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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

Biyoyumak Sistemlerinde Mikrobiyotanın Zamana Bağlı Değişiminin Metagenomik 

Analizi 

Atakan Pipilos 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Prof. Dr. Emre Keskin 

Biyoyumak teknolojisi su ürünleri yetiştiriciliğinde yetiştiriciliği yapılan canlının besin 

ihtiyaçlarını karşılama, patojenite etmenlerine karşı direncini arttırma, canlının ekonomik 

değerini (boy, ağırlık vb.) arttırma ve atık suların geri kazanılması gibi değerli katkıları ile 

son yıllarda kullanımı giderek artan bir teknoloji olarak yetiştiricilikte yerini almaktadır. 

Belirli bir çevrede toplanan mikroorganizma (bakteri, arke, virüs ve mantar) topluluğunun 

sahip olduğu genetik materyal olarak tanımlanan mikrobiyom terimi biyoyumak 

teknolojilerinin temelini oluşturmaktadır. Yüksek verimli dizileme tekniklerini içeren 

çevresel DNA metabarkodlama gibi modern moleküler teknikler kültüre edilemeyen türlerin 

de dahil edildiği, mikrobiyal çeşitliliğe daha kapsamlı bir bakış açısı fırsatı sağlayarak 

biyoyumak sistemlerine farklı (karbon ve azot kaynaklarının kullanımı, karbon:azot oranını, 

sıcaklık ve hava alımı parametrelerinin değişimi, probiyotik ve prebiyotik katkısı vb.) 

faktörlerin eklenmesi veya değiştirilmesi sonucu elde edilecek mikrobiyal taksonomik 

profillerin incelenmesini olanaklı kılmaktadır. Bu çalışmada dört periyottan oluşan 21 

günlük örnekleme sürecinde konaktan bağımsız kapalı devre bir biyoyumak sisteminin farklı 

katkılar sonucu içerdiği mikrobiyom profilinin değişimi taksonomik olarak eDNA 

metabarkodlama ve yeni nesil dizileme metotları kullanılarak takip edilmiştir. 

2024, 142 sayfa 

Anahtar kelimeler: Mikrobiyom, Çevresel DNA (eDNA), Metagenomiks, Biyoyumak 

teknolojisi  
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ABSTRACT 

Msc Thesis 

Metagenomic Analysis of Time-Dependent Change of Microbiota in Biofloc Systems 

Atakan Pipilos 

Ankara University, Biotechnology Institute 

Prof. Emre Keskin 

Biofloc technology has taken its place in aquaculture as a technology whose use has been 

increasing in recent years, with its valuable contributions such as meeting the nutritional 

needs of the organisms raised in aquaculture, increasing its resistance to pathogenic factors, 

increasing the economic value of the organism (height, weight, etc.) and recycling 

wastewater. The term microbiome, defined as the genetic material of a community of 

microorganisms (bacteria, archaea, viruses and fungi) collected in a certain environment, 

forms the basis of biofloc technologies. Modern molecular techniques such as environmental 

DNA metabarcoding, which include high-throughput sequencing techniques, provide the 

opportunity for a more comprehensive perspective on microbial diversity, including non-

culturable species, and provide the opportunity for a more comprehensive perspective on 

biofloc systems (use of carbon and nitrogen sources, carbon:nitrogen ratio, change of 

temperature and air intake parameters, etc.). It makes it possible to examine the microbial 

taxonomic profiles that will be obtained as a result of adding or changing factors (probiotic 

and prebiotic contribution, etc.). In this study, during a 21-day sampling period consisting 

of four periods, the change in the microbiome profile of a closed-circuit biofloc system 

independent of living things as a result of different contributions was followed 

taxonomically using eDNA metabarcoding and next-generation sequencing methods. 

2024, 142 pages 

Keywords: Microbiome, Environmental DNA (eDNA), Metagenomics, Biofloc 

Technology 
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1. GİRİŞ 

Su ürünleri yetiştiriciliği Dünya’da büyüme hızı en yüksek olan gıda endüstrilerinden biri 

olmaktadır. Son yıllarda su ürünleri yetiştiriciliği aktiviteleri üretimi arttırmak için kültür 

sırasında çeşitli katkı maddeleri ve destekleyicilerin kullanımı artmıştır. Hormonlar, 

vitaminler, antibiyotikler ve probiyotikler kullanımı artan bu maddeler arasında 

bulunmaktadır. Kolloid bir çözeltide çeşitli bakteri, mikroalg, mantar  ve organik materyaller 

içeren topaklanmış parçacıkların formasyonu olarak ifade edilen biyoyumak teknolojisi su 

ürünleri yetiştiriciliğinde yetiştiriciliği yapılan canlının besin ihtiyaçlarını karşılama, 

patojenite etmenlerine karşı direncini arttırma, canlının ekonomik değerini (boy, ağırlık vb.) 

arttırma ve atık suların geri kazanılması gibi değerli katkıları ile son yıllarda kullanımı 

giderek artan bir teknoloji olarak yetiştiricilikte yerini almaktadır.  

Belirli bir çevrede toplanan mikroorganizma (bakteri, arke, virüs ve mantar) topluluğunun 

sahip olduğu genetik materyal olarak tanımlanan mikrobiyom terimi (1) biyoyumak 

teknolojilerinin temelini oluşturmaktadır. Bir biyoyumak sisteminin içerdiği mikrobiyom 

profili uzun yollar boyunca bakteriyel çeşitlilik çalışmaları bakteri çeşitliliğinin yalnızca %1 

– 15’ini tespit edebilen kültüre bağımlı çalışmalar ile sınırlandırılmıştır. Yüksek verimli 

dizileme tekniklerini içeren çevresel DNA metabarkodlama gibi modern moleküler teknikler 

kültüre edilemeyen türlerin de dahil edildiği, mikrobiyal çeşitliliğe daha kapsamlı bir bakış 

açısı fırsatı sağlayarak biyoyumak sistemlerine farklı (karbon ve azot kaynaklarının 

kullanımı, karbon:azot oranını, sıcaklık ve hava alımı parametrelerinin değişimi, probiyotik 

ve prebiyotik katkısı vb.) faktörlerin eklenmesi veya değiştirilmesi sonucu elde edilecek 

mikrobiyal taksonomik profillerin incelenmesini olanaklı kılmaktadır.  

Bir mikrobiyomu oluşturan canlılar arasında bakteriler için 16S rRNA (2), mantarlar için 

ribozomun dahili transkribe edilen boşluk (ITS) bölgesi (3) ve ökaryotlar için 18 rRNA (4), 

bölgesi evrensel barkod bölgesi elde edilen total DNA’da polimeraz zincir reaksiyonu ile 

hedef alınarak çoğaltılır ve çoğaltılan bu bölge yeni nesil dizileme platformları kullanılarak 

yüksek verimde dizilenir. Yeni nesil dizileme platformundan çıktı olarak alınan dizi bilgileri 

biyoinformatik iş akışları ve içerdikleri filtreler ile işlenerek incelenen sistemde (biyoyumak 

teknolojisi) bulunan mikroorganizmaların taksonomik profilini çıkarır. 
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Konaktan bağımsız bir biyoyumak sisteminde farklı probiyotik katkıları ve farklı 

zamanlarda belirtilen iş akışı ile çıkarılacak mikrobiyom profilinin sisteme yapılan 

müdahaleler sonucu ve zamanın farklı periyotlarındaki görüntüsünün olası biyoyumak 

formülasyonlarına yön vereceği ön görülmektedir.  
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1. BİYOYUMAK TEKNOLOJİSİ 

Gün geçtikçe artan insan nüfusunun gereksinimlerini karşılamak üzere besin üretimi için 

gerekli olan su ve karada bulunan doğal kaynakların kıtlığı ve tahribi gibi sorunlarla karşı 

karşıya kalınmaktadır. 2030 ve 2050 FAO ve Dünya Bankası projeksiyonlarına göre 2050 

sonrası dünya nüfusu tatlı su kaynakları bakımından taşıma kapasitesine ulaşacağından 

karada tarım yapmanın güçleşeceği ifade edilmektedir (FAO 2020). Su kaynaklarını 

korumak ve en az düzeyde kirletmek önümüzdeki yıllarda temel hedef olarak belirlenmiştir. 

Bu kapsamda su ürünleri yetiştiriciliği birçok ülkede ideal besin üretim seçeneği olarak 

kabul görmektedir. Kara ve su kaynaklarının giderek azalması nedeniyle su ürünlerini 

yetiştiriciliğinin sürdürülebilirliği üretim çevrelerinin geliştirilmesi, üretimin artması ve su 

ürünleri teknolojilerinin geliştirilmesine bağlıdır. Biyoyumak teknolojisi son yıllarda 

sürdürülebilir bir su ürünleri yetiştiriciliği sistemi olarak öne çıkmaktadır. Biyoyumak 

teknolojisi konsepti 1970’lerde tanımlanmasına rağmen bu alanda detaylı araştırma ve 

gelişimler ancak 1990’ların başında olumlu sonuçların elde edilmeye başlaması ile kabul 

görmeye de başlamıştır (5) (6). 

Uluslararası tarım sözlüğüne göre biyoyumak teknolojisi (Amerika Birleşik Devletleri 

Tarım Bakanlığı, North Bend, ABD) ‘’Bakteri, alg veya protozoaların partikül haldeki 

organik maddeler ile bir matriks halinde kümelenmesi ve bu yapının su ürünlerinde su 

kalitesini geliştirmekte, atık yönetiminde ve hastalık önlemede kullanılması’’ olarak 

tanımlanmaktadır. Biyoyumak teknolojisi azot bakımından zengin atıkların çeşitli 

mikroorganizmalar (heterotrofik bakteriler) kullanılarak hem sistemdeki atık suyun geri 

kazandırılması hem de üretilen mikroorganizmaların su ürünlerinde yem olarak 

kullanılmasını hedeflemektedir (7).  

Karides yetiştiriciliğinin küresel su ürünleri yetiştiriciliğine olan katkısı son on yılda kayda 

değer biçimde artmıştır. Yetiştiriciliği yapılan karidesler 2018 yılında %76,6 artarken sucul 

bitkiler dahil küresel anlamda su ürünlerinin %7,3’ünü oluşturmaktadırlar (FAO 2020). Bu 

artışta su kalitesini ve besin alımını iyileştiren biyoyumak teknolojilerinin katkısı olduğu 

düşünülmektedir. Yetiştiricilik tipine göre (iç veya dış) farklı biyoyumak sistemleri 
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geliştirilmiştir. Askıda geliştirme sistemleri, bağlı geliştirme sistemleri ve hareketli biyofilm 

reaktörü farklı biyoyumak teknolojisi tiplerine örnek olarak verilebilir.  

Biyoyumak teknolojisi ile yapılan su ürünleri yetiştiriciliğinde verimi etkileyen çeşitli 

faktörler bulunmaktadır. Bu faktörlerden en önemlisi heterotrofik bakterilere besin kaynağı 

görevini üstelenen karbon kaynakları ve karbon/azot oranıdır. Klasik bir biyoyumak sistemi 

mikrobiyal üretimin sağlanmasında uygun karbon/azot dengesini sağlamak için dış bir 

karbon kaynağına ihtiyaç duymaktadır. Biyoyumak sistemindeki heterotrofik bakteriler 

karbonu enerji kaynağı, azotu ise hücresel protein sentezi için kullanmaktadırlar. 

Amonyağın immobilizasyonu bakteriler tarafından alınan karbon miktarına ve bu karbonun 

hücresel kullanım verimine bağlıdır. Aşırı organik karbon takviyesi yüksek karbon/azot 

oranına yol açacağından çökelti katılara, askıda katı madde ve su bulanıklığında artışa sebep 

olacaktır (8). Ayrıca yüksek karbon/azot oranı bir biyoyumak sistemindeki ototrofik 

mikrobiyal topluluğunun heterotrofik mikrobiyal biyokütleye kaymasına ve su kalitesi ile 

biyoyumak içeriğinin değişmesine yol açabilmektedir (9).   

Birçok çalışma biyoyumak temelli karides yetiştiriciliğinde farklı karbon kaynaklarının 

kullanımının performans, sağlık durumu ve su kalitesi üzerindeki etkilerini incelemiştir. 

Biyoyumak teknolojilerinde kullanılan karbonhidrat kaynaklarındaki etki temel olarak 

karbon içeriğini ve degredasyon hızına bağlı olmaktadır. Genel itibari ile basit şekerler 

(melas ve dekstroz) kompleks şekerlerden daha hızlı parçalanmaktadır böylece daha düşük 

azot konsantrasyonuna sebep olup büyüme oranında ve su kalitesinde artış sağlamaktadır 

(10). Önceki çalışmalarda azot konsantrasyonunu azaltıp su kalitesini ve mikrobiyal 

üretimini arttıran birçok karbon kaynağı test edilmiştir. Test edilen karbon kaynakların farklı 

etkileri de araştırmacılar tarafından ortaya konulmuştur. Örneğin Panigrahi et al. (2018) 

çalışmalarında; darı, melas ve un kullanımının buğday, pirinç ve mısır unu kullanımına 

kıyasla yetiştiriciliği yapılan türde daha iyi büyüme, hayatta kalma ve hastalık direnci 

oranlarına ulaştıklarını ifade etmişlerdir (11). 

Biyoyumak sistemlerinde maksimum azot alımı, atık ayrıştırması ve biyoyumak oluşumu 

uygun karbon/azot oranında gerçekleşmektedir. Sudaki inorganik toksik azotun kontrolü ve 

mikrobiyal yumakların oluşumu için karbon/azot oranı biyoyumağa verilen yemler ile 

ayarlanabilmektedir (8). Bu noktada Xu ve Pan (2013), biyoyumak sistemlerinde en iyi 
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sonucu verecek karbon/azot oranına dair tartışmalı sonuçlar bulunsa da  genel itibari ile 

yetiştiriciliği yapılan türdeki en iyi büyüme, hayatta kalma ve vibriosis patojenlerine karşı 

direncin 15/1 ve 20/1 karbon/azot oranlarında elde edildiği kaydetmişlerdir (12). 

2.2. DNA BARKODLAMA 

Hızlı ve kesin tür tanımlaması için standardize edilmiş DNA bölgelerinin bir etiket (barkod) 

olarak kullanılmasına DNA barkodlama ismi verilmektedir (13). Son 20 yılda kullanımı 

artmasına rağmen DNA barkodlama yeni bir uygulama yöntemi olarak 

değerlendirilmemektedir. Çünkü ‘’DNA barkodları’’ terimi ilk defa 1993 yılında Arnot ve 

arkadaşları tarafından circumporozoite geni ile Plasmodium falciparum  izolatlarının 

ayrımını açıklayan bir çalışmada kullanılmıştır (14). DNA barkodlamanın günümüzdeki 

kullanımını karşılayan asıl anlamı ve tanınırlığı ise 2003 yılında Consortium for the Barcode 

of Life (CBOL, Canlılığı Barkodlama Topluluğu) ile başlatılmıştır (13). Evrensel 

standartların oluşmasını teşvik etme ve DNA barkodlama çalışmalarını koordine etme amacı 

ile kurulan CBOL uluslararası bir girişim olarak tanınmaktadır. Geleneksel uygulamalarda 

taksonomik tanımlamanın morfolojik karakteristik özellikler üzerinden ilerlediği 

bilinmektedir. DNA barkodlama ise türlerin ayrımı için moleküler bir yöntem olarak ortaya 

çıkmıştır. DNA barkodlamanın temelini oluşturan mantık tek bir DNA segmentinin yaşayan 

taksonlardaki ayrımına dayanmaktadır. Örneklerin barkodlar aracılığı ile tanımlanması 

hedef türlerin morfolojik benzerlikler olmasına rağmen tür ayrımına izin verecek genetik 

farklılıklar içermesine dayanmaktadır.  

DNA barkodları için beklenen özellikler Pecnikar (2013) tarafından aşağıda sunulduğu 

şekilde tanımlanmıştır. 

- DNA fragmanı aynı türün farklı bireyleri arasında neredeyse aynı dizi özelliklerine 

sahip olmalı ama farklı türler arasındaki farklılıkları da içermelidir. 

- Hedef bölge standart olmalı, aynı bölge farklı taksonomik gruplarda 

kullanılabilmelidir. 

- Hedef bölge korunmuş olmalı, bölge için standardize edilmiş primerler ile çoğaltılıp 

dizilenebilmelidir. 
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Hayvanlarda en yaygın kullanılan DNA barkodu hayvan türleri arasında %98’den fazla 

ayrımı yapabilen  bir mitokondriyal gen olan sitokrom oksidaz I (COI) iken (15) (16) 

bitkilerde RuBisCo büyük alt birim (rbcL) ve maturaz K (matK) olmak üzere iki farklı 

kloroplast genini içermektedir. Mantarlarda nükleer ribozomal RNA genleri olan ITS 

(internal transcribed spacer) bölgesi kullanılmaktadır (17). Bakterilerde ise yaklaşık 1500 

baz çifti uzunluğundaki 16S rRNA gen bölgesi kullanımı tercih edilmektedir (18). DNA 

barkodlama yönteminden en çok faydalanan alan taksonomi olsa da yeni, hızlı ve daha basit 

moleküler genetik metotların DNA dizilemeyi daha ulaşılabilir kılması ile birlikte yöntemin 

biyoloji ve diğer çevre bilimlerinin çeşitli dallarındaki kullanımı her geçen gün artış 

göstermektedir. Halk sağlığı açısından tehlike arz eden patojenlerin tespiti ve tanımlanması 

(19), biyoçeşitliliğin tespiti ve korunması (20), tarım zararlılarının tanımlanması (21), nesli 

tehlikede türlerin tespiti ve korunması (22), su kalitesinin canlı temelli analizi (23) ve tıbbi 

kullanım açısından önemli bitkilerin tespiti (24) DNA barkodlama yönteminin kullanıldığı 

farklı dallardan bir kısmını oluşturmaktadır. DNA barkodlamanın son yıllarda 

yaygınlaşmasının temelinde, dizileme giderlerinin azalması ve DNA bazlı tür tanımlamanın 

daha geniş kitlelerce kullanılabilir olması yatmaktadır. Bu yöntem bilimsel, sosyal, 

ekonomik ve politik çevrelerde farklı alanlara entegre edilebilme yeteneği ile kabul 

görmektedir.  

