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Abstract: The quantitative determination of aerobic bacterial flora in rotifer (Brachionus
plicatilis O.F. Muller,1758) in large scale rotifer cultures. In this study, depending on the
nutritional regime, quantitative analysis of aerobic bacterial flora in both culture media and
rotifers grown in large scale tanks (2700 L.) was carried out. M65 agar, TCBS-Cholera
Medium Agar (Oxoid) and Pseudomonas-CFC-Agar (Oxoid) were used for counting of total
bacteria, Vibrio spp. and Pseudomonas spp. respectively. Protein selco, algae (Isochrysis
galbana; Tahitian strain, Tetraselmis suecica; Nannochloropsis oculata; Droop 1955), and
baker’s yeast (Saccharomyces cervisiae) were favored as food stuff for rotifer cultures.
Although bacterial counts increased in rotifer cultures fed with yeast, these numbers
rearched maximum levels after protein selco treatment ( total bacteria count 92x106 cfu ml
':Vibrio spp. count 20x106 cfu ml™'; Pseudomonas spp. count 25x105 cfu mlI™).

Key Words: Brachionus plicatilis, nutrition regimes, total bacteria count, Vibrio spp.,
Pseudomonas spp.

Ozet: Bu arastirmada besleme rejimine (alg+maya+protein selko) bagh olarak biiyiik
hacimli (2700 L) tanklarda iiretilen rotifer ve kiiltiir ortamlarindaki aerobik bakteriyel flora
kantitatif olarak degerlendirilmistir. Bakteri sayimlarinda toplam bakteri M65 agar, Vibrio
spp TCBS-Cholera Medium agar (Oxoid), Pseudomonas spp., Pseudomonas —CFC-agar
(Oxoid)’da yapilmistir. Rotiferler ¢esitli alg tirleri (Isochrysis galbana;Tahiti susu,
Tetraselmis  suecica, Nannochloropsis oculata; Droop 1955), ekmek mayast
(Saccharomyces cervisiae) ve protein selko ile beslenmistir. Rotifer ve kiiltiir ortamlarinda
bakteriyel sayilar maya beslemesi ile artmasina ragmen, protein selko uygulamasindan sonra
maksimuma ulasmaktadir (Toplam bakteri 92x106 kob ml"'; Vibrio spp. sayist 20 x106 kob
ml™'; Pseudomonas spp. sayis1 25 x105 kob ml™)

Anahtar Kelimeler: Brachionus plicatilis, besleme rejimleri, total bakteri sayisi, Vibrio
spp., Pseudomonas spp.

Giris

Deniz balig1 yetistiriciliginde larvalarin
ilk beslenme periyodunda kullanilan besin
kalitesi, tiretimdeki basarty1 etkileyen en
onemli faktordiir. Larvalarin biiyiime ve
yasama orani ilk besin kaynagi olan B.
plicatilis’in n-3» yiiksek doymamis yag
asitlerince (HUFA) zengin olmasina
baglidir. Rotiferin besin igerigi aldig1

besin maddelerine gore degisir (Watanabe
ve dig., 1983; Estevez ve Planas, 1988;
Sorgeloos ve Leger, 1990). Rotifer
iretiminde ekmek mayasi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Fakat maya ile beslenen
rotiferlerin  biyokimyasal yapist uzun
zincirli doymamis yag asitlerince fakirdir.
Besin igerigi diisik olan rotiferlerle
beslenen larvalarda goriilen 6liim oraninin
azaltilmast amaciyla rotiferin  yag
asitlerince zenginlestirilmesi gerekmekte-
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dir (Fukusho, 1985; Kissil ve Koven,
1989). Besin igeriginin arttirilmasinda
alglerin  yam1 sira gelistirilen ticari
iriinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Komis ve dig., 1991; Fernandez-Reiriz
ve dig., 1993). Buna karsin giiniimiizde
larvalarda ilk beslenme periyodunda
gorillen Oliim oraninin  yiiksek olmasi
tiretimi  sinirlayan Onemli bir problem
olmaya devam etmektedir (Muroga ve
dig., 1987, Tanasomwang ve Muroga,
1988; Gatesoupe, 1989-1990). Bu
problemin ¢6ziimii i¢in canli yem
organizmalarindaki bakteriyel floranin ve
rotiferlerdeki bakteri yikiinlin tespiti
Oonem tasimaktadir. Zira bakteri yiiki
fazla olan rotiferlerle beslenen larvalarin
besinini sindiremedigi ve 6lim oraninin
yiiksek oldugu bilinmektedir (Gatesoupe,
1982; Nicolas ve dig., 1989).

