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Abstract: Effects of salinity concentrations on growth Dunaliella salina (Dunal) Teodoresco (Chlorophyceae). Dunaliella
salina is able to accumulate high concentration of B-carotene when it is cultered under certain stress condition such as high salinity,
ligth illumination and nitrogen starvation. Since D. salina can tolerate high salinity concentrations, they are able to adept to
extremely saline environments such salt lakes. In this study, water samples were collected from to reddish areas at Konya Salt
Lake. Dunaliella salina cells were recognized under the microscope. After isolation of the cells by using dilution technique, cells
were cultured at the laboratory conditions. By addition of NaCl, 0.62M, 0.85M, 1.28M ve 1.71M salinity levels were obtained. The
algal cells were cultured in AS100 medium in 500 ml erlens at 20+1°C and under continous illumination at 100 umol foton m2 s-.
During the experiment, it was observed that D. salina grows very well even at the high salinity levels. For example, density of alga
cells reached up to 5.87x106 cells mI* at 1.71 M salinity level where total B-carotene was calculated as 9.80+0.25 mg g of total dyr
weight. From the results of this study, it was concluded that D. salina isolated from Konya Salt Lake, able to tolerate high salinity
levels and it can continoue to grow well even at very high salinity concentrations.
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Ozet: Dunaliella salina, yiiksek tuzluluk, yiiksek isik siddeti ve azot eksiklii gibi bazi stres kosullan altinda killtiire edildiginde hiicre
icinde B-karoten biriktirebilen Chlorophyceae sinifina ait bir alg tiiridtr. Yiksek tuzluluklari tolere edebilen D. salina gibi turler belli
bir bolgeye ve cevre kosullarina adapte olmus halde yasar. Bu arastirma kapsaminda Konya Tuz Géli'nde yapilan incelemelerde,
tuz parsellerinde kirmiziliklar seklinde gériilen alanlardan alinan érneklerdeki alg hiicrelerinin mikroskopta tir tanimi yapildiktan
sonra D. salina olarak tanimlanan hiicreler seyreltme yéntemi ile izole edilerek kdltiire alinmistir. Laboratuvarda NaCl ilave edilerek,
0.62M, 0.85M, 1.28M ve 1.71M tuz derisimleri hazirlanmig, 500 ml'lik erlenlerde, AS100 ortaminda, 100 pmol foton m2s- isik
siddetinde surekli aydinlatma ile 20+1°C sicaklikta kiltlirleri yapildi. D. salina’nin yuksek tuzluluk konsantrasyonlarinda geligimini
strdirebildikleri gbzlendi. En yliksek hiicre konsantrasyonu 1.71 M NaClde 5.87x10% hicre ml' ulash. 1.71M  NaCl
konsantrasyoninda yapilan kiiltirlerden alinan érneklerde toplam karoten 9.80+0.25 mg g-* kuru agirlik tespit edildi. Bu arastirmada
Tuz Gélinden izole edilen D.salina tiriiniin ylksek tuzluluk konsantrasyonlarina dayanikli oldugu ve hatta gelisimini strdirebilgi

tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Dunaliella salina, tuzluluk, besin ortami, NaCl konsatrasyonu.

Girig

Mikroskobik algler akuatik ekosistemde biyolojik ve ekolojik
rollerinin yani sira gerek insan sagligi gerekse akuakiiltiirde
yetistiriciligi yapilan canlilarin beslenmesi agisindan 6nemli
maddeler igerir. Kontrolli kosullar altinda alglerin yogun
uretimi yapilarak, icerdikleri pigmetler, proteinler, vitaminler ve
minerallerden &tlirli karasal ve sucul canlilarin beslenmesinde
(Koray, 2002), toz yem ve canli yem dretiminde, sularin
artimasinda, gida endustrisinde ve glbre kaynadi olarak
faydalanilir (Borowitzka ve Borowitzka 1992). D. salina
ekstraselller gliserol salgilamasi, hicre i¢inde beta-karoten
biriktirmesi ve yliksek protein igerigi bakimindan énemli bir
organizmadir. Salgilanan gliserol dlizeyi ortamdaki tuz
konsantrasyonu ile ilgilidir. 3 M NaCl gibi yiksek tuz
konsantrasyonunda % 40 oraninda gliserol bulunur (Ben-
Amotz ve Avron, 1980).

