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Ozet

Biyolojik olaylarda énemli gorevleri olan demir (Fe)’in sucul sistemde alinabilir formlarin1 ve alimini etkileyen
faktorler halen tam olarak bilinmemektedir. Calismada, iki farkli demir (10-100 nM) i¢eren F/2 besi ortaminda, suni
ligand EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) (100uM)’nin, Emiliana huxleyi nin biiylimesine etkileri aragtirilmigtur.
Denemede ortam sicakligi 18 & 2 °C ve aydinlanma siddeti ise 80pumol m= s™! olacak sekilde ayarlanmigtir. Denemede
kullanilan deniz suyu, makro besleyiciler ve EDTA, Chelex-100 reginesi ile eser metallerinden arindirilmistir. Elde
edilen veriler degerlendirildiginde, en yiiksek hiicre yogunlugu, klorofil-a miktar1 ve hiicresel Fe oraninin 100nM Fe
ve EDTA iceren E.huxleyi kiiltiirlerine ait oldugu, en yiiksek spesifik bilylime hizinin ise 10nM Fe+EDTA iceren
kiiltiirlerden elde edildigi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Demir, Emiliana huxleyi, EDTA, Biiylime, Alinabilir form.
Abstract

The factors affecting the uptake and intake of iron (Fe), which has important roles in biological events, in the aquatic
system are still unknown. In the study, the effects of artificial ligand EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) (100uM)
on the growth of Emiliana huxleyi were investigated in F / 2 medium containing two different iron (10-100 nM). In
the experiment, the ambient temperature was 18 &+ 2 ° C and the luminous intensity was adjusted to be 80umol m-2 s-
1. Sea water, macronutrients and EDTA used in the experiment were cleaned from trace metals by passing through
Chelex-100 resin. When the data obtained were evaluated, it was found that the highest cell density, chlorophyll-a
amount and cellular Fe ratio belong to E.huxleyi cultures containing 100nM Fe and the highest specific growth rate
was obtained from cultures containing 10nM Fe + EDTA.
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1.Giris

Kimyasal, fiziksel ve biyolojik icerik olarak
karmasik bir yap1 iceren denizler, yapisini olusturan
canli, cansiz unsurlar ve Dbirbirleri ile olan
etkilesimleri yillardir bilim adamlarinin ilgisini
cekmistir. Deniz suyunun cansiz unsurlari, kimyasal
bilesimini olusturan elementler fitoplankterler igin
hayati fonksiyonlara sahiptirler. Yasamin baslangici
ve devamliligi, bu elementlerin deniz suyundaki
dagilimlarina, derigsimlerine ve fitoplankterlerce
kullanilabilir ~ formlarda  olmalarina  baghdir.
Ozellikle alt1 biyoaktif eser metalin (Fe, Mn, Ni, Cu,
Co ve Zn) yoklugu ve/veya  yiiksek
konsantrasyonlarinin da benzer sekilde sinirlayict
etki  gosterebilecekleri  yapilan  g¢aligmalarla
belirlenmistir (Brand ve ark., 1986; Sunda, 1988;
1989).

Fitopkankton yogunlugu ve ¢esitliligi i¢in deniz
suyunun i¢erdigi eser metaller, yogunluklari, formlar
ve bilesik olusturmalar ile dogrudan iligkilidirler
(Shkolnik, 1984). Her eser metalin rol oynadig: farkl
metabolik olaylar vardir. Bu elementler arasinda Fe,
bitki metabolizmasinda biyolojik olaylar1 kontrol
eden (fotosentez, solunum, elektron taginimi, klorofil
sentezi, enzimatik islevler) en dnemli elementlerden
birisidir (Sunda ve ark., 1995). Miktar1 belirleme
caligmalarinda, Fe yogunlugu ylizey suyundan
itibaren derinlige dogru (0-4000m); 0.0, 0.2, 0.4, 0.6
ve 0.8 nM olarak belirlenmigtir. Bu sonuglara gore
deniz suyunda belirlenen Fe miktar1 InM’in
altindadir (Martin ve ark., 1989). Deniz suyunda
demir, Fe(Il) ve Fe(Ill) olarak iki oksidasyon
formunda Okside formlar,
organik, inorganik bilesikler, kolloidler ve partikiil
yapilarini icermektedir (Oztiirk ve ark., 2002; Oztiirk