Bu calismada biiylik hacimli (2700
L) tanklardaki rotifer kiiltiirlerinde besin
rejimine bagli olarak bakteriyel yiikiin
tespiti amaciyla aerobik bakteriyel flora
kantitatif olarak incelenmistir.

Materyal ve Yontem

Bu arastirmada S tipi B. plicatilis 2700
L’lik tanklarda 24+£1°C’lik sicaklikta
kiiltiire edilmigtir. Rotifer kiiltiiriinde
kullanilan deniz suyu kum ve diatom
filtresinden  gegirildikten sonra UV
(ultraviole) lambast ile sterilize edilmistir.
Denemeye baslamadan bir giin Once
tanklar %o 20 tuzlulukta 2000 L deniz
suyu ile doldurulmustur. Her m™ su igin 5
gr aktif klor ilave edilerek gece boyu
gicli  havalandirma  uygulanmistir.
Ekimden once suda klor olma ihtimaline
kars1 sodyumtiyosiilfat ilave edilmistir.
Denemede 1. tanka Isochrysis galbana
(Tahiti susu), 2. tanka Tetraselmis
suecica, 3. tanka Nannochloropsis oculata
(Droop 1955) olmak iizere 3 farkli alg
tiirinden her tanka 700 L ilave edilerek
hacim 2700 L’ye tamamlanmistir. Bu
alglerle beslenmis rotiferlerden baslangi¢
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yogunlugu 200 birey ml" olacak sekilde
her tanka ekim yapilmistir. Rotifer
kiiltiiriine glinde 4 kez olacak sekilde
maya beslemesi ile devam edilmistir.
Tanklarda maya ile besleme ekimin
yapildig1 giin ve 1. giin 2 g milyon birey™
olacak sekilde yapilmistir. Denemenin 2.
ve 3. giin maya ile beslemede 1 g milyon
birey' olarak uygulanan maya miktar1 4.
giin rotiferlerin sayisma bakilmaksizin
600 g tank” seklinde gerceklestirilmistir.
Tanktaki rotiferlere 5. giin 125 gr m™ den
olusan protein selko miktar1 ile giinde iki
kez beslenmistir (Loix ve Freedi,1985).

Toplam bakteri sayimi; ekime
hazirlanan 6rneklerdeki kiiltlire edilebilir
bakterilerin toplam aerobik bakteri sayimi
M65 ( Seawater Ager ) agarda yapilmustir.
MG65 agar; 0.5 g tripton, 0.5 g pepton, 0.5
g yeast eckstrakt, 15.0 agar, %o 20
tuzluluktaki deniz suyundan hazirlan-
mistir. Besiyerine yapilan ekimler 25 +
1°C de 5 - 7 giin inkiibe edilmis ve olusan
bakteri kolonileri sayilmistir (Skejermo ve
Vadstein, 1993; Qie ve dig., 1994).

Toplam Vibrio spp. Sayimi: Ekim
hazirlanan 6rneklerdeki kiiltlire edilebilir
toplam Vibrio spp saymmi icin TCBS
Cholera Medium ( Oxoid) kullanilmustir.
Besiyerine yapilan ekimler 25 = 1°C de
48 saat inkiibe edilmis ve olusan koloniler
sayilmistir (Skejermo ve Vadstein, 1993;
Gatesoupe 1994, 1995; Tanasomwang ve
Muroga,1992).

