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ÖZET 

ORTA VE DOĞU KARADENİZ KIYI ŞERİDİNDEN İZOLE EDİLEN BAZI 

ALG TÜRLERİNİN MOLEKÜLER YÖNTEMLER İLE 

KARAKTERİZASYONU 

Atila HAŞİMOĞLU 

ORDU ÜNİVERSİTESİ FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

BALIKÇILIK TEKNOLOJİSİ MÜHENDİSLİĞİ ANABİLİM DALI 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 55 S 

(TEZ DANIŞMANI: Dr. Öğr. Üyesi Cem Tolga GÜRKANLI) 

 

Bu çalışmada Türkiyenin Orta ve Doğu Karadeniz kıyılarında elde edilen 8 alg 

izolatının teşhisi amaçlanmıştır. Mikroskobik incelemeler tüm izolatların 

Chlorophyceae divisiosuna ait olduklarını ortaya koymuştur. Tür teşhisleri filogentik 

çalışmalarda en yaygın olarak kullanılan markörlerden birisi olan 18S rDNA’nın 

nükleotid dizilerine dayalı filogenetik analizler kullanılarak yapılmıştır. Filogenetik 

analizler AT-2 izolatının Chlorella vulgaris ile AT-5, AT-6 and AT-7 izolatlarının 

Coccomyxa parasitica, AT-8 izolatının Stichococcus deasonii ve AT-9, AT-11 

izolatlarının Nannochloropsis oceanica türleri ile ilişkili olduklarını ortaya 

koymuştur. Diğer taraftan AT-10 izolatı Tetraselmis convolutae-T. striata soyhattı ile 

ilişkili çıkmıştır. C. vulgaris dışındaki bütün bu türler Türkiye için ilk kayıttır. Ek 

olarak C. vulgaris izolatımız bu türün Türkiyedeki denizel çevreden ilk kaydıdır. 

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

IDENTIFICATION WITH MOLECULAR TECHNIQUES OF SOME ALGAE 

SPECIES ISOLATED FROM THE COASTS OF MIDDLE AND EASTERN 

PART OF THE BLACK SEA 

Atila HAŞİMOĞLU 

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED 

SCIENCES 

FISHHERIES TECNOLOGY ENGINEERING 

MSC THESIS, 55p 

(SUPERVISOR: Assist. Prof. Dr. Cem Tolga GÜRKANLI 

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. GİRİŞ 

Plankton kavramı ilk kez Hensen tarafından ortaya atıldığında denizlerde pasif olarak 

yüzen tüm cisimleri ifade etmekteydi. Kavram zaman içerisinde sınırlandırılmış ve 

‘Hareket organelleri olsa bile bu organelleri yer değiştirmelerinde etkin olmayan ve 

dolayısıyla denizlerdeki su hareketlerinin etkisinde pasif olarak yer değiştirebilen 

bitkisel ve hayvansal organizmaların oluşturduğu topluluk şekline’ dönüşmüştür 

(Geldiay ve Kocataş, 1998). Planktonik organizmalar bitkisel (fitoplankton) ve 

hayvansal (zooplankton) olmak üzere biyolojik olarak iki gruba ayrılırlar. Bu iki ana 

gruptan biri olan fitoplanktonik organizmalar sucul ekosistemlerin vazgeçilmez bir 

unsurudur ve bitkiler tarafından üretilen oksijenin %50’den fazlasının kaynağıdır. 

Ayrıca, besin zincirinin ilk basamağını oluşturması itibarı ile çoğu deniz canlıları için 

temel besin kaynağıdırlar (Anonim, 2017). Kara bitkilerinin fitoplanktonik 

organizmalardan (yeşil algler) evrimi neticesinde yerküre üzerinde canlılığın 

oluşmasında kilit rol oynayan algler bu sayede tüm karasal ekosistemin gelişimini 

başlatmış ve Dünya ekosistemi üzerinde çarpıcı değişimlere sebep olmuştur (Kenrick 

ve Crane, 1997). Bolluk bakımından mikroalgler diatomlar (Bacillariophyceae), 

Altın algler (Chrysophyceae) ve Yeşil algler (Chlorophyceae) olarak üç önemli sınıfa 

ayrılırken, yapısal olarak ise ökaryotik ve prokaryotik algler olarak ikiye ayrılmıştır. 

Prokaryotik algler Cyanophyceae içerisinde, ökaryotik algler ise chlorophyta, 

euglenophyta, chrysophyta, pyrhophyta, rhodophyta, phaeophta içerisinde 

sınıflandırılırken, Mavi-yeşil algler (Cyanophyceae)’de mikro alg olarak refere 

edilmektedir. Tek hücreli olan ve hücre büyüklükleri birkaç mikrondan birkaç yüz 

mikron arasında değişen mikroalgler, morfolojik olarak bir hücreli ve kolonial 

formda, iplik ve şerit şeklinde, yaprak ve ağaçımsı şekiller gibi dış görünüşleri büyük 

farklılıklar gösterebilmekte birlikte, yaygın olarak deniz ve tatlı sularda 

bulunmaktadırlar. Mikroalglerin varolan tür sayısının ise 2x105 ile 8x185 arasında 

olduğu tahmin edilmektedir (Cirik ve Gökpınar, 1993; Norton, 1996; Cardazo, 2007; 

Versihin ve ark., 2008). Alglerin Morfolojik çeşitlilikleri bilinen en küçük serbest 

yaşayan ökaryot Ostreococcus tauri’den başlar ve çok hücreli formlara kadar devam 

eder. Algler, hem sucul hem de bazı karasal habitatlarda var olup dünya ekosistemi 

üzerinde yüzlerce milyon yıldan beri hayati rol oynamaktadırlar. Birleştirici bir çok 

özelliklerine rağmen yeşil algler, morfolojik ve ekolojik olarak evrimsel çeşitliliğini 
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yansıtan çok önemli varyasyonlar sergilemektedirler. Bununla birlikte, yeşil algler 

birçoğu kara bitkilerinde de belirgin olan çok sayıda özellikleriyle karakterize 

edilmektedir (Graham, 2009). Yeşil algler özellikle tatlı sularda bol ve çeşitli olup iki 

alg grubu denizel ortamda çok iyi şekilde temsil edilmektedir (John, 2002). Yeşil 

alglerin yaygın bir grubu olan chlorophyta üyeleri de hem tatlı su ve karasal 

ekosistemlerde hem de çeşitli deniz habitatlarında bulunmaktadır (Leliaert ve ark., 

2012). 

Karadeniz, Dünya’nın en büyük kapalı iç denizidir. Diğer denizlerle olan bağlantısını 

İstanbul boğazı gibi dar bir koridor vasıtasıyla sağlar. Kuzeye doğru ise, Kerch 

boğazı yoluyla Azak denizi ile birleşir. Karadeniz’in yüzey alanı 423.000 km² olup 

en derin yeri 2212 m’dir. Karadenizin kimyasal kompozisyonu incelendiğinde yüzey 

tabakasında yüksek oksijen seviyesi olmasına rağmen bu tabakanın hemen altında 

oksijen seviyesi hızla azalmaktadır ve genel olarak Karadeniz’in % 87’si anoksik 

olarak kabul edilmektedir. Karadeniz’in dip kısımları yüksek oranda hidrojen sülfür 

(H2S) içerir. Bu tabakanın başlangıç sınırı, farklı derinliklerde birbirinden farklılık 

göstermesine karşın, aynı su yoğunluğunda başlamaktadır. Karadeniz besin içeriği 

açısından heterojen bir yapıya sahip olup kıyısal suları ve kıta sahanlığının büyük 

bölümü ötrofik yapıda orta kısmı ise mesotrofiktir (orta düzeyde besin seviyesi), 

buna karşın kaln büyük bir kısmı ise hipertrofiktir (Besin seviyesi yüksek). 

Çevresindeki ülkelerden Karadeniz’e çok sayıda nehir girdisi olmaktadır (Ataç, 

1997; Petronu, 1999; Anonim 2001; Yılmaz, 2002). Ötrofikasyonun ana nedeni 

nehirlerle denize taşınan besinlerdeki artışdır. Bu besin artışı sonucu ortamdaki 

fitoplankton türlerinin sayısında bir stres belirtisi olarak bir azalma ve taksonomik 

gruplar arasında oransal farklılaşmalar meydana gelmekte, özellikle mikroflagellatlar 

ve kokkoid formları içine alan pico ve nannoplankton türleri, diyatom grubuna ait 

türlerin aleyhine hızla çoğalarak, ortamda kalitatif ve kantitatif yapı bakımından 

üstünlük sağlamaktadır (Türkoğlu, 1999). Ortamda meydana gelen ötrofikasyon 

durumunu değerlendirebilmek için besinsel zincirin temeli olan fitoplanktonik 

organizmalar en iyi indikatörler arasındadır. Sucul ortamdaki besin miktarının 

artmasıyla (ötrofikasyon) fitoplankton tür kompozisyonlarının, miktarı, zamanı ve 

süresi değişmektedir. Karadeniz de yaşanan alg patlamaları çoğunlukla ilkbahar ve 

sonbahar mevsimlerinde meydana gelmektedir (Alexandrov ve Zaitsev, 1998; 
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Nesterova ve ark., 2008). Karadeniz'de yapılan taksonomik çalışmalarda, 7 sınıfa 

dâhil 185 cins ve 756 alg türü tespit edilmiştir ve bunların büyük bir kısımını (> % 

80) diatomlar oluşturmaktadır. Bununla beraber Karadeniz’in kıyısal alanlarında 

özellikle nehir girişlerinin olduğu lokalitelerde tatlı su türleride sıklıkla tespit 

edilmektedir (Ataç, 1997; Baytut, 2010). 

Geleneksel olarak ışık mikroskobu ile yapılan alg teşhisleri zamanla sıradanlaşırken 

bazı sınırlanmalara da sebep olmaktadır. Mikroskopla yapılan incelemerde yaşam 

döngüsü nedeniyle ilk bakışta göze çarpmayan taksonlar veya morfolojik 

varyasyonlar arasında farklılıkları ayırt edebilmek için uzman taksonomistlere 

ihtiyaç duyulmaktadır (Rowan ve Powes, 1991). Bu uygulamaların karakteristik 

morfolojik özelliklerinin tanımlamalarında yetersiz kalmasından dolayı küresel yeşil 

algler gibi morfolojileri birbirine çok yakın olan mikro organizmaların daha yüksek 

taksonomik seviyelerde sınıflandırılabilmeleri için ekstra verilere gereksinim 

duyulmaktadır (Krienitz ve Bock, 2012). Dolayısıyla, bu gruplarda belirtilen birçok 

taksonun sistematik olarak doğal olmadığı ve morfolojik özellikleri bütünüyle 

filogenetik pozisyonlarını ifade etmekte yetersiz kalmaktadır (Krienitz ve Bock, 

2012). Son yıllarda yaygınlaşan moleküler genetik metotlar kullanılarak bu gibi 

olumsuzlukların birçoğunun önüne geçilebilmesine olanak sağlamakta, özellikle çok 

yakın ilişkili olan ve farklılaşan organizmaların morfolojik karşılaştırmasını da 

sağlamaktadır. Bununla birlikte, nadir türlerin ya da kültürü yapılmayan türlerin 

nitelendirilmesi açısından da moleküler genetik metodlar çok uygundur (Forney,  

2004; Dorigo, 2005; Tringe, 2008).  

Moleküler genetik çalışmalarda ribozomun küçük alt birimi kodlayan gen, arke ve 

bakteriler için 16S ve ökaryotlar için 18S en yaygın olarak kullanılan markörlerdir. 

Bununla beraber, ribozomun büyük alt birimi kodlayan 23S (bakteri ve arkeae için) 

ve 28S (ökaryotlar için) rDNA gen bölgeleride mikroorganizmalar arasındaki 

filogenetik ilişkilerin kurulması için kullanılmaktadır (Pereira, 2009). Bu konuda 

yapılan genetik araştırmaların artmasıyla moleküler filogeninin yakın akrabalık 

dereceleri olan türlerin sınıflandırılmasında gerekli bir işlem olduğu da giderek artan 

oranda kabul görmektedir. Artık günümüzde mikrobiyal populasyonun çeşitlilliği ve 

yapısını ortaya konulmasında ribozomal RNA (rRNA) genlerin nükleotid dizisi 

mikrobiyal ekoloji alanında da standart bir uygulama haline gelmiştir. (Komarek ve 
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ark., 2014). Bu çalışmada Orta ve Doğu karadeniz sahillerinden izole edilen bazı 

mikroalg türlerinin 18S rDNA gen bölgesinin nükleotid dizilerine dayalı filogenetik 

analizleri ile karakterizyazyonu amaçlanmıştır. 
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

Karadeniz de alg çeşitliliğinin belirlenmesine yönelik gerek ülkemizde gerekse 

Karadeniz’e kıyısı bulunan diğer ülkelerde yapılmış çok sayıda kapsamlı çalışmalar 

mevcuttur. 

