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Bu calismada kiiltiir-bagimli  ve molekiiler teknikler kullanilarak
Tiirkiye’deki 7 farkli kaynak tuzlasinin prokaryotik cesitliliginin belirlenmesi
amaclanmgtir.

Nisan 2011- Haziran 2012 tarihleri arasinda segilen tuzlalarin hem kaynak
hem de havuz kisimlarindan iki kez oOrnekleme yapilmistir. Kiiltlir-bagiml
caligmalarda farkli besiyerleri kullanilip gelisen Kolonilerden 397 tane izolat
secilerek 16S rRNA geni amplifiye edilmis, restriksiyon rDNA analizi (ARDRA)
metodu ile analiz edilip 44 farkli profil belirlenmistir. Profilleri belirlenen 44
izolattan 28 tanesi segilerek bu izolatlarin 16S rRNA geninin dizi analizleri
gerceklestirilmistir ve bunlarin Archaea domaininden Haloarcula, Haloferax,
Halorubrum ve Halobacterium; Bacteria domaininden Halomonas, Salinibacter,
Rhodovibrio, Salinivibrio, Salicola, Idiomarina, Marinobacter,
Chromohalobacter genusuna ait olduklari belirlenmistir.

Floresan in situ hibridizasyonu (FISH) yonteminde evrensel problar ve
DAPI boyast kullanilarak kaynak orneklerinde mikrooganizma yogunlugunun
diisiik; havuz orneklerinde ise oldukca yogun ve kare sekilli Archaea 6rneklerinin
birgok tuzlada baskin oldugu gézlenmistir. DGGE yontemi ile Archaea jelinin
analiz sonucu Halorubrum sp., Haloguadratum walsbyi ve Halonotius

pteroides’in varlig1 ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Kaynak Tuzlalari, Halofilik Archaea/Bacteria, DGGE, FISH
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ABSTRACT
Master of Science Thesis
DETERMINATION OF THE PROKARYOTIC DIVERSITY IN
DIFFERENT SPRING SALTERNS
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2013, 110 Pages

In this study, prokaryotic diversity of the 7 different spring salterns in
Turkey was investigated by using cultivation-based methods and molecular
techniques.

Sampling was carried out both springs and crystallization ponds of the
salterns twice between April 2011- June 2012. Microorganisms were cultivated on
different media. 397 isolates were chosen and analyzed by using 16S rDNA gene
sequences and ARDRA (Amplified rDNA Restriction Analysis) method and 44
different ARDRA profiles were determined. 28 isolates of them were selected and
16S rDNA genes of these isolates were sequenced for the identification. Isolates
were identified as Haloarcula, Haloferax, Halorubrum and Halobacterium in
Archaea domain; Halomonas, Salinibacter, Rhodovibrio, Salinivibrio, Salicola,
Idiomarina, Marinobacter, Chromohalobacter in Bacteria Domain.

Fluorescent in situ hybridization (FISH) analysis by using universal
probes and DAPI staining revealed that microbial population was very low in
saline springs while microbial populations in the ponds dominated by square
Archaea were very dense. Halorubrum sp., Haloquadratum walsbyi and
Halonotius pteroides species were detected according to DGGE analysis of
Archaea.

Keywords: Spring Salterns, Halophilic Archaea/Bacteria, DGGE, FISH
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1.GIRIS
1.1.Hipersalin Habitatlar

Asir1 tuzlu habitatlar diinya {izerinde olduk¢a yaygin bulunmaktadir. Cogu
diinyanin sicak ve kuru bolgelerinde bulunmakla birlikte hipersalin ortamlar pek
cok degisik alanda yayilis gostermektedir; Antarktik hipersalin géller gibi soguk
ortamlar, derin deniz brine ortamlar1 gibi yiiksek basinca ve diisiik oksijene sahip
ortamlar, hidrotermal bacalarin bulundugu asir1 sicak ortamlar, petrol iceren
ortamlar, hipersalin lagiinler, topraklar ve kaynak sular1 bunlara 6rnek verilebilir
(Madigan ve Martinko, 2010; Oren, 2003).

Tuz gollerinin iyonik kompozisyonu oldukga farklilik gosterebilmektedir.
Asirt tuzlu bir goldeki baskin iyonlarin ¢esitliligi, goliin bulundugu ortamin genel
iklimsel kosullarina, topografyasina ve jeolojisine baglidir (Madigan ve Martinko,
2010).

Hipersalin ortamlar ikiye ayrilabilir:

Thalassohaline ortamlar: Deniz suyundan orjinlenirler. Iyonik
kompozisyonlar1 deniz suyununkine benzer; sodyum dominant katyon, Klor ve
ardindan siilfat dominant anyonlardir. pH’s1 ndtre yakin ya da biraz alkalidir
(Falb, 2005).

Athalassohaline ortamlar: Icerigi kendisini gevreleyen topografya,
jeoloji, iklimsel sartlarin igerigini yansitan ortamlardir (Ventosa, 2006). Bazi
athalassohaline sular divalent katyonlar1 (magnezyum gibi) yiiksek oranda
icerebilir, bazilar1 ise karbonat varlig1 sonucu magnezyum ve kalsiyumdan yoksun
olabilir. Ornegin Magadi Golii (Kenya/Afrika) gibi soda gollerinin ¢evredeki
kayalarin yiiksek karbonat igeriginden dolayr pH’s1 oldukca yiiksektir ve
¢Oziinmiis Mg2+, Ca®* orani oldukga diisiiktiir. Soda golleri yiiksek Na,CO;3 ve
diisiik Mg?*, Ca ?* oranlar ile karakterize edilir (Falb, 2005).

Tuzlalar, giines 1sinlarindan faydalanarak deniz suyunun buharlagtirilip,
tuz Uretmek amaciyla kurulmus, birbirine bagli veya bagli olmayan, degisik
boyutlardaki havuzlardan olusmus bir sistemdir. % 3,5 - % 300 tuzluluga kadar
olan bu havuzlar, kendilerine 6zgii canli topluluklarini igerirler (Pavlova ve ark.,
1998; Korovessis ve Lekkas, 2002; Koru, 2004). Tirkiye tuz yataklar

bakimindan olduk¢a zengindir. Tuz iiretilen kaynaklara tuzla denir. Bu kaynaklar
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deniz tuzu, gol tuzu, kaya tuzu ve kaynak tuzu olmak iizere dorde ayrilir
(http://www.turkiyetuz.com /kaynak/kaynak.asp, 2012).
1.1.1.Kaynak tuzlalari

Karalarda kaya tuzlar1 disinda suyu az veya ¢ok tuz igceren akarsular,
kuyular, kaynaklar ve goller de vardir. Genel olarak bunlarin kaynagi kaya
tuzlaridir. Hareket halindeki yeralti sularinin, kaya tuzu yataklarindan ge¢mesi
sirasinda bir miktar tuzu eritip, iyon halinde biinyesine alarak farkli
formasyonlarda yeryiiziine ¢ikmasiyla tuzlu su kaynaklar1 olusmaktadir. Bunlara
kaynak tuzlasi denir. Kaynaklarin, yer altinda gegctikleri formasyonlarin
ozelliklerine bagli olarak bilesimlerindeki tuz miktart  degismektedir
(http://www.turkiyetuz.com /kaynak/kaynak.asp, 2012).

Kaynak tuzlalari Anadolumun Cankir1 vilayeti ile Kirsehir arasinda
cekilecek hattin dogusunda kalan boliimiinde bulunmaktadir. Bu yayginlik bir
yandan Corum, Sivas, Erzincan, Erzurum, Van dolaylari ile ilgili genisge bir serit
halinde ve 6te yandan da Siirt - Beytiigsebab - Hakkari arasindaki bolgeye kadar
uzanir. Tuzlalarin yakin civari ¢orak bir ¢61 manzarasi arzeder. Bélgenin tuzlu Kil,
Killi tuz, jipsli kil ve jips ile kapli olmasindan Otiirii yeralti, yer istii sular
tuzludur.

Anadolu'daki tuzlu su memba tuzlalari hemen ¢ogunlukla 2500 - 3300
metrelik yiiksek daglarla gevrili derin vadilerde ya da yine bu dag yamaglari
dibindeki genisge vadi - ovalarda bulunmaktadir. Erzurum'un Askale, Muslih,
Erzincan, Kemah'in kémiir, Sivas'm tuzlalarmin ¢ogu bu ikinci 6zelliktedir.
Birinci tipin en karakteristigi Erzurum'un Karagél daglar dibindeki Karagol
tuzlasi ile Sivas''n Hamo tuzlasidir. Tuzlalar ¢ogunlukla Oligosen, nadiren de,
Miosen’e ait yasli arazide bulunmaktadir. Ozellikle Oligosen ¢6l iklim sartlari,
tuzlu lagiinlerde, gollerde 6nemli miktarda ve yer yer tuz topluluklarina yol agmus,
sonunda da tuzlalarin meydana gelmelerinde elverigli rol oynamistir. Sadece
Sivas'ta Oligosen arazide, dagimik ve yaygin olan tuz, bir yerde kaya tuzu yatagi
teskil edecek kadar toplu yi1Zin  veya tabakalar  olusturmamistir

(http://www.maden.org.tr/resimler/ekler/22.pdf, 2012).

Ulkemizdeki kaynak tuzlalari Aga, Hivir, Goneli, Ishan, Serhal, Carki,
Cedit, Hamo, Fadlum, Pili¢, Hargiin, Goleris, Komiir, Timisi, Yerhan, Askale,
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Bingol, Perobey, Alibaba, Boncuk, Kihtik, Cokender, Kirmizi, Bar, Canik, Yerli,
Taytak, Muhlis, Tatos, Aktuzla gibi bir¢ok tuzla isletilmis, bir kismi isletilmeye
devam edilmekte, bir kismi ise ekonomik olmadigindan dolayi isletilememis veya
isletilmesinden vazgecilmistir (http://www.turkiyetuz.com/kaynak/ kaynak.asp,
2012).

Sivas ili ve Kaynak Tuzlalari

Sivas ili, Anadolu yarimadasinin ortasinda, I¢ Anadolu Bolgesi’nin yukari
Kizilirmak béliimiinde yer almaktadir. il topraklarinin biiyiik boliimii yukari
Kizilirmak, bir bolimii de Yesilirmak ve Firat havzalarinda yer almaktadir.
28.488 km?’lik yiizolglimiiyle, Konya’dan sonra Tiirkiye'de toprak biiyiikligi
bakimindan ikinci sirada yer alan il Sivas ilidir. Genel olarak daglik ve yiiksek bir
plato iizerinde kurulan Sivas ilinin ortalama yiiksekligi 1000 metrenin iizerindedir.
Daglar, bu daglar arasinda kalan vadiler ile ¢ukurlardan olusan ovalar ve daglarin
asinmasi ile olusan yiiksek platolar ilin baslica yiizey sekillerini olustururlar.
(Mahirogullari, 2003).

Sivas maden bakimindan zengin bir yoredir. MTA (Maden Teknik Arama)
tarafindan yapilan tespitlere gore, Sivas’ta demir, krom, bakir, kursun, mermer,
tuz, asbest, kaolin, jips, barit, talk madenleri bulunmaktadir. Bu madenlerden bir
kismu igletilmektedir (Mahirogullar1, 2003).

Sivas ilinde kaynak tuzlalar1 oldukga g¢oktur. Jeoloji bakimindan Sivas
arazisinde hidrokarbiirler, linyitler ve tuzlu kaynaklar arasinda siki bir iligki
vardir. Hidrokarbiirler ve linyitler gibi tuzlu kaynaklar da bilhassa Oligosen
arazisine aittirler. Aralarinda bazilar1 Miosen’in kaidesine kadar yiikselmekte ise
de Oligosen’den onceye ait arazide bunlardan herhangi bir iz yoktur. Bu tuzlu
kaynaklarin kokeni, Oligosen devrine ait lagiiner arazidir. Kaynaklarin tuzluluk
derecesi olduk¢a degisiktir. Bu tuzlalar yaz aylarinda ¢alismakta, kisin sogugun
siddetinden ve kardan dolay1 ¢alismamaktadir. Sivas'in 19 tuzlasinindan on dordi
Oligosen arazisinde bulunmaktadir. Bingdl, Manastiralti, Tuzhisar, Cakr1 ve
Siileymaniye tuzlalari Oligosen ile Miosen marnlari arasindaki (fay) temas
sahasindadir (Stchepinsky, 1939).

Sivas’ta asirlardan beri isletilen tuz yataklar1 bulunmaktadir. Tuzlalarin bir

kism1 1994, bir kism1 2000 yilinda 6zel sektore devredilmistir.
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Tablo 1.1. Sivas ili 6zel tuzlalarda iiretilen tuz miktari, 2001 (Mahirogullari, 2003)

Divrigi Hamo Tuzlas1 400 Ton ‘ Zara Cakr1 Tuzlast 1800 Ton
Hafik Tuzhisar Tuzlast 600 Ton | Zara Cedit Tuzlas1 1200 Ton
Imranli Gérelis Tuzlas1 250 Ton ‘ Zara Hargiin Tuzlas1 1200 Ton

Sarkisla Pili¢ Tuzlas1 300 Ton Merkez Fadlum Tuzlas1 1400 Ton
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Sekil 1.1. Sivas ili yeralti kaynaklart dagilim haritast (MTA Genel Midiirliigii, 2007).
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Sekil 1.2. Bingdl Tuzlast, Sivas (2012)
Corum ili ve Kaynak Tuzlalar

Sungurlu bolgesi Cankiri-Corum Havzasi'nin bir boliimiinii olusturur.
Sungurlu (Corum) denizel bir ortam i¢inde ¢okelmis olan Cevherli ve Kepir Tepe
Formasyonlar1 igerir. Her ne kadar bu bolgede goriilen en yasli formasyon Alt
Eosen yasinda ise de havzadaki ¢okelmenin en azindan Ust Kretase'den beri
stirekli oldugu onceki calismalarla saptanmistir (Norman ve ark., 1980). Orta
Eosen sirasinda bolgedeki hareketli kusak kosullart (mobile belt conditions)
hemen hemen tiimiiyle durmus ve sig su fasiyesinde tortullar ¢okelmistir. Orta
Eosen sonunda deniz tamamen kurumus ve bolgede karasal fasiyesde ¢okeller
birikmeye baglamigtir. Denizel birimler ile iistiine gelen karasal birimler uyumlu
olup ¢okelme Ust Miosen sonuna kadar higbir kesiklik gdstermeden siirmiistiir.
Diisey tektonik hareketler bolgede kapali havzalarin gelisimine yol a¢mustir.
Biiyiikpolatli Formasyonunu c¢okelten menderesli nehirler tasidiklari c¢okelleri
denize kadar ulastirma olanagi bulamadiklar1 ig¢in bolgede kaim istifler
olusmustur. Miosen zamaninda bolgedeki kuraklik iyice artmis buna karsilik yagis
azalmistir. Bu kosullar altinda kapali havzalarin orta kisimlarindaki playa
gollerinde ince taneli kirmtili kayaglar ile ara tabakali anhidritler ¢okelmistir.
Anhidritler zamanla su alarak jipse doniismiislerdir. Gergek bir dag olusumu ile
sonuglanan kuvvetli tektonik olaylar, Miosen sonunda etkin olmuslardir. Ponsiyen
(Alt Pliyosen) yash karasal g¢okeller, aliivyon yelpazeleri olarak kendisinden

onceki birimler iizerinde gelisen uyumsuzluk yiizeyi iizerinde yatay veya diisiik
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egimli olarak ¢okelmislerdir. Yaklasik Ust Eosen'den beri egemen olan ¢okelme

kosullar1 bu havzadaki etkisini gliniimiizde de siirdiirmektedir (Senalp, 1981).

Sungurlu bolgesindeki denizel havzanin Orta Eosen sonunda tiimiiyle
doldurulmus olmasi nedeniyle bu zamandan itibaren karasal ¢okeller birikmeye
baslamustir. Biiyiikpolatli Formasyonu (Ust Eosen - Miosen) kirmizi renkli ¢akil
tagi, kumtast ve camurtast ile temsil edilmis olup kuzeydogudan giineybatiya
dogru akan menderesli nehirlerin etkili oldugu bir aliivyon ortaminda ¢okelmistir.
Terzili Formasyonu jips, ¢amurtasi ve az miktarda ince taneli kumtasindan
yapilmustir. Jips ikincil kokenli olup anhidritin su almasi sonucu olusmustur. Bu
formasyon playa ortaminda g¢okelmistir. Biiyiikseyhefendi Tepe Formasyonu
(Ponsiyen) kotii tabakalanmali ve kotli boylanmali cakiltagi, kumtasi ve
camurtasindan yapilmis olup kendisinden yasli formasyonlar iizerinde agisal bir
uyumsuzlukla oturur. Bu c¢okellerin, dag siralanimlarinin eteklerinde aliivyon

yelpazeleri olarak ¢okeldikleri diistintiliir (Senalp, 1981).

Biiyiikpolatli Formasyonu Sungurlu boélgesinin stratigrafik istifini
olusturan karasal formasyonlarin en genis yayilimli olanidir. Baglica degisik
oranlardaki ¢akiltagi, kumtasi ve camurtasi ile az miktardaki evaporitlerden
yaptlmistir. Evaporitler, ince taneli ¢okellerin egemen oldugu caligma alaninin
dogu kesimlerinde, mercek seklinde ve c¢amurtasi ile ara tabakali olarak
gortliirler. Bunlar camurtasi ile ayni1 zamanda ¢okelmislerdir. Camurtasini kesen
jipsler ise ikincil kokenlidirler. Tuz yiizeyde goriilmez fakat camurtasi iginde
vardir. Sarikaya ve Akcakoyunlu tuzlalarinda bu formasyondan g¢ikan tuzlu
yeraltt sularmi havuzlarda toplaylp buharlastirma yontemiyle tuz iretimi
yapilmaktadir. Bu formasyonun en tipik olarak goriildiigii yer Biiyiikpolath koyii
dolayidir Burada formasyon ¢ok iyi korunmus oldugu gibi tabakalarin dogrultusu
boyunca olan yanal fasiyes degisimleri de kolayca goriilebilir. Tip kesit Sarikaya
koyii ile Biiyiikpolath koyii arasinda olgiilmiistiir. Kesitin baglangi¢ yeri Sarikaya
koylinlin yanindaki Kepir Tepe Formasyonu'na ait kiregtagindan baslar ve
Biiytikpolatl koyiiniin yakinindan gecen senklinal ekseninde son bulur. Birimin
kalinlig1 bu kesitte 1870 m olarak ol¢iilmiistiir. Biiylikpolathh Formasyonu tim
Cankiri-Corum havzasma yayilmis olup Ankara-Samsun karayolu Delice ve

Sungurlu kazalarinin arasinda bu formasyon i¢inden geger (Senalp, 1981).
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Terzili Formasyonu jips, ¢amurtagi ve ince taneli kumtasinin belirgin

ardalanmasindan olugmustur. Jipsler ¢ogunlukla ikincil kokenli olup anhidritin su

almasi sonucu ortaya ¢ikmustir. Tuz ylizeyde goriilmez fakat bu formasyondan

cikan tuzlu su kaynaklar1 ve kiigiik tuz gdllerinin bulunmasi tuzun istif igindeki

varligmmi kanitlar. Terzili Formasyonu calisilan saha igerisinde genis alanlar

kaplarsa da en iyi istifler harita alaninin digindaki Terzili koyl yakininda

bulunmustur. Tip kesit koylin 1 km kuzeyinde ve Budakdézii deresiyle Aktepe

arasinda olgilmistiir. Formasyonun buradaki kalinligi 326 m’dir. Formasyonun

cografi dagilimi diizensizdir. Kuzucak koyi ile Ak¢cakoyun koyii arasinda ve

Sarikaya tuzlasi dolaylarinda tiim 6zellikleri ile korunabilmistir (Senalp, 1981).
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Sekil.1.3. Corum ili yeralti kaynaklar1 dagilim haritasi (MTA Genel Miidiirligii)
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1.1.2.Gol tuzlalar:

Tuz gollerinin bir kismi eski deniz yataklar1 olabilecegi gibi bazilar1 da
genis yer c¢oOkiintiilerinde, civar bolgelerdeki kaya tuzlarindan gegerek, bu
cukurlarda toplanan tuzlu sulardan meydana gelirler. Yaz aylarinda yiiksek bir
yogunluk kazanan sular buharlagarak, sanki deniz sularinin toplama havuzlar gibi
bir tuz tavasi haline gelirler. Tuzlu su gdllerine, tuzlu su kaynaklar1 ve kuyularina
hemen her ilkede rastlanmaktadir (http://www.turkiyetuz.com /kaynak/
kaynak.asp, 2012).

Diinyanin en biyiik tuz goli Biyik Tuz Goli (Great Salt Lake-
U.S.A)’diir. Biiyiik Tuz Golii ve Oliideniz (Dead Sea) (Orta Dogu) iyi caligilmis
hipersalin gollerdir. Biiyiik Tuz Golii biiylik ve sigdir, denizsuyuna yakin
konsantrasyonda tuz igerir. Oliideniz daha kiigiik ve derindir, yiiksek
konsantrasyonda magnezyum tuzlarmi igermektedir. Biiyiikk Tuz Goli ve
Oliideniz nétral pH’ya sahiptir (DasSarma, 2001). I¢ Anadolu’da bulunan Tuz
Golii diinyadaki en 6nemli tuz gollerinden biridir. Alkalin hipersalin gollere, Wadi
Natrun Golii (Misir), Magadi Golii (Kenya), Great Basin golleri (Mono Lake,
Owens lake, Searles Lake, Big Soda Lake; U.S.A) 6rnek verilebilir. Soda brine’i,
alkalin pH’daki ¢O6ziiniirliikleri diisiik oldugundan, magnezyum ve kalsiyum
divalent katyonlarindan yoksundur (DasSarma, 2001).

Gol tuzlalari, Tuz golii gevresinde bulunan Yavsan, Kaldirim ve Kayacik
tuzlalanidir. Kesin rezervi ortaya koyacak veriler olmamasma ragmen, Tuz
g6liiniin ¢ok biiyiik bir potansiyele sahip oldugu bilinmektedir. Tuz goliiniin yillik
yiizey rezervi su sekilde bir yaklasimla hesaplanabilir. Goliin tiim alan1 1665 km?
dir. GoOliin siirekli su altinda kalan dogu kesimi ile 6nemsiz derecede tuz ¢okelen
yerler ¢ikarilirsa yaklasik 1200 km? lik bir alan tuz bolgesidir. Golde olusan tuz
tabakasinin kalinligi 3-20 cm arasinda degismekte olup ortalama 8 cm’dir. Bu
durumda;

Goldeki yiizey rezervi = 0.08 m (Kalinlik) x 1200.106 m? (Alan) x 2.2 t/m*
(Yogunluk) = 211.200.000 ton/yil NaCl olarak bulunabilir (Yalgin ve Ertem,
1997).
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1.1.3.Deniz tuzlalar

Denizlerdeki tuzluluk derecesi; denizlerin tatli su alip almadiklarina,
cografik durumlarina ve iklim kosullarina gore degisiklik gosterir (http://www.
turkiyetuz.com/kaynak/kaynak.asp, 2012). Deniz tuzlalar1 da ekstrem halofilik
prokaryotlarin habitatlaridir. Deniz tuzlalari, deniz suyu ile doldurulmus ve
buharlastirma sonrasi solar deniz tuzunun elde edildigi, kiigiik ¢evresi kapatilmisg
havuzlardir. Tuzlalar, ekstrem halofiller i¢in minimum tuzluluk smirlarina
ulastiklar1 zaman, halofilik Archaea nin yogun tiremesinden dolay1 suyun rengi
kirmizimst mor renge donmektedir. Genellikle kare sekilli tiirler dahil olmak
tizere, morfolojik yonden farkli, ¢esitli Archaea iyeleri tuzlalarda
bulunmaktadirlar (Madigan ve Martinko, 2010).

