Halofilik Mikroorganizmalarin

Elektron Mikroskopi ile Goriintiilenmesi

Ekin BORA
Yiksek Lisans Tezi
Biyoloji Anabilim Dal1

Mayis, 2015

Bu tez cahsmasi Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu

Baskanhg tarafindan desteklenmistir. Proje No: 1304F072



JURI VE ENSTITU ONAYI

Ekin BORA’nin “Halofilik Mikroorganizmalarin Elektron Mikroskopi
ile Goriintiilenmesi” baglikli Biyoloji Anabilim Dalindaki, Yiiksek Lisans Tezi
10.04.2015 tarihinde, asagidaki jiiri tarafindan Anadolu Universitesi Lisansiistii
Egitim-Ogretim  ve Smav  Yonetmeliginin  ilgili ~maddeleri uyarmca

degerlendirilerek kabul edilmistir.

Adi Soyadi Imza
Uye (Tez Damsmani):  Doc. Dr. Mehmet Burcin MUTLU  ..............
Uye :  Yard. Doc. Dr. Volkan KILIC ~ .....ceeueeeee
Uye :  Yard. Doc. Dr. ismail POYRAZ ~ ...ccoeeneees

Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi Yonetim Kurulu’nun

................. tarih ve ................. saylh karariyla onaylanmstir.

Enstiti Mudira



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

HALOFILiK MIKROORGANIZMALARIN ELEKTRON MIiKROSKOPIi
iLE GORUNTULENMESI

Ekin BORA
Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Dog¢. Dr. Mehmet Bur¢in MUTLU
2015, 64 Sayfa

Elektron mikroskoplari, mikrobiyolojik alanda c¢ok kullanilan ve
gelistirilmis mikroskop tiirleridir. Bunlar sayesinde her tiirlii mikroorganizmay1 ve
hiicreyi incelemek ve ince yapis1 hakkinda bilgi edinmek miimkiindiir. Elektron
mikroskoplar1 yliksek resoliisyon goriigleri ile 151tk mikroskoplarina oranla ¢ok

ince detaylara ulasmay1 saglarlar.

Ekstremofilik mikroorganizmalarin yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
yasayan iiyeleri halofilik mikroorganizmalar olarak adlandirilmaktadir. Bir diger
tanimiyla bu mikroorganizmalar, Sodyum kloriir’iin doyma noktasma yakimn ya da
doyma noktasinda oldugu ortamlarda yasayan mikroorganizmalardir. Halofilik
mikroorganizmalar hipersalin ortamlarda bulunurlar. Bu ¢alismada izole ettigimiz
halofilik mikroorganizmalar ve hipersalin gevre drnekleri elektron mikroskobu ile

incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Halofilik Mikroorganizmalar, Hipersalin ¢evreler, Taramali
Elektron Mikroskop



ABSTRACT

Master of Science Thesis

EXAMINATION OF STRUCTURE OF HALOPHILIC
MICROORGANISMS WITH USING ELECTRON MICROSCOPY
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Electron microscopes are widely used at microbiological field and they are
type of improved microscope. It is possible to examine all kinds of
microorganisms and cells and learn about the fine structure of them. With the high
resolution views, electron microscope allows to achieve very fine detail than light

microscope.

Extremophilic microorganisms members who live in high salt
concentrations are called halophilic microorganisms. In another definition, these
microorganisms live near the saturation point of sodium chloride or in saturation
of sodium chloride. Halophilic microorganisms live at hypersaline environments.
In this study, isolated halophilic microorganisms and samples from hypersaline

environments have been analyzed by electron microscopy.

Key Words: Halophilic Microorganisms, Hypersaline Environments, Scanning

Electron Microscope
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1. GIRIS

Ekstremofil; cogunlukla tek hiicreli olup ekstrem kosullarda yasama
gereksinim duyan ve bu kosullarda optimum olarak gelisen organizmalara
denilmektedir. Ekstremofiller karasal mezofilik organizmalarin biiylimeleri ve
iiremeleri ig¢in gerekli optimal kosullardan ¢ok farkli olan ekstrem c¢evrelerde
gelisirler. Cogu ekstremofiller (ekstrem kosullar1 seven) mikroorganizmalardir.
Archaea domaini ekstremofillerin genis dagilimli oldugu bir domain olarak
bilinmesine karsin, ekstremofiller hem bakterilerin hem de archaealarin iginde
sayisiz ve farkli genetik hatlarda yer almaktadir. Archaea ve ekstremofil terimleri
ara sira kendi icerisinde yer degistirmesine karsin, pek ¢cok mezofilik archaealarin

ve pek cok ekstremofilik bakterilerin oldugu bilinmektedir.

Ekstremofil kelimesi (extreme: asiri, ug; phile: sevmek) ilk olarak 1974
yilinda MacElroy tarafindan kullanilmistir. Ekstremofiller, diinya yiizeyinin 3 km
altinda, niikleer reaktdrlerde, hidrotermal ventlerde, asitli kaynaklarda, tuz
kristallerinde, yiliksek agir metal iceren bolgelerde, kutup buzlar1 ve gdllerinde,
basingli ortamlarda ve anaerobik kosullarda gelisebilen mikroorganizma
gruplarina verilen isimdir. Bu asir1 sartlar; sicaklik, radyasyon, basing gibi fiziksel
sekilde olabildigi gibi; tuzluluk, kuruluk, pH, oksijen durumu, redoks potansiyeli,
metaller ve gazlar gibi jeokimyasal bigimlerde de olabilmektedir (Coskun, 2010).

Gilinlimiizde  endiistride  yaygin  olarak  kullanilan  mezofilik
mikroorganizmalarin avantajlarinin fazla olmasina ragmen kimyasal islemlerdeki
ekstrem pH, sicaklik ve iyon konsantrasyonu gibi uygulamalarda kullanimlari
smirlt kalmaktadir. Buna karsilik ekstrem  mikroorganizmalardan elde edilen
enzimler (ekstremozimler) bahsedilen sert kosullara dayaniklidir. Bu nedenle
ekstremozimler son 20 yilda biyoteknolojik uygulamalarda yaygin olarak

kullanilmaya baslanmistir (Coskun, 2010).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Organizma
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Mezofilik&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mikroorganizma
http://tr.wikipedia.org/wiki/Archaea
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bakteri
http://tr.wikipedia.org/wiki/Archaea
http://tr.wikipedia.org/wiki/Genetik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Archaea

Bu enzimler ayrica protein mihendisliginde termoaktivite ve
termostabilitenin  tam olarak anlasilabilmesi igin model enzimler olarak
kullanilmaktadir (Coskun, 2010).

Ekstremofiller, diger bir ¢ok mikroorganizmanin yasayamayacagi
ortamlarda gelisebilen mikroorganizmalardir. Ekstrem ¢evre kosullari; ¢ok yliksek
(55-121 °C) ya da ¢ok diisiik (-2-20 °C) sicaklik, yiiksek tuzluluk (2-5 M NacCl)
ve ¢ok yiiksek alkali (pH > 8) ya da ¢ok yiiksek asitli( pH < 4) kosullardir
(Fukara, 2007). Ekstremofilleri bulunduklari ¢evresel kosullara gore 7’ye ayirmak

miumkiindiir.

Termofiller (Thermophiles),
Psikrofiller (Psychrophiles),
Alkalifiller (Alkaliphiles),
Asidofiller (Acidophiles),
Halofiller (Halophiles),
Barofiller (Barophiles),
Metalofiller (Metalophiles).

Ekstremofiller, yiiksek basing, yiiksek radyasyon ya da toksik bilesik
iceren ortamlarda, yeryiiziinden ¢ok derinde bulunan kayalarda ya da su seviyesi
ve besin miktar1 c¢ok diisiik olan kuru ortamlarda yasamlarini siirdiirebilen
mikroorganizmalardir. Ekstremofillerin optimum gelisme sicakliklar1 ve

bulunabildikleri ¢evreler Cizelge 1.1°de gosterilmektedir (Fukara, 2007).



Cizelge 1.1. Ekstremofiller ve bulunduklari ekstrem ¢evre kosullari (Fukara, 2007)

Fenotip Ortam Mikroorganizma

Termofilik 55-80°C Methanobacterium, Thermoplasma, Thermus ve bazn Bacillus
tiirleri

Hipertermofilik 80-113 °C Aguifex,  Archacoglobus, Hydrogenobacter, Methanothermus,

Pyrococeus, Pyrodictium, Pyrolobus, Sulfolobus, Thermococcus,

Thermoproteus, Thermotoga

Psikrofilik -2-20°C Alteromeonas, Psychrobacter

Halofilik 2-5M NaCl Haloarcula, Halobacterium, Haloferax, Halorurum

Asidofilik pH=4 Acidianus, desulfurolobus, Sulfolobus, Thiobacillus

Alkafilik pH=9 Natronobacterium, Natronococcus ve baz Bacillus tiirlen
Calismamizda kullandigimiz mikroorganizmalar halofil

mikroorganizmalar oldugundan bu grup ile ilgili genel acgiklamalarda

bulunulacaktir.

1.1.  Halofilik Mikroorganizmalar

Yunanca kdkenli olan hals; tuz ve phile ise sevmek anlamina gelmektedir
ve halofilik mikroorganizmalarda fonksiyon yetenegi i¢in tuza olan ihtiyaci ifade
eder. Halofilik mikroorganizmalar tuzu seven mikroorganizmalardir (Coskun,
2010). Halofilik prokaryotlar i¢erisinde hem bakterilere hem de arkebakterilere ait
tiirler bulunur. Bu mikroorganizmalar tuz gollerinde, tuz iiretim tesislerinde ve
tuzlanmis balik ve derilerin ylizeyinde bulunurlar. Hafif derecede halofiller 0.20-
0.85M (%2-5), iliml1 halofiller 0.85-3.4M (%5-20) ve ekstrem halofiller ise
tremeleri i¢in 3.4-5.1M (%20-30) NaCl konsantrasyonuna ihtiyag duyarlar.
(DasSarma ve Arora, 2001; Rothschild ve Mancinelli, 2001; Grant, 2004)

Horikoshi ve Grant (1998) ’a gore, ekstremofilik mikroorganizmalarin
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasayan iiyeleri olan halofiller Archaea, Bacteria

ve Eucarya olarak ii¢ alanda da yer almaktadir.



Kushner’ e (1978) gore ise;

- halofil olmayanlar (non-halophiles) (0-1 M),

- hafif halofiller (slight halophiles) (0,2-2,0 M),

- iliml1 halofiller (moderately halophiles) (0,4-3,5 M),

- ekstreme yakin halofiller (extreme close halophiles) (1,4-4,0 M),

- ektsrem halofiller (extreme halophiles) (2,0-5,2 M),

- halotolerantlar (halotolerant halophiles) (0-1 M) ve

- degisken halofiller (variable halophiles) (0-3 M) olarak
smiflandirilmislardir (Coskun, 2010).

En yaygimn okaryotik halofiller Dunaliella, Artemia salina ve Ephydra gibi
organizmalardir (Bayramoglu, 2012). Salinibacter ruber en ekstrem halofilik
bakteridir. Archea domaininde yer alan ve tuzun ¢0kme noktasina yakin
konsantrasyonlarda yasayabilen Halobacterium, Haloarcula ve Haloferax gibi

genuslar bulunmaktadir (Bayramoglu, 2012).

Sekil 1.1°de tuz toleranslar1 ve istekleri farkli olan mikroorganizmalarin
biiyiimesinde farkli Sodyum iyonu konsantrasyonlarmnm etkisi gosterilmektedir.
V. fischeri gibi deniz mikroorganizmalari i¢in optimum NaCl konsantrasyonu
yaklasik olarak %3’tiir, ekstrem halofiller i¢in bu oran organizmaya gore

degismekle birlikte %15-%30 arasindadir (Randla, 2015).
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Sekil 1.1. Mikroorganizmalarmn biiyiimesinde NaCl konsantrasyonunun etkisi (Randla, 2015).

