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OZET

Yiksek Lisans Tezi
KIRMIZI TOPRAK SOLUCANI Eisenia fetida 'DAN ELDE EDIiLEN SOLOM
SIVISININ OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Halime KOCAKURT

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji/Molekiiler Biyoloji/ Fen-Edebiyat Fakiiltesi Anabilim Dal1

Damisman: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

Toprak solucanlar1 toprak ekosistemi ic¢in kritik 6neme sahiptir ve toprak yapisini,
tretimini  gelistirdiginden ekosistem miihendisleri olarak adlandirilirlar. Kirmizi
Kaliforniya solucani adiyla da bilinen Eisenia fetida kiiltiir solucanlari hizli ¢ogalmalari,
tiretimlerinin kolay olmasindan dolayi, solucan gilibresi iiretimi i¢in en uygun
solucanlardir. Salgiladiklar1 sdlomik sivi fizyolojik aktivitelerine yardimer olmaktadir.
Stres sirasinda serbest biraktiklari bu sivi, toprak sagligi ve ekotoksisite iizerinde de
onemli bir etkiye sahiptir. Bu ¢alismada, E. fetida’'dan elde edilen sélomik sivinin bazi
biyolojik 6zellikleri arastirilmistir. Bu amacgla s6lomik sividan izole edilen bakteriler
arasindan 3 bakteri secilmis, 16S rRNA dizilimine gore tanimlanmis ve bunlardan 2
tanesi Bacillus cereus ve 1 tanesi Bacillus thuringiensis ile benzerlik gdstermistir.
So6lomik sividaki enzimatik aktiviteler kontrol edildiginde lipaz, seliilaz, amilaz, proteaz,
fitaz ve arilsiilfataz aktivitelerinin varligi tespit edilmistir. S6lomik sivinin antibakteriyel
etkileri E. feacalis, E. coli, S. epidermidis, S. aureus, K. pneumonia, S. typhimurium, Y.
enterocolitica ve P. Aeruginosa'ya karsi aragtirtlmigtir. Sonuglara gore sélom bakterileri
lizerinde inhibitdr etkiler gdstermistir. Buna ek olarak, Ince Tabaka Kromatografisi
sonuglar ise sélomik sivida glikoz ve maltoz varligint gostermistir. Sivinin protein
paterni, 17-46 kDa araliginda bes agik protein bandi gostermistir. Bu ¢alisma ile s6lomik
stvinin bazi biyolojik 6zellikleri ortaya konulmus olup, bundan sonraki ¢aligmalara 151k
tutacaktir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, s6lomik sivi, solucan, E. fetida, enzim
aktivitesi, protein profili.



ABSTRACT

Master Thesis
INVESTIGATION OF THE PROPERTIES OF THE COELOM FLUID OBTAINED
FROM THE RED EARTH WORM Eisenia fetida

Halime KOCAKURT

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology/Molecular Biology/Faculty of Arts and Sciences

Advisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

Earthworms are critical to the soil ecosystem and are called ecosystem engineers because
they improve soil structure and production. Eisenia fetida culture worms, also known as
the red California worm, are the most suitable worms for vermicompost production
because of their rapid reproduction and easy production. The coelomic fluid they secrete
help their physiological activities. This liquid, which they release during stress, also has
a significant effect on soil health and ecotoxicity. In this study, some biological properties
of coelomic fluid obtained from E. fetida were investigated. For this purpose, 3 bacteria
were selected among the bacteria isolated from coelomic fluid, they were identified based
on the 16S rRNA sequence and 2 of these were similar to Bacillus cereus and 1 to Bacillus
thuringiensis. When the enzymatic activities in the coelomic fluid were controlled, the
presence of lipase, cellulase, amylase, protease, phytase and arylsulfatase activities were
detected. The antibacterial effects of the coelomic fluid was investigated against E.
feacalis, E. coli, S. epidermidis, S. aureus, K. pneumonie, S. typhimurium, Y.
enterocolitica and P. Aeruginosa. According to the results, it showed inhibitory effects
on test bacteria. Additionally, The Thin Layer Chromatography results showed the
presence of glucose and maltose in the coelomic fluid. Protein pattern of fluid showed
five clear protein bands in the range of 17-46 kDa. With this study, some biological
properties of coelomic fluid have been revealed, and will shed light on future studies.

Key words: Antimicrobial activity, coelomic fluid, earthworm, E. fetida, enzyme
activity, protein profile.



TESEKKUR METNI

Caligsma siirecinde her tiirlii yol gosterici olan, giiler yiizii ve sabriyla beni cesaretlendiren,
bilgi birikimiyle ¢alismama farkli agilardan bakmami saglayan beraber ¢aligmaktan ve
her zaman 6grencisi olmaktan gurur duydugum degerli danisman hocam Prof. Dr. Elif
Demirkan’a sonsuz tesekkiir ederim.

Ayrica gerek labaratuvar gerekse ders i¢i ¢alismalarimda yardimlarimi ve bilgilerini
esirgemeyen Ars. Gor. Dr. Tuba Sevgi Avci’ya ve Dr. Aynur Aybey’e tesekkiir ederim.

Calismakta oldugum Solitera Kompost Ekolojik Uriinler Gida Tarim Hayv. San. Tic. Ltd.
Sti.nde calisma saatlerime esneklik saglayip yiiksek lisans calismami destekleyip
yamimda olduklart igin Sn. Omer Kavuncuoglu’na, Sn. Gizem Bayraktar ve Sn. Cem
Bayraktar’a sonsuz tesekkiir ederim.

Son olarak tiim hayatim boyunca benim yanimda olan, aldigim kararlarin hep arkasinda
duran, egitim hayatimda da desteklerini esirgemeyen aileme tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Toprak habitatinin korunmasi, uzun vadeli kalite ve lretkenligi belirleyen biyolojik
Ozelliklerinin siirdiiriilebilir yonetimine yonelik ilk adimdir. Toprak biyotasinin toprak
verimliligine fayda sagladigi genel olarak kabul edilir, ancak toprakta yasayan
organizmalar ve toprak ekosisteminin isleyisi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
Solucanlarin toprak verimliligindeki rolii, Darwin'in (1809-1882) son bilimsel kitabini
yayinladigi 1881'den beri bilinmektedir. O zamandan beri, tiim ekosistemlerin
stirdiriilebilir islevine toprak organizmalarinin katkisin1i vurgulamak igin ¢esitli
caligmalar yapilmistir (Wardle, 2002). Solucanlar gibi toprak makrofaunasi, biyojenik
yapilariin (dokiimler, topaklar, galeriler, vb.) birikmesiyle dolayli olarak toprak ve
toprak alt1 ortamini degistirir, bdylece topragin fiziksel 6zelliklerini, besin dongiisiinii ve
bitki biiylimesini etkilerler (Lal, 1999; Scheu, 2003) Toprak solucanlart, nemli tropiklerin
dogal ekosistemlerinin ¢ogunda toprak fauna topluluklarinin 6nemli bir bilesenidir ve
makrofauna biyokiitlesinin biiyiik bir boliimiinii olusturur (Lavelle, Chauvel ve Fragoso,
1995).

Solucanlar, Annelida filumunun Oligochaeta sinifina ait metamerik olarak parcalanmis
organizmalardir. Solucanlarin boyu mm’den ticayak boyundan fazla uzunluga kadar
degismektedir. Solucanlarin fiziksel yapisindan dolayi bir tiirle diger bir tiir arasinda ¢ok
az fark vardir, bir tiirin tarifi herhangi baska bir tiirle uyum saglar. Solucan ilkel
organizasyonlu oldugu halde, iyi gelismis dolasim, sinir, bosaltim, sindirim, bosaltim,
tireme ve kas sistemlerine sahiptir. En dikkate deger dis o6zelligi, viicudunu
segmentasyonu veya halkali olmasidir. Solucandaki segmentasyon, hayvan viicudunun
organlara boliinmesi ile ayni genel fonksiyonlara sahiptir, farkli segmentler farkli

fonksiyonlar gerceklestirir (Aydilek, 2005).

Solucanlar stres tizerinde keskin sar1 bir s1vi salgilar. Bu siv1 periviseral bosluk olarak da
bilinen s6lom yani viicut duvari ile beslenme kanali arasindaki boslukta bulunur ve bu
stviya sOlomik s1vi denilmektedir. S6lomik sividaki sar1 renk kismen siv1 iginde bulunan
ve kismen de serbest birakilan ¢ok sayida sd6lomosit ile iligkili olan riboflavinden gelir;

Bununla birlikte, s6lomik sivisi kii¢lik molekiillii metabolitlerin karmasik bir karisimini



icerir (Patil ve Biradar, 2017). Solomik sivi alkaliktir (Kauschke, Mohrig ve Cooper,
2007) ve mezotelyal kirpikler veya viicut duvarindaki kaslarin kasilmasiyla dolasir.
Hidrostatik bir iskelet gérevi goriir. Ayn1 zamanda bir dolasim ortami olarak islev goriir.

Harekete yardimci olur. Mezodermal doku s6lomik sivinin kaynagidir (Anonim, 2022a).

Toprak solucant sdlom sivisi proteolitik, bakteriyostatik, hemagliitinik ve sitolitik
aktiviteler iceren farkli biyolojik fonksiyonlar goéstermektedir (Valembois, Roch,
Lassegues ve Cassand, 1982; Kauschke ve Mohrig, 1987; Koenig ve digerleri, 2003).
Solucanlar, toprakta bulunan milyonlarca zararli bakterinin olusturacagi hastaliklardan
korunma ve hareket kolaylig1 saglamak icin ve yedikleri maddeyi sindirirken sélom sivisi
salgilarlar. Diger yandan, s6lomik siv1 solucanlar tarafindan nemi korumak i¢in solunum
ve oyuk agma aktiviteleri gibi fizyolojik aktivitelerine yardimci olmak icin de salgilanir
(Patil ve Biradar, 2017). Diger yandan sdlom sivisi topraktaki patojenleri baskilayarak
bitkileri korur ve direnglerini artirir. Toprak solucanlari ¢cogu toprak ekosistemi igin Kritik
Ooneme sahiptir ve toprak yapisini, iiretimini gelistirdiginden ekosistem miihendisleri
olarak adlandirilirlar (Blouin ve digerleri, 2013). Kirmiz1 Kaliforniya solucani adiyla da
bilinen E. fetida kiiltiir solucanlarinin sélomik sivisinda bulunan biyoaktif bilesikler
bircok bilim adami tarafindan biiyiik ilgi gormdustiir, Ozellikle immiin savunma,
mikrobiyal giibre olarak (Cooper, Kauschke ve Cossarizza, 2002; Shen, 2010). Ciinkii
stvinin  antimikrobiyal Ozellikleri, sivida bulunan bakteriler, enzim igerikleri onem
tagimaktadir (Hua ve digerleri, 2011). Arastirmacilar, s6lomik sividan izole edilmis ve
saflagtirnlmis proteaz, amilaz, profenoloksidaz gibi birkag enzimin aktivitelerini
arastirmiglardir (Kauschke, Mohrig ve Cooper, 2007; Ramian, Arabi ve Hemmati, 2018).
Solomik sivi, tiire 6zgli oldugu bilinen aromatik metabolitler dahil olmak iizere kii¢lik
molekiillii metabolitlerin karmasik bir karisimini icerir, ancak gergek icerikleri tam olarak

bilinmemektedir (Rochfort ve digerleri, 2017).

Bu tez ¢aligmasinda, Solitera Kompost Ekolojik Uriinler Gida Tarim Hayvancilik Ltd. Sti
(Bursa) firmasindan temin edilen kirmizi toprak solucani E. fetida'dan elde edilecek
s0lom sivisinin icerdigi bakterilerin 16S rRNA ile analizi ile tanimlanmasi, s6lom

stvisinin bazi enzimatik ozellikleri, antimikrobiyal aktivitesi ve birkag¢ biyolojik analiz



yapilarak sO6lomun Onemli Ozelliklerinin ortaya ¢ikarilmasiyla mikrobiyal giibre

potansiyelide saptanmis olacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Toprak Solucanlar1 Hakkinda Genel Bilgiler

Solucanlar, Annelida filumunun Oligochaeta sinifina ait metamerik olarak boliinmiis
(annuli) tiip seklinde organizmalardir. Solucan (Earthworm) adini, yerin igine dogru yuva
yapmast ve yemesi gerceginden alir. 20 milyon yildan fazla bir siiredir yerytiiziindeler ve
¢ogu 1liman toprakta ve bir¢ok tropik toprakta bulunur. Permafrost veya kalici kar ve
buzun oldugu bdlgelerde yasamazlar. Tipik olarak 7 veya 8 santimetre uzunlugunda
oldugu gibi, baz1 liyelerinin yilan gibi 35 santimetre kadar uzadigi bilinmektedir (Gudeta
ve digerleri, 2020). Ergin bir solucan 115-200 segmentten olusur, her segmente
“metamer”, bu segmentli yap1 da “metamerizm” olarak adlandirilmistir. Bu segmenter,
solucanin hareket etmek ve yuva yapmak i¢cin kullandigi killar veya kiigiik killarla
kaplidir. Bu karasal solucanlar tipik olarak toprakta ve nemli yaprak ¢opilinde yasar
Solucanlar, silindirik bir gévdeye sahip kirmizimsi kahverengi bir renge sahiptir. Govdesi
uzundur ve On bolge sivri, arka bolge ise yuvarlaktir. Viicudun dorsal yiizeyinde goriilen
koyu renkli orta dorsal kan damar1 vardir. Viicudun karin yiizeyinde genital agikliklar
veya gozenekler bulunur (Anonim 2022a).

Bircok viicut organmi bitisik segmentlerde tekrarlanir. Genellikle iki ila bes bitisik
segmentte eslestirilmis kalpler ve iki bitisik segmentte eslestirilmis testisler vardir.
Solucanin 6n kismi en 6zel organlara sahip segmentlere sahiptir. Farinks, agzin arkasinda
ve ogiitiicii tashik birlikte yaklasik 10 segmenti kaplar. ince bir yemek borusu (bogazi
mideye baglayan tiip) vardir ve ardindan basit bagirsak yaklasik 15 ila 20. segmentte
baglar ve terminal aniise dogru ilerler. Sindirim sistemi, her biri belirli bir islevi olan
bircok bolgeye ayrilmistir. Sindirim sistemi yutak, yemek borusu, bagirsak ve tagliktan
olusur. Solucan kapali bir dolasim sistemine sahiptir. Bir solucan, kan1 yalnizca damarlar
yoluyla dolastirir. Solucanlarin akcigerleri yoktur. Derilerinden nefes alirlar. Oksijen ve
karbondioksit difiizyon yoluyla solucanin derisinden gecer (Anonim, 2022b).
Solucanlarin genel goriinilisii ve morfolojik yapist agsagida Sekil 2.1 ve Sekil 2.2° de

verilmistir.



Solucanlar, ¢evrelerinde her zaman patojen mikroorganizmalarin istilasiyla kars1 karsiya
olmalarina ragmen, evrimin ilk asamalarindan beri savunma sistemlerinin yardimiyla
yasamaktadirlar (Engelmann, Kiss, Csongei, Cooper ve Németh, 2004). Uzun yillar
yapilan c¢alismalar solucanlarin hiicresel ve hiimoral bagisiklik mekanizmalarina sahip
oldugunu gostermistir (Bilej ve digerleri, 2001; Field, Kurtz, Cooper ve Michiels, 2004).
Solucan bagisiklik sistemi, sélomosit olarak isimlendirilen hiicreler ve bu hiicrelerin
salgiladigr maddelerin olusturdugu karmasik yapili bir savunma sistemidir (Roch ve
Cooper, 1991). Solucanlarda, solomik boslukta bulunan solomositler (lokositler),
fagositoz ve parazitlere ve patojenlere karst kapsiilleme gibi dogustan gelen hiicresel
bagisiklik islevlerinden sorumludur (Hatti ve Ramkrishna, 2013). Insan akyuvarlari ile
benzer sekilde calisan solomositlerin derideki porlardan disar1 da salindigi rapor

edilmistir (Adamomowicz ve Wojtaszek, 2011).

