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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TUZ GOLU VIRAL CESITLILIGININ ARASTIRILMASI

Ece ALBAYRAK

Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Do¢. Dr. M. Burcin MUTLU
2012, 121 sayfa

Viriislerin sucul ortamlarda yiiksek oranda bulundugu ve bu ortamlardaki
mikrobiyal biyokiitle, populasyon ve genetik cesitliligi ve dolayisiyla uzun
donemli evrimi etkileyen ana faktorlerden biri oldugu diisiiniilmektedir. Bu
rollerinden dolay1 viral gesitliligin belirlenmesi giiniimiizde bir¢cok arastirmanin
ana basamaklar1 arasinda yer almaya baslamaktadir.

Bu calismada mikroskopi ve molekiiler genetik temelli yontemler ile Tuz
Goli’ndeki viral cesitlilik belirlenmis ve kiiltlir-bagimsiz  yaklagimlar ile
incelenmistir. Su Ornegindeki viral yogunluk, SYBR Gold boyama sonucu
epifluoresan mikroskobi (EFM) kullanimiyla mililitrede yaklagik 10° VLP (viriis
benzeri partikiil) olarak belirlenmistir. Su 6rneginin filtrasyonu ve
konsantrasyonunun ardindan gergeklestirilen atimli-alan jel elektroforezi (PFGE)
ile viral toplulugun genom biiyilikliigiiniin 30-40 kb arasinda dominant oldugu
gorilmiistiir. Gecirimli elektron mikroskobi (TEM) ile viriis partikiillerinin
oldukea cesitli morfolojilere sahip oldugu saptanmistir. Kiiresel halovirtisler ve ig
sekilli virtisler ¢esitliligin biiyiik bir kismin1 olustururken, bas ve kuyruk yapidaki
virlislerin ¢esitliligin yaklasik %4 iinii olusturdugu belirlenmistir. Belirlenen
filament sekilli ve kin sekilli viriislere giiniimiize kadar hipersalin ortamlardan
yalnizca Biiyilk Tuz Golii (Utah) ve Ispanya’da solar tuzlada rastlanmustir.
Gilintimiize kadar hipersalin  ortamlarda goriilmememis kursun-benzeri
morfolojiye sahip viriislere ilk defa bu calisma ile Tuz Golii’'nde rastlanmis ve
cesitliligin yaklasik %12’sini olusturdugu belirlenmistir. Ayrica total viral DNA
ekstrakte edilmis ve fosmid vektdrler kullanimi ile metagenomik kiitiiphane
olusturulmustur. Bu tez ¢alismasi ile Tuz Goli viral gesitliligi ilk kez ortaya
konmus ve karakterize edilmistir.

Bu caligmay1 desteklemek amaciyla ortamdaki mikrobiyal cesitlilik
denatiire edici gradient jel elektroforezi (DGGE) ile belirlenmis ve
Haloquadratum ve Salinibacter strainlerinin sirasiyla Archaea ve Bacteria
domainlerinde baskin oldugu goriilmiistiir. Fluoresan In-situ hibridizasyon (FISH)
ile Archaea domaini liyelerinin daha baskin oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Tuz Golii, Haloviriis, Kiiltiir-bagimsiz yaklasimlar.
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

INVESTIGATION of VIRAL DIVERSITY in TUZ LAKE

Ece ALBAYRAK

Anadolu University, Graduate School of Sciences
Biology Department

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. M. Bur¢cin MUTLU
2012, 121 pages

Viruses exist high levels in the aquatic environments and it is believed that
they are the main factors that affect the microbial biomass, population and genetic
diversity and also long term evolution. Because of these roles, to determine the
viral abundance becomes the main step of many studies.

With this study the viral diversity in Tuz Lake was determined by using
microscopy and molecular genetic based methods and examined with culture-
independent approaches. Viral abundance was determined as 10° VLP/ml with
using Epifluorescence Microscopy (EFM) after SYBR Gold staining of water
sample. Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE) was performed after filtration
and concentration of water sample, and dominant bands were found nearly 30-40
kb in viral assemblage. By Transmission Electron Microscopy (TEM) virus
particles were detected with different morphologies. Icosahedral viruses and
spindle-shaped viruses were constitute high range of viral diversity whereas head
and tail viruses were formed nearly 4% of viral diversity. The filamentous and
rod-shaped viruses were seen in Tuz Lake, and also until today they only seen in
Great Salt Lake (Utah) and solar saltern in Spain. Also, the bullet-shaped virus
morphology determined the first time in Tuz Lake with this study and consists
nearly 12% of viral diversity. Viral DNA was extracted and cloned in fosmid
vectors to generate metagenomic library. This was the first time that viral
diversity of Tuz Lake was propounded and characterized.

Microbial diversity was also investigated, by Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE) Halogquadratum and Salinibacter were found dominant
in Archaea and Bacteria domains, in respectively. Fluorescence In-situ
Hybridization (FISH) the community was detected dominant in Archaea domain.

Key Words: Tuz Lake, Haloviruses, Culture-independent approaches.
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1.GiRiS

Sucul ortamlarda yiiksek oranda bulunan viriis benzeri partikiillerin kesfi
ile bu yapilarin mikrobiyal biyokiitle, populasyon ve genetik ¢esitliligi diizenleyen
ana faktorlerden biri oldugu disiiniilmektedir. Bu rollerinden dolayi, viral
yogunlugun belirlenmesi, rutin birgok arastirmanin bir pargast haline gelmistir.
Ayrica, virlslerin sucul mikrobiyal besin agmin 6nemli bir bileseni oldugu
bilinmekte, bdylece etkilerini anlamak i¢in ¢evresel ortamlardaki viriis benzeri
partikiillerin hizli ve dogru degerlendirecegi yontemleri kapsayan kiiltlir bagimsiz
yaklagimlar tercih edilmektedir. Bu mikroskop ve molekiiler temelli yontemlerin
esasl, viriis benzeri yapilari yogunlugunun belirlenmesi ve dogal su 6rnegindeki
viris  benzeri yapilarin  g¢esitliligini  belirlemek amaciyla  komiinite
karakterizasyonudur. Boylece, c¢evresel viral populasyonlarn dinamik ve
kompozisyonlar1 hakkindaki bilgi elde edilmektedir (Wommack ve Corwell,
2000; Chen ve ark., 2001; Weinbauer, 2004; Wommack ve ark., 2009).

Hipersalin sular da dogal sucul ortamlarda oldugu gibi yiiksek oranda viriis
benzeri yapilar icermektedir. Tuz golleri gibi ekstrem tuzlu ortamlarda prokaryot
hiicrelerin cogunu Halobacteriaceae familyasi olusturmakta ve bu grubu enfekte

eden viriis benzeri partikiiller yiiksek oranda bulunmaktadir (Bath ve ark., 2006).

Tuz Go6li, Tiirkiye’nin orta kisminda bulunan en biiylik tuz golidir. Bu
hipersalin g6l halofilik Archaea ve Bacteria agisindan zengin olan bir kaynaktir.
Bu calismada iilkemizde tiiketilen tuzun biiyiikk oraninin kaynagi olan Tuz
Goli’nlin  viral populasyonu incelenmistir. Boylece Tuz Goli’nde bulunan,
mikrobiyal populasyonu etkileyen, viriislerin yogunlugu ve morfolojileri sirasiyla
Epifluoresan Mikroskobu [Epifluorescence Microscopy (EFM)] ve Gegirimli
Elektron Mikroskobu [Transmission Electron Microscopy (TEM)] ile belirlenmis
ve genom ¢esitliligi  Atimli-alan Jel Elektroforezi [Pulsed-field Gel
Electrophoresis (PFGE)] ile saptanmistir. Cesitlilik analizlerinin ardindan viral
DNA ekstrakte edilmis ve metagenomik kiitiiphane olusturulmustur. Diger viriis
gruplariyla karsilastirildiginda halofilik mikroorganizmalar1 enfekte eden viriisler

hakkinda smirli sayida bilgi bulunmaktadir. Bunun nedeni haloviriisler ile smirl
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sayida calisma yapilmasidir. Diinyada yapilan calismalara bakildiginda c¢ok az
sayida literatiire rastlanmaktadir. Ulkemizde birgok tuzlu su kaynagi bulunmasimna
ragmen, haloviriislerle ilgili literatiirde yayimlanan ¢alisma bulunmamaktadir. Bu

tez calismasi halovirtisler ile yapilacak olan ¢alismalara 6ncii olacaktir.

1.1.Ekstrem Cevreler

Ekstrem cevreler hem dogal hem de insan aktivitelerinden ortaya ¢ikan
ortamlar1 icerirler. Bu ¢evreler, jeokimyasal ekstremler olarak; hipersalin, alkalin,
asidik cevreler, sicak, soguk ve yiiksek basing¢li ortamlar1 icine alan fiziksel
cevreler seklinde smiflandirilirlar. Bu ekstrem yasam alanlar1 sasirtict derecede

cesitlilige sahiptir (Van den Burg, 2003).

1.1.1. Hipersalin Ortamlar

Dogal tuzlu sular yerkiire iizerinde oldukca genis bir kisimda dagilim
gostermektedir. Bu sularn doygunluga yakin ya da doygun ekstrem tuz
konsantrasyonlarindan dolay1 (%35 w/v), yasamdan mahrum oldugu beklenir.
Ancak, mikroorganizmalar yogun populasyonlar halinde bu sularda yasamlarini
siirdiirmektedirler. Deniz suyundan daha yiiksek konsantrasyonlarda tuz igeren bu

hipersalin ortamlara tuz golleri 6rnek verilebilir (Kukkaro, 2008).

Deniz suyundan daha yiliksek tuz yogunluguna sahip tuzlu sular

"

"thalassohaline" ve " athalassohaline" olarak ayrilirlar. Thalassohaline ortamlar,
deniz kokenlidir ve iyonik kompozisyonlar:1 deniz suyuna benzerdir. Kimyasal
olarak iyon bilesenleri, baskin anyon CI (toplam molaritenin %49’u) ve baskin
katyon Na* (toplam molaritenin %42’si) olup diger 6nemli iyonlar, Mg**, SO,
K, Ca®", Br, HCO; ve F ‘dir (Ventosa ve Arahal, 2009). Thalassohaline su
sistemlerine Ornek olarak solar tuzlalar verilebilir, deniz suyunun dogal olarak
buharlagmasiyla tuz tiretiminde kullanilan kristalize havuzlaridir. Deniz suyundan
doygun tuzluluga kadar farkli tuzluluk oranlarma sahip gol serileri olup bu
ortamlarda yasayan halofilik mikroorganizmalarin ¢alisilmasinda oldukga iyi
modellerdir. Athalassohaline ortamlar ise, deniz suyundan farkli iyonik bilesime

sahip tuzlu sular olup, kompozisyonlar1 mineral birikintilerin ayrigmasindan

etkilenen sulardir. Diinyada birgcok hipersalin athalassohalin gdller mevcuttur ve
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bunlarin iyonik kompozisyonlar1 degisiklik gostermektedir. Detayli olarak
calisilan athalassohaline sulara ise Olii Deniz (israil), Biiyiikk Tuz Golii (Utah),
Antarktika’daki bazi hipersalin ya da alkalin goller, Magadi golii ya da Wadi
Natrun gibi Dogu Afrika golleri ve Kaliforniya’daki Mono Golii 6rnek olarak
verilebilir (Ventosa, 2006). Kenya’daki Magadi Golii ve Misir’daki Wadi Natrun
Goli alkalin soda golleri olup, golde yiiksek pH’ da diisiik ¢oziiniirliiklerinden
dolay1 divalent katyonlardan, magnezyum ve kalsiyum, yoksundur. Bununla
birlikte, diger yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip Olii Deniz divalent katyonlar
icermesi ve bunlarin tek degerlikli katyonlardan fazla olmasi ile iyon

kompozisyonu bakimindan digerlerinden ayrilmaktadir (Kukkaro, 2008).

1.2. Diinyadaki Hipersalin Ortamlar

1.2.1. Olii Deniz (Dead Sea)

Oli  Deniz, athalassohalin, olduk¢a yiiksek divalent katyon
konsantrasyonlar1 ile birlikte tuza doygun, Suriye-Afrika ¢ukur vadisi arasinda
olmak {izere Urdiin ve Israil smirlar1 arasinda yer alan bir gdldiir. Su girisinin ana
kaynaklar1 Kinneret Golii’nden su tastyarak su girisini saglayan Urdiin Nehridir.
Suyun yapisi, dipte kaya tuzlar1 birikimini saglayacak konsantrasyonda NaCl
satiirasyonuna sahiptir. Gol suyunun iyonik degerleri, 1.9 M Mg*", 1.6 M Na",
0.44 M Ca*, 020 M K', 6.35 M CI, 0.07 M Br’ ve 0.005 M SO4> seklinde
belirlenmistir (Oren,1999; Elevi Bardavid ve ark., 2007).

Bu zorlayici kosullara ragmen, Olii Deniz bazi mikroorganizma tiirlerinin
yasam alanmidir. Bacteria domaini, tek hiicreli algler, fungi, viriisler ve 6zellikle

Archaea domainine ait liyeler icermektedir.

1.2.2. Biiyiik Tuz Golii (Great Salt Lake)

Biiyiikk Tuz Golii, Utah’ ta bulunan kuzey Amerika’daki en biiyiik, suyu
diinyadaki en konsantre tuzlu su olan hipersalin bir gdldiir. G6l kapali havza
sistemi ile meydana gelmis olup, ¢oziinen madde giriginin drenaj havzasimdaki

cesitli kayalar ayrigmasiyla saglanmaktadir (Jones ve ark., 2008).
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Biiyiik Tuz goli, buzul donemde var olan Bonneville Golii’niin kalintisi
olan hipersalin bir goldiir. Eski zamanlarda gl smirlar1 yaklasik 89 000 km*’den
fazla alana yayildig1 belirlenmistir. G6liin tuz orant %5-28 ve ylizey alan1 5490-
2470 km’ arasinda degismektedir. Goliin en yiiksek noktasinda, derinligi 13.7 m
olarak, en diisiik ylizey yliksekliginde 7.6 m olarak belirlenmistir. Genis sinirlara
sahip oldugu i¢in Biiylik Tuz Golii, s1g ve hiperdtrofik bir goldiir (Belovsky ve
ark., 2011).

1959°da gol iizerine demiryolu insa edilmis ve gol iki ana hatta ayrilmastir.
Bu zamana kadar ortalama 200 g/L tuzluluga sahip olan g6l suyu bundan sonra
giiney kism tath sularla daha ¢ok beslenmesi nedeniyle giiney kisimda 120 g/L,
kuzey kisimda ise tuzlulugun artmasi ile 330 g/L tuzluluga sahip olmustur (Oren,
2002). Distik tuz konsantrasyonlarinda olan Giiney Kolu, daha fazla ¢esitlilik
icerirken, Kuzey Kolu’'nda daha c¢ok halofilik bakteriler, Cyanophytes ve
Dunaliella salina gibi yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasayan canlilar

bulunmaktadir (Belovsky ve ark., 2011).

1.2.3. Wadi Natrun Golleri

Wadi Natrun ve i¢ salin goélleri Kahire’nin 90 km kuzeybatisinda yer
almaktadir. Ortalama uzunlugu 60 km ve ortalama genisligi 10 km’dir. Dip
kisminin deniz seviyesinden 23 m asagida ve Nil Nehri’nin kolu olan Rosetta

kolunun su seviyesinden 38 m yukarisinda oldugu belirlenmistir.

pH degeri 8.5-9.5 arasinda olan bu goliin tuz orani1 283-540g/L seklindedir.
Alkalin tuzlu goller arasinda Ca ve Mg’nin diislik oldugu tek tuz goliidiir. Ana
iyonik bilesenlerin siilfat, klorid, karbonat ve sodyum oldugu ve ayni zamanda

kursun, bakir, demir metallerini icerdigi belirtilmistir (Taher, 1999).

1.2.4. Alkalin Hipersalin Goller

Tropik ve subtropik kusaklarda yer alan alkalin hipersalin gollerin tuzlu
sular1, genellikle topografi yapisi sayesinde ylizey suyunun kapali havza sayesinde
disar1 akisiyla, jeolojik olusumun alkalin akintilara izin vermesi ve iklim kosullar1
sonucu buharlasma ile olugmaktadirlar. Bu alkalin hipersalin géllere 6rnek olarak,

Kaliforniya’daki Mono Golii, Kenya’daki Magadi Golii, Dogu Afrika’daki bazi
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goller, Cin ve Hindistan’daki bazi goller ornek olarak verilebilir. Iyon
kompozisyonlarma bakildiginda, Na", CI', HCOs™ ve COs> esas bilesenler olup
SO4* konsantrasyonu diisiiktiir (Oren, 1999; Oren, 2002).

1.3. Tiirkiye’deki Hipersalin Ortamlar

1.3.1. Tuz Golii

Ulkemizde I¢ Anadolu Bolgesinde yer alan Tuz Golii diinyadaki énemli
tuz gollerinden biridir (Kilig ve Uyanik, 2001). 1665 km?’ lik alani ile Tirkiye'nin
ikinci biiylik golii olan Tuz Go6li "karasal tuz tavalari (Salzpfannen)” ile "tuzlu
goller (Salz Seen)" arasinda mevsimsel bir gecis tipini canlandiran bir karasal
buharlagsma ortamuidir. En biiyiik uzunlugu 85 km, en biiyiik genisligi ise 45 km ye
varrr. Yaklasik 16.000 km® lik bir beslenme havzasina sahiptir (Uygun ve Sen,
1978). Tuz Golii ¢evresinde golii besleyen akarsular ve derelerin bir kismi géle
ulasirken; bunlarm bir kismm da  sularmi  goliin  etrafindaki alanlara
birakmaktadirlar. Insuyu, Esmekaya, Ulurrmak ve Pecenekozii bunlar arasinda
bulunmaktadir. Tuz Go6lii'ne Konya’nin evsel ve sanayi atiklarini tastyan Konya
Ovasi1 DSI Drenaj Kanali Tuz Golii havzasina disaridan su getiren insan yapisi tek
kaynaktir (Basbug, 1999). Goliin en derin yeri doguda siirekli su altinda bulunan
kesimde yer alir, 1,5-2 m dolayindadir. Buna karsilik asil gol kis-ilkbahar
aylarinda 60-80 cm derinlik gostermekte, yaz sonunda ise gl cogunlukla
kurumaktadir (Uygun ve Sen, 1978). Tuz golii bu degerler ile birlikte ililkemizin
en s1g gollerinden biridir. Deniz seviyesinden yiiksekligi 905 metredir (Kavurmaci
ve ark., 2010). Gol, Tirkiye'nin en az yagis alan bdlgesinde yer almaktadir ve
yillik yagis miktar1 yaklagik 300 mm’dir (Kili¢ ve Uyanik, 2001). Giiniimiize
kadar literatiirde (Kili¢ ve Uyanik, 2001) Tuz Golii’niin kapali havza oldugu ifade
edilmistir. Fakat, Kavurmaci ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligma
sonucunda, Tuz Goliinden Tuz Goli Fayr aracilig ile fay hatti boyunca su akis1
oldugu kanaatine varmislardir.

Tuz Golii iyon bilesenler baslica Na', CI', Br” olmakla birlikte, Na™ 112.5
g/L, K" 1.2 g/L, Ca*" 0.84g/L, Mg*" 3.4 g/L, HCO;+CO, 0.1 g/L, CI' 180 g/L,
S04 7.9 g/L, Li 60 mg/L, B 45 g/L, Br 94 g/L ve Sr* 13 g/L miktarlarinda
Olciilmiistiir (Uygur ve Sen, 1978).
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Sekil 1.1. Tuz Goli uydu goriintiisii (Google earth)

Tuzlu gol sularindan tuz iretimi, sularin gilines altinda buharlagmasi
sonucu tuzun kristallesmesi esasina dayanmaktadir. Tuz Golii'nde tuz yogunlugu
yilksek oldugundan tuz tretimi kolaylagmaktadir ve tuz yaz mevsiminde
kendiliginden olugsmaktadir. Nisan ve Mayis aylarinda hava sicakliklarinin artmasi
nedeniyle suyun i¢indeki tuz orani yiikselmeye baslar ve Haziran ayindan itibaren
bu oran % 25’¢ ulasir. Bu yiikselme ile birlikte yogunluk artarak, ham tuz
¢okmeye baslar ve Agustos ayma kadar ¢okme devam eder. Bu ayda tuzun ¢okiip,
kalan sularin buharlagmasiyla g6l kurur ve 10-15 cm tuz tabakasi olusur. Golden
ham tuz iiretimi de bu sekilde gergeklesir (Mutlu, 2006).

Tuz Goli’nlin mikrobiyolojisi lizerine az sayida calisma vardir. Kalli
(2000) yaptig1 calismada Tuz Goli’nden izole ettigi organizmalarin halofilik
Archaea grubu organizmalar olabilecegini bildirmis, fakat daha iist diizey
teknikler kullanilarak bu verilerin dogrulanmasi gerektigini belirtmistir. Birbir ve
ark. (2003), golden izole ettikleri mikroorganizmalari biyokimyasal 6zelliklerine
gore karakterizasyonlarini yapmuglardir. Birbir ve ark (2007), kiiltiir ¢alismalar1

ile elde ettikleri 27 izolatin, fenotipik karakteristiklerini ve antibiyotik
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duyarhliklarin1 arastirmislardir. Ayrica, izolatlarin 16S rRNA analizleri sonucu
Haloarcula, Halorubrum ve Halobacterium olarak belirlemislerdir. Mutlu ve
arkadaslari, 2008 yilinda yayimlanan ¢aligmalarinda, farkli molekiiler teknikler
temelinde mikrobiyal komiinite analizi uygulamislar ve Halorubrum, Haloferax,
Haloarcula, Haloquadrata, Haloterrigena ve Salinibacter cinslerine ait tiirler
belirlemiglerdir. Bunun yani swra literatiirde Tuz Golii'nde viriisler ile ilgili

yayimlanmig herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

1.4. Ekstrem Mikroorganizmalar

Son yillarda yapilan caligmalar mikrobiyal yasamin spesifik cevrelerle
sinirli olmadigini, mikrobiyal komunitenin yiiksek sicaklik, yiiksek tuz, asidik ve
alkali pH, yiiksek basing gibi ortamlarda bulunabilecegini ortaya koymustur. Bu
tir ekstrem c¢evrelerde yasayan mikroorganizmalar ekstremofiller olarak

adlandirilirlar (Van den Burg, 2003).

Ekstremofiller; Archaea, Bacteria ve Eucarya domaininde temsil edilen
mikroorganizmalar igermesine ragmen, biiylik orant Archaea domainine aittir (Le

Romancer ve ark., 2007).

1.4.1. Halofilik Mikroorganizmalar

Hipersalin ortamlarda iyonlarin yiiksek konsantrasyonu,
mikroorganizmalarin su kullanimini sinirlayarak mikrobiyal aktiviteyi etkileyen
ana etmenlerden biridir. Bu zorlayic1 kosullara ragmen bu iiretken ekosistemler
osmotik strese direncli organizmalar olan halofilleri genis oranda kapsamaktadir

(Le Romancer ve ark., 2007).

Ekstremofilik mikroorganizmalarin farkli tuz konsantrasyonlarinda
yasayan Uyeleri olan halofiller, kii¢iik alt iinite ribozomal RNA karsilastirmalari
baz almnarak elde edilen yasam agacinda Archaea, Bacteria, Eukarya

domainlerinde (Sekil 1.2) temsil edilmektedir (Oren, 2008).

Kushner ve Kamekura (1988) mikroorganizmalar1 optimum gelisimlerine
gore bazi kategorilere ayirmistir, 0.2 M NaCl’ den az tuzluluktaki ortamlarda

gelisenler halofil olmayanlar, 0.2-0.5 M NaCl varliginda en iyi gelisimi
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gosterenler zayif halofiller, 0.5-2.5 M NaCl varliginda en iyi gelisimi gdsterenler
iliman halofiller ve 2.5-5.2 M NaCl varliginda en 1iy1 gelisim gosterenler ekstrem
halofiller olarak smiflandirilir. Hipersalin ortamlarda, o6zellikle 1.5 M’ dan
(vaklasik %10) fazla tuzluluktaki ortamlar, baskin olan iki ana mikroorganizma
grubu 1limli halofilik bakteriler ve ekstrem halofilik arke ve bakterilerdir

(Ventosa, 20006).

Yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip ortamlarda, Dunaliella (%10 w/v),
Artemia salina, Ephydra gibi okaryotik organizmalar yer alirken, %15 (w/v) fazla
tuz konsantrasyonunda gelisen Salinibacter ruber son yillarda en ekstrem
halofilik bakteri olarak tanimlanmustir. Halobacterium, Haloferax, Haloarcula ve
Haloquadratum gibi genuslar ise Archaea domaininde yer almakta ve tuzun
¢okme noktasina yakin konsantrasyonlarda yasamaktadirlar (Burns ve ark., 2004;

Yasa ve ark, 2008; Mutlu ve ark, 2008).

Bacteria Archaea Eukarya

Groon nonsulfur

molds
bactera Euryarchaeota
Mitochondrion /
Methano- Halobacteriaceae
Crenarchaeota bacterium
\

|Prc'.ecbac1ena Firmicutes Thermoproteus

Mothano-
Chioroplast Pyrod-cnu{n \ coccus Thermoplasma
Cyanobactena Thermococcus

N
Pyrolobus Mothanopyrus

Trichomonads

Manne

Bacteroidetes
Crenarchaoota

Korarchaeola
Thermologa
Nanoarchaeota
Thermodesulfobactenum Microsporidia

Agquitex Diplomonads

(Giarda)

Sekil 1.2. 16S rRNA karsilagtirmalarina gore olusturulan filogenetik aga¢ [Halofilik organizmalar
mavi kutularda gosterilmistir (Oren, 2008)]
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Yillar boyunca halofilik organizmalar ve onlarmn metabolik islemleri
hakkinda bilgi artmis olmasina ragmen, halofilleri kiiltiire edebilmek kisithdir. Bu
organizmalarin bir¢ogu laboratuvar ortaminda tekrarlanmasi zor belli biiylime
kosullarina sahiptir ve bu da yavas biiylime oranlariyla belli halofilik strainlerin
izolasyonunu engeller. Kiiltiir bagimli ve kiiltiir bagimsiz ydntemler arasinda
karsilagtrma yapildiginda uyusmazliklar goriilebilir (Benlloch ve ark., 2002;
Burns ve ark., 2004). Bu duruma ornek olarak Haloarcula ve Haloquadrata
tiirleri verilebilir. Haloarcula grubu, hizli gelisen tiirleri icermekte ve kiltir
calismalari ile rahatca elde edilmesine ragmen, molekiiler klon kiitiiphaneleri ya
da mikroskop analizleri ile ¢cok az sayida elde edilmektedir. Tersi duruma 6rnek
olarak ise, kare sekilli archaeon (Haloquadra walsbyi) gibi baz tiirler verilebilir,
bunlar klon kiitiiphanelerinde baskin tiir olup, mikroskop analizlerinde siklikla

rastlanir, fakat kiiltiir calismalarinda giicliikle gelistirilmektedir (Oren, 2002).

Gilintimiizde hizla gelisen molekiiler teknikler sayesinde c¢evresel
orneklerinden saf bakteri kiiltiirii elde edilmesine gerek olmadan da DNA
izolasyonlar1 kolaylikla yapilabilmekte ve alinan Orneklerdeki mikrobiyal

cesitlilik ortaya ¢ikarilabilmektedir (Oren, 2002).

Bu c¢alismada mikrobiyal cesitlilik kiiltiir bagimsiz yontemler ile analiz

edildigi i¢in ilgili boliimde sadece bu yontemler hakkinda bilgi verilecektir.

1.5. Prokaryotik Komiinitelerin Kiiltiir Bagimsiz Metodlar ile Analizi

1.5.1. 16S ribozomal RNA (rRNA) geninin 6nemi

Molekiiler dizi analizi tekniklerinin 1iyilestirilmesinin  ardindan,
organizmalarin filogenetik tarihgeleri i¢in, Carl Woese ve arkadaslar1 evrensel
filogenetik bir marker olarak kiiciik alt inite rRNA’nin yararhiligmni
gostermiglerdir. Bu calismalar mikroorganizmalar arasindaki dogal akrabaligi
ortaya koyabilecek yeni bir prokaryotik sistematigin Onerilmesini saglamistir.
Evrimsel bir kronometre olan ribozomal RNA, biitiin organizmalarda bulunmakta
ve degisken bolge ve yeterli diziyi icermesiyle organizmalar arasinda filogenetik
seviyede ayrim yapmayi saglayan yliksek oranda korunmus bdlgeyi igermektedir.

rRNA genleri bu nedenle filogenetik bir marker olarak diisiiniilmektedir. rRNA
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genleri, prokaryotlarda 5S, 16S ve 23S olmak iizere li¢ adettir ve genomda birgok
kopyasi bulunan tek bir operon gibi eksprese olan bir gen kiimesi igerisinde
organize olmustur. Birgok rRNA gen operonu tagiyan organizmalarda, gen dizileri
uyum igerisinde evrimlesmeye egilimlidir (Pei ve ark., 2010). Bdylece kiiciik alt
iinite rRNA dizilimlerinin karsilagtirilmasi, mikroorganizmalarin identifikasyonu
ya da dogal akrabaliklarina gore prokaryotik taksonlarin olusturulmasinda ya da

tanimlanmasinda giiclii ve standart bir metod haline gelmistir (Mutlu, 2006).

