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OZET

CANKIRI CANKAYA TUZ MADENI’NDEN HALOFIiLiK ARKELERIN
IZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Cankaya tuz madeninden alinan ve pH’1 6.61-7.06 ve Na* miktar1 18600-102300 ppm
olarak belirlenen tuzlu su Orneklerinden, %25 NaCl iceren kompleks besiyeri
kullanilarak halofilik arkeler izole edilmistir. Toplam 15 izolat arasindan koloni
morfolojisi, hiicre morfolojisi ve tiim hiicre protein profillerine gore farklilik gosterdigi
tespit edilen 7 izolat, Gram reaksiyonu, hareketlilik, minimum optimum ve hiicre
lizizini oOnleyen NaCl konsantrasyonlari, cesitli biyokimyasal 6zellikleri, farkli
antibiyotiklere duyarliliklar1 ve membran polar lipit icerikleri yoniinden incelenmistir.
Buna gore izolatlardan 6 tanesinin Gram(-) ve hareketli bir tanesinin Gram degisken ve
hareketsiz oldugu belirlenmistir. Kirmizi-pembe tonlarinda koloni rengine sahip
izolatlardan iicliniin cubuk, {igiiniin pleomorfik ve birinin kok sekilli olduklar
gozlenmistir. zolatlarin optimum tuz konsantrasyonlarinin 4-4.5 M ve hiicre lizisini
onleyen tuz konsantrasyonlarinin ise kok sekilli izolat haric %10 ve 12,5 oldugu
bulunmustur. Tiim halofilik arke izolatlarinin oksidaz ve katalaz aktivitesine sahip
olduklar1, sadece bir izolatin nitrat varlifinda anaerobik iireyebildigi, L-arjinin ve
TMAO varliginda anaerobik iireyemedikleri ve bazi sekerleri fermente edebildikleri
ancak gaz iiretmedikleri tespit edilmistir. Antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda tiim
arkeal izolatlarin Basitrasin ve novobiyosin antibiyotiklerine karsi duyarli olduklar
belirlenmistir. Ince tabaka polar lipit profillerine gore, izolatlarin tiimiinde
fosfatidilgliserol (PG), fosfatidil gliserofosfat metil esteri (PGP-Me) ve 2 izolat haric
fosfatidil gliserosiilfat (PGS) fosfolipitleri bulunmustur. Kromatografi sonucunda
triglikozil dieter (TGD-2) igeren pleomorfik iki izolatin Haloarcula cinsine ve siilfatl
glikozil dieter (S-DGD-3) iceren ¢ubuk sekilli ii¢ izolatin Halorubrum cinsine ait
olabilecegi belirlenmistir. Ayrica kok sekilli izolatin bir adet ve pleomorfik sekilli diger
izolatin ise iki adet tantmlanmamais glikolipit igerdikleri tespit edilmistir.

2008, 60 sayfa

Anahtar Kelimeler: Halofilik arke, Cankir1 tuz madeni, izolasyon, karakterizasyon,
PAGE, polar lipit.
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ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF HALOPHILIC ARCHAEA
FROM CANKIRI CANKAYA SALT MINE

Making use of complex medium with 25% NaCl content halophilic archaeca were
isolated from brine samples from Cankaya salt mine (Cankir1), with pH value 6.61-7.06
and Na" 18600-102300 ppm. Out of totally 15 isolates, 7 of them varying in colony
morphology, cell morphology and whole cellular protein profiles were studied in the
view of Gram reaction, motility, both minimum, optimum NaCl concentration and that
preventing cellular lyse, certain biochemical properties, sensitivity to varies antibiotics
and membran polar lipid content. According to results, 6 of the isolates were found to
be Gram (-) and motile while one isolate was Gram variable and nonmotile. It was
found out that among the isolates having red-pink colony pigmentation, three were rod
shaped, three were pleomorphic and one was in coc cell morphology. It was observed
that optimum salt concentrations of isolates ranged between 4-4.5 M while cellular lyse
preventing salt concentrations ranged between 10% and 12.5% excluding that of coc
cellular isolate. The results indicated that all halophilic archaea isolates exhibited
oxidase and catalase activity, that only one of the isolates could reproduce anaerobic in
the presence of nitrate while none had anaerobic reproduction in the presence of L-
arginine and TMAOQO and that they could ferment certain carbohydrates but they didn’t
produce any gases. It was found that all archaeal isolates were sensitive to bacitracine
and novobiocine antibiotics. According to thin layer polar lipid profiles, all isolates
contained phosphatidyl glycerol (PG), phosphatidyl glycerophosphate methyled ester
(PGP-Me) and phosphatidyl glycerosulphate (PGS) excluding two isolates. On the basis
of chromatography it was considered that two of pleomorphic isolates containing three
sulfated triglycosyl glycolipid (TGD-2) should be belong to Haloarcula genus and three
rod shaped isolates containing sulphated glycosyl diether (S-DGD-3) should be belong
to Halorubrum genus. It was also found that one coc and one pleomorphic shaped
isolate contained some unidentified glycolipid.

2008, 60 pages

Key Words: Halophilic archaea, Cankir1 salt mine, isolation, characterization, PAGE,
polar lipid.



VII

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

APS Amonyum Persiilfat

Dk Dakika

DNA Deoksiriboniikleik Asit
EDTA Etilen Diamin Tetraasetik Asit
L Litre

mA Miliamper

mL Mililitre

mm Milimetre

M Molar

RNA Riboniikleik Asit

Rpm Dakikadaki Doniis Sayisi

SDS Sodyum Dodesil Siilfat
SDS-PAGE Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
SG Sehgal-Gibbons Besiyeri
TEMED Tetrametil Etilen Diamin

A% Volt

Me Miliequavalent

ug Mikrogram

puL Mikrolitre

pum Mikrometre



VIII

CIZELGELER DiZiNi
Sayfa

Cizelge 4.1. Cankin1 Cankaya tuz madeninden alinan tuzlu su 6rneklerinin kimyasal
ANAIIZ SONUCIATT ....eeiiiiiiiii ettt et e et te e e ettt e e e et ee e e et e eesenneeeeeens 29
Cizelge 4.2. Izolatlarin hiicre morfolojileri, gram reaksiyonlar1 ve hareket ozellikleri

e ettt ettt ettt ettt st e ettt eeha e e sebe e e it e e eabeeeeneeeas 31
Cizelge 4.3. Halofilik arke izolatlarinin koloni morfolojisi 6zellikleri...................... 37
Cizelge 4.4. Halofilik arke izolatlarinin bazi biyokimyasal test sonuglari................. 40
Cizelge 4.5. Halofilik arke izolatlarimin cesitli karbohidratlardan asit ve gaz tiretimi
sonuglari e ettt e ettt ee e bt e e ettt e e e bt e e e et et e e b bt e e e eh bt te e et be e e e aabaeeeearaeeas 41
Cizelge 4.6. Halofilik arke izolatlarinin ¢esitli antibiyotiklere karst duyarlilik test

sonuglari

e et e et ettt st e a e et et 43



IX

SEKILLER DiZiNi
Sayfa
Sekil 2.1. Gliserole eter bagli fitanil ZINCITT YaPIST..eeeeuveirreriiiireeiiiiiee e eeeieeeeieee e 5
Sekil 4.1. SG s1v1 besiyerinde 37.5°C’de 120 devir/dk.’da 7 giin iiretilen CH2
izolatinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (bar 10 Lm) ........covvviieeiniiieiinnieieneeen, 33
Sekil 4.2. SG s1v1 besiyerinde 37.5°C’de 120 devir/dk.’da 7 giin iiretilen CH3
izolatinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (bar 10 Lm) .......ccoeveiiiieiiiieiiieeeeee, 33

Sekil 4.3. SG s1v1 besiyerinde 37.5°C’de 120 devir/dk.’da 7 giin iiretilen CHA1
izolatinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (bar 10 Lm) ........ccooveiiiieiiiieiiiieeeee, 34
Sekil 4.4. SG s1v1 besiyerinde 37.5°C’de 120 devir/dk.’da 7 giin iiretilen CHC

izolatinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (bar 10 Lm) ........covvviiieiniiiieinnieiinaeen, 34
Sekil 4.5. SG s1v1 besiyerinde 37.5°C’de 120 devir/dk.’da 7 giin iiretilen CH7

izolatinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (bar 10 Lm) ........coovviieeiniiiiiinnieienaeen. 35
Sekil 4.6. SG s1v1 besiyerinde 37.5°C’de 120 devir/dk.’da 7 giin iiretilen CH8K
izolatinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (bar 10 Lm) .......ccoeveiiiiiiiiiiiieiee e, 35
Sekil 4.7. SG s1v1 besiyerinde 37.5°C’de 120 devir/dk.’da 7 giin iiretilen CH8B
izolatinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (bar 10 Lm) .......ccoeveiiiiiiiiiiiiiie e, 36
Sekil 4.8. SG s1v1 besiyerinde 37.5°C’de 120 devir/dk.’da 7 giin iiretilen CH11
izolatinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (bar 10 Lm) ........coovviieeiniiieiinnieienaeen, 36
Sekil 4.9. SG agar besiyerinde 37.5°C 15 giin iiretilen CHA1 izolatinin koloni
1007010 (0] 1071 ) L SRR 37
Sekil 4.10. Halofilik arke izolatlarinin SDS-PAGE hiicre protein profilleri................. 46

Sekil 4.11. Standart sus ve izolatlarin polar lipit profillerinin ince tabaka kromatogrami..

e e e e e b e e e b e sa e e aa e st e e s e 48



1. GIRiS

Halofilik arkeler, Archaea domaini Euryarchaeota filumu, Halobacteria sinifina
dahil Halobacteriales ordosunun tek familyast olan Halobacteriaceae altinda
toplanmistir.  Halobacteriacea ilk olarak 1974 yilinda Gibbons tarafindan,
gelisebilmeleri i¢in  minimum 2.0 M NaCl gerektiren obligat halofilik
mikroorganizmalar1 iceren familya olarak tanimlanmistir (Savage ve ark., 2007).

Halobacteriaceae familyas1 tiyeleri, tuz golleri, sodali goller, tuzlalar ve tuzlu
topraklar gibi toplam tuz konsantrasyonu, iyonik kompozisyon ve pH bakimindan
cesitlilik gosteren yiiksek tuzlu ortamlarda yogun bir sekilde bulunmaktadirlar (Castillo
ve ark., 2007). Hatta biiyiik bir kismi pembe-kirmizi renk tonlarinda olan familya
tiyeleri yiiksek tuzlu ortamlarda yogun olarak bulunduklarindan dolay1 bu ortamlarin da
kirmizi renkte goriinmesine neden olabilmektedirler (Castillo ve ark., 2006 a).

Halobacteriaceae familyasi tiyeleri genel olarak; aerobik yada fakiiltatif anaerobik,
icerdikleri karotenoid pigmentlerinden dolayr pembe-kirmizi renk tonlarinda ve ¢ok
cesitli hiicre sekillerinde bulunabilen (cubuk, kok, iicgen, kare, yamuk), katalaz ve
oksidaz aktivitelerine sahip, Gram (-), kemoorganotrofik ve tiremeleri icin minimum 1.5
M NaCl’e ihtiya¢ duyan organizmalardir (Castillo ve ark., 2007). Uremeleri i¢in 1.5 M
NaCl gereksinimleri olmasina ragmen bazi familya iiyeleri deniz suyu ve kiikiirtce
zengin kaynak suyu gibi diisiik tuzlu ¢evrelerden de izole edilebilmislerdir (Rodriguez-
Valera, 1979, Elshahed ve ark., 2004).

Halobacteriales ordosuna dahil olan halofilik arkeler 6zellikle sahip olduklart tuz-
bagimli enzim ve bakteriyorodopsin gibi proteinlerinden dolayi, gida, elektronik, tip
alanlarinda ve organik maddelerin parcalanmasi, kazalar sonucunda dogal ortama
dokiilen petroliin bioremediasyonu gibi ©nemli biyoteknolojik potansiyel ve
uygulamalara da sahiptirler.

Halofilik arkelerin taksonomik olarak siniflandirilmas1 gecmis donemlerde
biyokimyasal &zellikler, hiicre morfolojisi ve tireme Ozellikleri gibi fenotipik verilere
dayali geleneksel yontemlere gore yapilmistir. Ancak daha sonraki yillarda ve
giiniimiizde halofilik arkelerin taksonomik pozisyonunun belirlenmesi, fenotipik
ozelliklerin yan1 sira, kimyasal (6zellikle polar lipid kompozisyonu) ve molekiiler (16S

rRNA sekans analizi ve DNA-DNA hibridizasyonu) verilerin de dahil edildigi polifazik



bir yaklasima gore yapilmaktadir (Castillo ve ark., 2006 b; Gutiérrez ve ark., 2007).
Molekiiler verilerin taksonomik c¢aligmalara dahil edilmesiyle birlikte 6zellikle cins
seviyesindeki cesitlilik oraninda artis gozlenmistir. Buna bagli olarak bazi cinsler
yeniden tamimlanmis ve bazi tanimlanmig tiirler ise farkli cinslere dahil edilmistir.
Giiniimiizde degisik yiiksek tuzlu (tuz golleri, tuzlalar, tuz madenleri, tuzlanmis yiyecek
ve deri) ya da daha diisiik tuz konsantrasyonuna sahip cevrelerde (deniz suyu, kiikiirtlii
kaynak sular1) izolasyon calismalar1 siirdiiriilmekte ve yeni cins ve tiirlerin
tammlanmasina devam edilmektedir. Ozellikle son yillarda cins ve tiir sayisinda nemli
artis gozlenmistir. Ornegin, 2006 yilinda 20 farkli cins ve 60 farkli tiir rapor edilirken
(Goh ve ark., 2006) 4 Temmuz 2008 tarihi itibariyle Halobacteriaceae familyasi altinda
27 farkli cins ve 113 farkli tiir bulundugu belirtilmistir

(http://www .bacterio.cict.fr/classifgenerafamilies.html#halobacteriaceae).

Diinyanin farkl tuzlu alanlarindan halen halofilik arke izolasyon ve tanimlamalar
biiyiik bir hizla devam ederken iilkemizde de halofilik arkelerin izolasyon ve
karakterizasyonlar ile ilgili ¢caligmalara ilgi duyulmaya baslanmistir ve farkli arastirma
gruplan tarafindan halofilik arkelerle ilgili calismalara devam edilmektedir (Elevi ve
ark., 2004; Birbir ve ark., 2004; Ozcan ve ark., 2006; Ozcan ve ark., 2007).

Bu c¢alisma ile, Cankir1 Cankaya Tuz Madeni’nden toplanan tuzlu su o6rneklerinden
halofilik arkelerin izolasyonu ve karakterizasyonu amacglanmistir. Bu amag
dogrultusunda halofilik arke izolasyonu yapilan tuzlu su 6rneklerinin kimyasal analizi,
izolatlarin koloni ve hiicre morfolojileri, biyokimyasal 6zellikleri, cesitli antibiyotiklere
kars1 duyarliliklari, minimum ve optimum NaCl gereksinimleri, hiicre lizizini 6nleyen
minimum NaCl konsantrasyonlar ile birlikte membran polar lipid ve tiim hiicre protein

profilleri belirlenmistir.



2. ONCEKi CALISMALAR
2.1. Arkeler

Siiflandirmada kullanilan molekiiler seviyedeki ¢aligmalarin canlilar arasindaki
evrimsel iliskileri, klasik siniflandirma yontemlerine gore daha iyi ortaya ¢ikardiginin
anlagilmasi {izerine 16S ve 18S rRNA dizi analizlerini iceren molekiiler karsilagtirmalar
sonucunda canlilar, 1977 yilinda Carl Woese tarafindan bakteriler, 6karyotlar ve arkeler
olmak iizere 3 temel gruba ayrilmistir. Ug temel gruba en iist hiyerarsik takson olan
Domain adi verilmistir (Woese ve ark., 1990). Arke domaini 3 farkli grup organizma

icermektedir; Ekstrem Halofilik arkeler, Metanojenler ve Hipertermofilik arkelerdir.

2.1.1. Halofilik Arkeler

Halobacteriales ordosuna ait halofilik arkeler c¢ok cesitli yiiksek tuzlu
ekosistemlerde bulunabilmektedirler. Halofilik arkelerin dogadaki dagilimim belirleyen
en 6nemli faktorler; mevcut toplam tuz konsantrasyonu, tuzlarin iyonik kompozisyonu
ve mevcut besinlerdir. Halofilik arkelerin cogu tiirleri, 2.5-3 M’in altindaki tuz
konsantrasyonlarinda gelisememektedirler. 1-2 M tuzlu su icerisinde hiicreler zarar
gormekte ve tiirlerin ¢ogu ise lizize ugramaktadir. Bu nedenle, yeterli miktarda tuz
konsantrasyonunun bulunmasi halofilik arkelerin gelisebilmeleri i¢in 6n sarttir. Diinya
tizerinde halofilik arkeler, evoporasyonla denizden kaynaklanan ve baskin iyon
kompozisyonu Na* ve CI olan deniz kokenli (thalassohaline) ve oldukga farkli iyonik
kompozisyona ait deniz kokenli olmayan (athalassohaline) sularda yasamaktadirlar.
Israilde bulunan Olii Deniz divalent katyonlar yoniinden zengin bir deniz kokenli
olmayan sucul bir ekosistemdir ve iyonik kompozisyonu; 1.9 M Mg2+, 0.4 M Ca™, 1.7
M Na*, 0,14 M K" seklindedir. Kirmiz1 halofilik arkeler ayrica yiiksek tuzlu, yiiksek pH
degerlerine sahip, Magadi golii (Kenya), Wadi Natiirn g6l (Misir) gibi soda gollerinde
de yogun olarak bulunmaktadir. Dogal ortamlarin yani sira bu grup organizmalar
yiiksek tuz iceren tuzlanmig et, deri, sos gibi yapay ortamlardan da izole edilmislerdir
(Oren, 2001).

