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OZET

Yiiksel Lisans Tezi

Zostera spp. EKSTRAKTI UYGULANAN Artemia LARVALARINA AIT BASKIN BAKTERI
TURLERININ DNA BARKODLAMA TEKNIGI ILE ANALIZi

Sevgi KAYNAR

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Hijran YAVUZCAN

Calisma kapsaminda, kiyiya vurmus Zostera spp. deniz cayirlarindan elde edilen ekstraktlarin, Artemia

larvalari tizerindeki baskin bakteri tiirlerine olan etkileri molekiiler teknikler kullanilarak analiz edilmistir.

Ege Denizi kiyilarindan toplanan Zostera spp. yapraklarindan maserasyon yapilarak metanol, hekzan ve
etil asetat igerikli 3 farkli ekstrakt elde edilmistir. Hazirlanan 3 ekstraktin antimikrobiyal etkisinin 6l¢iimii
icin rutin olarak kullanilan bakteri suglar1 ile ekstraktlarin MIC (en diisiik Onleyici konsantrasyon)
degerleri hesaplanmustir. Ticari olarak temin edilen Artemia kistleri hazirlanan yapay steril deniz suyunda
(YSDS) 48 saatlik inkiibasyona birakilmigtir. Tespit edilen ekstrakt degerleri kistlerden ¢ikan Artemia
larvalarina uygulanmig ve canlilarin yasama oranmi hesaplanmistir. Mortalite deneyleri, metanol ve etil
asetat ile ¢ozdiiriilmis 2 ekstraktin Artemia larva galigmalarina uygun oldugunu gostermistir. Analizler
dogrultusunda 2 ekstraktin ayri ayri uygulandigi ve herhangi bir maddeye maruz birakilmayan larvalarin
bulundugu 3 farkli deney diizenegi olusturulmustur. Deney sistemi 24 saatlik inkiibasyona birakilmis ve
larvalardan direkt olarak DNA izolasyonu yapilmistir. Ayni zamanda kontrol amagh olarak, hazirlanan
YSDS filtre edilmis ve kontaminasyon tespiti icin filtreden DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. DNA
izolatlarindan bakteriyel 16S rRNA geni ve igerdigi V4 bolgesi nested PCR teknigi ile gogaltilmig ve dizi

analizinden tiir teshisine gidilmistir.

Uygulamalar sonunda gergeklestirilen molekiiler analizler sonucunda, YSDS’nin kontamine olmadigi,
kontrol grubundaki larvalarin mikrobiyotasindaki baskin bakteri tiirii Bacillus litoralis iken metanol ile
cozdirtiilen Zostera spp. ekstrakt uygulamalar1 sonrasinda ise kiiltiire edilemeyen Bacteroides sp. tiirii

oldugu tespit edilmistir.

Temmuz 2016, 42 sayfa

Anahtar Kelime: 16S rRNA, Artemia larvalari, Baskin Bakteriyel Komiinite Analizi, DNA Barkodlama,
nested PCR, Zostera spp.



ABSTRACT

Master Thesis

ANALYSIS OF DOMINANT BACTERIAL SPECIES FROM Artemia NAUPLII TREATED WITH
Zostera SPP. EXTRACT USING DNA BARCODING

Sevgi KAYNAR

Ankara University
Institute of Science
Department of Fisheries and Aquaculture

Supervisor: Prof. Dr. Hijran YAVUZCAN

The aim of this study was analyse to the dominant bacterial species from Artemia nauplii treated with
extracts from seagrass (Zostera spp.) detritus.

leaves of Zostera spp. were collected from coastal area of Aegen sea and three different extract was
prepared using organic solvents (methanol, ethyl acetate and hexane). Extract’s MIC (Minimal Inhibitory
Concentration ) values was calculted using the standart bacterial strains. Artemia cycts were obtained
commercially and hatched in artifical streril sea water (ASSW). After the 48 h nauplii were harvested
exposure to extracts then lethality of Artemia nauplii were assessed. Mortality experiment indicate that
methanol and ethyl acetate extracts were suitable for Artemia nauplii study. In the direction of analysis
two extracts was applied Artemia nauplii. After the 24 h incubation DNA was isolated from Artemia
nauplii of natural culture and teo axtract application. As contamination analyses of ASSW water was
filtered and DNA was isolated from filter membran. 16S rRNA and V4 region of DNA extract were
amplified with nested PCR using bacteria specific primers and squence analyses were performed.

Molecular analysis indicated that Bacillus litoralis is the dominant bacterial species in natural microbiota
of Artemia naupliii and uncultured Bacteroides sp. was identified as the dominant bacteria strain of
methanol applied group.

July 2016, 42 pages
Key Words: 16S rRNA, Artemia nauplii, DNA Barcoding, Dominant Bacterial Community Analysis,
nested PCR, Zostera spp.
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1. GIRIS

Branchiopoda sinifina ait Artemia Sp. tiirleri, yiiksek tuzluluga sahip su ortamlarinda
yagayan bir canli grubudur. Bu canli grubunun ilk gelisim evresi (instar I-11), besin
degerleri ve biiytikliikleri sebebiyle sudaki organizmalarin larval formlari i¢in canli yem

olarak kullanilmaktadir (Sorgeloos vd. 2001).

Artemia larvalarinin instar I evresinde sindirim sistemi aktif olmamakla birlikte instar 11
evresinde spesifik olmayan filtreli bir beslenme sekline gegerler. Bu beslenme sekli
sebebiyle yaklasik olarak 50 pm biiyiikliiglinde mikro-alg, protozoa, parcalanmis
organik materyal, bakteri gibi genis yelpazede besin ¢esidi ile beslenirler (Toi vd.
2013). Beslenme temelli olmakla birlikte canliya uygulanan zenginlestirme,
dekapsiilasyon gibi iyilestirme yontemleri de larvalardaki bakteri yiikiinii artirmaktadir
(Verschuere vd. 2000, Sorgeloos vd. 2001, Irianto ve Austin 2002, Hej vd. 2009). Bu
sebeple larvalarin yetistiricilik sistemine verilmeden once barindirdigi bakteriyel
kompozisyon, larva ve yetistiriciligi hedeflenen canli gruplari i¢in yararli veya zararh

bakteri tiirleri igermektedir.

Artemia’nin ekonomik 6neminden dolay1, larvalarin barindirdigi bakteriyel biyotanin
tespiti ile ilgili pek cok calisma yapilmistir. Elde edilen sonuglar canlinin,
Acinetobacter, Flexibacter gibi yararli gruplar i¢in bir yagam alan1 gorevi gordigii ve
yetistiriciligi yapilan larvalara karsi patojen ozellikteki bakteri tiirlerinin yetistiricilik
alanma gegisinde bir vektor oldugunu gostermistir (D’agostino 1980, Gomez-Gil vd.
1994, Lopez-Torres ve Lizarraga-Partida 2001, Hej vd. 2009).

Su driinleri yetistiriciligine artan ilgiyle birlikte gelisen canli yem ihtiyaci, Artemia
larvalarindaki bakteriyel biyotanin iyilestirme c¢alismalarin1 hizlandirmistir.  Bu
caligmalar, larvalarin yetistiricilik alanlarina verilmeden once barindirdigr zararh
bakteriyel yiiklemeyi azaltmak ve/veya faydali kolonizasyonu artirmaya yoneliktir.
Kullanilan yontemlerin basinda dekapsiilasyon, ozon, formaldehit ve ¢esitli antibiyotik,

immiinostimiilan, biyoenkapsiilasyon uygulamalar1 gelmektedir (Gilmour vd. 1975,



Benavente ve Gatesoupe 1988, Gomez-Gil vd. 1994, Hameed ve Blasubramanian 2000,
Gatesoupe 2002, Tolomei vd. 2004, Giménez vd. 2006, Smith ve Ritar 2006).

Yontemlerin avantajlariyla birlikte barindirdiklart dezavantajlar, yeni uygulamalarin

kapisini agmaktadir.

Molekiiler tekniklerin gelismesiyle su ortaminda bulunan pek ¢ok bakteri tiiriiniin, rutin
olarak kullanilan besiyerlerinde kiiltiiriniin yapilamadigi ortaya konmustur. Bu sebeple
son 10 yilda Artemia bakteriyel biyota analizlerinde, kiiltiirden bagimsiz polimeraz
zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction/PCR) temelli molekiiler teknikler
kullanilmaya baslanmistir. Molekiiler teknikler kullanilarak yapilan analizlerde Artemia
larvalarinda  Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Cyanobacteria ve
Firmicutes filumlarina ve temelde Vibrio, Pseudomonas ve Rhizobium cinslerine ait
tirlerin varlig1 tespit edilmistir (Hej vd. 2009, Tkavc vd. 2011, Riddle vd. 2013, Quiroz
vd. 2015).

Bu ¢alismada; Kiyiya vuran Zostera spp. tiirlerinden elde edilen metanol, etil asetat ve
hekzan kimyasallariyla ¢ozdirilmiis ekstraktlarin, Artemia larvalarinin barindirdigi
bakteriyel koloniye olan etkisinin molekiiler temelli PCR metodu kullanilarak analizi
amaclanmistir. Bu amacla Izmir/Urla ilgesindeki Giilbahce ve Kalabak mevkilerinin
kiy1 kesimlerinden Zostera spp. ornekleri toplanmig ve Orneklerden ekstraktlar
olusturulmustur.  Ticari yollarla elde edilen Artemia Kistleri standartlara ve steril
kosullara uygun olarak inkiibasyona birakilmig ve instar I-11 larva formlari, ekstraktlarla
yapilan antibiyogram testlerinden elde edilen sonuglar baz alinarak 24 saat uygulamaya
maruz birakilmigtir. Molekiiler basamakta ekstrakt uygulanan ve uygulanmayan
Artemia larvalarinin barindirdigi bakteri tiirlerinin 16S rRNA geni (Lim vd. 2006) ve
icerdigi V4 bolgesi (Apprill vd. 2015, Parada vd. 2015), PCR ile g¢ogaltilmistir. Jel
elektroforezi ile tespit edilen bantlar kontrol edildikten sonra &rneklere dizi analizi

uygulanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Artemia sp.

