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OZET
Bu calismada, spektrometre, epifluoresan mikroskop ve flow-sitometre kullanilarak bati ve gliney
Karadeniz’de ilk kez. fikoeritrin iceren tek hiicreli cyanobakteri Synechococcus spp.’pin pigment
yapisi, hiicre boyu, bolluk dagihmi ve biiytime hizlari saptanmistir. Calisilan her istasyon ve derinlikte
hiicreler farkli bolluklarda bulunmuglardir. Nisan-Mayis 1994°te bati Karadeniz’de, viizey karigim
tabakasinda, hiicreler, direkt Tuna nehri etkisi altindaki kiyi bolgelere oranla acik sularda daha bol
olarak gozlemlenmislerdir. Bu donemde en diisiik ve en yiiksek hiicre sayimlar yiizeyde 9x10° ve
1.45x10” hiicre/ml, klorofil alt maksimum tabakasinda 2x10? ve 1.2x10° hiicre/ml. ve nitrit maksimum
tabakasinda 1.3x10% ve 3.5x10” hiicre/m] diizeylerinde bulunmuglardir. Buna karsin Eyliil-Ekim 1996
doneminde Tiirkiye miinhasir ekonomik alan sularinda yapilan arastirmalarda hiicrelerin acik sulara
oranla kiyilarda daha bol oldugu saptanmustir. En diisiik ve en yiiksek hiicre sayimlari yiizeyde 3.7x10*
ve 2.1x10° hiicre/ml, klorofil alt maksimum tabakasinda 3.6x10* ve 5.2x10° hiicre/ml, ve klorofil
minimum tabakasinda 1.97x10" ve 3.25x10" hiicre/ml diizeylerinde bulunmusgtur. Hiicre bollugu ile
ortam fiziko-kimyasal parametreleri arasinda yiiksek korelasyon bulunmustur. Epifluoresan mikroskop
altinda yapilan hiicre sayim ve gozlemlerinde alt klorofil maksimum tabakasinda (in-situ fluorometre
verilerine dayanarak) hiicrelerin yiizey ve daha derindekilerc oranla daha parlak ve uzun siireli
fluoresans 6zellikleri gésterdikleri saptanmistir. Giiney Karadeniz su oreklerinden izole edilen
toplam 64 klon tizerinde yapilan spektral ¢alismada tamaminin fikourobilin icermeyen ve buna karsin
tip 2 fikoeritrobilin igeren tiirlerden olustugu saptannustir. Biitiin klonlarda fikoeritrobilin icin in vivo
fluoresans emisyon maksimalari benzer olup yaklasik 578 nm civarinda bulunmustur. Biitiin klonlar,
icerdikleri Chl-a nedeni ile 435 ve 442 nm ile 681 nm’de in vivo absorbsiyon maksima
gostermislerdir. Hiicre boyu dagihmi igin flow-sitometre ortalama ileri 1sik yaymimi verilerinden
(mean forward light scatter data) yiizey karigim tabakasindaki (0-10 m) hiicrelerin daha derindekilere
(20-60 m) oranla daha biiyiik olduklari anlasilmistir. In vivo fluoresans olctimlerine dayali biiylime
hizi ¢alismalarinda farkh derinliklerden elde edilen klonlar arasinda farkliliklar gozlenmistir. Sahada
hiicre sayimlarimin  zaman iginde dagilimlar incelendiginde Karadeniz Synechococcus  spp.
populasyonunun gece yarisindan 6glene degin siirecte otlanma baskisi altinda oldugu, 6gleden sonra
aksam boyunca bdliinerek gogaldigi goriilmektedir.
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Chroococcoid Cyanobacteria Synechococcus spp. in the Black Sea:
pigments, size, distribution, growth and diurnal variability