Deniz tuzu rezervi sonsuz olmasina ragmen, liretim havuzlama tesislerinin
kapasitesine ve iklim kosullarina bagldir. Ulkemizde deniz tuzlasi olarak Ayvalik
ve Camalti tuzlalar1 isletilmekte olup, bdlge ikliminin son derece uygun olmasi
nedeniyle gerekli yatirimlarin yapilmasi durumunda Camalti tuzlasinin kapasitesi
1.000.000 ton/yi1l’a ulagsma olanagina sahiptir. Ancak, su andaki fiili iiretim
miktarlar1 ortalama 500.000 ton/y1l dolaylarinda gergeklesmektedir. Yurdumuzun
li¢ tarafinin denizlerle ¢evrili olmasi, deniz tuzlasi isletmecili§i agisindan son
derece sansli oldugumuzu gostermektedir. Buradan da, deniz tuzlalarinin sonsuza
giden rezervi ile bu konuda nedenli rakipsiz oldugu acgik¢a anlagilmaktadir (Yalgin

ve Ertem, 1997)
1.1.4 Kaya tuzlari

Yeraltinda az veya ¢ok derinlerden kati halde elde edilen tuzlar kaya tuzu

olarak tanimlanir (http://www.turkiyetuz.com/kaynak/kaynak.asp, 2012).
Ulkemiz, jeolojik yapisi nedeniyle biiyiik tuz yataklarina sahiptir. Ozellikle

2. zamanin Eosen, Oligosen ve Miosen devirlerinde genis ¢okelmeler meydana
gelmistir. I¢ Anadolu'da Cankiri'dan baslayarak Corum, Yozgat, Sivas, Erzincan,
Erzurum ve Kars iizerinden iran'a baglanan tuz yataklarinda 30’u askin kaya ve
kaynak tuzlalar1 yer almaktadir. Ayrica Adana havzasi ve Siirt yoresinde de
yeraltt tuzu olusumlari mevcuttur. Ayrica Kars, Cayirli, Adana, Sivas gibi
bolgelerde de petrol sondajlari sirasinda biiyiik kaya tuzu birikimlerinin oldugu

ortaya ¢ikmistir. Sondaj yapilarak ti¢ boyutlu belirlenen goriiniir rezerv toplami
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1.000.000.000 tonu gegmektedir. Muhtemel ve miimkiin rezervler ile birlikte
Tiirkiye'nin ¢ok biiyiik bir potansiyele sahip oldugu soylenebilir. Tiirkiye kaya
tuzu rezervleri Tablol1.2’de goriilmektedir (Faliyet Raporu, 1996) (Yal¢in ve

Ertem, 1997).
Tablol.2. Tirkiye Kaya Tuzu Rezervleri (T.T. S.M. 1995 yil faaliyet raporu)

Tuzlanin Adi Yeri Goriiniir (Ton) | Muhtemel (Ton) Miimkiin (Ton)
Sekili Yozgat 107.000.000 359.000.000 300.000.000
Cankir 821.000.000 358.000.000 -
Tepesidelik Kirsehir - - 20.000.000
Tuzluca [gdir - - 100.000.000
Kagizman Kars - - 60.000.000

KASTAMONU
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Sekil 1.4. Tiirkiye’deki tuzlalarinin haritada gosterimi (http://www.furkiyetuz.com/kaynak/kaynak.
asp, 2012)

Tuz, cesitli sanayi kollarinda kullanilmaktadir. Bunlara gida, siit iirlinleri,
yag, yem, et ve balik¢ilik, bagirsakeilik, deri, seramik ve cam, tekstil, metalurji ve
emaye, sogutmacilik, kagit, lastik ve kaucuk, deterjan ve sabun sanayi 6rnek
verilebilir (Ergin, 1988).

1. 2.Halofilik Mikroorganizmalar

Optimum gelistikleri tuz konsantrasyonuna gdre mikroorganizmalar su
sekilde siiflandirilmaktadir:

e Ekstrem halofiller; % 15-30 (2.5-5.2 M) NaCl konsantrasyonunda

optimum gelisenler
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e Ilimli halofiller; % 3-15 (0.5-2.5 M) NaCl konsantrasyonunda optimum

gelisenler

e Az halofiller; % 1-3 (0.2-0.5 M) NaCl konsantrasyonunda optimum

gelisenler

e Halofilik olmayan mikroorganizmalar; % 1 (0.2 M) NaCl
konsantrasonundan diisilk tuz konsantrasyonunda optimum gelisenler

(Kuhsner ve Kamekura, 1988).

Bununla  birlikte  bazi  non-halofilik  mikroorganizmalar  yiiksek
konsantrasyonda NaCl’yi tolere edebilir; bu mikroorganizmalar halotolerant
olarak tanimlanir (Kuhsner ve Kamekura, 1988).

Ekstrem halofiller gelisimleri igin tuza ihtiya¢ duyarlar, diisik tuz
konsantrasyonunda gelisemezler; diisik tuz konsantrasyonunda hiicreler
parcalanir. Hiicre duvarlari, ribozomlari, enzimleri Na® iyonlar1 tarafindan
stabilize edilir (http://textbookofbacteriology.net /procaryotes. html, 2012).

Halofilik tiirler tuzlu gollerde ve topraklarda, sahil kenarlarindaki tuzlu
ortamlarda, tuzlu ¢ol ortamlarinda, tuzlu soguk ortamlarda, tuzlu batakliklarda,
tuzlu kaynak sulari ve icdenizlerde, dogal ve yapay tuzlalarda, tuzlu alkalin
habitatlarda, tuzlanmig balik ve et triinlerinde yasarlar (Tsiamis ve ark., 2008;
Ventosa, 2006).

1.2.1. Halofilik mikroorganizmalarin taksonomisi

Halofiller, tuzun denatiire edici etkilerine dayanikli ve ¢evredeki ozmotik
basinci dengeleme kapasitesine sahip oOkaryotik ve oOzellikle prokaryotik
mikroorganizmalar1 igerirler (DasSarma, 2001). Hipersalin ekosistemler iyonik
kompozisyonu, pH’s1 ve toplam tuz konsantrasyonu bakimindan biiyiikk bir
cesitlilik gosterir (Ollivier ve ark., 1994). Halofiller sadece yiiksek tuz
konsantrasyonu ile degil ayn1 zamanda diisiik oksijen, yiiksek ve diisiik pH ve
sicaklik, agir metallerin varligr gibi pek ¢ok cevresel faktorle de karsi karsiya
kalabilir. Halofillerin metabolik ¢esitlilikleri de oldukc¢a fazladir: aerobik,
anaerobik, heterotrofik, fototrofik, kemoototrofik tipleri vardir (Horikoshi, 2011).

Halofillere ait orneklere 3 domainde de rastlanir. Bacteria domainindeki

Cyanobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes ve
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Bacteroidetes gruplarinda halofiller vardir. Archaea domaininde Halobacteria
grubu halofillerden olusur. Methanococci grubunda da halofilik tiirlere rastlanir.
Filogenetik olarak yakin birka¢ grup sadece halofillerden olusur; Halobacteriales
ordosu, Halobacteriaceae (Euryarchaeota) familyasi ve anaerobik fermentatif
bakteri ordosu Halanaerobiales (Firmicutes). Halomonadaceae
(Gammaproteobacteria) familyasi da yogunlukla halofillerden olusur (Oren,

2008).

Tuz gollerindeki hiicre toplulugunun ¢ogunlugunu arkeal bir familya olan
Halobacteriaceae’ye aittir (Bath ve ark., 2006). % 10-15’den yiiksek tuz
konsantrasyonuna sahip tuz gollerinde makroskopik olarak gozlemlenebilecek
organizmalar sadece Artemia salina ve Ephydra larvalaridir (Ventosa, 2006).
Okaryotik bir alg olan Dunaliella tuz gdllerinin gogunda bulunan &nemli bir
oksijenik fototroftur. Dunaliella'nin bulunmadigi yiiksek pH'li alkali soda
gollerinde anoksijenik fototrofik mor bakteri cinsleri Ectotrhodospira ve
Halorhodospira baskin olarak bulunmaktadir. Oksijenik ve anoksijenik
fototroflarm primer tiretiminden kaynaklanan organik maddeler kemoorganotrofik
ozellikteki ekstrem halofilik Archaea'nin gelismesini saglamaktadirlar. Ayrica
Haloanaerobium ve Halobacteroides gibi birkag ekstrem halofilik
kemoorganotrofik Bacteria’da boyle ortamlarda iyi gelismektedirler (Madigan ve
Martinko, 2010).

Hipersalin gollerin ve lagiinlerin dip sedimentlerinin, oksijenin hipersalin
tuzlu suda ¢oziintirliigi diisiik oldugu ve organik maddenin genellikle bol oldugu
icin, anaerobik halofilik bakterilerce zengin olmasi beklenir (Dworkin ve ark.,
2006). Bu ortamlarda organik maddenin ana kaynagi prokaryotlar, algler,
omurgasizlardir ve anaerobik organizmalar i¢in bolca kullanima uygun substrat
saglamaktadirlar (Tsai ve ark., 1995). Halanaerobiales, zorunlu anaerobik
halofilleri igeren takimdir; Haloanaerobiaceae ve Halobacteroidaceae
familyalarin igerir. 16S rRNA gen analizine gore halofilik anaerobik bakteriler,
Bacteria domaininde, Gram-pozitif bakteri filumu iginde siniflandirilabilir. Tim
Haloanaerobiales {iyeleri 1limli halofil olarak olarak da siniflandirilabilir
(Dworkin ve ark., 2006).
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Sekil 1.5. Kiigiik alt {inite rRNA gen dizisine dayanarak olusturulan evrensel filogenetik agac ve
halofilik mikroorganizmalarin agagtaki dagilimi. Mavi kutucuklar i¢indeki gruplar en az
bir halofilik temsilciye sahiptir; Halobacteriales ise tamamiyle halofillerden olusur. Agag,
sek. 11.16 Madigan ve Martinko, 2006 temel alinarak olusturulmustur ( Oren, 2008).

Halofilik Archaea Taksonomisi

Haloarchaea iiyeleri gelisim igin yiiksek tuz konsantrasyonuna zorunlu

olarak ihtiya¢ duyar ve tuz icermeyen besiortamlarinda hiicreler lize olmaktadir.

IVERSITESI

% 20-25 NaCl tuz konsantrasyonu ve aerobik kosullar altinda kolayca
gelisebilirler. Bakteriyoruberinleri olusturan Cso-karotenoidlerin varligindan Gtiiri
kirmizi-pembe renklerde koloniler olustururlar (Natrialba cinsine ait bazi tiirler
hari¢); dolayisiyla kismen tuz golleri ve solar tuzlalarin tipik kirmizi
pigmentasyonuna sebep olurlar (Sekil 1.6). Baz tiirler alkalin pH’da gelisebilir ve
haloalkalifilik olarak tanimlanirlar (Horikoshi, 2011).
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Sekil 1.6. Halofilik mikroorganzimalarin agir1 iremesi sonucu havuzlarda olusan kirmizi renk
(Fadlum Tepednii Tuzlasi, Sivas, 2012)

Cogu flagella ile hareket eder. Halofilik Archaea nin iiyelerinin ¢gogunun
membranlarinda bakteriyorodopsin ve halorodopsin retinal iyon pompalart vardir
(Oren, 2003). Halobacteria tiyeleri cogu sucul bakteri gibi gaz vezikiilleri iretir.
Halofilik Archaea iiyelerinin primer metabolizmalar1 aerobiktir, fakat ozellikle
yiiksek sicaklikta oksijen ¢ozliniirliigiiniin diisiik oldugu konsantre tuz ortaminda
yasarlar. Gaz vezikiilleri hiicrelerin, oksijeni daha bol yiizey tabakasinda
kalmasmni saglar. Bu, ayrica, mor-membran-aracili fosforilasyon igin 1s18mn
uygunlugunu saglar. Halobakterilerin proteinleri ya yiiksek tuz konsantrasyonuna
direnglidir ya da aktivite i¢in tuza ihtiya¢ duyarlar (DasSarma, 2001).

Archaea domaininde halofilik mikroorganizmalar ii¢ familya igerisinde
bulunmaktadir; Halobacteriaceae, Methanospirillaceae ve Methanosarcinaceae.
Methanospirillaceae  ve  Methanosarcinaceae  familyalar1  non-halofilik
mikroorganizmalar da igermektedir; Halobacteriaceae, Halobacteriales
ordosundaki tek familyadir ve sadece halofillerden olusur (Oren, 2003).
Halobacteriales Ordosu

Halobacteriales  ordosundaki  halofilik ~ Archaea  tyeleri tuz
konsantrasyonunun 150-200 g/L’yi gectigi hipersalin ¢evrelerde bulunurlar
Halobacteriales ordosunda ¢ubuk (Halobacterium), kok (Halococcus,
Natronococcus), pleomorfik (Haloferax), kare (Haloquadratum walsbyi), tiggen
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(Haloarcula japonica) gibi pek ¢ok degisik morfolojiye sahip mikroorganizmalar
bulunmaktadir (Dworkin ve ark., 2006(a); Oren, 2003).

Tablo 1.3. Halobacteriaceae familyasindaki cins ve tiirler (Horikoshi, 2011)

Cins

Tiir

Halobacterium

Hbt. salinarum, Hbt. jilantaiense, Hbt. noricense, Hbt.
piscisalsi

Haladaptatus

Hap. paucihalophilus

Halalkalicoccus

Hac. tibetensish, Hac. jeotgali

Haloarcula Har. vallismortis, Har. amylolytica, Har. argentinensis,
Har. hispanica, Har. japonica, Har. marismortui, Har.
quadrata

Halobaculum Hbl. gomorrense

Halobiforma Hbf. haloterrestris, Hbf. lacisalsi, Hbf. nitratireducens

Halococcus Hcc. morrhuae, Hcc. dombrowskii, Hcc. hamelinensis,
Hcc. gingdaonensis, Hcc.  saccharolyticus, Hcc.
salifodinae,

Hcc. thailandensis
Haloferax Hfx. volcanii, Hfx. alexandrinus, Hfx. denitrificans, Hfx.

elongans, Hfx. gibbonsii, Hfx. larsenii, Hfx. lucentense,
Hfx. mediterranei, Hfx. mucosum, Hfx. prahovense, Hfx.
sulfurifontis

Halogeometricum

Hgm. borinquense

Halomicrobium

Hmc. mukohataei

Halopiger Hpg. xanaduensis
Haloplanus Hpn. natans
Halogquadratum Hqr. walsbyi

Halorhabdus

Hrd. utahensis

Halosarcina

Hsn. pallida

Halosimplex

Hsx. carlsbadense

Halostagnicola

Hst. larsenii

Halorubrum

Hrr. saccharovorum, Hrr. aidingense, Hrr. alkaliphilum,
Hrr. arcis, Hrr. californiense, Hrr. chaoviator, Hrr. cibi,
Hrr. coriense, Hrr. distributum, Hrr. ejinorense, Hrr.
ezzemoulense, Hrr. kocurii, Hrr. lacusprofundi, Hrr.
lipolyticum, Hrr. litoreum, Hrr. luteum, Hrr. orientale,
Hrr. sodomense, Hrr. tebenquichense, Hrr. terrestre, Hrr.
tibetense, Hrr. trapanicum, Hrr. vacuolatum, Hrr.
xinjiangense

Haloterrigena

Htg. turkmenica, Htg. hispanica, Htg. jeotgali, Htg.
limicola, Htg. longa, Htg.
saccharevitans, Htg. salina, Htg. thermotolerans

Halovivax

Hvx. asiaticus, Hvx. ruber

Halovivax

Hvx. asiaticus, Hvx. ruber
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Tablo 1.3 (Devam). Halobacteriaceae familyasindaki cins ve tiirler (Horikoshi, 2011)

Natrialba Nab. asiatica, Nab. aegyptia, Nab. chahannaoensis, Nab.
hulunbeirensis, Nab. magadii, Nab. taiwanensis

Natrinema Nnm. pellirubrum, Nnm. altunense, Nnm. ejinorense, Nnm.
gari, Nnm. pallidum, Nnm. versiforme

Natronobacterium Nbt. gregoryi

Natronococcus Ncc. occultus, Ncc. Amylolyticus, Ncc. jeotgali

Natronolimnobius NIn. baerhuensis, NIn. innermongolicus

Natronomonas Nmn. pharaonis

Natronorubrum Nrr. bangense, Nrr. aibiense, Nrr. sulfidifaciens, Nrr.
tibetense

Haloguadratum walsbyi

Yassi, kare seklinde olan hiicreler genellikle gaz vezikiilleri ve PHA depo
graniilleri igerir. Aerobik heterotrof, oksidaz ve katalaz negatiftir. Hiicreler Gram
negatif boyanir. DNA, 46.9 mol% G+C igermektedir. Tuz golleri ve tuzlalarin
kristalize havuzlarinda yayilis gostermektedir. Hiicrelerin kare seklindeki
kisimlar1 2.2 pm ve yasst kisimlari 0.2 um’dir. Koloniler agar iizerinde pembe
renktedir. Zorunlu aerobiktir; sadece oksijen son elektron alici olarak kullanilir.
pH 6.0-8.5, 25-45°C ve % 14-36 (w/v) NaCl konsantrasyonu arasinda geligebilir.
Hiicreler distile suda hemen lize olur; gelisim i¢in minimum ~%14 (w/v) tuza
ihtiyag vardir. Optimum gelisim notral-alkali kosullarda ve % 18 tuzluluk
tizerinde gerceklesir. Pirlivatin tek karbon kaynagi olarak kullanildig: besiyerinde
en iyi gelisir (Burns ve ark., 2007).
Halonotius pteroides

Yassi, cubuk seklinde hiicreler 0.7-1.5 pum genigliginde ve 2-6 pm
uzunlugundadir. Faz kontrast mikroskop ile uzun, yassi hiicreler kanat-seklinde
bir goriiniim sergiler. Polar flagella ile hareketi zayiftir. Agar tizerinde koloniler
kirmiz1 renklidir. Zorunlu aerobiktir, sadece oksijen son elektron alic1 olarak
gorev yapar. Hiicreler Gram-negatif boyanir. pH 5.5-8.5, 25-45°C ve % 16-36
(w/v) NaCl konsantrasyonu arasinda gelisebilirler. Optimum gelisim 18% (w/v)
tuzlulukta ve notral kosullarda gergeklesir. Mg2+ gerekli degildir. Hiicreler distile
suda hemen pargalanir. DNA, G+C igerigi 58 mol%’dir. Halonotius strainleri
solar tuzlalardan izole edilmistir ( Burns ve ark., 2010).
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Haloarcula californiae

Guerrero Negro Tuzlasi’ndan izole edilmistir (Baja, California). Hiicreler,
yass1 ve koseli bir sekildedir. 3-4 M NaCl konsantrasyonunda optimum gelisir.
SM NaCl konsantrasyonunda da gelisebilir; ancak 2M’da gelisemez. Hiicreler
gelisim i¢in magnesyuma ihtiyag duyar (http://gcat.davidson.edu/mediawiki-
1.15.0/index.php/Haloarcula_californiae, 2012).
Halobacterium Cinsi

Gelisim i¢in pek ¢ok faktore ihtiyag duyarlar. Optimum gelisim igin
yavasca artan sicakliga (38-45°C) ihtiyac duyarlar. Fakiiltatif anaeroblardir. Cogu
gaz vezikiillerine, mor membrana ve turuncu-kirmizi karotenoidlere sahiptir.
Cogu nitrat rediiksiyonu ve denitrifikasyon ile farkli sekerleri fermente ederek,
arjinini pargalayarak ya da retinal pigmentler araciligtyla 1s1k enerjisini kullanarak
oksijen yoklugunda gelisebilme yetenegine sahiptir (DasSarma, 2001).
Halobacterium salinarum NRC-1

Gelisim igin 3.5-5M NaCl’ye (optimum 4.3M ) ihtiya¢ duyan ekstrem bir
halofildir. Hiicreler, hiicre iginde potasyum iyonlarin1 biriktirerek tuz
konsantrasyonunu dis ortama esit olacak sekilde ayarlayarak ozmotik dengeyi
saglarlar (DasSarma ve DasSarma, 2006; Oren ve ark. 2002). Ayrica, brom
iyonlar1 ile klor iyonlarint da hiicre iginde biriktirir (Sonnenfeld, 1984).
Halorodopsin 1sikla-aktive olan, tuzlart pompalamadan sorumlu ve H. salinarum
NRC-1’de bulunan bir membran proteinidir; brom ve klor iyonlarmin esit
miktarda tasinmasini saglamaktadir (Kolbe ve ark., 2000; Steiner ve ark., 1984).
Hiicreler desikasyona, UV ve IR’ye oldukga oldukga direnglidir (Baliga ve ark.,
2004).
Haloarcula japonica

Ucgen sekilli halofilik Archaea ilk kez 1986 yilinda Horikoshi ve
arkadaslar1 tarafindan izole edilmistir. Izolat, Haloarcula japonica olarak
tamimlanmistir (Horikoshi ve ark., 1993; Otozai ve ark., 1991; Takashina ve ark.,
1990). Hiicre boliinmesi sirasinda hiicre plate’leri asimetrik olarak olusuturulur;
sonradan ayrilacak olan {iggen sekilli yavru hiicreler olusturulur (Hamamoto ve
ark., 1988). DNA, G+C igerigi 63.3 mol%’dir (Oren, 2003).


http://gcat.davidson.edu/mediawiki-1.15.0/index.php/Haloarcula_californiae
http://gcat.davidson.edu/mediawiki-1.15.0/index.php/Haloarcula_californiae
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Haloferax mediterranei

Optimum gelisim 170g/L NaCl konsantrasyonunda gerceklesir. ilk kez
Ispanya’daki bir tuzladan izole edilmistir. DNA, G+C icerigi 60 mol%’dir
(Rodriguez-Valera ve ark., 1983; Torreblanca ve ark., 1986). Haloferax
mediterranei biiyiik miktarda (hiicrenin kuru agirliginin % 60°1) hiicre i¢inde poli-
B-hidroksi biitirikasit (PHB) biriktirmektedir (Margesin ve Schinner, 2001).
Halorubrum sodomense

Ilk kez 1980 yilinda Oliideniz’den izole edilmistir. Cubuk sekillidir ve
gelisim i¢in yiiksek derecede magnezyuma (optimum 0.8 M) ihtiya¢ duyarlar. 30-
250g/L NaCl tuz konsantrasyonunda gelisebilirler. G+C igerigi 68 mol%’dir
Belirli kosullar altinda bakteriyorodopsin ile mor membran olustururlar (Oren,
2003).
Halofilik Bacteria Taksonomisi

Bacteria Domain’i 28 filuma ayrilmaktadir. Iliml1 ya da ekstrem halofillere
ait  Ornekler Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes,
Bacteroidetes, Thermotogae, Cyanobacteria ve Tenericutes filumlarinda
bulunmaktadir (Horikoshi, 2011).
Filum Proteobacteria

Bu filum Gram negatif bakterilerin bes farkli smifin1 icermektedir;
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria,
Deltaproteobacteria ve Epsilonproteobacteria. Betaproteobacteria sinifi harig,
diger tiim smiflar halofilik bakteri 6rnekleri icermektedir (Horikoshi, 2011).
Simf Alphaproteobacteria
Rhodovibrio sodomensis

Hiicreler virgiil-spiral seklinde ve 0.6-0.7x1.6-2.5 um biiyiikligtindedir.
Muhtemelen polar flagelladan &tiirii zayif harekete sahiptir. I¢ fotosentetik
membranlar1 vezikiiler tiptedir. Fotosentetik kiiltlirleri pembe renkte olusur.
Fotosentetik pigmentleri, bakteriyoklorofil a ve spirilloksantin serisinin
karotenoidleridir. Gelisim, maya Oziitii varliginda, 1s1ikli ve anoksik kosullar
altinda fotoheterotrofik olarak meydana gelir. Kemotrofik gelisim asetat ve
stiksinat ile % 0.3-0.5 maya oziitli varliginda oksik kosullar altinda ve karanlikta

da miimkiindiir. Poli-B-hidroksibiitirat depo polimer olarak iiretilir. % 0.01 maya
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oziitii iceren komleks besi ortam1 gereksinir. Zorunlu ve 1limli halofilik bakteridir.
35-40°C, pH 7.0 ve % 12 NaCl konsantrasyonunda optimum gelisir. Bromide
ekstrem toleranshidir; %50-75 NaCl, NaBr (1.5 M’a kadar) ile degistirilirse iyi
gelisim gosterir. Oliideniz (Dead Sea)’de 15132 maruz kalan sedimetlerin ve suyun
oksijensiz kisimlarindan izole edilmistir. DNA, 66.2-66.6 mol% G+C
icermektedir (Brenner ve ark., 2001(b)). Rhodovibrio cinsine ait tiirler, dis
ortamdaki tuzluluga karsilik glisin betain ve ektoin biriktirir (Horikoshi, 2011).
Parvularcula bermudensis

Hiicreler 0.4-1.3x0.6-1.8 um biyiikliiglindedir. Gelisim 10-37°C sicaklik,
pH 6.0-9.0 ve % 0.75-25 NaCl tuz konsantrasyonunda gergeklesebilir. 30°C’de
optimum gelisir. DNA 60.8 mol% G+C igermektedir. Sargasso Denizi’nin
batisindaki Bermuda bolgesinden (Atlantik Okyanusu) izole edilmistir (Cho ve
Giovannoni, 2003).
Simif Gammaproteobacteria

e Alteromonadaceae Familyasi

Marinobacter algicola

Cubuk sekilli, 1liml1 halofilik, hareketli, aerobik bakterilerdir. Katalaz ve
oksidaz pozitif, Gram negatiftir. Spor olusturmaz. Koloniler krem renkli ve
daireseldir. 1.6-2.5x0.45-0.55 um boyundadir. Optimum gelisim, % 3-6 (W/v)
NaCl tuz konsantrasyonu, 25-30 °C sicaklik 5-45 °C arasinda gelisebilir. DNA 55
mol% G+C igermektedir (Green ve ark., 2006).
Salinivibrio Cinsi

Gram negatif, hiicreler virgiil seklinde 0.5 um genisiligi ve 1.5-3.2 um
uzunlugundadir. Polar flagella ile hareket eder. Spor olusturmazlar. Koloniler
dairesel, konveks, opak ve krem renklidir. Ilimli halofillerdir; % 0.5-20 (w/v)tuz,
5-45°C ve pH 5-10 arasinda gelisebilirler. Optimum % 10 (wt/vol) tuz
konsantrasyonunda, pH 7.5 ve 37°C’de gelisirler. Fakiiltatif anaerobiktirler.
Katalaz ve oksidaz iiretilir. Kemoheterotrofiktirler. DNA 49.4-50 mol% G+C
icermektedir. Hipersalin ortamlardan ve tuzlu gidalardan izole edilmislerdir

(Mellado ve ark, 1996).
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Salicola marasensis

Diiz ¢ubuk sekilli hiicreler, tek polar flagella ile hareket eder. Gram
negatif, zorunlu aerobiktir. Yiiksek tuzluluk igeren tuz golleri, tuzlalarin
havuzlarinda yasarlar. % 10 NaCl konsantrasyonu altinda gelisim gostermezler.
Optimum gelisim % 15 tuz konsantrasyonunda, pH 7.0 ve 35 °C’de gerg¢eklesir.
DNA 61.3-61.9 mol% G+C icermektedir (Maturrano ve ark., 2006(b)).
Idiomarina Cinsi

Kemoorganotrofik, Gram negatif, zorunlu aerobiktirler. Cubuk seklinde
olan hiicreler polar flagella ile hareket etmektedir. Gelisim i¢in sodyum iyonlarina
ithtiya¢ vardir. Vitamin ya da aminoasitlere ihtiya¢ yoktur. Optimum gelisim 20-
22°C ve pH 7.5-8.0 arasindadir. Oksidaz, katalaz, jelatinaz, lipaz ve DNaz
pozitiftir. Agar lizerinde nisastayr parcalayamaz. DNA 48.9-50.4 mol% G+C

icermektedir (Ivanova ve ark., 2000).

e Halomonadaceae Familyasi

Gammaproteobacteria sinifi ve Oceanospirillales ordosu igerisindeki
Halomonadaceae familyasi ¢ogunlukla deniz mikroorganizmalarini ve 1limh
halofilik ~ mikroorganizmalar1  igermektedir. Halomonas, Carnimonas,
Chromohalobacter, Cobetia, Deleya ve Zymobacter cinslerini igerir (Arahal ve
Ventosa, 2006).

