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OZET

FARKLI KAYA TUZU ORNEKLERINDE PROKARYOTIK CESITLILIGIN
BELIRLENMESI

Ozan SAVASAN

Biyoloji Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisi, Mayzis, 2017

Danisman: Prof. Dr. Kiymet GUVEN

Bu c¢aligmada, Cankir1, Nevsehir, Kirsehir, Yozgat, Erzurum, Kars illerine ait kaya tuzu
maden ocaklarindan elde edilen kaya tuzlarindaki, kiiltiire edilebilir prokaryotik
cesitliligin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir. Kaya tuzu 6rneklerinden, farkli besiyerleri
kullanilarak, 16 adet halofilik prokaryotik izolat elde edilmistir. Bunlardan 11'inin
DNA's1 izole edilmis ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Archaea ve Bacteria
domain ayrimi yapilmistir. 3 izolatin Archaea, 8 izolatin ise Bacteria domain'lerine ait
oldugu belirlenmistir. 16S rDNA analizi ile Archaea domain'ine ait izolatlarin
Halobacterium cinsine ait oldugu, Bacteria domain'ine ait izolatlarin ise
Oceanobacillus sp. ve Oceanobacillus iheyensis olduklari tespit edilmistir.
Orneklerdeki mikrobiyal komdiinite, Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH) yontemi ve

DAPI boyama yontemleri incelenmistir.

Anahtar Sozcukler: Halofilik Archaea/Bacteria, PZR, FISH, DAPI.



ABSTRACT

DETERMINATION OF PROKARYOTIC DIVERSITY IN DIFFERENT SALT
DEPOSIT SAMPLES

Ozan SAVASAN

Department of Biology

Anadolu University, Graduate School of Sciences, May, 2017

Supervisor: Prof. Dr. Kiymet GUVEN

In this study, salt deposit samples obtained from salt mines in Cankiri, Nevsehir,
Kirsehir, Yozgat, Erzurum, Kars provinces, were analyzed for determination cultivable
prokaryotic diversity. 16 halophilic prokaryotic isolates have been collected from these
salt deposits, by using different media. DNA have been extracted from 11 of the
isolates and by using the Polymerase Chain Reaction (PCR), Archaea and Bacteria
domain were differantiated. 3 of the isolates were determined as Archaea while the
other 8 isolate were determined as Bacteria domain. The 16S rDNA analyses has shown
that Archaea members were in Halobacterium genus, while the Bacteria members were
belong to Oceanobacillus sp. and Oceanobacillus iheyensis. Microbial community of
the samples have been investigated by fluorescent in situ hybridization (FISH) and

DAPI staining techniques.

Keywords: Halophilic Archaea/Bacteria, PCR, FISH, DAPI.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir calisma oldugunu; c¢alismamin hazirlik, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak tizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve
kurallara uygun davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilemeyen tiim veri ve
bilgiler igin kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakgada yer verdigimi; bu
calismanin  Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit
programi”yla tarandigimi ve hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim.
Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili yaptigim bu beyana aykirt bir durumun
saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu
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1. GIRIS

Tuz, diinyadaki tim yasam formlari i¢in gerekli olup, asir1 tuz; genel bir stres durumu
anlamina gelebilir. Halofiller ise yiliksek tuz konsantrasyonlarinda yasayan
organizmalara verilen isimdir. Kelime adin1 Yunancadan alir ve "tuz sever" anlamini

tagir.

Halofiller, ekstromofil organizmalar adi verilen ve ekstrem kosullarda yasayan
canlilarin bir alt grubudur. Okyanus suyundan 5 kat daha fazla tuzlu olan ortamlarda
bulunabilirler. Amerika Birlesik Devletleri'ndeki Biiyiilk Tuz Goélii (Utah) ve Israil,

Urdiin ve Filistin'e k1yis1 olan Lut G6lu bu ortamlara 6rnek verilebilir.

Halofillerin modern kullanimlart arasinda; insan tiiketimi i¢in, yesil alg olan Dunaliella
tdrlerinden elde edilen dogal besin takviyeleri, B-karoten, vitaminler ve diger bilesikler,
Halobacterium tlrlerine ait bakteriyorodopsin iceren mor membranlar, biyosensor
uygulamalarinda kullanilan, 2 boyutlu filmlerin iiretiminde kullanilirlar. Halofillerin
compatible solute'lar1 6zellikle kozmetik ve gida endiistrilerinde, nemlendirici ve
koruyucu ozellikleri ile yaygin olarak kullanilmaktadir. Sayilir 6teki bir cok uygulama
alaninda da; kimyasal, ¢cevresel, biyoyakit, farmasotik ve saglik gibi branslarda da yakin

gelecekte rol oynamalari miimkiindiir.

Mars'ta tuz bol bir sekilde bulunmaktadir ve bu yiizden, varsa olan mevcut suyun veya
gecmiste olan suyun hipersalin olmasi beklenilmektedir. Eger Mars'ta yasam varsa veya
olduysa, bu yasamin temelinin tuza ihtiyag¢ duyan veya tuza tolere edebilen
mikroorganizmalar iizerine kuruldugu tahminini yapmak cazip olmaktadir (Oren, 2014,

S. 2).

Halofiller ¢ok fazla sayida c¢evresel stresse karsi tolerasyon gosterebildikleri igin,
Mars'ta veya diger gezegenlerde hayatta kalabilmeleri miimkiin olabilir. Gezegenler
aras1 yolculugu, 6rnegin; bir tuz kristali ile ¢evrililerse (bdylece zararli radyasyondan
korunarak) atlatmalar1 da miimkiindiir. Avrupa Uzay Ajansi (ESA), Haloarcula strain
G'yi, koruma olmaksizin uzaya gondermis ve Ornek birka¢ hafta hayatta kalarak,
kendinden dnce gonderilen vejetatif dérneklerin uzayda hayatta kalma sirelerini geride
birakmistir (DasSarma, 2006, s. 125-126).



Halofilik mikroorganizmalar; gerek, modern biyoteknolojik kullanimlart ve
kesfedilmesi gereken diger potansiyel kullanimlari agisindan, gerek bilinen yasami ve
ekstraterrestrial yasam1 daha anlayabilmemiz i¢cin 6nem tagimaktadir. Bu nedenlerle bu

organizmalarin tanimlanmasi 6nemlidir.

Bu caligmada, Tiirkiye'nin cesitli bolgelerinden elde edilen kaya tuzu 6rneklerine ait
prokaryotik cesitliligi ortaya ¢ikarmak amaciyla, kiiltiir edilebilir prokaryotlar

saflagtiritlmig, molekdler identifikasyon yontemleri kullanilmistir.

1.1. Halofilik Prokaryotlar

Halofilik mikroorganizmalar canliligin ii¢ domain'i icerisinde bulunabilirler: Archea,
Bacteria ve Eucarya (Ma vd., 2010, s. 6971). Halofiller; tuz konsantrasyonu, ortalama
deniz suyundan fazla olan konsantrasyonlarda (0,6M NaCl>) optimal olarak gelisen
organizmalardir. Genelde Kushner'in siniflandirmasina gore simiflandirirlar. Bu

siniflandirmaya Tablo 1.1.'de gosterilmistir.

Bacteria Archaea Eukarya

Animals

lim
Green nonsulfur Entamoebae  Slime

molds
bacteria Euryarchaeota
Mitochondrion
Crenarchaeota M&fhano-
Firmicute bacterium

I Proteobacteria Thermoproteus

A
Methano-
Pyrodictium coccus Thermoplasma

~

Thermococcus

Chloroplast

Cyanobacteria

Trichomonads

Marine
Crenarchaeota

Bacteroidetes

Pyrolobus”_ ptethanopyriss

Korarchaeota
Thermotoga

Nanoarchaeota

Thermodesulfobacterium Microsporidia

Aquifex Diplomonads

(Giardia)

Gorsel 1.1. rDNA gen dizilimlerine gore olusturulmus "yasamin evrimsel agact” ve

halofilik organizmalarin agag iizerinde gésterimi (Oren, 2008, S. 3)



Tablo 1.1. Kuschhner'in siniflandirmasi

Gruplar Tuz Konsantrasyonu

Halofilik olmayanlar 0-0,2 M NaCl konsantrasyonunda yasayanlar.

Az halofiller 0,2-0,5 M NaCl konsantrasyonunda yasayanlar.

Iliml1 halofiller 0,5-2,5 M NaCl konsantrasyonunda yasayanlar.

Ekstreme yakin halofiller 1,5-4 M NaCl konsantrasyonunda yasayanlar.

Ekstrem halofiller 2,5-5,2 M NaCl konsantrasyonunda yasayanlar.
*Halotolerantlar Halofil olmayip, tuza tolere edebilenler; eger biiyiime araligi

2,5 M NaCl konsantrasyonunu gecerse ekstrem halotolerant

olarak kabul edilebilirler.

Kaynak: The Prokaryotes: Vol. 2: Ecophysiology and Biochemistry, 2006, s. 265

Halofiller genel olarak, tuz konsantrasyonu 1 ile 2,6 M arasinda degisebilen, tuz
gollerinden, deniz tuzlalarindan, evaporit golciklerden izole edilmektedirler. Tuzlu
topraklar bunlara kiyasla daha az incelenmistir, genel olarak total tuzluluk oranlar1 1,7

ile 3,4 M arasinda belirlenmistir (Bertoldo ve Antranikian, 2009, s. 191).

Halofiller cevrelerindeki osmotik basingla denge kurabilme ve tuzun denatiire edici
etkisine karsin korunma yeteneklerine sahiptirler. Bu prokaryotik organizmalarin,
evrimsel agagtaki temel bir grup degil de, daha geleneksel bakteri formlarmin evrimsel

adaptasyonlar1 sonucu ortaya ¢iktiklar: diisiiniilmektedir (Kanekar vd., 2012, s. 2).

Tipik olarak 2 adaptif strateji edinmislerdir; ¢evre ile osmotik basincin dengelenmesi
icin yiilksek hiicre ici tuz konsantrasyonun biriktirilmesi (genelde KY), ve yiiksek
konsantrasyonda ¢esitli organik osmotik soltlerin  biriktirilmesi (halofilik ve

halotolerant organizmalar) (Kunte, 2007, s. 155).

Giiniimiizde hipersalin ¢evrelerde kabul edilen komiinite model yapisi, ¢ok yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda; kare sekilli arkea Haloquadratum walsybi, Bacteroidetes
filumundan Salinobacter ruber ve nanohaloarchea dominant iken, orta dereceli tuz
konsantrasyonlu habitatlarda daha fazla arkeal ve bakteriyel taksa gozlenmektedir
(Ventosa vd., 2015, s. 80).



1.1.1. Halofilik Archea

Halofilik archeabacteria (haloarchea), dogal tuzlu sular, Lut gold, alkali tuz golleri ve
solar tuzlalar gibi, tuzun neredeyse doyma noktasina ulastigi ortamlarda gelisirler.
Hiicre icleri, ozmotik dengenin korunmasi i¢in, molar konsantrasyonlarda K* ve CI
bulundururlar. Enzimleri ve diger proteinlerin islev gorebilmesi ve/veya yapilarinin
korunabilmesi icin ylksek tuz konsantrasyonuna ihtiya¢ duyarlar (Oren, 20023, s. 81).
Doymus tuz konsantrasyonlarinda (5 M ve {istii) ortamlarda yasayabilirler ve uzun siire

tuz kristalleri icerisinde hayatta kalabilirler (McGenity vd., 2000, s. 248).

Archaea domain'inde halofilik mikroorganizmalar 3  familyaya ayrilirlar:
Halobacteriaceae, Methanospirillaceae ve Methanosarcinaceae. Bu tim gruplar
Euryarchaeota filumunun altindadirlar. Halobacteriaceae familyasi igerisindeki cinsler:
Natrialba, Natronorubrum, Natronobacterium, Natronococcus, Halococcus,
Halobacterium, Natromonas, Haloarcula, Haloferax, Halobaculum, Halorubrum
tirlerinden olusmaktadir (Oren, 2002c, S. 25).

Halofilik arkeler, en uygun 2-5 M arasi hipersalin c¢evrelerde, genelde aerobik sartlar
altinda, normal atmosfer basinci ve sicakliginda iirerler. Ozel ekipman gerektiren diger
arkelerin aksine, herhangi bir mikrobiyoloji laboratuvarinda, standart besiyerlerinin tuz

ile desteklenmesiyle, ¢ogaltilabilirler (Berquist, Miller ve DasSarma, 2006, s. 649).

Diisiik tuzluluk orani; hiicre duvarinin stabil durumunu, protein stabil durumunu ve
fonksiyonunu etkiler ve hiicre lizisine neden olabilir. Tuz dilisyonu 6zellikle basil ve
pleomorfik forma sahip olan ve ayn1 zamanda hiicre duvar1 glikoprotein yapida olan
hiicreleri ¢ok etkilerken, kok forumda ve polisakkarit hiicre duvar1 yapisina sahip
olanlar, tuz diliisyonundan sonra yapilarini tekrar eski haline diizeltebilirler (Juez, 2004,

S. 244).

Gunlmuze kadar incelenmis olan haloarkelerde ester bagl fosfogliseritler; fosfatidil
gliserol ve fosfatidil gliserol fosfat metil ester her zaman mevcut olup, ¢ogu strain
fosfatidil gliserol siilfat ve bir veya daha fazla siilfat veya siilfatli glikolipit icerir; cogu
gliserol eter lipitleri C20C20 (difitanil) izoprenoit igerirken, bazi strainlerde; ozellikle
haloalkalifillerde C20C25 (fitanil-sesterterpanil) veya C25C25 (di-sesterterpanil)

izoprenoit zincirler icerir. Polar lipit kompozisyonuna bagli olarak yapilan



halobakteriyel siniflandirma ile, 16S rRNA gen dizilimine bagli yapilan
smiflandirmanin olaganiistii bir sekilde tutarlilik gdsterdigi kanitlanmistir. Halobacteria
(Haloarkeler) monofiletik bir grup olup, kendisine en yakin olan uzak akrabasi ile 16S
rRNA agisindan %83,2'lik bir benzerlik géstermektedir. En yakin akrabalar1 olan baska
bir arkeal grup olan Metanojenler ile, 16S rRNA acisindan %80'den az benzerlik
gostermektedirler (Aljohny, 2015, s. 2063).

