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KISALTMALAR

ATCC : American Type Culture Collection, VA, USA

CCAP : Culture Collection of Algae and Protozoa, Scotland, UK

CCMP : Provasoli-Guillard National Center for Culture of Marine
Phytoplankton, Canada

CONC : Colleccion de Cultivos de Microalgas, Universidad de Concepcion,
Chile

DNA : Deoksiribo Nikleik Asit

ITS - Internal Transcribed Spacer

ML : Maksimum Likelihood

MUR : Murdoch University Microalgae Culture Collection

NJ : Neighbor Joining

NOR : Nukleor Organizator Bolge

nrDNA : Nlkleer Ribozomal DNA

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonlari

RFLP : Restriksiyon Fragmentlerinin Uzunluk Polimorfizmi

RNA : Ribo Nukleik Asit

rRNA : Ribozomal RNA

UTEX : Culture Colellection of Algae the University of Texas at Austin,USA
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SEMBOLLER

B : Beta

bp : Baz gifti

°C : Santigrat derece
CO2 : Karbondioksit
H20 : Hidrojen Dioksit (Su)
kb - Kilobaz

pum : Mikrometre

Mg : Mikrogram

pl : Mikrolitre

mi - Mililitre

M : Molar

MgCl2 : Magnezyum Klorir
NaCl : Sodyum Klorir
NaNOs : Sodyum Nitrat

nm : Nanometre

ppt : Binde bir
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IZMIiR CAMALTI TUZLASINDAN iZOLE EDILEN HALOFILIK
MIKROALGLERIN MOLEKULER VE MORFOLOJIK TAKSONOMISI iLE
STRES FAKTORLERINE FiZYOLOJIiK YANITLARI

OZET

Halofilik ve halotolerant mikroorganizmalar yiiksek tuz derigimlerine toleranslarindan
oOtiirii biyoteknolojinin ¢esitli alanlarinda yogun iiretim i¢in uygundur. Yiksek tuz
derisimleri mikrobiyal kontaminasyonu ve tatli su kullanimimi azalttigi gibi, bu
tuzluluklarda yasayan mikroorganizmalarin benzersiz metabolitleri de olabilmektedir.
Bu dogrultuda tez ¢alismasinda, Izmir Camalt: Tuzlasi’ndan izole edilmis 20 mikroalg
susunun Oncelikle genetik ve morfolojik 6zellikleri belirlenerek hangi tiirlere ait
olduklar1 belirlenmistir. Genetik ve morfolojik farklilik gosteren suslardan 9’u
tuzluluk tolerans deneylerine tabii tutulmus; farkli tuzluluklarda biiylime ve total
karotenoid iretimleri incelenmistir. Bu deneylerden secilen ve genetik farklilik
gosteren 5 sus ise sicaklik, tuzluluk ve 1sik yogunlugunun etkilerinin faktoriyel
tasarimla incelendigi biiyiime deneylerine tabii tutulmustur. Boylece tez ¢aligmasinda
kullanilan halofilik mikroalg suslarindan biyoteknolojide kullanim ve yogun iiretim
icin en uygun potansiyele sahip olanlar belirlenmistir.

Tez galismasinda kullanilan Dunaliella suslari1 boy x en araliklarina gore biiyiik (8-20
pUm X 6-18 pum) orta (4-12 pm x 3-10 pum) ve kigik (4-10 um x 3-7 um) formlardan
olusmustur. Morfolojik Ozelliklerine gore ii¢ gruba ayrilan bu suslar, internal
transcribed spacer (ITS) gen dizilerinin filogenetik analizinde de ii¢ gruba ayrilmis ve
blyuk formlar Dunaliella salina, kigiuk formlar ise D. viridis benzeri olarak
tanimlanmistir. Orta boyuttaki suslarin ITS gen dizileri, Dunaliella taksonomisi ve
sistematigindeki problemlerden otiirli, tiir bazinda tanimlama yapmaya yeterli
olmamustir. Genetik ve morfolojk farkliliga sahip 9 Dunaliella susu 7 farkli tuzlulugu
da (37 ppt-175 ppt) tolere edebilmis, ancak farkli biiyiime egrilerine sahip olmustur.
Bu deneylerde en yiiksek total karotenoid tiretimi diger suslardan 2-5 kat fazla iretime
sahip D. salina AQUAMEB-21 susunda goriilmiistiir. Buradan segilen 5 susun 27
farkli sicaklik, tuzluluk ve 151k yogunlugu kombinasyonuna tabii tutuldugu biiyiime
deneylerinde ise suslarda farkli tuzluluk ve sicaklik optimumlar tespit edilse de, en iyi
biiyiime degerleri yiiksek 151k yogunluklarinda (150 ve 300 pmol. foton.m?2.s?)
gorilmistiir. Her sus i¢in optimum kosullarda elde edilen biyomas degerleri birbirine
yakindir ve her biri farkli 6zelliklerine gére (Or: pigment, protein, yag asidi {iretimi)
biyoteknolojide kullanim potansiyeline sahiptir.

Anahtar kelimeler: Dunaliella sp., Faktoriyel Tasarim, Halofil, ITS geni, Tuzluluk,
Sistematik
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MOLECULAR AND MORPHOLOGICAL TAXONOMY AND
PHYSIOLOGICAL RESPONSES TO STRESS FACTORS OF HALOPHILIC
MICROALGAE ISOLATED FROM CAMALTI SALTERN, IZMIR

SUMMARY

Halophilic and halotolerant microorganisms are suitable candidates for use in mass
production in various biotechnological fields due to their tolerances to high salinities.
Highly saline conditions do not only reduce microbial contamination and freshwater
use, but microorganisms living in these conditions may have unique metabolites.
Accordingly, in this thesis study, genetic and morphological characteristics of 20
microalgae strains isolated from izmir Camalt1 saltern were determined to identify
their species. Nine strains showing genetic and morphological variations were chosen
to test their salinity tolerances, to determine their growth and total carotenoid
production in various salinity levels. Five strains with genetic and morphological
differences and chosen from these experiments were further grown in a factorial design
experiment testing the effects of salinity, temperature and light intensity. Therefore
halophilic microalgae strains with the best potential to be used in biotechnology and
mass production were determined in this thesis study.

Dunaliella strains used in this work were grouped into three forms based on their
length x width ranges: Big forms (8-20 um x 6-18 pum), medium forms ((4-12 pm x 3-
10 pm), and small forms (4-10 pm x 3-7 pm). These strains, grouped into three
according to their morphological characters, also clustered into three groups based on
the sequences of their internal transcribed spacer genes. Big forms were identified as
Dunaliella salina, and small forms were identified as D. viridis-like. However, due to
inherent problems associated with Dunaliella taxonomy and systematics, ITS gene
sequences were not enough to assign species names to medium forms. Nine Dunaliella
strains with genetic and morphological differences tolerated all seven salinity levels
(37 ppt to 175 ppt) tested, however with different growth curves. In these experiments
highest total carotenoid production was seen in D. salina AQUAMEB-21 with 2 to 5
times more production than other strains. Further selected 5 strains were grown in 27
different combinations of salinity, temperature and light intensity. Although results
suggested different salinity and temperature optima for these strains, best growth was
always observed in high light intensities (150 ve 300 umol. foton.m2.s™%). For all tested
strains, biomass values obtained under optimal conditions were similar and each of
these strains have the potential to be used in biotechnology for their various
characteristics such as pigment, protein or fatty acid production.

Keywords: Dunaliella sp., Factorial design, Halophile, ITS gene, Salinity,
Systematics.
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1. GIRIS

Mikroalgler, tek hiicreli formlardan ipliksi formalara kadar farkli morfolojilere sahip
mikroorganizmalardir (Round, 1973). Cogunlugu okaryotik hiicre yapisina sahip
olmasina ragmen, prokaryotik yapidaki siyanobakteriler de geleneksel olarak mikroalg
gruplar1 iginde gosterilmektedir (Javor,1989). Mikroalgler, fotosentetik oksijen
uretimleri ile atmosferdeki O2’nin biiyiikk bir kismini firetirler. Ayn1 zamanda
atmosferden tutulan karbon ve azotun biiyiik cogunlugu da bu mikroorganizmalar
sayesinde dengelenir. Evrimsel siiregte {i¢ milyar yi1ldan daha uzun ge¢mise sahip olan
bu canlilar (Or: siyanobakteriler) tek hiicreli yapilarina ragmen kompleks 6zellikler
gosterebilmektedir. Bu fotosentetik canlilar giines enerjisi ve yapilarindaki pigment
maddeleri ile atmosferik CO2’i inorganik molekiillere doniistiirerek tiim sucul

ortamlarda primer Uretici olarak gorev yaparlar (Guedes ve dig., 2011).

Her ne kadar morfolojik, sitolojik ve lireme 6zellikleri bakimindan diger bitkilerle
farklilik gosterse de, biyokimyasal yapit ve mekanizmalarinin benzer oldugu
goriilmektedir. Ornegin; klorofil-a ve diger pigmentler yoluyla calisan fotosentetik
sistemleri, besin ihtiyaglar1 ve karbon asimilasyonunun son Grlnleri (karbonhidratlar
ve proteinler) yiksek bitkiler ile benzerlik géstermektedir. Bitkilere benzer 6zellikleri
ve bitkilerden daha hizli biiyiiyebilmeleri mikroalglerin gida, eczacilik ve
biyoteknoloji sektdrlerinde kullanimimin 6niinii agmustir (Becker, 1994). Ornegin tek
hicreli bir mikroalg olan Chlorella sp. yiiksek protein igerigi sebebiyle insan gida
takviyesi ve hayvan yemi olarak kullanilmaktadir (Becker, 2007). Yine baz1 yesil
mikroalgler ile diatomlar akuakdltir sistemlerinde kullanilmaktadir (Merz ve Main,
2014). Afrika’da soda gollerinde ¢ogalan ve yerel halkin kurutarak gida olarak
tikettigi Arthrospira (Spirulina) artik pek ¢ok iilkede ticari olarak iiretilmekte, gida ve
yem sanayiinde kullanilmaktadir (Gershwin ve dig., 2007). Bazi mikroalgler ayni
zamanda ¢ok degerli metabolitler de tiretmektedirler. Bunlar arasinda tip alaninda
kullanilan ilag hammaddeleri oldugu gibi, gida ve yem sektorlerinde kullanilan

karotenoid ve fikobiliproteinler gibi pigment maddeleri de sayilabilir (Chu, 2012).



Mikroalgler tatlisu sistemlerinden, okyanuslara; ¢esitli karasal ortamlardan kutuplara
kadar ¢ok farkli ekosistemlerde dagilim gostermektedir (Tomaselli, 2004). Baz tiirler
ise yiiksek 151k yogunlugu (Or: Chroococcidiopsis sp.), tuzluluk (Or: Dunaliella sp.)
ve sicaklik (Or: Synechococcus lividus) gibi ekstrem kosullar1 tolere edebilmektedir
(Oren, 2005). Ekstrem kosullarda yasayan mikroalgler biyoteknolojinin cesitli
alanlarinda kullanimda bazi avantajlar saglamaktadir. Ornegin yiiksek sicakliklar:
tolere edebilen bir mikroalgin agik alanlarda yogun iiretimi ¢6l ikliminde
gergeklestirilebilir. Diger taraftan yiiksek tuzluluk toleransina sahip tiirler, tatlisu

kullanim1 ve buharlagma ile kaybedilen su ilavesi olmadan {iretilebilir.

Tiim potansiyellerine ragmen, mevcut binlerce mikroalg tiiriinden sadece ¢ok azi
detayl1 olarak incelenmis ve ticari olarak kullanilmaktadir. Farkli mikroalg tiirlerinin
birbirinden ¢ok farkli 6zellikleri oldugu bilinmektedir. Ayn tiire ait farkli suslar dahi
genetik farkliliklarindan 6tiirti biyokimyasal igerikleri ve gevre toleranslart agisindan
farklilik gosterebilmektedir. Dolayisiyla sucul ortamlardan yeni tiir ve suslarin izole
edilerek detayl karakterizasyonu farkli endiistriyel ve biyoteknolojik kullanimlarinin
Oniinii agabilecektir. Bu tiir calismalar alglerden biyodizel hammaddesi elde edilmesi,

biyoremediasyon ve ilag hammaddesi tespitinde yogun olarak devam etmektedir.

Mikroalg kiiltiir koleksiyonlar1 yerel veya diinya ¢apinda toplanmis 6rneklerden izole
edilen mikroalg suslarinin canli olarak korundugu merkezlerdir. Bu tiir merkezlerden
elde edilen mikroalg suslari ile yapilan bilimsel ¢aligmalar bitki genetigi, biyokimyasi
ve fizyolojisi konusunda ¢igir acan model organizmalar ortaya cikarmistir (Or:
Chlamydomonas sp.). Diger taraftan biyoteknolojik kullanima sahip veya iizerinde
yogun arastirmalar devam eden tiirler bu tiir merkezlerden temin edilebilmektedir.
Dolayisiyla her iilke kendi mikrobiyal ¢esitliligini belirlemek, koruma altina almak ve

yararlanmak igin bu tiir kiiltiir koleksiyonlar1 olusturmaktadir.

Kiiltiir koleksiyonlaria dahil edilen tiirler geleneksel olarak morfolojik 6zelliklerine
gore siniflandirilmistir. Genetik yontemlerin ortaya ¢ikmasi ve yayginlagmasi ile diger
canlilarda oldugu gibi, mikroalglerde de baz1 gen bdlgelerine dayali (Or: rRNA kiigiik
alt Unite bolgesi) molekiiler sistematik teknikler yaygimlasmaya baslamistir (Hamby
ve Zimmer, 1992). Ancak molekiler yontemlerin kullanimi ile mikroalg
sistematiginde yeni problemler ortaya ¢ikmistir. Bu calismalarla, klasik taksonomik

yontemlere gore smiflandirilmasi yapilmis pek cok kiiltiir koleksiyonu tiirii igin
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genetik smiflandirma ile klasik taksonominin uyusmadigi ortaya c¢ikmistir
(Borowitzka ve Siva, 2007). Bunun baslica sebepleri arasinda mikroalglerin
morfolojik esneklige sahip olmasi, farkli ¢cevresel kosullarin mikroalg morfolojisi ve
fizyolojisini degistirmesi, sistematikte kullanilan gen bdélgelerinin evrimsel olarak
korunmus olmas1 (degismemis olmasi) gibi faktorler sayilabilir (Gonzalez ve dig.,
1998). Giiniimiizde de mikroalg taksonomisi ile sistematigi arasindaki problemler
devam etmektedir. Giincel yaklasim, mikroalgleri sadece morfolojik 6zelliklerine gore
degil; fizyolojilerini ve genetik Ozelliklerini de inceleyen polifazik bir yaklagimla

degerlendirerek siniflandirmalar1 yapmaktir (Cifuentes ve dig., 2001).

Fizyolojik ozelliklerin belirlenmesi i¢in izole edilmis mikroalglerin biylime
ozelliklerinin  belirlenmesi, tolerans  araliklarinin  tespiti,  pigmentlerinin
karakterizasyonu Onerilen gilincel yaklagimlar arasindadir (Oren, 2005). Molekuler
sistematikte ise rRNA bulyuk ve kicik alt Unitelerinin nukleotid dizilerinin
karsilastirilmasi farkl cinsler arasinda ayrim yapmay1 saglasa da, ayni cinse veya tiire
ait suslar arasinda ayrimi zorlastirmaktadir (Hamby ve Zimmer, 1992). Bu sebeple,
daha degisken gen bolgeleri (Or: ITS) kullanilmali ve miimkiinse genom dizilemeleri

yapilmalidir.

Bu tez c¢alismasinda, Izmir Camalti Tuzlasindan izole edilmis ve Bursa Teknik
Universitesi Alg ve Siyanobakteri Kiiltiir Koleksiyonunda yer alan halofilik mikroalg
tiirlerinin polifazik yaklasimla tanimlanabilmesi i¢in fizyolojik, morfolojik ve genetik
ozelliklerinin incelenmesi hedeflenmistir. Ayrica biiyiime o6zellikleri ve pigment
tretimleri belirlenen izolatlardan biyoteknolojik kullanim i¢in uygun olanlarin tespiti
hedeflenmistir. Bu dogrultuda bu mikroalg izolatlarinin farkli tuzluluklarda morfolojik
degisimleri belirlenmis, ITS gen dizileri tespit edilerek dinyadaki benzer turler ile
filogenetik iligkileri incelenmis, farkli tuzluluk, sicaklik ve 1s1k yogunluklarinda

biylme 6zellikleri arastirlmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1 Dunaliella’nin Taksonomisi ve Molekiiler Sistematigi

Botanikci Michel Felix Dunal (1838), Fransanin giineyinde yer alan Montpellier
yakinlarinda bulanan tuzlada Dunaliella salina‘nin parlak kirmizi renkte beta-karoten
dolu hiicrelerini gozlemlemistir (Dunal, 1838). Teodoresco (1905), Romanya Tuz
GOli’nden aldig1 6rnekler igerisinden yesil alg olan Dunaliella cinsini tespit ederek ilk
tanimlayan kisi olmustur ve turii M.F. Dunal onuruna isimlendirmistir (Teodoresco,
1905). Hamburger, organizmanin ayrintili ¢izimlerini yaparak onlarin morfolojileri,
hiicre yapilari, ireme ve davraniglari hakkinda bilgi saglamistir (Hamburger, 1905).
Tuz golleri ve hipersalin baska bdlgelerde de rastlanan bu tiire farkli arastirmacilar

tarafindan isimlendirmeler yapilmistir (Oren, 2005).

Yirmi ¢ alt tirt olan Dunaliella (Massyuk, 1973) dort boliime ayrilir: Dunaliella,
Tertiolectae, Virides ve Peirceinae. Teodoresco (1905) Dunaliella salina, Dunaliella
viridis; Nicolai ve Becking (1935) Dunaliella peircei; Lerche (1937) Dunaliella parva,
Dunaliella minuta, Dunaliella euchlora, Dunaliella media; Butcher (1959) Dunaliella
tertiolecta, Dunaliella primolecta, Dunaliella polymorpha, Dunaliella quartolecta

tiirlerini tanimlamiglardir.

Dunaliella cinsinin sistematikteki yeri asagidaki gibidir.

Alem :Plantae

B6lUm :Chlorophyta

Siif :Chlorophyceae
Takim :Chlamydomonadales
Familya :Dunaliellaceae

Cins : Dunaliella

Molekdiler filogenetik teknikler Dunaliella’nin taksonomik ¢aligmalarina yon

vermistir. Molekiiler teknikler kullanilarak Dunaliella cinsine ait yedi taksonunun
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deneysel olarak fizyolojik 0ozelliklerinin yeniden degerlendirilmesi yapilmistir.
Internal Transcribed Spacer (ITS) RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) analizi ile D.salina tiirleri ve ti¢ farkli boliime ait baz: tiirler arasinda
(Tertiolecta bélimiinden D.tertiolecta, Dunaliella boliminden D.parva, Peirceinae
boliminden D.peircei) biiyiik bir genetik benzerlik ortaya koyulmustur (Cifuentes ve
dig., 2001). 18S rRNA ve ITS gen bdlgelerinin dizilerine dayali analizler ile RFLP
analizine dayali ¢alismalar molekiiler veri ve taksonomide kullanilan morfolojik ve
fizyolojik 6zellikler (pigment igerigi ve gelisim i¢in tuz toleransi) arasinda bir eslesme

olmadig1 sonucunu ortaya ¢ikarmistir (Gonzalez ve dig., 2001; 1998).