Halomonadaceae iiyeleri, okyanus, deniz, tuz golleri, tuzlu gidalar, solar
havuzlar, soda golleri, alkalin topraklar gibi bir¢ok alanda yayilim gostermektedir
(Arahal ve Ventosa, 2006).

Halomonas Cinsi

Diiz ya da egri ¢ubuk seklinde 0.6-0.8x1.6-1.9 um boyundadirlar. Sadece
Halomonas halodenitrificans kok seklindedir. Tirler belirli kosullar altinda uzun
esnek filamentler olusturabilir. Endospor olusturmazlar. Gram negatiftirler. Cubuk
sekilli tlirler lateral, polar ya da peritrik flagella ile hareket eder. Koloniler beyaz
ya da sart renklidir, uzun siire inkiibasyon sonrasi acgik kahverengiye doner.
Oksijenin son elektron alici olarak gorev yaptigi temel solunum metabolizmasina
sahiptirler. Tiim tiirler katalaz pozitiftir. Bilinen 21 tiirden 17’si oksidaz pozitiftir.
Intraseliiler graniiller {iretilmez. % 0.1-32.5 (W/v) NaCl konsantrasyonu arasinda

gelisebilirler (Brenner ve ark., 2001).
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Halomonas taeanensis

Hiicreler aerobik ve Gram negatiftir. Spor olusturmayan ¢ubuk seklinde
0.6-1.0 um genisliginde ve 2.0-3.2 um uzunlugundadir. Koloniler diiz ve dairesel
ya da az diizensizdir. Hiicreler hareketli ve birgok flagellaya sahiptirler. % 1-25
(w/v) NaCl konsantrasyonu arasinda gelisebilirler; optimum gelisim % 10-12
(w/v) arasindadir. 10-45°C arasinda gelisebilir; optimum gelisim 35°C’de
gerceklesir. Oksidaz ve katalaz pozitiftir. DNA 65 mol% G+C igermektedir (Lee
ve ark., 2005).
Halomonas salina

Diistik tuzlulukta gelistirilirse, kok seklinde hiicreler olusturur, ancak
optimum tuz konsantrasyonu (% 7.5) ve lizerindeki konsantrasyonlarda (% 30 un
altinda) gelistirilirse tipik uzun filamentler olusturur. Hiicreler hareketsizdir,
kapsiil olustururlar ve PHB biriktirirler. Koloniler 32°C’de, 48 saatte gelisebilir.
Bu tiir ayrica seleniti indirgeyen ve sodyum iyonlarinin yaninda gelisim igin
magnezyum iyonlarma da ihtiyag duyan bilinen tek Halomonas tiiridiir. Diger
Halomonas tiirlerinden farkli olarak bu tiir, katyonlari, sadece Cl" ve S047 ile
desteklenirse kullanabilir. pH 6.0-9.0 arasinda gelisim gosterir. pH 5’te de
gelisebilir. Katalaz pozitifti. DNA 60.7-64 mol% G+C igermektedir Toprak, tuz
golleri, deniz ve tuzla havuzlar1 gibi hipersalin ortamlardan izole edilmistir
(\Valderrama ve ark., 1991).
Halomonas elongata

% 0.5-30 NaCl konsantrasyonlarinda gelisebilir. % 8 NaCl igeren
kompleks bir besiyerinde 30-37°C ve pH 5.0-9.0’da gelistirilebilir. DNA 60.5
mol% G+C icermektedir. Solar tuzlalardan ve tuz igeren diger c¢evresel
orneklerden izole edilmistir (Arahal ve ark. 2001(b)).
Halomonas caseinilytica

Hiicreler Gram negatif, hareketli, kisa cubuk ve oval seklinde 0.8-2.0x 0.4-
0.6 um tek tek ya da giftler halinde bulunabilir. Koloniler 2 giiniin sonunda 2mm
capinda, dairese, diiz ve acik sar1 renklidir. Iliml1 halofildirler. Tuzun yoklugunda
gelisim gorilmez. Gelisim i¢in %0.5-15 (w/v), optimum %3-5 NaCl’ye
gereksinirler. pH 5.0-9.0 ve 4-48 °C (optimum gelisim pH 7.0-8.0 ve 30 °C’de)
gelisebilirler. Oksidaz negatif, Katalaz pozitiftirler. Ekzopolisakkarit ve PHB
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iiretirler. DNA 63.0 mol% G+C igermektedir. Ik kez Qinghai’de bir tuz géliiniin
toprak 6rneginden izole edilmistir (Tibet Plateau, China) ( Wu ve ark., 2008)
Chromohalobacter salexigens

Hiicreler Gram negatif, hareketli ve spor olusturmazlar. Cubuk seklinde ve
0.7-1.0 X 2.0-3.0 um biiyiikliigiindedir. Hiicreler tek ya da ciftler halindedir. 10%
(w/v) tuz konsantrasyonunda koloniler krem, opak ve dairesel, 2 mm ¢apindan
daha kiigtikttir. % 0.9-25 (w /v) tuz konsantrasyonunda, pH 5-10 ve sicaklik 15-
45°C arasinda geligebilirler. 37°C sicaklik ve % 7.5-10 (w/v) tuz
konsantrasyonunda optimum gelisirler. Katalaz pozitif ve oksidaz negatiftirler.
DNA 64.2-66.0 mol% oraninda G+C igerir (Arahal ve ark., 2001).

Filum Firmicutes
Siif Clostridia
Ordo Halanaerobiales

Hipersalin gollerin ve lagiinlerin dip sedimentlerinin, oksijenin hipersalin
tuzlu suda ¢ozlnirligi distik oldugu ve organik maddenin genellikle bol oldugu
icin, anaerobik halofilik bakterilerce zengin olmasi beklenir (Dworkin ve ark.,
2006(b)). Bu ortamlarda organik maddenin ana kaynagi prokaryotlar, algler,
omurgasizlardir ve anaerobik organizmalar i¢in bolca kullanima uygun substrat
saglamaktadirlar (Tsai ve ark, 1995).

Halanaerobiales, zorunlu anaerobik halofilleri igeren takimdir (Dworkin ve
ark., 2006(b)). Halofilik arkeal tiyeler tipik olarak ya aerobik ya da metanojeniktir
ve fermentatif halofilik arkealar ¢ok nadirdir. Cogu halofilik fermentatif bakteri
filogenetik olarak Halanaerobiales ordosuna aittir. Halanaerobiales ordosu
Firmicutes filumu ve Clostridia smifina aittir; Haloanaerobiaceae ve
Halobacteroidaceae olmak iizere iki familya igerir. Halanaerobiales ordosu 25
fermentatif tiir icermektedir. Halanaerobiaceae familyasi Halanaerobium,
Halothermothrix, Halocella, ve Halarsenatibacter (yayinlanmamis isim)
cinslerini; Halobacteroidaceae familyas1 Acetohalobium, Haloanaerobacter,
Halanaerobaculum, Halobacteroides, Halonatronum, Natroniella, Orenia,
Selenihalobacter ve Sporohalobacter cinslerini igerir. Halanaerobiales ordosuna
ek olarak Clostridiales ve Natranaerobiales ordolar1 birer zorunlu halofilik

fermentatif bakteri tiirii i¢erir (Kivistd ve Karp, 2010).
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Haloanaerobiales  ordosuna ait Haloanaerobacter  chitinovorans
California’daki bir deniz tuzlasindan izole edilmistir. Haloanaerobacter
chitinovorans, kitinolitik aktiviteye sahip bir halofilik anaerobik bakteridir (Liaw
ve Mahw, 1992).

Halofilik fermentatif bakterilerin yasam icin gereksinimleri ¢ok karmasik
degildir; yiiksek tuz konsantrasyonu (%5-25), anaerobik kosullar ve karbon
kaynagi olarak basit organik bilesikler yeterlidir. Halofilik fermentatif bakterilerin
¢ogu 50-150g/L arasinda optimum tuz Kkonsantrasyonunda gelisen 1limli
halofillerdir. Bununla birlikte birka¢ ekstrem halofilik temsilcilerde vardir;
Halanaerobium lacurosei, Hb. tunisiense, ve A. arabaticum sirasiyla 200, 200—
220 ve 150-180 g/L tuz konsantrasyonlarinda optimum gelisirler. Hidrojen,
karbondioksit, asetikasit, etanol, 1,3-propanediol halofilik fermentatif bakterilerin
fermentasyon tirtinleridir (Kivist6 ve Karp, 2010).

39.6 mol %’sine sahip termofilik Halothermothrix orenii disinda,
Haloanaerobiales ordosunun tiim izolatlarinin DNA’lar1 27 ve 36.9 mol %

arasinda diisiik G+C mol yiizdesine sahiptir (Dworkin ve ark., 2006(b)).
Halofilik fermentatif bakteri hiicreleri tipik olarak ¢ubuk seklindedir. Hb.

tunisiense hari¢ tiim tirler Gram negatiftir (Kivisto ve Karp, 2010).
Haloanaerobiales ordosunun birkag tiirii 1s1ya direngli endospor olusturur; bunlar
Sporohalobacter lortetii, Orenia marismortui, ve Natroniella acetigena igerir.
Oksidaz ve katalaz negatiftir; sitokrom igermezler (Dworkin ve ark., 2006(b)).
Cogu 35-45 °C sicaklik ve 6-8 pH araliginda optiumum gelisir (Kivisto ve Karp,
2010).

Anaerobik bakteriler eczacilik, tarim ve jeo-elemental dongiide onemli
role sahiptirler. Anaeroblarin metabolik c¢esitliliginden biyoremediasyon,
biyokimyasal sentez ve fermente gida iiretimini igeren pek cok endiistriyel
islemlerde faydalanilmaktadir. Anaeroblarin biyokatalistler olarak gérev yaptigi
teknolojileri gelistirmeye ilgi artmaktadir (Strobel ve Mielenz, 2009).

Fosil yakitlarin kullaniminin ¢evreye ve insan sagligina zararli etkileri
vardir. Ayrica, fosil yakitlar yenilenebilir enerji kaynaklar1 degildir. Bu
sebeplerden Otiirii  alternatif enerji kaynaklarina acil ve siirekli ihtiyag

bulunmaktadir. Biyoetanol, biyobiitanol, biyohidrojen yenilenebilir alternatif
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enerji kaynaklaridir. Biitanol iireten halofilik bakteri heniiz rapor edilmemistir
ancak bir¢ok halofilik fermentatif bakteri tarafindan etanol liretilmektedir (Kivisto
ve Karp, 2010).

Haloanaerobiales ordosunun iiyelerinin, petrol rezervlerinin porlarini
tikayarak petrol olusumunu hizlandirmada faydali olabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Anaerobik halofilik bakterilerin kompleks organik maddelerin endiistriyel
fermentasyonunda kullanim1 da onerilmistir ve ilkin testler yapilmistir. Fakat bu
organizmlarin bu islemlerde kullanimi hala deney asamasindadir (Dworkin ve
ark., 2006(b)).

Filum Bacteroidetes

Cytophaga—Flavobacterium-Bacteroides gruplarini igeren Bacteroidetes
filumu Ornekleri olduk¢a genis ve farkli ekolojik niste yayilim géstermektedir
(Garrity ve Holt, 2001). Denizlerde dominant olmakla beraber toprak, kaynak
sulari, bitkiler ve havada yayilim gostermektedir (Bowman ve ark., 1997;
Buczolits ve ark., 2002). Bu grubun iiyeleri, cesitli biyopolimerleri pargalama
kabiliyetine sahip olmalar1 ile karakterize edilirler; dolayisiyla cesitli ortamlarda
dahil olduklar1 metabolik aktiviteler ile bakteriyal komiinitelerin 6énemli iiyeleri
oldugu distliniilmektedir.

Simf Sphingobacteria
¢ Rhodothermaceae familyasi
Salinibacter ruber

Ispanya’daki bir solar tuzlamin kristalize havuzlarindan izole edilmistir.
Cubuk seklinde, Gram negatif, aerobik, heterotrofik, oksidaz ve katalaz pozitif,
ekstrem halofilik gelisim i¢in en az %15, optimum gelisim i¢in %15-30 tuz
konsanrasyonuna ihtiyag duymaktadir. DNA, 66.5 mol% oraninda G+C
icermektedir (Anto’'n ve ark., 2002).

Salisaeta longa

Hiicreler, Gram-negatif, aerobik, heterotrofik, oksidaz ve katalaz pozitiftir.
Diiz ya da hafif egri uzun cubuklar seklinde, 15-30 pum uzunlugundadir. Agar
tizerinde koloniler kirmizi renkli, dairesel ve konvekstir. %10 NaCl ve % 5
MgCl,.6H,0 konsantrasyonunda optimum gelisim gosterir. pH 6.5-8.5 araliginda
optimum gelisir; pH 6.0 altinda ya da pH 9.0 ustiinde gelisim gostermez.
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Optimum sicaklik 37-46°C; 25°C altinda ya da 50°C iizerinde gelisim
gostermez. DNA, 62.9 mol% oraninda G+C igermektedir (Vaisman ve Oren,
2009).

Halofilik ve Halotolerant Eukarya

Orta derece tuzluluktaki ortamlarda, yesil alg populasyonlarina
rastlanmaktadir. Bazi tiirleri yliksek tuzlulukta bol miktarda turuncu renkli (-
karoten iiretirler. Cogu 1limli halofildir ancak birkagi ekstrem halofiliktir;
Dunaliella salina ve Asteromonas gracilis doymus tuz konsantrasyonunda bile
gelisebilirler. Algler ¢oziiniir madde (compatible solute) olarak polyol kullanirlar.
Dunaliella salina ’da osmotik strese kars1 gliserol sentezlenir (DasSarma, 2001).

Mayalar ve funguslarin bazilar1 hipersalin ortamlara adapte olmuslardir.
Debaromyces hansenii halotolerant bir mayadir; denizsuyundan izole edilmistir
4.5 mol/L NaCl konsantrasyonunda aerobik olarak gelisebilir. Logaritmik faz
boyunca gliserol, duragan fazda arabitol iiretilen ¢6ziiniir maddeler (compatible
solute)’dir (DasSarma, 2001).

1.2.2. Halofilik mikroorganizmalarin fizyolojisi
Yiiksek tuzlulukta yasamak icin halofillerin gelistirdigi stratejiler

Halofilik  ve  halotolerant = mikroorganizmalarin  yiikksek  tuz
konsantrasyonunda yasayabilmek i¢in gelistirdigi temel iki strateji vardir; her iKi
strateji de hiicre i¢inde yiiksek konsantrasyonda madde biriktirip hiicre ici
osmolariteyi arttirma prensibine dayanir;

Diisiik-tuz;  organik  ¢oziiniir madde  biriktirme  stratejisi; enzim
aktivitelerine katilmayan organik ¢oziiniir maddelerin biyosentezi ve / ya da
biriktirilmesine dayanir. Ancak bdyle organizmalar bile, tuzlu ortama maruz kalan
membran iizerinde tuza-adapte olmus proteinlere ihtiya¢ duyar (Ma ve ark., 2010).
Metabolik islemleri sekteye ugratmayan ve fizyolojik pH’da net yiike sahip
olmayan aminoasitler ve glisin betain, ektoin, siikroz, trehaloz ve gliserol gibi
polyoller halofiller tarafindan biriktirilen ¢6ziiniir maddeler (compatible solute) ya
da osmolitlerdir (DasSarma, 2001).

Yiiksek-tuz ~ biriktirme stratejisi; Halobacteriaceae, Salinibacter ve
anaerobik Halanaerobiales iiyeleri tarafindan kullanilir. Tiim hiicresel proteinlerin

stabilitesi ve aktivitesi i¢in KCI ya da diger tuzlarin molar konsantrasyonlarinin
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varligina gereksinir (Ma ve ark., 2010). Hiicre i¢ine K* iyonlarmin biriktirilmesine
dayanan bu stratejide, sitoplazma igine biiyiik oranda K* pompalanir dolayisiyla
hiicre i¢i K' konsantrasyonu hiicre disi Na® konsantrasyonundan oldukea
yiiksektir. Hiicre i¢indeki inorganik K™ hiicrenin su dengesini saglayan organik
bilesikler gibi ig goriir, yiikksek osmotik basing ve iyonik giicte hiicrenin
dehidrasyonunu engeller. Yiiksek iyonik giic altinda proteinler kiimelesme
egilimindedir ve genellikle aktivitelerini kaybederler, dolayisiyla haloarkelerin
tim hiicresel mekanizmalar1 bu ortama adapte olmalidirlar. Halobakterilerin
ribozomlart stabilize olmak icin yliksek tuz oranina ihtiya¢ duyar ve halofilik
enzimler soliisyonda kalabilmek i¢in oldukg¢a polar yiizeylere sahiptir. Bu yiizden,

sitoplazmik halofilik proteinler yiiksek oranda asidik amino asitler igerirler (Falb,

2005).

Bazi tiirler bakteriyorodopsin (BR) ya da rodopsin benzeri kromo-
proteinlerden kokenlenen mor membrana sahiptir. BR bir proton gradienti yaratir
ve Na' iyonlarinin hiicre disina pompalanmasimi saglar. Bir proton hiicre
memranindan disa itilirken bir proton hiicre i¢ine alinir. Bu proton gradienti ATP
{iretimini saglar. Na* gradienti hiicre i¢ine K™ alimma yol acar ve osmotik basinci
dengeler. Bu dengeleme sonucu i¢ potasyum konsantrasyonu yaklasik SM ve dig
sodyum konsantrasyonu yaklasik 4M olur. Halorodopsin (HR) klor iyonlarimi
hiicre igine pompalar ve icerdeki K' iyonlar1 dengelenir (http://serc.carleton.

edu/microbelife/extreme/ hyper saline, 2012).

Bu adaptasyonun hem Archaesa hem de Bacteria 0orneklerindeki
varligindan dolay1, bu 6zelligin konvergent evrim ile olusmus olabilebilecegi ileri
siiriilmektedir. Ornegin Salinibacter ruber fenotipi Haloarchaea iiyelerine
benzemektedir. Genom dizisine bakarak bu benzerligin fizyolojik seviyede (farkli
genler benzer fenotipler yaratmaktadir) ve molekiiler seviyede (bagimsiz
mutasyonlar benzer diziler ve yapilar iiretmektedir) konvergent evrim yoluyla
olustugu diistiniilmektedir. Bir¢ok genler ve gen kiimeleri lateral gen transferi ile

de bu gruplar arasinda birbirlerine iletilebilmektedir (Mongodin ve ark., 2005).
UV radyasyonundan korunmak icin gelistirilen stratejiler

Hipersalin ortamlarda yasayan mikroorganizmalar yogun UV’ye maruz

kalmaktadir. Bu tip bir ortamda yasamak i¢in halofiller etkin DNA tamir
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mekanizmalarina sahiptir, ancak DNA hasarlarin1 6nlemek i¢in de mekanizmalara
sahiptirler. Ornegin, Haloarchaea genomlarinda diisiik oranda UV hedefine, yani
timine, sahiptirler. Renkli karotenoidler de korunma stratejisi olabilir ¢linkii
renksiz mutant halofiller UV’ye duyarhidir. UV 1s18ina maruz kalmak hiicre
membraninda yer alan mor bir kromoprotein olan, bir proton pompasi gibi
davranan ve ATP sentezini saglayan BR’ nin aktivasyonu i¢in gereklidir.
Desikasyonun meydana getirdigi zorluklardan korunmak icin gelistirilen
stratejiler

Yiizeyden olusan buharlagma sonucu tuz molekiilleri bir araya
gelmektedir. Bu molekiiller kiigiik tuz kristalleri olusturmaktadir. Gol suyu ile
cevrelenmis bu kii¢iik kristaller bir araya gelip biiyiiyiip agirlagsmakta, yiizeyden
dibe ¢Okmeye baglamaktadir. Kristal gdl tabanina ulasip biiylimeye devam
etmektedir. Kristal biiylimesi devam ederken sivi inkliizyonlarin orani da
artmaktadir. Kristal olusurken bazen halofiller bu sivi inkliizyonlar iginde
kalabilmektedir. Bu halofiller burada yillarca hayatta kalabilmektedir
(http://serc.carleton.edu/microbelife/extreme/ hypersaline, 2012).
1.2.3.Hiicre Sekli ve Hiicre Duvar Yapisi

Haloarchaea iiyeleri prokaryotik mikroorganizmalardir. Halococcus harig
haloarkelerin hiicre duvari sadece S-tabaka denen ince bir glikoprotein tabakadan
olusur. Protein altiiniteler divalent katyonlarla bir arada tutulur. Hiicre duvarinin
kirilgan yapisindan dolayi, iz miktardaki deterjanlarla bile hiicreler parcalanir; bu
yiizden besi yeri hazirlamadan once tiim cam malzemelerin distile su ile iyice
yikanmasi gerekir. Bu S-tabaka hiicreye sert bir hiicre sekli saglamaz, saf bir
kiiltirde bile sekilleri degisebilir. Cogu c¢ubuk seklindedir; disk, kok seklinde
olanlar da yaygmdir (http://www.haloarchaea.com/resources/ halohandbook
/index.html, 2012).
1.2.4. Haloarkelerin Genomlari

Halobakterinin tiim iiyelerinin yiiksek G+C baz oranma (% 62-68) sahip
oldugu disiiniilmekteydi, ancak Haloguadratum walsbyi genomu sadece % 48
G+C igermektedir. Plazmidlerin G+C igerigi genellikle kromozomunkinden daha
azdir. Halobacterium ve Haloarcula tiirleri toplam hiicresel DNA ‘nin % 25 -

30’unu iceren biiylik plazmidlere sahiptir. Bu megaplazmidler kromozomal
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karakter gosterirler ¢iinkii hayati fonksiyonlar {izerinde etkili aminoagil tRNA
ligazlar ya da RNA gibi molekiilleri kodlarlar (Falb, 2005).
1.3. Halofilik Mikroorganizmalar ile lgili Uygulamalar

Halofilik Archaeca’nin farkl: tiirleri bakteriyorodopsin, ekzopolisakkarit ve
poli- B-hidroksialkanat gibi faydali tirtinler sentezlerler.