D. salina (Chlorophyceae) hiicreler 9-16 x 5-9 um
biyikliginde, dairesel ve elipsoidal yapida lateralden ve
dipten basilmis hiicreler gériinimiindedir. iki adet kamgiya

sahiptir, kamg! ya hiicre uzunlugu kadar ya da daha kisadir
(Koray, 2002). Dunaliella, Chlorophyta’ nin diger uyelerinin
tersine kalin bir hiicre duvarina sahip degildir. Hicre ince bir
elastik membran ile gevrilidir. Bu ince membran, ortamdaki
ozmotik degisiklik-lere tepki olarak hiicre sekli ve hacminde
hizli degdisimlere izin verir ve hicrelerin ozmotik baski nedeni
ile patlamasina engel olur (Ben-Amotz ve Avron, 1981).

Guniimiizde Dunaliella’nin ticari (iretimi ya sonsuz akisli
aclk kanallarda ya da dogal lagliner alanlarda yapilir.
Dunaliellanin heterotrofik biylime yetenegi olmayip, bu tird
karanlik bir ortamda asetat veya glikozda biyitme
tesebbisleri basarisiz olmustur (Ben-Amotz, 1987; Browitzka
ve dig., 1992). Bu alg tiirii zorunlu fototroftur. Disarida yapilan
kiltirlerinde Dunaliella 7.0-9.0 arasinda genis bir pH
araligina uyum saglayabilir (Ben-Amotz, 1987; Ben-Amotz ve
Avron, 1983).

Dunaliella  donma  noktasinin  altindaki  sicaklik
derecelerinden 45°C'ye kadar olan genis bir araliktaki
sicakliklara tolerans gdsterme yetenegindedir (Gordillo ve
dig., 2001). Bakteriyal ve filamentli mantar kontaminasyonlari,
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Dunaliella havuzlarinda sicaklik 36 °C'yi astiginda, tuzluluk ise
2.5 M'in altinda tutuldugunda ortaya cikar (Ben-Amotz ve
Avron 1989). Dunaliella’nin bilyiimesi igin en uygun alanlarin
sicak iklim kosullarinin hakim oldugu, 6nemli bir miktarda
buharlagmanin gérildiigu ve bundan dolayi havuz sicakliginin
duistk oldugu gorak alanlarda bulundugu belirlenmistir.

Dunaliella 1-2 M NaCl igeren ortamlarda optimal biyime
gosterir (Ben-Amotz ve Avron, 1981). Ayrica doygunluk
sinirina kadar olan yliksek tuz konsantrasyonlarinda da iyi
biyime gdsterir. Halofilik ve halotolerant bakteriler, birkag
siliat tird, Artemia salina, birkag Amoeba ve bazi mantarlar
disinda gogu organizma 2 M’I gegen tuz konsantrasyonlarini
tolere edemez (Borowitzka ve Borowitzka,1988). Cogu ticari
Dunaliella  havuzlarinda, ortamda arzu edilen tuz
konsantrasyonlarina ulagmak igin iginde ticari tuz kullaniimig
deniz suyu veya tatli su kullanilir (Schlipalius, 1991).

Uretimi amaglanan mikroalg tiirleri cesitli (ilkelerde
bulunan protist kiltir kolleksiyonlarindan saglanabilse de, belli
bir bolgeye ve gevre kosullarina adapte olmus lokal tirlerin
yi§in kiltirlerdeki dstiinlUkleri daha goktur. Bu nedenle
ulkemizdeki canli kaynaklarinin aragstiriimasi, tirlerin varligi ve
cesitliliginin ortaya konmasi, hem insanlar hem de hayvanlar
icin dogal besin kaynaklarinin bulunmasi agisindan yararli
olacaktir. Bu galismada Konya Tuz Géli'nden izole ettigimiz
D. salina turinin yasadigi cevresel kosullarin tespiti ve kiltlir
kosullarindan tuzlulugun biyimeye etkisinin arastiriimasi
amaclanmigtir.