2.3. ÇEVRESEL DNA (EDNA) 

Çevresel DNA (eDNA) toprak, su, hava, sediment, dışkı gibi çevresel örneklerden izole 

edilen DNA’yı temsil etmektedir. Bu yöntem ile canlı bir organizmaya ihtiyaç olmadan o 

canlının çevrede bıraktığı kalıntılardan (mukus, tüy, kürk, dışkı, salya, kan, deri vb.) canlıya 

veya popülasyonlara ait DNA’lar elde edilebilmektedir. Çevresel bir örnekten genetik 

materyalin analizi ilk defa (çevresel DNA terminin de ilk ortaya çıkışı) mikrobiyoloji 

alanında gerçekleştirilmiştir. Araştırmacılar içerdiği mikrobiyal komüniteleri karakterize 

etmek amacı ile doğrudan deniz sedimentinden DNA izole ettiklerini bildirmişlerdir (25). 

Çevresel DNA ilk ortaya çıkışından günümüze dek giderek artan popülaritesi ile birçok 

farklı alanda kullanışlı bir yöntem olduğunu ispatlamıştır. Günümüzde eDNA adli tıp (26), 

çevresel kirletici takibi, paleogenetik, (27) çevresel biyogüvenlik (28) gibi biyoloji ve çevre 

alanlarında kullanımı giderek artmaktadır.  
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Çevresel DNA çalışmalarında kullanılan moleküler iş akışları; genel hatlarıyla ilk önce 

DNA’yı çevresel bir örnekten elde etmeyi ve devamında bu eDNA’nın ekstraksiyonunu ve 

saflaştırılmasını kapsamaktadır. Bu iş akışında saflaştırılan eDNA’nın daha sonra hedefe 

özgün gen bölgeleri çoğaltılarak (barkodlama) o çevredeki biyoçeşitlilik ortaya çıkartılabilir. 

Genetik materyalin elde edilmesi çevresel örneğin tipine göre değişiklik gösterebilmektedir. 

Sucul sistemlerde serbest halde dolaşan DNA’yı elde etmek için çöktürme (29), 

santrifüjleme (30) ve filtrasyon (31) gibi farklı yöntemler kullanılmaktadır. Günümüzde 

ağırlıklı olarak, sucul sistemlerde DNA eldesinde, filtrasyon yöntemi tercih edilmektedir. 

Filtrasyon yönteminin kullanıldığı çalışmalarda birçok filtre tipi ve çeşitli por boyutu (göz 

açıklığı) uygulanmaktadır. Küçük por çapına sahip filtreler daha fazla miktarda eDNA 

yakalarken (32) büyük por çapına sahip filtreler biyokütle miktarının belirlenmesinde 

(kantifikasyonunda) daha kesin sonuçlar verdiği ileri sürülmektedir (33).  Çevresel DNA’nın 

filtrasyon ile elde edilmesinde selüloz nitrat, polietilen sülfon, cam mikrofiber, poliviniliden 

florür ve polikarbonat temelli filtreler kullanılmaktadır. Selüloz nitrat ve cam mikrofiber 

filtrelerin diğer filtre çeşitlerine kıyasla daha yüksek DNA verimi eldesi sağladığı önceki 

çalışmalarda gösterilmiştir (34) (35) (36). Filtrelerin içerdiği membran tipi dışında filtrelerin 

fiziksel yapıları da DNA yakalama verimliliğini etkilediği ileri sürülmektedir. Steril ve 

kapalı sistemli filtre sistemlerinden biri olan Steriveks-GP (Millipore, Almanya) kapsül 

filtrelerin diğer filtre yapılarından çok daha verimli DNA elde etme oranına sahip oldukları 

bilinmektedir (37). Steriveks filtreler kapalı sistemler olması sebebiyle çevresel örneklerde 

kontaminasyonu minimum seviyeye indirmekte ve ayrıca filtrasyon sonrası steriveks filtresi 

içerisine enjekte edilecek DNA koruyucu etanol veya longmire tamponu (2M Tris-HCl pH 

8.0, 0.5 M EDTA pH 8.0, 5 M NaCl, %20’lik SDS) ile yakalanan DNA’nın daha uzun süre  

degrede (bozulma) olmadan saklanabileceği gösterilmiştir (37). eDNA eldesi iş akışında 

DNA filtrasyon ile elde edildikten sonra DNA koruyucu solüsyon içerisinde muhafaza 

edilerek sonraki izolasyon aşamalarına (DNA barkodlama ve metabarkodlama) geçmek için 

hazır hale getirilebilir. 

2.4. ÇEVRESEL DNA (EDNA) METABARKODLAMA 

DNA metabarkodlama bir ihtiyacın yeni bilimsel bir teknoloji tarafından karşılanması 

sonucu ortaya çıkmıştır. Geleneksel DNA barkodlama yöntemi ekolojistin tüm ihtiyaç ve 

beklentilerini karşılayamamaktaydı bir başka ifade ile DNA izolasyonu için uygun örneğin 
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varlığı her zaman söz konusu olamadığından ve bazı taksonomik gruplar için uygulama 

zaman alıcı, zor ve hatta imkansız olarak tanımlanmaktaydı. Ayrıca geleneksel DNA 

barkodlama belirli sürede ve belirli sayıdaki örneğin analizine izin vermekteydi. Yukarıda 

açıklanan sebeplerden dolayı geleneksel DNA barkodlama için yüksek verimli dizileme 

temelli tür tanımlaması ideal ve etkili bir yöntem olarak kullanım alanı bulamamıştır (38). 

Ancak çevresel DNA metabarkodlama yöntemi bahsedilen sorunları gidermede etkin bir 

analiz haline gelmiştir. Çünkü eDNA metabarkodlama farklı türleri hedefleyerek, daha 

çeşitli örneklemeyi olanaklı kılar ve taksonomik tanımlamaların çözünürlüğünü arttırması 

yönünden geleneksel metotları tamamlamakta ve belli başlı sınırlamaları aşabilmektedir. Bu 

yöntem çevresel bir örnekten (toprak, su, dışkı vb.) izole edilecek ve genellikle degrede 

(bozulmuş) olan DNA’nın yüksek verimli dizileme yöntemleri ile tanımlanmasını olanaklı 

kılmaktadır.   

eDNA metabarkodlamanın taksonomik tür tanımlamada daha iyi bir çözünürlük ve daha 

yüksek çeşitlilik sağladığı çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir. Sucul sistemlerde 

gerçekleştirilen bir çalışmada (39) farklı ortamlardan eDNA metabarkodlama ile tespit 

edilen amfibi türlerinin sayısının standart yöntemler ile elde edilen tür sayısına eşit veya 

daha fazla olduğu görülmüştür. Bitkilerde ise hava örneklemesi yolu ile elde edilen 

polenlerin eDNA metabarkodlama yöntemi ile analizi sonucu standart görsel metotlara 

kıyasla daha yüksek taksonomik çeşitliliğin gözlemlendiği rapor edilmiştir (40). 

2.5. MİKROBİYOM 

Belirli bir çevrede toplanan mikroorganizma (bakteri, arke, virüs ve mantar) topluluğu 

mikrobiyota, bu topluluğun sahip olduğu genetik materyal ise mikrobiyom olarak 

tanımlanmaktadır (1). Mikrobiyom çalışmaları, yeni nesil DNA dizileme teknolojilerinin tek 

seferde trilyonlarca DNA bazının elde edilmesine ve okunmasına olanak sağlaması 

sebebiyle son yıllarda giderek önem kazanmıştır. Bu sayede yüksek verimli dizileme 

teknolojilerinin kullanımı ile farklı kaynaklardan elde edilen mikrobiyal toplulukların dizi 

ve fonksiyon profilleri çıkarılabilmektedir. 

Mikrobiyom topluluğunun çeşitliliğinin ve profilinin metabarkodlama yöntemi ile analiz 

edilmesinde mikroorganizmalara özgü korunmuş evrensel barkod bölgelerinin hedeflendiği 

bilinmektedir. Genel olarak kullanılan barkod bölgelere bakıldığında bakteriler için 16S 
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rRNA (2), mantarlar için ribozomun dahili transkribe edilen boşluk (ITS) bölgesi (3) ve 

ökaryotlar için 18 rRNA (4) bölgesi evrensel barkod bölgesi olarak kullanıldığı 

görülmektedir. Bu barkod bölgelerinin en önemli avantajı; popülasyonlardaki geniş dağılımı 

ve korunmuş bölgelerinde çok değişimli kısımlara sahip olmaları olarak tanımlanmaktadır. 

Bu özellikleri barkod bölgeleri çoğaltmada evrensel primerlerin tasarlanabilmesine olanak 

sağlamaktadır. Genomun ayrı ayrı küçük DNA parçaları halinde dizilenip daha sonra oluşan 

bu dizileri (kontig) biyoinformatik analizler ile birleştirerek tüm genomun dizilenmesini 

olanaklı kılan shotgun dizilemeye düşük maliyetli bir alternatif yaklaşım olmaktadır.  

Örneğin mikrobiyal topluluklar; sucul sistemlerde sistem verimi, besin döngüsü, su kalitesi 

ve hayvan sağlığı gibi önemli rollerde görev almaktadır (41) (42) (43). Sucul sistemlerde 

yapılan bu ve benzeri mikrobiyom çalışmalarında bakteri ve Arke (Arkeobakter) türlerinin 

taksonomik profilini çıkarmak amacıyla 16S rRNA dizileme analizleri 

gerçekleştirilmektedir. 16S rRNA bakteri ve arkelerin 70S ribozomunun küçük 30S alt 

ünitesinde kodlanmaktadır. Bu gen yaklaşık 1600 baz çifti olup oldukça korunmuş primer 

bağlanma bölgelerine sahip olup dokuz adet değişken bölge (V1-V9) içermektedir (44). 

Birçok çalışma mikrobiyom profillemesinde V3-V4, V5-V6, veya V4 çok değişkenli 

bölgeleri kullanmıştır (45). Greengenes (46), RDP (47), ve SILVA (48)  gibi geniş kapsamlı 

rRNA veri bankalarına ulaşım ile türlerin yüksek çözünürlüklü tanımlanması 

kolaylaşmaktadır.  

Su ürünleri yetiştiriciliğinde bu araçlar vasıtasıyla mikrobiyom profilleri incelenip kontrol 

grupları ile karşılaştırılarak antropojenik etki, stres, hastalık veya beslenme faktörlerinin 

mikrobiyal çeşitliliğe etkisi çalışılmaktadır (49) (50) (51) (52). Elde edilen veriler 

doğrultusunda su ürünleri yetiştiriciliğinde daha fonksiyonel verimli yemlerin formülasyonu 

ya da probiyotik ve prebiyotik uygulamaların geliştirilmesi mümkün olmaktadır. 
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3. GEREKÇE VE AMAÇ 

Su ürünleri yetiştiriciliği Dünya’da büyüme hızı en yüksek olan gıda endüstrilerinden biri 

olmaktadır. Son yıllarda su ürünleri yetiştiriciliği aktiviteleri üretimi arttırmak için kültür 

sırasında çeşitli katkı maddeleri ve destekleyicilerin kullanımı artmıştır. Hormonlar, 

vitaminler, antibiyotikler ve probiyotikler kullanımı artan bu maddeler arasında 

bulunmaktadır. Özellikle karideslerde hastalıkları azaltmak amacıyla çeşitli karides 

türlerinin kültürü biyoyumak teknolojisi sistemlerinde (BFT) yapılmaktadır.  Biyoyumak 

terimi, kolloid bir çözeltideki topaklanmış parçacıkların formasyonu olarak ifade 

edilmektedir. Bu topaklanmış parçacıklar çeşitli bakteri, mikroalg, mantar  ve organik 

materyaller içermektedir (53). Biyoyumak teknolojisi azot bakımından zengin atıkların 

çeşitli mikroorganizmalar (biyoyumak) kullanılarak hem sistemdeki atık suyun geri 

kazandırılması hem de üretilen mikroorganizmaların su ürünlerinde yem olarak 

kullanılmasını hedeflemektedir (54). Sistem içerisindeki heterotrofik bakteriler amonyağı 

azot kaynağı olarak almakta ve biyokütlelerine katmaktadır. Böylece elde edilen suda 

yetiştiricilik yapmak için amonyak seviyesi bakımından toksik seviyenin altına düşmektedir. 

Bu işlem heterotrofik bakteriler ile ototrofik nitrifikasyon bakterilerinin yaptığından daha 

hızlı gerçekleşmektedir.  

Probiyotikler ‘belirli dozda verildiğinde konağın sağlığında olumlu etkiler gösteren canlı 

mikroorganizmalar’ olarak tanımlanmaktadır (FAO, 2001). Karides kültürünün yapıldığı 

sistemlere ticari probiyotiklerin eklenmesi (55) ve antibiyotiklere alternatif olarak 

kullanılmaya başlaması günümüzde yaygınlaşmıştır. Çeşitli çalışmalar karides ve balık 

yetiştiriciliğinde probiyotik kullanımının büyüme ve hayatta kalmayı arttırdığını, sindirim 

ve immün sistemi geliştirdiğini rapor etmiştir (56) (57) (58).   

Uzun yıllar boyunca bakteriyel çeşitlilik çalışmaları bakteri çeşitliliğinin yalnızca %1 – 

15’ini tespit edebilen kültüre bağımlı çalışmalar ile sınırlandırılmıştır (59). Yüksek verimli 

dizileme tekniklerini içeren çevresel DNA metabarkodlama gibi modern moleküler teknikler 

kültüre edilemeyen türlerin de dahil edildiği, mikrobiyal çeşitliliğe daha kapsamlı bir bakış 

açısı fırsatı sağlamıştır (60). 
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Bu çalışmanın amacı canlıdan bağımsız bir biyoyumak sistemine farklı ticari probiyotik ve 

probiyotik etki gösterdiği bilinen Bacillus türlerinin eklenmesi sonucu biyoyumak 

içerisindeki bakteri çeşitliliğinin zamana bağlı olarak nasıl değiştiğini eDNA 

metabarkodlama yöntemi ile tespit etmektir. Deney tasarımı üç tekrarlı 5 muameleden (iki 

adet ticari probiyotik: P ve O, iki adet Bacillus suşu: BC ve BT, ve kontrol: K) oluşmaktadır. 

K ile kodlanan kontrol sisteminde probiyotik içermeyen standart biyoyumak heterotrofik 

bakteriler bulunmaktadır. Biyoyumak sistemlerinin bakteri çeşitliliği başlangıçtan (t0) 

itibaren 21. güne (t3) dek birer haftalık periyotlar ile örnek alımı gerçekleştirilerek toplam 4 

farklı zaman aralığındaki (t0, t1, t2 ve t3) değişim gözlemlenmiştir. 

Biyoyumak sistemlerinde bakteriyel çeşitliliğin probiyotik katkısı dahilinde zamana bağlı 

değişimini takip etmek doğal yetiştiricilik çiftliklerinde ve biyoyumak sistemlerinde 

yetiştiricilik kapsamında farklı uygulamaların farklı zamanlardaki olası fonksiyonel 

kullanım alanlarını tahmin etmede ve bu sistemleri geliştirmede fayda sağlayacağı öne 

sürülmektedir.  
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. MATERYAL   

4.1.1. ARAŞTIRMA YERİ 

Çalışmada kullanılan probiyotik bakteri suşlarının sağlanması, kültüre edilmesi ve 

inkübasyonu Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü, Mikrobiyoloji laboratuvarında 

(Akçelik Lab) gerçekleştirilmiştir. 

 
Şekil 4.1. Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü, Mikrobiyoloji laboratuvarı (Akçelik 

Lab) 

Biyoyumak sistemlerinin kurulumu, oluşturulması, zamana bağlı değişiminin 

gözlemlenmesi, örneklemenin yapılması ve filtrasyonu Ankara Üniversitesi Ziraat Fakültesi 

Su Ürünleri Mühendisliği Bölümü laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 4.2. Ankara Üniversitesi Ziraat Fakültesi Su Ürünleri Mühendisliği Bölümü 

Yetiştiricilik Laboratuvarı 

 
Şekil 4.3. Steriveks filtreleme aşaması 

Elde edilen örneklerin DNA izolasyonu, PZR aşamaları, yeni nesil kütüphane hazırlığı, yeni 

nesil dizilemesi ve biyoinformatik analizleri Ankara Üniversitesi Ziraat Fakültesi Su 

Ürünleri Mühendisliği Bölümü Evrimsel Genetik Laboratuvarı (eGL) ve Agrigenomics Hub 

(AgriGx) Hayvan ve Bitki Genomik Araştırmaları İnovasyon Merkezinde 

gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 4.4. Agrigenomics Hub (AgriGx) Hayvan ve Bitki Genomik Araştırmaları İnovasyon 

Merkezi Genomik Servis Birimi 

4.1.2. BAKTERİ KÜLTÜRÜNDE KULLANILAN BESİYERLERİ 

4.1.2.1. Katı Besiyeri 

Bakterilere ait stokların aktivasyonunda Nutrient Agar (NA) besiyeri kullanılmış olup, stok 

kültürler NA'a yayma yöntemi ile ekilerek 32 santigrat derece sıcaklıkta 16 saat süresince 

inkübe edilerek aktive edilmişlerdir. Steril besiyeri içeriği Çizelge 4.1.’de verilmiştir.  

Çizelge 4.1. Katı besiyeri içeriği 

Kimyasal Adı Miktar 

Nutrient Agar (Merck)  5 g 

Distile Su 100 ml 

4.1.2.2. Sıvı Besiyeri 

Nutrient Agar kullanılarak aktive edilen bakteri kültürleri inkübasyonu takiben Nutrient 

Broth'a aktarılmıştır.Sıvı besiyeri içeriği Çizelge 4.2.’de verilmiştir. 
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Çizelge 4.2. Sıvı besiyeri içeriği 

Kimyasal Adı Miktar 

Nutrient Broth (Merck)  3 g 

Distile Su 100 ml 

4.1.3. BİYOYUMAK OLUŞUMUNDA KULLANILAN KARBON VE AZOT 

KAYNAKLARI  

Çalışmada kullanılacak biyoyumak sistemleri daha önce Türkiye deniz sularında 15:1 

karbon:azot oranına sahip stok biyoyumak sisteminden aşılanarak oluşturulmuştur. 

Denemelerin gerçekleştirileceği biyoyumak sistemlerindeki heterotrof bakterilerin 

gelişimini desteklemek amacı ile şeker pancarı melası (Beta vulgaris) eklemesi yapılmıştır. 

Eklenen yemin karbon:azot oranı Çizelge 4.3.’te belirtildiği gibi hesaplanmıştır. 