1.5.2. 16S rRNA genini temel alan kiiltiir bagimsiz yaklasimlar

Mikrobiyologlar arasinda giinimiizde 1iyi anlasilan bir durum,
mikroorganizmalarin sadece ¢ok kii¢iik bir oraninin izole edildigi ve karakterize
edildigidir. Farkli habitatlardan kiiltiire edilebilen mikroorganizmalarin yiizdesi ile
toplam hiicre sayimlar1 arasinda karsilastirilma yapildiginda elde edilen sonuglar
arasinda bliylik bir fark vardir. Bu farkliligi bir nedeni, bakterilerin kendi dogal
ortamlarinda hangi gercek kosullarda en 1yi gelistigi bilgisinin yoksunlugudur. Bu
ylizden, ekosistemlerin siirdiiriilmesinde mikrobiyal cesitliligin rolii hakkinda
daha 1y1 anlasilmasi i¢in, geleneksel mikrobiyolojik metodlarn yani swra bazi
yaklagimlar gerekmektedir. Son yillarda hizla gelisen molekiiler teknikler
sayesinde mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve identifikasyonu, kiiltiir bagimli
metodlar ile karsilastirildiginda daha kolay bir hale gelmistir. Prokaryotik
mikroorganizmalarin analizlerine uygun teknikler, molekiiler marker olan 16S
rRNA genine dayali karsilastirmali yontemler olup, bu bdlgenin polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile cogaltilmast ve dizilenerek identifiye edilmesini temel
almakla birlikte farkli yontemleri (klonlama ya da genetik parmak izi teknikleri)
icermektedir (Sekil 1.3). Bu yaklasimlar giinlimiizde, mikrobiyal ¢esitliligi
kesfetmede ve mikrobiyal komiinitelerin yapisini analiz etmede daha sik
kullanilmakta ve elde edilen sonuclar geleneksel kiiltiir bagimli metodlarin

simirliligini kanitlamaktadir (Muyzer ve Smalla, 1998; Spratt, 2004).

Mikrobiyal cesitliligi analiz etmede kullanilan en gii¢lii teknikler klonlama
ve 16S rRNA geninin dizilenmesidir. Fakat populasyon degisimlerini incelemek
icin klonlama teknigi zaman alic1 ve pahali olmasiyla pek tercih edilmez. Bunun

yan1 sira, genetik parmak izi temelli yOntemler bu amagla daha c¢ok
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kullanilmaktadir. Ayrica hibridizasyon teknikleri, spesifik oligoniikleotid problar
kullanimina dayali yontemler olup, ya ¢ok spesifik gruplar1 ya da genel
populasyonlar1 hedef alarak mikrobiyal ¢esitliligi inceleme olanagi verir (Muyzer,

1999).

Bu ¢alismada bu yaklasimlardan Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi
ve Fluoresan In-Situ Hibridizasyon yontemi kullanildigi i¢in sadece bu

yaklagimlardan bahsedilecektir.
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1.5.2.1. Denatiire edici gradient jel elektroforezi [Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE)]

Genetik parmak izi teknikleri, mikrobiyal komiinite igerisindeki genetik
cesitlilik profilini ya da paternini saglayan yontemlerdir. Bu parmak izi
metodlarindan biri olan DGGE, dogal 6rneklerden ekstrakte edilen DNA’ dan
ribozomal DNA fragmentlerinin bir kisminin spesifik primerler kullanilarak PCR
ile amplifikasyonu ve elde edilen fragmentlerin dizilerininin ‘melting (¢6ziinme)’
davranisma gore gradient igceren poliakrilamid jel icerisindeki elektroforetik

ayrimima dayanmaktadir (Muyzer, 1999).

DGGE yonteminde, ayni uzunlukta fakat farkli dizilerdeki DNA
fragmentlerinin ayrimi yapilabilir. Ayrilmanin temeli, dogrusal gradientte DNA
denatiirant1 iceren (iire ve formamid karigimi) poliakrilamid jelde kismen denatiire
olmus cift iplikli DNA’nin artan elektroforetik hareketine dayanmaktadir. DNA
fragmentlerinin ayrimi, ‘melting domain’ olarak bahsedilen farkliliklara dayanak
devam etmektedir, yani benzer denatiirasyon derecesinde baz ¢iftlerinin arasinin
acilmasindaki farkliliklara dayali siirmektedir. Baz c¢iftlerinin agilmasi ile
fragmentlerin ayrimmda her domain, denatiire jelde belirli pozisyondaki spesifik
denatiirasyon derecesine ulastiginda (T,), helikal yapmin kismen denatiire
molekiile degisimi gerceklesir ve molekiiliin gocti durur. Domainler arasindaki
dizi degisimleri denatiirasyon derecesinin farkliligima neden olur ve farkl
dizilerdeki molekiillerin gocii jel igerisinde farkl pozisyonlarda durur (Muyzer ve

Small, 1998).

Bu yaklasimmn kullanilmasiyla, dizi varyantlarinin % 50’ si 500 bp kadar
olan DNA fragmentlerinde belirlenebilmektedir. Bu oran DNA fragmentinin bir
ucuna GC tokasi denilen GC zengini dizinin eklenmesiyle %100 e kadar
arttirilabilir. PCR primerlerinin birinin 5’ ucuna guanin(G) ve sitozin(C) dizisinin
eklenerek amplifikasyon gergeklestirildiginde DNA fragmentine GC tokasi
takilmis olur. GC zengini dizi yliksek melting domaine sahip oldugu i¢in iki DNA
ipliginin tek ipliklere tamamen ayrilmasmi engeller. GC tokasinin uzunlugu 30-

50 niikleotid arasinda degismektedir (Muyzer ve Small, 1998).
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Sekil 1.4. DGGE prensibi (A, B, C, D, E, birbirinden farkli organizmalari, M ise karigik drnegi
temsil etmektedir) [http://cdn.intechopen.com/pdfs/34911/InTechGel_electrophoresis

_based genetic_fingerprinting_techniques _on_environmental ecology.pdf]

DGGE jelindeki DNA profilleri etidyum bromiir kullanimi ile
gortintiilenmektedir. Daha sonralar, SYBR Green I boyasi etidyum bromiire
alternatif olarak kullanilmaya baslanmistir. SYBR Green 1 boyasmin avantaji
boyamada arka plan olusumunu engellemesi ve bdylece az yogunlukta olan DNA
fragmentlerininde goriintiilenmesine imkan vermesidir. Daha hassas bir inceleme
metodu glimiis boyamadir. Fakat giimiis boyama sirasinda ayni zamanda tek
zincirli DNA fragmentleride boyanmakta ve boyanmis jeller daha sonra

hibridizasyon analizlerinde kullanilamamaktadir (Muyzer ve Small, 1998).

DGGE analizinden 6nce DNA fragmentlerinin denatiirasyon davranislarini
belirlemek gereklidir. Ayrica, farkli DNA fragmentlerinin ayrimini saglamak i¢in
gradienti ve elektroforez siiresini optimize etmek gereklidir (Muyzer ve Small,
1998).

PCR-DGGE yaklagimi; total komiinite DNA’siin 6rnekten ekstraksiyonu,
spesifik oligoniikleotidler kullanimi ile kontrollii amplifikasyon (PCR) ve DGGE
yontemi kullanarak amplikonlarm ayrimi seklinde {i¢ asamadan olugmaktadir. Bu
amacgla verimli ve etkili total DNA ekstraksiyon metodu zorunludur ve

incelenecek 6rnegin dogasma bagl olarak optimize edilmis olmasi gerekmektedir.
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Sonraki asama olan PCR asamasinda, birden fazla primer setleri kullanilarak
istenilen bolge cogaltilmaktadir. Evrensel primerlerin kullanimi herhangi bir
mikrobiyal komiiniteyi analiz etme imkan1 verir ve ayrica fazla ¢esitlilige sahip
ekosistemlerde dominant gruplarin goriintiilenmesini saglamaktadir. Eger spesifik
alt populasyonlar incelenecekse grup spesifik primerler kullanilir. Prokaryotik
cesitlilik caligmalarindaki PCR-DGGE uygulamalarinda 16S rRNA genini hedef
alan evrensel ya da spesifik primerler kullanilmaktadir. Bununla birlikte, tek bir
strain igerisinde polimorfik bolgelerin yetersiz sayisi ya da birden fazla rRNA
operonlarinin bulunmast DGGE sonucunda elde edilen veriyi degerlendirmede
zorluklar ortaya ¢ikarabilir. Cesitliligin tahminindeki hatalar ya da yanlis DGGE
bant pozisyonunu temel alarak identifikasyon, bu sorunlara o6rnek olarak
verilebilir. Ayrica bazi durumlarda DGGE sonucu elde edilen 500 bp DNA
fragmenti hibridizasyon gibi karsilastirmali analizler i¢in yeterli olmayabilir.

(Muyzer, 1999; Vanhoutte ve ark., 2005).

1.5.2.2. Fluoresan in-situ hibridizasyon (FISH)

Bir¢ok calisma analiz i¢in, saf kiiltiirlerden ya da ¢evresel orneklerden
total niikleik asidi ekstraksiyonu ile baslamaktadir. Bununla birlikte, fikse edilen
tim hiicrelerin kisa oligoniikleotid problar1 geg¢iriminin kanitlanmasi ile bu
calismalar tek hiicre tespitine kadar ilerlemistir. Son yillarda rRNA hedefli
fluoresan boya tasiyan oligonukleotid problar ile fluoresan in-situ hibridizasyon
yontemi (FISH), mikrobiyal ekolojide oldukg¢a kullanishi bir yontem haline
gelmistir. Boylece, fluoresan mikroskop kullanimi ile tek hiicrelerin in situ olarak
tespiti miimkiin hale gelmekle birlikte, aktivitesi ve biyojeokimyasal etkisi
eszamanlt olarak belirlenmektedir (Amann ve ark., 1990; Fuchs ve ark., 2000;

Amann ve ark., 2001; Pernthaler ve Amann, 2004).

Bu yaklagimin temeli, rRNA bdlgelerinin ya da genlerinin ayr1 bolgelerini
grup, tiir ya da spesifik oligoniikleotid problarla hibridizasyonu seklindedir.
rRNA’larin  yakin korunmus dizilerinin uzunluklar1 arasinda farkliliklar,
hedeflenen bolgelerin ¢ok ya da az korunmus olmasi prob spesifikliginin
kontroliiniin hassas olmas1 gerektigini gostergesidir. Ornek olarak, alem, cins ya

da tiir spesifik oligoniikleotid problar g¢evresel ¢alismalarda uygulanmakta ve
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dizilerin evrensellik gosteren bolgeleri, cevresel DNA’nin rRNA genlerini
identifiye etmede kullanilmaktadir (Amann ve ark., 1990). Bununla birlikte FISH
ile bireysel hiicrelerin in-situ identifikasyonunda engelleyici durumlarda
bulunmaktadir, bunlar hiicre duvarmin gecirgenligi siirlamasi, hiicresel ribozom
iceriginin diisiik olmasi ve prob hedef bolgesinin in-situ erisebilirligindeki

zorluklar seklinde siralanabilir (Fuchs ve ark., 2000).

Bu yontem bakteriyal identifikasyon, bakteriyal komiinite yapis1 analizleri,
ayrt mikrobiyal populasyonlarin kendi habitatlarinda zamansal ve mekansal
dinamiklerinin arastirilmasi gibi amaglar icin kullanilabilir. Teoride, bakteri
hiicresindeki 5S, 16S ve 23S rRNA’nin birer kopyasimi iceren her bir ribozom,
hibridizasyon islemi boyunca bir prob ile boyanir, her hiicrede ¢ok sayida
bulunmas1 nedeniyle de dogal sinyal amplifikasyonu sistemi olusur. Metod
temelde balteriyal kiiciik alt tinite (16S rRNA) rRNA dizilerinin hizlica artigina
dayanmaktadir (Mutlu, 2006).

1.6. Viriisler ve Ekstrem Ortamlarda Bulunan Viriisler

Viriisler ve viriis benzeri elementler, enfekte edici 6zellige sahip en kiigiik
biyolojik varliklardir. Replikasyon i¢in konak hiicreye ihtiya¢ duymalar1 sebebiyle
uzun siiredir ger¢ek bir canli olmadiklar1 distiniilmektedir. Elde edilen bir ¢ok
kanit dogrultusunda, basit bir enfeksiyoz etmeninden fazlasina sahip olmadiklar1
diistiniilirken, diger taraftan erken hiicresel evrimde oynadiklar1 anahtar
rollerinden dolay1 biyosferin ana bilesenlerinden biri oldugu ve hiicresel hayatta

derin bir etkiye sahip olduklar1 diistiniilmektedir (Le Romancer ve ark., 2007).

Viriisler hiicresel yasamin var oldugu her yerde bulunmakta ve yasamin ii¢
domainine ait Uyeleri icermektedir. Diger biitliin organizmalarda oldugu gibi,
ekstremofillerde viral replikasyon icin konak gorevi gormektedirler. Fakat viral
cesitlilik ve dagilim hakkinda elde edilen bilgiler heniiz yolun basindadir. Son
zamanlarda biriken bilginin biiyiikk bir kismi denizsel ortamlardaki viriislerin
yogunlugu hakkinda olup, virlislerin diinyada ¢ok sayida bulundugu ve
biyogesitliligin biiyiik bir kismin1 temsil ettigini gdstermektedir. Ozellikle ekstrem

ortamlar olmak iizere, yasamda yeni nisler kesfedildik¢e, viriislerin varliklari
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saptanacak ve bliyiik oranda yeni viriis tipleri kesfedilecektir (Le Romancer ve

ark., 2007).

Cevresel ortamlar ele alindiginda, sucul ortamlarda viriis yogunlugunun
konak organizma yogunlugundan fazla oldugu saptanmistir. Virlis benzeri
yapilarin biyosferdeki toplam miktarmin 10°' - 10* oldugu ve deniz sularinin
yaklasik 10°’dan fazla viriis igerdigi tahmin edilmektedir. Sucul ortamlarda
viriisler olduk¢a bol olmakla birlikte ayni zamanda viral g¢esitliligin ve
yogunlugunun toprak ortaminda da fazla oldugu tahmin edilmektedir. Virtisler
genelde okyanus ve atik sulardan izole edilmesinin yan1 sira, sicak su kaynaklari
ve Arktik deniz buzu gibi ekstrem ¢evrelerden de izole edilmistir. Bununla birlikte
viriisler yeni yeni 6rneklenmekte ve siirekli yeni morfolojiler kesfedilmektedir (Le

Romancer ve ark., 2007; Kukkaro, 2008; Jacquet ve ark., 2010).

Denizsel ortamlarda viriislerin mikrobiyal besin aginda hiicre lizizi
sayesinde, madde ve enerjinin tasmnmasma aracilik etmeleriyle karbon
dongiistinde onemli rol oynadiklar1 ve spesifik konak populasyonlarinin segici
olarak baskilanmasi ile mikrobiyal ¢esitliligi ve komiinite dinamigini etkiledigi

hakkindaki kanitlar giin gectik¢e artmaktadir (Filippini ve Middelboe, 2007).

Son zamanlarda izole edilen arkeal virlisler arasindaki cesitlilik oldukca
fazla olup, bu viriislerin genomlar1 biyosferdeki canlilarda ¢ok az oranda dizi

homolojisi gostermektedir (Kukkaro, 2008; Pina ve ark, 2011).

1.6.1. Hipersalin ortamlarda bulunan viriisler (Haloviriisler)

Hipersalin ortamlarm, mililitrede 10”’dan fazla viriis benzeri partikiil
(VLP) barindirmalariyla sucul ortamlar arasinda en yiiksek viral yogunluga sahip
oldugu rapor edilmistir. Bu yogunlugun nedeni olduk¢a merak uyandiricidir ve bu
fenomeni aciklayan iki temel hipotez vardir. Bu yiiksek orandaki sayilarin
oncelikle viriislerin yiiksek tuzlu ortamlardaki fiziksel stabilitesinden olabilecegi
ya da bu sistemlerde yiliksek oranda viral iiretimin gergeklestigidir. Tuzluluk
gradienti incelendiginde (denizsel ortam, tatli su, ekstrem hipersalin ve tuza
doygun cevreler), virlis sayisinin, ortamdaki hiicre sayisi ile iligkili olarak tuz

varliginda arttig1 belirlenmistir. Akdeniz kiyisinda ¢ok havuzlu solar tuzlalar ve
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Senegal’ deki hafif tuzlu ortamlardan doygun tuz konsantrasyonundaki bir seri
dogal sistem ile yapilan caligmalardan elde edilen sonucglara gore, toplam tuzun
%25’ten fazla oldugu c¢ok konsantre sistemler ele alimdiginda, wviriis
konsantrasyonunda keskin bir artma oldugu goriilmektedir. Bu artmanin belki de
bakteri Oliimiiniin olmamasmdan ya da nanoflagellat predatorlerin az oranda
(2x10°-3x107/litre) bulunmasindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ortamda predatdrlerin bulunmamast gibi kosullar viriislerin yogunlugunun diger
biyolojik gii¢ler tarafindan da etkilendigini gostermektedir. Fakat, bu durum biitiin
hipersalin ortamlar i¢cin genellestirilemez, Giiney Kore’de tuz oran1 % 31 olan
solar tuzla ile yapilan bir calismada, prokaryotlar1 aktif olarak parcalayan
heterotrofik ve ekstrem halofilllerin yiiksek sayilarda bulundugu (7x10°-
28x10%litre) agiklanmustir. Dolayisiyla, sudaki viral devamlilik bityiik olasilikla
tuzlulukla iliskilidir, doygunluga yakin sularda, bu oran % 97’nin lizerindedir

(Guixa-Boixareu ve ark., 1996; Santos ve ark., 2012).

Viriisler, mikrobiyal komiinitelerin kompozisyonlarini ve sayilarii kontrol
etmeleriyle ve mikrobiyal populasyonlarin evriminde 6nemli rol oynayan lateral
gen transferinden sorumlu olmalariyla bilinmektedirler (Filippini ve Middelboe,
2007). Bu kontrol mekanizmalar1 %25 ten fazla tuzlulukta bakteri sindiriminin
saptanmadigr ve bu durumda prokaryotik Oliimlerin temel faktoriiniin viriisler
oldugu hipersalin ortamlarda olduk¢a 6nemlidir. Buna ragmen, yiiksek orandaki
sayilar1 ile ve ekolojik iliskisine karsin diger sucul ortamlar ile karsilastirildiginda
hipersalin ortamlardaki viriislerin ¢esitliligi hakkindaki bilgi azdir (Santos ve ark.,

2010).

Ilk haloarkeal viriis ®H, 1974 yilinda Torsvik ve Dundas tarafindan
tesadiifen kesfedilmistir. Bu yillarda halofilik mikroorganizmalarn 6nemi
anlasilmasina ragmen, haloviriis izolatlar1 ile ilgili cok az rapor bulunmaktadir.
1990’11 yillarda 9 haloviriis kesfedilmis ve bu viriislerin hepsinin bas ve kuyruklu
morfolojiye ve lineer dsDNA genomuna sahip oldugu ve Halobacterium
salinarum olarak tek bir konagi enfekte ettikleri belirlenmistir (Dyall-Smith ve
ark., 2003). Dogada yiiksek oranda bulunmalarina ragmen, giiniimiize kadar

ortalama 26 halovirlis tanimlanmistir ve bunlarin genellikle Halorubrum,
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Haloarcula, Haloferax, Halobacterium, Natrialba cinslerini enfekte eden
haloarkeal viriisler oldugu belirtilmistir (Atanasova ve ark., 2012; Santos ve ark.,
2012). Halofilik Archaea kiiltiirlerinden izole edilen bu haloviriislerden, ekstrem
halofilik proteobakteri olan Salicola marasensis’ 1 enfekte eden iki virlis diginda,
hi¢ birinin ekstrem halofilik Bacteria ve Eucarya domainlerinden izole edilmedigi

belirlenmistir (Santos ve ark., 2012).

Tanimlanan haloviriislerin bliyiikk kismini, ®H, ®Chl ve HF2 gibi,
Myoviridae ve Siphoviridae familyasindaki bakteriyofajlara benzeyen litik ya da
lizogenik bas ve kuyruklu viriisler olusturmaktadir (Atasanova ve ark., 2012).
Ayrica tanimlanan bas ve kuyruklu haloviriislerin 7-230 kbp biiyiikliigiindeki
genoma sahip ¢ift-zincirli DNA (dsDNA)’ya sahip oldugu belirtilmistir (Santos ve
ark., 2012).

Hipersalin su 6rneklerinin elektron mikroskobi incelemeleri, kiiresel ve ig-
sekilli viriis benzeri partikiillerinde bu ortamlarda baskin tiirler oldugunu
gostermektedir (Roine ve Oksanen, 2011). Bu morfotiplere ait olan viriislere, SH1
ikosahedral viriisii (Porter ve ark., 2005), ig-sekilli viriisler olan Hisl ve His2
(Bath ve ark., 2006) ve pleomorfik virlisler olan HRPV-1 (Pietila ve ark., 2009)
ve HHPV-1 (Roine ve ark., 2010) 6rnek olarak verilebilir.

Atasanova ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaymlanan c¢alismalarinda, 9
farkli hipersalin ortamdan ekstrem halofilik mikroorganizalar1 enfekte eden 49
yeni virlis (4 Bacteria ve 45 Archaea) izole etmislerdir. Bu yeni viriislerin
bircogu, bas ve kuyruklu morfolojiye sahipken, ayrica ikosahedral ve pleomorfik

virlisler de gozlenmistir (Atasanova ve ark., 2012).

Arkeal virlislerle karsilastirildiginda, bakteriyofajlar olduk¢a yaygin bir
sekilde calisilmis ve giinlimiize kadar 5000°den fazla faj izolat1 tanimlanmustir.
Bilinen bakteriyofajlarn biiyiik bir kismi, ti¢ tip bas ve kuyruklu viriisler, myo-,
sipho- ve podoviriisleri igeren Caudovirales takiminda smiflandirilmistir. Buna
ragmen, hipersalin ortamlardaki halofilik bakteriyofajlar ile ilgili bilgi olduk¢a
smirhdir (Atasanova ve ark., 2012). Calvo ve arkadaslarmm 1988 ve 1994

yillarinda yaymlanan ¢alismalarinda Halomonas halophila strainlerinden ¢ faj
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izole edilmis, karakterize edilmis ve isometrik bas ve kuyruklu olarak
tanimlanmistir. Kauri ve arkadaslarmin 1991 yilinda yaymlanan ¢alismalarinda
ililmli halofilik bir bakteriye spesifik diger bir bakteriyofa; tanimlanmistir
(Ventosa, 20006).

Halovirlislerin ~ ortamlarindaki  genel o6zellikleri (sekil ve genom
biiytikligii), saf kiiltiirler kullanilarak izole edilen haloviriislerin gosterdigi genel
karakteristik 0zellikleriyle yansitilamamaktadir (Santos ve ark., 2012). Baxter ve
arkadaslarmm Biiylk Tuz GOl viral g¢esitliligini  incelemeye yonelik
calismalarinda, viral cesitliligin dogru resmedilmesinin bircok metoda baglh
oldugundan ve yeni hipersalin ortamlardan kesfedilmesiyle ortaya ¢iktigindan
bahsetmiglerdir. Bu metotlarin, biyolojik siireclerin ve fizikokimyasal kosullarin
Ol¢tilmesi, gecirimli elektron mikroskobu (TEM), metagenom analizi ve Archaea,
Bacteria ve Eucarya tarafindan temsil edilen ekstrem halofilik organizmalar:
enfekte eden yeni viriislerin izolasyonu gibi yontemler oldugu diisiiniilmektedir

(Baxter ve ark., 2011).
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IC

gosterilenler halkasal genoma sahiptir. Int yazili siitun ise integrasyon ozelligini gostermekte, + bu 6zellige sahip, - sahip degildir (Pina ve ark., 2011)]

Cizelge 1.1 Haloviriislerin morfoloji ve taksonomik siniflandiriimasi [HRPV1 disinda hepsi dsDNA genoma sahiptir, + ile gosterilenler lineer genoma — ile

Virion Cins Viriis Konak Genom Izole edildigi Kaynaklar
morfolojisi adi Biiylikligi | Lineer | Int yer
Ig-sekilli Salterprovirus His1 Haloarcula 14.4 + - Avusturalya Bath & Dyall-Smith
(o (1998)
His2 Haloarcula 16 + - Avusturalya Bath ve ark. (2006)
Kiiresel Swmiflandiriimanug | SH1 Haloarcula, 30 + - Avusturalya Porter ve ark. (2005)
Haloferax,
\g}j Halorubrum
Pleomorfik | Simiflandirilmamis | HHPV1 | Haloarcula 8 - - Italya Roine ve ark. (2010)
’@ HRPV1 | Halorubrum 7 - - Italya Pietila ve ark. (2009)
Bas ve Myoviridae HF1 Haloferax, 76 + - Avusturalya Nuttall & Dyall-Smith
Kuyruklu Halorubrum (1993)
HF2 Haloferax, 77 + - Avusturalya Nuttall & Dyall-Smith
Halorubrum (1993)
— ®H Halobacterium 59 + - Tesadiifen Schnabel ve ark. (1982)
®Chl Natrialba 58.5 + - Tesadiifen Witte ve ark.(1997)
Siphoviridae Bjl Halorubrum 43 - + Cin Pagaling ve ark.(2007)
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1.7. Haloviriislerin Morfolojik Cesitliligi

Elektron Mikroskobu kullanimi ile yapilan c¢alismalardan yola c¢ikarak

onemli sayilarda var oldugu bilinen baslica morfotipler asagida agiklanmistir.

1.7.1. igsi haloviriisler (Fusiform viriisler)

I§ sekilli viriisler yaygin bir sekilde Archaea domaininde, metanojenler,

termofiller ve halofilleri igererek yaygin bir seklide temsil edilmektedir.

Hipersalin ekosistemler ile yapilan ¢caligmalarda, igsi viriislerin dominant
viriis tipi oldugu goriilmiistiir. Igsi viriislere iyi bir sekilde karakterize edilmis
olan ve Haloarcula hispanica’ y1 enfekte eden His1 (Sekil 1.6) ve His2 (Sekil 1.6)
viriisleri ornek verilebilir. Bu virtisler Salterprovirus cinsinde siniflandirilmistir.
Limon seklinde olan bu viriislerin boyutlar1 genelde 44x67-77 nm olmakla
birlikte, bazen farkli yapisal proteinlerden olusan kisa kuyruklara sahip olduklar1
saptanmistir. Her iki virtiste litik olmakla birlikte, konak genomu igerisine
entegrasyonundan sorumlu integraz enzimini tasimazlar. Bu iki virlis benzer
genom yapisina, terminal proteinler ile birlikte yaklasik 15 kb lineer dsSDNA’ ya
ve benzer DNA polimeraz genlerine sahip olmalarina ragmen genetik olarak
uzaktan iliskilidirler, bununla birlikte, diger igsi cinslerle homoloji gostermezler.
His2 virionu dort protein ve kapsid proteinini (MCP) tasidig1 belirtilmistir (Baxter
ve ark., 2011; Pina ve ark., 2011).

