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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
VAN GOLU PROKARYOTIK CESITLILIGININ ARASTIRILMASI
Nilgiin KAVAK
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah
Danmisman: Do¢.Dr. Mehmet Burcin MUTLU

2013, 139 sayfa

Bu c¢alismada, Van Golii’nilin prokaryotik cesitliligi arastirilmistir. Van
Goli'nden Merkez, Tatvan, Ahlat ve Edremit kiyilarindan 6rnekler alinmaistir.
izolasyon %2, %3, %5, %10 ve %12 MGM, Alkalin Nutrient Agar, Horikoshi |
ve Il besiyerleri, Nisasta Kazein Agar, Aktinomiset Izolasyon Agar ve Gliserol
Yeast Extract Agar besiyerlerinde gergeklestirilmistir. Besi ortamlarindan elde
edilen saf kolonilerden 16S rRNA genine spesifik PCR yapilmis ve 16S PCR
tirtinlerine amplifiye ribozomal DNA restriksiyon analizi (ARDRA) uygulanmistir
PCR iriinlerinin  saflagtirllmasi ile niikleotid dizisi belirlenmistir. Farkli
ornekleme bolgelerine ait toplam 124 izolattan 40 farkli strain dizilenmistir. 16S
rRNA gen dizileri NCBI’da BLAST programi kullanilarak referans diziler ile
karsilastirilmistir. BLAST sonuglarmma gore, Van Goli'nden baskin olarak
Bacteria domainine ait Halomonas, Alkalimonas, Marinobacter, Vibrio,
Rhodococcus belirlenmistir.

Kiltiir bagimsiz yontemlerden denatiire edici gradient jel elektroforezi
(DGGE) ve Floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemleri de populasyon
dinamiklerini ¢aligmak i¢in uygulanmistir. DGGE ydnteminden elde edilen dizi
analiz sonuglarina gore Bacteria domainine ait Citrobacter sp. belirlenmistir.
Floresan in situ hibridizasyon (FISH) uygulanmistir. FISH sonuglar1 ile
orneklerde Bacteria iiyesi mikroorganizmalarin dominant olarak belirlenmistir ve
baz1 oOrneklerde sadece bakteriyel floresan 1s1ma alinmistir. Van Goli’niin
prokaryotik cesitliligi karakterize edilmistir ve bazi strainlerin varlig1 Tiirkiye’de
ilk kez gosterilmistir. Ayrica alkalifillerle ilgili kapsamli bir ¢aligma iilkemizde ilk
kez gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Van Goli, Alkalifiller ARDRA, DGGE, FISH.
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ABSTRACT

Master of Science Thesis
INVESTIGATION of PROKARYOTIC DIVERSITY
VAN LAKE
Nilgiin KAVAK
Anadolu University Graduate School of Sciences
Biology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Bur¢in MUTLU

2013, 139 pages

In this study, prokaryotic diversity of Van Lake was investigated. Samples were
taken from central, Tatvan, Ahlat and Edremit coasts from Van Lake. Isolation
was performed on %2 MGM, %3 MGM, %5 MGM, %10 MGM, %12 MGM,
Alkaline Nurient Agar, Horikoshi 1 and Il Medium, Starch-Casein Agar,
Actinomycetes Isolation Agar and Glycerol Yeast Extract Agar. 16S PCR was
carried out for pure to colonies on media and amplified ribosomal DNA restriction
analysis (ARDRA) was applied the 16S PCR products. The nucleotid sequences
of the purificated PCR products were sequenced and 40 different strains in 124
isolates for Van Lake were identified.16S rRNA gene sequences were compared
with reference sequences at NCBI using BLAST. According to the BLAST
results, Halomonas, Alkalimonas, Marinobacter, Vibrio, Rhodococcus in Bacteria
domain were identified as dominant species.

Denaturating gradient gel electrophoresis (DGGE) was performed for
studying population dynamics. As result of this gel in sequence analysis
Citrobacter sp. was identified. Flourocens in situ hybridization (FISH) was used
for water samples. The community was dominated by Bacteria and some water
samples showed positive results only with bacterial fluorescent hybridization
probes. Prokaryotic diversity of Van Lake was characterized and existence of
some strains were showed in Turkey. In addition detailed study about alkaliphiles
was showed first time in our country.

Keywords: Van Lake, Alkaliphiles, ARDRA, DGGE, FISH.
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1. GIRIS

Alkalifilik mikroorganizmalar ekstremofilik mikroorganizmalarin énemli
bir grubunu olusturmaktadir. Bu mikroorganizmalar pH 9.0-12.0 araliginda
gelisim gosterebilmektedir. Bu organizmalar ¢ogunlukla ndtr topraklar, soda
golleri gibi ekstrem bazik ve tuzlu gevrelerde yasamlarini siirdiirebilmektedirler.
Alkalifilik mikroorganizmalar biyoteknolojinin bazi alanlarinda gesitli potansiyel
uygulamalara sahiptir. Bu uygulamalarin basinda biyoteknolojik acidan oldukca
kullanigh biyomalzemelerden olan alkalifilik enzimler gelmektedir. Bu gibi ¢esitli
uygulamalar nedeni ile alkalifilik mikroorganizmalar ilgi ¢ekici hale gelmektedir.

Bu calisma ile Van Golii'ndeki prokaryotik cesitliligin belirlenmesi
amaglanmaktadir. Bu ama¢ dogrultusunda su Ornekleri alinarak saf kiiltiir
izolasyonu yapilmis ve izolasyon sonrasi elde edilen izolatlarin identifikasyonlari
molekiiler yontemlerle gergeklestirilmistir. Kiiltiir bagimli ¢aligmalar yaninda
molekiiler yontemlerden PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), ARDRA
(Amplifiye Edilmis Ribozomal DNA Restriksiyon Analizi), Dizi analizi, DGGE
(Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi), FISH (Floresan In situ Hibridizasyon)
gibi analiz yontemleri de kullanilmistir. Bu calisma ile iilkemizde Van Goli

prokaryotik cesitliligi ortaya ¢ikarilmaya calisilmistir.

1.1. Alkalifilik Mikroorganizmalar

Alkalifilik mikroorganizmalar nétrliiglin en az 2 pH birimi yukarisinda
optimum gelisim gdsteren organizmalardir.

Alkalitolerant mikroorganizmalar ise pH degeri 9.0’dan daha fazla
degerlerde gelisebilen ya da yasayabilen fakat optimal gelisme nétr veya daha
diisiik bir degerde gergeklesen organizmalardir.

Bununla birlikte bazi alkalifiller birden fazla pH optimumu sergilerler.
Bazi mikroorganizmalar sodyum iyonlarinin varligi ve yoklugunda gelisim
kosullarina bagli olarak alkalifil veya alkalitolerant olabilir. Ancak alkalifilik
terimi pH 9.0 lzerinde optimal veya 1iyi gelisen mikroorganizmalar ic¢in

kullanilmaktadir (Horikoshi, 2006).
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1.1.1. Alkalifiller iizerine erken calismalar

1968 yilinda Koki Horikoshi ¢aligmalarina bagladiginda alkalifilik
bakterilerle ilgili sadece 16 adet bilimsel kayit bulunmaktaydi.

Japonya’da eski zamanlardan bu yana indigo (¢ivit) dogal olarak sodyum
karbonat varliginda rediiklenmektedir. Indigo bitkisinin yapraklarindan elde
edilen indigo yiiksek alkalin kosullarda gelisen bakteriler tarafindan
rediiklenebilmektedir. Bu prosese indigo fermentasyonu adi verilmektedir.
Buradaki en 6nemli faktor pH degerinin kontroliiniin saglanmasidir. Takahara ve
Ogrencileri bir indigo topundan indigo rediikleyen bakteri izole etmistir. Daha
sonra ise indigo fermentasyonunu alkalifilik Bacillus sp. araciligi ile
tyilestirmislerdir.

Horikoshi ve caligsma arkadaslar1 1968’den bu yana ¢ok sayida alkalifilik
mikroorganizma izole etmistir ve pek c¢ok alkalin enzimi saflagtirmistir. Alkalin
proteazlarla ilgili ilk yayin 1971°de basilmistir (Horikoshi, 2006).

Bu mikroorganizmalarla ilgili ¢alismalar uzun siiredir stirdiiriilmektedir ve
enzimoloji, fizyoloji, ekoloji, taksonomi, molekiiler ve genetik odaklidir. Bu
mikroorganizmalarin endistriyel uygulamalar1 genis Ol¢iide arastirilmaktadir ve
alkalin proteazlar, alkalin amilazlar ve alkalin seliilazlar gibi bazi enzimler

endiistriyel alanda kullanima sunulmustur (Horikoshi, 2006).

1.1.2. izolasyon, yayilis, taksonomi

AlKkalifillerin dagihm ve izolasyonu

Alkalifilik mikroorganizmalar sodyum karbonat, sodyum bikarbonat ve
potasyum karbonat igceren alkalin besiyerlerinde izole edilebilmektedir. Bu
bilesenler i¢in konsantrasyon araligit % 0.5 ile %2’ dir. Mikroorganizmalarin
ihtiyacina bagli olarak besiyeri pH’ 1 8.5 ve 11 arasinda degisebilmektedir
(Horikoshi, 2006).

Besiyeri hazirlanmasindaki en 6nemli nokta sodyum karbonatin ayri olarak

steril edilmesidir.
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Alkalifilik mikroorganizmalar diinyada oldukca yaygindir. Bakterilere ek
olarak aktinomiset, fungi, maya ve fajlar1 igeren ¢esitli mikroorganizmalar izole
edilmistir. Alkalin pH bolgelerinde oldugu kadar notral pH bolgelerinde de pek

¢ok mikroorganizma bulunabilmektedir (Horikoshi, 2006).

Kiiltiire alinmasi ve saklanmasi

Kiiltiire alma kosullar:

Alkalifiller i¢in en yaygin kullanilan besiyerleri Horikoshi I ve II ‘dir.
Alkalifiller gelisim igin ¢esitli besinlere gereksinim duymaktadir fakat birkag
alkalifilik Bacillus straini gliserol, glutamik asit, sitrik asit gibi basit minimal
besiyeri igeriginde gelisebilmektedir.

Alkalifiller i¢in genel kiiltivasyon sicakligi 20-55 °C arasindadir. Bununla
birlikte 60-70 °C’de gelisebilen birkag termofilik alkalifilin bahge topraklarinda
bulundugu saptanmistir. Ayrica alkalin gollerden izole edilen haloalkalifillerin
%20 NaCl igeren alkalin gevrelerde gelisebildigi tespit edilmistir (Horikoshi,
2006).

Koruma

Kisa siireli bir koruma yapilacaksa taze besiyerine ardisik seri pasajlama
ile saglanabilmektedir. Buzdolabinda 5-8 °C’ de depolama da tercih edilen
yontemlerdendir. Bununla birlikte bazi mikroorganizmalar diisiik sicakliklara
hassastir ve bu yiizden Onemli strainlerin muhafazast oda sicakliginda
saglanmaktadir.

Uzun siireli korumada ise kuru dondurma en ¢ok tercih edilen metoddur.
Etkili dondurma % 1 monosodyum glutamat igeren %20 ’lik siit tozu kullanilarak
saglanmaktadir. Sivi nitrojende donmus halde saklama da sikga tercih

edilmektedir (Horikoshi, 2006).

1.2. Morfolojik-Kiiltiirel-Biyokimyasal Ozellikleri

Soda gdllerinin prokaryotik gruplarinin taksonomisine baktigimizda
oldukca ¢esitli gruplart igerdigi goriilmektedir. Hem Archaea hem de Bacteria

domaini iiyelerini icermektedir. Ancak yapilan ¢aligmalarin geneli incelendiginde
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Bacteria domaini tyelerinin daha baskin oldugu belirlenmis, 6zellikle
Proteobacteria sinifina ait iiyelerin ¢esitliligi dikkat cekmektedir.

Soda gollerinden izole edilen prokaryotik gruplarin taksonomisinin 6zeti
1998°de Jones tarafindan yeniden olusturulmustur ve gizelge 1.1’ de belirtilmistir.

Ekstrem alkalifillerin genis taksonomik ¢esitliligi agik¢a goriilmektedir.

Cizelge 1.1. Soda gollerinden izole edilen prokaryotlari iceren taksonomik gruplar

Eubacteria
Cyanobacteria
Chroococcales
Oscillatonales
Spirulina spp.
Firmicutes (Gram-positive bacteria)
Actinomycetes (high G+C Gram-positive bacteria)
Actinomycetales
Micrococcaceae
Nocardiform actinomycetes
Streptomyces
Low G+C Gram-positive bacteria
Bacillaceae
Clostridiaceae
Haloanaerobiales
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Cizelge 1.1. (Devami) Soda goéllerinden izole edilen prokaryotlari igeren taksonomik gruplar

Proteobacteria
Beta subdivision
Delta subdivision
Gamma subdivision
Ectothiorhodospira
Halomonadaceae
Pseudomonas
Spirochaetales
Spirochaetaceae
Spirochaeta
Thermotogales
Thermopallium
Thermopallium natronophilum
Archaea
Euryarchaeota
Halobacteriales
Halobacteriaceae
Halorubrum
Halorubrum (Natronobacterium vacuolatum)
Natrialba
Natrialba (Natronobacterium) magadii
Natronobacterium
Natronobacterium gregoryi
Unclassified Natronobacterium spp.
Natronococcus
Natronococcus amylolyticus
Natronococcus accultus
Unclassified Natronococcus spp.
Natronomonas
Natronomonas (Natronobacterium) phamonis
Methanomicrobiales
Methanosarcinaceae
Methanohalophilus
Methanohalophilus oregonensis

Methanohalophilus zhilinaeae
Methanohalophilus sp. Z-7936
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1.2.1. Gram pozitif bakteriler

Bacillus sp.

Bacillus alkaliphilus’un gelisimi i¢in optimal pH 8.6 ile 10.0 arasindadir.
Chislett ve Kushner (1961a, 1961b) pH 10 civarinda yiiksek alkalin ozellikte
besiyerinde gelisebilme yetenegine sahip bir strain tamimlamistir ve B. circulans
olarak siniflandirmistir.

Takahara ve Tanabe (1960; 1961; 1962) indigo boyasi rediiksiyonu i¢in
kullanilan indigo bitkisinin yapraklarinin bulundugu figidan alkalifilik bir strain
izole etmislerdir ve tiir ismi Bacillus alkaliphilus nov. sp. olarak belirlenmistir. Bu
strainin gelisim i¢im i¢in optimum pH * 1 10-11.5’ tir. Bir bagka alkalifilik bakteri
bir indigo topundan izole edilmistir. Bu bakterinin pH 10-10.5 ‘te iyi gelistigi
fakat pH 7-8” de gelismedigi ve Bacillus alkaliphilus nov. sp.” ye benzer oldugu
belirlenmistir (Horikoshi, 2006).

1968’den beri pek c¢ok alkalifilik bakteri izole edilmektedir. Bu
bakterilerin ¢ogu gram pozitif, spor olusturan, hareketli, katalaz pozitif ve aerobik
cubuklardir ve bu yiizden Bacillus cinsinde siniflandiriimaktadir.

Fritze, Flossdorf ve Claus (1990) sistematik bir sekilde taksonomik
caligmalar yapmustir. Taksonomik g¢aligsmalar ig¢in 78 alkalifilik Bacillus strainin
DNA baz kompozisyonu analiz edilmistir. Calisma sonucunda strainler
gruplanmistir. DNA grup A, Guanin+Sitozin (G+C) 34.0-37.5 % mol 17 strain,
DNA grup B G+C 38.2-40.8 % mol 33 strain, DNA grup C G+C 42.1-43.9 % mol
28 strain olarak belirlenmistir (Horikoshi, 2006).

Spanka ve Fritze (1993) 20 alkalifilik Bacillus straini izole etmis ve
karakterizasyonunu gergeklestirmistir. Yeni izole edilen strainler i¢in Bacillus
cohnii ismini diisinmiistiir.

Nielsen ve ark. (1994) 14 alkalifilin 16 S rDNA’sim1 analiz etmistir. 1520
kadar niikleotid ile karsilastirmali dizi analizi gergeklestirmistir. Bacillus
alcalophilus DSM 485" ve Bacillus cohnii DSM 6307* Bacillus cinsine ait 2
alkalifilik temsilci olarak kullanilmistir. izolatlarin ¢cogu Bacillus cinsinin dallar:
icinde wuzak bir filogenetik grubu olusturan Bacillus alcalophilus ile

kiimelenmistir.
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Nielsen, Fritze ve Priest (1995) ¢esitli kaynaklardan izole edilen alkalifilik
Bacillus strainlerinin ¢esitliligini rapor etmis ve 9 yeni tiir belirlemistir. Alkalifilik
ve alkalitolerant aerobik endospor olusturan 107 strain 47 fizyolojik ve
biyokimyasal karakteristik ve DNA baz kompozisyonu agisindan incelenmistir
(Horikoshi, 2006).

Anaerobik spor olusturanlar ve olusturmayanlar

Birkag¢ uygulama gelistirilmesine ragmen pek ¢ok anaerobik spor olusturan
alkalifil basit prosediirler ile izole edilmistir. Wiegel ve 6grencileri termofilik
ozellik gosteren anaerobik alkalifiller izole etmisler ve karakterizasyonlarini
gerceklestirmislerdir.

Clostridium  strainleri soda gollerindeki  prokaryotlarin en iyi
temsilcilerindendir. ilk tanimlanan, yeni cins ve tiir olarak sonradan siniflandirilan
alkalifik fakiiltatif anaerobik strain (Amphibacillus xylanus) oldukca detayli
calisilmigtir. Bu ilging alkalifil, optimum gelisme i¢in yiiksek amonyum
konsantrasyonuna bagli oldugundan B.pasteurii ile ortak bir kokten geldigi
diisiiniilmektedir. Hiicreler amonyumun asimilasyonunu icerebilen glutamat
dehidrogenaza sahiptir. A. Xylanus sitokramlar, quinon ve katalaz igermez, Na*
gradienti i¢in amino asit tasiyan veya seker birlestiren ileticilere sahiptir ve
belirgin bir sekilde amonyum iyonunu harekete gegirmektedir (Dworkin ve ark.,
2006).

9 alkalitolerant termofilik bakteri Yelowstone National Park’ tan alinan
toprak ve su orneklerinden izole edilmistir. Engle ve ark. (1996) termofilik,
alkalifilik obligat anaerop, Thermobrachium celere gen. Nov. sp. nov rapor
etmislerdir.

Svetlitshnyi  ve ark. (1996) tarafindan anaerobik termofilik
organoheterotrofik lipolitik alkalitolerant bakterinin 3 straini izole edilmistir.
Thermosyntropha lipolytica gen. Nov., sp. nov. Kenya’ daki Bogoria G6lii’nden
izole edilmistir. Hiicreler hareketsiz, spor olusturmayan, diiz veya hafif kivrilmis
cubuklar seklindedir. Gelisim i¢in optimum pH araligit 8.1-8.9 arasindadir
(Horikoshi, 2006).



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Micrococcus sp.

Hiicreler kiireler, tek, ciftler halinde ve tetratlarda, koloniler sar1 renklidir.
Kimura ve Horikoshi (1988) alkalifilik psikotrofik bir bakteri straini izole
etmistir. Bu bakteri gram pozitif, katalaz pozitif, spor olusturmayan, aerobik
koktur.

Kim, Lee ve Kim (1993) alkalin kosullar altinda nisastada gelisen
Micrococcus sp. Y-1’i izole etmistir. Bu izolat etkili bir sekilde ekstraseliiler
pullulanaz salgilamistir. Gelisim ve enzim iiretimi pH 6-12 degerleri arasinda
meydana geldiginden oldukga alkalifiliktir (Horikoshi, 2006).

Corynebacterium sp.

Kobayashi ve Horikoshi maltoz dehidrogenaz iireten 2 alkalifilik
Corynebacterium straini izole etmistir. Aerobik, gram pozitif, spor olusturmayan,
asit-fast olmayan, katalaz pozitif ve gubuk sekillidirler.

Ikeda, Nakajima ve Yumoto (1994) karbon kaynagi olarak n-alkenler
iceren besiyeri kullanarak topraktan yeni bir zorunlu alkalifilik bakteri izole
etmistir. Izolat aerobik, hareketsiz, gram pozitif ve metakromatik graniil
olusturmaktadir. Asit-fast degildir ve endospor olusturmamistir. Testlere gore

izolatin Corynebacterium cinsine ait oldugu belirlenmistir (Horikoshi, 2006).

1.2.2. Gram negatif bakteriler

Pseudomonas sp.

Witanabe ve ark. (1977) topraktan 2 strain izole etmistir. Strainlerden biri
55-9.0 pH araliginda geligmistir, optimum pH 8.2 ve 8.7 arasinda oldugu
saptanmistir. Diger strain ise pH 4.5-9.0 araliginda gelismektedir. Optimum pH
6.6-7.0 arasindadir. Strainlerden biri 37 °C altinda sicakliklarda gelisen
Pseudomonas nitroreducens’e benzemektedir. Diger strain ise 42 °C’ de
gelisebilmektedir. Buna ilave olarak bu strain glukoz ve ksiloz’dan asit olusturma
donemlerinde, benzoat asimilasyonunda, NaCl toleransi ve lipaz iiretimi agisindan
farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliklar yeni tiir olmasma izin vermektedir;
P.nitroreducens nov. var. thermotolerans. Diger strain ise P. fragi olarak

tanimlanmaistir.
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Dees ve ark. seliilaz iireten gram negatif bir bakteri karakterize etmistir.
Metabolik ve fiziksel karakterizasyonu alkalifilik, nonfermentatif, gram negatif,
oksidaz pozitif hareketli ve seliilaz degrade ettigini ortaya ¢ikarmistir.

Vazquez ve ark.(1995) 34 psikotrofik bakteri izole etmistir (Horikoshi,
2006).

Flavobacterium sp.

Souza ve ark. (1974) aerobik ve anaerobik alkalifilik bakteriler izole
etmistir. Kaliforniya’da olduk¢a alkalin kaynaklardan izole edilmistir. Aerobik
bakteri gram negatif, spor olusturmayan, hareketli ¢cubuklar ve pH NaOH ile
10,5’e ayarlandiginda triptik soy agarda turuncu renkli koloniler olugturmaktadir.
Gelisim i¢in pH araligi 8.0-11.4° tir. Optimum pH 9.0-10" dur. Bu bakteri
Flavobacterium tiirii olarak simiflandirilmistir (Horikoshi, 2006).

Aktinomisetler

Taber (1959) ilk olarak Streptomyces caeruleus olarak tanimlanan alkalin
bir Streptomyces tiirii yayinlamistir. Tir pH 7.2°nin yukarisina ayarlanmig
besiyerinde gelismis fakat pH 6.9’un altinda gelismemistir. Iyi gelisim pH 8.2°de
elde edilmistir (Horikoshi, 2006).

a) Streptomyces sp.

Nakanishi (1974) pH nétral iken gelisim gostermeyen fakat pH 9.0
tizerinde 1yi gelisen ve alkalin proteaz iireten Streptomyces straini izole etmistir.

Mikami ve ark. (1984) genis ¢apta toprak ve Kkiiltiir koleksiyonlarinda
alkalifilik Streptomyces tiirlerini arastirmistir ve topraktan 20 strain izole etmistir.
Bu strainler pH 9-9.5 arasinda alkalin besiyerinde iyi gelisim gostermistir. pH 7.0
altinda az ya da hi¢ gelisim goriilmemistir (Horikoshi, 2006).

b) Nocardiopsis sp.

Japonya’da topraktan izole edilen alkalifilik aktinomiset strainlerinin
Nocardiopsis cinsine ait oldugu gosterilmistir. 4 izolat taksonomik ozellikleri
acisindan incelenmis ve yeni bir alt tiir tanimlanmistir. Nocardiopsis dassonvillei,
N.dassonvillei subs. prasina subsp. nov. Bu organizmalar pH 7 ve 11 arasinda
gelisebilmiglerdir. En iyi gelisim pH 9-10 arasinda elde edilmistir (Horikoshi,
2006).
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1.2.3. Mayalar ve fungi

Aono (1990 a) laboratuvarinda alkalitolerant mayalarin taksonomik
dagilimimi ¢alismistir. Maya ve maya benzeri fungilerin gelisimi igin iist pH
limitini belirlemek i¢in incelemelerde bulunulmustur. 86 tiirtin 135 straininin pH
10’ un yukarisinda gelisebildigi saptanmistir. Bu alkalitolerant strainler mayalarin
27 cinsine aittir.10 cins sadece alkalitolerant tiirleri icermektedir. Ayrica Aeono
(1992a) Harsenula cinsine ait ve birkag¢ strain igin tist pH limitini 6lgmdstiir.
Horikoshi II besiyerinde gelisebilen pekcok filamentli fungi izole edilmistir ve

bazilar1 pH 5-10 araliginda iyi gelisim gostermistir (Horikoshi, 2006).

1.2.4. Diger ozellikler gosteren alkalifiller

Siyanobakteriler

Alkalifilik siyanobakteriler oksijen iireten fotosentetik organizmalardir.
Bunlar; Spirulina, Cyanospira, Synechococcus ve Chorococcus’tur (Dworkin ve
ark.2006).

Son zamanlarda birka¢ alkalifilik siyanobakteri izole edilmis ve pH
homeostasisi agisindan incelenmistir, ancak endiistriyel uygulama rapor
edilmemistir.

Buck ve Smith (1995) alkalifilik Synechocystis sp.’de Na*/H* elektrogenik
antiporter rapor etmistir.

Schlesinger ve arkadaslar1 (1996) yiiksek pH degerlerinde fonksiyon
gosterebilmek i¢in sodyuma gereksinim duyan bir diger alkalifil siyanobakteri
olan Spirulina platenis’i rapor etmistir. Kisa siireli fotosentetik oksijen degisimi
icin 2.5 mM Na* gerekli iken pH 10 ’da optimal gelisim i¢in 150-250 mM Na*
gerekmektedir. Tamamen sodyum yoklugu diger alkalifillerde oldugu gibi
sodyum/proton antiporter’ 1 inaktivitesi sonucu S.platenis ’te bozulmaya sebep
olmustur.

Singh (1995) bir alkalifilik siyanobakteriden iireaz saflagtirmistir ve bazi
ozelliklerini aragtirmistir. Enzim optimum aktivite pH 7.5 te 40°C” de 120 pm

mol /L degerinde bir Km ile aktivite gdstermistir. Enzimin 6zellikle Hg*?, Ag* ve

10
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Cu*? gibi metal katyonlara duyarli oldugu belirlenmistir. Hidroksimerkiiri benzoat
ve cetohidroksamik asitin enzim aktivitesini tamamen inhibe ettigi saptanmustir.

Haloalkalifiller

Halobacteriaceae 43 cins igerisinde siniflanmaktadir ve son yillarda
tanimlanan tiir sayis1 artmaktadir.

Halofilik Archaea Natronobacterium ve Natronococcus cinsine ait olan
strainler yiiksek pH degeri ile (8.5-11) yiiksek tuz konsantrasyonu olan ¢evrelerde
gelisen alkalifillerdir. Bu strainler soda golleri ve soda ¢olleri gibi hipersalin-
alkalin ¢evrelerden izole edilmistir.

McGenity ve Grant (1995) genis 6lgiide Halobacteriaceae calismistir ve
birka¢ Halobacterium strainini yeni cins Halorubrum’ a transfer etmistir.