Toplam Pseudomonas spp. sayimt:
Ekime hazirlanan oOrneklerdeki kiiltiire
edilebilir toplam Pseudomonas spp.
sayimi i¢in Pseudomonas C-F-C Agar (
Oxoid) kullanilmistir. Besiyerine yapilan
ekimler 25 + 1°C de 48 saat inkube
edilmis ve olusan koloniler sayilmistir
(Skejermo ve Vadstein, 1993).
Besiyerlerinde olusan bakterilerin koloni
saymmu yapilirken koloni sayisi 30 - 300
arasinda  olan  petrilerden  saymm
yapilmistir  (Arda, 1985). Denemede
baslangictaki bakteri yiikiinii belirlemek
icin rotifer ve besleme algleri ile tanklarda
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olusturulan besleme programma gore
rotiferlerden  ve  kiiltir  suyundan
bakteriyel ekimler i¢in drnekler alinmistir.
I. giin alg beslemesinden 2 saat sonra hem
kiltir suyu, hem de rotiferlerden
ornekleme yapilmistir. Diger 6rnekleme
maya beslemesinin son kez yapildigi 4.
gin ve son Ornekleme ise rotifer
kiiltiirlerine protein selko verilmesinden 2
saat sonra kiiltiir suyu ve rotiferlerden
yapilmistir ( Nicolas ve dig., 1989).
Rotifer kiiltiirlerinden alinan
ornekler 60 pm’lik filtreden siiziilmiis ve
%o 20 tuzluluktaki steril deniz suyu ile bir
ka¢ kez yikanmistir (Nicolas ve dig.,
1989; Qie ve dig., 1994). Siiziilen
rotiferlerden 1 ml almarak, 9 kat
seyreltikten sonra homojenize edilmistir.
Homojenizat onceden belirlenen
seyreltilme araligina gore her seyreltme
icin 3 paralel olacak sekilde besiyerlerine
0.1 cc’lik ekimler yapilmistir. Kiiltiir
suyundan da 1 ml alinarak 9 kat
sulandirilan ~ Ornekler ~ homojenizatta
oldugu gibi  besiyerlerine  ekimler

yapilmigtir.

Bu calismada verilerin
degerlendirilmesinde  istatistiki ~ Onem
kontrolleri  “Student’s t-test” P<0.05

giiven smirt esas almarak yapilmistir
(Koray, 1993).

Arastirma Bulgular

Arastirmada tanklarda beslemede
kullanilan alglerdeki bakteri yiikii Tablo
1’de verilmistir.

Denemede 3 farkli alg tiri ile
beslenen ve tanka ekilen rotiferlerin
baslangicdaki bakteri yiikii Tablo 2’de
goriilmektedir.

Tanklardaki  rotiferlerin  giinliik
populasyon artist izlenmis ve en yiiksek
birey sayis1 2. tankta 780 birey ml" olarak
saptanmustir (Tablo 3).

Aragtirmada  tanklara uygulanan
besleme rejimine gore kiiltir suyu ve
rotiferlerdeki bakteriyel sayimlar Tablo 4,
5 ve 6’da verilmistir.

Tablo 1. Beslemede kullanilan alg kiiltiirlerindeki bakteriyel sayimlar (M65=Toplam Bakteri
Sayis1; TCBS=Toplam Vibrio spp. Sayisi; CFC=Toplam Pseudomonas spp. sayisi).

Alg kiiltiiri Meé65 TCBS CFC
(kob mI™) (kob mI™) (kob ml™")
Isochrysis galbana 13x107 66x10 430
Tetraselmis suecica 13x10* 56x107 81
Nannochloropsis oculata 70x10° 35x10° 370

Tablo 2. Deneme gruplarma gore farkli alglerle beslenen ve tanklara ekilen baslangic
rotiferlerdeki bakteriyel sayimlar (a=/. galbana ile beslenen; b=T. suecica ile beslenen;

c=N. oculata ile beslenen).

Alg kiiltiirii M65 TCBS CFC
(kob mI™) (kob mI™) (kob ml™")
a 22x10* 18x10° 13x107
b 17x10* 11x10* 10x10°
c 18x10* 18x10° 14x10°
Tablo 3. Deneme gruplarina gore rotiferlerdeki populasyon artigi
0 1 2 3 4 5
1. Tank 200 360 480 520 690 760
2. Tank 200 380 440 570 650 780
3.Tank 200 300 360 580 720 730
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Tablo 4. I. galbana+Maya+Protein Selko ile beslenen 1. tanktaki kiiltiir suyu ve rotiferlerdeki

bakteriyel sayimlar

Ornek/giin ~ Lgiin (Alg) IV.giin (Maya) V.giin (Protein Selko)
(kob mI™) (kob mlI™) (kob mI™)

