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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

MEKE GOLU VE KONYA ACIGOL’UN
PROKARYOTIK CESITLILIGININ ARASTIRILMASI

Miyesser AYCAN
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah
Danmisman. Yard.Do¢.Dr. Mehmet Bur¢in MUTLU
2012, 144 sayfa

Bu caligmada, Meke Goli ve Act Gol’lin (Konya) prokaryotik cesitliligi
arastirilmstir.

Meke Golii ve Act GolI’den (Konya) 2010 yili Agustos ay1 ve 2011 yili
Nisan aymnda érnekler alinmustir. Izolasyon Medyum A, B, C, D, E ve %12, %18,
%23 MGM’de gergeklestirilmistir. Besi ortamlarindan elde edilen saf
kolonilerden 16S PCR yapilmis ve 16S PCR iirlinlerine amplifiye ribozomal DNA
restriksiyon analizi (ARDRA) uygulanmistir. PCR firtinlerinin saflastirilmasi ile
niikleotid dizisi belirlenmistir ve Ac1 G6l’e ait 46 izolattan 4 farkli strain, Meke
Goli’ne ait 220 izolattan 13 farkli strain dizilenmistir. 16S rRNA gen dizileri
NCBI’da BLAST programi kullanilarak referans diziler ile karsilastirilmistir.
BLAST sonuclarina gore, Acigél’den Bacteria domainine ait Halomonas,
Marinobacter, Idiomarina, Thalassospira, Meke Golii’nden Bacteria domainine
ait Salinibacter, Salinivibrio, Halomonas, Idiomarina ve Marinobacter ve
Archaea domainine ait Halorubrum belirlenmistir.

Denatiire edici gradient jel elektroforezi (DGGE) populasyon dinamiklerini
calismak, zenginlestirme kiiltlirlerini izlemek ve rRNA operon kopya sayisini
belirlemek gibi ¢esitli amaclar i¢in uygulanmisti. DGGE’de zenginlestirme
kiiltiirlerinde Meke Golii’ne ait Halorubrum sp. ve Haloterrigena limicola kiiltiir
edilebilir tiirler olarak belirlenmistir. Meke GOli'ne ait Agustos ve Nisan ay1
orneklerinden dominant tiirler belirlenmistir. Dizi analiz sonuglarina gére Bacteria
domainine ait kiiltiire alinmamis Salinibacter sp. ve Archaea domainine ait
kiiltiire alimmamis Archaea iiyesi Agustos ayr oOrneginde dominant olarak
belirlenmistir. Benzer olarak Archaea domainine ait kiiltiire alinamamis bir
Archaea liyesi ve Bacteria domainine ait kiiltiire alinmamis bir liye Nisan ay1
orneginde dominant olarak tanimlanmistir. rRNA operon kopya sayisini
belirlemeye yonelik 11 bakteriyel izolatin DGGE sonuglari, bazi bakteriyel
tiirlerin birden fazla rRNA kopya sayisina sahip oldugunu gostermistir.

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) hem Acigdl hem de Meke Goli
ornekleri i¢in uygulanmistir. Meke Orneklerinde Archaea dominant olarak
belirlenmis, Ac1 G6I’de ise sadece bakteriyel floresan 1s1ma alinmistir.

Act gbol ve Meke Goli'niin prokaryotik ¢esitliligi ilk kez karakterize
edilmistir ve bazi strainlerin varlig1 Tiirkiye’de ilk kez gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Meke Golii, Ac1 G6l, ARDRA, DGGE, FISH.
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

INVESTIGATION of PROKARYOTIC DIVERSITIES
MEKE LAKE and KONYA ACI LAKE

Miyesser AYCAN
Anadolu University Graduate School of Sciences
Biology Depatment
Supervisor: Asist. Prof.Dr. Mehmet Burcin MUTLU
2012, 144 pages

In this study, prokaryotic diversity of Meke Lake and Ac1 Lake (Konya) was
investigated.

Samples were taken from the Meke Lake and Aci1 Lake (Konya) on August
2010 and April 2011. Isolation was performed on Medium A, B, C, D, E and
%12, %18, %23 MGM. 16S PCR was carried out for pure to colonies on media
and amplified ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA) was applied the 16S
PCR products. The nucleotid sequences of the purificated PCR products were
sequenced and 4 different strains in 46 isolates for Act Lake and 13 different
strains in 220 isolates for Meke Lake were identified. 16S rRNA gene sequences
were compared with reference sequences at NCBI using BLAST. According to
the BLAST results, Halomonas, Marinobacter, Idiomarina, Thalassospira in
Bacteria domain for Aci1 Lake, Salinibacter, Salinivibrio, Halomonas, ldiomarina
and Marinobacter in Bacteria domain and Halorubrum in Archaea domain for
Meke Lake were identified.

Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) was performed on samples
for purposes that were studying population dynamics, monitoring enrichment
cultures and determining rRNA operon copy number. Enrichment cultures of
DGGE showed that there are Halorubrum sp. and Haloterrigena limicola in Meke
Lake as culturable species. Dominant species were identified on August and April
samples of Meke Lake by DGGE. Sequence analysis showed existence of
uncultured Salinibacter sp. was dominant in Bacteria domain and uncultured
archaecon was dominant in Archaea domain for August sample. Similarly,
uncultured archaeon was dominant in Archaea domain and uncultured bacterium
was dominant in Bacteria for April samples. 11 bacterial isolates were used for
determination of rRNA operon copy number on DGGE and results showed that
some of bacterial species have 16S operon copy number more than one.

Fluoresceine in situ hybridization (FISH) was used both Ac1 Lake samples
and Meke Lake samples. The community was dominated by Archaea on the Meke
samples. Ac1 Lake was showed only bacterial fluorescent hybridization.

Prokaryotic diversity of Aci1 Lake and Meke Lake was first time
characterized and existence of some strains were showed first times in Turkey.

Keywords: Meke Lake, Ac1 Lake, ARDRA, DGGE, FISH.
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1. GIRIS

Asirt halofilik organizmalar yiliksek tuz konsantrasyonuna uyum saglamis
olup 1.5 M ile 5.5 M arasinda degisebilen tuz konsantrasyonlarinda yasamlarini
siirdiirebilmektedirler. Asir1 halofilik organizmalarin yasam agacinda 3 domainde
de temsilcileri bulunmakla birlikte yogun olarak Archaea domaininde yer
almaktadirlar. Bu organizmalar cogunlukla tuz gélleri, tuzlalar, tuzlanmis et-balik
gibi irlinlerde yasamlarin1 siirdiirebilmektedirler. Bu organizmalarin asir1
kosullara kars1 olusturduklar1 biyolojik sistemler, biyoteknolojik uygulama

potansiyelleri nedeni ile alaninda 6nemlidir.

Bu calisma ile Konya ilinin Karapmar ilgesinde bulunan Meke Golii ve
Konya Acigdl'lin prokaryotik cesitliliginin belirlenmesi amaglanmaktadir. Bu
ama¢ dogrultusunda iki farkli zamanda (Agustos 2010 ve Nisan 2011) alinan su
orneklerinden saf kiiltlir izolasyonu gergeklestirilmis ve izolasyon sonrasi elde
edilen izolatlarin identifikasyonlar1 molekiiler yontemlerle gerceklestirilmistir.
Kiiltiir bagimli ¢alismalar yaninda kiiltiir bagimsiz ¢alismalardan olan polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR), denatiire edici gradient jel elektroforezi (DGGE) ve
fluoresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemleri kullanilarak kiiltiire edilemeyen
organizmalar belirlenmistir. Bu caligma ile ilk kez Meke GoOlii ve Konya
Acigd!’lin prokaryotik cesitliligi ortaya konmustur. Calisma sonunda elde edilen
izolatlar ileriki biyoteknolojik c¢aligsmalara temel olmasi nedeniyle Oonem arz

etmektedir.

1.1. Halofillerin Tarihi

Cok eski zamanlardan bu yana tuzlu sular kirmizi renkleri nedeniyle dikkat
cekmekteydi. Tuz gollerinin rengi ile ilgili ilgi ¢ekici tanim 1833 yilinin Agustos
ayinda Patagonya’daki El Carmen sehrine seyahati esnasinda Charles Darwin
tarafindan yapilmistir. Darwin, seyahati esnasinda tuz golii ile ilgili izlenimlerini

anlatmakta ve tuz kristallerini parlak renkli kara benzetmekte, kiyilara dogru ise
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buharlasmadan dolayr kirmizimsi bir ¢amurun varhigindan séz etmektedir.
Darwin’den 60 yil sonra ise Schweinfurth ve Lewin tarafindan Misirdaki Wadi
Natrun GoOli kirmizi renginden dolayr ‘the red” yani kirmizi g6l olarak
isimlendirilmistir (Oren 2002a).

Halofilik organizmalarin gézlemlenmesi ile ilgili ilk ¢alisma 1771 yilinda
Tripoli’de kirmizi renkli halofilik Archaea ile kontamine olmus tuzun
kullanilmasiyla ette gerceklestirilmistir. Pierce tarafindan 1914 yilinda ise ilk
bakteri identifikasyonu gercgeklestirilmistir. Halofillerin identifikasyonu ile ilgili
ilk calisma ise 1919 yilinda Klebahn tarafindan tuzlanmis baliktan yapilmistir.
1920’11 yillarda halofillerle yapilan ¢alismalar artmis ve bu organizmalara kirmizi
rengi veren pigmentin karakterizasyonu yapilmistir. Zorunlu anaerob halofilik
bakteri olan Bacteroides halosmophilus 1937 yilinda izole edilmistir (Oren
2002a).

Halofillerle ilgili modern ¢alismalar Norveg ve Kanada gibi tuzlanmis et ve
balik tiriinlerinden biiylik kazang saglayan kuzey tlkeleri tarafindan baslatilmistir.
1950’lerde Norman Gibbons ve onun 6grencileri, Kanada’dan Donn Kushner ile
Norveg’ten  Helge  Larsen  hipersalin  ¢evrelerdeki  tuza  uyumlu
mikroorganizmalarin  varligim1 ve buralara uyumlu tek grup olduklarini,

biyolojileri ile birlikte dogru bir sekilde agiklamiglardir (Oren 2002a).

1.2. Diinya’daki ve Tiirkiye’deki Tuzlu ve Alkali Ortamlar

1.2.1. Biiyiik Tuz Golii

Kuzey Amerika’nin Utah eyaletinde yer alan Biiyiik Tuz Golii binlerce yil
once olusmustur ve ugsuz bucaksiz prehistorik Bonneville GOlLi’niin bir
kalintisidir. 122 km uzunlugunda ve 50 km genisliginde olan Biiyiik Tuz Golii
hipersalin ve thalassohalin bir géldiir. Goliin derinligi 4.3 metre olsa bile, derinligi
su seviyesindeki degisikliklere gore farklilik gdsteren si1g bir goldiir. Su sicakligi
da degisken olmakla birlikte -5 °C’den 35 °C’ye kadar ¢ikabilmektedir. Biiytik

Tuz Goli’niin hicbir okyanusla baglantis1 olmamasina ragmen, tuz kompozisyonu
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deniz tuz kompozisyonu ile benzerdir ve toplam tuz miktarmin %86’sin1 NaCl
olusturur. Yillik 2.5 milyon tuz bu gdlden elde edilebilmektedir (Gunde-
Cimerman ve ark. 2005).

1955-1959 yillar1 arasinda Biiyiik Tuz GoOlii demiryolu gecidi yapimi ile
birlikte iki izole ekosisteme boliinmiistiir. Iki boliim arasinda baglant1 dar bir
kanalla saglanmistir. G6l ikiye ayrilmadan 6nce ¢Oziinmiis tuz miktar1 200 g/l
kadardi. Giineydeki kisma Wasatch Dagi’ndan eriyen karlardan gelen tatli su
girmesi ile buranin salinitesi hizli bir sekilde azalirken, kuzey kisminda ise
tuzluluk oldukc¢a artmustir. Karsilastirildiginda ise kuzey kisminda tuz artisina
kosut olarak tuzluluk orani1 330-350 g/I’a kadar ¢ikarken giiney kisminda tuzluluk
120-130 g/I’a kadar diigsmiistiir (Gunde-Cimerman ve ark. 2005).

Biiyiilk Tuz Goli’niin tuzlulugundaki bu degisiklikler icerdigi biyolojik
ozelliklerin de degigsmesine neden olmustur. 1960 ve 70’1 yillar 6ncesinde golde
kirmizt renk gozlemlenmezken bu yillarda goliin kuzey kolunun halofilik
Archaea’lar nedeniyle kirmizi1 goriindiigii tespit edilmistir. Goldeki mikrobiyolojik
calismalar 1970’11 yillarda derinlik kazanmistir ve kirmizi renkli Dunaliella salina
belirlenmistir. Goliin giiney kismindaki salinite azalmasi ile zorunlu halofil olan
Dunaliella salina yerine ortamda Nodularia spumigena yogun olarak
gozlemlenmistir. Ayrica g6l 3 yeni bakteri tiiriine ev sahipligi yapmistir ki bunlar
Halomonas variabilis, Pseudomonas halophila ve Gracilibacillus halotolerans 'dir

(Oren 2002a).

1.2.2. Olii Deniz

Olii Deniz 76 km uzunlugunda, 730 m derinliginde Israil ve Urdiin arasinda
yer alan tuzcul bir goldiir. Oli Deniz birgok mineral ve mikroelement
icermektedir. Olii Deniz’in tuz konsantrasyonlar1 incelendiginde diger okyanus ve
denizlerden 10 kat daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu belirlemelere gére brom
iyon konsantrasyonu yeryiiziindeki tiim sulardan daha yiiksek seviyededir. Olii

Deniz’de NaCl konsantrasyonu ise %12-18 arasinda degismektedir (Bentor 1961).
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Oli Deniz ile ilgili bilimsel c¢alismalar Biiyik Tuz Goli ile
karsilastirildiginda nispeten daha gec gerceklestirilmistir ve canli organizmalarla
ilgili ilk rapor edilen galigmalar ise halofillerle ilgili degildir. Olii Deniz ile ilgili
ilk caligmayr Fransiz bir bilim adami olan M. L. Lortet, su ve sediment
orneklerinin mikrobiyolojisini ¢alisarak gergeklestirmistir ve burada Clostridium
cinsine ait patojenik organizmalara rastlamistir. 1940’11 yillarda ise Benjamin
Elazari-Volcani ve Wilkansky farkli aerobik ve anaerobik bakterilerle, Dunaliella,
tek hiicreli alg ve birkag protozoa bulmuslardir (Oren 2002a). Daha sonraki
yillarda ise Haloarcula marismortui, Haloferax volcanii, Halorubrum sodomense,
Halobaculum gomorrense ve Halobacterium salinarum gibi halofilik arkeler izole
edilmislerdir. 1994-1995 wyilllar1 arasmda da Olii Deniz’de viriis benzeri

partikiillerin varlig1 belirlenmistir (Oren 1999).

1.2.3. Wadi Natrun Golii

Wadi Natrun Goli Misir’da yer alan, Nil nehrinden beslenen, deniz
seviyesinin 23 metre asagisinda yer alan alkali bir goldiir. Goliin pH degeri 11°dir.
Sodyum, potasyum gibi elementler goliin temel katyonlar1 iken magnezyum,
kalsiyum gibi divalent katyonlarin orami yiiksek pH’da ¢6ziinme problemi
nedeniyle cok diistiktiir (Oren 2002a).

Wadi Natrun Golii 6trofik bir sistemdir. Inorganik ve organik bilesikleri
oldukca yiiksektir. Fosfat konsantrasyonu 116-6830 puM, nitrat konsantrasyonu
53-237 uM, amonyum konsantrasyonu 2-461 uM ve ¢0ziinmiis organik karbon
konsantrasyonu ise 136-1552 uM’dir (Oren 2002a).

Wadi Natrun GOl rengi mikroorganizma yogunluguna gore farklilik
gostermektedir. Suyun rengi yesil, kirmizi ve mor renklerini halofilik Archaea,
fotosentetik mor bakteri, siyanobakteri ve yesil alg yogunluguna gore
degismektedir (Oren 2002a).

Natronomonas pharaonis Halobacteriaceae familyasindan ilk izole edilen tirddr.
Methanosalsus zhilinae ise anaerobik alkalifilik Archaea olmasi ile dikkat cekmektedir.

Halorhodospira halophila ise ilk izole edilen kirmizi Archaea’dir (Oren 2002a).
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1.2.4. Mono Golii

Mono Golii Kuzey Amerika’nin Kaliforniya eyaletinde yer alan hipersalin,
alkalin bir géldiir. Bu goliin pH’1 9.8 iken tuzluluk oran1 84-94 g/I’dir. Mono Goli
meromiktik bir gol oldugu i¢cin goliin anoksik alt katmani yiiksek pH’l1 toksik
inorganik bilesikler olan siilfiir ve amonyum biriktirir ve bu kosullar gdlde var
olan mikroorganizmalarin aktivitelerini ve ekolojilerini etkilemektedir. Mono
Golii suyunda meveut Na' oran1 29.5 g/1, K* orani 1.5 g/l, Cl" oram17.6 g/l, HCOs3
+CO;” oran1 30.1 g/I’dir (Humayoun ve ark. 2003).

Mono Go6lii’nde dominant olan organizmalar tek hiicreli yesil algler, birkag
diotom ve kok yapidaki siyanobakterilerdir. Yesil alglerden olan Picocystis
cinsine ait tirler ilk bulunan organizmalar olmakla birlikte 1967 yilinda
Dunaliella tiirlerine rastlanmis fakat sonraki ¢alismalar ile bu sonuclar
dogrulanamamistir. Mono Golii’iinde bentik diatomlardan ise Navicula crucialis,
Nitzschia frustulum, Nitzschia latens, Nitzschia reimerii, Nitzschia monoensis ve
Anomoeoneis sphaerophora tespit edilmistir. Mono Golii’linde yiiksek arsenik
konsantrasyon varligi belirlenmis ve bu konsantrasyona dayanikli iki yeni
Bacillus tirii olan Bacillus arsenicoselenatis ve Bacillus selenitireducens izole
edilmistir. Molekiiler kiiltiir bagimsiz caligmalar ile birlikte gdlde nitrifiye edici

bakterilerin varligi tespit edilmistir (Oren 2002a).

1.2.5. Tuz Golii

Ankara, Konya ve Aksaray il sinirlari igerisinde yer alan Tuz Golii 1665
km®’lik alana sahiptir ve boylece Tiirkiye’nin ikinci biiyiik golii olma 6zelliginin
gosterir. Goliin en derin noktast 1.5-2 m derinligindedir. Yaz mevsiminde ise
goliin biiylik bir kismi kurumakta adeta tuz ¢olii goriinlimiine biirinmektedir ve
tuz kalinlig1 5-30 cm’yi bulmaktadir. Goliin kimyasal bilesiminde sodyum kloriir
orani, magnezyum kloriir ve sodyum stilfat oranlarindan oldukga yiiksektir. Golde
tuz olusumunun nedeninin uzun periyodik donemler boyunca Na" ve CI iyonlarin

devamli birikmesi sonucunda olabilecegi agiklanmistir (Mutlu 2006).
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Tuz Goli ile yapilan calismalarda Halorubrum, Haloferax, Haloarcula,
Haloquadrata, Haloterrigena, Salinibacter cinslerine ait tiirler belirlenmistir

(Mutlu 2006).

1.2.6.Denizli Acigol

Acigdl Burdur Goli'niin 20 km batisinda, Afyonkarahisar ve Denizli il
sinirlart igerisinde yer almaktadir. Denizden yiiksekligi 836 m ve alani 153
km?>dir. Derinligi mevsimlere gére degismekle birlikte 150 cm ile 210 cm
arasinda degismektedir. Acigdl athalassohalin ve s1g bir goldiir. G6l ¢evresindeki

derelerden ve yeraltindan beslenmektedir.

Golde sodyum stilfat varligi nedeniyle suyu acidir ve buradan sodyum stilfat
iiretilmektedir. Ulkemizdeki sodyum siilfat {iretiminin %90’1 Acigél’den

saglanmaktadir (Altinsagh ve Mezquita 2008).

1.2.7.Solar Tuzlalar ve Tuz Madenleri

Camalt1 Tuzlas1 tilkemizin deniz kaynakli en biiyiik tuzlasi olup tuz iiretim
merkezlerinden biridir. Bu tuzla Izmir iline 28 km uzaklikta, Gediz nehri
havzasina kurulmustur. 1863 tarihinde Italyanlarin kullaniminda olan tuzla 1927
yilinda iilkemiz kullanimma ge¢mistir. Camalti Tuzlas1 24.161.000 m’ alana
yayilmis buharlastirma havuzlar1 ve 3.158.000 m” alani kaplayan kristalizasyon

havuzlarma sahiptir (Koru 2004).

Tuzkdy Tuz Madeni, Nevsehir’e 34 km, Tuzkdy’e 2 km uzaklikta yer
almaktadir. Kaya tuzunun %35 Na', %56 CI ve %1.6 SOy igerdigi belirlenmistir.
Yapilan c¢alismalar ile NaCliin yaklastk 60 m derinde yer aldigini tespit
edilmistir. Tuzkdy Tuz Madeni, topuklarin fazla yiik sonucu ¢okmesi ve yer alt1

suyunun bu ¢okiisii hizlandirmasi sonucunda kapatilmistir (Cakmar 2005).



@» ANADOLU UNIVERSITESI

1.3. Cahsma Alanlan

1.3.1. Meke Golii

Meke Golii (Sekil 1.1) Konya ilinin Karapmar ilgesinde yer almaktadir.
Karapmar ilgesi ise Konya’nin 95 km dogusunda, Konya-Eregli Ovasi’nin Obruk
Platosu i¢ine dogru sokulan Sultaniye Ovast’nin giineyinde, Karacadag volkan

dagmin batisinda kurulmustur (Onder ve Polat 2004).

Sekil 1.1. Meke Golii’niin goriintiisii (Agustos 2010)

Meke Golii Karapmar-Eregli yolunun 7. km’sinin 2 km i¢ kisminda yer alir.
Goliin uzunlugu 800 m ve genisligi 500 m’dir. Deniz seviyesinden yiiksekligi ise
981 m’dir. Meke Golii ¢cok sig ve yiiksek tuz oranina sahip bir goldiir. Bu tuz
orani kurak mevsimlerde %32’lere kadar ¢ikabilmektedir. 1 litre gél suyunda 10.4
grNa’, 3.9 gr K', 0.3 gr Ca™, 120 gr Mg, 200 gr SO ve 188 gr CI' varlig1 tespit
edilmistir (Karaaslan 2010).

Meke Miyosen’de baslayan Kuartener’de devam eden volkanizmalar ile

olusan maarlara sularin dolmasi ile olusmustur (Gogmez ve ark. 2000). Gol yeralt1
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kaynak suyu ile beslenmektedir. Yeralti suyunun yanls kullanimi ve yiiksek
buharlagsma orani ile g6l kuruma tehlikesi ile karsi karsiyadir (Akkoz ve ark.

2009).

Meke Golii diinyada ender rastlanan bir olusum olmasi ve gorsel giizelligi
nedeniyle “diinyanin nazar boncugu” olarak anilmaktadir. Ayrica Meke GoOlii ve
civart barmdirdigr endemik kus tiirleri nedeniyle 1989 yilinda dogal sit alani

olarak belirlenmistir (Onder ve ark. 2004).

1.3.2. Konya Acigol

Acigol (Sekil 1.2) Konya’nin Karapinar ilgesinin dogusunda Adana—Konya
anayolu lizerinde Konya’dan 108 km uzakliktadir. Acogdl Meke Golii’'nde oldugu
gibi Miyosen’de baslayan Kuartener’de devam eden volkanizmalar sonucunda,
biiyiik bir volkanik patlama sonucu olusmustur. Deniz seviyesinden yiiksekligi
985 m, yiizolgiimii 1.2 km?, derinligi 300 m’dir ve gdlde si1g yer yok denecek
kadar azdir. Goliin gevresi dik yamaglarla ve volkanik kiillerle kaphdir. Goliin

beslenmesi yeraltindan saglanmaktadir. Tuzlu ve karbonatli oldugu i¢in suyun tad1

acidir (Akkoz ve ark. 2009 ).

Sekil 1.2. Konya Acigdl’iin goriintiisii (Agustos 2010)
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1.4. Hipersalin Cevrelerin Ozellikleri

Hipersalin ¢evreler tiim kitalarda ve bircok lilkede bulunabilmektedir. Bu
cevreler iki temel kategoriye ayrilir. Thalassohalin olarak adlandirilan géllerin tuz
kompozisyonlar1 deniz suyunun tuz kompozisyonuna benzemektedir ki sodyum
ve klorid konsantrasyonlar1 deniz suyu ile benzerdir. Deniz suyunun
buharlarlagmas1 sonucu bu ¢evreler alkali ya da notral olabilmektedir. Buharlagsma
devam ettikgce alg1 tast gibi minerallerin ¢oktiigi belirlenmistir. NaCl doyum
noktasina ulastigi zaman ise parlak kiwrmizi renkli kristalize goletler

olusabilmektedir (Oren 2002b).

Athalassohaline hipersalin ¢evreler deniz suyundan tamamen farkli bir tuz
kompozisyonuna sahiptir. Boyle bir ortamda iki degerlikli katyonlarin (1.9 M
Mg, 0.4 M Ca™ konsantrasyonu tek degerlikli (1.6 M Na’, 0.14 M K")
katyonlarmm konsantrasyonundan fazladwr. Ayrica pH nispeten daha diisiiktiir

(Oren 2002b).

En iyi calisilmis hipersalin ortamlardan Biiyiik Tuz Gélii ve Olii Deniz
karsilastirilacak olursa Biiyiik Tuz Golii’niin nispeten deniz suyuna benzer bir tuz
konsantrasyonuna sahip oldugu tespit edilmistir. Oli Deniz ise ¢ok yiiksek
miktarda magnezyum tuzu icerir. Bu iki g6liin pH’larma bakilacak olursa Biiyiik
Tuz Golii zayif alkali iken Olii Deniz zayif asidiktir. Kii¢iik hipersalin gdletlerin
kompozisyonlar1 ise insan aktivitelerinden 6nemli derecede etkilenmektedir ve

kimyasal ve biyolojik yapis1 degisebilmektedir (Oren 2002b).

1.5. Halofilik Mikroorganizmalarin Ozellikleri

Tim halofilik Archaea gram-negatiftir, ikiye boliinerek ¢ogalir, spor veya
dinlenme sathasi olusturmazlar. Cogu hareketsizdir. Cogu enerji kaynagi olarak

amino asitleri veya organik asitleri kullanirlar. Fakat optimum tireme i¢in pek ¢ok
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ireme faktoriine ihtiya¢ duyarlar. Halofilik organizmalarin plazmidleri mevcuttur
ve bu plazmidlerin dogal olarak meydana geldigi bilinen en biiylik plazmidler

arasinda yer aldig1 bilinmektedir (Madigan ve Martinko 2010).

Halofillerle ilgili genellikle gram negatiftir ve spor olusturmazlar tanimi
yapilsa bile halotolerant gruplar igerisinde gram pozitif boyama 6zelligi gosteren
ve spor olusturan tiirlerin varhigi belirlenmistir. 11k kez 1972 yilinda Onishi ve
Kamekura Japonya’dan gram pozitif ilimh halofilik bakteri olan Micrococcus
halobius’u i1zole etmislerdir. Sonralar1 Biiyiik Tuz Golii’'nden de spor olusturan,
gram pozitif tiirleri iceren Halobacillus cinsine ait tiirler izole edilmistir (Ventosa

ve ark 1998).

Tiim ekstrem organizmalar arasinda kiiltiire alma agisindan en kolay olan
ekstrem grup halofillerdir. Cogu pepton, maya 0ziitii ya da tripton, birkag tuz
cesidi ve NaCl varliginda kolayca kiiltiire edilebilmektedir. Biiyiik bir orani
aerobik olmakla birlikte sicaklik istekleri 37-42°C arasinda degismektedir
(Seckbach 1999).

Diger ekstrem organizmalar arasinda daha kolay kiiltiir edilmelerine karsin
ekstrem halofillerin izolasyonu bazi1 teknik zorluklar igerir. Yiiksek tuz
konsantrasyonu ve inkiibasyon sicakligi tuzun ¢okmesine neden olabilmektedir.
Boyle ortamda bulunan besiyeri kuruyarak azalmakta ya da salinitesi onemli
derecede degismektedir. Bu durum organizmanin gelisme oranini diisiirmekte ve
kosut olarak optimum tuz konsantrasyonunda daha yavas gelisim yaratmaktadir

(Rainey ve Oren 20006).

Halofilik mikroorganizmalar gelismek i¢in tuz gereksinimlerine gore
kategorize edilir. Bu kategorizasyon zayif, ilimli ve ekstrem halofiller olarak
gerceklestirilmistir. Zayif halofiller %1-3 NaCl, ilimli halofiller %3-15 NaCl ve
ekstrem halofiller %15 ve daha fazlasinda optimum gelisme gosterirler.
Halotolerant bakteriler gelismek icin NaCl ihtiya¢ duymasalar bile, yiiksek tuz
konsantrasyonlu ortamlarda gelisebilmektedirler. Halofil olmayan

mikroorganizmalar ise %?2’nin altindaki NaCl (0.2M)’da gelisim gosterirler.
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Ayrica bir¢ok halofil ve halotolerant mikroorganizmanin tuz ihtiyaci ve toleransi

cevresel ve besinsel faktorlere bagli olarak degistigi belirlenmistir (Kerkar 2004).
1.6. Halofilik Mikroorganizmalar
1.6.1. Halofilik Mikroorganizmalarin Taksonomisi

Farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisebilen mikroorganizmalar kiiciik alt
iinite ribozomal RNA karsilastirmalar1 baz alinarak elde edilen yasam agacinda
Archaea, Bacteria ve Eukarya domainlerinde temsil edildigi belirlenmistir (Sekil

1.3) (Oren 2008).

