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Bu ¢alismada Camalti Tuzlas1 Halofilik prokaryotlariin identifikasyonu
amaclanmistir. Camalti Tuzlasindan su ve toprak ornekleri alinmistir. Farkli
besiyerleri kullanilarak 34 adet aerobik halofilik bakterilerin izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bu izolatlarin bazi biyokimyasal ve antibiyotiklere duyarlilik
testleri yapilmistir. Farkli koloni morfolojisine sahip 34 adet izolatin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Archaea ve Bacteria ayrimi yapilarak 19 adet izolatin
Archaea, 15 adet izolatin Bacteria domainine ait oldugu belirlenmistir.
Kommunite analizine yonelik, kiiltiir bagimsiz bir test olan Fluoresan In situ
Hibridizasyon (FISH) metodu uygulanarak Bacteria/Archaea sayilar1 tesbit
edilmistir. FISH ¢alismalar1 ile Bacteria iiyelerinden Salinibacter’in Camalti
Tuzlasi’'ndaki varligr ilk olarak ortaya konmustur. DAPI boyamalar ile
orneklerdeki  Archaea, Bacteria ve toplam hiicre sayilar1 agiga
cikarilmigtir.Bacteria domainine ait oldugu belirlenen izolatlarin Yag Asidi Metil

Esterleri (FAME) analiz edilerek yag asidi profilleri ¢ikarilmistir.
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ABSTRACT
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Supervisor: Prof. Dr. Kiymet GUVEN
2007, 97 Pages

In this study, identification of halophilic prokaryotes from Camalt1 Saltern
were aimed.Water and soil samples were taken from pools of Camalt1 Saltern. A
total of 34 aerobical strains were isolated by using different media and
biochemical tests and their antibiotic resistance were performed.34 strains differed
in colony morfology were tested by PCR for domain determination and 19 of the
isolates were identified as Archaea and 15 of the isolates were identified as
Bacteria.FISH method was used as a culture independent method for community
analyses. Salinibacter in Camalt1 Saltern was recorded for the first time by using
FISH. Archaea, Bacteria and total microorganism numbers were calculated by
using DAPI staining.Fatty acid analysis of 15 of the isolates which were identifed

in bacteria domain were done to determine fatty acid profiles.
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1. GIRIS

Sodyum kloriiriin doyma noktasina yakin veya doyma noktasinda oldugu
ortamlar hipersalin (asir1 derecede tuzlu) ortamlar olarak adlandirilmaktadir.
Hipersalin (asir1 derecede tuzlu) cevreler sinifina giren ve {iilkemizin tuz
ihtiyacinin biiyiik bir kismm karsilayan Izmir Camalti Tuzlasi’nin halofilik
prokaryotik organizmalarinin ortaya konmasi bu c¢aligmadaki baslica amact
olusturmaktadir.

Asirt derecede halofilik bakteriler, ekstrem kosullara uyum gostermis 6zel
yapilar1 nedeniyle biyoteknoloji alaninda c¢alisan bir¢ok arastirmacinin ilgisini
ceken organizmalardir. Asir1 tuzluluga dayanikli enzimleri, tuzluluga karsi
koyabilmek i¢in kullandiklar1 stratejiler, zor sartlarda enerji liretimine olanak
saglayan 6zel proteinlerinin varligi ve bunlar gibi kendilerine has olan 6zellikleri,
onlarin biyoteknoloji alaninda son derece degerli araglar olarak goriilmesine yol
agmaktadir. Bu nedenle asir1 derecede halofilik bakterilerin tanimlanmasi ve
hiicre yapilarinin ortaya konulmasi gerekmektedir.

Camalt1 Tuzlasi’nda bulunan havuzlardan 15 su 6rnegi ve 5 toprak 6rnegi
alimmigtir. Kiiltiire alinmis Orneklerden saf bakteri izolasyonu yapilmis ve
Archaea ve Bacteria domainlerine ait mikroorganizmalar ayirdedilmistir. Kiiltiir
edilemeyen organizmalar Fluoresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi
kullanilarak belirlenmistir.

Bu ¢alismada elde edilen izolatlar sahip olduklar1 sistemler(bakteriosinleri,
enzimleri, pigmentleri) nedeniyle cesitli biyoteknolojik arastirmalarda kullanilma

potansiyeline sahiptirler.

1.1. TUZ VE TUZLU ORTAMLAR

Tuz, yasamsal dneminden dolay1 insanoglunun eskiden beri ¢ok iyi bildigi ve
giinliik yasaminda sik kullandigi bir mineraldir. Insanmn tuzu kullanmaya ne
zaman basladig1 kesin olarak bilinmese de bu siirenin M.O 1000 yilina kadar
gittigi diistiniilmektedir (Koday 1999).

Tuz, dogada bol miktarda bulunan, besinlere tat verici ve koruyucu madde



olarak kullanilan, kristal yapili bir sodyum kloriir (NaCl) bilesigidir. Kiip bigimli
kristaller halinde bulunan tuz, icerdigi maddelere bagl olarak renksiz, saydam
yada yar1 saydam olabilir. Tuz, hidroskobik bir maddedir, yani normal kosullarda
atmosferdeki nemi tutar. Tuzun suya karsi ilgisini gosteren baska bir 6zelligi de,
suda kolayca ¢oziinebilmesidir. 25°C’de 100 ml su i¢inde 36 gr tuz ¢dziinebilir.
Sicaklik yiikseldik¢e tuzun ¢oziliniirliigii de artar. Ayrica tuz suda ¢oziindiikge
suyun sicaklign da diiser. Ornegin, 15 °C deki 100 ml suda 36 gr tuz
¢oziindiigiinde, olusan ¢ozeltinin sicakligi yaklagik 3,3 °C ile 5,5°C arasinda
azalir. Tuz 427°C’de erir, daha yiiksek sicakliklarda ise buharlasir. 0°C’deki
ozgil agirlhigr 2,165°tir, yani agirligt suyun agirhiginin 2,165 kati1 kadardir (Ana
Britannica, 1990). Eski ¢aglardan beri besinlerde katki maddesi olarak kullanilan
tuz, gliniimiizde kimya sanayiinin en dnemli ham maddelerinden biri olmustur.
Tuz, denizlerde, gdllerde, yer alt1 sularinda erimis halde ve yer altinda kaya tuzu
seklinde bulunur (Oren 1997, Ventosa 1997, Grant 1997).

Tuzlu ortamlarin gruplandirilmasinda iki ana faktor kullanilmaktadir.
Birincisi, tuzun orjini ve yapisidir. Cogu asir1 tuzlu sular, deniz suyunun
buharlasmasi sonucu olusur. Bu seckilde olusan ortamlara ‘Thalassohaline
Ortamlar’ denir. Klor siilfatli sularin hepsi bu gruba dahildir. Ornek olarak
ABD’deki Great Salt Lake (Biiyiik Tuz Go6li) verilebilir. Diger tuzlu ortamlar ise
kitasal orjinli tuzlarin ¢oziinmesinden olusmaktadir. Bu ortamlarin kimyasal
madde igerikleri deniz suyundan farklidir ve bu sekilde olusan ortamlara
‘Athalassohaline Ortamlar’ denir (Valera 1988).

Asirt tuzlu ortamlari gruplandirmada kullanilan ikinci faktor ise tuz
konsantrasyonlaridir. Asirt tuzlulugun alt limiti, arastirmacilara gore, %3-12
oranlar1 arasinda degismektedir. Bu sulardaki yiliksek konsantrasyonunun, canli
tir cesitliliginin asir1 azalmasinda birinci faktor oldugu disiiniilmektedir.
Arastirmacilara gore %10-12 tuzluluk orani, orta derece tuzluluk olarak
adlandirilmaktadir. Bu tuzlu ortamlara ‘Mesosaline Ortamlar’ denilmistir.
Thalassohaline ortamlar i¢in {ist limit tuz konsantrasyonu %35’tir. Bu ortamlarda
NaCl bol miktarda ¢oker ve tuzlarin orani Mg+2 hakimiyetine dogru kayar, suda
en yiiksek tuz olarak Mg' iyonu bulunur. Bununla beraber NaCl’ in ¢okeldigi

ortamlarda, biyolojik formlarin hepsi i¢in, yasam direnci st limittedir (Javor



1984).

Asin tuzlu gollerdeki iyonlar ¢evrenin topografisine, jeolojisine ve genel
iklim durumlarina goére degisebilir. ABD Utah’taki Biiyilk Tuz Golii’'nde
genellikle konsantre olmug deniz suyu bulunur. Bu sebepten c¢esitli iyonlarin nispi
oranlart deniz suyundakine benzemektedir. Biiyiik Tuz Golii'ndeki en yaygin
katyon sodyum, en yaygin anyon ise klorid’dir. Ortamin pH’1 alkali oldugundan
onemli miktarda siilfat bu ortamda bulunur. Bunun aksine Olii Deniz gibi asiri
tuzlu ortamlarda, sodyum orani olduk¢a diisiik olmasina ragmen cevredeki
kayalarin yiiksek magnezyum mineraline sahip olmasi nedeniyle magnezyum
miktar1 yiiksektir. Soda gollerinin kimyasal igerigi, Biiyilk Tuz Goli’niin
kimyasal icerigi ile benzerdir fakat soda gdllerini ¢evreleyen kayalardan dolay1
soda gollerinde yiiksek seviyede karbonat minerali bulunur. Soda goéllerinin pH’s1
oldukea yiiksek olup 10 — 12 arasindadir (Valera 1993).

Cogu cevrelerde bulunan tuzun orjini deniz suyudur. Okyanus suyunun
asil iyonlar1 Na', K, Mg+2, Ca+2, Sr+2, Cr, SO4'2, HCOy5, Br', F', H;BO; ‘dur. CI
(%55,04) ile SO4™ (%7,68) baskin anyonlar ve Na* (%30,61) ile Mg™* (%3,69)
baskin katyonlardir. Genellikle okyanuslardaki tuzluluk orani sabittir ve ortalama
tuzluluk oran1 9%3,5’tur. Okyanuslardaki tuz cesitlerinin konsantrasyonunun
zaman i¢inde degisip degismedigi bilinmemektedir. Okyanustaki tuzluluk
oraninin son 200 milyon yildir sabit kaldig1 agiklanmistir (Oren 1993).

Asirt tuzlu sular, kitasal veya meteorik sular tarafindan kayalardaki
tuzlarin ¢oziinmesiyle olusabilir. Tuzlar, gecirgen olmayan bir havzada
toplandiklarinda, buharlagma yoluyla konsantre olurlar. Bu tip cevreler oldukca
cesitlidir ve sik olarak goriilmektedir (Encyclopaedia International, 1963).

Deniz suyundan tuzun elde edilmesi i¢in ¢oklu havuz tuzlalar1 yar1 yapay
kiy1 sistemleri seklinde diizenlenmistir. Tuz elde edilmesi amaciyla deniz suyu
havuzlara pompalanir ve tuz konsantre edilir. CaCOs’in ¢okiisii ve kalsiyum
stilfat olusumu ilk adimda gerceklesir. Sonug olarak deniz suyu orijinal hacminin
1/10’na diistiigli zaman NaCl ¢oker ve ¢oken NaCl toplanir. Bu sistem siirekli
veya yari siirekli sistemler olarak calisir. Bu yiizden havuzlar yil boyunca ayni
tuzluluk oranini korurlar. Bu havuzlardaki tuz derecelerinde 6nemli ekolojik

degisiklikler olur. Tuz oraninin artmasiyla biyocesitlilik azalir (Javor 1989).



coklu havuz tuzlalarinin ekolojisiyle ilgili ¢ok sayida uluslararasi c¢aligmalar
vardir. Bu sistemler mikrobiyal c¢esitlik iizerine tuzluluk oraninin etkisini
gosterme agisindan oldukca ilging modellerdir. Ispanya’daki coklu havuz
tuzlalar1 birkag yildir calisilmaktadir. Calismalar tuz konsantrasyonunun
artmastyla prokaryotik ¢esitliligin azaldigin1 gostermistir (Rodrigez —Valera ve
ark., 1981-1985). Tuzluluk oranm1 %15 ‘e kadar olan deniz suyunda pek ¢ok izolat
bulunur. %15 tuz oraninin iizerinde pek ¢ok 1rk 6zellesmis halofiliktir.

Ulkemizde tuz iiretimi Tekel tarafindan “tuzla” denilen isletmelerde
yapilmaktadir. Tuzlalarda deniz, gol, kaya ve kaynak sularindan tuz {retimi
yapilmaktadir. Deniz tuzlalarinda tuz iiretimi, giines 1sisiyla buharlastirma
yontemi ile yapilir. 3,5 bome tuz yogunlugu olan deniz suyu, énce soguk su
havuzlarina alinarak tuzlulugu arttirilir ve i¢indeki yabanci maddelerin ¢okmesi
saglanir. Daha sonra sicak su havuzlarina alinarak suyun bomesi arttirilir ve
yaklasik 25 bomeye eristiginde deniz suyu kristalize havuzlarina alinarak tuz
cokeltilir. Cokelmis tuz kalinlig1 15-16 cm ‘ye ulastiginda toplama islemi yapilir.
Gol tuzlalarinda ise tuz iiretimi, yaz aylarinda yogun su buharlagmasi nedeniyle
coken tuzun toplanmasiyla gergeklestirilir. Kaya tuzlalarindaki tuz iiretimi ise,
yer altinda bulunan tuz kayalarina ulasilip bu kayalarin patlatilmasiyla ufalanan
tuz Kkiitlelerinin toplanmasi seklinde olmaktadir. Uretilen en Kkaliteli tuz ise
kaynak tuzlalarindan elde edilen tuzdur. Yeraltt sularinin kaya tuzu yataklarindan
geemesi sirasinda bir miktar tuzu eritip yeryliziine ¢ikarmasiyla tuzlu su yataklari
olusur. Bu sulardan tuz iiretimi, deniz tuzlalarindaki tuz {iretimi gibi olmaktadir.
Yani kaynak sular1 havuzlarda biriktirilerek bome derecesi arttirilir ve kristalize
tuz ¢oOkeltisi olustuktan sonra tuz toplama islemi yapilir (Macintyre 1970).
Arastirmacilar, tuzlu su konsantrasyonunun ilk katmaninda yogun
mikroorganizma tabakasinin olustugunu ve bu ortamda bulunan besinlerin iizerini
orttiigiinii, bdylece besince yoksun olan su tabakasinin olustugunu belirtmislerdir.
Bu ortamda besin konsantrasyonunun ve planktonlarin fazla sayida olmasina
ragmen tuzlanin alt kismindaki organizma sayisinin az oldugu belirtilmistir.

Cok tuzlu deniz tuzlalarindaki azot ve fosfor konsantrasyonunun,
mikroorganizma artisi ile dogru orantili oldugu belirtilmistir. Azot ve fosforun en

yiiksek degerine NaCl’nin ¢oktligli kristalize havuzlarda veya NaCl ¢okeltisi



olusmus gollerde rastlandigi belirtilmistir. Alkali tuzlu su gollerinin oldukc¢a
tiretken sistemler oldugu, bu ortamlarda azot ile fosforun bol miktarda bulundugu
ve organizma sayisinin yiiksek oldugu belirtilmistir. Sulu ortamda en yiiksek
fitoplankton iiretkenlik degerinin bazi alkali tuzlu gollerde bulundugu
belirtilmistir (Inandik 1955).

Yiiksek tuz konsantrasyonlar1 ve yiiksek sicakliklar, oksijenin
¢Oziiniirliglinii azalttig1 icin, asir1 tuzlu sular diisiik oksijen konsantrasyonuna
sahiptirler. Bununla beraber, bu ortamlarda aerobik organizmalar bulunmaktadir.
Yiiksek miktarda alg ve siyanobakteri i¢eren sig goller ve havuzlarda, aerobik
olarak gelisen mikroorganizma populasyonu i¢in gerekli olan oksijen transfer
hizi, bu canlilardaki hizli metabolizmaya cevap verebilecek sekilde yiiksek
olmalidir. Tuzlu sular, oksijenin az depolanma kapasitesinden ve diisiik difiizyon
oranindan dolay1, oksijensiz ortamlardir. Yiiksek yogunluk ve tuz tabakalarinin
olusumu, tuzlu sularda anaerob ortamlarin olusmasina neden olmaktadir. Bazi
halofilik bakteriler, i¢erdikleri gaz vakuolleri sayesinde, oksijen konsantrasyonun
yiiksek oldugu su yiizeyinde bulunurlar (Anonim 2000).

Asirt tuzlu sular, yillik yagis miktarinin az oldugu cografik bolgelerde
bulunmaktadir. Bu ortamdaki canlilar ¢ok fazla miktarda radyasyona maruz
kalirlar. Genellikle asir1 tuzlu sular kirmizi renktedir. Kirmizi renkte olmasinin
sebebi ise bu ortamlarda koruyucu olarak gorev yapan karotenoidlerden
dolayidir. Isik, halofilik bakteriler i¢in de ©nemli rol oynamaktadir. Bu
mikroorganizmalarda 1s1k, bakteriorhodopsin ve 1sikla calisan iyon pompalari
tarafindan kullanilmaktadir. Halofilik bakterilerin 6zel karotenoidleri olan
bakterioruberinler, genellikle 151k koruyucu olarak gorev alirlar. Ayrica
bakterioruberinler, goriiniir 1sikta ultraviyole isiklarina maruz kalarak zarar
gormiis DNA’da fotoreaktivasyonu kolaylastiran enerji transferinde rol alirlar.
Arastirmacilar, halofilik bakterilerdeki kirmizi rengin kizil 6tesi 1sinlar1 tutarak
suyun 1sisinin yiikkselmesine neden oldugunu belirtmiglerdir. Bu durum genellikle
¢ok az termofilik olan organizmalar i¢in olduk¢a Onemlidir. Su 1sisinin
ylkselmesi bu mikroorganizmalarin gelismelerini hizlandirarak

mikroorganizmalarin generasyon siirelerini kisaltir (Vreeland 1993).



1.2. ARASTIRMA BOLGESININ TANITIMI

Camalti Tuzlast Izmir Korfezinin kuzeyinde, Gediz Deltasinda 58
kilometrekare alan {izerinde iilkemizin en biiylik deniz tuzlasidir. Cigli ilge
merkezine 12 km, Izmir merkezine ise 25 km mesafededir. Giiney ve bati
kesiminden Izmir kérfezi ile cevrelenen tuzlanin dogusunda izsu Aritma sahalari,
Sasali koyl, Sasali Organize Sanayii Bolgesi, Siizbeyli Koyl kuzeyinde ise
[zmir-Menemen organize deri sanayi serbest bolgesi bulunmaktadir.

Camalti Tuzlast tarihi kesin olarak bilinmeyen yillarca Onceden beri
faaliyetini ilkel olarak siirdiirmiis, o zaman sahil godlciiklerinde biriken tuzlari
toplamak suretiyle tuz ihtiyact karsilanmistir. Unlii gezgin Evliya Celebi’nin dahi
bu civar1 dolastig1 ve eserinde bu bolgeden “Tuzla-i Melemeniye” diye bahsettigi
bilinmektedir. Tuzun giin gectikce artan Onemi karsisinda modern tuzlanin
temelleri 1863 yilinda Italyanlar tarafindan atilmistir. Bir miiddet halk tuz
tireticileri tarafindan ¢alistirilmistir. Sonradan is merkezleri Galata’da olan Rum,
Ermeni, Yahudi asilli Galata bankerleri tarafindan devlete bir miktar vergi
karsiliginda isletilmistir. Bunlardan da ‘Rusumi Sidde’ altinci1 glimriik adi altinda
1912 yilinda Maliye Bakanlhigina devredilerek devletlestirilmistir. 1913-1932
yillar1 arasinda Tiitiin Isleri Miidiirliigi adi1 altinda calismis, 1933 yilindan
itibaren Tekel (Tiitiin, Tiitiin Mamulleri, Tuz ve Alkol Isletmeri A.S) Bakanligina
bagli Tekel Genel Midirligiine devredilerek simdiki Camalti Tuzlasi
kurulmustur. Muhtelif yillarda bir kag¢ kez yenilenip bugiinkii halini almistir.

Camalti Tuzlasinda tuz iiretimi giines 1sis1 yardimiyla deniz suyunun
buharlagmas1 esasina dayanir. Tuz iretimi i¢in gerekli iklim kosullar1 tuzlada
mevcuttur. Tuzla nemi az olan kuzey riizgarlarina agiktir. Mayis ve Agustos
aylarinda bati ve giiney batidan, Nisan ve Eyliil aylarinda ise kuzey ve
kuzeybatidan muntazam rilizgar esmesi tuz {iretimi i¢in ¢ok elverisli bir ortam
hazirlamaktadir. Camalti Tuzlast ¢ok biiyiik sahaya sahip oldugundan sevk ve
idarenin kolaylastirilmasi acisindan Uretim Subesi biinyesinde 1. ve 2. Tuz

Uretim Merkezi olmak iizere iki ana merkez olusturulmustur (Sekil 1.1 ve 1.2)
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Sekil 1.1. Izmir Camalti Tuzlas1 1.

gostermektedir).