18S - 268 niikleer ribozomal DNA (nrDNA), birbiri ardina tekrarli dizilerde spesifik
kromozomlarin NOR (Niikleolus Organizatér Bolge) bolgesinde bulunur. Her tekrarli
birim, transkribe olan ve olmayan boélgelerden olusur ve 18S, 5.8S ve 26S olgun
RNA’lara islenen bir Oncii olarak transkribe edilir. Transkribe olan bolgede 18S, 5.8S
ve 26S rRNA’nin genleri vardir. iki kenarinda ITS bélgelerini icerir (Vander Stappen
ve dig., 1998)

ITS bolgesi, Sekil 2.3’de gosterildigi gibi ITS1, ITS2 ve 5.8S rRNA genlerini igerir.
ITS, 18S rRNA ve 26S rRNA genleri arasinda yer alir. Bu bolge, 18S ve 26S rRNA
genlerine gore daha degisken oldugu i¢in, filogenetik ¢alismalarda sikca
kullanilmaktadir (Baldwin ve dig., 1995).

Gonzalez ve dig., (1998) Dunaliella cinsi icerisinde yer alan turlerin taksonomik
iligkilerini belirlemek amaciyla yedi taksonu (D. salina, D. tertiolecta, D. bardawil,
D. Peircei, D. parva, D. viridis, D. lateralis) RFLP analiziyle nukleer 5.8S rRNA gen
bolgelerini kullanarak karsilastirmistir. Tiirler 21£1 °C, 33 pmol foton.m 2.5 *’de
14:10 (Aydinlik : Karanlik) periyotta muhafaza edilmistir. Dunaliella cinsi ITS gen
bolgesi uzunlugu (5.8S rRNA bolgesi eklenmis) yaklagik 640 baz cifti (D.salina
CCMP 1303 (540 bp) ve D.lateralis (600 bp) harig) olarak belirlenmistir. Sekiz
restriksiyon endoniikleaz (Dpnl, Styl, Hhal, Tagl, EcoRlI, Pvull, Haelll, Mspl) ile PCR
iriiniin parcalanmasiyla olusturulan ve bantlarin olup olmadigina dayanan grup
analizinde, genetik iligkileri iceren ITS RFLP verileri ve morfo-fizyolojik ¢zellikler

arasinda bir korelasyon olmadigin1 gostermislerdir.

Borowitzka ve Siva, (2007) taksonomisi sorunlu olan yesil alg cinsi Dunaliella’nin

morfolojisi ve biyokimyasal karakterlerini temel alarak mevcut taksonomik
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tanimlamalar1 gdzden gecirmistir. Stok kiiltiirler 25 °C, 20 — 50 pmol foton.m 2.5 V’de
12 saat aydinlik; 12 saat karanlik dongiisiinde biiyiitiilmiistiir. Denizden izole edilen
ve Orihalin suslar %1,5 ile %18 (w/v) NaCl konsantrasyon araliginda, hipersalin suslar
ise %5 ile %30 arasinda degisen NaCl konsantrasyonlarinda biiyiitiilerek optimum
tuzluluk degerlerini belirlemiglerdir. Deneylerde 25+1°C ve 50 - 240 upmol
foton.m 257! 151k yogunlugu saglayan beyaz floresan lambalar kullanmislardir. Total
karotenoid miktralarini belirlemis ve elektron mikroskobu ile incelemeler
yapmuslardir. Yirmi iki tlrin detayli tanimlayici 6zelliklerini belirlemislerdir. Daha
once tanimlamasi yapilan bir ¢ok tiirlin yanlis tanimlandigini 6ne siirmiis ve yeni tur
isimleri onermislerdir. Onerdikleri yeni tiir isimleri Sekil 4.2 ve 4.3de tiirlerin yaninda

parantez icerisinde verilmistir.

ITS 1 IS 2
18S rRNA 5.8S rRNA

f

ITS Bolgesi

Sekil 2.1 : ITS gen bolgesinin sematik gosterimi.

Yapilan galismalarda Dunaliella cinsindeki farkli tir ve suslarda ITS bolgesinin
boyutu baz ¢ifti olarak 410 ile 446 arasinda degistigi gozlenmistir (Gonzélez ve dig.,
2001). Ayrintili olarak tiir ve suslarin ITS-1, ITS-2, toplam baz cifti ve dizinin %GC

orani Cizelge 2.1’°de verilmistir.

Zamani ve dig. (2010), Shiraz’daki Maharlu Tuz Goliinden izole ettikleri yeni
Dunaliella salina susunun biiyiime, karotenogenez ve filogenetik iligkisini
arastirmuglardir. Ilk olarak niikleer rRNA ITS (ITS-1+ 5.8 rRNA+ ITS-2) gen bolgesi
dizilemesini yaparak Neighbor-joining algoritmasina dayanan filogenetik agag
olusturulmus ve izolatin D.salina suslarini igeren dalin pargasi oldugu belirlenmistir.
Dunaliella salina 22 + 2 °C ve 50 umol m 2.5 * 151k yogunlugu kosullarinda kiiltiire
alinmistir. Karotegenez’in pH’ a bagimli oldugunu ve pH 9 da en iyi lretimi
yaptiklarini gostermiglerdir. MS-1 olarak isimlendirdikleri kendi suslarinin Dunaliella
cinsine ait oldugunu ve en yakin akrabasinin Dunaliella salina Mexican (AF546093,
AF546094) oldugunu belirlemislerdir.



Cizelge 2.1 : Baz1 Dunaliella turlerine ait 1TS-1, ITS-2 ve toplam ITS gen bolgesi
uzunluklari (bp), yiizde GC bazi igerikleri (Gonzalez ve dig., 2001).

Takson ITS-1 ITS-2 Toplam GC orani
(bp) (bp) (bp) (%)
Dunaliella salina
UTEX 200 213 223 436 50.9
UTEX 1644 214 232 446 52.9
CONC 006 214 225 439 50.1
CONC 007 214 231 445 51.5
Dunaliella pseudosalina
CONC 010 214 220 434 50.9
Dunaliella viridis
CONC 002 220 220 440 50
Dunaliella tertiolecta
A/2, CCMP 1320 214 222 436 51.8
UTEX 99 214 222 436 51.6
Dunaliella bardawil
ATCC 30861 213 227 440 50
Dunaliella lateralis
Nepal sus 215 195 410 49.5
Dunaliella parva
UTEX 1983 222 223 445 49.9
CCMP 362 214 222 436 51.6
CCMP 19/9 214 222 437 50.8
Dunaliella peircei
UTEX 2192 214 222 436 50.9

Dunaliella tiirleri ile yapilan kisitli sayidaki molekiiler ¢alismalar birgok kiiltiir
susunun tanimlamasinda sikintilar oldugunu, muhtemelen yanlis adlandirildigini ve

gereksiz tlir isim Onerilerinin yapilmis oldugunu igaret etmektedir.

2.2 Dunaliella Tiirlerinin Ozellikleri ve Cevresel Kosullara Verdigi Fizyolojik

Yanitlar

Chlorophyta soyuna ait olan Dunaliella tirleri morfolojik olarak kati bir hiicre
duvarina sahip olmamalariyla taninirlar. Hiicre duvari yerine bulundugu yere uyum
saglayabilen esnek bir hiicre zarfi ile ¢evrelenmislerdir (Teodoresco, 1905). iki adet
flagellaya sahiptirler; flagellalar ya hiicre uzunlugu kadar ya da daha kisa boyuttadirlar
(Sekil 2.2). Hucreleri oval, kiresel, elips sekillerde, genislikleri 3 ile 13 um,
uzunluklari 5 ile 25 pm arasinda degismektedir (Melkonian, ve dig., 1980). Dunaliella
hiicreleri klorofil a ve b’nin yani sira B-karoten, a-karoten, lutein, neoksantin,

zeaksantin ve violaksantin gibi degerli karotenoid pigmentler icermektedirler. Yuksek



tuzlulukta yasayabilirler ve bu 6zellikleri ile halotolerant 6karyotlar igerisinde yer

alirlar.

Tuzluluk mikroalglerin dogal popiilasyonunda ¢esitliligi ve iiriin iiretimini etkileyen
en onemli faktorlerden biridir. Bazi mikroalg tiirleri sinirh tuzluluk toleransina
sahipken bazi tiirler ise gesitli tuzluluk degerlerinde yasamlarini stirdirebilmektedirler
(Booth ve Beardall, 1991). Yiiksek tuzluluk degerleri halotolerant tiirlerin tiretiminde
kontaminasyon riskini elimine etmektedir. Dunaliella salina, alglerde tuz etkilerinin
arastirilmasi ve gliseroliin roliiniin tespit edilmesi amaciyla model organizma olarak

kullantlmistir (Oren ve dig., 2005)

Sekil 2.2 : Alg hiicresinin basit olarak yapisinin gésterilmesi (Dunaliella hiicreleri baz
alinarak ¢izilmistir).

Dunaliella sp. tiirleri yiiksek tuzluluk toleransina sahiptir. TUmi tuzlu ortamlarda
bulunur fakat optimal biiylimeleri farkli tuzluluk konsantrasyonlarindadir. Tuzlulugun
farkli Dunaliella izolatlarinin biiyiime hizina etkisini degerlendiren ilk kontrollii
deneyler 1930’larda bildirilmistir (Baas-Becking, 1931). Dunaliella spp. suslarinin
yetistirilmesinde en uygun tuz konsantrasyonlar1 degiskenlik gdstermektedir.
Optimum tuz araliklar1 D.viridis i¢in 1-4 M (%6-23) NaCl, pH 6-9 araliginda (Baas-
Becking, 1931); D.tertiolectae icin ilk ¢alismalarda 0,17 — 1,5 M NaCl, sonraki
caligmalarda 0,05-3 M NaCl (Jahnke ve White, 2003); D.salina i¢in 0,05-5 M (Santin-
Montanya, 2007) veya %12 civarinda (L. J. Borowitzka, 1981); farkli olarak Biiyiik
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Tuz G6lu izolatlarinda %10-15 hatta %19 civarinda oldugu bildirilmistir (Brock, 1975;
Van Auken ve McNulty, 1973). Cogu izolatin %2 ile %8 tuzluluk araliginda en iyi
biiylime gosterdigi, %15’in iizerinde yavas bliyiime gosterdigi bulunmustur (Lerche,
1937).

Ginzburg ve dig., (1990) ise ayni hiicre hattinin ani tuz degisimleri uygulanmamak
sartiyla genis tuz konsantrasyonlarinda yasamini devam ettirebildigini gostermislerdir.
Kullanilan tiirler 26 °C, 150-200 UE cm™ st 1s1k yogunlugu, 14 saat aydimlik; 10 saat
karanlik parametrelerinde biiyiitiilmiistiir. Tuz konsantrasyonundaki ani degisimlerden
sonra yapilan canlilik testlerine gore, D.parva 19/9 i¢in hayatta kalma oran1 3,5 M’dan
0,5 M NaCl konsantrasyonuna 0,5 M’lik ani gegislerde %0,01; yine 0,5 M artislarla
0,5 M’den 3,5 M NaCl konsantrasyonuna gegislerde ise %20 olarak tespit edilmistir.
0,5 M’den 3,5 M NaCl konsantrasyona dogru degisimde tim hucreler 48 saate kadar
yasayabilirken konsantrasyonu yukaridan asagi dogru olan degisimde bu sirenin

sadece 1,5 saat oldugunu belirlemislerdir.

Ginzburg (1993), 1sik  yogunlugunun Dunaliella parva’da yiiksek tuz
konsantrasyonlarina adaptasyonda giiglii etkisi oldugunu bulmustur. Kulttrler 22 °C
sicaklik, 200 pmol m2 st 151k yogunlugu ve 14 saat aydinlik- 10 saat karanlikta
biiyiitiilmiistiir. 5, 20, 75, 200 umol m2 s 151k yogunluklar ve 0,5, 1,5, 2,5, 3,5 M
NaCl degerleri kullanilmistir. Yiiksek 1g1k yogunluklarinda tuz konsantrasyonlarindaki
artisa paralel olarak gliserol sentezi olurken, diisiik 151k yogunluklarinda gliserol
sentezi olmamistir. Tuz konsantrasyonlari arttikca biiyiime i¢in gerekli 151k

yogunlugunun da artirtlmasi gerektigini gostermistir.

Dunaliella’nin degisken tuzluluklara sahip sularda plazma zari igerisindeki iyon
pompalar1 ile tuzluluk degisimi etkisiyle lrettigi plazma membran proteinleri
protoplazmadan sodyum ¢ikararak hiicrenin iyon seviyelerini kontrol eder ve hiicrenin
yasamasini saglar (Fisher ve dig., 1994). Ayrica Dunaliella hucreleri hiicre
duvarlarinin olmamasi nedeniyle tuzluluk artis ve azalislarinda kiigiilerek veya siserek
tepki gosterir (Berube ve Dodge, 1999). Yiiksek tuzluluga maruz kaldig1 zaman hiicre
ici gliserol miktar1 %50’nin lizerine ¢ikar ve bu oran gerekli osmotik basincin
saglanmasi icin yeterlidir. Bu durumda gliserol, enzimleri hem inaktivasyon hem de

inhibisyona kars1 koruyan uyumlu bir ¢6ziinen madde olarak davranir (Hosseini ve



Shariati, 2009). Tuzluluk degisimlerine yanit olarak dogal lipit biyosentezi ve
karotenoid asir1 birikimi yapabilirler (Sadka ve dig., 1989).

Kiiltiir kosullarinda hiicre yeteneklerine goére Dunaliella hiicreleri kirmizi ya da
turuncu renk alirlar (Massyuk 1973; Preisig 1992), ancak aralarinda degisim
gostermeyerek daima yesil kalan hiicreler de mevcuttur. Teodoresco, D.salina igin
biraz daha biiyiik hiicrelere sahip oldugunu ve uygun kosullarda yiiksek miktarda
karoteonid pigmenti sentezledigini ve hiicrelerinin parlak kirmizi renk aldigini; D.
viridis’in ise asla boyle kirmizi hiicreleri tiretmedigini bildirmistir. Blanchard (1891)
ve Hamburger (1905) yesil hiicreleri kirmiz1 hiicrelerin genclik evreleri olarak kabul
etmistir. Labbé (1921), bu renk degisimlerinin ortamdaki tuz konsantrasyonlarindan

kaynaklandig1 goriisiindedir.

Farkli pigmentler, farkli dalga boylarindaki 15181 absorbe ederler. Bu farkliliga
pigmentin kimyasal yapisi neden olur. Isik, algler i¢in biiylimeyi ve iiremeyi
kisitlayabilen kritik bir faktordiir. Tiim oksijenik fotosentetik organizmalar fotosentez
boyunca 15181 kullanarak kimyasal enerjiye cevirir. Fotosentezin enerji kaynagi olan
151k yogunlugu fotosentezin hizin1 da belirleyen bir etmendir. Yiiksek 151k siddetine
tepki olarak, Klorofil-a ve diger pigmentlerin azalmasi nedeniyle fotosentez azalir ve
hlcreyi asir1 1siktan korumak amaciyla sekonder karotenoidlerin miktari artig gosterir.
Diisiik 151k siddetine tepki olarak, genellikle klorofil-a ve 15181 tutabilen pigmentler
artar (Ben-Amotz ve Avron, 1983). Ayrica lipit iretimi yiiksek 1sikta maksimum
olmaktadir (Weldy ve Huesemann, 2007).

Mikroalglerin pigment iiretim miktarlari tarimsal Urlinlerle elde edilen Gretimle
kiyaslandiginda oldukca yiiksek miktardadir. Mikroalgler boliinerek ¢ogaldiklarindan
hizli bir sekilde biyokiitle artis1 saglarlar (Wichuk ve dig., 2014). Mikroalglerde
optimum ireme ve biliylime kosullar1 altinda primer karotenoidler kloroplastta
sentezlenir; stres kosullarinda ise sekonder karotenoidler kloroplast disinda
sitoplazmada sentezlenir. Baglica stres faktort, 151k tiirii ve yogunlugu, N ve P besinsel

kithgidir.

Stres {irlinii pigmentlerden biri olan karotenoid dogada yaygindir. Sari, kirmizi ve
turuncu renklidirler. Bu nedenle bu bolgedeki 15181 absorbe edemezler, yansitirlar
(Kommareddy ve Anderson, 2003). Karotenoid artisi; 1s181in miktar ve ¢esidine, makro

elementlerin miktarina ve hicrelerin CO2 asimilasyonuna baglidir. Baska bir deyisle
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stres durumlarinda mikroalglerin karotenoid Uretimleri tetiklenmektedir. Bu etkiler

biiylime grafiklerinde duragan fazda gergeklesmektedir (Cifuentes ve dig., 1996).

Alglerdeki en yaygin karoten B-karotendir (Lee, 2008) ve giines 1sinlarinin iyonize
enerji etkilerine kars1 korunma amaciyla iretilirler (Schlipalius, 1991). A vitamini
Onciisii olan B-karotenin dogal dretiminde Dunaliella tiirleri kullanilmaktadir
(Borowitzka ve dig., 1990; Markovits ve dig., 1993). Baz1 suslarda (3-karoten tretimi
alg kuru agirliginin %14 {inden fazla olabilmektedir. Bu miktar havugtaki miktarin 10
ila 100 katidir. Ticari olarak kullanilan B-karoten’in dogal ve sentetik formlar1 vardir.
Saglik alaninda Jayappriyan ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada sentetiklere gore
dogal olan B-karoten prostat kanseri hiicrelerinde yiiksek apoptoz orani saglamistir
(Jayappriyan ve dig., 2013). Ayrica gii¢lii antioksidan 6zelliklere sahiptir. Kanser ve
kardiyovaskiiler rahatsizliklara karsi kullanilmaktadir. Kimyasal yapilar1 yagda
¢oziinmeye uygundur. Ayrica organik ¢oziiciilerde (aseton, alkol, kloroform, etil asetat
ve diklorometan vb) kolayca ¢oziinebilirler. Suda ¢oziinemezler (Nguyen ve Schwartz,

1998). B-karoten’in kimyasal yapisi Sekil 2.3’te gosterilmistir.

Borowitzka ve dig., (1990) Dunaliella salina’nin ii¢ izolatinda ani tuzluluk
degisiminin biiyiime ve karotegenesis lizerine etkisini arastirmistir. 26 °C sicaklikta,
180 pmol m?s? 151k yogunlugunda iissel olarak artan tuzluluk degerlerinde total
karotenoid yanitlar1 incelenmistir. Tuzlulugun ani artisinin biiylime fazlarinda
gecikmelere neden oldugunu ve fazlarin uzunlugunun tuzluluk degisimlerine bagh
oldugunu tespit etmislerdir. %10 - 15 w/v NaCIl’de gecikme olmadigini, %30 w/v
NaCl’de 4 giinliik gecikme oldugunu rapor etmislerdir. %20 tuzlulukta iki ginlik
blyume gecikmesi ile beraber toplam karotenoid miktarinda anlamli bir artig

gozlemlemislerdir.

Sekil 2.3 : B-karotenin kimyasal yapisi.