Solucanlar hermafrodittir, her bireyin hem erkek hem de disi organlar1 vardir. Ancak
kendi kendine dogurgan degildirler ve ¢iftlesme yapilar1 viicudun arka kisminda bulunur.
Klitellumun (yumurtalar i¢in bir koza olusturan salgi bezi sismesi) ve gesitli gozeneklerin
ve papillalarin (yumrular) konumlar1 ve gelisim derecesi, tiirlerin tanimlanmasinda ¢ok
onemlidir Erkek ve disi cinsiyet organlari, her solucanda sirasiyla sperm ve yumurta
iiretebilir. Solucanlar hermafrodit olmalarina ragmen, ¢ogu liremek icin bir ese ihtiyag
duyarlar. Solucanlarin giftlesme yaklasik bir saat siirebilir, solucanlar daha sonra ayrilir.
Daha sonra her solucanin klitellum, spermlerin yumurtalar1 déllemek i¢in girdigi kozay:
cikarir. Haftada solucan basina en fazla 3 koza iiretilir. Her kozadan yaklagik 10-12 kii¢iik
solucan ¢ikar. Genellikle bir solucanin 6mri, tiirlin tiirline ve ekolojik duruma bagl

olarak yaklasik 3 ila 7 yildir (Veeramani, 2010).



Sekil 2.1. Toprak solucaninin genel goriiniisii (Anonim, 2018)

Erkek Ozafagus Kursak Mide
ureme

— _—— Disi Badirsak
— | Ureme
Kalpler«| i‘$ arganlar
Adiz

Wentral
kan damari
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Segmental kan damari

kan damari

Segmental

Segmental ganglion

sinirler

Sekil 2.2. Solucanin morfolojik yapisi ve viicut anatomisi (Aydilek 2005)

Diinya genelinde dagilmis 3920 solucan tiirii vardir. Negatif fototaktik, yumusak govdeli,
gercek solomatlar, agro-ekosistemin saprofitik yaratiklart ve toprak biyotasinin ana
makro faunasidir (Patil ve Biradar, 2017). Toprag: etkileyen solucanlarin faaliyetleri,
topragin yutulmasini ve kil, kire¢ ve humusun ana toprak bilesenlerinin karistirilmasini
igerir; havalandirmayi, drenaji ve kok penetrasyonunu artiran yuvalarin insasina katkida
bulunmaktadir. Viicudun hem harici hem de dahili olarak bdliinmesinin dogasi, hayvanin

esneklige sahip olmasini ve iyi kas gelisiminin baslamasini saglamistir. Solucanlar,



oksijen ve karbondioksit tastyicisi olarak plazmada hemoglobin bulunan tam sindirim

sistemine, kapali dolasim sistemine sahip ilk hayvan grubudur (Ismail, 1997).

Solucanlar ¢ok ¢esitli topraklarda bulunur ve toplam toprak biyokiitlesinin %60-80'ini
temsil eder (Bouche, 1992). Ekin alanlarinda toprak mikroorganizmalarinin
popiilasyonunda 6nemli rol oynarlar. Solucanlar genellikle toprakta yasar, canli ve olii
organik maddelerle beslenirler, karbonhidratlar1 hidrolize etme ve toprakta yaprak, kok,
maya, alg ve mantarlar1 sindirme yetenekleri ile karakterize edilir (Julka, 1993; Rajesh,
Rajamanikkam, Vadivu ve Palanichelvam 2019; Prat, Charrier, Deleporte ve Frenot,
2002).

Bir ekosistemde bulunan gidanin miktar1 ve kalitesi, solucan toplulugunun popiilasyon
biiyiikliigiinii, bilesimini ve ¢esitliligini belirler. Genel olarak, giinliik yem alimi, solucan
viicut agirliginin 100 ila 300 mg/gh arasinda degisir. Bir tahmine gore, bir solucan yilda
8 ila 20 gr giibre tiiketebilir. Dolayisiyla 120.000 yetiskin/ha'lik bir niifus yogunlugunda,
giibre tiiketimi 17.20 ton/ha/yil olacaktir (Bhatnagar ve Palta, 1996). Dolayisiyla bu
tahminler, solucanlarin toprak biyotasinin karistirilmasinda ve organik maddenin topraga
dahil edilmesinde 6nemli oldugunu fazlasiyla gdostermektedir. Baz1 solucanlar, belirli

mikroorganizmalari se¢ici olarak sindirebilir (Dash, Satpathy, Behera ve Dei, 1984).

Solucanlar toprakta havalandirici, 6giitiicti, kirici, kimyasal bozundurucu ve biyolojik
uyaricilardir. Evlerden, bahgelerden, mandiralardan ve ¢iftliklerden kaynaklanan gesitli
organik atiklardaki seliilozik ve proteinli maddelerin hizli biyokimyasal dontistimiini
saglayan enzimler, proteazlar, lipazlar, amilazlar, seliilazlar ve kitinazlar salgilarlar
(Veeramani, 2010). Solucanlarin topraktaki dagilimi, toprak nemi, organik madde
mevcudiyeti ve topragin pH"1 gibi faktdrlere baglidir. Ozellikle karanlik ve nemli olan
cesitli habitatlarda bulunurlar. Humus, sigir gilibresi ve mutfak atiklari gibi organik

maddeler bazi tiirler i¢in oldukga gekici yerlerdir (Gunathilagraj, 1996).

Solucan sayilar farkl topraklarda biiyiik farkliliklar gosterir, ancak iyi havalandirilmis
topraklar1 tercih ederler ve yilda yaklasik 800 mm yagis alan topraklara hakim olma

egilimindedirler. Ekilebilir topraklarda, 110-1100 kg/ha biyokiitle ile metrekare basina



30-300 birey arasinda degisebilirler. pH'1 5-7 olan ve organik madde icerigi diisiik,
nemlendirilmis madde iceren topraklari tercih etme egilimindedirler. Mantar materyali
ayrica solucanin yuva yapmasini engelleyebilir. Bu tiir topraklar ayrica yiiksek sayida
bakteriye sahip olma egilimindedir. Turba gibi pH <4 olan topraklar genellikle ¢ok
asidiktir ve solucanlar1 destekleyemeyecek kadar su doludur. Kil igerigi yiikksek veya ¢ok
kaba dokulu topraklar, kil ¢ok az oksijene sahip olacagindan ve kaba topraklar solucanlar
icin ¢ok asindirict oldugundan ve toprak serbestge akiyorsa ¢ok kuru olabileceginden
genellikle solucanlar1 desteklemez. Yirtict hayvanlar, amonyak giibreleri, bazi
insektisitler ve toprak isleme yoluyla topragin bozulmasi sonucu solucan sayilari
azalabilir. Mahsul artiklar1 ve nem engelli (malg) toprak isleme solucanlari tesvik eder

(Anonim, 2022c).

Solucanlar dokunmaya, 1s18a ve kuruluga karst ¢ok hassastir. Toprakta su birikmesi
onlarin yiizeye ¢ikmasina neden olabilir. Solucanlar 5°C ile 29°C arasindaki sicaklik
araligini tolere edebilir. 20°C ila 25°C sicaklik ve yiizde 50-60 nem solucan fonksiyonu
i¢in optimumdur (Hand, 1988). Yiyecekleri, taze ve ¢iiriiyen bitki artiklari, canli veya 6lii
larvalar ve kiiclik hayvanlar ve toprakla karistirilmis bakteri ve protozoalar1 ince 6giiten
kasl1 bir tagliga sahiptirler. Solucan bagirsaginda milyonlarca ayristirict mikroorganizma

bulunur (Veeramani, 2010).

Solucanlar, 6zellikle beslenme ve oyuk agma aktivitelerinin bitki biiylimesini, besin
dontisiimiinii ve fide gelisimini etkiledigi topragin iist 15-35 cm'lik kisminda toprak
makro-faunasinin son derece Onemli bir pargasidir ve bu nedenle ‘“ekosistem
miihendisleri” olarak tanmimlanmistir (Asshoff, Scheu ve Eisenhauer, 2010). Oyuklar
havalandirma, drenaj ve kok penetrasyonunu artirmaya hizmet eder ve bu nedenle,
bitkilere mineral besin maddelerinin mevcudiyetini artirarak ve ayrismamis yiizey
kalintilarini topraga entegre ederek toprak verimliligini ve iiretkenligini arttirdiklari i¢in

toprak gelisimi ve tarimsal liretimde biiyiik 6nem tasirlar (Lavelle ve digerleri, 2016).

Solucan yiyeceklerinin ¢ogu yiizeye yakin bir yerde bulunur, ancak yuvalar olusturarak
kendilerini ¢evresel ve mevsimsel degiskenliklere kars1 bir miktar koruma saglarlar. Ug

tiir yuva olustururlar: a) yilizeyde birkag dall1 girise sahip olabilen derin dikey yuvalar, b)



ara sira topraga saplanan yatay yuvalar. Bunlarda yuva, solucan tarafindan iiretilen
mukusla kaplidir ve uzun siire dayanir ve c) dikey yuvalar, yiizeye yakin yasayan
solucanlar tarafindan yapilir. Bu yuvalar kuru veya soguk dénemlerde barmak saglar,
ancak kisa bir siire i¢in bulunur ve solucanin olumsuz kosullara sigindig1 odalarda sona
erebilir. Siddetli yagmurlar sirasinda yuvalar su ile dolabilir, bu nedenle solucanlar
kendilerini bogulmaktan alikoymak i¢in disar1 ¢ikabilirler. Cok kuru kosullar altinda
yuvalarina go¢ edebilirler (Anonim, 2022c).

Solucanlar beslenmeleri yoluyla toprak mikrobiyotasi lizerinde dogrudan ve 6nemli bir
etkiye sahiptir. Bu etki, Curry ve Schmidt (2007) tarafindan belirtildigi gibi, yiyecek
tercihlerine, se¢imlerine, yiyecek yutma hizlarina, sindirimlerine ve asimilasyonlarina

bagli olabilir.

Solucanlarla ilgili arastirmalar genellikle E. fetida, E. andrei, Lumbricus terrestris ve
Dendrobaena venata, Eudrilus eugeniae, Lumbricus rubellus ve Perionyx excavatus ile
yogunlagsmustir (Dales ve Kalac, 1992; Milochau, Lasseégues ve Valembois, 1997; Eue,
Kauschke, Mohrig ve Cooper, 1998; Furlong, Singleton, Coleman ve Whitman 2002;;
Koening ve digerleri, 2003). Ozellikle, E. fetida, E. andrei, Eudrilus eugeniae, Lumbricus
rubellus ve Perionyx excavatus baslica atik yiyici ve biyolojik olarak pargalayici solucan
tiirleridir. Atik bozunmasi i¢in diinya ¢apinda kullanilirlar ve organik belediye atiklarinin

ekolojik yonetimi igin ¢ok basarili gorevliler olarak bulunurlar (Edwards, 1988).

2.2. Solucanlarin Simiflandirilmasi

Solucanlar, Oligochaeta ("birkag¢ kil" anlaminda) olarak bilinen bir sinifa aittir. Bu simif
da annelidler olarak bilinen filuma aittir (topluca Annelida, Latince'den 'kii¢iik halka'
olarak bilinmektedir). Solucanlar, Alem: Animalia, Filum: Annelida, Smif: Oligochaeta,
Takim: Opisthopora, Familya (aile): 16 familya icermektedir. Ailoscolidae,
Acanthodrilidae, Almidae, Alluroididae, Criodrilidae, Exxidae, Eudrilidae,
Glossoscolecidae, Hormogastridae, Lutodrilidae, Lumbricidae, Microchaetidae,
Megascolecidae, Octochaetidae, Ocnerodrilidae ve Sparganophilidae.



Literatiirde ¢ok sayida cins tanimlanmustir. Literatiirde her cinsin altinda ¢ok sayida tiir

tanimlanmistir (Ansari ve Saywack, 2011).

Familyalarin diinyadaki dagilimlar su sekildedir;

Lumbricidae: Kuzey Yarimkiire'nin 1liman bolgeleri, cogunlukla Avrasya
Hormogastridae: Avrupa

Sparganophilidae: Kuzey Amerika

Almidae: Afrika, Giiney Amerika

Megascolecidae: Giiney Dogu Asya, Avustralya ve Okyanusya, batt Kuzey Amerika
Acanthodrilidae: Afrika, Giineydogu Kuzey Amerika, Orta ve Giiney Amerika,
Avustralya ve Okyanusya

Ocnerodrilidae: Orta ve Giiney Amerika, Afrika

Octochaetidae: Orta Amerika, Hindistan, Yeni Zelanda, Avustralya

Exxidae: Orta Amerika

Glossocolecidae: Orta ve Kuzey Giiney Amerika

Eudrilidae: Afrika ve Giiney Afrika

Moniligastridae: Hindistan, Sri Lanka, Malezya ve Afrikanin dogu kesiminde
yasayanlar (Ansari ve Saywack, 2011).

Solucanlar ekolojik gruplarina (nislerine) (Bouche, 1977) ve beslenme davranislarina
gore de (Lee, 1985) gore de siniflandirilmstir (Sekil 2.3).

Toprak
solucanlari

Beslenme
gruplar davraniglar

f | 1
| . a " o |
l Epigei k I Endogeik l Anekik l Detritivarlar l Jeophagous

Ekolojik

Sekil 2.3. Ekolojik gruplara ve beslenme davranis gruplarina gore solucanlarin siniflandiriimasi
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2.2.1. Ekolojik gruplara gore solucanlarin siniflandirilmasi

Solucanlar, toprak yiizeyi sakinleri (Epigeik, Yunanca’da yeryiizii istiinde; upon the
“carth’), toprak igi sakinleri (Endogeik, Yunanca’da yeryiizii i¢inde; ‘within the earth”)
ve derin gukurlu toprak alt1 sakinleri (Anekik, Yunanca’da Yeryiizii disinda: ‘out of the

earth’) olarak 3 grupta incelenmektedir (Anonim, 2007a).

2.2.1.1.Epigeik tiirler

Bu tiirler mineral toprak yiizeyinin {izerinde yasar ve bitki artiklar1 ile beslenir (Sekil 2.4).
Bunlar fitofagdir (Yunanca’da phyton: bitki, phagein: yemek) (Veeramani, 2010). Kalici
yuvalar olusturmaz Epigeik tilirler koyu ten rengine sahip olma egilimindedir
(pigmentasyon) Pigmentasyon, yaprak ¢opii boyunca hareket ederken kamuflaj gorevi
goriir. Ayrica UV 1sinlarindan korunmalarina da yardimer olur. Epigeik tiirler kii¢iik olma
egilimindedir (1-18 cm uzunlugunda). Yerli tiirler genellikle orman ¢oplerinde yasar.
Tiirlerin ¢ogu onemsiz bir role sahiptir, humus olusumu ve toprak islahi i¢in tarla
kosullarinda kullanim i¢in iyi degildirler. Yiiksek iireme hizina ve yiiksek koza iiretim
hizina sahiptirler. Ancak 6miirleri nispeten kisadir. Yiiksek metabolik aktivite gosterirler
ve bu nedenle vermikompostlama igin 6zellikle yararhidirlar (McLean ve Parkinson,
1998; Julka, 2008). Vermikompostlama, her tiirlii hayvansal ve bitkisel organik atiklarin
faydali mikroorganizmalar ve solucanlar araciligi ile islenerek yapitaslarina ayrigmasi
stireci olarak ifade edilmektedir. Bu siirec sonunda tamamen dogal olan yiiksek kaliteli
solucan giibresi elde edilmektedir (Edwards, Arancon, ve Sherman, 2011). Ornek olarak
E. fetida, Eudrilus eugeniae, Eisenia andrei, Drawida modesta ve Perionyx excavates

verilebilir (Dominguez, 2018).