Sekil 1.2. Izmir Camalti Tuzlas1 2. Kistm Tuz Uretim Merkezi (oklar suyun hareket yoniinii

gostermektedir).



Ayrica tuzlanin muhtelif yerlerinde su sirkiilasyonuna yardimci olmak
amaciyla ihtiyaca gore pompalar tesis edilmistir.

Uretim siireci Mart-Nisan aylarinda deniz suyunun pompalarla soguk su
havuzlarina alinmasiyla baglar. Soguk su havuzlarina alinan bu sular mevsime
gore 2,5-3 veya 3-3,5 bome derecesinde olmaktadir. Tuzlu suyun yogunluk
derecesini 6l¢mek i¢in bome diye adlandirilan ve metrik sisteme dahil olmayan
bir birim kullanilmaktadir.

Denizden pompalar vasitastyla alinan sular kanallar yardimiyla soguk su
havuzlarina aktarilir. Soguk su havuzlarinda giinesin buharlastiric1 tesirine
birakilan sularda buharlasmanin etkisiyle bome derecesi yiikseltilir ve deniz suyu
biinyesindeki tuzlar ¢éziliniirliigii en diisiik olandan yiiksek olana dogru bir sirayla
cokelmeye baglar. Sular, havuzlar arasindaki bogazlar yardimiyla bir havuzdan
digerine aktarilir.

Suda oncelikle Fe,O5’ler ¢cokmeye baslamakta ve 3,6-7 bome arasinda
biitiin Fe,O3; ¢okmiis bulunmaktadir. 3,5 bome’de ¢okmeye baslayan CaCO;3;’1n
ise 16-17 bome’de tamami kristallesip ¢okmektedir.Hidrat halindeki jips yani
CaS04.2H,0 formiiliindeki kalsiyum stilfatlar 13 bome’den baglamak iizere
yogunlagsmakta ve miiteakiben 16,4 bome derecesinde kalsiyum siilfata doniiserek
biitiin buharlasma evresinde ¢okmeye devam etmekte ve ¢Okme isi 27-30
bome’de sona ermektedir.

Yaklasik 20 bome civara gelen sular sicak su havuzlarina alinirlar.
Burada sular tuzun yani sodyum kloriiriin ¢cokmeye basladigi 25 bome derecesine
kadar yogunlastirilir. Bu nedenle sicak su havuzlari, “azmak™ diye de adlandirilan
kristalizasyon havuzlarinin bir nevi ana ¢ozelti kaynagi sayilirlar. Sicak su
havuzlarina kadar bogazlardan aktarma suretiyle gecirilen sular bundan sonra
timpana yardimiyla cekilir ve bagka bir kanal boyunca azmak adi verilen
kristalizasyon havuzlarmna gonderilir. Timpana ash Italyanca olan bir kelimedir.
Demir ve tahtadan yapilmis bir nevi su dolab1 olan timpana bir elektrik motoru ile
doner ve deniz suyunu alip bir {ist seviyeye ylikseltir. Gerektiginde bir kanaldaki
suyu diger kanala aktarmaya da yaramaktadir.

Sicak su havuzlarinda hafif pembe renk almis olan sular azmaklarda

kirmizi bir renk almaktadir. Bu renk, bu tuzlulukta yasamini siirdiirebilen
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halofilik bakterilerden kaynaklanmaktadir. Bu canlilar, suda mevcut organik
maddeleri tiiketip, suyu berraklastirarak, ayrica suya renk verip giines 15181
absorbansini arttirarak tuz Uretimine biiyiik 6l¢iide yardimer olurlar. Bu
havuzlarda sular, tuzda istenmeyen magnezyum tuzlarinin ¢okmesini engellemek
maksadiyla 28-29 bome derecesine geldiginde havuzlardan tahliye edilir.

Tuz olusumu 90 ile 105 giinde olmaktadir. Bir iiretim doneminde sicak su
havuzlarindan kristalize havuzlarina 30-35 kez bomeli su verilir. Kristalize
havuzlarinda eyliil ay1 bagina kadar 15-16 cm kalinliga ulasan tuz en geg 2,5 aylik
siire i¢inde toplanmaktadir (Anonim). Sekil 1.3’te Camalti Tuzlasi’nda bazi
havuzlar gorilmektedir. Havuzlardaki renk farkliligi tuz konsantrasyonuna bagh

olarak dominant olan mikroorganizmalardan kaynaklanmaktadir.

Sekil 1.3. Camalti Tuzlas1 Genel Gériiniis ve Ornek Aliman Bazi Havuzlar.
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1.3. HALOFILiK MiKROORGANIiZMALAR

Halofilik mikroorganizmalar, gelisebilmeleri i¢in yiiksek miktarda tuz
konsantrasyonuna ihtiya¢ duyan tuzlu ortamlarda yasayabilmek igin farkll
adaptasyonlar gelistirmis, hem prokaryotik hem de eukaryotik temsilcileri olan
bir gruptur. Kushner (1985), mikroorganizmalar1 gelisebilmeleri i¢in gerekli olan
optimim NaCl miktarina gore soyle siniflandirmustir:

1) Halofilik olmayanlar; gelismeleri i¢in %1’in altinda NaCl’ye ihtiya¢ duyanlar.
2) Az Halofiller; gelismeleri i¢in %1-3 arasinda NaCl’ye ihtiyac duyanlar.

3) Orta derecede Halofiller; gelismeleri igin %3-15 arasinda NaCl ‘ye ihtiyag
duyanlar.

4)Asir1 Halofiller; gelismeleri i¢in %15 ‘den daha fazla NaCl’ye ihtiya¢ duyanlar.

Ayrica bunlarin disinda “Halotolerant” olarak adlandirilan bir grup daha
vardir. Bunlar tuzun varhi§inda veya yoklugunda gelisebilen organizmalardir.
(Kushner 1985).

Genellikle halofilik mikroorganizmalarin ¢ogunun 1liman veya sicak
iklimli bolgelerden izole edildigi ve bunlarin bir ¢ogunun ilimli termofiller
oldugu kabul edilmistir (inandik 1985).

Halofiller, ortamdaki yiiksek osmotik basinca karsi iki tiirlii adaptasyon
gelistirmislerdir. Bunlardan birincisi, K", Na” veya CI” gibi inorganik iyonlarin
yiuksek konsantrasyonda hiicre i¢inde birikmesi seklinde osmozun
dengelenmesidir (Da Costa ark. 1998). Bu durum yiiksek konsantrasyondaki
iyonlarin varliginda ¢aligabilen hiicre i¢i enzim adaptasyonlarini gerektirmektedir
(Da Costa ve ark. 1998; Oren 2002).

Ikincisi ise; farkli mikroorganizmalarda goriilen organik osmotiklerin
birikmesidir (Galinski 1995). Bu, hiicresel proteinlerin kendilerini ¢evreleyen
yiiksek tuz konsantrasyonuna karsi bir adaptasyonu degil, hiicrenin degisen

kosullara hizli bir adaptasyonudur.
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1.3.1. Halofilik Archaea

Halofilik Archaea’larda hiicre sekli, diger mikroorganizmalarda oldugu gibi
kendi hiicre duvarlar1 tarafindan belirlenir. Halobacteriaceae familyasimin
tirleri farkli sekillere sahiptir. Cubuk (Halobacterium ve digerleri), kiire
(Halococcus, Natronococcus) ve yass1 pleomorfik tiirleri de mevcuttur. Ayrica,
Haloarcula japonica gibi liggen yada paralelkenar hiicreler de bulunur.Boylesi
alistlmadik bicimler halofilik Archaea’larin bir turgor basincina sahip
olmamasindan kaynaklanmaktadir (Oren 2002b).

Halofilik Archaea’da ekstraseliiler kapsiiller: Belirli halofilik Archaea
tirlerinde hiicre duvart disinda polisakkarit kapsiil bulunur. Cok miktarda
ekzopolisakkarit ~ Haloferax genusu tarafindan salgilanir.  Haloferax
mediterranei ‘ nin ekstraseliiler kismimin mannozun majér komponenti oldugu
ve heteropolisakkarit yapisinda oldugu belirtilmistir.Glukoz, galaktoz,
belirlenememis bazi sekerler, aminoasit sekerleri ve uronik asit tespit edilmistir
ve bunlarin siilfat baglar1 igerdikleri belirlenmistir (Oren 2002b).

Halofilik Archaea’da flagella: Halobacteriales‘in bir¢ok tiyesi flagella
yardimiyla hareket eder. Halobacterial flagella saga dontimlii heliks yapidadir
ve sola doniimlii Bacteria’dan farklhidir. Hareketlilik en fazla Halobacterium
salinarium‘da calisilmistir. izole edilmis flagellumun SDS poliakrilamid jel
elektroforez calismasi sonucunda molekiiler biiyiikliikleri farkli {i¢ proteinin
ayrimi yapilmistir. Bu ii¢ flagella glikoproteinlerle iliskilidir ve siilfatlanmis
oligosakkarit tasirlar. Halofilik Archaea flagellumunun saat yoniindeki
rotasyonu hiicrenin ileri dogru ilerlemesini, saat yoniine ters yapilan rotasyonu
ise geriye dogru ilerlemesini saglar (Oren 2002b).

Halofilik Archaea’da sitoplazmik membran ve lipidler: Sitoplazmik
membran, lipid ve proteinlerden olusur. Besinlerin ve diger bilesiklerin,
iyonlarin igeri ve disart gegcisleri, dig ¢evreden bilgi alan sensorleri, solunum
elektron transportu i¢in gerekli olan tiim fonksiyonlari iceren yapidir. Ayrica
retinal iyon pompasi bakteriyorodopsin ve halorodopsin bir¢cok halofilik
Archaea membraninda bulunur (Oren 2002b).

Gaz vezikiilleri: Gaz vezikiilleri protein alt iinitelerinden yapilmis
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silindirik ~ yapilardir. Gaz vezikiill proteinleri halofilik Archaea’nin
stabilizasyonu i¢in tuza gereksinim duymayan proteinlerden biridir.
Halobacteriaceae‘de gaz vezikiilleri basinca karsi hassastir ve diisiik basingta
bile pargalanabilir. Gaz vezikiillerine sahip olma, tuzlu su ylizeyinde ylizebilme
aerobik halofilik mikroorganizmalar agisindan avantajlidir. Ciinkii, tuzca
doymus tuzlu sularda oksijen ve diger gazlarin ¢oziintlirliigli azdir (Oren 2002b).

Depo materyalleri: Bazi Halobacteriaceae Tyeleri c¢ok miktarda
polihidroksialkonat (PHA) polimeri iiretirler. Ozellikle Haloferax mediterranei
ve Haloarcula marismortui PHA biriktirmektedir (Oren 2002b).

Kistler ve Endosporlar: Halorubrum distributum dinlenme sathasi i¢in
kalin duvarl kist benzeri yapilar olustururlar. Yaygin kiiltiirlerin hiicre duvari
ile kistlerin hiicre duvar1 arasinda karsilastirmali bir bilgi yoktur. Gergek
endospor olusumu Archaea’larda su ana kadar tanimlanamamistir (Oren

2002b).

1.3.2. Halofilik Bacteria

Halofilik Bacteria’da hiicre duvari: Halomonas elongata‘ nin hiicre duvari
hidrofobisitesi ac¢isindan farklilik gosterir. Yiizey hidrofobisitesi biiyiik
olasilikla hiicre duvar1 yapist ve sitoplazmik membranin ortak bir
fonksiyonudur. Yiiksek NaCl konsantrasyonunda yiiklii fosfolipidlerin sayica
artist glclendirilmis hidrofilik egilimi agiklayabilir. Hidrofilik hiicre yiizeyi
yiiksek tuzluluktaki suyun az oldugu ortamlarda hiicreyi su molekiilii agisindan
daha c¢ekici hale getirir ve bu sayede hiicrenin su kaybetmesini Onler.
Halomonas peptidoglukaninin ilging bir 6zelligi hidrofobik aminoasit 16sin’in
varligidir ki bu tiim hiicre duvar1 hidrofobisitesine katki yapar (Oren 2002b).

Halofilik Bacteria’da ekstraseliiler kapsiil: Halomonas eurihalina ilging
ozellikli bir ekzopolisakkarit tiretir. % 42 karbonhidrat (¢ogunlukla heksoz) ve
%15°1 proteindir.Kalan kisminin yapisi ise bilinmemektedir. Polimer oldukga
vizkoz ve Ozellikle asidik pH ‘da termostabildir (Oren 2002b).

Halofilik Bacteria’da flagella ile hareket oldukca yaygindir.Ozellikle
kalin, polar flagella haloalkalifilik fotosentetik siilfiir bakterisi Halorhodospira
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abdelmalehii’de gozlenir (Oren 2002b).

Halofilik Bacteria’da hiicre membraninda tuz bagimli degisiklikler
fosfolipid tipleri diizeyinde ve lipidlerdeki yag asiti zincirleri diizeyinde
identifiye edilmistir. “Haloadaptasyon” hiicre zarfinin osmatik strese karsi bir
cevabi olarak goriilmektedir (Oren 2002b).

Halofilik Bacteria’da polar lipidler ¢ogu tiirde bulunan major polar
lipidler fosfotidilkolin (PC) ve fosfotidiletanolamin (PE) dir. Kardiolipin (CL)
ve glikolipidler gibi diger tip lipidler bulunur (Oren 2002b).

Cubuk sekilli gram negatif halofilik bakteriler (Halomonas,
Chromohalobacter vb) membran lipidlerinde genellikle diiz zincirli doymus ve
monodoymamis yag asitlerini (C16:0, 16:1 ve ozellikle 18:1) igerirler.
Siklopropan yag asitleri bir ¢ok izolatta tespit edilmistir. Halofilik Bacteria’da
solunum quinonlari, hem ubiquinon hem de menaquinon tipte iseprenoid
quinonlar olarak tespit edilmistir (Oren 2002b).

Fotosentetik prokaryotlar fotosentetik aparatin yer aldigi intraseliiler
membran sistemlerine sahiptir. Intraseliiler fotosentetik membranlarin ¢ok
farklilik gosteren sekilleri halofilik anoksijenik fotosentetik bakteriler arasinda
goriilmektedir (Oren 2002b).

Halofilik Bacteria’da gaz vezikiilleri: halofilik Archaea’da sik¢a goriilen
gaz vezilkiillerine, halofilik Bacteria’da nadiren rastlanmaktadir. Cyanobacteria
‘nin gergek halofilik temsilcileri gaz vezikiilleri igermemektedir (Oren 2002b).

Halofilik Bacteria’da endosporlar: 1siya toleransli endosporlar bazi
halofilik Bacteria gruplari tarafindan tretilir. Clostridiaceae’den Clostridium
halophilum,  Halanaerobiaceae, = Halobacteriodaceae, =~ Orenia tiirleri,
Bacillaceae, Gracilibacillus, Halobacillus, Salibacillus tyelerinde endospor

olusumu goriilmektedir (Oren 2002b).
1.4. Halofilik Mikroorganizmalarin identifikasyonu
Halobacterial taksonlarin tanimlanabilmesi i¢in gerekli olan kriterler sirasiyla

sOyledir:

Koloni morfolojisi,
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Hiicre morfolojisi,

Hareketlilik,

Pigmentasyon,

Gram boyama,

Hiicre lizizini 6nleyen tuz konsantrasyon,

Biiytime i¢in gerekli optimum NaCl ve MgCl, miktari,
Biiylimenin gerceklestigi tuz konsantrasyonu araligi,
Biiyiime icin gerekli sicaklik ve pH ,

Nitrat varliginda anaerobik biiyiime,

Cesitli karbonhidratlardan asit olusumu,

Tek karbon kaynaginda biiyiime durumu,

Katalaz ve oksidaz aktiviteleri,

Indol olusumu,

Nisasta-jelatin-kazein ve tween 80’in hidrolizi,
Farkl1 antibiyotiklere duyarlilik,

Polar lipid karakterizasyonu,

DNA’nin G+C oran1 ve

16S rRNA niikleotid dizilim bilgisi.

Buna gore, Halobacteriales ordosu icin giinlimiizde gecerli olan
siiflandirma {i¢ ¢esit veri sonucuna gore yapilmaktadir:

a) Fenotipik veriler ( Hiicre morfolojisi, bliylime 6zellikleri gibi)

b) Kimyasal veriler

c¢) 16S rRNA dizilimi bilgisi (Oren ve ark., 1997).

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

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

Dogal orneklerden filogenetik olarak bilgi saglayici molekiillerin (tipik



16

olarak 16S rRNA’larin) PCR yontemiyle eldesi prokaryotik siniflandirma iizerine
yeni yaklagimlar getirmistir. Geleneksel saf kiiltiir teknikleri, 6rneklemenin
yapildig1 ortamdaki mevcut ¢esitlilik i¢inde ¢ok sinirli sayidaki bir grubu ortaya
koyabilmektedir. Bu nedenle tuzlu ortamlardaki durumun ortaya konmasi
amaciyla molekiiler teknikler kullanilarak basarili ¢alismalar gergeklestirilmistir
(Martinez-Murcia 1995; Arahal ve ark. 1996; Garcia-Martinez 1999; Benlloch ve
ark., 2001).

1.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile identifikasyon

Polimeraz zincir Reaksiyonu (PZR) uzunluklar1 yaklasik 2 kilobaza (kb)
kadar olan DNA ve RNA dizilerinin, segilerek ¢ogaltilmasini saglayan bir
yontemdir. Bu yontem i¢in gerekli olan ve ¢ogaltilmasi istenen dizinin her iki
ucunu taniyan sentetik baslatici oligoniikleotidler (primerler), zit ve birbirleriyle
cakisan yonlerde ilerleyen enzimatik sentezlerin gerceklesmesinde kullanilir.

Her dongilide ¢ogaltilacak DNA dizileri eksponensiyel olarak artar.
Thermus aquaticus’dan izole edilen, 1siya dayanikli DNA polimeraz’in (Taq
Polimeraz) kullanilmas1 reaksiyonun otomatik olarak gergeklestirilmesini
saglar. Reaksiyonun o0zelligi basit, hizli ve ¢ok duyarli olmasidir. Tek bir
hiicrede bulunan DNA veya RNA miktar1 ¢ogaltma reaksiyonu i¢in yeterli olur.
Bu yontem DNA'da mevcut mutasyonlarin ve polimorfizmlerin tanisinda ve
patojen organizmalara ait DNA'nin varligim1 géstermede biiyiik kolaylik saglar.
Ayrica temel molekiiler biyolojide karmasik analitik ve sentetik protokollerin
kolaylastirilmasinda yararhidir (Caglayan 1991).

Genetik Ozelliklerin ya da gen faaliyetlerinin molekiiler seviyede
caligilabilmesi, onemli Olgiide DNA veya RNA molekiillerinin giincel
metodlarla analiz edilebilecek miktarda bulunmasina baghdir. Ornegin, genlerin
klonlanmas1 i¢in az sayida molekiil yeterli olmasina ragmen, analiz
edilebilmeleri i¢in uygun hiicrelerde ¢ogaltilarak sayilarinin artirilmasi
gerekmektedir. Mevcut molekiiler analiz metotlari i¢in tahminen 10°-10° DNA
veya RNA molekiilii (gen kopyasi) gerekmekledir. Tek bir gen kopyasinin

analizi ise ancak in-situ hibridizasyon gibi sadece bir ka¢ 6zel protokol ile
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mimkiin olmaktadir. Dolayisiyla yakin zamana kadar temel molekiiler
biyolojik aragtirmada amag, mevcut metotlarin duyarliligini artirmak veya daha
az miktarda molekiiliin analizini saglayacak yeni yontemler gelistirmek
olmustur.

PZR, DNA’nin o6nemli Olglide saflagtirilmasini gerektirmedigi igin,
niikleik asitlerle ¢alismada harcanan zaman ve emegi azaltmakta ve hiicresiz
klonlama (cell-free molecular cloning) olarak da adlandirilmaktadir (Saiki ve
ark. 1988).

PZR’nin Teknik Ozellikleri

PZR iig ilkeden olusur:

1. DNA sarmallarinin 1siyla ayrilmasi (denatiirasyon);

2. Sentetik oligoniikleotidlerin homolog DNA veya RNA dizilerine
baglanmasi (primer baglanmasi);

3. DNA'nin in vitro enzimatik olarak sentezlenmesi.

Cogaltilmas1 istenen DNA bdlgesinin her iki ucunda belli sayida diziyi
tantyan ve DNA'min her iki zincirini de tamamlayic1 olan bir baslatic
oligoniikleotid (primer) ¢ifti zit ve birbirleriyle ¢akisan yonlerde ilerleyen DNA
sentezinin ¢ok sayida dongilide gerceklestirilmesinde kullanilir. Her dongiide
cift sarmalli DNA, iki yeni ¢ift sarmalli molekiiliin yapilmasini saglar. Bu da
teorik olarak her dongiide DNA dizilerinin sayisal olarak ikiye katlanmasina
yol agar. Boylece DNA kopyalariin sayisi her dongiide eksponensiyel olarak
artar.

