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Abstract: The effects of EDTA (Ethylenediaminetetraacetate) on the growth of Thalassiosira weissflogii (Bacillariophyta) in
10nM Fe(lll) concentration. Being active in a number of biological events, iron (Fe) is essential trace metal, which is vital for a
great many organisms. In an effort to find out a biological approach to the functions of Fe, which are not yet fully understood, and its
available marine forms as well as to help determine the factors affecting Fe uptake, the effects of artificial ligand EDTA
(Ethylenediaminetetraacetate) (100uM) on the growth of Thalassiosira weissflogii were studied in modified F/2 medium consisting
of 10nM iron. An ambient temperature of 18+ 2 °C and lighting intensity of 80umol m2 s! were provided during the experiment.
Sea water used macro nutrients and EDTA were let through Chelex-100 resin while all other items were freed from any trace metals
in acid bath. Acording to the results, it was found that in T.weissflogii culture, EDTA didn't have any effect on cell number, the
number of chl-a, growth rate and the pH values which increased proportional to the growth (p>0.05). It was also appeared to be a
difference among cell Fe quota (p<0.05).
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Ozet: Demir (Fe) biyolojik olaylarda gérev yapan énemli bir eser metaldir ve pek gok organizma igin hayatidir. Fe'in biyolojik
olaylarda hala tam olarak bilinmeyen islevleri, sudaki kullanilabilir formlari ve alimini etkileyen faktérlerin belirlenmesi konularina
katkida bulunmak amaciyla yiritilen galismada, 10 nM demir (Fe) iceren modifiye F/2 ortaminda, suni ligand EDTA
(Ethylenediaminetetraacetate) (100uM) nin, Thalassiosira weissflogiinin biyimesine etkileri arastiriimistir. Denemenin yriitlildugi
ortamda, 18 + 2 °C sicaklik ve 80umol m2 s aydinlanma siddeti siirekli olacak sekilde saglanmistir. Denemede kullanilan deniz
suyu, makro besleyiciler ve EDTA, Chelex-100 reginesinden gegirilmis, kullanilan biitin malzemeler ise asit ile yikanarak eser
metallerinden arindiriimigtir. Denemenin sonunda, EDTA nin, T. weissflogii kiltirlerinde, hicre yogunlugu, klorofil-a miktari,
bilylime hizi ve bilylimeye paralel olarak artan pH degerlerini etkilemedigi (p>0.05) saptanirken hiicresel Fe miktarlari arasinda

farklilik oldugu (p<0.05) belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Demir, Thalassiosira weissflogii, EDTA,blylime.

Girig

Biyolojik olaylar deniz suyunun icerdigi eser metallerle
dogrudan iligkilidirler. Eser metaller hiicrelerde elektron
aktarma sistemlerinin ve pek ¢ok enzimin yapisinda yer alan
gerekliligi tartigiimaz unsurlardir. Yogunluklari, formlari veya
bilesik olusturmalari gibi 6zellikleri ile i¢inde bulunduklari
ortamda biyolojik olaylarin gidisini olumlu ya da olumsuz
yonde degistirebilmektedirler (Shkolnik, 1984). Bu elementler
arasinda Fe, biyolojik olaylari kontrol eden en Onemli
elementlerden biridir. Demir yeryiiziinde en bol bulunan
dordincl element olmasina ragmen denizlerdeki miktari,
karasal sistemlere goére (yeralti sulari, goller, nehirler vs.)
onlarca kat daha azdir. Denizel ortamlarda Fe, farkli kimyasal
ve fiziksel yapilara sahiptir, biitin bu Fe yapilari toplam demir
olarak adlandirilir. Fitoplanktonik organizmalarin gelisimi icin
toplam Fe miktarindan gok, alinabilir formda olmasi dnemlidir.
Yeryizinde bol miktarda bulunmasina ragmen Fe*3 formunun
¢Ozundrligunin ¢ok dusik olmasi nedeniyle okyanuslarda
¢Oziinmis  demir, 1InMn  altinda  ¢ok  disuk
konsantrasyonlarda bulunur. (Martin ve ark.,1989). Demirin

biyolojik alinimi, karmasik ve dinamik olan kimyasal
yapisindan cok etkilenmektedir. Diyatomlar gibi patlama
yapan turler igin de Fe sinirlayicidir. Thallassiosira weissflogii
ile yapilan galismalar bunu gdstermistir (Anderson ve Morel,
1982). Yapillan calismalar genellikle  okyanuslardaki
Thalassiosira tirline gore kiyisal tirlerin hlcresel Fe
miktarinin ve Fe gereksiniminin daha yiksek oldugunu
belirlemistir (Sunda ve Huntsman, 1995).

