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Abstract: Settlement of marine bacteria on Patella sp. (Gastropoda: Mollusca) mucus. The mucus which is used during
locomotion of Patella species is a habitat for microorganism adhesion. In order to determine the increase capability of bacteria on
mucus of different Patella species, Vibrio fluvialis, V. furnissii, isolated from seawater, were inoculated to Patella caerulea and
P. rustica mucus. Adhesion densities of the bacteria on Patella sp. mucus were examined comparatively on crystal violet stained
slides by light microscopy. Mucus preference of the Vibrio species differed according to the Patella sp. The results showed that
mucous film on a rock, produced by a Patella sp., seems important for marine bacteria settlement which is directed to a
presumption of mucus being a stimulant for succession of other organisms.
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Ozet: Tutunma ve kayma hareketleri gdsteren Patella tiirlerinin olusturduu mukus salgisi mikroorganizmalar igin bir yapisma
ortamidir. Tirlere gore mukus salgisinin bakterilerin gogalma potansiyellerine etkisinin arastiriimasi amaglanmis, deniz suyundan
izole edilen Vibrio fluvialis ve V. furnissii tirleri Patella caerulea ve P. rustica mukusuna asilanmistir. Yapisma yogunluklari
karsilastirmali olarak kristal viyole ile boyanmis lamlarda 1sik mikroskobu diizeyinde belirlenmistir. Vibrio tirlerinin mukus tercihleri
Patella tiirlerine gore farklilk gostermistir. Bu calisma bulgulari, Patella sp. mukus tabakasinin kaya Uzerinde denizel bakterilerin

yerlesimi agisindan 6nemini ve bu bakterilerin diger organizmalar igin uyarici etki olusturabilecegini diistindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Patella caerulea, P. rustica, Vibrio fluvialis,V. furnissii, mukus.

Giris

Gastropodlarda mukdz salgilar, bu organizmalarin belli habitatta
yerlesimi ve hareketleri agisindan énemli rol oynar (Calow
1974, Peduzzi and Herm 1991, Smith and Marin 2002).
Patella cinsi bireyler mediolitoral zonda kayalar Uzerine sikica
yapisir. Smith (1992) bu canlilarin iki farkli yapisma durumunu
déniisimlu olarak gosterdigini, 1slak donemde kas giiciyle,
sularin cekildigi dénemde ise zamk gibi bir madde ile yapigtigini
aciklamistir. Ayrica zamksi yapisma uzun streli olup sert bir
maddeden ziyade bir mukus salgisina dayanmaktadir.

Mukus salgisi omurgalilarda sindirim ve solunum gibi
sistemlerde koruyucu bir tabaka olusturur. Ayrica omurgalilar
ve omurgasizlarda viicut yizeyinde bakteri veya bagka
organizmalarin yapismasini dnleyici bir madde olarak bulunur
(Krovaceck ve di§. 1987). Gastropodlarda mukus, protein ve
polisakkaritlerin  olusturdugu gevsek molekiler bir ag
ozelliginde bulunmustur (Holmes ve dig. 2002). Bu mukus
salgisi, Patella gibi hareketi sinirli alanda gergeklesebilen
gastropodlarin besin kaynaklarini arttirici yonde mikro ve
makro alglerin gelisimlerinde etkileri agisindan incelenmistir
(Connor 1986, Davies ve dig. 1992, Holmes ve dig. 2002).

Bu galismada Vibrio cinsine dahil bakterilerin patojenik olma
ozellikleri (Yan ve dig. 2010) yaninda bakterioplankton ézelligi
tasimalari nedeniyle (Hornak ve di§. 2005), iki farkli Patella
tirlinin  olusturdugu mukusun bu bakterilerin  ¢ogalma

potansiyelleri yoniyle karsilastirimasi ve mukus salgisinin
ortamin besin ekolojisi agisindan 6neminin ortaya konulmasi
amaglanmistir.