Sorokin, (1983) çalışmasında Karadeniz’de ilkbahar mevsiminde diyatomeler ve 

sonbahar mevsiminde de kokkolitoforlar tarafından oluşturulan iki birincil üretimin 

olduğunu, zaman zaman kıyısal bölgede kokkolitoforlar ve dinoflagellatlar tarafından 

oluşturulan aşırı alg üremeleri gözlendiğini belirtmiştir. 

Uysal, (1987) plankton kompozisyonu ile ilgili İstanbul Boğazı çevresinde yaptığı 

çalışmasında, bölgelere göre tür kompozisyonunun farklılık gösterdiğini, en fazla alg 

türünün Marmara Denizi ve İstanbul Boğazında tespit edildiğini, belirlenen sentrik 

diyatomelerin toplam diyatome yoğunluğuna katkısının ilkbahar ve yaz 

mevsimlerinde en çok, kış mevsiminde ise en az olduğunu rapor etmiştir. 

Feyzioğlu, (1990) Karadenizin Güney’inde Mart 1989 ile Şubat 1990 tarihleri 

arasında gerçekleştirdiği çalışmasında, Karadeniz de fitoplankton yoğunluğunun yaz 

aylarında en yüksek seviyelere ulaştığını, kış aylarında ise en düşük seviyeye 

indiğini, ilkbahara doğru ise bir artış (peak) gösterdiğini kaydetmiştir. 

Karaçam ve Düzgüneş, (1990) 1987-1988 yıllarında Trabzon kıyılarında yürüttükleri 

çalışmada, Rhizosolenia ve Ceratium cinslerine ait türlerin tüm yıl boyunca dominant 

olduğunu ve fitoplankton bolluğunun Aralık ayında en düşük, Mayıs ve Ekim 

aylarında ise en yüksek seviyede olduğunu rapor etmiştir. 

Zaitsev, (1992) Karadeniz de geçmiş 20-40 yılık süreç içerisindeki meydana gelen 

temel ekolojik değişimleri ve olası nedenlerini ele aldığı çalışmasında, insan 

faaliyetlerinden dolayı sucul ortamdaki besin artışın ötrofikasyona sebep olduğunu 

belirterek, bu durumun fitoplankton patlamalarına ve ortamdaki alg tür 

kompozisyonlarını etkileyerek küçük boyutlu ve jelatinimsi zooplanktonik 

organizmaların daha yaygınlaşmasına sebep olduğunu, buna karşın herbivor kopepod 

miktarının ise azalmasına ya da yok olmasına sepep olabileceğini ifade etmiştir. 
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Bologa, (1995) Karadeniz de yaptığı çalışmasında, insan kaynaklı sebeplerle artan 

besin girdisinin, özellikle Kuzeybatı Karadeniz olmak üzere son 30 yıldır Karadeniz 

kıyı ekosisteminin çeşitliliğini önemli ölçüde etkilediğini ifade etmiştir. Bu durumun 

bentik ve planktonik toplulukların kalitatif ve kantitatif özelliklerini değiştirdiğini, 

özellikle kıyısal ekosistemin yapısınında çarpıcı sonuçların ortaya çıktığını, bölgede 

görülen fitoplankton patlamalarının artışına neden olduğunu, bunun sonucu olarak da 

diatomlar dışındaki fitoplanktonik organizmaların sayısal yoğunluğunun hızlı bir 

şekilde artarak 1960’lı yıllarda %8’ seviyesinden 1980’li yıllarda % 62 seviyesine 

ulaştığını ifade etmiştir. 

Feyzioğlu, (1996) Güneydoğu Karadeniz kıyılarında yaptığı çalışmasında, 

fitoplanktonun mevsimsel değişiminin besinlerle olan ilişkilerinin incelelendiğini, 

toplam 102 adet fitoplankton türünün belirlendiğini ve bunların 56’sının diyatom ve 

35’inin ise dinoflagellat türlerine ait olduğunu rapor etmiştir. 

Eker, (1998) 1995 yılı Mart, Nisan ve Ekim aylarında Kuzeybatı ve Güney 

Karadeniz’de alg türleri ve alg yoğunluğu ile ilgili çalışmasında, dinoflagellatlar ve 

diyatomelerin tür sayıları ve yoğunluklarının çalışma yapılan aylarda bol olduğunu, 

Ekim döneminde diyatomelerin biyokütlenin toplam yoğunluğun %85’ini, 

kokkolitoforların ise %69’unu içerdiğini rapor etmiştir. 

Zaitsev, (1998) Kuzey Karadeniz’de yaptığı çalışmasında Karadeniz’in 

ötrofikasyona maruz kalan en büyük deniz olduğunu belirterek, Karadeniz’in Kuzey- 

Batı alanının diğer bölgelere oranla ötrofikasyondan en çok etkilendiğini ve etkilenen 

alanın son yıllarda on kattan daha fazla arttığını rapor etmiştir. 

Uysal, (2000) 1994 yılında Batı ve Güneybatı Karadeniz’deki öfotik zon bölgesinde 

siyanobakteri Synecococcus spp., türünün pigmentlerini, boyutlarını ve bu zon 

içindeki dağılımının ilk kez incelendiğini belirttiği çalışmasında, bu türe ait 

hücrelerin Tuna Nehri’nin etkisi altında olan açık deniz bölgesinde, kıyısal bölgelere 

oranla daha bol ve derinlik artıkça organizmanın hücre çapının azaldığını tespit 

edildiğini rapor tespit etmiştir. 

Moncheva, (2001) 1980 ile 1990’lı yıllarda ve Karadeniz ve Ege denizi gibi iki farklı 

ortamın kıyaslandığı çalışmasında, insan kaynaklı besin girdisinin fitoplankton türleri 

üzerindeki benzerlik ve farklılıklarını bölgesel olarak incelenmiştir. Çalışmada her 
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iki bölgenin benzer özellikler taşıdığını, Batı Karadeniz bölgesinde alg patlamalarına 

neden olan 44 türün, Ege denizinde ise 30 türün tespit edildiğini belirterek, bu 

türlerden 14 âdetinin her iki bölgede de bulunduğunu ve bunların yaygın olarak alg 

patlamalarına sebep olan türler arasında olduğunu ifade etmiştir. 

Bargu ve ark., (2002) Karadeniz’in Türkiye kıyılarında yaptıkları araştırmada, toksik 

olma potansiyeli olan P. calliantha, türünü elektron mikroskobu ile teşhis ettiklerini 

ve bu türün Karadeniz için ilk kayıt olduğunu rapor etmiştir. 

Develi, (2003) Haziran-Temmuz 1996 ile Mart-Nisan ve Eylül 1998 tarihlerinde 

Güney Karadeniz’de mikro (>15µm) ve nano (<15mµ) fitoplanktonların tür 

kompozisyonu, bolluğu ve biokütlesiyle ilgili yaptığı çalışmasında, toplam 150 türün 

tespit edildiğini, bu türlerin %50’sinin dinoflagellatlara ait olduğunu belirterek, 

ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde daha çok diatom bolluğunun, yaz mevsiminde 

ise dinoflagellat bolluğunun daha fazla olduğunu tespit etmiştir. Ayrıca, Haziran ve 

Temmuz 1996 aylarında fitoplankton Bio-kütle kompozisyonunun kayda değer 

şekilde benzer ve homojen olduğunu da belirtmektedir. 

Belkıs, (2003) Nisan 1998 ile Mart 1999 yılları arasında Marmara denizi’nde 

fitoplankton türleri dağılımı ve besinlerin mevsimsel değişimlerinin araştırıldığı 

çalışmasında, bölgenin oligotropik yapıda olduğunu, tür kompzisyonunun ise 7 sınıfa 

ait toplam 125 fitoplankton türünün tespit edildiğini, bu türlerden 3 tanesinin ise 

Türkiye denizleri için yeni tür ve çalışılan bölgedeki fitoplanktonik organizmaların 

toplam hücre sayısının maksimum değerine (292x103hücre/L) 0,5m derinlikte mart 

ayında ulaşıldığını da rapor etmektedir. 

Nesterova, (2003) Karadeniz’in ve fitoplanktonik türlerin jeolojik geçmişi, dağılımı 

ile nehirlerin etkisinin ilk kez incelendiği belirttiği çalışmasında, Bacillariophyta ve 

Silicoflagellata nın üçüncü çağda, Dinophyta, Chrysophyta ve muhtemelen 

Cyanophyta ve Chlorophyta’nın ise dördüncü çağda form oluşturduğunu belirterek, 

Karadeniz’in jeolojik geçmişinden bugüne 710 tür ve tür içi taksonların tespit 

edildiğini ve Kuzey kutup, çift kutuplu, Kuzey-tropikal, tropikal orjinli kozmopolit 

ve endemik bu türlerin korunmuş olduğunu, ifade etmektedir. 

Gomez ve Boicenco, (2004) Karadeniz’deki serbest yaşayan dinoflagellatların 

Akdeniz ve Dünya denizleriyle karşılaştırmasının literatür kayıtlarına dayalı olarak 
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yaptıkları bu derleme çalışmasında, endemik olmayan ve aralarında zararlı alg aşırı 

üremelerine neden olan taksonların da bulunduğu 54 cinse ait toplam 267 kozmopolit 

tür tespit ettiklerini belirterek, Akdeniz de rastlanmayan bazı kutupsal-boral türlerin 

de Karadeniz’den rapor edildiği ifade etmektedir.  

Türkoğlu ve Koray, (2004) 1995 ve 1996 yıllarında Güney Karadeniz’in kıyısal 

alanında (Sinop körfezi) örneklenen fitoplankton türlerinin süksesyonu, yıllık 

döngüleri, çeşitliliği ve besinlerin mevsimsel değişimlerinin araştırıldığı 

çalışmasında, yıllık fitoplankton dağılımını içeren bir tür listesi hazırlandığını ve 

tespit edilen türlerin ise; cyanophyceae sınıfına ait 1 tür, Dinophyceae sınıfına ait 83 

takson, Prymnesiophyceae sınıfına ait 1 takson, Dictyochophyceae sınıfına ait 5 

takson, Bacillariophyceae sınıfına ait 88 takson ve Euglenophyceae sınıfına ait 1 

takson olmak üzere toplam 179 takson tespit ettiklerini rapor etmiştir. 

Baytut ve ark., (2005) Ekim 2002 ile Ekim 2003 arasında Güney Karadeniz 

bölgesinde Kızılırmak ve Yeşilırmak deltalarının bulunduğu Samsun ili kıyısal 

alanında yaptıkları çalışmada, Türkiye karasularından teşhis ettikleri denizel 

fitoplankton taksonlarından birinin Zygnematophyceae, dördünün Bacillariophyceae 

ve diğerinin ise Fragilariophyceae’ye ait olan toplam 6 türün ilk kayıtlarını rapor 

etmiştir. 

Mikaelyan, (2005) 21-26 Haziran 2004 de Karadeniz’in Kuzeydoğu bölgesinde 

yaptığı çalışmasında sahilden 70 mile kadar olan alanda, Coccolithophorid alg 

patlaması tespit ettiklerini belirterek, Emiliania huxleyi türünün dominant olduğunu 

ve bu alg patlamasının nedeninin ise fosfor konsantrasyonunun artmasıdan 

kaynaklanabileceğini ifade etmişdir. 

Vershinin ve ark., (2005) Doğu Karadeniz kıyılarında yaptıkları çalışmada 

fitoplankton çoğalmasının Şubat ayında Cerataulina pelagica, Dactyliosolen 

fragilissimus, Pseudodelicatissima, Hemiaulus hauckii, Skeletonema costatum, 

Pseudonitzschia ve Chaetoceros gibi türlerle başladığını ve devam eden süreçte ise 

diğer flagellat türlerinin çoğalmalarının meydana geldiğini belirtmiştir. 

