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OZET
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Danigman: Prof. Dr. Mehmet Bur¢in MUTLU

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, Tiirkiye’nin deniz kaynakli en biiyilik tuzlasi olan,
[zmir Camalti Tuzlasimn 6 farkli tuzluluga sahip havuzlarindan alinan tuzlu su
orneklerinin fizikokimyasal bilesimleri belirlenmis, ayrica mikrobiyal ¢esitlilikleri kiiltiir
bagimli ve kiiltliir bagimsiz yontemlerle ¢alisilmistir. Cesitli secici kiiltiir ortamlari
hazirlanarak, farkli tuzluluklardaki havuzlarda baskin sekilde goriilen ve havuzun
metabolik bilesimi agisindan 6nemli rol oynayan ancak zor Kkiiltiire edilebilen
mikroorganizmalar kiiltiire edilmeye ¢alisilmistir. Yiiksek tuzluluklarda Halorubrum
cinsine ait 14 izolatin 9 farkli tiirii, ayrica 3 farkli Haloarcula, orta ve diisiik tuzluluklarda
15 farkli halofilik bakteri tiirii belirlenmistir. Yiiksek tuzlulukta ve Basitrasin igeren besi
yerlerinde gelistirilerek izole edilen ikinci bir kiiltiir ¢alismasi ile; Halorubrum (11
izolat), Haloarcula (5 izolat) ve Haloferax (3 izolat) cinsi arke iiyeleri ve bakteri
cinslerinden de Salicola, Halovibrio ve Halospina cinsleri izole edilerek stoklar
hazirlanmigtir. Degisken tuzluluktaki havuz sularinda DAPI ile boyanma sonrasi
sayilarak belirlenen prokaryotik hiicre yogunlugu; (0.7-4.1) x 10" mL? araliginda
belirlenmistir. Ayn1 zamanda ¢evresel 6rneklerden ve kiiltiirlerden Gaz Kromatografisi
Kiitle Spektrometrisi ile metabolomik veriler elde edilmistir. Tuzla havuz sularinda
bulunan metabolitleri belirlemeye yonelik yapilan analizler sonrasinda tiim tuzluluktaki
orneklerde gliserol, organik asitler ve yag asitleri gibi bilesenler degisken oranlarda

belirlenebilmistir.

Anahtar Sézciikler: Mikrobiyal ¢esitlilik, Degisken tuzluluklar, Mikrobiyal metabolik,
Halofilik arke, Halofilik bakteri
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ABSTRACT
APROACHES TO MICROBIAL METABOLOMICS

Senay ESER

Department of Biyoloji
Programme in Fundamental and Industrial Microbiology
Eskigehir Technical University, Institute of Graduate Programs, July 2025
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Bur¢in MUTLU

Within the scope of this study, the physicochemical compositions of brine samples
taken from six different salinity pools of the Camalt1 Salt Lake in Izmir, Turkey's largest
marine salt lake, were determined, and their microbial diversity was studied using culture-
dependent and culture-independent methods. Various new selective culture media were
prepared to cultivate microorganisms from pools from 6 different salinities, which are
predominant in these pools and play an important role in determining the metabolic
composition of the pool but are difficult to cultivate. Fourteen isolates belonging to the
Halorubrum genus, representing nine different species, as well as three different
Haloarcula species, and 15 different halophilic bacterial species were identified in
medium and low salinity pools. In a second culture study developed at high salinity and
in media containing Basitrasin, members of the archaeal genera Halorubrum (11 isolates),
Haloarcula (5 isolates), and Haloferax (3 isolates), as well as the bacterial genera
Salicola, Halovibrio, and Halospina, were isolated and their stocks were prepared. The
prokaryotic cell density in pond waters with variable salinity, determined by counting
after staining with DAPI was found to be in the range of (0.7-4.1) x 10”7 mL™.
Metabolomic data were obtained from environmental samples and microbial cultures
using Gas Chromatography Mass Spectrometry. As a result of the analyses carried out to
determine the metabolites present in salt pond waters, components such as glycerol,

organic acids and fatty acids were detected in varying proportions in all salinity samples.

Keywords: Microbial diversity, Variable salinities, Microbial metabolomics, Halophilic
archea, Halophilic bacteria.



TESEKKUR

Tez calismalarim sirasinda kafamda beliren soru isaretlerini ve fikirleri tereddiit
etmeden danisabildigim, beni yapabileceklerim konusunda hep tesvik eden ve
destekleyen, bunun yani sira uzun siiren kesintili calisma déonemim boyunca, ¢aligmalar
icin gerekli en ufak bir malzeme ya da analiz ihtiyacim oldugunda bu imkanlar1 hizla
yaratan, doktora siirecimin son doneminde yasadigim zorluklarda manevi destegi ve
calismami siirdiirme konusundaki tesvik edici, her zaman ¢6ziim odakli ve olumlu
yaklagimi i¢in degerli tez danismanim Prof. Dr. Mehmet Bur¢in MUTLU’ya igten
tesekkiir ederim.

Ayn1 sekilde manevi desteginin yan1 sira kromatografik analiz i¢in gerekli sartlar
her ihtiya¢ duydugumuzda hemen saglayan, calismam siiresince destegini hep hissettigim
Prof. Dr. Yasemin CIMEN MUTLU ya tesekkiir ederim.

Tez c¢alismalarim boyunca tez izleme komitemde yer alan ancak bu son donemde
ayrilmak durumunda kalan, destekleyici ve yapici lislubu ile hep giizel katkilar saglayan
Prof. Dr. Semra ILHAN a tesekkiir ederim.

Calismada kullanigimiz su 6rneklerinin alinmasina izin verdikleri i¢in, ayrica su
orneklerin alinmasi sirasindaki yonlendirmeleri ve destekleri i¢in, Binbir Gida Camalti
Tuz Isletmesi Yonetimine tesekkiir ederim.

Calismalarimi siirdiirmem konusundaki sonsuz motivasyonu ve destegi i¢in
arkadasim Dr. Ogr. Uyesi Sibel BUYUKTURYAKI’ye, AUBIBAM daki tiim ¢aligma
arkadaslarima, Ece SENEL, Ezgi TOSUN ve Suat SEZEN’e, destekleri ve sevgileri i¢in

esim Erciiment ESER’e ve kizim Seden izgii ESER e, abime ve aileme tesekkiir ederim.

Senay ESER
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu ¢aligmanin Eskisehir Teknik
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢caligmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Senay ESER
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1. GIRIS

Bir set yapilir ve berrak deniz suyunu ¢ekmek i¢in hendekler acilir. Rengi kirmizi
olana kadar uzun siire bekletilir. Yaz ve sonbaharda giiney riizgar kuvvetli eserse, tuz
gece boyunca tane tane olabilir. Giiney riizgar1 gelmezse biitiin kazang kaybolur.’

[lk paragraftaki bu ifade, Cin'in Yai-cheau eyaletinde deniz suyundan tuz iiretimini
anlatmaktadir. Baas-Becking tarafindan 1931 yilinda yapilan bu geviri, yaklasik M.O.
2.700 yilina ait oldugu diisiiniilen, Farmakoloji ve Farmakognozi iizerine eski bir Cin
eseri olan Peng-Tzao-Kan-Mu'da yer almaktadir.

1765 yilinda Encyclopédie of Diderot and d'Alembert‘de, doygun tuzlu sularin
kirmizi renginden ise, asagidaki sekilde bahsedilmistir;

‘Su kirmiziya dondiigiinde tuzun olustugu anlasilir; bu haliyle giines ve riizgar
tarafindan 1sitildiginda, cam kalinlifinda bir ylizey tabakasina sahip olur. Biri onu
kirdiginda ise dibe ¢oker.’

En basta deginilen ilk 6rnekten sonra, eski Cin literatliriinde kirmizi tuzlu sularla
ilgili bagka raporlar da daha sonra bulunmaktadir. On yedinci yiizyildan kalma bu tiir bir
baska kayitta ise soyle denmektedir;

‘Islemin bu adimi (salamuraya birakma) ilkbaharda yapilmalidir. Bir siire sonra
tuzlu su kirmiziya donecektir, ta ki yaz sonu ya da sonbahar basinda giiney riizgar1 bu
bolgede sert esene kadar, boylece tuz gece boyunca kristallesecektir (Oren Aharon, 2002)

Deniz suyundan tuz doygunluguna kadar ¢ok genis tuz konsantrasyonlari aralig
bulunan hipersalin ortamlar olan ¢ok havuzlu tuzlar, mikrobiyal ¢esitlilik ve ekoloji
calismasi i¢in milkemmel bir model olusturmaktadir.

Hipersalin habitatlar yaygin bir dagilim gosteren, buradaki baslica yasam sinirlayici
faktoriin yiiksek tuz konsantrasyonu oldugu ekstrem ortamlardir. Bununla birlikte, diger
diger baska fiziko-kimyasal 6zellikler de canli organizmalarin gelisimini azaltabilir.
Sicaklik, pH, giines radyasyonu, oksijen, besin bulunabilirligi, agir metaller ve diger
toksik bilesikler (pestisitler, kimyasal maddeler) vb.

Genel olarak, bu faktorler son derece uzmanlasmis Okaryotlar, prokaryotlar ve
fajlarla sinirli olan hipersalin ortamlarinin biyotasini etkileyebilmektedir. Mikrobiyotada
ise 1yi adapte olmus halofilik mikroorganizmalar hakimdir. Bunlar ¢cogu zaman sadece
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda degil, ayn1 zamanda yiiksek veya diisiik pH degerleri
art1 yiiksek veya diisiik sicakliklar ve yukarida belirtilen diger ozelliklerde biiyiime
kabiliyeti olan poliekstremofillerdir.



1.1. Halofilik Mikroorganizmalar i¢in Muhtelif Habitatlar
1.1.1. Soguk ve hipersalin ¢evreler

Antarktika kitasi ¢ok sayida salin ve hipersalin gole ev sahipligi yapmaktadir ve
bunlardan bir¢ogu mikrobiyolojik arastirmalara konu olmustur. Tuzlu sulardaki yiiksek
tuz konsantrasyonu, suyun donma noktasini diisiirerek gollerin donmasini
engellemektedir. Antarktik gollerden bazilart keskin yogunluk katmanlagsmasinin
sonucunda heliotermal 1sinmaya maruz kalmaktadir. Antarktika'nin en yogun arastirilan
hipersalin golleri Vestfold Tepelerinde bulunmaktadir. Bu goller yaklasik 6000 yil 6nce
yiikselme ile denizden ayrilan, deniz suyu havzalar1 kalintilaridir. Organik Gol, s13
meromiktik bir goldiir, derinligi 7.5metredir. Yiizeyi 8g/1 tuzlulukta (-14°C-+15°C), dibi
ise 210g/1 tuzlulukta ve -7°C sicakliktdir. Ekho G6lii, meromiktik, heliotermal 1sinan bir
g61diir,42 metre derinliktedir, 12-20 metre sonrasi oksijensizdir, tuzluluk ise 14 g- 160,
180 g/l arasinda, derinlige baglh olarak degismektedir. Dip bolgeler yil boyunca 15°C,
16°C sicakligint korur. Derin Go6l: monomiktiktir, 36 metre derinliktedir, aerobiktir,

3209/l tuzluluktadir (aralarindaki en tuzlu gél), sicaklik -18°C’ ye ulasir.

1.1.2. Sicak ve hipersalin ¢evreler

Bilinen tiim halofillerin en termofil olani, zorunlu anaerobik fermantatif bakteri
olan Halothermothrix orenii'dir. Tunus’ta bulunan bir tuz golii olan Chott El Guettar'in
sedimentinden izole edilmistir. Organizma, 45°C ve 68°C arasinda 40-200 mg/l NaCl
konsantrasyonlarinda (optimum 100g/1) gelismektedir. (Cayol vd., 1994).

Hakkinda daha fazla bilginin bulundugu diger bir sicak ve hipersalin ortam ise
Akabe Korfezi kiyisinda Sina yarimadasinda (Maisir) kiigiik bir hipersalin golet olan Solar
Gol’diir. Solar Gol’lin ilging bir limnolojik dongiisii vardir. Yaz aylarinda havuzun su
siitlinii, hipersalin (180 g/l toplam ¢6ziinmiis tuz) ve dip kismina kadar aerobiktir
(maksimum derinlik 4.5-5 m).

Akabe Korfezi'nden sizan deniz sular1 ve ara sira yagan yagmur sulari, kisin doygun
hale gegmesine neden olur. Doygunluk Ekim ayinda baglar ve Mayis ayina kadar siirer.

Kis doygunlugu sirasinda daha az tuzlu (60 g/1) bir tabaka daha agir olan (180-200
g/l tuz iceren) dip sularinin iistiinde yiizmektedir. Hipolimniyon hizla anaerobik olur ve
diplerde meydana gelen, yiiksek oranlarda katabolik siilfat indirgenmesi ile siilfitce

zenginlesir (1 mM ve iistii). Alt su katmanlar1 55-61°C sicakliga ve heliotermal 1sitma ile
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daha da yiiksek scakliklara kadar 1sinir. 1-2 m kalinligindaki daha az tuzlu suyun ve
dipteki c¢ok tuzlu sularin aralarindaki yogunluk farki karigmalarini engellemektedir.

Goliin mikrobiyal yapisi yogun bir sekilde ¢aligilmistir.

1.1.3. Deniz sulari, derin deniz tuzlu sulari ve hidrotermal ¢ikislar
Halofilleri aramak i¢in ilging bdlgeler, belli bolgelerde deniz diplerinde bulunan

tuzlu su havuzlardir. Boyle tuzlu sular Akdeniz, Kizildeniz, Meksika Korfezi ve bagka
cesitli yerlerde tespit edilmistir. Boyle bolgelerde, 6zellikle lojistik nedenlerle az sayida
arastirma yapilabilmistir. Kizildeniz'in altindaki sicak tuzlu sular kesfedildiginden beri
mikrobiyologlarin dikkati ¢gekmistir. Bunlardan Kebrit’in derinligi 1,549 metre, pH’1 5.5,
sicakligr 23.3°C’dir ve anaerobiktir. Maksimum derinlikte tuzlu su katmani 84 metre

kalinligindadir ve tuzluluk 317 g/I’dir.

Atlantis II ‘nin derinligi ise 2,167 metre, pH’1 5.3, sicaklig1 56 °C’dir.anoksiktir ve
tuzluluk 2.040 m derinlikten itibaren 310 g/1’dir.
Discovery’nin ise derinligi 2,089 metre, pH’1 6.2, sicaklig1 ise 44.7 °C’dir.

1.1.4. Petrol yatagi tuzlu sularindaki halofilik mikroorganizmalar

Yeralt1 ¢ok tuzlu sular1 genellikle petrol alanlari ile birlikte bulunur. Bunlarin
mikrobiyolojileri ile ilgili sistematik bir ¢aligma heniiz yapilmamistir. Boyle tuzlu
sulardan; hem aerobik halofilik Arkeler hem de anaerobik halofilik Bakteriler izole
edilmistir. Haloferax benzeri izolatlar, Kazakistan'daki Kalamkass petrol sahasindan elde

edilmistir.

1.1.5. Tuzlu batakliklar, hipersalin lagiinler ve cesitli goller

Hipersalin kiyr lagiinleri, farkli fizyolojik gruplara ait cesitli halofilleri
barindirabilmektedir. Ozellikle iyi arastirilmis bir bolge, Kere¢ Yarimadasi'nda yer alan
Sivash Goli, Arabat yarig1 ve Chokrak Golii’diir, hepsi Kirim'da (Ukrayna) yer alir.

llging ama az calisilan bir diger gol Assal Golii (Cibuti) 'dir. Bu hipersalin gdl,
Kizildeniz seviyesinden yaklagik 156 m yiikseklikte yer almaktadir. Deniz suyuna yakin
bir tuzluluga sahip kaynaklarca beslenmektedir. Yiizey sular11.204 g/cm® yogunluktadir
ve 280 g/l tuz igermektedir, 20 m derinlikte bu deger 400 g/l ‘ye ¢ikmaktadir. G6lden
hem 1liml1 halofilik Bakteriler hem de ekstrem halofilik Arkeler (Halorubrum trapanicum

ve Halococcus) izole edilmistir. Goldeki evaporitik tuz birikintileri, radyal, konsantrik



yaptya sahip tuz ooidlerinden olugmaktadir. Bu kristal morfolojisinin mikrobiyal destekli
kristalizasyon siirecinin bir sonucu oldugu ve bu siirecin seyrini halofilik Arkelerin

etkilemis olabilecegi diisiintilmektedir.

1.1.6. Hipersalin su kaynaklari
Hipersalin kaynaklar mikrobiyolojik ¢alismalar i¢in ilging ortamlar sunmaktadir.

La Mala'nin (Granada) i¢ haznesini besleyen yeralt1 salin kuyusu, 180 g /I’lik tuzluluk
derecesine sahiptir. Farkli tuz derisimleri iceren agar plakalarina suyun dogrudan
kaplanmasi ile elde edilen kolonilerin karakterizasyonu, izole edilen organizmalarin;
%70’inin deniz suyu tuzluluguna adapte oldugunu; %30'unun ise daha yiiksek tuz

optimumu olan 1liml1 halofiller oldugunu gostermistir

1.1.7. Hipersalin topraklar

Tuzlu topraklar ¢ok sayida halofilik ve/veya yiiksek oranda halotolerant

mikroorganizma igerebilir.

1.1.8. Duvar resimleri

Kuru tuzlu topraklarin 6zellikleri ile halofili mikroorganizmalar i¢in bir yagsam alan
olarak kiliselerdeki ve kalelerdeki tarihi duvar resimleri 6zellikleri arasinda ylizeysel
benzerlikler vardir.

Bozulan duvar resimlerinin mikrobiyolojik ¢aligmalari, bozulma siirecinde
mikroorganizmalarin muhtemel roliiniin degerlendirilmesi amaciyla yapilmistir. 13 yy.
dan kalama kilise duvarlarindaki boyamalardan heterotrofik bakterileri kiiltiire alma
calismalar1 yapilmis. Izole edilen koloniler arasinda endospor olusturan Gram pozitif

aeroblar en bol goriilmiistiir (Saiz-Jimenez and Laiz, 2000)

1.1.9. Col bitkileri ve hayvanlari

Kuru ¢6l alanlarinda yasayan yiiksek organizmalar da bazi ilging halofilleri
barindirabilmektedir. (Oren, 2015a; Oren, 2002; Simon vd., 1994).

1.2. Deniz Tuzlalar ve Tuzla Havuzlarindaki Fizikokimyasal Cevre

Deniz tuzlari, farkli tuz konsantrasyonlarinda mikrobiyal ¢esitlilik ve

mikroorganizmalarin ekolojisinin incelenmesi i¢in milkemmel modeller olusturmaktadir.
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Cok havuzlu tuz iiretim sistemine sahip olduklarindan, deniz suyundan tuz doygunluguna
kadar ¢ok cesitli tuzluluk segenekleri sunarlar. Suyun periyodik olarak alt tuzluluk
havuzlarindan (yogunlastiricilar) tuzlarin ¢oktiigii havuzlara (kristallestiriciler)
aktarildig1 bir dizi s1g havuzdan olusurlar. Farkli tuzlarin suyun buharlastiriimasiyla
doymasi, bu tuzlarin sirali olarak ¢okmesine neden olur: karbonat, algitagi (gypsum) ve
halit (halite). Boylece, ii¢ ana alan taninmaktadir: karbonat alan1 (70140 g I'), al¢1 alan
(220-290 g I'Y) ve halit alan1 (290 g 1'%).

Tuzlarin ¢okeldigi havuzlar hari¢, diger havuzlarda tuz orani deniz suyu ile
benzerlik gostermektedir. Ancak, farkli tuz konsantrasyonlarina sahip havuzlarda
cevresel kosullar 6nemli dl¢iide dalgalanmalar gostermektedir.

Daha yiiksek tuzluluk oranina sahip havuzlar daha diisiik pH degerlerine ve daha
yiiksek maksimum sicakliklara sahiptir. Doygun NaCIl’li havuzlar ile %15'ten daha az tuz
konsantrasyonuna sahip havuzlar arasinda bir pH birimi kadar ve 10°C kadar sicaklik
farki vardir.

Diisiik tuzluluk oranina sahip havuzlarda ise, CO2 kismi basincinda bir azalmaya
neden olan ve bu havuzlarda pH artisina izin veren yiiksek bir fotosentetik aktivite vardir.
Toplam azot ve fosfor konsantrasyonlar1 daha yiiksek tuz konsantrasyonlarinda artarken,
oksijenin doygunluk konsantrasyonu artan tuzlulukla birklikte azaldigindan, oksijen

icerigi de artan tuzlulukla birlikte azalmaktadir.

1.3. Tuzla Havuzlarindaki Mikrobiyal Cesitligin Dagilim

Tuzlalar, dogal ve insan yapimi hipersalin ortamlardir. Tuz golleri ve deniz
suyundan tuz iiretimi i¢in kullanilan buharlasma havuzlari, diinaya tiim kitalarda

bulunmaktadir.

Bu ortamlarda, yiiksek tuz konsantrasyonlarina uyum saglamis ¢ok cesitli
mikroorganizmalar bulunabilmektedir. Arcaea, Bacteria ve Eukarya olmak iizere yagsamin
tic alaninin temsilcilerinin  biiylimesi, NaCl ile doygun tuzlu sularda bile
miimkiindiir.(Oren, 2015b).

Santa Pola tuzlasinda (Alicante, Ispanya) 35 yildir yapilan calismalar ara tuzluluktan
(%10) tuz doygunluguna kadar olan havuzlarin mikrobiyal c¢esitliligini derinlemesine
incelemeye izin vermis ve haloarkaea ve bakteriler iki ana baskin grup olarak

gozlenmistir.



En yogun NaCl’ce doymus havuzlarda (%37) Euryarchaeota (baslica kare
haloarchaeon Haloquadratum walsbyi) ve nanohaloarkea hakimdir; ek olarak, daha diistik
bir oranda Salinibacter ruber bakterisi goriillmektedir.

Ara tuzluluk orani olan havuzlarda (%13-19) prokaryotik cesitlilik yiiksektir ve
yedi yaygin taksonla temsil edilirler. Kristallendirme havuzlarinin aksine, bu ara
havuzlarda cins ve tiir sayis1 daha fazladir. Bu ara tuzluluk havuzlarinda bol miktarda
bulunan bir takson, yakin zamanda izole edilmis ve karakterize edilmis olan Spiribacter
salinus tiiriidiir (Gammaproteobacteria), ancak belki de bu tek bulunan tiir degildir,
Ectothiorhodospiraceae familyasina ait baska iliskili tiir veya cinsler de bulunmasi
mimkiindiir. Ayrica, ara tuzluluk havuzlarinda Euryarchaeota da bol miktarda bulunur,

Kristallestirici ve konsantratdr havuzlarindaki baskin tiirler farklhidir, sirasiyla
Haloquadratum ve Halorubrum en bol bulunan tiirlerdir.

Ayrica ara tuzluluk havuzlarinda heniiz izole edilmemis veya tanimlanmamis yeni
halofilik arkeal gruplar da gozlemlenmektedir.

Santa Pola tuzlasi, bilim insanlaria kirmizi pigmentli son derece halofilik bakteri
Salinibacter ruber ve kare sekilli haloarke olan Haloquadratum walsbyi gibi yeni ve
ilging mikroorganizmalarin kesfini miimkiin kilmistir.

Bir gammaproteobacterium olan Spiribacter salinus'un izolasyonu, orta derecede
halofilik bakteriler lizerinde ¢aligmalar i¢in yeni olanaklar sunmaktadir. Bu bakteri ile
yapilacak  ¢aligmalar, —mikroorganizmalarin dogal ortamlarindaki adaptasyon
mekanizmalar1 ve mikrobiyal ekolojisi hakkinda daha iyi bilgiler edinmemize izin
verebilir.

Daha oOnce orta derecede halofilik bakteriler tlizerine yapilan c¢alismalar,
Halomonas, Chromohalobacter, Halobacillus veya Salinivibrio cinslerinin temsilcileri
gibi, karmagik laboratuvar ortamlarinda kolayca izole edilen ancak mikrobiyotanin biiyiik
bir boliimiinii olusturmayan model organizmalar kullanilarak gergeklestirilmistir.
Gelecekteki calismalar hipersalin habitatlaridaki yaygin popiilasyonlari olusturan S.
salinus gibi organizmalara yapilabilecgi gibi, daha az yaygi olan mikroorganizmalar da
ekosistem lizerinde 6nemli bir rol oynayabilmekte ve bdyle mikrobiyal habitatlarin
ekolojisini anlamaya yo6nelik ayrintili bir caligmay1 onlar da hak etmektedir (Ventosa vd.,
2014).

Diinyadaki farkli kita ve iilkelerde bulunan tuzlalardan kiitiir bagimli yaklagimla,

yiiksek tuzluluklardan izole edilen halofiller;



Ispanya

-Santa Pola, Alicante: Haloferax, Haloarcula, Halorubrum, Halobacterium
(Rodriguez-Valera vd., 1985)

Halorubrum, Haloarcula (Benlloch vd., 2001).

Halorubrum, Haloterrigena, Halolamina, Haloplanus, Natronomonas,
Halorientalis (Viver vd., 2015).

-La Trinitat, Ebro Deltasi, Taragona: Halorubrum, Halolamina, Haloplanus,
Haloferax, Natronomonas, Halomicrobium, Halobellus (Viver vd., 2015).

Mallorca adasi: Halorubrum, Haloterrigena, Halolamina, Haloplanus, Haloferax,
Halovivax, Halomicrobium, Halobellus; Fromantera: Halorubrum, Haloarcula,
Haloterrigena, Natronomonas

Janubio, Fuerteventura ve Kanarya Adalar1: Halorubrum, Haloarcula, Halolamina,
Haloplanus, Haloferax, Halonotius (Viver vd., 2015).

Slovenya

-Secovlje Haloferax, Haloarcula, Haloterrigena, Halorubrum, Natrinema

Hirvatistan

-Ston: Haloferax, Haloarcula, Haloterrigena, Halobacterium

Yunanistan

-Messolongi (Bati Yunanistan): Haloarcula, Halobacterium, Halococcus,
Haloferax, Halogeometricum, Halorubrum Haloterrigena (Pasi¢ vd., 2007).

Tiirkiye

-Kaldinm ve Kayacik, I¢ Anadolu I¢ Tuzlalar1 Halobacterium, Haloarcula,
Halorubrum (Birbir vd., 2007).

-I¢ tuzlalar, Bingdl, Fadlum, Kemah, Tuzlagdzii, Dogu Anadolu i¢ tuzlalari
Halobacterium, Haloarcula, Halorubrum, Salinibacter (Cinar ve Mutlu, 2016).

Hindistan

-Kelambakkam, Marakanam ve Vedaranyam, Tamil Nadu: Haloferax,
Halorubrum,

Haloarcula, Halobacterium, Halogeometricum, Salinibacter (Manikandan vd.,
2009).

-Ribandar ve Goa: Halococcus, Halorubrum, Haloarcula, Haloferax (Mani vd.,
2012).

Avustralya



Geelong Viktoria: Halorubrum, Haloferax, Halonotius (Burns vd., 2004).

Afrika

Botswana: Natrialba, Natronococcus, Natronorubrum (Gareeb and Setati, 2009).