Çizelge 4.3. Biyoyumağın sürdürülmesi için gerekli K/A ve 1 kg yem için gerçekleşecek 

karbon eklemesine ilişkin hesaplama 

KARBON (K) AZOT (A) 

K = 1 kg yem x 0,905 (yemdeki kuru madde) x 0,8 

(karides tarafından emilim %20, atılan %80) / 2 

(yemdeki karbon %50 oranındadır) = 0,362 kg = 362 

g 

A = 1 kg yem x 0,905 (yemdeki kuru madde) x 0,8 

(karides tarafından emilim %20, atılan %80) x 

0,3814 (ham protein oranı %38,14) / 6,25 (yemdeki 

azot yaklaşık %16 oranındadır) = 0,04418 kg = 

44,18 g 

YEM İÇERİSİNDEKİ KARBON/AZOT (K/A) ORANI 

K/A (1 kg yem için) = 362/44,18 = 8,19 

Biyoyumak oluşumunu temin etmek ve sürdürmek için K/A oranı 15 olarak ayarlanmıştır. 

1kg yem için gerekli karbon miktarı (GKM): GKM = Azot x 15 = 44,18 x 15 = 662,7 g 

1 kg yem için gerçekleşecek karbon eklemesi miktarı (GKEM) ise: GKEM = GKM – Karbon = 662,7 – 

362 = 300,7 g 

Karbon kaynağı olarak kullanılan melasın karbon içeriği yaklaşık %50 olduğu için GKEM ile elde edilen 

değer 2 ile çarpılmıştır. 

GKEM x 2 = 300,7 x 2 = 601,4 g 

SONUÇ: 1 kg yem için 601,4 g Melas (Karbon kaynağı) ilavesi yapılmıştır. 
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Sonuç itibari ile biyoyumağın sürdürülebilmesi için gerekli karbon:azot oranının 

karşılayacak 1 kg yeme 601,4 gram melas eklemesi gerçekleştirilmiştir. 

4.1.4. BİYOYUMAK OLUŞUMUNDA KULLANILAN PROBİYOTİKLER 

Biyoyumak oluşumunda Probiomax ve OLVIT Probiotics marka ticari probiyotikler 

kullanılmıştır. Probiyotiklerin içerikleri Çizelge 4.4.’te verilmiştir. 

Çizelge 4.4. Çalışmada kullanılan ticari probiyotikler ve mikroorganizma içerikleri 

Probiyotik İçerik 

Probiomax (1x108 CFU/ml) Saccharomyces boulardii 

Lactobacillus acidophilus 

OLVIT Probiotics (1x108 CFU/ml) Lactobacillus plantarum 

Lactobacillus acidophilus 

Lactobacillus salivarius 

Bacillus subtilis 

4.1.5. ÇEVRESEL DNA ÖRNEKLEMESİNDE KULLANILAN MATERYALLER 

Çizelge 4.5. Çevresel DNA örnekleme aşamasında kullanılan materyaller 

Materyal 

Sterivex filtre (0.22 µm por 

çaplı) 

Luer lock şırınga (60 ml) Kilitli Poşet 

Sterivex giriş-çıkış kapakları Beher Strafor kutu 

Pipet kontrolörü %70 Etanol Serolojik pipet 

Distile Su Asetat Kalem Alüminyum folyo 

Parafilm Nitril Eldiven Kuru buz 
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4.2. YÖNTEM  

4.2.1. BAKTERİ SUŞLARININ KÜLTÜRÜ 

Bacillus cereus ve Bacillus thuringiensis subsp. israilersis suşları Akçelik Lab’ın (-80)°C 

stok kültüründen %5’lik nutrient agar (NA) besiyerine yayma yöntemi ile ekilmiştir. Katı 

agara ekimi yapılan suşlar 30°C’de 16 saat inkübe edilerek büyümeleri sağlanmıştır. 

 
Şekil 4.5. Bacillus cereus ve Bacillus Thurgiensis Israilersis suşlarının inkübasyon sonrası 

katı agardaki görüntüsü 

Katı besiyerinde kültüre edilen suşlar biyoyumak sistemlerine eklenebilmesi için katı 

besiyerinden nutrient broth (NB) aktarılmıştır. Bakterilerin sıvı besiyerindeki gelişimi için 

30 °C’de 24 saat çalkalamalı inkübatörde 150 rpm’de inkübasyonu gerçekleştirilmiştir. 
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Şekil 4.6. B.cereus inkübasyon öncesi (A), B. Thurgiensis Israilersis inkübasyon öncesi (B), 

B.cereus inkübasyon sonrası (C), B. Thurgiensis Israilersis inkübasyon sonrası (D) sıvı 

besiyeri görüntüleri 

4.2.2. BİYOYUMAK OLUŞUMU VE SÜRDÜRÜLMESİ 

4 farklı grup ve 1 kontrol grubundan oluşan 3 tekerrürlü deneme düzeneğinde; toplam 15 

adet reaktör (1,5 litre) kapalı devre biyoyumak sistemindeki (karides yetiştiriciliği 

ortamında) üretilmiş biyoyumaktan %10 oranında aşılanarak (900 ml yapay deniz suyu + 

100 ml stok biyoyumak) yapay steril deniz suyu kullanılarak oluşturulmuştur. 
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Şekil 4.7. Biyoyumak deneme grupları kapalı biyoyumak sistemi, şekil üzerinde belirtilen 

kısaltmaların anlamları Çizelge 4.7.’de ifade edilmiştir  

Oluşturulan biyoyumak sistemlerinden BC ve BT isimli gruplara sıvı kültürde kültüre edilen 

bakteri suşlarından ve P ve O isimli gruplara ticari probiyotiklerden 1x108 CFU/ml 

konsantrasyonda ekleme yapılmıştır. Kontrol seti olan K isimli biyoyumak grubuna ise 

herhangi bir bakteri veya probiyotik eklemesi yapılmamıştır.  

Çizelge 4.6. Biyoyumak deneme grupları kısaltmaları ve gerçekleştirilen denemeler 

Deneme Grupları Mikroorganizma İçeriği 

BC B.cereus 

BT  B. Thurgiensis Israilersis 

P Probiomax 

O OLVİT Probiotics 

K Biyoyumak Kontrol 
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Kapalı devre biyoyumak sistemlerindeki çözünmüş oksijen değerini yükseltmek için hava 

motoru (Resun marka LP-60 model) ile havalandırma gerçekleştirilmiştir.  

Bakteri ve ticari probiyotik eklenmesinden yaklaşık 1 saat sonra ilk örnekleme olan t0 

örneklemesi gerçekleştirilmiştir. Her grubun 3 tekerrüründen 30 ml sıvı Eppendorf Easypet 

cihazı ve 10ml’lik serolojik pipet kullanılarak örnek alınmıştır. Bu örnekler steril bir beherde 

90 ml olacak şekilde homojenize halde karıştırılmıştır. Örnekler 0.22 µm por çaplı Steriveks 

filtrelerden luer lock şırınga vasıtasıyla geçirilmiştir. Steriveks filtrelerin giriş ve çıkışları 

kapakla kapatılıp parafilm ile sarılmıştır ve kuru buz içerisinde aynı gün içerisinde (-20) °C 

’ye kaldırılmıştır. 

Yedi gün ara ile t0 (0.gün), t1 (7.gün) ve t2 (14.gün) örneklemeleri aynı şekilde 

gerçekleştirilmiştir. 21. gün örneklemesi olan t3’te biyoyumak oluşumu tamamlandığı ve 

katı partikül formunda artış olması sebebiyle Steriveks filtreden geçirilememiş ve steril 

kaplarda katı örnek olarak örnekleme yapılmıştır.  

Biyoyumak sistemi örneklemeleri Çizelge 4.7.’de belirtilen tarihlerde ve miktarlarda 

gerçekleştirilmiştir. 

Çizelge 4.7. Biyoyumak deneme gruplarından alınan örneklerden miktarları ve örnekleme 

tarihleri 

Zaman Gruplar Filtre Edilen 

Hacim 

Örnek Kodu Örnekleme 

Tarihi 

- Stok 

Biyoyumak 

90 ml 0 12.10.2022 

t0 BC1 - BC2 - BC3 90 ml 1 12.10.2022 

t0 BT1 - BT2 - BT3 90 ml 2 12.10.2022 

t0 P1 – P2 – P3 90 ml 3 12.10.2022 

t0 O1 – O2 – O3 90 ml 4 12.10.2022 

t0 K1 – K2 – K3 90 ml 5 12.10.2022 
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         Çizelge 4.7.(devam) 

t0 Arazi Negatifi 90 ml t0-N 12.10.2022 

t1 BC1 - BC2 - BC3 90 ml 6 19.10.2022 

t1 BT1 - BT2 - BT3 90 ml 7 19.10.2022 

t1 P1 – P2 – P3 90 ml 8 19.10.2022 

t1 O1 – O2 – O3 90 ml 9 19.10.2022 

t1 K1 – K2 – K3 90 ml 10 19.10.2022 

t1 Arazi Negatifi 90 ml t1-N 19.10.2022 

t2 BC1 - BC2 - BC3 90 ml 11 26.10.2022 

t2 BT1 - BT2 - BT3 90 ml 12 26.10.2022 

t2 P1 – P2 – P3 90 ml 13 26.10.2022 

t2 O1 – O2 – O3 90 ml 14 26.10.2022 

t2 K1 – K2 – K3 90 ml 15 26.10.2022 

t2 Arazi Negatifi 90 ml t2-N 26.10.2022 

t3 BC1 - BC2 - BC3 Katı örnek 16 2.11.2022 

t3 BT1 - BT2 - BT3 Katı örnek 17 2.11.2022 

t3 P1 – P2 – P3 Katı örnek 18 2.11.2022 

t3 O1 – O2 – O3 Katı örnek 19 2.11.2022 

t3 K1 – K2 – K3 Katı örnek 20 2.11.2022 

t3 Arazi Negatifi 90 ml t3-N 2.11.2022 
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Biyoyumak oluşum miktarı 21.günün (t3) sonunda imhoff hunisi kullanılarak hacimsel 

olarak ölçülmüştür. 

4.2.3. ÇEVRESEL DNA (EDNA) İZOLASYONU 

4.2.3.1. Steriveksten eDNA İzolasyonu 

Steriveks örneklerinden eDNA izolasyonu Spens ve arkadaşları (37) tarafından optimize 

edilen filtre kesme yöntemi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Filtre kesme yöntemi ile elde edilen filtreler GeneMATRIX Bio-Trace DNA Purification Kit 

(EURx Ltd. 80-297 Gdansk Poland) kullanılarak üreticinin Fragment Tissue (Parçalanmış 

Doku) protokolü takip edilerek izole edilmiştir. 

Steriveks Filtreden izolasyon;  

1. (-20) °C’den oda sıcaklığına getirilen Sterivex örnekleri giriş kısmından açılarak 

filtre dışarı çıkarılmıştır. Filtre kağıdı steril bistüri ile küçük parçalar halinde 

kesilerek 2ml’lik dayanıklı tüplere aktarılır. 

2. Dayanıklı tüp içerisindeki filtrelerin üzerine 6 adet seramik boncuk ve 350 µl ultra 

saf su eklenir. 

3. Bertin-Precellys Evolotion cihazında 4500 rpm’de 1 dakika boyunca 

homojenizasyon gerçekleştirilir. 

4. Dayanıklı tüp içerisindeki filtrelerin üzerine 350 µl BT Liziz Tamponu ve 20 µl 

Proteinaz K eklenir. 

5. Örnekler 3 saat boyunca 56°C’de inkübe edilir ve her 15 dakikada bir alt-üst 

yapılarak karıştırılır. 

6. İnkübasyon sonunda örneklerin üzerine 350 µl Sol BT Tamponu eklenir ve tüpler 

alt-üst yapılarak karıştırılır. 

7. Örnekler 70 °C’de 10 dakika inkübe edilir. 

8. Örneklerin üzerine 350 µl soğuk %100 etanol eklenir. 

9. Örnekler alt-üst yapılarak karıştırılır. 

10. 12.000 g’de 2 dakika boyunca santrifüj yapılır. 

11. 600 µl süpernatant izolasyon öncesi 40 µl T tamponu ile aktifleştirilmiş DNA 

bağlanma kolonuna aktarılır. 
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12. 11.000 g’de 1 dakika boyunca santrifüj yapılır. 

13. Kolon çıkarılır ve kolondan geçen sıvı atılır, kolon tekrar toplama tüpüne yerleştirilir. 

14. Örnekten geriye kalan süpernatant DNA bağlanma kolonuna aktarılır. 

15. 11.000 g’de 1 dakika boyunca santrifüj yapılır. 

16. Kolon çıkarılır ve kolondan geçen sıvı atılır, kolon tekrar toplama tüpüne yerleştirilir. 

17. 500 µl yıkama tamponu BTX1 aktifleştirilmiş DNA bağlanma kolonuna aktarılır. 

18. 11.000 g’de 1 dakika boyunca santrifüj yapılır. 

19. Kolon çıkarılır ve kolondan geçen sıvı atılır, kolon tekrar toplama tüpüne yerleştirilir. 

20. 500 µl yıkama tamponu BTX2 aktifleştirilmiş DNA bağlanma kolonuna aktarılır. 

21. 11.000 g’de 2 dakika boyunca santrifüj yapılır. 

22. Kolon çıkarılır ve kolondan geçen sıvı atılır, kolon tekrar toplama tüpüne yerleştirilir. 

23. DNA bağlanma kolonunu yeni bir toplama tüpüne (2 ml) aktarılır. 

24. Önceden ısıtılmış 50 µl Elüsyon tamponu DNA bağlanma kolonunun tam ortasına 

gelecek şekilde eklenir. 

25. DNA bağlanma kolonu oda sıcaklığında 5 dakika inkübe edilir. 

26. 11.000 G’de 1 dakika boyunca santrifüj yapılır. 

27. DNA bağlanma kolonundan geçen ve genomik DNA’yı içeren elüsyon tamponu 200 

µl’lik PZR tüplerine aktarılır. 

28. DNA örnekleri (-20)°C’de muhafaza edilir 

İzole edilen DNA örneklerinin DNA konsantrasyonları ve saflık kaliteleri BMG Lab 

Spectrostar Nanospektrofotometre cihazı ile ölçülmüştür. 

4.2.3.2. Katı Biyoyumaktan eDNA İzolasyonu 

(-20)°C’de muhafaza edilen katı biyoyumak örneklerinden eDNA izolasyonu 

GeneMATRIX Bio-Trace DNA Purification Kit (EURx Ltd. 80-297 Gdansk Poland) 

kullanılarak üreticinin Fragment Tissue (Parçalanmış Doku) protokolü takip edilerek izole 

edilmiştir. 

Biyoyumak örnekleri içerisindeki suyun uzaklaştırılması için biyoyumak örnekleri için 2 

dakika 8.000 rpm’de santrifüj edilmiştir. Sıvı üst faz kısmı atıldıktan sonra katı olan pelet 

kısmından 10 mg örnek alınarak izolasyona devam edilmiştir. 



24 

 

4.2.3.1. başlıkta belirtilen protokol 2.adımından itibaren aynı şekilde katı örneklere de 

uygulanmıştır. 

İzole edilen DNA örneklerinin DNA konsantrasyonları ve saflık kaliteleri BMG Lab 

Spectrostar Nanospektrofotometre spektrofotometre cihazı ile ölçülmüştür. 

4.2.4. POLİMERAZ ZİNCİR REAKSİYONU 

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanılacak uygun enzim, primer bağlanma (annealing) 

sıcaklığı ve döngü sayısı için optimizasyon reaksiyonları gerçekleştirilip ardından örneklerin 

polimeraz zincir reaksiyonu optimize edilmiş reaksiyon profiline göre gerçekleştirilmiştir. 

PZR aşamasında bakteri ve arkeler için evrensel 16S rRNA (Çizelge 4.8) primeri 

kullanılmıştır. PZR ile çoğaltılan barkod bölgeleri %2’lik agaroz jele yüklenerek 120 voltta 

40 dakika yürütülmüş ve UV görüntüleme sisteminde bant yoğunluğu ve gen bölgesinin 

boyutu pozitif örnek baz alınarak tayin edilmiştir.   

Çizelge 4.8. 16sV3 primer bilgisi 

Primer Primer Dizisi Hedef Organizma Gen Bölgesi Referans 

16sV3F ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT Bakteri 16sV3 (61) 

16sV3R ACCGCGGCTGCTGGCAC Bakteri 16sV3 (61) 

5x Firepol Master Mix reaktif protokolü çizelge 4.9.’da gösterilmiştir. 

Çizelge 4.9. 5x Firepol Master Mix Reaktif protokolü 

Reaktif Miktar 

5x Firepol Master Mix 2 µl 

İleri Primer 0.2 µl 

Geri Primer 0.2 µl 

DNA 0.5 µl 

Ultra Saf Su 7.3 µl 

5x Firepol Master Mix döngü protokolü (Gradiyent) çizelge 4.10.’da verilmiştir. 
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Çizelge 4.10. 5x Firepol Master Mix döngü protokolü 

95°C 15 dk 

95°C 15 sn  

X30 

döngü 

50-65°C 45 sn 

72°C 1 dk 

72°C 10 dk 

8°C ∞ 

5x Firepol Master Mix döngü protokolü Çizelge 4.11.’de verilmiştir. 

Çizelge 4.11. 5x Firepol Master Mix döngü protokolü 

95°C 15 dk 

95°C 15 sn  

X30 

döngü 

53°C 45 sn 

72°C 1 dk 

72°C 10 dk 

8°C ∞ 

4.2.5. KÜTÜPHANE HAZIRLIĞI 

4.2.5.1. İndeksli Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

Polimeraz zincir reaksiyonu aşamasında optimize edilen reaksiyon profili ile evrensel 16S 

rRNA primerlerinin indeksli formları ile PZR gerçekleştirilmiştir. İndeksler dizilemenin 

gerçekleştirileceği Illumina Iseq 100 yeni nesil dizileme platformuna uygun adaptör dizileri 

içermektedir. PZR ile çoğaltılan indeksli barkod bölgeleri %2’lik agaroz jele yüklenerek 120 
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voltta 40 dakika yürütülmüş ve UV görüntüleme sisteminde bant yoğunluğu ve gen 

bölgesinin boyutu pozitif örnek baz alınarak tayin edilmiştir. 