Materyal ve Yontem

Antalya Korfezinden (36°53'04.26 N - 36°36'25.22 N ve 31°
46' 31.30 E- 30042'03.62E) toplanan (Sekil 1) P. rustica ve
P. caerulea Ornekleri canli olarak deniz suyu igersinde
Akdeniz Universitesi Su Urlinleri Fakliltesi Aragtirma laboratuarina
getirilerek, akvaryumda temiz deniz suyuna aktarma suretiyle
yasatildi. Ayak mukus salgisinin eldesi igin, 5'er adet Patella
ornekleri icine steril lam yerlestirimis derin petride 12 saat
tutularak, bu organizmalar daha sonra alinip mukuslu lamlar
12 saat oda sicakhginda kurutuldu (Connor 1986, Smith
2002). Ayrica drneklerin toplandi§i bolgeden steril bir kaba
alinan deniz suyu 2 saat iginde laboratuara getirilip, fizyolojik
su ile sulandirilarak % 10 Marine Salts Medium Agar (MSMA)
(NCIMB, 1994)'da 24 C de 72 saat stire ile inklibe edildi.

izole edilen bakterilerin MSMA da alt kiltiiferinin olusumu
saglandi (Hervio-Heath ve di§. 2002; Powell ve Lautit,1990),
ve bakteri tirlerinin tanimlanabilmesi amaci ile morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal testler uygulandi. (Esteve 1995). Bu
testlere: Gram-boyanma, hareketlilik (asili damla ydntemi
kullanilarak), sitokrom oksidaz ve katalaz Uretimi, O/F testi,
TCBS (thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose) de gelisme ve
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sukroz kullanimi, 0/129 vibriostat testine hassasiyet (10 ug
ve 150 pg), Metil kirmizisi ve Voges-Proskauer testleri, arjinin
dihidrolaz, lizin ve ornitin dekarboksilaz testleri, farkli sicaklik
ve tuzluluk oranlarinda gelisme, glukozdan asit ve gaz olusturma,
jelatinaz Uretimi, onpg (O-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside),
ureaz Uretimi, indol Gretimi, nitrati nitrite indirgeme, sekerlerin
fermentasyonu (D-glukoz, L-arabinoz, D-mannoz, maltoz,
sukroz, D-mannitol, laktoz, myo-inositol, D-galaktoz) dahildir
(Tablo 1). Bakteri tiirlerinin tanimlanmasi Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology’e gore gergeklestiriimistir (Amora ve
dig. 1995, Farmer ve dig., 2005).

Tablo 1. Calismada izole Edilen Bakteri izolatlarinin Fenotipik Ozellikleri,
izolat1: Vibrio fluvialis, Izolat2: Vibrio furnissii, +: pozitif sonug, -: negatif
sonug, z,T: zayif pozitif, s: sarl renkli koloni olusumu, F: fermentatif, VP:
Voges-Proskauer, ADH: Arjinin dihidrolaz, LDK: Lizin dekarboksilaz, ODK:
Ornitin dekarboksilaz.
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Sekil 1. Antalya Kdrfezi'nde 6rnekleme bolgesi

Bakteri suslarinin Patella sp. mukusuna yapisma deneyleri
kaynaklarda agiklanan islemlere gore gergeklestirilmistir
(Connor 1986, Davies 1992).

Mukuslu lamlar 20 dakika saf metil alkol ile tespit edilip
farkli petrilerde bakteriyel stispansiyon érnekleri (% 0.85 NaCl
fizyolojik su ile hazirlanan; 10 ml: McFarland No: 0.5) eklendi.
Mukus icermeyen lamlar da benzer islemlerden gegirilerek
negatif kontroller olarak kullanildi. Hafif¢e ¢alkalanarak 2 saat
inkuibe edilen lamlar birkag kez fizyolojik suda yikanip bir gece
oda sicakiiginda kurumaya birakildi ve tekrar 20 dakika saf
metil alkolde tespit edildi. Krezil viola ile 1-2 dakika boyanan
lamlar (¢ kez ykanip kurutularak Olympus 31X 1sik
mikroskobunda incelendi. Bakteri sayimlari karelere bélinmis
1x1 mm2 mikrometrik okiler yardimi ile her lamdan 10 alan
rastgele secilerek toplam 50 alanda gergeklestirilmistir.
Istatistiki degerlendirmeler Minitab ve Excell programlari ile
gerceklestirilmistir.