Amerika

Chula Vista, San Diego: Halobacterium, Haloarcula, Halorubrum (Bidle vd.,
2005).

Meksika

Baja Kaliforniya: Haloarcula, Halobacterium, Halococcus (o zaman igin
Halobacteria ya ait belirlenen tek cins) (Javor, 1984).

Halorubrum, Haloarcula, Salinibacter (Sabet vd., 2009).

Peru

Maras (deniz seviyesinden 3380m yiiksekte bulunan i¢ tuzla): Haloarcula,
Halobacterium, Halorubrum, Halogeometricum, Salinibacter (Maturrano vd., 2006).

Sili

Lo Valdivia, Curico”: Halorubrum, Haloarcula, Haloterrigena, Halonotius,
Halolamina, Haloferax, = Haloplanus, @ Halogeometricum,  Natronoarchaeum,

Halobacterium, Halovivax (Viver vd., 2015).

1.4. Tuz Stresi ile Bas Etmek I¢in Kullanilan Stratejiler

Bir mikroorganizmanin yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasayabilmesi igin,
sitoplazmik icerikler osmotik olarak dis ortam ile en azindan esdeger olmalidir.
Cevresindeki tuz ¢oOzeltisinden daha diisiik bir i¢ ozmotik basinci olan bir hiicre su-

gecirgen olan hiicre zarindan hizla su kaybedecektir.

Turgorun saglanabilmesi i¢in hiicrenin igindeki ozmotik basing dis ortaminkini
agsmalidir (Halobacteriaceae familyasinin ekstrem halofil Arkeleri disinda). Doga,
halofilik mikroorganizmalarin ozmotik stabilizasyonunu saglamak igin ¢esitli yollar
gelistirmistir.

Tiim halofillerin ortak olan 6zelligi; Sodyum her zaman sitoplazmadan giiclii enerji
gerektiren sodyum pompalariyla, miimkiin oldugunca fazla atilmalidir (prokaryotlarda —
genellikle Na*/H" antiporter sistemlerine dayali). Ancak ozmotik dengeyi saglamak i¢in
NaCl’liin yerini neyin aldigr farkli tipte mikroorganizmalar arasinda degiskenlik
gostermektedir. Stratejilerden biri ortamdaki iyonik konsantrasyonlara benzer, potasyum

ve kloriir iyonlar1 konsantrasyonlar1 biriktirmektir. Daha yaygin olan ikinci strateji ise,
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iyonlar1 biiylik 6l¢iide disar1 vermek ve hiicreden ozmoz yoluyla su kaybedilmesini
onlemek i¢in kiigiik elektriksel olarak notr organik eriyikler biriktirmektir. ("Compatible

solutes™),

1.4.1. "Salt-in"' dengelemek icin ''Salt-out' stratejisi

Sitoplazmadaki tiim enzim ve fonksiyonlarin KCl'nin belli molar
konsantrasyonlarinda islevsel olmasi gerektiginden, tiim hiicre i¢i sistemlerin genis
kapsamli, uyarlamalarin1 gerektirir. Halofilik olmayan organizmalardaki enzimlerin ¢ogu
doymus tuz konsantrasyonlarinda bulunduklarinda zayif fonksiyon gostermektedir.
Dahasi1 enzimlerin ve diger proteinlerin ¢oziiniirliigii siklikla yiiksek tuz derisimlerinde

diismektedir. Bu nedenle proteomun tamaminin degistirilmesi gerekmektedir.

KCI'ii ozmotik denge icin biriken mikroorganizmalardaki halofilik proteinlerin
karakteristik bir ozelligi, asidik olmalaridir. Bu tiir proteinler, halofilik olmayan
esdegerlerine kiyasla oldukga negatif yiiklidiir, ek olarak, halofilik proteinlerin genel
olarak hidrofobik amino asit igerigi diisliktiir. Bu proteinlerin dogal ve aktif formda
muhafaza edilmesi i¢in tuzlarin molar konsantrasyonlarinin siirekli sabit kalmalidir;
tuzun seyreltilmesi agilmaya ve denatiirasyona neden olur. Dolayisiyla, salt-in stratejisini
kullanan mikroorganizmalar genellikle gelisebildikleri tuz konsantrasyon araligi
acisindan az esneklige sahip zorunlu halofillerdir ve bu nedenle yasam i¢in olabildigince
sabit ve son derece yiiksek seviyede tuzluluga adapte olmugslardir.

Osmotik adaptasyon i¢in "salt-in" stratejisini kullanmanin avantaji, organik
ozmotik ¢ozeltilerin molar konsantrasyonlarinin biyosentezinden enerjetik olarak daha
ucuz olmasi ve ikinci stratejiyi kullanan mikroorganizmalarin da sodyum iyonlarini
pompaladigina dikkat cekmesidir.

"Salt in" stratejisinin su anda sadece {li¢ grup prokaryotta kullanildig1 bilinmektedir:

Halobacteriaceae ailesindeki halofilik Arkeler,

Bacteroidetes’in son derece halofil kirmiz1 aerobik temsilcisi S. ruber ve

¢ogu anaerobik, fermentatif bakteriler olan, Halanaerobiales takimi iiyeleri.

1.4.2. Uyumlu ozmotik ¢oziinenlerin birikimi stratejisi

Ozmotik uyarlamanin ikinci stratejisi, yani organik ozmotik ¢oziinenlerin birikimi,

mikrobiyal diinyada ¢ok daha yaygindir. Bacteria’nin ¢ogu halofil ve halotolerant



iyelerinde, dkaryot alglerde, mantarlarda ve ayrica metanojenik Archaea da bu stratejiyi

kullanmaktadir.

Stratejinin dezavantaji, ¢oziinen maddelerin liretiminin yiiksek enerjik maliyetidir.
Avantaj1 ise, genis bir yelpazede tuz konsantrasyonlarina esneklik ve uyarlanabilirlik
derecesidir.

Coziinenler genellikle protein yapisim ve enzimatik aktiviteyi bliyiik oOlgiide
etkilemediginden, hiicre, hiicre i¢i ¢6zlinen konsantrasyonunu, ortamin tuzluluguna gore
basitge ayarlayabilir. Ortamda uygun ¢oziinen maddeler bulunursa, bunlar ¢ogunlukla
digardan alinabilir, bdylece yeniden biyosentez igin gerekli enerjiden tasarruf

saglanabilmektedir.

1.5. Mikrobiyal Diinyada Kullanilan Organik Ozmotik Coziinenler

Mikrobiyal diinyada tanimlanan organik ozmotik ¢oziinenler oldukca cesitlidir.
Bunlar arasinda gliserol ve diger polioller, siikkroz ve trehaloz gibi basit sekerler, glisin
betain ve ektoin gibi farkli amino asit tiirevleri bulunur. Bunlarin ¢cogu fizyolojik pH'da
yiiksiiz veya ¢ift kutupludur. Gliserol, tek hiicreli algler Dunaliella ve baz1 mayalar ve
mantarlar tarafindan kullanilir. Ozmotik ¢6ziinen olarak gliserol kullanimi igin bir 6n
kosul, bilesik i¢cin ¢ok diisiik gecirgenlik gosteren sitoplazmik zardir. Membranlarin ¢cogu
gliserol i¢in oldukca gecirgendir ve bu yiizden asla prokaryot diinyasinda ozmotik bir

¢Oziinen olarak bulunmamistir.

Prokaryotik oksijenli fototroflar-siyanobakteriler-gliserol yerine sekerler (siikroz,
trehaloz), glukozilgliserol veya glisin betain kullanirlar; Glisin betain ¢ogu halotolerant
tiir tarafindan tercih edilmektedir. Glisin betain, besiyerinden genis bir bakteri yelpazesi
tarafindan biriktirilebilir ve ozmotik stabilizasyon i¢in kullanilabilir, ancak sadece birkag
prokaryot bu bilesigi sentezlemektedir. Daha yaygin olarak karsilasilan uyumlu ¢6zgenler
ektoin (1,4,5,6-tetrahidro-2-metil-4-pirimidin karboksilik asit) ve onun hidroksi tiirevidir
(amino asit metabolizmasinin bir ara maddesi olan aspartat-f3-semialdehitten sentezlenir).

Genellikle tek bir organizmada ozmotik ¢oziinen kokteyller bulunur; bu nedenle
Halorhodospira (Gammaproteobacteria) hiicreleri, glisin betain, ektoin ve trehaloz
igerebilir.

Yukarida da agiklandigi gibi, Arke olan Halobacteriaceae familyasi ozmotik
dengeleme i¢in KCI kullanir. Ancak bununla birlikte, birka¢ haloalkalifilik Arke’de KCl

ile birlikte ozmotik dengeyi saglamak i¢in fonksiyon gosteren, 2-siilfotrehaloz da tespit
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edilmistir. Metanojenik Arkelerin, ozmotik ¢oziinenler olarak glisin betain, -glutamin,

B-glutamat ve Ne-asetil-B-lisin’i kullandig1 goriilmektedir.

1.6. Halofillerde Goriilen Metabolik Cesitlilikler

Gelismek icin enerji ve karbon elde etmek icin gerceklestirilen islemlerle
bakildiginda, halofiller, genis filogenetik c¢esitlilikleri ile paralel olarak, degisken
metabolik ¢esitlilik de gostermektedir. Ancak diisiik tuzlu ortamlarda bilinen ototrofik
nitrifikasyon, hidrojen ve karbon dioksit veya asetattan metanojenez ve metanin acrobik
oksidasyonu gibi bazi prosesler 100-150 g/I'nin tistiindeki tuz konsantrasyonlarinda islev

gorememektedir.

1.6.1. Oksijenik ve anoksjenik fototroflar

Oksijenik fotosentez tuz doygunluguna kadar gergeklesmektedir ancak yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda gelisen fototrof ¢esitliligi oldukca diisiiktiir. Deniz suyunda yaygin
olan fitoplankton gruplarinin ¢ogu konsantre tuzlu suda yasama uyum saglamaz.
Diatomeler nispeten daha iyi adapte olmustur ve baz: tiirleri 100-150 g/1 derisimdeki tuzlu
suda bulunur, ancak sadece iki bilytlik fototrof grubu, en yiiksek tuz konsantrasyonunda
fonksiyon gosterebilir: Bunlar siyanobakteriler ve Dunaliella cinsi yesil tek hiicreli

algleridir.

Siyanobakteriler yaygin olarak hem planktonda hem de tuz goli ve tuzla
buharlastirma havuzlar1 gibi s1§ bentik mikrobiyal halilarda bulunur. Bunlar, tek hiicreli
(Aphanothece halophytica ve iligkili formlar) ve ipliksi formlar1 (6rn. Microcoleus
chthonoplastes, Halospirulina tapeticola, Phormidium spp.) igerebilir. Tuz
konsantrasyonu 200-250 g/1'nin iizerine ¢iktiginda, siyanobakteriler de kaybolur ve geride
kalan tek oksijenik fototrof organizma tek hiicreli okaryotik olan Dunaliella’ya ait
tirlerdir.

Anoksijenik fotosentez de yiiksek tuz konsantrasyonlarma kadar islev gorebilir. Ust
aerobik tabakalarda siyanobakterilerin baskin oldugu hipersalin mikrobiyal tabakalarda,
anoksijenik fototroflarin mor katmanlar1 yaygin olarak bulunur.

En yiiksek tuzluluklarda islev goren, tamamen farkli bir anoksijenik fototrofik
yasam tipi, retinal bazli pigmentlerin emdigi 151k enerjisinin kullanimma dayanir:
bakteriorodopsin ve ksantorodopsin gibi. Halobakteri ve bazi ilgili halofilik Arkea'nin

major retinal pigmenti olan bakteriorodopsin, Halobacterium salinarum’un anaerobik
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gelisimini 151k altinda harekete gecirir. Karbon kaynagi olarak organik substratlar
kullanilir ve bu grupta fotototrofi goriilmez. Ayrica, filogenetik olarak ilgisiz fakat
fizyolojik olarak olduk¢a benzer olan Salinibacter'de de 1s18in yardimci enerji kaynagi

olarak kullanilmas1 mimkiindiir.

1.6.2. Aerobik heterotroflar

Tanimlanan ¢ogu halofilik ve halotolerant mikroorganizma aerobik heterotroftur ve
biz bunlar1 {i¢ yasam domaininde de gérmekteyiz. Tuz konsantrasyonlar1 200-250 g/I'ye
kadar olan ortamlarda, Bacteria temsilcileri heterotrofik aktivitelerin g¢ogundan
sorumludur ve bazi gruplari, hem tolere edilen tuz konsantrasyonlarinin araligi hem de

kullanilan substratlarin sayis1 bakimindan ¢ok yonliidiir.

Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelismeyi destekleyen organik substratlar, tatli su
ortamlar1 i¢in bilinenlerden daha azdir, ancak bir dizi hidrokarbon ve aromatik bilesigi
icermektedir. En yiiksek tuzluluklarda, Halomonadaceae gibi gruplar artik fonsiyon
gosteremez; organik bilesiklerin aerobik bozunmasi iki grup prokaryot tarafindan
devralinmigtir: Halobacteriaceae (Archaea) ve Salinibacter (Bacteria).

Halofilik Archaea, doymus tuz konsantrasyonlarina kadar gelisebilir, ancak okside
edilen substratlarin araligi oldukga siirhidir: baslica substratlar amino asitler ve basit
sekerlerdir. Hidrokarbonlar ve aromatik bilesikler, ¢ok az kullanilirlar. Yakin zamana
kadar, Halobacteriaceae'nin 200-250 g/1 tuz tizerinde fonksiyon gosterebilen tek aerobik
heterotrof olduguna inaniliyordu, ancak Salinibacter'in tuz kristallendirme havuzlari

biota'sinin baslica bileseni olarak kesfedilmesi bu goriisii degistirmistir.

1.6.3. Anaerobik solunum

Kullanilan elektron alicilart sadece nitrat ve siilfat’t kapsamaz, ayni zamanda
arsenat ve selenat gibi alisilmadik bilesikleri de icerir ve bunlarin indirgenmesi, bazi
hipersalin ortamlarda ekolojik 6nem tasimaktadir. Halomonadaceae'nin bircok orta
derecede halofil iiyesi, nitrati nitrite indirgemektedir ve nitratin gaz haldeki azota

denitrifikasyonu bazi halofilik bakterilerde de goriilebilir.

Bazi halofilik Arkeler (6rn. Haloarcula marismortius, Haloarcula vallismortis,
Haloferax mediterranei), nitrat, elektron alic1 olarak mevcut oldugunda anaerobik olarak

gelisebilir ve gaz halde azot ve/veya azot oksit olustururlar. Bazi tiirler ayrica
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dimetilsiilfoksit, trimetil-N-oksit veya fumarat’in rediiksiyonu ile anaerobik olarak
geligir.

Deniz suyu siilfat bakimindan zengindir ve bu nedenle, anaerobik deniz ve
hipersalin (deniz suyu kaynakli) ortamlarda, katabolik siilfat indirgenmesinin, organik
bilesiklerin degradasyonundaki son silire¢ olmast sasirtict degildir. Bununla birlikte,
tatlisu ve deniz sistemleri ile karsilagtirildiginda, yiiksek tuzlu ortamlarda belirli tipte
siilfat indirgeyici bakterilerin kayip oldugu goriilmektedir.

Su ana kadar tanimlanan tiim halofilik ve yiiksek halotolerant katabolik siilfat
indirgeyicileri, substratlart karbon dioksit'e kadar okside etmek yerine laktat, piruvat ve
etanol gibi substratlar1 okside eden ve asetat salan "tamamlanmamis oksitleyiciler" tipine
aittir.

Asetat gibi substratlar1 karbon dioksite okside eden "Tam oksitleyiciler", hipersalin
ortamlarda bulunmamaktadir.

Arsenat ve selenat mikrobiyal biiylime i¢in daha az yaygin elektron alicilardir,
ancak bunlar halofilik/haloalkalifilik  bakterilerin anaerobik biiylimesini de

destekleyebilir.

1.6.4. Metanojen ve homoasetojenler

Diisiik tuzluluk i¢eren ortamlarda, iiretilen metanin biiyiik kismi iki reaksiyondan
tiiretilir; karbon dioksitin hidrojen ile indirgenmesi ve asetatin, metan ve karbon dioksit
tiretmek lizere pargalanmasi. Bu reaksiyonlarn  higbirinin  yiiksek  tuz
konsantrasyonlarinda meydana geldigi gosterilmemistir. Buna ragmen, hipersalin
gollerin anaerobik ¢okeltileri, neredeyse doymus tuz konsantrasyonlarinda bile zengin
metan kaynaklaridir. Bu tiir tuzlalarda yetisen metanojenler izole edilerek karakterize
edilmistir. Bunlar yukarida bahsedilen iki reaksiyonu da kullanmazlar, bunun yerine
substratlar1 trimetilamin gibi metillenmis aminler ve bazen de dimetilsiilfiirdiir. M.
evestigatum ve Methanohalophilus portucalensis gibi tiirler, bu tiir substratlarda 240-250

g/l tuzda bile gelisebilirler.

1.6.5. Fermentatif halofiller

Fermantasyon, yani bir harici elektron alicisi olmadan organik bilesiklerin
doniistiiriilmesiyle anaerobik biiyiime, en yiiksek tuz konsantrasyonlarina kadar

mimkindiir.
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Filogenetik olarak, apayr1 gruplarda fermentatif halofilleri gorebiliriz.

Halobacteriaceae ailesi esasen, elektron alicisi olarak oksijen kullanan aeroblardir.
Ama bazi tiirler, anaerobik olarak denitrifikasyon ile bazilar1 da bakteriyodopsin
tarafindan sogurulan 1sik enerjisi kullanilarak gelisebilir ve Halobacterium cinine ait
tirler, argininin fermantasyonuyla enerji elde ederken, ornitin, amonyak ve karbon

dioksit iireterek karanlikta anaerobik olarak gelisebilirler.

1.6.6. Kemootroflar ve metanotroflar

Baz1 aerobik kemoototrofik siirecler ¢cok yiiksek tuz konsantrasyonlarina kadar islev
gosterirken bazilari ise diisiik seviyedeki tuzluluk dereceleri ile sinirlandirilmigtir. Tath
su ve deniz sistemlerinde sik¢a bulunan, ancak hipersalin ortamlarda bulunmayan bir

prosese 0rnek: amonyagin nitrit yoluyla nitrata oksitlendigi ototrofik nitrifikasyondur.

Ototrofik amonyak oksidasyonu, 80-90 g/l arasindaki toplam tuz
konsantrasyonlarinda Nitrosomonas europaea ile iliskili olarak goriilmekte is de 150 g/1
tuzun ilizerinde ototrofik amonyak oksidasyonu kayitlari meveut degildir. Yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda, nitritin nitrat’a ototrofik oksidasyonu hakkinda bilgi eksiktir.

Indirgenmis kiikiirt bilesiklerinin kemoototrofik oksidasyonu, daha yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda meydana gelebilmektedir. Bat1 Avustralya'daki bir tuz gdliinden
izole edilen Halothiobacillus halophilus, tiosiilfat, elementel kiikiirt ve tetrationat't 240
g/l tuzluluga kadar okside edebilmektedir (opt.50-60 g/l).

Metan, anaerobik sedimentlerde c¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarina kadar
tiretilmesine ragmen hipersalin ekosistemlerde aerobik metan oksidasyonunu gostermeye
yonelik girisimler ya negatif sonuglar vermistir veya diisiik tuzluluklara kiyasla ¢ok diisiik
aktivite oranlar1 gostermistir. Tuz gollerinden, 1limli tuz toleransi gosteren (ancak opt. 20
o/l olan) ancak birkag metan oksitleyen bakteri (6rn: Methylomicrobium
modestohalophilum) izole edilebilmistir.

1.7. Farkh Salinite ve iyonik Bilesimdeki Cevrelerde Bulunan Halofiller

Bir¢ok halofilik mikroorganizma, genis bir yelpazede tuz konsantrasyonlarinda
gelisebilmektedir. Ornegin; Halomonadaceae'nin ¢ogu iiyesi, tath su ya yaklasan

tuzluluktan doygunluga yakin NaCl konsantrasyonlarina kadar gelisme yetenekleriyle
dikkat ¢cekmektedir.
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Diger gruplar tuz araliklart bakimindan ¢ok daha kisithidirlar. Kirmizi halofilik
Arke'nin (Halobacteriaceae familyasi) birgogu, tuz konsantrasyonu 100-150 g/1 'nin altina
diistiigiinde parcalanir. Bu nedenle Halobacteriaceae familyasi, genellikle, yalnizca
gelisim i¢in degil, ayn1 zamanda yapisal kararlilik ve biitiinliik i¢in son derece yiiksek
diizeyde tuzluluga ihtiya¢ duyan organizmalardan olusur. Ancak, son yillarda,
Halobacteriaceae'nin en azindan bazi liyelerinin uzun siire diisiik tuza maruz kaldiklarinda
hayatta kaldiklar1 ve deniz suyuna benzer tuzluluk oranlarina veya daha diisiik tuzluluga
sahip ortamlardan da izole edilebilecegi goriilmiistiir.

Halofiller arasinda gelismeyi destekleyen ortamin iyonik bilesimi bakimindan,
onemli derecede cesitlilik vardir. NaCl deniz suyunda egemen tuzdur ve buharlagmis
deniz suyundan (talassohalin ortamlari) tiirevlenen hipersalin ortamlar NaCl egemendir
ve nétr ile hafif baziktir. Bazi ortamlar, iki degerlikli katyonlarca magnezyum ve
kalsiyum bakimindan oldukg¢a zengindir. Bu iyonlar, yiiksek konsantrasyonlarda toksiktir
¢linkii bunlar, biyolojik yapilar istikrarsizlastiran "kaotropik" iyonlardir ve sodyum gibi
dengeleyici bir islevi olan iyonlar ise "kosmotropik iyonlar"dir. Magnezyumun kaotropik
etkisi ve yeterince yiiksek konsantrasyonlarda kosmotropik iyonlarin varligi veya
yoklugu, yiiksek magnezyum igeren tuzlu sularin yasam limitini belirlemektedir (Oren,
2011).

1.8. Metabolomik Nedir

Genomik, genlerin biitiinii ve proteomik, tiim protein setinin analizi ile ilgili
olmakla birlikte, metabolomik, belirli bir 6rnek, hiicre veya dokudaki tim diisiik
molekiiler agirlikli metabolitlerin kantitatif 6l¢iimii ve gen fonksiyon analizi baglaminda
verilerin entegrasyonu olarak tanimlanmistir.  "Post-genomik era" ya girerken,
transkriptom, proteom ve metabolom diizeyinde "genom ¢apinda" ifade profili olusturma
yontemleri 6n plana ¢ikmistir. Bunlar gelecek aragtirma hedefleri i¢in gen fonksiyonu,
fizyoloji ve metabolizmanin bilinmeyen yonlerini aragtirmak i¢in hiicre tipleri, dokular,
organlar ve tiim organizmalar (bitkiler, hayvanlar ve mikroorgnizmalar) arasindaki
farklarin tam ve kiiresel bir karsilagtirmasini saglayacaktir. Son yillarda, 'transkriptomik’
ve 'proteomik’ i¢in analitik teknoloji ve veri tabanlar1 gelistirmek i¢in muazzam bir ¢aba
vardir, ancak 'metabolomikler' i¢in tutarli bir strateji heniiz ortaya ¢ikmamistir. Omiks
teknolojilerini, bir bulmacanin ayri1 parcalar1 olarak hayal edersek, onlar1 bir araya

getirerek hiicrenin ¢aligma parcalarinin tam bir resmini elde ederiz.
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1.8.1. Metabolomik Analiz
Metabolomik analiz dort genel alana ayrilabilir:

-Hedef bilesik analizi:........... Belirli metabolitlerin miktar tayini

-Metabolik profil olusturma:..Belirli metabolik yolaklarin tiyeleri olan bir grup
ilgili bilesigin kantitatif veya kalitatif tayini

-Metabolomik:................... Tiim metabolitlerin kalitatif ve kantitatif analizi

-Metabolik Parmak izi:..........Kapsaml bilesik tanimlamas1 olmadan hizli, global
analizle O6rnek smiflandirma.( http://www.metabolomics.bbsrc.ac.uk/background.htm)
(Erisim tarihi:16.09.2024.)

Metabolomik ¢alismalar i¢in kullanilan bazi terimler:

-Ekzometabolom: Hiicre disina verilen toplam metabolitler

-Endometabolom: Hiicre i¢inde bulunan toplam metabolitler

-Ayak izi analizi: Ekzometabolomun niteliksel analizi

-Parmak izi analizi: Endometabolomun niteliksel analizi

-Hedefli analizi: Onceden tanimlanmis bilinen metabolitlerin konsantrasyonlarmin
nicel analizi

-Sondiirme (Quenching): Endojen metabolik aktivitenin anlik olarak durdurulmasi

-Metabolit doniisiim orani: Metabolit havuzunun biiyiikliigliniin metabolit akisina

orani (Mashego vd., 2007).

1.9. Metabolomik ve Mikrobiyal Ekoloji

Metabolomik, dogal olarak olusan hiicresel metabolizmanin iiriinleri olan sekerler,
organik asitler, amino asitler ve niikleotitler binlerce kii¢iik molekiiliin (metabolitler)
analizi olarak tanimlanabilir. Bu nedenle, esasen herhangi bir biyolojik siv1, hiicre doku
ya da organizmanin biyokimyasal fenotipinin (veya metabotipinin) kalitatif ve kantitatif
diizeyde incelenmesidir. Bir organizmanin 'metabolom'u metabolitlerinin biitiiniidiir
(genom ve proteomda da oldugu gibi). Farkli organizmalar arasinda hem yapisi hem de
islevi degisebilen genlerin aksine, metabolitlerin ¢cogu (6rn. laktat veya alanin) ayni
bilesikle seklinde tiirler arasinda korunurlar, bir farede bir bitkide ya da bir insanda da
olsalar ¢ogunlukla bir ayni isi yaparlar. Bu, onlar1 bir organizmada tespit etmek i¢in
kullanilan analitik araglarin hemen hemen tiim diger organizmalar icin kolayca

uygulanabilir oldugu anlamina gelir.
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Metabolik profiller ortama baglhdir ve ¢evresel kosullara tepki olarak degisecektir.
Bu nedenle, teknik biyomedikal arastirmalarda bugiine kadar baslica biyomedikal
arastirmalar i¢in kullanilmis olsa da, ekolojik arastirmalara da uygulanabilir ve iklim
degisikligi, hastalik, gida kisitlamasi, enfeksiyon ve parazit gibi faktorlerin etkisinin

oOl¢tilmesine kullanilabilecektir (Jones vd., 2013).

1.10. Ayrim Teknikleri ve Dedeksiyon Metotlar:

Metabolomik ¢aligmalar; metabolitlerin ayrimimi saglayan Gaz Kromatografisi,
Sivi Kromatografisi ve Kapiler Elektroforez gibi ayrim teknikleri ile metabolitlerin
analizini saglayan dedeksiyon teknikleri olan Kiitle Spektroskopisi ve Niikleer Manyetik
Rezonans Spektroskopisi gibi dedeksiyon teknikleri ayrica metabolitlerin teshisi ve
tanimlanmasini saglayan yazilim-veribankasi kulanimi ve istatistiksel degerlendirme

yontemlerinden olusmaktadir.