1.7.2. Bas ve kuyruklu haloviriisler

Onceleri Archaea domaini iiyelerinin baskin oldugu ortamlarda, bakteriyal
bas ve kuyruklu viriis morfolojisinin nadiren goriildiigii diisiiniilmiis ve ekstrem
ortamlarda rapor edilmemistir. Fakat, viriis izolasyonunun cesitli yaklagimlar
uygulanarak calisilmaya baslanmasiyla bas ve kuyruklu morfolojideki viriislerin,
tanimlanan haloarkeal viriis tlirlerinin 6nemli bir kismimi olusturdugu saptanmistir
(Pina ve ark., 2011). Bu genis kategorinin iiyeleri olan haloviriisler ikosahedral
bas ve cesitli kuyruk yapilariyla karakterize edilirler. Familyalar kuyruk yapilaria
gore gruplanmistir. Buna gore, Siphoviridae virisleri uzun ve kasilmayan
kuyruklara, Myoviridae viriisleri kasilan kuyruklara ve Podoviridae viriisleri ¢ok

kisa kuyruklara sahiptir (Jacquet ve ark, 2010). Hipersalin ortamlarda bulunan

22



@» ANADOLU UNIVERSITESI

virlisler bu morfotipler i¢in iyi modeller olustururlar, ®H, ®Chl, HF1 ve HF2
viriisleri bu gruba 6rnek olarak verilebilir. HF1 ve HF2 olduk¢a i1yi tanimlanmistir
(Sekil 1.5), her ikiside litik fajlar olup Haloferax, Halobacterium, Haloarcula,
Natrialba ve Halorubrum cinslerini enfekte etmektedir (Baxter ve ark., 2011).
HF1 ve HF2 haloviriisleri dizilerinin ilk % 60’11k kisminda %99’a kadar niikleotid
benzerligi gosteren genomlara sahiptir. Bununla birlikte, geri kalan kisminda
cesitli niikleotid degisimleri ve insersiyon-delesyon gibi olaylara bagli olarak,
onemli derecede farklilik géstermektedir. Dizi benzerligindeki bu 6nemli degisim,
bu iki haloviriis ya da diger HF benzeri haloviriisler arasinda rekombinasyon
oldugunu akla getirmektedir. Bu rekombinasyon varliginin hipersalin sulardaki
viriisler arasinda yaygin oldugu diistiniilmektedir (Le Romancer ve ark., 2007).
Bu viriisler morfolojik benzerlikler ile birlikte genomik seviyede de Myoviridae
ve Siphoviridae familyalarindaki bakteriyal viriislere benzerdir, kapsid ve kuyruk
olusumunda ve virion toplanmasinda proteinler yer alwr, transkripsiyonel
regiilatorleri ve genom paketleme enzimleri benzerdir. Biitiin bu benzerlikler ile
bas ve kuyruklu bakteriyal ve arkeal viriisleri ayni familyalarda siniflandirmay1

dogrulamaktadir (Le Romancer ve ark., 2007; Pina ve ark., 2011).

1.7.3. Kiiresel haloviriisler

Kuyruk igermeyen ikosahedral sekilli partikiiller haloviriislerde gozlenen
diger bir gruptur. Haloarcula ve Halorubrum cinslerini enfekte eden litik bir viriis
olan SHI, protein ortiiniin altinda internal lipit tabakasina sahip olan kiiresel bir
halovirtistiir (Sekil 1.6). Benzer goriiniise sahip olmasma ragmen, SH1 lineer
genomunun, Sulfulobus’ u enfekte eden diger kiiresel arkeal viriis olan SSIV ile
hi¢bir iligkisi bulunmamaktadir. SH1’ in yapisi cryo-EM ile 1yi tantmlanmis olup,
alisilmadik kapsit proteinleri ve ¢ikintili sivri ucu gibi bazi 0zgilin yapisal
ozellikleri ortaya cikarilmistir (Porter ve ark., 2005). Bu kategorideki viriisleri
TEM c¢alismalar1 ile belirlemek zordur, kuyruklarini kaybetmis bas ve kuyruklu
virlisler ya da kiiresel sekle sahip oldugu varsayilan pleomorfik viriislerin
temsilcileri olduklar1 diisliniilebilir (Baxter ve ark., 2011). Bu viriis virion
toplanmasi siiresince konak tarafindan edinilen bazi lipit parcalar ve 11 yapisal

protein tasimaktadir. Transkripsiyonel calismalar SH1 genlerinin ii¢ asamada
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transkribe edilen kii¢iik sayidaki operonlar icerisinde organize oldugunu

gostermektedir (Pina ve ark., 2011; Bamford ve ark., 2005).

Gilintimiize detayli olarak yeni calisilmis Saliseta longa halofilik
bakterisine yakin Saliseta sp. SP9-1 strainini enfekte eden “Saliseta icosahedral
phage-1" (SSIP-1) viriisiiniin ikosahedral membran igeren c¢ift zincirli DNA
viriisii oldugu belirlenmistir. Virion kompozisyonunun ve bazi fonksiyonlarinin
PRD-1 adenoviriis ile iliskili oldugu saptanmistir. Elektron mikroskopi ile
belirlenen virion yapisinda, kapsidin dis proteinlerinin biiyiik kisminin kapsomer
diizenlenisi belirlenmistir (Sekil 1.7). Genomunun dizilenmesi 1ile bazi
biyoinformatik analizler ve virion proteinlerinin proteomik analizleri
dogrultusunda daha 6nceden belirlenmemis genler igcerdigi goriilmiistiir. SSIP-1
virilisliniin yasam dongiisiiniin litik oldugu, fakat bununla birlikte integraz ve bazi
represOr/antirepresdr genlerin  varhigi ile 1limli faza sahip olabilecegi de

diistiniilmektedir (Aalto ve ark., 2012).

1.7.4. Pleomorfik haloviriisler

Hiperhalofilik Halorubrum cinsini enfekte eden “Halorubrum pleomorphic
virus 17 (HRPV1), Archaea domaini enfekte ettigi bilinen tek ssDNA (tek zincirli
DNA) viriistidiir. Pleomorfik sekil gdsteren bu viriis, konak kaynakli lipitleri
iceren membran tarafindan kaplanmustir. Iki ana membran protein igerir, bu
proteinlerden biri dis yiizeyde digeri de i¢ yiizeydedir. Internal niikleoprotein

heniiz saptanmamistir (Pina ve ark., 2011).

Ekstrem halofilik Haloarcula hispanica’ y1 enfekte eden diger bir
pleomorfik dsDNA virlisii olan “Haloarcula hispanica pleomorphic virus 17
(HHPV1)’ in kesfedilmesi ile sasirtict taksonomik sonuglar ortaya g¢ikmistir.
Viriisiin halkasal genomu, aminoasit dizisi ve tahmini proteinleri HRPV1 viriisiine
benzerdir. Bu durum, ssDNA viriisii ile dsDNA viriisii arasinda yakin evrimsel bir

iliskiyi ag1ga vurmaktadir (Roine ve Oksanen, 2011; Pina ve ark., 2011).

Bu morfolojilere ek olarak, Akdeniz’in Ispanya kiyilarinda solar tuzlalarda

yapilan ¢alismalarda (Santos ve ark., 2012) ve Biiyiikk Tuz GoOlii’'nde yapilan
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calismalarda (Baxter ve ark., 2011) yeni kategori olarak degerlendirilebilecek

filament ve gubuk sekilli virlislerin varlig1 gorilmiistiir.

Sekil 1.5. Bas ve kuyruklu HF2 viriisii [Solda, (Dyall-Smith ve ark.,2003)] ve HF1 viriisii [Sagda
iki farkli kuyruk yapisinda, 6l¢ii cubugu 100 nm gostermektedir (Tang ve ark., 2004)]

o 7 “% i

Sekil 1.6. Kiiresel SH1 viriisii [solda, (Dyall-Smith ve ark.,2003)], ig sekilli Hisl viriisii [ortada,
(Dyall-Smith ve ark., 2003)] ve ig sekilli His2 haloviriisii [sagda B ve C, (Bath ve ark.,
2006)]

Sekil 1.7. Tkosahedral SSIP-1 haloviriisiiniin elektron mikroskopi ile elde edilen goriintiisii [solda,
(Aalto ve ark., 2012)] ve filament sekilli haloviriis [sagda, (Santos ve ark,2012)]
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1.8. Haloviriislerin Genom Cesitliligi

Hipersalin ortamlar ayrica, 10 kb ile 533 kb arasinda degisen genom
biiytikliikleri ile biiyiik oranda genomik ¢esitlilik gosteren viriislerin 6nemli bir
deposudur. Atimli-alan jel elektroforezi [Pulsed-field Gel Electrophoresis
(PFGE)] analizleri viral populasyon yapismin tuzluluk gradiyentine gore
degistigini gostermektedir. %4 ile % 22 oranmda tuzluluk igeren ortamlarda,
virlislerin genom biiytikliiklerinin 32 kb ile 340 kb arasinda, %22 tuzluluktan
yogun olan gollerde viriis genomlarmin 10 kb ile 189 kb arasinda oldugu
belirlenmistir. Ayrica, %15°ten yliksek tuzluluk iceren solar tuzlalarda cesitliligin
daha az oldugu ve 32-63 kb arasindaki genomlarin baskin oldugu goriilmiistiir Bu
sonuglardan da goriildiigi gibi PFGE ile analiz edilen viral ¢esitliligin denizsel
ortamlarla kiyaslandiginda tuzlalarda daha az oldugu belirlenmistir. Toplam
prokaryotik kommunite yapisinin tuzluluga bagl oldugu ve bdylece viral
populasyonlarin dinamiginin de konaklarinin ekolojisine bagli oldugunu
disiindiirmektedir (Diez ve ark., 2000; Sandaa ve ark., 2003; Le Romancer ve

ark., 2007; Santos ve ark., 2007, Sandaa ve ark., 2009).

1.9. Viral Cesitlilik Analizinde Metagenomik Yaklasim ve Onemi

Dogadaki mikroorganizmalarin  %0,1-1 oranlarinda kiltiire edilebilir
olmasi, kiiltiir temelli teknikler ile faj tiplerini elde etmeyi smirlamaktadir.
Dogada kiiltiire edilmemis organizmalarin genomlarma ulasmay1 saglayan
metagenomik yaklasim, c¢evresel populasyon genomlarint ¢alismayr temel
almaktadir. Benzer olarak, faj metagenomigi, kiiltiire edilmemis faj komiinite
genomunu (metavirom) calismay1 temel alir (Paul ve Sullivan, 2005). Denizsel
ortamlardaki virlis populasyonlarinin  metagenomik uygulamalari, viral
populasyonlarin  metagenomik calisilmasmma  derinlemesine  bakis  agis1
kazandirmistir.  Virlislerin  metagenomik ¢alismalar1 2002 yilinda kiiltiire
edilmemis iki denizsel viral komiiniteler ile ilgili calisma yaymlandiginda
baslamistir (Breitbart ve ark., 2002). Sucul ortamlarin dogasinda var olan fajlarin
calismalarinda, 6nce virlisler fiziksel olarak mikrobiyal hiicrelerden ayrilmis ve
amplifikasyon teknikleri kullanimindan sonra ‘shotgun’ viral DNA kiitliphaneleri

olusturulmustur. Bu kiitiiphaneler daha sonra rastgele dizilenmis ve denizsel
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ortamlarin olduk¢a fazla wviral g¢esitlilik gosterdigi dogrulanmistir. Viral
kiitiiphanelerin incelenmesiyle elde edilen dizilerin %65’ inin yeni oldugu ve veri
tabanlarinda bilinen genlerle 6nemli bir benzerlik gostermedigi goriilmiistiir. Gen
Bankasindaki benzerlik gosterenler ise, DNA ve RNA polimerazlar, helikaz, DNA
maturazlar, terminazlar, ekzoniikleazlar ve integrazlar ve yapisal proteinler ile
ilgili genlerle eslestigi belirlenmistir (Paul ve Sullivan, 2005). dsDNA fajlari1 i¢in
uygunlugu goriilen bu yaklagimlar daha sonra sediment Orneklerine ve RNA
virlislerine de uygulanmis ve benzer sonuglar elde edilmistir. Farkli yerlerden
toplanan denizsel Orneklerdeki viral topluluklarin kapsamli karsilastirmali
analizleri sucul viriis tiirlerinin kiiresel yayilima sahip oldugunu gdstermistir. Ilk
viral metagenomik analizleri dogada var olan virlislerin genomik ¢esitliliginin
kesfi ve yorumlanmasi i¢in baslangi¢ noktasi olmustur. Ayrica, bu ¢aligmalar
sonraki asamalar olan, mikrobiyal komiinite genomigi, metagenomik drneklerden
toplanan viriislerin ve hiicresel konaklarm bir araya getirilmis analizleri hakkinda

temel saglamaktadir (Paul ve Sullivan, 2005; National Research Council, 2007).

Laboratuvarda kiiltiire edilemeyen viriislerin molekiiler yontemler ile
incelenmesinde kullanilan yaklagimlardan biri, dizi bilgisi bilinen viriislerden yola
cikarak bilinmeyenlerin tanimlanmasidir. Bu islemler mikrodizinler (microarray),
hibridizasyon temelli yontemler ya da genomun cesitli PCR yOntemleri ile
amplifikasyonu gibi yontemleri kapsamaktadir. Fakat cevresel 6rneklerde bulunan
viriislerin heniiz dizi bilgileri yeterli olmadigi i¢in boyle yaklasimlar heniiz yaygin
olarak kullanilamamaktadir. Ayrica viriislerin molekiiler calismalarinda kullanilan
bu yontemlerin bazi teknik optimizasyonlar1 zaman alicidir. Bununla birlikte
metagenomik yaklagimm gilinlimiizde gelismesiyle tiim bu sorunlar ortadan
kalkmakta ve ¢evresel ornekler (sucul ortamlar, sedimentler, toprak, termal sular)
ya da saglikla iliskili olarak insan mikrobiyomu bu yaklasimla c¢alisilmis ve
bilinmeyen viriisler kesfedilmeye baslanmistir (Delwart, 2007; Bexfield ve

Kellam, 2010).

Glinlimiizde ‘Next Generation Sequencing Technologies’ olarak
adlandirilan yeni nesil dizileme yoOntemleri sayesinde viral metagenomik

calismalardan elde edilen veri son 5 yilda artis gostermektedir. Ik cevresel viral
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metagenom dizilendikten yaklagik 10 yil sonra, viral metagenomik yaklagimlar
viral komiinite yapisini anlamada ve yeni gen ve viriislerin kesfinde ka¢inilmaz

araclar haline gelecektir (Rosario ve Breitbart, 2011).

1.9.1. Fonksiyonel viral metagenomik

Bakteriyofajlarin ya da diger viriislerin enzimleri, glinlimiizde molekiiler
biyolojinin gelisimiyle olduk¢a ©Onemli arastrma araglar1 haline gelmistir.
Bununla birlikte, giliniimiizde viral enzimler hakkindaki birikim yalnizca bu
enzimlerin potansiyeli hakkindaki imalardir. Son 10 yillarda metagenomik
analizlerin artmasiyla virlislerin yogunlugu ve ¢esitliliginin tahminine ragmen,
gilinlimiizde genelde kullanilan enzimler az sayida kiiltiire edilmis olan virtislerden
gelmektedir. Virosferde sakli enzim hazinesine ulasmak ve onlar1 arastirmalar,
terapotik ve diagnostik kullanimlarda gelistirmek i¢in, viral genlerin olduk¢a hizl
ve etkin bir bigimde kesfetmek, eksprese etmek gerekmektedir. Giiniimiizde viral
enzimler genellikle T4, T7, lambda, SP6 ve phi29 fajlar1 ve ayrica bazi
retroviriislerin sahip oldugu enzimlerdir. Sucul ortamlar ve toprak, 10’- 10* /ml-gr
virilis benzeri partikiil igermekte ve her bir 6rnekte birgok viriis tipi bulunmaktadir.
Fakat yeni viriislerin kiiltlir calismalar1 ile ¢esitliligini analiz etme cabalar1 teknik
sorunlar nedeniyle engellenmekte ve ¢ok az viral enzim elde edilmektedir. Kiiltiire
edilmemis viral topluluklarin direkt izolasyonu ve dizi analizi, ¢evresel viral
komiinitelerin yapis1 ve kompozisyonu hakkinda bilgi saglamakta, bu durumda
gelecekte viral enzimlerin daha aktif bir bicimde ortaya konmasi beklentisini

dogurmaktadir (Schoenfeld ve ark., 2010).

28



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

ENDUSTRI

Fonksiyonel viral metagenomik

Yeni viral tiirler

L J

EVRIMSEL
BOSLUKLAR

~& EKOLOJI

. gﬁn\s\gma j{lﬁaﬁ\»\’\‘i&j\_ o

TARAMA

Vektor-se¢ilimli metagenomik

Current Opinion in Virology

Sekil 1.8. Viral metagenomik uygulamalar1 (Rosaria ve Breitbart, 2011)
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1.10. Faj Filogenisi ve Taksonomisi

Hiicresel organizmalarin filogeni ve taksonomik iligkileri ribozomal DNA
dizilerinden belirlenirken, biitiin viral genomlarda boyle ortak ve korunmus bir
dizi bulunmamasindan dolayr viriislerde bu teknik wuygulanamaz. Faj
karakterizasyonu konaklarina ve kapsit buyiikligii, sekli, organik c¢oziiciilere
direncliligi gibi fiziksel 6zelliklerine ve genom biiytikliigii ve sekline (tek zincirli
RNA/DNA ya da ¢ift zincirli RNA/DNA) gore belirlenmektedir. Bu taksonomik
sistem diizenli bir sekilde “International Committee on the Taxonomy of Viruses
(ICTV)” tarafindan onaylanmakta ve giincellestirilmektedir. ICTV taksonomik
sistemi, faj partikiillerinin kapsit morfolojisini belirlemek icin elektron
mikroskobu kullanarak goriintiilenmesine ihtiyag duymaktadir. Fakat bir¢ok
arastirmact bu prosediirii rutin bir sekilde gerceklestirememekte ve Gen
Bankasinda tamamen dizilenen viriislerin ICTV sitemine gore smiflandirilmadigi
icin elde ettikleri bilgileri resmetmesinde zorluklar yasamakta ve bu sistemin
yeterli olmadigini diistinmektedir (Rohwer ve Edwards, 2002).

Son zamanlarda, bazi1 farkli yaklasimlarin tasarlanmasiyla viral
siniflandirmanin  niikleotid dizisini temel alan sistemlere dayandirilmasi
amac¢lanmaktadir. Viral identifikasyon ve taksonomide en genel dizi bazl
yaklagim, kapsit ya da DNA polimeraz geni gibi tek gen lokusu kullanimiyla
spesifik bir viral grubu karakterize etmektir. Bu genlere gore PCR primerleri
sonradan tasarlanmis ve cevresel orneklerden direk olarak amplifiye edilen DNA
irlinlerinin klonlanmas1 ve dizilenmesine olanak vermistir. Bu tek-lokus
yaklagimi ¢evresel orneklerde birgok virlis grubunun kiiltiire edilmedigini ve
virlislerin biyomlar arasinda hareket ettigini gostermektedir. Fakat bu yaklasim,
spesifik virlis gruplariyla ¢alismaktadir ve genomlar arasindaki lateral gen
transferi elde edilen verinin yorumlanmasini zorlastirmaktadir (Edwards ve

Rohwer, 2005).

Bu yaklasimlarla olusturulan ‘Phage Proteomic Tree’, her faj
genomundaki her bir geni kullanarak fajlar arasinda ortalama uzaklig1 belirleyen
taksonomik sistem bazl bir algoritmadir (Sekil 1.9). Genellikle dahil edilen ilave

genomlar agacm ilk versiyonunda tasarlanan smiflandirmay1 degistirmemektedir.
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Bir¢ok durumda bir grubun diger gruplara baglh dal uzunlugu artmakta, ya da her
grupta daha fazla liye katilmaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda gelecekte gruplarin
ayni sekilde kalacag1 goriilmektedir. Faj genomlarmin yaklasik % 20’si hentiiz bir
gruba dahil olmamistir ve bu durum bir ¢ok yeni faj familyasinin heniiz

kesfedilerek karakterize edilmedigini gostermektedir (Edwards ve Rohwer, 2005).
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1. Staphylococcus spp. & K | 2 E. coli ¢ T4 (Myo) | 3. P aeruginosa & KZ (Myo) | 4. Pseudomonas syringae ¢ 8 (Cysto) |

5. P syringae ¢ 12 | 6. P syringae ¢ 6 | 7. Burkholderia thailandensis ¢ E125 | 8. Propionibacteria ¢ B5 | 9. Pseudoalteromonas
espejiana & PM2 (Corticol) | 10. P syringae ¢ 13 | 11. Sinorhizobium meliloti ¢ PBCS |12 E. coli ¢ P4 (Myo) | 13. E. coli & Mu (Myo) |
14. Acholeplasma sp. ¢ MV-L1 (Ino) | 15. Sulfolobus shibitae ¢ 1 (Fusello) | 16. Mycobacterium ¢ Bxz1 | 17. Halorubrum conense
& HF2 | 18. Burkholderia cepacia Bcep781 | 19. Natrialba magadii ¢ Ch1 (Myo) | 20. Mycoplasma arthritidis ¢ MAVA |

21. B. subtilis & SPP1 (Sipho) | 22 Acholgplasma laidlawii & L2 (Plasma) | 23. Methanobacterium thermoautotrophicum ¢ wM2
(Sipho) | 24. Methanothermobacter wolfeii pro-6 M100 | 25. V/ cholerae ¢ K139 | 26. Haemophilus influenzae ¢ HP2 |

27. H. influenzae ¢ HP1 (Myo) | 28. L. casei ¢ A2 (Sipho) | 29. B. subtilis ¢ 105 (Sipho) | 30. Listeria monocytogenes & A118 (Sipho)

Sekil 1.9. Faj genomlar1 ve metagenomik diziler arasindaki benzerlikleri belirlemede kullanilan
tim genom temeline dayali ‘Phage Proteomic Tree’ [Bu agacgta 167 faj genomu
bulunmaktadir ve siyah dallarla gdsterilip numaralandirilan fajlar heniiz herhangi bir
grupta siniflandirilmamistir. Haloviriislerden HF2 ve ®Ch1 sirasiyla 17 ve 19 numarali

dallar1 temsil etmektedir (Edwards ve Rohwer, 2005)]
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1.11. Kiiltiir-Bagimsiz Yontemler ile Viriislerin Komiinite Ekolojisinin

Incelenmesi

Viriislerin sucul mikrobiyal besin agmm O6nemli bir bileseni oldugu
bilinmekte, bdylece etkilerini anlamak i¢in virlis benzeri partikiilleri hizli ve
dogru degerlendirecek protokoller gerekmektedir. Bu ylizden mikroskopi ve
molekiiler temelli ¢aligmalar virlislerin mikrobiyal toplulugu etkileyen bilesen
olduklarm ispatlamada tercih edilen diger yontemlerdir. Bu protokollerin temeli,
viriis benzeri yapilarin yogunlugunun belirlenmesi ve dogal su 6rnegindeki viriis
benzeri yapilarmm ¢esitliligini belirlemek amaciyla komiinite karakterizasyonudur

(Chen ve ark., 2001; Wommack ve ark., 2009).

1.11.1. Epifluoresan mikroskobi (EFM) ile viral yogunlugunun belirlenmesi

Viriisler sucul ortamlardaki en yogun biyolojik varliklar olup (10%10°
VLP/ml) genellikle bakterilerden 10-100 kat fazla miktarda bulunurlar. Viriislerin
biiyiikliiklerinin ¢ok kii¢iik olmasindan dolay1 (20-200 nm) 151k mikroskobu ile
incelenememekte ve bu ylizden alternatif yaklasimlar gelistirilmektedir. Sucul
ortamlarda bulunan viriislerin diger sucul mikroorganizmalar iizerindeki etkisini
anlamak icin bircok sucul ortamdaki viral partikiillerin = yogunlugu
degerlendirilmektedir. Bu degerlendirmeler i¢in Onceleri elektron mikroskobu
kullanilmaktaydi. Bu metod ile 6rnek hazirlanmasi olduk¢a uzun ve zahmet alici
oldugundan, elektron mikroskobunun her arastirma laboratuvarinda saglanamayan
bir cihaz olmasindan dolayr ve giliniimiizde is giiciiniin daha kolay oldugu
yontemler bulundugundan viral yogunlugun tespiti i¢in pek tercih
edilmemektedir. Ayn1 zamanda elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde
viral yogunlugun daha diisiik olarak tahmin edildigi sonucuna varilmig ve bu
amacla fluoresan boyalarin kullanilmasiyla epifluoresan mikroskobu yonteminin
daha tutarli sonuglar verdigi belirlenmistir (Hennes ve Suttle, 1995; Suttle, 2007).
Son zamanlarda virlis boyutlarindaki partikiilleri sayimma dayali olan flow
sitometri yontemi viral yogunlugu belirlemede kullanilan diger bir yontemdir
(Wen ve ark., 2004). Fakat 6zel fluoresan boyalarin kesfi ile daha dogru ve daha
hizli bir yontem olan Epifluoresan Mikroskobi (EFM) yontemi viral yogunlugun

belirlenmesinde en ¢ok tercih edilen yontemdir (Ortmann ve Suttle, 2009).
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EFM bazl1 metodlar, filtreler iizerinde tutulan niikleik asitlere baglanma
katsayis1 yiiksek olan fluoresan boyalar kullanilarak boyamanin gergeklestigi ve
fluoresan mikroskobu kullanimai ile tek tek sayiminin yapilarak viral yogunlugun
belirlendigi yaklasimdir. Fluoresan boyalar olarak, DAPI, YoPro-1, SYBR Green
I ve SYBR Gold ¢evresel orneklerdeki virlis benzeri partikiillerin sayiminda
kullanilmaktadir. Bu boyalarin kendi aralarinda avantaj ve dezavantajlar1 ¢esitli
calismalarda belirtilmistir. Kisaca bahsetmek gerekirse, Yo-Pro I fluoresan boyasi
oldukca stabil fluoresan Ozellige sahiptir ve DNA’ya giicli bir bigimde
baglanmasina ragmen, boyanin drnekle inkiibasyon siiresi yaklasik 2 giindiir ve bu
yilizden fazla tercih edilmemektedir. SYBR Gold ile SYBR Green I boyalar1 i¢in
ornek ile yaklasik 15 dakika inkiibasyon siiresi yeterlidir, SYBR Gold daha sonra
gelistirilmis olup, daha uzun siire stabil fluoresan 1s1ma vermekte ve giiniimiizde
calismalarda daha fazla tercih edilmektedir. EFM ile elde edilen viral sayimlarin
dogru ve tutarl sonuclar verdigi diisiiniilmekte ve daha kolay bir sekilde yapildig:
icin viral yogunlugu belirlemede bu boyalarin kullanimi ile EFM daha ¢ok tercih
edilmektedir (Chen, 2001; Hermes ve ark., 1995; Suttle ve ark, 2010; Patel ve ark,
2007; Jacquet ve ark., 2010).

Brum ve Steward (2010) calismalarinda alkalin bir tuzlu g6l olan Mono
Goli’nde virlis populasyonunu analiz etmisler ve viral yogunlugu belirlemek
amaciyla SYBR Gold boyasi ile boyama yaparak EFM kullanarak viral yogunlugu
belirlemiglerdir. Bettarel ve arkadaslar1 (2011), Senegal’de dort farkli tuz
gradientine sahip ortamlardaki virlis ekolojisi ile ilgili yaptiklar1 calismada viral
yogunlugu belirlemek i¢in SYBR Gold boyast kullanmislar ve EFM ile viral

yogunlugu belirlemiglerdir.
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Sekil 1.10. Cesitli fluoresan boyalar ile boyanmis g¢evresel orneklerin goriintiisii [A) YoPro 1
boyasi ile B) SYBR Green I boyasi C) SYBR Gold boyasi ile boyanan 6rnekler olup,
viriis benzeri partikiiller (VLP) beyaz oklarla gosterilmistir (Suttle ve Fuhrman, 2010)]
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1.11.2. Gegirimli elektron mikroskobi (TEM) ile viriis morfolojilerinin

belirlenmesi

Dogadaki viral c¢esitliligi caligmak i¢in kullanilan yaklasimlardan biri
negatif boyanmis Orneklerin Gegirimli Elektron Mikroskobi [Transmission
Electron Microscopy (TEM)] kullanimiyla incelenmesidir. Bu yaklasim viral
toplulugun morfolojik karakterizasyonunu saglamasmin yani smra ayrica
morfolojik smiflandirma imkani1 vermektedir. Bununla birlikte, bu yaklasimin
viriislere benzeyen partikiillerin 6l¢iimiinii yapmak gibi bir avantaji bulunmaktadir

(Hennes ve Suttle, 1995; Wommack ve Colwell, 2000; Suttle, 2007).

TEM viriislerin kiigiik boyutlarina bagl olarak net goriintiiler veren tek
tekniktir. Virlis partikiillerinin incelenmesi ¢alismalarinda negatif boyama genis
Ol¢tide kullanilmaktadir. Bu boyama yonteminde, karbon kapl grid iizerine alinan
ornek, agir metal tuzlar (fosfotungstik asit ya da uranil asetat) ile boyanmakta ve
boylece ornek igerisindeki viriislerin saptanmasi miimkiin hale gelmektedir.
Negatif boyama sayesinde viriis partikiilleri ile arka plan arasinda belirgin bir
kontrast olusmakta ve boylece virlis partikiillerinin morfolojik yapilari
belirlenmektedir (Roingeard, 2008). Bu sayede viriislerin es zamanli olarak

karsilagtirma, smiflandirma ve identifikasyonu yapilmaktadir (Ackermann, 2009).

TEM, viral fabrikalarin dikkat ¢ekici goriintiilerini saglamasiyla farkli
ozelliklere sahip olan virionlarmm olusumunu calismada da kullanilan bir
yontemdir. Ayrica, viral topluluklarda farkli asamalarda olan viriis partikiillerinin
morfolojik 6zelliklerini, zarf ile ortiilii virtislerin lipit membranini belirlemek gibi,
karakterize etmekte kullanilmakta ve olgun ve gelismemis partikiillerin ayrimi

yapmay1 saglamaktadir (Roingeard, 2008).