Ekstrem Halofil Archaea iiyeleri, tuzlu buhar golleri, dogal tuz golleri,
yiiksek tuz ¢evreleri veya ¢ok tuzlanmig bazi balik ve et ylizeyleri gibi suni tuz
habitatlarinda bulunan prokaryotlarin farkli bir grubudur. Boyle habitatlar
genellikle “hipersalin” olarak adlandirilir. Ekstrem halofilik terimi bu
organizmalarin sadece halofilik degil, ayn1 zamanda tuz ihtiyaglarmmin oldukca
yliksek olup, bazi durumlarda doygunluk noktasna yakin oldugunu
belirtmektedir. Ekstrem halofiller bazi sosis, deniz balig1 ve tuzlu domuz eti gibi
fazla tuzlu besinlerde de bulunurlar. Bazi estetik problemlere neden olmasinin
disinda, ekstrem halofillerin besinlerde liremesi ¢ok onemli degildir. Bu yiizden
higbir ekstrem halofilin besin zehirlenmesine neden oldugu goriilmemistir. Tuzlu
habitatlar diinya lizerinde yaygm olmakla beraber, ekstrem tuz habitatlar1 daha
nadirdir. Cogu ekstrem tuzlu habitatlar diinyanin sicak, kuru bdlgelerinde

bulunmaktadir (Ugar ve ark., 2007).

Bu Dbolgelerdeki iklimsel sartlar buharlasmaya ve bdylece tuz
konsanstrasyonunun artmasina sebep olur. Bununla beraber tuz golleri iyonik
kompozisyon agisindan 6nemli derecede degiskenlik gostermektedir (Ugar ve
ark., 2007). Cevrenin jeoloji, topografi ve genel iklim kosullarina gore tuz
g6llerinin sahip oldugu iyonlar degisebilir. Thalassohalin ve Athalassohalin olmak

iizere 2 grup hipersalin (asir1 tuzlu) ortam bulunmaktadir (Bayramoglu, 2012).



Thalassohalin ortamlar; deniz suyu &zelliklerini tastylp Na® ve CI°
(monovalent) iyonlarmi fazlaca bulundurur, bunlarmn disinda SO de yapilarinda
bulunur ve hafif alkali veya ndtral pH’ya sahiptir. Athalassohalin ortamlar ise
iyonik kompozisyonu deniz suyundan oldukga farkli olan yiiksek konsantrasyonda
karbonat/bikarbonat igeren, pH degeri 10-11 ya da daha fazla olan ortamlardir.
Utah'daki Biiyiik Tuz Goélii thalassohalin ve Israil’deki Olii Deniz athalassohalin
ortamlara ornektir (Bayramoglu, 2012).

Cizelge 1.2. Diinya’daki 6nemli tuzlu gdlleri (Bayramoglu, 2012)

Gol Tuzluluk (g/L) Gél Tuzluluk (g/L) Gél Tuzluluk (g/L)
Great Salt Lake 150-280 Hazar (10)-(12) Zarinanmu 12
Salton 33 Aral (8)-(10) Dabuxun 380
Pyramid 53 Balkas 0.5-7 Dalay 55

Big Quill 43-53 Isik 586 Urmiye 300+
Mono 95 Cani 1,5-4 Van 24
Walker 10,6 Ala (5)-(7) Niriz (7)-(56)
MNatron 340 Tengiz {(3)-(19) Tuzgbli 300+
Magadi 114 Koko 12,5 Oliideniz 300+
Nakuru 10-120 Lop Nor 5 Eyre (-50)-(+300)
Bogoria 50 Namu 3 Corangamite 30-50
Elmenteita 29,5 Selin 19 Bullen Meri 9

Yiiksek tuz konsantrasyonunda, (burada toplam tuz araligi tipik olarak
%15 agirlik/hacim olan, doygunlugu %35’e kadar olabilen durumlardan
bahsedilmektedir) hayatta kalabilen bazi organizmalar ve bazi protist grazerler
yiiksek konsantrasyonda bulunurlar. Deniz suyunun toplam tuz, 6zellikle de
sodyum kloriir oran1 yaklagik %3.5” tur. Ancak halobacteria sadece %12’lik tuz
varliginda biiyliyebilir ve de optimum biiyiime i¢in ihtiya¢ duydugu oran %20-25
arasindadir (Dyall-Smith, 2009).

%8 oranindaki tuz birikintilerinde halofilik arkeler kismen 16S rRNA
dizilimiyle saptanmustir. Yine yapilan ¢alismalarda izole edilen halofilik arkeler

%10’luk tuz konsantrasyonunda optimal biiyiime gostermistir (Purdy ve ark.,
2004) .



Halofilik mikroorganizmalar temel olarak yiiksek tuz igeren ortamlara
adaptasyon i¢in iki strateji gelistirmislerdir. Halofilik arkeler, sitoplazmalarini
ozmotik dengede tutmak i¢cin ortamda bulunan tuzu depolarlar.
Ozmoregiilasyonun bu mekanizmasi ortamda yiiksek miktarda tuz varliginda
hiicre i¢i enzimler ile baz1 6zel adaptasyonlar1 gerektirir. Diger yonteme gore ise,
halofilik ya da halotolerant bakterilerin hiicre i¢i tuz konsantrasyonlar1 diistiktiir
ve hiicre i¢i enzimlerin 6zel bir tuz toleranslar1 yoktur. Dis ortam ile ozmotik
dengeyi ortamda ¢6ziinmiis olarak bulunan yiiksek konsantrasyonlu ¢esitli organik
ozmotik bilesenleri depo ederek devam ettirirler (Sagir, 2014).

Diisiik-tuz; organik ¢oziiniir madde biriktirme stratejisi (Compatible Solute
Stratejisi): Bu stratejide hiicreler sitoplazmalarinda ozmotik potansiyeli organik
cOziinenlerle dengeleyerek diislik tuz konsantrasyonu igerir. Bu iglemi ¢oziictileri
alarak veya sentezleyerek yaparlar. Coziinenler gliserol, sekerler ve tiirevleri,
aminoasitler ve tiirevleri, glisin, betain, ektoin olabilir. Fazla enerji gerektiren bir
islemdir. Enerji hem sentez hem de ayn1 zamanda ¢Oziniir tuzlari disari
pompalama i¢in kullanilir. Hiicreler dis ortamla ozmotik olarak es deger i¢
konsantrasyona sahip olabilirler (Sagir, 2014).

Yiksek-tuz biriktirme stratejisi (Salt-in Stratejisi): Bunu potasyum
klorid’in yliksek konsantrasyonlarini1 biriktirerek saglarlar. Potasyum iyonlari
hiicreye uniport sistem araciligiyla pasif olarak girer. Sodyum iyonlar1 disari
pompalanir. Klorlir sodyum iyonlar1 ise co-transport yoluyla zar potansiyeli kars1
hiicreye girer. Hiicresel proteinlerin stabilite ve aktivite bakimindan KCI ya da
diger tuzlarm molar konsantrasyonlarina ihtiya¢ vardir. Hiicre icerisine yiiksek
oranda K" iyonlar1 aktarilir ve hiicre i¢ine aktarilan K" konsantrasyonu hiicre dis1
Na® konsantrasyonundan oldukca yiiksek bir hal alir. K* iyonlar: hiicrenin su
dengesini saglamada, hiicrenin dehidrasyonunu ve osmotik basincin yiikselmesini
engellemede gorev alir. Yiiksek iyonik kuvvette proteinler kiimelesme egilimi
gosterdiginden aktivite ve stabilite 6zelliklerini kaybederler. Bu nedenle hiicresel
mekanizmalar1 ortama adaptasyonu saglama egiliminde olur. Halofilik enzimler
oldukca polar yiizeye sahip olduklarindan yiiksek oranda asidik amino asitler

icermektedirler (Sagir, 2014).



Tuzlalar, ekstrem halofilik prokaryotlar i¢in 6nemli habitatlardir. Tuzlalar
deniz suyuyla doldurulmus kii¢iik havuzlar olup, ticari degeri olan diger tuzlar1 ve

NaCl’ii ihtiva eder (Ugar ve ark., 2007).

Boyle habitatlar ekstrem halofiller i¢in minimum tuzluluk limitine
yaklastiginda suyun rengi halofilik Archaea’nin yogun friinlerinden dolay1
kirmizimtirak mor renge doner (Ugar ve ark., 2007). Tuz géllerinin de kirmizi
renginin nedeni haloarchaea’nin kirmizi karotenoid pigmenti nedeniyledir
(bacterioruberins). Bu deniz suyunun buharlasarak tuz olusturdugu, giines
nedeniyle tuzlarin kristallestigi goletlerde de belirgin olarak goriilmektedir. Tuz
doygunluguna yakin olan araliklarda (~ 35% w/v), bu organizmalar yiiksek
yogunluklarda biiyiime gosterirler (~ 10® hiicre/ml) ancak biiylime oranlari

diisiiktiir (boliinme hizlari iki glinden fazladir) (Pedros-Alio ve ark., 2000).

Utah (USA)’daki Biiyiik Tuz Golii (Great Salt Lake) esasen konsantre
deniz suyudur. Ciinkii ¢esitli iyonlarin kismi oranlar1 deniz suyundakine benzer,
fakat bunun yaninda iyonlarin tiim konsantrasyonlar1 daha yiiksektir. Biiyiik Tuz
Golii’'nde en bol bulunan katyon, sodyum ve anyon ise klordur; siilfat 6nemli
miktarda hafif alkali pH’daki ortamlarda bulunmaktadir. Aksine, diger ¢ok tuzlu
havza olan Olii Deniz (Dead Sea) kismi olarak sodyumun diisiik, fakat
magnezyumun yiikksek diizeylerini igerir, ¢linkii bu cevrelerdeki kayalarda Mg
minerali olduk¢a boldur. Soda gollerinin su kimyas1 Biiyilkk Tuz Goli’'ndekine
benzer, fakat ¢evredeki kayalarda bulunan karbonat mineralinin yiiksek seviyede
bulunmasindan dolay1 soda gollerinin pH’1 oldukga yiiksek olup, 10-12’lik pH
degerleri bu ¢evrelerde nadir degildir (Ugar ve ark., 2007).

Biyolojik tuza dayanikliligin model organizmalar1 ekstrem halofil
mikroorganizmalardir. Ayrica degisik sicakliklarda ve tuz konsantrasyonlarinda
optimum aktivite gosteren amilaz, esteraz, pullulanaz, seliilaz, ksilanaz, proteaz,
lipaz ve DNAaz gibi bir¢cok hidrolitik enzimlerin kaynaklar1 olabilirler. Halofil
arkealarin ekstremozimleri tuza son derece dayanikli olmalarmin yani sira uzun
stireli yiiksek sicakliklara kargi da dayaniklilik gosterebilirler (Obayashi ve ark.,
1988).



Bu 6zellikleri nedeni ile halofiller bir¢ok uygulama i¢in oldukea ilgi ¢ekici
hale gelmektedir Bununla beraber halofil arkealara ait ticari degere sahip
ekstremozim Ornekleri vardir. Halococcus genusuna ait bir tiirden elde edilen
restriksiyon enzimine ait iiretim patenti mevcuttur (Obayashi ve ark., 1988).
Halofilik  mikroorganizmalar  diger  ekstremofilik = mikroorganizmalarla
karsilastirildiklarinda basit besiyerlerinde kolay {iretilebilmelerinden dolay1
biyoteknolojik olarak biiyiik bir potansiyele sahiptirler (Horiskoshi ve Grant,
1998).