Materyal ve Yontem

Konya tuz géli Tirkiye’nin biyiklik bakimindan ikinci (1500
km?), tuzluluk bakimindan ise birinci biiyiik gélidiir. inceleme
yapllan bolge Konya ili Cihanbeyli ilgesi sinirlarinda Tekel’ e
ait Yavsan Tuz isletmesi sinirlanidir. Bélge yazlari kurak ve
sicak, kislari soguk gecen karasal bir iklime sahiptir. Yazin su
sicakligi goliin derin bdlgelerinde 20-30 °C iken ylizeyde
40°C’ye ulagmaktadir. Kisin ise su sicakhgi 0°C ye kadar
dusmektedir. Yaz aylarinda g6lin suyunun buylk bir kismi
ylksek sicakligin etkisi ile buharlasmaktadir.

Golun tuzlulugu yagis rejimine bagl olarak %6 ile %23
arasinda degismek-tedir. Konya tuz goli esas olarak yeralti
sulari  yanisira yagislarla gelen sularin  destedi ile
beslenmektedir. Bu ortamda tuzluluga toleransi olan canlilar
yasamla-rini sirdirlirken yiksek tuzlulugu tolere edemeyen
tirler ortadan kalkarlar.

Dunaliella salina (Dunal, 1905) Teodoresco cinsi
Chlorophyceae sinifina ve Volvocales ordosuna aittir (Koray,
2002).

Tuz gélinin Cihanbeyli ilcesi Yavsan Tuzla isletmesi
kiyilarindan 0,45 um g6z agikligina sahip plankton kepgesi ile
cekimler yapilmistir. Cesitli bolgelerden alinan 6rnekler farkls
steril cam kaplara konulduktan sonra Ege Universitesi Su
Urinleri Fakiltesi Urla laboratuvarinda Nikon (Japan) isik
mikroskobunda incelendi ve seyreltme yontemi ile izole edildi.

Laboratuvarda sicaklik 20+1°C  sabit tutuldu ve
aydinlatma kaynag! olarak 2 adet florasan lamba (40W/m3)

kullanildi. Besin ortam olarak AS100 ortami kullanildi (Tablo
1). 5 farkli NaCl konsantrasyonunda AS100 besin ortamlari
hazirlandi. 1. denemde 4 farkli NaCl konsantrasyonunda
(0.62M (%3.6), 0.85M (%5), 1.28M (%7.5), 1.71M (%10)
hazirlanan besin ortamlarinda D. salina Kiiltiiri yapildi. ikinci
denemde ise 1.71M (%10) ve 2.56M (%15)) NaCl
konsantrasyonlarinda hazirlanan besin ortamlarinda kulttrler
yapildi. Denemeler icin 500 ml'lik erlenlere 250 ml kultir
ortamlari hazirlandi ve 1.2 x10% hiicre ml-' hiicre sayis| olacak
sekilde asilamalar yapildi. Kiltiirler steril pastor pipetleri ile
havalandirildi ve havalandirmada ilave CO2 verilmedi.

Tablo 1. Dunaliella salina besin ortami (AS100 —Medrec).

mL Stok solusyon /100 mL H.0
10 MgS04.7H.0 244
10 KCl 6.0
10 NaNO; 10.0
10 CaCl,.2H,0 3.0
10 KH2PO4 0.5
10 Tris buffer (Sigma Co.) 10.0
1 NH,Cl 267
10 Pl metal solusyonu

Pl metal solusyonu
Stok solusyon
HsBO;3 3426¢g
CoCl2.6H20 1.215mg
MnCl2.4H.0 0.432 mg
ZnCly 31.5mg
H2S04 1.0 mL
(NH4)sM07024.4H,0 31.19mg

Biyume dl¢lmlerinde hiicre sayimlari alinan kaltdr
orneklerinin Naubaeur (0,1 mm) hemositometresi ile 2 tekrarli
olarak yapilmistir. Spesifik blylime hizlar (u) asagidaki
formillere gbre hesaplandi;

In X, —InX,
tz _tl

Formilde X2 ve X, sirasiyla t2 ve t1 zamanlarindaki
hiicre konsantrasyonlarini belirtir.