'Ekstrem halofiller gercekten "bakteri” mi?" sorusunun cevabi Magrum ve digerleri
tarafindan (1978) negatif olarak yanitlanmis ve 1970'lerin sonuna dogru Halobacterium
salinarum ve yakin halofil akrabalari, yeni tanimlanan Archea domain'ine taginmistir
(Oren, 2002c, s. 26). Halofilik arke familyas1 Halobacteriaceae 47 genera ve 165 tir
icermektedir. (Oren, 2014, s. 825).

Arkeler igerisinde en ¢ok tuza ihtiyact bulunan organizmalar Halobacteria sinifinda
bulunur; Halobacterium ve yakin akrabalari, biiylimek ve yapisal stabiliteyi

saglayabilmek i¢in litrede 100-150 gramdan fazla tuza ihtiyac duyar (Oren, 2008, s. 1).

Halofilik Arke (Haloarchaea) iiyeleri diinya ¢apinda, ¢ok eski jeolojik kaya tuzlari
icerisinde bulunmustur. Bu kaya tuzlar1 i¢inde Pliyosen'den (5,3-1,8 milyon yil)
Siliiryen'e (419 milyon yil) 6rnekler bulunmustur (Stan-Lotter ve Fendrihan, 2015, s.
1488).

Hipersalin ¢evrelerde Halobacteriales iiyelerinin olusturdugu yogun komiiniteler, ¢iplak
gozle bakildiginda, parlak kirmizi, turuncu veya mor renklenmelerini fark ettirebilir,
¢linkii grubun ¢ogu temsilcisi bu sekilde gelisebilir. Biiyiik Tuz Goli (Utah), Lut Gola
(Israil) ve hipersalin bir alkali gdl olan Magadi Goéli'nde (Kenya) kirmizi renk

tonlarmin gézlemlendigi bildirilmistir (Oren, 2006, S. 148).

1.1.2. Halofilik Bacteria

Eski yillarda, hipersalin mikrobiyolojik ¢alismalarinda, halofilik bakteriler ¢ok genis
yelpazeye sahip cevrelerde bulunabilmelerine ragmen (tuz golleri, ¢61 ve hipersalin
topraklar, tuzlu gidalar gibi) ¢ogu zaman halofilik arkelerin golgesinde kalmislardir
(Ventosa, Nieto ve Oren, 1998, s. 505). Gene onceki yillarda litresinde 200-250 g tuz

bulunduran  hipersalin  cevrelerin  halofilik  arkelerin  habitatlar1  oldugu



diisiiniilmekteyken, bu ¢evrelerde ¢ok cesitli halofilik veya halotolerant bakterilerin de

bulundugu ortaya konulmustur (Oren, 2011, s. 313).

[k tanimlanan halofilik fermantatif bakteriyal tiir Halanaerobium praevalens, Bilyiik
Tuz Golii'ndeki tortulardan 1983'te izole edilmis ve Bacteroidaceae familyasina belli bir
cinse ait olmadan yerlestirilmistir. Daha sonra 1984'te Lut Golii'nilin tortularindan izole
eden Halobacteroides halobius ile birlikte, iki tir arasindaki 16S rRNA dizilim
benzerlikleri bu iki halofilik fermantatif bakteriyi yeni bir familyaya tasimis ve
familyaya da Haloanaerobiaceae denilmistir. Daha oOnceden 1983'te Lut Goli
tortularindan izole edilip karakterize edilmis Clostridium lortetii, 1987'de
Haloanaerobiaceae familyasina 3. cins olarak eklenmis ve ismi Sporohalobacter

lortetii olarak degistirilmistir (Aljohny, 2015, s. 2062).

Ilk pigmentsiz halotolerant bakterinin referans: LeFevre ve Round tarafindan 1919'da
fermente salatalik salamurasi ¢alismalar1 sirasinda  yapilmustir. izole edilen bir bakteri
grubu 0 ile %15 arasinda tuzlulukta iirerken, ¢alisilan diger bakteriler %5 ile %25

tuzluluk orani arasinda tiremislerdir (Ventosa, Nieto ve Oren, 1998, s. 505).

50-100 g/l'de gelisebilen ¢ogu 1limhi halofil aym1 zamanda daha yiiksek
konsantrasyonlarda, hatta daha diisiik konsantrasyonlarda bulunabilmektedirler. Bu
halofilik bakterilerin arasinda Cyanobacteria iiyeleri, Proteobacterianin degisik
kollarindan; Gammaproteobacteria'ya ait aerobik heterotroflar ve anoksijenik
fototroflar, Deltaproteobacteria'ya ait siilfat rediikte eden anaeroblar, ¢esitli Firmicutes
tarleri, Actinobacteria turleri, Spirochaetes'ler ve Bacteroidetes Uyeleri bulunmaktadir
(Oren, 2008, s. 1).

[liml1 halofiller heterojenik mikroorganizmalardan olusmus bir grup olup, Halomonas,
Salinivibrio, Chromohalobacter gibi farkli cinsten tiirler igerirler. Bu tiirler ekolojileri,
fizyolojileri, biyokimyalar1 ve genetiklerinden otiirii ¢ok calisilmistir. Ancak
biyoteknolojik potansiyelleri genis bir yelpazede ortaya konulmamistir (Sanchez-Porro
vd., 2003, s. 295-296).

2010 yilinda yeni kesfedilmis bir bakteri olan Halomonas stenophila strain B100'Un
tirettigi bir heteropolisakkarit siilfatlanarak, akut lenfoblastik 16semi'den (ALL) tiiremis

T hucreleri tizerine uygulanmis ve antitiimoral aktivite gézlemlenmistir. Siilfatlanmis



ekzopolisakkarite karst birincil T hiicreleri apoptosise karst direng gosterirken, timor
hiicreler apoptosise karsi duyarlilik gostermistir. Ancak ALL hastalarindan yeni izole
edilmis tim birincil T hiicreleri de siilfatlanmis ekzopolisakkarite duyarlilik

gostermislerdir (Ruiz-Ruiz vd., 2011, s. 345).

2002'de Anton ve digerleri tarafindan, Ispanya'dan izole edilen Salinibacter ruber,
kirmizi1 pigmentli ekstrem halofilik bir bakteri olup, %15 tuzluluktan asag1
konsantrasyonlarda Greyemeyen ve genel olarak %20-30 arasi iireyebilen bir tiirdiir.
Tiirl ilging kilan durum bu gibi ekstrem kosullarda yasam siiren bireylerin aslinda
Bacteria domain'inden ¢ok Archea domain'ine ait bireylerine ait olmasidir.
Fizyolojilerine bakildiginda ise Archea familyasina ait Halobacteriacea Uyelerinin
fizyolojilerine benzemesi dikkat g¢ekmistir. Hem bu gruba ait bireyler, hem de
Salinibacter ruber yiiksek hiicre ici K* konsantrasyonuna sahiptir. Tiiriin o tarihe kadar,
daha 6nce izole edildigini ancak koloni morfolojileri ve yavas biiylime hizlarindan 6tiiri

Archea tiyeleri oldugu diisiiniilerek, izole edilmekten kurtuldugu diistintilmiistiir.

1.1.3. Fizyolojileri

Bakterinin, tuzluluga dayaniklik derecesi, hem besiyerinin igerigine hem de biiyiime
sicakligina baghdir (Ventosa, Nieto ve Oren, 1998, s. 505). Ozmotik stres de ayni
zamanda bir kisitlayict bir cevresel faktor olup, tuzlar veya iyonik olmayan
soliisyonlarin (sekerli bitki 6zsulari, bal gibi) neden oldugu, medyum igersinde su

kaybina neden olan bilesiklerdir (Galinski, 1995, s. 274).

Tum Haloarchea uUyeleri ya aerob ya da fakiltatif anaerobturlar ve laboratuvar

medyumlarinda iiremeleri uzun siireler gerektirmektedir (Dyall-Smith, 20009, s. 7).

Biyolojik membranlar suya gegirgen oldugu icin, yliksek tuzlulukta yasayan tum
mikroorganizmalar kendi sitoplazmalarini en azindan ortamla izoozmotik sekilde
tutmak zorundadirlar. Hatta turgor basinci da séz konusu sitoplazma hiperosmotik
olmalidir. Optimal buyimesi i¢in 0,5 M'dan fazla tuza ihtiya¢ duyan halofillerin, ylksek
ozmotik stresle basa cikabilmeleri icin iki farkli basit mekanizma gelistirmislerdir

(Oren, 20024, s. 81).



1.1.3.1. "Salt-in"" stratejisi

Salt-in stratejisi ilk defa Halobacteria'da bulunmustur ve tipik arkeal ozmoadaptasyon
mekanizmasi olarak kabul edilmektedir. Bulunduklar1 haloarkeal ¢evrenin, tipik olarak
ortamda yiiksek derecede NaCl bulunmasina ragmen, halofilik arkeler, ortama kiyasla
sitoplazmalarini sodyumdan arindirilmig tutarlar. Bunun yerine hiicre iginde potasyum
(K") depolanir ve bununla beraber karsit iyon olarak klor (CI) hiicre iginde
sitoplazmada molar konsantrasyonlarda bulunabilir. Hiicre ici K™ konsantrasyonu hiicre
disindan 100 kat fazla oldugu i¢in, proton hareket gticu, iyon gradiyentini korumak igin,
harcanmak zorundadir (Kunte, Triiper ve Stan-Lotter, 2002, s. 186).

Iyonik sitoplazmaya uyum saglayabilmek adina enzimatik mekanizmalar1 adaptasyon
gecirmistir ve halofilik anaerobik bakteri ve halofilik arkelerin proteinleri, temel amino
asitlere kiyasla yuksek derecede asidiktirler. Bu da yukli amino asitlerin enzimlerin ve
ribozomlarin yiizeyinde birikmesine neden olmustur. Bunun sebebinin de yiiksek iyonik
cevrelerde, molekiilin hidrasyon kabugunu stabilize bir sekilde tutmasi oldugu
diistiniilmektedir. Diistik tuzlu ¢evrelerde, ¢ok fazla miktardaki negatif yikli iyonlar,
itme kuvvetinin etkisi ile molekiiliin yapisin1 destabilize edecektir. Bu mekanizma
gostermektedir ki, salt-in mekanizmasina sahip organizmalar ¢ok dar bir adaptasyon
araligina sahiptirler ve biiylimeleri sadece yiliksek tuzlu ortamlarla smirlidir (Kunte,

Triper ve Stan-Lotter, 2002, s. 186-187).

Salt-in stratejisi halofilik arkeler ve ekstrem halofiller tarafindan kullanilmaktadir. Bu
mikroorganizmalar yiiksek tuz konsantrasyonlarina adapte olmuslardir ve ortamin
tuzlulugu dusirilirse hayatta kalamazlar. Bu organizmalar genel olarak osmatik
dengeyi korumak i¢in organik soliit salgilamazlar (Shivanand ve Mugeraya, 2011, s.

1517).

1.1.3.2. ""Compatible solute™ stratejisi

Osmotik stresse bir cevap olarak, seker, polioller, amino asitler ve/veya amino asit
tiirevlerinin ya yeni bir sekilde sentezlenip biriktirilmesi ya da ortamdan alinip hiicre ici
biriktirilmesi ile gergeklesen bir stratejidir. Bu iyonik olmayan ve kolay suda
cozlnebilen solutler, yiksek konsantrasyonlarda bile, metabolizmay: rahatsiz etmez.

"Compatible solute” stratejisini kullanan halofilik hucreler, ufak hicre igi protein



degisiklikleriyle halofilik olmayan hiicrelerle ayn1 enzimatik mekanizmay1
kullanabilirler. Ornegin, Escherichia coli'ye kiyasla birazcik daha asidik hucresel
proteinlere sahiptirler (Kunte, 2009, s. 266).

1.1.4. Morfolojileri

Haloarkelerin temel morfolojik tipleri; rod veya kok olmasina ragmen iiggen ve kare
sekilli tiirler de vardir, bunlarin disinda "irregular pleomorfik" tiplerde bulunmaktadir Ki
bunlar da genelde diiz formlardir (DasSarma ve Arora, 2001, s. 6). Haloarcula japonica
normal lireme kosullar1 altinda tipik {iggen seklindedir (Takashina vd., 1990, s. 177).
Halofilik arkelerin bir turgor basincina sahip olmamasi nedeniyle bu hiicresel sekillerin

olustugu distiniilmektedir (Oren, 2002, s. 70).

1.2. Hipersalin Cevreler

Yiiksek tuz oranina sahip cevrelere tiim kitalarda rastlanabilir, bunlara; ¢ok farkli
kimyasal igeriklere sahip olabilen dogal tuz gdlleri, deniz suyundan tuz iiretimi igin
yapilan solar tuzlalar, yer alt1 tuz kayalar1, tuzlu gidalar, yiiksek tuzlu topraklar ve diger
Oteki ornekler verilebilir (Oren, 2007, s. 223). Hipersalin gevreler, iyonik kompozisyon,

total tuz konsantrasyonu ve pH agisindan ¢esitli farkliliklar gosterir.

1.2.1. "Thalassohalin' cevreler

Deniz suyunun buharlasmas1 sonucu olusan, Na* ve Cl"un baskin oldugu, nétr pH'ye
yakin g¢evrelerdir (Oren, 2016, s. 4.3.2-1). Thalassohalin ¢evreler, deniz orijinli olup,
Na* ve CI iyonlar1 disinda; Mg+2, SO4'2, K", Ca+2, Br, HCO3, ve F gibi diger 6nemli
iyonlar igerir. Deniz suyunun ortalama tuzlulugu %.3.5 kadardir, yogunlasma
gerceklestiginde ise, seri ¢okelmelere bagli olarak kompozisyonu degisir (Ventosa ve
Arahal, 2009, s. 249).

1.2.2. ""Athalassohalin' cevreler

Lut goli (the Dead Sea) bir athalassohalin gol olup, diger hipersalin cevrelere
kontrastla, ana katyonu Na yerine Mg*?, baskin anyonu Cl' (%99) ve diger
thalassohalin sulara kiyasla bolca Br (%1) bulunduran bir ortamdir (Ventosa ve Arahal,
1999). Athalassohalin ¢evrelerdeki prokaryotik gesitlilik hakkinda bilgi azdir ve sadece

diinyanin belli bolgelerinde bu ¢evrelere ait mikrobiyal gesitlilik ¢alismalar1 yapilmastir.