Markovits ve dig. (1993), dort Dunaliella spp. susunu 25°C sicaklikta, pH 8 + 0.5

degerinde ve 200 W/m? siirekli aydinlatmada biiyiitiirek bu tiirler arasinda en iyi p-
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karoten {iretimi yapan tiirii belirlemistir. Spesifik bilyiime oranlarmin 0,093 giin ile
0,234 gin arasinda degistigini, kuru agirhiginm %3 ile %6 lipit, lipit iceriginin %50

ile %80’inin karotenoidler oldugunu belirlemislerdir.

Celekli ve Dénmez, (2006) Tuz Golinden izole ettikleri Dunaliella sp.’nin hangi
kosullarda en iyi bilyiime ve B-karoten birikimi yaptigmi belirlemislerdir. Ornekleri
Johnson ortaminda 20 * 2 °C sicaklikta, soguk beyaz florasan 32 kerg cms?
aydinlatmada petri kaplar1 igerisinde inkiibe etmislerdir. Optimal 151k yogunlugu, pH,
tuz ve azot konsantrasyonlarmni belirlemislerdir. ilk deney seti %10, 15, 20 (w/v) NaCl
tuz konsantrasyonlarina ve 6, 7, 8, 9 pH degerlerinde ger¢eklestirilerek biiyiime ve -
karoten Gretimi i¢in uygun kosullar belirlemislerdir. Diger bir deneyde ise 1s1k
degerinin biiylime, B-karoten icerigi ve farkli konsantrasyonlarda NaNOs (1, 5, 10, 17
Mm)’iin etkisi belirlenmistir. Isik deneylerinde en yiiksek hiicre sayisi ve B-karoten
icerigi, pH 9, %20 NaCl konsantrasyonu, 48 kerg cm s 11k yogunlugu kosullarinda
goriilmiistiir. B-karoten igerigi bu 1s1k yogunlugunda 0,177 ile 1,095 mg/ml arasinda,
azot sinir degeri altinda ise hiicre bazinda 0,119 ile 0,261 ng/hiicre arasinda
degismistir. Yapilan bu ¢aligmanin sonucunda en yiiksek p-karoten birikimi ve hiicre
sayisi, pH 7, 5 mM NaNOz ve %20 NaCl konsantrasyonu kosulunda sirasiyla 0,261
ng/hiicre, 4.2 x 10° hiicre/ml dir.

Fazeli ve dig. (2005), Urmia Tuz Gollinden izole edilen Dunaliella tertiolecta
DCCBC26 susunda farkli tuzluluk degerlerinin (0,05 — 3 M NaCl) blyume kinetikleri,
toplam karotenoid ve B-karoten {izerine etkilerini incelemislerdir. Sus 25 °C, 14:10
saat aydinlik/karanlik, 50 pmol m2s™ 151k yogunlugu kosullarinda biiyiitiilmiistiir. Tiir
ITS-2 sekanslamast ile tanimlanmigtir. Ayni kosullarda 151k yogunlugu 150 pmol m-
251 olarak degistirilip farkli tuzluluk konsantrasyonunda biiyiitiilerek sekizinci ve
yirmisekizinci giinlerde 6rnek alinmi yapilmis ve karotenoid miktarlar1 tespit

edilmistir. Sabit blylime faz1 esnasinda 28. giinde 0,5 M NaCl tuzlulugunda en yiiksek
karotenoid Gretimini (11,73 mg/L) gézlemlemislerdir.

Narvaez-Zapata ve dig. (2011), t¢ Dunaliella salina (DUN-1, DUN-2 ve DUN-3)
izolatinda (CLBM-Universidad del Mar, Mexico) farkli tuzluluk degerlerinde biiyiime
ve metabolit Gretimini incelemistir. Kiiltiir kosullar1 f/2 ortaminda, 22+1° C, 150-180
umol foton.m 2.5 seklindedir. DUN-1 ve DUN-2 kirmizi iken DUN-3 yesil renkte
gbzlenmistir. % 3,5, 10, 15, 20 ve 30 (w/v) NaCl tuzluluklarina aklime edilerek 24
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giinliik biliylimeleri takip edilmistir. Tir tanimlart igin rfRNA ITS bdlgelerini
kullanmiglardir. Maksimum buylme %30 (w/v) NaCl’de gozlenmistir. DUN-2 i¢in
gliserol igerigi 380 mg.L ™!, karoten igerigi 5,9 mg.L ™ olarak belirlenmistir. DUN-2 ve
DUN-3 rRNA gen dizileri benzer olmasina ragmen, DUN-2’nin gliserol igerigi 0,3
kat, karoten icerigi 10 kat DUN-3’ten daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.

Dunaliella spp. suslarinin bityiime yanitlar1 tuzluluk, sicaklik ve 11k ygunlugu gibi bir
¢ok etmenin etkilesimine baglidir. Dunaliella viridis i¢in optimum sicaklik 14 °C ile
30 °C araliginda, hayatta kalabildigi iist sicaklik degeri 35 °C olarak belirlenmistir
(Gibor, 1956). Dunaliella bioculata ve D. primolecta denizel tlrleri igin optimum
sicaklik 25 °C ile 29 °C arasinda iken, D. tertiolecta 'nin optimum biyumesi 30 °C’de
gozlenmigtir (Goldman, 1977). Dunaliella salina 10-30 °C arasindaki sicakliga
tolerans gosterebilmektedir (Santin-Montanya ve dig., 2007).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1 Mikroalg Suslar ve Kiiltiir Ortamlar:

Bu tez calismasinda 1147274 no’lu TUBITAK projesi kapsaminda izole edilmis ve
projede olusturulan Bursa Teknik Universitesi Alg ve Siyanobakteri Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan temin edilmis 20 mikroalg susu kullanilmistir. Bu suslar sunlardir:
Crptophyceae. AQUAMEB-1, Dunaliella sp AQUAMEB-2, Dunaliella sp
AQUAMEB-4, Dunaliella sp AQUAMEB-5, Dunaliella sp AQUAMEB-6,
Dunaliella sp AQUAMEB-7, Dunaliella sp AQUAMEB-8, Dunaliella sp
AQUAMEB-9, Dunaliella sp AQUAMEB-11, Dunaliella sp AQUAMEB-12,
Dunaliella sp AQUAMEB-13, Dunaliella sp AQUAMEB-14, Dunaliella sp
AQUAMEB-15, Dunaliella sp AQUAMEB-16, Tetraselmis sp. AQUAMEB-17,
Dunaliella sp AQUAMEB-18, Dunaliella sp AQUAMEB-20, Dunaliella sp
AQUAMEB-21, Tetraselmis sp AQUAMEB-22, Dunaliella sp AQUAMEB-49°dir
(Sekil 3.1 - 3.20).

Sekil 3.1 : AQUAMEB-1, Cryptophyceae , mikroskop goéruntusi. Halotolerant bir
tiirdiir, 75 ppt tuzluluktan izole edilmistir.
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Sekil 3.2 : AQUAMEB-2, Dunaliella sp., mikroskop gorintisi. Halotolerant bir
tiirdiir, 165 ppt tuzluluktan izole edilmistir.

Sekil 3.3 : AQUAMEB-4, Dunaliella sp., mikroskop goruntlsi. Halotolerant bir
sustur, 163 ppt tuzluluktan izole edilmistir.
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Sekil 3.4 : AQUAMEB-5, Dunaliella sp., mikroskop gorlntisi. Halotolerant bir
sustur, 152 ppt tuzluluktan izole edilmistir.

Sekil 3.5 : AQUAMEB-6, Dunaliella sp., mikroskop goruntlsi. Halotolerant bir
sustur, 178 ppt tuzluluktan izole edilmistir.
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Sekil 3.6 : AQUAMEB-7, Dunaliella sp., mikroskop gorintlsi. Halotolerant bir
sustur, 178 ppt tuzluluktan izole edilmistir.

Sekil 3.7 : AQUAMEB-8, Dunaliella sp., mikroskop goruntlsi. Halotolerant bir
sustur, 285 ppt tuzluluktan izole edilmistir.



Sekil 3.8 : AQUAMEB-9, Dunaliella sp., mikroskop gorlntisi. Halotolerant bir
sustur, 285 ppt tuzluluktan izole edilmistir.

Sekil 3.9 : AQUAMEB-11, Dunaliella sp., mikroskop gortntiisti. Halotolerant bir
sustur, 285 ppt tuzluluktan izole edilmistir.



Sekil 3.10 : AQUAMEB-12, Dunaliella sp., mikroskop gorunttisii. Halotolerant bir
sustur, 98 ppt tuzluluktan izole edilmistir.

Sekil 3.11 : AQUAMEB-13, Dunaliella sp., mikroskop gorunttisii. Halotolerant bir
sustur, 98 ppt tuzluluktan izole edilmistir.



Sekil 3.12 : AQUAMEB-14, Dunaliella sp., mikroskop gorunttisii. Halotolerant bir
sustur, 274 ppt tuzluluktan izole edilmistir.

Sekil 3.13 : AQUAMEB-15, Dunaliella sp., mikroskop goruntiisii. Halotolerant bir
sustur, 274 ppt tuzluluktan izole edilmistir.
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Sekil 3.14 : AQUAMEB-16, Dunaliella sp., mikroskop gorunttisii. Halotolerant bir
tiirdiir, 270 ppt tuzluluktan izole edilmistir.

Sekil 3.15 : AQUAMEB-17, Tetraselmis sp., mikroskop goértintiisii. Halotolerant bir
tardar.
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Sekil 3.16 : AQUAMEB-18, Dunaliella sp., mikroskop gorunttisii. Halotolerant bir
sustur.

Sekil 3.17 : AQUAMEB-20, Dunaliella sp., mikroskop gorunttisii. Halotolerant bir
sustur Tuz Goliinden izole edilmistir.



Sekil 3.18 : AQUAMEB-21, Dunaliella sp., mikroskop gorunttisii. Halotolerant bir
sustur Tuz Goliinden izole edilmistir.

Sekil 3.19 : AQUAMEB-22, Tetraselmis sp., mikroskop goruntusa.



Sekil 3.20 : AQUAMEB-49, Dunaliella sp., mikroskop gorintsdi.

Plymouth Erdscheriber (PES) (Tompkins ve dig., 1995) ortami igerisinde bulunan bu
kaltarler L1 (Guillard ve Hargraves, 1993) ortamina aklime edilerek deneyler
yapilmustir. Fizyolojik caligmalarda igerigi tam olarak bilinen kiiltlir ortamlar tercih
edilmektedir (Or: L1). Plymouth Erdscheriber ortami iginde toprak 6ziitii bulundugu
ve topragin kompozisyonu tam olarak bilinmediginden deneylerde L1 ortami tercih

edilmistir.

Ayri olarak hazirlanan ¢ozeltilerin birlestirilmesi ile elde edilen L1 kiiltiir ortaminin
icerigi Cizelge 3.1°de verilmistir. Deniz suyu Marmara Denizi, Mudanya kiy1
seridinden temin edilmistir. Sirastyla 1,2 pm ve 0,2 um’lik filtrelerden gegirilerek
kullanima hazir hale getirilmistir. Stok 3 ve 4 hazirlandiktan sonra 121 °C ‘de 15
dakika otoklavlanmis ve bu soliisyonlar steril olarak saklanmistir. Stok 5 igerisine Stok
1 ve 3 eklenerek pH 8’e ayarlanmistir. Ayn1 sicaklik ve siirede otoklavlanarak steril
hale getirilmistir. Otoklav sonrasi sogutularak steril kabin igerisinde Stok 1, 2 ve 4
ilave edilmistir. Fizyolojik deneyler farkli tuzluluklarda gergeklestirildiginden
tuzluluk artirmalar1 farkli miktarlarda eklenen NacCl ile saglanmistir. Bu denemelerde
kullanilan ortamlarin tuzluluk degerleri 37 ppt ile 175 ppt arasinda degismistir.
Eklenecek NaCl ve deniz suyu miktarlari Cizelge 3.2°de gosterildigi sekilde
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belirlenmistir. Tuzluluk degerleri bir YSI prob ile olciilerek kontrol edilmistir (Y SI
Professional Plus, YSI Incorporated, Ohio, ABD).

Cizelge 3.1 : L1 Ortamu (Guillard ve Hargraves, 1993)

Stok /1000 ml
Stok 1 NaNOs + NaH2P04.2H,0 1ml
Stok 2 Vitamin Solisyonu 0,5 ml
Stok 3 Eser Elementler 1ml
Stok 4 NaCl (4 M) X
Stok 5 Filtre Deniz suyu X
50 ml dH20
Stok 1 NaNO3 3,75gr
NaH2P0O4.2H.0 0,283 gr
100 ml dH20
Stok 2 Thiamine-HCI 10 mg
Vitamin Bi. 100 pl (10 ml’de 5 mg)
Biotin 100 pl (10 ml’de 5 mg)
gr /1000 ml dH20
Stok 3 Na.EDTA.2H.0 4,36 gr
FeClz.6H20 3,15gr
MnCl2.4H20 0,245 gr
ZnS04.7H20 0,0023 gr
CoCl2.6H20 0,0119 gr
CuS04.5H20 0,0025 gr
Na2Mo004.2H,0 0,0199 gr
Na2SeOs 0,00173 gr
NiSO4.6H20 0,00263 gr
NazVO4 0,00184 gr
K2CrO4 0,00194 gr
/1000 ml
Stok 4 NaCl (4 M) 236,48 gr

Tuzluluk hesaplamalari i¢in toplam hacimden Stok 1, 2 ve 3 ¢ikarilmistir. NaCl gr/lIt
miktarlar1 baz alinarak konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. 35 ppt 33,03 gr/lt NaCl
olarak kabul edilmektedir. Deniz suyu tuzlulugunda bulunan suslar kullanilmadig i¢in
deniz suyu tuzlulugundaki ortamlarin hesaplamalar1 verilmemistir. Temel olarak NaCl
stogu kullanilmadan sadece deniz suyuna diger Stok c¢ozeltiler eklenerek elde

edilmistir.

Ayrica az miktarda kullanilacak ortamlar i¢in fazla miktarlarda ortam hazirlamak
yerine yiiksek tuzluluk degerinde ve diisiik tuzluluk degerindeki ortamlardan alinarak
ara tuzluluk ayarlamalar1 yapilmistir. Ayarlamalarda istenilen hacim ve tuzluluk
degeri belirlenerek (denklem 3.1) diisiik ve yiiksek konsantrasyondaki ortamlardan ne

kadar kullanilarak istenilen tuzluluk elde edilecegi hesaplanmistir.
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MsVs=M1.V1+M2.V>
(3.1)
M; = Istenilen tuzluluk degeri (ppt)
Vs = Istenilen hacim (ml)
M: = Diistik konsantrasyondaki tuzlulukta hazirlanan ortam
V1= Kullanilmasi gereken hacim (ml) (Diisiik konsantrasyondaki ortamin)
M: = Yiksek konsantrasyondaki tuzlulukta hazirlanan ortam

V2 = Kullanilmas1 gereken hacim (ml) (Yiiksek konsantrasyondaki ortamin)

Ormek olarak 40 ml 100 ppt tuzluluk degerinde ortama ihtiyacimiz var bunun igin
elimizde hazir olarak bulunan 37 ppt ve 175 ppt tuzluluk degerlerinde ortamlar
bulunmaktadir. Bu iki ortamdan hangi miktarlarda alinarak 100 ppt tuzlulugun elde
edilecegi bu formiil yardimi ile hesaplanabilmektedir. 100 ppt tuzluluk degeri istenilen
tuzluluk degeri (Ms), 40 ml istenilen hacim (Vs), 37 ppt disik tuzluluk
konsantrasyonda hazirlanmis ortam (M1), ne kadar kullanilacagi belirlenmesi istenilen
bilinmeyen hacim (V1), 175 ppt yiiksek tuzluluk konsantrasyonunda hazirlanmis ortam
(M2) ve belirlenmesi istenilen diger bilinmeyen hacim (V3) seklindedir. Denklem de
iki bilinmeyen olmamasi ig¢in V2, V1 cinsinden yazilir. Yani V=40 — V1 olarak alinir.
V1degeri bulunduktan sonra bu esitlikten de V2 degeri hesaplanir. Hesaplamalara gore
bu degerlerde ortamlardan karistirilarak istenilen tuzluluk degerindeki ortam elde

edilir.

Cizelge 3.2 : L1 ortami tuzluluk degerleri hesaplamalarina gore stok ¢ozelti miktarlar

Tuzluluk Stok 1 Stok 2 Stok 3 Stok 4 Stok 5
Degeri
37 ppt 1mil 0,5ml 1mil 45594 ml 951,910 ml
50 ppt 1ml 0,5ml 1ml 104,500 ml 893,000 ml
75 ppt 1ml 0,5 ml 1ml 217,820 ml 779,680 ml
100 ppt 1ml 0,5ml 1ml 331,080 ml 666,420 ml
125 ppt 1ml 0,5 ml 1ml 444,350 ml 553,150 ml
150 ppt 1ml 0,5ml 1ml 557,610 ml 439,890 ml
175 ppt 1ml 0,5 ml 1ml 670,880 ml 326,600 ml
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3.2 Molekiler Analizler

3.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Tezde kullanilan Dunaliella spp. suslarina ait kiiltiirlerin 2 mL’si bir Beckmann
Microfuge santrifujde (Beckman Kaliforniya, ABD) 14000 xg’de 10 dk

santrifiijlenmistir. Peletlerden genomik DNA izolasyonu Promega Wizard® Genomic

DNA Purification Kit (Promega, Wisconsin, ABD) kullanilarak yapilmustir. izolasyon

icin kitle saglanan protokol takip edilmistir.

Kit Protok{li;

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Peletler Uzerine 600 pul Nuclei Lysis Solution eklenmis ve vortekslenmistir.
Tiipler 65 °C de 15 dakika inkiibe edilmistir.

Tiiplere 3 pl RNase soliisyonu eklenerek, tiip asagi yukari calkalanarak

karigtirilmastir.
Orneklerin oda sicakligina gelmesi beklenmistir.

Tuplere 200 pl Protein Precipitation Solution eklenerek, yiiksek hizda 20

saniye vortekslenmistir.
Tupler 13.000 xg’de 3 dakika santrifiijlenmistir.

Pelete dikkat edilerek siipernatant atilmistir. Uzerine oda sicakliginda 600 pl
izopropanol eklenerek karistirilmstir.

13.000 xg’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiijlenerek siipernatant dikkatli
bir sekilde uzaklastirilmistir.

Oda sicakliginda 600 pl %70 etanol eklenerek tiip birka¢ kez karistirilarak

DNA’nin yikanmasi saglanmustir.

10)13.000 xg’de oda sicakliginda 1 dakika santrifiij yapilarak etanol

uzaklastirilmistir. 15 dakika etonoliin ugmasi i¢in beklenilmistir.

11) 100 pul DNA Rehydration Sollisyonu eklenerek 65 °C de 1 saat inkiibe

edilmistir (Promega, 2009).