Laboratuvar  calismalarinda en  yiksek hicre
yogunlugunu elde etmek, dogal sulari taklit etmek, metal
iyonlarinin konsantrasyonlarini ve yapilarini kontrol etmek,
ortamda ylksek konsantrasyonda bulundugunda toksik etki
gosterebilecek metallerin toksititesini engellemek veya yok
etmek, metallerin ve dzellikle Fe'in alinabilirligini artirmak gibi
amagclarla suni ligandlar (EDTA, NTA, CDTA vs.) oOzellikle
EDTA kullanilmaktadir (Geringa ve ark., 2000).

Bu ¢alisma, 10nM Fe (lll) igeren Kkiiltir ortamlarinda,
100uM  EDTA  (Ethylenediaminetetraacetate)nin,  T.
weissflogii (Bacillariophyta)'nin hiicre yogunlugu (hiicre/ml),
klorofi-a miktar1 (ug/L), biyime hizi (u=bdlinme/gin),
hiicresel klorofil-a miktari (pg/hiicre), hiicresel Fe miktari
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(amol/hiicre) ve ortamin pH degisimi (zerine etkilerini
belirlemek amaciyla planlanmisgtir.

Materyal ve Yontem

Denemede Bacillariophyta bdllimnin bir dyesi olan kiyisal
diatom Thalassiosira weissflogii (Grunow) kullaniimistir (van
den Hoek ve ark.,1995). Kozmopolit bir tir olan T. weissflogii,
5-20um biiyikluginde ve dikdortgen seklinde hiicrelere sahip
sentrik bir diyatomdur (Sekil 1).
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Sekil 1. Thalassiosira weissflogii (Grunow)

Denemede kullanilan deniz suyunu partikillerinden
arindirmak igin  0.45um, deniz suyu ve kullanilan kultir
ortamlarinin bakterilerden arindirimasi igin de 0.2um géz
acikhginda filtreler kullanilimistir. Partikillerinden arindiriimis
olan deniz suyunun igerdigi eser metalleri ¢dzinlr hale
getirmek igin pH ayarlari yapildiktan sonra deniz suyu eser
metallerinden arindirimak Gzere, sistemin en etkin calistigi
oml/dk’lik akis hizi ile Chelex-100 (Imminodiacetate)
reginesinden gegirilmistir (Sekil 2), (Oztlirk, 2002-2003-2004;
Kisisel iletisim). Deneme boyunca kullanilan bitin deneme
kaplari, filtreler, HCI (Merck) yardimiyla eser metallerinden
arindinimig daha sonra eser metallerden arindiriimig olan
distile su ile durulanmistir.

Chelex kolonundan gegirimis olan deniz sularina F/2
besi stoklarindan ilave edilmeden dnce, Si ilavesi igin 3'e
dugUrilen ortam pH'lari (WTW-330 marka pH metre) isotermal
yontem ile eser metalden arinmig-NHs kullanilarak yeniden
8+0.1%¢ ayarlanmistir (Oztiirk, 2002-2003-2004; Kisisel
iletisim). Bu islemden sonra F/2 ortaminin hazirlanmasi
isleminde deniz suyuna sirasiyla; eser metal, EDTA, vitamin
solusyonlari ve son olarak da Fe(lll) (10nM) solusyonu ilavesi
yapilmistir. Bu ilavelerin ardindan kiltir ortamlarinin pH'i
yeniden 8+0.1'e ayarlanmistir. Muamele gruplari 10nM Fe (ll)
+ EDTA (100uM), 10nM Fe (1ll) ve Fe igermeyen ortamlardan
3 tekrarl olarak olusturulmustur. Denemede as! olarak 500nM
Fe iceren Kkultiirlerden yararlaniimigtir. Asi miktari  5ml
hacminde (70x104 hticre/ml) kullaniimis ve buradan 1.5 Litre
hacmindeki kiltir ortamina 1.6nM Fe girisi oldugu