1.10.1. Gaz kromatografisi (GC)

Gaz Kromatografisi metabolomik c¢alismalarda en sik kullanilan tekniklerden
biridir. Bu kromatografik teknigin kromatografik ayrim kapasitesi yiiksektir ancak
sinirlayiciligt sadece ugucu metabolitlerin ayrimi igin kullanilabilmesidir. Ugucu
olmayan bir¢ok biyomolekiiliin analiz 6ncesinde tiirevliendirilmesi gerekmektedir. Kiitle
spektrometresi ile kombine olarak kullanilmaktadir. Gaz Kromatografisinin en énemli
avantaj1, bu kromatografi teknigi ile kromatografik ayrimlarda tekrarlanabilirligin yiiksek
Olmasidir. Bu sebeple GC-MS uygulamalari i¢in halihazirda alikonma zamani

indekslerini de igeren birgok veribankasi bulunmaktadir.

1.10.2. Siv1 kromatografisi (LC)

Sivi Kromatografi tekniginin, son yillarda 6n plana ¢ikan UPLC (Ultra performansl
stvi kromatografisi) cihazlari ile kromatografik ayrim giicii arttirilmis olsa da Gaz
Kromatografisi ile kiyaslandiginda daha diisiik kromatografik ayrim kapasitesi
bulunmaktadir. Ancak yine Gaz Kromatografisine gore en biiyiik avantaji, uguculuk
siirlamas1 olmadigr i¢in Gaz Kromatografisine oranla daha ¢ok sayida metabolitin

ayrimina izin vermesidir.
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1.10.2. Kapiler elektroforez (CE)

Sivi Kromatografisi ile karsilastirildiginda yapist geregi Kapiler Elektroforez
tekniklerinde daha fazla teorik tabaka sayisi olusmakta ve bu sebeple daha iyi bir ayrim
gerceklesebilmektedir. Kapiler Elektroforez teknigi, o6zellikle yiiklii molekiillerin
ayrimina olanak taniyarak Sivi Kromatografisi ve Gaz Kromatografisi’ne gore daha fazla

sayida metabolitin analizine imkan saglamaktadir. Ancak biitiin bu avantajlara ragmen

Kapiler Elektroforez kullanimindaki en biiyiik problem tekrarlanabilirlik, duyarlilik ve
saglamligin diisiik olmasidir. Metabolit profilleme i¢in kullanilabilmesine ragmen

kompleks biyolojik sivilardan ayrim i¢in iyi bir secenek degildir ve gelismeye agiktir.

1.10.3. Kiitle spektrometrisi (MS)

Kiitle Spektrometrisi, Gaz Kromatografisi, Sivi Kromatografisi veya Kapiler
Elektroforez ile birbirinden ayrilmig olan metabolitlerin analizinde kullanilmaktadir.
Ayrilan ve kiitle spektrometrisine giden metabolitler, olusturulan kiitle spektrumlarini
iceren veribankalari sayesinde tanimlanarak, metabolit profilleme gerceklestirilmis olur.
MS/MS uygulamalan iginse fragment iyonlar1 hakkinda bilgi iceren ve hali hazirda
kullanim1 bulunan veribankalar1 bulunmaktadir. Hassas olmasi ve 0Ozgiin sonuglar
alinabilmesi bakimindan Kiitle Spektrometrisi, metabolomik ¢alismalarda vazgecilmez
bir kullanim alanina sahiptir. Bu spektrometrinin kullaniminda bagka bir yaklasim ise
numunede bulunan metabolitlerin tamaminin ayrilmadan kiitle spektrometrisine
verilmesidir. Ozellikle yiiksek ayrim giiciine (>1,000,000) ve kesinlige (<1 ppm) sahip
Fourier Transform Kiitle Spektrometrisi (FTMS) cihazlar1 bu is i¢in kullanildiginda
tatmin edici sonuglar alinabilmektedir. Ancak FTMS’nin yiiksek mliyeti sebebilyle,

metabolomik ¢alismalarda rutin kullanimi ¢ok miimkiin olamamaktadir.

1.10.4. Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi

NMR, giiniimiizde metabolomik ¢aligmalarin, metabolitlerin ayrimma gerek
olmadan yapilabilmesini miimkiin kilan, kendisine yaygm kullanim alani edinmis
yontemlerdendir. Cok sayida metaboliti es zamanli olarak analiz edebilme 6zelligi ve
metabolomik caligmalar igin gelistirilmis onlarca veribankasi sayesinde evrensel bir
metabololit dedektorii olma yolunda ilerlemektedir. Metabolitlerin ayrimina gerek
duyulmadig i¢in basit ve yaygin kullanilan protokollerin kullanimi ile numune hazirlama

siireci kolaylikla gerceklestirilebilmektedir. Biitiin bu avantajlarinin yanisira, Niikleer
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Manyetik Rezonans Spektroskopisi ile ilgili en biiyiik sinirlama, su an i¢in duyarliliginin
diisik olmasi ve dolayisiyla kiitle spektrometresi kullanilan diger tekniklerle
karsilastirildiginda derisimleri diisiik olan metabolitlerin teshisinde yasanan sikintilardir

(Celebier, vd.,2014).

LC-MS (s1vi kromatografi-kiitle spektrometrisi) ve NMR (niikleer manyetik
rezonans spektroskopisi) gibi teknikler, mikrobiyal metabolitlerin analizinde her biri

farkli avantajlar ve sinirlamalar sunar.

1.10.5. Metabolomik analiz tekniklerinin karsilastirilmasi

LC-MS, ozellikle elektrosprey iyonizasyon (LC-ESI-MS) ile, yiiksek hassasiyet ve
cok diistik konsantrasyonlarda (pikomol diizeylerinde) genis bir metabolit yelpazesini
tespit etme yetenegi saglar. Ozellikle tandem kiitle spektrometrisi (MS/MS) ile
birlestirildiginde, 6zgiilligl ve yapisal aydinlatmayi artiran bilinen metabolitleri 6lgmek
icin oldukga etkilidir. Ancak LC-MS, iyonizasyon verimliligini baskilayabilen tuzlar ve

ortam bilesenlerinden kaynaklanan zorluklarla siklikla karsilasir.

Buna karsilik, NMR spektroskopisi tahribatsizdir, yiiksek oranda tekrarlanabilirdir
ve minimum numune hazirh@ gerektirmektedir. Kapsamli ayirma veya iyonizasyon
islemlerine gerek kalmadan metabolitleri tanimlama ve niceleme konusunda
miikemmeldir. Bununla birlikte, NMR genellikle LC-MS'ye kiyasla daha diisiik
hassasiyete sahiptir ve ¢cok diisiik miktarda bulunan metabolitleri tespit etmek icin daha
az uygun olabilir. Giicii, daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunan metabolitler i¢in
yapisal bilgi ve nicel veriler saglamasinda yatmaktadir.

Ozetle, LC-MS, ozellikle karmasik ortamlarda metabolitlerin hassas ve hedefli
kantifikasyonu icin tercih edilirken, NMR, bol miktarda bulunan metabolitlerin yapisal
analizi ve profillemesi i¢in uygun, saglam ve tahribatsiz bir yontem sunar. Bunlar
arasinda secim, spesifik arastirma sorusu, numune karmasiklift ve metabolit

konsantrasyonlarina baglidir (Mashego vd., 2007).

1.11. Onceki Cahsmalar

Solar tuzlalarda su buharlasmasi, mikrobiyal tirlerin farkli tuzluluklara
adaptasyonunu saglayan tuzluluk dereceleri olusturur. Bu rekabetci habitat,
mikroorganizmalarin metabolik yeteneklerini zorlamakta ve f{irettikleri sekonder

metabolitlerde birtakim degisikliklerin olmasini tesvik etmektedir. Bu nedenle, solar
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tuzlalar potansiyel olarak 6dnemli bir yeni dogal {iriin kaynagidir (Conde-Martinez vd.,

2017).

1.11.1. Diinyada yapilmis ¢alismalar

Kolombiyanin en 6nemli solar tuzlasi olan, Kolombiya'nin kuzeyindeki Manaure'de
(La Guajira) tuzlasindan alinan 6rneklerden yapilan bir calismada, ayr1 ayri ¢evresel
izolatlar yerine karisik mikrobiyal kiiltiirlerden biyoaktif bilesik iireticileri olarak
halofilik bakterileri segmek i¢in alternatif bir tarama stratejisi gelistirmesi amaglanmaistir.
Farkli tuzluluk derecelerindeki havuzlardan alinan tuzlu su ve sediment 6rnekleri, bakteri
ve arkeleri gelistirmek {lizere yedi farkli kiiltlir ortamina ekilmistir (toplam 40 farkli karma
kiiltiir olacak sekilde). Her karma kiiltiirden organik bir ekstre elde edilerek ¢oklu ilaca
kas1 direngli gibi patojenlere karsi test edilmistir (Klebsiella pneumoniae, vankomisine
direngli Enterococcus faecium, metisiline direngli Staphylococcus aureus ve Bacillus
subtilis gibi). Bu karma kiiltiirlerden elde edilen 9 izolat da ayni patojenlere karsi test
edilerek bunlarin iginden karigik kiiltiir i¢in godzlemlenene benzer antimikrobiyal
aktiviteye sahip Vibrio sp. ALSM3-36-8, halofilik bir tiir olarak tespit edilmistir. (Conde-
Martinez vd., 2017).

Bakterilerde stres yanitlarini incelemek igin metabolik tabanli yaklagimlara son
yillarda oldukca ilgi gosterilmeye baslanmistir. Diger bir calismada, Hindistan'da bir
tuzla bolgesinden halofilik bakteri izolatlarmin (Halomonas hydrothermalis VITP9,
Bacillus aquimaris VITP4, Planococcus maritimus VITP21 ve Virgibacillus dokdonensis
VITP14), niikleer manyetik rezonans spektroskopisi kullanilarak metabolomik analizleri
yapilmis. 1H NMR spektrumunun kemometrik analizi, glikolitik yoldan, pentoz fosfat
yolundan ve sitrik asit dongiistinden yonlendirilen, baslica aspartat ve glutamat ailesinden
metabolit seviyelerinde tuza bagl bir artis oldugunu ortaya koymustur. NMR verilerinin
analizi, ektoin, prolin, glutamat ve glisin betain gibi iyi bilinen diger ¢oziiciiler disinda
iki nadir diaminoasit, sirasiyla Ne-asetil-a-lisin ve Né-asetlornitini (sirastyla VITP21 ve
VITP4 suslar1), birikimini ortaya koymustur. (Joghee and Jayaraman, 2014).

Salinibacter ruber diinya capinda tuz kristallenme havuzlarinda gelisebilen
Bacteroidetes'in oldukga halofilik bir iiyesidir. Ispanya'da bulunan, birbirinden 350 km
mesafede, biri kiy1 seridinde, biri i¢cte bulunan iki kristallestirici havuzdan gelen 100
mikrolitre su 6rneginden iki set (22 ve 35) birlikte bulunan S. ruber susu analiz edilmis.

Suslarin genomik ve taksonomik iliskileri sirasiyla PFGE ve MALDI-TOF ile analiz
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edilirken, metabolomik potansiyelleri yliksek ¢Ozliniirliikli iyon siklotron rezonans
Fourier doniisiimii kiitle spektrometresi (ICR-FT / MS) ile arastirilmistir. Sonuglar genel
olarak filogenetik olarak ¢ok homojen tiirlerin olduk¢a farkli metabolomik havuzlar ifade
ettiklerini gdstermektedir. Ozellikle lipit ve antibiyotik metabolizmasi ile iliskili
bilesiklerle ilgili bazi metabolomik farkliliklar, birlikte bulunan suslar i¢indeki farkl
kiimeleri tarif etmek igin yeterli bir spesifite saglamistir (Anto n vd., 2013).

Diger bir ¢alismada ilk kez, fenotipik biyocografik farklilig1 ortaya ¢ikarmak igin
ultra yiiksek c¢oziintirliiklii kiitle spektrometrisine dayanan bir metabolik yaklasim
sunulmustur. Diinyadaki farkli bolgelerden izole edilen kozmopolit ekstremofilik bakteri
Salinibacter ruber suslarnin karakteristik metabolitler vasitasiyla ayirt edilebildigini ve
bu farkliliklarin cografi izolasyon bolgeleri uzakliklari ile iliskilendirilebilecegini
gostermislerdir. Bu yaklasim, farkli cografi 6lgeklerdeki izolatlarin belirgin derecelerde
ayrimina izin vermektedir. Her durumda, ayirt edici metabolit modellerinin kalitatiften
ziyade daha ¢ok kantitatif oldugu gorilmiistiir, bunun da cografi olarak farkl
transkripsiyonel veya post transkripsiyonel diizenlemelerin bir gostergesi olabilecegi
distintilmustir. Calismada High-field ion cyclotron resonance Fourier transform ICR-
FT/MS kullanilarak elde edilen kiitleler istatistiksel olarak degerlendirilmistir (Rossello-
Mora vd., 2008).

1.11.2. Ulkemizde yapilms ¢cahsmalar
Camalt1 Tuzlasindan su ve toprak ornekleri ile yapilan tilkemizdeki bir ¢alismada,

Farkl1 besiyerlerinde gelistirilerek tanimlanan 34 farkli aerobik halofilik organizma izole
edilerek tanimlanmaistir.

Farkli koloni morfolojisine sahip 34 adet izolatin 19 adedinin Arke 15 adedinin ise
Bakteri domainine ait oludgu belirlenmis ve bunlarin bazi biyokimyasal testler ve
antibiyotiklere duyarlilik testleri yapilmistir.

Kommunite analizine yonelik, kiiltiir bagimsiz yontem olan FISH yontemi
uygulanarak Bakteri/Arke sayilar1 ve DAPI boyamalari ile 6rneklerdeki Arke, Bakteri ve
toplam hiicre sayilar1 belirlenmis. Ayrica FISH yontemi kullanilarak Bakteri iiyelerinden
Salinibacter’in Camalti Tuzlasi’ndaki varligi ilk olarak ortaya konmustur (Cetinkus vd.,
2007).

Yine Camalti Tuzlasi’'ndan alinan Orneklerden halofilik mikroorganizmalarin

izolasyonu gergeklestirilmis ve bunlar biyoteknolojik Oneme sahip bazi enzimler
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acisindan taranmig ve biyokimyasal testleri yapilmis ve molekiiler karakterizasyonlari
yapilmaya ¢alisilmistir.

Iki farkli noktadan alinan toprak orneklerinden saflastirilan 14 izolatin; %48,2’sinin
esteraz, %28,5 nin proteaz, %100’linlin DNaz aktivitesine sahip olduklari; lipaz, amilaz
jelatinaz ve seliilaz aktivitesi gostermedikleri gostermedikleri goriilmiistiir. izolatlarin
16S rDNA molekiiler tanilari sonucu izolatlarin yedisi %99 oraninda Haloferax
alexandrinus, Kalan yedi izolat ise sirasi ile; %98 oraninda Haloferax alexandrinus, %96
benzerlik oraniyla Haloferax alexandrinus, diger bir izolat ise %99 Haloferax sp. HSC4,
, %97 Haloferax YT 228, %99 Halobacterium salinarum R1 strain, ve %97
Halobacterium salinarum olarak tanilanmistir (Kahraman, 2008).

Izmirdeki yine aym lokaliteden PHB iiretici halofilik mikroorganizmalarin
(ekstrem halofilik Arke) varligi, identifikasyonu ve PHB verimleri arastirilmis, topraktan
izole edilen 14 izolatin fenotipik ve genotipik analizleri yapilmis ve biyoteknolojik
potansiyele sahip PHB iiretici izolatlarin arastirilmasi i¢in PHB’ye spesifik fluoresans
boya olan Nile Blue A ile boyanmistir. Kontrol grubu olarak Haloferax mediterranei
ATCC 33500 tip susu kullanilarak PHB verimleri {i¢ degisik ortam kullanilarak
aragtirtlmistir. 14 izolatin 16 S rRNA genlerinin dizi analizleri ve NCBI Blast programi
ile 7 adet izolatin Haloferax alexandrinus’a %99 benzer bulunmus. Kalan 7 izolat ise
sirast ile; %99 oraninda Halobacterium salinarum R1, %99 oraninda Haloferax sp.
HSC4, %98 oraninda H. alexandrinus, %97 oraninda Halobacterum salinarum, %96
oraninda H. alexandrinus’a benzer bulunmustur (Ekin, 2008).

Yine ayn lokaliteden izole edilmis 1limli halofilik bir sus olan Halomonas sp.
AADI12’nin tuz adaptasyonu mekanizmasi, birlestirilmis deneysel ve hesapsal yontemle
arastirilmig, prolin, ektoin ve hidroksiektoin gibi temel ozmolitleri belirlemek ve
miktarlarimi tespit etmek icin NMR spektroskopisi kullanilmigtir.

%5 ve %20 NaCl varliginda, farkli biiylime evrelerinde ozmolitlerin
miktarlarindaki degisim belirlenmistir. %5 NaCl varliginda Ektoin havuzu eksponensiyel
fazin ikinci yarisinda artarken %20 NaCl varliginda, eksponensiyel fazin ikinci
yarisindaki bilylime sirasinda toplam ozmolit miktar1 azalmistir. Yiiksek tuzlulukta en
onemli ozmolit, prolin olarak belirlenmis, tuzlulugun artmasiyla, ektoin havuzundaki
hidroksiektoin yiizdesi de artmistir.

NMR analizinden elde edilen sonuglar, Aki Denge Analizi (FBA)

gerceklestirilirken kisitlayict olarak kullanilmistir. Temel karbon metabolizmasi ve
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ozmolitlere bagli olan yolaklar1 i¢eren kiigiik bir sistem kurularak, biiylime reaksiyonu
halofilik organizmalarin kompozisyonu ve tuz etkisi géz 6niine alinarak belirlenmistir.
Biyokiitlenin maksimizasyonu ama¢ fonksiyonu olarak belirlenerek model organizma
sisteminin aki dagilimlar1 ozmoadaptasyonu anlamak i¢in incelenmistir.

Sitrat karbon kaynagi olarak kullanildiginda, modeldeki reaksiyonlar
glukoneojenezi aktiflestirerek ters yonde gergeklesmistir. Ozmolit sentezine yonlenen
sitrat miktarimin yiiksek tuzlulukta daha belirgin oldugu gortilmisiir. Bu aki dagilimlari,
daha sonra her bir akiyr minimize ve maksimize ederek bir aralik tanimlamay1 saglayan
Aki Degiskenlik Analizi (FVA) yontemiyle daraltilmistir. Bu yontemle diisiik tuzlulukta
akilarin degisim araliklarinda 6nemli farklar oldugu goriilmiistiir (Yilan, 2011).

Yine Camalt1 Tuzlasi'ndan halofilik ve karotenoid iireten 10 bakteri susu selektif
Marin agar ortami kullanilarak izole edilmis ve 16S rDNA gen dizi analizine gore,
suslarin  Bacillus safensis (SC4), Marinobacter aquaticus (SC2), Halomonas
fontilapidosi (SC1, SC5), Halobacillus locisalis (SC7, SC8, SC9), Salicola salis (SC6),
Halobacillus halofilus (SC10) tiirlerine ait oldugu belirlenmistir. izole edilen suslardan,
karotenoidler metanol/aseton yontemi ile ekstrakte edilmis ve ekstraksiyondan sonra elde
edilen karotenoidler ince tabaka kromatografisi ile belirlendikten sonra ayrica
spektrofotometrik olarak 300nm-800nm dalga boylarinda taranmigtir. Bu 6n tarama
sonucunda 6 izolatin belirgin karetenoid pikleri verdigi goriilerek karotenoidlerin detayli
analizleri ve belirlenmesi icin HPLC yontemi kullanilmistir. Yapilan HPLC analizi
sonucunda likopen, p-karoten, all-trans-lutein, 13-cis-p-karoten, 9-cis-f3-karoten, apo-8-
likopen molekiillerinin izolatlar tarafindan tiretildigi saptanmis, ancak bunlarin yanisira
standartlarla ve literatiir verileriyle eslesmeyen karotenoid pikleri de elde edilmistir
(Hassanzadehiznabi, 2019).

Yine iilkemizde yapilan Escherichia coli’de in vivo kinetik modelleme araglari
gelistirmeye odaklanan bir calismada, flaksom ile metabolom arasindaki iliskiler
incelenmis, ayrica hiicresel sistemleri kavramakta temel olan stokiyometrik ve
termodinamik analizler amag¢lanmistir. Hiicre dist metabolitleri ayirmak i¢in en sik
uygulanan yontem varyasyonlari olan dort farkli dindirme protokolii, aragtirilmis. Soguk
metanolle dindirme sirasindaki metabolit kagagi merkez metabolitlerin, amino asitlerin
ve adenin niikleotidlerin LC-ESI-ID-MS/MS veya GC-MS 6l¢iimlerinden titiz bir denge
yaklagimi kullanilarak hesaplanmis ve broth 6rneklerinin kemostattan hizlica, bu is i¢in

0zel tasarlanmig hizli bir 6rnekleme cihazi ile ¢ekilip, anlik olarak durdurulup (<180
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milisaniye), kiiltiir sliziintiisiinliin dogrudan filtrasyon ile elde edildigi diferansiyel bir
yontem gelistirilmistir.

Glukoz sinirh yetistirilen E. coli kiiltiiriine dogrudan biyoreaktérde uygulanan
glukoz-puls sirasinda aki ve metabolit yanitinin nicel analizi sunulmus. E. coli
pertiirbasyon deneyleri i¢in tasarlanan yeni bir BioScope II cihazinin karakterizasyonu ve
uygulamasi agiklanmis. Glukoz-sinirli kemostatta yetistirilen E. coli’nin glikolitik
(glukoz) ve glikoneojenik (piriivat, siiksinat) substratlara gésterdigi in vivo dinamik tepki
her iki platformda da arastirilmistir. Yiiksek miktarda siiksinat tireten E. coli mutantinin
kararli ve dinamik durumlarda lokalize pulslara gosterdigi metabolit ve aki yanitlarinin
karsilastirmali bir ¢alismasi yapilmistir (Nikerel, 2010).

Yapilan bir diger calisgmada S. cerevisiae hiicrelerinin gevresel ve genetik
degisiklere verdigi transkripsiyon tepkisi ve metabolik tepkileri ¢alisilmistir. Ornekler ii¢
alikonma zamani sonrasinda toplanarak, biyokiitle, mRNA ve metabolit konsantrasyonu
analizlerine tabi tutulmustur.

Maya hiicrelerinin gen delesyonlarina ve biiyiime kosullarina verdigi transkripsiyon
tepkisi, merkezi karbon metabolizmasinin transkripsiyon regiilasyonunun incelenmesini
miimkiin kilmistir. Metabolit ve transkripsiyon verileri kismi en kiigiik kareler (PLS)
metodu kullanilarak biitiinlestirilmistir, bdylece transkripsiyon verileri kullanarak
metabolit miktarlarinin modellenebilmistir. PLS verileri, biiyiime kosullarinda yapilan
degisiklikler sonrasinda metabolit miktarlarinin degismesine sebep olan genlerin
belirlenmesini miimkiin kilmistir. Transkripsiyonu korelasyon gosteren genler arasinda
bir ag olusturulmus ve bu agin var olan fonksiyon atamalarini tahmin edebilme giicii test
edilmistir. Agin zenginlestirilmesi ve tahmin giiciiniin arttirilmasi amaci ile diger veri
kaynaklarindan alinan bilgiler (aminoasit dizilimi benzerligi, protein-protein etkilesimi,
paylasilan transkripsiyon faktorleri) transkripsiyon verileriyle biitiinlestirilmistir. Daha
once bilinmeyen regiilasyon iliskilerinin ortaya ¢ikarilmasini, bir¢ok bilinmeyen gene
fonksiyon atanmasini ve metabolitler ile transkripsiyon profilleri arasinda bir iliski
kurulmasini saglamistir (Pir, 2005).

Yapilan bir diger ¢caligma kapsaminda, kolorektal kanseri in-vitro modeli olan insan
kolon adenokarsinom hiicre hatlarina (Caco-2) ve kontrol olan insan f6tal kolon hiicre
hatlarinin (FHC) kematoratpotiklere karsi gozlenen direng gelisimine bagh olarak
fenotipde gozlenen degisimler metabolomik, lipidomik ve fluksomik analizler ile

incelenmistir. Fluksomik analizlerde kararli 80 izotopu isaretleme ajan1 olarak
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kullanilmigtir. Metabolomik, lipidomik ve fluksomik analizlerin gerceklestirilmesinde
GC-MS ve LC-qTOF-MS analitik cihazlar1 kullanilmis. Bu analizler sonucunda 300’iin
lizerinde metabolit/lipit ve 38 metabolitin 80 isaretlenme yiizdeleri hesaplanmistir. Tez
kapsaminda ilk kez ‘80 kararl1 izotopu ile Krebs dongiisii metabolitleri, aminoasitler, yag
asitleri ve oligofosfoniikleotitlerin isaretlenme yiizdeleri belirlenmistir. Istatiksel olarak
anlamli bulunan metabolitler ile gergeklestirilen yolak analizlerinde malat-aspartat
mekigi, aminoasit, amonyak metabolizmalar1 ile glikoz-alanin ve iire dongiilerine ait
yolaklarin dirence bagl olarak degistigi gozlemlenmistir. Elde edilen kapsamli omiks
(metabolomiks, lipidomiks ve fluksomiks) verileri, kemoterapétiklere karsi izlenen
direncin hiicre dinamiklerindeki farkliliklarini géstermistir (Ozen, 2019).

Hacettepe Universitesi Onkoloji Hastanesi’nde meme kanseri tanist ile takipli ve
uzak organ metastazi olan 88 hasta dahil edilerek yapilan bir calismada, beyin metastazi
bulunan meme kanseri hastalarinda metabolomik yontemle metastazin erken tespiti igin
belirteg bulunmasi amaglanmistir. Metabolomik analizler LC-qTOF-MS ve GC-MS
sistemleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Tiim analizlerde gruplar arasi fark igin
istatistiksel anlamlilik smirt p<0,05 olarak kabul edilmistir. GC-MS analiz yontemi
kullanilarak 79 adet metabolit tanimlanmistir. Bu metabolitlerden 11 tanesinin (alanin,
sfingozin, friikktoz, fumarik asit, glisin, laktik asit, fenilalanin, piroglutamik asit, serin,
treonin, valin) beyin metastazi bulunan grupta istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriilmistiir (p< 0,05). LC-qTOF-MS yontemi ile de iki grup arasinda istatistiksel
anlamlilik gdsteren 47 metabolit belirlenmistir (Ozer, 2018).

Diger bir calismada ise Marmara Deniz’nin hidrokabonlarla kirlenmis iki bolgesi
calistlmistir. Hidrokarbon degrade etme yetenegi ve siilfiir ile organik madde giderim
yetenegi olan mikroorganizmalarin varligi kiiltiirden-bagimsiz tekniklerle incelenmistir.
Iki bolgeden biri olan Tuzla anoksik sediment numunelerinde, Moda’dan elde edilenden
daha yiikksek bir mikrobiyal cesitlilik oldugu, klon kiitiiphanelerinin dizi analizi
sonucunda ortaya konmustur.