Çizelge 4.12. 16sV3 indeksli primer bilgisi 

Primer Primer Dizisi Hedef Organizma Gen Bölgesi 

16sV3-F-index TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGT

ATAAGAGACAGACTCCTACGG

GAGGCAGCAGT 

Bakteri 16sV3 

16sV3-R-index GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTG

TATAAGAGACAGACCGCGGCT

GCTGGCAC 

Bakteri 16sV3 

 

Çizelge 4.13. 5x Firepol Master Mix reaktif protokolü 

Reaktif Miktar 

5x Firepol Master Mix 2 µl 

İleri İndex Primer 0.2 µl 

Geri İndex Primer 0.2 µl 

DNA 0.5 µl 

Ultra Saf Su 7.3 µl 
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Çizelge 4.14. 5x Firepol Master Mix döngü protokolü 

95°C 15 dk 

95°C 15 sn  

X30 

döngü 

53°C 45 sn 

72°C 1 dk 

72°C 10 dk 

8°C ∞ 

4.2.5.2. Kütüphane Oluşturma Aşaması 

 

Şekil 4.8. Görsel materyal '' Preparing 16S Ribosomal RNA Gene Amplicons for the 

Illumina MiSeq System’’ protokol kitapçığından Türkçe’ye çevrilmiştir. 
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4.2.5.2.1. PZR Clean-Up Aşaması 

Bu aşamada AMPure XP boncukları ile çoğaltılan 16s V3 amplikonları primer ve primer 

dimer kirliliklerinden arındırılmak amacı ile saflaştırılır. 

1. Amplikonları içeren PZR plate’i 1,000 x g’de 1 dakika boyunca santrifüj edilir. 

2. AMPure XP boncuklar kullanılmadan önce 30 saniye boyunca maksimum hızda 

vortekslenir. 

3. PZR plate’indeki her örneğe 20’şer µl AMPure XP boncuklardan eklenir. 

4. PZR plate’indeki örnekler nazikçe 10 kez 45 µl’ye ayarlanmış pipet ile pipetaj 

yapılarak karıştırılır. 

5. Örnekler oda sıcaklığında 5 dakika boyunca inkübe edilir. 

6. Örnekleri içeren PZR plate manyetik standa yerleştirilir ve üst faz berrak olana dek 

en az 2 dakika boyunca beklenir. 

7. Örnekleri içeren PZR plate manyetik stantta iken pipet ile berrak olan üst faz çekilir 

ve uzaklaştırılır. 

8. Örnekleri içeren PZR plate manyetik stantta iken boncuklar yeni hazırlanmış %80 

etanol karışımı ile aşağıdaki adımlar takip edilerek yıkanır: 

a. 200ul yeni hazırlanmış %80’lik etanol her örnek üzerine eklenir. 

b. Plate manyetik stantta 30 saniye inkübe edilir. 

c. Üst faz dikkatlice alınır ve uzaklaştırılır. 

9. Örnekleri içeren PZR plate manyetik stantta iken boncuk yeni hazırlanmış %80 

etanol karışımı ile aşağıdaki adımlar takip edilerek yıkanır: 

a. 200ul yeni hazırlanmış %80’lik etanol her örnek üzerine eklenir. 

b. Plate manyetik stantta 30 saniye inkübe edilir. 

c. Üst faz dikkatlice alınır ve uzaklaştırılır. 

d. Arta kalan etanolü uzaklaştırmak için 10 µl’lik bir pipet kullanılır. 

10. Örnekleri içeren PZR plate manyetik stantta iken boncukların hava yardımı ile 

kuruması için 10 dakika inkübe edilir. 

11. Örnekleri içeren PZR plate’i manyetik stanttan alınır. Her örneğin üzerine 52.5 µl 10 

mM Tris pH 8.5 eklenir. 

12. Örnekler nazikçe 10 kez pipetaj ile karıştırılır. Boncukların homojen olarak 

karıştığından emin olunur. 
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13. Örnekler oda sıcaklığında 2 dakika boyunca inkübe edilir. 

14. Örnekleri içeren PZR plate manyetik standa yerleştirilir ve üst faz berrak olana dek 

en az 2 dakika boyunca beklenir. 

15. Çok kanallı bir pipet seti 50 µl’ye ayarlanıp üst faz dikkatlice yeni bir PZR plate’ine 

aktarılır. 

4.2.5.2.2. İndeks PZR 

Bu aşamada ikili indeksler ve Illumina dizileme adaptörleri Nextera XT Index Kit 

kullanılarak 16s amplikonlarına takılır. 

1. Çok kanallı bir pipet seti kullanılarak her örnekten 5’er µl alınarak yeni bir PZR 

plate’ine aktarılır. Arta kalan 45 µl örnek diğer kullanımlar için saklanabilir. 

2. Nextera ikili XT indeksleri Çizelge 4.15.’te gösterildiği gibi her örneğe benzersiz 

primer çifti gelecek şekilde hazırlanır: 

Çizelge 4.15. Nextera ikili XT indekslerinin örnekler ile eşleştirilmesi 

 
N701 N702 N703 N704 N705 N706 N707 N708 N709 N710 N711 N712 

S502 

0 1–t0 2–t0 3–t0 4–t0 5–t0 1–t1 2–t1 3–t1 4–t1 5–t1 1-t2 

S503 

2–t2 3–t2 4–t2 5–t2 1–t3 2–t3 3–t3 4–t3 5–t3 - - - 

3. Her örnek için Çizelge 4.16.’daki profili verilen enzim karışımı hazırlanır..  

Çizelge 4.16. Nextera ikili XT indeks PZR profili 

REAKTİF HACİM 

16s Amplikon 5 µl 

Nextera XT Index Primer 1 (N7xx) 5 µl 

Nextera XT Index Primer 2 (S5xx) 5 µl 

2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix 25 µl 

Su 10 µl 
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4. Hazırlanan karışım nazikçe 10 kez pipetaj yapılarak karıştırılır. 

5. Karışımı içeren plate Microseal ‘A’ ile kapatılır. 

6. Plate 1,000 x g’de 1 dakika boyunca santrifüj yapılır. 

7.   Çizelge 4.16.’da verilen PZR profili takip edilerek reaksiyon gerçekleştirilir: 

Çizelge 4.17. Nextera ikili XT indeksleri PZR döngü profili 

95°C 3 Dakika 

95°C 30 Saniye  

X8 

Döngü 

55°C 30 Saniye 

72°C 30 Saniye 

72°C 5 Dakika 

4.2.5.2.3. İkinci PZR Clean-Up Aşaması 

Bu aşamada oluşturulan kütüphane kalite kontrol adımından önce AMPure XP boncuklar ile 

temizlenir. 

1. İndeksli amplikonları içeren PZR plate’i 280 x g’de 1 dakika boyunca santrifüj 

edilir. 

2. AMPure XP boncuklar kullanılmadan önce 30 saniye boyunca maksimum hızda 

vortekslenir. 

3. PZR plate’indeki her örneğe 56 µl AMPure XP boncuklardan eklenir. 

4. PZR plate’indeki örnekler nazikçe 10 kez 100 µl’ye ayarlanmış pipet ile pipetaj 

yapılarak karıştırılır. 

5. Örnekler oda sıcaklığında 5 dakika boyunca inkübe edilir. 
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6. Örnekleri içeren PZR plate manyetik standa yerleştirilir ve üst faz berrak olana dek 

en az 2 dakika boyunca beklenir. 

7. Örnekleri içeren PZR plate manyetik stantta iken pipet ile berrak olan üst faz çekilir 

ve uzaklaştırılır. 

8. Örnekleri içeren PZR plate manyetik stantta iken boncuklar yeni hazırlanmış %80 

etanol karışımı ile aşağıdaki adımlar takip edilerek yıkanır: 

d. 200ul yeni hazırlanmış %80’lik etanol her örnek üzerine eklenir. 

e. Plate manyetik stantta 30 saniye inkübe edilir. 

f. Üst faz dikkatlice alınır ve uzaklaştırılır. 

9. Örnekleri içeren PZR plate manyetik stantta iken boncuklar yeni hazırlanmış %80 

etanol karışımı ile aşağıdaki adımlar takip edilerek yıkanır: 

e. 200ul yeni hazırlanmış %80’lik etanol her örnek üzerine eklenir. 

f. Plate manyetik stantta 30 saniye inkübe edilir. 

g. Üst faz dikkatlice alınır ve uzaklaştırılır. 

h. Arta kalan etanolü uzaklaştırmak için 10ul’lik bir pipet kullanılır. 

10. Örnekleri içeren PZR plate manyetik stantta iken boncukların hava yardımı ile 

kuruması için 10 dakika inkübe edilir. 

11. Örnekleri içeren PZR plate’i manyetik stanttan alınır. Her örneğin üzerine 27.5 µl 

10 mM Tris pH 8.5 eklenir. 

12. Örnekler nazikçe 10 kez pipetaj ile karıştırılır. Boncukların homojen olarak 

karıştığından emin olunur. 

13. Örnekler oda sıcaklığında 2 dakika boyunca inkübe edilir. 

14. Örnekleri içeren PZR plate manyetik standa yerleştirilir ve üst faz berrak olana dek 

en az 2 dakika boyunca beklenir. 
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15. Çok kanallı bir pipet seti 25 µl’ye ayarlanıp üst faz dikkatlice yeni bir PZR plate’ine 

aktarılır. 

4.2.5.3. Kütüphane Validasyonu 

Elde edilen kütüphanelerin kalite kontrolü için kütüphanelerden 1 µl alınarak aşağıdaki 

protokol takip edilerek Bioanalyzer DNA 1000 çipi aracılığıyla ürün boyu kontrol edilmiştir: 

1. Bioanalyzer sistemleri için üretilen DNA 1000 kiti işlemden 30 dakika önce oda 

sıcaklığına çıkarılır. 

2. Hazırlama istasyonuna yeni bir çip yerleştirilir. 

3. Çipin siyah G işaretli kuyusuna 9 µl kit tarafından sağlanan jel-boya karışımı pipet 

yardımı ile yüklenir. 

4. Hazırlama istasyonu kapatılır. 

5. Hazırlama istasyonunun klipsi kapanana dek 1ml’lik pistona basılır. 

6. Klipsi açmadan önce 60 saniye beklenir. 

7. 5 saniye beklenir ve piston yavaşça 1 ml pozisyonuna getirilir. 

8. Çip hazırlama istasyonu açılır ve çipin beyaz G işaretli kuyularına 9 µl kit tarafından 

sağlanan jel-boya karışımı pipet yardımı ile yüklenir. 

9. Kit tarafından sağlanan marker tüm örnek ve ladder kuyularına 5 µl olacak şekilde 

yüklenir.  

10. Kit tarafından sağlanan ladder, ladder işareti bulunan kuyuya 1 µl olacak şekilde 

yüklenir. 

11. Çip üzerindeki 12 adet örnek kuyusuna kütüphane örneklerinden 1 µl olacak şekilde 

yüklenir. Örnek yüklenmeyen boş kuyulara 1 µl saf su yüklenir. 

12. Çip yatay olarak aadaptöre yerleştirilir ve 2400 rpm’de 1 dakika boyunca 

vortekslenir. 

13. Çip zaman kaybetmeden 2100 Bioanalyzer cihazına yerleştirilir ve işlem başlatılır. 

4.2.5.4. Kütüphanenin Pool Edilmesi 

Elde edilen amplikon kütüphaneleri Qubit 3.0 Fluorometer cihazı kullanılarak mikrolitredeki 

nanogram miktarları ölçülmüştür. Ölçüm sırasında çift zincirli DNA’ya bağlanan 

florometrik kantifikasyon yöntemi kullanılmıştır. 
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Nanomolardaki (nM) DNA konsantrasyonu 2100 Bioanalyzer cihazı ile belirlenen DNA 

amplikon boyutu baz alınarak hesaplanmıştır. Hesaplamada Şekil 4.9.’da ifade edilen 

formülasyon kullanılmıştır. 

 

 

Şekil 4.9. Kütüphane pool aşaması formülasyonu 

Süspansiyon tamponu (RSB) kullanılarak kütüphanelerin son halleri formülde elde edilen 

nM hesabına göre seyreltilir. Her bir kütüphaneden 5 μl alınarak homojen bir şekilde tek 

tüpte karıştırılır. 

4.2.6. BİYOİNFORMATİK ANALİZLER 

4.2.6.1. Verilerin Filtrelenmesi 

Biyoinformatik analizler Linux/Unix arayüzlü işletim sisteminin terminali aracılığıyla 

OBITools iş akışı (62) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Illumina Iseq 100 cihazından alınan 

“.fastq” formatındaki ileri ve geri okumalı dizilerin kalite kontrolü FASTQC programı ile 

gerçekleştirilmiştir. 16sV3F ve 16sV3R primer çifti ile çoğaltılan ileri ve geri dizilerin 

analizi için oluşturulan iş akışı; 

1. “illuminapairedend” komutu ile kalitesi 30 ve üzeri olan okumalar ayrılır ve ayrılan 

bu okumaların ileri ve geri okumaları birleştirilir. 

2. ‘’Obigrep’’ komutu ile ilk aşamada birleştirilemeyen okumalar filtrelenir. 

3. ‘’Tagcleaner’’ komutu ile dizilerin uçlarındaki ileri ve geri primer dizileri çıkarılır. 

4. ‘’Obiuniq’’ komutu ile tekrar eden aynı okumalar tek bir okuma haline getirilir. 

5. ‘’Obiannotate’’ komutu ile okumaların başlık kısmındaki istatiksel bilgiler silinir ve 

okumaların yalnızca okuma sayıları alınır. 
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6. ‘’Obigrep’’ komutu ile uzunluğu 100 baz ve üzeri olan ve okuma sayısı en 5 olan 

okumalar filtrelenir. 

7. ‘’Obiclean’’ komutu ile gürültü okumalar temizlenmiştir. 

Komut bazlı çeşitli filtrelerden geçirilen okumalar en son temizlenmiş bir halde ‘’.fastq’’ 

formatında elde edilmiştir.  

4.2.6.2. Taksonomik Tanımlama 

4.2.6.2.1. SILVAngs  

SILVAngs, yüksek verimli dizileme (yeni nesil dizileme) yaklaşımı ile elde edilen ribozomal 

RNA geni (rDNA) amplikon okumalarının veri analizi için geliştirilmiş çevrimiçi bir veri 

analizi hizmeti sağlayıcısıdır. Sahip olduğu dizi veritabanlarını referans olarak kullanarak 

eldeki verileri taksonomik olarak tanımlar. rDNA okumalarını tanımlar ve tablolar, grafikler, 

dizi dosyaları gibi çıktılara çevirir. SILVAngs’in verileri işlediği iş akışı şu şekilde 

sıralanabilir: 

- Hizalama 

- Kalite Kontrolü 

- Benzer dizilerin tanımlanması 

- Operasyonel taksonomik birimlerin (OTU) bir eşik değeri baz alınarak 

tanımlanması 

- Operasyonel taksonomik birimlerin (OTU) veya okumaların sınıflandırılması 

4.2.6.1. başlıkta belirtilen komutlar vasıtasıyla çeşitli filtreler ile temizlenen veriler son 

halinde ‘’.fastq’’ formatında elde edilen veriler Şekil 4.10’da gösterilen parametreler 

seçilerek SILVAngs sistemine yüklenmiştir. 
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Şekil 4.10. SILVAngs amplikon veri girdi parametreleri 

4.2.6.2.2. Geneious BLAST 

Geneious BLAST, verilen diziyi Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI)’de bulunan 

çeşitli çevrimiçi veri bankalarının içerdiği diziler ile karşılaştırarak tür düzeyinde 

taksonomik profillemeyi olanaklı kılmaktadır. Tür düzeyinde taksonomik tanımlama için 

4.2.6.1. başlıkta belirtilen komutlar vasıtasıyla çeşitli filtreler ile temizlenen veriler son 

halinde ‘’.fastq’’ formatında elde edilen veriler Geneious BLAST sisteminde veri tabanı ‘16s 

ribozomal RNA’, maksimum E-değeri 0.05 ve yanlış eşleşme sayısı 1-2 olarak ayarlandıktan 

sonra ‘Megablast’ programı uygulanmıştır. 
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1. BİYOYUMAK OLUŞUMU 

 
Şekil 5.1. 21. günün sonunda biyoyumak örneklerinin imhoff hunisi ile yoğunluk ölçümü 

Biyoyumak örneklerinin yoğunluğu imhoff hunisi kullanarak 21. Günün sonunda süzülüp 

ölçülmüş ve 90 ml/L yoğunluğa sahip olduğu görülmüştür. Literatüre göre su ürünleri 

yetiştiriciliğinde verimli sonuçların alınabilmesi için biyoyumak yoğunluğunun 10 ile 40 

ml/L aralığında olması önerilmektedir (63). Denemelerde protein oranı %38 olan yem 

kullanılmasının ve karbon:azot oranı 15 olarak ayarlanmasının oluşan biyoyumak 

yoğunluğunda başarılı sonuç verdiği böylece görülmüştür. 

5.2. MOLEKÜLER ANALİZ SONUÇLARI 

5.2.1. SPEKTROFOTOMETRE SONUÇLARI 

DNA izolasyonu gerçekleştirilen örneklerin nanospektrofotometre ölçümü SPECTROstar 

Nano Microplate Reader cihazı ile gerçekleştirilmiştir. 
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Çizelge 5.1. DNA izolatlarının nanospektrofotometre ölçüm sonuçları 

ÖRNEK KONSANTRASYON (ng/ul) A260/A280 A260/A230 

0 140 2,12 1,9 

1 105,53 1,94 1,93 

2 93,05 2 1,92 

3 75,86 1,65 1,92 

4 123,83 2,61 1,92 

5 50,39 2,38 2,03 

6 51,82 1,71 1,89 

7 201,81 2,19 1,84 

8 38,18 1,44 1,86 

9 12,48 0,67 1,69 

10 75,02 1,69 1,79 

11 151,7 1,88 1,76 

12 94,05 1,97 1,75 

13 119,47 1,91 1,78 

14 186,17 1,94 1,75 

15 75,24 2,2 1,83 

16 124,59 1,68 1,75 

17 216,81 1,86 1,77 

18 58,23 1,41 1,75 

19 124,4 1,67 1,74 

20 306,15 2,11 1,79 
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5.2.2. DNA İZOLASYON SONUÇLARI 

Örneklerden izole edilen total DNA’lar 1:1 oranında yükleme boyası ile boyandıktan sonra 

%1’lik agaroz jele yüklenip 120 voltta 50 dakika yürütülmüştür. 

