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OZET

AYVALIK TUZLASI’NDAKI PROKARYOTIK TOPLULUK PROFILLERININ 16S
rRNA AMPLIKON DIiZILEMES] ILE INCELENMESI

Ayvalik Tuzlas1 (Ayvalik, Tiirkiye) ekonomik ve endiistriyel agidan 6nemli bir deniz tuzlasidir.
Bu nedenle, Ayvalik Tuzlasi’ndan toplanan tuzluluk degerleri %3.5 (ATH3.5), %5 (ATHS),
%6 (ATHG6), %8 (ATHS), %18 (ATH18), %24 (ATH24) ve %28 (ATH28) olan yedi tuzlu su
orneginde ve bir tuz Orneginde (ATT) fiziko-kimyasal parametreler ve prokaryot
popiilasyonlart aragtirilmistir. Ayrica prokaryotik cinsler ATH3.5, ATH8, ATH24 ve ATT
orneklerinde incelenmistir. TUm Orneklerde sodyum, potasyum, magnezyum, kalsiyum ve
klorir bulunurken, alimunyum ATH6, ATH8, ATH18 ve ATH24’de bulunmustur. Halofilik
olmayan bakteri, 1liml1 halofilik bakteri, proteolitik halofilik olmayan bakteri, proteolitik 1liml1
halofilik bakteri, lipolitik halofilik olmayan bakteri, lipolitik 1liml1 halofilik bakteri, seliilolitik
halofilik olmayan bakteri, seliilolitik iliml1 halofilik bakteri tiim 6rneklerde saptanmistir. Asiri
halofilik arke alt1 tuzlu su ve tuz 6rneklerinde saptanirken, proteolitik asir1 halofilik arke tiim
orneklerde bulunmamustir.Lipolitik asir1 halofilik arke iki adet tuzlu su ve tuz Orneginde
bulunurken, seliilolitik asir1 halofilik arke ti¢ adet tuzlu su Orneklerinde ve tuz Grneginde
bulunmustur. Idiomarina (%23.98), Nafulsella (%14.64), Anaerobacillus (%8.46), Bacillus
(%3.53), Salinimicrobium (%1.52) ve Salipaludibacillus (%21.0) gibi bakteriyel cinsler,
Halorubrum (%3.76) ve Halonotius (%1.50) gibi arkeal cinsler ATH3.5 oOrneginde
bulunmustur. Puniceicoccus (%14.09), Aquiluna (%5.24), Thiohalocapsa (%4.12), Truepera
(%2.44), Alcanivorax (%1.93), Lentimonas (%1.71) ve Litoricola (%1.06) ait olan bakteriyel
cinsler ATHS 6rneginde saptanmistir. Halorubrum (%67.29), Halonotius (%9.82), Halobellus
(%3.56), Halomarina (%2.51), Halarchaeum (%2.30), Natronomonas (%1.52) ve Haloarcula
(%1.34) ait olan arkeal cinsler ve bakteriyel Salinibacter cinsi (%4.12) ATH24 6rneginde
bulunmustur. Archaea ait olan Halonotius (%43.03), Halorubrum (%37.52), Halobellus
(%2.82), Haloplanus (%2.25), Haloarcula (%1.18) cinsleri ve Bacteria ait olan Salinibacter
cinsi (%6.77) ATT Orneginde saptanmustir. Bacteria ait olan cinsler ATH3.5 ve ATH8
orneklerinde baskin olarak bulunurken, Archaea ait cinsler ATH24 ve ATT 6rneklerinde baskin

olarak bulunmustur.

Kasim, 2022 Ecem SAYGAN



ABSTRACT

EXAMINATION OF PROKARYOTIC COMMUNITY PROFILES IN AYVALIK
SALTERN USING 16S rRNA AMPLICON SEQUENCING

Ayvalik saltern (Ayvalik, Tiirkiye) is an economically and industrially important sea saltern.
Therefore, physico-chemical parameters and prokaryotic populations were investigated in the
seven brine samples with 3.5% (ASP3.5), 5% (ASP5), 6% (ASP6), 8% (ASP8), 18% (ASP18),
24% (ASP24), and 28% (ASP28) salinity values and one salt sample (ASS) collected from
Ayvalik Saltern. In addition, prokaryotic genera were examined in the ASP3.5, ASP8, ASP24
and ASS samples. While all samples contained sodium, potassium, magnesium, calcium and
chloride, aluminum was found in the brine samples of ASP6, ASP8, ASP18 and ASP24. Non-
halophilic bacteria, moderately halophilic bacteria, proteolytic non-halophilic bacteria,
proteolytic moderately halophilic bacteria, lipolytic non-halophilic bacteria, lipolytic
moderately halophilic bacteria, cellulolytic non-halophilic bacteria, cellulolytic moderately
halophilic bacteria were detected in all samples. While extremely halophilic archaea were
detected in six brine samples and one salt sample, proteolytic extremely halophilic archaea were
not found in all samples. While lipolytic extremely halophilic archaea were detected in two
brine and salt samples, cellulolytic extremely halophilic archaea were found in three brine
samples and salt sample. Bacterial genera such as Idiomarina (23.98%), Nafulsella (14.64%),
Anaerobacillus (8.46%), Bacillus (3.53%), Salinimicrobium (1.52%), Salipaludibacillus
(1.0%) and archaeal genera such as Halorubrum (3.76%) and Halonotius (1.50%) were found
in the ASP3.5 sample. Bacterial genera, belonging to Puniceicoccus (14.09%), Aquiluna
(5.24%), Thiohalocapsa (4.12%), Truepera (2.44%), Alcanivorax (1.93%), Lentimonas
(1.71%) and Litoricola (1.06%) were detected in the ASP8 sample. Archaeal genera, belonging
to Halorubrum (67.29%), Halonotius (9.82%), Halobellus (3.56%), Halomarina (2.51%)
Halarchaeum (2.30%), Natronomonas (1.52%), and Haloarcula (1.34%) and bacterial genus
Salinibacter (4.12%) were found in the ASP24. Genera Halonotius (43.03%), Halorubrum
(37.52%), Halobellus (2.82%), Haloplanus (2.25%), and Haloarcula (1.18%) belonging to
Archaea and genus Salinibacter (6.77%) belonging to Bacteria were detected in the ASS
sample. While the genera belonging to Bacteria were found to be dominant in ASP3.5 and
ASP8 samples, the genera belonging to Archaea were seen as dominant in ASP24 and ASS

samples.

November, 2022 Ecem SAYGAN
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BOLUM 1
1. GIRIS

Deniz tuzlalari, sodyum kloriir ¢okelene kadar deniz suyunun kademeli olarak konsantre oldugu
bir dizi s1g, birbirine bagli havuzdan olusur (Ghai ve ark., 2011). Asir1 tuzlu sular, igerisinde
bulunan toplam tuz konsantrasyonlarinin deniz suyundan daha yiiksek olan sular olarak
tamimlanmustir (Grant, 2004; Ventosa, 2006). Talasohalin sular deniz suyundan koken alan,
baslangigta en azindan deniz suyuna benzer bir iyon igerigine sahiptirler. Deniz suyundan tuz
tiretmek icin deniz suyunun giines isinlari ile buharlastirildigi yer olan tuzlalar, Talasohalin
ortamlara verilebilecek tipik bir 6rnektir (Grant, 2004; Ventosa, 2006). Eger tuzlu su ortaminin
tuz orani, deniz suyundan farkli ise bu tip ortamlar Atalasohalin olarak adlandirilmaktadir
(Grant, 2004; Ventosa, 2006). Atalasohalin habitatlarinin biiyiik bir cogunlugu, ¢esitli tuzlar
iceren ve tatlt su gecislerinin jeolojisine ve cografi konumuna bagli olan terminal gollerdir

(Ventosa, 2015).

Mikroorganizmalar yasamin farkli alanlarinda varliklarini siirdiirmektedirler. Asir1 ortamlarda
yasayabilen mikroorganizmalar i¢in “Ekstremofil” terimi ilk kez MacElroy tarafindan 1974
yilinda kullanilmig ve daha sonra ekstremofiller; sicaklik (Psikrofiller, Termofiller), pH
(Notrofiller, Asidofiller, Alkalifiller), tuz (Halofiller), ekstrem kuru kosullar (Kserofiller),
kayaclar (Endolitler), yiiksek seker icerigi (Ozmofiller) ve yiiksek atmosferik basing
(Piezofiller) olarak 7 farkli habitata siniflandirilmigtir (MacElroy, 1974; Gerday, 2002).

Yiiksek tuzluluga sahip goller, gilines tuzlalar1 ve havuzlari, topraklar ve kaya tuzu birikintileri
diinya genelinde yaygin olarak bulunan, yiiksek tuzluluk igeren ortamlardir (Oren, 2011). Bu
tip ortamlar asir1 habitatlar olarak kabul edilmistir ve sinirli mikrobiyal ¢esitlilige sahiptirler.
Halofilik bakteriler ve arkeler, tuzlu topraklar (Chen ve ark., 2008), denizler (Oren, 1983),
glines tuzlalar1 (Yoon ve ark., 2002; Jeon ve ark., 2007; Cui ve ark., 2007), tuz golleri (Lim ve
ark., 2005) ve antik kayatuzu (Mormile ve ark., 2003; Schubert ve ark., 2010) gibi gesitli yliksek
tuz oranina sahip ortamlardan arastirmacilar tarafindan izole edilmistir. Tiirkiye’deki Tuz Golii,
(Birbir ve ark., 2007; Birbir ve Sesal, 2003) asir1 halofilleri i¢eren habitatlara 6rnek olarak
verilebilirler. Bu tip ortamlar diisiik besin ve oksijen kullanilabilirligi, yiiksek tuz
konsantrasyonu, sicaklik ve pH gibi cesitli ¢evresel etkilerden dolay1 sinirli bir mikrobiyal

cesitlilige sahiptir. Asirt tuzlu ortamlarda bulunan baskin iyonlar, ¢evrenin genel iklim



kosullarina, topografik ve jeolojik yapisina baglidir (Ventosa, 2006; Ventosa, 2015; Yakimov
ve ark., 2015).

Yapilan caligmalarin sonucunda, tuzlu ortamlarda bakteriler ve arkeler gibi prokaryotik
mikroorganizmalarin yaygin bir sekilde bulundugu bilgisi elde edilmistir. Yapilan
arastirmalarda ek olarak fotosentetik ve heterotrofik protistalar, mantarlar ve viriislerin de bu
ortamlarda bulundugu saptanmistir (Ventosa, 2006; Cho ve ark., 2008; De La Haba ve ark.,
2011; Santos ve ark., 2012; Luk ve ark., 2014). Ortamdaki artan tuz miktar: ile metabolik
tiplerin ¢esitliligi onemli 6l¢iide azalir. Yaygin olarak bulunan ve iyi uyum saglamis ekstrem
halofilik mikroorganizmalara érnek olarak Halobacteriaceae ait olan Halobacterium cinsi ve

uyeleri verilebilir (Yanhe ve ark., 2010).

930.000 m? alana kurulan Ayvalik Tuzlasi, Tiirkiye’nin kuzeydogusunda bulunmaktadir.
Ayvalik Tuzlasimin Ayvalik ilgesine uzakhig: yaklasik olarak 11 km’dir. Ayrica tuzlanin
yanindan Izmir-Canakkale karayolu gecerek deniz ile tuzlay1 ayirmaktadir (Kilig ve ark., 2014).
Bolgede yillik ortalama 524.2 mm yagis ve yillik ortalama 14.7°C sicaklik gdézlenmektedir
(Meteoroloji Genel Midiirligii, 1991-2020). Bu tuzlada deniz suyu depolama havuzlarina
pompalanmaktadir. Giines ve riizgar sayesinde buharlasma havuzlarinda ve kristallesme

havuzlarinda buharlasma ve kristallesme gergekleserek deniz tuzu elde edilir (Kili¢ ve ark.,

2019).

Ayvalik Tuzlasi’ndan elde edilen tuz, kimya, gida ve deri endustrilerinde ayrica karli yollarin
tuzlanmasinda kullanilmaktadir (Kili¢ ve ark., 2014). Ayvalik Tuzlas1 tuz iiretimi potansiyeli

acisindan izmir flinde bulunan Camalt1 Tuzlasi’ndan sonra gelmektedir (Kili¢ ve ark., 2019).

Yaptigimiz literatiir taramasi sonucunda sadece iki adet Yiiksek Lisans Tezinde Ayvalik
Tuzlasi’ndan toplanan 6rneklerden kiiltiire bagimli yontemler kullanilarak bakteri izolatlar
elde edilmis ve bunlarin fenotipik karakterizasyonlar1 incelenmistir. Elevi (2002) tarafindan
yapilan Yiiksek Lisans Tezinde asir1 halofilik izolatlarin fenotipik 6zellikleri incelenerek hiicre
zarindaki lipid yapilari, protein profilleri, plazmidleri, farkli antibiyotiklere kars1 duyarliliklar
aragtirtlmistir. Ayrica bu tuzladan toplanan 6rneklerin kimyasal analizleri de yapilmistir (Elevi
ve ark., 2004). Yilmaz (2019) tarafindan yapilan Yiiksek Lisans Tezinde ise Ayvalik
Tuzlasi’'ndan toplanan Orneklerden kiiltiire bagimli yontemler ile bakteri izolatlar1 elde
edilmistir. Bu izolatlarin fenotipik 6zellikleri, 16S rRNA gen dizi analizi ile karakterizasyonlar1
yapilarak tuzladan alinan 6rneklerin incelendigi goriillmektedir. 2021 yilinda Cinar ve Mutlu

tarafindan yapilan ¢alismada, Ayvalik Tuzlasi’ndan %32 tuzluluk degerine sahip bir adet tuzlu

2



su Orneginde prokaryotik c¢esitlilik kiiltiirden bagimsiz yontemle (Illimuna MiSeq)
incelenmistir. Bu c¢alismalardan goriildiigii gibi Ayvalik Tuzlasi’ndaki farkli tuzluluk
degerlerine sahip tuzlalardan alinan tuzlu su 6rneklerinde ve tuz 6rneginde fizikokimyasal
analizlerin ve bu 6rneklerde bulunan hem arke hem de bakteri ¢esitliliginin kiiltiirden bagimsiz
molekdiler yontemlerle detaylica incelenmedigi goriilmektedir. Bu nedenle, bu Ylksek Lisans
Tez calismasinda, Ayvalik Tuzlasi’ndan toplanan tuzlu su 6rneklerinde ve tuz ornegindeki
sertlik, pH, sodyum (Na"), potasyum (K'), magnezyum (Mg’"), kalsiyum (Ca”"), klorir (CI)
ve bakir (Cu) degerlerinin saptanmasi, 0rneklerdeki toplam halofilik olmayan bakteri, toplam
iliml1 halofilik bakteri ve toplam asir1 halofilik arke sayilarinin belirlenmesi, toplam proteolitik
halofilik olmayan bakteri, toplam proteolitik 1liml1 halofilik bakteri ve toplam proteolitik asirt
halofilik arke sayilarinin belirlenmesi, toplam lipolitik halofilik olmayan bakteri, toplam
lipolitik 1liml1 halofilik bakteri ve toplam lipolitik asir1 halofilik arke sayilarinin belirlenmesi,
toplam seliilolitik halofilik olmayan bakteri, toplam seliilolitik 1liml1 halofilik bakteri ve toplam
seliilolitik asir1 halofilik arke sayilarinin belirlenmesi ve %3.5, %8, %24 tuzluluk degerine sahip
tuzlu sulardaki ve tuz drnegindeki bakteri ve arke cinslerinin kiiltiirden bagimsiz yeni nesil dizi

analizi (Illumina MiSeq) ile saptanmas1 amaglanmuistir.

1.1. Halofilik Mikroorganizmalar

Halofilik mikroorganizmalarm ilk kesfi M.O. 2700 y1lina dayanmaktadir (Bass-Becking, 1931).
Asint tuzlu ortamlara adaptasyon saglayan bu mikroorganizmalarin ¢ogalmalari, izolasyonlari
ve smiflandirmalari hakkinda ilk bilgiler 1920°1i yillarda elde edilmistir (Baumgartner, 1937).
Gecmisten giinlimiize arastiricilar asirt tuzlu ortamlarin mikrobiyolojisi ve mikrobiyal
ekolojisini arastirmak i¢in birgok farkli calismalar yapmislardir. Elazari-Volcani 1940 yilinda
Olii Deniz’in mikrobiyal florasini arastirmustir. Arastirmaci Olii Deniz’in alt sedimentlerindeki
farkl1 katmanlarinda bulunan bakteri gruplarim1 arastirmak i¢in 6nemli ¢alismalar
gerceklestirmistir (Elazari-Volcani, 1940). 1977°de Woese ve Fox, temeli ribozomal RNA
dizilimine dayanan filogenetik analizi ile canlilar1 Bacteria, Archaea ve Eukarya olmak uzere
iic domain altinda siniflandirmislardir (Woese ve Fox, 1977). Yapilan literatiir taramalarinda,
1980’11 yillara ait calismalarda tuzlu ortamlardaki bakterilerin veya arkelerin ¢esitli kimyasal
icerikli besiyerleri kullanilarak bu ortamlardan izole edilmesi ve bu mikroorganizmalarin
tanimlanmasinin fenotipik 6zelliklerine gore yapildigi bilgisi elde edilmistir. YUlksek tuzluluga

sahip olan ortamlarda bulunan mikroorganizmalar Bacteria, Archaea ve Eukarya



domainlerinde bulunmaktadir (Oren, 2002). Bu tip ortamlarda gelismeleri igin tuza ihtiyag
duyan mikroorganizmalar halofilik mikroorganizmalar olarak adlandirilirlar. Asiri tuzlu
ortamlar, tuz konsantrasyonlarinin olduk¢a fazla oldugu, sicaklik ve pH degerlerinin
degiskenlik gosterdigi, besinlerin az olarak bulundugu ve oksijen konsantrasyonlarinin asir
tuzdan dolay1 az olabildigi ortamlardir. Bu ortamlarda yukarida belirtilen ¢evresel kosullardan
dolay1r mikroorganizma popiilasyonu ve g¢esitliligi farkli olabilir. Asir1 tuzlu ortamlarda
halofilik mikroorganizmalar yasayabilmeleri, ¢ogalabilmeleri igin asir1 tuzlu ortamlarin farkli
tuzlarina 6zellikle de NaCI’ye ihtiya¢ duymaktadirlar (Ma ve ark., 2010; Safarpour ve ark.,
2018). Mikroorganizmalarin farkli tuz konsantrasyonlarinda gosterdikleri gelismeler goz
onlinde bulundurularak bir smiflandirma yapilmistir. 0.2 M’dan daha az tuz (NaCl)
konsantrasyonda gelisme gosterenler ‘‘halofilik olmayanlar’’; 0.2-0.5 M tuz (NaCl)
konsantrasyonuna sahip olan ortamlarda gelisme yetenegine sahip olanlar ‘‘zayif halofiller’’;
0.5-2.0 M tuz (NaCl) konsantrasyonunda sahip olan ortamlarda gelisme gosterenler “ilimli
halofiller”; 2.0-5.2 M NaCl konsantrasyonlarinda gelisenleri ise ‘‘asir1 halofiller’” olarak
siiflandirilmaktadir (Kushner, 1978; Kushner ve Kamekura, 1988; Kushner, 1993; Ventosa,
2006). Asir1 tuzlu olan ortamlardaki hiicresel yasami olusturan organizmalarin, arkeler ve
bakteriler (prokaryotlar), az sayida mikrobiyal Okaryotlar (fotosentetik mikroalgler),
fotosentetik-heterotropik protistalar, mantarlar ve kabuklulardan olan Artemia salina oldugu
belirtilmistir (Ventosa, 2006; Ventosa ve ark., 2014; De La Haba ve ark., 2011; Cho ve ark.,
2008). Ayrica viriislerin de bu toplulugun bir pargasi oldugu bildirilmistir (Santos ve ark., 2012;
Luk ve ark., 2014). Bu taksonlarin dagilimlarinin, tuzlu ortamlarin degisen tuz miktarlar
oldugu acgiklanmistir. Tuzluluk arttikca, 6zellikle %25’ in lizerindeki tuzluluk i¢eren ortamlarda,
arkelerin bakterilere gore ortamda baskin olduklar rapor edilmistir (Simachew ve ark., 2016).
Genel olarak, orneklerdeki mikrobiyal topluluk bilesiminin tuzluluk diizeyi ile yaygin bir

iligkisi oldugu tespit edilmistir (Cinar ve Mutlu, 2016; Simachew ve ark., 2016).
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Sekil 1.1. Canliligin U¢ Grubu I¢indeki Halofillerin Dagilimi. Kirmiz: ile isaretlenmis Gruplar
En Az Bir Halofil Icermektedir (Ciccarelli ve ark., 2006; Edbeib ve ark., 2016).