Tuzla’daki baskin prosesler, Arkeal ve bakteriyel tiirlerin klon kiitiiphanelerindeki
goriilme sikhigina dayanarak, metilotrofik metanojenez ve denitrifikasyon olarak
bulunmusken, Moda’da baskin olan potansiyel prosesler ise hidrogenotrofik metanojenez
ve fermentasyon olarak goriilmiistiir. DGGE datasi, Tuzla sedimentlerinin mikrobiyal

cesitliliginde daha kayda deger bir mevsimsel degisim ortaya koymustur (Sezgin, 2005).

25



Camaltt Tuzlasinin tuzluluk derecesi farkli 6 havuzundan alinan su 6rneklerinden
bakteriyal izolasyonlar gerceklestirilen bir calismada, rastgele segilen 12 izolatin bazi
fenotipik dzellikleri incelenmis. izolatlarin fenotipik ve 7 enzim igin belirlenen 6zellikleri
bunlarin biiyiik olasilikla Bacteria veya Arkea domainine ait farkli cins ve tiirlerin
temsilcileri olabilecegini gostermistir. Gidalarda ve deri endiistrisinde ham tuz icinde
zararli etkisi olan Jelatinaz, DNaz, Twen-80 ve selliillaz hidrolitik enzimleri bazi
izolatlarda gozlenmistir. Bacteria domainine ait 6 izolatin yag asidi metil ester profilleri
farkli odugu, farkli cins ve tiirleri temsil ettig goriilmistiir (Giiven vd., 2010).

Camalt1 tuzlasindan alinan 6rneklerle yapilan bir ¢calismada, yeni izole edilmis, on
adet orta derecede halofilik mikroorganizmanin Halomonas salina DSMZ 5928 ve
Halomonas halophila DSMZ 4770 ile iligkisini ortaya koymak igin elektrosprey
iyonizasyon kiitle spektrometresi kullanilmistir. Metot, kiiltiir ortamindaki metabolitlerin
global analizine dayanmakta ve metabolik ayak izi olarak adlandirilmaktadir. Sadece
kromatogramlarin gorsel incelemesine dayanarak benzerlikler hakkinda fikir edinmek
miimkiin olmadigindan, verilere temel bilesen (PC) (Principal Component) analizi
uygulanmuslardir. Ug¢ temel bilesen analizi ile veri setindeki bilgilerin %99'unu
aciklanabilmistir. Skor grafikleri, yeni izolatlarin iki tip soy ile iliskisini ortaya ¢ikarirken,
yiikleme grafikleri, gozlenen kiimelenmeden sorumlu 6nemli iyonlar {izerinde 6nemli
ipuclar1 vermistir. Yiikleme grafikleri ayrica, farkli metabolik yollar hakkinda ipuclari
veren ters orantili iyonlar1 da belirtmistir. Bu ¢calisma, yeni ve yakin iligkili izolatlarin 6n
hizli fenotipik karakterizasyonu i¢in potansiyel olarak yararl bir yol ve farkli ve degerli
sekonder metabolitler i¢in, benzer mikroorganizmalarin taranmasi i¢in bir yontem ortaya
koymustur (Akbulut vd., 2008).

Camalt1 Tuzlasinin bakteriyel cesitliligini belirlemek icin kiiltiir bagiml ve kiiltiir
bagimsiz yaklasimlar kombinasyonu kullanilmistir. Tuzlanin bakteriyel topluluklari,
alian su orneklerinden ekstre edilen DNA’dan polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilan
16S rRNA gen bolgelerinin, denatiire edici jel elektroforezi ve 16S rRNA gen
kiitiphanesi analizi gibi molekiiler tekniklerle analiz edilmesi ile belirlenmistir. Cins / tiir
diizeyinde tanimlanan toplam 42 izolattan 17'sinin Bakteri domainine ait oldugu tespit
edilmistir.

Tiim bakteri izolatlar filogenetik olarak Halobacillus, Virgibacillus ve Halomonas
cinsleri ile iligkili bulunmustur. 16S rRNA gen kiitiiphanesinden toplam 50 klon ARDRA

ile analiz edilmis ve bunlarin 16S rRNA dizi analizi sonucunda, bakteriyel klonlarin
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cogunun (%85), Salinibacter cinsi iyeleri ile iliskili oldugu goriilmiistir. DGGE
bantlarinin dizileri, kiiltiir edilmemis Salinibacter, kiiltiir edilmemis halofilik bir bakteri
ve Halomonas sp. ile iligkili bulunmustur (Mutlu ve Giiven 2015).

Yapilan bu ¢alisma ile;

Denizel ortamdan hareketle, artan tuzluluklardaki ortamlarda, giderek sinirlanan
mikrobiyal ¢esitliligi belirleyerek, bu siiregte gézlenen metabolomik degisimlerin tespit
edilmesi;

Yilda yaklasik 550 000 ton tuz iiretilen, Tiirkiye toplam tuz iiretiminin %25 ini
karsilayan Camalt1 Tuzlasinin, {iriin iiretimi siiresince degisken tuzluluktaki havuzlar gibi
ortamlarda gelisebilen mikroorganizmalar ile ilgili dinamiklerin belirlenerek, kiiltiire
edilebilen izolatlarin bir kismi i¢in metabolitlerin belirlenmesi;

Dogrudan cevresel 6rneklerden, sivi kiiltiirde gelistirilen izolatlardan, ekstraksiyon
ve tirevlendirme basamaklari uygulandiktan sonra, Gaz Kromatografisi Kiitle
Spektrometrisi analizleri ile metabolomik veri setlerinin elde edilmesi.

Metabolomik veri setlerinin degerlendirilerek, bu siire¢ i¢ine {iretimi tespit edilen
biyoteknolojik dneme sahip metabolitler ile ilgili ¢iktilar elde edilmesi amaglanmistir.

Son yillarda molekiiler tekniklerin gelismesi ile birlikte boyle ortamlarin
mikrobiyal ¢esitliligi hem bireysel arastirmalar hem de 6zellikle deniz ortamlari igin,
kiiresel sayilabilecek c¢apta biiyiik Olgekli calismalarla da tanimlanmistir ancak
mikrobiyal ekolojide metabolomik c¢aligmalar heniiz molekiiler teknikler kadar c¢ok
yayginlagmamastir.

Molekiiler tekniklerin gelismesi ile boyle ortamlarin mikrobiyal cesitliligi hem
bireysel arastirmalar hem de 6zellikle deniz ortamlar igin, kiiresel sayilabilecek ¢apta
biiyiik 6l¢ekli caligmalarla tanimlanmistir ancak mikrobiyal ekolojide metabolomik
calismalar heniiz yaygimlagmamustir.

Son yillarda dizileme teknolojilerindeki gelismelerle birlikte mikrobiyal ¢esitlilik
caligmalar1 ivme kazanmistir ve giderek daha fazla mikroorganizmaya ait 16S rRNA ve
tim genom dizileri ortaya konabilmektedir. Son 20 yilda birden fazla kiiresel ¢apta
okyanus kesif genom projeleri ile elde edilen veriler de eklendiginde genomik veriler
logaritmik bir artis gdstermistir. Bu ¢alismalardan bir kisminda mekéansal ekosistem
modelleri olusturmak i¢in evrimsel, metabolik ve etkilesimli veriler elde etmeye yonelik
calismalar yapilmis olsa da biiyiikk genomik veri havuzu ile kiyaslandiginda

mikroorganizmalara ait metabolomik veriler heniiz genomlar1 kadar yaygin
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calisilmamigtir. Yapilan metabolomik caligmalar ise agirlikli olarak belli bir grup
maddeyi hedefleyen ve kiiltiir ortamlarindan yapilanlardir. Ulkemizde ise bu kapsamda
yapilan in-situ metabolomik ¢aligmaya rastlanmamastir.

Mikrobiyal ve metabolik ¢esitliligin ortaya ¢ikarilmasi ile ilgili bir ¢aligmanin
literatiire kazandirilmasi amaglanmustir.

Kullanilacak teknikler ile bu konuyla ilgili kisilere temel bir kaynak saglanacaktir.

Yogun bir sehirlesme bolgesinin oldukg¢a yakininda yer alan konumundan dolay1
muhtemel deniz kirliligi bakimindan bizi hidrokarbon degradasyonu yapabilen
mikroorganizmalar agisindan ¢iktilara gotiirebilecektir.

[zmir Camalt: Tuzlas gibi biiyiik capta tuz iiretiminin yapildig1 bir alandan biiyiik

capli biyoteknolojik caligmalara (6rn. karotenoid, enzim iiretimi) kaynak saglayacaktir.

28



2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Ornekleme Calismasi

Camalt1 Tuzlasi, tilkemizdeki 6nemli tuz tiretim yerlerinden biridir. Konum olarak
Izmir iline 28 km uzaklikta, Gediz Nehri havzasina kurulmustur ve Tiirkiye nin deniz
kaynakli en biiyiik tuzlasidir. Cografik olarak 38° 30 dk, 18 sn. Kuzey, 26° 54 dk. 55 sn.
Dogu koordinatlarinda, izmir ili Sasali Beldesi, Cigli ilgesindedir.

Camalti Tuzlast 24.161.000 m? alana yayilmis buharlastirma havuzlarn ve
3.158.000 m? alan1 kaplayan kristalizasyon havuzlariyla 6nemli bir sulak alandir. Genel
olarak I. ve II. tuzla, su depolama alanlari, kristalizasyon havuzlar olarak 4 ana kisma
ayrilir. Su depolama havuzlart %035-50, buharlastirma havuzlari  %050-150,
kristalizasyon havuzlart %0150-300 tuzluluktadir. Tuz iiretim parsellerinin ortalama
derinligi 0,5-1,0 m olmakla beraber, 1,5 m derinlikteki tuz havuzlariyla, su iletim
kanallar1 da mevcuttur. Tuz parsellerinin zemini sikistirilmis olup, topraktir. Tuzlanin
denizle baglantisini, ana kanal iizerine kurulmus olan pompalar saglamaktadir. Boylece
degisik boyutlardaki havuzlara verilen deniz suyu, kademeli olarak tuz kristalizasyon

havuzlarina ve tiim alana dagitilabilmektedir (Koru, 2004).

2.1.1. Ornek sayisimin ve tipinin belirlenmesi ve 6rnek alinmasi

Orneklemeler, refraktometre ile tuzluluklari yerinde dlgiilen 6 farkli tuzluluktaki
havuzdan, havuzun igine girilerek (derinlik ve zeminin yapisinin izin verdigi yerlerde)

kenardan birka¢ adim igerideki kismindan yapilmistir.

Her bir 6rnekleme alanindan planlandig1 gibi; Metabolomik Caligmalar, FISH ve
Metagenomik Calismalar ve Kiiltlir Calismalari i¢in kullanilmak {izere 3 ayr1 set 6rnek
alinmistir.

Metabolomik ¢alismalar i¢in kullanilacak 6rnekler -80°C de azot tankina konarak
ve 20°C de kuru buz konan kap igerisinde getirilmistir.

FISH, Metagenomik ve Kiiltiir caligmalar1 icin yetecek kadar 6rnek yine -20°C de

kuru buz konan bir kap icerisinde getirilmistir.
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Gorsel 2.1. Binbir gida ¢camalt: tuz igletmesi

Fotografta, 6rnek alinan havuzlar, tizerine tuzluluk oranlar1 yazilarak gosterilmistir.
Azalan tuzluluk oranlarina gore Ornek alinan havuzlarin fotograflar1 asagida

verilmistir.

Gorsel 2.2. %33 ve %25 tuzluluk havuzlar:
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Gorsel 2.4. Ornekleme sirasinda formaldehit ilavesi

Nisan ayinda yapilmasi planlanan ornekleme; seyahat yasaklarmin kalkmasi
sonrasi, yagmurlu donemin ge¢mesi bir hafta beklendikten sonra 15 Haziran 2020°de

yapilmustir.

2.2. Orneklerin Ozelliklerinin Belirlenmesi

Orneklerin tuzluluklar1 6rnek alma bolgesinde, dncesinde refraktometre ile, pH

degerleri ise geldikten hemen sonra 6l¢iilmiistir.
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6 farkli tuzluluktaki havuzdan, havuzun icine girilerek, kenardan birka¢ adim
icerideki kismindan 6rnek alinmistir. Her bir 6rnekleme alanindan planlandigi gibi: 3 ayri
set ornek alinmistir. (1. Metabolomik Calismalar, 2. FISH ve Metagenomik Calismalar 3.
Kiiltiir Caligmalari)

Metabolomik ¢alismalar i¢in kullanilacak 6rnekler -80°C de azot tankina konarak
ve -20°C de kuru buz konan kap igerisinde getirilirken. FISH, Metagenomik ve Kiiltiir
caligmalar1 i¢in yetecek kadar ornek yine -20°C de kuru buz konan kap igerisinde
tagiarak donmus halde getirilmistir. Orneklerin tuzluluklar1 6rnek alma bdlgesinde el

refraktometresi ile 6l¢iiliirken, pH degerleri ise getirdikten hemen sonra belirlenmistir.

2.2.1. Farkh tuzluluktaki érneklerin elementel bilesimlerinin belirlenmesi

Anadolu Univ. BIBAM’da ve Osmangazi Univ. ARUM’da, su orneklerinde

bulunan Na, Mg, Ca ve K elementlerinin miktarlar1 ICP OES’ile dl¢iilmiistiir.

Her bir elementin okunabildigi dogru seyreltmeye ulasabilmek igin, her bir tuzluluk
icin 3 farkli seyreltme yapilarak 6rnek hazirlanmis, boylece ilgili elementin saglikli
okunabilmesi saglanmistir. (Tiim elementler i¢in standartlar 1-100 ppm araliginda
hazirlanmis. NS: Normal sartlarda, yani oda sicakliginda saklanan ornekleri belirtmek

i¢cin kullanilmustir.

2.2.2. Farkh tuzluluktaki érneklerin iyonik bilesimlerinin belirlenmesi:

Yine BIBAM’da bulunan Iyon Kromatografi Cihazi ile ICP ile belirlenmesi
miimkiin olmayan iyon olan (CI") iyonunu da belirlemek iizere; Kloriir (CI), Nitrit (NO2"
1, Nitrat (NO3™), Fosfat (PO4®) Siilfat (SO42) Floriir (F!), Bromiir (Br’) iyonlarini igeren
standart seti kullanilmistir. (Standartlar 1-100 ppm aralifinda hazirlanmigtir.)

ICP ile belirlenen Sodyum miktar1 ve standart ¢ozeltideki bilinen C1 iyonu derigimi
diisiiniilerek tiim drnekler 10 oraninda seyreltlerek analiz edilmistir.

Onceki 6lgiimlerden elde edilen sonuglara gore, %3 ve %9 tuzluluktaki drnekler

icin, seyreltmeler 10 oraninda da yapilarak, bu tuzluluga sahip drnekler analiz edilmistir.

2.2.3. Orneklerin kati madde miktarlar1 ve yogunluklarinin belirlenmesi:

Kati madde miktari, iki farkli yontemle elde edilmistir. Metabolit analizi i¢in
ornek hazirlama asamalarindan biri olan su Ornegini konsantre etme islemi, hem

konsantrator hem de liyofilizatér kullanilarak gerceklestirilmistir. (Sogin, vd., 2019).
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Liyofilizasyon islemi sirasinda segilen tiiplerin boyutu uygun olmadigi i¢in 6rneklerin bir
kisminda iglem sirasinda kayip yasanmis, islem daha biiyiik 6rnek kabi kullanilarak tekrar

edilmistir.

2.3. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozelti ve Tamponlar
2.3.1. DNA ekstraksiyon tamponu

Tris-HCI (Sigma)............. 1.57¢9/100mL

EDTA (Merck)................ 2.929/100mL

pH 8.0’¢ ayarlanir, hacim Milli-Q su ile tamamlanir, 0,2 um filtreden gegirildikten

sonra otoklavlanarak steril edilir.

2.3.2. 5 M NaCl ¢ozeltisi
NaCl...ooioiiiiieeiieieeee 29,22 ¢/100mL

Milli-Q su ile hacim tamamlanir ve otoklavlanarak steril edilir.

2.3.3. %10 SDS (Sodyum dodesil siilfat) ¢ozeltisi
SDS (Merck).......cooevieinnnnn. 10 g/100mL

Hacim Milli-Q su ile tamamlanir, 0,2 pum filtreden gegirildikten sonra

otoklavlanarak steril edilir.

2.3.4. Sodyum asetat tamponu (3 M, AcNa pH 4.8)
Sodyum asetat (Sigma).............. 40,82 g/100mL

pH 4.8’ e ayarlanir. Hacim Milli-Q su ile tamamlanir, 0,2 um filtre ile filtre

edildikten sonra otoklavlanarak steril edilir.

2.3.5. Lizozim enzim soliisyonu (10 mg/mL)
Lizozim (Sigma)............ccovvueennn.. 100 mg

0.5 M EDTA pH 8.0 (Thermo Fisher)...... 1 mL
1M Tris-HCI pH 8.0 (Thermo Fisher)....... 1 mL
MillI-Q su.....ooii 8 mL
0,2 pum filtreden gegirildikten sonra otoklavlanarak steril edilir ve -20 °C’de

muhafaza edilir.
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2.3.6. MgCl2 tamponu (1M)
Magnezyum kloriir (Fluka)...... 20,33 g
MgCl> (MA: 95,21 g/mol)......... 952 ¢

Hacim Milli-Q su ile tamamlanir, 0,2 pm filtre ile filtre edildikten sonra

otoklavlanarak steril edilir.

2.3.7. 50X TAE tamponu

Trisbase 242 g
Asetikasit 57,1 mL
EDTA (0,5 M; pH 8,0) 100 mL

Distile su ile 1 litreye tamamlanir, pH 8,0’a ayarlanarak oda sicakliginda saklanir.

2.3.8. 1X TAE tamponu
50X TAE 20 mL
Distile su 980 mL

Distile su ile 1 litreye tamamlanir, oda sicakliginda saklanir.

2.3.9. 5X TBE tamponu
Tris Base (Sigma)...................... 54¢g

Borik asit (PanReac AppliChem) 27.5¢g
0.5MEDTA,pHS8.0.........c...... 20 mL
pH 8.0’e ayarlanir, distile su ile 1 litreye tamamlanir. 0,2 pm filtreden gegirilerek

oda sicakliginda saklanir.

2.3.10. 1X TBE tamponu
5X TBE 20 mL
Distile su 980 mL

Distile su ile 1 litreye tamamlanir, oda sicakliginda saklanir

2.4. Total DNA Ekstraksiyonu ve Metagenomik Calismalar Icin Ornek Hazirlama
Yiiksek 3 tuzluluktaki (%33 %25 ve %19) 6rneklerden santrifiij ile pellet eldesi

islemi:
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108 mL ((18x3) x 2 mL) su drneginden santifiij ile pellet elde edilmistir. (13 200
rpm’de 10 dk)

Diistik 3 tuzluluktaki (%3 %9 ve %15) tuzluluktaki 6rneklerden santrifiijle pellet
elde islemi:

Diisiik 3 tuzluluk i¢in de ayni sartlar denenmis ancak 6zellikle oda sartlarinda iki
ay kadar beklemis olan, %3 ve %9 tuzluluk 6rneklerinden yeterli miktarda pellet elde
edilememesi lizerine, kuru buz ile donmus olarak getirilen ve -20°C’de donmus olarak
saklanan ornekler, oda sicakligina alinip, sivi hale geger gegmez pipetlenerek santrifiij
edilmistir. Bu sekilde -20°C’de muhafaza edilen 6rneklerden DNA ekstraksiyonu igin
yeterli pellet elde edilebilmistir.

Ayni hacimde su ornekleri ile calisilarak, bu diisiik 3 tuzluluk icin de, 108 mL
((18x4) x 1,5 mL) ‘den santifiij ile DNA ekstraksiyonu i¢in pellet elde edilmistir. (13 200
rpm’de 10 dk.).

Ekstre edilen DNA’lar jel elektroforezi ile goriintiillenmistir.

Jeller %0.8 agaroz icerecek sekilde hazirlanarak ve 90 volt’ta 40 dk yiiriitiildiikten
sonra goriintiilenmistir.

Yiiksek tuzluluktaki %33 %25 ve %19 tuzluluktaki 6rneklerden ikiser set 24 x 2
mL den santifijj ile pellet elde edilmistir.

Santifiij siiperntanlarindan 50 mL matabolomik analizler, 50 mL ICP 6l¢limleri i¢in
ayrilmistir.

FISH i¢in Orneklerinin Filtrasyon asamalar1 yapilarak filtreler -20°C’ye
kaldirilmistir.

Ayrica 45 mL havuz 6rmngine 5 mL gliserol eklenerek, -80°C’ye kaldirilmistir.

2.4.1. Total DNA ekstraksiyon prosediirii

Ekstraksiyon islemi yeterli miktadra pellet elde edilebilen tiim tuzluluklar i¢in

uygulanmstir.

Elde edilen hiicre pelletlerinden total DNA’nin ekstre edilmesi i¢in uygulanan
ekstraksiyon basamaklar1 asagidaki sekildedir;

-Degisken tuzluluk havuzlarindan elde edilen Eppendorf tiip i¢inde bulunun
pelletler lizerine:

-ImL Saline EDTA,

-3.3 ul (300mg/mL) lizozim ve

35



-10 pl proteinaz K (10pg/mL) eklendikten sonra 15-30 dakika 37 °C’de galkalamali
etiivde bekletilir.

-Daha sonra 80 pl %10 Sodyum dodesil siilfat (SDS) eklenip, 65 C’de su
banyosunda 10 dakika bekletilir.

-250 ul 5 M NacCl eklenerek tiip ters diiz edilerek karistirilir.

-Ornek iki esit hacme ayrilir (yaklasik 671 pl).

-Yine 671 ul hacimde Fenol:Kloroform:izoamilalkol (25:24:1) eklenerek tiipler
bir¢ok kez ters diiz edilir.

-6 dakika 4 °C'de 13.000 rpm de santrifiij edilir.

-Ustteki s1iv1 faz dikkatlice alinir (¢oziicii fazindan almamaya calisilarak).

-Alman tst faz hacmi 550 pl den az ise isleme iki tiip birlestirilerek devam edilir.

-Elde edilen hacim 600 pl oldugu igin iki ayr1 tiip ile devam edilir

DNA’y1 ¢oktiirmek igin;

-600 pl hacmin 1/9 u olan pl hacmin 67 pl AcNa (3M, pH 7) ve

-600 ul hacmin %60°1 olan 360 pl Isopropil alkol, ( -20 °C) eklenir.

-Cokmesi icin an az 15 dk. -20 °C’de bekletilir.

-30 dakika 13.000 rpm’de 4 °C’de santrifiij edilir. Stipernatant uzaklastirilir.

-500 ul %70 lik Etanol (-20 °C’den) eklenir.

-Tekrar 10 dakika 13.000 rpm’de 4°C’de santrifiij edilir. Etanol dekante edilerek
uzaklagtirildiktan sonra, pelet 30°C‘de konsantratorde etanolii tamamen ugana dek
bekletilerek kurutulur.

-Daha sonra 50 ul mQ 'su ile resiispanse edilerek, -20°C’de muhafaza edilir.

2.5. Kiiltiire Etme Calismalar ve Kiiltiire Edilenlerin Tanimlanmasi

Ornekleme yapildiktan sonra 24 ve 96 saat icinde hazirlanan sivi ve kat1 kiiltiir

ortamlarina ¢evresel 6reneklerden ekimler yapilmistir.

16.06.2020 tarihinde MGM ve Salinibacter (30°C ve 37°C),
19.06.2020 ‘de ise R2A ve Haloquadratum besiyerlerine ekimler yapilmistir (30°C).
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Tablo 2.1. Farkli tuzluluklardan alinan orneklerin gelistirildikleri besiyerleri

Tuzluluk  Gelistirildigi Kat1 Besiyeri Gelistirildigi Sivi Besiyeri

9 %12 MGM

15 %12 MGM, %18 MGM

19 %18 MGM, %18 R2A

25 %23 MGM, %25 MGM, %23 R2A % 25 MGM, Salinibacter Broth
33 %25 MGM, %23 MGM, Salinibacter DBC6, % 25 MGM, Salinibacter Broth

Haloguadratum walshi DSMZ, %23 R2A

2.5.1. Kullanilan besiyerleri ve icerikleri

2.5.1.1. %12 MGM (modifiye gelistirme medium)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi 400 mL
Distile su 567 mL
Pepton 19
Maya Oxziitii lg

Yukaridakiler, manyetik karistirici kullanilarak, distile suda ¢oziiliir. pH, 1M Tris-
Base kullanilarak 7,5’e ayarlanir. Hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra steril
edilir (Dyall-Smith, 2009).

2.5.1.2. %18 MGM (modifiye gelistirme medium)

%30’1luk tuzlu su ¢ozeltisi... 600 mL

Distile su...........cocevennne 367 mL
Pepton ... lg
Maya Oziitli...................... 19

Yukaridakiler, manyetik karistirici kullanilarak, distile suda ¢oziiliir. pH, 1M Tris-
Base kullanilarak 7,5’e ayarlanir. Hacim distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra steril

edilir dakika steril edilir (Dyall-Smith, 2009).

2.5.1.3. %23 MGM (modifiye gelistirme medium)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi........................ 767 mL
Distile su....o.oiiiii 200 mL
Pepton......coviii 5¢g
Yeast Ekstrakt............coooiiiiiiiiii lg
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Yukaridakiler manyetik karistirict kullanilarak distile suda ¢oziiliir, pH’1 1M Tris-
Base ile 7,5’¢ ayarlanir. Kat1 besiyeri i¢in 1 L yel5 gr Bacteriologic Agar eklenir. Hacim
distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra steril edilir (Dyall-Smith, 2009).

2.5.1.4. %25 MGM (modifiye gelistirme medium)

%30’1luk tuzlu su ¢ozeltisi........................ 833 mL
Distile su........oooiviiiii 134 mL
Pepton......oooeeiii S5¢g
Yeast Ekstrakt............ccoooiiiiiiiiii lg

Yukaridakiler, manyetik karigtirici kullanilarak, distile suda ¢oziiliir. pH, 1M Tris-
Base ile 7,5’e ayarlanir. Kat1 besiyeri i¢in 1 L yel5 gr Bacteriologic Agar eklenir. Hacim
distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra steril edilir (Dyall-Smith, 2009).

2.5.1.5. %30°luk tuzlu su ¢ozeltisi

MQOSO4.7TH20. ... 35¢g
MQCI2.6H20.......oiiiii 30g
NaBr. oo 08¢g
HNACO3. .o 029
KOl 790
CaClo. e 05¢g
NaCl.oooi e, 240 g

Yukaridaki tiim bilesenler, manyetik karistirict kulanilarak, ¢oziiniinceye kadar
karigtirildiktan sonra 1M Tris-Base kullanilarak pH 7.5’¢ ayarlanir. Hacim distile su ile 1

L’ye tamamlanir ve steril edilir steril edilir (Dyall-Smith, 2009).