Anostraca kabuklu takimina ait olan Artemia cinsi, kendisi i¢in predator 6zellige sahip
pek cok canlinin yasayamayacagi asirt tuzlu habitatlara adaptif bir canli grubudur.
Canlinin tuzlu su karidesi adiyla ilk kaydi, 1756 yilinda Schldsser tarafindan
Ingiltere’de yapilmistir. Linnaeus canliyr Cancer salinus olarak isimlendirdikten sonra
Leach canlinin ismini, glinimiizde de sik¢a kullanilan Artemia salina formuna

getirmistir (Abatzopoulos vd. 2002).

Ortamdaki tuzluluk farkinin Artemia morfolojisinde degisime sebep oldugu 20. yiizyilin
baslarina kadar fark edilememis ve bu sebeple cins i¢in tanimlanan tiir ve alt tiir
sayisinda giderek bir artis olmustur. Sonraki yillarda artan isim sisteminden
uzaklasilmis ve canli igin Artemia salina ismi referans gosterilmistir. Canlinin 6zellikle
gocmen kuslar yoluyla farkli tuzlu su habitatlarina transferi, aym1 ortamda farkli iki
tiirtin bulunmasini miimkiin kilmis ve Akdeniz bolgesinde partenogenetik - zigogenetik
karisimlarin oldugu tespit edilmistir. Bu sebeplerden dolayr bilim insanlari, etkili
biyokimyasal, sitogenetik ve morfolojik kanitlar olmadigi siirece isimlendirmenin

Artemia sp. seklinde yapilmasini dnermektedir (Lavens ve Sorgeloos 1996).

Cizelge 2.1 Artemia’nin simniflandirilmasi (Martin ve Davis 2001)

Alem Animalia
Sube Arthropoda
Alt Sube Crustacea
Simif Branchiopoda
Takim Anostraca
Familya Artemiidae
Cins Artemia




2.1.1 Artemia larva biyolojisi

Artemia’lar, partenogenetik ve biseksiiel iireme 6zelligine sahip tiirlerden olusmaktadir.
Kuzey Amerika, biseksiiel tiirleri barindirirken Avrupa, Asya ve Afrika partenogenetik
ve biseksiiel popiilasyonlar1 bir arada bulundurur. Artemia cinsine ait disilerde
ovoviviparite ve ya oviparite gozlemlenir ve bu 6zellik ortam kosullarina gore degisir
(Sekil 2.1). Canlilar uygun ortam kosullarinda ovovivipar embriyo gelisimi ile ortama
nauplius larvasi birakirken yiiksek tuzluluk, diisiik oksijen, sicaklik stresi ve besin azligi
gibi durumlarda ovipar embriyo gelisimine gegerek kistik embriyo olustururlar (Jackson
ve Clegg 1996, Liang ve MacRae 1999).

H et Uygun Ortam Kogullan
Ovipar Gelisim y A
Zigot Kist Dormant Kist Kist Geligimi

Ovovivipar Mauplii i
Geligim (instar I} Nauplii
(instar I}
Larva
(instar —
{instar II)
Larva
{instar I11)
Kabuk Degisimi
- Kabuk Degisimi
Lar
{instar I}

Sekil 2.1 Artemia franciscana tiiriiniin gelisim modeli (Liang ve MacRae 1999)

Kist formu, metabolik agidan inaktif olup kuru ortam kosullarinda gelisim gostermez.
Tuzlu suya birakilan bikonkav sekilli kistler kiiresel forma gecer ve kabuk icindeki
embriyonun metabolik aktiviteleri baslar. Yaklasik 20 saat sonra kist membran1 ¢atlar
ve embriyo ortaya ¢ikar. Embriyonun bos kistten ayrilma asamasinda nauplius gelisimi

tamamlanir ve larva suda serbest ylizmeye gecer (Sekil 2.2).

Instar | evresinde (400-500 pm) kahverengi-turuncu renge sahip olan larva 3 cift

uzantiya (1. anten, 2. anten, mandibula) sahiptir ve ventral bdlge, genis bir labrum ile



cevrilidir. Instar I evresindeki canli, besinleri sindirebilecek bir sindirim sistemine

sahip degildir ve gelisimini embriyo besin kesesi rezervinden siirdiiriir.

Sekil 2.2 Artemia larvasinin kistten ¢ikisi ve instar | asamasi (http://www.fao.org,
2016b)

Larvalar, su sicakligima bagl olarak yaklasik 6-8 saat sonra instar II evresine geger.

Larvalarin gévdesi daha uzun olup 2. antenlerin gelisimiyle aktif olarak yiizmeye

baglarlar. Bu evrede 1-50 pum biiyiikligiindeki besin partikiillerini (algal hiicreler,

bakteri, pargalanmis organik materyal, protozoa) se¢ici olmayan filtre sisteminden

gegirerek beslenirler. Renksiz ve serbest amino asit bakiminda fakirdirler. Bu

sebeplerden 6tiirti besin olarak kullanim agisindan daha elverissizdirler.

Artemia larvasi, instar Il evresinden sonra morfolojik degisimler gegirir. Govde
bolgesinde ¢ift loblu uzantilar olusmaya baglar ve bu yapr thoracapodlara doniisiir.
Larvanin lateral bolgesinde kompleks gozler geligir. Instar X evresinden itibaren
antenler hareket fonksiyonunu kaybederek seksiiel farklilasamaya girerler. Bu sekilde
canli kabuk degistirerek ve degisim gostererek larval evreyi tamamlar ve yetiskin hale

gelir.



2.1.2 Artemia’min ekolojisi

Artemia’lar, pek ¢ok tiiriin yasayamayacagi ekstrem ortamlara adaptif olan bir canli
grubudur. Ayn1 zamanda bu cinse ait tiirler; tuzluluk, iyonik kompozisyon, sicaklik ve
oksijen degeri gibi abiyotik faktorlerin degisimini fizyolojik olarak tolere
edebilmektedir. Bu sebeplerden otiirii Artemia populasyonlar1 5 kitaya yayilmustir.
Tropikal, subtropikal, 1liman iklim kosullarina sahip 500 den fazla dogal tuz goélllerinde
ve insan yapimi tuz iiretim alanlarinda bulunmaktadir. Predator tehlikesi barindirmayan

bu ortamlarda yasayabilmeleri, sahip olduklari

e Giglii ozmoregiilator sistemleri

e Yiiksek tuzluluktaki diisik oksijen miktarina kars1 gelistirilen solunum
pigmentlerini sentezleme kapasiteleri

e Elverisli olmayan ortam kosularinda dormant kist iiretebilme yetenekleri vb.

adaptif ozellikleri sayesindedir.

2.1.3 Su iiriinleri iiretiminde canh yem olarak Artemia kullanim

Larval beslemede yeni teknikler gelistirilmekle birlikte ticari olarak degerli balik ve
kabuklu tiirlerinin su tirtinleri kitlesel yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan yontem
canli yem uygulamasidir. Dogal ortamda larvalar, genis varyetede planktonik
organizmalar ile beslenirken yetistiricilik sistemlerinde kullanilan yapay besin ag1

kopepodlar, rotiferler ve Artemia’lar gibi birkag taksonu igermektedir.

Artemia, balik ve kabuklularin larva kiiltiiriinde kullanilan canli yemler arasinda en ¢ok
tercih edilen bir gruptur. Kist olarak adlandirilan dormant embriyo formu, yaklasik
olarak 24 saatlik tuzlu su inkiibasyonundan sonra olusan larvalarin yetistiricilik
ortamia verilebilmesi, Artemia cinsini su ftriinleri yetistiriciliginde is giicii diisik,
kullaniglt bir canli yem grubu olarak 6ne g¢ikarmaktadir. Bununla birlikte Artemia
larvasinin instar Il formunda gelistirdigi segici olmayan beslenme sistemi,

zenginlestirme teknikleri kullanilarak yetistiriciligi yapilacak canliya uygun besin



icerigini saglamada ve biyoenkapsiilasyon islemi ile mikrobiyal koloninin degisimde

kullanicilara kolaylik saglamaktadir.

Artemia’nin ticari bir tirlin olarak kullanimi1 1930’larda bazi arastiricilarin balik larvalari
icin dogal olan zooplanktonlar yerine Artemia larvalarin1 kullanmasiyla baslamistir.
1950’lerde Artemia kisti akvaryum ve pet ticaretinde 6nemli bir yer kaplamustir.
1960’larin basinda ise balik ve kabuklu yetistiricilik ¢alismalarinda Artemia kist pazari
yeni bir ticari sektor olarak 6ne ¢ikmistir. Giinlimiizde kistin yillik talebi yaklagik olarak
2,500-3,000 ton olup ileride bu miktarin artacagi ongoriilmektedir (Allan ve Burnell
2013).

