calliantha, tiiriinii elektron mikroskobu ile teshis ettiklerini

ve bu tiiriin Karadeniz i¢in ilk kayit oldugunu rapor etmistir.

Develi, (2003) Haziran-Temmuz 1996 ile Mart-Nisan ve Eyliil 1998 tarihlerinde
Giliney Karadeniz’de mikro (>15um) ve nano (<15mp) fitoplanktonlarin tiir
kompozisyonu, bollugu ve biokiitlesiyle ilgili yaptig1 ¢calismasinda, toplam 150 tiiriin
tespit edildigini, bu tiirlerin %50°sinin dinoflagellatlara ait oldugunu belirterek,
ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde daha ¢ok diatom bollugunun, yaz mevsiminde
ise dinoflagellat bollugunun daha fazla oldugunu tespit etmistir. Ayrica, Haziran ve
Temmuz 1996 aylarinda fitoplankton Bio-kiitle kompozisyonunun kayda deger

sekilde benzer ve homojen oldugunu da belirtmektedir.

Belkis, (2003) Nisan 1998 ile Mart 1999 yillar1 arasinda Marmara denizi’nde
fitoplankton tiirleri dagilimi ve besinlerin mevsimsel degisimlerinin arastirildigi
calismasinda, bolgenin oligotropik yapida oldugunu, tiir kompzisyonunun ise 7 sinifa
ait toplam 125 fitoplankton tiirliniin tespit edildigini, bu tiirlerden 3 tanesinin ise
Tiirkiye denizleri i¢in yeni tiir ve ¢alisilan bolgedeki fitoplanktonik organizmalarin
toplam hiicre sayisinin maksimum degerine (292x10%hiicre/L) 0,5m derinlikte mart

ayinda ulasildigini da rapor etmektedir.

Nesterova, (2003) Karadeniz’in ve fitoplanktonik tiirlerin jeolojik ge¢misi, dagilimi
ile nehirlerin etkisinin ilk kez incelendigi belirttigi ¢calismasinda, Bacillariophyta ve
Silicoflagellata nin tgilincii ¢agda, Dinophyta, Chrysophyta ve muhtemelen
Cyanophyta ve Chlorophyta’nin ise dordiincii ¢agda form olusturdugunu belirterek,
Karadeniz’in jeolojik ge¢misinden bugiine 710 tiir ve tiir i¢i taksonlarin tespit
edildigini ve Kuzey kutup, ¢ift kutuplu, Kuzey-tropikal, tropikal orjinli kozmopolit

ve endemik bu tiirlerin korunmus oldugunu, ifade etmektedir.

Gomez ve Boicenco, (2004) Karadeniz’deki serbest yasayan dinoflagellatlarin

Akdeniz ve Diinya denizleriyle karsilagtirmasinin literatiir kayitlarina dayali olarak
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yaptiklar1 bu derleme galismasinda, endemik olmayan ve aralarinda zararli alg asiri
tiremelerine neden olan taksonlarin da bulundugu 54 cinse ait toplam 267 kozmopolit
tir tespit ettiklerini belirterek, Akdeniz de rastlanmayan bazi kutupsal-boral tiirlerin

de Karadeniz’den rapor edildigi ifade etmektedir.

Tiirkoglu ve Koray, (2004) 1995 ve 1996 yillarinda Giiney Karadeniz’in kiyisal
alaninda (Sinop korfezi) Orneklenen fitoplankton tiirlerinin siiksesyonu, yillik
dongiileri, ¢esitliligi  ve besinlerin  mevsimsel degisimlerinin  arastirildig
caligmasinda, yillik fitoplankton dagilimini igeren bir tiir listesi hazirlandigini ve
tespit edilen tiirlerin ise; cyanophyceae sinifina ait 1 tiir, Dinophyceae sinifina ait 83
takson, Prymnesiophyceae sinifina ait 1 takson, Dictyochophyceae sinifina ait 5
takson, Bacillariophyceae sinifina ait 88 takson ve Euglenophyceae sinifina ait 1

takson olmak tizere toplam 179 takson tespit ettiklerini rapor etmistir.

Baytut ve ark., (2005) Ekim 2002 ile Ekim 2003 arasinda Giiney Karadeniz
bolgesinde Kizilirmak ve Yesilirmak deltalarinin bulundugu Samsun ili kiyisal
alaninda yaptiklar1 caligmada, Tirkiye karasularindan teshis ettikleri denizel
fitoplankton taksonlarindan birinin Zygnematophyceae, dordiiniin Bacillariophyceae
ve digerinin ise Fragilariophyceae’ye ait olan toplam 6 tiiriin ilk kayitlarini rapor

etmistir.

Mikaelyan, (2005) 21-26 Haziran 2004 de Karadeniz’in Kuzeydogu bdlgesinde
yaptig1 caligmasinda sahilden 70 mile kadar olan alanda, Coccolithophorid alg
patlamasi tespit ettiklerini belirterek, Emiliania huxleyi tiiriniin dominant oldugunu
ve bu alg patlamasinin nedeninin ise fosfor konsantrasyonunun artmasidan

kaynaklanabilecegini ifade etmisdir.

Vershinin ve ark., (2005) Dogu Karadeniz kiyilarinda yaptiklart g¢alismada
fitoplankton c¢ogalmasinin Subat ayinda Cerataulina pelagica, Dactyliosolen
fragilissimus, Pseudodelicatissima, Hemiaulus hauckii, Skeletonema costatum,
Pseudonitzschia ve Chaetoceros gibi tiirlerle basladigini ve devam eden siiregte ise

diger flagellat tiirlerinin cogalmalarinin meydana geldigini belirtmistir.

Feyzioglu ve Ogiit, (2006) Dogu Karadeniz kiyilarinda (Trabzon) alg patlamalarina
neden olan baskin alg tiirlerin tespit etmek amaciyla red tide olaylarini1 1991 ve 2001

tarihleri arasinda diizenli bir sekilde gézlemledigi ¢calismasinda, red tide’a sebep olan
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tirleri Scrippsiella trochoidea, Eutreptia lanowii, Pyramimonas orientalis, Euglena

acusformis, Gymnodinium sanguineum ve Diplopsalis lenticula olarak rapor etmistir.

Fevzioglu ve Seyhan, (2007) Giinedogu Karadeniz kiyisinda 1993, 1994 ve 2001,
2002 wyillarinda yaptiklar1 iki Ornekleme sonucu tespit edilen fitoplankton
kompozisyonlarinin karsilastirildigi ¢alismada, 5 sinifa ait toplam 115 tiir tespit
edildigini, diatom ve dinoflagellat tiirlerinin dominat olduklarini, bu dénemler

arasinda dinoflagellat oraninin artarak %35 den %41’¢e yiikseldigini rapor etmisdir.

Tas ve Okus, (2006) Eyliil 2004 ve Ekim 2005 yillar arasinda Karadeniz de kirliligin
incelenmesi projesi kapsaminda yaptiklar1 ¢aligmada, Karadeniz’in Tiirkiye
kiyilarinda kalitatif fitoplankton dagiliminin tespit edilerek 7 sinifa ait toplam 129
takson’un belirlendigini, diatom tiirlerinin oraninin en yiiksek (%52.7), dinoflagellat
tiirlerinin ise daha az oldugunu (%36.4) ve nehir girislerine yakin lokalitelerde ise 4

siifa ait toplam 12 tatli su alginin de tespit edildigini ifade etmisdir.

Baytut ve ark., (2008) Giiney Karadeniz kiyilarinda Ekim 2002 ve Eylil 2003
tarihleri arasinda aylik fitoplankton degisimlerini ve ¢evresel faktorlerle olan
iliskilerinin aylik olarak izledigi ¢alismasinda, 5 divizyodan 14’1 potansiyel zararli
tir olmak {lizere toplam 129 takson tespit edildigini, toplam fitoplankton
bollugununda Ekim 2002 ile Mayis ve Temmuz 2003 tarihlerinde {i¢ artis oldugunun

belirlendigini rapor etmistir.

Besiktepe ve ark., (2008) Karadeniz’in Sivastopol korfezinde toksik Pseudo-
nitzschia (P. calliantha) izole ettiklerini ve bunun ilk kayit oldugunu belirttigi
¢alismasinda, bu tiiriin y18in kiiltiirtinden elde edilen 6rnegin analizinden ise hiicresel

domoik asit tespit edildigini rapor etmektedir.

Morton ve ark., (2009) Karadeniz ‘in Kafkasya bdlgesinde kabuklu zehirlenmeleriyle
iliskilendirilen Dinophysis spp. and Prorocentrum lima tiirlerinin mevsimsel
durumunun arastirildigi ¢alismasinda, Dinophysis spp.’nin erken ilkbahar doneminde
¢ogalmaya basladigini ve yaz sonuna kadar bu artisin devam ettigini, Prorocentrum
lima’nin ise daha nadir bulundugunu, buna karsin Haziran 2002 de meydana gelen
siddetli firtinanin ardindan ise bu tiiriin maksimum hiicre konsantrasyonuna ulagtigini

rapor etmisdir.



Vershinin ve Orlava, (2008) Rusya’nin kiyisal alanlarinda yaptigi caligmasinda,
toksik ve asir1 alg iiremesine sebep olan onlarca tiir oldugunu belirterek, bu toksin
iireten organizmalarin yumusakcalar tarafindan absorbe edildigini ve bunlar1 tiiketen

insanlarin zehirlenmelerine neden olabilecegini belirtmistir.

Develi ve Velikova, (2009) Kuzeybati Karadeniz de yaptig1 calismasinda,
dinoflagellat, Lessardia elongata tiiriinii tespit ettiklerini ve bu tiiriin hiicre
bollugunun Eylil ayinda 18.400hiicre/L, Haziran ayinda ise 87.400hiicre/L

konsantrasyonlarina ulastigini rapor etmistir.

Baytut, (2010), Temmuz 2007 ile Aralik 2008 tarihleri arasinda Karadeniz’in
Kizilirmak nehir agzi fitoplanktonu ve nutrientlerle etkilesimlerinin arastirildigi
calismasinda, Cyanobacteria (24), Bacillariophyta (213), Chlorophyta (32),
Cryptophyta (10), Dinophyta (120), Euglenophyta (14), Haptophyta (13),
Heterokontophyta (14), Incertae Sedis (2) ve Streptophyta (11) divizyolarmna ait
toplam 451 taksonun tespit edildigini, bu taksonlardan, 75 adetinin Tirkiye alg
florasi i¢in yeni kayit ve 41’inin potansiyel zararli tiir oldugunu belirtmistir. Ayrica,
arastirma bolgesinde belirlenen taksonlarin %52’si tatl su tiirlerinden, % 48’inin ise
denizel kokenli taksonlardan oldugunu, toplam fitoplankton tiir sayisinin % 40’1n ac1
sularda yasayabilen tatli su ve denizel kokenli Orihalin tiirlerin olusturdugu tespit

edildigini rapor etmistir.