Kiiltiir suyu

CFC 13x10° 45x10* 56x10*

TCBS 84x10° 20x10* 23x10*

M65 24x10* 13x10° 20x10°

Rotifer

CFC 40x10° 47x10* 14x10°

TCBS 54x10° 68x10° 20x10°

M65 11x10° 13x10° 25x10°

Tablo 5. T. suecica+tMaya+Protein Selko ile beslenen II. tanktaki kiiltiir suyu ve rotiferlerdeki

bakteriyel sayimlar

Ornek/giin ~ Lgiin (Alg) IV.giin (Maya) V.giin (Protein Selko)
(kob mI™) (kob mI™) (kob ml™)

Kiiltiir suyu

CFC 12x10° 21x10* 80x10*

TCBS 16x10° 14x10* 89x10*

M65 13x10* 12x10° 22x10°

Rotifer

CFC 44x10° 22x10* 25x10°

TCBS 17x10* 11x10° 12x10°

M65 10x10° 24x10° 92x10°

Tablo 6. N. oculata+Maya+Protein Selko ile beslenen III. tanktaki kiiltiir suyu ve rotiferlerdeki

bakteriyel sayimlar

Ornek/giin ~ Lgiin (Alg) IV.giin (Maya) V.giin (Protein Selko)
(kob mI™) (kob mI™) (kob ml™)

Kiiltiir suyu

CFC 68x10° 24x10* 27x10*

TCBS 22x10° 92x10* 20x10°

M65 24x10* 16x10° 26x10°

Rotifer

CFC 58x10° 12x10* 14x10°

TCBS 14x10* 25x10* 21x10°

M65 12x10° 15x10° 26x10°

Tartisma ve Sonug

Biiyiik hacimli rotifer iiretimi yapilirken
kiilttirii  kontaminasyona karst korumak
daha zordur ve genellikle dezenfeksiyon
icin sodyum hipoklorit kullanilir. Bu
islem ozellikle protozoanlara karst bir
onlemdir fakat bakteriyel kontaminasyonu

onlemek ig¢in  yetersizdir.  Rotifer

kiilturlerindeki

bakteriyel floray1

belirlemek i¢in yapilan ¢aligmalarda
dominant bakteri gruplarint Vibrio ve

Pseudomonas
bu gruplara a

suglarinin olusturdugu ve
it bazi suslarin larvalarda

patojenik etki yaptigr bildirilmektedir
(Tanasomwang ve Muroga, 1988; Muroga
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ve dig., 1990; Yamanoi ve dig., 1990).
Rotifer kiiltiirlerindeki bakteriyel flora
kalite ve kantitesi beslenmeye bagh
olarak degisim gostermektedir (Qie ve
dig., 1994). Bu caligmada biiyiik hacimli
rotifer kiiltirii i¢in olusturulan besleme
programma gore rotifer ve kiiltiir
suyundaki aerobik  bakteriyel flora
kantitatif olarak izlenmistir. Tanklarda
alg, maya ve protein selko ile besleme

sonrast hem kiiltiir suyu hem de
rotiferlerden bakteriyel sayimlar
yaptlmistir. Denemede baslangic alg
kiltiri  ve  rotiferlerdeki  bakteri

sayilarinin deneme siiresince tespit edilen
degerlere gore disik oldugu dikkati
cekmektedir (Tablo 1, 2) Buna gore
tanklarda kiiltiir suyundaki toplam bakteri
sayst alg beslemesinden sonra 13x10*-

