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Diyatom Friistiil’lerinin Taramah (Scanning) Elektron
Mikroskobu I¢cin Hazirlanmasinda Alternatif Metod
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Abstract: An alternative preperation method for studying diatom frustules using
scanning electron microscopy (SEM). The structure of silica cell wall is an important
taxonomic criterion in describing and classification of diatoms. In this study, because
organic material in cells can block seeing the valve structures of diatom cell walls, an
alternative preperation method was suggested using scanning electron microscopy to
identify diatom fragments by cleaning diatom frustules from organic material using an
oxidation method. Also some suggestions were given on which modifications can be applied
when the source of the samples are collected from different medium such as water, gut
contents and fecal samples.
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Ozet: Diyatomlarin tanimlanmasi ve smiflandirilmasinda, silis iceren hiicre duvari yapilari
o6nemli bir taksonomik kriterdir. Bu makalede, organik materyalin valv yapisinin
incelenmesini zorlagtirmast nedeni ile diyatom friistiillerinden oksidasyon yontemi ile
uzaklastirilmasi i¢in bilinenlere alternatif bir yontem onerilmistir. Bu yontemle ¢alisilacak
orneklerin, farkli ortamlardan (su, mide ve digki gibi) toplanilmasi halinde hangi

modifikasyonlarin uygulanabilecegi konusunda onerilerde bulunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Pseudo-nitzschia, diyatom, hiicre duvari, taramali elektron
mikroskobu, besin zinciri.
Giris siniflandirilmasinda onceden beri
kullanilmaktadir. Fakat caligilacak
1960’11 yillarn ortalarinda ilk ticari ~materyallerin = ¢ogu  fikse  edilmis

mikroskobun ¢ikarilmast ile kullanimi
yayginlasmaya baslayan Scanning
(taramal1) Elektron Mikroskobu (SEM),

oldugundan, bu karakterler organizmanin
tanimlanmasinda yetersiz kalabilmektedir.
Diyatomlarin SEM ile incelenmesi

organizmalarin 3 boyutlu ve daha detayli sa.dece sistem?tik amag:h degild“ir.
bir sekilde incelenmesine olanak vermis, Diyatomlarm .h.ucre geperinde (frustul)
zamanla mikroskobik canlilarm  bulunan silis suda erimeden

sistematiginde yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistir. SEM’in sistematikte en
yaygin kullanim alanlarindan biri tuzlu ve
tatli sularda sik¢a rastlanan diyatomlarin
silis igeren hiicre c¢eperlerinin (friistiil)
sekilsel ve boyutsal farkliliklar1 goz
oniine aliarak incelenmesi ile yapilan tiir

kalabildiginden, hiicreyi seklini bozmadan
koruyarak ¢ok uzun siire suda
birakabilmektedir. Bu sekilde sudaki 6l
diyatomlar yillar boyunca birikime
ugrayarak ayirimi kolaylikla yapilabilen
sediment tabakalar1 olusturmaktadirlar.
Bu sediment tabakalarinin yapisi ve

tayinleridir. Kromatoforlarm sekli ve %g:‘erigi ile ilgili ayrintili bilgi edinebilmek
sayis1, kolonilerin sekli ve tipi gibi gesitli i¢in ~ de  SEM  yaygm  olarak
morfolojik  karakterler ~ diyatomlarm  kullamlmaktadir.
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Son zamanlarda bu teknik, besin
zincirinde organizmalar arast baglantilar
kurmakta da etkili bir yontem olarak
kullanilmaya baglanmis ve bilimsel
makalelerde yetkin bir metot olarak kabul
edilmistir. Diyatomlar, tatli ve deniz suyu
ortamlarinda besin zincirinin ilk halkasim
olusturan 6nemli bir fitoplankton grubu
olduklarindan, tim filtre eden tiiketici
organizmalar igin direk, bu organizmalari
tilketen karnivor canlilar ig¢in de dolaylh
olarak c¢ok onemli bir besin kaynagidir.
Diyatomlarin tespiti, bunlar1 tiiketen
organizmalarin mide ve digki igeriklerinin

analizleri ile mimkiin olabilir ve
organizmalar arast besin iligkilerini
aciklamada kullanilabilir. Besin
zincirindeki organizmalar arasi