 
Şekil 5.2. DNA izolatlarının %1'lik agaroz jel görüntüsü. KB: Kilo Baz, L:Ladder, 

N0,N1,N2 ve N3 4 zaman periyoduna ait arazi negatifleri 

5.2.3. POLİMERAZ ZİNCİR REAKSİYONU SONUÇLARI 

Rutin laboratuvar çalışmalarında ve literatürde 16sV3F – 16sV3R primer çifti 5x Firepol 

Master Mix enzimi ile 53°C’de çalıştığı bilinse de çevresel örneklerde çevreden kaynaklı 

inhibitör etkisi ve DNA’nın degrede olması gibi faktörlerin primer bağlanma sıcaklığını 

etkilediği bilinmektedir. Bu sebeple 16sV3F – 16sV3R primer çifti ve 5x Firepol Master 

Mix enzimi ile 50 °C – 65 °C arası sıcaklık olacak şekilde DNA saflığı en düşük olan 9 

numaralı örnek ile gradiyent PZR gerçekleştirilmiştir. 
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Elde edilen PZR ürünleri %2’lik agaroz jelde 120 voltta 40 dakika boyunca yürütülmüştür. 

Yürütülen jel Vilber Fusion Solo UV görüntüleme cihazı ile görüntülenmiştir. 

 
Şekil 5.3. 16sV3 primeri gradiyent PZR agaroz jel görüntüsü 

Gradiyent PZR sonucu rutin çalışmalar ve literatürün de desteklediği üzere 53°C’de iyi 

sonuç alındığı tespit edilerek tüm örneklerin 53°C’de PZR’ının gerçekleştirilmesine karar 

verilmiştir. 
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Şekil 5.4. Örneklerin 16sV3 primeri ile gerçekleştirilen PZR agaroz jel görüntüsü 

5.2.4. İNDEKSLİ POLİMERAZ ZİNCİR REAKSİYONU SONUÇLARI 

16sV3F – 16sV3R primer çifti ile elde edilen barkod bölgelerinin yüksek verimli dizileme 

platformunda dizilenebilmesi için primerlerin uçlarına Illumina adaptörleri eklenerek 

indeksli primerler oluşturuldu. İndeksli primer çifti ile 5x Firepol Master Mix enzimi 

kullanılarak 53°C’de PZR gerçekleştirildi. Elde edilen PZR ürünleri %2’lik agaroz jelde 120 

voltta 40 dakika boyunca yürütülmüştür. Yürütülen jel Vilber Fusion Solo UV görüntüleme 

cihazı ile görüntülenmiştir. 
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Şekil 5.5. Örneklerin indeksli 16sV3 primeri ile gerçekleştirilen PZR agaroz jel görüntüsü 

5.2.5. KÜTÜPHANE AŞAMASI SONUÇLARI 

5.2.5.1. Qubit Ölçümü Sonuçları 

Elde edilen amplikon kütüphaneleri Qubit 3.0 Fluorometer cihazı kullanılarak mikrolitredeki 

nanogram miktarları ölçülmüştür. 
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Çizelge 5.2. Amplikon kütüphanelerinin Qubit ölçüm sonuçları 

Örnek İsmi Konsantrasyon (ng/µl) 

0 4,29 

1 15,2 

2 12,9 

3 14,6 

4 8,56 

5 13,3 

6 18,4 

7 6,14 

8 1,62 

9 20,6 

10 18 

11 7,77 

12 13,2 

13 7,24 

14 16,7 

15 14,6 

16 8,56 

17 13,3 

18 18,4 

19 13,2 

20 7,24 
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5.2.5.2. Bioanalyzer Sonuçları 

Kütüphane oluşturma aşamasında Illumina Nextera DNA Prep Library Prep Kit 

kullanılmıştır. İndeksli PZR ürünlerinin saflaştırılması ‘AMPure XP Beads’ ile 

gerçekleştirilip kitin indeksleri ile dizileme platformuna uygun adaptörler bağlanan 

kütüphanelerin kalite kontrolü ve ürün boyutu Agilent 2100 Bioanalyzer cihazı ve 

Bioanalyzer DNA 1000 çipi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

 
Şekil 5.6. Amplikon kütüphanelerinin Bioanalyzer elektroforez görüntüleri 
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Şekil 5.7. Amplikon kütüphanelerinin Bioanalyzer FU çizelgeleri 

Kütüpanelerin Agilent 2100 Bioanalyzer cihazı ile yapılan kalite kontrolü sonucunda 

amplikon kütüphanelerinin bantlarının ideal uzunlukta (~370 bp) ve yoğunlukta oldukları 

görülmüştür. 

5.2.6. YENİ NESİL DİZİLEME SONUÇLARI 

Iseq 100 cihazından elde edilen ham veri (FastQ dosyası) ve Obitools iş akışı ile filtreleme 

sonucu elde edilen verilerin okuma sayılarındaki değişimler tabloda verilmiştir. 
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Çizelge 5.3. Dizilerin ham ve çeşitli filtreler sonrası okuma sayıları 

Örnek İsmi Ham veri uniq c2 c2.clean 

1 70054 38596 4241 1739 

2 86329 46446 5200 1774 

3 88059 47909 5135 1179 

4 78246 38594 4483 3008 

5 78696 45013 4699 1539 

6 99622 56148 5578 2291 

7 87162 49373 5064 1995 

8 84098 43895 4810 2543 

9 90092 51574 4974 1827 

10 93343 49887 4957 1891 

11 95170 49841 4533 1645 

12 98633 47447 4355 4866 

13 77769 38014 5515 1862 

14 78423 35848 5427 1565 

15 84073 35641 4568 1416 

16 86636 54377 5155 2192 

17 166744 103436 9674 1394 

18 82638 51651 4732 1810 

19 96220 62739 5717 1152 

20 90116 60329 5191 2862 
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Şekil 5.8 Amplikon Dizilerinin Dizi Sayısını İfade Eden FastQC Grafiği 

Ham amplikon dizi sayılarına bakıldığında tek bir türü ifade eden tek okumaların bütün 

örneklerde yaklaşık %10-15 civarında olup en az iki farklı dizi tarafından ifade edilen çift 

okumaların ise ham amplikon dizi verisinde daha baskın olduğu görülmüştür.  
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Şekil 5.9 Amplikon Dizilerinin Okuma Başı Kalite Skorunun Ortalamasını İfade Eden 

FastQC Grafiği 

Okuma başı kalite skorunu temsil eden FastQC sonuçlarına bakıldığında tüm amplikon 

örneklerinin FastQC sonuçlarının Q36’da yoğunluk gösterdiği görülmektedir. Yeni nesil 

dizilemede kalite kontrolü bir bazın yanlış temsil edilme olasılığının tahmini olarak 

açıklanabilir. q = -10 x log10(p) formülü ile hesaplanan Q skorunda örneğin Q10 bir bazın 

yanlış temsil edilmesinin 101 ‘de 1olasılığı olduğunu ifade ederken Q50 ise yanlış temsil 

edilme olasılığının 105 ‘de 1 olduğunu ifade eder. 

Dizileme kalite skorunun genelde Q30 ve üzeri olması iyi bir okuma kalitesi olarak kabul 

edilmektedir. Çalışmada dizilenen amplikon örneklerinde elde edilen ortalama kalite 

skorunun Q36 olması, yeni nesil dizileme aşamasının başarılı bir şekilde gerçekleştirildiğini 

göstermektedir. 
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5.2.7. TÜR DÜZEYİNDE TAKSONOMİK PROFİLLEME SONUÇLARI 

Çizelge 5.4. K biyoyumak denemesi sistemi tür düzeyinde taksonomik profili 

BAKTERİ TÜRÜ ORAN SOLUNUM EKOLOJİ REFERANS ZAMAN 

Diğer 21,99       K -t0 

Catenovulum 

maritimum 

19,11 Aerobik Sediment (64) 

Pseudoalteromonas 

marina 

13,37 Aerobik Sediment (65) 

Shimia aquaeponti 11,40 Aerobik Deniz suyu (66) 

Marinobacterium 

marisflavi 

5,09 Aerobik Deniz suyu (67) 

Vibrio proteolyticus 3,61 Aerobik Deniz suyu (68) 

Polaribacter 

lacunae 

3,12 Aerobik Deniz suyu (69) 

Pseudoalteromonas 

gelatinilytica 

2,71 Aerobik Deniz suyu (70) 

Litorisediminivivens 

gilvus 

2,30 Aerobik Deniz suyu (71) 

Sulfitobacter 

sabulilitoris 

1,97 Aerobik Deniz suyu (72) 

Vibrio xuii 1,72 Aerobik Karides 

yetiştiriciliği 

suyu 

(73) 
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Çizelge 5.4. (devam) 

Leisingera 

aquaemixtae 

1,72 Aerobik Deniz suyu (74) 

 

Sinisalibacter 

lacisalsi 

1,56 Aerobik Tuzlu göl, 

sediment 

(75) 

Alteromonas 

mediterranea 

1,48 Aerobik Deniz suyu (76) 

Aliishimia ponticola 1,48 Aerobik Deniz suyu (66) 

Vibrio panuliri 1,39 Anaerobik Istakoz 

yumurtası 

(77) 

Litoreibacter ponti 1,15 Aerobik Deniz suyu (78) 

Alteromonas oceani 1,07 Aerobik Derin deniz 

sedimenti 

(79) 

Vibrio hyugaensis 1,07 Aerobik Deniz suyu (80) 

Phaeobacter italicus 1,07 Aerobik Deniz suyu  (81) 

Pseudoalteromonas 

shioyasakiensis 

0,82 Aerobik Deniz suyu (82) 

Vibrio thalassae 0,82 Aerobik Deniz suyu (83) 

Diğer 37,00       K - t1 

Vibrio hyugaensis 13,06 Aerobik Deniz suyu (80) 

Catenococcus 

thiocycli 

11,73 Anaerobik Deniz suyu  (84) 

Marivita roseacus 9,67 Aerobik Deniz suyu (85) 
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Çizelge 5.4. (devam) 

Phaeodactylibacter 

xiamenensis 

7,62 Aerobik Deniz suyu (86) 

 

Thalassobius 

litoralis 

3,75 Aerobik Deniz suyu (87) 

Litorisediminivivens 

gilvus 

2,78 Aerobik Deniz suyu (71) 

Vibrio proteolyticus 2,42 Aerobik Deniz suyu (68) 

Tritonibacter 

mobilis 

2,18 Aerobik Deniz suyu (88) 

Pararhizobium 

haloflavum 

1,69 Aerobik Toprak (89) 

Salipiger profundus 1,57 Aerobik Deniz suyu (90) 

Pyruvatibacter 

mobilis 

1,45 Aerobik Deniz suyu (91) 

Pedomicrobium 

manganicum 

1,33 Aerobik Toprak (92) 

Mesorhizobium 

denitrificans 

1,33 Fakültatif Atık su (93) 

Sulfitobacter 

sabulilitoris 

1,21 Aerobik Deniz suyu (72) 

Cohaesibacter 

haloalkalitolerans 

1,21 Aerobik Soda gölü (94) 
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Çizelge 5.4. (devam) 

Catenococcus 

thiocycli 

21,30 Anaerobik Deniz suyu  (84) K - t2 

Vibrio hyugaensis 19,39 Aerobik Deniz suyu (80) 

Nioella 

nitratireducens 

17,60 Aerobik Deniz suyu (95) 

Martelella lutilitoris 15,94 Aerobik Deniz suyu (72) 

Diğer 15,56 

  

  

Pseudoalteromonas 

luteoviolacea 

2,17 Aerobik Deniz suyu (96) 

Shimia aquaeponti 1,91 Aerobik Deniz suyu (66) 

Vibrio proteolyticus 1,91 Aerobik Deniz suyu (68) 

Maricaulis 

virginensis 

1,66 Aerobik Deniz suyu (97) 

Litoreibacter ponti 1,28 Aerobik Deniz suyu (78) 

Aliishimia ponticola 1,28 Aerobik Deniz suyu (66) 

Diğer 44,16       K - t3 

Halomonas 

halophila 

10,14 Aerobik Soda gölü (98) 

Vibrio proteolyticus 7,06 Aerobik Deniz suyu (68) 

Catenococcus 

thiocycli 

4,11 Anaerobik Deniz suyu  (84) 
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Çizelge 5.4. (devam) 

Litorisediminivivens 

gilvus 

3,98 Aerobik Deniz suyu (71) 

 

Salipiger profundus 3,85 Aerobik Deniz suyu (90) 

Vibrio hyugaensis 3,59 Aerobik Deniz suyu (80) 

Vibrio alginolyticus 2,82 Aerobik Deniz suyu (99) 

Thalassospira 

alkalitolerans 

2,70 Aerobik Deniz suyu (100) 

Limimaricola 

aestuariicola 

2,57 Aerobik Deniz suyu (75) 

Maricaulis 

virginensis 

2,57 Aerobik Deniz suyu (97) 

Henriciella pelagia 2,18 Aerobik Deniz suyu (101) 

Martelella lutilitoris 2,05 Aerobik Deniz suyu (72) 

Phaeovibrio 

sulfidiphilus 

1,93 Aerobik Sediment (102) 

Aliishimia ponticola 1,67 Aerobik Deniz suyu (66) 

Pyruvatibacter 

mobilis 

1,67 Aerobik Deniz suyu (91) 

Henriciella algicola 1,54 Aerobik Deniz suyu (101) 

Litoreibacter ponti 1,41 Aerobik Deniz suyu (78) 
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Çizelge 5.5. BC biyoyumak denemesi sistemi tür düzeyinde taksonomik profili 

BAKTERİ TÜRÜ ORA

N 

SOLUNU

M 

EKOLOJİ REFERANS ZAMA

N 

Catenovulum 

maritimum 

27,95 Aerobik Sediment (64) BC - t0 

Diğer 21,25 

  

  

Pseudoalteromonas 

marina 

15,27 Aerobik Sediment (65) 

Shimia aquaeponti 9,46 Aerobik Deniz suyu (66) 

Litorisediminiviven

s gilvus 

3,04 Aerobik Deniz suyu (71) 

Pseudoalteromonas 

gelatinilytica 

2,86 Aerobik Deniz suyu (70) 

Polaribacter 

lacunae 

2,41 Aerobik Deniz suyu (69) 

Vibrio proteolyticus 2,23 Aerobik Deniz suyu (68) 

Marinobacterium 

marisflavi 

2,14 Aerobik Deniz suyu (67) 

Sulfitobacter 

sabulilitoris 

1,70 Aerobik Deniz suyu (72) 

Leisingera 

aquaemixtae 

1,61 Aerobik Deniz suyu  (74) 
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Çizelge 5.5. (devam) 

Vibrio gallicus 1,43 Anaerobik Haliotis 

tuberculata 

bağırsağı 

(103) 

 

Jiulongibacter 

sediminis 

1,43 Aerobik Deniz suyu (104) 

Alteromonas 

mediterranea 

1,16 Aerobik Deniz suyu (76) 

Alteromonas oceani 1,16 Aerobik Derin deniz 

sedimenti 

(79) 

Gluconobacter 

japonicus 

1,07 Aerobik Deniz suyu (105) 

Catenococcus 

thiocycli 

1,07 Anaerobik Deniz suyu  (84) 

Vibrio xuii 0,98 Aerobik Karides 

yetiştiriciliği 

suyu 

(73) 

Aliishimia ponticola 0,89 Aerobik Deniz suyu (66) 

Litoreibacter ponti 0,89 Aerobik Deniz suyu (78) 

Phaeodactylibacter 

xiamenensis 

9,44 Aerobik Deniz suyu (86) BC - t1 

Vibrio proteolyticus 7,76 Aerobik Deniz suyu (68) 

Catenococcus 

thiocycli 

7,67 Anaerobik Deniz suyu (79) 
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Çizelge 5.5. (devam) 

Vibrio hyugaensis 6,44 Aerobik Deniz suyu (75) 

 

Marivita 

geojedonensis 

5,03 Aerobik Deniz suyu (106) 

Litoreibacter ponti 4,23 Aerobik Deniz suyu (78) 

Jiulongibacter 

sediminis 

3,79 Aerobik Deniz suyu (104) 

Litorisediminivivens 

gilvus 

3,17 Aerobik Deniz suyu (71) 

Marivita roseacus 3,00 Aerobik Deniz suyu (85) 

Vibrio thalassae 1,85 Aerobik Deniz suyu (83) 

Sulfitobacter 

sabulilitoris 

1,76 Aerobik Deniz suyu (72) 

Mesorhizobium 

composti 

1,59 Anaerobik Kompost (107) 

Marivivens 

donghaensis 

1,32 Aerobik Deniz suyu (66) 

Thalassobius 

litoralis 

1,23 Aerobik Deniz suyu (87) 

Pyruvatibacter 

mobilis 

1,06 Aerobik Deniz suyu (91) 

Tritonibacter 

mobilis 

0,97 Aerobik Deniz suyu (88) 
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Çizelge 5.5. (devam) 

Pusillimonas 

ginsengisoli 

0,97 Aerobik Toprak (108) 

 

Pedomicrobium 

manganicum 

0,97 Aerobik Toprak (92) 

Mesorhizobium 

denitrificans 

0,88 Fakültatif Atık su (93) 

Vibrio gallicus 0,88 Anaerobik Haliotis 

tuberculata 

bağırsağı 

(103) 

Martelella lutilitoris 14,19 Aerobik Deniz suyu (67) BC - t2 

Diğer 14,19 

  

  

Oleiagrimonas 

citrea 

13,04 Aerobik Deniz suyu (109) 

Litoreibacter ponti 10,73 Aerobik Deniz suyu (73) 

Leuconostoc 

mesenteroides 

9,12 Anaerobik Meyve/sebze 

üzerinde 

(110) 

Thalassospira 

australica 

7,00 Aerobik Deniz suyu (111) 

Vibrio proteolyticus 6,62 Aerobik Deniz suyu (68) 

Salipiger profundus 4,17 Aerobik Deniz suyu (90) 

Thalassospira 

marina 

3,15 Aerobik Deniz suyu (112) 

Aliishimia ponticola 2,25 Aerobik Deniz suyu (66) 
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Çizelge 5.5. (devam) 

Limimaricola 

aestuariicola 

1,86 Aerobik Deniz suyu (113) 

 

Catenococcus 

thiocycli 

1,28 Anaerobik Deniz suyu  (79) 

Halomonas 

halophila 

1,28 Aerobik Soda gölü (98) 

Sulfitobacter 

sabulilitoris 

1,09 Aerobik Deniz suyu (67) 

Litorisediminivivens 

gilvus 

1,09 Aerobik Deniz suyu (66) 

Tritonibacter 

mobilis 

1,09 Aerobik Deniz suyu (83) 

Vibrio hyugaensis 1,03 Aerobik Deniz suyu (75) 

Vibrio gallicus 0,90 Anaerobik Haliotis 

tuberculata 

bağırsağı 

(98) 

Yangia pacifica 0,83 Aerobik Sediment (114) 

Flavobacterium 

suaedae 

0,83 Aerobik Bitki endofitik (115) 