Bulgular

Patella rustica ve P.caerulea drneklerinin toplandigi bélgeden
alinan deniz suyundan Vibrio fluvialis ve V. furnissii tlrdi
bakteriler izole edilerek tanimland. Iki Patella tlrintn lamlar
Uzerinde olusturduklari mukus salgilarina, alt kilttrleri
olusturulan Vibrio fluvialis ve V. furnissii tiri bakterilerin
yapisma durumlarinin - mukus yogunluguna gére farklilik
gosterdigi izlendi (Sekil 2, 3). Bu nedenle rastgele segilen elli
adet 1 mm? alanda yapilan bakteri sayimlar Tablo 2'de
gosterildi.

Sekil 2. Vibrio sp.’nin yogun Patella sp. mukusunda yerlesim sikligi
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Sekil 3. Vibrio sp.’nin az yogun Patella sp. mukusunda seyrek yerlesimi.

Tablo 2. Rastgele segilen 50 adet 1mm? alanda yapilan bakteri sayimlari.

Tiir islem Vibrio fluvialis Vibrio furnissii
s Ort+ S. H. Ort+ S. H.
Kontrol 6,21+0,632° 19,65+0,951>
P. rustica
Uygulama 45,34+1,6032 71,1242 4372
Kontrol 16,79+1,499> 50,64+1,4020
P. caerulea
Uygulama 57,01£2,1352 48,37+1,4322

a: Patella sp. mukusunda yapisan bakterilerin ortalama sayilari, b: mukussuz
lam (izerine bakterilerin yapisma durumu. (Ortt S.H. Ortalama Standart Hata,
a,b harfleri ile gdsterilen ayni tliriin ayni siitun igindeki ortalamalari arasindaki
farkliliklar istatistiksel olarak énemlidir. P<0.05).

150

BV. fluvialis [JV. fumis

120

90 -

Hiicre sayisi (Ort)

P caerulea-
Uygulama
Sekil 4. iki Patella tiirii mukusunda ve kontrol gruplarda bakteri sikigi (Ort:
Ortalama)

P caerulea-
Kontrol

P rustica-
Uygulama

P rustica-
Kontrol

iki bakteri tiriiniin mukuslu ve kontrol lamlarinda dagilim
sayisal olarak incelendiginde, Patella tiirlerinin mukuslarina ve
kontrollere gbre farkliliklar oldudu gézlendi (P<0.05). V. fluvialis
tirlndn, her iki tir Patella’nin  mukuslarinda kontrol
lamlarindakinden onemli farkla yapisma ve hizli (ireme
gosterdigi belirlendi. Ancak P. caerulea’nin olusturdugu
mukusu daha fazla tercih ettigi gorildu. V. furnissii tiriinln ise
P. rustica mukusunu tercih ettigi, P. caerulea mukusundaki
yapisma ve Ureme tercihinin kontrol lamdakinden gok farkli
olmadi§i gozlendi. Her iki tiriin, mukussuz lamlarda gogalma
durumlarinin  daha diglk seviyelerde kaldigi, ancak
V. furnissii tirinde mukuslu ortamdakiler ile farkin daha az
oldugu belirlendi (Tablo 1 ve Sekil 3).

Tartigma ve Sonug

Patella gibi bazi gastropodlar yerlestikleri kayalar (izerindeki
makroalgleri kaziyarak herbivor beslenme gosterir. Fakat
Patella sp. ve diger bazi gastropodlarin ayak bezlerinden
salgilanan mukéz maddelerin mikroalg ve makroalg tutunmasi
ve gelisimi agisindan dnemi konusunda da birgok galisma
bulunmaktadir (Connor 1986; Peduzzi ve Herndl, 1991; Davies ve
dig. 1992; Holmes 2005). Olusturdugu mukusun, besin olacak
tirlerin yapisip gelisimini saglamasi o organizma agisindan
énemlidir. Bu zit durumlar ortamin ekolojik dzelliklerini belirler
ve strekli bir besin ddngtstiniin ortamda olugmasini saglar.
Bu nedenle mukus olusumlari, mukusun biyokimyasal
ozellikleri ve organizmalarin yerlegimi ve gelisimleri agisindan
onemleri surekli ilgi odagidir (Davies ve dig. 1992, Smith ve
dig. 1999, Smith ve Morin 2002, Holmes 2005).