hesaplanmigtir. Denemede kullanilan deniz suyunun tuzlulugu
%032 ye ayarlanmistir. Deneme slresi 10 gin olarak
belilenmis ve deneme boyunca her gin drnek alinmistir.
Deneme 18+2 °C sabit sicaklik, 80pumol m2 s siirekli i1k
siddetinde ve modifiye edilmis F/2 (Guillard,1973) Kkiltlir
ortami kullanilarak ydratiimasttr.

Sekil 2. Eser metalden arindirma kolon sistemi. 1. Makro Besleyici ilaveli
Deniz suyu, 2. Hacim ayarlayici, 3. PE hortum, 4. Chelex kolonu, 5. Eser
metallerden arindiriimis deniz suyu

Bulgular ve Tartigma

10nM demir yogunlugunda yapay ligand EDTA varliginda
(100uM) ve yoklugunda T. weissflogii kiiltlirlerinde hiicre
yogunlugu (hticre/ml), klorofil-a miktari (ug/L), hiicresel
klorofil-a miktari (pg/hiicre), blyime hizi (u=bdlinme/gin),
hiicresel Fe miktari (amol Fe/hiicre) ve ortamin pH degisimine
olan etkilerini belirlemek amaciyla kurulan deneme 10 giin
devam etmistir.

Tablo 1.’de T. weissflogiinin muamele gruplari igin
belirlenmis parametrelere ait veriler verilmistir. Tabloda verilen
hiicre yogunlugu, klorofil-a miktari, hicresel Fe miktarlari ve
pH degerleri deneme slresince elde edilen en yiksek
degerlerdir. Fe igermeyen ortamda kiltire alinan T. weissflogii
kontrol grubunda hiicre sayisinda ve klorofil-a miktarinda bir
artis olmamasi sebebiyle hiicresel pigment, hiicresel Fe ve
biiylime hizi gibi parametrelerin hesaplamasi yapilamamisgtir.
Hiicre Yogunlugu (hiicre/ml)
10nM Fe ve 100uM EDTA iceren besi ortaminda T. weissflogii
hiicre yogunlugunda denemenin baslangicindan itibaren artis
gozlenmistir. Denemenin 6. giinlinde en yiksek hiicre
yogunlugu 9 x 104 hiicre/ml ve klorofil-a miktari 43 ug/L olarak
belirlenmistir. Hiicresel klorofi-a miktarinin 6. giinde 0,5
pg/hiicre oldugu hesaplanmistir (Sekil 3).
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10nM Fe igeren, EDTA siz besi ortaminda hiicre
yogunlugu en yuksek 9x104 hiicre/ml ve klorofil-a miktari 46
Mg/L olarak denemenin 7. glininde belirlenmistir Hicresel
klorofi-a miktarimin 7. giinde 0,5 pg/hiicre oldugu
hesaplanmistir. T. weissflogi’nin 10 nM Fe dozunda EDTA
iceren ve icermeyen ortamlara ait hlicre yogunluklari ve
klorofil-a miktarlari karsilastiridiginda aralarindaki  farkin
6nemsiz oldugu belirlenmistir (p>0.05). Logaritmik evrede
maksimum hiicre yogunluguna ulasilan silre ve hiicre
yogunluklar, ligand varligi ve yoklugunda benzer
bulunmustur. Suni ligand EDTA’nin 10nM Fe dozunda hicre
yogunlugu dzerinde etkisinin olmadigi belirlenmistir (Sekil 4).

10nM Fe+EDTA
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Sekil 3. 10nM Fe ve 100pM EDTA igeren kiltiir ortaminda T. weissflogi'ye ait
hiicre yogunluklari ve klorofil-a miktarlari.
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Sekil 4. 10nM Fe iceren EDTA igermeyen kiiltir ortaminda T. weissflogii’ye
ait hiicre yogunluklari ve klorofil-a miktarlari.

