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OZET

VAN GOLU’NDEN TOPLANAN SEDIMENT ORNEKLERINDEN METILOTROFIiK
BAKTERILERIN iZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

KAVAK, Sedat
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal
Tez Danigmani: Dr. Ogr. U. Erdal OGUN
Temmuz 2018, 57 Sayfa

Bu aragtirmada; metilotrofik bakterilerin izolasyonunda kullanilan sediment
ornegi Van Biiyliksehir Belediyesi Atik Su Aritma tesisinin agildigr alandan saglandi.
Bu caligmada metilotrofik bakterilerin izolasyonunda sadece bir izolatin % 1-5 oraninda
metanol igeren ortamda tiredegi gézlemlendi. Halomonas S1 izolat1 olarak adlandirilan
bu izolatin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal 6zellikleri belirlenerek 16S rRNA gen
bolgesinin dizi analizi gergeklestirildi. Izolatlardan yalmz S1 kiiltiiriiniin tek karbon ve
enerji kaynagi olarak %1 metanol iceren besi yerinde tireyebildigi goriildii. Daha kesin
bir sonug elde etmek i¢in S1 kiiltiiri NMR teknigi kullanilarak test edildikten sonra S1
kiiltiirtirniin metanolii yegane enerji ve karbon kaynagi olarak kullanma yetenegine
sahip oldugu gozlemlendi.

16S rDNA gen bolgesi; filogenetik analizde 1202 niikleotit'lik bir bolgede
kiyaslanan S1 izolatinin, 16 niikleotid fark ve % 98.6 benzerlik ile Halomonas
desiderata (NR 026274)’ya benzedigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) programi kullanilarak Gen Bankasindaki veritabani ile
karsilastirilmasi  sonucu susun %100 benzerlikle Halomonas desiderata oldugu

bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Halomonas desiderata, Metanol, Metilotrof, Van Goli






ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF METHYLTROPHIC
BACTERIA FROM SEDIMENT SAMPLES COLLECTING VAN LAKE

KAVAK, Sedat
M. Sc. Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics
Thesis Supervisor: Assist. Prof. Dr. Erdal OGUN
July 2018, 57 Page

In this study, the sediment sample used for the isolation of methylotrophic
bacteria was supplied from the area where the Van Metropolitan Municipality
Wastewater Enhancement Plant was opened. In this study, bacterial reproduction was
observed in the isolation of methylotrophic bacteria only in a medium containing 1-5%
methanol of one isolate. Sequence analysis of the 16S rRNA gene region was performed
by determining the morphological, physiological and biochemical properties of this
isolate called Halomonas S1 isolate. It was observed that only S1 isolate were able to
produce only carbon from the isolates and 1% methanol in the feed as energy source. In
order to obtain a more precise result, it was observed that S1 culture had the ability to
use methanol as the only energy and carbon source after it was tested using NMR
technique.

The S1 isolate compared to the 1202 nucleotideregion in the 16S rDNA gene
region phylogenetic analysis was found to be similar to Halomonas desiderata (NR
026274) with 16 nucleotide differences and 98,6% similarity. It is also found that the
database in the GenBank using BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programe

is Halomonas desiderata with 100% similarity to the comparator isolate.

Keywords: Halomonas desiderata, Methanol, Methylotroph, Van Lake
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1.GIRIS

Soda golleri diinya iizerideki en ekstrem akuatik cevreler arasindadir ve yiiksek
pH (9.0-12.0) ve yiiksek tuzluluk (%35 w/v’e kadar) oranmiyla karakterizedir. Soda
gollerinin anoksik alt sedimanlarindaki biyokiitlenin dekopozisyonu metanojenezi
destekleyen birgok substrat iiretebilir (Antony ve ark., 2012).

Soda gollerinin ¢ok bilesenli mikrobiyal kominiteleri stabil trofik iligkilere ve
hemen hemen kapali bir organik madde dongiisiine sahiptir. Kalyuzhnaya ve ark. (1999,
2000) Giiney Sibirya soda gollerinden birgok haloalkalofilik metanotrof izole ettiler ve
metan oksidasyon ara iriinlerinin (metanol, formaldehit ve format) kiiltiir besiyerine
salindigim1 gosterdiler. Mantiksal olarak haloalkalofilik heterotroflar, oligotroflar ve
metanotroflar bu alkalin ekosistemlerdeki ortak organik madde havuzu igine
tamamlanmamis metan oksidasyon iiriinlerinde mevcut karbonun geri doniisiimii igin
C1 birimleri saglayan aerobik metilobakterileri icermelidir (Doronina ve ark., 2003).
Ayrica Colne Estuary’nin agiz kisminda {ist yiizey sedimentindeki metan
konsantrasyonlar1 0,5-1uM arasinda degisir. Flax Pond’in bir nehir agzi sedimentinde
5-60 nM hesaplanirken Lowes Cove’un gelgitli sedimenletlerinde metanol ve
monometilamin konsantrasyonlar1 yaklasik 3uM olarak hesaplandi. Bu C1 bilesiklerini
sahil sedimanlarinda Onemli konsantrasyonlarda bulundugunu ve bunun da
metilotroflarin  bu bilesiklerin oksitlenmesi ve asimilasyonunda yer aldigim
diistindirmektedir (Moussard ve ark., 2009).

Cevre kirliligi insan aktivitesi ve endiistriyel siireclerin 6nemli bir sonucudur.
Madencilik ve elektrokaplama gibi farkli endiistriler ¢esitli toksik kimyasallar igeren
sulu atiklar salarlar. Bu endiistrilerden kaynakli atik sular insan ve cevre i¢in kalici
toksik etkilere sahiptir. Metanol popiiler organik ¢ozgenlerden biridir ve endiistrilerde
ve ev kullanimlarinda genis uygulama alanlar1 bulur. Metanol solunum ve oral yolla
hizli ve iyi absorbe edilir. Metanotroflar bir ¢ok ekosistemdeki mikrobiyal besin
zincirinin 6nemli bilegenlerinden olan metanol, metan ve metilamin gibi C1 bilesiklerini
kullanan metilotrofik bakterilerin 6zgiin bir grubudur (Tambekar ve ark., 2013). Bu
mikroorganizmalar olduk¢a hizli adapte olur ve enerji ve karbon kaynag: olarak zararl

bilesikleri kullanarak ekstrem sartlarda gelisebilirler (Tambekar ve ark., 2014).



Metilotrofik bakteriler filament6z metan oksitleyici Alphaproteobacteria (type 11
methanotrophs) ve Gammaproteobacteria (type | methanotrophs) ve Verrucomicrobia
gibi filogenetik olarak cesitli filumlara ayrilmistir ve biyokimyasal karbon dongiisiine
onemli katki yapar (Tambekar ve ark., 2013).

Metan oksdasyonunda baslangic adimi, metanin metanole doniisiimii, metan
monooksijenaz  (MMO) tarafindan gergeklestirili. MMO’nun iki farkli tipi
bilinmektedir: bazilarinda metanotroflarda bulunan bir stoplazmik ¢6ziinebilir form
(sMMO) ve nerdeyse calisilan tiim metanotroflarda bulunan membran bagiml
partikiilat form (pMMO). pMMO’nin 27 kDa’lik alt birimini kodlayan pmoA geni
metanotrofik bakteriler arasindaki evrimsel iliskileri yansitir ve metanotroflar i¢in
uygun bir fonksiyonel gen markirdir (Moussard ve ark., 2009).

Metan ve ilgili C1 bilesiklerinin kiiresel dongiisii, iklim degisikligi ile ilgili
cevresel fenomeni daha da etkilemektedir. Metanoliin toksisitesi yaygin bigimde
belgelenmistir ve insan ve c¢evreye yonelik feci etkileri biiylik onem tasimaktadir.
Gilinitimiizde C1 bilesiklerinin kullanimi onlarin toksisitesinden dolay1 arastirmaci ve
endiistriden bircok insanin dikkatini onemli Ol¢iide cezbetmistir. Mecut calisma Van
golinden metilotrofik bakterileri izole etmeyi amagladi. Bu bakteriyal izolatlarin
filogenetik analizi ¢evredeki kiiresel gazlarin kirlilik diizeylerini azaltama ve
mikrobiyal cesitlilikle 1ilgili olarak gelecek arastirmalarda c¢ok faydali olabilir
(Tambekar ve ark., 2013).



2. KAYNAK BILDIRISLERI

2.1. Bir Soda Golii Olan Van Golii

Soda golleri genellikle natron (Na,CO3 - 10H,0) ve trona (Na,CO3 - NaHCOs -
2H,0) olarak mevcut sodanin yiiksek konsantrasyonlari ile karakterizedir. Bu ¢evreler
digerlerinin aksine Onemli bir tamponlama kapasitesine sahiptir ve ¢ok yliksek pH
diizeylerinde stabildir. Sodal1 goller dogal iiretken sivi ¢evrelerdir ve onlarin verimliligi
alisilmisin disinda prokaryotlardan kaynaklanir. Son zamanlarda gosterildigi gibi alkali
soda gollerindeki mikrobiyal kominiteler organik maddelerin sentezi ve yikimina yol
acan fototrofik, proteolitik, selliilolitik, siilfat indirgeyen ve metanojenik prokaryotlari
iceren anahtar tropik gruplarin iiyelerini barindirir (Doronina ve ark., 2003).

Bir soda golii olan Van golii diinya iizerindeki dordiincii en biiyiik goldiir(607
km? liikk hacim, 3570 km®lik alan, 450 m’lik maksimum derinlik, deniz seviyesinden
1648 m yiiksekligiyle). Van golii ayn1 zamanda diinya tizerindeki en biiyiikk soda
golidiir. pH’s1 9.7-9.8 arasinda ve tuzluluk oram1 %2,17’dir. Bu tuzluluga NaCl ve
sodyum karbonat esit paylarda; magnezyum, potasyum ve siilfat az miktarlarda katki

yapar. Kalsiyum konsantrasyonu ¢ok diisiiktiir (4.6mg/l) (Kempe ve ark., 1991).

2.2. Metilotrofik Metabolizma

Cevredeki karbon akis1 diinya iizerindeki cesitli ekosistemlerin kiiresel karbon
dongiisiiyle agiklanabilir. Karbon diinya iizerinde en bol bulunan elementlerden biridir,
yasamin temel tasidir. Bu ylizden insanlar i¢in iklim, iklim degiskenligi ve enerji
kaynaklarinda énemli bir rol oynar. Olii dokularin ve organik materyallerin bakteriyel
ve fungal ayrismasi, solunumun bir sonucu olarak karbondioksitin atmosfere atilmasina
neden olur ve sonucta fotosentez siirecinde bitkiler tarafindan karbondioksit kullanilir.
Metilotroflar CH, gibi sera gazlarini kullanan ve kiiresel 1sinmanin etkisini azaltan
onemli mikroorganizma grubudur. Metilotroflar c¢ok sayida bitki ve fotosentetik
bakterinin yani sira enerji kayanagi i¢in CH,4 kullanicilarindan biridir. Heterotroflarda

gelismek icin organik bilesikleri kullanir ve onu CO; ¢evirir. Karbon dongiisiindeki bu


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/sell%C3%BClolitik

denge karbondioksit fiksasyonu, metanorofi, metanogenez, fermantasyon ve anaerobik
solunum gibi ¢esitli kimyasal doniisiimlerle siirdiiriiliir (Kumar., 2017).

Metilotrofi, mikroorganizmalarin CO, disindaki bir karbonlu bilesikleri karbon
kaynagi1 olarak kullanabilme yetenegidir. Bu tek karbonlu bilesikler metan, metanol,
format, karbon monoksit, klorometan ve siyaniir gibi bilesikleri kapsar. Bu tanim birden
fazla karbon atomu igeren dimetilamin, trimetilamin ve tirimetilsiilfit gibi karbon-
karbon bagi icermeyen bilesikleri de icine alir. Metilotroflar aerobik ya da anerobik

olabilirler ve 3 kategoriye ayrilirlar.

1. Heterotrof metilotroflar, polikarbon bilesikleri {iizerinde heterotrof olarak
gelisebilirler.

2. Zorunlu metilotroflar, polikarbon substratlarinda ya da CO; iizerinde
gelisemezler.

3. Ototrofik metilotroflar veya C1- kullanicilari, indirgenmis bir-karbonlu
bilesikleri karbondioksite (CO,) okside ederler ve ardindan daha 6nce belirtildigi
gibi Calvin dongiisii ile fiksasyonu gergeklestirir.