Bacteria Archaea Eukarya

o Arimats
Graen nonsulfur Entamosbaq Wmu

bacteia Euryarchaeata
Waozhondrion f
i — jﬂmn:r\:haent,a w.m":w HaroDRcleriaceds

I Pratechactenia IF'.' | Tharmogrolous

A
Methana-
Pyrogicti m [=oaT Tharmoplasma

Thanmacdccus
b

Chigroplast

Flagolintes

Marirg

Bacteroidcties Cronarohaeocts

Pyrolobus yramanopyis
Trichornonads

Thermaioga
Hancarchasats

Thermadasutiabacienum Microsporidia

Aepeaiigr

(Aplomaonads
(Glardia)

Thaumarchaeota

Sekil.1.3. 16S rRNA geni karsilagtirmalarina gore olusturulan yagam agaci (Oren 2008)
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1.6.1.1. Archaea

Archaea domaini igerisinde halofilik mikroorganizmalar ii¢ familya
icerisinde bulunur. Bu familyalar Halobacteriaceae, Methanospirillaceae ve
Methanosarcinaceae’dir. Methanospirillaceae ve Methanosarcinaceae halofil
olmayan temsilciler igerir fakat deniz suyundan hipersalin ortamlara kadar adapte
olmus durumdadirlar. Halobacteriales ordusu ise tamamen halofilleri igeren tek
familya olan Halobacteriaceae’yi igerir. Bu familyadaki halofilik grup genellikle
kirmiz1 pigmentli, aerobik olarak bilinir. Bu organizmalar Olii Deniz, Biiyiik Tuz
Goli ve diger bircok halofilik ve soda gollerinde dominant organizmalardir. Bu
organizmalarin varhigi ise tuzlu suyun kirmizi bir renk almasi ile belirlenebilir

(Gerday ve Glansdorft 2007; Oren 2002a).

Halobacteriaceae familyas1 ile ilgili ¢ok calisma yapilmistir ve bu
familyadaki tiirlerin gelismek ve yapisal biitiinliigii i¢in tuza bagimli olduklar:
belirlenmistir. Halobacteriaceae familyast ile ilgili ¢alismalar ilk yillarda az
oldugundan dolay1 bu familyanin ¢esitliliginin diisiik oldugu varsayilirdi fakat
sonralar1 birgok yeni temsilcinin kesfi ile birlikte morfolojik ve fizyolojik

cesitliligin arttig1 gézlemlenmistir (Gerday ve Glansdorft 2007).

Halobacteriaceae familyas1 1970’lere kadar Bacteria domaini igerisinde
adlandirilmistir. Fakat Halobacterium salinarum’umun kesfi ile bu familyanin
Archaea domaini igerisinde yer aldig1 belirlenmistir (Gerday ve Glansdorft 2007).
Cizelge 1.1°de bu familyaya ait bazi cinsler ve onlara ait tiirler gosterilmistir. Bu
cinslerin disinda Halosimplex, Halobiforma, Halomicrobium, Halosarcina,
Halostagnicola, Haloalkalicoccus, Halopiger, Haloplanus, Halodaptatus,
Haloquadratum,  Halovivax, = Halolamina, = Halomarina,  Salarchaeum,
Haloarchaeum, Haloalkalophilum, Halobellus, Halogranum, Halonotius,
Halorientalis, Halorussus, Natronoarchaeum ve Natronolimnobius gibi 38 cinsin

varlig1 son yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir (Oren 2002a; Anonim 2011a)

12



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelge 1.1. Archaea domaini igerisinde yer alan baz1 halofilik cins ve tiirler

Domain:Archaea, Filum: Euryarchaeota, Sinif: Methanococci

Ordo: Methanomicrobiales

Familya: Methanospirillaceae

Cins: Methanocalculus

Tiir Habitat Tuz Arahg (g/1, optimum
g/l
Methanocalculus Fransa, Petrol Bolgesi 0-125; Opt. 50
halotolerans

Ordo: Methanosarcinales

Familya: Methanosarcinaceae

Cins: Methanohalobium

Methanohalobium Kirim, Tuz Lagiinii 150-300
evestigatum
Cins: Methanohalophilus
Methanohalophilus Biiyiik Tuz Goli 30-150; Opt. 120
mahii Sedimenti
Cins: Halomethanococcus
Halomethanococcus San Francisco, Solar 100-200; Opt.150-180
doii Tuzla
Simif: Halobacteria Ordo: Familya:
Halobacteriales Halobacteriaceae

Cins: Halobacterium
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Cizelge 1.1. (Devam) Archaca domaini igerisinde yer alan baz1 halofilik cins ve tiirler

Halobacterium

salinarum

Tuz Golleri

175-300; Opt. 175-290

Cins: Haloarcula

Haloarcula marismortui Olii Deniz Opt. 200-230
H.quadrata Misir 160-250; Opt. 200-250
Cins: Halobaculum
Halobaculum Olii Deniz 60-150; Opt. 90-150
gomorrense

Cins: Halococcus

Halococcus morrhuae Tuzlanmis Balik 145-300; Opt. 200-260
Cins: Haloferax
Haloferax volcanii Olii Deniz 60-260; Opt. 100-150
H.mediterranei Tuzla, Ispanya Opt. 170
Cins: Halogeometricum
Halogeometricum Tuzla, Porto Rico 80-300; Opt. 270
borinquense
Cins: Halorhabdus
Halorhabdus Biiyiik Tuz Goli 90-300; Opt. 270
utahensis

Cins: Halorubrum
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Cizelge 1.1. (Devam) Archaca domaini igerisinde yer alan baz1 halofilik cins ve tiirler

Halorubrum Tuzla, Kaliforniya 90-300; Opt. 200-265
saccharovorum

H.sodomense Olii Deniz 30-250; Opt. 100-150
H.vacuolatum Magadi Golii, Kenya 150-300; Opt. 200

Cins: Haloterrigena
Haloterrigena Alkali toprak Opt. 120
turcmenica
H.thermotolerans Tuzla,Porto Rico 120; Opt. 175-200

Cins: Natrialba

Natrialba asiatica

Kumsal topragi, Japonya

120-300; Opt.200-240

N.taiwanensis Taiwanese Solar Tuzla 120- ; Opt. 200
N.magadii Magadii Golii, Kenya 120-300; Opt. 200
Cins: Natrinema
Natrinema Tuzlanmis Deri Opt. 200-250
pellirubrum
Cins: Natronobacterium
Natronobacterium Magadii Golii, Kenya 120-300; Opt. 175
gregoryi
Cins: Natronococcus
Natronococcus Magadii g6lii, Kenya 80-300; Opt. 200-220
occultus
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Halobacterium Cinsi

Halobacterium cinsi liyelerinin hiicreleri ¢ubuk seklinde ve hareketlidir.
Optimum gelistigi NaCl 4-5 M iken, 3-5.2 M arasinda da gelisim
gosterebilmektedir. Optimum pH’1 noétral olarak belirlenirken, optimum tlireme
sicakligr 35-50°C arasidir. Kolonileri ise kirmizi pigmentasyon olusturur

(Dwarkin ve ark. 2001).

Halorubrum Cinsi

Halorubrum cinsi tiyeleri gubuk seklinde ya da sekilsiz hiicrelere sahiptir ve
hareketlidir. Bu cinsteki iiyelerin gaz vezikiilleri yoktur. Optimum gelistigi NaCl
3.5-4.5 M iken 1.5-5.2 M arasinda da gelisim gdsterebilmektedir. Optimum pH’1
notral olarak belirlenirken, optimum iireme sicakligi 50°C olarak belirlenmistir.
Kolonileri ise kirmizi pigmentasyon olusturur (Dwarkin ve ark. 2001).
Haloarcula Cinsi

Haloarcula cinsi lyeleri diizensiz cubuk seklinde ve hareketlidir. Bu
cinsteki liyelerin gaz vezikiiller1 yoktur. Optimum gelistigi NaCl 3.5-4.3 M,
optimum pH’1 7.4-7.5 olarak belirlenirken, optimum iireme sicaklig1 40°C olarak
belirlenmistir. Kolonileri ise kirmizi pigmentasyon olusturur (Torreblanca ve ark.

1986).

1.6.1.2. Bacteria

Cogu bilinen halofilik ve halotolerant prokaryot Bacteria domainine
aittir. Filamentliler, tek hiicreliler ve siyanobakterilerilerin cesitli komiiniteleri
200-250 g/l izerindeki tuz konsantrasyonlu tuzlalarda bulunmustur. Siyanobakteri
tabakasinin asagisinda, fotosentetik mor siilfiir bakterilerinin yogun gelisimi
gorilmektedir. Bacteria domaini icgerisinde ayrica aerobik heterotrofik
organizmalari i¢ceren Salinibacter cinsi kesfedilmistir. Bu grup cogu halofil arkeye
gore daha tuz bagimhidir ve bu durum onlarin tiim mikroorganizmalar igerisinde
en 1yi tuza adapte olan grup olarak diisiiniilmiistiir. Bacteria i¢erisinde bir irk daha

vardir ki bu k zorunlu anaeorobiklerin bulundugu Halanaerobiales ordosudur.
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Bu fermentatif organizmalar 50-200 g/l tuzda optimum gelisirler ve hipersalin
gollerde anaerobik sedimentlerdeki karbonhidratlarin ve diger bilesiklerin

anaerobik yikimindan sorumludur (Gerday ve Glansdorft 2007).

Cizelge 1.2°de Bacteria domaini igerisindeki halofilik ve halotolerant

tiirlerin bir kismi verilmistir (Oren 2002a; Anonim 2011b).

Cizelge 1.2. Bacteria domaini igerisinde yer alan baz1 halofilik ve halotolerant cins ve tiirler

Domain :Bacteria Filum: Cyanobacteria Simif I: Cyanobacteria

Cins: Halospirulina

Tiir Habitat Tuz Arahg (g/l,
optimum g/l)

Halospirulina tapeticola Tuzla, Meksika 30-200

Filum: Proteobacteria Simif: Alphaproteobacteria Ordo: Rhodospirillales

Familya: Rhodospirillaceae

Cins: Rhodothalassium

Rhodothalassium Tuzlu Su 50-200; Opt. 60-80

salexigens

Cins: Thalossospira

Thalossospira Bat1 Pasifik Okyanusu Opt. 100
Xiamenensis

Simifll: Betaproteobacteria Ordo: Hydrogenophilales Familya:
Hydrogenophilaceae
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Cizelge 1.2. (Devam) Bacteria domaini igerisindeki bazi halofilik ve halotolerant cins ve tiirler

Cins: Halothiobacillus

Halothiobacillus Hipersalin G6l, 240 ve lizeri; Opt.45-60
halophilus Avustralya

SiniflII: Gammaproteobacteria Ordo: Chromatiales Familya:

Chromatiaceae

Cins: Halochromatium

Halochromatium Tuzla,Fransa 40-200; Opt.80-110

salexigens

Familya: Ectothiorhodospiraceae

Cins: Halorhodospira

Halorhodospira Tuz ve Soda Goli 75-350; Opt. 110-320
halophila

Ordo: Oceanospirillales Familya: Halomonadaceae

Cins: Halomonas

Halomonas elongata Tuzla, Bonaire 35-300; Opt. 35-80
H.eurihalina Tuzlu toprak, Tuzlalar 50-200; Opt. 75
H.halophila Tuzlu Toprak 20-300; Opt. 75

H.salina Tuzlu toprak, tuzlalar 25-200; Opt. 50
H.magadiensis Dogu Afrika Soda golii 0-200; Opt. 0-70
H.maura Tuzla, Fas 10-150; Opt. 75-100

Cins: Chromohalobacter
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Cizelge 1.2. (Devam) Bacteria domaini igerisindeki bazi halofilik ve halotolerant cins ve tiirler

Chromohalobacter

marismortui

Olii Deniz, Tuzlalar

10-300; Opt.100

Ordo: Alteromonadales Familya: Alteromonadaceae

Cins: Marinobacter

Marinobacter

hydrocarbonoclasticus

Akdeniz Deniz Suyu

5-200; Opt.35

Familya: Idiomarinaceae Cins: Idiomarina

Idiomarina baltica

Baltik Denizi

80-100; Opt. 30-60-

Ordo: Vibrionalaes Familya: Vibrinaceae

Cins: Salinivibrio

Salinivibrio costicola

Salamura et, Tuzlu su

5-200; Opt.100

Sinif: Bacteroidetes Ordo: Bacteroidetes Familya: Rhodothermaceae

Cins: Salinibacter

Salinibacter ruber

Tuzla

Opt.200-300

Salinibacter Cinsi

Salinibacter cubuk sekilli, genellikle kivrilmis ve hareketli hiicrelere

sahiptir. Gram negatif olarak boyanan Salinibacter, ¢ogu halofilik arkeden daha

fazla tuz konsantrasyonu i¢eren ortamlarda gelismektedir (Ventosa 2004).
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Halomonas Cinsi

Gram negatif olarak boyanan Halomonas cinsi lyeleri beyaz-opak renkli
pigmentasyon gosterirler. Optimum NaCl konsantrasyonu %3.5-20, optimum pH’1

5-9.00 ve optimum gelisme sicaklig1 4-45°C’dir (Vreeland ve ark. 1980).

1.6.1.3. Eukarya

Eukarya domaininde halofillere ait birkag temsilci bulunmaktadir. 330 g/lt
tuz bulunan tim diinyadaki tuz gollerinde Artemia cinsine ait tiirler
bulunmaktadir. Hipersalin ¢evrelerdeki Eukarya’y1 en iyi temsil eden ve bir alg
olan Dunaliella’dir. Dunaliella tek hiicreli yesil bir algtir ve Biiyiik Tuz Golii ve
Olii Deniz gibi tuzcul ortamlarm primer iireticisidir. Baz1 tiirleri biiyiik miktarda
B-karoten depolar ve onlarmn hiicreleri yesilden turuncu-kirmizi renge kadar
degisebilir. Baz1 Dunaliella tiirleri diisiik tuzlu deniz habitatlarini tercih ederken

bazilar1 ise D.salina gibi yiiksek oranda NaCl igeren tuzlalarda gelisebilmektedir
(Gerday ve Glansdorft 2007).

Baska bir yesil alg ise Picocystis salinarum’dur. Bu 2 um’lik kiiciik
organizma kristalize tuzlalardan elde edilen ilk organizmadir. Mono Go6lii’nden
elde edilen baska bir straini ise daha genis bir tuzluluk konsantrasyonunda (0-260

g/1t) gelisebilmektedir (Oren 2002a).

Diatomeler hemen hemen 150g/It’lik tuz konsantrasyonunda gelisebilen
organizmalardir. Diatomelerin tuz toleransi ile ilgili yapilan ¢alismalarda 75 g/lt

tuzluluk altinda optimum gelistikleri belirlenmistir (Oren 2002a).

Protozoonlara bakildiginda silliler, flagellalilar ve ameboid protozoalar
arastirilmis ve halofilik ve halotolerant organizmalarin varligir belirlenmistir.
Yiiksek tuz konsantrasyonu cevrelerde avlanma miimkiin olmasina ragmen,

protozoonlar hipersalin ¢evrelerde ¢ok bol bulunmamaktadir (Gerday ve
Glansdortf 2007).
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Diger bir Eukarya grubu olan mantarlar ise yiiksek tuzlu cevrelerde bol
miktarda bulunmaz. Trimmatostroma salinum Adriatik’ten izole edilen ilk
izolattir. Hortea werneckii gibi halofilik siyah mayalar dogal ekolojik nis olarak

solar tuzlalarda bulundugu tespit edilmistir (Gerday ve Glansdorft 2007).

1.6.2. Yiiksek Tuzlu Cevrelere Adaptasyon

Hiicreler cevrelerindeki degisikliklere adapte olabilmek i¢in dinamik ve
onemli 6zelliklere sahiptir. Halofilik organizmalarda ¢evredeki artan NaCl’e kars1
gelistirilen uyum bu sekilde hiicre 6zellikleri ile sahip olunmaktadir. Digsal NaCl
artisina karsi olusturulan adaptasyon {i¢ domainde de sitoplazma igerisinde g¢esitli
kiigiik molekiillerin birikimi ile saglanmaktadir. Inorganik katyonlar ozmotik
dengede anahtar rol oynarken, tuz stresine bir cevap olarak uyumlu organik

coziiciilerde bu adaptasyonu gergeklestirmektedir (Madigan ve Martinko 2010).

1.6.2.1. inorganik Katyonlar

Sodyum, enzimlerin kofaktorii ve ozmotik dengede rol oynamasi dolayisiyla
yasamin gerekli elementlerinden biridir. Fakat sodyum iyonlarinin asir1 miktari
hiicre i¢in toksiktir ve sodyumun hiicre disina atilimi i¢in ¢ok fazla enerji tiiketimi
gerekmektedir. Hiicrelerde daima sodyum konsantrasyonu hiicrenin ¢evresine
gore daha diistiktiir, potasyum ise hiicrede daha yiiksek oranda bulunur (Madigan
ve Martinko 2010).

Ekstrem halofilik arkeler iiremeleri i¢in yiiksek miktarda sodyuma ihtiyag
duyarlar. Hiicreler bu sodyumu genellikle yetisme ortamlarindan alirlar (Seckbach
1999). Halofillerin tuz ihtiyacina yonelik yapilan ¢aligmalarda sodyum iyonunun

yaninda, kimyasal olarak yakm bir inorganik iyon olan potasyumada ihtiyag
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duyduklar1 belirlenmistir. Boylece halofiller {iremeleri i¢in hem Na™ a hem de

K" a ihtiya¢ duymaktadirlar (Madigan ve Martinko 2010).

Halofilik aerobik arke yiiksek oranda K* ve CI”’e sahip goriiniirken, bunlarn
miktarlar1 gelisme durumlarma onemli Olgide baghdir. Bakterilerde ise yliksek
oranda hiicre i¢i K* gozlenmistir. Ornegin Salinibacter ruber’de ozmotik denge
icin hiicre i¢inde en temel bilesik K™dur. K' temel hiicre i¢i katyon gibi
goriinmesine ragmen bazi hiicreler magnezyumu yiiksek oranda hiicre icinde
depolar. Bu depolama genellikle diisiik ¢oziinmiis organik karbon durumunda
deniz bakterilerinde goriiliir ve besin miktar1 arttikca dnemli oranda magnezyum
hiicre i¢inde azalir. Bundan da anlasiliyor ki yiiksek hiicre i¢i magnezyum karbon

sinirlamasinin bir 6lgtitiidiir (Seckbach 1999).

Halofilik organizmalar c¢evrelerinde bulunan yiiksek orandaki sodyuma
direng gosterebilmek icin birka¢ mekanizma gelistirmislerdir. Bunlardan ilki
hiicreden sodyumum uzaklastirilmasina yonelik olarak plazma membranindaki
sodyum pompalaridir. ikinci mekanizma ise fosfolipid tabakadir ki bu tabaka
iyonlara kars1 gecirgenlik géstermez. Plazma membraninin gegirgenlik kapasitesi
sodyum ve diger iyonlara kars1 spesifik kanallar sayesinde olabilmektedir. Son
mekanizma ise ekstrem halofillerde yiiksek miktardaki sodyuma kars: hiicresel

enzimlerin nispeten toleransh olmasidir (Seckbach 1999).

1.6.2.2. Organik Coziiniir Maddeler

Ozmotik dengede kullanilan organik molekiiller polyollar, sekerler,
aminoasitler ve tiirevleri, betainler ve ektoinlerdir. Bu organik molekiillerden
bakteri ve Okaryotlar genellikle notral yiiklii ¢6zliniir maddeleri tercih ederken,
arkeler negatif yiiklii maddeleri tercih eder. Ilging olarak arkeler, bakteri ve
Okaryotlar tarafindan depo edilen notral ve zvitteriyonik maddelerin bircogunu
modifiye ederek negatif yiiklii yapma egilimindedir. Ozmotik dengede kullanilan

bu maddeler ya hiicre tarafindan sentez edilmekte ya da besi ortamindan hiicre
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icine tasimaktadir. Bu molekiillerin temel 6zelligi herhangi hiicresel fonksiyonu
inhibe etmezken, bireysel enzim aktivitelerini diizenlemektir. Bu davranig onlarin
‘uyumlu ¢6ziiniir’ olarak isimlendirilmesine yol agmustir. Ayrica bu bilesikler
yiiksek ozmotik sartlar altinda hiicrenin su kaybetme egilimini, hiicrenin ¢evresine

gore pozitif su dengesini saglayarak engellerler (Robert 2005).

Organik osmolitler li¢ genel kimyasal kategoriye ayrilir. Bunlar zvitteriyonik

coziinenler, yiiksiiz ¢ozlinenler ve organik anyonik ¢oziinenlerdir.

Protein biyosentezinin ara iiriinii olan ve hiicre igerisinde biriktirilen serbest
aminoasitlerin ozmotik dengede rol oynadigi diisiiniiliiyordu fakat bu ara
irlinlerin  disinildigii gibi  hiicre igerisinde yiliksek konsantrasyonda
biriktirilmedigi belirlenmistir. Organik c¢oziicii olarak aminoasitlerden tiireyen
birka¢ zvitteriyonik molekiil bakteri ve arke hiicrelerinde sentez ve depo edilir.
Ornegin ilk olarak Halorhodospora halochlorins’de belirlenmis olan ektoin
(1,4,5,6-tetrahydro-2-methyl-4-pyrimidinecarboxylic ~ acid)  halotolerant ve
halofilik bakterilerde bol miktarda sentezlendigi belirlenmistir. Cizelge 1.3’te bazi
zvitteriyonik coziinenler ve hangi organizmalarda yaygm olarak bulunduklari

gosterilmistir (Robert 2005 ).

Cizelge 1.3. Zvitteriyonik ¢oziinenler ve hangi tiirlerde bulunduklar1 (Robert 2005)

Zvitteryonik Coziinenler Halofilik/Halotolerant Organizma

Ektoin Chromohalobacter israelensis;

Halomonas elongata

Betain Actinopolyspora halophila;

Halorhodospira halochloris

Hidroksiektoin Halomonas elongata; Nocardiopsis

halophila
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Genellikle dkaryotlarda ozmolit olarak tanimlanan polar molekiiller halofilik
bakterilerde varligi nedeniyle onlarda da ozmolit olarak degerlendirilmektedir.
Ornegin gliserol Dunaliella’da yaygin bir ozmolittir, ayrica halotolerant maya
olan Debaryomyces hansenii ve Hortea werneckii gliserol birikimi yaparlar.
Cizelge 1.4’te baz1 yiiksiiz ¢oziinenler ve hangi organizmalarda yaygin olduklar:

gosterilmistir (Robert 2005 ).

Cizelge 1.4. Yiiksiiz ¢oziinenler ve hangi tiirlerde bulunduklar (Robert 2005)

Yiiksiiz ¢oziinenler Halofilik/Halotolerant Organizma
a-glukosilgliserol Microcystis firma
Trehaloz Chromohalobacter

israelensis; Natrialba magadii

a-mannosilgliseramid Rhodothermus marinus

Hiicre i¢i negatif potansiyele ve siklikla yiiksek hiicre i¢i K™a sahiptir.
Organik negatif yiiklii ¢dziinenler yiiksek hiicre i¢i K™ i¢in denge saglarlar. Bu
ylizden Halomonas elongata gibi bir¢cok bakteri ve arke ozmolit olarak organik
anyonik ¢oziinen olan L-a-glutamat kullanir. Cizelge 1.5’te baz1 organik anyonik
coziinenler ve hangi organizmalarda yaygin olduklar1 gosterilmistir (Robert

2005).
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Cizelge 1.5. Organik anyonik ¢oziinenler ve hangi tiirlerde bulunduklari (Robert 2005)

Organik anyonik Coziinenler Halofilik/Halotolarant Organizma
L-a-glutamat Halomonas elongata; Halobacterium
sp. NRC-1
b-glutamat Nocardiopsis halophila
Hidroksibiitirat Photobacterium profundum

1.6.3. Halofilik Mikroorganizmalarin Hiicresel Yapilan

Halofiller fizyolojik biyokimyasal, molekiiler ve genetik anlamda c¢ok
cesitlilie sahip degildir. Ancak morfolojik olarak dikkat cekici bir sekilde
morfolojik 6zelliklere sahiptirler. Kirmizi kristalize sular incelendiginde kare ve
dikddrtgen hiicrelerle karsilasilmaktadir. i1k kare arke Walsby tarafindan Misir’in
Sinai tuz havuzunda 1980°de tanimlandi. Daha sonralar1 ise tiim diinyada
kristalize havuzlarda yaygin olarak bulundugu tespit edildi. Bu organizmanin 15181
kiric1 gaz vezikiillerine sahip oldugu belirlendi. Kare arkeler Halobacteriaceae
familyasinda gozlenmektedir ve filogenetik olarak Haloquadratum cinsine ait
oldugu diistiniilmektedir. Kare arkelerle ilgili herhangi bir kiiltiire alabilme islemi
cok yeni oldugundan fizyolojisi hakkinda bilinenler ¢ok azdir (Gunde-Cimerman

ve ark. 2005).

Halofilik arkelerde birkag tiiriin hiicre duvarmin disinda polisakkarit kapsiil
bulundurdugu tespit edilmistir. Haloferax cinsine ait tiirlerde bu polisakkarit
kapsiilin yaygin oldugu ve ana bilesik olarak mannoz igerdigi bilinmektedir.
Halofilik bakteri olan Halomonas eurihalina hiicre duvarmda %45 heksoz ve %15

protein igermektedir (Oren 2002a).
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Gaz vezikiilleri bircok planktonik bakteri ve arke tarafindan iiretilir ve
¢Ozlinmiis gazlar ile pasif diflizyon yoluyla organizmanin yiizdlirme araci olarak
davranir. Gaz vezikiillerinin hiicre icerisindeki konumu faz-kontrast mikroskobu
ile kolaylikla belirlenebilir. Gaz vezikiiliiniin dis1 hidrofobik GvpA proteini ve
hidrofilik GvpC proteinini icerir. Bilinen tiim bakteri ve arke gaz vezikiil
iireticileri silindir sekilli gaz vezikiilii sentezlerken sadece H.salinarum ig sekilli

gaz vezikilii icerir (Ventosa 2004).

Halobacteriales ordosu igerisindeki tiirlerin hareketli oldugu ve bu hareketin
flagella ile gerceklestirildigi bilinmektedir. Arke iiyeleri saga doniimlii flagella
hareketi gerceklestirir. Halofilik bakteri grubunda flagella ile hareket ¢ok
yaygindir ve sola doniimlii flagella hareketi belirlenmistir (Oren 2002a).

Halofilik arkelerin sitoplazmik membrani lipidlerden ve proteinlerden
olusmaktadir. Solunum, elektron transportu, iyonlarin, besinlerin ve diger
bilesiklerin  hiicre i¢i ve disma transportu burada gergeklesirken,
bakteriorhodopsin ve halorhodopsin iyon pompalart membran igerisinde yer alir

(Oren 2002a).

1.6.4. Halofillerin identifikasyonu

Halofillerin identifikasyonu islemlerinde hiicre morfolojisi, boyanma
ozelligi gibi ozelliklerin incelendigi fenotipik analizler, kimyasal analizler ve
ribozomal RNA diziliminden elde edilen verilerden yararlanilan genotipik
analizler gergeklestirilmektedir.

Halobacteriales ordosunda yeni bir taksonun identifiye edilebilmesi icin
minumum standartlar belirlenmistir. Bunlar;

e Koloni morfolojisi
e Hiicre morfolojisi
e Hiicre hareketi

e Koloni pigmentasyonu
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Gram reaksiyonu

Hiicre lizizini engellemek icin gerekli tuz konsantrasyonu

Minimum ve optimum NaCl ve Mg konsantrasyonlar1

Gelisme icin tuz konsantrasyonu araligi

Gelisme i¢in pH aralig1

Nitrat varliginda anaerobik biiyiime yetenegi ve L-arjininde anaerobik
ureme

Karbohidratlardan asit tiretimi

Tek karbon kaynaginda iireyebilme

Katalaz ve oksidaz aktivitesi, indol liretimi ve nisasta, jelatin kazein ve
Tween 80 hidrolizi

Antimikrobiyal maddelere duyarlilik

Mevcut glikolipid tiplerini ve PGS’nin varligmi veya yoklugunu
kapsayacak sekilde polar lipid karakterizasyonu

DNA’nin G+C igerigi

16S rRNA dizi bilgisini

DNA-DNA hibridizasyonu (sadece yeni tiir tanimlarken) igermektedir
(Oren ve ark. 1997).

1.6.4.1. Ribozomal RNA

Ribozomal RNA’lar, onlarin miikemmel evrimsel kronometre olmasini

saglayacak oOzelliklere sahiptir. Ribozomal RNA’lar oldukca biiyiik, islevsel
olarak sabit, evrensel olarak yaygin olan molekiillerdir ve tiim hiicrelerde
niikleotit dizisinin korundugu c¢ok sayida bolge igerirler. Prokaryotlarda 5S, 16S
ve 23S olan {i¢ gesit ribozomal RNA vardir. 16S rRNA ribozomun kiigiik alt
biriminin bir parcasidir ve dizileme ¢aligmalarinda odaklanilan birimdir (Madigan

ve Martinko 2010).

Genel olarak organizmalarin >%97 oraninda benzer rRNA genlerine sahip

oldugu kabul edilir. Ancak yakin iligkili tiirler arasinda 16S rRNA gen dizi
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analizleri genellikle disiiktiir. Boylece DNA-DNA hibridizasyonu veya diger

teknikler ile kesin tiir taniminin yapilmasi gereklidir.