Endogeik (Endojen) tiirler

Endojenler tiirler, topragin 20 cm derinligine kadar yasayabilmektedir. Tiirler bazen

yiyecek aramak icin yiizeye c¢iksa da, endojen solucanlar biiyliik miktarda toprak ve
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icindeki organik maddeyi yerler (Sekil 2.4). Endogeik solucanlar az pigmentasyona
sahiptir. Kas katmanlari, epigeik solucanlar kadar kalin degildir ve hizli hareket etmezler.
Endogeik tiirlerin boyutlar1 2,5-30 cm arasinda degismektedir (Anonim, 2007a). Bu
tiirler, topragin iist mineral tabakasinda, ¢cogunlukla sindirilmis mineral toprak maddesi
olmak {izere genis ve kalici olmayan yuvalar olustururlar ve “ekoloji miihendisleri” veya
“ekosistem miihendisleri” olarak bilinirler. Diger organizmalar i¢in bir kaynagin
kullanilabilirligini veya erisilebilirligini degistirebilecekleri fiziksel yapilar tretirler
(Jones, Lawton ve Shachak, 1994). Genellikle toprak yiizeyine yatay tiineller olusturur.
Organik maddece az ya da ¢ok zenginlestirilmis toprakta beslenirler. Muhtemelen toprak
dokusunun ve yapisinin iyilestirilmesinde 6nemlidirler ve organik madde ayrigsmasinda
ve bitki besin maddelerinin geri doniisiimiinde pek faydali degildirler. Ureme hizlari orta
diizeydedir ve Omiirleri daha kisadir. Ornek olarak Allolobophora caliginosa,
Octochaetona thurstoni, Drawida barwelli ve Allolobophora rosea verilebilir (Singh ve
digerleri, 2020).

Anekik tiirler

Anekik solucanlar, toprak ylizeyinin 3 m altinda kalict yuvalarda yasarlar (Sekil 2.4).
Toprak yiizeyinden besin toplarlar ve topraktan organik madde alirlar. Yuvalar1 2 cm ¢apa
kadar olabilir. Yerli anekik tiirler halsiz olma egilimindedir ve zayif gelismis kaslara
sahiptir. Toprakta ¢ok derinlerde yasadiklari igin, yerli anekik tiirler ¢ok az
pigmentasyona sahiptir ve ¢ok solgun olduklarindan genellikle siit solucanlar1 olarak
adlandirilirlar. Bu derin ¢ukurlu tiirler ayn1 zamanda en uzun olanlardir ve 3 cm'den ¢ok
biiyiik 1,4 m'ye kadar degisirler (Anonim, 2007a). Bunlar, mineral toprak katmanlarinda
dikey yuvalar insa eden ve bu yuvalarda yasayan, ancak ¢ogunlukla bitki ¢opii olmak
tizere organik maddelerle beslenmek i¢in yiizeye ¢ikan yiizeyden beslenen solucanlardir.
Yiizey c¢oplerini gdmmede onemlidirler. Organik maddenin topraga katilmasinda, bitki
besin maddelerinin dagiliminda ve dongiisiinde ve ayrica toprak yapisinin ve dokusunun
tyilestirilmesinde biiyiik yardimcidirlar. Bu tiirlerin koza {iretim hiz1 diisiiktiir ve lireme
kapasitesi sinirhidir, ancak omiirleri daha uzundur. Dokiintiileri yuva girisine birakirken,
mikroorganizmalar tarafindan Onceden ayristirllmak {izere yuvalarina siiriikledikleri

¢ople beslenirler (Lee, 1985).
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Omek olarak Lampito mauritti, Lumbricus terrestris, Octochaetona serrata,

Aporrectodea trapezoids, Aporrectodea longa verilebilir (Singh ve digerleri, 2020).

Epigeic : L. rubellus
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Diagram courtesy of the Scence Leaming Mub. Figure adapted from Fraser and 8oag, photos of earthworms copyright Ross Gray.

Sekil 2.4. Solucanlarin topraktaki yerlesimi (Singh ve digerleri, 2020)

Bouche (1997) tarafindan solucanlari ekolojik grup temelinde ayirt etmek igin kullanilan
ozelliklerin bir dzeti Cizelge 2.1'de verilmistir (Gajalakshmi ve Abbasi, 2004).

Cizelge 2.1. Ekolojinin temelinde solucanlari siniflandirmak igin kullanilan genel
ozellikleri

Ozellikleri Epigeik Endojen Anekik
Viicut 6l¢iisii Kiigtik Biiyiik Orta
Oyuk a¢gma aliskanlig1 Azaltilmis Gelismis Giglii gelismis
Boyuna kasilma Yok Kiictik Gelismis
Kancali ¢ita Yok Yok Var
Is1iga duyarhilik Diisiik Giigli Orta
Hareketlilik Hizl Yavas Orta
Deri nemlendirme Gelismis Zayif Gelismis
Pigmentasyon Homokromik Yok Dorsal ve Anterior
Dogurganlik Yiiksek Diisiik Orta
Olgunlagsma Hizh Yavas Orta
Solunum Yiiksek Zayif Orta
Gercgek Diyapoz
Olumsuz kosullar Koza olarak Sessizlik (yasamlar
altinda hayatta kalma (Hareketsiz kalma) faaliyetlerini
minimuma

distirdiikleri evre)
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2.2.2. Beslenme davranislarina gore solucanlarin siniflandirilmasi

Beslenme stratejilerine gore de iki farkli sinifa ayrilabilen 3.000'den fazla solucan tiirii
vardir - bitki ¢opli ve memeli giibresi (yiizey besleyiciler) ile beslenen detritivorlar ve
topragin daha derin katmanlarinda bitki materyali ile beslenen jeophagous. Bu iki grup,
hangi toprak horizonunda beslendiklerine bagli olarak alt boliimlere ayrilabilir (Curry ve
Schmitt, 2007).

Solucanlarin tanimlanmasi genellikle morfolojik karsilagtirma yoluyla elde edilir, ancak
genclerin tanimlanmasinda yararli oldugu kanitlanan DNA tabanli ydntemler

gelistirilmektedir (Richard ve digerleri, 2010).

2.3. Sélom, S6lom Sivisi Ve So6lom Sivisinin Ekstraksiyonu

Perivisseral bosluk olarak da bilinen sélom, viicut duvari ile sindirim kanali arasindaki
bosluktur. Bazi hayvanlarda mezotelyum ile kaplidir. Yumusakgalar gibi diger
hayvanlarda ise farklilasmamistir. Gegmiste ve pratik amaglar igin, iki tarafli hayvan
filumlarim1 gayri resmi gruplara siiflandirmak i¢in sdlom o6zellikleri kullanilmigtir.
S6lom, bagirsak ve dis viicut duvar1 arasindaki mezodermal olarak kapli bosluktur (Sekil
2.5). Embriyonun gelisimi sirasinda, gastrulasyon asamasinda s6lom olusumu baglar. Bir
embriyonun gelismekte olan sindirim tiipii, archenteron ad1 verilen kor bir kese seklinde
olusur. S6lom'un evrimsel kokeni belirsizdir. S6lom fonksiyon olarak digsardan gelen
soku algilar veya hidrostatik bir iskelet saglayabilir. Solucanlar kaba kullanim veya stres
durumunda bu siviy1 dis ortama yayarlar. Ayn1 zamanda, s6lom duvarina baglanabilen
veya icinde serbestce yiizebilen sdlomositler formundaki bir bagisiklik sistemini de
destekleyebilir. Toprak solucanlarinin sélom boslugunda bulunan ve savunmadan

sorumlu hiicreler sdlomositlerdir (Arslan, 2005).
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Sekil 2.5. S6lom’un viicut igindeki konumu ( Anonim, 2022d).

Solucanlarin  s6lomlari, solucanin hareketinde bir hidro-iskelet gorevi goriir,
beslenmesinde, gazlarin, besinlerin ve atik triinlerin viicutta taginmasina hizmet eder,
olgunlagma sirasinda sperm ve yumurtalarin depolanmasini saglar ve atik i¢in bir
rezervuar gorevi goriir, dokularin detoksifikasyonunda, agir metal birikiminde yardimci
olan ve i¢ organlar1 dis darbelerden koruyan, bakteri saldirisin1 yok eden, kurumay1
Onleyen, siit beyazi alkali ve sar1 renkte bir s1vi olan s6lomik (s6lom) siv1 ile doldurulur
Solom sivisi, mezotelyal kirpikler veya viicut duvarindaki kaslarin kasilmasi ile
dolastirtlir (Dorit, Walker ve Barnes, 1991; Kurek, Homa, Kauschke ve Plytycz, 2007;
Dash, 2012; Paul, 2014).

S6lom’un sar1 rengi (Sekil 2.6) kismen sivida bulunan ve kismen de salinan ¢ok sayida
solomositle iliskili olan riboflavinden gelmektedir (Albani, Demuynck, Grumiaux, ve
Lepretre, 2003; Koziol, Markowicz, Kruk, ve Plytycz, 2006). Bununla birlikte, sdlom
stvist ayrica kiigiik molekiillii metabolitlerin karmasik bir karigimini igerir; Eisenia
veneta’da sitrik asit dongiisii ara maddeleri fumarat, siiksinat, malat ve a-ketoglutarat
dahil olmak {izere organik asitler hakimdir (Bundy, Osborn, Weeks, Lindon ve
Nicholson, 2001). E. fetida’da ayrica putresin, spermidin ve miyo- inositol ve scyllo-

inositol gibi bilesenleri de igerir (Yuk, Simpson ve Simpson, 2012).

15



Sekil 2.6. S6lomik siv1 (Solitera Kompost Ekolojik Uriinler Gida Tarim Hayv. San. Tic.
Ltd. Sti.ndeki iiretimden fotograflandirilmistir).

Soélomik sivi, genellikle solucanin fizyolojik aktivitelerini saglamak ve viicuttaki nemi
korumak amaciyla salgilanir. Genellikle kKimyasal ve mekanik tahrise tepki olarak stres
aninda solucanin derilerindeki dorsal gozeneklerden disar atilir (Patil ve Biradar, 2017).
Bu s1v1 bir¢ok enzim, yani proteazlar, lizozimler, metalloenzimler, fibrinolitik enzimler
ve polisakaritler, antimikrobiyal proteinler, besinler vb. igerir (Fiotka, Czaplewska,
Macur, Buchwald ve Kutkowska, 2019). Bu sividaki biyoaktif bilesiklerin sitolitik,
proteolitik, antimikrobiyal, antiinflamatuar, antioksidan ve antitiimér, hemolitik,
hemagliitinasyon, timoérolitik ve mitojenik aktiviteleri oldugu gosterilmistir (Pan, Liu,
Ge ve Zheng, 2003; Li ve digerleri, 2017). Ayn1 zamanda bagisikliktan sonrumlu

solomositler ad1 verilen farkli hiicre formlarina da sahiptir (Gupta ve Yadav, 2016).

Solucanlarin s6lomik sivisinin 40'tan fazla protein icerdigi ve proteolitik, sitolitik,
antimikrobiyal, hemagliitinasyon, mitojenik, hemolitik ve tiimorolitik aktiviteler gibi
cesitli biyolojik aktiviteler gosterdigi bulunmustur (Cooper ve Roch, 2003). S6lomik
stvinin ayrica antikanser aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir. S6lomik sivinin yiiksek
konsantrasyonu, HeLa hiicreleri iizerinde toksik etki gostererek hiicre parcalanmasina ve
pargalara ayrilmasina neden oldu. S6lomik sivinin antibakteriyel aktivitesinin secici
oldugu bildirilmektedir. Solucandan gelen sélomik sivinin immiinoaktif hiicreler icerdigi

bilinmektedir (Esaivani, Vasanthi ve Singh, 2017).
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E. fetida'nin s6lomik sivisinin hemolitik etkisi ilk olarak Du Pasquier ve Duprat (1968)
tarafindan tanimlanmistir. Hemolitik faktoriin koyun kirmizi kan hiicrelerine ve diger
cesitli omurgali eritrositlerine kars1 aktif oldugunu gostermislerdir. Solucanlarin s6lomik
stvisi, sitolitik, antibakteriyel ve/veya agliitinasyon bilesenleri i¢erdiginden dolayr bu
konuda galismalar yapilmistir (Roch, Canicatti ve Valembois, 1989; Lasségues, Roch ve
Valembois, 1989; Mohrig, Eue, Kauschke ve Hennicke, 1996). E. fetida'nin sélomik
sivisinda bir¢cok peptit molekiilii tanimlanmis, saflastirilmis ve karakterize edilmistir

(Yamaji-Hasegawa ve digerleri, 2003; Konig, Wagner, Kauschke ve Eue, 2004).

Solucanlar, toprakta havalandirmaya ve su akisina yardimei olan kanallar olusturarak ve
bitki biiylimesine yardimci olan ve hastaliklara karsi direnci artiran birgok Onemli
element, enzim ve diger bilesenleri iceren sdlomik siviyr atarak dnemli roller iistlenirler
(Chaudhuri, 2005; Ansari ve Sukhra, 2010). Solucan sélomik s1visi, bagisiklik savunmasi
da dahil olmak iizere birgok biyolojik islevi olan karmasik bir matris olarak uzun

zamandir ilgi gormiistiir (Lasségues, Roch ve Valembois,1989).

2.3.1. Solucanlardan s6lomik sivinin ekstraksiyonu

Solucan sélomunun i¢indeki s6lomik sivi, hafif elektrik carpmasi, s6lomik boslugun
delinmesi ve solucana ¢esitli sok yontemleri gibi farkli yontemlerle uyarilarak toplanir

(Kobayashi, Ohta ve Umeda, 2004; Pan, Liu, Ge ve Zheng, 2003).

Cesitli biyolojik aktiviteler vb. i¢in solucanlardan sdlomik sivi elde etmek giiniimiizde
uygulanan genellikle dort yontem vardir (Patil ve Biradar, 2017).

1. Sicak su yontemi
Bu yontemde, bir miktar solucan (£15 gr) alinir, 25 ml ilik su (45°C) altinda tutulmakta

ve sivinin tamami daha ileri analizler veya aktiviteler i¢in s6lomik sivi (vermiwash)

olarak kullanilmaktadir.
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2. Elektrik carpmasi yontemi

Bu yontemde, ayn1 miktardaki solucanlar (=15 gr) 30 dakika boyunca yaklasik 5 voltluk
hafif elektrik garpmasina maruz birakilmaktadir. Serbest kalan sivi, s6lomik sivi olarak
kabul edilmektedir.

3. Soguk sok yontemi

Bu yontemde, ayni miktardaki solucanlar (+15gms) petri kabi i¢inde buz kiipleri
kullanilarak soguk soka tabi tutulmakta ve sivi temiz ve kuru bir test tiiplinde

toplanmaktadir. Bu yontemle 30 dakikada 1.5 ml s6lomik sivi elde edilebilmektedir.

4. Is1soku yontemi

Soguk sok yontemine benzer sekilde, bu yontemde buz kiipleri, farkli bir solucan seti
(£15 gr) ile sicak su torbasi (55-60°C) ile degistirilmektedir. Bu yontemle sadece yaklagik
0,5-0,25 ml s6lomik s1v1 elde edilebilmektedir.

Diger yandan, farkli yontemlerle sdlom sivist (vermiwash) muazzam miktarda su ile
birlikte toplanmaktadir (Zambare, Padul, Yadav ve Shete, 2008). S6lomik sivisinin
eldesinde elektrik ¢arpmasi ve delme yontemleri de uygulanmaktadir. Bir savunma
mekanizmasi olarak bir tiir elektrik ¢arpmasi ile sirt gzeneklerinden sizarak solucandan
cikarilmistir (Plavsin, Velki, E¢imovi¢, Vrande¢i¢ ve Cosi¢, 2017). Solomik sivi
ekstraksiyonunun diger yontemi, taze ve saf s6lomik siviy1 ¢ikarmak icin uygulanan
delme ydntemidir. ince bir cam kilcal boru ile solucanin sélomik boslugundan sélomik

stviyl delmeyi ve emmeyi icermektedir (Gudeta ve digerleri, 2020).
2.4. Toprak Solucanlarimin Biyoteknolojik Potansiyeli
Solucanlar, MS 1340'tan beri tipta gesitli gareler i¢in kullanilmistir. Biyoteknolojinin

gelismesiyle birlikte, solucandaki biyoaktif bilesikler giderek daha fazla bilim insaninin

dikkatini ¢ekmeye baslad: (Fang, 1999; Cooper, Kauschke ve Cossarizza, 2002; Shen,
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2010). Bunun nedeni, solucanin tibbi degerinin birgok kimyasal bilesenle ilgili olmasidir.
Arastirmacilar, izole edilmis, saflastirilmis ve hatta bir¢ok bileseni eksprese edilmis bazi
enzimlerin bazi 6zelliklerini ve aktivitelerini arastirmislardir. Solucanlar evrim siirecinde
bu canli patojenlere karsi savunma stratejileri gelistirmistir. Solucan yiizey diskisinin
giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda kan dolagimini
kolaylagtiran pihtilasma Onleyici veya fibrinolitik aktiviteye sahiptir (Cooper ve
Balamurgan, 2010). Eisenia foetida sdlomik sivisinin Gram pozitif ve Negatif bakterilere

kars1 antimikrobiyal aktivitesi analiz edilmistir (Shobha ve Kale, 2008).