Feyzioğlu ve Öğüt, (2006) Doğu Karadeniz kıyılarında (Trabzon) alg patlamalarına 

neden olan baskın alg türlerin tespit etmek amacıyla red tide olaylarını 1991 ve 2001 

tarihleri arasında düzenli bir şekilde gözlemlediği çalışmasında, red tide’a sebep olan 
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türleri Scrippsiella trochoidea, Eutreptia lanowii, Pyramimonas orientalis, Euglena 

acusformis, Gymnodinium sanguineum ve Diplopsalis lenticula olarak rapor etmiştir. 

Fevzioğlu ve Seyhan, (2007) Günedoğu Karadeniz kıyısında 1993, 1994 ve 2001, 

2002 yıllarında yaptıkları iki örnekleme sonucu tespit edilen fitoplankton 

kompozisyonlarının karşılaştırıldığı çalışmada, 5 sınıfa ait toplam 115 tür tespit 

edildiğini, diatom ve dinoflagellat türlerinin dominat olduklarını, bu dönemler 

arasında dinoflagellat oranının artarak %35 den %41’e yükseldiğini rapor etmişdir. 

Taş ve Okuş, (2006) Eylül 2004 ve Ekim 2005 yılları arasında Karadeniz de kirliliğin 

incelenmesi projesi kapsamında yaptıkları çalışmada, Karadeniz’in Türkiye 

kıyılarında kalitatif fitoplankton dağılımının tespit edilerek 7 sınıfa ait toplam 129 

takson’un belirlendiğini, diatom türlerinin oranının en yüksek (%52.7), dinoflagellat 

türlerinin ise daha az olduğunu (%36.4) ve nehir girişlerine yakın lokalitelerde ise 4 

sınıfa ait toplam 12 tatlı su alginin de tespit edildiğini ifade etmişdir. 

Baytut ve ark., (2008) Güney Karadeniz kıyılarında Ekim 2002 ve Eylül 2003 

tarihleri arasında aylık fitoplankton değişimlerini ve çevresel faktörlerle olan 

ilişkilerinin aylık olarak izlediği çalışmasında, 5 divizyodan 14’ü potansiyel zararlı 

tür olmak üzere toplam 129 takson tespit edildiğini, toplam fitoplankton 

bolluğununda Ekim 2002 ile Mayıs ve Temmuz 2003 tarihlerinde üç artış olduğunun 

belirlendiğini rapor etmiştir. 

Beşiktepe ve ark., (2008) Karadeniz’in Sivastopol körfezinde toksik Pseudo-

nitzschia (P. calliantha) izole ettiklerini ve bunun ilk kayıt olduğunu belirttiği 

çalışmasında, bu türün yığın kültüründen elde edilen örneğin analizinden ise hücresel 

domoik asit tespit edildiğini rapor etmektedir.  

Morton ve ark., (2009) Karadeniz ‘in Kafkasya bölgesinde kabuklu zehirlenmeleriyle 

ilişkilendirilen Dinophysis spp. and Prorocentrum lima türlerinin mevsimsel 

durumunun araştırıldığı çalışmasında, Dinophysis spp.’nin erken ilkbahar döneminde 

çoğalmaya başladığını ve yaz sonuna kadar bu artışın devam ettiğini, Prorocentrum 

lima’nın ise daha nadir bulunduğunu, buna karşın Haziran 2002 de meydana gelen 

şiddetli fırtınanın ardından ise bu türün maksimum hücre konsantrasyonuna ulaştığını 

rapor etmişdir. 
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Vershinin ve Orlava, (2008) Rusya’nın kıyısal alanlarında yaptığı çalışmasında, 

toksik ve aşırı alg üremesine sebep olan onlarca tür olduğunu belirterek, bu toksin 

üreten organizmaların yumuşakçalar tarafından absorbe edildiğini ve bunları tüketen 

insanların zehirlenmelerine neden olabileceğini belirtmiştir. 

Develi ve Velikova, (2009) Kuzeybatı Karadeniz de yaptığı çalışmasında, 

dinoflagellat, Lessardia elongata türünü tespit ettiklerini ve bu türün hücre 

bolluğunun Eylül ayında 18.400hücre/L, Haziran ayında ise 87.400hücre/L 

konsantrasyonlarına ulaştığını rapor etmiştir. 

Baytut, (2010), Temmuz 2007 ile Aralık 2008 tarihleri arasında Karadeniz’in 

Kızılırmak nehir ağzı fitoplanktonu ve nutrientlerle etkileşimlerinin araştırıldığı 

çalışmasında, Cyanobacteria (24), Bacillariophyta (213), Chlorophyta (32), 

Cryptophyta (10), Dinophyta (120), Euglenophyta (14), Haptophyta (13), 

Heterokontophyta (14), Incertae Sedis (2) ve Streptophyta (11) divizyolarına ait 

toplam 451 taksonun tespit edildiğini, bu taksonlardan, 75 âdetinin Türkiye alg 

florası için yeni kayıt ve 41’inin potansiyel zararlı tür olduğunu belirtmiştir. Ayrıca, 

araştırma bölgesinde belirlenen taksonların %52’si tatlı su türlerinden, % 48’inin ise 

denizel kökenli taksonlardan olduğunu, toplam fitoplankton tür sayısının % 40’ın acı 

sularda yaşayabilen tatlı su ve denizel kökenli örihalin türlerin oluşturduğu tespit 

edildiğini rapor etmiştir. 

Baytut ve ark., (2010) Karadeniz’in Güney’inde, Samsun körfezinde oluşan besin 

artışının fitoplanktonik organizmalar üzerindeki etkisinin araştırıldığı çalışmasında, 5 

ordo’dan 14’ü olası toksik tür olmak üzere toplam 129 taksanın belirlendiğini, 

toplam fitoplankton biomass yoğunluğunun 2002 ve 2003 yıllarında üç pik yaptığını 

rapor etmektedir. 

Bat ve ark., (2011) Karadeniz’in kapsamlı biyolojik çeşitlilik karakteristiğinin ortaya 

konulduğu bu derleme çalışmasında, Karadeniz kıyılarının insan kaynaklı etkilere 

şiddetli olarak maruz kaldığını belirterek bu durumun bölgedeki biyolojik 

kaynakların üreme kapasitesini ve miktarını azalttığını, biyo-çeşitlilikte ise 

değişimlerin meydana geldiğini ifade ederek bu durumun özellikle deniz tabanında 

yaşayan toplulukları hayati şekilde tehlike altına aldığını rapor etmişdir. 
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Yasakova, (2011) 1998-2009 yılları arasında Kuzeydoğu Karadeniz’de yapmış 

olduğu çalışmasında, Oxytoxum variabile, Lioloma pacificum, Asterionellopsis 

glacialis, Dinophysis odiosa, Alexandrium ostenfeldii, (Diatomyceae) ve Phaeocystis 

pouchetii (Chrysophyta) türlerinin tespit edildiğini belirterek, bu türlerin bölgeye 

gemilerin balast sularıyle taşındığının tahmin edildiğini belirtmişdir. 

Özdemir ve ark., (2012) Güneydoğu Karadeniz’in Trabzon ili/Yomra ilçesi kıyısal 

alanında Eylül 2007 ile Ağustos 2008 tarihleri arasında yaptıkları çalışmasında, 6 

sınıftan toplam 110 tür tespit ettiklerini, yıl boyunca Dinophyceae (%47,3) ve 

Bacillariophyceae (%46.4)’nın baskın gruplar olduğunu belirtmişdir. 

Krakhmalny ve ark., (2012) dinoflagellat türlerinin Karadeniz’deki gelişim 

aşamalarının ele alındığı çalışmasında, son 20 yılda rapor edilen 200 den fazla yeni 

tür ile birlikte toplam 456 tür 467 varyete ve form tespit edildiğini belirtilerek, 

bugüne kadar 10 order (takım), 37 familya ve 79 cinse ait dinoflagellatların 

Karadeniz’de bulunduğu rapor etmiştir. 

Mousing, (2013) Güney Karadeniz de fitoplankton tür kompozisyonu ve total 

bolluğundaki değişimlerin son 150 yılı kapsayacak şekilde araştırdığı çalışmasında, 

1960 yılından sonra Karadeniz’in hem tür kompozisyonunun değişerek toplam 

bolluktaki silikatlı protistlerde artış görüldüğünün tespit edildiğini ve bu artışın 

nedenin Tuna nehrinden gelen besinlerin sebep olabileveğini belirtilmektedir. Ayrıca 

dinoflagellatların tür, bolluk ve çeşitliklerininde değiştiğini, Lingulodinium 

polyedrum, Polykrikos schwartzii ve Spiniferites spp. gibi türlerin dominant hale 

geldiğini rapor etmektedir. 

Petrova, (2015) Karadeniz’in Bulgaristan kıyısal alanında 2008-2010 yılları arasında 

yapmış olduğu çalışmasında 204 türün tespit edildiğini, alglerin 14 sınıfa 

dağıtıldığını yüzde olarak ise an yüksek oranda dinoflagellatlar (%40.2) ve 

bacillariophyceae (%31.8) gruplarının olduğunu rapor etmektedir. 

Ağırbaş, (2016) 2014 ve 2015 de Güneydoğu Karadeniz’in kıyısal alanında (Rize) 

fitoplanktonik organizmaların sezonsal değişimlerini incelediği çalışmasında, toplam 

71 türün tespit edildiğini ve bu türlerin 41’inin Dinoflagellatlara, 18’inin Diatomlara 

ve 12’sinin diğer gruplar (Silikoflagellata, Oglenofita, Primnesiofitai, Chlorofita, 

v.b.) olarak tespit ettiklerini belirtmiştir. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal  

3.1.1. Çalışma Alanının Yeri 

Şekil 3.1 Orta ve Doğu Karadeniz Bölgesinde örnekleme yapılan lokasyonlar 

Deniz orjinli Yeşil Mikro alglerin (Chlorophyta) Güney orta ve Güneydoğu 

Karadeniz bölgesinde yüzey suyundaki çeşitliliğini belirlemek amacıyla, steril 5L 

hacmindeki borosilikat malzemeden yapılmış balon jojeler ile kıyısal limanlık 

alanlardan nitel örnekleme ile deniz suyu örnekleri alınmıştır. Örnekleme yapılan 

lokaliteler Şekil 3.1’de gösterilmektedir. 

3.2. Yöntem 

Örnekleme çalışmaları sonrası labaratuara getirilen örneklerden sırasıyla 

- Alg hücrelerinin çoğaltılması, izolasyonu ve saflaştırması 

- Toplam DNA’nın eldesi 

- Jel elektroforezi ile DNA kalite kontrolü 

- PZR ile amplifikasyon 

- PZR ürünlerinin jel elektroforezinde kontrolü 

- Sekans analizi ve elde edilen verilerin değerlendirilmesi işlemleri uygulanmıştır. 

 

AT-11 

AT-7 

AT-5 

AT-8 AT-6 

AT-10 

AT-9  

AT-2 
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3.2.1. Alglerin Çoğaltılması, İzolasyonu ve Saflaştırılması 

Labaratuvara uygun şartlarda getirilen deniz suyu örnekleri (DDS) farklı deniz suyu 

ortamlarında (Katı ve sıvı) kültür edilerek türler izole edilmiştir. Farklı lokaitelerden 

alınan ve 5L’lik steril balon joje içerisine konan DDS örneklemeleri labaratuvarda 

ağız açıklığı 0,45 µm olan membran filitre (MF) ile süzüldü. DDS içerisinde 

bulunması muhtemel mikroalglerin çoğalabilmesi için Walne besin solüsyonu(W) 

ilave edildi (1ml/L). Walne medyumu hazırlama prosedürü Ek-1’dedir. 1000–2000 

Lux ışık ve 18 ⁰C sıcaklığı ayarlanmış kontrollü ortamda 5-10 gün süreyle 

mikroalgler çoğaltaldı. Çoğalan örnek saflaştırma için dört adet 10 ml test tüplere 

konularak santrifüj edildi (3000 rpm). Santrifüj sonrası dibe çöken alg dışındaki sıvı 

kısım tamamen deşarj edilerek yerine 10ml steril DDS ilave edildi. Bu işlem en az üç 

kez tekrarlandı. Santrifüj işlemi ile bakteri yükü azaltılan kültür katı besi yerine 

(KBS) öze ile ekimi yapıldı. Ekim için çizme yöntemi kullanıldı. Katı besi yeri 

hazırlama prosedürü Ek-2’dedir. Ekimi yapılan petri kabları mikroalg hücrelerinin 

çoğalması için 1-2 hafta süre uygun ortamda muhafaza edildi (Şekil 3.2). Katı besi 

yerine yapılan ekimlerden temiz alg kolonisini elde edinceye kadar ekimler 

sürdürüldü. Petri içerisinde çoğalan kültürün mikroskop altında kontrolü yapılarak 

temiz koloniler belirlendi. İşaretlenen koloniler öze ile sıvı besi yerine (test tüp) 

ekildi. Sıvı besi yeri hazırlama prosedürü Ek-3’dedir. Saflaştırılan türler hem test tüp 

ve hem de petri içerisinde 4 °C’de muhafaza altına alındı.  