Baytut ve ark., (2010) Karadeniz’in Giiney’inde, Samsun korfezinde olusan besin
artisinin fitoplanktonik organizmalar tizerindeki etkisinin arastirildigi ¢alismasinda, 5
ordo’dan 14’1 olas1 toksik tiir olmak iizere toplam 129 taksanin belirlendigini,
toplam fitoplankton biomass yogunlugunun 2002 ve 2003 yillarinda {i¢ pik yaptigini

rapor etmektedir.

Bat ve ark., (2011) Karadeniz’in kapsamli biyolojik ¢esitlilik karakteristiginin ortaya
konuldugu bu derleme g¢alismasinda, Karadeniz kiyilarinin insan kaynakli etkilere
siddetli olarak maruz kaldigim1 belirterek bu durumun bolgedeki biyolojik
kaynaklarin lreme kapasitesini ve miktarin1 azalttigini, biyo-gesitlilikte ise
degisimlerin meydana geldigini ifade ederek bu durumun 6zellikle deniz tabaninda

yasayan topluluklar1 hayati sekilde tehlike altina aldigini rapor etmisdir.
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Yasakova, (2011) 1998-2009 yillar1 arasinda Kuzeydogu Karadeniz’de yapmis
oldugu calismasinda, Oxytoxum variabile, Lioloma pacificum, Asterionellopsis
glacialis, Dinophysis odiosa, Alexandrium ostenfeldii, (Diatomyceae) ve Phaeocystis
pouchetii (Chrysophyta) tiirlerinin tespit edildigini belirterek, bu tiirlerin boélgeye

gemilerin balast sulartyle tasindiginin tahmin edildigini belirtmisdir.

Ozdemir ve ark., (2012) Giineydogu Karadeniz’in Trabzon ili/Yomra ilgesi kiyisal
alaninda Eyliil 2007 ile Agustos 2008 tarihleri arasinda yaptiklar1 ¢alismasinda, 6
smiftan toplam 110 tiir tespit ettiklerini, yil boyunca Dinophyceae (%47,3) ve
Bacillariophyceae (%46.4) nin baskin gruplar oldugunu belirtmisdir.

Krakhmalny ve ark., (2012) dinoflagellat tiirlerinin Karadeniz’deki gelisim
asamalarinin ele alindig1 ¢alismasinda, son 20 yilda rapor edilen 200 den fazla yeni
tir ile birlikte toplam 456 tiir 467 varyete ve form tespit edildigini belirtilerek,
bugiline kadar 10 order (takim), 37 familya ve 79 cinse ait dinoflagellatlarin

Karadeniz’de bulundugu rapor etmistir.

Mousing, (2013) Giiney Karadeniz de fitoplankton tiir kompozisyonu ve total
bollugundaki degisimlerin son 150 yili kapsayacak sekilde arastirdigi ¢alismasinda,
1960 yilindan sonra Karadeniz’in hem tir kompozisyonunun degiserek toplam
bolluktaki silikatli protistlerde artis goriildiigiintin tespit edildigini ve bu artisin
nedenin Tuna nehrinden gelen besinlerin sebep olabilevegini belirtilmektedir. Ayrica
dinoflagellatlarin  tiir, bolluk ve g¢esitliklerininde degistigini, Lingulodinium
polyedrum, Polykrikos schwartzii ve Spiniferites spp. gibi tiirlerin dominant hale

geldigini rapor etmektedir.

Petrova, (2015) Karadeniz’in Bulgaristan kiyisal alaninda 2008-2010 yillar1 arasinda
yapmis oldugu c¢aligmasinda 204 tiiriin tespit edildigini, alglerin 14 smifa
dagitildigim1 yiizde olarak ise an yiiksek oranda dinoflagellatlar (%40.2) ve
bacillariophyceae (%31.8) gruplarinin oldugunu rapor etmektedir.

Agirbas, (2016) 2014 ve 2015 de Giineydogu Karadeniz’in kiyisal alaninda (Rize)
fitoplanktonik organizmalarin sezonsal degisimlerini inceledigi ¢alismasinda, toplam
71 tiirlin tespit edildigini ve bu tiirlerin 41’inin Dinoflagellatlara, 18’inin Diatomlara
ve 12’sinin diger gruplar (Silikoflagellata, Oglenofita, Primnesiofitai, Chlorofita,
v.b.) olarak tespit ettiklerini belirtmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calisma Alaninin Yeri
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Sekil 3.1 Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesinde 6rnekleme yapilan lokaéyonlar

Deniz orjinli Yesil Mikro alglerin (Chlorophyta) Giiney orta ve Giineydogu

Karadeniz boélgesinde yiizey suyundaki ¢esitliligini belirlemek amaciyla, steril 5L

hacmindeki borosilikat malzemeden yapilmis balon jojeler ile kiyisal limanlik

alanlardan nitel 6rnekleme ile deniz suyu ornekleri alinmustir. Ornekleme yapilan

lokaliteler Sekil 3.1°de gosterilmektedir.

3.2. Yontem

Ornekleme ¢alismalar1 sonrasi labaratuara getirilen drneklerden sirastyla

- Alg hiicrelerinin ¢ogaltilmasi, izolasyonu ve saflagtirmasi

- Toplam DNA’nin eldesi

- Jel elektroforezi ile DNA kalite kontrolii

- PZR ile amplifikasyon

- PZR iiriinlerinin jel elektroforezinde kontrolii

- Sekans analizi ve elde edilen verilerin degerlendirilmesi islemleri uygulanmastir.



3.2.1. Alglerin Cogaltilmasi, izolasyonu ve Saflagtirilmasi

Labaratuvara uygun sartlarda getirilen deniz suyu ornekleri (DDS) farkli deniz suyu
ortamlarinda (Kat1 ve siv1) kiiltlir edilerek tiirler izole edilmistir. Farkli lokaitelerden
alinan ve 5L’lik steril balon joje igerisine konan DDS 6rneklemeleri labaratuvarda
agiz agikligr 0,45 um olan membran filitre (MF) ile siiziildii. DDS igerisinde
bulunmasi muhtemel mikroalglerin ¢ogalabilmesi i¢in Walne besin soliisyonu(W)
ilave edildi (Iml/L). Walne medyumu hazirlama prosediirii Ek-1’dedir. 1000-2000
Lux 151tk ve 18 °C sicakligi ayarlanmig kontrollii ortamda 5-10 giin siireyle
mikroalgler ¢ogaltaldi. Cogalan 6rnek saflastirma icin dort adet 10 ml test tiiplere
konularak santrifiij edildi (3000 rpm). Santrifiij sonras1 dibe ¢oken alg disindaki sivi
kisim tamamen desarj edilerek yerine 10ml steril DDS ilave edildi. Bu islem en az ii¢
kez tekrarlandi. Santrifiij islemi ile bakteri yiikii azaltilan kiltiir kat1 besi yerine
(KBS) 6ze ile ekimi yapildi. Ekim i¢in ¢izme yontemi kullanildi. Kati besi yeri
hazirlama prosediirii EK-2’dedir. Ekimi yapilan petri kablar1 mikroalg hiicrelerinin
¢ogalmasi i¢in 1-2 hafta siire uygun ortamda muhafaza edildi (Sekil 3.2). Kati besi
yerine yapilan ekimlerden temiz alg Kkolonisini elde edinceye kadar ekimler
stirdiiriildii. Petri igerisinde gogalan kiiltlirin mikroskop altinda kontrolii yapilarak
temiz koloniler belirlendi. Isaretlenen koloniler 6ze ile siv1 besi yerine (test tiip)
ekildi. Sivi besi yeri hazirlama prosediirii Ek-3’dedir. Saflagtirilan tiirler hem test tiip

ve hem de petri igerisinde 4 °C’de muhafaza altina alindi.

Sekil 3.2 Aseptik sartlarda mikroalg ekimi islemi (a), Kat1 ve sivi ortam igerisine
ekilen saf mikroalg kiiltiirlerinin klimatik ortamda ¢ogalmasi (b)
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Yukaridaki prosediirii takip ederek, mikroalg tiirleri izole edildi. Bu islemin daha

kolay anlasilabilmesi i¢in grafik ile asagida aciklanmustir.

5L DDS steril balon joje’ye koyulur

W(1ml/L) ilave edilir

(Hizl1 bir sekilde labaratuvara ulastirilir.)

|

Ornekler kontrollii ortamda ¢ogalmaya birakilir
Cogalan 6rnekler 4 adet sentrifiij tiiplerine yerlestirilir
5000 rpm de 5 dakika santrifiij edilir
Santrifiij sonras liste kalan siv1 desarj edilir

Kalan kisima ayni miktarda steril deniz suyu ilave edilerek karistirilir

|

Tekrar 5000 rpm de 5 dakika santrifiij edilir
Ortamin bakteriden arindirilmasi i¢in en az 3 kez santrifiij yapilir
Cizme yontemiyle 6ze ile KBS’ ye ekim yapilir
Mikroalg hiicrelerinin gogalmast i¢in uygun ortama koyulur
Cogalan koloniler tekrar yeni petrilere ekilir
Ekim islemi bakterisiz kiiltiir elde edilinceye kadar tekrarlanir

Saf koloni 6ze ile SBS’ye ekilir
|

Mikroalg ¢ogalmasi igin uygun ortama koyulur
3.2.2 Morfolojik inceleme

Morfolojik inceleme izolasyonlarin basit diizeyde teshisi i¢in yapildi. izolatlar Nikon
Eclipse E 800 mikroskop (Nikon inc. Tokyo Japan) ile incelendi. Incelenen her bir
izolat etiketlendi ve fotograflandi. Bu islem i¢cin Dxm1200 digital kamera ACT

software program kullanildi.
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3.2.3 Molekiiler Analizler
3.2.3.1 Toplam DNA izolasyonu

20 mg liyofilize veya 100 mg yas haldeki plankton drneklerinden DNA eldesi ticari
kit prosediirlerine gore yapilmistir. Toz haline getirilmis liyofilize 6rnekler 6nce
mekanik olarak ezilmis ve daha sonra liziz tamponu eklendi ve inkiibasyon yoluyla
parcalanmistir. Lizis tamponundaki RNase A, numunedeki RNA'yr sindirir.
Lizizasyondan sonra proteinler ve polisakkaritler tuzla ¢okelir. Kit prosediirlerinde,
hiicre dokiintiileri ve ¢okeltileri, benzersiz bir filtrasyon ve homojenlestirme {initesi

olan mini spin kolonu boyunca kisa bir santrifiijleme ile tek bir adimla uzaklastirilir.