etkilesimler, zincirdeki karbon akisi veya
zararli herhangi bir maddenin besin
zincirine bagh olarak nasil
ilerleyebilecegi konular1 ekolojik agidan
¢Oziilmesi gereken Onemli konulardir.
Omegin diyatomlardan Pseudo-
nitzschia’min baz1 tiirleri, domoic asit
(DA) olarak adlandirilan ve yiiksek
organizmalarda merkezi sinir sistemine
zarar vererek organizmayi komaya sokan
ve hatta 6liimiine yol agabilen bir toksik
amino asit tretmektedirler (Quilliam ve
Wright, 1989). Uretilen bu toksin, besin
zincirinde diyatomlar1 direkt olarak
tilketebilen herbivor canlilarin vektor
olusturmasi ile hizla ilerleyebilmekte ve
yiiksek seviyeli organizmalarin 6liimiine
sebep olabilmektedir. 1987 yilinda 3
kisinin, 1991 yilinda 200 pelikanin ve
1998 yilinda 50’den fazla deniz aslaninin
Olimiine yol acan DA zehirlenmesinde
canlilar1  Oldiiren toksin  kaynaginin
diyatomlarla direkt beslenen midye ve
hamsi balig1 oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu
vektor organizmalarda belirlenen toksinin
ise, filtre edilerek midelerinde
biriktirdikleri Pseudo-nitzschia’dan
geetigi tespit edilmistir (Bates ve dig.
1989; Work ve dig. 1993; Lefebvre ve
dig. 1999; Scholin ve dig. 2000). Bu
bulgular, hem 6len canlinin hem de vektor

organizmanin mide igeriklerinden ve
sudan alinan Orneklerde yapilan LM ve
SEM caligmalari sonucu ortaya
c¢ikarilabilmis ve bu olayin toksini {ireten
Pseudo-nitzschia yolu ile besin zincirine
gectigi ve bu hayvanlari tehdit ettigi
belirlenmistir.

Bu  makale, ¢esitli  ekolojik
caligmalarda yada sistematikte
kullanilmak tizere, suda, tiiketicilerin

mide ve digki igeriklerinde go6zlenen
diyatome friistiillerinin SEM yolu ile
tanimlanabilmesi i¢in Orneklerin nasil
hazirlanacagr konusunda alternatif bir
metodu agiklamaktadir.

Materyal ve Yontem

Alternatif metodu uygulamak {izere su,
mide ve digki olmak tizere ii¢ Ornek
belirlenmistir. Bu orneklerden su 6rnegi,
Pasifik Okyanusu Monterey Korfezi’'nde
neritik  bolgeden yiizeysel plankton
cekimleri ile standart 0.60 pm goz acikligt
olan plankton kepgesi kullanilarak,
Pseudo-nitzschia’nin agir1 ireme olayinin
gerceklestigi sirada toplanilmistir. Mide
Ornegi, aym ortamdan 333 pum goz
acikligr olan, 0.7 m BONGO net ile
yakalanmis krill 6rneklerinin midesinden
ve digkt 6rnekleri de ayni ortamdan kepge
ile mavi balina (Balaenoptera musculus)
diskisindan  elde edilmistir. Toplan
ornekler fikse edilmis, temizlenmis ve
Miller ve Scholin (1998)’in KMnO,4 / HCI
oksidasyon metodu degistirilerek bir seri
islemden gecirilip SEM’de incelenmek
lizere hazirlanmistir. Daha sonra SEM’de
izlenen 6rneklerin fotograflar: ¢ekilmistir.

Bulgular

Diyatom friistiilleri igeren su, mide ve
digk1 ornekleri, SEM’de fotograflarinin
cekilmesine kadar sirasiyla asagida
aciklanan islemlerden gegirilmistir.

