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Bu calismada Tuz Goli bakterilerinin karakterizasyonu ve bunlarin mevsimsel
dagilimlarimin belirlenmesi amaglanmistir

Goliin 5 farkli noktasindan Agustos 2003-Ekim 2005 tarihleri arasinda rnekleme
yapilmigtir. Farkli besiyerleri kullanilarak 122 adet aerobik halofilik bakterinin
izolasyonu gergeklestirilmis ve bu izolatlarin bazi biyokimyasal ve antibiyotiklere karsi
hassasiyet testleri yapilmistir. Bazi izolatlarin toplam hiicre protein profilleri SDS-PAGE
ile ¢ikarilarak buradan olusturulan benzerlik dendogramlari, referans halofillerle ve kendi
aralarindaki iligskinin ortaya konmasinda kullanilmistir.

Farkli koloni morfolojisine sahip olan izolatlardan 25 tanesi segilerek bunlarin
16S rRNA dizi analizlerine gore identifikasyonlar gerceklestirilmis ve bunlarin Archaea
domaininden Haloarcula, Haloferax, Halorubrum ve Halomicrobium ve Bacteria
domaininden Chromohalobacter genusuna ait olduklari belirlenmistir.

Mayis 2005, Temmuz 2005 ve Ekim 2005 orneklerinde ise kiiltiir bagimsiz
testlerle kommiinite analizine yonelik c¢alismalar olan floresan in situ hibridizasyon
(FISH), denatiire edici gradient jel elektroforezi (DGGE) ve 16S rRNA klonlar ile gen
kiitiiphanesi olusturulmasi metodlart uygulanmistir. FISH ¢aligmalar ile Bacteria
tiyelerinden Salinibacter’in Tuz Goliindeki varligr ilk defa olarak ortaya konmustur.
DAPI boyamalar ile orneklerdeki Archaea, Bacteria ve toplam hiicre sayilari agiga
cikarilmigtir.

DGGE yontemi ile Archaea jelinden Haloquadra walsbyi, Archaeoglobus
profundus, Halorubrum sp., Halobacterium saccharovorum ve Halorubrum orientalis,
Bacteria jelinden ise Cytophaga sp., Salinibacter ruber ve Halophilic eubacterium EHB-2
varligi ilk defa olarak bildirilmistir. 16S rRNA kiitiiphanesi ¢aligmasiyla da dizi analizleri
sonrast Archaea klonlar1 arasinda Haloquadra walsbyi, Halosimplex carlsbadanse,
Haloterrigena thermotolerans ve Halorubrum sp., Bacteria klonlar1 i¢in Salinibacter
ruber strain POLA 13, Salinibacter ruber strain POLA 18, Halophilic eubacterium EHB-
2 ve Halophilic eubacterium EHB-4, Halanaerobacter lacunarum, Acinetobacter
baumannii ve Cytophaga sp. varligi ilk defa olarak ortaya konmustur.

Goldeki baskin Archaea iiyesi organizmanin Haloquadra walsbyi ve baskin
Bacteria iiyesinin Salinibacter ruber oldugunu gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Tuz Golii, Halofilik Archaea/Bacteria, FISH, DGGE, 16S rRNA
Gen Kiitiiphanesi
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In this study, characterization and seasonal variations of Tuz Lake bacteria were
investigated.

Sampling of the lake was carried out between August 2003 and October 2005 at
five different points. A total of 122 aerobic strains were isolated by using different media
and biochemical tests and antibiotic resistance were performed. Whole cell protein
patterns of some of the isolates were obtained by SDS-PAGE and these profiles were
used to produce similarity dendograms and to compare the relation between strains.

25 strains differed in colony morphology were chosen for identification with 16S
rRNA sequence. Some of the isolates were identified as Haloarcula, Haloferax,
Halorubrum and Halomicrobium spp. in Archaea domain and Chromohalobacter in
Bacteria domain.

May 2005, July 2005 and October 2005 samples were analysed by using culture
indepentend methods such as fluoresceine in situ hybridization (FISH), denaturing
gradient gel electrophoresis (DGGE) and 16S gene library. Salinibacter ruber in Tuz
Lake was recorded for the first time by using FISH. Archaea, Bacteria and total
microorganism numbers were found by using DAPI stainings.

DGGE showed the existence of Haloquadra walsbyi, Archaeoglobus profundus,
Halorubrum sp., Halobacterium saccharovorum and Halorubrum orientalis in Archaea
domain, and Cytophaga sp., Salinibacter ruber ve halophilic eubacterium EHB-2 in
Bacteria domain for the first time. Sequence analysis of 16S rRNA clones also showed
the existence of Archaeal Haloquadra walsbyi, Halosimplex carlsbadanse, Haloterrigena
thermotolerans and Halorubrum sp., and Bacterial Salinibacter ruber strain POLA 13,
Salinibacter ruber strain POLA 18, Halophilic eubacterium EHB-2, Halophilic
eubacterium EHB-4, Halanaerobacter lacunarum, Acinetobacter baumannii and
Cytophaga sp for the first time.

It has been showed that Haloquadra walsbyi is the dominant Archaeal organism
and Salinibacter ruber is the dominant Bacterial organism in Tuz Lake.

Keywords: Tuz Lake, Halophilic Archaea/Bacteria, FISH, DGGE, 16S rRNA Gene
Library
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1. GIRIS

Sodyum klortiriin doyma noktasina yakin ya da doyma noktasinda oldugu
ortamlar hipersalin (asir1 derecede tuzlu) cevreler olarak adlandirilmaktadir.
Amerika Birlesik Devletlerindeki Biliyiik Tuz Goli (Great Salt Lake) ve
Ortadogudaki Olii Deniz (Dead Sea) bunlarin en tanimislarindandir.

Diinyada ¢ok az benzeri olup, hipersalin (asir1 derecede tuzlu) cevreler
smifina giren ve {ilkemizin en biyiik ikinci goli olan Tuz Goli’niin
mikrobiyolojik olarak incelenerek sahip oldugu halofilik prokaryotik
organizmalarin tamimlanarak ortaya konmasi bu c¢alismadaki baglica amaci
olusturmaktadir.

Asir1 derecede halofilik bakteriler, ekstrem kosullara uyum gostermis 6zel
yapilart nedeniyle biyoteknoloji alaninda g¢alisan bir ¢ok arastiricinin ilgisini
ceken organizmalardir. Asirt tuzluluga dayamikli enzimleri, tuzluluga karsi
koyabilmek i¢in kullandiklar1 stratejiler, zor sartlarda enerji iiretimine olanak
saglayan 0zel proteinlerinin varligi ve bunlar gibi kendilerine has olan 6zellikleri,
onlarin biyoteknoloji alaninda son derece degerli araglar olarak goriilmelerine yol
agmaktadir. Bu nedenle asir1 derecede halofilik bakterilerin tanimlanmasi ve hiicre
yapilarmin detayli bir sekilde ortaya konmasi gerekmektedir.

Tuz Golinde bulunan halofilik bakterilerin tanimlamasi yapilirken
bunlarin mevsimsel olarak farkliliklarii1 ortaya koymak icin golin 5 farkl
noktasindan Agustos 2003’de baslayarak Ekim 2005’e¢ kadar 12 defa ornek
almarak analiz edilmislerdir. Bu sayede yil boyunca gdldeki bakteri
populasyonlarinin kalitatif ve kantitatif olarak sergilenmesi hedeflenmistir. Bu
amacla, kiiltire alinmis Orneklerden Archaea ve Bacteria domainlerine ait
bakteriler izole edilerek saflastirilmis ve identifikasyonlar1 icin geleneksel
identifikasyon testlerinin yanisira niikleik asitlerin kullanimina dayali yontemler
kullanilmisgtir.

Kiiltiir edilemeyen organizmalar Floresan in situ hibridizasyon (FISH),
denatiire edici gradient jel elektroforezi (DGGE) ve 16S gen Kkiitiiphanesi gibi
farkli molekiiler metodlar kullanilarak belirlenmistir. Tuz GOli mikrobiyal

kommiinite analizleri ilk defa bu ¢alisma ile ortaya konmaktadir.



Bu c¢alismada tanimlanan izolatlar sahip olduklar1 benzersiz sistemleri
(bakteriosinleri, enzimleri, pigmentleri) nedeniyle ¢esitli biyoteknolojik

arastirmalarda kullanilma potansiyeline sahiptirler.

1.1. Hipersalin Cevreler ve Tuz Goli

Hipersalin cevreler “Thalassohalin” ve “Athalassohalin” olmak iizere iki
gruba ayrilabilir. Thalassohalin ¢evreler deniz suyunun buharlagsmasindan
kaynaklanmaktadirlar ve iyonik kompozisyonlart deniz suyunun o6zelliklerini
yansitmaktadir; Na” baskin katyon, Cl” ana anyon ve bunu takiben SO42, hafif
alkali veya noétral pH. Hipersalin deniz lagunlar1 ve solar tuzla evaporasyon
havuzlar1 bu tip cevrelerdendir. Bununla beraber, deniz suyu evaporasyonla
konsantre hale gelmeye bagladiginda, NaCl doyma noktasina ulasmadan 6nce
baska mineraller presipitasyona baslarlar. Bunlar CaCO; (kalsit veya aragonit
olarak) ve CaS04.2H,O (gypsum) u igerirler. Bu nedenle evaporasyon siireci
igerisinde tuzlu suyun (brine) iyonik kompozisyonunda degismeler meydana gelir.
Binlerce yil dnce diinya okyanuslarindan kopup ayrilmig oldugundan, Utah’daki
Biiylik Tuz G6li’nilin sularinin tuz kompozisyonu, deniz suyununkine benzerdir.
Bu nedenle hala Thalassohalin olarak degerlendirilmektedir (Oren 2002).

Diger birgok tuzlu su deniz suyundan oldukca farkli olan iyonik
kompozisyona sahiptirler ve bunlar Athalossohalin ¢evreler olarak
adlandirilmaktadirlar.  Alkalin  soda  golleri  yiikksek  konsantrasyonda
karbonat/bikarbonat icermekte ve pH degerleri 10-11 ya da daha fazla
olabilmektedir. israil’ deki Olii Deniz hafif asidik bir géldiir ve divalent katyonlar
(Mg™, Ca'), monovalent katyonlardan (Na*, K") daha fazla bulunmaktadirlar.
Klorid ve bromid baskin anyonlardir ve siilfat miktar1 ¢ok diisiiktiir. Diinyada
baska bircok salin ve hipersalin athalassohalin goller mevcuttur ve bunlarin iyonik

kompozisyonlar1 degisiklik gostermektedir (Oren 2002).



1.1.1. Biiyiik Tuz Golii, Utah

Biiyiikk Tuz Goli hipersalin, bir thalassohalin ¢61 goliidiir. Kuzey
Amerika’min biiyiik havzasinda yer alir. Giiniimiizde yiizey alan1 3900 km® dir.
Jeolojik kanitlar son 100.000 y1l i¢inde su seviyesinde dramatik artig ve azalmalar
meydana geldigini ve bunun da az tuzlu olan Banneville Golii’nii yiiksek tuzlu
Biiyiik Tuz Golii'ne ¢evirdigini gdstermektedir.

S1g bir goldiir. Maksimum derinligi 10 metre kadardir. Hava sicakligi kigin
en diisiik -30 °C, yazin en yiiksek 48 °C olarak kaydedilmistir. Okyanuslarla
herhangibir baglantis1 olmamasina ragmen, tuz kompozisyonu deniz suyununkine
benzerdir ve bu nedenle suyu “thalassohaline” olarak siiflandirilir. NaCl total
tuzlarin %86’sin1 olusturur. 1959°da golii iki kisma bolen bir demiryolu gecidi gol
tizerine insa edilmis ve bu zamana kadar ortalama 200 g/l tuzluluga sahip olan gol
suyu bundan sonra giiney kismin tath sularla daha ¢ok beslenmesi nedeniyle
giiney kisimda 120 g/l, kuzey kisimda ise tuzlulugun artmasi ile 330 g/ tuzluluga
sahip olmustur (Oren 2002).

Biiyiikk Tuz Goli'nlin ana iyonlarinin konsantrasyonlar1 Tablo 1.1.de

gosterilmektedir.
Iyon (g/1) Giiney Kisim Kuzey Kisim
Na* 35.9 105.4
Mg* 4.2 11.1
K+ 3.0 6.7
Ca" 0.2 0.3
Li’ 0.02 0.07
cr 65.3 181.0
S0, 8.7 27.0
Br 0.09 0.2
B 0.02 0.03
HCO;-+CO;~ ND 0.72
Total Coziinmiis Tuz | 117.43 332.53
pH 8.2 7.7

Tablo 1.1. Biiyiik Tuz Géliiniin sahip oldugu iyonlarin konsantrasyonlari




1.1.2. Olii Deniz (The Dead Sea)

Olii Deniz Israil ve Urdiin arasinda sinirda yer alan hipersalin ¢6l goliidiir.
Goliin kiy1 kismu deniz seviyesinin 415 metre altinda yer almaktadir. Bu nedenle
diinyadaki en algak yerdir ve en derin noktasi (-730 metre) ise kitasal en derin
noktadir. Géliin yiizey alam yaklasik 760 km?**dir (Oren 1999; Oren 2002).

Golin  toplam tuz oram1 ortalama 340 g/l dir. Suyunun iyonik
kompozisyonu oldukg¢a farklidir ve deniz kokenli (thalassohaline) brine’lardan
tamamen farklidir. Olii Deniz’in athalassohaline sular1 divalent katyonlarca
domine edilmistir. Tuzlu suyun yogunlugu ortalama 1.237 g/cm’tiir (Oren 1999).

Ortalama iyon degerleri Tablo 1.2.” de gosterilmektedir.

Iyon (mol/1)

Na’ 1.594
Mg " 1.887
K+ 0.199
Ca"” 0.436
Cr 6.33
N[O 0.005
Br 0.068
pH 6.0

Tablo 1.2. Olii Denizin ortalama iyon degerleri

1.1.3. Solar Tuzlalar

Solar tuzlalar diinya capinda, tropik ve subtropik alanlarda yer alan ve
deniz suyundan halit (NaCl) iiretimi i¢in yapilmis olan yapay ve si1g havuzlardir.
Genellikle ¢coklu havuz sistemleri olarak kurulurlar. Deniz suyu ilk set havuzlara
pompalanir ve belirli bir tuzluluga ulasincaya kadar buharlastirilirlar. Sonra su
diger bir seri havuzlara aktarilir ki her asamada tuzlulugu artar. Sonunda halitin
coktuigii kristalize edici havuzlarda, NaCl ile doymus brine elde edilir. Tuzlulugun

deniz suyunun 2 ya da 3 kat fazlasina ulagtig1 erken sathalarda CaCOs, aragonit



ve/veya kalsit formunda presipite olur. Tuz konsantrasyonu deniz suyu
konsantrasyonunun 4 katina ¢iktiginda CaSO, ¢6ziinebilirlik limitine ulasir ve bu
toplu gipsum (CaS0O4.2H,0) presipitasyonuyla sonuglanir. NaCl kristalleri (halit),
total tuz konsantrasyonu 300 g/l lizerine c¢iktiginda olusur. NaCl’nin ¢ogu
kristalize edici havuzlarin dibinde presipite olduktan sonra, konsantre olmus brine
temelde Mg™, K*, CI" ve SO4? icermektedir. Bu tuzlu sular genellikle denize geri
dondiiriiliir ya da KCI veya diger tuzlarin eldesi icin isleme sokulurlar.

Coklu havuzlu solar tuzlalar halofilik mikroorganizma ¢alismalari
acisindan her zaman popiiler olmuslardir. Deniz suyundan halit saturasyonuna
kadar tiim tuzluluk araliklarmi yansitabilirler. Mikrobiyal kommiinite
yogunluklar1 genellikle yiiksek olarak sayilir ve havuzlar en kolay 1lasilabilir

ornekleme alanlaridir (Oren 1999; Oren 2002).

1.1.4. Afrika ve Asya’daki Alkalin Hipersalin Goller

Alkalin hipersalin gollerin ¢ogu tropik veya subtropik kusaklarda bulunur.

Alkalin tuzlu brine’lar su sartlarda olusabilirler:

a) Jeolojik olusum alkalin su akintilarinin olusumuna izin vermeli

b) Topografi uygun olmali, genellikle kapali havzadan yiizey suyunun disar1 akisi
engellenmis olmali

¢) Iklim kosullar1 buharlagma ile konsantrasyona elverisli olmali

Boyle hipersalin soda gollerine Kenya’daki Magadi Golii ve Dogu
Afrika’daki bazi diger goller, Wadi Natrun’un s1g golleri, Cin ve Hindistandaki
soda golleri, Kaliforniya’daki Mono Golii 6rnek olarak gosterilebilir.

Na', CI, HCO; ve COs?  brine’daki major iyonlardir. Siilfat
konsantrasyonu thalassohaline brine’lara gore diisiiktiir. En ekstrem durumlarda
(Magadi Golii, Wadi Natrun’daki bazi goller) tuzluluk halit saturasyonuna kadar
ulagabilirve karbonat konsantrasyonu ¢ok yiiksek olabilir. Boyle brine’larin pH’1
10-11 hatta daha fazla olabilmektedir. Trona (sodyumseskikarbonat,
NaHCO3.Na,CO3.2H,0) boyle ¢evrelerde siklikla presipite olur (Oren 1999; Oren
2002).



1.1.5. Tuz Golii ve Ozellikleri

Tuz Golii, I¢ Anadolu Bolgesinde Ankara, Konya ve Aksaray illeri
sinirlar igerisinde yer almaktadir. 1665 km” lik alani ile Tiirkiye'nin ikinci biiyiik
golii olan Tuz Goli (bu c¢aligmada sadece bu isimle anilacaktir) "karasal tuz
tavalar1 (Salzpfannen)” ile "tuzlu goller" (Salz Seen) arasinda mevsimsel bir gecis
tipini canlandiran bir karasal buharlagsma ortamidir. En biiyiik uzunlugu 85 km, en
biiylik genisligi ise 45 km ye varir (Sekil 1). Yaklasik 16.000 km? lik bir beslenme
havzasina sahip olan Tuz Golii'ne doguda Pecenekozii ve Melendiz, batida ise
insu dereleri ulagirlar. Disartya akimi yoktur. Goliin en derin yeri doguda siirekli
su altinda bulunan kesimde yer alir, 1,5-2 m dolayindadir. Buna karsilik asil gol
kig-ilkbahar aylarinda 60-80 cm derinlik gdstermekte, yaz sonunda ise gol
cogunlukla kurumaktadir. Ancak golin dengesi Konya ovasinin fazla sularmi
ileten biiyiik bir kanalin agilmasiyla bozuldugundan, gol 1974 yilindan bu yana
tiimilyle kurumamakta, tuz tiretimi de son derece giiclesmektedir. Tuz Golii'niin
benzerleri olan Great Salt Lake-Utah, Owens Lake, Salton Sea, Searles
Lake(A.B.D.) ile Olii Deniz (Israil), Magadii Lake (Kenya) gibi géller uzun yillar
boyunca gerek hidrolojik, gerekse jeokimya ve mineralojik yonlerden ayrintili
olarak arastirilmislardir. Tuz GOlii lizerine saglikli veriler ise oldukg¢a azdir.
Salamon-Calvi ve Kleinsorge (1939) gdl suyunun kimyasini, Irion (1970, 1972,
1973) mineralojisini incelemislerdir. Elektrik Isleri Etiit idaresi (E.I.E.) tarafindan
kaldirim tuzlasinda su diizeyi ile Pegenekozii ve Incesu derelerinde debi dl¢iimleri
yapilmaktadir. Devlet Meteoroloji Isleri Genel Miidiirliigii'niin de halen havzada
yagis veya buharlasma 6l¢iimii yapan 8 istasyonu bulunmaktadir (Uygun ve ark.

1978; Camur ve Mutlu 1995).
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Riiyiik Tuz
Pz Gilit Ol Deniz? Golit*  Searles (.} Deniz Suyu’
Great
Salt Lake Dead Sen Salt Lake Searles L. Sea water

Na+ 1125 g/1 2668 g/1  97.35 g/1 110.000 ppm 11  g/1
KA 1.2 7 6.70 8.18 26.000 " 0.3 "
Cat -+ 0.84 15.72 0.3 " 0.4 v
Mg+ + a4 39.40 °° 11.38 — 13 "
HCOs o1 " 0.09 " —_ 27.100 ppm 0.1 '

+ C0s

C1- 180.0 7 2047 7 1824 ¢ 121.000 " 19.0 ¢
80— — 7.9 " 0.56 " 21.41 " 468.000 2.65 "
Li+ 60 mg/l 175 mg/l 60 mg/1 81 " 0.2 mg /1
B 445 " — 60 " 3.380 " 5 "
Br- 94 " 476 g/1 160 60 " 6 "
Sr+ + 13 v 0.31 5 ppm —_ T -

1) Tuz GBlU, Kayacik, Haziran (June) 1976

2) Nisgenbaum (1977,

3} Whelan (1973), Whelan ve Petersen (1977,
4y White ve digerleri (1962).

5) Collins (1975).

Tablo 1.3. Tuz G6li suyunun diger tuzlu gollerin sulariyla iyonlar1 yoniinden karsilastirilmasi

(Uygun ve Sen 1978)

Tuz Goli gukuru, kenarlannda biikiilme ve kirilma izleri bulunan tektonik
kaynakli bir depresyondur. Prof. Chajlu’ye gore goliin dogu kisminda Aksaray ile
Pagsa Dagi arasinda uzanan arazide faylar ve fleksiirler mevcuttur. Tuz Goli
havzas1 Ust Neogen'den sonra olusan bir depresyondur. Géliin dogusundaki Eosen
formasyona ait Ada ¢ikintist da bu ¢okiintii canaginin ortasinda yiikselen bir horst
sayilmaktadir (Inandik 1955; Koday 1999).

Tuz GOl depresyonunun c¢evresinde bulunan yeni depolara gore,
Kuaterner esnasinda goliin daha genis bir yayilis sahasi oldugu anlasilmaktadir.
Gol kenarlarinda ayni1 zamanda daha yeni seviyelere ait ve bugiinkii, gblden pek
az yiiksekte olan taraca kirintilar1 da mevcuttur. Bugiin bir ¢ok kesimlerde
aliivyal ova goriiniimii veren eski gol tabaninin algak yerlerinde bir takim goller
de goriilmektedir. Bunlarin en biiyligii Tuz Golii'nlin 8 km batisinda bulunan Gez
(Tersakan) Golii'diir (Inandik 1955).

Gol sulan kigin riizgar yoniine bagli olarak belirli boliimlere toplanmakta

ve bu bolgelerde seviye kabarmalarna neden olmaktadir. Ozellikle de kisin



poyraz, gol sularim1 giineye siirikleyerek buralarda su seviyesinin ylikselmesine
sebep olmaktadir. Ilkbaharda ise giineyden esen lodos riizgarlar1 suyu kuzeye
yigmaktadir(Koday 1999). Serefli Kochisar Tuz Golii beslenme yetersizligi ve
siddetli buharlasmadan dolay1 yazin sonlarina dogru oldukga kiigiiliir (Inandik
1955).

Tuz GOli 'nlin alam1 mevsimden mevsime biiyiikk bir degisiklige
ugramaktadir ve yaz aylarinda gdl kenarinda ¢ok 6zel bir goriintii olugmaktadir.
Sulart ¢ekilmis goliin tabaninin “Tuz COli” goriiniimiinde oldugu arastirmacilar
tarafindan belirtimistir. Bu kesimler halofilik karakterdeki bitkilerin bile
gelismeye imkan bulamadiklan tuz alanlaridir. (Inandik 1955).

Yaz ve kis aylan arasinda 1-1.5 metrelik seviye farki gosteren Tuz
Goli'niin  biiytik bir kismi sigdir. Bu sig kisimlar yaz aylarinda siddetli
buharlasmadan dolay1 tamamen kuruyarak 5-30 cm kalinlikta tuz tabakasi
olusturur (Inandik 1955; Koday 1999).

Kimyasal bilesimi bakimindan bu tuz saf yemeklik tuzdur (NaCl). Bu
goldeki sodyum kloriir orani, magnezyum kloriir ve sodyum siilfat oranlarindan
cok ytiksektir. Goldeki tuz birikiminin bir ¢ok faktore bagli oldugu arastirmacilar
tarafindan belirtilmistir. GOl ¢evresindeki jips ve tuz tabakalar1 iceren Oligosen
formasyonunun bulunusunun géliin tuzlulasmasinda 6nemli bir rol oynadig: ileri
siiriilmiistiir (Inandik 1955). Baska bir gériise gore, goldeki tuzun ¢ok kurak bir
iklim sonucunda yillarca siiren asir1 buharlasma nedeniyle ortamda biriktigi ileri
stirilmiistiir. Aynca tuzlulugu, géliin tuzlu yiizey sulari ile beslenmesine baglayan
veya gol tabani kaynaklarindan gelen tuzlu sulardan kaynaklandigini belirten
goriisler de vardir. Yapilan arastirmalar bolgedeki gollerin, ¢evrelerinden gelen
sular kadar bulunduklar1 yerlerdeki sularin da etkisi altinda bilesimlerini
kazandiklarini, buharlagmalarin ise g6l sularindaki yabanci madde yogunlugunun
artmasinda rol oynadigini belirtmislerdir (Koday 1999).

Tuz Gélii yiizeyindeki 1200 .km™lik bir alanda tuz olustugu ve goldeki tuz
miktarinin 210 milyon ton oldugu ileri siiriilmiistir. Goldeki NaCl olusumu
sebebinin, Neogen'den beri kapali havza konumunda kalan goéle uzun periyodik
donemler sonucunda gelen Na ve Cl iyonlarmin devamli birikmesi, uygun

jeokimyasal sartlar altinda kaya tuzu ¢dkelisinin baslamasi ve tabandaki dom ve
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tuz duvarlannin tektonik hatlar boyunca tuzlu su getirmesi sonucu oldugu
aciklanmistir (Koday 1999).

Tuzlu g6l sularindan tuz iretimi, sularin giines altinda buharlagmasi
sonucu tuzun kristallesmesi esasina dayanmaktadir. Tuz Goéli'nde tuz yogunlugu
yiiksek oldugundan tuz iretimi kolaylagmaktadir ve tuz yaz mevsiminde
kendiliginden olusmaktadir. Nisan ve Mayis aylarinda hava sicakliklarinin artmasi
nedeniyle suyun i¢indeki tuz orani yiikselmeye baslar ve Haziran ayindan itibaren
bu oran % 25'e ulasir. Bu yiikselme ile birlikte yogunluk artarak, ham tuz
¢okmeye baslar ve Agustos ayina kadar ¢okme devam eder. Bu ayda tuzun ¢okiip,
kalan sularin buharlasmasiyla gol kurur ve 10-15 cm tuz tabakasi olusur. Golden
ham tuz iiretimi de bu sekilde gerceklesir.

Tuz Go6li’niin mikrobiyolojisi lizerine az sayida ¢alisma vardir. Birbir ve
ark. (2003), golden izole ettikleri mikroorganizmalarin biyokimyasal 6zelliklerine
gore karakterizasyonlarmi yapmuslardir. Kalli (2000) yaptigi c¢alismada Tuz
Goliinden izole ettigi organizmalarin halofilik Archaea grubu organizmalar
olabilecegini bildirmis, fakat daha iist diizey teknikler kullanilarak bu verilerin

dogrulanmasi gerektigini belirtmistir.

1.2. Halofilik Mikroorganizmalar

Halofiller, gelismek i¢in yiliksek miktarda tuz konsantrasyonuna
gereksinim duyan ve bu tipteki tuzcul g¢evrelerde yasayabilmek igin farkli
stratejiler gelistirmis olan, hem prokaryotik hem de eukaryotik temsilcileri
bulunan genis bir gruptur. Kushner 1985’de halofilleri gelisebilmek i¢in ihtiyag
duyduklar1 optimal NaCl miktaria gore siniflandirmistir :

a) Halofilik olmayanlar, gelisebilmek i¢in %1’in altinda NaCl ye ihtiyag
duyanlardir.

b) Az halofiller, %1-3 arasinda NaCl ihtiyaclar1 olanlardir.

c¢) Orta derecede halofiller, %3-15 aras1 NaCl ye ihtiya¢ duyanlardir.

d) Asint halofiller, gelismek i¢in %15°den daha fazla NaCl ye ihtiyag
duyarlar (Kushner 1985).
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Bunlarin disinda “Halotolerant” lar olarak adlandirilan bir grup daha vardir
ki bunlar tuz varhiginda veya yoklugunda gelisebilen organizmalardir.

Asir1 derecede halofiller (ekstrem halofiller) igerisinde Archaea, Eukarya
ve Bacteria olarak bilinen 3 domainin de temsilcileri bulunmaktadir. Halofilik
metanojenik ya da heterotrofik archaealar, halofilik fotosentetik ya da heterotrofik
bakteriler, tek hiicreli fotosentetik eukaryotlar ve Artemia gibi ¢ok hiicreli
Crustaceae lyeleri ya da Ephydra genusu gibi bdcekler tuzcul cevrelerde
bulunabilmektedirler. Bunun yaninda farkli hipersalin ¢evreler birgok farkli kus
tiirii (6zellikle Flamingolar) ne ev sahipligi yapmaktadir.

Pratik olarak halofilik bir mikroorganizma 100 g/I’den daha yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda gelisim gosterebilen organizma olarak tanimlanabilir. Sekil
1.2. de farkli domainlerde yer alan halofilik mikroorganizmalar filogenetik agac

tizerinde gosterilmistir.
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Sekil 1.2. %10 ve iizerindeki tuz konsantrasyonlarinda geligebilen farkli domainlerdeki

mikroorganizmalarin filogenetik dagilimi (Oren 2002)

16S rRNA gen dizilerinin karsilastirilmast mikroorganizmalarin filogenisi
hakkinda oldukca yararli bilgiler sunmaktadir. Sekil 2.2.°de kiiltiir edilmis

ekstrem halofillerin dagilimini temsil eden filogenetik aga¢ verilmistir.
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Sekil 1.3. Kiiltiir edilmis ekstrem halofillerin dagilimini temsil eden soy agaci (Oren

2002)

Genel olarak, halofiller, ortamlarindaki yiiksek osmotik basinca kars1 iki
tip osmoadaptasyon mekanizmasi gelistirmislerdir. Bunlardan birincisi, K, Na"
ya da CI' gibi inorganik iyonlarin yiiksek konsantrasyonlarda hiicre iginde
biriktirilmesi yoluyla osmozun dengelenmesidir (Da Costa ve ark. 1998). Bu
strateji yiiksek konsantrasyondaki iyonlarin varliginda ¢alisabilen hiicre i¢i enzim
adaptasyonlarin1 gerektirmektedir. Bu mekanizma Archaea domaini igerisindeki
Halobacteriaceae familyasi lyelerinde, Bacteria domaininde Halanaerobiales
grubu (Da Costa ve ark. 1998; Oren 2002) ve Salinibacter genusu iiyelerinde
filogenetik olarak iligkili olmayan ekstrem halofiller igerisinde goriilmektedir
(Anton ve ark. 2002; Miiller ve Oren 2003; Oren 2002).

Ikinci strateji, farkli mikroorganizmalarda gériilen “compatible solute” ya
da organik osmotiklerin biriktirilmesidir (Galinski 1995). Bu, hiicresel
proteinlerin kendilerini c¢evreleyen yiiksek tuz konsantrasyonuna kars1 bir
adaptasyonu degil, hiicrenin degisen kosullara hizli bir adaptasyonudur.

Muhtemelen bu mekanizma her ii¢ domainde de bulunmaktadir.
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1.2.1. Halofilik Mikroorganizmalarin Hiicresel Yapilari

1.2.1.1. Archaea

Halofilik Archaea’da Hiicre Duvar

Halofilik Archaea’larda hiicre sekli, diger mikroorganizmalarda oldugu
gibi, kendi hiicre duvarlan tarafindan belirlenir. Halobacteriaceae familyasinin
tirleri farkli farkli sekillere sahiptirler. Cubuk (Halobacterium ve digerleri) ve
kiire (Halococcus, Natronococcus)’ye ek olarak Haloferax gibi yassi pleomorfik
tirler de mevcuttur. Henliz yeni kiiltive edilebilmis ve son derece ince ve
mitkemmel bir kare seklinde olan tiirlin disinda, Haloarcula japonica gibi
digerleri iiggen ya da paralelkenar hiicreler de bulunur. Boylesi aligiimadik
bicimler halofilik Archaea’larin 6nemli bir turgor basincina sahip olmamasinin
eseridir.

Ucgen sekilli halofilik Archaea, ilk defa 1986’da Japonya’da
Horikoshi’nin grubunca rapor edilmistir. izolat Haloarcula japonica olarak
tanimlanmistir.  Uggen sekilli hiicrelerin  s1v1  kiiltiirdeki  sayis1  toplam
populasyonun %80’ini gegmektedir (Oren 2002).

Ucgen sekilli hiicrelerden bile daha alisilmadik olarak; ince, yass1 ve kare
sekilli Archaea ilk defa Walsby tarafindan 1980°de Misir’da brine havuzlarinda
gozlenmistir. Kare sekil dogada ¢ok az meydana gelir. Alisilmadik kare sekilli
yapilar silindirik gaz vezikiillerine sahiptir. Kare sekilli hiicreler iiggene dogru
gelisirler ve sonra boliiniirler (Oren 2002).

Sekil 1.3. boyle kare ya da tiggensel hiicrelerin elektron mikrograflarini

gostermektedir.
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Sekil 1.4. Ucgen ve kare sekilli halofilik hiicreler (Oren 2002).

Kardes hiicreler bazen boliinmeden sonra birlikte kalarak posta pullarini
andiran yassi hiicrelerce olusturulmus tabakalar meydana getirirler. Bu kare
hiicreler son derece ince (0.25-0.1 um ye kadar) dir.

Halococcus genellikle diizensiz hiicre kiimeleri olarak bulunur. Bu
organizmalar dnce 20 um ya da daha biiylik capta amorf hiicre topluluklari
halinde gelisirler. Bu hiicre kiitlesi ¢ok sayida i¢ hiicresel boliinme ile kiiboid
hiicrelerden olusan ¢ok hiicreli bir yapi haline doniisiir. Bu hiicreler sonra
birbirinden ayrilip, uzayip, hareketli hale gelirler ve tekrar ¢ogalmaya baslarlar.
Boyle kompleks bir yasam dongiisii olan baska bir tir Halorubrum
distributum 'dur. Diizensiz sekilli hiicrelerin farkli diizlemlerde fiizyonu ile bir¢ok
hiicre paketlenmis durumda yapilar meydana getirir ve bunlar genel bir kapsiille
gevrili durumdadirlar. Cok tabakali hiicre duvarlarini igeren dinlenme formlari
(halokist) da tespit edilmistir (Oren 2002).

Kokkoid Halococcus ve Natronococcus kalin ve sert bir hiicre duvarina
sahiptirler ve yapisal stabiliteleri i¢in yiiksek tuza bagimli degildirler. Diger
Halobacteriaceae tiyeleri genellikle S-tabakasi denilen ve biiyiik glikoprotein alt
iinitelerinden yapilmis olan hiicre duvarina sahiptirler. Bu amino asitler ve teikoik
asitler gibi “normal” hiicre duvar1 yapilarinin Halobacterium’ca igerilmedigi,
Archaea domaini tanimlanmadan 6nce bilinmekteydi.

Glikoproteinler ~ Halobacterium’un  ¢ubuk  seklini, Haloferax ve
Haloarcula’da yass1 disk veya tiiggen seklini muhafaza etmesi agisindan

Onemlidir.
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Yiiksek NaCl konsantrasyonuna ek olarak, goreceli olarak yiiksek
miktarda magnezyum veya divalent katyonlarda hiicre duvarinin yapisal

stabilitesinde gereklidir (Oren 2002).

Halofilik Archaea’da Ekstraseliiler Kapsiiller

Belirli halofilik Archaea tiirleri hiicre duvar1 disinda polisakkarit kapsiil
biriktiriler. Cok miktarda ekzopolisakkarit Haloferax genusu tarafindan salgilanir.
Haloferax mediterranei tlzerine yapilan ilk analizler ekstraseliiler kismin
mannozun major komponent oldugu heteropolisakkarit yapisinda oldugunu
gostermistir. Glukoz, galaktoz ve diger belirlenememis bazi sekerler ve bunlar
kadar amino asit sekerleri ve uronik asit de tespit edilmis ve bunlarin siilfat

baglar igerdikleri belirlenmistir (Oren 2002).

Halofilik Archaea’da Flagella

Halobacteriales’in bircok iiyesi flagellumlart yardimiyla hareketlidir.
Halobacterial flagella saga doniimlii heliks yapisindadir ve sola doniimli
Bacteria’dan farklhidir.

Hareketlilik en ¢ok Halobacterium salinarium’da g¢ahisilmistir. izole
edilmis flagellumun SDS poliakrilamid jel elektroforezi 23.5, 26.5 ve 31 kDa
molekiiler biiyiikliigiindeki {i¢ proteinin ayrimiyla sonuglanmistir. Bu {i¢ flagellin
glikoproteinlerle iligkilidir ve siilfatlanmis oligosakkaritleri tasir. Halofilik
Archaea flagellumunun saat yoniindeki rotasyonu hiicrenin ileri dogru hareketiyle,
saat yonl tersine rotasyon ise geriye dogru hareket ile sonuclanir. Sekil 1.4.’de

flagelluma sahip H. quadrata goriillmektedir (Oren 2002).
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Sekil 1.5. Sekil 1.4. Flagellumlu Haloarcula quadrata (Oren 2002).

Sitoplazmik Membran ve Lipidleri

Sitoplazmik membran lipid ve proteinlerden yapilmistir. Niitrientlerin ve
diger bilesiklerin, iyonlarin disar1 ve igeri transferi, dis ¢cevre hakkinda bilgi alan
sensorleri, solunum elektron transportu i¢in gerek duyulan tiim fonksiyonlar
barindiran yapidir. Bunlara ek olarak, retinal iyon pompasi bakteriyorodopsin ve
halorodopsin bir¢ok halofilik Archaeca membraninda bulunur. Bakteriyorodopsin
protein pompasi bazen mor membran denilen yapinin olugsmasini saglar.

Halobacteriaceae tiyeleri gliserole eter bagl dallanmis 20 karbon (fitanil)
ve bazen 25 karbon (sesterpenil) zincirlerinden olugsmus Archaeal tip lipidlere
sahiptirler.

Farkl1 glikolipidler farkli Halobacteriales iiyelerinde tanimlanmiglardir.
Bunlar iki, ti¢ ve dort glikozil dieter lipidleri igerirler. Bu glikolipidler seker
bolgelerinde stilfat grubu tasirlar.

-DGD-1 Haloferax tiirlerinde az miktarda bulunur.

-DGD-2 Mor komponent olarak Haloarcula tiirlerinde bulunur. Mannoz ve
glukoz igeren bilinmeyen bir yapinin mindr digliserid lipididir.

-DGD-4 Haloalkalofilik strainlerden rapor edilmistir. ki muhtemel yapisi su

sekillerde onerilmistir:
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-S-DGD-1  Haloferax genusunun major glikolipididir. Halococcus ve
Halorubrum’da, Halobaculum da da tek ya da minor glikolipid olarak bulunur. S-
DGD-1 Archaeal bloom déneminde Olii Deniz biomasindaki major ya da tek
glikolipiddir.
-S-DGD-3 Bazi1 Halorubrum tiirlerinin glikolipididir.
-S-DGD-5 Halorubrum trapanicum’da bulunur.
-S,-DGD-1 Bissiilfatlanmis glikolipiddir. Natrialba asiatica’da bulunur.
-TGD-1 Halobacterium salinarium’un mindr glikolipididir.
-TGD-2 Cogu Haloarcula tiirlerinin tek ya da major glikolipididir.
-S-TGD-1 Halobacterium’da bulunur.
-TeGD Halobacterium salinarium 'da mindr glikolipiddir.
-S-TeGD Halobacterium’da bulunur.
-Yeni bir kompleks fosfosiilfoglikolipid Halobacterium salinarium’da mor
membran ile birlesik olarak identifiye edilmistir.
Notral lipidler halofilik Archaealarin toplam lipid igeriginin %10’u
kadarin1 yansitabilirler. Asagidaki tipleri rapor edilmis durumdadir:
-Karetonoidler
-Quinonlar
-C, iseprenoid lipidleri
-Notral gliserol fitanil eterleri
-C; iseprenoid bilesikleri

-Indol, (Oren 2002).

Gaz Vezikiilleri

Gaz vezikiilleri, Halobacterium salinarium, Haloferax mediterranei,
Halorubrum vacuolatum ve Halogeometricum borinquense’de rapor edilmistir.
Buna ek olarak Walsbyi’nin “yass1 kareleri” i¢inde de mevcuttur.

Gaz vezikiilleri protein alt iinitelerinden yapilmis silindirik yapilardir. Gaz
vezikiil proteinleri de halofilik Archaeanin stabilizasyonu i¢in tuza fereksinim
duymayan az sayida proteinlerinden birisidir. Halobacteriaceae’de gaz vezikiilleri

basinca kars1 hassastir ve diisiik basinglarda bile pargalanabilirler.



19

Gaz vezikiillerine sahip olma ve brine yiizeyi iizerinde yiizebilme aerobik

halofilik mikroorganizmalar agisindan avantajdir. Ciinkii tuzca doymus tuzlu

sularda (brinelarda) oksijen ve diger gazlarin ¢oziiniirliigli azdir. Sekil 1.5.°de

= &;&&g G

Sekil 1.6. Halofilik Archaealarda gaz vezikiilleri (Oren 2002).
Depo Materyalleri

Baz1 Halobacteriaceae liyeleri cok miktarda polihidroksialkonat (PHA)
polimeri iiretirler. Ozellikle Haloferax mediterranei ve Haloarcula marismortui
PHA biriktirmektedir. Sekil 1.6. da Haloferax mediterranei hiicrelerindeki depo
materyalleri goriilmektedir (Oren 2002).
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Sekil 1.7. Haloferax mediterranei hiicrelerindeki depo materyalleri (Oren 2002).

Kistler ve Endosporlar

Halorubrum distributum, muhtemelen dinlenme safhasi i¢in kalin duvarli
kist benzeri yapilar olustururlar. Yaygin kiiltiirlerin hiicre duvar ile bu kistlerin
hiicre duvarlar arasinda karsilastirmali bir bilgi yoktur. Gergek endospor olusumu

Archaeal domainde su ana kadar tanimlanamamistir (Oren 2002).



21

1.2.1.2. Bacteria

Halofilik ve halotolerant Bacteria’nin hiicresel yap1 6zellikleri halofilik

Archaea’ya gore daha az calisilmigtir.

Halofilik Bacteria Hiicre Duvari

Halomonas elongata’nin hiicre zarfi hidrofobisitesi acisindan farklilik
gosterir. Yiizey hidrofobisitesi biiyiik ihtimalle hiicre duvari yapis1 ve sitoplazmik
membranin ortak bir fonksiyonudur. Yiiksek NaCl konsantrasyonlarinda yiiklii
fosfolipidlerin sayica artis1 giliclendirilmis hidrofilik egilimi agiklayabilir.
Hidrofilik hiicre yiizeyi yliksek tuzluluktaki suyun az oldugu ortamlarda hiicreyi
su molekiilii agisindan daha ¢ekici hale getirir ve bu sayede hiicrenin su
kaybetmesini 6nler.

Halomonas peptidoglukaninin ilging bir 6zelligi hidrofobik aminoasit
16sin’in varligidir ki bu tiim hiicre duvari hidrofobisitesine katki yapar.

Fotosentetik mor non-siilfiir bakterisi Rhodothalassium salexigensis hiicre
duvarn periodik aralikli alt iinitelerce olusturulmus bir S tabakasiyla ¢evrilidir ve
hiicre duvarinda hig lipopolisakkarit bulundurmamaktadir.

Actinopolyspora halophila hiicre duvar geleneksel peptidoglukan hiicre
duvarina sahiptir (Oren 2002).