Atacama ¢oliindeki athalassohalin gollerde yapilan kiiltiir bagimsiz bir calismada
Cytophaga, Flavobacterium, Bacteroides ve az da olsa Proteobacteria filumlarina ait
bakteriyel drnekler, birkag kiiltiire edilebilmis akrabalarina yakin arkeal ornek, ve ¢ok
sayida genbankasinda yakin akrabasi bulunmayan ve eslesmeyen arkeal Ornek

bulunmustur (Demergasso vd., 2004, s. 57).

1.3. Kaya Tuzlar ve Prokaryotik Yasam

Kaya tuzu, tuzlu sularin buharlagmasi sonucu olusmus evaporitik bir kayagtir. Diinya'da
dogal jeolojik kati tuz yataklari arasinda en yaygin olani kaya tuzu olup ana bileseni
NaCl'dir (Ozsen, 2009, s. 13). Kaya tuzunun ortalama olarak % 90-98’ini olusturan Na
ve Cl elementlerinin haricinde, olusum siireclerindeki ¢okelme sartlarina bagl olarak
NaCl ile birlikte ¢coken ve kaya tuzunun geri kalan % 2-10’luk kisminin 6nemli bir
miktarii teskil eden Ca, Mg, K, S ve C (SO4'2 ve CO3? anyonlarindan dolay1) gibi
elementler de bulunur. Bunlara “baslica safsizlik elementleri” de denir (Aksel, 2014, s.
9).

1960'lardan beri mikrobiyologlar ve jeologlar, arke ve bakterilerin kaya tuzlarinin iginde
akigkan bir sekilde var olduklarinin bilincindedirler (Conner ve Benison, 2013, s. 851).
Yaklasik 35 sene sonra, ¢cok eski kaya tuzlarindan yapilan basarili bakteriyal ve arkeal
izolasyonlar, detayli taksonomik tamimlamalar yaymlanmaya baslandi. Ornegin
Mormile ve digerleri (2003) Oliim Vadisi, Kaliforniya'dan 97.000 yillik bir kaya
tuzundan bir arke (Halobacterium salinarum) izole etmislerdir. Bir bagska ornek ise;
Vreeland ve digerleri (2000) New Mexico'dan elde edilen 250 milyon yillik bir kaya
tuzundan iki ayr1 halotolerant bakteri straini izole etmislerdir. Jaakkola ve digerleri
(2014) Yunying tuz madeninin 800 metre derinliginden ¢ikarilan Eosen donemine ait
bir kaya tuzundan 8 farkli izolat elde etmis ve bunlarin Halobacterium ve Halolamina

cinslerine ait tiirler olduklarin1 bulmuslardir.

Arkelerin, tuz tortular igerisinde, bu uzun dénemli hayatta kalma mekanizmalar1 hala
tam olarak aydinlatilamamistir (Fendrihan, 2012, s. 424). Kist olusumu gibi diger uyku
formlar1 iizerisinde durulmustur ancak bunlar daha agik¢a kanitlanamamistir (Norton ve
Grant, 1988). Genom dizilimleri spor tretmediklerini géstermektedir (Onyenwoke vd.,

2004, s. 185-186). Atacama colinden permiyen dénemine ait 2000 metre derinlikten
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cikarilan kaya tuzlarinda yasayan mikroorganizmalar bulunmustur (Jaakkola vd., 2016,
S. 148). Kaya tuzlar1 jeolojik acidan stabil durumdadirlar ve yeralt1 sularini gegirmedigi

i¢cin, bu mikroorganizmalarin yer yliziindeki en yash canlilar oldugu diistiniilmektedir.

1.3.1. Turkiye'de kaya tuzlari ve kaya tuzu yataklar

Tirkiye jeolojik yapisindan otiirii genis kaya tuzu kaynaklaria sahiptir. Tiirkiye'deki

kaya tuzuna ait rezervler Tablo 1.2.'de verilmistir.

Tablo 1.2. Tirkiye'de Kaya Tuzu Rezervleri (Milyon ton olarak)

Tesis ad1 Sehir Gorunur  Muhtemel MUmkin
Sekili Yozgat 107 359 300
Cankiri Cankiari 821 358

Giilsehir Nevsehir 75 96 959
Tepesidelik  Kirsehir 20
Tuzluca Kars 100
Kagizman  Kars 60
Oltu Erzurum 30

Kaynak: Ozsen, 2009, s. 87.

Tuz, komir gibi, tabakali yapida bulunabilir. Tabakali hali kaya tuzu yataklarinin
orijinal halidir. Tuz, dom hali seklinde de bulunabilir. Tuz domlari, yeryiizii tuza basing
uygulayip, catlaklardan yukariya zorlayarak 9-12 km arasi derinliklere erismesiyle
olusur (Ertem vd., 2001, s. 637).

Ulkemiz kaya tuzu yataklarinin ayr1 ayr1 ve toplu olarak incelenmesi sonucu,
Anadolu'daki jipsli ve tuzlu formasyonun Oligosen ve Miyosene ait oldugu goriilmiistiir

(Barutoglu, tarihsiz, s. 74).

Kaya tuzu yataklarimiz; Kuzeydogu Anadolu ve Ortadogu Anadolu bdlgelerinde

bulunmaktadir.

1.3.1.1. Kuzeydogu Anadolu yataklari

Kars'in giineyinde "Kagizman" , giineydogusunda "Tuzluca", Erzurum'un

kuzeydogusunda "Oltu", kuzey-kuzeydogusunda "Sagirkaya" olmak iizere 4 ayri
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yataktan olusur. Bolgenin en bilyiik yataklar1 Tuzluca ve Kagizman yataklaridir.
Sagirkaya ve Oltu yataklar1 bu ikisine kiyasla ufak yataktirlar ve yaygin degillerdir.
Bolge yataklarmin en yiiksekleri 1750 metrede bulunan Sagirkaya ve 1200 metrede
bulunan Oltu yataklaridir (Barutoglu, tarihsiz, s. 73).

1.3.1.2. Orta Anadolu yataklart

Bu bolge yataklarinin daha ¢ok Cankiri ile Kirsehir arasinda ¢izilecek Kuzey-Glney
istikametindeki hattin {izerinde veya bu hattin yakin g¢evresine dagilmis olduklar
goriiliir. Bunlar "Cankir1" yatagi ile bunun gliney dogusuna denk gelen "Cayan",
Kirsehirin  kuzey-kuzeybatisindaki "Sekili", giineyindeki "Tepesidelik" ve daha
giineyindeki "Hacibektas - Tuzkdy - Giilsehir" kaya tuzu yataklarindan olusmaktadirlar.
Bu bolgedeki yataklar 800 ile 1000 metre arasinda bir yiikseklikte bulunmaktadirlar.
(Barutoglu, tarihsiz, s. 74).

1.4. Mikrobiyal Cesitlilik Yontemleri

Glinlimiizde, daha hizli ve etkili sonu¢ veren diagnostik yontemler ig¢in c¢ok fazla
arastirma yapilmaktadir. Yeni modern yontemler daha hizli ve kesin sonuglar verdigi
icin daha benimsenmis olsa da, bu yontemlerin pahali olmasi nedeniyle, bazi

laboratuvarlar hala geleneksel testleri kullanmaktadirlar (Bunn ve Sikarwar, 2016, s. 1).

1.4.1. Klasik yontemler

Geleneksel mikrobiyal yontemler genelde; mikroskopi, antijen testleri, seroloji ve kiltir
caligmalarini igermektedir. Bu yontemlerin ¢ogunun kokeni Lister, Koch ve Pasteur'e
dayanmakta olup, 100 seneyi askin siiredir kullanilmaktadirlar (Moldenhauer, 2008, s.
49). Mikroskobun kullanimi, mikrobiyolojinin ortaya ¢iktigi zamanlarda, bakteriyal,
fungal ve protozoal hastaliklarin tanimlanmasinda ¢ok 6nemli rol oynamuistir.
Mikroskop c¢ogu durumda, "altin standart" olarak rol oynasa da (6rnegin malaria ve
gaita parazitlerinde), daha sonra ek testlere gereksinim duyan varsayimsal bir

diagnostik sonug verir (Laupland ve Valiquette, 2013, s. 125).

Cogu senaryoda, koloni morfolojisi, 6rnegin; -cogu segici veya diferansiyal besiyerinde-

renk, sekil, biiylikliik, hemolitik reaksiyon ve biiylime karakteristikleri, bir organizmay1
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familya, cins veya hatta tiir seviyesinde tanimlamaya izin verebilir (Aslanzadeh, 2006,

S. 84).

Zahmetli ve zaman gerektiren klasik yontemler, mikroorganizmalarin izolasyonu,

saflagtirilmasi, saklanmasi ve alt tir analizleri icin gereklidir.

1.4.1.1. Mikroskobik yontemler

Hicre morfolojileri; bakteriyolojide genel olarak bir 6neme sahip olmasi ile birlikte,
tomurcuklanan bakteri tiirlerinin, kilifl1 bakteri tiirlerinin ve "stalked" bakteri tilirlerinin
identifikasyonunda 6nemli rol oynar. Ozellikle klinik mikrobiyolojide fusiform
bakterilerin, korineform bakterilerin, spirtoketlerin, spirillum cinsine ait tlrlerin ve
vibrio cinsine ait tiirlerin identifikasyonu acisindan 6nemlidir (Triiper ve Schleifer,

2006, s. 63).

Hiicre ¢ap1 (ya da hiicre kalinligr); Chromatium ve Beggiatoa cinslerinin kendi turleri
arasinda farkliliklar gostermektedirler ve bakterilerin iireme modellerinden 6tiirii, cogu

durumda hiicre ¢api, hiicre uzunluguna gore daha stabil bir ozelliktir (Triiper ve

Schleifer, 2006, s. 63).

1.4.1.2. Serolojik yéntemler

Immiinolojik teknikler, érneklerdeki organizmayi saptama, identifikasyon, Kkantitatif
antijenleri belirlemek i¢in kullanilmaktadirlar. Antijen ve antibadilerin birbirlerine
0zgiin olmalar1, immiinolojik teknikleri glcli laboratuvar araclarindan biri yapmaktadir
(Murray vd., 2009, s. 7). Fakat serolojik yontemlerin olumsuz bir yani; farkli
antijenlerin ¢apraz reaksiyon vermesidir (Agacfidan ve Badur, 2002, s. 285). Antijen
testleri; kiltlre edilmesi zor, yavas veya tehlikeli olan enfeksiyon ajanlarini tanimlamak
icin kullanilmaktadir. Ozellikle hizli tanimlama imkam saglamasi nedeniyle,

kliniklerde, acil servislerde ve merkezi laboratuvarlarda kullanilmaktadirlar (Campbell

ve Landry, 2006, s. 23).

1.4.1.3. Tek enzim testleri

Tek enzim testleri, bir grup seri testler olup; bir enzimin varligin1 veya yoklugunu veya
bir biyokimyasal reaksiyonun, saniyeler ile dakikalar arasinda sonu¢ vermesini

saglarlar. Bu testler ucuz, uygulamasi kolay ve genelde identifikasyon asamalarinda
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onemli bilgi saglayan testlerdir. Bazi senaryolarda belli organizmalar tiir seviyesinde
tanimlamaya bile yardimeci olabilir (Aslanzadeh, 2006, s. 84). Tek enzim testlerine
ornek olarak, katalaz testi, oksidaz testi, indol testi, I6sin aminopeptidaz (LAP) testi

ornek verilebilir.

1.4.2. Modern (molekuler) yontemler

Modern yontemlerin en biiyiik avantaji, geleneksel yontemlerin kullanilamadigi veya
geleneksel yontemlerden sonug alinamadigi durumlarda kullanilabilmeleridir (Bunn ve
Sikarwar, 2016, s. 3-4). Cevresel 6rneklerden direkt olarak ¢ikartilan DNA ve DNA'y1
kullanan genetik parmak izi teknikleri gibi yontemler, calisilacak ¢evrenin mikrobiyal
komiinitesinin filogenetik cesitliligini ortaya koyabilir. Bu yaklasim geleneksel kiiltiire
bagli yontemlerin gerekliligini ortadan kaldirmasiyla birlikte kiiltiire bagli yontem

sirasinda karsilasilacak sorunlart da iptal etmis olur (Albano vd., 2008, s. 2188).

1.4.2.1. DNA parmak izi (DNA fingerprinting)

Geleneksel mikrobiyolojik yontemlerin eksik oldugu yerler, genotipik ydntemlerin
gelismesine neden oldu. DNA dizilemesi harig, tiim bu methodlarda DNA bantlarinin;
restriksiyon enzimleri ile, hibridizasyon ile veya PCR ile gortnebilir hale getirilmesi
prensibi bulunmaktadir. Bu bantlagma modelleri veya "DNA parmak izi" bir izolati

digeri ile karsilastirma imkani sunar (Fakruddin vd., 2013, s. 397).

1.4.2.2. DNA-DNA hibridizasyonu

Tum genom dizilemesi 21. ylizyilin baslar ile birlikte miimkiin olmaya baslamadan
once, identifikasyon i¢in farkli yontemler izlenmekteydi. 1960'lardan itibaren DNA-
DNA hibridizasyonu (DDH) organizmalar arasindaki iliskiyi incelemek igin
kullanilmaktaydi. Bu teknik evrensel olarak kabul edilmis sinirli sayidaki uygulanabilir
tekniklerden biri olup, karsilastirmali genom kiyaslamasina dayalidir (Goris vd., 2007,
s. 81).

DNA-DNA hibridizasyonu, tiim genom igerisindeki ortalama niikleotid benzerligini
Olcen, molekiiler methodlar icerisindeki hizli ve ucuz yontemlerden biridir; ancak hangi
genlerin benzerlige veya farkliliga neden oldugu konusunda bir bulgu vermez
(Stackebrandt, 2006, s. 34).
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DNA-DNA hibridizasyonu, kiigiik farkliliklar1 ortaya ¢ikarma prensibine dayanarak,
yakin akraba tiirler arasindaki ayirt etmek i¢in kullanilir (Madigan ve Martinko, 2010, s.
321).