Genomik DNA miktarlar1 Biotek Epoch mikroplaka okuyucusunda Take3 plakasi

kullanilarak belirlenmistir. Hazir olan DNA -20 °C’de saklanmustir.
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3.2.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Dunaliella spp. suslarma ait genomik DNA’lar kullanilarak bu canlilarin
genomlarindaki ITS (Internal Transcribed Spacer) bolgesinin tespiti ve ¢ogaltilmasi
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile gergeklestirilmistir. ITS bolgesi i¢cin Goff ve
dig. 1994’te verilen primer ¢ifti tercih edilmistir (TW81 ve AB28). TWS81, rRNA
kiictik alt grubunun 3’ ucuna; AB28 ise rRNA biiyiik alt grubunun 5’ ucuna baglanarak
arada kalan ITS1, 5.8S rRNA ve ITS2 bolgelerini ¢ogaltmaktadir. PZR reaksiyonlari
BioRad T100 thermal cycler kullanilarak gerceklestirilmistir. Bir PZR reaksiyonu
toplam 25 pL hacimde 2,5 pL 10X tampon soliisyonu (Promega, Wisconsin, ABD), 2
pL 25 mM MgCl; sollsyonu, her birinden 0,5 pL 10 mM dNTP sollsyonu (Promega,
Wisconsin, ABD), 10 pmol.uL*’lik primerlerden 1’er pL, 1,25 U Taq DNA polimeraz
(Promega, Wisconsin, ABD), 1pL genomik DNA ve 16,75 pL steril su icermistir.
TW81 ve AB28 primerleri ile ITS bdolgesi i¢in yapilan PZR reaksiyonunda su program
kullanilmistir: 95 °C, 5 dk, 5 dongii: 90 °C, 1 dk, 50 °C, 2 dk, 1 dongii:72 °C, 1 dk, 30
dongii, 90 °C, 1 dk, 60 °C, 1 dk, 72 °C, 1 dk, son ¢ogaltma 72 °C, 10 dk (Gonzalez vd.
1999). PZR sonrasi iriinler %1,5’luk agaroz jelde yliriitiilmiis, Promega Diamond
Nucleic Acid dye ile 1 saat boyanmis ve Avegene Slite 200W goriintiileme cihazinda
goriintiilenmistir. Uygun boyuttaki PZR tirlinleri jellerden Promega Gel Extraction Kit
(Promega, W.isconsin, ABD) veya Thermo GeneJET Gel Extraction Kit
(ThermoFisher, Massachusetts, ABD) ile saflastirilmistir. Saflastirilan PZR iirtinleri
hizmet alim1 yoluyla dizilenmistir. Dizileme, PCR’da kullanilan primerlerle ¢ift yonlii

yapilmistir.

3.3 Biyoinformatik Analizler

Elde edilen ITS gen (544 bp) dizileri Mega 6 yazilimi (Tamura ve dig., 2013)
kullanilarak manuel olarak diizeltilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan tiirlerin yakin
ve uzak akrabalarina ait gen dizileri National Center for Biotechnology Information
(NCBI) veri bankasinda bulunan Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) ile
elde edilmistir. Gen dizilerinin hizalanmasi1 Mega 6 yaziliminda bulunan Muscle
(Edgar, 2004) yardimiyla yapilmistir. Yanina birlestirme (Neighbour-Joining- NJ)
agacglart maksimum kompozit olabilirlik yontemi kullanilarak 2000 yeniden

ornekleme (bootstrapping) ile yapilmistir. Maksimum olabilirlik (Maximum

28



Likelihood- ML) analizi i¢in en uygun niikleotid degisim modeli Mega 6 yazilimindaki
model segme 6zelligi ile belirlenmistir (Tamura ve dig., 2013). Belirlenen bu model

kullanilarak ML agaclar1 2000 yeniden 6rnekleme (bootstrapping) ile olusturulmustur.

3.4 Mikroalg Kiiltiirlerinin Farkh Tuzluluklara Aklimasyonu

Tez calismasinda gergeklestirilecek morfolojik ve fizyolojik denemeler igin
bahsedilen AQUAMEB suslar1 farkli tuzluluklardaki L1 kiiltiir ortamina aklime
edilmistir. Aklimasyonlar kiltiir tuzluluklarinin artirilmasi veya azaltilmasi ile
yapilmistir. On denemelerde ve yapilan literatiir arastirmasinda kiiltiir ortami
tuzluluklarindaki ani degisimlerin hiicrelerin %90’dan fazlasinin Slmesine neden
oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla aklimasyon sirasindaki duraklama fazi daha uzun
stirmektedir. Bu nedenle, Ginzburg vd. (1990) ile Ginzburg ve Ginzburg, (1993)’teki
aklimasyon stratejileri temel alinarak bu tez calismasi i¢in bir aklimasyon stratejisi
gelistirilmistir. Bu strateji kiiltlirlerin tuzluluklarinin agamali olarak azaltilmasi veya
artirllmasi esasina dayanmaktadir (Cizelge 3.3 ve Sekil 3.22). Bu dogrultuda PES
kiiltiir ortamindan L1 kiiltiir ortamina aklime olmus 20 mikroalg susunun hiicre
sayilar1 belirlenmistir. Her sustan alinan 1 mL tizerine 20 ul liigol soliisyonu ilave
edilmis ve kiiltiirler Utermohl haznelerinde ¢oktiiriilmiistir (Sekil 3.21). Olympus
CKX41 inverted mikroskopta (Olympus, Tokyo, Japonya) Utermohl haznelerinden 20
rastgele goriintii alinmistir. Elde edilen 20 fotograftaki hiicre sayilari Image J programi
ile belirlenmistir (H6tzel ve Croome, 1999). Orijinal kilturlerin birim hacmindeki
hiicre sayis1 Sekil 3.2°de verilen formiil ile hesaplanmistir. Aklimasyon denemeleri her
susun her tuzlulugu icin hiicre sayilar1 ayni olacak sekilde baslatilmistir (70000 hiicre.
mL™). Dolayistyla her sustan, nihai 70000 hiicre.ml™ sayisini saglamak igin, belirli bir
hacim alinmig; 3000 xg’de 10 dk santrifiijlenmistir. Toplam hiicre sayist formili
denklem 3.2’de verilmistir. Eski kiiltlir ortam1 uzaklastirilmis ve peletin iizerine taze
kiiltiir ortam1 ilave edilmistir. ilave edilecek taze kiiltiir ortami hacmi ve tuzluluk
degisimlerinin nasil yapilacagina dair 6rnek Sekil 3.22°de gosterilmistir. Her tuzluluk

grubu i¢in bu sekilde aklimasyon tablolar1 olugturulmustur.

(zayilan hiicre sayis1 x Utermahl toplam taban alani)

Toplam hilcre sayist =
(Bir fotograf alam x savim yamlan fotograf sayis1 x gitktiirillen hacim)

(3.2)
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Sekil 3.21 : Utermohl gorintisa.

Deney ortamlarin tuzluluk artirrmi 247.7 ppt stok L1 ile seyreltilmesi ise O ppt stok L1
ile yapilmigtir. Toplamda ulasilan son hacim 20 ml olarak belirlenmis ve bu hacme 12

saat araliklarla agamali olarak eklenen O ppt ve 247. 7 ppt stok ortamlar ile ulasilmistir.

Cizelge 3.3 : Asamali olarak gergeklestirilen tuzluluk degisimleri. Koyu olarak
belirtilenler baslangi¢ tuzluluk degerleridir.

Tuzluluk Degerlerinin Asamali Artis ve Azalislart

37 pptd  37ppt . 37 ppt 37ppt o 37ppt ,  37ppt ,  37ppt ,
50 ppt 50 ppt 50 ppt 50 ppt 50 ppt 50 ppt 50 ppt
59.6 ppt 75 ppt 75 ppt 75 ppt 75 ppt 75 ppt 75 ppt

75 ppt 76.7 ppt 100 ppt 100 ppt 100 ppt 100 ppt 100 ppt
100 ppt 100 ppt| 121.45ppt 125 ppt 125 ppt 125 ppt 125 ppt
125 ppt 125 ppt| 125 ppt 150 ppt 150 ppt 150 ppt 150 ppt
150 ppt 150 ppt| 150 ppt 162.55 ppt  166.77 ppt  171.25 ppt 170 ppt
175 ppt‘ 175 ppw 175 ppt 175 ppt¢ 175 ppt¢ 175 ppt¢ 175 ppt

176.7 ppt

~—t

<

Tez calismasinda kullanilan mikroalg suslarinin farkli tuzluluklara aklimasyonu

esnasindaki morfolojik degisimleri incelemek icin ilk olarak hedeflenen tuzluluk
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degerlerine ulagildiginda, sonrasinda ise 4 giin boyunca her giin kiiltiirlerden 1,5 ml
alt-Ornek alinmistir. Alinan 6rnekler iizerine liigol ¢ozeltisi (1,5 mL i¢i 30 ul ligol
coOzeltisi) eklenerek hiicreler fikse edilmistir. Fikse edilen oOrnekler hiicrelerin

aklimasyon esnasinda en-boy Ol¢limleri i¢in kullanilmistir.

Hicrelerin en, boy ve flagella uzunluklarini belirlemek, yapisal degisimleri saptamak
amaciyla inverted Olympus mikroskopta 40X biiyiitmede rastgele 30 farkli hiicrenin
fotografi cekilmistir. Morfolojik OSlgiimler Olcekli fotograflar iizerinden Image J

programi ile yapilmistir.

Hedef tuzluluk | 75 ppt Hedef tuzluluk | 50 ppt Hedef tuzluluk | 37 ppt
Pelet Uzerine 19.557 Pelet Uzerine 13.038 Pelet Uzerine 9.648mL
eklenecek 76.7 | mL eklenecek 76.7 | mL eklenecek 76.7
ppt mL’si ppt mL’si ppt mL’si
Tuzluluk 0.443 mL | Tuzluluk 6.962 mL | Tuzluluk 5.152 mL
ayarlamasi i¢in ayarlamasi i¢in ayarlamasi
eklenecek ilk 0 eklenecek ilk 0 icin eklenecek
ppt L1 hacmi ppt L1 hacmi ilk 0 ppt L1
(HEMEN)-50 (HEMEN)-50 hacmi
ppt ppt (HEMEN)-50
ppt
Tuzluluk 5.2 mL
ayarlamasi
icin eklenecek
ikinci O ppt L1
hacmi (12 saat
sonra)- 37 ppt

Sekil 3.22 Diisiik tuzluluk degerlerine aklimasyon sirasinda kullanilan strateji 6rnegi.*
3.5 Isik Etkisinde Renk Degisimlerinin Saptanmasi

Tez ¢alismasinda kullanilan mikroalg suslarinin taksonomik olarak tanimlanmasinda
yol gostermesi i¢in bu suslarin kiiltiir esnasinda renk degisimleri incelenmistir. Bu
dogrultuda her susun 75 ppt tuzluluga aklime olmus kiiltlirleri kullanilmistir. Aym
biiyiime fazinda kiiltiirler alinarak 120 pumol.m2s? 1sik yogunlugu, 12:12 saat

aydinlik-karanlik dongiisii ve 24 +2 C sicaklikta biiyiitiilmiistiir. Renk degisimlerini

176.7 ppt orijinal tuzluluktaki drneklerin nasil seyreltilecegi gosterilmistir.

31



saptamak amaciyla iki giinde bir fotograf ¢ekilerek gézlem yapilmigtir. Deneye 4 hafta
boyunca devam edilmistir. Isik diizenegi Sekil 3.22°de gosterilmistir.

Sekil 3.23 : Tez calismasinda kullanilan mikroalg suslarinin renk degisimlerini
saptamak amaciyla olusturulan 151k deneyi diizenegi.

3.6 Secilen Dunaliella spp. Suslarimin Farkh Tuzluluklarda Biiyiime Ozellikleri

Genetik olarak en farkli dokuz Dunaliella spp. susu segilerek farkli tuzluluklarda
biiyiimeleri incelenmistir. Bu amagla kisim 3.1°de 37 ppt’den 175 ppt’ye aklime
edilmis suslar kullanilmistir. Segilen suslar sunlardir: AQUAMEB-2, -4, -6, -8, -13, -
14, -18, -21, -49. Deneyler Ucli tekrarlar halinde, L1 kiiltiir ortaminda ve 50 mL
hacimde gergeklestirilmistir. Bliylime deneyleri bir Panasonik 352RH iklim kabininde
(Panasonic, Osaka, Japonya) 14 saat aydinlik, 10 saat karanlikta 120 umol.m2.s? 151k
yogunlugunda 23 °C’de gergeklestirilmistir. Dunaliella spp. hiicrelerinin blytmesi iki
giinde bir alinan 6rneklerin (300 pl) 750 nm’de optik yogunluk Ol¢timleri ile takip
edilmistir. Optik yogunluk 6l¢iimleri Biotek Epoch Mikroplate Spektrofotometre (
Biotek, Winooski, Vermont, ABD) ile yapilmistir. Deneyler 30-35 giin arasinda

sUrdiiriilmiis; 6l¢lim sonuglarina gore her susun biiylime grafikleri elde edilmistir.
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Ayrica baglangi¢ ve son giinde 10’ar ml 6rnek alinarak suglarin f-karoten tretimleri
hesaplanmistir (Bknz kisim 3.5). Kiiltiir kaplarinin iklim kabini igerisindeki goriintiisii
Sekil 3.23°de gosterilmistir.

Sekil 3.24 : Dokuz Dunaliella spp. susunun farkli tuzluluklarda biiyiimelerinin
incelendigi deneylerde kiiltlir kaplarinin iklim kabini ig¢erisindeki goriintiisii.

3.7 Total Karotenoid Miktarimin Belirlenmesi

Kiiltiirlerden alinan 10’ar mL 6rnek Beckman Allegra (Beckman, Kaliforniya, ABD)
santrifiijde 4000 xg’de 10 dk santrifiijlenmistir. Peletler 6ziitlemeye kadar -20 °C*de
saklanmistir. Oziitleme islemi icin ¢oziicii madde olarak saf aseton kullanilmistir. Tiim

oziitleme islemi sogukta gergeklestirilmistir. Vorteks ile ¢ozgenin drnek ile iyice niifuz
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edebilmesi saglanmustir. Islem sonunda oziitler 4 °C’de 4000 xg’de 10 dk
santrifiijlenerek siipernantant dl¢iim icin ayrilmistir. Orneklerin spektrofotometrede
470 nm, 644.8 nm ve 661.6 nm’de Sl¢iimil yapilmustir. Olgiim degerleri asagidaki
formiillerde yerlerine yazilarak total karotenoid miktarlar1 hesaplanmistir. Olgiimler

VWR UV-1600 PC Spektorofotometrede (VWR, Pensilvanya, ABD) yapilmaistir.

470 nm’de temel olarak karotenoidlerin absorsiyonu gézlemlenirken ¢ok az miktarda
Klorofil-a ve Klorofil-b’nin de absorbsiyonu gézlemlenmektedir. Bu nedenle total
karotenoid miktar1 hesaplamalarinda klorofil-a ve klorofil-b miktarlar1 da formiilden
faydalanarak hesaplanmistir ve 470 nm’deki absorbans degerinden hesaplanmig olan
katsayilarla carpilarak cikarilmistir (Pisal ve Lele, 2005). Hesaplamalar icin

denklemler 3.3 ile 3.6 arasinda verilmistir.

Ca=11.24 X Assr.6— 2.04 X Acass (3.3)
Cb = 20.13 X Asass—4.19 X Assrs (3.4)
Ca+b = 7.05 X Ass1.6— 18.09 X Asaaz (3.5)
Cx+¢=1000 X As70 — 1.90 x C5 — 63.14 x Cp (Lichtenthaler, 1987) (3.6)

Ca, Klorofil a konsantrasyonunu (pg/mL),
Cb, klorofil b konsantrasyonu (pg/mL),

Cx+b), total karotenoid konsantrasyonunu (pg/ml) gostermektedir.

3.8 Dunaliella spp. Suslarmna Isik Yogunlugu, Sicaklik ve Tuzlulugun

Etkilerinin Incelendigi Faktoriyel Deney Tasarim

Tezde incelenen Dunaliella spp. suslarindan 5 tanesi, genis tuzluluk araliklarina sahip
olmalari, 1y1 bliylimeleri, pigmentasyon ve genetik farkliliklar1 g6z 6niine alinarak bu
kisimdaki deneyler icin se¢ilmistir. Bu tiirler sicaklik, 151k yogunlugu ve tuzluluk
etkilerinin bir arada incelendigi ‘tiim etkenlerin incelendigi’ deney tasarimi metodu
(full factorial design) ile incelenmistir. Her faktor (1s1k, sicaklik ve tuzluluk) i¢in {i¢
seviye belirlenmis ve 3% = 27 farkli ortam kosulunun mikroalglerin biiyiimesi
tizerindeki etkisi incelenmistir. Bu deney tasarimi hem her bir faktoriin mikroalg
blylimesi Uzerindeki etkisinin hem de bu faktorlerin beraber etkilerinin ortaya

cikarilmasint saglamistir. Tez baslangicinda denemelerin 50 mL hacimde
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gerceklestirilmesi planlanmistir. Ancak kisim 3.4’deki denemelerde hiicrelerin siklikla
plastik kiiltiir kaplarina yapistig1 goézlenmistir. Her ne kadar hiicrelerin kazinmasi
yoluyla bunun Oniine gecilmeye c¢alisilmigsa da, bu durum optik yogunluk
Olcimlerinde hata paylarin1 artirmistir. Benzer durum cam kultlr kaplar i¢in de
gozlenmistir. Dolayisiyla bu kisimdaki denemeler i¢in alternatif kiiltiir yontemlerinin
kullanilmasi planlanmistir. Yapilan 6n calismalar, mikroplakalarda kigik o6lcekte
gergeklestirilen biiylitme deneylerinin 50 mL hacimdeki denemelere yakin sonuglar
verdigini gostermistir. Mikroplakalardaki kiiltiirler her 6l¢iim oncesi mikropipet ile
karistirtlmis ve Olglim i¢in homojen bir karisim elde edilmistir. Ayrica mikroplaka
kullanimu ile biiyiik hacimdeki kiiltiir kaplar1 birbirini gélgeledigi i¢in, 151k yogunlugu
daha dogru dagitilabilmistir. Bu dogrultuda tim etkenlerin incelendigi deney tasarimi
yonteminde 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanilmistir. Boylece hem daha fazla
deneme aym1 anda baglatilabilmis hem de deneyler daha fazla tekrarh
gerceklestirilebilmistir. Her ¢evresel kosula ait deneyler iki farkli plakada 3’er tekrarli
olarak gergeklestirilmistir. Kullanilan tuzluluklar 50 ppt, 100 ppt ve 150 ppt olarak
belirlenmistir. Istk yogunluklar1 50, 150 ve 300 umol. foton.m?2.s? olmustur. Iklim
kabini tek bir sicakliga ayarlanabildigi i¢in segilen her bir sicaklik ( 23 °C, 27 °C ve
31 °C) ayr1 ayr1 uygulanabilmistir. Dolayisiyla sicaklik rastgele dagitilamamustir.