bulunur. ¢Oziinmiis

ve ark., 2003a; Schoemann ve ark., 1998). Fe’in
bulundugu biitiin bu formlar toplam Fe olarak
nitelendirilir. Fe’in kimyasal formlart ise ¢ok
cesitlidir ve ¢ozlinmiis Fe’in %95’den fazlas1 organik
kompleks halinde bulunur (Oztiirk ve ark., 2002).
Kiyisal sistemlerde, fitoplankton gelisimi i¢in toplam
Fe varliginin aksine, ortamdaki Fe’in formu
onemlidir (Oztiirk ve ark, 2003b). pH, tuzluluk, 151k
siddeti, 1s1, oksijen miktar1 vs. gibi cesitli cevre
kosullar1 gibi faktorler, Fe’in biyolojik olarak
kullanilabilirligini  etkileyen oOnemli faktorlerdir
(Wells ve ark.,1983).
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Metal ve ¢ok disli ligand arasinda bir “zincir” ya
da “kafes” yapi olusumuna “selatlanma”; metal ile
baglanmay1  gerceklestiren  organik  yapiya
“selatlayic1”; olusan kimyasal yapiya da “selat”
denir. Selat ifadesi yunanca yengec kiskaci anlamina
gelen “Chela” kelimesinden tiiremistir. Selat
olusumu dogada, oOzellikle akuatik sistemlerde
metallerin biyolojik olarak kullanilabilir forma
gecmesine yardimci  olduklart  gibi bazen de
kullanilmaz hale getirebilirler. Bu organik maddeler
fitoplanktonik hiicreler tarafindan salgilanabildigi
gibi, ortamda dogal olarak veya kiiltiir caligmalarinda
kullanildigr gibi sentetik olarak mevcutturlar.
Ligandlar, kompleks yapiya sahip organik; EDTA
(Etilen Diamin Tetra Asetik Asit), NTA, DTPA veya
inorganik; CI, CO; gibi formlarda bulunabilirler.
Ortamda dogal olarak bulunan baglica ligandlar;
sideroforlar, heme molekiilleri, humik asitler, fulvik
asitler ve hidrokarboksilik asitlerdir. Bu organik
yoklugu,  deniz Fe
konsantrasyonunun 0.01nM diizeylerine diismesin
sebep olabilir (Hutchins ve ark., 1991).

Yapilan ¢aligmalarla, CO, ve CaCOj; dongiisiinde
rol oynayan tek hiicreli fitoplankton E. huxleyi

maddelerin suyunda

bloomlarmin, Fe i¢eren Sahra kokenli tozlarin uzak
bolgelere olabildigi
belirlenmistir (Saydam ve Polat, 1999). E. huxleyi
birincil tiretim ile karbonu organik madde olarak

tasinmas1  ile  miimkiin

tutabilir ve karbonunun g¢ogunu proteinler yerine
lipite transfer eder, bu yiizden de diger tiirler ile
karsilastirildiginda yiizey suyundan nitrojenden daha
¢ok karbon alir. Karbon ise 6nemli bir sera gazidir ve
iklim degisimlerinde 6nemlidir (Fernandez ve ark.,
1996).

Yogun biyomas eldesi i¢in kiiltiir ¢aligmalarinda
dogal sular1 taklit etmek amaciyla, metal iyonlarinin
konsantrasyonlarin1 ve yapilarim1 kontrol etmek,
metallerin toksititesini indirgemek veya yok etmek,
metallerin ve 6zellikle Fe’in alinabilirligini artirmak
gibi amagclarla suni ligandlar (EDTA, NTA, CDTA
vs.) oOzellikle EDTA kullanilmaktadir (Geringa ve
ark., 2000). Bu ¢alisma, 10nM Fe(III) i¢eren kiiltiir
ortamlarinda, 100pM EDTA (Etilen Diamin Tetra
Asetik Asit)’nin, huxleyi
(Prymnesiophyceae) nin yogunlugu
(hiicre/ml), klorofil-a miktar1 (ug/L), biiyiime hizi

Emiliana
hiicre
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(p=boliinme/giin), hiicresel klorofil-a miktar1
(pg/hiicre), hiicresel Fe miktar1 (amol/hiicre) ve
ortamin pH degisimi iizerine etkilerini belirlemek
amaciyla planlanmgtir.