DNA'nin membrana baglanmasii hizlandirmak i¢in temizlenmis lizata baglayici
tampon ve etanol eklenir. Homojenize olmus 6rnek mini spin kolon i¢ine konularak
ve kisa siireli santrifiij edilerek DNA’nin segici membrana yapismasi saglanmistir.
DNA membrana baglanirken, proteinler ve polisakkaritler gibi kirleticiler yikama
adimlariyla verimli bir sekilde uzaklastirilir. Son olarak TE (pH 8.0) tampon ile
santrifiij islemi yapilarak DNA’y1 iceren sulu soliisyon elde edilmistir (Sekil 3.3).
Pelet halindeki DNA ¢6ziildiikten sonra agaroz jelde biitiinliigii kontrol edilmistir.

Sekil 3.3 DNA’y1 igeren sulu solusyon

Spektrofotometre ile yapilan kontrolde ise saflastirilmig DNA'nin 260 ve 280 nm
dalga boyundaki absorbans oranlar1 1.7-1.9'dur ve absorbans taramalarinin, 260
nm'de simetrik bir pik gostermesi yiiksek oranda safligin gostergesidir. Miktar1 ve

kalitesi kontrol edilmis DNA ornekleri -20 “C’de saklanmaktadir.

Bu c¢alismada analizi yapilacak olan genomik DNA izolasyonu QIAGEN DNeasy
Plant Mini Kit (Cat. No. 69104) kullamlarak yapilmistir. izolasyon igin iiretici
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firmanin asagida acgiklanan “Bitki dokularindan total DNA Saflagtirma Mini

Protokolii” yontemleri izlenmistir (Cizelge 3.1)

Cizelge 3.1 DNA elde etme protokolii

Liyofilize haldeki yaklasik 20 mg plankton dokusu, sivi azot
kullanilarak havan yardimiyla ince bir toz haline getirilir ve 1.5
ml’lik tiiplere transfer edilir.

Her bir tiipe maksimuma 400 ul Tampon AP1 ve 4ul RNaz A
stok soliisyonu (100 mg / ml) eklenmistir.

Ornek tiipleri 65C°’de sicak blokta ya da su banyosunda 10 dk
inkiibe edilerek dokular parcalanir. inkiibasyon sirasinda tiipler 2
veya 3 kez ters ¢evirerek karigtirilmustir.

Ogiitme, parcalama
ve
cokelti olusturma

Lizata 130ul P3 tamponu eklenir, karistirilir ve buz iizerinde 5
dakika inkiibe edilir.

Pargaciklt maddeleri ¢ikarmak iizere, ilk olarak lizat oda
sicakliginda 20.000xg (14.000 rpm)’°de 5 dakika santrifiij yapulir. l

(3}

—_— D

% E_, Lizat, 2 ml'lik bir toplama tiipiine yerlestirilen QIA shredder

S E Mini spin kolonuna pipetlenir ve 20.000 xg'de (14.000 rpm) 2

c E dakika boyunca santrifiijlenir. =
g =

OJ 2]

QIA shredder Mini spin kolonundan gegen siv1 hiicre ¢okiintiileri
ve pelete zarar verilmeden yeni bir tiip igine aktarilir. Baz1 bitki
tiirleri icin daha az lizat geri kazanilsa da genellikle 450ul lizat
geri kazanilir. Bu durumda, bir sonraki adimin hacmi belirlenir.

Temizlenmis lisata 1.5 hacim %96-100’likk etanol ilavesi
yapilmis tampon AW1 ilave edilir ve pipetleme ile karistirilir. T

Bir 6nceki adimdaki karisimdan olusmus olabilecek herhangi bir |
¢okelti dahil olmak tizere 650ul pipetlenir ve 2 ml'lik bir toplama
tiiptine (verilen) yerlestirilen DNeasy mini spin kolonuna transfer
edilir. 1 dakika boyunca >6000 xg (¢ogu mikrosantrifiyj igin| ¥
>8000 rpm'e karsilik gelir) ile santrifiijlenir ve toplama ;j
tiipiindeki sivi dokiiliir. Bu adim bir kez daha tekrar edilir ve
toplama tiipii biriken siviyla birlikte atilir.

Etanol ekle ve
DNA'y1 bagla
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Cizelge 3.1 DNA elde etme protokolii ( devami)

Her bir 6rnege 500ul AW2 yikama ¢ozeltisi (95% ethanol ilave T
edilmis) ilave edilir ve oda sicakliginda >6000 x g (=8000 rpm)
'de 1 dk. santrifiij yapilir ve toplama tiiptindeki sivi dokiiliir.
Minikolon Toplama tiipiine yeniden takilir ve bir sonraki
adimda tekrar kullanilir.

Yikama

b s

DNeasy Mini spin kolonuna 500 pl Tampon AW2 eklenir ve
membrant kurutmak igin 20.000 xg'de (14.000 dev / dak) 2
dakika santrifiijlenir.

DNeasy Mini spin kolonlar yeni bir 1,5 ml’lik tiipe transfer
edilir ve 100 pul AE genomik eliisyon tamponu DNeasy
membranina eklenmigtir. Oda sicakliginda (15-25°C) 5 dakika
inkiibe edilir ve sonra elute etmek igin >6000 g (>8000 rpm)'de
1 dakika boyunca santrifiijlenir. Tip saflastirilmis genomik
DNA igerir ve tiipte toplanan s1vi dokiilmez.

Eliisyon
-::zamgﬁ;

Minikolonlar atilir ve saflagtirillmig DNA alinarak yakin
zamanda kullanilicaksa +4C° veya uzun =zaman sonra T
kullanilacaksa -20 C° de saklanur. Reodylose DN

DNA
kullanima
hazirdir

3.2.3.2 18S rDNA Bélgesinin Cogaltilmasi (Amplifikasyonu)

Mikroalg orneklerinden elde edilen toplam DNA igerisinden 18S rDNA bdlgesi
cogaltilmak igin secilmistir (Sekil 3.4).

M, ., Ll L.

A | Nom —— 1 o L Nsbe ——— Newp ——

!fh Ns2 NS4 NS5, Ns§ NSS

L N&a L NSk J

Nii‘ NS4 N5k

| NS J

—

. : N5R
B g 185 IDNA e

Sekil 3.4 Cogaltilan 18S rRNA gen bdlgesinin sematik gosterimi (Liu ve ark., 1995)
A) Cesitli 18S rDNA bolgesinin tamami, g¢esitli primerler ¢ifti kullanilarak
nispeten kisa alt fragmanlara boliiniir. NS, niikleer kiigiik-altbirim rDNA;
NS'yi takip eden kiigiik harfler, ilgili alt parcalar1 gosterir. (B) 18S rRNA
geninin yeri. NTS, transkripsiyona tabi olmayan spacer; ITSa, kiiciik-
altbirim genleri ile baglantili olan ITS kismi1
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18S’1 kodlayan gen bolgesi igin bagka arastiricilar tarafindan gelistirilen primer
setleri (NS1, NS3, NS4 ve NS8) (White ve ark., 1990) ileri ve geri yonlii
kullanilarak, gen bolgesinin yaklasik 2000bp’lik kismi gogaltilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan DNA segmenti ve primer sekanslar1

Gen Segmenti Primer Dizisi Kaynaklar
NS NS1: 5’- GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’
a
NS4: 5’- CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3’ i
185 rDNA (Vlvggg)ve ark.
NS3: 5>-GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC-3’
NSh

NS8: 5°-TCCGCAGGTTCACCTACGGA-3’

18S rDNA bolgesinin gogaltilmasi i¢in iki ayr1 reaksiyon programi (NSa (NS1-NS4)
ve NSb (NS3-NS8)) olusturulmustur. Cift iplikgikli DNA’nin yiikseltgeme islemi her
ornek DNA’s1 ile birlikte toplam 50 pl’lik PZR hacminde yiiriitiildi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.3. 18S rDNA bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in belirlenen PZR karisiminin
bilesenleri ve miktarlari

Reaksiyon Tiipii Negatif kontrol

PZR Bilesenleri (1 brnek icin)

2X Reaksiyon Buffer
50u/ml Tag DNA Polimeraz

3mM MgCl; 250l 25ul
400uM dNTPs (dGTP, dCTP, dATP

ve dTTP)

fleri yonlii Primer (10pmol) Sul 5ul
Geri yonlii Primer (10pmol) Sul 5ul
Kalip DNA (40ng/ml) 10ul -
Nucleaz icermeyen saf su Sul Sul
Toplam 50pl 50ul

Bu karigim igerisinde sirasiyla; DNA, ileri ve geri yonlii primerler, PZR Master Mix,
2X (PROMEGA) Reaksiyon buffer1 (pH 8.5) ve ddH2O bulunmaktadir. 2X
Reaksiyon Buffer ise, 50 iinite/ml TagDNA Polimeraz enzimi, 400 uM dATP, 400
uM dGTP, 400 puM dCTP, 400 uM dTTP, 3 mM MgCl.’dan olusmaktadir.
Hazirlanan karisgim 0.5 ml’lik PZR tiiplerine dagitilmistir (Cizelge 3.3).
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Sekil 3.5. PZR isleminin gergeklestirildigi termal cycler

Orneklerin spesifik gen bdlgesinin ¢ogaltilmasinda Thermal cycler (BIORAT, Sekil
3.5) yardimiyla yapilmis ve Cizelge 3.4°de verilen PZR programlari, tatmin edici

sonuglar vermistir.