Her dongii ¢ift sarmalli DNA'nin 91°C-95°C de genellikle 1 dakika
denatiire edilmesi ile basglar. Bunu takiben baslatict oligoniikleotidler agilan
DNA sarmallarina baglanir. Baglanma reaksiyonunun optimal 1sis1 G+C
miktari ile dogru orantilidir (Tindall ve ark 1988). DNA 50-55°C' de 2-5 dakika
siireyle sentezlenir. Reaksiyonun baslangicinda baslatici oligoniikleotid miktar1
DNA  miktarindan  10%-10"*  kat  sitokiometrik  olarak  fazladur.
Oligoniikleotidlerin baglanmast ve DNA sentezi i¢in uygulanan sicaklik
kullanilan enzime gore degisir. Isiya dayanikli polimeraz enzimi i¢in bu
sicaklik 58°C ve 72°C arasindadir.

En sik kullanilan enzim, Taq polimeraz diye adlandirilan ve Thermus
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aguaticus'dan izole edilen 1siya dayanikli DNA polimerazdir (Saiki ve ark.
1988). Bu enzimin kullanilmasi ¢esitli kolayliklar saglamaktadir. Enzim yiiksek
1s1da sentezi gerceklestirdigi icin, baslatict oligoniikleotidlerin kismi benzerlik
(homoloji) tasiyan bolgelere yanlis baglanma olasiligini azaltmakta ve her
dongiide yeni enzim ilavesini gerektirmemektedir. Baglanma reaksiyonundaki
hata pay1 Ozellikle multigen ailelerinden kaynaklanan gen veya transkriptler
cogaltildigt zaman Onemli olmaktadir. Ayrica, Taq polimeraz kullanimi
otomatik PZR cihazlarinin gelistirilmesini miimkiin kilmistir.

Déngii sayisi n ise, teorik olarak ¢ogaltilan molekiil sayisi 2"dir. Boylece
her DNA molekiilii, 20 dongiide yaklasik olarak bir milyon DNA molekiili
vermektedir. Ancak deney sartlarinda gerceklesen verim her dongii i¢in % 85
civarindadir; bu da 20 déngiide genel verimin 10° dan yaklasik 2,2x10°
(1,85")'e diismesine neden olmaktadir. Déngii sayisi ¢ogaldik¢a verim
diismektedir.Buna sebep hem enzimin tanimasi gereken DNA molekiillerindeki
artis, hem de tekrar tekrar 1sitma sonucu enzim aktivitesinde goriilen diismedir.
Ayrica eger 1stya dayanikli olmayan enzim kullanilmigsa, her dongilide enzim
ilave edilmesi reaksiyon ortamini degistirerek enzimin katalitik aktivitesini
etkilemektedir.

PZR c¢ogaltilacak DNA molekiillerinin ¢ok saf olmasimi gerektirmez.
Hiicre DNA ve RNA'sinin tiimii veya dogrudan serum Ornekleri bu reaksiyon
icin kullanilabilmektedir.

Cogaltilan DNA parcast (iiriin) genellikle ethidiyum bromiir ile
boyanmis agaroz veya poliakrilamid ilizerinde gozlenmektedir. Ya da iiriin
dogrudan filtre iizerine gecirilmekte (Southern veya nokta-emdirme) ve
cogaltilan bolgeyi taniyan isaretlenmis oligoniikleotidler ile hibridize
edilmektedir. Bunlara ilaveten ¢ogaltilan bolge dogrudan dizi analizinde de

kullanilabilmektedir (Saiki ve ark. 1988).

1.4.2. Yag Asidi Metil Esterleri (FAME) Analizi

Bakteriyal lipid kompozisyonu ve taksonomik siniflandirma arasindaki

iliski bakterial identifikasyon amaciyla genis bir lgiide kullanilmaktadir. Yag
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asiti profillerine dayanan bakterial siniflandirmalar niikleik asit homolojisine
dayal1 smiflandirmalarla iyi karsilastirllmis durumdadir. Lipid analizleri
metodolojisindeki gelismeler bir ¢ok bakteri i¢in bu iligkiyi saglamistir. Lipid
ekstraksiyonlarinin gaz kromotografisi, hiicresel yag asitlerinin belirlenmesi
icin yaygin olarak uygulanmaktadir. Bu metod bakteriyal lipidlerin
hidrolizasyonu ve ekstraksiyonuna dayanir. Karboksilik gruplarin metilasyonu
yag asitlerinin metil esterlerini (FAME) iiretir ve bunlar gaz kromotografisi
(GC) ile analiz edilir. FAME analizleri halofilik bakteriler i¢in de
uygulanmistir. Vreeland ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢aligmada, ¢ok eski tuz
kristalinden izole edilen bir “Permian” bakteri ile bu izolatlarin modern
akrabalar1 arasindaki iliskiyi arastirmislardir. Yag asit profillerine gore bu
organizmalar1 karsilagtirdiklarinda bu yaklasimin tiir diizeyinde ayrim
yapmadig1r ancak test edilen Bacteria iiyeri arasindaki farkliliklar1 ortaya

koyabildigi sonucuna varmiglardir (Vreeland ve ark. 2006).

1.5. Fluoresan in Situ Hibridizasyon (FISH)

FISH (Floresan in situ hibridizasyon), niikleik asit dizilerine 06zgiil,
floresan isaretli DNA problar1 ile hedefin isaretlenmesi ve floresan
mikroskobunda goriintiilenmesi prensibine dayanan bir yontemdir. rRNA hedefli
problarla fluoresan in situ hibridizasyon (FISH), bir 6n kiiltiire alma iglemi
yapilmadan, epifluoresans ve konfokal lazer tarama mikroskobi kullanarak ya da
flow sitometri yontemleri ile karisgik bakteri toplulugunun filogenetik
identifikasyonuna izin veren bir boyama teknigidir (Boone ve ark. 2001).
Bakterial identifikasyon, bakteriyal komiinite yapisi analizleri, ayr1 mikrobiyal
populasyonlarin kendi habitatlarinda zamansal ve mekansal dinamiklerinin
arastirilmasi gibi amaglar i¢in kullanilabilirler.

Teoride, bakteri hiicresindeki 5S, 16S, ve 23S rRNA’nin birer kopyasin
iceren her bir ribozom, hibridizasyon prosediirii boyunca bir prob ile boyanir, her
hiicrede ¢ok sayida bulunmasi nedeniyle de dogal sinyal amplifikasyon sistemi
olusur. Metod temelde bakteriyal kiigiik alt iinite (16S rRNA) rRNA dizilerinin

hizlica artisina dayanmaktadir (Boone ve ark. 2001).
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Daha az olarak biiytik alt {inite olan 23S rRNA’y1 hedefleyen problar da
olusturulmustur. Fakat bu, hali hazirda fazla olmayan 23S rDNA dizi bilgileri
yiiziinden zorluklar ¢ikarmaktadir.

Bakteriler i¢in FISH, ilk olarak on yili agkin bir slire 6nce tanimlanmis ve
mikrobiyal  ekoloji  c¢aligmalar1  i¢in  bir donim  noktasi  olarak
degerlendirilmektedir (Pernthaler ve Amann 2002).

Son yillarda FISH tatl sular, kiy1 ve agik deniz planktonik habitatlarina ve
kiyr sediment orneklerine basariyla uygulanmistir. FISH ile belirlenen bakteri
fraksiyonlarinin, k1y1 deniz planktonlarinda bulunan aktif hiicre miktar1 sonuglari
ile 1yi bir uyum gosterdigi ortaya konmustur. Proteobacteria’nin farkl alt siniflari
icin spesifik problar tathh su ve deniz planktonlar1 arasindaki temel farklarin
ortaya konmasi i¢in ya da ¢amur sedimentlerinin mikrobiyal kominitelerinin
dikey dagilimlarini gostermek i¢in kullanilmistir(Pernthaler ve ark. 2002).

Ana filogenetik soylarin ve bazi bireysel bakteri filotiplerinin mevsimsel
dinamikleri gol bakteriyoplanktonlarinda calisilmistir. Archaeal mevsimsel
bulunusluk ve vertikal dagilimlari, Antartik kiy1 sularinda poliniikleotid ve
oligoniikleotid problar kullanilarak FISH yontemi ile ortaya konmustur
(Pernthaler ve ark. 2002).

FISH, predatorliigiin, tatli su bakteriyoplankton birliktelik kompozisyonunu
degistirilebilecegini gostermek i¢in de kullanilmistir. Ayni zamanda toprak ve
atik su muamele sistemlerinde de bir¢ok kullanimi olmustur (Pernthaler ve ark.

2002).

1.6. Halofilik Mikroorganizmalarin Biyoteknolojik Potansiyelleri

Halofilik mikroorganizmalarin biyoteknolojik uygulamalarda kullanim
alanlar1 asagida siralanmstir:
1. Bacteriorhodopsin iiretimi,
2. Halorhodopsin iiretimi,
3. Polimerik maddelerin liretimi,
4. Besin ve besin endiistrisinde,

5. Enzim tiretiminde,
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6. Biyolojik sorumlu iyilestiriciler olarak,
7. Petrol eldesinde,

8. Cevre Biyoteknolojisinde.

1. Bakteriorhodopsin iiretimi:

Cevrenin oksijen igerigi azaldigi zaman, halofilik Archaea’lar
bacteriorhodopsin sentezlerler. Bu ATP sentezine aracilik etme
yetenegine sahiptir.  Bacteriorhodopsin  glines 15181 elektirige
doniistiirmek icin kullanilabilir ve bir ATP jeneratoriidiir Ayrica deniz
suyunun tuzdan arindirilmasini, kimyasal ve biyosensor olarak
kullantmin1 ve ¢ok hizli 151k deteksiyonu gibi uygulamalar icerir (Oren

2002c¢).

2. Halorhodopsin iiretimi:

Halorhodopsin kloride (CI’) iyonu i¢in biyosensor olarak kullanilir,
151k yansima pompast olarak gdérev yapar. Bu sistem halofilik
Archaea’larda  kloru (Cl) hiicre igine potasyum (K") igin anyon olarak

pompalar (Oren 2002c).

3. Polimerik Maddelerin iiretimi:

Ekstrem halofillerden olan Haloferax mediterranei hiicre disi polimerik
madde olan B-hidroksibutirat (PHB) ve B-hidroksibutirat’in kopolimeri
olan  poly-B-hidroksialkonat (PHA)igerebilirler.Poly-B-hidrosialkonat
icerikleri tuzluluga baglhh olarak kuru agirhiklarmin  %19-38’kadar
olabilmektedir.

Poly-B-hidroksialkonat ~ biyolojik  parcalanabilir  plastiklerin
tiretiminde kullanilir. Boyle termoplastikler(biyolojik polyesterler)
polypropilenlere benzer olarak yiiksek direng ve diisiik erime sicakligi

gibi miikemmel 6zelliklere sahiptirler (Oren 2002c).
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4. Besin ve Besin Endiistrisinde:

Besinlerde izole edilen Micrococcus varians, salgadan izole edilen
Vibrio costicola gibi ¢ok sayida halofilik bakteriler vardir. Pek cok
calisma besinleri kontamine edenleri arastirmak {izere yapilmaktadir.
Ayrica tat vericiler olarak bilinen ticari iirlinlerinde iiretilmektedir. Mesela
Tayland’da “nam pla” denilen fermente edilmis balik sosu geleneksel
olarak iki parca balik ve bir par¢a deniz tuzu eklenerek yapilir. Karisim
konsantre tuzlu su ile kaplanir ve yaklasik bir yil fermente olmasi i¢in
birakilir. Halobacterium ve Halococcus olarak identifiye edilmis olan
kirmiz1 halofilik Archaea’lar yaklasik {ic hafta sonra maksimum
yogunluklarina ulagirlar ve fermantasyon periyodu boyunca bu
durumlarini siirdiiriirler. Halobakterial proteazlar bu siiregte muhtemelen
rol oynamaktadirlar. Archaea metabolizmasinca olusan iiriinlerin bu sosun

aromasina katki yaptig1 diistiniilmektedir (Oren 2002c).

5. Enzim iiretiminde:

Archaeal enzimler, yiliksek tuzda gorev yaptiklari ve organik
coziiclilere karsi direngli olduklar1 i¢in biyoteknolojik islemlerde
kullanilirlar. Enzimler 6rnegin; amilaz, gelatinaz, lipaz, DNaz, selliilaz, 3-
galaktosidaz, katalaz ve kazeinazlar farkli alanlarda kullanilabilenlerdir.
Tekstil ve deterjan endiistrisinde kullanilan enzimler enzim endiistrisinin
% 65’ini olusturmaktadir. Endiistri temelli mikrobiyal enzimlerin biiyiik
bir ¢ogunlugu bakterial proteazlardir ve deterjan katkisi olarak kullanilir.
Pek cok deterjan proteaz, amilaz, lipaz ve seliilaz enzimleri igerir. Bu
enzimler diigiik sicaklikta enerji tasarrufu saglarlar. Lipazlar camasir ve
bulasik deterjanlarinda kati ve sivi yaglari temizleme kapasitesinden
dolay1 genis kullanim alanina sahiptir (Oren 2002c).

Ektoin’ler Halomonas elongata tarafindan {iretilen bir maddedir ve
enzim diizenleyici olarak kullanilir. Enzimin raf Omriinii ve enzim
hazirlama islemini arttirir. Nemlendirme 6zelligini arttirmak igin cilt

kremlerinde kullanilir (Oren 2002c).
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6. Biyolojik sorumlu iyilestiriciler olarak:

Halobacterium salinarium 84- kDa proteini iretir. Bu protein
kanser hastalarinda iiretilen C- myconcogene karsi liretilen antibadileri
kesfetmek i¢in kullanilir. Bu genetik miihendisliginde FE.coli iginde
tiretilen insan myc proteininden daha pozitif sonuglar vermektedir (Oren

2002c¢).

7. Petrol Eldesinde:

Haloferax  mediterranei  akua sistemlerin reolojik 6zelliklerini
degistirmek iizere kullanilan hiicre dis1 polisakkarit tretir. Bu salgi
kalinlastirici ve jel maddesi olarak viskoziteyi stabilize eder. Bu
polisakkarit pH, sicaklik ve yiiksek tuz konsantrasyonuna karst direnclidir
ve bu nedenle petrol kuyularindan petrol ¢ikarma iglemini iyilestirmek

icin kullanilabilir(Oren 2002c).

8. Cevre Biyoteknolojisinde:

Alkalin endiistriyel sular veya tuzlu sulardan biyolojik fosfatin
uzaklagtirllmasi1 i¢in halofilik bakterilerin kullanilmasi miimkiindiir.
Biyolojik fosfatt ¢ekmesi i¢in mikroorganizmalarin  kullanilmasi
onerilmektedir (Garcia ve ark. 2005). Halomonas sp.’nin tuzlu fenolik atik

sularin temizlenmesinde kullanilabilecegi gosterilmistir.

Aromatik bilesiklerle kontamine olmus tuzcul ¢evrelerde halofilik
bakterilerin katabolik roliinii Garcia ve ark., (2005) arastirmislardir.
Hipersalin Oklahoma biiyiik tuz diizliiklerinde benzen ve toluenin aerobik
pargalanirliligi  test edilmis ve  halofilik  mikroorganizmalarin
parcalamadaki rolii gosterilmistir (Nicholson ve Fathepure, 2005).
Lefebvre ve ark. (2005) deri isleme atik suyunun biyolojik olarak

temizlenmesi i¢in halofilik mikroorganizmalar1 6nermislerdir.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1.Materyal

2.1.1. Cahismada Kullanilan Besiyerleri

2.1.1.1. Medyum A

NACL et 250 g
KCLee e S5¢g
MECl2.6Ho0 ... 5¢g
NH4CLouoceeeee e S5¢g
Yeast EXtract.....cccoeeveeeiienciieenieeeieeeiee e, 10g
Distile SU...ooiiiiiiiiie e 11t

pH 7’ye ayarlanarak 121 °C ‘de 15 dakika otovlanarak steril
edilmistir(Oren 1999 b).

2.1.1.2. Medyum B

NACL oot 200 g
KCLieeee e lg
MESO4 TH20 ..o 20g
FeSO4.TH2O. ..o 0.02¢g
Tri-Na- Citrate.......ccccveevceeeerieeeieeeieeeiee e 3g
Casamino acid........ccceeeveeeeiieeeiiieeeiieeciie e 75¢g

pH 7’ye ayarlanarak 121 °C ‘de 15 dakika otovlanarak steril
edilmistir(Oren 1999 b).
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2.1.1.3. Medyum C

NACL ..ot 175 ¢
MECl2.6H20......oooiieiieieeeeeeeeee e 20g
KoSO et 5¢g
CaCl2H0....ooiiiiiiiiiiiiciiceccccee 0.1g
Yeast EXTract.....occueeeiiiiiieiiniiiieiiiieceeieeeeene S5g
Distile SU....ooviieiiiiiiiee 11t

pH 7’ye ayarlanarak 121 °C ‘de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmistir(Oren 1999 b).

2.1.1.4. Medyum D

NACL .t 206 g
KCLaiieeee e 037¢g
MESO4.THO. ..o 36g
CaCly.2H0....ooiiiiiiiiiciiciccciccecee 05¢g
MNCLo.iiiiiiiiii e 0013 g
Yeast EXract......cccveeevniiieeiiniieiinieeeceieeen, S5g
Distile Su....coveiiiiiiiiniceeecee 11t

pH 7’ye ayarlanarak 121 °C ‘de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmistir(Oren 1999 b).

2.1.1.5. Medyum E

NACL.iiiieee e 125 g
LY/ P00 1Y) & 210 TN 160 g
KZSO4 .............................................................. 5 g
CaC12,2HzO ..................................................... 0.1 g

Yeast EXtract......cccoveeeeeciieeiniiiieeceieeee e, g
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Casamino acid........ccceeevveeeviveeeiiieeriiee e lg
Starch....coeeeiieeeeee e 2g
Distile Su.....oooviiiiiieeeeece e 11t

pH 7’ye ayarlanarak 121 °C ‘de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmistir (Oren 1999 b).

2.1.1.6. Medyum Haloarcula

NACL i 206 g
MESO4.TH20 ..o 36¢g
KCLiiee e 037¢g
CaCla.2HoO oo 0,5¢g
MNCLueiiiiieie e 0,013 g
Yeast EXract.....ccocveeeeviiieiiiniieiiniiieceeeeeee S5¢g
Distile SU....coviiiinieiiiiee e 11t

pH 7’ye ayarlanarak 121 °C ‘de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmistir (Oren 1999 b).

2.1.1.7. % 12 MGM (Modifiye Gelistirme Medium)

% 30 ‘luk tuzlu su ¢ozeltisi..........cceeevuveeennnenn. 400 ml
Saf SU. .ttt 567 ml
Pepton.......ooi i S5¢g
Yeast Ekstrakt........cccoveviiieiiiieiiiieiecceeece lg

Coziiniiciiye kadar karistirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH ‘1
7.5’e ayarlanir. Son hacim distile su ile 1000 ml ‘ye tamamlanarak 121

OC de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir (Dyall-Smith 2004).
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2.1.1.8. % 18 MGM (Modifiye Gelistirme Medium)

.............................. 600 ml
Saf SU. i 367 ml
Pepton.......oeiiiie S5¢g
Yeast Ekstrakt.......cocovvevviiiniiiiiiieeeceeeee, lg

Coziinlinceye kadar karistirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH ‘1 7.5
‘e ayarlanir. Son hacim distile su ile 1000 ml ‘ye tamamlanarak 121°C

‘de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir (Dyall-Smith 2004).

2.1.1.9. % 23 MGM (Modifiye Gelistirme Medium)

............................... 767 ml
Saf SU..cciiieeeee e 200 ml
Pepton........eieiiiiiiiiie S5¢g
Yeast Ekstrakt.......cccoooeeeeiieiieniiiiieniienieeien, lg

Coziinlinceye kadar karistirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH ‘1 7.5
‘e ayarlanir. Son hacim distile su ile 1000 ml ‘ye tamamlanarak 121 °C

‘de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir (Dyall-Smith 2004).