Halofilik arkelerin biiyiikk cogunlugu yiiksek karotenoid igerdiklerinden dolay1

notral veya alkali asin tuzlu ortamlarda yiiksek yogunluga ulastiklarinda bulunduklar



ortamin kirmiz1 renk tonlarda goriinmelerine neden olmaktadirlar (Arahal ve ark., 1996;
Oren ve Rodriguez-Valera 2001; Castillo ve ark., 2006 a).

Halofilik arkelerin biiyiik bir kism1 nétral pH derecelerinde iireme 6zelligine
sahipken, asidofilik karakterde halofilik arkeler heniiz rapor edilmemistir. pH degeri 6.0
civarinda olan Olii Deniz halofilik arkelerin yogun olarak gelisebildikleri en asidik
ortam olmasiyla dikkat cekmektedir (Oren ve Gurevich, 1993).

Halofilik arkelerin ¢ogu genellikle 35 ile 50°C araligindaki yiiksek sicakliklar
tercih ederler (Shand ve Perez, 1999). Fakat bu sicakliklardan ¢ok daha soguk ortamlara
adapte olmug tiirler de bulunmaktadir. Antartika’daki Deep Lake, sicakligit 0°C’nin
altindaki sicakliklarla 11.5°C arasinda degisen su sicakligina sahip bir goldiir. Bu
golden Halorubrum lacusprofundi halofilik arke tiirii izole edilmistir. Bu tiiriin optimum
tireme sicakligr 31°C ile 37°C arasinda olmasina ragmen 4°C gibi diisiik sicakliklarda
da yavas gelisebilmektedir (Franzmann ve ark., 1988). Halofilik arkeler ayrica tuzlu
topraklardan da izole edilmistir. Ispanyanin Akdeniz kiyilar1 (Queseda ve ark., 1982),
eski SSCB’nin yiiksek dag ve diizliiklerindeki corak alanlardan da izole edilmistir
(Kulicheuskaya ve ark., 1992; Zyvagintseva ve Tarasov 1988). Halobacteriaceae
tiyeleri ayrica, bozulmadan saklanmasi i¢in tuzlanmis yiyecek, deri ve diger tiriinlerde
de bulunabilmektedirler (Rodriguez-Valera, 1988).

Halobacteriaceae familyasindaki cins ve tiirler arasinda tuz gereksinimi ve
toleranst arasinda biiyiik farklilik goriilmektedir. Halobacterium cinsine ait tiirlerin
aksine Haloferax cinsine ait olanlar daha diisilk tuz konsantrasyonlarinda
gelisebilmektedirler (Rodriguez-Valera ve ark., 1985). Ortamdaki Mg2+ konsantrasyonu
da halofilik arkelerin gelisimlerini etkilemektedir. Notrofil halofilik arkelerin biiyiik
cogunlugu daha fazla Mg2+ konsantrasyonuna (minimum 50-100 mM) gereksinim
duymaktadirlar. Alkalifilik tiyeler ise iiremeleri i¢in yiiksek Mg2+ konsantrasyonuna
gerek duymamaktadirlar (Ozcan ve ark., 2006).

Halofilik arkelerde hiicresel yapilar1 bakimindan diger mikroorganizmalarla
karsilastirildiginda 6nemli farkliliklara sahiptirler ve bu farkliliklar filogenetik agidan
biiylik 6nem tasimaktadir. Bakterilerin aksine arkelerde peptidoglikan yapisinda bir
hiicre duvar1 bulunmamaktadir. Bakteri ve Okaryotlarin hiicre zarinda gliserole ester

bagi ile baglanan yag asitleri bulunurken, arkelerin hiicre zarinda ise gliserole eter



baglar1 ile baglanmis uzun hidrokarbon zincirleri bulunmaktadir (Sekil 2.1) (Kates,

1992).
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Sekil 2.1. Gliserole eter bagl fitanil zinciri yapisi (Madigan ve ark., 2000)

Halofilik arkelerin hiicre zarlarinda notral lipitler, fosfolipitler, siilfolipitler ve
glikolipitlerden olusan polar lipit tipleri bulunmaktadir. Bu yapilarin cesitliligi ve
mevcudiyeti halofilik arkelerin taksonomisinde ©nemli bir oOzellik olarak
kullanilmaktadir (Kamekura ve Kates 1999). Tiim halofilik arkeler fosfolipitlerden
fosfatidil gliserol (PG) ve metil ester fosfatidil gliserofosfat dieter (me-PGP) tiirevlerini
icerirler. Fosfatidil gliserosiilfat (PGS), noétrofilik tiirlerin ¢ogunda bulunurken bazi
notrofilik iiyeler ve ozellikle alkalifilik iiyeler PGS icermeyisleri ile karakterize
edilebilmektedirler. Halobacteriales’in farkli iiyelerinde di-, tri- veya tetra glikozil
dieter yapisinda c¢esitli glikolipitler tanmimlanmistir:  Mannozil-(1-2)-glukozil-
gliserodieter (DGD-1), mannozil-glukozil-gliserodieter (DGD-2 tamimlanmamais),
glukozil-(1-6)-glukozil-gliserodieter =~ (DGD-4),  mannozil-6-Siilfat-(1-2)-glukozil-
gliserodieter (SDGD-1), mannozil-2-siilfat-(1-4)-glukozil-gliserodieter(S-DGD-3),
mannozil-2-siilfat-(1-2)-glukozil-gliseroldieter(S-DGD-5), mannozil-2,6-bisiilfat-(1-2)-
glukozil-gliseroldieter (S,-DGD-1), galaktozil-(1-6)-mannozil-(1-2)-glukozil-
gliserodieter (TGD-1), glukozil-(1-6)-mannozil-(1-2)-glukozil-gliserodieter(TGD-2),
galaktozil-3-siilfat-(1-6)-mannozil-(1-2)-glukozil-gliserodieter (S-TGD-1), galaktozil-
(1-6)-mannozil-(3-1)-galaktozil-(1-2)-glukozil-gliserodieter ~ (TeGD), galaktozil-3-
siilfat-(1-6)-mannozil-(3-1)-(galaktozil)-(1-2)-glukozil-gliserodieter (S-TeGD). Polar
lipitlerin yanm sira halofilik arkelerin total lipid igeriklerinin yaklasik %10 unu nétral

lipitler olusturmaktadir (Kamekura ve Kates 1999, Oren 2001).



Halofilik arkelerin ¢ok biiyiik bir boliimii hiicre zarlarinda ¢ok yiiksek miktarda
a-bakterioruberin’in Csy diiz zincir tiirevli karotenoid pigmentlerinden ve daha az
miktarda icerdikleri Cy4y tipi karotenoidlerden (likopen ve B-karoten) dolayir parlak
kirmizidan turuncuya kadar degisen renk tonlarinda goriiliirler. Karotenoid pigmentleri
sayesinde hiicreyi iyonize radyasyona karsi korumaktadirlar ve fotoreaktivasyona
yardim etmektedirler (Wu ve ark., 1983). Ayrica halofilik arkelerde retinal pigment
iceren 4 farkli protein tamimlanmistir; bakteriyorodopsin (1sikla calisan dis proton
pompasi), halorodopsin (isikla calisan i¢ CI" pompasi) ve 2 adet alic1 rodopsin (1518a
duyarli fototaksis olayna katilirlar). Mor pigmentli bakteriyodopsin, Halobacterium
salinarum ve Halorubrum sodomonse’de bulunmustur (Oesterhelt, 1998; Oren, 2001).
H.salinarium’daki bakteriyorodopsin retinal iceren sadece bir polipeptid zincirinden
meydana gelmis bir integral zar proteinidir. Bu protein hiicre disina protonlarin 1s1k ile
transferini  saglayarak  transmembran elektrokimyasal gradiyenti ile ATP
sentezlenmesini saglar (Yatsunami ve ark., 2000).

Halofilik arkelerin biiyiik bir boliimii, ¢oziiniir oksijen miktar diisiik olan tuzlu
sularda oksijen ve 11k alimimini arttiran ve yiizmeye olanak saglayan gaz vezikiilleri
icermektedirler. Ayrica bu gaz vezikiillerinin UV 1sinlarina kars1 da koruyucu kalkan
gorevi gordiigii belirtilmistir (DasSarma, 1993; Beard ve ark., 1997).

Halofilik arkelerle ilgili taksonomik c¢alismalarda antibiyotikler ve diger
antimikrobiyal ajanlara karsi duyarhilik 6zelligi sik¢a kullanilmaktadir (Oren ve ark.
1997). Halofilik arkeler murein yapida hiicre duvarina sahip olmadigindan Penisilin,
Ampisilin, Sikloserin, Kanamisin, Neomisin, Polimiksin, Karbenisilin, Sefatoksim ve
Streptomisin gibi bakterileri etkileyen antibiyotiklere karsi direnglidirler. Halofilik
arkelerin Novobiyosin, Basitrasin, Rifampisin ile 6karyotlarda protein sentezi inhibitorii
olan Anizomisin ve Quinolon tiirevlerine kars1 duyarlilik gosterdikleri belirtilmigtir
(Pecher ve Bock, 1981; Bonelo ve ark., 1984; Bock ve Kandler, 1985).

Halofilik arkeler doygun tuz konsantrasyonlarinda (5.2 M NaCl) yasayabilmek
icin “salt-in” stratejisi ile ozmotik dengeyi saglamak zorundadirlar. Bu amacla yiiksek
osmotik basinca kars1 koyabilmek igin sitoplazmalarinda basta K™ ve CI” olmak iizere
yiikksek oranlarda iyonlar biriktirmektedirler. Yaklastk 5 M olan hiicre i¢i tuz
konsantrasyonunun, biiyiik kismin1 KCI ve daha az olmak iizere NaCl olusturmaktadir

(Kushner, 1985; Hough ve Danson, 1989). Halofilik arkeler, i¢ ortamlarinda ozmolit



¢Oziiniir madde olarak, dig ortamdakinin 100 kati oraminda KCI biriktirdikleri icin,
hiicresel bilesenleri de bu tuz konsantrasyonuna adapte olmustur. Proteinlerin stabilitesi
ve fonksiyonlarini yerine getirebilmesi icin bu tuz orami gereklidir. Halofilik arkeler
protein yapisinda diger canlilara gore negatif yiikli amino asit sikligimi arttirmis ve
ortamin ‘“‘salting out” etkisini dengelemek icin polar olmayan amino asit miktarini
azaltarak adapte olmuslardir. (Danson ve Hough, 1997; Sellek ve Chaudhuri, 1999;
Hough ve Danson, 1999; Kunte ve ark., 2001).

Halofilik arkeler aerobik ve heterotrofik karakterdedirler. Karbon kaynaklarinin
aerobik yikimi, glioksilat dongiisii ve sitokrom zinciri igeren elektron transport sistemi
ile  trikarboksilikasit ~ dongiisii  temelinde  gerceklesmektedir.  Yiiksek  tuz
konsantrasyonuna sahip ortamlarda oksijen coziiniirligiinin az olmasindan dolay1
halofilik arkelerin ¢ogu fumarat, trimetilamin N-oksit (TMAO), dimetilsiilfoksit
(DMSOQO), arjinin varliginda veya 1sik varliginda bakteriyorodopsin aracilifiyla
anaerobik olarak iireme yetenegine sahiptirler (Hartmann ve ark., 1980; Mancinelli ve
Hochstein, 1986; Oren ve Triiper, 1990; Oren ve Litchfield, 1999)

Halobacteriales ordosunda bulunan Halofilik arkeler onemli biyoteknolojik
potansiyel ve uygulamalara sahiptirler. Halofilik arkelerin eter lipitleri esterazlara karsi
direncli olduklar1 i¢in lipozom yapiminda kullanilmast ile ilgili c¢alismalar
siirdiiriilmektedir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda aktivite gosteren ekzoenzimleri,
yilksek tuz icerigine sahip ortamlardaki makromolekiillerin yikimi ile ilgili
biyoteknolojik proseslerde kullanilabilirler (Chaga ve ark., 1993; Margesin ve
Scihinner, 2001). Halobacterium salinarum’dan elde edilen 1518a bagimli proton
pompast bakteriyorodopsin Onemli biyoteknolojik potansiyele sahip olup bilgi
depolamada kullanilabilecegi ileri siiriilmiistir (Oesterhelt ve ark., 1991).
Bakteriyorodopsin’in protein tabanlhi gii¢lii bilgisayarlarda islemci ve hafiza olarak
kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir (Birge, 1995). Ayrica bakteriyorodopsinin, giines
1s1gindan elektrik iiretimi, kimyasal ve biyosensorlerde kullanilmasi gibi alanlarda da
biyoteknolojik potansiyele sahip oldugu belirtilmistir (Margesin ve Scihinner, 2001).
Bazi halofilik arke tiirleri hiicrelerinde biyoplastik yapiminda kullanilan poli-f-
hidroksialkonat (PHA) biriktirmektedirler (Rodriguez-Valera ve ark., 1991, Hezayen ve
ark. 2002).



Halofilik arkelerin taksonomik olarak tanimlanmasi ge¢mis yillarda standart
biyokimyasal testler ve hiicre morfolojisi 6zelliklerine gére yapilmaktaydi. Giiniimiizde
molekiiler yontemlerin hizla gelismesi ile yeni taksonlarin tanimlanmasinda
biyokimyasal 6zellikler ve fenotipik Ozelliklerin yaninda, kemotaksonomik yontemler
ve DNA dizi analizlerini kapsayan molekiiler taksonomik karakterler kullanilmaya
baslanmistir (Oren, 2001).

Halobacteriales ordosuna ait yeni bir taksonun tamimlanabilmesi i¢in gerekli
minimum standartlar, Oren ve arkadaslar1 tarafindan (1997) belirtilmistir. Bu
standartlar; koloni sekli, biiyiikliigii ve pigmentasyonu, hiicre morfolojisi ve hareket,
Gram reaksiyonu, minimum ve optimum NaCl ve MgCl, konsantrasyonlari, sicaklik ve
pH araligi, anaerobik iireme yetenegi (nitrat, L-arjinin v.b varliginda),
karbonhidratlardan asit iiretimi, tek karbon kaynaginda iireyebilme, katalaz ve oksidaz
aktivitesi, indol tretimi, nisasta, jelatin, kazein, ve tween 80 hidrolizi, antimikrobiyal
maddelere duyarlilik, polar lipit igerikleri, DNA’nmin G+C icerigi, 16S rRNA sekans
analizi gibi verileri icermektedir. Giiniimiizde halofilik arkelerin siiflandirilmas,
fenotipik ozellikler, kimyasal (6zellikle polar lipid kompozisyonu) ve genetik (16S
rRNA sekans analizi ve DNA-DNA hibridizasyonu) veriler olmak iizere ii¢ tip veri esas
alarak yapilmaktadir (Castillo ve ark., 2006 b; Gutiérrez ve ark., 2007). Bu kriterler
gbz Ontinde bulundurularak yapilan taksonomik c¢aligmalar sonucunda giiniimiizde

Halobacteriaceae familyasina dahil 27 cins ve bu cinslere ait 113 tiir tamimlanmistir

(http://www.bacterio.cict.fr/classifgenerafamilies.html#halobacteriaceae )

2.2. Halobacteriales Ordosunun Ozellikleri

Halobacteriales ordosuna ait tiirlerin hiicreleri, ¢ubuk, kok, pleomorfik, diiz
kare, liggen, trapezoid sekilli morfolojik 6zelliklere sahip olabilmektedir (Oren, 2001).
Halofilik arkelerde dinlenme yapilari veya spor yapilarina rastlanmamistir. Hareketsiz
olabildikleri gibi bazi tiirler flagellumlan ile aktif hareket edebilmektedirler. Gram
reaksiyonu yoniinden cogunlukla (-) olmalarina ragmen bazilann Gram degisken
olabilmektedir (Dussault, 1955; Grant ve ark., 2001). Aerobik mikroorganizmalardir,
oksidaz ve katalaz aktiviteleri pozitiftir. Bazi suslar nitrat varliginda ya da
bakteriyorodopsin yardimiyla anaerobik olarak iireyebilmektedirler. Ayrica arjinin

varliginda fermentatif iireyebilen suslar rapor edilmistir (Hartman ve ark., 1980;



Oesterhelt, 1998; Oren ve Litchfield, 1999). Uremeleri icin en az 1.5 M NaCl’e ihtiyag
duyan suslarin cogunlugu 3.5-4.5M NaCl konsantrasyonunda en 1iyi ireme
gostermektedir (Oren, 2000). Bircok susun koloni renkleri Csy ve Cy
karotenoidlerinden dolayr kirmizi tonlardadir. Optimum iireme sicakliklar1 35-50°C
sicaklik araligindadir. Kemoorganotrofik karakterdedirler, karbon kaynagi olarak
karbonhidratlar1 veya amino asitleri kullamirlar. Baz1 suslar tek karbon kaynag iceren
inorganik ortamlarda iireyebilirler (Grant ve ark., 2001). Fitanil (Cy) ya da sesterpanil
(Cys) yan zincirleri olan di-izoprenoid gliserol eter tiirevli polar lipidleri mevcuttur
(Kates, 1993). DNA’lan genellikle bir major ve bir minér komponent icerir. Mindr
komponent toplam DNA’nin %10-30’unu olusturmaktadir. DNA’nin %mol G+C orani
major komponentte 59-71, minor komponentte 51-59 arasindadir (Pfeifer ve ark., 1988;
Gutierrez ve ark., 1986). Halobacteriales ordosu ile icerisindeki tek familya olan
Halobacteriaceae familyasi’min da ozellikleri ordo ile aymidir. Halobacteriaceae
familyasinin cins tipi Halobacterium’dur (Grant ve ark., 2001). Daha 6ncede belirtildigi
gibi giiniimiize kadar Halobacteriaceae familyasina dahil 27 cins tamimlanmistir.
Bunlar; Halobacterium, Halobaculum, Halorubrum, Haloarcula, Natronomonas,
Halococcus, Natrialba, Natronobacterium, Halogeometricum, Natronococcus,
Haloferax, Natrinema, Haloterrigena, Natronorubrum, Halosimplex, Halobiforma,
Halorhabdus, Halomicrobium, Halosarcina, Halostagnicola, Halalcalicoccus,
Halopiger, Haloplanus, Halodaptatus, Haloquadratum, Halovivax, Natronolimnobius

cinsleridir.