Su 6rneklerinin % 10’luk Lugol (100
ml saf su i¢inde % 10 KI, % 5 I, ve % 10
glacial asetik asit eklenmesi ile
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hazirlanir), mide ve digki 6rneklerinin de
%5’lik  sodyum Dborat ilave edilmis
%4’liik formaldehit ile fikse edilmistir.
Orneklerin tuz ya da organik madde
gibi 1 yapisinin incelenmesini bloke
edebilecek maddelerden temizlenmesi
islemi, laboratuarda dizayn edilen Sekil
1’de gosterilen bir filtrasyon aleti ile
kolayca yapilmustir. Orneklerin
temizlenme islemleri sirasiyla asagidaki
gibi yapilmistir: a) 1.2 um goz acikligi ve
13 mm ¢apinda olan polikarbonat filtreler

(Millipore) filtrasyon tiiplerine
yerlestirilmis, incelenecek olan deniz
suyu veya tath su (10 ml), yada

sulandirilmig mide ve diski 6rnekleri her
bir tiipe eklenip filtre edilerek, drneklerin

filtre  {izerine  konsantre  edilmesi
saglanmistir. Tim filtrasyon islemleri
algak vakum basincinda

gerceklestirilmelidir (~150 mm Hg), b)
Ornekler 3 kere distile su ile yikanarak
tuzlarindan arindirilmistir, ¢) Tuzlarindan
arindirilmis orneklerin organik
materyalden de temizlenebilmesi igin
filtrenin Ustiinii kaplayacak sekilde 1-2
damla doymus KMnO, eklenmis,
oksidasyon isleminin baglamasi i¢in su
ornekleri 5, mide Ornekleri 20 ve diski

ornekleri 30 dk bu ¢ozelti iginde
bekletilmistir.  Orneklerdeki  organik
madde miktarlar1 farkli oldugu igin

¢oOzeltideki bekleme siireleri igerdikleri
organik madde miktar1 ile orantili olarak
artmaktadir. Incelenen mide ve diski
orneklerinde daha fazla organik madde
igerigi  bulundugundan,  oksidasyon
isleminin stiresi de goreceli olarak
degistirilmigtir, d) Oksidasyon islemi
orneklerin 12 N konsantre HCI ile
muamele edilmesi ile tamamlanmistir. Su
ornekleri 3 ml HCI ile, soliisyonun rengi
saydamlagincaya  kadar 1-2  kere
yikanmistir. Mide ve diski 6rnekleri igin
ise 30 (mide) ve 60 (diski) dk bekletilmis
ve tim Ornekler bu islemin sonunda
vakumdan gegirilerek oksidasyon islemi
tamamlanmistir, e) Oksidasyonun
ardindan tiim 6rnekler son bir kez 3 kere

distile edilmis su ile yikanmustir,
Ornekler tim

f)

organik maddelerden

tamamen arindirilmak isteniyorsa, 3. ve 4.
basamaklar bu asamada tekrarlanabilir.
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Sekil 1.  Elektron
incelenecek  6rneklerin  hazirlanmasinda
kullanilan filtrasyon aleti. a. Santrifiij
tiipleri, b. Vakum baglant1 hortumu, c¢. PVC
Vakum manifoldu, d. Filtre sistemine
baglant1 aparati, e. Tiplere giden havayi
kontrol eden valf.

mikroskobunda

Takiben filtreler tiiplerden ayrilarak
aliminyum ya da bakirdan yapilmis,
iistiine 2 tarafi yapiskanli bakir elektrotlar
konulmus ve altina 6rnek bilgileri suda
¢ikmayan bir kalemle yazilmis yuvarlak
tablalara yerlestirilmistir. Ac¢ik havaya
maruz birakilarak veya bir desikator
icinde 24 saat boyunca bekletilerek
kurumaya birakilmigtir. Kurutma iglemini
hizlandirmak i¢in Ornekler diisiik 1sili
firina da konulabilir.

Aliiminyum tablalara fikse edilmis
ornekler SEM ile incelemeye hazir hale
gelmistir  ancak  tabladaki  yiizey
kontrastini arttirmak icin 6rnekler genelde
altin palladium ile de kaplanir. Bu kaliteli
bir goriintii almak igin dikkatli yapilmasi
gereken 6nemli bir basamaktir. Sekil 2 A,
B, ve C sirasi ile suda, krill midesinde ve
balina diskisinda incelenmek istenen
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Pseudo-nitzschia  tiirlerinin  SEM’de

¢ekilmis fotograflarini gostermektedir.