  

Şekil 3.2 Aseptik şartlarda mikroalg ekimi işlemi (a), Katı ve sıvı ortam içerisine 

ekilen saf mikroalg kültürlerinin klimatik ortamda çoğalması (b) 

 

 

a b 
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Yukarıdaki prosedürü takip ederek, mikroalg türleri izole edildi. Bu işlemin daha 

kolay anlaşılabilmesi için grafik ile aşağıda açıklanmıştır. 

5L DDS steril balon joje’ye koyulur 

 
W(1ml/L) ilave edilir 

 (Hızlı bir şekilde labaratuvara ulaştırılır.) 

 
Örnekler kontrollü ortamda çoğalmaya bırakılır 

 
Çoğalan örnekler 4 adet sentrifüj tüplerine yerleştirilir 

 
5000 rpm de 5 dakika santrifüj edilir 

 
Santrifüj sonrası üste kalan sıvı deşarj edilir 

 
Kalan kısıma aynı miktarda steril deniz suyu ilave edilerek karıştırılır 

 
Tekrar 5000 rpm de 5 dakika santrifüj edilir 

 
Ortamın bakteriden arındırılması için en az 3 kez santrifüj yapılır 

 
Çizme yöntemiyle öze ile KBS’ye ekim yapılır 

 
Mikroalg hücrelerinin çoğalması için uygun ortama koyulur 

 
Çoğalan koloniler tekrar yeni petrilere ekilir 

 
Ekim işlemi bakterisiz kültür elde edilinceye kadar tekrarlanır 

 
Saf koloni öze ile SBS’ye ekilir 

 
Mikroalg çoğalması için uygun ortama koyulur 

 

3.2.2 Morfolojik inceleme 

Morfolojik inceleme izolasyonların basit düzeyde teşhisi için yapıldı. İzolatlar Nikon 

Eclipse E 800 mikroskop (Nikon inc. Tokyo Japan) ile incelendi. İncelenen her bir 

izolat etiketlendi ve fotoğraflandı. Bu işlem için Dxm1200 digital kamera ACT 

software program kullanıldı.  
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3.2.3 Moleküler Analizler 

3.2.3.1 Toplam DNA İzolasyonu 

20 mg liyofilize veya 100 mg yaş haldeki plankton örneklerinden DNA eldesi ticari 

kit prosedürlerine göre yapılmıştır. Toz haline getirilmiş liyofilize örnekler önce 

mekanik olarak ezilmiş ve daha sonra liziz tamponu eklendi ve inkübasyon yoluyla 

parçalanmıştır. Lizis tamponundaki RNase A, numunedeki RNA'yı sindirir. 

Lizizasyondan sonra proteinler ve polisakkaritler tuzla çökelir. Kit prosedürlerinde, 

hücre döküntüleri ve çökeltileri, benzersiz bir filtrasyon ve homojenleştirme ünitesi 

olan mini spin kolonu boyunca kısa bir santrifüjleme ile tek bir adımla uzaklaştırılır. 

DNA'nın membrana bağlanmasını hızlandırmak için temizlenmiş lizata bağlayıcı 

tampon ve etanol eklenir. Homojenize olmuş örnek mini spin kolon içine konularak 

ve kısa süreli santrifüj edilerek DNA’nın seçici membrana yapışması sağlanmıştır. 

DNA membrana bağlanırken, proteinler ve polisakkaritler gibi kirleticiler yıkama 

adımlarıyla verimli bir şekilde uzaklaştırılır. Son olarak TE (pH 8.0) tampon ile 

santrifüj işlemi yapılarak DNA’yı içeren sulu solüsyon elde edilmiştir (Şekil 3.3). 

Pelet halindeki DNA çözüldükten sonra agaroz jelde bütünlüğü kontrol edilmiştir. 

     

Şekil 3.3 DNA’yı içeren sulu solusyon  

Spektrofotometre ile yapılan kontrolde ise saflaştırılmış DNA'nın 260 ve 280 nm 

dalga boyundaki absorbans oranları 1.7-1.9'dur ve absorbans taramalarının, 260 

nm'de simetrik bir pik göstermesi yüksek oranda saflığın göstergesidir. Miktarı ve 

kalitesi kontrol edilmiş DNA örnekleri -20 C’de saklanmaktadır. 

Bu çalışmada analizi yapılacak olan genomik DNA izolasyonu QIAGEN DNeasy 

Plant Mini Kit (Cat. No. 69104) kullanılarak yapılmıştır. İzolasyon için üretici 
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firmanın aşağıda açıklanan “Bitki dokularından total DNA Saflaştırma Mini 

Protokolü” yöntemleri izlenmiştir (Çizelge 3.1) 

Çizelge 3.1 DNA elde etme protokolü 
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Liyofilize haldeki yaklaşık 20 mg plankton dokusu, sıvı azot 

kullanılarak havan yardımıyla ince bir toz haline getirilir ve 1.5 

ml’lik tüplere transfer edilir. 

 

 

 

Her bir tüpe maksimuma 400 ul Tampon AP1 ve 4μl RNaz A 

stok solüsyonu (100 mg / ml) eklenmiştir. 

Örnek tüpleri 65C°’de sıcak blokta ya da su banyosunda 10 dk 

inkübe edilerek dokular parçalanır. İnkübasyon sırasında tüpler 2 

veya 3 kez ters çevirerek karıştırılmıştır.  

Lizata 130μl P3 tamponu eklenir, karıştırılır ve buz üzerinde 5 

dakika inkübe edilir. 
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Parçacıklı maddeleri çıkarmak üzere, ilk olarak lizat oda 

sıcaklığında 20.000xg (14.000 rpm)’de 5 dakika santrifüj yapılır. 

 

 

Lizat, 2 ml'lik bir toplama tüpüne yerleştirilen QIA shredder 

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

dakika boyunca santrifüjlenir. 

QIA shredder Mini spin kolonundan geçen sıvı hücre çöküntüleri 

ve pelete zarar verilmeden yeni bir tüp içine aktarılır. Bazı bitki 

türleri için daha az lizat geri kazanılsa da genellikle 450μl lizat 

geri kazanılır. Bu durumda, bir sonraki adımın hacmi belirlenir. 
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Temizlenmiş lisata 1.5 hacim %96-100’lük etanol ilavesi 

yapılmış tampon AW1 ilave edilir ve pipetleme ile karıştırılır. 

 

 

Bir önceki adımdaki karışımdan oluşmuş olabilecek herhangi bir 

çökelti dahil olmak üzere 650μl pipetlenir ve 2 ml'lik bir toplama 

tüpüne (verilen) yerleştirilen DNeasy mini spin kolonuna transfer 

edilir. 1 dakika boyunca ≥6000 xg (çoğu mikrosantrifüj için 

≥8000 rpm'e karşılık gelir) ile santrifüjlenir ve toplama 

tüpündeki sıvı dökülür. Bu adım bir kez daha tekrar edilir ve 

toplama tüpü biriken sıvıyla birlikte atılır.  
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Çizelge 3.1 DNA elde etme protokolü ( devamı) 
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Her bir örneğe 500µl AW2 yıkama çözeltisi (95% ethanol ilave 

edilmiş) ilave edilir ve oda sıcaklığında ≥6000 x g (≥8000 rpm) 

'de 1 dk. santrifüj yapılır ve toplama tüpündeki sıvı dökülür. 

Minikolon Toplama tüpüne yeniden takılır ve bir sonraki 

adımda tekrar kullanılır. 

 

DNeasy Mini spin kolonuna 500 μl Tampon AW2 eklenir ve 

membranı kurutmak için 20.000 xg'de (14.000 dev / dak) 2 

dakika santrifüjlenir. 

 

E
lü

sy
o

n
 

DNeasy Mini spin kolonlar yeni bir 1,5 ml’lik tüpe transfer 

edilir ve 100 µl AE genomik elüsyon tamponu DNeasy 

membranına eklenmiştir. Oda sıcaklığında (15-25°C) 5 dakika 

inkübe edilir ve sonra elute etmek için ≥6000  g (≥8000 rpm)'de 

1 dakika boyunca santrifüjlenir. Tüp saflaştırılmış genomik 

DNA içerir ve tüpte toplanan sıvı dökülmez.  
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Minikolonlar atılır ve saflaştırılmış DNA alınarak yakın 

zamanda kullanılıcaksa +4C˚ veya uzun zaman sonra 

kullanılacaksa -20 C˚ de saklanır. 

 

3.2.3.2 18S rDNA Bölgesinin Çoğaltılması (Amplifikasyonu) 

Mikroalg örneklerinden elde edilen toplam DNA içerisinden 18S rDNA bölgesi 

çoğaltılmak için seçilmiştir (Şekil 3.4).  

 

Şekil 3.4 Çoğaltılan 18S rRNA gen bölgesinin şematik gösterimi (Liu ve ark., 1995) 

A) Çeşitli 18S rDNA bölgesinin tamamı, çeşitli primerler çifti kullanılarak 

nispeten kısa alt fragmanlara bölünür. NS, nükleer küçük-altbirim rDNA; 

NS'yi takip eden küçük harfler, ilgili alt parçaları gösterir. (B) 18S rRNA 

geninin yeri. NTS, transkripsiyona tabi olmayan spacer; ITSa, küçük-

altbirim genleri ile bağlantılı olan ITS kısmı 
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18S’i kodlayan gen bölgesi için başka araştırıcılar tarafından geliştirilen primer 

setleri (NS1, NS3, NS4 ve NS8) (White ve ark., 1990) ileri ve geri yönlü 

kullanılarak, gen bölgesinin yaklaşık 2000bp’lik kısmı çoğaltılmıştır (Çizelge 3.2).  

Çizelge 3.2 Çalışmada kullanılan DNA segmenti ve primer sekansları 

Gen Segmenti  Primer Dizisi Kaynaklar 

18S rDNA 

NSa 
NS1: 5’- GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’ 

White ve ark. 

(1990) 

NS4: 5’- CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3’ 

NSb 
NS3: 5’-GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC-3’ 

NS8: 5’-TCCGCAGGTTCACCTACGGA-3’ 

18S rDNA bölgesinin çoğaltılması için iki ayrı reaksiyon programı (NSa (NS1-NS4) 

ve NSb (NS3-NS8)) oluşturulmuştur. Çift iplikçikli DNA’nın yükseltgeme işlemi her 

örnek DNA’sı ile birlikte toplam 50 l’lik PZR hacminde yürütüldü (Çizelge 3.2). 

Çizelge 3.3. 18S rDNA bölgesinin çoğaltılması için belirlenen PZR karışımının   

bileşenleri ve miktarları 

PZR Bileşenleri 
Reaksiyon Tüpü  

(1 örnek için) 

Negatif kontrol 

2X Reaksiyon Buffer 

50u/ml Tag DNA Polimeraz 

3mM MgCl2  

400μM dNTPs (dGTP, dCTP, dATP 

ve dTTP) 

25l 

 

25l 

 

İleri yönlü Primer (10pmol) 5l 5l 

Geri yönlü Primer (10pmol) 5l 5l 

Kalıp DNA (40ng/ml) 10l - 

Nucleaz içermeyen saf su 5l 5l 

Toplam 50l 50l 

Bu karışım içerisinde sırasıyla; DNA, ileri ve geri yönlü primerler, PZR Master Mix, 

2X (PROMEGA) Reaksiyon bufferı (pH 8.5) ve ddH2O bulunmaktadır. 2X 

Reaksiyon Buffer ise, 50 ünite/ml TaqDNA Polimeraz enzimi, 400 µM dATP, 400 

µM dGTP, 400 µM dCTP, 400 µM dTTP, 3 mM MgCl2’dan oluşmaktadır. 