Halofilik Bacteri’da Ekstraseliiler Kapsiil

Halomonas eurihalina ilging 6zellikli bir ekzopolisakkarit tretir. %42
karbohidrat (¢cogunlukla heksoz) ve %15°1 proteindir. Kalan kismimnin yapisi
bilinmemektedir. Polimer olduk¢a vizkoz, ozellikle asidik pH’da, ve

termostabildir (Oren 2002).
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Halofilik Bacteria’da Flagella

Flagella ile hareket halofilik Bacteria’da oldukga yaygmdir. Ozellikle
kalin, kalkanli polar flagella haloalkalifilik fotosentetik stilfiir bakterisi
Halorhodospira abdelmalehii’de gozlenir (Oren 2002).

Sitoplazmik Membran ve Lipidleri

Hiicre membrani 6zelliklerindeki tuz bagimli degisiklikler fosfolipid tipleri
diizeyinde ve lipidlerdeki yag asidi zincirleri tipleri diizeyinde identifiye
edilmistir. “Haloadaptasyon” hiicre zarfinin osmotik strese kars1 bir cevabi olarak

goriilmektedir (Oren 2002).

Halofilik Bacteria’da Polar Lipidler

Cogu tlirde bulunan major polar lipidler fosfotidilkolin (PC) ve
fosfotidiletanolamin (PE) dir. Kardiolipin (CL) ve glikolipidler gibi diger tip
lipidler de olusturulabilir.

Genellikle tuzluluk arttikca negatif yiiklii fosfolipidler (PC, CL), nétral
fosfolipidlerin diizeyine kadar artmaktadir (Oren 2002).

Halofilik Bacteria’da Yag asitleri

Cubuk sekilli gram negatif halofilik bakteriler (Halomonas,
Chromohalobacter ve benzerleri) membran lipidlerinde genellikle diiz zincirli
doymus ve monodoymamis yag asitlerini (C16:0, 16:1 ve 6zellikle 18:1) igerirler.

Siklopropan yag asitleri bir¢ok izolatta tespit edilmistir (Oren 2002).

Cesitli yag asitlerinin gaz kromotografik karsilastirilmasini igeren
mikroorganizmalarin yag asitlerine gore profillendirilmeleri bireysel bakterilerin
hiicre membran lipidlerini i¢ine almaktadir. Boyle profiller her bir yag asidinin
biiytlikliigiine (karbon sayisi), tipine ve cift baglarin yerlesimine goére tanisini

saglamaktadir. Vreeland ve ark. (2006) yaptiklar1 calismada, ¢ok eski bir tuz
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kristalinden izole edilen bir “Permian” bakteri ile bu izolatin modern akrabalari
arasindaki iliskiyi arastirmislardir. Yag asit profillerine gére bu organizmalari
karsilagtirdiklarinda bu yaklagimin tiir diizeyinde ayrim yapmadigi ancak

farkliliklar1 da ortaya koyabildigi sonucuna varmiglardir (Vreeland ve ark, 2006).

Halofilik Bacteria’da Solunum Quinonlari

Hem ubiquinon hem de menaquinon tipte iseprenoid quinonlar halofilik
Bacteria’da tespit edilmistir.

Ubiquinonlar (Q-7, Q-8 ve Q-9) halofilik Proteobacteria’da farkh
miktarlarda bulunur. Salinivibrio costicola hem ubiquinonlar1 (Q-8) hem de
menaquinonlar1 (MK-8) igerir. Actinopolyspora halophila’da kismen hidrojene

olmus menaquinonlar daha sik bulunur (Oren 2002).

Halofilik Bacteria’da Fotosentetik Membranlar

Fotosentetik prokaryotlar fotosentetik aparatin yer aldigi intraseliiler
membran sistemlerine sahiptprler. Grup icinde halofilik temsilcilere sahip
Cyanobacteria, intraseliiler tillakoidleri igerir.

Intraseliiler fotosentetik membranlarin ¢ok farklilik gdsteren tipleri
halofilik anoksijenik fotosentetik bakteriler arasinda goriilmektedir.

Halochromatium ve Thiohalocapsa vezikiiler tip intraseliiler membrana
sahiptirler. Vezikiiler tip fotosentetik membran Rhodovibrio salinarium ve
Rhodovibrio sodomensis’de de bulunur.

Rhodothalassium salexigensis sitoplazmik membrana paralel yer alan
fotosentetik membrana sahiptir. Tillakoidimsi membranlar orta derecede halofilik
Ectothiorhodospira ve gercek halofilik Halorhodospira’da goriiliir.

Tim tillakoidlerde 1siklandirma periplazmik bosluk ile yapilmaktadir
(Oren 2002).
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Halofilik Bacteria’da Gaz Vezikiilleri

Halofilik Archaea’da sik¢a goriilen gaz vezikiillerine, halofilik Bacteria’da
nadiren rastlanir. Cyanobacteria nin gercek halofilik temsilcileri gaz vezikiilleri
icermemektedir.

Ectothiorhodospira vacuolata gaz vezikiilleri liretmesiyle karakterizedir.
Ancak bu tiir hafif derecede halofiliktir ve yalnizca 10-60 g/l NaCl’de gelisebilir.

Sporohalobacter lortetii ve Orenia sivashensis gaz vezikiilleri icermez.
Bununla beraber endospor olusumu baglarken gaz vezikiilleri sentezlenir ve
bunlar olgunlasmis endospora bagh kalir ki bunlarin sporun ¢evresel dagilmasina

yardimci oldugu diistiniilmektedir (Oren 2002).

Halofilik Bacteria’da Endosporlar

Ist toleransli endosporlar bazi halofilik Bacteria gruplarinca {iretilir.
Clostridiaceae’den Clostridium halophilum, Halanaerobiaceae,
Halobacteriodaceae, Orenia turleri, Bacillaceae, Gracilibacillus, Halobacillus ve
Salibacillus iiyelerinde endospor olusumu goriilmektedir.

Hipersalin sediment 6rneklerinin pastdrizasyonu, Halanaerobiales ordosu

anaeroblarinin segici izolasyonu i¢in glivenilir bir yontemdir (Oren 2002).



25

1.3. Halofilik Prokaryotlarin izolasyonu ve Identifikasyonu
1.3.1. izolasyon

Halofilik Archaea'larin cins diizeyinde zenginlestirme ve izolasyon
prosediirleri Tindall (1982)’a gore farkli cinsler i¢in asagidaki gibi

Ozetlenebilir;

Cins 1.: Halobacterium: Kuvvetli notral tuzlu sular, ham solar tuzlar ve
tuzlanmis triinler Halobacterium tirleri igin potansiyel kaynaklardir. Materyal
direkt olarak agarli besiyeri ylizeyine siiriilebilir. Petriler, kurumayir onlemek
amaciyla plastik ¢antalarla taginir ve 37-40 °C'de inkiibe edilir. 4-21 giin sonra
kirmizi koloniler ortaya ¢ikar. Kuvvetli bir ¢alkalama ile iyi havalandirmali sivi
ortamlarda zenginlestirme elde edilebilir. Halobacterium ve diger Halobacteria

iyeleri bu prosediirlerle elde edilebilir.

Cins 1II: Haloarcula: Bu organizmalar Halobacteria'nin Kkiiltiirleri igin
kullanilan birgok standart besiyerinde ¢ok iyi gelisirler. Bu grup organizmalarin

zenginlestirilmesi icin bilinen 6zel bir besiyeri yoktur.

Cins III: Haloferax: Bu grup organizmalar Olii Deniz ve Ispanya'nin Akdeniz
tuzlalarindan izole edilmistir. Haloferax volcanii 0.2 M Mg™ ve 4 M NaCl iceren
kompleks bir besiyerinde zenginlestirilmistir, fakat cogu diger Halobacteria’da bu
besiyerinde geligmistir. Yiiksek Mg+2 tolerans1 ve goreceli olarak diisiik NaCl
istegi ve karbonhidratlar1 kullanabilmesi 6nemli faktorlerdir. Rodriguez- Valera
ve arkadaglar1 (1980) NaCl ile desteklenmis deniz suyu temelli basit karbon
kaynakli bir besiyeri kullanmiglardir.

Yiiksek Mg tuzlu sular agarl1 besiyeri iizerine direkt olarak yayilabilir,
kurumay1 6nlemek icin inkiibe edilen petriler kapali plastik ¢antalara alinir. 3-14

giin sonra 37 °C' de koloniler olusmaya baslar.
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Cins 1V: Halococcus: Materyal direkt olarak agarli besiyerine siiriilebilir.
Petriler, kurumay1 onlemek amaciyla plastik cantalarla taginir ve 37-40 °C' de
inkiibe edilir. 4-21 giin sonra kirmizi koloniler ortaya ¢ikar. Kuvvetli bir

calkalama ile iyi havalandirmali s1v1 ortamlarda zenginlestirme elde edilebilir.

Cins V.. Natronobacterium: Natronobacterium tiirleri, agarli besiyeri lizerine,
direkt olarak, soda tuzlalar1 ya da soda géllerinden kaynaklanan kirmiz1 pigmentli
tuzlu sularm yayimas: ile izole edilebilir. Inkiibe edilen petriler kurumay:
onlemek i¢in plastik ¢antalara konur. 37 °C' de 3-10 giin sonra koloniler olusur.
Ayni igerikli s1v1 besiyerinde ¢alkalamali olarak zenginlestirme de miimkiindjir.
Natronobacterium pharaonis, Wadi Natrun'dan, glutamik asit, trisodyum sitrat ve
kazamino asit iceren pH'1 10'a ayarlanmis bir besiyerinde zenginlestirilerek izole
edilmisgtir.

Morth ve Tindall (1985) 'm yeast extract ve kazein hidrolizat besiyeri de
iyl sonuglar verir. Natronobacterium pharaonis, Natronobacterium gregoryi ve

Natronobacterium magadii' yi ayirt edebilecek secici sartlar bilinmemektedir.

Cins VI.: Natronococcus: Natronococcus occultus, %1 yeast extrakt ve %0.1
KNOs ile desteklenmis, ¢alkalamasiz olarak, 37 °C’de Magadi Golii tuzlarmin
inkiibasyonu ile izole edilmistir. Bununla beraber, bu zenginlestirme
prosediiriiniin verim orani iizerine karsilastirmali bir ¢alisma yapilmamustir.
Organizma haloalkalifilik besiyerinde 1yi gelisir. pH 9.5 olarak

ayarlanmalidir.

1.3.2 identifikasyon

Oren ve arkadaglar1 (1997), bakteriyolojide yeni tiirlerin ilk
tanimlamalarinin yapildigr bir organ olan International Journal of Systematic
Bacteriology’de yayimlanan ¢alismalarinda Halobacteriales ordosunda yeni bir
taksonun tanimlamasi1 yapilirken gerekli olan minimal standartlar1 ortaya
koymuslardir (Oren ve ark. 1997). Bu kriterler uygulandigi zaman farkli

hipersalin ortamlardan izole edilmis 6rneklerin ad1 konabilecektir. Halobakteriyel
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taksonlarin tanimlanabilmesi i¢in gerekli olan kriterler sirasiyla sdyledir: Koloni
morfolojisi, hiicre morfolojisi, hareketlilik, pigmentasyon, Gram boyama, hiicre
lizisini Onleyen tuz konsantrasyonu miktari, biiyiime i¢in gerekli optimum NaCl
ve MgCl, miktari, biiylimenin gergeklestigi tuz konsantrasyonu araligi, biiyiime
icin gerekli sicaklik ve pH, nitrat varliginda anaerobik biiylime, nitratin nitrite
¢evrimi, nitrattan gaz olusumu, arjinin varliginda anaerobik biiylime, c¢esitli
karbonhidratlardan asit olusumu, tek karbon kaynaginda biiylime durumu, katalaz
ve oksidaz aktiviteleri, indol olusumu, nisasta-jelatin-kazein ve tween 80’in
hidrolizi, farkli antibiyotiklere duyarliligi, polar lipid karakterizasyonu, DNA nin
G+C oran1 ve 16S rRNA niikleotid dizilim bilgisi.

Buna gore, Halobacteriales ordosu i¢in giiniimiizde gecerli olan
smiflandirma {i¢ ¢esit veri sonucuna gore yapilmaktadir:

(1) Fenotipik veriler (Hiicre morfolojisi, bitytime 6zellikleri gibi),
(i1) (11) Kimyasal veriler (Polar lipid patternler),
(ii1)  (ii1) 16S rRNA dizilimi bilgisi (Oren ve ark. 1997).

Fenotipik verilerin eldesi amaciyla yukarida sayilan temel biyokimyasal
testler uygulanmaktadir. Bu testler her ne kadar kendi baslarina yeterli olmasa bile
diger verilerle birlikte ayirt edici hale gelebilmektedirler (Oren ve ark. 1997;
DasSarma 2001; Oren 2001).

Polar lipid analizleri de oOzellikle genus diizeyinde ayirima olanak
saglamaktadir. Polar lipid analizleri i¢in ince tabaka kromotografisi yontemi
kullanilarak incelenen oOrneklerde fosfotidilgliserolsiilfat (PGS) ve farkh
glikolipidlerin varlig1 arastirilmaktadir (Oren 1999).

Halofilik bakterilerin, sahip olduklar1 pigmentlere goére de analiz
edilebileceklerine iliskin ¢alismalar vardir. Litchfield ve ark. (Litcfield ve dig.,
2000) biri Israil ve bir digeri de Amerika Birlesik Devletleri’nde bulunan iki
hipersalin ortamin pigment analizlerini yaparak kayda deger farkliliklar
bulundugunu rapor etmislerdir.

Dogal orneklerden filogenetik olarak bilgi saglayici molekiillerin (tipik
olarak 16S rDNA larin) PCR yontemiyle eldesi prokaryotik siniflandirma {izerine
yeni yaklagimlar getirilmesine olanak saglamaktadir. Geleneksel saf kiiltiir

teknikleri, drneklemenin yapildig1 dogal ortamdaki mevcut ¢esitlilik icinde ¢ok
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kisith sayidaki bir grubu ortaya koyabilmektedir. Bu nedenle hipersalin
ortamlardaki durumun ortaya konmasi amaciyla molekiiler teknikler kullanilarak
basarili calismalar gerceklestirilmistir (Martinez-Murcia 1995; Arahal ve ark.
1996; Garcia-Martinez 1999; Benlloch ve ark. 2001; Benlloch ve ark. 2002).

1.4. Halofilik Mikroorganizmalarin Taksonomisine Bakis

1.4.1. Halofilik Archaea

Archaea domaini icindeki halofilik mikroorganizmalar 3 familyada
bulunurlar: Halobacteriaceae, Methanospirillaceae, Methanosarcinaceae.

Methanospirillacea ve Methanosarcinaceae tuzlu ve asir1 tuzlu sartlara
uyum saglamis organizmalar1 oldugu kadar halofilik olmayan organizmalar1 da
icermektedirler. Bunlardan bazilar1 300 g/l tuz konsantrasyonlarinda dahi
gelisebilmektedirler.  Halobacteriales  takimi  igcindeki  tek  familya
Halobacteriaceae tamamiyle halofillerden olusmustur. Tiim mikroorganizmalar
icinde en ¢ok tuza ihtiya¢ duyan ve tuza en toleransl olanlar bu familya i¢inde yer
almaktadir.

Tablo 1.4. de hipersalin ¢evrelerden izole edilmis olan archaea iiyelerinin

taksonomisi ve optimum tuz araliklar1 gdsterilmektedir (Oren 2002).

Tablo 1.4. Hipersalin Cevrelerden izole Edilmis Olan Archaea Uyeleri Taksonomisi ve Optimum

Tuz Araliklar1 (Oren, 2002)

| Haloarcula Har marismortui 200-230
Phylum Euryarchaeota
Ordo Methanosarcinales Har. vallismortis 200-250
Fam. Methanosarcinaceae Loglinas e 230
Genus Sﬂ%cf@ onica 6‘i§’timum tuz arahg (g/1)
Methanohalobium e asggutiglsts 130-308°
Methanohalophilus Feimbmtkonataer 179-200

W sHenetsis #58-250

HelohtemitBeoccus Hbpgpmorrense 190L280
BrlBcosvdacteriales Hcce. morrhuae 200-260
Fam. Halobacteriaceae Hce. saccharolyticus 250
Halobacterium Hbe. salifadinae 208-250
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Haloferax Hfx. volcanii 100-150
Hfx. gibbonsii 200-250
Hfx. denitrificans 170
Hfx. mediterranei 170
Halogeometricum Hgm. borinquense 200-250
Halorhabdus Hrd. utahensis 270
Halorubrum Hrr. saccharovorum 200-265
Hrr. sodomense 100-150
Hrr. lacusprofundi 150-200
Hrr. coriense 130-160
Hrr. distributum ND
Haloterrigena Htg. turkmenica ND
Htg. thermotolerans 175-200
Natrialba Nab. asiatica 200-240
Nab. taiwanensis 200
Nab. aegyptia 150-175
Nab. magadii 200
Natrinema Nnm. pellirubrum 200-250
Nnm. pallidum 200-250
Nnm. versiforme 200-250
Natronobacterium Nbt. gregoryi 175
Nbt. nitratireducens 200
Natronococcus Ncc. occultus 200-220
Natronomonas Nmn. pharaonis 200
Natronorubrum Nrr. bangense 225
Nrr. tibetense 200

ND: belirlenmemis
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1.4.1.1. Halobacteriales Takimi

Halobacteriales takimi ¢omak, kok, licgen, kare ve disk sekline kadar
bir¢ok involusyon formu i¢ine alir. Dinlenme sathalarinin varligr bilinmemesine
ragmen, bazi strainlerde “halokist” olarak degerlendirilen yapilara ait raporlar da
vardir. Hareketsiz veya polar kirpik ile hareketlidir. %2 asetik asit ile muamele
edildikten sonra Gram pozitif ya da Gram negatif olarak boyanirlar. Nitrat
varliginda veya yoklugunda fakiiltatif anacorob ya da aerobturlar. Bazi strainler
arjinin varliginda fermentasyon yaparlar.

Bu mikroorganizmalarin gelismeleri i¢in gerekli olan minimum tuz
konsantrasyonu 1.5 M NaCl dir. Cogu straini 3.5-4.5 M NaCl de en iyi
gelismektedir. Birgok tiirlin kolonileri Csy karotenoidlerinin (bakterioruberin)
varligindan dolayr farkli kirmizi tonlarina sahiptir. Retinal kdkenli pigmentler,
hiicre membrani boyunca iyonlarin 151k bagimli hareketlerini olusturabilme
yetenegindedirler ya da ¢ogu strainde fotosensor gérevini yapan birimler olarak
bulunurlar. Bu pigmentlerden biri olan 11k enerjisi tarafindan yonlendirilen bir
proton pompasi olarak gorev yapmaktadir.

Biiytimeleri igin gerekli optimum sicaklik 35-50°C arasindadir.
Kemoorganotrofiktirler, karbonhidrat veya aminoasitleri karbon kaynagi olarak
kullanirlar. ABB"C tipinde RNA polimeraza sahiptirler. Dogada tuz
konsantrasyonunun yiiksek oldugu cevrelerde, 6rnegin tuz ve soda gollerinde,
tuzlalarda bulunurlar. Tuzlanmig {riinlerde (balik, deri) yaygindirlar. Aym
zamanda toprak altindaki tuz madenlerinde de bulunabilirler.

Hiicrelerin DNA's1 yaygin olarak major ve mindr komponentleri igerir.
Minor komponent toplam DNA'nin %10-30'unu olusturabilmektedir. DNA’nin
G+C oranm1 59-71 (major komponent) ve 51-59 (minér komponent) dur. Tip genus

Halobacterium’dur (Boone ve ark. 2001).
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Halobacteriaceae Familyasi

Halobacterium Cinsi

Halobacterium hiicreleri optimum sartlar altinda gelistiklerinde ¢omak
sekillidirler (0.5-1.2 x 1.0-6.0 pum). Pleomorfik formlar yaygin olarak goriliir
(egri ve siskin ¢ubuklar, diiz seritler, sopa, kiireler). Hiicreler ikiye boliinme ile
cogalirlar. Bilinen bir dinlenme safhalar1 yoktur. Gram negatiftirler. Hareket polar
kirpik ile olmaktadir. Cogu zorunlu aerobtur, fakat bazilar1 fakiiltatif anaerob
olarak gelisebilmektedir. 3-5.2 M Iik NaCl iceren besiyerlerinde gelisebilen
extreme halofillerdir. Cogu strain en iyi 3.5-4.5 M NaCl de gelisirler. Optimum
sicaklik 35 -50°C; maksimum sicaklik 55°C, minimum sicaklik ise 15-20°C'dir.
Gelisimleri i¢in pH aralign 5.5-8.5'tur. Kemoorganotrofturlar. Amino asitler
biiylimeleri i¢in gereklidir. Cogu strain proteolitiktir.

DNA genellikle major ve minor komponentlere sahiptir. Minor komponent
toplam DNA'nin %10-30'unu olusturur. Minor komponente sahip tiirler genellikle
bliyiik plazmidlere sahiptir (144 kb). Major komponentteki G+C'nin mol ylizdesi
67.1-71.2, minor komponentin G+C mol yiizdesi ise 57-60'dir. Ornek tiir

Halobacterium salinarum’ dur (Boone ve ark. 2001).

Halobacterium salinarum

Bu tiiriin hiicreleri gomak sekilli (0.5-1.0 x 1.0-6.0 um veya daha uzun) ve
sekilsiz formdadir. Bazilar1 gaz kesecikleri igerir. Polar kirpik sayesinde
hareketlidirler. Genelde aeropturlar. Dimetilsiilfoksit, trimetilamin N-oxide ve
fumarat varliginda anaerobik olarak veya arjinin varliginda fermantasyonla
gelisirler. 3.5-4.5 M NaCl'de en hizli biiylime gerceklesir. Optimum gelisme 5.2
M NaCl'de gozlenir. Fakat bu tiir 3 M NaCl'nin altindaki tuz konsantrasyonlarinda
gelismez. Gelisme igin sicaklik 20-55°C'dir. optimum sicaklik 50° C'dir. Mg™
ihtiyac1 0.05-0.1 M,- pH aralig1 ise 5.5-8.0'dir. Kemoorganotrofturlar. Gelisim igin
amino asidlere ihtiyag duyar. Karbonhidratlar kullanilmaz ancak gliserol

varliginda gelismenin uyarildig1 gézlenmistir. Nisasta sindirilmez. indol pozitiftir.
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Jelatin ise sindirilir. Amino asitlerin dekarboksilasyon veya deaminasyonu sonucu
besi ortam alkali hale gelir. Ureaz negatiftir. Arjinin dehidrolaz enzimi mevcuttur.
Yaygin olarak nétral tuz gollerinde, deniz tuzlalarinda, tuzlanmis proteinli
gidalarda ve eski tuz kristallerinde bulunmaktadir.
DNA major ve mindr komponentlerden olugsmustur. DNA'min G+C mol

ylizdesi 66-70.9 ve 57-60'dir (mindér komponent) (Boone ve ark. 2001).

Haloarcula Cinsi

Haloarcula tirleri, Gram negatif, hareketli veya hareketsiz, acrop ya da
fakiiltatif anaerop, iicgen, kare, diizensiz disk veya asir1 diizensiz ¢omak seklinde
olabilirler. Comak seklindeki hiicreler genellikle 1-3 p uzunlugundadirlar. Bu
organizmalarin dinleme sathalarinin varligi bilinmemektedir. 2.0-5.2 M NaCl
iceren ortamda gelisen asir1 halofilik olan Haloarcula tiirlerinde oksidaz ve katalaz
pozitiftir. Bu organizmalarin gelismeleri i¢in optimum NaCl konsantrasyonu 2.5-
3.0 M, optimum sicaklik ise 40-45°C'dir. Gelismeleri i¢in gerekli olan Mg +2
ithtiyact 0.005-0.05 M’dir. Kemoorganotrof olan ve bakterioruberin igeren bu
organizmalar karbon ve enerji kaynagi olarak bir ¢ok substrati kullanirlar ve
sekerlerden asit lretirler fakat gelismeleri i¢in aminoasitlere ihtiya¢ duymazlar
(Rodriguez-Valera 1988; Boone ve ark. 2001).

DNA'daki G+C'in mol yiizdesi 60.1-65.0 dir. Haloarcula vallismortis bu
cinse ait en iyi Omektir. (Boone ve ark. 2001).

Tiim 6mekler penisilin, kloramfenikol, streptomisin ve tetrasikline karst
direncli, anisomisin, basitrasin ve novobiosine duyarlidir (Boone ve ark. 2001).

Bu organizmalar, Olii Deniz ve Olii Vadi'deki tuz yataklari ve deniz
tuzlalarinda bulunurlar. Haloarcula hiicrelerinin diizensiz hiicre yapisi, zengin
karbon kaynagi kullanmalar1 ve diisiik Mg 'ye ihtiyag duymalar1 gibi 6zellikleri
bu cinsi diger diizensiz hiicre yapisina sahip olan o6rneklerden ayirmaya yeterli
degildir. Bu organizmalar yalnizca kemotaksonomik veya molekiiler yontemler
kullanilarak diger halobakterilerden tam olarak ayirt edilebilir. Ayrica 16S rRNA
dizi analizlerinin. karsilastirilmast da farklilik tayininde miimkiindiir. Bu

organizmalar1 ayirt etmek i¢in kullanilan en basit yol, polar lipidlerdeki TGD-
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2'min varligmin arastirilmasidir (Boone ve ark. 2001). Ancak bu cinse ait
Haloarcula mukohataei farklh lipid kompozisyonuna sahip olmasi ve ait oldugu
cinsin 16S rDNA dizisinin yakin karakteristik 6zelligini icermemesi sebebiyle

ayr bir cins altinda yer almistir (Oren ve ark. 2002).

Haloarcula vallismortis

Diizensiz ¢omaklar halinde olan bu tiiriin hiicreleri (0.6- 1.0 x 3-5 um)
hareketlidir. iptimum biiyiime 4.3 M NaCl'de ger¢eklesir, 2.5 M altinda gelisme
goriilmez. Minimum Mg konsantrasyonu 0.005 M'dir. Biiyiime i¢in sicaklik 20-
45°C, en iyi 40°C'dir. Gelisme i¢in pH 5.5-8.5, en. iyi 7.4-7.5'dir. Nitrat varliginda
fakiiltatif anaerobik olan bu tiirler karbon ve enerji kaynaklarini (glukoz, fruktoz,
galaktoz, sukroz, maltoz, trebaloz; gliserol ve glukonat) kullanirlar. Sekerlerden
asit iretilir. Nitrat indirgenir ve gaz agiga c¢ikar. Nigasta sindirilir, indol iiretilir.
Sisteinden H,S firetilir. Proteolitik bir organizma olmayan bu tiirde katalaz,
oksidaz ve DNAaz reaksiyonlar1 pozitiftir. Tween 20 c¢cok a 40, 60 ve 80
sindirilmez.

Haloarcula vallismortis, Kaliforniya'daki Olii Vadi'den izole edilmistir.

DNA'nin G+C mol yiizdesi 64.7 'dir (Boone ve ark. 2001).

Haloarcula argentinensis

Polar kirpik sayesinde hareketli, iggen ve diiz hiicrelere sahip, 0.3 x 1.0
um uzunlugunda olan bu tiirlin kolonileri kati besiyerinde kirmizimsi turuncu
renkli ve mukoid goriinlimdedirler. Kemoorganotrof ve zorunlu aeropturlar.
Glukoz ve diger sekerlerden (sukroz, maltoz, galaktoz, mannoz, riboz, gliserol ve
froktoz) asit tiretilir. Gelisme 2.0-4.5 M NaCl'de gbzlenir. Optimum biiyiime 2.5-
3.0 M NaCl ve 40°C'de olur. Minimal ve optimum Mg konsantrasyonu 0.03 ve
0.1 M'dur.

Arjantin'deki tuzlalardan izole edilen bu tiirii n G+C mol yiizdesi 62'dir
(Boone ve ark. 2001).
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Haloarcula hispanica

Kiictik, diizensiz, ¢omaklar halinde olan hiicreler 0.5-1.0 x 0.3um
uzunlugunda ve polar kirpikle hareketlidir. 2.5-5.2 M NaCl igeren besiyerinde
gelisme goriiliir. Optimum NaCl konsantrasyonu 3.5-4.2 M'dir. Minimum Mg"?
konsantrasyonu 0.005 M'dir. Sicaklik 25-50°C'dir. Optimum biiyiime 35-40°C'de
olur. Gelisme i¢in pH 6-8 ve optimum pH 7.0'dir. Nitrat varhiginda fakiiltatif
anaerobiktirler. Karbon ve enerji kaynagi olarak cesitli bilesikleri (glukoz, laktoz,
sukroz, gliserol, mannitol, sorbitol, asetat, sitrat, laktat, malat, priivat, siiksinat,
arjinin, glutamin ve lizin) kullanirlar. Sekerlerden asit iiretilir. Nisasta ve kazein
sindirilir. Nitrat gaz iretimiyle indirgenir. Yalnmzca yiiksek konsantrasyonda
basitrasine hassastir.

Ispanya'daki deniz tuzlalarindan izole edilen Haloarcula hispanica'nin

DNA' sinin G+C mol yiizdesi 62.7'dir (Tm) (Boone ve ark. 2001).

Haloarcula japonica

Diizensiz sekilli, liggen ve diiz olan hiicreler 0.2-0.5 x 2.0-5.0 um
uzunlugunda olup, hareketlidirler. Gaz kesecikleri iiretilmez. Gelisme 2.5-5.0 M
Na CI'de olur. Optimum NaCl konsantrasyonu 3.5 M'dir. Minimum ve optimum
Mg konsantrasyonu 0.04 M ve 0.08 M'dir. Gelisme i¢in sicaklik 24-45°C ve
optimum sicakhik 42-45 °C'dir. pH 6-8 arasindadir, optimum pH 7-7.5'tir.
Kemoorganotrof olan bu tiir, karbon ve eneiji kaynagi olarak cesitli bilesikleri
(glukoz, fruktoz, galaktoz, arabinoz, ksiloz, rhamnoz, sukroz, gliserol, mannitol
ve sorbitol) kullanilir. Sekerlerden asit {iiretilir. Nitrat ve nitrit gaz olusumuyla
indirgenir. Kazein, jelatin ve nisasta sindirilmez. Indol pozitiftir. Tiyosiilfattan
H,S {iretilir.

Japonya'daki tuzlalardan izole edilen bu tiiriin min6r DNA komponenti
veya plazmidi yaklasik 145 kb olarak tespit ,edilmisti. DNA'nin G+C mol
yiizdesi 63.3'tiir (Boone ve ark. 2001).
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Haloarcula marismortui

Sekilsiz, diiz ve disk seklinde olan hiicreler 1.0-2.0 x 2.0-3.0 pm
uzunlugundadir. Hiicreler hareketlidir, ancak hareketin gézlenmesi ¢ogu zaman
giictlir. 1.7-5.1 M NaCl igeren besiyerinde gelisme gozlenir. Optimum NaCl
konsantrasyonu 3.4-3.9 M'dir. Gelisme igin optimum sicaklik 40-50°C'dir.
Kemoorganotrof olan bu tiirler karbon ve enerji kaynaklarini (glukoz, fruktoz,
sukroz, gliserol, asetat, suksinat ve malat) kullanirlar. Glukoz, fruktoz, riboz,
ksiloz, maltoz, sukroz, mannitol, sorbitol ve gliserolden asit iiretilir. Anaerobik
sartlarda nitrat kullanimi1 mevcuttur. Nisasta az olarak sindirilir.

Olii Deniz'den izole edilen bu tiirin DNA'sinin G+C mol yiizdesi 55 'dir
(Boone ve ark. 2001).

Haloarcula mukohatei

Arjantin'deki tuzlalardan izole edilen bu tiiriin fosfolipid ve glikolipid
profillerinin ve 16S rRNA dizi analizlerinin Haloarcula cinsinin temel
ozelliklerine uymamasi nedeniyle Halomicrobium  mukohataei  olarak
degistirilmistir.

Gram negatif ve peritrik kirpik sayesinde hareketli olan bu tiiriin hiicreleri
icerdikleri farkli besiyeri icerigine bagl olarak kisa veya uzun ¢omaklar (1-3 veya
3.8 x 0.5 pm) halinde olabilirler. Kemoorganotrofturlar ve nitrat varliginda
aerobik ve anaerobik olarak nitrit ve gaz olusumu ile {irerler. Arjinin varliginda
anaerobik lireme gostermezler. Katalaz ve oksidaz pozitiftir. Asir1 halofilik olan
bu organizmalar gelisme icin. 2.5-4.5 M NaCl'ye ihtiya¢ duyarlar. Optimum
bitytime 3.0-3.5 M NaCl'de ve 40-45°C'de gergeklesir. pH 6.2-8.0'dir. Minimum
Mg konsantrasyonu 3 mM'dir. Glukoz, galaktoz, sukroz, maltoz ve gliserolden
asit Uretilir. Ayrica bunlar tek karbon ve enerji kaynaklari olarak biiyiimeyi
desteklerler. Nisasta sindirilir. Jelatin, kazein ve Tween 80 sindirilmez.
Triptofandan indol {iretilmez. Polar lipidleri PG, Me-PGP, PGS' tir. Gaz

kromatografisinde yapilan ¢aligmalar bu tiiriin polar lipidlerinin TGD-2'den
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yoksun oldugunu gostermistir. Kloramfenikol, kanamisin ve penisiline direngli;
anisomisin, novobiosin ve pravastatine karsi hassastirlar.
Arjantin'in tuzlalarindan izole edilen bu tlirin DNA' sinin G+C mol

yiizdesi 65'tir (Boone ve ark. 2001; Oren ve ark. 2002).

Haloarcula quadrata

Kare bakteri ilk olarak 1980 yilinda Walsby tarafindan Misir' daki Sinai
Yarimada'sinin tuz golii kiyisinda Gavish Sabkha'da gézlenmistir.

Gram negatif, bir veya daha fazla polar kirpik sayesinde hareketli olan
tiirin hiicreleri dilizensiz sekilli, baskin olarak diiz ve kare seklindedirler (2-3
Joum). 2.7-4.3 NaCl igeren ortamlarda gelisme gozlenir. Optimum NaCl
konsantrasyonu 3.4-43 M ve Mg™ konsantrasyonu 0.1-0.5 M'dirr. Kare
morfolojilerinin korunabilmesi igin gerekli Mg™ en az 50-100 mM olmalidir.
Gelisme icin optimum sicaklik 53°C, optimum pH ise 6.5-7.0'dir. Kirmizimsi
turuncu renkli kolonilere sahip olan bu tiir kemoorganotroftur. Glukoz, sukroz ve
maltozu tek karbon ve enerji kaynaklari1 olarak kullanirlar. Galaktoz, mannitol,
sorbitol, gliserol, suksinat ve priivat ile gelismenin uyarildigi goézlenmistir.
Glukoz, galaktoz, sukroz, ksiloz ve ribozdan asit iiretimi gergeklesir. Nitrat
varliginda anaerobik biiylime nitrit ve gaz olusumuyla birlikte gozlenir. Oksidaz
ve katalaz pozitiftir. Nisasta sindirilir. Jelatin, kazein, Tween 20 ve Tween 80
sindirilmez. indol de iiretilmez. Basitrasin, novobiosin ve anisomisine kars
hassas; penisilin, rifampisin, ampisilin, kloramfenikol, neomisin ve eritromisine
karsi direnglidir.

Bu tiiriin G+C mol yiizdesi 60.1 'dir (Tm) (Oren ve ark. 1996a; Oren ve
ark. 1999b; Boone ve ark. 2001).

Haloarcula californiae

Diizensiz sekilli, diiz, dikdortgen veya kare seklinde olan hiicrelerdir. Polar

lipid kompozisyonunun benzerligi sonucu Haloarcula cinsine dahil edilmislerdir.
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Ayrica DNA-DNA hibridizasyon ¢alismalart sonucu da  Haloarcula
marismortui'ye ¢ok yakin benzerligi tespit edilmistir.
Kalifomiya tuzlalarindan izole edilen bu tiirliin DNA' smin G+C mol

yiizdesi 59.8'dir (Boone ve ark. 2001).

Haloarcula sinaiensis

Kizil Deniz sabkhadan izole edilen bu tiiriin lipid profilleri Haloarcula
cinsine uygunluk gostermektedir. Ayrica 16S rRNA dizi analizleri de bu tiiriin
Haloarcula vallismortis'le yakinen iliskili oldugunu ortaya koymustur. DNA'nin

G+C mol ylizdesi 59.7' dir (Boone ve ark. 2001).

Halobaculum Cinsi

Halobaculum tiirleri Grarn negatif comaklar halindedir. Asir1 halotilik olan
bu bakteriler optimum gelisme i¢in 1-2.5 M NaCl ve 0.6-1 M MgCl,'ye ihtiyag
gosterirler. Optimum sicaklik 40°C'dir. Kiigiik, dairesel, konveks, kenan diiz, 15181
gecirgen ve kirmizimsi turuncu kolonilere sahiptir. Kemoorganotrof ve zorunlu
aerop olan Halobaculum tiirlerinde katalaz ve oksidaz pozitiftir. Nitrat nitrite
indirgenir, ancak nitrat veya arjinin varliginda anaerobik olarak gelisme
gbozlenmez. Maya Oziitii ve kazamino asitin diisiik konsantrasyonlari iyi birer
organik besin kaynagidir. Tek karbon kaynaklarinda gelisme gozlenmemistir.
Glukoz, maltoz, sukroz, galaktoz, ksiloz, trehaloz, nisasta ve gliserolden asit
Uretimi  gozlenir. Gelisme laktat ile uyarilabilir. Nisasta sindirilir, jelatin
sindirilmez, indol iiretilmez.

Halobaculum tiirlerinin ana polar lipidleri C,,Cyo'nin tiirevleri olan
fosfatidil gliserol (PG), fosfatidil gliserofosfatin metil esteri (PGP-Me) ve siilfatl
diglikosil dieter glikolipididir (s-DGD-1). DNA'daki G+C mol ylizdesi 70'dir. Bu
cinsin en iyi bilinen tiirli Halobaculum gomorrense 'dir.

Bu cinse ait hiicreler bakterioruberin igerirler, ancak bakteriorhodopsin

icermezler. Halobaculum tiirleri novobiosin, basitrasin, anisomisin, vibrostat
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ayiraclarina (0/129), taurokolate ve deoksikolata duyarli ve penisilin, ampisilin,
kanamisin, kloramfenikol, streptomisin ve neomisine kars1 direnglidir.

Halobaculum cinsi, diger ¢ogu arkealardan, polar lipidlerindeki siilfath diglikosil
dieterin (s-DGD-1) varligi ve fosfatidil gliserosiilfatin (PGS) yoklugu ile
karakterize edilir. Ancak Halobaculum ve Haloferax ayni polar lipid
kompozisyonlarina sahip olmakla birlikte yalnizca 16S rRNA niikleotid dizisinin

karsilastirilmasiyla anlagilabilir (Tindall 1992; Boone ve ark. 2001).

Halobaculum gomorrense

Hareketsiz, comak sekilli (5-10 x 0.5-1 um) olan hiicreler gaz
keseciklerinden yoksundur. Geligmeleri i¢in en az 1 M NaCl'ye (0.8 M MgCl,
varliginda) ihtiyag gosterirler. Optimum gelisme 1.5-2.5 M NaCl ve 0.6-1.0 M
MgCl, ile olur. Optimum sicaklik ise 40°C'dir. Aerobiktir ve nitrat veya arjinin
varhiginda anaerobik gelisme gozlenmez. Nitrat nitrite indirgenir. Triptofandan
indol iiretilmez. Novobiosin, basitrasin, anisomisin, vibrostatik ajanlar (0/129)
taurokolat ve deoksikolata duyarli; penisilin, ampisilin, kanamisin, kloramfenikol,
streptomisin ve neomisine karsi da direnglidir. Glukoz, maltoz, sukroz, galaktoz,
ksiloz, trehaloz, nisasta ve gliserol asit {iretimi ile biiylirneyi uyarir. Mannoz,
fruktoz, riboz, laktoz, arabinoz, mannitol ve sorbitolden asit iiretilmez. Laktat ile
gelisme uyarilir.

Olii Deniz'den izole edilen bu tiiriin DNA' sinin G+C mol yiizdesi 70'tir

(HPLC) (Boone ve ark. 2001).

Halococcus Cinsi

Halococcus tiirleri kok, diplokok, tetrat, sarcina ve diizensiz kiimeler
halinde bulunabilirler. Kok seklinde olan hiicrelerin ¢aplari 0.8-1.5 um'dir.
Halococcus hiicreleri septum olusumu ile boliiniirler ve spor olusumu goériilmez
(Boone ve ark. 2001).

Hareketsiz ve zorunlu aerop olan Halococcus kolonilerinin rengi

icerdikleri karotenoidlerden dolay1r kirmizi ile portakal renklidir. Genelde Gram
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negatiftirler, ama bazi hiicreleri Gram pozitif boyanir. Kemoorganotrof olup,
oksidaz ve katalaz pozitiftir. Gelismeleri i¢in en az 2.5 M NaCl gereklidir, fakat
en iyi gelisme 3.5-4.5 M NaCl varhginda olur. Optimum sicaklik 30-40°C'dir.
Maksimum 50°C, minimum 28°C'de gelisme gosterirler. Hipotonik ¢ozeltilerde
Halococcus tiirlerinin hiicre yapilarini koruduklart goriilmiistiir (Rodriguez-Valera
ve ark. 1982b; Boone ve ark. 2001).

DNA' daki G+C mol yiizdesi 59.5-67'dir. Halococcus cinsinin 9 tiiriinde
DNA'nin G+C yiizdesinin 60.5 ile 65.8 arasinda degistigi tespit edilmistir. Bu
organizmalarin major DNA komponentin G+C mol yiizdesi 67, mindr
komponentin ise 59 oldugu saptannustir. Halococcus morrhuae bu cinsin en iyi
ornegidir (Boone ve ark. 2001).

Hiicre duvar1 yapisinda sekerler yaninda amino sekerler, iironik asitler ve
glisin icerdikleri gozlenmistir. Ayrica Halococcus cinslerinin kompleks yapida
siilfatlanmis heteroglikan olusturdugu ve bununda hiicre duvarinin sert yapisini
sagladig1 ve hipotonik ¢ozeltilerde hiicre yapisin1 patlamaya karst korudugu tespit
edilmistir (Boone ve ark. 2001).

Ana lipidleri Cy0Cyg ve CpCys'dir. Her ikisi de PG, PGP-Me, TGD-2 ve
stilfatlanmis diglikosil glikolipid ve s-DGD-I 'in tiirevleri oldugu diistiniilmektedir
(Boone ve dig., 2001). Halococcus hiicreleri Csy bakterioruberin yapisinda olan
menaquinones karotenoidleri igerirler. Bu organizmalar dogal tuz gollerinde ve
deniz tuzlalarinda daha ¢ok bulunurlar. Tuzlanmis balikk ve derilerde de
bozulmaya neden olduklar1 gosterilmistir. Ayni1 zamanda deniz suyundan ve ¢ok
tuzlu topraklardan da izole edilmislerdir (Valera ve ark. 1979; Boone ve ark.
2001).

Diger halobakteriler gibi penisilin, kloramfenikol, streptomisin ve
tetrasikline kars1 direncli; anisomisin, basitrasin, novobiosine karsi duyarhdirlar

(Boone ve ark. 2001).

Halococcus morrhuae

Zorunlu aerop olan bu tiirler gelisme i¢in optimum 7.2 pH'ya ihtiyag

duyarlar. Amino asitler gelisme i¢in ve enerji kaynag olarak kullanilirlar. Glukoz
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ana karbon kaynagi olarak kullanilmaz ve glukozdan asit ve gaz {iretilmez.
Katalaz ve oksidaz pozitiftir. Nitrat nitrite indirgenir. Tiyosiilfattan ve sisteinden
H,S iiretilir.Ureaz negatiftir. Baz1 tiirler indol iiretir, jelatin ve nisasta sindirilir.
Karbon ve enerji kaynaklar1 olarak N-asetilglikozamin ve biitirat; karbon, azot ve
enerji kaynaklari olarak da L-glutamin, L- histidin, L-prolin ve L-valin kullanilir.
Deniz suyu, tuzlu goéller ve tuzlalardan izole edilen bu tiiriin DNA'sinin

G+C mol ylizdesi 61-66'dir (Tm) (Boone ve ark. 2001).