Tiim denemeler 250 pl hacimde gerceklestirilmis, mikroplakalarin kenar hiicreleri
kullanilmamustir (Sekil 3.25 ve 3.26). Kenar hiicrelerde gaz alis veriginin daha fazla
oldugu bildirilmistir. Bu nedenle diger mikroplaka hiicrelerine gore daha farkli bir
biylme gozlenmektedir. Ayrica kenar kuyularda buharlagsmanin da daha fazla oldugu
gozlenmistir (Pacheco ve dig., 2013). Deneylerde orta hiicrelerdeki buharlagsmayi
azaltmak igin kenar hiicreler saf su ile doldurulmustur. iklim kabinin nem orani da
%85’¢ ayarlanarak buharlasmanin en az seviyede olmasi saglanmustir. Ornekler orta
kuyucuklara rastgele dagitilmistir. Bu sebeple kullanilacak kuyucuklara numaralar
atanmug, rastgele sayilar olusturularak drnek dagitimi yapilmustir. Iklim kabinindeki
151k yogunluklar1 gézenekli perdeler ile ayarlanmistir. Plaka konumlar1 bir Li-Cor 151k

sensori (Li-Cor, Nebraska, ABD) ile 6l¢iilerek ayarlanmustir.
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Sekil 3.25 : 23 °C, 50 ppt ve 50 umol 151k yogunlugundaki denemede kullanilan plaka

yerlesimi. Kenar kuyucuklar saf su ile doldurulmustur.
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Her bir biiyiime deneyi 2 hafta devam ettirilmistir. Biiyiime her bir kuyucuktaki optik
yogunluk oOlgiimleri ile takip edilmis ve 750 nm’deki Ol¢limler Biotek Epoch
mikroplaka okuyucusunda belirlenmistir. Olgiim &ncesinde her kuyucuk icindeki
hicreler steril bir ortamda ¢ok kanalli pipet ile karistirilmis ve yapisan hiicreler
dagitilmistir. On denemelerde, karistirma sonrasinda bazi suslara ait hiicrelerin ¢ok
cabuk sekilde gruplandigi gozlenmistir. Bu durum kuyucuk icinde bolgesel
yogunlagsmalara neden olmustur. Biotek Epoch mikroplaka okuyucusu normal
ayarinda sadece kuyucugun ortasindan okuma yapmaktadir. Dunaliella spp.
hiicrelerinin kuyucuk i¢inde gruplanma ihtimali ve yanlis okumanin 6niine ge¢cmek
i¢in cihaz 9 noktadan okuma yapilmasi i¢in ayarlanmistir. Bu 9 noktanin ortalama 750
nm degeri o giiniin 6l¢liim degeri olarak kabul edilmistir. Kor (Blank) olarak kullanilan

tuzluluktaki kiiltiir ortami kullanilmis ve 750 nm’de 6l¢iilen deger ¢ikarilmistir.

Sekil 3.26 : Faktoriyel dizayn deneyinde kullanilan tiirlerin plate igerisindeki
goOsterimi
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3.9 istatiksel Analizler

R istatistiksel hesaplama ve grafikleri icin bilgisayar programi olup ayni zamanda bir
programlama dilidir. Yeni Zelanda Auckland Universitesinden Ross Ihaka ve Robert
Gentleman tarafindan ortaya ¢ikarilan R her gegen giin daha da gelismekte ve farkli
amaglara hizmet edebilmektedir (Ihaka ve Gentleman, 1996). icerisinde farkli islem
icin uygun olarak kullanilabilen paketler igerir. Bu paketlerden biri olan ggplot2’un
basit temel ilkeleri bulunur ve az sayida 6zel durum i¢ermektedir. Ham verileri
gosteren bir katmanla baglayarak ek agiklama ve istatiksel Ozetlerin eklenmesi ile

devam eden katmanli bir ¢alisma prensibine sahiptir (Wickham, 2009).

Faktoriyel tasarim deneylerindeki verilerin analizi i¢in bir plakadaki 6rnekler tekrar
(replikasyon); diger plakadaki drnekler ise bagimsiz tekrarlar olarak kabul edilmistir.
Boylece her tuzluluk, sicaklik ve 151k yogunlugu denemesi iki kez tekrar edilmistir

(n=2). Bir plakaya ait veriler ii¢ tekrar arasindaki varyasyonu gostermistir.

Grafikler R programinin arayiizii olan R Studio’da yapilmistir. Grafiklerin
olusturulmasinda ggplot2 paketi kullanilmistir. Grafikler hem ortalamay1 hem de her
tekrara ait biiyiime egrisini gosterecek sekilde sunulmustur. Ayrica her ortalamaya ait
giiven araliklar1 sunulmustur. Boylece gerek tekrarlar arasindaki varyasyon, gerekse
de giiven araliklarina bagl olarak farkli sicaklik-tuzluluk-1s1k yogunlugu uygulamalari

arasindaki farklar gozlenebilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Morfolojik ve Genetik Ozelliklerine Gore AQUAMEB Dunaliella spp.

Suslarimin Karakterizasyonu

Tez ¢alismasinda kullanilan Dunaliella spp. suslarinin farkli tuzluluklara aklime olma
asamasinda 4 giin boyunca her giin hiicrelerin morfometrik 6lgtimleri i¢in 6rnekler
alimmustir. Yapilan 6n denemelerde, tuzluluga aklimasyon esnasinda 4. giinden sonra
hiicrelerin morofolojik karakterlerinin sabitlendigi belirlendigi i¢in bu 6l¢iimler 4.
giine kadar yapilmistir. Cizelge 4.1°de her Dunaliella spp. susu i¢in 37 ppt ile 175 ppt
arasinda dlgiilen boy ve en uzunluk araliklar1 verilmistir. Suslar boy ve en araliklarina
gore 3 gruba ayrilmistir. Biiylik suslarin (n= 11) boy araligi 8-20 um arasinda
degisirken, en araliklar1 6-18 um arasinda degismistir. Orta boyuttaki suslarda (n=4)
ise boy ve en araliklari, sirasiyla, 4-12 pm ve 3-10 pm olarak Sl¢iilmiistiir. Kigik
suslarda ise (n=2) boy araliklar1 4-10 pm arasinda degisirken, en araliklar1 3-7 pm

olarak ol¢iilmiistiir (Cizelge 4.1). Dunaliella spp. suslarinda flagella sayisi ikidir.

Borowitzka ve Siva 2007, Dunaliella spp. suslarinin taksonomik siniflandirmasinda
kiiltiir esnasinda hiicre renklerindeki degisimlerin de (pigmentasyon farkliliklarinin)
kullanilmasi gerektigini belirtmistir. Bu dogrultuda tezde kullanilan tiim suglar 4 hafta
boyunca bir kiiltiir denemesine tabii tutulmustur. Kiiltiir ortamlar1 arasindaki tuzluluk
farklarindan kaynaklanabilecek etkileri ortadan kaldirmak i¢in 75 ppt tuzluluga aklime
edilmis 20 tiir L1 kiiltiir ortami i¢inde, 120 umol.m? s 151k yogunlugunda ve 24+2
°C’de buyiitiilmistir (16 saat aydinlik: 8 saat karanlik). Denemeler benzer hiicre
sayistyla baglatilmis ve kiiltiirlerdeki renk degisimleri, kiiltiir tiiplerini iki giinde bir
fotograflayarak takip edilmistir. Bunlarin yani sira farkli tuzluluklarda buyime
deneylerine tabi tutulan suslar ile kiiltiir koleksiyonundaki yaslanmig kiltirlerin
renkleri de tespit edilerek hicrelerin farkli tuzluluklardaki ve zamana bagli olarak renk
degisimleri analizlere eklenebilmistir. Tezde kullanilan Dunaliella ve Tetraselmis
suglarinin  kiiltiirleri esnasinda go6zlenen pigmentasyon renkleri Cizelge 4.1'de
sunulmustur. Morfometrik 6zelliklerine gore biiyiikk boyutta olan Dunaliella spp.

suslar1 kiiltlirlerinin erken evrelerinde yesil renkte olsa da, kiiltiir yaslandikca veya
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suslarindan tez calismasinda kullanilanlarin bazi morfolojik ve fizyolojik ozellikleri.?

Cizelge 4.1

2 Tez galismasinda elde edilen sonuglara gore tiir ismi belirlenenler de gizelgede belirtilmistir. Hiicre
en, boy ve flagella uzunluklar1 7 farkli tuzlulukta yetistirilmis ve dl¢iimii yapilmig 30 hiicrenin boyut
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yiiksek 151k yogunluguna maruz birakildiginda turuncu, kahve-turuncu ve turuncu-
kirmizi renklere sahip olmustur. Ozellikle AQUAMEB 20 ve 21 suslarinin siirekli
turuncu-kirmizi renge sahip oldugu goriilmistiir. Orta boyuttaki Dunaliella spp.
suslari ise siirekli yesil formda kalmistir. Kiiglik formdaki Dunaliella spp. suslarindan
AQUAMEB-2 kahve-turuncu bir renge ulasmis, AQUAMEB-49 ise kultlr

yaslandikca sari-yesil bir renge sahip olmustur.

Sekil 4.1 : Bazi AQUAMEB Dunaliell sp. suslarinin 4 hafta 120 pmol. foton. m2.s?
1s18a maruz birakildiktan sonra ¢ekilmis fotografi.

Tez ¢alismasinda kullanilan Dunaliella spp. suslarinin birbirleriyle ve diinyadaki diger
suslarla genetik benzerliklerini incelemek icin ITS dizilemeleri yapilmistir. ITS
filogenetik analizleri i¢in tiir tanimlamasi giivenilir olan ve 6zellikle Borowitzka ve
Silva (2007) ile Gonzalez ve dig. (2001)’de verilen suslar kullanilmistir. Gerek NJ
(Sekil 4.2) gerekse ML (Sekil 4.3) agaglar1 benzer sonuglar vermistir. Dolayisiyla
sonuclar ML agaci baz alinarak sunulmustur. ITS genleri icin niikleotid degisim
modellerinin ML uyumu Cizelge 4.2’de verilmistir. ML ITS agacinda Dunaliella spp.
suslarinin 5 temel grupta toplandigi gézlenmistir. Birinci grubun icginde yiksek
bootstrap degerine sahip iki alt grup vardir (la ve Ib). Dunaliella sp. AQUAMEB-4, -
5, -12, -13, -14, -15 suslar1 bir D. salina susu ile la alt grubunda yer almustir.
AQUAMEB-4 susu Ia alt grubu i¢inde diger suslara komsu seviyesindedir. Bu susun
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73, Dunaliella p AQUAMEB-12 ()
4| Dunaliella p AQUAMEB-13
Dunaliella p A QUAMEB-5
99| Dunadiella salina CCAP 19,25 MUR 194 KJ034629.1 la
Dunaliella p AQUAMEB-14 =
00| Dundiiella p AQUAMEB-15
Dundiella sp AQUAMEB =
7 E Chlamydomanadalessp AB-2012 JX088396.1
Dunaliella p AQUAMEB-10 )
100, Dunalidla p AQUAMEB-18 () Ib
Dundiellabardawil strain UIEX 2338D03 77085 1
2 100| — Dunabella salina CCAP 1930 EUS3 9171
] 61 Dunaiiellasalina CCAP 1918 EF473746 1 s

Dundliellasp AQUAMEB-9
TFMndieUupCC-!PlQ?KJDNBTI

10

|

Dunaliela p AQUAMEB-6
Dunaliella p AQUAMEB-§ .
Dunaliela p A QUAMEB-16 —]|

® Dunaliella peircei CCAP 192 MURI85 KT 09 4608.1

87 = Dunaliella salina CCAP 1920 viridks fenchlorg MURIS6) KT 09 4624.1

o1 Dunaliella salina C CAP 193 UTEX200 {viridisBor) KJ0S4609
Dunaliella parva f. engametos CCAP 191 (maritima MUR 18 KJ034607. 1 2zl

Dunaliela sp CCAP 193 (temialecta MURIS9) KJ094627.1 -

Dunaliela guartalecta CCAP 198 MURISS KJ756824.1

Dunaliela parvaCCAP 139 (quartalecra MURIS0) KT 756820.1

Dunaliela primalecta CCAP 11/34 (MURS5) KJ756819
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| Dunaliela salina CCAP 193! (vindis £ enchlora MUR 201) KJ094633.1
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10! Dunalieta sp CCAP 192 (tamidscca MURISS) KJG9 6361
Dunaliela sp CCAP 1914 (polymarpha MURS93) KT094620.1

Dunaliela sp CCAP 19/12 (silina MURI32) KJ09.619.1
Dunaliela guartalecta CCAP 198 (MUR 189 KJ0S4616.1

— Dunaliela bioenlasm CCAP 19/ saling MIREY) KT 0546101
Dunaliela tertiolecta CCMP 1302 DQ3770961 ——
Dunabiella acidgphila CCAPI935 KPO05431.
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L Dundiella spA QU MEB-49 )
Dunaliela viridisCONC 002 DQ377(98.1
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) Dunaliellaparva CCAP1910 (tertidlecta MUR19!) KT 054618 V
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100
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Sekil 4.2 : Dunaliella sp. AQUAMERB suslarinin ITS genlerine dayali NJ yontemi ile
elde edilen filogenetik agac1.®

Ia alt grubundaki diger AQUAMEB suslarima ITS gen dizisi benzerligi %96

seviyesindeyken, diger suslarin kendi igindeki benzerligi %99 seviyesinde olmustur.

Dunaliella sp. AQUAMEB-18 susu ise yine D. salina suslari ile Ib alt grubunda yer
almistir. AQUAMEB-18’in Ia alt grubundaki AQUAMEB suslarina ITS gen dizisi

8 Agac blgekli gizilmistir ve dal uzunluklar1 bélge basina baz degisimini gosterir. Analizde 47 dizi ve
veri setinde 544 baz pozisyonu vardir. Tiim analizler Mega 6’da yapilmistir (Tamura vd. 2013).
Analizde 2000 yeniden 6rnekleme (bootstrap) yapilmistir. %50°nin altindaki bootstrap degerleri
gosterilmemistir. AQUAMERB suslar1 yanlarinda pigmentasyon rengini gdsteren yuvarlak sekillerle
belirtilmistir. Alt1 kirmizi ¢izgili suslar Borowitzka ve Siva (2007)’nin 6nerdigi tiir isimleridir.
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benzerligi %92 seviyesinde olmustur. Dunaliella sp. AQUAMEB-10, la ve Ib alt

gruplarina komsu olarak konumlanmustir.

ITS genlerine dayali ML filogenetik agagta 2. grup AQUAMEB-9, -6, -8 ve -16
suslarmin D. peircei, D. maritima ve D. viridis suslar1 ile gruplanmasindan
olusmustur. ikinci grubun {iyeleri arasindaki ITS gen dizisi benzerligi %98’in

Uzerindedir.

Cizelge 4.2 : ITS genleri igin 24 farkli niikleotid degisim modelinin Maksimum
Olabilirlik uyumu. #

Model  #Param BIC AlCc InL
K2+G 93 6788,804479 6031,808215 -2922,560259
K2+G+l 94 6795,856042 6030,727455 -2921,012471
T92+G 94 6803,824516 6038,695929 -2924,996708
TNO93+G 97 6808,018374 6018,493771 -2911,872928
T92+G+l 95 6810,753542 6037,492791 -2923,387651
TN93+G+|l 98 6815,821119 6018,164827 -2910,700731
HKY+G 96 6818,888812 6037,496056 -2922,381716
GTR+G 100 6820,329606 6006,410413 -2902,807835
HKY+G+l 97 6825,858843 6036,33424 -2920,793162
GTR+G+l 101 6828,060887 6006,010482 -2901,599906
K2+l 93 6879,70521 6122,708945 -2968,010624
T92+I 94 6894,400862 6129,272275 -2970,284881
TNO93+I 97 6904,488365 6114,963762 -2960,107923
GTR+I 100 6916,281821 6102,362628 -2950,783942
JC+G 92 6982,628574 6233,764791 -3024,545876
JC+G+I 93 6989,562412 6232,566148 -3022,939226
JC+I 92 7064,766525 6315,902742 -3065,614852
K2 92 7154,351388 6405,487604 -3110,407283
TNO93 96 7154,873045 6373,480289 -3090,373833
GTR 99 7168,445817 6362,657996 -3081,93951
T92 93 7168,558691 6411,562427 -3112,437365
HKY 95 7182,09821 6408,837459 -3109,059985
HKY+I 96 7192,240147 6410,847391 -3109,057384
JC 91 7331,344965 6590,613822 -3203,977642

4 Bayezyan Bilgi Kriteri ( BIC) skorlar1 en diisiik olan modellerin degisim kaliplarini en iyi agikladig
kabul edilmistir. Her model igin Diizeltilmis Akaike Bilgi Kriteri ( AICc) ve ML (InL) degerleri de

gosterilmistir.
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Sekil 4.3 : Dunaliella sp. AQUAMERB suslarinin birbirleriyle ve diinyadaki benzerleri
ile ilskilerini gdsteren ve ITS gen dizilerine dayali ML filogenetik agaci. °

ITS genlerine dayali ML filogenetik agacta 3. grup D. salina, D. primolecta, D.
quartolecta gibi farkli tiirlere ait dizilerden olusmustur. Ugiincii grupta kiiltiir
koleksiyonlarinin halihazirda kullandigr tiir isimleri ile Borowitzka ve Silva

(2007)’nin  oOnerdigi diizeltmeler (alti kirmizi ¢izili) arasindaki farkliliklar goze

% Bu suslara en uygun model Mega 6’da belirlenmistir (Kimura-2 parametre modeli ve Gama dagilimi
[ +G= 0.4151]). Filogenetik iliskiler bu modeli kullanarak ML yontemi ile belirlenmistir. En yiliksek
log olasiliga sahip aga¢ gosterilmistir (-2926.0559). Aga¢ 6lcekli ¢izilmistir ve dal uzunluklari bolge
basina baz degisimini gosterir. Analizde 47 dizi ve veri setinde 544 baz pozisyonu vardir. Tiim
analizler Mega 6’da yapilmistir (Tamura vd. 2013). Analizde 2000 yeniden drnekleme (bootstrap)
yapilmistir. %50°nin altindaki bootstrap degerleri gosterilmemistir. AQUAMEB suslar1 yanlarinda
pigmentasyon rengini gosteren yuvarlak sekillerle belirtilmistir. Alt1 kirmiz ¢izgili suslar Borowitzka
ve Siva (2007)’nin 6nerdigi tiir isimleridir. Chlamydomonas dis grup olarak kullanilmistir.
GenBankasindan alinan suslarin ulasim kodlar1 eklenmistir.
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carpmaktadir. Bu grup iiyeleri analizde kullanilan ITS bdlgesi igin %100 gen dizisi
benzerligine sahiptir ve her iki isimlendirmenin de sorunlu oldugu belli olmaktadir.
Dordincu grupta Dunaliella sp. AQUAMEB-49 susu iki Dunaliella sp. susu ile yer
almigtir. Diger taraftan Dunaliella sp. AQUAMEB-2 ise 5. grupta D. parva, D

tertiolecta ve D. viridis ile beraber yer almistir.

Dunaliella sp. AQUAMEB-2 ve -49 ML ITS agacinda diger AQUMEB suslarina en
uzak seviyededir. AQUAMEB-2 ve -49’un birbirlerine ITS gen dizi benzerligi
%88 dir.

AQUAMEB-11, -20 ve -21 suslarinin ITS dizilemeleri 2 kez tekrarlanmasina ragmen
basarili olmamistir. Bu suslara ait elde edilen gen dizilemeleri karisik pikler halinde
elde edilmistir. Bunun sebebi her kiiltiir i¢cinde farkli gentotipten suslar olabilecegi gibi

kullanilan primerlerin farkli gen bolgelerini de tanimasi olabilir.