1.2.1.1Iimh Halofilik Bakteriler

Morfolojik ve taksonomik agidan asir1 halofillerden ayr1 bir grup olan 1limli halofilik bakteriler
asir1 halofilik arkeler ile kiyaslandiklarinda, diisiik 1s1 ve tuz konsantrasyonlarinda iireme
yetenegine sahiptirler (Ventosa ve ark., 1998). Carrasco ve arkadaslar1 (2007) yaptiklar
calismada 1limli halofilik bakterilerin %3-15 NaCl iceren ortamlarda gelisebildikleri bilgisini
elde etmislerdir. Gram-pozitif, Gram-negatif aerobik veya fakultatif anaerobik o6zellik
gosterirler (Ventosa ve ark., 1998; Birbir ve ark., 2015; Caglayan ve ark., 2015; Caglayan ve
ark. 2017; Caglayan ve ark., 2018). Gram-negatif ve Gram-pozitif mikroorganizmalari i¢eren
tlimli halofilik bakteriler, hem taksonomik agidan hem de fizyolojik agisindan da farklilik
goOsteren bir gruptur (Ventosa ve ark., 1998; Ventosa, 2006). Gram-pozitif 1limli halofilik
bakteri tlrleri Bacillus, Thalassobacillus, Jeotgalibacillus, Pontibacillus, Streptomonospora,
Nesterenkonia, Clostridium, Marinibacillus, Dietzia, Virgibacillus, Halobacillus, Yania,
Sporosarcina Desulfotomaculum, Marinococcus, Nocardiopsis, Gracilibacillus Prausrella,
Lentibacillus, Saccharomonospora, Tenuibacillus, Alkalibacillus, Tetragenococcus,
Microbacterium, Salinibacillus, Filobacillus, Salinicoccus ve Natronincola cinslerinin yeleri
iken, Gram-negatif 1limli halofilik bakteri tiirleri ise Halovibrio, Salegentibacter,
Methylohalobius, Chromohalobacter, Rhodothalassium, Thiohalocapsa, Salinisphaera,
Muricauda, Spirochaeta, Algoriphagus, Sulfitobacter, Halospina, Pseudoalteromonas,
Desulfovibrio, Roseisalinus, Selenihalanaerobacter, Halanaerobacter, Sporohalobacter,

Psycrobacter, Halanaerobium, Staleya, Natroniella, Desulfocella, Methylarcula,



Rhodospirillum, Halomonas, Desulfohalobium, Salinivibrio, Halothibacillus, Arhodomonas,
Salipiger, Idiomarina, Marinicola, Haloincola, Nitrincola, Orenia, Psychroflexus,
Alteromonas, Halorhodospira, Rhodovibrio, Halochromatium, Marinobacter, Salinimonas,
Halothermothrix ve Palleronia cinslerini iceren mikroorganizmalardir (Sanchez-Porro ve ark.,
2003; Ventosa, 2006; Caglayan ve ark., 2015; Akpolat ve ark., 2015; Birbir ve ark., 2015).
Ayrica yapilan ¢aligmalarda 1limli halofilik bakterilerin proteaz, amilaz, lipaz, 3-galaktosidaz,
kazeinaz, DNaz, Ureaz, sellilaz ve lesitinaz gibi ¢esitli enzimleri trettikleri bildirilmistir
(Mellado ve ark., 2004; Ventosa, 2006; Caglayan ve ark., 2015; Caglayan ve ark. 2017,
Caglayan ve ark., 2018).

1.2.2. Asinn Halofilik Mikroorganizmalar

Baz1 mikrobiyal ortamlar insanlarin dahi yasamasinin miimkiin olmadig: sekilde ozelliklere
sahip olan ortamlardir. Bahsi gegen ortamlarda yasayabilme yetenegine sahip

mikroorganizmalar ekstremofil olarak adlandirilir (Madigan ve ark., 2009).

Ekstremofil mikroorganizmalar; derin su sedimentleri (barofiller), asidik sicak su kaplicalari
(asidofiller), deniz buzlar1 (psikrofiller), termal sular (termofiller), soda golleri (alkalifiller),
asir1 tuzlu sular (halofiller) gibi ekstrem ortamlarda yasamaya adaptasyon saglamiglardir

(Dalmaso ark., 2015).
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Sekil 1.2. Ekstremofilleri ve Direncli Ozellikleri Gosteren Filogenetik Agac (Dalmaso ark.,
2015)



Halobacteriales takiminin tyeleri olan asir1 halofilik arkeler farkli morfolojik 6zelliklere (kok,
ucgen, disk, comak, kare) sahiptirler. Gram-negatif 0zellikte olup ikiye bolinerek
cogalmaktadirlar. Dinlenme safhalar1 yoktur ve spor olusturmazlar (Grant ve ark., 2001). Asir
halofilik arkelerin bazilari 151k enerjisini kullanarak ATP sentezi gergeklestirir. Fakat bahsi
gecen ATP iretimi klorofil pigmenti ile gerceklesmediginden dolay1 fotosentez olarak
adlandirilmamistir. Klorofile sahip olmadan, 151k vasitasiyla ATP sentezi gergeklestiren tek
organizma halofilik arkelerdir (Tu ve Huttchinson, 1984; Greene ve Lanyi, 1979; Kushner,
1985; Stoeckenius, 1985; Valera, 1988; Madigan ve ark., 2009).

Halobacteriales takimindaki aerobik halofilik arkeler, Halobacteriaceae ailesi icerisindeki
baskin halofillerdir. Olii Deniz, Magadi Gélii gibi asir tuzlu soda golleri ve tuzlalarm tuz
Kristallestirici havuzlarinda bulunan biyolojik ¢esitliligin baskin kismini olustururlar. Birgok
tiirde C50 karotenoidleri (bakteriyoruberinler) bulunmaktadir. Bu sebepten 6tiirii de farkl
tonlarda kirmizi koloniler olustururlar ve dogal ortamlarda kirmizi renk olusumu goézlemlenir
(Oren, 2002; Madigan ve ark., 2009). Diinya iizerinde, Olii Deniz (Oren, 1988; Oren ve ark.,
1995), Biiyiik Tuz Go6lii, Utah, ABD (Waing ve ark., 2000), Sinai, Misir'da tuzlu su havuzlari
(Oren ve ark., 1999) ve Tuz Golu, Turkiye (Birbir ve Sesal, 2003; Birbir ve ark., 2007) asir1

halofilleri iceren habitatlara érnek olarak verilebilirler.

1.2. Halofilik Mikroorganizmalarin Tuzlu Ortam Adaptasyonlari

Asiri tuzlu ortamlarda yasayan mikroorganizmalar, ortam ile ozmotik dengeyi korumak ig¢in
baz1 6zel yapilara ve enzimatik adaptasyonlara ihtiya¢ duyarlar. Yiiksek tuzluluga sahip
kosullarda asir1 su kaybini dnlemek i¢in halofiller, sitoplazmalarinin ozmotik aktivitesini dig
ortamla esitlemeleri icin iki farkli yonteme ihtiya¢ duyarlar. Bunlardan ilki uyumlu organik
¢oziiniir maddeler iiretilmesidir. Ikincisi ise hiicreler icindeki toplam tuz konsantrasyonunu,
sitoplazmalarindaki biiyiikk tuz konsantrasyonlariyla birlestirerek ortamda yasamlarini
stirdlirmesidir (Mongodin ve ark., 2006). Halofilik mikroorganizmalar, bulunduklari
ortamlardaki tuz konsantrasyonunu dengelemek i¢in inorganik klor iyonlarimi kullanarak ve
hiicreler arasinda bulunan klor iyonlarini biriktirerek, kendilerini tuzlu ortama kars1 korurlar.
Bu koruma olaym: da kloru ortamdan sitoplazmaya tasiyan sadece halofilik

mikroorganizmalarda bulunan klor pompasi vasitasiyla gergeklestirirler (Lanyi, 1990).



Russell (1989) yaptig1 bir ¢alisma sonucunda 1limli halofilik bakteri olan Vibrio costicola’nin
tuz oraninin yiikksek oldugu ortamda, hiicre membranindaki stresi en aza indirmek igin
membranindaki fosfatidilgliserol ve glikolipid miktarii arttirdigin1 ve asirt halofilik
arkebakterilerin meydana gelen genetik adaptasyonu sonucu siilfat gibi negatif yiiklii iyonlar

biriktirdigini ortaya ¢ikarmistir.

1.3. Halofil Mikroorganizmalarin Onemleri

Yapilan arastirmalar sonucunda gezegenemiz lizerindeki atiklarin yaklasik olarak %5'i tuzlu
veya asiri tuzlu ortamlarda oldugu distiniilmektedir. Bu gibi ortamlarda yasayip gelisebilen
halofillerin, biyoremediasyon i¢in ¢ok 6nemli bir potansiyele sahip oldugu bilim insanlari

tarafindan diisiiniilmektedir (Sivaprakasam ve ark., 2008).

Endiistriyel atiklardan toprak kirleticilerine kadar atiklarin biyoremediasyon yontemi
kullanilarak  giderilmesi i¢in  halofillerin  kullanimlar1  arastirnlmaktadir.  Halofil
mikroorganizmalarin ¢ok ¢esitli ve ¢ok yaygin olusu, kontaminasyon boélgelerinin genellikle
tuzlu bolgeler olusu nedeniyle, halofillerin ¢evresel uygulamalari nemlidir (Kebbouche-Gana

ve ark., 2009).

Yaptigimiz literatiir arastirmalari sonucunda 1limli halofilik bakterilerin, biyoteknolojik
potansiyellerinin bulunmasi sebebiyle son yillarda yapilan ¢aligmalara konu olmuslardir
(Mellado ve Ventosa, 2003). Haloarchaea’nin biyoteknolojideki en 6nemli kullanimlarindan
biri  ksenobiyotiklerin  biyoremediasyonudur ~ (Oren,  2010).  Ilmli  halofilik
mikroorganizmalarin, iireme siirelerinin kisa olmasi ve endiistriyel agidan farkli 6zelliklere
sahip olduklarindan dolay1 biyoteknolojik acidan degerlidirler (DasSarma ve Arora; 2002).
Halofilik mikroorganizmalarin endiistriyel uygulamalari ¢cok ¢esitlilik gostermektedir ve bilyiik
biyoteknolojik potansiyele sahip olduklar1 yapilan g¢alismalar sonucunda elde edilmistir

(DasSarma, ve ark., 2010).

Gunumuzde halofilik mikroorganizmalar kontamine olmus tuzlu sular ve toksik maddeler ile
kirlenmis ortamlar1 iyilestirmek igin kullanilmaktadir. Bunun sebebi ise halofilik
mikroorganizmalarin tuz ve organik Kkirleticilere karsi olan toleranslarmin kanitlanmis
olmasidir (Ding ve Lai, 2010). Natrialba sp. strain C21’in tek karbon kaynagi olarak organik
Kirleticilerden olan fenol, naftalin ve piren (zerinde buyumesi bu duruma verilebilecek bir
ornektir (Khemili-Talbi ve ark., 2015).



Teknolojik alanda halofilik arkeler, retina proteinlerinin optik biyo-bilgisayar cipleri icin
kullanilmasi, bilgi depolama, polidihroksialkanatlarin biyobozunur plastikler olarak sentezinde
kullanilmaktadir (Rodriguez-Valera, 1992). Genellikle, halofillerden elde edilen hidrolazlar
termostabildir ve ¢esitli pH degerlerine uyum saglarlar. Halofillere ait hidrolazlarin organik
coziiciilerin varligi, yiiksek sicaklik ve tuz igerigi gibi fiziksel ve kimyasal kosullar altinda
etkinligini gostermeleri i¢in gerektigi zaman enzimatik doniisiimlerde de kullanilabilir (Zheng
ve ark., 2016). Uretilen halofilik hidrolazlardan olan amilazlarin nisastanin par¢alanmasinda
etkisi oldugu, proteazlarin ise deterjan formiilasyonlar1 igin kullanildigr bilinmektedir.

(Coronado ve ark., 2000; Lama ve ark., 2005; Poli ve ark., 2017).

Halofilik mikroorganizmalardan elde edilen amilaz, nikleaz, lipaz, ksilanaz ve proteaz gibi
ekzoenzimler ticari agidan oldukga biiyiik bir dneme sahiptir (Kamekura, 1986). Asir1 halofilik
arkelerde CI iyonunun hiicre i¢ine girisini saglayan 1sikla ¢alisan halorodopsin pompasinin klor
iyonlar1 i¢in biyosensor olarak kullanilabilecegi agiklanmistir (Seki ve ark., 1994).

Gida endiistrisinde halofilik laktik asit bakterileri halofillere 6rnek mikroorganizmalardir.
Halofilik laktik asit bakterilerinin gelismeleri ve yasamlarin stirdiirebilmeleri i¢cin bulunduklar
ortamlarda yiiksek oranda tuz yogunlugu bulunmasi lazimdir. Pediococcus ve Tetragenococcus
cinsleri bol yogunlukta fermente gidalardan elde edilen halofilik laktik asit bakterileridir. YUce
ve arkadaglar1 (2017), Tetragenococcus muriaticus, T. halophilus, Lactobacillus plantarum,
Pediococcus pentosaceus gibi bakterilerinin gidalarda fermantasyon esnasinda 6nemli rol
oynadiklarin1 saptamiglardir. Lactobacillus plantarum’un halofilik bir laktik asit bakterisi
oldugu rapor edilerek bu probiyotik bakterinin bagirsak florasini diizenledigi bilinmektedir.
(Uchida ve ark., 2014; Yuce ve ark., 2017). Mikrooorganizmalardan elde edilen enzimlerin,
hayvansal ve bitkisel kaynakli enzimlere oranla daha ekonomik olduklari, oldukga yiiksek
enzimatik aktivite gosterdikleri, zararli Uriin olusturmadiklari, stabil olduklar: bilinmektedir
(Yiice ve ark., 2017). Hali hazirda kullanilan birgok enzimin yiiksek sicaklik, asit veya alkali
pH gibi asir1 kosullar altinda yapilarinin bozulup yiiksek performans gosterememesinden dolay1
halofilik enzimler giindeme gelmeye baslamis ve arastirmalar halofiller ve halotolerantlar

tizerinde yogunlasmistir (Delgado Garcia ve ark., 2012).

1.4. Halofilik Mikroorganizmalar Hakkinda Yapilan Calismalar

1982 yilinda Quesada ve arkadaslarmin Ispanya’nin Alicante sehri yakinlarinda farkli tuz

konsantrasyonlarda olan tuzlu toprak (%5-10.7) 6rnekleriyle yapilan ¢alismalarinda bir¢ogu



iliml1 halofil iceren 211 sus izole edilmis ve cins seviyesinde tanimlanmistir. 1990’11 ve 2000’11
yillarda tuzlu ortamlardaki Bacteria ve Archaea Domainine ait mikroorganizmalarin
tanimlanmas1 fenotipik ve 16S rRNA temelli molekiiler yontemlerle yapilmaya baslanmistir.
Arahal ve arkadaslar1 (1996), 1940 yilinda Ron Elazari-Volcani tarafindan, Olii Deniz’in farkli
bolgelerinden alinan su ornekleri tizerinde 1996 yilinda yiirittiikleri ¢alismada, 22 asirt
halofilik arke susu izole etmislerdir. Bu suslar1 fenotipik olarak 5 farkli gruba ayirmislardir.
16S rRNA’y1 kodlayan gen dizilimlerinin yaklasik 1400 baz karsilastirmasi kullanilarak
yapilan filogenetik analiz sonucunda 5 izolatin Haloferax, Halobacterium ve Haloarcula olarak
3 farkli cinse ait oldugunu saptamislardir. Iki susun Haloferax volcanii ve bir susun
Halobacterium salinarum tirleri ile yakin iligkili olduklari, diger iki susun ise Haloarcula
hispanica ile %98.9 ve %98.8 benzerlik gosterdikleri ancak tek bir kaynaktan izole edilen bu

iki yeni tiirin suslarinin farkli kaynaklardan izole edilerek ve tamamen karakterize edilene

kadar isimlendirilemeyecegi arastiricilar tarafindan belirtilmistir.

Birbir ve arkadaslar1 (2004), iilkemizin I¢ Anadolu bélgesinde bulunan ve kirlenmemis bir tuz
madeni olan Tuzkdy’iin ii¢ farkli noktasindan aldiklar tuz 6rnekleri ile kimyasal ve mikrobiyal
analizler yapmiglardir. Aldiklar1 bu Ornekler ile tuzun mikrobiyal kontaminantlarin
tanimlamay1 ve bunlar karakterize etmeyi amaglamislardir. Calisma sirasinda arastirmacilar,
tuz orneklerinin 1 graminda 10°-10° koloni olusturma birimi (kob) asir1 halofilik
mikroorganizma tespit etmiglerdir. Daha sonra karakterizasyon i¢in rastgele secilmis 12
koloniyi, geleneksel ve molekiiler yontemlerle tanimlayarak elde edilen izolatlarin lipid
analizlerini, antibiyotik duyarliliklarin1 saptamislardir. Arastirmacilar Halobacteriaceae
familyasina ait agir1 halofilik arkelerin Halobacterium, Haloarcula, Natrinema ve Halorubrum
cinslerine ait olduklarin1 tespit etmislerdir. Bunlara ek olarak yapilan arastirmada arastiricilar,
endiistriyel uygulamalar i¢in kullanilan tuzun kalitesini degerlendirmek i¢in izole ettikleri
suslarin enzimatik aktivitelerini de arastirmislardir. Arastirmacilar, izole edilen suslarin
jelatinaz, kazeinaz, amilaz, seliilaz ve lipaz gibi hidrolitik enzimler iirettiklerini saptamiglardir
ve bu suslarin kullanildigi endiistriyel alanlarda bozulmalara neden olabileceklerini
aciklamiglardir. Calismadan elde edilen diger bir 6nemli sonug ise Halobacterium, Haloarcula,
Halorubrum ve Natrinema cinslerine ait arke turlerinde ilk kez seliilaz aktivitesinin varliginin
saptanmasidir. Ayrica arastiricilar Haloferax ve Halorubrum tiirlerinin bazilarinda -

galaktosidaz aktivitesinin varligini bildirmislerdir (Birbir ve ark., 2004).

Ozcan ve arkadaslar1 (2006), Tiirkiye’de bulunan 6 farkli tuzlu bélgeden, %25'lik tuz (NaCl)
icerigine sahip kompleks besiyeri hazirlayarak 95 tane halofilik sus izole etmislerdir.
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Arastiricilar halofilik suslar1 Seyfe Golii, Kirsehir; Tuzla Golii, Kayseri; Salda Golu, Denizli;
Ac1 Gol, Denizli; Tuz Golii, Ankara ve Bolluk G6lii, Konya’dan izole etmislerdir. Bu gollerden
izole edilen suslar hareket, Gram reaksiyon, hiicre ve koloni morfolojileri, pigmentasyon,
biyokimyasal 6zellikler ve antibiyotik duyarliliklar1 yoniinden incelenmistir. Hiicre membrani
lipidlerine ve antibiyotik duyarhiliklarina gore izole edilmis tim suslarin Archaea Domainine
ait oldugunu tespit etmislerdir. Biitiin izolatlar, agaroz jel elektroforezi ile plazmitlerin varlig1
acisindan incelenmis ve cogu izole edilen sus plazmit igerdigi tespit edilmistir. Elde edilmis
olan izolatlardan hicre proteini profilleri, SDS-PAGE yontemi araciligiyla analiz edilmis ve
UPGMA vyontemi kullanilarak benzer bir biyolojik modelleme (dendogram) ortaya

cikarilmustir. Izolatlar arasinda anlamli benzerlikler ve farkliliklar da gdzlenmistir.