Mozaik rRNA genlerinin varligi strainler ve tiirler arasinda rRNA
sistronlarmin rekombinasyonunu ve horizantal transferin varligini gésterir. Bu da
baz1 bakteriyel gruplar icerisinde filogenetik amaglar icin rRNA genlerinin
kullanilabilirliligini sinirlandirir. Horizantal degisim, DNA homoloji degeri ve
16S rRNA gen benzerligi arasindaki uyumsuzluk yaratmaktadir (Vaneechoutte ve

Heyndricks 2001).

Filogeni ve taksonomide rRNA geninin kullanimindaki bir diger problem
bireysel genomlarda inter-operon dizi degiskenliginin varligidir. Cogu tiirde,
bireysel hiicrelerin genomu ¢oklu RNA operanlar ya da aleller igerir. Goriiniiste
genomda 16S rRNA geninin farkh alelleri farkli allellik dizi gosterebilir. Ornegin
Haloarcula marismortui %5’ten daha fazla dizi degisikligi iceren iki 16S rRNA
geni igerir. Coklu kopyali genlerin allelleri arasindaki dizi farkliligi, dizileme
gerceklestirilirken dizilemede belirsizlige yol agar. Ciinkii ¢ogaltim karigimi farkl
dizilerin allellerini icermektedir. Bu belirsizlik filogenetik analize engel

olmaktadir (Vaneechoutte ve Heyndricks 2001).

1.7. Kiiltiir Bagimh ve Kiiltiir Bagimsiz Calismalar

Mikrobiyal ¢esitlilik ve onun dogadaki rolii hakkinda bilgilerimiz oldukca
zayiftir, ¢linkii geleneksel yontemler olarak adlandirilan mikroskopi ve kiiltiir
yapma teknikleri mikroorganizmalarin identifikasyonu ve smiflandirmasini
siirlandirir. Mikroorganizmalarin morfolojilerine bakarak onlar1 smiflandirmak
oldukca zordur, ¢iinkii onlar kiiciik, basit ve gruplandirma icin giivenilir ve
saglam ayirt edici disozelliklere sahip degillerdir. Fizyolojik ve biyokimyasal
ozellikleri ile smiflandirma ise hemen hemen miimkiin degildir. Ciinkii dogadaki
mikroorganizmalarin %99’una yakini saf kiiltiir olarak izole edilememektedir. Bu

yilizden mikrobiyal ¢esitliligi ve onun ekosistemdeki roliinii daha iyi anlamak i¢in
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mikrobiyal yaklagimin yaninda molekiiler yaklasimlarda gereklidir (Muyzer

1999a).

Molekiiler biyolojik tekniklerin gelisimi genetik seviyede mikrobiyal
cesitlilik calisilmasma 1zin vermektedir. Mikroorganizmalar onlarin gen
benzerliklerine gore gruplandirilir ve bu da onlarin evrimsel iligkisini yansitir.
Dogal 6rneklerde mikrobiyal ¢esitliligi kesfetme ¢alismalarinda en giiclii teknikler
klonlama ve 16S rRNA dizilenmesidir. Ardisik populasyon degisikliklerini
izlemek i¢in klonlama teknigi cok zahmetli, zaman alic1 ve pahali olmasi ile tercih
edilmez. Hibridizasyon teknikleri ise spesifik oligoniikleotid problar kullanimi
gerektirir ve bunlar ya c¢ok spesifik gruplar1 ya da ¢ok genel populasyonlar1 hedef
alir (Muyzer 1999a).

Kiiltiir bagimli ve kiiltiir bagimsiz ¢alismalarda Sekil 1.4’te gosterildigi gibi
bir yol izlenebilmektedir. DGGE ile kompleks cevrelerde populasyonlarin varligi
ve fonksiyonu belirlenebilirken, takson spesifik problar ile hibridizasyon analizi
gergeklestirilebilir. Ayrica komiinite iiyeleri jellerden kesimi takiben dizileme
veya saf kiiltiirlerin izolasyonu ile dizilime islemleri ile komiinite hakkinda

bilgiler edinilebilinmektedir (Muyzer ve Smalla 1998).
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Sekil 1.4. Kiiltiir bagimli ve kiiltiir bagimsiz molekiiler ¢alismalarda izlenecek yol (Muyzer ve

Smalla. 1998).
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Hipersalin ekosistemlerde mikrobiyal c¢esitlilik ¢alismalart 1990°lu yillarin
ortasinda Benlloch ve arkadaslarmin Ispanya, Alicante Santa Pola tuzlasindaki

calismalari ile baglamistir (Gerday ve Glansdorft 2007).

1.7.1. Amplifiye Ribozomal DNA Restriksiyon Analizi (ARDRA)

Amplifiye ribozomal DNA restriksiyon analizi ya da PCR-RFLP analizi
olarak bilinen ARDRA, rRNA genlerinin restriksiyon analizi olarak
ozetlenebilmektedir. Bu isim dnceleri ribotiplendirme i¢in kullanilmaktayd: fakat
ribotiplendirmede prob olarak rRNA sistronlar: ile segici restriksiyon fragment
hibridizasyonunu icermesinin farkina varildiktan sonra bu karigiklik ortadan kalkt1
ve ARDRA’nin rRNA genlerinin analizi oldugu gergegi kabul edildi.
(Vaneechoutte ve Heyndricks 2001).

ARDRA hizli bir genotipik tekniktir ve komiinitelerdeki farkli tiirlerin
varligin belirlemek i¢in kullanilabilir. Bu amagla ARDRA bir¢ok cins ve grupta
tiirlerin ayriminin saglanmasi i¢in uygulanmistir. Bu uygulamalarda biyokimyasal
yontemlerle tanimlanamayan tiirlerin ARDRA ile tanimlandigi belirlenmistir

(Vaneechoutte ve Heyndricks 2001).

ARDRA Kkiiltiire edilmis organizmalarin kaynatilarak ya da alkalin
muamelesi gibi basit bir DNA ekstraksiyonu yontemi sonucu elde edilen
DNA’nin PCR ile etkili bir sekilde c¢ogaltilmasma, sonrasinda restriksiyon
kesimine ve son olarak agaroz jel elektroforezi uygulamasma dayanan bir
tekniktir. Az sayida restriksiyon enzimi kullanilirken, ¢ok miktardaki izolatin dizi
polimorfizmi dizileme islemine gbére c¢ok daha az zaman harcanarak

yapilabilmektedir (Vaneechoutte ve Heyndricks 2001).

ARDRA ile komiinite ¢caligmalarinda baska bir yol ise 16S rRNA geninin
evrensel primerler kullanilarak direkt c¢ogaltilmasi, bu genin klonlanmasi ve
klonlarin ARDRA ile profillendirilmesidir. Boylece komiinitede var olan fakat

kiiltiir etme kosullar1 ile kiiltiire alinamamis tiirlerin de belirlenmesi miimkiin
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olmustur. Sonu¢ olarak komiinitenin dogru bir kompozisyonu i¢in Kkiiltiir
edilemeyen tiirlerin tanimlanmas1 direk ¢ogaltim ile giivenilir bir sekilde klonlama

yoluyla elde edilebilmektedir (Vaneechoutte ve Heyndricks 2001).

ARDRA’nin uygulanmasinda en o©nemli adimlardan biri restriksiyon
enzimlerinin se¢imidir. Cogaltilacak bolgenin uzunlugunun smirli olmasi
nedeniyle, seg¢ilecek olan enzimin baz dizisi 6nemlidir. Cok sayida ve ¢ok yakin
bantlar1 degerlendirme zor olacagindan, enzim se¢iminde DNA dizisini daha
aralikli kesebilecegi diisiiniilen enzimler kullanilmalidir. Bunun i¢in tahmini tiiriin
16S rRNA’s1 deneysel olarak veritabanlarinda, kullanilacak olan enzim ile

kesilebilir (Vaneechoutte ve Heyndricks 2001).

ARDRA’da 6nemli olan bir diger konu ise agarozun kullanimi ve jelin
konsantrasyonudur. 100-1000 baz c¢iftlik restriksiyon fragmentlerinin yiiksek
rezolusyonla ayrimi i¢in %?2’lik agaroz kullanimi tavsiye edilmektedir. Ayrica
paternlerin baz biiyiikliigliniin belirlenebilmesinde kullanilacak markirlarinda
onemi oldukca fazladir. ARDRA profillerinin manual olarak degerlendirilmesi
yapilabilecegi gibi bu amag i¢in GelCompar veya BioNumerics gibi yazilimlarda

mevcuttur (Vaneechoutte ve Heyndricks 2001).

Mozaik rRNA genleri filogenetik amaglar igin rRNA genlerinin
kullanilabilirliligini smnirlandirir. Horizantal de§isim, DNA homoloji degeri ve
16S rRNA gen benzerligi arasindaki uyumsuzluk yaratmaktadir. Ornegin yapilan
calismalarda yliksek DNA homolojisi ve biyokimyasal olarak tanimlanan tiirlerin
16S rRNA’larin1 restiksiyon kesimlerinde farkli profiller ortaya c¢iktigi
belirlenmistir (Vaneechoutte ve Heyndricks 2001).

Mikro heterojenite ARDRA icin tahmin problemlerine neden olur. Ciinkii
diisiik kopya sayilt aleller restriksiyon bolgelerinde spesifik dizi farkliliklarma
sahip olduklarindan ek bantlarin olusmasina neden olabilirler (Vaneechoutte ve

Heyndricks 2001).
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1.7.2. Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi (DGGE)

Genetik parmak izi yontemleri tiirlerin niikleik asitlerinin fiziksel ayrimina
temel alan komiinite c¢esitliliginin patern ya da profillerinin analizine
dayanmaktadir. Bu parmak izi yontemlerinden biri de DGGE’dir (Muyzer 1999a).
1993’te Muyzer ve arkadaslarinin tanimladigi genetik parmak izi teknigi olan
DGGE mikrobiyal ekolojide etkin bir ara¢ haline gelmistir. PCR {iriinii,
mikroorganizmalarin kompleks toplulugundan izole edilen genomik DNA ile
saglanir (Sekil 1.5) ve bu DNA’dan spesifik primerler ile 16S rRNA gibi
molekiiler markirlar c¢ogaltilir. PCR {iriinli, DNA denatiirantinin dogrusal
gradientinde farklt DNA molekiillerinin arasindaki dizi varyasyonunun ¢oziilme
davranisini etkilemesi ve bdylece farkli dizilere sahip molekiillerin jelde farkli
noktalarda gd¢ hareketini durdurmasi sebebiyle poliakrilamid jel i¢erisinde ayrilir.

(Muyzer 1999b).

DGGE’de DNA fragmentlerinin melting davranislarini 6grenmek gereklidir.
Farkli DNA fragmentlerinin en iy1 ayrimini gergeklestirmek i¢in elektroforezin
stiresi ve gradientin optimizasyonu belirlemek gereklidir. Optimum gradient dikey
gradient jellerde belirlenir. Dikey jeller denatiirantin elektroforez boyunca soldan
saga dogru arttig1 bir sistemdir. Ornekler jelin sol tarafindan jele yiiklenir ve 3
saat 200 voltajda yiiriitiildiikten sonra boyanip goriintiilenir ve sigmoid bir egri
elde edilir. Jelin sol tarafindaki DNA molekiilleri diisiik denatiirant
konsantrasyonunda goclerini durdurmaktadirlar. Diger tarafta ise daha yliksek
denatiirantta denatiire olan DNA fragmentleri gé¢ hareketlerini durdurmuslardir.
Boylece DNA fragmentlerinin optimum denatiirant araligi belirlenmis olmaktadir

(Muyzer ve Smalla 1998).

Elektroforezin optimum siiresini belirlemek i¢in ise paralel gradient
elektroforezlerden yararlanilmaktadir. Paralel gradient jellerde denatiirant alttan
iste dogru artmaktadir. Ayni jelde bir¢ok Ornegin analizi yapilabilmektedir
(Muyzer ve Smalla 1998).
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Sekil 1.5. DGGE isleminin akis semasi (Muyzer 1999b).

34




@» ANADOLU UNIVERSITESI

DGGE’de kullanilan primerlerin bir tarafi —-GC kelepgesine sahiptir. PCR
primerinin 5’sonuna guanin ve sitozin eklenir ve bunlar PCR esnasinda DNA
fragmenti ile ¢cogalir. GC zengini diziler yiiksek melting noktasi olustururlar ve
boylece artan orandaki denatiirant karsisinda cift iplikli DNA’nin tamamen
ayrilmasmi engellerler. GC kelepgeleri  30-50 niikleotid uzunlugunda
olabilmektedir. ~Alternatif GC kelepgeleri olarak adlandirilan kimyasal
kelepgelerde mevcuttur ve psoralane gibi fotoaktif bilesikler primerin 5’sonuna
her iki DNA ipligine kovalent olarak baglanir. Kimyasal GC kelepgesi her iki
primerinde ayni uzunluga sahip olmasm sagladigindan dolay1 bir avantaj olsa
bile DGGE bantlarinin yeniden ¢ogaltim asamasinda direk olarak bantlarin

kullanilamamas1 dezavantajidir (Muyzer ve Smalla 1998).

DGGE’de DNA bantlarin1 goriintiilemek i¢in etidyum bromid ve SYBR
Green | kullanilmaktadir. SYBR Green’in etidyum bromid gore avantaji arka plan
boyamasinin olmamasidir. Boylece daha az dominant olan DNA fragmentleride
belirlenebilmektedir. SYBR Green I’e gore daha hassas olan boyama ise giimiis

boyamadir (Muyzer ve Smalla 1998).

DGGE tekniginin en giiclii yanlarindan biri jelden bantlarin kesilebilmesi ve
ardindan komiinite iiyelerinin filogenetik iliskisini belirlemek i¢in dizilenmesine
olanak vermesidir. Ayrica komiine profilleri bireysel bakteriyel populasyonlarin
varligini belirlemek i¢in grup spesifik problar ile hibridize edilebilmektedir

(Muyzer 1999b).

Teknigin sinirlamalar1 ise nispeten kisa DNA fragmentlerinin ayrimi
gerceklestirilebilmektedir. Baska bir limitasyon ise daima farkli dizilerin ayrimi
gerceklestirilememektedir. Bunun nedeni DNA fragmentleri arasinda benzer
melting noktasma sahip diziler olabilmektedir. Ek olarak komiinite kompleksini
tayin ederken, primerlerin bozulmasiyla ya da heterodubleks molekiillerin

varligiyla olusan c¢ift bantlar bu tayini zorlastirmaktadir (Muyzer 1999b).

Bu teknik komiiniteyi profillendirmek, mikrobial komiiniteler i¢erisindeki
populasyon dinamiklerini ¢alismak, karisik populasyonlarda farkli 6zellik tagiyan

gen ekspresyonu c¢alismak, zenginlestirme kiiltiirlerinin izlenmesinde, klon
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kiitiiphanelerini incelemek icin ve rRNA operon mikroheterojenitelerini

tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (Muyzer 1999b).

1.7.3. Floresan in situ Hibridizasyon (FISH)

Floresan in situ hibridizasyon (FISH)’un temelleri histokimyasal amaclara
yonelik olarak sentetik ve dogal boyalarin kullanimi ile atilmistir. Bu boyalar
genellikle temel molekiil kategorileri olan proteinleri, lipidleri, niikleik asitleri ya
da karbonhidratlar1 boyadiklari i¢in spesifik degildir. 1960’larda niikleik asitlerin
goriintiilenmesi i¢cin eski yOntemlere alternatif olarak radyoisaretli problar
kullanildi. Fakat izotop clirlimesi nedeniyle probun spesifik aktivitesinin siirekli
olmamasi, radyografinin hassas ve c¢oziinlirliligliniin smirli  olmast  ve
radyoisaretli problarin nispeten pahali ve tehlikeli olmasi bu teknigin
dezavantajlar1 olarak literatiirlerde yer aldi (Levsky ve Singer 2003). 1989°da
DeLong ilk kez floresan isaretli oligoniikleotidleri mikrobiyal hiicrelerin
belirlenmesinde kullandi. Radyoaktif problarla karsilastirildiginda floresan
problarin daha giivenli, ¢oziiniirliigiiniin daha iyi oldugu belirlendi. Gegen on
yillarda hassasiyeti ve hizi FISH’1 filogenetik, ekolojik, diagnostik ve cevresel
calismalarda gii¢lii bir ara¢ yapt1 (Moter ve Gobel 2000).

Bircok  bakteri ve  mikroorganizmanin  morfolojik  ayrmntilarinin
bilinmemesindeki eksiklik onlarm tanimlanmasin1 zorlastirryordu. Geleneksel
yontemler zahmetli, zaman gerektirici ve yontemsel ve istatiksel hatalara meyilli
durumdaydi. Bu ylizden ekosistemlerdeki mikroorganizmalarin saymak ve
tanimlamak i¢in kiiltiir etmekten kacimilarak molekiiler yontemler gelistirilmistir.
Bu yontemlerden biride FISHdir ki bu yontem bakteriyel ribozomlardaki spesifik
bolgelere uyumlu sentetik oligoniikleotid problarin hibridizasyonuna dayanir
(Bottari ve ark .2006). Bu metotta ilk 6nce mikrobiyal hiicrelerin uygun kimyasal
fiksatif ile muamelesi gerceklestirilir ve sonra oligoniikleotid problar ile solusyon
icerisinde ya da lamel iizerinde hibridize edilir. Oligoniikleotid problar 15-25

niikleotitten olusur ve 5’ floresan boya ile kovalent olarak isaretlenir.
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Hibridizasyondan sonra yikama islemi gergeklestirilir ve spesifik olarak boyanan
hiicreler epifloresans mikroskobu, konfokal taramali mikroskobu ya da flow

sitometri ile tanimlanir (Wagner ve ark., 2003).

FISH’de gerceklesen problemler hatali pozitif sonu¢ ve hatali negatif
sonuglar olarak ikiye ayrilabilir. Hatali pozitif sonu¢ alma problemindeki en
onemlisi otofloresan Ozellikteki Orneklerin incelenmesinde karsilasilmaktadir.
Maya ve kiiflerde, siyanobakterilerde, methanogenleri iceren Archaea gruplarinda
bu problemle karsilagilmaktadir. Otofloresan sadece oOrnekten degil, Ornegi
cevreleyen ortamdan da gelebilir. FISH’de karsilasilan bir diger problem ise
spesifite eksikligidir. FISH’in dogrulugu ve giivenirliligi oligoniikleotid problarin
spesifitesi ile yakindan iligkilidir ve bunlarin dikkatli bir dizayn1 gerekir. Hatali
negatif sonu¢ almada ise yetersiz penetrasyon, diisiik rRNA igerigi, floroforun
yikimi olarak siralanabilir. Bakteriyel hiicrelerin probu yetersiz penetre etmesi
diisiik sinyal yogunlugu verebilir. Bu problem gram negatif bakterilerde yogun
olarak karsilasilmazken, kalin hiicre duvarl gram pozitif bakterilerde bu problem
ile karsilasilmaktadir. Canlilarda diisitk rRNA icerigi direkt olarak biiylime orani
ile iligkilidir. Diisiik fizyolojik aktivite diisiik sinyal yogunlugu ile negatif sonug
dogurabilir. Yavas gelisen tiirler i¢cin Cy3 gibi parlak florosan 151k yayan problar
tavsiye edilir. Birgok florokrom eksitasyon ilerlerken hizli bir sekilde yok olur ve
bu fotomikrografide 6nemlidir. Bu problemi ¢6zmek i¢in dar banth filtre setleri
kullanmas1 ve kararli siyanin boyalar1 kullanilmasi Onerilmektedir (Moter ve

Gobel 2000).

FISH’in ilk uygulanmasi daha az cesitlilik iceren bakteriyal simbiyont
ortamlarda olmustur. Daha sonraki yillarda ise bir¢ok uygulama alaninda kendine
gostermistir. Denizsel cevrelerde siilfat rediikleyen bakterilerin,
bakterioplanktonlarin  arastirilmasinda, nehir sistemlerindeki  bakterilerin
arastirilmasinda, atik su aritim cevrelerindeki nitrojen dongiisiinde rol oynayan
nitrit oksitleyen ve amonyum oksitleyen bakterilerin arastirilmasinda, simbiyotik

bakterilerin belirlenmesinde FISH kullanilmistir (Amann ve ark. 2001).
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1.7.4. Cift Tarafi Isaretli Prob Kullanilan Floresan in situ Hibridizasyon
(DOPE-FISH)

DOPE-FISH yonteminde tek isaretli problar yerine hem 3’ hem 5’ isaretli
problar kullanilmaktadir. Boylece FISH’in smirlamalarindan olan spesifite
problemi ortadan kaldirilmaktadwr. FISH’de meydana gelen zayif sinyaller
16S/23S  gibi hedef molekiillerin hiicrede diisiik yogunlukta olmasindan
kaynaklanmaktadir. FISH’in hassashigini artirmak ve diisiik ribozom igerigine
sahip organizmalarin belirlenmesini ger¢eklestirmek i¢in ¢ift tarafi isaretli problar
kullanilarak sinyal yogunlugu artirilabilmektedir. Ayrica FISH’in hassasiyeti ve
spesifitesi artmakta ve istenmeyen arka plan olusumu azalmaktadir (Stoecker ve

ark. 2010).

1.8. Halofillerin Biyoteknolojik Potansiyelleri ve Uygulama Alanlarn

Ekstrem c¢evrelere uyumun sonucu olarak halotolerant ve halofilik
organizmalar bir¢ok biyoteknolojik 6zellige ve bunlarmn kullanimina yonelik ticari
oneme sahiptir. Bakteriorhodopsinlerin sagladigi holografik bakteriorhodopsin
filmleri gibi kompleks iirtinlerden, biyopolimer gibi daha az kompleks iiriinlere ve
en basit anlamda fermente yiyeceklerin korunmasindan halofilik organizmalar

sorumlu tutulabilir (Margesin ve Schinner 2001).
Bakteriorhodopsin

Ektrem halofilik arkeler bakteriorhodopsin adi verilen proton pompalarini
icerir. Bakteriorhodopsin organizmalarin proton biyoenerjetik prosesleri
gerceklestirmek i¢in 151k enerjisini kullanmasini kolaylastirir. Bakteriorhodopsinin
termodinamik ve fotokimyasal kararliligi onun fotoelektrik ve fotokimyasal
uygulamalarda bir¢gok kullanimina yol a¢gmustir. Bunlardan holografik goriintii

depolama  icin  optoelektronik  mataryel olarak, bilgisayar  hafiza
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yapilandirilmasinda holografik bakteriorhodopsin  filmi olarak kullanilir.
Bilgisayar  hafizas1  yapilandirilmasinda  bakteriorhodopsin ~ kullanimi
‘biyoelektronik’ element olarak islev goriir ve boylece yiliksek oranda bilgi

saklanabilirken, tiim bilgiler ayn1 anda islenebilir (Margesin ve Schinner 2001).

Bakteriorhodopsinin bu kullanimlar1 disinda uzaysal 151k modulatorleri,
ticari retina, noral ag, optik hesaplama, giines enerjisini elektrige ¢evirme ve biyo-
kemo sensOr uygulamalarmi kapsar. Halobacterium salinarum ve Halobacterium
halobium strain S9’dan elde edilen bakteriorhodopsinler ticari olarak satilmaktadir

(Margesin ve Schinner 2001; Oren 2002a).
Organik Uyumlu Coéziinenler

Ozmotik olarak aktif olan ¢Oziiniir maddeler halotolerant ve halofilik
organizmalar icin pozitif su dengesini saglar ve hiicre metabolizmasi ile
uyumludur. Hiicreler artan NaCl konsantrasyonu gibi c¢evrelerindeki degisen
duruma hizlica adapte olma yetenegindedirler. Hiicreler artan digsal NaCl
konsantrasyonunu ayarlamak i¢in sitoplazmalarinda c¢esitli kiiciik molekiiller
biriktirirler. K gibi inorganik katyonlar ozmotik dengede ve ozmotik cevapta

onemli rol oynarlar (Margesin ve Schinner 2001; Roberts 2005).

Ozmotik dengede rol oynayan molekiiller sekerler ve tiirevleri, amino asitler
ve tlirevleri, betainler ve ektoinlerdir. Bu ¢oziiniir maddeler biyomolekiillerin ve
tim hiicrelerin dengeleyicisi, tuz antagonisti ya da stres koruyucu ajan olarak
biyoteknolojik uygulamalarda artan oranda kullanilmaktadir. Bu molekiilerin ana
ozelligi bireysel enzim aktivitelerini diizenlemelerine ragmen hiicresel

fonksiyonlar1 inhibe etmemeleridir (Margesin ve Schinner 2001; Roberts 2005).
Ektoin

Ik olarak Halorhodospora halochlorins’ de belirlenmis olan ektoin (1,4,5,6-
tetrahydro-2-methyl-4-pyrimidinecarboxylic acid) dogadaki en bol bulunan
osmolit olmasmin yani1 sira halotolerant ve halofilik bakterilerde bol miktarda

sentezlendigi belirlenmistir (Margesin ve Schinner 2001; Roberts 2005)..
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Betain’den farkli olarak, ektoinler ve hidroksiektoinler biyoteknolojk
yollarla tiretilebilir. Yeni bir biyoteknolojik siire¢ olan ‘bakterial milking’ ekstrem
halotolerant olan Halomonas elongata’dan bu iki bilesigin {iretimi i¢in
kullanilmigtir. Bu organizmanin ektoin ve hidroksiektoin iiretimi ortamdaki
tuzluluk ve sicakliga bagl olarak degistigi, tuzlulugun %15 tizerinde ve sicakligin
25 °C’in altinda oldugu zaman sadece ektoin iiretimi, daha yiiksek tuz
konsantrasyonunda ve daha yiiksek sicakliklikta hidroksiektoin miktarinda artis

gozlendigi belirtilmistir (Margesin ve Schinner 2001; Roberts 2005).

Ektoinler amilaz, lipaz, seliilaz ya da proteaz gibi enzimlerin aktivitelerini
dengelemek icin yaygmn olarak kullanilmaktadir. Ayrica ektoin ve tiirevleri
yaslanma karsit1 olarak, kurumus ya da tahris olmus cildin nemlendirilmesi i¢in
kozmetik sanayinde kullanilir. Ektoinin en timit verici kullanimlarindan birisi ise
polimeraz zincir reaksiyonunda stabilizatdr olarak kullanimidir (Margesin ve

Schinner 2001).
Biyopolimerler

Biyosiirfektan iireten halofilik ve halotolerant mikroorganizmalar yag ile
kontamine olmus toprak ve su gibi salin ¢evrelerin iyilestirilmesini hizlandirici rol
oynarlar. Biyosiirfektanlar ylizey gerilimini azaltma yoluyla, ¢oziinebilirligi ve

hareketliligi artirir ve boylece yikimi tetikler (Margesin ve Schinner 2001).

Surfektanlarin ilgili aragtirmalara bakildiginda bir¢ok endiistriyel kullanima
sahiptir ki bunlar madencilikte, kisisel bakim {iriinlerinde, gida endiistrisinde, yag
tanklarmin temizlenmesinde ve biyolojik iyilestirmede ayrica terapotik
antimikrobiyal ajan olarak ve tarim antimikrobiyalleri olarak kullanimlar1

mevcuttur (Litchfield 2011).

Mikrobiyal ekzopolisakkaritler (EPS) hiicre duvarindan disar1 dogru
salgilanan  karbonhidratlardir. EPS’lerin  kompozisyonu homo ya da
heteropolisakkarit olabilirken, farkli sayida organik veya inorganik madde

icerebilirler.
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EPS’ler biyoteknolojik olarak tip, eczacilik, gida maddeleri, kozmetik ve
petrol endiistrisinde potansiyeli nedeniyle biyoteknologlar tarafindan biiyiik bir

ilgiye sahiptirler (Ventosa 2004).

Halofilik ekzopolisakkarit iireticileri mikrobiyal olarak gelistirilmis yag
tyilestirilmesinde kullanilan 6nemli bir kaynaktir. Emiilsifer ve hareketlilik
kontrolorii gibi hareket ederler. Petroliin aktif emiilsiyonu Halobacterium
salinarum, Haloferax volcanii, Halobacterium distributum ve Halomonas cinsi

icerisindeki tiirlerde ¢alisilmistir (Margesin ve Schinner 2001; Ventosa 2004).

Maksimum ekzopolisakkarit liretimi Halomonas eurihalina ve H. maura
tirlerinden elde edilmistir. Bu tiirlerin patojeniteye sahip olmamasi, kolay
gelismeleri, kolay elde edilebilir besin ihtiyaglarina sahip olmalar1 ve yiiksek tuz
konsantrasyonu igeren besiyerlerinde liremeleri nedeniyle kontaminasyon riskinin
az olmas1 gibi 6zellikleri ile biyoteknolojik olarak avantajlara sahiptir (Margesin

ve Schinner 2001; Ventosa 2004).

Liposomlar tipta ve kozmetik sanayinde, viicutta spesifik hedef bdlgeye
bilesiklerin tasmimi i¢in kullanilirlar. Arkeal halofillerden eter bagli lipidler
yiiksek kimyasal stabiliteye ve esterazlara karsi dirence sahiptir (Margesin ve

Schinner 2001).

1999 wyilinda Halobacterium cutirubrum’dan elde edilen liposomun
kullanimina yonelik patent alimmustir. Bu liposomlarin medikal anlamda yarar
saglanacagi diisiiniilse bile giiniimiize kadar herhangi bir medikal uygulamada yer

aldig1 goriilmemistir (Litchfield 2011).