Jiulongibacter 

sediminis 

0,77 Aerobik Deniz suyu (99) 

Shimia aquaeponti 0,77 Aerobik Deniz suyu (66) 

Stappia stellulata 0,77 Aerobik Deniz suyu (116) 
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Çizelge 5.5. (devam) 

Tenacibaculum 

aestuarii 

0,64 Anaerobik Deniz suyu (117) 

 

Roseicyclus 

mahoneyensis 

0,64 Aerobik Göl (118) 

Vibrio thalassae 0,64 Aerobik Deniz suyu (78) 

Diğer 30,95       BC - t3 

Vibrio proteolyticus 11,41 Aerobik Deniz suyu (63) 

Litorisediminiviven

s gilvus 

5,44 Aerobik Deniz suyu (66) 

Halomonas 

halophila 

5,05 Aerobik Soda gölü (93) 

Terasakiella 

brassicae 

4,13 Aerobik Atık su (119) 

Sunxiuqinia 

elliptica 

3,61 Aerobik Deniz suyu (120) 

Terasakiella pusilla 3,54 Anaerobik Deniz suyu (121) 

Martelella lutilitoris 2,56 Aerobik Deniz suyu (67) 

Vibrio gallicus 2,56 Anaerobik Haliotis 

tuberculata 

bağırsağı 

(98) 

Yangia pacifica 2,10 Aerobik Sediment (109) 

Vibrio thalassae 1,77 Aerobik Deniz suyu (78) 
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Çizelge 5.5. (devam) 

Sulfitobacter 

sabulilitoris 

1,70 Aerobik Deniz suyu (67) 

 

Salipiger profundus 1,70 Aerobik Deniz suyu (85) 

Flavimaricola 

marinus 

1,51 Anaerobik Deniz suyu (122) 

Litoreibacter ponti 1,51 Aerobik Deniz suyu (73) 

Henriciella pelagia 1,44 Aerobik Deniz suyu (123) 

Maricaulis 

virginensis 

1,44 Aerobik Deniz suyu (97) 

Aliishimia ponticola 1,31 Aerobik Deniz suyu (61) 

Thalassospira 

australica 

1,31 Aerobik Deniz suyu (106) 

Muricauda 

ruestringensis 

1,25 Anaerobik Deniz suyu (124) 

Limimaricola 

aestuariicola 

1,11 Aerobik Deniz suyu (108) 

Muricauda 

taeanensis 

1,11 Aerobik Deniz suyu (125) 

Cyclobacterium 

marinum 

1,11 Aerobik Deniz suyu (126) 

Vibrio alginolyticus 1,05 Aerobik Deniz suyu (99) 

Thalassospira 

marina 

0,98 Aerobik Deniz suyu (107) 
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Çizelge 5.5. (devam) 

Feifantangia 

zhejiangensis 

0,98 Aerobik Deniz suyu (127) 

 

Carboxylicivirga 

linearis 

0,98 Anaerobik Deniz suyu (91) 

Muricauda 

zhangzhouensis 

0,79 Aerobik Deniz suyu (128) 

Carboxylicivirga 

taeanensis 

0,72 Aerobik Deniz suyu (86) 

Arenibacter 

algicola 

0,72 Aerobik Deniz suyu (129) 

Stenotrophomonas 

maltophilia 

0,72 Aerobik Genel (130) 

Catenococcus 

thiocycli 

0,72 Anaerobik Deniz suyu  (79) 

Muricauda olearia 0,72 Aerobik Deniz suyu (131) 

Paracoccus indicus 0,66 Aerobik Deniz suyu (132) 

Flavobacterium 

suaedae 

0,66 Aerobik Bitki endofitik (110) 

Aestuariivivens 

insulae 

0,66 Aerobik Deniz suyu (133) 
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Çizelge 5.6. BT biyoyumak denemesi sistemi tür düzeyinde taksonomik profili 

BAKTERİ TÜRÜ ORA

N 

SOLUNU

M 

EKOLOJİ REFERANS ZAMA

N 

Catenovulum 

maritimum 

25,54 Aerobik Sediment (64) BT - t0 

Diğer 20,54 

  

  

Pseudoalteromonas 

marina 

16,89 Aerobik Sediment (65) 

Shimia aquaeponti 8,09 Aerobik Deniz suyu (61) 

Pseudoalteromonas 

gelatinilytica 

5,15 Aerobik Deniz suyu (70) 

Marinobacterium 

marisflavi 

3,97 Aerobik Deniz suyu (67) 

Litorisediminiviven

s gilvus 

2,54 Aerobik Deniz suyu (66) 

Vibrio proteolyticus 2,14 Aerobik Deniz suyu (63) 

Sulfitobacter 

sabulilitoris 

1,90 Aerobik Deniz suyu (67) 

Pseudoalteromonas 

peptidolytica 

1,82 Aerobik Deniz suyu (134) 

Polaribacter 

lacunae 

1,74 Aerobik Deniz suyu (69) 
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Çizelge 5.6. (devam) 

Leisingera 

aquaemixtae 

1,59 Aerobik Deniz suyu  (74) 

 

Aliishimia ponticola 1,19 Aerobik Deniz suyu (61) 

Alteromonas 

mediterranea 

1,19 Aerobik Deniz suyu (76) 

Sinisalibacter 

lacisalsi 

1,19 Aerobik Tuzlu göl, 

sediment 

(75) 

Catenococcus 

thiocycli 

1,03 Anaerobik Deniz suyu  (79) 

Jiulongibacter 

sediminis 

1,03 Aerobik Deniz suyu (99) 

Vibrio xuii 0,87 Aerobik Karides 

yetiştiriciliği 

suyu 

(73) 

Alteromonas oceani 0,79 Aerobik Derin deniz 

sedimenti 

(79) 

Pseudoalteromonas 

ulvae 

0,79 Aerobik Deniz suyu (135) 

Diğer 31,74       BT - t1 

Phaeodactylibacter 

xiamenensis 

13,73 Aerobik Deniz suyu (86) 

Catenococcus 

thiocycli 

10,20 Anaerobik Deniz suyu  (79) 
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Çizelge 5.6. (devam) 

Litorisediminiviven

s gilvus 

9,57 Aerobik Deniz suyu (66) 

 

Vibrio hyugaensis 8,56 Aerobik Deniz suyu (75) 

Marivita roseacus 3,90 Aerobik Deniz suyu (80) 

Marivita 

geojedonensis 

3,53 Aerobik Deniz suyu (106) 

Litoreibacter ponti 2,90 Aerobik Deniz suyu (73) 

Ruegeria sediminis 2,39 Aerobik Deniz suyu (136) 

Vibrio proteolyticus 2,39 Aerobik Deniz suyu (63) 

Aliishimia ponticola 2,27 Aerobik Deniz suyu (61) 

Mesorhizobium 

denitrificans 

2,14 Fakültatif Atık su (88) 

Sulfitobacter 

sabulilitoris 

2,02 Aerobik Deniz suyu (67) 

Jiulongibacter 

sediminis 

1,76 Aerobik Deniz suyu (99) 

Thalassobius 

litoralis 

1,64 Aerobik Deniz suyu (82) 

Balneola vulgaris 1,26 Aerobik Deniz suyu (137) 

Vibrio proteolyticus 24,66 Aerobik Deniz suyu (63) BT - t2 

Diğer 16,24 
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Çizelge 5.6. (devam) 

Thalassospira 

australica 

14,80 Aerobik Deniz suyu (106) 

 

Martelella lutilitoris 13,69 Aerobik Deniz suyu (67) 

Thalassospira 

marina 

6,55 Aerobik Deniz suyu (107) 

Vibrio thalassae 5,95 Aerobik Deniz suyu (78) 

Catenococcus 

thiocycli 

4,68 Anaerobik Deniz suyu  (79) 

Vibrio hyugaensis 4,17 Aerobik Deniz suyu (75) 

Vibrio gallicus 3,91 Anaerobik Haliotis 

tuberculata 

bağırsağı 

(98) 

Litoreibacter ponti 1,36 Aerobik Deniz suyu (73) 

Winogradskyella 

algicola 

1,19 Aerobik Deniz suyu (138) 

Iodidimonas muriae 1,02 Aerobik Doğal gaz 

tesisi 

(139) 

Flavobacterium 

suaedae 

0,94 Aerobik Bitki 

endofitik 

(110) 

Nioella 

nitratireducens 

0,85 Aerobik Deniz suyu (95) 

Diğer 42,98       BT - t3 

Vibrio proteolyticus 6,69 Aerobik Deniz suyu (63) 
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Çizelge 5.6. (devam) 

Feifantangia 

zhejiangensis 

5,92 Aerobik Deniz suyu (122) 

 

Halomonas 

halophila 

5,70 Aerobik Soda gölü (93) 

Thalassospira 

australica 

3,40 Aerobik Deniz suyu (106) 

Litorisediminivivens 

gilvus 

3,29 Aerobik Deniz suyu (66) 

Vibrio hyugaensis 3,18 Aerobik Deniz suyu (75) 

Thalassospira 

marina 

3,18 Aerobik Deniz suyu (107) 

Maricaulis 

virginensis 

3,07 Aerobik Deniz suyu (92) 

Sulfitobacter 

sabulilitoris 

2,63 Aerobik Deniz suyu (67) 

Vibrio alginolyticus 2,63 Aerobik Deniz suyu (94) 

Sinirhodobacter 

hankyongi 

2,63 Aerobik Çamur  (140) 

Terasakiella 

brassicae 

1,54 Aerobik Atık su (114) 

Yangia pacifica 1,54 Aerobik Sediment (109) 

Paracoccus indicus 1,54 Aerobik Deniz suyu (127) 

Salipiger profundus 1,54 Aerobik Deniz suyu (85) 
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Çizelge 5.6. (devam) 

Aestuariivivens 

insulae 

1,43 Aerobik Deniz suyu (128) 

 

Muricauda 

ruestringensis 

1,32 Anaerobik Deniz suyu (119) 

Aliishimia ponticola 1,21 Aerobik Deniz suyu (61) 

Henriciella pelagia 1,21 Aerobik Deniz suyu (118) 

Limimaricola 

aestuariicola 

1,21 Aerobik Deniz suyu (108) 

Catenococcus 

thiocycli 

1,10 Anaerobik Deniz suyu  (79) 

Cyclobacterium 

marinum 

1,10 Aerobik Deniz suyu (121) 

 

 

 

 

 

 

 



67 

 

 

Çizelge 5.7. . P biyoyumak denemesi sistemi tür düzeyinde taksonomik profili 

BAKTERİ TÜRÜ ORA

N 

SOLUNU

M 

EKOLOJİ REFERAN

S 

ZAMA

N 

Diğer 33,98       P - t0 

Catenovulum 

maritimum 

31,33 Aerobik Sediment (59) 

Pseudoalteromonas 

marina 

14,94 Aerobik Sediment (129) 

Shimia aquaeponti 7,47 Aerobik Deniz suyu (61) 

Marinobacterium 

marisflavi 

3,37 Aerobik Deniz suyu (62) 

Polaribacter 

lacunae 

3,37 Aerobik Deniz suyu (64) 

Litorisediminiviven

s gilvus 

3,13 Aerobik Deniz suyu (66) 

Sulfitobacter 

sabulilitoris 

2,41 Aerobik Deniz suyu (67) 

Diğer 32,31       P - t1 

Vibrio hyugaensis 17,92 Aerobik Deniz suyu (75) 

Catenococcus 

thiocycli 

16,08 Anaerobik Deniz suyu  (79) 

Terasakiella 

brassicae 

10,41 Aerobik Atık su (114) 
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Çizelge 5.7. (devam) 

Phaeodactylibacter 

xiamenensis 

6,58 Aerobik Deniz suyu (81) 

 

Malaciobacter 

pacificus 

5,05 Anaerobik Deniz suyu (141) 

Litorisediminiviven

s gilvus 

2,76 Aerobik Deniz suyu (66) 

Halodesulfovibrio 

oceani 

2,30 Anaerobik Deniz suyu (142) 

Vibrio proteolyticus 1,99 Aerobik Deniz suyu (63) 

Delftia 

rhizosphaerae 

1,53 Aerobik Cistus 

ladanifer 

rizosferi 

(143) 

Ilumatobacter 

fluminis 

1,53 Aerobik Deniz kıyısı 

kumu 

(144) 

Marivita 

geojedonensis 

1,53 Aerobik Deniz suyu (101) 

Martelella lutilitoris 22,41 Aerobik Deniz suyu (67) P - t2 

Litoreibacter ponti 21,17 Aerobik Deniz suyu (73) 

Diğer 16,47 

  

  

Jiulongibacter 

sediminis 

5,85 Aerobik Deniz suyu (99) 

Vibrio proteolyticus 4,78 Aerobik Deniz suyu (63) 
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Çizelge 5.7. (devam) 

Catenococcus 

thiocycli 

4,25 Anaerobik Deniz suyu  (79) 

 

Flavobacterium 

suaedae 

4,16 Aerobik Bitki endofitik (110) 

Vibrio hyugaensis 2,92 Aerobik Deniz suyu (75) 

Litorisediminivivens 

gilvus 

2,83 Aerobik Deniz suyu (66) 

Amylibacter 

lutimaris 

1,86 Aerobik Deniz suyu (145) 

Stappia stellulata 1,86 Aerobik Deniz suyu (111) 

Shimia aquaeponti 1,77 Aerobik Deniz suyu (61) 

Salipiger profundus 1,68 Aerobik Deniz suyu (85) 

Limimaricola 

aestuariicola 

1,51 Aerobik Deniz suyu (108) 

Cohaesibacter 

marisflavi 

1,06 Aerobik Sediment (115) 

Aliishimia ponticola 0,97 Aerobik Deniz suyu (61) 

Oleiagrimonas 

citrea 

0,89 Aerobik Deniz suyu (104) 

Vibrio gallicus 0,89 Anaerobik Haliotis 

tuberculata 

bağırsağı 

(98) 
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Çizelge 5.7. (devam) 

Monaibacterium 

marinum 

0,89 Aerobik Deniz suyu (146) 

 

Shimia biformata 0,89 Aerobik Deniz suyu (147) 

Vibrio thalassae 0,89 Aerobik Deniz suyu (78) 

Diğer 39,32       P - t3 

Litoreibacter ponti 12,57 Aerobik Deniz suyu (73) 

Vibrio proteolyticus 7,33 Aerobik Deniz suyu (63) 

Terasakiella 

brassicae 

5,96 Anaerobik Deniz suyu (116) 

Sunxiuqinia 

elliptica 

3,71 Aerobik Deniz suyu (115) 

Cohaesibacter 

marisflavi 

3,22 Aerobik Sediment (115) 

Litorisediminiviven

s gilvus 

2,01 Aerobik Deniz suyu (66) 

Halodesulfovibrio 

oceani 

1,77 Anaerobik Deniz suyu (138) 

Carboxylicivirga 

taeanensis 

1,69 Aerobik Deniz suyu (86) 

Muricauda 

ruestringensis 

1,45 Anaerobik Deniz suyu (119) 

Henriciella pelagia 1,37 Aerobik Deniz suyu (118) 
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Çizelge 5.7. (devam) 

Sulfitobacter 

sabulilitoris 

1,29 Aerobik Deniz suyu (67) 

 

Marinifilum 

albidiflavum 

1,21 Anaerobik Deniz suyu (148) 

Roseicyclus 

mahoneyensis 

1,21 Aerobik Göl (113) 

Martelella lutilitoris 1,05 Aerobik Deniz suyu (67) 

Henriciella algicola 1,05 Aerobik Deniz suyu (101) 

Vibrio alginolyticus 1,05 Aerobik Deniz suyu (94) 

Tritonibacter 

mobilis 

1,05 Aerobik Deniz suyu (83) 

Halodesulfovibrio 

spirochaetisodalis 

1,05 Anaerobik Deniz suyu (142) 

Aliishimia ponticola 0,97 Aerobik Deniz suyu (61) 

Arenibacter 

algicola 

0,97 Aerobik Deniz suyu (124) 

Vibrio gallicus 0,97 Anaerobik Haliotis 

tuberculata 

bağırsağı 

(103) 

Petrocella 

atlantisensis 

0,97 Anaerobik Deniz suyu (149) 

Malaciobacter 

pacificus 

0,89 Anaerobik Deniz suyu (99) 
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Çizelge 5.7. (devam) 

Salipiger profundus 0,89 Aerobik Deniz suyu (85) 

 

Flavobacterium 

suaedae 

0,89 Aerobik Bitki endofitik (110) 

Cognatishimia 

maritima 

0,89 Aerobik Sediment (59) 

Defluviimonas 

aestuarii 

0,81 Aerobik Deniz suyu (150) 

Yangia pacifica 0,81 Aerobik Sediment (109) 

Halomonas 

halophila 

0,81 Aerobik Soda gölü (93) 

Neptuniibacter 

caesariensis 

0,81 Aerobik Deniz suyu (90) 
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Çizelge 5.8. O biyoyumak denemesi sistemi tür düzeyinde taksonomik profili 

BAKTERİ TÜRÜ ORAN SOLUNUM EKOLOJİ REFERANS ZAMAN 

Catenovulum 

maritimum 

33,93 Aerobik Sediment (59) O -t0 

Pseudoalteromonas 

marina 

22,74 Aerobik Sediment (129) 

Diğer 18,14 

  

  

Shimia aquaeponti 4,70 Aerobik Deniz suyu (61) 

Pseudoalteromonas 

gelatinilytica 

3,20 Aerobik Deniz suyu (65) 

Polaribacter 

lacunae 

2,16 Aerobik Deniz suyu (64) 

Sulfitobacter 

sabulilitoris 

2,16 Aerobik Deniz suyu (67) 

Litorisediminivivens 

gilvus 

1,88 Aerobik Deniz suyu (66) 

Marinobacterium 

marisflavi 

1,79 Aerobik Deniz suyu (62) 

Pseudoalteromonas 

peptidolytica 

1,50 Aerobik Deniz suyu (130) 

Litoreibacter ponti 1,32 Aerobik Deniz suyu (73) 

Phaeodactylibacter 

xiamenensis 

1,22 Aerobik Deniz suyu (81) 
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Çizelge 5.8. (devam) 

Aliishimia ponticola 1,22 Aerobik Deniz suyu (61) 

 

Vibrio proteolyticus 1,13 Aerobik Deniz suyu (63) 

Pseudoalteromonas 

shioyasakiensis 

1,03 Aerobik Deniz suyu (82) 

Jiulongibacter 

sediminis 

0,94 Aerobik Deniz suyu (99) 

Leisingera 

aquaemixtae 

0,94 Aerobik Deniz suyu  (69) 