4.2 Dunaliella spp. AQUAMEB Suslarinin Fizyolojik Ozellikleri

4.2.1 Suslarin farkh tuzluluklarda biiyiime 6zellikleri

Morfolojik ve genetik Ozelliklerine gore farklilik gosteren ve tuz toleransi genis 9
Dunaliella spp. susu farkli tuzluluklarda biiylime 6zelliklerinin belirlenebilmesi igin
sec¢ilmistir. Secilen suslar AQUAMEB-2, -4, -6, -8, -13, -14, -18, -21 ve -49 olmustur.
Otuz yedi ppt’den 175 ppt’ye kadar 7 farkli tuzluluga aklime edilmis 9 Dunaliella spp.
susunun 30-35 gilin boyunca biiyiimeleri takip edilmistir.

Dunaliella sp. AQUAMERB-2 susunun farkli tuzluluklardaki kiiltiiriine 36 giin boyunca
devam edilmistir (Sekil 4.7). Kiiltiirlerin logaritmik bitytimeleri 10-15 giin aras1 devam
etmis; sonrasinda kiiltiirler durgunluk fazina girmeye baslamistir. Dunaliella sp.
AQUAMEB-2 37 ppt, 50 ppt ve 175 ppt’de iyi bir biliylime gostermemistir. Giiven
araliklar1 g6z 6niine alindiginda en iyi biiylime 75 ppt’de gerceklesmistir. Yine giiven
araliklarina gore 100 -150 ppt araligindaki kiiltiirler ise birbirlerine benzer bir blyume

gostermistir.

Dunaliella sp. AQUAMEB-4 susunun farkli tuzluluklardaki kiiltiiriine 34 glin boyunca
devam edilmistir (Sekil 4.8). En az biiyiime 50 ppt ve 175 ppt tuzluluklarda
goriiliirken, en iyi biiylime 75 ppt tuzlulukta gozlenmistir. Diger tuzluluklardaki
bliylime egrileri 75 ppt’ye yakindir ve birbirleri arasinda anlamli bir farklilik
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Sekil 4.4 : Dunaliella sp. AQUAMEB-2 susunun 750 nm’deki optik yogunluklarina
(OD) gbre farkli tuzluluklarda biiyiime egrileri. ®

® Grafikte tuzluluk artigina bagli olarak seri renkleri saridan kirmiziya dogru koyulasmaktadir. ince
cizgiler her bir tekrarda elde edilen bireysel bilylime egrisini gosterirken, kalin ¢izgiler ortalama
degeri gostermektedir. Gri tonlama tekrarlarin varyansini yansitan giiven araligini gostermektedir.
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gozlenmemistir. Otuz dort giinliik kiiltlir periyodu sonunda 37 ppt ve 75 ppt’deki

kiiltiirler hari¢ digerlerinin biyomasinda artisin devam ettigi gézlenmistir.

Dunaliella sp. AQUAMERB-6 susunun farkli tuzluluklardaki kiiltiiriine 30 glin boyunca
devam edilmistir (Sekil 4.9). Kiiltiirlerin logaritmik biiylimeleri 10-12 giin arasi
stirmiistiir, ancak 37 ppt’deki kiiltiirlerin 30 glin sonunda dahi biiyiimeye devam ettigi
gozlenmistir. En iyi biiylime degerleri 37 ppt, 125 ppt ve 150 ppt tuzluluk degerlerinde
gozlenmistir. En diisiik biiyiime 75 ppt ve 175 ppt tuzluluk degerlerinde goriilmiistiir.

Dunaliella sp. AQUAMERB-8 susunun farkli tuzluluklardaki kiiltiiriine 30 glin boyunca
devam edilmistir (Sekil 4.10). Kiiltiirlerin logaritmik biiylimeleri 10-14 giin arasi
siirmiis, en iyi bitytime 37 ppt, 50 ppt ve 75 ppt tuzluluk degerlerinde gdzlenmistir. En
diisiik bliylime 100 ppt tuzlulukta goriiliirken, 125 ppt, 150 ppt ve 175 ppt tuzluluk
degerlerindeki biiyiimeler benzerdir. Otuz yedi ppt ve 75 ppt hari¢ tiim tuzluluktaki
kilturler durgunluk fazmna girmisken, bu iki tuzluluk degerindeki kiiltiirlerin

biylmesinin 30. giinde de devam ettigi gézlenmistir.

Dunaliella sp. AQUAMEB-13 susunun farkli tuzluluklardaki kiiltiiriine 34 gin
boyunca devam edilmistir (Sekil 4.11). Kiiltiirlerin logaritmik buytimeleri 11-15 giin
aras1 siirmiis, en yiiksek biyomasa 37 ppt tuzlulukta ulagilmigtir. TUm kaltir periyodu
g0z Oniine alindiginda en iyi biiyiime {li¢ tuzluluk degerlerinde 37 ppt-50 ppt ve 150
ppt-175 ppt’de gozlenmistir. 37 ppt ve 50 ppt tuzluluktaki kiiltiirler 16-20. gunler
arasinda durgunluk fazina girmigken, 150 ppt ve 175 ppt’deki kiltlrler durgunluk
fazina girmiye baslamis olsa da 34. glinde dahi blylUmeleri devam etmistir. Diger
taraftan 75 ppt ve 150 ppt tuzluluktaki kaltirler en ylksek biyomasa 16-17. glinlerde

ulagmig sonra hizli bir 6liim fazina girmistir.

Dunaliella sp. AQUAMEB-14 susunun farkli tuzluluklardaki kiiltiiriine 34 gun
boyunca devam edilmistir (Sekil 4.12). Yetmisbes ppt tuzluluk degerindeki kiiltiirler
hari¢, diger kiiltiirlerin logaritmik biiyimeleri 10-14 giin arasi siirmiistir. En iyi
bliylime 75 ppt tuzluluk degerinde gozlenmis ve 34. glinde dahi kiiltiir biiylimesini
siirdiirmiistiir. Ikinci en yiiksek biyomasa 50 ppt tuzluluk degerinde ulasilmis, ancak
yaklasik 15. glinde durgunluk fazina giren bu kiiltiiriin nihai biyomas degeri 37 ppt ile
100 ppt-175 ppt araligindaki kiiltiirlere benzer olmustur.
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Sekil 4.5 : Dunaliella sp. AQUAMEB-4 susunun 750 nm’deki optik yogunluklarina
(OD) gére farkli tuzluluklarda biiyiime egrileri.

7 Grafikte tuzluluk artisina bagl olarak seri renkleri saridan kirmiziya dogru koyulasmaktadir. ince
cizgiler her bir tekrarda elde edilen bireysel biiylime egrisini gosterirken, kalin gizgiler ortalama
degeri gostermektedir. Gri tonlama tekrarlarin varyansini yansitan giiven araligini gostermektedir.
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Sekil 4.6 : Dunaliella sp. AQUAMEB-6 susunun 750 nm’deki optik yogunluklarina
(OD) gére farkli tuzluluklarda biiyiime egrileri®

8 Grafikte tuzluluk artisina bagh olarak seri renkleri saridan kirmiziya dogru koyulasmaktadir. ince
cizgiler her bir tekrarda elde edilen bireysel biiylime egrisini gosterirken, kalin ¢izgiler ortalama
degeri gostermektedir. Gri tonlama tekrarlarin varyansini yansitan giiven araligini gostermektedir.
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Sekil 4.7 : Dunaliella sp. AQUAMEB-8 susunun 750 nm’deki optik yogunluklarina
(OD) gére farkli tuzluluklarda biiyiime egrileri. °
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9 Grafikte tuzluluk artisina bagli olarak seri renkleri saridan kirmiziya dogru koyulagmaktadir. ince

cizgiler her bir tekrarda elde edilen bireysel biiylime egrisini gosterirken, kalin ¢izgiler ortalama

degeri gostermektedir. Gri tonlama tekrarlarin varyansini yansitan giiven araligini gostermektedir
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Sekil 4.8 : Dunaliella sp. AQUAMEB-13 susunun 750 nm’deki optik yogunluklarina
(OD) gore farkli tuzluluklarda biiyiime egrileri. 1°

10 Grafikte tuzluluk artigina bagl olarak seri renkleri saridan kirmiziya dogru koyulasmaktadir. ince

cizgiler her bir tekrarda elde edilen bireysel biiylime egrisini gosterirken, kalin ¢izgiler ortalama

degeri gostermektedir. Gri tonlama tekrarlarin varyansini yansitan giiven araligini géstermektedir.
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Sekil 4.9 : Dunaliella sp. AQUAMEB-14 susunun 750 nm’deki optik yogunluklarina
(OD) gore farkli tuzluluklarda biiyiime egrileri. *

1 Grafikte tuzluluk artigina bagl olarak seri renkleri saridan kirmiziya dogru koyulasmaktadir. ince
cizgiler her bir tekrarda elde edilen bireysel bitylime egrisini gosterirken, kalin ¢izgiler ortalama
degeri gostermektedir. Gri tonlama tekrarlarin varyansini yansitan giiven araligini gostermektedir.
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Dunaliella sp. AQUAMEB-18 susunun farkli tuzluluklardaki kiiltiirine 30 gin
boyunca devam edilmistir (Sekil 4.13). Kiiltiirlerin logaritmik biiytimeleri 8-15 gln
arasi siirmiis, sonrasinda biiyiime yavaglamistir. 150 ppt tuzluluktaki kiiltiir harig, tiim

tuzluklarin benzer bir biiylime gosterdigi gézlenmistir.

Dunaliella sp. AQUAMEB-21 susunun farkli tuzluluklardaki kiiltiirine 34 gin
boyunca devam edilmistir (Sekil 4.14). Tiim tuzluluktaki kiiltiirlerin bliylime egrileri
birbirine benzerdir ancak biiylime egrilerinin egimleri farklidir. Dolayisiyla en iyi
bliylime ve en yiiksek biyomas 37 ppt tuzluluktaki kiiltiirlerde gozlenmistir. Diger
tuzluluklardaki biiylime degerleri birbirine benzer ancak 37 ppt’den anlamli olarak

dustiktiir.

Dunaliella sp. AQUAMEB-49 susunun farkli tuzluluklardaki kiiltiirine 34 gin
boyunca devam edilmistir (Sekil 4.15). YUz ppt tuzluluk degeri hari¢ tiim tuzluluk
degerlerindeki kiiltiirler yaklagik 15. giinden itibaren durgunluk fazina girmeye
baslamistir. En iyi bliylime 100 ppt tuzluluk degerinde goriilmiis, 34. giinde dahi bu
tuzluluk degerindeki kiiltiirler biiyiimeye devam etmistir. Ikinci en yiiksek biyomasa
37 ppt tuzluluk degerinde ulasilmistir. Yiz elli ve 175 ppt tuzluluk degerlerindeki
kiiltiirler deney baglangicinde 5 giinliik bir duraklama fazi yasamis, sonrasinda
logaritmik olarak biiylimiis ve 15. giinden itibaren duraklama fazina girmeye
baslamistir. Otuz yedi ve 100 ppt tuzluluktaki kiiltiirler hari¢ diger kiiltiirlerin ulastig1

maksimum biyomas degerleri benzerdir.

Genel olarak grafiklerin giiven araliklar1 birbirine yakin oldugu gortlmektedir. Fakat
Dunaliella sp. AQUAMEB-21 susunun 37 ppt degerinde diger tuzluluk degerleri ile
kiyaslandiginda anlamli bir farklilik gozlenmektedir. Bu tuzluluk degerinde spesifik
olarak daha iyi bir bilyiime gostedigi sdylenebilir. Dunaliella sp. AQUAMEB-2 de bu
kadar bariz bir farklilik olmasa diger tuzluluk degerleri ile kiyaslandiginda 75 ppt
tuzluluk degerinde anlamsal bir farklilik gostererek daha iyi bir biiylimeyi bu degerde

gostermistir.
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Sekil 4.10 : Dunaliella sp. AQUAMEB-18 susunun 750 nm’deki optik yogunluklarina
(OD) gore farkli tuzluluklarda biiyiime egrileri. 12

12 Grafikte tuzluluk artigina bagl olarak seri renkleri saridan kirmiziya dogru koyulasmaktadir. ince
cizgiler her bir tekrarda elde edilen bireysel biiylime egrisini gosterirken, kalin gizgiler ortalama
degeri gostermektedir. Gri tonlama tekrarlarin varyansini yansitan giiven araligini gostermektedir.
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Sekil 4.11 : Dunaliella sp. AQUAMEB-21 susunun 750 nm’deki optik yogunluklarina
(OD) gore farkli tuzluluklarda biiyiime egrileri.™®

13 Grafikte tuzluluk artigina bagl olarak seri renkleri saridan kirmiziya dogru koyulasmaktadir. ince
cizgiler her bir tekrarda elde edilen bireysel bilyiime egrisini gosterirken, kalin ¢izgiler ortalama
degeri gostermektedir. Gri tonlama tekrarlarin varyansini yansitan giiven araligini gostermektedir.

55



37ppt

50ppt

75ppt
=~ 100ppt
= 125ppt

= 150ppt
= 175ppt

tuzluluk
30

20

0.1-
0.0-

|
N
o

03-

ao

Sekil 4.12 : Dunaliella sp. AQUAMEB-49 susunun 750 nm’deki optik yogunluklarina
(OD) gore farkli tuzluluklarda biiyiime egrileri. *

14 Grafikte tuzluluk artisina bagl olarak seri renkleri saridan kirmiziya dogru koyulagmaktadir. Ince
cizgiler her bir tekrarda elde edilen bireysel biiylime egrisini gosterirken, kalin ¢izgiler ortalama
degeri gostermektedir. Gri tonlama tekrarlarin varyansini yansitan giiven araligini gostermektedir.
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4,2.2 Total karotenoid dlguimleri

Kisim 4.2.1°de gerceklestirilen biiylime deneyleri esnasinda kiiltiirlerin son giintinde
ornekler alinarak total karotenoid miktarlar1 hesaplanmistir. Boylece her susun
tuzluluga bagl olarak pigment {iretimi belirlenmistir. Bu hem tiir tanimlamasinda
kullanmak hem de biyoteknolojik olarak pigment iiretiminde degerlendirilebilecek
suslarin tespiti i¢in yapilmistir.

Biyomasa gore normalize edilmis total karotenoid miktarlar1 géz oniline alindiginda,
hiicre basina en yiiksek total karotenoid tiretimi Dunaliella sp. AQUAMEB-21’de
gorilmiistiir. Bu sus 37 ppt harig tiim tuzluluk degerlerinde en yiiksek total karotenoid
igerigine sahip olmustur. Hiicre basina en yiiksek total karotenoid tliretimi ise 50 ppt
tuzluluk degerinde elde edilmistir. Ornek alinan son giinde bu susun en yiiksek
ortalama OD degeri 37 ppt tuzlulukta goriilmiistiir (OD750 nm=0,36 + 0,036) (Sekil
4.13). Diger taraftan en yiiksek total karotenoid igeriginin 6l¢iildiigii 50 ppt tuzluluk
degeri en diisiik OD degerine sahip tuzluluk denemesi olmustur (OD 750 nm= 0,145
+ 0,002). Bu sonuglar yiiksek karotenoid iiretiminin hiicre biiyiimesini yavaslattigi
seklinde yorumlanabilir. Tim suslar goz Oniine alindiginda Dunaliella
sp. AQUAMEB-21 susu diger suslardan 2 ile 5 kat daha fazla total karotenoid

tretmistir. Dunaliella sp. AQUAMEB-4, -13, -14, ve -18 suslart diger yiiksek
karotenoid iireticileri olarak belirlenmistir.

maqumeb 2 aqumeb 4 aqumeb 6 aqumeb 8 maqumeb 13

maqumeb 14 maqumeb 18 maqumeb 21 maqumeb 49

300.00 1
250.00 A
200.00
150.00
100.00

50.00

Total Karotenoid Miktar1 /OD 750 nm

0.00

37 ppt 50 ppt 75 ppt 100 ppt 125 ppt 150 ppt 175 ppt

-50.00 -
Tuzluluk degerleri

Sekil 4.13 : Biiyiime deneylerinde alinan 6rneklerin total karotenoid Slgiimleri. Ayni
tuzluluktaki her tiir farkli renklerle gosterilmistir.
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4.3 Isik Yogunlugu, Sicaklik ve Tuzlulugun Dunaliella spp. AQUAMEB

Suslarinin Biiyiimesine Etkisi

Genetik, morfolojik ve fizyolojik farkliliklara sahip 5 sus sicaklik, tuzluluk ve 1sik
yogunlugunun etkilerinin beraber incelenmesi i¢in segilmistir. Bu suslar Dunaliella
spp. AQUAMEB-2, -4, -8, -21 ve -49°dur. Onbes giin boyunca 6l¢iim alinarak biiyiime

garafikleri olugturulmustur.

Dunaliella sp. AQUAMERB-2 susu iki haftalik kiiltiir periyodu sonunda tiim sicaklik,
tuzluluk ve 1sik yogunlugu kombinasyonlarinda durgunluk fazina girmistir (Sekil
4.14). Sadece tiim sicaklik denemelerinde 150 ppt ve 300 umol. foton.m?2.s? 151k
yogunlugu kombinasyonlarinda logaritmik artis sirmiistiir. Elli ppt tuzlulukta en iyi
biiyiime tiim 151k yogunlugu degerleri i¢in 31 °C’de gozlenmistir. Bu sicaklik
denemelerindeki kiiltiirlerin baglangic OD’lerinin de diger sicaklik uygulamalarindaki
kiiltiirlerden diisiik oldugu g6z Oniine alinirsa 31 °C’deki biiyiime daha belirgin
olmaktadir (Sekil 4.14).Elli ppt tuzluluk ve 50 umol.foton.m2.s! 151k yogunlugundaki
kiiltiirler 23 °C’de 27 °C’ye gore daha iy1 biiylimiisken, diger 151k yogunluklarinda bu
iki sicaklik grubundaki biiylime birbirine benzerdir. YUz ppt tuzlulukta en diisiik
biiyiime tiim sicaklik gruplari ig¢in 50 pmol. foton.m?s? 151k yogunlugunda
gdzlenmistir. YUz elli ve 300 umol.foton.m?2.s? 151k yogunluklarindaki biiyiime
egrileri birbirine yakindir. En yiiksek biyomas degerine 0,22 OD ile 100 ppt-150 pmol.
foton.m2.s? 151k yogunlugu kombinasyonunda 27 °C’de; 100 ppt-300 umol. foton.m"
251 151k yogunlugu kombinasyonunda ise 31 °C’de ulasilmisir. Ancak baslangic
OD’leri géz 6niine alindiginda 100 ppt’deki kiiltiirlerin tiim 151k yogunluklarinda 31
°C’de biraz daha iyi bilyiidiigii grafiklerden anlagilmaktadir. Yz elli ppt tuzluluk
kombinasyonlarinda en diisiik biiyiime tiim sicaklik gruplari i¢in 50 pmol. foton.m2.s"
! 151k yogunlugunda goézlenmistir. Bu tuzlulukta 150 pmol.foton.m?2s? g1k
yogunlugunda, baslangi¢ OD’leri ve giiven araliklar1 g6z oniine alindiginda, 27 °C ve
31 °C’deki kiiltiirler benzer blyume orani gostermislerdir. Yiz elli ppt ve 300
umol.foton.m2.s? 151k yogunlugunda ise tiim kiiltiirlerin her 3 sicaklik degerinde
benzer blyime oran1 gosterdigi ve logaritmik artislarini devam ettirdikleri
gozlenmistir (Sekil 4.14). Dunaliella sp. AQUAMEB-2 susu igin tiim kombinasyonlar
degerlendirildiginde en yiiksek optik yogunluk degerlerine 50 ppt ve 31 °C

uygulamalarinda ulasilmistir. Bu tuzluluk ve sicaklik degerlerinde 150 pmol. foton.m"
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Sekil 4.14 : Dunaliella sp. AQUAMEB-2 susunun farkli sicaklik, 151k yogunlugu ve
tuzluluk degerlerinde bilyiime grafikleri.