Halofilik mikroorganizmalar genel olarak cubuk ve kok sekillerine
sahiptirler. Birgok ekstrem halofilik mikroorganizma hiicre biitlinliigiinii sadece
NaCl veya KCI varliginda siirdiiriirler. Tuz konsantrasyonu diistiigiinde hiicre
morfolojilerini diiz ¢ubuk seklinden, kiire haline doniistiiriirler. Genellikle tuz

konsantrasyonu 1 M civarinda oldugunda lizis’e ugrarlar (Coskun, 2010).
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Sekil 1.2. iyonlarin ve Diger Molekiillerin Halofilik Bakterilerde Membran Boyunca
Gegis Hareketleri (Coskun, 2010).

1.1.1. Ekstrem Halofilik Archaea Taksonomisi

Yiiksek miktarda tuz iceren habitatlardaki organotrofik
mikroorganizmalarin ¢ogu Archaea’dir. Halobacteriaceae familyasina ait cins ve
tiirlerin teshisi ve siiflandirilmasi; hiicre morfolojisi, lireme 6zellikleri, spesifik
polar lipidlerin analizine dayanan kemotaksonomik ¢aligmalar ve niikleik asit dizi
verileri gibi Ozellikleri kapsayan polifazik bir yaklasima gore yapilmaktadir

(Ozcan, 2004).



Halofilik arkelerin taksonomik siralamasi su sekildedir;
Domain : Archaea

Filum I1: Euryarchaeota

Smuf III: Halobacteria

Ordo I: Halobacteriales

Familya I: Halobacteriaceae

Halobacteriaceae familyasi tiyeleri ekstrem halofilik arkebakteriler olarak
kabul edilirler. Bu familya igerisinde; Haladaptatus, Halalkalicoccus,
Haloarcula, Halobacterium, Halobaculum, Halobiforma, Halococcus, Haloferax,
Halogeometricum, Halomicrobium, Halopiger, Haloplanus, Haloquadratum,
Halorhabdus, Halorubrum, Halosimplex, Halostagnicola, Haloterrigena,
Halovivax, Natrialba, Natrinema, Natronobacterium,  Natronococcus,
Natronolimnobius, Natronomonas, Natronorubrum cinsleri bulunur (Bayramoglu,
2012).

Halofilik Archaea’da hiicre ¢eperi peptidoglikan icermez, eter bagl
lipidler ve Archaca RNA polimerazlar1 igerir. Tiim halofilik Archaea gram-
negatiftir (Ugar ve ark., 2007). Ancak Gram pozitif bakteriler igerisinde de 1liml1
halofiller bulunabilmektedir (Bayramoglu, 2012).

Ikiye boliinerek ¢ogalirlar, spor veya dinlenme safhasi olusturmazlar.
Cogu hareketsizdir, fakat birkag soy lofotrik kam¢i1 ile hareket eder.
Halobacterium ve Halococcus’un genomik organizasyonu son derece ilgingtir.
Total hiicresel DNA’nin  %25-30’undan fazlasimi igeren biiylik plazmidler
mevcuttur. Bu plazmidlerin GC baz orani (%57-60), kromozomlarin GC baz
oranindan (%66-68) oldukg¢a farkhidir. Ekstrem halofillerdeki plazmidler, dogal
olarak meydana gelen en biiyiik plazmidler arasindadir (Ugar ve ark., 2007).
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Cizelge 1.3. Halobacteriales ordosuna ait cinsler ve tiirler (Bayramoglu, 2012)

FAMILY A

ClING

TUR

Halolacrertacess

Halobacterium'
Haloarcula

Halobeaculum
Halocovous

Haloferax

Halogeometricim
Halorihraim

Halorerrigena

Natrialba

Halosimplex
Halowmicrobinm
Halorhabdis
Halobioforma
Natrinena

Natranobacrerium
Natranocoscis

Naron oo
Natronoruhrm

Halobactertim salinarum’
Heloareula vallisseortis'
Heloareilda miarismortd
Haloarcida hispanica
Heloarcida japonica
Halvarcida argentinensis
Heloaweidla qu.r.l.r.rrt.ll'u
Haloarcida califormioe
Haloarcidla sinalensis
Heloareida aldinensis
Halofacieliom Wrean
Halococeus mavrkuae”
Halococouss saceharolyticus
Halococeis sa |’.I:.I'-r.rt.f! e
Halococous dombrowskii
Haloferax voleani”
Haloferax deniteiffeans
Haloferax giflwonsil
Haloferax mediterrane
Haloferax alicanied
Haloferax lucentensis
Haloferax alexandrins
Halogeomerricum horinguense”
Helowulwam saccharovorum
Helowulwum coviense
Hexdowulrrum distreibuim
Halorulrum locusprofiondi
Helowulwum sodomonse
Helowulrum irapanicum
Herlowelrram vae wolafum
Halowulwum tebenguichense
Halowulvrum terresire
Healoterrigena turkmenica”
Halmterrigena thermotoderant
Narrialfa asiatioa”

Narrialla magadii

Narralla tefwanensis
Narriallva aegyriaes
Halosimplex carlbadaise’
Heslowicrobin dohatmed’
Halorhabdus wtahensis"
Halohioforma kaloterresiris’
Natriviema pellivalam”
Narrimema peedlidium
Nartromobacterium grv;;-r.ﬂ-IT
Natroumacocens oecullug
Natromococens amylolyticus
Natromomonas _an&ummuT
Natromoribrum Fangense”
Natrovarahram fhetense

Tim bu Ozellikleri belirtilmis olan halofillerin elektron mikroskobu ile
incelenmesinin nedeni ise hiicresel yapilarinin daha iyi anlasilip, detayli inceleme
yapilabilmesidir. Bu durumda elektron mikroskobu ile ilgili genel bilgiler vermek

yerinde olacaktir.
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1.2.  Elektron Mikroskoplar

Insan gdziiniin ¢ok ince ayrmtilar1 gdrebilme olanag: smirlidir. Bu nedenle
gorilintii iletimini saglayan 151k yollarinin merceklerle degistirilerek, daha kiigiik
ayrintilarin goriilebilmesine olanak saglayan optik cihazlar gelistirilmistir. Ancak
bu cihazlar, gerek biiyiitme miktarlarinin sinirli olusu gerekse elde edilen goriintii
tizerinde islem yapma imkaninin olmayisi nedeniyle arastirmacilart bu temel
tizerinde yeni sistemler gelistirmeye itmistir. Elektronik ve optik sistemlerin
birlikte kullanimi ile ytliksek biiylitmelerde tizerinde islem ve analizler yapilabilen
goriintiilerin elde edildigi cthazlar gelistirilmistir

(http://www.selcuk.edu.tr/ileri_arge/yonetim/web/sayfa/ayrinti/5874/tr).

Elektron mikroskobu (EM) goriintii olusturmak icin 1siktan daha ¢ok
elektronlar1 kullanan bir mikroskoptur. EM’nun 1s1k mikroskobuyla (IM)
karsilagtirildiginda birgok avantajinin oldugu goriilir. EM’da IM’nun aksine
aydmlatma kaynagi olarak 151k yerine vakum i¢inde hizlandirilmis elektron demeti

kullanilir (Kapakin, 2007).

1931 yilinda Alman miihendisler Ernst Ruska ve Maximillion Knoll,
elektron goriintiilemesi ve bliyilitmesinde basarili olmuslardir ve bu bir bakima
elektron mikroskobunun icadi olmustur. Ancak ilk prototip, 1933 yilinda Ruska
tarafindan gelistirilmistir ve 50nm ¢oziimleme kapasitesine sahiptir. Ilk ticari
elektron mikroskobu Londra’da gelistirilmis olup EMI1 adi verilmistir

(https://www.jic.ac.uk/microscopy/intro_EM.html).

Elektron mikroskobu genel olarak cisimden sacgilan elektronlarin
goriintiilenmesi tlizerine kuruludur. Maddeyle etkilesen elektronlarin dalga

boyu bu goriintiilemenin nanometre boyutlarinda yapilmasina olanak saglar.

IM’da genelikle boyanmig preparatlar 15181n, 6rnegin i¢inden gegmesi yolu
ile incelenerek, tip ve mithendislik gibi birgok alanda kullanilir. Ancak atom gibi
cok kiiciik cisimcikleri gormemiz icin gerekli olan yliksek bilylitmeleri
veremezler. EM yiiksek biiyiitme yapar. Biiyiik bir alan derinligine sahiptir, yani
yiiksek rezoliisyonlu goriintiiler olusturur (Kapakin, 2007).
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Goriintlinlin kalitesi, netligi ve detay zenginligi rezoliisyona baghdir ki
IM’nun rezoliisyon giicii 0,5-1 mikron iken EM’da bu oran 2-20 angstromdur
(Kapakin, 2007). Elektron mikroskoplarini genel olarak 2’ye ayirmak

mumkindir.

1. TEM (Transmisyon/ Gegirimli Elektron Mikroskobu)
2. SEM (Taramali Elektron Mikroskobu)

1.2.1. Transmisyon/ Ge¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM)

TEM; biyoloji (botanik, hiicre biyolojisi), tip (adli tip, anatomi,
mikrobiyoloji, biyokimya, fizyoloji, toksikoloji, patoloji), madde bilimleri ve yer
yiizii bilimlerinden elde edilen ornekleri 600.000 kez biiyiiterek i¢ yapilarmi
goriintiiler. Incelenecek orneklerin ultramikrotomla 60 nm kalinhiginda ince
kesitleri alinir. Bunlardan dokunun ultrastriiktiirel diizeyde incelenmesi yapilir.
Hiicre organelleri, yap1 taslari, mikroorganizmalar, hiicre zari1 ve hiicrenin
cekirdegine bakilir. Iki boyutlu bir goriintiiyii fosfofluoresan ekran iizerinde
olusturmak igin, elektronlar1 6rnegin ¢ok ince kesiti iginden gegirir. GOriintiiniin
O0zel bir alanmin parlakligi 6rnegin i¢cinden gecen -elektronlarin sayisiyla

orantilidir. (Kapakin, 2007).

TEM, atom seviyesinde goriintii elde edebilen hassas bir yontem ve
cihazdir. Bu yontemin SEM’den farki (her iki yontemde de elektron demeti
kullanilir) TEM’de elektron demetinin numune malzemesinin i¢inden gegerek yol
almasidir. Malzemenin iginden gegen elektronlar bir ekranda izlenerek
malzemenin yapist ile ilgili goriintli olustururlar. Bu yontemde kullanilan elektron
demetindeki elektronlarm enerjisi 100-500 kV civarindadir. Yiiksek enerjili
elektron demeti, birtakim mercek sistemlerinden gegtikten sonra numune tizerine
odaklanir, malzemeden gectikten sonra yine birtakim mercek sistemlerinden geger
ve ekrana yansitilir. TEM ile goriintii alabilmek i¢in malzemenin ince olmasi
gerekir, ¢linkii elektronlar i¢inden gecip gidecektir. Malzeme kalinlig: birkag yiiz
nanometreyi gegmemelidir. (Yalginkaya, 2010).
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Gegirimli elektron mikroskobunda yapilan analizin gilivenilirligi numune
hazirlama siireciyle yakindan ilgilidir. Ancak dikkatli ve titiz bir c¢alisma
gerektiren numune hazirlama siireciyle TEM’de istenilen sonuglara ulasmak
mimkiindiir. Numune hazirlamaya baslamadan dnce malzemenin 6zellikleri ve
kristallografik yapist hakkinda bilgi edinilmeli, TEM ile ¢o6ziilmesi istenen
sorunlar ortaya konulmali ve bu sorunlarin ¢6ziimii i¢cin hangi TEM tekniklerinin

kullanilmasi gerektigi belirlenmelidir (Karakulak, 2010).