Halofilik Archaea’nin biyoteknolojik stireclerde kullanimi,
kiiltivasyonunun goreceli olarak kolay olmasi ve kontaminasyon riskinin diisiik
olmas1 gibi birtakim avantajlara sahiptir. Bununla birlikte, konsantre tuz iceren
ortamda gazlarin ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmas1 sebebiyle, yeterli oksijen
miktarin saglanamamasi bazi problemlere yol agabilmektedir. Ek olarak, eger
biiyiikk fermentorlerle iiretim planlaniliyorsa, fermentorlerin besiyeri ile temas
eden metal kisimlar1 yapilandirilirken tuzun agresif dogasi gbéz Oniinde
bulundurulmalidir (Dworkin ve ark., 2006(a)).
1.3.1.Bakteriyorodopsin proteini ve biyoteknolojik kullanimi

Halofilik arkelerde 4 adet retinal pigment iceren protein tanimlanmustir:
bakteriyorodopsin (1s1kla ¢alisan dis proton pompasi), halorodopsin (1sikla ¢alisan
i¢ CI-pompasi) ve 2 adet alici rodopsin (1s1ga duyarh fototaksis) (Sharma ve ark.,
2007).

Bu protein bir goz pigmenti olan rodopsine yapisal benzerliginden dolay1
bakteriyorodopsin (BR) olarak adlandirilmistir. Hem rodopsin hem de
bakteriyorodopsin, kromofor olarak adlandirilan 151k sogurma yetenegine sahip
bilesenlerden olusan kompleks proteinler olarak bilinmektedir (Cabuk, 2004). BR
bir proton pompasi olarak fonksiyon gostermektedir. BR, proton gradienti
olusturmak amaciyla 15181 kullanir. Protonlari, hiicre i¢inden hiicre disina dogru
pompalar. Protonlar hiicre i¢cine ATP sentaz proteini ile geri doner. ATPaz bu
enerjiyi ATP formunda depolar (http://www.bioinformaticscourses.com/ISB
/sp2002/1C8R/index.html; Goodreid, 2012). Aerobik kosullar altinda halofilik
arkea hiicre membrani; membrana karakteristik rengini veren solunumla ilgili
karotenoidleri icerir. Karotenoidler yiiksek yogunluktaki 15181 absorblayarak
hiicreyi fotokimyasal degredasyondan korumaktadir (Farooq, 1997).

Buharlagma goéllerinde tuzlu su buharlastirilir ve tuz elde edilir ki; bu

durumda su azalir, bunu takiben suda ¢6ziinen oksijen suyla ayni oranda azalir,
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oksijen azalinca oksijenli solunum sansi ortadan kalkar ve bakteriyorodopsin
sentezlenerek zara yerlestirilir. Bununla birlikte halobakteriler tamamiyla
anaerobik kosullarda gelisemezler. Bunun nedeni prekiirsor [B-karotenden
kromofor retinal molekiiliiniin biyosentezinin smirli olmasidir. Mor membran
olusumu, sadece, oksijenin, bakteriyorodopsin sentezlenmesini indiikleyecek
kadar diisiik ancak retinal biyosentezine izin verecek kadar yiiksek oldugunda
meydana gelir (Farooq, 1997).

Bakteriyorodopsin proteini, oldukga stabil bir molekiildiir, 0-45°C sicaklik
ve pH 1-11 arasinda iyi fonksiyon gosterir ve kati substratlar lizerine sabitlemek
kolaydir (Dworkin ve ark., 2006(a)). Halobakterilerin plazma zarlarinda bulunan
bakteriyorodopsin 1s18a duyarli bir protein molekiilii olup biyoelektronik ve
gelecegin molekiiler bilgisayarlarinda kullanilmaya aday molekiillerden biridir.
Bakteriyorodopsinin, biyosensor yapimi ve ultra hizda 1s1k saptanmasi, bilgilerin
holografik olarak depolanmasi, elektronik sanayi, glines 1s1gindan elektrik iiretimi,
deniz suyundan tuz giderimi, optik hesaplama ve optik hafiza, yapay retina
olusturma gibi alanlarda potansiyel olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir
(Margesin ve Schinner, 2001; Zhoua, 2009).
1.3.2.Biyopolimer Uretimi

Biyosiirfaktanlar ve ekzopolisakkaritler (EPS) mikrobiyal hizlandirilmig
petrol gelisiminde kullanimi hedeflenen; lipozomlar ise ilag ve kozmetik
sanayinde ve biyoplastik tretiminde dikkat ¢eken halofilik biyopolimerlerdir
(Kivisto ve Karp, 2010).

Biyosiirfaktanlar, hidrofobik hidrokarbonlarin hareketini arttirarak yiizey
gerilimini ~ diigiiren  biyopolimerlerdir ~ (Kivisto6 ~ ve  Karp,  2010).
Halofilik/halotolerant mikroorganizmalarin tuz varliginda hidrokarbonlar1 okside
etme kabiliyeti petrol irlnleri ile kontamine olmus tuzlu eksosistemlerin
biyoremediasyonu i¢in faydalidir. Biyoremediasyon, ekosisteme fiziksel olarak
hasar vermeden ortamdaki yagin uzaklastirilmasi i¢in etkili bir metod olabilir
(Margesin ve Schinner, 2001). Halofilik biyosiirfaktanlarin in situ mikrobiyolojik
olarak hizlandirilmis petrol gelisiminde kullanimi1  {izerine ¢aligmalar

yapilmaktadir (Kivistd ve Karp, 2010).
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Halofilik ekzopolisakkarit (EPS) iireten mikroorganizmalar da mikrobiyal
hizlandirilmig petrol gelisimi i¢in kullanilabilir. Tim EPS’ler olduk¢a yiiksek
stilfat igerigine sahiptir. Siilfatli EPS’lerin, viriislerin konakgisina penetrasyonuna

eslik ettigi bilinmektedir (Margesin ve Schinner, 2001).

Haloferax mediterranei biiyiik miktarda (hiicrenin kuru agirliginin % 60°1)
hiicre iginde poli-p-hidroksi biitirikasit (PHB) biriktirmektedir (Margesin ve
Schinner, 2001). Ayrica bu hiicreler biyo-pargalanabilir plastik {iretimi igin
kullanilan poli-B-hidroksialkanat (PHA) igerirler. Halofilik Archaea tiyeleri ticari
olarak PHA fdiretiminde heniiz kullanilmamakla birlikte bu amag¢ i¢in
kullanilmakta olan Ralstonia eutropha’ya gore avantajlari vardir. Haloferax
mediterranei nisasta gibi ucuz substratlar lizerinde gelistirilebilir. Saflagtirma
islemleri goreceli olarak daha basittir, hiicreler suda kolayca lize olur.
Organizmanin genomik stabilitesinin yiiksek olusu ve kontaminasyon riskinin
diisiik olmas1 da diger avantajlardir. Seker (glukoz ve nisasta) ve diisiik fosfat
konsantrasyonu i¢eren ortamlarda gelisim sonucu PHA iiretimi maksimumdur
(Dworkin ve ark., 2006(a)).

Lipozomlar, bilesimin, viicudun spesifik hedef bolgesine transportu igin
ila¢c ve kozmetiklerde kullanilmaktadir. Halofilik Archaea’nin eter-bagli lipidleri
yiiksek kimyasal stabiliteye ve esterazlara karsi dirence sahiptir ve fatty acid
temelli lipozomlara nazaran daha yiiksek hayatta kalim oranina sahiptir (Margesin
ve Schinner, 2001).

1.4 Mikrobiyal Kommiinite Analizleri
1.4.1. Amplifiye edilmis rDNA restriksiyon analizi (ARDRA)

ARDRA teknigi ilk olarak insan patojenlerini tanimlama amaciyla
gelistirilmistir (Vaneechoutte ve ark., 1995).

Bu metod, mikrobiyal g¢esitlilik c¢aligmalarinda DNA polimorfizmine
dayanan RFLP (restriction fragment-length polymorphism) analizinin bir
uzantisidir. ARDRA uygulamasinda, evrensel ya da cins-spesifik primerler
kullanilarak 16S rRNA geni PCR ile ¢ogaltilir. Amplikonlar restriksiyon
endoniikleazlar ile pargalanir ve yiiksek konsantrasyonda agaroz ya da

poliakrilamid jelde fagmentlerin ayrimi saglanmaktadir. Olusan fragment
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profiller, bir komiinitedeki gruplar1 ya da irk tiplendirilmesi i¢in kullanilmaktadir
(Sklarz ve ark., 2011).

ARDRA klonlar ya da izole edilen irklar i¢in kullanilabilmektedir.
Bununla birlikte, klonlarin ARDRA analizinde en az dort tetramerik restriksiyon
endoniikleaza ihtiyag duyulmaktadir; aksi takdirde % 96 {izerindeki dizi
benzerlikleri ayrilamayabilir; bu durumda da tir bazinda tanimlama
gerceklestirilimeyebilmektedir (Sklarz ve ark., 2011).

1.4.2. Denatiire edici gradient jel elektroforezi (DGGE)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile g¢ogaltilmis gen fragmentlerinin
denatiire edici gradient jel elektroforezi (DGGE), mikrobiyal ekolojide kullanilan
genetik parmak izi tekniklerinden biridir (Muyzer ve ark., 1993). Hedef gene
yonelik tasarlanmis oligoniikleotid primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilan ayn1
biiyiikliikte fakat farkli baz kompozisyonu ve dizisine sahip DNA fragmentlerinin
denatiirant varliginda elektroforetik ayrimina dayanir (Sanda ve ark., 2009).

Mikrobiyal komiiniteden ekstrakte edilen DNA’dan 16S rRNA genine
yonelik PCR kurulur. Elde edilen amplikonlar karisik PCR iriinleridir, fakat hepsi
ayn1 buyiikliige sahiptir dolayisiyla agaroz jel ile ayrilamazlar. Bununla birlikte,
bakteri rRNA’lar1 arasindaki dizi varyasyonlari, bu DNA molekiillerine farklh
melting oOzellikleri saglar ve ayrim formamid, iire karisimi gibi DNA
denatiirantlar1 igeren poliakrilamid jel ile gergeklestirilebilir. PCR iiriinleri jele ¢ift
zincirli molekiiller olarak girer. Jelde ilerledikge, artan denatiirant konsantrasyonu
ile birlikte farkli dizilere sahip PCR dirlinlerinin melting ozellikleri de farkli
olacagindan farkli pozisyonlarda gog¢ ederler. Cift iplikli DNA’nin tamamiyla
ayrilmasint  Onlemek amaciyla PCR  esnasinda GC-takili  primerler
kullanilmaktadir (Schafer ve Muyzer, 2001).

DGGE gergeklestirildiginde, bantlar tek tek kesilip alinabilir ve dizileri
belirlenebilmektedir. 16S rRNA genlerinin kullanimi, 6rnegin DGGE analizleri,
bir habitatta var olan (farkli 16S rRNA genleri) filotip sayilarinin detayli bir
tanilanmasini saglamaktadir. Bu bantlarin dizi analizleriyle, topluluk icinde var
olan gercek tiirler, uygun veri tabanlarinda, bilinen tiirlerle uygun dizilerin

karsilagtirilmasiyla tanilanabilmektedir. Bir DGGE jel iizerinde elde edilen
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bantlarin sayisi, verilen bir gen hakkinda habitatin biyokompleksliligi hakkinda
bir ipucu vermektedir (Madigan ve Martinko, 2010).
1.4.3. Fluoresan in situ hibridizasyon (FISH)

Fluoresan in  situ  hibridizasyon  (FISH), bir  komiinitedeki
mikroorganizmalar1 kiltiir etmeden, rRNA-hedefli problarla muamele edip
epifluoresan mikroskop, konfokal mikroskop ya da flow sitometri araciligiyla
tanimlamaya yonelik bir yontemdir (Pernthaler ve ark., 2001).

Niikleik asit spesifik fluoresan boyalar (DAPI, SYBR Gren 1, Yo-Pro |
gibi) kullanilarak sucul ekosistemlerdeki viriislerin ve bakterilerin saptanmasi ve
sayiminda kullanilir (Brussaard ve ark., 2009). Fluoresan boyalar, yaygin sekilde
151k gecirmez ortamlardaki mikroorganizmalari boyamak i¢in kullanilmaktadir.
DAPI (4',6-diamido-2-fenilindol) bu amag i¢in yaygimn kullanilan bir boyadir.
DAPI ile boyanmis hiicreler parlak mavi fluoresan verir ve sayma da kolaydir.
Ormege bagh olarak, nonspesifik olarak arka zemini boyama genellikle fluoresan
boyalarla yapilan boyamada bir problem olabilir, ancak niikleik asitleri boyayan
DAPI inert maddelerle biiyiik oranda reaksiyon vermez. Bu nedenle; su, toprak
gibi bircok ornek i¢in, DAPI boyama, var olan hiicre sayis1 hakkinda uygun bir
tahmin verebilir. Seyreltik su numuneleri igin, sivimin belli bir hacminin
filtrelenmesinden sonra filtrenin ylizeyinde hiicreler boyanabilirler. Alternatif
olarak, hiicreler, santrifiij edilerek konsantre edilebilir. Ote yandan, DAPI benzeri
boyama teknikleri, spesifik olmama avantajina sahiptir: Bir 6rnek i¢indeki biitiin
mikroorganizmalar DAPI ile boyanirlar. Ancak, diger yandan, DAPI, canli ve 6lii
hiicreler arasindaki veya farkli hiicreler arasindaki farklilig1 ortaya ¢ikaramaz ve
boylelikle bir ¢evre de bulunan spesifik organizmalari isaretleyemezler (Madigan
ve Martinko, 2010).

Filogenetik boyalar, 16S (prokaryot) veya 18S (6karyot) ribozomal
RNA'nin sinyal dizilerine komplementer baz dizisine sahip fluoresan 1s1ik veren
oligonukleotidlerdir. Filogenetik boyalar, hiicre icine niifuz ederek ve
ribozomlardaki ribozomal RNA ile direk olarak hibridize olarak ¢alismaktadirlar.
Filogenetik problar organizmalarin tiim domainleri i¢in oldugu kadar, bireysel
mikrobiyal tiirler igin de tasarlanabilecegi i¢in bir filogenetik boyanin 6zgiillik

derecesi probun dizisi ile kontrol edilmelidir (Madigan ve Martinko, 2010).
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2.MATERYAL ve YONTEM

2.1.Materyal

2.1.1.Cahsmada Kullanilan Cozeltiler

2.1.1.1.30% (w/v) Konsantre Tuzlu Su Stok Solusyonu

TUZ a/L
NaCl 240
MgCl,.6H,0 30
MgS0,.7H,0 35
KCI 7

NaBr 0.8
HNaCO; 0.2
CaCl,.2H,0 0.5

(Coziiniinceye kadar karistirilir, sonra pH’S1 IM Tris-Base ile 7.5%e
ayarlanir. Distile su ile 1000m!l’ye tamamlanir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanir

(Dyall-Smith, 2009).

2.1.1.2. %25 Deniz Suyu (SW)

TUZ a/L
NaBr 0.65
HNaCOs; 0.167
KCI 5.0
CaCl, 0.723
MgS0O,.7H,0 49.492
MgCl,.6H,0 34.567
NaCl 195

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15
dakika otoklavlanarak steril edilir (Rodriguez-Valera, 1985).
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2.1.1.3. TAE 50X (Litre)

Trishase.....ccoooiviiiii 242 g
AsetiKasit.. ..., 57.1 ml
EDTAQOSMPHS8) ..., 100 ml

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

saklanir (Sambrook ve ark., 1989).

2.1.1.4. TBE 5X
Trishase......ccoovvviiiii 549
Borikasit...........ooooiiii 2759
EDTA (0.5 MPH 8)..eveveeieeeeei . 20 ml

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

saklanir (Sambrook ve ark., 1989).

2.1.1.5. PBS 10X

NaCl... .o 80¢
NazHPO4 7TH2O. ..o, 115¢g
KOl 29
KH2POy4. ..o 29

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

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

1989).

2.1.1.6. Lizozim Soliisyonu (10 mg/ml)

Lizozim.. ... 100 mg
EDTA (0.5M)..ovveeiiiiieeeeiieeeeeeee . 1 ml
TrissHCIL(IM)..oieecee e, 1mil
Steril distile HyO.......ooooii g ml

Filtre ile sterilize edilerek kullanilir. -20 °C’lik derin dondurucuda saklanir

(Sambrook ve ark., 1989).
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2.1.1.7. %80’lik DGGE Stok Solusyonu

UL, 13.45 g
Deiyonize Formamid............................. 12.8 ml
Akrilamid/Bisakrilamid (%30).................... gml
TAE (20X). et 2ml

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

2.1.1.8. %0’k DGGE Stok Solusyonu
Akrilamid/Bisakrilamid (%30)...................8 ml
TAE (20X)..ceiiiiiii 2ml
mQ su ile 30 ml’ye tamamlanir. Buzdolabinda 4 °C’de saklanir (Muyzer, 1999).

2.1.1.9. %10 Amonyum persiilfat Solusyonu
Amonyum perstilfat...................o 109
Distile SU........oeieiiii 100 ml
Hazirlandiktan sonra kiiciik hacimler halinde ependorflara paylastirilarak -

20 °C’de saklanir (Sambrook ve ark., 1989).

2.1.1.10. %10 SDS Solusyonu
Sodyumdodesilsiilfat (SDS)...................... 10¢g
Distile SU........ovieiiii 100 ml

Hazirlandiktan sonra oda sicakliginda saklanir (Sambrook ve ark., 1989).

2.1.1.11. In situ hibridizasyon Tamponu

NACl (5 M) 360 pl
TrS-HCT (L M), 40 pl
Formamide...........ooeiviiiiiii 700 pl
MQ SU. ettt 900 ul
SDS (%10) ... 2l

Hazirlanip buz iizerinde korunur (Anton, 1999).
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2.1.1.12. FISH i¢cin Yikama Tamponu

TrissHCI (LM PpPH8)..ooii 1ml
NaCl (BM) .., 700 wl
EDTAOS5M) .o, 500 pl

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

2.1.2.Cahsmada Kullanilan Besiyerleri
2.1.2.1. %12 MGM (Modifiye Gelistirme Medium)

%30’1uk tuzlu su ¢ozeltisi...........coeevviininn.n. 400 ml
Saf SU. . 567 ml
PEPION. . 50
Maya Ekstraktr..............ooooiiiiii 19

(Coziiniinceye kadar karigtirilir, sonra pH’1 1M Tris-Base ile 7.5’
ayarlanir. Distile su ile 1000m!l’ye tamamlanir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanir

(Dyall-Smith, 2009).

2.1.2.2. %18 MGM (Modifiye Gelistirme Medium)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi...........coeevviininn.n 600 ml
Saf SU.....oov 367 ml
PEPLON. ... 5¢
Maya Ekstrakti.............coooiiiiiiii 1g

(Coziinlinceye kadar karistirilir, sonra pH’1 1M Tris-Base ile 7.5%e
ayarlanir. Distile su ile 1000ml’ye tamamlanir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanir

(Dyall-Smith, 2009).

2.1.2.3. %23 MGM (Modifiye Gelistirme Medium)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi..............coeenenn.n. 767 ml
SafSU. . 200 ml
PePION. . e 50
Maya Ekstrakti................coooiiiii 19

Coziinlinceye kadar karigtirlir, sonra pH’1t 1M Tris-Base ile 7.5°e
ayarlanir. Distile su ile 1000ml’ye tamamlanir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanir

(Dyall-Smith, 2009).
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NaCl. .. 1259
MQCl2.6H20. ... 160 g
KoSOs. e 5¢g
CaClo.2H2O. .o, 0.1g
Maya Ekstraktt............cooiiiiiiiiii 19
Casamino acid............coeiiiiiiiiiiiie 1lg
I T ] - H 24
Distile SU......ovi 1L

pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Oren,

1999 b).

2.1.2.5. %25 Seawater Medyum
NaBI. . 0.659
HNACO3. ..o 0.167g
KCl o 5.0g
CaCla. i 0.723¢
MGSO4.THZ0. ..o, 49.492g
MQCI2.6H20. ... 34.567g
NaCl.. ., 1959
Distile SU......oviii 1L

pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Anton

ve ark., 2002).
2.1.2.6. Medyum DBCM2 (Haloquadratum walsbyi i¢in besiyeri)

Otoklavlanmis 1L % 25 deniz suyuna (SW) asagidaki filtre ile sterilize edilmis

solusyonlar belirtilen hacimlerde eklenir.

IMTrS.CLPH 7.4, 10 ml
ITMNHCL (53.40/L). e 5ml
KoHPOg buffer, pH 7.4, ..., 2mi
SL10 Trace Elementleri...................oooiiinii, 1ml
Vitl0 vitamin solusyonu.................ocoeeevienn.. 3ml

Karbon kaynagi olarak ~10 mM pirtivat kullanilir. pH 7’ye ayarlanir.
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Trace element soliisyonu SL10
Trace element soliisyonu SL10 bilesenleri sirasiyla ¢oziindiiriiliir (Widdel

ve ark., 1983).

Y25 HC. ..o 10 ml

FEClrdHO. oo 15¢

HoO e 10L
CoCla 6H20. ..o, 190 mg
MNCldH20. ..o 100 mg
ZNClgeeneni 70 mg
H3BOs. .o 6 mg
NazMoO4-2H20. ... 36 mg
NIClo6H20. ..., 24 mg
CUCIp2H20. 2 mg

Vitamin 10 stok solusyonu

HoO e 1000 ml

4-aminobenzoate. ..........oovviiiiiii i 13 mg
d-(+)-biotin............ 3mg
NICOtINIC ACId........coviiii e, 33 mg
hemicalcium D-(+)-pantothenate........................ 17 mg
pyridoxamine hydrochloride.............................. 50 mg
thiamine chloride hydrochloride.......................... 33 mg
cyanocobalamin..............ooiiiiiii 17 mg
D,L-6,8-thiocticacid.................ccoviiiiiiiin, 10 mg
Riboflavin............o.o 10 mg
folicacid.......cooovvii 4 mg

Vitamin 10 soliisyonu 0.2 pm por-¢apl seliiloz asetat filtre ile steril edilir.

Aliiminyum folyoya sarilarak 4°C’de saklanir (Dyall-Smith, 2009).
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K2HPO4 buffer

30 ml 0.5 M KH,POy soliisyonu ile 100 ml 0.5 M K,;HPO, karistirilir;
daha sonra ikinci soliisyondan, 2ml hacimde, yavas¢a pH yaklasik 7.5 olana kadar
eklenir. 101kPa’da 15 dakika otoklavlanir. Oda sicakliginda saklanir (Dyall-
Smith, 2009).

2.1.2.7. Medyum DSMZ (Salinibacter ruber i¢in besiyeri)

NaCl .o 195¢g
MQCI2.6H20. ... 16.3 ¢
MOSO4TH2O. ..o 25¢
CaCla.2HO. e 1.25¢
KCl e, 59
NAHCO . .o 0.25¢
NaBI. . 0.62¢
Maya Ekstraktt............coooiiiii 19
Distile SU......ovii 1L

pH 6.8-7.2 dolaylarinda NaOH ile ayarlanip otoklavlanir (Dyall-Smith, 2009).
2.1.2.8. Medyum D

NaCl.. .o 2069
CaCla.2H20. . 059
Maya Ekstraktt.........c.ocooiiiiiiiiiii 50
KCl e 0.379
MOSO4TH20. ... 369
MNCla..ee 0.013 ¢
Distile SU ..o 1L

pH 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Oren,
1999 b).
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2.2.Y ontem
2.2.1. Calisma Alanlari

Calisma alanlar1 olarak, Corum Akcakoyunlu ve Sungurlu, Kirikkale
Delice, Erzincan Kemah, Sivas Zara, Fadlum ve Bingdl (Sekil 2.2) kaynak
tuzlalar1 secilmistir. Bu bdlgelerin bir¢ogundan hem kaynak hem de havuz
kisimlarindan 6rnekleme yapilmistir (Sekil 2.1). Yapilan her 6rneklemede en az 1
litre su Ornegi alinmig ve Ornekler en kisa siirede laboratuvara getirilerek

analizlerine baglanmustir.