2.2.1. Halobacterium Cinsi

Halobacterium cinsinin Ozellikleri; hiicreleri cubuk sekilli ve hareketlidir.
Optimum NaCl konsantrasyonu 4-5 M, NaCl araligi 3-5.2 M, optimum Mg+2
konsantrasyonu ise 0.005 M’dan yiiksektir. Optimum pH nétral olarak belirlenmistir.
Optimum iireme sicakligi 35-50°C arasidir. Nitratin nitrite indirgenmesi, nitrattan gaz
olusumu, nitrat varliginda anaerobik iireme, karbonhidratlardan asit olusumu, tek
karbon kaynaginda iireme, triptofandan indol olusumu, nisastanin hidrolizi, tween80
hidrolizi 6zellikleri negatiftir. Jelatin hidrolizi, L-arjinin varliginda anaerobik iireme,
kazein hidrolizi o6zellikleri pozitiftir. Bu cinsin koloni pigmentasyonu kirmizi-mor

renklerdedir. Major glikolipitleri olarak S-TGD ve S-TeGD, PGS icermektedirler.



10

DNA’nin G+C oram1 66-70.09 %mol (major), 57-60 %mol (mindr) olarak tespit
edilmistir. Bu cinse ait tiirler; H. salinarum (tiir tipi) H. jilantaiense, H. noricense, H.
cutirubrum, H. denitrificans, H. distributum, H. halobium, H. lacusprofundi, H.
mediterranei, H. pharaonis, H. saccharovorum, H. sodomense, H. trapanicum, H.

vallismortis, H. volcanii’dir (Oren, 2001; Yang ve ark., 2006)

2.2.2. Halobaculum Cinsi

Halobaculum cinsinin Ozellikleri; hiicreleri cubuk sekilli, hareketli ya da
hareketsiz olmakla birlikte gaz vezikiili bulunmamaktadir, Optimum NaCl
konsantrasyonu 1.5-2.5 M, NaCl araligi 1-2.5 M, optimum Mg+2 oram1 0.6-1.0 M,
optimum pH 6-7, optimum sicaklik ise 40°C’dir. Nitratin nitrite indirgenmesi,
karbonhidratlardan asit olusumu ve nisasta hidrolizi pozitif olarak belirlenmistir.
Nitrattan gaz olusumu, nitrat varliginda anaerobik iireme, L-arjinin varlifinda anaerobik
tireme, tek karbon kaynaginda iireme, triptofandan indol olusumu, tween 80 hidrolizi,
jelatin hidrolizi ve kazein hidrolizi 6zellikleri ise negatiftir. Koloni pigmentasyonu
kirmizidir. Major glikolipidi olarak S-DGD-1 bulundurur ve PGS icermemektedir.
DNA’nin G+C oram1 70 % mol olarak bulunmustur. Tek tiirii H. gomorrense (tiir

tipi)’dir (Oren ve ark., 1995).

2.2.3. Halorubrum Cinsi

Halorubrum cinsinin Ozellikleri; Hiicreler ¢ubuk sekilli, hareketlidir ve gaz
vezikiilleri yoktur. Optimum NaCl konsantrasyonu 3.5-4.5 M, NaCl arahig1 1.5-5.2 M,
optimum Mng2 en az 0.005, optimum pH nétral, optimum sicaklik ise 50°C olarak tespit
edilmistir. Nitratin nitrite indirgenmesi, karbonhidratlardan asit iiretimi pozitiftir. Nitrat
varliginda anaerobik iireme, L-arjinin varliginda anaerobik iireme, triptofandan indol
olusumu, nisastanin hidrolizi, nitrattan gaz olusumu, jelatin ve kazein hidrolizi
ozellikleri negatiftir. Koloni pigmentasyonu kirmizidir. Major glikolipitleri olarak S-
DGD-3 veya S-DGD-1 icerirler ayrica PGS vardir. DNA’nin G+C oram 69.1-72.1 %
mol (major), 54.8-56.5 % mol (minor) olarak bulunmustur. Cinsin tiirleri; H.
saccharovorum (tir tipi), H. aidingense, H. alkaliphilum, H. arcis, H. coriense, H.

distributum, H. ejinorense, H. ezzemoulense, H. lacusprofundi, H. lipolyticum, H.
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litoreum, H. luteum, H. orientale, H. sodomense, H. tebenquichense, H. terrestre, H.

tibetensedur, H. trapanicum, H. vacuolatum, H. xinjiangense’dir (Oren, 2001).

2.2.4. Haloarcula Cinsi

Haloarcula cinsinin 6zellikleri; hiicreler pleomorfik ¢ubuk ve hareketli
karakterdedir ve gaz vezikiilleri yoktur. Optimum NaCl konsantrasyonlar1 3.5-4.3 M,
optimum pH 7.4-7.5, optimum {iireme sicakligi 40°C’dir. Nitratin nitrite indirgenmesi,
nitrattan gaz olusumu ve nitrat varliginda anaerobik ilireme pozitif, L-arjinin varliginda
anaerobik iireme negatif, karbonhidratlardan asit olusumu, tek karbon kaynaginda
tireme, triptofandan indol olusumu ve nisasta hidrolizi pozitif, tween80, jelatin ve
kazein hidrolizi negatiftir. Koloni pigmentasyonu kirmizidir. Major glikolipitleri TGD-2
olup PGS vardir. DNA’nin G+C oram1 64.7%mol olarak tespit edilmistir. Cinse ait
tirler; H. vallismortis (tir tipi), H. amylolytica, H. argentinensis, H. hispanica, H.

Jjaponica, H. marismortui, H. mukohataei, H. quadrata’dir (Torreblanca ve ark., 1986).

2.2.5. Natronomonas Cinsi

Natronomonas cinsinin 6zellikleri; cubuk sekilli hiicreler hareketlidir ve gaz
vezikiilii icermezler. Optimum NaCl konsantrasyonu 3.5 M, NaCl aralign 2.0-5.2 M,
optimum Mg*? en fazla 0.01 M, optimum pH 9.5-10.0, optimum sicaklik ise 45°C’dir.
Nitrattan gaz olusumu, nitrat varliginda anaerobik iireme, karbonhidratlardan asit
tiretimi, tek karbon kaynaginda iireme, nisasta hidrolizi, tween80 hidrolizi ve kazein
hidrolizi 6zellikleri negatif, jelatin hidrolizi pozitiftir. Koloni pigmentasyonu kirmizidir.
Major glikolipitleri ve PGS ihtiva etmezler. DNA’nin G+C oran1 61.2 %mol (major),
51.9 %mol (mindr) olarak tespit edilmistir. Tek tiirii tiir tipi olan N. pharaonis’tir

(Kamekura ve ark., 1997).

2.2.6. Halococcus Cinsi

Halococcus cinsinin Ozellikleri; hiicreleri kok seklinde, hareketsiz ve gaz
vezikiilleri yoktur. Optimum NaCl konsantrasyonlart 3.5-4.5 M, NaCl aralig1 2.5-5.2 M,

optimum pH nétral, optimum sicakliklar ise 30-45°C araligindadir. Nitrattan nitrit
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olusumu porzitif, nitrattan gaz olusumu, nitrat varliginda anaerobik iireme,
karbonhidratlardan asit olusumu ve tek karbon kaynaginda iireme negatif, triptofandan
indol olusumu pozitif, nisasta, tween ve jelatin hidrolizi degisken, kazein hidrolizi
negatiftir. Koloni pigmentasyonu kirmizidir. Major glikolipitleri S-DGD-1 olup PGS
mevcut degildir. DNA’nin G+C oran1 61-66 % mol olarak bulunmustur. Tiir tipi H.
morhuae’dir (Oren, 2001). Diger tiirleri; H. dombrowskii, H. hamelinensis, H.

gingdaonensis, H. saccharolyticus, H. salifodinae, H. thailandensis, H .turkmenicus’tur.

2.2.7. Natrialba Cinsi

Natrialba cinsinin 6zellikleri; hiicreler cubuk ve hareketli olup gaz vezikiilleri
yoktur, optimum NaCl konsantrasyonlar1 3.5-4.0 M, NaCl araligi1 2.0-5.2 M, optimum
Mg+2 en az 0.005 M, optimum pH 6.6-7.8, optimum sicaklik ise 35-40°C araligindadir.
Nitratin nitrite indirgenmesi pozitif, nitrattan gaz olusumu, nitrat varlifinda anaerobik
tireme ve L-arjinin varlifinda anaerobik iireme negatif, karbonhidratlardan asit iiretimi
degiskendir, triptofandan indol olusumu pozitif, nisasta hidrolizi degisken, kazein
hidrolizi pozitiftir. Koloni pigmentasyonu beyazdir. Major glikolipit icermez, DNA’nin
G+C oran1 60.3-63.1 % mol olarak bulunmustur. Cinsin tiirleri N. asiatica (tiir tipi), N.
aegyptia, N. chahannaoensis, N. hulunbeirensis, N. magadii, N. Taiwanensis’dir

(Kamekura ve Dyall-Smith, 1995).

2.2.8. Natronobacterium Cinsi

Natronobacterium cinsinin 6zellikleri; hiicreler cubuk sekilli, hareketsiz ve gaz
vezikiilleri yoktur. Optimum NaCl konsantrasyonu 3.0 M, NaCl aralig1 2.0-5.2 M, Mng2
minimum 0.01 M, pH optimum 9.5, optimum sicaklik 37°C’dir. Nitratin nitrite
indirgenmesi, nitrattan gaz olusumu, nitrat varlifinda anaerobik iireme,
karbonhidratlardan asit olusumu, tek karbon kaynaginda iireme ve nisasta hidrolizi
negatif, jelatin hidrolizi pozitiftir. Koloni pigmentasyonu kirmizidir. Major glikolipitleri
bilinmemektedir, PGS icermezler. DNA’nin G+C oranm 65.0 %mol olarak bulunmustur.
Cinsin tiirleri; N. gregoryi (tiir tipi), N. magadii, N. nitratireducens, N. pharaonis, N.

vacuolatum dur (Oren, 2001).
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2.2.9. Halogeometricum Cinsi

Halogeometricum cinsinin 0zellikleri; hiicreler pleomorfik diiz ve hareketli olup
gaz vezikiilleri vardir. Optimum NaCl konsantrasyonu 3.4-4.3 M, NaCl aralig1 1.4-5.2
M, optimum Mng2 0.04-0.08 M, optimum pH 7, optimum sicaklik ise 40°C’dir. Nitratin
nitrite indirgenmesi, nitrattan gaz olusumu ve nitrat varhiginda anaerobik iireme pozitif,
L-arjinin varlifinda anaerobik ilireme negatif, karbonhidratlardan asit iiretimi ve tek
karbon kaynaginda iireme, triptofandan indol olusumu nisasta hidrolizi ve jelatin
hidrolizi pozitiftir. Koloni pigmentasyonu kirmizidir. Major glikolipitleri olmayip PGS
bulunmaz. DNA’nin G+C oranmi 59 % mol olarak tespit edilmistir. Tek tiirii ayni

zamanda tiir tipi olan H. borinquense’dir (Montalvo-Rodriguez ve ark., 1998).

2.2.10. Natronococcus Cinsi

Natronococcus cinsinin Ozellikleri; hiicreleri kok sekilli, hareketsiz ve gaz
vezikiilii icermemektedir. Optimum NaCl konsantrasyonu 3.4-3.8 M, NaCl aralig: 1.4-
5.2 M, optimum Mg*? en az 0.01, optimum pH 9.5, optimum sicaklik ise 35-40°C’dir.
Nitratin nitrite indirgenmesi ve jelatin hidrolizi pozitiftir, nitrattan gaz olusumu, nitrat
varliginda anaerobik {iireme, tek karbon kaynaginda iireme ve nisasta hidrolizi
negatiftir,. Koloni pigmentasyonu kirmizidir. Major glikolipitleri ve PGS bulunmaz.
DNA’nin G+C oran1 64.0 %mol (major), 55.7 %mol (minodr) olarak tespit edilmistir.
Cinsin tiirleri; N. occultus (tir tipi), N. amylolyticus, N. Jeotgali’dir (Oren, 2001).

2.2.11. Haloferax Cinsi

Haloferax cinsinin 6zellikleri; hiicreler pleomorfik diiz, hareketsiz ve gaz
vezikiilii yoktur. Optimum NaCl konsantrasyonu 1.7-2.5 M, NaCl araligi 1.0-4.5 M,
optimum Mg+2 0.2 M, optimum pH ndtral, optimum iireme sicakligi ise 40°C’dir.
Nitratin nitrite indirgenmesi pozitif, nitrattan gaz olusumu negatif, nitrat varliginda
anaerobik iireme ve L-arjinin varlifinda anaerobik iireme negatif, karbonhidratlardan
asit tretimi , tek karbon kaynaginda iireme ve triptofandan indol olusumu pozitiftir,
nisasta hidrolizi, tween80 hidrolizi, jelatin hidrolizi ve kazein hidrolizi 6zellikleri
negatiftir. Koloni pigmentasyonu kirmizidir. Major glikolipidi S-DGD-1 olup PGS

icermezler. DNA’nin G+C oran 63.4 % mol (major), 55.3 % mol (mindr) olarak tespit
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edilmistir. Haloferax cinsinin suana kadar tanimlanmis tiirleri; H. volcanii (tiir tipi), H.
alexandrinus, H. denitrificans, H. elongans, H. gibbonsii, H. larsenii, H. lucantense, H.

mediterranei, H. mucosum, H. prahovense, H. .sulfurifontis’dir (Torreblanca ve ark.,

1986).

2.2.12. Natrinema Cinsi

Natrinema cinsi, ¢ubuk veya pleomorfik sekilli, hareketsiz ve gaz vezikiilii
bulundurmayan hiicrelerle karakterizedir. Optimum NaCl konsantrasyonlar1 3.4-4.3 M,
optimum pH 7.2-7.8 dir. Nitratin nitrite indirgenmesi pozitif, nitrattan gaz olusumu ve
karbonhidratlardan asit olusumu negatif, triptofandan indol olusumu ve nisasta hidrolizi
negatif, jelatin hidrolizi pozitiftir. Koloni pigmentasyonlari acik kirmizi renkten turuncu
tonlara kadar degisebilmektedir. PGS bulunmamaktadir. DNA’nin G+C orant 69.9 %
mol (major), 60.0 % mol (mindr) olarak bulunmustur. Cinsin tiirleri tiir tipi olan N.
pellirubrum, N. altunense, N. ejinorense, N. pallidum, N. versiforme tiirleridir (Mc

Genity ve ark., 1998).

2.2.13. Haloterrigena Cinsi

Haloterrigena cinsinin oOzellikleri; kok sekilli hiicreler hareketsizdir ve gaz
vezikiilii icermemektedirler. Optimum pH nétral ve optimum iireme sicakligi 45°C’dir.
Nitratin nitrite indirgenmesi pozitif, nitrattan gaz olusumu ve nitrat varlifinda anaerobik
tireme negatif, karbonhidratlardan asit olusumu pozitif, triptofandan indol olusumu,
nisasta hidrolizi ve jelatin hidrolizi negatiftir. Koloni pigmentasyonu kirmizidir. Major
glikolipidi S,DGD-1 olup PGS icermemektedirler. DNA’nin G+C oramt 59.2-60.2 %
mol olarak bulunmustur. Cinsin tiirleri H. turkmenica (tiir tipi), H. hispanica, H.

limicola, H. longa, H. saccharevitans, H. thermotolerans’dir (Ventosa ve ark., 1999).

2.2.14. Natronorubrum Cinsi (diizeltilmis)

Natronorubrum cinsinin 6zellikleri; hiicreler Gram negatif, cubuk seklinde veya
pleomorfik yassi (iicgen, kare, disk ve cokgenler) sekilli. Koloniler kirmizi renklidir.

