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Farkli Azot Kaynaginin (NO3-N ve NH,4-N) Zararh Denizel Diyatomu
Thalassiosira allenii Takano (Bacillariophyceae) Biiyiimesi Uzerine Etkisi

G. Sisman Aydln* B. Bijyijklslk* A. Kocatag*

" Ege Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Deniz ve i¢su Bilimleri & Teknolojisi Bolimii

Thalassiosira allenii (Takano) tirtnin iki azot formundan nasil etkilendigini daha iyi anlamak igin blyime hizlar
izerinde NO3-N ve NH,4-N ‘nun 6 farkli konsantrasyonun etkileri arastiriimistir. izmir Korfezi-Kuzey Ege-Tiirkiye’den
izole edilen T.allenii tiiri, f/2 zenginlestirme ortaminda, sirekli-aydinlik periyotta ve kesikli kiltiir sisteminde inkibe
edildi. Turlin bliyumesi eksponensiyel blylme fazi takip edilerek Chl a (ugl'l) olarak olguldi, elde edilen verilerin
istatistiksel analizi en kiiglik kareler metoduyla yapildi. Her bir nitrient igin hesaplanan Ks ve pa, degerleri sirasiyla:
NOj; igin Ks=0 pg at-NO5-N " ve Mmax= 0.93 g(]n’l, NH, igin K= 0.05 pg at-N I ve Mmax=1.034 gun’1 olarak bulundu.
T.allenii tiru her iki azot kaynaginda da blylyebilme yetenegine sahiptir ve bdylece rekabet sansini arttirabilir. Bu
sonuglar T.allenii tiirtinlin, asiri alg cogalmalarinda daha fazla rol alabilecegini gdstermektedir.

Anahtar sozciikler: Denizel diyatom, blylme hizi, amonyum, nitrat, yari-doygunluk katsayisi

Effects of different nitrogen (NO3-N ve NH,4-N) sources on the growth of
harmful marine diatom: Thalassiosira allenii Takano (Bacillariophyceae)

In order to better understand the effect of two nitrogen form on T. allenii, the effects of 6 different concentrations
of NO;-N and NH,-N were investigated. T. allenii was isolated from izmir Bay-Northern Aegean Sea-Turkey and
incubated in a f/2 enrichment medium under constant light in a batch culture system. The growth rate of the
species was measured as Chl a (mg/l) by monitoring the exponential growth phase. The statistical analysis of the
obtained data was performed by utilizing the method of least squares. Half saturation constant (K;) and maximum
spesific growth rate (Wmay) values estimated for each nitrogen form were obtained as follows: ~Oumol NO5-N I and
0.93 day'1 for nitrate, 0.05 umol NH;.N I"* and 1.034 day’1 for ammonium. T.allenii species has ability to use both of
the nitrogen and therefore can increase the chances of the competition. This results shows that T.allenii species can
be a greater role on Algal Blooms.

Keywords: Marine diatom, growth rate, ammonium, nitrate, half saturation constant

Giris

Denizel ortamda besin zincirinin ilk halkasini  oldugu bilinmektedir (Haris ve Ark., 1995;

olusturan en 6nemli unsur olan fitoplanktonik
organizmalar; besin zinciri, dagilim tahminleri,
biomass ve blylime hizlari bakimindan denizel
¢alismalarin tartismasiz ana konusunu olustururlar
(Montagnes ve Franklin, 2001). Diatomlar ise,
birgok sucul ekosistem igin fitoplanktonik
organizmalarin ana bilesendirler (Gordon ve
Drum, 1994).