Hipersalin sularda bulunan viriislerin morfolojisinin ilk sistematik
incelenmesinde, Ispanya’da kiy1 tuzlalarinda mikrobiyal komiiniteleri ¢alismada
Guixa-Boixareu ve arkadaslar1 (1996) tarafindan TEM kullanilmistir. Sonrasinda
Olii Denizde bulunan viriisler TEM ile gdzlemlenmistir (Oren ve ark., 1997).
Sonraki zamanlarda, ispanya’da solar tuzlalarda (Santos ve ark., 2007), Retba

Goli (Senegal) (Sime-Ngando ve ark., 2010), Biiyiik Tuz Goli (Utah) (Baxter ve
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ark., 2011) ve Mono Goélii’'nde (Kalifornia) (Brum ve Steward, 2010) bulunan

virilislerin morfolojilerinin incelenmesinde TEM kullanilmistir.
1.11.3. Atimh-alan jel elektroforezi (PFGE) ile viral cesitliligin belirlenmesi

Mikrobiyal komiiniite ¢aligmalarinda  kiiltir  bazli  ¢aligsmalarin
sinirlamalarindan kagimmak icin genetik parmak izi belirleyen yontemlerden biri
olan Atimli-alan Jel Elektroforezi [Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE)] viral
komiinitenin zenginlik, ¢esitlilik ve dinamiklerini incelemek i¢in kullanilmaktadir.
PFGE biiyiik DNA parcalarinin elektroforetik ayrimina dayali bir yontem olup,
teknik sucul ortamlardaki ¢ift iplikli DNA virlislerinin 10-100 kb (katlary)
biiytikligiindeki genomlarmin ayrimmi saglamaktadir. Sucul ortamlardaki ¢ift
ipliki DNA'ya sahip viral g¢esitliligi belirlemede PFGE kullanimi, 6nemli
zamansal ve mekansal degisikliklerin genom biiytlikliigiinde kendini gosterdigini
ve viral komiinitelerin canliligimin konak populasyonunun dinamigi ile yiiksek
oranda iligkili oldugunu vurgulamaktadir (Sandaa ve ark., 2009; Jacquet ve ark.,

2010).

Viral topluluklarin genetik parmak izinin belirlenmesinde kullanilan bu
tim genom parmak izi yaklasiminda, viriisler hiicrelerden ayrilir, ultrafiltrasyon
ve ultrasantifiij ile bir araya toplanir ve viral DNA ekstrakte edilir. Komiiniteye ait
viral genomlar agaroz jel lizerinde biiytikliikklerine gore ayrilirlar ve jel tizerindeki
bantlarin sayis1 viral tiirlerin genom biiyiikliiklerini gosteren tahmini sayis1 olarak

yorumlanir (Weinbauer, 2004; Jacquet ve ark., 2010).

Bununla birlikte, viral genomlarin arastirilmasinda PFGE kullanildiginda,
farkli viral tiirlerin genom biiylikliigli ayn1 olabileceginden dolay1 elde edilen
veriler 1y1 degerlendirilmeli ve diger yontemlerle birlikte desteklenmelidir
(Sandaa ve ark., 2009). Wommack ve arkadaslari. viral komiiniteleri PFGE
yontemi ile ayrmis ve faj strainlerine ya da benzer genom biiyiikliigline sahip bir
viriis grubuna spesifik niikleik asit problar ile hibridizasyon yontemi uygulamis ve

boylece spesifik viral populasyonlarin zamansal ve uzaysal olarak belirlemistir.

PFGE ve genetik belirleyiciler yeni viral dizileri belirlemede ve bunlar1

diger biyolojik, kimyasal ve fiziksel parametrelerle iliskilendirmede oldukc¢a
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kullaniglt yontemlerdir. Bununla birlikte, DNA fajlar1 ya da RNA fajlar1 gibi
gruplar arasindaki farkl tiirleri tahmin etmede yeterli olmayabilir. Fakat PFGE
parmakizi yOntemleri arasinda en uygunu olup, sonuglart TEM gibi diger

yontemlerle karsilastirilabilen bir yontemdir (Weinbauer, 2004; Jacquet, 2010).

Diez ve arkadaslar1 (2000), Ispanya’da farkl tuzluluktaki havuzlara sahip
solar tuzlada, bu farkli tuz konsantrasyonlarmma sahip havuzlarda bulunan viral
toplulugun genom cesitliligini analiz etmek icin PFGE yontemi kullanmiglardir.
Jiang ve arkadaslar1 (2003) Kaliforniya’daki yiiksek alkalin 6zellige sahip bir tuz
g0lii olan Mono Golii’niin viral cesitliligi birden fazla yaklagim kullanimiyla
arastirmislar ve viral toplulugun genom cesitliligini belirlemek tlizere PFGE
yontemini kullanmiglardir. Sandaa ve arkadaslar1 (2003), farkli tuzluluk
gradientine sahip solar tuzlalardaki viral genomlarin biiyiikliigiinii incelemisler ve
tuzluluk gradientlerine gore viral genomlarin farkli biiytlikliikte oldugunu ve
denizsel ortamlara gore daha az cesitlilikte oldugunu bulmuslardir. Santos ve
arkadaslar1 (2007), farkli tuzluluk gradientine sahip tuzlalardan viral ¢esitliligi
incelemisler, yaklasimlardan biri olan PFGE analizinde farkli gradiente sahip
tuzlalarda ortak genom biiyiikligiiniin yaklasik 37 kb oldugunu belirlemislerdir.
Bunun gibi yapilan ¢alismalarda, toplam prokaryotik komiinite yapisindaki
degisikliklerin tuzluluga bagli olarak meydana geldigi ve bdylece viral
populasyonlarin  konaklarinin ekolojisine bagli olarak dinamik oldugunu

gostermektedir.

1.11.4. Viral DNA izolasyonu ve metagenomik kiitiiphane olusturulmasi

Viral ekolojide bir¢ok kiiltiir bagimsiz yaklasimin uygulanmasinda ana
basamak, cevresel Ornekten viriislerin yogun bir sekilde elde edilmesini
icermektedir. Viral niikleik asitlerin izolasyonu Oncesinde viriis partikiillerinin
sayllarinin  arttirilmas1  ve  mikrobiyal hiicrelerin  niikleik  asitlerinin
uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Bu amagla viral niikleik asit izolasyonu 6ncesinde
uygulanan 2 yaklasim vardir, bunlar ultrafiltrasyon, ultrasantriifiij islemleridir.
Kiiltir bagimli yollarla virlislerin  sayilar1  arttirillip  ultrasantriftiy  ile
saflastirilabildigi gibi, su Ornegi ultrafiltrasyon ile konsantre edilerek viriis

partikiilleri yogunlastirilabilir (Delwart, 2007; Wommack ve ark., 2009). Bu
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islemlerin yanisra DNaz ya da RNaz gibi enzimler kullanimi ile viral olmayan
niikleik asitler ortamdan uzaklastirilabilir (Delwart, 2007). Virlislerin genomik
DNA izolasyonu viriislerin konsantrasyonunun ardindan genom biiyiikliigliniin
belirlenmesi ve dizi analiziyle niikleik asit dizisinin belirlenmesi i¢in gereken
temel basamaktir. Bu sekilde molekiiler yonden viriis tiplendirilmesi ve gen

bankasina katkida bulunmak miimkiin hale gelmektedir (Bath ve ark., 1998).

Genomik materyalin izolasyonu viral metagenomikte 6nemli bir asamadir.
Biiyiik insert tasiyan kiitiiphane olusturulmasinda yeterli miktarda genomik
materyalin izole edilememesi sorun yaratmaktadir. Sucul 6rneklerde 10° VLP/ml
gibi yiiksek oranlarda viral partikiil bulunmasina ragmen, genomik DNA ya da
RNA subnanogram kalitesinde elde edilmektedir. Bu duruma, mikrobiyal
genomun sebep oldugu diisiiniilmektedir. Mikrobiyal genom biiyiikliik olarak
yiizlerce viral genoma denk gelmektedir ve ¢ok az mikrobiyal hiicre ya da viral
olmayan serbest DNA, viral niikleik asit izolasyonunda c¢ok ciddi bir
kontaminasyona sebep olmaktadir. Kontaminasyon filtrasyon, santrifiij ve niikleaz
muamelesinde meydana gelebilmektedir. Klonlamada kullanilan DNA’nin kalitesi
metagenomik kiitiiphane olusturulmasinda ¢ok Onemlidir, ¢linkli istenmeyen
dizilerin varlig1 olusturulan metagenomik kiitiiphanelerde viral DNA’dan elde
edilen sonuglar1 etkileyecek ve ayrica devam calismalarinda bu metagenomik

kiitiiphane kullanildigindan sonuglar bu kiitiiphaneye gore olusturulacaktir
(Schoenfeld ve ark., 2010).

Kiitiiphane olusturulurken biiylik insert parcalari, shotgun kiitliphane
olusturulmas1 ile 3 kb’ den kisa boyutlarda temsil edilmekte ve bu durum da dizi
analizi sonrast hatali veri yorumlamaya neden olmaktadir. Ayrica viral
genomlarm zayif promotor iceren ve yiikksek kopya sayist veren vektorlerin
kullannm1 ile sapma olmadan klonlanmasi ¢ok zordur. Bu yiizden genellikle
transkripsiyon faktorii icermeyen halkasal ya da lineer vektorler tercih
edilmektedir (Schoenfeld ve ark., 2010).

Breitbart ve arkadaglar1 (2002), iki farkli denizel sistemindeki viral
komiiniteyi incelemek amaciyla, viral DNA’y1 ultrafiltrasyon ardindan ekstrakte

etmigler ve metagenomik kiitiiphane olusturarak analizlerine devam etmislerdir.
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Angly ve arkadaglar1 (2006), biitiin viral komiinite genomunu ekstrakte etmisler
ve yeni nesil dizileme teknolojileri ile dizi analizini gergeklestirerek denizel
virlislerin ¢esitliligi ve dagilimi hakkinda kapsamli calisma uygulamislardir.
Santos ve arkadaslar1 (2007; 2010), farkli tuzluluga sahip tuzlalardaki viral

toplulugu metagenomik kiitiiphane olusturarak arastirmislardir.

Bu calismada Tuz Goli'nde bulunan viral komiiniteyi dogru resmetmek
amaciyla cesitli kiiltiir bagimsiz yaklasimlarin bir arada uygulandigi bir yol
izlenmistir. Tuz Goliinde bulunan ve buradaki mikrobiyal biyotayr etkileyen
halofilik viriislerin yogunlugunu belirlemek i¢in direkt su 6rneginden fluoresan
boyama sonucu Epifluoresan Mikroskop (EFM) kullanilarak SYBR Gold sayimi
gerceklestirilmistir. Su 6rnegi filtre edilerek bakteri hiicreleri uzaklastirilmis ve
filtrat ultrafiltrasyon yontemi ile konsantre edilmistir. Elde edilen konsantreden
viriis benzeri yapilarin morfolojileri Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile
incelenmistir. Ayrica ortamdaki halofilik viriislerin populasyon dinamigini ve
cesitliligini belirlemek i¢in Atimli-alan Jel Elektroforez (PFGE) yOntemi
uygulanmistir. Genomik DNA izolasyonu yapilmis ve viral DNA elde edilmistir.
Son olarak elde edilen viral DNA’dan fosmid vektor kullanimiyla metagenomik
kiitiphane olusturulmustur. Ayrica, Ornekte bulunan mikroorganizmalarin
cesitliligi ve aktivitesi 16S rRNA geni analizine dayali yontemler olan Denatiire
Edici Gradient Jel Elektroforezi (DGGE) ve Fluoresan In-situ Hibridizasyon
(FISH) yontemleri ile incelenmistir. DGGE sonrasinda dizi analizi
gerceklestirilmis ve BLAST kullanimi ile elde edilen verilerin Gen Bankasindaki

karsiliklar1 bulunarak mikroorganizmalar belirlenmistir.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyal
2.1.1. Cahismada kullamilan soliisyonlar

2.1.1.1. %25 SW (g/L)

NaBr......ooooiviii 0.65
HNaCOs....ovviiiiiiin.. 0.167
KCL.oio 5.0
CaClye.ooviiiiiiiiiiie, 0.723
MgSO4.7TH20..oviiinn. 49.492
MgCL.6H,0..........oeeeene. 34.567
NaCl...ooooiiiiiiie 195

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. pH 7’ye ayarlanarak 121°C* de 15
dakika otoklavlanarak steril edilir ve oda sicakliginda saklanir (Rodrigez-

Valera,1985).

2.1.1.2. Vivaflow temizleme soliisyonu

0.5MNaOCl................... 0.5 ml

Distile su ile 500 ml’ye tamamlanir. 121°C* de 15 dakika otoklavlanarak

steril edilir ve oda sicakliginda saklanir.

2.1.1.3. TAE 50X

Trisbase......cocovvvvvvnnnnnn. 242 ¢

Asetik asit...............ooeeene. 57.1 ml

EDTA(0.5 M pH 8)............ 100 ml
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Distile su ile 1 litreye tamamlanir, pH 8’e ayarlanarak oda sicakliginda

muhafaza edilir (Sambrook ve ark. 1989).

2.1.14. TBE 5X

Trisbase........cccvvvvvennn... S4¢
Borik asit...................... 275¢
EDTA(0.5 M pH 8)......... 20 ml

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

muhafaza edilir (Sambrook ve ark. 1989).

2.1.1.5. %80’lik DGGE stok soliisyonu

Deiyonize formamid.......... 12.8 ml

Akrilamid/Bisakrilamid......8 ml

TAE(20X)...cceieiiiinann. 2 ml

mQ su ile 30 ml’ ye tamamlanir ve 4°C’de saklanir (Muyzer, 1996).

2.1.1.6. %0’lik DGGE stok soliisyonu

Akrilamid/Bisakrilamid...... 8 ml
TAE(20X)...coieiiiiiann. 2 ml
mQ su ile 30 ml’ ye tamamlanir ve 4°C’de saklanir (Muyzer, 1996).

2.1.1.7. %10 Amonyum persiilfat soliisyonu

Amonyum Persiilfat.......... lg

Distile su.....vvveeeaa. ... 10 ml

Hazirlandiktan sonra kiiglik hacimler halinde epandorflara paylastirilarak

-20°C’de saklanir (Sambrook ve ark. 1989).
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2.1.1.8. PBS 10X

NaCl.....ooooiviiiiin, 80 g
Na,HPO4.7H,0............... 115¢g
KCl.oo s 2g
KHoPO4gonooiieiee 2¢g

Distile su ile 1 litreye tamamlanir, pH 7.2 ye ayarlanor. 121°C’de 15
dakika otoklavlanarak sterilize edilir ve oda sicakliginda saklanir (Sambrook ve

ark. 1989).

2.1.1.9. In situ hibridizasyon tamponu

NaCl(5M)....coovveinnnnn. 360 pul
Tris-HCL............oooal . 40 pl
Formamid.................... 700 pl
10000 IS D 900 pl
SDS(%10)......ccoevnenen.. 2 ul

Hazirlanip buz lizerinde korunur (Anton 1999).

2.1.1.10. FISH i¢in yikama tamponu

Tris-HCI(1M pH 8)......... I ml
NaCl(5M).....cooevivninnnen. 700 pl
EDTA(0.5M).......cceen.e. 500 pl

Hazirlanip 48°C’de bekletilir (Anton 1999).
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2.1.2. Calismada kullamilan besiyerleri

2.1.2.1. Luria Bertani (LB) besiyeri

NaCl.....ooviiiiiiiiin, 10g
Yeast Extract................ S5g
Tripton...........cooevnn.n. 10g

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. pH 7.2° ye ayarlanarak 121°C’de 15
dakika otoklavlanarak sterilize edilir. Kat1 besiyerinin hazirlanmasi i¢in %2 agar

ilave edilmistir (Dyall-Smith 2004).
2.1.2.2. TB medium
KHoPOy..oooiii 1.55¢

KoHPOg4.oviei 6.27 g

Distile su ile 50 ml’ye tamamlanir ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir.

Tripton.........coooeeeiinenn.. 6g
Yeast Extract................. 12¢
%99 Gliserol.................. 1.75 ml

Distile su ile 450 ml’ye tamamlanir ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir.

Ayri ayr sterile edildikten sonra bu iki karigim bir araya getirilir.
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2.2. METOD

2.2.1. Cahisma alani

I¢ Anadolu Bélgesinde bulunan Tuz Golii, Sereflikochisar kiyisindan su

ornegi 2011 yil1 Agustos ayinda alinmistir

[l S

Tour Guide

Sekil 2.1. Ornek alman bélgenin isaretledigi Tuz Golii uydu goriintiisii [Sar1 isaretli bolge

yakinlarindan su 6rnegi almmustir (Google earth)]

2.2.2.Su orneginin tuzluluk oraninin 6l¢iimii

Tuz Goliinden 2011 yilinda Agustos ayinda alinan su 6rneginin tuzluluk

orani Refraktometre (Eclipse) ile belirlenmistir.
2.2.3. Viral ¢esitliligin incelenmesi
2.2.3.1 Su orneginin epifluoresan mikroskobunda incelenmesi ve viral

yogunlugun belirlenmesi

Tuz Goliinde halofilik virtislerin varligmnin saptanmasi ve yogunlugunun
belirlenmesi amaciyla su Ornegi SYBR Gold fluoresan boya ile boyanarak
epifluoresan mikroskobunda incelenmistir (Ortmann ve Suttle, 2009; Suttle ve

Fuhrman, 2010).
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Fiksasyon

Fiksasyon amaciyla 100 pl su 6rnegine son konsantrasyon % 0.5 olacak

sekilde Formaldehit (Sigma) eklenmis ve +4°C’de yarim saat inkiibe edilmistir
Filtrasyon ve boyama

Fikse edilen oOrnek (10ul) vakumlu filtrasyon sistemi (Millipore)
kullanarak 0,45 um por c¢apindaki filtre (Millipore) ile desteklenmis 0,02 pm por
capli cam filtreden (Anodisc 25) filtre edilmistir. Filtre, son konsantrasyonu 25X
olacak sekilde SYBR Gold (Invitrogen) fluoresan boyasi ile karanlikta 15 dakika
boyanmistir. Bu siire sonunda havada kurutulan ve fazla fluoresan boyanin
almmast i¢in iizerine Citiflor damlatilan cam filtre epifluoresan mikroskobu
(Leica, type DM4000B) ile 100X objektifte incelemeye almmustir. Rastgele

alanlarda sayim yapilarak viriis benzeri partikiillerin yogunlugu hesaplanmaistir.

2.2.3.2. Su 6rneginden kontaminantlarin uzaklastirilmasi

1.2 litre su 6rnegi 30.000 X g, 20°C de 1 saat santrifiij (Beckman, JA-14
rotor) edilmistir. Elde edilen supernatant vakumlu filtrasyon sistemi kullanimiyla
0,22 um GV filtreden (Millipore) filtre edilerek dkaryotik ve prokaryotik hiicreler
uzaklastirilmis ve sadece viriisleri igeren filtrat elde edilmistir. Santrifiij sonrasi
elde edilen pelet su Orneginde c¢oziilmiis ve mikrobiyal cesitlilik analizinde
kullanilmak tizere mikroorganizmalarin DNA’sin ekstrakte etmek i¢in +4°C’de
muhafaza edilmistir. Elde edilen filtrata SYBR Gold boyama yapilarak viriis
benzeri partikiillerin yogunlugu belirlenmistir (Diez ve ark., 2000; Santos ve ark.,

2010; Garcia-Heredia ve ark., 2012).

2.2.3.3. Filtratin konsantrasyonu

Hiicre igermeyen filtrat ultrafiltrasyon yontemiyle 2 asamada konsantre
edilmistir. Ilk asamada 30000 MWCO PES membran igeren Vivaflow 200
(Sartorius Stedim Biotech) konsantrasyon sistemi kullanimiyla 1.2 litre su 6rnegi
20 ml’ ye konsantre edilmistir. Ardindan bu 20 ml.’lik filtrat yaklasik Amicon
Ultra-15, Ultracel-100K (Millipore) santrifiij tiipleri kullanimiyla 500 ul’ye kadar

konsantre edilmistir.
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[k asamada Vivaflow sistemi 40 dakika temizleme soliisyonu (0.5M
NaOH, 0.5 mM NaOCl) ile yikanmistir. Bu siire sonunda steril mQ su ile
temizlenmistir. Sonrasinda, sistem verilecek Ornek i¢in uygun bir ortam
olusturmas1 amaciyla %25 SW besiyeri ile yilkanmistir. Sonrasinda sadece
virlislerin bulundugu 1.2 litre filtrat peristaltik pompa (Millipore, Cat No:
XX80ELOO0S5) kullanimi ile 20 ml olana kadar konsantre edilmistir.

Daha sonra elde edilen konsantre 6érnek, Amicon Ultra-15, Ultracel-100K
(Millipore) filtre igeren santrifiij tiipleri ile, 4500 rpm 20 dakika 15°C de son
hacim 200-500 pl olana kadar santrifiij edilmistir. Elde edilen bu son
konsantrasyon iirlinlinden SYBR Gold boyama yapilarak virlis benzeri

partikiillerin yogunlugu belirlenmistir.

2.2.3.4. Gegirimli elektron mikroskobi (TEM) ile viriis morfolojisinin

belirlenmesi

Tuz Go6li’nde bulunan haloviriislerin morfolojisinin incelenmesi amaciyla
elde edilen son konsantrasyon iirliniinden alinan Sul, 1 ml’ ye kadar steril mQ su
ile tamamlanmis ve 186 000 g X 2 saat, 20°C’de ultrasantrifiij (Beckman Coulter
Optima Max-xp Ultracentrifuge, rotor TLA-55) islemi ger¢eklestirilmistir.
Ultrasantrifiij sonrasi elde edilen pellet 15 pl steril mQ su ile ¢oziilmiis ve 300
square mesh formvar kapli bakir grid (Electron Microscopy Sciences) lizerine
almmistir. Bes dakika kurutulan grid yaklasik 45 saniye %2 uranil asetat boyasi
ile boyanmig ve mQ su ile yikanarak Gegirimli Elektron Mikroskobunda (Jeol,
JEM-2010) 100kV altinda incelenmistir (Brum ve Steward, 2010; Ackermann,
2009).

2.2.3.5. Atimh-alan jel elektroforezi (PFGE) ile viral toplulugun DNA

biiyiikliigiiniin belirlenmesi

Viral DNA iceren kaliplarin hazirlanmasi

Elde edilen viral filtrat %1.6 Low Melting Agarose ile birebir hacimde
karigtirilarak PFGE icin gerekli olan kaliplar hazirlanmistir. Hazirlanan bu

kaliplardan kontamine DNA’nin uzaklastirilmasi amaciyla kaliplar Turbo DNAse
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(Ambion) enzimiyle muamele edilmis ve daha sonra enzim inaktive edilmistir. Bu
islemden sonra hazirlanan kaliplar viral kapsidin pargalanmasi i¢cin ESP (0.5 M
EDTA pH 9, %1 N-laurilsarcosine, Proteinaz K (0.5 mg/ml)) soliisyonu igerisine
alinarak 50°C ‘de 1 gece inkiibasyona birakilmistir (Santos ve ark., 2007).

Elektroforez

Inkiibasyon sonrasinda viral toplulugun DNA biiyiikliigiiniin belirlenmesi
amaciyla yapilan Atimli-alan Jel Elektroforezinde Biorad-CHEF-DRIII sistemi
kullanilmistir. Elektroforez i¢in 0.5X TBE tamponu igeren %1 lik agaroz jel
hazirlanmistir. Yiirtitme sitiresince kullanilan 0.5X TBE tamponunun sicakligi
sogutucu pompa (Biorad cooling module) kullanimi ile 14°C‘de tutulmustur. Jele
incelenecek 6rnege uygun marker ve yarim kalip 6rnek kuyucuklara ytiklenmistir.
Kuyucuklarin iizeri %1 agaroz jel ile kapatilmistir. Uygulanan elektroforez
kosullary, 120° ac1 ile 1-25 sn. akim, 6 V/ cm?, 14°C’de 24 saat olacak sekilde
ayarlanmistir (Santos ve ark., 2007).

Yiriime islemi bittikten sonra DNA’ nin goriiliir hale getirilmesi i¢in jel
etidyum bromiir ile boyanmis ve saf su ile yikanarak transilluminatérde UV 15181

ile goriintiilenmistir.
Kaliplarin yikanmasi

Kaliplarin yikanmasi siwrasinda ESP kalintilarini uzaklastirmak {izere

Pefablock maddesi ve TE tamponu kullanilmistir.

TE Pefablock tamponu (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA) ve 3 mM
Pefablock olacak seklinde hazirlanan soliisyon igerisine kaliplar alinarak 4-5 saat
37°C su banyosunda inkiibe edilmistir. Bu siire sonrasinda kaliplar TE tamponuna

almarak 1 gece oda sicakliginda inkiibasyona brrakilmistir (Diez ve ark., 2000;

Santos ve ark., 2010).
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2.2.3.6. Kaliplardan agarozun uzaklastirnlmas1 ve toplam viral DNA

ekstraksiyonu

Agarozun uzaklastirilacagi kalip sayisina gore belirlenen 10X B-agarase I
Reaction Buffer, steril mQ su ile 1X konsantrasyonuna seyreltilmistir. Bu
soliisyon igerisine kaliplar ilave edilerek 70°C de 15 dakika inkiibe edilerek
agaroz eritilmistir. Bu siire sonrasinda karisim 42°C de 5 dakika bekletilerek
enzimin uygun calisma sicakligina getirilmistir. Sonrasinda kalip sayisina gore
belirlenen miktarda B-agarase I enzimi bu soliisyona eklenerek 1 saat 42°C su

banyosunda inkiibasyona birakilmaistir.

B-agarase 1 enzimi ile wuzaklastirilan agaroz ve polisakkarit gibi
kontaminant kalntilarmin uzaklastirilmasi amaciyla elde edilen soliisyon Amicon
Ultra, 0.5 ml-100K (Millipore) filtreleri igceren santriftij tiipleri kullanimi ile
sirastyla 1X TE tamponu, 0.5X TE tamponu ve Steril MQ su ile yikanarak elde

edilen viral DNA kirlilikten armdirilmastir.

Viral DNA ve uygun biiyiikliikteki marker %1 agaroz jele yliklenerek
elektroforez islemi gerceklestirilmistir. Yiriitme sonrasi jel etidyum bromiir ile
boyanmis ve saf su ile yikanarak transilluminatérde UV 15181 ile goriintiilenmistir.
Boylece DNA’nin kirilip kirilmadigt kontrol edilmis ve miktar1 hesaplanmistir.
Elde edilen viral DNA metagenomik kiitiiphane olusturulana kadar -80°C’ de

muhafaza edilmistir (Santos ve ark., 2010).

2.2.3.7. Metagenomik kiitiiphanenin olusturulmasi

Elde edilen viral DNA, bu biiyilikliikte DNA’y1 klonlamak i¢in uygun
biiylikliikte vektor olan fosmid vektor aracilifiyla klonlanarak kiitiiphanesi
olusturulmustur. Fosmid kiitiiphane olusturulurken CopyControl HTP Fosmid
Library Production Kit (Epicentre) kit prosediirii dogrultusunda kullanilmistir. Bu
kit klonlama vektorii olarak yaklagik 8.2 kb biyiikligiinde olan kiit uclu
pCC2FOS vektorii igermektedir. Lineer pCC2FOS vektorii Kloramfenikol
antibiyotigine diren¢ geni tasimaktadir. Ayrica bu vektor hem tek kopya orjini
hem de ¢oklu kopya orjini tasimaktadir. Transformasyon islemi gerceklestirilirken

tek kopya orjini aktif olup, her konak hiicre tek kopya rekombinat vektore
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sahipken, kiitiiphane olusturulurken ¢oklu kopya orjini indiiklenmekte ve boylece
yiiksek sayida rekombinant vektor iiretilmektedir. Sekil 2.2° de vektor haritasi
gosterilmistir. Klonlanacak DNA, vektorden ¢ikarilmis Eco72 I 382 bolgesinden
vektorle birlesmekte ve boylece rekombinant vektor halkasal forma
dontismektedir. Ligasyon isleminden sonra vektorlerin transforme hiicrelere
aktarimi icin gerekli paketleme isleminde MaxPlax Lambda Packaging Extract
kullanilmistir. Transfeksiyon isleminden sonra faj partikiilleri hiicre igerisinde
plazmid gibi ¢ogalmaktadir. Transfeksiyon islemi Escherichia coli EPI300-T1}
k1 kullanimai ile gergeklestirilmistir (Park ve ark., 2008).