Halococcus saccharolyticus

Zorunlu aerop olan tiirlerde optimum pH 7.2, sicaklik ise 37 C'dir. Katalaz
ve oksidaz pozitiftider. D-glukozdan asit iiretilir. Ancak laktoz, sukroz ve
Dmannitolden tiretilmez. Tween 80, kazein, esculin ve tirozin sindirilmez. Jelatin
sindirilir. Indol pozitiftir. Tiyosiilfattan degil de sisteinden H,S iiretilir. Nitrat
nitrite indirgenir. Novobiosine direncglidir. Karbon ve enerji kaynaklar1 olarak N-
asetilglikozamin, amigladin, D-fruktoz, D-glukoz, laktoz, maltoz, D-mannoz, D-
salisin, trehaloz, adonitol, ethanol, gliserol, D-mannitol, propanol, D-sorbitol,
priivat ve siiksinat kullanilir.

Deniz tuzlalarindan izole edilen bu tiirii n DNA'sinin G+C mol yiizdesi 59.5'tur
(Tm) (Boone ve ark. 2001).

Halococcus salifodinae

Halococcus cinsine ait olan morfolojik karakterlere sahip 6zellikleri iceren
bu tiir zorunlu aeroptur. Oksidaz ve katalaz pozitiftir. Nitrat nitrite indirgenir,
jelatin sindirilir. Karbon kaynaklar1 olarak D-galaktoz, D-rhamnoz, D-ksiloz, D-
arabinoz, D-glukoz, D-ftuktoz, D-trehaloz, D-rafinoz veya gliserol kullanilir.
Gelisme i¢in optimum pH 6.8-9.5 ve sicaklik ise 40°C'dir. pH 6.0 veya 10.5'te
gelisme gozlenmez.

Avustralya'daki tuz madenlerinden izole edilen bu tiir kloramfenikol ve
tetrasikline duyarlidir. DNA'nin G+C mol yiizdesi 62'dir (HPLC) (Boone ve ark.
2001).
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Haloferax Cinsi

Asirt diizensiz ve dinlenme safhalart oldugu bilinmeyen Haloferax
tiirlerinin hiicreleri disk veya kupa seklindedir. Uygun kosullar altinda bile comak
sekilli hiicrelere nadiren rastlanir. Hiicre boyutu 1-3 x 2-3 um'dir. Hareketsiz veya
hareketlidirier, genelde hareket zor gozlenir. Sadece bir tiirlinde hava kesecikleri
goriilmistiir. Koloniler mukoid goriniisliidiir. Oksidaz ve katalaz pozitiftir.
Anaerop kosullar altinda nitrat indirgenebilir. Optimum tuz konsantrasyonu 2.5 M
NaCl olmasma ragmen 1.5-4.5 M NaCl iceren ortamlarda da gelisirler.
Gelismeleri icin sicaklik aralig1 30 -55 °C olup, optimum gelisme sicakligi 35
°C'dir. Gelismeleri i¢in pH aralig1 5-8'dir ve optimum pH 7dir. Bu organizmalarin
gelismeleri i¢in Mg ihtiyac1 0.01-0.04 M dir (Valera, 1988; Boone ve ark. 2001).

Bir ¢ok substrati karbon ve enerji kaynagi olarak kullandigindan
kemoorganotroftur ve sekerlerden asit olustururlar (Boone ve ark. 2001).

PG, PGP, DGD-1 ve S-DGD'nin tiirevleri olan C,C, ana polar lipidleridir
(Toneblanca ve dig., 1986; Oren, 1994a; Oren, 1994b; Oren ve Gurevich, 1993).
PGS-2'nin yoklugu polar lipidleri karakterize eder. DNA' daki G+C'nin mol
yiizdesi 59.1-65.5'tir. Bu cinse ait en iyi 6rnek Haloferax volcanii'dir.

Haloferax tiirleri bakterioruberinleri ve retinal pigmentleri igcermesine
ragmen bakteriorhodopsin igermeyebilirler. PG, PGP-Me, DGD-I ve s-DGD-1 'nin
tiirevleri olan C*C* ana polar lipidleridir (Torreblanca ve dig., 1986). Tiim
ornekler penisilin, kloramfenikol, streptomisin ve tetrasikline karsi direngli,
anisamisin, basitrasin, novobiosin ve vibrostat ayiraglarina (0/129) karst duyarhdir

Diger organizmalar gibi Haloferax tiirleri de, Olii Deniz'den, Akdeniz
tuzlalarindan izole edilmistir ve yiiksek Mg™ igeren ortamlarda thallasohaline
tuzlalarinda bulunduklar1 diisiiniilmektedir. Yiiksek Mg'ye ihtiya¢ duyan
Haloferax tiirleri sadece taksonomik yontemlerle diger halobakterilerden ayirt
edilebilir.

Bu organizma karakteristik olarak s-DGD-1 polar lipidlerini ve bunun
stilfatlanmamus tiirevlerini icermektedir. Bu organizmalarda PGS bulunmamasi bu

grubu ayirt etmekte kullanilan en basit yoldur (Boone ve ark. 2001).
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Haloferax volcanii

Asirt diizensiz, genelde diiz, disk seklinde veya kiip sekilli hiicrelere (1-2 x
2-3 pm) sahip olan bu tiir, gelisme igin 1.5-2.5 M NaCl ve en az 0.02 M Mg 'ye
ihtiyag gosterirler. Optimum sicaklik ise 45°C'dir. Kemoorganotrofturlar. Jelatin,
nisasta ve Tween 80 bu tiir tarafindan sindirilmez. Nitrat nitrite indirgenir, indol
iiretilir ve tiyosiilfattan H,S yapilir. Gaz keseciklerine sahip olmayan bu tiirde tek
karbon kaynaklarinda gelisme gozlenir ve glukozdan asit iiretilir.

Olii Deniz'den izole edilen bu tiiriin DNA's1 major ve mindr komponentleri
igerir ve plazmidler mevcuttur DNA'nin major komponentinin G+C mol ylizdesi
63.4 (Tm) ve 66.5; mindr komponentinin G+C mal yiizdesi ise 55.3'dir (Boone ve
ark. 2001).

Haloferax denitrificans

Hareketsiz, turuncumsu kirmizi kolonilere sahip olan bu tiiriin hiicreleri
disk sekillidir (0.8-1.0 x 2.0-3.0 pm). Gaz kesecikleine sahip degillerdir.
Gelismeleri i¢in 1-.5-4.5 M NaCl'ye ve 30-55°C sicakhiga ihtiyaglar1 vardur.
Optimum pH 6.7'dir (37°C sicaklikta). Kemoorganotrofturlar ve gesitli karbon ve
enerji kaynaklarmi kullanirlar.  Anaerobik sartlar altinda nitrati nitrite
indirgeyebilirler. Tween 40 ve jelatin hidroliz edilir, ancak {ire, nisasta ve Tween
80 sindirilmez. Indol negatiftir ve tiyosiilfattan siilfit iiretilir.

San Francisco, Kalifoniya tuzlalarindan izole edilen bu tiirtin G+C mol

yiizdesi 64.2'dir (Tm) (Boone ve ark. 2001).

Haloferax gibbonsii

Diizensiz, kisa ¢omaklar (0.4 x 0.5-2.5 pm) halinde olan hiicreler polar
kirpik sayesinde hareketlidir. Gelisebilmek i¢in 1.5-5.2 M NaCl'ye gereksinimleri
vardir. Optimum konsantrasyon 40°C'de 3-4 M, 30°C'de 2-3 M'dir. Optimum
sicaklik 35-40°C'dir. Optimum pH ise 6.5-7.0'dir. Kemoorganotrof olan bu tiir

sekerlerden (arabinoz, fruktoz, galaktoz, glukoz, mannoz, maltoz, sukroz ve
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ksiloz) asit iiretebilir. Indol pozitiftir. Nisasta sindirilez. Tween 20, 40, 60 ve 80
sindirilir. Nitrat nitrite indirgenebilir.
Ispanya'daki deniz tuzlalarindan izole edilen bu tiiriin DNA'sinin G+C mol

yiizdesi 61.S'dir (Tm) (Boone ve ark. 2001).

Haloferax mediterranei

Koloniler 37°C de 5-7 giinliik inkiibasyon sonunda pembe renkli, diizensiz
comaklar (0.5 x 2.0 um) halindedir. Gelisebilmeleri i¢in 20-55°C sicakliga ve 1.0-
5.2 M NaCl'ye gerek duyan bu tiiriin optimum pH's1 6.5'tir. Kemoorganotrofturlar.
Karbon ve enerji kaynaklar1 olarak ¢esitli bilesikleri (glukoz, sukroz, fruktoz,
laktoz, gliserol, maltoz, mannitol, sorbitol, ksiloz, arabinoz, suksinat, malat,
laktat, priivat, sitrat ve arjinin) kullanirlar. Sekerlerden (glukoz, fruktoz, maltoz ve
sukroz) asit iiretirler. Nitrat nitrite indirgenir. Indol pozitiftir. Nisasta, jelatin ve
Tween 80 sindirilir. Basitrasine direnclidir (Garrity 2001).

Ispanya'daki deniz tuzlalarindan izole edilen bu tiirin DNA'sinda minor
komponente rastlanmamustir. Ancak biiyiik plazmidlere sahiptir. DNA'nin G+C
mol yiizdesi 60.0 (Tm) ve 62.2 'dir (Boone ve ark. 2001).

Haloferax alicantei

Ispanya tuzlalarindan izole edilen bu tiir, polar lipid kompozisyonu ve 163
rRNA dizi analizlerinin karsilastirmali ¢aligmalar1 sonucu Haloferax cinsine ait
oldugu saptanmistir. DNA-DNA hibridizasyon c¢alismalari da bu cinse ait
oldugunu destekler yondedir (Boone ve ark. 2001).

Halogeometricum Cinsi

Halogeometricum tiirleri Gram negatif, kare, liggen, oval sekilli, kisa ve
uzun c¢omaklar halinde diizensiz hiicreler icerir. Bu asir. halofilik bakteriler
gelisebilmek i¢in optimum 3.5-4.0 M NaCl ve 0.04-0.08 M MgCl,'ye ihtiyag

duyarlar. Optimum sicakliklar1 40°C'dir. Kii¢iik, mukoid, pembe renkli kolonilere
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sahiptir. Kemoorganotrof ve zorunlu aerop olan bu organizmalar katalaz ve
oksidaz pozitiflirler. Anaerobik olarak nitrat nitrite indirgenerek gaz iiriinlerinin
olusumu gozlenir. Arjinin varlifinda anaerobik gelisme gostermezler. Maya 6ziitli
ve kazamino asit organik besinlerin kaynagidir. Baz1 sekerler karbon kaynagi
olarak maya Oziitiinlin diisiik konsantrasyonlardaki varliginda kullanilabilir.
Glukoz, maltoz, fruktoz, ksiloz, trehaloz, sellobioz, rafinoz ve gliserol gelismeyi
tesvik eder ve asit {iretimini saglar. Nisasta sindirilmez, jelatin ise kuvvetli olarak
sindirilir, indol tretilir.

Hiicreler bakterioruberinden dolay1 pembe renklidir. Ana polar lipidleri
fosfatidil gliserol (PG) ve fosfatidil gliserofosfatin metil esteri (PGP-Me)'dir.
Fosfatidil gliserosiilfatin (PGS) ile karakterizedir.

DNA'mm G+C mol yiizdesi 59-60.5'dir. Novobiosin, basitrasin ve
trimetoprim+  sulfametoksazol'e duyarli; penisilin, ampisilin, kanamisin,
kloramfenikol, vankomisin, tetrasiklin ve eritromisine karsi direnclidir (Boone ve

ark. 2001).

Halogeometricum borinquense

Cabo Rojo, Puerto Rico tuzlalarindan izole edilen Gram negatif olan bu
asirt halofilik arkea diizensiz, kisa veya uzun ¢omaklar, kare, licgen veya oval
sekilli hiicreler (1-3 x 1-2 um) igerir. Peritrik kirpik sayesinde hareketli olan
hiicreler gaz kesecikleri igerirler. Hiicrenin yapisal biitiinliigiiniin saglanabilmesi
icin yiiksek tuz konsantrasyonuna ihtiya¢ duyulur. Geligsme i¢in en az 1.4 M NaCl
gerekir. Optimum NaCl konsantrasyonu 3.0-3.5 M ve MgCl, konsantrasyonu
0.04-0.08 M'dir. Tuz konsantrasyonu 1 M'n altina diiserse hiicreler kiiresel sekil
alabilir. Optimum sicaklik 40°C'dir. Cesitli seker tiirevleri (glukoz, fruktoz,
maltoz, ksiloz, trehalaz, rafinoz ve gliserol) biiyiimeyi uyarabilir. Fruktoz, riboz,
laktoz, arabinoz, ksilaz ve sukrozdan asit iiretilir. Nisasta sindirilmez, jelatin
sindirilir, triptofandan indol tiretilir. Aerop olan bu tiir nitrat varliginda anaerobik
olarak gelisir, ancak arjinin varliginda anaerobik gelisme gézlenmez. Novobiosin,

basitrasin ve trimetoprim+sulfametoksazol'e duyarli; penisilin, ampisilin,



45

kanamisin, kloramfenikol, vankomisin, tetrasiklin ve eritromisine karsi
direnclidir.

Bakterioruberinlerin varlig1 sayesinde pembe renkli olan hiicrelerin ana
polar lipidleri PG, PGP-Me ve siilfat igermeyen glikolipidlerdir. PGS varligina
rastlanmamistir. DNA'nin G+C mol yiizdesi 59.1 'dir (HPLC) (Montalvo-
Rodriguez ve ark. 1988, Boone ve ark. 2001).

Halorubrum Cinsi

Halorubrum cinsinin hiicreleri ¢omak seklinde veya diizensiz hiicreler
olup 1-1.2 x 0.5-1.2 um'dir. Spor olusturmazlar. Kolonileri kirmizimsi-turuncu,
diiz, dairesel, konvekstir ve gaz kesesine sahip olan tiirlerde parlak pembedir. Bazi
tirler hareketlidir. Zorunlu aerop ve kemoorganotrofturlar. Karbon ve enerji
kaynagi olarak sekerleri de iceren bazi maddeleri kullanirlar. Oksidaz ve katalaz
pozitiftirler. Nitrattan nitrit iiretebilirler. Geligebilmeleri i¢in 1.5-5.2M NaCl'ye ve
4-56°C'lik sicaklik araligma ihtiyaglar1 vardur.

Mindr DNA komponenti bulunur DNA'nin G+C mol yiizdesi 62.7-71.2'dir.
Halorubrum tiirleri genelde diiz ¢omaklar halinde bulunur. Ancak uygun olmayan
gelisme sartlarinda cesitli formlara doniisebilirler. Ornegin nétrofilik ve gaz
kesesine sahip bir tiir olan Halorubrum vacuolatum sivi besiyerinde durgunluk
donemine girdiginde ve kat1 besiyerinde kiiresel bir sekil alir.

Bu bakterilerde C50 karotenoidleri ve pigmentasyon gozlenir. Polar
lipidleri C»yCy¢'nin tiirevleri olan fosfatidil gliserofosfatin metil esteri (PGP-Me),
fosfatidil gliserostilfat (PGS) ve siilfath mannosil-glukosil-gliserol dieterleridir.

Halorubrum tiirleri fiziksel ve kimyasal 6zellikler bakimindan farkli olan
tuzlu ortamlardan; deniz tuzlalari, tuz yataklari, Antarktika Tuz Gélii, Olii Deniz,

Magadi Golii'nden elde edilmistir (Boone ve ark. 2001).
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Halorubrum saccharovorum

Comak sekilli, 0.6-1.2 x 2.S um uzunlugunda olan hiicreler uygun
olmayan sartlar altinda diizensiz sekilli olabilirler. Gram negatif, hareketli ve gaz
keseciklerine sahip olmayan bu tiir zorunlu aeroptur. Turuncumsu kirmizi olan
koloniler gelisme i¢in optimum 1.5-5.2 M NaCl ve 0.005 M Mg™ye ihtiyag
duyarlar. Optimum sicaklik ise 50 °C'dir. Oksidaz ve katalaz pozitiftir. Jelatinaz,
kazeinaz, iireaz ve amilaz negatiftir. Indol iiretilir. Kemoorganotrofturlar ve
gelisme i¢in amino asitlere ihtiya¢ duyarlar.

Polar lipidleri fosfatidil gliserol (PG), fosfatidil gliserofosfatin metil esteri
(PGP-Me), fosfatidil gliserosiilfat (PGS) ve siilfatli mannosil-glukosil-gliserol
dieterin CyCy tiirevleridir.Minér DNA komponenti bulunur ve DNA'nin G+C
mol yiizdesi 71.2' dir (McGenity ve Grant 1995; Boone ve ark. 2001).

Halorubrum coriense

Gram negatif, hareketli, diizensiz sekilli veya kisa ¢comak ve kiip sekilli
olan hiicreler uzun ¢omaklar (0.5-5.0 um) halinde de bulunur. Kirmizimsi turuncu
renkli ve kemoorganotrof olan koloniler zorunlu aeropturlar ve gelismek igin
optimum NaCl konsantrasyonu 2.2-2.7 ve Mg™ konsantrasyonu 0.005 M'dur.
Optimum sicaklik 50°C'dir. Katalaz ve oksidaz pozitiftir. indol iiretilir. Amino

asitler gelisme i¢in gerekli degildir. (Boone ve ark. 2001).

Halorubrum distributum

Comak sekilli 0.8-1.0 x 2.5-7.0 um uzunlugunda olan hiicreler hareketli ve
gaz keseciklerinden yoksundurlar. Kirmizimsi turuncu renkli olan koloniler
zorunlu aeropturlar ve gelisme i¢in optimum NaCl 2.5-4.3 M'dir.Sicaklik ise 37-
45°C'dir. Oksidaz ve katalaz pozitiftir. Jelatinaz ve amilaz ise negatiftir. Sekerler
(galaktoz, sukroz ve' glukoz) biliylimeyi uyarmazlar. Polar lipidleri PG, PGP-Me,

PGS ve mannosil-glikosil-gliserol dieterin C,oCyy tiirevleridir. DNA'nin G+C mol
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ylzdesi 63.6 (major komponenti) ve 54.6 (mindr komponenti)'dir (Oren ve

Ventosa 1996b; Boone ve ark. 2001).
Halorubrum lacusprofundi

12 pm uzunlugunda ince ¢omaklar halinde olan hiicreler hareketli ve gaz
keseciklerine sahip degillerdir. Koloniler turuncumsu kirmizi renkli olup, .zorunlu
aeropturlar. Gelisme i¢in optimunl NaCl konsantrasyonu 2.5-3.5 M ve Mg™
konsantrasyonu 0.005 M'dir. Optimum sicaklik ise 31-36 °C'dir. Oksidaz ve
katalaz pozitiftir. Jelatinaz, kazeinaz, iireaz ve amilaz negatiftir. Indol iiretilmez,
Tween ise sindirilmez. Kemoorganotrof olan bu tiir sekerlerde (riboz, galaktoz,
glukoz, mannoz ve laktoz) asit iiretimini gergeklestirir. Polar lipidleri PG, PGP-
Me, PGS ve siilfatli mannosil-glukosil-gliserol dieterlerinin C,oCy tlirevleridir.

Derin Gol'den izole edilen bu tiiriin DNA' sinin major komponentinin G+C
mol yiizdesi 65.3-65.8, mindr komponentinin G+C mol ylizdesi ise 54.8-56.5 'tir
(Boone ve ark. 2001).

Halorubrum sodomense

Gram negatif, polar kirpik ile hareketli olan hiicreler 0.5 x 2.5-5.0 um
uzunlugundadir. Kirmizimsi turuncu renkli olan koloniler zorunlu aeropturlar.
Optimum NaCl konsantrasyonu 1.7-2.5 M, Mg konsantrasyonu ise 0.005 M'dur.
Optimum sicaklik 40°C'dir. Oksidaz ve katalaz pozitiftir. Jelatinaz negatiftir. indol
tiretilmez. Kemoorganotrof olan bu tiir sekerlerden (ksiloz, fruktoz, glukoz,
maltoz, sukroz) asit iiretir. Polar lipidleri PG, PGP-Me, PGS ve mannosil-
glukosil-gliserol dieterlerinin C*°C*° tiirevIeridir.

Olii Deniz'den izole edilen bu tiirin DNA' sinin G+C mol yiizdesi 67.4
(Bd) ve 66 (Tm)'dir (Boone ve ark. 2001).
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Halorubrum trapanicum

Gram negatif, hareketsiz, comak sekilli olan hiicreler 0.7-1.0 x 1.5- 3.0 um
uzunlugundadirlar. Karotenoidlerin azligindan dolay1 koloniler soluk turuncu
renkli veya renksizdirler. Gelisme i¢in optimum NaCl konsantrasyonu 2.5-5.2 M,
sicaklik ise 37°C'dir. Kemoorganotrof olan bu tiirde oksidaz ve katalaz pozitiftir.
Jelatinaz ve amilaz negatiftir. Indol iiretilmez. Amino asitler gelisme icin
gereklidir. Nitrattan gaz iretilir. Fruktoz, galaktoz, glukoz, mannoz, maltoz,
sukroz, trehaloz ve gliserolden asit iiretilir. Polar lipidleri PG, PGP-Me, PGS ve
mannosil-glukosil-gliserol dieterlerinin C,oCy tiirevleridir.

Trapani'den izole edilen bu tiirlin DNA'sinin G+C mol yiizdesi 64.3 'tiir
(Boone ve ark. 2001).

Haloterrigena Cinsi

Haloterrigena tiirlerinin hiicreleri, Gram negatif comaklar veya oval sekilli
ve hareketsizdirler. Asir1 halofilik olan bu organizmalarda katalaz ve oksidaz
pozitiftir. Geligmeleri i¢in en az 2 M NaCl'ye ihtiya¢ duyarlar ve optimum
sicaklik 45°C'dir. Koloniler C,y karotenoidlerinden dolay1 kirmizi veya parlak
pembe pigmentlidir. Aerobik ve kemoorganotrofturlar. Polar lipidleri fosfatidil
gliserol (PQG), fosfatidil gliserofosfatlll metil es teri (PGP-Me)'nin gliserol dieter
analoglar1 ve siilfath diglikosil dieter (s2-DGD) glikolipidleridir.

DNAmmm G+C mol yiizdesi 59.2-60.2'dir. Haloterrigena cinsinin
Halobacteriaceae tfamilyasinin diger cinsleriyle olan farkliligi, 16S rRNA'nin

karsilagtirmali analizlerinin yaninda s2-DGD'nin varligidir (Boone ve ark. 2001).
Haloterrigena turkmenica
Hareketsiz, oval veya yuvarlak sekilli olan hiicreler 1.5-2.0 pm

capindadirlar. Optimum gelisme i¢in %15-25 NaCl'ye ihtiya¢ vardir. Optimum

sicaklik 45°C'dir. Glukoz, fruktoz, mannoz, riboz ve sukrozdan asit iiretilir. indol
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tiretilmez. Nitrat nitrite gaz ¢ikisi ile indirgenir. Nisasta ve jelatin sindirilmez, H,S
tiretilmez.

Ana polar lipidleri PG, POP-Me ve S2-DGD'dir. Tiirkmenistan'daki tuzlu
topraklardan izole edilen bu tiirlin DNA'sinin G+C mol yiizdesi 59.8'dir (Tm)
(Kamekura ve ark. 1999; Boone ve ark. 2001).

Haloterrigena thermotolerans

Comak sekilli ve hareketsiz olan hiicrelerin gelisebilmeleri 2 M NaCl
varliginda olur. Optimum NaCl konsantrasyonu 3.0-3.5 M'dir. Magnezyuma
diisiik oranlarda ihtiya¢ duyarlar. Normal morfolojinin gézlenebilmesi i¢cin 5 mM
Mg bulunmalidir. Gelisme igin pH 6.5-8.2, optimum pH 7.0-7.5 olmalidir.
Sicaklik 50°C'dir. 60°C iizerinde zayif gelisme goriiliir. Dairesel, diiz kenarls,
konveks, opak ve soluk kirmizi renkli olan kolonilerin ¢ap1 0.5-1.0 mm'dir.
Zorunlu aerop ve kemoorganotrofturlar. Karbon ve azot kaynaklari kazamino
asitlerdir. Karbon kaynaklar1 olarak sekerler (glukoz, fruktoz, sukroz, riboz ve
digerleri) ve gliserol kullanilmaz ve asit liretimi gergeklesmez. Nitrat nitrite
indirgenir. Nitrat ve L-arjinin varliginda anaerobik biliylime gézlenmez. Katalaz ve
oksidaz pozitiftir. Tween 80 parcalanir.

C20Ca0 ve CyCys dieter lipidlerine sahip olan bu tiiriin ana polar lipidleri
PG, PGP-Me fosfolipidleri ve s2-DGD-l glikolipididir. PGS'in varlig
gozlenmemistir.

Anisomisin, basitrasin, novobiosin, vibrostatik ajanlar (0/129) ve
trimetoprim+sulfametoksazol'e duyarli;; ampisillin, penisilin, kloramfenikol,
eritromisin, neomisin, streptomisin, tetrasiklin, kanarnisin ve vankomisine karsi
direnclidir.

Puerto Rico, Caba Rojo'nun tuzlalanndan izole edilen bu tiiriin DNA'sinin
G+C igerigi 63.3'tlir (HPLC) (Montalvo-Rodriguez ve ark. 2000; Boone ve ark.
2001).
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Natrialba Cinsi

Natrialba hiicreleri, gelismenin optimum sartlar altinda oldugu durumlarda
comak seklindedir. Genellikle 0.5-1.0 x 1.0-5.0 J-um uzunlugundadir. Gram
negatif, hareketli, zorunlu aerop olan mikroorganizmalarda katalaz ve oksidaz
pozitiftir. Bu organizmalar 2.0 M ve 5.3 M (doymus) NaCl igceren ortamlarda
gelisirler. Tuz golleri, sahil kumlan, tuzlu soda golleri gibi tuzlu ortamlardan izole
edilmistir. Bu cinsin biitiin tiirleri C0Cys dieter lipidlerine sahiptir. Ince tabaka
kromatografisinde veya kiitle spektrofotometre analizlerinde polar lipid
komponentlerinin fosfatidil gliserol (PG) ve fosfatidil gliserofosfatin metil esteri
(PGP-Me) tespit edilmistir.

Bu cinsin bazi tiirleri nétrofilik, bazilar1 ise alkalifiliktir. Bazi tiiriin
hiicreleri kirmizims1 pembe pigment igerirken, bazilar1 da pigmente sahip

degillerdir. DNA'nin G+C mol yiizdesi 60.3-63.1 'dir (Tm) (Boone ve ark. 2001).

Natrialba asiatica

Hindistan'daki Smbhar Tuz Goli'niin alkali tuzlu suyundan izole
edilmistir. Hiicreler siv1 kiiltiirde hareketli ve 0.5-0.8 x 4-10 um biiyiikliglinde
uzun ¢omaklar halindedir. Kati besiyerinde ise kiiresel, 1-1.5 mm c¢apindadir.
Zorunlu alkalifilik olan halofiller optimum gelisme icin %17.5 NaCl'ye ve pH
9.5'a ihtiyag gosterirler.

NaCl'ye olan gereksinim kismen KCl ile de yer degistirebilir. Biiyiime %6
NaCl ve %12 KCI ile saglanabilir. Ancak %20 KCl'de biiyiime goriilmez.
Koloniler agik pembe ve gaz keselerinin varliginda mattir.

C20Ca0 ve Cy0Cys polar lipidlerini igerirler. Hiicre membrani s2-DGD-1
glikolipidlerinin az bir miktarin1 bulundurur. DNA'nin G+C mol ylizdesi

60.2+004 'tiir (Tm) (Kamekura ve Dyall- Smith, 1995; Boone ve ark. 2001).
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Natrinema Cinsi

Natrinema hiicreleri ¢omak seklinde, 1-5 x 0.6-1.0 pum uzunlugundadir.
Ancak uygun olmayan kosullar altinda diizensiz sekilli olabilirler. Koloniler
parlak kirmizimsi-turuncu veya agik turuncu renklidir. Natrinemalar kati
besiyerinde 1-2 mm capinda , diiz, kare, dairesel ve konveks olarak gelisirler.
Gram negatif olan hiicreler kemoorganotrof ve zorunlu aeropturlar. Nitrojen
kaynaklar1 kazamino asitler, karbon kaynaklar1 ise kazamino asitler ve gerekli
sekerlerdir. Geligebilmeleri i¢in optimum tuz konsantrasyonlar1 3.4-4.3 M'dir ve
optimum pH 7.0-7.6'dir. Jelatin sindirilir, nisasta ise sindirilmez, siilfit ve indol
iretimi olmaz.

C20Ca0 ve CyCys dieter lipidlerine sahiptirler. Ayrica karakteristik ama
heniiz tanimlanmamus ¢esitli glikolipidlere sahiptir. Natrinema tiirleri fosfatidil
gliserol (PG) ve fosfatidil gliserofosfatin metil esteri (PGP-Me) igerirler.

Major komponentin G+C mol yiizdesi 69.9 ve minér komponentin mol
yiizdesi ise 60.0'd1r.

Natrinema tirleri anisomisin; basitrasin, novobiosin ve vibrostat
ayiraglarina (0/129) ve trimetoprim+sulfametoksazol'e kars1 duyarlidir.

Natrinema cinsleri bozulmus tuzlu baliklar ve deriden izole edilmistir.
Ayrica tuz goéllerinden ve deniz tuzlalarindan da benzer tiirler izole edilmistir

(McGenity ve ark. 1998; Boone ve ark. 2001).

Natrinema pellirubrum

Comak sekilli olan hiicreler 1-4 x 0.6-1.0 um uzunlugundadirlar. Koloniler
icerdigi karotenoidlerden dolay1 parlak kirmizi veya turuncu renklidirler. Gelisme
icin optimum NaCl 3.4-4.3 M'dir. Kemoorganotrof ve zorunlu aerop olan bu tiiriin
azot kaynag1 kazamino asittir. Karbon kaynaklar1 ise, kazamino asitler fruktoz,
laktoz, riboz ve glukozdur. Jelatinaz pozitiftir. Nitrat nitrite indirgenir ve gaz
olusumu gdzlenmez. Indol iiretilmez, nisasta sindirilir. C»0Ca ve Cy0Cao dieter

lipidlerine ve glikolipidlere sahiptir. Anisomisin, basitrasin, novobiosin,
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vibrostatik ajanlar (0/129) ve trimetoprim+sulfametoksazol'e duyarli; ampisilin,
kloramfenikol, rifampisin, streptomisin ve tetrasikline direnclidir.

Tuzlanmis derilerden izole edilen ve biiyiik plazmidlere (144 kb) sahip
olan bu tiirlin DNA' simin major komponentinin G+C mol yiizdesi 69.9 (Bd),

mindr komponentinin ise 60.0 (Bd)'dir (Boone ve ark. 2001).

Natrinema pallidum

Comak sekilli ve 1.5-6.0 x 0.7-1.0 pm uzunlugunda olan hiicreler kotii
kosullar altinda diizensiz sekil alirlar. Soluk turuncu renkli veya genellikle renksiz
olan koloniler kiiresel, diiz, konveks ve 1-2 mm ¢apindadirlar. Gelisebilmeleri i¢in
optimum pH 7.2-7.6, optimum NaCl 3.4-4.3 M, sicakhk ise 37-40°C'dir.
Kemoorganotrof ve zorunlu aeropturlar. Azot kaynaklar1 kazamino asitlerdir.
Karbon kaynaklar1 ise kazamino asitler, glukoz, fruktoz ve laktozdur. Nitrat nitrite
indirgenir. indol ve amilaz negatiftir. Tuzlanmis balik ve derilerden izole edilen
bu tir CyCy ve CyCys dieter lipidlerine sahiptir. Anisomisin, basitrasin,
novobiosin, vibrostatik ajanlar (0/129) ve trimetoprim+sulfametoksazol'e duyarls;
ampisilin, kloramfenikol, eritromisin, streptomisin ve tetrasikline direnglidir

(Boone ve ark. 2001).

Natronobacterium Cinsi

Natronobacterium logaritmik iireme fazinda sivi ortamlarda ¢omaklar
seklindedir. Genellikle 0.5-1.0 x 2-15 pum. Gram negatif, kemoorganotrof,
hareketsiz ve zorunlu aerop olan mikroorganizmalarin dinlenme safhalari
bilinmemektedir. Asir1 halofilik olan Natronobacterium'larda katalaz ve oksidaz
pozitiftir. Nitrat ve nitrit indirgenmez. Jelatin sindirilir, nisasta sindirilmez.
Tiyosiilfattan siilfit iiretilir (Boone ve dig., 2001). Bu organizmalar 2-5.2 M NaCl
iceren ortamda geligirler ve gelismeleri i¢in optimum tuz konsantrasyonu 3.5
M'dir. Natronobacterium minimum 20-25°C'de pH 8.5 -11.0 olan alkalifilik
ortamlarda gelisir fakat optimum gelisme 37°C'de 3.5 M NaCl igeren ve pH 9.5
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olan ortamlarda olur. Bu organizmalann glikolipidleri bulunmamaktadir (Boone
ve ark. 2001)

Natronobacterium'lar, kat1 besiyerinde iireyen 1-1.5 mm c¢apinda olan ve
koklar halinde gelisen hiicrelerdir. Hiicre duvarinda antijenik olarak farkli olan
biiylik bir glikoprotein yapist bulunmaktadir. Hiicreler bakterioruberinlere ve
retinal pigmentlere sahiptir fakat bakteriorhodopsin igermezler. Polar lipidleri 2,3-
di-O fitanil-sn-gliserol (C20Cy) ve 2-O-sesterterpanil fitanil-3-0- fitanil gliserol
(Cy5Cy ) dieterleridir. Az miktarda 2,3-di-O-sesterterpanil gliserol (CysCys)
dieterleri baz1 suslarda olabilir. Tiim tiirlerde olduk¢a benzer yapida polar lipidler
bulunmaktadir.

Bir ka¢ minor fosfolipidlerin varligina veya yokluguna gore farklilik
olustururlar. Ana polar lipidleri ise PG ve PGP'nin tiirevleri olan C,yCy ve Cp5Co
ile az miktardaki bir kag¢ karakterize olmamis fosfolipidlerdir (Morth veTindall
1985; Tindall 1992; Boone ve ark. 2001).

Tiim tiirler penisilin, kloramfenikol, streptomisin ve tetrasikline karsi
direncli, anisomisin, basitrasin, novobiosin ve vibrostat ayiraclarina (0/129) karsi
duyarlidir. (Boone ve ark. 2001).

Misir'daki Natrun Vadisi, Kenya'daki Magadi Golii ve Kaliforniya'daki
Owens Goli'niin - mikroorganizma populasyonunun o6nemli bir kismim
Natronobacterium'lar ~ olusturur. Magadi  GoOlii'ndeki tuzlarin  rengi bu
organizmalarin varligindan dolayidir.

Natronobacterium'larin genellikle soda gollerinde bulundugu bildirilmistir.
DNA'" daki minor komponent toplam DNA'nin %10-30'dur ve minor komponenti
olan tiirler genellikle biiylik plazmidlere sahiptir (144 kb). Major komponentin G
+C mol yiizdesi 61.2-64.6 ve minor komponentin mol yiizdesi ise 49.7-51.9 dur.

(Boone ve ark. 2001).

Natronobacterium gregoryi

Bu tiiriin tiim 6zellikleri cinsin altinda verilenleri kapsamaktadir. Gelisme

riboz, fruktoz, glukoz, mannoz ve sukroz ile uyarilir. Ampisilin ve tetrasikline
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karst direnglidir. Novobiosin, basitrasin, anisomisin, siprofloksasin ve
perfloksasine karsi duyarlidir.

Bu tiirii n DNA'sinin G+C mol ytizdesi 65.0 (Tm); 63.2-65.0 'dir (Boone
ve ark. 2001).

Natronococcus Cinsi

Dinlenme safhalari bilinmeyen ve Gram reaksiyonlar1 degisken olan
Natronococcus'larin 1-2 um ¢apinda koklar oldugu bildirilmistir. Sivi kiiltiirden
alinarak mikroskopta incelenen preparatlar bu organizmalarin monokok, diplokok
ve kiimeler halinde gorildiigiinii acgiklamistir. Hareketsiz, zorunlu aerop ve
halofilik olan bu Natronococcus tiirlerinde oksidaz ve katalaz pozitiftir.
Karbonhidratlar tarafindan gelisme uyarilabilir. Nitrat indirgenebilir. Jelatin ve
nisasta sindirilir. Tiyosiilfattan siilfit iiretilir (Tindall 1992; Boone ve ark. 2001).

Bu organizmalar 1.4-52 M NaCl igeren ortamlarda gelisimlerini
stirdiiriirler. Diislik konsantrasyonlarda magnezyuma (>10mM) ihtiya¢ gosterirler.
Kemoorganotrof olan ve glikolipidleri bulunmayan bu organizmalarin gelismeleri
icin optimum tuz konsantrasyonu 2.5-3.0 M' dir. Optimum sicaklik 35- 40°C ve
optimum pH ise 9.5 olan bu organizmalarin ayrica maksimum 45°C, minimum
20-25°C. ve pH 8.5-11 'de gelistikleri de aciklanmistir (Valera, 1988; Boone ve
ark. 2001).

Monokok veya diplokoklar olusturan Natronococcus bakterileri 4 M NaCl'
den daha fazla tuz konsantrasyonunda gelisirler. Bu organizmalarin hiicre
duvarinda glikoproteinin varhigi tespit edilmemistir (Tindall 1992; Valera 1988;
Boone ve ark. 2001).

Natronococcus'larin DNA' sinin major G+C mol ylizdesi 64.0 ve minor
komponentinindeki mol yiizdesi ise 55.7 'dir. (Boone ve ark. 2001).

Kati  besiyerinde 37°C'de 5-7 giinliik inkiilbasyon sonucunda
Natronococcus kolonilerinin yuvarlak, mat, 2-3 mm ¢apinda soluk kahverengi
renkli olduklar1 agiklanmistir. Bazi durumlarda bu organizmalarin piiriizlii
ylizeyler olusturduklari saptanmistir. Bakterioruberinlerin varligt

bilinmemektedir. Hiicrelerin retinal pigmentler icerdikleri fakat bakteriorhodopsin
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icermedikleri ifade edilmistir. Polar lipidlerinin 2,3-di -O-fitanil-sn-gliserol
(C20Cy0) ve 2-0-sesterterpanil-3-0-fitanil-sn gliserol (C,9Css) dieterlerinden oldugu
saptanmustir. Polar lipidleri fosfatidil gliserol (PG) ve metil fosfatidil gliserofosfat
(PGP-Me)'m dieter tiirevlerine sahiptir (Morth ve Tindall 1985; Boone ve ark.
2001).

Natronococcus occultus

Kiire seklinde olan hiicreler hareketsiz ve aerobiktirler. Gelisme igin
optimum NaCl konsantrasyonu 3.5-3.6 M, Mg™ konsantrasyonu ise 10 mM'dur.
Optimum sicaklik ise 35-40°C'dir. Soluk kahverengi olan kolonilerin gelismesi
glukoz, riboz ve sukroz ile uyarilir. Nitrat indirgenir. Jelatin sindirilir.
Tiyosiilfattan siilfit tiretilir. Ampisilin, kloramfenikol, polimiksin, streptomisin ve
tetrasikline direncli; novobiosin, basitrasin ve anisomisine hassastir. Polar lipidleri
C20Cr ve Cy0Cys dieter tiirevleridir.

Bu tiirtin DNA'sinin major komponentinin G+C mol yiizdesi 61.2, mindr

komponentinin ise 51.9' dur (Boone ve ark. 2001).

Natronomonas Cinsi

Kisa ¢gomaklar halinde olan Natronomonas hiicreleri siv1 besiyerinde 0.8 x
1-3 um uzunlugundadir. Hiicreler Gram negatiftir ve hareketleri polar kirpik
yardimiyla olur. Kemoorganotrof ve zorunlu aerop ve halofilik olan bu tiirler 2-
5.2 M NaCl igeren ortamlarda gelisirler ve optimum konsantrasyonlar1 3.5 M
NaCl'dir. Alkalifilik olan bu tiirler pH 7-10 araliginda gelisir ve optimum pH 8.5-
9.5'ir. 25-30 °C'de gelisme gosterirler. Bu mikroorganizmalar sekerlerden
faydalanmazlar. Azot kaynagi olarak kazamino asitler ve glutamati kullanirlar.
Bir¢ok tiir tarafindan jelatin sindirilir. Tiyosiilfattan siilfit olusturulur.
Triptofandan indol yapilir. Nisasta ve kazein sindirilmez. Nitrat nitrite indirgenir.
Koloniler Csg karotenoidlerinin varligindan dolay1 kirmizi renklidir.

Polar lipidleri fosfatidil gliserol (PG), fosfatidil gliserofosfatin metil esteri
(PGP-Me), fosfatidik asit (PA) ve tanimlanmamus fosfolipid (PL1)'in gliserol
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dieter analoglaridir. Difitanil (C50Cy9) ve fitanil-sesterpanil (Cy0Cps) tespit
edilmistir.

DNA'nin G+C major komponentlerinin mol ylizdesi 61.2 (Bd)-64.3 (Tm);
minor komponentinin mol yiizdesi ise 51.9 (Bd)' dur. Biiyiik plazmidlere (144 kb)
sahiptir.

Natronomonas'larin kolonileri 37°C'de 5-7 giinliik gelisme sonunda, 1-2
mm boyutunda, 15181 geciren ve kirmizi renkli koloniler olusturduklar: tespit

edilmistir. {1k alkalifilik asir1 halofil olarak tamimlanmistir (Boone ve ark. 2001).

Natronomonas pharaonis

Kirmizi renkli ve 1-2 mm c¢apinda olan koloniler hareketli ¢omaklar
halindedirler. Bu tiire ait diger 6zellikler cins altinda belirtildigi seklindedir.Wadi
Soda Golii'nlin alkali tuzlasindan elde edilen bu tiriin DNA'sinin major
komponentinin G+C mol ylizdesi 64.3 (Tm) ve 61.2 (Bd), mindr komponent i ise
51.9 (Bd)' dur (Boone ve ark. 2001).

Natronorubrum Cinsi

Gram negatif, diizensiz, diiz sekilli hiicreler olan Natronorubrum'lar agiri
halofilik ve alkalifiliktirler. En az 2 M NaCl ve 8.0- 11.0 araligindaki pH degerine
ihtiya¢ duyarlar. Optimum pH 9.0-9.5 ve optimum sicaklik 45°C'dir. Kolonileri
kirmiz1 renklidir. Kemoorganotrof ve aeropturlar. Katalaz ve oksidaz pozitiftir.
Maya oOziiti ve kazamino asitler organik besinlerin kaynagidir. Cesitli
karbonhidratlar (glukoz, maltoz, fruktoz, sukroz ve laktoz) biiylimeyi ve bazen de
asit tiretimini uyarir. Nisasta sindirilmez, indol iiretilir.

Polar lipidler C,0Cyp ve C,0Csss'in tiirevleri olan fosfatidil gliserol (PG),
fosfatidil gliserofosfatin metil esteri (PGP-Me) ve tanimlanmamis mindr
fosfolipidlerdir.

Tibet'te bulunan Bange tuzlu alkali goliiniin sedimentlerinden izole edilen;

hareketsiz, diizensiz, diiz, liggen, kare, disk veya poligonal sekilli ve 1-3 pm
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capinda olan Natronorubrum cinsinin DNA'sinin G+C mol yiizdesi 59.9-60.1 'dir
(Tm) (Tindall ve ark. 1980; Boone ve ark. 2001).

Natronorubrum bangense

Diizensiz sekilli ve hareketsiz olan hiicreler 1-3 um c¢apindadir.
Gelisebilmek i¢in optimum 3.8 M NaCl'ye ve 9.5 pH'ya ihtiya¢ duyarlar. Aerop
olan bu tiirlerde nisasta, kazein ve Tween 40, 60, 80 sindirilmez, nitrat ise
indirgenmez.

