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OZET

KOZLUK(BATMAN) iILCESI TUZLAGOZU TUZLASINDAN HALOFILIiK
BAKTERILERIN iZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

KAYALIK, Reyhan
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Yrd. Dog. Dr. Erdal OGUN
Eyliil-2011, 60 sayfa

Bu arastirmada; 15 Mayis 2009 tarihinde Batman Ili Tuzlagdzii Kdyii sinirlari
igcerisinde bulunan Tuzlag6zii Tuzlasindan toplanan kristalize tuz, tuzlu toprak ve tuzlu
su drneklerinden halofilik bakterilerin izolasyonu ve karakterizasyonu amaclandi.

Seyreltme plaka yontemi ile yapilan sayimlarda su oOrneklerindeki halofilik
bakteri sayis1 5X107kob/ml ve toprak &rneklerindeki halofilik bakteri sayisi 2X107
kob/gr olarak belirlendi.

Izole edilen suslarin tuz igermeyen ortamlarda iiremedigi ve %2.5, %5, %10,
%15 %20 ve %25 oraninda NaCl iceren ortamlarda iiredigi tespit edildi. Koloni
morfolojisine gore secilen bes izolatin dordiiniin gram negatif, birinin ise gram pozitif
ozellikte boyandigr belirlendi. Suslarin; fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri
belirlenerek RAPD-PCR teknigi ile ayirimi yapildi. Suslarin benzerlikleri dendogram

halinde sunuldu.

Anahtar Kelimeler: Halofilik bakteri, Tuzlagozii Tuzlasi, Karakterizasyon,
RAPD-PCR



ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERISATION OF HALOPHILIC BACTERIA FROM
TUZLAGOZU SALTERN OF KOZLUK (BATMAN)

KAYALIK, Reyhan
MSc, Biological Scince
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Erdal OGUN
September-2011, 60 pages

This ivvestigation was carried out 15 May 2009 Tuzlagozii saltern located within the
village of Batman province Tuzlag6zii collected crystallized salt, saline soil and saline water
samples was to isolation and characterization of halophilic bacteria.

Halophilic bacteria in water samples of the dilution plate method and censust here are
5X107 cfu/ml and the number of cacteria in soil samples halophilic 2X107 cfu/g respectively.

Not growing strains isolated from salt-free media, 2.5%, 5%, 10%, 15%, 20%, and
25% were found to breed in media containing NaCl. Four of the five isolates selected
according to colony morfology, gram negative, gram pozitive is one the properties were
painted. Strains, physiological and biochemical characteristics were determined and the

seperation of RAPD-PCR tecnique. Dendgogram of the strain presented as the similarities.

Key Words: Halophilic Bacteria, Tuzlag6zii Saltern, Characterisation, RAPD-PCR
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ON SOz

Mikroorganizmalar dogada genis bir yayilis alanina sahiptir. Prokaryotlar asir
sicak ve soguk sicaklik limitlerinde, 1.000 atmosfer hidrostatik basincin {izerinde ve
doygunluk dercesine yakin total tuz konsantrasyonlarinda canliligini siirdiirmektedir.
Ekstremofilik prokaryotlar olarak adlandirilan fizyolojik gruplarin iiyeleri, ekolojik
faktorler yoniinden ug sartlarda canliligini devam ettirmektedir. Ug¢ sartlarda yasayan
prokaryotlar son yillarda bilim adamlarinin dikkatini ¢gekmistir. Alkalofilik, asidofilik,
termofilik, psikrofilik, barofilik ve halofilik bakteri gruplarinin tiimii u¢ sartlarda
yasamaktadir. Halofilik bakteriler yliksek oranda tuz igeren ortamlarda yasayan tuzu
seven bakterilerdir. Halofilik prokaryotlar tiirleri, hem bakteriler igerisinde, hem de
arkebakteriler icerisinde yer alir. Halotolerant ve halofilik prokaryotlar biyoteknolojik
Oneme sahiptirler.

Bu tez calismasini, konu olarak bana 6neren ve ¢alismalarim sirasinda benden
bilgi ve olanaklarini esirgemeyen danisman hocam Yrd. Dog. Dr. Erdal OGUN’e,
bilimsel deneyimi ile bana destek olan Prof. Dr. Ekrem ATALAN’a molekiiler
yontemlerde yardimini esirgemeyen Yrd.Dog¢.Dr. Kerem OZDEMIR, Metin ERTAS’a
ve arastirma alanmin haritasiin ¢izen Ogr.Gér. Mucip DEMIR e tesekkiir ederim.

Ayrica, Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanhigina
“2010-FBE-YL-022”nolu proje ile bu g¢aligmaya verdigi desteginden dolay1

tesekkiirlerimi sunarim.

Reyhan KAYALIK
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1. GIRIS

Avct (2003) tarafindan bildirildigine gore Kurslansky, tuzun, tarih dncesinden
beri bilinen ve kullanilan bir madde oldugunu belirtmistir. ilk kez nasil ve hangi
kosullar altinda kullanildigina iligskin veriler olmamasina karsilik; hayvanlarin belli
ozellikteki taglar1 yalamalar1 veya tuzlu kaynak sularini i¢gmelerinin insanlarin dikkatini
cektigi ya da bir tuz kaynag i¢inde 6lmiis hayvanlarin bozulmadiginin fark edilmesi ile
koruma amaciyla tuzun kullanilmaya baglandigi kabul edilmektedir

Tuzun 6nemi ilk ¢aglarda anlagilmis ve insanoglunun yagsamu ile birlikte gitgide
onem kazanmistir. Eski caglarda Misir'in balik ihracatinda tuz kullandiklari tarihi
belgelerle kamtlanmstir. Ik caglarda tuz iiretimi sadece tuzlu memba sularindan
yapilmistir. Romalilar ve Germenler tuzlu memba sularini 1sitilmig taslar iizerine
dokerek tuz tiretmislerdir. Orta ¢agda Avrupa tuza cok 6nem vermis, 0zel tuz yollari
kurulmus ve isminde tuz kelimesi bulunan sehirler kurulmustur (Salzburg Salzgitter
gibi). Biliylik Sarlken zamaninda tuz iiretim merkezi olan Stassfurt sehrinin baslica
kurulus nedeni tuzdur. Bu sehir civarinda 1452 yillarinda 100 metreyi bulan kuyularin
acildig1 saptanmistir. 1877 de Karl Ochsemus «Tuz yataklarinin Ehemmiyeti» isimli
kitab1 nesretmistir. XIX. asir Almanya’sinda tuz arayan sirketler sayisinin yiizii gectigi
tarih kitaplarinda kayitlidir (Anonim, 2008a).

Brandau ve Schickert tarafindan Anadolu’da tuz kullanimina ait belgelerin
Hititler donemine ait oldugunu bildirmektedir. Hititlerin ekmege tuz, kimyon, ¢orekotu,
kisnig ve bal ile tatlandirdiklar1 bilinmektedir. Bu doneme ait ¢ivi yazili tabletlerde
tuzun kullanilmasinin yaninda ticaretinde yapildigi bildirmislerdir (Avci, 2003).

Osmanli Devleti’'nde deniz ve biiyiik gollerin kiyisinda bulunan yerlesim
birimlerindeki tuzlalarda ve yeralti tuz yataklarinda iiretilen tuz, sanayide, yiyecek
maddelerinin uzun siire saklanmasinda ve giindelik tiiketimde fazlasiyla ihtiya¢ duyulan
maddelerdendi. Osmanlilar doneminde tuz ihtiyaci, Kibris, Becin (Mentese Sancagi),
Batnos (Aydin Sancag1), izmir, Menemen, Rodos, Candarli, Midilli, Kizilcatuzla, Enez,
Giimiilcine, Selanik, Izvonik, Agriboz, Mora, Inebahti, Avlonya, Devline ve
Anadolu’da Tekfur Koy, Koghisar Golii, Hacibektas ve Divrigi’de bulunan tuzlalardan
saglanirdi (Anonim, 2011).



1.1. Dogada Tuzun Olusumu

Tuzlarin tesekkiilii yagmur sularmin toprak, volkanik ve sedimenter taslar
icinden gectigi sirada eriyen tuzlari biinyesi i¢ine almakla baglar. Bu sular dere olarak
nehirlere, nehirler de erittikleri tuzlarla beraber denizlere ve gollere dokiiliirler. Disariya
akintist olmayan buharlasmanin olduk¢a fazla oldugu gollerde tuz birikimi soz
konusudur. Buharlagsmanin ardindan CaCO3, CaSO4 NaCl, KCI ve MgCl,.6H,0 tuzlari
coker (Tasman, 1945).

1.2. Tuzun Onemi ve Kullamm Alanlari

Tuzun 6nemli bir 6zelligi yiyeceklerin bozulmasini dnleyen giiclii bir etken
olmasidir. Bu amagla besin sanayinde bol miktarda kullanilir. Tuz kimya sanayinde
onemli bir yer tutar. Bilesimindeki CI" nedeni ile bir¢ok iiretimin temelini meydana
getirir. Bilesimindeki Na" nedeni ile de NaOH iiretiminin ham maddesidir. Ayrica tuz
deri endistrisi gibi alanlarda ve karayollarinda buzlanmayi Onlemek amaci ile de

kullanilmaktadir (Avci, 2003).

1.3. Diinyada Tuz Uretimi

Belli baslt tuz ireticisi iilkeler ABD, Cin, Almanya, Hindistan, Kanada,
Avusturalya, Meksika, Fransa, Brezilya ve Ingiltere’dir. Bu iilkeler tuz iiretiminin
¥’ Unil karsilarken, ABD tek basina diinya tuz iiretiminin %25’ini gerceklestirmektedir.
Yillik tuz iiretimi 2 milyon tonun iizerinde olan Tiirkiye, diinya toplam tuz iiretiminde
nispeten kiigiik bir paya sahiptir.

Amerika’daki Biiyilk Tuz Go&lii, Orta Dogudaki Olii Deniz, Kara Denizin
yakinlarindaki Sivash Go6lii yiiksek oranda tuz igeren gollerdir. Ayrica; Misir’daki Wadi
Natrun Golii, Kenya’daki Magadi Goli ve Amerika’daki Mono Golii, Owens Golii,
Searles Golii ve Biiyiik Soda Golii yiiksek oranda tuz iceren sodali géllerdir (DasSarma

ve Aora, 2001).



1.4. Tiirkiye’de Tuz Elde Edilen Tuzlalar

Ulkemizde tuz ihtiyacinin bir kismi géllerden ve kalam da kaya ve tuzlu kaynak
sularindan elde edilmektedir (Tasman, 1945).

Tuz Golii(Ankara), Act Gol(Denizli), Salda Goli(Burdur), Seyfe
Goli(Kirsehir), Tuzla Golii(Kayseri) ve Bolluk Golii(Konya) tuz elde edilen goller
arasindadir. Ulkemizde kaya tuzu Giilsehir, Tepesidelik, Sekili, Cankir1, Kagizman ve
Tuzluca Isletmelerinde iiretilmektedir. Uretim ydntemi olarak yeralti isletmeciligi
yontemlerinden genis oda-topuk uygulanmaktadir. Bu yontemle {iretilen tuz, yeriistii
kaynaklarindan elde edilen tuza gore daha pahali ve miktar yoniinden de daha azdir.
Canik(Van), Aktuzla(Malazgirt) ve Tuzlagdzii(Kozluk) yer alti tuzlu su kaynaklari
havuzlarda buharlastirilarak tuz elde edilmektedir (Birbir ve Sesal, 2003; Ozcan ve ark.,

2006; Demirtas, 2010).

1.5. Halofilik Prokaryotlarin Sistematikteki Yeri

Canlilar alemi 1500 baz biyiikligindeki 16S rRNA ve 18S rRNA
riboniikleotidlerinin dizilislerine gore Bacteria, Archaeca ve Eucarya olmak iizere {i¢
domaine ayrilir. Bakteriler ve Arkebakteriler prokaryotik hiicre yapisina sahiptirler.
Arkebakterilerin hiicre duvar yapisinda peptidoglikanin yerine polisakkkarit, protein ve
glikoproteinler bulunur. Bacteria domaini igerisinde halofil tiirler Cyanobacteria,
Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes ve Bacteroidetes filumlari
icerisinde yayilis gosterirler.

Arkebakteriler filumu igerisinde yer alan Halobacteria smifina mensup
Hal obacteriaceae familyasi igerisinde halofilik arkebakteri tiirleri yayilis gosterir (Oren,
2008). Bu familya igerisinde Haladaptatus, Halalkalicoccus, Haloarcula,
Hal obacterium, Halobaculum, Halobiforma, Halococcus, Hal oferax, Halogeometricum,
Halomicrobium, Halopiger, Haloplanus, Haloquadratum, Halorhabdus, Halorubrum,
Halosimplex, Halostagnicola, Haloterrigena, Halovivax, Natrialba, Natrinema,
Natronobacterium, Natronococcus, Natronolimnobius, Natronomonas  ve

Natronorubrum cinsleri bulunur (Kamekura, 1998; Anonim, 2008b).



Gammaproteobacteria icerisinde yer alan Halomonadaceae familyasi neredeyse
sadece halofilik bakterileri igerir. Bu familyanin igerisinde Carnimonas,
Chromohalobacter, Cobetia, Halomonas ve Zymomonas genuslar1 bulunur (Arahal ve
ark., 2002; Arahal ve ark., 2007). Bu familyada tiir sayist en fazla olan Halomonas
genusudur (Mata ve ark., 2002).