Lektinler secici seker bagli proteinlerdir. Hiicre tiplendirmede ve hiicre
ylizey arastirmalarinda kullanilmaktadir. Lektinler kanserli hiicrelerin deteksiyonu
icin hiicre yiizey modifikasyonlarmin indikatorii olarak kullanilirlar. Halofilik
arkelerden lektinler, arkeal tiplendirme ve hiicre-yiizey karbonhidratlarinin analizi
icin faydal olabilmektedir. Fakat bu mikroorganizmalarin yapisal biitiinliigii i¢in
yiiksek tuzluluga ihtiya¢ duyduklarindan dolayr heniiz endiistriyel anlamda

yararlanilmamaktadir (Margesin ve Schinner 2001).
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Polihidroksialkanotlar (PHA) hiicre i¢inde biriktirilen bakterial depo
bilesikleridir. Halofilik organizmalarda PHB olarak adlandirilan Poly(b-
hydoxybutyrate) biyoplastik daha c¢ok calisilmistir. PHB’ler karbon ve enerji
rezervi olarak is goriirlerken, genellikle oksijen, fosfor, azot, siilfiir gibi besin

sinirlar1 altinda meydana getirilir (Quillaguaman ve ark.2005).

PHB iiretiminde halofillerin en 6nemli avantajlarindan biri kontaminasyon
riski olmadan basit tuz goletlerinde kolayca kiiltiire edilebilmeleridir. Buna karsin,
PHB iiretimi i¢in organizmanin gelisim gosterecegi besiyerinin nispeten pahali

olmasida dezavantajlarindan biridir (Litchfield 2011).

PHB ile ilgili ilk patent 1996 yilinda Haloferax mediterranei’ den elde
edilmistir. Bu organizma distile suda kolayca lize edilmis ve serbest kalan PHB
graniilleri kolayca toplanmistir. PHB’nin bu kolay elde edilebilirligine ragmen

yaygin bir kullanima sahip olamamuistir (Litchfield 2011).
Enzimler

Halofilik ve alkalifilik mikroorgaizmalardan firetilen en yaygin iriinler
endiistriyel enzimlerdir. Bu endiistriyel enzimler kullanim olarak genis yelpazeye
sahiptir ki bu kullanimlar camasir ve bulasik deterjanlari, gida isleme endiistrisi
sonucunda meydana gelen atiklarin giderilmesidir. Bu enzimler hidrolazlar adi
verilen igerisinde amilaz, proteaz ve lipaz gibi Onemli endiistriyel enzim

gruplarmi icerir (Ventosa 2004).

Halofiller hidrolaz enzimine hem tuzu tolere edebilmeleri hem de cogu
halofilin ~ termotolarant = olmasi  nedeniyle  sahiptirler. ~ Farkli  tuz
konsantrasyonlarinda 1limli halofillerin ekstaseliiler hidrolaz {iretimi 1ile
enzimlerin izolasyonu saglanmistir. Hidrolaz enzimleri Halomonas, Salinivibrio
ve Chromohalobacter gibi farkli cinslerde calisilmis, ekstraseliiler tuzu tolere
eden enzim iirettikleri fakat yaygin bir endiistriyel kullanima sahip olmadiklar1
belirlenmistir (Sanchez-Porro 2003). Son zamanlarda ekstrem halotolerant
Bacillus tirlerinin hipersalin ¢evrelerde izolasyonu biyoteknolojik potansiyel
olarak ¢ok onemlidir Ciinkii bircok Bacillus tirii endiisriyel olarak Onemli

hidrolazlar tiretmektedir (Margesin ve Schinner 2001).
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Glikozid hidrolozlar karbonhidrat mekanizmasi ile iligkili enzimlerin genis
bir grubudur. Haloarkealardan ilk amilaz 1969 yilinda Halobacterium sp.’de
calisiimistir. Bu enzim aktivitesi i¢in yliksek oranda NaCl ve NaCl’iin artan
oraninda sicaklik gerekmektedir. Enzim aktivitesi 70°C’de kaybolmaktadir

(Litchfield 2011).

Tirkiye’deki Tuzkdy madeninden elde edilen 12 strainden 10 tanesi seliilaz
iretimi i¢in pozititken, Tween 80’a karsi hepsi aktiftir. Bu gostermistir ki
haloarkelerde lipaz ve esteraz aktiviteleri yaygindir (Birbir ve ark. 2004). Bugiine
dek esteraz ve lipazlarin direkt endiistriyel kullanimi1 bulunmamaktadir (Litchfield

2011).
Besin Biyoteknolojisi

Halofilik organizmalar tuz varliginda cesitli fermentasyon siireclerinde
onemli rol oynarlar. Bu organizmalar fermentasyonu katalizler, boylece
karakteristik tat ve aroma meydana getiririler. Lactobacillus plantarum un tursu
iretiminde, Halobacterium salinarum, Halococcus sp. ve Bacillus sp. gibi tiirler
Asya kitasindaki c¢esitli balik soslarinda kullanilir. Ayrica Tetragenococcus
halophila %18’lik tuz konsantasyonu ile Endonezya soya sosunda dominant

mikroorganizmadir (Margesin ve Schinner 2001).

B-karoten besin endiistrisinde dogal besin renklendiricisi olarak
kullanilmaktadir. Kozmetikte, multivitamin hazirlanmasinda ve saglikli besin
iretiminde Onemli bir yere sahiptir. Ekstrem halofilik bakteriler yiiksek tuz
konsantrasyonunda karetonoid iiretimi gerceklestirirler (Margesin ve Schinner

2001).
Halosin

Halosinler halofilik arkelerden izole elden protein antibiyotiklerdir. 1982
yilinda ilk rapor edildiklerinde Haloferax mediterranei agar iizerinde
Halobacterium salinarum’um gelisimini inhibe ettigi belirlenmistir. Bu ilk
rapordan sonra farkli tiirlerin bu 06zellige sahip oldugu gosterilmistir (Oren

2002a). Fakat antibiyotiklerin arastirilmasinda halosinler diger antibiyotiklere
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gore daha az dikkate alinmistir. Bunun nedeni saflastirilmig bir¢ok halosinin
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, B.cereus,
Sarcina luteus gibi bakterilerde aktif olmamasidir (Litchfield 2011). Ekolojik
anlamda halosin iiretimi besin ve diger kaynaklar i¢in miicadele eden arkelerin

ekolojik olarak bir avantaja sahip olmalarmni saglamistir (Oren 2002a).

1.9. Halofillere Astrobiyolojik Bakis

Astrobiyoloji, yasamin orijinini astronomi, astrofizik gibi arastirma alanlar1
ile birlikte calisarak bulmaya yoOnelik interdisipliner bir arastirma alanidir.
Yeryliziindeki ekstrem nisler ile bazi karasal yerlerdeki fiziki ve atmosferik
durumlarin karsilastirmasindan, bazi ekstromofillerin solar sistem ve Otesindeki
ekstraterestial yasam i¢in aday olabilecegi savunulur. Boylece gilines sistemindeki
Mars, Jupiter’in uydular1 (Europa) ve diger gezegenlerde yasam formlari igin
model olarak ekstromofillerin anlagilmasi ve c¢alisilmast astrobiyoloji icin

degerlidir (Gunde-Cimerman ve ark. 2005).

Mars ile ilgili son c¢alismalar Mars’in  gegmiste yiizeyinde su
bulundurdugunu ortaya koymustur. Sonralar1 atmosferin yok olmaya baslamasi ile
su buharlagsmis ve ¢Oziinmiis mineraller permafrost ve tuz kristallerindeki
bosluklarda konsantre hale gelmistir. Bu tiir bir ortam halofil ya da ozmolitlerin
gelismesi i¢in nispeten kolay bir ortamdir. Yiiksek konsantrasyonda ¢oziinmiis tuz
iceren tuz kristali bosluklar1 osmolit veya halofillern yasam miicadelesi icin
uygundur. Ayrica bu organizmalarin soguk ¢evrelerde de bulunabilme 6zellikleri

ile Mars’ta var olabilecekleri 6ne siiriilmektedir (Gunde-Cimerman ve ark 2005).

Permiyen ve Triassik donemlerden kalma kaya tuzu birikintilerinden,
ekstrem halofilik arkelere ait yeni tiirler izole edilmistir. 16S rRNA
amplifikasyonuna dayanan polimeraz zincir reaksiyonu ile tuz depozitlerinde
haloarkeal komiinite {iyelerinin varlig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar gostermistir

ki ekstrem kuraklik halinde bile mikrobiyal yasam miicadelesi siirmektedir. Bu

44



@) ANADOLU UNIVERSITESI

goriinen uzun Omiirliiliikk tuzlu kuru cevrelerde haloarkelerin yasamasiyla uzay
yasamu ile ilgili ve astrobiyolojik caligmalara ilgi artmistir. Mars’tan koken alan
bazi meteoritlerde halitlere rastlanmistir. Son yapilan ¢alismalarda Mars’a ait
birikintilerde konsantre tuzlu su varligi belirlenmistir (Gunde-Cimerman ve ark

2005).

Halococcus salifodinae strain Blp Avustralya’da yerin 650 m altindaki tuz
madeninden elde edilen kaya tuzundan izole edilmis ve yeni bir tiir oldugu
belirlenmistir. Siilfiir izotop ¢alismalarina gore tuzun Permiyen ve erken Triassik
donemlerden (213-286 milyon yil 6nce) kaldigi belirlenmistir. Ayni bdlgede
yapilan arastirmalarda birkag¢ halococcal izolat daha elde edilmistir. Sonralar1 ise
H.salifodinae’ya benzer ozellikte izolatlar Ingiltere ve Almanya’dan elde
edilmistir. Bu izolatlarm ayn1 16S rRNA gen dizilerine, benzer G+C igerigine,
benzer kompozisyona, benzer polar lipidlere, antibiyotik direngliligine ve

enzimatik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Gunde-Cimerman ve ark 2005).
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Cahismada Kullanilan Besiyerleri

2.1.1.1. Medyum A

NaCl 25 gr
KCl Sgr
Mg,.6H,O Segr
NH4Cl Sgr
Maya Oziitii 10 gr
Distile Su It

Besiyerinin pH’1 7°ye ayarlanmis ve 15 dk 121 °C’de steril edilmistir (Oren
ve Litchfield 1999).

2.1.1.2. Medyum B

NaCl 200gr
KCl 1 gr
MgS0O47H,0 20 gr
FeSO47H,0 0.02 gr
Tri-Na-sitrat 3gr
Kazamino asit 7.5 gr
Maya Oziitii 0.5 gr
Distile Su 11t
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Besiyerinin pH’1 7°ye ayarlanmis ve 15 dk 121 °C’de steril edilmistir (Oren
ve Litchfield 1999).

2.1.1.3. Medyum C
NaCl 175 gr
MgCl,.6H,0 20 gr
K>SO, Sgr
CaCl, 6H,O 0.1 gr
Maya Oziitii 5gr
Distile Su 11t

Besiyerinin pH’1 7°ye ayarlanmis ve 15 dk 121 °C’de steril edilmistir (Oren
ve Litchfield 1999).

2.1.1.4. Medyum D
NaCl 206 gr
MgS04.7H,0 36 gr
KCl 0.37 gr
CaCl, H,O 0.5 gr
MnCl, 0.013 gr
Maya Oziitii 5gr
Distile Su 11t

Besiyerinin pH’1 7°ye ayarlanmis ve 15 dk 121 °C’de steril edilmistir (Oren
ve Litchfield 1999).
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2.1.1.5. Medyum E

NaCl 125 gr
MgCl 6H,O 160 gr
K>S0q4 5gr
CaCl, 2H,0O 0.1 gr
Maya Oziitii 1 gr
Kazamino Asit I gr
Nisasta 2 gr
Distile Su 11t

Besiyerinin pH’1 7°ye ayarlanmis ve 15 dk 121 °C’de steril edilmistir (Oren
ve Litchfield 1999).

2.1.1.6. Medyum Has (Hypersaline artificial sea water)

NaCl 195 gr
MgS0O47H,0 50 gr
MgCl, 6H,O 35 gr
KCl Sgr
NaHCO; 0.25 gr
NaNO;, 1 gr
CaCl, H,O 0.5 gr
KH,PO, 0.05 gr
NH4Cl 0.03 gr
Tris-HCI (1M pH 7.4) | 20 ml
Maya Oziitii <0.5 gr/l
Gliserol <0.5 gr/l
Distile Su It

48



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Besiyerinin pH’1 7’ye ayarlanmis ve 15 dk 121 °C’de steril edilmistir
(Bolhuis 2004).

2.1.1.7. %0 MGM (Modifiye Gelistirme Medyum)

Distile su 967 ml
Pepton Sgr
Maya Oziitii 1 gr

Besiyerinin pH’1 1 M Tris-Base ile 7.5’e ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika
steril edilmistir (Dyall-Smith 2004).

2.1.1.8.%3 MGM (Modifiye Gelistirme Medyum)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi 100 ml
Distile su 867 ml
Pepton 5 gr
Maya Oziitii 1 gr

Besiyerinin pH’1 1 M Tris-Base ile 7.5’e ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika
steril edilmistir (Dyall-Smith 2004).

2.1.1.9. %6 MGM (Modifiye Gelistirme Medyum)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi 200 ml

Distile su 767 ml

Pepton 5 gr

Maya Oziitii 1 gr
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Besiyerinin pH’1 1 M Tris-Base ile 7.5’e ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika
steril edilmistir (Dyall-Smith 2004).

2.1.1.10. % 12 MGM (Modifiye Gelistirme Medyum)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi 400 ml
Distile su 567 ml
Pepton 5 gr
Maya Oziitii 1 gr

Besiyerinin pH’1 1 M Tris-Base ile 7.5’e ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika
steril edilmistir (Dyall-Smith 2004).

2.1.1.11. %15 MGM (Modifiye Gelistirme Medyum)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi 500 ml
Distile su 467 ml
Pepton 5 gr
Maya Oziitii 1 gr

Besiyerinin pH’1 1 M Tris-Base ile 7.5’e ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika
steril edilmistir (Dyall-Smith 2004).
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2.1.1.12. %18 MGM (Modifiye Gelistirme Medyum)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi 600 ml
Distile su 367 ml
Pepton 5 gr
Maya Oziitii 1 gr

Besiyerinin pH’1 1 M Tris-Base ile 7.5’e ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir (Dyall-Smith 2004).

2.1.1.13. %23 MGM (Modifiye Gelistirme Medyum)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi 767 ml
Distile su 200 ml
Pepton 5 gr
Maya Oziitii 1 gr

Besiyerinin pH’1 1 M Tris-Base ile 7.5’e ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika
steril edilmistir (Dyall-Smith 2004).

2.1.1.14.%25 MGM (Modifiye Gelistirme Medyum)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi 833 ml

Distile su 134 ml

Pepton 5 gr

Maya Oziitii 1 gr
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Besiyerinin pH’1 1 M Tris-Base ile 7.5’e ayarlanmis ve 121°C’de 15 dakika
steril edilmistir (Dyall-Smith 2004).

2.1.2.Calismada Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar

2.1.2.1. %30°luk Tuzlu Su

MgS04.7H,0O 35 gr
NaCl 240 gr
MgCl, 6H,0 30 gr
KCl 7 gr
NaBr 0.8 gr
HNaCO; 0.2 gr
CaCl, 0.5 gr

Besiyerinin pH’1 1 M Tris-Base ile 7.5’e ayarlanmig, hacim 1000 ml’ye
tamamlanmis ve 121°C’°de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Dyall-Smith
2004).

2.1.2.2. 50X TAE

Tris-base 242 gr
Asetik asit 57.1 ml
EDTA (0.5 M pH 8) 100 ml

Cozelti distile su ile 1 litreye tamamlanmis, pH 8’e¢ ayarlanarak oda

sicakliginda saklanmistir (Sambrook ve ark. 1989).
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2.1.2.3. SX TBE

Tris—base 54 gr
Asetik asit 27.5 gr
EDTA (0.5 M pH 8) 20 ml

Cozelti distile su ile 1 litreye tamamlanmis, pH 8’e¢ ayarlanarak oda

sicakliginda saklanmistir (Sambrook ve ark. 1989).

2.1.2.4. 10X PBS

NaCl 80¢g
Na,HPO4 7H,0O 115¢g
KCl 2g
KH;POq4 2g

Cozelti distile su ile 1 litreye tamamlanmig, pH 7.2’e ayarlanmus, 121°C’de

15 dakika steril edilmis ve oda sicakliginda saklanmistir (Sambrook ve ark. 1989).

2.1.2.5. %80’lik DGGE Stok Solusyonu

Ure 1345¢

Deiyonize Formamid 12.8 ml
Akrilamid/Bisakrilamid | 8 ml

(%30)
TAE (20X) 2 ml
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Cozelti mQ su ile 30 ml’ye tamamlanmis 4°C’de saklanmistir (Muyzer ve

ark. 1996).

2.1.2.6. Denatiirant icermeyen DGGE Stok Solusyonu

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

Cozelti mQ su ile 30 ml’ye tamamlanmis 4°C’de saklanmistir (Muyzer ve

ark. 1996).

2.1.2.7. In Situ Hibridizasyon Tamponu

NaCl (5 M) 360 ul
Tris-HCI (1 M) 40 ul
Formamid 700 pl
mQ su 900 ul
SDS (%10) 2 ul

Cozelti taze hazirlanip buz tlizerinde korunmustur (Anton ve ark. 1999).

2.1.2.8. FISH i¢in Yikama Tamponu

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

Cozelti mQ su ile 50 ml’ye tamamlanmistir (Anton ve ark. 1999).
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2.2. METOD

2.2.1. Alan Secimi ve Orneklerin Toplanmasi

Konya Acigol ve Meke Gollerinden (Sekil 2.1) Agustos 2010 ve Nisan 2011
olmak iizere iki farkli zamanda prokaryotik ¢esitlilik lizerinde mevsimsel farkliligi

gozlemleyebilmek icin 6rneklemeler gergeklestirilmistir.

Sekil 2.1. Meke ve Acigdl’iin uydu goriintiileri (maps.google.com/)

Ornekleme alanlar1 Garmin GPS 12 CX ile koordinatlar1 belirlenen
yerlerden (Sekil 2.2; 2.3) secilmis ve alinan su Ornekleri en kisa silirede

laboratuvara getirilmistir.
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Sekil 2.2. Meke Golii 6rnekleme noktasi Sekil 2.3. Acigdl drnekleme noktasi

2.2.2. Orneklerdeki Toplam Tuz Degerinin, pH’in ve Kimyasal Ozelliklerin

Belirlenmesi

Orneklerin tuz degeri el refraktometresi (Eclipse), pH’1 ise Thermo Orion
420 AT ile 8l¢iilmiistiir. Su 6rneklerinin icerdigi bazi elementler (Na", Mg™, K,
Mn™?, Ca™) Anadolu Universitesi Bitki ila¢ ve Bilimsel Arastrmalar Merkezi
(BIBAM) biinyesindeki ICP (Perkin Elmer Optical Emission Spectrometer
Optima 4300 DV) cihazi ile belirlenmistir .

2.2.3. Su Orneklerinden Halofilik Mikroorganizma izolasyonu

Su 6rneklerinden halofilik mikroorganizma izolasyonu igin farkli tuz miktari
iceren besiyerlerine ekimi gergeklestirilmistir. Medyum A, Medyum B, Medyum
C, Medyum D, Medyum E, Medyum Has, %12’lik, %18’lik, %23 lik ve % 25°lik
Modifiye Gelistirme Medyum’a 1’er ml ekim yapilarak 37 ‘C’de 3-4 hafta
inkiibasyona birakilmistir (Oren ve Litchfield. 1999; Bolhuis 2004; Dyall-Smith

2004). Su orneklerinden inkiibasyon sonrasi olusan koloniler ¢izgi ekim ile saf
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halde elde edilmistir. Saf olarak elde edilen kiiltiirler %15°lik gliserolde -85 °C’de

muhafaza edilmistir.

2.2.4. Mikroskobik inceleme

Halofilik mikroorganizmalarin gram boyamalar1 Dussault (1965)’a gore
gerceklestirilmistir. Ara yikamalarda %20’lik NaCl c¢ozeltisi  kullanilirak
uygulanan yontemde ornek Oncelikle %?2’lik asetik asit ile 5 dakika fikse
edilmistir. Sonrasinda %0.25°1ik kristal viyole ile 3 dakika boyanmis, lugol ile 1
dakika, alkol ile 10 saniye ve son olarak safranin ile 1 dakika boyanmistir (Dyall-
Smith 2004).

2.2.5. izolatlarin Tuz ve Sicaklik isteklerinin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlardan tuz ve sicaklik isteklerinin belirlenebilmesi i¢in %0,
%3, %6, %12, %15, %18, %23 ve %25’lik MGM’lere ekimleri gerceklestirilip
30°C, 37°C, 42°C ve 45°C’de inkiibasyonlar1 ger¢eklestirilmistir (Mutlu 2006).

2.2.6. Su Orneklerinin Kiiltir Bagimh ve Kiiltiir Bagimsiz Prokaryotik
Cesitlilik Analizleri

2.2.6.1. izolatlarin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Archaea—Bacteria

Ayrimlariin Yapilmasi

Meke ve Acigdol’den farkli kati besiyerlerinde tireme gozlemlenen
mikroorganizmalardan koloni morfolojisi, pigmentasyou, koloni biiyiikliigi farkl
olan kolonilerden steril kiirdan ile 200 pl DEPC su igerisine alinmis ve 96°C’de

10 dk bekletildikten sonra, 10.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij

57



@) ANADOLU UNIVERSITESI

sonras1 supernatant kismi steril ependorflara alinarak PCR isleminde kalip olarak
kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edilmislerdir (Anton ve ark. 1999; Dyall-
Smith 2004).

Elde edilen kaliplar Archaea (21F, 1492R) ve Bacteria (27F, 1492R)
spesifik primerler kullanilarak 16S rRNA genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu
ile amplifikasyonu gerceklestirilmistir (Anton ve ark. 1999). PCR i¢in 25 ul son
hacimde 1 pl ileri (10 uM), 1 pl geri primer (10 uM) ve 1 ul kalip DNA PCR
reaksiyonuna eklenmistir. PCR karisimi olarak Promega PCR Master Mix,
Fermentas PCR Master Mix, Fermentas Taq DNA Polimeraz ve SibEnzyme Taq
DNA Polimeraz kullanilmistir. Reaksiyonlar negatif kontrol ve pozitif kontrol
esliginde gerceklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak Archaea icin Haloarcula
hispanica, Bacteria i¢cin Pseudomanas halophila kullanilmistir. Negatif kontrolde
ise reaksiyona kalip DNA’s1 eklenmemistir. Reaksiyonlar i¢cin Techne TC-5000
ve Techne FTGENE20 Thermal Cycler kullanilmistir. Archaea-Bacteria ayrimmin
yapildig1 ve diger PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler Cizelge 2.1°de

belirtilmstir.

Cizelge 2.1. PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler

Primerin Spesifik Oldugu Primerin Dizisi
Adi Grup (5-3’)
21F Archaea TTC CGG TTG ATC CTG CCG GA
27F Bacteria AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG
341F Bacteria CCT ACG GGA GGC AGC AG
344F Archaea ACG GGG CGC AGC AGG CGC GA
907R Evrensel CCGTCAATT CCTTTG AGTTT
1492R Evrensel GGT TACCTT GTT ACGACT T
341F-GC Bacteria CGC CCG CCG CGC ccec aea cece
GTC CCG CCG Ccceceeca ececeaecr
ACG GGA GGC AGC AG
344F-GC Archaea CGC CCG CCG CGC ccec aea cece
GTC CCG CCG CCC CCG CCC G ACG
GGG CGC AGC AGG CGC GA
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Cizelge 2.1. (Devamm) PCR reaksiyonlarinda kullanilan primerler

907R-GC

Evrensel

CGC CCG CCG CGC cecec aea cece
GTC CCG CCG CCC CCG ccec G cea
TCA ATT CCT TTG AGT TT

Archaea ve Bacteria iiyelerinin 16S rRNA genlerinin ¢ogaltimlari i¢in

uygulanan reaksiyon sartlari,

ilk Denatiirasyon 94°C 3dk
30 Dongii

Denatiirasyon 94°C 30sn
Baglanma 50°C 1dk
Uzama 72°C 2dk
Son Uzama 72°C  10dk
Bekleme 4°C Stiresiz

PCR sonunda elde edilen iirlinler %1’lik agaroz jele yiiklenmis ve UV

transilliminatorde gozlemlenmislerdir.

2.2.6.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Gergeklestirilen DNA ekstraksiyonlari, Archaea-Bacteria ayrimi icin 16S
PCR’lar, ARDRA analizleri, DGGE i¢in uygulanan PCR’lar ve dizi analizi

oncesinde Orneklerin jelden saflastirilmasi gibi deneylerin her birinin sonunda

agaroz jel elektroforezi uygulanmustir. Orneklerin jele yiikleme miktarlari; DNA

ekstraksiyonu ve jelden saflastirma sonuglarinin degerlendirilmesi i¢in 2 pul, PCR

sonuglarinin degerlendirilmesi i¢in 5 ul ve ARDRA analizi i¢in 20 ul 6rnek belirli

miktarlarda (0.5 pl-4 pl) yiikleme boyasi (Fermentas 6X Loading Dye Solution)

ile karistirilarak agaroz jellere yiiklenmistir. Ayrica agaroz jellerde Ornek

59



@» ANADOLU UNIVERSITESI

biiytikligliniin degerlendirilmesi amaciyla ¢esitli markerlar kullanilmistir. 16S
PCR, DGGE-PCR  ve saflastirma  reaksiyonlarinin sonuclarinin
degerlendirilmesinde 1 kb (Fermentas Gene Ruler'™ 1 kb Plus DNA Ladder,
Invitrogen 1 kb Plus DNA Ladder), ARDRA analizinin degerlendirilmesinde 1kb
ve 50 bp (Fermentas Gene Ruler™ 50 bp DNA Ladder) markirlar ve DGGE
jeline yiiklenecek oOrneklerin miktarlarinin belirlenmesi amaciyla ‘Low DNA
Mass Marker (Invitrogen Low DNA Mass Ladder) kullanilmistir. Agaroz jel
elektroforezinde DNA ekstraksiyonlar1 i¢in % 0.8’lik (Sigma For Routine Use),
PCR reaksiyonlar1 ve saflastirma sonuglar1 i¢in %1°lik agaroz jel hazirlanmis ve
IX TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) ¢ozeltisi icerisinde 90-100 voltta yiiriitiilmiistiir.
ARDRA analizi i¢in ise %2’lik agaroz jel 1X TBE (Tris-Borik asit-EDTA)
cozeltisi igerisinde yiiriitiilmiistiir. Jellerin goriintiilenmesi amaciyla 0.5 pg/pl
olarak hazirlanmis etidyum bromid solusyonunda jeller 15 dk bekletildikten sonra
15 dk distile su veya 1XTAE c¢ozelti igerisinde yikanmistir. Yikama sonrasinda

jellerin goriintiilenmesi UV transilliiminatérde (biolab Uvitec) gerceklestirilmistir.

2.2.6.3. Amplifiye Edilmis Ribozomal DNA Restriksiyon Analizi (ARDRA)

Archaea—Bacteria ayrimi yapilmig 16S rRNA geni i¢in elde edilen PCR
iirlinlerinin restriksiyon analizleri Mbo I (New England Biolabs Cat no 0704B ve
Bioron Cat no 250120L) enzimi ile ger¢eklestirilmistir. Her bir reaksiyon i¢in 5 U
(1 pl) enzim, 2 pl restriksiyon enzimine uygun restriksiyon enzim ¢ozelti, 10 pl
PCR fdriinii ve 7 pl DNase-RNase igermeyen ultra saf distile su (Gibco)
kullanilmistir ve karisim 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Kesimi gergeklesen
PCR iiriinlerinin analizleri %2 lik agaroz jelde 1X TBE tamponunda 3 saat 60V
yiiriitiilerek gergeklestirilmistir (Martinez-Murcia ve ark. 1995). Archaea ve
Bacteria i¢cin olusan 16S paternleri belirlenerek farkli gruplari temsil edenler
se¢ilmis, bunlarin ¢ogaltimi ayni primer setleri kullanilarak gercgeklestirilmis ve
pozitif sonu¢ alinan ortalama 100 pl ornek agaroz jele yiiklenerek jelden

saflagtirmast veya 5 pl ornek i¢in ExoSap-IT saflastirmasi gergeklestirilmistir.
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Saflagtirilan  Orneklerin  dizi analizleri bolim 2.2.6.7°de anlatidig1  gibi

uygulanmistir

2.2.6.4. Genomik DNA izolasyonu

Tuzlu su Orneklerinin Archaea ve Bacteria DNA ekstraksyonunun
gergeklestirilmesi i¢in GTTP Isopore (Millipore, 0,2 um) filtreden gecirilmistir.
Fitreler kullanim asamasma kadar -20 °C veya -85 °C’de muhafaza edilmistir.
Zenginlestirme kiiltiirleri ise 13.000 rpm’de santriftij edilerek peletin kullanimi

yoluyla ekstraksiyon agamasi baslatilmistir (Benlloch ve ark. 2002 ).