[lk adimda 95 °C’de 2 dk.’lik bir denaturasyon islemi yapilarak déngiilere
gecilmistir. Dongii igerisinde tekrar 95°C de 45 sn’lik denaturasyon, 52°C de 55 sn
hibridizasyon, ve 72°C de 1,5 dk. polimerizasyon islemi i¢in uygulanmistir. 30
dongii sonrasinda 72°C de 5 dk. son polimerizasyon islem tamamlanmis ve 4 °C de

orneklerin tutulmasi igin program yapilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Calismada kullanilan primerler i¢in belirlenen PZR programlari

18S rDNA Segmenti

PZR NSa NSb

Kondisyonu Sicakhk .. Dongii  Sicakhik .. Déngii
(°C) Sire Sayisi (°C) Sire Sayisi

Birinci 95 3dk 1 95 3dk 1

denatiirasyon

Denatiirasyon 95 60sn } 95 60sn }

Baglanma 52 51sn 40 60 60 sn 40

Yeni zincir 72 120 72 120 sn

sentezi sn

Final zincir 72 5 dk 1 72 10 dk 1

sentezi

Saklama 4 o0 4 ©
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3.2.3.3 PZR Uriinlerinin Kalite ve Miktarmin Belirlenmesi

PZR yiikseltgemesi sonras1 5 pul PZR iirtinii + 1 pl 6X yiikleme boyas1 (Loading dye)
ve 50 ya da 100 bp’lik DNA boy belirteci (3 pl boy belirteci + 1 ul 6X yiikleme
boyasi), ethidium bromid yogunlugu 0.01 mg (1mg/100ul) olacak sekilde hazirlanan
%1.2’lik agaroz jel lizerinde 1XTBE tampon sisteminde kosturulmustur (Sekil 3.6b).
Jeller her bir fragment modeli i¢in istenilen ayristirma ve jel konsantrasyonuna bagl
olarak yaklasik olarak 10V/cm’de 40-50 dk. kosturulmustur. Ethidium bromidle
boyanan DNA pargalar1 UV illiiminatérle goriintiilenmistir. Jel goriintiileri jel
dokiimantasyon sistemi (Biostep, Darkhood DH-30/32) ve termal yazici (Mitsibushi,
P91D) kullanilarak kayit edilmistir (Sekil 3.6a).

Bu goriintiiler tizerinden PZR ¢ogaltmasmin etkinligi kalitatif ve kantitatif olarak
belirlenmistir. Ayn1 zaman da PZR iiriin boyu beklenen {iriin boyu ile karsilagtirarak
kontrol edilmistir. 18S rDNA gen boélgesinin ¢ogaltilan yaklasik {iriin boyu 2000 bp
biiyiikliikte oldugu bulunmustur.

Ayrica ekstraksiyonu yapilan total DNA’nin ve PZR f{irlinlerinin saflik ve kalite
tayini UV/visible spektrofotometre (BIO-RAD, The SmartSpec Plus) kullanilarak,
260 ve 280 nm dalga boyunda optik densitesinin okunmasiyla tahmin edilmistir. 260
nm dalga boyundaki optik densite (OD) degeri niikleik asitlerin her ikisinin (DNA ve
RNA) hesaplanmasii saglamaktadir. 280nm dalga boyu ise Ornekteki protein
miktarini belirler. 260 nm ve 280 nm okumalar1 arasindaki oran izole edilen niikleik
asitin safliginin tahminini verir. Saf olan DNA i¢in OD260/OD oran1 1.8-2.0
arasindadir. Eger protein ve/veya fenol kontaminasyonu varsa bu oran 1,8’den
kiiciiktiir. Eger saflik kontroliinde oran 2.0’in {istiinde ¢ikarsa Ornekte RNA

bulundugunun gostergesidir.
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Sekil~3'.6 Jel goriintiileme tinitesi (2) ve Elektroforez cihazi (b)

Genel olarak, 10 pl izole edilmis DNA 490 ul TE tampon ile karistirilmis ve 65°C’de
30 dakika inkiibe edilmistir. Kor solusyonu olarak 500 pl TE tampon kuvars kiivete
konulup okuma yapildiktan sonra, DNA 6rnegi spektrofotometreye yerlestirilmis ve
ornegin sulandirma orani dikkate alinarak, orijinal 6rnek konsantrasyonu asagida

verildigi gibi hesaplanmistir:

DNAK = (%Sj")(wm—‘l‘gjo%o (1.1)

seklinde olup burada,

DNAK :  DNA konsantrasyonu (pug/ml)
X . Kullanilan DNA hacimi
oD . Optik yogunluk (density) ifade eder

Kontrol sonrasi basarili bulunan PZR {irtinleri kullanilmak tizere 4°C’de tutulmus

veya daha uzun siireli kullanim i¢in derin dondurucuya (-20 °C) konulmustur.
3.2.3.4 PZR iiriinlerinin saflagtirilmasi

PZR iiriinliniin saflastirma isleminde INVITROGEN PureLink™PZR Saflastirma
Kiti (Cat.No.K310001) kullanilmistir. Kit icerisinde 3 adet tampon bulunmaktadir:
Baglama tamponu (B2), baglama tamponu (B3), yikama tamponu (W1). 4 asamada

gerceklestirilen saflagtirma iglemi Cizelge 3.5 de verilmistir.
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Cizelge 3.5 PZR f{iriiniin saflagtirilmasi isleminin sematik gdsterimi
(INVITROGEN  PureLink™PZR  Saflagtirma  Kiti
(Cat.N0.K310001) iiriin protokoliinden alinmustir

A. PZR Uriiniiniin hazirlanmasi
PCR iiriinlerine izopropanol ilave
edilerek uygun Baglama Tamponu
eklenir.

B. DNA’nin baglanmasi

PureLink PZR Spin Kolonutoplama
tiiplerine yerlestirilir ve PZR {irtinleri
minikolona transfer edilir.

C. Yikama
PureLink PZR Spin Kolonu yikama
tamponu ile yikanir.

D. Eliisyon
DNA'y1 PureLink Eliisyonu Tiipiine
almir.

3.2.3.5 PZR Uriinlerinin Sekansi

Saflagtirilan 100 pl’lik PZR dirtinleri 50 pl hacim igerisinde sulandirilarak her iki gen
bolgesi i¢in ileri ve geri yonlii primerleri ile birlikte iki yonlii okuma yapilmistir.
PZR iiriiniin sekanslarmin alinmasinda 18S rDNA segmenti i¢in de yer alan NSa ve
NSb bolgeleri i¢in ileri ve geri yonlii primerler ayr1 ayr1 kullanilmistir. Bu sekilde her
bir iplikcik digeri ile tamamlayict olarak karsilastirilarak iki defa kontrol edilmistir.
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) kullanilarak, dizi
tirtinleri ABI 3730XL kapillar otomatik sekans aletinde yiiriitiilmiis ve elde edilen

ham veriler alinmistir.
3.2.3.6 DNA Dizilerinin Islenmesi

Molekiiler biyolojide yaygin olarak kullanilan ¢oklu hizalamalar; protein ailelerini
karakterize eden sekans motiflerini bulmak, bilinen veya bilinmeyen sekans aileleri
arasindaki benzerlikleri (homoloji) ortaya ¢ikarmak, ikincil veya {igiinciil yapilarin
on tahminlerini desteklemek, gerekirse PZR primerlerinin dizaynin1 desteklemek ve
olusturulacak filogenetik analizlere yardimci olmak i¢in kullanilmistir. Filogenetik
analizler i¢in veri seti olusturulmasi amaciyla, farkhi tiirlere ait 18S rDNA gen

dizileri NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri tabanindan
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bulunarak indirilmistir. NCBI’den alinan &rneklerin se¢iminde, o6zellikle dagilim
gosterdigi havzalarindan c¢alisilan tiirler ile birlikte bu tiirlere yakin diger tiirler goz
Oniine alinmistir. D1s grup segerken ise tiiriin ¢alisilan taksa ile iliskili olmasina ve bu
taksa siniflanmaya baslamadan daha 6nceki zamanda ortak bir ataya sahip olmasina
dikkat edilmistir. Veri setindeki homolog bazlarin hizalanmasi i¢in ClustalX
(Thompson ve ark., 1997) programi kullanilmistir. Program tarafindan hizalamalari
yapilan veri setleri BioEdit (Hall, 1999) programi1 kullanilarak tekrar kontrol edilmis,
gerek goriilen bolgeler diizeltilmis ve niikleotid eklenme-silinme (insertion-deletion)

bolgeleri iceren kolonlar uzaklagtirilmastir.
3.2.3.7 Sekans Profilinin Cikarilmasi

Sekans profilinin olusturulmasi genellikle ¢oklu homolog sekanslarin hizalanmasiyla
baslar ve ¢oklu sekans hizalamasindan elde edilen bilgilerin 6zetinin ¢ikarilmasi igin
yapilir. Cikarilan profilin analizinde iki ana adim izlenmistir. Bunlardan birincisi
profilin olusturulmasi, ikincisi ise sekanslarin ait oldugu veri tabani veya tek sekans

ile profilin karsilastirilmasi seklinde olmustur.
3.2.3.8 Filogenetik Analizler

Filogenetik analizler Oncesinde veri seti i¢in en uygun baz degisim modelinin
belirlenmesi i¢in jModelTest v. 0.1 (Posada, 2008) programi kullanilarak Akaike
Information Criterion (AIC: Akaike, 1974) ve Basian Information Criterion (BIC)
analizleri yapilmigtir. ModelTest analizinin bir veri seti i¢in birden fazla tipte baz
degisim modeli 6nermesi durumunda Onerilen her model i¢in filo genetik agaglar

olusturulmus ve en yiiksek Bootstrap degerini veren aga¢ bu ¢alismada gosterilmistir.

Izolatlar arasindaki evrimsel iliskilerin belirlenmesi igin Neighbor-Joining(NJ),
Maksimum-Parsimony (MP) ve Maksimum-Likelihood (ML) olmak tizere ii¢ farkli
algoritma kullanilmistir. NJ ve MP analizleri PAUP 4.0b10 (Swofford, 2003)
programi kullanilarak ML analizleri ise PYHML v. 3.0 (Guindon ve Gascuel, 2003)
programi  kullanilarak  yapilmistir.  Olusturulan  filo  genetik  agaclarin
giivenilirliklerini belirlemek amaciyla Bootstrap analizleri her algoritma i¢in 1000

tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu ¢alisgmada Orta ve Dogu Karadeniz bolgesinde bulunan Ordu, Giresun, Trabzon

ve Rize illerinden Chlorophyta divizyosuna ait toplam 8 adet mikroalg 6rnegi izole

edilmistir (Cizelge 4.1). Ayrica bu izolatlarin molekiiler filogenetik yontemler

kullanilarak tiirleri teshis edilmistir. Yapilan analizler sonucunda izolatlarin

Chlorophyta divizyosundan 5 farkl cinse ait oldugu belirlendi.