Diğer 48,33       O - t1 

Kinneretia 

asaccharophila 

13,35 Aerobik Göl (151) 

Terasakiella 

brassicae 

11,63 Aerobik Atık su (114) 

Marivita roseacus 5,06 Aerobik Deniz suyu (80) 

Marivita 

geojedonensis 

4,09 Aerobik Deniz suyu (101) 

Catenococcus 

thiocycli 

3,88 Aerobik Sediment (59) 

Vibrio hyugaensis 3,34 Aerobik Deniz suyu (75) 

Litorisediminivivens 

gilvus 

2,69 Aerobik Deniz suyu (66) 

Halodesulfovibrio 

oceani 

2,37 Anaerobik Deniz suyu (138) 
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Çizelge 5.8. (devam) 

Thalassobius 

litoralis 

1,61 Aerobik Deniz suyu (82) 

 

Halodesulfovibrio 

spirochaetisodalis 

1,29 Anaerobik Deniz suyu (138) 

Vibrio proteolyticus 1,29 Aerobik Deniz suyu (63) 

LentilactoBacillus 

kefiri 

1,08 Anaerobik Kefir (152) 

Diğer 29,33       O - t2 

Oleiagrimonas 

citrea 

26,72 Aerobik Deniz suyu (104) 

Vibrio hyugaensis 14,72 Aerobik Deniz suyu (75) 

Catenococcus 

thiocycli 

13,85 Anaerobik Deniz suyu  (79) 

Leuconostoc 

mesenteroides 

4,36 Anaerobik Meyve/sebze 

üzerinde 

(105) 

Vibrio proteolyticus 2,07 Aerobik Deniz suyu (63) 

Shimia aquaeponti 1,96 Aerobik Deniz suyu (61) 

Litoreibacter ponti 1,64 Aerobik Deniz suyu (73) 

Thalassospira 

australica 

1,53 Aerobik Deniz suyu (106) 

Halodesulfovibrio 

spirochaetisodalis 

1,42 Anaerobik Deniz suyu (138) 
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Çizelge 5.8. (devam) 

Litorisediminivivens 

gilvus 

1,31 Aerobik Deniz suyu (66) 

 

Salipiger profundus 1,09 Aerobik Deniz suyu (85) 

Diğer 31,91        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O -t3 

Carboxylicivirga 

taeanensis 

7,11 Aerobik Deniz suyu (86) 

Vibrio proteolyticus 4,81 Aerobik Deniz suyu (63) 

Sunxiuqinia elliptica 4,00 Aerobik Deniz suyu (115) 

Halomonas 

halophila 

3,66 Aerobik Soda gölü (93) 

Salipiger profundus 3,59 Aerobik Deniz suyu (85) 

Vibrio hyugaensis 3,25 Aerobik Deniz suyu (75) 

Aestuariivivens 

insulae 

2,44 Aerobik Deniz suyu (128) 

Thalassospira 

australica 

2,37 Aerobik Deniz suyu (106) 

Muricauda 

ruestringensis 

1,96 Anaerobik Deniz suyu (119) 

Sulfitobacter 

sabulilitoris 

1,83 Aerobik Deniz suyu (67) 

Marinifilum 

albidiflavum 

1,69 Anaerobik Deniz suyu (144) 
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Çizelge 5.8. (devam) 

Cyclobacterium 

marinum 

1,69 Aerobik Deniz suyu (121) 

 

Sinirhodobacter 

hankyongi 

1,63 Aerobik Çamur  (140) 

Catenococcus 

thiocycli 

1,56 Anaerobik Deniz suyu (86) 

Litorisediminivivens 

gilvus 

1,36 Aerobik Deniz suyu (66) 

Marinobacter 

nauticus 

1,36 Aerobik Deniz suyu (153) 

Paracoccus indicus 1,15 Aerobik Deniz suyu (127) 

Henriciella pelagia 1,08 Aerobik Deniz suyu (118) 

Terasakiella 

brassicae 

1,08 Aerobik Atık su (114) 

Vibrio thalassae 1,08 Aerobik Deniz suyu (78) 

Feifantangia 

zhejiangensis 

1,02 Aerobik Deniz suyu (122) 

Carboxylicivirga 

linearis 

1,02 Anaerobik Deniz suyu (86) 

Litoreibacter ponti 1,02 Aerobik Deniz suyu (73) 

Muricauda olearia 1,02 Aerobik Deniz suyu (126) 
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Çizelge 5.8. (devam) 

Petrocella 

atlantisensis 

1,02 Anaerobik Deniz suyu (145) 

 

Alkaliphilus 

namsaraevii 

1,02 Anaerobik Soda gölü (154) 

Martelella lutilitoris 0,95 Aerobik Deniz suyu (67) 

Aliishimia ponticola 0,95 Aerobik Deniz suyu (61) 

Nioella 

nitratireducens 

0,95 Aerobik Deniz suyu (90) 

Vibrio alginolyticus 0,95 Aerobik Deniz suyu (94) 

Thalassospira 

marina 

0,95 Aerobik Deniz suyu (107) 

Vibrio gallicus 0,88 Anaerobik Haliotis 

tuberculata 

bağırsağı 

(98) 

Vibrio 

hangzhouensis 

0,88 Aerobik Sediment (155) 

Devosia marina 0,81 Aerobik Derin deniz 

suyu 

(156) 

Defluviimonas 

aestuarii 

0,81 Aerobik Deniz suyu (146) 

Muricauda 

taeanensis 

0,81 Aerobik Deniz suyu (120) 
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Çizelge 5.8. (devam) 

Limimaricola 

aestuariicola 

0,75 Aerobik Deniz suyu (108) 

 

Roseivirga 

spongicola 

0,75 Aerobik Deniz suyu (157) 

Yangia pacifica 0,75 Aerobik Sediment (109) 

Cohaesibacter 

marisflavi 

0,75 Aerobik Sediment (115) 

Alteromonas 

mediterranea 

0,68 Aerobik Deniz suyu (71) 

Maricaulis 

virginensis 

0,68 Aerobik Deniz suyu (92) 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

6.1. TARTIŞMA 

6.1.1. BİYOİNFORMATİK ANALİZ SONUÇLARI 

6.1.1.1. Filum Düzeyinde Taksonomik Profil 

 
Şekil 6.1.  Probiyotik katkısı yapılmamış (K) biyoyumak zamana bağlı filum düzeyinde 

OTU değişimi 

Probiyotik katkısı yapılmamış (K) biyoyumak sisteminde 29 farklı bakteri filumu tespit 

edilmiştir. Bu filumlar arasında Proteobacteria (%73,40-%93,70), Bacteroidota (%2,42- 

%14,47) ve Patescibacteria (%0,88– 1,79) en baskın filumlar olarak tespit edilmiştir.  
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Şekil 6.2. Bacillus cereus katkısı yapılmış (BC) biyoyumak grubunun zamana bağlı filum 

düzeyinde OTU değişimi 

Bacillus cereus katkısı yapılmış (BC) biyoyumak sisteminde 33 farklı bakteri filumu tespit 

edilmiştir. Bu filumlar arasında Proteobacteria (%58,96-%85,70), Bacteroidota (%4,27 - 

%17,94) ve Patescibacteria (%0,08 – 2,48) en baskın filumlar olarak tespit edilmiştir.  
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Şekil 6.3. Bacillus thuringiensis katkısı yapılmış (BT) biyoyumak grubunun zamana bağlı 

filum düzeyinde OTU değişimi 

Bacillus thuringiensis katkısı yapılmış (BT) biyoyumak sisteminde 30 farklı bakteri filumu 

tespit edilmiştir. Bu filumlar arasında Proteobacteria (%67,40-%90,42), Bacteroidota 

(%5,84- %19,28) ve Patescibacteria (%0,08 – 1,38) en baskın filumlar olarak tespit 

edilmiştir.  

 
Şekil 6.4. Probiomax katkısı yapılmış (P) biyoyumak grubunun zamana bağlı filum 

düzeyinde OTU değişimi 
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Probiomax katkısı yapılmış (P) biyoyumak sisteminde 30 farklı bakteri filumu tespit 

edilmiştir. Bu filumlar arasında Proteobacteria (%60,27-%85,45), Bacteroidota (%8,07- 

%16,67) ve Patescibacteria (%0,92– 1,67) en baskın filumlar olarak tespit edilmiştir.  

 
Şekil 6.5. OLVIT Probiotics katkısı yapılmış (O) biyoyumak grubunun zamana bağlı filum 

düzeyinde OTU değişimi 

OLVIT Probiotics katkısı yapılmış (O) biyoyumak sisteminde 30 farklı bakteri filumu tespit 

edilmiştir. Bu filumlar arasında Proteobacteria (%52,77-%87,30), Bacteroidota (%5,42- 

%33,84) ve Patescibacteria (%0,56– 2,45) en baskın filumlar olarak tespit edilmiştir.  

Genel itibari ile tüm biyoyumak deneme gruplarında Proteobacteria (%52,77 - %93,70), 

Bacteroidota (%2,42 - %33,84) ve Patescibacteria (%0,08 - 2,48) en baskın filumlar olarak 

tespit edilmiştir. Proteobacteria filumu sucul sistemlerde, karides ve tilapya yetiştiriciliği 

yapılan biyoyumak sistemlerinde ve yetiştirme sularında, biyofilmlerde ve devridaim 

yapılan su sistemlerinde genellikle en baskın filum olduğu çeşitli çalışmalarca gösterilmiştir 

(158), (159), (160). Çalışmanın başında (t0) tüm biyoyumak deneme gruplarında 

Proteobacteria’nın en yüksek oranda varlık göstermesi bu filumun doğal deniz ortamlarında 

en sık görülen filum olması ile tutarlı bir sonuç olarak yorumlanmaktadır. Okyanuslarda bu 

filuma ait türler toplam bakteriyel biyokütlenin %79’unu oluştururken tatlısularda bu oran 

%40 oranına düşmektedir (161), tüm biyoyumak deneme gruplarında deniz suyu 

kullanılması bu veriyi desteklemektedir.  Proteobacteria türlerinin metabolik enerji elde 

edebilecek çeşitli yolakları bulunmaktadır. Bunlar arasında fototofik, kemotrofik ve 

kemoganotropik yolaklar en yaygın olan enerji metabolizması yolaklarıdır (162) bu sayede 
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atık sularında tekrar değerlendirilmesi ve su ürünleri yetiştiriciliği sistemine 

kazandırılmasını hedefleyen biyoyumak sistemlerinde bu filum besin döngüsü ve organik 

bileşiklerin geri kazandırılması özelliği ile önemli rol oynamaktadır.  

Tüm biyoyumak deneme gruplarında en baskın bulunan ikinci filum Bacteroidota’nın 

probiyotik ilavesi ile sürdürülen farklı biyoyumak çalışmalarında da Proteobacteria’dan 

sonra en baskın filum olarak tespit edildiği rapor edilmiştir (159). Doğal denizel sistemlerde 

total bakteriyal çeşitliliğin yaklaşık %8-9’unu temsil eden bu filumun organik materyal 

oranının oldukça yüksek olduğu nemli toprak gibi çevrelerde çeşitliliğinin %19’a ulaştığı 

rapor edilmiştir (161). Kontrol biyoyumak sistemi dışında diğer tüm sistemlerde çalışmanın 

başlangıcında (t0) bu filumun görece bolluğunun doğal sistemler ile benzer olup (%6,22 –  

%9,55) çalışmanın sonunda (t3) en yüksek orana (%16,67 - %33,84) ulaşması sistemlerdeki 

organik madde miktarının Şekil 5.1.’de gösterildiği gibi maksimum seviyeye ulaşması ile 

açıklanabilir.  

6.1.1.2. Tür Düzeyinde Taksonomik Profil 

Her bir biyoyumak deneme grubunun içerdiği tür bilgileri tespit edilmiş ve bu türlerin toplam 

bakteriyal çeşitlilik içerisindeki oranları hesaplanarak %0,5’lik eşik değerinin üzerindeki 

türler tablo haline getirilmiş ve %0,5’lik oranın altındaki bakteri türleri ise ‘diğer’ olarak 

adlandırılmıştır. 

Tablolarda gösterilen %0,5 oranı üzerindeki bakterilerin neredeyse tamamının denizel 

kökenli, Gram (-) ve aerobik bakterilerden oluştuğu görülmüştür.  

 

 

 



85 

 

 
Şekil 6.6. Probiyotik Katkısı Yapılmayan Kontrol (K) Biyoyumak Grubu (t0) 

 
Şekil 6.7. Probiyotik Katkısı Yapılmayan Kontrol (K) Biyoyumak Grubu (t1) 
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Şekil 6.8. Probiyotik Katkısı Yapılmayan Kontrol (K) Biyoyumak Grubu (t2) 

 

 

Şekil 6.9. Probiyotik Katkısı Yapılmayan Kontrol (K) Biyoyumak Grubu (t3) 
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Şekil 6.10. Bacillus cereus Katkısı Yapılmış (BC) Biyoyumak Grubu (t0) 

 
Şekil 6.11. Bacillus cereus Katkısı Yapılmış (BC) Biyoyumak Grubu (t1) 
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Şekil 6.12. Bacillus cereus Katkısı Yapılmış (BC) Biyoyumak Grubu (t2) 

 
Şekil 6.13. Bacillus cereus Katkısı Yapılmış (BC) Biyoyumak Grubu (t3) 
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Şekil 6.14. Bacillus thuringiensis Katkısı Yapılmış (BT) Biyoyumak Grubu (t0) 

 
Şekil 6.15. Bacillus thuringiensis Katkısı Yapılmış (BT) Biyoyumak Grubu (t1) 
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Şekil 6.16. Bacillus thuringiensis Katkısı Yapılmış (BT) Biyoyumak Grubu (t2) 

 

Şekil 6.17. Bacillus thuringiensis Katkısı Yapılmış (BT) Biyoyumak Grubu (t3) 
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Şekil 6.18. Probiomax Katkısı Yapılmış (P) Biyoyumak Grubu (t0) 

 

Şekil 6.19. Probiomax Katkısı Yapılmış (P) Biyoyumak Grubu (t1) 
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Şekil 6.20. Probiomax Katkısı Yapılmış (P) Biyoyumak Grubu (t2) 

 

Şekil 6.21. Probiomax Katkısı Yapılmış (P) Biyoyumak Grubu (t3) 
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Şekil 6.22. OLVIT Probiotics Katkısı Yapılmış (O) Biyoyumak Grubu (t0) 
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Şekil 6.23. OLVIT Probiotics Katkısı Yapılmış (O) Biyoyumak Grubu (t1) 

 
Şekil 6.24. OLVIT Probiotics Katkısı Yapılmış (O) Biyoyumak Grubu (t2) 
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Şekil 6.25. OLVIT Probiotics Katkısı Yapılmış (O) Biyoyumak Grubu (t3) 

6.1.1.2.1. Çalışma Başlangıcı (t0) ve Çalışma Sonu (t3) Baskın Türlerin Profili 

Biyoyumak sistemlerinin (BC, BT, P, O ve K) biyoyumak oluşumunun başlangıcından 

itibaren 1 saat sonraki süreyi temsil eden t0 anında yapılan örneklemde sistemlerde tespit 

edilen en baskın üç bakteri türünün beklenildiği gibi aynı olduğu görülmektedir. 
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Şekil 6.26. Biyoyumak deneme gruplarında t0 zamanında en çok temsil edilen üç tür  

Tespit edilen üç baskın türün de denizel kökenli, biyoyumak oluşumunu destekleyici ve su 

ürünleri yetiştiriciliğinde probiyotik etkiye sahip olması bu biyoyumak sistemlerinin deniz 

suyu ile oluşturulmuş halihazırda su ürünleri yetiştiriciliğinde besin ve probiyotik etkisi 

sebebi ile yem olarak kullanılan stok bir biyoyumak oluşumundan köken aldığı olgusu ile 

tutarlı olmaktadır.  

Tespit edilen türlere daha detaylı baktığımızda: 

Catenovulum cinsi yaygın denizel bir probiyotiktir. Catenovulum cinsleri proteinleri ve 

polisakkaritleri parçalayabilmekte ve Vibriolara karşı sucul organizmaların direncini 

arttırabilmektedir (163). Kıyı sedimentlerinden izole edilen Catenovulum maritimum 

türlerinin bir polisakkarit olan agarı degrede etmede oldukça başarılı olduğu gösterilmiştir 

(6). Deneyde kullanılan biyoyumak sistemlerinin tamamında bu türün baskın olması 

biyoyumakların inoküle edildiği stok biyoyumağın bu türü yaygın olarak içerdiği bilinen 

deniz suyu ve karides bağırsak içeriği (164), (64) ile oluşturulması öne sürülebilir. 

Pseudoalteromonas türlerinin biyoyumak oluşumu aşamasında aktive karbon, magnezyum 

oksit ve alüminyum oksit gibi çeşitli katıların askıda kalıp yumak formunu oluşturması ile 

desteklediği  çeşitli çalışmalarda rapor edilmiştir (165), (166).Bu cinslerin türleri atık sularda 
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bulunan biyo-parçalanabilir materyalleri parçalayarak  ürettikleri biyoflokülantler ile 

biyoyumak oluşumunda faydalı etki göstermektedirler. Pseudoalteromonas marina türü  

sucul sistemlerde oluşturdukları yoğun formda biyofilm tabakaları ile çeşitli sucul 

omurgasızların larva gelişiminde olumsuz etkilere yol açtığı gösterilmiştir (167). 

Shimia aquaeponti (diğer taksonomik ismi Thalassobius aquiponti)’nin patojenik Vibrio 

anguillarum enfekte balıklar için probiyotik olarak kullanılabileceği öner sürülmüş ve V. 

anguillarum’a karşı antibiyotik etkisi kanıtlanmış ve bu patojenin su ürünleri 

yetiştiriciliğindeki kontrolü için kullanılabileceği öne sürülmüştür (168). 

Biyoyumakların 21 günlük olgunlaşma süreleri tamamlandığında içerdikleri en baskın üç 

türün denizel kökenli, probiyotik etkiye sahip ve biyoyumak oluşumunu destekleyici türler 

olduğu görülmektedir. 

 
Şekil 6.27. Probiyotik katkısı yapılmayan kontrol (K) biyoyumak grubunda en çok temsil 

edilen üç tür 

Kontrol grubu biyoyumak sisteminin (K) 21. Günündeki mikrobiyom profiline bakıldığında 

Catenococcus thiocycli türünün tüm türler içerisinde %4,11’lik bir orana sahip olduğu 

görülmektedir. 