Toplam  karoten miktarinin tespiti - spektrofotometrik
yonteme gore asagida belirtildigi sekilde yapildi. Ornekler 10
dakika 3500 rpm de santrifiijde ¢oktirdldikten sonra 60°C’de
5 saat bekletilerek kurutuldu. Kurutulmus Ornekten 5 mg
alinarak 5 ml aseton (Merck %100, Germany) ile muamele
edildi. Daha sonra lka (Ultra Turrax T25) marka homojenitor
ile 5 dakika siire ile homojenize edildikten sonra 10 dakika
70°C'de banyoya tabi tutuldu. Elde edilen ekstrakt madde
3500 rpm’de satirifuj ile ayrildi. Ornekler spektrofotometrede
(Hitachi U-2001, Japan) 475 nm dalga boyundaki deger
okundu. Hazirlanan standart egri yardimi ile toplam karoten
miktarlari tespit edildi. Pigment standartlari olarak B-karoten
(Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)) kullanildi.

Bulgular
Konya Tuz Goli'nden basarili bir sekilde izole edilen D.

salina’nin kiltlrleri farkli tuz konsantrasyonlarinda yuritdldu.
Mikroskobik gézlemlere gére 8-12 x 7-8 um buytkliglindeki
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dairesel hiicreler iki adet kamgiya sahiptir (Resim 1). Hcreler
icerdikleri p-karoten miktarlarina bagli olarak sari-yesil ve
sar-turuncu  renklerde  gbzlenebilirler.  Mikroskobik
gozlemlerde hiicreler kamgilari ile hizli hareket halinde
gorildu.

Resim 1. Isik mikroskobunda gekilmis Dunaliella salina’nin fotografi

Birinci denemede tim NaCl konsantrasyonlarinda
hazirlanan besin ortamlari gruplarinda esit hiicre sayisi ile
baslatildi (Sekil 1). Denemeler 33 giin strdrdldi. 1.71M NaCl
konsantrasyo-nunda maksimal hicre sayisi 5.87x108 hiicre
ml*, 0.62M NaCl konsantrasyonun-da 0.85 x108 hiicre ml-,
0.85 M NaCl konsantrasyonda 2.3 x108 hiicre ml* ve 1.28 M
NaCl konsantrasyonunda 3.8 x108 hiicre ml-* olarak saptand.
Birinci denemede 1.28M ve 1.71M NaCl
konsantrasyonlarinda ytritllen kiltdrlerde 11. giine kadar lag
faz gozlendi. 11. glinden sonra bagslayan logaritmik bir artis
33. glne kadar devam etti. Spesifik blyime hizlarn
bakimindan 0.62M, 0.85M, 1.28M, ve 1.71M NaCl
konsantrasyonunda hazirlanan besin ortamlarinda 11. giine
kadar hicre sayisinda durgunluk tespit edildi. 11. giinden
sonra hiicrelerin ortama adapte olarak zamana bagli olarak
yavas bir biiyiime tespit edildi (Sekil 2).

ikinci denemede ilk denemeye gore yaklasik 8 kat fazla
hiicre sayisi ile baglandi (Sekil 3). 21 glin slren deneme
boyunca maksimum hiicre sayisi 3.72 x108 hiicre ml' ile
1.71M NaCl konsantrasyonunda elde edildi. Tuzluluk
konsantrasyonunun arttiriimasiyla hiicre sayisinda bir azalma
oldugu tespit edildi (maksimum 2.28 x108 hiicre ml). 1.71M
ve 2.56M NaCl konsantrasyonlarinda hazirlanan besin
ortamlari ile yapilan kiltirlerde log faz kaydedilmedi. 7 giinlik
logaritmik artis fazindan sonra durgunluk fazi baslad. Spesifik
biyime hizlar bakamimdan 1.71M ve 2.56M NaCl
konsantrasyonunda hazirlanan besin ortamlarinda 11. gline
kadar hiicre sayisindaki artis tespit edildi (Sekil 4).

ikinci  denemede  1.71IM ve 256M  NaCl
konsantrasyonlarinda hazirlanan besin ortamlarinda yapilan
kiltirlerden erken durgunluk fazinda %10 hasat edilerek
érnek alindi. Orneklerde yapilan toplam karoten analizlerinde
1.71M  ve 2.56M NaCl konsantrasyonlarinda sirasiyla

9.80+0.25 mg g kuru adirlik ve 6.93£0.96 mg g-* kuru agirlik
degrleri elde edildi.