Grant ve arkadaslar1 hipersalin alkalin ¢evrelerden izole edilen
haloalkalifillerle genis ¢apta calismiglardir. 16S rRNA analizi ile strainlerin
simiflanmasini rapor etmislerdir. Natronobacter magadii ribozomal RNA operonu
plamit vektore klonlanmistir. Southern analizi Halobacteria’nin diger tiyelerine
benzer oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Yeni bir haloalkalifilik arkea Magadii Golii'nden izole edilmistir.
(Muratha ve Grant, 1993). Mikroorganizmanin hiicreleri gelisimin durgun fazinda
gaz vakuolleri icerir ve koloniler parlak pembe renklidir. Adi Natronobacterium
vacuolata sp. nov. olarak diistiniilmiistiir (Horikoshi, 2006).

Haloalkalifillerin ekoloji, fizyoloji ve taksonomi caligmalar1 Jones ve
arkadaslar1 tarafindan derlenmistir. Soda gollerinden bir seri aerobik
kemoorganotrofik bakteri ve Archaea 16S r RNA genleri dizilenmis ve filogenetik
analizleri gerceklestirilmistir. Gram negatif alkalifiller Halomonas//Deleya
grubuna ait pek c¢ok izolati ile, Proteobacteria’nmin 3 alt divizyosuna ait
bulunmustur. Gram pozitif alkalifiller ise Bacillus grubuna ait pek ¢ok izolatla ve
digerleri Arthrobacter spp.’ ye ait olmak tizere yiiksek % G+C ve diisiik % G+C
divizyolarinda  yer almustir.  Alkalifilik ~ Archaea  Natronococcus ve
Natronobacterium cinsi tiyelerine aittir. Bir anaerobik, termofilik izolat ise
Thermotogales icinde yeni bir cinse aittir.

Romano ve ark. (1996) Pantelleria Adasi’ ndaki Venere Goli kumundan

aerobik  haloalkalifilik ~ bakteri izole etmis ve  karakterizasyonunu

11
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gerceklestirmislerdir. Izolat %10 NaCl varliginda, 33-35 °C’ de ve pH 9.0’ da
optimal gelisim gostermektedir. Gram negatif, pleomorfik ¢ubuk ve aerobiktir.
Polyhidroksi biitirat birikimi yapabilmektedir. Tiamin ve biotin varliginda farkli
karbon kaynaklarinda gelisebilmektedir. Haloalkalifilik bu strain yeni bir tiir
olarak Halomonas cinsinde yer alabilmektedir. Halomonas pantelleriense isim
olarak diistintilmustiir (Horikoshi, 2006).

Metanojenler

Nakatsugawa cesitli 0rneklerden birkag alkalifilik metanojen izole etmistir.
Strainlerden biri Kaliforniya hipersalin Salton Denizi’nden izole edilmistir. izolat
Arkebacterium’dur ve gram negatif, spor olusturmayan, flagellali anaerobik
koktur. Optimum NaCl konsantrasyonu 2.5-3.0 M, optimum pH 8-8.5 ve optimum
sicaklik 30-40°C’dir. Metanogenez 3.5-4 M NaCl varliginda meydana gelmistir.
Metan iiretiminden metanol, metilamin, dimetilamin ve trimetilamin g¢ok iyi
substratlardir. Diger strain Japon gol sedimentinden izole edilmistir. Gram pozitif,
pseudosarcina veya koktur. Optimum gelisim i¢in sicaklik ve metanogenez 8-8.7
M ve 34-42 °C’ dir. Hidrojen ve karbondioksit, asetat, metanol ve metilamin
gelisim ve metanogenesis i¢in kullanilmistir. Metanoliin gelisim igin en iyi
substrat oldugu belirlenmistir (Horikoshi, 2006).

Boone ve ark. (1993) ¢esitli tuzlalar ve dogal hipersalin ¢evrelerden 6
kokoid, halofilik metanojen izole etmistir. Strainler 40°C civarinda ve 0.5-2.5 M

NaCl igeren ortamda pH 7 civarinda hizli gelisim gostermistir (Horikoshi,2006).

1.3. Alkalifillerin Fizyolojik Ozellikleri

1.3.1.i¢ pH

Cogu alkalifil iyi arastirilmis notrofilik mikroorganizmalardan farkl
olarak pH 10 civarinda optimal gelisim gostermektedir. Bu yiizden alkalifilk
mikroorganizmalarin bu ¢evrelerde nasil gelistigine dair alkalifilik ve nétrofilik
mikroorganizmalar arasinda yapisal ve fizyolojik ac¢idan herhangi bir fark var
midir gibi sorular artmaktadir. Hiicre i¢i sitoplazmik pH hiicre i¢i enzimlerin

optimal pH degerlerinden tahmin edilebilir. Ornegin Micrococcus sp. strain 31-

12
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22’den o-galaktosidaz i¢ pH nétr civart oldugunda 7.5 optimal katalitik pH
degerine sahiptir. Ayrica alkalifillerdeki hiicreden bagimsiz protein sentez
sistemleri optimal olarak pH 8.2-8.5 degerlerinde aminoasitlerden protein
olusturur (Horikoshi, 2006).

Ic pH degerini tahmin etmek igin bir baska yontem hiicreler tarafindan
aktif taginmayan zayif bazlarin hiicrelerin ic¢indeki ve disindaki dagilimini
olgmektir. Ic pH degeri, 8-11 arasindaki yiiksek dis pH degerlerine ragmen, pH 8
civarinda tutulmaktadir. Bu ylizden alkalifilideki anahtar Ozelliklerden biri
hiicrei¢i nétral ¢evreyi hiicredisi alkalin ¢evreden ayirteden ve siirdiiren hiicre

yiizeyi ile iliskilidir (Horikoshi, 2006).

1.3.2. Hiicre duvarlari

Asidik polimerler: Alkalifilik Bacillus strainlerinin protoplastlar1 alkalin
ortamlarda stabilitelerini kaybettiginde hiicre duvarmmin hiicreyi alkalin
ortamlardan korumada 6nemli bir rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir. Birkag
alkalifilik Bacillus spp. hiicre duvan ile nétrofilik Bacillus subtilis hiicre duvari
karsilastirilarak  arastirmalar  yapilmigtir.  Alkalifilik ~ Bacillus  spp.’de
peptidoglikana ilave olarak galakturonik asit, glukonik asit, glutamik asit, aspartik
asit ve fosforik asit gibi asidik polimerler bulunmaktadir. Peptidoglikan olmayan
asidik bilesenlerdeki negatif yiikler hiicre yiizeyine sodyum ve hidronyum
iyonlarin1  adsorbe kabiliyeti ve hidroksit iyonlarin1 itme kabiliyeti
kazandirabilmekte ve sonucta hiicrelerin alkalin ortamlarda biiylimesine yardimci
olabilmektedir (Horikoshi, 2006).

Peptidoglikan: Alkalifilik Bacillus spp. peptidoglikanlar1 B.subtilis’ e
benzer gorinmektedir. Bununla birlikte kompozisyonu nétrofilik B. subtilis ile
karsilastirildiginda heksozminlerin ve aminoasitlerin fazlalig: ile karakterizedir.
Hidrolizatlarda glukozamin, muramik asit, D- ve L- alanin, D-glutamik asit, mezo
diaminopimelik asit ve asetik asit bulunmustur. Alkalifilik Bacillus suslar
peptidoglikanlar1 arasinda amid iceriginde bazi farkliliklar bulunsa da yapidaki
farklilik nétrofilik Bacillus tiirlerinde bilinenlere benzerdir (Horikoshi, 2006).
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Sekil 1.1. Bacillus tiirlerinde peptidoglikan

1.3.3. Na* Iyonlar1 ve aktif tasima

Alkalifilik mikroorganizmalar pH 9-11 civarinda gelisim gostermektedirler
ve gelisim i¢in Na* iyonlarina gereksinim duymaktadirlar. Cevredeki sodyum
iyonlarinin varligi alkalifilik Bacillus spp. i¢in membranlar yoluyla etkili ¢6ziinen
tasinimi  i¢in  gerekli oldugu kanmitlanmistir. Kemiozmotik teoriye gore
hiicrelerdeki proton itici kuvvet aktif transport zinciri ile veya ATPaz ile ATP
metabolizmasindan olusan H* ile olusturulmaktadir. H* daha sonra cesitli
substratlarin birlikte tasinimu ile hiicrelerin igine yeniden birlestirilir. Na* bagimli
tasima sistemlerinde H*, Na*/H" antiporter sistemleri tarafindan Na® ile
degistirilir. Boylece olusan sodyum itici gili¢ ile Na® ile birlikte hiicre igine
substratlar da hareket eder. Bir test substrati olarak a-aminoizobiitirat eklenmesi
hiicredist pH’1 7°den 9 a kaydirarak 2 kat arttirmistir ve sodyum iyonlar1 varlig
birlesmeyi 6nemli derecede artirmistir. 0.2 N NaCl varligi yokluguna oranla 20
kat daha optimum bir birlesme saglamistir. K¥, Li*, NH4*, Cs*, ve Rb* gibi diger

katyonlar ve onlarin kars1 anyonlar1 etki gostermemistir (Horikoshi, 2006).

14



@ ANADOLU UNIVERSITESI

1.3.4. Sitoplazmik pH diizenlenmesinin mekanizmasi

Hiicreler pH degerini 10.5’ ten 8’ e diislirmek i¢in 2 bariyere sahiptir.

Asidik polimerler igeren hiicre duvarlar1 negatif yiiklii bir matris olarak
islev goriir ve hiicre yiizeyindeki pH degerini azaltabilir. Plazma zarinin yiizeyi
muhtemelen pH 9 altinda tutulmalidir. Ciinkii plazma membrani alkalin pH
degerlerinde stabil degildir.

Plazma membranlar1 pH dengesini aym1 zamanda Na®/H* antiporter
sistemi, K*/H" antiporter ve ATPaz bagimli H* atilimi ile saglayabilirler. Cesitli
laboratuvarlardaki 6nemli antiporterlar ile ilgili son ¢alismalar pH dengesinin aktif
mekanizmasini saglayan porterlarin say1 ve 6zelliklerini aydinlatmaya baslamistir

(Horikoshi, 2006).

Extracellular (pH 10.5)
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1: Respiratory chain; 2: FoF1-ATPase

3: ApH dependent Na*/ HF antiporter
4: Ay dependent Ni"/ Ht antiporter
5: Amino acids/Na* symporter

Sekil 1.2. Sitoplazmik pH diizenlenmesinin sematik gosterimi
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1.4. Alkalifillerin Biyoteknolojik Onemi

1.4.1. Alkalin enzimler

Alkalin proteeazlar: 1971 yilinda, Horikoshi alkalifilik Bacillus sp. strain
221°de ekstraseliiler bir alkalin serin proteazin liretimini bildirmistir. Bu strain
topraktan izole edilmistir ve subtilisin grubundan farkli bir alkalin proteaz olduk¢a
fazla miktarda tiretilmistir. Saflagtirilmis enzimin optimum pH degeri 11,5 olarak
belirlenmistir ve aktivitenin% 75’1 pH 13.0 degerinde devam etmistir. Daha sonra,
iki Bacillus straininin (AB42 ve PB12) alkalin proteaz iirettigi bildirilmistir. Bu
strainler PB12 i¢in 50°C ve AB42 i¢in optimum olan 60°C sicaklikta genis bir pH
aralig1 (pH 9.0-12.0) sergilemistir. Bu raporlardan anlasilabilecegi gibi pek ¢ok
alkalin proteaz alkalifilik mikroorganizmalardan izole edilmektedir.

Alkalifilik aktinomisetler tarafindan iiretilen birkag¢ alkalin proteaz rapor
edilmistir.

Ayrica haloalkalifilik Archaea Natronococcus occultus kiiltiiriinde
gelisimin durgun fazinda ekstraseliiler proteolitik aktivite belirlenmistir.

Alkalifilik enzimlerin temel uygulama alani deterjan endiistrisidir. Pek ¢ok
alkalin proteazlar alkalifilik Bacillus strainleri tarafindan tretilmekte ve ticari
olarak kullanilmaktadir. Alkalin enzimler dehairing isleminde kullanilmaktadir.
Bu islem pH 8-10 arasinda gerceklesmektedir. Ayrica Fujiwara ve calisma
arkadaslart X-ray filmlerinden jelatinimsi kaplamayi ayristirmak icin alkalin
proteaz kullanimryla ilgili bir ¢aligma bildirilmistir (Horikoshi, 1999).

Nisasta degrade eden enzimler: Ilk alkalin amilaz Horikoshi-II
besiyerinde Bacillus sp. strain A-40-2 tarafindan firetilmistir. Simdiye kadar
notrofilik mikroorganizmalarda alkalin amilaz iiretimine rastlanmamustir. Ayrica
son zamanlarda Pseudomonas sp. KFCC 10818 straininden yeni amilolitik enzim
icin kodlama yapan bir gen klonlanmis ve niikleotid dizisi tespit edilmistir.
Haloalkalifilik Natronococcus sp. Ah-36 straini hiicredisi maltotrioz olusturan
amilaz tiretmistir.

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar nisasta degrade eden enzimler a-amilaz

ve siklomaltodekstrinin glukotransferazin fonksiyonel ve yapisal olarak oldukca
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benzer oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Nakamura ve Horikoshi siklomaltodekstrinin
glukotransferaz tireten pekgok alkalifilik Bacillus straini saptamustir.

1976 yilinda, Nakamura ve ark. Bacillus sp. strain 202-1’in bir alkalin
pullulanazini kesfetmistir. Kelly ve arkadaslar1 B. halodurans A-59 (ATCC
21591)’un sivi kiiltiirde a-amilaz, pullulanaz ve glukotransferazi iirettigini
bulmustur (Horikoshi, 2006).

Baz1 gida sanayilerinde, diisiik sicakliklarda aktivite gosteren enzimler
gida islemede kullanilmak tizere talep edilmektedir. Psikrotrofik bakterilerin bu
enzimlerin potansiyel {ireticileri oldugu disiliniilmektedir. Kimura ve Horikoshi
alkalipsikrotorfik strain, Micrococcus sp. strain 207’ nin ekstraseliiler olarak
amilaz ve pullulanaz tirettigini rapor etmistir (Horikoshi, 1999).

Seliilazlar: Piyasada bulunan seliilazlar 4 ile 6 pH araliginda optimum
faaliyet gostermektedir. Horikoshi ve calisma arkadaglari ekstraseliiler alkalin
CMCazlar fireten bakteriyel izolatlar (Bacillus sp. strainleri N4 ve 1139)
bulmustur. Bacillus sp. strain N-4 (ATCC 21833) farkli pH araliklarinda (pH 5-10
)aktivite gosteren ¢oklu CMCaz iretmistir. Bacillus sp. strain 1139 pH 9’da
aktivite gosteren tek bir CMCaz iiretmistir. Park ve arkadaglari ve Damude ve
arkadaslar1 yar alkalin seliilaz tireten alkalifilik Streptomyces KSM-9 straini ile
calismiglardir.

Alkalin seliilaz kesfi ¢amasir deterjan1 katki maddesi olarak seliilazlara
yeni bir endiistriyel uygulama alani olusturmustur (Horikoshi, 1999).

Lipazlar: Pek ¢ok alkain lipazin aktivitesi alkilbenzen siilfat ya da dodesil
benzen siilfonat varliginda o6nemli o6l¢lide inhibe edilmistir. Watanabe ve
arkadaglar1  (1977) toprak ve su Orneklerinden alkali lipaz iireten
mikroorganizmalar igin genis bir tarama yapnustir. iki bakteriyel strain potansiyel
alkali lipaz tretici olarak secilmistir. Bunlar Pseudomonas nitroreducens nov.
subsp. thermotolerans ve P. fragi olarak tanimlanmistir. ki lipazin da optimum
pH degeri 9.5 tir.

Bushan ve arkadaslari (1994) kati faz fermentasyonundan alkalifilik
Candida tiirlerinden bir lipaz firetildigini bulmustur. Bu mikroorganizmadan

lipazin optimum pH’ 1 8.5 ve sicaklik optimumu 40 °C’ dir (Horikoshi,1999).
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Ksilanazlar: Alkalifilik bakterilerden bir ksilanaz izolasyonunu agiklayan
ilk calisgma Horikoshi ve Atsukawa tarafindan 1973 yilinda yayinlanmstir.
Bacillus sp. C-59-2 stranininden saflastirilan ksilanaz enzimi pH 6’ dan 8’ e
degisen optimal pH sergilemistir.4 termofilik alkalifilik Bacillus straini W1
[JCM2888], W2 [ICM2889], W3, ve W4 ksilanaz iiretmistir. W1 ve W3
strainlerinin enzim islevi i¢in optimum pH 6 ve W2 ve W4 strainleri i¢in optimum
pH 6 ve 7 arasinda bulunmustur.

Alkali-islenmis ahsap hamuru g¢evreye zarar veren klorin i¢eren kimyasal
islemler yerine biyolojik ksilanazlar tarafindan agartilabilmektedir. Bu konuda
termostabil alkali ksilanazlar i¢in kapsamli arastirmalar yapilmistir ve daha
sonralar1 jeotermal alanlardan izole edilmistir ve cesitli alkalifillerden pekc¢ok
termostabil alkalin ksilanazlar iiretilmektedir (Horikoshi, 1999).

Pektinazlar: Alkalifilik Bacillus sp. strain P-4-N tarafindan iretilen
alkalin endopoligalakturonaz iizerine ilk yaym 1972 ‘de yapilmistir. Pektik asit
icin enzim islevi i¢in optimum pH 10 olarak belirlenmistir. Fogarty ve arkadaslar
(1977) Bacillus sp. strain RK9 tarafindan endopoligalakturonat liyaz rapor
etmistir. Asit-¢oziiniir pektik asite kars1 enzim aktivitesi i¢in optimum pH degeri
10,0 olarak belirlenmistir. Daha sonra alkali pektinazin potansiyel uygulamalarina
iliskin bir¢ok makale yaymlanmistir. Bu enzim kullanimi ile geleneksel metod ile
tretilen kagittan daha yiiksek kaliteli, kagit iiretilebilmektedir. Pamuk liflerini
yumusaklastirma ve yeni bir atik aritimi gelistirmede kullanilabilirligi ile ilgili
arastirmalar bulunmaktadir (Horikoshi,1999).

Kitinazlar: Tsujibo ve arkadaslar1 (1992) alkalifilik Nocardiopsis albus
subsp. prasina OPC-131°den kitinaz izole etmislerdir. Izolat 2 tip kitinaz
tiretmigtir. Birinin optimum pH degeri 5 digerinin ise 7 olarak tespit edilmistir.
Bhushan ve Hoondal ( 1998) alkalifilik, kitinaz {ireten Bacillus sp. strain BG-11" i
izole etmistir. Saflagtirilmig kitinazin optimum pH degeri 7.5 ile 9 araliginda
sicaklik ise 45-55°C araliginda saptanmistir. Enzim pH 6-9 arasinda ve 50 °C
sicaklikta 2 saatten fazla stabilite gostermistir (Horikoshi,1999).
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1.4.2. Alkalifiller tarafindan iiretilen metabolitler

2-Fenilamin: Hamasaki ve arkadaslar1 (1993) alkalifilik Bacillus sp. strain
YN-2000 hiicrelerinden olduk¢a fazla miktarda 2-fenil etilamin sentezledigini
saptamistir. Bu amin hiicre gelisimi boyunca besiyerinde sentezlenmistir.

Karotenoidler: Aono ve Horikoshi (1991) alkalifilik Bacillus sp. strainleri
A-40-2, 2B-2, 8-1 ve 57-1 hiicrelerinin sar1 pigment {rettigini rapor etmistir ve
bunlarin triterpenoid karotenoidler oldugu saptanmaistir.

Sideroforlar: Gascoyne ve arkadaslar1 (1991) demir, galyum, aliiminyum
biriktiren siderofor iireten bakteri izole etmistir.

Kolik asit tiirevleri: Kimura ve arkadaslari (1994) topraktan kolik asit
iceren besiyerinde iyi gelisen bir alkalifilik Bacillus straini izole etmistir. Kolik
asitin 7-o ve 12-a hidroksil gruplar1 72 saat kiiltivasyon ile %100’ e varan
doniigiim oraniyla keto gruplarina doniigmiistiir.

Organik asitler: Alkalifillerin kiiltivasyonu sirasinda, kiiltiir ortaminin pH
degeri organik asitlerin iiretimiyle belirgin sekilde azalmaktadir. Paavilainen ve
arkadaglar1 (1994) alkalifilik basiller tarafindan iretilen organik asitlerin
karsilagtirmali analizini yapmuslardir. 4 basil, Bacillus sp. strain 38-2 (ATCC
21783), B. alkalophilus subsp. halodurans (ATCC 27557), B.alcalophilus
(ATCC 27648), ve Bacillus sp. strain 17-1 (ATCC 31007), gesitli %]1°lik
sekerlerin ve seker alkoller gibi ilgili bilesenlerin varliginda kiiltive edilmistir.
Formik asit sadece bir strain tarafindan iiretilirken asetik asit tiim strainler
tarafindan  iretilmistir.  Izobiitirik, izovalerik, o-oxoizovalerik, a-okxo-
bmetilvalerik, a-oksoizokarpik, fenilasetik asitin orta miktarlar1 tg alkalifil
tarafindan olusturulmustur (Horikoshi,1999).

Antibiyotikler ~ve enzim inhibitorleri:  Alkalifiller  yeniden
kesfedildiginden beri, birgok Japon ila¢ firmasi antibiyotik {ireten yeni
mikrorganizmalar izole etmek icin alkalin besiyeri kullanmay1 denemistir. Bazilari
bulunmus ve rapor edilmis olmasina ragmen ticari olarak kullanimda degillerdir.

[k rapor Sato ve arkadaslari tarafindan 1980 yilinda 1907 yilinda alkalin
besiyerinde topraktan izole edilen Paecilomyces lilacinus’ta rapor edilmistir. Yeni

antibiyotikler sadece alkalin kosullarda iiretilmistir.
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Bahn ve arkadaslari (1998) alkalifilik Corynebacterium sp. strain YUA25-
1’den yeni bir aldoz rediiktaz inhibitorii YUAOO1’1 izole etmistir. YUAOO1’in
molekiiler formiilii C13H19NO; olarak belirlenmistir. Bilesik baz1 gram negatif ve
pozitif bakteriler, maya ve fungilere kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip degildir.

Bu antibiyotiklerin disinda pek ¢ok bilesik tespit edilmis ve ila¢ firmalar
tarafindan incelenmistir. Ancak alkalifilik mikroorganizmalar tarafindan
antibiyotiklerin dogrudan iiretiminde zayif bir nokta vardir. Bir¢ok antibiyotik
alkalin kosullar altinda kararsizdir ve {iretilen antibiyotigin kiiltivasyon sirasinda
tahrip olmasi olduk¢a miimkiindiir. Bununla birlikte baz1 alkalifiller 6zellikle
aktinomisetler biyoaktif bilesiklerin iyilestirilmesi i¢in bir strateji sunan, Gzel

sartlar altinda notral besiyerinde gelisebilir (Horikoshi,1999).

1.5. Alkalin Cevreler

Alkalin gevreler alkalinitenin olusma sekline bagli olarak birka¢ degisik
kategoride yer alabilmektedir. Hepsi alkalin pH devamliligin1 saglamak icin ve
CO2’nin tamponlama etkisine karsi kimyasal veya mikrobiyal olarak siirekli bir
prosese baglidir.

Amonifikasyon ve siilfat rediiksiyonu gibi toprak mikrobiyal prosesleri
nadiren de olsa pH 10 iizerinde stabil pH degerlerinin siirdiiriilmesine ortam
olusturmaktadir. Ancak bu tip alkalin ortamlar besin destegi kesilmedikce
siirlanmis ve kisa siireli olabilmektedir. Cimento yapimi (Ca(OH)2), madencilik
islemleri, kagit ve kagit hamuru tretimi (NaOH) ve yiyecek isleme gibi
proseslerle insanlarin cesitli endiistriyel aktiviteleri genellikle pH degeri 11°in
tizerinde olan yiiksek alkalin c¢evre Orneklerini olusturmaktadir. Silikat
minerallerinin aginmasi gibi dogal jeokimyasal islemler pH 11 civarinda alkalin su
ornekleri olusturabilmektedir. Alkalinitenin silikat dekompozisyonu tarafindan
olusturulmas1 muhtemel olan volkanik alanlarda ve alkalin sicak havuzlarda pH
degeri 9,5a kadar rapor edilmistir (Jones ve ark.1998).

Soda golleri ve soda ¢olleri ise dogal olarak olusan alkalin gevrelerdir. Bu
tip ¢evreler diinyada en yiiksek stabil pH’ a sahip gevreleri temsil etmektedir.

Karbonat minerallerinin oldukga fazla miktarda olusu pH 11.5’ ten biiyiik degerler
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olusturabilmektedir. Bu g¢evreler genis Olciide yayilmig olmasmna ragmen,
genellikle ulasilmasi gii¢ kita i¢ kesimlerinde konumlanmislardir. En c¢alisilmig

soda golii Dogu Afrika Rift Valley’dir (Jones ve ark.1998).

1.5.1. Soda goliiniin olusumu

Cok 0zel bolgeler de olsa soda golleri, diinya ¢apinda olusur: bunlarin aktif
tektonik ve volkanik bolgeler ile iliskili oldugu goriilmektedir. Pek ¢ok bilinen
soda golii Dogu Afrika yarigr boyunca Dogu Afrika’ da olusmustur. Alkali
gollerin bir bagka taninmis grubu, 6rnegin Searles Golii gibi bazilar1 fosil olan,
bati ABD'de meydana gelmistir. Daha az bilinen goller Avustralya, Afganistan,

Tiirkiye ve diinyadaki diger yerlerdeki gollerdir (Reitner ve Thiel, 2011).
Cizelge 1.2. Soda golleri ve soda ¢dllerinin diinyadaki dagilislar

Kuzey Amerika

Kanada Manito Golu
USA Alkali Vadisi, Albert Golii, Lenore Golii, Sabun Golii, Biiyiik

Soda Golii, Owens Golii,Mono Golii, Searles Golii, Deep
Springs, Rhodes, Marsh, Harney Golii, Yaz Golii,Stirpriz
Vadisi, Piramit Golii, Walker Golii, Ragtown Soda Golleri

Orta Amerika

Meksika Texcoco Goli
Giliney Amerika

Venezuela Langunilla Vadisi
Sili Antofagasta
Avrupa

Macaristan Feher Goli

Yugoslavya Pecena Slatina

Rusya Kulunda Bozkiri, Tanatar Golleri, Karakul, Araxes plain,
Chita, Barnaul, Slavgerod

Asya
Tiirkiye Van Golii, Salda Goli
Hindistan Lonar Golii, Sambhar Goli
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Cizelge 1. 2. (Devami) Soda gélleri ve soda ¢ollerinin diinyadaki dagilislar

Cin Qinhgai Hu, Sui-Yuan, Heilungkiang, Kirin, Jehol, Chahar,
Shansi, Shensi, Kansu, Chahannor Golii ; Zabuye Golii; Bange

Goli; Baer Golii; Wudunao Golii; Hamatai Goli

Afrika
Libya Fezzan Goli
Misir Wadi Natrun

Etiyopya | Aranguadi Goli, Kilotes Golii, Abiata Golii, Shala Golii, Chilu
Goli, Hertale Goli, Metahara Goli

Sudan Dariba golleri

Kenya Bogoria Golii, Nakuru Golii, Elmentieta Golii, Magadi Golii,
Simbi Goli, Sonachi Goli

Tanzanya | Natron Golii, Embagi Golii, Magad Go6lii, Manyara Golii,
Balangida Goli, Bosotu Krater Golleri, Kusare Golii, Tulusia
Goli, El Kekhooito, Momela Gélleri, Lekandiro Goli, Reshitani
Goli, Lgarya Golii, Ndutu Golii, Kuzey Rukwa Goli

Uganda Katwe Golii, Mahega G6lii, Kikorongo Golii, Nyamunuka Golii,
Munyanyange Golii, Murumuli Golii, Nunyampaka Golii

Cad Bodu Golii, Rombou Golii, Dijikare Golii, Momboio Golii, Yoan
Goli

Avustralya

Avustralya | Corangamite Golii, Kirmiz1 Kaya Golii, Werowrap Gold,
Chidnup Golii

1.5.2. Meydana gelis

Soda kazanimi olan gollerin iki farkli tipi goriinmektedir. Biiyiik gollerin
cogu tektonik hareketler veya volkanik barajlar tarafindan exorheik akis yoniinde
kapatilan endorheik bolgelerdeki ¢okiintiilerdir. Dokiilen alan ve gol yiizey alani
arasindaki oran biiyiiktiir. Diinya {izerindeki en biiyilk sodali g6l Dogu
Anadolu'daki Van Goli’diir.
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Soda gollerinin diger sinifi volkanik kraterler veya kalderalarda olusur.
Bunlarin tipik olarak herhangi bir yan kollar1 yoktur ve beslenme alani ve gol

yiizey alan1 arasindaki oran disiiktiir (Reitner ve Thiel, 2011).