2.1.1.10. % 25 MGM (Modifiye Gelistirme Medium)

................................. 833 ml
Saf SUL..eiii i 134 ml
Pepton.......ooiiiii e S5g
Yeast Ekstrakt........ccoocvevieniiiiiiniiiiceniceceeee, lg

Coziiniinceye kadar karistirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH ‘1
7.5 ‘e ayarlanir. Son hacim distile su ile 1000 ml ‘ye tamamlanarak 121

°C “de 15 dakika otoklavlanarak steril edilir (Dyall-Smith 2004).
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2.1.1.11.%25 Deniz Suyu (SW) (g/l)

NaBI...ooiiie, 0.65¢g
HNACO3.uuuooeiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeen, 0.167 g
KClLeee, 50¢g
CaClaueieiiieieeceeeeeeeee, 0.723 g
MgSO4.7TH0.....ooiiiiieiieie, 49492 ¢
MgCL.6H0.....coiiiiiiiiiiiieicee 34567 g
NaCl.oeieeieeeeeeeeeeeee e 195¢
Yeast Extrakt.................ooooan 5-1g
Agar......oooiiiiii 20g

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

1985).

2.1.1.12. Nisasta Besiyeri

CaCly.6H0.....coeeiiiiieeceieee, 02¢g
KClLiiieeeeeeeeeeeee e 20¢g
NISASLA...eeeeieeiieiie e 200¢g
MgCla.6H20.....ooiiiiiiiiiiiieee 200¢g
PN £ S 200¢g
NaACL.eiiiieeeeeee e 2500 g
Distile SU..cveeriieiieieiieeieeeeeee, 11t

PHo o, 7.0

Kompleks gelisme besiyeri i¢ine ¢oziniir nisasta ilave edilerek
kaynatilir. Nigasta tamamen ¢oziindiikten sonra besiyerinin pH’1 7.0’ye
ayarlanir.121 °C ‘de 15 dakika otoklavda steril edilerek steril petri

kutularina dokuliir.
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2.1.2. Cahsmada Kullanilan Cozeltiler

2.1.1.1. %25 Deniz Suyu (SW) (g/l)

NaBr .o, 0.65¢
HNaCO5....cooieiiieiieeeeeeeee 0.167 g
KClLiiiiicec 50¢g
CaClauueieieiiiieciciecieeee 0.723 g
MgSO4.TH20....ccoieiiieiiiieeees 49.492 ¢
MgClL.6H70.....coiiiiieieeee 34567 g
NaCl...oooiiiiiiiiiiieiecceeee, 195¢g

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

2.1.2.2. %30 ‘luk Tuzlu Su Cozeltisi

MgSO4.TH0...cciiiiieiieeeee, 35¢g
MgCly.6H70...c..coiiiiiiiiiiiiee 30g
NaBI...ooiiiii 08¢
HNACO3.uuooiiiiiiiieeeeeeeeeeee 02¢g
KCloeeeee e Tg
CaAC e 05¢g
NaClLeoiiiiiiiiiieeeecee 240 g

(Coziiniinceye kadar karistirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH ‘1 7.%e
ayarlanir.Son hacim distile su ile 1000 ml ‘ye tamamlanarak 121 °C ‘de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edilir (Dyall-Smith 2004).

2.1.2.3. TAE 50X (1 litre icin)

Tris base......ccoevveeiieeiieieeiee 242 g
ASetiK aSit..c..eeeerieieiiiieeeee 57.1 ml
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EDTA (0.5 M pH 8).cceevveiieeee 100 ml
Distile su ile 1litreye tamamlanir, pH 8’e ayarlanarak oda

sicakliginda saklanir (Sambrook ve ark. 1989).

2.1.2.4. TBE 5X(1 It i¢in)

Tris base.....ccceeveeviiieiieiiieieeieeee S4¢g
Borik asit.......cccceevieriieiienieeiie 275¢
EDTA (0.5 MpH 8 ).eeeieeiiieee 20 ml

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

sicakliginda saklanir (Sambrook ve ark.1989).

2.1.2.5. PBS 10X

NACL oo 80 g
Na;HPO4. 7TH2O..ciiiieeeeeee 115¢g
KCLiiieeeeeeeeee e 2g
KHoPO4gueooooiiiiiiieeiiiiiieeeee, 2g

Distile su ile 1 litreye tamamlamir, pH 8 ‘e ayarlanir, 121 °C ‘de 15
dakika  otoklavlanarak sterilize edilir ve oda sicakliginda saklanir

(Sambrook ve ark 1989).

2.1.2.6. Elektroforez icin Yiikleme Tamponu (6x)

Ksilensiyanol 0.25 %
Bromofenol blue 0.25 %
Gliserol 30 %
Oda sicakliginda saklanir (Sambrook ve ark. 1989).



2.1.2.7. In sitii Hibridizasyon Tamponu

NaCl(5M)...ooviiiiiiiiiiia 360 ul
Tris-HCL.......ooooii 40 pl
Formamide............................. 700 pl
10010 2] D 900 pl
SDS (%10)...vieiiiiiiiieann, 2ul

Hazirlanip buz iizerine konulur (Anton ve ark.1999).

2.1.2.8. FISH i¢in Yikama Tamponu

Tris-HCL (1 MPH 8)...veeeeieeeeeeeeee . 1 ml
NaACL (BM). vt 700 pl
EDTA (0,5 M)..eoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 500 pl

mQ su ile 50 ml’ye tamamlanir (Anton ve ark. 1999).

2.1.2.9. Yag Asidi Analizi Soliisyonlar1

Reagent I (Saponifikasyon ayiraci)

Sodyum Hidroksit(ACS)................... 45 g
Metanol (HPLC saflikta)................... 150 ml
Deionize Distile Su.......................... 150 ml

Reagent II (Metilasyon ayiraci)
6.00 N Hidroklorik Asit..................... 325 ml
Metanol (HPLC saflikta).................... 275 ml

Reagent 111 (Ekstraksiyon ayiraci)
Heksan (HPLC saflikta)..................... 200ml
Metiltert-butyl eter (HPLC saflikta)........ 200 ml
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Reagent VI (Yikama)
Sodyum Hidroksit (ACS)................... 10.8 g
Deionize Distile Su........................... 900 ml

NaCl: 40 g ACS NaCl 100 ml deionize suda ¢ozlilmiis, yeterli cokelme

olmayan durumlarda damlatilir (Telefoncu 2003).

2.1. METOD

2.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Tuzlu su ornekleri Camalti Tuzlasi’nda bulunan 1.Kisim Tuzla, (9, 10, 14-
15, 12,54 nolu havuzlar) 2.Kisim Tuzla (8,27,Sergen, 23, Yeni Saha 8 nolu
havuzlar), 2.Kisim Coktiirme Havuzlar1 (1, 2, 3, 4 nolu havuzlar) ve Yol
Kenar1 Temmuz 2005 tarihinde alinmistir. Toprak 6rnekleri tuzlanin muhtelif
yerlerinden Ekim 2005 tarihinde alinmistir. Su 6rnekleri 1litrelik cam siselere,
toprak ornekleri ise temiz naylon posetlere konularak en kisa siire igerisinde

soguk zincirde laboratuara getirilerek analizlerine baslanmistir.

2.2.1.1 Su orneklerinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Su orneklerin toplam tuzluluk degerlerinin belirlenmesi amaciyla el
refraktometresi (Eclipse) kullanilmistir. Olgiimler 6rnekleme aninda arazide
yapilmistir.

Su orneklerin pH degerlerinin belirlenmesi ig¢in TOA WQC su
analiz cihaz1 kullanilmistir. Olgiimler &rnekleme aninda yapilmustir.

Su orneklerinde Ca, Na, K, Mg ve Mn iyonlarinin miktar tayini
Perkin Elmer Optical Emission Spectrometer Optima 4300 DV cihazi
kullanilarak Anadolu Universitesi, Bitki, Ila¢ ve Bilimsel Arastirma Merkezi

(BIBAM)’da yaptirilmustir.
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2.2.1.2.Toprak orneklerinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Toprak orneklerinin pH, organik madde, %Na ve tuzluluk (EC10° 25 °C
mS/cm kimyasal analizi) T.C. Cevre ve Orman Bakanlig1 Eskisehir Toprak ve

Ekoloji Arastirmalar1 Enstitiisii Miidiirliigli’'nde yaptirilmistir.

2.1.2. Suve Toprak Orneklerinde Canh Bakteri Sayim ve Izolasyonu

Orneklerdeki canli bakteri sayisinin belirlenmesi amaciyla %25°lik tuzlu su
igerisinde su ve toprak Orneklerinin farkli diliisyonlar1 hazirlanmis ve her bir
dilisyondan 1’er ml Medium E agara yayma ekim seklinde ekilmistir. 37 °C‘de 3
haftalik inkiibasyon sonrasi olusan koloniler sayilarak mililitredeki bakteri sayisi
belirlenmistir. Tiim 6rnekler i¢cin ekimler ii¢ paralel olarak gergeklestirilmistir.

Su ve toprak orneklerindeki Halofilik Bacteria ve Archaea izolasyonu i¢in
farkli besiyerleri kullanilmistir. Su 6rneklerinden 1’er ml Medium A, Medium B,
Medium C, Medium D, Medium E, Medium Haloarcula, %12 MGM agar, %18
MGM agar, %23 MGM agar, %25 MGM agar, %0.5 ve %0.1 yeast extrakt
iceren %25 “sea water” agar ve ayni besiyerlerinin sivi ortamlarina ekilerek
petriler 37 °C ‘de inkiibe edilmistir. Toprak Ornekleri ise %25 NaCl igeren su
icerisinde 10 ‘e kadar seyreltme yapilarak aymi besiyerlerine ekilerek petriler 37
°C’de inkiibe edilmistir. 3-4 haftalik inkiibasyon sonrasinda olusan koloniler
alinarak arka arkaya yapilan ¢izgi ekimlerle saf kiiltiirler elde edilmistir (Oren
1999; Dyall-Smith 2000;Anton ve ark. 2000). Calisma sirasinda elde edilen saf
kiiltiirler %]15°1ik gliserol igerisinde stok edilerek -85 °C ‘de muhafaza
edilmektedir.
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2.2.3.identifikasyon

2.2.3.1 Morfolojik ve Biyokimyasal Testler

Gram Boyama

Asirt derecede halofilik mikroorganizmalarin gram boyamast Dussault
(1955)’e gore yapilmistir. Modifiye edilmis bu boyama yonteminde, lam
lizerine yayilan ornek once %?2’lik asetik asit ile 5 dakika muamele edilerek
fiksasyon islemi gergeklestirilmistir. Bundan sonra %0.25°lik kristal viole ile
3 dakika boyanmis, lugol ile 1 dakika, alkol ile 10 saniye ve son olarak da
safranin ile 1 dakika boyanmistir. Ara yikama islemleri i¢in %25’lik NaCl
cozeltisikullanilmistir

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

Izolatlarin Farkh Karbon ve Seker Kaynaklarim Kullanma

Durumlarmin Belirlenmesi

Izolatlarin farkli karbon ve seker kaynaklarimi kullanabilme
yeteneklerinin belirlenebilmesi amaciyla Medium E besiyerine D- fruktoz,
maltoz, sukroz, D- galaktoz, glikoz, L- arabinoz, D+ trehaloz, D+ raffinose,
laktoz, mannitol son konsantrasyonu 5g/l olacak sekilde eklenerek
inkiibasyon sonrasi renk degisimleri kontrol edilmistir (Tindall 1992; Anton
ve ark. 2002).

Katalaz Testi

Agarli SW besiyerindeki  koloniler iizerine bir ka¢ damla %3’liik
hidrojenperoksit  (H»0,) damlatilmistir.  Koloniler iizerinde gaz
kabarciklarinin  meydana gelmesi pozitif katalaz reaksiyonu, gaz
kabarciklarinin  gozlenmemesi ise negatif katalaz reaksiyonu  olarak

degerlendirilmistir (Harley ve Prescott 1993, Oren ve ark. 1997).
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Nisasta Hidrolizi Testi

Kiiltiirler nigasta besiyerine azaltma yontemiyle ekilir. 37 °C’de 15 giin
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda nisasta besiyerinde {iiremis kiiltiirlere taze
hazirlanmis lugol ¢6zeltisi kat1 besiyeri yiizeyini 6rtecek miktarda dokiiliir ve
bir ka¢ dakika temasta birakildiktan sonra berrak ve renksiz bolge nisasta
hidrolizini, koloniler etrafindaki mavi bolge ise nisasta hidrolizi olmadigini

gostermistir (Harley ve Prescott 1993, Tomlinson ve Hochstein 1976).

2.2.3.2.Antibiyotiklere Duyarhlik Testi

Izolatlarin farkli antibiyotiklere karsi hassasiyetlerinin ortaya konmasi
amaciyla SW sivi  besiyerinde 3 hafta inkiibe edilerek gelistirilen
mikroorganizmalar, katit SW besiyerine kiiltlirlerin yayma ekimleri yapildiktan
sonra agar ylizeyine Penicillin G (10 U), Gentamicin (30 mg), Ampicillin (10
mg), Chloromphenicol (30 pg), Bacitracin (10 U), Ofloxacin (5pg),
Azithromycin (15pg) diskleri konarak petriler 37 °C’de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi antibiyotik diskleri etrafindaki inhibisyon
zonlarimin varlig1r kontrol edilerek hassasiyet durumlari ortaya konulmustur (

Oren 1999; Anton 2002).

2.2.3.3. PCRile identifikasyon

16S rRNA Geni Amplifikasyonu icin Izolatlardan DNA
Ekstraksiyonu

[zmir Camalt1 Tuzlasindan izole edilen mikroorganizmalarin 16S rRNA
geni amplifikasyonlar1 i¢in agar ortamu lizerinde gelistirilmis olan kiiltiirlerden
tek koloni alinarak 200 pl steril distile su igerisinde konmus, 10 dakika kaynar
su banyosunda bekletilmis ve 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiijiin ardindan
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siipernatant kismi yeni bir steril tiipe aktarilarak, PCR i¢in buradan 3-5 pl
template olarak kullanilmak tizere, -20 °C’de muhafaza edilmistir (Anton ve ark.

1999; Dyall-Smith 2004 ).

16S rRNA Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile

Amplifikasyonu (izolatlarin Archaea- Bacteria Ayrimim Yapilmasi)

Koloni morfolojisi olarak farklilik gosteren izolatlar secilmis, Archaea ve
Bacteria spesifik primerler kullanilarak, bunlarin 16S rRNA genlerinin
polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu yapilmistir. Bu amagla, 50 pl
hacimde son konsantrasyonlar1 1.5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI pH 9.0, 50
mM KCI, 200 uM deoksintikleotidtrifosfatlar(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0.2
UM primerler, 1 unite Taq DNA polimeraz enzimi ve 3-5 ul template DNA
olacak sekilde reaksiyonlar kurulmustur. 16S rRNA geni amplifikasyonlarinda

Bacteria i¢in: AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG ve GGT TAC
CTT GTT ACG ACT T,

Archaea i¢in: TTC CGG TTG ATC CTG CCG GA ve GGT TAC CTT GTT
ACG ACT T dizilimindeki primerler kullanilmustir.

Reaksiyonlar Bio-Rad PTC-100 Peltier Thermal Cycler kullanilmistir.
Archaea ve Bacteria tiyelerinin 16S rRNA genlerinin amplifikasyonlari

icin uygulana reaksiyon sartlari asagidaki gibidir;

94 °C 3 dakika (Denatiirasyon),

94 °C 30 saniye
50 °C 1 dakika } 30 Dongii
72 °C 1 dakika

72 °C 10 dakika
4 °C Siiresiz
Tiim calismalar boyunca hem pozitif hem de negatif kontrol reaksiyonlari

hazirlanmistir. ~ Salinibacter ruber DNA’st Eubacteria ig¢in, Haloferax
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mediterrenaei DNA ‘s1 Archaea icin pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Negatif kontroller DNA igermeyen reaksiyon karigimlari ile olusturulmustur.
Elde edilen PCR firiinleri %1’lik agaroz jellerde gozlenmistir ( Anton ve ark.

1999).

2.2.3.4. Yag Asidi Analizi

PCR ve antibiyotiklere hassasiyet testi sonucunda Bacteria iiyesi oldugu
belirlenen izolatlar yag asidi metil esterlerinin (FAME) analizi igin isleme
alinmustir.

Bu amagla, tiretici firmanin tavsiye ettigi sekilde ve baz1 modifikasyonlarla
yontem uygulanmistir. Test edilecek halofilik mikroorganizmalar SW(%0,1)
agarli besi yerinde 37 °C de 21 giin inkiibe edilerek saf koloniler halinde
gelistirilmistir. Gelistirilen izolatlardan yag asidi analizi i¢in steril bir tiipe 50 mg
tartilmistir. Tartilan her bir izolat saponifikasyon, metilasyon ve ekstraksiyon
basamaklarindan sonra yag asitleri elde edilerek standart sujlar ile kiyaslanarak
identifikasyon calismalari tamamlanmistir. Asagida bu iglemler ayrintili olarak
verilmektedir.

1. Saponifikasyon:1 ml Reagent I’den aktarilip 5-10 defa vorteksle
karigtirthp 5 dakika 100 °C ‘de bekletilmis tekrar 5-10 defa vortekslenerek 100
°C’de 25 dakika bekletilerek hemen sogutulmustur.

2. Metilasyon: 2 ml Reagent II ilave edilerek 5-10 dakika vortekslenmis 80
°C ‘de 10 dakika bekletilmis ve hemen sogutulmustur.

3. Ekstraksiyon:1,25 ml Reagent III ilave edilerek 10 dakika yatay
karistiricida karigtirilarak alt faz uzaklastirilmistir.

4. Yikama: 3 ml Reagent IV ilave edilerek yatay karistiricida karistirilmistir
ve list fazin 2/3’1 yag asidi analizi i¢in alinmustir.

Yag asidi identifikasyonlari, Sherlock Mikrobiyal Identifikation Sistemi ile
cihaz sartlarina uygun olarak ve TSBA 50 kiitiiphanesi ile yapilmistir.
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2.2.3.5. Fluoresan in sitii Hibridizasyon (FISH)

DAPI (4°,6’-diamidino-2-fenilin —dihidroklorur) ile Boyama

Orneklerdeki toplam mikroorganizma sayismin belirlenmesi amaciyla DAPI
(4’,6’-diamidino-2-fenilindol-dihidroklorur) boyamasi yapilmistir. Bunun i¢in, su
orneginin filtrelendigi filtreden kiiciik bir parca kesilerek lizerine 20 ul DAPI
(1pg/ml  konsantrasyonda) damlatilmis ve oda sicaklifinda birka¢ dakika
bekletilmistir. %96’ lik alkol ile birka¢ saniye muamele edildikten sonra steril
distile su igerisine daldirilarak yine birka¢ saniye bekletilmis ve havada
kurutulmustur. Daha sonra mikroskopta gozlem amaciyla boyanmis olan filtre
lam {izerine alinarak lamel ile kapatilmistir. 100X objektif ile epifluoresan
mikroskopta inceleme yapilmistir (Amann ve ark. 1995; Anton ve ark. 1999;
Amann ve ark. 2000).

Camalti Tuzlast orneklerinin mikrobiyal kompozisyonunun belirlenmesi
amaciyla, Anton ve ark.’na gore (1999), FISH teknigi uygulanmustir. Ornekler

icin kullanilan problarin 6zellikleri Tablo 2. ‘de gdsterilmistir.

Tablo 2. 1. Calismada Kullanilan FISH Problarinm Ozellikleri

Adi Dizisi (5° >3°) Formamid | Probun Referans
%’si Spesifitesi
Eub338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT 35 Bacteria (Amanveark.,
1990)
Arc915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT | 20 Archaea (Amanveark.,
1995)
Non338 ATCCCTACGGGAGGCAGC 35 Negatifkontrol | (Amanveark.,
1990)
EHB412 | TACGCCCCATAGGGGTGT 35 EHBI1 ve | (Antonveark.,
EHB2 2000)
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Fiksasyon

Fiksasyon amaciyla, 1ml su 6rnegine 200 pl %37’lik Formaldehit (Fluka)
eklenerek, 4 °C “de 1 gece inkiibe edilmistir. Toprak 6rnekleri i¢in ise 1gr toprak 9
ml distile su icerisinde seyreltilmistir. Fiksasyon amaciyla, seyreltilmis toprak
ornegine 200 ul %37’°lik Formaldehit (Fluka) eklenerek, 4 °C ‘de 1 gece inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonras1 10 ml 1X’lik steril PBS eklenerek karigim 0,2 um
por ¢aplt GTTP Isopore (Millipore) filtreden gecirilmistir. Filtrenin yikanmasi
amaciyla tekrar 1X’lik 10 ml PBS filtreden gecirildikten sonra filtreler
hibridizasyon islemine kadar muhafaza edilmek iizere -20 °C ‘ye konulmuslardir

(Amann ve ark. 1995; Anton ve ark. 1999).