2.1.4 Artemia larva inkiibasyonu ve gelistirilen teknikler

Tuzlu su karidesi Artemia’nin ticari olarak kullanilmaya baslanmasiyla laboratuvar
ortamlarinda yapilan sayisiz ¢alisma, yetistiricilik sistemlerine entegre edilebilecek
kulugka prosediiriiniin gelistirilmesini saglamis ve bu yontem standart uygulama haline
getirilmistir. Fakat canlinin biyolojik yapisi nedeniyle karsilasilan sorunlar1 gidermek

adina prosediirlerin modernlestirilmesi dikkat ¢ekilen konu basliklarindan biridir.

2.1.4.1 Dekapsiilasyon

Modernlestirmeye yonelik gelistirilen ilk tekniklerden biri, hipoklorit uygulamali
dekapsiilasyon yontemidir. Bu yontem, kistin kulugka Oncesi kabuk zarmin
inceltilmesini amaglamaktadir ve ayn1 zamanda kist ylizeyinden yetistiricilik alanina
gecen fungal ve bakteriyel yiiklemeyi azaltma amacl profilaktik dezenfeksiyon olarak
da kullanilabilmektedir. Fakat dezenfekte olan kistlerden catlama asamasinda gliserol
cikist olur ve madde, bakterilerin hizli bir sekilde kolonizasyonuna sebebiyet
vermektedir. Ozellikle bu madde Artemia ile beslenen larvalar tehdit eden Vibrio cinsi

bakteri tiirleri igin besi yeri 6zelligi gostermektedir (Sorgeloos vd. 2001).



2.1.4.2 Besin icerigi ¢calismalan

Canli yemin besinsel igerigini artirma konusu, iyilestirmeye yonelik uygulamalardan bir
digerdir. ilk olarak balik ve kabuklu larvalar igin yiiksek éneme sahip olan doymamus
yag asidi (HUFA) ile ilgili ¢alismalar yapilmistir. Bununla birlikte eykosapentenoik
asit (EPA) ve dokosaheksaenoik asit (DHA) maddelerinin yetistiriciligi hedeflenen
larva tiirleri i¢in gerekli oldugu tespit edilmistir. Kimyasal zenginlestirme tiriinlerinin
yag asitleri (EPA) yiiklemesiyle siirlandirilmamasi ve canli yemin protein, fosfolipit ve
enerji igerigi bakimindan bir denge olusturmasi amaglanmaktadir. Bu sebeplerden o6tiirii
sterol, antioksidan, pigment, enzim ve vitamin gibi faydali bilesiklerin takviyesi
yapilmaktadir. Gilinlimiizde bu eksikligi gidermek adma immiin sistemi uyarici, dogal
icerikli mikroalgler sektore ticari olarak girmistir. Kuru formiilasyonu sayesinde daha
gec clirliyen, kolay saklanabilir ve dozaj ayarlamasinin rahat yapildig: {iriinlerdir. Bu
sebeple Artemia zenginlestirme g¢alismalarinda kullanilmaya baslanmistir (Allan ve
Burnell 2013).

2.1.4.3 Mikrobiyota ¢alismalar:

Yetistiricilik ortamima mikrobiyal canlilarin gecisinde ana girdilerden biri canh
yemlerdir. Canli yemler larval biyokiitle barindirirlar ve bu yiizden kontaminasyonun
potansiyel kaynagi olarak goziikmektedirler. Pek c¢ok calisma, larval yetistiricilik
sistemlerine Vibrio spp. gibi zararli bakteri girisleri i¢in Artemia larvalarinin bir vektor

gorevi gordiigiinii ortaya koymustur.

Bakteri yiiklemesi, Artemia homojenatinda 10® CFU/ml gibi ylksek degerlere
ulasabilmektedir. Larval yetistiricilik alanindaki bakteri akigin1 azaltmak i¢in uygulanan
rutin yontemlerin basinda dekapsiilasyon ve dezenfektanlar gelmektedir. Bu hijyen
uygulamalar1 baz1 ortamlarda bakteriyel yiiklemeyi azatsa da kesinlikten uzaktir.
Ozellikle Artemia kist inkiibasyonu ve protein yag asidi igerikli zenginlestirme

prosediirleri sirasinda bakteri miktarinin arttigi belirtilmistir. Ek olarak Artemia



larvalarinin bagirsak biyotasinda artis gozlemlenmistir (Sorgeloos vd. 2001, Hoj vd.
2009).

Bu sebeplerden otiirii larval besin firmalari, bakteriyel yiliklemeyi uygun degerlerde
tutabilecek bakteriostatik ajanlar barindiran 6zel tiriinler gelistirmeye baslamislardir. Bu
uygulamalar; kist odakli tedaviler, bakteriostatik 6zellikli zenginlestirme iriinleri ya da
Artemia kistinin inkiibasyonu veya zenginlestirme asamasinda eklenen ayristirma
formiillerini kapsamaktadir. Calismalar kapsaminda uygulanan formaldehit, UV, ozon
ya da peroksit temelli dezenfektanlar pozitif etkilerinin disinda canli yemin 6liimiine ya
da enerji disiikliigline sebep olabilir. Ayni zamanda barindirdiklar: toksik kalintilar
yetistiriciligi hedeflenen larvalar i¢in de potansiyel bir risktir.Tim bu sebeplerden
dolay1 en iyi teknik, canli yem Kkiiltiiriinde uygulanacak probiyotik c¢aligmalariyla
yetistiriciligi yapilan balik-kabuklu kiiltiiriine uygun bakteri biyomas degisimidir
(Gatesoupe 2002).

Artemia larvalarmin segici olmayan filtreli beslenme sekli; ilag, immiinostimiilan,
antibiyotik gonderiminde canlinin kullanilabilirligini mimkiin kilmaktadir. Yagda
¢oziinen ilaglar ya da antibiyotikler Artemia larvalarina uygulanan biyoenkapsiilasyon
tirtinleriyle birlikte verilebilmektedir. Literatiirde (Roiha vd. 2010, Allender vd. 2011,
Kanjana vd. 2011) pek ¢ok kayit, deniz yosun ekstraktinin Artemia larvalari i¢in tibbi ve

besin amacli kullanabilecegini gdstermektedir.

2.2 Sekonder Metabolitler

Modern kimya ve biyolojinin 200 yillik ge¢misinde iireme, solunum, biiylime gibi
yasamsal faaliyetlerde primer metabolitlerin rolii tanimlanmistir (Bourgaud vd. 2001).
Karbonhidratlar, sitokromlar, amino asitler ve yag asitleri gibi primer metabolitlere ek
olarak bitkiler, genis varyetelerde bilesikler iiretirler. Sekonder metabolit ad1 altindaki
bu maddeler aslinda, bir hiicresel aktivite sirasinda gelisen ara reaksiyonlarin {irlinleridir

ve bu dzellikleriyle primer metabolitlerden ayrilirlar.



Deniz canlilari, karasal metabolitlere gore essiz yapisal Ozelliklere sahip zengin
kimyasal bilesikler igerirler. 1970’lerden bu zamana, denizel mikroorganizma,
omurgasiz ve bitki orjinli 21.855°ten fazla dogal biyoaktif madde kesfedilmistir (Blunt
vd. 2012). Ogzellikle denizel organizmalar, yeni ¢evre kosullarma adaptasyonu
gerektiren ve ekstrem kosullar1 igeren kompleks habitatlarda yasamalarindan otiirii diger
organizmalarda bulunmayan genis varyetelerde sekonder metabolitler iiretirler. Dahast,
denizel organizmalarin bu muazzam taksonomik cesitlilikleri géz 6nilinde tutuldugunda
denizel ¢evrenin barindirdigi yeni biyoaktif bilesiklerin i¢in yapilacak arastirmalar,
siirsiz bir alan gibi goziikmektedir. Bu baglamda karasal ekosistemlerin biyolojik
driinlerin  ulagilabilirligi  sebebiyle bir noktada gorevini tamamlamigsa da
okyanuslardaki denizel biyogesitliligin yeni terap6tik ajanlar saglayabilecegi
umulmaktadir (Bugni ve Ireland 2004).

2.2.1 Sekonder metabolit kaynag olarak deniz bitkileri

Deniz bitkileri, genis spektrumlardaki biyolojik aktiviteleri ile karakterize edilen cesitli
sekonder metabolitleri iiretebilmelerinden dolay1 deniz orjinli biyoaktif bilesiklerin
kaynagi olarak goriiliirler. Deniz bitkileri 6zellikle makro algler, 151k ve yiiksek oksijen
konsantrasyonunun oldugu kombinasyonlarda biiyiir ve gelisirler. Bu faktorler, serbest
radikallerin ve diger giiclii oksidatif ajanlarin olusumuna neden olmakla birlikte deniz
bitkilerinin metabolizmalart boyunca bir fitodinamik hasardan ¢ok seyrek zarar
gordiikleri bilinmektedir ve bu ger¢ek canlilarin hiicrelerinin bazi  koruma
mekanizmalar1 ve bilesikleri barindirdigi olgusunu desteklemektedir (Matsukawa vd.
1997). Pek cok deniz bitkisi, cansiz substrat iizerindeki biyofilmle karsilastirildiginda
talluslarinda ¢ok az sayida mikro ve makro epifit barindirdig: tespit edilmistir (Hellio
vd. 2001, Lam ve Harder 2007). Bu sebeple deniz bitkilerinin bakteriyel kolonilerin
biiyiimesini ve tutunmasini engelleyen sekonder metabolitler iirettigi diisiiniilmektedir

(Maximilien vd. 1998).
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2.2.2 Zostera spp. deniz bitkisi ve sekonder metabolitleri

Zosteraceae familyasi yari batik olarak denizlerde yasayan ve siiriiniicii bir gévdeye
sahip ¢ok yillik otsu bitkileri igerir (Sekil 2.3.a,b). Iliman denizlerde yayilis gosteren bu
familya {iyelerinden Zostera marina Linnaeus ve Zostera noltii Hornem tiirleri

tilkemizin bat1 ve giiney kiyilarinda yayilig géstermektedir (Cuny vd. 1995).