Birbir ve arkadaslar1 (2007), I¢ Anadolu bélgesinde bulunan Tuz Gélii ve Tuz Gélii’niin
Kayacik ve Kaldirim tuzlalarinda mikrobiyal topluluklarin karakterizasyonu ve asir1 halofilik
arkelerin ¢esitliligi tizerine yaptiklar1 arastirmada, Halobacteriaceae familyasina ait acrobik,
kirmizi veya pembe renkli 27 adet arke kolonisinin koloni sekillerine, boyutlarma ve
pigmentasyonlaria gore sec¢ildigini, fenotipik ve filogenetik karakteristiklerine (16S rRNA
genlerini), hiicre membranindaki polar lipit iceriklerine ve antibiyotik duyarliliklarina gore
karakterize edildigini bildirmislerdir. Ayrica, arastiricilar izolatlardaki farkliliklart DGGE
analizi ile saptamislardir. Filogenetik analizler sonucunda, izolatlarin ¢ogunun Haloarcula,
Halorubrum ve Halobacterium cinslerine ait oldugu tespit edilmistir. Haloarcula cinsinin hem
Tuz G6li’nde hem de tuzlalarinda agirlikli olarak bulundugu bildirilmistir. Halorubrum turleri
Tuz G6li ve Kaldirim tuzlasindan, Halobacterium tiirleri ise Tuz G6lii ve Kayacik tuzlasindan
izole edilmistir. Arastiricilar, biitiin suslarin deri ve gida {irlinlerinde kullanilan ham tuzun
zararli etkilerinden sorumlu olan proteaz, amilaz ve seliilaz gibi ¢esitli hidrolitik enzim

aktivitelerini gosterdiklerini ortaya koymuslardir.

Schloss ve Handelsman (2005) tarafindan belirtildigi gibi dogal ortamlarda bulunan
prokaryotlarin %99’undan fazlas1 laboratuvar ortaminda kiiltiire edilemedigi icin ortamda
bulunan organizmalarin mikrobiyal fizyolojisi, genetigi ve ekolojisi hakkinda elde edilen
bilgiler sinirli kalmaktadir. Bir ortamda bulunan mikroorganizma ¢esitliligi genellikle
kiiltiirden bagimsiz yontemlerle belirlenmektedir. Metagenomik terimi, istatiksel meta-analiz
(istatiksel olarak birbirinden farkli olan analizlerin birlestirilme siireci) ve genomik
(organizmaya ait olan genetik materyalin analiz edilmesi) kavramlarinin birlestirilmesiyle
ortaya c¢ikmistir (Rondon ve ark., 2000). Metagenomik ¢alismalarindan Once,

mikroorganizmalarin  besiyerlerinde  {iretilmeleri  saglanmakta ve  dretilen bu
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mikroorganizmalarin daha sonra genom dizileri yapilmaktaydi (Cowan ve ark., 2015; De
Maayer ve ark., 2014). Cevrede bulunan mikroorganizmalarin birgogunun standart yontemler
kullanilarak kiiltiire edilemedigi agiklanmistir. Bu mikroorganizmalarin kiiltiire edilmeden
yapilan genomik analizler metagenomik caligmalari tesvik etmistir (Schloss ve Handelsman,
2003). Bir mikroorganizma grubunun metagenomik veya kiiltiirden bagimsiz genomik analizi,
mikrobiyal ekolojideki temel sorular1 cevaplama potansiyeline sahiptir (Riesenfeld ve ark.,
2004). Giintimiize kadar asir1 tuzlu ortamlarda yapilan metagenomik calismalar sayesinde
birgok yararli bilgi elde edilmistir. Kiiresel mikrobiyom arastirmalarinda, genom diziliminin
ortaya c¢ikmasi ile yeni pencereler agilmistir. Kirk yil 6nce kiiciik viriislerin genom dizilemesi

yapilmis daha sonra 1995 yilinda bakteri genom dizilemesi yaymlanmastir.

Genomik analizlerle 50.000’den fazla Bacteria ve Archaea Domainine ait mikroorganizmalarin
ve virlis genomunun patojenik ozellikleri, antimikrobiyal maddelere gosterdikleri direngler ve
biyojeokimyasal dongiilerdeki rolleri hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmistir (Madigan ve ark.,
2019). Kiiltiirden bagimsiz tekniklerle yapilan ¢aligmalarda, doymus tuzlu sularda en c¢ok
bulunan tirlerin Haloguadratum walsbyi ve Salinibacter ruber oldugu bildirilmistir.
(Zhaxybayeva ve ark., 2013; Dillon ve ark., 2013).

Cinar ve Mutlu (2016), tilkemizde bulunan Bing6l, Fadlum, Kemah ve Tuzlagozii tuzlalarinin
prokaryotik topluluklarini, kiiltiire bagimli ve kiiltirden bagimsiz metotlarin1 kullanarak
arastirmislardir. Bu arastirmada FISH, Floresans in situ hibridizasyon ve 454 pirosekanslama
metotlarindan yararlanilmistir. Universal problarla yapilan FISH analizinde, agirlikli olarak
haloarkelerden olusan besleme sularmin 1 mililitresinde 1.6x10%-1.7x10% kob bulunmusken,
kristallesmenin meydana geldigi gollerde bu say1 3.8x10°-2.0x107 kob olarak saptanmistir.
Bingol, Fadlum, Tuzlagdzii ve Kemah 6rneklerinden yapilan metagenomik analizlerinden elde
edilen sonuglarda en fazla goriilen arkeyal OTU’lar sirasiyla Halorubrum (%49.6), Haloarcula
(%27.8) ve Halonotius (%59.8), Haloquadratum (%76.8) olarak tespit edilmistir. Fadlum
(%71.5) ve Bingol (%79) drneklerinde en baskin subenin ise Bacteroidetes oldugu goriiliirken,
Kemah tuzlasinda en baskin subenin (%79.6) Proteobacteria oldugu tespit edilmistir.
Tuzlagozii’nden elde edilen bakteriyal OTU’larin Bacteroidetes (%35.0), Cyanobacteria
(%35.7) ve Proteobacteria (%25.5) subelerine ait olduklar1 belirtilmistir. Bakteri izolatlarinin
Proteobacteria (Alphaproteobacteria ve Gammaproteobacteria smniflar1) ve Bacteroidetes
subelerine ait oldugu sonucuna varilmistir. Karsilastirmali analizler ile tuzlalarin baslica
uyelerinin Euryarchaeota, Bacteroidetes, Proteobacteria ve Cyanobacteria subelerine ait

oldugunu gostermistir.
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Naghoni ve arkadaslar1 (2017), iran da bulunan ve talasohalin 6zellige sahip olan Meyghan
Golu'nden tuzlu su 6rnekleri toplayarak kiiltiir bagimli ve kiiltiirden bagimsiz (I1lumina HiSeq)
yontemler kullanarak mikroorganizma profillerini ¢ikartmiglardir. Meyghan Goli’niin ¢
farkli noktasindan alinan tuzlu su 6rnekleri, tuzlu sularin baskin rengine gore, Y (yesil), K
(kirmiz1) ve B (beyaz) olarak drneklenmis ve bu ortamlardan toplam 361 sus izole edilmistir.
Her bolgeden, rastgele secilen 35 izolatin (toplamda 105) 16S rRNA gen dizilemesi
yapilmustir. Diisiik tuzluluk havuzunda (Y) agirlikli olarak Bacteria domainine ait bakteriler
bulunmustur (35'ten 31'i). Proteobacteria, Gammaproteobacteria (ldiomarina sp. ve
Halomonas sp.) ve Alphaproteobacteria’nin baskin gruplar oldugu bildirilmistir. Diger bakteri
izolatlarinin Actinobacteria, Bacteroidetes ve Firmicutes filumlarina ait oldugu bildirilmistir.
Orta tuzluluktaki kirmizi havuzdan (K), Firmicutes'e (Bacillus sp. ve Thalassobacillus),
Gammaproteobacteria ve Actinobacteria'ya ait olan 16 adet Bacteria domainine ait bakteriler
izole edilmistir. En yiiksek tuzluluktan 6'st Gammaproteobacteria, 3'U Firmicutes ve 1'i
Alphaproteobacteria'ya ait 10 bakteri izole edilmistir. Tiim arke izolatlar1 Halobacteria
simifindaki ii¢ familyaya (Halobacteriaceae, Haloferacaceae ve Natrialbaceae) ait olarak
bulunmustur. Baskin cinsler ise sirasiyla Haloarcula, Halorubrum ve Natrinema olarak rapor
edilmistir. Alinan 6rneklerin ii¢ adetinde baskin iyonlar Na* ve CI™ olarak tespit edilirken SO4*
ve Mg?* diger baskin iyonlar olduklari tespit edilmistir. Orneklerin pH'lar1 sirastyla 8,8-7,9-7,7
olarak 6l¢iilmistiir. Bu ortamlarin tuzluluklar sirasiyla 50 g/kg, 180 g/kg ve 300 g/kg olarak
bildirilmistir. Bakteriyel ve Arkeal bolluklar, spesifik 16S rRNA primerleri kullanilarak gPCR
ile belirlenmistir. Tiim tuzlu sularda okumalarin yaklasik %15'inin Eukarya domainine ait
oldugu bulunmustur. Baskin bakteri filumu, bolluk sirasina gore {i¢ 6rnekleme noktasindan
alinan sudaki toplam bakteri gesitliliginin %94'{inden fazlasin1 olusturan Proteobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes ve Actinobacteria oldugu tespit edilmistir. Ek olarak, bilinen
herhangi bir filuma atanamayan c¢ok sayida bakteri okumasi oldugu bildirilmistir. Ayrica,
atanmamis bir bakteri cinsi ve atanmamis bir proteobakteriyel cins bol miktarda mevcut oldugu
tespit edilmistir. Bakteri ve Arke domainlerinin bolluklari artan tuzlulukla birlikte degistigi
saptanmustir. Bacteria 'min disiik tuzlulukta (Y) baskin domain (%79) iken, en yiksek

tuzlulukta (B) Archaea 'nin baskin domain (%84) oldugu saptanmistir (Naghoni ve ark., 2017).

Zhu ve arkadaglar1 2018 yilinda Cin'in Qaidam Havzasinda bulunan asir1 tuzluluga sahip
Hulsan Golu, Baluan Mahai Goli, Dabsan Goli, Qarhan Goli ve Xi Taijnar Goli ile mezohalin
Dong Taijnar Golii'nti igeren alt1 g6l ve Hulsan Tuzlasi, Qarhan Tuzlasi, Niulang Zhinu

Tuzlasi, Mangyai Tuzlasi ve Kunteyi Tuzlasindan olusan bes tuzladan alinan tuzlu su 6rnekleri
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kiiltiirden bagimsiz yeni nesil [llumina Miseq yontemi ile arastirmistir. Yapilan ¢calismada asir1
tuzluluga sahip gollerin sicakliklar1 15.6-28.7 °C olarak saptanirken Hulsan GoliU’niin pH
degeri 6.2, Baluan Mahai G6li’niin 6.2, Dabsan G6li’niin 6.8, Qarhan Go6li’niin pH 7.8 ve Xi
Taijnar GOlU’niin ise 7.0 olarak belirtilmistir. Tuzlu su Orneklerinin alindig1 tuzlalarin
sicakliklart 18.8-28.1 °C, pH’lar1 ise 5.8-6.7 arasinda hafif asidik olarak saptanmistir. Alinan
tuzlu su orneklerinde Bacteria domainine ait baskin filumlarin sirasiyla Proteobacteria
(%39.4-64.6), Firmicutes (%17.0-42.7) ve Bacteroidetes (%1.5-8.9) oldugu rapor edilmistir.
Asir1 tuzlu ortamda yasayan topluluklar i¢inde tanimlanan baskin bakteri cinsleri Pseudomonas
(%6.3-17.0), Lactococcus (%5.8-17.8), Anoxybacillus (%4.1-13.2) ve Acinetobacter (%4.7-
13.7) olarak saptanmustir (Zhu ve ark., 2020).

Leoni ve arkadaslart 2020 yilinda Avrupa'nin en biiyiik talasohalin tuzlasi olan Margherita di
Savoia Tuzlasi’nin (italya) artan tuz konsantrasyonlarina sahip (%4.9-36.0 araliginda) dokuz
havuzdaki mikrobiyal topluluklar1 analiz etmislerdir. Sirasiyla Bacteria ve Archaea'nin 16S
rRNA geninin V5-V6 ve V3-V4 hiperdegisken bdlgelerini ayri1 ayri ele alan bir derin-
metabarkodlama NGS prosediirii ve CARD-FISH (katalizli raportor biriktirme floresan in situ
hibridizasyon) analizi ile mikroorganizma profilini incelemislerdir. En diisik tuzluluk
oranlarina sahip {i¢ havuzdaki Archaea'nin diisiik orantili bollugu, ilgili amplikon
Kitapliklarinin kurulmasini engellemis olsa bile, her iki alan da tuzla boyunca tespit edildigi
bildirilmistir. En yiiksek hiicre sayilari, Bacteria domaini igin %14.5 tuzlulukta ve Archaea
domaini igin ise %24,1 tuzlulukta elde edilmistir. Bakteriler ilk havuzlarda (tuzluluk aralig
%4.9-14.5) en fazla cins sayisini gosterirken, arkeal cinsler tuzlanin son havuzlarinda (tuzluluk
%24.1-36.0) saptanmustir. Prokaryotlar arasinda Salinibacter maksimum bolluga sahip (%34,6
tuzlulukta ~%49) cins olarak belirlenmistir. Yiiksek bollukta tespit edilen diger cinsler Archaea
ait Haloquadratum (%36.0 tuzlulukta ~%43) ve Natronomonas (%13.1 tuzlulukta ~%18),
Bacteria ait Candidatus Aquiluna (%14.5 tuzlulukta ~%19) olarak rapor edilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda bir ilk olarak Candidatus Aquiluna 'nn talasohalin sularda ilk kez elde edildigi bilim
insanlari tarafindan bildirilmistir (Leoni ve ark., 2020).

1.5. Cahsmamizda Saptanan Prokaryotik Mikroorganizma Cinslerine Ait Bilgiler

Cins Anaerobacillus

Anaerobacillus cinsinin simdiye resmi olarak tanimlanan 7 tiiriniin oldugu bildirilmistir
(Euzby, 1997; http://www.bacterio.net/, Erisim Tarihi 2022). Zavarzina ve arkadaslar1 (2009)

tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda izole edilen mikroorganizmalarin, zorunlu anaerobik
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veya aerotolerant, zorunlu veya orta derecede alkalifilik, halotolerant veya orta derecede
halofilik olduklar1 bilgisi elde edilmistir. Fermentasyon veya anaerobik solunum yoluyla

biliyiiyen ve arsenati indirgeyebilen, Gram pozitif ¢omaklar sekilli hiicreler igermektedir

(Zavarzina ve ark., 2009; Bassil ve Lloyd, 2019).

Cins Bacillus

Bacillus cinsinin tiirleri Gram pozitiftir ve endospor olustururlar. Birgogu ayrica aerobik veya
mikroaerofilik olarak biiylidiikleri bilinmektedir. Bazilar1 fakiiltatif anaeroblardir (Ludwig ve
ark., 2015). Bacillus subtilis, Bacillus cinsinin tip susudur (Cohn, 1872; Skerman ve ark., 1980).
Bacillus cinsine ait tdrler hidrolitik enzim tretmelerinden ve ¢éziinen uyumlu maddelerinden
otiirii biyoteknolojik agidan 6nemlidir (Horikoshi, 1999; Arahal ve Ventosa, 2002; Margesin
ve Schinner, 2001; Krulwich ve ark., 2007; Nogi ve ark., 2005; Chen ve ark., 2011).

Cins Salipaludibacillus

Salipaludibacillus cinsinin simdiye resmi olarak tanimlanan 5 tiirii oldugu bildirilmistir (Euzby,
1997; http://www.bacterio.net/, Erisim Tarihi 2022). Filogenetik olarak Bacillaceae
familyasina aittir ve ilk olarak Narayan Sarovar Golii, Hindistan’dan izole edilmistir
(Sultanpuram ve Mothe, 2016). Salipaludibacillus cinsinin hicrelerinin hareketsiz, comak
seklinde, Gram pozitif dzellikte ve alt terminal konumunda oval veya elipsoidal endosporlar
olusturduklart bildirilmigtir. Aerobik veya fakiiltatif anaerobiktirler, katalaz ve oksidaz
aktiviteleri pozitiftir. DNA G+C igerigi %39.3—42.4 mol'dur. Tip turi Salipaludibacillus

aurantiacus'tur (Sultanpuram ve Mothe, 2016).

Cins Thiohalocapsa

Thiohalocapsa cinsinin simdiye kadar tanimlanmus 2 tiirii oldugu bildirilmistir (Euzby, 1997;
http://www.bacterio.net/, Erisim Tarihi 2022). Bu cinse ait hiicreler kiiresel, hareketsiz ve ikiye
boliinme ile cogalirlar. Gram negatif, fotosentetik pigmentler olarak bakteriyoklorofil a ve
karotenoidler ile vezikdler tipte dahili fotosentetik membranlar i¢erdikleri bildirilmistir (Imhoff
ve ark., 1998). Karanlikta mikrooksik ile oksik kosullar altinda kemolitotrofik veya
kemoorganotrofik biyime mimkindir. 20-30°C ve pH 6.5-7.5'te optimum bilylime gosteren
mezofilik bakterilerdir ve gelismeleri igin ortamda yiiksek konsantrasyonlarda sodyum klorire

ihtiya¢ duymaktadirlar. Yiiksek tuz konsantrasyonlarina sahip ve 1s1ga maruz kalan tuz ve diger
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kiy1 habitatlarinin siilfit iceren sular1 ve tortularinda bulunduklar1 bilgisi elde edilmistir (Imhoff

ve ark., 1998; Imhoff ve Caumette, 2015).

Cins Alcanivorax
Alcanivorax cinsinin simdiye kadar resmi olarak tanimlanmig 16 tiiriiniin oldugu bildirilmistir

(Euzby, 1997; http://www.bacterio.net/, Erisim Tarihi 2022). Alcanivorax cinsinin hicreleri

piruvat iceren ortamda biyirken genellikle 0.6-0.3 um genisliginde ve 1.6-2.3 pm
uzunlugunda, Gram negatif, hareketli olmayan aerobik ¢ubuklardir. Tek karbon ve enerji
kaynagi olarak n-alkanlar kullanildiginda daha kisadirlar (1.0-1.5 um). Oksidaz ve katalaz
pozitiflerdir. Alifatik hidrokarbonlar, biiyiime icin tek veya ana karbon kaynaklari olarak
kullanilirlar. Aktif biyosiirfaktanlardan olusan bir karistmdan glikoz lipidleri dretilir. Bunlardan
biri, ester baglari ile birbirine baglanmis ve glikozidik olarak C-1 glikoz ile baglanmis dort 3-
hidroksidekanoik asitten olusur (Yakimov ve ark., 1998). Alcanovorax cinsi, kirlenmemis
sularda diisiik sayilarda bulundugu ancak petrolle kirlenmis sularda ve kiy1 seritlerinde yiiksek
miktarda bulundugu ve burada petrolii bozan mikrobiyal toplulugun %80-90"1n1 olusturturdugu
bilim insanlar1 tarafindan bildirilmistir (Harayama ve ark., 1999; Kasai ve ark., 2001; Syutsubo
ve ark., 2001). Bu bulgular, Alcanivorax'in petrolle kirlenmis deniz sistemlerinin dogal
temizliginde kritik bir rol oynadigini ve g¢evresel onarim siirecini hizlandirmak icin yeni

biyoteknoloji stratejilerinin temelini olusturabilecegi sonucu elde edilmektedir (Golyshin ve

ark., 2003).

Cins Idiomarina

Idiomarina cinsi ilk olarak 2000 yilinda Ivanova ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir. Bu
cinsin 61 tiiri bilinmektedir (Euzby, 1997; http://www.bacterio.net/, Erisim Tarihi 2022).
Idiomarina cinsi hidrotermal menfezler (Donachie ve ark., 2003), fermente baliklar (Sitdhipol
ve ark., 2013), deniz kiyis1t kumundan (Kwon ve ark., 2006), denizalt1 hipertermal sular1 ve
giines tuzlalar1 iiretim yerlerinde (Jean ve ark., 2009), resif olusturan mercanlar (Chen ve ark.,
2012) ve deniz tortusu (Zhang ve ark., 2012) gibi deniz suyu ve asir1 tuzluluga sahip
ortamlardan izole edilmistir (Vinales ve ark., 2022). Oksidaz pozitiftirler. Gram-negatif, comak
sekilli, heterotrofik, zorunlu aerobik ve flagellaya sahip tiirlerden olusmaktadir. Optimum
NaCl, optimum pH ve optimum sicaklik ihtiyaglar ise sirastyla %0.6-%15, 7.5-8.0, ve 4-30

°C’dir. DNaz, jelatinaz ve lipazi iiretebildikleri halde, amilaz1 iiretemedikleri bilim insanlar
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tarafindan bildirilmistir (Ivanova ve ark., 2000). Idiomarina tiirleri arasindaki habitat
cesitliligine ragmen, mineral bakimindan zengin ve/veya halojeniir bakimindan zengin
ortamlarda yaygin olarak bulunmasina ragmen, karakterize edilen tiim suslarin amino asitler

tizerinde biiytidiigii bilinmektedir (Erable ve ark., 2010).