1.6. Halofilik Prokaryotlarda Osmotik Diizenleme

Halofilik mikroorganizmalarin  habitatlar1 tuzcul ortamlardir. Halofilik
mikroorganizmalar tuzu seven mikroorganizmalardir. Halofilik prokaryotlar icerisinde
hem bakterilere hem de arkebakterilere ait tiirler bulunur. Bu mikroorganizmalar tuz
gollerinde, tuz tiretim tesislerinde ve tuzlanmis balik ve derilerin yiizeyinde bulunurlar.
Hafif derecede halofiller 0.2-0.85M (%-2-5), iliml1 halofiller 0.85-3.4M (%5- 20) ve
ekstrem halofiller ise tiremeleri i¢in 3.4-5.1M (%20-30) NaCl konsantrasyonuna ihtiya¢
duyarlar (DasSarma ve Arora, 2001; Rothschild ve Mancinelli 2001; Grant, 2004).

Tuzlu habitatlarda yasayan bazi bakteriler tuzu tolere edebilirler ve halotolerant
olarak adlandirilirlar. Mudryk ve Donderski (1991), Polonya’da Gardno Golii'nden
izole ettikleri halofilik bakterilerde metabolik aktivitesi ile ilgili ¢alismalarinda NaCl
konsantrasyonun artmastyla substrat kullaniminin azaldigini belirlediler.

Halofilik bakteriler yliksek miktarda tuz iceren ortamlara iki yontemle adapte
olurlar. Bu stratejilerin ilki sitoplazmada KCI’lin molar konsantrasyonunu artirmaktir.
Halofilik bakterilerin membranlarinda iyonlarin ve bazi molekiillerin tasinmasi aktif
transport yolu ile gerceklesir. Halofilik bakterilerin membranlarinda bulunan
bakteriyorodopsin molekiilii proton pompasi, halorodopsin molekiilii CI" iyon pompasi
olarak gorev yapmaktadir. Sodyum ve protonlar antiporter, potasyum uniporter, sodyum
ve amino asitler symporter, kalsiyum ve sodyum antiporter olarak tasinirlar (DasSarma
ve Arora, 2001; Rothschild ve Mancinelli 2001).

Tuz biriktirme stratejisi daha ¢ok Halobacteriaceae familyasinda goriilmekle
beraber bu familya ile sinirli degildir. Halanaerobiales (Firmicutes) iiyeleri de
sitoplazmalarinda KCI biriktirir. Filogenik olarak Halobacteriaceae’ye akraba olmayan
ve son zamanlarda kristalize tuz orneklerinde izole edilen Salinibacter tiirleri de bu

stratejiyi kullanir. Ikinci strateji sitoplazmada hiicre i¢i osmotik basinci yiikselten tuz



hari¢ osmolitlerin (organik compatible solutes) sentezi veya biriktirilmesi stratejisidir.
Halophilic bakterilerin c¢ogu ve methanojenik arkebakteriler compatible solutes
stratejisini kullanirlar. Organik osmolitler (compatible solutes) arasinda glisin betain,
ektoin, diger amino asit tiirevleri, sekerler ve polioller bulunur (Zahran, 1997; Roberts,
2005).

Salinivibrio tiirleri yiiksek miktarda tuz igeren ortamlara, sitoplazma igerisinde;
ektoin, glisin, betain, ve glutamat osmolitlerini biriktirerek adapte olurlar (Zhu ve ark.,
2007). Halobacillus halophilus tuz biriktirme stratejisinin yaninda, glutamin ve
glutamat sentezleyerek tuzlu ortamlara adapte olur (Saum ve Miiller, 2005 ).

Zhu ve ark. (2007), Halomonas ventosae tiiriinde ozmolit olarak ektoin
sentezlendigini tespit etmislerdir. Vargas ve ark. (2006), Chromohalobacter salexigens
tiriinde ortamda tuz bulunmadigt zaman ektoin ve hidroksiektoin sentezinin

engellendigi belirlemislerdir.

1.7. Halofilik Prokaryotlarin Biyoteknolojik Onemi

Halofilik prokaryotlarin biyoteknolojik diger bir deyimle ekonomik 6nemi her
gecen glin artmaktadir.

Halofilik arkebakterilerin ¢ogu biiylik oranda karotenoid pigmentine sahiptir.
Karotenoid pigmenti bunlar1 giinesten gelen, radyasyondan korur (Grant ve Ross, 1986).

Tuzlalarin yapisinda yer alan bakteriyoruberin, karatinoidler, klorofil gibi
pigmentler ve polar lipitler, mikrobiyal topluluklarin yapisi hakkindaki ¢alismalarda
biyomarkirlar olarak kullanilirlar (Asker, ve Ohta, 1999; Oren ve Valera, 2001).

Ekstrem halofilik arkebakterilerin sahip oldugu bakteriorodopsin molekiiliiniin
elektronik endistrisinde, optik kayit materyali olarak holografik ortamlarda
kullanilmaktadir. Ozmolitler biyomolekiiller veya biitiin hiicrenin stabilizasyonunda tuz
antagonisti veya stresten koruma ajani olarak goérev yaparlar (Ergin, 1999; Margesin ve
Schinner, 2001).

Bu mikroorganizmalardan biyomolekiilleri tuz stresinden koruyan ajanlar,
biyopolimerler, izomeraz ve hidrolaz gibi enzimler, karoten, fermente gidalar ve gida

katki maddeleri endiistriyel yolla iiretilmektedir (Oren, 2002; Satyanarayana ve ark.,

2005).



Malat dehidrogenaz ve dihidroflat rediiktaz, seliilaz, akalin fosfataz ve
ekstraseliiler hidrolitik enzimler halofilik bakterilerden izole edilirler (Zumsan ve ark.,
1989; Mavarech ve ark., 2000; Demirjian ve ark., 2001; Sanchez-Porro ve ark., 2003).

Halomonas suslar tabiatta yarilanma siiresi ¢ok uzun zaman alan beta 1s1maya
neden olan Technetium’un ortadan kaldirilmasinda kullanilir (Fujimoto ve Morita,
2006). Ayrica bu bakteriler tekstilde kullanilan azo boyasinin dekolorizasyonunda da
kullanilirlar (Asad ve ark., 2007; Guo ve ark., 2008).

Mata ve ark. (2006) Halomonas ventosae ve Halomonas anticariensis tiirlerinde
ilag ve tarim endiistrisi basta olmak iizere ¢esitli endiistrilerde kullanilan
eksopolisakkarit {irettigini tanimlamiglardir.

Halomonas maura tuzlu topraklarda azotu fiske etme yetenegine sahiptir
(Argondona ve ark., 2005).

Halofilik Actinopolyspora tiirleri antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler (Kokare
ve ark., 2004).

Bu mikroorganizmalarin sentezledigi fibrokristal yapilar1 tiimér olusumu
engelleyen ilaglarin iiretilmesinde drog olarak kullanilmaktadir (Alba ve ark., 2001).
Halofilik bakterilerden elde edilen halosin olarak adlandirilan peptit antibiyotikler
(Namenamisinler) antikanser ajan1 olarak kullanilirlar (O’Connor ve Shand, 2002;
Ireland ve ark., 2003).

Halofilik bakterilerin bazilar1 gidalarda bozulmalara neden olurlar. Yiiksek tuz
konsantrasyonlart igeren su iriinlerinin (kuru tuzlama uygulanmig veya salamura
edilmis balik) bozulmalarma zorunlu halofilik bakteriler ile gram-negatif, halofilik
anaerobik veya aerobik bakteriler, ozmotolerant maya tiirleri neden olmaktadir (Cakl

ve Kisla, 2003 ).

1.6. Arastirma Alaninin Tanitim

Bu arastirmada; Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde, Batman Ili’nin Kozluk ilgesi
smirlar1 igerisinde yer alan, Tuzlagdzii Tuz Isletmesi’nden alinan tuzlu su ve tuzlu
toprak orneklerinden halofilik bakterin izolasyonu ve karakterizasyonu amaglanmistir.

Arastirma alan1 olarak belirlenen Tuzlagdzii Tuzlast Batman ili, Kozluk ilgesi,

Tuzlagdzii Koyl smnirlart igerisindedir. Tuzla Bitlis-Diyarbakir karayolunun 132.



kilometresinde yer almakta ve Kozluk Ilgesi’ne 7km uzakliktadir. Tuzla yérenin tuz

ithtiyacinin biiyiik bir boliimiinii karsilamaktadir (Sekil 1.1; Sekil 1.2).

il merkezi

Ana yol :: N

Sekil 1.1 Arastirma alaninin haritast.

Sekil 1.2. Tuzlagdzii tuzlasinda tuzlu sularla kapli bir alan.



2. KAYNAK BIiLDIRISLERI

Halofilik prokaryotlarin tuzlu ¢evrelerden izolasyonlari ve yeni tiirlerin
tanimlanmas ile ilgili ¢ok sayida arastirma mevcuttur.

Ventosa ve ark. (1987), Ispanya’da Atlantik Okyanusu kiyisinda, Huelva
yakinlarinda kaya tuzu 6rneklerinden; heterotrofik, halofilik olmayan, 1liml1 halofilik ve
ekstrem halofilik toplam 564 strain izole etmislerdir. Arastiricilar 140 1limli halofilik
izolatin numerik analiz sonucunda 8 fenon olusturdugunu ve bu fenonlar igerisinde yer
alan tiirlerin Deleya halophilla Vibrio casticola, Flavobacteriumsp. ve Asineobacter sp
ait oldugunu belirlemislerdir.

Ihara ve ark.(1997), Arjantin’in tuzlu topraklarindan iki ekstrem halofilik
arkebakteri tiirti, Haloarcula argentinensis ve Haloarcula mukohataei izole ettiklerini
bildirmislerdir.

Rodriguez ve ark. (1997), Puerto Rico ve Caribbean’da tuz iiretim tesislerinden
Halobacterium salinarum, Haloferax volcanii ve Haloarcula japonica’y1 izole etmis ve
tanimlamislardir.

Tsu ve ark. (1998), Californiya’da bir tuzladan izole ettikleri Desufovibrio
senezii tiiriinii yeni tiir olarak tanimlayip bu tiiriin Desulfovibrio fructosovorans tiiriine
filogenitik olarak ¢ok yakin bir tiir oldugunu bulmuslardir.

Ventosa ve ark. (1998), tuzlu ¢evrelerden izole ettikleri hareketli, endospor
olusturan, ¢omak seklindeki toplam 31 1lmli halofilik bakteri susunun Bacillus cinsi
icerisindeki dagilisini fenotipik ve DNA baz kompozisyonlarina gore belirlemislerdir.

Anton ve ark. (2000), ispanyada Santa Pola bdlgesinde Brag de Port Tuzlasindan
doygunluk derecesinde tuz iceren, bir¢ok havuzdan aldiklar1 6rneklerden izole ettikleri
suslarin Salinibacter genusuna ait ekstrem halofilik bakteriler oldugunu tespit
etmislerdir.

Chun ve ark. (2000), Kore’de Kunsan bolgesinde bir tuzladan izole ettikleri
iliml1 halofilik susu Nocardiopsis kunsanensis olarak yaymlamislardir.

Lizama ve ark. (2001), 1984-1992 yillar1 arasinda, Silinin Kuzeyinde Atacama
Tuzlasindan aldiklar1 Orneklerden izole ettikleri 82 susun ekstrem halofilik

arkebakterilere ait olan tiirler oldugunu bulmuslardir.



Anton ve ark. (2002), Ispanyada Aicenta ve Mallorca Tuzlalarmmin kristalize
tuz havuzlarindan aldiklar1 6rneklerden izole ettikleri Salinobacter ruber tiiriini yeni
tiir olarak yaymlamislardir.

Arahal ve ark. (2002), 1limli halofik bakteri gruplarindan biri olan
Halomonadaceae familyasina ait tiirlerin 23S ve 16S rDNA skans analizini
gerceklestirmislerdir.

Mata ve ark. (2002), Halomonas genusuna ait 21 tiiriin tip streinlerinin
morfolojik, fizyolojiki biyokimyasal, beslenme ve antibiyotik duyarlilik testlerini
belirleyerek fenotipik Ozellikleri ortaya koydular. Bu verileri Taxan Programinda
degerlendirerek tiirlerin benzerlik oranlarini ortaya koymuslardir.

Li ve ark. (2003), Cin de tuzlu topraklardan bazi Aktinomycet tiirlerini izole
etmiglerdir. % 20 NaCl ve pH 7°de iireyen bu suslarin Prauserella halophilla ve P.
alba oldugunu bulmuslardir.

Martinez ve ark. (2004), Ispanya’nin giineyinde nispeten nemli tuzlu
topraklardan izole ettikleri bakteri susunun Halomonas anticariensis tiiriine ait
oldugunu belirlemislerdir.

Yoon ve ark. (2004), Kore’de Sar1 Deniz’e ait tuzlalardan izole ettikleri halofilik
bakterilerin Halobacillus locisalis olarak tanimlanan yeni bir tiire ait oldugunu tespit
etmislerdir.