2. Materyal ve Yontem

Arastirmada, bir Coccolithophore olan ve 270 bin
yil oncesinden giiniimiize kadar ekolojik rollerinin
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oneminden dolayr bilinen Emiliana  huxleyi
(Lohman) tird kullanilmistir. (Paasche, 2002). E.
huxleyi, Haptophyta boliimiine ait, pikoplanktonik,
mesotropik ve oligotropik sularda fotosentetik
biomasa en fazla katkida bulunan, Okaryotik bir
mikroalgdir (Van den Hoek ve ark., 1995) (Sekil 1).

Sekil 1. Emiliania huxleyi (Lohman)-Orjinal

Arastirmada kullanilan kiiltiir ortamlar1 ve deniz
suyunun partikiil ve bakterilerden arindirilmasi
islemlerinde sirasiyla, 0.45um ve 0.2um goz
acikligina  sahip  filtrelerden  yararlanmilmistir.
Filtrelenmis deniz suyunun pH ayarlar1 yapilarak
icerdigi eser metallerin ¢oziiniir hale gelmesi
saglanmis ve sonrasinda, Sml/dk.’lik akis hiz1
(sistemin en etkin calistigi hiz) ile Chelex-100
(Imminodiacetate) reginesinden gecirilerek eser
metallerinden arindirilmistir (Sekil 2), (Oztiirk, 2002-
2003-2004; Kisisel iletisim). Arastirmada kullanilan
biitin cam ve plastik malzemeler, filtreler,
hidroklorik asit (HCI-Merck) yardimiyla
ylizeylerindeki eser metallerinden arindirilmis ve
distile su ile durulanmigtir.

Deney kiiltiir ortamlarinin hazirlanmasi amaciyla,
eser metallerden arindirma iglemi  (Chelex
kolonundan gegirilmis) yapilmis olan deniz sularinin
pH’1 3’e diisiiriilmiis ve Si ilavesi yapilmistir. Silis
ilavesinden sonar 48 saat bekletilen deniz sularinin
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pH’1 8+0.1’¢ ayarlanmistir. pH ayarlarinda WTW-
330 marka pH metre ve esermetallerden isothermal
yontem ile armdirilmis NH, kullamlmistir (Oztiirk,
2002-2003-2004; Kisisel iletisim).

Aragtirma tirli olan E.huxleyi’nin  kiiltlire
almacagi deniz suyuna (esermetallerden arindirtlmais)
sirastyla; EDTA, eser metal, vitamin soliisyonlar1 ve
son olarak da Fe(Ill) (10nM, 100nM) solusyonu
ilavesi yapilarak F/2 ortami hazirlanmistir.
Hazirlanan F/2 kiiltiir ortamlarmin pH’1 yeniden
8+0.1’¢ ayarlanmigtir. Denemeler iki farkli demir
yogunlugunda (10nM, 100nM), EDTA (suni ligand)

yoklugunda ve varliginda (100uM)
gergeklestirilmigtir. Deneyler, i tekrarli olarak
yliritilm{istiir.

Klorofil-a analizleri Parson ve Strickland

(1963)’e gore yapilmigtir.  Gruplara ait en yiiksek
klorofil-a degerleri (ug/L), hiicre yogunluguna
(hiicre/L) boliinerek hiicresel klorofil-a degerleri
hesaplanmistir. Klorofil-a degerleri asagida belirtilen
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formiile koyularak deneme gruplarina ait biiylime
hizlar1 (u=boliinme/giin) hesaplanmustir.
pu=(N1/NO0) x (3.322 / t) (Guillard, 1973).

N1 : Baslangi¢ klorofil-a miktar1 (ug/L)
NO :tzamandaki klorofil-a miktari
t  :sire
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Denemede as1 olarak 5ml as1 kiiltiirii (70x10*
hiicre/ml) kullanilmistir. Denemeler, modifiye

edilmis F/2 (Guillard,1973) kiiltiir ortaminda, % 032
tuzluluk, 18+2 °C sabit sicaklik, 80umol m= s
stirekli 151k siddetinde gergeklestirilmistir. Deneme
stiresince her giin 6rnek alinmis ve denemeler 10 giin
stirm{istiir.