Anot
%? yogunlastinc: mercek 1
. yogunlastinci mercek 2
Gl numune
S objektif mercekler

objektif diyafram

secili alan diyafram:

orta mercekler

izdasumsel lensler

final gorantasu

ekran

Sekil 1.3. TEM’in ¢alisma prensibi (http://www.acikbilim.com/2014/02/dosyalar/daha-yakin-
olmak-icin-elektron-mikroskoplari-2.html)

1.2.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

SEM’de goriintii, yiiksek voltaj ile hizlandirilmis elektronlarin numune
iizerine odaklanmasi, bu elektron demetinin numune yiizeyinde taratilmasi
sirasinda elektron ve numune atomlar1 arasinda olusan cesitli girisimler
sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda toplanmasi ve sinyal
giiclendiricilerinden gecirildikten sonra bir katot i1sinlari tlipliniin ekranmna
aktarilmasiyla elde edilir (http://fen.istanbul.edu.tr/?p=7237). Yani taramali
elektron mikroskobunda goriintii, bir elektron demeti tarafindan yiizeyin

taranmasi ile olusturulur.
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SEM ii¢ boyutlu hayali bir goriintii olusturur. Her gegen giin gelistirilen
ozellikleri ile SEM, IM’undan 300 defa daha fokus derinligine ve 20 ile 100.000
arasinda net gérme oranina Sahiptir (Kapakin, 2007). SEM’de elektron demeti
incelenecek bolge tizerinde tarama yapacak sekilde gezdirilir. Bir elektron demeti
bir malzemeye carptigi zaman bir takim elektronlar ve 1ginlar (radyasyon) yayar.
Elektron-malzeme garpismasi sonucu yayilan isinlarin ve elektronlarin kaynaklari
ve islevleri agagidaki gibi siniflandirilabilir (Yalgmkaya, 2010).

Katot 1s1masi: Malzeme atomlarinin degerlik (dis kabuk) elektronlarinin gegisleri
sonucunda olusan 1ginlardir, malzeme atomlarmin elektronik yapisi hakkinda bilgi
VErir.

Birincil geri sacilan elektronlar: Elektron demetine ait elektronlardir, malzeme
atomlar1 ve yiizey yapis1 hakkinda bilgi verir.

Ikincil elektronlar: Malzeme atomlarmdan gelen elektronlardir, malzeme yiizeyi

hakkinda bilgi verir.

Elektron demetindeki elektronlarin enerjisi 1-40 kV civarinda degisebilir.
Elektron demeti ile incelenecek malzeme vakumlu ortamda bulunmalidir.
Elektron kaynagindan ¢ikan elektron demeti birtakim manyetik merceklerden
gegtikten sonra odaklanmis olarak malzeme iizerine gonderilir. Gelen elektronlar
ile malzeme arasinda esnek olmayan carpisma sonucu malzemeden birtakim
elektronlar ¢ikar. Bu tiir malzemeden ¢ikan elektronlara ikincil elektronlar denir.
ikincil elektronlar algilayicilarla (dedektor) tespit edilir. Algilayiciya gelen
elektronlarm olusturdugu sinyal goriintiiye doniistiiriiliir. Boylece incelenen
malzemenin yiizeyi hakkinda bilgi edinilir (Yalgmkaya, 2010). Sekil 1.4°te

SEM’in ¢alisma prensibi verilmistir.
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Sekil 1.4. SEM c¢alisma prensibi (http://www.acikbilim.com/2014/02/dosyalar/daha-yakin-olmak-

icin-elektron-mikroskoplari-2.html)

Teoride yiiksek gerilim, kiigiik agikliklar, kiiglik nokta boyutlar1 ve kiigiik
calisma mesafeleri daha iyi ¢oziiniirliikle es degerdedir. Ancak pratikte, optimal
ayarlar uygulamaya bagli olarak degisme gosterebilmektedir. Abbe Kanunu,
¢Ozilinlirliiglin goriintiileme i¢in kullanilan dalga boyuyla orantili oldugunu
belirtmektedir. Elektronlar, voltaj arttikca daha kisa dalga boyuna sahip olurlar ve
bu da daha iyi ¢Oziniirliige karsilik gelir. Ancak, 6zellikle biyolojik 6rneklerin
icine daha yiiksek enerji ile gegebilir ve 1sinlar daha derine niifuz edebilirler. Bu
da c¢oOzlnirligli diisiirecektir. Elektronlar fotonlara kiyasla daha kisa dalga
boylarinda seyahat edebilir, bu da elektron mikroskobuna 1sik mikroskobuna

oranla daha iyi bir ¢6ziiniirlikk saglar (Fischer ve ark., 2012).

1.3.  Konu ile flgili Onceki Calismalar

Kansas Tuz Batakhigi’'ndan orta dereceli halofilik bakterinin
karakterizasyonunda iki bakteri tiirii Kansas’taki bir tuz batakligindan izole
edilmistir. Batakliktaki su ornekleri izolasyon igin %12 NaCl takviyeli triptik soy

agar iizerine ekilmistir (Johnson ve ark., 2007).
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Plakalarin gorsel taramalar1 sonucu iki 6nemli koloni tiirii ortaya ¢ikmustir.
Bu iki koloni tipi hastalik bulagtirict olmayan kiiltiirler elde edilene dek tekrar
tekrar pasajlanmistir. Bu iki organizmanm da orta dereceli halofil oldugu
gosterilmistir. Bu organizmalar yagli asit metil ester analizi, 16S rRNA dizilimi,
taramali elektron mikroskobu yontemleriyle kismen karakterize edilmistir. Bu
caligma gostermistir ki bu bakteriler Marinococcus ve Halomonas cinslerinin

onceden bildirilmemis iiyeleridir (Johnson ve ark., 2007).

Bakterilerde klasik elektron mikroskobu teknigi adli g¢alisma ise su
sekildedir: TEM’de oldugu gibi SEM’de de pek cok farkli teknik mevcuttur.
Klasik SEM fikse edilmis, suyu uzaklastirilmis ve kurutulmus bakterileri
gorsellestirmek amaciyla kullanilir. Hizlica dondurulmus bakteriler oldukca diisiik
sicakliklarda ( -120 °C altinda) cryo-SEM ile goriintiilenebilir. Her iki teknikte de
ornek yiiksek bir vakum odasina yerlestirilir. Burada 6rnek herhangi bir ugucu
madde ile birlikte olmamalidir. Cok diisiik sicakliklarda dondurma ya da kurutma
bunlar1 gerektirmektedir. Cevresel/Environmental SEM (ESEM) 6rnekleri yiiksek
vakuma maruz birakmadan sulu 6rnekleri de incelemeye olanak saglar (Kalab ve

ark., 2008).

Gelismis bir teknik tasarim numuneleri mikroskobun i¢inde kiigiik bir
alanda, suyun donma derecesinden birkac¢ derece yiiksekte tutar. Diisiik bir su
buhar1 kismi basinci elektronlar1 notralize etmeye yarayacak konsantrasyonda
iyonlar igerir, boylece sarj olma sirasindaki artifaktlari onler. Cryo-SEM ve
ESEM klasik SEM’den farkli olarak kendilerine has ozelliklere sahiptirler. Her
elektron mikroskobu modlarmin avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Klasik SEM
nispeten basit ve hizli bir tekniktir ve goriintiileri yorumlamak kolaydir ancak
TEM’deki gibi yiiksek ¢ozilintirliiklii goriintiiler vermez. Prensipte SEM i¢in 6rnek
hazirlama bakterilerin izole edilmesi ya da numune kesimini igcermektedir.
Ornekler fikse edilir, etanol ile suyu uzaklastirilir, kritik nokta kurutmasi yapalir,
bir SEM taslagina monte edilir, altinla kaplanir ve uygun bir hizlanan gerilimde

goriintii kaydi yapilir (Kalab ve ark., 2008).
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Bakteri, DNA ve proteinler gibi biyolojik drnekler yiiksek miktarda su
ihtiva ederler ve diisiik iletkenlige sahiptirler. Bu 6rnekler normal durumlarinda
SEM ile dogrudan incelenemezler ¢ilinkii elektron mikroskobunun kullaniminda
gerekli olan yilkksek vakum, ylizeyde ve yilizeyin altinda bulunan suyun
buharlagsmasina neden olur. Bunun neticesinde de drnek ¢oker ya da kendini imha
eder. Buna ek, 6rnek haznesinde bulunan su buhar1 vakumu azaltir ve dedektor ve
kolonlarin kirlenmesine neden olur. Biyolojik &rneklerin diisiik iletkenligi de
ayrica elektron 1smina ve drnekten ikincil elektron emisyonuna engel olacak bir
elektrik sarjina neden olur. Bu yiizden, biyolojik Ornekler fikse edilmeli,
kurutulmali, kritik nokta kurutmasi yapilmali ve geleneksel bir yiiksek vakumlu
SEM i¢in kaplanmalidir (Piroeva ve ark., 2013).
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasal Maddeler ve Coziiciiler

e FEtanol
e Distile Su
e Tris Base

e Tris Klorir

e NaCl

e NaySO4

e NaHCO;

e H3BO;

o MgCl

e MgSO,

e MgCl;6H,0
e MgSO,4.7H,0
e KCI

e H3BO;

e KBr

e CaCl

e SrCh

e NaF

e NaSiOs

e FePO,

e FeSO,

e CAC

e PB

e 0sO,

e Gluteraldehit (GA)
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2.1.2.

2.1.3.

Konsantre Yapay Deniz Suyu (%03.6 tuz): %3.6’lik tuz konsantrasyonu i¢in

Kullanilan Cihazlar

Santrifiij : Eppendorf Centrifuge 5415 R
Su Banyosu: Julabo TW 20
Inkiibatér : Niive inkiibatér EN120

Calkamali Etiiv : Innova 44

SEM (Zeiss Ultra Plus)

Kaplama Cihazi
Critical Point Dryer

Kullanilan Besiyeri ve Tamponlar

asagida belirtilen i¢erik kullanilmaktadir (Dyall-Smith, 2009).

Cizelge 2.1.Yapay deniz suyu konsantrasyon igerigi (Dyall-Smith, 2009)

TUZ Litredeki Gramm Litredeki Gramm
Pelczar, M.J., Jr., 1957 Zobell, C.E., 1946

NaCl 27.5 24.32

MgCl, 5.0 5.14

MgSO, 2.0

Na,SO, 4.06

NaHCO; 0.20

H3BO; 0.027

KBr 0.10

KCI 1.0 0.69

CaCl, 0.5 1.14

SrCl, 0.026

NaF 0.003

NaSiO3 0.002

FePO, 0.001

FeSO, 0.001
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Konsantre Tuzlu Su Stok Soliisyonu %30 (w/v): Bu formiilasyon Rodriguez-

Valera ve arkadaslar1 ve Torreblanca ve arkadaslarinin ¢alismalarina dayanir ve

deniz suyuyla neredeyse ayni denilecek oranda tuz igerir ancak toplam tuz

konsantrasyonu daha yiiksek miktardadir. Pek ¢ok halobacteria %25’lik tuzlu su
ve %0.5’lik maya ekstraktinda biiyiimektedir (Dyall-Smith, 2009).

Cizelge 2.2. Konsantre tuzlu su stok soliisyonu igerigi (Dyall-Smith, 2009)

TUZ 1 Litredeki Gram 5 Litredeki Gram 10 Litredeki
Gram

NaCl 240 1200 2400

MgCl, 6H,0 30 150 300

MgSO,4.7H,O | 35 175 350

KCI 7 35 70

IM  Tris.Cl, | 5ml 15ml 50ml

pH 7.5

*NaBr 0.8 4.0 8

*NaHCO; 0.2 1.0 2

Hazirlik asamalar1 su sekildedir;

Biiylik bir behere Cizelge 2.2°de belirtilen tuzlar eklenir.
Yeterli hacmi tamamlayacak kadar saf su eklenir ve cam bir ¢ubuk ya da
manyetik karigtirict yardimiyla tuz tamamen ¢6ziiniir.

IM’lik steril stok soliisyonundan yavasca CaCl, .2H,0 eklenir.

(sonug konsantrasyonu = 0.5 g/L); 5 ml (1L i¢in ) 25 ml (5L igin) 50 ml

(10L igin)

4.