Lim ve ark. (2005), Kore’de bir tuzladan izole ettikleri halofilik Pontibacillus
chungwhensis tiiriinii bilim diinyasina tanitmiglardir.

Pasic ve ark. (2005), Adriatik’teki Secovlje Tuzlasindan izole ettikleri suslarin
halofilik arkebakterilere ait Halorubrum ve Halogadratum genuslarina ait olduklarini
bulmuslardir.

Ren ve Zhou (2005), Cin’de Xin-Jiang bolgesinde noétral tuz gollerinden ve
toprak Orneklerinden izole ettikleri bakterilerin Tenuibacillus multivorans olarak
tanimlanan yeni bir tiire ait oldugunu belirlemislerdir.

Ghozlan ve ark. (2006), Misir’da Alexandria bolgesinde tuzlu habitatlardan izole
ettikleri 76 gram negatif ve 14 gram pozitif 1liml1 halofilik bakteriyi numerik taksonomi
yardimi ile smiflandirmiglardir. Gram negatif bakterilerin  Pseudoalteromonas,

Flavobacterium, Choromohalobacter, Halomonas ve Salegentibacter cinslerine ait
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oldugunu, Gram pozitif izolatlar1 ise Halobacillus, Salinococcus, Staphylococcus ve
Tetragenococcs cinslerine ait oldugunu tespit etmislerdir.

Bardavid ve ark. (2007), Ispanya’nin Balearik adasinda kriztalize tuz
havuzlarindan kirmiz1 pigmente sahip Salinibacter ruber’i izole etmislerdir.

Cin’de ¢ok eski donemlerden kalan tuz kuyularinda yapilan mikrobiyal ¢esitlilik
aragtirmasinda 112 aerobik ekstrem halofilik bakteri izole edilmistir. Bu bakterilerin
Planococcus, Halomonas, Halobacillus, Oceanobacillus and Virgibacillus genuslarina
ait oldugu bildirilmistir (Xiang ve ark., 2008).

Chen ve ark. (2008), Cin’nin Kuzeybatisinda Qaidam havzasindan aldiklari tuzlu
toprak 6rneklerinden, Salinicoccus salitudinis streininin yeni tiir oldugunu tespit ettiler.
Gronland’da  Yukimura ve ark. (2009), arktik bolgeden Oceanobacillus,
Ornithinibacillus, Virgibacillus, Gracilibacillus ve Bacillus genuslarini izole ettiler ve
bu izolatlar1 16S rRNA sekans analizine gore tiir seviyesinde teshis etmislerdir.

Lakshmipathy ve Kannabiran (2009), Hindistan’da tuz {iretim havuzlarindan
izole ettikleri 3 Streptomyces izolatininin morfolojik, biyokimyasal o6zelliklerini
belirlemislerdir.

Firmicutes boliimii ve Bacillaceae familyasina ait 1limli halofilik Bacillus
genusu igerisinde yer alan B. chagannoriensis, B. coahuilensis, B. halocchares, B.
isabelia, B. marismortui, B. oshimensis, B. persepolensis, B. polygoni, B. salexigens ve
B. sonorens tiirleri ¢esitli arastiricilar tarafindan tuzlu habitatlardan izole edilerek
tanimlanmistir (Garabito ve ark., 1997; Arahal ve ark., 1999; Palmisano ve ark., 2001
Echigo ve ark., 2005; Yumoto ve ark., 2005; Carrasco ve ark, 2007; Aino ve ark., 2008;
Albuquerque ve ark., 2008; Cerritos ve ark., 2008; Amoozegar ve ark., 2009; Pappa ve
ark., 2009; Yukimura ve ark., 2009).

Gram  negatif 1limli  halofilik  bakterileri  tiirlerinin  ¢ogunlugu
Gammaproteobacteria sinifi igerisinde yer alan Halomonadaceae familyasi igerisinde
yer alir. Bu familyanin igerisinde Carnimonas, Chromohal obacter, Cobetia Halomonas
ve Zymomonas genuslari bulunur (Arahal ve ark., 2002; Arahal ve ark., 2007). Bu
familyada tiir sayis1 en fazla olan Halomonas genusudur (Mata ve ark. , 2002).

Ulkemizde de halofilik prokryotlarla ilgili ¢esitli arastirmalar bulunmaktadir.

Bunlardan bazilar1 sunlardir.
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Erdogan ve ark. (2001), Dogal Tuzlu Ortamlarda Bulunan Halofilik Bakterilerin
Izolasyon Tekniklerinin Arastirilmas1 konulu arastirmalarinda Tuz Gélii'nden 4 adet,
gidalarda salamura yapiminda kullanilan tuzlardan 5 adet, Organize Deri Sanayi'nde
deri tuzlamada kullanilan tuzlardan 4 adet ve Sivas'taki Cedit Tuzla'sindan 1 adet olmak
tizere toplam olarak 14 adet tuz Ornegini toplanarak kimyasal ve mikrobiyolojik
analizini yapmiglardir.

Birbir ve Sesal (2003), Sereflikochisar Tuz Golii’'nden aldiklar1 6 adet tuz ve 3
adet tuzlu su Ornegini fiziksel kimyasal ve mikrobiyolojik ydnden incelemislerdir.
Orneklerden izole ettikleri 18 halofilik bakteri susunun kiiltiirel 6zellikleri, hiicre
morfolojileri, fizyolojik istekleri, biyokimyasal 0&zellikleri ve antibiyotiklere
duyarliliklarini ortaya koymuslardir.

Elevi ve ark. (2004), Ayvalik Tuzlasi’ndan aldiklar1 tuzlu su ve tuzlarin kimyasal
analizlerini gergeklestirmislerdir. Orneklerden izole ettikleri gram negatif halofilik
suslarin kiiltiirel o6zellikleri, hiicre morfolojileri, fizyolojik istekleri, biyokimyasal
ozellikleri ve antibiyotiklere duyarliliklarini ortaya koymuslardir.

Ozcan ve ark. (2006), Tuz Golii (Ankara), Act Gol (Denizli), Salda Gol’ii
(Burdur), Seyfe Gol'i (Kirsehir), Tuzla Gol'ti (Kayseri) ve Bolluk Golii (Konya) olmak
tizere Turkiye'nin alti farkli tuzlu bdlgesinden toplanan toprak, su ve tuz kiitlesi
orneklerinden %25 (w/v) NaCl iceren kompleks besi yeri kullanilarak 95 adet halofilik
arkebakteri izole etmislerdir.

Birbir ve ark. (2007), I¢ Anadolu Bélgesi'nde yer alan Tuz Gélii’niin yakininda
bulunan; Kaldirnm ve Kayacik ve Tuzlalarindan izole ettikleri 27 koloninin, koloni
morfolojisi Ozellikleri, biyokimyasal 06zellikleri, polar lipit icerigi, antibiyotiklere
duyarlilik testleri ve 16S rRNA dizilislerine gore Halobacteriaceae igerisinde yer
aldigin1  belirtmislerdir. Kaldirim Tuzlasindan Halorubrum suslarimi ve Kayacik
Tuzlasindan Halobacterium suslarini izole ettiklerini bildirmislerdir. Biitiin suslarin
hidrolitik enzimlere sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

Yasa ve ark., (2008), Izmir Camalt1 Tuzlasi’ndan alinan &rneklerden ekstrem
halofilik archaea izolasyonu gergeklestirilerek bu mikroorganizmalarin biyokimyasal

testlerinin yan1 sira molekiiler karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir.
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Hasdemir ve Ogiin (2008), Kayseri Tuzla goliinden izole ettikleri suslarin;
morfolojik, fizyolojik ve bazi1 biyokimyasal 6zellikleri tanimlandi. Karakterize edilen 10
izolatin tiimiiniin Halomonas genusuna ait oldugu belirlemislerdir.

Mutlu ve ark. (2008), Tuz Goli Goliin 5 farkli noktasindan Agustos 2003-Ekim
2005 tarihleri arasinda Ornekleme Farkli besiyerleri kullanilarak 122 adet aerobik
halofilik bakterinin izolasyonu gerceklestirdi ve bu izolatlarin bazi biyokimyasal ve
antibiyotiklere kars1 hassasiyet testlerini yaptilar. Bazi izolatlarin toplam hiicre protein
profilleri SDS-PAGE ile ¢ikarilarak buradan olusturulan benzerlik dendogramlari,
referans halofillerle ve kendi aralarindaki iliskinin ortaya konmasinda kullandilar. Farkli
koloni morfolojisine sahip olan izolatlardan 25 tanesi segegerek bunlarin 16S rRNA dizi
analizlerine gore identifikasyonlar1 gerceklestirmislerdir.

Altinbayrak ve Ogiin (2010), Kagizman(Kars) Kayatuzu Tuzlas1 ve ¢evresindeki
tuzcul alanlardan izole edilen izolatlarin, halofilik Bacillus lichenoformis ve Halomonas
sp. iirlerine tiirlerine ait olduklarini belirlemislerdir.

Bu arastirmada; Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde Batman li’nin Kozluk ilgesi
smirlari icerisinde yer alan Tuzlagdzii Tuz Isletmesi’nden alinan tuzlu su ve tuzlu toprak

orneklerinden halofilik bakteri izolasyonu ve karakterizasyonu amaglanmustir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Kristalize tuz, tuzlu toprak ve tuzlu su érnekleri

Bu arastirmanin materyalini; Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde Batman Ili’nin
Kozluk ilgesi smirlart igerisinde yer alan Tuzlagdzii Tuzu Isletmesi ve gevresinden
21.05.2012 tarihinde toplanan tuzlu toprak, tuzlu su 6rnekleri olusturdu (Sekil 3.1; Sekil
3.2).

Sekil 3.1.Tuzlagozii tuzlu toprak drnegi. Sekil 3.2. Tuzlagdzii tuzlu su 6rnegi.

3.1.2. Halofilik bakterilerin izolasyonu ve tanimlanmasi i¢in kullanilan besiyerleri

3.1.2.1. Halofil broth

Besiyeri icerigi distile suda ¢oziilerek tiiplere dagitildi. Otoklavda 121°C’de,

1Atm basing altinda 15dk siire ile sterilize edildi. Bu besiyeri halofilik bakterilerin
izolasyonunda kullanilmistir (Tindal, 1992).
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3.1.2.2. Halofil agar

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildii. Otoklavda 121°C’de, 1Atm basing altinda
15dk siire ile sterilize edildi. Bu besiyeri halofilik bakterilerin izolasyonunda

kullanilmigtir (Tindal, 1992).

3.1.2.3. Cesitli yogunlukta NaCl iceren halofil broth besiyerleri

Bu ortamlar izolatlarin; % 2,5, % 5, %10, % 15, % 20 ve %25 gibi farkli NaCl tuz
konsantrasyonlarinda biiyliyiip biiyiimedigini test etmek i¢in kullanildi. (Tindal, 1992).

3.1.2.4. Halofil jelatin ortam

Jelatin halofilik broth igerisinde ¢oziilerek tiiplere dagitildi. Tiipler otoklavda
121°C 1Atm basingta 15 dk sterilize edildi. Bu besiyeri, izolatlarin jelatinaz aktivitesini
ortaya koymak icin kullanildi (O'Leary, 1989; Tindal, 1992; MacFaddin, 2000;
Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).

3.1.2.5. Halofil nisasta agar

Ortam igerikleri 100ml halofil broth igerisinde eritildi. Besiyeri otoklavda 121°C
1 Atm basingta 15 dk sterilize edildi. Bu besiyeri bakterilerin amilaz enzimine sahip olup
olmadiginin saptanmasinda kullanildi (O'Leary, 1989; Tindal, 1992; MacFaddin, 2000;
Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).

3.1.2.6. SIM Medium (Difco: 0271-01-1)

Karnigim distile su igerisinde eritilerek besiyerinden tiiplere dagitildi. Tiipler
otoklav cihazinda 121°C’de ve 1Atm basingta 15dk sterilize edildi. Bu besiyeri
izolatlarin; H,S, Indol iiretimi ve hareketli olup olmadiklarinin test edilmesinde
kullanildi. (O'Leary, 1989; Tindal , 1992; MacFaddin, 2000; Gunasekaran, 2002; Atlas,
2006).


http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url?%5Fencoding=UTF8&search-type=ss&index=books&field-author=William%20M.%20O%27Leary
http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url?%5Fencoding=UTF8&search-type=ss&index=books&field-author=P.%20Gunasekaran
http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url?%5Fencoding=UTF8&search-type=ss&index=books&field-author=William%20M.%20O%27Leary
http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url?%5Fencoding=UTF8&search-type=ss&index=books&field-author=P.%20Gunasekaran
http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url?%5Fencoding=UTF8&search-type=ss&index=books&field-author=William%20M.%20O%27Leary
http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url?%5Fencoding=UTF8&search-type=ss&index=books&field-author=P.%20Gunasekaran
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3.1.2.7. Simmons sitrat agar (Difco:0091-01-9)

Besiyeri distile su igerisinde homojenize edildi. Besiyeri Benmari Cihazi’nda
eritildi. Tiiplere dagitildi ve pH 6.8’e ayarlanip karigim 15dk siireyle otoklavlanarak
sterilize edildi. Sterilizasyondan sonra tiiplerdeki besiyerinin yatik bir sekilde katilagmasi

saglandi.

3.1.2.8. Ure broth

Besiyeri distile su igerisinde ¢oziildii. Tiiplere dagitildi. Tipler Tindalizasyon

yontemi ile sterilize edildi.