Su Orneklerinin filtrasyonu ile elde edilen filtreler kiigiik pargalar haline
steril makas ile getirildikten sonra bunlar steril ependorf tiiplerine almmuistir.
Kesilen filtreler ve kiiltiirlerden elde edilen pelet iizerine 600 pl ekstraksiyon
cozeltn (100mM Tris-HCI pH:8, 100 mM EDTA) eklenmis ve resilispanse
edilmistir. Ependorf tiiplerine 6 pl (3 mg/ml) lizozim eklenmesi sonrasinda 15 dk
37°C’de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi 9 pl proteinaz K (150
pg/ml ) ve 60 pul SDS eklenmis ve karisim 37 °C ‘de 30 dk inkiibe edilmistir.
Sonrasinda 120 pl 5 M NaCl eklenmis ve ters-diiz cevrilerek resiispanse
edilmistir. 90 ul CTAB (%10 CTAB, 0.7M NaCl) resiispanse karisima eklenmis
ve 10 dk 65°C’lik su banyosuna alimmistir. Karisim su banyosundan almarak 1-2
dk siv1 azotta bekletilmistir. Donan tiip yeniden 65°C’lik su banyosunda
bekletilmistir ve sonra yine sivi azot islemi gerceklestirilmistir. Bu islem 3 kez
tekrarlandiktan sonra 900 pl Fenol:Kloroform:Isoamilalkol (25:24:1) karisima
eklenmis ve 5 dk 4 °C’de 13.000 rpm’de satrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
iistteki stvi faz alinmis ve alinan miktar kadar Fenol:Kloroform:Isoamilalkol
(25:24:1) s1v1 faza eklenmistir. Bu islem protein ara fazi indirgenene kadar devam
ettirilmistir. Sonrasinda 80 pl sodyum asetat (3M pH:4.8), 480 pl isoproponal, 8
pl MgCl, (1M) eklenmis ve 30 dk 13.000 rpm’de 4°C’de santrifiij edilmistir.
Supernatant atildiktan sonra -20 °C’de bekletilmis olan %70’lik alkolden 100 pl
pelet iizerine koyulmustur ve 15 dk 13.000 rpm’de 4 °C’de santrifiij edilmistir.
Alkol pipet ile uzaklastirildiktan ve pelet oda sicakliginda kurutulduktan sonra 50
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pul DEPC ile pelet resiispanse edilmistir (Cifuentes ve ark. 1999; Nogales ve ark.
2000). DNA varligimm1 kontrol etmek i¢in 2 pl ornek %0.8’lik agaroz jele
yiiklenmis ve 1X TAE tamponda vyiiritiilmiistiir. DNA ileriki c¢aligsmalarda

kullanilmak tizere -20°C’de saklanmaistir.

2.2.6.5. Zenginlestirme Uriinlerinin, Su Orneklerinin ve Bacteria

izolatlarinin Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi (DGGE)

DGGE islemini gergeklestirmek icin DNA ekstraksiyonlar1 kalip olarak
kullanilmistir. DGGE islemi 6ncesinde DGGE’ye 6zgii PCR gergeklestirilmistir.
Bu PCR’da ¢ogaltim i¢in ileri veya geri primer setlerinden birine ‘GC clamp’ ad1
verilen ortalama 40 Guanin-Sitozin niikleotiti igeren dizi primerlerin 5’ uc¢larmna
eklenmis durumdadir. Archaea PCR i¢in 344F, Bacteria i¢in 341F ve her ikisi i¢in
907R-GC geri primerleri kullanilmistr (Muyzer ve ark. 1993). PCR
reaksiyonlarma ise 1’er pl ileri ve geri primerlerden, 1 pl kalip ve 22 pl PCR mix
eklenmistir. Asagida Archaea ve Bacteria igin PCR reaksiyon kosullari
verilmigstir. PCR reaksiyon sonuclar1 %1°lik agaroz jelde gdzlemlenmistir.

Bacteria 16S rRNA’s1t DGGE-PCR reaksiyonu ;

ilk Déngii
Denatiirasyon 94°C 5dk
Baglanma 65°C 1dk
Uzama 72°C 3dk
9 Dongii Her Dongilide Baglanma
sicaklig1 1°C diisiiriilmiistiir.
Denatiirasyon 94°C 1dk
Baglanma 64 °C 1dk
Uzama 72°C 3dk
20 Dongii
Denatiirasyon 94°C 1dk
Baglanma 55°C 1dk
Uzama 72°C 3dk
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Son Dongii
Denatiirasyon 94°C 1dk
Baglanma 55°C 10dk
Uzama 72°C 10dk
Bekleme 4°C Stiresiz

Archaea 16S rRNA’s1t DGGE-PCR reaksiyonu;

ilk Denatiirasyon 94°C 5dk
30 Dongii
Denatiirasyon 94°C 30sn
Baglanma 56°C 45sn
Uzama 72°C 2dk
Son Dongii
Son Uzama 72°C  7dk
Bekleme 4°C Stiresiz

DGGE islemi icin Ingeny firmasmm I[PU-S modelli DGGE sistemi
kullanilmistir. DGGE i¢in hazirlanan PCR reaksiyonlarmin ardindan DGGE
isleminin gerceklestirilmesi i¢in DGGE diizenegi hazirlanmistir. DGGE islemi
icin mevcut aparatlarin temizligi saglandiktan sonra, sistem poliakrilamid jelin
olusumuna izin verecek sekilde hazirlanmistir ve sizdirmazligi kontrol edilmistir.
DGGE’de poliakrilamid jelin hazirlanabilmesi i¢in gerekli denatiirant igermeyen
DGGE stok solusyonu ve %80’lik stok solusyonlar1 hazirlanmistir. Stok
solusyonlarindan denatiire elektroforez sisteminin olusturulmasi icin %40 ve
%70’lik solusyonlar hazirlanmistir. Denatiire sistemin olusturulmasi iire ve
formamid gibi ajanlarin  artan miktarda diizenege yiliklenmesi ile
gerceklestirilmistir. Sistem jel ile doldurulduktan sonra polimerizasyonun

gerceklestirilmesi i¢cin 1X TAE ile islatilmis ve 2 saat beklenilmistir.
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Polimerizasyon esnasinda DGGE tanki 17 litre 1 X TAE tamponu ile doldurulmus
ve tamponun sicakliginin 6rneklerin yliklenmesine kadar 55-60 °C’ye yiikselmesi
saglanmistir. Sistem sicakligi istenilen degere ulastiktan ve polimerizasyon
gerceklestirildikten sonra DGGE i¢in hazirlanan PCR firiinleri jele yliklenmistir.
Jele yliklenecek 6rnek miktar1 ‘Low Mass DNA Ladder’ ile belirlendikten sonra,
belirli miktar 6rnek ve yilikleme boyasi elektroforez cukurlarma yiiklenmistir.
Elektroforez oncelikle 2 saat 80 volttda 250 miliAmper ve 75 waltta ve sonrasinda
20 saat 125 volttda 250 miliAmper ve 75 waltta gerceklestirilmistir. Elektroforez
bitiminde jel 40 dk etidyum bromid solusyonunda (1 pg/ml) ve 1 saat distile su
icerisinde yikanmistir. Jellere UV transilluminatorde bakilmis ve elde edilen
bantlar steril bistiiri ve pens yardimiyla steril ependorf tiiplerine alinmistir.
Ependor igerisindeki jellere 20 pl mQ su eklenmis ve bir gece 4°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibe olan jeller, dizi analizinin gerceklestirilmesi i¢in kalip olarak
kullanilmistir (Muyzer ve ark. 1996). Jellerin PCR’lar1 ise son hacmi 25 pl olacak
sekilde GC-clamp icermeyen primerlerden 1’er pl, kalip 1 pl ve 22 pl PCR mix ile
gergeklestirilmistir. PCR reaksiyon sartlar1 ise yukardaki kosullar ile aynidir. PCR
sonrast Uriin olusumu %]1’lik agaroz jelde belirlenmis ve bu {riinlerin
saflagtrmast illustra ™ GFX ™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit’ ile
yapilmigtir. Saf Orneklerin dizi analizleri ise 2.2.6.7°de anlatildig1 gibi
gergeklestirilmistir.
Zenginlestirme  DGGE  Jellerinden  Benzerlik  Dendogramlarinin
Olusturulmasi

Zenginlestirme Orneklerinin DGGE sonrast her oOrnek igin bir pattern
olusturmaktadir. Bu patternlerin kendi aralarinda karsilastirilmasi i¢in jeldeki her
banta bir numara verilerek her bantin hangi 6rneklerde bulunup bulunmadigini
gosteren “var-yok” degerlendirmesinde her “var” i¢cin “1” ve her yok i¢in “0”
degeri kullanilarak bir matriks olusturulmustur. Olusturulan bu matriks
kullanilarak SPSS 19 istatistik programinda jeldeki her 6rnegin birbirine goére
benzerligini yansitan dendogramlar olusturulmustur. Bu dendogramlar Meke
Archaea zenginlestirme ve Meke-Acigdl Bacteria zenginlestirme kiiltiirlerine

yonelik olarak ayr1 ayr1 olusturulmustur.
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2.2.6.6. PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

ARDRA sonucunda elde edilen farkli paternlerin 16S PCR’lar1
gerceklestirilmistir. Elde edilen PCR iirlinlerinin saflastirilmasi amaciyla ‘illustra
™ GFX ™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit’ ve ‘Exo-SAP-IT PCR Clean
up Kit’ kullanilmistir.

illustra™ GFX ™ PCR DNA ve Gel Band Purification Kit uygulamasinda
oncelikle %1°lik agaroz jelde yiiriitilen PCR iirtinleri UV transilliiminator
iizerinde gbdzlenmis ve istenilen bolgedeki bantlar jelden kesilmis ve dncesinde
tartimi gergeklestirilmis olan DNase-free 1.5 ml mikrosantrifiij tiiplerine istenilen
DNA bdlgesini iceren bantlar mikrosantrifiij tiipline alinmistir. Tiip ve bantlarin
agirhig: tekrar tartilmis ve agaroz bandinin agirhigi hesaplanmistir. 10 mg agaroza
10 pl yakalama ¢ozeltisi olacak sekilde tiipe koyulmus ve karistirilmistir. Agaroz
tamamen eriyene dek 60 °C’de bekletilmistir. GFX MicroSpin' ™ kolonu toplama
tiipli icerisine yerlestirilmis, 600 pl agaroz igeren yakalama ¢ozeltisi kolona
koyulmustur ve 60 saniye oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan 30 saniye 16
000 x g’de santrifiij edilmis ve toplama tiipli icerisindekiler atilmistir. GFX
MicroSpin™ kolonu tekrar toplama tiipiine yerlestirilmis ve yakalama c¢ozeltili
ornek bitene dek ayni islem gerceklestirilmistir. 500 pl yikama ¢ozeltisi kolona
koyulmus, 30 saniye 16 000 x g’de santrifiij edilmis ve bu asamada kolon 1.5
ml’lik DNase—free mikrosantrifiij tiipiine alinmistir. 10-50 pl elusyon ¢ozeltisi
kolona eklenmis ve 60 saniye oda sicakliginda birakilmistir. Sonrasinda 60 saniye
16 000 x g’de santrifiij edilmistir. Santriflij tiiptindeki saf DNA’lar %1°lik agaroz
jelde yiiriitiilip UV transilliminator tizerinde safligi kontrol edildikten sonra -20
°C’de saklanmuistir.

Exo-SAP-IT PCR Clean up Kit uygulamasinda ise 5 pl PCR iirlint, 2 pl
ExoSAP hidrolitik enzim karisimi (Ekzoniikleaz I ve Shrimp Alkalin Fosfotaz) ile
15 dk 37 °C ve 15 dk 80 °C de olmak iizere 30 dk inkiibasyona birakilmis ve bu

inkiibasyon siirelerinden sonra DNA saf olarak elde edilmistir.
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2.2.6.7. PCR Uriinlerinin Dizi Analizleri ve Gen Analizleri

ARDRA sonucunda farkli profil veren izolatlarin ve DGGE bantlarinin 16S
PCR iriinlerinin saflastirilmasindan sonra 16S gen bdlgesinin dizilenmesi
amaciyla Beckman CEQ 8000 DNA dizi analiz cihazi kullanilmistir. Dizileme
islem i¢in Beckman Coulter GenomaLab "™ DTCS Quick Start Kiti kullanilmustur.
Kitin 6nerdigi sartlar dogrultusunda reaksiyona 0.65 ul primer (21F, 27F, 785F,
907R vel492R), 1.35 ul DEPC’li su, 2 ul kalip ve 6 pl Beckman dizi analiz mixi

eklenmistir. PCR reaksiyon kosullar1 ise asagidaki tabloda verilmistir.

30 Dongii
Denatiirasyon 96°C 20sn
Baglanma 50°C 20sn
Uzama 60 °C 4dk
Bekleme 4°C Stiresiz

Dizi analizi PCR sonrasinda baglanmamis primer ve dNTP’lerin
reaksiyondan uzaklastirilmasi i¢in 4 pl stop solusyonu (3 M NaOAc pH:5.2, 100
mM EDTA pH:8, glikojen, DNase-RNase free su) reaksiyona eklenmistir.
Karisim tizerine PCR reaksiyonu kadar manyetik boncuk (Beckman Coulter
Agencourt Clean SEQ) eklenmis ve iyice karistiridmistir. 55 pl %73’lik
isoproponal tiiplere eklenmis ve 10-15 dk oda sicaklhiginda bekletilmistir. Bu
esnada boncuklarin ¢okmemesi i¢in karisim karistirilmistir. Siire bitiminde tiipler
magnete yerlestirilmis ve 3-5 dk bekleme siiresi ardindan, supernatant kismi
dikkatlice almmis ve atilmistr. Magnetteki tiiplere 200 pl  %73’lik
isoproponaldan eklenmis ve 3 dk beklenmistir. Siire bitiminde supernatant alinmis
ve yine 200 ul %73’liikk isoporoponal magnetteki boncuk iceren tiiplere ilave
edilmistir. 3 dk beklendikten sonta tiipler alinmis ve 10-20 dk oda sicakliginda
boncuklarmn kurumasi saglanmistir. Kuruyan boncuklara 40 pul Sample Loading
Solution (SLS) eklenmis ve boncuklarm tamamen ¢ozlinmesi saglanmistir. SLS

ile ¢6ziinen drnekler tekrar magnete alinarak 5 dk beklenmis ve 35 pul supernatant
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dizi analizi plagma koyulmustur. Orneklerin cihazda analizi boyunca ugmamasi
icin Orneklerin tizerine mineral yagi damlatilmigtir. Ayrimin gergeklestirilmesi
icin baska bir plaga seperasyon ¢ozeltisi (GenomaLab™ Separation Cozelti 4x30
ml), sistemim calismasi i¢in gerekli olan seperasyon jeli (GenomaLab™™
Separation Gel LPAI) ve hazirlanan ornekler Beckman CEQ 8000 DNA dizi
analiz cihazi kapiller sistemine verilmistir.

Izolatlarm, DGGE bantlarmin dizi analizi sonrasi gen analizleri NCBI

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

veritabanindaki BLAST (Altschul ve ark , 1997) programu ile gerceklestirilmistir.
Boylece dizi analizinde elde edilen dizilerin filogenetik benzerlikleri ortaya

koyulmustur.

2.2.6.8. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Meke ve Acigdl Orneklerinden Archaea, Bacteria ve Salinibacter ruber
spesifik problarla FISH gerceklestirilmistir. Problarla ilgili ayrmntili bilgi Cizelge
2.2°de ag¢iklanmistir. FISH’in 6ncelikli adimi olan fiksasyon i¢cin Acigél i¢in 1 ml
ornege 220 pl formaldehit (Fluka), Meke Agustos ay1 6rnegi i¢in 100 pl+900 pl
steril su 220 pl, Meke Nisan ay1 Ornegi icin 1000 pl su Ornegine 220 pl
formaldehit eklenmis ve 1 gece 4 °C’de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
sonrasinda fikse olmus 6rnege 10 ul 1X PBS eklenmis ve 6rnek 0.2 pm por ¢aplh
GTTP filtreden gecirilmistir. Ardindan yikama asamasi i¢in ayni filtre tizerinden
10 ml 1X PBS geg¢irilmistir. Elde edilen filtreler havada kurutulduktan sonra

muhafaza edilmek iizere -20 °C’ye kaldirilmastir.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan FISH problarinin &zellikleri

Prob Adx Spesifik Oldugu Problarin Dizisi
Grup (5’/Cy3--3°)
Arc 915 Archaea GTGCTCCCCCGCCAATTCT
Arc344 Archaea TCG CGC CTG CTG CTC CCC GT
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Cizelge 2.2.( Devami) Calismada kullanilan FISH problarmm 6zellikleri

Eub338 Bacteria GCTCCCTCCCGTAGGAGT
EHB 1451 Salinibacter ruber GCCCTTCTCCCTCCGGCT
EHB 412 Salinibacter ruber TACGCCCCATAGGGGTGT

Fiksasyon isleminin sonrasinda hibridizasyon i¢in filtrenin 1/8’1
kullanilmistir. Hibridizasyon tamponunun 18 pl’ine ve 2 ul prob eklenerek elde
edilen karigim filtre ilizerine pipetlenmistir. Geriye kalan hibridizasyon tamponu
50 ml’lik falkon tiip icerisine yerlestirilmis kagit havlunun islatilmasi i¢in
kullanilmistir. Lam tizerinde hibridizasyon ¢ozeltisi igeren filtre parcalar1 yatay
sekilde onceden 46°C’ye getirilmis hibridizyon firininda (Biometra OV3) 2 saat
inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda filtreler dnceden 48°C’de 1sitilmis yikama solusyonu
icerisine alarak 15 dk 48°C bekletilmistir. Bu siire sonrasinda filtreler kurutma
kagid1 lizerine alinarak havada kurumaya birakilmistir. Filtre lama alinarak
iizerine Citifluor (Citifluor Ltd.) damlatilmistir. Toplam mikroorganizma sayisinin
belirlenmek istendigi durumlar da ise filtre lizerine citifluor damlatilmadan DAPI

boyamasi islemine geg¢ilmistir (Amann ve ark. 1995; Anton ve ark. 1999).

2.2.6.9. DAPI (4°,6’-diamidino-2-fenilindol-dihidroklorur) ile Boyama

Tuzlu su oOrneklerindeki toplam mikroorganizma sayisint belirlemek icin
ortamdaki tiim DNA’lar1 boyama 6zelligindeki DAPI boyamasi uygulanmustir.
DAPI boyamas1 i¢in filtre parcasma 20 pl DAPI boyasi pipetlenmis ve oda
sicakliginda 5 dk bekletilmistir. Filtre parcasi dnce saf alkol ile sonrasinda MQ su
ile 10’ar saniye yikanmistir. Yikanmis filtrenin havada kurumasi saglandiktan
sonra, lam iizerindeki filtre lizerine citifluor damlatilmis ve lamelle kapatilmistir.
Preparatin incelenmesi epifluoresan mikroskopta (Leica DM6000B) 100X’lik
objektifte gerceklestirilmistir (Amann ve ark. 1995; Anton ve ark. 1999; Aman ve
ark. 2000).
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2.2.6.10. DOPE-FISH (Cift Tarafi isaretli Prob Kullamlan Floresan in situ
Hibridizasyon)

Meke Nisan Ornegine Miinih Teknik Universitesi’'nde FISH arastirma
laboratuarinda 3’ ve 5’ cyanin ile isaretlenmis Arc915 ve Eub338 problari
kullanilarak DOPE-FISH uygulanmistir. Bu uygulama esnasinda standart FISH’de
uygulanan tiim asamalar aynen gerceklestirilmis, farkli olarak her iki tarafi isaretli

prob kullanim1 uygulanmistir (Stoecker ve ark.2010).
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3. BULGULAR

3.1. Alan Secimi ve Orneklerin Toplanmasi

Acigdl’den calisma i¢in alinan su drneginin koordinatlart N 37° 41° 488 E
33° 38’ 378drr (Sekil 3.1 ve 3.3). Meke Golii’'nden alinan su orneklerinin
koordinatlar1 ise N 37° 41’ 484 E 33° 38 377°dir (Sekil 3.2 ve 3.4).

Sekil 3.1. Acigdl drnekleme bolgesi uydu goriintiisii (maps.google.com/)

Sekil 3.2. Meke Golii drnekleme bdlgesi uydu goriintiisii (maps.google.com/)
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Sekil 3.3. Acigdl drnekleme noktasi Sekil 3.4. Meke Golii 6rnekleme noktasi

3.2.0rneklerdeki Toplam Tuz Degerinin, pH’larin ve Kimyasal Ozelliklerin

Belirlenmesi

Acigoél ve Meke Golleri'nden alinan su Orneklerinin NaCl (%) ve pH

degerleri Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Acigol ve Meke Golii’niin NaCl (%) ve pH degerleri

Tuzluluk (% NaCl) pH
Acigol (21.08.2010) 6.5 7.64
Acigol (21.04.2011) 6 8.4
Meke Golii >25 7.04
(21.08.2010)
Meke Golii 18 8.04
(21.04.2011)
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Su orneklerinin igerdigi belli bazi elementler (Na', Mg™, K, Mn", Ca™)
Perkin Elmer Emission Spectrometer Optima 4300 DV cihazi 6l¢tim degerleri

Cizelge 3.2° de verilmistir.

Cizelge 3.2. Acigdl ve Meke Golii’niin icerdigi element degerleri

C a+2 Mg+2 K+ Na+ Mn+2
Acigol 319 10350 8958 ppm | 33.34x100000 | 20.24
(21.08.2010) ppm ppm ppm ppb
Acigol 38.82 7.339 14.13 78.34 <10 ppb
(21.04.2011) ppm ppmx200 | ppmx200 | ppmx200
Meke 16.91 5210 10120 24.04x100000 | 348 ppb
Golii(21.08.2010) | ppm ppm ppm ppm
Meke Golu | 56.90 18.70 19.43 55.98 <10 ppb
(21.04.2011) ppm ppmx200 | ppmx200 | ppmx1000

Na":589.592 nm Ca™:317.933 nm K":766.49 nm Mn?:257.610 nm Mg*:285.213
nm

3.3. Su Orneklerinden Halofilik Mikroorganizma izolasyonu

Acigol ve Meke Golii’nden halofilik mikroorganizma izolasyonu Medyum
A, Medyum B, Medyum C, Medyum D, Medyum E, Medyum Has, %]12’lik,
%18’lik, %23’lik ve % 25’lik MGM’ler ile (Sekil 3.5) gergeklestirilmistir.
Besiyerlerinde lireme sonucunda elde edilen saf koloniler (Sekil 3.6) ARDRA
analizi sonucunda elde edilen farkli paternlere gore stoklanmak amaciyla -85 °C’
de muhafaza edilmistir. Asagida Acigdol ve Meke Goli’nden saf olarak elde
edilmis izolatlarin besiyerlerindeki goriintiileri verilmistir (Sekil 3.7-3.10).
Izolatlarm isimlendirilmesinde Acigdl ve Meke Golii Agustos ay1 i¢in ‘a, b, c, h, i,
f ve g’ gibi harfler kullanilirken, Nisan ay1 izolatlar1 i¢in ‘1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 11,

12, 13 ve 20’ gibi numaralar kullanilmistir.
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Sekil 3.5. Acigél 6rnegi Medyum B’de ve Meke drnegi %18 MGM’de gelisme gosteren koloniler

IVERSITESI

Sekil 3.6. Acigdl ve Meke Goli drneklerinden elde edilen beyaz-opak-kirmizi-pembe renkteki

kolonilerin pasajlanmasi
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Sekil 3.7. ‘i’ ve ‘f” olarak adlandirilan saf izolatlarin agar {lizerindeki goriintiileri
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Sekil 3.8. ‘a’ ve ‘b’ olarak adlandirilan saf izolatlarin agar iizerindeki goériintiileri
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Sekil 3.9. ‘h’ ve ‘3’ olarak adlandirilan saf izolatlarin agar tizerindeki goriintiileri
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Sekil 3.10. ‘4’ ve ‘5’ olarak adlandirilan saf izolatlarin agar tizerindeki goriintiileri
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3.4. Mikroskobik inceleme

Halofilik mikroorganizmalarn Gram boyamalar1 modifiye bir boyama
yontemi seklinde gerceklestirilmistir. izolatlarm Gram boyamalarina gore hepsi
pembe renkli Gram negatif olarak belirlenmistir. Boyamalar sonucunda basil, kisa

ve uzun ¢ubuk ve disk seklinde hiicreler gozlemlenmistir. Bu hiicrelere ait sekiller

asagida gosterilmistir (Sekil 3.11-3.13).

Sekil 3.11. ‘i’ ve 20’ olarak adlandirilan saf izolatlarin Gram boyamalar1

Sekil 3.12. ‘c’ ve ‘h’ olarak adlandirilan saf izolatlarin Gram boyamalari
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Sekil 3.13. ‘3’ ve ‘5’ olarak adlandirilan saf izolatlarin Gram boyamalar1

3.5. izolatlarin Tuz ve Sicaklik isteklerinin Belirlenmesi

Meke Nisan ay1r Ornegine ait olan 1, 3, 4 ve 5 olarak isimlendirilen
izolatlarin tuz (Cizelge 3.3) ve sicaklik (Cizelge 3.4) istekleri belirlenmistir. Tuz
istekleri icin %0, %3, %6, %12, %15, %18, %23 ve %25’lik MGM besiyerleri,
sicaklik istekleri i¢in 30 °C, 37 °C, 42 °C ve 46 °C kullanilmistir. Bu izolatlarin
secilmesinde ARDRA sonucunda elde edilen profillerin dizi analizi sonucunda

diisiik benzerlik oran1 gdstermis olmalar1 baz alinmastir.

Cizelge 3.3. Bazi Meke izolatlarmin farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelisim &zelliklerinin

belirlenmesi

izolat | %0 %3 %6 %12 | %15 | %18 | %23 | %25
1 - + + + + + - -
3 + + + + + + + +
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Cizelge 3.3. (Devam) Bazi Meke izolatlarinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelisim

Ozelliklerinin belirlenmesi

Cizelge 3.4. Bazi Meke izolatlarmm farkli sicaklik degerlerindeki gelisim &zelliklerinin

belirlenmesi
izolat 30°C 37°C 42°C 46°C
1 + + + -
3 + + + +
4 + + + +
5 + + + +
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3.6. Orneklerin Kiiltiir Bagimh ve Kiiltiir Bagimsiz Prokaryotik Cesitlilik

Analizleri

3.6.1. izolatlarin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Archaea—Bacteria

Ayrimlarimin Yapilmasi ve Agaroz Jel Elektroforezi

Meke Goli ve Acigél’den alinan su orneklerinin kiiltiire alma islemlerinde
farkli besiyerlerinden elde edilen kolonilerin Archaea-Bacteria ayrimi i¢in elde
edilen izolatlardan DNA ekstraksiyonu yapilmustir. Izolatlarm DNA’lar1 16S
rRNA genini ¢ogaltmak icin kullanilmistir. Bu PCR’da Archaea (21F-1492R) ve
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Bacteria (27F-1492R) spesifik primer setleri kullanilmigtir ve PCR {iriinlerinin
%1’lik agaroz jelde ylritiilmesiyle elde edilen jel fotografinda Archaea ve
Bacteria ayrimi ayni koloninin farkli primer setleriyle ayni sonucu vermemesi ile
belirlenmistir. Sekil 3.14°te Acigél’den izole edilen kolonilerin Bacteria spesifik
primerler ile gerceklestirilen 16S PCR sonucunda yaklasik 1500 bazlik iiriin veren
jel goriintlisii gosterilmistir. Ayni1 izolatlarin Archaea spesifik primerler ile
gergeklestirilen 16S PCR’inda iiriin elde edilememisir. Sekil 3.15’te ise ayni
besiyerinde lireme goriilen, morfolojileri ve renkleri benzer olan kolonilere farkl
primer setleri ile gerceklestirilen PCR’da Archaea spesifik primerler ile (1-14)
sonu¢ almmazken Bacteria spesifik primerler (15-29) ile sonu¢ alinmistir. 3. ve
11. kuyucuklarda {irtin varligt kontaminasyon olasiligint g6z Oniinde
bulundurmamiz gerektigini diislindiirmiis ve bu kolonilerin saflig1 kontrol

edilmistir.

Sekil 3.14. Acigdl Nisan o6rnegi Bacteria spesifik primer setleri ile 16S PCR jel goriintiisii (1 kb

Marker: Fermentas GeneRuler ™ )

Sekil 3.15. Meke-Acigdl Agustos drnegi Bacteria spesifik primer setleri ile 16S PCR jel goriintiisii
(1-14: Archaea; 15-29: Bacteria 1 kb Marker: Fermentas GeneRuler ™)
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3.6.2. Amplifiye Edilmis Ribozomal DNA Restriksiyon Analizi (ARDRA) ve
PCR Uriinlerinin Dizi Analizi

Acigol ve Meke Golii Nisan ve Agustos aylarinda alman su 6rneklerinden
farkli besiyerlerinde iireme goriilen saf izolatlarin Archaea—Bacteria ayrimi
gergeklestirildikten sonra elde edilen PCR iirlinleri Mbol restriksiyon enzimi ile
kesimleri gergeklestirilmistir. Kesim iiriinleri %2’lik agaroz jelde elektroforez
¢ozeltisi olarak 1X TBE kullanilarak belirlenmistir. Kesimler sonucunda Acigdl
Agustos ayinda alinan ornekte 18 izolattan Bacteria domainine ait 3 (Sekil 3.16),
Nisan ayinda alinan 6rnekte Bacteria domainine ait 30 izolattan 1 patern (Sekil
3.17) elde edilmistir. Acigdl’den elde edilen paternlerin kesim haritas1 Sekil
3.18’de gosterilmistir. Bu paternlere ait izolatlarin dizi analiz sonuglar1 Cizelge

3.5°de gosterilmistir.