Hibridizasyon

Her bir hibridizasyon reaksiyonu ig¢in bir parga filtre iizerine 18 pl
hibridizasyon karigimi ve 2 pl kullanilacak probdan (Tablo 2.1 ) eklenmistir. Her
bir prob 50ng/ul konsantrasyonda kullanilmigtir. Hibridizasyon islemi,
hibridizasyon buffer ile islatilmis kagit iceren 50 ml’lik plastik tiiplerde
yapilmustir. Bu tiipler yatay sekilde hibridizasyon firmmina (Combi-H, FINEPCR,
Precision, Ind. Co) yerlestirilerek 2 saat boyunca 46 °C’de inkiibe edilmislerdir.
Filtrenin yikanmasi igin, 48 °C’lik su banyosunda beklemekte olan yikama
soliisyonu igerisine filtreler konularak 15 dakika bekletilmistir. Sonrasinda havada
tamamen kurumalar1 saglanmistir. Bu islemden sonra filtreler DAPI boyamasi i¢in

hazir hale getirilmistir (Amann ve ark. 1995; Anton ve ark. 1999).



40

3. BULGULAR
3.1. Orneklerin Toplanmasi

Tuzlu su ve tuzlu toprak drnekleri izmir ili Camalt1 Tuzlasindan almarak, su
ornekleri 1 litrelik cam siselere, toprak Ornekleri ise temiz naylon posetlere
konularak en kisa siire igerisinde soguk zincir ile labaratuvara getirilerek
analizlerine baglanmistir.
3.2. Orneklerdeki Toplam Tuz ve pH Degerlerinin Belirlenmesi

Su drneklerinin arazide el refraktometresi ile yapilan toplam tuzluluk 6l¢iim
sonuglart Tablo 3.1.°de verilmistir.Su Orneklerinin arazide yapilan pH o6l¢iim

sonuclar1 Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1. Orneklerin Arazide Olgiilen Toplam Tuzluluk ve pH Degerleri

HAVUZ | HAVUZ pH % NaCl

1.Kisim Tuzla

H1.1 9 Kristalize 7,59 %29
H1.2 10 Kristalize 7,61 %29
H1.3 14-15 Rezerv 7,5 %27,50
H1 .4 12 Sicak 7,85 %15
H1.5 S4 Soguk 7,94 %19
2.Kisim Tuzla

H2.6 8 Kristalize 7,45 %29,20
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Tablo 3.1.(Devam) Orneklerin Arazide Olgiilen Toplam Tuzluluk ve pH

Degerleri
H2.7 27 Kristalize 7,56 %30
H2 .8 Sergen Rezerv 7,86 %16,20
H2.9 23 Sicak su 8,08 %19
H2 .10 | Yeni Saha 8 | Soguk su 8,5 %6

2.Kisim Coktiirme Havuzlar:

C.1 1 Coktiirme 7,35 %29
havuzu

c.2 2 Coktiirme 7,56 %28,20
havuzu

C.3 3 Coktiirme 7,33 %29,50
havuzu

C.4 4 Coktiirme 7,33 %30
havuzu

Yol 7,30 %15

Kenar

3.3. Su orneklerinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri

Tablo 3.1’de Camalti tuzlasindan alinan su 6rneklerinin alindigi havuzlar,
havuzlarin o6zellikleri ve orneklerin pH, tuzluluk ve diger fiziksel ozellikleri
verilmektedir. Su Orneklerinin kimyasal analizi Perkin Elmer Optical Emission
Spectrometer Optima 4300 DV cihazinda yapilmistir. Orneklerin analizi Anadolu
Universitesi, Bitki, Ilag ve Bilimsel Arastirma Merkezi (BIBAM)’da yapilmistir.

Su orneklerinin kimyasal analiz sonuglar1 Tablo.3.2.’de verilmistir.



Tablo 3.2. Camalt: Tuzlas1 Su Orneklerinin Kimyasal Analizi
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Ornek ahnan | Ca Na K Mg Mn
istasyonlar

H1.1 1691 mg/L | 137.3 g/L 11.02 g/L 9.072 g/L 47.62 ppb
H1.2 2.184 g/L 75.41 g/L 30.20 g/L 6.080 g/L 2.671 ppb
H1.3 64.07 ppm 99.24 /L 5171 g/L 7.692 g/L 74.87 ppb
H1.4 609.1 mg/L | 76.46 g/L 2271 g/L 4.766 g/L 3.456 ppb
H1.5 21,63 ppm 102.5 g/L 5.527 g/L 14.38 g/l 219.7 ppb
H2.6 41.50 mg/L 132.5 g/L 6.233 g/L 5.652 g/L 5.051 ppb
H2.7 1748 mg/L | 72.12 g/L 2.984 /L 4721 g/L <D.L.
H2.8 10.07mg/L | 125 ¢g/L 6.106 g/L 11.22 g/L 8.913 ppb
H2.9 19.30 mg/L 135.1 g/lL 5.0324 g/ 5.872 g/L 108.7 ppb
H2 .10 89.2 mg/L 40.56 g/L 518.1 mg/L 785 mg/L <D.L.
C.1 289.8 mg/L 110.7 g/L 2.289 g/LL 4.792 g/L 18.67 ppb
C.2 4.693 mg/L | 97.75 g/L 7.385 g/L 18.590 g/L 350.5 ppb
¢.3 12 mg/L 173.5 g/L 7.058 g/L 13.44 g/L 11.38 ppb
C.4 13.10 mg/L 105.8 g/L 5.152 g/L 12.36 g/L 56.97 ppb
Yol Kenari 70.1 mg/L 14.280 g/L 449.1 mg/L 898 mg/L 2 ppb

Ca 317.933 nm, Na 589.592 nm, K 766.490, Mg 285.213 nm, Mn 257.610 n’de

calisilmistir. Mn i¢in D.L.:1.4 ppb
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3.4. Toprak orneklerinin kimyasal ve fiziksel ozellikleri

Toprak 6rneklerinin pH, organik madde, %Na ve tuzluluk (EC10° 25 °C
mS/cm kimyasal analizi) T.C. Cevre ve Orman Bakanlig1 Eskisehir Toprak ve

Ekoloji Aragtirmalar1 Enstitiisii Miidiirliigii’nde yaptirilmistir.

Tablo 3.3. Camalt1 Tuzlas1 Toprak Orneklerinin Kimyasal Analizi

Organik
Tuzluluk | _ .
; | Ornek Alinan Istasyonlar
pH Madde |Na EC10
% mS/cm

7,65 1,88 7,52 74,19 Camalt1 Toprak 1
7,60 1,77 9,05 109,57 Camalt1 Toprak 2
7,70 1,45 0,45 20,54 Camalt1 Toprak 3
8,40 0,86 0,89 34,24 Yol Kenar1

8,40 0,99 3,04 79,89 Havuz Tabani

3.5. Su ve Toprak Orneklerinde Canli Mikroorganizma Sayimi

Orneklerdeki canli bakteri sayismin belirlenmesi amaciyla %25°lik tuzlu su
icerisinde toprak orneklerinin farkli dilisyonlar1 hazirlanmis ve her bir dilisyondan
I’er ml Medium E agara yayma ekim seklinde ekilmistir.Ayrica su ornekleri de
1’er ml Medium E agara yayma ekim seklinde ekilmistir. 37 °C’de 3 haftalik
inkiibasyon sonrast olusan koloniler sayilarak mililitredeki bakteri sayisi

belirlenmistir.



Tablo.3.4. Camalti su 6rneklerinin canli bakteri sayimi
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HAVUZ NO | HAVUZTiPi | % NaCl CANLI BAKTERI
SAYISI (kob/ml)

1.Kisim Tuzla

H1.1 9 Kristalize %29 2x10°

H1.2 10 Kristalize %29 3,2x10°

HI1.3 14-15 Rezerv %27,50 4x10°

HI .4 12 Sicak %1 3,8x10*

H1.5 S4 Soguk %19 5x10°

2.Kisim Tuzla

H2.6 8 Kristalize %29,20 3x10°

H2.7 27 Kristalize %30 3,7x10°

H2 .8 Sergen Rezerv %16,20 2x10*

H2.9 23 Sicak su %19 3x10*

H2 .10 Yeni saha 8 Soguk su %6 4x10°

2.Kisim Coktiirme Havuzlar

C.1 1 Coktiirme %29 2x10°
havuzu

C.2 2 Coktiirme %28,20 1,8x10°
havuzu

C.3 3 Coktiirme %29,50 2,2x10°
havuzu

C.4 4 Coktiirme %30 1,8x10°
havuzu

Yol Kenari %15 l,25xlO3
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Table.3.5. Camalt1 Toprak 6rneklerinin canli bakteri sayimi

Toprak 6rnekleri Tuzluluk EC10°25°C | Canh Bakteri Sayist
mS/cm

Camalt1 Toprak 1 74,19 2x10°

Camalt1 Toprak 2 109,57 1,9x1 0’

Camalt1 Toprak 3 20,54 3x10°

Yol Kenart 34,24 2,2x10°

Havuz Tabani 79,89 1,3x10°

Su 6rneklerinde 1. kisim tuzlada en diisiik canli bakteri sayis1 2x10° (9 nolu
havuz, % 29 NaCl ) ile en yiiksek 3,8x10% (12 nolu havuz %15 NaCl) olarak tesbit
edilmistir. 2. kisim tuzlada en diisiik canli bakteri sayisi 3x10° (8 nolu havuz
%29,20 NaCl ) ile en yiiksek 4x10° (Yeni saha 8 nolu havuz, % 6 NaCl), 2.kisim
¢coktiirme havuzlarinda en diisiik canli bakteri sayisi 1,25x10° (Yol Kenar1 %15
NaCl) ile en yiiksek 2,2x10° (3 nolu ¢oktiirme havuzu, %29,50 NaCl) olarak
belirlenmistir. Toprak orneklerinde ise en diisik 1,3x10° (Havuz Tabami 79,89
Tuzluluk EC10° 25°C) ile en yiiksek 3x10° (Camalti Toprak3 20,54 Tuzluluk
EC10° 25°C mS/cm) canli bakteri sayilmistir,

3.6. Su ve Toprak Orneklerinden Archaea ve Bacteria izolasyonu

Yapilan denemelerde su 6rneklerinde Medyum E ve %25 SW besiyerlerinin
izolasyon i¢in uygun olduklar1 belirlenmis ve bu nedenle izolasyon asamasinda bu
besiyerleri kullanilmistir. Yine farkli besi ortamlarit (Medyum A,B, C, D, E,
Haloarcula, farkli tuz konsantrasyonlarinda MG medyumlar)da kiiltiirlerin elde

edilmesinde kullanilmustir.
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Toprak orneklerinde ise, Medyum A, B, C, D, E, Haloarcula, %12 MGM ve
%23 MGM besiyerleri kullanilarak izolasyon yapilmistir.

[zolasyon asamasinda renk ve koloni morfolojisi bakimindan farkli oldugu
diisiiniilen 34 adet (21 tanesi su 6rneklerinden, 13 tanesi toprak orneklerinden)
izolat secilerek calisilmak tizere stoklanmigtir. Asagidaki sekil 3.1.’de farkli renk
ve sekilli kolonilere sahip bazi izolatlarin gelistikleri besiyerlerindeki goriintiileri

verilmigtir.

Sekil 3.1. Farkli pigmentasyona sahip izolatlarin agar tizerindeki goriintiileri



Sekil 3.1(Devam). Farkli pigmentasyona sahip izolatlarin agar iizerindeki goriintiileri
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Sekil 3.1(Devam). Farkli pigmentasyona sahip izolatlarin agar izerindeki goriintiileri
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Sekil 3.1(Devam). Farkli pigmentasyona sahip izolatlarin agar iizerindeki goriintiileri
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Sekil 3.1(Devam). Farkli pigmentasyona sahip izolatlarin agar izerindeki goriintiileri
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Sekil 3.2. Farkli pigmentasyona sahip izolatlarin sivi

(KZ3 ve KZ11 nolu izolatlar).

ortamdaki goriintiileri
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3.7. identifikasyon

3.7.1 Morfolojik ve Biyokimyasal Testler

Gram Boyama
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Gram boyama sonuglarina gore su izolatlariin hepsi pembe renkli gram negatif (Gr -),

toprak izolatlarindan 4 tanesi ( KTP1, KTP2, KTP6, KTP8) pembe renkli gram negatif

(Gr -), 9 tanesi mor renkli gram pozitif (Gr +) boyanmis ve morfolojileri kok, kisa

cubuklar, diizensiz tiggenler disk seklinde hiicreler gozlenmistir. Sekil 3.3. ve sekil

3.4’de modifiye edilmis Gram boyama sonrasi1 boyanmis hiicreler goriilmektedir.

Tablo.3.6.Camalti Tuzlasinda izole edilen izolatlarin Gram Reaksiyonlari, Koloni Morfolojileri ve

Pigmentasyonu
IZOLAT Gram Koloni Sekli Pigmentasyon
Reaksiyonu
K71 - Yuvarlak Pembe
K72 - Yuvarlak Akici-Pembe
K73 - Yuvarlak Turuncu
K74 - Yuvarlak Turuncu
KZ5 - Yuvarlak Turuncu
KZ6 - Yuvarlak Turuncu
Kz7 - Yuvarlak Koyu Kirmizi
KZ8 - Yuvarlak Koyu Kirmizi
KZ9 - Yuvarlak Parlak Kirmizi




Tablo.3.6.(Devam) Camaltt Tuzlasinda izole edilen

Morfolojileri ve Pigmentasyonu
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izolatlarn Gram Reaksiyonlari, Koloni

K710 - Yuvarlak Kirmizi

K711 - Yuvarlak Krem

K712 - Yuvarlak Kirmizi

K713 - Yuvarlak Parlak Krem
K714 - Yuvarlak Parlak Kirmizi
KZ15 - Yuvarlak Turuncu
KZ16 - Yuvarlak Krem

KZ17 - Yuvarlak Oksit Sart
KZ18 - Yuvarlak Krem

K719 - Yuvarlak Kirmizi

K720 - Yuvarlak Kirmizi

K721 - Yuvarlak Kirmizi

KTP1 - Yuvarlak Krem

KTP2 - Yuvarlak Krem

KTP3 + Yuvarlak Oksit Sar1
KTP4 + Yuvarlak Krem

KTP5 + Yuvarlak Parlak Turuncu




Tablo.3.6.(Devam) Camalti Tuzlasinda izole edilen

Morfolojileri ve Pigmentasyonu
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izolatlarin Gram Reaksiyonlari, Koloni

KTP6 - Yuvarlak Koyu Krem
KTP7 + Yuvarlak Krem
KTP8 - Yuvarlak Pembe
KTP9 + Yuvarlak Oksit Sar1
KTP10 + Yuvarlak Koyu Krem
KTP11 + Yuvarlak Krem
KTP12 + Yuvarlak Krem
KTP13 + Yuvarlak Krem

Sekil 3.3. Modifiye Gram boyama islemi sonrast Gram negatif olarak boyanmis kok sekilli  hiicreler

(KZ1 nolu izolat)
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Sekil 3.4. Modifiye Gram boyama islemi sonrast Gram pozitif olarak boyanmis kok sekilli hiicreler (
KTP9 nolu izolat).

izolatlarn Farkh Karbon ve Seker Kaynaklarii Kullanma Durumunun

Belirlenmesi

Izolatlarin farkli karbon ve seker kaynaklarini kullanabilme yetenekleri ile ilgili
test sonucglarima gore, tiim izolatlar Fruktoz, Maltoz, Sukroz, Galaktoz, Glukoz,
Arabinoz, Trehaloz, Raffinoz, Laktoz, Mannitolii kullanabilme yetenegindedirler.
Asagidaki fotograftada goriildiigii gibi kirmizi renkli tiip kontrol amaghdir. Sar1 renkli
tipler ise mikroorganizmalarin sekeri kullandigini gostermektedir. 34 izolatin bu

sekerleri kullandig1 goriilmiistiir.

Sekil 3.5. izolatlarin farkli karbon ve seker kaynaklarin1 kullanabilme yetenekleri



56

Katalaz Testi

SW agar besiyerindeki koloniler {izerine bir ka¢ damla %3’liik
hidrojenperoksit (H,O,) damlatilmistir. Besiyeri lizerinde gaz kabarciklarinin
meydana gelmesi pozitif katalaz reaksiyonu, gaz kabarciklarinin gézlenmemesi
negatif katalaz reaksiyonu olarak degerlendirilmistir. izolatlarin hepsinde gaz
kabarcig1 gozlenmis yani pozif sonu¢ vermistir. Katalaz testi sonuglar1 tablo

3.7.”de gosterilmistir.

Tablo 3.7. Katalaz reaksiyonu sonuglart

izolat No Katalaz Reaksiyonu | izolat No Katalaz Reaksiyonu
K71 + KZ18 +
K72 + K719 +
KZ3 + K720 +
K74 + K721 +
KZ5 + KTP1 +
K76 + KTP2 +
KZ7 + KTP3 +
K78 + KTP4 +
K79 + KTP5 +
K710 + KTP6 +
KZ11 + KTP7 +
KZ12 + KTP8 +
K713 + KTP9 +
K714 + KTP10 +
KZ15 + KTP11 +
K716 + KTP12 +
K717 + KTP13 +
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Nisasta Hidrolizi

Kiiltiirler nisasta besiyerine azaltma yontemiyle ekilmistir. 37 °C ‘de 15 giin
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda nisasta besiyerinde iiremis kiiltiirlere lugol
cozeltisi kat1 besiyerini Ortecek miktarda dokiilmiistiir ve bir ka¢ dakika temasta
birakildiktan sonra berrak ve renksiz bdlge nisasta hidrolizini, koloniler etrafinda
mavi bolge ise nisasta hidrolizi olmadigini gdstermistir. izolatlardan (KZ10,
KZ11,KZ18,KTP9, KTP13) hari¢ digerleri nisasta hidrolizinde pozitif sonug

vermistir. izolatlarin nisasta hidrolizi ile ilgili test sonuglari tablo 3.8’de verilmistir.

Tablo 3.8. Nisasta Hidrolizi Testi Sonuglari.

izolat No Nisasta Hidrolizi izolat No Nisasta Hidrolizi
K71 + KZ18 -
K72 + KZ19 +
KZ3 + K720 +
K74 + K721 +
KZ5 + KTP1 +
K76 + KRP2 +
Kz7 + KTP3 +
KZ8 + KTP4 +
K79 + KTP5 +
K710 - KTP6 +
K711 - KTP7 +
K712 + KTP8 +
K713 + KTP9 -
K714 + KTP10 +
KZ15 + KTPI11 +
KZ16 + KTP12 +
K717 + KTP13 -

3.7.2. Antibiyotiklere Duyarhlik Testi

SW  besiyerine kiiltiirlerin yayma ekimleri yapildiktan sonra agar yiizeyine
Penicillin G (10 U), Gentamicin (30 mg), Ampicillin (10 mg), Chloromphenicol (30
ng), Bacitracin (10 U), Ofloxacin (5pg), Azithromycin (15pug) diskleri konularak
petriler 37 °C ‘de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 antibiyotik diskleri

etrafinda olusan inhibisyon zonlarinin varligi kontrol edilmistir. 34 izolattan 19
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tanesi (KZ1, KZ2, KZ3, K74, KZ5, KZ6, KZ7, KZ8, KZ9, KZ10, KZ12, KZ14,
KZ15, KZzZ19, KZ20, KZ21, KTPS5, KTP8, KTPI1) Penisilin G’ye ve
Kloromfenikol’e karst direngli olarak bulunmustur.Penisilin  G’ye direng
Archaea’ya ait bir Ozelliktir. Yine 34 izolattan 15 tanesi (KZ11, KZ13, KZ16,
KZ17, KZ18, KTP1, KTP2, KTP3,KTP4,KTP6, KTP7, KTP9, KTP10, KTP12,
KTP13) Basitrasin’e duyarli olduklar1 belirlenmistir ki bu da Archaea’larin genel

karakteristik Ozelliklerindendir.

Izolatlarin farkli antibiyotiklere karsi hassasiyetleri ile ilgili test sonuglari

Tablo 3.9.’da verilmistir.