Cins Halarchaeum

Halarchaeum cinsi, filogenetik olarak Salarchaeum ve Halobacterium cinsleriyle yakindan
iliskilidir. Halarchaeum tiirleri tiggen ve disk sekilli hiicrelere sahip pleomorfiktirler ve Gram
negatif boyanir. Tek ve kompleks karbon kaynaklar1 dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli substratlar
lizerinde biiyliyen ve en az 1,6 M NaCl ve 4.0 ile 8.2 arasinda pH degerleri gerektiren asir1
halofilik mikroorganizmalardirlar ve orta derecede asidofilik kemoorganotrofik aeroblardir.
Polar lipidler, fosfatidil gliserol (PG), fosfatidil gliserofosfat metil ester (PGP-Me) ve
tanimlanmamis glikolipidlerin C20C20 ve C20C2s tlirevleridir (Minegishi, 2015).

Cins Haloarcula

Haloarcula hiicreleri siv1 kiiltiirde gomak seklinde gozlemlenmektedir fakat ayn1 zamanda da
pleomorfik ozellikte gostermektedirler. Haloarcula cinsi, yiiksek tuz igerigi gibi sinirlayici
faktoriin oldugu ortamlarda, gelisimi kolay olmasi sebebiyle model organizma olarak
kullanilmaktadir (Ma ve ark., 2010). Aerobik veya fakiltatif anaerobik, hareketli veya
hareketsiz olarak gozlemlenebilirler. Hiicreler gram boyamada negatif, oksidaz ve katalaz
pozitiftirler. Asir1 halofil olan Haloarcula, 2.0-5.2 M NaCl iceren besiyerinde gelisim
gosterirken optimum gelisim i¢in 2.5-3.0 M NaCl ihtiya¢ duymaktadir. Optimum sicaklik ve
pH araliklarinin sirasiyla 40—45 °C ve 7.0-7.5 oldugu bildirilmistir. Sekerlerden asit iiretirler
(Gonzalez ve ark., 1978; Ventosa, 2015).

Cins Natronomonas

Natronomonas cinsine ait tiirler, Gram negatif, diiz sekiller, koklar, kisa gomaklar ve tetragonlar
gibi ¢esitli hiicre sekilleri olmak {izere pleomorfik sekillidir ve kirmizi renklidirler. Halofil arke
olan Natronomonas tlrleri, kemoorganotrofik, aerobik ve bulunduklari ortamlarda 2.0 M NaCl
konsantrasyonuna ihtiyaclar1 vardir. Alkalifilik veya noétrofilik olarak degerlendirilmektedir.
Membran polar lipitleri, fosfatidilgliserol, fosfatidilgliserolfosfat metil ester ve fosfatidik asidin

gliserol dieter analoglaridir. Fitanil-sesterterpanil parcalar1 mevcut iken, bilinmeyen

17



fosfolipitler veya glikolipit mevcut olabilmektedir. DNA G+C igerikleri %61.8—64.3 arasinda
degiskenlik gostermektedir (Soliman ve Triper, 1982; Minegishi ve Kamekura, 2015).

Cins Haloplanus

Haloplanus cinsi, diiz, pleomorfik kirmizi veya pembe pigmentli ve Gram boyamada negatif
Ozellik gosteren hicreler icermektedir. 0.9-5.1 M NaCl konsantrasyonunda gelisim gosteren
asir1 halofiller olduklari, bazilariin hareketli oldugu, birgogunun gaz vezikiilleri olusturdugu
bilgisi yapilan g¢aligmalar sonucunda elde edilmistir. 20-52 °C sicaklik ve 5.5-9.5 pH
araliklarindaki degerler gelisimi desteklemektedir. Oksidaz ve katalaz pozitif, aerobik,
heterotroflardir. Bazi tiirler i¢in ortamda dimetil siilfoksit (DMSO), nitrat veya arjinin
varliginda anaerobik gelisme gosterdikleri rapor edilmistir. Filogenetik olarak en yakin iligki
olarak Halopelagius, Haloferax ve Halogranum cinsleri icermektedir. Tirlerin ¢ogu deniz
tuzlalarindan izole edilmistir. DNA G+C igerikleri %62.1-67.2 arasinda degiskenlik
gostermektedir. Haloplanus cinsinin tip tirt Haloplanus natans olarak belirlenmistir (Oren,
2015).

Cins Halorubrum

Halorubrum, uygun kosullar altinda ¢omak veya pleomorfik ve Gram negatif boyanma
Ozelliktedirler. Bakteriyoruberin karotenoidlerinin varligindan dolayr koloniler genellikle
kirmizi-turuncu renktedir. Fakat bu 6zelligin tam tersi olarak bazi tiirler neredeyse renksizdir.
Bazi suslarinda gaz vezikiilleri tiretmektedir. Gelisim gosterebilmek i¢in 1.0-5.2 M NaCl
konsantrasyon araligina ihtiyag duyan Halorubrum tiirleri agir1 halofiliktir. Baslica polar lipitler
(C20C20 ve bazen C2Czs), S-DGD-3 gibi siilfatlanmig bir glukosil mannosil dieter,
fosfatidilgliserol fosfat metil esterin (PGP-Me), fosfatidilgliserolin (PG), fosfatidilgliserol
silfatin (PGS) gliserol dieter tlirevleridir. DNA G+C igerikleri %60.2-71.2 arasinda
degismektedir. Optimal olarak pH 8.5-9.0 veya Uzerindendeki pH’larda gelisim gosterebilen
alkalifilik tdrler, glikolipitlerden ve PGS icermezler. Halorubrum cinsinin tirleri tuzlu
yiyeceklerden, deniz tuzlalarindan, tuzlu topraklardan, tuz gollerinden, kaya tuzundan, soda
gollerinden ve diger asiri tuzlu ortamlardan izole edilmistir. Halorubrum cinsinin tip tird
Halorubrum saccharovorum olarak belirlenmistir (Tomlinson ve Hochstein, 1976; McGenity
ve Grant, 1995; Oren, 2018).

18



Cins Halomarina

Halomarina cinsi Ug¢ tlr icermektedir (Euzby, 1997; http://www.bacterio.net/, Erisim Tarihi
2022). 2015 yilinda elde edilen bilgiye gére Halomarina oriensis, Tokyo, Japonya'daki bir
akvaryumdan orneklenen deniz suyundan izole edilmistir. Organizma hareketsiz, kokoid,
notrofiliktir, buyume igin en az 1,7 M NaCl gerektirir ve optimal olarak 2,7 M NaCl'de
blyldigi bildirilmistir (Inoue ve Kogure, 2015).

Cins Halonotius

Halonotius cinsi, kat1 besiyerinde kirmizi pigmentli koloniler olusturarak tireyen, Gram negatif
ozellikte olan, genellikle yuvarlak uglu, yassi comaklar seklindedirler. Hiicreler bir polar kamg1
ile zayifca hareketlidir ve zorunlu aerobik heterotroflardir. Katalaz ve oksidaz testleri negatiftir.
DNA G+C igerikleri %58.4-58.7 arasindadir. Tuz goélleri tuz ornekleri ve tuzlalarin tuz
kristallestirici havuzlarindan izole edilmislerdir. Halonotius cinsinin tip tiri Halonotius

pteroides olarak belirlenmistir (Burns ve ark., 2010; Duran-Viseras ve ark., 2019).

Cins Halobellus

Halobellus cinsine giren turlerin hiicreleri, optimal biiyiime kosullar altinda ¢cubuklar, koklar
veya pleomorfik formlar dahil olmak tizere farkli sekiller gosterirler ve kirmizi pigmentlidirler.
Gram negatif 6zellik gosterirler. Cogu tiir hareketlidir. Halobellus spp. pH 6.5-8.0'da ve 37°C'de
optimal olarak biiyliyen nétrofillerdir. Aerobik, kemoorganotrofik asiri halofillerdir (2,6-3,9 M
NaCl'de optimum blylme), karbon ve enerji kaynagi olarak ¢ok gesitli karbonhidratlar, organik
asitler ve amino asitler lizerinde biiyiiyebilirler. Sekerler, bazi tiirler tarafindan asit olusumu ile

metabolize edilir (Cui, 2016).

Cins Salinibacter

Bacteria domainine ait olan Salinibacter cinsinin hiicreleri gomak sekilli veya kavisli, oksidaz
ve katalaz pozitif, Gram negatif 6zellikli, aerobik ve heterotrofik bakterilerdir. Tuz golleri ve
tuzlalarda yasayan bu mikroorganizmalar asir1 halofiliktirler ve gelisim igin ortamlarda
minimum 150 g/L tuz konsantrasyonuna gereksinimleri vardir. Hlcreler karotenoid pigmentler
uretmektedir. Polar lipitleri fosfatidilkolin, difosfatidilgliserol ve tanimlanmamis glikolipit ve
lipitlerdir. Cinsin tip tirt Salinibacter ruber olarak belirlenmistir (Anton ve ark., 2002;
Makhdoumi-Kakhki ve ark., 2012; Munoz ve ark., 2016).
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Cins Nafulsella

Nafulsella cinsinin simdiye kadar tanimlanmis tek bir tiiri oldugu bildirilmistir (Euzby, 1997,
http://www.bacterio.net/, Erisim Tarihi 2022). Hiicreler yaklasik 0,5-0,6 mm genisliginde ve
1,4-3,2 mm uzunlugunda olan ve stiziilerek hareket edebilen, zorunlu aerobik, Gram negatif
comaklardir. MA'da 3 giin boyunca biiyiitiilen koloniler, agik kenarli, soluk pembe, piiriizsiiz,
dairesel, diiz ve 1-2 mm ¢apinda oldugu gézlemlenmistir (Zhang ve ark., 2013). Hiicrelerin
¢ogalmasi i¢in gereken optimum sicaklik 30-37 °C, optimum pH 7 ve %0.5-6 (w/v) (optimum
%2) oraninda deniz tuzuna ihtiya¢ duyarlar. Jelatin, nisasta ve kazeini hidrolize edebildikleri
ancak, karboksimetilseliiloz, kitin veya tirozini hidrolize edemedikleri bildirilmistir (Zhang ve

ark., 2013).

Cins Salinimicrobium

Salinimicrobium cinsinin simdiye kadar resmi olarak tanimlanan 10 tiirii oldugu bildirilmistir
(Euzby, 1997; http://www.bacterio.net/, Erisim Tarihi 2022). Hiicreler Gram negatif, spor
olusturmayan ¢omak seklindedir. Katalaz pozitif, oksidaz negatif ve ilireaz negatiftirler. Nitrat1
nitrite indirgeyemezler. Koloniler sari pigmentlidir. Kamg¢i ve kayma hareketlerinden
yoksundur. DNA G+C igerigi %42.1-44.4 mol'dir Tip turd Salinimicrobium catena'dir (Lim
ve ark., 2008).

Cins Puniceicoccus

Puniceicoccus cinsinin simdiye kadar tanimlanmis tek bir tiirii oldugu bildirilmistir (Euzby,
1997; http://www.bacterio.net/, Erisim Tarihi 2022). Puniceicoccus cinsi, Gram negatif,
fakiiltatif anaerobik, karotenoid pigmentler iireten, hareketsiz kok sekilindedirler (¢ap olarak
0,6—1,0 um). Gelismesi i¢in sicaklik, pH ve NaCl konsantrasyon degerleri sirasiyla 8-37°C
(optimum, 25-30°C), pH 5.0-12,0 (optimum, pH 9.0) ve %1.0-7.5 (a/h) NaCl'dir (optimum,
%3,0-3,5). Kemoheterotrofiktirler. Blylme i¢in NaCl'ye ihtiya¢ duyar. Oksidaz ve katalaz
negatiftirler. DNA G+C igerigi %52.1’dir (Choo ve ark., 2007). Puniceicoccus cinsinin tip turd

Puniceicoccus vermicola dir.

Cins Lentimonas
Lentimonas cinsinin simdiye kadar tanimlanan 1 adet tlrl bulunmaktadir. Lentimonas cinsinin

tip tlrd Lentimonas marisflavi olarak bilinmektedir (Euzby, 1997; http://www.bacterio.net/,
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Erigim Tarihi 2022). Lentimonas marisflavi ve YN31-114 kodlu izolatin 16S rRNA gen dizisini
gosteren bir dizi GenBank’da bulunmaktadir (Brown ve ark., 2010).

Cins Aquiluna

Aquiluna cinsinin simdiye kadar resmi olarak tanimlanan 2 tiirii oldugu bildirilmistir (Euzby,
1997, http://www.bacterio.net/, Erigsim Tarihi 2022). Aquiluna cinsine ait hiicre kiiltiirleri agik
kirmizi pigmentli, ¢ok kii¢iik ve ¢ubuk seklinde oldugu gézlemlenmistir. Aquilina cinsinin tip
tlrd Aquiluna borgnonia’dir. DNA G+C igerigi %>54,8 mol’diir (Pitt ve ark., 2021).

Cins Litoricola

Litoricola cinsinin simdiye kadar resmi olarak tanimlanan 2 tiirii oldugu bildirilmistir (Euzby,
1997; http://www.bacterio.net/, Erisim Tarihi 2022). Litoricola cinsinin hiicreleri Gram negatif,
kisa ¢omaklar ve hareketsizlerdir. Oksidaz pozitif ve katalaz negatiftir. Kemoheterotrofik ve
fakiltatif olarak gelisen aerobik bakterilerdir. Glikoz fermantasyonundan asit Uretmezler.
Biiylimeleri i¢in ortamda NaCl’ye ihtiyaglar1 vardir. Tip tiirlerinin tip susunun DNA G+C
igerigi %57.9 mol'diir. Cinsin tip tiiri Litoricola lipolytica'dir (Kim ve ark., 2007).

Cins Truepera

Truepera cinsinin simdiye kadar resmi olarak tanimlanan 1 tiirii oldugu bildirilmistir (Euzby,
1997; http://www.bacterio.net/, Erisim Tarihi 2022). Bu cinsin hiicreleri kiiresel seklinde
gozlemlenirken, kolonilerin turuncu/kirmizi pigment igerdigi bildirilmistir. Bu cinsin Gyeleri
endospor olusturmazlar. Alkalifilik, hafif termofilik ve hafif halofiliktirler. Oksidaz ve katalaz
pozitif 6zelliktedirler. Karbon ve enerji kaynagi olarak sekerler, organik asitler ve amino asitler
kullandiklar1 gozlemlenmistir. DNA G+C igerigi %67-68 mol’dir. Tip tlrl Truepera
radiovictrix'tir (Albuquerque ve ark., 2005).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bu tez arastirmasinda kullanilan yedi adet tuzlu su ve bir adet ham tuz ornekleri Ayvalik

Tuzlasi’ndan steril kosullarda toplanmustir.

2.1.1. Kullamilan Cozeltiler

Bu deneyde %0.85 NaCl iceren fizyolojik tuzlu su, %10 NaCl, %25 NaCl, iceren tuzlu su

cozeltileri, 1 M NaCl ¢ozeltisi, Frazier Ayiraci, %0.1°lik Kongo Kirmizist kullanilmistir.

2.1.1.1. Frazier Ayiraci

Kimyasal maddeler 80 ml distile su igine konularak karigtirilmistir (Sanchez-Porro ve ark.,
2003).

2.1.1.2. %0.1°lik Kongo Kirmizisi

Kongo Kirmizist...................c.....00.1 g

Kongo kirmizisi 100 ml steril su igine konularak iyice karigtirilmigtir.

2.1.1.3.1 M NacCl

Distile Su.......ooooeeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 100 ml

2.1.1.4. %0.85 NaCl iceren Tuzlu Su

Distile SU...ooviiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 100 M
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2.1.1.5. %10 NaCl iceren Tuzlu Su

Distile Su......veieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 100 ml

Sterilizasyon islemi 121°C’de 20 dakika yapilmstir.

2.1.1.6. %25 NaCl iceren Tuzlu Su

Distile su.........ccccovevevnincinccncneccneel 100 ml
Sterilizasyon islemi 121 °C’de 20 dakika yapilmistir.

2.1.2. Kullanilan Besiyerleri

Bu Tez ¢alismasinda, NaCl icermeyen Nutrient Agar besiyeri, %10 NaCl iceren Kompleks
Agar besiyeri, %25 NaCl iceren Brown Agar besiyeri, NaCl icermeyen Jelatin Agar besiyeri,
%10 NaCl iceren Jelatin Agar besiyeri, %25 NaCl iceren Jelatin Agar besiyeri, NaCl icermeyen
Tween 80 Agar besiyeri, %10 NaCl iceren Tween 80 Agar besiyeri, %25 NaCl iceren Tween
80 Agar besiyeri, NaCl icermeyen Selllaz Agar besiyeri, %10 NaCl iceren Seliilaz Agar
besiyeri, %25 NaCl iceren Seliilaz Agar besiyeri kullanilmistir.

2.1.2.1. NaCl icermeyen Nutrient Agar Besiyeri

B OZEbU «oevv e 3g
Pepton ...oooneii et 5¢
AGAT i 209
DiStle SU...ccveiiiiecieiecieseee e e neeennenns. 2000 M
PH e 7.5

Yukaridaki kimyasal maddeler erlenin igerisindeki distile su igerisine konularak 1siticida
homojen karisim elde edilinceye kadar karistirtlmistir. Homojen karisim elde edildikten sonra
121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra steril petri

kutularina steril kosullar altinda dokiilmiistiir.
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2.1.2.2. %10 NaCl iceren Kompleks Agar Besiyeri

NaHCO3. ...l 0.06 g
MOSOa. .. 9.69
Maya OZUtU.........covevrvrrreieieirieieee e en et 59
NaBr.........ooooeeviiiiiiiiiiiiiiceen....0 0,026 g
KCL il 29
CaCla.. ..o 0.36 ¢
MOCl2. .. 709
NaCl.oooiii 100 g
AGAC ... 209
Distile SU.....cccoevvvereiiiiiiiieeenese e 1000 mi
PH.oooo. . ... ...l 7.5

Yukarida belirtilen kimyasal maddeler erlenin igerisindeki distile su igerisine konularak
isiticidda homojen karisim elde edilinceye kadar karigtirllmistir. Homojen karisim elde
edildikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra
steril petri kutularina steril kosullar altinda dokiilmiistiir (Ventosa ve ark., 1989; Sdnchez-Porro
ve ark., 2003).

2.1.2.3. %25 NaCl iceren Brown Agar Besiyeri

Sodyum tri-sitrat....................ceeeveeeenn.2 30
Maya 0ziitli..........ooevveiiiiii il 9 @
KClLo ) 29
CaCl.6H20 .........coooiiii: 0.2 g
MgSO4.7H20........coeiiiiiiiiieeeens 20 0
AGAT. . i 209
NaCl. oot 2509
PH o 7.0
Distile Su.........ccooevviiiiiiiiin e ... 1000ml

Yukarida belirtilen kimyasal maddeler erlenin igerisindeki distile su igerisine konularak
1sitictida homojen karisim elde edilinceye kadar karistirllmistir. Homojen karisim elde

edildikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra
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steril petri kutularina steril kosullar altinda dokiilmiistiir (Brown, 1963; Birbir ve Berber, 2009;
Birbir ve Caglayan, 2015; Birbir ve ark., 2007).

2.1.2.4. NaCl icermeyen Jelatin Agar Besiyeri

Jelatin............cooeviiiiiiiiiin 20 g
Proteaz pepton.............ccciiiiiiinl5 g
GlkozZ...cvvvi v L g
Maya OZULU. . cevveeeiei et S5¢g
AT oo 20g
Distile su.........cccevvienieiiiiiiiiieeneeeee.: 1000 ml
PH e 7.0

Yukarida belirtilen kimyasal maddeler erlendeki distile su igerisine konularak homojen karigim
elde edilinceye kadar karistirllmigtir. Homojen karisim elde edildikten sonra 121°C’de 15
dakika otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra steril petri kutularina aseptik

kosullar altinda dokilmiistiir (Sanchez-Porro, 2005; Bese, 1974; Birbir ve Caglayan 2015).