Heterotrofik ve zorunlu metilotrofik bakteriler iki 6ziimleme yolundan biri olan
ribliloz monofosfat metabolik yolunu (Quayle Dongiisii) ya da serin metabolik yolunu
kullanirlar. Ribiiloz monofosfat metabolik yolunun iki degisik bigimi vardir ve evrimsel
olarak Calvin Ddongilisiinden Once yer aliyor olabilir. Mayalar ksililloz metabolik
yolunu(dihidroksiaseton dongiisii) kullanirlar. Her metabolik yolun kilit enzimleri Sekil
2.1°de verilmistir. Bu ii¢ 6ziimleme metabolik yolunda da indirgenmis C1 bilesikleri
formaldehit seviyesinde 6zlimsenir ve 3 formaldehit molekiikiiniin fiksasyonundan net
olarak 1 {i¢ karbonlu bilesik iiretimi gergeklesir. Calvin dongiislinde ise bunun yerine 3
CO, molekiilii iiretilir. Daha sonra bu {i¢ karbonlu (Cj) bilesikler biyosentetik metabolik
yollarina girmeye hazir hale gelir (Morgan ve ark., 2009).

Metilotroflarda karbon 6ziimlemesi ve yikiminda (enerji iiretimi) fonksiyonel
farkliliklar vardir. Baz1 bakterilerde bu yikim fosfoglukonat yolunda meydana gelse de,
cogu organizma iiretilen formaldehitin bir kisminin lineer metabolik yol {izerinden CO,

tireterek enerji elde eder (Morgan ve ark., 2009).



Sekil 2.1. Calvin dongiisii.

Sekil 2.2. Metilotroflarda C; 6ziimlemesi i¢in karakteristik enzimler.



2.3. Metan

Metan en kiigiik fakat diinya iizerinde en bol bulunan hidrokarbondur. En potent
sera gazlarindan biri olan metan diinya ilizerindeki sera gazi etkisi, atmosferik kimya,
kiiresel karbon donglisii ve deniz sedimentlerinde gaz hidratlarin olusumunda énemli rol
oynar. Mikrobiyal metan tiretimi organik madde degredasyonunda terminal basamaktir.
Atmosferik metanin temel kaynagi sulak alanlar, hayvanlardaki bagirsak fermantasyonu
(termitler, ruminantlar), piring tiretimi, yakilan biyokiitle ve fosil yakitlardir (Zhuang,
2014).

CH, topraklarda hem firetilmekte hem de tiiketilmektedir. Atmosfere verilen
toplam CH, emisyonu yaklasik 410 Tg CH4-C/y1l’dir. Bu toplam emisyonun yaklasik %
32’si batakliklardan ortaya ¢ikmaktadir. Dogal batakliklardan yilda 86, c¢eltik
arazilerinden ise 45 Tg CH4-C’ u atmosfere karigsmaktadir. Termitler ve hayvansal
atiklar da dahil edildiginde, metanin topraktan kaynaklanan miktar1 % 44’e ¢ikmaktadir
(Okur ve ark., 2008). Kiiresel metan dongiisiine okyanuslarin katkis1 sinirli olmasina

ragmen, deniz sedimentleri diinyanin en biiyiik metan rezervuarlaridir (Zhuang, 2014).

2.3.1. Metanojenler

Diinyadaki tiim canlilar temelde bakteri, arkea ve Okaryot olmak iizere 3
domaine ayrilir. Metanojenler Euryarchaeota filumuna dahil meabolizmanin temel son
tirlinii olarak metan tireten kat1 bir sekilde anaerobik arkealardir (Zinder, 1993).

Biyolojik metanogenezis diinyadaki karbon dongiisiinde 6nemli bir rol oynar.
Metanojenez, deniz ve tathh su ¢okeltileri, jeotermal yagsam alanlart ve hayvan
gastrointestinal yollar1 gibi bircok anaerobik habitatta karbon akisi i¢in terminal
adimdir. Anaerobik habitatlardan kacan CH,4 aerobik metanotrofik bakteriler icin bir
karbon ve enerji kaynagi olarak gorev alabilir. Metan atmosferik kimyasal
reaksiyonlarda 6nemli bir bilesendir ayn1 zamanda 6nemli bir sera gazidir (Zinder,
1993).

Metanojenezin bir¢ok pratik uygulamasi vardir. Organik atiklarin anaerobik
aritim, atik su aritma tesislerinde neredeyse bir asirdir kullanilmaktadir. Metanojenik

karigik kiiltiirler kullanarak c¢esitli endiistriyel ve tarimsal atiklarin iyilestirilme



caligmalarina artan bir ilgi vardir. Cilinkii metanojenik atik aritma sistemleri enerji
tasarrufu yapabilir hatta enerji iretebilir bile. Metanojenik karigik kiiltiirler, halojenize
ve aromatik organik bilesiklerde dahil olmak iizere bazi toksik atiklarin tedavisinde
ciddi olarak diisiiniilmektedir. Bir baska insan yapimi metanojenik habitat diizenli ¢op
toplama alanlaridir (Zinder., 1993).

Cevredeki atiklarin aritilmasi ve enerji korunumundaki rolii nedeniyle, metanojenik
habitatlar {izerinde Onemli c¢aligmalar yapilmistir. Metanojenlerin ekolojisinin
incelenmesi bir¢cok diger mikrobiyal gruptan daha kolaydir. Ciinkii metanojenler,
anaerobik habitatlardaki karbon akisinin 6nemli bir boliimiinii olusturan iyi tanimlanmis
reaksiyonlar1 yiiriitiirler ve metanojenler onlarin dogal habitatlarindaki sayimlarini

kolaylastiran egsiz 6zelliklere(antibiyotiklere direng, F4z0’nin mevcudiyeti gibi) sahiptir

(Zinder, 1993).

2.3.2. Metan iiretimi (metanojenezis)

CH,, methanojenler olarak bilinen bir grup anaerobik bakteri tarafindan {iretilir.
Bu bakteriler —100 mV’dan daha diisiik redoks potansiyellerine ihtiyag duyan obligat
anaerobiktirler. Bu nedenle redoks potansiyeli, CH, liretimini baglatan veya sonlandiran
bir anahtar konumundadir. Redoks potansiyeli yeterince diistiigiinde CHj tiretimi
baslamakta ve bu asamada CHy liretim hiz1 {izerinde substrat miktar1 ve sicaklik ana
kontrol edici faktorler olmaktadir. Methanojenler metani toprakta iki sekilde dretirler:
1.CO; + H, — > CH,; (CO; Rediiksiyonu)
2. CH3COOH —— > CHy + O, (Asetat fermantasyonu) (Okur, 2008).

Deniz sedimentlerinde metan baglica organik maddelerin bozunmasiyla olusur.
Bu durum mikrobiyal ya da termokimyasal yolla meydana gelebilir. Fotosentez yoluyla
okyanusun 151k alan bolgelerinde olusan bu organik maddeler sedimentasyon boyunca
ekseriyetle oksik su kolonunda mineralizedir ve sadece kiigiik bir kismi sediment
yiizeyine tasinir. Cesitli mikroorganizmalarin miidahalesiyle organik maddelerin bu
kiiciik kismmin degradasyonu erken diyajenez ig¢in itici gli¢ olacaktir. Yapisal
karbonhidratlar, proteinler, niikleik asitler ve lipit kompleksleri gibi makromolekiiller
prokaryotik organizmalar tarafindan direk metabolize edilemedigi i¢in bu polimerler

bakteriler tarafindan {iretilen ekstraseliiler enzimlerle ilk olarak oligomer ya da



monomerlere hidrolize edilir. Ardindan fermente edici bakteriler H, ve CO5’in yani sira
ucucu yag asidi ve alkolleri(format, asetat, propiyonat, etanol gibi) igeren sinirh
sayidaki fermantasyon iiriinleri olan monomerik bilesikleri degrede eder. Daha ileri bir
fermantasyon adimi boyunca triinler Hp, asetat ve CO, gibi anahtar metabolitlere
dontistiiriilebilir (Zhuang., 2014).

Organic macromolecules
(proteins, polysaccharides, lipids, nucleic acids)

| Hydrolytic bacteria

Oligomers and monomers
(amino acids, sugars, fatty acids, nucleotides)

Fermentative bacteria

Primary fermentation
FPropionate, butyrate;
lactate, aromatics,

other products
Secnndary
fermentation
Homoacetogens

CO,+H |—>|Acetate|

Sulfate-reducing

bacteria h 4

Methylated
compounds
Methanogen )- Methanogen

Sekil 2.3. Deniz sedimentlerindeki organik maddenin adim adim degredasyonu.

h 4

Eormate, etha n@-

Methanogen

2.3.3. Metanotrofik bakteriler

Metanotrofik bakteriler ya da metanotroflar metilotroflar olarak bilinen
bakterilerin bir fizyolojik alt grubudur. Metanotrof bakteriler yegane enerji ve karbon



kaynagi olarak metan, metanol ve metilamin gibi C1 bilesiklerini kullanabilen essiz
mikroorganizmalardir (Tambekar ve ark., 2014).

Metanotroflar metan1 tek enerji ve karbon kaynagi alarak kullanmalariyla diger
mikroorganizmalardan ayrilirlar. Ancak fizyolojik ve filogenetik olarak farkhidirlar
(Arkeanin Euryarchaeota filumunun yani sira y-Proteobacteria, o-Proteobacteria
Verrucomicrobia ve NC10 bakteriyal filumlariyla baglantilidir.). Baslangigta sadece
aerobik metanotroflar bulunmustu fakat simdi siilfat, demir, nitrit ve mangan
indirgenmesiyle baglantili anaerobik olarak farkli mikroorganizmalar tarafindan da
metanin oksidize edilebildigi bilinmektedir (Dourado ve ark., 2012).

Metanotroflar ubikiitozdiir ve kiiresel karbon ve azot dongiisiinde onemli bir rol
oynarlar ayrica zararli organik materyallerin biyodegradasyonu i¢in faydali olduklar
bulunmustur (Semrau ve ark., 2011).

Metilotrofik bakteriler ise enerji ve karbon kaynagi olarak formik asitten daha
fazla indirgenmis bir karbonlu bilesikleri kullanan aerobik bakterilerdir. Metilotrofik
bakteriler metan, metanol, metillenmis aminler, halometanlar ve metillenmis kiikiirt
bilesikleri gibi ¢esitli bir karbonlu bilesikleri kullanirlar. Bazilar1 kolin, pestisit,
karbofuran dahil organik bilesiklerden metil gruplarini ayirir ve onlar1 karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanirlar. Format, siyanat ve karbonmonoksit kullanan bakteriler bir
karbonlu bilesikleri asimile etmek i¢in farkli metabolik yollara sahiptir (Hanson ve ark.,
1996).

Metanin metanole oksidasyonunu katalizlemek i¢in metan monooksijenaz olarak
bilinen enzimleri kullanmak metanotroflarin karakteristik bir 6zelligidir. Sekil 2.4’de,
substratlarin metanotroflar tarafindan metabolizmasinmi, katabolizma ve anabolizmada
bir ara madde olarak formaldehitin merkezi rolii ve merkezi metabolik yollarin ara
tiriinlerinin sentezi i¢in kullanilan essiz yolaklar1 igeren onlarin metabolizmalarinin
ortak ozelliklerini gostermektedir. Metanotrofik Obakterilerde bulunan formaldehit
asimilasyonunun iki yolu Sekil 2.5 ve 2.6’da gosterilmistir.

Metanol {izerinde gelisen maya suslar1 formaldehit asimilasyonu igin
dihidroksiaseton olarak bilinen baska bir yol izlemektedir. Metan anaerobik
cevrelerdeki en stabil karbon bilesigidir ve nihayetinde organik maddenin
mineralizasyonuna yol acan reaksiyonlarda ¢ok 6nemli bir ara bilesiktir (Hanson ve
ark., 1996).
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TYPE I METHANOTROPHS

CytCox RuMP PATHWAY

CY‘Creu
HCHO
:(H2
HCOOH
(SERINE PATHWAY> o
TYPEII METHANOTROPHS

CO,

Sekil 2.4. Formaldehit 6ziimlemesi ve metan oksidasyonunun yolaklari.