Planktonik deniz diatomlari arasinda en biiyik ve
en genis alana vyayillan genuslar Chaetoceros,
Thalassiosira  ve  Coscinodiscus  genuslaridir
(Sisman Aydin ve Ark., 2009). Thalassiosira
turlerinin bahar aylarinda, ihman iklimli kiyisal
ekosistemlerde, dominant hale gectigi ve
fitoplanktonik organizmalar icinde énemli bir yeri
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Muylaert ve Sabbe, 1996). Thalassiosira genusuyla
¢ok sayida kinetik c¢alisma olmasina karsin,
¢alismanin konusunu olusturan T. allenii tiri ve
blylmesini etkileyen faktorlerle ilgili galisma yok
denecek kadar azdir. Hyperoxia ve anoxia’ya
neden oldugu bilinen T. allenii, Tirkiye'nin Kuzey
Ege ve Dogu Karadeniz kiyilari boyunca dagihm
gosteren potansiyel zararl denizel diatom tirtadir
(Koray, 2004).

Cogu kiyisal alanda oldugu gibi izmir Kérfezi’'nde
de c¢ogalarak problemlere neden olan alglerin
biyime kinetiklerinin  incelenmesi, blylime
parametrelerinin saptanmasi; s6z konusu alg
turlerinin kontrol altinda tutulabilmesi olanagi
verdigi gibi ekotoksikolojik verilerin
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degerlendirilmesinde de kullanilabilmektedir (Li,
1984). Bu nedenle zararli alg tlrlerinin bliyiime
hizlari, nutrient sinirlayict  bldydmenin  kinetik
parametrelerinin (Kg; yari doygunluk katsayisi,
Mmax; Maksimum spesifik blyime hizi vb.) ve
fiziksel ~ parametrelerin  (optimum  sicaklik,
optimum stk siddeti) belirlenmesi ¢alismalari
gelecek icin 6nemli bir ekolojik yatirrm olacaktir
(Sisman Aydin ve Ark., 2009).

Materyal Ve Yontem

T. allenii tiirii izmir Koérfezi i¢ Kérfez Bélgesi’nden
(38° 26' 36" kuzey, 27° 06' 24" dogu koordinatlari),
alinan ylzey deniz suyundan sonsuz seyrelme
(dilution) teknigi kullanilarak izole edilmistir.
Denemeler 40 watt’lik day-light flouresanslarla,
300 ftCd isik siddetinde, stirekli aydinlatma (24:0)
ve kesikli kaltlr sisteminde gergeklestirilmistir.
Deneme sicakligl Kasim 2003-Mart 2004 dénemi
izmir Kérfezi deniz suyu sicakliklari ve tiiriin
optimum biyime sicakhgl géz oniline alinarak 11
10,5 °C’ ye ayarlanmistir. Isik siddeti Quantum
Instruments Photometerl ile Olcllmis ve
denemeler sliresince sabit tutulmustur.
Denemelerde kullanilan deniz suyu, yukarida
belirtilen koordinatlardan (0-0.5 m) derinlikte
ylizey suyundan alinmis ve 0.2 p’luk kartus
filtreden siiziilmds, 1 It'lik cam kaplarda (Guillard,

Aydin ve ark., 2013 10 (3)

1975) a gore 121 °C sicaklikta 1.5 atm ‘de steril
edilmistir.

Turln blylmesi, exponensiyel faz takip edilerek
Chl a olarak &l¢iilmistir. Ol¢limler Turner 10-AU
Flourometre ile glinde bir defa olarak yapilmistir.
Farkh substrat derisimlerideki spesifik bliylime
hizlart  (u)  (Guillard,  1973)  kullanilarak
hesaplanmistir ~ (Esitlik  1).  Yari-doygunluk
katsayilarinin (K;)  belirlenmesinde hicre disi
natrient kontrol modeli (Monod Denklemi)
kullanilmistir (Esitlik 2) (Burmaster, 1979). Yari
doygunluk katsayilari (K;) ve maksimum spesifik
biyime hizi (Unax) degerleri Statistica (advanced
nonlineer-least square-Gauss-Newton estimation
methot) programi kullanilarak hesaplanmistir.