(b)
Sekil 2.3.a Zostera marina, b Zostera noltii (http://eol.org, 2016a)

Bir deniz cayir1 tiirii olan Zostera spp. tiirleri, predatorlerden, epifitlerden ve
mikroorganizmalardan kendini korumak igin fenol bilesikleri igeren sekonder metabolit
tiretirler (Harrison ve Chan 1980, Harrison 1982). Zostera marina yapraklarinda 4
farkli fenolik asit (gallik, kafeik, kumarik ve ferulik asit) saptanmistir (Vergeer vd.
1997, Ravn 1992). Z. noltii Hornem yapraklarinda ise Luteolin-7-O-glukozit, kafeik
asit, klorojenik asit ve rozmarinik asit saptanmistir. Ayrica, %27 oraninda flavanoitler
tamimlanmistir (Male§ ve Plazibat 2000). Farkli c¢alismalarda Zostera spp. deniz
bitkilerinin antimikrobiyal aktivite ve antioksidan aktivite gosterdikleri saptanmistir
(Zaporozhets, 1991). Harrison ve Chan (1980), Z. marina metanol ekstraktinin
Staphylococcus aureus bakterisini ve bazi istilact mikro alglerin biiyiimesini inhibe
ettigini bildirmislerdir. Bu ¢alismadan yola ¢ikilarak yapilan calismada insan cildinde
bulunan 3 patojene karsi ( 2 bakteri; Staphylococcus aureus, S. pidermidis ve 1 mantar;
Candida albicans) Z. marina ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesi Ol¢iilmiistiir.

Calisma sonucunda; bitkinin flavonoit, kumarin, fenolik asit ve terpenoit gibi énemli
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antimikrobiyal bilesikler icerdigi kesfedilmistir. 3 patojene karsi antimikrobiyal
aktivite, etil asetat ¢oziiciisiiyle hazirlanmig ekstraktta goriilmektedir (Choi vd. 2009).

2.3 Mikrobiyota Teshisinde Molekiiler Yontemler

Tiir tanimlamada kullanilan geleneksel yontemler, pek ¢ok sinirlamaya sahiptir.
Bunlardan birincisi, fenotipik esneklik ve yanlis tanimlamalara sebep olabilecek
karakterlerdeki genetik gesitliliktir. Geleneksel tanimlamalardaki bir diger problem ise
taksonomistlerin, rutin tiir tamimlamada kullandiklar1 morfolojik anahtarlarin
degiskenligidir. Bu anahtarlar canlinin yasam dongiisiiniin belli donemlerine gore
degisim gdstermektedir. Bu sebeple morfoloji odakli tanimlamalarda, alaninda bilgili ve

deneyimli taksonomistlere ihtiya¢ duyulmaktadar.

Tiir tamimlama i¢in gelistirilen en gilincel molekiiler yontem olan DNA barkodlama bu
asamada arastiricilar i¢in biiyiik kolayliklar saglamaktadir. DNA barkodlama esasinda
kisa ve standardize edilmis bir DNA bolgesinin hizli, dogru ve ekonomik bir sekilde
analiz edilmesini ve elde edilen verinin tiiriin genetik olarak karakterize edilmesinde
kullanilmasia dayanmaktadir. Barkodlamada kullanilacak gen bdlgeleri, gilivenilir ve
rutin olarak sekanslanabilir 6zellikte olmalidir. Ayni1 zamanda ¢alisma sonucunda elde
edilecek veriler kolaylikla karsilastirilabilir ve tiirleri birbirinden ayirt edebilecek
farklilign gosterecek sekilde olmalidir. 1980’lerin son yillarindan itibaren geleneksel
metotlara alternatif olarak, bakteriyel tiir teshisinde DNA temelli teknikler kullanilmaya
baslamistir (Woese 1987). Bu olgu esliginde, evrimsel siiregte korunmus kiigiik alt
birim ribozomal RNA geni lizerine ¢alismalar yiiriitiilmiis ve 16S rRNA gen bolgesi,

bakteri tiir tespitinde belirleyici gen bolgesi olarak kullanilmaya baslanmistir.

2.3.1 Ribozomal RNA (rRNA)

Tarihsel siire¢ boyunca protein sentezindeki rolii ve diger pek ¢ok fonksiyonu sebebiyle
ribozomal RNA (rRNA)’lar, yasayan organizmalardaki evrimsel iliskiyi tespit etmede

kullanilan temel molekiil olmustur. rRNA, fonksiyonel olarak de§ismeyen, evrensel
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acidan genis varyetelere dagilmis ve filogenetik uzakligi belirlemede kullanilabilecek
korunmus dizilere sahiptir. Bu diziler bir organizmadan digerine degisen kiigiik
farkliliklar barmdirirlar. Iki tiir arasindaki bazlarin sayisal farki, tiir ayrimimin disinda
evrimsel uzakligin 6l¢liimiinii de vermektedir. Kullanigh bdlgelerin dizi analizi, bir
organizmanin digerine olan yakinligini ve olas1 evrimsel pozisyonunu filogenetik agacin

kilavuzluguyla gosterir.

Prokaryotlarda ribozom, 30S ve 70S birimlerinden olusur ve bu birimler 23S, 16S ve 5S
boyutlarinda kiigiik alt birim rRNA molekiillerine ayrilirlar. Bakterilerde bulunan 16S
(1500 bg) ve 23S (2900 bg) rRNA’lar, canlilarin arasindaki iliskiyi tespit etmek i¢in
kullanabilecek pek ¢ok korunmus bolge igerir. 16S rRNA, 23S’den deneysel anlamda
daha kullanigh oldugu i¢in prokaryotlarda filogeninin gelisimine katki saglamistir (Sekil
2.4.b). 1970’lerin basinda Carl Woese tarafindan baslatilan filogenetik arag olarak
ribozomal RNA’lardaki kii¢iik alt birim kullanimi giiniimiizde de hala yaygin olarak
kullanilmaktadir (Madigan vd. 2004).

16S rRNA’y1 olusturan bolgelerden biri olan ve yiiksek degiskenlige sahip V4 bolgesi
(Sekil 2.4.a), mikrobiyal komiinitenin karsilastirilmasi ve arastirilmasi ile ilgili
caligmalarda kullanilmaya baglanmistir (Caporaso vd. 2011, Kozich vd. 2013). Aym
zamanda dizinin yaklasik olarak 250 b¢ uzunlugunda olmasi yeni nesil dizilemeye
uyarlanmasint miimkiin kilmistir. Global mikrobiyom projesi olan Earth Microbiome
Project (EMP) caligmalarinda ise 16S rRNA’nin V4 bdlgesi, tanimlayic1 bolge olarak
protokolde yer almaktadir ve giiniimiizde bakteri-arke filogenetik ¢aligmalarinda sik¢a

tercih edilen bolge konumuna gelmistir.
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(@) (b)
Sekil 2.4.a V4 gen bolgesi, b 16S rRNA yapis1 (Yarza vd. 2014)

2.3.2 Jel elektroforezi

Elektroforez, molekiiler biyoloji ve biyokimya deneylerinde siklikla kullanilan, makro
molekiilleri ayristirmamizi ve bazi durumlarda saflagtirmamizi saglayan bir tekniktir.
Elektroforez teknigi, protein ve niikleik asitlerin, biiyiikliiklerindeki, yiiklerindeki ve
bicimlerindeki farkliliklar g6z Oniine alinarak olusturulmustur. Yiikli molekiiller
elektrik alanina maruz birakildiklarinda, yiklerinin 6zelliklerine gore pozitif veya
negatif kutuplara dogru, yer degistirme egilimindedirler. Proteinler, net + veya net —
yiiklerine sahiptirler. Niikleik asitler, sahip olduklar1 fosfat gruplarindan dolay:1 eksi
yiikliidiirler ve elektrik alanina maruz birakildiklarinda + kutup’a (anot) dogru yer
degistirirler. Protein ve niikleik asitlerin yer degistirdigi sabit platformlar: matriksler
veya jeller olusturur. Yiritiilmek istenen 6rnegin cesidine goére bu platformlarinda
cesitleri vardir. Jel hazirlandiktan sonra ve Ornekler jellerin iginde bulunan 06zel
bolmelere yerlestirildikten sonra, elektroforez ¢dzeltisinin i¢ine aktarilir, bu ¢ozelti, pH
degerinin sabit kalmasini ve igerdigi iyonlarla, elektrik akimmin diizgiin bir sekilde
iletilmesini saglar. Jeller, agaroz veya poliakrilamid kullanilarak hazirlanabilir ve farkli

amaclar i¢in kullanilir.
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2.3.2.1 DNA elektroforezi

DNA molekiillerinin analizinde ¢ok cesitli yontemler kullanilmakla beraber tiim
laboratuvarlarda rutin olarak yararlanilan en basit yontemlerden biri jel elektroforezi’dir
(Sekil 2.7). Yontemin avantajlarinin basit ve hizli olmasi, ayrica diger yontemlerle
yeterli diizeyde ayrilamayan DNA fragmentlerinin ayrilmasini saglamaktir. DNA’nin
elektroforetik analizinin temeli, bu molekiiliin elektriksel bir alanda, jel {izerindeki
gociine dayanir. DNA molekiilii, oncelikle her bir niikleotitte bulunan fosfat grubu
nedeniyle soliisyon i¢inde negatif yiikliidiir. Uzunluklar1 ne olursa olsun, tim DNA
molekiilleri yaklasik ayn1 yiik/kiitle oranina sahiptirler. Ancak, kiiciik DNA molekiilleri
elektroforez jelinde daha hizli hareket ederler. Eger bir jel iizerine degisik uzunluga
sahip DNA fragmentleri igeren bir karisim yiiritilirse, bu DNA fragmentleri
biiyiikliiklerine gore birbirinden ayrilir. Eger jel iizerindeki bantlar1 boyar veya fiiloresas
hale getirerek goriiniir kilarsak, bu bantlar1 fragment biyiikliiklerine gore ayirt
edebiliriz.