1.4.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase chain reaction) (PZR/PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), belli bir DNA bdlgesini hedefleyen, nlkleik asit
amplifikasyonudur. Hedeflenen bdlge; spesifik bir gen bdlgesi, sekans icerisindeki
tekrarlayan bolgeler veya istege bagli bir bolge olabilir (Saiki vd., 1985, s. 1354).
Genelde tercih edilen bdlgeler arasinda; toksinlerden sorumlu gen bolgeleri, hiicresel
metabolitlerden sorumlu gen bolgeleri ve ribosomal RNA (rRNA) bulunmaktadir
(Olsen vd., 1995, s. 2-6; Scheu vd., 1998, s. 13-14)

Polimeraz zincir reaksiyonu 3 asamadan olusmaktadir: denatiirasyon, annealing ve
uzama. Bu ii¢ asamanin bir tur atmasina, PCR dongiisii denilmektedir (Loeffelholz ve

Deng, 2006, s. 168).
Denattrasyon

93-94 °C'de DNA'nin ¢ift sarmal yapist ayrilir veya denatiire olur. Bu sicaklikta tiim

enzimatik reaksiyonlar, -bir 6nceki uzama asamasi da dahil olmak iizere- durur.
Annealing

Denatiirasyon agsamasini takiben, sicakligin diismesi ile birlikte DNA'nin komplomenter
bolgesi ile baglanmasi tekrar miimkiin hale gelir. Baglanma sicakligi, DNA sekansina
bagli olarak degisir, ama genelde 50-60 °C arasindadir. Annealing sicakliginda
primerler hareket halindedir. Tek primer ile DNA ziniciri arasinda iyonik baglar
devamli olarak olusup kirilmaktadir. Primerler kusursuz bir sekilde komplementer hedef
sekans ile etkilesim haline girince, bag etkili bir bi¢gimde stabil hale gelir ve DNA
polimerazin yerine oturmasina ve DNA sentezini her primerin 3' ucundan baslamasina

izin verir.
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Uzama

Primerlerin uzamasi genelde 72 °C'de gerceklesir. Tag DNA polimeraz bu sicaklikta
maksimum aktiviteye sahiptir. Primerin 3' ucuna bazlar eklendikge, ¢ift zincirli yap1

uzar, iyonik bag gii¢lii hale gelir.

PCR'in standartizasyonu laboratuvarlar arasi orneklerin tutarli olabilmesi agisindan
onemlidir. Ancak bu problematiktir ¢ilinkii; DNA 6rneginin kalitesi, ¢cevresel faktorler
(nemlilik, kimyasal ve mikrobiyal kirlilik, sicaklik), cihazlar, bireyin tecriibesi,
reaksiyon kosullar1 ve reaksiyon materyalleri gibi durumlar standartizasyonu gii¢ kilar

(Malorny vd., 2003, s. 45).

1.4.2.4. Ribotiplendirme

Tipik olarak her ribozomal operon, yapisal rRNA molekiillerini kodlayan 3 gen
bolgesini igerir; 16S, 23S ve 5S. Bu gen boélgelerinin ortalama biiyiikliikleri siras ile
1,522 bp, 2,971 bp ve 120 bp'dir. Polipeptit sentezindeki temel gérevlerinden dolay1 bu
gen bolgeleri bakteriyel tiirler arasinda ¢ok iyi korunmus bolgelerdir. Bu ¢ boélge
icerisinde en ¢ok korunmus olan ise 16S rRNA gen bdlgesi oldugu i¢in, 16S rRNA
dizilimi, bakteriyel tlirlerin identifikasyonunda ve taksonomik siniflandirilmada altin

standart olarak kabul edilmistir (Bouchet vd., 2008, s. 262-263).

Geleneksel ribotiplendirmede; uygun bir restriksiyon enzimi (ideal olarak bir kez 16S
rRNA bolgesini, bir kez de 23S rRNA bolgesini kesecek) ve 6rnege ait alinan tek bir
koloni, genomu ¢ikartildiktan sonra restriksiyon enzimi ile kesilir. Kesilmis bolge daha
sonra boyutu bilinen referans bir izolat ile %0,8'lik agaroz jelde yurutilir daha sonra da
southern blot ile vakum transferlenerek bir naylon membrana gegirilir. Tim 16S-23S-5S
ribozomal operonu primerler araciligi ile amplifiye edilir. Boyut biiyiikliigiiniin teyiti
icin, amplifiye iiriin, diisiik erime noktali agaroz ile hazirlanmis jelde yiiriitiiliir ve direkt
olarak agaroz jelden kesilerek alinir. DNA pargalarinin alinmast igin jel, kaynatilir. 20
ile 50 nanogram arasindaki ribozomal template alinarak, DNA polimeraz I ile ve
rastgele segilmis primerler ile radiolabeled probe'a dontstiiriilir. Genomik DNA
pargalarinin  bulundugu membran ile radiolabeled probe hibridize edilerek

otoradyografik bir filme ¢ikarilir. Elde edilen ribotip RFLP bantlar1 manuel olarak veya
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bir uygun yazilim ile analiz edilir. Elde edilen rRNA bant sablonlarindaki benzerlik
veya farkliliklara gore identifikasyona gidilir (Bouchet vd., 2008, s. 263).

1.5. Filogenetik Marker Olarak rRNA
Ribozomal RNA yaklagimi teknigi, Carl Woese'un 1977'de Archea domainini diinya ile

tanigtirmasi sonrasinda, sistematikte yeni bir ¢cag baglatmistir. Taksonlar her gegen giin
yeniden tanimlanmakta, transfer edilmekte, diizeltilmektedir (Ludwig, 2010, s. 65).
Ribozomal RNA'min evrensel marker olarak kullanilmasinin bir ka¢ nedeni vardir,
bunlar; (i) genellikle multigen ailesi olarak veya operon seklinde, neredeyse tim
bakterilerde mevcuttur, (ii) 16S rRNA'nin islevi zamanla de§ismemistir (yani zamanla
gerceklesen rastgele baz degisimleri evrimsel degisimin Olgiilmesinde daha dogrudur),
ve son olarak (iii) 16S rRNA informatik amaglar i¢in yeterli uzunluktadir (1500 bp)
(Janda ve Abbott, 2007, s. 2761).

16S rRNA gen dizilimlerinden, tim genoma ait dizilimlere iligkin bilgiler, gunbegin
artmakta ve bu bilgiler kamuya acik internet databanklara konulmaktadir. Ornegin;
"Ribosomal Data Base Project” (http://rdp.cme.msu.edu/) ve "National Center for
Biotechnology Information Blast Library (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) gibi.
Bu kiitiiphaneler, ¢evresel, klinik ve gida kaynakli gibi ortamlardan elde edilmis, kiiltiir
bagimli veya bagimsiz organizmalarin 16S rRNA gen boélgeleri ile karsilagtirma
yapilarak, identifikasyona gidilmesine izin vermektedir (Drancourt vd., 2000, s. 3623).
Ancak 16S rRNA gen sekans analizleri, bakteri strainleri arasinda sinirli miktarda
farklilik gostermektedir (Janda ve Abbott, 2002, s. 1889). Bu, 6zellikle ayni cinse ait
gruplarda ortaya konulmustur. Ornegin; Apetroaie ve digerleri (2005) “cereulide"
toksini Ureten 13 Bacillus cereus straininin birbiriyle ve Bacillus anthracis strainleri
Ames, Sterne ve NC-08234-02 ile 6zdes olduklarin1 géstermistir. Bu yiizden 16S rRNA
gen sekans analizi, bilinmeyen organizmalar arasindaki homolojiyi incelerken her

zaman giivenilir degildir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal
2.1.1. Calismada kullanilan besiyerleri

2.1.1.1. Medyum A

NACH..eeoiee e 250 g
Kl 5
MOCL.6H20. ... 50
T L3 TR 5
Yeast eXtract.........coocvveeeiiiiiniic e 10g

Tiim hacim 1 litre olacak sekilde distile su ile tamamlanarak, pH 7'ye 1M Tris-base ile
ayarlanarak 121 °C'de 15 dakika steril edilmistir (Oren ve Litchfield, 1999, s. 354).

2.1.1.2. Medyum B

NACHL..eooi 200 g
KCL s 19
MQSO4. 7H20. ... 209
FESO4.TH20. oo 0,02 g
Tri-Na-Citrate.......ccocovveieieieneeeee e 39
Casamino acid..........ccovvevvevieiiieseee e, 750
Yeast eXtreact.......occcvvvvvveiiiieiiiie i 059

Tum hacim 1 litre olacak sekilde distile su ile tamamlanarak, pH 7'ye 1M Tris-base ile
ayarlanarak 121 °C'de 15 dakika steril edilmistir (Oren ve Litchfield, 1999, s. 354).
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2.1.1.3. Medyum C

NACH..eeiee e 175¢g
MGCI2.6H20 ..o 20 g
K2SOirereeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeeseeeseees oo 5
CaCl2.2H20....cciiiieee e, 0,19
Yeast eXtract.......ccocvvveeeiniiieiiiie e 59

Tum hacim 1 litre olacak sekilde distile su ile tamamlanarak, pH 7'ye 1M Tris-base ile

ayarlanarak 121 °C'de 15 dakika steril edilmistir (Oren ve Litchfield, 1999, s. 354).

2.1.1.4. Medyum D

NACH..oeoiee e, 206 g
O SO 0,379
MQSO4. 7H20. ... 36
CaCl.2Ho0.iee e, 05¢
MNClo..ooiiiiiiic e 0,013 ¢
Yeast eXtract.........coocevviiiiiiiiiiieeee e, 59

Tiim hacim 1 litre olacak sekilde distile su ile tamamlanarak, pH 7'ye 1M Tris-base ile
ayarlanarak 121 °C'de 15 dakika steril edilmistir (Oren ve Litchfield, 1999, s. 354).

2.1.1.5. Medyum E

NACH..eeii e, 125¢
MOCL.6H20.....ccc 160 g
KoSO ittt 59
CaCl.2Ho0.uciec e, 01g
Yeast eXtract........ccovvvviveiniiiiniiie e 1lg
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Casamino acid..........ccovveereeniiiieiiereee e, 19
SEArCN. ... 20

Tiim hacim 1 litre olacak sekilde distile su ile tamamlanarak, pH 7'ye 1M Tris-base ile
ayarlanarak 121 °C'de 15 dakika steril edilmistir (Oren ve Litchfield, 1999, s. 354).

2.1.1.6. %18 MGM (Modifiye Gelistirme Medium)

%30'luk tuzlu su gozeltisi.............cocvenneee 600 ml
Distile SU.....ooviiiieice 367 ml
PEPLON.....eiiiiiie 59
Yeast eXtract......ccocvvveeiniieiiiie e 19

Tim igerik ¢ozliniinceye kadar karistirildiktan sonra 1M Tris-base ile pH 7,5
ayarlanarak, tim hacim distile su ile 1 litreye tamamlanarak 121 °C'de 15 dakika steril

edilmistir (Dyall-Smith, 20009, s. 14).
2.1.2. Calismada kullanilan ¢ozeltiler

2.1.2.1. %30'luk tuzlu su ¢ozeltisi

MGSO4.TH20 oo 359
MOCL.6H20. ... 309
NaBI ..o 0,849
HNACOs3... v 029
KCL s 79
CaClouuuiiiiiiiiiic 059
NACH..oeoiee e 2409

Tim igerik ¢ozliniinceye kadar karistirildiktan sonra 1M Tris-base ile pH 7,5

ayarlanarak, tim hacim distile su ile 1 litreye tamamlanarak 121 °C'de 15 dakika steril

edilmistir (Dyall-Smith, 2009, s. 12).
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2.1.2.2. %20 deniz suyu (SW)

NaBI ..o 0,52¢g
HNACO3......o i 0,134 ¢
Kl 404
(O o1 YOS 0,578 g
MGSO04.7TH20 oo 39,594 g
MgCL.6H20.....ccicie, 27,654 g
NACH..eiii e 156 g

Tiim hacim 1 litre olacak sekilde distile su ile tamamlanarak, pH 7'ye 1M Tris-base ile
ayarlanarak 121 °C'de 15 dakika steril edilmistir (Rodriguez-Valera, 1985).

2.1.2.3. %25 deniz suyu (SW)

NaBI ..o 0,65¢g
HNACOs3...cccciiiiieeie e 0,167 g
KCL s 50
CaClouuuiiiiiiiiici e 0,723 g
MOS0 TH20 .o 49,492 g
MgCL.6H20.....cciie, 34,567 g
NACH..eiiiee e 195¢g

Tiim hacim 1 litre olacak sekilde distile su ile tamamlanarak, pH 7'ye 1M Tris-base ile

ayarlanarak 121 °C'de 15 dakika steril edilmistir (Rodriguez-Valera, 1985).

2.1.2.4. TAE 50X (1 litre icin)
TrIS BaSe.....oiiiiieesecee e 242 ¢

ASELIK aSIt....oovreieiieceee e 57,19
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EDTA (0.5M PH 8).veovvveeerereeereeenee 100 ml

Tiim hacim 1 litre olacak sekilde distile su ile tamamlanarak, pH 8'e 1M Tris-base ile
ayarlanarak oda sicakliginda saklanir (Sambrook vd., 1989).

2.1.2.5. TBE 5X (1 litre igin)

TriS BaASE.....ccivieeieeciie e 54 ¢
BOrik asit........ccocvevvveiieiiie e 2759
EDTA (OSMPH 8)..ccvvveieiecec 20 ml

Tiim hacim 1 litre olacak sekilde distile su ile tamamlanarak, pH 8'e 1M Tris-base ile

ayarlanarak oda sicakliginda saklanir (Sambrook vd., 1989).

2.1.2.6. PBS 10X

NACH..ooii 804g
NagHPO4. 7TH20. ..o 11,5¢g
KCL e 290
R F3=10 VRS 24

Tiim hacim 1 litre olacak sekilde distile su ile tamamlanarak, pH 7,2'ye 1M Tris-base ile
ayarlanarak 121 °C'de 15 dakika steril edilmistir (Sambrook vd., 1989).