2.5.1.6. Luria Bertani (LB) besiyeri

NaCl.ooooiiiii 10 g
Yeast Extract................ooeenn S5¢g
B 510170 | DO 10¢g

Yukaridakiler, manyetik karistirici kullanilarak, distile suda ¢oziiliir, pH’1 1M Tris-
Base kullanilarak 7,5’e ayarlanir. Hacim, distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra steril

edilir (Dyall-Smith, 2009).
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2.5.1.7. %12 R2A sivi besiyeri

Kazein asit hidrolizat ...................... 05¢g
Maya 0zUtl ......oovvieeiiie i, 05¢g
Proteoz pepton............cooeeviiiiii.nn 05¢g
Uziim sekeri .........cooovviiiiieiiei, 0.5.g
NISASEA oot 05¢g
K2HPOA4... ..o, 03¢g
MgSO4 .. 0.024 g
C3H3NaO3 ... 03¢g
NaCl.oooiii e, 120 g

Yukaridakiler, manyetik karistiric1 kullanilarak, distile suda ¢oziiliir, pH’1 1M Tris-
Base kullanilarak 7,5’e ayarlanir. Hacim, distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra steril

edilir (Reasoner and Geldreich 1985).

2.5.1.8. %18 R2A sivi besiyeri

Kazein asit hidrolizat ...................... 05¢g
Maya Ozitll ......coeoveiiiiiiiiiien, 05¢g
Proteoz pepton............coooeiiiiiin 05¢g
Uziim sekeri .........ccooevviueiiieinin... 0.5.g
NiSASta .o 05¢g
KoHPOg4..o.oii 03¢g
MOSO4 .o 0.024 g
C3H3NaO3 ... 03¢
NaCl.ooooii e, 180 g

Yukaridakiler, manyetik karistiric1 kullanilarak, distile suda ¢oziiliir, pH’1 1M Tris-
Base kullanilarak 7,5’e ayarlanir. Hacim, distile su ile 1 L’ye tamamlandiktan sonra steril

edilir. (Reasoner and Geldreich, 1985).

2.5.1.9. %15 MM63 (minimal medium 63) (L)

KH2PO4 (MErck) .....ccooiiiiiiiiieee e 13,61¢g
KOH (MEICK).....ieiiieiiieciie et 421¢g
(NH4)2SO4 (SIgMA)....cviiiiiieieieerie e, 3,79
MQSO4.7H20 (MErcK).....c.ecvueiieireieieeie e 0,159



FeSO4.7H20 (MErcK).....c.oovveiieiieieiiccie e, 0,0011 g

Glukoz.H20 (Riedel-de Haén)........c..ccoeeeeveeeieecniecnrennn, S5¢g

NaCl (TeKKIM) ...oivviiiiieciecr e, 1759

Ayrica tim tuzluluklardan alinan Ornekler kendi tuzluluklarmma yakin c¢esitli
tuzluluklardaki kat1 ve stivi MGM besiyerlerine, ayrica farkli kati ve siv1 secici ozellikte
besiyerlerine ekilerek kiiltiire edilmis, petrilerde farkli morfoloji gosteren saf koloniler
secilmistir.

Cesitli yeni secici kiiltiir ortamlar1 hazirlanarak, %25 ve %33 tuzluluktaki
havuzlardan, bu havuzlarda baskin sekilde goriillen ve havuzun metabolik bilesiminin
belirlenmesinde 6nemli rol oynayan ancak zor kiiltiire edilebilen mikroorganizmalar
(metabolik ¢aligmalar i¢in model organizmalar olarak kullanmasi hedeflenerek) kiiltiire
edilmeye calisilmistir. Basitrasin iceren %25 MGM siv1 besiyerine ekilen %33 ve % 25
tuzluluk havuzu Orneklerinin, sivi kiiltiire yapilan ekimleri sonrasinda, gelisimleri
stiresince mikroskopta gozlem yapilarak, morfolojik olarak kiiltiire edilmesi hedeflenen
tiirlere benzer morfolojiler gésteren mikroogranizmalar saf kiiltlir olarak gelistirilmeye
caligilmistir.

Arke ve Bakteri izolatlarinin 16S rRNA bolgesi amplifiye edilerek sonrasinda jel

elektroforezi ile kontrol edilmistir.

Tablo 2.2. PZR ve Agaroz jel elektroforezi sartlar

PZR prosediirii Agaroz Jel Elektroforezi Prosediirii
4 mL (5x)Mmix %1 Agaroz jel

0,5 mL 27F 2mL (20000X) Red safe /40mL

0,5 mL 1492R 1IX TAE Tampon

1 mL template 1X TAE, 90 volt 40 dk.

PZR sicaklik programi: 94°C (3 dk.) x1 // [94°C (30 sn,) - 50°C (1dk) - 72°C (2
dk.) 1x30// 72 °C (10 dk.)x1; Toplam siire: 2s 18 dk.; Kapak sicakligi: 105°C

2.6. izolatlardan Elde Edilen 16S rRNA Uriinlerinin Enzimatik Kesimi (ARDRA)

Elde edilen 16S rRNA amplifikasyon triiniinden 10 pl civarinda (kullanilan PCR
iriiniin jelde goriintiilenerek belirlenen kalitesine bagli olarak hacim arttirilip azaltilarak)
ve kullanilacak restriksiyon enzimi, uygun tamponu ve mQ su eklenerek son hacmi 20

ul’ye ayarlanacak sekilde reaksiyonlar kurularak, Termo cycler’da 37°C’de 18-24 saat
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kesim igin bekletilmistir. Mbol, Xbal, Spel ve Hinf | restriksiyon enzimleri i¢in kesim

profilleri elde edilmistir.

2% agaroz igeren, 20 mL 0.5X TBE tamponu igin 2 ul (20000x) Red safe eklenerek
olusturulan jele, 15 ul enzim kesim reaksiyonu iiriinii Spl yiikleme boyast ile karigtirarak
yiiklenmis. Omega CL5000 DNA Marker ve Thermo 50 bp DNA ladder ise 5’er pl
hacimde yiiklenmistir.

Jeller, 0.5X TBE tamponu i¢inde 2 saat 80 voltta, 2 saat 60 voltta olmak iizere 4
saat boyunca yiriitildilkten sonra Syngene GBox Sistemi ile goriintiilenerek
fotograflanmistir.

Arke izolatlarinin, Hinf | restriksiyon enzimi ile de kesim profilleri elde edilmistir.

Her farkli enzim kesimi profilinden, mevcut oldugu durumda, iki temsilci segilerek
geri primer okumalari i¢in dizilemeye gonderilmistir.

izolatlarin 16S rRNA 1492r primer kullanilarak dizi analizleri i¢in Ankara’da
bulunan BM Labosis (BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti)’nden hizmet alinmistir.

2.6.1. Dizi bilgisi elde edilen izolatlarin stok kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Dizi sonuglarmin degerlendirilmesi sonrasinda izolatlar; diisik hacimde %23
MGM svi kiiltiirlerde gelistirildikten sonra, -80°C de muhafaza edilmek iizere, %20’lik
Gliserol ile stok kiiltiirleri hazirlanmistir (Bkz.Gorsel 2.5 ve Gorsel 2.6).

Gorsel 2.5. Stok hazirlamak igin gelistirilen sivi besiyeri kiiltiirleri
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Gorsel 2.6. %23 MGM sivi besiyerinde gelistirilerek hazirlanan stok kiiltiirleri

2.7. Cy3 Ilsaretli Oligoniikleotid Problar1 ile Hibridizasyon ve Goériintiileme
Calismalan (FISH)

%3 - %33 araliginda tiim tuzluluklar i¢in Fiksasyon, Filtrasyon, Hibridizasyon

DAPI ile boyama ve Epifloresan mikroskop ile gériintiileme ¢alismalar1 yapilmigtir

-Fiksasyon: Havuzlardan alinan ve ¢ok bekletilmeyen, taze 1 mL su 6rnegine 200
ul %37°lik Formaldehit (Fluka) eklenmis ve 4 °C’de 1 gece inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra su 6rnegi 10 mL 1X steril PBS ile birlestirilmis, elde edilen bu
karisim 0.2 um por ¢apli GTTP Isopore (Millipore) filtreden gecirilmistir. Ayni filtreden
bu kez filtreyi yikamak igin tekrar 1X 10 mL PBS gecirilmis ve filtreleler iyice
kurutulduktan sonra -20 °C’ye kaldirilarak hibridizasyon islemine kadar -20 °C’de
saklanmigtir (Anton vd., 1999).

-Hibridizasyon: Pasta dilimi seklinde kiigiik pargalar formunda kesilerek, farkli
Ozgiin problar ile hibridize edilmek iizere isaretlemeleri yapilan her bir parca filtre
tizerine, 18 pl hibridizasyon tamponu ve 2 pl de kullanilacak probdan eklenmistir. Her
bir prob 50 ng/ul konsantrasyonda kullanilmistir. Hibridizasyon islemi, 50 m’lik plastik
tiipler icinde yapilmistir. Icerisine, iizerinde filtre parcalarinin bulundugu lamlar, ve
hibridizasyon tamponu emdirilmis kagitlar bulunan bu tiipler 2 saat boyunca 46 °C’de
hibridizasyon firinda (Combi-H, FINEPCR, Precision, Ind. Co) inkiibe edilmistir.

Hibridizasyon islemi sonrasinda, yikanmalar1 igin, filtreler, 48°C’lik su banyosunda

bulnan yikama solusyonu igerisine alinrak 15 dakika bekletilmislerdir. Bundan sonra
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havada tamamen kurumalar i¢in bekletildikten sonra filtreler DAPI boyamasi i¢in hazir
hale getirilmistir ( Antéon vd., 1999).

Tablo 2.3. Calismada kullanilan FISH problarmn dizi bilgisi

Prob adi Prob ozgiilliigii Prob dizisi (5° —>3°) Referans
ARC915 Archaea GTGCTCCCCCGCCAATTCCT (Amann vd., 1990)
EUB338 Bacteria GCTGCCTCCCGTAGGAGT (Amann vd., 1990)
Non 338 Negatif kontrol CTCCTACGGGAGGCAGC (Amann vd., 1990)
EHB412 Salinibacter TACGCCCCATAGGGGTGT (Anton vd., 2000)

In-situ hibridizasyon tamponu

5M NaCl (Thermo Fisher) ................... 360 pul
1M Tris-HCI pH 8.0 (Thermo Fisher) ....... 40 ul
Formamide (Sigma)................ 700 ul /900 pl
Milli-Q SU .eoviiiiicie e 900 pl
%10 SDS ..o 2 ul

Hazirlanan tampon ¢alisma boyunca buz icerisinde tutulur.

Yikama tamponu (FISH icin)

AM Tris-HCI pH 8.0 (Thermo Fisher)............ I m
5M NaCl (Thermo Fisher) ...................... 700 pul
0.5 M EDTA pH 8.0 (Thermo Fisher) ......... 500 pl

Hacim Milli-Q su ile 50 mL’ye tamamlanur.

Farkli tuzluluktaki tim havuzlar i¢in 1’er mL su 6rnegi Formaldehit ile fikse
edildikten sonra 10 mL %10 PBS ile seyreltilerek 25 mm filtre ¢ap1 ve 0,2 um por ¢ap1
bulunan polikarbonat filtreden siiziilerek hazirlanmistir. FISH hibridizasyon prosediirii
uygulanana dek -20°C de saklanmuistir.

Tiim havuz sularn i¢in iki set ornege, Ornekleme yapilir yapilmaz, hiicrelerin
ornekleme zamanindaki durumlarimin korunmasi amaglanarak hemen Ornekleme
bolgesinde fiksatif eklenmis, laboratuvara getirildikten sonra ise filtre edilmistir.

Ust iki tuzluluk igin ayrica drnekleme sirasinda 24 saat ge¢gmeden fiksasyon
yapilmis ve bir giin sonra da filtrasyonlar1 yapilmistir.

Asagida filtre edilen farkli havuz sularinda bulunan mikroorganizmalarin
goriintiilenip belirlenebilmesi icin kullanilan oligoniikleotid problari ve kullanilan

formaldehit miktarlari tablo halinde verilmistir (Bkz. Tablo 2.4).
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Tablo 2.4. Tuzluluga karsilik kullanilan floresan isaretli oligoniikleotid problar

Tuzluluk Kullanilan Problar Formamid miktarlari
33 Eub 338; Arc 915; EHB412 700

25 Eub 338; Arc 915; EHB412, Non338 700 pl

19 Eub 338; Arc 915 700 ul; 900 pl

16 Eub 338; Arc 915 700 pl 900 pl

9 Eub 338 700 pl

Hiicrelerin goriintiilenerek fotograflanmasi icin, Leica DM6000B Epifloresan

mikroskobu kullanilmaistir.

2.8. Orneklerin Total DNA’lar1 Kullamlarak DGGE PCR Kurulmasi ve Uriinlerin
Denatiire Edici Gradiyent Jel Elektroforezi

2.8.1. 16S rRNA geninin DGGE analizi icin amplifikasyonu

Total havuz DNA’lar1 template olarak kullanilarak DGGE PCR kurulmasimi iglemi
icin bakteri ve arke PCR i¢in 341F ve 344F GC takisiz ileri primer ve 907 R-GC takili
geri primerler kullanilarak 16S rRNA’nin yaklagik 550 baz ¢iftinden meydana gelen
bolgesi polimeraz zincir reaksiyonu kurularak DGGE i¢in yeterli miktarda DNA elde
edene dek ¢ogaltilmistir.

Tablo 2.5. DGGE PCR lari i¢in kullanilan primerler

Primer adi  Primer Primer dizisi (5> —>3°) Referans
ozgiilliigii
21F Archaea TTCCGGTTGATCCTGCCGGA (DeLong, 1992)
27F Bacteria AGAGTTTGATCATGGCTCAG (Lane vd., 1985)
1492R Evrensel GGTTACCTTGTTACGACTT (Lane, 1991)
344F Archaea ACGGGGCGCAGCAGGCGCGA (Schéfer vd., 2001)
341F Bacteria CCTACGGGAGGCAGCAG (Muyzer vd., 1993)
907 R-GC Bacteria CGC CCG CCG caLeeesea cecaTe (Muyzer vd., 1993)
CCGCCGCCCCCGCCCGCCGTCAATT
CMTTTGAGTTT

Bakteri 16S rRNA’lar i¢in amplifikasyon reaksiyonlar1 asagidaki sartlarda

gergeklestirilmistir;
Ilk Déngii
94 °C 5 dakika
65 °C 1 dakika
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72°C 3 dakika

9 Dongii (Her dongiide primer baglanma sicakhigt 1 °C

azaltilarak)
94 °C 1 dakika
64 °C (63, 62, 61,....55 °C’¢ kadar) 1 dakika
72°C 3 dakika
20 Dongii
94 °C 1 dakika
55°C 1 dakika
72°C 3 dakika
Son Déngii
94 °C 1 dakika
55°C 1 dakika
72°C 10 dakika
4°C Siiresiz

Archaea 16S rRNA’lar i¢in amplifikasyon reaksiyonlar: ise asagidaki sartlarda

gerceklestirilmistir.
94 °C 5 dakika
29 Déngii
94 °C 30 saniye
56 °C 45 saniye
72°C 2 dakika
1 Dongii
94 °C 30 saniye
56 oC 45 saniye
72°C 7 dakika
4°C Stiresiz
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%09 tuzluluk i¢in sadece bakteri PCR kurulurken, diger 4 tuzluluk i¢in hem Arkelere
uygun ileri primer hem Bakterilere 06zgii ileri primer kullanilarak DGGE PCR
kurulmustur. Elde edilen DNA miktar1 belirlenerek %9-%33 araligindaki 5 tuzluluk igin,
artan tuzluluk ve bakteri arke ardisik siralamasi ile yiiklenen PCR iiriinlerinin miktarlar
belirlenmistir.

DGGE tanki hazirlanan 17 It 1X TAE ile doldurulmustur.

DGGE Tampon stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. (50mL)

%80’1lik DGGE Stok Solusyonu

| 13.45¢

Deiyonize Formamid.......................... 12.8 mL

Akrilamid/Bisakrilamid (%30)................ 8 mL

TAE (20X). et 2 mL

mQ su ile 30 ml’ye tamamlanmis. Buzdolabinda 4 °C’de saklanmistir (Muyzer
1996).

%0’lik DGGE Stok Solusyonu

Akrilamid/Bisakrilamid (%30)............... 8 mL

TAE (20X) . eieiiie i 2 mL

mQ su ile 30 mL’ye tamamlanmis. Buzdolabinda 4 °C’de saklanmigtir (Muyzer,
1996).

2.8.2. DGGE-I sartlan

Yukarida verilen tampon stok soliisyonlari kullanilarak %40-%70 araliginda
denatiire edici gradyenti olusturularak, jelde artan konsantrasyonda iire ve formamid
gradienti olusturulmustur. Polimerize edici ajanlar da eklenmis ve jelin iist kismina
kuyucuklarin olusumu i¢in tarak da yerlestirildikten sonra polimerizasyon i¢in en az 4
saat bekletilmistir. Elektroforez islemine baslamadan once tarak ¢ikarilarak olusturulan
kuyucuklara 20 pl 6rnek, 5 pl jel ylikleme boyasi ile karistirilarak yiliklenmis ve tanktaki
tamponun sicakligt 60°C’ye ulastiginda sisteme 5 V/em akim 1 gece boyunca
uygulanmistir. Her kuyucuga tolpamda 400 ng 6rnek yiiklenmesi saglanarak ve 2 saat
stire boyunca 6nce 80 Volt ve daha sonra da 22 saat boyunca 120 Volt voltaj uygulanarak

yuritilmistir.
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Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel dikkatlice bulundugu cam plakalar
arasindan ¢ikartilarak yikanmak iizere etidyum bromiir solusyonu (1 pg/mL) bulunan
kiivete almmistir. Once burada bir saat boyunca boyandiktan sonra bu kez de 1X TAE
igeren kiivete alinarak yine bir saat boyunca yikanmis ve daha sonra transilluminatorde

UV 15181 ile gozlenmis ve fotograflanmistir.

Jelde UV 15181 altinda gozlenen farkli konumlardaki ayri bantlar, steril bisturi
yardimiyla kesilmis ve jelden kesilen bu bantlar steril ependorf tiipler igine alinmistir.
Tgiiplere yine steril 20 pl mQ su eklenmis ve bir gece boyunca 4 °C’de bekletilmistir. Bu
inkiibasyon sonrast mQ su’ya elut edilmis olan DNA, DGGE primerleri ile tekrar
amplifiye edilmesi i¢in kalip olarak kullanilmistir. Elde edilen PCR reaksiyon tiriinleri de

dizilemeye gonderilmistir (Sogin vd., 2019; Muyzer vd. 1996).

2.8.3. DGGE-II sartlar

Bu ikinci jelde %30-%60 araliginda denatiire edici gradyenti olusturularak, jelin
artan konsantrasyonda iire ve formamid gradientine sahip olmasi saglanmistir. 500 ng
ornek ytiklenerek 2 saat boyunca 80 Volt ve 22 saat boyunca 120 Volt voltaj uygulanarak
ikinci bir jel elde edilmistir (Green vd., 2010).

DGGE PCR fiiriinlerinin kontrolleri i¢in hazirlanan %0.8 Agaroz jel ve 1X TBE
tamponu i¢inde 80 voltta, 25 dk. Yiriitiilerek, Syngene GBox Sistemi ile goriintiilenerek
fotograflanmistir.

Her iki jel de goriintiilendikten sonra goriilebilen bantlar UV 151k altinda kesilmis
ve bu kez GC takisiz olan primerler kullanilarak, jelden elde edilen bantlarin tekrar PCR
ile gogaltilmas1 denenmistir.

Ikinci DGGE sonrasinda jelden kesilen 19 banttan 12’si template olarak
kullanilarak elde edilen PCR reaksiyon iirlinleri dizilemeye gonderilmek iizere yeterli

miktarda ¢ogaltilabilmistir.

2.8.4. DGGE bantlarinin dizi analizi

Onceki donemde elde edilen ve jelden kesilerek tekrar bakteri ve arkelere dzgii
primerler kullanilarak, PZR ile ¢ogaltilan DGGE bantlar1 agaroz jel elektroforezi ile

tekrar kontrol edildikten sonra dizi analizi icin BMLabosis’e gonderilmistir.
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2.9. Metabolomik Analiz i¢cin Ornek Hazirlama ve Analizi

Her 6rnekten 1’er mL, 2 mL’ lik santrifiij tiipiine aktarilarak konsantratdr’de 8 saat

boyunca kurutulmustur.

Tirevlendirme basamaklari, yontem modifiye edilerek azaltilmistir.

Konsantre/liyofilize etme islemleri sonrasinda elde edilen kati materyalden 0.1 g

tartilmistir.

Bunun tizerine 250 uL. BSTFA eklenerek,

10 dk ultrasonik banyoda tutulmustur,

Vorteks edildikten sonra ise,

30 dk. 37°C ve 1350 rpm’de tiirevlenmeye birakilmistir.

Tiirevlenme sonrasinda, 10 dk. daha ultrasonik banyoda tutulduktan sonra,
Santrifiij tiipiine aktarilarak 2 dk. 21.1g de santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonras1 Ust fazdan alman 100 pl’lik kissm GC/MS analizi i¢in viale

aktarilarak analiz edilmistir. (Sogin vd., 2019).

2.9.1.

Gaz kromatografisi (GC) analiz sartlari

Analizlerden, birinci set analizler AUBIBAM’da bulunan GC/MS ve GC FID

sistemlerinini bir arada bulundugu Gaz Kromatografi Sistemi Kullanilmigstir.

2.9.2.

Sistem: Agilent 7890B GC System

Kolon: Agilent HP-5MS (30 m x 0.25 mm i¢ ¢ap x 0.25 um film kalinligr)
Dedektdr: Alev Iyonlasma Dedektorii (FID)

Enjeksiyon sicakligi: 300°C

Dedektor sicakligt: 360°C

Sicaklik programi: 60°C, 20°C/dk. 315°C (5,25 dk), Toplam 18 dk
Tastyic1 gaz: Helyum (1mL/dk)

Gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi (GC/MS) sartlar: I
Sistem: Agilent 7890B GC 5977B Mass Selective Dedector System

Kolon: Agilent HP-5MS (30 m, 0.25 mm i¢ ¢ap, 0.25 um film kalinligr)
Enjeksiyon sicakligi: 300°C
Iyon kaynag sicakligi: 230°C
Iyonizasyon modu: EI
Elektron enerjisi: 70 ev
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Kiitle araligi: 35-600 m/z

Sicaklik programi: 60°C, 20°C/dk. 315°C (5,25 dk), Toplam 18 dk

Tastyict gaz: Helyum (1 mL/dk)

Tanimlamalar: Wiley 9-Nist 11 Mass Spectral Databas

1 uL 6rnek splitsiz olarak sisteme enjekte edilmistir.

Bilesenlerin tanimlanmasi i¢in Gaz Kromatografisi/KiitleSpektrometresi, bagil

yiizdelerinin belirlenmesi i¢in ise Gaz Kromatografisi kullanilmistir.

2.9.3. GC/MS ile ekstraseliiler metabolit analizleri:

Sivi besiyerinde gelistirilen bazi arke ve bakteri izolatlarmin iki farkl
tirevlendirme yontemi sonrast GC/MS gaz kromatografisi kiitle spektrometresi ile
ekstraseliiler metabolit analizler i¢in; se¢ilen bazi karisik ve saf kiiltiirlerden alinan; 2’ser
mL siv1 kiiltiir 6rnekleri ve besiyeri 6rnekleri 10 dakika 21.1 xg ve +4°C’de santrifiij
edildikten sonra, slipernatant hemen alinmig ve 6rnek hazirlama asamasina kadar -20°C

‘de saklanmugtur.

Bu islem %33 tuzluluktan elde edilen eski karigik kiiltiir 6rnegine, 33-5 kodlu
Halorubrum lypoliticum ve 32H kodlu Halomonas fontilapidosi sivi kiiltiirleri igin.
Ayrica 0-6-24-36-72 saatlik Halomonas fontilapidosi kiiltiirleri i¢in de uygulanmustir.

Konsantre etme Oncesinde i¢ standart olarak Ribitol (0.2 mM) ve Colestane
(100mM) eklenmistir.

Her ornekten 0.5’er mL ornek 1,5-2 mL’ lik santrifiij tiipiine aktarilarak
konsantratér’de 4 saat boyunca kurutulduktan sonra tlirevlendirme asamalari

uygulanmigtir.

2.9.4. Gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi (GC/MS) sartlar 11

Eskisehir Teknik Universitesi Kimya Béliimiinde yer alan GC/MS sistemi ile ikinci
set analizler gerceklestirilmistir. Ayrica bu sistemle ayni konfigiirasyona sahip Eczacilik
Fakiiltesinde bulunan ayn1 GC/MS sistemi ile analizlere devam edilmistir.

Sistem: SHIMADZU-GC-2010 Plus Gaz Kromatogram sistemi

Kolonl: Rtx-5MS (30 m x0.25 mm 0,0.25 um film kalinlig1)

Kolon 2: CP-Sil 5 CB (25 m x0.25 mm 0,0.25 um filmkalinlig

Enjeksiyon sicakligi: 380°C

Iyon kaynag sicakligr: 220°C

49



Iyonizasyon modu: EI

Elektron enerjisi: 70 ev

Kiitle araligi: 35-650 m/z

Sicaklik programi: 60°C, 20°C/dk. 315°C (14 dk), Toplam 26 dk
Tas1yict gaz: Helyum (1 mL/dk)

Enjeksiyon hacmi:1 pL

Ornekler degisken split oranlarinda sisteme enjekte edilmistir.

2.9.5. lzolatlarm hiicre disi, hiicre ici coziinen ve hiicresel c¢oziinmeyen

metabolitlerinin analizi

Segilen 5 Arke (Halobacterium salinarum ve 4 farkli Halorubrum tiirii) %25 MGM
stv1 besiyerilerinde gelistirilmis ve iki farkli zamanda 6rnekleme yapilarak, her bir ayri
zaman Orneklemesinden 3 farkli fraksiyon olacak sekilde ekstraksiyon yapilarak, Hiicre
disi-Hiicresel ¢oziinen ve Hiicresel ¢dzlinmeyen fraksiyonlar: ekstre edilerek hazirlanmig

ve -20°C ye kaldirilarak saklanmistir.

2.9.5.1. Metabolit ekstraksiyonu:

2 mL hiicre siispansiyonu alinarak, 2 dakika 16.000 g’de +4°C’de santrifijj
edimistir.

Stipernatant ayrilarak tizerine 100 pl %98’lik Formik asit ilave edildikten sonra
hemen -20°C’ye kaldirilmistir (hiicre dis1 fraksiyon).

Kalan pellet iizerine 1 mL MQ su ilave edilerek sonikasyon islemi sonrasi berrak
lizat olusturulmustur.

Lizat iizerine 50 pl %98’lik Formik asit ilavesi sonrasi agregatler olusturulmustur.

Olusan agregatlar ¢oziinen fraksiyondan santrifiij islemi ile ayrilmistir (2 dakika
16.000 g ve +4°C’de).

Berrak stipernatant hemen -20°C ‘ye kaldirilmistir (hiicresel ¢ozlinen fraksiyon).

Santrifiij sonrasi kalan ¢oziinmeyen pellet 500 pl Metanol eklenerek -20°C’ye

kaldirilmistir (hiicresel ¢oziinmeyen fraksiyon).
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2.9.5.2. Liyofilizasyon ve BSTFA ile tiirevlendirme:

Halobacterium salinarum i¢in olusturulan bu 3 farkl fraksiyon -20°C ‘den, soguk
zincir bozulmadan alinarak liyofilize edilmistir. (-85°C sicaklik ve 1.03 mBar ve vakum

altinda).