2.1.2.5. %10 NaCl iceren Jelatin Agar Besiyeri

GlUKOZ. .o i lg
Proteaz pepton...........cooooiiiiiiil S5¢g
Maya OZUtU. . .ccevvveeeeeeiieieeet 5¢g
NaHCOs. ..o 0.06 g
Jelatin. ... 20¢g
MOSO4.. i 9.6¢9
NaBr.........ooooevviviiiiiiiiiinnenn.....2 0026 g
KClLoo el 29
CaCla. oot 0.36¢g
NaClo.ooi 100 g
MQCl2..eeii 709
AGAT i 209
Distile SU........ccceivreieiiniierciseceeeeenn.:. 2000 M
PH. e 7.0

Yukarida belirtilen kimyasal maddeler erlenin igerisindeki distile su igerisine konularak

1sitictida homojen karisim elde edilinceye kadar karistirllmistir. Homojen karisim elde
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edildikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra
steril petri kutularina steril kosullar altinda dokilmiistiir (Ventosa ve ark., 1989; Bese, 1974,
Sanchez-Porro, 2005; Sanchez-Porro ve ark., 2003; Caglayan ve ark., 2017).

2.1.2.6. %25 NaCl iceren Jelatin Agar Besiyeri

Proteaz pepton.............cociiiiiiii 5 g
Jelatin............coooviiiiiiiiiiin 20 g
Maya OZUtU. ..ot S5¢g
GHKOZ. ..o lg
KCL 2g
CaCl2. 6H20 ... 029
MQSO4.7H20. ... 20g
N . | P 20¢g
NaCl..ooi 250 ¢g
Distile Su.............cooeeeiiiiiee.... 1000ml
PH e 7.0

Yukarida belirtilen kimyasal maddeler erlenin igerisindeki distile su igerisine konularak
isiticidda homojen karisim elde edilinceye kadar karistirilmistir. Homojen karigim elde
edildikten sonra 121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra
steril petri kutularina steril kosullar altinda dokiilmiistiir (Bese, 1974; Birbir ve Berber, 2009;
Birbir ve ark., 2007).

2.1.2.7. NaCl icermeyen Tween 80 Agar Besiyeri

Maya oziiti.........coovvvviiiiinn 5 g
Distile Su........ccocvveniienenencenieeeeneeen 1000 ml
AT . il 20¢g

PH e 7.0

Yukarida belirtilen kimyasal maddeler erlenin igerisindeki distile su igerisine konularak
1isitictda homojen karigim elde edilinceye kadar karigtirilmistir ve 20 dakika streyle 121°C’de
otoklavda sterilizasyon islemi yapilmistir. Besiyeri otoklavdan ¢iktiktan sonra igerisine 10 gram
Tween 80 eklenmistir ve steril petri kutularina steril kosullar altinda dokiilmiistiir (Bese, 1974;

Birbir ve Berber, 2009;Berber ve Birbir, 2010).
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2.1.2.8. %10 Tuz iceren Tween 80 Agar Besiyeri

Maya OzUtU. ....oveeeii it S5¢g
KCL. 29
NaCl.oooiii 100 g
NaHCOs. ...l 0.06 g
NaBr.........oooooiiiiiiiiiiiiiinnnn2 0026 g
CaCla..oiiiiii 0.36¢g
MOSOa. . 9.69
MOCl2..eeiie 709
AQAr.. o 209
Distile SU........oveveineiiineeneen......2 1000 mi
PH e 7.0

Yukarida belirtilen maddeler erlenin i¢erisindeki distile su i¢erisine konularak 1siticida homojen
karisim elde edilinceye kadar karistirilmistir. Homojen karisim elde edildikten sonra
Sterilizasyon islemi 121°C’de 20 dakika siireyle yapilmistir. Besiyeri otoklavdan c¢iktiktan
sonra icerisine 10 gram Tween 80 eklenmistir ve steril petri kutularina steril kosullar altinda
dokiilmiistir (Bese, 1974; Sanchez-Porro ve ark., 2003; Ventosa ve ark., 1989; Caglayan,
2015).

2.1.2.9. %25 NaCl iceren Tween 80 Agar Besiyeri

Maya 0zUtH.....oeveeiieeiiiet 50
KCL ot 290
CaCl2. 6H20 .....coooiiiiiiiiei 02¢g
MQSO4.TH20. ..o 209
AGAT. . i 2049
NaCl..ooooi et 250 ¢g
Distile SU........ocevvieiiiiiieiiiieienes....21000 ml
PH o 7.0

Yukarida belirtilen kimyasal maddeler erlenin igerisindeki distile su igerisine konularak
isiticidda homojen karisim elde edilinceye kadar karigtirllmigtir. Homojen karisim elde

edildikten sonra sterilizasyon islemi 121°C’de 20 dakika siireyle gergeklestirilmistir.
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Besiyeri otoklavdan c¢iktiktan sonra igerisine 10 gram Tween 80 eklenmistir ve steril petri
kutularina steril kosullar altinda dokiilmiistiir (Bese, 1974; Birbir ve Berber, 2009; Birbir et al
2007).

2.1.2.10. NaCl Icermeyen Seliilloz Agar Besiyeri

Maya 0zitl........coovvveeiiiiiieeeel 1 g
Kazaminoasit..............ccoevviiiiit b g
Karboksimetil seliiloz........................: 2 g
Distile su........cccevviniiiniceiieieerieeeee: 1000 ml
AZar ..ot eree e 2000
PH .o 7

Yukarida belirtilen kimyasal maddeler erlenin igerisindeki distile su icerisine konularak
1sitictida homojen karisim elde edilinceye kadar karistirllmistir. Homojen karisim elde
edildikten sonra 15 dakika sureyle 121°C’de otoklavda steril islemi yapilmustir ve besiyeri steril
petri kutularina steril kosullar altinda dokiilmiistir (Limauro ve ark., 2001; Sanchez-Porro ve
ark., 2003; Birbir ve ark., 2007).

2.1.2.11. %10 Tuz iceren Seliiloz Agar Besiyeri

Maya O0ziitli.......ccvvveeiiiiiiiiie b g
Kazaminoasit................coevvvvvinnn 1 g
Karboksimetil seltiloz......................... 2¢g
NaHCO3. ..ol 0.06 g
NaBr.........oooovviviiiiiiiiiiiiiieen.2 0.026 g
MOSOa. i 9.6¢
KCL 29
NaCl..oooi 100 g
MOCl2. .o 709
CaCla. il 0.36¢
Al el 209
Distile su........coveviviiviiicieeieieienenen 1000 ml

Yukarida belirtilen kimyasal maddeler erlenin igerisindeki distile su igerisine konularak

1sitictida homojen karisim elde edilinceye kadar karistirllmistir. Homojen karisim elde
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edildikten sonra sterilizasyon islemi 121°C’de 20 dakika siireyle yapilmistir. Besiyeri
otoklavdan ¢iktiktan sonra steril petri kutularina steril kosullar altinda dokiilmiistiir (Ventosa
ve ark., 1989; Limauro ve ark., 2001; Sanchez-Porro ve ark., 2003; Birbir ve ark., 2007; Birbir
ve ark., 2007).

2.1.2.12. %25 Tuz iceren Seliiloz Agar Besiyeri

Maya O0zitl.......ooevviiiiiiiiiii b g
Kazaminoasit..............ccoeevvvviien b g
Karboksimetil seliiloz......................... 2g

KCLoo et 2¢g
CaCl2.6H20 ......ccooevviiiiiiiiiiin2 02 g
MQ@SO4.7H20.........ceeiiiiiiiiiie 20 g
AQAr.. oot 209
NaCl...oo 250 g
Distile Su........cccocvvevvienienienienceiieneenneen 1000 ml

Yukarida belirtilen kimyasal maddeler erlenin igerisindeki distile su igerisine konularak
homojen karisim elde edilinceye kadar isiticida karigtirilmistir. Homojen karisim elde
edildikten sonra sterilizasyon islemi 121°C’de 20 dakika siireyle yapilmistir. Besiyeri
otoklavdan ¢iktiktan sonra steril petri kutularina steril kosullar altinda dokiilmiistiir (Limauro
ve ark., 2001;Birbir ve ark., 2007).

2.1.3. Kullanilan Arac ve Gerecler

Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji Laboratuvarinda ve Fen Fakiiltesi Bitki Hastaliklar1
Laboratuvarinda bulunan Terazi (Sartorius Analytic), Pasteur Firin1 (Kermanlar), Buzdolabi
(Argelik), Otoklav (Web MLW), Distile Su Cihaz1 (GFL), Etliv (Niive EN500), Desikator,
Vakum pompasi, Vorteks Tiip Karistiricisi (Niive), Refraktometre, Calkalamali Etiiv (Edmund
Biihler), Biyogiivenlik Kabini, pH Metre (WTW) ve Ceker Ocak’tan faydalanilarak Tez

calismasi gergeklestirilmistir.
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2.2.Yontem

1. Ayvalik Tuzlasi’ndan Tuzlu Su ve Tuz Orneklerinin Toplanmast,

2. Orneklerin Fizikokimyasal Parametrelerinin Incelenmesi,

3. Orneklerdeki Toplam Halofilik Olmayan Bakteri, Toplam Ilimli Halofilik Bakteri ve Toplam
Asir1 Halofilik Arke Sayilarinin Belirlenmesi,

4. Orneklerdeki Toplam Proteolitik Halofilik Olmayan Bakteri, Toplam Proteolitik Ilimli
Halofilik Bakteri ve Toplam Proteolitik Asir1 Halofilik Arke Sayilarinin Belirlenmesi,

5. Orneklerdeki Toplam Lipolitik Halofilik Olmayan Bakteri, Toplam Lipolitik Iliml1 Halofilik
Bakteri ve Toplam Lipolitik Asir1 Halofilik Arke Sayilarinin Belirlenmesi,

6. Orneklerdeki Toplam Seliilolitik Halofilik Olmayan Bakteri, Toplam Seliilolitik Iltml1
Halofilik Bakteri ve Toplam Seliilolitik Asir1 Halofilik Arke Sayilarinin Belirlenmesi,

7. Tuzlu Sulardan ve Tuz Orneginden Prokaryotik Hiicrelerin Elde Edilmesi,

8. Tuzlu Sulardan ve Tuz Orneginden Toplanan Prokaryotik Hiicrelerden DNA
Ekstraksiyonunun Yapilmasi,

9.Tuzlu Sulardaki ve Tuz Ornegindeki Prokaryotik Hiicrelerden Ekstre Edilen

DNA’lardan 16S rRNA Amplikonlarinin Cogaltilmast,

10. Veri Tabanlar1 Kullanilarak Metagenomik Okumalarin Karsilastirmali Analizlerinin

Yapilmasi.

2.2.1. Ayvalik Tuzlasr’ndan Tuzlu Su ve Tuz Orneklerinin Toplanmasi

Bu Tez calismasinda yedi adet tuzlu su 6rnekleri, Ayvalik Tuzlasi’nin yedi farkli havuzundan
toplanmustir (Sekil 2.1b). Tuzlu su drnekleri, toplandiklar1 havuzun tuzluluk yiizdelerine gore
Ayvalik Tuzlast Havuzu 3.5 (ATH 3.5), Ayvalik Tuzlas1 Havuzu 5 (ATHS) Ayvalik Tuzlas1
Havuzu 6 (ATH6), Ayvalik Tuzlas1 Havuzu 8 (ATHS), Ayvalik Tuzlas1 Havuzu 18 (ATH18),
Ayvalik Tuzlas1t Havuzu 24 (ATH24) ve Ayvalik Tuzlas1 Havuzu 28 (ATH28) kodu ile Tuz
ornegi ise Ayvalik Tuzlas1 Tuzu (ATT) olarak kodlanmastir.
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Sekil 2.2. Ayvalik Tuzlas1 (Google Haritalar, 2022)

2.2.2. Orneklerin Fizikokimyasal Parametrelerinin incelenmesi

Ayvalik Tuzlasmin farkli havuzlarindan toplanan Tuzlu sularin ve Tuz 6rneginin tuzluluk
degerleri Refraktometre (Reef Octopus, China) ile saptanmigtir. Ayvalik Tuzlasinin farkli
havuzlarindan toplanan Tuzlu sularin ve Tuz 6rneginin pH degerleri pH metre ile (PT 10,
Sartorius Professional Meter PP-50 AG, Goettingen, Germany) ile Ol¢iilmistir. Ayvalik
Tuzlasmin farkli havuzlarindan toplanan Tuzlu sularda ve Tuz 6rneginde sodium, potasyum,

magnezyum, kalsiyum, alimunyum ve selenyum konsantrasyonlar1 ICP—OES (Perkin Elmer
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Optima 2100 DV, Waltham, Massachusetts, United States) cihaz1 kullanilarak kantitatif olarak
saptanmustir. Orneklerin Kloriir degeri ise arjantometrik ydntemlerden olan Mohr yontemi
kullanilarak kantitatif olarak 6l¢iilmiistiir (Clarke, 1950; Olesik, 1991; Federation & American
Public Health Association, 2005).

2.2.3. Orneklerdeki Toplam Halofilik Olmayan Bakteri, Toplam Ilimh Halofilik Bakteri

ve Toplam Asir1 Halofilik Arke Sayilarimin Belirlenmesi

Toplam halofilik olmayan bakteri sayisim1 belirlemek i¢in NaCl icermeyen Nutrient Agar
besiyeri, toplam 1limli halofilik bakteri sayisin1 belirlemek igin %10 NaCl igeren Kompleks
Agar besiyeri (Ventosa ve ark., 1989; Sdnchez-Porro ve ark., 2003), toplam asir1 halofilik arke
sayisini belirlemek i¢in %25 NaCl iceren Brown Agar besiyeri (Brown, 1963; Birbir ve ark.,
2007) kullanilmistir. Toplam halofilik olmayan bakteri, toplam 1limli halofilik bakteri ve
toplam asir1 halofilik arke sayilarinin belirlenmesi igin, tuzlu su 6rneklerinden 20 ml ve tuz
orneklerinden 20 g ayr1 ayri alinarak, sirasiyla igerisinde 180 ml steril %0.85 NaCl, %10 NaCl,
ve %25 NaCl soliisyonlarini igeren erlenmeyerler i¢ine konulmustur (Harley ve Prescott 2002;
Birbir ve ark., 2007). Erlenmeyerler g¢alkalamali etiivde 100 rpm ve 25°C’de 4 saat
calkalanmistir. Daha sonra, orneklerin direkt ve seri diliisyonlarindan 100 pl alinarak NaCl
icermeyen Nutrient Agar besiyerine, %10 NaCl iceren Kompleks Agar besiyerine ve %25 NaCl
iceren Brown Agar besiyerine ekilmistir. Toplam halofilik olmayan bakteri ve toplam 1liml
halofilik bakterilerin Uremesi igin ekim yapilan besiyerleri 24 saat sureyle 37°C’de
bekletilmistir (Sanchez-Porro ve ark., 2003). Toplam asir1 halofilik arkelerin Gremesi igin petri
kaplar1 39°C’de 4 haftalik inkiibasyona birakilmistir (Birbir ve ark., 2007). Inkiibasyondan
sonra petri kaplarinda tireyen koloniler sayilarak, tuzlu su drneklerinin 1 mililitresindeki ve tuz

orneginin 1 gramindaki toplam sayilar koloni olusturma birimi (kob) olarak hesaplanmustir.

2.2.4. Orneklerdeki Toplam Proteolitik Halofilik Olmayan Bakteri, Toplam Proteolitik
Imh Halofilik Bakteri ve Toplam Proteolitik Asir1 Halofilik Arke Sayilarinin

Belirlenmesi

Toplam proteolitik halofilik olmayan bakteri sayisini belirlemek i¢in NaCl igermeyen Jelatin
Agar besiyeri, toplam proteolitik 1limli halofilik bakteri sayisint belirlemek igin %10 NaCl

iceren Jelatin Agar besiyeri, toplam proteolitik agir1 halofilik arke sayisini belirlemek igin %25
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NaCl igeren Jelatin Agar besiyeri kullanilmistir (Sanchez-Porro ve ark., 2003; Bese, 1974;
Birbir ve ark., 2007). Toplam proteolitik halofilik olmayan bakteri, toplam proteolitik 1limli
halofilik bakteri ve toplam proteolitik asir1 halofilik arke sayilarinin belirlenmesi i¢in, tuzlu su
orneklerinden 20 ml ve tuz orneklerinden 20 g ayr1 ayr1 alinarak, sirasiyla 180 ml steril % 0.85
NaCl, %10 NaCl ve %25 NaCl soliisyonlarinin i¢ine konulmustur (Harley ve Prescott 2002;
Birbir ve ark., 2007). Erlenmeyerler g¢alkalamali etiivde 100 rpm ve 25°C’de 4 saat
calkalanmistir. Daha sonra, orneklerin direkt ve seri diliisyonlarindan 100 pl alinarak NaCl
icermeyen jelatin agar besiyerine, %10 NaCl iceren jelatin agar besiyerine ve %25 NaCl iceren
jelatin agar besiyerine toplam proteolitik halofilik olmayan bakteri, toplam proteolitik 1liml
halofilik bakteri ve toplam proteolitik asir1 halofilik arke sayilarinin belirlenmesi igin sirayla

ekilmistir.

Toplam proteolitik halofilik olmayan bakteri ve toplam proteolitik 1liml1 halofilik bakterilerin
iremesi i¢in petri kaplar1 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir (Sanchez-Porro ve ark.,
2003). Toplam proteolitik asir1 halofilik arkelerin tiremesi i¢in petri kaplar1 39°C’de 4 haftalik
inkiibasyona birakilmistir (Birbir ve ark., 2007). Inkiibasyondan sonra halofilik olmayanlar,
iliml1 halofiller ve asir1 halofiller i¢in petri kaplarina Frazier ayiract dokiilmiistiir. Etrafinda
seffaf zon olusan koloniler proteolitik koloni olarak sayilmistir (Bese 1974; Sanchez-Porro ve
ark., 2003; Birbir ve ark. 2015). Tuzlu su 6rneklerinin 1 mililitresindeki ve tuz érneklerinin 1

gramindaki toplam proteolitik koloniler koloni olusturma birimi (kob) olarak hesaplanmistir.

2.2.5. Orneklerdeki Toplam Lipolitik Halofilik Olmayan Bakteri, Toplam Lipolitik Ilimh
Halofilik Bakteri ve Toplam Lipolitik Asir1 Halofilik Arke Sayilarinin Belirlenmesi

Toplam lipolitik halofilik olmayan bakteri sayisini belirlemek i¢in NaCl igermeyen Tween 80
Agar besiyeri, toplam lipolitik 1limli halofilik bakteri sayisini belirlemek i¢in %10 NaCl igeren
Tween 80 Agar besiyeri, toplam lipolitik asir1 halofilik arke sayisini belirlemek i¢in %25 NaCl
iceren Tween 80 Agar besiyeri (%1°lik Tween 80) kullanilmustir (Sanchez-Porro ve ark., 2003;
Birbir ve ark., 2007). Toplam lipolitik halofilik olmayan bakteri, toplam lipolitik 1liml1 halofilik
bakteri ve toplam lipolitik asir1 halofilik arke sayilarmin belirlenmesi igin, tuzlu su
orneklerinden 20 ml ve tuz 6rneklerinden 20 g ayr1 ayr1 alinarak, sirasiyla 180 ml steril %0.85
NaCl, %10 NaCl ve %25 NacCl soliisyonlarinin i¢ine konulmustur (Harley ve Prescott 2002;
Birbir ve ark., 2007). Erlenmeyerler g¢alkalamali etiivde 100 rpm ve 25°C’de 4 saat

calkalanmistir. Daha sonra, Orneklerin direkt ve seri diliisyonlarindan 100 pl alinarak NaCl
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icermeyen Tween 80 Agar besiyerine, %10 NaCl iceren Tween 80 Agar besiyerine ve %25
NaCl iceren Tween 80 agar besiyerine toplam lipolitik halofilik olmayan bakteri, toplam
lipolitik 1liml1 halofilik bakteri ve toplam lipolitik asir1 halofilik arke sayilarinin belirlenmesi
icin sirasiyla ekilmistir. Toplam lipolitik halofilik olmayan bakterilerin ve toplam lipolitik 1liml1
halofilik bakterilerin Uremesi igin ekim yapilan besiyerleri 24 saat sureyle 37°C’de
bekletilmistir (Sdnchez-Porro ve ark., 2003). Toplam lipolitik asir1 halofilik arkelerin Gremesi
icin petri kaplar1 39°C’de 4 haftalik inkiibasyona birakilmistir (Birbir ve ark., 2007).
Inkiibasyondan sonra etrafinda opak zon olusan koloniler lipaz pozitif olarak kabul edilmistir
(S&nchez-Porro ve ark., 2003; Birbir ve ark., 2007). Tuzlu su 6rneklerinin 1 mililitresindeki ve
tuz orneklerinin 1 gramindaki toplam lipolitik koloniler koloni olusturma birimi (kob) olarak

hesaplanmustir.