3.1.2.9. Nitrat broth

Halofil broth Besiyeri igerikleri distile suda ¢oziindiikten sonra test tiiplerine
dagitilmis ve otoklavda 121°C 1 Atm basingta 15 dk sterilize edildi (O'Leary, 1989;
Tindal , 1992; MacFaddin, 2000; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006). Bu besiyeri nitratin

nitrite indirgenmesinin belirlenmesinde kullanildi.

3.1.2.10. Karbonhidrat fermentasyon ortamlari

Halofil Broth igerisine indikatdr boya olarak Brom Timol Mavisi katildi.
Besiyerinden 5’er mililitre tiiplere dagitildi. Tiipler otoklavda 121°C 1Atm basingta 15 dk
sterilize edildi. Test edilecek sekerler Tindalizasyon ile sterilize edilerek besiyeri
icerisindeki konsantrasyonu %1 olacak sekilde katildi (O'Leary, 1989; Tindal, 1992;
MacFaddin, 2000; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).

3.1.3. Kullanmilan ¢ozelti ve boyalar

3.1.3.1. Alfa-naftol cozeltisi
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Alfa-Naftol Cozeltisi; Alfa-Naftoliin etanolde ¢oziilmesi ile hazirlandi. Bu ¢ozelti
nitrat indirgenmesi testinde kullanildi (Cotuk ve Kiiciiker, M., 1992; O'Leary, 1989;
Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).

3.1.3.2. Siilfanilik asit ¢ozeltisi

Nitrat indirgenmesi testinde kullanilmistir.
3.1.3.3. Liigol c¢ozeltisi

Iyot ve Potasyum Iyodiir porselen havan igerisinde doviilerek iyice ezildi. Uzerine
distile su eklenerek homojenize edildi. Gram boyama yonteminde mordan olarak
kullanildi.
3.1.3.4. Kristal Viyole boyasi

1g Kristal Viyole Boyas1 havanda doviildii. Uzerine 10ml %96lik Fenol kristali
ve distile su ilave edildi. 24 saat bekletidi ve filtre kagidindan gegirilerek Gram Boyama
yonteminde kullanildi.

3.1.3.5. Safranin boyasi

Safranin etanolde ¢oziilmistir, distile su ilave edilip iyice karigtirilarak

hazirlanmistir. Bu ¢ozelti gram boyama yonteminde kullanildi.

3.1.3.6. % 5’lik Malasit Yesili boyasi

5g Malasit Yesili 100ml distile su igerisinde ¢oziildii. Malasit yesili boyas1 endospor

boyamada kullanilmistir .
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3.1.3.7. Oksidaz ayiraci

% 1’lik Tetrametil-Parafanilendiamindihidroklorid ¢6zeltisi oksidaz ayiraci

olarak kullanilir.

3.1.3.8. %10’luk Demir Kloriir ¢ozeltisi

Fenilalanin deaminasyon testinde ayira¢ olarak kullanildi.

3.1.3.9. %3’liikk H,O; cozeltisi

%3’liik H,O, Cozeltisi katalaz testi i¢in kullanildi.

3.1.3.10. Karbon kaynaklari

Glukoz, Fruktoz, Mannoz ve Sukroz Fruktoz’un %10’luk eriyikleri hazirlandi ve

tindalize edildi.

3.1.3.11. Antibiyotik diskler

Bioanalys Firmasindan saglanan; Amikasin(10ug), Ciprofloxacin(5ug),

Eritromisin(15ug), Rifamicin  (25pg), Streptomisin  (10pg), Tobramisin(10ug),

antibiyotik diskleri izolatlarin antibiyotik duyarlilik testlerinde kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Tuzlu su, tuzlu toprak ve tuz érneklerinin toplanmasi

Tuzlagbzii Tuzlasi’ndan alinan tuzlu toprak ornekleri 1000ml’lik steril cam

kavanozlar igerisinde, tuzlu su 6rnekleri ise steril 300ml’lik cam siselerlerle toplandi ve

12 saat icerisinde laboratuara ulagtirildu.
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3.2.2. Tuzlu su 6rneklerinin kimyasal analizlerinin yapilmasi

Tuzlagdzii Tuzlasi’ndan toplanan tuzlu su ve tuzlu toprak érneklerindeki Ca'",
Mg++, Fe'™", K', Mn" iyonlarinin miktar1 Yiiziincii Y1l Universitesi, Bilim Uygulama
Merkezi Laboratuvar’inda Atomik absorbsiyon cihazi ile yapildi.

Tuzlu su Orneklerindeki iyonlarin tespiti igin 100ml su alindi. Icerisine
Sml %65°lik HNOj ilave edildi. Filtre kagidi (Whatman No 1) ile siiziildii. Siizlintiiden
50ml alinarak, Bilim Uygulama Merkezi Laboratuvar’inda gonderildi.

Toprak 6rneklerindeki iyonlarin tespiti i¢in 100gr kadar toprak alindi. Laboratuar
1sisinda 1-2 giin serilerek kurutuldu. Kuruyan toprak havanda doéviilerek inceltildi. 200
mesch’lik elekten gecirildi. Elekten gecen kisim 105°C°de 2 saat kurutuldu. Nem
almamasi i¢in agzi sikica kapatildi. Kurutulan topraktan 50ml’lik behere 1gr konuldu.
Uzerine 10ml kral suyu (3 hacim HCl + 1 hacim HNOj;) konuldu. Akabinde tam
kuruyana kadar 37°C’de etiivde bekledildi. Soguduktan sonra iizerine Sml 2M HNO3
cozeltisi eklendi. Hafifce 1sitilarak siiziildii. Hacim 20ml’ye ayarlandi ve Bilim

Uygulama Merkezi Laboratuvar’inda gonderildi (Trussel ve ark.1989; Sekil 3.6).

Sekil 3.6. 200 mecsh’lik elekten gecirilmis toprak drnegi

3.2.3. Orneklerin pH'larinin Ol¢iimii

pH Ol¢liimii; Trussel ve ark. (1989), tarafindan bildirilen metoda gore yapildi.
Icerisinde 250ml distile su bulunan balon jojelere tuz ve toprak drneklerinden 25g ilave

edildi. Balon jojeler elle ¢alkalanarak iyice homojenize edildi. Cdzeltilerin ¢okmesi
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beklenerek Inolab wtw marka dijital pH metre ile l¢iildii. Su 6rneklerinin pH’s1 numune

siselerinden direkt 6l¢iildii (Trussel ve ark.1989; Sekil 3.7).

Sekil 3.7. Toprak pH’sinin 6lgiimii
3.2.4. Ucucu Madde (nem) Tayini
Petri kaplar igerisine konulan 50g’lik tuz ve toprak ornekleri 105°C’de agirligi

sabitleninceye kadar Pasteur Firmminda tutuldu. Nem miktar1 % cinsinden hesaplandi.

(Trussel ve ark., 1989; Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Nem orani dlgiilecek toprak drnegi.
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3.2.5. Tuzlu su ve tuz érneklerinde bulunan halofilik bakterilerin toplam sayisinin

belirlenmesi

Halofilik bakterilerin sayimmi igin, igerisinde %5’lik, 250ml NaCl c¢ozeltisi
bulunan balon jojelere toprak ve tuz 6rneklerinden 25g kuru agirliga karsilik gelen ve su
orneklerinden 25 ml su 6rnegi konularak, calkalamak sureti ile homojen hale getirildi.
Ayrica bu soliisyonlardan igerisinde %20 oraninda 9ml NaCl ¢6zeltisi bulunan tiipler
icerisinde dilisyonlar hazirlandi. Bu dilisyonlarin birim hacmindeki halofilik bakteri ve
halofilik arkebakterilerilerin sayis1 halofilik agar kullanilalarak seyreltme plaka yontemi

ile tespit edildi (O'Leary, 1989; Tindal, 1992; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).

3.2.6. Tuzlu su ve tuzlu toprak orneklerinden asir1 halofilik bakterilerin izolasyonu

Halofilik bakterilerin izolasyonu i¢in sayim asamasinda hazirlanan ana
solusyonlardan farkli konsantrasyonlarda NaCl (%5, %10, %15, %20 ve %25) iceren
halofilik broth tiiplerine ekimler yapildi. Ekim yapilan tiipler 37-40°C’de 48 saat siireyle
inkiibasyona birakildi. Bu sekilde muhtemel halofilik bakterilerin zenginlestirilmesi
saglandi. Miiteakiben farkli konsantrasyonlarda NaCl (%S5, %10, %15, %20, %25) i¢eren
halofilik broth tiiplerinden halofilik agar iceren petri kutularina seyreltme plaka yontemi
ile ekimler yapildi. Petri kutular1 37°C’de 48-72 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu
miiteakip iireyen koloniler koloni rengine gére muhtemel halofilik bakteri kolonileri
olarak degerlendirildi ve bunlardan saf kiiltiir elde edildi. Elde edilen saf kiiltiirlerin
morfolojik, fizyolojik, ve biyokimyasal 6zellikleri tespit edildi (Grant ve Larsen, 1984;
Tindall, 1992).

3.2.7. Halofilik bakterilerin saf kiiltiirlerinin elde edilmesi

Halofilik Agar besiyerinde gelisen karisik kiiltiirden streril halofilik agar
besiyerlerine 6ze yardimiyla ¢izgi plak yontemi ile ekimler yapilarak saf kiiltiirler elde
edildi. flave olarak saf kiiltiirlerin yatik besiyeri ierisinde stoklar hazirland1 (O'Leary,

1989; Tindal , 1992; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).
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3.2.8 Numerik taksonomi i¢in uygulanan testler

Toplam 5 test susu niimerik taksonomi 41 karakter agisindan test edildi. Test
organizmalar1 20°C’de gliserol icerisinde muhafaza edildi. Cizelge 3.2°de  test

organizmalarinin karakterizasyonu i¢in yapilan testler verilmektedir.

3.2.9. Farkh tuz konsantrasyonlarinda suslarin gelismelerinin incelenmesi

Izole edilen suslar, %2,5, %5, %10, %15, %20 ve %25 NaCl igeren steril sivi
besiyerine ekilerek petri kutular1 37°C' de 48 saat inkiibe edildi (O'Leary, 1989; Tindal ,
1992; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).

3.2.10. Halofilik Bakteri Suslarimin Koloni ve Hiicre Morfolojilerinin Incelenmesi

Izole edilen suslarn koloni morfolojisi 6zellikleri binokiiler mikroskop yardimi
ile belirlendi. Hiicre morfolojisinin belirlenmesi i¢in modifiye gram boyama yontemi

uygulandi. (O'Leary, 1989; Tindal , 1992; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).

3.2.11. Bakteri suslarimin modifiye gram boyama yontemi ile boyanmasi

Gram boyama yapilacak saf kiiltiirlerden fizyolojik tuzlu su ile yayma preparat
hazirlandi. Preparat havada kurutulup %2’lik asetik asit ile 5 dakika tespit edildi.
Fiksasyon isleminden sonra preparatin iizerine kristal viyole boyasi damlatildi. iki dakika
beklendi. Fazla boya dokiilerek Liigol c¢ozeltisi ilave edilip 1 dakika beklendi.
Preparat %96’lik Etil Alkol alkol ile 6-10sn dekolorize edildi. Saf su ile yikandi. Son
olarak Safranin boyasi ilave edildi. 30 saniye kadar beklenip preparat saf su ile yikandi.
Kurutma kagidi kullanilarak preparat kurutuldu. Kuruduktan sonra preparatin iizerine 1
damla immersiyon yag1 damlatilarak 100’liik objektifte incelendi mormenekse goriilenler
gram pozitif, kirmizi pembe goriilenler gram negatif olarak degerlendirildi

(Dussault,1955).
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3.2.12. Bakteri suslarimin endospor boyama yontemi ile boyanmasi

Spor boyama yapilacak saf kiiltiirlerden fizyolojik tuzlu su ile yayma preparat
hazirland1. Preparat havada kurutulup, alevde fiske edildi. Preparatin iizerini kapatacak
kadar malasit yesili ilave edildi. Ucunda yanmakta olan alkollii pamiik bulunan alevle
hafifce 3dk 1sitildi. Ardindan saf su ile dekolorize edildi. Preparat 30 saniye Safranin
boyasi ile boyandi. Saf su ile yikandi. Kurutma kagidi kullanilarak preparat kurutuldu.
Preparatin iizerine 1 damla immersiyon yagi damlatilarak 100°liik objektifte incelendi.
Sporlarin yesil, vejetatif hiicrelerin kirmizi pembe boyandig1 gozlendi (Cotuk ve Ang,

1992).

3.2.13. Biyokimyasal testler

Modifiye gram boyama metodu uygulanarak boyanma 6zellikleri ve morfolojileri
belirlenen suslar klasik biyokimyasal yontemlere gore cins seviyesinde teshis edildi

(O'Leary, 1989; Tindal , 1992; MacFaddin, 2000; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).

3.2.13.1. Katalaz testi

Lam iizerine 100ul %3’liik hidrojen peroksit (H>O,) damlatildi. Halofilik Agar
tizerinde gelistirilen kolonilerden 6ze ile bir miktar alinarak lam iizerindeki hidrojen
peroksit ile muamele edildi. Lam {izerinde gaz kabarciklarinin olusmasi pozitif katalaz
reaksiyonu, gaz kabarciklarinin gézlenmemesi ise negatif katalaz reaksiyonu olarak
degerlendirildi (O'Leary, 1989; Tindal , 1992; MacFaddin, 2000; Gunasekaran, 2002;
Atlas, 2006).