’ii S LTI e e

Sekil 3.16. Acigdl Agustos ay1 Bacteria tirlinlerinin Mbol enzimi ile kesimi (1 kb ve 50 bp Marker:

Fermentas GeneRuler ™)
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acigil 2 bacteri 1-15 50 bp 1 kb 16-31[Z22vok] Date

20 20 20 202020 20202020 20 20 20 2020 50 1 2020

Sekil 3.17. Acigol Nisan ay1 Bacteria iirlinlerinin Mbol enzimi ile kesimi (1 kb ve 50 bp Marker:

20.000

10.000
7.000

5.000
4.000
3.000

2.000

1.500

1000

500
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Sekil 3.18. Acigol Agustos ve Nisan drneklerinden elde edilen Bacteria izolatlarinin Mbol enzimi

Fermentas GeneRuler ™)

1000

800

700

600

500 e—

300

250 e———

150

100

1 kb DNA Plus Ladder 50

hp kh

(Fermentas) 50 bp DNA Ladder (Fermentas)

'g'= Acigdl Agustos

: Friday September 09, 2011

20 20 20202020 20 20 20 20 20 20 20

'f'= Acigdl Agustos

'i'= Acigdl Agustos

20" = Acigdl Nisan

ile kesim sonras1 elde edilen paternlerin restriksiyon kesim haritas1 (Izolatlar sirast ile;

g, f,1ve 20)
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Cizelge 3.5. Acigol Agustos ve Nisan orneklerinden elde edilen Bacteria izolatlarmin Mbol enzimi

ile kesim sonrasi elde edilen paternlerin dizi analiz sonuglar1

izolat | Kullan | Accession | Gen Bankasindaki Yiizde Eslesen
ismi ilan Niikleotit
numarasi | Karsihgi Benzerlik
Primer Miktar
g 785f DQ98507 | Idiomarina Sp. %97 1461/1498
+907r | 0.1 JL1018 16S
ribosomal RNA gene,
partial sequence
f 785f CP001978 | Marinobacter %97 665/679
.1 adhaerens HP15,

complete genome

i 785f FJ444982. | Halomonas ventosae %98 689/702
1 strain  whb36 16S
ribosomal RNA gene,

partial sequence

20 27f+14 | FJ903195. | Thalassospira sp. %96 1364/1412

92+907 | 1 H94 16S ribosomal
r+785f RNA gene, partial
sequence

@) ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelgede de goriildiigii gibi ‘g’ olarak adlandirilan izolat /diomarina sp.
JL1018 ile, ‘f* olarak adlandirilan izolat Marinobacter adhaerens HP15 ile, ‘1’
olarak adlandirilan izolat Halomonas ventosae strain whb36 ile ve ‘20’ olarak

adlandirilan izolat Thalassospira sp. H94 ile benzerlik gostermektedir.

Meke Goéliine ait Agustos orneginde Archaea’den izole edilen 97 izolattan 3
patern (Sekil 3.19), Nisan ayindaki su drneginden ise 45 izolattan 4 patern (Sekil
3.20) belirlenmistir. Meke Goliine ait bu paternlerin restriksiyon kesim haritalari
(Sekil 3.21) gerceklestirildiginde farkli zamanlarda alinan su 6rneklerinden izole
edilen Archaea’lardan ‘a’ olarak isimlendirilen Agustos izolatmin ‘10’ olarak

isimlendirilen Nisan izolat1 ile ‘b’ olarak isimlendirilen Agustos izolat1 ile ‘11°

82




olarak isimlendirilen Nisan izolatmin ayni oldugu belirlenmistir. Elde edilen 5
farkli paterne ait izolatlardan ‘12° ve ‘13’ olarak adlandirilan izolatlar digindaki 3
farkl1 izolatin dizi analizinin gergeklestirilmesi ile elde edilen sonucglar Cizelge

3.6’de gosterilmistir.

a‘'a a A RS G o h a a as0 1 a h aa a aa hhh
bp kh

bbb b hhh bahbhbbbhbahb50]1cccceccechhhh
hp kh

Sekil 3.19. Meke Golii Agustos ay1 Archaea triinlerinin Mbol enzimi ile kesimi (1 kb ve 50 bp

Marker: Fermentas GeneRuler ™)
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1010 1010 10 1110 12 11 13 1110 50 1010 11 1010 11 10 1010 1010 12 11
hp

10 1010 10 10 10 1010501 101010 10 11 10 1010 10 10 10
hp kh

meke 2.s5u arke ardra Date : Friday June 24, 2011

Sekil 3.20. Meke Golii Nisan ay1 Archaea iirlinlerinin Mbol enzimi ile kesimi (1 kb ve 50 bp

Marker: Fermentas GeneRuler ™)
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a' =Meke Agustos

'b'= Meke Agustos '¢'= Meke Agustos

10" = Meke Nisan '11'= Meke Nisan

'12'= Meke Nisan '13' = Meke Nisan

Sekil 3.21. Meke Golii Agustos ve Nisan orneklerinden elde edilen Archaea izolatlarinin Mbol

enzimi ile kesim sonrasi elde edilen paternlerin restriksiyon kesim haritas1 (izolatlar

sirast ile; a, b, ¢, 10, 11, 12 ve 13)

Cizelge 3.6. Meke Agustos ve Nisan Orneklerinden elde edilen Archaea izolatlarmin Mbol enzimi

ile kesim sonrasi elde edilen paternlerin dizi analiz sonuglar1

izol | Kullanilan | Accession | Gen Bankasindaki | Yiizde Eslesen
at Niikleotit
ismi Primer numarasi | Karsihg Benzerlik
Miktar
a-10 | 785f+907r | IN216862 | Halorubrum sp. | %97 1379/1419
1 YC-X4 16S
ribosomal RNA gen
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Cizelge 3.6. (Devami) Mecke Agustos ve Nisan Orneklerinden elde edilen Archaea izolatlarmin

Mbol enzimi ile kesim sonrasi elde edilen paternlerin dizi analiz sonuglari

b-11 | 907r Q17913 | Halorubrum sp. | %96 727/751
4.1 ETD2 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence
c 785t+907r+ | DQ98787 | Halorubrum sp. | %94 1328/1402
1492r 8.1 HEN2-25 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence

Cizelgede de belirtildigi gibi ‘a’ olarak adlandirilan izolat Halorubrum sp.
YC-X4 ile, ‘b’ olarak adlandirilan izolat Halorubrum sp. ETD2 ile ve ‘c’ olarak
adlandirilan izolat Halorubrum sp. HEN2-25 ile benzerlik gostermektedir.

Meke Goliine ait Agustos orneginde Bacteria olarak izole edilen 22 izolattan
1 patern (Sekil 3.22) Nisan 6rneginde ise, Bacteria’ya ait 39 izolattan 7 patern
(Sekil 3.23) elde edilmistir. Farkli paternleri temsil eden Bacteria strainlerinin
kesim haritas1 Sekil 3.24’de gosterilirken, dizi analiz sonuglar1 Cizelge 3.7°de

gosterilmistir.
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h h h h h h h h kh h h 1 50 h h h h h h h h k h h
kb N

Sekil 3.22. Meke Golii Agustos ay1 Bacteria iriinlerinin Mbol enzimi ile kesimi (1 kb ve 50 bp

Marker: Fermentas GeneRuler ™)

meks £.su Grne:

Sekil 3.23. Meke Golii Nisan ay1 Bacteria iriinlerinin Mbol enzimi ile kesimi (1 kb ve 50 bp

Marker: Fermentas GeneRuler ™)
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Sekil 3.24. Meke Golii Agustos ve Nisan orneklerinden elde edilen Bacteria izolatlarinin Mbol
enzimi ile kesim sonrasi elde edilen paternlerin restriksiyon kesim haritas1 (izolatlar

sirastile; h, 1,2,3,4,5,6 ve 7)

Cizelge 3.7. Meke Agustos ve Nisan 6rneklerinden elde edilen Bacteria izolatlarmin Mbol enzimi

ile kesim sonrasi elde edilen paternlerin dizi analiz sonuglar1

%

LLl

I: izo | Kullanila | Accession Gen Bankasindaki Yiizde Eslesen

o’ lat n 5 Niikleotit
L is numarasli Karsihg: Benze

> mi | Primer rlik Miktar1

h | 27f+785f+ | HQ19798 | Salinibacter sp. CB7 %98 1426/1443
907r 2.1 16S ribosomal RNA

1 | 907r+149 | NR 0422 | Salinivibrio costicola %94 1253/1325
2r 55.1 subsp. alcaliphilus 16S
ribosomal RNA, partial
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Cizelge 3.7. (Devami) Mcke Agustos ve Nisan orneklerinden elde edilen Bacteria izolatlarinin

Mbol enzimi ile kesim sonrasi elde edilen paternlerin dizi analiz sonuglari

2 907r EU868848 | Halomonas sp. ST4-1 %91 396/
.1 16S ribosomal RNA 435
gene, partial sequence

3 27f+907r+ | GQ90344 Halomonas ventosae %93 1417
1492r 4.1 strain XJSL7-5 16S /151
ribosomal RNA gene, 1

partial sequence

4 | 907r+ 1492r | EU868885 | Idiomarina sp. S87-1 16S %94 904/
.1 ribosomal RNA gene, 958
partial sequence

5 | 785F+907r | EU308361 Halomonas sp. TB216 %95 1045
+ 1492r .1 16S ribosomal RNA /109
gene, partial sequence 1
6 1492r JF420893. Halomonas ventosae %98 481/
1 strain QHLS 16S 487
ribosomal RNA gene,

partial sequence

7 907R HQ32698 | Marinobacter guineae %99 355/
7.1 16S ribosomal RNA 356

gene, partial sequence

Yukarida ki cizelgede belirtildigi gibi ‘h’ olarak adlandirilan izolat ile
Salinibacter sp. CB7, ‘1’ olarak adlandirilan izolat ile Salinivibrio costicola
subsp. alcaliphilus, ‘2’ olarak adlandirilan izolat ile Halomonas sp. S74-1, ‘3’

2

olarak adlandirilan izolat ile Halomonas ventosae strain XJSL7-5, ‘4’ olarak
adlandirilan izolat ile I/diomarina sp. S87-1, ‘5’ olarak adlandirilan izolat ile
Halomonas sp. TB216, ‘6’ olarak adlandirilan izolat ile Halomonas ventosae strain
QHLS5 ve ‘7’ olarak adlandirilan izolat ile Marinobacter guineae benzerlik

gostermektedir.
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3.6.3. Genomik DNA izolasyonu

Meke ve Acigdl Agustos ve Nisan su Ornekleri (Sekil 3.25) ile Meke ve
Aci1gdl Agustos zenginlestirme drnekleri icin siv1 %12, %23 MGM ve Medyum
B, D, E (Sekil 3.26) ortamlarindan genomik DNA izolasyonu Cifuentes ve ark.
(1999) ve Nogales ve ark. (2000)’in 6nermis oldugu ekstraksiyon yontemlerinde
degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir.

1kh Al A2 M2
mar

Sekil 3.25. Acigdl ve Meke Agustos ve Nisan su drneklerinden genomik DNA izolasyonu (Al.
Acigdl Agustos M1.Meke Agustos A2.Acigdl Nisan M2. Meke Nisan Su Ornekleri; 1
kb DNA Marker ,Bioron)
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091 2MGM I\'Iei:'_;ﬁf-*_- MedD %023MGM MedB 1kh
M A M A A M M M M A marker

Sekil 3.26. Meke ve Acigdl Agustos oOrnekleri %12, %23 MGM ve Medyum B, D .E
ortamlarindan genomik DNA izolasyonu (A. Acigdl M.Meke, 1 kb Plus DNA

marker, Invitrogen)

3.6.4. Zenginlestirme Kiiltiirleri, Su Ornekleri ve Bacteria izolatlarindan

Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi (DGGE) ve Dizi Analizleri

Meke ve Acigdl Agustos ay1 zenginlestirme orneklerinden DGGE analizinin
gergeklestirilmesi i¢in Meke i¢in Archaea (Sekil 3.27) ve Meke ve Acigdl icin
Bacteria’dan (Sekil 3.28) elde edilen ortalama 500 bazlik 16S PCR iiriinlerinin
DGGE jeline yiiklemek i¢in yeterli olup olmadigini kontrol etmek i¢in Low Mass
DNA ladder (Invitrogen) esliginde DGGE jeline yiiklenecek ornekler %1°lik
agaroz jelde yuritiilmiistiir (Sekil 3.29-3.30). 400-500 ng olacak sekilde DGGE
jeline yiiklenecek PCR {irtin miktar1 hesaplandiktan sonra denatiire edici gradient
jel elektroforez sistemi hazirlanarak 6rneklerdeki populasyonlarin gesitlilikleri jel
profilleri ile belirlenmistir. (Sekil 3.31-3.32) ve belirlenen bu profillerden Meke
Archaea i¢in re-PCR yapilarak elde edilen ortalama 500 bazlik iirtinlerin (Sekil

91



3.33) Arkeal dizi analizleri gerceklestirilmistir. Dizi analiz sonuglar1 Cizelge

3.8’de belirtilmistir.

Sekil 3.27. Meke Agustos ayi kiiltiirlerden elde edilen DNA’lardan Archaea i¢in DGGE-16S PCR

jel goriintiisti (1 kb Plus DNA marker: invitrogen)

"

Sekil 3.28. Meke ve Acigdl Agustos ayr kiiltiirlerden elde edilen DNA’lardan Bacteria igin
DGGE-16S PCR jel goriintiisi (M: Meke A:Acigol; 1 kb Plus DNA marker:

Invitrogen)
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Low Med Med20MedS xubliled
MassE D 23 B C
DMNA

Sekil 3.29. Meke Archaea o&rneklerinden DGGE jeline yiiklenecek 16S PCR iiriiniiniin
hesaplanmas igin elde edilen jel goriintiisii (Low Mass DNA Ladder; Invitrogen)

L sk i1 T I X X ¥ % ¥

Sekil 30. Meke ve Acigol Bacteria orneklerinden DGGE jeline yiiklenecek 16S PCR fiiriiniiniin
hesaplanmasi i¢in elde edilen jel goriintiisii (M: Meke A:Acigél; Low Mass DNA

Ladder; Invitrogen)
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Sekil 3.31. Meke Agustos ayi kiiltiirlerinden Archaea DGGE jel goriintiisii

94
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Date : Friday October 15, 2010

Sekil 3.32. Meke ve Acigdl Agustos ayi kiiltiirlerinden Bacteria DGGE jel goriintiisii (M:Meke;
A:Acigdl)

e B _E N _B I N
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Sekil 3.33. Meke Agustos ay1 kiiltiirler i¢in Archaea DGGE jelinden kesilen bantlarin re-PCR jel

goruntusu
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Cizelge 3.8. Meke Agustos ay1 kiiltiirler igin DGGE jelinden elde edilen bantlarin dizi analiz

sonuglari
Bant | Kullamlan | Accession Gen Bankasindaki | Yiizde Eslesen
Primer Niikleo
numarasi Karsihg: Benzerlik tit
Miktar
1
1 907r IN216848.1 | Halorubrum sp. YC- | %95 436/45
3 16S ribosomal 8
RNA gene, partial
sequence
2 907r JF261335.1 | Halobacteriaceae %90 190/21
archaeon [b23 16S 1
ribosomal RNA
gene, partial
3 907r IN216852.1 | Halorubrum sp. YC- | %94 439/46
7 16S  ribosomal 6
RNA gene, partial
sequence
4 907r HQ425113.1 | Archaeon RC35 16S | %94 472/50
ribosomal RNA 5
gene, partial
sequence
5 907r HQ425113.1 | Archacon RC35 16S | %96 443/45
ribosomal RNA 8
gene, partial
sequence
6 907r HQ179134.1 | Halorubrum sp. | %95 485/50
ETD2 16S 6
ribosomal RNA
gene, partial
sequence
7 907r GQI181211.1 | Halorubrum sp. 156 | %96 494/51
16S ribosomal RNA 2
gene, partial
sequence
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Cizelge 3.8. (Devamm) Meke Agustos ay1 kiiltiirler icin DGGE jelinden elde edilen bantlarin dizi

analiz sonuglar1

8 |907r DQ987878.1 | Halorubrum sp. HEN2-25 | %94 405/42
16S ribosomal RNA 8

9 |907r IN216854.1 | Halorubrum sp. YC-9 | %97 491/50
16S ribosomal RNA gene, 5
partial sequence

10 | 907r DQ367241.2 | Haloterrigena  limicola | %96 465/48
strain AX-7 16S 4

ribosomal RNA gene,
partial sequence

11 | 907r DQ367241.2 | Haloterrigena  limicola | %97 494/50
strain AX-7 16S 5
ribosomal RNA gene,
partial sequence

12 | 907r DQ367241.2 | Haloterrigena  limicola | %96 491/50
strain AX-7 16S 9
ribosomal RNA gene,
partial sequence

13 | 907r IN216863.1 | Halorubrum sp. YC-XT7 | %94 446/47
16S ribosomal RNA gene, 2
partial sequence

14 | 907r DQ367241.2 | Haloterrigena  limicola | %94 452/48
strain AX-7 16S 0

ribosomal RNA gene,
partial sequence

Cizelgeden goriildiigii gibi Meke Archaea zenginlestirme DGGE verilerine
gore ortamda Halorubrum ve Haloterrigena cinslerine ait strainler ile DGGE

profilleri dizi analizleri sonuglar1 benzerlik gostermistir.
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Zenginlestirme  DGGE  Jellerinden  Benzerlik  Dendogramlarinin

Olusturulmasi

Zenginlestirme DGGE sonras1 her 6rnek bir pattern olusturmaktadir. Bu
patternlerin kendi aralarinda karsilastirilmasi i¢in bir matriks olusturulmustur.
Olusturulan bu matriks kullanilarak SPSS 19 istatistik programinda jeldeki her
ornegin birbirine gore benzerligini yansitan dendogramlar olusturulmustur. Bu
dendogramlar Archaea (Sekil 3.34) ve Bacteria (Sekil 3.35) jellerinin her biri i¢in

ayr1 ayr1 olusturulmustur.

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Rescaled Distance Cluster Combine
0 5 10 15 20 25
| |

1 1
G1_MGM 3
G1_SrubMed 5 J

G1_MedE 1

>

G1_MedD 2
G1_MedB 4
G1_MedC 6

Sekil 3.34. Meke Agustos ay1 zenginlestirme kiiltiirlerinden Archaca DGGE jelinden iiretilmis
olan benzerlik dendogrami (3: %23 MGM, 5: S.ruber Medyum, 1: Medyum E, 2:
Medyum D, 4: Medyum B, 6: Medyum C)

Yukaridaki dendogramdan da anlasildigi gibi DGGE Archaea jelinde %23

MGM ve S.ruber medyum ayni profilleri olusturmasi1 bakimidan en benzerdir.
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Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Rescaled Distance Cluster Combine

0 5 10 15 20 25
G2_MedC A 7 I : : : :
G2_MedC M 10 J
G2_18_A 12
G2_MedD M 5
G2_S.rup_M 8 J
G2_18_M 13
> G2_MedE_M 3|
G225 M 9 g
G2_23M 6
G2.6 A 11
G2_MedE_A 4
G2_12M 1
G2_12A 2

Sekil 3.35. Meke ve Acigdl Agustos ay1 zenginlestirme kiiltiirlerinden Bacteria DGGE jelinden
iiretilmis olan benzerlik dendogrami (7 ve 10: Medyum C, 12 ve 13: %18 MGM, 5:
Medyum D, 8: S.ruber Medyum, 3 ve 4: Medyum E, 9: %25 MGM, 6: %23 MGM, 11:
%6 MGM, 1 ve 2: %12 MGM, A:Acigdl, M: Meke Golii)

Yukaridaki dendogramdan da anlasildig1 gibi DGGE Bacteria jelinde Acigol
icin Medyum C ve %18 MGM, Meke icin Medyum C ve Medyum D ayni

profilleri olusturmasi bakimindan en benzerdir.

Meke Agustos (Sekil 3.36) ve Nisan (Sekil 3.37) ay1 su 6rneklerinden izole
edilen DNA’dan gergeklestirilen PCR sonuglarindan DGGE islemi sonrasinda
DGGE’ den jel profilleri belirlenip, profilleri temsil eden bantlardan dizi analizi

islemi gerceklestirilmistir. Dizi analiz sonuglar1 Cizelge 3.9-3.10°da gosterilmistir.
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Sekil 3.36. Meke Agustos ay1 Archaea ve Bacteria DGGE jel goriintiisii

100



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelge 3.9. Meke Agustos ay1 DGGE jelinden elde edilen bantlarin dizi analiz sonuglari

Bant

Kullanilan
Primer

Accession

numarasi

Gen Bankasindaki

Karsihg:

Yiizde

Benzerlik

Eslesen
Niikleotit

Miktan

907r

HQ425092.1

Archacon  RC33
16S ribosomal
RNA gene, partial
sequence

%383

90/108

907r

FJ648141.1

Uncultured
haloarchacon
isolate DGGE gel
band 17Abl13 16S
ribosomal RNA
gene, par

%77

272/351

907r

GQ452799.1

Uncultured
archacon clone 4
16S ribosomal
RNA gene, partial
sequence

%89

417/467

907r

FR870448.1

Halorubrum
tebenquichense
partial 16S rRNA
gene, type strain
CECT 5317T

%92

443/479

907r

HQ425141.1

Archaecon RC42
16S ribosomal
RNA gene, partial
sequence

%94

472/501

907r

HQ157607.1

Uncultured
archacon clone
MLNAAS 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence

%91

396/435
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Cizelge 3.9. (Devami) Meke Agustos ayt DGGE jelinden elde edilen bantlarin dizi analiz

sonuglari

7 907r HQ425226.1 | Uncultured archaeon | %90 346/382
isolate DGGE gel band
RAD4 16S ribosomal
RNA  gene, partial
sequence

8 907r EF459703.1 | Uncultured archaeon | %94 473/498
clone 3-07A 16S
ribosomal RNA gene,
partial sequence

9 907r HQ425237.1 | Uncultured archaeon | %92 296/319
isolate DGGE gel band
OAD6 16S ribosomal
RNA gene, partial

10 | 907r AM981386.1 | Uncultured Salinibacter | %97 443/454
sp. partial 16S rRNA,
clone SFC1B021

11 | 907r AM981386.1 | Uncultured Salinibacter | %98 389/394
sp. partial 16S rRNA,
clone SFC1B021

12 | 907r FN393525.1 | Uncultured Salinibacter | %93 214/222
sp. partial 16S rRNA
gene, clone SFD1G041

15 | 907r HQ197982.1 | Salinibacter sp. CB7 | %85 319/372
16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Cizelgeden anlasilacagi gibi Meke Agustos ay1 Archaea jelinde kiiltiire
edilememis organizmalar ile Halorubrum tebenquichense, Bacteria jelinde kiiltiire
edilememis Salinibacter tirleri ile Salinibacter sp. CB7 ile benzerlik gosteren

bantlarin varlig1 belirlenmistir.
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Sekil 3.37. Meke Nisan ay1 Archaea ve Bacteria DGGE jel goriintiisii
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Cizelge 3.10. Meke Nisan ay1 DGGE jelinden elde edilen bantlarin dizi analiz sonuglar1

Ba | Kullanilan | Accession Gen Bankasindaki | Yiizde Eslesen
nt | Primer Niikleo
numarasi Karsihg: Benzerlik tit
Miktar
1
17 | 907r HQ157605. | Uncultured archacon | %94 376/39
1 clone MLNAA3 16S 6
ribosomal RNA
gene, partial
sequence
18 | 907r HQ157605. | Uncultured archaecon | %95 454/47
1 clone MLNAA3 16S 3
ribosomal RNA
gene, partial
sequence
19 | 907r HQ157605. | Uncultured archacon | %94 399/42
1 clone MLNAA3 16S 3
ribosomal RNA
gene, partial
sequence
20 | 907r HQ157607. | Uncultured archacon | %94 324/34
1 clone MLNAAS5 16S 2
ribosomal RNA
gene, partial
sequence
21 | 907r HQ157605. | Uncultured archacon | %99 349/35
1 clone MLNAA3 16S 2
ribosomal RNA
gene, partial
sequence
22 | 907r HQ157605. | Uncultured archacon | %96 364/37
1 clone MLNAA3 16S 6
ribosomal RNA
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Cizelge 3.10. (Devami) Meke Nisan ay1 DGGE jelinden elde edilen bantlarin dizi analiz sonuglar1

25 | 907r EU677279. | Uncultured %91 301/32
1 bacterium clone 9
P9 LIJL 0205 024
16S ribosomal RNA
gene, partial
sequence
27 | 907r HM128280. | Uncultured %82 170/20
1 bacterium clone 7
SINHS&15 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence

Cizelgeden anlasilacagi gibi Meke Nisan ay1 Archaea ve Bacteria jellerinde
kiiltiire edilememis organizmalar ile benzerlik gdsteren bantlarm varhigi

belirlenmistir.

Acigol Agustos orneginden, DNA ekstraksiyonlarmi takiben PCR ile elde
edilen triinlerin DGGE islemi sonrasinda elde edilen DGGE jel fotografi Sekil
3.38’da gosterilmistir.
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Sekil 3.38. Acigdl Agustos ayt DGGE Bacteria jel goriintiisii

Acig6l Agustos ve Meke Nisan aylarinda elde edilen Bacteria izolatlarindan
(1,2,3,4,5,6,7, g f, 1 ve 20) gerceklestirilen DGGE jel fotografi Sekil 3.39°da

gosterilmistir.

IVERSITESI

Sekil 3.39. Acigol Agustos ve Meke Nisan ayinda elde edilen Bacteria izolatlarindan (1, 2, 3, 4, 5,
6,7, g, f,1ve 20) elde edilen DGGE jel goriintiisii
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3.6.5. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) ve DAPI (4’,6’-diamidino-2-

fenilindol-dihidroklorur) Boyama

Meke ve Acigdl Agustos ve Nisan ayr Orneklerine Bacteria sayimini
gergeklestirmek icin Eub338, Archaea sayimini gergeklestirmek i¢in Arc344 ve
Arc915 problar1 Meke Agustos ay1 Ornegine ayrica Salinibacter sayimi igin
Ehb412 problar1 uygulanmistir. Su orneklerindeki toplam hiicre sayis1 ise DAPI

boyas1 ile gergeklestirilmistir. Asagida bu problara ait floresan mikroskop

goriintiileri verilmistir (Sekil 3.40-3.48).

Sekil 3.40. Eub 338 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Acigdl Agustos ay1 6rnegi (Ok ile

isaretlenmis olan diplokok sekilli Bacteria hiicreleri)

Sekil 3.41. Eub 338 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Meke Agustos ay1 drnegi (Ok ile

isaretlenmis olan uzun ¢ubuk sekilli Bacteria hiicreleri)
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Sekil 3.42. Arc344 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Meke Agustos ay1 6rnegi (Ok ile

igsaretlenmis olan basil ve disk sekilli Archaea hiicreleri)

Sekil 3.43. Arc915 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Meke Agustos ay1 6rnegi (Ok ile

igsaretlenmis olan basil sekilli Archaea hiicreleri)

Sekil 3.44. Ehb412 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Meke Agustos ay1 6rnegi (Ok ile

igsaretlenmis olan uzun basil sekilli Bacteria hiicreleri)
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Sekil 3.45. Eub 338 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Acigdl Nisan ay1 6rnegi (Ok ile

isaretlenmis olan vibrio sekilli Bacteria hiicreleri)

Sekil 3.46. Eub338 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Meke Nisan ay1 6rnegi (Ok ile

isaretlenmis olan uzun gubuk Bacteria hiicreleri)

Sekil 3.47. Arc344 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Meke Nisan ay1 6rnegi (Ok ile

igsaretlenmis olan disk sekilli Archaea hiicreleri)
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Sekil 3.48. Arc915 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Meke Nisan ay1 drnegi (Ok ile

igsaretlenmis olan disk sekilli Archaea hiicreleri)

3.6.6. DOPE-FISH (Cift Tarafi isaretli Prob Kullanilan Floresan in situ
Hibridizasyon)

Almanya Miinih Teknik Universite’sinde Meke Nisan ay1 igin
gerceklestirilen ve Eub338 ile Arc344 ¢ift isaretli prob kullanimi1 sonucunda elde
edilen floresan mikroskop goriintiilerine gore halofilik organizmalar i¢in elde
edilen floresan 1s1ma morfolojik tanimlamaya miisade etmemistir. FISH’in
amaclarindan biri olan kiiltiire edilemeyen organizmalarm morfolojik
tanimlamasinim DOPE-FISH ile gerceklestirilebilmesi i¢cin halofilik canlilar ile

ilgili optimizasyonlarm gerekliligi tespit edilmistir.
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Carl Woese’un 1977 yilinda molekiiler calismalarla ortaya koydugu
evrimsel yasam agaci tiim organizmalarm evrimsel iliskisini ortaya koymakla
beraber canliligin 3 domainini olusturur. Woese’un ¢alismalar1 dogrultusunda
Bacteria ve Eukarya’dan farkli gen ve Ozelliklere sahip Archaea domaininin
varlig1 belirlenmistir. Bu domain igerisinde yer alan organizmalar asir1 sicak, asir1
soguk, yiiksek tuz, yiikksek pH, diisiik pH gibi ekstrem kosullara uyum saglamis

durumdadirlar.

Yasam agacinda temsil edilen 3 domaine bakildiginda halofilik ve
halotolerant ~ prokaryotlarn  temsilcilerinin ~ varhigi  goriilmektedir.  Bu
temsilcilerden ekstrem tuz konsantrasyonuna en iyi uyum saglayan organizmalari
Archaea domaini igerisinde gérmek miimkiindiir. Bu organizmalar tuz gélleri,
tuzlalar ve tuzlanmis et, balik gibi ortamlarda yasamlarini siirdiirebilmektedir. Bu
organizmalar ¢esitli uyum mekanizmalar1 ile bu ortamlara uyum saglamis
durumdadirlar ve bu uyum mekanizmalar: ile biyoteknolojik anlamda Onem arz

etmektedir.