3 Ribose-5-phosphate 3HCHO
N Hexulose-6-phosphate
synthase
Rearrangement reactions 3 Hexulose-6-phosphate
l Hexulose phosphate
isomerase
5 Gyceraldehyde-3-phosphate «——— 3 Fructose-6-phosphate
1 Glyceraldehyde-3-phosphate
CELL MATERIAL

(3HCHO + ATP — GLYCERALDEHYDE-3-PHOS + ADP)

Sekil 2.5 Formaldehit fiksasyonu i¢in RuMP yolagi.
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acetyl-CoA ___,. 2 glyoxylate —
mcL { __—

2 glycine

malyl-CoA 2HCHO —-4 STHM
MTK T 2 serine

maiate< NAD* -NH2 -
NADH+H*
oxaloacetate * 2 hydroxypyruvate
NADH+H*
}<—co, NAD+>1 HPR
phosphoenolpyruvate 2 glycerate

— ‘##ﬂ’,,,»f*””

2-phosphoglycerate —» CELL MATERAL

( 2HCHO + CO; + 3ATP + 2NADH — 2-PHOSPHOGLYCERATE
+2 ADP + Pi + NAD")

Sekil 2.6. Formaldehit fiksasyonu i¢in serin yolagi.

Metan metanotroflar tarafindan oksidize edilmedigi zaman anaerobik c¢evrelerden
atmosfere kagar. Metanin atmosfere salinmasi kiiresel 1sinmanin artmasi ve atmosferin
kimyasal kompozisyonundaki baska degisimlerle sonu¢lanir. 1906’da Shongen metanin
biiyiilk miktarlarda iretildigini fark etti ve bu gazin diisik atmosferik
konsantrasyonunun mikroplar tarafindan metanin okside edilmesinden kaynaklandigini
ileri siirdii. O ilk metan okside eden bakteriyi izole etti ve onu Bacillus methanicus
olarak adlandirdi. Anaerobik metan oksidasyonunun mikrobiyolojisi ve biyokimyasi
hakkindaki yaymlar kisitli olmasina ragmen, metan oksidasyonunun hem aerobik hem
de anaerobik ¢evrelerde meydana geldigi bilinmektedir. Metan kullanan bakteriler, bazi
kemolitotrofik bakterilerle birlikte okyanustaki soguk gaz sizintilarinin ve hidrotermal
deliklerin yakininda fotosentezden bagimsiz bir besin zincirinin tabanini olusturuyor
(Hanson ve ark., 1996).

Metanotroflar1 ¢ok sayida biyotransformasyon kataliz etme yeteneginden dolay1
ticari degeri olan kimyasallarin {iretimi i¢in metan monooksijenaz igeren bakterilerin
kullaniminda ve toksik kimyasallarin degredasyonu(biyoremedasyon) icin biyolojik
metotlarin gelisimi konularinda bilim adamlarinin ilgisini cezbetmistir (Hanson ve ark.,

1996).
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2.3.4. Metan oksidasyonu

2.3.4.1. Toprakta anaerobik metan oksidasyonu

Metanotroflar, su ile kapl topraklarin iist tabakalar ile yiiksek yerlerin kuru
topraklarint da igeren bircok anaerobik ortamda bulunmaktadirlar. Su ile kaplh
alanlardaki (dogal bataklik ve celtik arazilerinde) metanotroflar, aecrobik zonun altindaki
anaerobik zonda tretilen metan1 kullanirlar. Orman, ¢ayir arazileri ve tarim topraklari
gibi diger topraklarda ise metanotroflar atmosferik metan1 kullanirlar. Bu topraklarda
atmosferik CH, tiikketimi biiyiik 6lgiide toprak profiline niifuz olan metanin miktari ile
iligkilidir. Tarim alet ve makinelerinin trafigi ve diger aktiviteler sonucu toprak
sikigmasinin artmasi, toprakta hava ile dolu bosluk miktarin1 azaltmakta ve bu da CHy
tilketimini azaltmaktadir. Birgok toprakta CH4 tiiketimi alt toprak tabakalarinda ve
genellikle de A ile B horizonu arasinda gergeklesir. Yiizey toprak tabakalari ise H,, CO,
NO ve N,O gibi gazlarin en fazla tretildigi ve tiiketildigi yerlerdir. CH4 oksidasyonu,
yogun bir azot giibrelemesinden sonra toprakta artan yiiksek amonyum konsantrasyonu
ile de engellenebilmektedir. Bu reaksiyon birgok ekosistemde saptanmistir. Artan azotlu
giibre kullanim1 ve atmosferik azot birikimi kiiresel CHy tiiketimini azaltabilir. Bu da
atmosferde daha yiikksek CH,4 konsantrasyonuna ve daha fazla sera etkisine neden
olabilir (Okur, 2008).

2.3.4.2. Deniz ve gol sedimentlerinde metan oksidasyonu

Anoksik sularda ve deniz sedimentlerindeki metan oksidasyonu atmosfere metan
saliniminda 6nemli bir diizenleme olarak rol alir. Derin sedimentlerde iiretilen metan
yukar1 dogru difiize olur ve siilfatin terminal oksidant olarak gorev aldigi bir siirecle
prokaryotlarin bir popiilasyonu tarafindan tiiketilir. Bu islemin net modern atmosferik
metan akisinin % 5-20’sine esdeger metan tiikettigi tahmin edilmektedir. Denizel
sedimentler, anoksik sular, soda golleri ve kita kenar1 sedimentleri de dahil olmak tizere,
siilffat bagimli metan oksidasyonunun (SDMO) olustugu diisiiniilen c¢esitli farkl
ortamlar mevcuttur (Zhuang, 2014).
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2.3.4.3. Aerobik sartlarda metan oksidasyonu

Fizyolojik olarak aerobik CH,; oksidasyonu ve NHj; oksidasyonu benzer
siireclerdir. Hem metanotroflar hem de nitrifiye edici bakteriler birincil substratlarina ek
olarak birbirlerini substratlarini oksidize etme kapasitesine sahiptirler. Metanotrofik
bakteriler aerobik sartlar altinda metan1 karbondioksite (CO;) oksideze eder (Joye ve
ark.,1999).

Aerobik metanotroflar i¢in metan, baslangigta MMO tarafindan metanole
dontistiiriilir. Metanol daha sonra metanol dehidrojenaz ile formaldehite oksitlenir.
Formaldehit daha sonra serin dongiisii ya da ribuloz monofosfat (RuMP) yolaklarini
kullanarak biyokiitle i¢cine asimile olabilir ya da metanin ilk oksidasyonu icin gerekli
olan indirgenme esdegerlerini olusturmak i¢in format ve karbondioksite oksidize olur.
MMO’nun en az iki formunun var oldugu bilinmektedir. Biri partikiillii metan
monooksijenaz M. Oxyfera nin yani sira en bilindik aerobik metanotroflarda bulunur.
Diger formu bazi aerobik metanotroflarin (su ana kadar yalnizaca az sayida y- ve a-
Proteobacteria’da) stoplazmalarinda bulunan ¢6ziinebilir metan monooksijenazdir
(SMMO) (Semrau ve ark., 2011).

Metan oksidasyonu anaerobik sartlar altinda da meydana gelebilir. Hem aerobik
hem de anaerobik metan oksidasyonu gollerde meydana gelebilir. Oksidasyon metan
konsantrasyonunu diisiirlir ve kararli karbon izotopu oranini degistirir. Aerobik metan
oksidasyonu g6l ¢apinda O, miktarmi etkiler ayrica azot Ongiisiinii de etkileyebilir

(Joye ve ark.,1999).

2.3.5. Soda gollerindeki metan dongiisii

Metan dongiisiiniin soda gollerindeki mikrobiyal karbon dongiisiiniin 6nemli bir
pargasi oldugu kesfedilmistir. Kuzey Amerika ve Orta Asya soda géllerinden anaerobik
sedimentlerdeki metanojenik aktiviteyi tespit etmek icin ciddi cabalar gosterildi.
Sonuglar asetoklastik = siireglerin  yoksunlugunu ve metanojenik metanojenezisin
baskinligin1 acik bir sekilde gosterdi. Soda gollerindeki metanojeneziste anahtar rol

oynayan bazi haloalkalofiller saf kiiltiire izole edilmisti. Bunlar Methanolobus taylorii



14

ve Methanosalsum zhilinae, bir yiiksek tuz tolerantli litotrof Methanocalculus
natronophilus’dur (Sorokin and ark, 2014).
Soda gollerindeki aerobik metanotroflar Gammaproteobacterial’dan baskin

olarak diistik tuz tolerantl: alkalofillerden olusur (Sorokin and ark, 2014).

polymer
fermentation C-organic
monomear
primary secondary
hydrolytics (4) dissipotrophy
. monomer
C-organic fermentation
polymer
+§ (6) methanogenesis
- acetogenesis
= C-inorganic
= fixation g

Sekil 2.7. Soda gollerindeki karbon dongiisii.

2.4. Baz1 Diisiik Molekiil Agirhikhh Metanojenik Substratlar

2.4.1. Asetat

Ucucu yag asitleri organik madde degradasyonu boyunca 6nemli ara iirlinlerin
diger bir smifini olusturur. Suda ¢oziinen C2 bilesigi asetat acetyl-CoA yolagi
(asetogenezis) araciligiyla CO, indirgeme ya da organik madde fermantasyonundan
tiretilebilir (Zhuang, 2014).

Siilfat indirgeme ve metanojenezis organik maddenin tam anaerobik
mineralizasyon siirecinde iki ana terminal siiregtir. Son yillarda yeterli siilfat bulunduran
habitatlarda metanojenezisin, siilfat indirgeyici bakterilerin aktivitesiyle acik bir sekilde
inhibe edildigi iyi bilinmektedir. Bu durum ortak substartlar i¢in rekabetten kaynaklanir.
H, rekabeti durumunda H, substrati i¢in farkli afiniteye sahip olmalariyla asir1 substrat

varliginda her iki siirecin yer alabildigini gostermistir. Tipik bir siilfat indirgeyicinin Kg
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degerinin benzer bir habitattan izole edilen bir metanojeninkinden 5 kat daha diisiik
oldugu bulundu. Ancak asetat daha onemli bir substrattir. Cilinkii o biyolojik olarak
olusan metanin yaklasik olarak %70’nin Onciisiidiir ayrica siilfat indirgemede temel
elektron vericidir. Bu ylizden siilfat indirgeyen bakteriler ve metanojenler arsinda bu
parametrede bir fark olup olmadigini anlamak icin asetat kullanan organizmalarin Kg

degerlerini belirlenmesi 6nemlidir (Schonheit ve ark., 1982).

2.4.2. Metanol

Metanol atmosferde metandan sonra ikinci en bol bulunan organik gazdir ve
fotokimyasal oksidasyon boyunca atmosferdeki trosferik CO’in 6nemli bir kaynagi
olan ubikuitozdiir. Atmosferik oksidan kimyasinda 6nemli bir rol oynar, Ornegin,
dogrudan formaldehit, hidrojen radikalleri ve ozon kaynagi olan iiriinleri olusturan
hidroksil radikalleriyle reaksiyona girer. Bulut suyunda metanol fotokimyasal
reaksiyonlariin, bulut ve yagmur suyu asiditesine katkida bulunan formik asit tiretigi
diistiniilmektedir ancak Jacob (1986) bulut-i¢ci formik asit tretiminin pH degisimi
tizerinde onemli bir etkiye sahip olmayacak kadar yavas oldugunu oOne siirmektedir.
Biyokiitle yakimi, kentsel emisyonlar, bitki biiylimesi ve ciirlimesi sonucu olusan
kiiresel kaynaklarla 122-350 Tg a’ arasinda degisen atmosferik iiretimle, atmosferik
metanol miktarinda biiyiik bir belirsizlik vardir. Molekiiler ¢alismalar ¢esitli prokaryot
ve Okaryotlarin gelismek i¢in metanolii kullanabildigini géstermistir (Dixon ve ark.,
2011).