Genel olarak solucanlar bir¢ok pestisite karst oldukga direnglidir ve pestisitleri ve agir
metalleri dokularinda yogunlastirdiklar1 rapor edilmistir. Ayrica toprak kaynakl
patojenleri de engellerler ve kirlenmis toprak icin detoksifiye edici bir ajan olarak
caligirlar (Ireland, 1983). Solucanlarin bu 6zellikleri, atik su aritimi ve endiistriyel ve
tarimsal atiklardan agir metal ve pestisitlerin giderilmesi i¢in kullanilabilir. Solucanlar
onemli “ikincil ayristiricilardir” ve solucanlarin dogal popiilasyonu rahatsiz edilmediyse,
dogada solucan giibresi iiretimi devam eden bir siirectir. Solucanlar ayrica atik
maddelerde aerobik kosullar yaratir ve kotii kokulu hidrojen siilfiir ve merkaptanlar salan

anaerobik mikroorganizmalarin hareketini engeller (\Veeramani, 2010).

Solucan aktivitesi mikrobiyal aktivite ile yakindan iligkilidir, kompostlama siiresini
azaltabilir ve kaliteli biyogiibre ve biyokiitle iiretebilir (More ve More, 2017). Solucanlar
ayrica protein acisindan zengin hayvan yemi kaynaklari olarak kullanilir. Kuru agirlikta
%70-80 protein igerirler ve ayrica esansiyel amino asitler, ozellikle lizinden zengin
igerirler. Hindistan'da kurutulmus solucan ezmesi, harici olarak uygulandiginda yaralari,
kronik ¢ibanlari, yiginlari, fitiklart ve iktidarsizligi tedavi etmek gibi Unani (geleneksel
tibbin Hint sistemi) tip sisteminde hastaliklar1 tedavi etmek igin hazirlanmistir (Cooper
ve digerleri, 2012). Solucanlar, geleneksel Cin tibbinda binlerce yildir yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak, biyokimyasal teknolojilerin gelismesiyle ancak son birka¢ on
yilda solucanlarin farmasdétik etkileri {izerine arastirmalar baglatilmistir. Fibrinoliz
enzimleri ilk olarak 1980'lerde solucanlardan izole edilmistir (Yanqin ve digerleri, 2007).
Solucanlarin varlig1 toprak verimliligini, mikrobiyal ve enzimatik aktiviteleri dnemli

ol¢iide etkileyebilir. Solucanlar, proteinlerin, lipidlerin ve karbonhidratlarin sindirimini
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iyilestirmek i¢in hayvan yemlerinde ve ayrica nisastanin, deterjanlarin, hayvan ve insan
terapotiklerinin sakarifikasyonunda, kirlenmis topraklarin biyolojik olarak iyilestirilmesi
icin yararl olan bol miktarda enzim igerir. Amilazlar en énemli endiistriyel enzimler
arasindadir ve biyoteknoloji igin biiyiik 6nem tagimaktadir. Solucan viicudundaki amilaz

aktivitesi birgok arastirmaci tarafindan arastirilmigtir (Ramian, Arabi ve Hemmati, 2018).

Solucanlar, ayrisma, humus olusumu, besin dongiisii ve toprak yapisal gelisiminin
arttirtlmasi gibi tarimsal ekosistemde 6nemli bir rol oynamaktadir (Kladivko, Mackay ve
Bradford, 1986). Bazi tiirlerin organik madde dekompozisyonu ve mineral dongiistindeki
roli. 6nemli oldugundan ve solucan yetistiriciligi (vermikiiltiir) ve solucan giibresi
(vermikompost) son yillarda 6nem kazanmistir (Sethulakshmi ve Lakshmi, 2018) Toprak
solucanlarinin kiiltiiriniin yapilmasi islemine vermikiiltiir denilmektedir. Vermikompost
diger isimler ile vermikompostlama ya da biohumus ise bitki giibresi ve toprak
diizenleyici olarak tanimlanmaktadir (Tutar, 2013). Vermikiiltiir (solucan iiretimi) ve
vermikompotsun (solucan giibresi; vermicast) iiretimi oldukc¢a degerlidir (Abacioglu,
Yatgin, Tokel ve Yiicesoy, 2020). Solucan giibresi organik atiklarin giibre seklinde
kullanilmas: sebebiyle ¢evreye bilylik oranda olumlu katkilart bulunmaktadir (Demir,
Polat ve Soénmez, 2010). Vermikompost uygulanan topraklarda yetistirilen bitkilerin
zararlilara ve hastaliklara karsi daha direngli oldugu gosterilmistir. Vermikompostun
bitkiler tlizerindeki antifungal ve antibakteriyel etkisi 6zellikle solucanlarin disari
salgiladiklar1 sdlom sivisindan kaynaklanmaktadir Ciinkii. vermikomposta karigan s6lom
stvisinin bulunan fetidin, agliitinin, kitinaz ve lumbricidin proteinler ve enzimler bazi
bakteri ve fungus tizerine etki etmekte, boylece birgok hastaligin ve zararlinin olumsuz

etkisini ortadan kaldirmaktadir (Wang, Sun ve Zheng, 2006).

Vermikiiltiir biyoteknolojisi, hem c¢iftcilere hem de tarim arazilerine yarardan ¢ok zarar
veren yikici tarimsal kimyasallar1 tamamen degistirerek “Ikinci yesil devrim”i baslatmayi
vaat etmektedir. Solucanlar toprak verimliligini eski haline getirir ve iyilestirir ve mahsul
verimliligini 6nemli 6lgiide artirir. Solucan giibresi (vermicast), humus, mikro besinler,
faydali toprak mikroplari - "azot sabitleyici ve fosfat ¢oziicii bakteriler" ve
"aktinomisetler" ve biiyiime hormonlar1 "oksinler", "gibberellinler" ve "sitokininler"

acisindan zengin besleyici bir "organik giibre"dir (\Veeramani, 2010).
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Kiiresel solucan yetistirme pazarinda en fazla iiretilen solucan tiirleri E. fetida, Perionyx
excavates, Lumbricus terrestris, Eisenia hortensis, Aporrectodea calignosa ve Eudrilus
eugeniae’dir. Bunlarin uygulanma alanlar1 ise balik yemi, tarim, hayvan ve balik yemi,
kanatli yemi ve vermikompostlamadir. Bu solucanlar iginde ise E. fetida kiiltiir
solucanlari tiretimlerinin kolay olmasi ve hizli ¢ogalmalar1 gibi 6zellikleri nedeniyle,
solucan giibresi iiretiminde en uygun solucanlar olarak bilinmektedir. Kiiresel solucan
yetistiriciligi pazarimin 2021-2028 tahmin doneminde %13.70'lik bir yillik biiylime orani
(CAGR) 6ngorecegini analiz edilmektedir. Bu da 2020 yilinda 0,1 milyar ABD dolari
olan solucan yetistiriciligi piyasa degerinin 2028 yilinda 0,27 milyar ABD dolarina
yiikselecegi anlamina gelmektedir (Sekil 2.7) ( Anonim 2022e).

Solucanlar balik, kiimes hayvanlar1 ve domuzlar i¢in miikemmel bir protein kaynagi
saglar, ancak geleneksel olarak insan tiiketimi i¢in de kullanilmistir. Noke, Yeni Zelandali
sef olan Maori tarafindan solucanlara atifta bulunmak igin kullanilan bir mutfak terimidir,

bazi yerel solucan tiirleri yerel lezzetlerdir (Anonim, 2007b).

Global Earthworm Farming
Market, By Regions, 2021 to 2028

Global Earthworm Farming Market is Expected to Account for
USD 0.27 Billion by 2028

DATA BRIDGE MARKET
RESEARCH

2021 2022 2023 2024 2025 2026 2027

W North America W Europe M Asia Pacific » South America ® Middle East and Africa

Sekil 2.7. Kiiresel solucan yetistiriciligi pazar1 (Anonim 2022e).
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2.5. E. fetida

E. fetida (Orijinal ismi; Enterion fetidum Savigny, 1826, eski yazimi ile Eisenia foetida),
Lumbricidae familyasindandir. Tiir tanimlayicisi ‘fetida' terimi hos olmayan veya kotii
kokulu anlamina gelir, solucan rahatsiz edildiginde tuhaf kokulu sarimsi bir sivi
yayabilir. Avrupa'ya 6zgiidiir, ancak Antarktika hari¢ diger tiim kitalara (hem kasitli hem
de kasitsiz olarak) tanitilmistir (Elvira, Dominguez ve Briones, 1996) . Tipik olarak 3-5
mm genisliginde ve 8-10 cm uzunlugundadir. Viicudunda 80-110 arasinda segment
bulunmaktadir. Genis koyu kirmizi-kahverengi bantlar ve daha dar uguk pembe veya
sarims1 bantlardan olusan seritli gériinlimiiyle ¢ok kolay tanimlanir. Diinyada bulunan
solucan tiirlerinin en kii¢iigiidiir. Genellikle kirmiz1 solucanlar, yalpalayan solucanlar,
kirmizi kipir kipir solucanlar, kaplan solucanlari, giibre solucanlari, kokusmus solucanlar,
balik solucanlari, giibre solucanlari, diski solucanlari, ¢izgili solucanlar, koseli solucanlar,
seritler vb. gibi yaygin isimlerle bilinirler (Anonim, 2022f). Ancak, genel olarak 1959°da
ilk kez Kaliforniya Universitesi’nde kiiltiire edildiginden dolayr “kirmizi Kaliforniya
solucan1” olarak da isimlendirilmistir (Qobiljonovna ve Ergashaliogli, 2021).

E. fetida, genellikle distan yapiskan olan uzun, tiip benzeri bir gévdeye sahiptir. Basit bir
kapal1 dolasim sistemine ve iki ana kan damarina sahiptir. Sindirim sistemi tiipiin i¢inde
bulunur. Anatomi, viicudun 6n kisma dogru 6zellesmis boliimlerden olustugunu gosterir.
Degisen kirmizi ve devetiiyli seritleriyle diger solucanlardan ayirt edilebilir. Tim
solucanlar gibi bu tiir de hermafrodit yani hem erkek hem disi lireme organlarina sahip
bir tiirdiir (Domingues, Velando, Aira ve Monroy, 2003). Ancak kendi kendine d6llenme
yapamazlar ve bu nedenle iiremek i¢in bir ese ihtiya¢ duyarlar. Cinsel olgunluga erigsmis
iki solucan bir araya geldiginde ¢iftlesmeye ugrarlar. Her bir solucan kendi yumurtalarini
salgilar ve bu yumurtalar diger solucanin spermleri tarafindan dollenir. Yumurtalar kiiciik
kozalar (kokon) icinde olusur. Yavru solucanlar yaklasik 32-72 giinliik bir kulucka
doneminden sonra kozadan ¢ikar. Yavru solucanlar, dogumlarindan sonraki 8§ ila 10 hafta
i¢inde cinsel olgunluga ulasir. ideal kosullarda, tiirler 6 ila 12 ay boyunca haftada iki ila
ti¢ koza tiretebilir. Bu solucanlarin ortalama 3 ila 4 yillik bir dmre sahiptir. Bu solucanlar,
yaklasik 20° ila 25° C arasinda bir optimum sicaklik gerektirir. 4° ila 27° C araligindaki

sicakliklart tolere edebilirler. Ancak, c¢evrelerinin sicakligi 29° C'ye ulastiginda ciddi
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strese maruz kalirlar ve sicaklik 32° C'ye ulastiginda 6liirler (Domingues, Velando, Aira
ve Monroy, 2003).

Epigeik bir solucandir, yani toprak yiizeyinde yasar. Dogada, hayvan giibresi gibi nemli
alanlarda, ciiriiyen bitkisel maddelerle beslenir ve ¢iirliyen yapraklarin nemli
yigmlarinda, organik agidan zengin ortamlarda, ormandaki kiitiiklerin altinda, bahgelerde
bulunur.. Sicak ve nemli kosullarina bagli olarak, kosullar uygunsa tiim y1l boyunca sik
sik tireyeceklerinden E. fetida kozalarimi gormek miimkiindiir. Kozalar, yaklasik 3 mm
capinda, soluk sari-kahverengi, limon sekilli boncuklara benzemektedir. 8 ila 20
embriyonik solucan igerebilirler, ancak genellikle sadece 1 ila 5 tanesi ortaya g¢ikar

(Elvira, Dominguez ve Briones, 1996)

E. fetida, vermikompostlama i¢in yaygin olarak kullanilan bir solucan tiiriidiir (Makova
ve digerleri, 2019). Bu solucanlar genellikle ¢iftgiler ve kompostlarini giibre olarak
kullanan bahgecilikle ugrasan insanlar tarafindan yetistirilir. Ayrica balik¢ilar tarafindan
alabalik, tavada balik vb. avlamak i¢in yem olarak kullanilirlar. Ayrica balik akvaryumu
sahipleri bu solucanlari balik yemi olarak da kullanirlar. E.fetida hayvan yemi i¢in 6nemli
bir {irtin olarak kabul edilmistir, yiiksek bir ham protein igerigine sahiptir (kuru bazda
%060 1la 70 aras1). Lizin, treonin, arginin ve valin gibi diyetlerde yaygin olarak kullanilan
birgok sebze Ogiiniinde eksik olan esansiyel amino asitler igermektedir (Ncobela ve
Chimonyo, 2015). Ayrica linoleik asit, oktadekanoik asit ve linolenik asit gibi biyolojik
Ooneme sahip yag asitleri tespit edilmistir. Bakir, demir, manganez, ¢inko ve fosfor gibi
diger besinler 6nemli miktarlarda bulunmustur (Tiroesel ve Moreki, 2012; Gunya,
Masika, Hugo ve Muchenje, 2016).

E fetida ayrica sdlomik sivilarinda benzersiz bir dogal savunma sistemine sahiptir:
sOlomosit ad1 verilen hiicreler, istilact hiicreleri gegirgenlestirebilen ve parcalayabilen
gozenek olusturucu bir toksin olan lysenin adli bir protein salgilar. E. fetida, tarimda
kullanilmak {izere kompost iiretmek i¢in ticari 6l¢ekte kullanilan bir giibre solucanidir.
Bu solucanin dayanikli dogasi, genis sicaklik ve nem dalgalanmalarini tolere etmesinden
kaynaklanmaktadir. Bu da bu tiiriin kolayca kiiltiirlenmesini saglar. Biiyiime hiz1 ¢ok

hizlidir ve siiresi 70 giindiir (Siddique, Khan, Hussain ve Akhter, 2005). Sicaklik toleransi
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iyi olmasma ragmen dogrudan giines 1s18ina ve sicakliga dayanamaz (Das, Jena ve
Mohanty, 2002). E. fetida, hem evsel hem de endiistriyel organik atiklarin solucan giibresi

tiretimi i¢in kullanilmaktadir (Maboeta ve Rensburg, 2003).