Eco72 1382
;

Hpa | 7671 |17 P/

Pci1 7524 > S RP

\
\ Sca | 847

Apa | 7014
Bsa | 6852

chi R

parB  CopyControl™ ,egr BstZ17 | 1886

pCC2FOS™

8181 bp
T Sac |l 2525
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SnaB | 5673

BstX 15127

/

'l
i/

!

y EcoN | 3511
Afe | 4608

Sekil 2.2. Kullanilan pCC2FOS vektoriiniin haritasi (Epicentre)

End-Repair reaksiyonu

Bu islem klonlanacak DNA’nin yapiskan uclarmin kesilerek kiit uclu

vektore uygun hale getirilmesi amaciyla yapilmastir.

Bu reaksiyon i¢in, 8 pul 2.5 mM dNTP mix, 8 ul 10 mM ATP, 8 ul 10X
End-Repair Buffer, insert DNA (0.5 ug/ul konsantrasyonunda) ve 4 ul End-Repair

enzim karisimi 80 pl’ye kadar Steril MQ su ile tamamlanmistir. Karisim 90
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dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmisir. Bu siire sonunda enzim karigimi

70°C de 10 dakika bekletilerek inaktive edilmistir.

Elde edilen kiit u¢lu DNA, Amicon Ultra, 0.5 ml-100K (Millipore)
santriflij filtreleri kullanimi ile sirasiyla 1X TE tamponu, 0.5X TE tamponu ve

Steril MQ su ile yikanmis ve konsantre edilmistir.

Ligasyon Oncesinde kullanilacak DNA miktarmni belirlemek ve DNA’nin
kirilmadigini kontrol etmek i¢in konsantre edilen kiit u¢lu DNA, uygun markerlar
ile birlikte %1 agaroz jelde ylriitiilmistiir. Yiiriitme sonras1 jel ile boyanmis ve

saf su ile yikanarak transilluminatérde UV 15181 ile goriintiilenmistir.
Ligasyon islemi

Ligasyon islemi i¢in gerekli DNA miktar1 hesaplanmig ve 10 pl olarak
belirlenmistir. Buna goére, 2 ul ATP 10mM(10X), 1 pl pCC2FOS
vektori(500ng/pl), 1 pl Fast link DNA ligase, 2 pl Fast-link ligation buffer(10X),
10 ul DNA toplam reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde Steril MQ su ile

tamamlanmigtir. Karisim ligasyon i¢in 16°C de 1 gece inkiibasyona birakilmustir.
Paketleme islemi

Paketleme islemi fosmid vektdrlerin EPI300-T1® E.coli hiicrelerine

transformasyonunun gergeklestirilmesi amaciyla yapilmaistir.

Ligasyon islemi bitiminde, Fast-link DNA ligase enzimi 70°C’ de 10
dakika bekletilerek inaktive edilmistir. Sonrasinda ligasyon karisimi 25 pl
MaxPlax Lambda Packaging Extract ile karistirilarak 2 saat 30°C de inkiibasyona
brrakilmistir. Bu islem iki kez tekrarlandiktan sonra transformasyon asamasina

gecilmistir.
Transformasyon islemi

Paketleme {irtinii iizerine, 500 pl Phage Dilution Buffer, 20 pl Kloroform
(Sigma) eklenmis ve epandorf tiipl ters diiz edilerek karigtirilmistir. Tiipler 10
saniye kadar santrifiij edilmistir. 100 pl supernatant ile bir gece Oncesinden

kiiltlire edilen ve ODgoo degeri 0.839 olan EPI300-T1® E.coli kiiltiiriinden 1 ml
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karistirilarak transformasyon islemi gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol olmak
iizere paketleme irini ile enfekte edilmeyen EPI300-T1® E.coli kiiltiirii
kullanilmustir. Transforme hiicreler ve pozitif kontrol 1 saat 37°C de inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonrasinda, 1000g’de 10 dakika santrifiij edilmis ve 100 ul
supernatantta ¢oziilen pelet, Kloramfenikol (12.5 pg/ml) igeren LB besiyerine
yayma plak yontemi ile ekilmistir. Petriler 1 gece 37°C’ de inkiibasyona

brrakilmstir.

Bu protokole gore, fosmid vektorii igerisine alan FE.coli hiicreleri
Kloramfenikol varligina direng gostererek gelisecek, pozitif kontrol olarak
kullanilan E.coli iceren petride iireme olmayacaktir. Gelisen her bir koloni tek

DNA kopyalarii tagiyan fosmid vektore sahip olacaktir.
Kolonilerden metagenomik kiitiiphane olusturulmasi

Fosmid kiitiiphane olusturmak i¢in elde edilen her bir koloni, %0.2
Maltoz, 10mM MgSO,, Kloramfenikol (12.5 pg/ml) ve %9 gliserol iceren sivi LB
besiyeri igerisine transfer edilerek 1 gece 37°C’de ¢alkalamali etlivde inkiibasyona
birakilmistir. Gelisen kolonilere sahip 96 kuyucuklu mikrotiter plate -80°C’de dizi

analizi yapilana kadar muhafaza edilmistir (Park ve ark., 2008).

2.2.3.8. Metagenomik Kkiitiiphaneden rekombinant fosmid vektorlerin

saflastirilmasi ve analizi

Olusturulan metavirom kiitiiphanede elde edilen klonlarin rekombinant
fosmid vektorleri tastylp tasimadigi kontrol edilmis ve vektorler uygun
restriksiyon enzimi ile kesilerek insert DNA’nin biiyiikliigii belirlenmistir (Garcia-

Heredia ve ark., 2012).
Fosmid vektorlerin kontrolii

Olusturulan metagenomik kiitiiphanenin dizi analizinden 6nce, klonlarin

rekombinant fosmid vektorleri tasiyip tasimadigi kontrol edilmistir.
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Rastgele secgilen 15 klon, Kloramfenikol (12.5 pg/ml) ,%0.2 Maltoz ve
Indiiktor igeren TB besiyerinde 1 gece 37°C calkalamali etiivde inkiibe edilmistir.

Negatif kontrol olarak klon icermeyen besiyeri kullanilmistir.

Gelisen klonlar1 saflastirmak icin QIAPrep Spin Miniprep Kit (QIAGEN)
kullamilmistir. Kit icerisindeki protokole gore saflastirilan klonlar, uygun
markerlar ile birlikte %1 agaroz jele yiiklenerek -elektroforez islemi
gerceklestirilmistir (Garcia-Heredia ve ark., 2012). Yiiriitme sonrasi jel etidyum
bromiir ile boyanmis ve saf su ile yikanarak transilluminatorde UV 15181 ile

goriintiilenmistir.
Insert biiyiikliigiiniin belirlenmesi
Enzim ile kesim

Vektor tasidigi  belirlenen klonlar secilerek icerdigi  DNA’nin
biiylikligliniin belirlenmesi i¢in restriksiyon enzimi ile kesilmis ve PFGE
gerceklestirilmistir. Kullanilan BamHI enzimi, vektorii insert bolgeye yakin olan

bolgeler (353-407) olmak iizere iki bolgeden kesmektedir.

Bu amagcla saflastirilan her bir vektérden 15 pl, 2 ul 10X NE3 buffer
(NEB), 1 ul BamHI enzimi (NEB), 0.2 ul BSA, 1.8 pl steril MQ su karisimi
icerisine alinarak ayr1 ayr1 kesim reaksiyonlar1 olusturulmus ve 37°C’de bir gece

inkiibasyona birakilmistir.
Elektroforez

Kesim sonrasinda vektorlerin tagidigi DNA biiylikligiiniin belirlenmesi
amaciyla yapilan Atimli-alan Jel Elektroforezinde Biorad-CHEF-DRIII sistemi
kullanilmistir. Elektroforez i¢in 0.5X TBE tamponu igeren %1 lik agaroz jel
hazirlanmistir. Yiiritme sitiresince kullanilan 0.5X TBE tamponunun sicakligi
sogutucu pompa (Biorad Cooling Module) ile 14°C*de tutulmustur. Her bir kesim
reaksiyonundan 2 pl, Steril mQ ile 10 pl ye tamamlanmis ve loading buffer ile
karstirilarak  uygun markerlar ile birlikte jele yiikklenmistir. Uygulanan
elektroforez kosullary; 120° agida 2.0-2.0 sn de akim., 6V/cm?®, 14°C’de 20 saat
seklindedir.
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Yiriime islemi bittikten sonra DNA’ nin goriiliir hale getirilmesi icin jel
etidyum bromiir ile boyanmis ve saf su ile yikanarak transilluminatérde UV 15181
ile goriintilenmistir Daha sonra vektorlerin tasidigt DNA  biiyiikligi

hesaplanmaistir.

2.2.3.9. Dizi analizi

Olusturulan fosmid kiitiiphane dizi analizi i¢cin GATC Biotech (Almanya)

firmasina gonderilmistir.

Rastgele secgilen bazi klonlardan DNA biiyiikliigli hesaplandiktan sonra,
stok kiitiiphaneden paralel olacak sekilde klon 6rnekler, %0.2 Maltoz, 10 mM
MgSO4 ve Kloramfenikol (12.5 pg/ml) igeren kati LB besiyeri iceren mikrotitre
plate ¢ekilmis ve 24 saat 37°C” de inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerin gelistigi

gozlenen plate dizi analizi amaciyla GATC Biotech’ e gonderilmistir.

Fosmid ekstraksiyonu yapildiktan sonra, fosmid u¢ kisimlarindan insert
DNA’ya dogru dizilenmeyi saglayan spesifik primerler olan pCC2™ Forward

Sequencing Primer ve pCC2™ Reverse Sequencing Primerler kullanilmistir.

EcoT2 | (382)
T7 FP RP
(311-330) (362-379) (386-403)
| . | . | ! | . | . | . |
300 325 350 375 400 425 450

pCC2™ Forward
Seqguencing Primer

..CGGGGATCCCACGTACAACGACACCTAGACCACGTGTTCCTAGGCTGTTTCCTGGTGGGAT. ..
| I | I | I | I | I | 1 |
350 360 370 380 380 400 410

pCC2™ Reverse

Eco72| Sequencing Primer

FP = pCC2™ Foward Sequencing Primer 5" GTACAACGACACCTAGAC ¥
RP = pCC2™ Reverse Sequencing Primer 5 CAGGAAACAGCCTAGGAA 3'
T7 =T7 Promoter Primer 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3

Sekil 2.3. pCC2FOS vektorii iizerinde spesifik vektdr primerlerinin oturdugu bolge bilgisi ve

primer dizisi (Epicentre)
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2.2.4. Ornegin mikrobiyal cesitliliginin belirlenmesi

2.2.4.1. Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH) ve hiicresel yogunlugun

belirlenmesi

Tuz GOl Orneginden Archaea, Bacteria spesifik problarla FISH
gergeklestirilmistir. Boylece total hiicresel yogunluk ve spesifik domain
yogunlugu belirlenerek aktif grup saptanmistir (Amann ve ark., 1995; Anton ve

ark., 1999). Kullanilan problar ile ilgili bilgi Cizelge 2.1’ de verilmistir.
Fiksasyon

1 ml su 6rnegi 220 pl Formaldehit (Sigma) eklenerek bir gece +4°C de
fikse edilmistir. Ertesi giin, fiksasyonu durdurmak i¢in karisitma 10 ml ye
tamamlanacak miktarda 1X PBS soliisyonu eklenmistir. Karigim vakumlu
filtrasyon sistemi kullanimi ile 0,2 pm por ¢apli GTTP (Millipore) filtreden
gecirilmis ve ardindan filtre 1X PBS gecirilerek yikanmustir. Filtreler

hibridizasyon islemine kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
Hibridizasyon

Hibridizasyon islemi i¢in parcalara ayrilan filtreler Archaea ve Bacteria
domainlerine spesifik problarla muamele edilmistir, Archaea i¢in Arc 915 (10 pg),
Bacteria i¢in Eub 338 (10 pg) probu kullanilmistir. 18 pl hibridizasyon tamponu
ve 2 ul spesifik prob ile karistirilmis ve filtre tizerine pipetlenmistir. Prob ile
muamele edilen her bir filtre pargasi yatay olacak sekilde 46°C hibridizasyon
firminda 2 saat inkiibe edilmistir. Bu sira sonrasinda, filtreler yilkama tamponuna

almarak 48°C de 15 dakika bekletilmis ve havada kurumaya birakilmistir.

Cizelge 2.1. FISH yonteminde kullanilan problarm 6zellikleri ve dizi bilgileri (Anton ve ark.,

1999)
Prob Ad1 Spesifik Oldugu Grup | Prob Dizisi(5°/Cy3/3)
Arc915 Archaea TGCTCCCCCGCCAATTCCT
Eub 338 Bacteria GCTGCCTCCCGTAGGAGT

54




@» ANADOLU UNIVERSITESI

DAPI (4°,6’-diamidino-2-fenilindol-dihidroklorur) ile boyama

Kurutulan filtrelere toplam hiicre sayisii belirlemek igin DAPI boyamasi
yapilmigtir. DAPI (1 pg/ml) ile boyanan filtreler daha sonra sirasiyla etanol ve
sterl MQ sudan gecirilmistir. Havada kurutulan filtrelerin preparasyonu
hazirlanarak fluoresan mikroskopta (Leica, type DM4000B), 100X lik objektifte
incelenmis ve rastgele alanlardan sayim yapilarak toplam hiicresel yogunluk ve

domain spesifik yogunluk hesaplanmaistir.

2.2.4.2. Su drneginden total DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in 50 ml su o6rnegi 0.2 um por g¢apli membran
filtreden (Milipore) vakumlu filtrasyon sistemi kullanilarak filtre edilmis ve

ekstraksiyon islemine kadar -80°C de muhafaza edilmistir.

DNA ekstraksiyonunda filtrelerin yani sira, su Orneginin santrifiijii
sirasinda elde edilen ve su 6rneginde tekrardan ¢oziilen 5 ml pelet, 13000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen pelet lizerine 600 pl ekstraksiyon

tamponu eklenmis ve devaminda filtre ile ayn1 protokol uygulanmstir.

Filtre makasla kiiciik parcalar halinde kesilerek RNase icermeyen 6zel
ependorf tiiplere konduktan sonra bunlarin tizerine 600 pl ekstraksiyon tamponu
eklenmistir. Kisa bir santrifiijle parcalarin dibe toplanmalar1 saglanip, 6 pl
(3mg/ml) lizozim eklendikten sonra 15 dakika 37° C’de ¢alkalamali etiivde inkiibe
edilmistir. Uzerine 9 ul proteinaz K (150 pg/ml) ve 60 pl %10 Sodyum
dodesilsiilfat (SDS) eklenip, 37° C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.. 120 pul 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 karistirilmistur.
10 dakika 65° C su banyosunda inkiibe edilmis, inkiibasyon sonrasi sivi azot
icinde 1-2 dakika bekletilerek dondurulmus ve tekrar 65° C’ye konulmustur. Bu
islem 3 kez tekrarlandiktan sonra, 900 ul Fenol:Kloroform:isoamilalkol (25:24:1)
eklenip karistirilmis ve 5 dakika 4° C’de 13.000 rpm de santrifiij edilmistir.
Ustteki siv1 faz alindiktan sonra {izerine 1 hacim Fenol:Kloroform:Isoamilalkol
eklenmistir. Bu isleme protein ara fazi indirgeninceye kadar devam edilmistir. 80

pul sodyum asetat (3M, pH 4.8) ve 480 ul isopropanol, 8 pul MgCL (1M)
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eklendikten sonra, 30 dakika 13.000 rpm’ de 4° C’de santrifiij edilmistir. Pelet
lizerine %70’1ik alkol konmus ve tekrar 15 dakika 13.000 rpm’de 4° C’de santrifiij
edilmistir. Alkol pipetle uzaklastirildiktan sonra, pelet oda sicakliginda
kurutulmus ve 50 pl dietilpirokarbonat (DEPC)’li su ile reslispanse edilmistir.
Izole edilen DNA, uygun markerlar ile birlikte %0.8° lik agaroz jele 2 ul
yuklenerek kontrol edilmistir. DNA ileriki ¢alismalarda kullanilmak tizere -20°
C’de muhafaza edilmistir (Nogales ve ark.,1999; Cifuentes ve ark., 2000).

2.2.4.3. Denatiire edici gradient jel elektroforezi (DGGE)

16S rRNA geninin DGGE analizi icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile

amplifikasyonu

DGGE analizi i¢cin 16S rRNA geninin amplifikasyonu i¢in 5’ uglarinda
“GC tokas1” olarak adlandirilan yaklasik 40 niikleotidlik bir dizi igeren 6zel
primerler kullanilmistir. Archaea domainine ait 16S rRNA genine ait bolgeden
amplifikasyonu i¢in kurulan reaksiyonlarda 344F-GC ve 907R primerleri
kullanilirken, Bacteria domaini i¢in 341F-GC ve 907R primerleri kullanilmigtir
(Muyzer ve ark., 1993). Primerler ile ilgili ayrintili bilgi Cizelge 2.2° de
verilmigstir. Her bir reaksiyonda kalip DNA olarak pelet ve filtreden izole edilen

DNA kullanilmistir.

Cizelge 2.2. DGGE-PCR isleminde kullanilan primerler ve dizi bilgileri (Muyzer ve ark., 1993)

Primerler Baz Dizilimi (5°-3’) Spesifitesi
CGCCCGCCaeareeearaeeecareeceaeeae
341F-GC CCCCGCCCGCCTACGGGAGGCAGCAG Bacteria

CGCCCGLCLCELaeeecaearecareceaecae
344F-GC CCCCGCCCGACGGGGCGCAGCAGGCGCGA Archaea

907R CCGTCAATTCCTTTGAGTTT Universal
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Tiim reaksiyonlar 50 pul hacimde son konsantrasyonlar1 1X PCR bufter,
200 uM deoksiniikleotidtrifosfatlar (1ATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1.5 mM MgCl,,
0.2 uM primerler, 2 iinite Taq DNA polimeraz enzimi olacak sekilde Steril MQ su
ile tamamlanarak kurulmustur. Kalip DNA her bir reaksiyona 50 ng olacak
miktarda ilave edilmistir. Her reaksiyon seti ile birlikte hem pozitif hem de negatif
kontrol reaksiyonlar1 kullanilmistir. Bacteria domaini i¢in kurulan PCR
reaksiyonlarinda Salinibacter pozitif kontrol olarak kullanilirken, Archaea
domaini i¢in Haloarcula hispanica kullanilmistir. Negatif kontrol reaksiyonlari
ise DNA icermeyen reaksiyon bilesimlerinden kurulmustur. Reaksiyonlar igin

PTC-100 Programable Thermal Controller (Peltier-Effect Cycling) kullanilmastir.

PCR reaksiyonlarinda Archaea 16S rRNA’s1 i¢in asagidaki sartlar
uygulanmistir (Mutlu, 2006).

Dongii(X kez) Sicakhk Siire
ilk Dongii(X1) 94°C 5 dakika
94°C 30 saniye
Ikinci Déngii(X30) 56°C 45 saniye
72°C 2 dakika
72°C 7 dakika
Ucgiincii Déngii(X1)
4°C Stiresiz
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PCR reaksiyonlarinda Bacteria 16S tRNA’st i¢cin asagidaki sartlar
uygulanmistir (Mutlu, 2006).

Dongii(X kez) Sicakhk Siire
94°C 5 dakika
[k Déngii(X1) 65°C 1 dakika
72°C 3 dakika
ikinci Dongii(X9) °C I dakika
(Her déngiide primer 64°C(63,62,61,.....55°C’ye | dakika
baglanma sicakligi kadar)
1°C azaltilacak) 799 3 dakika
94°C 1 dakika
Ugiincii Dongii(X20) 55°C 1 dakika
72°C 3 dakika
94°C 1 dakika
Dérdiincii 55°C 10 dakika
Dongi(X1) 72°C 10 dakika
4°C Siiresiz

Elde edilen PCR firiinleri %1 agaroz jellerde uygun markerler varliginda
yiiriitiildiikten sonra etidyum bromiir ile boyamis ve transilluminatorde UV 15181
ile gdzlenmistir. Pozitif sonug veren PCR iirtinleri, GeneJET PCR Purification Kit
(Fermantas) kullanimi ile saflastirilmis ve DGGE jeline yiiklenmesi gereken

miktarm belirlenmesi amaciyla uygun markerlar ile birlikte %1’ lik agaroz jele
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yliklenmistir. Yiriitme sonrasi jel etidyum bromiir ile boyanmig ve saf su ile

yikanarak transilluminatérde UV 15181 ile goriintiilenmistir.
Amplifiye edilmis Archaea ve Bacteria 16S rRNA iiriinleri icin DGGE

Su orneginden ekstrakte edilen total g¢evresel DNA’nin kalip olarak
kullanildig1 birbirinden bagimsiz olarak spesifik primerler ile gergeklestirilen
amplifikasyon reaksiyonlariyla elde edilen iiriinlerin analizi i¢in denatiire edici
gradient jel elektroforezi uygulanmistir. Denatiire edici gradient jel elektroforezi

icin D-Code Universal Mutation Detection System (Biorad) kullanilmastir.

Elektroforez sistemi 1 mm poliakrilamid jel olusumuna uygun bir sekilde
hazirlanmistir.  Sonrasinda  %0°lik  ve %80’lik DGGE stok soliisyonlar:
hazirlanmistir. Archaea ve Bacteria grubu orneklerinin denatiire edici gradient
jellerinde denatiirant konsantrasyonu %40 tan %70’e artacak sekilde
ayarlanmistir.  Ayrica jelin artan konsantrasyonda 1{ire ve formamid
konsantrasyonuna sahip olmasi saglanmistir. Uygun miktarlarda polimerize edici
ajanlar (%10 APS, TEMED) eklendikten sonra Gradient olusturucu diizenek
(Gradient Former 485, Biorad) kullanimi1 ile soliisyonlarin gradient jeli
olusturacak sekilde karigarak sisteme yliklenmesi saglanmistir. Bu jel lizerine
denatiirant igermeyen yiikleme jeli dokiilmiis ve ¢ukur olusumunu saglayan tarak
bu jel icerisine yerlestirilerek polimerizasyon i¢in 2 saat bekletilmistir.

Polimerizasyon sonrasinda elektroforez tanki 1X TAE ile doldurulmus ve
sicakligi 60°C’ye ayarlanmustir. Jel donduktan sonra sistem tank igerisine
almmistir. Her bir 6rnek 300 ng miktarda olacak sekilde 5 pl yiikleme boyasi ile
karistirilarak jele yiiklenmistir. Sisteme 60V akim 24 saat boyunca uygulanmastir.
Elektroforez bittikten sonra jeller SYBR Gold (1X) ile yarim saat boyandiktan
sonra 30 dakika distile su icerisinde yikanmigs ve Typhoon 9410 (Amersham

Biosciences) jel analiz ve goriintiileme sistemi ile kaydedilmistir.

Jellerde farkli konumlardaki bantlar UV 15181 altinda steril bisturi yardimiyla
jelden kesilerek steril ependorf tiipleri i¢cine alinmiglardir. Bunlarin {izerine 20 pl
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
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olarak kullanilmistir. Buradan elde edilen iirlinler de tekrar ayni Ozelliklerdeki
DGGE jeline yiiklenerek dogru bdlgenin ¢ogaldig1 kontrol edilmis ve sonrasinda

iirtinler saflastirilarak dizi analizleri yapilmistir (Muyzer ve ark., 1996).

2.2.4.4. Dizi analizi

Dogru bolgenin ¢ogaldigi saptanan oOrneklerin amplifikasyon {iriinleri
GeneJET PCR Purification Kit (Fermantas) kullanimi ile kit protokoliine gore
saflagtirilmistir. Saflagtirilan DNA miktar1 nanodropta olgiilerek ve %1 agaroz
jelde uygun markerlar ile birlikte yiiriitiilerek belirlenmistir. 50 ng/ul olacak

sekilde dizi analizine alinmistir. Dizi analizi i¢in 907R primeri kullanilmastir.

Dizi analizi sonrasi elde edilen verilerin gen analizleri i¢cin NCBI ¢ National

Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov)’ veritabaninda

bulunan BLAST arayiizii kullanilmistir. Boylece dizi analizi ile elde edilen
dizilerin filogenetik benzerlikleri ortaya koyulmus ve mikrobiyal c¢esitlilik
hakkinda bilgi edinilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Su Orneginin Tuzluluk Degerinin Belirlenmesi
Su Orneginin tuzluluk oran1 Refraktometre (Eclipse) ile %31.6 olarak

Olctilmiistiir.
3.2. Viral Cesitlilik ile Tlgili Bulgular
3.2.1. Su orneginin viral yogunlugunun belirlenmesi

SYBR Gold fluoresan boyasi ile yapilan inceleme sonucu su drneginde
virlis benzeri partikiiller saptanmis, rastgele alanlarda ¢oklu saymmlar yapilmis ve
kullanilan filtre ylizeyi ve filtre edilen hacim g6z Oniine alinarak su 6rneginin viral
yogunlugu hesaplanarak (1.04+0.106)x10° VLP/ml olarak belirlenmistir. 10 pl
fikse edilmis su Ornegine ait goriintileme alanlar1 Sekil 3.1 (a ve b)’ de

verilmistir.
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Sekil 3.1. Tuz Go6li dogal su 6rneginin SYBR Gold boyamasi sonucu goriintii alanlar1 (Viriis
benzeri partikiillerin bazilar1 beyaz ok ile, mikrobiyal hiicreler kirmizi ok ile

gosterilmistir)
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3.2.2. Su orneginden kontaminantlarin uzaklastirilmasimin ardindan viral
yogunlugun belirlenmesi

1.2 litre su 6rneginin santrifiij ve 0.2 um por ¢aph filteden filtrasyonunun
ardindan elde edilen filtratin SYBR Gold boyamasi sonucu gozlenen viriis benzeri
partikiiller rastgele alanlarda sayilmis ve kullanilan filtre yiizeyi ile filtre edilen
hacim géz Oniine almarak elde viral yogunluk (4.05+0.2)x10° VLP/ml olarak
hesaplanmistir. Sekil 3. 2° de 10 pl su 6rneginde belirlenen goriintii alanlarmdan

biri verilmistir.

Sekil 3.2. Filtrasyon ardindan su 6rneginin SYBR Gold boyamasi sonucu goriintii alani (Viriis

benzeri partikiillerin bazilar1 ok ile gdsterilmistir)

3.2.3. Konsantre edilen filtratin viral yogunlugunun belirlenmesi

1.2 litre filtratin Vivaflow 200 ve ardindan Amicon Ultra 100000 MWCO
santrifiij filtreleri ile 500 pl hacmine kadar konsantre edilmesinden sonra SYBR
Gold boyamas1 sonucu viriis benzeri partikiiller, kullanilan filtre yiizeyi ve filtre
edilen hacim gbz Oniine alinarak rastgele alanlarda sayilmis ve viral yogunlugu
hesaplanarak (5.98+0.19)x10'® VLP/ml olarak belirlenmistir. Elde edilen
mikroskop goriintiilerine 6rnek olarak verilen Sekil 3.3 (a ve b)’ te virlis benzeri

partikiiller goriilmektedir.
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Sekil 3.3. Konsantrasyon sonrasi 1 pl filtrat 6rneginin SYBR Gold boyamasi sonucu goriintii alani
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3.2.4. Gecirimli elektron mikroskobi (TEM) ile viral morfolojinin

belirlenmesi

Konsantre edilen viral filtratin bakir grid tizerine alinip % 1 uranil asetat
ille boyanarak TEM ile incelenmesinde degisik morfolojilerde viriisler
saptanmistir. Elde edilen yaklasik 60 farkli goriintiileme alanindan sayimlar
yapilarak bu morfolojilerin 6rnekteki yaklasik yogunluklari hesaplanmistir.
Kullanilan 5 pl ornekte toplam 1048 viriis sayilmig ve elde edilen sonuclar
Cizelge 3.1° de verilmistir. Sekil 3.4 ve 3.9 arasinda verilen goriintiilerde TEM

sonucu belirlenen morfolojiler gosterilmistir.