Meke Goli ve Acigdl bircok dogal giizelligi barmdirmasina ragmen bu
gollerin mikrobiyolojisi ilgili olarak etkili bir ¢alisma yapilmamistir. Yapilan
calismalar bu gdllerin floristik ya da faunistik zenginligini belirlemeye yOnelik
olmustur. Halbu ki bu iki golde yiiksek tuz oranmna sahip olmasi nedeniyle
halofilik organizmalar1 barindirdigi tahmin edilmis ve bu organizmalari
belirlemeye yonelik literatliirde bir caligmaya rastlanmamistir. Meke GOli’niin
kuruma tehlikesi ile yiizyiize olmasi, Acigdél’lin ise ayni sekilde su seviyesinin
oldukca diismesi bu gollerdeki prokaryotik cesitliligin belirlenmesi gerekliligini

gostermistir.

Meke Go6lii ve Acigdl ile ilgili yapilan ¢calismalara baktigimizda daha ¢ok bu
alanlarin korunmasina, turizm agisindan katkisma ve bu agidan degerlendirilmesi
gerekli yerler olduguna dikkat gekilmistir (Onder ve ark. 2004; Giirler ve ark.
2007). Biyolojik acidan yapilmis ¢alismalara baktigimizda Arthropoda Filumuna
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ait organizmalarin arastirilmast ve bu bolgede yayilis gosteren kuslarin
belirlenmesine yonelik ¢alismalarla karsilasmaktayiz (Ozbek ve Ustaoglu, 2005;

Kilig 1999). Prokaryotik organizmalar iizerine bir ¢alismaya ise rastlanmamistir.

Calisgma kapsaminda Acigél ve Meke Agustos ayr Orneklerinin pH
degerleri swrasiyla 7.64, 7.04 iken % tuz degerleri %6.5 ve >%25 olarak
belirlenmistir. Nisan ay1 Acigdl ve Meke Go6lii 6rneklerinin pH degerleri sirasiyla
8.4 ve 8.04 iken % tuz degerleri %6 ve %18°dir. Mevsimsel olarak elde edilen
farkli tuz oran1 ve pH degeri ilkbahar aylarinda meydana gelen yagmur sulari ile
tuz konsantrasyonunun azalmasi ve yaz aylarinda goéllerde meydana gelen
buharlagmalar ile tuz konsantrasyonunun artmasi ile iligkilendirilmektedir. Su
orneklerinin icerdigi bazi elementlerin belirlenmesi yonelik yapilan analizde
Acigdl Agustos ve Nisan ay1 orneklerinde dominant elementin Na’ oldugu,
sonrasinda ise Mg™ ve K™un yogun oldugu, Meke Géli'nde ise dominant
elementin Acigdl’de oldugu gibi Na™ oldugu, sonrasinda ise Mg™ ve K™’un yogun
oldugu analiz sonrasinda belirlenmistir. Halofilik organizmalarla {ilkemizde
yapilan caligmalara bakildiginda 6zellikle Tuz Go6lii ve Camalt1 Tuzlas ile ilgili
calismalarin varhig1 dikkat ¢gekmektedir (Cakic1 2004; Mutlu 2006; Cetinkus 2007;
Dinigiizel 2007; Kahraman 2008). Calisma alanlarindan Meke Golii ile benzer
tuzluluk miktarma sahip olan g6l Tuz Goli’dir. Mutlu 2006’da gergeklestirdigi
calisma ile Tuz Golii’niin mevsimsel farkliliklarina bagh olarak tuz oranmin %20
ile %30 arasinda degistigini, pH’m ise 7.1-8.0 arasinda degistigini gostermistir.
Cetinkus (2007)’ da yaptig1 ¢calisma ile Camalt1 Tuzlasindaki farkli havuzlardaki
tuz oranini %6-%30 arasinda, pH’mn 7.3-8.5 arasinda degistigi sonucuna varmustir.
Kayseri Tuzla Golii’'nde elde edilen veriler ise golin pH’mm 8.3 oldugunu

gostermistir (Hasdemir 2008).

Tuzcul ortamlardan Biiylik Tuz Goli’niin kuzey kism1 Meke Agustos ay1
tuz oram ile benzer tuz orammna sahiptir. Israil’deki Oli Deniz’in tuz
konsantrasyonu ise Meke Goli'niin Nisan aymdaki tuzluluk orani ile
benzemektedir. Misir’daki Wadi Natrun Golii'nde sodyum ve potasyum’un
dominant elementler olmasi yine ¢alisma alanlarimizda ki dominant elementlerle

ortlismektedir (Oren 2002a).
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Calismamizda su Orneklerindeki halofilik organizmalarin izolasyonuna
yonelik kullanilan besiyerlerinden ¢ogunlukla %12, %18 ve %23’liik MGM’lerde
iiremenin gerceklestigi belirlenmistir. Bu besiyerlerinin igerisinde bulunan yiiksek
Na" ve CI konsantrasyonuna ek olarak Mg™’un yogun olmasi: Meke ve Acigél su

orneklerinin elementel analiz verileri ile uyusmaktadir

Calisma kapsaminda halofilik arke ve bakterilerin izolasyonuna yonelik
Meke ve Acigol’den farkli mevsimlerde alinan su orneklerinden elde edilen
izolatlarm gram boyamalar1 sonucunda tiim izolatlarin gram negatif oldugu, hiicre
morfolojilerinin ise genel anlamda basil, spiral, kisa ve uzun ¢ubuklar ile disk
seklinde oldugu gdzlemlenmistir. izolatlarin koloni pigmentasyonlar1 agik-koyu
pembe, krem-beyaz-opak renklerinde oldugu tespit edilmistir. Halofilik
organizmalarin genel 6zelliklerinden birisi olan Gram negatif boyanma o6zelligi
tim izolatlarimizda goriilmiistiir. Halofilik organizmalar canlilarda bugiine dek
rastlanmamis kare, tiggen gibi morfolojik cesitlilige sahiptir. Tuz oranmin yiiksek
oldugu ortamlarda kare sekilli arke hiicrelerinin ve uzun ¢ubuklar seklinde bakteri
hiicrelerinin yogun oldugu bilinmektedir. Calisma alanlarimizda kare hiicrelere
rastlanmamakla birlikte, Meke Orneklerinde uzun c¢ubuk sekilli hiicrelere
rastlanmistir. Bunlarin yani sira halofilik organizmalar pleomorfik yani diizensiz
hiicre sekiller1 gosterebilmektedir. Meke izolatlarinda bu sekilde diizensiz
morfoloji gosteren hiicrelere de rastlanmstir. Calismamizda dominant hiicre
morfolojisinin ¢ubuk seklindeki hiicrelerden olustugu belirlenmistir. Tuz Goli
(Mutlu 2006), Camalt1 Tuzlas1 (Yavuztirk 2005) ve Kayseri Tuzla Goli
(Hasdemir 2008) ile ilgili ¢calismalarda elde edilen izolatlarin ¢gogunlugunun da
benzer olarak ¢omak sekilli hiicrelerden olustugu belirlenmistir. Izolatlarin
pigmentasyon Ozellikleri incelendiginde Acigdl’e ait izolatlarda pembe-kirmizi
renkli izolatlara rastlanmamistir. Acigdél’in igerdigi tuz miktar1 goz Oniine
alimdiginda burada daha ¢ok 1limli halofillerin varlig1 beklenmektedir ve bunlar
genellikle beyaz-opak-sar1 renkli pigmentasyon gosterirler. Meke igerdigi yiiksek
tuz konsantrasyonu ile ekstrem halofilleri barmndirmaktadir. Izolatlarin
pigmentasyonunda pembe-kirmizi renkli kolonilerin goriilmesi bu gergegi

dogrulamaktadir. Tuz Goli (Mutlu 2006), Camalt1 Tuzlas1 (Yavuztiirk 2005) ve
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Kayseri Tuzla Goli (Hasdemir 2008) ile ilgili ¢alismalarda da koloni

pigmentasyonlarinin pembe-kirmizi oldugu kolonilere rastlanmigtir.

Calisma alanlarinda molekiiler tanimlama i¢in 16S rRNA analizleri
gerceklestirilmistir. Ribozomal RNA’lar, onlarm miikemmel evrimsel markirlar
olmasini saglayacak ozellikleri, oldukca biiylik, islevsel olarak sabit, evrensel
olarak yaygin olan molekiiller olmas1 ve tiim hiicrelerde niikleotid dizisinin
korundugu ¢ok sayida bdlge icermeleri ile molekiiler tanimlamalarda yaygin bir
kullanima sahiptir (Madigan ve Martinko 2010). 16S rRNA’nin bu 6zelliklerine
ragmen bazi handikaplar1 mevcuttur. Tiirlerin genel olarak >%97 oraninda benzer
rRNA genlerine sahip oldugu kabul edilir fakat yakm iligkili tiirler arasinda 16S
rRNA gen dizi analizleri genellikle diisiik olabilmektedir ve bu da kesin tiir tanim1
yapmak i¢cin DNA-DNA hibridizasyonu gerektirir. Baska bir problem ise strain
veya tlrler arasindaki horizantal gen transferidir. Bu durum filogenetik amaclari
icin rTRNA genlerinin kullanilabilirliligini smirlandirir. Filogeni ve taksonomide
rRNA geninin kullanimindaki bir diger problem bireysel genomlarda inter-operon
dizi degiskenliginin varligidir. Cogu tiirde, bireysel hiicrelerin genomu c¢oklu
RNA operonlar ya da aleller igerir. Goriiniiste genomda 16S rRNA geninin farkli
alelleri farkl allellik dizi gosterebilir. Ornegin Haloarcula marismortui %5 ten
daha fazla dizi degisikligi iceren iki 16S rRNA geni igerir. Coklu kopyal1 genlerin
allelleri arasindaki dizi farkhiligi, dizileme gerceklestirilirken dizilemede
belirsizlige yol acar. Ciinkii c¢ogaltim karisimi farkli dizilerin allellerini
icermektedir. Bu belirsizlik filogenetik analize engel olmaktadir (Vaneechoutte ve

Heyndricks 2001).

16S rRNA analizine dayanan bir yontem olan ARDRA hizli bir tekniktir ve
komiinitelerdeki farkli tiirlerin varligini belirlemek icin kullanilabilmektedir.
ARDRA ile elde edilen profillerde tahmin problemi ortaya c¢ikabilmektedir.
Bunun nedeni diisiik kopya sayili aleller restriksiyon bolgelerinde spesifik dizi
farkliliklarina sahip olduklarindan ek bantlarn olusmasidir (Vaneechoutte ve
Heyndricks 2001). Calismamizda ARDRA bircok cins ve grupta tiirlerin

ayriminin saglanmasimni hizli bir sekilde gerceklestirdigi i¢in tercih edilmistir.
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ARDRA islemi ile Acigél’den toplam 48 izolattan 4 farkli profil
belirlenmistir. Bu profilleri temsil eden strainlerin dizi analizlerinin
gerceklestirilmesi ile Idiomarina sp. JL1018, Marinobacter adhaerens HP15,
Halomonas ventosae strain whb36 ve Thalassospira sp. H94 ile benzer olduklar1
tespit edilmistir. Meke’den 142 Archaea izolatindan 5 farkl profil, 61 Bacteria
izolatindan 8 farkli profil elde edilmistir. Archaea’ya ait profilleri temsil eden
strainlerin dizi analizi sonuglarinda Halorubrum sp. YC-X4, Halorubrum sp.
ETD2, Halorubrum sp. HEN2-25, Bacteria’yaya ait profilleri temsil eden
strainlerin dizi analizlerine gore ait Salinibacter sp. CB7, Salinivibrio costicola
subsp. alcaliphilus, Halomonas sp. S74-1, Halomonas ventosae strain XJSL7-5,
Idiomarina sp. S87, Halomonas sp. TB216, Halomonas ventosae strain QHLS ve

Marinobacter guineae ile benzer olduklar1 belirlenmistir.

Idiomarina cinsi Gammaproteobacteria sinifinda yer almakta ve bu cins 19
tiir icermektedir. Idiomarina tirleri genel anlamda tuzlu habitatlardan izole
edilmekte ve gelismek i¢in genis bir tuz araligina sahip olmasi ile bilinmektedir
(Gupta ve ark. 2011). Idiomarina cinsine ait ilk tiirler 2000 yilinda Pasifik
okyanusunun kuzeybatisindan izole edilen Idiomarina abyssalis ve Idiomarina
zobellii’dir. Pasifik okyanusunun tuzluluk orani %3.4 olarak belirlenmis ve
izolasyonlar1 Idiomarina abyssalis i¢cin %0.6-%15 NaCl igeren, Idiomarina
zobellii i¢cin %1-%10 NaCl igeren besi ortamlarinda gergeklestirildigi belirtilmistir
(Ivanova ve ark.2000). Diger bir /diomarina tirii olan Idiomarina baltica Baltik
denizinden izole edilmistir. Bu tiiriin gelisimi i¢in %0.8-%10 NaCl gerekli oldugu
belirlenmistir (Brettar ve ark. 2003). Baltik denizi ile ilgili yapilan diger
calismalarda Belliella baltica, Rheinheimera baltica ve Aquiflexum balticum gibi
tiirlerin varlig1 belirlenmistir. /diomarina sp. strain A28L Hindistan’daki alkali bir
g6l olan Pangong Gélii’'nden izole edilmistir. Izolasyonu pH’1 9.5 olan ve %1.5
NaCl igeren kiiltiir ortaminda gerceklestirilmistir (Gupta ve ark. 2011).
Idiomarina ile yapilan ¢aligmalara bakildiginda deniz suyuna yakin tuzluluk
oranna sahip sulardan izole edildigi goriilmiistiir. Acigdél’den ve Meke’den elde
edilen izolat, daha Once izole edilen tiirlerle benzer tuzluluk ortamindan izole

edilmistir ve kiiltiire alinmasinda yine benzer tuzlulukta besiyerleri kullanilmistir.
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Tirkiye’de bu cinse ait tiirlerin varligma rastlanmamis ve bu calisma ile

Tirkiye’de varhigi ilk kez belirlenmistir.

Marinobacter cinsi 1992 yilinda tanimlanmasidan itibaren 27 tiir ile temsil
edilmektedir. Marinobacter adhaerens HP15’1n ilk kez 2004 yilinda 16S rRNA
gen dizisi ve 2010°da tiim genom dizisi belirlenmistir. Bu tiir Almanya’daki
Wadden denizinden izole edilmis halotolarant bir bakteridir (Gards ve ark. 2010).
Wadden denizinde tuz konsantrasyonu degisiklik gostermektedir ve bu %3.5
NaCl’den %10 NaCl’e kadar ¢ikabilmektedir. Burada yapilan farkli calismalarda
Halobacillus halophilus tiriine de rastlanmistir (Roebler ve Miiller, 1998).
Meke’den izolasyonu gerceklestirilen Marinobacter guineae ilk kez 2008 yilinda
Antartik bolgesindeki Giiney Shetland Adasinda denizsel sedimentlerden izole
edilmistir. Bu tiirtin genis tuz, pH ve sicaklik araliginda gelisebilme 6zelligi ile
dikkat cekmektedir (Montes ve ark. 2008). Kizil denizin tuzlu dip kismindan
%15.2 NaCl kiltiir ortaminda izole edilen Marinobacter salsuginis’in %1-20
arasindaki NaCl konsantrasyonunda gelisebildigi belirlenmistir (Antunes ve ark.
2007). Marinobacter’in diger izolasyonlarida benzer olarak denizsel ortamlardan
gerceklestirilmistir. Ornegin Kore’deki Sar1 Deniz’den Marinobacter salicampi
%6 NaCl igeren kiiltiir ortaminda izole edilmis ve %1-16 NaCl’y1 tolere
edebildigi belirlenmistir (Yoon ve ark. 2007). Baska bir deniz olan Dogu Cin
denizinden Marinobacter mobilis ve Marinobacter zhejiangensis izolasyonu
gerceklestirilmistir ve bu iki tiirtin de %0.5-10 arasindaki NaCl’de yasamlarini
sirdiirebildikleri belirlenmistir (Hua ve ark. 2007). Tirkiye’de Marinobacter
cinsine ait bir tiiriin varligma dair bir c¢aligmaya rastlanmamasi nedeniyle

iilkemizde ilk kez varlig1 bu ¢alisma ile belirlenmistir.

Acigol ve Meke ile gergeklestirilen izolasyon c¢aligmalarinda yogun olarak
Halomonas cinsine ait tiirlerin varhig1 dikkat ¢cekmektedir. Acigél’den 1 izolat,
Meke’den ise 4 izolat 16S rRNA gen dizisi analizlerine gore Halomonas olarak
belirlenmistir. Halomonas cinsi liyeleri %3.5-20 NaCl konsantrasyonu, pH’1 5-
9.00 ve gelisme sicakligi 4-45°C gibi genis aralikhh gelisme durumlari
gostermektedir (Vreeland ve ark. 1980). Bu durum bu cinse ait tiirlerin farkli tuz

konsantrasyonu ve pH’t iceren ortamlardan rahatlikla izolasyonunu

116



@» ANADOLU UNIVERSITESI

gerceklestirmeye izin vermektedir. Ulkemizde gerceklestirilen calismalarda
Yavuztiirk (2005) Camalt1 Tuzlasi ile ilgili yaptig1 calismada tuz toleransi yliksek
olan (%3-25 NaCl) izolatmm 16S rRNA gen dizisi verilerine gore Halomonas
salina oldugunu belirlemistir. Kayseri Tuzla Goli’nden Hasdemir (2008)’in
gergeklestirdigi calisma ile 10 izolatin morfolojik, fizyolojik ve bazi biyokimyasal
ozelliklerinin tanimlanmasi ile Halomonas cinsine ait olduklarini tespit etmistir.
Halomonas cinsi ilk kez 1980 yilinda Hollanda’daki %10’dan daha fazla tuz
iceren tuzlalardan izole edilmistir (Vreeland ve ark. 1980). Acigdl ve Meke
Golii’nden izole edilen tiirlerin Halomonas ventosae’e ait farkl strainler olduklari
tespit edilmistir. Halomonas ventosae ilk kez Ispanya’daki tuzlu topraklardan
izole edilmistir. Gelistigi tuz aralig1 olarak %3-%15 NaCl olarak belirlenmistir
(Martinez-Canovas ve ark. 2004). Calismamizda izole edilen Halomonas

tiirlerinin ise %12-%18 tuz araliginda izolasyonlar1 gerceklestirilmistir.

Halomonas cinsine ait tiirler biyoteknolojik anlamda 6nem arz etmektedir.
Ekzopolisakkarit tiretimi Halomonas eurihalina ve H.maura tirlerinden elde
edilmistir. Bu tiirlerin patojeniteye sahip olmamasi, kolay gelismeleri, kolay elde
edilebilir besin ihtiyaglarina sahip olmalar1 ve yiiksek tuz konsantrasyonu iceren
besiyerlerinde {iiremeleri nedeniyle kontaminasyon riskinin az olmast gibi
ozellikleri ile biyoteknolojik olarak avantajlara sahiptir (Margesin ve Schinner
2001; Ventosa 2004). Polihidroksialkanotlar (PHA) hiicre icinde biriktirilen
bakterial depo bilesikleridir ve Halomonas tiirlerinde yaygin olarak bulunmaktadir
(Quillaguaman ve ark.2005). Ektoinler ve hidroksiektoinler biyoteknolojik
yollarla tretilebilir. Yeni bir biyoteknolojik proses olan ‘bakterial milking’
ekstrem halotolerant olan Halomonas elongata’dan bu iki bilesigin liretimi igin
kullanilmistir. Bu organizmanin ektoin ve hidroksiektoin iiretiminin ortamdaki
tuzluluk ve sicakliga bagl olarak degistigi, salinite %15 {izerinde ve sicaklik
25°C’in altinda oldugu zaman sadece ektoin tiretimi, daha yiiksek tuz
konsantrasyonunda ve daha yiiksek sicakliklikta hidroksiektoin miktarinda artig
gozlendigi belirtilmistir (Margesin ve Schinner 2001; Roberts 2005).
Calismalarda gostermistir ki Halomonas cinsi liyeleri biyoteknolojik ¢alismalarda

on swradadir. Acigdl ve Meke’den elde edilen izolatlarm biyoteknolojik
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potansiyellerinin belirlenmesine yonelik bu ¢alismalar elde ettigimiz izolatlarin

onemini bir kez daha vurgulamaktadir.

Acigol’den izole edilen organizmalardan elde edilen farkl profillerden biri
de Thalossospira sp. H94’e benzerlik gdstermektedir. Ilk kez 2002 yilinda
tanimlanan cinse ait ilk tiir ise Thalassospira lucentensis’dir. Bu tiir Ispanya’ya 21
mil uzaklikta olan Akdeniz’den izole edilmistir ve %1 ve %10 NaCl iceren
ortamlarda gelismektedir (Lopez-Lopez ve ark. 2002). Ulkemizde gergeklestirilen

calismalarda bu cinse ait tiirlerin varligmma dair bir kayit belirlenememistir.

Meke Golii izolatlarindan bir baska profil ise Salinivibrio costicola subsp.
alcaliphilus’ a benzerlik gostermektedir. Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus
1995 yilinda Italya’nin Campania bdlgesinden izole edilmistir. Bu bdlgenin
ekstrem canlilar i¢in uygun bir ortam olmas1 hem alkali (pH.8.5) hemde tuzcul bir
bolge olmasindan ileri gelmektedir (Romano ve ark. 2005). Meke Golii’nden
izolasyonu gerceklestirildigi esnada Meke’nin pH’mninda 8.04 oldugu goz ardi
edilmemelidir. Salinivibrio cinsine ait son tir olan Salinivibrio sharmensis
Misir’daki Ras Mohammed Park tuz gdliinden izole edilmistir. Bu goliin pH’ min
8 ve igerdigi klorid konsantrasyonunun 70 g/l oldugu ifade edilmistir (Romano ve
ark. 2011). Ulkemizde Salinivibrio cinsine ait bir tiiriin varlig1 heniiz
belirlenememis olmasi nedeniyle {ilkemiz prokaryotik c¢esitliligine bir tiir daha

kazandirilmstir.

Yiiksek tuz konsastrasyonuna sahip tuz golleri ve tuzlalarda baskin bakteri
tiirlinlin - Salinibacter cinsine ait oldugu bilinmektedir. Meke Agustos ay1
orneginde de benzer olarak izole edilen tek bakteri tiirli Salinibacter cinsine aittir.
Ulkemizde gerceklestirilen calismalardan Tuz Golii’ne ait Salinibacter varhg: ilk
kez Mutlu (2006) tarafindan gdsterilmistir. Cetinkus (2008)’un yaptig1 FISH
calismasi ile Salinibacter’in varhigi ilk kez Camalti Tuzlasinda belirlenmistir.
Meke’den izole edilen Salinibacter tiriiniin filogenetik olarak en yakin
akrabasinin Iran’daki Aran-Bidgol tuz goliinden izole edilen Salinibacter iranicus
oldugu belirlenmistir. Bu gél Meke Golii ile bir¢ok ortak 6zellik gostermektedir.
Gol Iran ¢oliiniin ortasinda yer almakta ve mevsimsel olarak yiiksek tuz derisimi

gostermektedir. Dominant tuzlarm Na', CI” ve Mg™ olmasi nedeniyle
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thalassohaline oldugu bilinmektedir. Golin pH’1 genel olarak 7 civarindadir.

Sicak mevsimlerde tuz doygunluga erismekte ve salinite yiikselmektedir

(Makhdoumi-Kakhki ve ark. 2011a).

1998 yilinda Salinibacter’in kesfinden itibaren tiim diinyada Salinibacter’in
temsilcilerinin varligi belirlenmistir (Sekil 4.1). Bu temsilcilerin ekstrem halofilik
Archaea’lerle benzer Ozellik gostermeleri dikkat ¢ekmektedir (Anton ve ark.
2008). Meke ile ilgili yapmis oldugumuz ¢alismada da Salinibacter’in yiiksek tuz
konsantrasyonuna uyum saglamis Halorubrum cinsine ait tiirlerle birlikte varligini

stirdlirdigli belirlenmistir.

Mallorca CR
24-30%

lbiza CR
5-8%

Maras CR
below detection limit

Canary Islands CR
5-8%

® 16S rRNA gene analysis
- o Culture
Alicante CR o Culture and 16S
6-18% o Other methods

Sekil 4.1. Diinya’da yayilis gosteren Salinibacter cinsine ait tiirlerin dagilimi gosteren harita

(Anton ve ark. 2008)

Meke ile ilgili gergeklestirilen calismada 3 farkli Halorubrum tiiriine
rastlanmistir. Halorubrum cinsi tyeleri 3.5-4.5 M NaCl iceren ortamlarda
gelismeleri ile ekstrem halofil olarak bilinmektedir. Ulkemizde gergeklestirilen

calismalarda Tuz Goli’'nde Halorubrum xinjiangense nin varligi 16S rRNA gen

119



@) ANADOLU UNIVERSITESI

analizine bagli olarak belirlenmistir (Mutlu 2006). Ozcan (2007) gergeklestirdigi
calisma ile Halorubrum lacusprofundi (Konya Bolluk G6li, Budur Salda Golii)
ve Halorubrum xinjiangense (Ankara Tuz Go6lii, Konya Bolluk Go6li ve Kirsehir
Seyfe Golii) varligmi 16S rRNA benzerligine gore belirlemistir. Cankir1 Cankaya
tuz madeninden Yildiz (2008)’ m yaptig1 polar lipid analizi sonuclarma gore
Halorubrum saccharovorum DSM 1137 tiirii ile benzerlik gostermesiyle

Halorubrum cinsine ait oldugu diistiniilen bir izolatin varligi belirlenmistir.

Halorubrum cinsi tanimlanmig 25 tiir icermektedir. Bu tiirler farkhi tuz
golleri ve tuzlalardan izole edilmistir. 2011 yilinda gerceklestirilen Tunus’daki
Sfax tuzlasindan izole edilen Halorubrum sfaxense iilkemiz Tuz Golii’'nden izole
edilen Halorubrum xinjiangense ile yakin akraba oldugu belirlenmis fakat DNA
hibridizasyon c¢alismalar1 ile yeni bir tiir oldugu tespit edilmistir (Trigui ve ark.
2011). Sfax tuzlasindaki tuz oranmnin %37.76 ve pH’min 7.55 olmas1 benzer tuz
ve pH oranma sahip Meke Goli'nden Halorubrum cinsine ait tilirlerin var

olabileceginin bir gostergesi durumundadir.

Meke golii izolatlarindan Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus,
Halomonas ventosae strain XJSL7-5, Idiomarina sp. S87- ve Halomonas
sp.TB216 olarak 16S rRNA gen dizi analizlerine gore belirlenen izolatlarin
%97’nin altinda benzerlik gdstermesi bu izolatlarin yeni bir tiir olabilecegini
diisinmemize neden olmustur. Bu izolatlarin tuz ve sicaklik isteklerinin araligini
belirlemeye yonelik gerceklestirilen 2005 yilindaki bir ¢alismada, Salinivibrio
costicola subsp. alcaliphilus’un gelismek i¢in ihtiya¢ duydugu tuz araliginin %2-
25, sicakligim ise 10°C ve 40°C arasinda oldugu ifade edilmistir (Romano ve ark.
2005). Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus’ a benzerlik gosteren Meke
izolat1 ile gercgeklestirilen calismada %18 {izerindeki tuz konsantrasyonunda
iremenin ger¢eklesmedigi belirlenmistir. Ayrica 42°C sicaklikta {iremenin
gorildiigli saptanmistir. Halomonas ventosae nin gelistigi tuz araligmimn %3-15,
sicakligin ise 15-50°C oldugu belirtilmistir (Martinez-Canovas ve ark. 2004).
Halomonas ventosae’ye benzerlik gosteren Meke izolatinda ise %0-25 gibi genis
bir tuz konsantrasyonunda gelisme goriilmustiir, fakat sicaklik olarak Halomonas

ventosae ile benzer Ozellik gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglara bakarak elde
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edilen izolatlarin tuz ve sicaklik isteklerinin en yakin akrabalari ile farklilik

gostermesiyle bu izolatlarm yeni birer tiir olabilecegi siiphesini tasimaktayiz.

Ulkemiz tuz golleri ve tuzlalar bakimindan zengin bir iilkedir ve bu bdlgeleri
arastirmaya yonelik bircok ¢alisma gergeklestirilmistir ve buralardan farkh
cinslere ait tiirler izole edilmistir ya da kiiltiir bagimsiz yontemlerle varliklar1
ortaya konmus durumdadir. Bunlardan bazilarini belirtecek olursak Tuz Goli’nde
Haloquadratum walsbyi, Halosimplex  carlsbadanse, Haloterrigena
thermotolerans, Halanaerobacter lacunarum, Acinetobacter baumannii ve
Cytophaga sp. varligi Mutlu (2006) tarafindan bildirilmistir. Camalt1 Tuzlasma
yonelik  caligmalardan  Yavuztirk (2005)’iin  gercgeklestirdigi  ¢alismada
Halomonas salina elde edilmistir. Ozcan (2007) yaptigi 16S rRNA gen dizi
analizlerine gore Tuz Golii, Seyfe Goli, Salda Golii, Bolluk Golii, Act Gol ve
Tuzla Goli’nden Halorubrum, Natrinema, Haloarcula, Natronococcus,
Natrialba, Haloferax, Haloterrigena, Halalkalicoccus ve Halomicrobium

cinslerine ait tiirleri belirlemistir.

1993’te Muyzer ve arkadaglarinin tanimladigi genetik parmak izi teknigi
olan DGGE mikrobiyal ekolojide etkin bir ara¢ haline gelmistir. PCR iiriiniinii
mikroorganizmalarin kompleks toplulugundan genomik DNA ekstraksiyonu ile
elde edilir ve spesifik primerler ile 16S rRNA gibi molekiiler markirlar ¢ogaltilir.
PCR iiriini DNA denatiirantinin linear gradientinde poliakrilamid jel icerisinde
ayrilir. Farkli DNA molekiilleri arasindaki dizi varyasyonu melting davranigini
etkiler ve boylece farkli dizilere sahip molekiiller jelde farkli noktalarda gog¢

hareketini durdururlar (Muyzer 1999b).