Cizelge 1.3. Van Goli morfometrik veriler

Toplam havza alani 16.096 km?
Toplam karisan alan 12.574 km?
Gol ylizeyi 3.522 km?
G0l hacmi 576 km?
Maksimum derinlik 451 m
Yillik su degisimi 3.78 km?
Gol seviyesinin yiiksekligi 1.648
1.5.3. Kimya

Alkalinite su veya herhangi bir soliisyondaki notralize etme kapasitesinin
bir Olcilisiidiir. Bu asit-notralizleme kapasitsinin  Ol¢lisii  suyun ani  pH
degisikliklerine karsi nasil tamponlama yaptigini ifade etmektedir.

Soda golleri 10.5 asan pH ve > 150 meq / 1 arasinda alkalinitieye
ulagabilirler. En alkalin su kiitlelerinin bazilar1 Kenya’daki Magadi Goli ve
Kaliforniya’daki Mono Goli’dir. Van Goli 9.7 pH ve 151 meq / 1 arasinda bir
alkaliniteye sahiptir. Bunlar yiiksek alkali gollerin ornekleridir (Reitner ve
Thiel,2011).

Van Golii ve Nemrut Goli karsilastirildiginda, iki gol tim kendi ylizey ve
dip ornekleri acisindan ¢ok farkli degildir, diger bir deyisle, bunlar nispeten iyi
kanigtinnlmistir. Herseyden once iletkenlik toplam ¢6ziinmiis tuzlarin kaba bir
olgiisiinii verir. Toplam ¢6ziinmis tuz oranlari deniz suyunda yaklasik 35 g/l, Van

Goli’ nde 22 g/ civarinda ve Nemrut G6li’ nde sadece 440 mg/1 civarindadir. Bu
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durumda Nemrut Golii, bir "tatli su" gol olarak siiflandirilmis olacaktir. Fakat bu
sadece kriterlerden bir tanesidir. Soda goli kriteri hesaplanirken 6rnegin toplam
alkalinite/Mg* + Ca™ Van Golii igin 16.65 ve 16.85 ( sirasiyla 0 ve 440 metre),
Nemrut Go6lii i¢in 3.11 ve 3.18 (sirasiyla 10 ve 150 m) ve deniz suyu i¢in 0.018
bulunmustur. Bu oran bize Van Goli’nlin tipik bir soda golii oldugunu
gostermektedir. Fakat ayn1 zamanda deniz suyu ¢6ziinmiis karbonattan ¢ok daha
fazla Mg* ve Ca" iyonlarina sahipken Nemrut Golii toprak alkali iyonlarindan 3
kat daha yiiksek alkaliniteye sahip olmasiyla bir soda goliidiir. Nemrut Kraterinin
onemli Olgiide diisen pH’ 1 disinda her iki goliin kimyasal kompozisyonunun
derinlikle degismedigi goriilmistir. Van Golii, yliksek alkaliniteden dolay1
beklendigi gibi ¢ok yiiksek bir pH degerine sahiptir. Ancak Nemrut Krater Goli,
deniz suyu ile ayni hafif alkali pH’ya sahiptir. Buradaki verilerden suyun CO:
basinct hesaplanmistir (PHREEQE; Parkhurst et al.,1990 kullanilarak) ve 380
ppm olan atmosferinkiyle karsilastirildiginda krater goliiniin diger 6rneklere gore
daha ¢ok daha yiiksek PCO2 degerine sahip oldugu bulunmustur. Bu durum Van
Goli almazken Nemrut Goli’niin yeralti kaynaklarindan volkanik CO2 aldigini
belirtmektedir (Reitner ve Thiel, 2011).

PHREEQE ayrica mineral ile ilgili olarak su doyma durumunun
hesaplanmasi i¢in de olanak saglamaktadir. Doyma endeksi (SI), iyon aktivite
iriiniin logaritmasinin belirli bir mineralin siirekli ¢oziiniirliigiine boliinmesi
olarak tanimlanir. Ornegin; kalsit i¢in

Slkaisit =log ([Ca *?] = [CO3?] /K karsit )

Eger su doymamigsa negatif bir SI degeri elde edilir, doymus ise SI degeri
0 olarak bulunur ve eger asirt doymussa pozitif bir SI degeri elde edilir. Nemrut
disindaki tiim ornekler kalsit aragonit ve dolomit bakimindan asir1 doygunluk
gostermektedir. Van GOl ve deniz suyu arasindaki temel fark karbonat asir
doygunlugudur. Van Golii’nde aragonit presipitasyonu olurken deniz suyu asiri
doymus olmasina ragmen kendiliginden birikim olmaz. Deniz suyununun asiri
doygunlugu organizmalarin enzimatik biyomineralizasyonunun yogunlugundan
diisiik tutulmasmin aksine soda gollerinde yiiksek alkaliniteden dolay1 bu durum

goriilmez (Reitner ve Thiel,2011).
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1.5.4. Soda gollerinin meydana gelisi

Burada bahsedilen veriler soda kimyasmin cesitli iklimsel, jeolojik ve
morfolojik olarak ortaya ¢ikabilecegini gostermektedir. Kimyasi sudaki iyonlarin
oranlar ile iliskilidir. Soda goéllerinin durumunda, 6lgiit TA / (Mg + Ca) oranidir.
Plaka sinirlar1 boyunca soda golleri dagilimlarindan agiktir ki bu oran muhtemelen
taze volkanik kayalarin oldugu alanlarda artis gostermektedir. Burada, biyojenik
CO: ve / veya volkanik CO., taze silikatlar ile reaksiyona girebilir ve gerekli
oranlarda, Na, K, Mg ve Ca harekete gecirmektedir. Krater gélleri ve hidrotermal
sistem i¢inde devam eden ayrisma veya terminal gollerde devam eden buharlagsma
olgun soda golii kimyas1 olusumuna ve mikrobiolit gelisimini saglayacak SI=1
civarinda CaCOs asir1 doygunluguna olanak taniyacaktir. Bununla birlikte bu
sadece genis bir tablodur. Satonda ve Kauhako krater gdllerine bakildiginda
alkalinitenin ylikselmesine sebep olan ikinci bir durum saptanmistir. Bu stilfat

rediiksiyonudur (Reitner ve Thiel, 2011).

rry BUFFER g
e.g. Great Salt Lake, Utah CnCOJ' e.g. Dead Sea

Calcite
Na*
cr

Mg,Si,0,nH,0
Seplolhe

Soda Lake
pH 10-12
¢.g. Lake Magadi, Kenya

Sekil 1. 3. Alkalin ve tuz gollerinin olusumunun sematik gosterimi
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Cizelge:1.4. Van Golii, Nemrut Golii ve deniz suyunun kimyasal kompozisyonu

Gol/Derinlik pH PCO: Alkal. Cl SO4 Na Mg Ca Cond Slce Slara | Slpol
meq/I meqg/l | meq/l meqg/I

ppmv meq/I meq/I uS/cm
Deniz suyu | 8.24 | 363 2.33 546 56.6 468 106.2 20.6 ca. 0.59 0.44 1.96
yiizeyi 48,000
Van 3 m 9.74 | 309 151.2 160 48.9 338 8.870 0.210 26,000 |1.14 0.99 4.09
Van 440 m 9.88 | 257 155.6 166 50.9 348 9.06 0.174 26,700 | 1.06 0.91 3.81
Nemrut 10 m 8.27 | 1,240 4.61 0.43 0.22 3.67 |0.52 0.96 456 0.37 0.22 0.43
Nemrut 150 m | 6.89 | 28,600 |4.77 0.45 0.25 3.80 |0.53 0.97 469 -1.11 | -1.27 | -2.59
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1.6. Diinyadaki Soda Golleri

1.6.1. Turkana Golii

Turkana Golii ya da eski adiyla Rudolf Golii, Afrika 'nin dogusunda Biiyiik
Rift Vadisinin tizerinde yer alan irili ufakli bircok goélden birisidir. Kenya'nin
kuzeybatisina diiser ve diinyanin en biiylik kalict ¢6l golii ile yine diinyanin en
biiyiik alkalin golidiir (http://tr.wikipedia.org/wiki/ Turkana_G% C3%B61%C3%
BC).

312 kilometre uzunlugundaki Turkana Go6lii, birkag nehir tarafindan
beslenmektedir. Ancak disartya ¢ikist olmayan goliin bugilinkii su seviyesinin,
uzun zaman once bugilinkiinden yaklasik 180 metre daha yukarida oldugu tahmin
edilmektedir. Kuzeybati ucundaki, yine bugiin tiimiiyle kurumus olan bir
kaynaktank suyu Nil'e cekilmis olsa da, esas olarak iklimsel degisiklikler
nedeniyle su seviyesinin diistiigli bilinmektedir.

Goli gevreleyen volkanlardan yiizyillar 6nce ¢ok biiyiik miktarlarda
puskiiren kil ve lavin suyla yikanmasi, bunun sonucunda da sodyum karbonat
(deterjan olarak kullanilan soda) dahil, ¢esitli mineral tuzlarin birikerek kalin bir
tortu meydana getirmesi, Turkana'min bir baska zenginligini olusturur

(http://www.dunyaharikalari.com/afrikada/turkana-golu).

1.6.2. Mono Golii

Mono Golii Kuzey Amerika’ nin Kaliforniya eyaletinde yer alan
hipersalin, alkalin bir géldiir. Bu goliin pH degeri 9.8, tuzluluk orani ise 84-94 g/I’
dir. Mono Go6li’ niin anoksik alt katmani yliksek pH’l1 toksik inorganik bilesikler
olan siilfir ve amonyum biriktirir ve bu kosullar goélde bulunan
mikroorganizmalarin aktivitelerini ve ekolojilerini etkilemektedir. Mono Goli
suyunda mevcut Na* orani1 29.5 g/I, K* orami 1.5 g/l, Cl" oram 17.6 g/I, HCO3 +
CO3? oram 30.1 g/I’dir (Humayoun ve ark., 2003).

Mono Go6li’ nde yiiksek arsenik konsantrasyon varligi belirlenmis ve bu

konsantrasyona dayanikli iki yeni Bacillus tiirii olan Bacillus arsenicoselenatis ve
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Bacillus selenitireducens izole edilmistir. Molekiiler kiiltiir bagimsiz ¢aligmalar ile

birlikte golde nitrifiye edici bakterilerin varligi tespit edilmistir (Oren 2002a).

1.6.3. Wadi Natrun Golii

Wadi Natrun Goli Misir’ da yer almaktadir, Nil nehrinden beslenen, deniz
seviyesinden 23 metre asagida yer alan alkali bir goldiir. Goliin pH degeri 11” dir.

Sodyum, potasyum gibi elementler goliin temel katyonlar1 iken
magnezyum, kalsiyum gibi divalent katyonlarin orami yiiksek pH’ da ¢oziinme
problemi nedeniyle ¢ok diisiiktiir (Oren, 2002a).

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

1.6.4. Biiyiik Soda Gélii

Biiyiik Soda Golii Nevada Fallon yakinlarinda yer almaktadir. Dar littoral
zon ve dik bir alt yamaca sahip olan kapali havza krateri kaplamaktadir. Yiizey
alam 1.6 km? dir.Ortalama derinlik 26 metredir ve goliin merkezine yakin
maksimum derinlik ise 65 metredir. Yiizey tabakasindaki tuzlulugu 26g/1, pH ise
9.7°dir (Oremland ve ark.,1988).

Bu g6l meromiktiktir. Kemoklin  yaklagik 40 metrededir. Hem 06zel
iletkenlik hem de tuzluluk degerleri yansitmaktadir. Kemoklinin altinda bir redox

gradienti olugsmaktadir (Bywaters ve ark., 2010).

1.6.5. Lonar Golii

Hindistan’ daki alkalin Lonar Golii benzersiz bir ekosistemdir ve bazaltik
kaya¢ iizerinde meteorit etkisiyle olusmasiyla diinyada merak uyandirmaktadir.
En uzun ¢ap1 Olciisii 1875 metre ve en kisa ¢ap Olglisii 1787 metre olan hemen

hemen daire seklinde bir olusumdur. Derinligi 135 metredir.
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pH degeri 10-10.5 arasindadir. Yiiksek alkalinite sodyum karbonatin
yiiksek konsantrasyonundan ileri gelmektedir (Kanekar ve ark., 2008).

1.7. Van Golii

1649 metre yiikseklikte yer alan Van Go6li’ niin, Mus—Van Depresyonu’
nun ortasinda Kuaterner' de Nemrut Dagi’ nin piiskiirmeleri sonucunda meydana
gelen Nemrut lav setti ile bu depresyonlarin birbirinden ayrilmasi ve volkanik
setin ardinda sularin birikmesiyle olustugu kabul edilmektedir (Ering 1953).

Van Golii, 3713 km? lik alani ile Tiirkiye' nin en biiyiik gdlii olmasi
Ozelligini tagimasinin yani sira aynt zamanda yeryiiziindeki en biiylik soda
goliidiir. Kapali goller arasinda da hacim bakimindan (607 km?®) dérdiincii siray1
almaktadir. Van GOli’ nilin giineybati ucundaki Tatvan koyu ile kuzeydogu
ucundaki Ercis korfezi arasindaki uzun ekseni 130 km, kuzeybatidaki Ahlat koyu
ile giineydogudaki Gevas koyu arasindaki ekseni ise 80 km kadardir. Goliin
kenarindaki en algcak yer Resadiye dogusunda bulunmaktadir ve 1800 m
yiiksekligindedir. G6liin dogu kismu bat1 kismina gore daha sigdir. En s1g kismu
Van koyu ile Ercig korfezidir. Derinlik bu kesimlerde 50 m civarindadir. Ahlat ile
Adilcevaz arasinda ise 450 m derinlik dlgiilmiistiir (Ciftci ve ark. , 2008).

VAN GOLU
HAVZASI

LAKE VAN BASIN

Turkiye

Turkiye- iran
Sinin
Van Golu
Kiyi Seridi
1- Yenikopru Cay: 6- Karasu

. 2- Adilcevaz Deresi 7-Bizinok Cayi
:] Onemli Akarsular 3. Zilan Cayi 8- Degirmen Dere
4- Delicay 9- Engil Cayi o

5- Bendimahi Cay1 10- Buyuk Dere
Havza Sinin

Onur KOSE, Deniz TOLLUOGLU, Veysi MENEKSE, 2005, YYU-Van

10 20 30 40 50km

Sekil 1.4. Van Golii Havza Sinirlar1 ve ana akarsular (Kose, ve ark.., 2005°ten).
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Zamansal acgidan bakildiginda Van Golii'nde ii¢ tiir seviye degismesinin
oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar; mevsimsel seviye degismeleri, yillar arasinda
goriilen seviye deg8ismeleri ve wuzun yillik seviye degismeleri olarak
belirtilebilmektedir. Mevsimsel seviye degismeleri, biitiiniiyle yagis ve sicakligin
yil i¢erisindeki durumunun kontroliinde gelismektedir.

Havzada gole bosalan akarsular karli-yagmurlu bir rejime sahip olup,
maksimum yagis ilkbaharda minimum yagis ise yaz mevsiminde diismektedir. Kis
aylarinda yagisin c¢ogunlukla kar seklinde olmasi ve akisa gecerek gole
ulasamamasi nedeniyle gol seviyesinde fazla bir degisiklik olmaz. ilkbahardan
itibaren bir taraftan yagislarin artmasi, diger taraftan sicakliklarin artmasina bagh
olarak havzadaki kar erimelerinin artmasi seviyede hizli bir yiikselmeye neden
olmaktadir (Yildiz ve Deniz, 2005).

Genel olarak, Van Golii’ nde Nisan-Mayis devresindeki hizli yiikkselmeyi
Temmuz-Kasim devresindeki alcalma takip etmektedir. En yiiksek seviyeye
cogunlukla 10-25 Haziran tarihleri, en diisiik seviyeye ise 25 Eyliil-25 Aralik
tarihleri arasinda ulagmaktadir. Goldeki seviyenin maksimuma erigsmesi bazi
yillarda Agustos ayina sarkmaktadir. Haziran ayindan itibaren yagislarin kesilmesi
ve kar erimelerinin sona ermesi ile birlikte sicakliklarin ve buharlasmanin da
artmas1 gol seviyesinde diisiislere neden olmaktadir. Goliin su seviyesinde
gozlenen dikkat ¢ekici bir degisim de farkli periyotlar icerisinde meydana gelen
inis ve cikiglardir. Ornegin 1944-1949 yillar1 arasinda gl seviyesi yiiksek, 1960-
1967 aras1 diisiik, 1968-1974 aras1 yiiksek, 1975-1987 arasindaki uzun dénemde
diisiik, 1988-1995 yillar1 arasinda ise yine yiiksek bir periyodun gerceklestigi
goriiliir. Bu tiir degismelerin biiyiik dl¢iide yagis, sicaklik ve buharlagmanin
kontroliinde gelistigini sdylemek miimkiindiir. Genel olarak, ortalamanin iizerinde
yagisin distiigii ve buharlasmanin az oldugu yillarda seviye ylikselmekte, yagisin
az buharlagsmanin fazla oldugu yillarda ise seviye al¢almaktadir (Yildiz ve Deniz,
2005).

Golde baz1 donemlerde dnemli dlgiide diislisler veya yiikselmeler goriilse
de, 56 yillik (1944-2000 yillar1 aras1) ortalamalara gore yiikselme miktart ile
diisme miktar1 arasinda yiikkselme yoniinde her yil 3.7 cm lik bir fark

olusmaktadir. Yine yillik ekstremlere bakildiginda en fazla yiikselmenin 1988
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yilinda (102 cm), en az yiikselmenin ise 1961 yilinda (18 cm) gerceklestigi
goriiliir.

Uzun yillik degisimler agisindan incelenecek olursa, gerek 1944 yilindan
itibaren go6lde yapilan seviye Ol¢limlerinden, gerekse tarihi devirler igindeki
seviye degismelerine bagli olarak bazi yerlesmelerin yer degistirmesinden ve
kiyllarda yer alan eski tapulu arazilerin bir kismmin bugiin sular altinda
kalmasindan goliin, uzun siirede yavas fakat siirekli bir yiikselme egilimi i¢inde
oldugu goriilebilir. Bu konudaki en Onemli kanitlardan biri de, Carpanak
Adasr’dir. Burasi 19. ylizyilin ortalarima kadar bir yarimada iken, 1860’larda
meydana gelen seviye ylikselmesi sonucunda kiy1 ile baglantisi ile kesilerek ada
haline gelmistir (Y1ldiz ve Deniz, 2005).

Gol seviyesinin yiiksek ve riizgarlarin etkin oldugu donemlerde dalga
asindirmast da artmaktadir. Dolayisiyla, dalga agindirmasina bagli olarak da gol
kiyillarinda &nemli degisimler meydana gelmektedir. Ozellikle gol kiyisinda
asinmaya kars1 direngsiz, gdlsel depolarin bulundugu falezli alanlarda siddetli bir
dalga asindirmasinin sonucu olarak kiyr gerilemesi goriilmektedir (Yildiz ve
Deniz, 2005).

Seviye yiikselmesinde iklimden ayri etkili olan bir baska bir faktor ise,
gole bosalan akarsular ve onun tasidigi sedimentlerdir. Ayrica dalga agindirmasi
sonucu cevredeki gevsek depolarin gole karismasi da, seviye degisiminde rol
oynayan diger bir faktordiir.

Diger taraftan, Van Golii havzasinin son derece zayif bir bitki Ortiisiine
sahip olmasi, erozyonun siddetini arttirmakta, dolayisiyla géle bosalan akarsularin
bol miktarda sediment tasimasina neden olmaktadir (Yildiz ve Deniz, 2005).

Van Goli'niin suyu aci, tuzlu ve sodalidir. Bunun baslica nedeni,
akarsularin tasidigi tuzlu sularin golde birikmesi ve buharlasma nedeniyle
yogunlasmasidir. Tuz tenériiniin yiiksek olmasi, bor ve sodyum karbonatin varhigi,
volkanik kayaclarin yaygmligindan kaynaklanir. Tuzluluk orant 9%0.224'diir.
Sudaki tuz bilesenlerinin kendi aralarindaki oranlari ise; % 42 NaCl, % 34 NaCOs3
, %16 NaSO04 , %3 KSO4 ve %2.5 MgCOs seklindedir. Bu 6zelligi ile gol, soda
iiretim kaynagi olarak da biiylik bir potansiyele sahiptir (Cift¢i ve ark. , 2008).
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Cizelge 1.5. Van Golii suyunda ¢oziinmiis halde bulunan anyon ve katyonlar

Bilesenler Van Golii Suyundaki orani (mg/1)

Sodyum (Na) 7747
Magnezyum (Mg) 94.8
Lityum (Li) 1.5
Stronsiyum (Sr) 0.7
Karbonat (CO3) 3331
Bikarbonat (HCO:s) 2191
Fosfat (P) 0.52
Potasyum (K) 508
Kalsiyum (Ca) 5-10
Klor (CI) 5450
Siilfat (SO4) 2344

Van GOli’ niin kuzey, giiney ve batisini yliksek daglar, dogusunu ise
platoluk alanlar g¢evrelemistir. Haliyle, kuzey, giiney ve batidan gole bosalan
akarsular kisa, dogu ve kuzey dogudan bosalanlar ise nispeten daha uzun
boyludur. Ayni nedenle, tarim ve yerlesmeye miisait genis kiy1 diizliikleri de
goliin dogu ve kuzeydogu kiyilarinda yer almaktadir ve seviye yiikselmelerinden
en fazla zarar goren yerler de bu alanlardir (Y1ldiz ve Deniz, 2005).

Van Golii, denizler gibi su seviyesi algalip yiikselen, dolayisiyla gecmis
iklim degisikliklerinin kayitlarini tutan arsiv niteliginde olmasi nedeniyle, Nemrut
Volkan ile birlikte iilkemizin énemli Jeopark alani olma 6zelligini tagimaktadir.
Van Golii ve gevresinin jeolojik olusumu kadar insan yerlesimi ile ortaya ¢ikan
kiiltiirel miraslar1 da oldukea ilgi ¢ekicidir. Van Golii havzasi yerlesim agisindan

uygun kosullart olugturmus ve birgok medeniyete ev sahipligi yapmustir.
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Eski Yunan cografyacilar1 tarafindan 'Thospitis Lacus' ya da 'Arsissa Lacus'
olarak anilan Van Golii, modern zamanlardaki ismini, sinirlarina dahil oldugu Van
ilinden almistir (http://www.jmo.org.tr/ resimler/ekler/a529a33d cc02eb3_ek.pdf?
dergi =HABER%20B%DCLTEN%DD).

\fal fGolu. Turkiye

Sekil 1.5. Van Golii Lokalizasyonu (earth.google.com)

W

Sekil 1.6. Van Golii uydu gorintiisii (earth.google.com)
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1.8. Ribozomal RNA

Ribozomlar yasayan organizmalar i¢in protein sentez makineleridir ve
yasam igin gereklidir. Bir bakteriyel ribozom ¢oklu ribozomal proteinler ve 23 S
rRNA, 16 S rRNA, ve 5 S rRNA olmak tizere 3 ribozomal RNA’ dan
olusmaktadir. rRNA, ilgili genler tarafindan kodlanir, genellikle genomda rrm
olarak adlandirilan bir operon seklinde diizenlenmistir. Bir bakteriyal genom
genomun biiyiikliigiine ve tiire bagli olarak ¢oklu rrn operonlarina sahip olabilir.

Woese ve arkadaslar1 onciiligiinde rRNA dizilerinin karsilastirilmasi
mikroorganizmalarin evrimsel analizlerinde kullanilmaya baslamistir. rRNA dizi
karsilagtirmalarinin  bir avantaji yeni belirlenen dizilerin karsilastirilabilecegi,
giderek genisleyen veritabanmin olusumudur. Ilk olarak, diziler filogenetik
arastirmalar icin saf kiiltiirlerden elde edilmistir. Pace ve arkadaslar1 veri tabaninin
sadece saf kiiltiirlerden elde edilen dizilerin karsilastirmasit igin degil
laboratuvarda temsilci iiyeleri gelistirmeye gerek kalmadan dogal mikrobiyal
topluluklardan  dogrudan elde edilen dizilerin karsilagtirilmasinda da
kullanilabilecegini belirlemistir. Mikrobiyal kommunitelerden gen dizilerinin
karsilastirilmast  kavrami mikrobiyal ekolojide devrim yapmustir. Bakteriyel
kokenli primer hat ayrimi erken biyotik donemde meydana gelmistir. Bu ylizden
oldukca korunmus molekiiler kronometreler bakteriyel filogeniyi olusturmak igin
uygundur. Ribozomal RNA ‘lar protein sentez mekenizmasinin ayrilmaz
elementleridir, temel bilesenler tiim alemlerde bulunmaktadir ve oldukg¢a
korunmus molekiillerdir (Devereux ve Wilkinson, 2004).

rRNA dizileri ve ozellikle 16S rRNA bakteriyel evrim ve ekoloji,
filogenetik iligkilerin belirlenmesi, ¢evredeki bakteriyel cesitliligin belirlenmesi
ve taksonlarin bolluklarinin saptanmasi c¢aligmalarinin  6nemli basamagini
olusturmaktadir. 16S rRNA ¢esitli nedenlerle bu amaglar i¢in uygundur. Gen
evrensel olarak dagilmistir, uzak taksonlar arasindaki filogenetik iligkilerin
analizine izin vermektedir. Cekirdek gen kiimesinin islevsel vazgegilmez bir
parcast olarak, 16S rRNA geninin yatay gen transferinden zayif olarak
etkilenebilecegi beklenmektedir. Bu filogenetik c¢alismalar i¢in kullanimini

desteklemektedir. Buna ragmen 16S rRNA 6zellikle bazi degisken bolgelerde hala
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varyasyona tabidir. Degisken bdlgelerin varligi siniflandirma igin bir arag
saglamaya yeterli ¢esitlilik saglarken korunmus bolgelerin varligi uygun PCR
primerleri ve hibridizasyon problarinin etkin tasarimina olanak tanimaktadir.

16S rRNA yaygin kullanilmasina ragmen, 16S rRNA’dan tiiretilmis
sonuglarin yorumlanmasini sinirlayan birka¢ husus vardir. En 6nemlisi genom
basina diisen kopya sayilarinin 1 den 15°e kadar veya daha fazla olmasidir. Kopya
sayilar1 bir 6l¢iide taksona 6zel gibi goriinmektedir fakat ama ayni tiiriin suslari
arasinda da varyasyon kaydedilmistir. Baz1 taksonlarin rRNA kopya sayis1 uygun
bliylime sartlarinda cevap yetenekleri ile baglantili oldugundan rRNA kopya
sayilar1 bakterilerin yasam stratejisi baglaminda konulmustur. Diisiik kopya sayilt
taksonlar daha oligotrofik olarak kabul edilmistir.