2.3.3 Polimeraz zincir reaksiyon (Polymerase Chain Reaction PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR); hedef niikleik asit dizisinin, baglatic1 6zelligi olan
iki oligoniikleotid primer kullanilarak enzimatik olarak ¢ogaltilmas: esasina dayanir. In
vitro kosullarda DNA ¢ogaltilmasinin ¢esitli nedenleri arasinda baslicalar1; 6zgiin bir
DNA pargasinin bol miktarda elde edilmesi, molekiiler analizinin yapilmasi ve genetik
miithendisligi amaglar1 dogrultusunda rekombinant organizmalar elde etmek iizere gen
aktarimi i¢in kullanilmasidir. Teknik 1985°de Kary Mullis tarafindan bulunmustur ve bu

bulus Nobel 6diilii kazandirmustir.

PCR ii¢ temel islem basamaginda gergeklesir;

Denatiirasyon: ilk asamada DNA molekiiliiniin ¢ift zincirli yapisi yiiksek 1s1 yardimiyla

ayrilir. Cogunlukla 94-97°C arasinda 15-60 sn. siiresince uygulanir.
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Baglanma (Annealing): Denatiirasyonu takiben daha diisiik 1silarda oligoniikleotid
primerler, ayrilmis olan tek zincirli DNA {izerinde kendilerine 6zgiil bolgelere
baglanirlar. Bu olay ¢ogunlukla 47-60°C arasinda 30-60 sn’de gerceklesir ya da 50-
52°C’de 3-5 dakikada gergeklesir.

Uzama (Extension-Elongation): Uzama asamasinda sicaklik 72°C’ye kadar arttirilarak
DNA polimeraz enziminin tamamlayict DNA zincirini uzatmasi saglanir. Elongasyon
basamaginin siiresi kullanilan polimerazin cinsine ve ¢ogaltilacak DNA’nin uzunluguna

gore degisir. 70-74 °C’de 2 dakikada gerceklesir.

PCR’1n bakteriyoloji’de yaygin olarak kullanildig: alanlar;

e Tanida siireyi kisaltmak ve kiiltiirii yapilamayan bakterilerin olusturdugu
infeksiyonlar1 tanimlamak.

e Antibiyotik almis hastalarda veya stoklanmis 6rneklerde tan1 koyma.

e Bakterilerin toksikojenik suslarinin ayirt edilmesi.

e Invaziv olmayan metotlar kullanarak erken tan1 koyma.

e Antimikrobiyal direncin saptanmasi.

e PCR’in tiplendirmede kullanilmasi.

2.3.3.4 Nested PCR

Nested PCR iki asamali PCR isleminden olusmaktadir. Ik amplifikasyonda gogaltilmak
istenen gen bolgesine uygun primer ¢iftleri kullanilarak genis bir dizi ¢ogaltilir. Ikinci
basamaktaki amplifikasyonda ise bu gen bolgesinin barindirdig: kisa dizi (100-300 bg),
kendisine spesifik primer ¢ifti kullanilarak ¢ogaltilir, bu sayede PCR tekniginin

hassasiyeti gelistirilmis olur.
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2.3.4 DNA dizi analizi

Gelisen tekniklerle birlikte ribozomal RNA dizilemesi de degisime ugramistir. Gergek
diziyi elde etmede pek ¢ok yontem kullanilmakla birlikte, bu giin neredeyse biitiin bilim
insanlari, genomik DNA’dan 16S rRNA kodlayan gen bdlgesini ¢ogaltan PCR
reaksiyonu kullanmaktadir ve daha sonra standart dideoksi DNA dizileme y6ntemiyle
PCR iirlinii dizilenir. En ¢ok kullanilan DNA dizi analizi yontemi, James Sanger ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilendir. Bu islemde, dizisi belirlenecek DNA molekiilii bir
seri eslenik zincirlerinin sentezlenebilmesi i¢in 6nce tek zincirli hale doniistiiriilir. Bu
eslenik zincirlerden her biri; farkl, 6zgiil niikleotidlerde gelisiglizel sonlanmistir. Bu
islem sonucunda; elektroforezle birbirinden ayrilan seri DNA pargalari ortaya ¢ikar ve
DNA dizisinin saptanmasi i¢in incelenir. Bu reaksiyonda ilk adim, DNA’nin 1siyla
denatiire edilerek tek zincirli duruma getirilmesidir. Tek zincirli DNA, 3’ ucuyla
birlesecek olan primerler ile karsilagtirilir. Primer bagh tek zincirli DNA 6rnekleri dort
ayrt tipe pay edilir. Bir sonraki adimda, tiiplere DNA polimeraz ve dort tip
deoksiriboniikleotid trifosfat ilave edilir. Ayrica her tiipe, dideoksiniikleotid denilen
yapist degistirilmis deoksiriboniikleotidlerden bir tanesi az miktarda ilave edilir.
Dideoksiniikleotidler, 3°-OH grubu yerine 3’-H igerirler. Deoksiriboniikleotidlerden biri
ya da primer daha sonra dizi analizini yapabilmek i¢in radyoaktivite ile isaretlenir. Her
tipe DNA polimeraz konarak primer, kalip zincirin komplementerini olusturacak

sekilde 5°-3” yoniinde uzatilir.

DNA sentezi gergeklesirken polimeraz, uzayan zincire deoksiriboniikleotid yapisinda
3’-OH bulunmadig: i¢in diger niikleotid ile 3’ bagi yapamaz ve DNA sentezi durur.
Ornegin, ddATP’nin oldugu tiipte, polimeraz enzimi dATP yerine ddATP’yi zincire
katinca zincirin uzamast sonlanir. Reaksiyon ilerledikce, ddATP tiipiinde A’nin
bulundugu her konumda sonlanmig olan DNA molekiilleri elde edilecektir. Diger
tiiplerde, reaksiyonlar sirasiyla G,C ve T’de sonlanacaktir. Her bir reaksiyon tiipiindeki
DNA pargalart jel elektroforezinde yan yana yiiklenerek ayristirilir. Sonucta, jel
goriintiilenerek bantlarin merdivene benzer goriintiisii ortaya ¢ikar. Asagidan yukariya
dogru okunan niikleotid dizisi, kaliba komplementer olan DNA zincirinin 5°-3’

yoniindeki dizisine karsilik gelir (Klug vd. 2011).
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2.3.5 Filogenetik Analiz

Filogeni, organizmalarin evrimsel tarihi olarak bilinmekte ve farkli tiirler arasindaki
iliskiyi ortaya koymak amaciyla da filogenetik analizlerden yararlanmaktadir. Genler
yardimiyla organizmanin evrimsel ge¢misini arastirma temelli filogenetik caligsmalar,
DNA ve proteinlerde meydana gelen degisikliklerin hizin1 ve karakterini belirlemek i¢in
kullanilmakta ve molekiiler diizeyde gerceklestirilmektedir. Filogenetik analizlerde
tirler arasindaki evrimsel iligkiyi ortaya koymada en uygun yaklagim, elde edilen
verilerin ¢esitli akis semalar1 ve istatiksel analizler yoluyla filogenetik agaglara

doniistiiriilmesidir (Saitou ve Imanishi 1989, Unal 2014).

2.3.5.1 Parsimoni

Bir gozlemin en az karmasik haliyle agiklanmasi parsimoni olarak tanimlanabilir. Her
bir tiirlin en az evrimsel degisikliklerine dayanan agaglar1 karsilastirma ve en basit
muhtemel agaci segme parsimoni yontemleridir (Klug vd. 2011). Parsimoniye gbre en
1yl agac tiim karakterler i¢in en az karakter durum degisimini ifade eden agagtir. Kelime
olarak tutumluluk anlamina gelen parsimoni, evrimsel siiregte neler olduguna iliskin
sonuca varilirken, karmasiklik yerine basit agiklamalarin secilmesi olarak agiklanabilir

(Freeman ve Herron 1999, Keskin 2007, Unal 2014).

2.3.5.2 Maksimum olasilik ve genetik uzakhk

Joseph Felsenstein 1981°de elde edilen bilgiyi daha etkili kullanmak adma ve olasi
birgok aga¢ igerisinden en iyi agaci se¢mede istatiksel testler kullanma olanaginm
yaratmak i¢in, maksimum olasilik tahmini olarak bilinen yeni ve giiglii bir yaklasim

sunmustur (Freeman ve Herron 1999, Keskin 2007, Unal 2014).