Hiicreler hareketsiz veya hareketli olabilirken zorunlu aerobiktirler, oksidaz ve katalaz



15

ozellikleri pozitiftir. Biiyiime i¢in en az %12 NaCl konsantrasyonuna ihtiya¢ duyarlar.
Hiicreler distile suda lizize ugrar. Alkalifilik yada notrofilik 6zellikte olabilirler.
Mezofilik ve kemoorganotrofik ozelliktedirler. Bu cins iiyeleri bircok sekeri (glukoz,
fruktoz, maltoz vs.) kullanabilmekte ve bazen bunlardan asit olusturabilmektedirler.
Polar lipitleri PG ve PGP nin Cy-Cyo ve Cyo-Cps tiirevleridir. Hiicreler ayrica TGD-1 ve
diger tanimlanmamis glikolipitleride icerebilmektedir. Giiniimiize kadar bu cinse ait V.
bangense (tiir tipi), N. aibiense, N. sulfidifaciens, N. tibetense tiirleri tanimlanmistir (Cui

ve ark., 2006).

2.2.15. Halosimplex Cinsi

Halosimplex cinsinin o6zellikleri; hiicreler ¢ubuk seklinde ve hareketlidir.
Optimum NaCl konsantrasyonlar1 4.3 M, optimum Mg+2 %1-2 w/v, optimum iireme
sicaklik araligr ise 37-40°C’dir. Nitrat varliginda anaerobik iireme ve L-arjinin
varliginda anaerobik iireme negatif, tek karbon kaynaginda tireme pozitif, nisasta
hidrolizi ve jelatin hidrolizi negatiftir. Koloni pigmentasyonu pembe-kirmizidir. Major
glikolipitleri S,-DGD ve S-TeGD olup PGS ihtiva etmezler. DNA’nin G+C oran1 64.4
% mol olarak tespit edilmistir. Tek tiirii ve tiir tipi H. carlbadense’dir (Vreeland ve ark.,

2002).

2.2.16. Halobiforma Cinsi

Halobiforma cinsinin 6zellikleri; hiicreler ¢ubuk, kok veya pleomorfik sekilli
olup hareketlidirler, optimum NaCl konsantrasyonlar1 3.4 M, optimum NaCl aralig1 2.2-
5.2 M, optimum pH 7.5, optimum iireme sicakligi ise 42°C’dir. Nitratin nitrite
indirgenmesi, nitrattan gaz iiretimi, karbonhidratlardan asit {iretimi, tween80 hidrolizi,
jelatin hidrolizi, kazein hidrolizi ve indol {iiretimi pozitif olarak tespit edilmistir.
nisastanin hidrolizi negatiftir. Koloni pigmentasyonu kirmizidir. Major glikolipitleri S-
TGD ve TGD olup PGS igermezler. DNA’nin G+C oram1 66.9 % mol olarak tespit
edilmistir. Cinsin tiirleri; H. haloterrestris (tur tipi), H. lacisalsi, H. nitratireducens’tir

(Hezayen ve ark., 2002).
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2.2.17. Halorhabdus Cinsi (diizeltilmis)

Halorhabdus cinsinin Ozellikleri; hiicreler pleomorfik sekilli ve hareketlidir.
Optimum NaCl konsantrasyonlart 4.6 M, NaCl araligr 1.5-5.1 M, optimum MgSO.%
0.05-20, optimum pH 6.7-7.1, optimum iireme sicakligr ise 50°C’dir. Nitratin nitrite
indirgnmesi pozitif, L-arjinin varliginda anaerbik iireme negatif, karbonhidratlardan asit
iretimi, indol iiretimi, nisasta hidrolizi ve jelatin hidrolizi negatiftir. Koloni
pigmentasyonu kirmizidir. Major glikolipit S-TGD olup PGS igermemektedir. DNA’nin
G+C oran1 64 % mol olarak tespit edilmistir. Tiir tipi H. utahensis’tir (Waino ve ark.,
2000). Halorhabdus cinsinin temel 6zellikleri yukarida tanimlanmistir bunlara ek olarak
bazi tiirleri flagellasiz, hareketsiz, pigmentsiz koloniler olusturmakta, anaerobik
kosullar tercih etmektedir. DNA G+C icerigi 61.7-64.0 mol % arasinda bulunmustur.

Cinsin tiirleri Halorhabdus utahensis (tiir tipi), H. tiamatea’dir (Antunes ve ark., 2008).

2.2.18. Halomicrobium Cinsi

Halomicrobium cinsinin 6zellikleri; hiicreler cubuk sekilli ve hareketli olup gaz
vezikiili bulunmamaktadir. Optimum NaCl konsantrasyonlar1 3-3.5 M, NaCl araligi
2.5-4.5 M, optimum Mg** 0.003-0.3 M, optimum pH nétral ve optimum iireme sicaklig1
40°C’dir. Karbonhidratlardan asit iiretimi pozitiftir. Koloni pigmentasyonu kirmizidir.
Major glikolipit S-DGD-1, DGD-1 olup PGS icermektedir. DNA’nin G+C orami 65 %

mol olarak bulunmustur. Tek tiirii ve tiir tipi H. mukohataei’dir (Oren ve ark., 2002).

2.2.19. Halosarcina Cinsi

Halosarcina cinsinin 6zellikleri; bu cinsin hiicreleri kok sekilli salkim halinde
gram negatif ve hareketsizdir. Oksidaz ve katalaz pozitif, kemoorganotrofik
karakterdedirler. Tek ve kompleks karbon kaynaklar1 dahil bir¢ok substrat ortaminda
gelisebilirler. Karbonhidratlardan asit olusturabilirler, aerobik olarak nitrat1 nitrite
indirgeyebilirken gaz {iiretmedikleri tespit edilmistir. Distile suda hiicreler lizize
olmaktadir.  Hiicreler fosfatidilgliserolfosfat (PGP), fosfatidilgliserol (PG),
fosfatidilgliserofosfat metil esterleri (PGP-Me) icermektedir. Fakat fosfatidilgliserol
silfat (PGS) bulunmamaktadir. Kromatografik olarak benzer S-DGD1 ve DGDI1
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glikolipitlerini bulundurmaktadirlar. Tek ve tipik tiirii Halosarcina pallida’dir (Savage

ve ark., 2008).

2.2.20. Halostagnicola Cinsi

Halostagnicola cinsinin 6zellikleri; gram negatif, hiicrelerin cogu c¢ubuk
seklinde olsa da pleomorfik yapidadir. Koloniler pembe renklidir. Terminal elektron
alicis1 olarak oksijeni kullandigindan zorunlu aerobik 6zelliktedir. Gelisme 6.0 ve 9.0
pH degerlerinde, 25-50°C sicaklarda ve %15-%30 tuzluluk arasinda (2.5-5 M) meydana
gelirken optimal biiytime ise pH 7.0-8.0, 37 °C ve %20 (3.4 M) NaCl ortaminda
gerceklesir. Polar lipitler fosfatidilgliserol (PG), fosfatidilgliserolmetilfosfat (PGP-Me)
icerir. Bunlarin her ikiside Cp-Cyp Cp-Cps gliseroldieterden ve iki tanimlanamamig
glikolipitten tiiremistir. Tek tiirii ayn1 zamanda tiir tipi olan ve ilk olarak bir tuz

goliinden izole edilen H. larsenii’dir (Castillo ve ark., 2006b).

2.2.21. Halalkalicoccus Cinsi

Halalcalicoccus cinsinin 6zellikleri; hiicreler sivi kiiltiirler icerisinde ve plaklar
tizerinde tek, cift ya da diizensiz salkimlar halinde bulunan koklardir. Gram negatiftirler,
fakat bazi genc¢ hiicreler Gram (+) reaksiyon gosterir. Hiicreler distile su icinde lizize
ugramamaktadir. Hareketsiz ~ Ozelliktedirler.  Zorunlu  aerobik,  alkalifilik,
kemoorganotrofik karakterdedirler. Ayrica Cy-Cyo Ca0-Cps dieterleri igerir. Glikolipit
veya PGS goriilmemistir. Bu cinse ait tiirler H. tibetensis (tir tipi), H. jeotgali’dir (Xue

ve ark., 2005).

2.2.22. Halopiger Cinsi

Halopiger cinsinin ozellikleri; Gram negatif hiicreler pleomorfik olsa da cogu
uzun c¢ubuk sekillidir. Bu cinse ait koloniler kirmiz1 pigmentasyon gostermektedirler.
Oksijen terminal elektron alicis1 oldugundan zorunlu aerobiktir. Gelisim pH 6.0-11.0,
28-45°C ve 2.5-5 M NaCl konsantrasyonunda (%15-30) meydana gelmektedir.
Optimum gelisim pH 7.5-8.0, 37 °C ve 43 M (%25) NaCl kosullarinda
gerceklesmektedir. DNA G+C icerigi yalmzca cinsin tiirii i¢in 63.1 % mol olarak
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bulunmustur. Polar lipitleri fosfatidilgliserol (PG) ve fosfatidilgliserometilfosfat (PGP-
Me), Cy-Cyy Cy0-Cps gliseroldieterlerden ve glikolipit S,-DGD-1 in her ikisinden
tiremistir. Tuz gollerinden izole edilmistir. Tek tiirii ve tiir tipi; H. xanaduensis’tir

(Gutierrez ve ark., 2007).

2.2.23. Haloplanus Cinsi

Haloplanus cinsinin 6zellikleri; hiicreler pleomorfik yasst morfolojide olup gaz
vezikiilleri icermektedir. Durgun sivi kiiltiirlerde hiicreler ylizeyde ylizer. Ayrica
hiicreler Gram negatif reaksiyon vermektedirler. Zorunlu aerobik olan bu cins
iyelerinin oksidaz ve katalaz reaksiyonlar1 pozitiftir. Genomik DNA G+C igerigi 66.1-
66.4 mol % olarak belirlenmistir. Tek tiirli ve tiir tipi H. natans’tir (Bardavid ve ark.,

2007).

2.2.24. Halodaptatus Cinsi

Halodaptatus cinsinin 6zellikleri; Gram negatif 6zellikte olan hiicreler kok veya
kokbasil tek ya da ciftler halinde bulunmaktadir, koloni pigmentasyonlar1 pembe, en az
iki heterogen 16S rRNA gen dizisine sahiptir. Hiicreler PG, PGP-Me, ve PGS
fosfolipitleri ile iki tamimlanamamis glikolipit icermektedirler. Kemoorganotrofik
ozellikteki cins iiyeleri, bircok substrati kullanarak, tek veya kompleks karbon
kaynaginda gelisebilir ve karbonhidratlardan asit iiretebilme yetenegine sahiptir.
Nisasta, kazein, tween80 ve jelatin hidrolizi 6zellikleri pozitiftir. Genis aralikli NaCl
konsantrasyonunda gelisebilirler, Novobiyosin, Basitrasin, Anisomisin, Amfidikolin
antibiyotiklerine karsi hassastir. Rifampisin ve Trimetoprime karsi kismen hassastir.
Eritromisin, Penisilin, Amfisilin, Kloramfenikol, Neomisin, Nalidiksikasit, ve
Gentamisine karsi direnglidir. Ayrica bu cins iiyeleri diisiik tuz konsantrasyonunda

yasayabilmektedir. Tek tiirii ve tiir tipi H. paucihalophilus’tur (Savage ve ark., 2007).

2.2.25. Haloquadratum Cinsi

Haloguadratum cinsinin 6zellikleri; diiz kare hiicre morfolojisine sahiplerdir ve

genellikle gaz vezikiilii icermektedirler, ayn1 zamanda PHA (poli-B-hidroksialkonat)
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depo graniilleri vardir, aerobik heterotrof ozelliktedirler, oksidaz ve katalaz
reaksiyonlar1 negatiftir. Gram negatif boyanmaktadirlar, DNA’nin G+C oramni tipik tiirde
46.9% mol olarak bulunmustur. Tek tiirii ayn1 zamanda tiir tipi olan H. walsbyi’dir

(Burns ve ark., 2007).

2.2.26. Halovivax Cinsi

Halovivax cinsinin 0Ozellikleri; Gram negatif reaksiyon gosterdikleri tespit
edilmistir. Hiicreler ekstrem pleomorfik olsa da cogu cubuk sekillidir. Koloni
pigmentasyonu soluk pembedir. Oksijen final elektron alicist1 oldugundan kesin
aerobiktir. Gelisim pH 6.0-9.0, 25-45°C sicaklikta ve %15-25 (2.5-4.3 M) NaCl
konsantrasyonunda meydana gelirken optimum gelisim ise pH 7.0-7.5, 37 °C sicaklikta
ve %20 (3.4 M) NaCl konsantrasyonunda meydana gelmektedir. DNA’nin G+C icerigi
tiir tipi i¢in 60.3 % mol olarak belirlenmistir. Fosfatidilgliserol, fosfatidilgliserol fosfat
metil ester polar lipitlerini icerir. Natrinema pellirubrum dakine benzer iki major bir
minor glikolipit ve belirlenememis bir glikolipit mevcuttur. Tuz goliinden izole
edilmistir. Cinsin tiirleri; tiir tipi olan H. asiaticus ve H. ruber’dir (Castillo ve ark.,

2006a).

2.2.27. Natronolimnobius Cinsi

Natronolimnobius cinsinin Ozellikleri; aerobik, kemoorganotrofik, Gram
negatiftir. Optimum {tireme sicakligi 37-45°C, optimum pH 9.0-9.5, optimum NaCl
konsantrasyonu %15-20 olup hareketli ¢ubuk veya hareketsiz kok, diiz pleomorfik
sekilli hiicrelere sahiptir. Fosfatidil gliserol ve fosfatidilgliserolfosfat metil ester ihtiva
ederler. Glikolipit tespit edilememistir. Cinsin tiirleri N. baerhuensis (tiir tipi) ve N.

innermongolicus’tur (Itoh ve ark., 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Tuzlu Su Ornekleri

Halofilik arkelerin izolasyonu amaciyla tuzlu su ornekleri Cankiri ilinde Can-
kaya tuz madeni isletmesinden alinmustir. Ornekler tuz magarasinin farkli bolgelerinden
steril siselere alinarak bekletilmeden tez calismasinin yiiriitiildiigi laboratuvara

getirilmistir.

3.1.2. Tuzlu Su Orneklerinin Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Tuzlu su orneklerinin kimyasal 6zellikleri Merck spektroquant test kitleri ve
ICP-AES cihazi ile belirlenmistir. SO, tayini icin 1144548 nolu, CI tayini icin
114897 nolu ve toplam sertlik tayini i¢in 100961 nolu test kitleri ve Nova 60 Marka
spektrofotometre kullanilmistir. pH 6l¢iimleri icin cam elektrotlu WTW ino Lab pH
720 marka pH metre kullamlmustir. Ca®*, Mg**, K* ve Na* tayini i¢in Varian ICP-AES

Liberty-series II cihazi kullanilmistir.

3.1.3. Halofilik Arkeler

Tuzlu su orneklerinden 8 adet halofilik arke izole edilmis ve izolatlar CH1, CH2,
CHA1, CHC, CH7, CHS8K, CH8B, CHI11 seklinde isimlendirilmistir. Caligsma
kapsaminda Mustafa Kemal Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii,
Molekiiler Biyoloji arastirma laboratuarinda bulunan bazi halofilik arke standart suslari
kullanilmistir. Bunlar; Halobacterium salinarum DSM 3754, Natrialba asiatica DSM
12278, Halorubrum saccharovorum DSM 1137, Haloferax denitrificans DSM 4425,
Haloarcula vallismortis DSM 3756, Haloferax mediterranei, Haloarcula marismortui,

Haloferax volcanii’ dir.

3.1.4. Besiyeri

Tuzlu su oOrneklerinden halofilik arkelerin izolasyonu ve Kkiiltiire alinmasi

amaciyla Sehgal-Gibbons besiyeri (SG) (Gonzales ve ark., 1978; Montalvo-Rodriguez
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ve ark., 2000) kullanilmistir. Sehgal-Gibbons (SG) besiyeri; 250g/L. NaCl, 20g/L
MgS0,4.7H,0, 2g/L. KCl, 3g/L. Sodyum sitrat, 0.023g/L FeSO,4.7H,0, 7.5g/L. casamino

asit, 1g/L yeast ekstrakt, icermektedir ve pH’17.3’ e ayarlanmistir.

3.1.5. Mikroskobik inceleme

Izolatlarin hiicre morfolojisi, Gram reaksiyonlar1 ve hareket yeteneklerinin
belirlenmesi ve fotograf cekimleri icin faz-kontrast atagmanli mikroskop (Olympus
BX51) ve Olympus Camedia C-7070 fotograf makinesi kullanilmistir. Koloni
morfolojisinin  belirlenmesinde ise stereo mikroskop (Euromex model KTD)

kullanilmastir.

3.1.6. Antibiyotikler

Halofilik arke izolatlarinin antibiyotiklere kars1 duyarliliklarim1 belirlemek
amaciyla Oxoid marka, Trimetoprim (5ug), Novobiyosin (30pg), Neomisin (30ug),
Norfloksasin (10pg), Penisilin G (10IU), Ampisilin (10pg), Azitromisin (15ug),
Streptomisin (25ug), Tetrasiklin (30ug), Siilfametazol/trimetoprim (25ug), Vankomisin
(30ug), Kloramfenikol (30pg), Eritromisin (15ug), Basitrasin (10IU), Rifampisin(Spug)

antibiyotik diskleri kullanilmistir.