Bir organizma iginde rRNA genlerinin kopyalar1 gen doniisim yoluyla
homojenizasyona tabi oldugu varsayilmaktadir.

Bununla birlikte, ayni tiirden hatta ayni genomun 16S dizileri genellikle
farklidir. Sonug¢ olarak, 16S rRNA varyantlarinin miktar1 bakteri tiirlerinin
sayisinin yaklasik 2,5 kat daha fazla oldugu tahmin edilmistir ve baz1 bakteriyel
taksonlarda son derece farkli 16S rRNA dizileri gozlenmistir. 16S rRNA
dizilerinin daha biiyiik bir degiskenlik termofilik bakterilerde saptanmistir. Bu
0zel durumda, yatay gen transferinin yiiksek oranda potansiyel neden oldugu ileri

stiriilmiisttir (Vetrovsky ve Baldrian, 2013).

1.9. Mikrobiyal kommunite analizleri

Dogadaki mikrobiyal cesitlilik bilgilerimiz kiiltiir bagimli yontemler olan
mikroskopi ve kiiltiire alma yontemlerinin mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve
smiflandirmasimi  sinirlandirdigindan  oldukga eksik ve yetersiz kalmaktadir.
Mikroorganizmalar1 morfolojilerine, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore
siiflandirmak oldukca zordur. Ciinkii dogadaki mikroorganizmalarin ¢ok biiytlik
bir boliimii saf kiiltiir olarak izole edilememektedir. Bu sebepten dolay1 molekiiler
temelli yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Mikrobiyal c¢esitliligi kesfetme
caligmalarinda en giliclii teknikler klonlama ve 16S rRNA dizilenmesidir.

Hibridizasyon teknikleri ise spesifik oligoniikleotid problar kullanimi
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gerektirmektedir. Bu problar ¢ok spesifik gruplar1 veya ¢ok genel populasyonlari
hedef alabilmektedir (Muyzer, 1999a).

DGGE ile kompleks ¢evrelerde populasyonlarin varligir ve fonksiyonu
belirlenebilmektedir. Takson spesifik problar ile hibridizasyon analizi
gerceklestirilebilir. Ayrica jellerden bantlarin kesimini takiben dizileme veya saf
kiiltiirlerin izolasyonu ile dizileme islemleri ile komiinite hakkinda bilgiler

edinilebilinmektedir (Muyzer ve Smalla 1998).

FISH
Niikleik asit ekstraksiyonu
Dot/slot blot
hibridizasvon | Niikleik asitler
DNA| | RNA
| RT
¢ DNA
Niikleik asit
prob ve PCR
primerleri \| PCR iiriinleri Finger-
] ' printing
Koloni blot *Kjuulama
hibridizasyon
- Klonlar
. Komunite
Southern blot parmak izleri
hibridizasyon o
' Dizileme
| Prob ve primer Diziler
dizaym

Karsilastirmalh analiz

Filogenetik agac — | Dizi veritabam

Sekil 1.7. Kiiltiir bagimli ve kiiltiir bagimsiz molekiiler ¢alismalarda izlenecek yol
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1.9.1. DGGE(Denatiire edici gradient jel elektroforezi)

Genetik parmak izi teknikleri (genetik fingerprinting) mikrobiyal
kommunitedeki genetik ¢esitliligin bir profilini veya patternini sergilemektedir.
Mikrobiyal e¢kolojide olduk¢a uzun siiredir kullanilmakta olan parmak izi
tekniklerinden bir tanesi ¢evresel Orneklerden ekstrakte edilmis diisitk molekiil
agirhikli TRNA  molekiillerinin (5S rRNA ve tRNA) yiksek ¢oziiniirlikli
poliakrilamid jellerde elektroforetik ayrimidir. Daha sonra ise diger genetik
parmak izi teknigi PCR ile ¢ogaltilmis ribozomal DNA fragmentlerinin denatiire
edici jel elektroforezi mikrobiyal ekolojiye tanmitilmistir (Muyzer ve Smalla 1998).

DGGE orijinal olarak 1980’li yillarda nokta mutasyonlarini tespit etmek
amactyla gelistirilmistir. Mikrobiyal kommunitelerin analizlerinde ilk kullanimi
ise 1990 baslarinda olmustur (Muyzer ve ark.1993).

Teknik ayni veya benzer uzunlukta olan fakat farkli dizilere sahip DNA
fragmentlerini dogrusal olarak azalan bir denatiirant gradientinde elektroforez ile
ayirir. DNA denatiirantlar {ire ve formamid karisimidir. Denatiire edici gradientte
DNA fragmentleri elektriksel alanin etkisi altinda go¢ eder. Fragment gradientte
melting pozisyonuna ulastiginda fragmentin hareketi hizlica yavaglar.
Fragmentlerin denatlirasyonu “melting domains” denilen ayrimi gergeklestirir.
Melting domains identik denatiirasyon sicakliginda baz ¢iftlerinin agilmasidir. En
diisiik denatiirasyon sicakligina sahip “melting domain” kendi denatiirasyon
sicakligina (Tm) ulastiginda helikal yap1 kismen denatiire molekiile doniisiir ve
go¢ olayr durur. Domainlerdeki dizi farkliliklar1 denatiirasyon sicakliklarinin
farkli olmasimna sebep olmaktadir. Fragmentlerin dizi farkliliklar1 sayesinde
denatiire edici gradient jellerde farkli pozisyonlarda go¢ olayr sonlanmaktadir. Bu
sayede  bunlarin  ayirmmlarn  DGGE ile ¢ok etkili bir sekilde
gergeklestirilebilmektedir.

DNA fragmentlerinin ayriminda elektroforezin siiresi ve optimum
gradientin belirlenmesi olduk¢a Onemlidir. Elektroforezin optimum siiresini
belirlemek i¢in paralel gardient elektroforezler kullanilirken, optimum gradienti

belirlemek i¢in ise dikey gradient jeller kullanilmaktadir. Paralel gradient jellerde
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denatiirant alttan tiste dogru artmaktadir. Dikey jeller denatiirantin elektroforez
boyunca soldan saga dogru arttig1 bir sistemdir (Muyzer ve Smalla 1998).

DGGE tekniginde, fragmentin tamamen denatiirasyonunu onlemek ig¢in
PCR’ da primerlerden birinin 5° ucuna GC kelepge yani GC zengin dizi
eklenmistir. GC zengin kelepgeler genellikle 20-40 bazdan olusmaktadir. En ¢ok
kullanilan GC kelepgelerden birisi Muyzer ve arkadaglari tarafindan
olusturulandir: 5'-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GTC CCG CCG ccC
CCG CCC G-3'. Bu kelepge pek ¢ok uygulama i¢in uygundur. Bununla birlikte
birkag¢ tane daha GC kelepce vardir. Bu kelepgeler melting 6zellikleri agisindan
farklilik gostermektedir ve bu ylizden 6zel sartlar i¢in uygundur (Muyzer ve ark.
2004). Alternatif GC kelepgeleri olarak adlandirilan kimyasal kelepgelerde
mevcuttur ve psoralane gibi fotoaktif bilesikler primerin 5’sonuna her iki DNA
ipligine kovalent olarak baglanir. Kimyasal GC kelepgesi her iki primerinde ayni
uzunluga sahip olmasimi sagladigindan dolay1r bir avantaji olsa bile DGGE
bantlarinin yeniden ¢ogaltim asamasinda direk olarak bantlarin kullanilamamasi
dezavantajidir (Muyzer ve Smalla 1998).

DGGE’de DNA bantlarin1 goriintiilemek i¢in etidyum bromid ve SYBR
Green I kullanilmaktadir. SYBR Green’in etidyum bromid gore avantaji arka plan
boyamasinin olmamasidir. Gliimiis boyama ise SYBR Green I’e gore daha
hassastir ( Muyzer ve Smalla 1998).

DGGE yontemi kiiltiirlerin zenginlestirme ve izolasyonlarinin incelenmesi,
rRNA operon mikroheterojenitelerinin belirlenmesi, farkli DNA ekstraksiyon
protokollerinin karsilagtirilmasi, PCR ve klonlamadaki hatalar1 belirlemek, klon
kiitliphanelerinin taranmasi, komiiniteyi profillendirmek, mikrobial komiiniteler
igerisindeki populasyon dinamiklerini ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

DGGE yonteminin kullanilabilirliginin ~ yaninda sinirlamalart  da
bulunmaktadir. Smirlamalardan bir tanesi sadece 500 baz cifti kadar kiigiik
fragmentleri  aymrabilmesidir.  Ayrica dizi  gesitliligine ragmen DNA
fragmentlerinin ayrimi1 her zaman miimkiin olmamaktadir. Ciinkii DNA
fragmentleri arasinda benzer melting noktasina sahip diziler olabilmektedir. Bazi
bakterilerin genomlarinda ¢oklu gen kopyalarmin varhigit 16 S rRNA' da dizi

heterojeniteleri olusturmaktadir. Ayrica ¢ok sayida farkli bakteriyel populasyon
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iceren habitatlardan elde edilen DNA patternleri bir smear goriintiisii
olusturabilmektedir (Muyzer ve ark. 2004).

16 S rRNA ‘nin farkli bolgelerinin kullanilmasi ve farkli DGGE kosullar1
ayrimda farkli ¢Oziiniirliiklerde sonuglanabilmektedir. DNA fragmentlerinin
birlikte gocii bantlardan temiz diziler elde edilmesinde problem yaratmaktadir

(Muyzer ve Smalla 1998).

1.9.2. Fluoresan in situ hibridizasyon (FISH)

Homolog niikleik asit dizileri, o&zellikle ribozomal RNA (rRNA)
molekiilleri ve kodlayan genlerin, karsilagtirmali analizi mikrobiyal sistematige
bakis agisin1 degistirmistir. Dizi bilgisinin genis veri tabalar1 mevcuttur ve bugiin
rRNA gen fragmentleri kiiltiire almaksizin elde edilmektedir. Filogenetik boyama
olarak ilk uygulama 1989°da gergeklestirilmistir ve o tarihten bu yana floresan
etiketli rRNA hedefli oligoniikleotid problar bireysel bakteri hiicrelerinin
dogrudan, kiiltiir-bagimsiz tanimlanmalari i¢in ortak bir arag haline gelmistir.

Tipik FISH protokolii 4 basamaktir: Ornegin fiksasyonu ve
permeabilizasyonu, hibridizasyon, baglanmamis problarin uzaklastirilmasi igin
yikama ve etiketli hiicrelerin mikroskobi veya flowsitometri ile tespiti.

FISH ‘te kullanilan oligoniikleotid problar genellikle 15 ile 30 niikleotid
uzunlugunda ve 5'-ucuna tek bir floresan boya molekiilii kovalent baglanmstir.
Yaygin floroforlar fluoresein, tetrametilrhodamine, Texas kirmizisi ve Cy 3,Cy 5
gibi karbosiyaninleri icermektedir.Karbosiyanin boyalar yontemin duyarliliginm
genis Ol¢iide arttirmistir (Amann ve ark.,2001).

FISH i¢in kullanilan tek etiketli oligoniikleotid problar diisiik ribozom
icerikli hiicreler i¢in diisiik sinyal yogunlugunda yetersiz kalmaktadir. Oligotrofik
ortamlarda FISH belirleme verimliligi genellikle oldukga diisiiktiir. Bu sistemler
icin yaban turbu peroksidazi etiketli oligoniikleotid problar ve tyramid sinyal
¢ogalimindan yararlanilan (CARD)- FISH mikrobiyal topluluk iyelerini
yakalamak i¢in en tercih edilen yontemdir (Wagner ve Haider, 2012).

Diger bir sinirlama tiim bakteriyal ve arkeal hiicreler standart fiksasyon

protokolleri ile oligoniikleotid problara gegirgenlik gostermeyebilir. Kiiltiire
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alinmamis prokaryotlar i¢in rRNA hedefli problarin 6zel hibridizasyon ve yikama
kosullar1 tam olarak tespit edilememesi bir baska sinirlamadir. Diger sinirlamalar
ise niikleik asit problar i¢in hedef molekiil olarak rRNA’dan yararlanilmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu molekiiliin mutasyon orani nispeten diisiik oldugundan
genellikle prokaryot tiirlin strainleri arasinda ayrim yapan hedef bolgelere sahip
degildir (Wagner ve ark., 2003).

rRNA hedefli FISH teknikleri siirekli olarak gelistirilmektedir ve hiicre
gecirgenligini arttiran, prob hedef bolgelerine erisilebilirlik, prob 6zgiilliigii sinyal
yogunlugu ve benzeri 6nemli iyilestirmeler yapilmistir. FISH ile ilgili arastirma
alanindaki ikinci hizla gelisme rRNA-FISH ile spesifik genler veya mRNA
molekiillerinin varligi, spesifik metabolik aktivitesi ve Onemli g¢evresel
parametrelerle ilgili ek bilgiler saglayan diger tekniklerin kombinasyonudur. Bu
amagla rRNA-FISH veya CARDFISH c¢esitli FISH teknikleri ve boyama
prosediirleri ile hem de mikrootoradyografi, mikro elektrot 6lgiimleri, Raman

mikrospektroskopi ve NanoSIMS ile birlestirilmistir (Wagner ve Haider, 2012).

Floresan in situ Hibridizasyon (FISH)
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Sekil 1.8 FISH akis semas1 (http://www.biovisible. com/indexRD.php?page=fish)
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamlan besiyerleri

%2 MGM(Modifiye gelistirme medyum)

%30’1luk tuzlu su ¢ozeltisi........................ 66.64 ml
Safsu....oooi 900 ml
Pepton.....cooeeiii S5gr
Maya OZUth. ..o, 1gr

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, 2009).

%3 MGM(Modifiye gelistirme medyum)

%30’1luk tuzlu su ¢ozeltisi..................e.eee. 99.96 ml
Saf SU..coei 867.64ml
Pepton........cooviiiiiiii Sgr
Maya 0zUtH. ...ooveeeiii i, lgr

Coziinilinceye 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, 2009).

%5 MGM(Modifiye gelistirme medyum)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi........................ 166.6 ml
Saf SU...oiiiiii 800.4ml
Pepton.....oooviii 5gr
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Maya OZUtl. . ...evveeeiei e, 1or

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 sterilize edilir (Dyall-Smith, 2009).

%10 MGM (Modifiye gelistirme medyum)

%30’1luk tuzlu su ¢ozeltisi........................ 333.2ml
Saf SU. .o 633.8ml
Pepton......cooovviiiii S5qr
Maya 0ZUth. ..o, 1gr

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, 2009).

%12 MGM (Modifiye gelistirme medyum)

%30’1luk tuzlu su ¢ozeltisi..............ceuvennn.. 400 ml
Saf SU. .o 567 ml
Pepton.......coooiiiii Sgr
Maya 0zUtH. ...ooveeeiiii lgr

Coziinilinceye 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, 2009).

Alkalin nutrient agar

Nutrient agar besiyeri hazirlanir. Sterilizasyondan sonra pH 9.7’ye ayarlamak i¢in

1/10 oraninda 1M Na-sesquicarbonate soliisyonu eklenir.

Na-sesquicarbonate soliisyonu: NaHCOz ..., 4.2 9r
Na>COs anhydrous..............cooeivinnn.n. 53gr
Distile SU........oooiiiiiiiii 100 ml

(DSMZ: List of recommended media for microorganisms 31)
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Horikoshi I besiyeri

GlUKOZ. ..o 10 gr
Polypepton.........ccooiiiiiiiiiiiiii, Segr
Yeast eXtract.....c.cvvvniiiiiiiiiiiiiiiiie Sgr
KoHPOg. .o 1 gr
MQSO4.7TH20. ..., 0.2 gr
Na2CO3. . 10 gr
AQAT. . o 20 gr
Horikoshi Il besiyeri
Coziilebilir nisasta.........cccooeeveiiiniiinienn.. 10 gr
Polypepton.........ccoovviiiiiiiiii, Sgr
Yeast eXtract......covvuiiiiiiiiiiiiiiiie Sgr
KoHPOg. .o 1 gr
MQSO4.7TH20. ..., 0.2 gr
Na2CO3. .o 10 gr
AQAr. . i 20 gr
Nisasta-kazein agar
BT 1] - F 10 gr
Kazein.......oooooiiiiiii e, 0.3 gr
KNO3. i 2 gr
NaCl.....ooo 2 gr
KoHPOg.. oo 2 gr
MQSO4.7TH20. ... 0.05 gr
FeSO4TH20. ... 0.01 gr
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K2HPOg4 ayr olarak hazirlanir ve otoklavlanarak steril edildikten sonra besiyerine

ilave edilir. Ayrica 50’ser ng/ml siklohekzimid ve nistatin ilave edilir.

Aktinomiset izolasyon agar

L-asparagine...........cooeeieiiniiiiiniiiiaieanenn. 0.1 gr

KoHPO4. oo 05 g

FESO4. e, 0.001 gr
MOSO4 .. 0.1 gr
Sodyum kazeinat................cooeiiiiiiiiiiiiiinn, 2 gr
Na(CoHsCOO)....cviiiii e 4 or
5 ml gliserol iceren 1000 ml distile suda ¢oziiliir.
Gauze agar
KoHPOg. .o, 0.5 gr
MOSO4. e 7 gr
KNO3. o 1 gr
NACl. .. 0.5 gr
FESO4.2H20. ... 0.01 gr
Nalidixic acid........ooovviiiiiiiiiiiiieeea 10 pg
Gliserol yeast extrackt
GlSerol......oooii 5ml
Yeast Exract........oooviiiiiiiiiiiiii e 2 gr
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2.1.2. Cahismada kullanilan ¢ozeltiler

%30 Deniz suyu (SW)) (g/)
NaBr..oo e 078 OF

HNaCO3 ..o 202201
CaCla o e2.0.868 QP
MQgSO4.7H20. ... D9.39 OF
MQCI2.6H20. ... 4148
NaCl.ooiiii e 234 OF

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

TAE 50X (bir litre icin)

TriS DaSC. . cvveiii e 242 gr

ASEHK ASTE. ettt e, 57.1ml
EDTA(OSMPH8).ouvoviiiiiiiiiiieeeen, 100 ml

Distile su ile 1 litreye tamamlanir, pH 8’e ayarlanarak oda sicakliginda saklanir
(Sambrook ve ark. 1989).

TBE 5X

TriS base....cvvineiii i 54 gr

Borik asit........ccooviiiiii e 27.5gr

EDTA (0.5 MPH8)...veeeeeeeeeeeeeeeee.20ml
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Distile su ile 1 litreye tamamlanir, pH 8’e ayarlanarak oda sicakliginda saklanir

(Sambrook ve ark. 1989).

PBS 10X

NaCleoo 80 gr
NaH2PO4 7TH20. ..o, 11.5¢r
KClL o, 29r
KH2PO4. o, 29r

Distile su ile 1 litreye tamamlanir, pH 7.2° ¢ ayarlanir, 121 ‘C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir ve oda sicakliginda saklanir (Sambrook ve ark.

1989).

Elektroforez i¢in yiikleme tamponu (6X)
Ksilensiyanol.. ..o %0.25
Bromofenol blue ......................... %0.25
GLSErol.....cviii i %30

Oda sicakliginda saklanir (Sambrook ve ark. 1989).

%10 SDS solusyonu
Sodyumdodesilsiilfat (SDS)........................ 10 gr
Distile SU...viiniiiiii 100 ml

Hazirlandiktan sonra oda sicakliginda saklanir (Sambrook ve ark. 1989).
In situ hibridizasyon tamponu
NaCl (5M).oiiiiiiiiiiicccee e, 360 pl

THIS-HCT (1 M).vveoveeoe e 40 il

Formamide.................coooiiiii 700 pl
10010 2] 900 pl
SDS (%10). . 2ul

Hazirlanip buz iizerinde korunur (Anton 1999).
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FISH icin yikama tamponu

TriS-HCL (I M PH 8).veoveeeeeeeeeeeeeeeel 1ml
NACL (5 M. 700 pl
EDTA (0.5 M), 500 pl

mQ su ile 50 mI’ye tamamlanir (Anton 1999).
%80’lik DGGE stok solusyonu

L0 13.45gr
Deiyonize Formamid.............................. 12.8 ml
Akrilamid/Bisakrilamid (%30)...........c......... 8 ml
TAE (20X). e e 2 ml

mQ su ile 30 ml’ye tamamlanir. Buzdolabinda 4°C’de saklanir (Muyzer, 1999).
%0’k DGGE stok solusyonu
Akrilamid/Bisakrilamid (%30)..................... 8 ml

TAE (20X)- e, 2 ml

mQ su ile 30 ml’ye tamamlanir. Buzdolabinda 4 °C’de saklanir (Muyzer, 1999).
%10 Amonyum persiilfat solusyonu

Amonyum persiilfat...................oo 10 gr
Distile SU.....oeiiiii i 100 ml

Hazirlandiktan sonra kiiciik hacimler halinde ependorflara paylastirilarak -20
°C’de saklanir (Muyzer, 1999).

Total niikleik asit ekstraksiyonu icin ekstraksiyon buffer

100 MM Tris-HCL.......ooooviiiiiien 0.7880 gr

100 mM EDTA........., 1.5760 gr

mQ su ile 100ml’ye tamamlanir ve ph 8.0’a ayarlanir.
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2.1.3. Calismada kullanilan primerler ve problar

Cizelge 2.1. Calismada Kullanilan Primerler ve Problar

PRIMER BAZ DiZiLiMi SPESIFITESI
27F AGAGTTTGATCATGGCTCAG Bacteria
21F TTCCGGTTGATCCTGCCGGA Archaea

1492R GGTTACCTTGTTACGACTT Universal
907 R CCGTCAATTCMTTTGAGTTT Universal
344F ACG GGG CGC AGC AGG CGC GA Archaea
341F CCT ACG GGA GGC AGC AG Bacteria
341F-GC CGC CCG CCG CGC cccec GeG ccce Bacteria
GTC CCG CCG CCC CccG cce G ccT
ACG GGA GGC AGC AG
344F-GC CGC CCG CCG CGC ccceC GeG ccce Archaea
GTC CCG CCG CCC CCG cccC G ACG
GGG CGC AGC AGG CGC GA
907R-GC CGC CCG CCG CGC CCC GCG CccC Evrensel
GTC CCG CCG CCC CCG CCC G CCG
TCAATTCCTTTGAGTTT
PROB ADI PROB DiZziSi SPESIFITESI
Eub338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT Bacteria
Arc 915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT Archaea
Arc 344 TCGCGCCTGCTGCICCCCGT Archaea
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2.2. Metod

2.2.1. Orneklerin toplanmasi

Calismada kullanilan su 6rnekleri Van Golii kiyisinin farkli bolgelerinden

farkli zamanlarda alinmistir.

Cizelge 2.2. Ornekleme bolgeleri ve alinis tarihleri

ORNEKLEME BOLGELERI ALINIS TARIHI
Merkez 20.06.2012

Tatvan 25.06.2012-27.02.2013
Ahlat 24.06.2012

Edremit 14.11.2012-20.02.2013

Sekil 2.1. Van Golii 6rnekleme bolgeleri
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2.2.2. Orneklerdeki toplam tuz degerinin, pH’iIn ve kimyasal 6zelliklerin

belirlenmesi

Orneklerin tuz degeri el refraktometresi (Eclipse), pH’1 ise pH metre
(Mettler Toledo) ile 6l¢iilmiistiir. Su 6rneklerinin igerdigi bazi elementler Anadolu
Universitesi Bitki Ilag ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi (BIBAM) biinyesindeki
ICP (Perkin Elmer Optical Emission Spectrometer Optima 4300 DV) cihazi ile

belirlenmistir.

2.2.3. Mikroskobik inceleme

Mikroorganizmalarin  gram  boyamalart Dussault (1965)’a  gore

gerceklestirilmistir.

2.2 4. Kiiltiire alma

Su orneklerinden alkalifilik mikroorganizmalart kiiltiire edebilmek icin
farkli besiyerleri kullanilmistir. Her bir su 6rneginden ayr1 ayr1 50’ser ve 100°er pl
%2 MGM, %3 MGM, %5 MGM, %10 MGM, %12 MGM, Alkalin nutrient agar,
Horikoshi I ve II medium, Nisasta kazein agar, aktinomiset izolasyon besiyeri,
Gauze agar ve gliserol yeast ekstrakt agar kati besi ortamlarmma yayma ekim
yapilmustir. Ayrica su Orneklerinden 1’er ml alinarak %2 MGM, %3 MGM, %5
MGM, %10 MGM, %12 MGM, Horikoshi I ve II siv1 besiyerlerine ekilerek
37°C’de calkalamali etiivde inkiibasyona alinmistir. 4-15 giinliikk inkiibasyon
sonucu olusan koloniler alinip ¢izgi ekimler yapilarak saf kiiltiir haline
getirilmistir ve saf haldeki kiiltiirler % 15 lik gliserol stoklar1 igerisinde -85°C’de

muhafaza edilmektedir.
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2.2.5. Mikroorganizmalarim Tanimlanmasi

Kiiltiir bagimh yontemler

Polimeraz zincir reaksiyonu

16S rRNA’min PCR ile ¢ogaltilmas1 i¢cin izolatlardan DNA
ekstraksiyonu

Calismada PCR reaksiyonlarinda kalip DNA olarak kullanilmak {izere
ekim yaptigimiz besiyerleri iizerinde gelisen kiiltiirlerden tek koloni alinarak 200
ul steril distile su iginde iyice karistirilarak reslispanse edilmis ve 100°C’ye
ayalanmis su banyosunda 5—10 dk bekletilerek hiicrelerin lize olmasi saglanmaistir.
Daha sonra 10000 rpm’de santrifiij yapilmis ve siipernatant steril bir ependorfa
alinarak template olarak kullanilmak iizere -20’de muhafaza edilmistir. (Mutlu,
2006).

Ayrica izolatlardan genomik DNA izolasyonu i¢in Zymo ZR
Fungal/Bacterial DNA kiti kullanilmistir. Kit protokoliinde bazi degisiklikler
gerceklestirilerek islem gerceklestirilmistir. Protokole gore; 200 pl steril distile su
icinde reslispanse edilmis bakteriyel hiicreler 6zel bir lizis tiipe aktarilmistir. Tiipe
750 ul lizis soliisyonu eklenmistir. Bead beater yerine calkalayicida 20 dakika
yiiksek hizda muamele edilmistir. Ozel lizis tiip mikrosantrifiijde 10.000 g’de 1
dakika santrifiij edilmistir. 400 pl siipernatant toplama tiipiine yerlestirilmis olan
filtreye aktarilmis ve 7.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Bu asamada elde
edilen filtrata 1200 ul Fungal/Bacterial DNA baglayici soliisyon eklenmistir. Bu
karisimdan 800 pl toplama tiipiine yerlestirilmis olan kolonuna aktarilims ve
10.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Toplama tiipli bosaltilmis ve kalan
karisim da kolona aktarilarak islem tekrar edilmistir. Yeni bir toplama tiipiine
yerlestirilen kolona 200 ul DNA 6n yikama soliisyonu eklenerek 10.000 g’de 1
dakika santrifiij edilmistir. Ardindan 500 pl Fungal/Bacterial DNA yikama
soliisyonu eklenmis ve 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Kolon 1.5 ml hacimli temiz bir mikrosantrifiij tliptine alinmis ve 100 ul DNA
elution buffer eklenerek 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edildikten sonra
kullanima hazir ultra saf DNA elde edilmistir.
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Sekil 2.2. Zymo ZR Fungal/Bacterial DNA kit ile ekstraksiyon islem basamaklari
PCR ile 16S r RNA geninin cogaltilmas1 ve izolatlarin ait oldugu
domainin belirlenmesi
Bunun i¢in farkli morfolojilerde izolatlar secilmistir. Archaea ve Bacteria
domainlerinin tespiti i¢in Archaea ve bacteria spesifik primerler kullanilarak PCR
reaksiyonu kurulmustur.
PCR reaksiyonu kurmak i¢in ileri primer olarak bacteria i¢in 27F Archaea
icin 21F, geri primer olarak ise hem Archaea hem bacteria icin 1492R, template
ve Biolabs OneTag® Quick-Load®2X Master Mix (M0486S), Fideli Taq 2X

Master Mix ve bilesenlerinden hazirlanan PZR karigimi kullanilmusgtir.
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PCR karigiminin hazirlanist su sekildedir;

Cizelge 2.3. PCR reaksiyonu kurulmasi

ICERIK 30 Reaksiyon i¢in
Buffer (10 X) 150 ul

dNTP mix 30 ul

MgCl, 45 ul

Ileri primer (10 uM) 30 ul

Geri primer (10 uM) 30 ul

Taq polimeraz 6 ul

Distile su 1180 ul

PCR tiiplerine son hacim 25 pl olacak sekilde 24 pl PCR karigimi ve 1 pl
template ilave edilerek reaksiyonlar kurulmustur.