2.4.2.1. Metanolun kaynag

Metanol gol ve deniz sedimentlerindeki dnemli metabolitlerdendir. Metil alkol;
CH3OH formiilii ile gosterilen, berrak, siispansiyon halinde safsizliklar icermeyen, su ile
her oranda karigabilen siv1 bir organik bilesiktir. Metanol; metil alkol, karbinol, odun
ruhu, odun alkolii, metilol, proksilik alkol, metil hidroksit, monohidroksimetan gibi
isimlerle de anilmakta olan bir alifatik alkoldiir. Metanol, dogada pektinin ya da lignin
pektolitik enzimlerle (pektin esteraz) pargalanmasi sonucu da olusabilmektedir (Altinay,
2008).
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Lignin fenolik bir polimerdir ve damarli bitkilerin dogal kompozitini olusturur.
Ligninin metoksillenmis monomerleri, bakteri ve fungiler tarafindan degradasyon
siiresince metanoliin olusumuyla metoksi gruplar agiga ¢ikarabilir. Pektin bitki ve alg
hiicrelerinin yaygin bir bilesenidir ve karboksi gruplarindan kismi olarak metillenen bir
a-(1,4)-galakturonik asittir. Aym1  sekilde metoksi grup pektinin anaerobik
dekompozisyonu siiresince metanol olarak aciga ¢ikar. Clostridium, Erwinia ve
Pseudomonas tiirlerinin ¢esitli fenolitik suslar1 pektin tizerinde gelisimi boyunca bir ana

son tirlin olarak metanol tiretir (Zhuang, 2014).

2.4.2.2. Metanol oksidasyonu

Endojen (metanin MMO araciligiyla oksidasyonuyla) ve ekzojen (pektin ve
lignin ayrismas1 Ornektir) kaynaklardan elde edilen metanol gram negatif
metilotroflarda bir periplazmik metanol dehidrojenaz (MDH) tarafindan formaldehite
oksidize edilir. MDH (8.5-kDa) kiigiik ve (60- to 67-kDa) biiyiikk alt {initelerinden
olusan bir ayP, tetramerdir. Elektronlar MDH igin spesifik elektron akseptorii olarak
gorev alan MDH’den sitokrum c| ‘ye transfer edilir. Sitokrum ¢ daha sonra metanoliin
oksidasyonu igin spesifik olan bir tipik 1. Sinif bir sitokrum ¢ (sitokrum cy) tarafindan
oksidize edilir. MDH ve iki sitokrum ¢0ziinmiis halde gram-negatif metilotroflarin
periplazmasinda yerlesmistir. Bu proteinler biiylik miktarda bulunur ve onlardan
herhangi birinin bulunmamasi metanol iizerinde gelismesinin basarisiz olmasina neden
olur. Fakat fakiiltatif metilotroflar heterotrofik substratlar ya da metilaminler iizerinde
gelisebilirler (Hanson ve ark., 1996).

Metanol gram-pozitif metilotroflardaki bir NAD-bagli metanol dehidrojenaz
vasitasiyla ve metanol oksitleyici maya tiirlerinde bir metanoloksidaz sistemi
araciligiyla oksidize edilir. Fakat bu enzimler gram-negatif metanotrofik bakterilerde

saptanmamustir (Hanson ve ark., 1996).

2.4.3. Metillenmis aminler

Metil aminler (monometilamin, dimetilamin, trimetilamin gibi) denizel

cevrelerdeki ubikuitéz ve kiigiik organik azotlu bilesiklerdir. Metil aminlerin ana
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kaynagi trimetilamine N-oksit (TMAOQO), kolin (N,N,N-trimetiletanolamin) ve betain
(N,N,N-trimetilglisin) gibi glisin igeren ¢esitli onciillerin degradasyonlaridir (Zhuang,
2014).
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Further mineralization

Sekil 2.8. Dimetilaminin degredasyonu ve olusumu

Ucucu aminler bir¢ok endiistriyel aktivitedeki kotii kokularin  temel
sorumlulardadir. Ozellikle trimetilamin (TMA) (CHj3)sN kokusan baligin kotii
kokusunun temel sorumlusudur ve domur giibresi, besi hayvanciligi, balik yemi iiretme
stireci gibi bircok endiistriyel aktivitede ortaya c¢ikan sikintili kokunun temel
kaynaklarindan biridir (Aguire ve ark., 2016)

Trimetilamin, lektin kolin, karnitin ve birkag protenin biyolojik degradasyonu
esnasinda tretilir. Trimetilaminin birka¢ fungi ve alg tarafindan degredasyonu siirecinde

dimetilamin bilesigi olusur. Dimetilamin baslica pestisit ve deterjanlarin {iretiminde ve
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deri tabakalama boyunca kauguk volkanizasyon siirecinde hizlandirici olarak kullanilir.
Dimetilamin oda sicakliginda gaz haldedir (Agteren ve ark. 1998).

Smith ve Aubin (1992) tarafindan yapilan bir ¢alisma tarim topraklarinda
dimetilaminin birikmedigini hizli bir sekilde mikroorganizmalar tarafindan metabolize
oldugunu gostermistir (Agteren ve ark. 1998).

Acrobik sartlar altinda dimetilamin metabolizmas1 formaldehit ve metilamine
doniisiim ile baglar. Olusan metilamin daha ileri tepkimeyle formaldehit ve amonyuma
degrede olur. Nitrat varliginda anaerobik sartlar altinda, dimetilamin ilk olarak N-
nitrosdimetilamin’e doniislir. N-nitrosdimetilamin formaldehit ve nitrit olusumunun

eslik etttigi tepkimeyle metilamine degrede olabilir (Agteren ve ark., 1998).

2.4.4. Metillenmis siilfitler

Okyanus kaynakli dimetilsiilfid (DMS) atmosferdeki biyojenik kiikiirtiin en
onemli kaynagidir. Bu ylizden okyanus kaynakli DMS kiiresel siilfiir dongiisiiniin
onemli bilesenlerinden biridir. DMS ve onun temel prokiirsorii olan
dimetilsiilfoniopropionatin (DMSP) okyanusal dagilimlar1 biyolojik ve biyolojik
olmayan yolaklarin kompleks karsilikli etkilesimlerinden kaynaklanir (bir taraftan
DMS’nin DMSP’ye mikrobiyal parcalanmast ve fitoplanktonlar tarafindan
olusturulmas1 diger taraftan DMS’nin atmosfere kaybolmasi ve fotokimyasal
oksidasyonun yani sira mikrobiyal tiiketimi). Dimetilsiilfoksit (DMSO) okyanuslardaki
onemli bir kiikiirt rezervuar1 olarak bilinmesine ragmen onun iiretim ve tiiketim
yolaklar1 1yi anlagilmamistir. DMSO i¢in baglica iiretim mekanizmasi1 denizel alg
hiicreleri tarafindan direk sentezin yani sira DMS’nin bakteriyal ve fotokimyasal
oksidasyonudur. Bakteriya tiiketim, DMS’ye indirgeme, dimetilsiilfon’a (DMSO,)
oksidasyon, partikiillerin batmasi yoluyla derin sulara inme 151k alan tabakada
DMSO’nun azalmasina sebep olan olasi yollardi. DMS, DMSP ve DMSO’nun
okyanusal besin dongiisiinde 6nemli roller oynadiklari iyi bilinen bir durumdur. Onlar
okyanustaki ubikiitozlardir ve planktonda farkli beslenimsel diizeyler arasindaki siilfiir
ve karbon ddngiileri ve transferlerinden sorumludur. Ornegin DMSP bakteriyoplanklar
icin gerekli olan kiikiirtiin tamamini karsilayabilir mikrozooplanktonlar i¢in gerekli

kikiirtiin %48’ini verebilir. Ek olarak DMSP bakteriler igin %8-15 oraninda karbon
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saglayabilir ve bir enerji kaynagi olarak islev gorebilir ki bu onu deniz
bakteriyoplanktonlar1 i¢in en Onemli yegane substrat yapar. DMSO’nun DMSO’yu
elektron ya da karbon kaynagi olarak kullanan 6zellesmis bakteriler i¢in 6nemli bir

substrat oldugu goriiliir (Zhuang, 2014).

DMSP Methionine
(CH,),5"CH,CH,CO0 CH,SCH,CH,CH{N"H,)CO0

Anaerobic degradation

Methiolation
€———| Methanethiol
—> CH,SH

Anaerobic metabolism

Demethylation

Enzymatic cleavage

Demethiolation

Acrylate

3-Methiolpropionate
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Acetate, propionate }- CH,/CO,H.S
Methanogenesis

Sekil 2.9. Deniz sedimentlerindeki metillenmis kiikiirt bilesiklerinin mikrobiyal

doniisimii.

Metan baslica organik madde mikrobiyal dekompozisyonun bir pargasi olarak
metanogenezis yoluyla iretilir. Gergekte metanogenezis siddetle anaerobik bir ortam
gerektirmesine ragmen atmosferdeki denge konsantrasyonun iizerindeki metan
konsantrasyonlar1 genellikle havalandirilmis (yani oksik) acik okyanus yiizey
katmaninda bulunur. Bu durum agik okyanusun atmosfere gergekten bir CH4 kaynagi
olduguna isaret eder. Bu ac¢ik “okyanusal metan paradoksu” icin birka¢ agiklama
onerilmistir. Ornegin metanojenlerin, gémiilii organik partikiillerde ve zooplankton
bagirsaklarinda bulunmalar1 anoksik mikronis igerisinde yasayabildiklerini gdsterir.
Alternatif fosfat kaynagi olarak metilofosfat kullanabilen Trichodesmium tarafindan

kullanilan bir aerobik metan iiretim yolagi gdsterildi. DMSP’nin degredasyon {iriinleri
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(metantiyol,metimerkaptopropiyonat ve DMS) oksik sartlarin yani sira anoksik sartlar
altinda denizel mikrobiyal metan iiretimi ig¢in 6nemli metillenmis Onciiller olarak
belirtilmistir. Metanojenik arkealarin, DMSP ve onun degredasyon iirlinlerini metan
iiretme yoluyla metabolize etme yetenegine sahip olduklar1 belirlenmistir. Okyanusta
DMSP bagimli metan birkimi bir fitoplanton blumun yani sira oligotrofik sartlar altinda

gozlemlenmistir (Lee ve ark., 1999).

2.5. Halomonas Cinsi

Halofiller toprakta, sulak alanlarda, tatli su ve deniz suyu sedimentlerinde
bulunabilirler. Hiicresel gelisim normalde asir1 tuzlu ortamlarda inhibe olur fakat bu
ortamlarin taksonomik olarak gesitli bakteri gruplarini barindirdigi bilinir. Orta diizey
halofilik bakteriler % 5-10 (w/v) NaCl diizeylerinde en iyi gelisim gosterirken ekstrem
halofilik bakteriler optimal gelisimi % 10 (w/v)’dan biiyiik NaCl konsantrasyonlarinda
gosterir. Bu bakterilerin ¢ogu bu ekstrem sartlar altinda hayatta kalmak i¢in farkli yapi-
fonksiyon adaptasyonlar1 gelistirmislerdir. Boyle adaptasyonlar metabolik diizeyde
nihai degisikliklere neden olan halofilik tiirlerin yakinsak evrimini diislindiiren
DNA’nin fiziksel 6zelligi ve protein stabilitesi ile ilgilidir (Roy and ark., 2013).

Halomonas bakteriler, gelismek icin yiiksek diizeyde NaCl gerektiren
halofillerdir. Bunlar cesitli sicaklik ve pH kosullarinda basarili bir sekilde
bliyliyebilmeleri agisindan olduk¢a ¢ok yonliidiirler. Bu ¢ok yonliilikk sonu¢ olarak
Halomonas tiirlerinin nisasta tlirevi ham materyallerin kullanilmasi i¢in bir alternatif
olarak kullanilmasina yol agabilir. Halomonaslar, genellikle pigmentsiz veya sari
renkli olan Gram-negatif ¢ubuk sekilli hiicrelerdir. Halomonas tiirlerindeki bazi major
hiicre yag asitleri Cig.107¢C, Ci60 V€ Cig Siklo ®8c igerir. Ayn1 zamanda, yana dogru
uzanan ya da kutupsal olarak bulundurduklar1 kamgilarindan dolayr tam hareket
kabiliyetine sahip geleneksel ekstrem halofillerdir. Nitratin varlig1 olmadan, glikoz
yardimiyla anaerobik biiylime yetenegine sahiptirler. Ayrica, baz1 Halomonas tiirlerinin
nitratin  nitrojene islenmesi yoluyla enerji elde etmek i¢in denitrifikasyon
gerceklestirebildigi belgelenmistir (Arahal ve ark., 2007).