24x10* kob ml' (P>0.05), maya
beslemesinden sonra 12x10°-16 x10° kob
ml'  (P>0.05) ve protein selko

beslemesinden sonra 20x10°-26x10° kob
ml" (P>0.05) degerler arasinda degisim
gostermistir. Rotiferlerdeki toplam bakteri
sayist ise alg beslemesinden sonra
10x10*12x10°  kob ~ ml',  maya
beslemesinden sonra 13x10°-24x10° kob
ml'  (P>0.05), protein selko ile
beslemesinden sonra 25 x10°-92x10° kob
ml™"’lik  (P>0.05) degerler arasinda
degisim gostermistir. Uygulanan besleme
programina gore hem kiiltiir suyu hem de
rotiferlerde Vibrio spp. ve Pseudomonas
spp. sayilarinda artis oldugu tespit
edilmistir (Tablo 4, 5, 6). Bu durumun
iretime  baslarken  rotiferlerin  dis
ceperinde  belirli miktarda  bakteri
tasimasi, rotifer ekimlerinden
kaynaklanabilecek bakteriyel
kontaminasyon ve kiiltiirlerdeki
rotiferlerin metabolik atiklarinin yanisira
yenmeyen besin atiklarindan  dolay:
organik maddenin de etkisiyle bakteriyel
artisin ~ olabilecegi  diistiniilmektedir.
Kuluckahanelerde  larvaya  verilecek
rotiferin  besin igeriinin  artirilmasi
amactyla protein selko gibi yag asitlerince
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zengin ticari {rlinler yaygin olarak
kullanilmaktadir.  Rotiferlerin  besin
icerigini artirmada kullanilan bu iiriinlerin
rotiferlerdeki bakteri miktarin1 arttirdig:
bu rotiferlerle beslenen larvalarin yagama
oranmnin  disik oldugu bildirilmistir
(Gatesoupe, 1982, 1989). Qie ve dig.
(1994) yaptiklar1 ¢caligmada rotiferleri alg
ve mayatyag ile beslemigler ve alg ile
beslenen rotiferlerdeki bakteri sayisinin
77-140 cfu ml' iken, mayatyag ile
beslenen rotiferlerdeki bakteri sayisinin
750 cfu ml' oldugunu belirtmislerdir.
Skejermo ve Vadstein (1993) kiiltiire
ettikleri  rotiferlerin  besin  icerigini
arttirmak icin kalamar unu
kullandiklarinda  rotiferlerdeki  bakteri
yikiiniin % 50-150 oraninda arttigin
kaydetmislerdir. Miyakawa ve Muroga
(1988) tanklarda  yaptiklar1  rotifer
kiiltiirlerini  Chlorella ve mayatyag ile
besleyerek kiiltlir siiresince bakteriyel
floraytr izlemislerdir. Elde ettikleri
sonuglara gore kiiltiir suyundaki bakteri
saytist  10°-10° cfu ml', rotiferlerdeki
bakteri sayis1 107-10% cfu ml” oldugunu
bildirmislerdir. Rotiferlerdeki en yiiksek
bakteri sayisinin mayatyag
beslemesinden sonra oldugunu ve larvaya

verilecek rotiferler ig¢in bu bakteri
miktarinin  yiiksek  oldugunu ayrica
yagama  oranini  olumsuz  ydnde
etkileyecegi belirtilmektedir. Tanklardaki
beslemeye  gore  bakteriyel  artig

degerlendirildiginde maya ve protein
selko ile beslenen rotiferlerde bakteri
sayilar1 yiiksek olmasina ragmen protein
selko ile en yiksek sayiya ulastigi
saptanmistir. Arastirmada yag asitlerince
zengin protein selko ile beslenen
rotiferlerdeki bakteri sayilarinin yiiksek
olarak saptanmasi arastiricilarin belirttigi
bilgilerle benzerlik gostermekle birlikte
rotifer populasyonundaki artis ve tanktaki
su kalitesinin bozulmasi gibi c¢evresel

faktorler ile ilgili olabilecegi
diistiniilmektedir. Deniz balig1
yetigtiriciliinde  bagart larvanin  ilk
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beslenme periyodundaki 6nemli bir besin
organizmasi olan B. plicatilis’in yeterli
kalite ve miktarda iiretilmesine baglidir.
Rotifer kiiltiirlerindeki bakteriyel floranin
kontrolii larvanin biiylime ve yasama
oranii olumsuz yonde etkileyen patojen
bakterilerin rotiferlerle larvaya
taginmasini engelleyecektir. Ayrica rotifer

kiiltiiriinde maya ve besin igeriginin
arttirilmas1  amaciyla yag asitlerince
zengin besin maddelerinin  kiiltiirde
kullanilmasinda daha dikkatli

davranilmasi bakteriyel yiikiin artmasini
engelleyecektir.
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