Tibet'in tuzlu alkali golii olan Banj'dan izole edilen bu tiiriin DNA'sinin

G+C mol ylizdesi 59.9 (Tm)'dur (Boone ve ark. 2001).

Natronorubrum tibetense

Hareketsiz, acrop olan bu tiirde optimum gelisme 3.4 M NaCl'de saglanir.
Optimum pH ise 9.0'dir. Triptofandan indol {irefilir. Glukoz, maltoz, fruktoz,
sukroz, laktoz ve asetat.gelismeyi uyarir. Tween 40 ve 60 sindirilir. Nitrat
indirgenmez.

Tibet'in tuzlu alkali golii olan Banj'dan izole edilen bu tiirtin DNA'simnin

G+C mol yiizdesi 60.1 (Tm)'dir (Boone ve ark. 2001).

1.4.2. Halofilik Ve Halotolerant Bacteria

Halofiller bakteriyal domain i¢inde tiim filumlar igerisinde yayilmistirlar.
Halofilik bakteriler fizyolojik 6zelliklerine gore ¢ok farklilik gosterirler: Aerobik
ve anaerobik kemoototroflar, fotoototrofik ve fotoheterotrofik tiirler oldugu kadar
kemolitotrofik tiirler.

Hipersalin ortamlardan izole edilmis bakterilerin ¢cok azi %]15°den fazla
tuzlulukta gelisebilmektedir. Bunlar arasinda anaerobik  halofillerden
Halanaerobiales ve Halorhodospira (anoksijenik fotosentez yapabilen halofilik
alkalofil) tiyeleri, Actinopolyspora (doymus tuz konsantrasyonlarinda gelisebilen

aktinomiset) ve Salinibacter (aerobik, heterotrofik, pigmentli) bulunmaktadir.



Tablo 1.5.°de farkli hipersalin ortamlardan izole edilmis Bacteria liyeleri ve

bunlarin optimum tuz araliklar1 verilmistir.

Tablo 1.5. Hipersalin Cevrelerden izole Edilmis Olan Bacteria Uyeleri Taksonomisi ve Optimum

Tuz Araliklart (Oren, 2002)

Genus Species Optimum Tuz Araligi (g/1)
Arhodomonas A. aquaeolei 150
Halorhodospira H. halophila 110-320

H. halocloris 140-270

H. abdelmalekii 120-180

Halanaerobium H. lacusrosei 180-200
Halocella H. cellulosilytica 150
Natrionela N. acetigena 120-150
et |
Halobacteroides H. halobius 90-150
H. elegans 100-150
Acetohalobium A. arabaticum 150-180
Halanaerobacter H. chitinivorans 120-180
H. lacunarum 150-180
H. salinarius 140-150
Bacillus B. halophilus 150
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Phylum Actinobacteria
Ordo Actinomicetales

Fam. Pseudonocardiaceae

Actinopolyspora A. halophila 150-200
A. mortivallis 100-150
A. iraqiensis 100-150

Fam Nocardiopsaceae

Nocardiopsis N. halophila 150

Phylum Bacteroidetes

Ordo Sphingobacteriales

Fam. Crenotrichaceae

Salinibacter S. ruber 200-250

1.4.2.1. Salinibacter ruber

Hiicreler hareketli, 2-6x0.4 um, diizglin ya da hafifce egimli ¢cubuklardir.
Koloniler agar iizerinde kirmizi, 1mm ¢apinda, yuvarlak ve konvekstir. Metanol /
aseton (1:1, V/V) igindeki pigment ekstraktlar1 475 nm’de maksimum absorbsiyon
gosterir ve 506-510 nm’de bir omuz verir. Asir1 derecede halofiliktir, 150-300 g/l
tuz konsantrasyonlarinda optimum gelisir ve bilyiime i¢in en azindan 150 g/l tuza
ihtiyag¢ duyar.

Biiyiime i¢in optimum pH aralig1 6,5-8 arasidir ve pH 6’nin altinda ve 8’in
lizerinde bilylime gozlenmemistir. Optimum sicaklik 37-47 °C’dir. 52 °C’nin
tistiinde gelisme goriilmez. Nitrat indirgenmez. Sekerlerden asit olusturmaz.
Nisasta ve jelatini hidrolize eder. Tween 80 hidrolize edilmez ve Tween 20
zayifca hidrolize edilir ya da hi¢ edilmez. L-triptofandan indol olusturmaz.
Penisilin-G, ampisilin, kloramfenikol, streptomisin, novobiosin, rifampisin ve
siproflaksine duyarhidir. Kanamisin, basitrasin, tetrasiklin, kolistin, anisomisin ve
afidikoline direnclidir.

DNA’nin G+C oram %66,5°dir. Tip straini M31, Ispanya’da Mallorca,
Baleorik Adalarindaki tuzla kristalize havuzlarindan izole edilmistir (Anton ve

dig., 2002).
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1.4.2.2. Chromohalobacter marismortui

Hiicreler gram negatif, hafif kavisli, hareketli, 0.6-1.2x1.5-4.2 pum
boyutlarinda cubuk seklindedirler. Tek, c¢ift ya da kisa zincirler halinde
bulunabilirler. Spor olusturmazlar. Koloniler krem renkli, kahverengimsi-sari
pigmentlidirler. Ilimli halofillerdir. Gelisme i¢in tuza gereksinim duyarlar.
Optimum biiyiime %38-10 tuz konsantrasyonlarinda gergeklesir. %30’a kadar
konsantrasyonlarda gelisebilirler. 5-45 °C sicakliklarda ve pH 5-10 araliginda
gelisme gosterebilir. Kemoorganotrofturlar. Katalaz pozitiftir. Cogu straini nitrati
indirger fakat H,S olusturmaz. Ureaz ve fenilalanin deaminaz negatiftir. Kasein,
DNA, eskulin, jelatin, nisasta ve Tween 80 hidrolize edilmez. Arabinoz, glukoz,
gliserol, laktoz ve ksilozdan asit iiretir. Olii Deniz ve deniz tuzlalarindan izole
edilmigtir. DNA baz kompozisyonu %62 ile %65 arasinda degisir (Arahal ve dig.,
2001).

1.4.3. Halofilik Ve Halotolerant Eucarya

Yiiksek tuzluluktaki ortamlarda eukaryotik mikroorganizmalarin cesitliligi
simnirlidir.  Bununla beraber Eucarya hipersalin c¢evrelerde canliliga 6nemli
katkilarda bulunur. Duneliella genusu yesil algler, tuza adapte olmus
siyanobakteriler i¢in bile ¢ok tuzlu olan ¢evrelerde, ana ya da tek birincil
treticilerdir.

Duneliella, hafif tuzlu ortamlardan doymus sodyum klorid brine’larina
kadar yasayabilen tiirleri iceren genis bir genustur. En yiiksek tuzlulukta bulunan
tirleri Duneliella salina, Duneliella bardawil (her ikisi de ¢ok miktarda beta-
karoten igerir) ve daha az tuzluluk seviyelerinde Duneliella viridis ve Duneliella
parva’dir.

Bagka bir ilging eukaryotik halofilik yesil alg heniiz yeni kesfedilmis olan
Picocystis salinarum’dur.

Diatomeler de 150 g/I’ye kadar tuzlulukta gelisebilen iiyelere sahiptirler.
En halotolerant olanlar Amphora tiirleri, Nitzchia fusiformis ve Entomoneis sp.

dir.
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Hipersalin gollerden protoozonlar da siklikla rapor edilmektedir.

Son olarak bazi funguslar hipersalin ¢evrelerde nise sahip olarak
bulunabilmektedirler. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasayan funguslarin
varlig1 uzun zamandir géz ardi edilmekteydi. Bununla beraber, belirli baz1 fungus
gruplarmin tuzlalarda ve diger yiiksek tuzlu sulardaki biotaya onemli katkilar
yaptiklar1 daha acik olarak ortaya cikmaktadir. Bu funguslardan bir tanesi
Trimmatostroma salinum’dur. Hortea werneckii gibi kara mayalar ve digerleri de

boyle ¢evrelerde bulunabilmektedirler (Oren 2002).

1.5. Mikrobiyal Kommiinite Analizleri

1.5.1. 16S rRNA Geni ve Onemi

Mikroorganizmalar arasindaki dogal akrabaligi yansitan prokaryotik
sistematigin gelistirilmesi her zaman taksonomistlerin ana hedefi olmustur.
Bununla beraber, bu akrabaliklarin “siizgecten geg¢irilmesi” bakteriyal
identifikasyon ve simiflandirmaya imkan saglayan molekiiler metodlar
(makromolekiillerin analizi) gelistirilene kadar basarilamamaistir.

Genomik DNA’nin G+C (guanin+sitozin) oraninin belirlenmesi ve hiicre
duvar ve lipid kompozisyonlarmin analizi gibi kemotaksonomik metodlar ¢ogu
durumda, morfolojik ve fizyolojik 6zelliklere dayanan klasik metodlardan daha
konumdadir. Bu yontemler taksonlarin ayrimi i¢in kullanilabilecek bilgi saglarlar,
fakat organizmalarin filogenetik akrabaliklar1 ve etrafli genetik Ozelliklerini
veremezler (Boone ve ark. 2001).

DNA-DNA birlestirme teknikleri, genomik benzerlik ve dolayisiyla
indirekt filogeni hakkinda bilgi verebilir ama birbirine yakin strainler i¢in bu
teknigin ayirim giicii sinirlidir.

Zuckerlandl ve Pauling (1965)’in fikri olan, molekiiler dizi analizi
tekniklerinin  iyilestirilmesi, organizmalarin  filogenetik tarihgeleri igin,
makromolekiillerin primer yapilarin1 karsilagtirilabilir hale getirmistir. Bu amagla
analiz edilen ilk molekiiller sitokromlar ve ferrodoksinlerdir. Bunlarin hemen

ardindan, Carl Woese ve arkadaglar1 evrensel filogenetik bir marker olarak kii¢iik
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alt tinite TRNA’nin yararliligmi gosterdiler. Bu caligmalar mikroorganizmalar
arasindaki dogal akrabaligi ortaya koyabilecek yeni bir prokaryotik sistematigin
Onerilmesini saglamistir.

Temelde, bir filogenetik marker’da aranan tiim 6zellikler, kiiclik alt iinite
rRNA’da diger tiim filogenetik markerlardan ¢ok daha fazlasiyla mevcuttur. Sekil
1.8. de prokaryot ve eukaryotlardaki rRNA yapilar1 goriilmektedir (Ludwig ve
Klenk 2001).
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Sekil 1.8. Eukaryot ve Prokaryotlardaki Ribozom Genel Yapis1 (Lodish ve dig., 2003)

Fonksiyonel sabitligi yaninda, heryerdeki dagilimi ve biiyiik yapisi (bilgi
icerigi acisindan) ile kiiclik alt iinite rRNA’y1 kodlayan genler hem evrimsel
olarak korunmus bolgeleri hem de son derece degisken yapi elementlerini
icermektedir. Sonuncu karakteristigi, bagimsiz yapi elementleri iizerine farkl
fonksiyonel segici baskilarin olusumu sebebiyledir. Dizi korunumunun bu
degisebilen derecesi, tiir diizeyinden domain diizeyine kadar genis bir akrabalik
icin filogeninin kurulmasia olanak tanir. Cok yonlii kiigiik alt tinite rRNA dizi

bilgileri setleri (su anda 16.000°den fazla) herkese agik bilgi bankalarinda
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(database) tekst ya da islenmis (aligned) formatta ve hizla artan bir sekilde mevcut
durumdadir (Ludwig ve Klenk 2001).

Dogru tanimlanmis prokaryotik tiirlerin 6énemli bir kismu tiir strainleri ya
da yakindan iliskili strainlerden gelen 16S rRNA dizileriyle temsil edilmektedir.
Taksonomi alanindaki yeni tekniklerden biri ile kiigiikk alt {inite rRNA
dizilimlerinin karsilastirilmasi, mikroorganizmalarin identifikasyonu ya da dogal
akrabaliklarima gore prokaryotik taksonlarin  olusturulmasinda ya da
tanimlanmasinda ¢ok giiclii standart bir metodtur.

Dizilemedeki hizli ilerleme ve in vitro niikleik asid amplifikasyon
teknolojisi, pahali karmasik ve yorucu teknikler yerine, hizli ve rutin uygulamasi
kolay tekniklerin kullanilmasina yol agmustir.

Sonugta, kiigiik alt {inite TRNA’y1 kodlayan genin analizi prokaryotik
identifikasyon ve sistematikte en ¢ok kullanilan siniflandirma teknigidir (Boone

ve ark. 2001).

1.5.2. 16S rRNA Geni Uzerinden Mikrobiyal Kommiinite Analizleri

Uzun yillar boyunca mikroorganizmalar iizerine calismalar ve analizler
bunlarin saf kiiltlirlerinin eldesine bagliydi. Bu genel durum kiiltiir edilemeyen
cok farkli organizmalarin da o habitatlarda bulundugunu gdsteren c¢esitli
calismalarla asilmaya baglandi. Bu c¢aligmalar kiiltiire alma tekniklerinden
bagimsiz olarak c¢alisilan c¢evrede mevcut olan organizmalart agiga
cikarabilmekteydi (Staley ve Konopka 1985; Aman ve ark. 1995).

Olsen ve arkadaglarmmin (1985) c¢alismasi ile c¢evresel Orneklerden elde
edilen rRNA dizileri o ¢evrenin ¢esitliliginin ortaya konmasinda bir ara¢ olarak
kullanilmistir. Daha sonraki yillarda Head ve arkadaglari (1998) bu yondeki
calismalara hiz vermislerdir ve rRNA giderek artan bir sekilde mikrobiyal
kommiinite analizlerinde kullanilir hale gelmistir.

[k calismalar cevresel rneklerden direkt olarak izole edilen ribozomal
DNA’nin klonlanmasini igerir. Cevresel DNA oOrneklerinden gelen bu klonlarin
daha sonra dizi analizine sokulmas: ile identifikasyon yapilmaktadir. Molekiiler

mikrobiyal ekoloji ¢aligmalarini bir adim daha 6ne goétiiren diger teknik ise PCR
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olmustur. Cevresel oOrneklerin rRNA amplifikasyonlarim1  takiben dizi
analizlemeleri kommiinite analizlerine hiz kazandirmistir (Mullis ve Floona 1987;
Saiki ve ark. 1988). Grup spesifik primerlerin bulunmasiyla yontem giderek daha
basarili hale gelmistir. 16S rRNA nin ¢evresel 6rnekten (terrestrial ya da aquatik
ortamlardan) direkt amplifikasyonla eldesinden sonra bunlarin gen kiitliiphanesi
olusturulup otomatik dizi analizleme 1ile yeni tip mikroorganizmalar
bulunabilmistir (Torsvik ve ark. 1990; Liesack 1992; Grant 1999; DeLong 1993;
Fuhrman 1993; Stackebrandt 1993; Benlloch ve ark. 1995; Benlloch ve ark.
2001).

Sekil 1.9. da prokaryotik cesitliligin belirlenmesinde kullanilan temel
molekiil teknikleri 6zetlemektedir. Burada verilen teknikler genel olarak “rRNA
yaklasim1” olarak bilinmektedir. ilk olarak niikleik asitlerin ekstraksiyonu ile
baslayan siire¢ daha sonra rRNA genlerinin PCR ile amplifikasyonu ile devam
etmektedir. Elde edilen triinler klonlanarak gen kiitiiphanesi olusturulur. Klonlar
dizi analizine tabi tutulur ve elde edilen sonugclar bilgi bankasindaki diger dizilerle
karsilagtirilir. PCR ile elde edilen iiriinler Denatiire Edici Gradient Jel
elektroforezi (DGGE) ad1 verilen teknikle de analiz edilebilir. Bu teknik klon
kiitiiphanesine de uygulanabilmektedir. Bunlara paralel olarak floresan in situ
hibridizasyon (FISH) teknigi de kiiltiire almaya gerek duymadan kommiinite
analizini saglayabilen bir diger etkili yontem olarak kullanilabilir. Tiim bunlarin
yaninda ¢evresel ornekten yapilan mikroorganizma izolasyonlari da tamamlayici

olarak bu yaklasimda yer alir (Head ve ark. 1998).
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1.5.2.1. Fluoresan in situ Hibridizasyon (FISH)

rRNA hedefli problarla fluoresan in situ hibridizasyon (FISH), bir 6n
kiiltiire alma islemi yapilmadan, epifluoresans ve konfokal lazer tarama
mikroskobi kullanarak ya da flow sitometri yontemleri ile karigik bakteri
toplulugunun filogenetik identifikasyonuna izin veren bir boyama teknigidir
(Boone ve ark. 2001).

Poliniikleotid DNA problari ile FISH ve spesifik oligoniikleotidlerle FISH
tanimlanmis durumdadir. Bakteriyal identifikasyon, bakteriyal kommiinite yapisi
analizleri, ayr1 mikrobiyal populasyonlarin kendi habitatlarinda zamansal ve
mekansal dinamiklerinin arastirilmasi gibi amaglar icin kullanilabilirler.

Teoride, bakteri hiicresindeki 5S, 16S ve 23S rRNA’nin birer kopyasini
iceren her bir ribozom, hibridizasyon prosediirii boyunca bir prob ile boyanir, her
hiicrede ¢ok sayida bulunmasi nedeniyle de dogal sinyal amplifikasyonu sistemi
olusur. Metod temelde balteriyal kiiclik alt iinite (16S rRNA) rRNA dizilerinin
hizlica artisina dayanmaktadir (Boone ve ark. 2001).

Daha az olarak biiyiik alt iinite olan 23S rRNA’y1 hedefleyen problar da
olusturulmustur. Fakat bu, hali hazirda fazla olmayan 23S rDNA dizi bilgileri
yiiziinden zorluklar ¢ikarmaktadir.

Bakteriler i¢in FISH, on yil1 askin bir siire 6nce ilk olarak tanimlanmistir
ve mikrobiyal ekoloji calismalari i¢in bir doniim noktast olarak

degerlendirilmektedir (Pernthaler ve Amann 2001)

1.5.2.2. Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi (DGGE)

Denatiire edici gradient jel elektroforezi ile ayn1 uzunlukta olan fakat farkl
baz dizilimlerine sahip DNA fragmentlerinin ayrimi yapilabilir. DGGE’de ayrim,
dogrusal olarak artan miktarda DNA denatiiranti (formamid ve iire) igeren
poliakrilamid jel i¢indeki ¢ift iplikli kismen denatiire olmus DNA molekiiliiniin
elektroforetik hareketine dayanmaktadir. Fragmentlerin denatiirasyonu “melting
domains” denilen ayrimi gerceklestirir ki bu identik denatiirasyon sicakliginda baz

ciftlerinin acilmasidir. En diisiik denatiirasyon sicakligina sahip “melting domain”



68

DGGE jelindeki belirli bir pozisyonda, kendi denatiirasyon sicakligma (Tm)
ulastiginda, helikal yapinin kismen denatiire molekiile dontistimii gergeklesir ve
molekiiliin go¢ olay1 pratik olarak sonlanir. Bunun gibi, domainlerdeki dizilim
farkliliklari, denatiirasyon sicakliklarin farklilik géstermesine neden olmaktadir.
Belirli fragmentlerdeki dizilim farkliliklar1 bu nedenle denatiire edici gradient
jellerde farkli pozisyonlarda go¢ olaymin sonlanmasina sebep olmaktadir ki bu
sayede bunlarin aymrmmlart DGGE ile ¢ok etkili bir sekilde
gerceklestirilebilmektedir (Muyzer ve ark. 1996, Muyzer ve ark. 2001)

Bu yaklagim kullanilarak, dizilim varyanslarmin %350’si 500 baz giftine
(b¢)’ne kadar olan DNA fragmentlerinde belirlenebilmektedir. Bu oran, yiiksek
sicaklik melting domaini olarak is goren GC-zengin dizilerin DNA fragmentine
eklenmesiyle %100’e kadar c¢ikarilabilmektedir. GC-clamp’larin  eklenmesi
klonlama ile ya da 40 bg¢’lik GC-zengin dizilerin PCR primerlerinin 5’ ucuna
eklenmesi ile olusturulmus DNA fragmentlerinin kullanilmasi ile (kisacas1 PCR
ile) yapilabilmektedir (Muyzer ve ark. 2001).

Denatiire edici gradient jellerin iki farkli tipi vardir; perpendikular (dikey)
jeller ve paralel jeller. Perpendikular jeller soldan saga dogru giderek artan
denatiirant gradientine sahiptirler ve elektroforez ydniine dik konumdadir. Ornek
jelin tim genisligi boyunca uygulanir ve yaklasik 3 saat elektroforez islemi
yapilir. Jel etidyum bromid ile boyandiktan sonra, UV aydinlatmada elektroforetik
pattern sigmoid sekilli bir egri gibi goriinecektir. Denatiirant konsantrasyonunun
diisiik oldugu jelin sol tarafindaki DNA molekiilleri ¢ift iplikli DNA olarak gog
edecektir. Jelin diger tarafinda, yani denatiirant konsantrasyonunun yiiksek oldugu
tarafta molekiiller jele girer girmez dallanmis molekiiller olarak ayrilacaklar ve bu
nedenle direkt olarak gogleri duracaktir. Denaturantin orta konsantrasyonlarinda
farkli denatiirasyon derecelerine sahip olan molekiiller ardisik olarak farkli gogler
yapacaklardir. Perpendikular jeller DNA fragmentlerinin denatiirasyon
davraniglarinin tespiti i¢in kullanilmaktadir. Buna ek olarak bu jellerden, paralel
DGGE’de ¢oklu 6rnek analizleri igin, denatiirantin optimal gradienti belirlenebilir
(Muyzer ve ark. 2001).

Paralel gradient jeller iist kismindan en alt kismina dogru artan denatiirant

gradientine sahip jellerdir ve elektroforez yoniine de paraleldirler. Ayni jel
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tizerinde ¢ok sayida Ornegin analizi i¢in kullanilirlar. Paralel jellerde 6rneklerin
analizinden once, iki ya da daha fazla DNA fragmenti arasindaki maksimum
ayrim i¢in elektroforez zamaninin uzunlugu belirlenmelidir. Bu amagla iki PCR
fragmentinin karigimi paralel jellere sabit zaman araliklar1 i¢inde yiiklenir ki buna
“zaman seyahati” deneyi de denir (Muyzer ve ark. 2001).

2 rDNA fragmentinin bir karisimi jele 3 saat boyunca her 10 dakikada bir
olmak {izere uygulanir. 30 dakika icin tiim fragmentler cift iplikli DNA olarak bir
tek bant halinde go¢ ederler. 40 dakika sonra bir fragment denatiire olmaya baslar
ve hareket hizi azalir. Diger DNA fragmenti hala cift ipliklidir ve denatiirant
konsantrasyonunun daha yliksek oldugu yerde duruncaya kadar jelde ilerlemeye
devam eder.

Izole edilmis genlerde ya da PCR ile amplifiye edilmis DNA
fragmentlerinde mutasyon tespitinden baska, DGGE teknigi milyonlarca baz cifti
iceren genomlara sahip organizmalarin genomik DNA’larinin analizi i¢in de
kullanilabilir. Bu amag igin, restriksiyon niikleazlar kullanilarak fragmentler
halinde kesilen DNA’nin bir ya da iki dogrultuda ayriminin yapilmasi saglanir.
Bunun ardindan kompleks ayrim patternleri elektroblotting islemi ile naylon
membranlara transfer edilir ve isaretli niikleotid problari ile hibridize edilir.

Farklt mikrobiyal kommiinitelerden PCR ile amplifiye edilmis olan 16S
rDNA fragmentlerinin DGGE analizi ayrim patterninde bulunan bu populasyonlar
icindeki predominant tiirlerden kaynaklanan, birka¢ farkedilebilir (5 ila 10
arasinda) bandin varligin1 ortaya koymustur.

Elektroforetik pattern naylon membranlara transfer edildikten sonra
hibridizasyon analizi i¢in kullanilan spesifik problar ile tiir kompozisyonu iizerine
daha detayl bilgiler elde edilir.

Stilfat rediikleyen bakteriler i¢cin kullanilan bir spesifik prob, bakteriyal
biyofilmdeki bu tiirlerin anaerobik kosullarda oldugu kadar aerobik sartlarda da
varligmi ortaya koymustur. Buna ek olarak, kommiinite iiyeleri arasindaki
filogenetik iligkiler, tek bantlarin dizi analizlerinin yapilip bilinen 16S rRNA
dizileriyle karsilastirilmasindan sonra belirlenebilmektedir (Muyzer ve ark. 2001;

Boone ve ark. 2001).
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Kisacas1 DGGE, farkli dizi varyantlarimin ayrilmasini hizli bir sekilde
(yaklasik 5 saat) ve ucuza yapabilmektedir. Kommiinite yapisi lizerine direkt bir
gorlinlis verir ve tek tek bantlarin dizi analizlerinden sonra ya da spesifik
oligoniikleotid problarla hibridizasyondan sonra tiir kimliklerinin ortaya
cikarilmasini saglayabilmektedir. Dahas1 ayni jel {izerinde ¢ok fazla 6rnegi analiz
edebilme imkani verir ki bu populasyon dinamiklerinin ¢aligilmasi agisindan son
derece faydalidir.

Bununla beraber filogenetik iliskinin eldesi i¢in tek bantlardan gelen dizi
bilgileri sinirlidir. Ciinkii 500 b¢’ne kadar olan fragmentler ayrilabilmektedir fakat
bu da DGGE bantlarinin identifikasyonu i¢in yeterli olmaktadir. Yiiksek miktarda
cesitlilik gosteren bakteriyal kommiinitelerden elde edilen amplifiye edilmis
birgok fragmentin ayrimi gii¢ olabilmektedir. Kiimelesmis bantlarin ayrimini
giiclendirmek i¢in daha dar gradientli denatiirantlar ya da iki boyutlu elektroforez

islemi uygulamalar1 yapilabilir (Muyzer ve ark. 2001; Boone ve ark. 2001).

1.5.2.3. Amplifiye edilmis ribozomal DNA restriksiyon analizi (ARDRA)

Amplifiye edilmis ribozomal DNA restriksiyon (ARDRA) olarak
isimlendirilen teknik 16S rRNA boélgesinin PCR ile amplifiye edilmis iiriinlerinin
restriksiyon enzimleri kullanilarak kesimine dayanmaktadir. islem sonunda elde
edilen fragmentler jelde elektroforeze tabi tutularak gozlenirler (Vaneechoutte ve
dig., 1992). Bu yontem ile ortaya ¢ikarilmis olan patternlere gore, ¢ok kisa zaman
icerisinde ¢ok fazla izolata ya da klona ait, genotipi yansitan, karakteristik bantlar
belirlenerek bunlarin analiz edilmesi saglanabilmektedir (Vaneechoutte ve ark.
1992; Weidner ve ark. 1996; Massol-Deya ve ark. 1997; Smit ve ark. 1997)

Ozellikle cevresel orneklerden gen Kkiitiiphanesi kurularak yapilan

calismalarda, gen ¢esitliligini kisa siirede gozler Oniine siiren bir tekniktir.

1.5.2.4. Rastgele Amplifiye Edilmis Polimorfik DNA (RAPD)

Mikrobiyal ekoloji ¢aligmalarinda oldukc¢a sik kullanilan bir diger teknik
de rastgele amplifiye edilmis polimorfik DNA (RAPD) dir. Bu teknik tiirler igi
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dagilimin belirlenmesinde ve izolatlarin tiplendirilmesinde kullanilabilmektedir.
Bu yontemde rastgele se¢ilmis primerlerin amplifikasyonlar1 bir populasyon
icindeki farkli bireylerde farkli patternler olusturmaktadir. Bu nedenle RAPD
polimorfizmi  yansitabilen bir tekniktir ve genetik marker olarak

kullanilabilmektedir (Boone ve ark. 2001).

1.6. Halofilik ve Halotolerant Mikroorganizmalarin Biyoteknolojik

Potansiyelleri ve Uygulama Alanlarn

Halofilik mikroorganizmalar biyoteknolojide ¢ok sayida ilgi c¢eken
uygulamada yer bulmuslardir. Biyoteknoloji arastirmalarinda ekstremofillerden
daha az “gekici” olabilirler, fakat uygulamaya ge¢mis Ornekler agisindan da
kiicimsenmeyecek derecededirler ve bu orneklerin sayisi giin gectikce hizla
artmaktadir.

Halofillerin biyoteknolojide kullanimi cesitli kategorilere ayrilabilir. ilk
olarak, yiliksek tuz konsantrasyonu varligi gibi su aktivitesinin az oldugu
durumlarda enzimatik transformasyonlarda fonksiyon gostermesi istenen
halotolerans 6zellikteki enzimleri is gorebilir.

Ikinci olarak halofillerce iiretilen baz1 organik osmotik stabilize ediciler
ilgi ceken uygulamalara sahiptirler. Uciincii olarak bazi halofilik
mikroorganizmalar degerli bilesikler iretirler. Bunlardan bazilar1 essizdir ve
canlilar diinyas1 disinda baska yerde bulunmazlar.

Tablo 1.6. halofilik Archaea, Bacteria ve Eukarya’nin kullanildigi en
onemli biyoteknolojik uygulamalar1 gostermektedir (Oren 2002).
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Archaea

Farkli karetonoid

pigmentleri
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Polisakkaritler
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Bacteria

Ektoin ve hidroksiektoin

|Tuz toleransh enzimle'

Soya sosu, balik sosu

Eucarya

Kozmetik i¢in Halofil

hiicre biyomasi

Ureten Organizma

Farkli Halobacteriaceae

iyeleri

H. mediterranei

Farkli Halofilik

Archaealar

Halomonas elongata

Marinococcus M52

Farkl1 Bacteria iiyeleri

Duneliella tirleri

7

\8}

Kullanimi ve Teknolojideki Durumu

Istk absorbsiyonu, tuzla kristalizasyon

havuzlarinda evaporasyon arttirimi

ekstraseliiler

Organizma

degerli
polisakkarit {iretimi agisindan yiiksek
potansiyele sahiptir. Petrol kuyularindan
petroliin kazanimi i¢in kullanilmaktadir.

Heniiz endiistriyel ¢apta degildir.

Kozmetikte  enzim  stabilize edici

nemlendirici olarak iiretilir. Endiistriyel

boyutta liretime heniiz gegilmistir.

Halofilik bakteriler iiretimde yer alir. Saf

kiltirler kullanilmaz, mikrobiyolojik

kontrolii sinirlt yapilir.

Kozmetik  preparasyonlarinda  katki

maddesi olarak

Tablo 1.6. Halofilik Archaea, Bacteria ve Eukarya’nm kullanildigi en 6nemli biyoteknolojik

uygulamalar
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1.6.1. Halofilik Archaea ile Uygulamalar

Halofilik Archaea iizerine 20. yiizyil basinda yapilan ilk arastirmalar
“kirmiz1” halofillerin tuzlanmis balik ve derilerde 6nemli derecede hasar yapmasi
nedeniyledir. Uzun zamandir, deri tizerindekirmizi mikrobiyal gelismenin,
Halobacterium ve Halococcus gibi Archaea’lar yiiziinden oldugu bilinmekteydi.
Farkl1 ticari bakterisidlerle muamelenin hasar1 6nleyebildigi bildirilmistir (Birbir
ve Kalenberg 1996). Belirli geleneksel fermente uzak dogu yiyecekleri gibi
halofilik Archaealarca yapilan degradatif siirecler de yararli 6zellikler olarak

goriilmektedir (Oren 2002).

1.6.1.1. Fermente Yiyeceklerin Hazirlanmasinda Halofilik Archaea

Uzak Doguda bazi geleneksel fermente yiyeceklerin iiretimi, farkl
halofilik ve/veya yiiksek oranda halotolerant mikroorganizmalarin ve bazi
durumlarda Halobacteriaceae familyasindan Archaealarin aktivitelerini igerir.

Bu siireglerin mikrobiyolojisi bugiin bile tam anlagilmis degildir. Boyle
trinlerden biri olan “nam pla” Tayland’da iiretilen fermente edilmis balik
sosudur. Bu iirlin geleneksel olarak iki parca balik ve bir parca deniz tuzu
eklenerek yapilir. Karisim konsantre tuzlu su ile kaplanir ve yaklasik bir yil
fermente olmasi i¢in birakilir. Halobacterium ve Halococcus olarak identifiye
edilmis olan kirmizi halofilik Archaealar yaklagik 3 hafta sonra maksimum
yogunluklarina ulasirlar ve fermentasyon periyodu boyunca bu durumlarim
stirdiiriirler. Halobakteriyal proteazlar bu siiregte muhtemelen rol oynamaktadirlar.
Archaea metabolizmasinca olugan iiriinlerin bu sosun aromasina katki yaptigi
diistiniilmektedir.

Halofilik Archaea iizerine son girisimlerden birisi de bunlarin iseprenoid
dieter lipidlerinin emulsifiye edici ve/veya diisiik kalorili yag bilesikleri halinde

besinlere katki maddesi olarak kullanilabilecegi yoniindedir (Oren 2002).
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1.6.1.2. Halofilik Archaea’nin Biyodegradatif Potansiyeli

Hidrokarbon degrade edici halofilik Archaealar tanimlanmis durumdadir.
Gliney Fransa’da tuzla havuzundan izole edilmis ve EH4 olarak isimlendirilmis
bir strain, doymus (tetradekan, hekzadekan, eikosan, heneikosan, pristan) ve
aromatik hidrokarbonlar (asenaften, fenantren, antrasen, 9-metialantrasen)
tizerinde gelisebilmektedir. %48 ile %88 arasinda diiz zincir hidrokarbonlar veya
%19-24 arasinda aromatik hidrokarbonlarin (0.5 g/l) degradasyonunu, 32 °C’de
30 giinliik inkiibasyon ile basarabilmektedir.

Hidrokarbon degrade eden kirmizi Archaea da Rusya’daki petrol
bolgelerinden izole edilmistir (Oren 2002).

1.6.1.3. Solar Tuz Uretiminde Halofilik Archaea’nin Rolii

Tuzla kristalize havuzlarinda kirmizi  halofilik Archaeanin  yogun
kommiinitelerinin varliginin pozitif etkisi uzun zamandir bilinmekteydi. Boyle
havuzlarda kirmiz1 renklenmenin ana sebebi Archaeadir, fakat B-karotence zengin
Duneliella ve hatta kirmizi halofilik, Bacteria simifindan Salinibacter, 1sik
enerjisinin absorbsiyonuna katkida bulunurlar.

Solar radyasyonun bu organizmalarca tutulmasi tuzlu suyun sicakligini ve
evaporasyon oranini ve dolayisiyla tuz liretimini arttirir.

C50 bakterioruberin tiirevleri Halobacteriaceae nin temel
karetonoidleridir. Bununla birlikte, ilave karetonoidler ekonomik degere sahip
olabilirler. Misir, Alexandria yakinlarinda deniz suyu buharlagsma havuzlarindan
izole edilen bir o©rnek o©nemli derecede ketokaretonoid kanthaksantan
tiretmektedir. Bu organizmanin ticari olarak kanthaksantan tiretimi i¢in kullanimi

onerilmis durumdadir (Oren 2002).

1.6.1.4. Bakteriyorodopsinin Biyoteknolojik Uygulamalar

Isik yonlendirmeli proton pompasi bakteriyorodopsin ¢ok sayida olasi

uygulamada kullanilabilecek ¢ok cekici 6zelliklere sahiptir. 1983 ve 1997 yillari
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arasinda bakteriyorodopsin uygulamalariyla ilgili olarak yaklasik 100 patent
alinmustir.

Bu uygulamalar molekiiliin proton motivesi, fotoelektrik ve fotokimyasal
ozerlliklerine dayanmaktadir. Bazi uygulamalarda 151k enerjisi kimyasal enerjiye
doniistiirtiliir. Bazilar1 da fotodongii 6zelligini kullanirlar.

Bakteriyorodopsin holografik imaj depolamada optoelektronik materyal
olarak kullanilabilir.

Tablo 1.7. de bakteriyorodopsinin potansiyel biyoteknolojik kullanim
alanlarini gostermektedir (Oren 2002).

Tablo 1.7. Bakteriyorodopsinin potansiyel biyoteknolojik kullanim alanlar1

Kategori Uygulama
ATP Uretimi
Protein transportu Deniz suyunun tuzdan arndirilmasi

Glines 151gmin elektrige doniistiiriilmesi

Cok hizli 151k deteksiyonu

Fotoelektrizm Yapay retinalar
Hareket deteksiyonu
2D depolama
3D depolama

Fotokromizm-Optik depolama Holografik depolama

Yardimci hafizalar

Optik bistabilite / 151k anahtarlig1
Optik filtreleme
Fotokromizm-Optik siirecler Sinyal kondisyonlandirma

Sinir aglari

Bosluksal 151k modulatorleri

Faz konjugasyon

Pattern taninmasi, Interferometri

Diger Ikinci harmonik olusum, radyasyon deteksiyonu,

Biosensor uygulamalari

Holografik bakteriyorodopsin filmleri bilgisayar hafizalarinin yapimi igin
uygundur. Gelisen teknoloji yeni generasyon bilgisayarlarin olusumuna yol

acabilecektir. Molekiil, bilgisayar hafizalarinin ve bilgi islem tinitelerinin elementi
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olarak kullanilacaktir. Optik doniistiiriicii (anahtar) element olarak gorev yapacak
yar1 iletkenlerin ileten/iletmeyen sathalarimin analogu olacaktir. Yiiksek
yogunluklu bilgi depolanmasi da bu molekiiliin kullanimi ile miimkiindiir ve tiim
bilgiler es zamanli olarak islenebilecektir.

Bakteriyorodopsin filmleri yiiksek rezolusyon gosterirler ve miikemmel
geri doniisebilirlige (>10° yazma/silme dongiisii) sahiptirler.

Farkli antijen baglanma sitelerine sahip (birisi bakteriyorodopsinin spesifik
yanina digeri bir fosfolipid haptene) bispesifik antibadilerin iki ¢esidi kullanilarak
mor membranindan yapilmig biyofilmler elde edilmistir. Boyle filmler, 1s1k
duyarl fotoelektrik aletlerin yapiminda kullanilmaktadir. Patentli yeni yaklagimlar
hareket sensorii vazifesinde bu molekiilii bioelement olarak kullanma yoniindedir.

Bakteriyorodopsinin diger potansiyel kullanimlar1 giines 15181nin elektrige
cevrimini, ATP iiretimini, deniz suyunun tuzdan arindirilmasini, kimyasal ve
biyosensor olarak kullanimin1 ve ¢ok hizli 151k deteksiyonu gibi uygulamalari
igerir.

Bakteriyorodopsin cam tabakalara kolaylikla immobilize olabilmekte veya
polimerlere gémiilebilmektedir. 0-45 °C arasinda ve 1’den 11°e kadar olan tiim
pH araliklarinda iyi fonksiyon gosterir. Tuzlu veya tathi suda aktiftir, suda 80
°C’ye kadar kuru ortamda ise 140 °C’ye kadar sicakligi tolere edebilir ve
tekrarlanabilirligi yiiksek fotoelektrik sinyalleri tiretir.

Tim bu uygulamalar bakteriyorodopsinin fotokimyasal stabilitesi ve
miikemmel termodinamigi sayesinde miimkiin olabilecektir. Bunun disinda baska
bir onemli nokta ise tuz yoklugunda da stabilitesini koruyabildigi icin ve aktif
kalabildigi icin bu protein aslinda “halofilik bir protein” de degildir. Bu da
uygulama alanlarini arttirmaktadir (Oren 2002).

1.6.1.5. Halofilik Archaea ile Biyopolimer Uretimi
H. mediterranei hiicreleri énemli miktarda B-hidroksibutirat (PHB) ve p-

hidroksibutirat’in kopolimeri olan poly- B-hidroksialkonat (PHA) igerebilirler.
Poly- B-hidroksialkonat igerikleri tuzluluga bagl olarak kuru agirliklarinin %19-
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38’1 kadar olabilmektedir. En yiiksek konsantrasyon 150 g/l tuzlulukta gelistirilen
hiicrelerde gézlenmistir.

Poly- B-hidroksialkonat biyolojik parcalanabilir plastiklerin iiretiminde
kullanilir. Béyle termoplastikler (biyolojik polyesterler) polypropilenlere benzer
olarak yliksek diren¢ ve diisik erime sicakligi gibi milkemmel o&zelliklere

sahiptirler (Oren 2002).
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Cahismada Kullanilan Besiyerleri

2.1.1.1. Medyum A
NaCl...oooiii 250 g
KCLo 5¢g
MgCl.6HyO. ..o 5¢g
NH4ClLo oo S5¢g
Yeast Extract............coooviiiiinn 10g
Distile Su.....coooiiiii 11t

pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir
(Oren1999 b).

2.1.1.2. Medyum B

NaCl..o.oooiiii 200 g
KCL lg
MgSO4THO o 20g
FeSO47TH20. oo, 0.02¢g
Tri-Na-Citrate.............ccooeevninnn... 3g
Casamino acid.............cooeevvninnn. 75¢g
Yeast Extract..............oooooiiin. 05¢g
Distile Su.......cooviiiiiii 11t

pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir
(Oren1999 b).
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2.1.1.3. Medyum C
NaCl..oooiiii 175 ¢
MgCl.6HyO. ..o, 20¢g
KoSOu4. e 5¢g
CaClL.2HyO. e 0.1g
Yeast Extract..........ocooviiiiiiiiiiiiii S5¢g
Distile Su........oooiiiiiiii 11t

pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir
(Oren1999 b).

2.1.1.4. Medyum D
NaCl..oooiiii 206 g
KCLoo 0.37¢g
MgSO4THO e 36g
CaCla2HoO. oo, 05¢g
MNC e 0.013 g
Yeast Extract.........cooovviiiiiiiiiiin. S5¢g
Distile Su.......oooiiiiiii 11t

pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir
(Oren1999 b).

2.1.1.5. Medyum E
NaCl 125 ¢
MgCl.6HyO. oo 160 g
KzSO4 ............................................. 5 g
CaCla2HoO. i, 0.1g

Yeast Extract..........cooviiiiiiiiiiiiiiin.. lg
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Casamino acid............ccevvviiiiiinnninnnnnn. lg
Starch.......ccooviiiii 2g
Distile Su.....coooviiii i, 11t

pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir
(Oren1999 b).

2.1.1.6. %12 MGM (Modifiye Gelistirme Medium)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi...............oveenne. 400 ml
Saf SU.. ..o 567 ml
Pepton.......ooooiii S5¢g
Yeast Ekstrakt...........cccoooviiiiiiiiiiiiniin, lg

(Coziinlinceye kadar kanistirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH’1 7.5’

ayarlanir. Son hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir (Dyall-Smith 2004).

2.1.1.7. %18 MGM (Modifiye Gelistirme Medium)

%30’1uk tuzlu su ¢ozeltisi........................ 600 ml
Saf SU. .o 367 ml
Pepton.......oooiii S5g
Yeast Ekstrakt............coooooiii lg

Coziiniinceye kadar karistirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH’1 7.5%e

ayarlanir. Son hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir (Dyall-Smith 2004).



81

2.1.1.8. %23 MGM (Modifiye Gelistirme Medium)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi...............cveenne. 767 ml
Saf SU. .ot 200 ml
Pepton......oooiiii S5¢g
Yeast Ekstrakt.............cooooiiii lg

(Coziinlinceye kadar karistirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH’1 7.5’
ayarlanir. Son hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir (Dyall-Smith 2004).

2.1.1.9. %25 MGM (Modifiye Gelistirme Medium)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi................c...nee. 833 ml
Saf SU....oiii 134 ml
Pepton.......ooooiii S5¢g
Yeast Ekstrakt...........cccoooviiiiiiiiiiiiiniii, lg

(Coziinlinceye kadar kanistirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH’1 7.5’

ayarlanir. Son hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir (Dyall-Smith 2004).