Halomonas cinsinin liyeleri 0’dan %25’e hatta daha yiiksek konsantrasyondaki

genis aralikli bir tuzlulukta gelisebilirler. Buna ek olarak halomonas tiirleri Halomonas
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maura, Halomonas ventosae, Halomonas anticariensis ve Halomonas almeriensis
tarafindan tretilen eksopolisakkaritler; Halomonas Pantelleriensis tarafindan iiretilen
polihidroksibutiirat; Halomonas organivorans tarafindan aromatik bilesiklerin
degredasyonu; Halomonas elongata, Halomonas salina, Halomonas halodenitrificans,
Halomonas desiderata, Halomonas campisalis, Halomonas neptunia, Halomonas
sulfidaeris, Halomonas axialensis, Halomonas hydrothermalis ve H. Maura tarafindan
denitrifikasyon; H. salina, Halomonas halophila, H. maura ve H. Sulfidaeris tarafindan
H,S iiretimi gibi gesitli biyokimyasal fonksiyonlara sahiptirler. Bu cesitli yetenekler
kirletilmis tuzlu toprakalarin biyoremedasyonu icin faydali adaylar olarak Halomonas
cinsi liyelere olan ilginin artmasina yol agmistir (Wu ve ark., 2008).

Halomonas tiirlerinin ¢ok sayida teknolojik olarak kullanilabilir 6zellikleri
vardir. Hem bu bakterilerin tuzlu cevrelere adaptasyonunun bir pargasi olarak
biriktirdikleri uygun ¢ozgenler hem de hiicreyi ¢evresel stresten koruyan ve biyolfilm
olusumuna yardimci olan ekstraseliiler polimerler ilag, gida isleme ve biyoteknolojik
endiistrilerde kullanilir. Ayrica enerji depo iirlinleri olarak bu bakteriler tarafindan
biriktirilen polihidroksialkanoatlar biyolojik olarak parcalanabilen materyalleri liretmek
icin kullanilabilir. Sonug¢ olarak hem katlanmis hem de katlanmamis durumlarda
Halomonas proteinlerinin yliksek ¢oziiniirliilk kapasiteleri onlarin rekombinant olarak
eksperese edilen proteinlerin ¢oziinlirliiglinii gelistirmek i¢in flizyon etiketleri olarak

kullanilmalarina yol agmistir (Williamson ve ark. 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Williamson%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27610212




3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu arastirmanin materyalini; metanol kullanma kabiliyeti olan suslarin
belirlenmesi ve karakterizasyonu i¢in Van Go6li’nden 25.07.2016 alinan 6rneklerinden

izole edilen suslar olusturdu.

Mono Lake (CA, USA)

Sekil 3.1 Van goli ve diger bazi sodali géllerin diinya lizerindeki konumlari ve
resimleri

3.1.1. Metilotrofik bakterilerin izolasyonu ve tanimlanmasi i¢in kullanilan besiyeri

3.1.1.1. Metilotrofik besiyeri

Metilotrofik bakterilerin izolasyonu i¢in Nitrate Mineral Salts (NMS) besiyeri

kullanildi. Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra otoklavda 121°C’de 15 dk

siire ile sterilize edildi.
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3.1.2. Kullanilan ¢ézelti ve boyalar
3.1.2.1. Kristal Viyole boyasi

Kristal Viyole boyas1 havanda déviildii. Uzerine 10ml % 96°lik Fenol kristali ve
distile su ilave edildi. 24 saat bekletildi ve filtre kagidindan gegirilerek gram boyama
yonteminde kullanildi (Cotuk ve Kiigiiker, 1992).

3.1.2.2. Safranin boyasi

Safranin etil alkolde ¢o6ziildii, distile su ilave edilip iyice karistirilarak

hazirlandi. Bu ¢ozelti gram boyama yonteminde kullanildi (Cotuk ve Kiigiiker, 1992).

3.1.2.3. Liigol ¢ozeltisi

Bu ¢6zelti gram boyama yonteminde kullanildi (Cotuk ve Kiiciiker, 1992).

3.1.2.4. Alfa-naftol ¢ozeltisi

Alfa-Naftol Cozeltisi; Alfa-Naftoliin etanolde ¢oziilmesi ile hazirlandi. Bu

¢ozelti nitrat indirgenmesi testinde kullanildi (Cotuk ve Kiigiiker, 1992).

3.1.2.5. Siilfanilik asit ¢ozeltisi

Nitrat indirgenmesi testinde kullanildi (Cotuk ve Kiigiiker, 1992).

3.1.2.6. %3’liik H,O; cozeltisi

%3’lik H,O, Cozeltisi katalaz testi i¢in kullanildi (Cotuk ve Kiigiiker, 1992).
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3.2. Yontem

3.2.1. Sediment érneklerinin toplanmasi

Van Goli’den alinan sediment 6rnekleri 1000ml’lik steril polietilen torbalar

icerisine birakilarak toplandi ve 12 saat igerisinde laboratuvara ulastirildi.

3.2.2. Orneklerinden metilotrofik bakterilerin izolasyonu

Van Goli’ntin farkli alanlarindan toplanmis sediment 6rnekleri deney tiiplerine
dagitilmig NMS besiyerlerine ekildi ve %1 metanol eklendikten sonra deney tiiplerinin
agz1 metanolun ug¢masini engelleyecek sekilde pamuklandiktan sonra parafilm ile
kapatildi ve 37°C’de 1 hafta inkiibasyona birakildi. Bir hafta sonunda alinan sivi NMS
besiyeri ¢ozeltilerinin 5 kat seyretilmis 6rneklerinin her birinden otomatik pipet ile 0.1
ml alind1 NMS kat1 besiyeri ylizeyine steril L seklindeki cam baget kullanilarak yayma
plak yontemiyle ekim yapildi ve %1 metanol ilave edilerek petri kaplar1 hava almayacak
sekilde parafilmle kapatildi. 37 °C’de etiivde gelismeye birakildi. Ekim yapilan petri

kaplarinda gelisen bakterilerin koloni morfolojileri dikkate alinarak secildi.
3.2.3. Metilotrofik bakterilerin saf kiiltiirlerinin elde edilmesi

NMS agar besiyerinde gelisen kiiltiirden steril alkali kati besiyerlerine 6ze
yardimiyla ¢izgi plak yontemi ile ekimler yapilarak saf kiiltiirler elde edildi. Iyi izole
edilmis koloniler secildi ve 4 °C’de stok kiiltiir olarak saklandi.
3.2.4. S1 kiiltiiriiniin koloni ve hiicre morfolojilerinin incelenmesi

Izole edilen suslarin koloni morfolojisi &zellikleri binokiiler mikroskop

kullanilarak belirlendi. Hiicre morfolojisinin belirlenmesi i¢in gram boyama ydntemi

kullanild1 (MacFaddin, 2000).
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3.2.5. Bakteri suslarinin gram boyama yontemi ile boyanmasi

Gram boyama yapilacak saf kiiltiirlerden fizyolojik tuzlu su ile yayma preparat
hazirlandi. Preparat havada kurutulup alevde fikse edildi. Fiksasyon isleminden sonra
preparatin {izerine kristal viyole boyasi damlatildi. Iki dakika beklendi. Fazla boya
dokiilerek liigol ¢ozeltisi ilave edilip 1 dakika beklendi. Preparat %96’k etil alkol ile 6-
10 sn dekolorize edildi. Saf su ile yikandi. Son olarak Safranin boyasi ilave edildi. 30 sn
kadar beklenip preparat saf su ile yikandi. Kurutma kagidi kullanilarak preparat
kurutuldu. Kuruduktan sonra preparatin iizerine 1 damla immersiyon yagi damlatilarak
100’lik objektifte incelendi mor-menekse goriilenler gram pozitif, kirmizi-pembe

goriilenler gram negatif olarak degerlendirildi (Benson, 2002).

3.2.6. Biyokimyasal testler

3.2.6.1. indol testi

Incelenecek bakteri kolonisinden &zeyle alinarak temiz bir tiip i¢inde bulunan
triptofan bulunan TSB besiyerine ekim yapildi. Tiipler etiivde, 30 °C’de 2-4 giin
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyondan sonra iizerine, tiipiin kenarindan yavasca akitmak
suretiyle 0,5 ml kovaks ayiract ilave edildi ve tiip calkalandi. 1-2 dakika iginde
besiyerinin iist kisminda parlak kirmizi bir halka olusmasi testin pozitif oldugunu (indol

formasyonunu), sarims1 halka ise testin negatif oldugunu (indol olugmadigini) gosterir

(York ve ark., 2007).

3.2.6.2. Sitrat testi

Incelenecek bakteri kolonisinden igne &ze ile alinarak tiipteki Simon’s Sitrat
Yattk Agar besiyerinin yiizeyine ekim yapildi. Tiipler etiivde, 30 °C’de 2-4 giin
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda orijinal rengi yesil olan ve indikatdr olarak
% 0,2’lik Bromo timol mavisi kullanilan besiyerinde besiyeri renginin maviye

doniigsmesi pozitif olarak degerlendirilir (Benson, 2002).
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3.2.6.3. Metil Red(MR) testi

Incelenecek bakteri kolonisinden 6ze ile almarak tiipteki TSB besiyerine ekim
yapildi. Tiipler etiivde, 30 °C’de 2-4 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra
tizerine birka¢ damla metil kirmizisi ilave edildi ve karistirildi. Belirgin bir kirmizi renk
olusumu pozitif olarak degerlendirilirdi. Renk degisimi olmadigindan sonug¢ negatiftir.

(York ve ark., 2007).

3.2.6.4. Karbonhidrat oksidasyon/fermentasyon testleri

Izolatlar, icerisinde % 1 oraninda test edilecek seker ve fenol red bulunan Triptic
Soy Agar tiiplerine ekildi. Tiipler 30 °C'de 24/72 saat inkiibasyona birakildi. Bakterinin
sekeri kullanip kullanmadigi inkiibasyon sonucunda besiyeri igerisinde bulunan

indikator boyanin renk degistirmesi ile anlasildi (Benson, 2002).

3.2.6.5. Nitrat indirgenmesi testi

Igerisinde %1 oraninda KNO3 ve Durham tiipii bulunan alkalifilik broth tiiplerine test
edilecek kiiltiirlerden ekim yapildi. Tiipler 37 °C'de bir hafta siire ile inkiibasyona birakildh.
Inkiibasyonu miiteakip tiiplere %]1°lik sulfanilik asit ve %0.6’lik Alfa-naftol
ayraclarindan birer mililitre ilave edildi. Kalict kiremit kirmizisi rengin olusmasi nitrat
indirgenmesi pozitif olarak degerlendirildi (Cotuk ve Kiigiiker, 1992; MacFaddin,
2000).

3.2.6.6. Beta Galaktosidaz (ONPG) testi (OXOID ONPG DISCS Code: DD0013)

Oxoid firmasinin tiiretmis oldugu fosfat tamponu ile emprenye edilmis O-
nitrophenyl-b -D-galacto-pyranoside‘diskler kullanildi. Bir disk steril bir tiipe
yerlestirildi ve 0.1 ml steril fizyolojik su ilave edildi. Steril kosullarda 6ze ile alinan
koloni bu tiip igerisine iyice emiilsifiye edildi ve 30 ° C'de 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresince 6 saatte bir kontrol edildi. Tiip icersinde sar1 renk olusumu pozitif

sonug ve renksiz olmasi negatif sonug olarak degerlendirildi.



28

3.2.6.7. Oksidaz testi (Microbact Oxidase Strips MB0266)

Bu test i¢in Oxoid firmasinin iiretmis oldugu Microbact Oxidase Strips MB0266
kiti kullanildi. Bu kitte bulunan seritler, bakteri sitokrom oksidaz enziminin tespiti i¢in
NNN'N ‘tetrametil-p-fenilen-diamin dihidrokloriir ile emprenye edilmistir. Bakteri
iceren sollisyona birakildigi zaman mavi renk olusumu oksidaz pozitif oldugunu

gostermektedir.

3.2.6.8. Katalaz testi

Oze ile alinan izolatlar lam iizerine yayildi ve iizerlerine 100ul %3’liik hidrojen
peroksit (H,0,) damlatildi. Alkalofilik agar {izerinde gelistirilen kolonilerden &ze ile bir
miktar alinarak lam tizerine yayildi ve 100ul %3’liikk hidrojen peroksit (H2O,) muamele
edildi. Koloniler iizerinde kopiik olusmasi pozitif katalaz reaksiyonu, kopiik
gbzlenmemesi ise negatif katalaz reaksiyonu olarak degerlendirildi (Cotuk ve Kiigiiker,

1992; MacFaddin, 2000).

3.2.6.9. Tween 80 hidroliz testi

Icerisinde %3 oraninda Tween 80 bulunan TSA izolatlar 6ze yardimi ile yogun
bir ¢izgi seklinde ekildi. Petri kaplar1 30°C'de 48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan, petrilerin yiizeyini kapatacak sekilde %0,001’lik Rhodamin B
ilave edildi. Kolonilerin etrafinda olusacak zonlar lipaz aktivitesi ig¢in pozitif sonug
olarak degerlendirilecekti. Ancak zon olugsmadigindan sonug¢ negatif olarak

degerlendirildi (Karnetova ve ark., 1984).