Jung ve arkadaşlarının 500 litrelik bir tankta karbon kaynağı olarak bu çalışmadakine benzer 

olarak melas kullanılan ve karbon:azot oranı 15-20 olarak ayarlanan biyoyumak ile beslenen 

kaya solucanlarının bağırsak mikrobiyomunda Catenococcus thiocycli türünün tür 

düzeyinde tüm mikrobiyomun %6.3’ünü oluşturduğu rapor edilmiştir (110). C. thiocycli 
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türünün aynı zamanda sülfürü okside ederek demir sülfür gibi bileşikler üreterek özellikle 

atık su arıtımında potansiyel olarak faydalı bir tür olabileceği tartışılmaktadır (169).

  

Şekil 6.28. Bacillus cereus katkısı yapılmış (BC) biyoyumak grubunda en çok temsil edilen 

üç tür 

Bacillus cereus katkısı yapılmış (BC) biyoyumak sisteminin 21. Günündeki mikrobiyom 

profiline bakıldığında Litorisediminivivens gilvus türünün tüm türler içerisinde %5,44’lük 

bir orana sahip olduğu görülmektedir. Farklı protein diyetlerinin büyüme performansı, 

immün tepkisi ve bağırsak mikrobiyotasındaki etkileri gözlemlendiğinde biyoyumak 

sisteminde 90 gün boyunca farklı protein seviyeleri ile beslenen Farfantepenaeus aztecus 

türü karideslerin de deney sonundaki mikrobiyom içeriklerinde Litorisediminivivens gilvus 

türünde artış olduğu rapor edilmiştir (170).  
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Şekil 6.29. Bacillus thuringiensis katkısı yapılmış (BT) biyoyumak grubunda en çok temsil 

edilen üç tür 

Bacillus thuringiensis katkısı yapılmış (BT) biyoyumak sisteminin 21. Günündeki 

mikrobiyom profiline bakıldığında Feifantangia zhejiangensis türünün tüm türler içerisinde 

%5,92’lik bir orana sahip olduğu görülmektedir. 

 
Şekil 6.30. Probiomax katkısı yapılmış (P) biyoyumak grubunda en çok temsil edilen üç tür 

Probiomax katkısı yapılmış (P) biyoyumak sisteminin 21. Günündeki mikrobiyom profiline 

bakıldığında Litoreibacter ponti türünün tüm türler içerisinde %12,57’lik ve Terasakiella 

brassicae türünün tüm türler içerisinde %5,96’lık bir orana sahip olduğu görülmektedir. 
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Benzer olarak Bacillus türlerini içeren probiyotik ilavesi ile beslenen karideslerin 

(Litopenaeus vannamei) bağırsak mikrobiyomunu domine eden cinsler arasında 

Terasakiella cinsleri de bulunduğu rapor edilmiştir (171). 

 
Şekil 6.31. OLVIT Probiotics katkısı yapılmış (O) biyoyumak grubunda en çok temsil edilen 

üç tür 

OLVIT Probiotics katkısı yapılmış (O) biyoyumak sisteminin 21. Günündeki mikrobiyom 

profiline bakıldığında Carboxylicivirga taeanensis türünün tüm türler içerisinde %7,11’lik 

ve Sunxiuqinia elliptica türünün tüm türler içerisinde %4’lük bir orana sahip olduğu 

görülmektedir. 

15 haftalık bir periyotta Streptococcus agalactiae patojen türü ile enfekte edilmiş tilapya 

(Oreochromis mossambicus) türlerinin bağırsak mikrobiyom profili incelendiğinde bu 

patojen tarafından etkilenmeyen tilapyaların bağırsak mikrobiyomunda patojen etmeninden 

etkilenenlere kıyasla Carboxylicivirga cinsinin baskın geldiği gözlemlenmiş ve bu gözleme 

dayalı olarak Carboxylicivirga cinsinin probiyotik potansiyeli olduğu kanısına varılmıştır 

(172).  

Kontrol (K), Bacillus thuringiensis katkısı yapılmış (BT) ve Bacillus cereus katkısı yapılmış 

(BC) biyoyumak sistemlerinde Halomonas halophila türü tüm türler içerisinde sırasıyla 

%10,14, %5,05 ve %5,7 oranında temsil edildiği görülmektedir.  

Halomonas türleri özellikle endüstriyel atık suların arıtımında potansiyel topaklaştırıcı 

(yumak oluşturucu) ajanlardır. Bu bakterilerin kültüre edildikleri ortamların manipülasyonu 

7,11

4,81

4,00

0,00

1,00

2,00

3,00

4,00

5,00

6,00

7,00

8,00

Carboxylicivirga taeanensis Vibrio proteolyticus Sunxiuqinia elliptica

O



101 

 

ile biyoyumak oluşumunun %250 oranında arttırılabildiği rapor edilmiştir (173). Halomonas 

cinsine ait birçok deniz bakterisi ekzopolisakkarit (EPS) üreterek biyofilm oluşturma 

özelliğine sahiptir. Derin deniz sularından izole edilen Halomonas türlerinin aromatik 

hidrokarbonları degrede ettiği de rapor edilmiştir. Bu cinse ait türler birçok hidrofobik 

organik kirleticinin (fenantren, flören, piren ve bifenil) çözünürlüğünü ve degredasyonunu 

arttırarak atık suların geri dönüştürülmesinde görev almaktadırlar (174). Deniz 

sedimentinden izole edilen Halomonas türlerinin glikoz ve üreyi karbon ve azot kaynakları 

olarak kullandıklarında optimal gelişme gösterdikleri ve oluşturdukları biyoyumakların 

materyal olarak polisakkarit ve protein içerdiği rapor edilmiştir (175). 

Vibrio proteolyticus türü tüm biyoyumak sistemlerinin 21. günündeki mikrobiyom profiline 

bakıldığında sistemlerin her birinde toplam tür sayısının %7,06 (K), %11,4 (BC), %6,69 

(BT), %7,33 (P) ve %4,81 (O) oranı ile temsil edildiği görülmüştür.  

Su ürünleri yetiştiriciliğinde vibriosisin kontrolü antibiyotik uygulamaları ile sağlanmaya 

çalışsa da bu uygulamalar dirençli bakteri sayısının ve antibiyotik kalıntılarının yetiştiriciliği 

yapılan canlılarda periyodik artışına sebep olabilmektedir. Antibiyotik uygulamasına 

alternatif olarak Vibrio türlerine inhibe etki gösteren probiyotik bakterilerin kullanımı öne 

sürülebilir. Probiyotik etki gösteren probiyotik bakteriler konağın bağırsak sistemini 

kolonize ederek doğal bir savunma mekanizması sağlayabilmektedir. Vibrio cinsine mensup 

bir tür olmasına karşın Vibrio proteolyticus türünün bu koşulları in vitro ve in vivo 

durumlarda da sağladığı uzun süredir bilinmektedir (176).  Bu sebeple belirtilen bakteri 

türünün yaygın antijenlere ve bazı spesifik patojenlere karşı potansiyel bir probiyotik ve 

canlı aşı olarak kullanımının kapısı açılmıştır. Bu anlamda su ürünlerinde önemli 

patojenlerden olan  Photobacterium damselae ve Vibrio harveyi ile enfekte edilmiş 

yetiştiriciliği yapılan Solea senegalensis türü su ürünü 138 probiyotik etki gösterdiği bilinen 

bakteri suşu ile inoküle edildikten sonra yalnızca Vibrio proteolyticus ve Vibrio alginolyticus 

türlerinin iki patojen türe karşıda inhibe edici etki gösterdiği, bu iki probiyotik tür arasında 

da Vibrio proteolyticus türünün konakta antikor üretimi ve hayatta kalma oranını kayda 

değer miktarda arttırdığı gösterilmiştir (177). Türün enzimatik aktivesine bakıldığında 

lesitinaz, jelatinaz, kazeinaz, amilaz, proteinaz ve lipaz aktiviteleri sayesinde konak 

tarafından besin alımı verimini arttırdığı ve sindirimi kolaylaştırdığı rapor edilmiştir (177).  
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Vibrio proteolyticus türünün probiyotik kapasitesini kapsamlı bir şekilde test etmek 

amacıyla Medina ve arkadaşları (178) V. proteolyticus suşunu yetiştiriciliği yapılan dil 

balığına (Solea senegalensis) enjekte ederek, yetiştiği suya ve diyetine ekleyerek patojenite 

etmeni varlığında konaktaki immün tepki genlerinin anlatımını ve antikor üretimini test 

etmişlerdir. Yaklaşık 60 süresince devam eden çalışmada suş ile inkübe edilen balıkların 

kanında, deri mukusunda ve bağırsağında kayda değer biçimde antikor artışı saptanmıştır. 

Araştırmacıların öne sürdüğü probiyotik etki mekanizmasına göre V. proteolyticus suşu 

mukoza ile etkileşime girdiğinde doğal sıvısal (humoral) ve doğal katil hücrelerini içeren 

hücresel bağışıklığı aktive ederek patojenlere karşı bağışıklık uyarıcı bir etmen olup spesifik 

antikorların üretimini desteklemektedir. Suşun antikorları ile yaygın Vibiro patojenlerinin 

antikorlarının benzerliği suşun bir canlı aşı gibi davranmasını sağlamaktadır.  

Kefal yetiştiriciliğinde besin takviyesi olarak C. fusca ve V. proteolyticus karışımı 

kullanıldığında kontrol grubuna kıyasla büyüme performansı ve besin kullanımında kayda 

değer artış ve immün sistemde olumlu etkiler gözlemlendiği çalışma gruplarınca test edilip 

rapor edilmiştir (179).  

V. proteolyticus türünün biyoyumak içerisinde su ürünleri yetiştiriciliği yapılan canlıya yem 

ve probiyotik takviyesi şeklinde verilmesi ile büyüme oranını, Vibrio ve diğer bazı 

patojenlere karşı direnci, hayatta kalma oranını, antikor üretimini, besin kullanım başarısını 

ve sindirimini artırdığının literatür ile desteklenip test edilen tüm biyoyumak sistemlerinin 

21.gününde en çok temsil edilen üç türden biri olması, canlıdan bağımsız oluşturulan 

biyoyumak sistemlerinin su ürünleri yetiştiriciliği için maliyeti az, canlı sağlığını ve 

gelişimini destekleyici, çevre dostu besin ve probiyotik takviyeleri olarak kullanılma 

potansiyelini ortaya koymaktadır.  

Bacillus türleri katkısı yapılan biyoyumak deneme gruplarında bu türlerin tespit edilemediği 

görülmüştür. Biyoyumak sistemlerini sürdürmek için gereken tuz, sıcaklık, oksijen miktarı, 

karbon:azot oranı gibi faktörlerin kültüre edilen bu türlerin canlılıklarını sürdürmesi için 

gerekli koşullardan farklı oldukları bilinmektedir. Biyoyumak sistemleri harici eklenen 

karbon kaynakları ve havalandırma sistemi ile geniş çeşitliliğe sahip heterotrofik bakterilerin 

gelişimini teşvik etmektedir. Bu koşullar biyoyumak içerisinde kültüre edilen bakteriler için 

faydalı olsa da spesifik kültür koşullarına ihtiyaç duyan, adapte olamayan bakteri türleri için 
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gelişimi kısıtlayabilmektedir (180) (181). Biyoyumak sistemlerine Bacillus türleri içeren 

probiyotik katkısı yapan diğer araştırmacıların da bu eklemenin sistemde değişiklik 

yaratmadığını rapor ettikleri görülmüştür (182) (183). 

6.1.1.2.2. Vibrio Cinslerinin Dağılımı 

Vibrio cinsi sucul sistemlerde doğal olarak bulunan bir cins olması sebebiyle biyoyumak 

sistemlerinin tümünde Vibrio türleri çalışmanın başlangıcından sonuna dek belli bir oranda 

bulunmakta ve zamanla bu cinse ait bakterilerde artış gözlemlenmiştir.  

 
Şekil 6.32. Vibrio türlerinin biyoyumak deneme gruplarında t0 ve t3 zamanlarındaki 

yüzdelik temsili 

Vibrio harveyi, , Vibrio anguillarum, Vibrio vulnificus  ve Vibrio parahaemolyticus gibi 

Vibrio türlerinin su ürünlerinde oldukça patojenik türler olduğu bilinse de (184), (185), (186) 

bazı Vibrio türlerinin konağın immün sistemini uyararak (İmmünostimülasyon) konağın 

savunma mekanizmasını aktive ettiği karides türleri üzerinde çalışılmıştır (moullack). Bu 

sebeple patojen türlerce zengin olan Vibrio cinsinin bazı üyelerinin probiyotik olarak 

kullanımı tartışmalı bir konudur. Örneğin V. alginolyticus türünün hem hasta hem de sağlıklı 

larva ve yetişkin karideslerde yüksek oranda saptandığı (187) buna karşın bu türün V. 

harveyi alakalı enfeksiyon hastalığının kontrolünde kullanıldığı (188) da rapor edilmiştir. 

Bir başka çalışmada araştırmacılar  Bacillus ve Vibrio türleri ile inoküle edilmiş karideslerde 

kontrole kıyasla kayda değer bir büyüme oranı gözlemlenmiştir (189). Ek olarak bir diğer 

Vibrio türü olan Vibrio lentus’un V. harveyi ile inoküle edilmiş levrek balıklarında kontrol 
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grubuna kıyasla kayda değer bir koruma etkisine sahip olduğu, aynı çalışmada ayrı ayrı 

Bacillus türleri ve Vibrio proteolyticus ile inoküle edilmiş levrek gruplarında daha üstün bir 

koruma sağladığı rapor edilmiştir (190). 

Su ürünlerinde probiyotik etkileri olduğu bilinen ve 6.1.1.2.1. numaralı başlıkta da açıklanan 

V. proteolyticus ve V. alginolyticus türlerinin çalışmanın başlangıcında biyoyumak deneme 

gruplarında az bir oranda temsil edilip çalışmanın sonunda bu oranların arttığı saptanmıştır. 

 

Şekil 6.33. V. proteolyticus (t0-P,t3-P) ve V. alginolyticus (t0-A,t3-A) türlerinin biyoyumak 

deneme gruplarında t0 ve t3 zamanlarındaki temsili 

V. proteolyticus ve V. alginolyticus türlerinin oluşturulan olgun biyoyumak sistemlerindeki 

gözlemlenen bu artışı, bu türlerin probiyotik etkileri (immünostimülasyon, konağın büyüme 

ve hayatta kalma oranlarında artış, besinlerin sindirim ve parçalanma oranlarında olumlu 

etkiler vb.) göz önüne alındığında kabul edilebilir bir etki olduğu öne sürülebilir. V. 

proteolyticus türünün özellikle Bacillus türleri ile inoküle edilmiş biyoyumak deneme 

gruplarında kayda değer bir artışa sahip olduğu görülmektedir (BC için 2,23 -> 11,42 ve BT 

için  2,14 ->  6,69) . 
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6.2. SONUÇ 

Bu çalışmada gözlemlenen ticari probiyotikler ve Bacillus türlerinin eklenmesi, biyoyumak 

sistemlerinde mikrobiyom çeşitliliğini önemli ölçüde etkilemektedir. Bu eklemelerin, su 

ürünleri yetiştiriciliğinde hayvanların sağlık durumları üzerinde olumlu etkileri 

gözlenmiştir. Özellikle, probiyotiklerin hastalık etmenlerine karşı koruyucu etkisi ve 

prebiyotiklerin canlıların bağışıklık sistemini güçlendirmesi gibi yönler, bu eklemelerin 

beslenme verimliliği ve hastalıklara karşı direnci artırabileceğini göstermektedir. 

Dolayısıyla, probiyotik ve prebiyotik eklemelerinin, su ürünleri yetiştiriciliği sektöründe 

ekonomik ve sağlık açısından sunduğu avantajlar dikkate alınmalıdır. Biyoyumak 

sistemlerinin çevresel sürdürülebilirlik üzerindeki etkileri, bu çalışmanın önemli bir 

parçasını oluşturmaktadır. Bu sistemlerin atık su arıtımı ve geri dönüşümündeki rolleri, 

karbon, azot ve fosfor döngüsündeki etkileriyle birlikte incelendiğinde, ekosistem sağlığı ve 

biyoçeşitliliğin korunmasına katkıda bulundukları gözlemlenmiştir. Bu bulgular, biyoyumak 

teknolojilerinin çevre koruma stratejilerinde nasıl bir rol oynayabileceğine ışık tutmakta ve 

bu yöntemlerin geleneksel atık su arıtım yöntemlerine göre sahip olduğu potansiyel 

avantajları ortaya koymaktadır. Biyoyumak sistemlerinin su ürünleri yetiştiriciliği 

sektöründe ekonomik etkileri, bu çalışmanın başka bir önemli yönünü teşkil etmektedir. 

Geleneksel yem maliyetlerine kıyasla, bu sistemlerin sağladığı tasarruflar ve yatırım 

getirisinin yanı sıra, ölçeklenebilirlik potansiyelleri üzerinde durulmuştur. Bu bağlamda, bu 

teknolojinin maliyet-etkinliği ve su ürünleri yetiştiriciliği alanındaki geniş uygulama 

alanları, sektörün sürdürülebilirliğine ve karlılığına önemli katkılar sağlayabilir. Yeni nesil 

dizileme ve eDNA metabarkodlama yöntemlerinin biyoyumak sistemlerinin analizindeki 

rolleri, teknolojik ilerlemeler açısından dikkate değerdir. Bu teknikler, mikrobiyal 

çeşitliliğin ve dinamiklerin daha ayrıntılı bir şekilde incelenmesine olanak tanımıştır. 

Bununla birlikte, bu metodolojilerin uygulanmasında karşılaşılan teknik zorluklar ve analiz 

süreçlerindeki karmaşıklıklar da bu çalışmada ele alınmıştır. Biyoyumak teknolojisinin 

potansiyel uygulama alanları, su ürünleri yetiştiriciliği dışında da geniş bir yelpazeye 

sahiptir. Bu çalışma, özellikle kentsel ve endüstriyel atık su arıtımında bu sistemlerin 

kullanım potansiyelini ortaya koymuştur. Ayrıca, bu araştırmanın sonuçları gelecekteki 

çalışmalara yön verebilir ve biyoyumak sistemlerinin ölçeklendirilmesi, uzun vadeli etkileri 

ve farklı sucul ortamlardaki uygulamaları gibi yeni araştırma konularını gündeme getirebilir. 
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Bu bağlamda, bu teknolojinin daha geniş çapta uygulanabilirliği ve sürdürülebilirlik 

potansiyeli üzerinde durulmalıdır.  
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