2.1.1.10. Luria Bertani (LB) Besiyeri

NaCl...ooooiiiiii, 10g
Yeast Extract......................t. 5¢g
Tripton..........ooooviiiiiiiiin.n 10g

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. pH 7.2’ye ayarlanarak 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Kat1 besiyerinin hazirlanmas1 %2 agar

ilavesi ile yapilmistir (Dyall-Smith 2004).
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2.1.1.11. Fermentasyon Ortami (g/l)

Pepton.... ..o 10g
GIUKOZ. .. 10 g
%25 lik Tuzlu su ¢Ozeltisi.......covveviiiii i 1000 ml

pH 7.2’ye ayarlanarak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize
edilmistir. (Dyall-Smith 2004).
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2.1.2. Calismada Kullanilan Cozeltiler

2.1.2.1. %5 Deniz Suyu (SW)) (g/)

NaBr.....oooooiiii 0.13
HNaCOs...oooovvviiiiiin 0.033
KClL. 1.0
CaCla.eiiiiiiiiii 0.145
MgSO+.7H20.....cooienn 9.898
MgCL.6H20.............c.o..t 6.913
NaCl....ooooiiiiiiii 39

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985)

2.1.2.2. %10 Deniz Suyu (SW)) (g/1)

NaBro....ooooooii. 0.26
HNaCOs...ooovviiiiiii, 0.067
KCL.ooii 2.0
CaCla.eieiiiiiiiiii 0.289
MgSO4+.TH20....ooiiiiii. 19.797
MgCL.6H20..................... 13.827
NaCl..ooooiiiiiii 78

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985)
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2.1.2.3. %15 Deniz Suyu (SW)) (/1)

NaBr.....oooooiiiiii. 0.39
HNaCOs.ooovvviiiiiiinn, 0.1
KClL.o 3.0
CaClaueieiiiiiiiiii 0.434
MgSOs.TH20....cceiiiint. 29.695
MgCL.6H20..........ccceetn. 20.74
NaCl..oooooi 117

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985)

2.1.2.4. %20 Deniz Suyu (SW)) (/1)

NaBr......oooooiiiiii. 0.52
HNaCOs....oooovviiiiin, 0.134
KCLoooiii 4.0
CaCla.eiiiiiiiiiiiii, 0.578
MgSO+.7H20......coiiennee 39.594
MgCL.6H20...........ceeeeat. 27.654
NaCl...ooooiiiiiiiiiiie, 156

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985)

2.1.2.5. %25 Deniz Suyu (SW)) (g/l)

NaBr....ooooveieiiiiiii . 0.65
HNaCOs ..o, 0.167
| O 5.0

CaCla.coiiiiiiiiiiii, 0.723
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MgSO4+.7TH20........cooeiii. 49.492
MgCL.6H20.................... 34.567
NaCl....oooviiiiiiiiiii, 195

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985)

2.1.2.6. %30 Deniz Suyu (SW)) (g/1)

NaBro....ooooooiioi 0.78
HNaCOs.ooovvviiiiiiis 0.2
KCL.ooii 6.0
CaCla.eieiiiiiiiiii 0.868
MgSO4+.7TH20....ccoiiiiii. 59.39
MgCL.6H20..................... 41.48
NaCl..ooooiiiii 234

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985)

2.1.2.7. %25 lik Tuzlu Su Cozeltisi

NaBr..oo 0.128
HNaACOs...uiiiiiiiiiiecceceecccece e 0.14
KO 0.95
CaClaa.uii 3.32
NaCl ..o, 234

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak

steril edilmistir (Rodriguez-Valera 1985)
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2.1.2.8. %30 luk Tuzlu Su Cozeltisi

MgSO4.TH20. ..o 35¢g
MgCL.6H20......ooiiiiiiii 30g
NaBr. o 08¢g
HNACO5.....ciiieeeeeeee e 02¢g
KCL 7¢
CaCla.uii i 05¢g
NaClL..oo e 240 g

(Coziinlinceye kadar kanistirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH’1 7.5’
ayarlanir. Son hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir (Dyall-Smith 2004).

2.1.2.9. TAE 50X (bir litre icin)

Tris base.....ccovvvviiiiiiii 242 g
Asetik asit.....ooviiiiiiiii 57.1 ml
EDTA(OSMpPH8)..oviiiiiiiiiiine, 100 ml

Distile su ile 1 litreye tamamlanir, pH 8’e ayarlanarak oda sicakliginda

saklanir (Sambrook ve ark. 1989).

2.1.2.10. TBE 5X
Tris base...oovvviiiiiii i 5S4 ¢
Borik asit.........coooiiiiiii 275¢
EDTA(OSMPH®)..ovviiiiiiiiiiie 20 ml

Distile su ile 1 litreye tamamlanir, pH 8’e¢ ayarlanarak oda sicakliginda

saklanir (Sambrook ve ark. 1989).
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2.1.2.11. PBS 10X

NaCl..ooii i 80 g
NazHPO47TH20......ooooviiiiiii, 11.5¢g
KOl 2g
KHoPO4. ..o, 2g

Distile su ile 1 litreye tamamlanir, pH 7.2’¢ ayarlanir, 121 °C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edilir ve oda sicakliginda saklanir (Sambrook ve ark.
1989).
2.1.2.12. Elektroforez icin Yiikleme Tamponu (6X)

Ksilensiyanol 0.25%

Bromofenol blue 0.25%

Gliserol 30%

Oda sicakliginda saklanir (Sambrook ve ark. 1989).

2.1.2.13. Lizozim Soliisyonu (10 mg/ml)

Lizozim.......coooiiii 100 mg
EDTA (0.5 M), 1 ml
Tris-HCL(IM). oo 1 ml
Steril distile H2O...........ooooiiiiiiii, 8 ml

Filtre ile sterilize edilerek kullanilir. -20 °C’lik derin dondurucuda saklanir

(Sambrook ve ark. 1989).
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2.1.2.14. %80’lik DGGE Stok Solusyonu

UL, o 1345 ¢
Deiyonize Formamid......................... 12.8 ml
Akrilamid/Bisakrilamid (%30)............... 8 ml
TAE (20X). e 2ml

mQ su ile 30 ml’ye tamamlanir. Buzdolabinda 4 °C’de saklanir (Muyzer

1999)

2.1.2.15. %0’k DGGE Stok Solusyonu

Akrilamid/Bisakrilamid (%30)............... 8 ml
TAE (20X). e 2 ml

mQ su ile 30 ml’ye tamamlanir. Buzdolabinda 4 °C’de saklanir (Muyzer

1999)

2.1.2.16. %10 Amonyum persiilfat Solusyonu

Amonyum persiilfat......................... 10g
Distile SU...o.viiiiiii 100 ml

Hazirlandiktan sonra kiiciik hacimler halinde ependorflara paylastirilarak

-20 °C’de saklanir (Sambrook ve ark. 1989).

2.1.2.17. %10 SDS Solusyonu

Sodyumdodesilstilfat (SDS)................oeeei 10g
Distile SU...ueiiiiii 100 ml

Hazirlandiktan sonra oda sicakliginda saklanir (Sambrook ve ark. 1989).
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2.1.2.18. In situ hibridizasyon Tamponu

NaClI(5M)..oooiiiiiiiiii. 360 pl
Tris-HCI (1 M) 40 pl
Formamide......................... 700 pl
10010 2] | D 900 pl
SDS (%10)....ccocviiiiiianen.. 2 ul

Hazirlanip buz iizerinde korunur (Anton 1999).

2.1.2.19. FISH i¢in Yikama Tamponu

Tris-HCL (I MPH 8)..eeeevvveeeeeeeee 1 ml
NaCL (5 M), 700 pl
EDTA (0.5 M).voeeeeeeeeeeeeeeeeee, 500 pl

mQ su ile 50 ml’ye tamamlanir (Anton 1999).
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2.2. METOD
2.2.1. Calisma Alanlarinin Secimi
Tuz Golii’ndeki prokaryotik populasyonlarin belirlenebilmesi amacryla g6l

etrafinda 5 farkli 6rnekleme alani secilmistir. Bu 6rnekleme alanlar1 A, B, C, D ve

E olarak isimlendirilmislerdir. Sekil 2.1°de 6rnekleme alanlar1 gosterilmistir.

KULU GoLd

LAVIRT

Kaldir

Zinzinl kuyu

Tavsanal
Tavgan Tuzlas

TUZ GoLO

CIHANBEYLI i
e

Y
TERSAKANE,
.

S
§BULM( GdLl

1/800 000

‘\y Sultanhan

Sekil 2.1. Ornekleme alanlari

Ornekleme alanlarma ait enlem ve boylamlar1 belirten koordinat degerleri

Garmine GPS-12 model GPS cihazi ile belirlenmistir.
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2.2.2. Orneklerin Toplanmasi

Ornekleme  alanlarindan  mevsimsel — mikrobiyal — populasyonlarm
degisimlerini gozleyebilmek amaciyla farkli zamanlarda Ornekler alinmustir.
Agustos 2003, Ekim 2003, Aralik 2003, Subat 2004, Nisan 2004, Haziran 2004,
Agustos 2004, Ekim 2004, Aralik 2004, Mayis 2005, Temmuz 2005 ve Ekim
2005 olmak {iizere toplam 12 defa Ornekleme yapilmistir. Yapilan her

orneklemede en az 500 ml su Ornegi alinmig ve Ornekler en kisa siirede

laboratuvara getirilerek analizlerine baslanmustir.

Sekil 2.2. Golden 6rnek alimi

2.2.3. Orneklerdeki Toplam Tuz Degerlerinin ve Iyonik Kompozisyonlarinin

Belirlenmesi
2.2.3.1. Orneklerin Toplam Tuzluluk Degerlerinin Belirlenmesi

Orneklerin ~ toplam  tuz  degerlerinin  belirlenmesi  amaciyla el

refraktometresi (Eclipse) kullanilmistir ve dlglimler 6rnekleme aninda yapilmistir.
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2.2.3.2. Orneklerin pH Degerlerinin Belirlenmesi

Orneklerin pH degerlerinin belirlenmesi igin TOA WQC su analiz cihazi

kullanilmistir ve 6l¢limler 6rnekleme aninda yapilmustir.

2.2.4. Su Orneklerinden Archaea ve Bacteria Izolasyonu ve Kiiltiire

Allnmalar

Orneklerdeki Halofilik Eubacteria ve Archaea izolasyonu icin farkli
besiyerleri kullanilmistir. Su 6rneklerinden 1’er ml Medium A, Medium B,
Medium C, Medium D, Medium E, %23 MGM ve %25 MGM s1vi ortamlarina
ekilerek 37 °C’de inkiibasyona alinmiglardir. Yine her bir su 6rneginden 1’er ml
Haloarcula Medium, %23 MGM agar , %25 MGM agar ve %0.5 yeast extrakt
iceren %25 “sea water” agara ekilerek petriler 37 °C’de inkiibe edilmiglerdir. 3-4
haftalik inkiibasyon sonrasinda olusan koloniler alinarak ardisik ¢izgi ekimlerle
saf kiiltiirler haline getirilmistir. (Oren 1999; Dyall-Smith 2000; Anton ve ark.
2000). Calisma sirasinda saf halde edilen kiiltiirler %15°lik gliserol stoklari
igerisinde
-85 °C’de muhafaza edilmektedirler.

Orneklerdeki canli bakteri sayilarinin belirlenmesi amaciyla da %25 lik
tuzlu su icerisinde su Orneklerinin farkli diliisyonlart hazirlanmis ve her bir
diliisyondan 1’er ml Haloarcula agar ve %25 SW agara yayma ekim seklinde
ekilmigtir. 37 °C’de 3 haftalik inkiibasyon sonrasi olusan koloniler sayilarak
mililitredeki canli bakteri sayisi belirlenmistir. Tim 6rnekler i¢in ekimler ii¢

paralel olarak gergeklestirilmistir.
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2.2.5. identifikasyon

2.2.5.1 Morfolojik ve Biyokimyasal Testler

Gram Boyama

Asirt derecede halofilik mikroorganizmalarin gram boyamasi Dussault
(1965)’e gore gerceklestirilmistir. Modifiye edilmis bu boyama yonteminde, lam
tizerindeki Ornek oncelikle %?2’lik asetik asit ile 5 dakika muamele edilerek
fiksasyon islemi gerceklestirilmistir. Bundan sonra %0.25°lik kristal viyole ile 3
dakika boyanmis, lugol ile 1 dakika, alkol ile 10 saniye ve son olarak safranin ile
1 dakika boyanmistir. Ara yikama asamalarinda %20’lik NaCl c¢ozeltisi

kullanilmistir (www.microbiol.unimelb.edu.au/staff/mds/HaloHandbook).

izolatlarin Optimum Biiyiime I¢in Thtiyac Duydugu NaCl Miktarinin

Belirlenmesi

Izolatlar %0, %5, %8, %10, %15, %20 ve %25lik NaCl iceren
besiyerlerine ekilmis ve 37 °C’de inkiibasyon sonrasi gelisme durumlar

incelenmistir (Anton ve ark. 2002).

izolatlarin Optimum Biiyiime icin Thtiyac Duydugu Sicakligin Belirlenmesi

Izolatlar %25 SW agar ve Haloarcula agar besiyerlerine ekildikten sonra
25 °C, 30 °C, 37 °C, 45 °C ve 55 °C’lik etiivlerde inkiibasyona birakilmislardir.
Inkiibasyon sonrasinda her bir izolatin farkli sicakliklardaki gelisme durumu

belirlenmistir (Anton ve ark. 2002).
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Izolatlarin Optimum Biiyiime icin Ihtiyac Duydugu pH Degerinin

Belirlenmesi

Izolatlar pH’s1 3, 5, 7, 9 ve 11’e ayarlanmis %25 SW besiyerlerine
ekildikten sonra 37 °C, etiivde inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyon
sonrasinda her bir izolatin farkli pH’lardaki gelisme durumu belirlenmistir

(Tindall 1992; Anton ve ark. 2002).

izolatlarin Farklh Karbon ve Seker Kaynaklarim Kullanma Durumunun

Belirlenmesi

Izolatlarin farkli karbon ve seker kaynaklarimi kullanabilme yeteneklerinin
ortaya konmas1 amaciyla SW besiyerine D-fruktoz, D-galaktoz, glukoz, laktoz,
maltoz, mannitol, sukroz, trehaloz son konsantrasyonu 5 g/l olacak sekilde
eklenerek besiyerine eklenen indikatér yardimiyla inkiibasyon sonrasi renk

degisimleri kontrol edilmistir (Tindall 1992; Anton ve ark. 2002).

2.2.5.2 Antibiyotiklere Duyarhlik Testi

Izolatlarin farkli antibiyotiklere kars1 hassasiyetlerinin ortaya konmasi
amaciyla SW besiyerine Kkiiltlirlerin yayma ekimleri yapildiktan sonra agar
ylizeyine Penicillin G (10 U), Ampicillin (10 mg), Bacitracin (10 pg),
Vancomycin (30 pg), Tetracycline (30 pg), Novobiocin (30 mg), Cloramphenicol
(30 pg) diskleri konarak petriler 37 °C’de inkiibasyona birakilmiglardir.

Inkiibasyon sonrasi antibiyotik diskleri etrafindaki inhibisyon zonlarinin varlig1
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kontrol edilerek hassasiyet durumlari ortaya konmustur (Rodriguez Valera 1994,

Oren 1999; Anton 2002).

2.2.5.3 Polar Lipid Analizleri

Polar lipid analizleri i¢in ekstraksiyon Oren ve ark (1999)’a gore
gerceklestirilmistir. 20 ml kiiltiiriin 15 dakika 12000 g’de santrifiijlenmesiyle elde
edilen pelet 1ml distile su igerisinde siispanse edildikten sonra 3.75 ml metanol-
kloroform 2:1 (hacim olarak) ile 4 saat ekstrakte edilmistir. Ekstrakt santrifiijle
toplanmis ve pelet 4.75 ml metanol-kloroform-su (2:1:0.8) ile tekrar ekstrakte
edilmistir. Kloroform ve su (her birinden 2.5 ml) faz ayrimin saglamak amaciyla
birlestirilmis supernatant kismina eklenmis ve santrifiijden sonra kloroform fazi
ayrilarak ¢eker ocakta kurutulmustur. Kurutulmus lipid fraksiyonlar1 daha sonra
kiigiik hacimde kloroform eklenerek ¢ozililmiis ve ince tabaka kromotogramlarinin
eldesi amaciyla silika jel tabakalarma (Sigma Z-12, 271-8) uygulanmislardir. ince
tabaka kromotografisinde kloroform-metanol-asetik asit-su (85:22.5:10:4, V/V)
¢Oziicii sistemi ile ayrimlar1 yapilmistir. Lipid spotlarinin ortaya ¢ikarilmasi igin:
(1) %50 metanol iginde %0.5 a-naftol i takiben etanol iginde %5 H;SO4
uygulanmis ve 150 °C de tabaka isitilmistir (6zellikle glikolipidlerin
deteksiyonuna izin verir); (2) 1 N H,SOy i¢inde %0.2 CeSO4 muamelesini takiben
150 °C de 1sitma; (3) Orcinol spray reagenti takiben 100 °C de 1sitma (hem genel
lipid boyamadir hem de glikolipidlerin diger lipidlerden renk olarak ayrimini
saglar); ve (4) amonyum molibdat reagenti fosfolipidlerin deteksiyonu ig¢in

kullanilmastir.

2.2.54 Toplam Hiicre Proteinlerinin Eldesi ve Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) ile Analizi

Toplam hiicre proteinlerinin SDS-PAGE ile analizi i¢in farkli renk ve
koloni sekline sahip olan 22 adet izolat ve 11 referans halofilik mikroorganizma

(Tablo 2.1.) uygun besiyerlerinde 37 °C’de 14-20 giin gelistirildikten sonra 10.000
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rpm de 10 dakika santrifiijle pelet haline getirilmisler ve Stan-Lotter (1989)’a gore

distile su icerisinde siispanse edilerek lize edilmislerdir.

Strain Kaynak

Halococcus saccharolyticus DSM 5350 Helga Stan-Lotter, Avusturya
Halococcus dombrowski DSM 14522

Halococcus morrhuae DSM 1307

Halobacterium sp. NRC-1 ATCC-700922

Halorubrum coriense Michael Dyall-Smith, Avustralya
Haloarcula hispanica ATTC 33960

Haloferax volcanii NCMB 2012

Halogeometricum boringuense Josefa Anton, Ispanya

Haloferax volcanii

Haloferax mediterranei

Salinibacter ruber M31

Tablo 2.1. SDS-PAGE analizi yapilan referans mikroorganizmalar ve bunlarin kaynaklari

Halococcus saccharolyticus, Halococcus dombrowskii DSM 14522 ve
20kHz sonicator (Sonics&Materials, Vibro Cell)).ekstradan 3 s periodlarla 2
dakikalik sonikasyon islemi uygulanmstir.

Orneklerdeki protein miktarlarinin  belirlenmesi amaciyla Bradford
yontemi uygulanmistir. Bu yontemde ilk olarak Bovin serum albumin proteininin
bir diliisyon serisi Bradford boyast icinde hazirlanmis ve Asgs’de
spektrofotometrede yapilan Olgiim ile bir standart egri olusturulmustur. Daha
sonra kendi Orneklerimizin Asgs’deki absorbansi spektrofotometrede okunmus,
bulunan deger standart egri yardimiyla o Ornekteki protein miktarinin pg/ml
cinsinden hesaplanmasinda kullanilmistir (Bradford 1976).

Elektroforez igin gerekli olan malzemeler hazirlandiktan sonra tiimii uygun
ortamlarda muhafaza edilmistir. Elektroforez tanki uygun bi¢imde kurulduktan

sonra jelin hazirlanmasi islemine gegilmistir.
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%12’luk 10 ml ayirma jelinin hazirlanmasi gerekli olan H,O, %30
akrilamid karisimi, 1.5 M Tris (pH 8.8), %10 SDS, %10 AMPS ve TEMED temiz
bir cam tiip i¢inde hazirlanmis ve sonrada jel aygitina karisim bosaltilmistir.
Diizglin bir yilizey elde etmek i¢in dokiilen jel ilizerine su ile doyurulmus
biitanolden 4-5 damla ilave edilmistir. Jel donduktan sonra biitanol distile su ile
temizlenmis ve kurutma kagidi araciliiyla da suyu alinmistir.

3 ml yiikleme jelinin hazirlanmasi i¢in gerekli olan H,O, %30 akrilamid
karisimi, 1 M Tris (pH 6.8), %10 SDS, %10 AMPS ve TEMED donmus olan
yiikleme jelinin iizerine dokiilmiistiir. Bu islemi takiben 12 c¢ukurlu tarak jele
yerlestirilmistir. Yikleme jeli kurulduktan sonra 1X yiirlitme tamponu ile
elektroforez tanki doldurulmus, tarak jeli bozmayacak sekilde dikkatlice
¢ikarilmis ve taragin olusturdugu ¢ukurlara numara verilmistir.

Jel dokme islemi bittikten sonra yiiriitilecek protein Ornekleri ve
isaretleyici protein temiz ependorf tiipleri i¢cinde hazirlanmistir. Jel gukurlarina
yiiklenen protein miktarmin 25upg/30ul-30pg/30ul arasinda olmasina G6zen
gosterilmistir.

30ul protein Orneginin iizerine 10ul 2X jel yiikleme tamponu ilave
edilerek toplam hacim 40ul’ye tamamlanmistir. Benzer sekilde 5ul genis aralikli
isaretleyici protein (MBI Fermentas Protein Ladder 10-200 kDa SM0661 200-
150-120-100-85-70-60-50-40-30-25-20-15-10) iizerine 10ul 2X jel yiikleme
tamponu ve 25 pl distile su ilave edilmistir.

Bu sekilde hazirlanan protein 6rnekleri 2-3 dakika kaynayan su iginde
bekletilmis ve ependorflarda toplanan su buharini toplamak i¢in 12.000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilmistir.

Hazirlanan protein Ornekleri Hamilton siringa yardimi ile donmus jelde
olusmus cukura aktarilmis ve 80 V’luk elektrik akimi uygulanarak elektroforeze
tabi tutulmustur. Boya ayirma jelinin baslangi¢ ¢izgisine geldiginde giic kaynagi
120 V’a ayarlanmistir. Boya jelin sonuna ulagtiginda elektroforeze son verilmis ve
jel elektroforez tankindan cikarilmistir. Temiz bir kaba alinan jel, jel boyasi
(Coomasie Brillant Blue) ile en az 2 saat boyanmistir. Boyama isleminden sonra

yikama tamponunu i¢ine konulan jel bir gece boyunca hafif¢e calkalanarak fazla
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boyanin uzaklasmasi saglanmistir. daha sonra jel, koruma sollisyonu igine

alinarak fotograflar1 ¢ekilmistir (Sambrook ve ark. 1982)

2.2.5.5. Niikleik asit analizine dayal testler

16S rRNA Geni Amplifikasyonu icin izolatlardan DNA Ekstraksiyonu

Calismada Tuz Golii'nden izole edilen mikroorganizmalarin 16S rRNA
geni amplifikasyonlari i¢in ya agar ortamu {izerinde gelistirilmis olan kiiltiirden tek
koloni alinarak 200 pl steril distile su i¢inde ya da 200 pl sivi kiiltir 12.000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra olusan pelet 200 pl steril distile su
icinde resiispanse edildikten sonra tiipler 10 dakika kaynar su banyosunda
bekletilmislerdir. 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiijiin ardindan silipernatant kismi
yeni bir steril tiibe aktarilarak, PCR icin buradan 3-5 pul template olarak
kullanilmak tizere, -20 °C’de muhafaza edilmiglerdir (Anton ve ark. 1999; Dyall-
Smith 2004).

16S rRNA Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Amplifikasyonu

(izolatlarin Archaea —Bacteria Ayrimlarinin Yapilmasi)

Koloni morfolojisi olarak farklilik gdsteren izolatlar sec¢ilmis, Archaea ve
Bacteria spesifik primerler kullanilarak, bunlarin 16S rRNA genlerinin polimeraz
zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu yapilmistir. Bu amagla, 50 pl hacimde son
konsantrasyonlar1 1.5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI pH 9.0, 50 mM KCl, 200 uM
deoksiniikleotidtrifosfatlar (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0.2 uM primerler, 1
unite Taq DNA polimeraz enzimi ve 3-5 pl template DNA olacak sekilde
reaksiyonlar kurulmustur. 16S rRNA geni amplifikasyonlarinda Bacteria i¢in
AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG ve GGT TAC CTT GTT ACG ACT T ve
Archaea i¢in TTC CGG TTG A TC CTG CCG GA ve GGT TAC CTT GTT ACG
ACT T dizilimindeki primerler kullanilmistir. Kullanilan primerler ile ilgili diger

bilgiler Tablo 2.2. de gosterilmistir.
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Reaksiyonlar i¢in Bio-Rad PTC-100 Peltier Thermal Cycle, Eppendorf
Master Cycler Gradient, Bio-Rad ve Techne Thermal Cycler kullanilmistir.
Archaea ve Bacteria iiyelerinin 16S rRNA genlerinin amplifikasyonlar1

icin uygulanan reaksiyon sartlar1 asagidaki gibidir;

94 °C 3 dakika (Denatiirasyon),

94 °C 30 saniye

50 °C 1 dakika 30 Déngii
72 °C 1 dakika

72 °C 10 dakika

4°C Siiresiz

Tiim c¢alismalar boyunca hem pozitif hem de negatif kontrol reaksiyonlari
hazirlanmistir.  Salinibacter ruber DNA’st Eubacteria i¢in, Haloferax
mediterrenaei DNA’s1 Archaea icin pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Negatif
kontroller DNA igermeyen reaksiyon karigimlari ile olusturulmustur. Elde edilen

PCR iiriinleri %1’lik agaroz jellerde gozlenmislerdir (Anton ve ark. 1999).

PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PCR iirtinlerinin saflastirilmasi amaciyla 6zel saflagtirma kiti (GFX PCR
DNA ve Jel Band Saflastirma Kiti, Amersham Biosciences) kullanilmistir. Buna
gore %1 lik jelde yiiriitilen PCR iirlinleri UV transilluminator {izerinde
gozlenerek, steril bisturi ucu ile istenilen bandlar agaroz jelden kesilmistir. DNA
igeren agaroz pargalari tartilarak, bunlarin {izerine her 10 mg i¢in 10 pl olmak
lizere “capture buffer” eklenmistir. Tiip hafifce vortekslenerek karistirildiktan
sonra 60 °C de 5-15 dakika (agaroz tamamen eriyinceye kadar) su banyosunda
inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda GFX kolonu “toplama tiipii” igine
yerlestirilmis ve su banyosundan ¢ikarilan 6rnek kolona konarak 30 saniye 13000
rpm de 1 dakika santrifiijlenmistir. Toplama tiipiinde toplanan siv1 atilmig ve filtre

yeniden tiipe yerlestirilerek tizerine 500 pl yikama buffer eklenip tekrar 13000
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rpm de 1 dakika santrifiijlenmistir. Toplama tlipii atilmis ve kolona yeni bir
toplama tiipii yerlestirilerek tizerine 50 pul elusyon buffer (otoklavlanmis distile su)
eklenmis ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibasyondan sonra 13000 rpm de 1

dakika santrifiijlenerek saflastirilmis tirtinler elde edilmistir.

PCR Uriinlerinden Dizi Analizi

Kiiltlir haline getirilmis 25 izolatdan (2005 yil1 Subat, Mayis, Temmuz ve
Ekim ay1 izolatlarindan) DNA ekstraksiyonu yapilmis ve elde edilen DNA’nin
16S rRNA geni PCR ile amplifiye edilerek bu iirlinlerin direkt olarak dizi
analizlerinin eldesi yoluna gidilmistir. Beckman CEQ 8000 DNA dizi analiz
cihazi ile bu elde edilen PCR iirlinlerinin baz dizilerinin belirlenmesi amaciyla
Beckman dizi analiz kitinde Onerilen sartlar ile sonuglar alinmistir.

Dizi analizleri sirasinda her 6rnek i¢in toplam reaksiyon hacmi 20 pl
olarak ayarlanmistir. 4-6 pl kalip DNA (50 ng/ul) (analiz yapilacak DNA 6rnegi),
1 pl (=5 pmol) primer (21F, 27F ve 1492R), 12 pl premix (Beckman sequence
kiti) ve 1-3 pl steril su ile hazirlanan her bir reaksiyon i¢in kullanilan sartlar

asagida verilmistir:

30 dongii

96 °C 20 saniye
50 °C 20 saniye
60 °C 4 dakika

Amplifikasyon sonrasinda baglanmamis primerlerin ve isaretli ANTP’lerin
uzaklastirilmasi icin etanol presipitasyonu yontemi kullanilmistir. Bunun igin her
ornege 4 ul stop solusyonu (1.5 M NaOAc+50 mM EDTA) ve 1 ul (20 mg/ml)
glikojen eklenmistir. 60 pl %95°lik etanol (-20 °C olmali) eklenerek 14000 rpm de
4 °C’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Pelet 200 pl %70’lik etanol ile 2 kez
yikanmig ve 14000 rpm de tekrar 2 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant
dikkatlice uzaklastirilarak peletler kurutma i¢in c¢eker ocakta 1-2 saat
bekletilmislerdir. 40 pl formamid solusyonu 6rneklerin iizerine konmus ve 5-15

dakika inkiibasyon sonrasi drnekler kapiller sisteme verilmistir.
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Kiiltirlerin  bir kismmin 16S rRNA analizleri de Alicante
Universitesi’ndeki ABI Prism 310 DNA dizi analiz cihazi ve bu cihazin kitleri ile

gerceklestirilmistir (Boliim 2.2.6.2. igerisinde detaylar verilmistir)

2.2.6. Halofilik Mikrobiyal Kommunite Analizleri

2.2.6.1. Su Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu igin 6nce 100 ml su 6rnegi 0.2 um por ¢apli membran
filtreden (Millipore, Isopore GTTP04700) vakumlu filtrasyon sistem yardimi ile
stiziilmiis daha sonra ekstraksiyon islemine kadar filtre -85 °C de muhafaza
edilmigtir (Casamayor ve ark. 2002).

DNA ekstraksiyonu Cifuentes ve ark. (2000) ve Nogales ve ark. (1999) a
gore kiiciik degisiklikler yapilarak gergeklestirilmistir:

Filtreler makasla kiigiik parcalar halinde kesilerek RNase icermeyen 6zel
ependorf tiiplere konduktan sonra bunlarin iizerine 600 pl ekstraksiyon tamponu
eklenmistir. Kisa bir santrifiijle parcalarin dibe toplanmalar1 saglanip, 6 pl (3
mg/ml) lizozim eklendikten sonra 15 dakika 37 °C’de c¢alkalamali etiivde inkiibe
edilmistir. Uzerine 9 ul proteinaz K (150 pg/ml) ve 60 ul %10 Sodyum dodesil
stilfat (SDS) eklenip, 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.. 120 ul 5 M NaCl
eklenerek tiip ters diiz edilerek karistirilmis ve 90 ul CTAB (%10 CTAB (Cetil
Trimetil Ammonyum Bromid), 0.7 M NaCl) eklenip tekrar karistirilmistir. 10
dakika 65 °C su banyosunda inkiibe edilmis, inkiibasyon sonrasi sivi azot i¢inde
1-2 dakika bekletilerek dondurulmus ve tekrar 65 °C’ye konulmustur. Bu islem 3
kez tekrarlandiktan sonra,. 900 pl Fenol:Kloroform:isoamilalkol (25:24:1) eklenip
karistirilmis ve 5 dakika 4 °C’de 13.000 rpm de santrifiij edilmistir. Ustteki sivi
faz alindiktan sonra iizerine 1 hacim Fenol:Kloroform:isoamilalkol eklenmistir.
Bu isleme protein ara fazi indirgeninceye kadar devam edilmistir. 80 pl sodyum
asetat (3M, pH 4.8) ve 480 ul isopropanol, 8 pul MgCl, (1M) eklendikten sonra, 30
dakika 13.000 rpm’ de 4 °C’de santrifiij edilmistir. Pelet lizerine %70’lik alkol
konmus ve tekrar 15 dakika 13.000 rpm’de 4 °C’de santrifij edilmistir. Alkol

pipetle uzaklastirildiktan sonra, pelet oda sicakliginda kurutulmus ve 50 pl
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dietilpirokarbonat (DEPC)’li su ile resiispanse edilerek, -85 °C’de muhafaza
edilmistir (Sambrook ve ark. 1982; Casamayor ve ark. 2002).

2.2.6.2. 16S rRNA Gen Kiitiiphanesi Olusturulmasi1 (16S rRNA Genlerinin

Klonlanmasi, Klonlarin Secimi ve Klonlardan Dizi Analizleri)

Cevresel orneklerden amplifiye edilmis olan 16S rRNA larin klonlanmasi
icin TOPO TA Klonlama Kiti (Kat No: K4500-01) Invitrogen) kullanilmigtir. Bu
kit klonlama vektorii olarak pCR2.1 i igermektedir. Vektor lacZ geninin yaninda,
ampisilin ve penisiline direng genlerini de icermektedir. Sekil 2.3.’de vektor
olarak kullanilan pCR2.1 in restriksiyon kesim boélgelerini, ve direng genlerini de
belirten harita goriilmektedir. Vektoriin transformasyonu i¢in Escherichia coli

TOP10 straini kullanilmistir (Anton ve ark. 1999; Anton ve ark. 2000).
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lacZo ATG
M13 Reverse Primer | Sp6 Promoter

CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TAT TTA GGT GAC ACT ATA A
GTC CTT TGT CGA TAC TEG TAC TAA TGC GGT TCG A AAT CCA CTG TGA TAT 1l

Ns‘il Hind 1l Kp‘n | Sacll Bam‘ H | Spe |

\ \
TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

letX | ECtllR | Eocl;R | EGO‘R A
GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT
CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GAK PCR Product

IVAG GGC GAR TTC TGC AGA TAT
TTC CCG CTT AAG ACG TCT ATA

BstX | Not | Xho| Nsil Xbal Apal

\ | | I = S
CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG [CCC TAT
GGT AGT GIG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

T7 Promoter M13 (-20) Forward Primer

AGT GAG TCG TAT T AAT TCA |CTG GCC GTC GTT TTA CiAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA A TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GI'T GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®|I-TOPO®
3973 nucleotides

LacZa gene: bases 1-589
M13 Reverse priming site: bases 205-221

Sp6 promoter: bases 239-256

Multiple Cloning Site: bases 269-383

T7 promoter: bases 406-425

M13 (-20) Forward priming site: bases 433-448
f1 origin: bases 590-1027

Kanamycin resistance ORF: bases 1361-2155
Ampicillin resistance ORF: bases 2173-3033
pUC origin: bases 3178-3851

Sekil 2.3. pCR2.1 vektorii (TOPO klonlama kiti manualinden, Invitrogen)

Ligasyon Reaksiyonu

16S rRNA Gen kiitliphanesi olusturulmasi amaciyla Archaea spesifik
primerlerle ve Bacteria spesifik primerlerle 3’er tiip reaksiyon kurulmus ve PCR
sonrasinda Archaea spesifik {iriinleri igeren 3 tiip ve Bacteria spesifik iiriinleri
iceren 3 tip Dbirlestirilerek olusturulan karisimlar ligasyon isleminde

kullanmilmistir. Ligasyon reaksiyonlari i¢in 0.5-4 pl PCR dirlinti, 1 pl tuz
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solusyonu, 1 ul TOPO vektor (10 ng/ul) ve toplam hacimi 6 pl’ye tamamlayacak
kadar mQ su kullanilmistir. Bu karisim pipetlenerek karistirllmis ve oda

sicakliginda 5 dakika bekletilmistir.

Transformasyon

2 pl ligasyon reaksiyonundan alinarak, 50 pl Escherichia coli TOP10
straini lizerine eklenerek karigtirllmigtir. Bu karisim 20 dakika buz {izerinde
bekletildikten sonra hiicreler 30 saniye 42 °C’lik su banyosunda bekletilmislerdir.
Bundan sonra tiipe 250 pul SOC medium eklenerek dikkatlice karistirilmistir.1 saat
37 °C’ 180 rpm de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda bu karisimlardan 100 ul ve 200 pl alinarak X-Gal
(40 mg/ml) ve ampisilin (100 mg/ml) i¢eren Luria Bertani (LB) agar iizerine
pipetlenmis ve drigalski spatiilii ile tiim petri ylizeyine yayilmasi saglanmstir.
Petriler 37 °C’de bir gece inkiibe edilerek inkiibasyon sonrasinda olusan mavi
(insert icermeyen) ve beyaz koloniler (insert igeren) arasindan beyaz olanlar

secilerek X-Gal ve ampisilin igeren yeni bir LB petrisine ekimleri yapilmistir.

Insert’e Sahip Klonlarin Secimi

37 °C’lik inkiibasyondan sonra LB petrileri 2 saat 4 °C’de inkiibasyona
alimarak beyaz kolonilerden mavi renkli hale gelenlerin olup olmadig1 kontrol
edilmistir. Bundan sonra insert iceren bu beyaz kolonilerin icerdikleri insert’in
uygun bliylikliikkte olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla her bir klondan
polimeraz zincir reaksiyonlar1 kurulmustur.

Bu reaksiyonlarin  her birinde primer olarak Primer A (5’-
ACGTTGTAAAACGACGGCAG-3’) ve Primer B (5°-
CAGGAAACAGCTATGACCATG-3’) olarak isimlendirilen insert
primerlerinden kullanilmistir. 50 pl hacimde son konsantrasyonlart 1.5 mM
MgCl,, 10 mM Tris-HCI pH 9.0, 50 mM KCI, 200 uM deoksiniikleotidtrifostfatlar
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0.2 uM primerler, 1 unite Taq DNA polimeraz
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enzimi olacak sekilde reaksiyonlar kurulmustur. Her tiipe, kalip DNA (template)
olarak LB petrilerindeki beyaz kolonilerden kiirdanla alinan biyomas eklenmistir.

Amplifikasyon reaksiyonu i¢in asagidaki sartlar kullanilmistir:

94 °C 3 dakika (Denatiirasyon),

94 °C 30 saniye

55°C 1 dakika 30 Dongii
72 °C 1 dakika

72 °C 10 dakika

4°C Siiresiz

Reaksiyon sonrasinda amplifikasyon iiriinleri %1’lik agaroz jellere
ylklenerek uygun biiylikliikte inserte sahip olanlarin se¢imi gergeklestirilmistir

(Anton ve ark. 2000).

Klonlara Ait 16S rRNA Geni Amplifikasyonu Uriinlerinin Enzimatik Kesimi
(ARDRA)

16S rRNA geni i¢in elde edilen PCR iiriinlerinin restriksiyon analizleri igin
Hinf T (New England Biolabs Cat no R01555) ve Mbo I (New England Biolabs
Cat no R0147S) enzimleri kullanilmistir.

Her bir reaksiyon i¢in 5 U enzim, 10 pl PCR iiriinii, restriksiyon enzimine
uygun buffer ve steril distile su (20 pl toplam hacim olacak sekilde) kullanilmistir.
Karisim 37 °C’de bir gece inkiibe edilmis ve analiz amaciyla 0.5X TBE (Tris-
Borik asit-EDTA) tamponu icindeki %2 lik agaroz jele yiiklenerek 5 V/cm
elektrik akim1 uygulanarak 4 saat yiiriitiilmiislerdir.

Her bir klonun olusturdugu patternler ortaya c¢ikarildiktan sonra farkl
gruplar1 temsil eden klonlar secilerek bunlardan plazmid ekstraksiyonuna

baslanmistir (Martinez-Murcia ve ark. 1995).
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Rekombinant Plazmidlerin Klonlardan Ekstraksiyonu ve Saflastiriimasi

Plazmid izolasyonu “Plazmid izolasyon Kiti (Promega Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System)” kullanilarak gergeklestirilmistir.

Plazmidlerin klonlardan izolasyonu i¢in, LB’de biiyiitiilmiis olan klonlar 6
ml ampisilinli LB sivi ortamina pasajlanmiglar ve 37 °C’de 1 gece inkiibe
edilmislerdir. Inkiibasyon sonras1 Kkiiltiiriin bir kismi (850 pl) stoklarin
olusturulmasi amaciyla ayrilarak {izerlerine 150 pl steril gliserol eklenmis ve -85
°C lik derin dondurucuda saklanmiglardir.

Kiiltiirin - kalan kismu 2500 rpm’de 5 dakika oda sicaklifinda
santrifiijlenmis ve siipernatant kismi atilmistir. Pelet kitte bulunan 250 pl hiicre
resiispansiyon soliisyonu ile siispanse edilmis ve lizerine 250 pl hiicre lizis
sollisyonu eklenerek 4 kez basasagi ¢evrilerek karistirilmis ardindan 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Bunun {izerine 10 pl alkalin proteaz soliisyonu
eklenmis, tekrar 4 kez basasagr ¢evrilerek kanistirillmis ve 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 350 pl nétralizasyon
sollisyonu eklenerek 4 kez basasagi ¢evrilerek karistirilmig ve 10 dakika 13200
rpm’de santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi 6zel bir kolon igeren toplama
tiipiine yerlestirilmistir. 13200 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra {izerine
750 wul yikama soliisyonu eklenmis ve tekrar 13200 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmigtir. 250 pl yikama soliisyonu eklenerek 2 dakika 13200 rpm’de
santrifiijlenmis, 6zel kolonu igeren tiip kismi1 yeni bir ependorf tiipii i¢ine alinarak
kolon tizerine 100 pl niikleaz igermeyen su eklenmis ve son kez 13200 rpm’de 1
dakika santrifiijlenmistir. DNA igeren sivi kisim -20 °C’de saklanmustir.

Plazmid izolasyonunun gerceklesip gerceklesmediginin kontrolii amaciyla
bu ekstrakttan %]1°lik agaroz jele yiikleme yapilmis ve uygun biiyiikliikte

vektoriin olup olmadig1 marker yardimiyla belirlenmistir.
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16S rRNA Genlerinin Dizi Analizleri

16S rRNA genlerinin (klonlardan PCR amplifikasyonu ile elde edilen) dizi
analizleri ABI Prism 310 dizi analiz cihazi kullanilarak Alicante Universitesi,
Ispanya’da gerceklestirilmistir. Dizi analizleri igcin 16S rRNA geninin
amplifikasyonunda kullanilan Archaeal primerler (27F ve 1492R) yaninda 958R
primeri ve Bacteria spesifik primerler (21F ve 1492R) ile 5R primeri
kullanilmistir. Bu primerlerle ilgili bilgiler Tablo 2.2.’de gosterilmistir. Dizi
analizleri sirasinda her Ornek icin toplam reaksiyon hacmi 10 pl olarak
ayarlanmistir. 3 pl kalip DNA (50 ng/ul) (analiz yapilacak DNA 6rnegi), 0.5 ul
primer (5 pmol), 4 pl premix (ABI sequence kiti) ve 2.5 pl steril su ile hazirlanan

her bir reaksiyon i¢in kullanilan sartlar asagida verilmistir:

30 dongii

96 °C 30 saniye
50 °C ldakika
72 °C 1 dakika

Amplifikasyon sonrasinda baglanmamis primerlerin ve isaretli ANTP lerin
uzaklastirilmasi i¢in 6zel bir saflagtirma kiti (Centri-Sep Columns, Katalog No CS
900, Princeton Separations, Inc) kullanilmistir. Bunu takiben &rneklerin
kurutulmast i¢in Eppendorf Collector konsantrotor sistem kullanilmistir. Bu
sistemde 30 dakika muameleden sonra 30 pl formamid solusyonu o6rneklerin
tizerine konmus ve 30 dakika inkiibasyon sonrasit Ornekler kapiller sisteme

verilmigtir.