H=1/(t,—t;) *loga(Nz/Ny) (1)

Denklemde,u: Spesifik biyime hizi,N;:  Ussel
blylime fazinin baslangicindaki Chl a degeri,
ug/lt,N,: Ussel biiyime fazinin sonundaki Chl a
degreri, pug/lt,t;: Ny degerinin tayin edildigi zaman
dilimi,t;: N, degerinin tayin edildigi zaman dilimi
olarak ifade edilmistir.

M= Hmax*(S/(Ks#S ) ()

Esitlikte,u: Esitlik 1 den elde edilen spesifik
biyime hizi ,Umax: Maksimum spesifik biylime
hizi,: Burada; S: Susbtrat derisimi, K Yar
doygunluk katsayisi olarak sembolize edilmistir.

884,11 uM

4

89.41 uM

—_
(9]

(uel™

ghl a

‘94 LLM 5.53 uM

NO3'N

1.983 uM

0 L L L L L L L L L e e O B M B B

Glinler

Sekil.1. T.allenii turinin farkli NOs-N konsantrasyonlarina maruz birakildiklarinda Chl-a tabanli blyiime
egrileri.

Figure.1. Chl a-based growth curves of T.allenii cells exposed to different NOs-N concentrations.
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Nitrat/Amonyum-biiyiime hizi iliskisinin
incelenmesi

T. allenii turi igin, 1 adet kontrol olmak lizere 6
farkh konsantrasyonda NOs-N (883, 88.3, 8.83,
4.42, 0.883 ve 0 umol NO5-N/It), ve NH,-N (100,
50, 10, 5, 1 ve 0 umol NH4N /It), iceren
zenginlestirme ortami hazirlanmistir.
Denemelerde kullanilan her bir 6rnek igine Chl
a=0.5 pg/lt olacak sekilde T. allenii kaltirinden
ilave  edilmistir.  Ayrica her bir NOs3-N
konsantrasyondan nitrient analizi igin 50 ml 6rnek
alinmig, Cd-Kolon yoéntemiyle nitrat tayini
yapiimis,  spektrofotometre ile  Slgimdistir
(Bosch_Lomb Spectronic 21 UVD). Bulunan dogal
deniz suyu nitrat konsantrasyonlari her bir
deneme grubuna eklenerek, nitrat denemelerinin
baslangic konsantrasyonlari belirlenmigtir. Dogal
deniz suyu NH4-N/It'si analizi (Strickland ve
Parsons, 1972; Wood, 1975) spektrofotometrik
yontemle vyapilmig,bulunan amonyum miktari
toplanarak final konsantrasyonlari belirlenmistir.

Bulgular ve Tartisma
Nitrat

Genel olarak, fitoplankton bliyiimesini sinirlayan
¢ temel etken; 151k, sicakhk ve niitrientler olarak
kabul edilir (Chalup and Laws, 1990). Bu
calismada, sabit sicaklik ve 1sik siddetinde kesikli
kiiltir sisteminde denizel diatom T. allenii tliriiniin
bliyimesi lizerine NOs;-N ve NHz-N azotunun
blylime Uzerine sinirlandirici etkisi hicre disi
nitrient kontrol modeli (MONOD) kullanilarak
arastiriimistir.

Deneme NOs3-N I konsantrasyonlari igin Chl a
tabanli blytime egrileri incelendiginde (Sekil.1.)
tim konsantrasyonlar igin lag fazin ortadan
kalktigi ve spesifik bliyime hizlari (n) arasinda

Aydin ve ark., 2013 10 (3)

istatiksel olarak anlamh bir fark olmadigi (p>0,05)
gorulmustir (Cizelgel) Bu sonug, T.allenii turinin
farkh NOs-N konsantrasyonlarina hizla adapte
olabildigini géstermektedir. 884.11 ve 89.41 umol
NOs-N " konsantrasyonunda hiicrelerin biylime
fazindan sapmalarinin 7.glinin sonunda basladigi,
diger konsantrasyonlarda ise lissel blylime fazinin

kisalarak 4.glnilin bitiminde sonlandig
gorilmastar.
9.94-1,1 NOs3-N " konsantrasyon araliginda

hesaplanan spesifik bliyime hizlari arasinda
belirgin fark olmadigi (p>0,05), 884.11 ve 89.41
pmol NOs-N " konsantrasyonlarindaki spesifik
blylime hizlarinin, diger
konsantrasyonlardakinden onemli o6lglide farkh
oldugu (p<0,05) bulunmustur (Cizelge 1).