(A

Sekil 2.1.0rnekleme Bolgeleri [ 1)Sivas Zara Tuzlagdzii Tuzlasi; 2)Sivas Bingdl Tuzlasi; 3)Sivas
Tepeodnii Fadlum Tuzlasi; 4)Corum Akgakoyumlu Tuzlasi; 5)Corum Sungurlu Tuzlast;
6)Erzincan Kemah Tuzlasi; 7)Kirikkale Delice Tuzlasi ]

Sekil 2.2. Tuzlagozii Tuzlasi’ndan bir goriiniim (Sivas)
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2.2.2. Orneklerin Toplam Tuzluluk, Tyonik Kompozisyon ve pH Degerlerinin
Belirlenmesi

Orneklerin toplam tuzluluk degerlerinin belirlenmesi amaciyla el
refraktometresi (Eclipse), iyonik kompozisyonunu (Na*, Mg, K*, Mn*?, Ca*?)
belirleme amagli ICP (Perkin EImer Optical Emission Spectrometer Optima 4300
DV) cihazi ve pH degerlerinin belirlenmesi pH 6l¢iim cihazi (Thermo Orion 420
AT) kullanilmustir.
2.2.3.Kiiltiir Bagimh Testler
2.2.3.1. Su Orneklerinden Archaea ve Bacteria Izolasyonu ve Kiiltiire
Alinmalar:

Su oOrneklerinden 1’er ml alinip %12 MGM, %18 MGM, %23 MGM,
Medyum E, %25 Seawater Medyum, DBCM2 Medyum ve DSMZ Medyum siv1
besiyerlerine; yine su 6rneklerinden 1’er ml alinip %12 MGM, %18 MGM, %23
MGM, Medyum E, %25 Seawater Medyum kati besiyerlerine ekim yapilmustir.
Besiyerleri 37°C’de inkiibe edilmistir. Bir aylik inkiibasyon sonrasinda olusan
kolonilerden tekrar ekim yapilarak saf kiiltiir haline getirilmistir (Dyall-Smith,
2009; Anton ve ark., 2000). Calisma sirasinda saf halde edilen kiiltiirler %15°lik
gliserol stoklari igerisinde -85 °C’de muhafaza edilmektedirler. Tiim ornekler igin
ekimler ii¢ paralel olarak gerceklestirilmistir.
2.2.3.2. izolatlarin Optimum Biiyiime icin Thtiya¢c Duydugu Tuz Miktarinin
Belirlenmesi

Izolatlar,%2, %6, %12, %18, %23 ve %25’lik tuz iceren besiyerlerine
ekilmis ve 37°C’de inkiibasyon sonras1 gelisme durumlari incelenmistir (Anton ve
ark., 2002).
2.2.3.3. izolatlarin Niikleik Asit Analizine Dayah Testler
16S rRNA Geni Amplifikasyonu icin izolatlardan DNA Ekstraksiyonu

Tek koloni olarak diisiiriilen mikroorganizmalardan 6rnek almip 200 pl
steril distile su ¢oziindiiriilip 10 dakika kaynar su banyosunda bekletilmistir.
12.000 rpm’de 10 dakika santrifiijiin ardindan siipernatant kismi yeni bir steril
tiibe aktarilarak, PCR i¢in buradan 3-5 pl kalip olarak kullanilmak {izere, -20
°C’de muhafaza edilmislerdir (Anton ve ark., 1999; Dyall- Smith, 2004).
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16S rRNA Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Amplifikasyonu
(izolatlarin Archaea-Bacteria Ayrimlarmin Yapilmasi)

Koloni morfolojisi olarak farklilik gésteren izolatlar se¢ilmis, Archaea ve
Bacteria spesifik primerler kullanilarak, bunlarin 16S rRNA genlerinin polimeraz
zincir reaksiyonu ile amplifikasyonu yapilmistir. Bu amacla, 50 pl hacimde son
konsantrasyonlari 1.5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI pH 9.0, 50 mM KCI, 200 uM
deoksintikleotidtrifosfatlar (1AATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0.2 uM primerler, 1 unite
Tagq DNA polimeraz enzimi ve 3-5 ul template DNA olacak sekilde reaksiyonlar
kurulmustur. 16S rRNA geni amplifikasyonlarinda Bacteria i¢in 27F, Archaea
Kullanilan primerler ile ilgili bilgiler Tablo 2.3’de gosterilmistir.

Tiim ¢aligmalar boyunca hem pozitif hem de negatif kontrol reaksiyonlari
hazirlanmistir. Elde edilen PCR iiriinleri %]1°lik agaroz jellerde gozlenmislerdir
(Anton ve ark., 1999).

Reaksiyonlar i¢in Techne (Tc-5000) Thermal Cycler cihazi kullanilmistir.
Archaea ve Bacteria iiyelerinin 16S rRNA genlerinin amplifikasyonlar1 i¢in

uygulanan reaksiyon sartlari asagidaki gibidir;

Tablo 2.1.16S rRNA genlerinin amplifikasyonlar1 i¢in kullanilan PCR kosullari

94°C 3 dak. (1 Dong)
94°C 30 sn.

50°C 1 dak. (30 Dongii)
72°C 2 dak.

72°C 10 dak. (1 Dongti)

Amplifiye edilmis rDNA restriksiyon analizi (ARDRA)
Izolatlardan elde edilen 16S rRNA geni PCR iiriinleri, Hinfl (Fermentas)

ve Mbol (Fermentas) restriksiyon enzimleri kullanilarak kesime ugratilmistir.
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Kesim Reaksiyonu Bilesenleri

PCR iiriinii 10 ul
Buffer 2 ul
Enzim 1ul
dH,0 7ul
Toplam 20 ul

Kesim reaksiyonu bilesenleri bir gece 37°C’de su banyosunda
bekletilmistir. Kesime ugratilmis PCR iiriinleri, 1X TBE tamponu ile hazirlanmis
%2’lik agaroz jele yiiklenmistir. Ornekler, 60V akim uygulanarak 3 saat jelde
yuriitilmiistir. 1kb Plus DNA Ladder (Fisher BioReagents) marker olarak
kullanilmistir. Tiim jellerde DNA’nin gozlenebilmesi amaciyla jeller, 0.5 pg/ul
konsantrasyonlu etidyum bromid solusyonlar1 i¢inde 15 dakika bekletildikten
sonra 10 dakika kadar da distile su igerisinde tutulmustur. Jel fotograflar1 Uvitec
Jel Dokiimantasyon sistemi ile elde edilmistir. Dizileme islemi i¢in her farkli

profilden bir temsilci secilmistir.

PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Saflagtirma i¢in PCR iiriinleri %1°lik agaroz jele yiiklenmistir. Uygun
biiyiikliikteki (1500bp) bantlar jelden kesilip 6zel saflastirma kiti ( Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up SYSTEM; PROMEGA) ile saflagtirilmistir. Jelden kesilen
agaroz parcalan tartilarak, bunlarin {izerine her 10 mg i¢cin 10ul olmak {izere
“membrane binding buffer” eklenmistir. Tip hafifce vortekslenerek
kanigtirildiktan sonra 60°C’de 5-15 dakika (agaroz tamamen eriyinceye kadar) su
banyosunda inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda kolon “toplama tiipii” igine
yerlestirilmis ve su banyosundan ¢ikarilan 6rnek kolona konarak 16000g’de 1
dakika santrifiijlenmistir. Toplama tiiptinde toplanan s1v1 atilmis ve kolon yeniden
tiipe yerlestirilerek iizerine 700 pl yikama buffer eklenip tekrar 16000g’de 1
dakika santrifiijlenmistir. Toplama tiipiinde toplanan siv1 atilmis ve kolon yeniden
tiipe yerlestirilerek tizerine 500 pl yikama buffer eklenip tekrar 16000g’de 5

dakika santrifiijlenmistir. Toplama tiipiinde toplanan siv1 atilmis ve kolon yeniden
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tiipe yerlestirilerek iizerine herhangi bir solusyon eklemeden 16000g’de 1 dakika
santrifiijlenmistir. Toplama tiipli atilmis ve kolona yeni bir ependorfa
yerlestirilerek tlizerine 50 pl niikleaz-free su eklenmis ve oda sicakliginda 1 dakika
inkiibasyondan sonra 16000g’ de 1 dakika santrifiijlenerek saflastirilmis tirtinler
elde edilmistir.
PCR Uriinlerinden Dizi Analizi

Kiiltiir haline getirilmis izolatlardan her farkli ARDRA profiline ait birer
temsilci segilerek DNA ekstraksiyonu yapilmis ve elde edilen DNA’nin 16S
rRNA geni PCR ile amplifiye edilerek bu iiriinlerin direk olarak dizi analizlerinin
eldesi yoluna gidilmistir. Beckman CEQ 8000 DNA dizi analiz cihaz1 ile bu elde
edilen PCR iiriinlerinin baz dizilerinin belirlenmesi amaciyla Beckman dizi analiz
kitinde Onerilen sartlar ile sonuglar alinmistir. Dizi analizleri sirasinda her 6rnek
i¢in toplam reaksiyon hacmi 20 pl olarak ayarlanmistir. 4-6 pl kalip DNA (50
ng/pl) (analiz yapilacak DNA 6rnegi), 1 ul (=5 pmol) primer (21F, 27F, 1492R,
907R, 341F, 344F ya da 518R), 12 pl premix (Mix GenomeLab™ DTCS Quick
Start Kit / Beckman Coulter) ve 1-3 ul steril su ile hazirlanan her bir reaksiyon

i¢in kullanilan sartlar asagida verilmistir:

Tablo 2.2. Dizi Analizi i¢in PCR Kosullar

96°C 20 sn.
50°C 20 sn. (30 Dongii)
60°C 4 dak.

Dizi analizi i¢in kurulan PCR sonrasi iiriinlerin saflastirilmasi
gerekmektedir. 10 pl PCR {iriinii {izerine 5,5 pl stop solusyonu eklenmistir.

Stop Solusyonu Bilesenleri:

NaAc BM).(pHS.2) . .......20u
NaEDTA (100mM). (pH.8.0) .........20ul
Glikojen 10wl


http://www.beckmancoulter.com/products/PartsAndAccessories/geneticanalysis/dtcsquickstart_pa_dcr.asp
http://www.beckmancoulter.com/products/PartsAndAccessories/geneticanalysis/dtcsquickstart_pa_dcr.asp
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Icerik yeni ependorfa aktarilir ve iizerine 10 ul manyetik boncuk eklenir ve
pipetle karistirilmistir. 55ul % 73’liik isopropanol eklenir. 10 dakika oda
sicakliginda inkiibasyon sonrasi tiipler magnete yerlestirilmistir. Manyetik
boncuklar ¢epere tutunur. 5 dakika bekletildikten sonra isopropanol
uzaklastirilmistir. 200ul % 73’°lik isopropanol eklenip 3 dakika bekletildikten
sonra isopropanol uzaklastirilmistir. Islem tekrarlanmustir. Tiipler oda sicakliginda
10 dakika kurumaya birakilmistir. Uzerlerine 40ul SLS (sample loading solution;
formamid igerir) eklenip pipetle karistirilmistir. Tipler magnete yerlestirilip 5
dakika bekletilmis ve sonra sivi kisim alinip plate’e aktarilmigtir. PCR iiriinleri

boylece saflastirilmistir ve sonraki asamada dizileme gergeklestirilmistir.

Tablo 2.3.16S rRNA gen amplifikasyonunda kullanilan primerler

Primerler Baz Dizilimi (57-37) Spesifisitesi Referans

2TF AGAGITTGATCATGGCIC AG Bacteria (Lane, D.I.,1991)
1492R GGTTACCITGITACGACTT Universal (Lane DT 1991)

21F TTCCGGTIGATCCTG COGGA Archaea (DeLong, EF.1992)
T83F GOATTAGATACCCIGGTAG Bacteria  (Amman ve ark 1995)
41F CCT ACG GGA GGC AGC AG Bacteria  (Muyzer ve ark., 1993)
18R ATT ACC GCG GCT GCT GG Universal (Muyzer ve ark., 1993)
344F ACG GGG CGC AGC AGG CGCGA Archaea  (Schafer ve Muyzer 2001)
0TR CCGTCAATTCMTITIGAGTTT Bacteriz  (Muvzer ve ark 1993)
JIFGC  CGC CCG CCG CGC CCC GG CCC Bacteria (MMuyzer ve ark. 1993)

GICCOGCCGCCC CCGCCCGCCT
ACG GGA GGC AGC AG

S0TR-GC CGCCOG CCG OGC CCC GCG CCC Bacieria (MMuyzer ve ark. 1903)
GTCCOGCCGCCC CCGCCC G CCa
TCAATTCMTITIGAGTTT

SMFGC CGCCCGCCGCGC CCC GG CCC Archaea (Schafer velMuyzer 2001)
GTCCOGCCGCCC CCGCCC G ACG
GGG CGC AGC AGG CGC GA

16S rRNA Gen Dizilerinin Analizi
Izolatlarin ya da DGGE bantlarinin 16S rRNA geni amplifikasyonlarmdan
elde edilen iiriinlerin dizi analizinden sonra elde edilen dizi bilgileri NCBI

(“National Center for Biotechnology Information”, (www.ncbi.nlm.nih.gov)
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genbankasindaki verilerle BLAST (Altschul ve ark. 1997) programi {izerinden
karsilastirilarak bunlarin filogenetik benzerlik durumlari ortaya konmustur.
2.2.4.Molekiiler Teknikler

2.2.4.1.Su Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in once 100 ml su 6rnegi 0.2 pm por ¢aplt membran
filtreden (Millipore, Isopore GTTP04700) vakumlu filtrasyon sistem yardimi ile
siiziilmiis daha sonra ekstraksiyon islemine kadar filtre -85 °C de muhafaza
edilmistir (Casamayor ve ark., 2002). DNA ekstraksiyonu Cifuentes ve ark.
(2000) ve Nogales ve ark. (1999) a gore kiigiik degisiklikler yapilarak
gerceklestirilmistir:

Filtreler makasla kii¢iik parcalar halinde kesilerek RNase icermeyen 6zel
ependorf tiiplere konduktan sonra bunlarin tizerine 600 pl ekstraksiyon tamponu
eklenmistir. Kisa bir santrifiijle parcalarin dibe toplanmalar1 saglanip, 6 pl (3
mg/ml) lizozim eklendikten sonra 15 dakika 37 °C’de calkalamali etiivde inkiibe
edilmistir. Uzerine 9 ul proteinaz K (150 pg/ml) ve 60 ul %10 Sodyum dodesil
siilfat (SDS) eklenip, 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. 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’de su banyosunda inkiibe edilmis, inkiibasyon sonrasi sivi azot
icinde 1-2 dakika bekletilerek dondurulmus ve tekrar 65 °C’ye konulmustur. Bu
islem 3 kez tekrarlandiktan sonra, 900 ul Fenol:Kloroform:Isoamilalkol (25:24:1)
eklenip karistirilmis ve 5 dakika 4 °C’de 13.000 rpm de santrifiij edilmistir.
Ustteki s1v1 faz alindiktan sonra iizerine 1 hacim Fenol:Kloroform:Isoamilalkol
eklenmistir. Bu igleme protein ara fazi indirgeninceye kadar devam edilmistir. 80
pul sodyum asetat (3M, pH 4.8) ve 480 pul isopropanol, 8 ul MgCl, (1M)
eklendikten sonra, 30 dakika 13.000 rpm’de 4 °C’de santrifiij edilmistir. Pelet
lizerine %70’lik alkol konmus ve tekrar 15 dakika 13.000 rpm’de 4 °C’de santrifiij
edilmistir. Alkol pipetle uzaklastirildiktan sonra, pelet oda sicakliginda
kurutulmus ve 50 pl dietilpirokarbonat (DEPC)’li su ile resiispanse edilerek, -
85°C’de muhafaza edilmistir (Sambrook ve ark., 1982; Casamayor ve ark., 2002).
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2.2.4.2.Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi (DGGE)
16S rRNA Geninin DGGE Analizi icin Amplifikasyonu

DGGE analizi i¢in 16S rRNA geninin amplifikasyonu i¢in “GC clamp” ad1
verilen yaklasik 40 niikleotidlik bir diziyi 5’ uglarinda iceren 6zel primerler
kullanilmistir. Tablo 2.3’de bu primerler ile ilgili detaylar verilmistir (Muyzer ve
Ark., 1993). Archaeal 16S rRNA geni amplifikasyonlari i¢in 344F-GC ve 907R
olarak adlandirilmis olan primerler, Bacteria 6rnekleri i¢in de 341F-GC ve 907R
primerleri kullanilmistir. Her bir reaksiyonda kalip DNA olarak filtrelerden
yapilan DNA ekstraksiyonu sonucu elde edilen niikleik asitler kullanilmistir.

Tablo.2.4. Bacteria grubu i¢in DGGE-PCR kosullar

94 °C 5 dakika
65 °C 1 dakika 1 Déngii
12°C 3 dakika

94 °C 1 dakika
64 °C.... 55°C 1 dakika (her dongiide primer baglanma sicakhg 1 °C azaltlarak) |9 Déngi
72°C 3 dakika

94 °C 1 dakika
55°C 1 dakika 20 Déngi
12°C 3 dakika
94 °C 1 dakika
55°C 1 dakika 1 Déngi

72°C 10 dakika

Tablo.2.5. Archaea grubu i¢in DGGE-PCR kosullar

94 °C 5 dakika 1 déngii

94 2C 30 sanive
56 2C 45 saniye 29 déngii
72 2C 2 dakika

72 °C 7 dakika 1 déngi
4eC a0
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Tiim reaksiyonlar 50 pl hacimde son konsantrasyonlar1 1.5 mM MgCly, 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 reaksiyonlart hazirlanmistir. Elde edilen PCR firiinleri %1°lik
agaroz jellerde gozlenmislerdir (Muyzer ve ark., 2001).
Archaea ve Bacteria Grubu 16S rRNA Uriinleri icin DGGE

Archaea ve Bacteria spesifik primerlerle filtrelerden elde edilmis total
cevresel DNA’nin kalip olarak kullanildigi amplifikasyon reaksiyonlariyla elde
edilen iriinlerin analizi i¢in denatiire edici gradient jel elektroforezi
uygulanmistir. %0’lik ve %80’lik DGGE stok solusyonlar1 hazirlanmis ve
gradient olusturucu diizenek yardimiyla solusyonlarin gradient jeli olusturacak
sekilde karistirilmasi saglanmistir. Jelin artan konsantrasyonda lire ve formamid
gradientine sahip olmasi saglanmistir. Archaea ve Bacteria 6rneklerinin denatiire
edici gradient jellerinde denatiirant konsantrasyonu %40°dan %70’e kadar artacak
sekilde ayarlanmistir. Polimerize edici ajanlar da eklendikten sonra sistemde alt
kisimda yer alan gradient jel ve bunun iizerine denatiirant igermeyen yiikleme jeli
dokiilmiis ve cukur olusumunu saglayan tarak bu jel icine yerlestirilerek
polimerizasyon i¢in en az 4 saat bekletilmistir. Polimerizasyon sonrasinda
elektroforez tanki 1X TAE tamponu ile doldurulmustur. 20 pl 6rnek, 5 pl jel
yiikleme boyasi ile karistirilarak c¢ukurlara yiiklenmis ve tampon sicakligr 60
°C’ye ulastifinda sisteme 5 V/em akim 1 gece boyunca uygulanmistir.
Elektroforez sonrasinda jeller etidyum bromiir solusyonu (1 pg/ml) ile 10 dakika
boyandiktan sonra yaklagik 15 dakika distile su igine yikanmis ve
transilluminatorde UV 15181 ile gozlenmistir. Jellerde farkli konumlardaki bantlar
UV 15181 altinda steril bisturi yardimiyla jelden kesilerek steril ependorf tiipleri
i¢ine alinmislardir. Bunlarm iizerine 20 pl mQ su eklenerek 1 gece 4 °C’de inkiibe
edilmistir. Bu inkiibasyon sonrasi eliit edilmis olan DNA, DGGE primerleri ile
tekrar amplifiye edilmesi i¢in kalip olarak kullanilmistir. Buradan elde edilen

tirlinler de tekrar saflagtirilarak dizi analizleri yapilmistir (Muyzer ve ark., 1996).
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Agaroz Jel Elektroforezleri

Niikleik asitlerin filtrelerden ekstraksiyonunu, DGGE-PCR ve DGGE
sonrasi Re-PCR ya da 16S rRNA genlerinin PCR ile amplifikasyonundan sonra
bunlarin elektroforez islemleri i¢in 1X lik TAE buffer i¢indeki 5V/em? akim
uygulanan %1°lik agaroz jeller kullanilmistir. Jellerde 1Kb Plus Ladder Marker,
(Fermentas) ve 1lkb Plus DNA Ladder (Fisher BioReagents) marker olarak
kullanilmistir. Cukurlara 5 pl 6rnek ve 1 pl jel yiikkleme boyasi olacak sekilde
yiikleme yapilmustir.
2.2.4.3.Fluoresan in situ Hibridizasyon (FISH)
Fiksasyon

Fiksasyon amaciyla, 1 ml su 6rnegine 200 pl %37’lik Formaldehit (Fluka)
eklenerek, 4 °C’de 1 gece inkiibe edilmistir. Sonrasinda 10 ml 1X steril PBS
eklenerek karisim 0.2 pm por capli GTTP Isopore (Millipore) filtreden
gecirilmigtir. Filtrenin yikanmasi amaciyla tekrar 1X 10 ml PBS filtreden
gecirildikten sonra filtreler hibridizasyon islemine kadar muhafaza edilmek iizere
-20 °C’ye konmuslardir (Amann ve ark., 1995; Anton ve ark., 1999).
Hibridizasyon

Hibridizasyon i¢in hazirlanan filtrelerden bir parca kesilip iizerine 2 pl
prob ve 18 ul hibridizasyon tamponu igeren karisimdan eklenmistir. Her bir prob
50 ng/ul konsantrasyonda kullanilmigtir. Lam iizerine konulan filtreler tiipler
igerisinde yatay bir sekilde hibridizasyon firininda 46°C’de 2 saat bekletilmistir.
Filtreler 48°C su banyosunda beklemekte olan yikama tamponu igerisine
aktarilarak 15 dakika bekletilmis ve fazla prob kalintilar1 uzaklastirilmustir.
Filtreler kurutma kagidi iizerinde kurumaya birakilmistir. Kuruyan filtreler 20 pl
DAPI (1 pg/ml) (4°,6’-diamidino-2-fenilindol-dihidroklorur) ile muamele
edilmistir. Filtreler, oda sicakliginda bes dakika bekletildikten sonra %70 lik alkol
ve ardindan distile su ile onar saniye kadar muamele edilmistir. Kurutma kagidi
tizerinde kurutulan filtreler lam {izerine alinmis ve tzerlerine Citifluor
damlatilmigtir. Fluoresan mikroskobunda incelemeye alinmistir (Amann ve ark.,
1995; Anton ve ark., 1999; Aman ve ark., 2000).

Kullanilan Archaea ve Bacteria domainine spesifik problar Tablo 2.6’da

verilmistir.
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Tablo 2.6. Calismada Kullanilan FISH Problar

Ad1

Dizisi (5’ > 3°)

Formamid %’si

Probun Spesifisitesi

50

Referans

Eub338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT

35

Arc 915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 20

Bacteria  (Amann ve ark.,1990)
Archaea  (Amann ve ark.,1995)
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3.BULGULAR
3.1. Calisma Alanlar
Calisma alanlar1 olarak belirtilen bolgelerden 6rnekleme yapilmustir.
3.2. Orneklerin Toplam Tuzluluk, iyonik Kompozisyon ve pH Degerlerinin
Belirlenmesi
Su orneklerinin arazide el refraktometresi ile yapilan toplam tuzluluk ve

pH degerleri 6l¢iim sonuglar1 Tablo 3.1. de verilmistir.