Cizelge 4.1 Izolatlara ait lokasyonlar ve 6rneklenme tarihleri

izolat Lokasyon Izolasyon Tarihi
AT-2 Ardesen/Rize 09 Kasim 2015
AT-5 Bulancak/Ordu 11Kasim 2015
AT-6 Gorele/Giresun 05 Haziran 2015
AT-7 Bolaman/Ordu 15 Mayis 2015
AT-8 Espiye/Giresun 05 Haziran 2015
AT-9 Yomra/Trabzon 07 Nisan/2015
AT-10 Ortahisar/Trabzon 14 Ekim 2015
AT-11 Fatsa/Giresun 12 Ekim/2015

Bu izolatlardan AT-2 Rize ili Ardesen ilgesinde kiyisal alandan 09 Kasim 2015

tarihinde alinan ornekten izole edilmistir. izolat mikroskop altinda yesil renkli,

ortalama 12-17 um ¢apli kiiresel hiicreler olarak goriilmistiir (Sekil 4.1a, b).

Sekil 4.1. izole edilen Chlorella vulgaris izolatina ait mikroskop goriintiisii (a)10x40,
(b)10x100 biiyiitme
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Yapilan PZR amplifikasyonlar1 ve ayni primer ¢iftleri kullanilarak gergeklestirilen
niikleotid dizilemeleri sonucunda izolatin 18S rDNA genine ait 546 bp’lik kismi elde
edilmistir. Yapilan BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analizi sonucunda
izolatin Chlorella cinsi ile iliski oldugu goriilmistiir. Bu cinsin izolatimiz ile yakin
tiirlerine ait 18S rDNA niikleotid dizileri GenBank’tan indirilmis ve bir veri seti
olusturulmustur (Cizelge 4.2). Analizler 112 adet polimorfik bolge igceren 526 adet
hizalanmis niikleotid lizerinden ylriitiilmistiir. AIC ve BIC testleri sirasiyla;
TrN+I1+G (I: 0.479; G: 0.521) ve TrNef+I+G (I: 0.479; G: 0.52) evrimsel modellerini
onermistir. Bu modellerden TrN+I+G modeli daha yiiksek Bootstrap degerleri
verdiginden bu ¢alismada bu model ile olusturulan aga¢ gosterilmistir (Sekil 4.2).
MP analizleri 58 adet tiiremis ortak karakter iizerinden yiiriitiilmistiir. Analizler
sonucunda 187 basamak uzunlugunda 1 adet (CI: 0.721925; RI: 0.771930; HI:
0.278075) en kisa agac¢ elde edilmistir. ML ve MP analizlerinde elde edilen
Bootstrap degerleri NJ agaci tizerinde ilgili diigiim {izerinde gosterilmistir.

Cizelge 4.2 Filogenetik analizlerde kullanilmak {izere GenBank’tan indirilen
niikleotid dizilerine ait bilgiler

Tiir gg;‘?j&t Kaynak
Coccomyxa parasitica EU127469 Rodriguez ve ark. yayinlanmamis
N. bacillaris AB080300 Yakamoto ve ark., 2003
N. oculatum AY422075.1 Henley ve ark.,2004
N. maculata AB080302.1 Yamamoto ve ark., 2003
N. eucaryota AB080304 Yamamoto ve ark, 2002
C. minutissima X56102.1 Huss, 1990
C. ellipsoidea X63520 Krienitz, 1996
P. subsphaerica AB006050 Hanagata, 1997
C. mirabilis X74000.1 Krienitz, 1996
C. sphaerica AJ416105 Friedl, 2001
C. saccharophila AB183575.1 Sekiguchi ve ark. yayinlanmamis
N. atomus AB080305.1 Yamamoto,2003
C. vulgaris X13688.1 Huss,1989
C. lobophora X63504.1 Huss, 1993
C. sorokiniana AM423162.1 De-Bashan, 2008
P. beyerinckii AY323841.1 Krienitz, 2004
P. kessleri X56105 Huss, 1990
C. acicularis Y17470 Ustinova, 2001
O. marssonii AF228688 Hepperle, 2000

25



NJ tree
AT6

Cparasitica EU127469
79r7ai80| [ AT 7

ATS5
Nbacillaris AB080300

Noculatum AY422075
- Nmaculata AB080302

_| Neucaryota AB080304
Cminutissima X56102

|l geg1/95| Cellipsoidea X63520

89/82/84| ' Psubsphaerica AB006050

100

Cmirabilis X74000
Csphaerica AJ416105

— Csaccharophila AB183575

86/79/56
54Ls1 /62| Cluteoviridis X73997

Natomus AB080305

771716 AL 2

67/68/63||' Cvulgaris X13688

Clobophora X63504

Csorokiniana AM423162

Pbeyerinckii AY323841
88/86/96

Pkessleri X56105

- Cacicularis Y17470
Omarssonii AF228688

—— 0.01 substitutions/site
Sekil 4.2 18S rDNA niikleotid dizileri kullanilarak ¢izilen NJ filogenetik agaci. Agag
TrN+I+G (I: 0.479; G: 0.521) evrimsel modeli kullanilarak ¢izilmistir. NJ, ML,
MP analizlerinden elde edilen Bootstrap degerleri ayni sira ile ilgili diigiim
tizerinde gosterilmistir. Agag Oocystis marssonii tiirii ile koklendirilmistir
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18S rDNA niikleotid dizilerine dayali filogenetik analizler neticesinde (Sekil 4.2)
izolatin Chlorella cinsi igerisinde C. vulgaris tiirii ile iliskili oldugu belirlenmistir.
Izolatimiz AT-2, C. vulgaris SAG 211-11b izolat1 ile aym1 18S rDNA haplotipini
gostermistir bu iliski NJ, ML ve MP agaglarinda sirasiyla %77, %71 ve %64’lik
Bootstrap degerleri ile desteklenmistir. Ayrica C. lobohora bu soy hattina 99,8%
niikleotit dizi benzerligi ile en yakin tiir olarak belirlenmistir ve bu iliski NJ, ML ve
MP agaglarinda sirasiyla %67, %68 ve %63’lilkk Bootstrap degerleri ile
desteklenmistir. Bu veriler 1s18inda AT-2 izolatinin C. vulgaris tiiriine ait oldugunu
sOyleyebiliriz. Chlorella cinsi, Chlorophyta divizyosu, Trebouxiophyceae sinifi,
Chlorellales takimi, Chlorellaceae familyasi igerisinde siniflandirilmaktadir. Cins ilk
olarak Beijerinck (1890) tarafindan tanmimlanmigtir ve tip tirit C. vulgaris
Bayerinck 'dir. Giiniimiizde bu cins igerisinde tanimlanmis 42 tiir vardir (Anonim,
2018). Chlorella cinsi morfolojik olarak kiire ya da elips seklinde, 2-12um
capindadir (Huss ve Sogin, 1990). Ilk aksenik kiiltiirii yaklasik 120 yil once
yapilmistir ve giiniimiizde hala bitki fizyolojisi ve biyokimyasal arastirmalarda
model organizma olarak kullanilmaktadir (Burja, 2001). Bununla beraber
akuakdiltiirde y1gin kiiltiirti yapilan Chlorella hem insanlar ve hem de hayvanlar igin
degerli bir protein kaynagi, atiklarin aritilmasi ve biyodizel iiretiminde mikro enerji
ireticileri olarak biyoteknolojik amaglar i¢in kullanilmaktadir (Golueke ve Oswald,
1964; Abbolt ve Cheney, 1982). Bizim izolatimizin (AT-2) ait oldugunu
diigiindiigiimiiz tir, C. vulgaris diger pek cok yesil alg gibi genel olarak bir tath su
tiirli olarak bilinir. Bu baglamda Karadeniz bolgesi tatli sularindan da 6nceden rapor
edilmistir (Baytut ve ark., 2014). Buna karsin bu tir literatir de denizel
ekosistemlerden de rapor edilmistir. Ancak Tiirkiye denizlerinden bdyle bir kayda
rastlanmamistir. Bu baglamda izotlatimiz Tiirkiye denizlerinden izole edilip genetik

tanimlamasi yapilan ilk C. vulgaris izolatidir.

AT-5 izolati, 11 Kasim 2015 tarihinde Giresun ili Bulancak il¢esinden ve AT-7
izolat1 ise 15 Mayis 2015 tarihinde Ordu ili Bolaman ilgesi kiyisal alanindan alinan
DDS 6rneginin ¢ogaltilmasiyla izole edilmislerdir (Cizelge 4.2). Izolatlar mikroskop
altinda ortalama 7-12um caph kiiresel yesil renkli hiicreler bigiminde goriilmiistiir

(Sekil 4.3a, b).
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Sekil 4.3. izole edilen Coccomyxa parasitica izolatina ait mikroskop gériintiisii
(a) 10x40, (b)10x100 bityiitme