2.2. Metod

2.2.1. Orneklerin eldesi

Calismada kullanilan her bir 6rnek (Cankir1 hari¢ olmak {izere) ait oldugu ilin kaya tuzu
maden ocagindan, ziraat teknikeri Heybet Ercin tarafindan gonderilmistir. Cankir
ornegi ise Cankaya Kaya Tuzu Tesisleri tarafindan gonderilmistir. Calisma boyunca

kaya tuzlari kuru sartlar altinda saklanmistir.
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Gorsel 2.1. Calismada kullanilan kaya tuzu érnekleri

2.2.2. izolatlarin eldesi

Her bir kaya tuzu 6rneginden 1'er gram alinarak, iclerinde 6 farkli besiyeri bulunan 6
erlene ornekler birakilmistir. Erlenler daha sonra 3-4 hafta boyunca 120 rpm'de 37 °C'ye
ayarli galkalamali etiive konulmustur. Ureme gdzlenen 6rneklerden daha sonra 100 pl
alinarak her biri gene iiredigi 6zgiin kati1 besiyerine bir daha ekilmistir. 3-4 hafta 37
°C'de etiivde tekrardan bekletilmistir. Petrilerde gozlenen farkli renk ve tipteki koloniler

tek tek alinarak saflagtirmaya gidilmistir.
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2.2.3. DNA izolasyonu

Calismada DNA izolasyonu igin 2 protokol izlenmistir.

1) Saf kiiltiirden alinan bir miktar izolat, 1,5 ml'lik tupler icerisinde 200 pl steril distile
su igerisinde karigtirilip, 10 dakika bekletilmistir. Bekleme islemi sonrasinda tiipler 95
°C'de 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon asamasindan sonra tiipler 10,000 g'de 10
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast pelete dikkat edilerek, siipernatant

uzaklastirilmistir. Pelet de 50 pl suda ¢ozdirilerek -20 °C'de saklanmuistir.

2) 1,5 ml'lik tiiplere 200 pl distile su konulmustur, daha sonra kati besiyerinde bulunan
saf kiiltlirden bir miktar 6rnek alinarak tiip vorteks ile ¢alkalanmistir. Sonra tiiplere 200
pl fenol-kloroform eklenerek tiip icerisindeki materyal el yardimi ile karistirilmistir.
Karistirlan 6rnek 65 °C'lik su banyosunda 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
asamasindan sonra 5 dakika 10,000 g'de santrifiij edilmistir. En Ustte kalan sulu faz,
yeni bir tiibe aktarilarak {izerine 400 pl %100'lik soguk etanol eklenmistir. Daha sonra
tiipler, DNA'nin ¢ékmesi igin 10 dakika boyunca buz iizerinde birakilmistir. Bir sonraki
adimda tiipler 10,000 g'de 10 dakika santrifiij edilmis, santrifiij sonras: etanol dokerek
uzaklastirilmig, ve tiipler igerisine 1 ml %70'lik etanol ilave edilmis arkasindan da
tekrardan 10,000 g'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 etanol tekrardan
uzaklastirilmig ve pelet kurumaya birakilmistir. Pelet tamamen kurumadan tizerine 50 pl

su eklenerek, tip icerisindeki DNA'lar -20 °C'de saklanmustir.

Elde edilen DNA'lar %1'lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir.

2.2.4. PCR ile Archaea/Bacteria ayrimi

Saf kiiltiirlerden elde edilen DNA'larin 16S rRNA bolgesi hedeflenerek, istenilen bolge
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilmistir. Ayr1 ayr1 hem bakteriyal hem de
arkeal primerler (siras1 ile 27F ve 21F), ve her iki durum i¢in de 1492R primerleri
kullanilmistir. Kullanilan primerlerle ilgili baz dizileri Tablo 2.1.'de, PCR déngustinde

kullanilan kosullar ise Tablo 2.2.'de verilmistir.
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Tablo 2.1. Calismada PCR i¢in kullanilan primerler ve 0zellikleri

Primerler | Baz Dizilimi (5'-3") Spesifitesi Referans

21F TTCCGG TTGATC CTG CCG GA Archea (DeLong, E.F., 1992)
27F AGA GTT TGATCATGG CTC AG Bacteria (Lane, D.J., 1991)
1492R GGTTACCTT GTT ACGACTT Universal (Lane, D.J., 1991)

Tablo 2.2. Calismada kullanilan PCR dongiisii igin kullanilan basamaklar ve kosullart

Basamak Sicaklik Stre
1 94 °C 3dk
2 94 °C 30sn
3 50 °C 1dk
4 72 °C 2 dk
Basamak 2'ye geri doniis (X 35)

5 72 °C 10 dk
6 4°C ©

2.2.5. ARDRA (Amplifiye edilmis ribozomal DNA'nin restriksiyon analizi)

PCR sonucu orneklerin ¢ogaltilan DNA'larinin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi
islemi i¢in Hinf I (Promega Cat no R6201) ve Mbo | (Promega Cat no R6711) enzimleri

kullanilmustir.

Her bir 6rnek i¢in; 10u enzim, 10 pl PCR drdnd, 2ul enzime uygun buffer ve 7ul steril
distile su (total hacim 20ul olmak iizere) bir reaksiyon tiipiinde toplanilmistir. Ornekler
bir 16 saat 37 "C'de bekletilmis ve daha sonra bantlarin gozlenmesi i¢in 0,5X TBE
(Tris-Borik asit-EDTA) tamponu igerisindeki %2'lik agaroz jele yliklenmistir.

2.2.6. 16S rRNA gen bolgelerinin dizi analizleri

16S rRNA gen bolgelerinin dizi analizleri i¢in "BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd.
Sti."den (Cankaya/ANKARA) hizmet alimi yapilmistir. Hizmet alimindan elde edilen

veriler "National Center for Biotechnology Information Blast Library"”

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) adresinden karsilastirilarak, identifikasyona
gidilmistir.
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2.2.7. FISH (Fluoresan in situ hibridizasyon)

Kaya tuzu 6rneklerinin  mikrobiyal kompozisyonunun belirlenmesi icin FISH teknigi

uygulanmistir (Anton vd., 1999).

2.2.7.1. Fiksasyon

Fiksasyon islemi i¢in; 100 ml distile suda 10 gr kaya tuzu 6rnegi ¢ozdiirilmistiir. Elde
edilen tuzlu su karistmindan 1ml Ornek siringa yardimi ile ¢ekilerek 1,5 ml'lik
eppendorf tiipiine aktarilmistir. Ayn sekilde 2 tiip elde edilmistir. Tiipler 2000 rpm'de 3
dk santrifiij edilmistir. Siipernatant miimkiin oldugunca ¢okelti kismi1 alinmadan yeni bir
tiipe aktarilmigtir. Elde edilen ~1.5ml'lik 6rnek tzerine 330 pl formaldehit eklenerek 16
saat boyunca +4 °C'de bekletilmistir. Bekleme asamasindan sonra son hacim 10ml
olacak sekilde iizerine 1X steril PBS eklenilmistir. Tim karistim 0,2 pm por ¢apina
sahip GGTP Isopore (Millipore) filtreden gecirilmistir. Filtre kuruduktan sonra
hibridizasyon agamasi1 gerceklestirilinceye kadar -20 °C'de saklanmistir (Amann vd.,

1995; Antén vd., 1999).

2.2.7.2. Hibridizasyon

18 ul hibridizasyon buffert ve 2 ul uygulanacak olan prob (50 ng/ul) karigtirilarak, lam
uzerinde bulunan, kesilmis bir parga filtre {izerine damlatilmistir. 50 ml'lik tiiplere birer
parca hibridizasyon buffer ile 1slatilmig kagit yatay bicimde konulduktan sonra, lamlar
yatay bir sekilde tiiplerin igerisine yerlestirilmistir. 2 saat boyunca 46 °C'de etiivde

inkiibasyona birakilmiglardir.

Bekleme agsamasi sirasinda su banyosunda 48 °C'de tutulan "washing buffer" icerisine,
inkiibasyon sonrasi ¢ikan filtreler birakilir ve 15 dakika bekletilir. Bufferdan arindirilan
filtreler hava ile kurumak Uzere disarida bekletilmislerdir. Bu islem sonrast DAPI ile

boyamaya hazir hale gelmislerdir (Amann vd., 1995; Anton vd., 1999).

Calismada kullanilan problar ile ilgili bilgiler Tablo 2.3.'te verilmistir.
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Tablo 2.3. Calismada FISH deneyi icin kullanilan problar ve Gzellikleri

Probun adi Probun dizisi Formadid %'si | Probun Referans
spesifitesi
EUB 338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 35 Bakteri (Amann
vd., 1990)
ARC 915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT | 20 Arkea (Amann
vd., 1995)
EHB 412 TACGCCCCATAGGGGTGT 35 EHB1 ve | (Antdn vd.,
EHB2 2000)

2.2.8. DAPI (4’,6’-diamidino-2-fenilindol, dihidroklortr) ile boyama

Orneklerdeki asil mikroorganizma sayisim gozlemleyebilmek icin DAPI boyasi
uygulanmistir. Bunun igin stok DAPI'den 10 ul alinarak Gzerine 90 pl MQ su eklenerek,
calisma sollisyonu hazirlanir. Kurumus filtrelerin {izerine 20 pl calisma soliisyonu
damlatilarak, yayilir. Kurumasi i¢in 5 dakika oda sicakliginda bekletilir. Kuruyan
filtreler ilk dnce saf alkol igerisinde yaklasik 10 saniye gezdirilir, sonra da gene yaklasik
10 saniye MQ su igerisinde gezdirilir ve tekrar kurumaya birakilir. Sonraki asamada
filtreler lam {izerine konularak {izerine bir damla Citifluor (Citifluor Ltd.) damlatilir ve

lamel yardimi ile kapatilir. Hazirlanan preparat 100X'lik objektifte epifluorasan

mikroskopta incelenmistir (Amann vd., 1995; Anton vd., 1999; Amann vd., 2000).
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3. BULGULAR

3.1. izolatlarin Eldesi

3-4 haftalik inkiibasyondan sonra erlenlerde gorilen Uremeler Tablo 3.1.'de
gosterilmistir. Calismada tireme gozlenen erlenlere 6rnek olarak 2 6rnek Gorsel 3.1'de

verilmistir.

Tablo 3.1. Besiyerlerine konulan kaya tuzu érneklerine ait treme gozlenen erlenler

Cankin Kirsehir Nevsehir Yozgat Kars Erzurum
Medium A +
Medium B + +
Medium C + +
Medium D + +
Medium E +
%18 MGM + + + +

Gorsel 3.1. Calismada iireme gozlenen erlenlere 6rnek (solda; Medium D'de Nevsehir
ornegi, sagda; %18 MGM'de Erzurum ornegi)

Ureme sonrasi erlenlerdeki sividan 100 pl alinmis ve her biri kendine ait 6zgiin kati
besiyerine tekrardan ekilmistir. Farkli renk ve tiptekiler, tek tek koloniler seklinde

alinarak saflastirilmiglardir. Toplamda 16 farkl saf izolat elde edilmistir.

Yozgat orneginin, kendine 6zglin kati besiyerlerine yapilan inokulasyon sonrasinda,

petrilerde lireme gozlenememistir. Kat1 besiyeri lizerinde lireme elde edebilmek icin
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cesitli metotlar denenmistir. Bunlardan ilki olarak, petrilere 100 pl yerine 200 pl
eklenmis ve petri lizerindeki besiyerine spatiil yardimi ile emdirerek inkiibasyona
konulmustur. Ikinci olarak siv1 kiiltiirden bir miktar 6rnek pipet yardimi ile 1,5 ml'lik
tiplere konulmus ve 3000 rpm'de 2-3 dakika santrifij edildikten sonra supernatant
kism1 uzaklastirilmis ve olusan pelet steril bir kiirdan yardimi ile kat1 besiyerine ekim
yapilmis ve inkiibe edilmistir. Ugiincii olarak, sivi besi yerinden alinan &rnek kendi
Ozgiin besiyeri disinda, diger kat1 besiyerlerine ekilmistir ve inkiibe edilmistir. Ancak bu
yontemlere ragmen sivi besiyerinde gelismis organizmalar, kat1 besiyerinde gozle

goriilebilir hale gelmemistir veya hi¢ gelismemistir.

3.2. DNA izolasyonu ve PCR ile Archaea/Bacteria ayrim

2.2.3.'de verilen protokollere gore DNA'lar1 elde edilen 6rnekler Tablo 3.2.'de
gosterilmistir. Elde edilen DNA’dan domain bazinda ayrim igin spesifik bakteri ve arke
primerleri ile PCR reaksiyonuna tabii tutularak ve reaksiyon sonrasi elde edilen tiriinler
%1’lik agaroz jele yiiklenmis, UV 15181 altinda bantlar gbzlenmistir. G6zlenen bantlara

gore bakteri ve arkea domainine ait tiirler ayrilmistir (Anton vd., 1999).

Elde edilen ve edilemeyen DNA'lar ve DNA's1 ekstrakte edilebilen 6rneklere ait PCR
reaksiyonlarinda verdikleri bantlara gore domain'lerine ait bilgi Tablo 3.2.'de
verilmistir. DNA'larin agaroz jelde yiiriitilmis gorintileri GoOrsel 3.2'de PCR
urinlerinin agaroz jelde yiiriitilmiis goriintileri ise Gorsel 3.3 ve Gorsel 3.4'te

verilmistir.
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Tablo 3.2. Calismada elde edilen izolatlara ait DNA'lar ve PCR reaksiyonunda

verdikleri bantlata gore ait olduklar: domain'ler

izolatlar DNA PCR

S1 + Bacteria
S2 + Archaea
S3 + Archaea
S4 + Archaea
S5 + Bacteria
S6 + Bacteria
S7 + Bacteria
S8 + Bacteria
S9 - -

S10 - -

S11 - -

S12 - -

S14 + Bacteria
S15 - -

S16 + Bacteria
S17 + Bacteria

30



M 51 5253 54 55 56 5859510511512 514,

|

]
—
p—
—
—
b
o
Rl
R
il
—m

GOrsel 3.2.  DNA ekstrasyonu sonrasi %1'lik agaroz jelde yiiriitiilen prokaryotik

genomik parcalar - Sirasi ile izolatlar: Marker, S1, S2, S3, S4, S5, S6, S8,
S9, S10, S11, S12, S14

alt sira: Marker, S15, S16, S17, S3, S4, S5, S6, S7, S8
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Gorsel 3.3. DNA template'leri ve bakteriyal primerleriyle amplifive edilmis PCR
ardnlerinin - %21'lik agaroz jelde yuritiilmiis  goriintiisii  (16S
amplifikasyon Urinleri) swrast ile izolatlar: Marker, S1, S2, S3, $4,

S4(1) S5, 7, S8, S8(1), S8(2)
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Gorsel 3.4. DNA template'leri ve arkeal primeleriyle amplifiye edilmis PCR iiriinlerinin
%1'lik agaroz jelde yiiriitiilmiis goruntust (16S amplifikasyon Granleri)
strast ile izolatlar: Marker, S1, S1, S2, §3, S4

32



3.3. ARDRA

16S PCR reaksiyonundan elde edilen trunler Hinf I ve Mbo | restriksiyon enzimleri ile
kesilmistir. Kesim islemi sonrasi iirlinler %2’lik agoroz jele yiiklenmis ve elektroforez
sonrasi olusan bantlar UV 15181 altinda gézlenmistir. Ayn1 profili veren 6rnekler ayni tiir
kabul edilmis, olusan profillerden farkli tipteki ornekler segilerek calisilacak 6rnek
sayis1 azaltilmistir. Amplifiye edilmis PCR iirtinlerinin ilgili enzim ile kesildikten sonra

%?2'lik agaroz jelde yiiriitiilmiis goriintiileri Gorsel 3.5. ve Gorsel 3.6.'da verilmistir.