Hazırlanan karışım 0.5 ml’lik PZR tüplerine dağıtılmıştır (Çizelge 3.3). 
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Şekil 3.5. PZR işleminin gerçekleştirildiği termal cycler 

Örneklerin spesifik gen bölgesinin çoğaltılmasında Thermal cycler (BIORAT, Şekil 

3.5) yardımıyla yapılmış ve Çizelge 3.4’de verilen PZR programları, tatmin edici 

sonuçlar vermiştir. 

İlk adımda 95 °C’de 2 dk.’lık bir denaturasyon işlemi yapılarak döngülere 

geçilmiştir. Döngü içerisinde tekrar 95°C de 45 sn’lik denaturasyon, 52°C de 55 sn 

hibridizasyon, ve 72°C de 1,5 dk. polimerizasyon işlemi için uygulanmıştır. 30 

döngü sonrasında 72°C de 5 dk. son polimerizasyon işlem tamamlanmış ve 4 °C de 

örneklerin tutulması için program yapılmıştır (Çizelge 3.4). 

Çizelge 3.4 Çalışmada kullanılan primerler için belirlenen PZR programları 

PZR 

Kondisyonu 

18S rDNA Segmenti 

NSa NSb 

Sıcaklık 

(C) 
Süre 

Döngü 

Sayısı 

Sıcaklık 

(C) 
Süre 

Döngü 

Sayısı 

Birinci 

denatürasyon 

95 3 dk 1 95 3 dk 
1 

Denatürasyon 95 60 sn } 

40 

95 60 sn } 

40 
Bağlanma 52 51 sn 60 60 sn 

Yeni zincir 

sentezi 

72 120 

sn 

72 120 sn 

Final zincir 

sentezi 

72 5 dk 1 72 10 dk 
1 

Saklama 4 ∞  4 ∞  
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3.2.3.3 PZR Ürünlerinin Kalite ve Miktarının Belirlenmesi 

PZR yükseltgemesi sonrası 5 l PZR ürünü + 1 l 6X yükleme boyası (Loading dye) 

ve 50 ya da 100 bp’lik DNA boy belirteci (3 l boy belirteci + 1 l 6X yükleme 

boyası), ethidium bromid yoğunluğu 0.01 mg (1mg/100l) olacak şekilde hazırlanan 

%1.2’lik agaroz jel üzerinde 1xTBE tampon sisteminde koşturulmuştur (Şekil 3.6b). 

Jeller her bir fragment modeli için istenilen ayrıştırma ve jel konsantrasyonuna bağlı 

olarak yaklaşık olarak 10V/cm’de 40-50 dk. koşturulmuştur. Ethidium bromidle 

boyanan DNA parçaları UV illüminatörle görüntülenmiştir. Jel görüntüleri jel 

dökümantasyon sistemi (Biostep, Darkhood DH-30/32) ve termal yazıcı (Mitsibushi, 

P91D) kullanılarak kayıt edilmiştir (Şekil 3.6a).  

Bu görüntüler üzerinden PZR çoğaltmasının etkinliği kalitatif ve kantitatif olarak 

belirlenmiştir. Aynı zaman da PZR ürün boyu beklenen ürün boyu ile karşılaştırarak 

kontrol edilmiştir. 18S rDNA gen bölgesinin çoğaltılan yaklaşık ürün boyu 2000 bp 

büyüklükte olduğu bulunmuştur. 

Ayrıca ekstraksiyonu yapılan total DNA’nın ve PZR ürünlerinin saflık ve kalite 

tayini UV/visible spektrofotometre (BIO-RAD, The SmartSpec Plus) kullanılarak,  

260 ve 280 nm dalga boyunda optik densitesinin okunmasıyla tahmin edilmiştir. 260 

nm dalga boyundaki optik densite (OD) değeri nükleik asitlerin her ikisinin (DNA ve 

RNA) hesaplanmasını sağlamaktadır. 280nm dalga boyu ise örnekteki protein 

miktarını belirler. 260 nm ve 280 nm okumaları arasındaki oran izole edilen nükleik 

asitin saflığının tahminini verir. Saf olan DNA için OD260/OD oranı 1.8–2.0 

arasındadır. Eğer protein ve/veya fenol kontaminasyonu varsa bu oran 1,8’den 

küçüktür. Eğer saflık kontrolünde oran 2.0’ın üstünde çıkarsa örnekte RNA 

bulunduğunun göstergesidir.  
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Şekil 3.6 Jel görüntüleme ünitesi (a) ve Elektroforez cihazı (b) 

Genel olarak, 10 µl izole edilmiş DNA 490 µl TE tampon ile karıştırılmış ve 65°C’de 

30 dakika inkübe edilmiştir. Kör solusyonu olarak 500 µl TE tampon kuvars küvete 

konulup okuma yapıldıktan sonra, DNA örneği spektrofotometreye yerleştirilmiş ve 

örneğin sulandırma oranı dikkate alınarak, orijinal örnek konsantrasyonu aşağıda 

verildiği gibi hesaplanmıştır: 

DNAK =  260

50500
OD

ml

g

l

l















 




                                                                                              (1.1) 

 şeklinde olup burada, 

DNAK : DNA konsantrasyonu (µg/ml) 

X
 

: Kullanılan DNA hacimi 

OD
 

: Optik yoğunluk (density) ifade eder 

Kontrol sonrası başarılı bulunan PZR ürünleri kullanılmak üzere 4oC’de tutulmuş 

veya daha uzun süreli kullanım için derin dondurucuya (-20 oC) konulmuştur. 

3.2.3.4 PZR ürünlerinin saflaştırılması 

PZR ürününün saflaştırma işleminde INVITROGEN PureLink™PZR Saflaştırma 

Kiti (Cat.No.K310001) kullanılmıştır. Kit içerisinde 3 adet tampon bulunmaktadır: 

Bağlama tamponu (B2), bağlama tamponu (B3), yıkama tamponu (W1). 4 aşamada 

gerçekleştirilen saflaştırma işlemi Çizelge 3.5’ de verilmiştir. 

 

  

a b 
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Çizelge 3.5 PZR ürünün saflaştırılması işleminin şematik gösterimi 

(INVITROGEN PureLink™PZR Saflaştırma Kiti 

(Cat.No.K310001) ürün protokolünden alınmıştır 

 

A. PZR Ürününün hazırlanması 
PCR ürünlerine izopropanol ilave 

edilerek uygun Bağlama Tamponu 

eklenir. 

B. DNA’nın bağlanması  
PureLink PZR Spin Kolonutoplama 

tüplerine yerleştirilir ve PZR ürünleri 

minikolona transfer edilir. 

 

C. Yıkama  
PureLink PZR Spin Kolonu yıkama 

tamponu ile yıkanır. 

D. Elüsyon  
DNA'yı PureLink Elüsyonu Tüpüne 

alınır. 

3.2.3.5 PZR Ürünlerinin Sekansı 

Saflaştırılan 100 µl’lik PZR ürünleri 50 µl hacim içerisinde sulandırılarak her iki gen 

bölgesi için ileri ve geri yönlü primerleri ile birlikte iki yönlü okuma yapılmıştır. 

PZR ürünün sekanslarının alınmasında 18S rDNA segmenti için de yer alan NSa ve 

NSb bölgeleri için ileri ve geri yönlü primerler ayrı ayrı kullanılmıştır. Bu şekilde her 

bir iplikçik diğeri ile tamamlayıcı olarak karşılaştırılarak iki defa kontrol edilmiştir. 

BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) kullanılarak, dizi 

ürünleri ABI 3730XL kapillar otomatik sekans aletinde yürütülmüş ve elde edilen 

ham veriler alınmıştır. 

3.2.3.6 DNA Dizilerinin İşlenmesi 

Moleküler biyolojide yaygın olarak kullanılan çoklu hizalamalar; protein ailelerini 

karakterize eden sekans motiflerini bulmak, bilinen veya bilinmeyen sekans aileleri 

arasındaki benzerlikleri (homoloji) ortaya çıkarmak, ikincil veya üçüncül yapıların 

ön tahminlerini desteklemek, gerekirse PZR primerlerinin dizaynını desteklemek ve 

oluşturulacak filogenetik analizlere yardımcı olmak için kullanılmıştır. Filogenetik 

analizler için veri seti oluşturulması amacıyla, farklı türlere ait 18S rDNA gen 

dizileri NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri tabanından 
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bulunarak indirilmiştir. NCBI’den alınan örneklerin seçiminde, özellikle dağılım 

gösterdiği havzalarından çalışılan türler ile birlikte bu türlere yakın diğer türler göz 

önüne alınmıştır. Dış grup seçerken ise türün çalışılan taksa ile ilişkili olmasına ve bu 

taksa sınıflanmaya başlamadan daha önceki zamanda ortak bir ataya sahip olmasına 

dikkat edilmiştir. Veri setindeki homolog bazların hizalanması için ClustalX 

(Thompson ve ark., 1997) programı kullanılmıştır. Program tarafından hizalamaları 

yapılan veri setleri BioEdit (Hall, 1999) programı kullanılarak tekrar kontrol edilmiş, 

gerek görülen bölgeler düzeltilmiş ve nükleotid eklenme-silinme (insertion-deletion) 

bölgeleri içeren kolonlar uzaklaştırılmıştır. 

3.2.3.7 Sekans Profilinin Çıkarılması 

Sekans profilinin oluşturulması genellikle çoklu homolog sekansların hizalanmasıyla 

başlar ve çoklu sekans hizalamasından elde edilen bilgilerin özetinin çıkarılması için 

yapılır. Çıkarılan profilin analizinde iki ana adım izlenmiştir. Bunlardan birincisi 

profilin oluşturulması, ikincisi ise sekansların ait olduğu veri tabanı veya tek sekans 

ile profilin karşılaştırılması şeklinde olmuştur. 

3.2.3.8 Filogenetik Analizler 

Filogenetik analizler öncesinde veri seti için en uygun baz değişim modelinin 

belirlenmesi için jModelTest v. 0.1 (Posada, 2008) programı kullanılarak Akaike 

Information Criterion (AIC: Akaike, 1974) ve Basian Information Criterion (BIC) 

analizleri yapılmıştır. ModelTest analizinin bir veri seti için birden fazla tipte baz 

değişim modeli önermesi durumunda önerilen her model için filo genetik ağaçlar 

oluşturulmuş ve en yüksek Bootstrap değerini veren ağaç bu çalışmada gösterilmiştir. 

İzolatlar arasındaki evrimsel ilişkilerin belirlenmesi için Neighbor-Joining(NJ), 

Maksimum-Parsimony (MP) ve Maksimum-Likelihood (ML) olmak üzere üç farklı 

algoritma kullanılmıştır. NJ ve MP analizleri PAUP 4.0b10 (Swofford, 2003) 

programı kullanılarak ML analizleri ise PYHML v. 3.0 (Guindon ve Gascuel, 2003) 

programı kullanılarak yapılmıştır. Oluşturulan filo genetik ağaçların 

güvenilirliklerini belirlemek amacıyla Bootstrap analizleri her algoritma için 1000 

tekerrürlü olacak şekilde yapılmıştır. 
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4. BULGULAR ve TARTIŞMA 

Bu çalışmada Orta ve Doğu Karadeniz bölgesinde bulunan Ordu, Giresun, Trabzon 

ve Rize illerinden Chlorophyta divizyosuna ait toplam 8 adet mikroalg örneği izole 

edilmiştir (Çizelge 4.1). Ayrıca bu izolatların moleküler filogenetik yöntemler 

kullanılarak türleri teşhis edilmiştir. Yapılan analizler sonucunda izolatların 

Chlorophyta divizyosundan 5 farklı cinse ait olduğu belirlendi. 

Çizelge 4.1 İzolatlara ait lokasyonlar ve örneklenme tarihleri 

İzolat Lokasyon İzolasyon Tarihi 

AT-2 Ardeşen/Rize 09 Kasım 2015 

AT-5 Bulancak/Ordu 11Kasım 2015 

AT-6 Görele/Giresun 05 Haziran 2015 

AT-7 Bolaman/Ordu 15 Mayıs 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 Ardeşen ilçesinde kıyısal alandan 09 Kasım 2015 

tarihinde alınan örnekten izole edilmiştir. İzolat mikroskop altında yeşil renkli, 

ortalama 12-17 µm çaplı küresel hücreler olarak görülmüştür (Şekil 4.1a, b). 