Olasilik metotlarinda oldugu gibi, uzaklik analizleri de arastirmacilarin ¢oklu

karakterlerden gelen bilgiyi iki takson arsindaki tek bir biitiin uzaklifin Olglimiine
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cevirmek i¢in bir karakter modeli dngormelerine gereksinim duyar. DNA dizileri igin
yaygin bicimde kullanilan bir formiil, ayn1 yerdeki ¢oklu baz degisimleri i¢in transisyon
ve transversiyon baz degisimlerinin frekansindaki farkliliklar1 diizeltir (Kimura 1980,

Keskin 2007, Unal 2014).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Zostera spp. orneklerinin elde edilmesi

Calisma kapsaminda kiytya vuran Z. marina ve Z. noltii ornekleri, izmir’in Urla
ilcesindeki Giilbahge (°19'45.7"N 26°39'07.5"E ) ve Kalabak (°19'45.7"N 26°39'07.5"E)
mevkilerinin kiy1 kesimlerinden toplanmustir (Sekil 3.1). Toplanan Orneklerin tiir
tayininde, literatiirden yararlanilmistir (Cirik vd 2011). Yas agirligi 20-25 kg olan
ornekler Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali’na

iletilmistir.

Sekil 3.1 Toplanan Zostera spp. 6rnekleri

3.1.2 Artemia spp. kist elde edilmesi

Calisma kapsaminda kullanilacak olan Artemia kistleri, biiyilk ¢apli deniz baliklari
yetistiricilik sistemlerinde siklikla kullanilan, Utah’da bulunan Great Salt Lake’den
ticari olarak temin edilmistir. Kistler ambalaj acildiktan sonra +4 °C’de kuru ortamda

muhafaza edilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Zostera spp. orneklerinden ekstrakt elde edimi

TUBITAK 114Y141 no’lu proje kapsaminda kiyrya vurun Zostera spp. drneklerinden
ekstrakt elde edimi, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmokognozi Anabilim
Dali tarafindan gerceklestirilmistir. Proje konusu olan Zostera spp. olii yapraklar
kurutulduktan sonra toz haline getirilip, 6nce n-hekzan ile oda sicakliginda ekstre
edilmistir. 8 saatlik ekstraksiyon sonunda hekzan siiziiliip artik lizerine taze ¢oziicli
konulmustur. Hekzan ile 3 kere yapilan 8 saatlik ekstraksiyonlarin ardindan siiziintiiler
birlestirilerek, artik kurutulmus ve kurumus numunenin iizerine ayni1 oranda etil asetat
ilave edilip 3 kere 8 saat ekstre edilmistir. Etil asetat ile elde edilen siiziintiiler
birlestirilip artik kurutulduktan sonra, ayni islem metanol ile tekrar edilmistir. Sonugta
elde edilen hekzan, etil asetat ve metanollii ekstreler vakum altinda yogunlastirilmistir.
Deney sonucunda metanol, etil asetat ve hekzan kimyasallartyla ¢ozdiiriilmiis 3 farkls

ekstrakt olusturulmustur (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Ekstrakt 6rnekleri
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3.2.2 Antibiyogram testi

Elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal aktivileri, antibiyogram testleri kullanilarak
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Mikrobiyoloji ~ Anabilim Dali’'nda
gerceklestirilmistir. Calismada test bakterileri olarak Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis ATCC 6633 ve Vibrio
alginolyticus ATCC 17749 standart suslar1 kullanimistir.

3.2.3 Artemia Kist inkiibasyonu

Calisma kapsaminda Artemia Kistlerinin steril ortam kosullarinda inkiibasyonunu
saglamak icin 19 gr deniz tuzu 500 ml steril suda ¢ozdiiriiliip 0,45 pm gbzenekli seliiloz
nitrat filtreden gegirildikten sonra otoklavlanmistir. %038 tuzluluga sahip yapay steril
deniz suyu (YSDS) biyolojik kabinde falkon tiiplere 40 ml miktarinda dagitilmistir.

400 mg’lik Artemia kisti, icerisinde 20 ml steril su ve 20 ml hipoklorit ¢6zeltisi bulunan
petri kabinda 5-10 dakika bekletilerek dekapsiilasyon uygulamasi gergeklestirilmistir.
Daha sonra steril su ile temizlenen dekapsiile kistler, igerisinde 40 ml YSDS bulunan
falkon tiiplerine aktarilmis ve 28 °C’de 151k altinda 48 saatlik inkiibasyona birakilmistir

(Sekil 3.3). Tiim uygulamalar biyolojik kabinde gergeklestirilmistir.

Sekil 3.3 Artemia kist inkiibasyonu

22



3.2.4 Ekstrakt cozeltisinin hazirlanmasi

Ekstrakte edilen 3 farkli 6rnek antibiyogram degerlerine gore DMSO (Dimetil siilfoksit)

kimyasalinda ¢ozdiiriilmiis ve uygulamaya hazir hale getirilmistir.

3.2.5 Artemia larvalarinda mortalite hesaplamasi

Inkiibasyon sonrasi kistlerden ¢ikan Artemia larvalari, her bir kuyuya 10 birey olarak
dagitilmis ve kuyulara antibiyogram testleriyle belirlenen dozlarda ekstrakt eklenmistir
(Cizelge 3.1). Her deney 4 tekrarli gergeklestirilmis ve uygulama biyolojik kabin iginde
yapilmistir (Sekil 3.4). Deney diizenegi 28 °C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda her bir kuyudaki yasayan ve hareketsiz larvalar sayilmis ve

mortalite yiizdesi asagidaki formiil ile hesaplanmistir (Krishnan vd. 2016);

Olii Larva Sayist
% Mortalite = X 100

Deney’de Kullanilan Larva Sayis1

Cizelge 3.1 Artemia larvalarinin mortalite deney plani

1. grup | Metanol Ekstrakt 10 Artemia Larva + 10.000 pg/ml ekstrakt (100 pl) + 1,800 ml
Uygulamasi YSDS

2. grup | Etil Asetat 10 Artemia Larva + 10.000 pg/ml ekstrakt (100 pl) + 1,800 ml
Ekstrakt YSDS
Uygulamasi

3.grup | Hekzan Ekstrakt 10 Artemia Larva + 10.000 pg/ml ekstrakt (100 pl) + 1,800 ml
Uygulamasi YSDS

4.grup | DMSO 10 Artemia Larva + 100 pl DMSO + 1,900 ml YSDS
Uygulamast

5.grup | Kontrol Grup 10 Artemia Larva + 2 ml YSDS
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Sekil 3.4 Artemia larva deney diizeni

3.2.6 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, metanol (1. grup) ve etil asetat (2. grup) ile ¢ozdiiriilmiis ekstraktlar
uygulanan larva gruplari ile her hangi bir ekstrakt uygulanmayan larva kontrol gurubu
(5. grup) kullanilarak yapilmistir. Her grup i¢in kurulan 4 tekrarli setlerin barmdirdig
larvalar birlestirilmis, %70’lik etanolde 3 dakika bekletildikten sonra distile su ile
durulanmustir. Larvalardan, ticari bakteri DNA izolasyon kitinin (GeneMATRIX Tissue
and Bacterial DNA Purification Kit) iiretici tarafindan onerilen protokoli kullanilarak
DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Deney diizeneginin kontamine olmadiginin tespiti
icin YSDS’den alinan 100 pl’lik 6rnek, ticari Bio-Trace DNA Prufication Kit
kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Ornekler izole edildikten sonra PCR

asamasinda kullanilana kadar -20 °C’de saklanmuistir.

3.2.7 DNA’mn spektrofotometrik analizi

Izole edilen DNA nin miktar ve saflik analizleri spektrofotometrede gerceklestirilmistir.
DNA konsantrasyonu 260 nm’de 1 OD’nin 50 ng/ml ¢ift zincir DNA’nin absorbsiyon
degeri oldugu goz oOniine alinarak hesaplanmistir. DNA’nin safligin1 degerlendirirken

260 nm/280nm (DNA absorbsiyon degeri/protein absorbsiyon degeri) ve 260 nm/230
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nm (DNA’nin absorbsiyon degeri/Fenol’iin absorbsiyon degeri) degerleri gdz Oniinde

bulundurulmustur.

3.2.8 DNA konsantrasyonunun ayarlanmasi

Spektrofotometrik analiz ile konsantrasyonlar1 belirlenecek Ornekler, ana stoklarinin
kontamine olamamasi ve tim Orneklerin DNA konsantrasyonlarinin standardize
edilmesi amaci ile DNA konsantrasyonu 50 ng/ml olacak sekilde sulandirilarak

saklanmistir.