S1 Sl S2 S24,S3 S4 S5 (Rkb)(100 bp) S6 ST S14 S144, S16 S17

58S S.;:] ' 5 S.;j:_;. 5 S.;:_-:;. hat 8.3;. (1 kb)) 100 bp) - 5 S.;:: ) 5 S S S.;:-;.

Gorsel 3.5. Amplifiye edilmis PCR urunlerinin Mbo 1 ile kesildikten sonra %2'lik
agaroz jelde yiiriitiilmiis goriintiisii - Sirasi ile izolatlar: S1, S1q), S2,
S2@), S3, S4, S5, 1 kb marker, 100 bp marker, S6, S7, S14, S14,),S16,
S17
alt sira: S8, 88(1), 88(2), 88(3), 58(4), 1 kb marker, 100 bp marker N 88(5),
S8(), S8(7)
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Gorsel 3.6. Amplifiye edilmis PCR iirtinlerinin Hinf I ile kesildikten sonra %2'lik
agaroz jelde ylriitiilmiis goriintiisii
Sirasi ile kesilmis izolatlar: S1, S1(1), S2, S2(1), S3, S4, S5, S6, 1 kb marker,
100 bp marker, -, S7, S14, S14,), S16, S17
alt sira: S8, S8(1), 58(2), 58(3), 88(4), 1 kb marker, 100 bp marker , -, -, 88(5),
S8e), S8(7)

3.4. DNA Dizilime Analizleri

ARDRA sonucu azaltilmis 6rnek sayis1 sonrasinda, farkli profillere sahip olan izolatlar
hizmet alimi yapilarak dizi analizine gonderilmistir. Dizi analizinden gelen sonuglar
NCBI (“National Center for Biotechnology Information”, (www.ncbi.nlm.nih.gov)

genbankasindaki verilerle BLAST programi iizerinden karsilastirilip izolatlarin %'lik
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benzerlikleri ile identifikasyonu yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 3.3.'te
verilmigtir.
Tablo 3.3. Izolatlarin gen bankasindaki en yakin karsiligi ve eslesen baz sayilar:
Dizi analizi | Dizi analizi icin | Eslesen baz | %benzerlik gen bankasindaki en yakin
icin  secilen | kullamlan sayisi karsihgi
izolat primerler
S2 21F-1492R 1236/1303 %95 Halobacterium sp. Q37
S6 27F-1492R 615/628 %98 Oceanobacillus iheyensis, isolate
HL2RS17
S7 27F-1492R 812/847 %96 Oceanobacillus iheyensis, isolate
HL2RS17
S8 27F-1492R 1167/1216 %96 Oceanobacillus sp. Ts14
S17 27F-1492R 647/677 %96 Oceanobacillus sp. DB-16

3.5. FISH ve DAPI

Elde edilmis kaya tuzu orneklerinin ilk 6nce DAPI ile boyama yapilarak toplam hiicre
sayimi yapilmasi, EUB 338 probu ile hibridizasyondan sonra bakteri sayimi, ARC 915
probu ile hibridizasyonu ile arke sayimi yapilmasi hedeflenmistir. Ancak floresan
mikroskobu altinda yapilan gozlemlerde sadece Nevsehir ve Yozgat oOrneklerinde
hiicresel Orneklere rastlanilmis diger oOrneklerde ise hi¢ hiicre gozlenememistir.
Nevsehir ve Yozgat oOrneklerinde gozlenen sinyallerin hiicre oldugundan emin
olunmamakla birlikte, eger hiicre olduklar1 varsayilsa bile sayim yapilamayacak kadar
az olduklaria kanaat getirilmistir. Mikroskop altindaki goriintulere 6rnek olarak Gorsel

3.7. ve Gorsel 3.8. verilmistir.
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Gorsel 3.7. Nevsehir orneginin DAPI ile boyanmus floresan mikroskop goriintiisti

Gorsel 3.8. Nevsehir orneginin DAPI ile boyanmis baska bir goriintiisii
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Halofiller, hipersalin ¢evrelerde bulunan tuzu seven organizmalardir. Agirlik olarak
prokaryotik olmakla birlikte ©karyotik mikroorganizmalar igceren bu grup; sadece
ozmotik basingla basa ¢ikmakla kalmayip, tuzun denatiire edici Ozelliklerine direng

goOsterecek kapasiteye sahiptirler (DasSarma ve Arora, 2001, s. 1).

Ekstremofillere, yeni biyomolekiiller, biyomateryaller ve metabolitler agisindan birer
cevher goziiyle bakilmaktadir. Haloarkeal enzimler olagandisi sekilde stabildirler ve
ekstrem cevrelere adapte olmuslardir bu yiizden; yiliksek iyonik kuvvet altinda
gerceklesen endustriyel proseslere uygun birer adaydirlar (Kanekar vd., 2012, s. 1). Bu

nedenle halofilik prokaryotlarin tanimlanmasi 6nemlidir.

Diinyada hipersalin cevreler iizerine ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Ozellikle sivi
ortamlar, toprak ve diger kat1 ¢evrelere kiyasla daha fazla calisilmaktadir. H. Larsen
1981 yilinda maden olarak ¢ikarilmis kaya tuzlarinin bakteri igcermedigini sdylemis
olmasina ragmen 20. ylizyilin baslarindan itibaren ¢ok eski kaya tuzlarindan halofilik
mikroorganizmalarin izole edildigi ara sira bildirilmistir (Stan-Lotter ve Fendrihan,
2011).

1994'te Denner ve digerleri, Avusturya'da bulunan bir tuz madenine ait bir kaya
tuzundan ekstrem halofilik bir arke izole etmislerdir. Kaya tuzunun Permiyen
donemine ait oldugu bildirilmis ve bu organizmanin 6,5 ile 9,5 pH araliginda iireme
gosterebildigini bildirmislerdir. Bulunan organizmanin yeni bir tiir oldugunu onererek

Halococcus salifodinae ismini 6nermislerdir. Organizma bu isimle literatiire girmistir.

2002'de Stan-Lotter ve digerleri, Avusturya'da bir tuz madeninden Permiyen déneme
ait bir kaya tuzundan bir arke izole etmisler ve 6rnegin lipid kompozisyonuna, 16S
rRNA gen sekansina, hiicre sekline ve biiylime karakteristik 6zelliklerine bakarak
ornegi Halococcus cinsine yerlestirilerek, diger analizler sonucu yeni bir tiir oldugunu
onererek, Ornegin Halococcus dombrowskii olarak adlandirilmasini onermislerdir.

Organizma bu isimle literatiirde bulunmaktadir.

2013'te Conner ve Benison, bat1 Avustralya'da bulunan "Lake Magic" isimli asidik-
tuzlu golde yaptiklar1 bir ¢alismada, tuz yatagi igerisindeki "fluid inclusion”lar

(Kristal igerisinde sivi ve gazdan olusmus mikroskobik kabarcik) igerisindeki
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mikroorganizmalar1 optikal petrografi, UV-vis petrografi ve lazer Raman
spektrometrisi kullanarak goézlemlemislerdir. 1-3 pm boyutunda, parlak, UV-vis
aydinlatmada, yesil  goziiken, prokaryotik kok  seklinde organizmalar
goriintiilemislerdir. Ayrica 5-7 pm arasinda sar1 kiirecikleri UV-vis aydinlatma altinda
mavi goriinen organizmalarin da Dunaliella algi olarak yorumlamiglardir. Golln
pH'min 1,7 ve tuzluluk oranmmin %37 ve sicakliginin da 0-50 °C arasinda

degisebildigini bildirmislerdir.

Albuquerque ve digerleri 2016'da Polonya'da bir tuz madeninden aldiklar1 su
orneginden, kirmizi renkli, gram negatif ve kok morfolojiye sahip 2 arke izole etmis
ve bunlarin Halorhabdus cinsine ait oldugunu gostermis. Orneklerden biri

Halorhabdus rudnickae olarak adlandirilmasini 6nerek, yeni bir tiir bulmuslardir.

Ulkemizde de tuz madenlerinin prokaryotik cesitliligin belirlenmesine dair yapilmis

calismalar bulunmaktadir.

Birbir ve digerleri 2004'te yayiladiklart bir ¢alismada, Tuzkdy tuz madeninden izole
ettikleri 12 koloni Uzerinde, fenotipik karakterizasyon, lipit analizleri, antibiyotik
duyarlhilik testleri ve PCR amplifikasyonu uygulamislardir. PCR sonuglarina gore tiim
strainlerin Archaea domaininden Halobacteriaceae familyasina ait oldugu goriilmiistiir.
DGGE sonuglarina gore 10 farkli izolat DNA sekanslamasi i¢in secilmistir. DNA
dizilemesi ve filogenetik analizler bulunan tirlerin Halobacterium, Haloarcula,

Natrinema ve Halorubrum cinslerine ait oldugunu gostermistir.

Yildiz 2008 yilinda, Cankaya tuz madeninden aldigi su 6rneklerinden, 15 izolat elde
etmis ve bunlardan farkli hiicre ve koloni morfolojisi gosteren 7 izolati, gram
reaksiyonlari, hareketlilik, membran polar lipit igerikleri ve g¢esitli biyokimyasal
oOzelliklerine bakarak, 7 izolattan 2'sinin Haloarcula ve 3'lnln Halorubrum cinslerine

ait olabilecegini gozlemlemistir.

Bayrak 2010 yilinda Kars, Kagizman Kaya Tuzlasi'ndan elde ettigi, tuzlu toprak, tuzlu
su ve tuz orneklerinden iki farkli izolat elde etmis, ve morfolojik, biyokimyasal,
fizyolojik ve 16S rRNA sekans analizlerine gore bu iki izolatin, Bacillus ve Halomonas

cinslerine ait tiirler oldugunu tespit etmistir.
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Ozcan ve digerleri 2012'de yayinladiklari bir ¢alismada Cankaya tuz madeninden
(Cankir1) elde ettikleri tuzlu su orneklerinden, geleneksel ve molekiiler yontemlerle
birlikte izolasyona gitmis, segtikleri 8 farkli izolatin Halorubrum, Haloarcula,

Halococcus ve Halobacterium cinslerine ait oldugunu gézlemlemislerdir.

Yapilan ¢alismamizda farkli illerden elde edilmis kaya tuzu orneklerinden 16 izolat
elde edilmistir. Tiim izolatlara 2 farkli DNA ekstrasyon protokolii uygulanmistir.
[zolatlardan S9, S10, S11, S12, S15 kodlu izolatlarin DNA'lar1 2 farkli ekstrasyon
yontemi denenmesine ragmen, DNA'lar1 elde edilememis, daha sonra farkli yontemler
denemek istenildiginde ise kiiltiirler ne sivi ortamda ne de kati1 ortamda

canlandirilamamuistir.

Elde edilen DNA'larin 16S rRNA bolgeleri hedeflenerek PCR ile ¢ogaltilmasi
saglanarak izolatlar aras1 Archaea ve Bacteria domain ayirimi yapilmistir. 11 izolattan
S2, S3 ve S4'Un Archaea domainine, S1, S5, S6, S7, S8, S14, S16, S17'nin ise
Bacteria domainine ait oldugu goriilmiistiir. 16S PCR iiriinleri daha sonra Hinf | ve
Mbo I restriksiyon enzimleri ile kesilerek, elde edilen bantlarin olusturdugu
profillerden ayni olanlar, ayni tiir kabul edilmis, profillerden farkli bantlagmalar
gosterenler farkli tiir kabul edilmistir ARDRA bantlagmalarinin farkliliklarina ve
benzerliklerine bakildiginda sadece 3 farkli tipte bantlasma gdzlenmistir. Oteki
molekiiler metotlara kiyasla ARDRA strainler arasinda tiir seviyesinde identifikasyona
izin veren, giivenilir hizli bir yontemdir ve sadece minimum ekipman gerektirip 6zel

bir cihaz gerektirmez (Hoppe-Seyler vd., 2003, s. 438).