1X OneTag Quick-Load Master Mix ile PZR karisiminin hazirlanmasi ve
Fidelitag Master Mix ile PZR karisiminin hazirlanmasi1 Cizelge 2.4 ve Cizelge

2.5’te verilmistir.
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Cizelge 2.4. 1X OneTaq Quick-Load Master Mix ile PZR reaksiyonu kurulmasi

ICERIK 25 ul reaksiyon | 50 ul | Final
reaksiyon Konsantrasyon

OneTaq Quick-Load | 12.5 ul 25 ul 1X

2X Master Mix with

Standard Buffer

10 uM Forward 0.5 ul 1 ul 0.2 uM

Primer

10 puM  Reverse | 0.5 ul 1 pl 0.2 uM

Primer

Template DNA Degisken degisken <1,000 ng

Nuclease-Free Water

25 pl’ye kadar

50 pl’ye kadar

Cizelge 2.5.: Fidelitag Master Mix ile Reaksiyon Kurulmasi

ICERIK 25 pul reaksiyon | 50 ul reaksiyon Final
Konsantrasyon

Fidelitag 2X Master | 12.5 pl 25 ul 1X

Mix

10 uM Forward 0.25-2.5 ul 0.5-5.0 ul 0.1-1.0uM

Primer

10 uM Reverse 0.25-2.5 ul 0.5-5.0 ul 0.1-1.0uM

Primer

Template DNA >1ul >1ul <500 ng

Su (PCR i¢in uygun) | 25 ul’ye kadar | 50 pl’ye kadar
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Bacteria ve Archaea tiyelerinin 16 S r RNA amplifikasyonu i¢in Bacter 50
programi kullanilmisir.

Bacter 50 programi reaksiyon sartlar1 asagidaki gibidir;

94°C.iiiiii, 3 dakika (Denatlirasyon)
L O 30 saniye
S55°Caiiii, 1 dakika 30 dongti
T2°Coiiiiiiiiiia, 1 dakika
T2°Coiiiiiiiiiia, 10 dakika
A°Ciiiiiii Siiresiz

Reaksiyonlar i¢in Techne ve Bio Rad Thermal Cycler kullanilmustir.

Tiim ¢aligmalarda hem pozitif hemde negatif kontrol reaksiyonlar1 hazirlanmistir.
Pozitif kontroller Archaea veya bacteria oldugu bilinen 6rneklerle hazirlanmistir.
Negatif kontroller ise DNA igermeyen reaksiyon karigimlari ile olusturulmustur.
Elde edilen PCR iiriinleri %1 lik agaroz jele 1X’lik TAE (Tris-Asetik asit-EDTA)
tamponu i¢inde 5V/cm akim uygulanarak gozlenmistir.

Jelde olusturulan kuyucuklara 5 pl PZR friinii (0.5 pl-4 pl) ylikleme
boyast (Fermentas 6X Loading Dye Solution) ile karistirilarak yardimiyla
yiklenmistir ve olusan {irlin boyutunu saptayabilmek i¢in marker olarak

Fermantas 1kb Plus DNA Ladder kullanilmistir.
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Sekil 2.3. 1 Kb DNA Ladder

PCR iiriinler1 90 V altinda 40 dakika yiriitiilmistiir. DNA’nin jelde
goriiniir hale gelmesi i¢in 0.5 pg/ul konsantrasyondaki etidyum bromiir soliisyonu
icinde 10 dakika bekletildikten sonra 5—-10 dk yikama soliisyonunda bekletilmistir.
Jeller daha sonra 312 nm dalga boyunda UV veren transliiminator (Biolab Uvitec)
ile incelenmis ve fotograflari ¢ekilerek saklanmistir.

Amplifiye edilmis ribozomal DNA restriksiyon analizi (ARDRA)

16S rRNA geni i¢in elde edilen PCR iiriinlerinin restriksiyon analizleri
icin Hinf I enzimi kullanilmustir.

Her bir reaksiyon i¢in 1 pl 5 U enzim, 10 pl PCR iiriinii, 2 pl restriksiyon
enzimine uygun buffer ve 7 pul DNase-RNase icermeyen ultra saf distile su
(Gibco) (20 ul toplam hacim olacak sekilde) kullanilmigtir. Karisim 37 °C’de bir
gece inkiibe edilmistir. Analiz amaciyla 20 pl 6rnek yiikleme boyasi (Fermentas
6X Loading Dye Solution) ile karistirilarak 1X TBE (Tris-Borik asit-EDTA)
tamponu i¢indeki %2 lik agaroz jele yiiklenerek 5 V/em elektrik akimi
uygulanarak 4 saat yiiriitiilmiistir. ARDRA analizinin degerlendirilmesinde 1kb
ve 50 bp (Fermentas Gene RulerTM 50 bp DNA Ladder) markirlar kullanilmastir.
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bp ng/0.5pg %

1000 30 6
900 30 6
800 30 6
700 30 6
600 30 6
500 75 15
400 30 6
300 30 6
250 75 15
200 35 i
150 35 74
100 35 7
50 35 7

2.5% TopVision™ Agarose (#R0491)

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTBE,5V/cm, 1 h

5% polyacrylamide

0.5 pg/lane, 20 cm length gel,
1XTAE, 8 V/cm, 3 h

Sekil 2.4. 50bp ladder
Daha sonra ARDRA sonucuna gore PCR iiriinlerinin kag¢ farkli profil

verdigi saptanmistir ve her bir profile ait Ornekler segilerek dizi analizine
gecilmistir.

PCR iiriinlerinin saflastirilmasi

PCR iiriinlerinin saflastirilmas1 amaciyla Promega Wizard SV jel ve PCR
saflagtirma kiti ve EX0-SAP-IT PCR Clean up Kit kullanilmistir. Deneysel islem
basamaklari kit protokoliine gore gerceklestirilmistir. Promega Wizard SV jel ve
PCR saflastirma kiti igin isleme baslamadan 6nce PCR firiinleri i¢in 6’sar adet
reaksiyon kurulmus ve yaklasik 120 pl PCR iiriinii elde edilmistir. Bu tirtinler %1
lik agaroz jele 1X’lik TAE tamponu i¢inde 90 V altinda 40 dakika yiiriitiilmis ve
daha sonra 312 nm dalga boyunda UV veren transliiminator ile incelenmistir. Kit
protokolii geregi elektroforezi takiben DNA bantlar1 jelden kesilmis ve kesilen jel
parcast 1,5 ml’lik mikrosantrifiijj tiipiine alinmistir. Her 10mg jel parcasi igin 10

ul olacak sekilde membran baglayici soliisyon ilave edilmistir. Vorteksleme
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islemi uygulanmis ve 50-65 °C’de jel tamamen c¢oziiliinceye kadar inkiibe
edilmistir. Toplama tiipiine SV minikolonlar yerlestirilmistir. Coziilmis jel
karisimi minikolona transfer edilmistir ve oda sicaklifinda 1 dakika inkiibe
edilmistir.16.000 g’de 1 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Toplama tiiptindeki
toplanan sivi kisim uzaklagtirllmis ve mini kolon tekrar toplama tiipiine
yerlestirilmistir. Etanol eklenmis membran yikama soliisyonundan 700 pl
eklenmis ve 16.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Toplama tiiplindeki
toplanan sivi kisim uzaklastirilmis ve mini kolon tekrar toplama tlipiine
yerlestirilmistir. Etanol eklenmis membran yikama soliisyonundan 500 pl
eklenmis ve16.000 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Toplama tiipiindeki toplanan
stvi kisim uzaklastirilmis ve mini kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirilmistir.
Bos toplama tiipii ve mini kolon 1 dakika daha etanol kalintilarin1 uzaklastirmak
amaciyla santrifiij edilmistir. Mini  kolon dikkatlice 1,5 ml’lik temiz
mikrosantrifiij tlipline transfer edilmistir.50 ul niikkleaz icermeyen su minikolona
eklenmis ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilmistir. 16.000 g’de 1 dakika
santrifiij edilmis ve minikolon uzaklastirilarak DNA 4 °C veya -20 °C’de
muhafaza edilmistir. Saflastirilan DNA’nin kalitesi agaroz jelde gozlenmis ve
nanodropta Ol¢iilmiistiir.

PCR fiiriinlerinin saflagtirilmasi amaciyla GE Healthcare EXOSAP-IT Kkiti
saflagtirma protokolii kullanilmistir. Bu yontemde eksoniikleaz ve alkalinfosfataz
enzimleri bulunmaktadir. Eksoniikleaz primerleri uzaklagtirmaktadir ve alkalin
fosfataz ise ANTP’leri uzaklastirmaktadir. 10 pl PCR {iriinii ve 4 pl enzim karigimi
(EXO-SAP-IT)karistirilmistir ve 37°C’de thermal cycler’da 15 dakika inkiibe
edilmistir. Ardindan 80°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir. Bu islemlerden sonra

DNA dizi analizi igin hazir hale gelmistir.
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Jel parcgasi veya PCR iiriinti hazirlanir.

Cozlinmiis jel karisimi veya PCR {iriinii yerlestirilen SV
miniklona eklenir.

Santrifiij

Yikama vapilir ve kalan soliisyon santrifiijle uzaklastirilir.

— O g — a{

DNA elde edilir.

Sekil 2.5. Promega Wizard SV jel ve PCR saflagtirma kiti ile saflastirma basamaklar1

PCR iiriinlerinden dizi analizi

Oncelikle kiiltiir halindeki izolatlardan DNA ekstraksiyonu yapilmistir.
Ardindan elde edilen DNA’nin 16S rRNA bdlgesi PCR ile cogaltilmistir ve
ARDRA vyapilarak farkli profiller belirlenmis ve bu profilleri temsil eden 6rnekler
secilerek saflastirilmis ve dizi analizine gidilmistir. PCR f{iriinlerinin baz
diziliminin belirlenmesinde Beckman CEQ 8000 DNA dizi analiz cihazi ve
dizileme islem i¢in Beckman Coulter GenomalLab TM DTCS Quick Start Kiti
kullanilmistir. Beckman dizi analiz kitindeki sartlara uyulmustur.

Dizi Analizi Oncesi PCR
Template................... 2ul
Primer...................... 0.65
1\ S 6 ul
Ultra Saf Su............... 1.35 ul

NOT: PCR tiiplerinin iizerinde buharlagma olmamasi i¢in mineral yagi

kullanilmastir.
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Reaksiyonlar 27F, 907R ve 1492R primerleri kullanilarak ayri ayri
kurulmustur.

Reaksiyon i¢in SEQ programi kullanilmistir. Programin reaksiyon sartlart;

96°C..viiiiiiiiii 20 saniye
S50°C.. i 20 saniye 30 dongii
60°C.niiiiiiiin 4 dakika

Amplifikasyon sonrasi baglanmamis primer ve isaretli dNTP’ lerin
uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Bunun i¢in PCR’dan ¢ikan irlinler steril
ependorflara aktarilirmistir ve her 6rnege 5.5 pl stop soliisyonu eklenmistir. Stop

sollisyonu hazirlanisi;

100mM Na-EDTA(pH:8)............ 20 ul

3M Na-Ac(pH:5.2)..c.cceinininint. 20 pl
Glikojen........cooovevviiiiiinin. 10 pl (-20°C’de)
HoO. oo 50 pl

Uzerine PCR reaksiyonu 10 pl oldugu igin 10 ul manyetik boncuk
(Agencourt Clean SEQ Beckman Coulter) eklenmistir. 15 dk oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Ardindan 55 pl %73’liik izopropanol eklenmis ve 10dk ara ara
karistirtlarak oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra ependorflar manyetik
alana yerlestirilerek 3—5 dk bekletilmistir. Siv1 kisim tlipten uzaklastirilmistir ve
tizerine 200 pul %731k izopropanol eklenmistir. 3dk bekletilmis ve alkoliin
eklenmesi islemi tekrar edilmistir. Alkoliin u¢gmasi i¢in 10-20 dk beklenmis ve
tizerine 40 pl SLS (Sample Loading Solution) eklenerek boncuklarin tam
¢cOziinmesi saglanmistir. (SLS kit soliisyonudur ve igerisinde formamid
bulunmaktadir). DNA boncuklardan ayrilip SLS soliisyonuna ge¢mistir. Sivi
kisimdan 35 pl almip mikroplatelere yiikklenmistir ve Ornekler {izerine
buharlasmay1 onlemek i¢in mineral yag damlatilmigtir. Ayirma plagina buffer
(GenomaLabTM Separation Cozelti 4x30 ml) konulmus ve 6rnek iceren plak

cihaza yerlestirilmigtir. Sistemin c¢alismas1 ig¢in gerekli olan ayirma jeli
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(GenomaLabTM Separation Gel LPAI) ve hazirlanan 6rnekler Beckman CEQ
8000 DNA dizi analiz cihazi kapiller sistemine verilmistir. Beckman CEQ 8000
DNA dizi analiz cihazina ornek isimleri girilerek LFR o modu secilip analiz

baslatilmistir.

Kiiltiir bagimsiz yontemler
Fluoresan in situ hibridizasyon (FISH)

Calismada kullanilan su 6rneklerindeki ve ekim yapilan sivi kiiltiirlerdeki
mikrobiyal igerigi ve toplam bakteri sayisini belirlemek i¢in FISH yontemi
uygulanmigtir.

Fiksasyon: Su orneklerinden ve sivi Kkiiltiirlerden 1’er ml alinarak
ependorflara aktarilmistir ve lizerine ¢eker ocakta 220 ul formaldehit (Fluka)
eklenerek 4 °C’de 1 gece fiksasyon i¢in bekletilmistir. Bu islemden sonra 10 ml
1X PBS eklenerek karisim 0.2 um por g¢apl filtreden gegirilmistir. Filtrenin
yikanmasi amaciyla tekrar 1X 10 ml PBS filtreden gecirilmistir. Sonra filtreler
hibridizasyon islemine kadar muhafaza edilmek tizere -20 °C’de muhafaza
edilmistir.

Hibridizasyon: Bu islem igin oncelikle in situ hibridizasyon buffer
hazirlanmigtir. Filtrelerden parcalar kesilerek 18 pl in situ hibridizasyon buffer ve
hangi prob kullanilacaksa 2 pl prob karigtirilarak lam {izerine yerlestirilmis bu
parga filtrelerin tiim yiizeyine temas edecek sekilde damlatilmistir.

Lamlar hibridizasyon buffer ile 1slatilmis kagit havlu bulunan 50 ml’lik plastik
tiiplere yerlestirilmis ve tiipler yatay sekilde hibridizasyon firmmina (Biometra
OV3) yerlestirilerek 2 saat boyunca 46 “C’de inkiibe edilmistir.

Yikama: Hibridizasyon sonrasi aglanmamis problarin uzaklastirilmasi
icin yikama islemi yapilmustir. Filtrelerin yikanmasi i¢in, 48 “C’lik su banyosunda
beklemekte olan yikama tamponu igerisine filtreler konarak 15 dakika
bekletilmislerdir. Yikama tamponundan ¢ikarilan filtreler kurutulmustur ve DAPI
boyamas1 yapilmistir.

DAPI (4°,6’-diamidino-2-fenilindol-dihidroklorur) Boyama: Kuruyan
filtreler {izerine tlizerine 40 pl DAPI calisma soliisyonu damlatilmis ve 5 dk

bekletilmistir. Bu islem sonras1 dnce %70’lik alkol sonrada su ile 10sn yikanarak
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kurutulmustur. Kurutulan filtreler lama alinarak tizerine 20 pl citifluor
damlatilarak lamel ile kapatilmistir ve 100X luk objektifte epifluoresan
mikroskopta (Leica DM6000B) incelenmistir.

Su oérneklerinden total niikleik asit ekstraksiyonu

Bu islem i¢in su drneklerinden 200 ml 6rnek vakumlu membran filtrasyon
sistemi kullanilarak 0,2 um por ¢apli membran filtreden (Millipore, Isopore
GTTP04700) gecirilmistir. Membran filtreler kiiclik pargalar seklinde kesildikten
sonra ependorfa aktarilmistir. Uzerine 600 pl ekstraksiyon buffer (100mM Tris-
HCI pH:8, 100 mM EDTA) eklenmistir. Kisa bir siire santrifiij edilerek pargalarin
da soliisyonla karisimi saglanmistir. 6 pl (3mg/ml) lizozim eklendikten sonra 15
dakika 37°C’de calkalamali etiivde inkiibe edilmistir. Ardindan tizerine 9 ul
proteinaz K (150mg/ml) ve 60 pl %10’luk SDS eklenerek 40 dakika 37°C’de
calkalamali etiivde inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan 120 pl 5 M NaCl
eklenerek tiip ters diiz edilerek karistirilmis ve 90 ul CTAB (%10 CTAB (Cetil
Trimetil Ammonyum Bromid), 0.7 M NaCl) eklenip tekrar karistirilmistir. 10
dakika 65 °C su banyosunda inkiibe edilmis, inkiibasyon sonrasi sivi azot iginde
1-2 dakika bekletilerek dondurulmus ve tekrar 65 “C’ye konulmustur. Bu islem 3
kez tekrarlandiktan sonra, 900 pl Fenol:Kloroform:isoamilalkol (25:24:1) eklenip
karistirilmis ve 5 dakika 4 °C’de 13.000 rpm de santrifiij edilmistir. Ustteki sivi
faz alindiktan sonra iizerine 1 hacim Fenol:Kloroform:isoamilalkol (25:24:1)
eklenmistir. Bu igleme protein ara fazi indirgeninceye kadar devam edilmistir. 80
ul sodyum asetat (3M, pH 4.8) ve 480 ul isopropanol, 8 ul MgCl> (1M)
eklendikten sonra, 30 dakika 13.000 rpm’ de 4 °C’de santrifiij edilmistir. Pelet
tizerine %70’lik alkol ilave edilmis ve tekrar 15 dakika 13.000 rpm’de 4 “C’de
santrifiij edilmistir. Alkol pipetle uzaklastirildiktan sonra, pelet oda sicakliginda
kurutulmus ve 50 ul dietilpirokarbonat (DEPC)’li su ile resiispanse edilerek, -85
°C’de muhafaza edilmistir.

DGGE (Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi)

16S rRNA geninin amplifikasyonu i¢in uglarinda yaklasik 40 bazlik GC
kuyrugu iceren 6zel primerler kullanilmistir.

Bakteriyal 16S rRNA geninin amplifikasyonu i¢in 341F ve 907R-GC
primerleri, 341F-GC ve 907R primerleri, Archaea 16S rRNA geninin
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amplifikasyonu i¢in 344F ve 907R-GC primerleri ile 344F-GC ve 907R primerleri
kullanilmistir. Reaksiyonda kalip DNA olarak su drneklerinden total niikleik asit
ekstraksiyonu sonucu elde edilen niikleik asitler kullanilmistir.

Amplifikasyon reaksiyonlarinda Bacteria 16S rRNA’s1 i¢in asagidaki

sartlar saglanmistir;
Ik Déngii
94 °C 5 dakika
65 °C 1 dakika
72 °C 3 dakika
9 Dongii (her dongiide primer baglanma sicakligi 1 °C azaltilarak)
94 °C 1 dakika
64 °C (63, 62, 61,....55 °C’e kadar) 1 dakika
72 °C 3 dakika
20 Dongii
94 °C 1 dakika
55 °C 1 dakika
72 °C 3 dakika
Son Dongii
94 °C 1 dakika
55 °C 1 dakika
72 °C 10 dakika

4 °C Stresiz
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Amplifikasyon reaksiyonlarinda Archaea 16S rRNA’s1 i¢in asagidaki

sartlar saglanmistir;
94 °C 5 dakika
29 dongii
94 °C 30 saniye
56 °C 45 saniye
72 °C 2 dakika
1 dongii
94 °C 30 saniye
56 °C 45 saniye
72 °C 7 dakika
4 °C Siiresiz

Tiim reaksiyonlar 50 pl hacimde son konsantrasyonlar1 1.5 mM MgClz, 10
mM Tris-HCI pH 9.0, 50 mM KCI, 200 uM deoksiniikleotidtrifosfatlar (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP), 0.2 uM primerler, 2 unite Taq DNA polimeraz enzimi
olacak sekilde kurulmustur. Her reaksiyon seti ile birlikte hem pozitif hem de
negatif kontrol reaksiyonlari hazirlanmistir.

Bacteria ve Archaea 16S rRNA iiriinleri icin DGGE

Amplifikasyonla c¢ogaltilan iriinlerini analiz etmede denatiire edici
gradient jel elektroforezi kullanilmistir. Denatiire edici gradient jel elektroforezi
icin Ingeny firmasinin IPU-S modelli DGGE sistemi kullanilmistir.

Bu islemde Oncelikle yaklasik 1 mm’lik poliakrilamid jellerin olugsmasini
saglayan diizenegin sizdirmazligr kontrol edilmistir. Daha sonra %0’lik ve
%80’lik DGGE stok solusyonlar1 hazirlanmis ve stok solusyonlarindan denatiire
elektroforez sisteminin olusturulmast icin %30 ve %60’lik soliisyonlar
hazirlanmistir. Gradient olusturucu diizenek yardimiyla solusyonlarin gradient jeli

olusturacak sekilde karistirilmasi saglanmistir. Bu stok soliisyonlarinda denatiirant
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olarak iire ve formamid kullanilmis olup jelin artan konsantrasyonunda iire ve
formamid gradienti olugsmas1 saglanmistir. Sistemde alt kisimda denatiire edici
ajan igeren gardient jeli {ist kisimda denatiirant icermeyen yilikleme jeli yer
almaktadir. Cukur olusmasini saglayan tarak jele yerlestirilerek polimerizasyon
icin 2 saat bekletilmistir. Polimerizasyon sonrasi elektroforez tanki 17 litre 1X
TAE tamponu ile doldurulmus ve tamponun sicakliginin 6rneklerin yiikklenmesine
kadar 55-60 °C’ye yiikselmesi saglanmistir. Polimerizasyon tamamlandiktan
sonra ‘Low Mass DNA Ladder’ ile jele yliklenecek 6rnek miktar1 belirlendikten
sonra 10 pl 6rnek, 3 upl ylikleme boyasi ile karistirilarak yiliklenmistir. Tampon
sicakligt 60 °C’ye ulastiginda sisteme 1 gece 5V/em akim uygulanmistir.
Elektroforez sonrasi jel 1 saat etidium bromiir (1 pg/ml) ile boyandiktan sonra
distile su ile 1 saat yikanmis ve UV 15181 ile incelenmistir.

Jellerde farkli konumlardaki bantlar UV 15181 altinda steril bisturi
yardimiyla jelden kesilmis ve steril ependorf tiiplerine alinmistir. Uzerine 40 ul
mQ su eklenerek 1 gece 4 °C’de inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon sonrasi suya
gecen DNA, DGGE primerleri ile tekrar amplifiye edilmesi icin kalip olarak
kullanilmistir. (Muyzer ve ark. 1996). Jellerin PCR’lar1 ise son hacmi 25 pl olacak
sekilde GC-clamp i¢ermeyen primerlerden 1’er pl, kalip 1 pl ve 22 pul PCR mix ile
gerceklestirilmistir. Buradan elde edilen iiriinlerin de saflastirilarak dizi analizleri

yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Orneklerdeki Toplam Tuz Degerlerinin ve Iyonik Kompozisyonlarmmn

Belirlenmesi

3.1.1. Orneklerin toplam tuzluluk degerlerinin belirlenmesi

Su orneklerinin el refraktometresi ile yapilan toplam tuzluluk o6lgiim

sonuglar1 Cizelge 3.1 ‘de verilmistir.

Cizelge 3.1. Orneklerin tuzluluk degerleri

ORNEK TUZLULUK (%)
Merkez 01.7

Tatvan 001.8

Ahlat 001.8

Edremit 062

Tatvan 2 001.2

Edremit 2 %61.2

3.1.2. Orneklerin pH degerlerinin belirlenmesi

Su orneklerinin yapilan pH 6l¢tim sonuclar1 Cizelge 3.2 de verilmistir.

Cizelge 3.2. Orneklerin pH degerleri

ORNEK pH

Merkez 9.5

Tatvan 9.8

Ahlat 9.6

Edremit 10.2
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Cizelge 3.2. (Devami) Orneklerin pH degerleri

Edremit 2

9.6

Tatvan 2

9.7

3.1.3. Orneklerin ICP sonuclari

Analizler Perkin Elmer Optical Emission Spectrofotometer Optima 4300

DV cihazi ile gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.3. ICP analiz sonuglari

ORNEK | Na K Ca Mg Mn | Cd Hg

Merkez | 7003 430.4 < 86.25 | < |169.5ppm | 12.07
ppm ppm pPpm ppb

Tatvan 8323 493.1 313ppb |86.81 |< |2354ppbh |<
ppm ppm pPpm

Ahlat 11870 721.2 95ppb |87.26 |< |214ppb <
ppm ppm pPpm

Edremit | 9221 647.1 380pph |87.24 |< |256.4ppbh |<
ppm ppm pPpm

Tatvan 2 | 7279 493.1 202 ppb |78.70 |< |1989ppb |<
ppm ppm ppb

Edremit | 8927 640.5 158 ppb | 83.13 |< [2112ppb |<

2 ppm ppm ppm
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3.2. Mikroskobik inceleme

Izolatlarn  gram boyamalarma gdre gram pozitif ve negatif
mikroorganizma gruplarinin varligi tespit edilmistir. Boyamalar sonucunda uzun
ve kisa basiller, kok seklinde hiicreler gézlemlenmistir. Bu hiicrelere ait sekiller

asagida gosterilmistir.