Sekil 2. Chelex kolon sistemi.

1. Deniz suyu, 2. Hacim ayarlayici, 3. Polietilen hortum, 4. Chelex kolonu, 5. Eser metallerden arindirilmig

deniz suyu

3. Bulgular ve Tartisma

Iki farkli demir yogunlugunda (10nM, 100nM),
yapay ligand EDTA varliginda (100uM) ve
yoklugunda 16 giin siiren ¢alisma ile, E. huxleyi
kiiltiirlerinde hiicre yogunlugu (hiicre/ml), klorofil-a
miktar1 (png/L), hiicresel klorofil-a miktar1 (pg/hiicre),
biliyime hiz1 (u=bdliinme/giin), hiicresel Fe miktar
(amol  Fe/hiicre) ve ortamm pH degisimi
belirlenmistir (Tablo 1).

14

3.1. Hiicre sayis1 ve Klorofil-a Miktari

E.huxleyi’ nin 10nM Fe ve 100nM EDTA igeren
kiiltiir ortamlarina ait hiicre yogunluklar ve klorofil-
a icerikleri degerlendirildiginde, denemenin yedinci
giinii en yiiksek hiicre yogunlugu 4x10* hiicre/ml ve
klorofil-a 11 pg/L miktarina ulagmistir. Denemenin
birinci giinlinden itibaren hiicre yogunlugu artmaya
baglamis  dolayisiyla  bir  gecikme  evresi
gbzlenmemistir. Hiicre sayisinda 9 giin siiren bir
duraklama gozlenmistir. Denemenin 7. giiniinde
hiicresel klorofil-a miktar1 0.27pg/hilicre olarak
hesaplanmistir (Tablo 1).



Sayin, S., Isik, O.

MedFAR(2021) 4(1):11 - 18

Tablo 1. EDTA eklenen ve eklenmeyen 10 nM ve 100 nM Fe iceren E. huxleyii kiiltiirlerinde hiicre sayisi (hiicre
x 10*ml™), klorofil-a (ug/L) ve biiyiime hiz1 (u=bdliinme/giin) degerleri.

Hiicre sayisi
.. 4 11n Klorofil a Biiyiime hiz1 Hiicresel Fe
(hiiere x 10 mr) 7" (ubiliinme/giin)  (amolhiicre)
=bdliinme/giin amol/hiicre
Fe-EDTA He # .
10 nM Fe+EDTA 4 (7. Giin) 11 0.33 0.111
10 nM Fe 5 (13. Giin) 17 0.29 0.353
14 (14. Giin) 28 0.27 0.754
100 nM Fe+EDTA
100 nM Fe 13 (13. Giin) 26 0.31 0.641

EDTA icermeyen ve 10nM Fe igeren kiiltiir
ortaminda hiicre sayisi denemenin 13. giinii en
yiiksek hiicre yogunlugu 5 x 10*hiicre/ml ve klorofil-
a miktarn 17 pg/L’ye ulasmistir (Tablo 1).
Denemenin son 3 giinii hiicre sayisinda duraklama
gozlenmistir. Hiicresel klorofil-a miktarnt 0.34
pg/hiicre olarak hesaplanmistir. E. Auxleyi’nin 10nM
Fe dozunda EDTA igeren ve igermeyen ortamlara ait
hiicre yogunluklarn karsilastirildiginda aralarindaki
fark 6nemsiz bulunmustur (p>0.05). Ayni hiicre
yogunluklarina ait en yiiksek klorofil-a degerleri
karsilastirildiginda ise aralarindaki farkin Snemli
oldugu belirlenmistir (p<0.05).

100nM Fe ve 100uM EDTA igeren kiiltiir
ortaminda denemenin baglangicindan itibaren hiicre
yogunlugu artmaya baslamistir. Hiicre boliinmesi on
dordiincii giine kadar devam etmis ve en yiiksek
hiicre sayis1 15.giin 14 x 10* hiicre/ml ve klorofil-a
miktar1 ise 28 pg/L olarak belirlenmistir (Tablo 1).