Cizelge 3.1. TEM sonucunda belirlenen viriis morfolojilerinin sayist ve drnekteki yiizdesi

Morfoloji Sayilan % Degeri
Kiiresel 448 43
Bas- uzun kuyruklu 24 2
Bas- kisa kuyruklu 19 2
Limon sekilli 201 19
Filamentli 119 11
Filament- kuyruklu 16 2
Cubuk benzeri 16 2
Ig sekilli- kuyruklu 26 2
Kursun-benzeri 128 12
Kin sekilli 51 5
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Sekil 3.4. TEM gorintiisii [(a) kirmizi oklar filament sekilli, mavi oklar kin sekilli, sar1 oklar
limon sekilli viriisler (b) mor oklar kiiresel sekilli, yesil oklar filament-kuyruk

morfolojideki viriisleri gostermektedir]
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Sekil 3.5. TEM goriintiisii [(a) mor oklar kiiresel sekilli, turuncu ok bas ve kuyruklu, sar1 oklar
limon sekilli, kirmizi oklar filament seklindeki viriisleri; (b) sar1 ok limon sekilli,

turuncu ok bas-kuyruk seklindeki, mor ok kiiresel viriisleri gostermektedir]
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Sekil 3.6. TEM goriintiisii. [(a) mavi ok kin sekilli viriisleri, yesil ok filament-kuyruk sekilli, siyah
ok ig-kuyruk sekilli, beyaz ok kursun- benzeri viriisleri; (b) mavi ok kin sekilli viriisleri,
kirmiz1 ok ¢ubuk sekilli, siyah ok ig-kuyruk sekilli, beyaz ok kursun- benzeri viriisleri

gostermektedir]
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Sekil 3.7. TEM goriintiisii [(a) Mavi ok kin sekilli viriisleri, turuncu ok bas-kuyruk sekilli, sar1 ok
limon sekilli, beyaz ok kursun-benzeri viriisleri; (b) yesil ok filament-kuyruklu viriisleri,

sar1 ok limon sekilli, beyaz ok kursun- benzeri viriisleri gdstermektedir]
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Sekil 3.9. TEM goriintiisii [(a) kursun- benzeri morfolojide ve kin seklindeki morfolojiye sahip

viriisler; (b) cubuk benzeri morfolojiye sahip viriis partikiilii goriilmektedir]
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3.2.5. Atimh-alan jel elektroforezi (PFGE) ile viral toplulugun DNA

biiyiikliigiiniin belirlenmesi

Konsantre edilen 6rnegi igeren agaroz kaliplarinin 1-25 saniyelerde 120°
acilarda uygulanan 6 V akim altinda 24 saat yiiriitiilmesiyle gerceklestirilen PFGE
sonucu viral toplulugun degisik biiylikliiklerde DNA icerdigi saptanmistir.
Haloviriislerin  genomik DNA’smimn  goriintiilendigi  jel Sekil 3.10° da
gosterilmistir. Elektroforezde kullanilan PFG Low Range Marker (Invitrogen)

gore dominant bantlar 30 ve 40 kb arasinda belirlenmistir.

1 2

48.5 kb

23.1kb

Sekil 3.10. PFGE jel goriintiisii (1 numarali kuyucuk total viral DNA, 2 numarali kuyucuk PFG
Low Range Marker)
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3.2.6. Viral DNA ekstraksiyonu

Total DNA’ y1 igeren agaroz kaliplarindaki agaroz, B-agarase I enzimi ile
uzaklastirilmis ve Amicon Ultra 0.5 ml-100K (Millipore) santrifiij filtreleri
kullanim ile viral DNA elde edilmistir. %1’ lik agaroz jele 2 ul DNA yiiklenerek
DNA’nm kirilmadig: kontrol edilmistir. Sekil 3.11° de jel goriintiisii verilmistir.
Ayrica nanodrop ile DNA miktar1 6l¢iilmiis ve viral toplulugun ekstrakte edilen

DNA yogunlugu 34 ng/ pl olarak belirlenmistir.

20 000 bp

1500 bp

Sekil 3.11. Total viral DNA’nin %1 agaroz jel goriintiisii (1 numarali kuyucuk 1 kb plus DNA
marker, 2 numaral kuyucuk 2 pl viral DNA)
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3.2.7. Metagenomik Kkiitiiphanenin  olusturulmasi ve olusturulan

kiitiiphaneden dizi analizi 6ncesi kontroller

End-Repair reaksiyonu

Elde edilen viral DNA’nin kiit uclu pCC2FOS vektorii ile bir araya
getirilmesi i¢in uglarinin kesilmesi reaksiyonu ger¢eklestirilmistir. Reaksiyon
karisimi, reaksiyon bilesenlerini uzaklastirarak saf DNA elde etmek i¢in Amicon
Ultra-100K (Millipore) santrifiij filtreleri kullanimi ile swrasiyla 1X TAE, 0.5X
TAE ve steril mQ su ile yikanmistir. Uygun markerlar ile birlikte %1’ lik agaroz
jele yiiklenen DNA’nin kirilip kirilmadig: kontrol edilmistir. Ayrica toplam viral
DNA miktar1 jel elektroforezinde kullanilan Low Mass DNA ladder ile
karsilagtirmalar sonucu hemde Nanodrop Olgtimii ile miktar1 25 ng/ul olarak

belirlenmistir. Sekil 3.12° de jel goriintiisii verilmistir.

23 130 bp

9416 bp
6557 bp

4361 bp

2322bp

2027 bp 40 ng

24 ng

16 ng

8 ng

Sekil 3.12. Uglar1 kesilen viral DNA’nin %1°lik agaroz jel goriintiisii [1 numarali kuyucuk A Hind
III, 2 numaralt kuyucuk viral DNA, 3 numarali kuyucuk Low Mass DNA Ladder (Bu

markerda isaretlenen bantlarin igerdigi DNA miktarlar1 ng olarak belirtilmistir)]
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23 130 bp

Kiitiiphaneden klonlarin saflastirilmasi ile fosmid vektorlerin kontrolii

Metagenomik kiitiiphane olusturulduktan sonra, kiitiiphaneyi olusturan
klonlarin rekombinant fosmid vektorii tastyip tasimadigi kontrol edilmistir.
Rastgele secilen 15 klon Kloramfenikol (12.5 pg/ml), %0.2 Maltoz ve indiiktor
iceren TB besiyerinde 1 gece gelistirmis ve QIA Prep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN) ile saflastirilmistir. Klonlarin saflastirilmasi ile elde edilen iiriinler
%1’lik agaroz jele yliklenerek fosmid igerip igermedigi kontrol edilmistir. Elde
edilen sonuglara gore klonlarin farkli formlarda (halkasal ve supercoil) vektor

icerdigi belirlenmistir.

Sekil 3.13. Klonlardan saflastirilan vektorlerin %1°lik agaroz jel goriintisi (M olarak
isimlendirilen kuyucuk AHind III marker, A1, B1, C1, D1, E1, B2, C2, D2, E2, F2,
A3, B3, C3,D3,E3 kiitiiphanedeki klonlar)

Rekombinant vektorlerin restriksiyon enzimi ile kesilerek icerdigi insert

bolgenin biiyiikliigiiniin belirlenmesi

Klonlardan saflastirilan fosmid vektorlerin igerdigi insert bolgesinin
kontrolii i¢in vektorler BamHI enzimi ile kesilmis elde edilen iiriinlerden PFGE
gergeklestirilerek insert bolgelerinin biiyiikligii belirlenmistir. Sekil 3.14 (a ve b)’
te jel goriintiileri verilmistir. Cizelge 3.2 de enzim ile kesilen vektorlerin ve

insertlerin yaklasik bliytikligii goriilmektedir.
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23 130 bp

20 000 bp
15000 bp

10 000 bp
9416 bp

5000 bp
4361 bp

23 130 bp

20 000 bp

10 000 bp
9416 bp

7000 bp
6557bp —

Sekil 3.14. Insert biiyiikligiiniin belirlendigi PFGE jeli (Kullanilan markerlar ve klon adlar1 sekil
iizerinde belirtilmistir; MR, Mid Range PFG Marker (NEB); LR, Low Range PFGE
Marker (NEB); 1 kb plus marker)
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Cizelge 3.2. BamHI enzimi ile kesilen vektorlerin ve tasidiklari insert DNA’nin yaklasik

biiyiikliikleri

Klon Adi Insert Biiyiikligii (kb) | Vektor biiyilikligi (kb)
Al 29 9.4
B1 33 9.4
Cl 31 9.4
Dl 38 9.4
B2 34 9.4
C2 0 -
D2 30 9.4
E2 16 9.4
F2 34 9.4
A3 33 9.4
B3 40 9.4
C3 38 9.4
D3 38 9.4
E3 32 8.6

3.3. Ornegin Mikrobiyal Cesitliliginin Belirlenmesi ile Tlgili Bulgular

3.3.1. Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH) ve hiicresel yogunlugun

belirlenmesi

Agustos 2011 aymnda Tuz Golinden alinan Ornegin yapilan DAPI
boyamasi ile toplam mikroorganizma sayisi, Arc 915 probu ile hibridizasyonu
sonrast Archaea sayist ve Eub 338 probu ile hibridizasyonu sonrasi Bacteria
sayisi, filtre edilen 6rnek hacmi ve filtre ylizeyi g6z Oniine alinarak hesaplanarak
belirlenmistir. Cizelge 3. 3’te yapilan sayimlar sonucu 6rnekteki toplam hiicre,

Archaea ve Bacteria sayilar1 (hiicre/ml + standart sapma) verilmistir.
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Cizelge 3.3. Tuz Golii drneklerindeki toplam hiicre, Archaea ve Bacteria hiicre sayilari

Toplam DAPI sayimi Arc 915 Eub 338

2.79x10°+0.18 1,51x10°+£0.18 1.30x10%*+0.3

Hibridizasyon sonrasinda fluoresan mikroskop ile yapilan goézlemlerde
Agustos aymda alinan ornekte Archaea’nm oldukg¢a baskin oldugu saptanmistir.
Ornekte Bacteria sinyalinin ¢ok zayif oldugu goriilmiistiir. Asagidaki sekillerde
Arc 915 probu (Sekil 3.15), Eub 338 (Sekil 3.16) ile hibridizasyon sonras1 tespit

edilen hiicre fotograflar1 verilmistir.

Sekil 3.15. DAPI ve Arc 915 probu ile FISH islemi sonucu mikroskop goriintiisii (Hibridizasyon
sonrast 151ma veren Archaea hiicreleri sag tarafta ok ile gosterilen kare sekilli hiicreler

ve solda ayni gdriintii alaninin DAPI boyamasi)

IVERSITESI
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Sekil 3.16. DAPI ve Eub 338 probu ile FISH islemi sonucu mikroskop goriintiisii (Hibridizasyon
sonrasi 1s1ma veren Bacteria hiicreleri sag tarafta ok ile gosterilmis ve solda ayni

goriintii alaninin DAPI boyamast)

78

@) ANADOLU UN



@) ANADOLU UNIVERSITESI

20 000 bp

3.3.2. Su orneginden total DNA ekstraksiyonu

Tuz golii su Orneginin santrifiij sonras1 olusturulan pelet ve filtrasyon
sonrast elde edilen filtreden genomik DNA ekstraksiyonu, Cifuentes ve ark.
(1999) ve Nogales ve ark. (2000)° nin Onermis oldugu ekstraksiyon
yontemelerinde bazi degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir. Sekil 3.17°de
DNA ekstraksiyonu sonrast Orneklerin %1 agaroz jeldeki durumlari
goriilmektedir. Nanodrop dOlglimleri sonucu filtreden elde edilen DNA

konsantrasyonu 24 ng/ul, peletten ise 18 ng/ul olarak belirlenmistir.

e

M 'E B

-—

Sekil 3.17. Su 6rneginden genomik DNA ekstraksiyonu sonrasi jel goriintiisii (M, 1 kb plus DNA
ladder, F, filtreden ekstrakte edilen DNA, P, peletten ekstrakte edilen DNA)

3.3.3. Denatiire edici gradient jel elektroforezi (DGGE) ile mikrobiyal
cesitliligin belirlenmesi
16S rRNA geninin DGGE analizi icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile

amplifikasyonu

Tuz Goli su Ornegi mikrobiyal cesitliligin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen DGGE analizi i¢in, Archaea ve Bacteria spesifik olmak tizere 16S
rRNA bdlgesinden yaklasik 600 bp bolge amplifiye edilmistir. Archaea ve
Bacteria i¢in elde edilen amplifikasyon firiinleri Sekil 3.18° de verilmistir.
Sonrasinda elde edilen PCR f{iriinleri GeneJET PCR Purification Kit (Fermantas)
kullanimi ile saflastirilmis ve DGGE jeline yiiklenecek miktar1 belirlenmesi i¢in
Low Mass DNA ladder marker1 kullanimi ile iriinler %1’ lik agaroz jele

yiiklenerek DN A miktarlar1 belirlenmistir (Sekil 3.19). Ayrica nanodropta 6l¢iim
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yapilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, herbir 6rnekten DGGE jeline 300
ng olacak sekilde yiikleme yapilmistir.

700 bp
500 bp

Sekil 3.18. Archaea DGGE-PCR amplifikasyon iiriinlerinin jel goriintiisii (Solda, M, 1 kb plus
DNA marker;1, negatif kontrol; 2, pozitif kontrol; F, filtre DNA; P, pelet DNA),
Bacteria DGGE-PCR amplifikasyon triinlerinin jel goriintiisii (Sagda, M, 1 kb plus
DNA marker; 1, negatif kontrol; 2, pozitif kontrol; F, filtre DNA; P, pelet DNA;

iizerinde belirtilmemis ¢ukura drnek yiikklenmemistir)

40 ng

24 ng

16 ng

Sekil 3.19. DGGE jeline yiiklenecek miktarin hesaplanmasi i¢in yapilan miktar jeli gorlintiisii (M,
Low Mass DNA ladder; 1, Archaea filtre DNA; 2, Archaea pelet DNA; 3, Bacteria
filtre DNA; 4, Bacteria pelet DNA)

IVERSITESI
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DGGE jeli

%40-%70 gradiyente sahip DGGE jeline yiiklenen 300 ng miktarindaki
orneklere ait jel goriintiisii Sekil 3.20 (a ve b)’ de Archaea ve Bacteria olarak
verilmigtir. Numaralar1 verilen bantlardan eliit edilen DNA re-pcr islemi ile
yeniden ¢ogaltilmis ve GeneJET PCR Purification Kit (Fermantas) kullanimi ile
saflagtirilarak dizi analizi gercgeklestirilmistir. Dizi analizi sonrasi gen
bankasindan yapilan karsilastirmalara gore elde edilen veriler Cizelge 3.4 ve 3.5’

te verilmistir.

F P F P
| b
L
1B
2B
1A
2A
— 3A r
—— A SanE  Euas
e — 6A mors :
e &
i =
=

TA
8A

9A

10A

11A

o] o]

Sekil 3.20. a) Archaea DGGE jel goriintiisii, b) Bacteria jel goriintiisii (F filtre DNA’s1, P peletten

elde edilen DNA, dizi analizine alinan bantlar numaralandirilmistir)
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Cizelge 3.4. Archaea grubuna ait numarali drneklerin dizi analizi sonrasinda BLAST sonuglar1

Dizi

Bant | Analizinde | Accession Gen Bankasmdaki | Yiizde Esl osen.
Adi | Kullanilan | Numarasi Karsilig1 Benzerlik Nuk}eotl
. d Miktar1
Primer
1A | 907R GQ375012.1 | Uncultured 98% 487/499
haloarchaeon clone
Cry7 clone82 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence
2A | 907R HQ157588.1 | Uncultured 99% 315/316
archaeon clone
MHNAA9 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence
3A | 907R EF459729.1 | Uncultured 100% 435/435
Haloquadratum sp.
clone 3-46A 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence
4A | 907R FR746099.1 | Haloquadratum 99% 496/499
walsbyi C23
complete genome
5A | 907R GQ911621.1 | Uncultured 100% 495/495
Haloquadratum sp.
clone Archl70ppt-
¢ 16S ribosomal
RNA gene, partial
sequence
6A | 907R FM210896.1 | Uncultured 92% 443/483
archaeon  partial
16S rRNA gene,
clone XA50
7A | 907R GQ374968.1 | Uncultured 98% 479/491
haloarchaeon clone
Cry7 clone27 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence
AMO947480.1 | Uncultured 98% 479/491
haloarchaeon

partial 16S rRNA,
clone SFG1GI111
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Cizelge 3.4 (Devam).

Archaea grubuna ait numarali 6rneklerin dizi analizi sonrasinda BLAST

sonuglari

8A | 907R FN391236.2 | Uncultured 96% 478/497
haloarchaeon
partial 16S rRNA
gene, clone
SFHIBI111

9A | 907R JQ068944.1 | Halorubrum sp. | 99% 475/479
DSTD307 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence

10A | 907R FN391237.2 | Uncultured 98% 321/329
haloarchaeon
partial 16S rRNA
gene, clone
SFH1CO081

JN196524.1 | Natronomonas sp. | 97% 320/329

GV-5 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence

11A | 907R AY498645.2 | Natronomonas 99% 481/487
moolapensis 8.8.11
strain CSWS8.8.11
16S ribosomal
RNA gene, partial
sequence
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Cizelge 3.5. Bacteria grubuna ait numarali 6rneklerin dizi analizi sonrasinda BLAST sonuglar1

Bant
Adi

Dizi
Analizinde
Kullanilan
Primer

Accession
Numarasi

Gen Bankasindaki
Karsilig1

Yiizde
Benzerlik

Eslesen
Nikleoti
d Miktari

1B

907R

JQ624221.1

Uncultured
bacterium clone
mMBR.6.12 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence

98%

467/475

2B

907R

GU941086.1

Uncultured
bacterium clone
N702B_328 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence

91%

463/508

3B

907R

FN994944.1

JN839858.1

Uncultured
halophilic
eubacterium partial
16S rRNA gene,
clone SER1H121
Uncultured
Salinibacter sp.
clone

AAA188 FO7 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence

85%

85%

426/499

425/499

4B

907R

JN839855.1

FN393552.1

Uncultured
Salinibacter sp.
clone

AAAI188 D13 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence
Uncultured
halophilic
eubacterium partial
16S rRNA gene,
clone SFD1B011

97%

97%

497/511

498/511

84




@) ANADOLU UNIVERSITESI

4.TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Cevresel ortamlardaki prokaryotik virlisler, biyosferin ana bileseni
olduklarinin anlasilmasiyla giiniimiizde mikrobiyologlarda merak uyandirmaya
baslamustir. Biyosferde yaklasik 10°'-10%* virion oldugu ve populasyon
degisimlerindeki Glgiimler sonucu saniyede yaklasik 10%* virionun enfeksiyon
gergeklestirerek global populasyonu etkiledigi tahmin edilmektedir (Krupovic ve
ark., 2011). Ayrica sucul sistemlerin bu yogunlugun biiytik bir kismin1 kapsadigi
ve yaklasik 10°° oraninda oldugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla bu yiiksek sayilar,
mikrobiyal ekologlar1 viral populasyon ¢aligmalarma yoneltmektedir. Glinlimiize
kadar yapilan caligmalar sonucunda, viriislerin oldukga fazla c¢esitlilik
gosterdikleri belirlenmistir. Bunun yami sira, bakteriyal ve arkeal konaklarin
evriminde 6nemli etkenler olmalariyla diinya ekosisteminde birgok role sahip
olduklar1 ve muhtemelen milyarlarca yildan beri bu islemleri gerceklestirdikleri
disiiniilmektedir. Ayrica, viriisler okyanuslarda ve diger dogal ortamlarda karbon
ve enerji dongiilerinde etkili olmalariyla ekolojide de ana faktorlerden biridir.
Goller, nehirler, okyanuslar ve denizler, deniz buzu ve solar tuzlalar olmak tizere
sucul ekosistemlerde virlislerin 6nemi tahmin edilmekle birlikte, 1980 li yillarda
viral ekoloji dalinda sucul ortamlardaki gecirimli elektron mikroskobu (TEM)
calismalar1 sonucu sucul ortamlarda dnceden diisiiniildiigiinden daha fazla sayilar
da oldugunun belirlenmesiyle giiniimiizde yeniden kuvvetlenmistir (Filippini ve

Middelboe, 2007; Jacquet ve ark., 2010; Krupovic ve ark., 2011).
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Sekil 4.1. ISI web of knowledge veritabaninda denizel ve tatli su ekosistemlerindeki viriislerle

ilgili aramalar sonucu ulagilan yayinlarm sayisi (Jacquet ve ark., 2010)
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Sucul viriislerin biiylik bir kismmin okyanuslar ve denizsel ortamlarda
bulundugu diisiiniilmektedir. Hipersalin ortamlar gerek tuz konsantrasyonlar ile
gerek iyonik bilesen icerikleriyle bu ortamlara benzerlik gostermektedir. Diinya
capinda son zamanlarda hipersalin ortamlarda bulunan virtisler ile ilgili caligmalar
sonucunda mililitrede 10° ya da daha fazla oranlarda viriis benzeri yapilar igerdigi
belirlenmistir. Ayrica farkli ortamlar ve farkli tuz gradientine sahip ortamlarda
viral cesitliligin oldukca fazla oldugu belirlenmistir (Guixa-Boixareu ve ark.,
1996; Santos ve ark, 2012). Diinya’da son zamanlarda 6nem kazanan haloviriisler
ile ilgili arastirmalarla karsilastirildiginda, Tiirkiye’de ¢ok sayida hipersalin ortam
bulunmasina ragmen literatiirde yayimlanan herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamugtir. Bu bilgiler dogrultusunda, iilkemizde I¢ Anadolu Bolgesinde
bulunan ve Diinya’daki onemli hipersalin ortamlarin arasinda bulunan Tuz

Goli’niin viral ¢esitliliginin belirlenmesi gerekliligi gosterilmistir.

Tuz Golii ile ilgili yapilan ¢aligmalara bakildiginda, géliin jeolojik yapisi,
goldeki mikrobiyal komiinite yapisi ile ilgili ya da kiiltiir ¢calismalar1 sonucu elde
edilen izolatlardan enzim caligmalar: literatiirde mevcuttur. Kalli (2000) yaptigi
calismada Tuz Goli'nden izole ettigi 18 adet halofilik bakterinin ¢esitli
biyokimyasal ve antibiyotiklere duyarlilik testlerini gergeklestirmis ve bu
izolatlarmm Halobacterium cinsine ait Archaea olabileceklerini bildirmistir. Birbir
ve Sesal (2003) yaptiklar1 calismada Tuz Golii’nden izole ettikleri izolatlardan bir
kismin1 detayli olarak incelemeye almiglar ve bunlarn optimum gelisim
gosterdikleri tuz, pH ve sicaklik derecelerini belirlemislerdir. Ayrica bu izolatlarin
cesitli biyokimyasal testlerini yapmislar ve sonu¢ olarak Tuz GOli’niin asiri
derecede halofilik bakteriler agisindan uygun bir ortam oldugunu bildirmislerdir.
Birbir ve arkadaslar1 (2007), kiiltiir calismalar1 ile elde ettikleri ve koloni
ozelliklerinden Halobacteriaceae ailesine ait oldugunu belirledikleri 27 izolattan
temsilciler se¢cmis, fenotipik karakteristiklerini ve antibiyotik duyarliliklarini ve
hidrolitik enzimlerini arastirmislardir. Ayrica, izolatlarm 16S rRNA analizleri
sonucu Haloarcula, Halorubrum ve Halobacterium olarak belirlemislerdir. Mutlu
ve arkadaslar1 (2008), 16S rRNA analizlerine dayali farkli molekiiler teknikler
kullanarak mikrobiyal komiinite analizi uygulamislar ve Halorubrum, Haloferax,

Haloarcula, Haloquadrata, Haloterrigena ve Salinibacter cinslerine ait tiirler

86



@» ANADOLU UNIVERSITESI

belirlemislerdir. Bununla birlikte diinyada bazi bodlgelerde yayilim gosteren
Salinibacter tiiriiniin Tuz GOli’'ndeki varhig: ilk kez ortaya c¢ikarimistir. Bunun
yan1 sira literatiirde Tuz Goli'nde virtisler ile 1ilgili yaymnlanan calisma

bulunmamaktadir.

Dogadaki mikroorganizmalarin yalnizca %0.1-1’inin kiiltiire edildigi ve
kiiltiir bagimli metodlarin mikroorganizmalar1 incelemede yeterli olmadigi
bilinmektedir. Viriisler g6z oniine alindiginda, konak organizmalari kiiltiire etmek
bu kadar sinirh iken, bu organizmalar1 enfekte eden viriislerin kiiltiire alinmasi
dogrultusunda yapilan ¢alismalarin viriislerin dogal yapilarini yansitmada yeterli
olmadig1 bilinmektedir. Bu yiizden sucul mikrobiyal besin agmin 6nemli bir
bileseni olan viriislerin etkilerini anlamak i¢in, viriis benzeri partikiillerin hizli ve
dogru degerlendirilecegi protokoller gerekmektedir. Dolayisiyla mikroskopi ve
molekiiler genetik temelli yaklagimlar, viriislerin mikrobiyal toplulugu etkileyen
bilesen olduklarmi ispatlamada tercih edilen yontemlerdir. Bu protokollerin
temeli, viris benzeri yapilarin yogunlugunun belirlenmesi, dogal su 6rnegindeki
viris  benzeri  yapilarin  gesitliligini  belirlemek amaciyla  komiinite
karakterizasyonu ve son zamanlarda DNA dizi analizlerindeki ilerlemeler sonucu
gliniimiizde tercih edilen yontemler haline gelen metagenomik yaklagimlardir

(Chen ve ark., 2001; Paul ve Sullivan, 2005;. Wommack ve ark., 2009).

Halovirlislerin ~ ortamlarindaki  genel ozellikleri (sekil ve genom
biiytikligii), saf kiiltiirler kullanilarak izole edilen haloviriislerin gosterdigi genel
karakteristik 0zellikleriyle yansitilamamaktadir (Santos ve ark., 2012). Baxter ve
arkadaslarimm (2011) Biiyik Tuz Goli viral c¢esitliligi incelemeye yonelik
calismalarinda viral ¢esitliligin dogru resmedilmesinin bir¢ok yonteme bagli
oldugunu ve yeni hipersalin ortamlardan kesfedilmesiyle ortaya c¢iktigini
vurgulamiglardir. Bu yOntemlerin, biyolojik siireclerin ve fizikokimyasal
kosullarin 6lciilmesi, gegirimli elektron mikroskobu (TEM), metagenom analizi
ve Archaea, Bacteria ve FEucarya tarafindan temsil edilen ekstrem halofilik
organizmalar1 enfekte eden yeni viriislerin izolasyonu gibi metodlar oldugu

diistiniilmektedir.
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Calismamizin ana basamagini olusturan kisimda, Tuz Golii’'nde bulunan
viral populasyonun analizi i¢in farkli amaglar dogrultusunda birden fazla yaklasim
uygulanarak viral ¢esitlilik incelenmistir. Buna gore, haloviriislerin yogunlugu ve
morfolojileri mikroskobik yontemler ile saptanmis ve parmak izi yontemlerinden
PFGE ile viral toplulugun genom biiyiikliikleri belirlenmistir. Boylece viral
toplulugun karakterizasyonu yapilmistir. Sonrasinda viral DNA elde edilerek

metagenomik kiitiiphane olusturulmustur.

Epifluoresan Mikroskop (EFM) kullanimi ile fluoresan boyama metodu
dogal sulardaki viriislerin sayilmasinda dogru sonucglar vermesi ile son yillarda
olduk¢a kullanigh hale gelmistir (Hennes ve Suttle, 1995; Suttle, 2007). EFM
bazli metodlar, filtreler iizerinde tutulan niikleik asitlere baglanma katsayisi
yiiksek olan fluoresan boyalar kullanilarak boyamanm gerceklestigi ve EFM
kullanomi ile tek tek saymminin yapilarak viral yogunlugun belirlendigi
yaklagimdir. Calismamizda kullandigimiz SYBR Gold boyasinin ¢ift ya da tek
zincirli DNA ya da RNA viriislerine baglanan hassas bir boya oldugu
saptanmistir. Ayrica SYBR Gold ile boyanmis sucul Orneklerden yapilan
incelemelere gore, bu boyanin viriis partikiillerini hizli boyayan ve stabil 151ma ile
dogru sayimina olanak saglayan bir fluoresan boya oldugu gosterilmistir (Chen ve
ark., 2001). Dolayisiyla calismamizda SYBR Gold ile boyanmis viriis
partikiillerinin EFM kullanimi ile daha dogru sonuglar verecegi yoniinde bu

yontem tercih edilmistir.

Yukarida da bahsedildigi gibi hipersalin ortamlar yaklasik 10° VLP/ml
gibi viral yogunluklar1 ile sucul sistemler arasindaki en yiiksek VLP sayilarini

gosteren ortamlardan biri olarak belirtilmistir (Guixa-Boixareu ve ark., 1996).

Bettarel ve arkadagslar1 (2011) yaptiklar1 ¢alismada Senegal’de dort farkh
tuzluluk gradientine sahip sucul ortamlardaki viral yogunlugu belirlemek
amacityla SYBR Gold boyama yapmislar ve EFM inceleme sonucu artan tuz
kosantrasyolari ile viriis benzeri partikiillerin sayismin arttigmi ve 10° VLP/ml’ye

ulastigini saptamiglardir.
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Hennes ve Suttle (1995) farkli sucul ortamlarda viral yogunlugu
belirlemek i¢in fluoresan 6zelliginde olan Yo-Pro boyasini kullanarak EFM ile
inceleme yapmiglardir. Tuz GOli'ne benzer tuzluluktaki ortamlarda viral

yogunlugu yaklasik 10° VLP/ml olarak belirlemislerdir.