5.

1 M’lik CaCl;, .2H,0 soliisyonu; 147g/L (= %11 w/v’lik CaCly)

Eger gerekliyse pH, 1M’lik Tris bazi icin minimum 7.5 olacak sekilde
ayarlanir (Bazi durumlarda pH birka¢ haftalik depolama ya da otoklav
sonrasi diisebilir).

Daha biiyiik, dereceli bir silindire transfer edilir ve sonrasinda istenen
hacme kadar su ile doldurulur.

Otoklavlanabilen, kullanisli cam birimlere dagitilir (Ornegin 200ml’lik

siselere 100ml’lik yapay tuzlu su).
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7. Minimum 15 dakika 101kPa (15lb)’ da otoklava tabii tutulur. Oda
sicakliginda saklanir.

a. Otoklavlama sonrasi ¢okelme olmamalidir, olmasi durumunda
otoklav sonrasi ¢dzelti oda sicakligina eristiginde CaCl, eklenmesi
denenebilir.

b. Ya da alternatif olarak tiim soliisyon biiyiik bir sise i¢inde 4°C’de,
6 ay sterilizasyon olmadan muhafaza edilebilir (iistl plastik film ile
kapl sekilde) (Dyall-Smith, 2009).

Haloarchea icin Modifiye Biiyiime Ortami (MGM): Haloferax tiirleri i¢in bu
ortamin, orijinal %0.5’lik maya ekstrakti yontemine gore daha hizli biiylime
sagladig1 gozlemlenmistir. Pepton markas1 konusunda dikkatli olmak gerekir,
hepsi ayn1 degildir. Bunlar safra tuzlari igerebilir, ki bunlar da halobacteriay: lize
eder (Difco Bacto-Peptone) (Dyall-Smith, 2009).

Genelde halobacteria icin %23 tuzlu su iceren MGM kullanilmaktadir.
Ancak Haloferax spp. %18’lik MGM’de daha hizli bitylimektedir. Halobacterium
spp. de %25°lik MGM’de hizl bityiir. Haloarcula hispanica %23’ tercih eder ve
en diisiik %20°de biiyiir. Ortamdaki tuz konsantrasyonu sadece sodyum kloriirden
ibaret degildir. Cizelge 2.3’te MGM i¢in gerekli icerik belirtilmektedir (Dyall-
Smith, 2009).

Cizelge 2.3. Farkli yiizdelerdeki MGM ortamlari igin gerekli olan malzemeler (Dyall-Smith, 2009)

%12 MGM %18 MGM | %23 MGM %25
MGM

Tuzlu Su | 400 600 767 833
(%30’luk
stoktan)
Saf Su 567 367 200 134
Pepton (Oxoid) 5 5 5 5
Maya Ekstrakti | 1 1 1 1
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Hazirlik asamalar1 su sekildedir;

1. Biiyiik bir siseye Cizelge 2.3’te belirtilen malzemeler eklenir.

2. (Coziinmesi igin erlen galkalanir (biraz 1sitma gerekebilir).
pH 1M Tris.Cl ile 7.5 ayarlanir, 7.5 oldugunda litre bagina Sml kullanilir.
Eger bu basarili olmazsa, istenen pH’a ulasincaya kadar damla damla 1M
Tris baz1 eklenir.

3. Hacim 1000 ml olana dek saf su eklenir.

Kat1 besiyeri i¢in; plakalara 159 Difco Bacto-agar eklenir, {ist katman
agar1 i¢in 7 gr eklenir (viriis yayilmasi veya transformasyon igin). Agarin
otoklavlama Oncesi iyice ¢0ziilmiis olmas1 gerekmektedir (100°C” de 10-
20 dk). Ancak bu biiyiik hacimler i¢in zor olabilir. Min. 30 dk’lik bir
otoklavlama bu problemin iistesinden gelmektedir.

4. 30dk, 101 kPa’da sterilize edilir (Biiyiik, genis agizli 2-3L°lik siselerde),
55-60 °C’ye kadar sogutulur ve petri kaplarina dokiiliir.

5. Otoklav sonrasi, dipte cokelme egilimi oldugundan agarm iyice
karistigindan emin olunmaldir. 60°C’lik bir sicaklik, yiiksek tuz
konsantrasyonunda agarin ¢oziinmesi i¢in uygun olacaktir. Burada
kabarciklardan kurtulmak normal besi yerindekinden daha zordur.

6. Kullanim Oncesi plakalar kurutulur (30-60 dk, 37°C’de kapaklari
cikarilmis ve ters sekilde ya da daha uygun olarak 1 gece oda sicakliginda
bengte bekletme). Plakalar 4°C’de agizlar1 plastik filmle kapl sekilde
muhafaza edilebilir (Dyall-Smith, 2009).

CDM (Chemically Defined Medium)- Haloarchea i¢in Minimal Ortam:
Hazirlik asamalar su sekildedir;

1. %18’lik tuzlu su hazirlanir (Haloferax volcanii i¢in ya da diger haloarchea

icin optimum yiizdeli tuzlu suyu hazirlaym).
NaCl - 125 gr
MgCl,. 6H,0 — 50gr

K>SO, -5 ar
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CaCl,. 2H,0 - 0.26gr

2. 1000 ml’ye kadar saf su eklenir. Kat1 ortam igin 15gr. Difco Bacto-Agar
eklenir. pH kontrol edilir ve eger gerekliyse pH’1 7.5 yapmak i¢in 1M
Tris.Cl eklenir (bu da yaklasik 1-5 ml kadardir).

3. Biiyiik, genis agizli 2-3L’lik sigelerde, 30dk 101 kPa’da otoklavlanir.

4. 55-60°C’ye sogudugunda sunlar eklenir;

Llitre (1000 ml) i¢in;
1M NH,CI - 5ml

Karbon Kaynagi — Karbon kaynagi olarak glukoz, gliserol ya da galaktoz
kullanildiginda 5ml/L 1M NaHCOj; eklenir.

KoHPO, — 2ml ile belirtilen; 2.5, 2.4 ya da 2.7. 2; 0.5M, pH 7.5)
Iz Element — 1ml

1mg/ml tiamin — 0.8 ml

1mg/ml biotin — 0.1 ml

5. pH tekrar kontrol edilir, pH 7.5 olmalidir. Eger degilse 1M Tris bazi
kullanilir.

6. Plakalar kurutulur ve depolanir.

a. Agar hacmi; ince bir agar plakas1 HfX. volcanii igin daha iyi bir biiyiime
saglamustir.
b. Plakalar1 kurutma;
v' Plakalar1 bengte, bir gece boyunca oda sicakliginda bekleterek,
v' 30-40dk. , 37°C’de ters sekilde, kapaklar1 c¢ikarilmis olarak
inkiibe ederek,
v' 20-30dk. , 60°C’de ters sekilde, kapaklar1 g¢ikarilmis olarak
inkiibe ederek (burada zaman ¢ok Onemlidir, yoksa ¢ok fazla
kururlar)

Olmak tizere 3 sekilde yapilabilir.
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7. Agar konsantrasyonu se¢imi; marka ve tipe gore belirlenir. Farkli tipler
farkli jellesme giicline sahiptir. Ayrica amaca gore de degisiklik
gostermektedir, ornegin plakalar1 sadece {ist agar tabaka destegi icin
kullantyorsaniz 15g/L. yeterli olacaktir. Ancak eger kopya plaklama
yaptyorsaniz, sert bir jel (20g/L) daha az bozulmus ya da ezilmis olabilir.
Genel olarak calismalarda Difco Bacto-Agar tercih edilmektedir ancak
Oxoid Bacteriological Agar da kullanilmaktadir (Dyall-Smith, 2009).

%30 Salt Water (1L);
NaCl: 240 gr
MgCl,.6H,0: 30 gr
MgSO,.7H,0: 35 gr
KCI: 7 gr

CaCl,. 2H,0(1M): 5 ml
HNaCOs: 0,2 gr

NaBr: 0,8 gr

1M Tris Base: 2 ml

Distile su ile 1000ml ye tamamlanir (Dyall-Smith, 2009).
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%23 MGM (Modified Growth Medium) 1L ;

%30 Salt Water: 767 ml

Distile su: 200 ml

Pepton( Oxoid) : 5 gr

Yeast Ekstract: 1 gr

1M Tris base: 1 ml

pH:7.5

Hacim 1000 ml ya tamamlanana kadar saf su eklenir (Dyall-Smith, 2009).
Kati besiyeri i¢in 1 L ya 17-20 gr Bacteriologic Agar eklenir.

121° C 'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir.

%18 MGM (Modified Growth Medium) 1L ;

%30 Salt Water: 600 ml

Distile su: 367 ml

Pepton( Oxoid) : 5 gr

Yeast Ekstract: 1 gr

AM Tris base: 1 ml

pH:7.5

Hacim 1000 ml ya tamamlanana kadar saf su eklenir.

Kati besiyeri i¢in 1 L ya 17-20 gr Bacteriologic Agar eklenir.

121°C 'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir (Dyall-Smith, 2009).
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2.1.4. Mikroorganizma Olarak Kullanilan Kiiltiirler ve Referanslar

e Haloferax mediterranei, Josefa Anton, Ispanya

e Haloarcula hispanica ATCC 33960, Michael Dyall-Smith, Avustralya
e Haloferax volcanii, Josefa Anton, Ispanya

e Haloarcula argentinensis

e Saliseata (Aharon Oren, Israil)

e 50418 (DSMZ, Almanya)

e 68B (Sivas izolat1 (Seval CINAR 1n ¢alismasidan))

e 17466 (DSMZ, Almanya)

e HP2 (Sivas Izolat1 (Seval CINAR 1n ¢alismasindan))

2.1.5. Kullamilan Su Ornekleri

Su ornekleri Tuz Goli Cihanbeyli tuzlasindan ve Sivas Tuzlagézii kaynak

tuzlasindan alinmuistir.

2.2. Metod

Temel Protokol 1: SEM i¢in Incelenecek Biyolojik Orneklerin Korunmasi

Icin Kimyasal Preparasyon Teknikleri

Bu kisim, tek bir tabaka ya da siispansiyon i¢inde yetistirilen prokaryotik
ve ekaryotik hiicrelerin muhafazasini agiklamaktadir. Genellikle numuneler
kuruyana kadar isleme tabi tutulmaldir. Yign, graniil ve toz halindeki malzeme
bu islemi gerektirmeyebilir. Biyolojik drnekler protein ve lipid ¢apraz baglama
maddeleri ile (swrasiyla; glutaraldehit (GA) ve osmiyum tetroksit (OsOg))
muamele edilmelidir. Sonrasinda, organik bir ¢oziicii ile (Etanol (ETOH) ya da
aseton gibi) kurutulmalidir ve karbondioksit araciligi ile kritik nokta kurutmasi

yapilmalidir.

27



Bunun i¢in, uygun boyutlu ve gozenekli, kimyasal toleransi olan 6rnek
kaplar1 kullanilmalidir. Ornekler, polistiren 24 hiicre kuyucuklu doku kiiltiir
plaklar1 (aseton veya propilen oksit kullanimi1 diginda), mikrofuj tiipler, cam
siseler, uygun kapakli paslanmaz ¢elik ve politetrafluroetilen (PTFE ya da Teflon)

sepetleri i¢cine konulabilir.

Yapisik hiicreler, silikon ¢ipler, Aclar, membran filtreleri, Thermanox ya
da cam lameller iizerinde biliyiliyebilirler. Son yillarda silikon ¢ipler SEM
goriintiilemesinde numunelerin yiizeye montajinda popiiler bir yiizey haline

gelmistir. Baz1 hiicre tipleri belirli bir yiizeyi tercih etmektedir.