3.2.13. 2. Oksidaz testi

Sitokrom oksidaz testi gram negatif aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakterilerin
ayirt edilmesinde kullanilan 6nemli bir testtir. Bu amagla Para-aminodimetilanilin
monohidroklorid’in %1°lik eriyigi petri kabi igerisinde filtre kagidina emdirildi.

Bakterinin kat1 vasatta tretilen kiiltiiriinden platin 6ze ile bir miktar alilinip ayirag
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emdirilmis filtre kagid1 iizerine tatbik edildi. Akabinde 5-10 saniye i¢inde kirmizi-mor bir
renk olusmasi1 oksidaz pozitif olarak degerlendirildi (O'Leary, 1989; Tindal , 1992;
MacFaddin, 2000; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).

3.2.13.3. Sitrat testi

Sitratin karbon kaynagi olarak kullanilip, kullanilmadiginin belirlenmesi igin
yapilan testtir. 24 saatlik kiiltlirden Yatik Simmons Citrate Agar besiyerine platin igne
ekim yapildi. Besiyeri renginin koyu maviye doniismesi pozitif, orijinal yesil renkte
kalmasi negatif sonug olarak degerlendirildi (O'Leary, 1989; Tindal , 1992; MacFaddin,
2000; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006)

3.2.13.4. Hidrojen siilfiir olusturma testi

Test edilecek bakteri suslart SIM besiyerine platin igne ile ekilip 37°C'de 48 saat
inkiibe edilldi. inkiibasyon siiresi sonunda besiyerinin renginin siyaha dénmesi H,S
pozitif olarak degerlendirildi (O'Leary, 1989; Tindal , 1992; MacFaddin, 2000;
Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).

3.2.13.5. Hareket testi

Igerisinde SIM ortamm buluna tiiplere batirma ydntemiyle platin igne yardimu ile
ekim yapildi. Tipler 37°C'de 48 saat inkiibe edildi. Ekim hattinin yan1 sira besiyerinin
tamaminda bulaniklik goériilmesi hareket pozitif olarak degerlendirildi (O'Leary, 1989;
Tindal , 1992; MacFaddin, 2000; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006)

3.2.13.6. Ureaz testi

Ure broth tiiplerine saf kiiltiirden ekim yapildi. Tiipler 37°C'de 48 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra besiyerinin renginin pembeye dénmesi
iireaz pozitif olarak degerlendirildi (O'Leary, 1989; Tindal , 1992; MacFaddin, 2000;
Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).
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3.2.13.7. Jelatinaz testi

Icerisinde %12 oraninda jelatin bulunan halofilik besiyerlerine platin igne ile dik
olarak ekim yapildi. Tiipler oda sicakliginda 7 giin inkiibe edildi. Inkiibasyonu miiteakip
tiipler yatirildiginda sivilagsma goriilmesi jelatinaz pozitif olarak degerlendirildi (O'Leary,

1989; Tindal , 1992; MacFaddin, 2000; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).

3.2.13.8. Nisasta hidrolizi

Icerisinde nisasta bulunan halofilik agar besiyerine bakteriler 6ze yardimu ile ekildi.
Petri kaplar1 37°C'de 48 saat inkiibe birakildi. Inkiibasyonu miiteakip besiyerinin {izerine
liigol ¢ozeltisi ilave edildi. Nisastanin hiroliz odugu bolgelerde koloni etrafindaki berrak
ve renksiz bolgeler pozitif nisasta sindirimi, mavi bolge ise negatif nisasta sindirimi olarak
degerlendirildi (O'Leary, 1989; Tindal , 1992; MacFaddin, 2000; Gunasekaran, 2002;
Atlas, 20006).

3.2.13.9. Kazein hidrolizi

Kazeinli besiyeri 121°C'de 15 dakika steril edilmis ve petri kutularina dokiildii.
Kiiltiirler 6ze yardimi ile besiyerinin yiizeyine kiiciik dairesel halkalar halinde ekildi.
Petri kablar1 37°C'de 48 saat inkiibe edildikten sonra siyah bir zemin {izerinde incelendi.
Ureme bolgelerinin etrafindaki seffaf bolgeler kazein pozitif olarak degerlendirildi

(O'Leary, 1989; Tindal , 1992; MacFaddin, 2000; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).

3.2.13.10. Tween 80 hidrolizi

Tween 80 icerikli besiyerleri 121°C'de 15 dakika steril edildi ve petri kutularina
dokiildii. Kiiltiirler 6ze yardimi ile besiyerinin yiizeyine kii¢iik dairesel halkalar halinde
ekildi. Petri kaplar1 37°C'de 48 saat inkiibe edildikten sonra koloniler etrafindaki seffaf

zonlar incelendi. Ureme bélgelerinin etrafindaki seffaf bolgeler Tween 80 pozitif olarak
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degerlendirildi (O'Leary, 1989; Tindal , 1992; MacFaddin, 2000; Gunasekaran, 2002;
Atlas, 20006).

3.2.13.11. Eskulin hidrolizi

Icerisinde %1 oraninda eskulin bulunan besiyerine yogun cizgiler halinde
izolatlardan ekim yapildi. Petri kaplar1 Petri kaplar1 37°C'de 48 saat inkiibe edildikten
sonra yogun lireme bdlgesinin etrafindaki zonlar incelendi. Kahverengi-siyah zonlar
eskulin hidrolizi pozitif olarak degerlendirildi (O'Leary, 1989; Tindal , 1992; MacFaddin,
2000; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).

3.2.13.12. Fenilalanin deaminasyon testi

Igerisinde %1 oraninda fenilalanin bulunan besiyerine yogun cizgiler halinde
izolatlardan ekim yapildi. Petri kaplar1 Petri kaplar1 37°C'de 48 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonu miiteakip kiiltiiriin {izerini kaplayacak sekilde %10’luk demir kloriir
cozeltisinden ilave edildi. Koloniler etrafinda yesil rengin olusmasi fenilalanin
deaminasyonu yoniinden pozitif olarak degerlendirildi (O'Leary, 1989; Tindal , 1992;
MacFaddin, 2000; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).

3.2.13.13. Nitrat indirgenmesi testi

Igerisinde %1 orannda KNO3 ve Durham tiipii bulunan halofilik broth tiiplerine test
edilecek kiiltiirlerden ekim yapildi. Tiipler 37°C'de bir hafta siire ile inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonu miiteakip tiiplere %1’lik sulfanilik asit ve %0.6’lik Alfa-naftilamin
ayrac¢larindan birer mililitre ilave edildi. Kalic1 kiremit kirmizis1 rengin olusmasi nitrat
indirgenmesi pozitif olarak degerlendirildi (O'Leary, 1989; Tindal , 1992; MacFaddin,
2000; Gunasekaran, 2002; Atlas, 20006).


http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url?%5Fencoding=UTF8&search-type=ss&index=books&field-author=William%20M.%20O%27Leary
http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url?%5Fencoding=UTF8&search-type=ss&index=books&field-author=P.%20Gunasekaran
http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url?%5Fencoding=UTF8&search-type=ss&index=books&field-author=William%20M.%20O%27Leary
http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url?%5Fencoding=UTF8&search-type=ss&index=books&field-author=P.%20Gunasekaran
http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url?%5Fencoding=UTF8&search-type=ss&index=books&field-author=William%20M.%20O%27Leary
http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url?%5Fencoding=UTF8&search-type=ss&index=books&field-author=P.%20Gunasekaran
http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url?%5Fencoding=UTF8&search-type=ss&index=books&field-author=William%20M.%20O%27Leary
http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url?%5Fencoding=UTF8&search-type=ss&index=books&field-author=P.%20Gunasekaran
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3.2.13.14. Karbon kaynaklarimin kullanimi testi

Bu test bakterilerin karbonhidratlar1 fermantatif veya oksidatif olarak kullandigini
anlamak icin yapildi. Icerisinde %] oranminda test edilecek Karbonhidrat bulunan
oksidasyon fermantasyon besiyerine ekimler yapildi. Fermantatif mekanizmanin
anlasilmasi i¢in kiiltiiriin {izeri steril siv1 parafin ile kaplandi. Tiipler 37°C'de 24+24 saat
inkiibasyona birakildi. Bakterinin sekeri kullanip kullanmadigi inkiibasyon sonucunda
besiyeri icerisinde bulunan indikatér boyanin renk degistirmesi ile anlagildi (O'Leary,

1989; Tindal , 1992; MacFaddin, 2000; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).

3.2.13.15. Antibiyotiklere duyarhlik testi

Halofilik broth igerisinde iiretilen 6 saatlik kiiltlirlerden, halofilik agar yiizeyine
100ul kiiltiir steril egri cam ¢ubuk yardimu ile iyice yayildi. Petri kaplar1 37°C'de 48 saat
inkiibe edildikten sonra koloniler etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 incelendi. (Bauer ve

Kirby, 1966).

3.2.14. Niimerik taksonomik analiz

5 test susuna 41 birim karakterin uygulanmasi sonucu, biitiin test sonuglar ikili
formata uygun olarak pozitif sonuglar i¢in “+” ve negatif sonuglar i¢in “-” kullanilarak
kodlandi. Yapilan tiim testler pozitif ve negatif kontrol plagindaki gelismeler ile
karsilagtirilarak degerlendirildi. Test plagindaki gelisme, pozitif kontrol plagindaki
gelismeye esit veya daha yakin ise pozitif (+), negatif kontrol plagindaki gelismeye esit
veya daha zayif ise negatif (-) olarak kaydedildi.

Toplam 5 test susunun veri analizleri i¢in benzerlik hesaplanmasinda

degerlendiren Sgv (Simple matching coefficients; Sokal ve Michener, 1958)

katsayist analizi kullanildi.


http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url?%5Fencoding=UTF8&search-type=ss&index=books&field-author=William%20M.%20O%27Leary
http://www.amazon.com/exec/obidos/search-handle-url?%5Fencoding=UTF8&search-type=ss&index=books&field-author=P.%20Gunasekaran
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3.2.15. Genomik DNA izolasyonu

DNA ekstraksiyonu Neumann ve ark. (1992), tarafindan gelistirilen standart
fenol/kloroform yontemine gore yapildi. Halofil Agar igerisinde gelistirilen suslar steril
spatula ile besiyerinin yiizeyinden alinarak STE tamponu igersisinde vortekslenerek
homojenize edildi. DNA’nin ekstraksiyonu i¢in Iml hiicre siispansiyonu 8000rpm’de 2dk
santrifiij edildi. Siipernatant uzaklagtirildiktan sonra 400ul STE tamponu (100mM NaCl,
10mM Tris/HCL, 1mM EDTA, pH 8.0) ile iki defa yikandi. Sonra hiicreler 8000g’de 2dk
santrafiij edildi. Pellet 200pul TE tamponu (10mM Tris/HCIL, ImM EDTA, pH 8.0)
igerisinde tekrar siispanse edildi. Sonra bu tiiplere 100ul Tris-doyurulmus fenol (pH 8.0)
eklendi. Ardindan vortekslendi. Sonradan 6rnekler 4°C’de 13.000rpm’de 5dk sanrifiij
edilerek siv1 faz organik fazdan ayrildi. Sivi fazin {ist kismindan 160pl 1.5ml hacimli
tiiplere transfer edildi. 40ul TE buffer eklenerek karisimin hacmi 200ul’ye tamamlandi
ve lizerine 100ul kloroform eklenerek 4°C’de 13.000rpm’de 5dk sanrafiij edildi. Lizatin
rengi acilincaya kadar kloroformla ekstrakte edildi. Bu islem iki veya ii¢ kez tekrarlandi.
Sivi fazin iist kismindan 160pl 1.5ml hacimli tiiplere transfer edildi. Tiiplerin {izerine
40ul TE ve 5ul RNaz (10mg/ml) ilave edildi ve RNA’nin pargalanmasi i¢in 37 °C’de
10dk inkiibasyona birakildi. Sonra tiiplere 100ul kloroform eklenerek 4°C’de
13.000rpm’de 5dk sanrafiij edildi. Stv1 fazin {ist kismindan 150pl 1.5ml hacimli tiiplere
transfer edildi. Saf DNA igeren sulu faz sonraki agamalar i¢in -20°C’de stokland1

DNA numuneleri, izolasyon isleminin sonunda agaroz jel -elektroforeze
kosturularak kontrol edildi. Izole edilen DNA numunelerinin agaroz jelde goriiniir hale
gelmesi icin jel icerisine floresans 6zellik gosteren etidyum bromid boyasi ilave edildi.
Etidyum bromid ¢ift zincirli DNA’nin baz giftlerine baglanarak 254 veya 312nm dalga
boyunda UV transilliiminatdrde kirmizi floresans yayma o6zelligi gosterir. Bu 6zellik
DNA izole edilmis ise UV translilliiminator lizerinde agaroz jelde bantlarin goériinmesini
saglar. Bunun i¢in 1,2 gr (%]1) agaroz 120 ml 1X TBE tamponu bulunan 250 ml’lik erlene
ilave edildi. Karistirildiktan sonra mikro dalga firin yardimiyla tamamen agarozun
erimesi saglandi ve ortalama 60°C’ye soguyunca igerisine 6ul etidyum bromid
(10mg/ml) ilave edildi. Erlen hava kabarcig1 olusmayacak sekilde hafif¢e karistirildi.
Elektroforez tablasi diiz bir zemine yerlestirildikten sonra jel soliisyonu hava kabarcigi

olusturulmadan dokiildii. Taraklar dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Agarozun
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donmasindan sonra tarak c¢ikarildi(15-20 dk) ve i¢inde 1X TBE pH 8 tamponu bulunan
elektroforez tankia yerlestirildi. Taragin olusturdugu bosluklara her bir DNA
numunesinden 5 pl ve 2 pl yiikkleme boyasi(Brom Fenol Mavisi) ile birlikte toplam 7 pl
olarak ytiklendi. Agaroz jel 80 voltta ortalama 20 dk elektroforez edildi ve UV
transilliminator’ de gozlendi. Jel goriintiileme sistemi kullanilarak fotograflandi

(Ozdemir, 2008).