2.2.6. Orneklerdeki Toplam Selulolitik Halofilik Olmayan Bakteri, Toplam Selulolitik
Imh Halofilik Bakteri ve Toplam Seliilolitik Asir1 Halofilik Arke Sayilarinin

Belirlenmesi

Toplam selulolitik halofilik olmayan bakteri sayisini belirlemek igin NaCl igermeyen Seluiloz
Agar besiyeri ve toplam seliilolitik 1liml1 halofilik bakteri sayisini belirlemek igin %10 NaCl
iceren Seliiloz Agar besiyeri kullanilmistir. Toplam seliilolitik asir1 halofilik arke sayisini
belirlemek icin ise %25 NaCl igeren Seliilloz Agar kullanilmistir (Limauro ve ark., 2001;
Sanchez-Porro ve ark., 2003; Birbir ve ark., 2007). Toplam selulolitik halofilik olmayan bakteri,
toplam seliilolitik 1liml1 halofilik bakteri ve toplam seliilolitik asir1 halofilik arke sayilarinin
belirlenmesi icin tuzlu su 6rneklerinden 20 ml ve tuz 6rneklerinden 20 g ayri ayri alinarak
sirastyla 180 ml steril %0.85 NaCl, %10 NaCl, ve %25 NaCl soliisyonlarinin i¢ine konulmustur.
Erlenmayerler calkalamali etiivde 100 rpm ve 25°C’de 4 saat calkalanmigtir. Daha sonra,
orneklerin direkt ve seri diliisyonlarindan 100 pl alimarak NaCl icermeyen Seluloz Agar
besiyerine, %10 NaCl iceren Seliloz Agar besiyerine ve %25 NaCl iceren Seliloz Agar
besiyerine toplam selulolitik halofilik olmayan bakteri, toplam seliilolitik 1liml1 halofilik bakteri
ve toplam seliilolitik asir1 halofilik arke sayilarinin belirlenmesi igin sirasiyla ekilmistir.
Toplam selulolitik halofilik olmayan bakteri ve toplam seliilolitik 1liml1 halofilik bakterilerin
Uremesi icin ekim yapilan besiyerleri 24 saat streyle 37°C’de bekletilmistir. Toplam seltlolitik
asirt halofilik arkelerin iremesi i¢in petri kaplar1 39°C’de 4 haftalik inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra petri kaplar1 iizerine %0.1°lik kongo kirmizis1 dokiilmiistiir ve 30 dakika

beklenmistir. Daha sonra koloniler 1 M NaCl ile yikanmistir. Yikamadan sonra koloniler
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etrafinda seffaf zon olugmas: seliilolitik aktivite olarak kabul edilmistir. Tuzlu su 6rneklerinin
1 mililitresindeki ve tuz 6rneklerinin 1 gramindaki toplam seliilolitik koloniler koloni olusturma

birimi (kob) olarak hesaplanmistir.

2.2.7. Tuzlu Sulardan ve Tuz Orneginden Prokaryotik Hiicrelerin Elde Edilmesi

Ayvalik Tuzlast’nin %3.5, %8 ve %24 tuzluluga sahip havuzlarindan toplanan Tuzlu sulardan
ve Tuz orneginden hazirlanan soliisyondan 3 litre alinmistir. Bu tuzlu su 6rnekleri membran
filtrasyon yontemi ile por ¢ap1 5 um olan filtrelerden siiziilerek steril erlenlere konulmustur.
Stiziilen bu tuzlu su ornekleri tekrar membran filtrasyon yontemi ile por ¢apr 0.2 pm olan
filtrelerden siiziilmiistiir. Stiziilme islemi esnasinda filtrelere tutunan mikroorganizmalar steril

kosullar altinda toplanarak steril falkon tiipleri i¢ine aktarilmistir.

Bu bakteri stispansiyonundan 1.5 ml alinarak Eppendorf tiiplerine konulmus ve 13.000 rpm’de
30 dakika santrifllj islemi yapilmistir. Santrifij tamamlandiktan sonra Eppendorf tuplerindeki
slipernatant steril pipetle alinarak tiiplerde yalnizca pelletin kalmasi saglanmistir. Pellet igeren
tiipler DNA ekstraksiyon islemine kadar -20°C’de saklanmistir (Ghai ve ark., 2011; Fernandez
ve ark., 2014a; Vavourakis ve ark., 2016).

2.2.8. Tuzlu Sulardan ve Tuz Orneginden Toplanan Prokaryotik Hiicrelerden DNA

Ekstraksiyonunun Yapilmasi

Tuzlu sulardan ve Tuz 6rneginden toplanan prokaryotik hiicrelerden DNA ekstraksiyon islemi
DNeasy® PowerSoil® kiti kullanilarak yapilmistir. DNA ekstraksiyon islemi DNeasy®
PowerSoil® kitinde aciklanan yonteme gore gerceklestirilmistir (Quick Start Protokol,
DNeasy® PowerSoil® Kit, 2016). Eppendorf tlplerindeki pelletler icerisine steril bilyeler ile
birlikte tampon ¢ozelti konularak tlipler hafifce vortekslenmistir. Daha sonra tiiplere SDS
(Sodyum dodesil siilfat) ve diger pargalayici ajanlart igeren C1 ¢ozeltisinden 60 pl konulmus
ve tiipler 10 dakika siireyle maksimum hizda vortekslenmistir. C1 ¢Ozeltisi etanol icermektedir
ve liziz prosediirii olarak adlandirilmigtir. Hiicre zarinda bulunan yag asitleri ve lipitler
parcalanarak DNA sitoplazmada igerisinde serbest birakilir. Daha sonra tlpler 10.000 x g 30
saniye santrifiij edilmistir. Bu islemden sonra tiipiin istiinde toplanan siipernatantlar steril
pipetle alinarak steril 2 ml’lik toplama tiiplerine konulmustur. Bu toplama tiiplerine 250 pl C2

cozeltisinden  konularak 5 saniye siireyle tiipler vortekslenmistir. C2 c¢ozeltisi etanol-
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guanidinyum Kklorir (tuz)- isopropanol icermektedir. DNA haricinde ortamda bulunan (tip
icerisinde) organik ve inorganik materyallerin uzaklastirilmasi i¢in kullanilmigtir. VVorteksleme
isleminden sonra tiipler 10.000 x g hizinda 1 dakika santrifiijlenmistir. Bu islemden sonra steril
2 ml’lik toplama tiiplerine tliplerdeki pelete kesinlikle dokunulmadan 750 pl’lik siipernatanlar
konulmustur. Tuplerdeki supernatantlar tizerine 200 pl C3 ¢ozeltisinden konularak ttpler
hafif¢e vortekslenmistir. C3 ¢ozeltisi humik asit icermektedir. C2 ¢ozeltisi gibi ortamdaki
organik ve inorganik materyallerin uzaklastirilmasi amaciyla ikinci basamak isleminde
kullanilmigtir. Bu islemden sonra tiipler, 1 dakika siire ile 10.000 x g santrifiijlenmistir. Bu
tiiplerden pellete kesinlikle dokunulmadan 750 pl’lik siipernatanlar alinarak steril 2 ml’lik
toplama tiiplerine konulmustur. Bu tiiplere 1200 ul C4 ¢6zeltisinden konularak 5 saniye siireyle
tlpler 5 kez vortekslenmistir. C4 ¢ozeltisi yuksek tuz konsantrasyonu icermektedir. Ortamda
bulunan organik ve inorganik materyallerin uzaklastirilmasini ve DNA’nin spin kolona
baglanmasini kolaylastirmistir. Daha sonra bu tiiplerden 675 ul alinarak spin kolonlar i¢ine
konulmus ve 10.000 x g hizinda 1 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra sivi
kisim dékiilerek tiim drnekler bitene kadar bu isleme devam edilmistir. Orneklerin konuldugu
kolonlarin iizerine 500 pl C5 ¢ozeltisinden konulmus ve kolonlar 30 saniye siireyle 10.000 X g
hizinda santrifilij edilmistir. C5 ¢ozeltisi spin kolona baglanan DNA’nin temizlenmesi i¢in
kullanilan etanol bazli yikama soliisyonudur. Bu soliisyon DNA’nin spin kolondaki silika
membrana baglanmasinin saglarken ortamda bulunan tuzun, hiimik asidin ve diger materyalleri
uzaklastirmistir. Bu islemden sonra s1vi kisim atilmis ve kolonlar 1 dakika siire ile 10.000 x g
hizinda santrifiij edilmistir. Daha sonra spin kolonlar steril 2 ml’lik toplama tiiplerine konularak
60 pul C6 ¢ozeltisinden eklenmis ve tiipler 30 saniye siire ile 10.000 x g hizinda santrifiij
edilmistir. C6 c¢ozeltisi steril eliisyon tampon igerir. Silika membrana tutunan DNA’nin
membrandan ayrilmasi i¢in kullanilmistir. Santrifiijleme asamasindan sonra spin kolonlar
atilarak DNA’nin bulundugu tiiplerin agizlar1 sikica kapatilmistir. Tuzlu Sulardan ve Tuz
orneginden elde edilen DNA 6rneklerinin konsantrasyonu NanoDrop spektrofotometre cihazi
(NanoDrop 2000) kullanilarak olgiilmiistiir. DNA 6rneklerinin bulundugu tiipler dizi analizi
yapilincaya kadar -20 °C’de depolanmistir (Klindworth ve ark., 2013).

2.2.9. Tuzlu Sulardaki ve Tuz Ornegindeki Prokaryotik Hiicrelerden Ekstre Edilen
DNA’lardan 16S rRNA Amplikonlarinin Cogaltilmasi

Ayvalik Tuzlasi’nin %3.5, %8 ve %24 tuzluluk degerine sahip havuzlardan toplanan tuzlu sular

ve tuz Orneginden elde edilen prokaryotik Arke ve Bakteri Domainlerine ait
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mikroorganizmalarin  16S SSU rRNA’larinin V4 degisken bolgesi, universal S515F
(GTGYCAGCMGCCGCGGTAA) ve 806R (GGACTACNVGGGTWTCTAAT) (Caporaso ve
ark., 2011; Parada ve ark., 2016) primerleri kullanilarak ve ileri primerlere eklenmis barkod
dizileri ile amplifiye edilmistir. PCR amplifikasyonlari, HotStarTaq Plus Master Mix (Qiagen,
USA) kullanilarak PCR cihazinda 3 dakika 94°C’de, 35 dongii 45 saniye 94°C’de, 50°C’de 60
saniye ve 72°C’de 90 saniye, en son uzatma asamasinda da 10 dakika 72°C’de bekletilerek
gerceklestirilmistir (Caporaso ve ark., 2018; Ul-Hasan ve ark. 2019). Amplifikasyon isleminden
sonra PCR {iriinleri %2’lik agaroz jel kullanilarak jelde yiiriitilmistiir. Bu islem sonrasinda
amplifikasyonlar kontrol edilerek tuzlu sulara ve tuz Ornegine ait DNA konsantrasyonlari
Olciilmiis ve ekimolar miktarda kanstirilmistir. Birlestirdigimiz amplikonlar AMPure XP
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA) manyetik boncuklar kullanilarak saflagtirilmistir. Elde
ettigimiz birlestirdigimiz ve saflagtirdigimiz 6rneklerimiz, DNA kiitliphanesi hazirlama kiti
protokollerine gore dizilenmek i¢in hazirlanmistir. Yeni nesil DNA dizileme (Next Generation
Sequencing—NGS, Macrogen Inc., Seoul, Korea), Illumina MiSeq platformunda her 6rnek icin
ortalama 2x300 baz ¢iftlik okuma elde edilecek sekilde gerceklestirilmistir (Fernandez ve ark.,
2016).

2.2.10. Veri Tabanlar1 Kullanillarak Metagenomik Okumalarin Karsilastirmah

Analizlerinin Yapilmasi

Dizileme islemi sonrasinda elde ettigimiz her fragmanin ileri ve geri dizileri birlestirilmis,
birlestirme Oncesi ve sonrasi tiim dizinin kalite kontroli FASTQC programinda
gerceklestirilmigtir (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/). 16S rRNA

amplikon verisi, QIIME (Caporaso ve ark., 2010) yazilim paketi kullanilarak analiz islemi
gergeklestirilmistir.

Once demultipleksleme islemi ile dizilerdeki barkod bilgisi kullanilarak her drnege ait diziler
ayrilmistir. Bu islem yapilirken ileri/geri primer ve barkod dizilerinin tamaminin eslesmedigi
fragmanlar analiz islemine katilmamistir. Fragmanlardaki adaptor ve barkod dizileri kesildikten
sonra analize hazir héle getirilmistir. Elde edilen fragmanlar, UCLUST (Edgar, 2010)
yaziliminin kullanilmasi ile %97 benzerlik seviyesinde OTU (operasyonel taksonomik birim)
birimlerine kiimelendirilmistir. Her OTU’yu temsil eden dizi secildikten sonra PyNAST
(DeSantis ve ark., 2006) yazilimi kullanilmasi ile Greengenes veritabanina hizalamasi

(alignment) yapilmistir. Bu islemi takiben, ChimeraSlayer (Haas ve ark., 2011) algoritmasi
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kullanilarak kimerik okumalar tespit edilmis ve temizleme islemi gergeklestirilmistir.
Calismamizda sadece 1 dizi iceren OTU birimleri, analiz islemine dahil edilmemistir. Tiim
orneklerimizin, her OTU kiimesindeki dizilerinin miktarlar1 belirlendikten sonra OTU
birimlerinin taksonomik siniflandirmasi i¢in Greengenes veritaban1 ve UCLUST algoritmast

kullanilmaigtir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada Ayvalik Tuzlasi’ndan toplamda yedi adet tuzlu su drnekleri ve bir adet ham tuz

ornegi toplanmistir.

ATH3.5 kodlu havuzdan alinan tuzlu suyun pH’1 8.10, tuzluluk degeri %3.5, ATHS kodlu
havuzdan alinan tuzlu suyun pH’1 8.30, tuzluluk degeri %5, ATH6 kodlu havuzdan alinan tuzlu
suyun pH’1 7.99, tuzluluk degeri %6, ATH8 kodlu havuzdan alinan tuzlu suyun pH’1 7.93,
tuzluluk degeri %8, ATH18 kodlu havuzdan alinan tuzlu suyun pH’17.55, tuzluluk degeri %18,
ATH24 kodlu havuzdan alinan tuzlu suyun pH’1 7.30, tuzluluk degeri %24, ATH28 kodlu
havuzdan alinan tuzlu suyun pH’1 6.91, tuzluluk degeri %28, ATT tuzunun pH’1 7.18 olarak
Olctilmiistiir (Tablo 3.2). ATH3.5 ve ATHS kodlu havuzlardan alinan tuzlu sularin pH degeri
alkali iken, diger havuzlardan alinan tuzlu sularin ve tuz 6rneginin pH degerinin nétral oldugu

gbzlenmistir (Tablo 3.2).

Elevi ve arkadaglar1 (2004), Ayvalik Tuzlasindan topladiklari tuzlu su numunesinin pH’sinm
8.49 ve sertlik degerlerini 525F olarak bulurken, tuz 6rneginin pH degerini 8.87 ve sertlik
3085F degerleri olarak belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizda ise sadece iki tuzlu su 6rneginde
(ATH3.5 ve ATHS) pH degerleri alkali (8.10-8.30) olarak Olgulurken, diger tuzlu su
orneklerinde (ATH6, ATHS8, ATHI1S8, ATH24, ATH28) ve tuz Orneginde (ATT) pH
degerlerinin nétral oldugu (6.91-7.99) (7.18) goriilmiistiir. ATH 3.5 kodlu 6rnegimizde pH 8.1,
ATH 5 kodlu 6rnegimizde ise pH degeri 8.3 hafif alkali olarak tespit edilmesi, Elevi ve
arkadaslarinin (2004) yaptiklar1 calismadaki pH degerleri ile benzerlik gdstermektedir.

Tablo 3.1. Ayvalik Tuzlasi’ndaki Farkli Tuzluluga Sahip Havuzlardan Alinan Tuzlu Sularin ve

Tuz Orneginin Fizikokimyasal Parametreleri.

Ornek  Ornek  pH Tuzluluk Na* K* Mg?* Ca? cr Cu Al
Kodu cinsi (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (rg;]/ (mg/L)
ATH35 Tuzlusu 81 %3.5 113644495 339.9+7.2 138.6+2.6 50.2+#1.4  23813.44635.6 <0.96  <0.96
ATH5  Tuzlusu 8.3 %5 14690+640 382.6+8.2 835.1+154 76.2+2.1 30122.9£203.5 <0.96 <0.96
ATH6  Tuzlusu 7.99 %6 175964767  1272+27 3041456  855+23  35618.3+269.3 <0.96 2.1+0.1
ATH8  Tuzlusu 7.93 %8 19589+853 1479+32 3440+63 1071£29  44980.9+443.6 <0.96 2.4+0.1
ATH18 Tuzlusu 7.55 %18 43345+£1888 4195+89 7815+144 915+25 101766.74619.0 <0.96 2.1+0.1
ATH24  Tuzlusu 7.3 %24 59804+2605 6435+137 10452+193 432+12  133517.9+366.9 <0.96 1.4+0.1
ATH28 Tuzlusu 6.91 %28 38918+1695 109004232 343364633 139.7+3.8 157534.8+305.3 <0.96  <0.96
ATT Tuz 7.18 44896+1956 367.3x7.8 554+10.2 117.7#3.2 261642.1£352.5 <0.96 <0.96
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Ayvalik tuzlasindaki farkli tuz konsantrasyonundaki havuzlardan alinan tuzlu sularda, sodyum
(Na") konsantrasyonunun en yiiksek degeri 598042605 mg/L olarak ATH24 kodlu havuzdan
alinan tuzlu su drneginde saptanirken, sodyum (Na") konsantrasyonunun en diisiik degeri

11364+495 mg/L olarak ATH3.5 kodlu havuzdan alinan tuzlu su 6rneginde belirlenmistir.

Potasyum (K") konsantrasyonun en yiiksek degeri 10900+232 mg/L olarak ATH28 kodlu
havuzdan alinan tuzlu érneginde tespit edilirken, potasyum (K") konsantrasyonun en diisiik
degeri 339.9+7.2 mg/L olarak ATH3.5 kodlu havuzdan alinan tuzlu su 6rneginde saptanmigtir.
Magnezyum (Mg”") konsantrasyonun en yiiksek degeri 34336+633 mg/L olarak ATH28 kodlu
havuzdan alman tuzlu su 6reginde gdzlenirken, magnezyum (Mg konsantrasyonunun en
diisiik degeri 138.6+2.6 mg/L olarak ATH3.5 kodlu havuzdan alinan tuzlu 6rneginde tespit

bulunmustur.

Kalsiyum (Ca’) konsantrasyonunun en yiiksek degeri 1071429 mg/L olarak ATH8 kodlu
havuzdan alinan tuzlu rneginde gozlenirken, kalsiyum (Ca®") konsantrasyonunun en diisiik

degeri 50.2+1.4 mg/L olarak ATH3.5 kodlu havuzdan alinan tuzlu 6rneginde saptanmustir.

Klortr (Cl') konsantrasyonunun en yiiksek degeri 157534.8 + 305.3 mg/L olarak ATH28 kodlu
havuzdan alinan tuzlu su 6rneginde belirlenirken, kloriir (Cl) konsantrasyonunun en diisiik
degeri 23813.4 + 635.6 mg/L olarak ATH3.5 kodlu havuzdan alinan tuzlu su 6rneginde
saptanmistir.