15 Ince ¢izgiler her bir tekrardaki bireysel biiyiime egrilerini gosterirken, kalin gizgiler ortalama
degerlerle elde edilen biiyiime egrilerini gostermektedir. Gri tonlama giiven araliklarini
gostermektedir. OD, 750 nm’de 6lgiilen optik yogunluk degeridir. Micromol, kiiltiir yilizelerine ulagan
151k yogunlugunu pmol. foton.m2.s? birimiyle gostermektedir.
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%5 151k yogunlugunda ulasilan maksimum optik yogunluk degeri 0,25 iken, 300 pmol.
foton.m2.s? 151k yogunlugunda 0,24 tiir.

Dunaliella sp. AQUAMEB-4 susu iki haftalik kiiltiir periyodu sonunda tiim sicaklik,
151k yogunlugu ve tuzluluk kombinasyonlarinda genel olarak durgunluk fazina
girmeye baslamistir. Sadece 50 pumol. foton.m?s? 151k yogunlugu ve 150 ppt
tuzluluktaki kultlrlerde logaritmik artis diisiik egimle devam etmistir. (Sekil 4.15).
Elli ppt tuzluluk degerinde en iyi biiyime 150 ve 300 pmol. foton.m?s? 1sik
yogunlugu altinda goriilmiistiir. Bu 151k yogunluklarinda tiim sicakliklardaki bliylime
oran birbirine benzerdir. Elli pmol.foton.ms™ 151k yogunlugunda ise sicaklik arttik¢a
klltiirlerin biiytimesi azalmistir. Yiiz ppt tuzlulukta en diisiik biiyiime 31 °C sicaklikta
50 upmol. foton.m?2.s? 151k yogunlugunda godzlenmistir. Bu tuzluluk ve 1sik
yogunlugunda 23 °C ve 27 °C’deki kiiltiirlerin biiytimeleri birbirine benzer ancak diger
151k yogunlugundaki kiiltiirlerden daha diistiktiir. Yiiz ppt tuzluluk igin 150 ve 300
umol.foton.m2.s? 151k yogunluklarindaki biiyiime egrileri tiim sicakliklar igin
birbirine yakindir. Yiiz elli ppt tuzlulukta 50 pmol.foton.m2.s? 151k yogunlugundaki
kiiltiirler diger 151k yogunluklarindaki kiiltiirlere nazaran daha az bliytimiistiir. YUz elli
umol.foton.m2.s 151k yogunlugu ve 150 ppt tuzluluktaki kiiltiirlerde en iy biiyiime 27
°C’de gozlenmistir. Bu tuzlulukta 300 pmol.foton.m2.s? 151k yogunlugundaki
kiiltiirlerin nihai biyomas degerleri ise birbirine yakindir. Tiim kombinasyonlar
degerlendirildiginde en yliksek biyomas degerine 100 ppt tuzluluk, 300 pmol.foton.m
2 51151k yogunlugu ve 27 C’de 0,3 optik yogunluk degeri ile ulasilmistir. Diger taraftan
50 ppt tuzluluk, 300 pumol.foton.m2.st 151k yogunlugu ve 23 °C’de optik yogunluk
0,28 olmustur. Yine ayni1 sicaklik ve 151k yogunlugunda 100 ppt’de ise optik yogunluk

degeri 0,27 olarak gbzlenmistir.

Dunaliella sp. AQUAMEB-8 susu iki haftalik kiiltiir periyodu sonunda tiim sicaklik,
151k yogunlugu ve tuzluluk kombinasyonlarinda durgunluk fazina girmistir (Sekil
4.16). Bu susun 50 ppt tuzluluk ve 50 pumol.foton.m?.s? 151k yogunlugundaki
kaltarleri blyumemistir. Diger taraftan bu tuzluluktaki kiltiirlerde 150 ve 300
umol.foton.m2s? 151k yogunluklarinda 31 °C’deki kiiltiirler diger sicakliktaki
kiiltiirlere nazaran ¢ok daha iyi bir biliylime gostermistir. YUz ppt tuzlulukta 50
umol.foton.m2.s? 151k yogunlugu altindaki kiiltiirler, bu tuzluluktaki 150 ve 300
umol.foton.m2.s 151k yogunlugundaki kiiltiirlerden daha az biiyiimiistiir. Yiiz ppt ve

50 pumol.foton.m2.s 151k yogunlugu altindaki kiiltiirlerde en diisiik biiyiime 31 °C’de
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Sekil 4.15 : Dunaliella sp. AQUAMEB-4 susunun farkli sicaklik, 151k yogunlugu ve
tuzluluk degerlerinde bilyiime grafikleri. 1

18 Ince ¢izgiler her bir tekrardaki bireysel biiyiime egrilerini gosterirken, kalin gizgiler ortalama
degerlerle elde edilen biiyiime egrilerini gostermektedir. Gri tonlama giiven araliklarini
gostermektedir. OD, 750 nm’de 6lgiilen optik yogunluk degeridir. Micromol, kiiltiir yiizelerine ulagan
151k yogunlugunu pmol. foton.m2.s? birimiyle gostermektedir.
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Sekil 4.16 : Dunaliella sp. AQUAMEB-8 susunun farkli sicaklik, 151k yogunlugu ve
tuzluluk degerlerinde bilyiime grafikleri. *’

I
Y
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17 Ince gizgiler her bir tekrardaki bireysel biiyiime egrilerini gdsterirken, kalin gizgiler ortalama
degerlerle elde edilen biiyiime egrilerini gostermektedir. Gri tonlama giiven araliklarini
gostermektedir. OD, 750 nm’de 6l¢iilen optik yogunluk degeridir. Micromol, kiiltiir ylizelerine ulagsan
151k yogunlugunu pmol. foton.m2.s* birimiyle gostermektedir.
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gozlenirken, 23 °C ve 27 °C’deki kiiltiirlerin biiylime egrilerinin benzer oldugu
goriilmiistiir. Diger taraftan bu tuzlulugun 150 ve 300 pmol.foton.m2s? 151k
yogunlugu altindaki kiiltlirlerinin nihai biyomas degerlerinin birbirine yakin oldugu
goriilmiistiir. Yz elli ppt tuzlulukta da 50 pmol.foton.m2.s 151k yogunlugu altindaki
kiiltiirler diger 151k yogunluklarindan az biliylimiistiir. Bu tuzlulukta, baslangi¢ optik
yogunluklar1 gz oOniine alindiginda, 150 ve 300 pmol.foton.m?2s? 1gik
yogunluklarinda her 3 sicakliktaki biiyiime degerleri birbirine yakindir. Tiim
kombinasyonlar degerlendirildiginde en yiiksek optik yogunluk degerleri 0,32 ile 100
ppt tuzluluk ve 27 °C’de, 150 ve 300 pmol.foton.m?2.s? 151k yogunluklarinda

gozlenmistir.

Dunaliella sp. AQUAMEB-21 susu tiim sicaklik ve tuzluluk gruplarinda 50

umol.foton.m2.s 151k yogunlugu altinda ya ¢ok az bir biiyiime gostermis ya da

belirgin bir biiylime gostermemistir. Bu susun 50 ppt tuzluluktaki kaltirlerinde tim
sicaklik gruplar1 gerek 150 pmol.foton.m™2.st gerekse 300 pmol.foton.m?2.st 151k
yogunlugunda benzer bir biiylime gostermistir. YUz ppt tuzlulukta ise 150 ve 300
umol.foton.m2.s? 151k yogunluklarinda 23 °C ve 27 °C’deki kiiltiirler benzer ve 31
°C’deki kiiltiirlerden daha iyi bir biiylime gostermistir. Benzer durum 150 ppt’deki
kiltiirler i¢in de gozlenmistir. En yliksek optik yogunluk degerine 0,29 ile 23 °C, 100

ppt tuzluluk ve 300 umol. foton.m?2.s? 151k yogunlugunda ulagilmistir.

Dunaliella sp. AQUAMEB-49 susu 50 ppt ve 100 ppt tuzluluk degerleri ve tiim 151k
yogunluklarinda en 1yi biiyiimeyi 23 °C sicaklikta gdstermistir (Sekil 4.18). Diger
taraftan bu susun 150 ppt tuzluluktaki kiiltiirleri tiim sicaklik ve 151k yogunlugu
kombinayonlarinda ¢ok diisiik biiyiime gostermistir Tim kombinasyonlar
degerlendirildiginde en yiiksek biyomas degerlerine 23 °C’de ve 50 ppt tuzlulukta 150
umol. foton.m2s! (OD 0,27) ve 300 umol. foton.m?2s? (OD 0,28) 1sik

yogunluklarinda ulasilmistir.
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Sekil 4.17 : Dunaliella sp. AQUAMEB-21 susunun farkl sicaklik, 1s1k yogunlugu ve
tuzluluk degerlerinde biiyiime grafikleri. 18

18 Ince ¢izgiler her bir tekrardaki bireysel biiyiime egrilerini gosterirken, kalin gizgiler ortalama
degerlerle elde edilen biiyiime egrilerini gostermektedir. Gri tonlama giiven araliklarini
gostermektedir. OD, 750 nm’de 6l¢iilen optik yogunluk degeridir. Micromol, kiiltiir yiizelerine ulasan
151k yogunlugunu pmol. foton.m2.s? birimiyle gostermektedir.
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Sekil 4.18 : Dunaliella sp. AQUAMEB-49 susunun farkli sicaklik, 151k yogunlugu ve
tuzluluk degerlerinde bilyiime grafikleri. *°

19 Ince ¢izgiler her bir tekrardaki bireysel biiyiime egrilerini gosterirken, kalin gizgiler ortalama
degerlerle elde edilen biiylime egrilerini gdstermektedir. Gri tonlama giiven araliklarini
gostermektedir. OD, 750 nm’de 6lgiilen optik yogunluk degeridir. Micromol, kiiltiir yiizelerine ulagan
151k yogunlugunu pmol. foton.m2.s? birimiyle gostermektedir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Canlilarin morfolojik &zelliklerinden yararlanilarak yapilan tir tayini oldukga zor,
uzmanlik isteyen ve karisikliga neden olan bir yontemdir (Loeblich, 1982;
Borowitzka, 1988; Borowitzka, 2007). Turtn genetik 6zelliklerinden yola ¢ikarak
yapilan tanimlama ise daha evrensel olmakla beraber tiirii daha net ve dogru olarak
tanimlamay1 saglar. Bu nedenle; molekiiler yontemler ile yapilan tiir tayinleri,
morfolojik yontemlerle yapilan tanimlamalarda olusan kafa karisikligini gidererek tiir
tayini acgisindan kesin sonuclarin elde edilmesini saglar. Ancak iki yontem de tek
basma yeterli degildir ve iki yontemin de birbini destekler nitelikte olmasi
gerekmektedir. Genetik olarak benzerlikleri ve evrimsel siirecteki yakinliklari
belirlenen tiirlerin hangi kosullarda gelisim gdsterebildiklerinin bilgisi tiirler arasi
farkliliklar1 gosteren bir etmen olarak nitelendirilmektedir (Melkonian, 1991).
Dunaliella spp. tirlerinin tayin edilmesinde, tiirlerin 6zellikle ¢esitli tuzluluk
degerlerinde gosterdikleri tepkiler belirleyici 6zellik olarak kullanilmaktadir. Tiirler
tuzluluk degerlerinin degisimlerine gore farkli tepkiler vermektedir. Bu durum tiirlerin
tanimlanmasinda ayirt edici bir 6zellik olarak kullanilmaktadir. Dunaliella spp.
tiirlerinin farkli sicaklik ve 151k degerlerine verdikleri tepkiler de tiir tanimlamasinda

kullanilabilmektedir (Narvaez-Zapata vd., 2011)

Sitematigi ve oOzellikleri heniiz gilinlimiizde tam olarak netlik kazanmamis olan
Dunalialle cinsi igin yapilan calismalar diinya g¢apinda yetersizdir. Ozellikle
tilkemizde bu alandaki ¢alismalar oldukca kisithidir. Bu ¢alisma ile iilkemizden izole
edilen Dunaliella spp. suslarinin 6zellikleri ve genetik olarak diinya tizerindeki diger
tirler ile benzerlikleri literatire kazandirilmigtir. Ayrica tiirlerin  kiiltiir
koleksiyonlarinin  yapilmasi; iilkemizdeki tiirlerin korunmasini, {iretimlerinin

yapilmasini ve bu tiirlerden yararlanmay1 saglayacaktir.

Biyoteknolojik tirtin olarak sik¢a kullanilan B-karoten yaygin kullanim alanlarina
sahiptir. Bu pigmentin tiirler bazinda hangi kosullarda {iretiminin en iyi oldugunun
belirlenmesi, p-karoten’in yogun miktarda iretiminin yapilmasina olanak
saglayacaktir. Tanimlamas1 yapilan suslarin ¢ogunun Dunaliella salina turtne ait
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oldugu tespit edilmistir. Bu tlir Diinya iizerinde P-karoten {iiretimi i¢in sikca
kullanilmaktadir. Ayrica karotenogenik Dunaliella tirleri; D. salina, D. parva ve
karoten olmayan tirler; D. viridis, D. tertiolecta’dir (Borowitzka ve dig., 1990).
AQUAMEB-2 ve -49, Dunaliella viridis olarak tanimlanmistir. Genel olarak

bakildiginda bu suslarin betakaroten iiretimleri oldukea diisiik seviyede gézlenmistir.

En yulksek karotenoid seviyeleri en yiiksek tuzlulukta bulunur. Aslinda tuzluluk,
bliylime ve karotenogenesis arasindaki iliski karmasik boyuttadir. Tuzluluk
degisimlerinde biiylime lag fazinin uzunlugu ile baslangi¢ tuzlulugu arasinda bir iliski
yoktur (Ginzburg ve dig., 1990). Suslarin biiylime grafiklerinde bu durum
gozlenebilmektir. Ayrica suglar genel olarak 10-15 giin arasinda log fazina gegis
yapmaktadirlar. Tuzlulugun artisinda o6lgiilebilir karotenoid sentezindeki gecikme
biiyiik 6lctide baslangi¢ tuzluluguna baglidir. Baslangictaki tuzluluk ne kadar diisiikse,
gecikme de o kadar uzun olur (Borowitzka ve dig., 1990). Fakat bizim bulgularimiza
gore Dunaliella salina olarak tanimlanan AQUAMEB-21, diger suslara gore diisiik
tuzluluklarda (en fazla 37 ppt, ikinci olarak 50 ppt) en iyi blyimeyi géstermis ve birim
biyomas bagina hesaplanan en iyi betakaroten tiretimini yapmustir. Bu iretime 50 ppt
tuzluluk degerinde ulasilmistir. Normalde ytliksek tuzlulukta bu degisim ve tiretimleri
gosteren Dunaliella salina izole edildigi yerin farklilik gostermesi nedeniyle farkli
suslarinda tuzluluk toleranslarma yanitlar1 degisiklik gostermistir. Bu dogrultuda
sonuglar bu literatiir bilgisiyle paralellik gostermemektedir. Susun blyimesinde en iyi
tuzluluk degerinin {izerine ¢ikilmasi hucrelerde stresi tetikleyerek tiretimi arttirdigi
diisiiniilebilir. Daha yiiksek tuzluluk degerlerinde ise tiim hiicreler yasamlarin1 devam

ettiremedigi igin hiicre 6limleri nedeniyle betakaroten tiretimleri azalmis olabilir.

Ideal tuzluluk degeri %6’ dan biiyiik olan tiirler halofiliktir (Borowitzka ve Siva, 2007).
Calismada kullanilan suslar genel olarak halofiliktir. Ayrica genis tuzluluk
araliklarinda biiyiiyebilme yetenekleri ile halotolerantlardir. AQUAMEB-6, -8, -13, -
18 genis tuzluluk araliginda biiyiiyebilme yetenegi en iyi olan suslardir. AQUAMEB-
13 ve -18 Dunaliella salina olarak tanimlanmistir. AQUAMEB-6 ve -8 ise cins
bazinda tanimlanabilirken tiir bazinda heniiz tanimlanamamistir. AQUAMEB-13 ve -
18 morfolojik 6zellikleri (kultir renkleri, hiicre en 6lgiimleri) bakimindan oldukca
benzerlik gostermektedir.
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Kiiltire alinan mikroalglerin biyokimyasal igerigi, kiiltiiriin yasimna ve g¢evre
kosullarina bagli olarak degisim gostermektedir (Lewin, 1962; Stewart, 1974). Ayrica
mikroalglerin biyokimyasal igeriklerinde gozlenen degisimlerde ve mikroalglerin
blylmelerinde; tuzluluk degisimlerinin, sicakligin ve 1s18in da etkili oldugu
bilinmektedir (Utting, 1985). Belirtilen tiim faktorlerin tiirler i¢cin uygun kosullarda

olmamas1 veya kosullarin ani degisimleri, bu canlilarda strese neden olmaktadir.

Turlerin stres etmenlerine kars1 tepki olarak verdikleri yanitlar tiirden tiire degiskenlik
gostermektedir. Bazi tiirler stres aninda tepki olarak iirettikleri maddelere bagli renk
degisimleri gosterirler. Bu renkler iirettikleri pigment maddelerinin rengidir. Renk
degisimlerinden yola ¢ikarak bazi Dunaliella spp. tiirlerinin turuncu, sari, kirmizi gibi
renklere doniistiiglinii baz1 tiirlerinin de daima yesil renkte kaldigin1 sdylemek
miimkiindiir. Bu yesil rengin koyulagmasi durumlarinda ise hiicrenin yaslanmasi

neden olarak gosterilebilir ( Borowitzka ve Siva, 2007).

Tuzluluk degerinin ve 151k miktarinin ayni anda orantili olarak arttirilmasi suslarin
biiylimelerini olumlu yonde etkilemistir. Diisiik tuzluluk degerlerinde daha yiiksek
sicakliklarda (50 ppt tuzluluk degerinde 27 °C ve 31 °C’de) biiylime pozitif yonde
gerceklesmistir. Yiiksek tuzluluk degerlerinde (150 ppt tuzluluk degerinde 23 °C ve
27 °C ‘de) ise daha iyi biiyiimenin gerceklestigi saptanmuistir.

Isik yogunlugunun, sicaklik ve tuzluluk degerlerinin biiyiimeye etkisinin incelendigi
faktoriyel deneylerinde sicaklikliin artmasiyla birlikte buharlasmanin az miktarda da
olsa olustugu gozlenmektedir. Diisiik tuzuluk ve yiiksek sicaklikta biiyiime, yiiksek
tuzluluk ve yiliksek sicakliktan daha iyi oldugu goriilmektedir. Bu durumda
buharlsamanin etkisinin gostergesi olabilir. Buharlasmanin ortam tuzlulugunun
artmasina neden olmasi neticesinde suslarin olumsuz etkilenmesi olasilig1 ortaya

¢ikmaktadir (Pacheco ve dig., 2013).