ABSTRACT

Phycoerythrin-containing unicellular cyanobacteria Synechococcus spp. were studied for the first time
during April-May, 1994 and September-October, 1996 in the western and southern Black Sea for its
pigments, size and abundance distribution via spectrometry, epifluorescence microscopy and flow-
cytometry. Abundance distribution at surface mixed layer in April-May 1994 revealed that cells were
more concentrated in offshore waters than the coastal regions under direct influence of Danube river.
However, in the south, higher surface cell concentrations were characteristic of the nearshore areas in
September-October 1996. Highly significant correlation was observed between cell abundance and
ambient physico-chemical parameters with depth. Visual inspection of the individual cells under
epifluorescent microscope revealed that cells at subsurface chlorophyll-a maximum layer (SCML -
based on in-situ fluorometer readings) reflect brighter and longer fluorescence than the ones at surface
and at lower depths. Spectral properties of total 64 Synechococcus spp. clonal isolates from different
depths within the euphotic layer (about top 60 m) in the southern Black Sea coast showed that, all
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have type 2 Phycoerythrobilin in common, lacking phycourobilin. In vivo fluorescence emission
maxima for the phycoerythrobilin were about the same (~578 nm) [or all isolates. All isolates had in
vivo absorption maxima at between 435 and 442 nm and at about 681 nm due to Chl-a. It was shown
from the flow cytometer mean forward light scatter data for size distribution that cells at surface mixed
layer (0-10 m) were larger in size than the cells at lower depths (20-60 m). Based on in vivo
fluorescence measurements, significant differences in the acclimated growth rates of clones from
different depths are observed. Time versus cell count plots have shown that cells ol cyanobacterium
Synechococcus spp. are under grazing pressure starting from midnight till noon and begin slowly to
rebuild its population in the afternoon via dividing throughout the evening.
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cytometry, epifluorescence microscopy, spectrometry.

GIRIS .
Pikoplanktonik cyanobakteri Synechococcus spp. okyanus sularinda, ozellikle de Akdeniz gibi
oligotrofik denizlerde (Li ve ark., 1993; Magazzu ve Decembrini. 1995: Agawin ve Agusti. 1997)
toplam fotosentetik biyokditlenin olusumunda 6nemli katkilar yapmaktadir (Berman. 1975: Waterbury
ve ark.. 1979; Johnson ve Sieburth, 1979; Li ve ark., 1983; Platt ve ark., 1983; Takahashi ve Bientang.
1983; Tturriaga ve Mitchell, 1986; Glover ve ark., 1986; Booth, 1988: Li ve ark., 1992). Bu grup ayni
zamanda hizh bilylime 6zelligine sahiptir (Bienfang ve Takahashi, 1983; Douglas, 1984; Landry ve¢
ark., 1984). Pikoplankton grubu iginde ilk olarak fikocritrin iceren tek hiicreli cyanobakieri
Synechococcus bulunmugstur (Waterbury ve ark., 1979. Johnson ve Sieburth, 1979). Bu erup
fotosentez yapmakta olup kamgi icermemekte ve fizyolojik ve ekolojik agidan okaryotik, sitolojik
agidan prokaryotik ozelliklere sahiptir. Oligotrofik okyanus sularinda bu grup fotosentetik karbon
fiksasyonunun yaklagik %25’ini (Waterbury ve ark., 1986) ve Kuzey Pasifik Okyanusunda toplam
fotosentezin ~ %64°tnii  gergeklestirmektedir  (Iturriaga and  Mitchell,  1986).  Denizel
Synechococcus’larm in vivo spektral 6zellikleri 3 major pigment grubunun; fikoeritrin icermeyen.
fikoeritrinde hem fikoeritrobilin hem de fikourobilin iceren ve fikoeritrinde sadece fikoeritrobilin
iceren grubun varligint gostermistir (Wood ve ark.. 1985)..