3.2.9 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Ik PCR isleminde, DNA izolasyonu ger¢eklestirilen tiim ornekler kullanmlarak 16S
rRNA gen bolgesi igin spesifik olan 27F-1492R primer ¢ifti ile PCR kurulmustur. Bu
basamakta elde edilen PCR iiriinii %2’lik agaroz jele yiiklenerek 150 voltta 25 dakika
yirlitilmiis ve uygun bant boyu veren Ornekler, 16S rRNA geninin V4 bdlgesini
hedefleyen nested PCR i¢in kalip olarak kullanilmistir. Yapilan 2. PCR isleminde 1.
PCR iirlinliniin V4 bolgesi, 515f-Y ve 806R-B primer cifti kullanilarak ¢ogaltilmistir.
Yapilan her iki PCR islemi i¢in gradient termal dongii cihazinda farkli baglanma
sicakliklart ile gerceklestirilen optimizasyon c¢alismalari sonucunda uygun dongi
kosullar1 saptanmis Ve reaksiyon, ticari olarak elde edilen TAQ DNA 5X Master Mix
(Solis Bio Dyne) kiti kullanilarak gergeklestirilmistir (Cizelge 3.2). Belirtilen sartlarda
negatif kontrol kurularak gergeklestirilen reaksiyonlar sonrasinda ¢ogaltilan DNA’larin
uygun bant boyu verdigi tespit edilerek saflastirma islemi Oncesinde +4 °C’de

saklanmigtir
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Cizelge 3.2 Calismada kullanilan primerler ve PCR protokolleri

Hedef Gen/bélge 16S rRINA V4

Primer Ciftleri 27F & 1492R 515f-Y & 806R-B

Primer Dizileri

Cogaltilan Kisim ~ 1500 Baz Cifti ~ 250 Baz Cifti
Termal Déngii Profili | Reaksiyon Termal Déngii Profili | Reaksiyon
95 °C 5 dakika 2ul TAQ DNA 95 °C 4 dakika 2ul TAQ DNA
94°C 1 dakika 5X Master Mix 95°C 30 saniye 5X Master Mix
PCR Protokolii 55°C 30 saniye x 35 0,1 pl F primer 53°C 45 saniye x 35 0,1 pl F primer
72 °C 1 dakika 0,1 pl R primer 72 °C 2 dakika 0,1 pl R primer
72°C 7 dakika 0,5 pl Kalip DNA | 72°C 10 dakika 0,5 pl Kalip DNA

F:AGAGTTTGGATCMTGGCTCAG

R:CGGTTACCTTGTTACGACTT

F:GTGYCAGCMGCCGCGGTAA

R:GGACTACNVGGGTWTCTAAT

7,3 pl PCR Water

7,3 ul PCR Water

3.2.10 Saflastirma (Piirifikasyon)

Dizi analizinde kullanilacak PCR iiriinlerinin saflastiriimasinda kolon yontemi temelli
ticari DNA piirifikasyon kiti (Promega Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System)
iiretici firma ta rafindan Onerilen protokol takip edilerek kullanilmistir. Saflastirilan
PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde, 100 voltta 30 dakika yiiriitiilmiis ve UV goriintiileme

sistemi yardimi ile gériintiilenmistir.

3.2.11 DNA dizi analizi

DNA dizi analizini ger¢eklestirmek icin 6n denemelerde ABI 3130XLGenetic Analyser
platformunda Big Dye Cycle Sequencing Kit V.3.1 kullanilarak Dideoksiniikleotit
zincir sonlanmasi reaksiyonu igin protokoller ve dongii kosullar1 optimize edilmistir.
Calisma kapsamindaki tim DNA dizileme reaksiyonlari, iiretici tarafindan onerilen ve

calismamiza gore optimize edilmis protokollere gore yapilmstir.
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Niikleotid dizileri DNA dizi analizi yontemi ile ortaya cikarilarak ve elde edilen
niikleotid dizileri GenBank veri tabaninda kayitli referans diziler ile karsilagtirilip

hizalanmis ve filogenetik analizlerde kullanilmak tizere standart hale getirilmistir.

3.2.11.1 Dizilerin hizalanmasi

Tim o6rneklere iliskin DNA dizileri GenBank ve RDP (Ribosomal Database Project)
veri tabanlarindan elde edilen referans diziler yardimi ile ClustalW (Thompson vd.
1994), MEGA 6 (Tamura vd. 2013) ve Sequencher 5.0 yazilimlar1 kullanilarak

hizalanmustir.

3.2.11.2 Niikleotid kompozisyonu

Hizalanmasi gerceklestirilen DNA dizilerinin niikleotid kompozisyonlar1 ve ortalama
A-T/G-C igerikleri yiizde olarak analiz edilmistir. Analizlerin gergeklestirilmesinde
MEGA 6 ve Sequencher 5.0 yazilimlari kullanilmustir.

3.2.11.3 Niikleotid cifti frekansi

DNA dizilerinin niikleotid ¢ifti frekansi analizleri her tiir i¢in degerlendirilmis ve her bir
tiir i¢in sonug tablolar1 olusturulmustur. Analizler MEGA 6 ve Arlequin 3.5 yazilimlar

ile gerceklestirilmistir.

3.2.12 Tiir tammlama ve filogenetik analiz

DNA barkodlama teknigi ile elde edilen diziler, RDP ve NCBI (National Center for
Biotechnology Information) veri tabanlari kullanilarak simiflandirilarak ve NCBI
BLAST algoritmas1 kullanilarak NCBI niikleotid veritabanindaki bilinen dizilerle
karsilastirilarak bakteriyel tiir tespiti gerceklestirilmistir. Agaglarin giivenilirliginin
kontroliinde 1000 tekrarli bootstrap testlerinden yararlanilmistir.
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4. ARSTIRMA BULGULARI

4.1 Artemia Larvalarinda Mortalite Hesaplamasi

Larval deneylerde, 3 farkli ¢oziicliyle hazirlanan ekstraktlar V. alginolyticus susunda
verdigi MIC degerleri kullanilmistir. Belirlenen dozlarla kurulan deneyin, 24 saatlik
inkiibasyondan sonra mortalite degerleri ¢izelge 4.1°de verilmistir. Hekzan igerikli
ekstrakt calisgmasinda mortalite degeri %100 oldugu i¢in DNA izolasyon

caligmalarindan bu 6rnegin uygulandigi sistem ¢ikarilmistir.

Cizelge 4.1 Ekstraktlarin mortalite degerleri

Deneyde Kullanilan ~ Olii Larva 48 Saat Sonra

Larva Sayisi Sayisi Mortalite (%)

Metanol Ekstrakt Uygulamasi

1. Grup 40 20 50
(10mg/ml)
Etil Asetat Ekstrakt Uygulamasi

2. Grup 40 12 30
(0,625 mg/ml)
Hekzan Ekstrakt Uygulamasi

3. Grup 40 40 100
(10mg/ml)
DMSO Uygulamasi

4. Grup 40 16 40
(100 pl)

5. Grup @ Kontrol Grup 40 5 12,5

4.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Metanol, etil asetat icerikli ekstraktlardan ve YSDS’den elde edilen DNA 6rneklerinin
16S rRNA gen bolgeleri ¢ogaltildi. %2’lik agaroz jel kullanilarak yapilan elektroforetik
analiz sonrasinda goriintiilenen Orneklerden bant vermeyen etil asetat Orneginin
analizleri tekrarlandi fakat sonu¢ alinamadigi i¢in c¢alisamadan g¢ikartilmistir. YSDS
orneginde herhangi bir bantlasma goriilmemesi ¢alismanin kontamine olmadigi

gostermektedir (Sekil 4.1).
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2.6 YSDS N

1500 bg

Sekil 4.1 16S rRNA gen bolgesinin PCR iiriinlerinin %2°lik jelde goriintiisii

16S rRNA gen golgesinde bantlagsma veren 1. ve 5. grup orneklerinin PCR {iriinii
kullanilarak V4 gen bolgesi ¢ogaltilmistir.  %2’lik agaroz jel kullanilarak yapilan

elektroforetik analiz sonrasinda her iki grupta da bantlagsma goriilmiistiir (Sekil 4.2).

400 bg

N SOihd

Sekil 4.2 V4 gen bolgesinin PCR iiriinlerinin %2°lik jelde goriintiisii

4.3 Filogenetik Analiz

Dizi analizi sonrasinda elde edilen DNA dizileri, RDP ve GenBank veri tabanlariyla
karsilastirilmis ve MEGA 6 programi kullanilarak hizalanmistir. Yapilan BLAST
karsilastirmalar1 sonucunda, 5. grupta tespit edilen baskin bakteri tiirline ait DNA

dizisinin >98 oraninda Bacillus litoralis, 1. gruba ait baskin bakteri DNA dizisinin ise
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>100 oraninda Bacteroides cinsine ait olan kiiltiire edilemeyen aneorobik bir bakteri

tiirti oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 16S rRNA - V4 gen bolgesine ait dizileri karsilagtirilan 6rneklerin
birbirilerine olan uzaklik indeksleri (Pairwise Distance)

1 2 3 4
1 Zostera sp. Metanol (1. Grup) 0,000 | 0,042 | 0,045
2 Bacteroides sp. 0,000 0,042 | 0,045
3 Bacillus litoralis 0,325 0,325 0,009
4 Kontrol (5. Grup) 0,357 | 0,357 | 0,020

Siralanan tiim niikleotid dizileri, Neighbor-joining yontemi kullanilarak MEGA6

yazilimi ile analiz edilmis ve V4 gen bdlgesi icin dendrogrami olusturulmustur (Sekil
4.3).