Jiang ve arkadaslar1 (2003), Kaliforniya’da alkalin 6zellikteki tuzlu bir gol
olan Mono Golii’nde viral toplulugun ¢esitliligini birden fazla yontem dahilinde
incelemisler ve viral toplulugun yogunlugunu belirlemek i¢in EFM yontemini
kullanmiglardir. SYBR Green I fluoresan boyasini kullanarak yaptiklari analizde
viral yogunlugu yaklasik 10° VLP/ml olarak belirlemislerdir. Bagka bir ¢alisma ile
(Brum ve Steward, 2010), Mono Goélii’'nde mevsimsel olarak olusan tabakalagsma
sonucu farkli tabakalardaki viral yogunlugu belirlemek icin SYBR Gold ile
boyama sonrasinda EFM ile analiz etmisler ve en yiiksek viral yogunlugu 10°

VLP/ml olarak belirlemislerdir.

Tuz Golii su 6rnegi SYBR Gold fluoresan boyasi ile boyanmis ve EFM
kullanim1 ile viriis benzeri partikiillerin varligi incelenmistir. Rastgele alanlarda
yapilan coklu sayimlar sonucu viral yogunluk 1.04x10° VLP/ml olarak
belirlenmistir. Tuz Goli’niin EFM ile incelenmesi sonucu belirlenen viral
yogunlugun yiiksek degerlerde oldugu ve diger hipersalin ortamlarda belirlenen

sonugclar ile paralellik gdsterdigi saptanmustir.

Viral ekolojide bir¢ok kiiltiir bagimsiz yaklasimm uygulanmasinda ana
basamak, cevresel oOrnekten viriislerin yogun bir sekilde elde edilmesini
icermektedir. Yapilacak c¢aligmalar Oncesinde viriis partikiillerinin sayilarmin
arttirilmas1 ve mikrobiyal hiicrelerin uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amacla
viral niikleik asit izolasyonu Oncesinde uygulanan 2 yaklasim vardir, bunlar
ultrafiltrasyon, ultrasantriifiij islemleridir. Kiltiir bagimli yollarla viriislerin
sayilar1 arttirilip ultrasantrifiij ile saflastirilabildigi gibi, su 6rnegi ultrafiltrasyon
ile konsantre edilerek wvirlis partikiilleri yogunlastirilabilir (Delwart, 2007;
Wommack ve ark., 2009). Calismamizda once 0.2 pm por ¢apli membran filtreler
kullanimiyla mikrobiyal hiicreler uzaklastirilmistir. Ardindan sirasiyla 30kD ve

100 kD membran filtrelerine sahip filtrasyon sistemlerinin kullanimiyla
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ultrafiltrasyon islemi gerceklestirilmistir. Konsantrasyon sonrasi viral yogunluk

10'° VLP/ml olarak belirlenmis ve bu filtratla diger islemler gerceklestirilmistir.

Konsantrasyon isleminin ardindan viral toplulugun morfolojilerinin
belirlenmesi amaciyla Gegirimli Elektron Mikroskobi (TEM) uygulanmistir. TEM
onceleri viral yogunlugun belirlenmesi amaciyla kullanilmig olmasina ragmen
gilinlimiizde bu amagla pek tercih edilmemektedir (Hennes ve Suttle, 1995; Suttle,
2007). Bunun yerine viriislerin morfolojisini belirleme ve biiytikliiklerini saptama
gibi avantajlara sahip olmasiyla giiniimiizde g¢evresel virlislerin ¢alisilmasinda
siklikla kullanilmaktadir. Viriis partikiillerinin incelenmesi ¢aligmalarinda negatif
boyama genis Olciide kullanilmaktadir. Bu boyama yonteminde, karbon kaplh grid
iizerine alinan ornek, agir metal tuzlar (fosfotungstik asit ya da uranil asetat) ile
boyanmakta ve bdylece Ornek igerisindeki viriislerin saptanmast miimkiin hale
gelmektedir. Negatif boyama sayesinde virlis partikiilleri ile arka plan arasinda
belirgin bir kontrast olugmakta ve bdylece viriis partikiillerinin morfolojik yapilar1
belirlenmektedir (Roingeard, 2008). Bu sayede viriislerin es zamanli olarak

karsilagtirma, smiflandirma ve identifikasyonu yapilmaktadir (Ackermann, 2009).

Sucul ortamlardaki virlisler ile yapilmis olan pek c¢cok TEM analizi
bulunmaktadir. Caligmalarda TEM kullanimi, hipersalin bir ortamdaki viral
cesitliligi belirlemek, spesifik bir virlisiin morfolojisi ve yapisal 6zelliklerini
incelemenin yani sira, bazi ¢alismalarda farkli tuzluluk gradientinin c¢esitlilik

iizerindeki etkisini aragtirmaya yoneliktir.

Calismamizda Tuz Goli’nde virilis partikiillerinin morfolojik ¢esitliligin
belirlemek icin TEM kullanilmis ve c¢esitli morfolojilerde virlislerin varligi
belirlenmistir. Buna gore, c¢alismamizda birgok hipersalin ortamda bulundugu
saptanan morfolojilere sahip viriislerin Tuz Golii’'nde de bulundugu goriilmiistiir.
Bu virlis morfolojileri yogunluk sirasmna gore kiiresel, 1§ sekilli ve bas ve
kuyruklu wvirtisler seklindedir. Ayrica, farkli morfolojilerdeki viriislere de
rastlanmigtir. Bu farkli morfolojilerden filament seklindeki viriislerin ve kursun-
benzeri viriislerin 6rnekte yiiksek oranda bulundugu goriilmiistiir. Bunun yani
stra, 1g sekilli-kuyruklu, filament ve kuyruklu ve ki sekilli olmak iizere farkli

morfolojideki virtisler tespit edilmistir.
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Guixa-Boixareu ve arkadaslar1 (1996) ¢ok havuzlu solar tuzlalarinda farkl
tuz konsantrasyonlarinda prokaryotik hiicrelerin ve viriislerin yogunlugunu,
viriislerin etkisini arastirmis ve virlis partikiillerinin morfolojilerini belirleme
amaciyla TEM kullanmiglardir. Elde ettikleri sonuglara gore artan tuz
konsantrasyonlar1 ile birlikte prokaryotik hiicre yogunlugunun arttig1 ve buna
bagli olarak viral yogunlugun arttigin1 belirlemislerdir. Ornekte, bas ve kuyruklu,

limon sekilli ve ikosahedral morfolojilere sahip viriisleri saptamiglardir.

Oren (1997), Olii Deniz’de bulunan viriis benzeri partikiilleri TEM ile
incelemis ve morfolojilerini belirlemistir. Elde ettigi sonuclara gére Olii Deniz’de
kiiresel, 1g sekilli ve bas ve kuyruklu morfolojilerdeki viriislerin yani sira dnceden

rastlanmamis 6 koseli y1ldiz seklinde bir virlis morfolojisi de saptamistir.

Diez ve arkadaslar1 (2000), ispanya’da ¢ok havuzlu solar tuzlada bulunan
viral topluluklarin ¢esitliligini arastirmak i¢in ¢esitli yontemler kullanmiglar ve
virlis partikiillerinin morfolojilerini TEM analizi ile belirlemislerdir. Cesitliligin
bliyiik kismmi ikosahedral ve limon sekilli virlislerin  olusturdugunu

gozlemlemislerdir.

Porter ve arkadaslar1 (2005), Haloarcula hispanica ya da Halorubrum
strainlerini enfekte ettigini belirledikleri SH1 viriisiinii izole etmisler ve bu
virlisiin karakterizasyonunu c¢alismislardir. Bu asamalardan biri olan virion
morfolojisini incelemek i¢in daha ayrintili inceleme olanagi veren ve morfolojik
degisimleri engelleyen ‘Thin-section’ elektron mikroskobi yaklagimini
uygulamiglardir. Virion enfeksiyon oOzelliklerini ve morfolojisini belirlemek
amaciyla farkli modifikasyonlar uygulamislar ve SH1 viriisiinii ikosahedral olarak

belirlemislerdir.

Santos ve arkadaslar1 (2007) yilinda farkli tuzluluk gradientine sahip
havuzlar1 igeren hipersalin tuzladaki viral toplulugu kiiltiir bagimsiz yaklasimlarla
incelemislerdir. Ispanya’da ¢ok havuzlu solar bir tuzladan farkli tuzluluk
oranlarindaki havuzlarda viral c¢esitliligin incelenmesinde morfolojilerin
belirlenmesi amaciyla TEM islemi gergeklestirilmistir. Analiz edilen biitiin

orneklerde, kiiresel, bas ve kuyruklu, limon sekilli ve filament sekilli olmak {izere
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dort farklt morfoloji belirlemislerdir. Filament seklindeki virtislerin varligir %31
ve %34 tuzluluga sahip havuzlarda goriilmiis ve ilk kez bu calisma ile hipersalin

ortamlardaki varlig1 bildirilmistir.

Brum ve Steward (2010), alkalin hipersalin bir gl olan Mono Golii’nde
mevsimsel degisikliklerle olusan tabakalagsmanin viriis morfolojilerine nasil
yansidiklarin1 arastrmak icin TEM yontemi uygulamislar ve temel viriis
morfolojilerini belirlemislerdir. Calismalar1 sonucunda bas ve kuyruklu viriislerin
yogun oldugu ve inceledikleri degisimlerin kuyruk uzunlugunu ve kapsit
kalinligmi etkiledikleri ve kuyruk uzunlugunun derinlikle arttig1 sonucuna
varmiglardir. Ayrica tuzluluk oram1 %7 ile 8.5 arasinda degisen Mono Golii’'nde
limon sekilli ve filament yapidaki viriislere rastlamamislardir. Bu durum limon
sekilli viriislerin halofilik arkeler gibi ekstrem halofilik mikroorganizmalari
enfekte ettigi ve yliksek tuz konsantrasyonunda varlig1 diisiincesini bir kez daha

kanitlamaktadir.

Sime-Ngando ve arkadaglar1 (2010), Senagal’de ki hipersalin Retba
Golii’nde viral toplulugu calismislar ve ¢alismanin asamalarindan biri olan viral
morfolojinin belirlenmesinde TEM kullanmiglardir. Elde ettikleri sonuca gore 5
morfoloji belirlemislerdir. Cesitliligin %46’sm1 limon sekilli virtislerin, %35’in1
de kiiresel morfolojideki viriislerin olusturdugunu bildirmislerdir. %13 oraninda
lineer yapidaki viriislerin tiglincii dominant grup olduklarmi gézlemlemislerdir.
Bas ve kuyruklu morfolojiye sahip viriislerin ise toplam cesitliligin %1 ini
olusturdugunu saptamiglardir. Ayrica % 5°’lik kismmin ise daha Onceden

belirlenmeyen morfolojilerde olduklarini rapor etmislerdir.

Baxter ve arkadaslar1 (2011), Biiyiik Tuz Go6lii’'nde viral populasyonu
calismak i¢in ¢esitli yaklasimlar kullanmiglar ve bu yaklasimlardan biri olan TEM
ile viral cesitliligi belirlemislerdir. Viral cesitliligi temsilen fusiform yapilar,
kiiresel sekilli viriisler, bas ve kuyruklu viriisleri belirlemisler ve yeni bir
kategoriy1 temsil eden morfolojiyi rapor etmislerdir. Bu yeni morfolojiyi olusturan

morfoloji, filament ve kin seklindeki viriisleri kapsamaktadir.
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Bu caligmalardan da goriildiigi gibi hipersalin ortamlarda farkli amaglar
dogrultusunda TEM yontemi kullanilmaktadir. Bu ¢alismalardan elde edilen
sonuglara gore, hipersalin ortamlarda cesitli morfolojilerde viriis partikiiller
bulunmaktadir. Bu morfolojiler bas ve kuyruklu viriisler, limon ve ig sekilli
viriisler ile fusiform wviriisler, kiiresel viriisler yogun olmakla birlikte, son
zamanlarda Ispanya’da solar tuzlalar ile Biiyiik Tuz Golii’nde rastlanan filament
seklindeki viriislerdir. Onceleri Archaea domaini iiyelerinin baskin oldugu
ortamlarda, bakteriyal bas ve kuyruklu viriis morfolojisinin nadiren goriildigi
diisiiniilmiis ve ekstrem ortamlarda rapor edilmemistir. Fakat, viriis izolasyonunun
cesitli yaklasimlar uygulanarak calisilmaya baslanmasiyla bas ve kuyruklu
morfolojideki viriislerin, tanimlanan haloarkeal viriis tiirlerinin 6nemli bir kismini
olusturdugu saptanmustir (Pina ve ark., 2011). Ig sekilli viriisler yaygin bir sekilde
Archaea domainine ait halofilleri enfekte edildigi diisiiniilmekte ve bu durum
artan tuzluluk ile birlikte 1g sekilli virlslerin yogunlugunun artmasmin

saptanmastyla dogrulanmaktadir.

Calismamiz sonucu kiiresel ve ig sekilli viriislerin olduk¢a yogun oldugu
ve ¢esitliligin biiylik kismini olusturdugu goriilmiistiir. Bunu yan1 sira giiniimiize
kadar sadece Ispanya’da solar tuzla havuzlarinda ve Biiyiik Tuz G6lii’nde varlig
saptanan filament sekilli viriislerin de olduk¢a yogun bulundugu belirlenmistir.
Ayrica, hipersalin ortamlarda yapilan TEM analizlerinde heniiz saptanmamis
kursun benzeri morfolojiye rastlanmig ve bu viriislerin ¢esitliligin yaklagik
%12’sin1 kapsadig1 belirlenmistir. Bu yapilara ek olarak, elde ettigimiz sonuglara
gore, 1g sekilli viriisler grubuna dahil edebilecegimiz virlis morfolojilerinin Retba
Goli’nde bulundugu belirlenmistir (Sime-Ngando ve ark., 2010). Bu
morfolojilere sahip viriisler yine 1§ seklinde olmakla birlikte farkl kuyruk yapilar1
tasimaktadir. Buna gore ig sekilli-kuyruk olarak bahsettigimiz viriis partikiilleri
iki gruba ayrilmaktadir, bir grup igsi yapida ve tek uzun kuyruk igerirken, diger
grup igsi yapida olup biri kisa digeri daha uzun iki kuyruk igerdigi goriilmiistiir.
Bunun yam sira ¢gubuk benzeri olarak isimlendirdigimiz partikiillerin yapis1 daha
ince ve uzun olup, partikiiller orta kisitmlarinda hafif bir sislik icermektedir. Retba

Go6lii’nde yapilan ¢alismada bu 3 grup igsi morfoloji igerisinde smiflandirilmistir.
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Glinlimiize kadar sadece Biiyiikk Tuz Goli’nde varligi goriilen kin sekline sahip

viriisler ise Tuz Golii’nde yaklasik %5 oraninda goriilmiistiir.

Viral morfolojiyi belirlemede kullanilan tek teknik TEM’ dir. Bununla
birlikte bazi durumlarda morfolojik c¢esitlilik degerlendirilirken bazi hatalar
yapilabilir. Ayrica bazi viriislerin morfolojik 6zelliklerini TEM c¢alismalar1 ile
belirlemek zordur. Kiiresel virlislerin kuyruklarimi kaybetmis bas ve kuyruklu
virlisler oldugu ya da kiiresel sekle sahip oldugu varsayilan pleomortfik viriislerin
temsilcileri olduklar1 diisiiniilebilir (Baxter ve ark., 2011). Bu amagla viral
morfolojinin daha iyi analizini saglayan cesitli elektron mikroskobi yontemleri
son zamanda kullanilmaktadir. Cesitli modifikasyonlar ile viral preparatin sivi
azotta donduruldugu cryo-EM yontemi ya da oOzel fiksatifler ile wviriislerin
fiksasyonu ardindan bloklar igerisinde tutulmasi ve buradan ince kesitler
alindiktan sonra elektron mikroskobunda incelenmesi gibi yontemler morfolojinin
daha ayrintili incelenmesinde kullanilmalidir. Bu yontemler ile viral morfolojinin
bozulmasi ve yanlis degerlendirilmesi minimum diizeye inmekte ve daha ayrmntili

analizler sonucu daha kesin sonucglara ulasmay1 saglamaktadir.

Mikrobiyal komiinite c¢alismalarinda kiiltiir bagimli  yaklasimlarin
smirlarint ortadan kaldirmak i¢in gelistirilen gen temelinde molekiiler teknikler
olan genetik parmak izi yaklagimlari arasinda PFGE ve DGGE yer almaktadir. Bu
yaklagimlar sayesinde molekiiler mikrobiyal ekoloji alaninda altin ¢ag baslamis ve
birden fazla cevresel ortamm komiinite kompozisyonlarinin karsilagtirilmasinda
bircok calismada kullanilmaya baslanmistir. Son zamanlarda viral ekolojinin
cevresel virlislerin onemini kesfedilmesiyle bu iki teknik sucul ortamlardaki
virilisleri analizini amaglayan bir¢cok calismanin temel yontemleri haline gelmistir.
Bu yontemler ile viral topluluklar incelenirken 6rnek yine 6n islemler olan
filtrasyon ile mikroorganizmalarin uzaklastirilmasi ve ardindan ultrafiltrasyon ya
da ultrasantrifiyj ile viriis partikiillerinin kiiciik hacimlerde yogun bir sekilde eldesi
gerekmektedir. Bununla birlikte DGGE yontemi, mikroorganizma populasyonunu
calismada oldugu gibi yine PCR temelli bir yontem olup, PFGE i¢in boyle bir
zorunluluk yoktur (Sandaa ve ark., 2009). Tuz Goélii’'nde bulunan haloviriisleri

arastirmaya yonelik literatiirde bilgi olmamasimdan dolayi, calismamizda PFGE
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*  (Cesitlilik belirlenmesi

yontemi tercih edilmistir. Clnki DGGE yonteminde, PCR bazli yaklasim
olmasiyla, viriislere spesifik primer zorunlulugu bulunmaktadir. Sekil 4.2° de viral
komiiniteleri ¢aligmada genetik parmak izi metodlar1 ile ilgili islem akist

Ozetlenmistir.

On filtrasyon

‘ Viral niikleik asitlerin
Viriislerin konsantre ekstraksiyonu

Viral DNA’nin agaroz e edilmosi —

icerisine kaliplanmasi

\ \

Viriis spesifik primerler

DNA salinimi

ile PCR
} \
PFGE DGGE
U
i’
*Filogenetik analizler - T' |
| il I
Bantlarin 1H 1 E
- B identifikasyonu .

* Karsilastirmali analizler
* Genom biyikligi

* Karsilastirmali analizler
dagilimi - *  (Cesitlilik belirlenmesi

Sekil 4.2. Sucul viriis komiinitelerini analizinde kullanilan genetik parmak izi yontemlerinin akis

cizelgesi (Sandaa ve ark., 2009)
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PFGE biiyiilk DNA pargalarinin elektroforetik ayrimina dayali bir yontem
olup, teknik sucul ortamlardaki ¢ift iplikli DNA viriislerinin 10-100 kb (katlarr)
biiylikliigiindeki genomlarmnm ayrimim saglayarak viral komiinitenin zenginlik,
cesitlilik ve dinamiklerini incelemek i¢in kullanilmaktadir. Sucul ortamlardaki ¢ift
iplikli DNA'ya sahip viral cesitliligi belirlemede PFGE kullanimi, 6nemli
zamansal ve mekansal degisikliklerin genom biiytlikliigiinde kendini gosterdigini
ve viral komiinitelerin canliligimmn konak populasyonunun dinamigi ile yiiksek
oranda iligkili oldugunu vurgulamaktadir (Sandaa ve ark.,2009; Jacquet ve ark.,

2010).

PFGE, su 6rneginin konsantrasyonunun ardindan ortamdaki biitiin viral
genomlarm analizini saglamaktadir. Ayrica, elde edilen bant sayisi dominant
genomlarm biiyiikliigline orantilidir. Bu metodun ana problemi, ayn1 biiytikliikte
genoma sahip farkli viral genotipler arasinda ayrim yapilamamasidir, bu durumda
viral ¢esitliligin hatali tahminine yol agmaktadir. Bu durumda herhangi bir bandin
cesitliligi dizileme ile ya da bu bandin hibridizasyonu ile daha derin analiz
edilmelidir (Santos ve ark., 2012). Ayrica, bu yontem yalnizca, dsDNA viriislerini
inceleme imkan1 vermektedir. Sucul ekosistemlerde RNA viriisleri de bulunmakta
ve bu durumda yine cesitlilik hatali tahmin edilebilmektedir. Fakat biitiin bu
sorunlara ragmen, viral topluluk kompozisyonlarini ¢alismada en uygun yontem
olup, morfolojik c¢esitliligin belirlendigi TEM ile karsilastirilabilir sonuglar
vermektedir (Weinbauer, 2004; Sandaa ve ark., 2009; Jacquet ve ark., 2010).

Diez ve arkadaslar1 (2000), Ispanya’da farkl tuzluluktaki havuzlara sahip
solar tuzlada, bu farkli tuz konsantrasyonlarindaki havuzlarda bulunan viral
toplulugun genom cesitliligini analiz etmek icin PFGE yontemi kullanmiglardir.
Viral toplulugun genom biiyiikliigii 20 ile 300 kb arasinda olmakla birlikte biitiin
orneklerde bulunan yogun bant bilyiikligini yaklagik 40 kb olarak
belirlemiglerdir. Ayrica, hipersalin gollerdeki viral cesitliligin denizel ortamlara

gore daha diistik oldugunu gostermislerdir.

Jiang ve arkadaslar1 (2003) Kaliforniya’daki yiiksek alkalin 6zellige sahip
bir tuz go6li olan Mono GoOli'nlin viral cesitliligi birden fazla yaklagim

kullannmiyla arastrmiglardir. Viral toplulugun genom cesitliligini belirlemek
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iizere PFGE yontemini kullanmislar ve genom cesitliligini 14-400 kb biiyiiklikleri
arasinda oldugunu belirlemiglerdir. Bununla birlikte prokaryotik organizmalari
enfekte eden virlislere 6zgli olarak en yogun genom biiytikligiinii 30-60 kb
arasinda gozlemlemislerdir. 200 kb ve lizerindeki genom biiyiikliigiinii ile ortamda

algal viriislerin var olabilecegi tahminini yiiriitmiislerdir.

Sandaa ve arkadaslar1 (2003), solar bir tuzlada, % 4 ile %37 arasinda
degisen tuzluluga sahip havuzlarda viral dinamigi incelemislerdir. Bu inceleme
icin 6rnek alimi 6 giin aralilarla iki kez gerceklestirilmis ve bdylece bu kisa
siirecteki viral komiinite yapisindaki degisim arastirilmistir. Ancak bu incelemeyi
sadece PFGE yontemi kullanarak gerceklestirmisler ve 6 giinlilk arayla band
profillerinde degisim saptamamuislardir. Ancak bir bandin birden fazla genom
icerebileceginin gosterilmesiyle, bu viral genomlarn degismedigi anlamina
gelmemekte ve daha derin analizler gergeklestirilmesinin gereklili§ini ortaya
koymaktadir. Elde etikleri sonuglar dogrultusunda viral topluluklarin genom
araligmi 10-533 kb arasinda degistigini belirlemislerdir. Ayrica %4 ile %22
tuzluluk arasindaki havuzlarda viral genomlarin 32- 340 kb arasinda oldugunu,
%22’den fazla tuzluluktaki havuzlarda 10-189 kb arasinda belirlemislerdir. Bunun
yani sira, %15 ten fazla tuzlulukta dominant genom biiyiikligii 30-62 kb olarak

belirlemislerdir.

Santos ve arkadaslar1 (2007), Ispanya’da ¢ok havuzlu solar tuzladaki farkli
tuz konsantrasyonlarindaki havuzlardan farkli zamanlarda aldiklar1 su
orneklerindeki viral toplulugun morfolojik analizinin yani sira genom c¢esitliligini
PFGE ile arastirmiglardir. Biitiin 6rneklerde yaklasik 37 kb biiytikliiglindeki viral
genomun (ya da ayni bliyiikliikteki farkli viriislerin genomunun) baskin oldugunu
belirlemislerdir. Ayrica calismalarinda gergeklestirdikleri TEM analiziyle, PFGE
analizi sonuclarmi karsilastirmiglar ve yaklasik 37 kb biiyiikliiglinde dominant
bant ile birlikte toplam ii¢ genomik bant belirlemislerdir. Bu sonugtan yola
cikarak farkli morfolojilerin ayni genom biiyiikliigliinde olabilecegini tahmin

etmislerdir.

Santos ve arkadaslar1 (2010), Ispanya’da solar bir tuzlada %32 tuz

konsantrasyonundaki solar tuzla viral gesitliligi i¢in uyguladiklar1 metagenomik
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yaklasim igerisinde PFGE ile ortamdaki viral genomlarm biytkligiini
belirlemiglerdir. Viral toplulukta yaklasik 37 kb genom biiyilikliiglin dominant

oldugunu saptamiglardir.

Bu sonuglardan da goriildiigii gibi PFGE ile analiz edilen viral ¢esitliligin
denizsel ortamlarla kiyaslandiginda tuzlalarda daha az oldugu belirlenmistir.
Toplam prokaryotik kommunite yapisinin tuzluluga bagli oldugu ve boylece viral
populasyonlarin dinamiginin de konaklarmin ekolojisine bagli oldugunu
disiindiirmektedir (Diez ve ark., 2000; Sandaa ve ark., 2003; Le Romancer ve

ark., 2007; Santos ve ark., 2007, Sandaa ve ark., 2009).

Calismamizda Tuz Goli’nde haloviriislerin genom ¢esitliligini belirlemek
iizere gerceklestirdigimiz PFGE analizi sonucu en dominant bandin yaklasik 40
kb olmasiyla 30-40 kb arasinda bantlarin dominant oldugu goriilmiistiir. Ayrica
yaklasik 20 kb biiytikliigiinde genom varlig1 belirlenmistir. Ayrica yaklasik 80 kb
ve 145 kb degerlerinde smear seklinde bantlar oldugu fakat cok yogun olmadig:
goriilmiistiir. Ornegin %31.6 ‘lik tuz konsantrasyonu diisiiniildiigiinde ayni
konsantrasyonlardaki hipersalin sucul sistemlerde yapilan PFGE analizleri ile
benzerlik gostermektedir. Prokaryotik olabilecek virlislerin genom araligi goz
oniinde alindiginda ¢aligmamiz sonucu elde edilen profilde 3 bant goriilmiis ve
boylece hipersalin gbllerde cesitliligin denizsel ortamlara gore az oldugu bir kez

daha goriilmiistiir.

Calismamiz sonucu viral cesitliligin  morfolojik olarak TEM ile
belirlenmesinde birbirinden farkli 10 morfoloji olabilecegi belirlenmis ve PFGE
analizi genom c¢esitliliginin 3-5 bant arasinda olabilecegi goriilmiistiir. Bu
sonuclar g6z oniine alindiginda farkli morfolojilerin ayni1 genom biiyiikliiglinde
olabilecegi tahmin edilmektedir. Bu konuda daha belirgin bir sonuca varmak i¢in
ortamdan elde edilen viral DNA klonlanarak ya da hibridizasyon yontemleriyle
daha derin olarak analiz edilmelidir (Santos ve ark., 2012). Dolayisiyla
calismamizin devaminda elde edilen viral toplulugun DNA’s1 klonlanarak, bir¢ok

ayrmtili analizi saglayan metagenomik kiitiiphanesi olusturulmustur.
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Metagenomik yaklasimlar, Ornekte bulunan biitiin viral komiinitenin
genomlarmin dizilenmesi seklinde olan yaklasimlar olup sucul sistemlerdeki viral
cesitliligin analizleri i¢in daha fazla bilgi saglamaktadir. Metagenomik ve DNA
dizileme teknolojilerindeki yenilikler sayesinde viral populasyonlarin genetik
yapisi, viral evrimin mekanizmalar1 ve viral dizilerin ¢esitliligi hakkinda kaliteli
bilgiler elde edilmeye baslanmistir. Yeni virlislerin  izolasyonu ve
karakterizasyonu hizlanmis ve bu durum 6zellikle ekstrem ortamlarda ¢cok oranda
bulunan arkeal viriislerin, yeni viriislerin ve yeni viriis tiplerinin kesfinde énemli
baslangiclar yaratmistir. Bacteria domaini enfekte eden virtisler hakkindaki veri
arkeal viriislerle kiyaslandiginda biraz daha fazla olmakla birlikte, bu iki domain
iiyelerini enfekte eden viral cesitlilik hakkindaki dizi bilgisi olduk¢a azdir.
Yapilan bazi metagenomik yaklasimlar sonucu sucul ortamlardaki viral
kiitiiphanelerin incelenmesiyle elde edilen dizilerin %65’ inin yeni oldugu ve veri
tabanlarinda bilinen genlerle 6nemli bir benzerlik gostermedigi goriilmiistiir. Gen
Bankasindaki benzerlik gosterenler ise, DNA ve RNA polimerazlar, helikaz, DNA
maturazlar, terminazlar, ekzoniikleazlar ve integrazlar ve yapisal proteinler ile
ilgili genlerle eslestigi belirlenmistir. Dolayisiyla, bu ilerlemeler sayesinde
virlisler hakkindaki caligmalar sonucunda dizi bilgilerinin giin gectik¢e artmasi
beklenmektedir (Paul ve Sullivan, 2005; Jacquet ve ark., 2010; Rosario ve
Breitbart, 2011).