3.2.6.10. Kazein hidrolizi testi

Icerisinde %1 oraninda skim milk powder bulunan TSA, izolatlar &ze yardimu ile
yogun bir ¢izgi seklinde ekildi. Petri kaplar1 30°C'de 48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonu miiteakip besiyerinde koloni etrafinda olusan seffaf zon proteaz varhigin

gosterecektir (Nayab, 2015).
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3.2.7. Metanol kullaniminin belirlenmesi

Metanol kullaniommin belirlenmesi i¢in bakteriyel izolatlar nutrient broth

besiyerine ekildi ve 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Bu 24 saatlik kiiltiir yegane

enerji ve karbon kaynagi olarak %1 metanol iceren NMS besiyerine aktarildi. Metanollii

ortamda iireyebilen S1 susuna Yiiziinciiyll Universitesi Bilimsel Arastirma Merkezi

tarafindan NMR teknigi uygulandi.

3.2.8. Molekiiler yontemler

3.2.8.1. Genomik DNA izolasyonu

Bakterilerden genomik DNA izolasyonu igin Ausubel ve ark. (1994), metodu

modifiye edilerek kullanildi (Ertas, 2016).

Metodun uygulanist asagidaki gibidir.

1.

Steril, agz1 kapakli ependorflara 800 pl STE tamponu konularak igerisine 4-5
0ze dolusu daha Onceden alkalifilik agar besiyerinde gelistirilmis bakteri
biomasi ilave edildi.

Tipler 2700 rpm’de vortekslenerek homojenizasyon saglandi.

Vortekslenen tiipler 10000 rpm’de 10 dk. santrifiijlendikten sonra iist faz
mikropipetle alindi1 ve pellet tizerine tekrar 800 ul STE tamponu eklenerek 10
dk. 10000 rpm’de santrifiij yapildi.

Santrifiij sonrasi olusan tist faz atilip pellet lizerine 400 pul STE tamponu ilave
edildi. Tamponun pelletle tamamen karigmasi saglandi.

Tiipler 75°C’ye ayarl su banyosunda 30 dk. inkiibe edildi.

Su banyosundan ¢ikartilarak 50 pl % 10’luk SDS ve 2 pl proteinaz K eklenen
tiipler 40°C’ye ayarli su banyosunda 1 saat bekletildi.

Inkiibasyon sonrasi tiiplere ortamdaki tuz konsantrasyonu 0.75 - 0.8 olacak
sekilde 5M NaCl ve 0.1 hacim %10 CTAB / 0.7 M NaCl eklendi.

Tiipler 65°C’ye ayarli su banyosunda 10 dk. inkiibe edildi.

Esit hacimde 24:1 kloroform : izoamilalkol ilave edilen tiipler 10 dk. oda

sicakliginda hematoloji ¢alkalayicisinda karigtirildi.
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11.
12.

13.

14.
15.

16.
17.

18.
19.

20.

21.

22.
23.
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Tiipler 16000 rpm’de 15 dk. santrifiijlendikten sonra {ist faz yeni steril ependorf
tiiplere aktarildi. Her bir tiipe 0.1 hacim %10 CTAB /0.7 M NaCl ilave edildi.
65°C’ye ayarli su banyosunda tiipler 10 dk. bekletildi.

Tiplere esit hacimde 25 : 24 : 1 fenol : kloroform : izoamilalkol eklendi ve
tiipler 10 — 20 dk. oda sicakliginda, hematoloji ¢alkalayicisinda calkalandi.
Tiipler 16000 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi. Olusan iist faz yeni steril bir
ependorfa alind1 ve lizerine esit hacimde 24 : 1 kloroform : izoamilalkol eklendi.
Hafif sekilde tiipler 10 dk. karistirildi.

Ust faz tekrar yeni steril bir ependorf tiipiine aktarildi ve iizerine 0.8 hacim
isopropanol (— 20°C ) ilave edilerek tiipler — 20°C’de bir gece bekletildi.

Daha sonra tiipler 16000 rpm de 15 dk. santrifiij edildi ve supernatant atildi.

Her bir sus i¢in steril ependorf tiiplerine %70’lik etil alkolden 100 pl konuldu.
Pipetin yardimiyla DNA bu tiiplerde yikandi.

Tekrar 16000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve supernatant atildi.

Kalan etil alkoliin u¢mast ve DNA’nin kurumasi i¢in DNA’lar seffaf bir
goriiniim alana kadar oda sicakliginda bekletildi.

Elde edilen DNA miktarina gore steril ependorf tiiplerine 30 -100 pl TE
¢Ozeltisi konuldu.

DNA 1iyice ¢oziindiikten sonra tiiplere 2 pl RNAz ilave edildi.

2-3 sn. santrifiij edilen tiipler 37°C’de 30 dk. bekletildi.

Sonra tiipler etiketlenerek +4°C’de muhafaza edildi.

DNA numuneleri, izolasyon isleminin sonunda agaroz jel elektroforeze

kosturularak kontrol edildi. Izole edilen DNA numunelerinin agaroz jelde goriiniir hale

gelmesi i¢in jel igerisine floresans 6zellik gosteren etidyum bromid boyasi ilave edildi.

Etidyum bromid ¢ift zincirli DNA’nin baz ¢iftlerine baglanarak 254 veya 312 nm dalga

boyunda UV transilliiminatorde kirmizi floresans yayma 0Ozelligi gosterir. Bu 6zellik

DNA izole edilmis ise UV translilliiminator lizerinde agaroz jelde bantlarin goriinmesini

saglar.

erlene

Bunun i¢in 0,4 gr (%]1) agaroz 40 ml 1X TBE tamponu bulunan 100 ml’lik

ilave edildi. Karigtirildiktan sonra mikro dalga firin yardimiyla tamamen

agarozun erimesi saglandi ve ortalama 60°C’ye soguyunca igerisine 6 ul etidyum

bromid (10mg/ml) ilave edildi. Erlen hava kabarcigi olusmayacak sekilde hafifce

karistirildi.
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Elektroforez tablasi diiz bir zemine yerlestirildikten sonra jel solliisyonu hava
kabarcig1 olusturulmadan dokiildi. Taraklar dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Agarozun
donmasindan sonra tarak ¢ikarildi (15-20 dk) ve i¢inde 1X TBE pH 8 tamponu bulunan
elektroforez tankina yerlestirildi. Taragin olusturdugu bosluklara her bir DNA
numunesinden 10 pl ve 8 pl yiikleme boyasi (Brom Fenol Mavisi) ile birlikte toplam 18
pl olarak yiiklendi. Agaroz jel 100 voltta ortalama 20 dk elektroforez edildi ve UV

transilliminator’de gézlendi. Jel goriintiilleme sistemi kullanilarak fotograflandi.

3.2.8.2. 16S rRNA’min PZR amplifikasyonu

16S rRNA’nin polimeraz zincir reaksiyon islemleri 0,2 ml’lik PZR tiiplerinde
Termal Cycler (MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler, Korea)’da yapildi. Test
organizmalarindan saf olarak elde edilmis DNA Orneklerinin 16S rRNA genini
kodlayan DNA bdlgesinin amplifikasyonu igin evrensel iki primer (27f : 5’-AGA GTT
TGA TCM TGG CTC AG-3’ ve 1492R: 5° TACGGYTACCTTGTTACGACTT)
kullanildi. PZR reaksiyonu i¢in hazirlanan biitiin stok soliisyonlar steril ddH,O ile
hazirlandi. Stok soliisyonlar kontaminasyon riskine karsilik kii¢iik miktarlarda (25-100
ul) steril ependorf tiiplere boliindii kullanima kadar -20 °C’de saklandi.

Cizelge 3.1. PZR amplifikasyonunda kullanilan miktarlar

ThermoScientific PCR Master Mix (2X) 25 pl
27f 6 ul
1492R 6 ul
DNA 6 ul
ddH,0 7 ul
Toplam Hacim 50 pl
Hazirlik:

1. Primer stoklar (10 uM)
27f (forward primer: 16S rDNA’nin baslangi¢ bolgesine baglanan evrensel
primer, 5>-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3)
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1492R (reverse primer: 16S rDNA’nin son bdlgesine baglanan evrensel
primer, 5>-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3")

2. ThermoScientific PCR Master Mix (2X) (Katalog N0:0172)

3. DNA (50-100 ng)

4. ddH,0O

Uygulama:
1. Reaksiyon karisimi 1,5 ml’lik PZR tiiplerinde her bir 6rnek i¢in toplam hacim

25 ul olacak sekilde hazirlandi ve daha sonra 0,2 ml’lik PZR tiiplerine buz
tizerinde 22 pl transfer edildi.

2. Reaksiyon karisimindan ayri olarak her bir 6rnek igin DNA 6rnekleri 3ul olacak
sekilde steril 0,2 ml’lik PZR tiiplerinin igerisine transfer edildi. DNA
orneklerinin eklenen miktar1 toplam hacimi 25 pl yaptu.

3. Transfer isleminden hemen sonra PZR reaksiyonu (MyGenie-96 Gradient
Thermal Cycler, Korea) Cizelge 3.5’deki sartlarda baslatildi.

4. 3 ul PZR iiriini, % 1°lik agaroz jelde kontrol edildi.

Cizelge 3.2. 16S rRNA gen bolgesi PZR reaksiyon sartlari

Denatiirasyon Amplifikasyon Bitig Soguma
Denatiirasyon Baglanma Uzama Uzama
95°C 95°C 50 °C 72 °C 72 °C 4°C
10 dk 00:25 dk 00:25 dk 1dk 5dk -
1 dongii 30 dongii 1 Déngii

Purifikasyon kiti ile PCR sonrasi saflastirma islemi (ROCHE’un High Pure PCR
Product)

1. 50 pllik PCR firiiniiniin tizerine 250 ul “Binding Buffer” koyulur, iyice
karistirilir.
2. Filtreli tiip toplama tiipiiniin igine yerlestirilir.

3. Ornek filtreli tiipe koyulur.
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12.500 rpm.de 1:30 dakika santrifiijlenir.
Asagiya gecen siv1 atilir.

500 pl “Wash Buffer” eklenir.

12.500 rpm.de 1:30 dakika santrifiijlenir.
Asagrya gecen siviy1 atilir

200 pl “Wash Buffer” eklenir.

10. 12.500 rpm.de 1:30 dakika santrifiijlenir.

© © N o g B

11. Toplam tiipii atilir ve filtreli tiip 1.5 ml.lik temiz bir tiipe yerlestirilir.
12. 30 pl “Elution Buffer” eklenir.

13. 12.500 rpm.de 1:30 dakika santrifiijlenir.

14. Asagiya gecen DNA Ornegimizdir.

Dizileme Reaksiyonu

Ornekleriniz ABI Prism 310 Genetic Analyzer cihazi ile ABI PRISM® BigDye
Terminator Cycle Sequencing Kit kullanilarak dizileme islemi BMLabosis firmasina

hizmet alim1 olarak yaptirilmistir.

3.2.8.3. 16S rRNA Gen Bolgesinin Analizi

16S rRNA bdlgesi dizileme isleminden sonra gelen abl dosyalar1 alinarak
Codon Code Aligner V.6.0.2 programu ile her sus i¢in kromatogramlar tek tek incelendi
ve zayif nitelikli baz dizilerinin (belirsiz yani ‘N’ kodlu birka¢ baz) genellikle sekans
baslar1 ve sonlarindaki bolgelerinde kesilerek uzaklastirildi ve contigler olusturuldu.
Tiim izolatlarn 16S rDNA niikleotid baz dizileri filogenetik dendogramlarin
olusturulmasi i¢in kullanildi. NCBI’da blast yapilarak her susa yakin tiirlerin access
kodlar1 alindi. Hem veri tabanindaki yakin tiirlerle hem de kendi aralarinda analiz
edildi. Mega7 programu ile bu dizilemesi yapilan suslar ve Gen Banktaki suglarin fasta
formatlar1 programa c¢agrildi. Daha sonra Clustal W yapilarak korunmus bolgeler
kiyaslandi. Bu islemin ardindan Mega7 programindaki bu dosya fasta seklinde
kaydedildi. Bu islemden sonra Mega 7.0.18 paket programi ile Maksimum Olabilirlik
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algoritmast segilerek Jukes ve Cantor'un uzaklik matrisi ile filogenik agaglar

olusturuldu.