3.1.7. ince Tabaka Kromatogrofisi

Ince tabaka kromatografisi i¢in analitik saflikta kloroform, metanol, asetikasit,
a-naftol, H,SO4 kimyasallar1 (Merck) ile cam silikajel plakalar1 (Merck, 60F;s4, 20x20)

ve molibden mavisi ayiraci (Sigma) kullanilmistir.

3.1.8. Elektroforez

Sodyum dodesil siilfat (SDS) protein elektroforezi i¢in, sodyum dodesil siilfat
(SDS), merkaptoetanol, bromofenol mavisi, akrilamid-bisakrilamid monomerleri,
trizma base, amonyum per siilfat (APS), tetra metil etilen daimin (TEMED), glisin,

coomassie brillant (R250-Sigma), gliserol, izopropil alkol, asetik asit, biitanol,
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hidroklorik asit, molekiil agirlik standardi (Fermentas) ve Protean II xi Cell BIO-RAD

elektroforez sistemi kullanilmustir.

3.2 Yontem
3.2.1. Tuzlu Su Orneklerinin Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Tuzlu su o6rneklerinin kimyasal analizi Mustafa Kemal Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Merkez laboratuarinda yapilmistir.

SO,4> tayini icin 1144548 nolu, CI tayini i¢in 114897 nolu ve toplam sertlik
tayini i¢in 100961 nolu test kitleri ve Nova 60 Marka spektrofotometre kullanilmistir.
pH olcitimleri icin cam elektrotlu WTW ino Lab pH 720 marka Ph metre kullanilmastir.
Ca®, Mg™, K' ve Na' tayini icin Varian ICP-AES Liberty-series II cihazi

kullanilmustir.

3.2.2. Halofilik Arkelerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Steril sartlarda toplanan tuzlu su orneklerinden her biri icin hazirlanmis %0.1
oraninda penisilin G (1000000 IU) igeren SG besiyerine (Torreblanca ve ark., 1986)
I’er mL ekim yapilmistir. Ekim yapilan sivi ortamlar 120 rpm de 37.5°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 5. giiniinden itibaren sivi ortamlarda iireme
bulanikligi 7. gilinden itibaren pembe-kirmizi renklenme meydana gelmistir. Bu
kiiltiirlerden yine %0.1 penisilin G igeren SG agar besiyerine seri sulandirma ile yayma
ekim yapilarak 37.5°C’de inkiibe edilmis ve 10-15. giinden itibaren pembe-kirmizi renk
tonlardaki ve farkli morfolojiye sahip kolonilerden 6rnek alarak tekrar saflastirma
amactyla SG agar besiyerlerine ekilmistir. Bu islem ardisik olarak en az 5 kez tekrar

edilmistir.

3.2.3. Koloni Morfolojisi ve Pigmentasyon

Izolatlarin saf Kkiiltiirlerinin koloni morfolojileri standart mikrobiyolojik
kriterlere gore yapilmistir. Halofilik arke suslarinin koloni 6zellikleri (mukoidlik, koloni

sekli, yandan goriiniis, pigmentasyon, 151k gecirgenligi, koloni kenari, yiizey goriintiisii
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ve koloni cap1) kati ortamda 37.5°C’de 15 giin gelistirilmis kiiltiirler kullamlarak

belirlenmistir.

3.2.4. Gram Boyama ve Hiicre Morfolojisi

Halofilik arke izolatlarinin Gram boyamalar1 7 giinliik gelismis s1v1 kiiltiirlerden
hazirlanan preparatlardan Dussault (1955)’e gore yapilmistir. Preparatlar %2 asetik
asitle muamele edildikten sonra rutin Gram boyama islemi yapilarak immersiyon
objektifi ile 151k mikroskobunda incelenmistir.

[zolatlarin hiicre morfolojileri ve hareket ozellikleri 7 giin gelistirilen sivi
kiiltirlerden c¢ukur ve diiz lam kullanilarak hazirlanan preparatlar faz-kontrast

mikroskobunda incelenerek belirlenmistir.

3.2.5. Biyokimyasal Testler

Izolatlarin karakterizasyonu amaciyla Oren ve ark. (1997) tarafindan onerilen
biyokimyasal testler yapilmistir. Testlerde inokiilasyon i¢in 15 giinlitkk kati ve sivi
kiiltiirler kullanilmis olup 37.5°C ve 120 rpm inkiibasyon kosullar1 uygulanmistir. Her
biyokimyasal test i¢in s6z konusu test yoniinden pozitif ve negatif ozellige sahip
standart halofilik arke suglar1 kullanilmustir.

Katalaz aktivitesi, SG agarda gelistirilmis 15 giinliik kiiltiirler iizerine %3 liik
H,0, damlatilarak belirlenmistir (Rodriguez-Valera ve ark., 1983; Montalvo-Rodriguez
ve ark. 1998).

Oksidaz aktivitesi, SG agar besiyerinde 15 giin gelistirilmis kiiltiirlerden platin
0ze ile alman Orneklerin %]1 tetrametil-p-fenilendiamin emdirilmis filtre kagitlarina
siiriilmesi ile belirlenmistir (Gonzalez ve ark., 1978; Montalvo-Rodriguez ve ark.,
2000).

Jelatin ve Tween (20, 40, 60, 80) hidrolizi, Gutierrez ve Gonzalez (1972)’e gore
yapilmistir. SG agar besiyerinde 15 giin gelistirilen kiiltiirlerde jelatin hidrolizini
belirlemek amaciyla Frazier’s ayraci kullamilmistir. Tween hidrolizi ise kolonilerin

etrafinda opak zonlar olusmasina gore degerlendirilmistir.
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Nisasta hidrolizi, %1 oraninda nisasta iceren SG agarda 15 giin iiretilen kiiltiirler
tizerine lugol damlatilarak belirlenmistir (Takashina ve ark., 1990; Montalvo-Rodriguez
ve ark., 1998).

Kazein hidrolizi, %0.15 oraninda Skim Milk Powder iceren SG agar besiyerinde
15 giin gelistirlmis kiiltiirler ve %1 HCI kullanilarak belirlenmistir (Tomlinson ve
Hochstein 1976).

Indol iiretimi, %1 Tripton iceren SG s1v1 besiyerinde 15 giin gelistirilen kiiltiirler
izerine Kovac’s ayraci eklenerek test edilmistir (Rodriguez-Valera ve ark., 1983).

Sodyum tiyosiilfattan (Na;S,03.5H,0) H,S iiretimi, sodyum tiyosiilfat kursun
asetat emdirilmis kagitlar igeren sivi SG besiyerinde 15 giin gelistirilen kiiltiirlerdeki
kursun asetat emdirilmis kagit seritlerdeki siyah renk olusumuna bakilarak tespit
edilmistir (Franzmann ve ark., 1988).

Nitratin nitrite indirgenmesi ve gaz olusumu, %1 oraninda KNOj igeren
icerisinde durham tiipii bulunan sivi SG besiyerinde 15 giin gelistirilmis kiiltiirlere
Siilfanilik asit ve o-naftilamin ayraclan eklenerek belirlenmistir (Gonzalez ve ark.,
1978; Montalvo-Rodriguez ve ark., 1998; Xin ve ark., 2000).

Sekerlerden asit ve gaz iiretiminin belirlenmesi amaciyla, D(+)-ksiloz, D(-)-
riboz, D(+)-maltoz, D(+)mannoz, D(+)-glukoz, D(-)-fruktoz, siikroz ve laktoz
kullanilmigtir. Sekerler filtre edilerek steril edilmis ve SG sivi besiyerine %1 olacak
sekilde eklenmistir. Ayrica asit iiretimiyle birlikte gaz olusumunun da belirlenebilmesi
icin besiyerlerine durham tiipleri yerlestirilmistir. izolatlarin besiyerine inokiilasyonu ve
15 giin inkiibasyonu sonucunda kiiltiirlere 1 damla fenol red damlatilarak asit iiretimi
belirlenmistir (Torreblanca ve ark., 1986; Oren ve ark., 1999; Xin ve ark., 2000).

Arjinin varliginda anaerobik iiremenin saptanmasi i¢in sivi SG besiyerine
membran filtreyle steril edilmis L-arjinin %0.5 oraninda olacak sekilde eklenmistir. 15
giin inkiibasyon sonucunda {iremenin varli§t 600 nm’de absorbans alinarak
belirlenmistir. Kontrol icin arjinin igermeyen tiiplere ekim yapilmistir (Oren ve
Litchfield 1999).

TMAO (Trimetilamin-N-oksit) varliginda anaerobik iiremenin belirlenebilmesi
icin s1ivi HEPES iceren SG besiyerine filitrasyon yontemi ile steril edilmis TMAO %0.5
oraninda olacak sekilde eklenmis ve pH 7.35’e ayarlanmistir. Besiyeri ince ve vida

kapakl tiiplere doldurulmustur. 15 giin siire ile inkiibasyon sonucunda iireme 600
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nm’de tiirbidite okunarak yapilmistir. Kontrol amaciyla TMAO icermeyen ve ekim
yapilmis kiiltiirler kullanilmistir (Oren ve Triiper, 1990).

Nitrat varliginda anaerobik iireme i¢in %0.5 KNO; iceren SG broth vida kapakli
tiiplerde hazirlanmistir. 15 giinliik inkiibasyon sonucunda iireme 600 nm’de absorbans
okunarak belirlenmistir. Kontrol amaciyla KNOs icermeyen tiiplere ekim yapilarak
kullanilmistir (Mancinelli ve Hochstein, 1986).

Tiim anaerobik calismalarda besiyerlerine ekim islemi azot veya helyum gazi

altinda gerceklestirilmistir.

3.2.6. Antibiyogram Testi

Antibiyotiklere karsi duyarlilik testlerinde sivi SG besiyerinde 37.5 °C
sicaklikta, 120 rpm devirde 7 giin iretilmis kiiltiirler kullamlmistir. Kiiltiirlerin
yogunlugu, 3 No’lu Mac-Farland bulaniklik tiipiine gore tuzlu su (SG besiyerinin
anorganik kismi) ile ayarlanmistir. Bulanikliklar1 ayarlanan kiiltiirlerden 0.1ml SG agar
besiyerinin yiizeyini Ortecek sekilde yayilmis ve 10 dakika kurutulmustur. Besiyeri
yiizeyi kuruduktan sonra antibiyotik diskleri yerlestirilmis ve 37.5°C sicaklikta 15 giin
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki zon caplar1 6lgiilerek

izolatlarin antibiyotiklere kars1 duyarliliklar1 belirlenmistir (Oren ve ark., 1997).

3.2.7. Polar Lipitlerin ince Tabaka Kromatografisi
3.2.7.1. Polar Lipit Ekstraksiyonu

Membran polar lipitlerinin belirlenmesi amaciyla 20 mL sivi SG besiyerinde
37.5°C de 120 rpm de 15 giin boyunca gelistirilen kiiltiirler kullanilmistir. Polar lipit
ekstraksiyonu icin sirasiyla su islemler uygulanmistir; Kiiltiirler 20 mL’lik santrifiij
tiiplerine almarak santrifiij edilmis ve hiicrelerin ayrilmasi saglanmistir, elde edilen
hiicre pelleti {izerine 0.75 mL distile su ve 3.75 mL kloroform metanol (1/2) eklenmis
ve pelletin c¢oziildiikten sonra ekstraksiyon ic¢in 2 saat bekletilmis ve santrifiij edilmistir,
iist faz temiz bir tipe aktarlmis ve kalan pellet iizerine 4.75 mL
kloroform/metanol/distile su (2/1/0.8) eklenmis, tekrar santrifiij yapilmis ve tist faz bir
onceki tiipte bulunanla birlestirilmistir, birlestirilmis st fazlar iizerine 2.5 mL

kloroform ve 2.5 mL distile su eklenmistir, alt faz alinarak kiiciik kahverenkli cam
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siselere konulmus ve solventin vakumlu desikatorde u¢masi ve ekstraktlarin kurumasi

saglanmistir.

3.2.7.2. ince Tabaka Kromatografisi

Kurutulan ekstraklar iizerine kloroform ilave edilerek polar lipitlerin ¢oziilmesi
saglanmis ve ince tabaka kromatografisi icin silikajel kapli cam plakalara yiiklenmistir.
Plakalar, kloroform/metanol/asetik asit/distile su (85/22.5/10/4) iceren yiiriitme
cozeltisine maruz birakilarak lipit 6rneklerinin yiirlimesi saglanmigtir. Yiiriitme islemi
sonrasi plakalar kurutulmus ve daha sonra polar lipidlerin belirgin hale getirilmesi i¢in
asagida belirtilen ¢ozeltiler spreylenmistir.

Polar lipitlerin (fosfolipitler ve glikolipitler) belirlenmesi amaciyla %0.5 a-naftol
(%50 metanolde) ¢oziiliip plaka iizerine spreylenmis ve ardindan 47.5 mL etanol ve 2.5
mL H,SO, karistmi spreylenmistir. Plakalar 150°C’de 1sitildiktan sonra kahverengi
lekeler glikolipid olarak, mor lekeler ise fosfolipit olarak tespit edilmistir (Oren ve

Gurevich, 1993; Oren ve ark., 1996; Litchfield ve Oren, 2001).

3.2.8. Tiim Hiicre Proteinlerinin Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel
Elektroforezi (SDS-PAGE)
3.2.8.1. Protein Ekstraksiyonu

Izolatlarin 37.5°C’de 120 rpm de calkalamali olarak 3 kez arda arda 7 giinliik
inkiibasyonu sonucunda senkron kiiltiirler elde edilmistir. 3 mL’lik siv1 kiiltiirlerden
santrifiijle toplanan hiicre pelleti %25 NaCl ile yikanmis ve tekrar santrifiij edilmistir.
Olusan pellet lizerine 50 pL SDS-6rnek tamponundan (Laemmli, 1970) eklenerek
proteinlerin ektraksiyonu saglanmig ve ekstraklar denatiirasyon i¢in kaynar su

banyosunda tutulmugtur.

3.2.8.2. SDS-PAGE

[zolatlarin tiim hiicre protein profillerinin ¢ikarilmast icin %4 y1gma jeli ve %10 ayirma
jelinden olusan SDS-poli akrilamid jel sistemi kullamilmistir (Laemmli 1970). Jel
hazirlama agamasinda; 1.5 M tris ¢ozeltisi (pH 8.8), 0.5 M tris HCL c¢ozeltisi (pH 6.8),



%10’luk SDS c¢ozeltisi, akrilamid/bisakrilamid ¢o6zeltisi (%30), %10’luk amonyum

persiilfat cozeltisi (APS), TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin) kullanilmistir.

SDS-poliakrilamid jelinin hazirlanmasi:

Ayirma jeli (%10)

Distile su 14.1 mL
1.5M tris ¢ozeltisi 8.75 mL
Akrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi ((30g/0.9g)/dL.) 11.7 mL
%10 APS cozeltisi 175 uL
%10 SDS c¢ozeltisi 0.35 mL
TEMED 17.5 uL
Y1gma jelinin hazirlanmasi (% 4)

Distile su 4.3 mL
0.5M tris ¢ozeltisi (pH 6.8) 1.75 mL
Akrilamid/Bisakrilamid ¢6zeltisi (%30) 0.93 mL
%10 APS cozeltisi 35 ul
%10 SDS c¢ozeltisi 70 uL
TEMED 7uL

Ornekler jele yiiklendikten sonra sirasiyla 25 ve 30 mA de yiiriitme islemi
gerceklestirilmistir. Yiiriitme islemi sonrasi jel boyama ¢ozeltisinde bekletilmis ve

boyanin fazlasi giderildikten sonra fotografi cekilmistir.

3.2.9. izolatlarm Ureme icin Gerekli Minimum ve Optimum Tuz (NaCl)
Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Minimum ve optimum tuz konsantrasyonlarmin belirlenebilmesi i¢in SG
besiyerinde NaCl disindaki bilesenler sabit tutularak NaCl final konsantrasyonlart 0.5,
1, 2, 3, 4, 45 ve 5 M olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerlerine
inokiilasyon yapildiktan sonra 37.5°C’de 120 rpm’de calkalamali olarak 15 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin iireme oranim belirlemek icin 600nm de

absorbanslar ol¢iilmiistiir.
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3.2.10. Hiicre Lizisini Onleyen Minimum Tuz (NaCl) Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

Hiicrenin yapisal biitiinliigiinii korumas1 igin gereken minimum tuz
konsantrasyonu’nun belirlenebilmesi amaciyla kiiltiirler santrifiij edilmis iist faz
tamamen dokiilmiistiir. Pellet iizerine calismanin yiiriitiilecegi konsantrasyonlarda NaCl
iceren tuzlu su eklenerek yikama islemi yapilmistir. Hiicre siispansiyonu tekrar
santrifiijlendikten sonra yine pellet {izerine calismanin yapilacagr farkh
konsantrasyonlardaki tuzlu su c¢ozeltilerinden (%5, %7.5, %10, %12.5, %14, %20)
eklenmis ve iyice karismasi saglandiktan sonra spektrofotometrede 600 nm’de

absorbans alinmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Tuzlu Su Orneklerinin Kimyasal Ozellikleri

Halofilik arkelerin izole edildikleri ortamin kimyasal 6zelliklerinin incelenmesi
onlarin hangi ekolojik kosullar1 tercih ettiklerinin belirlenmesi acisindan 6nemlidir.
Halofilik arke suslarimin izole edildigi, tuz madeninin dort farkli bolgesinden alinan
tuzlu su 6rneklerinin (Csul, Csu2A, Csu2B ve CsuC) pH, toplam Sertlik, CO3'2, SO4'2,
CI, HCO;3, Ca**, Mg”, K* ve Na' konsantrasyonlar: belirlenmistir. Elde edilen

sonuglar cizelge 4.1 de verilmistir.