Tablo 3.1. Orneklerin Olgiilen Toplam Tuzluluk ve pH Degerleri

@ ANADOLU UNIVERSITESI

Calisma Alanlar Ornekleme | Toplam Tuzluluk | pH
Zamani (% NaCl)

Corum Sarikaya Kdyii Sungurlu Nisan 2011 25 7.41
Kirikkale Delice Agustos 2011 20 7.64
Erzincan Kemah Kaynak Agustos 2011 18 6.92
Erzincan Kemah Havuz Agustos 2011 27 6.12
Siva Zara Tuzlagdzii Agustos 2011 27 7.28
Corum Akg¢akoyunlu Kristalize Haziran 2012 27 7.27
Kirikkale Delice Haziran 2012 14 7.57
Siva Zara Tuzlagozii Havuz Haziran 2012 20 7.61
Siva Zara Tuzlagdzii Kaynak Haziran 2012 19 7.76
Siva Zara Tuzlagozi Kaynak Oluk | Haziran 2012 14 7.78
Bingo6l Dinlenme Haziran 2012 25 7.13
Bingol Kaynak Haziran 2012 25 7.51
Sivas Fadlum Tepednii Kaynak Haziran 2012 25 7.73
Sivas Fadlum Tepeonii Kristalize Haziran 2012 27 7.31
Sivas Fadlum Tepeonii Dinlenme Haziran 2012 26 7.23

Su orneklerinin yapilan Slgiimler sonucu iyonik kompozisyonlar1 (Na®,
Mg*?, K*, Mn*2, Ca*?) Tablo 3.2’de verildigi sekilde belirlenmistir.
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Tablo 3.2. Orneklerin Iyonik Kompozisyonlari

52

1.0rnekleme (2011)

Na’,(ppm) | K*,(ppm) | Ca™(ppm) | Mg™,(ppm) | Mn™ (ppb)
Corum Sarikaya | 31.06x1000 | 84.54 x10 | 10.40 x10 78.79 127.9
Sungurlu
Erzincan Kemah- | 59.08x1000 | 11.49x200 | 3.366 x200 80.09 38.92
Kaynak
Erzincan Kemah- | 88.21x1000 | 24.28x200 44.07 8.180x200 63.64
Havuz
Kirikkale Delice | 57.96x1000 | 15.98x200 | 3.265 x200 22.05 <10
Sivas Zara 66.56x1000 | 18.17x200 2 x200 54.06 <10
Tuzlagozii
2.0rnekleme (2012)
Na*, (g/L) K, Ca®, Mg™, Mn*?,
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (ng/L)
Corum
Ak¢akoyunlu 1506 93.41 90.41 55.42 965.6
Kristalize
Kirikkale Delice 3648 73.43 168.8 19.55 914 u
Sivas Zara 509.2 134.4 96.21 20.78 <
Tuzlagozii Havuz
Sivas Zara 526.7 137.1 96.83 21.15 420.2
Tuzlagozii Kaynak
Sivas Zara
Tuzlagozii Kaynak 518.2 126.3 96.84 20.92 1362
Oluk
Sivas Tepeonii
Fadlum Dinlenme 565.5 68.07 67.94 26.79 435.9
Havuzu
Sivas Tepeonii 4977.5 185.5 84.55 65.18 490.3
Fadlum Kristalize
Sivas Tepeonii 340 61.43 101.5 37.63 522.6
Fadlum Kaynak
Sivas Bingol
Tuzlas1 Dinlenme 814 53.76 33.68 38.49 1214
Havuzu
Sivas Bingol 514.5 74.09 74.48 34.21 483.6
Tuzlas1 Kaynak
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3.3.Kiiltiir Bagimh Testler
3.3.1.Su Orneklerinden Archaea ve Bacteria izolasyonu ve Kiiltiire
Alnmalar:

Su orneklerinden belirtildigi sekilde ekim yapilmis ve gelisim icin

inkiibasyona birakilmistir.

i ——

Sekil 3.1. Inkiibasyon sonrasi farkl1 drneklere ait petri fotograflari

3.3.2. izolatlarin Optimum Biiyiime I¢in ihtiya¢c Duydugu Tuz Miktarinin
Belirlenmesi

Izole edilen tiim izolatlarm degil, sadece ARDRA analizinden sonra
belirlenen her farkli profilden segilen birer temsilci izolatin gelisim gosterdigi tuz

konsantrasyonu araligi belirlenmistir( Tablo 3.3 ve 3.4)
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Tablo 3.3. Bacteria’ya Ait Temsilci Izolatlarin Gelisim Gésterdigi Tuz Konsantrasyonu Araliklart

ARDRA Profili Koloni Rengi Gelisim Gosterdigi Tuz
Konsantasyonu Arahg:
Profil Bacterial Krem % 2-23
Profil Bacteria2 Pembe %18-23
Profil Bacteria3 Kahverengi 9%6-12
Profil Bacteria4 Krem % 6
Profil Bacteria5 Krem %12
Profil Bacteria6 Kahverengi 9%6-18
Profil Bacteria7 Krem % 12-25
Profil Bacteria8 Krem % 18
Profil Bacteria9 Krem %2-18
Profil BacterialO Krem % 18
Profil Bacteriall Krem % 12-18
Profil Bacterial2 Krem % 12
Profil Bacterial3 Krem % 12-18
Profil Bacterial4 Krem % 2-23
Profil Bacterial5 Krem % 2-18
Profil Bacterial6 Krem % 2
Profil Bacterial7 Krem % 12-23
Profil Bacterial8 Krem % 2-18
Profil Bacterial9 Krem % 6-18
Profil Bacteria20 Krem %12
Profil Bacteria2l Krem % 2-23
Profil Bacteria22 Krem % 18
Profil Bacteria23 Krem % 23
Profil Bacteria24 Krem % 18-23
Profil Bacteria25 Krem % 23
Profil Bacteria26 Krem % 23-25
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Profil Bacteria27 Krem % 12-18
Profil Bacteria28 Krem % 18
Profil Bacteria29 Krem % 18
Profil Bacteria30 Krem % 23
Profil Bacteria31 Krem % 6-12
Profil Bacteria32 Krem % 6
Profil Bacteria33 Krem % 23
Profil Bacteria34 Agik kahverengi % 12
Profil Bacteria35 Turuncu % 18
Profil Bacteria36 Sar1 % 12

Tablo 3.4. Archaea’ya Ait Temsilci izolatlarin Gelisim Gosterdigi Tuz Konsantrasyonu Araliklari

ARDRA Profili Koloni Rengi Gelisim Gosterdigi Tuz
Konsantasyonu Arahig:
Profil Archaeal Kirmizi % 12-23
Profil Archaea2 Kirmizi %18-25
Profil Archaea3 Kirmizi %18-25
Profil Archaea4 Pembe % 23
Profil Archaeab Kirmiz1 % 23
Profil Archaea6 Pembe % 18- 25
Profil Archaea7 Kirmizi-pembe % 25
Profil Archaea8 Agik pembe % 18

Iki ayr1 6rneklemeden toplam 397 izolat elde edilmis ve analize alimustir.

[k 6rneklemeye ait Corum, Sungurlu bolgesinden 117 &rnek; Sivas, Zara,
Tuzlagozii bolgesinden 75; Kirikkale, Delice bolgesinden 36; Erzincan, Kemah
Havuz bolgesinden 11; Erzincan, Kemah Kaynak bolgesinden 42 6rnek; toplamda
281 izolat elde edilmistir.

Ikinci &rneklemeye ait Corum Akcakoyunlu Kristalize bdlgesinden 19;

Sivas, Tuzlagozii Kaynak ve Kaynak Oluk bolgesinden 34; Sivas, Tuzlagozii
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Havuz bolgesinden 8; Sivas, Bingdl Dinlenme Havuz bolgesinden 27; Sivas
Bingol Kristalize bolgesinden 17; Sivas Tepeonii Fadlum Dinlenme Havuz

bolgesinden 2; Sivas Tepeonii Fadlum Kaynak bdlgesinden 9; toplamda 116

izolat elde edilmistir.

Sekil.3.2. Farkli Archaea izolatlarinin agarli besiyeri tizerindeki goriiniimleri (D.Al kodlu izolat)
ve (Z.A4 kodlu izolat)

Sekil.3.3. Farkli Bacteria izolatlarinin agarli besiyeri tizerindeki gériiniimleri (K.B2 kodlu izolat)
ve (D1.B5 kodlu izolat)

3.3.3. izolatlarin Niikleik Asit Analizine Dayah Testler

16S rRNA Geni Amplifikasyonu icin izolatlardan DNA Ekstraksiyonu
Calismada farkli kaynak tuzlalarindan izole edilen mikroorganizmalarin

16S rRNA geni amplifikasyonlar1 i¢in kullanilan distile su i¢inde homojenizasyon

sonrasi kaynatma esasina dayanan yontemin DNA ekstraksiyonu igin yeterli

oldugu goriilmiistiir.



@ ANADOLU UNIVERSITESI

57

16S rRNA Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Amplifikasyonu
(Izolatlarin Archaea -Bacteria Ayrimlarimin Yapilmasi)

Izolatlarm 16S tRNA genlerinin polimeraz zincir reaksiyonu ile
amplifikasyonu ve bu sayede Archaea liyesi mi yoksa Bacteria liyesi mi
olduklarmin tespiti i¢in yapilan PCR lar sonrasi elde edilen tiriinler %1°lik agaroz

jellerde yiirtitiilmiislerdir.

Marker

1500 bp

Sekil.3.4. 16S rRNA geni PCR iiriinleri temsili bir jel gorintiisii (GeneRuler 1Kb Plus Ladder

Marker, Fermentas)
Izolatlara Ait 16S rRNA Geni Amplifikasyonu Uriinlerinin Enzimatik
Kesimi (ARDRA)

Farkli  tuz  konsantrasyonlari  iceren  besiyerlerinde  gelisen
mikroorganizmalardan bir¢ogunun, 16S rRNA geni i¢in elde edilen PCR
tirlinlerinin restriksiyon analizleri i¢in Hinf 1 ve Mbo | enzimleri (Fermentas)
kullanilarak gergeklerstirilmistir. Restriksiyon kesimleri sonrasit %2 lik agaroz jele
yiiklenerek yiiriitiilmiis olan jellerden bazilar1 agagida gosterilmistir.

Iki ayr1 orneklemeden toplam 397 izolat elde edilmis ve hepsi analize
alinmistir.

8’1 Archaea ve 36’s1 Bacteria’ya ait olmak {izere toplam 44 farkli profil
belirlenmistir (Tablo 3.5 ve 3.6). Ayni ARDRA profilini veren izolatlarin, izole
edildigi bolgerin her birinden ikiser 6rnek secilerek stok hazirlanmistir. Bu secilen
izolatlar %15’lik gliserol stoklar1 igerisinde -85 °C’de muhafaza edilmektedir.

Ayn1 ARDRA profili veren izolatlardan birer temsilci segilmistir. Secilen
44 farkl temsilci profilden 28 tanesinin dizi analizi gergeklestirilmistir. Segilen 28
ornekten kalip hazirlanmis ve 16S rRNA geni PCR ile amplifiye edilerek bu

tirtinlerin direkt olarak dizi analizlerinin eldesi yoluna gidilmistir.
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Sekil.3.5. Hinfl enzimi ile kesimi yapilmig Bacteria Orneklerine ait temsili bir jel gortntiisi
(GeneRuler 1Kb Plus Ladder Marker, Fermentas; M, Marker)

Sekil.3.6. Hinfl enzimi ile kesimi yapilmis Archaea oOrneklerine ait temsili bir jel goriintiisi
(GeneRuler 1Kb Plus Ladder Marker, Fermentas)

IVERSITESI

Sekil.3.7. Mbol enzimi ile kesimi yapilmig Bacteria ve Archaea orneklerine ait temsili bir jel
goriintiisii(Marker; 1kb Plus DNA Ladder, Fisher BioReagents)

@) ANADOLU UN



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

59

Tablo 3.5. Bacteria ARDRA Profilleri, Farkli Orneklerdeki Ayni ARDRA Profiline Sahip

Sungurlu

Besiyereleri ve Jel Goriintiileri (Hinfl Enzimi ile Kesim Goriintiisii)

%18MGM,%23MGM,%12MGM

Bacteria Izolatlari, Analiz Edilen izolat Sayisi, izole Edilen Bélgeler, Gelistikleri

Tuzlagozii. 1 22 %18MGM,% 23MGM,%12MGM
Delice.1 4 % 23MGM
Kemah 1 %18MGM
Havuz
Kemah 32 % 23MGM
Profil Kaynak
Bacteria Akgakoyunlu 8 %18MGM,% 23MGM
Tuzlagdzii.2 4 %2MGM, %6MGM
1 Kaynak
Bingol Dinlenme 2 %12MGM, %23MGM
Delice.2 2 %23MGM
Bingol 1 %18MGM
Kaynak
%18MGM,%23MGM,S.ruber
Sungurlu 7 besiyeri
Profil
Bacteria
2 Bing6l Dinlenme 1 %18MGM
Sungurlu 17 %12MGM, %6MGM
Profil
Bacteria
3 Tuzlagézii. 1 1 %12MGM
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Tablo 3.5. (Devam). Bacteria ARDRA Profilleri, Farkli Orneklerdeki Ayni ARDRA Profiline

Sahip Bacteria izolatlar1, Analiz Edilen izolat Sayisi, izole Edilen Bélgeler,

Gelistikleri Besiyereleri ve Jel Goriintileri (Hinfl Enzimi ile Kesim

Goriintiisii)
Sungurlu 2 %6MGM
Profil
Bacteria
4
Tuzlagdzii. 1 1 %12MGM
Profil
Bacteria Tuzlagozii. 1 1 %12MGM
5
Tuzlagozii. 1 1 %12MGM
Bingol Dinlenme 2 %6MGM, %12MGM
Profil
Bacteria Akgakoyunlu 1 %12MGM
6
Fadlum Kristalize 2 %18MGM
Kemah 10 %18MGM,% 23MGM
Kaynak
Profil
Bacteria
7 Delice.1 15 %12MGM ,%18MGM,
% 23MGM, %25 Seawater =
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Tablo 3.5. (Devam). Bacteria ARDRA Profilleri, Farkli Orneklerdeki Ayni ARDRA Profiline
Sahip Bacteria izolatlar1, Analiz Edilen izolat Sayisi, izole Edilen Bélgeler,

Gelistikleri Besiyereleri ve Jel Goriintileri (Hinfl Enzimi ile Kesim

Goriintiisii)
Delice.1 %18MGM
Profil
Bacteria
8 i
Delice.2 %18MGM L
| = |
K
Delice.1 %18MGM
Profil Tuzlagozii.2 %2MGM, %18MGM
Kaynak
Bacteria
9 Fadlum Kristalize %6MGM
Delice.2 %18MGM
Profil
0,
Bacteria Delice.1 %18MGM
10
Delice.1 %12MGM
Profil
Bacteria
11 Tuzlagdzii.2 %18MGM

Kaynak
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Tablo 3.5. (Devam). Bacteria ARDRA Profilleri, Farkli Orneklerdeki Aynt ARDRA Profiline
Sahip Bacteria izolatlar1, Analiz Edilen izolat Sayisi, izole Edilen Bolgeler,

Gelistikleri Besiyereleri ve Jel Goriintileri (Hinfl Enzimi ile Kesim
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Goriintiisii)
Profil Delice.1 3 %12MGM
Bacteria
12
Profil - 6 %2MGM, %6MGM
Tuzlagdzii.2
Bacteria Kaynak
13
Tuzlagozii.2 4 %2MGM, %6MGM
Kaynak
Tuzlag6zii.2 Havuz 3 %12MGM
Profil Bingol Kaynak 1 %23MGM
Bacteria = 4jum Kristalize 3 %18MGM, %23MGM
14
Bingol Dinlenme 6 %18MGM, %23MGM
Fadlum Dinlenme 1 %23MGM
Akgakoyunlu 1 %12MGM
Tuzlagdzii.2 1 %2MGM
Kaynak
Profil
Bacteria
15 Fadlum Kaynak 1 %18MGM
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Tablo 3.5. (Devam). Bacteria ARDRA Profilleri, Farkli Orneklerdeki Aynt ARDRA Profiline

Sahip Bacteria izolatlar1, Analiz Edilen izolat Sayisi, izole Edilen Bolgeler,

Gelistikleri Besiyereleri ve Jel Goriintileri (Hinfl Enzimi ile Kesim

Goriintiisii)
1 0,
Profil Tkt 1 %02MGM
Bacteria Kaynak
16
Bingol Dinlenme 2 %12MGM
Akgakoyunlu 1 % 23MGM
Profil
Bacteria Tuzlagozii.2 1 %23MGM
Havuz
17
Delice.2 1 %23MGM
Delice.2 1 %18MGM
Profil
Bacteria
18 Tuzlagozii.2
Kaynak 1 %18MGM
Delice.2 1 %18MGM
] Bingdl Kaynak 3 %12MGM, %18 MGM
Profil
B . Fadlum Kristalize 1 %12MGM
acteria
19 Tuzlagozii.2 1 %6MGM
Havuz
Tuzlagdzii.2 1 %18MGM
Kaynak
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Tablo 3.5. (Devam). Bacteria ARDRA Profilleri, Farkli Orneklerdeki Ayn1 ARDRA Profiline

Sahip Bacteria izolatlar1, Analiz Edilen izolat Sayisi, izole Edilen Bolgeler,

Gelistikleri Besiyereleri ve Jel Goriintileri (Hinfl Enzimi ile Kesim

Goriintiisii)
. Tuzlagozii.2 .
Profil Kaynak 2 %12MGM
Bacteria
20
Profil Tuzlagdzii.2 2 %2MGM, %23MGM
Kaynak 0 70
Bacteria
21
Profil
. Tuzlag6zii.2 .
Bacteria Kaynak 1 0%18MGM
22
Profil
Bacteria Fadlum Kristalize 1 %23MGM
23
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Tablo 3.5. (Devam). Bacteria ARDRA Profilleri, Farkli Orneklerdeki Aynt ARDRA Profiline

Sahip Bacteria izolatlar1, Analiz Edilen izolat Sayisi, izole Edilen Bélgeler,

Gelistikleri Besiyereleri ve Jel Goriintileri (Hinfl Enzimi ile Kesim

Goriintiisii)
Tuzlagozii.2 %18MGM
Havuz 1
Profil
Bacteria
24 Tuzlagdzii.2 1 %18MGM
Kaynak
1 0,
Profil Tuzlagszii.2 2 0023MGM
Bacteria Havuz
25
Delice.2 2 %25 Seawater
Profil
Bacteria
Fadlum Kaynak 1 %23MGM
26
Fadlum Kristalize 2 %12MGM, %18 MGM
Profil
Bacteria
27
Fadlum Kaynak 1 %18MGM
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Tablo 3.5. (Devam). Bacteria ARDRA Profilleri, Farkli Orneklerdeki Ayn1 ARDRA Profiline

Sahip Bacteria izolatlar1, Analiz Edilen izolat Sayisi, izole Edilen Bélgeler,

Gelistikleri Besiyereleri ve Jel Goriintileri (Hinfl Enzimi ile Kesim

Goriintiisii)
Profil Bingl
Bacteria28 Kaynak 1 %18MGM
Profil Fadlum Kaynak 1 %18MGM
Bacteria29
Profil Bingol 1 %23MGM
Bacteria30 Kaynak
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Tablo 3.5. (Devam). Bacteria ARDRA Profilleri, Farkli Orneklerdeki Ayn1 ARDRA Profiline
Sahip Bacteria Izolatlari, Analiz Edilen izolat Sayisi, izole Edilen Bolgeler,

Gelistikleri Besiyereleri ve Jel Goriintiileri (Hinfl Enzimi ile Kesim Goriintiisii)

Tuzlagozii.2 1 %12MGM
Profil Kaynak
Bacteria
31
Fadlum Kristalize 1 %6MGM
Profil Fadlum Kristalize 1 %6MGM
Bacteria
32
Profil
Bacteria Vet 2 %23MGM
Kaynak
33
Profil
Bacteria Fadlum Kristalize 1 %12MGM
34
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Tablo 3.5. (Devam). Bacteria ARDRA Profilleri, Farkli Orneklerdeki Ayn1 ARDRA Profiline

Sahip Bacteria izolatlar1, Analiz Edilen izolat Sayisi, izole Edilen Bélgeler,

Gelistikleri Besiyereleri ve Jel Goriintileri (Hinfl Enzimi ile Kesim

Gortintiisii)
Profil
Bacteria Bing6l Dinlenme 1 %18MGM
35
Profil
Bacteria Bing6l Dinlenme 2 %12MGM
36
Tablo 3.6. Archaea ARDRA Profilleri, Farkli Orneklerdeki Aynt ARDRA Profiline Sahip

Profil
Archaea
1

Archaea Izolatlar;, Analiz Edilen izolat Sayisi, izole Edilen Bolgeler, Gelistikleri

Besiyereleri ve Jel Goriintiileri (Hinfl Enzimi ile Kesim Goriintiisit)

Sungurlu 35 %18MGM
%18MGM,%23MGM,
Tuzlagdzii. 1 8 %12MGM, Medium E
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Tablo 3.6 ( Devam) Archaea ARDRA Profilleri, Farkli Orneklerdeki Aynt ARDRA Profiline

Sahip Archaea izolatlar1, Analiz Edilen izolat Sayisi, izole Edilen Bélgeler,

Gelistikleri Besiyereleri ve Jel Goriintileri (Hinfl Enzimi ile Kesim

Goriintiisii)
Sungurlu 3 %18MGM
Profil
Archaea
2 Kemah Havuz 1 %25 Seawater
Sungurlu 26 Medium E,%25 Seawater
Tuzlagozii.1 23 %25 Seawater,% 23MGM
Akcakoyunlu 3 %18MGM,% 23MGM,
%25 Seawater
Profil
Archaea Fadlum Kristalize 4 %18MGM, %23MGM,
3 %25 Seawater
Fadlum Kaynak 4 %18MGM, %23MGM
Bing6l Dinlenme 4 %18MGM
Bingol Kaynak 2 %18MGM, %23MGM
Profil Delice.1 5 % 23MGM
Archaea
4
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Tablo 3.6 ( Devam) Archaea ARDRA Profilleri, Farkli Orneklerdeki Aym ARDRA Profiline
Sahip Archaea izolatlar1, Analiz Edilen izolat Sayisi, izole Edilen Bolgeler,

Gelistikleri Besiyereleri ve Jel Goriintileri (Hinfl Enzimi ile Kesim

Goriintiisii)

Tuzlagozii.1 % 23MGM
Profil
0,
Archaea Akgakoyunlu % 23MGM
5
Tuzlag6zii.2 %23MGM
Kaynak
Profil %18MGM,% 23MGM,
Archaea Tuzlagdzii. 1 %25 Seawater
6
Tuzlagézii.1 %25 Seawater
Profil Akgakoyunlu %25 Seawater, Medyum D
Archaea
7 %25 Seawater, Medyum D
Bing6l Dinlenme
Fadlum Dinlenme %25 Seawater
Profil
Archaea Akcakoyunlu %18MGM
8
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PCR Uriinlerinden Dizi Analizi

Ayn1 ARDRA profili veren izolatlardan birer temsilci se¢ilmistir. Segilen
44 farkl temsilci profilden 28 tanesinin dizi analizi gergeklestirilmistir. Segilen 28
ornekten kalip hazirlanmis ve 16S rRNA geni PCR ile amplifiye edilerek bu
tirtinlerin direkt olarak dizi analizlerinin eldesi yoluna gidilmistir. Beckman CEQ
8000 DNA dizi analiz cihaz1 ile bu elde edilen PCR firiinlerinin baz dizilerinin
belirlenmesi amaciyla Beckman dizi analiz kitinde Onerilen sartlar ile sonuglar
alimmistir. Dizi analizleri kismen yapilmis ya da tamamlanmis izolatlar ve
bunlarin Blast programi ile benzerlik gosterdigi tiirler Tablo 3.7 ve 3.8’de
verilmigtir.