Elektron mikroskobu i¢cin numune hazirlama orneklerin yapisal degisimini
gerektirmektedir, bu da ¢esitli madde ve yapi1 kaybma neden olabilir. Bu da

optimize hazirlama teknikleri ile azaltilabilir. (Fischer ve ark., 2012).
Malzemeler

Siispansiyon i¢inde ya da kati bir yiizey iizerinde yetistirilen Okaryotlar igin:
Thermanox, silikon c¢ipler, Aclar film ya da transwell membran filtresi. Aclar
genelde yaprak/levha halinde edinildiginden, istenilen boyuta kesilir ya da tizerine

delik acilir.

e Birincil Fiksatif: Genelde 0.1M’lik sodyum kakodilat (CAC) ya da fosfat
tamponu i¢in, %2.5’lik GA ya da %4 liikk paraformaldehit (PFA), pH 6.8-
7.4

e Fiziksel olarak uygun tampon: Ornegin Hank’in Tuzlu Tampon Solusyonu
(HBSS)

e Durulama Solusyonu: 0.1 M CAC ya da PB

Tampon se¢imi; uygun tampon kapasitesi, pH, tuz ve iyonik gii¢ kriterlerine gore

yapilmalidir.

e Ikincil Fiksatif: Genelde, dH,O iginde %1’lik OsO, ya da dH,O’da
potasyum ferrosiyaniir ile indirgenmis osmiyum (0.5%0s04/0.8%
KsFe(CN)g) ya da 0.1M CAC.
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e Distile su (dH,0)

e Dehidrasyon maddesi, genellikle etanol (ETOH) ya da aseton

e Yiizey montaj maddesi (silikon ¢ip, lamel ya da membran filtresi gibi)
e ince uglu pens

e Makas veya zimba

e Islem igin kap (24 yuvali plaka, mikrofuj tiipler, PTFE sepeti gibi)

e Parafilm ya da bant

e Tehlikeli atik madde kabi1

Aksi belirtilmedikge tiim islemler oda sicakliginda yapilmahdir (Fischer ve ark.,
2012).

Yapiskan/Yapiskan Olmayan Hiicrelerin Fiksasyonu

1. Deney igin gerekli sayida silikon ¢ip, transwell membran ya da lamel. ki
taraftaki Trim lamelleri, eger uygunsa, sonrasinda kritik nokta kurutmasi

icin kaplara yerlestirilebilir (Sekil 2.1°deki gibi).

Sekil 2.1. Thermanox veya Aclar malzemeler kolayca kesilebilir ya da bir makas veya delge¢

aracilig ile istenilen boyutlara getirilebilir (Fischer ve ark., 2012)

Thermanox lameller genelde steril halde gelir ve hiicre kiiltlirii bir
yiizeyinde islemden gegirilir. Bu yapiskan olmayan hiicreleri ¢dzmek i¢in bir
etken olmasa da, kullanicinin yapiskan hiicreler i¢cin dogru tarafi

belirleyebilmesinde 6nemli olabilir (Fischer ve ark., 2012).

2a. Yapiskan Hiicreler: Steril bir lamel, silikon ¢ip (parlak taraf yukarida
olacak sekilde) ya da membran filtresi tizerine yerlestirilir (Bknz Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Onceden hazirlanmis silikon diskin ¢ikarilmasi, sonrasinda siispansiyon igerisindeki

numunenin islem gérmesi islemi (Fischer ve ark., 2012).

Etiketli plakanin lizeri kaplanir ve 6rnegin belirlenmesi i¢in su/etanol gegirmez bir

kalemle isaretlenir.

2b. Yapiskan Olmayan Hiicreler: Hiicrelerin deney i¢in yikanmasi ve
yavas bir santrifiijden sonra (>~500,000), drnekler mikrofuj tiiplerde uygun bir
fizyolojik tampon ile (PBS ya da HBSS gibi) hiicre basina 1000-2000 g ve
yaklagik 5-10 dakika kadar isleme tabii tutulur. Siipernatant1 kaldirilir ve nazikge

tekrar 50 pl i¢inde siispansiyon haline getirilir.

3. Sabitlemek i¢in, ortamdaki sivinin ¢ogu (ancak tamami degil)
uzaklastirilir. Sivinin bir kisminin uzaklastirilmasi 6rnegin kurumamasi ve buna
bagli olarak yapisinin bozulmamasi agisindan 6nemlidir. Kisa siireyle PBS ya da

HBSS gibi bir tamponla yikanir.

4. Bir ¢eker ocakta, hizli ve nazikge yaklasik 0.5 ml birincil fiksatif
(genellikle 0.1 M CAC ya da PBS i¢inde %2.5’lik GA) eklenir. Cipin/lamelin
kaymasimi engellemek i¢in dikkatli olunmali ve numunenin tamamen daldirilmis
oldugundan emin olunmalidir. Transwell membran filtresini kullanirken,

kuyucuklarin i¢i doldurulmali ve ayni ¢ zeltiler kullanilmalidir.

5. Numune GA iginde, oda sicakliginda, 30-60 dakika birakilir. Ornekler
eger gerekliyse bir gece 4°C’de saklanabilir. Ceker ocaktan ¢ikarilmasi
durumunda, parafilm ile kaplanrr ya da kullanicinin tehlikeli gazlara maruz

kalmasini engellemek adina bantlanir.
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6. Durulama tamponu ile 3x2 kez yikanir, numunenin kurumamasina

dikkat edilmelidir.

7. Distile suda %1’lik OsO4 ile sabitleme yapilir ya da 0.1IM CAC
tamponu i¢inde %0.5’lik 0s04/%0.8 K;Fe(CN)s ile 30-60 dakika siireyle
sabitleme yapilir.

Transwell membran filtreleri, son yikama ic¢in distile su ile yar1 doldurulmus
cukurlara yerlestirilir ve sonrasinda ETOH ile dehidrasyona tabi tutulur. Béylece

yetersiz olan osmiyum ¢ikarilarak kontaminasyon engellenmis olur.

8. 1x2 dakika durulama tamponuyla, sonrasinda distile su ile 2x2 dakika

durulanir.

9. Kademeli etanol serileri ile kurutulur. Distile su igerisindeki

seyreltilmeleri su sekildedir;

. %25 ETOH, 1x5 dakika, hassas 6rnekler icin,

J %50 ETOH, 1x5 dakika,

o %75 ETOH, 1x5 dakika (bu asamada 6rnek bir gece 4°C’de
saklanabilir)

. %100 susuz ETOH, 3x10 dakika (tek tabakalar igin siire
daha kisa olabilir).

10. Numunenin kurutma segenekleri i¢cin Temel Protokol 2’ye, kaplama

secenekleri igin de Temel Protokol 3’e gegilir (Fischer ve ark., 2012).

Temel Protokol 2: Orneklerin Kritik Nokta Kurutmas: (CPD)

Biyolojik ornekler biiyiik 6l¢iide sudan olugmaktadir. Cevresel SEM ve
cryo asamalariyla donatilmis mikroskoplar orneklerden su uzaklastirilmasini
gerektirmezken, klasik SEM’de hala bu isleme ihtiya¢ duyulmaktadir (Fischer ve
ark., 2012).

31



Eger sadece havada kurutma yapilirsa, pek ¢ok biyolojik yap1 biiziilecektir
ve cokecektir. Numuneden ¢ikan su yiizey gerilimini kiracaktir. Kritik nokta
kurutmasit (CPD) ile ¢0Oziiciiniin suyunu alma, SEM’e Ornek hazirlama
asamalarinda biyolojik Orneklerden suyun uzaklastirilmasi i¢in en ¢ok tercih
edilen yontemdir. Buna ek olarak kimyasal yontemler de kullanilabilir. Adindan
da anlasilacagi gibi 6rnek, gecis etkeninin kritik noktasina kadar isitilir. Belirli
sicaklik ve basinglarda, gaz ve sivi faz birbirinden ayirt edilemez. Bu fazda, etken
madde yavas yavas gaz olarak serbest birakilir ve boylece biiziilme sonucu olusan
maddeler de minimize edilmis olur. Su ve ETOH ig¢in kritik nokta son derece
yiiksektir (yaklasik olarak 374°C ve 217 atmosfer basinci ile 241°C ve 60
atmosfer basinci). Ancak CO; gibi diger etken maddeler pek ¢cok 6rnek i¢in kabul
edilebilir araliktadir (31.1 °C ve 73 atmosfer basinci) (Fischer ve ark., 2012).

Kritik Nokta Kurutmasi (CPD)’nin Asamalan
Ek Malzemeler:

e CO; sifon tanki (Sifon tank bir silindir altindan siviy1 g¢eker, sivi CO;
aktarimini1 yaparak kritik nokta kurutmasinin daha verimli olmasmi
saglar),

e Kiritik nokta kurutucusu,

e Numune kabs,

e Polietilen numune kab1 (PE)

1. Ornek, ¢dziicii dayanikli bir kap igine yerlestirilir, drnegin PE numune
kab1 %100 kuru ETOH ile {izerine kadar doldurulur.

2. Ince uclu forsepsler ile hizlica kaldirarak ¢ip yerlestirilir ya da CPD
tutucusunun yuvasina &nceden kesilmis lamel yerlestirilir. Ornege
zarar vermemeye ve kurutmamaya 6zen gosterilmelidir.

3. Transwell membran filtreleri, %100 ETOH iceren bir kaba batirilip
cikarilir (kurumay1 6nlemek adma) ve dikkatli bir sekilde filtrenin agiz
cevresi kesilir. Sonrasinda filtre ince uglu bir cimbizla alinir ve CPD

kaplarma yerlestirilir (bknz Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. 24 hiicre doku kiiltiir plakasindan membran filtresi ¢ikarilir, hizlica transfer edilir ve
kesmek igin batirilir. Sonrasinda membran ince uglu bir cimbizla, CPD kaplarina

yerlestirmek i¢in kaldirilir (Fischer ve ark., 2012)

4. CPD cihazinin haznesine numune tutucu yerlestirilir ve %100 ETOH
ile  doldurulur. Haznelerin yaklastk 10°C’ye  sogutulmasi

gerekmektedir (liretici farkl bir 1s1 belirtiyorsa buna ayarlanabilir).

O halkasinda hasar ya da kalinti olup olmadigi kontrol edilir, eger varsa
temizlenir ya da gerekliyse degistirilir. Kapagin diizgiin yerlestirildiginden ve

vidalandigindan emin olunmalidir (bknz. Sekil 2.4).

Sekil 2.4. Ornek kabinin kapagim dikkatle kapatilir ve diizgiince vidalandigindan emin
olunur. Bu bolme yiiksek basinca ulasacagindan sikica kapatilmis olmasi
gereklidir (Fischer ve ark., 2012)
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5. Kap 10°C oldugunda gegis ajan1 (sifon tankindan gelen CO; ), iiretici
tarafindan belirtildigi gibi tatbik edilmelidir. Burada asil amag, basing
altinda 1sty1 arttirarak sivi CO, ile ETOH’un yer degistirmesini
saglamaktir.

6. Bu adimda sabirli olmak gerekmektedir. Geg¢is maddesinin eksik
degisimi ya da nemli ETOH kullanim1 kurutmada ek maddeler ortaya
¢ikmasina neden olabilir. Slurry/ Schlieren ¢izgileri gegis maddesi ile
stvi - CO;  karigirken  goriiniir  olacaktr.  Komple  degisim
tamamlandiginda daha da belirgin olacaktir. ETOH tamamen tahliye
edildiginde, yogunlugu azalan CO, serbest kalacak ve kii¢iik kuru buz
topaklar1 halini alacaktir. Bu noktada birka¢ ek degisim yapilmasi
gerekebilir. Daha biiyiik 6rnekler, 6rnegin dokular, ek ve genisletilmis
degisimler gerektirebilir. Bu drnekler igcin CO,’nin son degisiminden
once ilave bir 15 dakika daha yayilmasina izin vermek yararl olacaktir

(Fischer ve ark., 2012).