Hiicresel ¢oziinmeyen fraksiyonun Metanol fazi, liyofilizasyon islemi oncesinde
Azot gaz1 altinda uzaklastirilmis, -85°C ‘de dondurulduktan sonra liyofilizasyon iglemine
alinmustir.

Kurutma sonrasi bu ii¢ fraksiyon, BSTFA kullanilarak, ¢cevresel havuz 6rneklerine
ugyulanan tiirevlendirme yontemi ile tiirevlendirildikten sonra ESTU Fen Fakiiltesinde

bulunan GC/MS sistemi ile analiz edilmistir.

2.9.5.3 Idiomarina s kiiltiirlerinin ekstraselliiler ve intraseliiler metabolitlerinin

analizi

MMG63 minimal besiyerinde C kaynagi olarak gliserol kullanilarak gelistirilen
Idiomarina kiiltiirii 16. ve 96. saatlik sivi1 kiiltlirlerinin ekstraselliiler metabolitleri ve
intraseliiler metabolitlerinin ekstraksiyonu i¢in; 2.9.5.1. Metabolit Ekstraksiyonu
basliginda verilen ekstraksiyon metodu uygulanmistir. Bu veri setinde santifiij sonrasi
hiicresel ¢oziinmeyen kisim elde edilmedigi icin Hiicre Dis1 ve Hiicre I¢i Fraksiyonlar

olacak sekilde iki set hazirlanmistir.

2.9.5.2. Liyofizasyon ve BSTFA ile Tiirevlendirme basliginda verilen islemler bu
analiz seti i¢in de uygulanmis ancak Hiicresel Fraksiyonlar i¢in pellet mikar1 yetersiz

oldugu i¢in isleme Hiicresel Coziinmeyen Fraksiyonu ayrilmadan devam edilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Ornekleme Alami ile ilgili izlenimler

Isletme ydnetiminin yonlendirmesi ile ulasilan, istenen aralikta farkli tuzluluklara
sahip havuzlarin, %4 tuzlulukta goriilen mavi-yesil su renginin, tuzluluk oranit %19’a
ulastiginda turuncu pigmentasyon gostermeye basladigi, tuzluluk %33’e ulastiginda ise

pembe kirmizi tonda renklenme olustugu gozlenmistir.

3.1.1. Ornekleme yapilan havuzlarimin koordinatlari, tuzluluk ve pH degerleri

Omek alma bolgesinde el refraktometresi ile dlgiilen tuzluluk ve laboratuvarda

olgtilen pH degerleri verilmistir (Bkz. Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Ornekleme yapilan havuzlarin tuzluluk, pH degerleri ve koordinatlar:

Tuzluluk pH Kordinat

4 8.23 38°31'54.9"N 26°53'41.1"E
9 7.92 38°29'15.2"N 26°55'37.5"E
15 7.70 38°27'12.7"N 26°56'05.7"E
19 7.78 38°29'11.3"N 26°5522.1"E
25 7.61 38°29'10.8"N 26°55'20.9"E
33 7.38 38°29'19.1"N 26°56'39.0"E

Tablodaki degerler incelendiginde, tuzluluk artisi ile birlikte pH degerinin diistiigii

goriilmektedir.

3.2. Orneklerin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Havuzulardan alinan Orneklerin once yukarida belirtilen tuzluluk ve pH’lar
Olctilerek belirlendikten sonra, ayrica elementel bilesimleri, iyonik bilesimleri, iki farkl
kurutma yontemi sonrasi elde edilen katt madde miktarlar1 ve yogunluklar1 da

belirlenmistir

3.2.1. Farkh tuzluluktaki 6rneklerin elementel bilesimleri

Cevresel tuzla havuz oOrneklerinin elementel bilesimleri asagidaki sekilde

belirlenmistir (Bkz. Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. Cevresel orneklerin ICP ile belirlenen elementel bilesimleri

Tuzluluk Element (ppm) (mg/L) Toplam
Mg Ca Na K
9 1644 521 10145 621 12931 ppm (15,8 g/L)
15 8738 852 23800 3674 37064 ppm (37,1g/L)
19 11500 827 47875 5100 65302 ppm (65,3g/L)
25 11800 374 69175 5766 87115 ppm (87,1 g/L)
33 19800 165 71625 8408 99998 ppm (100,0 g/L)

Cevresel orneklerden total DNA izolasyonu i¢in santrifiij islemi uygulandiktan
sonra biriktirilen siipernatantlarda belirlenen elementel bilesimler verilmistir (Bkz. Tablo

3.3).

Tablo 3.3. DNA ekstraksiyonu icin santrifiij sonrasit stipernatantlarin ICP ile belirlenen elementel
bilesimleri

Tuzluluk  Element (ppm) (mg/L) Toplam

Mg Ca Na K
15 25984 307 55311 7410 89012 ppm (89,0 g/L)
19 16576 556 57020 4812 78964 ppm (78,9 g/L)
25 12254 807 30745 3609 47415 ppm (47,4 g/L)
33 25984 307 55311 7410 89012 ppm (89,0 g/L)

3.2.2. Farkh tuzluluktaki 6rneklerin iyonik bilesimleri

Tablo 3.4. Farkl: tuzluluktaki rnegin iyon kromatografi ile belirlenen iyonik bilesimleri

Tuzluluk pH Iyon (ppm)

CI Br S04?
9 7,92 62,704 1,323 9,049
15 7,70 86,463 1,521 14,758
19 7,78 156,582 1,738 20,482
25 7.61 156,582 1,738 20,482
33 7.38 165,327 1,360 27,670

3.3. Orneklerden Elde Edilen Kati Madde Miktarlar1 ve Orneklerin Yogunluklar

Konsantratdrde kurutma islemi uygulamasi sonrasinda orneklerin hesaplanan bagil
yogunluklari, kat1 madde miktarlar1 ve agirlik¢a yiizde kati madde miktarlar1 verilmistir

(Bkz. Tablo 3.5).
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Tablo 3.5. Konsantre edilen orneklerin, kati madde miktarlari ve yogunluklar

Tuzluluk 1mL Ornek Agirhg (mg) Bagil yogunluk  Kati agirhg (mg) Agirhikea %

9 1,0721 1,0761 122,4 11,42
15 1,1268 1,1310 230,1 20,42
19 1,1593 1,1636 269,3 23.23
25 1,2107 1,2152 398,1 32,88
33 1,2549 1,2596 465,7 37,11

Liyofilizasyon islemi sonrasinda orneklerin hesaplanan bagil yogunluklari, kati

madde miktarlari ve agirlikga yiizde kati madde miktarlar1 verilmistir (Bkz. Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Liyofilize edilen orneklerin, katt madde miktarlar: ve yogunluklar:

Tuzluluk 1mL Ornek Agirhg (mg) Bagil yogunluk  Kati agirhigi (mg) Agirhkea %

9 1,0561 1,0600 110,5 10,46
16 1,1162 1,1203 147,9 13,25
19 1,1366 1,1408 110,3 9,70

26 1,2373 1,2419 173,2 14,00
33 1,2208 1,2253 2311 18,93

Metabolit analizi i¢in Ornek hazirlama asamalarindan biri olan su Ornegini
konsantre etme islemi hem konsantrator hem de liyofilizator kullanilarak uygulanmistir
(Sogin, vd., 2019).

Ispanya’nin Giineybati kiyisindan kristalizasyon havuzlarindan %33,2 tuzluluktan
alinan su drneginin yogunlugu 1,212 g/mL. Ornegin kimyasal bilesimi de: CaSO4 1.40
(9/L); MgS04 23.06 (g/L); MgCl2 34.08(g/L); NaCl 265.38(g/L); KCI 7.51(g/L); ve NaBr
0.84 (g/L) olarak belirtilmistir. Toplam tuzluluk da 332.30 g/L olarak verilmistir (Gomez-
Villegas vd., 2018).

Ayvalik tuzlasinda yapilan ¢aligsmada ise drneklerin tuzluluklar1 belirtilmemis olsa
da; CI" 25-205 g/L araliginda; Br ise 0,4 -1,2 g/L araliginda belirlenmistir. Sonuglar bizim
iyon okuma sonuglarimiz ile uyumludur. Bizim okuma yapamadigimiz: Nitrat 0,3-1,2
g/L; Fosfat 10-60 g/L araliginda, Floriir ise 0-0.2g/L araliginda belirlenmis. Tek bir
ornekte okunabilen 0,8 g/L Siilfat disinda Siilfat ve Nitrit tayin edilememistir. [CP-OES
analiz sonuclarinda ise Mg 3,3 -23,9 g/L aralif1 ile bizim sonu¢larimiz ile uyumlu iken,
Na 1,2-12,9 g/L aralig1 ile oldukga diisiik, Ca ise 0,3-10,4 g/L ile oldukga yiiksek
okunmustur (Yilmaz, 2019).

%15 tuzluluk NS 6rnegi i¢in miktarlar1 belirlenebilen element ve iyonlarin ICP
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ve IC okuma sonuglari toplanirsa: Na, Ca, Mg ve K elementlerinin toplami 37,1 g/L’dir.
CI, Br ve SO4 iyonlarmin toplami da 100 g/L olmaktadur.
Bu durumda toplam 1 mL %15 tuzluluk NS 6rnegi i¢in 137,1 g/L ‘lik miktar ICP ve IC
okumalar1 sonrasinda belirlenebilmistir.

Liyofilizasyon sonrasinda elde edilen kati madde miktar1 ise 147.9 g/L olarak
belirlenmisti. Element ve iyonlarin tiimii belirlenenememis olsa da, bu yaklasimla tuzlarin

biiyiik kisminin belirlenmis oldugu goériilmektedir.

3.4. Total DNA Ekstraksiyonu ve Metagenomik Calismalar Icin Ornek Hazirlama

Degisken tuzluluklardaki havuz sularindan ekstre edilen total DNA’lar jel

elektroforezi ile goriintiilenmistir (Bkz. Gorsel 3.1).

Gorsel 3.1. Cevresel ornek DNA s ve jelde gériintiilenmesi

Yiiksek tuzluluktaki %33 %25 ve %19 tuzluluktaki orneklerden ikiser set 24 x 2
mL den santifiij ile yiiksek miktarda pellet elde edilmistir.

Oda sartlarinda beklemis olan (2 ay kadar) %3 ve %9 tuzluluk 6rneklerinden elde
edilen pellet ile -20°C’de muhafaza edilmis olan 6rneklerden elde edilmis olan arasinda
onemli dlciide farklilik gdzlenmistir. Ozellikle %9 tuzluluga sahip -20°C ‘de saklanmis
olan drnekte, az da olsa pigmentasyon goriilmiis ve DNA ekstraksiyonuna yetebilecek
kadar pellet elde edebilmis iken, ayni islem oda sartlarinda beklemis olan %9 tuzluluktaki
ornege iki kez uygulanmasina ragmen, pigmentasyon gozlemlenmemis ve DNA ekstre

edilememistir.
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3.5. Kiiltiire Etme Calismalar1 ve izolatlarin Secimi

3.5.1. Cesitli s1v1 ve kat1 besiyerlerine yapilan ekimler ve izolasyonlar

Degisken tuzluluklardaki havuz sularundan alinarak getirilen taze su Ornekleri,

uygun tuzluluga sahip kat1 besiyerlerine ekilerek, iki farkli sicaklikta (30°C ve 37°C)

inkiibasyona birakilmig ve petrilerdeki koloni olusturan birimler sayilmistir. Asagidaki

tabloda dort ayr1 tuzlilikta sayim yapilabilen 6rnekler ve mililitredeki koloni olusturabilen

birim sayilar1 verilmistir (Bkz. Tablo 3.7).

Bu gelisim gozlenen pertilerden farkli morfolojideki koloniler segilerek tekrar ilgili

tuzluluktaki kati besiyerine aktarilmis ve bunlardan gelisim gosteren saf koloniler takip

eden calismalarda kullanilmak {izere izole edilmistir.

Tablo 3.7. Kiiltiire etme sonrasi koloni sayumi yapilabilen petriler

- 37°C 72 saat 37°C 120
Tuzluluk  Besiyeri 30°C 72 saat kob/mL
kob/mL saat kob/mL

%9 %12 MGM 4,8 x 108 - -
% 15 %12 MGM 4,8 x 108 10 x 108 12 x 108
% 19 %18 MGM 3,1x10°

% 23 MGM 9,6 x 10°
% 25 - -

% 25 MGM 3,0x 108

% 23 MGM
%33 - - -

% 25 MGM

Farkli tuzluluklardan alinan oOrnekler kendi tuzluluklarina yakin ¢esitli

tuzluluklardaki kat1 ve sivi MGM besiyerlerine, ayrica farkli kat1 ve siv1 segici 6zellikte

besiyerlerine ekilerek kiiltire edilmis petrilerde farkli pigmentasyon ve morfoloji

gosteren saf koloniler goriilektedir (Bkz. Gorsel 3.2).

Gorsel 3.2. Degisken tuzluluk havuzlarindan elde edilen bakteri ve arke izolatlar
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3.5.2. Arke ve bakteri izolatlardan DNA ekstraksiyonu ve 16S rRNA bélgelerinin

cogaltilmasi

Tiim arke ve bakteri izolatlarinin genomik DNA’lar1 elde edildikten sonra 16S

rRNA bdlgesi amplifiye edilerek jel elektroforezi ile kontrolleri yapilmistir, Gorsel 3.3.

bunlara 6rnek olarak verilmistir.

.
LS

(148 U

Gorsel 3.3. 16S rRNA bolgesinin amplifiye edilen orneklerin jel goriintiileri

3.6. izolatlardan PCR Sonrasi Elde Edilen 16S rRNA Uriinlerinin Enzimatik Kesimi
(ARDRA) Sonuclar

Arke izolatlariin Hinf | restriksiyon enzimi ile elde edilen kesim profilleri (Bkz.
Gorsel 3.4).

Smé 33/12 Hwl Hw2 Hw5 Hw7 Hw9 Hw10 |41
N X e
I o .- AR W R VY T T R e .
.o
-
.~
-
— =
- ——— T
- . -
— - e - - ------ - - e
an - - 4 —
. - A (R e - T o :
- . 3 -
-
-

Gorsel 3.4. Arke izolatlarimin Hinf I restriksiyon enzimi ile elde edilen kesim profilleri
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izolatlarin Mbol Xbal ve Spel restriksiyon enzimileri ile elde edilen kesim profilleri

(Bkz. Gorsel 3.5 ve Gorsel 3.6).

33/14 8 10

2 3 4 5 33/5 3377 3317

! SlrgInn

19/2 1912 19/8 19/10 33/4

15/1 15/5 15/8 15/11

Gorsel 3.5. Mbol enzimi ile elde edilen kesim profilleri
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13 16 17 18 21 26 32 36

Gorsel 3.6. Xbal, Spel ve Mbol enzimleri ile elde edilen kesim profilleri.

Jellerde goriilen kesim profilleri tizerinde verilen kodlar, dizilemeye
gonderilmek tizere segilen izolatlari belirtmektedir.

Haloguadratum walsbyi besiyerinde gelisen kolonilerden segilen arke izolatlar
kullanilmistir. Xbal, Spel enzimleri ile kesim basarili olmamustir.

Arke izolatlarmin, Hinf | restriksiyon enzimi ile de kesim profilleri elde
edilmisgtir.

Her farkli enzim kesimi profilinden, mevcut oldugu durumda, iki temsilci
secilerek geri primer okumalar i¢in dizilemeye gonderilmistir.

Restriksiyon enzimleri ile kesimler sonucunda; Bakteriler i¢in 11 farkli, Arkeler
icin ise 15 farkli kesim profili elde edilmistir. Elde edilen kesim profilleri sekillerde
verilmistir (Bkz. Gorsel 3.7 ve Gorsel 3.8).

1500
1000 bp
750 bp
500 bp
250
100bp

Gorsel 3.7. ARDRA ile bakteri izolatlary igin belirlenen 11 farkl kesim profili

g

g
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Gorsel 3.8. ARDRA ile arke izolatlart igin belirlenen 15 farkll kesim profili

Elde edilen her bir farkli kesim profilinden mevcut oldugu durumda iki ayr1 izolat
icin 16S rRNA’lar1 PCR ile ¢cogaltilan izlatlarin 1492r primer kullanilarak dizi analizleri
icin Ankara’da bulunan BM Labosis (BM Yazilim Danis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti)’'nden
hizmet alinmustir.

21 arke izolatindan 14’ Halorubrum cinsine ait olarak bulunmustur. Bu 14’{iniin
icinden 10 ornek, aym1 enzim kesim profilini veren 5 farkli kesim icin dizilemeye
gonderilen duplike 6rneklerdir. Mbo I enzimi ile ayni enzim kesim profilini vermis olan

arkelerin hepsi i¢in Hinf I enzimi ile kesim yapilmamastir.

3.6.1. Tamimlanan bakteri ve arke izolatlar:

Geri primer okumalar1 sonucunda firma tarafindan sonug olarak gonderilen .abl
datasi, MEGA7 programi kullanilarak incelenmis, kisaltilarak .fasta formatina
doniistiirilmiistir.

Elde edilen bu kismi rRNA niikleotid dizileri NCBI'mn BLAST programi
kullanilarak ve ‘Nucleotide Blast’ ve ‘rRNA/ITS databases’ opsiyonu segilerek
veritabanlarinda yer alan tiim Bakteri ve Arke rRNA dizileri ile karsilagtirilarak en yiiksek
benzerlik gosterenler incelenmistir. ‘Graphics ve Multi sequence alignment viewer’
(MSA viewer) secenekleri ile elde edilen kismi dizinin yiiksek benzerlik gosterdigi diziler
ile farklilik gosterdigi kisimlar incelenmistir.

Bakteri dizilerinin karsilagtirmalart i¢in 11.10.2020. Arke dizileri igin ise

14.10.2020 tarihinde erigim saglanmustir.
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Tablo 3.8. Izole edilen bakteriler ve literatiirde izole edildikleri kaynak

Bakteri izolat1

ewe

Literatiirde izole edildigi kaynak

Pseudoalteromonas ruthenica strain KMM300
Idiomarina loihiensis strain L2TR

Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus strain 18AG

Salinivibrio kushneri strain AL184

Halomonas arcis strain AJ282
Marinobacter adhaerens HP15

Tamilnaduibacter salinus strain Mi 7

Halomonas halmophila strain NBRC 15537
Halomonas fontilapidosi strain 5CR

Halomonas arcis strain AJ282
Halovibrio denitrificans strain HGD 3
Salicola marasensis strain 7Sm5
Halomonas janggokensis strain M24

Deniz yumusakgalart

Genome sequence of the deep-sea gamma-proteobacterium
Idiomarina loihiensis reveals amino acid fermentation as a
source of carbon and energy

Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus subsp. nov., a
haloalkaliphilic aerobe from Campania Region (ltaly) Syst.
Appl. Microbiol. 28 (1), 34-42 (2005)

isolated from salterns

Syst. Appl. Microbiol. (2018)

isolated from hypersaline environments of China

Marinobacter adhaerens type strain HP15),
a diatom-interacting marine microorganism
isolated from a salt pan in Tamilnadu, India
Int. J. Syst. Evol. Microbiol (2015)

Dead sea

denitrifying bacterium

Int. J. Syst. Evol. Microbiol.(2007)
isolated from hypersaline environments of China

Int. J. Syst. Evol. Microbiol.(2007)
Extremely halophilic denitrifying bacteria from hypersaline
inland lakes Int. J. Syst. Evol. Microbiol (2006)
an extremely halophilic bacterium isolated from the Maras
solar salterns in Peru
saline water in Anmyeondo, Korea, Gomseom solar saltern
Int. J. Syst. Evol.Microbiol.(2007)

Tablo 3.9. [zole edilen arkeler ve literatiirde izole edildikleri kaynak

Arke izolat1

Literatiirde izole edildigi kaynak

Halorubrum sp. A2FP11cs

Halorubrum ezzemoulense strain CECT 7099

Haloarchaeobius salinus strain YC82
Halorubrum chaoviator strain DSM 19316
Halorubrum arcis JCM 13916

Halobacterium salinarum strain 91-R6

Halorubrum lipolyticum strain JCM 13559
Haloarcula salaria strain HST01-2R

Halorubrum saccharovorum strain JCM 8865
Halorubrum chaoviator strain DSM 19316
Halorubrum terrestre strain JCM

Haloarcula hispanica strain Y-27
Halorubrum californiense strain JCM 14715
Halorubrum sodomense strain JCM 8880

Haloarcula japonica strain TR-1

Submitted (20-JUN-2013) Microbiology, School of Pharmacy,
University of Granada, Campus Cartuja S/N, Granada, Andalusia
18071, Spain

Archaea; Euryarchaeota; Stenosarchaea group; Halobacteria;
Haloferacales; Halorubraceae; Halorubrum.

Haloarchaeobius salinus sp. nov., isolated from an inland salt

lake, and emended description of the genus Haloarchaeobius

Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 65 (PT 3), 910-914 (2015)

Alt concentration pond, evaporitic salt crystal Mexico Baja California,

Pacific Coast Date of sampling: 1994

Archaea; Euryarchaeota; Stenosarchaea group; Halobacteria;
Haloferacales; Halorubraceae; Halorubrum; Halorubrum distributum
group.

Halobacterium noricense sp. nov., an archaeal isolate from a bore core
of an alpine Permian salt deposit, classification of

Halobacterium sp. NRC-1 as a strain of H. salinarum and emended
description of H. salinarum

Archaea; Euryarchaeota; Stenosarchaea group; Halobacteria;
Haloferacales; Halorubraceae; Halorubrum.

Haloarcula salaria sp. nov. and Haloarcula tradensis sp. nov.,
isolated from salt in Thai fish sauce

Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 61 (PT 2), 231-236 (2011)

Archaea; Euryarchaeota; Stenosarchaea group; Halobacteria;
Haloferacales; Halorubraceae; Halorubrum.

Archaea; Euryarchaeota; Stenosarchaea group; Halobacteria;
Haloferacales; Halorubraceae; Halorubrum.

Salt crust, Ashgabat, Turkmenistan

Culture collection: Haloarcula hispanica Juez et al. (ATCC 33960) Solar
saltern, Alicante, Spain

Crystallizer pond at the Cargill Solar Salt Plant, Newark, CA, USA

Surface water from the Dead Sea

Saltern soil at Noto Peninsula,

Japan 2871].
Morphology: Triangular cell, asymmetric cell division [2870],

ultrastructure of cell wall [3256].
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https://www.jcm.riken.jp/cgi-bin/jcm/jcm_ref?REF=2870
https://www.jcm.riken.jp/cgi-bin/jcm/jcm_ref?REF=3256

izolatlarin elde edildikleri tuzluluga gore dagilimi ise asagida verilmistir (BKz.

Tablo 3.10).

Tablo 3.10. [zolatlarin elde edildikleri tuzluluga gore dagilimi

%033 Tuzluluk

9025 Tuzluluk

9019 Tuzluluk

%15 Tuzluluk

$2-1492R
KF321800.1

Halorubrum sp. A2FP11cs

S3-1492R
NR 113217.1
Halorubrum ezzemoulense
strain CECT 7099

S4-1492R

NR 134833.1

Haloarchaeobius salinus strain
YC82

S41-1492R
NR_113470.1

Halorubrum arcis JCM 13916

33-4-1492R

NR_025555.1

Halobacterium salinarum strain
91-R6

33-5-1492R

NR_113480.1

Halorubrum lipolyticum strain
JCM 13559

33-12-1492R
NR_116666.1

Haloarcula

HSTO01-2R
33-14-1492R
NR 113484.1

salaria  strain

Halorubrum  saccharovorum
strain JCM 8865

Sm1-1492R
NR_113472.1

Halorubrum chaoviator strain
DSM 19316

Sm2-1492R
NR_113487.1

Halorubrum terrestre strain
JCM 10247
Sm6-1492R

NR_028159.1
Haloarcula hispanica strain Y-

27 complete sequence

Sm12-1492R
NR_025555.1
Halobacterium salinarum
strain 91-R6

S5-1492R (ocak)
NR 113472.1

Halorubrum chaoviator strain
DSM 19316

S36-1492R
NR_044115.1
Halomonas

AJ282

arcis strain

19-2-1492R
NR_043524.1

Halovibrio
strain HGD 3

denitrificans

19-3-1492R
NR_043480.1

Salicola marasensis strain
7Sm5

$21-1492R
NR_042489.1

Halomonas
strain M24

janggokensis
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15-1-1492R
NR_074933.1
Idiomarina loihiensis strain

L2TR

$10-1492R
NR_074933.1

Idiomarina loihiensis strain
L2TR

15-5-1492R
NR_042255.1

Salinivibrio costicola subsp.
alcaliphilus strain 18 AG

$16-1492R
NR_157685.1

Salinivibrio kushneri

AL184

15-8-1492R
NR_044115.1
Halomonas

AJ282

strain

arcis  strain

15-11-1492R
NR_074765.1

Marinobacter
HP15

adhaerens

S17-1492R
NR_137364.1

Tamilnaduibacter salinus

strain Mi 7

S18-1492R
NR_113766.1

Halomonas halmophila strain
NBRC 15537

$26-1492R
NR 113766.1

Halomonas halmophila strain
NBRC 15537 (? H.

almeriensis)

S§32-1492R
NR 044519.1

Halomonas
strain 5CR

fontilapidosi


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF321800.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S72DDXYB016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025555.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SCYU8Z0H016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044115.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6ZSZS0E014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_074933.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6SYMK9T01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113217.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SBY6K9E701R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113472.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SC1N64C9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_043524.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6ZV4BD4016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_074933.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SAR557YM016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_134833.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SC0U56PW016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_043480.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S709W0MR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_042255.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6WFUV7B01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113470.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SC2DFESW016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_042489.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SAU78S66016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_157685.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SAS1Y80E01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025555.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SC55B0E5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044115.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S71TZK0M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113480.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SC6H6KKE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_074765.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S71XP9A7014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116666.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SC8ZASEK01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_137364.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S724RCPN016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113484.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SCBD73SJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113766.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SAWVPAYX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113472.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SCV3PPAU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113766.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=S6Z5RZU201R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113487.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SCV3ZHB5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044519.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SAVM9SDB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_028159.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SCW4KZJZ014

Tablo 3.10 (Devam) Izolatlarin elde edildikleri tuzluluga gére dagilim

%033 Tuzluluk %025 Tuzluluk

9019 Tuzluluk

%15 Tuzluluk

Hw1-1492R

NR_113471.1

Halorubrum californiense
strain JCM 14715

Hw2-1492R

NR_113485.1

Halorubrum sodomense strain
JCM 8880 ?californiense

Hw10-1492R %33
NR 028234.1

Haloarcula japonica strain TR-
1

33-5-1492R

NR_113480.1

Halorubrum lipolyticum strain
JCM 13559

33-12-1492R

NR_116666.1

Haloarcula  salaria  strain
HSTO1-

33-14-1492R

NR_113484.1

Halorubrum saccharovorum
strain JCM 8865
Halorubrum chaoviator strain

DSM 19316

Tablo 3.11. [zole edilen arkeler ve gelistirildikleri besiyerleri

21 Arke izolat1 (tuzluluklar belirtilmistir)

Gelistirildigi Besiyeri

Halorubrum chaoviator strain DSM 19316 (25 ve 33)
Halorubrum sodomense strain JCM 8880
Halorubrum ezzemoulense strain CECT 7099 x3
Halorubrum californiense strain JCM 14715
Halorubrum terrestre strain JCM 10247

Halorubrum saccharovorum strain JCM 8865
Halorubrum lipolyticum strain JCM 13559 x2
Halorubrum arcis JCM 13916

Halorubrum sp. A2FP11cs

Haloarcula salaria strain HST01-2R

Haloarcula hispanica strain Y-27 complete sequence
Haloarcula japonica strain TR-1

Halobacterium salinarum strain 91-R6 x2 (33 ve 25)

Haloarchaeobius salinus strain YC82

Salinibacter m. ve. %23 MGM 30 °C
H. walsby medium

H. walsby medium / %23 R2A 37°C
H. walsby medium

Salinibacter m.