Sekil 3.1. Gram pozitif kok seklindeki hiicreler

IVERSITESI

Sekil 3.2. Gram negatif uzun basiller seklindeki hiicreler
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Sekil 3.3. Gram negatif kok seklindeki hiicreler

3.3. Su Orneklerinden Archaea ve Bacteria Izolasyonu ve Kiiltiire Ahnmalar

On denemelerde diisiik oranda tuz iceren MGM-AlKalin nutrient agar,
Horikoshi I ve II medium, Nisasta kazein agar, aktinomiset izolasyon besiyeri,
Gauze agar ve gliserol yeast ekstrakt agar besiyerlerinin izolasyon i¢in oldukg¢a
uygun olduklar1 belirlenmis ve bu nedenle ¢alisma boyunca bu besiyerleri ile
izolasyon yapilmistir. Caligma boyunca renk ve koloni morfoloji agisindan farkli
oldugu diisiiniilen 124 adet izolat secilerek bunlar daha detaylica ¢alisiimak iizere
stoklanmislardir. Asagidaki sekillerde farkli renk ve bi¢imli kolonilere sahip bazi

izolatlarin cesitli besiyerindeki goriintiileri verilmistir.
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Sekil 3.4. Edremit ve Tatvan 6rneginden izolatlarin alkalin nutrient agar ve Horikoshl

besiyerindeki goriintiileri

Sekil 3.5. Edremit ve Tatvan 6rneginden izolatlarin Horikoshi I besiyeri ve % 5 MGM ¢ deki

IVERSITESI

goriintiileri
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Sekil 3.6. Tatvan ve merkez 6rneginden izolatlarin Horikoshi II besiyeri ve % 5 MGM ‘deki

goriintiileri

Sekil 3.7. Merkez ve Edremit 6rneginden izolatlarin alkalin nutrien agar ve % 3 MGM ‘deki

gorintiileri
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Sekil 3.8. Tatvan 6rneginden izolatlarin aktinomiset izolasyon agardaki goriintiileri

IVERSITESI

Sekil 3.9. Edremit ve Tatvan 6rneginden izolatlarin nisasta kazein agar ve aktinomiset izolasyon

agardaki goruntiileri
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3.4. Identifikasyon
3.4.1. Niikleik asit analizine dayah testler

16S rRNA geni amplifikasyonu icin izolatlardan DNA ekstraksiyonu

Calismada Van Goli'nden izole edilen mikroorganizmalarin 16S rRNA
geni amplifikasyonlar1 i¢in kullanilan distile su i¢inde homojenizasyon sonrasi
kaynatma esasina dayanan yontemin DNA ekstraksiyonu i¢in yeterli oldugu
goriilmiistiir. Ancak aktinomiset izolasyonu i¢in hazirlanan besiyerlerinden izole
edilen 6rnekler i¢in bu yontem etkili olmadigindan bu 6rneklerden kit kullanilarak
ekstraksiyon yapilmis ve sonug¢ alinmistir.
16S rRNA geninin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile amplifikasyonu
(izolatlarm Archaea —Bacteria ayrimlarinin yapilmasi)

Izolatlarm 16S tRNA genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu ile
amplifikasyonu ve bu sayede Archaea {iyesi mi yoksa Bacteria iiyesi mi
olduklarinin tespiti i¢in yapilan PCR lar sonrasi elde edilen iiriinler %1°lik agaroz
jellerde yiirtitiilmislerdir.

Her 6rnek i¢in hem Archaea hem de Bacteria primer setleri ile PCR
kurulmug ve sadece Archaea iiriinii veya sadece Bacteria iiriinii elde edilerek
oncelikle ornegin Archaea veya Bacteria olup olmadig: tespit edilmigtir. Sekil
3.10 ve Sekil 3.11 Tatvan ve Edremit orneklerinden 1izole edilen kolonilerin
Bacteria spesifik primerler ile gerceklestirilen 16S PCR sonucunda yaklasik 1500
bazlik {iriin veren jel goriintiisii gosterilmistir. Ayni izolatlarin Archaea spesifik
primerler ile gergeklestirilen 16S PCR’inda iiriin elde edilememisir. Sekil 3.12 ise
aktinomiset izolasyonu i¢in hazirlanan besiyerlerinden segilen izolatlar icin
Bacteria spesifik primerler ile gergeklestirilen 16S PCR sonucunda Tatvan 10-28-
31-33-51-59-60-65 ve Edremit 9-24-25-28 no’ lu izolatlardan pozitif sonug elde
edilmistir. Ancak Archaea spesifik primerler ile gergeklestirilen 16S PCR’ inda

irlin elde edilememisir.
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miki-1-2-35:6-7-12-19:20-21-22-23-32-34-35-48-52-58-60-61-62-67-68
12000bp Date : Monday July 16, 2012

1650 bp ¢_|

Sekil 3.10. Tatvan 6rnegi Bacteria spesifik primer setleri ile 16 S PCR jel goriintiisii

€

12000bp ¥~
\

1650 bp =

12000bp 44—

| - R S A R R R S e -

1650 bp

12000bp T =

- e . - —— - e - T e e - - o -
1650 bp j‘

Sekil 3.11. Tatvan ve Edremit 2. Orneklemeler Bacteria spesifik primer setleri ile 16 S PCR jel

goriintlisii
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mrkr-tatvan9-10-12-17-18-20-28-30-31-33-35-36-37-44-46-47-48-49-50-51-53-55-57-58-59-60-61-65

12000bp

1650 bp 4

mrkr-66-68-69-edremitd-13-14-24-25-28-30-32-33-35-40-47-48Date : Thursday March 21, 2013

12000bp

1650 bp

Sekil 3.12. Tatvan ve Edremit drnekleri aktinomiset izolasyon besiyerlerinden Bacteria spesifik

primer setleri ile 16 S PCR jel goriintiisii
16S rRNA geni amplifikasyonu iiriinlerinin enzimatik kesimi (ARDRA)

16S rRNA geni i¢in elde edilen PCR fiiriinlerinin restriksiyon analizleri
icin Hinf I enzimi kullanilmustir.

Restriksiyon kesimleri sonrasi ornekler %2 lik agaroz jele yiiklenerek
yiiriitiilmiistiir. izolatlara ait 16S rRNA iiriinleri i¢in Hinfl enzimi ile kesilerek
olusan farkli profiller belirlenmis ve profillere gére gruplandirma yapilmistir. Bu
gruplandirma sonrast farkli profiller gosteren izolatlarin hangileri oldugu
belirlenerek dizi analizi yapilacak izolatlar secilmistir.

ARDRA sonuglarmma goére Merkez Orneginden 18 izolattan 6, Ahlat
orneginden 17 izolattan 7, Edrremit Orneginden 34 izolattan 12, Tatvan
orneginden 24 izolattan 7 ve aktinomiset izolasyon Dbesiyerleri ve 2.
orneklemelerden 31 izolattan 8 bakteri profili elde edilmistir. Hinf | enzimi ile
gerceklestirilen ARDRA islemi sonrasi farkli profillere ait jel goriintiileri asagida

gosterilmistir.
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m-3-4-5-6-7-9-10-12-13-16-17-20-25-46-43-51-52-63Date : Wednesday June 13, 2012

Sekil 3.13. Van Merkez Bacteria tiriinlerinin Hinf | enzimi ile kesimi
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Sekil 3.14. Van Merkez 6rneklerinden elde edilen Bacteria izolatlarinin Hinf I enzimi ile kesim

sonrasi elde edilen paternlerin restriksiyon kesim haritasi
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Sekil 3.15. Ahlat Bacteria tiriinlerinin Hinf | enzimi ile kesimi

EERIERE

:

2
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@

Sekil 3.16. Ahlat orneklerinden elde edilen Bacteria izolatlarinin Hinf | enzimi ile kesim sonrasi

elde edilen paternlerin restriksiyon kesim haritasi
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mrkr-1-2-3-4-5-8-9-10-11-12-13-15-16-17-18-20-22-22-24

mrkr-25-28-29-30-32-33-35-36-37-39-40-43-44-46Date : Friday January 04, 20

|

:
|
|

PEEE B

r

Sekil 3.18. Edremit 6rneklerinden elde edilen Bacteria izolatlarinin Hinf | enzimi ile kesim sonrasi

elde edilen paternlerin restriksiyon kesim haritasi
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Sekil 3.19. Aktinomiset besi yerinden tatvan ve edremit 2.6rnekleme Bacteria tiriinlerinin Hinf |

enzimi ile kesimi

]

Sekil 3.20. Aktinomiset besi yerinden tatvan ve edremit 2.6rnekleme drneklerinden elde edilen
Bacteria izolatlarinin Hinf | enzimi ile kesim sonrasi elde edilen paternleri

restriksiyon kesim haritasi
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1-2-3-5-6-7-12-17-19-20-21-22-23-32-34-35-48-52-58-60-61-62-6 7-68Date : Friday July 20, 2012

Sekil

S0

400

200

3.21. Tatvan Bacteria uriinlerinin Hinf | enzimi ile kesimi

Sekil 3.22. Tatvan 6rneklerinden elde edilen Bacteria izolatlarimin Hinf | enzimi ile kesim sonrasi

elde edilen paternlerin restriksiyon kesim haritasi
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PCR iiriinlerinden dizi analizi

Kiiltlir haline getirilmis izolatlardan DNA ekstraksiyonu yapilmis ve elde

edilen DNA’nin 16S rRNA geni PCR ile amplifiye edilerek bu iiriinlerin direkt

olarak dizi analizlerinin eldesi yoluna gidilmistir. Beckman CEQ 8000 DNA dizi

analiz cihazi ile bu elde edilen PCR iriinlerinin baz dizilerinin belirlenmesi

amactyla Beckman dizi analiz kitinde Onerilen sartlar ile sonuglar alinmistir.

gergeklestirilmistir

Cizelge 3.4. Merkez profillerinden elde edilen dizi analizi sonuglari

Bunlarin dizi analizler 21F, 27 F, 1492R ve 907R primerleri ile

Izolat Gen Bankasindaki En Yakin % Gen Bankasi
No Temsilcisi Benzerlik Numarasi
M-3 Halomonas sp. 10043 16S ribosomal %98
: EU432575.1
RNA gene, partial sequence (1172/1190)
M-4 Halomonas sp. 1B-559 partial 16S %99
AJ309560.1
rRNA gene (1416/1437)
M-5 Marinobacter excellens strain KMM %99
3809 16S ribosomal RNA, complete (1419/1432)
M-7 Halomonas sp. 15-7 16S ribosomal %99
_ HM598402.1
RNA gene, partial sequence (852/858)
M-49 | Alkalimonas collagenimarina strain %98
AC40 (= JCM 14267, = NCIMB (1424/1456)
_ _ NR_041515.1
14266) 16S ribosomal RNA, partial
sequence
M-51 | Alteromonadales bacterium G-He6 %96
16S ribosomal RNA gene, partial (1156/1209) | EF554905.1
sequence
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/167593975?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAAE8N7A01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_12830497
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_12830497
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/12830497?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J7F33945013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846100?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J7EXX4H701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846100?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J7EXX4H701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200828?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J7EPAMZ7013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/146747266?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAAN416U01R
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Cizelge 3.5. Merkez profillerinden elde edilen izolatlar ve sayilar

IZOLAT SAYI
Halomonas sp. 5
Alkalimonas collagenimarina 3
Alteromonadales bacterium 9
Marinobacter excellens 1

Alteromonadales
bacterium
50%

Marinobacter
excellens

5%\

Halomonas sp.
28%

Alkalimonas
collagenimarina
17%

Sekil 3.23. Merkez 6rneginden elde edilen izolatlarin dagilimini gosteren grafik
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Cizelge 3.6. Tatvan profillerinden elde edilen dizi analizi sonuglari

Izolat Gen Bankasindaki En Yakin . Gen Bankasi
o % Benzerlik
No Temsilcisi Numarasi
T-23 | Alteromonadales bacterium JK1 16S %97
_ _ EF554892.1
ribosomal RNA gene, partial sequence | (1169/1203)
T-32 Halomonas sp. AMP-12 16S %97
_ _ HM104378.1
ribosomal RNA gene, partial sequence | (1145/1178)
T-34 | Staphylococcus epidermidis gene for %97
0
16S rRNA, partial sequence, isolate: AB617572.1
(1166/1198)
T7-3M
T-35 | Bacterial sp. 16S rRNA gene (Lake %98
_ X92134.1
Nakuru isolate 52N3) (1173/1191)
T-52 | Marinobacter mobilis strain B17 16S %95 50214550,
ribosomal RNA gene, partial sequence | (1090/1144) '
T-58 | Vibrio metschnikovii strain F5-1 16S %99
) ) JX409930.1
ribosomal RNA gene, partial sequence (475/477)
T-60 | Gamma proteobacterium E-292 16S %98
) ) FJ764782.1
ribosomal RNA gene, partial sequence | (1159/1187)
T-62 | Uncultured bacterium clone SINI906 %97
0
16S ribosomal RNA gene, partial HM127225.1
(1157/1198)
sequence
2T-6 | Gamma proteobacterium M6-24D 16S %95
_ _ AY730243.1
ribosomal RNA gene, partial sequence (795/833)
2T-30 | Bacillus okhensis strain Kn10-101 16S %98
_ _ NR_043484.1
ribosomal RNA, partial sequence (892/910)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/146747253?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAAUH6MW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/306032381?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAB9G76T01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_328497362
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_328497362
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_328497362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/328497362?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAB4PYW401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1418378?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TABDCKSV01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242347108
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242347108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/242347108?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TABHVKAJ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_406055084
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_406055084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/406055084?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=J7FD3TFD01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225031506?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TABRN7W101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/295878291?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAB09TMC01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/52631941?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAE4R8KZ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343198718?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAEDHH2F01R

@ ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelge 3.6. (Devami) Tatvan profillerinden elde edilen dizi analizi sonuglar1

2T-40 | Bacteroidetes bacterium AKB-K1-255 %88
0
partial 16S rRNA gene, type strain K1- FM179649.2
(712/811)
255T
AT-28 | Uncultured bacterium clone SIN11021 %97
0
16S ribosomal RNA gene, partial HM126688.1
(930/960)
sequence
AT-33 | Rhodococcus sp. P5 16S ribosomal RNA %94 109283601
gene, partial sequence (852/904) '
AT-37 | Dietzia sp. SG-3 gene for 16S rRNA, %98
) AB126693.1
partial sequence (663/675)
AT-46 | Agrococcus jenensis strain 1RN-3D2 %08 EU379252.1
0
16S ribosomal RNA gene, partial
(666/682)
sequence
AT-49 | Rhodococcus sp. A105-53B 16S %97 KC422659.1
ribosomal RNA gene, partial sequence (595/614)
AT-59 | Rhodococcus sp. Dzal5 16S ribosomal %98 JQ977264.1
RNA gene, partial sequence (916/930)
AT-63 | Rhodococcus sp. Dzal5 16S ribosomal %98 JQ977264.1
RNA gene, partial sequence (954/960)
AT-65 | Pseudomonas sp. 1_C16 29 16S %97 EF540457.1
ribosomal RNA gene, partial sequence (653/670)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225936981?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAEK12P701R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_295877754
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_295877754
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_295877754
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/295877754?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAGCK2C2015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/426308916?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAFKAK23015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_47563652
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_47563652
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/47563652?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAFTKDYX01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/166153909?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAFWXMK2015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/450343386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAG0JF7B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/485091074?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAG4VDT4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/485091074?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAG4VDT4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/146166618?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TADKDRUK01R

@ ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelge 3.7. Tatvan profillerinden elde edilen izolatlar ve sayilari

IZOLAT SAYI
Vibrio metschikovii 6
Alteromonadales bacterium 6
Halomonas sp. 1
Staphylococcus epidermidis 2
Bacterial sp. 1
Marinobacter mobilis 1
Gammaproteobacterium 2
Rhodococcus sp. 4
Agrococcus jenensis 1
Dietzia sp. 1
Uncultured bacterium 1
Bacillus okhensis 1
Bacteroidetes bacterium 1
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Uncultured
bacterium
4%

Bacteroidetes
bacterium
4%

Vibrio

Dietzia sp. Bacillus okhensis metschikovii
4% 4% / 21%
Agrococcus /
jenensis \
4%
Rhodococcus sp.
14%

Alteromonadales

Gammaproteobacterium bacterium

% 21%
Mal’inObaCter Halomonas Sp'
mobilis Staphylococcus 3%
4% Bacterial sp. epidermidis
3% 7%
Sekil 3.24. Tatvan 6rneginden elde edilen izolatlarin dagilimini gosteren grafik
Cizelge 3.8. Ahlat profillerinden elde edilen dizi analizi sonuglari
izolat Gen Bankasindaki En Yakin . Gen Bankasi
o % Benzerlik
No Temsilcisi Numarasi
A-9 Pseudomonas sp. AB17 16S
) ) %97
ribosomal RNA gene, partial EF554868.1
(1158/1191)
sequence
A-15 | Uncultured bacterium  clone %93
0
TX4CB_97 16S ribosomal RNA FJ152966.1
) (1024/1100)
gene, partial sequence
A-19 | Halomonas stevensii partial 16S %98
) AM941394.3
rRNA gene, strain T49407 (1159/1187)
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_146747229
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_146747229
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_146747229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/146747229?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAC32BMG01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_202073379
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_202073379
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_202073379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/202073379?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAC8GJDN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312386613?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TABVK5EA01R

IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Cizelge 3.8. ( Devami) Ahlat profillerinden elde edilen dizi analizi sonuglari

A-21 | Marinobacter sp. LNM-5 gene for

%97

16S ribosomal RNA, partial sequence (1154/1184) AB758589.1
A-23 | Gamma proteobacterium E-116 16S %95

ribosomal RNA gene, partial sequence (1129/1186) | F1764790.1

Cizelge 3.9. Ahlat profillerinden elde edilen izolatlar ve sayilar

IZOLAT SAYI
Halomonas stevensii 5
Marinobacter sp. 4
Pseudomonas sp. 4
Uncultured bacterium 2
Gamma proteobacterium 1
Belirlenmemis 2

Gamma Belirlet;memis Halomon_gs

proteobacterium 11% 5“32‘;;93”
0

6% N

Uncultured
bacterium
11%

Pseudomonas sp. Marinobacter sp.
22% 22%

Sekil 3.25. Ahlat 6rneginden elde edilen izolatlarin dagilimini gosteren grafik
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/410067712?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TABZ6YPP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225031514?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TACDPXBT01R

@ ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelge 3.10. Edremit profillerinden elde edilen dizi analizi sonuglar1

izolat

No

Gen Bankasindaki En Yakin

Temsilcisi

% Benzerlik

Gen Bankasi

Numarasi

E-4

Belliella sp. LW3 16S rRNA
gene, strain LW3

%98(1067/1094)

FM956478.1

E-11

Alkalimonas delamerensis strain
:1E1 = CBS391.94 =
DSM18314 = CGMCC16297
16S r >emb|X92130.2|
Alkalimonas delamerensis 16S
rRNA gene, type strain 1E1T

%98(1019/1038)

NR_044879.1

E-20

Alkalimonas delamerensis strain
:1E1 = CBS391.94 =
DSM18314 = CGMCC16297
16S r >emb|X92130.2|
Alkalimonas delamerensis 16S
rRNA gene, type strain 1IE1T

9698(892/914)

NR_044879.1

E-23

Gamma proteobacterium E-116
16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

%95(1129/1186)

FJ764790.1

E-25

Alteromonadales bacterium G-
He6 16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

%98(1012/1032)

EF554905.1

E-36

Gamma proteobacterium O-010
16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

%698(1029/1034)

DQ812540.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220938760?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=THFSFEBY01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206287?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TACWGEZB01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206287?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAD522CY01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_225031514
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_225031514
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_225031514
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225031514?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TACDPXBT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/146747266?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TACSMKDR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110746854?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAD187NF01R

@ ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelge 3.10. (Devami) Edremit profillerinden elde edilen dizi analizi sonuglari

E-39

Alkalimonas delamerensis strain
:1E1 = CBS391.94 =
DSM18314 = CGMCC16297
16S r >emb|X92130.2|
Alkalimonas delamerensis 16S
rRNA gene, type strain 1E1T

%92(616/667)

NR_044879.1

E-40

Alteromonadales bacterium
DN3-1 16S ribosomal RNA

gene, partial sequence

%97(936/966)

FJ838764.1

E-43

Vibrio metschnikovii strain SU1
16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

%98(658/671)

HQ658055.1

2E-21

Vibrio metschnikovii strain SU1
16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

9699(892/901)

HQ658055.1

2E-22

Pseudomonas aeruginosa strain
ARa 16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

%91(508/561)

JX406332.1

2E-32

Planococcus sp. Hh18 16S
ribosomal RNA gene, partial

sequence

%95(718/755)

JX949200.1

2E-52

Uncultured bacterium clone
LSH_B42 16S ribosomal RNA

gene, partial sequence

%97(675/698)

HMS582770.1

AE-9

Pseudomonas sp. BWDY-40
16S ribosomal RNA gene,

partial sequence

%83(760/920)

DQ200853.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343206287?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TADFC78101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/226446498?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TADA9WP101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/317141328?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAGNTDFH015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/317141328?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAF4087X014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/398307814?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAEWJENW01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/422740103?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAESANY601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/301752066?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAF7EE0P014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/75991536?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TADRSMWC01R

@ ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelge 3.10. (Devami) Edremit profillerinden elde edilen dizi analizi sonuglari

AE-24 | Rheinheimera sp. TS-T4 16S KC762310.1
ribosomal RNA gene, partial %97(952/979)
sequence
AE-28 | Pseudomonas sp. Ri83 partial AM905940.1
o %98(987/1005)
16S rRNA gene, strain Ri83

Cizelge 3.11. Edremit profillerinden elde edilen izolatlar ve sayilari

IZOLAT SAYI
Flexibacteraceae bacterium 5
Alteromonadales bacterium 6
Alkalimonas delamerensis 11
Gamma proteobacterium 4
Belirlenmemis 5
Pseudomonas sp. 2
Rehinheimera sp. 2
Planococcus sp. 1
Pseudomonas aeroginosa 1
Vibrio metschikovii 2
Uncultured 1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/481043673?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TADUTEM101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/160357959?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAE04NKB01R
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Vibrio
Pseudomonas

: metschikovii
aeroginosa 5% )
o 3% Uncultured Flexibacteraceae
Rehinheimera 3% bacterium
12%

sp.
Planocosgus sp.
5% \3%\ A\

Pseudomonas sp.

Alteromonadales

506 bacterium
15%
Belirlenmemis
12%

Gamma

proteolbg)gterlum Alkalimonas

0 delamerensis

27%

Sekil 3.26. Edremit 6rneginden elde edilen izolatlarin dagilimini gosteren grafik

Cizelge 3.12. Van golii profillerinden elde edilen izolatlar ve sayilari (Toplam)

IZOLAT SAYI
Halomonas Tiirleri 11
Alkalimonas tiirleri 14
Alteromonadales tiirleri 21
Marinobacter tiirleri 6
Vibrio metschikovii 8
Gamma proteobacterium 7
Pseudomonas tiirleri 7
Rhodococcus sp. 4
Flexibacteraceae bacterium 5
Uncultured 4
Belirlenmemis 7
Digerleri 10
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Digerleri Halomonas

9% Tiirleri
10%

Belirlenmemis
7%
Uncultured

4%_\

Alkalimonas
tiirleri
13%

Flexibacteraceae
bacterium
5%

Rhodococcus sp.
4%

Pseudomonas
tiirleri
7%
Alteromonadales

Gamma _ tiirleri
proteo?g/cterlum Marinobacter 20%
0 Vibrio tiirleri
metschikovii 6%
8%

Sekil 3.27. Van Golii izolatlarin genel dagilimini gosteren grafik

3.5. Mikrobiyal Kommunite Analizleri

3.5.1. Su o6rneklerinden DNA ekstraksiyonu

Van Goli'niin Merkez, Edremit, Ahlat, Tatvan kiyilarindan alinan su

orneklerinden genomik DNA izolasyonu uygun ekstraksiyon yontemi kullanilarak

gergeklestirilmistir.
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Mrkr- edremit-merkez- salda- tatvan- ahlat- edremityeni-tatvan yeni

— —

12000bp ]

Sekil 3.28. Su 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu

12000bp
s

Sekil 3.29. Su 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu

3.5.2. Denatiire edici gradient jel elektroforezi (DGGE)

16S rRNA geninin DGGE analizi i¢cin amplifikasyonu

DGGE analizi i¢in 16S geninin amplifikasyonu sonucu elde edilen
ortalama 500 bazlik 16S PCR firiinleri %1’lik jellerde gézlenmislerdir.

DGGE jeline yiiklemek i¢in yeterli olup olmadigini kontrol etmek icin
Low Mass DNA ladder (invitrogen) esliginde DGGE jeline yiiklenecek drnekler
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%1’ lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. DGGE jeline yiiklenecek PCR {iriin miktar1
400-500 ng olacak sekilde hesaplanmustir.

Denatiire edici gradient jel elektroforez sistemi hazirlanarak 6rneklerdeki
populasyonlarin gesitlilikleri jel profilleri ile belirlenmistir ve belirlenen bu
profillerden bantlar kesilerek re-PCR yapilmis ve elde edilen ortalama 500 bazlik

driinlerin dizi analizleri gergeklestirilmistir

mrkr-ma-ma-ta-ta-aa-aa-sa-sa-mb-mb-th-th-ab-ab-sb-sbDate : Monday November 12, 2012

Sekil 3.30. Su drneklerinden elde edilen DNA’ lardan Archaea ve Bacteria i¢in DGGE-16S PCR

jel gorintiisii
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500 bp

500 bp

500 bp

Sekil 3.31. Su 6rneklerinden elde edilen DNA’ lardan Archaea ve Bacteria icin DGGE-16S PCR

jel goriintiisti
ma-ta-aa-sa-mb-tb-ab-sb-mrkr-m3-m4-m5-m7-m49-m51-123-t32-134-t35-162

coescebee . SN B (D P S e GEm0 S=RP C= OmD Oe=

t58-t60-al-a2-al4-al15-a23-mrkr-al.-s1-s2-s11-s13-s21-s23Date : Wednesday November 21, 2012

Sekil 3.32. DGGE jeline yiiklenecek 16S PCR {iriiniiniin hesaplanmasi igin elde edilen jel

goriintiisti (Su drnekleri ve izolatlardan)
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Sekil 3.33. DGGE jel goriintiisii

Cizelge 3.13: DGGE bantlarindan elde edilen dizi analizi sonuglar1

Izolat Gen Bankasindaki En Yakin ) Gen Bankasi
o % Benzerlik

No Temsilcisi Numarasi

2 Uncultured bacterium clone BBD- GU472295.1
Nov08-1BB-44 16S ribosomal %92 487/528
RNA gene, partial sequence

3 Uncultured bacterium clone 5046 EU644798.1
16S ribosomal RNA gene, partial | %95 497/524
sequence

4 Enterobacter ludwigii strain JF505955.1
KNUC9021 16S ribosomal RNA | %89 483/541
gene, partial sequence

5 Citrobacter sp. P074 16S KC252814.1
ribosomal RNA gene, partial %95 482/509

sequence
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/290564921?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAH4GATE014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/187385053?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAH8NGJU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/339267489?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAHBVP90014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460479543?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=TAHGP1RC01R

@ ANADOLU UNIVERSITESI

Cizelge 3.13. (Devami1) DGGE bantlarindan elde edilen dizi analizi sonuglari

10 Uncultured bacterium clone HM127404.1
SINP1135 16S ribosomal RNA %94 479/512

gene, partial sequence

11 Citrobacter sp. P074 16S KC252814.1
ribosomal RNA gene, partial %095 481/491

sequence

12 Uncultured bacterium clone G13 HQ703536.1
16S ribosomal RNA gene, partial | %99 476/483

sequence

13 Uncultured bacterium clone 209-D KC136915.1
16S ribosomal RNA gene, partial | %92 345/376

sequence

14 Uncultured bacterium DGGE gel EF622424.1
band C-2_Bac_a 16S ribosomal %95 416/440

RNA gene, partial sequence

15 Uncultured bacterium clone D11
16S ribosomal RNA gene, partial | %74 189/256 | JF683447.1

sequence

3.5.3. Floresan in situ hibridizasyon (FISH) ve DAPI (4°,6’-diamidino-2-

fenilindol-dihidroklorur) boyama

Van Goli ornekleme bolgelerinden Bacteria sayimi gergeklestirmek igin
Eub 338, Archaea sayimini gergeklestirmek igin Arc 344 ve Arc 915 problari
kullanilmigtir. Ayrica alfa-beta ve gama proteobacteria varliginin belirlenmesi igin
bunlara 6zgii problar kullanilmigtir. Asagida bu problara ait floresan mikroskobu

goriintiileri ve DAPI ile toplam hiicre sayilar1 verilmistir.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/295878470?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAHVJ5GZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460479543?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=TAHGP1RC01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/321159350?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAJ3BVUH014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/440655094?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAJ74CAT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/156939706?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAJAB6FX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/328494643?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TAH03VTH014

Sekil 3.34. Eub338 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Edremit 6rnegi(isaretlenmis

kivrilmus sekilli hiicreler)

Sekil 3.35. Eub338 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Tatvan (2. 6rnekleme) 6rnegi

IVERSITESI

(Isaretlenmis spiral sekilli bakteri hiicresi)
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Sekil 3.36. Eub338 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Tatvan (2. 6rnekleme) 6rnegi

(fsaretlenmis kok sekilli zincir olusturmus bakteri hiicreleri)

Sekil 3.37. Eub338 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Merkez 6rnegi (Isaretlenmis basil

sekilli bakteri hiicreleri)
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Sekil 3.38. Eub338 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Tatvan &rnegi (Isaretlenmis spiral
sekilli bakteri hiicreleri)

.