Temel Protokol 3: Piiskiirtmeli Kaplama

Temel Protokol 1 ve 2°de belirtildigi gibi sabitlenen ve kurutulan 6rnekler,

iletken bir metal ile ince bir tabaka olacak sekilde kaplanir (Fischer ve ark., 2012).

Bu, oOrneklerin hasar gérmesini minimuma indirirken, SEM’de ikincil
elektron tespiti kullanilarak topografik kontrasti arttirmr, bu da gelismis bir
goriintiileme saglar. Genel olarak iki tip pliskiirtmeli kaplama iinitesi bulunur,
diisiik vakum sistemleri, ki bunlar diisik biiylitme ve diisik ¢ozilintirliklii
calismalar icin yeterlidir. Ikinci olaraksa yiiksek vakum sistemleri, bunlar da
yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintiilleme icin gereklidir. Kullanilacak metalin se¢imi
uygulamaya gore yapilmalidir. Altin, altin/paladyum ya da platin alagimlar1 ya da
platin (Au, Au/Pd, Au/Pt, Pt) disik ¢oziintrlikli goriintileme igin ortak
tercihlerdendir. Iridyum (Ir), tungsten (W) ya da karbon (C) yiiksek ¢dziiniirliiklii
goriintiileme i¢in daha iyi bir kaplama saglar. Tiim durumlarda, ince bir tabakanin
uygulanmasi yapisal detaylar1 engelleyici durumlari 6nlemek agisindan 6nemlidir

(Fischer ve ark., 2012).
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Ek Malzemeler

e Mikroskop 6zel numune tablasi (aliminyum taslaklar1 gibi),
e ince uglu cimbiz,

e SEM taslak cimbizi,

e {letken, ¢ift tarafli yapiskan bant ve/veya iletken boya,

e Piskiirtmeli kaplayici,

e Metal bir hedef (Ir, Au/Pd, Cr, Pt, C gibi),

e SEM numune saklama kutusu

1. Mikroskop 06zel numune tablasi olan aliminyum taslaklarini

saklama kabina yerlestirilir.

2. Taslaga cift tarafli iletken bant uygulaymir ve koruyucu tabakasi
kaldirilir (bknz Sekil 2.5).

Sekil 2.5. SEM taslagina yapistirilan ¢ift tarafli aliiminyum (Fischer ve ark., 2012)

Glimiis ya da karbon gibi iletken boyalar uygulandiginda numuneler boya

kurumadan monte edilmelidir.

3. Temel Protokol 1 ve 2’de gosterildigi gibi sabitlenip kurutulan

ornekler, taslaklar tizerine uygun sekilde yerlestirilir.

CPD’de kuruduktan sonra filtreler dogal bir sekilde hiicre tarafina dogru
kivrilirlar. Numunenin montajinda, ince cimbizlar kullanilarak ve de hiicrelere

zarar vermemeye dikkat ederek, banda hafifge bastirilir (bknz Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Yapistirici iizerine yerlestirilen membran filtresi (Fischer ve ark., 2012)

4. Ornek vyerlestirildikten sonra, numune tablasi ve numune
arasindaki irtibat numune etrafina uygulanacak ince bir tabaka
iletken boya ile iyilestirilebilir (bknz Sekil 2.7). Vakum altinda
piskiirtmeli  kaplama  Oncesi, yeterli kuruma siiresince

beklenmelidir (4saat ya da bir gece boyunca, bir kurutucu iginde).

Sekil 2.7. iletken boya dikkatli bir sekilde, altta yatan kisim ile tam temas kuracak
sekilde uygulanir (Fischer ve ark., 2012)

5. Piskiirtmeli kaplayictya kuru 6rnek monte edilir, iireticinin tavsiye
ettigi sekilde isleme devam edilir. Temel adimlar:
a) Gerekli vakumun saglanir,
b) Argon gazi ¢ikarma ya da gerilim uygulamadan 6nce gaz
hatt1 olusturulur,
c) Dogru hedef belirlendiginden emin olunur,
d) Egilme ve dondiirme kosullar1 ayarlanilir,

e) Gerilim uygulanir,
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9)

h)

Belirli emisyon igin gaz vanalarini agilir,

Istenen kalilikta ya da zamanda kaplanir ve gii¢ kaynagin1
kapatilr,

Vakumu serbest birakilir,

Ornek alinir, taslak SEM saklama kutusuna yerlestirilir ve
inceleme i¢in hazir olana kadar kurutucuda bekletilir
(Fischer ve ark., 2012).
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3. BULGULAR

3.1.  Su Orneklerindeki Mikrobiyal Cesitliligin SEM ile Goriintiilenmesi

Sekil 3.2. Filtre edilen su 6rnekleri (15.000X biiyiitme)
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Sekil 3.3. Filtre edilen su 6rnekleri (50.000X biiyiitme)

Sekil 3.1, 3.2, 3.3’ de gorildiigi gibi su ornekleri filtre edilerek alkol
serisinden gecirilmis ve kritik nokta kurutmasi siirecinden sonra Zeiss Ultra Plus
SEM ile fotograflanmistir. Fotograf 5.00 kV EHT degerinde, SE2 detektorii
kullanilarak elde edilmistir. Goriintii alaninda genel olarak c¢ubuk ve kok
morfolojisine  sahip mikroorganizmalar  gozlenmektedir. Cubuk  sekilli
organizmalarin uzunlugu 2-3 mikrometre civarindadir. Bunun yaninda 0.5
mikrometreden daha kiiglik c¢apli koklar dikkat c¢ekmektedir. Sekil 3.2° de
15.000X ve Sekil 3.3’te 50.000X biiylitme uygulanmustir.
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Sekil 3.4. Filtre edilen su drnekleri

Sekil 3.4’ te de su Ornekleri filtre edilerek alkol serisinden gegirilmis ve
kritik nokta kurutmasi siirecinden sonra Zeiss Ultra Plus SEM ile
fotograflanmistir. Fotograf 5.00 kV EHT degerinde, SE2 detektorii kullanilarak
elde edilmistir. Goriintii alaninda yaklagik 300 nanometre capli ve 5 kenarli

yiizleri olan yapilar gozlenmistir.
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Sekil 3.5. Tuz Golii su 6rneginden baska bir goriintii alan1 (24.400X biiyiitme)

Sekil 3.5’te goriintiilenen alanda Nanohaloarchaea olmasi muhtemel ve
yaklagik 0.1 mikrometre capl yapilar gozlenmistir. Burada 24.400X biiylitme,
5.00 kV EHT ve SE2 detektor kullanilmistir.

ULTRAPLUS

Sekil 3.6. Tuz Golii 6rnegi SEM goriintii alan1 (8.450X biiyiitme)
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Sekil 3.8. Sivas Tuzlag6zii 6rnegi SEM goriintii alani (17.680X bilyiitme)

Bu o6rnekte kullanilan filtre tipi degistirilmis ve GTTP filtre yerine GVP

filtre kullanilmistir.
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Kritik nokta kurutmasi siirecinden sonra Zeiss Ultra Plus SEM ile
fotograflanmistir. Fotograf 5.00 kV EHT degerinde, SE2 detektorii kullanilarak
elde edilmistir. Gorlintii alaninda nadir olarak kok morfolojisine sahip
mikroorganizmalar gozlenmistir. Filtre tipinden ve islem prosediiriinden kaynakli

olarak goriintii alaninda birgok kristalize olmus yap1 bulunmaktadir.

3.2. Kiiltiirlerden Hazirlanan Filtreler ile Elde Edilen SEM Fotograflan

LETOT
ULTRA PLUS

Sekil 3.9. ZBl1 izolati ile elde edilen SEM gériintiileri (5.010X bilyiitme)

Sekil 3.9°da da ZB1 siv1 kiiltiirii filtre edilerek alkol serisinden gecirilmis
ve kritik nokta kurutmasi siirecinden sonra Zeiss Ultra Plus SEM ile
fotograflanmistir. Fotograf 5.00 kV EHT degerinde, SE2 detektorii kullanilarak

elde edilmistir.
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ULTRA PLUS

Sekil 3.10. ZB1 izolati ile elde edilen SEM gorintiileri (7.500X biiyiitme)

Sekil 3.10° da da ZB1 siv1 kiiltiirii filtre edilerek alkol serisinden gegirilmis
ve kritik nokta kurutmasi silirecinden sonra Zeiss Ultra Plus SEM ile
fotograflanmistir. Fotograf 5.00 kV EHT degerinde, SE2 detektorii kullanilarak
elde edilmistir. 7.500X biiyiitme kullanilmistir. Yaklasik 1 mikrometre ¢aplt kok
seklinde hiicreler gdzlenmektedir. Ancak kaplama miktar1 ve filtre 6zelligi

nedeniyle daha net bir goriintii alinmas1 miimkiin olmamastir.
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ULTRAPLUS

ULTRAPLUS

Sekil 3.12. HP2 siv1 kiiltiirii (4.960X bityiitme)
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Width=11.04 um ULTRAPLUS

Sekil 3.13. HP2 s1v1 kiiltiirii

Sekil 3.11, 3.12, 3.13° te de HP2 siv1i kiiltiirii filtre edilerek alkol
serisinden gecirilmis ve kritik nokta kurutmasi stirecinden sonra Zeiss Ultra Plus
SEM ile fotograflanmistir. Fotograf 5.00 kV EHT degerinde, SE2 detektorii
kullanilarak elde edilmistir. 7.500X biiylitme kullanilmigtir. Yaklasik 1
mikrometre ¢aplt kok seklinde hiicreler gbzlenmektedir. Ancak kaplama miktar1

ve filtre 6zelligi nedeniyle daha net bir goriintii alinmas1 miimkiin olmamastir.
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4. TARTISMA

SEM’de  kullanilacak  her  o6rnek  kuru  olmahdir.  Yasayan
mikroorganizmalar gibi bakteriler de hiicrelerinde protein ve yiliksek oranda su
icerirler. SEM i¢in hazirlarken bunlarin yapilarina zarar vermeden fikse etmek
onemlidir. Makul bir siire iginde bu adimlar1 gergeklestirmek igin Srneklerin
oldukca ince (<2 mm) ve kiiciik (sadece birkag mm) olmasi gerekmektedir.
Yiizeylerinde bakteri bulunduran bozuk et, deri, sebze, kompost malzemeler ya da
agar jel tabakalar1 Oncelikle ¢ikarilip, yaklasgitk 10mmX10mm olacak sekilde
miimkiin oldukc¢a ince kesilmeli (1-2mm) ve daha kiigiik pargalara (SmmX5mm)
ayrilmadan once fikse edilmelidir. Eger bakteriler yogurt, peynir, kefir ya da diger
materyaller gibi kolay kesilebilir 6rneklerin i¢indeyse bunlar 10-15mm prizma
olarak kesilmelidir. Karistirilmig yogurt ya da krema gibi akigskan 6rnekler en iyi
10-15 mm siitunlar seklinde agar jel tiipler i¢inde kapsiillenir. Cig yumurta sarisi
gibi 1siya duyarli gidalar ise kalsiyum alginat jel tiiplerde kapsiillenir. Agar jel
plakasi tizerindeki bakteri kolonileri temiz bir agar jel bandindan 1mm’e kadar
cikarilabilir. Eger miimkiinse SEM’de incelenecek Ornekler 2mm’den ince
plakalar tlizerinde biiylitiilmelidir, bu ¢ikarma islemini kolaylastiracaktir. Kat1
ornekler bir tamponda fikse edilir ( 0.1M, pH 6.5-7.0). %2-3 glutaraldehit gibi bir
fiksatif kullanilir ve 5dk-24 saat arasinda degisen periyotlarda uygulanir. Eger ki
ornek bilesenleri lipidler ya da polisakkaritler gibi protein bazli degilse, Osmiyum
tetroksit ya da Ruthenyum kirmuzisi ile postfiksasyon yapilir (Kalab ve ark.,
2008).