MATERYAL ve METODLAR

Bu ¢alismanin 6ziinii olusturan 6rnekler Bati ve Giney Karadeniz’den Nisan-Mayis 1994 (Sekil 1a) ve
Eyliil-Ekim 1996 (Sekil 1b) donemlerinde ODTU-Deniz Bilimleri Enstitiisiine ait R/V Bilim gemisi
ile toplanmistir. Cyanobakteri 6rnekleri yiizey karisim, alt klorofil maksimum, klorofil minimum ve
nitrit maksimum derinliklerinden CTD probuna bagli kapama siseleri aracihgr ile toplanmistir.
Ornekler 100 mI’lik siseler iginde yiizde 4’liik formalin ile saklanmis ve daha sonra laboratuvarda 23
mm ¢apl, siyah, polikarbonat, 0.2 pm goz agikli nuclepore membran filtreler tizerine stiziilmistiir (10
ml). Filtreler daha sonra lam lamel arasina immersiyon yagi ile sabitlestirilerek epifluoresans
mikroskopu altinda 1000X biiytitmede hiicre sayimlari yapilmistir. Klonlastirma iglemleri icin canl
ornekler ayrica Trabzon agiklarindan toplanmistir. Bu galigmada hiicre boylart FACSort Becton
Dickinson flow-cytometer, pigment yapisina ait in vivo fluoresans emisyon and eksitasyon spektralar
SLM Aminco Bowman Series 2 Luminesans Spektrometresi ile ve in vivo absorbsiyon spektralari
Beckman DU 640 Spektrofotometre ile dlgiilmiistiir.

SONUCLAR ve TARTISMA

Karadeniz’den elde edilen eksponensiyal biiyiime fazindaki Synechococcus klonu BS021 icin
fluoresans emisyon ve eksitasyon spektralari sekil 2°de verilmektedir. Ttim Karadeniz klon-larina (64
adet) ait spektral ozellikler Tablo 1°de verilmistir. Biitiin klonlarda fikoeritrobilin kromoforlarinca
maksimum absorbsiyonun oldugu 545 nm’de eksitasyonda, fluoresans emisyon maksimumu 578+1
nm’de bulunmusgtur. 578 nm’de fikoeritrin emisyonunda eksitasyon maksimumu 5661 nm dolayinda

bulunmustur.
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pekil 1a,b. Kardeniz’de Nisan-Mayis 1994 (a) ve Eyliil-Ekim 1996 6rnekleme istasyonlari.
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Sekil 2. 680 nm’de Chl-a emisyonu icin enerji-diizeltilmis fluoresans eksitasyon spektrumu (a) 545
nm eksitasyonda fluoresans emisyon spektrumu (b) 578 nm’de fikoeritrin emisyonu i¢in eksitasyon

spektrumu (c).

Synechococcus klonu BS021 igin in vivo absorbsiyon spektrumu Sekil 3°de verilmektedir. Arastirilan
tim klonlar klorofil-a igerikleri nedeni ile 435-442 nm arasi ile 681 nm’de absorbsiyon maksima
vermislerdir. Karadeniz klonlarinda meveut fikoeritrobilin icin in vivo absorbsiyon maksima 570+]

nm civarinda bulunmustur.

Tablo 1. Karadeniz Synechococcus spp. spektral karakteristikleri.

Ana fikobiliprotein Fikoeritrobilin
In vivo fluoresans emisyon maksimum (tiim derinliklerin ortalamasi)

0-60m 578%1 (n=064)
578 nm’de in vivo [luoresans emisyonu i¢in eksitasyon maksimumu
0-60m 566%1 (n=064)

In vivo absorbsiyon maksimumu
0-30m 5701 (n=31)

hiicre/m1

Absorbans

Yizey karisim tabakasi

01 1.0 100
hiicre capi (mikron)

Sekil 4.Yiizey karigim tabakasi ve alt
derinliklerde hiicre boylari dagilimi

—
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Sekil 3. BS021 klonuna ait in vivo
absorbsiyon spektrumu