4. BULGULAR

4.1. Metilotrofik Bakterilerin Saf Kiiltiirlerinin Elde Edilmesi

Izolasyon isleminden sonra saf kiiltiir elde edilinceye kadar saflastirma islemi
devam ettirildi. Elde edilen saf kiiltiir 4 °C’de stoklandu.. Sekil 4.1°de S1 susunun alkali
ortamdaki ortamindaki saf kiiltlirii ve NMS ortamindaki kiiltiirii gdsterilmistir.

Sekil 4.1. S1 izolatinin alkali besiyerindeki goriintiisii.

4.2. Metilotrofik izolatin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Van Goli'den toplanan sediment Orneklerinden, yapilan izolasyon
calismalarinda elde edilen yegane karbon ve enerji kaynagi olarak metanol bulunduran

ortamda iireyen S1 bakterisinin gram boyama sonucu gram negatif oldugu belirlendi.
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Izole edilen izolat S1 olarak numaralandirildi. Bu izolatin morfolojik, fizyolojik
ve biyokimyasal ve molekiiler 6zellikleri belirlendi. Indol, oksidaz (Bkz Sekil 4.4.),
katalaz (Bkz Sekil 4.5.), kazein hidrolizi (Proteaz), tween 80 hidrolizi (lipaz), nitrat
rediiksiyonu, sitrat kullanimi, Metil Red(MR), beta galaktosidaz, gelisebildigi tuzluluk
ve metanol aralig1 ve bazi sekerlerin kullanimu ile ilgili biyokimyasal 6zellikleri tespit

edildi (Cizelge 4. 1).

Cizelge 4.1. S1 izolatina uygulanan biyokimyasal testler

No Testler S1

1 Haraketlilik +

2 Pigmentasyon Beyaz

3 Hiicre sekli Basil

4 Gram reaksiyonu -

5 D-Maltoz -

6 Sitrat testi +

7 MR testi -

8 L-Arabinoz -

9 D-Mannitol -

10 Siikroz -

11 NaCl %2,5-5 Ureme var

NaCl %10-20 Ureme yok

12 Metanol %1-5 Ureme var
Metanol %10-20 Ureme yok

13 Laktoz -

14 D-Mannoz

15 D-Fruktoz

16 Traheloz -

17 D-Galaktoz +

18 MacConkeyAgar(MAC) Uremez

19 Gelisme durumu Fakiiltatif anaerob

20 Asetat -

21 Laktat -

22 Ure -

23 D-Ksiloz +

24 Nitrat -
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Cizelge 4.1. S1 izolatina uygulanan biyokimyasal testler (devami)

No Testler S1
25 D-glikoz

26 Katalaz

27 Nitrat Rediiksiyonu -

28 Gliserol -

29 Oksidaz +

30 Arjinin -

31 Salmonella Sigella(SS) Agar Uremez
32 Tween 80 hidrolizi -

33 Kazein hidrolizi +

Sekil 4.2. S1 Oksidaz testi Sekil 4.3. S1 Katalaz testi

S1 izolatin nitrat indirgemesi bakimindan negatif katalaz ve oksidaz testleri

bakimindan ise pozitif oldugu gézlemlendi.

heAy

T —

Sekil 4.4. izolatin gelisebildigi metanol Sekil 4.5. Nitrat ve diger bazi testlerin
araligi sonugclari
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S1 izolatin %1 ve %5 metanol i¢eren besiyerinde gelisebildigi, %10 ve lizerinde
metanol iceren ortamlarda ise liremenin gerceklesmedigi gozlemlendi.

Izolatin nitrat indirgenmesi ve metil red testlerinin negatif sonug verdigi sitrat

testinin ise pozitif sonug¢ verdigi gézlemlendi.

Sekil 4.6. Baz1 seker testlerinin sonuglart.

Izolatin glikoz, galakatoz, fruktoz, mannoz ve ksilozu karbon ve enerji kaynag
olarak kullanabildigi arabinoz, mannitol,maltoz,siikroz ve laktozu ise kullanamadigi

gbzlemlendi.

Sekil 4.7. Kazein hidrolizi testi. Sekil 4.8. S1 izolatin gelisebildigi tuz
aralig1.
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Izolatin kazeini hidrolize tespit edildi. Izolatin %2.5, %5 ve %10’luk NaCl igeren
besiyerlerinde tireyebilirken %20 gibi yiiksek oranda NaCl igeren besiyerinde tiremedigi

gozlemlendi.

4.3. NMR Teknigiyle S1 izolatimin Metanol Kulanimim Belirlemek

PROTON_O1

—4.7327

5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 a.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4
f1 (ppm)

Sekil 4.9. Negatif kontrol (Metanol bulunmaz S1 izolatt bulunur).

PROTON_O1

4.7201
—3.2594

s

b |

=
S

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 1 ff'ko )3.9 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28
ppm

Sekil 4.10. Pozitif kontrol (Metanol var S1 izolat1 yok).
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PROTON_01

7273
—3.2763

& 0.04{%4

T T T T T T T T
4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.2 3.1
f1 (ppm)

Sekil 4.11. Deneme (Hem metanol hem de S1 izolat1 var).

Grafiklerde goriildiigii gibi Deneme asamasinda S1 izolatin varligi Pozitif
asamaya kiyasla CH3’li temsil eden pikin kismi integrasyonunda azalmaya sebep

olmustur. Bu durum S1 izolatin metanolu kullanmasindan kaynaklanir.

4.4. 16S rRNA Gen Bolgesinin Analizi

Test organizmasindan saf olarak elde edilmis DNA 6rneginin16S rDNA genini
kodlayan DNA bdélgesinin amplifikasyonu icin evrensel iki primer (27F and 1492R;
Lane, 1991) kullanilarak Thermal Cycler (MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler,
Korea)’ da PCR reaksiyonu gergeklestirildi. Amplifiye {riinler %1,5’lik kontrol agaroz
jelde (40 ml 1xTBE tampon, 0,4 g agaroz) 100 Voltta 45 dakika DNA markor ile
birlikte yiiriitiildiikten sonra goriintiileme sisteminde fotograflanarak kaydedilmistir.
Test izolatlarinin 16S PCR amplifikasyon {irlinlerinin %1°lik kontrol agaroz jeldeki
goriintlisti Sekil x verilmistir.

Izolatin 16S rDNA gen sekanslarini taksonomik hiyerarsiye sokabilmek igin
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programi kullanilarak Gen Bankasindaki

veritabani ile karsilastirilmistir.
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Test organizmasi ve ilgili cinslerin tip tiirlerinin dizi analizine baglh filogenetik
dendrogramlart ~ Neighbour-joining  algoritmast  kullanilarak  olusturulmustur.
Neighbour-joining algoritmasi i¢in filogenetik uzaklik matriksi Jukes-Cantor metodu
izlenerek gerceklestirilmistir (Jukes ve Cantor, 1969). Filogenetik analizler ig¢in
olusturulan filogenetik agacin bootstrap analizleri 1000 tekrarli olarak MEGA 7 paket
programinda gergeklestirilmistir. Dig grup olarak Marinobacter koreensis AB682412
secilmistir. Halomonas cinsini temsil eden g¢alisma izolat1 ve ilgili tip tiirlerinin 16S
rRNA niikleotit dizileme analizleri sonucu Neighbour-joining matriksiyle olusturulan
filogenetik agaclar Sekil x’te verilmistir. Olusturulan filogenetik agacta S1 izolati
Halomonas desiderata (NR 026274) nolu izolat ile kiimelenmistir. Halomonas cinsi

bakteriler ve S1 izolat1 gii¢lii bir homoloji ile kiimelenmistir.

—S1
100

. L. Halomonas desiderata (NR 026274)

— Halomonas desiderata (KT893874)

82

Halomonas nitritophilus (AJ309564)

Halomonas variabilis (LN849899)

7al —— Halomonas boliviensis (AY245449)
88 Halomonas meridiana (AJ306891)
100 |. Halomonas aquamarina (AJ306888)

Halomonas elongata (M93355)

Marinobacter koreensis ( AB682412)

Sekil 4.12. 16S rDNA analizi i¢in Neighbour-joining algoritmasi ile filogenetik agag.






5. TARTISMA ve SONUC

Diinya kiiresel 1sinma ve iklim degisimi problemlerini ¢6zmek i¢in miicadele
ediyor. Bu iki sorunun arkasindaki temel neden, hem dogal siirecler hem de insan
faaliyetleri tarafindan c¢evreye salinan sera gazlarinda (GHG’ler) biiyiik rol oynayan
sanayi devrimidir. Kiiresel iklim degisimi bir giinde ¢oziilebilecek bir konu degildir. Bu
sorunun ¢Oziimii i¢in tek tek her milletin harekete geg¢mesi gerekir. Sera gazi
emisyonlari, kullanilan yakitlarin tiirleri degistirilerek ve diisiik karbonlu tarzlarina
gecilerek azaltilabilir. Etki azaltma raporlari, atmosferdeki mevcut sera gazlarmin
miktarinin  azaltilmasiyla iklim degisiminin yavasladigin1 ortaya koymaktadir.
Atmosferdeki GHG’lerin miktarimin disiiriilmesi enerji kullaniminin azaltilmasiyla
basarilmistir. Ayrica biliylk bir mikroorganizma grubu da bu zararli gazlarin
azaltilmasinda ve indirgenmesine rol alir. CO,;, CH; ve N,O dahil olmak iizere
GHG’lerin konsantrasyonlarinin belirlenmesinde mikroorganizmalarin rolii yaygin
olarak kabul edilmektedir. Sera gazi emisyonlarini kisitlamak i¢in giines enerjisi, gel-git
enerjisi, hidrojen yakit hiicreleri, riizgar enerjisi ve jeotermal enerji gibi bir dizi yeni
teknoloji kullanilmaktadir.

Iklim degisiminin yavaslatilmasinda mikrobiyal kominiteklerin yogun katilimi
vardir. Sulak alanlarda, okyanuslarda Rumenlerde ve termit bagirsaklarinda yasayan
metanojenler gibi bazi mikrobiyal topluluklar ¢evreye sera gazi (metan) katmaktadir.
Ote yandan metanotroflar mikroorganizmalar, metan1 karbon kaynag: olarak kullanma
ve boylece ortamdaki sera gazi seviyesini azaltma kapasitesine sahiptir.
Mikroorganizmalarin ~ kiiresel iklim degisikligini yavaslatilmasinda  kilit rol
oynayabilecegini gosteren c¢esitli raporlar bulunmaktadir. Karasal mikrobiyal
kominiteler kiiresel iklim degisikligine tepki verir. Iklim degisikligi, dzellikle sicaklik
ve nem igerigindeki degisim, mevcut mikrobiyal populasyonlarin fizyolojisini modifiye
ederek ve/veya mikrobiyal toplulugun bilesimini degistirerek, iki yolla sera gazi akisi
gibi siiregleri etkiler. Mikrobiyal kominitelerin manipiilasyonu kiiresel iklim degisimini
hafifletmek i¢in potansiyel olarak giiglii bir ara¢ sunar. Yarali mikrobiyal kominiteleri

yonetmek i¢in onlarin ekolojisini ve islevlerini anlamak 6nemlidir. Metan biyolojik
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dongiisii diger sera gazlarinin dongiilerinden daha agiktir. Cilinkii metan yolagi basit ve
0zellesmis mikroorganizmalari igerir.

Metilotroflar karbon-karbon bagi icermeyen indirgenmis karbon substratlarini
kullanan mikroorganizmalarin fonksiyonel bir grubunu temsil eder. Metilotrofik
bakteriler metanotroflar (metan tiiketen) ve metilotroflardan (metan disindaki
indirgenmis karbon substratlarin1 kullananlar) olusur. Metilotroflar metan harig
metanol, formaldehit, format, dimetilamin gibi bilesikleri tek karbon ve enerji kaynagi
olarak kullanabilirler. Metanotroflar tarafindan metanin biyolojik oksdasyonu kiiresel
atmosferik metan havuzunun sadece yaklasik %5’ini olusturur. Metanotroflar ayrica
atmosfere kagmadan 6nce topraktaki metanin %90 kadarini oksidize eder.