%23 MGM 37°C

%25 MGM 37°

%23 R2A 37°C

%23 MGM 37°C

Salinibacter m.

H. w. medium

% 25 MGM 37°C ve Salinibacter m.
%23 R2A 37°C
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113471.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SCY3FG06014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113485.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SD12K6K1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_028234.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SD42KSG2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113480.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SC6H6KKE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116666.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SC8ZASEK01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113484.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=SCBD73SJ01R

Tablo 3.12. Izole edilen bakteriler ve gelistirildikleri besiyerleri

15 Bakteri izolati (tuzluluklar belirtilmistir)

Gelistirildigi Besiyeri

Halomonas janggokensis strain M24 (19)

Halomonas arcis strain AJ282 x2 (19 ve 15)

Halomonas fontilapidosi strain 5CR (15)

Halomonas halmophila strain NBRC 15537 (15). x2
Halovibrio denitrificans strain HGD 3 (19)

Salicola marasensis strain 7Sm5 (19)

Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus strain 18 AG (15)
Salinivibrio kushneri strain AL184 (15)

Idiomarina loihiensis strain L2TR (15) x2

%18 MGM 37 °C

%18 ve %12 MGM 30 °C
%18 MGM 30 °C

%18 MGM 30 °C ve 37 °C
%18 MGM 30 °C

%18 MGM 30 °C
%12MGM 30 °C

%18 MGM 37 °C
%12MGM 30 °C

Marinobacter adhaerens HP15 (15) %12MGM 30 °C

Tamilnaduibacter salinus strain Mi 7 (15) %18 MGM 37 °C

Pseudoalteromonas ruthenica strain KMM300 (9) %12MGM 30 °C

21 arke izolatindan dizi okumasi kotii olan 25/1 kodlu bir 6rnek de dahil 14’1
Halorubrum cinsine ait olarak bulunmustur. Bu 14’tiniin i¢inden 10 6rnek, ayni enzim
kesim profilini veren 5 farkli kesim i¢in dizilemeye gonderilen duplike 6rneklerdir.

Yakin donemde yapilan bir tez ¢alismasinda, Ayvalik Tuzlasindan alinan 10 su
ornegini farkl1 SG besiyerlerinde gelistirilerek belirlenen tiirler, Halobacillus karajensis,
Halobacillus alkaliphilus, Salegentibacter salarius, Halomonas alimentaria, Halomonas
denitrificans, Actinopolyspora erythraea, Chromohalobacter beijerinckii, Marinobacter
algicola’dir. Ayrica enzim iirettigi belirlenen 3 halofilik bakteri ise cins bazinda (2 adet
Haloferax sp., 1 adet Saccharopolyspora sp.) tespit edilebilmistir. Ortalama 1.2 x 103
kob/mL kiiltiire edilebilir halofilik bakteri tespit etmislerdir (Y1lmaz, 2019).

Yeni tamamlanan bir tez calismasinda ise Tuz Goliinden kiiltiir edilebilen
prokaryotik ¢esitlilik ise su sekilde bulunmustur. Halorubrum lipolyticum JCM 13559;
Halorubrum sodomense JCM 8880; Halorubrum californiense FV_22B20; Haloarcula
salaria HSTO01-2R; Halorubrum chaoviator DSM 19316; Haloterrigena thermotolerans
PR5; Haloarcula japonica JCM 7785 (Kesbig, 2020). Halorubrum tiirleri bizim elde
ettiklerimizle oldukc¢a benzerdir.

Camalti Tuzlasindan %6 and %32 arasindaki tuzluluk havuzlarindan alinan
orneklerle yapilan bakteriyel ¢esitliligi tespit etmeye yonelik kiitiir bagimli ve kiiltiir
bagimsiz c¢alismalar ile Halobacillus, Virgibacillus, Halomonas ve Salinibacter

cinslerine ait tiirler tespit edilmistir (Mutlu ve Giiven 2015).
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[k kiiltiir calismalarinda 5 farkli tuzluluktan kiiltiire edilebilen izolatlar arasinda
heniiz Salinibacter cinsine ait bir temsilciye rastlanmadig igin, 6zellikle %25 ve %33
tuzluluktaki orneklerden secilen izolatlar bu anlamda taranmaya devam edilmistir.
Calisma araligimiz i¢inde olan bu st iki tuzlulukta Salinibacter tiirlerinin bulundugu
bilinmektedir (Leoni vd., 2020; Gomez vd., 2018; Mutlu vd., 2015).

3.6.2. Besiyeri ortamina basitrasin ilave edilerek yapilan izolasyon ve tammmlama

calismalan

Cesitli yeni secici kiiltiir ortamlar1 hazirlanarak, %25 ve %33 tuzluluktaki
havuzlardan, bu havuzlarda baskin sekilde goriilen ve havuzun metabolik bilesiminin
belirlenmesinde 6nemli rol oynayan ancak zor kiiltiire edilebilen mikroorganizmalar
(metabolik ¢aligmalar i¢cin model organizmalar olarak kullanmasi1 hedeflenerek) kiiltiire
edilmeye calisilmistir. Basitrasin iceren %25 MGM siv1 besiyerine ekilen %33 ve %25
tuzluluk havuzu o6rneklerinin, sivi besiyerine yapilan ekimleri sonrasinda, gelisimleri
stiresince mikroskopta gozlem yapilarak, morfolojik olarak kiiltiire edilmesi hedeflenen
tiirlere benzer morfolojiler gosteren mikroogranizmalar takip edilerek, saf kiiltiir olarak

gelistirilmeye calisilmistir.

Gorsel 3.9. %33 ve %25 tuzluluk havuzlart érnekleri sivi karisik kiiltiirleri
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Siv1 kiiltiirlerden, farkli gelisim donemlerinde, Basitrasin igceren ve igermeyen
MGM Kkat1 besiyerleri gesitlerine ekilerek gelistirilen ve segilen. Sonrasinda ise tekrar saf
kiltiir olarak, kati ya da sivi ortamda gelistirilen arke ve bakteri kiiltiirlerinin 6nce
genomik DNA’lar1 elde edilmistir.

Geri primer okumalart sonucunda elde edilen .abl datasi, MEGA11l programi
kullanilarak incelenmis, kisaltilarak .fasta formatina donistiiriilmiistiir. Elde edilen bu
kismi rRNA niikleotid dizileri NCBI’'tn BLAST programi kullanilarak Nucleotide Blast
ve IRNA/ITS databases opsiyonu segilerek veritabanlarinda yer alan tiim Bakteri ve Arke
rRNA dizileri ile karsilastirilarak en yiiksek benzerlik gosterenler incelenmistir.
‘Graphics ve Multi sequence allignment viewer’ (MSA viewer) secenekleri ile elde edilen
kismi dizinin yiiksek benzerlik gosterdigi diziler ile farklilik gosterdigi kisimlar
irdelenmistir. Bakteri ve Arke dizilerinin karsilastirmalar: i¢in 29.11.2021 tarihinde
erisim saglanmigtir.

[zolatlara ait elde edilen kismi rRNA dizilerinin degerlendirilmesi sonrasinda;

Arkeler:

Halorubrum (11 izolat),

Haloarcula (5 izolat) ve

Haloferax (3 izolat) cinsi liyelerine,

Bakteriler ise;

Salicola,

Halovibrio ve

Halospina cinsi iiyelerine ait olarak tespit edilmistir.

Yiiksek tuzlulukta ve Basitrasin iceren besi yerlerinde gelistirilerek izole edilen
arke lyeleri gesitlilik gosterirken, boyle ortamlarda gelistirilerek dizilenmek iizere
secilmis olan bakterilere ait dizi sonuglar1 genellikle benzer bulunmustur.

Genellikle Salicola ve Halovibrio tiirlerinin literatiir bilgilerine dayanarak,
morfolojik olarak farklilik gésterdigi bilinmektedir. Salicola cinsleri yuvarlak sekilli ve
151k mikroskobunda daha zor ayirt edilebilir iken, Halovibrio tiirleri ince uzun gubuk
sekillidir. Bu morfolojik farkliliklar bakimindan izolatlarin bir kismi irdelenmis ve iki
farklt morfolojiye sahip iiyeler de tespit edilmistir (Sorokin vd., 2006; Maturrano vd.,
2006).
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Basitrasin igeren %25 MGM s1v1 besiyerine ekilen %33 tuzluluk havuzu 6rneginin
stvi kiiltiirlerinden 151k mikroskobu goriintiileri x100 biiyiitmede elde edilmistir (Bkz.
Gorsel 3.10 ve Gorsel 3.11).

Gorsel 3.10. %33 tuzluluk rnegi-1 Gorsel 3.11. %33 tuzluluk ornegi-11

Gorsel 3.13. Salinibacter ruber

Gorsel 3.12. Salinibacter ruber (Smith M. D. The Halohandbook)

Basitrasin iceren %25 MGM sivi1 besiyerine ekilen %33 ve % 25 tuzluluk havuzu
orneklerinin, siv1 kiiltlire yapilan ekimleri sonrasinda, gelisimleri siiresince mikroskopta
gbzlem yapilarak, morfolojik olarak kiiltire edilmesi hedeflenen tiirlere benzer
morfolojiler gosteren mikro organizmalar saf kiiltiir olarak gelistirilmeye caligilmistir.
Bunlarin arasinda genellikle seffaf ya da ¢ok hafif beyaz pigmentasyon gosteren, kisa
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veya orta uzunluktaki ince basil formlarina rastlanmistir. Ancak kirmizimsi pembe
pigmentasyon gosteren ve %33 tuzluluktan izole edilmis olan tek bir bakteri iiyesi
belirlenmistir.

Gorsel 3.12.  ‘de gorillen, %23MGM sivi besiyerinde  gelistirilen
mikroorganizmanin sivi  kiiltiiriintin - x100 biiylitmede, 151k  mikroskobundaki
goriintlistidiir. Literatiirde besiyeri tuzlulugundaki degisimlerin hiicrelerde morfolojik
degisimlere yol acabilecegini ve ilging bir yapi olan kibrit ¢ubugu benzeri bir yapi
alabilecekleri ifade edilmektedir. Bu ise hiicre duvarinin zayiflamasi ile membrana bagh
sitoplazmanin disa dogru ¢ikinti yapmasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Smith, 2009).

18.11.2022°de alinan, Camalt1 Tuzlasina ait havuz 6rnegi, Haloquadratum tiirlerini
kiiltiire edebilmeye yonelik %25 SW+%23 MGM, Na Piriivat, eser element ve vitamin
soliisyonlar: eklenerek hazirlanan CM2 s1v1 kiiltiiriinde ¢alkalamasiz etiivde gelistirlerek
mikroskopta incelenmis ancak, Haloquadratum iiyelerine benzer morfolojide
mikroorganizmalar kiiltiire edilememistir (Walsby, 1980; Smith, 2009; Cui, 2021)

Basitrasin eklenen sivi kiiltiirlerde gelistirilen izolatlardan, pembe renkli olan ve
27F bakteri ileri primeri ile kurulan PCR reaksiyonu pozitif sonug veren ve mikroskobik
olarak uzun c¢ubuk sekilli olan ve Salinibacter tiirli olabilecegi diisiiniilen
mikroorganizma, ayrica sivi ve kati kiiltiirlerde de gelistirilmis ve dizi analizine

gonderilerek tanimlanmustir.

3.7. Cy3 isaretli Farkli Oligoniikleotid Problari ile Hibridizasyon ve Géoriintiileme

Sonuglar

Tiim havuz sular i¢in, DAPI ile boyama sonrast 1 mL’deki prokaryotik hiicre

sayilar1 agagidaki sekilde belirlenmistir.

Tablo 3.13. Tuzluluga karsiik DAPI prokaryotik hiicre sayimlar

% Tuzluluk DAPI (Hiicre sayis1 mL™) Arc 915 Eub 338
33 1.92 x 10"+ 0.41 % 67 % 33

25 2.67x10"+£0.29 % 60 % 40

19 4.11x107+0.22 - -

16 3.82x 107+ 0.27 - -

9 1.87x 107+ 0.29 -
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3.7.1. Farkh tuzluluklardaki havuz orneklerinin oligoniikleotid problar: ile

hibridizasyon sonrasi goriintiileri

DAPI Arc 915

I woring Drectory: s/senay 29.04,21/33ceveselyem arke probix100 a q B s Sy ey 2554 205 e yen e e Q Q

Gorsel 3.14. %33 Tuzluluk havuzu ornegi-|

DAPI Eub 338

Gorsel 3.15. %33 Tuzluluk havuzu ornegi (in site formaldehit)
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DAPI Eub 338

oy X3 9 15/33 b 130 erate Q

Gorsel 3.16. %33 Tuzluluk havuzu érnegi-11

DAPI Eub 338

Gorsel 3.17. %25 Tuzluluk havuzu érnegi

DAPI Arc 915

Gorsel 3.18. %16 Tuzluluk havuzu ornegi-|



DAPI Eub 338

Gorsel 3.19. %16 Tuzluluk havuzu ornegi-1l

3.7.2. %33 Tuzluluk havuzu o6rneginin EHB412 oligoniikleotid probu ile

hibridizasyon sonrasi goriintiileri

B Working Directory: D:/senayy/33 ehb412 porobe

Gorsel 3.20. EHB412 oligoniikleotid probu ile hibridize olarak gériintiilenen hiicreler.

Soldaki goriintii DAPI ile boyanan, sagdaki ise EHB412 oligoniikleotid probu ile
hibridize olarak goriintiilenen hiicreleri gostermektedir (Bkz. Gorsel 3.20).

Genellikle ince ¢ubuk sekilli organizmalarin EHB412 probu ile hibridize olmadigi
goriilmiistiir. Boyle bolgelerin bir kismi her iki goriintii alaninda da kisa sar1 isaretler ile
gosterilmistir.

Kiiltiire edilen saf bakteri ve arke kiiltiirlerinin mikroskobik olarak da incelenmesi

sonrasinda, bakteri iiyeleri arasinda uzun g¢ubuk sekilli bakteri tiirlerinin genellikle
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gozlendigi, bunlarin Epifloresan mikroskopta gozlemlenenler ile benzerlik gosterdigi
gorilmistir.

Epifloresan mikroskop ile goriintiileme sonrasinda gézlemlenmistir ki;

%33 tuzlulukta daha yaygin olarak diiz ipliksi sekilli bakteri formlar1 yaygin iken
% 25 tuzlulukta tstiinliik kivrik sekilli bakteriler yoniindedir.

Yine tuzluluk iist sinira dogru yaklastikga Haloqudratum hiicrelerinin boyutlari
artmaktadir.

%16 tuzlulukta, taranan ¢ogu alanda, Dunaliella hiicreleri goriilmektedir.

Ust iki tuzluluk disinda, oligoniikleotid problarm 1s1ma sonuglar1 sayilabilecek
kadar ayirt edici olamamustir.

Hibridizasyon tamponu hazirlanirken 700 pl yerine 900 pl formamid kullanilarak
gerceklestirilen tekrarda goriintii iyilestirilse de saglikli sayim yapilabilecek diizeye
gelememistir.

Degisken tuzluluktaki havuz sularindaki DAPI ile boyanma sonrasi sayilarak
belirlenen prokaryotik hiicre yogunlugu; (0.7-4.1) x 10" mL? araliginda belirlenmistir.
Camalt1 Tuzlasinda benzer tuzluluklarda belirlenen prokaryotik hiicre yogunluklar: (1.2-
3.2) x 10" mL* araliginda belirlenmistir (Mutlu ve Giiven, 2011).

Italyadaki Margherita di Savoia Tuzlasinda farkli tuzluluklardaki havuzlardaki
Arke ve Bakterilerin taksonomik profillerini belirlemeye yonelik yaptiklar1 ¢alismada
DAPI ile boyama ile mL’deki prokaryotik hiicre sayilarmi daha diisiik olarak
belirlemislerdir (1.8-5.0 x 10°) ancak tuzluluga bagl hiicre sayilardaki degisim dagilimi
bizim tespit ettigimiz ile benzerdir, orta tuzluluktaki hiicre yogunlugu daha yiiksek

belirlenmistir (Leoni vd., 2020).

3.8. Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi (DGGE)
3.8.1. DGGE_I

%40-%70 araliginda denatiire edici gradyenti olusturularak, jelin artan
konsantrasyonda tire ve formamid gradientine sahip olmasi saglanmistir Her kuyucuga
400 ng ornek yiiklenerek ve 2 saat boyunca 80 Volt ve 22 saat boyunca 120 Volt voltaj

uygulanarak yiiriitilmiistiir.
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Gorsel 3.21. Total DNA ’lardan elde edilen DGGE PCR iiriinlerinin DGGE Jeli-|

Bunlardan %25 tuzluluk total’ DNA sindan DGGE PZR ile ¢ogaltilan 550 bazlik
total bakteri DNA’sinda farki bolgelere gé¢ ederek ayrilan ve kesilerek, pozitif DGGE

PZR sonucu alinan;1, 2 ve 4 numarali bantlar dizilemeye gonderilmistir.

3.8.2. DGGE_II

Bu ikinci jelde %30-%60 araliginda denatiire edici gradyenti olusturularak, jelin
artan konsantrasyonda iire ve formamid gradientine sahip olmasi saglanmistir ve 500 ng
ornek yiiklenerek ve 2 saat boyunca 80 Volt ve 22 saat boyunca 120 Volt voltaj
uygulanarak ikinci bir jel elde edilmistir (Green vd., 2010).
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Gorsel 3.22. Total DNA ’lardan elde edilen DGGE PCR iiriinlerinin DGGE Jeli-1|

Ikinci DGGE sonrasinda jelden kesilen 19 banttan 12’si template olarak
kullanilarak elde edilen PCR reaksiyon firiinleri dizilemeye gondermek iizere yeterli
miktarda ¢ogaltilabilmistir. Jelde goriilen ilk 9 kuyucuk 19, 25 ve 33 tuzluluk total
DNA’larinin bakteri DGGE PCR iiriinlerinden elde edilen bantlardan elde edilmis, son 4
ornek ise 15 ve 25 tuzluluga ait ayrilabilen Arkelere ait bantlar kalip olarak kullanilarak

elde edilmistir.
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Gorsel 3.23. Jelden kesilen bantlar kalip olarak kullanilarak elde edilen PCR iiriinleri

3.8.3. DGGE bantlariin dizi analizi

Onceki dénmede elde edilen ve jelden kesilerek tekrar bakteri ve arkelere 6zgii
primerler kullanilarak, PZR ile ¢ogaltilan DGGE bantlar1 agaroz jel elektroforezi ile
tekrar kontrol edildikten sonra dizi analizi i¢in BMLabosis’e gonderilmistir. 907R geri
primer ile okumalari yapilarak belirlenen dizi analizleri sonrasinda %25 tuzluluk havuzu
total DNA’sindan elde edilen, bakteri primeri ile ¢ogaltilan bantlarin iiclinliin de
Salinibacter cisine ait oldugu. Arke primeri ile gogaltilan %25 tuzluluk total DNA’sindan
DGGE sonrasinda elde edilen en kalin bant kesilerek elde edilen PCR iiriiniin, dizi analizi
sonucunda ise Haloquadratum cinsine ait oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar onceki
donemde yapilan Cy3 isaretli farkli oligoniikleotid problari ile hibridizasyon ve

epifloresan mikroskop ile goriintiileme sonrasi elde edilen goriintiiler ile ortiismektedir.

3.9. Metabolit Analizleri
3.9.1 iki farkh teknikle kurutma sonrast GC/MS analizleri

Konsantre ve liyofilize edilmis olan c¢evresel oOrnekler i¢in tiirevlendirme
yapildiktan sonra her bir 6rnegin analizi sonrasinda elde edilen kromatogramlar

karsilastirmali olarak asagida verilmistir.
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3.9.1.1. %15 Tuzluluktaki dérnege ait kromatogram ve tanimlanan bilesenler
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Gorsel 3.28. %15 tuzluluktaki ¢evresel drnege ait kromatogram

Tablo 3.14. %15 Tuzluluktaki ornekte belirlenen bilesenler ve bagil yiizdeleri

No: R.T. Bilesen (*dis kaynakli bilesen) Bagil Yiizde
1 5.62 Benzoic acid TMS 6,7
2 5.73 Glycerol TMS 11,14
3 5.78 Phosphoric acid TMS 8,7
4 5. 66 Succinic acid di-TMS 1,04
5 6.08 Methyl Succinic acid di-TMS 0,33
6 6.09 Cateshol di-TMS 0,9
7 6.16 5-1sopropyl-2-methylphenoxy) trimethylsilane 0,3
8 6.19 Fumaric acid di-TMS 0,27
9 6.57 Glutaric acid di-TMS 0,21
10 7.59 3-Hydroxybenzoic acid, di-TMS 1,59
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Tablo 3.14. (Devam) %15 Tuzluluktaki érnekte belirlenen bilesenler ve bagil yiizdeleri

No: R.T. Bilesen (*dis kaynakli bilesen) Bagil Yiizde
11 7.96 3-Hydroxybenzoic acid, di-TMS 0,61
12 8.31 Suberic acid di-TMS 0,29
13 8.37 Phtalic acid di-TMS 7,18
14 8.68 *Isophthalic acid, di-TMS 2,94
15 8.84 Azelaic acid, di-TMS 0,58
16 8.87 *Terephthalic acid, di-TMS 3,0
17 8.91 Protocatechoic acid, 3aTMS 0,63
18 9.01 Protocatechoic acid, 3TMS 2,13
18 9.10 Myristic Acid TMS 0,72
20 9.51 Methyl palmitate 0,33
21 9.77 3-O-Benzyl-5,6-0-thiocarbonyl-1,2-O-

isopropylidene-a-D-glucofuranose 0.25
22 9.94 Fatty acid TMS 1,16
23 10.05 Palmitic acid TMS 10,2
24 10.35 Methyl oleate 1,81
25 10.54 1-Octadecanol, TMS 0,63
26 10.84 Oleic acid TMS 6,2
27 10.86 ?11-trans-Octadecenoic acid, trimethylsilyl ester 1,38
28 10.93 Stearic acid TMS 5,61
29 13.24 Squalene 2,37

3.9.1.2. %33 Tuzluluktaki érnege ait kromatogram ve tanimlanan bilegenler

oooooo
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150000
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Gorsel 3.29. %33 tuzluluktaki cevresel 6rnege ait kromatogram
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Tablo 3.15. %33 Tuzluluktaki ornekte belirlenen bilesenler ve bagil yiizdeleri

No: R.T. Bilesen Bagil Yiizde
1 5.59 Benzoic acid TMS 8,53
3 5.71 Glycerol 3TMS 3,35
4 5.75 Phosphoric acid 3TMS 4,70
5 5.98 Succinic acid 2TMS 0,77
6 6.02 Thymol TMS 0,37
7 6.07 Catechol 2TMS 0,86
8 6.15 (5-1sopropylmethylphenoxy) 0.42

trimethylsilane
10 7.58 3-Hydroxybenzoic acid 2TMS 0,91
11 7.60 3-Hydroxybenzoic acid 2TMS 1,08
20 8.99 Protocatechoic acid 3TMS 0,45
21 9.02 Protocatechoic acid 3aTMS 1,26
23 9.10 Myristic acid TMS 0,87
27 9.52 Palmitic acid ME 0,98
31 9.95 Palmitoleic acid TMS ester 1,82
32 10.03 Palmitic acid TMS 1,14
33 10.05 Palmitic acid TMS 13,74
36 10.35 Oleic acid ME 2,67
38 10.54 1-Octadecanol TMS 1,11
41 10.84 Oleic acid TMS 7,51
42 10.85 Oleic acid TMS 0,22
43 10.93 Stearic acid TMS 7,50

Analizler sonrasinda tiim tuzluluktaki 6rneklerde gliserol, organik asitler ve yag
asitleri gibi bilesenler degisken oranlarda belirlenebilmistir. Konsantre edilen 6rneklerin
analizleri sonrasinda elde edilen kromatogramlar incelendiginde ise, bu Grneklerde
liyofilize edilenlere nazaran gliserol miktarlarinda bir azalma gbéze ¢arpmaktadir. Bu
orneklerin hazirlamasi sirasinda, konsantre etme islemi ile tam kurumayan bu 6rneklere,
tirevlendirme ajani ilavesi oncesinde, havanda ezilerek homojen hale getirilmesi islemi
uygulanmistir, gliserolun bir kismmin bu islem sirasinda kaybedilmis olabilecegi
diistiniilmistir. Gliserol Dunaliella tiirleri tarafindan tiretilmekte ve heterotrofik halofilik
organizmalar i¢in ana karbon ve enerji kaynagi olarak kabul edilmektedir. Yiiksek
tuzluluklardaki ekosistemlerde heterotrofik prosesi siirdiiren kilit bilesendir.
Dunaliella’da sitoplazmanin ana bilesenidir, cogunun ortama salindigi diistintilmektedir

(Oren, 1993; 2015; 2017).
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Sogin ve arkadaglarinin 6nerdigi deniz suyundaki metabolitlerin analizini tarif eden
yontem, mevcut olan kimyasallar kullanilarak ve tiirevlendirme asamalar1 olukca
azaltilarak uygulanmis, bu yontemin yiiksek tuzluluklar icin de uygulanabilecegi
gorilmistiir.

SeaMet ile elde edilen 6rneklerde yiiksek miktarlarda, organik asitler, amino asitler
seker alkolleri ve sekerler belirlenirken (Liebeke vd., 2019; Sogin vd., 2019). Bizim
uyguladigimiz yontemle; organik asitler ve ek olarak da bazi fenolik asitler, yag asitleri,

gliserol ve squalen gibi bilesikler belirlenebilmistir.

3.9.2. izolatlarin ekstraseliiler metabolit analizleri

Secilerek, sivi besiyerinde gelistirilen bazi1 arke ve bakteri izolatlarinin iki farkli
tirevlendirme yontemi sonrasi gaz kromatografisi kiitle spektrometresi (GC/MS) ile

ekstraseliiler metabolit analizleri sonuglar1 verilmistir.

3.9.2.1. %25 MGM s besiyerinde gelistirilen Halorubrum lipoliticum hiicre dist

metabolitleri

Elde edilen ve verilere drnekler:

Halorubrum lipolitycum — tek asamali tireylendirme.- 1 haftalik siva kiiltir siipernatanti kromatogrami

Belirlenebilen bilesenler:

Acetic acid Azelaic aicd

Phospheric acid Tetradecanoic acid

Succinic acid Palmitic acid

Glutaric acid 2-Octedecenoic acid

Hexadecanoic acid Stearic acid

Lauric acid Hexanedioic acid bis(2-ethylhexyl) ester

Gorsel 3.30. Halorubrum lipoliticum kiiltiirii ekstraselluler metabolitleri

3.9.2.2. %33 tuzluluk karisik sivt kiiltiirii ve stril besiyeri karsilagtirmasi.