7 11 14 17 19 21 24 28 31 33
Zaman (Giin)

0 3 6

$Sekil 1. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda (0.62M, 0.85M, 1.28M, ve 1.71M)
hiicre sayilarinda meydana gelen zamana bagl degisimler
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$Sekil 2. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda (0.62M, 0.85M, 1.28M, ve 1.71M)
hiicre sayilarina gore spesifik biiylime hizlarinin zaman bagli degisimleri
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Sekil 3. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda (1.71M ve 2.56M) hiicre
sayllarinda meydana gelen zamana bagl degisimler
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Sekil 4. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda (1.71M ve 2.56M) hiicre sayilarina
gore spesifik blylime hizlarinin zaman bagli degisimleri
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Tartigma ve Sonug

D. salina yiiksek tuzluluklarda hiicre iginde 6nemli miktarda -
karoten biriktirebilen ve bu nedenle ekonomik deger kazanan
bir klorofittir. Bu ¢alismada D. salinanin  farkl tuz
konsantrasyonlarinda kltiirleri yapildi ve yliksek tuzluluklarda
D. salina yiiksek hiicre konsantrasyonlarina ulasti, yani sira
hiicrelerin 6nemli élglide B-karoten biriktirdikleri gézlendi.

Celekli ve Donmez (2001) ve Dudu Evren ve dig. (2001)
ayni sekilde Tuz Gollinden izole ettikleri Dunaliella sp. turini
basarili bir sekilde izole edip Johensen besin ortaminda
klltirdnG yapmayi basardiklarini bildirmektedirler.

Bir gok canli hiicre % 15 i asan tuz konsantrasyonlarini
tolere edemez. Bdyle ortamlara ancak bir osmotik regiilasyon
mekanizmas! gelistirmis organizmalar uyum saglayabilir.
Fotosentetik Dunaliella salina boyle organizmalardan biridir ve
cok genis (%5-%35) NaCl konsantrasyonlarinda canliligini
stirdire-bilir (Ben-Amotz & Avron, 1983; Borowitzka ve
Borowitzka, 1992).

Bu calismada D. salina igin en uygun tuz derigiminin
1.71M NaCl oldugu g6zlendi. 1.71M NaCl'de daha yliksek bir
hiicre sayisi (5.87x108 hiicre ml) ve daha yliksek B-karoten
degerleri elde edildi (9.80+£0.25 mg g kuru agirlik).

Dunaliella sp. ile farki NaCl (%10, %15 ve %Z20)
konsantrasyonlarinda yapilan bir diger calismada %10 NaCl
konsantrasyonunda en iyi biyime elde ettiklerini
bildirmislerdir. (Dudu Evren ve dig., 2001). Yine ayni alg tiirl
ile yapillan bir baska calismada en ylksek [-karoten
miktarinin 3.42 M NaCl'de elde edildigi bildirilmektedir Celekli
ve Donmez, (2001).

Ulkemiz i¢ su kaynaklarinda mevcut canli kaynaklarinin
degerlendiriimesi  ve ekonomiye kazandirimasi ancak
uzerinde yapilacak arastirmalarla mimkindir. Mikroalgler
hiicre iginde biriktirdikleri metabolitler bakimindan énemli canli

gruplarindandir. Bu bakimdan sucul ortamlarda dagiim
gosteren mikroalg-lerin tanimi, izolasyonu ve yigin (mass)
Uretimleri ~ yapiimasi  Ulkemiz ~ canli  kaynaklarinin
degerlendirilmesi agisindan son derece 6nemlidir.
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