ATH3.5, ATHS, ATH28 kodlu havuzlardan alinan tuzlu su 6rneklerinde altiminyum (Al) 0.96
mg/L’nin altinda bulunurken, ATH 6 kodlu havuzdan alinan tuzlu su 6rneginde 2.1+0.1 mg/L,
ATH 8 kodlu havuzdan alinan tuzlu su 6rneginde 2.4+0.1 mg/L, ATH 18 kodlu havuzdan
alian tuzlu su 6rneginde 2.1+0.1 mg/L, ATH24 kodlu havuzdan alinan tuzlu su 6rneginde

1.4+£0.1 mg/L olarak tespit edilmistir.

Ayvalik tuzlasindan toplanan tuz rneginde (ATT) sodyum (Na’), potasyum (K"), magnezyum
(Mg™), kalsiyum (Ca™) ve kloriir (CI') konsantrasyonlari sirasiyla 44896+1956, 367.3+7. 8,554
+10.2, 117.743.2 ve 261642 olarak bulunmustur. Ayvalik tuzlasindan toplanan tuzlu sularda ve
tuz orneginde, bakir (Cu) degerleri 0.96 mg/L ve selenyum (Se) degerleri ise 1.96 mg/L’nin
altinda saptanmistir (Tablo 3.2).
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Elevi ve arkadaglarinin 2004 yilinda Ayvalik Tuzlasindan aldiklari tuzlu su 6rneginin sertlik,
kalsiyum (Ca?*), magnezyum (Mg?), klorir (CI°), bikarbonat (HCOs-), silfat (SO4?) , sodyum
(Na*) igerikleri sirasiyla 525 F, 1800 mg/L, 1800 mg/L, 80400 mg/L, 16700 mg/L, 12520 mg/L,
49000 mg/L olarak bulunmustur. Bizim ¢alismamizda ise Ayvalik Tuzlasi’ndan alinan tuzlu su
orneklerinin sodyum (Na*), magnezyum (Mg*), kalsiyum (Ca*?), ve klorir (CI) icerikleri
sirastyla 11363 mg/L-59804 mg/L, 138.6 mg/L-34336 mg/L, 50.2 mg/L-1071 mg/L, 101766.7
mg/L-261642.1 mg/L araligindadir.

Yine aynmi ¢alismada Ayvalik Tuzlasi’ndan alinan tuz Orneginin sertlik, kalsiyum (Ca?),
magnezyum (Mg?), klorlr (CI-), bikarbonat (HCOs), sulfat (SO4?2), sodyum (Na*) icerikleri
ise sirayla 3085F, 2100000 mg/L, 6200000 mg/L, 519000000 mg/L, 24000000 mg/L, 3900000
mg/L ve 34300000 mg/L olarak bulunmustur. Ayvalik Tuzlasi’ndan bizim aldigimiz tuz
Orneginin ise kalsiyum (Ca*?), magnezyum (Mg"), klorur (CI-) ve sodyum (Na*) icerikleri 117.7
mg/L, 554 mg/L, 261642.1 mg/L, 44896 mg/L olarak belirlenmistir.

Yapilan iki calismanin sonucunda Elevi ve arkadaslarinin (2004) Ayvalik Tuzlasindan aldiklari
tuzlu su Orneginin kalsiyum iyonu igerigi (1800 mg/L) ile bizim g¢alismamizdaki ATHS
numarali 6rnegimizin kalsiyum iyonu igeriginin (1071 mg/L) benzer oldugu goriilmiistiir. Yine
iki calismanin sonuglar1 karsilastirildiginda, Elevi ve arkadaslarinin (2004) aldig tuzlu su
orneginin sodyum igerigi (49000 mg/L) ile bizim c¢alismamizdaki ATH18 kodlu o6rnegin

sodyum igeriklerinin (43345 mg/L) benzer oldugu gézlemlenmistir.

Akpolat ve arkadaglar1 (2021), 2017 yilinda temmuz ayinda talasohalin olan Tuz Golii, Derin
Bolge, Kayacik, Kaldirim ve Yavsan Tuzlalariin 15 farkli bolgesinden ¢ift tekrarli olmasi i¢in
ikiser adet tuzlu su Ornegi alarak toplamda 30 adet tuzlu su Orneginin fizikokimyasal
parametrelerini incelemislerdir. Arastirmacilar bu Orneklerdeki en yiiksek sodyum
konsantrasyonu Derin Bolge érneklerinde 100559 mg/L olarak saptamisken en diisiik sodyum
konsantrasyonunu Kaldirim Tuzlas1 6rneklerinde 70703 mg/L olarak saptamislardir. Yine ayn
calismada en yiiksek potasyum konsantrasyonu Kaldirim Tuzlasi 6rneklerinde 8832 mg/L
olarak, en diisiik potasyum konsantrasyonu Kayacik Tuzlas1 6rneklerinde 4709 mg/L olarak
bulunmustur. Arastirmacilar en yiliksek magnezyum konsantrasyonu Kaldirirm Tuzlasi
orneklerinde 28335 mg/L olarak, en diisik magnezyum konsantrasyonunuda Derin Bolge
orneklerinde 8470 mg/L olarak saptadiklarini bildirmislerdir. En yiiksek kalsiyum
konsantrasyonu Yavsan Tuzlas1 orneklerinde 404 mg/L olarak tespit edilirken, en diisiik

kalsiyum konsantrasyonu Kaldirim Tuzlas1 6rneklerinde 154 mg/L Olgiilmiistiir. En yiiksek
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kloriir konsantrasyonu Kayacik Tuzlas1 6rneklerinde 206839 mg/L olarak saptanirken, en diisiik
kloriir konsantrasyonu Tuz Go6li 6rneklerinde 192194 mg/L olarak Ol¢iilmiistiir (Akpolat ve

ark., 2021).

ATH 3.5, ATH 5, ATH 6, ATH 8, ATH 18, ATH24, ATH28, ATT numunelerinde toplam
halofilik olmayan bakteri sayilar1 1.8x10° kob/ml, 1.2x10° kob/ml, 1.2x10* kob/ml, 1.2x10°
kob/ml, 7.2x10" kob/ml, 1.3x10” kob/ml, 1.8x10° kob/ml, 7.0x10* kob/g olarak; toplam 1liml
halofilik bakteri sayilar1 4.0x10* kob/ml, 8.0x10* kob/ml, 6.0x10° kob/ml, 1.3x10° kob/ml,
4.1x10° kob/ml, 3.5x10° kob/ml, 3.0x10* kob/ml, 7.0x10° kob/g olarak saptanmistir. ATH3.5,
ATH5, ATH6, ATH18, ATH24, ATH28, ATT numunelerinde toplam asir1 halofilik arke
sayilar1 sirasiyla 2.0x10% kob/ml, 1.0x10* kob/ml, 1.0x10* kob/ml, 5.0x10! kob/ml, 7.0x10°
kob/ml, 2.0x10* kob/ml, 1.0x10* kob/g olarak saptanmistir (Tablo 3.3). ATH8 nolu 6rnekte
toplam asir1 halofilik arke tespit edilmemistir (Tablo 3.3).

Halofil olmayan bakteri (10*-10” kob/ml and 10* kob/g), 1liml1 halofil bakteri (103-10° kob/ml
ve 10° kob/g), proteolitik halofil olmayan bakteri (10°-10° kob/ml ve 10° kob/g), proteolitik
iliml1 halofil bakteri (103-10* kob/ml ve 10% kob/g), lipolitik halofil olmayan bakteri (10°-10°
kob/ml ve 102 kob/g), lipolitik 1limli halofil bakteri(10°-10* kob/ml ve 102 kob/g), sellilolitik
halofil olmayan bakteri (10?-10° kob/ml ve 10% kob/g), selliilolitik 1limli halofil bakteri (10*-10?
kob/ml ve 10 kob/g) tiim tuzlu su 6rneklerinde ve bir tuz 6rneginde saptanmustir. Asiri halofilik
arkeler alt1 tuzlu su 6rneginde (10*-10° kob/ml) ve bir tuz 6rneginde (10* kob/g) saptanirken,
proteolitik asirt halofilik arkeler tiim tuzlu su 6rneklerinde ve bir tuz 6rneginde bulunamamuistir.
Lipolitik asir1 halofilik arkeler iki tuzlu su drneginde (10 kob/ml) ve bir tuz 6rneginde (10*
kob/g) saptanmustir. Seliilolitik asir1 halofilik arkeler {i¢ tuzlu su 6rneginde (10* kob/ml) ve bir
tuz 6rneginde (10*kob/g) saptanmustir (Tablo 3.3).
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Tablo 3.2. Ayvalik Tuzlasi’ndaki Farkli Tuzluluga Sahip Havuzlardan Alinan Tuzlu Sularda ve
Tuz Ornegindeki Toplam Halofilik Olmayan Bakteri, Toplam Ilimli Halofilik Bakteri,
Toplam Asir1 Halofilik Arke Sayilari

Ornek kodu Toplam halofilik Toplam ihmh halofilik ~ Toplam asir1 halofilik
olmayan bakteri bakteri sayisi arke sayisi
sayisl
ATH3.5 1.8x10° kob/ml 4.0x10* kob/ml 2.0x10* kob/ml
ATH5 1.2x10° kob/ml 8.0x10* kob/ml 1.0x10* kob/ml
ATH6 1.2x10* kob/ml 6.0x10° kob/ml 1.0x10* kob/ml
ATHS8 1.2x10° kob/ml 1.3x10° kob/ml
ATH18 7.2x107 kob/ml 4.1x10° kob/ml 5.0x10* kob/ml
ATH24 1.3x107 kob/ml 3.5x10° kob/ml 7.0x10% kob/ml
ATH28 1.8x10° kob/ml 3.0x10* kob/ml 2.0x10* kob/ml
ATT 7.0x10* kob/g 7.0x10° kob/g 1.0x10* kob/g

ATH3.5, ATH5, ATH6, ATH8, ATH18, ATH24, ATH28, ATT numunelerinde toplam
proteolitik halofilik olmayan bakteri sayilar1 sirasiyla 2.0x10* kob/ml, 9.0x10* kob/ml, 3.0x10?
kob/ml, 1.0x10° kob/ml, 1.7x10° kob/ml, 9.6x10°kob/ml, 2.1x10*kob/ml, 3.4x10%kob/g olarak;
toplam proteolitik 1limli halofilik bakteri sayilar1 sirastyla 5.0x10° kob/ml, 6.0x10° kob/ml,
3.0x10% kob/ml, 1.3x10*kob/ml, 2.0x10*kob/ml, 1.6x10*kob/ml, 4.0x10%kob/ml, 6.0x10?kob/g
olarak saptanmistir (Tablo 3.4). Orneklerin higbirinde toplam proteolitik asir1 halofilik arke
tespit edilmemistir (Tablo 3.4).
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Tablo 3.3. Ayvalik Tuzlasi’ndaki Farkli Tuzluluga Sahip Havuzlardan Alinan Tuzlu Sularda
ve Tuz Ornegindeki Toplam Proteolitik Halofilik Olmayan Bakteri, Toplam Proteolitik Iliml1
Halofilik Bakteri, Toplam Proteolitik Asir1 Halofilik Arke Sayilari

Ornek kodu Toplam proteolitik Toplam proteolitik Toplam proteolitik

halofilik olmayan ihmh halofilik asir1 halofilik arke
bakteri sayisi bakteri sayisi sayis1

ATH3.5 2.0x10*kob/ml 5.0x10% kob/ml
ATH5 9.0x10* kob/ml 6.0x10° kob/ml
ATH6 3.0x10%kob/ml 3.0x10%kob/ml
ATH8 1.0x10° kob/ml 1.3x10*kob/ml
ATH18 1.7x10° kob/ml 2.0x10* kob/ml
ATH24 9.6x10° kob/ml 1.6x10* kob/ml
ATH28 2.1x10*kob/ml 4.0x10% kob/ml
ATT 3.4x10° kob/g 6.0x10% kob/g

ATH3.5, ATH5, ATH6, ATH8, ATH18, ATH24, ATH28, ATT numunelerinde toplam lipolitik
halofilik olmayan bakteri sayilar1 sirasiyla 5.4x10* kob/ml, 2.2x10* kob/ml, 2.0x10% kob/ml,
4.0x10* kob/ml, 4.0x10* kob/ml, 2.0x10° kob/ml, 3.0x102 kob/ml, 8.0x10%kob/g olarak; toplam
lipolitik 1liml1 halofilik bakteri sayilar1 sirasiyla 6.0x10? kob/ml, 2.0x10° kob/ml, 1.0x103
kob/ml, 3.0x10% kob/ml, 8.0x10° kob/ml, 1.1x10*kob/ml, 1.0x10? kob/ml, 1.0x102kob/g olarak
saptanmustir (Tablo 3.5). ATH18, ATH28, ATT numunelerinde toplam lipolitik asir1 halofilik
arke sayilar1 sirastyla 2.0x10* kob/ml, 1.0x10* kob/ml, 5.0x10* kob/g olarak bulunmustur (Tablo
3.5). ATH3.5, ATH5, ATH6, ATH8, ATH24 numunelerinde toplam lipolitik asir1 halofilik arke
tespit edilmemistir (Tablo 3.5).
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Tablo 3.4. Ayvalik Tuzlasi’ndaki Fakli Tuzluluga Sahip Havuzlardan Alinan Tuzlu Sularda

ve Tuz Ornegindeki Toplam Lipolitik Halofilik Olmayan Bakteri, Toplam Lipolitik Iliml1
Halofilik Bakteri, Toplam Lipolitik Asir1 Halofilik Arke Sayilari

Ornek
kodu
ATH3.5
ATH5
ATHG6
ATHS8
ATHI18
ATH24
ATH28

ATT

Toplam lipolitik
halofilik olmayan

bakteri sayisi
5.4x10* kob/ml
2.2x10*kob/ml
2.0x10°kob/ml
4.0x10* kob/ml
4.0x10* kob/ml
2.0x10° kob/ml
3.0x10% kob/ml

8.0x10%kob/g

Toplam lipolitik ~ Toplam lipolitik

1limh halofilik

bakteri sayisi
6.0x10% kob/ml
2.0x10°kob/ml
1.0x10° kob/ml
3.0x10°kob/ml
8.0x10° kob/ml
1.1x10*kob/ml
1.0x10? kob/ml

1.0x10? kob/g

asir1 halofilik
arke sayisi

2.0x10* kob/ml

1.0x10* kob/ml

5.0x10* kob/g

ATH3.5, ATH5, ATH6, ATH8, ATH18, ATH24, ATH28, ATT numunelerinde toplam
seltlolitik halofilik olmayan bakteri sayilar sirastyla 1.0x10%kob/ml, 2.0x10%kob/ml, 1.0x10?
kob/ml, 4.0x102 kob/ml, 2.0x102 kob/ml, 2.0x10? kob/ml, 3.0x10?kob/ml, 1.0x10%kob/g olarak;
toplam seliilolitik 1liml1 halofilik bakteri sayilar1 sirasiyla 4.0x10? kob/ml, 2.0x10! kob/ml,
2.0x10* kob/ml, 1.0x10* kob/ml, 1.0x10%kob/ml, 3.0x10%kob/ml, 1.0x10%kob/ml, 1.0x10*kob/g
olarak saptanmistir (Tablo 3.6). ATH3.5, ATH18, ATH28, ATT numunelerinde toplam
seliilolitik asir1 halofilik arke sayilar1 sirastyla 1.0x10! kob/ml, 2.0x10tkob/ml, 2.0x10* kob/ml,
1.0x10* kob/g olarak bulunmustur (Tablo 3.6). ATHS, ATH6, AT 8, ATH24 numunelerinde
toplam seliilolitik asir1 halofilik arke tespit edilmemistir (Tablo 3.6).
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Tablo 3.5. Ayvalik Tuzlasi’ndaki Fakli Tuzluluga Sahip Havuzlardan Alinan Tuzlu Sularda
ve Tuz Orneginde Toplam Seliilolitik Halofilik Olmayan Bakteri, Toplam Seliilolitik Iliml1
Halofilik Bakteri, Toplam Seliilolitik Asir1 Halofilik Arke Sayilar1

Toplam seltlolitik  Toplam selllolitik ~ Toplam selllolitik

Sorgjk halofilik olmayan  ihmls halofilik  asir halofilik arke
bakteri sayisi bakteri sayisi sayis1

ATH3.5 1.0x10? kob/ml 4.0x10% kob/ml 1.0x10* kob/ml
ATH5 2.0x10? kob/ml 2.0x10* kob/ml

ATH6 1.0x10? kob/ml 2.0x10* kob/ml

ATHS 4.0x10% kob/ml 1.0x10* kob/ml

ATH18 2.0x10%kob/ml 1.0x10? kob/ml 2.0x10* kob/ml

ATH24 2.0x10? kob/ml 3.0x102 kob/ml

ATH28 3.0x10% kob/ml 1.0x10? kob/ml 2.0x10* kob/ml
ATT 1.0x10% kob/g 1.0x10* kob/g 1.0x10* kob/g

Elevi ve arkadaslar1 (2004), Ayvalik Tuzlasi’'ndan alinan Orneklerde kiiltiire bagimli
yontemlerle izole edilen 7 adet asir1 halofil susunun morfolojik yapilarini, gelismeleri igin
gerekli tuz konsantrasyonlarini, enzimatik 6zelliklerini, biyokimyasal reaksiyonlarini, hiicre
zarindaki lipid yapilarmi, protein profillerini, plazmidlerinin, farkli antibiyotiklere karsi
duyarliliklarini incelemislerdir. Yapilan kimyasal testler sonucunda tiim suslarin katalaz ve
oksidaz pozitif oldugu, besiyerinde nitrat varliginda anaerobik olarak gelistikleri ve nitrattan
nitrit ve gaz iirettikleri bulunmustur. Izolatlarm hicbiri besiyerinde arginin varliginda anaerobik
olarak gelismemislerdir. Tiim izolatlarin indol {iretmedigi, kazeinaz ve lipaz (Tween 20 veya

Tween 80) aktivitelerinin olmadig1 rapor edilmistir.

2019 yilinda Ayvalik Tuzlasi’nda kiiltiire bagimli yontemle yapilan bir diger ¢alismada ise
Ayvalik Tuzlasi’ndan (Balikesir) halofilik arkelerin izolasyonu yapilarak bu halofilik arkelerin
biyoteknolojik enzim potansiyelleri arastirilmistir (Yilmaz, 2019). Ayvalik Tuzlasi’nin 10
farkli havuzundan alinan su ve sediment 6rnekleri kullanilarak farkli besiyerlerinde kiiltiire
edilebilir halofilik arke izolatlar1 elde edilmistir. Arastirmacilar, iyon kromatografisi ile
toplanan tuzlu su 6rneklerinde sulfat, florar, nitrit, kloriir ve bromiir degerlerini belirlerken,

sodyum, kalsiyum, magnezyum, kadmiyum, bakir, demir, mangan degerleri ICP-OES cihazi
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kullanilarak belirlenmistir. Bu Tez ¢alismasinda ayrica, kimyasal analiz sonuglart ile halofilik
prokaryotik izolatlarin sayisi ve tiirleri arasinda bir iligki olup olmadig arastirilmistir (Yilmaz,
2019). Ayvalik Tuzlasindan toplanan 10 tuzlu su 6rnegindeki floriir (<0.1 mg-279 mg/L),
Klortr (32392 mg/L-205027 mg/L), nitrit (<0.1), bromir (415 mg/L-1280 mg/L), sulfat (<0.1
mg/L-775 mg/L), nitrat (280 mg/L-1205 mg/L), fosfat (9899 mg/L-62156 mg/L), sodyum
(1.256 g/L -12.990), kalsiyum (0.355 g/L-11.174 g/L), magnezyum (2.032 g/L-24.756 g/L),
kadmiyum (0.743 g/L-0.910 g/L), bakir (<1.00), demir (1.487 g/L-3.316 g/L), mangan (4.347
g/L-7.727 g/L) miktarlar1 bu ¢alismada rapor edilmistir.