Tablo 3.9. izolatlarin farkli antibiyotiklere kars1 hassasiyetleri

izolat No Penicilin | Gentamycin | Ampicillin | Cloramphenicol | Bacitracin | Ofloxacin | Azithromycin
G (10U) | (10 mg) (10mg) (30 ug) (10 U) (5mg) (30mg)
KZ1 R R R R S R R
K72 R R R R S R R
KZ3 R R R R S R R
KZ4 R R R R S R R
KZ5 R R R R S R R
KZ6 R R R R S R R
KZ7 R R R R S R R
KZ8 R R R R S S R
KZ9 R R R R S R R
KZ10 R R R R S R R
KZ11 S R S S R R R
KZ12 R R R R S R R
KZ13 S R S S R S S
KZ14 R R R R S R R




Tablo 3.9.(Devam) izolatlarm farkl antibiyotiklere kars1 hassasiyetleri

KZ15 R R R R
KZ16 S R R S
KZ17 S R S S
KZ18 S R S S
KZ19 R R R R
KZ20 R R R R
KZ21 R R R R
KTP1 S R S S
KTP2 S R S S
KTP3 S R S S
KTP4 S R S S
KTP5 R R R R
KTP6 S S S S
KTP7 S R S S
KTP8 R R R R
KTP9 S S S S
KTP10 S R S S
KTP11 R R S R
KTP12 S R S S
KTP13 S R S S

R: Direngli S: Hassas
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MEDIUM E
KE4

Sekil 3.6. izolatlarin farkli antibiyotiklere karsi hassasiyetlerinin agar iizerindeki goriiniimii
(KTP13 ve KZ4 nolu izolatlar. Ok ile gosterilen KTP13” Penisilin G, KZ4’de ise Basitrasin
antibiyotiklerine duyarli).

3.7.3.Niikleik asit analizine dayah testler
16S rRNA Geni Amplifikasyonu icin izolatlardan DNA Ekstraksiyonu

Calismada Camalti Tuzlasi’ndan (Izmir) izole edilen mikroorganizmalarin
16S rRNA geni amplifikasyonlar1 i¢in kullanilan distile su iginde
homojenizasyon sonrast kaynatma islemine dayanan yontemin DNA

ekstraksiyonu i¢in yeterli oldugu goriilmiistiir.

16S rRNA Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (izolatlarin Archaea-

Bacteria Ayriminin Yapilmasi)

Izolatlarm 16S rRNA genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu ile
amplifikasyonu ve bu sayede Archaea - Bacteria ayrimi icin yapilan PCR’lar
sonrast elde edilen trlinler %1°lik agaroz jelde yuriitilmiistir. Sekil 3.7°de 16S
rRNA geni iiriinleri jelde goriilmektedir. Ornek teskil etmesi amaciyla secilen bu
jel fotografinda da goriildiigii gibi her 6rnek i¢in hem Archaea hemde Bacteria
primer setleri ile PCR kurulmus ve sadece Archaea iiriinii veya sadece Bacteria
iiriinii elde edilerek oncelikle 6rnegin Archaea veya Bacteria olup olmadigi tespit

edilmistir. Sekildeki jel fotografinda da goriildiigii gibi ayn1 6rnegin Archaea ve
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Bacteria primer setleri ile yapilan PCR sonrasi elde edilen iiriinler jelde yan yana
yiiklenmistir. A+ ve B+ (A=Archaea, B=Bacteria ) pozitif kontroller olarak
kullanilmistir. (Bacteria igin pozitif kontrol Salinibacter ruber, Archaea igin
Haloferax mediterranei pozitif kontrol olarak kullanilmistir.) Sekizinci ve
onbirinci drnekler sadece Archaeal primerlerle iiriin vermistir ve net bir sekilde
Archaeal 16S rRNA’ya sahip olduklar1 belirlenmistir. Dokuzuncu, onuncu ve
oniiciincii 0rnekler ise sadece Bacterial primerlerle iiriin vererek Bacterial 16S’e
sahip olduklar1 belirlenmistir. Ornek olarak verilen jel fotografinda 16 S rRNA
yaklasik 1600 bg ‘lik iiriin verdigi i¢in 8A, 9B, 10B, 11A, 12A, 13B seklinde
sonug alimmuistir. 34 izolattan 19 tanesi (KZ1, KZ2, KZ3, KZ4, KZ5, KZ6, KZ7,
KZ8, KZ9, KZ10, KZ12, KZ14, KZ15, KZ19, KZ20, KZ21, KTP5, KTPS,
KTP11) Archaea domainine ait 15 tanesi (KZ11, KZ13, KZ16, KZ17, KZ18,
KTP1, KTP2, KTP3, KTP4, KTP6, KTP7, KTP9, KTP10, KTP12, KTP13)

Bacteria domainine ait oldugu belirlenmistir.

1600 .bg
Archaea

1600 bg bacteria

Sekil 3.7. 16S rRNA geni amplifikasyon iiriinleri (A= Archaeal primerleri ile reaksiyon ve

B=Bacteria primerleri ile reaksiyon)
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Tablo 3.10. 16S rRNA iiriinlerine gore izolatlarin ait olduklar1 domain (Archaea ya da Bacteria)

izolat No Archaea Bacteria
K71 + -
K72 + -
K73 + -
K74 + -
KZ5 + -
KZ6 + -
KZ7 + -
KZ8 + -
KZ9 + -
KZ10 + -
KZ11 - +
KZ12 + -
KZ13 - +
KZ14 + -
KZ15 + -
KZ16 - +
KZ17 - +
KZ18 - +
KZ19 + -
KZ20 + -
K721 + -
KTP1 - +
KTP2 - +
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Tablo 3.10.(Devam) 16S rRNA iiriinlerine gore izolatlarin ait olduklart domain (Archaea

ya da Bacteria)

KTP3 ] N
KTP4 - +
KTP5 +

KTP6 - N
KTP7 - +
KTP8 +

KTP9 - N
KTP10 - +
KTP11 +

KTP12 - +
KTPI13 - +

3.7.4. Yag Asidi Analizi

Camalti1 Tuzlasi’ndan alinan su ve toprak orneklerinden izole edilen 15 adet
Bacteria izolat1 i¢in yag asidi analizi yapilmistir.
Hiicresel yag asiti profilleri, MIS (Microbial Identification System)’in icerdigi
veri tabanina gore analiz edilmistir. Analize alinan toplam 15 izolattan (KZ11,
KZ13, KZ16, KZ17, KZ18, KTP1, KTP2, KTP3,KTP4,KTP6, KTP7, KTP9,
KTP10, KTP12, KTP13) 2 tanesi (KTP6, KZ17) Bacillus halodenitrificans, 9 tane
izolat ( KZ16, KZ17, KZ18, KTP3,KTP6, KTP7, KTP10, KTP12, KTP13)
Bacillus sp.(Bacillus laevolacticus, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus halodenitrificans, Bacillus pumilus, Bacillus
oleronius, Bacillus atrophaeus, Bacillus coalulans, Bacillus circulans) olarak
tanimlanirken 5 tane izolat ise (KZ18,KZ16, KTP13, KTP10, KTP9)

Staphylococcus schleiferi olarak tanimlanmigtir. 3 tane izolatin ise TSBA 50
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kiitiiphanesinde karsilig1r bulunamamistir. Tablo.3.11. ve tablo.3.12.’de TSBA 50
kiitiiphanesi veri tabanina goére Camalti Bacteria izolatlarinin identifikasyon
sonuclar1 verilmistir.

Test edilen izolatlarin icerdikleri yag asitlerine gore akrabalik iliskileri
cluster analizi ile belirlenmistir (Sekil 3.8). Bu gruplarda ortak olarak bulunan yag
asitleri 12:0, 16:0, 14:0 ISO,15:0 ANTEISO, 16.0 ISO, 17.0 ANTEISO, 17:0 ISO
olmakla birlikte, 10:0, 12:0 30OH, 14:0, 17:0 CYCLO, 18:1w7¢c, 18:0, 19.0
CYCLO wS8c yag asitleri ise az sayidaki izolatta saptanmistir. En ¢ok rastlanan
yag asidi 15.0 ANTEISO olup, ortalama degeri % 37,28 olarak saptanmustir.

Olusan dendograma gore (Sekil 3.8), izolatlar arasindaki Euclidian mesafesi
izolatlarin 8 tanesinde KZ17, KTP6, KTP12, KZ18, KTP3, KZ16, KTP9 ve KTP
10 ve daha altinda oldugu icin bu izolatlarin aym tiire ait olabilecegi
belirlenmistir. KZ16 ( Su izolat1) ile KTP 9 (Toprak izolat1) ve KZ 17 (Su izolat1)
ile KTP 6 (Toprak izolati) su ve toprak gibi farkli ortamlardan izole edilmis
olmalaria karsin ayni tiire ait olabilecekleri goriilmektedir. Buna karsin, KTP 7,
KTP 2, KTP 4, KTP 13, KZ11, KZ 13 ve KTP 1’in farkli cins temsilcileri

olduklar1 varsayilmaktadir.

KTE7.
KTF2.
KZl7.
KTEG.
KTF1lZ
KTP4.
KZ1H.
KTF3.
KZl6.
KTES.
KTE10
ETP13 —
KE1l1l.
KE13.
KTP1.

" l l l
| 1 1 I
010 20 40 g0 80 1400
Euclidian DMstance

Sekil 3.8. Yag asitleri profillerine gére Camalt1 Bacteria izolatlar1 arasindaki benzerlik orani.
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Tablo 3.11. FAME analizine gore Camalt1 Tuzlas1 Bacteria izolatlarinin identifikasyon sonuglari

izolat FAME identifikasyonu | identifikasyon
Benzerlik Katsayisi
KTP1 - TSBA 50 kiitlibanesinde karsilig1 yok
KTP2 0.489 Microbacterium- esteraromaticum
0.400 Rothia-dentocariosa
0.387 Curtobacterium
-flaccumfaciens-flaccumfaciens
0.366 Micrococcus-luteus-GC
subgroup B (includes ARCC
0.354 Kocuria-kristinae
0.349 Microbacterium-
barkeri(Aureobacterium,
Corynebacterium)
KTP3 0.536 Bacillus-laevolacticus
0.492 Bacillus-licheniformis
(Bacillus subtilis group)
0.420 Bacillus-subtilis
0.376 Staphylococcus-schleiferi
0.376 Bacillus-amyloliquefaciens
(Bacillus subtilis group)
KTP4 0.238 Rothia-dentocariosa
0.147 Microbacterium-flavescens

(Aurobacterium, Arthrobacter)




Tablo 3.11.(Devam) FAME analizine gore Camalt1 Tuzlas1 Bacteria izolatlarinin

identifikasyon sonuglari

KTP6 0.274 Bacillus-halodenitrificans (48h)
0.169 Brevibacillus-centrosporus
(48h, Bacillus)
KTP7 0.483 Arthrobacterium-globiformis-GC
subgroup A (some 48h)
0.391 Micrococcus-luteus-GC subgroup B
(includes ATCC 9341)
0.318 Paenibacillus- polymyxa (Bacillus)
KTP9 0.355 Bacillus-subtilis
0.344 Bacillus-licheniformis
(Bacillus subtilis group)
0.284 Bacillus-laevolacticus
0.276 Staphylococcus-schleferi
0.262 Bacillus-pumilus-GC subgroup B
0.226 Bacillus-amyloliquefaciens
(Bacillus subtilis group)
KTP10 0.316 Bacillus-pumilus-GC subgroup B
0.267 Staphylococcus-schleiferi
0.240 Bacillus-subtilis
KTP12 0.241 Bacillus-oleronius
0.208 Bacillus-halodenitrificans (48h)
0.184 Bacillus-GC group 22 (No 16S match to
species
0.173 Listeria-grayi (Includes L. Murrayi)
0.159 Bacillus-atrophaeus
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Tablo 3.11.(Devam) FAME analizine gore Camalt1 Tuzlas1 Bacteria izolatlarinin

identifikasyon sonuglar

KTP13 0.227 Bacillus-coalulans
0.207 Virgibacillus-pantothenticus (Bacillus)
0.195 Bacillus-laevolacticus
0.159 Staphylococcus-schleiferi
0.144 Bacillus-circulans
KZ11 - TSBA 50 kiitiibanesinde karsilig1 yok
K713 - TSBA 50 kiitiibanesinde karsilig1 yok
K716 0.393 Bacillus-subtilis
0.376 Bacillus- licheniformis

(Bacillus subtilis group)

0.322 Bacillus-amyloliquefaciens

(Bacillus subtilis group)

0.320 Bacillus-laevolacticus

0.273 Staphylococcus-schleiferi
K717 0.478 Bacillus-halodenitrificans (48h)
K718 0.592 Bacillus- licheniformis

(Bacillus subtilis group)

0.445 Bacillus-laevolacticus
0.437 Bacillus-subtilis
0.402 Bacillus-amyloliquefaciens

(Bacillus subtilis group)

0.362 Staphylococcus-schleiferi
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Tablo 3.12. Camalti Tuzlas1 Bacteria izolatlarinin %1 ve daha fazla oranda icerdikleri yag

asitlerinin ortalamasi ve standart sapmasi

Yag Asidi Ortalama Standart Sapma
12:0 6,26 0,8
16:0 13,05 2,8
14:0 ISO 10,23 1,2
15:0 ISO 22,69 3,7
15.0 ANTEISO 37,28 2,83
16:0 ISO 10,34 1,05
17:0 ANTEISO 12,08 3,28
17:0 ISO 8,20 0,79
10:0 3,51 3,51
12.0 30H 12,8 12,8
14:0 1,62 1,62
17:0 CYCLO 4,39 4,39
18:1 w7c¢ 3,3 33
18:0 2,51 2,51
19:0 CYCLO w8¢ 24,34 24,34

3.7.5. Fluoresan in situ Hibridizasyon (FISH)

Camalt1 Tuzlasindan alinmis su ve toprak drnekleriyle yapilan DAPI boyama ile
toplam hiicre sayimlar tespit edilmistir. Tablo 3.13’de ve tablo 3.14’de 6rneklerdeki
toplam hiicre sayilari (hiicre/ml) verilmistir.

DAPI boyama sonuglarina gore su orneklerinde 1.Kisim Tuzla H1.1 nolu havuzda

1,39x107+0,08 hiicre/ml, H1.2 nolu havuzda 1,21x10'+0,18 hiicre/ml, H1.3 nolu
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havuzda 1,48x10'+0,08 hiicre/ml, H1.4 nolu havuzda 1,19x10"+0,18 hiicre/ml, HI.5
nolu havuzda 2,7x10+0,25 hiicre/ml, 2.Kisim Tuzla H2.6 nolu havuzda 2,48x107+0,18
hiicre/ml, H2.7 nolu havuzda 1,52x10'+0,08 hiicre/ml, H2.8 nolu havuzda
2,38x107+0,25 hiicre/ml, H2.9 nolu havuzda 1,21x107+0,19 hiicre/ml, H2 .10 nolu
havuzda 1,16x107i0,08 hiicre/ml, 2. Kisitm Coktiirme Havuzlarinda C.1 nolu havuzda
2,48x107+0,18 hiicre/ml, C.2 nolu havuzda 1,38x107+0,08 hiicre/ml, C.3 nolu havuzda
1,56x107+0,25 hiicre/ml, C.4 nolu havuzda 1,19x1074+0,09 hiicre/ml, Yol Kenari
0,2x107+0,08 hiicre/ml olarak bulunmustur. Toprak orneklerinde ise; Camalti Toprak1
1,2X108i0,08 hiicre/ml, Camalti Toprak2 0,2x108i0,08 hiicre/ml, Camalt1 Toprak3
1,21X108i0,25 hiicre/ml, Yol Kenari 2,22X108i0,18 hiicre/ml, Havuz Tabam
0,3x10%+0,25 hiicre/ml olarak bulunmustur.

Archaea spesifik prob ile elde edilen FISH sonuglarina gore 1.Kisim Tuzla H1.1
nolu havuzda %53.8, H1.2 nolu havuzda %56.5, H1.3 nolu havuzda %59.3, H1.4 nolu
havuzda %52.6, H1.5 nolu havuzda %50.2, 2.Kisim Tuzla H2.6 nolu havuzda %:60.5,
H2.7 nolu havuzda %52.9, H2.8 nolu havuzda %52.6, H2.9 nolu havuzda %57.9, H2
.10 nolu havuzda %42.6, 2. Kisim Coktiirme Havuzlarinda C.1 nolu havuzda %53.9,
C.2 nolu havuzda %56.7, C.3 nolu havuzda %58.9, C.4 nolu havuzda %58.4, Yol
Kenar1 %62.3 olarak bulunmustur. Toprak 6rneklerinde ise; Camalti Toprak 1 %49.3,
Camalt1 Toprak 2 %53.9, Camalti Toprak 3 %53.4, Yol Kenar1 %48.6, Havuz Tabani1
%48.7’sini Archaeal hiicreler olusturmaktadir.Bacteria spesifik prob ile elde edilen
FISH sonuglarna gore 1.Kisim Tuzla H1.1 nolu havuzda %32.2, H1.2 nolu havuzda
%22.6, HI1.3 nolu havuzda %22, H1.4 nolu havuzda 30.2, H1.5 nolu havuzda %28.3,
2.Kisim Tuzla H2.6 nolu havuzda %21.9, H2.7 nolu havuzda %31.9, H2.8 nolu havuzda
%28.2, H2.9 nolu havuzda %57.9, H2 .10 nolu havuzda %41.8, 2. Kisim Coktiirme
Havuzlarinda C.1 nolu havuzda %32.8, C.2 nolu havuzda %21, C.3 nolu havuzda
%21.7, C.4 nolu havuzda %22,65, olarak bulunmustur. Toprak orneklerinde ise;
Camalt1 Toprakl %23.5, Camalt1 Toprak 2 %21.6, Camalt1 Toprak 3 28.1, Yol Kenar1
%32.4, Havuz Taban1 %31.2’sini Bacteria tiyeleri olusturmaktadir. Bu da gosteriyor ki
Archaeal populasyonlar genel olarak Camalt1 Tuzlasi’nin domine eden organizmalardir.

Calismamizda EHB problarimi  kullanarak Camalti Tuzlas1 Orneklerinde

Salinibacter varligl da arastirilmistir. Buradan elde edilen deney sonuglarina gore su ve
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toprak orneklerinde spesifik hibridizasyon sinyali elde edilmistir. FISH sonuglarina gore
1.Kisim Tuzla, H1.2 nolu havuzda %3.9, H1.3 nolu havuzda %2.1, H1.4 nolu havuzda
1.3, H1.5 nolu havuzda %1.2, 2.Kisim Tuzla, H2.7 nolu havuzda %3.6, H2.8 nolu
havuzda %0.6, H2.9 nolu havuzda %1.3, 2. Kistm Coktiirme Havuzlarinda C.1 nolu
havuzda %3.5, C.2 nolu havuzda 2.8, C.3 nolu havuzda %3.9, C.4 nolu havuzda %2.9,
olarak bulunmustur. Toprak orneklerinde ise; Camalti Toprakl %4.1, Camalt1 Toprak 3

%3.6, Yol Kenar1 %2.7, Havuz Taban1 %3.7’sini Salinibacter liyeleri olusturmaktadir.

Tablo 3.13. DAPI yontemi ile Camalti Tuzlas1 su 6rneklerindeki toplam hiicre sayilar

Havuz No Havuz Tipi Tuzluluk (%) | Toplam
DAPI sayimy/ml+ SS*

1.Kisim Tuzla

H1.1 9 Kristalize %29 1,39x10'+0,08
H1.2 10 Kristalize %29 1,21x10'+0,18
Hi1.3 14-15 Rezerv %27,50 1,48x10'+0,08
H1 .4 12 Sicak %15 1,19x107+0,18
HI.5 S4 Soguk %19 2,7x10+0,25
2.Kisim Tuzla

H2.6 8 Kristalize %29,20 2,48x107+0,18
H2.7 27 Kristalize %30 1,52x107+0,08
H2 .8 Sergen Rezerv %16,20 2.38x107+0,25
H2.9 23 Sicak su %19 1,21x107+0,19
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Tablo 3.13.(Devam) DAPI yontemi ile Camalt1 Tuzlasi su 6rneklerindeki toplam hiicre sayilari

H2.10 Yeni Saha 8 Soguk su %6 1,16x10'+0,08

2.Kisim Coktiirme Havuzlar:

C.1 1 Coktiirme 529 2,48x107+0,18
havuzu

c.2 2 Coktlirme %28,20 1,38x10'+0,08
havuzu

c.3 3 Coktlirme %29,50 1,56x10'+0,25
havuzu

C.4 4 Coktlirme %30 1,19x10+0,09
havuzu

Yol Kenar1 %15 0,2x10'+0,08

SS* Standart sapma

Tablo 3.14. DAPI yontemi ile Camalt1 Tuzlasi toprak drneklerindeki toplam hiicre sayilar

Toprak drnekleri

Tuzluluk EC10°25°C mS/cm

Toplam DAPI sayimi/ml+ SS*

Camalt1 Toprak 1 74,19 1,2x10%4+0,08
Camalt1 Toprak 2 109,57 0,2x10%+0,08
Camalt1 Toprak 3 20,54 1,21x10%4+0,25
Yol Kenar1 34,24 2.22x10%+0,18
Havuz Taban 79,89 0,3x10%+0,25

SS*: Standart sapma
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H1.4 Nolu Havuz H2.7 Nolu Havuz

Sekil 3.9. Su Orneklerinde DAPI Boyama (Toplam mikroorganizma sayimi)

Camalt1 Tuzlasi’'ndan alinan su ve toprak ornekleri ile yapilan DAPI boyama ile
toplam hiicre sayimlari, Eub 338 probu ile hibridizasyon sonrasi Bacteria, Arc 915
probu ile hibridizasyon sonras1 Archaca ve EHB 412 probu ile hibridizasyon sonrasi
Salinibacter sayilar1 tespit edilmistir. Tablo.3.15°de Orneklerdeki toplam hiicre,

Bacteria, Archaea ve Salinibacter sayilari (hiicre/ml) verilmistir.
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Tablo.3.15. FISH yontemi ile Camalt1 Tuzlas1 6rneklerindeki Bacteria, Archaea, Salinibacter ve toplam

hiicre sayilari.