Sekil 3.39. Eub338 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Merkez 6rnegi (Isaretlenmis uzun

IVERSITESI

basil sekilli bakteri hiicresi)
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Sekil 3.40. Eub338 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Edremit 6rnegi

Sekil 3.41. Eub338 probu ve DAPI ile FISH islemi uygulanan Edremit 6rnegi
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Cizelge 3.14: DAPI sayim sonuglari

Ornek Toplam DAPI Sayimi/ml
Merkez 4x10°
Ahlat 3x10°
Tatvan 4.2x10%
Edremit 1.9x10®
Tatvan 2. 6rnekleme 3.3x10®
Edremit 2. 6rnekleme 9x10’
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4. TARTISMA SONUC VE ONERILER

1977 yilinda Carl Woose’ un molekiiler ¢alismalarla ortaya koydugu
evrimsel yasam agacinda temsil edilen Bacteria, Archae ve Eucarya domainlerine
bakildiginda alkalifilik mikroorganizmalarin bu 3 domainde de temsilcilerinin
oldugu goriilmektedir. Bu temsilcilerden ekstrem alkalin yani yliksek pH
degerlerine sahip olan ortamlara en iyi uyum saglayan ve en iyi calisilmis
organizmalar1 Bacteria domaininde gérmek miimkiindiir. Bu mikroorganizmalar
pH 9.0-12.0 oldugunda gelisim gosterebilmektedir. Bu organizmalar ¢ogunlukla
notr topraklar, soda golleri gibi ekstrem bazik ve tuzlu ¢evrelerde yasamlarini
stirdiirebilmektedirler.  Alkalifilik mikroorganizmalar biyoteknolojinin bazi
alanlarinda cesitli potansiyel uygulamalara sahiptir.

Van Go6li Diinya’ nin 3. en biiylik kapali ve en biiyilik soda gdlii olmasi
Ozelligine sahiptir. Ayn1 zamanda iilkemizin de en biyiikk golii olmas1 sebebiyle
oldukca stratejik ve onemli bir konumda yer almaktadir. Bu kadar 6nemli bir
deger olmasina ve pek ¢ok dogal giizelligi barindirmasina ragmen mikrobiyolojisi
ile ilgili etkin bir caligma yapilmamistir. Oysa ki bu gol sodali bir g6l olma
ozelligine sahiptir ve pH degeri olduk¢a yiiksektir. Bu yilizden alkalifilik
mikroorganizmalarin olduk¢a yogun oldugu tahmin edilmektedir ve bu
mikroorganizmalarin  belirlemesine  yonelik  literatiirde  bir  ¢aligmaya
rastlanmamistir. Van Goli’ niin bu derece 6nemli bir konumda olmasi ve
benzersiz Ozelliklere sahip olmasi buranin mikrobiyolojik agidan daha detayl
incelenmesi ve buradan bir sekilde yararlanilmasi gerekliligini gostermistir.

Yapilan galismalar bu go6liin hidrokimyasi, jeolojisi, bu géldeki Bacillus
tirlerinin enzim Ozelliklerinin incelenmesi, agir metal kirliliginin, fauna ve
florasinin arastirilmasina yoneliktir. Ozellikle Van Golii havzasi ve bu bdlgenin
jeolojisiyle 1ilgili caligmalarin varligi dikkat cekmektedir. Bu kapsamda Van Goli
kapali havzasinda bulunan maden isletmeleri, endiistriyel hammadde ocaklari,
isletmeye konu olmamis mineralizasyon bdolgeleri, dogal radyasyon kirliligi ve
jeotermal sahalardan kaynaklanan g¢evresel etkiler degerlendirilmistir (Ciftgi ve
ark., 2008). Bunun yani sira g6l sedimentlerinin incelenmesi, g6l suyu dogal

kalitesinin ve agir metal diizeylerinin belirlenmesine yonelik yapilan ¢aligsmalar da
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mevcuttur (Yildiz ve Yener, 2010; Bilgili ve ark.,1995; Oztiirk ve ark, 2005).
Ayrica Van Go6li’ niin iklimsel degisikliklerden nasil etkilendigi de incelenmistir.
Ciinkii Van Golii hicbir dogal veya yapay c¢ikisi bulunmayan kapali bir havza
olma o6zelligi tasimaktadir ve su seviyesi degisimleri tamamen dogal hidrolojik
dongii sonucu meydana gelir ve drenaj havzast herhangi bir iklimsel degisiklikten
etkilenmektedir (Kadioglu ve ark., 1997). Van Goli’ nde prokaryotik
mikroorganizmalar ozellikle de alkalifiller ile ilgili calismalara baktigimizda
neredeyse yok denecek kadar azdir.

Calisma kapsaminda Van Golii kiyisindan Merkez, Tatvan, Tatvan 2.
ornekleme bolgesi, Ahlat, Edremit, Edremit 2. 6rnekleme bdlgelerinden alinan
orneklerin pH degerleri sirasiyla 9.5, 9.8, 9.7, 9.6, 10.2, 9.6 olarak belirlenirken %
tuz degerleri %1.7, %1.8, %1.2, %1.8, %2, %1.2 olarak belirlenmistir. Su
orneklerinin igerdigi bazi elementlerin belirlenmesine yonelik ICP analizlerinde
dominant elementin Na® oldugu belirlenmistir. Van Golii’nde prokaryotik
mikroorganizmalar 6zellikle de alkalifiller ile ilgili ¢aligmalara baktigimizda Van
Goli'nden izole edilen alkalifilik Bacillus tiirlerinin ekstraseliilar protein
profillerini bilgisayar analiziyle tanimlamaya yonelik calisma yapilmistir (Berber
ve Yenidiinya, 2004). Van G6li’ nden izole edilen alkalifilik Bacillus sp. VA-24
susunun trettii a-amilaz enziminin molekiiler agirligi, sicaklik ve pH optimumu
tizerine galisma gergeklestirilmstir (Coskun, 2010). Van G6li’ ndeki prokaryotik
organizmalar lizerine gergeklestirilen en kapsamli ¢aligma golden elde edilen
mikrobiolitlerde bakteriyel c¢esitliligi belirlemeye yonelik arastirmalar ile
gergeklestirilmistir. Bu ¢alismanin bir pargasi olan 16S rDNA amplifikasyonu
temelli molekiiler ¢esitlilik calismalar1 Alfa-, Beta- ve Gammaproteobacteria’ ya,
Cyanobacteria’ya,  Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides  (CFB) grubuna,
Actinobacteria ve Firmicutes’ e bagli bakteriyel irklarin varligi ortaya ¢ikmigtir
(Lopez-Garcia ve ark. 2005).

Alkalin ortamlardan Turkana Goli, Mono Golii, Biiyiikk Soda Golii, ve
Lonar Golii pH degerleri Van Golii 6rnekleme bolgelerinin pH degerleri ile
benzerlik gostermektedir. Ayrica lilkemizdeki bir diger sodali g6l olan Salda Goli
de 8-10 arasinda degisen pH degeriyle 6rnekleme bolgelerinin pH degerlerine

benzerlik gostermektedir.
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Calismamiz kapsaminda su orneklerindeki alkalifilik mikroorganizmalarin
izolasyonuna yonelik kullanilan besiyerlerinden c¢ogunlukla Horikoshi 1,
Horikoshi 11, alkalin nutrient agar, %2-3-5 MGM ve aktinomiset izolasyon agar
besiyerlerinde iiremenin gergeklestigi belirlenmistir. Bu besiyerlerinin ¢ogunun
igerisinde sodyum karbonat ve sodyum bikarbonat bulunmaktadir. Ayrica
besiyerlerinin pH degerleri Van Golii kiyisindan 6rnekleme yaptigimiz bolgelerle
ortiistiiglinden bu besiyerlerinde gelisimin ve ¢esitliligin - yogun oldugu
belirlenmistir. Ayrica yapilan tuzluluk 6lgiimleri sonucu 6rnekleme bolgelerinin
tuzluluk degerlerinin %1 ile %2 arasinda oldugu belirlenmistir. Besiyerlerinden
ise ornekleme alanlariyla benzer 6zellik gosteren %2 ve %3 MGM besiyerlerinde
yogun gelisim gOriilmistir. %5 MGM besiyerinde ise tuza toleransh
mikroorganizmalarin gelisim gosterdigi diistiniilmektedir. %10, %12 MGM
besiyerlerinin tuz igerigi yiiksek oldugundan bu besiyerlerinden mikroorganizma
izole edilememistir. Alkalin Nutrient Agar ve Horikoshi besiyerleri ise alkalifilik
mikroorganizmalarin izolasyonuna yonelik besiyerleri oldugundan ve sodyum
bilesikleri igerdiginden gelisim gozlenmistir. Aktinomiset izolasyonu igin
kullanilan besiyerlerinde de izolayon gerceklestirilmistir. Ancak bu besiyerleri
alkalifilk mikroorganizmalar i¢in modifiye edilmeden kullanilmistir ve buna
ragmen cesitli aktinomiset tiirlerinin izolasyonu gerceklestirilmistir. Sonug olarak
Van Golii su ornekleri ile benzer 6zellik gosteren bir ortamin olusturulabildigi ve
pH degerlerinin alkalin oldugu besiyerlerinin temsiliyet giicii oldukga fazladur.

Calisma kapsaminda alkalifilik Bacteria ve Archaea izolasyonu amaciyla
farkl1 bolgelerden alinan su Orneklerinden elde edilen izolatlara gram boyama
islemi uygulandiginda hem gram pozitif hem de gram negatif izolatlarin oldugu
gozlemlenmistir. Bu izolatlarin morfolojileri genel olarak kok, kisa ve uzun
cubuklar olarak belirlenmistir. Izolatlarn koloni pigmentasyonlar1 ise genelde
krem, beyaz, opak renklerde olsa da sar1, kirmizi, turuncu, agik pembe renklerde
pigmentasyona sahip izolatlarin varligi da tespit edilmistir.

Ornekleme alanlari igin molekiiler tanimlama yapmak amaciyla 16S rRNA
analizleri gergeklestirilmistir. 16S rRNA molekiilleri olduk¢a korunmus
molekiiler kronometrelerdir ve bakteriyel filogeniyi olusturmak i¢in uygundur.

Ribozomal RNA’ lar protein sentez mekanizmasiin ayrilmaz elementleridir,
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temel bilesenler tiim alemlerde bulunmaktir (Devereux ve Wilkinson, 2004). Gen
evrensel olarak dagilmistir, uzak taksonlar arasindaki filogenetik iligkilerin
analizine izin vermektedir. 16S rRNA o6zellikle baz1 degisken bolgelerde hala
varyasyona tabidir. Degisken bolgelerin varligi siniflandirma igin bir arag
saglamaya yeterli ¢esitlilik saglarken korunmus bolgelerin varligi uygun PCR
primerleri ve hibridizasyon problarmin etkin tasarimina olanak tanimaktadir
(Vetrovsky ve Baldrian,2013).

16S rRNA yaygin kullanilmasina ragmen, 16S rRNA’ dan tiiretilmis
sonuglarin yorumlanmasini sinirlayan birka¢ husus vardir. En 6nemlisi genom
basma diisen kopya sayilarinin 1 den 15° e kadar veya daha fazla olmasidir.
Kopya sayilar1 bir 6l¢iide taksona 6zel gibi goriinmektedir fakat ayni tiiriin suslar
arasinda da varyasyon kaydedilmistir. Tirlerin genel olarak >%97 oraninda
benzer rRNA genlerine sahip oldugu kabul edilir fakat yakin iliskili tiirler arasinda
16S rRNA gen dizi analizleri genellikle diisiik olabilmektedir ve bu da kesin tiir
tanim1 yapmak icin DNA-DNA hibridizasyonu gerektirir. Bagka bir problem ise
strain veya tiirler arasindaki horizantal gen transferidir. Bu durum filogenetik
amaglari i¢in rRNA genlerinin kullanilabilirligini sinirlandirir.

Ayni tiirden hatta ayn1 genomun 16S dizileri genellikle farklidir. Sonug
olarak, 16S rRNA varyantlarinin miktar1 bakteri tiirlerinin sayisinin yaklasik 2,5
kat daha fazla oldugu tahmin edilmistir ve baz1 bakteriyel taksonlarda son derece
farkli 16S rRNA dizileri gozlenmistir. Bu 6zel durumda, yatay gen transferinin
yiiksek oranda potansiyel neden oldugu ileri siiriilmistiir (Vetrovsky ve Baldrian,
2013).

Calismalarimiz  kapsaminda kullanilan bir diger yontem ARDRA
yontemidir. Bu yoOntemin tercih edilme nedeni komunitede farkli tiirlerin
varligimin  belirlenmesini ve ayrimnin yapilabilmesini hizli  bir sekilde
gerceklestirmesidir.

ARDRA yontemi ile Van Merkez Orneginden 18 izolattan 6, Ahlat
orneginden 17 izolattan 7, Edremit 6rneginden 34 izolattan 12, Tatvan 6rneginden
24 izolattan 7 ve aktinomiset izolasyon besiyerleri ve 2. 6rneklemelerden 31
izolattan 8 bakteri profili elde edilmistir. Bu profilleri temsil eden strainlerin dizi

analizlerinin gergeklestirilmesiyle Halomonas sp. 10043, Halomonas sp. 1B-559,
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Marinobacter excellens strain KMM 3809, Halomonas sp. 15-7, Alkalimonas
collagenimarina strain AC40, Halomonas sp. AMP-12, Marinobacter mobilis
strain B17, Vibrio metschnikovii strain F5-1, Gamma proteobacterium E-292,
Gamma proteobacterium M6-24D, Rhodococcus sp. P5, Rhodococcus sp. A105-
53B, Rhodococcus sp. Dzal5, Pseudomonas sp. 1_C16_29, Pseudomonas sp.
AB17, Halomonas stevensii strain T49407, Marinobacter sp. LNM-5, Gamma
proteobacterium E-116, Belliella sp. LW3, Alkalimonas delamerensis strain
1EL1T, Vibrio metschnikovii strain SU1, Pseudomonas sp. BWDY-40,
Rheinheimera sp. TS-T4, ile benzer olduklari belirlenmistir.

Profiller karsilagtirildiginda bazi profillerin birden fazla Ornekleme
alaminda temsil edildigi belirlenmistir. Ornegin; Biitiin 6rnekleme alanlarinda
Halomonas cinsine ait profil belirlenmistir. Tatvan, Edremit ve Ahlat kiyilarindan
aliman Orneklerle yapilan ARDRA sonuglart incelendiginde ii¢ ornekte de
Gammaproteobeacterium’ u temsil eden profiller belirlenmistir. Ayni sekilde
Alteromonadales ve Marinobacter cinsi tiyelerini temsil eden profilller tiim
ornekleme alanlarinda belirlenmistir. ARDRA yontemi ile Van Golii igin
toplamda 40 farkli profil belirlenmistir ancak farkli 6rnekleme alanlarinda ayni
profillerin varliginin belirlenmesi ve dizi analizi sonucunda ayni tiir olarak
belirlenen profillerin bulundugu belirlenmis ve sonug¢ olarak aslinda 21 farkli
profilin oldugu saptanmuistir.

Ornekleme alanlarini gesitlilik ve mikroorganizma yogunlugu agisindan
inceledigimizde Merkez ve Ahlat kiyilarindan yapilan 6rneklemeler sonucu elde
edilen verilerle, Tatvan ve Edremit kiyilarindan yapilan 6rneklemelerden elde
edilen veriler kiyaslanliginda Merkez ve Ahlat Orneklerinde cesitlilik ve
yogunlugun daha az oldugu belirlenmistir. Tatvan ve Edremit orneklerinin ise
cesitlilik agisindan oldukca zengin oldugu ve mikroorganizma yogunlugunun
olduk¢a fazla oldugu belirlenmistir. Van GOli’ niin en 6nemli su kaynagi
yagislardir. Ancak yagis rejimi bolgelere gore farlilik gostermektedir. Merkez
bolgesine diisen yagis orani diger bolgelere gore oldukca azdir. Ornekleme
yapilan bolgeleri yerlesim agisindan inceledigimizde ise Merkez, Tatvan ve Ahlat
kiyisindan yapilan orneklemeler yerlesimin yogun oldugu bdlgelerden yapilmis

olup, Edremit bolgesinden yapilan Ornekleme ise yerlesim bdlgesine yakin
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olmayan bir kesimden yapilmistir. G6lii besleyen akarsulara baktigimizda Bend-i
Mahi Irmag, Delicay, Zilan, Karasu, Engil ve Karmis ¢aylar1 ve Gevas sayilabilir.
Zilan ve Deligay gole kuzeyden dokiilmektedir. Karasu dogundan, Engil ¢ay1 ve
Gevas ise giineyden dokiilmektedir. Ornekleme bolgelerimiz dikkate alindiginda
Tatvan ve Edremit kiyilarindan yapilan orneklemeler sularin gole karistig
bolgelerdir. Tatvan ve Edremit kiyilarindaki gesitliligin buna bagli olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica Van Goli’ nlin dogusu ve kuzeyindeki toprak cesitleri de
son derece farklilik gdstermektedir. Dogu’ da kestane rengi ve kahverengi
topraklar hakim iken kuzeyde ise kirecsiz kahverengi topraklar hakimdir. Yagis
sular1 da golii beslediginden yagis sulartyla gole topraktaki organik ve inorganik
elementler de karigmaktadir. Bu durum da g6l kiyilarindan yapilan
orneklemelerdeki ¢esitliligi etkileyebilmektedir.

Van Goli’'ndeki prokaryotik organizmalar iizerine gergeklestirilen en
kapsamli ¢aligma golden elde edilen mikrobiolitler incelenerek gergeklestirilmistir
Bu calismada 16S rDNA amplifikasyonu temelli molekiiler cesitlilik ¢alismalari
yaptlmistir. Bu calismada elde edilen sonucglar ile Alfa-, Beta- ve
Gammaproteobacteria’ ya, Cyanobacteria’ya, Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides
(CFB) grubuna, Actinobacteria ve Firmicutes’ e bagli bakteriyel irklarin varlig
ortaya ¢ikmustir. (Lopez-Garcia ve ark. 2005). 16 S rDNA amplifikasyonu temelli
calisma sonuglartyla karsilastirildiginda ¢alismamizda Van golii'nden elde edilen
sonuclar ile bu c¢alismadan elde edilen sonuglar biiyiikk oranda birbiriyle
ortismektedir. Asagidaki grafik Van Golii mikrobiolitlerinden elde edilen 16 S
rDNA  kiitiiphalerindeki  bakteriyel  klonlarin  taksonomik  dagilimini

belirtmektedir.
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Sekil 4.1 Van Goli mikrobiolitlerinden elde edilen 16 S rDNA kiitiiphanelerindeki bakteriyel

kolonlarin taksonomik dagilimi

Bu grafik ile bizim ¢alismamizdan elde edilen sonuglar1 kiyasladigimizda
cesitlilik agisindan ayni sonuglar elde edilmistir. Fakat bizim ¢alismamizda
Gammaproteobacteria’ya ait izolatlarin sayisinin olduk¢a fazla oranda oldugu
saptanmuistir.

Soda golleri ile ilgili yapilmis olan calismalara deginmeden 6nce soda
golleri ile mikroorganizmalarin jeolojik ©nemine deginecek olursak; Orta
seviyede tuzlu gollerde siyanobakterilerin birincil {iretime temel katki saglarlar.
Bunlar arasindan ozellikle Spirulina spp. bu durumu gegeklestirir. Spirulina
spp.’nin  temel gorevi N fiksasyonu yapmak ve O iiretmektir.
Ectothiorhodospira cinsi anoksijenik bakterileri ile ana {retime katilim
saglamaktadir. Bunlarin siilfiir geri donilisimii silirecindeki gorevi de ayrica
Oonemlidir.

Halomonadlar hem alkalin hem tuzlu ¢evrelerde bulunmaktadir. Soda
gollerinden elde edilen izolatlar biyokimyasal olarak reaktiftirler. Hidroliz edici

proteinler ve polimerik karbonhidratlarin disinda cesitli sekerleri, organik ve
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amino asitleri kullanabilirler. Soda golii izolatlarinin bir grubu nitrit varken veya
yokken anaerobik gelisim gosterebilir ve nitrit rediiksiyonu yapabilir. Bu
mikroorganizmalar nitrojen dongiistinde temel ve 6nemli bir rol oynamaktadirlar.
Gram pozitif izolatlardan Bacillus spp. biyopolimerlerin pargalanmasinda 6nemli
rol oynamaktadir. Bunlar proteinazlar, seliilazlar, ksilanazlar ve karbonhidratlari
pargalayan enzimlere sahiptirler. Soda gollerinde Streptomyces spp. , Bogoriella
cinsi ve Dietzia tiirleri ve Nesterenkonia’nin heniiz tanimlanmamis akrabalar1 gibi
yiiksek G+C igerigine sahip gram pozitif bakteriler bulunmaktadir. Tuzlalar en
ekstrem alkalin cevreleri olusturmaktadir ve bu ortamlarda kirmizi pigmentli
halofilik Archaea baskindir. Bu organizmalar organotroflardir. Kompleks
polimerlerin hidroliz {irinleri sadece alkalifilik Halomanas spp. i¢in degil ayrica
anaerobik fermantatif bakteriler ig¢in de substrat olabilir. Kemoorganotrofik
alkalifilik anaeroplarin sayis1 anoksik soda golii sedimentlerinde oldukga fazladir.
Bu bakteriler (Ornegin Spirochaeta spp. gibi) oldukca yaygindir. Bu organizmalar
pentoz, heksoz ve asetat, laktat, etanol ve H iireten disakkaritleri
kullanabilmektedir. Soda gollerindeki obligat anaeroplar ikincil iireticilerdir.
Aeroplar ve anaeroplar tarafindan olusturulan birincil hidroliz {iriinlerini
kullanirlar. Alkalin gollerde biyogenik metan iiretimi olduguna iliskin kanitlar
mevcuttur. Soda gollerinden izole edilen metajenik bakteriler zorunlu olarak
metilotrofiktir. Alkalin ¢evrelerde metanol, metilamin ve dimetil siilfid gibi
bilesikler alg kiitlesinin anaerobik par¢alanmasindan ve bazi alkalifilik
organotroflarda belirlenen betain ektoin gibi soliitlerden elde edilir ve oldukga bol
bulunur.

Ectothiorhodospira fotosentetik elektron alicisi olarak rediiklenmis siilfiir
tirlerine ihtiyag duymaktadir. Ectothiorhodospira ektoin, betain ve glisin gibi
azotlu bilesiklerin temel kaynagidir (Jones ve Grant, 1999).

Soda golleri ile yapilan ¢aligmalara baktigimizda ise; Elementeita Golii
Kenya’ da alkalin salin bir goldiir. Karbonat, siilfat ve kloridlerin yiiksek
konsantrasyonlart sebebiyle pH 9’ un {iizerindedir ve sicaklik 30-40 °C
arasindadir. Goliin mikrobiyal ¢esitliligi kiiltiir bagimsiz yontemler kullanilarak
aragtiritlmistir. 5 farkli Ornekleme alanmi segilmis ve DNA ekstraksiyonu

gerceklestirilmistir. Klon kiitiiphanesi olusturulmus ve dizileme icin ARDRA
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teknigi kullanilarak temsilci Klonlar secilmistir. En ¢ok Cyanobacteria iiyeleri
belirlenmis, 2. sirada ise Fimicutes grubu yer almistir. Su orneklerinden elde
edilen DNA’ ya ait klonlar Betaproteobacteria sinifina baglidir. BLAST sonucuna
gore orneklerin % 93’ i % 98 oranindan asagida benzerlik gostermistir (Mwrichia
ve ark., 2011).

Kiiltiir bagimli g¢aligmalardan Dogu Afrika Yarigi Vadisi’'ndeki soda
gollerinde aerobik, organotrofik, halofilik, alkalifilik ve alkalitolerant
mikroorganizmalarin ¢esitli temsilcileri gosterilmistir.

Kiiltir bagimli ve kiiltiir bagimsiz yontemler kullanilarak Magadi
Goli’ndeki ve diger gollerdeki mikrobiyal ¢esitlilik ¢alisiimistir.

Meksika Texcoco Golii'nden 2 lagiin arasindaki mikrobiyal cesitlilik
molekiiler yontemlerle kiyaslanmistir. Facultativa Lagiiniinniin pH’1 8.8 tuzlulugu
ise %2’dir. Nabor Carillo Lagiiniin ise pH degeri 9.5 tuzlulugu ise 4.5 tir.
Ribozomal dizi temelli molekiiler ve filogenetik analizler Facultativa Lagiliniin
temel olarak Alfa ve Betaproteobacteria, diisiik G+C gram pozitif bakteriler ve
Halobacteriaceae familyasindan bazi iiyeleri icerdigini ortaya ¢ikarmistir. Nabor
Carillo Lagiinii ise temel olarak halofilik ve alkalifilik diisiik G+C gram pozitif
bakteriler ve Alfa ve Betaproteobacteria liyelerini igcermektedir. Bu lagiinlerden
izolatlar Alfa ve Betaprotepobacteria’ dan Thauera aromatica, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas anguilliseptica, Halomonas magadiensis ve
Halomonas eurihalina, yiiksek ve diisiik G+C gram pozitif bakterilerden ise,
Thermobispora bispora, Natroniella acetigena, ve Bacillus halophilus
tanimlanmustir (Jan-Roblero ve ark., 2004).

Hindistan Lonar Soda Golii’ nden 74 izolat elde edilmistir ve 11 tanesi
morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler olarak tanimlanmigtir. Go6liin pH degeri
10.5 olarak belirlenmistir ve fosfat icerigi yiiksektir. Karbonat, klorid ve sodyum
konsantrasyonlart olduk¢a yiiksektir. Izole edilen izolatlar Firmicutes ve
Proteobacteria’ ya aittir. Bacillus tiirleri oldukg¢a fazladir. Ayrica yag degrade
edebilen Alcanivorax spp. izole edilmistir (Deshmukh ve ark., 2011).