PZR amplifikasyonlar1 ve ayni primer ciftleri kullanilarak yapilan niikleotid
dizilemeleri sonucunda izolatlarin 18S rDNA genine ait ortalama 540 bp’lik kismi
elde edilmistir. BLAST analizi neticesinde her ii¢ izolatinda Coccomyxa cinsi ile
iliski oldugu tespit edilmistir. Bu cinsin izolatimiz ile yakin tiirlerine ait 18S rDNA
niikleotid dizileri Gen Bank’tan indirilmis ve bir veri seti olusturulmustur (Cizelge
4.2). Filogenetik analizler 526 adet hizalanmis niikleotid iizerinden yuriitiilmiistiir ve
veri seti 112 adet polimorfik bolge igermektedir. AIC ve BIC testleri sirasiyla;
TrN+1+G (I: 0.479; G: 0.521) ve TrNef+I+G (I: 0.479; G: 0.52) evrimsel modellerini
Onermistir. Bootstrap degeri daha yiiksek oldugunda TrN+I+G modeli ile ¢izilen NJ
agaci bu calismada tercih edilmistir (Sekil 4.2). MP analizleri 58 adet tiiremis ortak
karakter iizerinden yliriitiilmiis olup sonugta 187 basamak uzunlugunda 1 adet (CI:
0.721925; RI: 0.771930; HI: 0.278075) en kisa agac elde edilmistir. Her ii¢ algoritma
kullanilarak ¢izilen agaglara ait Bootstrap degerleri NJ agaci iizerinde ilgili diigiim
iizerinde gosterilmistir (Sekil 4.2). 18S rDNA niikleotid dizileri kullanilarak yapilan
filogenetik analizlerde (Sekil 4.2) her iki izolatinda Coccomyxa cinsi C. parasitica
tiirii ile yakm iliskili olduklar1 belirlenmistir. Izolatlarimiz, AT-5 ve AT-7, C.
parasitica (EU127469) izolat1 ile sirasiyla 100%, 100% ve 99,6%’lik niikleotit dizi
benzerlikleri géstermis ve bir soy hatti olusturmustur. Nannochloris bacillaris tiirii
bu soy hattina en yakin tiir olarak belirlenmistir, bu iliski NJ, ML ve MP agaglarinda
sirastyla %79 ve %380’lik Bootstrap degerleri ile desteklenmistir. Bu bilgilere
dayanilarak AT-5 ve AT-7 izolatlarinin Coccomyxa parasitica tiiriine ait oldugunu
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sOyleyebiliriz. Coccomyxa cinsi; Chlorophyta divizyosu, Trebouxiophyceae sinifi,
Trebouxiophyceae takimi, Coccomyxaceae familyasi icerisinde siniflandirilmaktadir
ve tip tiri Coccomyxa dispar Schmidle dir. Cins ilk olarak Schmidle tarafindan
tanimlanmistir ve giiniimiizde tanimlanmis 30 tiiri vardir (Schmidle, 1901; Anonim,
2018). Coccomyxa cinsi serbest yasayan planktonik deniz ve tatli su tiirleri yani sira
epiphifik ve likenlerle birlikte simbiyotik yasayan tiirleri kapsamaktadir (Lamenti,
2000; Lohtander, 2003; Guiry, 2005; Hoshina ve Imamura, 2008). Bizim
izolatlarimiz ile ilskili olan C. parasitica ilk olarak 1970 yilinda Kanada’dan
tanimlanmustir (Naidu ve South, 1970). Daha sonra Baltik denizi ve Arjantin’den de
rapor edilmistir (Nielsen, 1995; Borasso, 2004; Kontula ve Fiirhapter, 2012). Yapilan
literatlir taramasinda Tirkiye denizlerinden bu tiire ait herhangi bir kayda
rastlanmamistir. Bu surette izotlatlarimiz Tirkiye denizlerinden izole edilip genetik

tanimlamasi yapilan ilk Coccomyxa parasitica izolatlaridir.

05 Haziran 2015 tarihinde Giresun ili Espiye ilgesi kiyisal alanindan alinan DDS
orneginden izole ettigimiz AT-8 izolati mikroskop altinda yesil renkli gomak sekilli

yaklasik 6.01 x 14.63 um boyutunda hiicreler olarak goriilmiistiir (Sekil 4.4a,b).

Sekil 4.4 izole edilen Stichococcus deasoni izolatina ait mikroskop goriintiisii ()
10x40, (b) 10x100 biiyiitme

Yapilan PZR amplifikasyonlar1 ve ayni primer g¢iftleri kullanilarak gergeklestirilen
niikleotid dizilemeleri sonucunda izolatin 18S rDNA genine ait 533 bp’lik kism1 elde

edilmistir. BLAST analizi izolatin Stichococcus cinsine ait oldugunu gostermistir.
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Bu cinsin tiim tiirlerine ait 18S rDNA niikleotid dizileri GenBank’tan indirilmek
suretiyle veri seti olusturulmustur (Cizelge 4.3). Filogenetik analizler 37 adet
polimorfik bolge iceren 530 adet hizalanmis niikleotid iizerinden yiiriitiilmiistiir. AIC
ve BIC testlerinin her ikiside TrNef +G (G: 0.016) evrimsel modelini 6nermistir.
Sekil 4.4’de bu model kullanilarak c¢izilen NJ agac1 goriilmektedir, ML ve MP
analizlerinden elde edilen Bootstrap degerleri de bu agacta ilgili diiglim iizerinde
gosterilmistir. MP analizleri 10 adet tiiremis ortak karakter tizerinden yiiriitilmiistiir
ve sonugta 44 basamak uzunlugunda 35 adet (CI: 0.863636; RI: 0.739130; HI:
0.136364) en kisa agac elde edilmistir. Her ii¢ algoritma ile c¢izilen agaglarinda
topolojileri ayni olup izolatimiz ile ilgili ayn1 filogenetik iliskileri isaret etmistir.

Cizelge 4.3 Filogenetik analizlerde kullanililmak {izere GenBank’tan indirilen
niikleotid dizilerine ait bilgiler

Tiir GenBank Erisim Kaynak
No
Stichococcus ampulliformis AB087559 Handa ve ark. (2003)
S. chloranthus AMA412751.1 Sluiman ve ark., 2008
S. deasoni KF144233 Hodac ve ark., Yaymlanmamig
S. bacillaris AB055864 Hanagata, 2001
S. jenerensis DQ275461 Neustupa, 2007
S. chodati AB055867.1 Hanagata, 2001
S. chlorelloides AY?271675.1 Lewis ve Levis, 2005
S. minutus JN400256 Chen ve ark.,2011, basimda
C. vulgaris X13688 Huss ve Sogin,1989

[zolatimiz AT-8’in 18S rDNA niikleotid dizilerine dayali filogenetik analizleri
neticesinde Stichococcus Nageli cinsi igerisinde, S. deasonii tiirii ile iliskil oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.5). Izolatimiz AT-8, Almanya’dan tatli su stramatolitlerinden
izole edilmis WB38 (KF144233; Hodac ve ark., 2015) S. deasonii susu ile ayn1 18S
rDNA haplotipini gostermis, ayrica tiiriin tip susu olan UTEX 1706 (DQZ275460,
Neustupa ve ark., 2007) susu ile de ayn1 soy hatt1 igerisinde yer almistir. Bu iligki NJ,
MP ve ML algoritmalar1 ile olusturulan filogenetik agaclarin tiimiinde goézlenmis
olup hepsinde de yiiksek (>80) Bootstrap degerleri ile desteklenmistir. Ayrica S.
ampulliformis ve S. chloranthus tiirleri ile birlikte S. deasonii ortak bir soy hatti
olusturmustur. Bu verilere dayanarak AT-8 izolatinin Stichococcus deasonii tiiriine

ait oldugunu soyleyebiliriz.
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S.ampulliformis AB087559
63/60/- |
S.chloranthus AM412751
S.deasonii KF144233
95/94/80

] AT 8

S.bacillaris AB055864

S.jenerensis DQ275461

S.chodati AB055867

97/97/88

S.chlorelloides AY271675

S.minutus JN400256

C.vulgaris X13688

0.005 substitutions/site

Sekil 4.5 18S rDNA niikleotid dizileri kullanilarak ¢izilen NJ filogenetik agaci.
Agac TrNef +G (G: 0.016) evrimsel modeli kullanilarak ¢izilmistir.
NJ, ML, MP analizlerinden elde edilen Bootstrap degerleri aym sira
ile ilgili diigiim tizerinde gosterilmistir. Agag Chlorella vulgaris tiirii
ile koklendirilmistir
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Stichococcus cinsi; Chlorophyta divizyosu, Trebouxiophyceae sinifi, Prasiolales
takimi, Prasiolaceae familyasi icerisinde siniflandirilmaktadir. Cins ilk olarak Nageli
(1849) tarafindan tanimlanmistir ve tip tiirii S. bacillaris Nageli dir. Giiniimiizde bu
cins igerisinde tanimlanmis 27 tiir vardir (Anonim, 2018). Stichococcus ayni
zamanda Prasiola klad: igerisinde yer alan ¢omak sekilli tiirlere verilen genel bir
isimdir. Bu klad Trebouxiophyceae soy hatt1 icerisinde yer alan ve Chlorella,
Pseudochlorella, Prasiola, Stichococcus gibi morfolojik agidan farkli cinslerin
icerisinde yer aldigi bir kladdir (Handa ve ark., 2003; Hodac ve ark., 2016).
Stichococcus tiirleri tatli su, deniz, hemen her tipte toprak ve havanin da igerisinde
bulundugu farkli habitatlardan izole edilmis bir yesil alg cinsidir. Bu cinsin bazi
izolatlar1 arctic kosullar ve hatta Diinya orbitalindeki uzay sartlarinida kapsayan
multistres sartlarina dahi dayanikli olabilmektedirler (George, 1957; Handa ve ark.,
2003; Scalzi ve ark., 2012). S. deasonii ilk olarak Neustupa ve ark., (2007) de
tanimlanmistir. Tirkiye de farkli Stichococcus tiirlerine (S. flaccidus; S. subtilis, S.
bacillaris) ait raporlar olmasina karsin S. deasonii i¢in bir kayda rastlanmamigtir
(Ersanli ve Goniilol, 2003; Aysel, 2005; Ersanli ve ark., 2006). Bu baglamda
izotlatimiz AT-8 Tiirkiye denizlerinden izole edilip genetik tanimlamasi yapilan ilk

Stichococcus deasonii izolatidir.

AT-9 izolat1, 09 Kasim 2015 tarihinde Trabzon ili Yomra il¢esinden ve AT-11 izolat1
ise, 12 Ekim 2015 tarihinde Ordu ili Fatsa ilgesi kiyisal alanlarindan alinan DDS
orneginden izole edilmis ve izolatlar1 mikroskop altinda yesil renkli, kiire seklinde

yaklasik 3-5um ¢apinda hiicreler formunda gozlemlenmistir (Sekil 4.6a,b).