Ornek Tuzluluk | Toplam DAPI Eub 338 | Arc915 EHB 412 | Tespit
(%) sayimi/ml+SS? | (%) (%) (%) Edilenlerin

sayim
H1.1 %29 1,39x107+0,08 %32,2 53,8% - 86%
Hl.2 %29 1,21x107+0,18 %22,6 56,5% 3,9% 79,1%
H1.3 %27,50 1,48x107+0,08 %22 59,3% 2,1% 81,3%
Hl .4 %15 1,19x107+0,18 %30,2 52,6% 1,3% 82,8%
HI.S %19 2,7x107+0,25 %28,3 50,2% 1,2% 78,5%
H2.6 29,20% 2,48x107+0,18 21,9% 60,5% - 82,4%
H2.7 30% 1,52x107+0,08 31,9% 52,9% 3,6% 84,8%
H2.8 16,20% 2,38x10'+0,25 28,2% 52,6% 0,6% 80,8%
H2.9 19% 1,21x107+0,19 18% 57,9% 1,3% 75,9%
H2.10 6% 1,16x107+0,08 41,8% 42,6% - 84,4%
C.1 29% 2,48x10'+0,18 32,8% 53,9% 3,5% 86,7%
C.2 28,20% 1,38x107+0,08 21% 56,7% 2,8% 77,7%
C.3 29,50% 1,56x107+0,25 21,7% 58,9% 3,9% 80,6%
C.4 30% 1,19x107+0,09 22,65 58,4% 2,9% 81,05%
Yol 15% 0,2x10%+0,08 - 62,3% - 62,3%
kenar1
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Tablo.3.15. FISH yontemi ile Camalti1 Tuzlas1 6rneklerindeki Bacteria, Archaea, Salinibacter ve

toplam hiicre sayilari.

Camalt1 1,2x10°+0,08 23,5% 49,3% 4,1% 72,8%
74,19

Toprak 1

Camalt1 0,2x10°* + 0,08 21,6% %53.,9 - 75,5%

Toprak 2 | 109,57

Camalt1 1,21x10°+0,25 28,1% 53,4% 3,6% 81,5%

Toprak 3 20,54

Yol 2,22x10°+0,18 32,4% 48,6% 2,7% 81%

Kenar1 34,24

Havuz 0,3x10°+0,25 31,2% 48,7% 3.7% 79,9%

Tabani 79,89

SS*: Standart Sapma

Arc915 (H1.4 nolu havuz)

DAPI (H1.4 nolu havuz)

Sekil 3.10. Su 6rneklerinde Arc915 probu ile hibridizasyon sonrasi 1g1ma veren Archaea hiicreleri (ok ile

isaretlenmis olan Archaea ve sagda da ayn1 goriintii alaninin DAPI boyamasi H1.4nolu havuz 6rneginde).



75

Eub 338 (H2.7nolu havuz DAPI (H2.7nolu havuz)

Sekil 3.11. Su Orneklerinde Eub 338 probu ile hibridizasyon sonrasi 1s1ma veren Bacteria hiicreleri (Ok

ile gosterilmis olan Bacteria) ve sagda ayni goriintiiniin DAPI boyamasi.

EHB 412 (H1.4 nolu havuz) DAPI (H1.4 nolu havuz)

Sekil 3.12. Su Orneklerinde EHB 412 probu ile hibridizasyon sonrasi 1s1ma veren Salinibacter hiicreleri

(Cubuk sekilli Salinibacter) ve ayni goriintii alaninin DAPI boyamasi (H1.4 nolu havuz)
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Arc 915 (Camalt1 Toprak 3) DAPI (Camalti Toprak 3)

Sekil 3.13.Toprak 6rneklerinde Arc 915 probu ile hibridizasyon sonrasi 1s1ma veren Archaea hiicreleri ve

sagda ayn1 goriintii alaninin DAPI boyamas1 (Camalti Toprak 3)

Eub 338 (Camalti Toprak 2) DAPI (Camalt1 Toprak 2)

Sekil 3.14.Toprak 6rneklerinde Eub 338 probu ile hibridizasyon sonras1 1s1ma veren Bacteria hiicreleri ve

sagda ayn1 goriintii alaninin DAPI boyamasi (Camalti Toprak 2)
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EHB 412 (Yol kenar) DAPI(Yolkenari)

Sekil 3.15. Toprak orneklerinde EHB 412 probu ile hibridizasyon sonrasi i1sima veren Salinibacter

hiicreleri (Cubuk sekilli Salinibacter) ve ayn1 goriintii alaninin DAPI boyamasi (Yol kenarr).
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4. TARTISMA ve SONUC

Asirt derecede halofilik bakteriler, ekstrem kosullara uyum saglamis 6zel
yapilar1 nedeniyle biyoteknoloji alaninda ugragan bir ¢ok arastiricinin ilgisini
¢eken organizmalardir. Asirt derecedeki tuzluluga dayanikli enzimleri, tuzluluga
kars1 gelistirdikleri stratejiler, olumsuz sartlarda enerji iiretimine imkan saglayan
0zel proteinlerinin varlig1 ve bunlar gibi kendilerine has olan 6zellikleri, onlarin
biyoteknoloji alaninda son derece ©nemli ozellikler olarak gdriilmesine yol
agmaktadir. Bu nedenle asir1 derecede halofilik bakterilerin tanimlanmasi ve hiicre
yapilarinin belirlenmesi gerekmektedir. Hipersalin (asir1 derecede tuzlu) ¢evreler
sinifina giren ve iilkemizin tuz ihtiyacini karsilamada biiyiik pay1 olan Izmir
Camalti Tuzlasi’nin sahip oldugu halofilik mikroorganizmalarin tanimlanarak
ortaya konmasit hem biyoteknolojik potansiyelleri nedeniyle, hem de iilkemiz
halofilik prokaryot florasinin belirlenmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Camalti Tuzlasi’nda bulunan prokaryotlarin tanimlanmasi {izerine daha
onceden yapilmis calisma bulunmamaktadir. Bu calisma bu alandaki boslugu
kapatmak, Camalt1 tuzlast halofil prokaryot (Bacteria/Archaea) yogunlugunu
belirlemek amaciyla yapilmstir.

Diinyada ¢ok benzeri olup, hipersalin (asir1 derecede tuzlu) cevreler
smifina giren ve iilkemizin ikinci bliylik go6lii olan Tuz Go6li’nde bulunan
mikroorganizmalar ve bunlarin farkli yontemler ile karakterizasyonlar: {izerine
daha 6nceden yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir (Yal¢in 2000; Kall1 2000; Birbir
ve Sesal 2003; Ozcan 2004, Mutlu 2006). Ayrica iilkemiz tuzlalarindan olan
Ayvalik Tuzlasi’ndaki ekstrem halofilik Archaea izolatlarmin karakterizasyonu
hakkinda da ¢alismalar bulunmaktadir ( Oren 2002 b).

Yal¢in (2000) calismasinda Tuz Golii’nden izole ettigi 12 adet aerobik
halotolerant ve halofilik izolat ile calismis ve izolatlardan bazilarini Bacillus
circulans ve Bacillus licheniformis olarak tanimlamstir.

Kall1 (2000) yaptig1 ¢alismada Tuz Golii'nden izole ettigi 18 adet asiri
halofilik bakterinin ¢esitli biyokimyasal ve antibiyotiklere duyarlilik testlerini
gerceklestirmis ve sonug olarak bu izolatlarin Halobacterium cinsine ait Archaea

olabilecegini bildirmistir.
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Birbir ve Sesal (2003) yaptiklar1 ¢caligmada Tuz Goélii’'nden izole ettikleri
82 izolattan 32 adetini incelemeye almiglar ve bunlarin optimum gelisim
gosterdikleri tuz, pH ve sicaklik derecelerini rapor etmislerdir. Ayrica bu
izolatlarin gesitli biyokimyasal testlerini yapmislar ve sonug olarak Tuz Golii’niin
asir1 derecede halofilik bakteriler i¢in uygun bir ortam oldugunu bildirmislerdir.
Oren (2002 b) yaptiklar1 calismada Tiirkiye’nin Kuzeydogusunda bulunan
Ayvalik Tuzlasi’ndan 7 ekstrem strain izole etmislerdir. izole edilen strainler
antibiyotik duyarliligi, hiicre ve koloni morfolojisi, kazain hidrolizi, nisasta,
jelatin, tween 20 ve tween 80, oksidaz ve katalaz aktivitesi yOniinden test
edilmistir. Tiim strainlerin Archaea domainine ait oldugu bulunmustur. ince
tabaka kromotografisi ile polar lipidlerin karakterizasyonunda tiim izolatlar
fosfotidilgliserol (PG)’lin fitanildieter tiirevlerini fosfotidilgliserofosfat 8PGP-
Me)’1n metil ester ve fosfotidilgliserosiilfat (PGS) icermektedir. 4 izolat glikolipid
olarak triglisosil dieter, diger iigii siilfiirlenmis diglikosil dieter’sahip olduklari
bildirilmistir. Tim izolatlar plazmitlerin varligin1 arastirmak i¢in agaroz jel
elektroforezle incelenmistir. 4 izolatin da biiyikligi 13,8 kbp’dan 15,3 kbp
arasinda degisen plazmite sahip olduklari bildirilmistir. Izolatlarm fenotipik
ozellikleriyle SDS-PAGE protein profilleri arasindaki korelasyonun diisiik oldugu
bildirilmistir.

Calismamizda Gram boyama’da su Orneklerinden elde edilen izolatlarin
hepsi pembe renkli gram negatif (Gr -), toprak izolatlarindan 4 tanesi ( KTPI,
KTP2, KTP6, KTP8) pembe renkli gram negatif (Gr -), 9 tanesi mor renkli gram
pozitif (Gr +) boyanmis ve morfolojileri kok, kisa ¢ubuklar, diizensiz ti¢ggenler
disk seklinde hiicreler gbzlenmistir. Yapilan katalaz testinde izolatlarin hepsinde
pozitif sonu¢ vermistir. izolatlardan (KZ10, KZ11,KZ18 KTP9, KTP13) hari¢
digerleri nisasta hidrolizinde pozitif sonu¢ vermistir. izolatlarin farkli karbon ve
seker kaynaklarin1 kullanabilme yetenekleri ile ilgili test sonuglarina goére, tiim
izolatlar Fruktoz, Maltoz, Sukroz, Galaktoz, Glukoz, Arabinoz, Trehaloz,
Raffinoz, Laktoz, Mannitolii kullanabilme yetenegindedirler.Daha onceki
caligmalarimizda ayiredici bir sonu¢ alinamamasi nedeniyle (Mutlu 2006), bu

calismada izolatlarin lipid karakterizasyonu yapilmamustir.
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Antibiyotiklere duyarlilik testleri de halofilik bakterilerin domain
ayriminda kullanilmis olan yontemlerdendir (Oren 2002). Asir1 derecede halofilik
Archaea fyelerinin hepsi Penisilin G’ye direng gostermektedir. Bu durum
Archaea/Bacteria ayriminda kullanilabilecek basit ve ucuz bir yontem olarak
goriilmektedir. Birbir (2003) ve Mutlu (2006) c¢alismalarinda Tuz Goli
izolatlarinin Archaea olanlarinin hepsinin Penisilin G ‘ye diren¢li oldugunu
bildirmistir. Bizim ¢alismamizda da PCR ile 19 adet Archaea ve 15 adet Bacteria
olarak ayrimmi yaptigimiz izolatlardan Archaea olarak bulunan izolatlarin ayni
zamanda penisiline direngli oldugu goriilmiistiir. 34 izolattan 19 tanesi (KZ1,
KZ2, KZ3, KZ4, KZ5, KZ6, KZ7, KZ8, KZ9, KZ10, KZ12, KZ14, KZ15, KZ19,
K720, KZz21, KTP5, KTP8, KTPI11) Penisilin G’ye direngli olduklari
goriilmiistiir. Penisilin G’ye diren¢ Archaea’ya ait bir 6zelliktir. Yine 34 izolattan
15 tanesi (KZ11, KZ13, KZ16, KZ17, KZ18, KTP1, KTP2, KTP3,KTP4,KTP6,
KTP7, KTP9, KTP10, KTPI12, KTP13) Basitrasin’e duyarli olduklari
belirlenmistir ki bu da Archaea’larin genel karakteristik 6zelliklerindendir. Bu
sonuglar da antibiyotiklere duyarlilik ve PCR testinin dogrulayict 6zellikte
oldugunu gostermektedir.

16S rRNA genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilarak
diziliminin ortaya ¢ikarilmasi da taksonomik caligsmalarda gegerliligi ¢ok yiiksek
olan bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. PCR ile 16S rRNA ‘ya spesifik
primerlerle ¢evresel orneklerdeki mikrobiyal populasyonlarin analizi miimkiin
olmaktadir. Ustelik bu ydntemde kiiltive edilemeyen tiirlerin belirlenmesi de
miimkiin olmaktadir. Bu nedenden dolay1 oldukga etkili bir yontemdir ve son
zamanlarda daha sik  kullanildigi  goriilmektedir(Anton, Oren 2002).
Calismamizda da izolatlarimizdan elde ettigimiz DNA’lar 16S rRNA i¢in spesifik
olan primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifiye edilerek
izolatlar1 Archaea/Bacteria ayrimi yapilmistir. Camalti Tuzlas1 su orneklerinden
16 adet (KZ1, KZ2, KZ3, KZ4, KZ5, KZ6, KZ7, KZ8, KZ9, KZ10, KZ12, KZ14,
KZ15, KZ19, KZ20, KZ21) Archaea 5 adet(KZ11, KZ13, KZ16, KZ17, KZ18)
Bacteria, toprak orneklerinden ise 3 adet Archaea (KTPS, KTP8, KTPI11) ve 11
adet Bacteria ,(KTP1, KTP2, KTP3, KTP4, KTP5, KTP6, KTP7, KTP9, KTP10,
KTP12, KTP13).
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Bakteriyal lipid kompozisyonu ve taksonomik siniflandirma arasindaki
iliski bakteriyal identifikasyon amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Yag asidi
profillerine dayanan bakterial siniflandirmalar niikleik asit homolojisine dayali
simiflandirmalarla  iyi  karsilagtirllmis  durumdadir.  Lipid  analizleri
metodolijisindeki gelismeler bir ¢ok bakteri i¢in bu iligkiyi saglamistir. Lipid
ekstraksiyonlarinin gaz kromotografisi, hiicresel yag asitlerinin belirlenmesi i¢in
yaygin olarak uygulanmaktadir. Bu metod bakteriyal lipidlerin hidrolizasyonu ve
ekstraksiyonuna dayanir. Karboksilik gruplarin metilasyonu yag asitlerinin metil
esterlerini (FAME) tiretir ve bunlar gaz kromotografisi (GC) ile analiz edilir. Tim
ornek hazirlama siiresi 60-70 dakikadir ve FAME ekstraksiyonlarinin
kromotografik analizi bir 6rnek i¢in yaklasik 20 dakika siirmektedir (Basile ve
ark. 1995). FAME analizleri halofilik bakteriler i¢in de uygulanmistir. Vreelad ve
ark. (2006) yaptiklart c¢alismada, ¢ok eski tuz kristalinden izole edilen bir
“Permian” bakteri ile bu izolatlarin modern akrabalar1 arasindaki iliskiyi
arastirmiglardir. Yag asit profillerine gore bu organizmalar1 karsilastirdiklarinda
bu yaklagimin tiir diizeyinde ayrim yapmadigi ancak test edilen Bacteria iiyeri
arasindaki farkliliklar1 ortaya koyabildigi sonucuna varmislardir. Bizim
calismamizda da hiicresel yag asiti profilleri, MIS (Microbial Identification
System)’in igerdigi veri tabanina gore analiz edilmistir.Analize alinan toplam 15
izolatin 2 tanesi (KTP6, KZ17) Bacillus halodenitrificans, 9 tanesi( KZ16, KZ17,
K718, KTP3,KTP6, KTP7, KTP10, KTP12, KTP13) Bacillus sp. (Bacillus
laevolacticus, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus  halodenitrificans, Bacillus pumilus, Bacillus oleronius, Bacillus
atrophaeus, Bacillus coalulans, Bacillus circulans) olarak tanimlanirken 5 tanesi
de (KZ18, KZ16, KTP13, KTP10, KTP9) Staphylococcus schleiferi olarak
tanimlanmigtir. 3 tane izolatin ise TSBA 50 kiitiibanesinde karsiligi
bulunamamustir. Identifikasyon sonuglari TSBA 50 kiitiiphanesi ile veri
tabanindaki muhtemel karsilagtirmalar1 yapmaktadir. Bu sonuglar kesin olmayip
sadece en yakin olasilig1 bildirmektedir. Kesin identifikasyon mutlaka DNA dizi
analizi sonuglarina gore yapilmalidir.

Test edilen izolatlarin igerdikleri yag asitlerine gore akrabalik iligkileri

cluster analizi ile belirlenmistir. Bu gruplarda ortak olarak bulunan yag asitleri
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12:0, 16:0, 14:0 1SO,15:0 ANTEISO, 16.0 ISO, 17.0 ANTEISO, 17:0 ISO
olmakla birlikte, 10:0, 12:0 30H, 14:0, 17:0 CYCLO, 18:1w7c, 18:0, 19.0
CYCLO w8c yag asitleri ise az sayidaki izolatta saptanmistir. Vreeland ve
ark.(2006), Permian devri izolatlarin giinlimiiz modern halofilik Bacteria
tiyelerine oranla daha az 14:0; and 15:0 iso yag asitlerini buna kars1 daha fazla
16:1 x7c alcohol ve 16:1 xllc yag asitlerini icerdigini belirtmislerdir. Bu
calismada en ¢ok rastlanan yag asidi 15.0 ANTEISO (ortalama 37,28)’dur. Bu
bulgu Vreeland ve ark.’nin bulgusuna yakinlik gostermektedir.

Olusan dendograma gore gruplar igerisindeki izolatlar arasindaki mesafe
izolatlarin tamamina yakin kisminda 10 ve daha altinda oldugu i¢in bu izolatlarin
ayni tilire ait olabilecegi belirlenmistir. KZ16 ( Su izolat1) ile KTP 9 (Toprak
izolat1) ve KZ 17 (Su izolat1) ile KTP 6 (Toprak izolat1) arasindaki mesafeye
bakildiginda ayni tiire ait olabilecegi goriilmiistiir.

Cok havuzlu solar tuzlalar deniz suyu tuzlulugundan “halit” doygunluguna
kadar tuzlulugun farkli goriintiilerini sunarlar. Her bir havuzdaki tuz
konsantrasyonu goreceli olarak sabit tutulur ve mikrobiyal kominite yogunluklari
genellikle yiiksektir. Tiim diinyadaki tuzlalar yapay ve birbirine benzer olmalarina
ragmen, besin durumlari, suyun c¢ekilme zamanlar1 ve iklim kosullarina bagh
olarak farklilik gosterirler. NaCl’nin doydugu ve halitin biriktigi kristalize
havuzlardan halofilik Archaea’nin bir ¢ok tiirii izole edilmistir. izolatlar Haloferax
mediterranei, Haloferax gibbonsi, Haloferax denitrificans, Halogeometricum
borinquense, Halococcus saccharolyticusus, Haloterrigena thermotolerans,
Halorubrum saccharovorum, Halorubrum coriense, Haloarcula hispanica ve
Haloarcula japonica’nin tip strainlerini igerirler. Israil Eilat ve Amerika Birlesik
Devletleri Newark’taki kristalize havuzlardan alinan tuzlu su orneklerinden, L-
Arjinin  varliginda anaerobik zenginlestirme ortamlarinda Halobacterium
salinarium gelistirilebilmistir. Ispanya Alicante yakinlarindaki tuzla havuzlarinda
Haloarcula, Halorubrum, Haloferax ve Halobacterium yiiksek siklikta elde
edilmistir. Elde edilen koloni sayist toplam prokaryotik varligin yalnizca kiigiik
bir kismidir (Oren 2002c).