  

Şekil 4.1. İzole edilen Chlorella vulgaris izolatına ait mikroskop görüntüsü (a)10x40, 

(b)10x100 büyütme 

a b 
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Yapılan PZR amplifikasyonları ve aynı primer çiftleri kullanılarak gerçekleştirilen 

nükleotid dizilemeleri sonucunda izolatın 18S rDNA genine ait 546 bp’lik kısmı elde 

edilmiştir. Yapılan BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analizi sonucunda 

izolatın Chlorella cinsi ile ilişki olduğu görülmüştür. Bu cinsin izolatımız ile yakın 

türlerine ait 18S rDNA nükleotid dizileri GenBank’tan indirilmiş ve bir veri seti 

oluşturulmuştur (Çizelge 4.2). Analizler 112 adet polimorfik bölge içeren 526 adet 

hizalanmış nükleotid üzerinden yürütülmüştür. AIC ve BIC testleri sırasıyla; 

TrN+I+G (I: 0.479; G: 0.521) ve TrNef+I+G (I: 0.479; G: 0.52) evrimsel modellerini 

önermiştir. Bu modellerden TrN+I+G modeli daha yüksek Bootstrap değerleri 

verdiğinden bu çalışmada bu model ile oluşturulan ağaç gösterilmiştir (Şekil 4.2). 

MP analizleri 58 adet türemiş ortak karakter üzerinden yürütülmüştür. Analizler 

sonucunda 187 basamak uzunluğunda 1 adet (CI: 0.721925; RI: 0.771930; HI: 

0.278075) en kısa ağaç elde edilmiştir. ML ve MP analizlerinde elde edilen 

Bootstrap değerleri NJ ağacı üzerinde ilgili düğüm üzerinde gösterilmiştir. 

Çizelge 4.2 Filogenetik analizlerde kullanılmak üzere GenBank’tan indirilen 

nükleotid dizilerine ait bilgiler 

Tür 
GenBank  

Erişim No 
Kaynak 

Coccomyxa parasitica EU127469 Rodriguez ve ark. yayınlanmamış 

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. yayınlanmamış 

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 
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Şekil 4.2 18S rDNA nükleotid dizileri kullanılarak çizilen NJ filogenetik ağacı. Ağaç 

TrN+I+G (I: 0.479; G: 0.521) evrimsel modeli kullanılarak çizilmiştir. NJ, ML, 

MP analizlerinden elde edilen Bootstrap değerleri aynı sıra ile ilgili düğüm 

üzerinde gösterilmiştir. Ağaç Oocystis marssonii türü ile köklendirilmiştir 
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18S rDNA nükleotid dizilerine dayalı filogenetik analizler neticesinde (Şekil 4.2) 

izolatın Chlorella cinsi içerisinde C. vulgaris türü ile ilişkili olduğu belirlenmiştir. 

İzolatımız AT-2, C. vulgaris SAG 211-11b izolatı ile aynı 18S rDNA haplotipini 

göstermiştir bu ilişki NJ, ML ve MP ağaçlarında sırasıyla %77, %71 ve %64’lük 

Bootstrap değerleri ile desteklenmiştir. Ayrıca C. lobohora bu soy hattına 99,8% 

nükleotit dizi benzerliği ile en yakın tür olarak belirlenmiştir ve bu ilişki NJ, ML ve 

MP ağaçlarında sırasıyla %67, %68 ve %63’lük Bootstrap değerleri ile 

desteklenmiştir. Bu veriler ışığında AT-2 izolatının C. vulgaris türüne ait olduğunu 

söyleyebiliriz. Chlorella cinsi, Chlorophyta divizyosu, Trebouxiophyceae sınıfı, 

Chlorellales takımı, Chlorellaceae familyasi içerisinde sınıflandırılmaktadır. Cins ilk 

olarak Beijerinck (1890) tarafından tanımlanmıştır ve tip türü C. vulgaris 

Bayerinck’dir. Günümüzde bu cins içerisinde tanımlanmış 42 tür vardır (Anonim, 

2018). Chlorella cinsi morfolojik olarak küre ya da elips şeklinde, 2-12μm 

çapındadır (Huss ve Sogin, 1990). İlk aksenik kültürü yaklaşık 120 yıl önce 

yapılmıştır ve günümüzde hala bitki fizyolojisi ve biyokimyasal araştırmalarda 

model organizma olarak kullanılmaktadır (Burja, 2001). Bununla beraber 

akuakültürde yığın kültürü yapılan Chlorella hem insanlar ve hem de hayvanlar için 

değerli bir protein kaynağı, atıkların arıtılması ve biyodizel üretiminde mikro enerji 

üreticileri olarak biyoteknolojik amaçlar için kullanılmaktadır (Golueke ve Oswald, 

1964; Abbolt ve Cheney, 1982). Bizim izolatımızın (AT-2) ait olduğunu 

düşündüğümüz tür, C. vulgaris diğer pek çok yeşil alg gibi genel olarak bir tatlı su 

türü olarak bilinir. Bu bağlamda Karadeniz bölgesi tatlı sularından da önceden rapor 

edilmiştir (Baytut ve ark., 2014). Buna karşın bu tür literatür de denizel 

ekosistemlerden de rapor edilmiştir. Ancak Türkiye denizlerinden böyle bir kayda 

rastlanmamıştır. Bu bağlamda izotlatımız Türkiye denizlerinden izole edilip genetik 

tanımlaması yapılan ilk C. vulgaris izolatıdır.  

AT-5 izolatı, 11 Kasım 2015 tarihinde Giresun ili Bulancak ilçesinden ve AT-7 

izolatı ise 15 Mayıs 2015 tarihinde Ordu ili Bolaman ilçesi kıyısal alanından alınan 

DDS örneğinin çoğaltılmasıyla izole edilmişlerdir (Çizelge 4.2). İzolatlar mikroskop 

altında ortalama 7-12µm çaplı küresel yeşil renkli hücreler biçiminde görülmüştür 

(Şekil 4.3a, b). 

 

http://www.algaebase.org/
http://www.wiki-zero.com/index.php?q=aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvTWljcm9tZXRyZQ
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Şekil 4.3. İzole edilen Coccomyxa parasitica izolatına ait mikroskop görüntüsü 

(a) 10x40, (b)10x100 büyütme 

PZR amplifikasyonları ve aynı primer çiftleri kullanılarak yapılan nükleotid 

dizilemeleri sonucunda izolatların 18S rDNA genine ait ortalama 540 bp’lik kısmı 

elde edilmiştir. BLAST analizi neticesinde her üç izolatında Coccomyxa cinsi ile 

ilişki olduğu tespit edilmiştir. Bu cinsin izolatımız ile yakın türlerine ait 18S rDNA 

nükleotid dizileri Gen Bank’tan indirilmiş ve bir veri seti oluşturulmuştur (Çizelge 

4.2). Filogenetik analizler 526 adet hizalanmış nükleotid üzerinden yürütülmüştür ve 

veri seti 112 adet polimorfik bölge içermektedir. AIC ve BIC testleri sırasıyla; 

TrN+I+G (I: 0.479; G: 0.521) ve TrNef+I+G (I: 0.479; G: 0.52) evrimsel modellerini 

önermiştir. Bootstrap değeri daha yüksek olduğunda TrN+I+G modeli ile çizilen NJ 

ağacı bu çalışmada tercih edilmiştir (Şekil 4.2). MP analizleri 58 adet türemiş ortak 

karakter üzerinden yürütülmüş olup sonuçta 187 basamak uzunluğunda 1 adet (CI: 

0.721925; RI: 0.771930; HI: 0.278075) en kısa ağaç elde edilmiştir. Her üç algoritma 

kullanılarak çizilen ağaçlara ait Bootstrap değerleri NJ ağacı üzerinde ilgili düğüm 

üzerinde gösterilmiştir (Şekil 4.2). 18S rDNA nükleotid dizileri kullanılarak yapılan 

filogenetik analizlerde (Şekil 4.2) her iki izolatında Coccomyxa cinsi C. parasitica 

türü ile yakın ilişkili oldukları belirlenmiştir. İzolatlarımız, AT-5 ve AT-7, C. 

parasitica (EU127469) izolatı ile sırasıyla 100%, 100% ve 99,6%’lık nükleotit dizi 

benzerlikleri göstermiş ve bir soy hattı oluşturmuştur. Nannochloris bacillaris türü 

bu soy hattına en yakın tür olarak belirlenmiştir, bu ilişki NJ, ML ve MP ağaçlarında 

sırasıyla %79 ve %80’lik Bootstrap değerleri ile desteklenmiştir. Bu bilgilere 

dayanılarak AT-5 ve AT-7 izolatlarının Coccomyxa parasitica türüne ait olduğunu 

a b 
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söyleyebiliriz. Coccomyxa cinsi; Chlorophyta divizyosu, Trebouxiophyceae sınıfı, 

Trebouxiophyceae takımı, Coccomyxaceae familyasi içerisinde sınıflandırılmaktadır 

ve tip türü Coccomyxa dispar Schmidle’dir. Cins ilk olarak Schmidle tarafından 

tanımlanmıştır ve günümüzde tanımlanmış 30 türü vardır (Schmidle, 1901; Anonim, 

2018). Coccomyxa cinsi serbest yaşayan planktonik deniz ve tatlı su türleri yanı sıra 

epiphifik ve likenlerle birlikte simbiyotik yaşayan türleri kapsamaktadır (Lamenti, 

2000; Lohtander, 2003; Guiry, 2005; Hoshina ve Imamura, 2008). Bizim 

izolatlarımız ile ilşkili olan C. parasitica ilk olarak 1970 yılında Kanada’dan 

tanımlanmıştir (Naidu ve South, 1970). Daha sonra Baltık denizi ve Arjantin’den de 

rapor edilmiştir (Nielsen, 1995; Borasso, 2004; Kontula ve Fürhapter, 2012). Yapılan 

literatür taramasında Türkiye denizlerinden bu türe ait herhangi bir kayda 

rastlanmamıştır. Bu surette izotlatlarımız Türkiye denizlerinden izole edilip genetik 

tanımlaması yapılan ilk Coccomyxa parasitica izolatlarıdır. 

05 Haziran 2015 tarihinde Giresun ili Espiye ilçesi kıyısal alanından alınan DDS 

örneğinden izole ettiğimiz AT-8 izolatı mikroskop altında yeşil renkli çomak şekilli 

yaklaşık 6.01 x 14.63 µm boyutunda hücreler olarak görülmüştür (Şekil 4.4a,b).  

  

 Şekil 4.4 İzole edilen Stichococcus deasoni izolatına ait mikroskop görüntüsü (a) 

10x40, (b) 10x100 büyütme 

Yapılan PZR amplifikasyonları ve aynı primer çiftleri kullanılarak gerçekleştirilen 

nükleotid dizilemeleri sonucunda izolatın 18S rDNA genine ait 533 bp’lik kısmı elde 

edilmiştir. BLAST analizi izolatın Stichococcus cinsine ait olduğunu göstermiştir. 

a b 

http://www.algaebase.org/
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Bu cinsin tüm türlerine ait 18S rDNA nükleotid dizileri GenBank’tan indirilmek 

suretiyle veri seti oluşturulmuştur (Çizelge 4.3). Filogenetik analizler 37 adet 

polimorfik bölge içeren 530 adet hizalanmış nükleotid üzerinden yürütülmüştür. AIC 

ve BIC testlerinin her ikiside TrNef +G (G: 0.016) evrimsel modelini önermiştir. 

Şekil 4.4’de bu model kullanılarak çizilen NJ ağacı görülmektedir, ML ve MP 

analizlerinden elde edilen Bootstrap değerleri de bu ağaçta ilgili düğüm üzerinde 

gösterilmiştir. MP analizleri 10 adet türemiş ortak karakter üzerinden yürütülmüştür 

ve sonuçta 44 basamak uzunluğunda 35 adet (CI: 0.863636; RI: 0.739130; HI: 

0.136364) en kısa ağaç elde edilmiştir. Her üç algoritma ile çizilen ağaçlarında 

topolojileri aynı olup izolatımız ile ilgili aynı filogenetik ilişkileri işaret etmiştir. 