Solucanlarin verimliligi ve kaliteli giibre iiretimi i¢in ortamlar1 da olduk¢a onemlidir.
Solucanlarin yasam standartlarinda bulunduklari ortam nemi %65-70 oranlarindadir.
Nem orami giinliik olarak uygun nem cihazlar1 veya ilkel bir yontem olarak avug igine
alarak 1slakligin hissedilmesi ile saglanir (Rostami, Nabaey, Eslami ve Najafi Saleh,
2010). Uretimdeki diger bir parametre de sicakliktir. Solucanlarin yasam ortam
sicakliklart da olduk¢a onemlidir ve siirekli kontrol altinda tutulmalidir. Solucanlar
sogukkanli canlilar olduklarindan dolayr viicut sicakliklar1 ortam sicakligindan
etkilenmektedir (Misiroglu, 2017). E. fetida sifir derece ve altinda yasam siirdiirmeleri
mimkiin degildir. Yasam ortamlarinin uygun sicakliklar1 15-25 derece araliginda
olmalidir. Diger yandan mikrobiyal faaliyetlerin de devamliligini saglayip beslenme ve
giibre iiretimi i¢in organik maddelerin pargalanmasi gereklidir. Buna uygun optimum

sicaklik degerleri ise 15-30 derece araligindadir (Rostami, Nabaey ve Akbar, 2009).

Yasam ortaminin temiz, kapali, karanlik ve yerden yiiksek ii¢ tarafi kapali kutular

igerisinde haseralarin olmadigi bir ortamda bulunmalidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

Calismada kullanilan toprak solucani E. fetida kimyasal giibre tiretimi ve solucan tiretimi
yapan Solitera Kompost Ekolojik Uriinler Gida Tarim Hayvancilik Ltd. Sti firmasi
(Bursa)’ndan temin edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Uretim yeri

3.2. Yontem

3.2.1. Solucan Uretim Ortamm

Solucanlar i¢inde besi ortami bulunan yerden yiiksek, karanlik, nemli ve 18-25 derece
sicaklik bulunan plastik veya tahta kasalarda tiretilmistir. Yetigme ortaminin biyiikligi
solucan miktarlari ile dogru orantilidir (1m2 *10.000 solucan).

Solucanlar karbon agirlikli besinleri (evsel atiklari, meyve, sebze) tiiketmek ile birlikte
sepere edilmis biiyiikbas hayvan giibresi gibi atiklar ile de beslenebilmektedir.

Kaliteli bir solucan giibresi eldesi igin tiikettikleri besinleri en az 6 ay — 1 il iginde
dontisiime hazir hale getirebilmektedirler. Besin miktarlari solucanlarin sayist ve yasam
ortam biiytlikliigline gore degisiklik gostermektedir.
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3.2.2. Solucandan sélom sivisinin elde edilmesi

Cesitli biyolojik aktiviteler i¢in solucanlardan s6lomik sivi (Coelomic Fluid, CF) elde
etmek icin bircok teknik gelistirilmistir. Bu ¢alismada, solucanlar sirasiyla iki kez
damitilmis su ve %0,85 NaCl (fizyolojik tuzlu su) ile yikanmais, bir kagit mendil iizerinde
kurutulmus ve ardindan bir cam behere yerlestirimistir. Solucanlar, 30 saniye boyunca 5
V'luk stimiilasyonla uyarilmig, bu da onlar1 epidermal dorsal gozeneklerden CF
cikarmaya tesvik etmistir. Toplanan CF vortekslenmis ve 0.22 um siringa filtresi
(Macherey-Nagel steril filtre) ile filtre edilmistir (Vasantha ve digerleri, 2019).

Calismalarda hiicre icermeyen saf CF soliisyonu kullanilmaistir.

3.2.3. Solom sivisindan bakterilerin izolasyonu ve 16S rRNA mikrobiyal

adlandirilmasi (filogenetik analiz)

Bakterilerin izole edilmesi amaciyla Niitrient agar besiyeri kullanilmistir. Solucandan
elde edilmis 1 mL s6lom s1visi, 10 mL %0.85 steril fizyolojik tuzlu su (FTS) icerisinde
vortekslenerek karistirilmistir. Sollisyon 6rneginden bir seri dilusyonlar yapilmis ve
petrilere 0.1 mL 6rnek pipetlenerek yayma yontemi ile ekimler yapilmistir. Petriler 24
saat siiresince 37°C’de inkiibe edilmistir. Petri iizerinde iireyen bakterilerin hizmet alimi
yoluyla 16S rRNA analizi yapilarak bakterilerin tiirleri belirlenmistir (RefGen
Biyoteknoloji, Ankara). Genomik DNA’larin FastDNA Kiti (Qbiogene, Montreal, PQ,
Canada) kullanilarak ekstraksiyonu yapilmistir. 16S rRNA geni genomik DNA’dan
evrensel primerler olan 1492R: 5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’ ve 27F: 5’-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
amplifiye edilmistir. ABI 3100 Genetic Anaylzer cihaz1 kullanilarak sekanslar
yiirlitiilmiis ve 1,449 bg sekansi otomatik olarak ABI PRISM 3730 XL DNA analyzer
(Applied Biosystems, Foster city, CA, USA) ile tespit edildikten sonra, sekanslar BLAST
kullanilarak GenBank database (NCBI) ile karsilastirilmistir (Altschul, Gish, Miller,
Myers ve Lipman, 1990). Suslarin 16S rRNA gen sekanslart CLUSTAL W programu ile
alignment yapilmistir (Thompson, Higgins ve Gibson, 1994). Neighbour joining yontemi
ile bakteriler arasindaki akrabalik iliskileri MEGA 6.0 software ile belirlenerek

filogenetik aga¢ ¢izilmistir (Tamura, Dudley, Nei ve Kumar, 2007).
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3.2.4. Bakterilerin Gram ve Spor boyamasi

Gram boyama

Bakterilerin Gram boyama islemi yapilmistir (Temiz, 1994). 18 saatlik taze bakteri
kiltirii steril 6ze lam lizerine ile alinmis ve 1 damla steril distile damlatilarak yayma
preparat hazirlanmigtir. Hazirlanan lamlar oda sicakliginda kurutulmustur. Kuruma
tamamlaninca tespit islemi (fiksasyon) i¢in lamlar alevden gegirilmistir. Lamlarin iizerini
kaplayacak sekilde % 1’ lik kristal viyole damlatilmis ve 1 dakika beklenilmistir. Kristal
viyole uzaklastirilmis ve lamlarin tizerine % 0.5 I ve % 5 Kl ile hazirlanmis gram iyodin
(lugol) soliisyonu dokiilerek 1 dakika beklenilmistir. Lugol boyasi distile su ile
uzaklastirilmistir. Daha sonra, lamlar % 95° lik etil alkol ile yikanmustir. Alkol
uzaklastirildiktan sonra lam tizerine 10 mL % 95’ lik alkol’iin igerisine % 0.25 gr safranin
eklenerek hazirlanan soliisyon damlatilmis ve 45 saniye beklenilmistir. Daha sonra, boya
uzaklastirilmistir. Hazirlanan preparatlarin havada kurutulmasi saglanmis ve immersiyon
yagt ile 10x100’ Lik oblektifte, Olympus CX31 marka 151k mikroskobunda incelenmistir.
Gram (+) olan mikroorganizmalar koyu mor (menekse) renkli, Gram (-) olanlar ise agik

pempe renkli goriintimleri ile ayirt edilmislerdir.

Spor boyama

Ozkaya-Durlu (2000)’ nun belirttigi yonteme gore spor boyama islemi yapilmustir. 1
damla s6lom sivist lam {izerine yayilarak havada kurutulmustur, daha sonra alevden
gecirilerek fiksasyon ilsemi yapilmistir. Lamlar tizerine lam boyutunda kurutma kagidi
tizerine % 5’lik malasit yesili soliisyonu damlatilmis ve lamlar kaynar su iizerinde 5
dakika birakilmistir. Kurutma kagidi kurudukca lam iizerine boya ilave edilmistir. Siire
sonunda lamlar distile su ile yikanmis ve {izerine safranin damlatilarak 30 saniye
beklenilmistir. Distile suyla yikanip havada kurutulmus ve sporlar morfolojileri, Olympus

CX31 marka arastirma mikroskobunda incelenmistir.
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3.2.5. Solom si1visinda bazi enzimlerin aktivitesinin 6l¢iilmesi

Baz1 6nemli enzimlerin s6lom sivisinda olup olmadigini belirlemek tizere proteaz, amilaz,

seliilaz, fitaz ve lipaz enzimlerinin aktivite tayinleri yapilmistir.

Proteaz tayini

Anson tarafindan onerilen yontemin bir modifikasyonu ile proteaz tayini tespit edilmistir
(Keay ve Wild, 1970). Proteaz aktivitesini belirlemek i¢in, %2'lik kazein ¢ozeltisi substrat
olarak kullanilmistir. Bunun i¢in; 2 gram kazein 20 mL 0.1 M NaOH igerisinde tamamen
¢oziiliinceye kadar stirekli karistirilarak isitilmistir. Hazirlanan kazein ¢ozeltisinin hacmi
0.05 M fosfat tamponu (pH 7.0) ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Cozeltinin pH’s1 1/3

oraninda seyreltilmis fosforik asit ile 7.0’ye ayarlanmistir.

Proteaz tayini icin, 1 adet kor tiip ve sdlom sivisi i¢in 1 adet 6rnek tiipii kullanilmistir.
Ornek tiipiine 1’er mL substrat ¢ozeltisi, kor tiipiine ise 2 mL Trikloroasetik asit (TCA)
cozeltisi aktarilmis ve tiipleri reaksiyon sicakligina getirmek tizere 10 dakika 37°C su
banyosunda tiipler tutulmustir. Daha sonra, drnek tiipe 1 mL sélom sivisi, kor tiipe ise 1
mL sodyum-fosfat tamponu (pH 7.0) ilave edilerek, 10 dakika 37°C’lik su banyosunda
inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyonu durdurmak amaciyla oOrnek tiip igerisine, 2 mL
0.4 M TCA ve kor tiipiine de 1 mL substrat eklenmistir. Tiipler, 20 dakika, 37°C’de
beklenilmis ve bu siirede tiiplerde gozlenen piitiirlii yapiyr gidermeki¢in 6000
devir/dakika’da 10 dakika siire ile santrifiij yapilmistir.Daha sonra elde edilen
siipernatanttan alinan 1 mL’lik 6rneklere, 5 mL 0.4 M NaCOs ve 1 mL 1/3 oraninda
seyreltilmis folin ¢ozeltisi eklenmistir. VVorteksleme sonrasi tiipler karanlikta 20 dakika
stire ile oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra ¢ozeltinin optik yogunlugu(OD), 660

nm’de kore kars1 okunmustur.

0-60 lg/mL tirozin soliisyonlar1 kullanilarak standart bir egri olusturuldu. Bu egri

yardimiyla proteaz aktivitesi saptanmistir (Sekil 3.2).
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Yonteme gore 1 pg/ml tirozin, 2 Ul/mL enzim aktivitesine karsilik gelmektedir. Enzim
aktivitesi standart kosullarda, lpg/mL tirozin agiga ¢ikaran enzim miktar1 olarak
tanmimlanmustir (Keay ve Wildi, 1970).

Proteaz Standart Egrisi

0,8

0,7 A

y=0,011x +0,0139
R?=0,9969

0,4 -

OD 660 nm

0,3 -

0,1 -

0 T T T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66

pg/mL Tirozin

Sekil 3.2. Tirozin standart grafigi.

Amilaz tayini

Yoo, Hong ve Hatch (1987)’1n kullandiklar1 dekstrinojenik bir yontem olan iyodimetrik

yontem kullanilarak amilaz aktivitesi tayin edilmistir.

Subsrat ¢ozeltisi olarak % 5° lik nisasta kullanilmistir. Bu ¢ozeltiden 2,5 ml alinmis ve

0,04 M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 5.9) ile 100m1’ye tamamlanmustir.

Deneylerde 6rnek (s6lom s1visi igeren) Ve kontrol tiipii (tampon igeren) olmak tizere 2 tiip
kullanilmistir. Her iki tiipe de 5° er mL substrat ¢ozeltisi konulmus ve tiipler 10 dakika,
37°C’ lik su banyosunda reaksiyon sicakligina getirilmesi saglanmistir. Siire sonunda,

ornek tiipe 0.5 mL s6lom s1visi, kontrol tiipiine ise 0,04 M fosfat tampon (pH 5.9)’dan
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0.5 mL ilave edilerek 10 dakika 37°C’ de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
reaksiyonu durdurmak amaciyla tiiplere 5> er mL HCI eklenmistir. Tiipler vorteklenmis
ve karisimdan 0.5 mL alinarak i¢inde 5 mL iyot ¢o6zeltisi bulunan baska bir tlipe
aktarilmistir. Tiplerin 620 nm’ deki optik yogunluklar iyot ¢ozeltisine (kor) karsi
okunmustur. Tyot ¢ozeltisi 100 ml distile su icerisinde 5.0 gr KI ve 500 mg | bulunan stok
¢ozeltiden 1 mL alinip, 100 ml distile suya ilave edilmek suretiyle giinliik taze olarak

hazirlanmustir.

Solom ornegindeki enzim aktivitesi asagidaki formiilden yararlanilarak hesaplanmigtir

(Yoo, Hong ve Hatch, 1987).

Aktivite (Unit/ml) = D. [ (RO-R)/R0 ] x100

Formiilde;

D: Enzim diliisyon faktériinii (varsa),

RO: Kontrol tiip OD’si

R: Ornek tiip OD’si

100: Stok iyot ¢ozeltisinin 100 kez seyreltilmis oldugunu ifade etmektedir.

Ornekteki enzim aktivitesi yukaridaki formiile gore Unit (IU) cinsinden hesaplanmisg
olup, pH 5.9’ da ve 37°C’ de 1 mL enzim ¢ozeltisinin 10 dakika igerisinde % 0.1 lik

nisasta ¢ozeltisindeki 1 mg nigastay1 hidroliz eden enzim miktar1 olarak tanimlanmaistir.

Seliilaz tayini

Selillaz enzim aktivitesinin tayininde Miller (1959)’in kullandigi yontemden
faydalanilmistir. Enzim aktivite tayininde substrat ¢ozeltisi olarak %1 karboksil metil
seliloz (CMC) kullanilmistir (50 mM sodyum fosfat (pH 6.5) tamponuna CMC
eklenmistir). Substrat ¢ozeltisi gilinliik taze olarak hazirlanmistir. DNS ¢o6zeltisi i¢in; 20
mL 2N NaOH igerisinde 1 g DNS ve 50 mL distile su igerisinde 30 g Na-K-Tartarat
coziildiikten sonra, iki ¢Ozeltiyi alev iistiinde homojen olana kadar karistirilmigtir. Daha

sonra distile su ile son hacim 100 mL’ye tamamlanmistir (Garriga ve digerleri 2017).
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Aktivite tayinimde, 1 adet kor tiip ve sdlom sivist igin 1 adet 6rnek tiipii kullanilmustir.
Ornek tiipiine 0,5 mL %1 CMC substrat ¢ozeltisi, kor tiipiine ise 0,5 mL DNS ¢ozeltisi
ilave edilmis ve tipler 37°C’lik su banyosunda 5 dakika reaksiyon sicakligina
getirilmistir. Ornek tiipe 0.5 mL s6lom sivisindan, kor tiipe ise 0,5 mL sodyum fosfat
tamponu (pH 6.5) ilave edilmistir. Her iki tiip, 30 dakika boyuinca 37°C’de su
banyosunda inkiibe edilmistir. Reaksyiyonu durdurmak amaciyla, inkiibasyon sonunda
ornek tiipel mL DNS ¢ozeltisi eklenmis ve tiipler 5 dakika kaynar suda bekletilmistir.
Daha sonra tiipler sogutulmustur. Orneklerin absorbanslar1 kére kars1 spektrofotometre

ile 540 nm dalga boyunda okuma yapilmistir.

Bir unite (U) enzim aktivitesi, deneysel kosullar altinda dakikada 1 pmol glukozu agiga

¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlanmistir.

Enzim aktivitesi asagidaki formiille gore hesaplanmistir (Roopa, Charulatha ve
Meignanalakshmi, 2017);

Serbestlesen Glukoz o L
U/mL = - xDiliisyon Faktorii (varsa)

"~ SiirexKullanilan Enzim Hacmi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda, standart egri i¢in 0-100 pg/mL glukoz ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Glukoz miktari, spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiis ve grafiklendirilmistir

(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Glukoz standart grafigi
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Fitaz tayini

Fitaz aktivitesinin tayini i¢in Choi, Suh ve Kim (2001)’in kullandiklar1 yontemden
faydalanilmistir.
Substrat ¢ozeltisi olarak 2mM Na-Fitat, 50 mL 0,1M Tris-HCI (pH 7.0) tampona

eklenmis ve giinliik taze olarak hazirlanmistir.