Sinirll nitrat azotu konsantrasyonlarina maruz
birakilan denemelerden elde edilen sonuglara
gore, T.allenii tirlG nitrata bagimli  blylime

gostermemistir. Yari doydunluk sabiti K0 pg at-
NOs-N " (P<0.05). ve maksimum spesifik blylime
hizi Pmay= 0.93 gijn'1 (P=0) olarak bulunmustur.
Fitoplanktonik organizmalarca alimi en kompleks
azot formu, nitrattir. Nitrat alim mekanizmasi;
nitratin aktif taginimi ve rediiktaz emzimi ile nitrite
indirgenmesinde enerjiye (NADH) ihtiyac
duyulmasindan dolayr gligtir. Diger taraftan,
ortamda vyuksek nitrat varliginda artan nitrat
pulslariyla birlikte hicre yogunlugunda dusls
gozlenebilir (Parsow ve Ark., 1985).

T.allenii tirGnin spesifik blylime hizi- NO3z-N
konsantrasyonlari arasinda negatif yonde bir iligki
(Sekil 2) olmasiyla beraber o6nemli bir fark
bulunamamistir (p>0,05). Berges ve Ark. (2002),
ozellikle denizel diatom turlerinde, ortamdaki
nitrat miktarindan ziyade, 16°C’nin Uzerindeki
sicakhklarin nitrat alim yetenegini sinirladigi ifade
etmiglerdir.

Cizelge.1. T. allenii tiriintin farkh NOs-N konsantrasyonlarinda elde edilen Chl a ve spesifik blyliime

hizlari

Table.1. Chl a and specific growth rates of T. allenii species obtained from the different NO3-N

concentrations

DenemeGrubu-> I

NO3-N (umoll™) 1.1
W (giin™) 0.9574

Max. Chl a (ugl'l) 7,31

5.53
0.9355
11,7

Il 1] v \
9.94 89.41 884.11
0.9620 0.9171 0.8435
11,2 221 22,5

92



Tekirdad Ziraat Fakdiltesi Dergisi
Journal of Tekirdag Agricultural Faculty

Aydin ve ark., 2013 10 (3)

0,98

=-0,7865, p =0,0635
0,96 y =0,9495 - 6,1373E-5"x
0,94

- |

Mexponensiyel (giin™)
=)
w0
S

0,88
0,86
0,84
0,82 L— ' ' ' '
0 200 400 600 800 1000
NO;-N

Sekil.2. Cesitli NO3-N konsantrasyonlari ve T.allenii tiirlinin eksponensiyel spesifik biyiime hizi
arasindaki iligki.

Figure.2. The relationship between the various concentrations of NO4-N and exponential specific growth
rate of T.allenii species.

Nitrat, ancak amonyum ve Urenin doygunluk
konsantrasyon sinirinin altinda oldugu durumlarda
fitoplankton tarafindan tercihen kullanildig
bilinmektedir (Yin ve Ark., 1998). Bu ¢alismada da,
NO; azotunun T.allenii tiirinlin blylmesini inhibe
etmedigi, tlr Uzerinde sinirlayiciiginin olmadigi,
fakat tlrin azot kaynagi olarak NOs-N tercih
etmedigi tespit edilmistir.

Amonyum
T.allenii tarinin farkhh dizeydeki NH, azotu
konsantrasyonlarina maruz birakildiginda

gosterdigi  blUylime egrileri karsilastirildiginda,
hiicrelerin hemen Ussel blylime fazina gectikleri
gorilmektedir (Sekil.3). Uygulanan 101.07 ve
51.07 umoINH4-N-I'1 konsantrasyonlarinda, tiirlin
Ussel buyume fazi 6. ve 5.glinin sonuna kadar

uzamis, diger konsantrasyonlarda ise 4. giinle
sinirlanmigtir.