3.2.16. Test organizmalarinin RAPD-PCR ile karakterizasyonu

DNA ektraksiyonu yapilan test organizmalarina RAPD-PCR teknigi uygulandi
ve elde edilen DNA bandlarina gére dendogram olusturuldu.

PCR kokteylinden tiiplere 30ul dagitildi ve 2ul DNA eklendi. PCR

amplifikasyonu “Perkin Elmer DNA Thermal Cycler 480”cihazi ile yapildi.
RAPD-PCR’da ¢ogaltilmis DNA’lar1 % 1°lik 0.5 pg/ml ethidium bromid igeren
agaroz jelde (0.5 X TBE tampon) kosturuldu. Yaklasik Sul PCR {iriinii jel ylikleme boyas1
ile birlikte karistirilarak jele yiiklendi ve 100V, 1 saat boyunca kosturuldu. Cogaltilan
DNA segmentleri molekiiler marker ile (Gene RulerTM 100 bp DNA Ladder Plus, MBI

Fermentas) kiyaslandi.



4. BULGULAR

4.1. Su Orneklerinin Fiziko-Kimyasal Ozellikleri

Tuzlagozii tuzlasi ve ¢evresinden toplanan tuzlu toprak drneklerinin pH’s1 8.63,
nem orani %17.96, Ca” 13.01mg/L, Mg 18.38mg/L, Fe' 1.00mg/L, K" 3.96mg/L ve
Mn" 1.07mg/L olarak belirlendi. Tuzlu su 6rnegin ise pH’s1 8.48, Ca™ 30.45mg/L,
Mg~ 17.83mg/L, Fe'" 0.26mg/L, K™ 20.42mg/L ve Mn" 0.36mg/L olarak tespit edildi
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Tuzlu toprak ve tuzlu su drneklerinin fiziko-kimyasal dzellikleri

Ozellik Toprak Su

pH 8.63 848
Nem Orani %17.96 -
Ca"™" 13.01mg/L 30.45mg/L
Mg"* 18.38mg/L 17.83mg/L
Fe™ 1.00mg/L 0.26mg/L
K* 3.96 mg/L 20.42mg/L
Mn"" 1.07mg/L 0.36mg/L

4.2. Su ve Toprak Orneklerindeki Bakteri Sayisi

Seyreltme plaka yontemi ile yapilan sayimlarda su orneklerindeki halofilik bakteri
say1st 5X10%/ml ve toprak orneklerindeki halofilik bakteri sayis1 2X10™*kob kob/gr
olarak belirlendi (Sekil 4.1; Sekil 4.2).

Sekil 4.1. HA’da 0.1ml su 6rnegindeki ilimli halofil Sekil 4.2. HA’da 0.1ml toprak ¢6zeltisindeki 1limli
bakteriler. halofil bakteriler.
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4.3. Halofilik izolatlarin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Tuzlagozii ve ¢evresinden toplanan tuzlu toprak, tuzlu su drneklerinden, yapilan
izolasyon c¢aligmalarinda bes farkli, koloni morfolojisine sahip izolat gézlendi. Secilen
bu izolatlardan dordii; gram negatif, digeri endopor’a sahip gram pozitif bakteri oldugu
belirlendi.

Izole edilen suslarda R1(Reyhan 1), R2 (Reyhan 2) , R3 (Reyhan 3) , R4
(Reyhan 4) ve R5(Reyhan 5) olarak numaralandirildi. Bu izolatlarin morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal, antibotiklere duyarlilik ve molekiiler 6zellikleri belirlendi.
Koloni morfolojisi ve hiicre morfolojisi ile ilgili olarak Koloni ¢api, pigmentasyon ve
hiicre sekli belirlendi.  Fizyolojik  6zelliklerden ise farkli farkli  NaCl
konsantrasyonlarinda iireme, farkli pH’larda iireme, anaerobik Ureme o6zellikleri test
edildi. Ayrica oksidaz, katalaz, jelatinaz aktivitesi, tween80 hidrolizi, nisasta hidrolizi,
iire hidrolizi, kazein hidrolizi, nitrat rediiksiyonu, sitrat kullanimi, hidrojen siilfiir
olusumu ve bazi sekerlerin kullanimi ile ilgili biyokimyasal ozellikleri tespit edildi
(Cizelge 4. 2).

Cizelge 4.2. izole edilen suslarin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve
antibiyotiklere duyarlilik 6zellikleri

Ozellikler R1 R2 R3 R4 R5
Koloni ¢ap1 2mm 2mm 2mm 2mm 2mm
Pigmentasyon Krem Krem Turuncu Krem  Krem
Hiicre sekli Comak ¢omak  Basil Comak ¢omak
Gram reaksiyonu - - + - -
Endopor - - + - -
Hareket - - - - -
Anaerobik Ureme + + + + +
Oksidaz + - + + +
Katalaz + + + + +
Nutrient Broth’da tireme ~ Zayif - - - -
%2,5 NaCl + + + + +
%S5 NaCl + + + + +
%10 NaCl + + + + +
%15 NaCl + + + + +
%20 NaCl + + + + +
%25 NaCl + + + + +
pH 5.0 + + + + +
pH 6.0 + + + + +
pH 7.0 + + + + +
pH 8 + + + + +
pH9 + + + + +
Jelatinaz aktivitesi - - - - -
Tween80 hidrolizi - - - - -
Nisasta hidrolizi - - - - -

Ure hidrolizi + + + + +
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Cizelge 4.2. izole edilen suslarm morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve
antibiyotiklere duyarlilik 6zellikleri (devam)

Kazein hidrolizi - + -
Nitrat rediiksiyonu
Sitrat Kullanimi
Hidrojen stlfir
uretimi

Glukoz

Fruktoz

Sukroz

Mannoz

Gliserol

Esculin

Phenilalanin

Amikasin
Ciprofloxacin
Eitromisin

Rifamisin

Sreptomisin
Tobramisin

+ + +

4+ 4+ 0 4+ 0 [ e
=+ 1

1

=+

+ 4o + o+

+ o+ o+ o+
+ o+ o+ o+
+ o+
+ o+ o
+ o+ o

R1, R2, R4 ve RS izolatlarimin tiimiiniin fakiiltatif anaerob o6zellikte oldugu

gozlendi (Sekil 4.3; Sekil 4.4).

Sekil 4.3. Anaerobik jar. Sekil 4.4. Anaerobik ortamda lireme testi.

Biitiin izolatlarin hareket negatif R1 ve RS5 izolatlarinin nitrat indirgemesi
yoniinden pozitif, R2, R3 ve R4 izolatlarinin nitrat indirgenmesi yoniinden negatif

oldugu goriildii (Sekil 4.5; Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Hareket testi. Sekil 4.6. Nitrat rediiksiyonu testi.

R1, R2, R3, R4 ve RS izolatlarinin tiimiiniin de, Tryptic Soy Broth
besiyerlerinde liremedigi gézlendi. Suslarin %2,5, %5, %10 %15, %20 ve %25 oraninda
NaCl iceren halofilik broth besiyerlerinde canliliklarini muhafaza ettigi ve %25
oraninda NaCl igeren halofil agarda bakterilerin yogun bir sekilde iireyebildikleri
gozlendi (Sekil 4.7a; Sekil 4.7b).

Sekil 4.7a. Farkli tuz yogunluklarinda iireme. Sekil 4.7b. Farkli tuz yogunluklarinda lireme.

Izolatlarinin tiimiiniin Nutrient Broth besiyerlerinde iiremedigi ve pH 5, pH 6
pH 7 pH 8 ve pH 9’da %20 oraninda NaCl igeren halofil broth’da iiredikleri gozlendi
(Sekil 4.8a; Sekil 4.8b).
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Sekil 4.8a. Farkli pH degerlerinde iireme. Sekil 4.8b. Farkli pH degerlerinde iireme.

R1, R3, R4 ve RS izolatlarinda oksidaz ve katalaz pozitif iken R2 izolatinda ise
oksidaz negatif katalaz pozitif oldugu belirlendi (Sekil 4.9; Sekil 4.10).

Sekil 4.9. Oksidaz testi. Sekil 4.10. Katalaz testi.

R1 ve R2 izolatlariin Glikoz, Fruktoz ve Mannoz sekerlerini karbon kaynagi
olarak kullanamadiklar1 bunun yaninda Sukrozu karbon kaynagi olarak kullanabildikleri
belirlendi. R3 izolatinin Glikoz, Fruktoz, Sukroz ve Mannoz sekerlerinin tiimiini
karbon kaynagi olarak kullanabildikleri belirlendi. R4 izolatinin Glikoz ve Mannoz
sekerlerini karbon kaynagi olarak kullanamadiklarinin yani sira, Fruktoz ve sukroz
sekerlerini karbon kaynagi olarak kullanabildikleri belirlendi. RS izolatinin Glikoz,
Fruktoz, Sukroz ve Mannoz sekerlerini karbon kaynagi olarak kullanamadig: belirlendi
(Sekil 4.11).
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|
Sekil 4.11. Karbonhidrat kullanimi testi.

R1, R2, R3, R4 ve RS suslarinin tiimiiniin de jelatinaz negatif ve tiim suslarin

tireaz pozitif oldugu gozlemlendi (Sekil 4.12; Sekil 4.13).

!Ti
’u ' > 1 .1

Sekil 4.12 Jelatin hidroliz testi. ~ Sekil 4.13. Ure hidrolizi testi.

Biitiin izolatlarin tlimiiniin sitrat pozitif oldugu goriildii (Sekil 4.14.)

K

Sekil 4.14. Sitrat testi.
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Biitiin izolatlarin, nisasta hidrolizi ve Twen 80 hidrolizi yoniinden negatif oldugu

goriildii. (Sekil 4.15; Sekil 4.16).

.
Sekil 4.15. Nisasta hidrolizi testi. Sekil 4.16. Tween 80 hidrolizi testi

R1, R2, R4 ve RS suslarinda kazein hidrolizi negatif ozellikte oldugu, R3
susunda ise kazein hidrolizi pozitif 6zellikte oldugu goriildii (Sekil 4.17). R1, R2, R4
ve RS izolatlarin eskulin pozitif 6zellikte oldugu, R3 izolatinin ise eskulin negatif

Ozellikte oldugu belirlendi (Sekil 4.18).

Sekil 4.17. Kazein hidrolizi testi. Sekil 4.18. Eskulin hidroliz testi.

4.4. Antibiyotik duyarhlik test sonuc¢lari

Halofil Agarda Disk Difilizyon Yontemi ile antibiyotik duyarlilik testleri
sonucunda R1 ve R2 suslarinin Rifamicin (25pg), Amikasin (10p), Eritromisin(5p) ve
Ciprofloxacin (5ug) antibiyotik disklerine kars1 direnclilik gosterdikleri ve Streptomisin
(10p), Tobramisin(10p) antibiyotik disklerine karsi1 duyarlilik gosterdikleri gozlendi.
R3, R4 ve RS suslarimin Ciprofloxacin (5ug), Eritromisin(5p) ve Rifamicin (25ug)
antibiyotik disklerine direnclilik o6zelligi gosterdikleri fakat Streptomisin (10u) ve
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Tobramisin(10p) antibiyotik disklerine kars1 duyarhilik gosterdikleri gdzlemlendi (Sekil
4.19.).

Sekil 4.19. Antibiyotik duyarlilik testi.

4.5. Niimerik analiz sonuclar

5 test susu icin yapilan 42 farkli testin sonuclar1t MVSP 3.2 (Multi-Variate
Statistical Package;) programinda Sgy konfisiyentlerine gore UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Average Cluster) analizleri yapildi. Ss-UPGMA
(Simple  Matching  Coefficient)  konfisiyent analizlerine  gore  secilen
mikroorganizmalarin  olusturdugu dendogram Sekil 4.20°de gosterildi. Olusan
dendogramda iki ana grup olustu. Toplam 3 kiime olustu ve bu kiimelerden I’inci
harig, ikisi iki izolat igerdi. Dendogram %90 benzerlik oranina gore 2 minor kiime
ve 1 tane tek tlyeli kiime olustu. Tekli iiye olan R3 tuzlu su orneklerinden izole
edilmistir. R3 nolu izolat diger izolatlarla yaklasik %75 oraninda benzerlik
gostermistir. II. Gupta yer alan R2 ve R4 nolu izolatlar %93 benzerlik gosterirken III.
Grupta yer alan R1 ve RS nolu izolatlar %95 benzerlik gosterdi. izole edilen
bakterilerin habitatlart R1, R2, R4 ve RS i¢in ayn1 olup yapilan testler sonucu olusan
dendogramda %90 {lizerinde benzerlik gosterdi. Lokalite bakimindan  paralellik

gosterdigi tespit edildi.
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UPGMA
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Sekil 4.20. Bes test izolat1 i¢in 42 farkli karakter bakimindan uygulanan test sonuglarint 9MVSP 3.2
(Multi-Variate Statiscical Package) programi Simple Matching Coefficient ile
olusturulan dendogram .