Tabloe 2.2. Caligmamizda kullanilan primerler

Primerler Baz Dizilimi (5°-3") Spesifisitesi Referans
27f AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG | Bacteria (Lafgeg’g L
1492r GGT TACCTT GTTACGACTT Universal (Lane, D.J., 1991)
21F TTC CGG TTG A TC CTG CCG GA Archaea | (DeLong, E.F., 1992)
1492r GGT TAC CTT GTT ACG ACT T Universal | (Lane, DJ., 1991)
(Sogin and
EuklA CTG GTT GAT CCT GCC AG Eukarya | o o, 1987)
Euk516r ACC AGA CTT GCC CTC C Eukarya (Amfg;gf ark.,
338f ACT CCT ACG GGA GGC AGC Bacteria (Amnf;ngg)e ark.,
785¢f GGA TTA GAT ACC CTG GTA G Bacteria (Am“fg;g ark.,
1685t TTA CGC GGC TGC TGG CAC G Bacteria (Amnf;ngg)e ark.,
958R ACC GGC GTT GAC TCC AAT T Archaea (Amr?%‘;;)e ark.,
41F CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC ™ .
ac GTC CCG CCG CCC CCG CCC G CCT | Bacteria “yfgrggf ark.,
ACG GGA GGC AGC AG
341F CCT ACG GGA GGC AGC AG Bacteria (M“yfggg’ ark.,
518R ATT ACC GCG GCT GCT GG Universal (M“yfgrggf ark.,
007r. | CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC (Muyzer vo ark
Ge GTC CCG CCG CCC CCG CCC G CCG | Bacteria “yl 99§) .
TCA ATT CMT TTG AGT TT
907R CCG TCA ATT CMT TTG AGT TT Bacteria (M“yfgg;’ ark.,
CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC
34G4CF' GTC CCG CCG CCC CCG CCC G ACG | Archaea (SChafegof)ell;duyzer’
GGG CGC AGC AGG CGC GA
344F ACG GGG CGC AGC AGG CGC GA) | Archaea (SChafegof)ell;duyzer’
s16r. | CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC
Ge | GGG GCG GGG GCA CGG GGG G ACC Amman ve ark,1990

AGA CTT GCC CTC C

108
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16S rRNA Gen Dizilerinin Analizi

Izolatlarn, klonlarm ya da DGGE bantlarinin  16S rRNA geni
amplifikasyonlarindan elde edilen tirlinlerin dizi analizinden sonra elde edilen dizi
bilgileri NCBI (“National Center for Biotechnology Information”,
(www.ncbi.nlm.nih.gov) genbankasindaki verilerle BLAST (Altschul et al, 1997)

programi lizerinden karsilastirilarak bunlarin filogenetik benzerlik durumlar
ortaya konmugstur. Elde edilen diziler ayrica Clustal X (Versiyon 5) programi
kullanilarak da analiz edilmislerdir. Cluster programu ile filogenetik iligkilerini

ortaya koyan agaglar ¢izilmistir.

Agaroz Jel Elektroforezleri

Niikleik asitlerin filtrelerden ya da klonlardan ekstraksiyonunu takiben ya
da 16S rRNA genlerinin PCR ile amplifikasyonundan sonra bunlarin elektroforez
islemleri i¢in 1X lik TAE buffer icindeki 5V/cm akim uygulanan %1’lik agaroz
jeller kullanilmustir. Incelenecek niikleik asitin tipine gore jellerde 1 kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen) ya da Hind III ile kesilmis Lambda DNA fragmentleri marker
olarak kullanilmigtir. Cukurlara 5 pl 6rnek ve 1 pl jel ylikleme boyasi olacak
sekilde ylikleme yapilmistir.

ARDRA yontemi ile olugacak patternlerin gézlenmesi amaciyla %2’lik
agaroz jeller kullanilmistir. 0.5 X TBE buffer icindeki jellere 5 V/cm akim
uygulanmistir ve Ornekler 4 saat ylriitilmiistiir. 10 pl 6rnek ve 2 pl 6rnek
yiikleme boyasi ¢ukurlara yiiklenmistir. ARDRA jellerinde marker olarak 1 Kb
Plus DNA ladder ile birlikte 50 bp DNA Ladder (Invitrogen) kullanilmstir.

Tiim jellerde DNA’nin goézlenebilmesi amaciyla jeller, 0.5 pg/ul
konsantrasyonlu etidyum bromid solusyonlar1 i¢inde 15 dakika bekletildikten
sonra 10 dakika kadar da distile su igerisinde tutulmuglar ve 312 nm dalga
boyunda UV veren transilluminatdrler yardimiyla gozlenmislerdir. Jel fotograflar
Uvitec Jel Dokiimantasyon sistemi ile ya da dijital Kodak kamera ile (Digi Doc)

elde edilmistir.
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2.2.6.3. Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi (DGGE)

16S rRNA Geninin DGGE Analizi icin Amplifikasyonu

DGGE analizi i¢in 16S rRNA geninin amplifikasyonu i¢in “GC clamp” adi
verilen yaklasik 40 niikleotidlik bir diziyi 5° uglarinda igeren 6zel primerler
kullanilmigstir. Tablo 2.2.’de bu primerler ile ilgili detaylar verilmistir (Muyzer ve
ark 1993). Archaeal 16S rRNA geni amplifikasyonlar1 i¢in 344F-GC ve 907R
olarak adlandirilmis olan primerler, Bacteria drnekleri i¢in de 516R-GC ve 907R
primerleri kullanilmistir. Her bir reaksiyonda kalip DNA olarak filtrelerden
yapilan DNA ekstraksiyonu sonucu elde edilen niikleik asitler kullanilmistir.

Amplifikasyon reaksiyonlarinda Bacteria 16S rRNA’st i¢in asagidaki

sartlar saglanmigtir;

[k Déngii

94 °C 5 dakika
65 °C 1 dakika
72 °C 3 dakika

9 Dongii (her dongiide primer baglanma sicakligi 1 °C azaltilarak)

94 °C 1 dakika

64 °C (63, 62, 61,....55 °C’¢ kadar) 1 dakika
72 °C 3 dakika

20 Dongii

94 °C 1 dakika

55°C 1 dakika

72 °C 3 dakika

Son Dongii

94 °C 1 dakika

55°C 1 dakika
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72 °C 10 dakika

4°C Siiresiz

Amplifikasyon reaksiyonlarinda Archaea 16S rRNA’s1 i¢in asagidaki sartlar

saglanmustir;
94 °C 5 dakika
29 dongii
94 °C 30 saniye
56 °C 45 saniye
72 °C 2 dakika
1 dongii
94 °C 30 saniye
56 °C 45 saniye
72 °C 7 dakika
4°C Siiresiz

Tiim reaksiyonlar 50 ul hacimde son konsantrasyonlar1 1.5 mM MgCl,, 10
mM Tris-HCI pH 9.0, 50 mM KCI, 200 uM deoksiniikleotidtrifosfatlar (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP), 0.2 uM primerler, 2 unite Taq DNA polimeraz enzimi
olacak sekilde kurulmustur. Her reaksiyon seti ile birlikte hem pozitif hem de
negatif kontrol reaksiyonlar1 hazirlanmistir. Salinibacter ruber DNA’s1 Eubacteria
icin, Haloferax mediterrenaei DNA’s1 Archaea i¢in pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Negatif kontroller DNA icermeyen reaksiyon karigimlar: ile
olusturulmustur. Elde edilen PCR iirtinleri %1°lik agaroz jellerde gozlenmislerdir

(Muyzer ve ark. 2001).
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18S rRNA Geninin DGGE Analizi icin Amplifikasyonu

Eukaryotlardaki 18S rRNA geninin amplifikasyonu i¢in de “GC clamp”
ad1 verilen yaklasik 40 niikleotidlik bir diziyi 5’ uglarinda igceren 6zel primerler
kullanilmigtir. Tablo 2.2. de bu primerler ile ilgili detaylar verilmistir (Muyzer ve
ark 1993).

Eukarya grubu 18S rRNA geni amplifikasyonu icin 516R-GC velF
primerleri kullanilmistir. Eukarya iiyelerinin 18S rRNA genlerinin polimeraz
zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu i¢in 50 pl hacimde son konsantrasyonlari 1.5
mM MgCl,, 10 mM TrissHCI pH 9.0, 50 mM KCl, 200 uM
deoksiniikleotidtrifosfatlar (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0.2 uM primerler, 2
unite Taq DNA polimeraz enzimi ve 3-5 pl template DNA olacak sekilde
reaksiyonlar kurulmustur. 18S rRNA geni amplifikasyonlar1 i¢in kullanilan
primerlerin baz dizilimleri Tablo 2.2. de gosterilmistir.

Reaksiyonlar i¢in Bio-Rad PTC-100 Peltier Thermal Cycler, Eppendorf
Master Cycler Gradient cihazlar1 kullanilmistir.

Eukarya iiyelerinin 18S rRNA genlerinin amplifikasyonlari i¢in uygulanan

reaksiyon sartlar1 asagidaki gibidir;

95 °C 5 dakika (Denatiirasyon),

95 °C 1 dakika

60 °C 1 dakika 30 Dongii
72 °C 1 dakika

72 °C 10 dakika

4°C Siiresiz

Tiim ¢aligmalar boyunca hem pozitif hem de negatif kontrol reaksiyonlari
hazirlanmistir. Saccharomyces cerevisiae DNA’s1 Eukarya icin pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. Negatif kontroller DNA i¢ermeyen reaksiyon karisimlari ile
olusturulmugstur. Elde edilen PCR iiriinleri %1°lik agaroz jellerde gézlenmislerdir

(Sogin 1998; Muyzer ve ark 1996).
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Archaea ve Bacteria Grubu 16S rRNA Uriinleri icin DGGE

Archaea ve Bacteria spesifik primerlerle filtrelerden elde edilmis total
cevresel DNA’nin kalip olarak kullanildigr amplifikasyon reaksiyonlariyla elde
edilen driinlerin analizi i¢in denatiire edici gradient jel elektroforezi
uygulanmustir. Denatiire edici gradient jel elektroforezi i¢in D-Code Universal
Mutasyon Deteksiyon Sistemi (Bio-Rad) kullanilmustir.

Elektroforez sistemi 1 mm’lik poliakrilamid jellerin olusumuna izin veren
“spacer” lar kullanilarak uygun sekilde hazirlanmis ve sizdirmaz hale getirilmistir.
Sonrasinda %0°lik ve %80’lik DGGE stok solusyonlar1 hazirlanmis ve gradient
olusturucu diizenek (Gradient Former 485, Bio-Rad) yardimiyla solusyonlarin
gradient jeli olusturacak sekilde karistirilmasi saglanmistir. Jelin  artan
konsantrasyonda iire ve formamid gradientine sahip olmas1 saglanmistir. Archaea
ve Bacteria Orneklerinin denatiire edici gradient jellerinde denatiirant
konsantrasyonu %40’dan %70’e kadar artacak sekilde ayarlanmustir. Polimerize
edici ajanlar da eklendikten sonra sistemde alt kisimda yer alan gradient jel ve
bunun iizerine denatiirant igermeyen yiikleme jeli dokiilmiis ve ¢ukur olusumunu
saglayan tarak bu jel i¢ine yerlestirilerek polimerizasyon i¢in en az 4 saat
bekletilmistir.

Polimerizasyon sonrasinda elektroforez tanki 1X TAE tamponu ile
doldurulmustur. 20 pl 6rnek, 5 ul jel yiikleme boyasi ile karistirilarak ¢ukurlara
yiiklenmis ve tampon sicakligi 60 °C’ye ulastiginda sisteme 5 V/cm akim 1 gece
boyunca uygulanmistir. Elektroforez sonrasinda jeller etidyum bromiir solusyonu
(1 pg/ml) ile 10 dakika boyandiktan sonra yaklasik 15 dakika distile su igine
yikanmig ve transilluminatorde UV 15181 ile gozlenmistir. Jeller Typhoon 9410
(Amersham Biosciences) jel analiz ve goriintiileme sistemi ile kaydedilmislerdir.

Jellerde farkli konumlardaki bantlar UV 15181 altinda steril bisturi
yardimiyla jelden kesilerek steril ependorf tiipleri i¢ine alinmislardir. Bunlarin
tizerine 20 ul mQ su eklenerek 1 gece 4 °C’de inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon
sonrasi eliit edilmis olan DNA, DGGE primerleri ile tekrar amplifiye edilmesi i¢in
kalip olarak kullanilmistir. Buradan elde edilen iiriinler de tekrar saflastirilarak

dizi analizleri yapilmistir (Muyzer ve ark. 1996).
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Eukarya Grubu 18S rRNA Uriinleri icin DGGE

Eukarya spesifik primerlerle filtrelerden elde edilmis total cevresel
DNA’nin kalip olarak kullanildigi amplifikasyon reaksiyonlariyla elde edilen
tirtinlerin analizi i¢in de denatiire edici gradient jel elektroforezi uygulanmistir.
Denatiire edici gradient jel elektroforezi igcin D-Code Universal Mutasyon
Deteksiyon Sistemi (Bio-Rad) kullanilmistir.

Elektroforez sistemi 1 mm’lik poliakrilamid jellerin olusumuna izin veren
“spacer” lar kullanilarak uygun sekilde hazirlanmis ve sizdirmaz hale getirilmistir.
Sonrasinda %0°lik ve %80’lik DGGE stok solusyonlar1 hazirlanmis ve gradient
olusturucu diizenek (Gradient Former 485, Bio-Rad) yardimiyla solusyonlarin
gradient jeli olusturacak sekilde karistirilmasi saglanmistir. Jelin  artan
konsantrasyonda iire ve formamid gradientine sahip olmas1 saglanmistir. Eukarya
orneklerinin denatiire edici gradient jellerinde denatiirant konsantrasyonu
%20’dan %50’e kadar artacak sekilde ayarlanmistir. Polimerize edici ajanlar da
eklendikten sonra sistemde alt kisimda yer alan gradient jel ve bunun iizerine
denatiirant icermeyen yiikleme jeli dokiilmiis ve ¢ukur olusumunu saglayan tarak
bu jel icine yerlestirilerek polimerizasyon icin en az 4 saat bekletilmistir.

Polimerizasyon sonrasinda elektroforez tanki 1X TAE tamponu ile
doldurulmustur. 20 pl 6rnek, 5 pl jel yiikkleme boyasi ile karistirilarak ¢ukurlara
yiiklenmis ve tampon sicakligi 60 °C’ye ulastiginda sisteme 5 V/cm akim 1 gece
boyunca uygulanmistir. Elektroforez sonrasinda jeller etidyum bromiir solusyonu
(1 pg/ml) ile 10 dakika boyandiktan sonra yaklasik 15 dakika distile su icine
yikanmig ve transilluminatorde UV 15181 ile gozlenmistir. Jeller Typhoon 9410
(Amersham  Biosciences) jel analiz ve  goOrlintileme sistemi ile
fotograflanmislardir.

Jellerde farkli konumlardaki bantlar UV 15181 altinda steril bisturi
yardimiyla jelden kesilerek steril ependorf tiipleri i¢ine alinmislardir. Bunlarin
tizerine 20 ul mQ su eklenerek 1 gece 4 °C’de inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon
sonrasi eliit edilmis olan DNA, DGGE primerleri ile tekrar amplifiye edilmesi i¢in
kalip olarak kullanilmistir. Buradan elde edilen iiriinler de tekrar saflastirilarak

dizi analizleri yapilmistir (Muyzer ve ark. 1996).
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DGGE Jellerinden Benzerlik Dendogramlarinin Olusturulmasi

DGGE sonrasi her 6rnek bir pattern olusturmaktadir. Bu patternlerin kendi
aralarinda karsilastirilmasi i¢in jeldeki her banta bir numara verilerek her bantin
hangi 6rneklerde bulunup bulunmadigimi gosteren “var-yok™ degerlendirmesinde
her “var” icin “1” ve her yok icin “0” degeri kullanilarak bir matriks
olusturulmustur. Olusturulan bu matriks kullanilarak SPSS 10 istatistik
programinda jeldeki her 6rnegin birbirine gore benzerligini yansitan dendogramlar
olusturulmustur. Bu dendogramlar Archaea, Bacteria ve Eukarya jellerinin her biri

i¢in ayr1 ayri olugturulmustur.

2.2.6.4. Fluoresan in situ Hibridizasyon (FISH)

Bazi Tuz Goli 6rneklerinin (Mayis 2005, Temmuz 2005 ve Ekim 2005)
mikrobiyal kompozisyonunun belirlenmesi amaciyla, Anton ve ark. a gore (1999),
FISH teknigi uygulanmustir. Ornekler igin kullanilan problarin ézellikleri Tablo
2.3.’de gosterilmistir.

Fiksasyon

Fiksasyon amaciyla, 1 ml su 6rnegine 200 pl %37’lik Formaldehit (Fluka)
eklenerek, 4 °C’de 1 gece inkiibe edilmistir. Sonrasinda 10 ml 1X steril PBS
eklenerek karisim 0.2 pum por c¢apli GTTP Isopore (Millipore) filtreden
gecirilmigtir. Filtrenin yikanmasi amaciyla tekrar 1X 10 ml PBS filtreden
gecirildikten sonra filtreler hibridizasyon islemine kadar muhafaza edilmek iizere

-20 °C’ye konmuslardir (Amann ve ark. 1995; Anton ve ark. 1999).
Hibridizasyon
Her bir hibridizasyon reaksiyonu ig¢in bir parca filtre iizerine 18 pl

hibridizasyon karisimi ve 2 pl kullanilacak probdan (Tablo 2.3.) eklenmistir. Her
bir prob 50 ng/ul konsantrasyonda kullanilmistir. Hibridizasyon islemi,
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hibridizasyon buffer ile islatilmis kagit iceren 50 ml’lik plastik tiiplerde
yapilmistir. Bu tiipler yatay sekilde hibridizasyon firinina (Combi-H, FINEPCR,
Precision, Ind. Co) yerlestirilerek 2 saat boyunca 46 °C’de inkiibe edilmislerdir.

Filtrelerin yikanmasi igin, 48 °C’lik su banyosunda beklemekte olan
yikama solusyonu igerisine filtreler konarak 15 dakika bekletilmislerdir.
Sonrasinda havada tamamiyle kurumalar1 saglanmistir. Bu islemden sonra filtreler
DAPI boyamasi i¢in hazir hale getirilmiglerdir (Amann ve ark. 1995; Anton ve
ark. 1999).

Tablo 2.3. Calismada Kullanilan FISH Problarinin Ozellikleri

Ad1 Dizisi (8° >3’ Formamid | Probun Referans
%’si Spesifisitesi
Eub338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 35 Bacteria (Amann ve ark.,
1990)
Arc 915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT |20 Archaea (Amann ve ark.,
1995)
Non 338 ACTCCTACGGGAGGCAGC 35 negatif (Amann ve ark.,
kontrol 1990)
EHB 412 TACGCCCCATAGGGGTGT 35 EHB1 ve|(Anton ve ark.,
EHB2 2000)
EHB 586 ACATCCGACTTGCTGCCC 35 EHB1 (Anton ve ark.,,
2000)
EHB 1451 |GCCCCTCTCCCTCCGGCT 35 EHB2 (Anton ve ark.,
2000)
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DAPI (4°,6’-diamidino-2-fenilindol-dihidroklorur) ile Boyama

Orneklerdeki toplam mikroorganizma sayismin belirlenmesi amaciyla
DAPI (4°,6’-diamidino-2-fenilindol-dihidroklorur) boyamasi yapilmistir. Bunun
i¢in, su Orneginin filtrelendigi filtreden kiiglik bir parga kesilerek tizerine 10 pl
DAPI (1 pg/ml konsantrasyonda) damlatilmis ve oda sicakliginda birka¢ dakika
bekletilmistir. %70 lik alkol ile birka¢ saniye muamele edildikten sonra steril
distile su igerisine daldirilarak yine birka¢ saniye bekletilmis ve havada
kurutulmustur. Bundan sonra mikroskopta gézlem amaciyla, boyanmis olan filtre
lam tizerine alinarak tizerine bir damla Citifluor (Citifluor Ltd.) damlatilarak lamel
ile kapatilmistir. 100X 1luk objektifte epifluoresan mikroskopta inceleme
yapilmistir (Amann ve ark. 1995; Anton ve ark. 1999; Aman ve ark. 2000).
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Sekil 3.1. Ornekleme alanlari
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Ornekleme yapilan A, B, C, D ve E bolgelerinin GPS kayitlar ile tespit

edilen koordinatlar1 asagida verilmistir:

Ornekleme Noktasi N (Kuzey) E (Dogu)
A N 38° 46°25 E 33° 12’57
B N 38°45°33 E 33°08°10
C N 39° 05°29 E 33°24°25
D N 38°47°26 E 33°33°56
E N 38°44°14 E 33°36°01
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3.2. Orneklerdeki Toplam Tuz Degerlerinin ve Iyonik Kompozisyonlariin

Belirlenmesi

3.2.1. Orneklerin Toplam Tuzluluk Degerlerinin Belirlenmesi

Su orneklerinin arazide el refraktometresi ile yapilan toplam tuzluluk

Ol¢tim sonuglar1 Tablo 3.1. de verilmistir.

3.2.2. Orneklerin pH Degerlerinin Belirlenmesi

Su Orneklerinin arazide yapilan pH Olglim sonuglart Tablo 3.1. de

verilmigtir.

Toplam Tuzluluk

A bolgesi
B bolgesi

C bolgesi
D bolgesi

E bolgesi

A bolgesi
B bolgesi
C bolgesi
D bolgesi
E bolgesi

A bolgesi

g« B bolgesi 32 7.4
i N

= S C bolgesi 31 7.4
z D bolgesi 32 7.4

E bolgesi 32 7.4
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A bolgesi
B bolgesi
C bolgesi
D bolgesi
E bolgesi

A bolgesi
B bolgesi
C bolgesi
D bolgesi
E bolgesi

7]
=
S
(S
Z
>
<
=

A bolgesi

Tablo 3.1. Orneklerin Arazide Olgiilen Toplam Tuzluluk ve pH Degerleri

3.3. Su Orneklerinden Archaea ve Bacteria izolasyonu ve Kiiltiire Ahnmalari

On denemelerde %25 SW besiyeri ve Haloarcula besiyerlerinin izolasyon
icin oldukca uygun olduklar1 belirlenmis ve bu nedenle calisma boyunca bu
besiyerleri ile izolasyon yapilmistir. Yine farkli sivi besi ortamlari (Medyum A, B,
C, D, E ve farkli tuz konsantrasyonlarinda MG mediumlar) da kiiltiirlerin elde
edilmesinde kullanilmislardir.

Calisma boyunca renk ve koloni morfoloji acisindan farkli oldugu
diisiiniilen 122 adet izolat secilerek bunlar daha detaylica calisilmak iizere
stoklanmiglardir. Asagidaki sekillerde farkli renk ve bigimli kolonilere sahip bazi

izolatlarin %25 SW besiyerindeki goriintiileri verilmistir.
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Sekil 3.2. Farkli pigmentasyona sahip izolatlarin agar {izerindeki goriintiileri (2005 Mayis A (114
nolu izolat) ve 2005 Temmuz A (112 nolu izolat))

Sekil 3.3. Farkli pigmentasyona sahip izolatlarin agar iizerindeki goriintiileri (2005 Temmuz A
(106 nolu izolat) ve 2005 Mayis A (103 nolu izolat))
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Bununla birlikte alinan 6rneklerdeki toplam canli bakteri sayisi (cfu/ml)

tiim istasyonlarin ortalamasi olarak verilmistir (Tablo 3.2.).

Agustos 2003 1.8x10*
Ekim 2003 4x10*
Aralik 2003 2x10°
Subat 2004 1,15x10°
Nisan 2004 4x10°
Haziran 2004 3,8x10°
Agustos 2004 2x10°
Ekim 2004 3,7x10"
Aralik 2004 5x10°
Mayis 2005 2x10°
Temmuz 2005 3x10*
Ekim 2005 2x10°

Tablo 3.2. Orneklerdeki canli bakteri sayisi (cfu/ml)

Tablodan da goriildiigii gibi canli bakteri sayisinin mevsime bagli olarak

10° ila 10° hiicre/ml arasinda degistigi tespit edilmistir.

3.4. Identifikasyon

3.4.1 Morfolojik ve Biyokimyasal Testler

Gram Boyama

Gram boyama sonuglarina gore izolatlarin hepsi pembe renkli gram negatif
(Gr -) Boyanmis ve morfolojileri boyamalar sonrasinda yapilan mikroskobik
gozlemlerde kisa veya uzun gubuklar, diizensiz iiggenler, disk seklinde hiicreler
gozlenmistir. Sekil 3.4. de modifiye edilmis Gram boyama sonrasi ¢ubuk sekilli

ve negatif 6zellikte boyanmis hiicreler goriilmektedir.
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Sekil 3.4. Modifiye Gram boyama islemi sonrasi Gram negatif olarak boyanmis ¢ubuk sekilli

hiicreler (102 nolu izolat)

Izolatlarin Optimum Biiyiime I¢in Ihtiyac Duydugu NaCl Miktarinin

Belirlenmesi

Izolatlar %0, %5, %8, %10, %15, %20 ve %25lik NaCl igeren

besiyerlerine ekilmis ve 37 °C’de inkiibasyon sonrasi gelisme durumlar

incelenmistir. Inkiibasyon sonrasinda gelisme durumlari Tablo 3.3. de verilmistir.

Tablodan da goriilebilecegi gibi 5, 14, 25, 42, 62, 72, 90, 102 ve 103 nolu izolatlar

%S5 ile %25 arasindaki NaCl konsantrasyonlarinda gelisme gostermislerdir. Diger

tiim izolatlar ise %10 ile %25 arasindaki besiyerlerinde gelismisler, bir baska

deyisle gelismek i¢in en az %10 NaCl’ye ihtiya¢ duymuslardir.

izolat No %0 %5 %8 %10 %15 %20 %25
1 - - - + + + +
2 - - - + + + +
3 - - - + + + +
4 - - - + + + +
5 = + + + + + +
6 - - - + + + +
7 - - - + + + +




124

10

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22

23
24
25
26
27

28
29
30
31

32

33
34
35
36
37
38

39
40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50
51

52

53
54
55
56
57
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58
59
60
61

62
63

64
65
66
67

68
69
70
71

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

82
83
84
85
86

87
88
89
90

91

92
93
94

95
96
97
98
99
100

101

102

103

104

105
106

107
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108 - - - + + + T
109 - - - + + + T
110 - - - + + + +
111 - - - + + + ;
112 - - - + + T ;
113 - - - + + + T
114 - - - + + + +
115 - - - + + + +
116 - - - + + + ;
117 - - - + + T ;
118 - - - + + + T
119 - - - + + + +
120 - - - + + + ;
121 - - - + + + ;
122 - - - + + T ;

Tablo 3.3. izolatlarin farkli NaCl konsantrasyonlarindaki gelisme durumlari

izolatlarin Optimum Biiyiime icin Ihtiya¢c Duydugu Sicakhigin Belirlenmesi

Izolatlar %25 SW agar ve Haloarcula agar besiyerlerine ekildikten sonra
25 °C, 30 °C, 37 °C, 45 °C ve 55 °C’lik etiivlerde inkiibasyona birakilmislardir.
Sonuglar degerlendirilirken 3 haftalik inkiibasyon sonrasinda agar tizerindeki
gelisme durumlart karsilastirilmis ve izolatlarin e optimum gelisme gosterdikleri
gozlenmistir. 25 °C, 30 °C ve 45 °C iireme olmus ancak 37 °C’deki kadar hizli

olmamugtir. 55 °C de ise petrilerin gogunda tireme goriilmemistir.

Izolatlarin Optimum Biiyiime icin Ihtiyac Duydugu pH Degerinin

Belirlenmesi

Izolatlar pH’s1 3, 5, 7, 9 ve 11’¢ ayarlanmis %25 SW besiyerlerine
ekildikten sonra 37 °C, etiivde inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyon
sonrasinda gelisme i¢in optimum pH nin tiim izolatlar i¢in 7-8 arasinda oldugu

belirlenmistir.
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izolatlarin Farklh Karbon ve Seker Kaynaklarim Kullanma Durumunun

Belirlenmesi

[zolatlarin farkli karbon ve seker kaynaklarimi kullanabilme yetenekleri ile
ilgili test sonuglarma gore. Tim izolatlar Glukoz, Fruktoz, Galaktoz, Sukroz,

Trehaloz, Mannitol ve Gliserolii kullanabilme yetenegindedir.

3.4.2. Antibiyotiklere Duyarhhik Testi

SW besiyerine kiiltlirlerin yayma ekimleri yapildiktan sonra agar yiizeyine
Penicillin G (10 U), Ampicillin (10 mg), Bacitracin (10 ug), Vancomycin (30 pg),
Tetracycline (30 pg), Novobiocin (30 mg), Cloramphenicol (30 pg) diskleri
konarak petriler 37 °C’de inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyon sonrasi
antibiyotik diskleri etrafinda olusan inhibisyon zonlarinin varligi kontrol
edilmigtir. 122 izolattan 9 tanesi (5, 14, 25, 42, 62, 72, 90, 102 ve 103) hari¢ diger
timii Penisin G’ye, Vankomisin ve Kloramfenikol’e karsi direngli olarak
bulunmustur. Penisilin G’ye diren¢ Archaea’ya ait bir Ozelliktir. Yine 122
izolattan 9 tanesi (5, 14, 25, 42, 62, 72, 90, 102 ve 103) hari¢ diger tlimiiniin
Basitrasin ve Novobiosine duyarli olduklar1 belirlenmistir ki bu da Archaealarin
genel karakteristik 6zelliklerindendir.

Izolatlarin farkli antibiyotiklere kars1 hassasiyetleri ile ilgili test sonuglar:

Tablo 3.4.’de verilmistir.
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(30 pg)

(30 mg),

(30 ng)

(30 pg)

(10 pg)

(10 mg)

Penicillin | Ampicillin | Bacitracin | Vancomycin | Tetracycline | Novobicin | Cloramphenicol

G (10 U)

izolat

No

10

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22

23
24
25
26
27

28
29
30
31

32
33
34
35
36
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37
38
39
40

41

42

43

a4
45

46

47

48

49

50
51

52
53
54
55
56
57

58
59
60
61

62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

72
73




130

74
75
76
77
78
79
80
81

82
83
84
85
86
87

88
89
90
91

92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104

105
106
107
108
109

110
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111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121
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Tablo 3.4. izolatlarin farkli antibiyotiklere kars1 hassasiyetleri

3.4.3. Polar Lipid Analizleri

Lipid analizleri i¢in ekstraksiyon Oren ve ark 1999’a gore
gergeklestirilmistir. Ancak makalede belirtilen yontem uygulandigi halde
izolatlar1 ayird edici bir sekilde lipid spotlari elde edilememistir. Sadece
fosfotidilgliserol (PG) ve fosfotidilgliserolmetilsiilfata (PGP-Me) ait spotlar elde
edilmigtir. Sekil 3.5. de swrastyla H. volcani, H. hispanica, H. borinquense,
Halobacterium spp., 44 ve 54 nolu izolatlara ait polar lipid ekstraktlar1 ince
Tabaka Plagi tizerine uygulanmistir. Plak iizerine Orsinol Ferrik Klorid reagent
spreylenip, 150 °C’de 1sitilmasi sonrasinda olusan glikolipid spotlar
goriilmektedir. Sekilde de gortildiigli gibi referans halofillerlerle birlikte 44 ve 54
nolu izolatlarda ayn1 spotlar1 vermistir. Orsinol ferrik klorid spreyi tiim fosfolipid
ve glikolipidlerin tayininde kullanilmaktadir. Moybdenum Blue sprey denilen
reagent ise yalmiz fosfolipidlerin tayininde kullanilmaktadir. Sekil 3.6. da da
stirastyla H. volcani, H. hispanica, H. borinquense, Halobacterium spp., 44 ve 54
nolu izolatlara ait polar lipid ekstraktlar1 Ince Tabaka Plag: iizerine uygulanmustir.

Plak iizerine Moybdenum Blue reagent spreylendikten sonra olusan mavi renkli
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spotlar fosfolipidler olarak degerlendirilmislerdir. izolatlarin referanslar ile benzer

spotlar1 verdigi gézlenmistir.

Sekil 3.5. Orsinol Ferrik Klorid reagent spreylenip, 150 °C’de isitilmasi sonrasinda olusan

glikolipid spotlar1 (H. volcani, H. hispanica, H. borinquense, Halobacterium spp., 44 ve 54)

Sekil 3.6. Plak tizerine Moybdenum Blue reagent spreylendikten sonra olugan mavi renkli spotlar

fosfolipidler (H. volcani, H. hispanica, H. borinquense, Halobacterium spp., 44 ve 54)
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3.44. Toplam Hiicre Proteinlerinin Eldesi ve Sodyum Dodesil Siilfat
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile Analizi

22 adet izolata ve 11 adet referans halofilik mikroorganizmaya ait toplam
hiicre proteinlerinin profilleri SDS-PAGE ile belirlenmistir. Asagida (Sekil 3.7.)

izolatlara ait tipik bir jel goriintlisii verilmektedir. Sekil 3.8. de ise referans

halofillere ait toplam hiicre proteinlerinin jel elektroforezi fotografi verilmistir.

Sekil 3.8. Referans halofilik bakterilerin SDS-PAGE ile ortaya konmus toplam hiicre proteinleri
sirastyla:  Halococcus saccharolyticus DSM 5350, Halococcus dombrowski DSM 14522,
Halococcus morrhuae DSM 1307, Halorubrum coriense, Halogeometricum boringuense,
Haloarcula hispanica ATTC 33960, Haloferax volcanii NCMB 2012, Haloferax volcanii,
Haloferax mediterranei, Halobacterium sp. NRC-1 ATCC-700922, Salinibacter ruber M31 ve
Marker (116-14.4 kDa).
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Bu jellerde yer alan izolatlarin birbirlerine gore benzerlikleri Uvitec Jel
Dokumantasyon Sistemi ile analiz edilmis ve 22 izolatin benzerlik dendogrami

elde edilmistir (Sekil 3.9).

Dendrogram with Homology Coefficient 26:2.0 [ UPGMA |
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Sekil 3.9. Tuz Golii izolatlarinin SDS-PAGE analizi sonrasi elde edilen benzerlik dendogrami

Sekildeki dendogramda da goriildiigii gibi tiim Orneklerin birbirlerine
benzerlikleri %50 civarindadir. Bazi 6rneklerde %90’1n iizerinde benzerlik géze
carpmaktadir.23 ve 55 numarali izolatlar %90’ iizerinde benzerlik
gostermektedir. 17, 19, 58, 47, 22 ve 36 numarali izolatlar ise genel olarak %80’°in
lizerinde benzerlige sahiptirler. izolatlara ait toplam proteinlerin yiiriitiildiigii her
iki jelde de 113 kDa ile 25 kDa arasinda oldukc¢a yogun bantlasma goriilmiis,
ancak 25 kDa altinda daha az bantlagsmanin oldugu belirlenmistir. Izolatlarin cogu
referans halofillere benzer olarak 25 kDa’nin hemen tstlinde oldukga belirgin bir

banta sahiptirler.
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Dendrogram with Homology Coefficient 26:2.0 [ UPGMA )
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Sekil 3.10. Tuz Go6li izolatlar1 ve referans halofillerin SDS-PAGE analizi sonrasi elde edilen

benzerlik dendogrami

Sekil 3.10. de referans halofilik organizmalar ve Tuz Golii izolatlarinin
benzerlik yoniinden birlikte degerlendirildikleri dendogram yer almaktadir. Bu
dendogram incelendigi zaman Halococcus saccharolyticus ve Halococcus
dombrowski nin %90’ lzerinde benzerlik gostermesine ragmen Halococcus
morrhuae bu iki organizmaya %70 benzerlik gostermistir. Izolat 17 ve 19 ise
Halococcus genusu Orneklerine %80’in lizerinde benzerlik gostermistir.

Bunun disinda diger referans halofillerin kendi aralarinda %70 benzerligi
paylastig1 agik¢a goriilmektedir. izolatlarin genel benzerlik oram ise bu analiz

sonras1 %30’lara kadar diismiistiir.

3.4.5. Niikleik asit analizine dayah testler

16S rRNA Geni Amplifikasyonu icin izolatlardan DNA Ekstraksiyonu
Calisgmada Tuz Golii'nden izole edilen mikroorganizmalarin 16S rRNA

geni amplifikasyonlar1 i¢in kullanilan distile su i¢inde homojenizasyon sonrasi

kaynatma esasina dayanan yontemin DNA ekstraksiyonu i¢in yeterli oldugu

gOriilmiistiir.
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16S rRNA Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Amplifikasyonu

(izolatlarin Archaea —Bacteria Ayrimlarinin Yapilmasi)

Izolatlarm 16S tRNA genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu ile
amplifikasyonu ve bu sayede Archaea {iiyesi mi yoksa Bacteria iiyesi mi
olduklarmin tespiti i¢in yapilan PCR lar sonrasi elde edilen tiriinler %1°lik agaroz
jellerde yiriitiilmislerdir. Sekil 3.11. de 16S rRNA geni iiriinleri jelde
goriilmektedir. Ornek teskil etmesi amaciyla secilen bu jel fotografinda da
goriildiigii gibi her 6rnek i¢cin hem Archaea hem de Bacteria primer setleri ile PCR
kurulmus ve sadece Archaea iiriinii veya sadece Bacteria iirlinii elde edilerek
oncelikle ornegin Archaea veya Bacteria olup olmadig: tespit edilmistir. Sekil
3.11. deki jel fotografinda da goriildiigii gibi aym1 ornegin Archaea ve Bacteria
primer setleri ile yapilan PCR sonras {iriinler jelde yan yana yiiklenmistir. 1A ve
1B (A=Archaea, B=Bacteria) reaksiyonlariin ikisi de iiriin vermistir. Ancak 16S
rRNA yaklasik 1500 bg lik {iriin vermesi gerektigi i¢cin bu durumda 1B 6rneginin
bu kosula uydugu goriiliir. Ancak 1A’da goriilen {irtin her ne kadar 1500 bg’lik
degilse de bu bir kontaminasyonun isareti olabilir diigiincesiyle bu durumdaki
orneklerin islemleri de tekrarlanmustir.

Ikinci 6rnegimiz ise ne 2A ne de 2B reaksiyonlarinda iiriin vermemistir.
Calisma sirasinda bu durumdaki 6rneklerden tekrar DNA izolasyonu yapilarak

bunlarin PCR lar1 da tekrarlanmistir.
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12.000 bp

2.000 bp
1 650 bp

14 18 2& 2B & 3B 44 48 hiarker

Sekil 3.11. 16S rRNA geni amplifikasyon tiriinleri (A= Archaeal primerler ile reaksiyon

ve B=Bacteria primerleri ile reaksiyon)

Ugiincii ve dordiincii &rnekler ise sadece Archaeal primerlerle iiriin
vermislerdir ve ¢ok net bir sekilde Archaeal 16S’e sahip olduklar: belirlenmistir.

Genel olarak bu anlayis cercevesinde izolatlarin 16S rRNA geni
amplifikasyonlar1 gergeklestirilmistir.

Buna gore detayli olarak dizi analizleri gergeklestirilmek iizere petri
iizerinde farkli koloni &zelliklerine gore segilen 25 izolata ait olan ve hangi

domaine ait olduklarini gosteren tablo asagida verilmistir (Tablo 3.5.) .

Izolat No Archaea Bacteria

97 + -
98 + -
99 + -
101 + -
102 - +
103 - +
104 + -
105 + -
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106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122

+ + 4+ + + + 4+ + o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+
1

Tablo 3.5. 16S rRNA iiriinlerine gore izolatlarin ait olduklart domain (Archaea ya da Bacteria).

PCR Uriinlerinden Dizi Analizi

Kiiltlir haline getirilmis 25 adet izolatdan DNA ekstraksiyonu yapilmis ve
elde edilen DNA’nin 16S rRNA geni PCR ile amplifiye edilerek bu {irlinlerin
direkt olarak dizi analizlerinin eldesi yoluna gidilmistir. Beckman CEQ 8000
DNA dizi analiz cihazi ile bu elde edilen PCR iirlinlerinin baz dizilerinin
belirlenmesi amaciyla Beckman dizi analiz kitinde Onerilen sartlar ile sonuglar
alimmugtir.

Kiiltiirlerin bir kisminin 16S rRNA analizleri de ABI Prism 310 DNA dizi
analiz cihazi ve bu cihazin kitleri ile gerceklestirilmistir.

Tablo 3.6.’da dizi analizleri yapilmis izolatlar ve bunlarin Blast programi

ile benzerlik gosterdigi tiirler verilmistir.
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Blast Sonucu Benzerlik izolat Sayis1
Oram
Haloarcula hispanica (98%) 7
Haloarcula argentinensis (98%) 2
Haloarcula marismortui (98%) 1
Haloferax mediterranei (99%) 2
Haloferax alexandrinus (99%) 2
Halorubrum xinjiangense (98%) 3
Halomicrobium mukohatei (%98) 3
Chromohalobacter marismortui (98%) 2

Tablo 3.6. Genel olarak analizi yapilan izolatlarin gen bankasindaki en yakin temsilcileri,

benzerlik oranlari ve izolat sayis1

Bunlarin dizi analizler 21F, 1492R ve 907R primerleri (Tablo 2.2.) ile
gerceklestirilmistir. Bu tabloda yer alan izolatlarin izolat numaralar1 ve izole

edildikleri zamanlar asagidaki gibidir;

2005 Mayis izolatlar:: 101 (H. hispanica), 103 (C. marismortui), 105 (H.
hispanica), 107 (H. xinjiangense), 110 (H. argentinensis), 111 (H. hispanica), 114
(H. marismortui), 115 (H. mukohatei), 118 (H. mediterranei), 120 (H.

alexandrinus)

2005 Temmuz izolatlari: 102 (C. marismortui), 104 (H. hispanica), 106 (H.
xinjiangense), 108 (H. hispanica), 109 (H. hispanica), 112 (H. mediterranei), 113
(H. argentinensis), 116 (H. xinjiangense), 117 (H. alexandrinus), 119 (H.

mukohater)

2005 Ekim izolatlar: 121 (H. mukohatei), 122 (H. hispanica) olarak

bulunmuslardir.

Aralik 2004 Izolatlari: Kismi dizi analizleri gerceklestirilen izolatlar 97 (H.
mediterranei), 98 (H. marismortui) ve 99 (H. marismortui).
Bu izolatlarin dizi analizleri sadece 21F primeri kullanilarak

gergeklestirilmistir. Kismi “partial” dizi analizlemelerinde 21F primeri ile
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yaklagik olarak 540 baz okumas1 yapilmistir ve benzerlik oranlar1 %96-97 olarak

bulunmustur.
3.5. Halofilik Mikrobiyal Kommunite Analizleri
3.5.1. Su Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

2005 yili Mayis, Temmuz ve Ekim Aylarina ait su Orneklerinden DNA
ekstraksiyonu Cifuentes ve ark. (2000) ve Nogales ve ark. (1999) a gore kiigiik
degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir. Sekil 3.12. de DNA ekstraksiyonu

sonrasi Orneklerin agaroz jeldeki durumlari goriilmektedir.

! } Marker
$ & s 18 23.130 bp
] A o |53, au

m — 9416 bp

e 5 m— 5557 bp

S — 36T DD

S 2 027 bp

TN w

g

| 54 D0

1 2 3
Sekil 3.12. Su 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu sonrast Mayis (1.¢ukur) ve Temmuz
(2.cukur) 2005 orneklerine ait DNA’lar ve marker (3.¢ukur) (Hind III ile kesilmis Lambda DNA)
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3.5.2. 16S rRNA Gen Kiitiiphanesi Olusturulmasi1 (16S rRNA Genlerinin

Klonlanmasi, Klonlarin Se¢cimi ve Klonlardan Dizi Analizleri)

LB petrilerinde 16S rRNA geni i¢in yapilmis olan PCR’dan gelen iiriinleri
tagiyan beyaz kolonilerden (her bir petride yaklasik 300 civarinda beyaz koloni
elde edilmistir) Archaea i¢in 300 adet ve Bacteria i¢in 300 adet olmak iizere
toplam 600 koloni, X-Gal ve ampisilin iceren yeni LB ortamlarina transfer
edilmislerdir. 37 °C’de 1 gece inkiibasyondan sonra bu klonlarin her birinden PCR
kurularak bunlarin istenilen biiyiikliikte inserte sahip olup olmadiklar1 kontrol
edilmistir. Sekil 3.13. de insert biiyiikliiklerinin tesbiti i¢in yapilan PCR’lar

sonrasi elde edilen jel fotograflarindan biri goriilmektedir.