Halofiller iizerinde ¢alisan mikrobiyologlar, hipersalin diinyanin ¢ok az takdir
edilmesi ve iizerinde az calisma olmasi gergegi ile karst karsiyadirlar. Buna ragmen
halofilik arastirmacilar kendi bakteriyel stoklama yontemlerinde karsilastiklari
problemleri, halofilik olmayan mikroorganizmalar igin kullanilan saklama kosullarini
kullanmaktadir. Ancak bu teknikler o kadar iyi caligmamakta olup, hipersalin
mikrobiyolojinin bu O6nemli a¢isinda bu konuda bir tartisma veya kilavuz
bulunmamaktadir (DiFerdinando ve Vreeland, 2006, sf. 719-720). Calisma sirasinda
bazi strainler izole edilip %20'lik gliserol igerisinde saf bir sekilde saklanmis olmasina
ragmen, ilerleyen asamalarda tekrar canlandirilip kullanilmak istenildiklerinde

canlandirilamamisglardir. Cesitli saklama yontemleri mevcut olmasina ragmen, her
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zaman hangi organizma i¢in hangi saklama yonteminin en iyisi oldugunu bilmek
miimkiin degildir. Gliserol ile saklama yontemi yaygin bir yontem olmasi ile birlikte 5
seneye kadar izolatlarin saklanmasinin miimkiin oldugu bir yontemdir. Ancak bazi
kaynaklarda mikrobiyologlarin sadece gliseroliin yani1 sira, gliserolle birlikte bir
miktar mikroorganizmanin izole edildigi besiyerinden de bir miktar konulup
saklandiklart  bildirilmistir. Bahsedilen kaynaklarda direkt olarak halofilik
organizmalardan bahsedilmedigine dikkat ¢ekilmelidir. Ote yandan halofillerin 6zel
durumlar1 bashi bagina problemin nedeni olabilir. Halofiller hiicre biitlinliligiini
korumak icin tuza ihtiya¢ duymaktadirlar. Bu 6zel durum saklama isleminin ve
sonradan canlandirma isleminin bagarisiz olma nedenlerinden biri oldugu

disiiniilmektedir.

Metagenomik kiitiiphaneler olusturulurken, toprak ve su o6rneklerinden DNA
ekstrasyonu igin farkli protokoller izlenmis ve amag; molekiiler analizler icin, elde
edilebilecek en fazla miktar, verimlilik ve uyumluluk olmustur. Hiicre lizisi i¢in bir
cok fiziksel method kullanilmistir; dondurup-¢0zdirme, bead mill homojenizator ve
ultrasonikasyon gibi. Bu gibi fiziksel yontemler o6rnekte bulunan tim grup
mikroorganizmalara esit porsiyonlarda lize olma sansi tamimaktadir. Kimyasal
yontemlere kiyasla "bead beating" yonteminin daha fazla cesitlilik gosterildigi
bildirilmistir. Baz1 farkli tipteki toprak tiirleri icin de hem fiziksel hem de kimyasal
metotlarin birlikte uygulanmasinin daha ¢ok mikrobiyal ¢esitliligin ortaya ¢ikmasina
neden oldugu bildirilmistir (Singh ve Satyanarayana, 2017, s. 21). Calismada direkt
cevresel Ornekten DNA ekstrasyonuna gidilmemistir. Bunun yerine saf kiiltiirden
DNA ekstrasyonu yapilmistir. Ancak gene benzer sekilde her DNA ekstrasyonu

yonteminin her mikroorganizma i¢in uygun olmadig1 sdylenebilir.

Bir ylizyihh askin bir sekilde bilinilmektedir ki; mikrobiyal tiirlerin ¢ok biiylik bir
kismi sentetik besiyerlerinde in vitro sekilde gelismezler ve bu yiizden bu tiirler
kestedilmemis sekilde kalirlar. Metagenomik ve rRNA yaklasimlar1 bu kiiltiire
edilememis tiirleri agiga ¢cikarmistir. Bu "kayip" mikrobiyal ¢esitlilige ulasmak 6nemli
bir ilgi odag1 olmustur ¢iinkii hem temel bilimler i¢in hem de uygulamali bilimler i¢in
karsilasilan bir asilmasi gereken zorluk olmustur (Nichols vd., 2010, s. 2445).

Herhangi bir ¢evreye ait mikroplarin karmasikligini ve dinamiklerini anlayabilmek
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icin, mikrobiyal komunitelerin molekuler parmak izlerinin ¢ikarilmasi daha kolay ve
daha kesin sonug veren bir tekniktir ¢linkii bir ¢cok organizma kiiltlire alinma prosesine
direng gosterir (Litchfield, Sikaroodi ve Gillevet, 2006, s. 513). Calismada sivi
ortaminda erlenlerde gelisen bir ¢ok drnek, kendine 6zgiin yine ayni igerikteki ancak
kat1 formdaki besiyerine ekildiginde, izolatlar gelismemistir ve bu sebepten olasi
farkly kiiltiirler saflastirilamamistir. Ornegin Yozgat 6rnegi 6 farkli sivi besiyerinden
4inde lremis olmasina ragmen kendine ait gene ayni 0zglin besiyerlerinin kati

formlarin hi¢birinde gelismemistir.

Kiiltire alinamayan organizmalar faktorii disinda, geleneksel mikrobiyoloji
yontemleri, molekiiler yontemlere kiyasla; daha zahmetli olup, daha fazla zaman
gerektirir ve buna karsilik alinan verim ise daha diisiiktiir. Molekiiler yontemler ise
geleneksel yontemlere kiyasla; daha hizli, az zahmetli, daha hassas, spesifik ve
etkilidir (Adzitey, Huda ve Ali, 2013, s. 98). Ozellikle son yillarda kiiltiire alinmadan
direkt genomlarin elde edilip, genomlar iizerinden yapilan calismalar, mikrobiyal
komiinite ¢aligsmalar1 arasinda popiiler bir yaklagim teknigi olmustur. Karigik
komiinitelerden direkt toptan olarak mikrobiyal DNA'nin izole edilip sekanslanmasi,
potansiyel olarak mikrobiyal genlerin tiimiine erisim ve bu genlerin tekrar bir araya
getirilme islemine izin verir. Ancak bu ¢abalardan sonra genomlar1 kapatmak
"microheterogeneity” (Mikro-cok tirellik) nedeniyle son derece zordur. Ote yandan
klltiire alma islemi metagenomigin ortaya koydugu teorisel bulgular1 destekleyecek

kompozisyon sunar (Nichols, 2007, s. 351).

DAPI (4’,6’-diamidino-2-fenilindol-dihidroklorur) floresan bir boya olup, ¢ift sarmalli
DNA'nin tercihen A-T baglarinin zengin oldugu bolgelerine baglanir. Yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda, deniz bakterilerine karsi spesifik olmayan bir sekilde etki
gosterildigine, bazi durumlarda da DNA'ya daha az etkili bir sekilde baglandig:
bildirilmistir. Ancak ekstrem halofilik arkelerin basarili bir sekilde de DAPI ile
boyandigi bilinmektedir. Haloarkelerin boyanmasinda 6zel problemlerle karsilasildigi
bilinmektedir. Ornegin; Halococci kalm hiicre duvarina sahip oldugundan, fiksasyon ve
etanol ile gegirgenlik saglanmasindan sonra DAPI ile boyanabilirken, diger haloarkeler
(6rnek verilecek olursa; Halobacterium, Haloarcula, Haloferax, Halorubrum cinslerine

ait tdrler) prosediir sirasinda, hiicre duvarinin olmayisindan ve dis ¢eperlerin
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hassasligindan Gtiirii parcalanmaktadirlar. Bu cinsteki bakteriler icin modifiye DAPI
protokolleri uygulanmaktadir (Stan-Lotter vd., 2006, s. 574). Calismada, saf su
icerisinde c¢ozllen kaya tuzu oOrneklerinin, homojen olarak c¢6zlnlp protokolln
basamaklarindan birinde filtre edilmesine ragmen, FISH ve DAPI goriintiilerinde tuz
kristallerine rastlanilmigtir. Yapilan mikroskobik goézlemler sirasinda sadece Nevsehir
ve Yozgat Orneklerinde hiicresel orneklerle karsilagilmistir. Goriintiilerde hiicrelerin

homojen bir sekilde filtre lizerinde yayilmadigi dikkat cekmistir.

Bu calismada; kiiltiire edilebilir prokaryotlar izole edilmeye calisilmis, elde edilen
izolatlardan da molekiiler yontemler kullanilarak identifikasyona gidilmistir. ARDRA
sonucunda 16 izolatin, 3 farkli profil gosterdigi gézlemlenmistir. 16 izolattan 5 temsilci
secilip dizi analizine gonderilmistir. BLAST sonuclarina gore 5 izolatta 3 farkli tiir
gozlemlenmesi beklenirken, 4 farkl: tiir gézlemlenmistir. 5 izolattan 1'i Halobacterium

cinsine, diger 4'liniin ise Oceanobacillus cinsine ait tiirler oldugu gézlemlenmistir.

16S rDNA analizlerinde, referans ile karsilastirilan 6rnek arasinda %97'den az benzerlik
varsa, genelde bu 6rnek yeni bir takson olarak kabul edilmektedir. Ancak 16S rDNA
gen sekans analizlerinin her zaman giivenilir olmadig1 da, kanitlanmistir. Ayni cinse ait

farkl tiirler arasinda 16S rRNA gen sekanslar1 6zdes olan drnekler de vardir.

S2 izolatmin gen bankasindaki Halobacterium sp. ile %95 benzerlik gostermesi ve
eslesen baz sayisi miktar1 dikkate alindiginda (1236/1303) bu izolatin yeni bir takson
olabilecegi diisiiniilmektedir. Diger izolatlar i¢in benzer bir durum s6z konusu
olmamakla birlikte, tim izolatlar icin biyokimyasal testler, antijen-antikor testleri gibi
diger geleneksel yontemler kullanilarak molekiiler ve geleneksel ydntemlerin

sonuglarmin tutarliligr ve farkliligr ortaya konulabilir.

Mikrobiyal komiinite yeryiiziindeki biyolojik c¢esitliligin {igte ikisini olusturmaktadir.
Mikroorganizmalarin %99'dan fazlasi standart teknikler ile kiiltiire edilememektedirler
(Singh ve Satyanarayana, 2017, s. 21). Kilture edilememe durumu, "asla kultlre
edilemeyecek" anlamina gelmemektedir. Sadece su anki biyolojileri hakkinda, kritik
bilgilere sahip olmadigimiz anlamimna gelmektedir. Cogu kiiltiire edilemeyen
mikroorganizmanin gelecekte kiiltiire edilecegi kesindir (Stewart, 2012, s. 4151). Kiltir

bagimsiz ¢alismalar (¢ogunlukla 16S rRNA caligmalar1) gostermistir ki; bu "daha

42



kiiltire edilememis" bakterilerin, Eubacteria ve Archea domainleri iginde, yeni siniflara
ve subelere ait olduklari gézlemlenmistir. Ayrica bu ¢alismalar daha 6nceden ¢ok iyi
karakterize edilmis olan, dis plagi, deniz suyu ve bahge topragi gibi ortamlarda bile yeni

bakteriyel 6rneklerin bulunmasina neden olmustur (Sharma vd., 2005, s. 72).

Su ana kadar yayinlanmis prokaryotik tiir sayist 19.000 civarindadir (DSMZ, 2017).
Kiiltiir bagimsiz teknikler, gelismis diizeyde olmasina ragmen, daha kiiltiire edilememis
prokaryotlarin fizyolojisi hakkinda bize sadece kisitli bilgi verir. Bu ylizden daha
kiiltiire edilememis mikroorganizmalarin, iizerinde fizyolojik ve molekiiler analizler
yapilmadik¢a bu organizmalar1 tam anlamiyla takdir etmek miimkiin degildir

(Overmann, 2006, s. 80)

Kiiltiir bagimli yaklagimlar ve kiiltiir bagimsiz yaklagimlar hem birbirini tamamlar hem

de karsilastirma yapilmasi i¢in bir olanak saglar.
Sonug olarak;

1. 6 farkli ilden elde edilmis 6 farkli kaya tuzu iizerinden Kkiiltiire edilebilir
bakteriler izole edilmis ve molekiiler yontemler kullanilarak tiir seviyesinde
identifikasyona gidilmistir.

2. Orneklerdeki dogal mikroorganizma sayisin1 gézlemleyebilmek amaci ile FISH
ve DAPI prosediirleri uygulanmis. Nevsehir ve Yozgat Orneklerinde hiicre
benzeri yapilar goriilmiis ancak bu yapilarin hiicre olundugundan emin
olunmamakla birlikte bunlarin hiicre oldugu varsayilsa bile sayim
yapilamayacak kadar az olduklarina kanaat getirilmistir. Bununla birlikte Kars
ve Kirsehir orneklerinin sivi besiyeri ile zenginlestirildiginde iireme gozlendigi

de goz ardi1 edilmemelidir.

Kars ve Kirsehir Orneklerinden elde edilen izolatlarin DNA's1 ¢ikartilamadigindan,
ileriki  caligmalarda farkli protokoller kullanilarak DNA'larinin  ¢ikarilarak
identifikasyona gidilmesini 6nermekle birlikte, bu izolatlarin bu c¢alismada kullanilan

saklama kosullar1 ile saklanamadigina dikkat edilmesi gerektigini bildiririz.

Yozgat Ornegi 4 farkli sivi besiyerinde iiremesine ve FISH / DAPI mikroskobik

incelemelerinde hiicresel yapilar gozlemlenmesine ragmen, kat1 besiyeri lizerinde
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gelisme gostermemistir. ileriki calismalarda farkli besiyerleri kullanilarak ve/veya farkli

biiyiime sartlari saglanarak bu hucrelerin izole edilmesi hedeflenebilir.

Erzurum ve Cankiri 6rneklerinde, higbir besiyerinde, lirememe goézlemlenmemistir.
FISH ve DAPI mikroskobik incelemelerinde de hiicreye rastlanmamistir. Calismada
FISH ve DAPI komplikasyonlar1 olabileceginden buradan bu orneklerde "prokaryotik
hicre yok" anlami ¢ikarilmamalidir ve farkli izolasyon yontemleri, besiyerleri ve ortam

sartlar1 saglanarak tekrardan izolasyon ¢aligmalar1 yapilmalidir.