4.6. RAPD-PCR analizi

Genomik DNA izolasyonu i¢in 5 test izolatt Ausubel ve ark. (1994), tarafindan
bildirilen metoda gore yapilmustir.

Ekstraksiyonu yapilan DNA’lar agaroz jelde (%1) kosturuldu ve goriintiileri
UV transliminator jel goriintiileme sistemi ile fotografland1 (Sekil 4.20.). DNA
miktarlart UV spektrofotometrede 260 nm dalga boyundaki absorbans degerleri

belirlenerek ol¢iildii.
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Sekil 4.21. Test izolatlarindan ekstrakte edilen genomik DNA izolasyonu goriintiisii.

DNA izolasyonu vyapilan 5 test izolatlarn DAF4 ve MI13 primerleri
kullanilarak Elmer DNA Thermal Cycler 480°da ¢ogaltildi. Primerler DNA {izerinde
uyum sagladiklar1 baz niikleotid araliklarinin ¢ogaltilmasini saglarlar (Monciardini ve
ark., 2002). Bu nedenle test izolatlarinin DNA’larinin kismi amplifikasyonu PCR ile
6 primer ile yapildi. Primerlerin sayist arttikca sonuglar daha gilivenilir olmaktadir.
PCR firiinleri %1,5’lik agaroz jelde 100 voltta 30 dk yiiriitiildii. Agaroz jel UV-
Translimiinator jel goriintiileme sistemi ile fotograflandi (Sekil 4.22.) PCR iiriinleri,
%1,5’1lik agaroz jele yiiklendi ve DNA marker ile 80 voltta 1 saat elektroforez edildi.
Agaroz jel gorlintiileme sisteminde fotograflandi ve kaydedildi.

RAPD-PCR i¢in olusturulan SSM-UPGMA dendograminin analizi sonucunda
iki ana gurup olusmaktadir. 1. Kiime tek tiyeli diger iki kiime iki test izolat1 icermistir.
%70 benzerlik oranina gore test izolatlarini RAPD-PCR sonuglarinin olusturdugu
dendogram analizinde 3 kiime olustu. RAPD-PCR sonuglar1 Sekil 4.22.’te ve buna ait
dendogram Sekil 4.23.’te gosterilmektedir. III. Kiimede yer alan R1 ve RS
nolu izolatlar %75 lizerinde benzerlik gosterirken II. Kiimede yer alan
R2 ve R4 nolu izolatlar % 70 oraninda benzerlik gostermistir. R3 nolu
izolat ise diger gruplarla yaklasik % 30 benzerlik gdstermistir.
Sonuglar niimerik taksonomik analizlerin olusturdugu dendogramlarla

paralellik gdstermistir.
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Sekil:4.22. Test izolatlariin Simple Matching Coefficient ile olusturulan RAPD- PCR
sonuglarmin olusturdugu jel goriintiisii.

R3 1

R4
R2

RS
R1

UPGMA
028 04 052 064 076 088 1
028 04 052 064 076 088 1

Simple Matching Coefficient

Sekil 4.23. Test izolatlarmin Simple Matching Coefficient ile olusturulan RAPD-PCR sonuglarinin
olusturdugu dendogram goriintiisii.



5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemizde dogal tuzlu habitatlardan birisi de Tuzlagdzii Tuzlasi’dir. Tuzlagdzii
Tuzlas1 Batman ili’nin, Kozluk ilgesi’nin dogusunda ve Kozluk Merkeze 7Km uzaklikta
bulunmaktadir. Tuzla, Tuzlagézii Koyii sinirlart igerisindedir. Yorenin tuz ihtiyacinin
biiylik bir boliimii bu tuzladan karsilanmaktadir. Tuz {iretimi, tuzlu yeralt1 sularinin
havuzlarda evoporasyonu ile elde edilmektedir (Anonim, 2012).

Halofilik ve halotolerant prokaryotlar dogal ve yapay tuzlu ortamlarda yayilis
gosterirler. Tuz golleri, tuzlalar (giines tuzu ve kaya tuzu), tuzlu topraklar, denizlere ait
lagiinler, tuzlanmis deriler, tuzlanmis gidalar bu mikroorganizmalar i¢in uygun
habitatlardir. Canlilar aleminin tiimii izerinde diisiiniilecek olursa; omurgasiz hayvanlar,
bitkiler ve funguslar gibi dkaryotik canlilarinda icerisinde halofilik veya halotdlerant
organizmalar1 temsil eden tiirler mevcuttur. Halofilik veya halotlerant prokaryotlar
bakteriler ve arkebakteriler icerisinde yer alirlar. Ancak Arkebakteriler asir1 halofilik
grubu teskil eder ve Halobacteriaceae familyas: igersinde yer alirlar. Hafif derecede
halofil olanlar veya 1liml1 halofiller ise bakterilerin ¢esitli gruplar igerisinde yer alirlar
(DasSarma ve Aora, 2001; Javor, 2002; Grant, 2004).

Ulkemizde yerli bilim adamlar1 asir1 miktarda tuz iceren ortamlardan asiri
halofilik mikroorganizmalarin izolasyonu ile ilgili ¢esitli arastirmalar yapmislardir. Bu
arastirmalarin ¢ogunda asir1 halofilik arkebakteriler ¢alisilmistir (Erdogan ve ark. ,2001;
Elevi ve ark. , 2004; Ozcan ve ark. , 2006; Birbir ve ark. , 2007; Yasa ve ark. , 2008).

Dogal tuzlu ortamlardan halofilik bakterilerin izolasyonu ve identifikasyonu ile
ilgili tlilkemizdeki arastirmalar olduk¢a sinirhidir. Akséz ve Kolonkaya (1984), Tuz
Goli’nden 1liml halofilik gruba ait bir bakteriyi izole ettiklerini bildirmislerdir. Birbir
ve Sesal (2003), yine Tuz Go6lii'nden izole ettikleri 32 bakteri izolatinin tiir tanisina
gidilmeksizin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 0Ozelliklerini belirlemislerdir.
Hasdemir ve Ogiin (2008), Kayseri Tuzla Gélii’nden izole ettikleri izolatlarin Bacteria
icerisinde yer alan Halomonas genusuna ait oldugu belirlediler. Altmbayrak ve Ogiin
(2010), Kagizman tuzlasindan Bacillus lichenoformis ve Halomonas sp. 1zole ettiklerini
bildirmislerdir. Benzer sekilde; Mutlu ve ark. (2008), Tuz Golii’niin farkli noktalarindan

aldiklar1 Orneklerden Archaea tiirleri ile birlikte, Bacteria igerisinde yer alan
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Chromohalobacter, Cytophaga sp., Salinibacter ruber tiirlerini izole ettiklerini
bildirmistirler. Diger bir arastirma da ise; Poli ve ark. (2009), tarafindan Izmir Camalti
Tuzlasi’ndan toplanan toprak orneklerinden izole edilen Halomonas tiiriiniin Levan
tiretimi ile ilgilidir.

Yabanci arastirmacilar tarafindan tuzlalardan farkli tarihlerde halofilik
Halomonas tiirleri izole edilmistir. H. ilicicola, H. indalinina, H. koreensis, H.
kribbensis, H. taeanensis tiirleri farkli arastirmalarda izole edilen tiirlerdir (Lim ve ark. ,
2004. Lee ve ark. , 2005; Cabrera ve ark. , 2007; Jeon ve ark. , 2007; Arenas ve ark. ,
2009). Arahal ve ark. (2002), tarafindan bildirildigine gére 2002 yilina kadar tanimlanan
Halomonas tiirlerinin sayisi 19 olarak bildirildi. Ancak her yil bu genusa ait yeni tiirler
bilim diinyasina tanitilmaktadir.  Hatta International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology dergisinde 2010 tarihli; Halomonas xinjiangensis yeni tiir
olarak yayinlandi (Guan ve ark. , 2010).

Bu arastirmada Batman Ili, Kozluk Ilcesi Tuzlagdzii Tuzlasindan toplanan
tuzlu su ve tuzlu toprak dneklerinden halofilik bakterilerin izolasyonu amaclandi.

Tuzlag6zii Tuzlasi ve ¢evresinden toplanan, tuzlu toprak ve tuzlu su 6rneklerinin
belirlenen pH, Nem Orani, Toplam Tuz, Ca'™, Mg++, Fe™", K" ve Mn" iyonu gibi fiziko-
kimyasal oOzellikleri diger arastirmalarla kiyaslandiginda herhangi bir benzerlik
goriilmedi. Bu farkin habitat farkliligindan ileri geldigi diisiiniilmektedir (Kalli ve ark. ,
2000; Erdogan ve ark. , 2001; Elevi ve ark. 2004; Hasdemir ve Ogﬁn 2008; Altinbayrak
ve Ogiin, 2010).

Izolatlarm iki farkli pigmentasyon gdsterdigi belirlendi. Hiicre morfolojilerine
ve gram boyama Ozelliklerine gore gram negatif ¢omak ve gram pozitif basil
morfolojiye sahip oldugu belirlendi. Basil morfolojiye sahip izolatin endospora sahip
oldugu gozlendi.

Seyreltme plaka yontemi ile yapilan sayimlarda su orneklerindeki halofilik
bakteri sayis1 2.6X10 kob/ml ve toprak 6rneklerindeki halofilik bakteri say1s13,4X10"
*kob/ gr olarak belirlendi.

Izolatlarin Nutrient Broth’da iremedigi, %2.5-%25Nacl tuzu igeren ortamlarda
iiredigi belirlendi. Bu izolatlarin antibiyotiklere duyarliliklar1 benzerlik olusturdu.
Izolatlarin bazilarinin iire ve kazeini hidrolize etmesi endiistriyel agidan énemli oldugu

belirlendi. Yine R1 ve RS izolatinin nitrat1 indirgemesi pozitif olmasi yoniiyle dnemli
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bulundu. Bu durum tuzlu habitatlarda azot dongiisiiniin ger¢eklestiginin gostergesidir.

[zolatlarmn toplam 42 fenotipik dzelligine numerik taksonomik analiz sonuglarina
gore li¢ farkli grup olusturdugu belirlendi. Genomik DNA izolasyonlar1 yapildiktan
sonra, farkli primerler kullanarak RAPD-PCR ile ¢ogaltilarak filogenetik dendogramlar
olusturuldu.

RAPD-PCR analizi bakteriler arasindaki iligkilerin ortaya konulmasinda
kullanilan PCR-temelli tiplendirme metotlarindan birisidir. Bu metot, bakteriler
aleminde tiir i¢i ve tiirler aras1 benzerliklerin tanimlanmasini kolaylagtiran DNA tipleme
metodu olarak bir¢cok calismada yer almistir (Roberts ve Crawford, 2000; Martin ve
ark., 2000; Coenye ve ark., 2005). Bizim calismamizda kullanilan 5 sus Ornegi
arasindaki benzerlik DAF4 ve M13 evrensel primerleri kullanilarak RAPD-PCR ile
incelenmistir. Yaklasik 12 farkli DNA bandi mevcut olup ¢ogunlugunun 200-1500
aras1t baz cifti icerdikleri belirlenmistir. DNA bant profilleri analizi sonucu olusan
dendogramda yer alan bes izolat, iki iiyeli iki ayr1 grup ve tek iiyeli bir ayr1 grup olmak
lizere ii¢c gruba ayrilmistir. Ayrica bazi bantlarin izolatlarin hepsinde bulundugu
gozlenirken, baz1 bantlarin ise susa spesifik olduklari tespit edilmistir. Beklendigi lizere
morfolojik ve biyokimyasal karakterler acisindan birbirlerine benzeyen test
organizmalar1 ayn1 DNA bantlarim1 verirken ortaya ¢ikan en anlamli sonug¢ farkli
testlerin analizi sonucu olusturulan niimerik analiz dendogrami ile RAPD-PCR analizi
sonucu ortaya ¢ikan dendogramin tamamen uygunluk gostermesidir.