12000 hp

1650 bp

g8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M

12000 hp

1650 hp

T B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M

Sekil 3.13. Klonlarin se¢imi i¢in insert biiylikliiklerinin kontrolii amaciyla yapilan PCR sonrasi
elde edilen jel (Ust sirada sirastyla Archaeal klonlar 3-86, 3-93, 3-87, 2-9, 2-8, 2-12, 3-82, 2-3, 2-
1, 3-95, 2-33, 3-92, 2-60, 2-11, 2-47, 1-1, 1-33, 2-95, 3-96 ve 1 kb Marker ve alt sirada Bacterial
klonlar: 1-36, 2-4, 1-8, 2-16, 1-95, 1-47, 2-8, 3-35, 3-90, 2-36, 1-1, 1-92, 2-1, 3-80, 2-3, 1-28, 3-4,
3-26, 3-93 ve 1 kb Marker)
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Sekildeki jel fotografinda da goriildiigii gibi beyaz renkli kolonilerden
yapilan PCR ile insert biiyiikliikleri kontrol edildiginde, klonlarin hepsinin istenen
biiyiikliikte inserti icermedigi ortaya ¢ikmustir. Bu nedenle istenen biiyiikliikte
insert iceren klonlarin bulunmasi amaciyla kolonilerden PCR islemi devam
ettirilmistir. Sonugta Archaea i¢in 108 adet ve Bacteria i¢in 100 adet uygun
inserte sahip oldugu bilinen klonlar elde edilmistir. 108 Archaea klonunun eldesi
igin 155 koloniden ve 100 Bacteria klonunun eldesi i¢in 180 koloniden PCR
yapilmigtir.

Klonlara Ait 16S rRNA Geni Amplifikasyonu Uriinlerinin Enzimatik Kesimi
(ARDRA)

Klonlardaki 16S rRNA geni i¢in elde edilen PCR iiriinlerinin restriksiyon
analizleri i¢in Hinf'1 ve Mbo 1 enzimleri (New England Biolabs) kullanilmistir.
Restriksiyon kesimleri sonras1 %2 lik agaroz jele yliklenerek yiiriitiilmiis

olan jellerden bazilar1 asagida gosterilmistir.

1 2 3 4 56 7T 8§ 9 10 MIAM2 11 12 1314 15 16 17 18

-
2000 hp
P 1 I“-- t- SEmmey
-y ] { p- ﬂ.
_ﬁ't!“ ‘. '_ g.!'a.
T Lk 50hp
Eﬂﬂ-ﬂ! ﬂﬁﬁ-‘a‘ aEaT e B e
- = . 2000 bp
- - 'n-'-n-— C et TOL L
e m-*--&-m
| o - ey et - -
,.«.tﬂ-.-g_--~939---
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1 2 3 4 56 7 8 9 10pnpe 11 121314 15 16 17 18

Sekil 3.14. Hinfl enzimi ile kesim sonras1 %2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiis olan 6rnekler (M1: 1kb
marker ve M2: 50 bp marker) (Ust sira Bacteria klonlar1 sirastyla: 2-32, 1-95, 2-80, 3-35, 3-93, 3-
5,2-2,1-74, 1-8, 1-92, 2-19, 2-96, 1-42, 2-27, 2-16, 1-28, 1-1, 3-90 ve alt sira Archaea klonlar1: 2-
60, 1-1, 2-11, 1-27, 1-17, 2-9, 1-33, 1-4, 3-93, 3-86, 1-3, 2-8, 2-1, 2-36, 3-82, 3-96, 1-48, 2-47)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10M M211 1213 14 15 16 17 18

2000 hp

50hp

Sekil 3.15. Mbo I enzimi ile kesim sonras1 %2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiis olan 6rnekler (M1: 50
bp marker ve M2: 1 kb marker) (Sirasiyla: 2-32, 1-95, 2-80, 3-35, 3-93, 3-5, 2-2, 1-74, 1-8, 1-92,
2-19, 2-96, 1-42,2-27, 2-16, 1-28, 1-1, 3-90)
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Sekil 3.16. %2’lik agaroz jelde Hinfl ve Mbol ile kesim yapilmis ayni set drnekler (Sirastyla Hinf
I kesimleri: 2-33, 2-3, 3-87, 1-2, 1-37, 2-12, 2-95, 1-5, 1-6, M1: 1 kb Marker, M2: 50 bp Marker
ve Mbo I kesimleri: 2-33, 2-3, 3-87, 1-2, 1-37, 2-12, 2-95, 1-5, 1-6)

Oncelikle tiim klonlarm 16S rRNA iiriinleri Hinf I enzimi ile kesilerek
olusan patternlere bakilmistir. Daha sonra Hinf I kesim sonuglarina gére benzer
olanlar belirlenmis ve yine tiim klonlar i¢in Mbo 1 kesimleri gerceklestirilmistir.
Bundan sonra her bir klonun verdigi patternler tekrar benzerliklerine gore
gruplandirilmistir. Bu gruplandirmalardan sonra hangi klonlardan plazmid
ekstraksiyonu ve bunu takiben dizi analizi yapilacagina karar verilmistir.

ARDRA sonuglarina gore Bacteria i¢in hazirlanan gen kiitiiphanesinde 10
ve Archaea i¢in hazirlanan kiitiiphanede 8 farkli patterne sahip klonlar oldugu
belirlenmistir. (Bu klonlarin gen bankasindaki karsiliklar1 ve benzerlik oranlari

Tablo 3.7. de gosterilmektedir.)
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Rekombinant Plazmidlerin Klonlardan Ekstraksiyonu ve Purifikasyonu

ARDRA sonuglarina gore gruplara ayrilmis olan klonlarin her biri i¢in bir
temsilci secilmis ve bunlardan plazmid izolasyonu ve bunu takiben dizi analizi
yapilmasina karar verilmistir.

Plazmid izolasyonu “Plazmid izolasyon Kiti (Promega Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System)” kullanilarak gergeklestirilmistir. Plazmid
izolasyonunun gergeklesip gerceklesmediginin kontrolii amaciyla ekstraktlardan
%1°lik agaroz jellere yiikleme yapilmig ve uygun biiyiiklikte vektoriin olup

olmadig1 marker yardimiyla belirlenmistir.

M1 2 32 4 5 o6 T 8% 9 10 11 12 M
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Sekil 3.17. Plazmid izolasyonu islemi sonrasi (Bacteria klonlarinin) %1’lik agaroz jeldeki
goriintiileri (Swrasiyla: Marker (Supercoiled DNA Ladder), 1-17, 1-62, 3-12, 3-17, 3-45, 3-55, 3-
75, 4-1, 4-35, 4-48, 4-62, 4-77, Marker (Supercoiled DNA Ladder)

Sekilde goriildiigli gibi normalde 4 kb biiyiikliikte olan vektdr, uygun
inserte sahip oldugu durumlarda 5.5 kb lik bantlar vermistir. Bu jel fotografina
gore sadece ilk siradaki ornek uygun biiyiiklilkte plazmide sahip degildir ve

digerleri analiz i¢in uygundur.
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16S rRNA Genlerinin Dizi Analizleri

Uygun biiyiikliikte vektore sahip olan klonlardan dizi analizleri
gerceklestirilmistir. Bu dizi analiz sonuglar1 Blast programi ile degerlendirilerek
her bir klonun gen bankasinda benzerlik gosterdigi tiirler belirlenmistir. Tablo 3.7.
de Archaea ve Bacteria i¢in yapilan dizi analizleri sonuglarina gore bu klonlarin

benzerlik gosterdigi tiirler gosterilmektedir.
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Dizi Dizi Dizinin Eslesen Gen Bankasindaki en yakin karsihigi

Analizi i¢in | Analizi Uzunlugu | Baz Sayis1

Secilen icin secilen

Klon primer

Bakteriyal

klonlar

4-62 B 907 R 587 547/562 97%  U32593 Halanaerobacter lacunarum

3-45B 907 R 582 485/521 93%  AF323503 Salinibacter ruber strain POLA 13
4-48 B 907 R 567 541/567 95%  AF323502 Salinibacter ruber strain POLA 18
4-1B 907 R 565 288/324 88%  AJ431253 Cytophaga sp. Dex80-37

3-75B 907 R 579 558/579 96%  U32593 Halanaerobacter lacunarum

3-55B 907 R 568 535/568 94%  AJ242996 Halophilic eubacterium EHB-4
4-35B 907 R 592 573/582 98%  AJ242998 Halophilic eubacterium EHB-2
3-12B 907 R 590 569/574 99%  AY847284 Acinetobacter baumannii strain Ab8
4-17B 907 R 575 543/571 95%  AF323502 Salinibacter ruber strain POLA 18
3-17B 907 R 584 575/583 98%  AJ242998 Halophilic eubacterium EHB-2
Archaeal

klonlar

1-13A Primer A 448 304/312 97% AY 676200 Haloquadra walsbyi

1-13A Primer B 403 282/287 98% AY 676200 Haloquadra walsbyi

1-13A 958R 462 417/425 98% AY 676200 Haloquadra walsbyi

1-39A Primer A 350 220/242 90% AJ586107 Halosimplex carlsbadanse
1-39A Primer B 442 311/338 92% AJ548827 Halobacterium sp.

1-39A 958 R 651 544/580 93% AJ586107 Halosimplex carlsbadanse
3-3A Primer A 666 582/583 99% AY 676200 Haloquadra walsbyi

3-3A Primer B 722 572/582 98% AY 676200 Haloquadra walsbyi

3-3A 958 R 562 558/565 98% AY 676200 Haloquadra walsbyi

3-7A Primer A 486 287/312 91% AYO055733 Haloterrigena thermotolerans
3-7A Primer B 597 459/514 89% AF071880 Halobacter utahensis

3-9A Primer A 401 227/231 96% AY 676200 Haloquadra walsbyi

3-9A Primer B 489 407/412 98% AY 676200 Haloquadra walsbyi

3-9A 958 R 481 474/480 98% AY 676200 Haloquadra walsbyi

3-29A Primer B 657 503/545 92% AJ586107 Halosimplex carlsbadanse
3-29A 958 R 668 577/633 91% AF071880 Halobacter utahensis

3-46A Primer A 401 227/231 98% AY 676200 Haloquadra walsbyi

3-46A Primer B 441 375/377 99% AY 676200 Haloquadra walsbyi

3-46A 958 R 510 465/476 97% AY 676200 Haloquadra walsbyi

3-48A Primer A 419 307/327 93% AB090169 Halorubrum terrestre

3-48A Primer B 253 179/183 97% X82169 H.sodomonse

3-48A 958 R 526 446/459 97% AMO048786 Halorubrum sp.

Tablo 3.7. Archaea ve Bacteria klonlarinin dizi analizleri sonrasi belirlenen en yakin gen bankasi

temsilcileri.
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3.5.3. Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi (DGGE)

16S rRNA ve 18S rRNA Genlerinin DGGE Analizi icin Amplifikasyonu

DGGE analizi i¢in 16S ve 18S rRNA genlerinin amplifikasyonu sonucu

elde edilen iiriinler %1’lik jellerde gozlenmislerdir. Sekil 3.18. de Archaea ve

Eucarya icin gergeklestirilen PCR’lar1 takiben elde edilen jel goriintiileri

verilmigtir.

Sekil 3.18. Archaea ve Eukarya DGGE analizleri igin yapilan PCR lar1 takiben elde edilen jel
goriintiisii (Yaklastk 500 bp lik iiriinler) (Ust sirada: 1kb marker (M), Temmuz A Archaea (1, 2, 3,
4,5), Temmuz A Eukarya (6, 7, 8, 9, 10) ve altta Mayis A Archaea (1, 2), Mayis A Eukarya (3, 4),
Temmuz E Archaea (5, 6) ve Temmuz E Eukarya (7, 8) 6rnekleri bulunmaktadir)
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Sekil 3.19. Bacteria DGGE analizleri i¢in yapilan PCR lar1 takiben elde edilen jel goriintiisi
(Yaklagik 500 bp lik iiriinler) (Sirastyla Mayis A, Mayis A, Temmuz A, Temmuz A, Temmuz E,
Temmuz E 6rnekleri ve 1 kb Marker (M))

Archaea ve Bacteria Grubu 16S rRNA Uriinleri icin Denatiire Edici

Gradient Jel Elektroforezi

Archaea ve Bacteria i¢in yapilan Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi
sonrasi elde edilen jel fotograflar1 Sekil 3.20. ve 3.21. de verilmistir.
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EbdhdllL 2, AY1S A TEMMUZ E EKIM &

Sekil 3.20. Tuz Goli Mayis, Temmuz (A ve E) ve Ekim 2005 aylarma ait 6rneklerinden Archaea
icin yapilan DGGE analizi ve reamplifikasyon i¢in segilen bantlar (4A, 5A, 6A, 7A, 8A, 11A,
12A, 14A, 16A, 17A)
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)5 A TEMMUZ E ERib &

Sekil 3.21. Tuz Golii Mayis, Temmuz (A ve E) ve Ekim 2005 aylarina ait 6rneklerinden Bacteria
icin yapilan DGGE analizi ve reamplifikasyon i¢in segilen bantlar (1B, 2B, 4B, 7B ve 8B).

Bu jellerde farkli gruplar1 temsil ettigi diistintilen ve Sekil 3.20. ve 3.21. de
belirtilmis olan bandlar jelden kesilmis ve bunlar icin tekrar PCR kurulmustur.
Buradan elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin dizi analizleri sonrasinda her band
icin gen bankasindan benzerlik gosterdigi tiirler tespit edilmistir. Bu her bandin

gen bankasindaki karsiliklar1 ve benzerlik oranlar1 Tablo 3.8. de verilmistir.
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DGGE Dizi Eslesen | % Benzerlik Gen Bankasindaki En Yakin Karsihigi
bandlan Analizi baz
icin sayisi
kulanilan
primer
Archaea
3A 907 R 124/142 | 87% AF322392 Archaeoglobus profundus
4A 907 R 494/499 | 98% AY 676200 Haloquadra walsbyi
5A 907 R 139/162 | 85% X82170 Halorubrum lacusprofundi
6A 907 R 124/142 | 87% AF322392 Archaeoglobus profundus
TA 907 R 392/401 | 97% AY 676200 Haloquadra walsbyi
8A 907 R 487/487 | 100% AY 676200 Haloquadra walsbyi
11A 907 R 383/434 | 88% DQ355793 Halorubrum sp. AJ201
12A 907 R 399/442 1 90% U17364 Halobacterium saccharovorum
14A 907 R 407/441 |92% AY 676200 Haloquadra walsbyi
16A 907 R 466/472 | 98% AM?234786 Halorubrum orientalis
17A 907 R 461/466 |98% AM234786 Halorubrum orientalis
Bacteria
1B 907 R 285/324 | 87% AJ431253 Cytophaga sp.
2B 907 R 398/407 | 97% AF323503 Salinibacter ruber
4B 907 R 449/477 | 94% AF323502 Salinibacter ruber
7B 907 R 407/413 | 98% AJ242998 Halophilic eubacterium EHB-2
8B 907 R 317/328 | 96% AJ242998. Halophilic eubacterium EHB-2

Tablo 3.8.. Elde edilen DGGE bandlar1 ve bunlarin gen bankasindaki en yakin karsiliklart
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Eukarya Grubu 18S rRNA Uriinleri icin Denatiire Edici Gradient Jel

Elektroforezi

Eukarya i¢in yapilan Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi sonrasi

elde edilen jel fotografi Sekil 3.22. de verilmistir.

i

2 1 3 4

Sekil 3.22. Tuz Goli Mayis (1), Temmuz (A (2) ve E (3)) ve Ekim (4) 2005 aylarina ait
orneklerinden Eukarya i¢in yapilan DGGE analizi

DGGE Jellerinden Benzerlik Dendogramlarinin Olusturulmasi

DGGE sonrasi her 6rnek bir pattern olusturmaktadir. Bu patternlerin kendi
aralarinda karsilastirilmasi ic¢in bir matriks olusturulmustur. Olusturulan bu
matriks kullanilarak SPSS 10 istatistik programinda jeldeki her 6rnegin birbirine
gore benzerligini yansitan dendogramlar olusturulmustur. Bu dendogramlar
Archaea, Bacteria ve Eukarya jellerinin her biri i¢in ayr1 ayr1 olusturulmustur.

Sekil 3.23. de Archaea jelinden, 3.24. de Bacteria jelinden ve 3.25. de

Eukarya jelinden tiiretilen benzerlik dendogramlari verilmistir.
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Sekil 3.23. Archaea jelinden iiretilmis olan benzerlik dendogrami

Yukaridaki dendogramdan da anlasildigi gibi DGGE Archaea jelinde

gozlenen profiller Mayis, Temmuz ve Ekim aylari arasinda olduk¢a benzerdir.

100 a5 a0 85 80 T8
o o o o e +
Temmuz A
Temmuz E J
Mans A

Sekil 3.24. Bacteria jelinden iiretilmis olan benzerlik dendogrami

Bacteria jelinde elde edilen profiler de genel olarak oldukca benzerdir.
Sadece Mayis A Ornegi digerlerine %75 oraninda benzerlik gostermesine ragmen
goreceli olarak daha farkli oldugu sdylenebilir. Temmuz A ve Temmuz E

ornekleri ise %95’in tlizerinde benzerlige sahiptir.
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Sekil 3.25. Eukarya jelinden iiretilmis olan benzerlik dendogrami

Bacteria jelinden elde edilen sonuca paralel olarak Eukarya jelinden elde
edilen dendogram da da Temmuz A 6rneginin digerlerine %75 oraninda benzedigi
goriilmektedir. Temmuz E, Ekim A ve Mayis A ornekleri ise %95’in iizerinde

benzerligi paylasmaktadirlar.

3.5.4. Fluoresan in situ Hibridizasyon (FISH)

Tuz Goliinden Mayis, Temmuz ve Ekim 2005 aylarinda alinmis 6rnekler
ile yapilan DAPI boyama ile toplam hiicre sayimlari, Eub 338 probu ile
hibridizasyondan sonra Bacteria, Arc915 probu ile hibridizasyondan sonra
Archaea ve EHB problar ile hibridizasyon sonrasi Salinibacter sayilari tesbit
edilmigtir. Tablo 3.9. da orneklerdeki toplam hiicre, Bacteria, Archaea ve

Salinibacter sayilar1 (hiicre/ml) verilmistir.
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) Tuzluluk | Toplam DAPI | Eub338 | Arco1s | LHBs86 ) Tespit
Omek (%) sayvimy/ml£SS? (%) (%) EHB1451 | edilenlerin
’ Y ’ ’ (%) sayim %si
(Maylls A) 24 1.19x107+0.18 |  31.9% 52.9% 3.9% 84.8%
(Tem Iiuz A) 36 1.38x107£0.08 | 21.7% 57.9% 2.31% 79.6%
(Temémz E) 36 1.48x107+0.08 21% 59.2% 2.45% 80.2%
(Eki?n A) 30 2.6x107+0.25 ND" 61.5% ND 61.5%

a: Standart sapma
b: Belirlenemedi
¢: Archaea+Bacteria

Tablo 3.9. FISH yontemi ile Tuz Goli 6rneklerindeki Bacteria, Archaea, Salinibacter ve toplam

hiicre sayilart.

Hibridizasyon sonrasi floresan mikroskop ile yapilan gozlemlerde Mayzs,

Temmuz ve Ekim aylarina ait 6rneklerde Archaea’larin oldukg¢a baskin oldugu

ortaya ¢ikartlmistir. Ekim ay1 6rneginde Eub338 probu ile hibridizasyon negatif

sonu¢ vermistir. Yani bu Ornekte Bacteria sinyali alinamamigtir. Mayis ve

Temmuz aylarina ait 6rneklerde de Salinibacter problari ile sinyal alinmis ve
bunlar fotograflanmistir. Asagida Eub 338 (Bacteria) (Sekil 3.27. ve 3.28.),
Arc915 (Archaea) (Sekil 3.26) ve EHB (Salinibacter) (Sekil 3.29. ve 3.30)

problari ile hibridizasyon sonrasi tespit edilen hiicrelerin fotograflar1 verilmistir.
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Arc915 (Mayis A) DAPI (Mayis A)

Sekil 3.26. Arc915 probu ile hibridizasyon sonrasi i1sima veren Archaea hiicreleri (Ok ile
isaretlenmis olan da kare gekilli Archaeca (Haloquadra)) ve sagda da ayni goriintii alaninin DAPI

boyamasi (Mayis Ay1 6rneginde)

Eub338 (Mayis A) DAPI (Mayis A)

Sekil 3.27. Eub 338 probu ile hibridizasyon sonrasi 1sima veren Bacteria hiicreleri (Ok ile
isaretlenmis olan ¢ubuk sekilli Bacteria ) ve sagda da ayni goriinti alaninin DAPI boyamasi

(Mayi1s Ay 6rneginde)
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Eub338 (Temmuz A) DAPI (Temmuz A)

Sekil 3.28. Eub 338 probu ile hibridizasyon sonrasi i1sima veren Bacteria hiicreleri (Ok ile
isaretlenmis olan ¢ubuk sekilli Bacteria ) ve sagda da ayni goriinti alaninin DAPI boyamasi

(Temmuz Ay1 drneginde)

EHB 1451 (Mayis A) DAPI (Mayis A)

Sekil 3.29. EHB 1451 probu ile hibridizasyon sonrasi 1sima veren Salinibacter hiicreleri (Cubuk
sekilli Salinibacter ) ve sagda da ayn1 goriintii alaninin DAPI boyamasi (Mayis Ay1 drneginde)
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EHB 1451 (Temmuz A) DAPI (Temmuz A)

Sekil 3.30. EHB 1451 probu ile hibridizasyon sonrasi 1s1ma veren Salinibacter hiicreleri (Ok ile
isaretlenmis olan ¢ubuk sekilli Salinibacter ) ve sagda da ayni goriintii alaninin DAPI boyamasi

(Temmuz Ay1 6rneginde)
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4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Asirt derecede halofilik bakteriler, ekstrem kosullara uyum goéstermis 6zel
yapilar1 nedeniyle biyoteknoloji alaninda calisan bir ¢ok arastiricinin ilgisini
ceken organizmalardir. Asirt tuzluluga dayanikli enzimleri, tuzluluga karsi
koyabilmek icin kullandiklar1 stratejiler, zor sartlarda enerji iiretimine olanak
saglayan 0zel proteinlerinin varlig1 ve bunlar gibi kendilerine has olan 6zellikleri,
onlarin biyoteknoloji alaninda son derece degerli araglar olarak goriilmelerine yol
agmaktadir. Bu nedenle asir1 derecede halofilik bakterilerin tanimlanmasi ve hiicre
yapilarinin detayli bir sekilde ortaya konmasi gerekmektedir. Diinyada ¢ok az
benzeri olup, hipersalin (asir1 derecede tuzlu) ¢evreler sinifina giren ve iilkemizin
en biiyiik ikinci golii olan Tuz Golii’niin mikrobiyolojik olarak incelenerek sahip
oldugu halofilik mikroorganizmalarin tanimlanarak ortaya konmasi hem bu
nedenle, hem de tlilkemiz halofilik prokaryot florasinin belirlenmesi agisindan ¢ok
Oonemlidir.

Tuz Golii’'nde bulunan mikroorganizmalar ve bunlarin farkli yontemler
ile karakterizasyonlar1 iizerine daha 6nceden yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir
(Yalgin 2000; Kalli 2000; Birbir ve Sesal 2003; Ozcan 2004). Yalgm (2000)
calismasinda Tuz Go6li’nden izole ettigi 12 adet aerobik halotolerant ve halofilik
izolat ile ¢alismis ve izolatlarindan bazilarint Bacillus circulans ve Bacillus
licheniformis olarak rapor etmistir.

Kalli (2000) yaptig1 calismada Tuz Goliinden izole ettigi 18 adet asir
halofilik bakterinin ¢esitli biyokimyasal ve antibiyotiklere duyarlilik testlerini
gerceklestirmis ve sonug olarak bu izolatlarin Halobacterium cinsine ait Archaea
olabileceklerini bildirmistir.

Birbir ve Sesal (2003) yaptiklar1 ¢alismada Tuz Goélii’nden izole ettikleri
82 izolattan 32 adetini detayli olarak incelemeye almislar ve bunlarin optimum
gelisim gosterdikleri tuz, pH ve sicaklik derecelerini rapor etmislerdir. Ayrica bu
izolatlarin ¢esitli biyokimyasal testlerini yapmislar ve sonug olarak Tuz Golii’niin
asirt derecede halofilik bakteriler agisindan uygun bir ortam oldugunu
bildirmislerdir. Bizim c¢alismamizda izole edilen strainler i¢in gergeklestirilen

gelisme icin gerekli optimum tuz konsantrasyonu, pH ve sicaklik testlerinin
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sonuglart Birbir ve Sesal (2003)’in ¢alismasinda elde edilen sonuglarla paralellik
gostermektedir.

NaCl’'nin doyma noktasinda oldugu cevreler siklikla yogun mikrobiyal
kommiinitelere ev sahipligi yapar. Predasyon olmayis1 ve genellikle yiiksek besin
diizeyleri sonucunda hiicre yogunluklarinimn mililitrede 10’-10® hiicre ve daha fazla
olmas1 alisilmadik bir durum degildir (Oren 2002). Bizim ¢alismamizda da su
orneklerinde yapilan DAPI boyamalari ile Tuz Golii su orneklerinde mililitrede
10" hiicre bulundugu tespit edilmistir. Ancak ¢alismamiz sonuglarina gore canli
bakteri sayisinin mevsime gore 10° ila 10° hiicre/ml arasinda degismektedir ki bu
sonug da Birbir ve Sesal (2003)’e paralellik gostermektedir.

Antibiyotiklere duyarlilik testleri de halofilik bakterilerin ayriminda
kullanilmis olan yontemlerdendir (Oren 2002). Asir1 derecede halofilik Archaea
tiyelerinin hepsi Penisilin G’ye direng gostermektedir ve bu da Archaea/Bacteria
ayriminda kullanilabilecek basit ve ucuz bir yontem olarak goriinmektedir. Bizim
calismamizda da PCR ile 23 adet Archaea ve 2 adet Bacteria olarak ayrimini
yaptigimiz izolatlardan Archaea olarak bulunan izolatlarin ayni1 zamanda
penisiline direngli oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle dogrulama testi olarak
kullanilabilir. Birbir (2003) ise c¢alismasinda Tuz GOl izolatlarinin hepsinin
penisiline direngli oldugunu bildirmistir.

Halobacteriaceae  familyast iyelerinin ayriminda en Onemli
karakterlerden biri membranlarindaki polar lipidlerin dogas1 ve 6zellikle mevcut
glikolipidlerin tipleridir. Polar lipid analizleri bu nedenle halofilik organizmalarin
karakterizasyonunda Ozellikle de tuzlalardaki kommiinite analizlerinde
kullanilmis olan bir yoéntemdir. Izolatlarin farkli polar lipidlerine sahip olup
olamamalar1 genus diizeyinde ayrimi saglayabilmektedir (Oren 1994; Litcfield ve
ark. 2000; Oren 2001). Ancak bizim ¢alismamizda elde edilen sonuglar genus
diizeyinde ayrimi saglamak i¢in yeterli olmamistir. Ciinkii polar lipid
analizlerimizde ince tabaka kromotografisi sonrasi elde ettigimiz spotlar tim
halofilik  Archaea  genuslarinda bulunan fosfotidilgliserol (PG) ve
fosdotidilgliserolmetilsiilfat (PGP-Me)’e aittir.
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Bakteriyal lipid kompozisyonu ve taksonomik siniflandirma arasindaki
korelasyon bakteriyal identifikasyon amaciyla genis bir 6l¢iide kullanilmaktadir.
Yag asidi profillerine dayanan bakteriyal siniflandirmalar niikleik asid
homolojisine dayali siniflandirmalarla iyi karsilagtirilmis durumdadir. Lipid
analizleri metodolojisindeki gelismeler birgok bakteri i¢in bu korelasyonu
saglamistir. Lipid ekstraktlarmmin gaz kromotografisi, hiicresel yag asitlerinin
belirlenmesi i¢in yaygin olarak uygulanmaktadir. Bu metod bakteriyal lipidlerin
hidrolizasyonu ve ekstraksiyonuna dayanir. Karboksilik gruplarin metilasyonu
yag asitlerinin metil esterlerini (FAME) iiretir ve bunlar gaz kromotografi (GC)
ile analiz edilirler. Tim 6rnek hazirlama zamam yaklasik 60-70 dakikadir ve
FAME ekstraktlarinin kromotografik analizi bir 6rnek i¢in yaklasik 20 dakika
siirmektedir (Basile ve ark. 1995). FAME analizleri halofilik bakteriler i¢in de
uygulanmistir. Vreeland ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢alismada, ¢ok eski bir tuz
kristalinden izole edilen bir “Permian” bakteri ile bu izolatin modern akrabalari
arasindaki iligkiyi arastirmislardir. Yag asit profillerine goére bu organizmalari
karsilagtirdiklarinda bu yaklagimin tiir diizeyinde ayrim yapmadigi ancak test
edilen Bacteria Tlyeleri arasinda farkliliklar1 ortaya koyabildigi sonucuna
varmiglardir (Vreeland ve ark. 2006).

Proteinler prokaryot, eukaryot ve viruslerde yapi1 ve fonksiyon
bakimindan oldukca farkliliklar gosterirler. Proteinlerin cesitliligi ve sayis1 bazi
bakterilerde 2000’e kadar ¢ikmaktadir ki bu durum tiplendirme ve identifikasyon
caligmalarinda  kullanilabilecek bir bilgi saglamaktadir. Bu yaklasim
organizmalarin protein ya da polipeptid profillerine dayanarak tiir seviyesinde
hatta alttiir diizeyinde identifikasyonlarinda kullanilabilmektedir (Towner ve
Cockayne 1993). Poliakrilamid jel elektroforezleri molekiiler diizeyde proteinlerin
analizi i¢in oldukca gii¢lii bir yontemdir. SDS-PAGE de halofilik izolatlar1 da
iceren c¢ok sayida bakteriyal strainin sistematiginde kullanilmis olan bir tekniktir
(Stan-Lotter et al. 1989; Hesselberg ve Vreeland 1995; Stan-Lotter ve ark. 1999).

Stan-Lotter ve arkadaglart (1989), asir1  derecede halofilik
Halobacterium saccharovarum proteinlerinin  isoelektrik  fokuslamasi ve
elektroforezi i¢in uygun sartlar1 aragtirmislar ve 15 ila 200 Kda arasinda genis

aralikli proteinleri elde etmislerdir. Bizim c¢alismamizda da elde edilen protein
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araligia bakildiginda 120 ile 10 kDa araliginda bantlardan olusan patternlerin
elde edildigi goriilmektedir.

Denner ve arkadaslar1 (1994) yaptiklar ¢calismada kaya tuzlarindan elde
ettikleri izolatin SDS-PAGE profilinin, analiz ettikleri higbir halofilik tipe
benzemedigini ve kendine has profile sahip bu izolatin yeni bir tiir olarak
(Halococcus salifodinae) dnermislerdir.

Stan-Lotter ve arkadaslar1 (1999) iki farkli boélgeden izole ettikleri
Halococcus salifodinae strainleri arasinda c¢ok benzer protein patternlerinin
oldugunu rapor etmislerdir.

Ozcan (2004) calismasinda Tuz Golii ve baska tuzlu ortamlardan elde
ettigi izolatlarin SDS-PAGE ve plazmid izolasyonu analizlerini gergeklestirmistir.

Bizim c¢alismamizda Tuz Golii'nden izole edilen 22 adet izolatin
birbirlerine benzerliklerini gdsteren dendogramina bakildiginda, SDS-PAGE
yonteminin halofilik izolatlarin gruplandirmasinda bir 6n ayrimi yapabilecek
giicte oldugu diisiiniilmektedir. Ancak referans halofilleri de i¢ine alan benzerlik
dendogramina bakildiginda H. saccharolyticus ve H. dombrowski arasinda %90’ 1n
tizerinde ytiksek bir benzerlik olmasina ragmen ayni genus tiyesi H. morrhuae’nin
bunlara benzerligi yalnmizca %70°dir. Halococcus genusu Tlyelerinin diger
halofillere oranla nispeten hiicre lizisine direngli olmalar1 bu sonucun bir sebebi
olabilir. Ciinkii diger halofiller i¢in uygulanan lize etme yOntemi sonrasi
Halococcus hiicreleri biiyilik oranda saglam kalmaktadirlar. Bunlara ek olarak yine
ayni dendograma gore izolat 17 ve 19 ise Halococcus genusu orneklerine %80’in
izerinde benzerlik gostermistir. Ancak bu iki izolatin morfolojisine bakildiginda
bunlarin “kok” sekilli hiicrelere sahip olmadiklar1 goriilmektedir. Yine ayni
dendograma gore H. volcanii’nin iki farkli straini aynmi jelde %85 civarinda
benzerligi paylagsmiglardir ki bu da yOntemin optimizasyonunun gerekli
oldugunun bir gostergesi olabilir. Ciinkii orneklerin SDS-PAGE analizine
hazirlanma siirecinde besiyeri icerigi, inkiibasyon sartlar1 vb. gibi bir¢ok etken
sonucu etkileyebilme potansiyelini tasimaktadir. Dolayisiyla SDS-PAGE
yonteminin halofiller i¢cin “ayirt edici” olarak nitelendirilebilmesi i¢in optimize

edilmis sartlar ve tekrarlanabilir sonuglarin eldesi gerekmektedir.
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Cok havuzlu solar tuzlalar deniz suyu tuzlulugundan “halit” doygunluguna
kadar tuzlulugun farkli goriintiilerini  sunarlar. Her bir havuzdaki tuz
konsantrasyonu goreceli olarak sabit tutulur ve mikrobiyal kommiinite
yogunluklar1 genellikle ytiksektir. Tiim diinyadaki tuzlalar yapay ve birbirlerine
benzer olmalarma ragmen, besin durumlari, suyun geri ¢ekilme zamanlar1 ve
iklim kosullarina bagli olarak farklilik gosterirler. NaCl’nin doydugu ve halitin
biriktigi kristalize havuzlarindan halofilik Archaea’nin bir¢ok tiirli izole
edilmistir. izolatlar Haloferax mediterranei, Haloferax gibbonsi, Haloferax
denitrificans, Halogeometricum borinquense, Halococ saccharolyticusus,
Haloterrigena thermotolerans, Halorubrum saccharovorum, Halorubrum
coriense, Haloarcula hispanica ve Haloarcula japonica’nmin tip strainlerini
icerirler. Israil Eilat ve Amerika Birlesik Devletleri Newark’taki kristalize
havuzlarindan alman tuzlu su Orneklerinden, L-arjinin varliinda anaerobik
zenginlestirme ortamlarinda Halobacterium  salinarium  gelistirilebilmistir.
Ispanya Alicante yakinlarindaki tuzla havuzlarinda Haloarcula, Halorubrum,
Haloferax ve Halobacterium yiiksek siklikta elde edilmistir. Elde edilen koloni
sayis1 toplam prokaryotik varligin yalnizca ¢ok kiigiik bir kismidir (Oren 2002c).

Calismamizda elde edilen koloni sayilari 10°-10° hiicre/ml varligini
gostermistir. Oysa DAPI boyamalar1 mililitrede 10”°lik hiicre varligmi ortaya
koymustur.

Tuz Goli ile ilgili daha onceki galigmalarin higbirinde izolatlarin 16S
dizi analizleri yer almamistir. Bu ¢alismada ise elde ettigimiz izolatlardan koloni
morfolojisi olarak farklilik gosterenler secilerek bunlarin 16S rRNA PCR iiriinleri
dizi analizine tabi tutulmustur. Bu analizler sonrasi izolatlarin ¢ogunun Archaea
grubuna ait olduklar1 belirlenmistir. Bunlar yukarida belirtilen diger ¢aligmalarda
ve baska hipersalin ¢evrelerden izolasyonu yapilan Archaea tiyeleridir. Haloferax
mediterranei, Haloferax alexandrinus, Haloarcula hispanica, Haloarcula
argentinensis,  Haloarcula — marismortui,  Halorubrum  xinjiangense  ve
Halomicrobium mukohatei olarak identifiye edilmis olan Archaea izolatlarinin
disinda c¢alismamizda Bacteria grubu iiyesi olarak da Chromohalobacter

marismortui varligi ilk defa olarak ortaya konmustur.
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Hipersalin sistemlerdeki fizyolojik/metabolik c¢esitlilik calismalar1 lipid
analizleri, radyoaktif isaretli solunum/birlesme deneyleri, BIOLOG sistem ve en
son oarak da stabil izotop caligsmalari ile yapilmaktadir (Litchfield 2004).

Lipid analizi uygulamalarinin toplam kommiinite kompozisyonunun
belirlenmesi i¢in kullanim1 David White ve arkadaslar1 onciiliigiinde baslamistir.
1977°de King ve arkadaslari, mese agaci yapraklari, tath sakiz yapraklar1 ve ¢cam
igneleri mikrobiatalar1 arasindaki farkliliklarin fosfolipid sentez oranlar1 ve farklhi
siiftaki mikrobiyal lipidlerin kullanilarak tespit edilebilecegini rapor etmislerdir.
Bu daha sonra yag asitlerini de i¢ine alacak sekilde genislemistir. Yaklasimlari
toprak, sedimentler, deniz suyu ve yer alti suyunun mikrobiyal kompozisyonu ve
ekolojisinin degerlendirilmesi i¢in genis dl¢lide adapte edilmistir (Ventosa 2004).

Lipid analizleri boylece tuzlu ¢evrelerdeki mikrobiyal ¢esitliligin Sl¢iimii
icin ilk araglardan biri haline gelmistir. Bu hi¢ siliphesiz halofilik Archaea
tiyelerinin Bacteria iiyelerinden ayrimini saglayan diftanil eter lipidlerine sahip
olmalar1 sebebiyledir. Yag asidi analizleri ve polar lipid analizleri ile mevcut
farkli taksonomik gruplardaki mikroorganizmalarin varligi iizerine tahmin
yapilabilir. Bununla beraber, glinlimiize kadar, tuzlalardaki ya da diger hipersalin
cevrelerdeki lipid patternlerinin tam analizi gergeklestirilmemistir (Ventosa 2004).

Aragstiricilarin ¢ogu bu gevrelerdeki Archaea/Bacteria varliginin polar lipid
fraksiyonlarindaki farkliliklara gore ortaya konmasi tizerine odaklanmiglardir. Son
olarak Oren, Archaeca’da en azindan 12 farkli glikolipidin bulundugunu
bildirmistir. Glikolipidler seker kisimlariin tipleri, siilfatin bulunup bulunmayisi
ve sayilarina gore farklilik gostermektedirler. Glikolipidlere ek olarak fosfotidil
gliserolsiilfat, fosfotidil gliserofosfat ve fosfotidil gliserofosfatin metil esterleri
gibi fosfolipidler halofilik Archaea’da yaygin olarak bildirilmistir. Bacteria’da
bulunan en yaygin fosfolipidler fosfotidil etanolamin, fosfotidilkolin,
fosfotidikasit ve fosfotidilgliserofosfattir (Ventosa 2004).

Tuzlu sulardaki mikrobiyal kommiinite yapisinin lipid analizi
uygulamalarina iliskin ilk ¢alisma Volkman ve arkadaglari (1988) tarafindan
yapilmistir. Bu arastiricilar hafif tuzluluktaki Antartika Ace GOli’niin farkh
derinliklerindeki tam lipid profillerini bildirmislerdir. Derinlige bagli olarak bu

profillerin degistigini belirtmislerdir. Verilerini copepod Pyramimonas antarctia
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ve Chlorobium sp. disinda spesifik cinslerle iligkilendirmemislerdir. Fakat Ace
Goli’nde Archaea varligimi fosfolipid tiirevli eter lipidlerine dayandirarak rapor
etmislerdir (Ventosa 2004).

Hipersalin sulardaki mikrobiyal kommiinitenin spesifik iiyelerinin
belirlenmesi i¢in lipid analizlerine dayanan baska birka¢ ¢alisma daha vardir.
Franzmann (1991) Antartika Deep Golii sedimentlerinden elde edilen diftanil eter
lipidlerinin, simdi Halorubrum lacusprofundi olarak isimlendirilmis olan,
Halobacterium lacusprofundi lipid parmak izleri ile eslestigini rapor etmistir
(Ventosa 2004).

1995 yilinda Oren ve Gurevich, 1992-1993°deki alg patlamasi (bloom)
sonrast Olii Deniz’in lipid kompozisyonunu rapor etmislerdir. Analizlerinden
dominant mikroorganizmanin Haloferax’m heniiz kiiltiir edilmemis bir straini
oldugu yargisina varmuslardir (Litcfield 2004). Oren (1994) ayni teknikleri Israil
Eilat’taki kristalize havuzlarinda uygulamistir. Buradaki lipid patternlerinin ¢ok
basit ve yaygin petri izolat1 olan Halobacterium ile benzer olmadigi bulunmustur.

Daha yakin zamanda, Litchfield ve arkadaslar1 toplam kommiinite lipid
profillerini  kullanarak mikrobiyal kommiinite dinamiklerini ¢alismislardir.
Karsilastirmalar hem hem Eilat, Israil hem de Newark, Kaliforniya’daki ¢ok
havuzlu tuzlalarda belirli bolgelerde yapilmistir. Lipid patternlerinin iki nokta
arasinda onemli derecede farklilik gosterdigi bulunmustur (Litchfield ve ark.
2000; Litchfield ve Oren 2001). Bu calismalarda Newark tuzlasinda bazi
bakteriyal lipidlerin yaygin oldugu fakat hicbirinin Eilat tuzlasinda aymi anda
yaygin olarak bulunmadigi gorlismiistiir. Genel olarak, Kaliforniya bolgesinde
toplam lipid patternleri daha komplekstir. Buna ek olarak, 6zellikle Kaliforniya
tuzlasinda olmak tizere beklenmedik mevsimsel degisimlere sahiptirler. Son
olarak, kristalize edici havuzlarda bazi benzerlikler oldugu fakat yine Kaliforniya
bolgesinin daha kompleks yapida oldugu ve identifiye edilmemis siilfatlanmis
diglikozildiftanil eter lipidlerini icerdigi bildirilmistir (Litchfield ve ark. 2000). Bu
arada, Eilat tuzlasi ile Ispanya Santa Pola’min 6nemli derecede benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir (Litchfield ve Oren 2001).

Radyoaktif substratlar da biiylime oraninin ya da spesifik bilesiklerin

¢evriminin 6l¢iimii igin (genellikle '*C etiketli aminoasitler ya da karbonhidratlar
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ve °H etiketli timidin) kullanilmaktadirlar. Bu bilesiklere dayanarak farkli
tuzlulukta ve farkli zamanlardaki kommiinite aktivite diizeyleri karsilastirilabilir.
Oren (1991) Eilat, Israil tuzlalarinda aminoasit kullanimmin %20’lik tuz
konsantrasyonunda en yiiksek diizeyde oldugunu bildirmistir. Bu optimum '*C
etiketli protein hidrolizat1 kullanildiginda Bacteria ya da Archaea igin spesifik
antibiyotiklerden ya da farkli safra tuzlarinin eklenmesi ile degistirilebilir
(Ventosa 2004).

%0.005 sodyum taurokolat eklenmesi %20°den az tuzluluk diizeylerinde
aminoasit alimint %10-50 inhibe etmektedir. %26.7 tuzlulukta ise yalnizca %9
aktivite kalmaktadir. Daha yiliksek tuzlulukta tiim alimlar inhibe edilmektedir.
Boylelikle safra tuzlar1 ve/veya antibiyotiklerin kullanimi toplam kommiinitenin
metabolik aktivitesine her bir domainin katkisinin belirlenmesine izin verir
(Ventosa 2004).

Spesifik karbon kaynaklarinin kullanimi Fendrich ve Schink (1988)
tarafindan da arastirilmis ve Biiylik Tuz Goli’'nde (Great Salt Lake) aerobik
bakterilerce glukoz, gliserol ve asetatin kullanildig1 rapor edilmistir. Bu
bilesiklerin metabolizmasi goliin daha tuzlu olan Kuzey yakasinda daha yavagtir
(Ventosa 2004).