101.07 ve 51.07 umol NH,-N-I" konsatrasyonlari
icin hesaplanan spesifik blylime hizlari arasinda
anlamli bir fark gériilmemistir (p>0.05) (Cizelge.2).
Nitekim biylme egrileri incelendiginde her iki
konsatrasyonun benzer egilimler gosterdigi ancak
eksponensiyel fazda olglilen maksimum Chl a
bakimindan  6nemli o6l¢ide farkli  oldugu
bulunmustur (p<0,05).

Amonyumun, azot formlari iginde fitoplanktonik
organizmalar tarafindan en ¢ok tercih edilen form
oldugu bilinmektedir. Bunun nedeni, diger azot
formlari gibi (nitrit ve nitrat) hiicre zarindan aktif
bir mekanizmayla gectigi halde bu mekanizma igin
ayrica bir enzime ihtiya¢ olmayisi ve dogrudan
aminoasit sentezinde kullanildigindan dolayi enerji
ihtiyacinin olmayisidir.
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Sekil.3. T. allenii tirlintin farkli NH4-N konsantrasyonlarina maruz birakildiklarinda gosterdikleri Chl a
tabanli biyime egrileri.

Figure.3. Chl a-based growth curves of T.allenii cells exposed to different NH4;-N concentrations.

Yin ve Ark., (1998), denizel diatom T. pseudonana
turtinin farkl disik 1sik sartlari altinda amonyum
aliminin (hizi nitratsiz ortamda) 151k siddetine ve
amonyum konsantrasyonuna bagl olarak arttigi,
nitrat alim hizlarinin (amonyumsuz denemelerde)
ise, I1sik siddetinin artmasiyla orantili olarak arttig
belirtilmistir.  T.allenii  tiri  amonyum/nitrat
ortaminda ise; nitrat aliminin 1sik siddeti ne olursa
olsun buylk olcide vyavasladigi gorulmustir
(Sisman Aydin ve Ark., 2009).

Parsow ve Ark. (1985), T. pseudonana tiirlinlin
amonyum alim kinetiklerinin Michaels-Menten

kinetiginden dogrusal ve kisalan forma dogru
hareket ettigi gozlenmistir. Bu c¢alismada da,
amonyum-spesifik blylime hizlari iliskisi
incelendiginde, ortamdaki amonyum
konsantrasyonu arttik¢a, tirin spesifik bliyime
hizlarinda paralel olarak artmistir (Sekil.4.). Ayrica,
cesitli  amonyum konsantrasyonlarinda tirin
bliylime egrilerinde, amonyum
konsantrasyonunun Chl a Uzerindeki etkisi bariz
bir sekilde goriulmektedir (Sekil.3.).

Cizelge.2 T. allenii tiiriintin farkli NH4-N konsantrasyonlarinda elde edilen Chl a ve spesifik biylime hizlari

Table.2. Chl a and specific growth rates of T. allenii species obtained from the different NH4-N

concentrations

DenemeGrubu—> | Il

NH4-N (umoll™) 101.07 51.07
Hexo (gin™) 1.06 1.065
Max Chl a (ugl™) 25.3 17.6

1 \Y Vv Vi
11.07 6.07 2.07 1.07
1.017 1.010 1.004 0.976
11.1 9.69 6.82 6.55

94



Tekirdad Ziraat Fakdiltesi Dergisi
Journal of Tekirdag Agricultural Faculty

Aydin ve ark., 2013 10 (3)

1,06 O

1,04
3z
=
£
£ 1,02 o y=(1,03429)*(x/((,074829)+x))
=3 p<0,005
]
= 1,00

0,98 1

0,96

0 20 40 60 80 100 120

NH,-N

Sekil.4. Cesitli amonyum azotu konsantrasyonlarina karsilik gelen eksponensiyel spesifik blylime hizi
arasindaki iliskiyi gosteren grafik.