Flow sitometre analizleri hiicre boylarinin derinlikle net bir sekilde degistigini ve yiizey karisim
tabakasindaki hiicrelerin alt derinliklere oranla daha biiyiik oldugunu géstermistir (Sekil 4). Nisan-
Mayis 1994 doneminde Bati Karadeniz’de farkls derinliklerden toplam 101 &rnekte vapilan hiicre
sayimlarinda en kiigiik ve en yiiksek hiicre sayimlan yiizeyde 9x10” - 1.45x10° hiicre/ml, klorofil alt
maksimum derinliginde 2x10" - 1.23x10° hiicre/ml ve nitrit maksimum derinliginde 1.3x10” - 3.5x10°
hiicre/ml diizeylerinde bulunmustur. Bu dénemde direkt Tuna Nehri etkisi altindaki bolgelerde
hiicreler daha seyrek ve agiklara dogru merkez dongiide daha yogun olarak bulunmustur (Sekil 3).
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Sekil 5. Nisan-Mayis 1994 ve Eyliil-Ekim 1996 déneminde ylizeyde hiicre sikligi dagilimi

Eylil-Ekim 1996 doneminde Giiney Karadeniz’de yapilan hiicre sayimlarinda en kiigiik ve en yiiksek
hiicre sayimlari yiizeyde 3.73x10* - 2.11x10° hiicre/ml, klorofil alt maksimum derinliginde 3.63x10" -
5.19x107 hiicre/ml ve klorofil minimum derinliginde 1.97x10* - 3.25x10" hiicre/ml diizeylerinde

bulunmustur.

Farkli bélgeler icin derinlikle Synechococcus spp sikhiginda goriilen degisimler Sekil 6°da

verilmektedir.
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Sekil 6. Karadeniz’de farkli bolgeler igin derinlikle Synechococcus spp. bollugunda (In hiicre
sayisi/ml) (@) sicaklik °C (0). tuzluluk (@), ¢oziinmiis oksijen ml/I (* ), yerinde fluoresans (4=),
ve isik gecirgenliginde (% degerin 10%) (A) degisimler.

Tablo 2. Hiicre sayimlari ile fiziksel ve kimyasal parametreler arasindaki iliski (Spearman’in Rank
Korelasyon Katsayisi kullanilmistir).

Sicaklik Tuzluluk Coz. Oksijen Derinlik Zaman
6695 -.6298 .3307 -7164 0548

Hiicre Bollugu 117 17 17 117 17
.0000 .0000 .0004 .0000 5552

Fosfor Azot Silis Fluoresans Chl-a

-.2980 * -.6761 -.5947 7132 .6880
g 117

el 147 117 46

. .0000 .0000 .0000 L0000

i |
% Hassasiyel
Derecesi

Ortam fiziko-kimyasal parametreleri ile hiicre sayimlari arasinda yiiksek Korelasyon (1=P..)
bulunmustur (Tablo 2) Hiicre sayimlar ile tuzluluk, derinlik ve besin tuzlan (fosfat, nitrat ve silikat)
arasinda eksi bir iliski gorlilmiistiir, yani hiicre sayimlari derinlikle azalirken digerleri artig
gostermistir. Hiicre sayimlari ile sicakhk, ¢oziinmiis oksijen, yerinde fluoresans ve klorofil-a arasinda
art1 bir iliski saptanmistir, kisaca derinlikle hepsi bir harmoni i¢inde azalma gostermektedir.

Farkli derinliklerden elde edilen saf kiiltiirler (klonlar) arasinda biiytime hizlarinda énemli farkliliklar
(student’s t test) g6zlenmistir (Sekil 7).
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Sekil 7. Farkli derinliklere ait Synechococcus klonlarinin
. -2 - s 2
artan 1s1kla (UEinst m™s™) biiyiime hizlari.

Sahada hiicre sayimlarinin zaman iginde dagihmlari incelendiginde Karadeniz Synechococcus spp.
populasyonunun gece yarisindan 6glene degin siiregte otlanma baskist altinda oldugu, 6gleden sonra
aksam boyunca boltinerek ¢ogaldigi goriilmektedir.
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