Bacillus litoralis KU244588

Kontrol 5. grup
| Bacteroides sp. HG315678

100 | Zostera sp. Metanal 1. grup

0.05

Sekil 4.3 V4 bolgesi i¢in ¢izilen NJ (Neighbor Joining) dendrogrami
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5. TARTISMA ve SONUC

Artemialar, balik ve kabuklu su tiriinlerinin larva kiiltiirinde kullanilan yemler besinler
arasinda en ¢ok tercih edilen gruptur. Kist olarak adlandirilan dormant embriyo formu,
yaklasik olarak 24 saatlik tuzlu su inkiibasyonundan sora kistten ¢ikan larvalarin
yetistiricilik ortamina verilebilmesi, Artemia’nin su {iriinleri yetistiriciliginde is glicii
diisiik, kullanigh bir canli yem grubu olarak 6ne ¢ikarmaktadir. Giiniimiizde Artemia
larvalari, ¢ipura, levrek, kalkan ve karides larvalarinin kitlesel yetistiriciliginde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Artemia’nin yetistiricilik sistemlerinde alternatif canli yem
olarak deger kazanmasiyla birlikte canlilar {izerine yapilan ¢aligmalar bakteriyel biyota
analizlerine dogru yonelmistir. Bu alanla ilgili yapilan ilk ¢alisma 1770’de Tyson
tarafindan gergeklestirilirken 1990’lara dogru bakteriyel ¢alismalar canlinin tiretimi ve
yetistiricilik ortamlarina verilimi sirasindaki kontaminasyon odakli olmustur. Austin
vd. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada Artemia larvalarindan baliklara karsi patojen
etki gosteren Vibrio campbellii bakteri tiirii izole edilmistir. Ayn1 zamanda Lopez-
Torres ve Lizarraga-Partida (2001) Artemia larvalarinda Vibrio cinsine ait tiirlerin
varhigmin yiikksek oldugunu bildirmislerdir. Yapilan analizler Artemia’larin Vibrio
cinsine bagli balik ve kabuklu su iriinleri igin patojen pek ¢ok bakteri tiiriinii
barindirdigin1 géstermesiyle birlikte caligmalar dezenfektan 6zellikli madde kullanimina
kaymistir. Kimyasal madde kullaniminin canliya ve bulundugu habitata verdigi zararlar
g6z onilinde bulundurularak organik madde uygulamalarina gecilmistir. Biyoaktif dogal
tirtinler, genellikle tliretici organizmalar tarafindan, yasadiklar1 dogal ¢evrede kendilerini
koruma ve {stiinlik saglama amaciyla iiretilen sekonder metabolitlerdir. Sekonder
metabolitlerin insan ve hayvan hastaliklarina karsi terapotik aktiviteye ve hastaliklara
neden olan etkenlere karsi toksik aktiviteye bildirilmektedir (Ozkaya vd. 2013).
Giintimiizde de Artemia larvalarinin barindirdigi patojen bakteri biyotasinin azaltimiyla
ilgili bitki ve bakteriyolojik oOziitlerden olusturulan karigimlarin testleri devam

etmektedir (Mahdhi vd. 2013, Siddiqui vd. 2015, Latha vd. 2016).

Su iirtinleri sektoriindeki bu sorun temel alinarak olusturulan 3 farkli deniz gayiri
Zostera spp. yaprak ekstraktinin MIC degerleri, standart uygulamalarda larval ortama

birakilan antibiyotik degerlerinden oldukga yiiksektir (Bansemir vd. 2005). Bu durum
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sagirtict degildir. Clinkii genel anlamda sekonder metabolitleri barindiran ekstraktlar pek
¢ok maddeden olusan kompleks bir karisimdir. Bu sebeple iceriginde bulunan aktif

bilesenler diisiik bir orana sahiptir.

In vivo deneylerde, ekstraktlarin uygulandigi larvalarda harekette azalma
gozlemlenirken kontrol grubundaki larvalarin 24 saat boyunca aktif hareket ettigi tespit
edilmistir. Sorgeloos vd. (2001) tarafindan yapilan c¢alismada, disaridan yapilan
dezenfektan zenginlestirme gibi herhangi bir uygulama sonrasinda larvalarda harekette
azalmaya sebep oldugunu bildirilmistir. Bu sonug, larvalarin su iirlinlerinde canli yem
olarak kullanimimi kisitlar nitelikte géziikmese de ileride yapilacak olan kalitatif ve
kantitatif deneylerle durum analiz edilmelidir.

Larvalarla yapilan 4 tekrarli mortalite deneylerinde, hekzan ile ¢ozdiriilmiis ekstrakt
grubunda (3. grup) %100 mortalite tespit edilmistir. Mortalite degeri % 30 olan etil
asetat ile ¢ozdiiriilen Zostera spp. ekstrakti (2. grup) in vivo deneylerde en iyi sonug

veren gruptur.

Ekstrakt uygulamalar1 sonrasinda degisen baskin bakteri yapisini tespit etmek icin
kullan molekiiler analizlerde, 2. gruba ait larvalardan bakteriyel 16S rRNA gen bolgesi
tespit edilememistir. Etil asetat ekstraktinin bakteri iiremesini engellemesindeki basarisi
ve ortamin Artemia larva DNA izolatlar1 bakimindan zengin olmasi oransal olarak
bakteriyel DNA varliginin  diismesine sebep olmaktadir. PCR  sonuglari

degerlendirilirken bu noktalarin dikkate alinmasi gerektigi gortisii olugmaktadir.

Gegen 10 yillik siirecte molekiiler teknikler temel alinarak yapilan Artemia larvalarinin
barindirdig1 bakteriyel mikrobiyota calismalarinda Proteobacteria, Bacteroidetes ve
Firmicutes filumlarina ait canlilar cins ve tiir bazinda tespit edilmistir (Tkavc vd. 2011,
Qurioz vd. 2015). Hoj vd. (2009) tarafindan yapilan c¢aligmada canlinin
mikrobiyotasinda baskin bakteri tiirlerinin filum bazinda siras1 ile Proteobacteria-
Firmicutes ve cins olarak Vibrio oldugu belirtilmistir. Yaptigimiz molekiiler ¢alismalar
sonunda kontrol grubunda tespit edilen baskin bakteri tiirii Firmicutes filumuna ait olan

Bacillus litoralis’dir. Tiir ilk defa, 2005 yilinda Giiney Kore’de bulunan Sar1 Deniz’in
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gelgit ¢izgisinde tespit edilmistir (Yoon ve Oh 2005). Bakteri tiirii ile ilgili edilen ilk
bilgiler halofilik ve hareketli olan bu canlinin Gram boyamada degiskenlik gosterdigi ve
aerobik ortamlarda yasadigi seklindedir. Krishnan vd. (2015) yaptiklar1 calismada,
Hindistan’in Mannar Korfezi’nde bulunan agik deniz (offshore) sisteminden alinan bir
biyofilm tabakasinda B. litoralis tiirlinii tespit etmislerdir. Bacillus cinsine ait bakteri
tirleri Artemia yetistiricilik sistemlerinde probiyotik gorevi gormektedir (Mahdhi vd.
2013). Niu vd. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus sp. tiirlerinin ortamda
bulunan Vibrio cinsine ait bakterilerin iiremesini engelledigini tespit etmistir.
Bulgularimizin bu ¢aligsmalarin sonuglariyla uyusmaktadir. Deney diizeneginde Bacillus
cinsine ait bakteri tiirlinliin baskin olmasi 6nceki ¢aligmalarda belirtilen baskin Vibrio

yogunlugunu azaltabilecek niteliktedir.

Metanol ¢oziiciisii bulunan Zostera sp. ekstrakti uygulandiginda baskin bakteri tiirii
Bacteroides sp. olarak degismistir. Yapilan BLAST analizleri diziyi, Chauhan vd.
(2006) yaptig1 calismada Amerika’da bir tatli su batakliginda tespit edilen bakteriye ait
dizi ile hizalamistir. Tiirtin kiiltiire edilemeyen ve anaerobik ortamlarda yasayabilen bir
bakteri oldugu bildirilmistir. Bulunan canlinin kiiltiire edilememesi su iiriinleri
yetistiricilik alanlarindaki fonksiyonunun tespitini olumsuz kilmaktadir. Bu sebeple
canlinin su ortamindaki patojen etkisinin varligiyla ilgili herhangi bir g¢alisamaya
rastlanmamustir. Riddle vd. (2013) Artemia larvalar1 ve kistlerinin bakteriyel kolonisini
molekiiler teknikler kullanarak analiz etmis ve Bacteroides cinsine ait kiiltiire
edilemeyen bakteri tiirlerine rastlamiglardir. Sonuclar, Riddle vd. (2013) tarafindan

yapilan ¢alismay1 destekler niteliktedir.

Sonug olarak, 114Y141 no’lu proje kapsaminda metanol ve etil asetat ¢oOziiciisiiyle
hazirlanan Zostera spp. ekstraktlari antibiyogram testlerinde ve in vivo deneylerde
basarili olmustur. Metanol igerikli ekstraktin baskin bakteri tiiriinde yaptig1 degisiklik
molekiiler teknikler kullanilarak tespit edilmistir. Degisen baskin bakteri tiiriiniin
kiiltire edilemeyen bir tiir olmast molekiiler caligmalarin 6nemini bir kez daha
vurgulamaktadir. Metanol igerikli ekstraktin larvalar lizerinde mortalite degeri normal
diizeyde iken baskin bakteri tilirlinde yaptig1 negatif yonlii degisim ekstraktin

uygulanabilirlik ihtimalini diisiirmektedir. In vitro ve in vivo deneylerde en iyi sonucu
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etil asetat ¢oziiciisii ile hazirlanan Zostera spp. ekstrakti vermistir. Konu ile ilgili ileri
calismalarin bu grup iizerine odaklanmasi ve genis bir ¢er¢eveden bilgi sunabilecek
gradient jel elektroforezi (DGGE), metagenomiks gibi ileri molekiiler teknikler
kullanilarak kesin sonuglar alindiktan sonra {riiniin bir standart uygulamaya
doniistiiriilebilirligi yorumlanmalidir. Artemia larvalarindan 6zellikle rutin laboratuvar
yontemleriyle kiiltiire edilemeyen bakterilerin tanimlanabilmesi bakimindan Tirkiye’de

bir ilk niteligi tasiyan ¢alismanin sonraki ¢alismalara 1s1k tutacagi inancini tasimaktayiz.
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