Bu tez ¢alismasinda Izmir Camalt1 Tuzlasinda bulunan halofilik mikroalgler izole
edilerek izole edilen halofilik mikroalglerin morfolojik ve molekiiler tanimlamalarinin
yapilmasi ile iilkemizde bulunan tiirlerin belirlenmesine katki saglanmistir.
Mikroalglerin farkli abiyotik etmenlerde stres kosullarmma verdikleri yanatlari,
icerigindeki pigment maddelerinden olan B-karoten yogunluklarinin belirlenmesi tiir
Ozelliklerinin anlasilmasina ve biyoteknolojik calismalarda kullanim alanlarinin

artmasina imkan saglayacaktir.
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EKLER

Ek-A : Filogenetik agaglarin olusturulmasinda kullanilan ITS gen bdlgelerini

igeren dizi analizi sonuglari.

AQUAMEB-2:

GAAGGGTTCCTGTTTGAGGGCCAAGCCCATGGTCCCAAGCCAACA
ACTAGAAATAGCGAGCGATTGCTGCCTACCCAGTTGCGGCCCTTGACGGG
TCCTTGAGCTAGCCTCTGCTCTTCAGCTGATCCAGAGCCTTTGTTGGGGCA
GTGAAGCACCCAAGCTCTGGAACAGCCAGGTCCACTAACATTACTCCTCA
CATGGGGGAGTGGTTAGTGAGATTAACCCGACGCTGAGGCAAACATGCC
CTTGGCCGAAGCCGCGGACGCAATTTGCGTTCAAAGATTTGATGATTCAC
GGAATTCTGCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGT
TGCGAGAGCCAAGATATCCGTTGTTGAGAGTTGTCTCAGTTAGGATGTGA
CGGCTAGGCCGATCACATATCTTTGGCTTTAGGTTTTGTTTGGTGTTGTTG
GTTAGTAATAGGACCAACCCGACTACCCAAATTGGATTTGGGCAGCCGA
GCCCAACCCAGACAGCAAATTAATGCTGCCCAGGAAGCACCAAAACTCC
GAAGAGAATTGGTGGGCCAGACAAAAGAGGTTCACGGTGTGGTTATTGA
TAGATGCAAT

AQUAMEB-4:

TTCCTGTTTGAGGGCCGAGCCCATGGTCCCAAGCCAACAACTAGA
AATAGCATGCGTGAGCTGCCTACCCAGTTGCGGCCCTTCACGGGTCCTTG
AGCTAGCCTCTGTTCTTCAGCTGATCCAGCGCCCTTGACGAGCGCATTCA
AGCACCCTGGAGCTCTGGAACAGCCAGGTCCACTTGCCGATTGCTCTCCA
CACAACACTGCGGGAGAGAGGAAGTGAGATTAACCCGACGCTGAGGCAA
ACATGCCCTCAGCCGAAGCATTGGGCGCAATTTGCGTTCAAAGATTTGAT
GATTCACGGAATTCTGCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCT
TCATCGTTGCGAGAGCCAAGATATCCGTTGTTGAGAGTTGTCTCAGTTGA
GATGTCACGGCTAGGCCGAGCACATATCCTTGGCTTTAGGTTTGATTTGG
TGTTGTTGGTTAGTAAAGACCAGCCCAACTGCCCAAGTGAATGGACAGCC
GGACCCAACCCAAGCAGCAACTTAATGCCACCCGGGAAGCACCAAACTC
CGGAGAGAATGATGGGCCAGACAAAAA

AQUAMEB-5:

CTTGCTTGAGCTCAGGTCGAGAAAAAAATTGAGGGTTCCTGTTTGA
GGGCCGAGCCCATGGTCCCAAGCCAACAACTAGAAATAGCAAGCGTGAG
CTGCCTACCCAGTTGCGGCCCTTCACGGGTCCTTGAGCTAGCCTCTGTTCT
TCAGCTGATCCAGCGCCCTTGACGAGCGCATTGAAGCACCCGAGCTCTGG
AACAGCCAGGTCCACTTGCCAATTGCACTCCACACACTGTGGGAGAGAG
GAAGTGAGATTAACCCGACGCTGAGGCAAACATGCCCTCAGCCGAAGCC
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TTGGGCGCAATTTGCGTTCAAAGATTTGATGATTCACGGAATTCTGCAAT
TCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTTGCGAGAGCCAA
GATATCCGTTGTTGAGAGTTGTCTCAGTTAGGATATGACGGCCAGGCCGA
GCACATATCTTTGGCTTTAGGTTTGATTTGGTGTTGTTGGTTAGTAAAGAC
CAGCCCAACTGCCCAAGTAAATGGACAGCCGGACCCAACCCAAGCAGCA
ACTTAATGCCACCCGGGAAGCATCAAGCTCCGGAGAGAATGATGGGCCA
GACAGAAAGG

AQUAMEB-6:

GGGTGGTCTTGCTTGAGCTCAGGTCGAGAAAAAAAGATGGGTTCC
TGTTTGAGGGCCGAGCCCATGGTCCCAAGCCAACAACTAGAAATAGCAA
GCGTAAGCTGCCTACCCAGTTGCGGCCCTTGACGGGTCCTTGAGCTAGCC
TCTGCTCTTCAGCTGATCCAGAGCCTTTCATGAGAGCAATGAAGCACTCG
AGCTCTGGAACAGCCAGGTCCACTACCCTTTGCTCCGCTGTGGGAGAGGG
GGAGTGAGATTAACCCGACGCTGAGGCAAACATGCCCTCAGCCGAAGCC
TTGGGCGCAATTTGCGTTCAAAGATTTGATGATTCACGGAATTCTGCAAT
TCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTTGCGAGAGCCAA
GATATCCGTTGTTGAGAGTTGTCTCAGTTAGGATGTGACGGCTAGGCCGA
GCACATATCTTTGGCTTTAGGTTTGATTTGGTGTTGTTGGTTAGTAAAGAC
CAGCCTGACTACCCAAATTAATGGGCAGCCAAGCCCAACCCAAGCAGCA
AGTTAATGCTACCCGGGAAGCACCAAACTCCGGAGAGAATGATGGGCCG
GACAAAAGAGTGCACGGTGTGGTTATTGATAGATTCAAT

AQUAMEB-8:

AGCGGGTGGTCTTGCTTGAGCTCAGGTCGAGAAAAAAAGATGGGT
TCCTGTTTGAGGGCCAAGCCCATGGTCCCAAGCCAACAACTAGAAATAG
CAAGCGTAAGCTGCCTACCCAGTTGCGGCCCTTGACGGGTCCTTGAGCTA
GCCTCTGCTCTTCAGCTGATCCAGAGCCTTTGATGAGAGCAATGAAGCAC
TCGAGCTCTGGAACAGCCAGGTCCACTACCCTTTGCTCCGCTGTGGGAGA
GGGGGAGTGAGATTAACCCGACGCTGAGGCAAACATGCCCTCAGCCGAA
GCGTTGGGCGCAATTTGCGTTCAAAGATTTGATGATTCACGGAATTCTGC
AATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTTGCGAGAGCC
AAGATATCCGTTGTTGAGAGTTGTCTCAATTAGGATGTGACGGCTAGGCC
GAGCACATATCTTTGGCTTTAGGTTTGATTTGGTGTTGTTGGTTAGTAAAG
ACCAGCCTGACTACCCAAATTAATGGGCAGCCAAGCCCAACCCGAGCAG
CAAGTTAATGCTACCCGGGAAGCACCAAACTCCGGAGAGAATGATGGGC
CGGACAAAAGAGTGCACGGTGTGGTTATTGATAGAT

AQUAMEB-9:

GAGGGCCGAGCCCATGGTCCCAAGCCAACAACTAGAAATAGCAA
GCGTAAGCTGCCTACCCAGTTGCGGCCCTTGACGGGTCCTTGAGCTAGCC
TCTGCTCTTCAGCTGATCCAGAGCCTTTCATGAGAGCAATGAAGCACTCG
AGCTCTGGAACAGCCAGGTCCACTACCCTTTGCTCCGCTGTGGGAGAGGG
GGAGTGAGATTAACCCGACGCTGAGGCAAACATGCCCTCAGCCGAAGCC
TTGGGCGCAATTTGCGTTCAAAGATTTGATGATTCACGGAATTCTGCAAT
TCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTTGCGAGAGCCAA
GATATCCGTTGTTGAGAGTTGTCTCAGTTAGGATGTGACGGCTAGGCCGA
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GCACATATCTTTGGCTTTAGGTTTGATTTGGTGTTGTTGGTTAGTAAAGAC
CAGCCTGACTACCCAAATTAATGGGCAGCCAAGCCCAACCCAAGCAGCA
AGTTAATGCTACCCGGGAAGCACCAAACTCCGGAGAGAATGATGGGCCG
GACAAAAG

AQUAMEB-10:

GGGTGGTCTTGCTTGAGCTCAGGTCGAGAAAAAAAGGAAAGTTCC
TGTTTGAGGGCCAAGCCCATGGTCCCAAGCCAACAACTAGAAATAGCAA
GCGTGTGCTGCCTACCCAGTTGCGGCCCTTGACGGGTCCTTGAGCTAGCC
TCTGTTCTTCAGCTGATCCAGAGCCCTACATGAGAGCAACAAAGCACCCA
AGCTCTGGAACAGCCAGGTCCACTTGTCCACTGCTCCACTATGGGAGGGG
GAAAGTGAGATTAACCCGACGCTGAGGCAAACATGCCCTCAGCCGAAGC
ATTGGGTGCAATTTGCGTTCAAAGATTTGATGATTCACGGAATTCTGCAA
TTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTTGCGAGAGCCAA
GATATCCGTTGTTGAGAGTTGTCTCAGTTAGGATGTGACGGCTAGGCCGA
GCACATATCTTTGGCTTTAGGTTTGGTTTGGTGTTGTTGGTTAGTAAGGAC
CAGCCCGACTACCCAAATTCATGGGCAGCCGAACCCAACCCAAGCAGCA
ACCTAATGCTACCCGGGAAGCACCAAACTCCGGAGAGAATGGTGGGCCA
GACAAAAAGGTGCACGGTGTGGTTATTGATAGATTCAATGATCCTTCCGC
AGGTT

AQUAMEB-12:

TTGAGGGTTCCTGTTTGAGGGCCGAGCCCATGGTCCCAAGCCAAC
AACTAGAAATAGCAAGCGTGAGCTGCCTACCCAGTTGCGGCCCTTCACG
GGTCCTTGAGCTAGCCTCTGTTCTTCAGCTGATCCAGCGCCCTTGACGAG
CGCATTGAAGCACCCGAGCTCTGGAACAGCCAGGTCCACTTGCCTATTGC
ACTCCACACACTGTGGGAGAGAGGAAGTGAGATTAACCCGACGCTGAGG
CAAACATGCCCTCAGCCGAAGCCTTGGGCGCAATTTGCGTTCAAAGATTT
GATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCG
TTCTTCATCGTTGCGAGAGCCAAGATATCCGTTGTTGAGAGTTGTCTCAG
TTAGGATATGACGGCCAGGCCGAGCACATATCTTTGGCTTTAGGTTTGAT
TTGGTGTTGTTGGTTAGTAAAGACCAGCCCAACTGCCCAAGTAAATGGAC
AGCCGGACCCAACCCAAGCAGCAACTTAATGCCACCCGGGAAGCATCAA
GCTCCGGAGAGAATGATGGGCCAGACAGAAAGGTGCACGGTGTGGTTAT

AQUAMEB-13:

TGAGGGTTCCTGTTTGAGGGCCGAGCCCATGGTCCCAAGCCAACA
ACTAGAAATAGCAAGCGTGAGCTGCCTACCCAGTTGCGGCCCTTCACGG
GTCCTTGAGCTAGCCTCTGTTCTTCAGCTGATCCAGCGCCCTTGACGAGC
GCATTGAAGCACCCGAGCTCTGGAACAGCCAGGTCCACTTGCCTATTGCA
CTCCACACACTGTGGGAGAGAGGAAGTGAGATTAACCCGACGCTGAGGC
AAACATGCCCTCAGCCGAAGCCTTGGGCGCAATTTGCGTTCAAAGATTTG
ATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTT
CTTCATCGTTGCGAGAGCCAAGATATCCGTTGTTGAGAGTTGTCTCAGTT
AGGATATGACGGCCAGGCCGAGCACATATCTTTGGCTTTAGGTTTGATTT
GGTGTTGTTGGTTAGTAAAGACCAGCCCAACTGCCCAAGTAAATGGACA
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GCCGGACCCAACCCAAGCAGCAACTTAATGCCACCCGGGAAGCATCAAG
CTCCGGAGAGAATGATGGGCCAGACAGAAAGGTGC

AQUAMEB-14:

TGTTTGAGGGCCGAGCCCATGGTCCCAAGCCAACAACTAGAAATA
GCAAGCGTGAGCTGCCTACCCAGTTGCGGCCCTTCAGGGGTCCTTGAGCT
AGCCTCTGTTCTTCAGCTGATCCAACGCCCTTGACGAGCGCATTGAAGCA
CCCGAGCTCTGGAACAGCCAGGTCCACTTGCCAGTTGCACTCCACACACT
GTGGGAGAGAGGAAGTGAGATTAACCCGACGCTGAGGCAAACATGCCCT
CAGCCGAAGCCTTGGGCGCAATTTGCGTTCAAAGATTTGATGATTCACGG
AATTCTGCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTTG
CGAGAGCCAAGATATCCGTTGTTGAGAGTTGTCTCAGTTAGGATGTGACG
GCCAGGCCGAGCACATATCTTTGGCTTTAGGTTTGATTTGGTGTTGTTGGT
TAGTAAAGACCAGCCCAAGTGCCCAAGTAAATGGACAGCCGGACCCAAC
CCAAGCAGCAACTTAATGCCACCCGGGAAGCATCAAGCTCCGGAGAGAA
TGATGGGCCAGACAGAAAGGTGCACGGTGTGGTTAT

AQUAMEB-15:

AGGTCGAGAAAAAAATTGGTTCCTGTTTGAGGGCCGAGCCCATGG
TCCCAAGCCAACAACTAGAAATAGCAAGCGTGAGCTGCCTACCCAGTTG
CGGCCCTTCAGGGGTCCTTGAGCTAGCCTCTGTTCTTCAGCTGATCCAAC
GCCCTTGACGAGCGCATTGAAGCACCCGAGCTCTGGAACAGCCAGGTCC
ACTTGCCAGTTGCACTCCACACACTGTGGGAGAGAGGAAGTGAGATTAA
CCCGACGCTGAGGCAAACATGCCCTCAGCCGAAGCCTTGGGCGCAATTT
GCGTTCAAAGATTTGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACACTACGTAT
CGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTTGCGAGAGCCAAGATATCCGTTGTTG
AGAGTTGTCTCAGTTAGGATGTGACGGCCAGGCCGAGCACATATCTTTGG
CTTTAGGTTTGATTTGGTGTTGTTGGTTAGTAAAGACCAGCCCAAGTGCC
CAAGTAAATGGACAGCCGGACCCAACCCAAGCAGCAACTTAATGCCACC
CGGGAAGCATCAAGCTCCGGAGAGAATGATGGGCCAGACAGAAAGGTG
CACGGTGTGGTTAT

AQUAMEB-16:

GAGAAAAAAAGATGGGTTCCTGTTTGAGGGCCAAGCCCATGGTCC
CAAGCCAACAACTAGAAATAGCAAGCGTAAGCTGCCTACCCAGTTGCGG
CCCTTGACGGGTCCTTGAGCTAGCCTCTGCTCTTCAGCTGATCCAGAGCC
TTTGATGAGAGCAATGAAGCACTCGAGCTCTGGAACAGCCAGGTCCACT
ACCCTTTGCTCCGCTGTGGGAGAGGGGGAGTGAGATTAACCCGACGCTG
AGGCAAACATGCCCTCAGCCGAAGCGTTGGGCGCAATTTGCGTTCAAAG
ATTTGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCT
GCGTTCTTCATCGTTGCGAGAGCCAAGATATCCGTTGTTGAGAGTTGTCT
CAATTAGGATGTGACGGCTAGGCCGAGCACATATCTTTGGCTTTAGGTTT
GATTTGGTGTTGTTGGTTAGTAAAGACCAGCCTGACTACCCAAATTAATG
GGCAGCCAAGCCCAACCCGAGCAGCAAGTTAATGCTACCCGGGAAGCAC
CAAACTCCGGAGAGAATGATGGGCCGGACAAAAGAGTGCACGGTGTGGT
TATTG
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AQUAMEB-18:

GGAGAGTTCCTGTTTGAGGGCCGAGCCCATGGTCCCAAGCCAACA
ACTAGAAATAGCGAGCGATAAGCTGCCTACCCAGTTGCGGCCCTTGACG
GGTCCTTGAGCTAGCCTCTGCTCTTCAGCTGATCCAAAGCCCTTCACGAG
CGCCATGAAGCACTCAAGCTTTGGAACAGCCAGGTCCACTTGCCCAACAC
TCCGCTTTGGGAAGGGGAAAGTGAGATTAACCCGACGCTGAGGCAAACA
TGCCCTCAGCCGAAGCCTTGGGCGCAATTTGCGTTCAAAGATTTGATGAT
TCACGGAATTCTGCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCA
TCGTTGCGAGAGCCAAGATATCCGTTGTTGAGAGTTGTCTCAGTTAGGAT
GTGACGGCTAGGCCGAACACATATCTTTGGCTTTGAGTTTTATTTGGTGTT
GTTGGTTAGTAAGGACCAGCCCGACTACCCAAGTTGATGGATAGCCGGA
CCCAACCCAAGCAGCAACTTAATGCTACCCGGGAAGCACCAAACTCAAG
AGAGAATGATGGGCCAGACAGACAAGTGCA

AQUAMEB-49:

TGTTTGAGGGCCAAGCCCATGACACCAAGCCAACAACTAGAAATA
GCGAGCGAGAGCTGCCTACCCAGTTGCGGCCCTTAGCGGGTCGTGAGCT
AGCCTCTGTGCTTCAGCTGATCCAGACCTCTGAGTGGACACAAGTGAATG
CATCCAAGTTCTGGAACAGCCAGATCCACTAGCCCTTGCTCCACTGAGGG
AGAGGGGTTGTGAGATTAACCCGACGCTGAGGCAAACATGCCCTAAGCC
GAAGCCTTGGGCGCAATTTGCGTTCAAAGATTTGATGATTCACGGAATTC
TGCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGTTGCGAGA
GCCAAGATATCCGTTGATGAGAATTGTCTCAGTTAGGATGCGACGGCTAG
GCCGAGCACATATCTTTGGCTTTAGTTTTTGTTTGGTGTTGTTGATTAGTA
AGGACCAACCCGGACTGCCCAAAGAGTGTTTGGGCAGCCGAGCCCAACC
CGGACAACAAGTTAATGCTGCCCAGGAAGCATCAAACCCTGCTCAAGAG
AAGGGAGTTGATGGGCCAGACAAAAGTGGTTCACGGTGTGGT
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