Sekil 4.6 Izole edilen Nannochloropsis oceanica izolatina ait mikroskop gériintiisii
(a) 10x40 biiyiitme, (b) 10x100 biiyiitme

32


http://www.algaebase.org/

PZR amplifikasyonlar1 ve ayni primer ciftleri kullanilarak gergeklestirilen niikleotid
dizilemeleri sonucunda izolatin 18S rDNA genine ait yaklasik1180 bp’lik kism1 elde
edilmistir. BLAST sonuglar1 izolatlarin Nannochloropsis cinsi ile iliskili olduklarini
gostermistir.  Nannochloropsis cinsi igerisinde yer alan fakli tiirlerden bizim
izolatlarimiza en yakin tiirlerin 18S rDNA haplotipleri Gen Bank’tan indirilmis ve
bir veri seti olusturulmustur (Cizelge 4.4). Filogenetik analizler 36 adet polimorfik
bolge iceren 1147 adet hizalanmis niikleotid {izerinden yiiriitiilmiistiir. AIC ve BIC
testleri sirastyla; HKY ve K80 evrimsel modellerini 6nermistir. Bu ¢alismada K80
modeli ile olusturulan filogenetik aga¢ daha yiiksek Bootstrap degerleri verdigi igin
bu evrimsel model tercih edilmistir. Sekil 4.7°de K80 evrimsel modeli ile ¢izilen NJ
agaci verilmistir. MP analizleri 29 adet tiiremis ortak karakter lizerinden ve sonugta
37 basamak uzunlugunda 1 adet (CL: 0.1; RI: 0.1; HI: 0.0) en kisa aga¢ elde
edilmistir. NJ, ML ve MP algoritmalar1 ile cizilen agaclarin tiimiinde benzer
filogenetik iligkiler gozlenmistir. ML ve MP analizlerinde elde edilen Bootstrap
degerleri NJ agaci lizerinde ilgili diigiim lizerinde gosterilmistir (Sekil 4.7).

Cizelge 4.4 Filogenetik analizlerde kullanililmak tizere Gen Bank’tan indirilen
niikleotid dizilerine ait bilgiler.

Tiir GenBank Erisim No Kaynak

Nannochloropsis limnetica AF251496 Krienitz ve ark., 2000

N.limnetica globosa DQ977727 Fawley ve Fawley., 2007
N.granulata AF045041 Andersen ve ark., 1998
N.maritima AY680703 Hu ve Xu, yayinlanmamig

N.oceanica sinensis JX913538 Cao, 2012
N.oceanica U41094 Andersen ve ark., 1998
N.oceanica AB052273 Suda ve Miyashita., 2002
N.australis KT031998 Fawley ve Fawley., 2015
N.oculata AF045044 Andersen ve sexton., 1998
N.oculata AF045045 Andersen ve ark., 1998
N.salina AF045046 Andersen ve ark., 1998
N.gaditana AF045037 Andersen ve ark., 1998

18S rDNA niikleotid dizilerine dayali filogenetik analizler neticesinde AT-9 ve
AT-11 izolatlar1 Nannochloropsis cinsi igerisinde N. oceanica tiiri ile iliskili
cikmistir. Izolatlarimiz AT-9 ve AT-11 N. oceanica izolatlar1 (JX913538, U41094,
AB052273) ile %99,7 ve lizerinde niikleotit dizi benzerligi gostermistir ve ortak bir
soy hatti olusturmustur. N. australis bu soy hattina en yakin tir olarak

gozlemlenmistir.
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Nlimnetica AF251496
88/84/85

60/64/- Nlimnetica.globosa DQ977727

Ngranulata AF045041

—— AT 9

Noceanica.sinensis JX913538

— AT 11

1Noceanica U41094

57/62)63 | 2Noceanica AB052273

Naustralis KT031998

1Noculata AF045044
96/95/97

2Noculata AF045045

Nsalina AF045046

—— 1Ngaditana AF045037

0.001 substitutions/site

Sekil 4.7 18S rDNA niikleotid dizileri kullanilarak ¢izilen NJ filogenetik agaci.
Aga¢ K80 evrimsel modeli kullanilarak g¢izilmistir. NJ, ML, MP
analizlerinden elde edilen Bootstrap degerleri ayni sira ile ilgili diiglim
tizerinde gosterilmistir. Aga¢ Nannochloropsis salina ve N. gaditana

tiirleri ile koklendirilmigtir
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Bu iliski NJ, ML ve MP agaclarinda sirastyla %57, %62 ve %63’liik Bootstrap
degerleri ile desteklenmistir. Bu filogenetik iligkiler AT-9 ve AT-11 izolatlarinin
Nannochloropsis  oceanica tiri ile iliskili  olduklarmi1  gdstermektedir.
Nannochloropsis  cinsi;  Chlorophyta divizyosu, Eustigmatophceae sinifi,
Eustigmatales takimi, Monodopsidaceae familyasi igerisinde siiflandirilmaktadir.
Cins ilk olarak Hibberd ve Leedale, (1970) tarafindan olarak tanimlanmistir ve tip
tiric N. oceanica Suda ve Miyashita, (2002)’dir. Giiniimiizde bu cins igerisinde
tamimlanmis 5 tiirti vardir (Anonim, 2018). Cins igerisindeki tiirler tek hiicrelidirler,
hiicre biiytikliikleri 2-3 mikrometre olup kiiresel morfoloji gostermektedir ve
kloroplast ¢eperi sari-yesil renktedir (Anita ve Cheng, 1982; Kandilian ve Pilon,
2013). Ulkemizde Nannochloropsis cinsi ile gesitli calismalar yapilmasina karsin bu
calismalar genelde endiistriyel suslarin fizyolojik o6zelliklerinin belirlenmesine
yoneliktir. Bilinen tiirleri denizel ortamda olmasina ragmen tatli ve aci sularda da
bulunabilmektedir (Fawlew, 2007). Nannochloropsis tiirleri hiicrelerinde dogal
olarak kaliteli ve yiiksek miktarlarda yag biriktirmektedirler. Bu 6zelliginden dolay1
giinimiizde gen manipulasyonlarida yapilarak biyoteknolojide kullanilmaktadir
(Vieler ve ark., 2017). Nannochloropsis halen akuakiiltiirde hem rotifer kiiltiirleri
hemde larva yetistiriciliginde ortam diizenleyici ve besin olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Ayrica kiiltiirii yapilabilen bu tiir fotosentetik organizmalar biodizel
tiretimi arastirmalarinda giin gegtikge artan bir ilgi goriilmektedir. Bunlara ek olarak,
Nannochloropsis sp., tiirleri halen insan gidasina katki maddesi olarak da
kullanilmaktadadir (Lubian, 1982). Ekonomik 6nemine karsin bu cinsin iilkemiz
denizlerinden kaydina rastlanmamustir. Bu nedenle izolatlarimiz (AT-9 ve AT-11)

Nannochloropsis cinsi ve N. oceanica tiirii i¢in Tiirkiye’den ilk kayitlardur.

05 Haziran 2015 tarihinde Giresun ili Gorele ilgesi kiyisal alanindan aliman DDS
orneginden izole edilen AT-6 izolatt mikroskop altinda yesil renkli, hareketli, kiire

seklinde, yaklasik 8-16pum capinda hiicreler biciminde gézlemlenmistir (Sekil 4.8a,
b).

Yapilan PZR amplifikasyonlar1 ve aynmi primer giftleri kullanilarak gergeklestirilen
niikleotid dizilemeleri sonucunda izolatin 18S rDNA genine ait 1180 bp’lik kismu
elde edilmistir. BLAST analizi izolatin Tetraselmis sp. cinsine ait oldugunu
gostermistir.

35


http://www.algaebase.org/

Sekil 4.8 izole edilen Tetraselmis sp. izolatia ait mikroskop goriintiisii 10x40 (a, b)

Filogenetik analizler icin bu cinsin izolatimiz ile iligkili tiirlerine ait 18S rDNA

niikleotid dizileri Gen Bank’tan indirilmis ve veri seti olusturulmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Filogenetik analizlerde kullanililmak tizere GenBank’tan indirilen
niikleotid dizilerine ait bilgiler

Tiir GenBank Erisim No Kaynak

Tetraselmis chuii JN903999 Fulneckova ve ark. 2012

T. suecica FJ559377 Lee ve Hur, 2008

T. hazennii FJ517748 Lee ve Hur, 2008

T. tetrathele FJ517749 Lee ve Hur, 2008

T. carteriiformis FJ559384 Lee ve Hur, 2008

T. subcordiformis FJ559380 Lee ve Hur, 2008
Tetraselmis sp. GQI917221 Lee ve Hur, 2009

T. convolutae U05039 SKorea

T. striata GQ917220 De Jesus ve ark.,1994

T. striata GQ917220 Lee ve Hur, 2009 yaymlanmamis
Tetraselmis sp. FJ559394 Lee ve Hur, 2008 yaymlanmamis
T. marina HE610131 Marin, 2012

T. kochiensis AJ431370 Nasare, 2002, yaymlanmamis
T. cordiformis HEG610130 Arora, 2012. yaymlanmamis
T. indica HQ651184 Arora,2010.Yayinlanmamis
C. vulgaris X13688 Huss ve Sogin, 1989

Filogenetik analizler 153 adet polimorfik bolge igeren 1162 adet hizalanmis
niikleotid tlizerinden ylriitiilmistiir. AIC ve BIC testleri sirasiyla; HKY+I+G (I:
0.704; G: 0.571) ve K80+I+G (I: 0.707; G: 0.564) evrimsel modellerini 6nermistir.
Bu calismada daha yiiksek Bootstrap degerleri verdigi i¢cin HKY+I+G modeli ile
cizilmis NJ agaci tercih edilmistir (Sekil 4.9). MP analizleri 58 adet tiiremis ortak
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karakter lizerinden yiirtitiilmistiir. Analizler sonucunda 228 basamak uzunlugunda 1
adet (CI: 0,820175; RI: 0,702899; HI: 0,179825) en kisa agag¢ elde edilmistir. NJ,
ML ve MP analizleri neticesinde benzer filogenetik iliskiler gézlenmis olup ML ve
MP analizlerinde elde edilen Bootstrap degerleri NJ agaci iizerinde ilgili diigim
tizerinde gosterilmistir. 18S rDNA niikleotid dizilerine dayali filogenetik analizler
neticesinde izolatin Tetraselmis cinsi igerisinde T. convolutae, T. striata soy hatti
icerisinde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9). Izolatimiz AT-10, T. striata izolatlar ile
%99,7 ve T. convolutae izolatlan1 ile %99,6 oraninda niikleotit dizi benzerlikleri
gostermistir. Bu sonuglara dayanilarak AT-10 izolatinin T. convolutae, T. striata
tirlerinden birisine ait oldugunu sdyleyebiliriz. Tetraselmis cinsi, Chlorophyta
divizyosu, Chlorodendrophyceae sinifi, Chlorodendrales takimi, Chlorodendraceae
familyasi igerisinde siniflandirilmaktadir. Cins ilk olarak F. von Stein tarafindan
tanimlanmustir (Stein, 1878). Cinsin tip tiirti T. cordiformis stein’dir ve giiniimiizde
33 tiir ile temsil edilmektedir (Anonim, 2018). Bu cinsin tiirleri yiiksek protein ve
lipid icerigi nedeni ile endiisttiyel amagli olarak yaygin bicimde kullanilmaktadirlar
(Alonso ve ark., 2012). Bu cinsin tiirleri ile ilgi olarak yurdumuzda ticari bazi
suslarin fizyolojik 6zelliklerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapilmistir. Buna
karsin Tiirkiye denizlerinden bu cinse ait herhangi bir kayda rastlanmamistir. Bu
nedenle AT-10 izolat1 Tiirkiye denizlerinden izole edilip genetik tanimlamasi yapilan

ilk Tetraselmis sp. izolatidir.
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Tchuii JN903999