Deneylerde 1 adet kor tiip ve 1 adet slom s1visi i¢in 6rnek tiip olmak tizere 2 adet tiip
kullanilmistir. Ornek tiipiine 0.9 mL substrat ¢dzeltisi, kor tiipiine ise 0,75 mL TCA
cozeltisi ilave edilmistir. Tipler 5 dakika siire ile 37°C’lik su banyosunda reaksiyon
sicakligina getirilmistir. Daha sonra 6rnek tiipe 0.1 mL s6lom sivisindan, kor tiipe ise 0,1
mL Tris-HCI (pH 7.0) tamponu ilave edilerek 30 dakika boyunca 37°C’ de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda reaksyiyonu durdurmak igin, ornek tiipiine 0,75 mL TCA
¢ozeltisinden eklenmistir. Kor tiipiine ise 0,9 mL substrat eklenmis ve tiipler vortex’te
karistirilmistir. Bu karisima % 5,5 siilfiirik asitle hazirlanan % 2,5 amonyum molibdat
cozeltisi ile % 2,5 ferroz siilfat renk reaktifinden 1,5 mL ilave edilmis ve orneklerin

absorbanslar1 kore kars1 spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir.

Enzim akivitesi Unit (IU) cinsinden hesaplanmis olup, standart deney kosullarinda
dakikada 1 umol sodyum fitattan inorganik fosfatin serbestlenmesini saglayan enzim
miktar1 olarak ifade edilmistir. Enzim aktivitesi asagidaki formiille hesaplanmigtir

(Anonim, 2014).

Enzim Aktivitesi (U /mL) = Pi (uM) / t (dk) x VE (mL)

Pi: Salinan fosfatin miktari

t: Zaman

VE: Kullanilan enzimin hacmi

Inorganik fosfor miktarin1 saptamak igin farkli konsantrasyonlarda (0-100 uM) standart

KH2PO4 ¢ozeltileri hazirlanmistir. Inorganik fosfor miktari, spektrofotometrik olarak

Olciilmiis ve grafiklendirilmistir (Sekil 3.4).

33



0,12l

0,1
0,08l
0,06l

0,04 -

i 0,024 y =0,0011x + 0,0014

od 10 20 sl a0 500 60 70 sol 9o 100l 110

Inorganik fosfat konsantrasyonu (uM)

0,114

Absorbans (700nm)

of

Sekil 3.4. inorganik fosfat standart grafigi.

Lipaz tayini

Lipaz enzim aktivitesinin tayini i¢in Sugihara, Tani ve Tominaga (1991)'nin yontemine
gore titrimetrik analiz metodu kullanilmigtir. S6lom sivisinda lipaz enziminin aktivitesi
tespit etmek i¢in inkiibasyon ortamina 1 mL zeytinyagi (olive oil), 4.5 mL 50 mM Tris-
HCI (pH 7.0), 0,5 mL 0,1 M CaClz ve 1 mL sélom sivis1 konulmustur. Kor olarak
kullanildig1 tiipe diger tiipteki tiim kimyasallar konulmus, sadece ham enzim yerine
tampon eklenmistir. Tiipler vorteks ile iyice karigtirtlmig ve 30 dakika boyunca 37°C’de
150 rpm hizda ¢alkalamali su banyosunda inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyon
sonucunda %99,8 etanolden 20 mL eklenerek inkiibasyon durdurulmustur. Daha sonra
50 mM KOH igeren biiret kullanilarak inkiibasyon ortaminin pH’s1 10.5'e kadar titre

edilmistir.
Enzim aktivitesi Unit (U/mL) cinsinden hesaplanmis olup, standart deney kosullarinda 1

umol yag asidini aciga ¢ikaran enzim miktar1 olarak ifade edilmistir. Enzim aktivitesi

asagidaki formiille hesaplanmigtir (Akyil, 2013).

50 x Harcanan KOH miktan

30 (Sure (Dk)) x Harcanan enzim miktar1 (mL) = U/mL
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3.3. Solom Sivisinda Protein ve Glukoz Tayini

Protein tayini, standart olarak ‘Sigir Serum Albumin’(BSA)’i kullanilarak Lowry,
Rosebrough, Farr ve Randall (1951)’ nin metoduna gore yapilmistir. Protein standart
grafiginin olusturmak amaciyla, 0,005 gr BSA 10 mL distile suda ¢oziinmiistiir.
Konsantrasyonu 0-500 pg/mL olacak sekilde uygun sulandirma yapilarak hazirlanan
orneklerin absorbanslar1 546 nm’de 6l¢lilmiis (Beckman Coulter-UD 700) ve standart egri

grafigi hazirlanmigtir.

Ayirag A: % 3’ liikk Na;COg3 (0.1 N NaOH’da ¢6ziinmiis)

Ayirag B: % 1’ lik CuSO4 (% 1’lik K-Na- tartarat’da ¢6ziinmiis)

Ayirag C: % 2’lik K-Na-tartarat

Ayirag D: Thtiyaca gore giinliik A, B ve C ayrraglarindan hazirlanir (25:1:1 oraninda).

Ayirag E: 1,1 oraninda seyreltilmis Folin ciocalteus fenol ayiract

1 mL solom orneginden alinmis ve iizerine 5 mL D ayrracindan eklenmis ve
karistirildiktan sonra 10 dakika boyunca karanlik bir ortamda inkiibe edilmistir. Kor i¢in
ise 1 mL distile su ve D ayiracindan 5 mL konularak ayni islemler yapilmistir. Daha sonra
0,5 mL E cozeltisi eklenerek vortekslendikten sonra karanlik bir ortamda 20 dakika
boyunca bekletilmistir. 546 nm’de kore karsi, absorbanslari okunarak sonuglar elde
edilmistir. Okunan bu absorbanslar standart protein konsantrasyonlarina karsi grafige

gecirilmistir (Sekil 3.5)
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Protein konsantrasyvonu (e mL)

Sekil 3.5. Protein standart grafigi

Solom sivisindaki glukoz tayini i¢in DNS (Dinitrosalisilik Asit) yOnteminden

yararlanilmigtir (bzk 3.2.5 seliilaz aktivitesi) (Miller, 1959).

3.4. ince Tabaka Kromatografisi (TLC) ile Karbohidrat Tayin

Solom sivisinda glukoz ve maltoz sekerlerini saptamak amaciyla ince tabaka
kromatografisi (TLC) yonteminden faydalanilmistir (Stahl, 1965). Standart olarak saf
ticari glukoz ve maltoz (Merck) sekerleri kullanilmistir. S6lom sivisinda karbohidrat
cesidini saptamak amaciyla hazir silika jel plakalari ( 20x10 cm boyutunda, 0.2 mm
incelikte, Merck) kullanilmistir. Ornekler plakanin altindan 2 cm yukarida ve drnekler
arasi en az 1.5 cm olacak sekilde bir mikropipet yardimiyla 5 pl olarak tatbik edilmis ve
plakalarin oda sicakliginda kurutulmustur. Coziicli olarak butanol; etanol; distile su
(5:3:2) karisimi kullanilmistir (Jensen, Olsen ve Allermann, 1988). Plaka asagidan yukari
usuliine gore, iginde ¢ozilicii bulunan kromatografi tankina dikey olarak, ¢oziiciiye alt
kenarindan 1.5 cm batacak sekilde konulmustur. Plaka tank icerisinde ¢oziicti 10-15 cm
yukartya ¢ikincaya kadar tutulmustur. Daha sonra plaka ¢ikarilmis ve 110°C’lik pastor
firminda 10 dakika siire ile kurumasi saglanmistir. Plaka sekerlerin goriinmesini
saglamak i¢in plaka tlizerinde siilfiirik asit: metanol (1:3, v/v) ¢ozeltisi dikkatlice

pliskiirtiilmiistiir. Piiskiirtme isleminden sonra plaka tekrar 10 dakika sure ile 110°C’lik
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etiivde kurutulmustur. Karbohidratlar beyaz plaka tizerinde siyah ya da kahverengi
noktalar halinde goriiniir hale getirilmistir (Robty ve White, 1987).

3.5. SDS-PAGE (Sodyum-Dodesil-Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Protein
Profilinin Ortaya Cikarilmasi

S6lom sivisinin protein profilinin belirlenmesi amaciyla Sodyum Dodesil Sulfat-

Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanilmistir (Laemmli, 1970).

3.5.1. SDS-PAGE Yonteminde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmas1%30 Akrilamid

Polimer matriksi kurmak i¢in akrilamid ve N, N’-metilen-bisakrilamid kullanilmistir. Bu
amacla 28,8 gr akrilamid ve 1,2 gr bis akrilamid tartilip distile su ile toplam 100 mL
igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve Whatman No. 1 filtre kagidindan siiziilerek, kahverengi bir
sisede 0-5°C’ de muhafaza edilmistir. Bu ¢o6zelti 2 ay siireyle bozulmadan
saklanabilmektedir (Sarikaya, 1995).

1 M Tris-HCI (pH 6.8) Tamponu

12,11 gr Tris Base (CsH11NOs3) bir miktar suda ¢6ziilmiis ve pH 6.8’e ayarlanarak distile

su ile 100 mL’ye tamamlanmistir.

1 M Tris-HCI (pH 8.8) Tamponu

12,11 gr Tris Base (C4H11NO3) bir miktar suda ¢6ziildiikten sonra pH 8.8’e ayarlanarak

distile su ile 100 mL’ye tamamlanmuistir.

%10’luk Amonyum Per Sulfat (APS)

10 gr APS tartilmis ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
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Ornek Tamponu

SDS-PAGE i¢in Cizelge 3.1’deki 6rnek tamponu hazirlanmistir.

Her bir 6rnek igin 100 pul stok soliisyondan alinmis ve iizerine 5 ul B-mercaptoetanol

eklenmistir. Spatiil ucu kadar Bromfenol Mavisi eklenip vortekslenmistir.

Cizelge 3.1. Ornek Tamponun icerikleri

Tampon Icerigi

1 M Tris-HCI pH 6.8 6,5 mL
Gliserol 10 mL
SDS 29r
Distile H.0 100 mL

Yiiritme Tamponu (Running Buffer)

Yiiriitme tamponu Cizelge 3.2°e gore hazirlanmistir.

Cizelge 3.2. Yiiriitme Tamponun igerikleri

Yiiriitme Tampon Igerigi

Tris Base 0,3 gr

Glisin 1,44 gr

SDS 1gr

Distile H20 100 L
Yikama Cozelti

Yikama ¢ozelti Cizelge 3.3’e gore hazirlanmustir.

Cizelge 3.3. Yikama Cozeltinin icerikleri

Yikama Cozelti Igerigi

Izopropil alkol 25 mL
Asetik asit 10 mL
Distile H.O 65 mL
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Bovama Cozeltisi

Boyama ¢ozeltisi Cizelge 3.4’deki malzemeler ile hazirlanmstir.

Cizelge 3.4. Boyama Cozeltisi icerikleri

Boyama Cozelti Igerigi

Commassie-brilliant R- 250 mavisi 0,15 gr
Izopropil alkol 25 mL
Asetik asit 10 mL
Distile H.0O 65 L

3.5.2.SDS-PAGE yonteminde kullanilan jelin hazirlanmasi ve elektroforez islemi

SDS PAGE igin %10 ayirma jeli (Cizelge 3.5) ve %4 yiikleme jeli (¢izelge 3.6) olmak

tizere iki tip jel hazirlanmistir

Cizelge 3.5. SDS-PAGE i¢in kullanilan %10 ayirma jelin igerikleri

Ayirma Jelin Icerigi

(20 mL i¢in)

1M Tris-HCI (pH 8.8) 5mL

%30 Akrilamid 6,8 mL

Distile H.0 8 mL

%20 SDS 100 uL

APS (100 mg/mL) 100 uL

TEMED 10 uL
Cizelge 3.6. SDS-PAGE ig¢in kullanilan %4 yiikleme jelin igerikleri

Yiikleme Jelin Icerigi

(5 mL icin)

Distile H20 3,05 mL

0,5 M Tris-HCI (pH 6.8) 1,25 mL

%10 SDS 50 uL

%30 Akrilamid 650 uL.

APS (100 mg/mL) 25 ulL

TEMED 5 uL

Jellerin hazirlanmasinda TEMED polimerlestirici ajan oldugundan dolay karisima eklendikten

sonra pipet ile iyice karistiriimis ve ¢dzelti hemen cam plakalar arasma dokiilmiistiir. Ornekler
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hazirlandiktan sonra, cam plakalar elektroforez (Bio-Rad) mandalina yerlestirilmis ve sizma
olmayacak sekilde iyice sabitlenmistir. Ayirma jeli, mikropipet yardimiyla cam plakalarin
arasma yavasca dokiilmiis ve tlizerine isopropil alkol dokiilerek, polimerlesmesi beklenmistir.
Polimerlesme tamamlandiktan sonra alkol uzaklastirilmis ve distile su ile tist kisim yikanmustir.
Kurutma kagidi ile kalan su uzaklastirilmigtir. Daha sonra yiikleme jeli de ayni1 yontemle
plakalarin arasina dokiilmiis, elektroforez taragi yerlestirilmistir. Jellesme tamamlandiktan
sonra tarak ¢ikarilmis ve kuyucuklarin diizgiin bir sekilde olusmasi saglanmustir. Elektroforez

tankinin alt ve iist hazneleri ylirtitme tamponu ile doldurulmustur.

On bir farkli protein iceren (Cell Signaling Technology Prestained Protein Marker 13953S)
cozelti standart olarak kullanilarak lipaz enziminin molekiiler agirhigr saptanmistir. Enzim
orneklerinden 75 pl alinmig ve ependorf tiiplerine konularak tizerlerine 25 pl 6rnek tamponu
eklenmistir. Daha sonra tiipler kaynar suda 5 dakika boyunca bekletilmistir. Tanka konmus
olan jeldeki ilk kuyucugun igerine mikropipet yardimiyla 5 ul protein marker ve ardindan diger
kuyucuklarin igerlerine 10 pl 6rnek konmus ve tanka 150 V sabit akim verilerek elektroforez
islemi baslatilnstir. Izleme boyasi jelin 1 cm altinda kalacak hale geldiginde ise elektroforez

islemi durdurulmustur. Elektroforez islemi yaklasik 2,5 saat siirmiistiir.

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel dikkatlice ¢ikarilarak, boyama ¢ozeltisi igerisinde
50 rpm ¢alkalayicida 1 gece boyunca bekletilmistir. Boyanan jelden fazla boyayi uzaklagtirmak
amactyla yikama ¢ozeltisi ile birkag defa yikanmis, boyanin uzaklastirilmasi ile bantlarin

gortiniir hakle gelmesi saglanmistir.

3.6.S6lom Sivisimin Antibakteriyel Aktivitesinin Tespiti

Antimikrobiyal madde tespiti i¢in Agar Kuyu Diflizyon Metodu (Agar Well Diffusion Method)
kullanilmigtir (Haque, Sen ve Pal, 1995). Antimikrobiyal maddelerin taranmasinda P.
aeruginosa (ATCC 9027), Y. enterocolitica (ATCC 9610), K. pneumoniae (ATCC 700603),
S. aureus (ATCC 25923), S. typhimurium (ATCC 14028), E. faecalis (ATCC 29212) , E. coli
(ATCC 25922) ve S. epidermidis gibi farkli patojen test mikroorganizmalari denemeye
almnustir. Test mikroorganizmalart Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji

Boliimii'nden 6nceden temin edilmistir. Caligmada karsilastirma yapmak igin standart
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antibiyotik olarak 100 ul seyreltilmis basitrasin (Merck), ampisilin (Calbiochem), penisilin
(Merck) ¢ozeltileri kullanilmustir. Kullanilan standart antibiyotikler ve filtre edilmis s6lom

stvist 1 mg/mL arasinda olacak sekilde hazirlanmistir.