Sekil 2.  Suda (A), krill midesinde (B) ve
balina digkisinda (C) bulunan Pseudo-
nitzschia  tiirlerinin - SEM’de  ¢ekilmis
fotograflari. (A) P. pseudodelicatissima (B)
parcalanmig P. pseudodelicatissima (C)
parcalanmis P. pungens

Tartisma Sonu¢

Cesitli ortamlardan incelemeye aldigimiz
diyatome friistiilleri bu yontem ile
rahatlikla incelenebilir konuma gelmistir
(Sekil 2 A, B, C). incelenen mide ve diski
ornekleri su orneklerine oranla daha fazla

organik madde igerdiginden, mide ve

digki  Orneklerinin oksidasyon islemi
siresi de goreceli olarak modifiye
edilmigtir.

Bu ¢aligma ile suda asir1 iiremis olan
ve toksik olabilen Pseudo-nitzschia’ nin
onu tiiketen Euphausiid (krill) grubuna ve
bu vektor organizmadan da direkt olarak
mavi balinaya nasil ulasabildigi yapilan
analizlerle ispatlanabilmistir. Scanning
elektron mikroskobu ile diyatomlarin
ortamlarda var olup olmadigi, c¢esitliligi,
siniflandirilmasi, tiirler arasindaki
farkliliklar ve besin agmdaki
etkilesimleri  hiicre friistiillerinin ~ bu
sekilde incelenmesi ile gerceklesebilir.

Tesekkiir

Makalenin diizenlenmesinde yaptiklari
yardimlardan dolay1 Prof Dr. Tufan Koray,
Yard. Dog. Dr. Siikran Yalgmn ve Yard. Dog.
Dr. M. Nisa Unaldr’ya tesekkiir ederim.

Kaynaklar

Bates, S. S., C. J. Bird, A. S. W. de Freitas, R.
Foxall, M. Gilgan, L.A. Hanic, G.R.
Johnson, A.W. McCulloch, P. Odense, R.
Pocklington, M.A. Quilliam, P.G. Sim,
J.C. Smith, D.V. Subba Rao, E.C.D. Todd,
J.A. Walter, and J.L.C. Wright. 1989.
Pennate diatom Nitzschia pungens as the
primary source of domoic acid, a toxin in
shellfish from eastern Prince Edward
Island, Canada. Can. J. Fish. Aquat. Sci.
46: 1203-1215.

Lefebvre, K. A., C. L Powell, G.J. Doucette,
P.D.R. Moeller, J.B. Silver, P.E. Miller,
M.P. Hughes, S. Singaram, M.W. Silver,
and R.S. Tjeerdema. 1999. Detection of
domoic acid in northern anchovies and
California sea lions associated with an
unusual mortality event. Nat. Toxins 7: 85-
92.

Miller, P., C. A. Scholin. 1998. Identification
and enumeration of cultured Pseudo-
nitzschia using species-specific LSU
rRNA-targeted fluorescent probes and
filter based whole cell hybridization. J.
Phycol. 34: 371-382.

Quilliam, M. A. , J.L.C. Wright. 1989. The

186



Bargu / E.U. Su Uriinleri Dergisi 19(1/2): 183 - 187

amnesic shellfish poisoning mystery. Anal.
Chem. 61 (18): 1053A-1060A.

Scholin, C. A., F. Gulland, G. J. Doucette, S.
Benson, M. Busman, F. P. Chavez, J.
Cordaro, E. Delong, A. DeVogelaere, M.
Haulena, K. Lefebre, T. Lipscomb, S.
Loscutoff, L. J. Lowenstine, R. Marin III,
P.E. Miller, W. A. McLelland, P.D.R.
Moeller, C. L. Powell, T. Rowles, P.
Silvagni, M. W. Silver, T. Spraker, V.
Trainer, and F. M. VanDolah. 2000.

Mortality of sea lions along the central
California coast linked to a toxic diatom
bloom. Nature 403: 80-84.

Work, T. M., A. M. Beale, L. Fritz, M. A.

187

Quilliam, M.W. Silver, K. Buck, J. L. C.
Wright. 1993. Domoic acid intoxication of
brown pelicans and cormorants in Santa
Cruz, California, p. 643-649. In: T.J.
Smayda and Y. Shimizu [eds.], Toxic
Phytoplankton Blooms in the Sea.
Elsevier, Amsterdam.