Yukarida da bahsedildigi gibi tuzla kommiinitelerinin metabolik
kapasiteleri geleneksel olarak radyoaktif etiketli bilesiklerin kullanimi ya da
polifazik  taksonominin  bir pargasi olarak saf kiiltiirler iizerinde
degerlendirilmektedir. izolatlar1 dogru genuslar icine yerlestirmeye yardimci
olurken, metabolize edilen substratlar iizerine bdylesi bilgiler, toplam
kommiinitenin c¢esitli organik bilesikleri metabolize etme kapasitesi hakkinda
fazla bilgi veremezler. Bu 1991 yilinda Garland ve Mills’in kommiinite metabolik
cesitliliginin tahmini i¢in 95 farkli karbon kaynagi iceren BIOLOG plakalarinin
kullanildig1 yeni konsepti ortaya atmalariyla degismistir. Bunlar baslangic
calismalar1 oldugundan, teknik bir ¢ok farkli ¢evreye uygulanmigtir. Son
zamanlarda, Litchfield ve arkadaslar1 (2000) ve Litchfield ve Gillevet (2002)
tarafindan solar tuzla kommiinitelerine uygulanmistir. Bu arastirmacilar toplam
tuzluluklar1 %14-15’in altindaki konsantrator havuzlarinda metabolik kapasitenin

mevsimsel ve bolgesel olarak degistigini rapor etmislerdir (Ventosa 2004).
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Ayni zamanda FEilat, Israil ve Newark, Kaliforniya tuzlalari arasindaki
metabolik potansiyeli de karsilastirmislardir. Kaliforniya 6rneklerinin %85°1
tarafindan kullanilan 9 karbon kaynaginin Eilat 6rneklerince kullanilmadigi ve
yalnizca 1 substratin (2,3, butandiol) Kaliforniya orneklerince kullanilmadigi
bulunmustur. En yaygin kullanilan substratlar aminoasitlerden L-alanin, L-
asparagin, L-prolin ve karbonhidratlardan alfa D-glukoz, maltoz, D-trehaloz,
sukroz, sitrik asit, D-glukozamik asit, adonitol, eritritol, D-melibioz, L-ramnoz,
alfa hidrobutirik asit, 2-3-butandiol ve alaninamid’dir.

Mono Golii 6rnekleri ile yapilmis baska bir ¢aligmada, buradaki mikrobiotanin
BIOLOG plaklarindaki potansiyel substratlarin = %32’sini  kullanabildigi
bildirilmistir (Ventosa 2004).

In-situ prokaryotik cesitliligin molekiiler metodlar kullanilarak calisilmas:
gectigimiz son 10-15 yilda giderek popiiler hale gelmistir ve temel olarak 16S
rRNA geninin polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak amplifikasyonu ve dizi
analizine dayanmaktadir. Mikrobiyal cesitliligin calisilmasinda belirli birtakim
molekiiler metodlar kullanmak uygundur ve uygulanacak metodun se¢imi amaca
ve analiz edilecek 6rnek miktarma bagli olarak degisebilmektedir. Sekil 4.1.’de
mikrobiyal populasyonlarin genetik cesitliliginin belirlenmesinde kullanilan farkl

molekiiler yaklagimlar 6zetlenmektedir.
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Sekil 4.1. Karisik mikrobiyal populasyonlarin genetik ¢esitliliginin belirlenmesinde kullanilan

farkli molekiiler yaklagimlar (Muyzer ve ark. 1996).

Mikrobiyal ¢esitlilik ti¢ farkli diizeyde biyolojik c¢esitlilige gonderme
yapmaktadir: tiir i¢i (genetik) cesitlilik, tiir sayisi (tlirler) ¢esitliligi ve kommdinite
(ekolojik) ¢esitliligi (Ovreas ve ark. 2003).

Tiir ¢esitliligi iki bilesenden olusur, birincisi bulunan tiir sayisidir ve tiir
zenginligi olarak gosterilebilir. Ikinci bilesen ise bu tiir i¢indeki bireylerin
dagilimidir ve “esitlik” ya da “dengeli olabilirlik” olarak tanimlanir. Bu nedenle,
cesitlilik konsepti ¢ok yaygin olarak hem bilgi igerigini hem de bu bilgilerin
toplam Ornekler icerisindeki dagilimimi tanimlar. Bakteriyal sistemlerde esitlik
genellikle bilinmeyendir. Ciinkii bireysel hiicreler ¢ok nadir olarak tiir diizeyinde
identifiye edilirler. Kommiinite DNA’sinin genis c¢apli analizi, bakteriyal
kommiinitelerin toplam genetik cesitliligi hakkinda bilgi saglamaktadir (Ovreas ve
ark. 2003).

PCR temelli “parmak izi

2

teknikleri yiiksek ¢Ozlinlirlik verir ve
kommiinite yapisindaki degisiklikler hakkinda fikir verir. Bu parmak izi teknikleri
mikrobiyal topluluklarin tiir kompozisyonlar1 yaninda bunlarin zamansal ve

mekansal degisikliklerinin  karsilastirnlmasinda 1iyi araglardir. Bunlar jel
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elektroforezleri ile band patternleri {iretirler ve en iyi durumda her band tek bir
taksonu yansitir (Ovreas ve ark. 2003).

Parmak izi metodlar1 ¢evre mikrobiyolojisinde c¢ok genis bir bicimde
kullanilir ve ¢aligilan mikrobiyal kommiinitenin PCR hedefli baska iiyelerinin bir
kompozisyonunu yansittigi biiyiikk oranda kabul edilmektedir. PCR parmak izi
analizlerine gore, mikrobiyal topluluklar genellikle az sayida takson taratindan (3
ila 35 band genel olarak kaydedilmistir) domine edilir ve bunlarin disindakilerin
bir ¢ogu cok diisiik miktarlarda bulunurlar (Ovreas ve ark. 2003).

Bununla beraber, PCR’in amplifikasyon sathasinda bazi problemler ve
kisitlamalar mevcuttur ve bu nedenle bu metodlar tiir zenginliginin kesin
gostergeleri olarak kullanilamazlar. PCR’a dayanan “parmak izi” teknikleri
kommiinite analizleri i¢in kullanildiginda bunlar toprak ve sedimentlere oranla
cogu akuatik cevrelerde daha diisiik sayida prokaryotik takson (genellikle 10 tiir
civarinda) bulundugunu ortaya koymaktadir. DNA birlesmesine dayanan
metodlar, gesitlilikteki bu farkliliklar1 dogrulamistir, fakat tiim g¢evrelerde daha
yiiksek cesitlilik aciga c¢ikmistir. Parmak izi teknikleri sadece en bol bulunan
tiirleri ortaya koydugu i¢in bazi zitlik gosteren sonuglar alinabilmektedir. Ekstrem
cevreler genellikle mikroorganizma diizeyinde bile diisiik cesitlilik gosterirler. Bu
nedenle mikrobiyal biyogesitliligin calisilmasinda goreceli olarak basit
kommiinite yapilariyla avantaj saglayarak siklikla model sistemler olarak
kullanilirlar (Ovreas ve ark. 2003).

Son zamanlarda, hipersalin c¢evrelerdeki biyocesitliligin - molekiiler
metodlarla belirlenmesine yonelik birkac¢ ¢alisma yapilmistir. 4 farkli laboratuvar
tarafindan farkli parmak izleri analiz edilmis ve gozlenenin disinda neler oldugu
ortaya konmaya caligilmistir. Sonucta tuzluluk derecesi (NaCl gradienti) boyunca
sonuglarin benzer oldugu goriilmiistiir (Casamayor ve ark. 2002). Parmak
izlerinden elde edilen 16S rDNA dizileri ve klon kiitliphaneleri de ayn1 zamanda
analiz edilmistir (Benlloch ve ark. 1995)

Ozellikle tuzca doyma noktasmna yakin ya da tuzca doymus olan deniz
tuzlalariin kristalize havuzlart calhisilmistir ve bunlarin  diisiik ¢esitliligi
dogrulanmistir. Archaea’nin sayi, biomas ve genetik heterojenite anlaminda

mikrobiyal kommiinitenin en 6nemli pargast oldugu gosterilmistir (Anton ve
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Rossello-Mora 2000). Dahasi Archaeal kommiinite yakin iliskili tiirlerden
olusmaktadir. Bunlardan ¢ogu, 1980’de Walsby tarafindan tanimlanan kare
seklinde , filotip SPhT olarak gosterilen tek bir genus iginde yer almaktadir.

Gecmisteki ekolojik caligmalarin ¢ogu, mikroorganizmalarin ¢evreden
izolasyonu ve karakterizasyonu ile sinirlh kalmistir. Bu yaklasim mevcut
biyogesitlilik iizerine degerli bilgiler saglamistir. Bununla beraber, agar
petrilerinde koloni olarak elde edilen mikroorganizma yiizdesi genel olarak
diistiktiir ve bu nedenle bu tip veriler gercek kommiinite yapisi {izerine ¢ok az
bilgi saglar.

Molekiiler biyolojik tekniklerin mikrobiyal ekolojiye uygulanmasi,
ozellikle de ribozomal RNA dizilerinin karakterizasyonuna dayali yaklagimlarin
kullanilmas1 gostermistir ki, kiiltiir edilen organizmalar dogal c¢evrelerde baskin
halde olanlardan genellikle farklidir. Buna ek olarak, halofilik Archaea’nin in situ
bliylime oranlar1 ve onlart Oliime gotiren faktorler hakkinda c¢ok sey
bilinmemektedir (Oren 2002c).

Kiiltiir bagimsiz rRNA tabanli molekiiler calismalar tuzla kristalize
havuzlarindaki Archaeal kommiinitelerin karakterizasyonu i¢in kullanilmistir. Bu
caligmalar agar petrilerinde elde edilen tiirlerin higbirisinin bu havuzlardaki
Archaeal kommiinitenin ana pargas1 olmadigini géstermistir (Oren 2002c).

Ispanya tuzlalarindaki bir calismada (Rossello-Mora ve ark. 1999); 5S
rRNA, mikrobiyal topluluktan bir 6n amplifikasyon yapilmadan ekstrakte edilmis
ve elektroforetik olarak kiiltlir edilmis halofilik Archaea’dan gelen 5S rRNA ile
karsilagtirilmistir. Kristalize havuzlar iki band vermisler ve bunlarin ikisi de kiiltiir
edilmis halofilik Archaea ile eslesmemistir. Kullanilan bir bagka yaklasim
biomasdan elde edilen ekstrakte edilmis DNA’dan 16S rDNA amplifikasyonu
sonrasi restriksiyon kesimlerinin karsilastirilmasina dayanmaktaydi. Restriksiyon
fragment uzunluk polimorfizmi (Restriction Fragment Lenght Polymorphism
(RFLP)) Archaea ya da Bacteria spesifik primerlerle yapilan amplifikasyonu
takiben Alu 1, Hinf I ve Mbo 1 ile kesimlerin yapilmasiyla belrlenmektedir.
Bakteriyal gesitlilik tuzluluk arttikca azalirken, Archaeal ¢esitlilik artmaktadir.

Kristalize havuzlarinda bulunan Archaea’nin dogasi iizerine en detayl

bilgiler biomastan izole edilen DNA’dan yapilan 16S rDNA genleri
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amplifikasyonu Ttriinlerinin dizi analizlerinden elde edilmistir. Bu c¢alismalarin
cogu Ispanya’da Alicante yakinlarindaki Santa Pola solar tuzlalarinda
gerceklestirilmistir (Oren 2002c¢).

Caligmamizda c¢evresel Ornekten elde ettigimiz DNA’nin 16S rRNA
amplifikasyon {iriinlerinden 16S gen kiitliiphanesi olusturarak, Tuz Goli’'nde
kiltiir edilemeyen prokaryotik flora kismin ortaya konmasi amaglanmistir.
Archaea ve Bacteria i¢in iki ayr1 16S rRNA kiitiiphanesi olusturulmus ve dizi
analizleri yapilacak farkli inserte sahip klonlar ARDRA ile elde edilen patternlere
gore belirlenmistir. Archaea i¢in 8 ve Bacteria igin 10 farkli pattern belirlenmis ve
bunlar1 temsil eden klonlar segilerek dizi analizleri yapilmistir. Buna gore FISH
ve DGGE’de elde edilen sonuglara paralel olarak Archaea klonlar1 arasinda en sik
rastlanilan  Haloquadra walsbyi olmustur. Bunun disinda Halosimplex
carlsbadanse, Haloterrigena thermotolerans ve Halorubrum sp.’de varlig1 ortaya
konan diger organizmalardir.

Bacteria klonlar1 i¢in alinan sonu¢ da DGGE ve FISH ile elde ettigimiz
sonuclar1 dogrular niteliktedir. Burada da en sik karsilagilan patternleri dizi analizi
ile tespit ettigimiz zaman Salinibacter ruber strain POLA 13, Salinibacter ruber
strain POLA 18, Halophilic eubacterium EHB-2 ve Halophilic eubacterium EHB-
4 ile benzerlik gosteren diziler bulunmustur. Yani Tuz Goli Orneklerinde
Salinibacter dominant organizma olarak goriinmektedir. Bunun disinda
Halanaerobacter lacunarum, Acinetobacter baumannii ve Cytophaga sp. Dex80-
37 ile benzerlik gosteren dizilerde elde edilmistir.

PCR ile amplifiye edilmis gen fragmentlerinin Denatiire Edici Gradient Jel
Elektroforezi (DGGE) mikrobiyal ekolojide kullanilan genetik parmak izi
tekniklerinden biridir (Muyzer 2000). DGGE’de benzer biiytikliikteki DNA
fragmentlerinin DNA denatiirantlarinin gradienti boyunca dizi farkliliklarina gore
ayrimlar1 yapilmaktadir. PCR-DGGE parmak izi mikrobiyal genetik c¢esitlilikteki
varyasyonlarin izlenmesi i¢in bir aractir ve predominant kommiinite iiyelerinin
“zenginligi” {lizerine tahminde bulunmaya olanak saglar. Dahasi DGGE
patternlerinin spesifik problarla hibridizasyonu veya tek tek bandlarin dizi
analizlerinin yapilmasiyla populasyonlarin identifikasyonunu saglar (Schafer ve

Muyzer 2001).
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PCR-DGGE mikrobiyal kommiinitelerin ¢esitliliginin arastirilmasinda,
bakteriyal populasyonlarin uzaysal ve mevsimsel degiskenliklerinin belirlenmesi
ve dogal ya da suni cevresel degisiklikler sonrasi1 kommiinite davranislarinin
izlenmesinde kullanilmaktadir. Toprak, sedimentler, su kolonlari, hidrotermal
cukurlar, mikrobiyal halilar ya da lagim aritma tesisleri gibi ¢ok farkli habitatlarda
kommiinite ¢alismalar1 i¢in kullanilmistir (Schafer ve Muyzer 2001).

Teske ve arkadaslari (1996) PCR-DGGE yontemini Danimarka
“fiyord”larindaki siilfat indirgeyen bakterilerin dagilimmin ¢alisilmasinda
kullanmiglardir. PCR-DGGE ve bununla kombine edilmis hibridizasyon analizleri
siilfat indirgeyen bakterilerin kemoklinde ve bunun altinda sayica arttigini
gostermislerdir. Bununla paralel yapilan “En Muhtemel Say1” yontemleri de bu
sonuglar1 desteklemistir. Ilging olarak RNA’dan “reverse transkripsiyon” sonrasi
cDNA’dan elde edilen PCR iiriinlerinin DGGE patternleri aktif populasyonlari
yansitmaktadir ve genomik DNA amplifikasyonundan elde edilen bantlardan
farklilik gosterebilmektedir. En muhtemel say1 ve DGGE yontemlerinin gosterdigi
benzer sonuglara ragmen, DGGE bantlarinin dizi analiz sonuglari ile ortaya konan
stilfat indirgeyen bakterilerin filogenetik gruptaki yeri ile kiiltiir edilenler arasinda
fark vardir. En muhtemel say1 yontemi ile belirlenenler Desulfovibrio,
Desulfobulbus ve Desulfobacter iken DGGE patternlerinde ortaya ¢ikarilanlar o-
Proteobacteria iyeleridir ve bu da kiiltiir bagimli ve molekiiler metodlar
arasindaki bir fark olarak bilinen bir olgudur (Schafer ve Muyzer 2001).

PCR-DGGE analizleri DNA ile oldugu kadar RNA kullanilarak da
yapilabilir. DNA tiirevli PCR ile amplifiye edilmis 16S rRNA genleri farkli
bakteriyal populasyonlarmn varligi ile iliski kurarken, rRNA tirevli PCR
irtinlerinin analizi ise RNA havuzuna hangi bakteriyal populasyonlarin katki
yaptigim1 gostermektedir. Ribozomal RNA’nin hiicresel konsantrasyonu hiicrenin
son donem aktivitesi 1ile ilgili oldugundan bakteriyal populasyonlarin
aktivitelerinin 6l¢timiine yardimci olur (Schafer ve Muyzer 2001).

Rossello-Mora ve arkadaglar1 (1999) deniz sedimentlerindeki mikrobiyal
kommiiniteleri bu ydntemle arastirarak RNA tiirevli amplifikasyonlar sonrasi

bantlar1 identifiye etmisler ve bu ¢evrelerdeki aktif gruplari rapor etmislerdir.
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PCR-DGGE yontemi eukaryotik mikroorganizmalari ve Archaea’y1
calismaya da izin verir. Farkli PCR-DGGE teknikleri Archaeal 16S rRNA gen
fragmentlerinin analizi i¢in kullanilmistir (Ovreas ve ark. 1997; Casamayor ve
ark. 2000). Dahasi bu teknik viral kommiinitelerin ¢alisilmast ig¢in de
kullanilmagtir.

DGGE parmak izi sadece 16S rRNA gen fragmentleri ile sinirh degildir.
Fonksiyonel genler icin de uygulanabilmektedir. Desulfovibrio tiirlerinin
hidrogenazi kodlayan genlerini hedefleyen primerler kullanilarak Wawer ve
arkadaslar1 (1997) DGGE ile kompleks mikrobiyal kommiinitelerde bu genlerin
ekspresyonunu analiz etmislerdir.

Eukaryotik mikrobiyal kommiinitelerin analizi i¢in de 18S rRNA gen
fragmentlerinin DGGE analizi gerceklestirilmektedir. Hannan ve arkadaslar
(1998) eukaryot spesifik PCR-DGGE ile lagun sistemdeki 5 Hollanda gdliinii
cesitlilik acisindan karsilastirmislardir.

Genetik cesitlilik analizleri ve tiir identifikasyonlar1 tizerine molekiiler
bilgilerin ¢ogu klonlama stratejilerinden 6zellikle de 16S rDNA fragmentlerinin
PCR ile amplifiye edilip klonlanmasindan elde edilir. Bununla beraber bu zaman
alic1 ve zahmetlidir. Ayn1 16S rDNA ile “insert”lenmis ¢ok sayida farkli koloninin
dizi analizini gergeklestirmek de pahali olmaktadir. Ote yanda DGGE, farkli dizi
varyanslarini fiziksel olarak ayirabilmekte ve bunu ¢ok hizli bir sekilde (yaklasik
5 saat) ve ucuza yapabilmektedir. Kommiinitenin kompleksligi tizerine direkt bir
goriiniim verir ve tek olarak ayrilmig bantlarin dizi analizini veya spesifik
oligoniikleotid problari ile hibridizasyonu takiben tiirlerin tanisinin yapilmasina da
izin verir. Dahas1 populasyon dinamigi ¢aligsmalart i¢in ¢ok dnemli olan ayni jel
tizerinde ¢ok fazla ornegin analizini de miimkiin kilan bir yontemdir. Bununla
beraber, ayrilmig bantlarin dizi analizinden elde edilen filogenetik bilgiler
kisitlayict olabilmektedir. Ciinkii 500 b¢ biiytikliigiindeki fragmentlerin ayrimi
yapilmaktadir (Muyzer ve ark. 1996).

Calisgmamizda Mayis A, Temmuz A, Temmuz E ve Ekim A Orneklerini
DGGE analizleri ile Archaea, Bacteria ve Eukarya agisindan degerlendirilmistir.

Archaea i¢in yaptigimiz DGGE analizi ile Temmuz A Orneginin en fazla

cesitliligi yansittig1r ortaya konmustur. Bu jelden elde edilen patternlere gore
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olusturulan matriks ve buradan tiiretilen benzerlik dendogramina gére Mayis A ve
Temmuz E 6rnekleri %95’1in iizerinde, Temmuz A 6rnegi bu iki 6rnege %90’1n
tizerinde benzerlik gostermektedir. Ekim A Ornegi ise digerlerine %75
benzerliktedir.

Bu jelde olusan patternlere baktigimiz zaman 6zellikle SA, 6A, 7A, 8A,
11A, 12A ve 14A olarak isimlendirdigimiz bantlarin Mayis A, Temmuz A ve
Temmuz E 6rneklerinde yogun bir sekilde bulunduklari, Ekim A 6rneginde ise 8A
disindaki diger bantlarin yogunluk olarak azaldigi gozlenmistir. Tek bantlar
kesilerek tekrar amplifiye edilmisler ve bunlarin dizi analizleri yapilmistir. Dizi
analizlerine gore tiim oOrneklerde yogun olarak goriilen bantlar Haloquadra
walsbyi,  Archaeoglobus  profundus,  Halorubrum  sp., Halobacterium
saccharovorum ve Halorubrum orientalis olarak identifiye edilmislerdir.
Ozellikle Haloguadra walsbyi dominant organizma olarak tespit edilmistir ki bu
da hipersalin ¢evrelerde yapilan ve daha onceden bahsedilen diger ¢aligmalarin
sonuclarina benzerdir. Bu bulgu Tuz Go6li i¢in ilk defa bu caligma ile ortaya
konmustur.

Calismamizda Bacteria i¢in yaptigimiz DGGE analizi ile Mayis, Temmuz
ve Ekim ay1 orneklerinin nispeten benzer patternler verdikleri goriilmiistiir. Bu
jelden elde edilen patternlere gore olusturulan matriks ve buradan tiiretilen
benzerlik dendogramina gore Mayis A Ornegi digerlerine %75 oraninda
benzemektedir. Temmuz A ve Temmuz E Ornekleri ise %95’in iizerinde
benzerligi paylasmaktadirlar.

Bu jelde olusan patternlere baktigimiz zaman 6zellikle 1B, 2B, 4B, 7B ve
8B olarak isimlendirdigimiz bantlarin tiim orneklerde yogun bir sekilde
bulunduklar1 gozlenmistir. Tek bantlar kesilerek tekrar amplifiye edilmisler ve
bunlarin dizi analizleri yapilmistir. Dizi analizlerine gore tiim orneklerde yogun
olarak goriilen bantlar Cytophaga sp., Salinibacter ruber ve Halophilic
eubacterium EHB-2 olarak identifiye edilmislerdir. Ozellikle Salinibacter ruber
dominant Bacteria iiyesi organizma olarak tespit edilmistir ki bu da hipersalin
cevrelerde yapilan ve daha Onceden bahsedilen diger ¢alismalarin sonuclarina
paraleldir. Salinibacter ruber’in Tuz GOli Bacteria populasyonlart igerisinde

dominant grup olmasi ilk defa bu ¢alismada ortaya konmus olan bir bulgudur.
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Calismamizda Eukarya i¢in yaptigimiz DGGE analizi ile Mayis, Temmuz
ve Ekim ay1 Orneklerinin nispeten benzer patternler verdikleri goriilmiistiir.
Arhaea jelindeki sonuclara paralel olarak Eukarya jelinde de Temmuz A 6rnegi en
fazla cesitliligi yansitan 6rnek konumundadir. Bu jelden elde edilen patternlere
gore olusturulan matriks ve buradan tiiretilen benzerlik dendogramina gore
Temmuz A Orneginin digerlerine %75 oraninda benzedigi goriilmektedir.
Temmuz E, Ekim A ve Mayis A Ornekleri ise %95’in lizerinde benzerligi
paylasmaktadirlar. Eukarya jelinde tiim Orneklerde mevcut olan ve dominant
grubu temsil eden koyu bant biiyiik bir ihtimalle Duneliella salina’ya aittir. Su
orneklerinin mikroskobik incelemeleri sirasinda da bu organizmaya yogun olarak
rastlanmistir.

Floresan in situ hibridizasyon (FISH), Eubacteria prob 338’in toplam
saymin %]18’1 ile hibridizasyon yaptigini gostermistir. Bakteriyal kommiinite
Archaeal olandan daha homojendir ve hemen hemen tamami asir1 derecede
halofilik bakteriyal genus Salinibacter’den olusmaktadir (Ovreas ve ark. 2003).

Mikrobiyoloji molekiiler ¢caga girmis durumdadir. Hemen hemen her ay
yeni bir bakteriyal genom yaymlanmaktadir ve artik yeni izole edilen bir
mikroorganizmanin siniflandirilmasina en azindan bir niikleik asit dizisinin
belirlenmesi ve bunun karsilastirilmasi ile baslanmaktadir. A¢ikca bu amagla en
cok kullanilan molekiil Bacteria ve Archaea’daki 16S rRNA olan, ribozomun
kiictik alt tinitesidir. Niikleik asitlerin dizi bilgilerini elde etmede temelde 2 teknik
kullanilir. Birincisi dizinin ¢ikarilmasini takiben karsilastirmali dizi analizi ve
ikinci olarak da niikleik asit problari ile hibridizasyondur (Amann ve Schleifer
2001).

Birinci durumda, tek iplikli niikleik asit parcalar1 olarak tanimlanabilecek
niikleik asit problari, kendi komplementerlerine spesifik olarak baglanma yetenegi
gosterirler. Bu siire¢ ile hibridizasyon adi verilen probun ilgili hedef molekiile
baglandigi durum gergeklesir. Cogu durumda bu olay hedef molekiile
baglanmanin gozlenmesi i¢in tespit edilebilir bir “etiket”in kullanilmasini da igerir
(Amann ve Schleifer 2001).

Orijinal olarak DeLong ve arkadaslar1 (1989) tarafindan tanimlanmis olan,

fikse edilmis toplam bakteriyal hiicrelerin floresan isaretli rRNA hedefli
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oligontikleotidler kullanilarak in situ identifikasyonu, son zamanlarda
bakteriyolojide bir c¢ok uygulamaya sahiptir. Ribozomal RNA in situ
hibridizasyon icin tek hedef degildir fakat acik bazi nedenlerden dolay1 en yaygin
olanidir. Stabilitesi ve yliksek sayidaki kopyalart rRNA’y1 mRNA’dan daha kolay
bir hedef yapmaktadir (Amann ve Schleifer 2001).

Floresan in situ hibridizasyondaki temel adimlar mikroorganizmalarin
fiksasyonu, spesifik problarla hibridizasyon, baglanmamis problarin yikama ile
uzaklastirilmas1 ve hibridizasyonun deteksiyonu seklinde ozetlenebilir. In situ
hibridizasyonda bu temel adimlarin herbirinin, ekstrakte edilmis hedef niikleik
asitlerin spesifik ve hassas deteksiyonu i¢in, gézden gecirilmesi gerekmektedir.
Bununla beraber birkag¢ ek husus da 6zellikle hatali negatif sonug¢lardan kaginmak
anlaminda kritiktir.

Bunlar sirasiyla;

a) Hedef hiicrelerin niikleik asit problar1 icin gecrgenlikleri
(permeabilizasyonlar1): Basarili bir in situ hibridizasyonun 6n kosulu prob
molekiiliniin hedef molekiile ulagabilmesidir. Bunun ic¢in hiicre duvari,
membranlar ve varsa kapsiil materyali ya da ekstraseliiler polimerik maddeler gibi
hiicre komponentlerinin probun igeri girebilmesi i¢in gegirgen olmasi gerekir. Bu
yaklagim igerisinde, oligoniikleotidler poliniikleotidlerden ve 1 kDa’dan daha
diisiik molekiiler agirliktaki kiiciik floresan “etiket”ler horseradish peroksidaz gibi
biiyiik enzim etiketlerinden ¢ok daha iyidirler (Amann ve Schleifer 2001).

Membranlar genel olarak standart oligoniikleotidlere gecirgen olmadiklari
icin bir fiksasyon adimini gerektirirler. Fiksasyon genellikle 6rnegin aldehit
solusyonlar1 (paraformaldehit, formalin) ve/veya denatiire edici alkol ile
muamelesi ile gergeklestirilir. Bu adim ayn1 zamanda hiicreleri de 6ldiirtir.

Kalin duvarli Gram pozitif bakteriler Gram negatiflere gore farkh
fiksasyon protokollerine ihtiya¢ duyarlar. Bununla birlikte probun difiizyonu prob
ile hedef arasindaki mesafe nedeniyle belirli bir zaman gerektirir. Bu nedenle
biiyilik agregatlarin sonikasyon gibi etkenlerle ayrilmas: saglanmalidir.

b) Prob hedef bolgesinin in situ uygunlugu: rRNA hedefli floresan in situ
hibridizasyon (FISH) ilk uygulandigindan beri bazi hedef bdolgelerin digerlerine

gore daha giiclii sinyal verdigi goriilmiistlir. Deanatiire edilmis ekstrakte niikleik
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asitler i¢in hedef molekiillerin tamamuyla tek iplikli ve farkli hedef bdlgelerinin
farkli problar agisindan es uygunlukta oldugu varsayilir. Fakat bu rRNA hedefli
oligoniikleotidlerle gerceklestirilen in situ hibridizasyon igin bdyle degildir.
Burada hedef molekiiller ribozomun birlesik pargalaridirlar ve hala hiicre
icindedirler. Hem rRNA proteinleri hem de rRNA-rRNA etkilesimleri hedef
bélgenin uygunlugunu etkileyebilmektedir. iste bu da E.coli 16S rRNA’sinda 10
niikleotidden az bir yeri hedef alan 200 floresan etiketli oligoniikleotidin,
tamamiyla ayni hiicreler iizerinde ¢ok farkli floresan boyama kapasiteleri
gostermesinin slirpriz olmadigi gercegini ortaya koymaktadir. Sekil 4.2. de E.coli
16S rRNA dizisinin in situ hibridizasyona uygunlugunu gostermektedir (Amann

ve Schleifer 2001).
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Sekil 4.2. E.coli 16S rRNA’smin in situ uygunlugunu gosteren harita (Amann ve
Schleifer 2001).

Iyi secilmis uygun bir hedef bolge in situ identifikasyonda ¢ok kritik olan
ve hassasiyeti belirleyen floresan sinyalin olduk¢a parlak olmasini saglar. rRNA
molekiilleri ve ribozomlarin yapist korunmus oldugundan dolay1 E.coli 16S
rRNA’sinin in situ uygunlugunu gosteren harita diger organizmalardaki hedef
bolgelerin se¢imi i¢in yardimci olmalidir. Fakat farkli tlirler arasinda in situ
uygunluk varyasyonlart oldugu da unutulmamalidir. Bu nedenle yeni dizayn
edilmis bir prob denenirken in situ sinyal seviyesinin diislik oldugu goriiliirse, bu

problemin hiicre ile ya da prob ile ilgili olup olmadiginin anlasilmasi i¢in, iyi
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bilinen ve giiclii floresan veren (Eub338 gibi) bir probun ayni sartlarda denenmesi
tavsiye edilmektedir(Amann ve Schleifer 2001).

¢) In situ hibridizasyon sensivitesinin arttirilmasi: In situ hibridizasyoun
sensivitesi s6z konusu oldugunda, bireysel hiicrelerin bile identifiye edilebilir
olmasimin gerektiginin farkina varilmalidir. Deniz sedimentleri 10° hiicre/cm’
igerirler ve c¢ok yiiksek oranda da otofloresan Ozellikte partikiillere sahiptirler.
Boyle durumlarda deteksiyon limiti %0.1 den ya da 10° hiicre/cm®’den daha iyi
olmayabilir. Bununla beraber, daha temiz bir su 6érnegi ve dogru ekipmanlarla, bu
durumu <1 hiicre/cm’ seviyesine ¢ikarmak da miimkiindiir.

Sik karsilagilan baska bir problem de ¢evreden gelen bakteriyal hiicrelerin
floresan oligoniikleotid problarla hibridizasyon sonrasi diisiik sinyale sahip
olmalaridir. Son yillarda, teknik gelismeler daha duyarli FISH calismalarinin
yapilmasini saglamaktadir. Bunlar CY3 gibi daha duyarli floresan boyalarin, daha
duyarl ve giiclii kameralarin kullanimini igermektedir (Amann ve Scleifer 2001).

Biz de g¢alisjmamizda CY3 etiketli problar ve nispeten gii¢lii kamera
sistemleri  kullanarak hassasiyeti yiiksek sonuglarin  eldesini  saglamis
bulunmaktayi1z.

rRNA hedefli problarla fluoresan in situ hibridizasyon (FISH), bir 6n
kiiltiire alma islemi yapilmadan, epifluoresans ve konfokal lazer tarama
mikroskobi kullanarak ya da flow sitometri yontemleri ile karigik bakteri
toplulugunun filogenetik identifikasyonuna izin veren bir boyama teknigidir
(Amann ve Schleifer 2001).

Polintikleotid DNA problar ile FISH ve spesifik oligoniikleotidlerle FISH
tanimlanmis durumdadir. Bakteriyal identifikasyon, bakteriyal kommiinite yapist
analizleri, ayr1 mikrobiyal populasyonlarin kendi habitatlarinda zamansal ve
mekansal dinamiklerinin arastirilmasi gibi amaglar i¢in kullanilabilirler.

Bakteriler i¢in FISH, on yil1 askin bir siire 6nce ilk olarak tanimlanmistir
ve mikrobiyal ekoloji calismalari i¢in bir doniim noktast olarak
degerlendirilmektedir (Pernthaler ve Amann 2001).

Son yillarda FISH tathi sular, kiy1 ve agik deniz planktonik habitatlarina ve
kiy1 sediment 6rneklerine basariyla uygulanmistir. FISH ile belirlenebilen bakteri

fraksiyonlarinin, kiy1 deniz planktonlarinda mikrootografi yoluyla bulunan aktif
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hiicre miktar1 sonuglart ile iyt bir uyum gosterdigi ortaya konmustur.
Proteobacteria’nin farkli alt siniflar1 i¢in grup spesifik problar Kar Géli, tatli su
ve deniz planktonlar1 kompozisyonlari arasindaki temel farklarin ortaya konmasi
icin ya da camurlu Wadden Denizi sedimentlerinin mikrobiyal kommiinitelerinin
dikey dagilimlarini gostermek i¢in kullanilmistir.

Ana filogenetik soylarin ve bazi bireysel bakteri filotiplerinin mevsimsel
dinamikleri g6l bakteriyoplanktonlarinda c¢alisilmistir. Archaeal mevsimsel
bulunusluk ve vertikal dagilimlari, Antarktik kiyr sularinda poliniikleotid ve
oligoniikleotid problar kullanilarak FISH yOntemi ile ortaya konmustur.

FISH, predatorliigiin, tathh su  bakteriyoplankton  birliktelik
kompozisyonunu degistirebilecegini gostermek i¢in de kullanilmistir. Aym
zamanda toprak ve atik su muamele sistemlerinde de bir¢cok kullanimi olmustur
(Pernthaler ve ark. 2001).

Bu calismada Mayis, Temmuz ve Ekim ayina ait Tuz Golii 6rneklerinin
Archaea, Bacteria ve Salinibacter spesifik Cy3 etiketli problar kullanarak FISH
analizleri ilk kez gergeklestirilmistir. Her 6rnek i¢cin DAPI boyamalari ile paralel
olarak gerceklestirilen FISH deneyleriyle, drneklerdeki toplam hiicre sayilari,
Archaea, Bacteria ve Salinibacter sayilari tespit edilmistir. DAPI boyama
sonuglarma gore Mayis A ornegi 1.19x107+0.18, Temmuz A 1.38x107+0.08,
Temmuz E 1.48x10’+0.08 ve Ekim A o6rnegi 2.6x10'+0.25 hiicre/ml olarak
bulunmuslardir.

Archaea spesifik prob ile elde edilen FISH sonuglarina gore Mayis A
orneginin %52.9’unu, Temmuz A Orneginin %57.9’u, Temmuz E Orneginin
%359.2’sini ve Ekim A 6rneginin %61.5’ini Archaeal hiicreler olusturmaktadir.
Bacteria spesifik prob ile elde edilen FISH sonucglarina goére Mayis A 6rneginin
%31.9’u, Temmuz A 6rneginin %21.7’si, Temmuz E 6rneginin %21°1 Bacteria
liyelerinden olusturmaktadir. Bu da gostermektedir ki Archaeal populasyonlar
genel olarak Tuz Golii’nlin domine eden organizmalardir.

Caligmamizda EHB problarin1  kullanarak Tuz GOl 6rneklerinde
Salinibacter varlig1 da arastirilmstir. Buradan elde edilen deney sonuglarina gore
Mayis A, Temmuz A ve Temmuz E 6rneklerinde spesifik hibridizasyon sinyali

elde edilmis ve DGGE ile ortaya konmus olan Salinibacter varligi FISH ile de
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gosterilmistir. FISH sonuglarina gére Mayis A Orneginin %3.9’u, Temmuz A
orneginin %2.31°’1t ve Temmuz E Orneginin %2.45’1 Salinibacter lyelerinden
olusmaktadir.

Ispanya’daki tuzla kristalize sulariin mikroskobik analizi genellikle diiz,
kare ya da koseli yapida gaz vakuollu hiicrelerin kommiinite iginde baskin
oldugunu gostermektedir Boyle kare sekilli halofiller Misir Sinai’deki tuzlu su
havuzlarinda ilk defa  Walsby tarafindan tanimlanmistir.  Bunlarin
bakteriyorodopsin igerdikleri de rapor edilmistir. Bu kare hiicreler uzun bir siire
kiiltiir edilememis ve daha ilk olarak gegen sene kiiltiir edilebilmislerdir (Oren
2002).

Calismamizda da DAPI boyamalar1 ve spesifik problarla hibridizasyon
deneyleri sonrasi epifloresan mikroskopta yapilan incelemeler sirasinda “kare”
sekilli Archaeal hiicrelere de oldukca sik rastlanmistir. Bunlar DGGE ile de
varlig1 ortaya konmus olan Haloquadra walsbyi’ye ait hiicrelerdir ve yogun olarak
orneklerde bulunmaktadirlar. Bu sonu¢ da baska hipersalin ¢evrelerde yapilmis
olan arastirma sonuglari ile paralellik gostermektedir (Ovreas ve ark. 2003).

Bu c¢alisma ile Tuz Go6li'niin  mikrobiyal kommiiniteler
diizeyindeki durumu agiga ¢ikarilmistir. Tuz Goli’niin FISH, DGGE ve 16S gen
kiitiiphaneleri yardimiyla Archaea ve Bacteria i¢in dominant gruplar1 belirlenmis
durumdadir. Golden izole edilen organizmalardan bazilarinin dizi analiz
sonuclarim da igeren identifikasyonlar1 gergeklestirilmistir. izolatlarin genel
olarak bazi biyokimyasal testleri, polar lipid analizleri, antibiyotiklere duyarlilik
testleri, SDS-PAGE analizleri, optimum biiylime i¢in gerek duyduklar sicaklik,

pH ve tuzluluk diizeyleri de ortaya konmustur.
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Sonug¢ olarak;

1) Bu calisma ile klasik yontemle petrilerde izole edilebilen canli bakteri
sayisimin 10°-10° hiicre/ml arasinda degistigi ancak DAPI boyamalari ile Tuz
Goli'ndeki toplam hiicre sayismin 107 hiicre/ml civarinda oldugu ortaya
konmustur.

2) Tuz Goli orneklerinin kiiltlir bagimsiz tekniklerle analizi sonucu,
buradan yapilan O6rneklemelerde kiiltiir haline getirilemeyen (simdilik) halofilik
tiyeleri de yogun bir sekilde barindirdigi belirlenmistir.

3) Tuz Goli orneklerinin kiiltiir bagimsiz tekniklerle analizi sonucu
Archaeal populasyonlar i¢inde Haloarcula walsbyi’nin, Bacteria populasyonlari
arasinda da Salinibacter ruber’in dominant organizmalar oldugu ilk defa olarak
ortaya konmustur.

4) 25 izolatin 16S rDNA dizi analizine gore identifikasyonu ilk kez bu
calisma ile gerceklestirilmis ve izolatlarin cogunun Archaea grubuna ait olduklari
belirlenmistir. Bunlar Haloferax mediterranei, Haloferax alexandrinus,
Haloarcula hispanica, Haloarcula argentinensis, Haloarcula marismortui,
Halorubrum xinjiangense ve Halomicrobium mukohatei olarak identifiye
edilmislerdir. Bacteria grubu {liyesi olarak ise Chromohalobacter marismortui
tanimlanmastir.

5) Bu c¢aligsma ile Tuz Golii 6rnekleri ilk defa olarak kommiinite diizeyinde
FISH, DGGE ve 16S rRNA gen kiitiiphanesi kurulmasi yontemleri kullanilarak
calisilmis ve Archaeal populasyonlarin daha baskin olduklar1 belirlenmistir.

6) DGGE Archaea jelinden elde edilmis olan bantlarin reamplifikasyonlari
ve bunlarin dizi analizleri sonrast Haloquadra walsbyi, Archaeoglobus profundus,
Halorubrum sp., Halobacterium saccharovorum ve Halorubrum orientalis’e
benzerlik gosteren diziler elde edilmistir.

7) DGGE Bacteria jelinden ise Cytophaga sp., Salinibacter ruber ve
Halophilic eubacterium EHB-2’ye benzerlik gosteren diziler elde edilmistir.

8) 16S rRNA kiitliphanesi ¢alismasiyla da dizi analizleri sonrasi1 Archaea
klonlar1 arasinda Haloquadra, Halosimplex carlsbadanse, Haloterrigena

thermotolerans ve Halorubrum sp. varlig1 ortaya konan diger organizmalardir.
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9) Bacteria klonlar1 i¢in Salinibacter ruber strain POLA 13, Salinibacter
ruber strain POLA 18, Halophilic eubacterium EHB-2 ve Halophilic eubacterium
EHB-4, Halanaerobacter lacunarum, Acinetobacter baumannii ve Cytophaga sp.

Dex80-37 ile benzerlik gosteren diziler bulunmustur.

Oneriler ve gelecekte yapilmasi planlanan galismalar:

Bu calismada, kiiltiirel yontemle izole edilmis olan 122 izolatin ancak 25
tanesinin dizi analiz c¢aligmalar1 yapilabilmistir. Geriye kalan izolatlarin (103)
arasinda yeni tilirler bulunma ihtimali mevcut oldugundan kalan izolatlarin DNA
dizi analizlerine dayanan identifikasyon islemleri gelecek ¢alismalarda
tamamlanacaktir.

Ayrica, DGGE yontemi kullanilarak elimizdeki izolatlarin elde ettigimiz
kiiltiir bagimsiz analiz sonuglar ile karsilagtirilmasi yoniinde ileriye doniik bir
deney planlanmistir. Bu yaklasim ile elimizdeki izolatlarin her birinin DNA’sin1
iceren bir karisim hazirlanarak buradan kurulacak 16S PCR amplifikasyon
triinlerinin  DGGE ile verecegi patternlere bakilacaktir. Bu patternlerin,
calismamizda cevresel Ornekten elde ettigimiz patternden ne kadar farklilik
gosterdigi belirlenebilir. Bundan sonra da farklilik gosteren bantlarin dizi
analizleri sonrasi identifikasyon miimkiin olabilir ki bu bize yeni tiirlerin varligini
(eger var ise) gosterebilecektir.

Bu c¢aligmadaki kiiltiir bagimsiz deney sonuglarinin da gosterdigi gibi
Salinibacter ruber Tuz Golii'nde mevcuttur ve bunun izolasyonuna yonelik daha
spesifik besiyerlerinin kullanildig1 calismalar ileride gerceklestirilecektir.

Yag asidi metil esterleri (Fatty Acids Methyl Esthers)(FAME))’nin gaz
kromotografi ile analizi Bacteria domaini {iyelerinin karakterizasyonunda
kullanilabilen etkili bir yontemdir. Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore
Bacteria domainine ait oldugu belirlenen 9 adet izolatin yag asidi metil esterlerine
gore karakterizasyonlar1 laboratuvarimizda sahip oldugumuz MIDI sistem ile
tamamlanacaktir.

Son olarak, bundan sonraki ¢aligmalarimiz gdlden izole edilmis veya
yeni izole edilecek  organizmalarin  biyoteknolojik  potansiyellerinin

degerlendirilmesine yonelik olacaktir.
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