Her bir test bakterisi Nutrient Broth (NB) siv1 besiyerinde 24 saat 37 °C’ de tretilmistir.
McFarland ile 0.5 bulaniklihgma (1.5x108 CFU/mL) ayarlanan bakteri kiiltiirlerinden steril
ekiivyonlar ile alinan 6rnekler steril petri kabinda Nutrient Agar (NA) igeren kat1 besiyerine
inokiile edilmislerdir. Petri kaplarinda steril sartlarda 7 mm ¢apinda kuyucuklar agilmus ve filtre
edilmis solom 6rneginden ve standat antibiyotiklerden 100 ul olacak sekilde kuyucuklara
doldurulmustur. Her NA petri kabindaki kuyucuklardan bir tanesi kontrol olarak damitilmis su
ile doldurulmustur. Daha sonra petri kaplar1 24-48 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonucunda kuyucuklarin etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 kontrol edilmis ve cetvelle (mm)

Olciilmiistiir. Sonugclar standart olarak kullanilan ticari antibiyotiklerle karsilastirilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Solom sivisindaki bakterilerin 16S rRNA mikrobiyal adlandirilmasi
(Filogenetik Analiz)

Nutrient Agar besiyerinde sdlomik sivinimn bakteriyel yiikii 10° CFU/mL olarak
belirlenmistir. Petri kabinda 100'den fazla bakteri kolonisi oldugundan, morfolojik olarak
farkli dort bakteri secildi. Bakteriler 5,6,7 ve 8 olarak adlandirildilar. RefGen-
Biyoteknoloji (Ankara) tarafindan 16S rRNA gen sekansina dayali bir filogentik agag ile
4 bakterinin tiir diizeyinde isimlendirilmesi yapilmistir. Yapilan filogenetik analiz analiz
sonucunda bakteri 5,6, ve 8’in Bacillus cereus strain MCDA10-2 (2) ile, bakteri 7’nin ise
Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 ile %100 benzerlik gosterdigi saptanmistir
(Sekil 4.1).

Bacillus cereus strain MCDA10-2 (2)

Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792

Sekil 4.1. CF'de bakteri yiikii (A), bakterilerin 16S rRNA boélgelerinin filogenetik agaci (B)

16S rRNA analizini yapmak i¢in gen bolgesine 6zel olarak bakteri 5 i¢in 27F_CO03 ve
907R_GO03 (Cizelge 4.1), bakteri 6 i¢in -27F_D03 ve 907R_HO (Cizelge 4.2), bakteri 7
icin 27F EO03 ve 907R _A04 (Cizelge 4.3), bakteri 8 i¢in 27F F03 ve 907R_B04 (Cizelge
4.4), primerleri kullanilmistir. Cizelgelerde verilen kromotogram bakterilerin 16S rRNA

geninin kismi DNA dizisinin bir boliimiiniin gostermektedir.
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Cizelge 4.1. Bakteri 5 i¢in 27F C03 ve 907R_GO03 primeri kullanilarak okunan 6S
rRNA geninin kismi DNA dizisi

>Bakter15-27F_CO03
GGGGGGCTGGGGGGTGCCTATACTGCAGTCGAGCGATGGATTAGAGCTTGCTCTTATGAA
GTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCC
GGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCG
GCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT
CACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCT
GACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGG
AAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATT
GGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT
GGAGGGTCATTGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTT
TCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTG
AGTTACGCATTAGCACTCCCGCTGGGGGAGTACGGCCGCAGCTGAACCAAAATAGAAATT
GACCGGA

>Bakter15-907R_G03
CGTCGCGGACTCCCCGGCGGAGTGCTTATGCGTTACTTCAGCACTAAAGGGCGGAACCCT
CTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAACTGTTTGCTCCC
CACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCTTCGCCACTGGTGTTCCT
CCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGT
CTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAA
CCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCG
CGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTA
TTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACT
CACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCC
GTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTAC
GCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGACGCGGGTCCATCCA
TAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCATGCAGTTCAAATGTTATCCGGTAT
TAGCCCCGGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGTTACCCACGTGTTACTCACC
CGTCGCGCTAACTTCATAGAGCAGCTCTTAATCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCAC
GCCGCCAGCGTCATCCTGAGCAGGGATACAAACTCCTAAG
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Cizelge 4.2. Bakteri 6 i¢in -27F D03 ve 907R_HO primeri kullanilarak okunan 6S
rRNA geninin kismi DNA dizisi

>Bakter16-27F_D03
AGGAACTTGCGGCGTGCTATACTGCAGTCGAGCGAATGGATTAGAGCTTGCTCTTATGAA
GTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCC
GGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCG
GCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT
CACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCT
GACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGG
AAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATT
GGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCACCCG
TGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGAATTCCATGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGTCGAAGGCGACTTTCTGGTCTG
TAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGACTGCTAACTGTTAAAGGTTTCCGCCCTTAGTGCTGAAGTTACGC
ATTAAGCACTCCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCCATGCTTGAACTCAAATGAAATTGACCT
GTA

>Bakter16-907R_H03
CCTTCGGCGACTCCCAGGCGGAGTGCTTATGCGTTACTTCAGCACTAAAGGGCGGAACCC
TCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCT
CCCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGT
TCCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTC
AAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAA
GAAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATT
ACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCA
GCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCA
TCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGG
CTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGACGCGGGTCCA
TCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCATGCAGTTCAAATATTATCCG
GTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACT
CACCCGTCGCGCTAACTTCATAGAGCAGCTCTAATCCATTCGCTCGACTGCATGTATTAGG
CCCGCCGCCAGCGTCATCCTGACAGGAGAAATCAAATCTCTATG
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Cizelge 4.3. Bakteri 7 igin 27F E03 ve 907R_A04 primeri kullanilarak okunan 6S
rRNA geninin kismi DNA dizisi

>Bakter17-27F_E03
GGGGGTACTGGCGGCGTGCTATACTGCAGTCGAGCGATGGATTAGAGCTTGCTCTTATGA
AGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTC
CGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGC
GGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGG
CTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAG
TCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTA
GGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATT
ATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAA
CCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGAATTCCAT
GTGTAGCGGTGAAATGCGTATAGATATGGACGAACACCAGTGTTGAATCGACTTTCTGGT
CTGTAACTGACACTGAGGCGTGAAGCGTGGTTGACAAACATGACTAAGATACCCTTGGTA
GTCCTCGCCGAAACGATGAGTGCTTACTGCTAGAGGTTTTCCGCCCTTTAGTGCTG

>Bakter17-907R_A04
CCTTTCGCGTCTCCCAGGCGGAGTGCTTATGCGTTACTTCAGCACTAAAGGGCGGAACCCT
CTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTC
CCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTT
CCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCA
AGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAG
AAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTA
CCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAG
CTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCAT
CACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCC
TCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGC
TACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGACGCGGGTCCAT
CCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCATGCAGTTCAAATGTTATCCG
GTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTACT
CCACCCGTCGCGCTAACTTCCGAGAGCAGCTCTTAATCCATTCCCCTCGACTTGCATGTAT
TAGCCCGCCCGCCAGCGTTCATCCTGAGCAGGAGATACAAACTCTGAAG
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Cizelge 4.4. Bakteri 8 i¢in 27F F03 ve 907R_B04 primeri kullanilarak okunan 6S
rRNA geninin kismi DNA dizisi

>Bakteri18-27F_F03
ACGACTGCGCTGCATCTGAGTCAGCGATGATTAAGCTTGCTCTTTGATTGCGGGACGGTG
AACCGGGGTACCTGCCCTAAACTGGGATACTCCGGGAACCGGGGCTATACCGGATAAATT
TTGACCGATGGTTCGAATTGAAGGCGGCTTCGGCTGTCCTTATGGATGGACCCGCGTCGC
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAGGCACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGT
GATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGG
GTCGAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACG
GTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
AAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTG
AAGCCCCGGCTCACCGTGAGGGTCATTGAAACTGGAGACTTGAGTGCAAAGAGAAGTGA
ATTCATGTGTAGCGTGAATGCGTAGAGATATGAGGACACAGTGCGAGCGACTTTCTGTCT
GTACTGACACTGAGCGCGAAGCGTGGGAGCAACAGATAGATACTCTGTAGTCCACGCCGT
AACGATGAGTGCTAGTGTAGAGGTTCCGCCTTAGTGCTGAGTAACGCATAGCACTCCCTG
GGAGTACGGCGCAGCTGATCAAAGAGATTACGGA

>Bakter18-907R_B04
CTTGGGCCGTCTCCAGGCGGAGTGCTTATGCGTTACTTCAGCACTAAAGGGCGGAACCCT
CTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTC
CCCACGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTT
CCTCCATATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCA
AGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAG
AAACCACCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTA
CCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAG
CTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCAT
CACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCC
TCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGC
TACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGACGCGGGTCCAT
CCAGTAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCATGTTCGAACCATGCAGTTCAAATATTATCC
GGTATTAGCCCCGGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTATGGGCAGGTTACCCACGTGTTAC
TCACCGTCGCGCTACTTCATAGAGCAGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTTGCATGTATTAG
GCACGCCGCCAGCGTCATCCTGACAGAGGATCAAACTACT
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4.2. Bakterilerin Gram boyama ve Spor boyamasi

Denemeye alinan bakterilerde gram boyama ve spor boyama islemleri 3.2.3.5” e gore
yaptlmistir. Gram boyamada ilk boya olarak kullanilan kristal viyoleyi hiicre i¢inde
tuttugu ve mor menekse bir renk gosteren bakteri Gram (+) olarak degerlendirilmislerdir
(Sekil 4.2). Son boyay1 (safranin) iginde tutan bakteriler ise pembe renk gosterdiginden
dolay1 Gram (-) olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.3). So6lom sivisinda hem Gram (+)

hem de Gram (-) bakterilere rastlanilmistir. Bakterilerin ¢ubuk seklinde oldugu

gorilmiustir.

Sekil 4.3. Gram (-) bakterinin 11k mikroskobunda gériiniimii (10X100)
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Spor boyamada ise bakterilerin sporlu (yesil renkte goriilmektedir) olduklari saptanmigtir
(Sekil 4.4). Sporlarin hiicre igindeki konumunun santral (merkez, ortada) bolgede oldugu
goriilmiistiir. Incelemeler Olympus CX31 marka 151k mikroskopinda, 100X objektifle

immersiyon yagi ile yapilmistir.

Sekil 4.4. Spor boyama (10X100)

4.3. Sélom Sivisinda Baz1 Enzimlerin Aktivitesinin Olgiilmesi

Solom sivisinda bazi 6nemli enzimlerin varligin1 belirlemek tizere proteaz, amilaz,
seliilaz, fitaz ve lipaz enzimlerinin aktivite tayinleri yapilmistir. Yapilan caligmalar
sonucunda enzimlerin varligi tespit edilmistir. Yiiksek miktarda fitaz (528 U/mL) ve
amilaz (496 U/mL) enzimleri saptanmistir. Proteaz (115 U/mL) ve seliilaz (48 U/mL)
enzim aktiviteleri de belirlenmis olup, diisiik miktarda lipaz (10 U/mL) enzimi
saptanmigtir(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. E.fetida’nin s6lom sivisinda tespit edilen enzimlerin aktivite degerleri ve
bazi Bacillus sp.'lerden elde edilen enzim aktiviteler ile karsilastirilmasi.

Enzimler Solom Sivisi Bacillus
SP.

(U/mL) (U/mL)
LipaZ 95 6.6 (Demirkan,CetinkayaveAbdou, 2021)
Seliilaz 48 68 (Myanski, 2020)
Amilaz 496.2 21.2 (Demirkan, Sevgi ve Baskurt, 2016)
Proteaz 115.6 224 (Seving ve Demirkan, 2011)
Fitaz 528 210 (Demirkan, Baygin ve Usta, 2014)
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4.4.S6lom Sivisinda Protein ve Glukoz Tayini
Solom sivisinda toplam protein ve glukoz tayini sonucunda toplam protein miktari 5.68
mg/mL ve toplam glukoz miktar1 66 ng/mL olarak saptanmuistir.

4.5. Ince Tabaka Kromatografisi (TLC) ile Karbohidrat ¢esidinin tayini

Calismada sOlom sivisinda karbohidrat ¢esidini olarak glukoz ve maltoz sekerini
saptamak amaciyla kromatografi yonteminden faydalanilmistir. Standart olarak saf ticari
glukoz ve maltoz sekerleri (Merck) kullanilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda silika
jel plakasi tizerinde olusan tiriinler siyah ya da kahverengi noktalar halinde kalitatif olarak
belirlenmistir. S6lom sivisinda glukozun daha belirgin, maltozun ise silik bir sekilde
gorildigi saptanmistir. Bununla birlikte, ticari CF'de (Commercial CF, CCF) seker
varlig1 gozlenmemistir (Sekil 4.5).

glucose —> —
CF

maltose ——— e

Marker CCF CF

Sekil 4.5. Ticari ve saf s6lom sivisinda bulunan sekerlerin TCL ile gosterilmesi

4.6. SDS-PAGE (Sodyum-Dodesil-Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Protein

Profilinin Ortaya Cikarilmasi)
Solom sivisinda hem proteinlerin profilini belirleme hem de proteinlerin molekiiler

agirhgint belirlemek amaciyla elektroforez yonteminden faydalanilmistir. Yapilan

caligma sonucunda elektroforez jeli lizerinde fazla sayida silik ve az sayida koyu protein
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bantlar1 gézlenmistir. Bantlar birbirine yakin ¢iktig1 i¢in 1/10 oraninda seyretilmis sélom

stvist igerisinde belirgin olarak 4 adet protein band: tespit edilmistir (Sekil 4.6).
Proteinlerin molekiiler agirliklar: belirlemek amaciyla, Rf degerlerinden yararlanilarak
asagida verilen formiile gore proteinlerin ve standart protein ¢ozeltisinin goreceli

hareketlilik degerleri hesaplanmustir.

Proteinin Aldig1 Yol (cm)

" Tzleme Boyanin Aldigi1 Yol (cm)

Molekiiler agirliklar1 bilinen standart proteinlerin goreceli hareketlilik degerleri ve
molekiil agirliklar ile bir standart egri elde edilmistir (Sekil 4.7). Bu egri yardimu ile
bantlardaki proteinlerin tahmini molekiiler agirliklari belirlenmistir. EIde edilen 4 banttan
3 tanesinin molekiil agirliklart 46-32 kDa arasinda, bir tanesinin 17 kDa oldugu tespit

edilmistir.

190
134

100
76
57

46
32

25
22

17

11

Sekil 4.6. S6lom sivisinda SDS-PAGE sonrasi jelde protein bantlariin gériiniimii
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Sekil 4.7. Standart proteinlerin Rf degerleri ve molekiil agirliklarina gore olusturulan
standart egri
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4.7. Solom Sivisinin Antibakteriyel Aktivitesinin Tespiti

Bu ¢alismada, E. fetida'dan ekstrakte edilen sélomik sivinin (CF) {i¢ gram pozitif bakteri
(E. feacalis, S. epidermidis, S. aureus) ve bes gram negatif bakteriye (E. coli, K.
pneumonie, S. typhmurium, Y. enterocolitica, P. aeruginosa) karsi antimikrobiyal
aktivitesi arastirildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.6'da verilmistir. CF'nin en iyi
inhibitor etkileri K. pneumoniae (35 mm) ve E. coli (35 mm)’nin biiylimesi lizerinde
belirlendi (Cizelge 4.6). Standart antibiyotikle degerleri ile karsilastirildiginda sélom
stvisinin  etkisinin daha fazla oldugu gorilmistiir. CF'nin antibakteriyel etkisi en
yiiksekten en diisiige su sekilde incelenmistir: K. pneumoniae > E. coli = Y. enterocolitica

> S. typhimurium > P. aeruginosa >S. aureus >S. epidermidis.