Calismamizda ~1.5nM Fe igeren kontrol gurubunda
gelisimin olmamasi, EDTA'll ve EDTA’siz 10nM Fe dozunda
gelisimin artmasi ve hicre yogunluklarinin benzer olmasi,
EDTA icermeyen ortamlarda hcrelerin ligand salgiladiklarini
dusUndirmektedir. Diger yandan Fe konsantrasyonunun
artmasi ile beraber her iki fitoplankterde de gelismenin artmasi
Fe'in sinirlayici rolind dogrulamistir. Bu hipotezin dogrulugu
Fe zenginlestirmesi yapilan okyanus calismalarinda
saptanmig olan fitoplankton Uretkenliginin  artmasi ile
belilenmistir (Martin ve ark.,1994; Coale ve ark., 1996).
Geringa ve ark. (2000)'nin y(rGttikleri bir ¢alismada ise
sentetik ligand EDTA'nin Fe alimi ve blylimeyi olumlu yénde
etkiledigi yoninde bulgulari olmustur. Bu ¢alismada her iki
gruptan elde edilen benzer hiicre yogunluklari, EDTA'nin Fe
alimini artirmadigini g6stermistir.

Tablo 1. T. weissflogi'ye ait belirlenmis olan parametreler.

Parametreler 10nM Fe 10nM Fe Kontrol
(maksimum degerler) EDTA’li 100uM EDTA’siz (Fe'siz FI2)
Hiicre Yogunlugu ox10% ox10% 2x10¢
(hiicre/ml)

Klorofil-a miktari (ug/L) 43 462 8
Klorofil-a/hiicre . .

(pg/hiicre) 05 05

M (boliinme/giin) 0.632 0.772

Hucrese:_l Fe miktar 32 30b 52 674

(amol/hiicre)

pH 8.77° 8.900 8¢

*Farkli harfler farkli ortalamalari ifade etmektedir.

Klorofil-a Miktari (jg/L)

EDTA icermeyen 10nM Fe igeren kiltir ortaminda elde edilen
en yuksek klorofil-a degerinin 46pg/L, EDTA igeren Kultlr
ortaminda ise 43ug/L oldugu ve aralarindaki farkin dnemli
olmadigr belirlenmistir (p>0.05). Sonuglardan anlasilacag gibi
EDTA ilavesi 10nM Fe dozunda T. wesissflogii hiicrelerinin
klorofil-a olusturmalarini  etkilememistir (Sekil 3. ve 4.).
Denemenin kontrol grubunda ikinci giinden itibaren hiicre
sayisinda ve klorofil-a miktarinda disus oldugu belirlenmistir.
Denemenin dglncl glini hicre sayisi ve klorofil-a miktarinin
belirlenemedidi saptanmstir.

Hiicresel Klorofil-a Miktari (pg/hiicre)

T. weissflogiinin hiicresel C miktari olan 144pg C/hiicre
degerinden hicresel klorofil-a miktarinin 8.64 pg/hiicre oldugu
hesaplanmigtir (Harrison ve Morel, 1986). 10nM Fe ve EDTA
iceren gruba ait hlicresel klorofil-a miktari 0.5 pg/hiicre, EDTA
icermeyen 10nM Fe'de 0.5 pg/hiicre oldugu ve aralarindaki
farkin 6Gnemsiz oldugu belirlenmistir (p>0.05).

Biiyiime Hizi (p=bdliinme/giin)

T.weissflogiinin EDTA varliginda 10nM Fe dozunda biyime
hizinin p=0.63 bollinme/gin, EDTA yoklugunda ise p=0.77
bolinme/giin oldugu ve aralarindaki farkin énemli olmadig
belirlenmistir (p>0.05). Mckay ve ark. (1997), T.weissflogii ve
P.tricornutum’un blyime hizlarina 10, 25, 50 ve 100nM FeCls
ve 100uM EDTA varidinin 215 pmol quanta m?2 s
aydinlanma siddeti ve 24°C kiltlr kosullarinda etkisini
arastirmiglar, T.weissflogiinin  50-100nM Fe aralijinda
biyime hizinin  p=1.74 bélinme gin', 25nM Fe
konsantrasyonunda p=1.21 boliinme giin' oldugunu, 10nM
Fe dozunda ise blylme hizinin belirlenemedigini
bildirmiglerdir. Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar, T.
weissflogii hiicrelerinin  biyime hizlarina EDTA'nin  etki
etmedigini gostermektedir.