Tablo 3.7. Analizi yapilan Archaea izolatlariin gen bankasindaki en yakin temsilcileri, benzerlik
oranlar1 ve izolat sayist

ARDRA Profili En Yakin Temsilci Benzerlik Orani
Profil Archaea 1 Halorubrum sp . (%98)
Profil Archaea 2 Halorubrum sp. (%93)
Profil Archaea 3 Haloarcula californiae (%99)
Profil Archaea 4 Haloferax mediterranei (%98)
Profil Archaea 5 Haloarcula sp. (%93)
Profil Archaea 6 Haloarcula japonica (%95)
Profil Archaea 7 Halobacterium salinarum (%98)

Tablo 3.8. Analizi yapilan Bacteria izolatlarimin gen bankasindaki en yakin temsilcileri, benzerlik

oranlari
ARDRA Profili En Yakin Temsilci Benzerlik Orani
Profil Bacteria 1 Salicola marasensis (%94)
Profil Bacteria 2 Salinibacter ruber (%95)
Profil Bacteria 3 Rhodovibrio salinarum (%91)
Profil Bacteria 4 Uncultered Bacteroidetes (%96)
Profil Bacteria 5 Uncultered Bacteroidetes (%98)
Profil Bacteria 6 Rhodovibrio sodomensis (%97)
Profil Bacteria 7 Halomonas caseinilytica (%94)
Profil Bacteria 8 Salinivibrio costicola. (%91)
Profil Bacteria 9 Halomonas salina (%98)
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Tablo 3.8. (Devam). Analizi yapilan Bacteria izolatlarinin gen bankasindaki en yakin temsilcileri,

benzerlik oranlari

Profil Bacteria 10 Halomonas salina (%94)
Profil Bacteria 11 Halomonas taeanensis (% 94)
Profil Bacteria 12 Salinivibrio sp (%97)
Profil Bacteria 18 Salinivibrio costicola (%97)
Profil Bacteria 19 Idiomarina sp. (%97)
Profil Bacteria 20 Marinobacter algicola (%92)
Profil Bacteria 23 Chromohalobacter sp. (%97)
Profil Bacteria 25 Halomonas taeanensis (%97)
Profil Bacteria 26 Halomonas elongata (%97)
Profil Bacteria 29 Idiomarina sp (%93)
Profil Bacteria 30 Uncultered Bacteroidetes (%98)
Profil Bacteria 36 Parvularcula sp. (% 90)
3.4.Molekiiler Teknikler

3.4.1.Su Orneklerinden DNA Ekstraksiyonu
Su orneklerinden DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Asagida bazi 6rneklerin

agaroz jel goriintiisii verilmistir.

1 2 3 4 Marker

12000bp

Sekil 3.8. DNA ekstraksiyonu sonrasi temsili bir jel goriintiisi (Trackltl 1 Kb DNA Ladder,

Invitrogen)

3.4.2.Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi (DGGE)
3.4.2.1.Birinci Ornekleme (2011)
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16S rRNA Genlerinin DGGE Analizi icin Amplifikasyonu

Archaea i¢in 344F ve Bacteria i¢in 341F primerleri ile 907R-GC primeri
kullanilarak DGGE-PCR gerceklestirilmistir (Sekil 3.9). Her 6rnek i¢in en az 5
reaksiyon kurulmus ve aym1 Ornege ait pozitif Sonug¢ verenler bir araya
toplanmistir. Daha sonra miktar belirleme amacli DGGE-PCR iiriinlerinde jele 2
ul yiiklenmistir; karsilastirma amagli Low Mass DNA Ladder markerdan da jele 2
ul yiiklenmistir(Sekil 3.10). Orneklere ait bantlarin parlaklima gére DNA nin
yaklasik miktar1 belirlenmistir. Her Ornege ait DGGE-PCR {iriiniin DNA
konsantrasyonu belirlendikten sonra DGGE jeline esit konsantrasyonlarda PCR

trlinii yiikklenmistir.

Tablo 3.9. Low Mass DNA Ladder marker bantlarinin biiyiikliikleri ve hacme gore igerdigi DNA

miktarlari
Low DINA Mass Ladder Hacmi
2 ul 4 pl g ul
Fragment birvakligia
2000 bp 100 ng 200 ng 400 ng
1200 bp 60 ng 120 ng 240 ng
200 bp 40 ng 20 ng 160 ng
400 bp 20 ng 40 ng 80 ng

Marker 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

"--ﬂ.“.uu.“--
ST 1 P

Sekil 3.9. DGGE-PCR iiriinlerinin temsili bir agaroz jel goriintisi(1 Kb Plus DNA Ladder ,

Fermentas)
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Sekil 3.10. DGGE-PCR firiinlerinin miktarint belirleme amagli temsili bir agaroz jel goriiniitiisii

(Marker;Low Mass DNA Ladder, Invitrogen)

Archaea Grubu 16S rRNA Uriinleri icin Denatiire Edici Gradient Jel

Elektroforezi

SEE

EBE;F

odf|~ =] [«

1 2 3 45

14.1A

15.1A

17.

Sekil 3.11. 2011 orneklerine ait DGGE Archaea jelinin goriintiisii (1.Corum-Sungurlu; 2.

Kirikkale-Delice; 3. Erzincan Kemah-Havuz; 4.Erzincan Kemah-Kaynak; 5. Sivas-

Zara)
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DGGE jelinde olusan bantlar kesilip bir ependorf icerisine aktarilmis ve

lizerine bir miktar distilesu eklenmistir. Sonrasinda bu Ornekler Re-PCR

kurulmustur. Fakat bu sefer kullanilan primerler GC-takis1 igermemektedir. Elde

edilen PCR iiriinleri agaroz jele yliklenmistir. Daha sonra PCR iiriinleri

saflastirilip dizi analizleri gergeklestirilmistir.

Dizilenen Archaeca DGGE Bantlar1i ve Gen Bankasindaki En Yakin

Karsihiklar

Tablo 3.10. Elde edilen Archaca DGGE bandlar1 ve bunlarin gen bankasindaki en yakin
karsiliklari(Birinci Ornekleme-2011)

Dizileme
DGGE icin Eslesen | Gen Bankasindaki En Yakin Karsihig ve
bant Kullanil Baz % Benzerligi
numaralari an Sayisi
Primer
1.1A 907R 471/494 | EU931309.1 Halorubrum sp. RBCA-10"3
(%095)
2.1A 907R 343/368 | EU931309.1 Halorubrum sp. RBCA-10"3
(9%693)
3.1A 907R 419/449 | JN196523.1 Halorubrum sp. GV-4 16S
(9%93)
4.1A 907R 256/278 | AB576121.1 Halonotius pteroides (%92)
5.1A 907R 487/503 | AY498648.1 Halonotius pteroides strain
6.14.5 (%97)
6.1A 907R 474/503 | AB576121.1 Halonotius pteroides (%94)
7.1A 907R 407/435 | JN216851.1 Halorubrum sp. YC-6 (%94)
8.1A 907R 390/422 | IN216864.1 Halorubrum sp. YC-X8 (%92)
9.1A 907R 472/530 | JN216851.1 Halorubrum sp. YC-6 (%89)
10.1A 907R 494/516 | JN216851.1 Halorubrum sp. YC-6 (%96)
11.1A 907R 494/516 | JN216851.1 Halorubrum sp. YC-6 (%96)
12.1A 907R 493/502 | JN216851.1 Halorubrum sp. YC-6 (%98)
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13.1A 907R 460/487 | IN216851.1 Halorubrum sp. YC-6 (%94)
14.1A 907R 491/500 | JN216851.1 Halorubrum sp. YC-6 (%98)
15.1A 907R 495/507 | JN216864.1 Halorubrum sp. YC-X8

16.1A 907R 293/326 | IN216851.1 Halorubrum sp. YC-6 (%90)
17.1A 907R 491/508 | JN216851.1 Halorubrum sp. YC-6 (%97)

Bacteria Grubu 16S rRNA Uriinleri icin Denatiire Edici Gradient Jel
Elektroforezi

Sekil 3.12. 2011 orneklerine ait DGGE Bacteria jelinin goriintlisii (1.Corum-Sungurlu; 2.

Kirikkale-Delice; 3. Erzincan Kemah-Havuz; 4.Erzincan Kemah-Kaynak; 5. Sivas-

Zara)
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Jelden Kkesilen DGGE Bacteria bantlarindan Re-PCR  kurulmustur.
Uriinlerin verimleri diisiik elde edilmistir. Miktar1 artirmak icin daha fazla
reaksiyon  kurulmustur.  Uriinlerin ~ bir  kismu  saflastirilip  dizileme
gergeklestirilmistir. Kesilen bantlardan sadece bir bandin dizi bilgisi ¢ikarilmistir.
Bu, Kemah kaynak 6rnegine ait bandin dizi bilgisinin gen bankasindaki en yakin

karsilig1 Salicola drnegine aittir.

3.4.2.2.ikinci Ornekleme(2012)
16S rRNA Genlerinin DGGE Analizi icin Amplifikasyonu

Archaea igin 344F ve Bacteria i¢in 341F primerleri ile 907R-GC primeri
kullanilarak DGGE-PCR gerceklestirilmistir. Her 6rnek i¢in enz az 5 reaksiyon
kurulmug ve ayni 6rnege ait pozitif zonug verenler bir araya toplanmistir. Daha
sonra miktar belirleme amagli DGGE-PCR firiinlerinde jele 2 pl yliklenmistir;
karsilastirma amagli Low Mass DNA Ladder markerdan da jele 2 ul yiiklenmistir.
Orneklere ait bantlarin parlakligma gére DNA nin yaklasik miktar1 belirlenmistir.
Her 6rnege ait DGGE-PCR iirlinlin DNA konsantrasyonu belirlendikten sonra
DGGE jeline esit konsantrasyonlarda PCR {irlinii yiiklenmistir.
Archaea Grubu 16S rRNA Uriinleri icin Denatiire Edici Gradient Jel
Elektroforezi

DGGE Archaea jelinin goriintiisii Sekil 3.13’te verilmistir.
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Sekil 3.13. 2011-2012 orneklerine ait DGGE Archaea jelinin gorintisii (Haziran 2012

orneklemeleri: 1.Corum-Akgakoyunlu; 2. Bing6l Dinlenme; 3. Kirikkale-Delice; 4.
Sivas Fadlum Dinlenme; 5. Sivas Fadlum Kristalize; 6. Sivas Tuzlagozii Havuz; 7.
Sivas Tuzlagozii Oluk) (Nisan 20116rneklemeleri: 8.Corum-Sungurlu; 9. Kirikkale-

Delice; 10. Erzincan Kemah-Havuz; 11.Erzincan Kemah-Kaynak; 12. Sivas-Zara )
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DGGE jelinde olusan bantlar kesilip bir ependorf icerisine aktarilmis ve
tizerine bir miktar distile su eklenmistir. Sonrasinda bu o6rneklerden Re-PCR
kurulmustur (Sekil 3.14). Fakat bu sefer kullanilan primerler GC-takisi
icermemektedir. Elde edilen PCR iiriinleri agaroz jele yiiklenmistir. Daha sonra

PCR firiinleri saflastirilip dizi analizleri gergeklestirilmistir.

Marker 3 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17

500 bp

Sekil.3.14. Archaea orneklerinin Re-PCR {iriinlerinin jel goriintiisii (marker, "1 Kb Plus DNA
Ladder, Fermentas)

Dizilenen Archaeca DGGE Bantlarni ve Gen Bankasindaki En Yakin
Karsihiklar:

Tablo.3.11. Elde edilen Archaca DGGE bandlar1 ve bunlarin gen bankasindaki en yakin

karsiliklari
Dizileme
DGGE icin Eslesen Gen Bankasindaki En Yakin Karsihig: ve
bant Kullanilan | Baz Sayisi % Benzerligi
numaralar1 | Primer
1A 907R 471/505 | JX188265.1 Halorubrum sp. LY G-1(%93)
2A 907R 368/409 | JX188265.1 Halorubrum sp. LYG-1(%90)
3A 907R 325/352 | JX188265.1 Halorubrum sp. LYG-1(%92)
4A 907R 491/500 | JN216851.1 Halorubrum sp. YC-6(%98)
5A 907R 454/523 | JX188265.1 Halorubrum sp. LYG-1(%87)
6A 907R 468/487 | JX188265.1 Halorubrum sp. LYG-1(%96)
7A 907R 4271441 | JX188265.1 Halorubrum sp. LYG-1(%97)
8A 907R 495/507 | JN216864.1 Halorubrum sp. YC-X8
9A 907R 293/326 | JN216851.1 Halorubrum sp. YC-6 (%90)
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10A 907R 409/469 | JX188265.1 Halorubrum sp. LYG-1(%87)

11A 907R 398/440 | FR746099.1 Haloquadratum walsbyi ¢23
(9%690)

12A 907R 149/150 | JX188265.1 Halorubrum sp. LYG-1(%99)

13A 907R 178/185 | FR746099.1 Haloquadratum walsbyi ¢23
(9696)

14A 907R 394/457 | JX188265.1 Halorubrum sp. LYG-1(%86)

Bacteria Grubu 16S rRNA Uriinleri icin Denatiire Edici Gradient Jel
Elektroforezi

1 2 34 5 6 7

Sekil.3.15. 2012 o6rneklerine ait DGGE Bacteria jelinin goriintiisii (1.Corum-Akg¢akoyunlu; 2.

Bingdl Dinlenme; 3. Kirikkale-Delice; 4. Sivas Fadlum Dinlenme; 5. Sivas Fadlum

Kristalize; 6. Sivas Tuzlagdzii Havuz; 7. Sivas Tuzlagézii Oluk)
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Marker

Sekil.3.16.Bacteria 6rneklerinin Re-PCR iiriinlerinin jel goriintiisi(Marker; 1kb Plus DNA Ladder,
Fisher BioReagents)

Jelden kesilen DGGE Bacteria bantlarindan Re-PCR  kurulmustur. Re-PCR
{iriinlerinin jel goriintiisiinde smear gdzlenmistir. Uriinlerin bir kism1 saflastirilip
dizileme gergeklestirilmistir.
3.4.3.Fluoresan in situ Hibridizasyon (FISH)

Farkli tuzlalardan alinan su orneklerinin DAPI boyama ile toplam hiicre
sayimmlari, Eub 338 (Thermo) probu ile hibridizasyondan sonra Bacteria, Arc915
(Thermo) probu ile hibridizasyondan sonra Archaea sayilari tesbit edilmistir.

IVERSITESI

Sekil.3.17. Solda DAPI ile boyanan hiicreler ve sagda ayni goriintii alaninda Arc915 Probu ile
boyanan Archaea hiicreleri (Kare ve ¢ubuk sekilli Archaea oOrnekleri okla

gosterilmistir) (Corum Sungurlu)
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Sekil.3.18. Solda DAPI ile boyanan hiicreler ve sagda aym goriintii alaninda Eub338 Probu ile
boyanan Bacteria hiicreleri(Cubuk, virgiil, kok ve spiral sekili Bacteria hiicreleri okla

gosterilmistir) (Corum Sungurlu)

IVERSITESI

Sekil.3.19. Solda DAPI ile boyanan hiicreler ve sagda ayni goriintii alaninda Eub338 Probu ile
boyanan Bacteria hiicreleri (Kok seklinde Bacteria hiicreleri tiim alam

kaplamaktadir)(Erzincan Kemah Havuz)
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Sekil.3.20. Solda DAPI ile boyanan hiicreler ve sagda ayni goriintii alaninda Arc915 Probu ile
boyanan Archaea hiicreleri (Kare sekilli Archaea 6rnekleri okla gosterilmistir) (Sivas

Zara Tuzlagdzii 1. Ornekleme)

. .

IVERSITESI

Sekil.3.21. Solda DAPI ile boyanan hiicreler ve sagda ayni goriintii alaninda Eub338 Probu ile

boyanan Bacteria hiicreleri (Sivas Zara Tuzlagézii 1. Ornekleme)
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Sekil.3.22. Solda DAPI ile boyanan hiicreler ve sagda ayni goriintii alaninda Arc915 Probu ile
boyanan Archaea hiicreleri (Kare sekilli Archaea 6rnekleri okla gosterilmistir) (Sivas

Zara Tuzlagdzii Havuz 2. Ornekleme)

.

IVERSITESI

Sekil.3.23. Solda DAPI ile boyanan hiicreler ve sagda ayni goriintii alaninda Eub338 Probu ile

boyanan Bacteria hiicreleri (Cubuk, virgiil, kok sekili Bacteria hiicreleri okla

gosterilmistir) (Sivas Zara Tuzlagdzii Havuz 2. Ornekleme)
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Sekil.24.20.Solda DAPI ile boyanan hiicreler ve sagda ayni goriintii alaninda Arc915 Probu ile
boyanan Archaea hiicreleri (Kare ve c¢ubuk sekilli Archaea oOrnekleri okla

gosterilmistir) (Corum Akgakoyunlu)

IVERSITESI

Sekil.3.25. Solda DAPI ile boyanan hiicreler ve sagda aym goriintii alaninda Eub338 Probu ile

boyanan Bacteria hiicreleri(Cubuk, virgiil, spiral sekili Bacteria hiicreleri okla

gosterilmistir) (Corum Akc¢akoyunlu)
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4.TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Hipersalin ortamlar diinyada ve iilkemizde olduk¢a yaygindir. Bu ortamlar,
sadece tuzluluk acisindan degil anaerobik zon, yiiksek ve diisiik pH, yiiksek ve
diisiik sicaklik gibi pek ¢ok diger ekstrem kosullara da sahip olabilmektedir. Bu
ekstrem kosullara adapte olmus ilging tiirler hipersalin ortamlarda yasamaktadir.
Ekstrem kosullarda gelisen organizmalarin metabolik ¢esitliligi oldukg¢a fazladir
ve biyoteknolojik potansiyelleri agisindan bu organizmalar 6nemlidir.

Tiirkiye’de hipersalin  ortamlarin mikroorganizma ¢esitliligi  ilgili
calismalar yapilmistir (Yalgi, 2000; Kalli, 2000; Birbir ve Sesal, 2003; Ozcan,
2004 ve Mutlu, 2006). Ekonomik degeri de olan tuzun elde edildigi hipersalin
ortamlardan Ozellikle bir gol tuzlasi olan Tuz goli ve deniz tuzlast olan Camalti
tuzlasi ile yapilan caligmalar dikkat ¢ekmektedir. Fakat kaynak tuzlalar ile ilgili
daha once yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Diinyada ise bu konuda
yapilmis olan ¢alisma sayis1 oldukcga azdir.

Tuz goli ile ilgili yapilan calismada goldeki baskin Archaea iiyesinin
Haloquadra walsbyi ve Bacteria iiyesinin Salinibacter ruber oldugunu
gosterilmistir  DGGE analizi sonrast1 Haloquadra walsbyi, Archaeoglobus
profundus, Halorubrum sp., Halobacterium saccharovorum ve Halorubrum
orientalis Archaea orneklerinin ortamda varligi belirlenmistir. DGGE Bacteria
jelinden ise Cytophaga sp., Salinibacter ruber ve Halophilic euBacterium EHB-
2’ye benzerlik gosteren diziler elde edilmistir. Tuz Goli’'nden elde edilen izolatlar
Haloferax mediterranei, Haloferax alexandrinus, Haloarcula hispanica,
Haloarcula argentinensis, Haloarcula marismortui, Halorubrum xinjiangense ve
Halomicrobium  mukohatei ve Chromohalobacter —marismortui  olarak
tanimlanmuslardir (Mutlu ve ark., 2008).

Peru’daki Maras tuzlalarindan 2003 Ekim aymda Maturrano ve
ark.(2006(a)) érnekleme yapmislardir. Orneklerin toplam tuzluluk degerlerini pH
ve iyonik kompozisyonlarini belirlemiglerdir (Tablo 4.1). Bu tuzlalarin
thalassohaline ortamlar oldugu diisiiniilmektedir. Bizim ¢alisma alanlarinin pH
degerleri ortalamast pH 7 (nétral) olarak kaydedilmistir. Toplam tuzluluk
degerleri ise % 14 ile % 27 arasinda degismektedir. Yapilan dlgiimler sonrasi ayni

orneklere ait havuz ve kaynaklarin toplam tuzluluk degerlerinde biiyiik bir
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farklilik gdzlenmemistir. Iyonik bilesenlerine bakildiginda Na"*un oldukca yiiksek
konsantrasyonlarda bulundugu belirlenmistir. K* ve Ca* ve Mg*™ iyonlarinin

+29:

yakin miktarlarda ortamda bulundugu, Mn™’in ¢ok diisiik miktarda olmakla
birlikte ortamda varligi saptanmistir. Bu verilere goére Maras tuzlalart ile
calistigimiz bolgeler arasinda karsilastirma yapilacak olursa, toplam tuzluluk, pH
degeri ve iyonik kompozisyon bakimindan bu tuzlalar benzemektedir. Ancak
sodyum iyonlarinin konsantrayonu, calistigimiz bolgelerde c¢ok daha yiiksek

bulunmustur.

Tablo 4.1. Maras Tuzlalarimin fyonik Kompozisyonu ve pH’s1 (Maturrano ve ark. 2006(a))

ORNEK

Parametreler

1 2 5 7
Konsantrasyon (g/L)
Na* 116.40 121.10 118.80 139.30
Mg?* 0.76 1.00 0.78 0.79
ca’t 1.72 1.13 1.29 1.33
K* 0.30 0.37 0.30 0.30
Mn?* <0.005 <0.005 <0.005 <0.005
CI 157.89 186.30 174.20 177.90
SO 4.57 4.89 4.56 4.59
HCO3 0.03 0.04 0.03 0.01
COs> <0.005 <0.005 <0.005 <0.005
Tuzluluk (%) 25 30 31 30
pH 7.0 6.5 7.0 7.0

Sungurlu bolgesi Cankiri-Corum Havzasi'min bir boliimiinii olusturur.
Norman ve ark. (1980) yaptiklari ¢galismada Sungurlu havzasinin Eosen donemine
kadar denizel bir ortam oldugunu ve Eosen sonunda denizin tamamen kurumus
oldugunu ortaya koymuslardir. Bu bilgiden yola ¢ikarak bu bolgedeki tuzlalarin
thalassohaline ortamlar oldugu soylenebilir.

Maturrano ve ark. (2006(a)), Peru’daki Maras tuzlalarinin mikrobiyal
cesitliligini  kiiltiir-bagimli  ve  molekiiler teknikler kullanarak ortaya
cikarmiglardir. Maras tuzlalar1 deniz seviyesinden 3380 m yukarida
bulunmaktadir; bu tuzlalar aralarinda baglanti bulunmayan 3000’den fazla kiigiik
havuzdan olugmaktadir. Bu havuzlar sodyum ve kloridce zengin hipersalin
kaynak sulan ile beslenmektedir. Hem havuzdan hem de kaynaktan 6rnekleme

yaparak FISH yontemi ile analiz ettiklerinde mikrobiyal ¢esitliligin olduk¢a diisiik
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oldugunu belirlemiglerdir. Havuzlardaki baskin grubun Archaea oldugunu ve
kaynaklardaki mikroorganizma sayisinin oldukga diisiik oldugunu (100 hiicre/ml)
belirlemislerdir.

Calismamizda kaynak tuzlalarinin ¢ogunun hem havuz ve hem de kaynak
kisimlarindan bahar sonunda veya yaz aylarinda ikiser kez drnekleme yapilmstir.
Kaynak tuzlalarininin FISH analizine gore birbirleriyle karsilastirdigimizda
havuzlarda (Kemah Ornegi harig); Archaea tiiyelerinin, Ozellikle kare sekilli
olanlarinin bircok 6rnekte baskin oldugu gozlenmistir. Ayrica mikroorganizma
sayist da oldukca yiiksektir. Havuz ornekleri cesitlilik agisindan da zengin
goziikmektedir, bir¢cok ornekte farklt mikroskobik morfolojide mikroorganizma
gozlenmistir. Arch915 probu ile kare, gubuk ve kok sekilli hiicreler gézlenmistir.
Eub338 probu ile kok, virgiil, spiral ve farkli uzunluklarda ¢ubuk sekilli hiicreler
gozlenmistir. Kaynak oOrnekleri FISH yontemi ile analiz edildiginde hiicre
sayisinin oldukga diisiik oldugu belirlenmistir ve kaynak kisimlarindan alinan
orneklerde Archaea’ya ait Orneklere sadece Fadlum ve Bing6l orneklerinde
rastlanmistir. Bunun sebebi her iki 6rnegin kaynak bolgelerinin % 25 gibi gibi
yiiksek bir tuz konsantrasyonuna sahip olmasi olabilir.

Fadlum, Tuzlagozii ve Bingol kaynak Orneklerinden 1’er ml su 6rnegi
filtre edilip bu filtrelerin DAPI ile boyanmasi sonucu ortamdaki mikroorganizma
yogunlugunun olduke¢a diisiik oldugu belirlenmistir. Daha sonra bu 6rneklerden
10’ar ml su 6rnegi filtre edilip FISH i¢in analiz 6yle gerceklestirilmistir.