Orneklerden direkt olarak mikrobiyal DNA izolasyonuna gidilerek, bu DNA'lardan dizi
analizine gidilerek bu ornekler igerisindeki simdilik kiiltiire edilemeyen

mikroorganizmalarin tanimlanmasi miimkiin olabilir.
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EKLER

EK-1. S2 izolatt BLAST sonucu

Halobacterium sp. Q37 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID:

KJ644181.1Length: 1457Number of Matches: 1

Related Information
Range 1: 44 to 1324
Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand

2015 bits(1091) 0.0 1236/1303(95%) 22/1303(1%) Plus/Minus
Query 288 AGGGACGTAATCACCCGGCGCGCTTATTGACACCGCGACTACTACCGAATCCAAGCATTC
suser 1326 AboAHArHAL LT I L AN
Query 348 ATGAGGGCGGACTTTCAGCCCTCAATCCGGAACTACGATCGAGTTAAAGAAATTACCGCC
Sbict 1270 ATGAGRGC-GAGTTTCAGLLLTCAATCEE AACTALEATCOAGTTTAGRAGATTAGEGLL
Query 408 CTCCTCACGGGAGTTGCATCCCATTGTCTCTGGACCATTGTAGCCCGCGTGTTGCCCAGT
sugee 1212 ULl AL BIGHITI DT
Query 468 CTCATTCTGGGGCATAATGACCTAACCGTTGCCCGTTCCTTCCTTCCGCTTTAGCAGCCG
sogee 1157 AL T L]
Query 528 GCAGTCCACCTTAATGTACCCAGCTACCCAAAAGGGTACTGCTGGAAATTAGGAGTGCGG
awgee m10n S LA S AL
Query 588 GTCTCGCTAGTTGCCTGACTTAACAGGACGCCTCACGGAACGAGCTGACGGCGGCCATGC
awser 1065 AHHAHlHUHOIEAIIE D L AL
Query 648 ACCTCCTCTCAGTAGCATCGGGTAAGGTCATCAACCTGACCGGTCATTACTACTGGCGAA
sugee oss AL UL LI LS
Query 708 GCTGGTGAGATGTCCGGCGATGAGTCCAATTAAACCGCAGGCTCCTCCGGTTGTAGTGCT
sogee o2 SR DT
Query 768 CCCCCGCCAATTCCTTTAAGTACCATCCTTGCAGACGTACTTCCCAGGCGGCCCGCTTCT
awgee ses LML DDA LT
Query 828 CGGCTTCCCTACGGCACAGCGCAGGCTCGTAGCCTGCGCCACACCTAGCGGGCATCGTTT
swsee sos MU L O L
Query 888 ACAGATAGGACTACCCGGGTAACTAATCCGGTTCGAGACCCTAGCTTACCTCCCTCACTG
awsee 748 ML AHNILE DI L LD
Query 948 ACGGATCCGTCCTCCTGAGGCGCTTTCGCCACCGGTGGTCCGTCCAGGATTACAGGATTT
sugee oss ek HL T IO
Query 1008 CACTCCTACCCCGGACGTAACCCTCAGGTCTTCCGGTCCCAAGCCGAACAGTTTCCGCTG
sogee 62 AL L LA Y
Query 1068 GACGCCTGATCGTTAAGCCAACACATTTCCCAACGGACTTGTCCGGCAAGCTACGGACGC
awgce ses oaobtct LI A LA
Query 1128 TCTAGGCCCAATAATATCGGCCATCACTCGGGCTGCCGCTATTACCGAGGCGGCAGGCAC
awser 504 eI LA L
Query 1188 CGATCTTGCCCAGCCCTTATTCGTACACCACCTTACCGTGTACAAAAGTCGAAGGCTCTA
awgee ass ol HALLUII LI DU

347
1271
407
1213
467
1158
527
1102
587
1044
647
984
707
925
767
865
827
805
887
745
947
685
1007
625
1067
565
1127
505
1187
445
1247
386



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1248
385
1308
325
1368
265
1428
205
1488
146
1548
86

TGCCTTCACAATCGGAGTCCCCTGATCGCACTTGCGTAAACTGTAAAGGTTTCGCGCCTG

CELEEEerer terer ettt ettt e e ety
TGCCTTCACACTCGGAGTCCCCTTATCGCACTTGCGTACAGTGTAAAGGTTTCGCGCCTG

CTGCGCCCCGTAAGGCCCGGAATCTTGTCTCAGAATCCGTCTCCGGGCTCTTGCTCTCAC

LEEEEErrerrr crrer ettt et Lerr et e ettt
CTGCGCCCCGTAGGGCCCGGAATCTTGTCTCAGATTCCGTCTCCGGGCTCTTGCTCTCAC

AACCCGCACCGATTATTGGCACGGTGGGCCCTTACCCCACCGTCTACCTAATCGACCGCA

FELEEE TErerr et et ettt ettt et el
AACCCGTACCGATTATTGGCACGGTGGGCCGTTACCCCACCGTCTACCTAATCGACCGCA

GCCACATCCTGTGGCGCCGTATGCGTTTCCAGCTCCGCCCGTTCCAGGGGTGGAGCGTTA

LEEEEErrerrer et terr et e et e et e et el
GCCACATCCTGTGGCGCCGTA-GCGTTTCCAGCTCCGCCCGTTCCAGGGGTGGAGCGTTA

TTGGGAATTAGCCTCAGTTTCCCGAGATTGTTCCCATCCACAGGGAAGTTTGGCCACGTG

LEEEEEE e e et e er et ettt
TTGGGAATTAGCCTCAGTTTCCCGAGATTGTTCCCATCCACAGGGTAGTTTGGCCACGTG

TTACGGAGCTTTCCGCTGCGGGGCTAAACCCGCACAACTAGCA 1590

LU PEEEE et ettt el
TTACTGAGCTTTCCGCTGCGGGTCTAAACCCGCACAACTAGCA 44

1307
326
1367
266
1427
206
1487
147
1547
87



EK-2. S6 izolati BLAST sonucu

Oceanobacillus iheyensis partial 16S rRNA gene, isolate HL2RS17

Sequence ID:

LT797514.1Length: 1426Number of Matches: 2

Related Information
Range 1: 613 to 1236
Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps strand

1085 bits(587) 0.0 615/628(98%) 4/628(0%) Plus/Minus

Query 815 TTGAAGCCCGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCT
susee 1236 oMU L
Query 875 TCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGA
i HmiGH it
Query 935 TCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAA
sosee s UM L I
Query 995 CCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAACTCTATCTCTAGAGTGTTCAGAG
suser 1056 LU O]
Query 1055 GATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGC
e ittty
Query 1115 TTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCTTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGG
cusee o3 Tt LI T
Query 1175 AGTGCTTAATGCTTTAACTTCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACCTAGCACTCA
cusee o AL D
Query 1235 TCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCC
suser w16 ML L]
Query 1295 TCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCACCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTAC
e iy it i
Query 1355 GCATTTCACCGCTACACGTGGAAATCCACTCACCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCCAGT
aaiihninninystyiiitioinden
Query 1415 TTCAAATGCATGGTTTACGGTTGGAGCC 1442

Sbict 638  TTCCAATGCACE-TTTALGGTTE-AGLE 613

874
1177
934
1117
994
1057
1054
997
1114
937
1174
877
1234
817
1294
757
1354
697
1414
639



EK-3. S7 Izolatt BLAST sonucu

Oceanobacillus iheyensis partial 16S rRNA gene, isolate HL2RS17

Sequence 1ID:

LT797514.1Length: 1426Number of Matches: 1

Related Information
Range 1: 467 to 1294
Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand

1352 bits(732) 0.0 812/847(96%) 20/847 (2%) Plus/Minus

Query 782 AGAATGGTTTTGTGGGATTTGCTTGACCTCGCGGGTTCGCTTCCCTTTGTTCCATCCATT
awsce 1208 AMKHCCHHELE LT U LT L T
Query 842 GTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCCCACCTTC
awsee 1250 AL AL U H L)
Query 902 CTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATC
awgee 1176 LU LN AL A AL
Query 962 AAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACC
sogee 1ma MU DI
Query 1022 ATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAACTCTATCTCTAGAGTGTTCAGAGGA
awsce 1058 MM LN D DT L
Query 1082 TGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTT
awser o0s ML DA DL DT
Query 1142 GTGCGGGCCCCCGTCAATTCTTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAG
awsee 936 LI LTI DI
Query 1202 TGCTTAATGCGTTAACTTCAGCACTAAGGGGCGGGAAACCCCCTAACACCTAGCACTCAT
sugee s7a WLHAMIIHITHOI L UL
Query 1262 CGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCT
sogee s15 b LD LT
Query 1322 CAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCCTTCGCCACTGGTGTGCCTCCACATCTCTAC
awsee 755 enebr LMD OO ]
Query 1382 GCATTTCACCGCTACACGTGGAAATTCCACTCTCCTCTTCCTGCACTCAAGTTCCCCAGT
awsee oo6 AL L I IO DA
Query 1442 TTCCAATGACACGTTTACGGGTTGAGCCGGTAAGATTTCACATTCATACTTAAAGGAGCG
awgee o3 THOME AT BRI IAIEHOIL DAL
Query 1502 CCTGGCGAGCGCCTTTACGCCCAATAAATTCCCGGAACAGCGCTGGCCACCTACGTATTT
sugee ss2 b S UL DL A I DI
Query 1562 ACTGCGGCTGCTGGGTACGTAACTAACCTTTGGCTTTTCTGGCTAACGGTACCGGCAAGC
Shict 528  ACCOUGGLTGLTGGC- ALGTAGTTAGLLGT - GGLTIT-CTAGTTA ~GETALLETEAAGG
Query 1622 -GCCATC 1627

Sbict 473 TGLATC 467

841
1235
901
1175
961
1115
1021
1055
1081
995
1141
935
1201
875
1261
816
1321
756
1381
697
1441
639
1501
583
1561
529
1621
474



EK-4. S8 izolatt BLAST sonucu

Oceanobacillus sp. Ts1l4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID:

EU306609.1Length: 1295Number of Matches:

Related Information
Range 1: 67 to 1268
Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand

1967 bits(1065) 0.0 1168/1216(96%) 14/1216(1%) Plus/Plus

Query 118  AAGACTGCGAAACCTCGTGAAAACTCGAGCTTATTCCGGATAACACTTTTCATCTCCTGA
coice o7 Ml T L L T T
Query 178  TGATAATTTGAAAGGCGGCTTTTGCTGTCACTTACTCATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTA
seice 127 bHUALE I T
Query 238 GTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCTACCTGAGAGGGTGATCGG
suser 2e7 AU T L
Query 298 CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAACACTAGGGAATCTTCC
Shict 247  CCACALTGGOALTEAGALACGELLAGALTCTALEGAGALAGEAGTAGRRARTETTLL
Query 358 GCAATGGACTAAAGTCTGACGGAGCAACGCCTCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTA
ceser 07 ST T T
Query 418  AAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCATAGTAACTGATGGTTCCTTGACGGTACCT
ceice 367 MALHLHITITO I T
Query 478 AACCATAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACCTAGGTGGCCAACC
Shict 427  AACCAGAAAGELACGALTAALTALGTGLLAGLAGELECGATAATACGTAGGTEGE - AAGE
Query 538 GTGGTCCTGGAATAATTGGGCGTAAAGACGATTCGCAGGCGGTTCCTTAAGGTCTGATCA
ety etinnuntisto b
Query 598  GAAAATCTTACGGCTCAACCGTAAACGTGCATCGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAG
susee seo Caet L S Y
Query 658 ACGAGAGTGGAATTCCCACCGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCCA
suser oo oLl i LI DT |
Query 718 GTGGCGAAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCG
gy i
Query 778 AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACCCCCGAAAACGATGAGTGCTAGGGGTTATGGG
susee 717 MoACAHLOHIHEOILL LI LTI T
Query 838 AGTTTCTTCGCCCCTTAGTGCCGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
it i it gy g
Query 898 CCGCAAGGCTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
i
Query 958  TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAACACTCTAGAG
suser o9 Pk D
Query 1018 ATAGAGTTTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
susee 53 AMAHHUILIIL NI
Query 1078 CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATT
it iitpydungnaioityiting
Query 1138 CAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCA
susee 2075 SR I ORI Y

177
126
237
186
297
246
357
306
417
366
477
426
537
485
597
541
657
600
717
657
777
716
837
774
897
832
957
892
1017
952
1077
1012
1137
1072
1197
1132



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1198
1133
1258
1193
1318
1253

AATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGAACAAAGGGA

FELEEEEE et et e e et et et e e et ettt
AATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGAACAAAGGGA

AGCGAACCCGCGAGGTCAAGCAAATCCCACAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGTTG

FELEETEEEEre et e e et e et e et et ey
AGCGAACCCGCGAGGTCAAGCAAATCCCACAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTG

CAACTCGCCTACATGA 1333

BUNRRNERARNNENN
CAACTCGCCTACATGA 1268

1257
1192
1317
1252



EK-5. S17 Izolatt BLAST sonucu

Oceanobacillus sp. DB-16 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: GU326361l.1lLength: 1470Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 120 to 793

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand

1081 bits(585) 0.0 647/677 (96%) 4/677 (0%) Plus/Minus

Query 2 ACTAGCAAGGAGATCTGATCAAGGTAGCTCACCACGCCTTACGCTCCTCAGCGTCAGTTA
Sbjct 793  ACTA-CCAGGATATCTAATCCTETTCAUTCCLLACRL - TTTLGCTELTEAGLGTEAGTTA
Query 62 CAGACCAGAGAGT-GGCGTCGCCACTGGTGTTCCTTCCACATTTCTAAGCATTTCACCGC
swsee 735 DU L DL T AL
Query 121 TACACGTAGAATTCCACTATCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGCAGGTT
swgee 676 ARl ML A U LT T T
Query 181 TACGGCTGAGCCGTAAGATTTCACATCAGACTTAAAGAACCGCCTGCGAGCGCTTTACGC
swgee o165 AL O DI
Query 241 CCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACTTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTA
awgce 556 oMk HELAAALLE NI LT L BT
Query 301 GCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCATCAGTTACTATGGCACTTGTTCTT
swser 06 LALUHHILHIO D DAL T A
Query 361 CCCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTC
swsee 436 LM A AL LT
Query 421 AGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTG
sugee 376 ALPHLUIAHLUIAII LTI D)
Query 481 TCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTAA
sogee 316 AL LB LTI
Query 541 GCCATTACCTTACCAACTAGCTAATGCGCCGCAGGCCCATCTGTAAGTGACAGCAAAAGC
awsce 256 MM AL AT AL ALY
Query 601 CGCCTTTCAACTTCTCATCAGGAGATGAAAAGTGTTATCCGGTATAAACTCGCGTGGCCA
svsee 106 LeEHHIH DAL AL L
Query 661 CGAGGTTTCGCATTCTT 677

Sbjct 136 CGAGTTATCCCAGTLIT 120

61

736
120
677
180
617
240
557
300
497
360
437
420
377
480
317
540
257
600
197
660
137
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