Figure.4. The relationship between the various concentrations of NH4-N and exponential specific growth
rate of T.allenii species.

En kiiclik kareler metoduyla yapilan istatistik
hesaplamalar sonucu, amonyum igin K= 0.05 pg
at-N/It (P<0.05) ve maksimum spesifik blyime
hizl Pma=1.034 g[]n'1 (P=0) olarak bulunmustur.
Baska bir degisle, T. allenii tiri amonyum sinirh
gelisme gosteren bir tlrdlir ve bu sonug ayni tirle
yapilmis diger calismalarla tam bir uyum
icerisindedir (Redalje ve Laws, 1983; Laws ve
Wong, 1978).

Cochlan ve Harrison (1991), pikoflegellat
Micromonas pusilla (Prasinophyceae) tlrinin
azot kinetigi Uzerinde kesikli kaltUr sisteminde
¢alismis; maksimum spesifik alim hizini amonyum
icin 0.13 saat™, nitrat ve iire icin yaklasik 0.05 saat’
! olarak bulmuglardir. Her Ug¢ azot formu igin yari
doygunluk sabiti degerlerini 0.41 pg-at NI sinirina
¢ok yakin olarak hesaplamis ve bu sonucun kigik
oseanik diatom tirleriyle benzer oldugunu ifade
etmiglerdir. Denizel fitoplankton tirleri igin
nitrient tlrd ve alim hizlari tirden tire degistigi
cesitli calismalarda gosterilmistir (Riegman ve
Ark., 1990). Bu ¢alismada ise T.allenii tiirQ, nitrata
bagimli  gelisme goéstermemistir. Bu ifadeyi
T.allenii taranln, azot formlari icinde nitrattan
ziyade amonyumu tercih ettigi seklinde ifade
etmek dogru olacaktir. Levasseur ve Ark. (1993)
tarafindan NO3-N’a maruz birakilan hiicrelerin

blylime hizlarinin NHz-N’a  maruz birakilan
hicrelerin biyime hizlarindan daha dislik oldugu
ve enzimatik limitasyonun varligi belirtilmistir.
Thalassiosira weissflogii tiru ile yapilmis diger bir
calismada, benzer sekilde maksimum biylime hizi
tzerinde N sinirlandiricihginin  olmadigl, NH,
ortamindaki  htcrelerin 1tk siddeti-blylime
egrilerinin ilk egimlerinin anlamh olglide buyik
oldugu rapor edilmistir (Strzepek ve Price 2000).
Tathsu tirleri de denizel tirler gibi azotlu
blylimede 6nemli rol oynar ve yiksek blyime
hizlari sayesinde azot gideriminde kullanilabilirler.
Tathsu tiirl olan Chlorella vulgaris ile yapilmis bir
¢alismada, kesintisiz blylime ile yliksek azot alim
kabiliyeti sayesinde azot ve fosfat yoninden
zengin evsel nitelikli atiksu aritiminda yuksek
verim elde edilmistir. (Shelknanloymilan ve Ark,
2012).

Sonug

Kesikli kiltir sisteminde denizel diatom T. allenii
tirindn buylmesi Uzerinde NO3-N ve NH4-N
azotunun sinirlandirici etkisi hiicre digi nitrient
kontrol modeli (MONOD) kullanilarak yapilan
arastirma sonucunda T.allenii tirl azot kaynagi
olarak NO; azotundan ziyade NH, azotunu tercih
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etmektedir. T. allenii turi NOz azotunun
sinirlayiciligl olmayan, NH, sinirli gelisme gosteren
bir tlUrddr. Diger taraftan, NOs-N ile biyume
inhibisyonu olmadan gelisebilmesi, ortamda NH;-
N eksikligi ya da yoklugunda bu tirin diger
turlerle rekabet sansini arttirdigini, dolayisla asiri
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