Mililitredeki  hiicre  yogunlugu ¢ogu &rnekte  10%-10° arasinda
degismektedir. Kemah ve Bingol kaynak orneklerinde mililitredeki hiicre sayict
10*10* arasindadir. Fakat diger kaynak oOrneklerinde hiicre yogunlugu cok
diisiiktiir. Delice drnegindeki hiicre yogunlugu mililitre 10° den kiigiiktiir.

Birinci 6rnekleme sonrast FISH analizi sonucu; Corum Sungurlu
orneginde kare sekilli Archaea, diiz ve virgiil sekilli ¢gubuk, kok morfolojisine
sahip Bacteria iiyeleri gozlenmistir. Delice 6rneginde diiz ve virgiil sekilli gubuk
morfolojisine sahip bakteriler gézlenmistir. Kemah bdlgesinin hem havuz hem de
kaynak orneklerinde kok seklinde bakterilerin olduk¢a yogun oldugu
belirlenmigtir. Halbuki bu iki bolge arasindaki tuz konsantrasyonu oldukc¢a

farklidir; sirasiyla %27-%18. Dolayisiyla bu sonug ilgingtir. Tuzlagozii 6rneginde
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kare sekilli Archaea 6rnekleri oldukg¢a baskin oldugu ve ¢ubuk sekilli bakterilerin
varlig1 da belirlenmistir.

Ikinci ornekleme sonras1 FISH analizi sonucu; Akgakoyunlu drneginde
oldukca degisik morfolojilere rastlanmistir. Farkli ¢ubuk sekilleri ve spiral
sekillerde Bacteria; ¢ubuk, spiral ve kare sekilli Archaea tiyeleri gézlenmistir.
Bingol havuz ve kaynak 6rneklerinde kare sekilli Archaea tiyeleri baskindir; farkli
cubuk sekilleri ve spiral sekillerde Bacteria ornekleri goriilmektedir. Delice
orneginde mikroorganizma yogunlugu oldukca diisiiktiir. Sadece farkli ¢ubuk
sekillerinde bakterilere rastlanmaktadir. Fadlum dinlenme kare sekilli Archaea
tiyeleri, farkli cubuk sekilli bakterilerin oldugu belirlenmistir. Tuzlagozii
orneginde kare sekilli Archaea ornekleri oldukg¢a baskin oldugu ve virgil ve
cubuk sekilli bakterilerin varligi da belirlenmistir. Tuzlagézii oluk O6rneginde
yogun farkli ¢ubuk selillerinde bakteri 6rnekleri gdzlenmistir.

Kiiltiir-bagimli ¢alismalar sonucu c¢ok sayida izolat elde edilmistir.
Archaea grubuna ait izolatlar Haloarcula sp., Haloarcula japonica, Haloarcula
californiae, Haloferax mediterranei, Halorubrum sp., Halobacterium salinarum;
Bacteria grubuna ait izolatlar Halomonas salina, Halomonas caseinilytica,
Halomonas taeanensis, Halomonas elongata, Salinibacter ruber, Rhodovibrio
sodomensis, Rhodovibrio salinarum. , Salinivibrio sp., Salicola marasensis.,
Idiomarina sp., Marinobacter algicola., Chromohalobacter sp., kiiltiir-edilmemis
Bacteroidetes, Parvularcula sp. olarak  belirlenmistir.  Diisiik  tuz
konsantrasyonlarinda bakteriler daha iyi ve yogun gelisirken yiiksek tuz
konsantrasyonunda arkeler daha 1yi gelisim gostermistir.

Corum Sungurlu 6rneginde baskin gelisen Archaea orneklerinin % 18
tuzlulukta Halorubrum ve % 25 tuzlulukta Haloarcula oldugu belirlenmistir.
Baskin Bacteria 6rnegi ise Salicola’dir. Salinibacter ruber de bu ortamdan izole
edilen ornekler arasindadir. Salinibacter ruber gelisim i¢in en az 15%, optimum
gelisim i¢in % 15-30 tuz konsanrasyonuna ihtiya¢ duymaktadir(Anto'n ve ark.
2002). Yiiksek konsantrasyonda tuz ihtiyact ve olusturdugu pembe renkli
kolonileri ile diger halofilik bakterilerden ayrilir. Haloguadratum walsbyi,
Medyum DBCM2 sivi besiyerinde gozlenmistir, ancak saf kiiltiir halinde izole
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edilememistir. Bakterilerden bir izolat kiiltiire edilmemis Bacteroidetes grubuna
ait bir 6rnektir.

Burns ve ark. tarafindan (2004) ilk kez kiiltiir edilen Haloquadratum
walsbyi hiicreleri haloarchaea grubu igerisinde gelistirilmesi en gii¢ olanlardandir.
Sivi kiiltiirde gelismeyi tercih ettiklerini ve kiiltivasyon siirelerinin diger arkelere
gore yaklasik olarak iki kat daha uzun oldugunu, agarli besiyeri iizerinde
gelismelerinin ¢ok yavas oldugunu ve kiigiik kolonilerin olusmasinin 4-12 haftayi
buldugunu belirlemislerdir.

Kemah havuz 6rneginde, kiiltiirel ¢calismalarda Archaea grubunun, kaynak
orneginde ise Bacteria grubunun baskin gelisim gosterdigi belirlenmistir.
Halorubrum ve Halobacterium baskin orneklerdir. Halobacterium %25 gibi
yiiksek tuz konsantrasyonunda iyi gelisim gostermektedir. Halomonas %18 ve
Salicola %23 tuz konsantrasyonunda baskin olan Bacteria drnekleridir.

Tuzlagozii orneginde, Archaea grubundan Haloarcula ve Bacteria
grubundan Salicola baskin gelisim gostermistir. Diisiik tuz konsantrasyonunda
Rhodovibrio sodomensis iyi gelismektedir. Bakterilerden bir izolat kiiltiire
edilmemis Bacteroidetes grubuna ait bir 6rnektir.

Delice 6rneginde ise Halomonas baskin Bacteria 6rnegidir. Salinivibrio ve
Salicola ortamdan izole edilen diger bakterilerdir. Izole edilen tek Archaea iiyesi
Haloferax mediterranei’dir; izole edilen bu mikroorganizmanin biyoteknolojik
onemi yiiksektir. Delice 6rneginde Haloferax mediterranei nden baska Archaea
ornegine rastlanmamuistir.

Salicola marasensis Maras solar tuzlalarinin kristalize havuzlarindan ilk
kez Maturrano ve ark. (2006(b)) tarafindan izole edilmistir. Maras tuzlalari
hipersalin kaynak sular1 ile beslenmektedir. Salicola marasensis yaptigimiz
calismada bir¢ok ornekten izole edilmistir.

Haloferax mediterranei biiyiik miktarda poli-B-hidroksi biitirikasit (PHB)
ve poli-B-hidroksialkanat (PHA) igerirler. PHA, biyolojik olarak parcgalanabilir
plastikler i¢in bir kaynaktir. (Dworkin ve ark., 2006(a)). PHB, termoplastiklerin
(biyolojik polyester) iiretiminde kullanilabilir. Haloferax mediterranei degerli

bircok polisakkariti {iretme potansiyeline sahip bir mikrororganizmadir.
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Urettikleri ekzopolisakkaritlerden dolay1 koloniler mukozal bir goriiniime sahiptir
(Anton ve ark., 1988).

Ikinci ©Ornekleme sonrast Delice oOrnegi haric Fadlum, Bingol,
Akcakoyunlu, Tuzlagdzii orneklerinin hepsindeki baskin Archaea 0Ornegi
Haloarcula’dir. % 25 tuz konsantrasyonunda ise Halobacterium, Fadlum, Bingol,
Akgakoyunlu oOrneklerinde gelisim gostermektedir. Salicola baskin Bacteria
orneklerinden biridir; Delice, Bingol, Akg¢akoyunlu, Tuzlagdézli Orneklerinde
varligi saptanmistir. Idiomarina, Marinobacter, Chromohalobacter, Salinivibrio
ve Halomonas’a ait 6rnekler farkli ortamlardan izole edilmistir. Bakterilerden bir
izolat kiiltiire edilmemis Bacteroidetes grubuna ait bir 6rnektir. Bir diger Bacteria
izolatinin dizisi, Blast program ile karsilastima yapildiginda en yakin karsiliginin
Parvularcula sp. oldugu ve diisiik benzerlik verdigi belirlenmistir.

Kiiltiir-bagimli ¢alismalar sonucu farkli kaynak tuzlalar1 analiz edildiginde
Archaea grubuna ait izolatlarin %18-%25 tuzluluk arasinda iyi gelistigi
belirlenmistir. Haloarcula ve Halobacterium cinslerine ait tiirler kiiltiirlerde
baskin bir sekilde ortaya ¢ikmistir. Halobacterium sadece % 25 SW agar’da giizel
bir gelisim gostermistir. Bu da gelisim igin yiiksek tuz ihtiyact oldugunun
gostermektedir. Bacteria grubuna ait izolatalarin farkli ve genis bir aralikta tuz
konsantrasyonunda (%2-%23) gelisebildikleri gozlenmistir. Salicola cinsi en
yaygin Bacteria ornegidir. Farkli Halomonas tiirleri de bir¢cok 6rnekten izole
edilmistir.

Halomanos elongata ektoin iiretir. Ektoin enzim stabilize edici(molekiiler
saperon) ve kozmetik {iiriinlerde nemlendirici olarak yakin zamanda ticari olarak
tiretilmeye baslanmistir (Oren, 2002).

Izole edilen Haloferax ve Halomonas drneklerinin PHB iiretimi agisindan
calisilmasi ilerleyen c¢alismalarda hedeflenmektedir.

16S rRNA geni dizilenen 3 izolatin dizi bilgisi, NCBI genbankasindaki
verilerle karsilastirildiginda herhangi bir kiiltiire edilmis 6rnekle ortiismemektedir.
Bu orneklerin dizi bilgisi, 16S rRNA geni klon kiitliphanesinden elde edilmis,
kiltire edilememis Bacteroidetes grubuna ait bazi dizilerle Ortiismektedir.
Ortiisen diziye sahip oOrneklerden biri, Great Salt Plain (Oklahoma, USA)

tuzlasinin toprak drneginin 16S rRNA geni klon kiitiiphanesinden elde edilmistir.
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Caton ve ark. (2004) bu ortamdan Halomonas, Idiomarina, Salinivibrio ve
Bacteroidetes’e ait Gram negatif; Bacillus, Salibacillus, Oceanobacillus, ve

Halobacillus cinslerini izole etmislerdir. Yaptigimiz bu ¢alisma daha once klon

kiitliphanesinde temsil edilmis ancak kiiltiir edilememis 3

edilebilmistir.

izolat,

kaltar

Yaptigimiz c¢alismada, elde edilen izolatlarin bolgere gore dagilimi ve

izolat sayilar1 tablo 4.2 ve 4.3’te Sekil 4.1 ve 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Farkli Bacteria izolatlarinin bolgelere gore dagilimi ve elde edilen izolat sayilarmin

grafiksel gosterimi

BACTERIA
iZOLAT
SAYISI

” ]
4
T

20

15

1=

W Salicola marasensis @

B Rhodovibrio salinarum

B Salinibacter ruber

B Uncultured Bacteroidetes 1

B Uneultured Bacteroidetes 2

m Rhodovibrio sodomensis

W Halomanas caseinilytica

W Salinivibrio costicola 1

¥ Halomonas salina 1

B Halomonas salina 2

M Halomonas taeanensis 1

1 Salinivibrio sp.

W idiomarina sp. 1

B Marinobacter algicola
Chromohalobacter sp.

m Halomaonas taganensis 2
Halomonas elongata
Idiomarina sp.

Uneultur=d Bacteroidetes 3
Parvularculasp.

Salinivibrio costicola
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Salinivibrio sp.; 3
Salinivibrio
costicola1; 5
Uncultured

Bacteroidetes 3; 1
Uncultered

Bacteroidetes 2; 1
Uncultered

Bacteroidetes 1; 3

Idiomarina sp. 1; 7

Idiomarina sp.; 1

Salinibacter ruber;
8

Rhodovibrio
sodomensis; 6

Halomonas salina /
21

Halomonas

taeanensis 2; 2

Halomonas
elongata; 3

SalinivibridParvularcula sp.; 2

sticola 2; 2

Marinobacter
|. 0 algicola;

Chromohalobacter
sp.; 1

Salicola
marasensis; 103

Halomonas
taeanensis 1; 3

Halomonas salina
1;11

Halomonas
caseinilytica; 25

Sekil 4.1. Tanimlanan Bacteria izolatlar1 ve sayilari

Tablo 4.3. Farkli Archaea izolatlarinin bolgelere gore dagilimi ve elde edilen izolat sayilarinin
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grafiksel gosterimi

ARCHAEA
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¥ Haloarcula sp.
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Haloferax

Halobacterium mediterranei; 5

salinarum;21

Halorubrum
sp.2; 4 Haloarcula
californiae; 66
Halorubrum
spl; 43

Haloarcula sp.;
12

Haloarcula
japonica; 8

Sekil 4.2. Tanimlanan Archaea izolatlar1 ve sayilari

Maturrano ve ark. (2006(a)) kiiltiir-bagimli g¢alismalar sonucu kaynak
tuzlasindan elde ettikleri izolatlar1 Haloarcula marismortui, Halobacterium
salinarum, Halorubrum trapanicum, ve Halogeometricum borinquense,
Pseudomonas sp., Marinococcus halophilus, Rhodovibrio salinarum ve
Salinibacter ruber olarak belirlemislerdir.

Olii Deniz’in bati kiyisindaki Hamei Mazor hipersalin siilfiir kaynak
sularindan ve dis kanallarindan filamentli siyanobakteriler (Oscillatoria-tipi) ve
Thiohalocapsa benzeri hareketsiz mor siilfiir bakteriler elde edilmistir. (Oren
1989, 1990). Giiniimiizde bu kaynak nerdeyse kurumus haldedir. Bu kaynaktan iki
ilging anoksijenik fotosentetik prokaryot izole edilmistir; Rhodovibrio sodomensis
(basonim  Rhodospirillum  sodomense) (Mack ve ark., 1993) ve
Ectothiorhodospira marismortui (Oren ve ark., 1989; Ventura ve ark., 2000).
Ectothiorhodospira marismortui uyumlu ¢6ziiniir madde (compatible solute)
olarak Na-karbomil glutamin amid iireten bilinen tek organizmadir (Galinski ve
Oren, 1991).

La Mala (Granada) tuzlasini besleyen tuzlu yeralti suyu kuyular1 180g/L
tuz icermektedir. Su 6rneginden farkli tuz konsantrasyonu igeren agarli besiyerleri

iizerine ekimi ve olusan kolonilerin karakterizasyonu sonucu izole edilen
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organizmalarin 70%’i deniz suyu tuz konsantrasyonuna adapte oldugu, %30’nun
iliml1 halofil oldugu belirlenmistir (del Moral ve ark., 1987).

Kanada’nin yiiksek Arktik kesimlerindeki soguk tuzlu kaynak sularinin
mikrobiyal cesitliligi ¢alisilmistir. Su ve sediment Orneklerinden, heterotrofik
bakteriler ve ototrofik siilfiir-oksitleyen bakteriler izole edilmistir. Izolatlar,
Actinobacteria(%12), Bacteroidetes(%12), Firmicutes(%18) ve Proteobacteria
(%58) filumlarina aittir. Heterotrofik izolatlar psikrotolerant, halotolerant,
fakiiltatif anaerobtur. Gillisia, Psychrobacterium, Marinobacter, Sporosarcina ve
Halothiobacillus cinsleri olduk¢a fazla g¢esitlilige sahiptir. Fakat klon
kiitiiphanesinde bu gruplarin iyelerine rastlanmamistir. Siilfiir oksitleyen
bakterilerden gelen DNA’nin yogunlugu, bu o6rneklerin varligimi maskeliyor
olabilir. Ancak heterotrofik bakterilerin kiltiirii, siilfiir-oksitleyen bakterilerin
gelisimini destekleyen besinleri icermeyen heterotrofik besiortamlar1 tizerinde
basarili bir sekilde gergeklestirilebilmektedir. Marinobacter tiirleri kaynak
sularinin sedimentlerinden kiiltiirii en fazla gerceklestirilen heterotroflardir ve
diger kutup ortamlarinda da yaygm bir sekilde bulundugunu belirlemislerdir
(Perreault ve ark., 2008).

DGGE analizi sonucu baskin Archaea grubunun Halorubrum cinsine ait
oldugu belirlenmistir. Ayrica Haloquadratum walsbyi ve Halonotius pteroides
tiirlerinin de ortamda varligit DGGE analizi sonucu ortaya ¢ikarilmistir. DGGE ile
varligt  belirlenen bu  tiirlerin  kiiltivasyonu  gerceklestirilememistir.
Haloquadratum walsbyi i¢in Burns ve ark. (2007)’nin ortaya koydugu kiiltiir
yontemleri kullanilmistir. Burns ve ark. (2010) Halonotius strainlerini solar
tuzlalardan izole etmislerdir. Halonotius pteroides hiicreleri yassi, gubuk seklinde
morfolojiye sahiptir. Faz kontrast mikroskobu ile uzun, yassi hiicreler, kanat-
seklinde bir goriiniim sergilemektedir. DGGE Bacteria orneklerinden sadece tek
bir bant dizilenebilmistir. Kemah kaynak Ornegine ait bu bandin dizi bilgisinin
gen bankasindaki en yakin karsiligi1 Salicola 6rnegine aittir.

Halorubrum ve Salicola orneklerinin hem kiiltiir bagimli hem de kdltiir
bagimsiz yontemlerle ortamdaki varlig belirlenmistir.

Iki 6rnekleme sonrasinda da DGGE Bacteria analizi yapilmistir. Dizileme

asamasina kadar bir problemle karsilasilmamistir. Ancak dizilemede olumlu
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sonu¢ alinamamistir. DGGE jelinden bantler kesilirken uzun siireli UV’ye maruz
kalmalarinin DNA’lara hasar verebilecegi goz oniinde bulundurularak, DGGE jeli
yiiriitme sonrasi kiiclik parcalara ayrilarak kesme islemi Oyle gerceklestirilmistir.
Dolayisiyla bantlarin UV’ye maruz kaldig: stire kisaltilmistir. Ancak dizilemede
yine sonu¢ almamamistir. DNA miktarinin yetersiz gelebilecegi diistintilerek
dizileme reaksiyonuna sokulan DNA miktar1 arttinlmistir; ancak sonug
almamamustir. Bacteria re-pcr iiriinlerinin Archaea’ya gore verimi daha diistiktiir.
Ozellikle son yapilan Bacteria re-per iiriinleri agaroz jele yiiklendiginde smear
gozlenmistir. PCR kosullarinin tekrar goézden gegcirilip birtakim optimizasyonlar
yapilmasi gerektigi de diisliniilmektedir. Daha sonra tekrarlanacak olan bu
analizde bu durumlar g6z 6nilinde bulundurulacaktir.

Peru’daki Maras tuzlalarindaki mikrobiyota 16S rRNA geni klon
kiitiphanesi kurularak analiz edilmistir. Haloquadra walsbyi ortamdaki dominant
Archaea’dir. Klon kiitiiphanesindeki diger baskin (%31) Archaea 6rneginin ise,
solar tuzlalarin klon kiitiiphanelerinde rastlanmayan Halobacterium sp. oldugunu
belirlenmistir. Tim bakteriyal klonlar, gamma-proteoBacterium grubuna ait
Pseudomonas halophila DSM 3050 ile yakin iligkilidir (Maturrano ve ark.,
2006(a)).

Bu caligmada 16S rRNA klon kiitiiphanesi kurmaya yonelik ¢alismalar da
yapilmistir. Ancak birka¢ kez denenmesine ragmen verimli sonu¢ elde
edilememistir. Cesitliligi en bol goriinen Orneklerden iki tanesi secilip hem
Archaea hem de Bacteria i¢in 16S rRNA klon kiitliphanesi kurulmaya
calisilmistir. Farkli kitlerle yapilan klon kiitliphanesi calismalar1 sonrasinda
istenen sonuglar elde edilememistir. TA klonlama sonrasinda koloni verimi
acisindan sorun yasanmisken farkli bir klonlama kiti kullanildiginda ise insert
icermeyen ya da plazmid ekstraksiyonlar1 negatif sonuglanan koloniler elde
edilmistir. Kompetent hiicrelerimizin kompetentlik durumlarinin degisebilecegi
g0z Oniline alinarak CaCl, metodu ile yeni kompetent hiicreler hazirlanmasina
ragmen istenen sonuclar elde edilememistir. Klonlama ile ilgili optimizasyon
caligmalar1 devam etmektedir. Ciinkii mevcut haliyle bu ¢alismada klonlamadan
elde edilen veriler oldukca yetersizdir. Mikrobiyal ¢esitliligin tam anlamiyla

belirlenebilmesi i¢in yiiksek sayida klonun analizine ihtiyag¢ vardir.
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Sonug;
1. Bu c¢alisma, farkli kaynak tuzlalarinin mikrobiyal ¢esitliliginin
belirlenmesi iizerine iilkemizde yapilan ilk ¢alismadir. Cesitliligi belirlemek icin

hem kiiltiir bagimli hem de molekiiler yontemler kullanilmastir.

2. 397 izolati temsil eden 28 farkli profilin 16S rRNA geninin dizi
analizleri gerceklestirilmistir ve bunlarin Archaeca domaininden Haloarcula,
Haloferax, Halorubrum ve Halobacterium; Bacteria domaininden Halomonas,
Salinibacter, Rhodovibrio, Salinivibrio, Salicola, Idiomarina, Marinobacter,
Chromohalobacter genusuna ait olduklar1 belirlenmistir.

3. DGGE yontemi ile Archaea jelinin analiz sonucu Halorubrum’un
oldukga baskin oldugu belirlenmistir. Ayrica Haloquadratum walsbyi ve
Halonotius pteroides ve Salicola sp.’nin varlig1 ortaya konmustur.

4. FISH analizlerine gére mikroorganizma yogunlugu havuz 6rneklerinde
oldukga yogun, kaynak orneklerinde ise diisiik sayidadir. Archaea grubuna ait
kare sekilli mikroorganizmalar birgok 6rnekte baskindir.

5. 16S rRNA geni dizilenen 3 izolatin dizi bilgisi, NCBI genbankasindaki
verilerle karsilastirildiginda herhangi bir kiiltiire edilmis 6rnekle ortlismemektedir.
Daha o6nce klon kiitiiphanesinde temsil edilmis ancak kiiltiir edilememis 3 izolat,
kiiltiir edilebilmistir.

Gelecekte yapilmasi planlanan ¢aligsmalar;

Kiiltir bagimli ¢alismalar sonucu 44 farkli ARDRA profiline ait
temsilcilerden 28’inin ¢ogunun 16S rRNA geni dizilenmistir. Dolayisiyla diger
farkli profillere ait temsilcilerin dizilemesi daha tamamlanamamistir. Bu
temsilcilerin  dizilemesi  gergeklestirilecektir. Ayrica kiiltiire  edilmemis
Bacteroidetes grubuna ait izolatlarin ayrintili tanimlanmasi gerceklestirilecektir.
Bu calisma sonucu elde edilen izolatlarin, biyoteknolojik caligsmalarda kullanim
potansiyeli {izerine c¢aligmalar yapilmasi planlanmaktadir. Haloferax ve
Halomonas gibi PHB iiretim potansiyelleri yiiksek olan izolatlar iizerinde
caligmalar yapilmas1 planlanmaktadir.

Bacteria grubunun DGGE sonrasi dizileme islemleri bir¢ok kez denenmis
ancak verimli sonu¢ alinamamistir. Birtakim optimizasyonlar gergeklestirerek bu

grubun dizileme ¢aligsmalar1 tekrarlanacaktir.
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FISH ile analiz sonucu tuzla havuzlarinda kare sekilli mikroorganizmalarin
baskin oldugu belirlenmistir. DGGE ile de Haloquadratum walsbyi’nin ortamlar
da mevcut oldugu belirlenmistir. ilerleyen c¢alismalarda Haloquadratum
walsbyi nin kiiltiire edilip saf izolat olarak eldesine ¢alisilacaktir.

Cesitliligi en bol goriinen oOrneklerden 16S rRNA klon kiitiiphanesi
kurulmaya calisilmigtir. Olduk¢a diisiikk sayida klon elde edilmistir, bu da
mikrobiyal c¢esitlilik c¢alismalarinda veimsiz bir sonugtur. Verimi artirmaya
yonelik gerekli optimizasyonlar yapilip 16S rRNA klon kiitliphanesi kurulmasi

hedeflenmektedir.
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