Metilotrofik bakteriler tarafinadan gerceklestirilen bozunma ve ayristirma
stirecleri c¢evredeki karbon dongiisiiniin devamliligini saglar. Organik molekiillerin
biyodegredasyonu CO, iiretimi ile sonuglanir. Metilotrofik bakterilerden baska
Actinomycetes, Fermicutes, Arthrobacters ve Pseudomonads gibi prokaryotlarda zararli
karbon ve karbon tiirevlerinin biyodegredasyonunda kritik bir 6neme sahiptir (Kumar.,
2017).

Metilotrofik bakteriler toksik bilesiklerin bozunmasinda rol almasina ek olarak
agir metalleri de tolere eder. Hiperakiimiilasyon yapan bitki Thlaspi goesigense’nin
rizosfer ve endosferi iizerinde bulunan Methylobacterium izolatlar1 nikel, kadmiyum,
bakir, ¢inko ve krom da dahil olmak {izere ¢oklu agir metal direncliligi gostermistir.
Methylobacterium ayrica bitkilerdeki nikel ve kadmiyumun tosisitesini azaltir, bitki
biiylimesini destekler ve ¢im liflerinin fitotoksitesini kolonize eder ve azaltir. Magrov
bitkisi icindeki bakteriyal ¢esitliligin tanimlanmasi bu ekosistemdeki mikroorganimalari
tanimamiza katki yapar. Bu yliksek diizeyde adapte olmus bakteriyal tiirler, kirlenmis
bir ortamin biyoremedasyonunu destekleyecek bakterileri aragtirmak gibi gelecek
calismalar icin biyoteknolojik araglarin potansiyel bir kaynagidir. Endofitler kendi bitki
konakgilariin i¢ dokularinda hastaliga neden olmadan kolonize olurlar ve konaklariyla
mutualist bir iliski kurabilirler (Dourado ve ark., 2012).

Farkli kaynaklardan gelen (dogrudan antropojenik kaynaklardan ya da kuzey
kutbu’ndaki hizli potansiyel salinimdan) metan salinimi, gelecekte iklim uyumu ig¢in
potansiyel bir risk olusturabilir. Bu ylizden metan emisyonunun azaltilmasi i¢in gesitli

stratejilerin benimsenmesi yoniinde ciddi bir ilgi vardir.
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Metilotrofik  bakterilerin metan dahil C1 bilesiklerinden faydalandig:
bilindiginden, metan degrede eden bakterilerin yeni cinslerin izole etmek ve karakterize
etmek igin siirekli bir amag¢ vardir. Bu nedenle, kesfedilen ve kesfedilecek yeni
metilotrofik bakteriler metam1 verimli sekilde kullanarak kiiresel 1sinma etkisini
azaltmaya yarimci olabilir (Kumar., 2017).

Bu c¢alismada ama¢ Van Goli’niin farkli alanlarindan toplanan sediment
orneklerinden metanolu yegane enerji ve karbon kaynagi olarak kullanma yetenegine
sahip metilotroflar olarak bilinen metanotroflarin bir alt grubu olan bakterilerin
kesfedilmesiydi. Van Golii’'niin farkli alanlarindan toplanan sediment &rnekleri, %1
metanol iceren NMS besiyeri kullanilarak yapilan ¢aligmalar sonucunda sadece S1
susunun yegane enerji ve karbon kaynagi olarak metanol iceren ortamda iireyebildigi
gbzlemlendi.

Mikroorganizmalarin kendilerine has biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik
ozellikleri vardir. Her bakteri veya arkea kendine has enzimlere sahiptir ve yine belirli
maddeleri kendine 6zgii bir sekilde metabolize ederek cesitli yapim ve yikim {iriinleri
olusturur. Biz de Van Goli gibi ekstrem bir ortamda yasayan bu bakterimizin
biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerini belirlemek icin izolasyondan sonra
cesitli testler uyguladik. Bakterimizin gram negatif, basil, hareketli, oksidaz pozitif,
katalaz pozitif ve fakiiltatif anaerob oldugu gozlemlendi.

S1 susunun tek karbon ve enerji kaynagi olarak metanollu ortamda iiredigi
gozlemlenmesine ragmen S1 susunun metanolu kullandigina dair daha gii¢lii bulgular
elde etmek icin daha Once metilotroflarin tespitinde kullanalmiyan bir yOntem
uygulandi. Bu yontemde metilotrofik bakterilerin bulundugu ortamda metanolun
miktarindaki degisimi gozlemlemek icin NMR (Niikleer Manyetik Rezonans) cihazi
kullanildi.

Deneyi ii¢ asamada gerceklestirdik. Ilk olarak Negatif kontrolde metanol ya da
S1 susu kullanilmadan yalnizca besi yeri ve ¢oziicii olarak D,O kullanildi. Negatif
kontrolde Sekil 4.9. ’daki grafikte goriildiigii gibi 4.7°de sadece bir pik olustu. Bu pik
besiyerinin igeriginde bulunan H,O’nun OH’indan kaynaklanmaktadir. ikinci olarak
Pozitif kontrolde her {i¢ asama i¢in ortak hazirlanmis besiyeri %1 metanol igerecek
sekilde hazirlandi. S18 susunu icermeyen ve diger asamalarla esit madde miktarina

sahip drnegin NMR sonuglarinda biri 4.7 digeri 3.25°te iki pik olustu. 4.7°deki pik yine



46

OH’dan kaynaklanirken 3.25°teki pik CHj3’ii temsil eder. Son olarak Deneme
asamasinda ise belirli bir siire %1 metanol igeren ayni miktar besi yerinde liremeye
birakilmis 6rnegin NMR sonugclarina bakildi ve yine pozitif 6rnekte oldugu gibi 4.7 ve
3.25’te iki farkli pik olustugu gézlemlendi. Pozitif kontrol ve Denemede piklerin kismi
integrasyonlar1 hesaplandiginda sekil 4.11.’den de goriildigi gibi denemede kismi
integrasyon degeri 0,04 iken pozitif kontrolde (Sekil 4.10.) 0.05’tir. Yani S1 susunun
kullanildig1 6rnekte CH3’li gosteren pikin kismi integrasyonun daha kiigiik oldugu
gozlemlendi. Bu durum S1 susunun metanolu kullandigin1 gosterir.

Metilotroflarin sera gazlarini degrede edebilme yetenegi bu mikroorganizmalarin
kiiresel iklim degisikliginde ¢ok 6nemli ve seckin bir rol almasini saglar. Toprak, bitki
ve su ekosistemlerinde rapor edilen metilotrofik potansiyeli olan bir dizi bakteri, iklim
degisikliginin hafifletilmesinde biiylik Olciide katkida bulunur. Metilotroflarin bu
onemli katkilar1 gz ardi edilemez. Bu ylizden yeni metilotrofik mikroorganizmalar ve
iistiin yetenekleri kesfedilmeye devam edilmelidir.

16S rRNA gen dizileme bakteriler arasindaki filogenetik iligkilerin
aciklanmasinda, herhangi bir ortamdan izole edilen bakterilerin tanimlanmasinda
1980’lerden beri kullanilan giiclii bir tekniktir (Busse ve ark 1996). 16S rRNA gen
bolgesinin bakteriler arasinda evrensel ve islevinin sabit olmasi, korunakli boélgelerin
yaninda tiire 6zgli degisiklik gosteren bolgelerin varligi, bakterileri cins veya tiir
seviyesinde tlim arastirmacilara acik veritabanlarini kullanarak tanimlanmasina imkan
saglamaktadir (Vandamme ve ark 1996: Cavalier-Smith 2002). Karsilagtirmali 16S
rRNA gen dizi analizleri modern taksonominin vazgecilmezleri arasindadir. 2000’11
yillardan itibaren PCR kullaniominin ve DNA dizilemenin yayginlagmasinin sonucu
olarak 16S rRNA gen bolgesinin dizilenmesi klinik mikrobiyoloji laboratuarlarinda
bakteriyal izolatlarin dogru sekilde tanimlanmasinda ve yeni bakteriyal izolatlarin
literatiire kazandirilmasinda kilit nokta olmustur.

16S rDNA gen bolgesi filogenetik analizinde 1202 nt'lik bir bolgede kiyaslanan
S1 izolatinin, 16 niikleotid fark ve % 98.6 benzerlik ile Halomonas desiderata (NR
026274)’ya benzedigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) programi kullanilarak Gen Bankasindaki veritabani ile karsilastirilmasi

sonucu susun %100 Halomonas desiderata oldugu ortaya ¢ikmustir.
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Bu filogenetik aga¢ icerisinde Halomonas tiirleri giiclii bir homoloji ile
kiimelenmis olup dis grup olarak segilen Marinobacter koreensis AB682412 tiirii ile
ayr1 bir kladda yer almasi ve kendi aralarinda giiclii bir homoloji olusturmasi bu
calismanin giivenilir oldugunu desteklemektedir. Calismamizda S1 susu morfolojik,
biyokimyasal ve 16S rDNA analizine gore Halomonas desiderata olarak teshis edilip

bazi ektraseliiler hidrolitik enzim kabiliyetleri ortaya ¢ikarilmistir.
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Ek 1. Besiyerleri

Ek.1.1.Metilotrofik Besiyeri

EKLER

Kullanilan Maddeler Miktarlar
KNO3 059
KH,PO, 0359
Na,HPO,4 0.65¢g
MgSQO,4 x 7H,0 029
NaCl 7549
ddH,0 1000 ml
FeSO, 0.002 g
Ek.1.2. Alkali Besiyeri

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Glikoz 109
Yeast Ekstrakt 50
Pepton 5¢9
KH>PO, 1 g
MgSQO4 x 7H,0 029
Na,COs3 10 g
Agar 159
ddH,0 1000 ml

Not: NapCOg3 ayr1 olarak otoklavlanmalidir ve otoklav sonrasi besiyerine katilmalidir.

Ek 1. 3. Nisasta agar

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Nisasta 29
Agar 29
Triptic Soy Broth 100ml
Ek 1.4. Skim milk agar

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Skim milk 0.1g
Agar 29
Triptic Soy Broth 100ml
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Ek 1. 5. Tween 80 Agar

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Tween 80 3ml
Agar 29
Triptic Soy Broth 100ml

Ek 1.6. Nitrat broth

Kullanilan Maddeler Miktarlar
KNO; 19
Triptic Soy Broth 100ml

Ek 1.7. Karbonhidrat Fermentasyon Ortami1

Kullanilan maddeler Miktarlar
Fenol Red 0.03g
Triptic Soy Broth 100 ml

Ek 2. DNA izolasyonu i¢cin Kullanilan Tamponlar

Ek 2. 1. Agaroz jel hazirlama

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Agaroz 0.49
TBE 40ml
Ethidium Bromid 4ul

1.5 dalga firin

Ek 2.2. CTAB+0.7 M NaCl

Kullanilan Maddeler Miktarlar
CTAB 10g
NaCl 4.1g
Steril distile su 100ml

Ek 2.3. Fenol-kloroform-izoamilalkol

Kullanilan Maddeler Oranlar

Fenol-kloroform-izoamilalkol 25:24:1

Ek 2.4. T.E. (Tris-Edta) ¢ozeltisi

Kullanilan malzemeler Miktarlar

Tris 1.211g
0.5 M EDTA 4ml




Ek 2.5.0.5M EDTA
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Kullanilan malzemeler Miktarlar
EDTA 18629
Saf su 100ml
Ek 2.6.Ethidium bromide
Kullanilan malzemeler Miktarlar
Ethidium Bromid 0.01g
Distile su iml
Fk 2.7. RNAaz hazirlama
Kullanilan malzemeler Miktarlar
RNAase 25ul
Stril saf su Iml
Ek 2.8. SDS ¢ozetisi
Kullanilan Maddeler Miktarlar
SDS 10g
Distile su 100ml
Ek 2.9. Kloroform-izoamilalkol ¢ozeltisi
Kullanilan Maddeler Oranlar
Kloroform-izoamilalkol 24:1
Ek 2.10. Loading dye Hazirlama
Kullanilan malzemeler Miktarlar
Sukroz 30g
EDTA (0.5 M PH:8) 20 ml
Bromo Blue 10mg
Steril saf su 50 ml
Ek 2.11. TBE Hazirlama
Kullanilan malzemeler Miktarlar
Tris HCI 10.78g
Borik asit 5.503¢g
EDTA 0.5845¢g
Saf su 1000ml
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Ek 2.12. TAE(tris-asetat) ¢ozeltisi

Kullanilan malzemeler Miktarlar
Tris HCI 4849
Asetik asit 1.142 ¢
EDTA

2ml
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