Dogal ortamda ve laboratuarda benzer uygulamalarla
gerceklestiriimis bir calismada, dogal ortamin mukus etkinliginde
daha iyi oldugu agiklanmistir (Connor 1986). Mukusun bakteri
gelisimini dnemli 6lglide arttirdi§i ¢ok az sayidaki baz
calismalarda gosteriimistir. Secilen Vibrio bakterisi, omurgali
ve omurgasizlarda enterik mikrobiota olusturma yaninda
denizel ortamlarda saprofitik bakteri veya bakterioplankton
ozelligi ile taninir (Kimbell ve Mcfall-Ngai 2003).

Balik deri mukusunun da gesitli Vibrio tlirlerinin yapisip
koloni olusturmasi agisindan uygun bir ortam oldugu da
gosterilmistir (Krovaceck ve dig. 1987, Amaro ve dig. 1995,
Yan ve dig. 2010). Ayrica mukusta bakteri ve mikroalg gelisimleri
arasinda pozitif bir korelasyon bulunmus, bu iki organizma
grubunun mukustaki farkli kimyasal iceriklerden beslendikleri
veya ayni kimyasalin énce bakteri, sonra da alg gelisimini
sagladigi olasiliklarindan s6z edilmistir (Connor 1986). Fakat
karbon tanecikleri kullanilarak yapilan bir ¢alismada bakteri
gelisimi ile mukus filminin yerini mikrobiyal filmin aldig1, ¢iink
denizel bakterilerin  gogunun salgiladiklar ekstraselliiler
mukopolisakkaritler ile organik bir film olusturduklari ileri
sUrlimustiir (Corpe 1973). Bakterilerin, diatomlar gibi mikroalglerden
daha kisa dreme donglslne girdikleri ve mukus filminin
bakterilerce tliketilip mikrobiyal filmin olustugu dusdllrse
bakterilerin mikroalg gelisimini saglatti§i kabul edilmelidir.
Glnk bakteriyal enzimler mukusu pargalayarak mikroalglerin
biyolojik aktiviteleri igin uygun bir zemin ve besiyeri olusmasini
saglar (Corpe 1973). Ayrica bakterilerin olusturdugu B-12
vitamini gibi maddeler mikroalglerin kullanimina hazir olur
(Haines ve Guillard 1974). Sadece Patella gibi herbivor tlirler
degil diger bazi karnivor salyangozlarin mukuslarinin da bakteri
gelisiminde etkili olduklari belirlenmis, 6érnedin Planorbis
contortus L (Calow 1974) ve Hydrobia ventrosa L. (Kofoed
1975) mukuslarinin bakteri yapismasina neden olduklari
gOsterilmistir.

Sonug olarak calismada, Vibrio fluvialiss tirdnn,
Patella caerulea ve P.rustica tiirlerinin mukuslarinda yapisma
ve Ureme gosterdigi, V. furnissii tirinin de 6zellikle P.rustica
mukusunu tercih etti§i belirlenmistir. Mukus tipi farkliligi
bakterilerin segiciligini ortaya koydugu gibi mukus olugturan
tirlerin  farkiligini da yansitmakta ve sistematik agidan
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konunun 6nemini ortaya koymaktadir. Ancak bu ¢alisma bir 6n
izleme Ozelligi tasididi icin izole edilen bakterileri suglarinin
patojenik olup olmadiklari belilenmemistir. Beslenmesinde
mukusa bagimli olan organizmalarda mukusun bakteri, mikro
ve makroalg gelisimini uyarmasi ¢ok 6nemlidir. Ekolojide canli
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