DGGE tekniginin en gliclii yanlarindan biri jelden bantlarin kesilebilmesi ve
ardindan komiinite iiyelerinin filogenetik iliskisini belirlemek i¢in dizilenmesine
olanak vermesidir. Ayrica komiinite profilleri bireysel bakterial populasyonlarin
varligii belirlemek i¢in grup spesifik problar ile hibridize edilebilmektedir

(Muyzer 1999b).

Teknigin zayif yonlerinden biri ise nispeten kisa DNA fragmentlerinin

ayriminin gerceklestirilebilmesidir. Baska bir kisit ise daima farkli dizilerin ayrimi
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gerceklestirilememektedir. Ciinkii DNA fragmentleri arasinda benzer melting
noktasina sahip diziler olabilmektedir. Ek olarak komiinite kompleksitesini tayin
ederken, primerlerin bozulmasiyla ya da heterodupleks molekiillerin varligiyla

olusan ¢ift bantlar bu tayini zorlastirmaktadir (Muyzer 1999b).

Bu teknik komiiniteyi profillendirmek, mikrobiyal komiiniteler icerisindeki
populasyon dinamiklerini ¢alismak, karisik populasyonlarda farkli 6zellik tasiyan
gen ekspresyonunu caligmak, zenginlestirme kiiltiirlerinin izlenmesinde, klon
kiitiiphanelerini incelemek icin ve rRNA operon mikro heterojenitelerini

tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (Muyzer 1999b).

Calismamizda DGGE’nin amaclarindan olan komiiniteyi profillendirmeye,
zenginlestirme kiiltiirlerini izlemeye ve rRNA operon mikroheterojenitelerini

tanimlamaya yonelik uygulamalar gerceklestirilmistir.

Zenginlestirme kiiltlirlerini izlemeye yonelik olan ¢calismamizda Acigol ve
Meke’nin  Agustos ayr su Orneklerinden Bacteria’ya yonelik DGGE
gerceklestirilmistir. Orneklere iliskin gerceklestirilen DGGE’de kullanilan
zenginlestirme ortamlarma gore belirlenen profil sayisi asagidaki cizelgede
(Cizelge 4.1) gosterilmistir. Bu sonuglara gore belli besi ortamlarinda daha fazla
organizmanin iredigini, belli besi ortamlarinda ise ¢ok az ya da hi¢ organizma
iremedigini gormekteyiz. Bu sonuclar1 6rneklerin alindigi tuz derisimleri ile

iligkilendirmek dogru olacaktir.

Cizelge 4.1. Meke ve Acigol Bacteria zenginlestime DGGE’sine gore farkli besi ortamlarinda elde

edilen bantlarm sayisi

Zenginlestirme Acigol Meke
Ortam (Elde edilen bant sayisi)
%6 MGM 4 -
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Cizelge 4.1. (Devami) Meke ve Acigdl Bacteria zenginlestime DGGE’sine gore farkli besi

ortamlarinda elde edilen bantlarin sayisi

%12MGM 6 4
%18MGM 3 2
%23 MGM - 1
%25 MGM - 2
Medyum C 1 1
Medyum D - 1
Medyum E 3 1
S.ruber Medyum - 1

Gergeklestirilen SPSS 19 istatiksel analiz verilerine gére Meke Bacteria
DGGE jeline gore medyum D ve S.ruber medyum benzer oranda ve benzer
noktalarda bant olusturmasimin sonucu olarak organizmalarin iiremesi anlaminda
benzer 6zelliklere sahip oldugu, %12’likk MGM ve medyum C’nin ise organizma
iremesi agisindan en farkli oldugu belirlenmistir. Medyum D ve S.ruber
medyum’un icerdigi tuz oranlar1 benzerken, medyum C ve %12’lik MGM tuz
oranlar1 farklidir. Acigél Bacteria DGGE jelinden elde edilen SPSS 19 istatiksel
analiz verilerine gére medyum C ve %18 MGM’nin organizma iiremesi agisindan
benzer oldugu, medyum C ve %12 MGM ’nin ise organizma liremesi agisindan en
uzak oldugu belirlenmistir. Bacteria i¢in elde edilen bu veride besi ortamlarinda
tuz oranlarmin birbirine yakin olmasi tireme farklilig1 i¢in bir ipucu vermezken,
besi ortamlarina eklenen diger bilesenlerin farkli oranda olmasi bu farkliligin
nedeni olabilecegi diisliniilmektedir. Ayrica Bacteria liremesi i¢in en uygun besi
ortaminin hem Meke’de hem de Acigél’de en fazla bant olusturmasi sebebiyle

%12’lik MGM oldugu tespit edilmistir.
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Meke’nin Agustos ayma yonelik gerceklestirilen kiiltiir islemlerinde tek
bakteri tiirii elde edilmistir. Halbu ki %12 MGM ortaminda 4 profil belirlenmistir.
Bu profil sayisinin izole edilen tiirtin 16S rRNA operon bdlgesinin birden ¢ok
olmasma baglayabiliriz fakat diger zenginlestirme ortamlarinda bu durumla
karsilasmamaktayiz. Bu durumda kiiltliire alinamayan tiirlerin varligmi aklimiza
getirmeli ve bu yonde c¢alismalar gerceklestirmeliyiz. Acigdl zenginlestirme
ortamlarinda en fazla {iremenin icerdigi tuz miktarina paralel olarak %6, %12,
%18 ve Medyum E’de yogun oldugunu gérmekteyiz. Acigdl 6rneginden kiiltiire
alma islemleri sonucunda 3 bakteri tiirii izole edilmistir. Bu tiirlerden 16S rRNA
operon bolgesinin birden fazla oldugu bilinen tiirler mevcuttur. Bu yiizden

DGGE’de elde edilen profiller ile bilinenler arasinda dogru bir orant1 mevcuttur.

Meke Agustos ayr Archaea’ya yonelik zenginlestirme kiiltlirlerini
izlemeye yonelik gerceklestirilen calismada en yogun iireme Medyum C’de
gozlemlenmistir (Cizelge 4.2). Meke Agustos ayma yonelik kiiltiire alma
islemlerinde 3 tane izolat elde edilmistir. DGGE’de elde edilen profillerin
hepsinde 3’ten fazla bant elde edilmistir. Meke’nin yiiksek tuz konsantrasyonu
g6z Oniine alindiginda kiiltiire edilemeyen organizmalarim var olma olasiligi

yiiksektir.

Cizelge 4.2. Meke Archaea zenginlestime DGGE’sine gore farkli besi ortamlarinda elde edilen

bantlarin sayisi

Zenginlestirme Meke (Elde edilen bant sayisi)
Ortam
%23 MGM 6
Medyum B 5
Medyum C 8
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Cizelge 4.2. (Devamm) Meke Archaea zenginlestime DGGE’sine gore farkli besi ortamlarinda

elde edilen bantlarin sayisi

Medyum D 4
Medyum E 6
S.ruber Medyum 5

Gergeklestirilen SPSS 19 istatistik analizine gore %23’liik MGM ve S.ruber
medyum’un en benzer profilleri olusturdugu belirlenmistir. Iki besiyerinin icerdigi
tuz miktarlarina bakildiginda benzer olduklar1 belirlenmistir. Yine analize gore
%23’lik MGM ve medyum E’nin DGGE jelinde ayni oranda bant verdigi
belirlenmis ve iki besi ortaminda lireme gosteren organizmalarin ayni noktalarda
melting davranislarin1  sonlandirdigr belirlenmistir. Bu iki besi ortamma
bakildiginda medyum E’nin %23’liik MGM’ye oranla daha az tuz igerdigi fakat

farkli olarak kazamino asit ve nisasta varligi dikkat cekmektedir.

Meke Agustos ayr zenginlestirme kiiltiirlerini  izlemeye yonelik
gerceklestirilen DGGE’den elde edilen bantlarin dizi analizleri sonrasinda
%23’lik MGM’de Halorubrum sp. YC-3 ile %95 benzerlik gdsteren bant,
Medyum B’de Halorubrum sp. HEN2-25 ile %94 benzerlik gdsteren bant,
Medyum C’de Halorubrum sp. YC-X7 ile %94 benzerlik gosteren bant, Medyum
D’de Archaeon RC35 ile %96 benzerlik gosteren bant, Medyum E ve S.ruber
medyum’da Halorubrum sp. YC-3 ile %95 benzerlik gdsteren bant en dominant
tiirler olarak géze carpmaktadir. Elde ettigimiz Archaea izolatlarinin tiimiiniin
Halorubrum cinsine ait tiirler olmasi ve zenginlestirme kiiltiir DGGE’sinde de
dominant bantlarin Halorubrum cinsine ait tiirler olmasi ortamda en yogun cinsin
Halorubrum oldugu gercegini vurgulamaktadir. Halorubrum cinsi disinda
Medyum C’den elde edilen bantlardan 4 tanesinin yiliksek benzerlik orani ile
Haloterrigena limicola strain AX-7’ye ait oldugu belirlenmistir. Ayn1 besiyerinde

dominant tiire bakildiginda yine Halorubrum’a ait olmasi1 ve Haloterrigena’ya ait
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bantlarin daha zayif olmasi izolasyon esnasinda Halorubrum’ un Haloterrigena’y1
baskiladig1 diistincesine varilmaktadir. Haloterrigena’nin goézlemlendigi besi
ortami olan Medyum C NaCl, MgCl,6H,0, K,SO4 CaCL6H,0 ve maya 6ziitli
icermektedir. Haloterrigena limicola ilk olarak Cin’deki Aibi tuz goliindeki
sedimentten izole edilmistir. Bu izolatin gelistigi tuz arahgi 1.7-5.1 M NaCI, Mg"™
0.005-0.7M, pH’1 6.5-9 ve sicakligi 30-61°C olarak belirlenmistir. Optimum
gelistigi NaCl konsantrasyonu 3.1 M, Mg™ konsantrasyonu 0.05M, pH’1 7.0 ve
sicaklig1 45-50 °C olarak belirlenmistir (Cui ve ark. 2006). Kullanilan besiyerleri
ve igerikleri diistiniildiiglinde Medyum C diger besi ortamlarina gore daha basit
bir icerige sahiptir. Diger besi ortamlar1 Medyum C’nin igeriginde olan
kimyasallara ek olarak birka¢ kimyasal daha icermektedir. Ayrica Medyum C’de
elde edilen Haloterrigena’ya ait olan 4 profilin de tek bir tiir ile filogenetik olarak
benzerlik gostermesi bu tiirlin 16S rRNa operon bdlgesinin birden fazla

oldugunun bir kanitidir.

Meke Agustos ay1 6rnegi DGGE jelinde Archaea ve Bacteria domainlerine
ait dominant tiirlerin varhig1 dikkat ¢cekmektedir. Archaea jelinde elde edilen
profillerin 16S rRNA gen dizilerinin belirlenmesinin ardindan Halorubrum
cinsinin yani swra kiiltiire alimamayan tiirlerin de dominant olarak ortamda var
oldugu gorilmektedir. Meke Agustos ay1 Archaca DGGE jelinde ‘2’ olarak
adlandirilan bantin ortamda en dominant organizma oldugu goriilmektedir ve dizi
analizi sonrasinda benzerligin %77 olarak kiiltiir edilemeyen bir tiir ¢iktigi
belirlenmistir. Bu bantin dizi analizlerinde benzerligin bu kadar diisiik olmas1
burada birden fazla bantin olabilecegini aklimiza getirmektedir. DGGE’nin
sinirlarindan biri olan benzer melting davranis1 gosteren dizilerin DGGE goci
esnasinda yakin noktalarda durmasi ile birden fazla bantin tek bant gibi goriilmesi
DGGE’de olast bir durumdur. Bu olasi durumu agmak ve bantlarin gercek
temsilcilerini bulmak ic¢in denatiirant orant daha dar olan bir DGGE jeline ayni
orneklerin yiiklenmesi veya bantlarin klonlanmasi saglanarak bu engel asilmalidir.
Archaea jelinde diger (6,7 ve 8) bantlarin dizi analizlerine bakildiginda ii¢liniin de
kiiltiire edilemeyen tiirlerle yliksek oranda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Bu
tiirlerin tiim 16S rRNA dizisinin belirlenmesi i¢in klonlama isleminin gerekliligi

bir kez daha anlasilmistir.
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Meke Agustos ay1r Bacteria jelinde Archaea jelinde oldugu yiiksek bir
cesitlilik belirlenmemistir. Bu  belirleme kiiltiir ¢alismalar1 ile paralellik
gostermektedir. Bacteria jelinde dominant olarak nitelendirilebilecek ‘11°
numarali bantmm dizi analizi sonucunda %98 oraninda kiiltiire alinmamis
Salinibacter sp. oldugu belirlenmistir. Diger bantlarin da kiiltiire edilemeyen
Salinibacter’e ait oldugu ve bir bantinda da Kkiiltiirel olarak izole ettigimiz

Salinibacter ile birebir ortiistiigli belirlenmistir.

Meke Nisan ay1 i¢in gergeklestirilen DGGE jelinde Archaea i¢in elde edilen
bantlarin tiimii yiiksek benzerlik orami ile kiiltiire alinmamis archaeon clone
MLNAA3 olarak belirlenmistir. Halbu ki gergeklestirilen izolasyonlar sonrasinda
elde edilen dizi analiz sonuglarmna gore ortamda Halorubrum’un varligi
belirlenmistir. Yine ayni sekilde Bacteria jelinde izole ettigimiz tiirlere ait bantlar
temsil eden tiirlere rastlanmamistir. Bu durum DNA ekstraksiyonu agamasinda

optimizasyon gerekliligini gdstermektedir.

Birbir ve ark. (2007) yilinda Tuz Golii, Kaldirim ve Kayacik tuzlalarindan
gerceklestirdigi DGGE ile elde ettigi verilerde ortamlarda Haloarcula cinsine ait
iyelerin Tuz Golii ve diger tuzlalarda, Halorubrum cinsine ait tiyelerin Tuz Goli
ve Kaldirim Tuzlasinda ve Halobacterium cinsine ait liyelerin Tuz GOl ve

Kayacik Tuzlasinda dominant olduklarini belirlemistir.

Mutlu ve ark. (2008) yilinda gerceklestirdigi Tuz Goli’ne ait farkli aylarda
alman su Orneklerinden uyguladigi DGGE’de Archaea domainine ait dominant
tirlerin Haloquadratum ve Halorubrum cinsine ait olduklarini, Bacteria

domaininde ise Salinibacter cinsine ait tiirlerin dominant oldugunu belirlemistir.

Makhdoumi-Kakhki ve ark. (2011b) Aran-Bidgol Goli'ne yonelik
gerceklestirdigi DGGE calismalarinda dominant tiirlerin - Halorubrum ve
Haloquadratum cinslerine ait oldugunu ifade etmektedir. Bacteria domainine ait
tirlerin tamamu ise Halorhodospira halophila’ya aittir. Bu gole iliskin
gerceklestirilen klonlama, DGGE ve izolasyon basamaklarinin tiimiinde

gozlemlenen tiirlerin Halorubrum cinsine ait olduklar1 belirtilmistir.
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Acigol Agustos ay1 orneginden Bacteria i¢in gercgeklestirilen DGGE’de 11
bant elde edilmis ve bu bantlarin 3 tanesinin ortamda dominant tiirler oldugu
belirlenmistir. Bu dominant tiirlerin dizi analizlerini gerceklestirmeye yonelik
calismalar basarisizlikla sonuc¢lanmistir. Bu durum dominant bantlarin birden
fazla bant icerebilecegi diisiincesini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu durumu asmaya
yonelik gergeklestirilmesi gerekli ¢alismalar Meke Agustos ayr DGGE’si igin

onerilen uygulamalar ile benzerlik gostermektedir.

rRNA diziler1 mikrobiyal evrim ve ekoloji ¢aligmalarinda temel rol oynar.
Filogenetik iliskinin belirlenmesinde, g¢evresel cesitliligin belirlenmesinde ve
spesifik populasyonlarin belirlenmesinde olduk¢a onemlidir. rRNA’nin belirtilen
uygulamalarda tek olmasmm birka¢ sebebi vardir. Ilki tiim organizmalarda
filogenetik iligkinin karsilastirilmasina izin veren evrensel dagilim gostermesi
bdylece yasam agacinin olusturulmasidir. Ikincisi rRNA’lar bilgisel genlerin
kaynagidir ve bunlar horizontal gen transferinden ¢ok az etkilenir. Ugiinciisii
rRNA’lar fonksiyonel olarak yiiksek oranda korunmaktadir. Bu durumda PCR
primerlerinin ve hibridizasyon problarinin dizaynma olanak verir. Bu ise 16S
rRNA yaklasimi kiiltiire edilememis Bacteria ve Archaea’larin veritabanlarinda
artmasma neden olmaktadir. Tiim bu organizmalar c¢evrede dominant olarak
goriinmesine ragmen, onlarin dagilimi ve iliskisi sadece klon kiitiiphanelerinden

olusturulabilir.

16S rRNA dizileri ile mikrobiyal ekoloji ve evrimin tahmini rRNA
operonlarinin bir¢ok bakteride ¢coklu olmasi karisiklik yaratmaktadir. 16S, 23S ve
5S birbirlerine operonlar ile baglidir ve bu siklikla internal transkrip spacer
bolgesi ve en azindan bir tane tRNA igerir. Bu da gosterir ki bakteriyel bir genom
1-15 aras1 boyle operonlari igerebilir ve bu da 16S rRNA dizilerini operonla
arasinda birka¢ ylizdelik olarak farklilastirir. Boyle tek genom igerisindeki dizi
heterojenitesi mikrobiyal komiinitelerin kiiltiir bagimsiz ¢alismalarinda 6nemli
problemler yaratir. Ciinkii 16S rRNA yaklasimma gore mikrobiyal cesitlilik

tahminin ¢ok tizerinde olabilir.

Bacteria ve Archaea domainine ait tiirlerden elde edilen genom dizilerine

gore elde edilen verilerde 355 bakteri straininin %44’ bir veya iki operon
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kopyasi, %14’ 4 tane, %13.5’u 7 tane, %11.5’u 6, % 6.7°s1 3 ve %4.3°1 10 tane
operon icermektedir. Bacteria’dan farkli olarak arkeal strainler daha az rRNA
operonu igerir. 23 strainden %65.2°si tek operon kopyasi igerirken, sadece
Methanococcus vannielii’'nin 4 tRNA operon kopyasma sahip oldugu

belirlenmistir (Acinas ve ark. 2003).

DGGE’de rRNA operon mikro heterojenitelerini belirlemek i¢in kullanilan
izolatlarin tiimii Bacteria domainine aittir. Bunlardan ‘1’ olarak adlandirilan izolat
Salinivibrio cinsine aittir ve belirgin 3 tane bant olusturmustur. Salinivibrio
cinsine ait bit tiirliin tiim genomu belirlenmedigi i¢in gercekten 3 tane operon
kopyasina sahip olup olmadigini bilememekle birlikte ayn1 familyaya ait Vibrio
cholerae’nin 3 tane 16S rRNA operon bolgesine sahip oldugu belirlenmistir
(Acinas ve ark. 2003). DGGE jelinde 2°, ‘3°, ‘5°, ‘6’ve ‘1’ olarak adlandirilan
izolatlarm Halomonas cinsine ait oldugu belirlenmistir. Bu tiirlere ait DGGE bant
sayis1 ise swrastyla 1, 1, 1, 1 ve 4’tiir. Tim genom dizisi belirlenmis olan
Halomonas elongata’nin 4 tane 16S rRNA operon bdlgesi icerdigi belirlenmistir
(Schwibbert ve ark. 2011). Bu da gosteriyor ki ‘i’ olarak belirlenen izolatimiz bu
durumu dogrulamakta fakat buna ragmen Halomonas cinsi igerisinde operon
bolgesi sayisinda degisiklikler olabilmektedir. ‘4’ ve ‘g’ olarak isimlendirilen
izolatlartmiz  Idiomarina cinsine aittir ve swrasiyla 2 ve 1 tane bant
olusturmuglardir. Genom dizileri tamamlanmis Idiomarina loihiensis ve
Idiomarina sp. Strain A28L 'den elde edilen verilere gore iki tiirtinde 4 tane 16S
rRNA gen bolgesine sahip oldugu belirlenmistir (Gupta ve ark. 2011; Hou ve ark.
2004). Jel goriintiistine gore ‘7’ ve ‘f” olarak adlandirilan izolatlarin Marinobacter
cinsine ait olduklar1 ve sirasiyla 1 ve 3 tane 16S rRNA operon bdlgesine sahip
olduklar1 belirlenmistir. ‘f” olarak adlandirilan izolatin Marinobacter adhaerens
HP15 ile yiiksek benzerlik gostermesi ve genom dizisi tamamlanmis olan
Marinobacter adhaerens HP15 gibi 3 tane 16S rRNA operon bolgesi igermesi
(Gards ve ark 2010) gergeklestirdigimiz ¢alismalarin dogrulugunu kanitlar
niteliktedir. ‘20’ olarak adlandirilan Thalassospira cinsine ait izolattan DGGE
jelinde 2 tane bant elde edilmistir. Fakat bu cinse ait genom dizisi tamamlanmis

tiir bulunamadigindan karsilastirilmasi yapilamamaistir.
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Bircok  bakteri ve  mikroorganizmanin  morfolojik  ayrmntilarinin
bilinmemesindeki eksiklik onlarin identifikasyonlarini zorlastiriyordu. Geleneksel
metodlar zahmetli, zaman gerektirici ve metodolojik ve istatiksel hatalara meyilli
olmaktadir. Bu yiizden -ekosistemlerdeki mikroorganizmalar1 saymak ve
tanimlamak icin kiiltivasyondan kaginilarak molekiiler metodlar gelistirilmistir.
Bu metodlardan biri de FISH’dir ki bu metod bakteriyel ribozomlardaki spesifik
bolgelere uyumlu sentetik oligoniikleotid problarin hibridizasyonuna dayanir

(Bottari ve ark .2006).

FISH’de gerceklesen problemler hatali pozitif sonu¢ ve hatali negatif
sonuglar olarak ikiye ayrilabilir. Hatali pozitif sonu¢ alma problemindeki en
onemlisi otofloresan Ozellikteki Orneklerin incelenmesinde karsilagilmaktadir.
Maya ve kiiflerde, siyanobakterilerde, methanogenleri iceren Archaea gruplarinda
bu problemle karsilasilmaktadir. Otofluoresan sadece Ornekten degil, Ornegi
cevreleyen ortamdan da gelebilir. FISH’de karsilagilan bir diger problem ise
spesifite eksikligidir. FISH’in dogrulugu ve giivenirliligi oligoniikleotid problarin
spesifitesi ile yakindan iligkilidir ve bunlarin dikkatli bir dizayn1 gerekir. Hatali
negatif sonu¢ almada ise yetersiz penetrasyon, diisiik rRNA igerigi, fluoroforun
yikimi olarak siralanabilir. Bakteriyel hiicrelerin probu yetersiz penetre etmesi
diisiik sinyal yogunlugu verebilir. Bu problem gram negatif bakterilerde yogun
olarak karsilasilmazken, kalin hiicre duvarl gram pozitif bakterilerde bu problem
ile karsilasilmaktadir. Canlilarda diisitk rRNA icerigi direk olarak biiylime orani
ile iliskilidir. Diisiik fizyolojik aktivite diisiik sinyal yogunlugu ile negatif sonug
dogurabilir. Yavas gelisen tiirler i¢in Cy3 gibi parlak fluoresan 151k yayan problar
tavsiye edilir. Bir¢ok fluorokrom, eksitasyon ilerlerken hizli bir sekilde yok olur
ve bu fotomikrografide 6nemlidir. Bu problemi ¢6zmek i¢in dar banth filtre setleri
kullanmas1 ve fotostable siyanin boyalar1 kullanilmasi dnerilmektedir (Moter ve

Gobel 2000).

FISH’in ilk uygulanmasi daha az c¢esitlilik iceren bakteriyal simbiyont
ortamlarda olmustur. Daha sonraki yillarda ise bir¢ok uygulama alaninda kendini
gostermistir. Denizsel cevrelerde siilfat rediikleyen bakterilerin,

bakterioplanktonlarin  arastirilmasinda, nehir sistemlerindeki  bakterilerin
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arastirilmasinda, atik su aritim cevrelerindeki nitrojen dongiisiinde rol oynayan
nitrit oksitleyen ve amonyum oksitleyen bakterilerin arastirilmasinda, simbiyotik

bakterilerin belirlenmesinde FISH kullanilmigtir (Amann ve ark. 2001).

Acigol icin gerceklestirilen FISH’de Arc344 ve Arc915’ten sinyal
almamamistir. Eub338 probu ile neredeyse DAPI kadar hiicre sayimi
gerceklestirilmistir. Daha Onceki molekiiler c¢aligmalarla da Ortiistiigii iizere

Acigol’de Archaea domainine ait tiir belirlenememistir.

Meke Agustos ve Nisan aylarinda da hem Archaea hem de Bacteria problar1
ile 151ma almmuistir. Meke Agustos aymin tuzluluk oraninin Nisan ayina gore fazla
olmas1 sebebiyle Archaea problari ile elde edilen 1s1ma Bacteria’ya nazaran daha
fazladir. Ayrica Agustos ayma yonelik olarak Salinibacter spesifik prob olan
Ehb412 kullanilarak ortamdaki Salinibacter cinsine ait tiirlerin  varhigi

belirlenmistir.

Ulkemiz Tuz Goli (Mutlu 2006)’ne yodnelik gergeklestirilen FISH
analizinde Arc915 ce Eub338 problar1 kullanilmis ve Archaea domaini {iyelerinin

Bacteria domaini liyelerinden yogun oldugu belirtilmistir.

Makhdoumi-Kakhki ve ark. (2011b) Aran-Bidgol Goli’ne yonelik FISH
calismalarinda Arc915 ve Eub 338 problar1 kulanilmis ve Archaea iiyelerinin daha

yogun oldugunu belirlenmistir.
Sonug olarak;

1. Meke Goli'ne yonelik kiiltiir bagimsiz c¢alismalardan DGGE ile
elde edilen verilerde bu golde kiiltire edilemeyen Archaea ve
Bacteria tiirlerinin varligi belirlenmistir.

2. Acigél’den ve Meke’den izole edilen Idiomarina ve Marinobacter
cinsleri ile Acigél’den izole edilen Thalassospira ve Meke’den
izole edilen Salinivibrio cinslerine ait tiirler tilkemizde ilk kez
belirlenmistir. Ayrica Meke ve Acigél’e yonelik belirlenen tiim

tiirler bu goller i¢in ilk kez tanimlanmaistir.
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3. Zenginlestirme kiiltiirlerinden elde edilen DGGE verilerine gore
kullanilan besiyerlerinden Archaea izolasyonu i¢in en fazla
cesitlilik Medyum C’de belirlenmistir. Fakat gerceklestirilen dizi
analizleri sonucunda 7 banttan 4 tanesinin Haloterrigena limicola
strain AX-7’ya ait oldugu tespit edilmistir. Ayrica Halorubrum’a ait
birden fazla strainin elde edilmesi kiiltiir calismalari ile paralel bir
durum ortaya c¢ikarmaktadir. Meke Goli’nden Bacteria igin
gergeklestirilen zenginlestirme DGGE jelinde en fazla banti
%]12’lik MGM’den, Acigol Bacteria i¢in ise yine %12’lik
MGM’den elde edilmistir.

4. 16S rRNA geninin operon kopya sayisinin bakteri izolatlarinda
belirlenmesine yonelik gergeklestirilen DGGE ile genom dizisi
veritabanlarinda olan izolatlarimizin 16S rRNA operon sayisinin
karsilastirilmasiyla elde edilen veriler pozitif bir korelasyon
gostermektedir.

5. FISH sonuglarindan elde edilen verilere gore Meke Agustos ayinda
yogun olarak Archaea domainine ait tiirler mevcuttur. Meke Nisan
ayl Ornegi ise nispeten Agustos ayma gore daha az yogunlukta
Archeae icermektedir. Acigdl’in her iki aymdan elde edilen
verilerde Archaea domainine spesifik problarla gerceklestirilen
FISH’de 1s1ma alinamamustir.

6. Halofilik organizmalarin biyoteknolojik c¢alismalarinda yogun
olarak ¢alisilan ve biyoteknolojik anlamda 6nemli tiirleri bardiran
Halomonas cinsine ait tiirleri hem Acigél’den hem de Meke’den
izole etmis bulunmaktayiz. Bu tiirlerin  biyoteknolojik
potansiyelerinin arastirilmasma yonelik yeni calismalar ile

gerceklestirdigimiz ¢alisma desteklenebilir.

Calismamiz i¢in gelecekte yapilmasi onerilen uygulamalar;

1. Ulkemizin mikrobiyal cesitliliginin ortaya cikarilmasi adina 16S rRNA dizi

analizleri tamamlanamayan izolatlarin dizi analizleri sonug¢landirilmalidir. Bu
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sonuclar ve eldeki mevcut 16S rRNA sonuglar1 dogrultusunda yeni tiir olabilecegi
diisiiniilen izolatlarin tiir tayini icin DNA-DNA hibridizasyonu c¢aligmalarina hiz

verilmelidir.

2. DGGE analizleri gostermistir ki calisma ortamlarinda kiiltiire edilemeyen
organizmalar mevcuttur. Bu organizmalarin  16S rRNA  dizilerinin

belirlenebilmesi i¢in klonlama caligmalar1 gergeklestirilmelidir.

3. Calisma kapsaminda elde edilen izolatlarin biyoteknolojik ¢alismalarda
kullanildig1 tespit edilmistir. Bu dogrultuda elde edilen izolatlardan biyoteknolojik

uygulamalara yonelik ¢calismalar tasarlanmalidir.
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