NaCl’'nin doyma noktasinda oldugu cevreler siklikla yogun mikrobiyal

kominiteleri igerir. Predasyon olmayis1 ve genellikle yiiksek besin diizeyleri
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sonucunda hiicre yogunluklarinin mililitrede 10’-10® hiicre ve daha fazla olmasi
olagan bir durumdur(Oren 2002). Bizim ¢alismamizda da su 6rneklerinde yapilan
DAPI boyamalari ile mililitrede 107 hiicre yogunlugu tespit edilmistir. Camalti
Tuzlasi toprak drneklerinde ise mililitrede 10° hiicre yogunlugu tespit edilmistir.

Su 6rneklerinden elde edilen kiiltiir edilebilen koloni sayilar1 10°-10°
hiicre/ml, toprak orneklerinden elde edilen kiiltiir edilebilen koloni sayilari ise
10°-10° olarak saptanmustir. Oysa DAPI boyamalart ile su 6rneklerinde mililitrede
107, toprak &rneklerinde 10® “lik hiicre varligmi ortaya koymustur. Aradaki fark
elimizdeki besi yerleri ile kiiltir edemedigimiz mikroorganizmalardan
kaynaklanmaktadir. Kiiltiir edilemeyen mikroorganizmalarin gelisimine uygun
besi yerlerinin tasarlanmasi ilerisi i¢in ayr1 bir ¢calisma konusunu olusturmaktadir.

Insitu prokaryotik c¢esitliligin molekiiler metodlar kullanilarak caligilmasi
gectigimiz son 10-15 yilda giderek popiiler hale gelmistir ve temel olarak 16S
rRNA geninin polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak amplifikasyonu ve dizi
analizine dayanmaktadir. Mikrobiyal ¢esitliligin c¢alisilmasinda belirli bir takim
molekiiler metodlar kullanmak uygundur ve uygulanacak metodun se¢imi amaca
ve analiz edilecek ornek miktarina bagl olarak degisebilmektedir. Mikrobiyal
cesitlilik ii¢ farklh diizeyde biyolojik cesitlilige gonderme yapmaktadir: tiir ici
(genetik) cesitlilik, tiir say1s1 (tiirler) ¢esitliligi ve kommiinite (ekolojik) cesitliligi
(Ovreas ve ark. 2003).

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

Mikrobiyoloji molekiiler ¢caga girmis durumdadir. Hemen hemen her ay
yeni bir bakteriyal genom yaymlanmaktadir ve artik yeni izole edilen bir
mikroorganizmanin siniflandirilmasina en azindan bir niikleik asit dizisinin

belirlenmesi ve bunun karsilagtirilmasi ile baglanmaktadir. A¢ik¢a bu amagla en
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¢ok kullanilan molekiil Bacteria ve Archaea’daki 16S rRNA olan, ribozomun
kiiciik alt tinitesidir. Niikleik asit dizi bilgilerini elde etmede temelde 2 teknik
kullanilir. Birincisi, dizinin ¢ikarilmasini takiben karsilastirmali dizi analizi ve
ikinci olarak da niikleik asit problari ile hibridizasyondur.

Birinci durumda, tek iplikli niikleik asit parcalar1 olarak tanimlanabilecek
niikleik asit problari, kendi komplementerlerine spesifik olarak baglanma yetenegi
gosterirler. Bu siire¢ ile hibridizasyon adi verilen probun ilgili hedef molekiile
baglandigi durum gergeklesir. Cogu durumda bu olay hedef molekiile
baglanmanin gozlenmesi i¢in tespit edilir bir “etiket” in kullanilmasini da igerir.

Orijinal olarak DeLong ve ark. (1989) tarafindan tanimlanmis olan, fikse
edilmis toplam bakteriyal hiicrelerin floresan isaretli TrRNA hedefli
oligoniikleotidler  kullanilarak  insitu  identifikasyonu, son zamanlarda
bakteriyolojide bir ¢ok wuygulamaya sahiptir. Ribozamal RNA in situ
hibridizasyon i¢in tek hedef degildir fakat, acik bazi nedenlerden dolay1 en yaygin
olanidir. Stabilitesi ve yiiksek sayidaki kopyalar1 rRNA’yr mRNA ‘dan daha
kolay bir hedef yapmaktadir (Amann ve Schleifer 2001).

Floresan  insitu  hibridizasyondaki (FISH)  temel  adimlar;
mikroorganizmalarin fiksasyonu, spesifik problarla hibridizasyon, baglanmamis
problarin yikama ile uzaklastirilmasi ve hibridizasyon deteksiyonu seklinde
ozetlenebilir. In situ hibridizasyonda bu temel adimlarin herbirinin, ekstrakte
edilmis hedef niikleik asitlerin spesifik ve hassas deteksiyonu ig¢in, gdzden
gecirilmesi gerekmektedir. Bununla beraber birka¢ ek husus da 6zellikle hatali
negatif sonuclardan kaginmak anlaminda kritiktir.

Bunlar sirasiyla;

a) Hedef hiicrelerin niikleik asit problart igin gecirgenlikleri
(permeabilizasyonlari):
Basarili bir insitu hibridizasyonun 6n kosulu prob molekiiliiniin hedef molekiile
ulagabilmesidir. Bunun i¢in hiicre duvari, membranlar ve varsa kapsiil materyali
ya da ekstraseliiler polimerik maddeler gibi hiicre kompanentlerinin probun igeri
girebilmesi i¢in gegirgen olmasi gerekir. Bu yaklagim igerisinde, oligoniikleotidler

poliniikleotidlerden ve 1 kDa’dan daha diisiik molekiiller agirliktaki kiigiik
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floresan “etiket”ler horseradish peroksidaz gibi biiylik enzim etiketlerinden ¢ok
daha iyidirler (Amann ve Schleifer 2001).

Membranlar genel olarak standart oligoniikleotidlere gecirgen olmadiklari
icin bir fiksasyon adimini gerektirirler. Fiksasyon genellikle Ornegin aldehit
solusyonlar1 (paraformaldehit, formalin) veya denatiire edici alkol ile muamelesi
ile gerceklestirilir. Bu adim ayni1 zamanda hiicreleri de oldiirtir.

Kalin duvarli Gram pozitif bakteriler Gram negatiflere goére farkl
fiksasyon protokollerine ihtiya¢ duyarlar. Bununla birlikte probun difiizyonu prob
ile hedef arasindaki mesafe nedeniyle belirli bir zaman gerektirir. Bu nedenle
bliyiik agregatlarin sonikasyon gibi etkenlerle ayrilmasi saglanmalidir.

b) Prob hedef bolgesinin in situ uygunlugu:

rRNA hedefli fluoresan in situ hibridizasyon (FISH) ilk uygulandigindan beri bazi
hedef bolgelerin digerlerine gore daha giiclii sinyal verdigi goriilmiigtiir. Denatiire
edilmis ekstrakte niikleik asitler icin molekiillerin tamamuyla tek iplikli ve farkli
hedef bolgelerinin farkli problar agisindan es uygunlukta oldugu varsayilir. Fakat
bu rRNA hedefli oligoniikleotidlerle gerceklestirilen in situ hibridizasyon igin
boyle degildir. Burada hedef molekiiller ribozomun birlesik parcalaridirlar ve hala
hiicre i¢indedirler. Hem rRNA proteinleri hem de rRNA-rRNA etkilesimleri hedef
bolgenin uygunlari etkileyebilmektedir. Iste bu da E.coli 16S rRNA ‘sinda 10
niikleotidden az bir yeri hedef alan 200 fluoresan etiketli oligoniikleotidin,
tamamiyla ayni hiicreler iizerinde cok farkli floresan boyama kapasiteleri
gostermesinin siirpriz olmadigi gergegini ortaya koymaktadir (Amann ve Schleifer
2001).

Iyi secilmis uygun bir hedef bdlge insitu identifikasyonda ¢ok kritik olan
ve hassasiyeti belirleyen fluoresan sinyalin oldukca parlak olmasini saglar. rRNA
molekiileri ve ribozomlarin yapist korunmus oldugundan dolay1 E.coli 16S
rRNA’sinin in situ uygunlugun hedef bolgelerin se¢imi i¢in yardimci olmalidir.
Fakat farkli tilirler arasinda in situ uygunluk varyasyonlar1 oldugu da
unutulmamalidir. Bu nedenle yeni dizayn edilmis bir prob denenirken insitu sinyal
seviyesinin diisiik oldugu goriiliirse, bu problemin hiicre ile ya da prob ile ilgili

olup olmadiginin anlasilmasi icin, iyi bilinen ve gii¢lii floresan veren (Eub338
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gibi) bir probun ayni sartlarda denenmesi tavsiye edilmektedir (Amann ve
Schleifer 2001).

In situ hibridizasyon sensivitesinin arttirilmasi: in situ hibridizasyonunun
sensivitesi s6z konusu oldugunda, bireysel hiicrelerin bile identifiye edilebilir
olmasimin gerektiginin farkina varilmalidir. Deniz sedimentleri 10° hiicre/cm’
igerirler ve ¢ok yiiksek oranda da otofluoresan Ozellikte partikiillere sahiptirler.
Boyle durumlarda deteksiyon limiti %0,1 den ya da 10° hiicre/cm®’den daha iyi
olmayabilir. Bununla beraber, daha temiz bir su 6rnegi ve dogru ekipmanlarla, bu
durumu <1 hiicre/cm’ seviyesine ¢ikarmak da miimkiindiir.

Sik karsilagilan baska bir problem de ¢evreden gelen bakteriyal hiicrelerin
floresan oligoniikleotid problarla hibridizasyon sonrasi diisiik sinyale sahip
olmalaridir. Son yillarda, teknik gelismeler daha duyarli FISH calismalarinin
yapilmasin1 saglamaktadir. Bunlar CY3 gibi daha duyarli fluoresan boyalarin,
daha duyarli ve gii¢lii kameralarin kullanimini igermektedir (Amann ve Scleifer
2001).

Biz c¢aligmamiz da CY3 etiketli problar ve nispeten gii¢lii kamera
sistemleri  kullanilarak hassasiyeti yiiksek sonuglarin eldesini saglamig
bulunmaktayiz.

Polintikleotid DNA problar ile FISH ve spesifik oligoniikleotidlerle FISH
tanimlanmis durumdadir. Bakteriyal identifikasyon, bakteriyal komiinite yapisi
analizleri, ayr1 mikrobiyal populasyonlarin kendi habitatlarinda zamansal ve
mekansal dinamiklerinin arastirilmasi gibi amaglar i¢in kullanilabilirler.

Bakteriler icin FISH, on yili askin bir siire 6nce ilk olarak tanimlanmistir ve
mikrobiyal ekoloji ¢caligmalari i¢in bir doniim noktasi olarak degerlendirilmektedir
(Pernthaler ve Amann 2002).

Son yillarda FISH tath sular, kiy1 ve acgik deniz planktonik habitatlarina ve
kiyt sediment Orneklerine basariyla uygulanmistir. FISH ile belirlenen bakteri
fraksiyonlarinin, kiy1 deniz planktonlarinda bulunan aktif hiicre miktar1 sonuglari
ile 1yi bir uyum gdosterdigi ortaya konmustur. Proteobacteria’nin farkli alt siniflar
i¢in spesifik problar tatli su ve deniz planktonlar1 arasindaki temel farklarin ortaya
konmasi i¢in ya da camurlu sedimentlerinin mikrobiyal kominitelerinin dikey

dagilimlarini géstermek i¢in kullanilmistir.
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Ana filogenetik soylarin ve bazi bireysel bakteri filotiplerinin mevsimsel
dinamikleri g6l bakteriyoplanktonlarinda ¢aligilmistir.  Archaeal mevsimsel
bulunusluk ve vertikal dagilimlari, Antartik kiy1r sularinda poliniikleotid ve
oligoniikleotid problar kullanilarak FISH y6ntemi ile ortaya konmustur.

FISH, predatorliigiin, tatli su bakteriyoplankton birliktelik kompozisyonunu
degistirilebilecegini gdstermek i¢in de kullanilmistir. Ayni zamanda toprak ve atik
su muamele sistemlerinde de birgok kullanimi olmustur (Pernthaler ve ark. 2001).
Bu calismamizda Camalt1 Tuzlas1 su ve toprak drneklerinin Archaea, Bacteria ve
Salinibacter spesifik Cy3 etiketli problar kullanilarak FISH analizleri ilk kez
gerceklestirilmistir. Her Ornek icin DAPI boyamalar1 ile paralel olarak
gerceklestirilen FISH deneyleriyle, 6rneklerdeki toplam hiicre sayilari, Archaea,
Bacteria ve Salinibacter sayilari tespit edilmistir. DAPI boyama sonuglarina gore
su 6rneklerinde 1.Kisim Tuzla H1.1 nolu havuzda 1,39x107+0,08 hiicre/ml, H1.2
nolu havuzda 1,21x107+0,18 hiicre/ml, H1.3 nolu havuzda 1,48x107+0,08
hiicre/ml, H1.4 nolu havuzda 1,19x107+0,18 hiicre/ml, HI1.5 nolu havuzda
2,7x107+0,25 hiicre/ml, 2XKisim Tuzla H2.6 nolu havuzda 2,48x10"+0,18
hiicre/ml, H2.7 nolu havuzda 1,52x107+0,08 hiicre/ml, H2.8 nolu havuzda
2,38x107+0,25 hiicre/ml, H2.9 nolu havuzda 1,21x10+0,19 hiicre/ml, H2 .10 nolu
havuzda 1,16x10'+0,08 hiicre/ml, 2. Kisim Coktiirme Havuzlarinda C.1 nolu
havuzda 2,48x107+0,18 hiicre/ml, C.2 nolu havuzda 1,38x107+0,08 hiicre/ml, C3
nolu havuzda 1,56x107+0,25 hiicre/ml, C.4 nolu havuzda 1,19x107+0,09 hiicre/ml,
Yol Kenari 0,2x107i0,08 hiicre/ml olarak bulunmustur. Toprak orneklerinde ise;
Camalt1 Toprakl 1,2X108i0,08 hiicre/ml, Camalti Toprak?2 0,2X108i0,08
hiicre/ml, Camalt1 Toprak3 1,21x10%+0,25 hiicre/ml, Yol Kenarl 2,22x108i0,18
hiicre/ml, Havuz Tabani 0,3x10%+0,25 hiicre/ml olarak bulunmustur.

Archaea spesifik prob ile elde edilen FISH sonuglarina gore 1.Kisim Tuzla H1.1
nolu havuzda %53.8, H1.2 nolu havuzda %56.5, H1.3 nolu havuzda %59.3, H1.4
nolu havuzda %52.6, H1.5 nolu havuzda %50.2, 2.Kissm Tuzla H2.6 nolu
havuzda %60.5, H2.7 nolu havuzda %52.9, H2.8 nolu havuzda %52.6, H2.9 nolu
havuzda %57.9, H2 .10 nolu havuzda %42.6, 2. Kisim Coktiirme Havuzlarinda
C.1 nolu havuzda %53.9, C.2 nolu havuzda %56.7, C.3 nolu havuzda %58.9, C.4

nolu havuzda %58.4, Yol Kenar1 %62.3 olarak bulunmustur. Toprak orneklerinde
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ise; Camalti1 Toprak 1 %49.3, Camalt1 Toprak 2 %53.9, Camalt1 Toprak 3 %53.4,
Yol Kenart %48.6, Havuz Tabami %48.7°sini  Archaeal hiicreler
olusturmaktadir.Bacteria spesifik prob ile elde edilen FISH sonuglarina gore
1.Kisim Tuzla H1.1 nolu havuzda %32.2, H1.2 nolu havuzda %22.6, H1.3 nolu
havuzda %22, H1.4 nolu havuzda 30.2, H1.5 nolu havuzda %28.3, 2.Kisim Tuzla
H2.6 nolu havuzda %21.9, H2.7 nolu havuzda %31.9, H2.8 nolu havuzda %28.2,
H2.9 nolu havuzda %57.9, H2 .10 nolu havuzda %41.8, 2. Kisim Coktiirme
Havuzlarinda C.1 nolu havuzda %32.8, C.2 nolu havuzda %21, C.3 nolu havuzda
%21.7, C.4 nolu havuzda %22,65, olarak bulunmustur. Toprak orneklerinde ise;
Camalt1 Toprakl %23.5, Camalti Toprak 2 %21.6, Camalt1 Toprak 3 28.1, Yol
Kenar1 %32.4, Havuz Taban1 %31.2°sini Bacteria {iyeleri olusturmaktadir. Bu da
gosteriyor ki Archaeal populasyonlar genel olarak Camalti Tuzlasi’nin domine
eden organizmalardir.

Calismamizda EHB problarin1 kullanarak Camalti Tuzlas1 6rneklerinde
Salinibacter varlig1 da arastirllmistir. Buradan elde edilen deney sonuglarina goére
su ve toprak Orneklerinde spesifik hibridizasyon sinyali elde edilmistir. FISH
sonuglarina gore 1.Kistm Tuzla, H1.2 nolu havuzda %3.9, HI1.3 nolu havuzda
%2.1, H1.4 nolu havuzda 1.3, H1.5 nolu havuzda %1.2, 2.Kisim Tuzla, H2.7 nolu
havuzda %3.6, H2.8 nolu havuzda %0.6, H2.9 nolu havuzda %1.3, 2. Kisim
Coktiirme Havuzlarinda C.1 nolu havuzda %3.5, C.2 nolu havuzda 2.8, C.3 nolu
havuzda %3.9, C.4 nolu havuzda %2.9, olarak bulunmustur. Toprak 6rneklerinde
ise; Camaltt Toprakl %4.1, Camalti Toprak 3 %3.6, Yol Kenar1 %2.7, Havuz
Tabani1 %3.7’sini Salinibacter liyeleri olusturmaktadir.

Calismamizda DAPI boyamalar1 ve spesifik problarla hibridizasyon deneyleri
sonrast epifleuresan mikroskopta yapilan incelemeler esnasinda kare sekilli
Archaeal hiicrelere de sik rastlanmustir.

Sonugc olarak;

Bu calisma ile klasik yontemle petrilerde izole edilen canli bakteri
sayisnin su Orneklerinde 10°-10° hiicre/ml, toprak o6rneklerinde ise 10°-10°
hiicre/ml arasinda degistigi ancak DAPI boyamalar1 ile Camalti Tuzlasi’ndaki
toplam hiicre sayisimn su Srneklerinde 107 hiicre/ml, toprak 6rneklerinde 10

hiicre/ml civarinda oldugu ortaya konmustur.
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Bu calismada toplam 34 adet prokaryot izole edilmis ve bunlar saflagtirilarak
kiltiir kolleksiyonumuza dahil edilmistir. PCR ile, Bacteria ve Archaea spesifik
primerler kullanilarak 19 izolatin Archaea 15 izolatin ise Bacteria tiyesi oldugu
belirlenmistir.

Yag asidi metil esterleri (Fatty Acids Methyl Esthers) (FAME)’ nin gaz
kromotografi ile analizi Bacteria domaini {yelerinin karakterizasyonunda
kullanilabilen etkili bir yontemdir. Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore
Bacteria domainine ait oldugu belirlenen 15 adet izolatin yag asidi metil
esterlerine gore karakterizasyonu laboratuarimizda sahip oldugumuz MIDI sistem
ile belirlenmistir. 2 izolat Bacillus halodenitrifica, 9 izolat Bacillus sp(Bacillus
laevolacticus, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus  halodenitrificans, Bacillus pumilus, Bacillus oleronius, Bacillus
atrophaeus, Bacillus coalulans, Bacillus circulans) olarak tanimlanirken 5
tanesinde (KZ18, , KZ16, KTP13, KTP10, KTP9) Staphylococcus schleiferi
olarak tanimlanmistir. 3 tane izolatin ise TSBA 50 kiitiibanesinde karsiligi
bulunamamustir.

Bu caligma ile Camalti Tuzlas1 6rnekleri ilk defa komiinite diizeyinde in
situ  hibridizasyon (FISH) yontemi kullanilarak calisilmis ve Archaeal
populasyonlarin daha baskin olduklar1 belirlenmistir. Salinibacter ruber’in varligi
FISH ile tespit edilmistir ve bundan sonraki asamada kiiltiirel yontemlerle
izolasyonu ve saf kiiltiir haline getirilmesi i¢in ¢alisilacaktir.

Bu calismada, kiiltiirel yontemle izole edilmis olan 34 izolatin PCR
yontemi ile Archaea/Bacteria ayrimi yapilabilmistir. Ancak ayrimi yapilan bu
izolatlar cins ve tiir seviyesinde tanimlanmamistir. Bundan sonraki ¢aligmalarda
DNA dizi analizi ile saf kiiltiir halindeki 34 izolatin identifikasyon islemleri
tamamlanacaktir.

Ayrica, Camalti Tuzlasi’'ndan izole edilmis bu mikroorganizmalarin
biyoteknolojik potansiyellerinin arastirllmasi bundan sonraki ¢aligmalarin

konusunu olusturacaktir.
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