Basitrasin igeren besiyerinde gelistirilen karigik sivi kiiltiiriin - ekstraseliiler

metabolitleri ile ekim yapilmamis steril sivi besiyerinin metabolitleri, liyofilize edilip
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tirelendirme islemi yapildiktan sonra analiz edilerek karsilagtirilmistir (Bkz. Gorsel
3.31).

7633 TUZIUIUK 7640 MUM DESIIASIN ICCTEN SIVI KUITUru (CSKI-Xangik xuiwr)

|

Ustte total iyon kromatogram (TIC); altta ise FID dedekidr kromatogramy bulunmaktadar.

%25 MGM (Basitrasin iceren, steril sivi besiyeri)

Gorsel 3.31. %33 tuzluluk 6rnegi karisik sivi kiiltiirii ve kontrol olarak steril besiyeri analizleri

3.9.3. Halobacterium salinarum 5. ve 10. saatlik kiiltiirlerinin hiicre disi, hiicresel

¢oziinen ve hiicresel ¢oziinmeyen fraksiyonlarinin metabolitleri

Halobacterium salinarum 5. saat kiiltiirii, hiicre dis1 metabolitleri (Bkz. Tablo 3.16)
ve sirai ile; hiicre dis1, hiicresel ¢6ziinen ve hiicresel ¢éziinmeyen fraksiyonlarinin elde

edilen kromatogramlari karsilagtirmali olarak verilmistir (Bkz. Gorsel 3.31).

Tablo 3.16. Halobacterium salinarum 5. saat kiiltiirii, hiicre disi metabolitleri

R.T. Bilesen Bagil Yiizde (%)
5.65 3-Hidroksivalerik asit 1.5
5.90 4-Hidrpoksikaproik asit 1.0
5.98 Benzoik asit 3.3
6.03 Oktanoik asit 15
6.13 Gliserol 3.0
6.18 Silanol trimetil fosfat 14
6.35 Benzenasetik asit 10.7
6.40 Biiten dioik asit 2.1
6.75 Nonanoik asit 1.4
7.10 Penten dioik asit 3.0
7.12 Trometamin 1.4
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Tablo 3.16. (Devam) Halobacterium salinarum 5. saat kiiltiirii, hiicre disi metabolitleri

R.T. Bilesen Bagil Yiizde (%)
7.65 (Tetradekametil sikloheptasiloksan) 0.8
7.78 Hekzandioik asit 4.3
7.88 Terometamin 2.6
8.48 Dietil ftalat 1.5
8.58 Antranik asit 0.8
8.64 4-Hidroksibenzoik asit 0.8
9.00 Suberik asit 15
9.11 Ftalik asit 2.2
9.44 [zoftalik asit 1.4
9.63 Azelaik asit 3.8
9.67 Tereftalik asit 2.1
9.92 Miristik asit 1.7
10.18 Sebasic asit 1.6
10.99 Palimitik asit 8.5
12.07 Stearik asit 10.2
12.46 Hidrokarbon 1.0
13.20 Eikosanoik asit 1.1
14.54 1-Monopalmitin 1.0
14.60 ? 1.3
14.97 Behenik asit 1.0
15.60 ? 15
16.04 Tetrakosanoik asit 2.8
16.21 2-Monostearin 2.9
16.70 Gliserol monosearat 6.6
17.37 Lignoserik asit 8.3
18.32 ? 34
18.54 5-a-Kolestan 3.6
18.98 Pentakosanoik asit 3.8
20.16 Tetrapentakontan 3.9
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Gorsel 3.32. Halobacterium 5.s. kiiltiirii; hiicre disi, hiicresel ¢oziinen ve hiicresel ¢oziinmeyen
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Gorsel 3.33. Halobacterium salinarum 10. saat kiiltiirii, hiicre disi metabolitleri kromatogrami

Tablo 3.17. Halobacterium salinarum 10. saat kiiltiirii, hiicre dist metabolitleri

R.T. Bilesen Bagil yiizde (%)
5.60 ?3-Ethoxypropanol, TMS 4.10
5.65 ?Ethoxy(dimethyl)isopropylsilane 2.59
5.73 Dihydroxyacetone, 2TMS 12.96
5.97 ?Acetin, bis-1,3-trimethylsilyl ether 20.21
6.13 Glycerol, 3aTMS 34.57
6.36 Benzeneacetic acid, TMS 1.48
6.41 Butanedioic acid, 2TMS 1.50
6.56 Glyceric acid, 3TMS 1.42
7.06 Pentanedioic acid, 2TMS 0.84
7.15 Tromethamine, 3TMS 1.43
7.78 Hexanedioic acid, 2TMS 0.69
(Adipic acid, bis(trimethylsilyl) ester)

7.87 Tromethamine, 4TMS 2.43
10.99 Palmitic Acid, TMS 2.30
12.06 Stearic acid, TMS 2.58
16.69 Glycerol monostearate, 2TMS 2.34
17.38 Lignoceric acid, TMS 0.75
18.52 5.alpha.-Cholestane 0.88
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Gorsel 3.34. Halobacterium salinarum 10. saat kiiltiirti, hiicresel ¢oziinen metabolitlernin kromatogrami

Tablo 3.18’de Halobacterium salinarum 10. saat kiiltiirti, hiicresel ¢6ziinen

metabolitleri verilmistir.

Tablo 3.18. Halobacterium salinarum 0. saat kiiltiirii, hiicresel ¢oziinen metabolitleri

R.T. Bilesen Bagl yiizde
5.77 Dihydroxyacetone, 2TMS 6.84
6.00 L-(+)-Threose, tris(trimethylsilyl) ether, methyloxime (syn) 13.20
6.03 Acetin, bis-1,3-trimethylsilyl ether? 4.47
6.15 Glycerol, 3aTMS 29.70
6.19 Silanol, trimethyl-, phosphate (3:1) 12.10
6.39 Benzeneacetic acid, TMS 0.54
6.43 Butanedioic acid, 2TMS 2.49
6.58 Glyceric acid, 3TMS 1.68
7.07 Pentanedioic acid, 2TMS 0.83
7.15 Tromethamine, 3TMS 1.13
7.78 Hexanedioic acid, 2TMS (Adipic acid, bis(trimethylsilyl) ester) 0.58
8.00 L-5-Oxoproline, 2TMS 0.75
9.62 Azelaic acid, 2TMS 0.41
10.99 Palmitic Acid, TMS 1.85
12.06 Stearic acid, TMS 2.16
16.69 Glycerol monostearate, 2TMS 3.87
17.38 Lignoceric acid, TMS 0.96
18.54 5.alpha.-Cholestane 12.53
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Gorsel 3.35. Halobacterium 10. saat kiiltiirii, hiicresel ¢oziinmeyen metabolitlerinin kromatogrami

Halobacterium salinarum 10. saat kiiltiiriiniin, hiicresel ¢6ziinmeyen metabolitleri;

Tablo 3.19. Halobacterium salinarum 10. saat kiiltiirii, hiicresel ¢oziinmeyen metabolitleri

R.T. Bilesen Bagl yiizde
5.35 Dodecamethyl- pentasiloxane 16.69
6.19 ?8-Methyl-heptadecane, 0.55
6.53 Octadecane 0.50
8.14 ? 2.13
9.14 ..cosane 0.80
10.61 5-heptyldihydro-2(3H)-Furanone 1.97
10.99 Palmitic Acid, TMS derivative 1.14
11.12 ? 1.00
16.36 ? (E,E)-2,6-Dodecadien-1-ol, 3,7,11-trimethyl-, 3.53
16.87 ? Solanesol 8.60
17.43 Squalene 8.57
18.53 5-a-Cholestane 44.35

Tiirevlendirilerek Gaz Kromatografi ile elde edilen analizlerin sonucunda
kullandigimiz ekstraksiyon ve tlirevlendirme tekniginin kullanilmasi ile sonug

alinabilmistir
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3.9.4. Idiomarina 16. ve 96. saatlik kiiltiirlerinin hiicre dis1 ve hiicre i¢i metabolit
analizleri

MM63 minimal besiyerinde C kaynagi olarak Gliserol kullanilarak gelistirilen
Idiomarina 16. ve 96. saatlik sivi kiiltiirlerinin hiicre dist ve hiicre i¢i metabolit

analizleritiirevlendirme sonras1 GC/MS ile gergeklestirilmistir.

Asagida sirasit ile ldiomarina 16. ve 96. saatlik sivi kiiltiirlerinin hiicre dis1
metabolitlerinin  kromatogramlart (Bkz. Gorsel 3.36, Gorsel 3.37), ve bu iki
kromatogramin st iiste cakistirilmasi ile elde edilen karsilagtirma kromatogrami

verilmistir (Bkz. Gorsel 3.38).
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Gorsel 3.36. 16. saat inkiibasyon sonrasi elde edilen hiicre dist metabolitleri
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Gorsel 3.37. 96. saat inkiibasyon sonrasi elde edilen hiicre disi metabolitleri
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Gorsel 3.38. 16. (Siyah) ve 96. (Mor) inkiibasyon saatlerin karsilastiriimasi

Asagida ldiomarina 16. ve 96. saatlik siv1 kiiltiirlerinin hiicre i¢i metabolitlerinin

kromatogramlari verilmistir. (Bkz. Gorsel 3.39 ve Gorsel 3.40).
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Gorsel 3.39. 16. saat inkiibasyon sonrasi elde edilen hiicre i¢i metabolitlerinin GC/MS kromatogrami
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Gorsel 3.40. 96. saat inkiibasyon sonrasi elde edilen hiicre i¢i metabolitlerinin GC/MS kromatogrami
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4. TARTISMA VE SONUC

5 farkli tuzluluktan 304 izolat elde edilerek bunlardan 188’1 i¢cin PZR’de kullanmak
tizere kalip DNA hazirlanmigtir. 121 adet izolat i¢in 16S rRNA gen bolgesini ¢ogaltmaya
yonelik PZR kurulup, tiriinler %1 Agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. Mbol,
Xbal, Spel ve Hinf I restriksiyon enzimleri ile toplam 162 ARDRA kesim reaksiyonu
kurulmus ve %?2°lik agaroz jelde enzimatik kesim profilleri elde edilmistir. Enzimatik
kesim profillerine gore segilen 39 (18 Bakteri; 21 Arke) izolat i¢in 50 ul PZR kurulup
elde edilen amplifikasyon iriinleri, dizilemeye gonderilmistir. ARDRA kesim
profillerine gore secilen 50 izolat, siv1 besiyerinde tekrar gelistirilerek %20’lik gliserol

ile stoklar1 hazirlanmustir.

Yiiksek tuzluluklarda Halorubrum cinsine ait 14 izolatin 9 farkl tiirii, ayrica 3 farkli
Haloarcula tiirii belirlenmistir. Ayrica orta ve disik tuzluluklarda baslica farkli
Halomonas tiirleri olmak tizere 15 farkli halofilik bakteri tiirti belirlenmistir.

Yiiksek tuzlulukta ve Basitrasin igeren sivi ve katt MGM besi yerlerinde
gelistirilerek izole edilen ikinci bir kiiltiir galigsmas1 sonrasinda; Halorubrum (11 izolat),
Haloarcula (5 izolat) ve Haloferax (3 izolat) cinsi arke iiyeleri izole edilebilmis ve
stoklar1 hazirlanmistir. %25 ve %33 tuzlulukta geliserek izole edilebilen bakteri cinsleri
ise Salicola, Halovibrio ve Halospina cinsleri olmustur.

Yiiksek tuzlulukta ve Basitrasin iceren besi yerlerinde gelistirilerek izole edilen
arke tlyeleri cesitlilik gosterirken, boyle ortamlarda gelistirilerek dizilenmek iizere
secilmis olan bakterilere ait dizi sonuglar1 genellikle benzer bulunmustur.

Yakin donemde yapilan bir tez ¢alismasinda, Ayvalik Tuzlasindan alian 10 su
ornegini farkli SG besiyerlerinde gelistirilerek belirlenen tiirler, Halobacillus karajensis,
Halobacillus alkaliphilus, Salegentibacter salarius, Halomonas alimentaria, Halomonas
denitrificans, Actinopolyspora erythraea, Chromohalobacter beijerinckii, Marinobacter
algicola’dir. Ayrica enzim iirettigi belirlenen 3 halofilik bakteri ise cins bazinda (2 adet
Haloferax sp., 1 adet Saccharopolyspora sp.) tespit edilebilmistir. Ortalama 1.2 x 10°
kob/mL kiiltiire edilebilir halofilik bakteri tespit etmislerdir (Y1lmaz, 2019).

Camaltt Tuzlasindan %6 and %32 arasindaki tuzluluk havuzlarindan alinan
orneklerle yapilan bakteriyel ¢esitliligi tespit etmeye yonelik kiitiir bagimli ve kiiltiir
bagimsiz c¢alismalar ile Halobacillus, Virgibacillus, Halomonas ve Salinibacter

cinslerine ait tiirler tespit edilmistir (Mutlu ve Giiven 2015).
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Yeni tamamlanan bir bagka tez ¢alismasinda ise Tuz Goliinden kiiltiir edilebilen
prokaryotik ¢esitlilik ise su sekilde bulunmustur. Halorubrum lipolyticum JCM 13559;
Halorubrum sodomense JCM 8880; Halorubrum californiense FV_22B20; Haloarcula
salaria HSTO01-2R; Halorubrum chaoviator DSM 19316; Haloterrigena thermotolerans
PR5 ; Haloarcula japonica JCM 7785 (Kesbig, 2020). Bu ¢alismada kiiltiire edilen
Halorubrum tiirleri bizim kiiltiire ettiklerimizle olduk¢a benzerdir.

Epifloresan mikroskop ile goriintiileme sonrasinda gozlenmistir ki; %33 tuzlulukta
daha yaygin olarak diiz ipliksi sekilli bakteri formlar1 yaygin iken %25 tuzlulukta
istiinliik kivrik sekilli bakteriler yoniindedir. Yine tuzluluk {ist sinira dogru yaklastikca
Haloqudratum hiicrelerinin boyutlar1 artmaktadir. %16 tuzlulukta, taranan ¢ogu alanda
Dunaliella hiicreleri goriilmektedir. Ust iki tuzluluk disinda oligoniikleotid problarin
1s1ma sonuclar1 sayilabilecek kadar ayirt edici olamamistir. Hibridizasyon tamponu
hazirlanirken 700 pl yerine 900 pl formamid kullanilarak gergeklestirilen ikinci yontemle
goriintli 1yilestirilse de saglikli sayim yapilabilecek diizeyde iyilestirilememistir. Ayrica
bu filtrelerle sayim yapilabilecek yeterli sayida goriintiileme yapilamadigi igin orta
tuzluluklar i¢in Arke Bakteri oranlarini belirlenmemistir.

Camalt1 Tuzlasindan yapilan ayr1 bir 6rneklemede, %33 ve %25 tuzlulukta havuz
sulari, ayn1 giin 151k mikroskobunda incelendikten sonra ise Dunaliella hiicrelerinin %25
tuzluluktaki havuzda yaygin bulundugu, bunlarin yanisira olduk¢a yogun bir sekilde basil
formda mikroorganizmalarin bulundugu goriilmiistiir.

Degisken tuzluluktaki havuz sularindaki DAPI ile boyanma sonrasi sayilarak
belirlenen prokaryotik hiicre yogunlugu; (0.7-4.1) x 10’ mL* araliginda belirlenmistir.
Camalt1 Tuzlasinda benzer tuzluluklarda belirlenen prokaryotik hiicre yogunluklar: (1.2-
3.2) x 10’ mL! araliginda belirlenmistir (Mutlu ve Giiven, 2010).

Italyadaki Margherita di Savoia Tuzlasinda farkli tuzluluklardaki havuzlardaki
Arke ve Bakterilerin taksonomik profillerini belirlemeye yonelik yaptiklar1 calismada
DAPI ile boyama ile mL’deki prokaryotik hiicre sayilarim1 daha diisiik olarak
belirlemislerdir (1.8-5.0 x 10°) ancak tuzluluga bagl hiicre sayilardaki degisim dagilim1
bizim tespit ettigimiz ile benzerdir, orta tuzluluktaki hiicre yogunlugu daha yiiksek
belirlenmistir (Leoni vd., 2020).

Havuz oOrneklerinden elde edilen kati madde miktari, iki farkli yontemle elde

edilmis. Metabolit analizi i¢in 6rnek hazirlama asamalarindan biri olan su 6rnegini
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konsantre etme islemi hem konsantratér hem de liyofilizator kullanilarak uygulanmistir
(Sogin vd., 2019).

Konsantre edilen 6rneklerde liyofilize edilenlere nazaran gliserol miktarlarinda bir
azalma goze carpmaktadir. Konsantre ederek kurutma sonrasinda peltelesme meydana
geldigi icin Orneklerin tlirevlendirme ajani ile muamelesi Oncesinde havanda ezilerek
homojen hale getirilmesi iglemi uygulanmasi sirada gliserolun bir kisminin bu islem
sirasinda kaybedilmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tuzla havuz sularinda bulunan metabolitleri belirlemeye yonelik yapilan analizler
sonrasinda tim tuzluluktaki Orneklerde gliserol, organik asitler ve yag asitleri gibi
bilesenler degisken oranlarda belirlenebilmistir. Gliserol Dunaliella tiirleri tarafindan
iiretilmekte ve heterotrofik halofilik organizmalar i¢cin ana karbon ve enerji kaynagi
olarak kabul edilmektedir. Yiiksek tuzluluklardaki ekosistemlerde heterotrofik prosesi
stirdiiren kilit bilesendir. Dunaliella’da sitoplazmanin ana bilesenidir ve ¢ogunun ortama
salindigi diistiniilmektedir. (Oren, 1993; 2015; 2017).

Sogin ve arkadaslarinin 6nerdigi deniz suyundaki metabolitlerin analizini tarif eden
yontem, elimizde mevcut olan kimyasallar kullanilarak ve tiirevlendirme agamalarindan
biri olan metoksimasyon basamagi eksiltilerek uygulandi, analizler sonrasinda farkl
tuzluluklardaki tiim cevresel orneklerde gliserol, organik asitler ve yag asitleri gibi
bilesenler degisken oranlarda belirlenebilmis ve bu yontemin yiiksek tuzluluklar i¢in de
uygulanabilecegi gosterilmistir.

AUBIBAM'daki GC/MS sistemi ile gerceklestirilen metabolomik analizlerde,
BSTFA ile tiirevlendirme sonrasinda elde edilen Trimetilsilil Eserlerinin
tanimlanmasinda Kiitle Dedektorii sonuglart kullanilirken bilesenlerin bagil yiizdelerin
belirlenmesi i¢in FID Dedektor sonuglart kullanilmistir.

Fen Fakiiltesinde gerceklestirilen metabolomik analizlerde ise hem bagil yiizdeler
hem de tanimlamalar, Kiitle Dedektorii verileri kullanilarak elde edilmistir.

Cevresel ornekler, karistk mikroorganizma kiiltiirii Ornekleri ve izolatlarin
ekstraselliiler metabolitleri ¢alisilirken 2 mL 6rnek materyali kullanilmistir. Bu hacim
GC/MS analizleri i¢in yeterli olmustur.

Saf kiiltiirlerin hiicre dis1, hiicresel ¢oziinen ve hiicresel ¢coziinmeyen fraksiyonlar
icin de ayni tiirevlendirme yontemini uygulanmis ancak kullanilan tiirevlendirici ajan
miktarlart hiicresel fraksiyonlar i¢in modifiye edilerek, daha az hacimde eklenerek

uygulanmigtir.
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Uygulanan bu modifikasyon, hiicresel 6rnek hacminin az olmas1 sebebi ile 6rnek
konsantrasyonunu arttirmaya yonelik uygulanmistir. Bu sekilde konsantrasyon arttirilmis
olsa da bu kez analiz 6rnegi hacmi azalmistir. Bu duruma ¢6ziim olarak ise baslangic
hacmi 4 mL’ye ¢ikartilarak tiirevlendirme sonrasi analiz tekrarlari i¢in yeterli olabilecek
hacim miktarina ulagilmistir.

Bu sekilde kiiltiire edilen Orneklerle yapilan tiirevlendirme sonrasi GC/MS
calismalarda da dihidroksi aseton, gliserol tiirevleri, organik asitler, hidrokarbonlar, yag
asitleri gibi bircok madde grubunun yanisira, i¢ standart olarak kullanilan 5a-Kolestan da
belirlenmistir.

Halobacterium salinarum saf sivi kiiltiirlerinin hiicre disi, hiicresel ¢6ziinen ve
hiicresel ¢oziinmeyen fraksiyonlarinin her ii¢li i¢in de GC/MS analizleri yapilmis ve
belirlenen metabolitler fraksiyonlar aras1 farkliliklart bakimindan incelenebilmistir.

Minimal sivi besiyerinde karbon kaynagi olarak, gliserol eklenerek gelistirilen
Idiomarina sp. saf kiiltiirii, 16. saat ve 96. saatlik inkiibasyonlar sonrasinda, iki farkli
zamanli 6rnekleme yapilarak hiicre i¢i ve hiicre dis1 metabolitleri i¢in ekstraksiyon,
kurutma ve tiirevlendirme sonrast GC/MS analizleri yapilmis ve belirlenen metabolitler
bu iki farkli fraksiyon ve inkiibasyon zamanlar1 agisindan incelenmistir.

Iki farkli 6rnekleme zamam ve 2 fraksiyon igin hazirlanan 4 érnek grubunun da
basaril1 bir sekilde tlirevlendirdigi ve analizi miimkiin kilacak yeterli konsantrasyonda
hazirlanabilecegi goriilmiistiir.

Bu analizler sonrasinda ortama eklenen gliseroliin konsantrasyonunun oldukca
yiiksek oldugu belirlenmistir. Ancak gliseroliin yanisira diger madde gruplarinin
bulundugu kromatogramlar elde edilmis ve karsilastirilmistir.

Sonug olarak;

1-Izmir Camalt1 Tuzlasinin %9, %15, %19, %25 ve %33 tuzluluktaki havuzlardan
alman Orneklerin, fizikokimyasal 6zellikleri, elementel iyonik bilesimlerinin yanisira,
konsantrasyon ve liyofilizasyon yontemleri ile kurutularak katt madde miktarlar1 ve
agirlikca yiizdeleri belirlenmistir. Elde edilen bu iirlinler daha sonra metabolomik
analizler i¢in de kullanilmustir.

2-Alinan 6rnekler daha sonra Cy3 isaretli farkli oligoniikleotid problart ile hibridize
edilerek goriintiilenmek {izere Formaldehit ile in-situ fiksasyonlar1 yapilarak

incelenmistir. Bu sekilde oOrnekleme sirasinda fikse edilen Orneklerde hiicre
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morfolojilerinin iyi korundugu ve goriintiilerin iyi oldugu gézlenmis, bu yontemin anlik
mikroorganizma durumunun belirlenmesi i¢in kullanilabilecegi ortaya konmustur.

3-Eszamanli yapilan DAPI boyamalar ile de farkli tuzluluklardaki toplam hiicre
sayis1 belirlenebilmistir.

4-Yapilan kapsamli kiiltiire etme g¢aligmalar1 sonrasinda; Yiiksek tuzluluklarda
Halorubrum cinsine ait 14 izolatin 9 farkli tiirii, ayrica 3 farkli Haloarcula tiirii
belirlenmistir. Ayrica orta ve diisiik tuzluluklarda baslica farkli Halomonas tiirleri olmak
tizere 15 farkli halofilik bakteri tiirli belirlenmistir. Yine iist iki tuzlulukta ve Basitrasin
iceren sivi ve kati MGM besi yerlerinde gelistirilerek izole edilen ikinci bir kiltiir
calismas1 sonrasinda; Salinibacter (2 izolat) Halorubrum (11 izolat), Haloarcula (5
izolat) ve Haloferax (3 izolat) cinsi arke fiiyeleri izole edilebilmis ve stoklari
hazirlanmistir. %25 ve %33 tuzlulukta geliserek izole edilebilen bakteri cinsleri ise
Salicola, Halovibrio ve Halospina cinsleri olmustur. izole edilerek tanimlanan bu genis
cesitlilikteki arke ve bakteri izolatlar ilerideki ¢aligmalar i¢in kulanilacak potansiyel
olusturmaktadir.

5-Farkli yoOntemlerle hazirlanan artan tuzluluklarda ¢evresel Ornekler,
tiirevlendirilerek igerdikleri metabolitler GC/MS ile belirlenmistir. Bu sekilde bir ¢calisma
tilkemiz deki boyle cevresel ortamlar i¢in icin ilk defa olarak ortaya konmustur.

6-Cevresel orneklere uygulanan bu tiirevlendirme ve analiz yontemi saf ve karisik
kiiltiirlerin hiicre i¢i ve hiicre dis1 metabolitlerini de ¢alisabilecek sekilde modifiye ve
adapte edilerek uygulanmis ve dihidroksi aseton, gliserol tiirevleri, organik asitler,
hidrokarbonlar, yag asitleri gibi bir¢ok madde grubunun belirlenmesi ve degisiminin
takip edilmesini miimkiin kilmistir.

Oneriler ve gelecekte yapilmasi planlanan galismalar;

Bu ¢alismada izole edilerek dizi analizine gonderilen ve tanimlanan ve metabolik
oneme sahip izolatlar i¢in, farklh kiiltiir ortamlar1 ve karbon kaynaklar1 kullanilarak
tiirevlendirme sonrasit GC/MS ile spesifik metabolitlerin analizi ve takibi c¢aligmalari
cesitlendirilecektir.

Tiirevlendirme gerektirmeyen ve daha genis metabolit aralig1 i¢in analizi miimkiin
kilan Sivi Kromatografik ve Spektroskopik yontemler kullanilarak global metabolit
analizlerini miimkiin kilan daha kapsamli ¢alismalar gergeklestirilecektir.

Ormnekleme sirasinda sivi azot tanki ile -85°C’de aninda dondurularak taginan

cevresel havuz Ornekleri icin bu tez galigmasi kapsaminda saf kiiltiirlere uygulanan,
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dogrudan liyofilizasyon ekstraksiyon ve tlirevlendirme basamaklarini iceren yontem
uygulanarak hiicre i¢i ve hiicre dig1 metabolitler ayr1 ayr1 hazirlanarak degerlendirilecek
sekilde analiz ¢alismasi genisletilebilir.

Yiiksek tuzluluk havuzlarindaki dominant tiirlerden olan Salinibacter ruber’in
degisken tuzluluklara verdigi morfolojik ve metabolik cevaplarin es zamanli olarak takip
edilerek, Salinibacter cinsinin, bu ¢alisma sirasinda 151k mikroskobu ile gézlenen, azalan
tuzluluk degerlerine karsin gosterdigi morfolojik farklilasmanin o anki metabolomik
degisimler ile iliskilendirilerek takip edilmesi planlanmistir.

Yiiksek tuzluluk havuzlarindaki gorece sinirlanan mikroorganizma cesitliligi
icinde, yaygin olarak bulunan iki ayr1 mikroorganizma tiirii secilerek gelistirilen ko

kiiltiirlerin, metabolomik analizlerinin yapilmasi planlanmaktadir.
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