97/95/98 - Tsuecica FJ559377

Thazennii FJ517748

Ttetrathele FJ517749

100/100/96

Tcarteriiformis FJ559384
‘[Tsubcordiformis FJ559380
- AT 10
Tetraselmis GQ917221
Tconvolutae U05039
2Tstriata GQ917220 SKorea

1 Tstriata FJ559398

Tetraselmis FJ559394

Tmarina HE610131

56/60/-

Tkochiensis AJ431370

66/67/-

Tcordiformis HE610130
91/88/-

Tindica HQ651184

Cvulgaris X13688

—— 0.01 substitutions/site

Sekil 4.9 18S rDNA niikleotid dizileri kullanilarak ¢izilen NJ filogenetik
agact. Agag HKY+I+G (I: 0.704; G: 0.571) evrimsel modeli
kullanilarak ¢izilmigtir. NJ, MP, ML analizlerinden elde edilen
Bootstrap degerleri ayni sira ile ilgili diiglim tlizerinde gosterilmistir.
Agac Chlorella vulgaris tiirii ile koklendirilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu yiiksek lisans tez calismasinda Trabzon, Giresun, Rize ve Ordu illeri
kiyillarindan izole edilen toplam 8 adet alg izolatinin molekiiler yontemler
kullanilarak teshisleri amaclanmistir. Orneklerin biri tanesi hari¢ tiimii 151k
mikroskobu altinda kiiresel ve yesil pigmentli hiicreler olarak gdzlemlenmistir, buna
karsin bir tanesi ise ¢ubuk formunda ve yesil pigmentli hiicreler olarak goriilmiistiir.
Morfolojik veriler 1s18inda bu 6rneklerin tiimiiniin Chlorophyta divisiosuna ait algler
olduklar1 sonucuna varilmistir. Mikroskobik yesil algler birka¢ mikrometre ¢apinda
ve genellikle tek hiicreli canlilar olduklarindan siniflandirilmalar1 sadece birkag
morfolojik karaktere dayanmaktadir. Bu nedenle smiflandirilmalari genel olarak
dogal akrabalik iligkilerini yansitmayabilir. Son yillarda pek ¢ok organizma
grubunda oldugu gibi belirli gen bolgelerinin niikleotid dizilerine dayali filogenetik
analizler alglerde de uygulanmaktadir. Bu yaklasim alglerin teshislerinde,
siiflandirilmalarinda ve alg gruplart arasindaki dogal akrabalik iliskilerinin ortaya
konulmasinda 6nemli yenilikler getirmistir. Bizde bu nedenle ¢alismamizda
molekiiler genetik yaklasimlari kullandik ve genetik markor olarak yaygin bigimde
kullanilan bolgelerden birisi olan 18S rDNA bdlgesini sectik. Bu bdlge hem
taksonlart belirli bir hiyerarsik diizende gruplayacak kadar benzer yani korunmus
bolgeler, hem de yakin tiirleri ayiracak kadar varyasyon igerdiginden filogenetik
calismalar i¢in ¢ok uygundur. Ayrica Gen Bank igerisinde pek c¢ok alg tiiriine ait 18S
rDNA haplotipi hali hazirda bulunmaktadir, bu durum bir genetik markdr icin ¢ok
onemlidir. Zira elde edilen yeni 18S rDNA haplotipleri mevcut haplotipler ile
karsilastirilabilir. Bu yolla teshisler ve filocografik ¢ikarimlar yapilabilir. 18S rDNA
bolgesinin niikleotid dizilerine dayali olarak yapilan filogenetik analizler sonucunda
AT-2 izolatimiz Chlorella vulgaris tiirii ile iliskili ¢ikmistir. Bu tiir her ne kadar
bolgemizden daha dnceki ¢aligmalarda rapor edilmigse de denizel ekosistemden ilk
kez izole edilmis ve molekiiler olarak teshis edilmistir. ilerleyen asamalarda bu
izolatin kloroplast 16S rDNA’s1 gibi ekstra gen bdlgeleri calisilarak elde edilen
sonuglar dogrulanacaktir. Ayrica bu tiir ekonomik olarak 6nem arz etmektedir bu
nedenle bolgemizden izole edilmis ve molekiiler olarak tanimlanmis bu o6rnegin
endiistriyel olarak kullanim potansiyeli arastirilmalidir. Orneklerimizden iki tanesi

AT-5, ve AT-7 Coccomyxa parasitica tirt ile iliskili ¢ikmistir. Bu ¢ izolat
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denizlerimizden bu tiire ait ilk kayitlardir. Bu tiir deniz omurgasizlar1 ve baliklarda
parazitik bir tiir olmas1 nedeni ile olduk¢a 6nemlidir. ilerleyen asamada farkli gen
bolgeleri kullanilarak tiirtin filocografik dagilimi ve kokeni ile ilgili arastirmalar
yapilmalidir. Bu sekilde ekolojisi daha detayli bigimde ortaya konmalidir. Diger bir
ornegimiz AT-8, Stichococcus deasonii tiirii ile iliskili ¢ikmustir. Izotlat Tiirkiye
denizlerinden izole edilip genetik tanimlamasi yapilan ilk S. deasonii 6rnegidir. Bu
cinse ait bazi izolatlar ekstrem sartlara kars1 dayanikli olmalar1 nedeni ile oldukca
ilginctir. Elde ettigimiz izolat ilerleyen agamalarda stres sartlarina kars1 dayaniklilig
bakimindan fizyolojik olarak incelenmeli ve bu o6zelliklerin kullanim olanaklar
yoniinden potansiyeli arastirilmalidir. Diger iki izolatimiz AT-9 ve AT-11
Nannochloropsis oceanica tiirii igerisinde yer almistir. Bu iki izolat bu cinsin ve
tiriin Tirkiye’den ilk kayitlanidir. Bu tiir biyodizel {iiretimi, akuakiiltir ve gida
sektorlerinde kullamldigindan ekonomik olarak ¢ok dnemlidir. Ilerleyen asamalarda
bu izolatlar belirtilen sektorlerdeki kullanim potansiyelleri agisindan aragtirilmalidir.
AT-10 izolat1 Tetraselmis cinsi igerisinde T. convolutae-T. striata soy hattinda yer
almustir. Izolat bu cinsin Tiirkiye’den ilk kaydidir. 18S rDNA gen bélgesi izolatin bu
iki tiirden hangisine ait oldugu bilgisini vermekte yetersiz kaldigindan ilerleyen
asamalarda ekstra gen bolgeleri kullanilarak daha detayli arastirmalar yapilmali ve

izolatin hangi tiire ait oldugu belirlenmelidir.

Bu calismada denizlerimizden 4 farkl: tiire ait ilk kayitlar verilmistir. Bu tiirlerden
bazilar1 endiistriyel olarak onemli olan tiirler oldugundan ekonomik potansiyelleri

arastirilmak suretiyle iilke ekonomisi i¢in katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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EK 1.

Walne Medyumu Hazirlama Prosediirii

Stok soliisyon

Vitamin soliisyon

Sterilize edilmis deniz suyu

1 ml
1 mi
1000 ml

(1 ml silicat soliisyonu diatom kiiltiirii igin ilave et)

Stok Soliisyon
FeCls - 6H20
MnCl; - 4H20
H3:BO3

Na-EDTA
NaH2PO4 - 2H20
NaNO3

Metal mix soliisyon
Distile su

Metal Mix Soliisyon

04 g
02 g
168 g
275 g
10 g
50 g
05 ml

500 ml’ye tamamla

> Isitmali manyetik karistirict

(balonjoje kullan)

200 ml beher igerisinde manyetik karistirict kullanarak asagidaki metalleri ¢6z:

ZnCl, - 4H,0
CoCl; - 6H20

(NH4)6M07024 - 4H20

CuSOg4 - 5H20
Konsantre HCI
Distile su
Vitamin Soliisyon
Vitamin B1
Distile Su

21 g
20 g

09 g
20 g

10.0 ml

100  ml’ye tamamla

50 mg

500 ml’ye tamamla
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EK 2.
Kati1 Besi Yeri (KBS) Hazirlama Prosediirii

o DDS filitre edilir

e llitre hacimli erlen icerisine 200ml DDS konur

e DDS hacminin %1-1.5 oraninda Mikrobiolojik agar (Merck) konulur.

e Agar erimesi i¢in ortam 1sitilarak karigtirilir.

e Hazirlanan ortam otoklav ile 121°C de 20 dakika siireyle 2 atm basing
altinda sterilize edilir.

e (eker ocak igerisinde Steril edilen ortama zenginlestirici medyum
(Walne stok soliisyon (1ml) ve Walne vitamin soliisyon(1ml) ilave
edilir

e Hazirlanan agar her petri kabina 20ml olacak sekilde dagitilir

e Katilasincaya kadar beklenir

e Petrilerin kapaklar1 kapatilarak parafilm ile fikse edilir.

e Bir gece Ultraviyole ye maruz birakilir.
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EK 3.

S1vi Besi Yeri Hazirlama Prosediira

e DDS Filitre edilir (45um)

e DDS cam balon siseye konarak agzi pamuk yada plastik tapa ile
kapatilir.

e Hazirlanan ortam otoklav ile 121°C de 20 dakika siireyle 2 atm basing
altinda sterilize edilir.

e Steril edilen DDS igerisine 1ml Walne stok soliisyon ve 1ml vitamin
solusyon ilave edilir.

e | gece stok odasinda bekletilir.

Besi ortam1 1L su hacmine gore hazirlanmistir.
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