Breitbart ve arkadaslar1 (2002), kiiltiire edilmemis iki farkli denizel
sistemdeki viral komiiniteyi metagenomik yaklasim ile incelemislerdir. Konsantre
ettikleri su Orneklerini ultrasantriftij ile pelet haline getirmisler ve shotgun
metagenomik kiitliphaneyi olusturmuslardir. Elde ettikleri sonuglarin analizi
sirasinda %65’inin daha Onceden belirlenen dizilerle eslesmedigini ve bdylece
cesitliliin - cogunun  Onceden  karakterize edilmedigini  saptamislardir.
Matematiksel hesaplamalar dogrultusunda olusturduklar1 tahmini dizilerin
sayisinin, her iki komiinitedeki populasyonlarin sadece %2-3’iinii icerdigini
gozlemlemisler ve iki ortamim viral g¢esitliliginin birbirinden olduk¢a farkli

oldugunu belirlemislerdir.
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Angly ve arkadaslar1 (2006), metagenomik yaklasim ile ¢esitli denizel
ortamlardaki viriislerin ¢esitliligi ve dagilimi hakkinda kapsamli bir ¢alisma
yapmislardir. Kiitliphane olusturmadan ultrafiltrasyon ardindan elde ettikleri viral
metagenomlar1 yeni nesil dizileme teknolojilerinden biri olan pyrosequencing
(454 dizileme) yontemiyle dizilemisler ve biyoinformatik analizlerini
gerceklestirmislerdir. Boylece Sargasso Denizi, Meksika Korfezi, Kolombiya’da
kiy1 sular1 ve Arktik okyanusunda 68 farkli noktadan, 3000 m derinlikten 10 sene
boyunca aldiklar1 184 su 6rnegindeki viral g¢esitliligi metagenomik yaklasim ile
ayrmtili bir bicimde analiz etmislerdir. Elde ettikleri sonuclar dogrultusunda yeni
siyanofajlar1 ve tek zincirli DNA viriisleri kapsaminda %91°den fazla viral dizinin

bilinmedigini saptamislardir.

Santos ve arkadaslar1 (2010), Ispanya’da kristalize havuz su Orneginin
konsantrasyonunun ardindan PFGE ve TEM ile viral gesitlilik analizi sonrasinda
fosmid vektor kullanimiyla metagenomik kiitiiphanesini  olusturmuslardir.
Yaklasik olarak 1.35 Mbp biiyilikligiinde klonlanmis viral DNA y1 iceren
kiitiiphaneyi farkli biyoinformatik araclar ile analiz etmisler ve Onceden elde
edilmis sonucglar ile kiyaslamislardir. Karsilastrmalar sonucu metaviromun
oldukca c¢esitlilik igerdigini ve diger sucul ve denizel ekosistemleden farkli
oldugunu saptamiglardir. Metaviromun %75-80’ninin  korunmus tahmini
proteinler ile eslestigini ve bazilarinin San Diego tuzlalarindaki metaviromlar ile
eslestigini saptamislardir. Ayrica, biyoinformatik analizler sonucu tahmini

konaklarin Haloquadratum walsbyi ve Salinibacter ruber olarak belirlemislerdir.

Analiz edilen metagenomik kiitiiphaneler sonucu yeni diziler elde
edilmesinin yani sira, bu veriyi degerlendirecek mevcut biyoinformatik araclar
henliz ¢ok yeterli degildir. Angly ve arkadaslar1 (2009), “Genome relative
Abundance and Average Size (GAAS)” adinda bir metagenomik arag
tasarlamislardir. Onceden incelenmis bir farkli metagenomlarin analizi sonucu bu
aracin daha dogru sonuclar verdigini belirlemislerdir. Hipersalin ortamlardan elde
edilmig 10 farkli viral metagenom ile yapilan analizler sonucu, bu ara¢ ile
haloviriislerin genom uzunlugunun 51-263 kbp arasinda oldugunu ortaya

cikarmistir. Ayrica hipersalin viral metagenomlarin, hipersalin mikrobiyal
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genomlardan daha dar oranda genom biyiikliigiine sahip oldugunu ortaya

cikarmislardir.

Genomik materyalin izolasyonu viral metagenomikte 6nemli bir asamadir.
Biiyiik insert tasiyan kiitiiphane olusturulmasinda yeterli miktarda genomik
materyalin izole edilememesi sorun yaratmaktadir. Sucul 6rneklerde 10° VLP/ml
gibi yiiksek oranlarda viral partikiil bulunmasina ragmen, genomik DNA ya da
RNA subnanogram kalitesinde elde edilmektedir. Bu duruma, mikrobiyal
genomun sebep oldugu diisiiniilmektedir. Mikrobiyal genom biiyiikliik olarak
yiizlerce viral genoma denk gelmektedir ve ¢ok az mikrobiyal hiicre ya da viral
olmayan serbest DNA, viral niikleik asit izolasyonunda c¢ok ciddi bir
kontaminasyona sebep olmaktadir. Kontaminasyon, filtrasyon, santrifiij ve
niikleaz muamelesinde meydana gelebilmektedir. Klonlamada kullanilan
DNA’nm kalitesi metagenomik kiitiiphane olusturulmasinda ¢ok onemlidir, ¢linkii
istenmeyen dizilerin varligi olusturulan metagenomik kiitiiphanelerde viral
DNA’dan elde edilen sonuglar1 etkileyecek ve ayrica devam calismalarinda bu
metagenomik kiitliphane kullanildigindan sonuglar bu kiitiiphaneye gore

olusturulacaktir (Schoenfeld ve ark., 2010).

Biiyiik insert parcalarindan kiitiiphane olusturulurken kullanilacak vektor
olduk¢a Onemlidir. Shotgun kiitiiphane olusturulmasi ile klonlanan biiyiik
boyuttaki DNA’lar, 3 kb’ den kisa boyutlarda temsil edilmekte ve elde edilen ¢ok
sayida kisa dizinin hizalanmasinda bir¢cok sorun ortaya ¢ikarmaktadir. Bu durum
da dizi analizi sonrasi hatali veri yorumlamaya neden olmaktadir. Ayrica viral
genomlarm zayif promotor iceren ve yiliksek kopya sayist veren vektorlerin
kullanom1 ile sapma olmadan klonlanmasi ¢ok zordur. Bu yiizden genellikle
transkripsiyon faktorii icermeyen halkasal ya da lineer vektorler tercih
edilmektedir (Schoenfeld ve ark., 2010). Metagenomik kiitiiphane olustururken
fosmid vektdr kullanimiyla viral DNA klonlanmasi ve kiitiiphane olusturulmasi
ile bu sorunlar en aza indirgenmektedir. Boylece bu yaklasim ile, normal genom
biiylikliigline yakin insert tasiyan klonlar olusturulmakta ve dizileme sonrasinda
olusacak ¢ok sayida kisa dizinin hizalanmasi sorunu ortadan kaldirilmaktadir

(Edwards ve Rohwer, 2005; Santos ve ark., 2007; Santos ve ark., 2010, Rosario
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ve Breitbart, 2011). Ayrica daha hizli ve kolay is giicli ile bakteriyal yapay
kromozom gibi daha biiyiik vektorler kullanimi ile klonlama seklindeki zorlu

yontemlerin iistesinden gelmektedir.

Garcia-Heredi ve arkadaslar1 (2012), kiiciik insertlere sahip kiitiiphane
olusturma ile elde edilen verilerin analizinin zorlagsmas1 nedeniyle ¢aliymalarinda
fosmid vektorler kullanarak metagenomik kiitiiphane olusturmuslardir. Bu
vektorler aracigiyla viral DNA’y1 normal boyutlarina yakin sekilde klonlayarak
calismiglardir. Dizi analizi sonrasi 42 farkli viral genom elde etmigsler ve
bunlardan bazilarinin hemen hemen tam oldugunu ve bas ve kuyruklu viriisler
olan Caudovirales grubuna ait tyeler oldugunu belirlemisleridir. Ortamda
Haloquadratum walsbyi, Nanohaloarchaea ve Salinibacter ruber enfekte eden

viriislerin varligini belirlemislerdir.

Calismamizda Tuz Goli'ndeki haloviriislerin - morfolojik ve genom
cesitliligi belirlendikten sonra viral DNA ekstrakte edilmis ve fosmid vektor
kullanimiyla 136 klon iceren metagenomik kiitiiphane olusturulmustur. Elde
edilen klonlardan rastgele secilen 15 klonun vektor tasityip tasimadigi kontrol
edilmis ve insert bolgesinin biiytikligii BamHI restriksiyon enzimi ile kesim
yapilarak belirlenmistir. Ayrica metagenomik kiitiiphane dizi analizi i¢cin GATC
Biotech (Almanya) firmasmna gonderilmistir. Dizi analizinin prensibi, vektoriin
spesifik geri ve ileri primerleriyle u¢ kisimlarindan dizilenmesi seklindedir.
Restriksiyon enzimi ile kesim sonrasi incelenen 12 klonun 29-40 kb arasinda
cesitli degerlerde olmak iizere E2 klonunun 16 kb biiyiikliigiinde insert bolgesi
icerdigi goriilmiistiir. ki klondan kesim sonrasi sonu¢ almamamis ve kesim
reaksiyonunda hata olabilecegi tahmin edilmistir. Kullanilan BamHI enzimi
vektorii sadece ug kisimlara yakim iki bolgeden kesmekte ve bu durumda kesim
sonras1 vektor biiyiikligiiniin yaklagik 8.5 kb olmas1 beklenmektedir. Ancak, 8.1
kb biiyiikligiindeki pCC2FOS vektorii kesim sonras1 yaklasik 9.4 kb olarak
belirlenmistir. Kesim sonrasi yalnizca E3 klonun icerdigi vektor biiytlikligii 8.6 kb
olarak belirlenmistir. Dizi analizi sonuglarinda firmanin uzmanlar1 tarafindan
vektoriin u¢ kisimlarinin modifikasyona ugradigi ve boylece dizi analizi sirasinda

primerlerin esleserek okumay1 baslatamadigi belirtilmistir.
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Tuz Goli'nde viral ¢esitlilik farkli amaglar dogrultusunda ¢ok yonlii
yaklagimlar kullanilarak ilk defa ortaya konmustur. Elde edilen sonuclar
dogrultusunda Diinya ¢apindaki bir¢cok farkli hipersalin ortamlarla benzer yapida

oldugu goriilmiistiir.

Calismamizin diger bir amaci, mikrobiyal ¢esitliligi belirlemek ve aktif
grubu saptamaktir. Bu amagcla kiiltiir bagimsiz ¢aligmalar olan 16S rRNA geni

analizlerine dayali DGGE ve FISH yontemleri uygulanmistir

Genetik parmak izi teknikleri, mikrobiyal komiinite icerisindeki genetik
cesitlilik profilini ya da paternini saglayan yontemlerdir. Bu parmak izi
metodlarindan biri olan DGGE, dogal 6rneklerden ekstrakte edilen DNA’ dan
ribozomal DNA fragmentlerinin bir kisminin spesifik primerler kullanilarak PCR
ile amplifikasyonu ve elde edilen fragmentlerin dizilerininin ‘melting’ davranigina
gore gradient igeren poliakrilamid jel igerisindeki elektroforetik ayrimina
dayanmaktadir. Domainler arasindaki dizi degisimleri denatiirasyon sicakliginin
farkliligina neden olur ve farkl dizilerdeki molekiillerin gocii jel igerisinde farkl

pozisyonlarda durur (Muyzer ve Small, 1998; Muyzer, 1999).

Hipersalin ortamlarda farkli tuzluluga sahip g¢evrelerdeki komiinite
yapisimin farkli amaglar dogrultusunda DGGE yontemi ile arastirildigi ¢alismalar

bulunmaktadir.

Anton ve arkadaslar1 (2000), %30-37 arasinda tuz konsantrasyonuna sahip
cok havuzlu solar tuzlalardaki Bacteria c¢esitliligini arastirmak amaciyla
kullandiklar1 yontemlerden biri DGGE’ dir. DGGE analizi sonucunda jel
profilinde iki bant belirlemisler ve bu bantlarin dizi analizleri sonucunda

Rhodothermus marinus olarak saptamiglardir.

Mutlu ve arkadaglar1 (2008) Tuz Go6lii mikrobiyal komiinitesini gesitli
molekiiler yontemlerle incelemis ve bu yontemler arasindan DGGE yodntemini
cesitliligi belirlemek amaciyla kullamislardir. Elde ettikleri sonuglara gore arkeal
cesitliligi  Haloquadratum walsbyi, Halorubrum orientale ve Halorubrum

wrklarmin temsil ettigini saptamislardir. Ayrica, Bacteria domainini Salinibacter
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irklar1 ve ve bazi ¢evresel 16S rRNA geninin klonlar1 ile benzerlik gosteren
gruplarim olusturdugunu belirlemislerdir. Yaptiklar1 c¢alisma sonucunda Tuz
Goli’nlin  prokaryotik cesitlilik acisindan farkli solar tuzlalar ile benzerlik

gosterdigini saptamuglardir.

Calismamizda DGGE analizi ile filogenetik bir marker olan 16S rRNA
bolgesi melting domain o6zelliklerine gore ayrilmis ve Archaea ve Bacteria
gruplarmi temsil eden tiirlerin ¢esitliligi incelenmistir. Dizi analizi sonrasinda
orneklerin Gen Bankasmdaki karsiliklarmi belirlemek amaciyla BLAST analizleri
gerceklestirilmis ve jelde dominant olarak belirlenen bantlarin  farkh
Haloquadratum strainleri ve Salinibacter strainleri olarak sirasiyla Archaea ve

Bacteria domainini temsil ettigi belirlenmistir.

Archaea g¢esitliligi temsilen ayrica “Natronomonas moolapensis” ve
“Halorubrum sp.” belirlenmistir. 10A olarak isimlendirilen bandin analizi sonucu
“Natronomonas sp.” oldugu goriilmiistiir. Ayrica 1A, 2A, 6A, 7A ve 8A olarak
isimlendirilen bantlarm dizi analizi sonucu Gen Bankasindaki karsiligmin
Avustralya, Cin, Ispanya gibi farkli bdlgelerdeki farkli hipersalin ortamlardan
olusturulmus 16S rRNA gen kiitiiphanesindeki kiiltiire edilmemis 6rnekler oldugu

gOriilmiistiir.

Bakteriyal cesitlilik incelendiginde dizi analizi verilerinin sonucunda
orneklerin Salinibacter strainlerinin yani swra, 1B ve 2B olarak isimlendirilen
bantlarin farkli hipersalin ortamlarin analizinde olusturulmus 16S rRNA geni klon

kiitiiphanelerindeki kiiltiire edilmemis 6rnekler ile benzerlik gostermistir.

DGGE farkli ortam ozellikleri dogrultusundaki komiinite yapilarindaki
degisikligi incelemede iyi bir yontem olmasina ragmen, Ornekteki toplam
hiicrelerin en az %0.5-1" inin dizilerinin edilebilirligini saglamaktadir (Benlloch
ve ark., 2002). Dolayistyla, bu yontem klon kiitiiphanesi kurulumuyla
desteklenirse daha kapsamli sonuglar ile komiinite yapisi hakkindaki bilgiler
desteklenebilir. Kiiltiire edilmemis klonlar ile eslesmenin ¢ok sayida olmasi ise
yaklagik 1600 baz uzunlugundaki 16S rRNA geninin 500 bazlik bdlgesinin

cogaltilarak analizinin yani sira, ayrica 1600 baz uzunlugundaki kisminin da
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dizilenmesi gerektigini gostermektedir. Bu analiz icin 16S rRNA geninin klon

kiitiiphanesi kurularak klonlarin dizilenmesi gerekmektedir.

Diger yandan yapilan DGGE analizi sonucunda Haloquadratum,
Halorubrum ve Salinibacter strainlerinin Tuz Goéliindeki saptanan varligi Mutlu

ve arkadaslariin (2008) sonugclari ile paralellik gostermektedir.

FISH yontemi su Orneginden niikleik asit ekstraksiyonuna ihtiyac
duymadan kolaylikla uygulanabilen ve spesifik problar yardimiyla ortamdaki
gruplarin  aktivitesini  belirlemeye yarayan bir yOntemdir. Yiiksek NaCl
konsantrasyonuna sahip hipersalin ortamlar, bakteri sindiriminin olmadig1 ve
genelde yiiksek besin icerikli ortamlar olup, bu ortamlarda hiicresel yogunluk 10’-
10® hiicre/ml olarak saptanmustir (Oren, 2002). Yaptigmmiz calismada, FISH
analizinde toplam hiicreler DAPI boyama ile saptanmis, Archaea hiicreleri
Arc915, Bacteria hiicreleri Eub338 problar1 kullanimiyla spesifik olarak
saptanarak toplam hiicrelere oranlar1 belirlenmistir. DAPI boyama sonucu toplam
hiicresel yogunluk 10° hiicre/ml olarak belirlenmistir. Arc915 probu ile
hibridizasyon sonucu goriintiilenen alanlarda ¢ok sayida kare sekilli hiicreler
saptanmis ve rastgele alanlarda yapilan sayim sonucu toplam hiicrelerin yaklasik
%354’tiniin Archaea oldugu saptanmistir. Eub338 ile hibridizasyon sonucu
saptanan bakteri hiicresi sayis1 ise 10* hiicre/ml olarak belirlenmistir. Bu
sonuglara gore, drnekte hiicresel yogunlugun diisiik oldugu ve Archaea grubunun
daha aktif oldugu saptanmistir. Mutlu (2006), DAPI boyamas1 sonucu elde ettigi
toplam hiicre yogunlugu yaklasik 107 hiicre/ml olmakla birlikte yine Archaea
grubunun daha aktif oldugu ve populasyonun % 50’sinden fazlasini
olusturdugunu belirlemistir. Ayrica bakteriyal cesitliligin mevsime gore 10° ile
10° hiicre/ml arasinda degistigini belirtmistir. Bu durumda FISH sonucu elde

edilen veriler Mutlu (2006)’ ya benzerlik gostermektedir.

DGGE ve FISH analizleri sonucu elde edilen verilere géore DGGE jelinde
cesitliligin fazla olmasma ragmen DAPI boyamasi ile toplam hiicre sayisinin
diisik oldugu saptanmistir. FISH yonteminde 16S rRNA geninin aktivitesinin
artmast durumunda spesifik prob ile hibridizasyon sonucu artan 1s1ma seklinde

ortaya ¢cikmaktadir. Bacteria grubunun DGGE jelinde cesitlilik gosterdigi fakat
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FISH sonucunda prob ile hibridizasyon sonucu isimanin diisiik oldugu goriilmiis
ve bu yiizden cok aktif olmadig1 diisiiniilmiistiir. Bunun nedeni, hiicre aktif
olmasa bile ortamda DNA’sinin bulunmasiyla ekstraksiyon sirasinda elde edilerek
PCR isleminde 16S bolgesinin ¢ogalmasi olarak tahmin edilmektedir. Ayrica, 16S
bolgesinin korunmus olmasina ragmen farkli sayilarda operon igermesi ile olusan
problemlerin etkili olabilecegi tahmin edilmistir. Baz1 Archaea ve Bacteria
domiani iyelerinin 16S rRNA operonunda operon heterojenitesi goriilmektedir.
Bu farkliliklar ¢evresel ekosistemlerden olusturulmus 16S rDNA klon
kiitiiphanelerinde ya da gerceklestirilen jel elektroforez profillerinde ¢esitlilik ile
ilgili yorumlarda karisikliklar meydana getirebilir. 16S rDNA dizisinin belli bir
organizmay1 ya da bir organizmanin 16S rRNA operonunda bir geni temsil ettigi
tam olarak aciklanamayabilir. Boylece 16S bdlgesi analizlerinin baz1 durumlarda
cesitliligin fazla tahminine yol acabilir (Wintzingerode ve ark., 1997). Bunun yani
sira, FISH yOntemiyle Archaea ¢esitliligin incelenmesinde ¢ok sayidaki kare
sekilli hiicreler goriilmiis ve DGGE sonucu elde edilen bantlarm BLAST
analizleri ile farkli Haloquadratum strainleri olarak belirlenmistir. Boylece kare
seklinde goriilen hiicrelerin Haloquadratum tiirleri olabilecegi ve bu iki yontem

ile arkeal ¢esitlilik sonucglarmin paralellik gosterdigi diistiniilmektedir.

Mikrobiyal hiicrelerin yogunlugunun belirlendigi DAPI boyama sonucu,
prokaryotik yogunlugun diisiik oldugu goriilmiistiir. Buna gore, yliksek sayida
viral yogunlugun belirlenmesi ile ortamdaki viriislerin aktif oldugu ve hiicreler
icerisinde ¢ogaldiktan sonra bakteriyal 6liimlere yol acarak yogunlugu distirdiigi
tahmin edilmektedir. Virlislerin prokaryotik hiicrelere orani genellikle 3-100
olmakla birlikte, gollerde oldukga yiiksek degerler rapor edilmistir. Zengin besin
icerigi olan tretken ekosistemlerde virlislerin mikroorganizmalar1 enfekte
etmesiyle viriislerin metabolik olarak aktif oldugu ve boylece bu oranin yiikseldigi
gorilmiistiir. Bu gbzlem sonucu, hizli biiyime ve yiiksek tretkenlik saglayan
cevrelerde prokaryotik konak hiicrelerin olduk¢a fazla sayilarda viriis iirettikleri

tahmin edilmektedir (Wommack ve Corwell, 2000; Jacquet ve ark., 2010).

Ayrica c¢alismamiz sonucunda kiiresel ve ig sekilli morfolojilerin

cesitliligin biiylik kismini kapsadigmin belirlenmesi, prokaryotik cesitlilik goz
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online alindiginda Archaea grubunun daha fazla sayilarda olmasi ile
iligkilendirilebilir. Kiiresel morfolojide olan SHI1 viriistiniin  Halorubrum
strainlerini enfekte edildigi diisiintildiigiinde, DGGE sonuclarinda Halorubrum
straini temsilcisi saptandigindan kiiresel morfolojideki viriislerin SH1 haloviriisii
olabilecegi diisiiniilebilir. Santos ve arkadaglarinin (2012) derlemesine gore,
Akdeniz solar tuzlalarinda viral topluluklarin arastirilmasinda TEM kullanilmis ve
Haloquadratum hiicrelerini enfekte ettigi goriilen limon sekilli ve bas ve kuyruk
morfolojisindeki viriislere rastlanmistir. Bu bilgiden yola ¢ikarak, FISH sonucu
kare sekilli hiicrelerin goriilmesi ile ve DGGE sonucu Haloquadratum
strainlerinin ¢esitliligi temsil ettiginin belirlenmesi ile ortamdaki limon sekilli ve
bas ve kuyruklu yapidaki virlislerin Haloquadratum strainlerini enfekte
edebilecek viriisler oldugu diisiiniilebilir. Bas ve kuyruklu morfolojideki viriisler
konak olarak Bacteria ya da Archaea domaini iiyelerini enfekte etmekle birlikte,
genellikle Bacteria domaini {iyelerini enfekte etmektedirler. Caligmamizda
Bacteria domaini prokaryotik ¢esitliliginin ¢ok aktif olmadiginin belirlenmesi ile
bu yapidaki viriislerinde konaklarina baglh olarak sayilarinin arttiramamis oldugu
diistiniilebilir. Fakat biitiin bu yorumlarin yapilabilmesi i¢in daha derin analizler

yapilmasi gerekmektedir.
Sonug olarak,

1. Tuz Goli’nde halofilik virtislerin varlig: ilk kez gosterilmis ve komiinite
analizi kiiltiir bagimsiz yaklasimlar dogrultusunda gergeklestirilmistir.

2. Viral toplulugun Diinya capinda diger bir¢ok hipersalin ortam ile benzer
yapida olmasinin yani sira ¢esitliligin fazla oldugu goriilmiistiir.

3.  Epifluoresan Mikroskopi ile yapilan inceleme sonucunda viral yogunluk
10° VLP/ml olarak belirlenmistir.

4.  Virlis partikiillerinin morfolojik cesitliligi TEM ile belirlenmis ve
oldukc¢a ¢esitli oldugu goriilmiistiir. Hipersalin ortamlarda baskin olan
kiiresel, 1g sekilli, bas ve kuyruklu morfolojideki haloviriislerin yani sira,
ayrica, Ispanya’da solar tuzlalar, Biiyiikk Tuz Golii ve Retba Golii’nde
rastalanan filament sekilli, kin sekilli, filament ve kuyruklu ve farkl

kuyruk yapilarina sahip 1§ sekilli olmak {izere farkli morfolojilerde
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virlislerin oldugu goriilmiistiir. Kursun-benzeri morfolojideki viriis
partikiillerin hipersalin ortamlarda varligma ilk defa rastlanmistir.

Viral toplulugun genomik cesitliligi PFGE analiz edilmis ve sonug
olarak en dominant bandmn yaklasik 40 kb olmasiyla, 30-40 kb arasinda
genom biiyiikliigiiniin dominant oldugu ve toplulugun yaklasik 20 kb
biiytikliigiinde genom icerdigi belirlenmistir.

Bu caligmalar1 desteklemek i¢in mikrobiyal komiinite DGGE ve FISH
yontemleriyle incelenmistir. DGGE ile baskin tiirlerin Haloquadratum
strainler1 ve Salinibacter strainleri olarak sirasiyla Archaea ve Bacteria
domainini temsil ettigi belirlenmistir. FISH ile toplam hiicre sayisinin
10° hiicre/ml oldugu ve %54 iiniin Archaea oldugu belirlenmistir.
Yiiksek sayida viral yogunlugun belirlenmesi ile ortamdaki viriislerin
aktif oldugu ve hiicreler icerisinde ¢cogaldiktan sonra bakteriyal dliimlere
yol acarak yogunlugu diisiirdiigii tahmin edilmistir. Fakat bu diisiince
dizi analizleri ve Kkiiltiir-bagimli yontemler ile analiz edilerek
desteklenmelidir.

Ortamda ytiksek oranda bulunan kiiresel haloviriislerin bir kismmin SH1
viriisii olabilecegi ve DGGE sonucunda Halorubrum sp. varhiginin
belirlenmesiyle bu organizmayi konak olarak kullanabilecegi tahmin
edilmistir. Ayrica bas ve kuyruklu viriislerin toplam cesitliligin ¢cok az
bir kismin1 kapsamasiyla, FISH sonucu Bacteria domaininin ¢ok aktif
olmamasiyla iligki olabilecegi diisiiniilmiistiir. FISH sonucu kare sekilli
hiicrelerin goriilmesi ile ve DGGE sonucu Haloquadratum strainlerinin
cesitliligi temsil ettiginin belirlenmesi ile ortamdaki limon sekilli ve bas
ve kuyruku yapidaki virlslerin Haloquadratum strainlerini enfekte
edebilecek virlisler oldugu diisiiniilebilir. Fakat bu sonuglar daha derin

analizlerle incelenmelidir.
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Bu ¢aligmanin devaminda,

Viral topluluklarin arastirilmasinda diger ¢cogu uygulamanin temeli
olan metagenomik yaklasim yeniden uygulanarak, ortamdaki biitiin
viral DNA’lar1 iceren metagenomik  kiitiiphane yeniden
olusturulmalidir.

Metagenomik kiitiiphanenin incelenmesiyle ortamdaki viriisler ve
konaklar1 hakkinda daha kesin bilgilere ulasilmalidir.

Metagenomik kiitiiphane sonucu elde edilen dizi bilgilerine gore
spesifik problar tasarlanip hibridizasyon ve mikrodizin (microarray)
calismalar1 yapilmalidir.

Metagenomik kiitliphane sonucu elde dilen wveriler ile viral
proteinler  hakkinda elde edile bilgiler dogrultusunda
metatranskriptomik yaklasim ile viral proteinler ve aktiviteleri
hakkinda ayrmntili analizler gerceklestirilmelidir.

Viral morfolojiler cryo-EM ve “Thin-section” elektron mikroskobi
yontemleriyle daha kapsamli olarak incelenmelidir. Ortamda yogun
oldugu goriilen kiiresel virtislerin kapsid yapis1 cryo-EM ile daha
ayrintili analiz edilmedir. Metatranskriptomik analizleri ile kapsid
yapilar1 desteklenmelidir.

Bu kiiltlir-bagimsiz yaklagimlarin yani sira, Tuz Golii viral gesitliligi
kiiltlir bagimli yaklasimlar ile de incelenmeli ve kiiltiir-bagimsiz ve
kiiltiir-bagimli  analizler =~ sonucu  elde  edilen  bilgiler
karsilagtirilmalidir.

Ayrica goliin  viral cesitliligi  farkli mevsimler kapsaminda
incelenecek ve mevsim degisikliginin viral komiinite ve bdylece

prokaryotik komiinite tizerindeki etkisi arastirilmalidir.
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