Cizelge 4.1. Cankin1 Cankaya tuz madeninden alinan tuzlu su 6rneklerinin kimyasal
analiz sonuglari

Csul Csu2A Csu2B Csu3 Saf su

pH 6.61 7.03 7.06 6.72 6.0
T. Sertlik (F) 3.8 3.1 3.8 3.7 <12
SOsZ(mg/L) 7400 7400 7500 7500 8
CI' (mg/L) 209000 230000 192000 200000 <10
CO;? (me/L) - - - - -
HCO; (me/L) 1.2 1.6 2.2 1.8 -
Ca® (ppm) 790 920 970 940 -
Mg** (ppm) 530 490 510 560 -
K* (ppm) 210 190 190 240 -
Na* (ppm) 67200 18600 102300 88700 -

Tuzlu su 6rneklerinin, pH degerleri 6.61-7.06, SO, degerleri 7400-7500 (mg/l),
toplam sertlik degerleri 3.1-3.8 F, HCO3™ degerleri 1.2-2.2 me/l, Ca** degerleri 790-970
ppm, Mg** degerleri 490-560 ppm, K* degerleri 190-240 ppm, Na* degerleri 18600-
102300 ppm araliginda bulunurken CO5™ bulunamamustir.

Halofilik arkelerin ¢ok yiiksek miktarda NaCl ve KCIl bulunan ortamlarda
gelistikleri ve yiiksek miktarda NaCl’e kesinlikle ihtiya¢ duymalar1 halofilik arkelerin
en dikkat cekici ozelligidir. Arastirmacilar asir1 halofilik arkelerin gelismesi icin en az
1.5 M NaCl’e ihtiya¢ oldugunu, cogu tiirlerin ise 3.5-4.5 M NaCl de optimum
gelistiklerini belirlemiglerdir. Ortamda bulunan yiiksek miktardaki NaCl’nin aktif
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tasimada ve halofilik arkelerin yapisal biitiinliigiinii kaybetmemesinde o6nemli rol
oynadig belirtilmistir (Kushner, 1985).

Halofilik arkelerin tercih ettikleri ekolojik kosullarla ilgili olarak, her ne kadar
en az 1.5 M NaCl konsantrasyonlarina ihtiya¢ duysalar da sahil batakliklari, derin deniz
kuyulari, denizler ve diisiik tuz konsantrasyonuna sahip tuzlalar gibi bolgelerden de
halofilik arkelerin izole edildikleri rapor edilmistir (Elshahed ve ark., 2004).

Arastirmalara gore halofilik arkelerin, tuz golleri, soda golleri, tuzlalar, tuz
madenleri gibi nétrofilik veya alkalifilik, ayn1 zamanda NaCl oram1 minimum 1.5 M
olan yiiksek tuzlu ortamlarda yogun sekilde bulunduklari belirtilmistir. Ozellikle
halofilik arkelerin pH degeri bakimindan gelisimlerini siirdiirebildikleri en asidik
ortamin pH degeri 6.0 civarinda olan Olii Deniz olarak rapor edilmis olmasi, elde edilen
tuzlu su orneklerinin kimyasal analiz sonucglarin1 desteklemektedir (Arahal ve ark.,
1996; Oren ve Rodriguez-Valera, 2001).

Yiiksek tuzlu soda gollerinden ¢ok sayida alkalifilik halofilik arke tiirii izole
edilmistir. Bu tiirlerin optimal gelistikleri pH degerleri 9-10 arasindadir ve nétral pH da

2+¢

gelisemezler. Alkalifilik halofilik arkeler gelisimleri igin yiiksek Mg ™ ‘a ihtiyag
duymazlar. Optimum ihtiya¢ duyduklar1 Mg** konsantrasyonu 1 mM’in altindadir, 10
mM’in {izerindeki konsantrasyonlarin bu organizmalar1 inhibe edebilecegi rapor
edilmistir. Notrofilik halofilik arke tiirleri ise daha yiiksek Mg®* konsantrasyonuna (min.
50-100 mM) ihtiya¢ duymaktadirlar (Oren, 2001).

Alkalifilik ortamlarda CO3” miktarinin fazla olmasina karsin Cankir1 Cankaya
tuz madeninden aldigimiz tuzlu su 6rneklerinde bulunmamasi, ayn1 zamanda tuzlu su

orneklerimizin Mg®* konsantrasyonunun yiiksek olmasi, pH araligiin da 6.61-7.06

olmasi izolatlarimizin nétrofilik halofilik arkeler oldugunu ortaya koymaktadir.

4.2. Halofilik Arke izolatlar

Ulkemizde ve diinyada farkli tuz madenlerinden halofilik arke izolasyonlart
karakterizasyonlar1 ve identifikasyonlar1 yapilmistir (Norton ve ark., 1993; Stan-Lotter
ve ark., 2002; Birbir ve ark., 2004;).

Cankirt Cankaya Tuz Madeni’nden alinan tuzlu su orneklerinden halofilik
arkelerin izolasyon ¢alismalari Penisilin G igeren SG sivi ve kat1 besiyerleri kullanilarak

gerceklestirilmistir. Tuzlu ortamlarda asint halofilik 6zellik gosteren arkelerle birlikte
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cesitli halofilik veya halotolerant (tuz toleransl) bakterilerin de yasadiklar
bilinmektedir (Kushner, 1985; Oren, 2000). Dolayisiyla bu tipteki bakterilerin elimine
edilmesi amaciyla izolasyon asamasinda SG besiyerine Penisilin G ilave edilmistir
(Torreblanca ve ark., 1986).

Calisma kapsamina dahil edilen izolat se¢imlerinin 6n elemesi Oren ve
arkadaslan tarafindan (1997) belirtilen koloni ve hiicre morfolojisi 6zelliklerine gore
belirlenmistir. Koloni morfolojisi 0zelliklerine gore birbirinden farklilik gosteren
toplam 15 farkli halofilik arke izolatinin saf kiiltiirleri hazirlanmistir. Bu izolatlar
arasinda ise oncelikle hiicre morfolojilerine gore ve sonra tiim hiicre protein profilleri
sonuclarina gore birbirinden farklilik gosterdigi saptanan 8 izolat calisma kapsamina
dahil edilmistir. izolatlar; CH2, CH3, CHA1, CHC, CH7, CH8K, CH8B, CH11 seklinde

isimlendirilmistir.

4.3. Halofilik Arke izolatlarmm Gram Reaksiyonu, Hareket, Koloni ve Hiicre
Morfolojisi Ozellikleri

Izolatlarin koloni morfolojisi, pigmentasyonlar1, hiicre morfolojileri, Gram
reaksiyonlart ve hareket oOzellikleri halofilik arkelerin taksonomisinde kullanilan
ozellikler olduklari i¢in 6nemlidirler (Ozcan ve ark., 2007).

Izolasyon calismalar1 sonrasinda elde edilen 8 farkli halofilik arke izolatinin,
gram reaksiyonu, hiicre morfolojisi ve hareket Ozellikleri Cizelge 4.2.’de, koloni

pigmentasyonlari, koloni morfolojileri ise Cizelge 4.3.” te verilmistir.

Cizelge 4.2. izolatlarin hiicre morfolojileri, gram reaksiyonlar1 ve hareket 6zellikleri

izolat Gram reak. Hiicre sekli Hareket Hiicre boyutlari
CH2 Gr(-) Cubuk Hareketli 2-15 um
CH3 Gr(-) Cubuk Hareketli 2-10 um
CHA1 Gr(-) Pleomorfik Hareketli -

CHC Gr(-) Cubuk Hareketli 2-10 um
CH7 Gr(-) Pleomorfik Hareketli -

CHSK Gr(+/-) kok Hareketsiz 1-3 um
CHSB Gr(+/-) kok Hareketsiz 1-3 um

CH11 Gr(-) Pleomorfik Hareketli -
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Dussault (1955)’e gore yapilan Gram boyama sonucunda, izolatlarin 6 tanesinin
Gram (-) 2 tanesinin ise Gram degisken boyanma 6zelligi gosterdigi tespit edilmistir.
Kok seklindeki 2 izolat olan CH8K ile CH8B Gram boyama sonrasinda hiicrelerin ayni
preparat icerisinde hem Gram (-) hem de Gram (+) boyandigi gozlenmistir.
Halobacteriales ordosunun iiyelerinin biiyiikk bir kismi Gram (-) 6zellikte oldugu ve
Natronococcus ve Halococcus gibi kok morfolojisine sahip bazi iiyelerinin Gram
degisken ozellik gosterdigi belirtilmistir (Oren ve ark., 1997; Grant ve ark., 2001).
Halofilik arkelerin non-kokkoid formlarmin yiiksek molekiill agirligina sahip
glikoproteinlerden olugmus hiicre duvarma, Halococcus tiirlerinin ise siilfath
heteropolisakkarit yapisinda kalin bir hiicre duvarina sahip olduklari belirtilmistir
(Oren, 2001). Kok sekilli organizmalardaki Gram degisken boyanma 6zelliginin, kok
sekilli olmayanlardan farkli bir hiicre duvar1 yapisina sahip olmalarindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Halofilik arke izolatlarimin hiicre morfolojileri ve hareket o6zelliklerini
belirlemek amaciyla SG-s1v1 besi yerindeki 7 giinliik inkiibasyonlar1 sonunda hazirlanan
prepearatlarin faz kontrast mikroskobunda incelemeleri yapilmistir. Mikroskobik
incelemeler sonucunda CH2, CH3 ve CHC izolatlarinin ¢ubuk, CHA1, CH7 ve CHI11
izolatlarinin pleomorfik, CH8K ve CHS8B izolatlarinin ise kok sekilli olduklar
saptanmistir (Sekil 4.1-4.8). Cubuk hiicre morfolojisine sahip olan izolatlarin
hiicrelerinin kisa ve uzun tekli cubuklar halinde oldugu, pleomorfik hiicre sekilli olan
izolatlardan CHA1 ve CH7 izolatlarinin diizensiz iicgen, kare, yamuk ve degisik
sekillerde dortgenlerden olustugu, CHI11 izolatinin yine pleomorfik fakat ¢ok kiiciik
diizensiz sekildeki hiicre morfolojisine sahip oldugu, CH8K ve CH8B izolatlarinin ise
tekli, ikili, dortlii ve gruplar halinde bir arada bulunan kok sekilli hiicrelerden
olustuklar1 saptanmustir. Halobacteriaceae familyas: liyelerinin ekstrem polimorfizim
gosterdikleri cubuk, pleomorfik ¢ubuk, kok, diiz pleomorfik, diiz kare ve liggene kadar
degisen, ¢esitli morfolojik sekillere sahip olduklar belirtilmistir (Oren, 2001).



Sekil 4.1. SG s1v1 besiyerinde 37.5°C’de 120 devir/dk.’da 7 giin iiretilen CH2
izolatinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (bar 10 pwm)

Sekil 4.2. SG s1v1 besiyerinde 37.5°C’de 120 devir/dk.’da 7 giin iiretilen CH3
izolatinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (bar 10 pm)



Sekil 4.3. SG s1v1 besiyerinde 37.5°C’de 120 devir/dk.’da 7 giin iiretilen CHA1
izolatinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (bar 10 pm)

Sekil 4.4. SG s1v1 besiyerinde 37.5°C’de 120 devir/dk.’da 7 giin iiretilen CHC
izolatinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (bar 10 pm)
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Sekil 4.5. SG s1v1 besiyerinde 37.5°C’de 120 devir/dk.’da 7 giin iiretilen CH7
izolatinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (bar 10 pwm)

Sekil 4.6. SG s1v1 besiyerinde 37.5°C’de 120 devir/dk.’da 7 giin iiretilen CHSK
izolatinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (bar 10 pm)
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Sekil 4.7. SG s1v1 besiyerinde 37.5°C’de 120 devir/dk.’da 7 giin iiretilen CH8B
izolatinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (bar 10 pm)

Sekil 4.8. SG s1v1 besiyerinde 37.5°C’de 120 devir/dk.’da 7 giin iiretilen CH11
izolatinin faz kontrast mikroskop goriintiisii (bar 10 pm)
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[zolatlar, hareket 6zellikleri yoniinden ele alindiginda kok sekilli iki izolat olan
CH8K ve CH8B’nin hareketsiz, diger 6 izolatin ise hareketli oldugu saptanmustir.
Halobacteriaceae familyasi iiyelerinin genellikle demet seklindeki flagella veya polar
flagellumlar1 ile hareketli olduklarn belirtilmistir (Oren ve ark., 1999; Grant ve ark.,
2001; Oren, 2001).

Cizelge 4.3. Halofilik arke izolatlarinin koloni morfolojisi 6zellikleri

izolat Muk. Kol.s. Yan.g. Pigmentasyon Isik g. Kolken. Yiiz.g. Kol.c(mm)

CH2 - Yuv. Konveks Yavruagzi Seffaf Diiz Diiz 0.3-0.75
CH3 - Yuv. Konveks  Cok acik kirmizi  Yari seffaf Diiz Diiz 0.25-0.6
CHA1 - Yuv. Konveks Koyu kirmizi Opak Diiz Diiz 0.2-0.5
CHC - Yuv. Konveks  Cok agik kirmizi Seffaf Diiz Diiz 0.4-0.7
CH7 - Yuv. Konveks Kirmizi Opak Diiz Diiz 0.2-0.5
CHSK - Yuv. Konveks Pembe-Kirmizi Opak Diizensiz  Diiz 0.1-0.2
CHSB - Yuv. Konveks Beyaz Opak Diizensiz  Diiz 0.1-0.2
CH11 - Yuv. Konveks Kirmizi Seffaf Diiz Diiz 0.15-0.25

Muk.: mukoid, Kol s.: koloni sekli, Yan.g.:Yandan goriiniis, Isik g.:Isik gecirgenligi, Kol. Ken: koloni kenar Yiiz.g.:
yiizey goriintimii, Kol.¢.: koloni ¢ap1., Yuv.: yuvarlak

Sekil 4.9. SG agar besiyerinde 37.5°C 15 giin iiretilen CHA1 izolatinin koloni
morfolojisi
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Sehgal Gibbons (SG) agar ortaminda 15 giin gelistirilen izolatlarin 7 tanesinin
(CH2, CH3, CHA1, CH7, CH8K, CH11) pembeden kirmiziya degisen renk tonlarinda,
1 tanesinin beyaz renkli (CH8B) oldugu saptanmustir. Izolat kolonilerinin 151k
gecrigenligi yoniinden seffaf, yan seffaf veya opak goriiniimde olduklan tespit
edilmistir. Koloni sekli yoniinden tiim izolatlarin yuvarlak, nonmukoid ve diiz ylizeyli
olduklar1 belirlenmistir. CH2, CH8K ve CH8B kolonilerinin yandan goriiniis yoniinden
alcak konveks, digerlerinin ise normal yiikseklikte konveks ozellik gosterdikleri
saptanmistir. Koloni kenar yapisina gére CH8K ve CH8B izolatlarinin diizensiz, diger
izolatlarin ise diiz oldugu belirlenmistir. Halobacteriales ordosunun pek ¢ok iiyesinin
hiicre zarlarinda bulundurduklar1 yiiksek orandaki karotenoid pigmentlerden dolayi
kolonilerinin kirmizidan pembe-turuncuya kadar degisen renk tonlarinda pigmentasyon
gosterdikleri saptanmustir (Sekil 4.9.) Ayrica opak seffaf yada yar seffaf, mukoid yada
nonmukoid, diiz kenarli konveks goriiniimlii olduklan bildirilmistir (Oren, 2001; Oren
ve Rodriguez-Valera, 2001; Grant ve ark., 2001; Castillo ve ark., 2006a). Kirmizi
pigmentasyon gosteren izolat ve suglar sivi besiyerinde iirediklerinde besiyerinin
kirmizi renge donmesine neden olmaktadirlar. Oren ve Rodriguez-Valera (2001),
halofilik arkelerin icermis olduklart C-50 karotenoid pigmentlerinden (a-
Bakterioruberin ve tiirevleri) dolay1 sivi ortamlarda 10’hiicre/mL yada daha yiiksek
yogunluga ulastiklarinda bulunduklar ortamlarin kirmizi renkte goriinmesine neden

olduklarini bildirmislerdir.

4.4. Halofilik Arke izolatlarinin Biyokimyasal Ozellikleri

Cankirt Cankaya Tuz Madeni’nden alinan tuzlu su drneklerinden izole edilen 8
izolatin cesitili biyokimyasal ozellikleri ve anaerobik iireyebilme Ozellikleri Oren ve
arkadaslar1 (1997)’na gore belirlenmistir. Her bir test i¢in pozitif ve negatif 6zellikte
olan standart suslar kullanilmistir. Izolatlarin katalaz aktivitesi, oksidaz aktivitesi,
jelatin, nisasta, Tweeen (20, 40, 60, 80) ve kazein hidrolizi, Sodyum tiyosiilfattan H,S
iretimi, triptofandan indol iiretimi, nitrat rediiksiiyonu ve gaz iiretimi sonuglar1 Cizelge
4.4 te, cesitli karbonhidratlardan asit ve gaz liretimi sonuclar1 Cizelge 4.5’te verilmistir.
Ayrica izolatlarin cesitli kimyasallar (nitrat, L-arjinin ve TMAQ) varliginda anaerobik

tiremeleri belirlenmistir.