Halomonas tiirlerinin endiistriyel fermentasyon ile polihidroksibiitirat olarak
bilinen bakteri plastigi, biyoaktif hidroksifenilpirle-dikarboksilik asit, eksopolisakkarit,
Levan ve alkalin fosfataz enzimi iirettigi bildirilmistir. Ayrica bu genusun iiyelerinin
Fenol, Katekol ve Technetium bilesiklerini biyolojik olarak pargaladiklar1 tespit
edilmistir. Ilave olarak Halomonas tiirlerinin seralarda patojen mantarlara karsi
biyokontrol amagli kullanilabilecegi tespit edilmistir. Bizim izole ettigimiz Halomonas.
tiriinlin de bahsedilen bahsedilen metabolitleri ve kesfedilmeyi bekleyen benzeri
metabolitleri sentezleyebilmesi elbette miimkiindiir (Alva ve ark., 2003; Ishibashi ve
ark., 2005; Fujimoto ve Morita, 2006; Mata ve ark., 2006; Wang ve ark., 2006; Kazak
ve ark. 2007 Sadfi-Zouaoui ve ark. , 2007; Quillaguaman ve ark., 2008; Poli ve ark.,
2009).
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Halofilik bakterilerden; saflastirilan iirtinler, mikrobiyal teknoloji ¢aligmalarinda
kullanilmaktadir. Bu ylizden; tuz igeren dogal ortamlarin korunmasi i¢in gayret sarf
edilmelidir. Bu konunun biyocgesitlilik acisindan olduk¢a 6dnemli oldugu kanaatindeyiz.
Daha sonra yapilacak ayrintili ¢alismalarin amaci arastirllmamis bolgelerdeki birgok

yeni tiiriin kesfi biyoteknolojide kullanilabilecek metabolitlerin belirlenmesi olmalidir.
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EK 1. BESIYERLERI

Ek.1.1 Halofil broth

Kullanilan maddeler Miktarlar

Ek.1.2. Halofil agar

Kullanilan Maddeler Miktarlar

NacCl 200.0gr NaCl 200.0gr
KCl 2.0¢gr KCl 2.0 gr
MgSO,. TH,0 20.0 gr MgSO,. 7TH,O 20.0 gr
tri-Na sitat 30¢gr tri-Na sitat 3.0gr
Yeast eksrat 10.0 gr Yeast Eksrat 10.0 gr
Kazein hidrolizati 7.5 ¢gr Kazein hidrolizati 7.5 gr
FeCl,. 4H,0 36.0 mgr FeCl,. 4H,0 36.0 mgr
MnCl,. 4H,0 0.36 mgr MnCl,. 4H,0O 0.36 mgr
Distile su 1000ml Distile su 1000ml
pH 7.2-74 Agar 20.0gr

pH 7.2-74

Ek.1. 3. Halofil jelatin ortami

Kullanilan Maddeler Miktarlar

Ek 1. 4. Halofil nisasta agar

Kullanilan Maddeler Miktarlar

Halofil broth 100ml Nisasta 2gr
Nutrient Jelatin 12gr Agar 2gr
pH 6.8 Halofil Broth 100ml

pH 6.8

Ek 1. 5. SIM Agar

Ek 1. 6. Simmons sitrat agar

Kullanilan Maddeler Miktarlar Kullanilan Maddeler Miktarlar
Et ekstrati 0.3gr Magnezyum Siilfat 0.2gr
Pepton 3.0gr Amonyum Dihidrojen Fosfat l.gr
Demir amonyum stilfat 0.02gr Dipotasyum fosfat l.gr
Sodyum Tiyosiilfat 0.0025gr Sodyum Sitrat 2gr
Agar 0.3gr Agar 15gr
NaCl 10.8gr Brom Timol Mavisi 10.8gr
Distile su 100ml Distile su 1000ml

Ek 1. 7. Ure broth

Kullanilan Maddeler Miktarlar

Ek 1. 8. Nitrat broth

Kullanilan Maddeler Miktarlar

Halofil broth 100ml KNO; lgr
Ure 2gr Halofil broth 100ml
KH2P04 OZgr
Fenol red 1.2 mg

Ek 1. 9. Karbonhidrat Fermentasyon Ortami

Kullanilan maddeler =~ Miktarlar

Bromtimol mavisi 0.03gr
Halofil Broth 100 ml
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EK 2. KULLANILAN COZELTi VE BOYALAR

Ek 2. 1. Alfa-naftol ¢ozeltisi

Kullanilan maddeler Miktarlar
Alfa-Naftol 0.5gr
%95’1ik Etanol 100ml

Ek 2. 3. Liigol ¢ozeltisi

Kullanilan maddeler Miktarlar

Iyot kristalleri lgr
Potasyum iyodiir 2gr
Distile su 300 ml

Ek. 2.5. Safranin boyasi

Kullanilan maddeler Miktarlar
Safranin lgr
Distile su 100ml

Ek 2.7.H,0, ¢ozeltisi

Kullanilan maddeler Miktarlar

Hidrojen Peroksit lgr
Distile su 100ml

Ek 2.2. Siilfanilik asit ¢ozeltisi

Kullanilan maddeler Miktarlar
Sulfanilik asit 0.8gr
HCI(5N) (%30°1uk) 100ml

Ek. 2.4. Kristal viyole boyast

Kullanilan maddeler Miktarlar
Kristal Viyole lgr
Distile su 100ml

Ek. 2.6. Oksidaz ayiraci

Kullanilan maddeler Miktarlar
Oksidaz Ayiraci lgr
Distile su 100ml
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EK 3. DNA IZOLASYONU ICIN KULLANILAN TAMPONLAR

Ek 3. 1. Agaroz jel hazirlama

Kullamilan Maddeler Miktarlar

Agaroz 0.4gr
TBE 40ml
Ethidium Bromid 4ul

1.5 dalga firin

Ek 3.3. CTAB+0.7 M NaCl

Kullamilan Maddeler Miktarlar

CTAB 10gr
NaCl 4.1gr
Steril distile su 100ml

Ek 3.5. Fenol-kloroform-izoamilalkol

Kullanilan Maddeler Oranlar

Fenol-kloroform-izoamilalkol  25:24:1

Ek 3.7. TBE Hazirlama

Kullanilan malzemeler Miktarlar

Tris HCI 10.78 gr
Borik asit 5,503 gr
EDTA 0,5845 gr
Saf su 1000ml

Ek 3.9. 0.5M EDTA

Kullanilan malzemeler Miktarlar

EDTA 18,62gr
Saf su 100ml

Ek 3.11.Ethidium bromit

Kullanilan malzemeler Miktarlar

Ethidium Bromid 0,01 gr

Distile su Iml

Ek 3.2 SDS ¢ozetisi

Kullanilan Maddeler Miktarlar
SDS 10gr
Distile su 100ml

Ek 3.4 Kloroform-izoamilalkol ¢ozeltisi

Kullanilan Maddeler Oranlar
Kloroform-izoamilalkol 24:1

Ek 3.6. Loading dye Hazirlama

Kullanilan malzemeler Miktarlar

Sukroz 30gr
EDTA (0.5 M PH:8) 20 ml
Bromo Blue 10mg
Steril saf su 50 ml

Ek 3.8. T.E. (Tris-Edta) ¢ozeltisi

Kullanilan malzemeler Miktarlar
Tris 1,211gr
0.5 M EDTA 4ml

Ek 3.10.TAE(tris-asetat) ¢ozeltisi

Kullanilan malzemeler Miktarlar

Tris HC1 4,84 gr
Asetik asit 1, 142 gr
EDTA 2ml

Ek 3.12. Elektroforez tanki temizleme solusyonu

Kullanilan malzemeler Miktarlar
EDTA 0,372gr
NaOH 0,4 NaOH

Saf su 1000ml
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Ek 3.13. RNAaz hazirlama
Kullanilan malzemeler Miktarlar

RNAase 25ul

Stril saf su 1ml

Cizelge 3.1. PCR kokteylinin her bir 6rnek i¢in gerekli olan madde miktarlari

Kullanilan maddeler Miktarlar
Deionize su 33,25ul
Dntp 1ul

Sm6F Tul

SmS5R Tul

Taq Tamponu Sul

Taq polimeraz 0,25ul
DNA 0Ornegi Sul

Toplam 50 pl
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	Rodriguez ve ark. (1997), Puerto Rico ve Caribbean’da tuz üretim tesislerinden Halobacterium salinarum, Haloferax volcanii ve Haloarcula japonica’yı izole etmiş ve tanımlamışlardır.  
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	Firmicutes bölümü ve Bacillaceae familyasına ait  ılımlı halofilik Bacillus genusu içerisinde yer alan B. chagannoriensis, B. coahuilensis, B. halocchares, B. isabelia, B. marismortui, B. oshimensis, B.  persepolensis, B. polygoni, B. salexigens ve  B. sonorensi türleri çeşitli araştırıcılar tarafından tuzlu habitatlardan izole edilerek   tanımlanmıştır (Garabito ve ark., 1997; Arahal ve ark., 1999; Palmisano ve ark., 2001 Echigo ve ark., 2005; Yumoto ve ark., 2005; Carrasco ve ark, 2007; Aino ve ark., 2008; Albuquerque ve ark., 2008; Cerritos ve ark., 2008;  Amoozegar ve ark., 2009; Pappa ve ark., 2009; Yukimura ve ark., 2009).
	Gram negatif ılımlı halofilik bakterileri türlerinin çoğunluğu Gammaproteobacteria sınıfı içerisinde yer alan Halomonadaceae familyası içerisinde yer alır. Bu familyanın içerisinde  Carnimonas, Chromohalobacter, Cobetia Halomonas ve Zymomonas genusları bulunur (Arahal ve ark., 2002; Arahal ve ark., 2007). Bu familyada tür sayısı en fazla olan  Halomonas genusudur  (Mata ve ark. , 2002). 
	Ülkemizde de halofilik prokryotlarla ilgili çeşitli araştırmalar bulunmaktadır. Bunlardan bazıları şunlardır.
	Erdoğan ve ark. (2001), Doğal Tuzlu Ortamlarda Bulunan Halofilik Bakterilerin İzolasyon Tekniklerinin Araştırılması konulu araştırmalarında Tuz Gölü'nden 4 adet, gıdalarda salamura yapımında kullanılan tuzlardan 5 adet, Organize Deri Sanayi'nde deri tuzlamada kullanılan tuzlardan 4 adet ve Sivas'taki Cedit Tuzla'sından 1 adet olmak üzere toplam olarak 14 adet tuz örneğini toplanarak kimyasal ve mikrobiyolojik analizini yapmışlardır.
	Birbir ve Sesal (2003), Şereflikoçhisar Tuz Gölü’nden aldıkları 6 adet tuz ve 3 adet tuzlu su örneğini fiziksel kimyasal ve mikrobiyolojik yönden incelemişlerdir. Örneklerden izole ettikleri 18 halofilik bakteri şuşunun kültürel özellikleri, hücre morfolojileri, fizyolojik istekleri, biyokimyasal özellikleri ve antibiyotiklere duyarlılıklarını ortaya koymuşlardır. 
	Elevi ve ark. (2004), Ayvalık Tuzlası’ndan aldıkları tuzlu su ve tuzların kimyasal analizlerini gerçekleştirmişlerdir. Örneklerden izole ettikleri gram negatif halofilik suşların kültürel özellikleri, hücre morfolojileri, fizyolojik istekleri, biyokimyasal özellikleri ve antibiyotiklere duyarlılıklarını ortaya koymuşlardır.


	12 Materyal
	Jelatin halofilik broth içerisinde çözülerek tüplere dağıtıldı. Tüpler otoklavda 121ºC 1Atm basınçta 15 dk steriIize edildi. Bu besiyeri, izolatların jelatinaz aktivitesini ortaya koymak için kullanıldı (O'Leary, 1989; Tindal, 1992; MacFaddin, 2000; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).
	3.1.2.5. Halofil nişasta agar
	Ortam içerikleri 100ml halofil  broth içerisinde eritildi. Besiyeri otoklavda 121ºC 1Atm basınçta 15 dk steriIize edildi. Bu besiyeri bakterilerin  amilaz enzimine sahip olup olmadığının saptanmasında kullanıldı (O'Leary, 1989; Tindal, 1992; MacFaddin, 2000; Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).
	Karışım distile su içerisinde eritilerek besiyerinden tüplere dağıtıldı. Tüpler otoklav cihazında 121ºC’de ve 1Atm basınçta 15dk sterilize edildi. Bu besiyeri izolatların; H2S, İndol üretimi ve hareketli olup olmadıklarının test edilmesinde kullanıldı. (O'Leary, 1989; Tindal , 1992; MacFaddin, 2000;  Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).
	Halofil Broth içerisine indikatör boya olarak Brom Timol Mavisi katıldı. Besiyerinden 5’er mililitre tüplere dağıtıldı. Tüpler otoklavda 121°C 1Atm basınçta 15 dk sterilize edildi. Test edilecek şekerler Tindalizasyon ile sterilize edilerek besiyeri içerisindeki konsantrasyonu %1 olacak şekilde katıldı (O'Leary, 1989; Tindal, 1992; MacFaddin, 2000;  Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).
	Halofilik bakterilerin sayımı için, içerisinde %5’lik, 250ml NaCl çözeltisi bulunan balon jojelere toprak ve tuz örneklerinden 25g kuru ağırlığa karşılık gelen  ve su örneklerinden 25 ml su örneği konularak, çalkalamak sureti ile homojen hale getirildi. Ayrıca bu solüsyonlardan içerisinde %20 oranında 9ml NaCl çözeltisi bulunan tüpler içerisinde dilisyonlar hazırlandı. Bu dilisyonların birim hacmindeki halofilik bakteri ve halofilik arkebakterilerilerin sayısı halofilik agar kullanılalarak seyreltme plaka yöntemi ile tespit edildi  (O'Leary, 1989; Tindal, 1992;  Gunasekaran, 2002; Atlas, 2006).
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