100nM Fe ve EDTA igeren kiiltiir ortamina ait
hiicresel klorofil-a miktar1 15.giin igin 0.25pg/hiicre
olarak hesaplanmistir. 100nM Fe iceren, EDTA
icermeyen deneme grubunda, denemenin 13. giinii 13
x 10* hiicre/ml hiicre yogunlugu ve 26 ug/L klorofil-
a miktara ulagmistir (Tablo 1). On tiglincii glinden
itibaren hiicre sayis1 ve klorofil-a miktarinda azalma
gozlenmistir. Hiicresel klorofil-a miktar1 13.giin
0.2pg/hiicre olarak hesaplanmugtir.

E. huxleyi’nin 100nM Fe dozunda EDTA’l1 ve
EDTA’s1z
yogunluklar ve

ortamlara ait en
klorofil-a
karsilagtirildiginda  aralarindaki
olmadig1 belirlenmistir (p>0.05).

yiiksek  hiicre
miktarlari
farkin  6nemli
Denemede kontrol grubu olarak hazirlanan demir
igermeyen besi ortaminda (Fe igermeyen F/2 ortami)
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E. huxleyi’nin hiicre yogunlugu ve klorofil-a miktar1
liclincli giin azalmaya baglamig ve besinci giin
hiicrelerin ~ biiyik bir ¢ogunlugunun o6ldiigii
gbzlenmistir.

Denemede kontrol olarak demir igermeyen besi
ortaminda E. huxleyi ‘de gelisim gézlenmemistir. E.
huxleyi’nin evrim siireci boyunca i¢inde bulundugu
besin rejimleri ve diger optimum ¢evre kosullart ¢ok
iyi bilinmemektedir. Fe gereksiniminin diisiik olmasi
Fe girdileri ile buzul donemi boyunca yaygin
olmasinda rol oynamis olabilir (Archer ve ark.,
2000). Braarud (1962), E. huxleyi’nin ekolojik
adaptasyonunun ¢ok yiiksek olduguna dikkat ¢ekmis
ve genis yayilma alanlarina sahip olmasinin bunun en
iyl gostergesi oldugunu bildirmistir.

Martin ve Fitzwater (1988), ligand ilave edilmis
su orneklerine 0, 1, 5, 10 nmol/kg Fe ilaveleri yaparak
klorofil-a miktarlarin1  belirlemeye ¢alismiglar
denemenin baslangicindan itibaren ii¢ giin boyunca
klorofil miktarlarinda degisikligin olmadigini ve 4.
glinden itibaren artigin bagladigini ve artiglarin Fe
ilavelerinin  yapilmasindan  sonra
Eklenen 0, 1,
miktarlar1 i¢in sirasiyla 1.07, 5.21 ve 7.91 pg/kg
klorofil degerlerini belirlerken en yiiksek klorofil-a

basladigin

belirlemislerdir. 5 nmol/kg Fe

degerleri 10.16pg/kg ile 10nmol/kg Fe ilavesi ile elde
ettiklerini belirtmislerdir. Mevcut calisma bulgulari
degerlendirildiginde Fe miktarinin yiiksek oldugu ve
ligand ilaveli tiirlerde hiicre yogunluguna paralel
olarak klorofil-a miktarininda artis gdsterdigi
belirlenmigtir.
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3.2. Bilyiime Hiz1 (p=bdoliinme/giin)

Denemede EDTA varliginda ve yoklugunda
10nM ve 100nM Fe dozlarinin uygulanmis oldugu
gruplara ait hiicre sayilar1 (hiicre/mlx10%) sonuglari
kullanilarak her bir gruba ait spesifik biiyiime hizlar1
hesaplanmigtir (Guillard, 1973).

100uM EDTA ve 10nM Fe iceren grupta biiyiime
hiz1 0.33 boliinme/giin, EDTA igermeyen 10nM Fe
igeren kiiltiir ortamina ait bilylime hizi ise 0.29
boliinme/giin olarak hesaplanmistir (Tablo 1). 10nM
Fe iceren EDTA’l1 ve EDTA’s1z kiiltiir ortamlarina
ait bilytime hizlar1 karsilagtirildiginda farkin 6nemli
olmadig1 belirlenmistir (p>0.05).

100nM Fe ve 100uM EDTA igeren Kkiiltiir
ortamina ait biiyiime hizinin 0.27 bdliinme/giin,
EDTA igermeyen 100nM Fe igeren kiiltiir ortamina
ait bilyiime hizinin ise 0.31 bdliinme/giin oldugu
hesaplanmistir. ki gruba ait
karsilastirildiginda  aralarindaki
olmadig1 belirlenmistir (p>0.05).