39

Katalaz testi sonucunda tiim izolatlar ve standart sus olarak kullanilan Haloferax
mediterranei katalaz ve oksidaz porzitif olarak bulunmustur. Aerobik karakterdeki
Halobacteriales ordosu iiyelerinin katalaz ve oksidaz aktivitelerine sahip olduklar
(Oren ve ark.,, 1997; Grant ve ark., 2001) bilgisiyle sonuglarimiz paralellik
gostermektedir.

Pozitif standart olarak Natrialba asiatica DSM 12278 ve negatif standart olarak
Haloferax mediterranei suslarmin kullanildigi sodyum tiyosiilfattan (Na»S,03.5H,0)
H,S iiretimi testi sonuglara gore yalmizca CHA1 ve CHI11 izolatlarinin negatif sonug
verdigi diger izolatlarin ise pozitif sonug verdigi belirlenmistir. Sodyum tiyosiilfattan
(NazS,03.5H,0) H,S iiretimi sonuglari daha oOnce yapilan caligmalarla benzerlik
gostermektedir (Allen ve ark., 2008).

Jelatin hidrolizi testlerinde CHA1, CH8K ve CHS8B pozitif jelatinaz aktivitesi
gosterirken diger izolatlarin Jelatinaz aktivitesi gostermedikleri belirlenmistir. Jelatin
hidrolizi testlerinde Haloferax mediterranei pozitif, Haloarcula marismortui negatif
standart olarak kullanilmustir.

Nigasta hidrolizi testlerinde Haloarcula vallismortis DSM 3756 pozitif,
Halobacterium salinarum DSM 3754 negatif standart olarak kullanilmis olup sonucta
yalmizca CHA1 izolatinin nisasta hidrolizini gerceklestirdigi saptanmustir.

Tween hidrolizi testlerinde tween 20, 40, 60 ve 80 ayn aym test edilmistir.
CHAI1 tim tween testlerinde pozitif sonu¢ verirken, CH2, CH3 ve CHC tiim tween
testlerinde negatif sonug¢ vermislerdir. Diger izolatlardan CH7 ve CH11 tween 20 ve 40
hidrolizinde pozitif sonu¢ verirken CH8K ve CHS8B ise sadece tween 20 de pozitif
sonu¢ vermislerdir. Tween testlerinde tween 80 icin Natrialba asiatica DSM 12278
pozitif, Halobacterium salinarum DSM 3754 negatif standart sus olarak kullanilmistir.

Kazein hidrolizi testlerinde CHS8K ve CHS8B izolatlarinin pozitif diger izolatlarin
ise negatif sonug¢ verdigi saptanmistir. Kazein testlerinde Natrialba asiatica DSM 12278
pozitif, Haloarcula vallismortis DSM 3756 ise negatif standart olarak kullanilmistir.

Yapilan aragtirmalar, yiiksek tuz konsantrasyonunda gelisen halofilik arkelerin
bulunduklar1 ortamdaki organik madde artiklarimi parcalayarak kendileri icin karbon,
azot ve enerji kaynag sagladiklarimi gostermistir. Bu nedenle, bu organizmalarin

yasadiklar1 ortamdaki protein (kazein, jelatin), lipid (tween) ve niikleik asit gibi
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kompleks molekiilleri parcalayabilmek i¢cin DNaz, lipaz, amilaz, jelatinaz, gibi 6zel
enzimler trettikleri saptanmistir (Birbir ve ark., 2004).

Nitrat (NO3) rediiksiyonu testlerinde Haloarcula vallismortis DSM 3756 pozitif,
Halobacterium salinarum DSM 3754 negatif standart olarak kullamilmistir ve test
sonucunda sadece CHI1’in negatif sonu¢ verdigi goriilmiistiir. Nitrat rediiksiyonu
esnasinda gaz iiretimi testlerinde ise CHAl ve CH7’nin pozitif sonu¢ verdigi
belirlenmistir. Grant ve arkadaslar1 (2001) Halobacteriales iiyelerinde NOsrediiksiyonu
yeteneginin oldugunu belirtmislerdir.

[zolatlardan CHA1, CH8K ve CHS8B triptofanin deaminasyonu sonucu indol
olustururken diger izolatlarda indol iiretimi negatif olarak belirlenmistir. Haloarcula
vallismortis DSM 3756 pozitif, Haloarcula marismortui negatif standart olarak
kullanilmistir. Kemoorganotrofik olan Halobacteriales iiyelerinin karbon kaynagi
olarak aminoasit ve proteinlerin bulundugu ortamlarda cok iyi gelisebildikleri ve
halofilik arkeler arasinda proteaz iiretiminin yaygin oldugu belirtilmistir (Grant ve ark.,
2001). Triptofanin deaminasyonu sonucu indol iiretimi daha onceki ¢alismalarla benzer
bulunmustur (Torreblanca ve ark., 1986; Grant ve ark., 2001).

Her biyokimyasal test icin kullanilmis olan standart suslardan beklenilen

sonuclar elde edilmistir. Bu sonuclar biyokimyasal test sonug¢larin1 desteklemektedir.

Cizelge 4.4. Halofilik arke izolatlarinin bazi biyokimyasal test sonuglari

. Katalaz Oksidaz Jelatin Nisasta  Tween hidrol  Kazein H,S Nitrat  Nitrat indol
I1zolat aktiv. aktiv.  hidrol. hidrol. 20 40 60 80 hidrol. iiret. rediik. gaz iiret.  iiret.

CH2
CH3
CHA1
CHC
CH7
CH8K
CH8B
CH11

+

++ 4+ + + + +

+ - +

++ + + 4+ + +

+ +

+

+ + + 4o

+

+

+

1
+ +

+ + + 4+ o

+ - -

+ + + + + +

+
+

+

+ +

Farkli sekerlerden asit ve gaz iiretimi sonuglarina gore izolatlarin hi¢bir sekerden
gaz iiretmedigi ve izolatlarin biiyiik bir kismimin riboz ve ksiloz sekerlerinden asit
olusturduklar belirlenmistir (Cizelge 4.5). Glukoz varliginda CH2, CH3, CHC ve CHI11
izolatlar asit olustururken diger izolatlarin glukozu fermente edemedikleri saptanmistir.

Siikrozdan asit iiretimi sadece CH2 ve CHC izolatlarinda goriilmiistiir. Laktozu hicbir
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izolatin fermente edemedigi belirlenmisti. CHA1 ve CH7 izolatlarimin maltoz ve
fruktozu kullanip asit olusturduklari, CH2 izolatinin ise sadece maltozdan asit iirettigi
tespit edilmistir. Ksilozdan CH8K ve CH8B haricindeki tiim izolatlarin asit iirettigi
belirlenmistir. Mannozu sadece CH2 ve CHC izolatlarinin fermente edebildigi, riboz
sekerini ise CH2, CH3 ve CHC izolatlar1 haricinde tiim izolatlarin fermente edebildigi
belirlenmistir. Kemoorganotrofik ekstrem halofilik arkelerin enerjilerini aminoasitleri
kullanarak saglamalarinin yani sira cesitli karbonhidratlarida kullanabilecekleri rapor
edilmistir (Oren, 2001; Grant ve ark., 2001). Halofilik arkelerde sekerlerin yikiminin
modifiye Entner-Doudoroff metabolik yolu ile gerceklestigi bildirilmistir (Oren, 2001).

Cizelge 4.5. Halofilik arke izolatlarinin ¢esitli karbohidratlardan asit ve gaz iiretimi
sonuglari

Glukoz Siikroz Laktoz Fruktoz Maltoz Ksiloz Mannoz Riboz

Asit Gaz Asit Gaz Asit Gaz Asit Gaz Asit Gaz Asit Gaz Asit Gaz Asit Gaz

CH2 + -+ - - - - - + -+ -+ - - -
CH3 + - - - - - - - - -+ - e
CHA1l - - - - - -+ -+ -+ - - -+ -
CHC + - + - - - - - - -+ -+ - - -
CH7 - - - - - - + - + - + - - - + -
CH8K - - - - - - - - - - - - - -+ -
CH8B - - - - - - - - - - - - - -+ -
CH11 + - - - - - - - - -+ - - -+ -

L-Arjinin, TMAO (Trimetilamin-N-oksit) ve KNOj; kimyasallar1 varliginda
izolatlarin anaerobik gelisimleri test edilmistir. L-Arjinin ve TMAO varliginda hicbir
izolatta anaerobik iireme goriilmemis fakat KNO; varliginda sadece CH7 izolatinda
pozitif sonu¢ alinmistir. Yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip ortamlarda oksijen
¢Oziiniirligtiniin az olmasindan dolay1 halofilik arkelerin cogu anaerobik olarak farkli
kimyasallarin varliginda iireme yetenegine sahiptirler. Anaerobik olarak {ireme
amaciyla fumarat, TMAO, DMSO veya nitrat gibi alternatif elektron alicilarin
kullanabildikleri ve bazi tiirlerin L-arjinin fermentasyonu ile anaerobik iireyebildigi
belirtilmistir (Hartmann ve ark., 1980; Mancinelli ve Hochstein, 1986; Oren ve Triiper,

1990; Oren ve Litchfield, 1999).
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4.5. Halofilik Arke Izolatlarinin Gelisimi Icin Gerekli Minimum ve Optimum NaCl
Konsantrasyonu

Halobacteriaceae familyas: iiyeleri, solar tuzlalar, Oliideniz ve diger yiiksek
tuzlu goller dahil NaCl konsantrasyonu yaklasik %?25’1 asan yiiksek tuzlu
ekosistemlerin dominant organizmalaridir. Halofilik arkelerin ortak ozelligi yiiksek
NaCl konsantrasyonuna ihtiya¢ duymalaridir. Bu familya tiyelerinin minimum 1.5 M
NaCl gereksinimi olmasina karsin birka¢ aragtirma bu aile {iyelerinin cesitli diisiik tuzlu
cevrelerden de izole edilebileceklerini gostermistir (Oren, 2001; Elshahed ve ark.,
2004).

Halofilik arkelerin minimum ve optimum tuz konsantrasyonlarinin belirlenmesi,
siniflandirma caligmalarinda da kullanilan bir kriter oldugundan 6nemlidir (Oren ve
ark., 1997).

Izolatlarin gelisimi icin gerekli minimum NaCl degerleri incelendiginde CHA1
icin 2 M, diger izolatlar icinse 3 M oldugu belirlenmistir. izolatlarin gelisimi icin
optimum NaCl degerlerinin ise 4-4.5 M araliginda oldugu saptanmistir. CH2, CHC ve
CH11 izolatlariin optimum NaCl gereksinimleri 4 M olarak, diger izolatlarin ise 4.5 M
olarak bulunmustur. Genel olarak halofilik arkelerin gelismeleri igcin gerekli NaCl
konsantrasyonlarinin minimum 1.5 M, optimum 3.5-4.5 M araliginda oldugu rapor

edilmistir (Ozcan ve ark., 2007).

4.6. Halofilik Arke izolatlarnin Hiicre Lizizini Onleyen Minimum NaCl
Konsantrasyonlari

Izolatlarin hiicre lizizini onleyen NaCl konsantrasyon degerleri, CH2, CH3,
CHAI1 ve CHI1 i¢in %10, CHC ve CH7 i¢in %12,5 olarak bulunurken hiicreleri kok
seklinde olan CH8K ve CH8B izolatlarinin ise distile suda dahi lizize ugramadiklar
belirlenmistir.

Halobacteriales ordosunun bir ¢ok iiyesi yapisal stabilite icin yiiksek oranda tuz
konsantrasyonuna ihtiya¢ duymaktadir. Kok morfolojisine sahip olmayan halofilik arke

tiirlerinde hiicrelerin %10’ un altindaki NaCl konsantrasyonlarda lizize ugradiklari, fakat
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kok hiicre seklinde olan tiirlerin siilfath heteropolisakkarit yapisinda kalin hiicre
duvarina sahip olmalarindan dolay1 diisiik tuzlu ortamlarda lizize kars1 yiiksek direng

gosterdikleri yada lize olmadiklar belirtilmistir (Oren ve ark., 1997, Oren 2001).

4.7. Halofilik Arke izolatlarinin Antibiyotik Duyarhhklar

Halofilik arkelerin karakterizasyonu ve karsilastirilmasi ile ilgili taksonomik
calismalarda antibiyotik duyarlilik testleri onemli yer tutmaktadir (Oren ve ark., 1997).
Disk difiizyon yontemi ile yapilan antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda halofilik
arke izolatlarinin tamaminin kullanilan 15 farkli antibiyotikten Bazitrasin (10 IU) ve
Novobiyosin (30 ug)’e karsi ve CH2, CH3 ve CHC disinda diger izolatlarin Rifampisin
(5 pg)ye karsi duyarhi olduklar belirlenmistir (Cizelge 4.6). Buna karsilik tim
izolatlarin Streptomisin (25 pg),Vankomisin (30 pg), Siilfametazol/Trimetoprim (25
pg), Eritromisin (15 pg), Neomisin (30 pg), Kloramfenikol (30 pg), Azitromisin (15
pg), Trimetoprim (5 pg), Norfloksasin (10 pg), Ampisilin (10 pg), Penisilin G (10 IU),

Tetrasiklin (30 pg) antibiyotiklerine karg1 direncli olduklar1 bulunmustur.

Cizelge 4.6. Halofilik arke izolatlarinin cesitli antibiyotiklere kars1 duyarlilik test
sonuglari

izolat
CH2 CH3 CHA1l CHC CH7 CHSK CHSB CH11

Antibiyotikler

Rifampisin(5ug) R R 0.9cm R 03cm 1l4cm 1.5cm  0.8cm
Streptomisin (25ug) R R R R R R R R
Vankomisin (30ug) R R R R R R R R
Stilfametazol/trimetoprim (25pg) R R R R R R R R
Eritromisin (15ug) R R R R R R R R
Bazitrasin (10IU) 1.6cm 1.2cm 2.5cm 1.5cm 2.lcm 2.7cm 3.4cm 1.2cm
Neomisin (30pg) R R R R R R R R
Kloramfenikol (30ug) R R R R R R R R
Azitromisin (15ug) R R R R R R R R
Trimetoprim (5pg) R R R R R R R R
Norfloksasin (10ug) R R R R R R R R
Novobiyosin (30ug) 1.7cm  2cm 22cm 1.8cm 1.8cm 3.5cm 2.5cm  3.3cm
Ampisilin (10pg) R R R R R R R R
Penisilin G (10IU) R R R R R R R R
Tetrasiklin (30ug) R R R R R R R R

Zon degerleri yaricap ve cm cinsinden verilmistir, R: direngli
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Halobacteriales iiyeleri karakteristik olarak penisilin, Ampisilin, Neomisin,
Streptomisin, Kanamisin gibi bakterilere spesifik antibiyotiklere karsi direnclidirler
(Pecher ve Bock, 1981; Bonelo ve ark., 1984). B-Laktam halkas1 iceren penisilin ve
ampisilin bakterilerde hiicre duvarn sentezinde transpeptidasyonu saglayan trans
peptidaz enzimini inhibe ederek duvar sentezini engellemektedir. Bir glikopeptid olan
vankomisin ise peptidoglikan Onciillerinde bulunan D-alanil-D-alanin peptidinin ug
kismia doniisiimsiiz olarak baglanarak peptidoglikan sentezini inhibe etmektedir
(Jocklik ve ark., 1992; Madigan ve ark., 2000). Halofilik arkeler, bakterilere spesifik
olan peptidoglikan yapisinda hiicre duvarina sahip olmadiklart i¢in bu tip
antibiyotiklerden etkilenmemektedirler (Pecher ve Bock, 1981; Bonelo ve ark., 1984;
Bock ve Kandler 1985).

Bakterilerde 50S ribozom alt birimine baglanarak translokasyonu engelleyen ve
bu sekilde protein sentezini inhibe eden makrolid grubundan Eritromisin antibiyotigi ve
onun yar1 sentetik tiirevi olan Azitromisine (Jocklik ve ark., 1992; Madigan ve ark.,
2000) kars1 direngli olduklar1 saptanmustir.

50S ribozom alt birimine baglanarak bakterilerde peptidil transferaz inhibisyonu
ile protein sentezini engelleyen Kloramfenikole kars1 halofilik arke izolatlarinin direngli
olduklart belirtilmistir (Madigan ve ark., 2000). Ayrica arkeal ribozomlarin, bakteriyel
ribozomlarda bulunan Kloramfenikol ve Streptomisin gibi antibiyotiklerin baglanma
bolgelerine sahip olmadiklar1 da bildirilmistir (Matheson, 1985).

Tiim izolatlarin bakterilerde 30S alt birimine baglanarak protein sentezini inhibe
eden aminoglikozit grubu Neomisine kars1 direncli olduklart bulunmustur. Halofilik
arkelerin Neomisine direngleri ile ilgili olarak, antibiyotigin bazik bilesikler iceren
baglanma bolgeleriyle yiiksek miktardaki tuzun elektrostatik etkilesime girmesinin
sonucu olabilecegi belirtilmistir (Bonelo ve ark., 1984; Bock ve Kandler, 1985).

Calismalarimiz sonucunda izolatlarin naftasen halkasi iceren 30S ribozom alt
biriminde aminoacil tRNA’nin A bolgesine baglanmasini engelleyerek protein sentezini
inhibe eden Tetrasikline (Madigan ve ark., 2000) direngli olduklar1 bulunmustur.