Cizelge 4.6. CF'nin test bakterilerine kars1 antibakteriyel aktivitesi

inhibisyon zonlarinin ¢aplar (mm)

(1 mg/mL) Standart Antibiyotikler (1 mg/mL)
Test bakterileri CF AMP PEN BAC
P. aeruginosa ATCC 35032 21 12 11 8
Y. enterocolitica ATCC 9610 25 21 12 15
K. pneumonie ATCC 70603 35 17 14 12
S. aureus ATCC 25923 20 20 24 15
S. typhmurium ATCC 14028 22 16 15 9
E. coli ATCC 25922 35 22 18 19
E. feacalis ATCC 29212 25 17 26 19
S. epidermidis ATCC 12228 15 9 12 10

BAC: Basitrasin, AMP: Ampisilin, PEN: Penisilin
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5. TARTISMA VE SONUC

Solucanlar, kaba kullanim veya stres durumunda s6lomdan dis ortama sivi salmaktadir.
Amoebositler, mukositler, dairesel hiicreler ve kloragojen hiicreler gibi s6lomositlerden
olusan solucanlarin dorsal gézeneklerinden salinan sulu sividan olusan sélomik sivi,
patojenik mikroorganizmalara kars1 miicadelede solucanlarin bagisikliginda ¢ok 6nemli
bir rol oynar. Solucanin sélomik sivisinda tibbi degeri olan bir¢ok kimyasal bilesen
vardir. Biyoteknolojinin gelismesiyle birlikte solucandaki biyoaktif bilesikler, giderek
daha fazla bilim insaninin dikkatini ¢ekmeye baslad1 (Cooper, Kauschke ve Cossarizza,
2002; Shen, 2010).

Bu ¢alismada E. fetida'dan elde edilen s6lomik sivinin bazi biyolojik 6zellikleri ortaya
konmustur. Nutrient Agar besiyerinde s6lomik s1vinin bakteriyel yiikii 10> CFU/ml olarak
belirlendi. Petri kabinda 100'den fazla bakteri kolonisi gbzlendi, bunlar arasinda
morfolojik olarak farkli dort bakteri secildi. Bakteriler 5, 6, 7 ve 8 olarak adlandirildilar.
Bakteri 5, 6 ve 8'den alinan 16S rRNA gen dizilerine dayanan bir filogenetik agac, bu
bakterilerin Bacillus cereus ile %100 dizi 6zdesligini paylastigini gosterdi. Bakteri 7 ise

Bacillus thuringiensis ile %100 benzerlik gostermistir.

Yakkou ve digerleri (2021), yeni tanimlanan solucanin CF'sinin kiiltiirlenebilir bakteri
toplulugunun yapisini analiz etti. 4 farkl kiiltiir ortaminda toplam 70 koloni tiredigini, 28
farkli bakteri izolati ayirt edilebildiklerini rapor etmislerdir. On alt1 izole bakterinin
fenotipik ve genotipik calismalari, bunlarin Pseudomonas, Aeromonas, Bacillus,

Buttiauxella, Enterobacter, Pantoea ve Raoultella'ya ait oldugunu gostermislerdir.

Soélomik sivida rizosferdeki 6nemli rolleri kanitlanan ve bitki gelisimi igin faydali bakteri
olarak nitelendirilen tiirler vardir. Bunlar Bacillus alttitudinis, Bacillus thuringiensis,
Bacillus licheniformis, Pseudomonas azotoforman Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas helmanticensi, Pseudomonas azotoformans olarak bildirilmistir (Brown
Feller, Blanchart, Deleporte ve Chernyanskii, 2003; Bhattacharyya ve Jha, 2012; Mishra
ve digerleri, 2014; Yousra, 2018).
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Solucanlarin varlig1 toprak verimliligini, mikrobiyal ve enzimatik aktiviteleri dnemli
Olciide etkileyebilir. Ayrica amilaz, seliillaz, lipaz, lumbrokinaz, endoglukanaz ve (-
glukosidaz gibi birgok sindirim enzimine sahip olduklar1 bilinmektedir. Enzimler,
solucanlarin yiyecekleri sindirmesine yardimci olur. Solucanlar, igerdikleri enzimler
sayesinde, proteinlerin, lipidlerin ve karbonhidratlarin sindirimini iyilestirmek igin
hayvan yemlerinde, ayrica nisasta, deterjanlar, hayvan ve insan terapétiklerinin
sakarifikasyonunda, kirli topraklarin biyolojik olarak iyilestirilmesi i¢in de onemlidir

(Ramian, Arabi ve Hemmati 2018).

Bu ¢alismada E.fetida'dan elde edilen sdlomik sivida lipaz, seliilaz, amilaz, proteaz, fitaz
ve arilsiilfataz enzimlerinin varligi tespit edilmistir. Sivida fitaz enziminin varligi ilk kez
bu c¢alismada rapor edilmistir. Bu enzimler sivida bulunan bakteriler tarafindan
salinmaktadir. Lipaz, seliilaz, amilaz, proteaz ve fitaz i¢in aktivite degerleri daha dnceki
calismalarimiz olan Bacillus sp. bakterilerden elde edilen sonuglarla karsilagtirilmistir.
S6lomda bulunan Bacillus bakterilerin de iyi birer enzim iireticisi olduklari belirlenmistir.
Diger yandan, arilsiilfataz degeri Chlamydomonas reinhardtii ile yapilan galismanin
verileriyle de karsilastirildi. Arilsiilfataz aktivitesinin CF'de oldukga disiik oldugu
bulundu. Sivida fitaz enziminin varligi ilk kez bu ¢alismada rapor edilmistir. Elde edilen
sonuglara gore sivida amilaz ve fitazin daha yiiksek olmasi solucanin beslenmesinde fitat

ve nisastal1 gidalarin dnemini gostermistir.

Bazi arastirmacilar E. fetida s6lomik sivisindaki enzimleri arastirmislardir. Akazawa ve
digerleri (2018), E. fetida solomik sivisinda lumbrokinaz, amilaz, endoglukanaz,
glukozidaz ve lipazin varligin bildirmistir. Solucan E. fetida'dan elde edilen ham nisasta
sindiren (Amy I) ve soguga adapte edilmis (Amy II) alfa-amilazlar Tsukamoto ve

digerleri (2021), tarafindan saflastirild1 ve karakterize edilmistir.
Ramian, Arabi ve Hemmati (2018), Allolobophora chlorotica solucanindan elde edilen

s6lomik sivida pH, sicaklik ve metallerin amilaz enzimi iizerindeki etkilerini

arastirmiglardir.
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Kauschke, Pagliara, Stabili ve Cooper (1997), L. terrestris solucanlarindan elde edilen
CF'de proteolitik enzimlerin varligim1 bildirmis, dogal PAGE ve jelatin-agar
kaplamasindan sonra farkli elektroforetik mobilitede sekiz proteaz tanimlamis ve
bunlarin kimotripsin ve tripsin benzeri karakterlerini gdstermis ve nispeten 1siya dayanikli
bulunmus, bir notr ila bazik pH'da optimum aktivite ve esas olarak serin proteazlari olarak

smiflandirilir.

Bilej, Brys, Beschin, Lucas ve Vercauteren, (1995), E. foetida solucanlarinin CF'sinde bir
sitolitik protein tanimladigin1 ve farkli memeli tiimor hiicre dizilerini pargalayabildigini

rapor etmislerdir.

Yamaji ve digerleri 1998), eritrosit lizisini indiikleyen, solucan E.foetida'nin CF'sinden
saflagtirllan Lysenin adli yeni bir sfingomyelin spesifik baglayici protein
tanimlanmislardir. S6lomik sividan saflastirilmis yeni bir 41 kDa proteini olan lysenin,

eritrosit lizisine neden oldugunu rapor etmislerdir.

Kizilkaya ve Dengiz (2010), solucan E. fetida tarafindan vermikompostlama sirasinda

iireaz, fosfataz ve arilstilfataz gibi enzim aktivitelerini bildirmistir.

Eue ve digerleri (1998), E.fetida'nin CF'sinde hemolitik aktivite bildirmistir.

Vermikompost (solucan gilibresi) uygulanmis topraklarda yetisen bitkilerin hastaliklara
ve zararlilara karst daha direngli oldugu gosterilmistir. Vermikompostun bitkiler
tizerindeki antifungal ve antibakteriyel etkisi, solucanlarin g¢esitli nedenlerle
viicutlarindan salgiladiklar1 s6lomik sividan kaynaklanmaktadir. Vermikompost ile
karistirilan s6lomik sividaki enzimler ve proteinler mantar, bakteri ve diger zararlilara
kars1 etki ederek bir¢ok hastalik ve zararlinin olumsuz etkilerini zayiflatir (Wang, Sun ve

Zheng, 2006).

Bu calismada, E. fetida'dan ekstrakte edilen s6lomik sivinin (CF) li¢ gram pozitif bakteri
(E. feacalis, S. epidermidis, S. aureus) ve bes gram negatif bakteriye (E. coli, K.

pneumonie, S. typhmurium, Y. enterocolitica, P. aeruginosa) karsi antimikrobiyal
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aktivitesi arastirildi. CF'nin K. pneumoniae ve E. coli iiremesi {izerinde oldukga fazla bir
inhibitér etkiye sahipoldugu belirlenmistir. Ozellikle standart ticari antibiyotikler ile
karsilastirildiginda bunlardan daha yiiksek etkiye sahip oldugu saptanmistir. Bu sonuglar,
CF'nin ¢esitli test bakterileri tizerinde olduk¢a fazla bir antibakteriyel etkiye sahip

oldugunu agikca gostermistir.

Solucanlar, ¢evrelerinde her zaman patojen mikroorganizmalarin istilasiyla karsi karsiya
olmalarina ragmen, evrimin ilk asamalarindan beri savunma sistemlerinin yardimiyla
yasamaktadirlar (Engelmann, Kiss, Csongei, Cooper ve Németh, 2004). Solucanlarin
solomik sivisinin 40'tan fazla protein icerdigi ve proteolitik, sitolitik, antimikrobiyal,
hemolitik, tiimorolitik, hemagliitinasyon ve mitojenik aktiviteler gibi gesitli onemli
biyolojik aktiviteler gosterdigi bulunmustur (Cooper ve Roch, 2003, Omar, Ibraheim, El-
Shimy ve Ali, 2012).

Solucanlarin CF'sinde antibakteriyel maddelerin varligina iliskin bir¢ok arastirma
bulunmaktadir. Valembois, Lassegues ve Roch, (1992), solucan E. fetida'nin CF'sinin,
solucan patojenik bakteri olark Gram (-) Aeromonas hydrophila ve Gram (+) Bacillus

megaterium’a karsi. antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir:

Scherbert ve Messner (1997), bazi lizozim benzeri molekiilleri bakterolitik molekiiller

olarak tanimladilar ve sadece gram pozitif bakterilere kars1 aktif bulmuslardir.

Murugan ve Umamaheswari (2021), Eudrilus eugeniae'nin CF'sini gram pozitif bakteriler
(S. faecalis, B. subtilis, Micrococcus luteus) ve gram negatif bakteriler (E. coli,
Salmonella abony, P. aeruginosa) iizerinde test etti ve lireme {lizerindeki en iyi inhibitor

etkileri P. aeruginosa ve B. subtilis iizerinde belirlemislerdir.

Tutar ve Karaman (2017), E. fetida'dan elde edilen CF'nin Pseudomonas syringae,
Xanthomonas campestris, Xanthomonas carotae, Erwinia herbicola, Erwinia
chrysanthemi ve Pseudomonas cepacia mikroorganizmalarina karsi inhinisyon zon

caplarimi 8-54 mm arasinda oldugunu rapor etmislerdir.
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Milochau, Lasségues ve Valembois (1997), Eisenia andrei'nin sélomik sivisinin, bazi
memeli eritrositlerine ve bakterilere karsi giicli hemolitik aktivite gosterdigini

belirtmistir.

Vasanthi, Chairman ve Singh, (2013), Eudrilus eugeniae solucanlarindan elde edilen
solom ekstraktinin Salmonella abony, Escherichia coli, S. aureus, K. pnuemoniae ve B.
subtilis bakterileri ile Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Candida albicans ve
Penicillum notatum mantarina karsi gii¢lii antimikrobiyal aktivite g0osterdigini

bildirmistir.

Bu calismada, E.fetida'dan ekstrakte edilen s6lomik sivida seker varligi, ince tabaka
kromatografisi (TLC) ile belirlendi. TLC sonucuna gore standart olarak glukoz ve maltoz
kullanildiginda ¢ok az glukoz ve maltoz varlig1 gozlendi. Bununla birlikte, ticari s6lomik

stvida seker varligl gézlenmedi.

Baz1 bilim insanlar1 da s6lomda seker varligini géstermislerdir.
Clark (1964), deniz solucan tiirii olan Nephtys hombergi'nin sélomik sivisinda glikoz,

maltoz ve trisakkaritin varligim bildirmistir.

Konosu, Chen ve Hashimoto (1966), birkag farkli ¢6ziicii sistemi kullanarak TLC'de

glikoz ve maltoz varligin1 gdstermislerdir.

Yuk, Simpson ve Simpson (2012), toprak solucant CF karbonhidratlarinin spektrumunun
maltoz, glikoz dahil olmak iizere ¢esitli sekerlerin eser seviyelerinde bulundugunu

bildirmislerdir.
Ramian, Arabi ve Hemmati (2018), solucan sivisinda ve solucan Allolobophora
chlorotic'ten viicut 6ziitiinde amilazlarin varligini bildirmis ve enzimin ham nisastay1 son

iirtin olarak glikoz, maltoz ve maltotrioza hidrolize ettigini gostermislerdir.

Bu ¢alismada, s6lomik sivinin protein profilleri SDS-PAGE ile analiz edildiginde, koyu

ve agik bant olarak tahmin edilen birkag protein tespit edildi. Bu proteinlerin molekiiler
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agirliklarinin 15-46 kDa arasinda oldugu tahmin edilmektedir. 3 tanesinin tahmini
molekiiler agirliklar1 46-32 kDa arasinda, biri 32 kDa ve digeri 15 kDa olarak bulundu.
Bu calismada elde edilen protein bantlarinin fitaz, amilaz, proteaz veya antimikrobiyal
peptitler oldugu tahmin edilmektedir. Kalin bant seklinde goriinen proteinin fitaz enzimi
oldugu tahmin edilmektedir. Ciinkii kismen saflastirilmis fitaz enzimlerinin molekiiler
agirliklarinin yaklasik 45 kDa oldugu tahmin edilmistir (Wang ve digerleri, 2001;
Demirkan, Sevgi, Akcakoca ve Ersoy, 2017).

Kauschke, Mohrig ve Cooper (2007) A.caliginosanin CF'sinde 94 kDa'nin altinda gok
sayida proteolitik bant tespit edilmis ve CF’de proteazin biiylik bir kismini serin

proteazlar olusturdugunu rapor etmislerdir.

Milochau, Lasségues ve Valembois (1997), solucanlarin solomik sivisinda fetidinler adi

verilen ve molekiiler kiitleleri 40 kDa ve 45 kDa olan proteinleri rapor etmigler.

Bilej, Brys, Beschin, Lucas ve Vercauteren (1995), 42 kDa'lik bir goriiniir molekiiler

agirliga sahip western blot analizi ile CF'de bir proteini tasvir etmislerdir.

Eue, Kauschke, Mohrig ve Cooper (1998), E. fetida'nin sdélomik sivisindaki hemolitik
aktivite, molekiiler agirliklar1 sirasiyla 46, 43 ve 40 kD olan ve H1, H2, H3 olarak

isimlendirilen ii¢ proteininden kaynaklandigini ifade etmislerdir.

Bu c¢alismada E. fetida solom sivisinin bazi biyolojik 6zellikleri ortaya konmustur.
Solucanlarin toprak verimliligi yonetimine potansiyel katkisi gbz Oniine alindiginda,
agroekosistem yonetimi kararlarinda bu sonuglarin dikkate almaya ihtiyact vardir. Bu
sonuglar diger caligmalara 1s1k tutacaktir. Elde edilen sonuglara gore sélom sivisi
mikrobiyal giibrede 6nemli bir potansiyele sahip olarak goriilmektedir Diger yandan,
s6lom sivisinin yiiksek antibakteriyel oOzellik gostermesinden dolayr eczacilik

endiistrisinde de kullanim potansiyeli yiiksektir.
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