Siispansiyonlardaki bakteriler 6n temizleme gerektirebilir. Bu da tercihen
iri parcaciklari filtreleyerek gergeklesir. Olduk¢a genis bir filtre yelpazesi vardir
ve bunlar amaglarina uygun por caplartyla farkliliklar gosterirler. Saf bakteriler
SEM filtresi lizerinde yakalanabilir, bunlar SEM metal taslaklarina uyacak sekilde
13mm c¢aptadir ve kiigiik porlara sahiptir (0.2-1 um). Polikarbonat ‘nuklepor’
filtreler gorece olarak piiriizsiiz yiizeylere sahiptirler, etanol ve sivi
karbondiokside kars1 dayaniklidir (asetona degil) ve alkol dehidrasyonu ve kritik
nokta kurutmasi i¢in uygundur. Bakterilerin yasayan ya da sabit formlar filtreler

ile yakalanabilir (Kalab ve ark., 2008).
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Bu tiir filtrelerin bir yiizii parlak (oldukca piiriizsiiz), diger yiizii mattir
(biraz piiriizlii/iri taneli). ikinci taraf sonraki hazirlik asamalar1 sirasinda
bakterileri daha iyi tutmak i¢in uygundur. Yasayan bakteriler burada fikse edilmis
bakterilerden daha uygundur (Kalab ve ark., 2008). Bizim c¢alismamizda da
gbzlemlerimize gore niikleopor filtrelerin SEM ¢aligmalari i¢in daha iyi sonug
verdigini soyleyebiliriz. Ancak bu filtrelerin kullanimi1 sirasinda filtrelenecek
ornegin icerdigi organik ve inorganik yiiklerin durumu muhakkak diistiniilmeli ve
buna gore optimizasyonlar gergeklestirilmelidir.

Filtrelere 90.1’lik polilizin hidrobromiir ¢6zeltisiyle bir 6n aritma
yapilmas1 bakterilerin filtreye yapismasini kolaylastirr. 13mm’lik filtrede ince
paslanmaz bir ¢elik filtre tutucu, kisa esnek borular kullanilarak bir vakum
sisesine monte edildiginde oldukga yararli oldugu gozlenmistir. Sise pamuk, yiin
bir filtre ve bir valf araciligiyla vakum hattina baghdir. Bakteriyal siispansiyonlar
egik bir filtre ilizerine Pasteur pipeti aracilig1 ile uygulanir. Siispansiyonun biiytik
bir kismu filtrenin alt kismindan siizdiiriiliir, ki bu da bakteriyal katmanin filtrenin
iist kisminda en ince ve alt kisminda en kalin oldugu anlamina gelir. Bu nedenle,
filtre {izerinde bakterilerin arzu edilen yogunluga sahip oldugu bir alan gelistirilir.
Bakteriler filtre ylizeyinin yansiticiligini degistirmektedir. Biraz tecriibe ile
laboratuvar calisan1 her zaman filtrenin bazi1 kisimlarinda bakterilerin uygun
yogunlugunu elde edecektir. Filtre iizerinde gozle goriiliir bir sivi olmadigi
durumlarda vakum uygulamasi hemen durdurulmalidir ama filtre (ve bakteri) bir
fiksatif i¢ine transfer edilirken islak/nemli olmalidir. Eger ki bakteriler fikse
edilmigse o zaman dehidrasyon i¢in %20’lik etanolle muamele edilmelidir (Kalab
ve ark., 2008).

Caligmamizda filtre lizerindeki bakteri yogunlugunun ayarlanabilmesi
amactyla farkli seyreltmeler kullanilmis ve bu sayede uygun goriintii
aliabilmistir.

Fiksasyon ve/veya dehidrasyon filtrelere uyum saglamak i¢in en iyi
kapakli ve genis boyunlu siselerde yapilmaktadir. Orneklerin dehidrasyonu
kademeli bir etanol serisiyle (20, 40, 60, 80, 95, 100, 100, 100% etanol) yavas
hareket eden egimli doner masada yapilir. 5-10 dakikalik kisa araliklarla cam sige

icinde ¢esitli filtreler dehidrasyon i¢in yeterlidir (Kalab ve ark., 2008).
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Son olarak filtrelere kritik nokta kurutmasi yapilir. Gerektiginde birden
fazla numune tutucu kullanilabilir. Filtre her zaman 1slak olmalidir. Kritik nokta
kurutmasi1 0ncesi saf etanolii tahliye etmek i¢in bir filtre kagidinin tizerine oldukca
kisa siireli transfer edilebilir. Basingli hiicre i¢ine sivi karbondioksit girisi filtre
iizerindeki bakterilerin uzaklagsmasini azaltmak i¢in korumalidir. Kat1 6rneklerin
aksine gozenekli filtreler SEM taslaklarindaki ¢ift tarafli yapiskan bant iizerine
monte edilmemelidir (eger SEM birkag giine kadar yapilamazsa). (Kalab ve ark.,
2008).

Bizim ¢aligmamizda kullandigimiz gozenekli filtrelerden GTTP tipi
olanlarin ¢ift tarafli bant iizerine monte edilse bile goriintii almada sorun
olusturmadigi belirlenmistir. Ancak diger filtre tipleri bu konuda daha dikkatli
olmay1 gerektirmektedir.

Calismamizda denedigimiz HVLP filtreler bu anlamda ¢ift tarafli bantlarla
kullanima uygun degildir. Ayrica kritik nokta kurutmasi yapilmadan da ¢ogu
durumda filtrelerin SEM ile incelenmesi miimkiin olabilmistir. Ancak 6rnek tipi
ve filtre tipi gibi degiskenlere gore buradan alinacak sonucun kalitesi de farkli
olabilir.

Elektron mikroskobunda, serbest hareket eden elektron demetlerinin
bulundugu ortamda, yiiksek vakum ile biyolojik yapmin korunmasi dnceliktir.
Biyolojik numuneler genellikle, iletken olmayan, termal olarak duyarli, kirilgan
malzemelerden olusur ve stabilize edilmedikleri takdirde goriintiilerde farkli
materyaller bulunmasi1 ve numunenin hasar gormesi gibi durumlar s6z konusudur.
Ornekler fiziksel (Cryo korumasi) ya da kimyasal yontemlerden biri veya her ikisi
ile birlikte hazirlanabilir. Cryo korumasi, optimum dogal ortam korunmasinda
tercih edilen yontem olsa da, pahali aletler ve profesyonel beceri gerektirmektedir.
Bu nedenle de bir ¢ok bilimsel arastrma igin gerekli goriilmemektedir. SEM
incelemesi i¢in drneklerin hazirlanmasinda, yapilarin Temel Protokol 1°deki gibi
stabilize edilmesi gerekmektedir. Sonrasinda orneklerin Temel Protokol 2’deki
gibi dehidrasyonu gelir. Son olarak da Temel Protokol 3’te belirtildigi gibi
ornegin yeterli iletkenliginin saglanmasi gelmektedir. Ozellikle, Temel Protokol
1, hayvan doku ve hiicreleri, bakteriler, viriisler ve makromolekiiler 6rneklerin

kimyasal muhafazasi i¢in ipuglari sunmaktadir (Fischer ve ark., 2012).
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Temel Protokol 2, Orneklerin baglanmas1 ve  kritik nokta
kurutmasr/kimyasal kurutma igin segenekler saglar. Temel Protokol 3, metal

kaplamanin ve bunun alternatiflerinin mantigini agiklar (Fischer ve ark., 2012).

Bizim ¢alismamizda temel olarak hipersalin ortamlara ait su érnekleri ve
saf kiiltiir haline getirdigimiz izolatlar, ¢esitli filtrelerin ylizeyinde tutularak ve
sonrasinda alkol serilerinden gegirilerek incelemeye hazir hale getirilmislerdir.
Orneklerin bazilarinda filtrelere kritik nokta kurutmasi uygulanmadan SEM ile

incelemeleri gergeklestirilmistir.

Calismamizda Tuz Goli su Orneklerinin bakteri ¢esitliligi anlaminda
olduk¢a zengin oldugu belirlenmistir. Filtre ylizeyinde basil, kok, kare sekilli ve
farkli morfolojilerde mikroorganizmalarin varligi goézlenmistir. Salinibacter
genusuna ait oldugu diisiiniilen uzun basiller géldeki dominant Bacteria domaini
iiyesi olarak daha onceki ¢alismalarla ortiismektedir. Yine ayni sekilde Archaea
domaini ag¢isindan dominant oldugu daha Onceki caligmalarda ifade edilen

Haloguadratum tiyeleri de gériintiilenmistir.

Tuz golii su 6rnekleri filtre edilerek alkol serisinden gegirilmis ve kritik
nokta kurutmasi siirecinden sonra Zeiss Ultra Plus SEM ile fotograflanmistir.
Goriintiiler icin optimum sartlar 5.00 kV EHT degerinde, SE2 detektorii
kullanilarak elde edilmistir. Goriintii alaninda genel olarak c¢ubuk ve kok
morfolojisine  sahip  mikroorganizmalar  gdzlenmistir.  Cubuk  sekilli
organizmalarin uzunlugu 2-3 mikrometre civarindadir. Bunun yaninda 0.5
mikrometreden daha kiiclik capl koklar dikkat ¢ekmektedir. Bu organizmalarin
son zamanlarda kesfi yapilan Nanohaloarchaea iiyeleri olabilecegi ihtimali

degerlendirilmektedir.

Tuzlagdzii tuzlasi 6rnekleri ise ¢esitlilik anlamida zayif goriinmektedir.

Tuz Golii 6rneklerinde rastlanan morfolojilere burada pek rastlanmamustir.
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Sonug;

1.Bu ¢aligma, hipersalin su 6rneklerinin mikrobiyal ¢esitliliginin taramali
elektron mikroskopi yontemi ile arastirilmasi iizerine iilkemizde yapilan ilk
calismadir. Cesitliligi belirlemek icin farkli filtre tipleri ve Ornek hazirlama

yontemleri kullanilmistir.

2. Tuz Golii su 6rneklerinde mikrobiyal ¢esitliligin olduk¢a zengin oldugu
ortaya konmustur. Ancak Tuzlagézii oOrne§inde cesitliligin zayif oldugu
gbzlenmistir.

3. GTTP tipi 0.2 mikrometre por ¢apli niikleopor membran filtrelerin SEM
ile analizlerde uygun oldugu belirlenmistir.

4. Kritik nokta kurutmasi uygulamasi yapilmadan direkt olarak su
orneginin filtrelenmesini takiben sadece alkol serisi uygulamasimin ¢ogu ornekte
1y1 goriintii almak i¢in yeterli oldugu ortaya konmustur.

5. Orneklerin kaplanmasinda 1 dakika siirelik kaplama isleminin genel
olarak yeterli oldugu ancak numune tipine goére bu degerin diisiiriilebilecegi
belirlenmistir.

6. Kiiltiir edilmis Orneklerin filtrasyonu sirasinda seyreltme oranlarmin
optimize edilmesinin 6nemli oldugu ortaya konmustur.

7. Su oOrneklerinde rastlanan ve 0.5 mikrometreden daha kii¢iik ¢apl

organizmalarin Nanohaloarchaea tiyeleri olabilecegi diistiniilmektedir.

Gelecekte yapilmasi planlanan ¢alismalar;

Ulkemiz hipersalin ¢evrelerindeki Nanohaloarchaea iiyelerinin varhginin
tespitine yonelik ¢caligmalar detaylandirilarak calisilacaktir.

Ayrica fikse edilip kurutulmus Ornekler ile g¢aligmanin yaninda sivi
ortamlardaki organizmalarin SEM ile incelenmesine izin veren 6zel bir teknik
olan Wet-SEM i¢in optimizasyon ¢aligmalar1 yapilacak ve sivi ornek igindeki
mikroorganizmalarm dogal hallerini daha iyi yansitabilecek fotograflama ve

analiz teknikleri gelistirilmeye ¢aligilacaktir.
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