Disk difiizyon testleri sonuglarina gore halofilik arke izolatlarinin bakteriyel
DNA girazin gyrA alt iinitesine baglanarak DNA’nin siiper sarmal olusturmasini
engelleyen Norfloksasin antibiyotigine kars1 direngli olduklar1 saptanmistir (Madigan ve

ark., 2000).
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Tiim halofilik arke izolatlarinin Novobiyosin antibiyotigine karst duyarh
olduklar1 belirlenmistir. Novobiyosin antibiyotigi bir DNA giraz inhibitoriidiir ve
bakterilerde oldugu gibi halofilik arkeleri etkiledigi rapor edilmistir (Sioud ve ark.,
1988).

Halofilik arke izolatlarinin tamaminin Basitrasin antibiyotigine duyarli oldugu
tespit edilmistir. Basitrasin antibiyotiginin hiicre duvar sentezini inhibe ettigi
belirtilmistir (Jocklik ve ark., 1992; Madigan ve ark., 2000). Yapilan calismalarda
halofilik arkelerin peptid yapisindaki Basitrasin antibiyotigine kars1 duyarli olduklar
belirtilmistir (Sioud ve ark., 1988). Basitrasin antibiyotiginin lipit biyosentezini inhibe
ettigi ve bu yol ile hiicre duvar1 olusumunu engelledigi rapor edilmistir (Bonelo ve ark.,
1984).

Calismamizda halofilik arke izolatlarindan CH2, CH3 ve CHC Rifampisin
antibiyotigine kars1 direngli, diger izolatlarin ise duyarli olduklar tespit edilmistir.
Rifampisin antibiyotiginin bakterilerde DNA’ya bagli RNA polimerazi inaktive ettigi
bilinmektedir (Jocklik ve ark., 1992). Yapilan ¢alismalara gore Rifampisinin halofilik
arkelerin cogunda inhibitor etkiye sahip oldugu belirtilirken (Pecher ve Bock, 1981;
Bonelo ve ark., 1984) diger bir ¢alismada ise bazi halofilik arkelerin Rifampisine

direncli olduklari rapor edilmistir (Allen ve ark., 2008).

4.8. Halofilik Arke izolatlarmin Tiim Hiicre Protein Profilleri

Tuzlu su orneklerinden halofilik arke izolasyonunun ilk asamasinda elde edilen
toplam 15 izolat arasindan farkli koloni morfolojisine sahip olanlar belirlenmis ve bir
sonraki asamada bu izolatlarin tiim hiicre protein profilleri ¢ikarilmistir (Laemmli 1970,
Ozcan ve ark., 2006). SDS-PAGE sonucuna gére benzer protein igerigine sahip olanlar
elimine edilmistir. Tiim hiicre SDS-PAGE protein profillerinin bakteriyel tiirlerin ayirt
edilmesinde kullanilan hizli bir metot oldugu ve DNA-DNA hibridizasyonuna benzer
bir ayrim sagladig1 belirtilmistir (Jackman, 1987). Ayrica halofilik arkelerde de tiim
hiicre protein profili ¢aligmalarinin taksonomik amaclh arastirmalarda izolat sayisinin
indirgenmesi icin kullaniglh ve kolay bir yontem oldugu belirtilmistir (Hesselberg ve
Vreeland, 1995).

Calisma kapsaminda SDS-PAGE sonucunda 15 izolattan CH2, CH4, CHS, CHS6,
CHY izolatlarinin, CH1 ve CH3’iin, CHA1 ve CHAK’nmin, CH7 ile CH12’nin, aym
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protein profiline sahip oldugu, CHC, CHI11 izolatlarinin ise diger izolatlardaki protein
profillerine benzemedigi tespit edilmistir. CH8K ve CH8B izolatlarinin protein
profilleri benzemesine ragmen koloni pigmentasyonlar1 farkli oldugu icin farkli iki
izolat olarak calisma kapsamina dahil edilmistir.

Bu calisma ile izole edilen birbirinden farkli kabul edilebilecek izolat sayisi
belirlenmistir. Daha 6nce yapilan calismalarda da halofilik arke tiim hiicre protein
profilleri karsilastirilarak birbirinden farklilik gosteren izolatlar belirlenmistir (Elevi ve
ark., 2004; Ozcan ve ark., 2006). Ayrica Stan—Lotter ve arkadaslart (2002), Halococcus
dombrowskii tiriiniin tanimlanmas1 asamalarinda bu organizmanin diger koklardan
ayird edilmesi amaciyla SDS-PAGE tim hiicre protein profili analizini de

kullanmuislardir.

116

66.2

45

25

18.4

Sekil 4.10. Halofilik arke izolatlarinin SDS-PAGE hiicre protein profilleri
1: CHSK, 2: CHS8B, 3: CH3, 4: CHC, 5: CH11, 6: CH7, 7: CHA1, 8: CH2, 9: Marker (kDa)

Calisma sonrasinda olusan bantlar degerlendirildiginde 8 farkli izolat i¢in 7
farkl1 protein profili goriiliirken koloni pigmentasyonlan farkli olan CH8K (kirmizi) ve
CHS8B (Beyaz) protein profillerinin birbirinin ayni oldugu goriilmektedir (Sekil 4.10).
Halofilik arkelerin kromozomlarindaki insersiyon sekanslarinin fazla oldugu ve
bunlarin yiiksek siklikta spontan mutasyonlara neden olduklari belirtilmistir (DasSarma,

1993). Bu bilgiler 1s181tnda CH8K ve CHS8B izolatlarinin ayni tiir olabilecekleri ve
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pigmentasyon farklarinin ise belirtilen insersiyon sekanslarindan kaynaklanabilecegi

sonucuna varilmaktadir.

4.9. Halofilik Arke izolatlarinin Membran Polar Lipitlerinin Analizi

Giiniimiizde halofilik arkelerin siniflandirilmasi, fenotipik ozellikler, kimyasal
(6zellikle polar lipit kompozisyonu) ve genetik (16S rRNA sekans analizi ve DNA-
DNA hibridizasyonu) veriler olmak iizere {i¢ tip veri esas alinarak yapilmaktadir (Oren
ve ark., 1997; Grant ve ark., 2001; Castillo ve ark., 2006 b; Gutiérrez ve ark., 2007).
Halofilik arkelerin membran polar lipitlerinin analiz caligmalari en Onemli
kemotaksonomik ¢alisma olarak kabul edilmektedir.

Cankirt Cankaya Tuz Madeni’nden izole edilen halofilik arke izolatlarinin
membran polar lipit analizi icin Halobacteriaceae familyasina ait 5 standart sus
kullanilmustir. Bunlar; Halobacterium salinarum DSM 3754, Natrialba asiatica DSM
12278, Halorubrum saccharovorum DSM 1137, Haloferax denitrificans DSM 4425,
Haloarcula vallismortis DSM 3756 suslaridir.

Halobacterium salinarum DSM 3754’un polar lipitleri fosfatidil gliserol (PG),
fosfatidil gliserofosfatin metil esteri (PGP-Me) ve fosfatidil gliserosiilfat (PGS)
fosfolipitleri ile siilfatlanmis tetragliserol dieter’in (S-TeGD) CyyCy formuna sahip
glikolipitlerinden olusmaktadir (Oren ve Gurevich, 1993).

Haloferax denitrificans DSM 4425’1n polar lipitleri, PGP-Me fosfolipitlerine,
diglikosil dieter (DGD-1), ve siilfatlanmis diglikosil dieter’in (S-DGD-1) tiirevleri olan
Ca0Cyo glikolipitlerine sahiptir, ayrica Haloferax cinsi PGS igermemesiyle karakterize
edilmektedir (Oren ve Gurevich, 1993).

Haloarcula vallismortis DSM 3756 susunun ana polar lipitleri C,0Cyo tiirevi olan
PG, PGP-Me, PGS fosfolipitleri ve triglikosil dieter (TGD-2) ile diglikosil dieter (DGD-
2) glikolipileridir (Oren ve Gurevich, 1993).

Halorubrum saccharovorum DSM 1137 susunun PG, PGP-Me, PGS
fosfolipitleri ve siilfatlanmis diglikosil dieter (S-DGD-3) glikolipitinin CpCyo
tiirevlerine sahip oldugu belirtilmistir (Oren, 1994).

Natrialba asiatica DSM 12278 susunun temel fosfolipitlerin yan1 sira S-DGD-1
glikolipitini icerdigi bildirilmistir (Oren ve Litchfield, 1999).
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Polar lipit kromatografi sonuglar1 incelendiginde (Sekil 4.11) tiim izolat ve
standart suslarin PG ve PGP-Me fosfolipitlerini igerdikleri goriilmektedir. Ayrica
Haloferax denitrificans DSM 4425 standart susu ile CH8K ve CH8B izolatlar1 harig

tiim izolat ve standart suslarin PGS icerdikleri belirlenmistir.
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Sekil 4.11 Standart sus ve izolatlarin polar lipit profillerinin ince tabaka kromatogrami

1: Halobacterium salinarum; 2: Natrialba asiatica; 3: Halorubrum saccharovorum; 4: Haloferax
denitrificans; 5:Haloarcula vallismortis; 6:CH2; 7:CH3; §:CHA1; 9:CHC; 10:CH7; 11:CH8K; 12:CHS8B;
13:CH11. PG: Fosfatidilgliserol; PGP: Fosfatidilgliserol fosfat; PGS: Fosfatidilgliserol siilfat; S-DGD-
3:Siilfathiglikozil dieter (mannoz (1—4)-glokuz gliserol dieter); S-DGD-1: Siilfatliglikozil dieter (mannoz
(1—>2)-glokuz gliserol dieter); S2-DGD-1: bis-siilfath diglikozil dieter; S-TGD:Siilfath triglikozil dieter; S-
TeGD:Siilfath tetraglikozil dieter; DGD-2: Diglikozil dieter; DGD-1:Diglikozil dieter (mannoz
(1—-2)glokuz gliserol dieter); TGD-1:Triglycosyl diether; (galactosylmannosyl-glucosyl diether); TGD-2 :
triglikosil dieter GL:Tanimlanmamus glikolipit, Kesikli ¢izgili daireler Glikolipit yapilari

Cubuk hiicre seklinde olan CH2, CH3 ve CHC izolatlarinin benzer polar lipit
iceriklerine sahip olduklar1 bulunmustur. Bu izolatlarin temel fosfolipitler disinda S-

DGD-3 icerdikleri belirlenmistir. Bu ii¢ izolatin, temel fosfolipitlerle birlikte S-DGD-3
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glikolipidini iceren Halorubrum saccharovorum DSM 1137 tiirii ile benzerlik
gostermesiyle Halorubrum cinsine ait olabilecekleri tespit edilmistir.

Pleomorfik hiicre morfolojisi gosteren CHA1, CH7 izolatlan ve Haloarcula
vallismortis DSM 3756 susunun TGD-2 glikolipitini icerdikleri belirlenmis olup ayrica
CHA1 izolatinin, DGD-1, CH7 izolatinin ise DGD-2 glikolipitlerini igerdigi
saptanmistir. Bu sonugla CHA1 ve CH7 izolatlarinin Haloarcula cinsine ait olabilecegdi
belirlenmistir.

CHS8K ve CHS8B izolatlarinin benzer lipit profiline sahip olduklar1 ve S-DGD-
1’in yanisira tanimlanmamis bir adet glikolipit (GL1) i¢erdikleri saptanmistir. CH8K ve
CHSB izolatlarinin, koloni pigmentasyonu disinda koloni morfolojisi, hiicre morfolojisi,
hareket 6zellikleri, gram reaksiyonlari, biyokimyasal test sonuglari, tiim hiicre protein
profilleri ve polar lipit icerikleri bakimindan ayn1 6zelliklere sahip olduklarindan ayni
tiir olduklar1 sonucu ¢ikarilmistir.

CHI11 izolatinin, temel fosfolipitlerin yani sira 2 adet tanimlanmanus glikolipit
(GL1 ve GL2) icerdigi belirlenmistir.

Izolatlarin kesin tamimlarinin yapilabilmesi icin i¢in 16S rRNA analizi, DNA-
DNA hibridizasyonu, DNA’nin G+C oraninin belirlenmesi gibi molekiiler yontemlerin

uygulanmasi 6nerilmistir (Oren ve ark., 1997).
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5. SONUC VE ONERILER

Molekiiler caligmalar sonucunda canlilar, Carl Woese tarafindan 1977 yilinda 3
ana gruba ayrilmistir: Bakteriler, Okaryotlar ve Arkeler. Arke domaini, metanojenler,
hipertermofiller ve asir1 halofilik arkeler olmak iizere {i¢ tip mikroorganizma grubunu
icermektedir.

Halofilik arkeler, tuzlalar, tuz golleri, sodali goller, tuz madenleri ve tuzlu
topraklar gibi yiiksektuzlu ortamlarda yasayabilme 6zelligine sahip bir mikroorganizma
grubudur. Halofilik arkelerle ilgili ilk bilimsel ¢aligmalar, tuzlanmigs fakat renkleri
kirmizilasarak bozulan balik deri gibi {irlinlerde mikroorganizmalarin rolii ve
zararlarinin 6nlenmesi amaciyla baslamistir. Kirmizi renkli halofilik arkeler miitkemmel
metabolizmalartyla da arastirmacilarin ilgisini ¢cekmislerdir. Elektronikten tip ve gidaya
kadar Onemli alanlarda biyoteknolojik potansiyele sahip olmalarindan dolayi, bu
organizmalarin identifikasyonlar ile ilgili ¢calismalar araliks1z devam etmektedir.

Giiniimiizde diinyanin cesitli tuzlu ortamlarindan halofilik arkelerin izolasyonu,
karakterizasyonu ve tamimlanmasi ile ilgili calismalara hizla devam edilmektedir.
Ulkemizde ise bu organizmalarin 6zellikle izolasyon ve karakterizasyonlar ile ilgili
calismalarina son yillarda ilgi gosterilmeye baslanmistir.

Calisma kapsamina halofilik arkelerin izolasyonu amaciyla dahil edilen Cankaya
Tuz Madeni, daha 6nce herhangi bir izolasyon caligmasinin yapilmadigi bir bolgedir.
Bu bolgeden alinan tuzlu su orneklerinden toplam 15 adet halofilik arke izole edilmis ve
izolatlarin SDS PAGE tiim hiicre protein profilleri ¢ikarilmistir. SDS PAGE analizleri
sonucunda 7 izolatin birbirinden farkli oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin
karakterizasyonlart amaciyla: ¢esitli biyokimyasal o©zellikleri, hiicre ve koloni
morfolojileri, Gram boyanma ve hareket ozellikleri, iiremeleri icin ihtiya¢ duyduklart
minimum ve optimum tuz konsantrasyonlari, hiicresel biitiinliigli saglayabilmeleri i¢in
gerekli tuz konsantrasyonlari, farkli kimyasallar varliginda anaerobik iireme yetenekleri
ve membran polar lipit icerikleri belirlenmistir.

Calisma sonucunda, sadece koloni pigmentasyonu yoniinden farklilik gdsteren
ancak protein profilleri, lipit kompozisyonlar1 ve diger 6zellikleri yoniinden biribirine
benzedigi belirlenen iki izolat (CH8K ve CH8B) ayn tiir olarak kabul edilmistir. Ayrica
polar lipit iceriklerine gore, 3 izolatin (CH2, CH3 ve CHC) Halorubrum cinsine, 2

izolatin (CH7 ve CHAL1) ise Haloarcula cinsine ait olabilecegi sonucuna varilmistir.
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Gilintimiizde halofilik arke izolatlarimin identifikasyonu ve taksonomik
pozisyonlarinin belirlenmesi, fenotipik, polar lipitlerin dahil edildigi kimyasal ve dizi
analizlerinin dahil edildigi molekiiler verileri kapsayan polifazik bir yaklagima gore
yapilmaktadir. Polar lipit ve fenotipik 6zellikler tek basina identifikasyonda kesin bir
sonuca ulagilmasinda etkili olamamakta ve 6zellikle dizilere dayali molekiiler verilere
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen halofilik arke izolatlarinin polar lipitleri,
belirli fenotipik oOzellikleri ve molekiiler diizeyde tiim hiicre protein profilleri
belirlenmistir. Ancak dizi bilgisini kapsamayan bu molekiiler analiz, izolatlarin bash
basina identifikasyonu i¢in yeterli degildir. Ciinkii, halofilik arkeler yiiksek tuz
konsantrasyonuna sahip olduklarindan dolayi, proteinleri poliakrilamid jel
elektroforezinde zayif bir ayrilma gostermekte ve protein bantlarmin gdzlemlenmesi
zorlagmaktadir. Bu nedenle protein profilleri halofilik arkelerin sistematiginde
kullanilan etkin bir kriter olamamaktadir.

Sonug olarak Cankaya Tuz Madeni’den izole edilen halofilik arkeler kimyasal
ve fenotipik yonden incelenmis ancak cins ya da tiir diizeyinde tanimlanmalar
yapilamamustir. Ulkemizdeki halofilik arkeal cesitliligin ortaya cikarilmasi ve Tiirkiye
taksonomik tiir veritabanina katkida bulunulmasi amaciyla bir sonraki agsamada
izolatlarin G+C oranlarinin belirlenmesi, rRNA dizi analizlerinin ve DNA/DNA

hibridizasyonlarinin yapilmasi onerilmektedir.
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