Çizelge 4.3 Filogenetik analizlerde kullanılılmak üzere GenBank’tan indirilen 

nükleotid dizilerine ait bilgiler 

Tür GenBank Erişim 

No 

Kaynak 

Stichococcus ampulliformis AB087559 Handa ve ark. (2003) 

S. chloranthus  AM412751.1 Sluiman ve ark.,  2008 

S. deasoni KF144233 Hodac ve ark., Yayınlanmamış 

S. bacillaris  AB055864 Hanagata, 2001 

S. jenerensis  DQ275461 Neustupa, 2007 

S. chodati  AB055867.1 Hanagata, 2001 

S. chlorelloides  AY271675.1 Lewis ve Levis, 2005 

S. minutus  JN400256 Chen ve ark.,2011, basımda 

C. vulgaris X13688 Huss ve Sogin,1989 

 

İzolatımız AT-8’in 18S rDNA nükleotid dizilerine dayalı filogenetik analizleri 

neticesinde Stichococcus Nägeli cinsi içerisinde, S. deasonii türü ile ilişkil olduğu 

görülmüştür (Şekil 4.5). İzolatımız AT-8, Almanya’dan tatlı su stramatolitlerinden 

izole edilmiş WB38 (KF144233; Hodac ve ark., 2015) S. deasonii suşu ile aynı 18S 

rDNA haplotipini göstermiş, ayrıca türün tip suşu olan UTEX 1706 (DQ275460, 

Neustupa ve ark., 2007) suşu ile de aynı soy hattı içerisinde yer almıştır. Bu ilişki NJ, 

MP ve ML algoritmaları ile oluşturulan filogenetik ağaçların tümünde gözlenmiş 

olup hepsinde de yüksek (≥80) Bootstrap değerleri ile desteklenmiştir. Ayrıca S. 

ampulliformis ve S. chloranthus türleri ile birlikte S. deasonii ortak bir soy hattı 

oluşturmuştur. Bu verilere dayanarak AT-8 izolatının Stichococcus deasonii türüne 

ait olduğunu söyleyebiliriz. 
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Şekil 4.5 18S rDNA nükleotid dizileri kullanılarak çizilen NJ filogenetik ağacı. 

Ağaç TrNef +G (G: 0.016) evrimsel modeli kullanılarak çizilmiştir. 

NJ, ML, MP analizlerinden elde edilen Bootstrap değerleri aynı sıra 

ile ilgili düğüm üzerinde gösterilmiştir. Ağaç Chlorella vulgaris türü 

ile köklendirilmiştir 
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Stichococcus cinsi; Chlorophyta divizyosu, Trebouxiophyceae sınıfı, Prasiolales 

takımı, Prasiolaceae familyasi içerisinde sınıflandırılmaktadır. Cins ilk olarak Nägeli 

(1849) tarafından tanımlanmıştır ve tip türü S. bacillaris Nageli dir. Günümüzde bu 

cins içerisinde tanımlanmış 27 tür vardır (Anonim, 2018). Stichococcus aynı 

zamanda Prasiola kladı içerisinde yer alan çomak şekilli türlere verilen genel bir 

isimdir. Bu klad Trebouxiophyceae soy hattı içerisinde yer alan ve Chlorella, 

Pseudochlorella, Prasiola, Stichococcus gibi morfolojik açıdan farklı cinslerin 

içerisinde yer aldığı bir kladdır (Handa ve ark., 2003; Hodac ve ark., 2016). 

Stichococcus türleri tatlı su, deniz, hemen her tipte toprak ve havanın da içerisinde 

bulunduğu farklı habitatlardan izole edilmiş bir yeşil alg cinsidir. Bu cinsin bazı 

izolatları arctic koşullar ve hatta Dünya orbitalindeki uzay şartlarınıda kapsayan 

multistres şartlarına dahi dayanıklı olabilmektedirler (George, 1957; Handa ve ark., 

2003; Scalzi ve ark., 2012). S. deasonii ilk olarak Neustupa ve ark., (2007) de 

tanımlanmıştır. Türkiye de farklı Stichococcus türlerine (S. flaccidus; S. subtilis, S. 

bacillaris) ait raporlar olmasına karşın S. deasonii için bir kayda rastlanmamıştır 

(Ersanlı ve Gönülol, 2003; Aysel, 2005; Ersanlı ve ark., 2006). Bu bağlamda 

izotlatımız AT-8 Türkiye denizlerinden izole edilip genetik tanımlaması yapılan ilk 

Stichococcus deasonii izolatıdır.  

AT-9 izolatı, 09 Kasım 2015 tarihinde Trabzon ili Yomra ilçesinden ve AT-11 izolatı 

ise, 12 Ekim 2015 tarihinde Ordu ili Fatsa ilçesi kıyısal alanlarından alınan DDS 

örneğinden izole edilmiş ve izolatları mikroskop altında yeşil renkli, küre şeklinde 

yaklaşık 3-5µm çapında hücreler formunda gözlemlenmiştir (Şekil 4.6a,b).  

  

Şekil 4.6 İzole edilen Nannochloropsis oceanica izolatına ait mikroskop görüntüsü 

(a) 10x40 büyütme, (b) 10x100 büyütme 

a b 

http://www.algaebase.org/


33 

 

PZR amplifikasyonları ve aynı primer çiftleri kullanılarak gerçekleştirilen nükleotid 

dizilemeleri sonucunda izolatın 18S rDNA genine ait yaklaşık1180 bp’lik kısmı elde 

edilmiştir. BLAST sonuçları izolatların Nannochloropsis cinsi ile ilişkili olduklarını 

göstermiştir. Nannochloropsis cinsi içerisinde yer alan faklı türlerden bizim 

izolatlarımıza en yakın türlerin 18S rDNA haplotipleri Gen Bank’tan indirilmiş ve 

bir veri seti oluşturulmuştur (Çizelge 4.4). Filogenetik analizler 36 adet polimorfik 

bölge içeren 1147 adet hizalanmış nükleotid üzerinden yürütülmüştür. AIC ve BIC 

testleri sırasıyla; HKY ve K80 evrimsel modellerini önermiştir. Bu çalışmada K80 

modeli ile oluşturulan filogenetik ağaç daha yüksek Bootstrap değerleri verdiği için 

bu evrimsel model tercih edilmiştir. Şekil 4.7’de K80 evrimsel modeli ile çizilen NJ 

ağacı verilmiştir. MP analizleri 29 adet türemiş ortak karakter üzerinden ve sonuçta 

37 basamak uzunluğunda 1 adet (CI: 0.1; RI: 0.1; HI: 0.0) en kısa ağaç elde 

edilmiştir. NJ, ML ve MP algoritmaları ile çizilen ağaçların tümünde benzer 

filogenetik ilişkiler gözlenmiştir. ML ve MP analizlerinde elde edilen Bootstrap 

değerleri NJ ağacı üzerinde ilgili düğüm üzerinde gösterilmiştir (Şekil 4.7). 

Çizelge 4.4 Filogenetik analizlerde kullanılılmak üzere Gen Bank’tan indirilen 

nükleotid dizilerine ait bilgiler. 

Tür GenBank Erişim 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, yayınlanmamış 

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 nükleotid dizilerine dayalı filogenetik analizler neticesinde AT-9 ve     

AT-11 izolatları Nannochloropsis cinsi içerisinde N. oceanica türü ile ilişkili 

çıkmıştır. İzolatlarımız AT-9 ve AT-11 N. oceanica izolatları (JX913538, U41094, 

AB052273) ile %99,7 ve üzerinde nükleotit dizi benzerliği göstermiştir ve ortak bir 

soy hattı oluşturmuştur. N. australis bu soy hattına en yakın tür olarak 

gözlemlenmiştir. 
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Şekil 4.7 18S rDNA nükleotid dizileri kullanılarak çizilen NJ filogenetik ağacı. 

Ağaç K80 evrimsel modeli kullanılarak çizilmiştir. NJ, ML, MP 

analizlerinden elde edilen Bootstrap değerleri aynı sıra ile ilgili düğüm 

üzerinde gösterilmiştir. Ağaç Nannochloropsis salina ve N. gaditana 

türleri ile köklendirilmiştir 
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Bu ilişki NJ, ML ve MP ağaçlarında sırasıyla %57, %62 ve %63’lük Bootstrap 

değerleri ile desteklenmiştir. Bu filogenetik ilişkiler AT-9 ve AT-11 izolatlarının 

Nannochloropsis oceanica türü ile ilişkili olduklarını göstermektedir. 

Nannochloropsis cinsi; Chlorophyta divizyosu, Eustigmatophceae sınıfı, 

Eustigmatales takımı, Monodopsidaceae familyasi içerisinde sınıflandırılmaktadır. 

Cins ilk olarak Hibberd ve Leedale, (1970) tarafından olarak tanımlanmıştır ve tip 

türü N. oceanica Suda ve Miyashita, (2002)’dir. Günümüzde bu cins içerisinde 

tanımlanmış 5 türü vardır (Anonim, 2018). Cins içerisindeki türler tek hücrelidirler, 

hücre büyüklükleri 2-3 mikrometre olup küresel morfoloji göstermektedir ve 

kloroplast çeperi sarı-yeşil renktedir (Anita ve Cheng, 1982; Kandilian ve Pilon, 

2013). Ülkemizde Nannochloropsis cinsi ile çeşitli çalışmalar yapılmasına karşın bu 

çalışmalar genelde endüstriyel suşların fizyolojik özelliklerinin belirlenmesine 

yöneliktir. Bilinen türleri denizel ortamda olmasına rağmen tatlı ve acı sularda da 

bulunabilmektedir (Fawlew, 2007). Nannochloropsis türleri hücrelerinde doğal 

olarak kaliteli ve yüksek miktarlarda yağ biriktirmektedirler. Bu özelliğinden dolayı 

günümüzde gen manipulasyonlarıda yapılarak biyoteknolojide kullanılmaktadır 

(Vieler ve ark., 2017). Nannochloropsis halen akuakültürde hem rotifer kültürleri 

hemde larva yetiştiriciliğinde ortam düzenleyici ve besin olarak yaygın şekilde 

kullanılmaktadır. Ayrıca kültürü yapılabilen bu tür fotosentetik organizmalar biodizel 

üretimi araştırmalarında gün geçtikçe artan bir ilgi görülmektedir. Bunlara ek olarak, 

Nannochloropsis sp., türleri halen insan gıdasına katkı maddesi olarak da 

kullanılmaktadadır (Lubian, 1982). Ekonomik önemine karşın bu cinsin ülkemiz 

denizlerinden kaydına rastlanmamıştır. Bu nedenle izolatlarımız (AT-9 ve AT-11) 

Nannochloropsis cinsi ve N. oceanica türü için Türkiye’den ilk kayıtlardır. 

05 Haziran 2015 tarihinde Giresun ili Görele ilçesi kıyısal alanından alınan DDS 

örneğinden izole edilen AT-6 izolatı mikroskop altında yeşil renkli, hareketli, küre 

şeklinde, yaklaşık 8-16µm çapında hücreler biçiminde gözlemlenmiştir (Şekil 4.8a, 

b). 

Yapılan PZR amplifikasyonları ve aynı primer çiftleri kullanılarak gerçekleştirilen 

nükleotid dizilemeleri sonucunda izolatın 18S rDNA genine ait 1180 bp’lik kısmı 

elde edilmiştir. BLAST analizi izolatın Tetraselmis sp. cinsine ait olduğunu 

göstermiştir. 

http://www.algaebase.org/
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Şekil 4.8 İzole edilen Tetraselmis sp. izolatına ait mikroskop görüntüsü 10x40 (a, b) 

Filogenetik analizler için bu cinsin izolatımız ile ilişkili türlerine ait 18S rDNA 

nükleotid dizileri Gen Bank’tan indirilmiş ve veri seti oluşturulmuştur (Çizelge 4.5). 