Metanogenez pek c¢ok ekosistemde karbon dongiisiinde temel rol
oynamaktadir. Bu isleme metanojenik Archaea aracilik etmektedir. Euryarchaeota

filumunun Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales,
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Methanosarcinales,  Methanopyrales ve  Methanocellales  ordolarinda
goriilmektedir. Metanojenler metanogenezdeki katabolik yolaklara gore 3 gruba
ayrilabilir. Soda géllerinin birincil tiretim oranlar1 olduk¢a yiiksektir. Soda
gollerinin anoksik alt katmanlarindaki biyokiitle ayrismasi ile metenojenlerin
sevdigi substratlar meydana gelebilir. Bununla birlikte, tuzlu ve alkalin ortamlarda
metanojenik Archaea tanimlanmasi ve faaliyetleri az anlagilmigtir. 16S rRNA ve
fonksiyonel genler kullanilarak Lonar Golii’'ndeki metanojen ¢esitliligi
arastirilmistir. Halobacteriales’ e ait filotipler dominant olsa da Methanosarcinales
ve Methanomicrobiales’e ait diziler de elde edilmistir. Metanogenezdeki aktif
metilotrofik Archaea’ lar1 tanimlamak i¢in mcrA geni kullanilmistir. Ciinki
Methanogenez’ in temel adimi metil koenzim M rediiktaz enzimi tarafindan
katalize edilmektedir. Sonuglara gore aktif Archaea’nin Methanolobus
oregonensis’ e benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Antony ve ark., 2012).

Soda gollerinde sodyum karbonat veya bikarbonat bulunmaktadir ve farkli
fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahiptir. Sodyum klorid’ ten 2 kez daha zayif bir
elektrolittir. Hipersalin kosullarda oldukca yiiksek siilfat rediiksiyon orani
Olclilmiistir. Bunun i¢in NaCl havuzlarinda yasami siirdiirebilmek igin
gerekenden daha az enerji harcanan ozmotik adaptasyona ihtiya¢ vardir. Buna
ragmen soda gollerinde yasayan organizmalar ekstra stres faktorii olusturan
yiiksek alkalin sartlarla basa ¢ikmak zorundadir. Bu yiizden soda gdllerindeki
mikrobiyal komunite yapist ve bunun sodyum karbonat/bikarbonat konsantrasyon
artis1 ile nasil etkilendigi ile ilgili ¢alismalar yapilmaktadir. Siilfiir dongiisii soda
gollerindeki en aktif dongili oldugu icin siilfat rediikleyen bakteriyel komuniteye
0zel Onem verilmistir. Baz1 Ozel siilfat rediikleyen bakteri gruplart 130g/L
tizerindeki tuz konsantrasyonlarinda gelismeyi durdurur. Bu yiizden bir tuz
gradiyenti boyunca siilfat rediikleyicilerin farkli filogenetik gruplarinin varlig
arastirilmaktadir.

Rusya Kulunda Step’indeki gollerden stilfat rediiksiyonu yapan
bakterilerin aktivitesi ve ¢esitliligi calisilmistir. Gollerin tuzlulugu 60 g/L ile 200
g/l ve pH degeri de 10 ile 10.3 arasindadir. Solusyon icerisindeki baskin tuz
sodyum karbonat/ bikarbonattir. Siilfat konsantrasyonu ise kabul edilebilir bir

oranda yliksektir. Caligma kapsaminda Kkiiltlir bagimhi ve Kkiiltiir bagimsiz
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yontemler kullanilmistir. Genel bakteri ¢esitliligi ve siilfat rediikte eden bakteri
cesitliligi icin DGGE metodu kullanilmigtir. Siilfat rediikte eden bakterilerin
aktivitesi siilfat rediiksiyon orani 6l¢iilerek belirlenmistir. Sonuglar az sayida fakat
oldukca aktif c¢ogunlukla Proteobacteria iiyesi mikrobiyal popiilasyonlarin
varligin1 gostermistir (Foti ve ark., 2008).

Kemolitotrofik bakteriler inorganik bilesiklerin redox doniisiimleri igin
oldukca yiiksek kapasiteye sahip olmalari ve dogal ve insanlar tarafindan
olusturulmus cevrelerde element dongiisiinde temel rol oynamaktadir. Kimyasal
stilfit oksidasyonunu oksijen ile basarabilirler. Siilfitin ya da thiosiilfatin siilfata
tam oksidasyonu kemosentez i¢in en uygun reaksiyonlar arasindadir. Soda golleri
ile ilgili aligmalarda iyi bir jeokimyasal karakterizasyon temeldir. Ozel kosullarin
kemolitotroflar dahil olmak {izere haloalkalifilik bakterilerin biiyiime ve aktivite
tizerinde bliylik etkileri olabilir. Sodali ve tuzlu gollerle ilgili Orta Asya, Afrika ve
Kuzey Amerika’da kapsamli ¢calismalar yapilmistir. Caligmada 100 tizerinde izolat
elde edilmistir. izolatlarin biiyiik cognlugu Gammaproteobacteria igerisinde 2 yeni
cins olan Thioalkalimicrobium ve Thioalkalivibrio’ ya aittir. 3. cins
Thioalkalispira tek bir tiir icermektedir (Sorokin ve Kuenen, 2004).

Calismamizda belirledigimiz sonuglari inceleyecek olursak; Marinobacter
cinsi 1992 yilinda tamimlanmistir. Marinobacter excellens Japonya denizi Chazma
Bay sedimentlerinden toplanan &rneklerden izole edilmistir (Gorshkova ve ark.
2003). Marinobacter mobilis’in izolasyonu Dogu Cin denizinden Marinobacter
zhejiangensis ile gergeklestirilmistir ve bu iki tiriin de %0.5-10 arasindaki
NaCl’de yasamlarini siirdiirebildikleri belirlenmistir (Hua ve ark. 2007).

Yapilan izolasyon ¢aligmalart sonucunda Halomonas cinsine ait tiirlerin
oldukca fazla sayida olduklar1 saptanmisti. Halomonas cinsi iyeleri % 5-25 NaCl
konsantrasyonlar1 arasinda gelisim gostermektedir. Halomonas cinsi iiyeleri farkli
tuz konsantrasyonlar1 ve pH araliklarinda gelisim gosterdiginden farklh
ortamlardan izolasyonu rahatlikla gergeklestirilebilmektedir. Halomonas cinsinin
izolasyonu ilk kez Hollanda’ daki tuzlalardan 1980 yilinda gergeklestirilmistir.
(Vreeland ve ark., 1980). Calismamizda da Halomonas cinsi iiyelerinin olduk¢a

fazla sayida oldugu saptanmstir.

113



@ ANADOLU UNIVERSITESI

Marinobacter cinsi Proteobacteria’ nin Gama alt sinifinda yer almaktadir.
Bu cinsin {iyeleri gram negatif, hareketli, aerobik, spor olusturmayan c¢ubuk
sekillidir. Bu cinsin bakterileri fermentatif metabolizmasinin bulunmayisi, sinirh
bir besin profili ve nitratta anaerobik solunum kabiliyeti ile karakterize
edilmektedir. Tip straini Marinobacter hydrocarbonoclasticus SP17 alkenleri
enerji ve karbon karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir. Bu strain Fransiz-
Akdeniz kiyisindan yag igeren sedimentten izole edilmistir. Daha sonra 21 tiir
daha tanimlanmistir. Marinobacter strainleri ¢esitli fizikokimyasal ozelliklere
sahip deniz suyu, sediment, sicak su kaynaklari, derin deniz dipleri, tuzlu
topraklar, acik denizlerde yag iireten kuyular gibi denizsel ve halofilik
habitatlardan izole edilmistir. M. algicola ve M. bryozoorum gibi Marinobacter
tirleri fitoplankton ve zooplanktonlarin bulundugu ortamlarda bulunmaktadir.
Siirekli habitatlart ile pek ¢ok marinobacter straini orta halofildir (Grimaud, R. ,
2010). Marinobacter excellens Japon Denizi Chazma Bay sedimentlerinden izole
edilmistir. Cubuk sekilli, hareketli, polar flagellali gram negatif aerobiktir.
Organik gelisim faktorleri gerekli degildir. Gelisim i¢in % 1-15 NaClI varliginda
gerceklesir. Optimum gelisim igin sicaklik 20-25°C pH ise 7.5” dir (Gorshkova ve
ark., 2003)

Alkalimonas cinsi 3 tlirden olusmaktadir. Alkalimonas amylolitica Cin
Chahannor Golii’'nden izole edilmistir. Alkalimonas delamerensis Dogu Afrika
Kenya’ daki Elmenteita Goli’nden izole edilmistir. Hepsi gram negatif, hafif
halofilik, alkalifilik ve Gammaproteobacteria sinifina aittir. Psikotolerant zorunlu
alkalifilik kollagenolitik enzim iireten bakteri Alkalimonas collegenimarina (strain
C40) Japonya Torishima Adas1 4026 m derinlikten izole edilmistir. Cubuk sekilli,
gram negatif ve bir tek polar flagellumu ile hareketlidir. Gelisebildigi sicaklik
aralig1 5-30°C aras1 ve pH aralig1 ise 7-10.5 arasindadir. Optimum gelisim ise
33°C ve pH ise 8.5-10.0 olarak belirlenmistir. %0-10 NaCl konsantrasyonunda
gelisim gosterebilmektedir. Fakat %1 NaCl ile optimum gelisim gdstermistir.
Katalaz ve sitokrom oksidaz pozitiftir. Amilaz, lipaz, jelatinaz, proteaz ve
kollegenolitik enzim i¢in pozitif, agaraz ve DNaz i¢in negatiftir. (Kurata ve ark.,
2007).
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Biyoteknolojik 6nemi ile ilgili ise kollegenolitik enzimler protein
hidrolizinde bazi endiistrilerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kollagen
hayvancilik entistrisinde bliylik miktarlarda iiretilmektedir ve son zamanlarda
kollagenden {iretilen peptidlerin yiyeceklerde ve tibbi iiriinlerde yararh fizyolojik
aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir (Kurata ve ark., 2007).

DGGE ile kompleks gevrelerde populasyonlarin varligi ve fonksiyonu
belirlenebilmektedir. Takson spesifik problar ile hibridizasyon analizi
gergeklestirilebilir. Ayrica jellerden bantlarin kesimini takiben dizileme veya saf
kiiltiirlerin izolasyonu ile dizileme islemleri ile komiinite hakkinda bilgiler
edinmek miimkiindiir (Muyzer ve Smalla 1998).

DGGE orijinal olarak 1980°1i yillarda nokta mutasyonlarini tespit etmek
amactyla gelistirilmistir. Mikrobiyal kommunitelerin analizlerinde ilk kullanimi
ise 1990 baslarinda olmustur (Muyzer ve ark.1993).

Teknik ayni veya benzer uzunlukta olan fakat farkli dizilere sahip DNA
fragmentlerini dogrusal olarak azalan bir denatiirant gradientinde elektroforez ile
ayirmaktadir. Denatiire edici gradientte DNA fragmentleri elektriksel alanin etkisi
altinda go¢ eder. Fragment gradientte melting pozisyonuna ulagtiginda fragmentin
hareketi hizlica yavaglar. Fragmentlerin denatlirasyonu “melting domains” denilen
ayrimi gergeklestirir. Domainlerdeki dizi farkliliklarr denatiirasyon sicakliklarinin
farkli olmasma sebep olmaktadir. Fragmentlerin dizi farkliliklar1 sayesinde
denatiire edici gradient jellerde farkli pozisyonlarda go¢ olayr sonlanmaktadir. Bu
sayede  bunlarin ayirimlarn  DGGE ile ¢ok etkili bir  sekilde
gergeklestirilebilmektedir.

Teknigin giiglii yonii jelden bant kesilebilmesi ve daha sonra filogenetik
iligkinin saptanabilmesi i¢in dizi analizi gergeklestirilebilmesidir. Ayrica
kommunite profilleri karsilagtirilarak farkli 6rnekleme alanlarinin popiilasyon
cesitliligi ve yogunlugu iizerine direk bir goriis saglanabilmektedir. Bireysel bir
poplilasyonun varligr da bu teknikle gergeklestirilebilmektedir. Bunun igin 6zel
problarla hibridizasyon iglemi uygulanabilmektedir.

DGGE yonteminin sinirlamalardan bir tanesi sadece 500 baz cifti kadar
kiigiik fragmentleri ayirabilmesidir. Ayrica dizi ¢esitliliine ragmen DNA

fragmentlerinin ayrimi her zaman miimkiin olmamaktadir. Ciinkii DNA
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fragmentleri arasinda benzer melting noktasina sahip diziler olabilmektedir. Bazi
bakterilerin genomlarinda ¢oklu gen kopyalarmin varligt 16 S rRNA' da dizi
heterojeniteleri olusturmaktadir. Ayrica ¢ok sayida farkli bakteriyel populasyon
iceren habitatlardan elde edilen DNA patternleri bir smear goriintiisii
olusturabilmektedir (Muyzer ve ark. 2004). 16S rRNA ‘nin farkli bolgelerinin
kullanilmast ve farkli DGGE kosullar1 ayrimda farkli ¢oziintirliiklerde
sonuglanabilmektedir. DNA fragmentlerinin birlikte gocii bantlardan temiz diziler
elde edilmesinde problem yaratmaktadir. ( Muyzer ve Smalla 1998).

DGGE yontemi kiiltiirlerin zenginlestirme ve izolasyonlarinin incelenmesi,
rRNA operon mikroheterojenitelerinin belirlenmesi, farkli DNA ekstraksiyon
protokollerinin karsilastirilmasi, PCR ve klonlamadaki hatalar1 belirlemek, klon
kiitiiphanelerinin taranmasi, komiiniteyi profillendirmek, mikrobial komiiniteler
icerisindeki populasyon dinamiklerini ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

Calismamizda DGGE yontemi kommuniteyi profillendirmek amaciyla
kullanilmustir.

Calismamizda DGGE islemi sadece Bacteria domaini igin
gerceklestirilebilmistir. Bunun sebebi Archae domaini i¢in DGGE i¢in 6zel
primerlerle PCR islemi gerceklestirilmis olup pozitif sonu¢ alinamamustir.
PCR’dan pozitif sonu¢ alinamamasinin nedeninin ortamdaki Archae popiilasyon
yogunlugunun olduk¢a az olmasi olabilecegi diisiiniilmektedir. Bacteria igin
DGGE i¢in 6zel primerlerle kurulan PCR’lardan pozitif sonuglar alinmistir.
Islemden verimli sonuglar alabilmek icin elde edilen PCR iiriinleri konsantre
edilerek jele yiiklenmistir. Ancak birka¢ deneme yapilmis ve DGGE jelinden
verimli sonu¢ alinamamistir. Optimizasyon i¢in ¢esitli denemeler yapilmistir. Bu
optimizasyon caligmalar1 kapsaminda jelin gradient aralifi degistirilmistir ve jel
tamponunun konsantrasyonu yari yartya azaltilmistir ve ancak bu sekilde sonug
elde edilmeye ¢alisilmigtir. Sonug elde edilmesine ragmen bantlarin tam ayriminin
saglanabilmesi icin daha uzun siire jelin elektrik akimina maruz birakilarak
yiirlitme stliresinin arttirilmasi1 gerektigi ve gradient araligmin degistirilmesi
gerektigi diigiiniilmektedir.

DGGE jelinden kesimi gergeklestirilen az sayidaki bantlar igin dizi analizi

gerceklestirildiginde; Citrobacter sp., kiiltiire alinmamis bakteri klonlari, kiiltiire
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alimmamis DGGE jel bantlar1 ve diisiik oranda Entrobacter ludwigii strainlerine
benzerlik gosteren diziler elde edilmistir.Bu bantlarin elde edildigi kaynaklar
genellikle Tibetan Golii ve Rusya Kulunda Step’indeki soda gélleridir. Ayrica
istridyelerdeki algal Kkiiltiirler ve kanalizasyon gibi ortamlardan eclde edilen
dizilerle benzerlik gostermektedir.

Filogenetik boyama olarak ilk uygulama 1989°da gerceklestirilmistir ve o
tarithten bu yana floresan etiketli rRNA hedefli oligoniikleotid problar bireysel
bakteri hiicrelerinin dogrudan, kiiltiir-bagimsiz tanimlanmalar i¢in ortak bir arag
haline gelmistir. FISH bir ortamdaki mikroorganizmalar1 saymak ve tanimlamak
amaciyla kiiltivasyona ihtiya¢ duymaksizin kullanilabilmektedir.

Yontemin dezavantajlarindan biri kullanilan tek etiketli oligoniikleotid
problar diisiik ribozom igerikli hiicreler i¢in diisiik sinyal yogunlugunda yetersiz
kalmasidir. Ayrica tim bakteriyal ve arkeal hiicreler standart fiksasyon
protokolleri ile oligoniikleotid problara gecirgenlik gostermeyebilir.

Kiiltiire alinmamis prokaryotlar i¢in rRNA hedefli problarin 6zel
hibridizasyon ve yikama kosullar1 tam olarak tespit edilememesi bir baska
siirlamadir. Diger sinirlamalar ise niikleik asit problar i¢in hedef molekiil olarak
rRNA’dan yararlanilmasindan kaynaklanmaktadir. Bu molekiiliin mutasyon orani
nispeten diisiik oldugundan genellikle prokaryot tiirlin strainleri arasinda ayrim
yapan hedef bolgelere sahip degildir (Wagner ve ark., 2003).

Hatali pozitif ve hatali negatif sonuglar da ydntemin sinirlamalar
arasindadir. Hatali pozitif sonuglar otofloresan 6zellik gosteren 6rnekler sebebiyle
ortaya ¢ikmaktadir. Siyanobakteriler, maya, kiif ve metanojenler gibi gruplarda bu
sorunla karsilagilmaktadir. Hatali negatif sonug ise yetersiz penetrasyon ve diigiik
rRNA igerigi gibi durumlarda ortaya ¢ikabilmektedir. Yetersiz penetrasyon kalin
hiicre duvarli hiicrelerde karisilasilan bir durumdur. Ayrica fotograflama siiresince
probun sinyal yogunlugunun azalmasi hatta kaybolmasi da ciddi sorunlar
yaratmaktadir. Bu problemin ¢6ziimiinde daha stabil siyanin boyalar kullanilabilir.

Van Goli ¢esitli ornekleme bolgeleri icin  gergeklestirilen FISH
uygulamasinda Arc344 ve Arc915 problariyla sinyal bazi orneklerden hig
alinamamis, baz1 orneklerde ise olduk¢a az sayida hiicre pozitif sonug vermistir.

Eub338 probuyla ise pozitif sinyaller alinmis ve hemen hemen DAPI kadar hiicre
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sayisinin bulundugu tespit edilmistir. Ayrica bu problara ilave olarak alfa-beta-
gama proteobacteria i¢in O6zel olarak dizayn edilmis problarin kullanimi da
denenmistir.

Archaea i¢in 6zel olan problardan sinyal alimmamamasmin veya diisiik
sinyal alinmasinin nedeni ortamda Archaea popiilasyon yogunlugunun oldukga
diisiik olmast ve yontemin duyarliligi arttiracak sekilde modifiye edilmesinin
gerekliligidir. Ayrica Alfa-Beta-Gama Protrobactera igin 6zel olarak dizayn
edilmis problarin da bazilarindan pozitif sinyaller alinmis fakat sinyal kalitesinin
diistik oldugu gozlemlenmistir.

Bu durumun cesitli modifikasyonlar yapilarak optimize edilebilecegi
diisiiniilmektedir. Fikse edilen 6rnek miktar1 konsantre edilebilir ve fiksasyon i¢in
kullanilan formaldehit miktar1 degistirilebilir, hibridizasyon tamponundaki
maddelerin miktarlar1 degistirilebilir ve prob konsantrasyonu degistirilebilir,
probun penetrasyonunu arttirmaya yonelik modifikasyonlar gerceklestirilebilir,
hibridizasyon siiresi arttirilabilir, duyarliligi ve stabilitesi daha kaliteli olan
floresan isaretli prob kullanilabilir ya dafarkli dizilere spesifik problar
kullanilabilir. Bu sekilde denemeler yapilarak daha kaliteli pozitif sinyallerin elde
edilmesi miimkiin olabilir.

Eub 338 probu ile Bacteria i¢in alinan pozitif sinyaller incelendiginde
1s1ma veren hiicrelerin uzun ve kisa basiller, spiral seklindeki hiicreler, kok sekilli
hiicreler, 1§ sekilli hiicrelerin varlig: tespit edilmistir.

Isima veren hiicreleri inceledigimizde Kivrilmis basil goriinimlii hiicrelerin
Halorhodospira cinsine ait olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle Halorhodospira
halochloris morfolojik agidan 1sima veren hiicrelerle benzemektedir. Bu cinsin
gelisimi i¢in NaCl gerekli olup pH 85- 9.0° da gelisim gosterirler.
Halorhodospira halochloris 2.5-8 mikrometre uzunlugundadir ve fotosentetik

pigment bakteriyoklorofil igeren anaerobik bir mikroorganizmadir (Garrity, 2005)
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Sekil 4.2 Halorhodospira halochloris ‘e ait faz-kontrast mikrografi

Uzun cubuklar seklinde yogun olarak goriilen hiicrelerin ise Halomonas
cinsine ait olabilecegi diisiiniilmektedir. Halomonas cinsi iiyeleri diiz veya kivrik
cubuklar seklindedir. Gram negatiftirler ve koloniler beyaz, sar1 veya agik
kahverengidirler. Halotoleranttirlar ve %0.1 ile % 32.5 araligindaki tuzlulukta
gelisebilmektedirler. Halomonas elongata pH 5.0-9.0 arasinda % 8 NaCl igeren
ortamda 30-37 °C’ de gelisebilmektedir (Garrty, 2005). Ayrica bu hiicreler
Halomonas halophila, Halomonas halodurans, Halomonas eurihalina,
Halomonas magadii, Halomonas salina gibi diger Halomonas tiirlerine de ait

olabilir.

Sekil 4.3 Halomonas elongata strain 1H9 ‘a ait uzun ve kisa hiicre formlarini gésteren faz-kontrast

mikrografi
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Istma veren diger hiicrelerin morfolojisine baktigimizda kok, virgiil ve
spiral sekilli hiicreler belirlenmistir. Bu hiicrelerin Vibrio cinsi ve Marinobacter
cinsi gibi gesitli Proteobacteria iiyeleri ve Cyanobacteria liyelerine ait hiicreler
olabilecegi  dustiniilmektedir. ~ Alkalin  ortamlarda  aktinomisetler  de
bulunabileceginden aktinomiset tiirlerine de bu tip ortamlarda rastlanabilmektedir.

Omekleme alanlarmi  kiyaslayacak olursak; Tatvan ve Edremit
kiyilarindan alinan su 6rneklerinin gesitlilik bakimindan olduk¢a zengin oldugu
belirlenmistir. izole edilen tiir sayis1 ve gesitliligi yoniinden Ahlat ve Merkez
orneklerinden farklilik gostermektedir. FISH c¢alismalart da bu sonucu
desteklemektedir. FISH ¢alismalar1 sonucu elde edilen sonuglara baktigimizda
filtreden 3’ er ml O6rnek geg¢irildigi halde Merkez ve Ahlat 6rneginde hiicre
yogunlugu olduk¢a azdir ve morfolojik olarak da ¢esitlilik fazla degildir. Edremit
ve Tatvan Orneklerinden ise filtrelerden 1’er ml 6rnek gecirildigi halde hiicre

yogunlugu ve morfolojik ¢esitlilik oldukea fazla goriinmektedir.

Sonug olarak;

1.Van Golii prokaryotik ¢esitliliginin belirlenmesine yonelik kiiltiir
bagimli ve kiiltiir bagimsiz ¢alismalar ilk kez gerceklestirilmistir.

2.Van Goli g¢esitli 6rnekleme bolgelerinden belirlenen Halomonas,
Marinobacter, Vibrio, Alkalimonas, Pseudomonas, Beliella, Dietzia, Rhodococcus
gibi cinslere ait tiirler belirlenmistir. Alkalimonas, Beliella, Rhodococcus cinsine
ait tiirler iilkemizde ilk kez belirlenmistir.

3.Yapilan kiiltiir bagimli ¢alismalarda Archaea izole edilememis, izole
edilen Bacteria domaini {yelerinin ¢ogunlugunun gram negatif ve
Protoeobacteria’ ya ait oldugu belirlenmistir.

4. Yapilan DGGE c¢alismalarindan verimli sonuglar alinamamistir. Elde
edilen bantlar kesilerek dizi analizi gergeklestirilmis Enterobacteriaceae iiyelerine
benzerlik gosterdikleri saptanmistir.

5.FISH sonuglarindan elde edilen verilere gore yogun olarak Bacteria
domainine ait tiirler mevcuttur. Archaea domainine ait spesifik problarla

gerceklestirilen FISH de ise zayif 1s1ma sonuglari elde edilmistir.
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6.Alkalifilik mikroorganizmalar biyoteknolojik olarak olduk¢a Onemli
mikroorganizmalardir. Calismamizda biyoteknolojik olarak onemli tiirleri igeren
Halomonas cinsi iiyeleri, Alkalimonas cinsi tiyeleri ve gesitli aktinomiset tiirleri
izole edilmistir. Bu tiirlerin biyoteknolojik potansiyellerinin arastirilmasina
yonelik ¢aligmalar yapilabilir.

Calismamiz icin gelecekte yapilmasi 6nerilen uygulamalar;

1.Van Goli’ niin prokaryotik ¢esitliligini belirleyebilmek i¢in 16 S rRNA
dizi analizleri tamamlanmayan izolatlar i¢in dizi analizleri sonuglandirilmalidir.
Yeni tliir olma ihtimali olan izolatlar ic¢in tiir tayini amaciyla DNA-DNA
hibridizasyon teknikleri uygulanmalidir.

2.Calisma ortaminda kiiltiire edilemeyen organizmalar bulundugundan
DGGE analizi gergeklestirilmelidir. DGGE igin optimizasyon ¢alismalari
gerceklestirilmelidir. Bu kapsamda denaturasyon gradienti ve elektroforez sartlari
degistirilmelidir.

3.FISH c¢alismalarinda Archaea ve alfa-beta-gama proteobacteria
problarindan sinyal verimi alinamamuistir. Hibridizasyon kosullari, hibridizasyon
tampon bilesenleri konsantrasyonlar1 ve prob konsantrasyonlari degistirilerek
optimizasyon gerceklestirilmelidir. Diisiik hiicre yogunluguna sahip su 6rnekleri
konsantre edilmeli veya filtreden daha fazla miktarda 6rnek gegirilmelidir.

4.Calismamizda Archaea domainine ait herhangi bir sonu¢ elde
edilememistir. Ortamdaki az yogunluktaki Archaea domaini iiyelerini belirlemeye
yonelik farkli izolasyon ve ekstraksiyon metodlar1 denenebilir.

5.Caligmamizda aktinomiset izolasyonu amaciyla da ¢esitli besiyerleri
kullanilmis ve bu besiyerlerinden ¢esitli aktinomisetler izole edilebilmistir. Ancak
aktinomisetler daha ¢ok yaygin olarak topraktan izole edilmektedirler.Bu yiizden
calismamizin devaminda Van Golii ¢evresi kiyilarindan toprak 6rnekleri alinarak
aktinomisetlerin i1zolasyonu, tanimlanmasit ve c¢esitliligine yonelik caligmalar
yapilabilir.

6.Son donemlerde alkalin ortamlarda siyanobakteriler yaygin olarak
calistimaktadir. Van Goli igin de siyanobakterilerin {izerine ¢aligmalar

gergeklestirilebilir. Siyanabakteriler i¢in 6zel izolasyon besiyerleri kullanilabilir.
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Ayrica 0zel primerler ve problar tasarlanarak molekiiler caligmalar
gerceklestirilebilir.

7.Calismamiz sonucu elde edilen izolatlar alkalifilik izolatlar oldugu icin
biyoteknolojik ¢alismalarda yaygin ve potansiyel bir uygulama alanina sahiptirler.
Bu amagla elde edilen izolatlardan biyoteknolojik uygulamalara yonelik

caligmalar yapilmalidir.
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