Hiicresel Fe Miktari (amol/hiicre)

Hlcresel Fe birikimleri 10nM Fe+EDTA grubunda 32.30
amol/hiicre, 10nM Fe grubunda ise 52.67 amol/hiicre olarak
hesaplanmigtir. Deneme gruplarina ait hiicresel Fe miktarlari
karsllastiridiginda  aralarindaki  farkin ~ dnemli  oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Sonuglar T.wesissfloginin hiicresel Fe
miktarinin -~ EDTA  varligiyla ~ sinilandinimis  oldugu
belirlenmistir. Schmidt ve Hutchins (1999), T.weissflogirnin
hicresel Fe miktarinin Fe ile sinirlandirimis ortamda 204
amol/hiicre, Fe’e doymus ortamda ise 432 amol/hiicre
oldugunu belirlemislerdir.
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Sunda ve Huntsman (1991), Thalassiosira’nin oseanik
ve kiyisal tdrlerinin hicresel Fe miktarlarini kargilagtirmiglar
ve neritik olanlarin hiicresel Fe miktarlarinin oseanik olanlara
gore ¢ok ¢ok yuksek oldugunu, kiyisal T. weissflogii ve T.
pseudonana’nin hiicresel Fe miktarinin 60-96 amol/hiicre
aralijinda oldugunu, okyanus ftlrleri olan T. sp ve T.
oseanica'nin hicresel Fe miktarinin ise 24 amol/hiicre
oldugunu belirlemislerdir. Harrison ve Morel (1986), T.
weissflogi'ye ~ Fe  simirlamasi  kosullarinin  etkilerini
arastirmiglardir. 1-100nM Fe ve 10uM EDTA igeren kltiir
ortamlarinda azalan Fe konsantrasyonu ile hiicresel Fe
miktarinin azaldigini, maksimum blytme oraninin arttigini, T.
weissfloginin hiicresel Fe miktarinin 80 amol/hiicre oldugunu
belirlemislerdir.

Hiicre Yogunlugu ve pH Degisimi

T. weissflogiinin 100uM EDTA varli§i ve 10nM Fe dozunda
9x104 hicre/ml ulagtiklarinda pH degeri 8.77 ,EDTA
icermeyen 10nM Fe dozunda 9x104 hiicre/ml oldugunda ise
pH 8.90 oldugu ve aralarindaki farkin dnemli olmadidi
belirlenmistir (p>0.05). Bitki yasami ile salinan karbonatin
bikarbonata ddniismesi ile yogun fitoplankton patlamalari
sirasinda hizli fotosentez déneminde ortamda pH'in aniden 9
ve yukarisina giktigi belirlenmistir. Fitoplankton gelisimi 6.5
veya Uzerindeki pH'da artan besin kullanilabilirligi, ¢ozllen
fosfat  konsantrasyonu ile  artmaktadir.  Fitoplankton
yogunlugunun artmasiyla ortamda CO. azalmakta ve ortam
bazik duruma gegmektedir. Yapilan galismalar pH degerinin
fitoplankton patlamalari sirasinda arttigini saptamistir (Boyd,
1979).

Sonug

Demir (Fe) biyolojik olaylarda gérev yapan 6nemli bir eser
metaldir ve pek ¢ok organizma i¢in hayatidir. Fe'in biyolojik
olaylarda heniiz bilinmeyen fonksiyonlarinin belirlenmesinde
ekolojik calismalarin yani sira laboratuar caligmalari katki
saglayacaktir. Sonug olarak bu ¢alismada 10nM Fe dozunda
EDTAnIn T. weissflogitnin blylmesini etkilemedigi fakat Fe
alimini etkiledigi belirlenmigtir.
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