Çizelge 4.5 Filogenetik analizlerde kullanılılmak üzere GenBank’tan indirilen 

nükleotid dizilerine ait bilgiler 

Tür  GenBank Erişim 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. GQ917221 Lee ve Hur, 2009 

T. convolutae  U05039 SKorea 

T. striata  GQ917220 De Jesus ve ark.,1994 

T. striata GQ917220 Lee ve Hur, 2009 yayınlanmamış 

Tetraselmis sp. FJ559394 Lee ve Hur, 2008 yayınlanmamış 

T. marina  HE610131 Marin, 2012 

T. kochiensis  AJ431370 Nasare,  2002, yayınlanmamış 

T. cordiformis  HE610130 Arora, 2012. yayınlanmamış 

T. indica HQ651184 Arora,2010.Yayınlanmamış 

C. vulgaris  X13688 Huss ve Sogin, 1989 

Filogenetik analizler 153 adet polimorfik bölge içeren 1162 adet hizalanmış 

nükleotid üzerinden yürütülmüştür. AIC ve BIC testleri sırasıyla; HKY+I+G (I: 

0.704; G: 0.571) ve K80+I+G (I: 0.707; G: 0.564) evrimsel modellerini önermiştir. 

Bu çalışmada daha yüksek Bootstrap değerleri verdiği için HKY+I+G modeli ile 

çizilmiş NJ ağacı tercih edilmiştir (Şekil 4.9). MP analizleri 58 adet türemiş ortak 

a b 
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karakter üzerinden yürütülmüştür. Analizler sonucunda 228 basamak uzunluğunda 1 

adet (CI: 0,820175; RI: 0,702899; HI: 0,179825) en kısa ağaç elde edilmiştir. NJ, 

ML ve MP analizleri neticesinde benzer filogenetik ilişkiler gözlenmiş olup ML ve 

MP analizlerinde elde edilen Bootstrap değerleri NJ ağacı üzerinde ilgili düğüm 

üzerinde gösterilmiştir. 18S rDNA nükleotid dizilerine dayalı filogenetik analizler 

neticesinde izolatın Tetraselmis cinsi içerisinde T. convolutae, T. striata soy hattı 

içerisinde olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.9). İzolatımız AT-10, T. striata izolatları ile 

%99,7 ve T. convolutae izolatları ile %99,6 oranında nükleotit dizi benzerlikleri 

göstermiştir. Bu sonuçlara dayanılarak AT-10 izolatının T. convolutae, T. striata 

türlerinden birisine ait olduğunu söyleyebiliriz. Tetraselmis cinsi, Chlorophyta 

divizyosu, Chlorodendrophyceae sınıfı, Chlorodendrales takımı, Chlorodendraceae 

familyasi içerisinde sınıflandırılmaktadır. Cins ilk olarak F. von Stein tarafından 

tanımlanmıştır (Stein, 1878). Cinsin tip türü T. cordiformis stein’dır ve günümüzde 

33 tür ile temsil edilmektedir (Anonim, 2018). Bu cinsin türleri yüksek protein ve 

lipid içeriği nedeni ile endüsttiyel amaçlı olarak yaygın biçimde kullanılmaktadırlar 

(Alonso ve ark., 2012). Bu cinsin türleri ile ilgi olarak yurdumuzda ticari bazı 

suşların fizyolojik özelliklerinin belirlenmesine yönelik çalışmalar yapılmıştır. Buna 

karşın Türkiye denizlerinden bu cinse ait herhangi bir kayda rastlanmamıştır. Bu 

nedenle AT-10 izolatı Türkiye denizlerinden izole edilip genetik tanımlaması yapılan 

ilk Tetraselmis sp. izolatıdır.  

 

 

http://www.algaebase.org/


38 

 

 

Şekil 4.9 18S rDNA nükleotid dizileri kullanılarak çizilen NJ filogenetik 

ağacı. Ağaç HKY+I+G (I: 0.704; G: 0.571) evrimsel modeli 

kullanılarak çizilmiştir. NJ, MP, ML analizlerinden elde edilen 

Bootstrap değerleri aynı sıra ile ilgili düğüm üzerinde gösterilmiştir. 

Ağaç Chlorella vulgaris türü ile köklendirilmiştir. 
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Yapılan bu yüksek lisans tez çalışmasında Trabzon, Giresun, Rize ve Ordu illeri 

kıyılarından izole edilen toplam 8 adet alg izolatının moleküler yöntemler 

kullanılarak teşhisleri amaçlanmıştır. Örneklerin biri tanesi hariç tümü ışık 

mikroskobu altında küresel ve yeşil pigmentli hücreler olarak gözlemlenmiştir, buna 

karşın bir tanesi ise çubuk formunda ve yeşil pigmentli hücreler olarak görülmüştür. 

Morfolojik veriler ışığında bu örneklerin tümünün Chlorophyta divisiosuna ait algler 

oldukları sonucuna varılmıştır. Mikroskobik yeşil algler birkaç mikrometre çapında 

ve genellikle tek hücreli canlılar olduklarından sınıflandırılmaları sadece birkaç 

morfolojik karaktere dayanmaktadır. Bu nedenle sınıflandırılmaları genel olarak 

doğal akrabalık ilişkilerini yansıtmayabilir. Son yıllarda pek çok organizma 

grubunda olduğu gibi belirli gen bölgelerinin nükleotid dizilerine dayalı filogenetik 

analizler alglerde de uygulanmaktadır. Bu yaklaşım alglerin teşhislerinde, 

sınıflandırılmalarında ve alg grupları arasındaki doğal akrabalık ilişkilerinin ortaya 

konulmasında önemli yenilikler getirmiştir. Bizde bu nedenle çalışmamızda 

moleküler genetik yaklaşımları kullandık ve genetik markör olarak yaygın biçimde 

kullanılan bölgelerden birisi olan 18S rDNA bölgesini seçtik. Bu bölge hem 

taksonları belirli bir hiyerarşik düzende gruplayacak kadar benzer yani korunmuş 

bölgeler, hem de yakın türleri ayıracak kadar varyasyon içerdiğinden filogenetik 

çalışmalar için çok uygundur. Ayrıca Gen Bank içerisinde pek çok alg türüne ait 18S 

rDNA haplotipi hali hazırda bulunmaktadır, bu durum bir genetik markör için çok 

önemlidir. Zira elde edilen yeni 18S rDNA haplotipleri mevcut haplotipler ile 

karşılaştırılabilir. Bu yolla teşhisler ve filocoğrafik çıkarımlar yapılabilir. 18S rDNA 

bölgesinin nükleotid dizilerine dayalı olarak yapılan filogenetik analizler sonucunda 

AT-2 izolatımız Chlorella vulgaris türü ile ilişkili çıkmıştır. Bu tür her ne kadar 

bölgemizden daha önceki çalışmalarda rapor edilmişse de denizel ekosistemden ilk 

kez izole edilmiş ve moleküler olarak teşhis edilmiştir. İlerleyen aşamalarda bu 

izolatın kloroplast 16S rDNA’sı gibi ekstra gen bölgeleri çalışılarak elde edilen 

sonuçlar doğrulanacaktır. Ayrıca bu tür ekonomik olarak önem arz etmektedir bu 

nedenle bölgemizden izole edilmiş ve moleküler olarak tanımlanmış bu örneğin 

endüstriyel olarak kullanım potansiyeli araştırılmalıdır. Örneklerimizden iki tanesi 

AT-5, ve AT-7 Coccomyxa parasitica türü ile ilişkili çıkmıştır. Bu üç izolat 



40 

 

denizlerimizden bu türe ait ilk kayıtlardır. Bu tür deniz omurgasızları ve balıklarda 

parazitik bir tür olması nedeni ile oldukça önemlidir. İlerleyen aşamada farklı gen 

bölgeleri kullanılarak türün filocoğrafik dağılımı ve kökeni ile ilgili araştırmalar 

yapılmalıdır. Bu şekilde ekolojisi daha detaylı biçimde ortaya konmalıdır. Diğer bir 

örneğimiz AT-8, Stichococcus deasonii türü ile ilişkili çıkmıştır. İzotlat Türkiye 

denizlerinden izole edilip genetik tanımlaması yapılan ilk S. deasonii örneğidir. Bu 

cinse ait bazı izolatlar ekstrem şartlara karşı dayanıklı olmaları nedeni ile oldukça 

ilginçtir. Elde ettiğimiz izolat ilerleyen aşamalarda stres şartlarına karşı dayanıklılığı 

bakımından fizyolojik olarak incelenmeli ve bu özelliklerin kullanım olanakları 

yönünden potansiyeli araştırılmalıdır. Diğer iki izolatımız AT-9 ve AT-11 

Nannochloropsis oceanica türü içerisinde yer almıştır. Bu iki izolat bu cinsin ve 

türün Türkiye’den ilk kayıtlarıdır. Bu tür biyodizel üretimi, akuakültür ve gıda 

sektörlerinde kullanıldığından ekonomik olarak çok önemlidir. İlerleyen aşamalarda 

bu izolatlar belirtilen sektörlerdeki kullanım potansiyelleri açısından araştırılmalıdır. 

AT-10 izolatı Tetraselmis cinsi içerisinde T. convolutae-T. striata soy hattında yer 

almıştır. İzolat bu cinsin Türkiye’den ilk kaydıdır. 18S rDNA gen bölgesi izolatın bu 

iki türden hangisine ait olduğu bilgisini vermekte yetersiz kaldığından ilerleyen 

aşamalarda ekstra gen bölgeleri kullanılarak daha detaylı araştırmalar yapılmalı ve 

izolatın hangi türe ait olduğu belirlenmelidir. 

Bu çalışmada denizlerimizden 4 farklı türe ait ilk kayıtlar verilmiştir. Bu türlerden 

bazıları endüstriyel olarak önemli olan türler olduğundan ekonomik potansiyelleri 

araştırılmak suretiyle ülke ekonomisi için katkı sağlayabileceği düşünülmektedir. 
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EK 1. 

Walne Medyumu Hazırlama Prosedürü 

 

 

Stok solüsyon    1 ml  

Vitamin solüsyon   1 ml 

Sterilize edilmiş deniz suyu  1000 ml 

(1 ml silicat solüsyonu diatom kültürü için ilave et) 

Stok Solüsyon  

FeCl3 · 6H2O   0.4 g 

MnCl2 · 4H2O   0.2 g 

H3BO3    16.8 g 

Na2-EDTA    27.5 g 

NaH2PO4 · 2H2O   10 g 

NaNO3    50 g 

Metal mix solüsyon   0.5 ml 

Distile su    500 ml’ye tamamla (balonjoje kullan) 

Metal Mix Solüsyon  

200 ml beher içerisinde manyetik karıştırıcı kullanarak aşağıdaki metalleri çöz: 

ZnCl2 · 4H2O   2.1 g 

CoCl2 · 6H2O   2.0 g 

(NH4)6Mo7O24 · 4H2O  0.9 g 

CuSO4 · 5H2O   2.0 g 

Konsantre HCl   10.0 ml  

Distile su    100 ml’ye tamamla (balonjoje kullan) 

Vitamin Solüsyon  

Vitamin B1    50 mg 

Distile Su     500 ml’ye tamamla (balonjoje kullan) 

 

 

 

 

 

Isıtmalı manyetik karıştırıcı 

kullan 
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EK 2. 

Katı Besi Yeri (KBS)  Hazırlama Prosedürü 

 

 DDS filitre edilir 

 1litre hacimli erlen içerisine 200ml DDS konur 

 DDS hacminin %1-1.5 oranında Mikrobiolojik agar (Merck) konulur. 

 Agar erimesi için ortam ısıtılarak karıştırılır. 

 Hazırlanan ortam otoklav ile 121⁰C de 20 dakika süreyle 2 atm basınç 

altında sterilize edilir. 

 Çeker ocak içerisinde Steril edilen ortama zenginleştirici medyum 

(Walne stok solüsyon (1ml) ve Walne vitamin solüsyon(1ml) ilave 

edilir 

 Hazırlanan agar her petri kabına 20ml olacak şekilde dağıtılır 

 Katılaşıncaya kadar beklenir 

 Petrilerin kapakları kapatılarak parafilm ile fikse edilir. 

 Bir gece Ultraviyole ye maruz bırakılır. 
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EK 3. 

Sıvı Besi Yeri Hazırlama Prosedürü 

 

 DDS Filitre edilir (45µm) 

 DDS cam balon şişeye konarak ağzı pamuk yada plastik tapa ile 

kapatılır. 

 Hazırlanan ortam otoklav ile 121⁰C de 20 dakika süreyle 2 atm basınç 

altında sterilize edilir. 

 Steril edilen DDS içerisine 1ml Walne stok solüsyon ve 1ml vitamin 

solusyon ilave edilir. 

 1 gece stok odasında bekletilir. 

Besi ortamı 1L su  hacmine göre hazırlanmıştır.  
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