Brand ve ark. (1983), FE.huxleyi ile yapilan

biliylime hizlar
farkin  Onemli

calismada, neritik tiirlerin biiyiime hizlarinin azaldigi
Fe diizeyi <10"M oldugu halde, oseanik tiirlerin en
diisiik demir ilaveli konsantrasyonda dahi en yiiksek
diizeyde biiyiime hizina ulastigin1 saptamiglardir. Bu
bulgularinin denizel fitoplankton populasyonlari igin
onemli oldugunu ifade etmislerdir. Mevcut
calismada, diisiik Fe dozlarinda elde edilen biiyiime

hizi verilerinin uyumlu oldugu goriilmektedir.

MedFAR(2021) 4(1):11 - 18

bliyime hizim EDTA varliginm etkiledigi
belirlenmistir.
3.3. Hiicre Yogunlugu ve pH Degisimi

Deneme boyunca biitiin gruplarda hiicre

yogunlugunun artmasina paralele olarak ortamin
pH’1da artig gdstermistir. Biyolojik olarak 6nemli bir
element olan demir (Fe) kimyasi pH'a en duyarh
elementlerden biridir. pH ile paralel olarak degisir.
Hiicre yogunlugunun artmasina paralel olarak pH
degerinin de artis gosterdigi ilgili caligmalar ile
belirlenmistir. Bitki yasami ile salinan karbonatin
bikarbonata doniismesi ile yogun fitoplankton
patlamalar1 sirasinda hizli fotosentez doneminde
ortamda pH’in aniden 9 ve yukarisina ¢iktigi
saptanmistir.  Fitoplankton gelisimi, 6.5 veya
iizerindeki pH degerinde artan besin
kullanilabilirligi, ¢oziilen fosfat konsantrasyonu ile
artmaktadir. Fitoplankton yogunlugunun artmasiyla
ortamda CO; azalmakta ve ortam bazik duruma
gecmektedir. Yapilan ¢aligmalar pH degerinin
fitoplankton  patlamalar1  sirasinda
saptamistir (Boyd, 1979).

arttigini

3.4. Hiicre Sayisi ve Fe/hiicre (amoll/cell) orani

Deneme gruplarina ait hiicresel Fe/hiicre oranlari
(amol Fe/hiicre) Sekil 3’te verilmistir. En yliksek
hiicresel Fe/hiicre oraninin 100nM Fe igeren gruba ait
oldugu belirlenmistir (p<0.05).

Calismamizin sonuglari degerlendirildiginde,
o
~J
nivli-Fe =
o o
& ]
o @
10nM Fe+EDTA =]

Sekil 3. Deneme gruplarina ait Fe/hiicre oranlari.
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Okyanuslardaki Fe (III) kiitlesinin organik
bilesikler tarafindan selatlandigi  bilinir
selatlanmayan fraksiyon hidrolize olarak bulunur.

Ve

Fe’in spesifikasyonu ve ¢ozinirligii, ortamdaki
organizmalar i¢in kullanilabilirligi ortamin pH’1 ve
ligand mekanizmas ile ilgilidir. Ilgili galismalar ile
karsilagtirildiginda, Fe/hiicre oranlarmin Fe miktar
artigi ile arttig1 belirlenmistir.

4. Sonu¢

Denemelerde 10nM (EDTA’l1 ve EDTA’s1z) ile
100nM (EDTA’1 ve EDTA’s1z) Fe iceren ortamlarda
Fe’in E.huxleyi’nin ulagtig1 biomass miktarina olan
etkisi belirgin bulunmustur. Deniz sularinda ortalama
Fe yogunlugunun 1nM civarinda oldugu
bilinmektedir. Calismada kullanilan Fe dozlari,
biyomasi sinirlayici etkisini gozlemek icin oldukca
yliksek olmakla birlikte 10 ve 100nM Fe dozlarinda
hiicre yogunluklar1 arasindaki fark belirgin olmustur.
Bu da E. huxley biomasinin belirgin bir bigimde
ortamdaki Fe konsantrasyonu ile kontrol edildigini
gostermektedir.
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