Daha onceki ¢alismada Ayvalik Tuzlasi’ndan alinan su 6rneklerinde 1.2x10% kob/ml halofilik
prokaryotik mikroorganizma saptanmistir. Tuzladan farkli 55 adet halofilik izolat secilmistir.
Bu prokaryotik mikroorganizmalarin sivi besiyerinde ve agarli besiyerinde ¢esitli enzimleri
tiretenler belirlenmis ve tirettikleri enzimler tespit edilmistir. Agarli besiyerinde yapilan testler
sonucunda 55 halofilik izolatdan 34 izolatin enzimlerden en az birini iirettigi bilgisi rapor
edilmistir. Bu izolatlardan 14’{iniin fazla miktarda enzim iirettigi aciklanmustir. izolatlar
tarafindan iiretilen enzimlerin ise 1s1 toleranslarinin 40 ‘C’ye yakin oldugu, alkali pH’larda daha
cok stabil olduklar1 bildirilmistir. 14 farkli prokaryotik izolatin 11 adeti kiiltirel karakteristikler
morfolojik yapilar ve 16S rRNA dizi verileri ile tamimlanmistir. Yapilan g¢alismada
Marinobacter algicola, Halobacillus karajensis, Halobacillus alkaliphilus, Actinopolyspora
erythraea, Halomonas denitrificans, Chromohalobacter beijerinckii, Halomonas alimentaria,
ve Salegentibacter salarius turleri tespit edilmistir. EK olarak enzim Ureten 3 halofil izolat cins
seviyesinde tanimlanmigtir. Bu izolatlarn 2 adeti Haloferax sp., ve 1 adeti ise
Saccharopolyspora sp. olarak tanimlanmistir. Tanimlandig bildirilen tiirlerden AT-01-006
izolat numarali Halobacillus karajensis’in ksilanaz ve amilaz pozitif, AT-06-002 izolat
numarali Halobacillus alkaliphilus’un ksilanaz, amilaz ve seliilaz pozitif, AT-07-001 izolat
numarali Salegentibacter salarius’un ksilanaz, amilaz ve seliilaz pozitif, AT-07-002 izolat
numarali Halomonas alimentaria’'nmin ksilanaz, amilaz ve selilaz pozitif, AT-08-002 izolat
numarali Halomonas denitrificans’in  selllaz  pozitif, AT-09-003 izolat numaral
Actinopolyspora erythraea’nin seliilaz pozitif, AT-10-003 izolat numarali Chromohalobacter
beijerinckii’nin ksilanaz, amilaz, selilaz ve pektinaz pozitif, AT-10-004 izolat numarali
Marinobacter algicola’nin seliilaz pozitif oldugu bildirilmistir. Tanimlanan AT-02-001 kodlu
izolatin Haloferax sp. olarak tanimlandigi ve bu susun ksilinaz pozitif oldugu bildirilmistir.
AT-02-002 Haloferax sp.’nin ksilanaz ve seliilaz pozitif, AT-04-001 izolat numarali

Saccharopolyspora sp.’nin ksilanaz, amilaz, seliilaz ve pektinaz pozitif oldugu rapor edilmistir
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(Y1ilmaz 2019). Bu ¢alismada seliilaz tireten prokaryotik mikroorganizmalarin belirlenmesi,
bizim c¢alismamizdaki seliilaz lireten prokaryotik mikroorganizmalarin saptamasi ile benzerlik
gostermektedir. Bu sonuglardan ve bizim sonuglarimizdan gorildiigi gibi Ayvalik

Tuzlasi’ndaki prokaryotik toplulugun endiistriyel 6neme sahip oldugu goriilmektedir.

Ayvalik Tuzlasindan toplanan %3.5 tuzluluga sahip olan tuzlu su Orneginde Bacteria
domainine ait olan ldiomarina, Nafulsella, Anaerobacillus, Bacillus, Salinimicrobium ve
Salipaludibacillus cinsleri sirasiyla %23.98, %14.64, %8.46, %3.53, %1.52 ve %1.09 bollukta
saptanmistir. Ayrica %3.5 tuzluluga sahip olan tuzlu su 6rneginde Archaea domainine ait olan

Halorubrum ve Halonotius cinslerinin ise %3.76 ve %1.50 bolluklarinda oldugu belirlenmistir

Ayvalik Tuzlasindan toplanan %8 tuzluluga sahip olan tuzlu su 6rneginde Bacteria domainine
ait Puniceicoccus, Aquiluna, Thiohalocapsa, Truepera, Alcanivorax, Lentimonas ve Litoricola
cinsleri sirastyla %14.09, %5.24, %4.12, %2.44, %1.93, %1.71 ve %1.06 bolluklarinda

saptanmuistir.

Ayvalik Tuzlasindan toplanan %24 tuzluluga sahip olan tuzlu su 6rneginde Archaea domainine
ait Halorubrum, Halonotius, Halobellus, Halomarina, Halarchaeum, Natronomonas ve
Haloarcula cinsleri ve Bacteria domainine ait Salinibacter cinsi sirasiyla %67.29, %9.82,
%3.56, %2.51, %2.30, %1.52, %1.34 ve %4.12 bolluklarinda bulunmustur.

Ayvalik Tuzlasindan toplanan tuz drneginde Archaea domainindeki Halonotius, Halorubrum,
Halobellus, Haloplanus, Haloarcula cinsleri ve Bacteria domainine ait Salinibacter cinsi
sirastyla %43.03, %37.52, %2.82, %2.25, %1.18 ve %6.77 bolluklarinda bulunmustur.

Cinar ve Mutlu (2021), tilkemizdeki bulunan Ayvalik Tuzlasi’nin %32 tuzluluga ve 7.50 pH
degerine sahip kristalizasyon havuzundan aldiklari tuzlu su 6rneginde Yeni Nesil Miseq Gen
Dizileme yontemini kullanarak gen dizilemesi yapmislardir. Tuzlu su 6rneginden elde edilen
dizilemeler sonucunda OTU’larda Halobacteriales ile iliskili okumalarin baskin oldugu
gozlemlenmistir. Haloquadratum iizerindeki okumalarin goéreceli bollugu tiim 6rneklerde en

yiiksek olup Ayvalik Tuzlasi’ndan alinan 6rnegin %29'unu olusturdugu tespit edilmistir.

Yapilan 6rneklemede en bol bulunan Bacteria domainine ait grubun ise Salinibacter oldugu
bildirilmistir. Elde edilen bilgiler sonucunda Ayvalik Tuzlasi’nda tespit edilen diger OTU'lar
Halonotius (%19), Haloferacaceae gl (%19), Halorubrum (%11) ve Natronomonas (%7),
Halobellus (%3.6), Haloplanus (%3.5), Salinibacter (%2.2) ve Haloarcula (%1.9) ile
iliskilendirilmistir. Bizim ¢alismamizda da Cinar ve Mutlu (2021) calismasinda oldugu gibi

hem Ayvalik Tuzlasi’nin %24 tuzluluga sahip kristalizasyon havuzundan alinan Ornekte
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Archaea domaininin (%67.29 Halorubrum, %9.82 Halonotius, %3.56 Halobellus, %2.51
Halomarina, %2.30 Halarchaeum, %1.52 Natronomonas ve %1.34 Haloarcula) ve Bacteria
domainine ait Salinibacter cinsinin (%4.12) hem de Ayvalik tuzlasindan toplanan tuz 6rneginde
Archaea domaininin (%43.03 Halonotius, %37.52 Halorubrum, %2.82 Halobellus, %2.25
Haloplanus ve %1.18 Haloarcula) ve Bacteria domainine ait Salinibacter cinsinin (%6.77)
yuksek bollukta olduklari bulunmustur.

Yasa ve arkadaslar1 (2008) Camalti Tuzlasi’nin 2 farkli noktasindan alinan 6rneklerden 13 adet
izolat elde edilmistir. Orneklerden elde edilen 2 susun kirmizi-mor, izole edilen diger suslarin
ise turuncu-kirmizi pigmente sahip olduklari bildirilmistir. zolatlarm %5-%30 NaCl tuz iceren
ortamlarda gelisebildikleri ve NaCl igermeyen ortamda ise gelisim gosteremedikleri
bildirilmistir. Biitiin suslarin pH 5-8, sicaklik 27°C- 50°C arasinda gelisim gosterebildikleri
gbézlemlenmistir. Yapilan biyokimyasal testler sonucunda, elde edilen izolatlardan bir tanesi
indol pozitif, diger izolatlar indol negatif, higbir izolatta gaz ve nitrattan nitrit olusumu
gdzlenmemistir. 1zolatlarin hepsi katalaz pozitif ve oksidaz negatif olarak sonug vermistir.
Higbir izolatta seliilaz, amilaz ve lipaz aktivitesi gozlemlenmemis, bes izolatta esteraz aktivitesi
gozlenmistir. Proteaz aktivitesi ¢ izolatta gorilurken tim izolatlarda DNaz aktivitesi
gbzlemlenmistir. Izolatlara ait 16S rDNA dizileri NCBI Blast ile veri bankasindaki
mikroorganizmalarla karsilastirilmistir. Yedi adet izolatin Haloferax alexandrines (%99), bir
adet izolatin Haloferax alexandrines (%98), bir izolatin Haloferax alexandrines (%96), bir
izolatin Haloferax sp. HSC4 (%99), bir izolatin Haloferax YT 228 (%97), bir izolatin
Halobacterium salinarum R1 strain (%99), bir izolatin ise Halobacterium salinarum (%97) ile

eslesmis oldugu bildirilmistir.

Mutlu ve Giiven (2011), Camalt1 Tuzlasi’ninda bulunan 10 farkli havuzdan (%6 -%30 tuzluluk,
pH 6.5-7.5) aldiklar1 tuzlu su 6rneklerindeki prokaryot gesitliligini, kiiltiirden bagimsiz iki
yontem olan Real Time PCR ve fluorescence in-situ hybridization (FISH) ile arastirmiglardir.
Tuzladan alinan 6rneklerin DAPI (1.21-3.2x107 kob/ml) sayilari, hiicre morfolojilerini (basil,
diizensiz ¢ubuklar ve koklar) incelenmis ve yliksek tuzluluga sahip olan 6rneklerin daha yiiksek
sayida Archaea igerdigi bildirilmistir. Arastirmacilar, Camalti Tuzlasi’ndan alinan tuzlu su
orneklerinin analizi i¢in uluslarasi problar kullanmistir (EUB338 probu (Eubacteria spesifik),
ARC915 probu (Archaea 6zgii prob). Arastirmacilar Eubacteria spesifik probu ile hibritlenen
hiicrelerin tiim DAPI ile boyanmis hiicrelerin %48 ila %67'si ve Archaea'ya 6zgu prob ile

hibritlenen tiim DAPI ile boyanmus hiicrelerin %33 ila %57'si arasinda degistigi sonucunu FISH

ile elde etmislerdir. Havuz sularindan %6 tuzluluga sahip 6rnegin (6rnek 1), EUB338 probu ile

49



FISH sonuglarina gore en yiiksek Bacteria popiilasyonunu igerdigini gostermistir. Sirasiyla
%30 ve %28 tuzluluk oranina sahip olan tuzlu su ornekleri (2. ve 3. Numuneler), ARC915

probu ile en ylksek Archaea popiilasyonunu gostermistir.

Mutlu ve Giiven (2015), Camaltt Tuzlasi’ndan aldiklar1 orneklerdeki mikrobiyal cesitliligi
ortaya cikartmak i¢in kiiltiire bagimli ve kiiltiirden bagimsiz yontemleri kullanmislardir.
Tuzladan toplanan su orneklerinden elde edilen DNA’dan amplifiye edilen 16S rRNA gen
pargalart DGGE yontemi ile incelenerek 16S rRNA gen kiitiiphane analizi de yapilmistir.
Tanimlanan izolatlarin 17 tanesinin Bacteria Domaini ile iligkili oldugu tespit edilmistir. Bu
arastirmadaki tiim bakteri izolatlarinin Halobacillus (%99), Halomonas (%98) ve Virgibacillus
(%97) cinsleriyle filogenetik olarak bir benzerliginin oldugu bilgisini elde etmislerdir. 16S
rRNA gen kituphanesinden toplam 50 klon ARDRA ile analiz edilmis ve bu bakteriyal
klonlarin birgogunun Bacteroidetes (%85) subesinin Salinibacter cinsi iiyeleri arasinda bir
iliski oldugu bildirilmistir. Yapilan DGGE sonucunda ise elde edilen bantlarin dizileri kiiltiire
edilmemis halofil bakteri, Salinibacter ve Halomonas sp. ile iliskili oldugu bilgisi elde

edilmistir.

Ghai ve arkadaslar1 (2011), ispanya’nin Alicante sehri yakinlarindaki Bras del Port’da bulunan
ve sirastyla %19 ve %37 tuz konsantrasyonuna sahip iki giines tuzlasi havuzundan aldiklar
orneklerde, Roche 454 GS-FLX platformu ile ¢evresel DNA'nin dizilemesini yapmuslardir.
%19 tuzluluga sahip giines tuzlas1 havuzundan aldiklar1 6rneklerde farkli oranlarda Archaea
Domainine ait (%17) Halorubrum, (%17) Haloquadratum, (%5) Natronomonas, (%1)
Halobacterium, (%1) Haloferax, (%1) Natronobacterium, (%2) Arhodomonas, (%?2)
Halomicrobium cinsleri ve Bacteria Domainine ait (%2) Nitrococcus, (%16) Alkalilimnicola,
(%7) Salinibacter, (%4) Leifsonia, (%2) Puniceicoccus, (%1) Roseovarius, (%1)
Renibacterium, (%2) Clavibacter, (%1) Aquiluna, (%1) Pseudoruegeria, (%1) Roseobacter,
(%1) Gramella, (%1) Planktoluna, (%21) Dinoroseobacter, (%1) Flavobacterium, (%1)
Psychoflexus cinslerini saptamiglardir. Ayni tuzlada bulunan % 37 oraninda tuzluluga sahip
glines tuzlasi havuzundan alinan 6rneklerde ise farkli oranlarda Archaea Domainine ait (%79)
Haloquadratum, (%4) Halorubrum, (%4) Halomicrobium, (%1) Halorhabdus, (%1)
Haloferax, (%1) Halosimplex, (%1) Halobacterium ve Bacteria Domainine ait (%9)

Salinibacter cinsleri tespit edilmistir.

Lopez-Lopez ve arkadaglari (2013), Akdeniz’de bulunan Mallorca Adasi’nin giiney bati

kiyilarinda bulunan tuzlalardan aldiklar1 6rnekler ile tuzcul ortamin genetik havuzunu, arkeyal
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toplulugun ve metanojenik iiyelerin lizerinde daha fazla durarak bir ¢alisma yapmislardir.
Gergeklestirilen bu ¢alismanin odak noktasi, ekolojik olarak dnemli olabilecek arkeyal soylar
hakkinda onceki calismadan elde edilmis bilgilerin genisletilmek istenmesi olarak
belirtilmistir. Calismadan elde edilen sonuclarin, farkli molekiiler teknikler kullanilarak
yapilmis onceki ¢alismada karsilagilan bakteri ¢esitliligi ile uyumlu oldugu fakat ¢evresel
genomik (metagenomik) ve 16S rRNA kokenli yontemler kullanilarak elde edilmis sonuglarla
arke cesitliliginde onemli farkliliklar igcerdigini belirtmislerdir. Bilinen genomlara sahip
metagenomik parcalarin bir¢ogu i¢in ayni gen sirasina sahip siralanmis belirleyicilerin
eksikligi ile Ac¢ik Okuma Cergevelerinde (ORF: Open Reading Frame) olan benzerlik
seviyesinin disiikliigiiniin calisilmis olan toplulugun yenilik derecesini yansittigini rapor
etmislerdir. Dizilenen klonlar1 ¢aligsilan genom boliimiiniin temsilcileri ile iliskilendirmenin bu
Arke grubuyla ilgili erisime agik olan gen havuzlarinda ek bilgiler bulunmamasindan dolay1

miimkiin olamayacagini tespit etmislerdir.

Fernandez ve arkadaslar1 (2014) Giiney Ispanya’nin Alicante sehrinde bulunan Santa Pola
Tuzlasi’'nda gerceklestirdikleri metagenomik calismasinda, tuzlanin farkli bolgelerinden
ornekler almiglardir. Santa Pola Tuzlasi’nin %13 tuzluluga sahip bir tuzlasindan aldiklari
ornekteki toplam prokaryotik DNA’y1 pirosekanslama yontemi ile elde etmislerdir. Tuzladan
alinan ornekler orta tuzluluk (%13 ve %19) ve yiiksek tuzluluga (%33 ve %37) sahip olan
havuzlardan alinmigtir. Bu bolgeden elde edilen analiz sonuglari daha sonra diger kiyi
orneklemelerinin sonuglariyla karsilastirildiginda ortaya c¢ikan mikrobiyal c¢esitliligin
Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Actinobacteria, Deltaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria ve Euryarchaeota filumlarina ait olduklar
saptanmistir. Ek olarak, %57 oraninda dizinin daha 6nce tanimlanan herhangi bir cinse ait
olmadigini belirtmislerdir. Birlestirilen kontiglerin tetraniikleotid frekanslarinin temel bilesen
analizi daha Once ag¢iklanandan farkli ancak Haloquadratum walsbyi ve Halobacteriaceae'nin
diger tiyeleri ile iliskili yeni Euryarchaeota gruplariin varligimi gosterdigini belirtmiglerdir.
Ayrica, yeni izole edilmis bir bakteri olan Spiribacter salinus ile iliskili yeni

Gammaproteobacteria lyeleri gézlemlediklerini rapor etmislerdir (Fernandez ve ark., 2014a).

Ventosa ve arkadaslar1 (2014), Giiney Ispanya’nin Santa Pola Tuzlasi’nda hem kiiltiire bagimli
hem de kiiltiirden bagimsiz genetik analizlerle saptanan mikroorganizma topluluklarint 1975
yilindan giinlimiize kadar incelemislerdir. Bu tuzlada yapilan kiiltiire bagiml ilk ¢alismalarda,
saf kiiltiirlerde mikroorganizmalar1 geleneksel yontemlerle izole etme ve izole edilen

mikroorganizmalarin  biyokimyasal testlerle fenotipik 06zelliklerinin  incelenmesine
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dayanmaktadir. Rodriguez-Valera ve arkadaslar1 (1981, 1985), mikrobiyal popiilasyonlarin
kompozisyonundaki degisimleri ve taksonomik gruplarin %10 tuzdan tuz doygunluguna kadar
olan havuzlardaki dagilimin belirlemis, tuzluluklar1 %15’in {izerinde olan havuzlardan izole
edilen organizmalarin ¢ogunun halofil mikroorganizmalar, tek hiicreli algler Dunaliella ve
diger oOkaryotik organizmalar olduklarini gozlemlemislerdir. Protozoa, diger algler ve
diatomlar %15 tuzluluga kadar olan havuzlardan alinan 6rneklerde tespit edilmistir. Santa Pola
Tuzlasi’ndan Haloarcula hispanica (Juez ve ark., 1986), Haloferax mediterranei (orjinal adi:
Halobacterium mediterranei) (Rodriguez-Valera ve ark., 1983; Torreblanca ve ark., 1986),
Haloferax gibbonsii (Juez ve ark., 1986), Haloferax lucentense (Gutierrez ve ark., 2002),
Haloquadratum walsbyi (Burns ve ark., 2007) gibi arke tiirlerinin izole edildigi bildirilmistir.
Santa Pola Tuzlasi’ndan izole edilmis ve tamimlanmus bakteri tUrlerinin ise Halobacillus
halophilus (orjinal adi: Sporosarcina halophile) (Claus ve ark., 1983; Ventosa ve ark., 1983;
Spring ve ark., 1996), Salimicrobium album (orjinal adi: Marinococcus albus) (Hao ve ark.,
1984; Yoon ve ark., 2007), Salinivibrio costicola subsp. costicola (orjinal adi: Vibrio costicola)
(Garcia ve ark., 1987a, 1987b; Mellado ve ark., 1996), Marinococcus halophilus (Hao ve ark.,
1984), Salinicoccus roseus (Ventosa ve ark., 1990), Salinicoccus hispanicus (orjinal adi:
Marinococcus hispanicus) (Méarquez ve ark., 1990; Ventosa ve ark., 1992), Chromohalobacter
marismortui  (Ventosa ve ark., 1989); Halomonas salina (orjinal adi: Deleya salina)
(Valderrama ve ark., 1991; Dobson ve Franzmann, 1996), Salinibacter ruber (Anton ve ark.,
2002), Halomonas ilicicola (Arenas ve ark., 2009), Marinococcus halophilus (Marquez ve
ark., 1992) oldugu bildirilmistir. Ayni tuzladan alinan 6rneklerde, kiiltiirden bagimsiz yeni
nesil dizi analizleri kullanilarak ¢alismalar yapilmistir. Tuzlanin 4 farkli tuzluluk oranina sahip
bolgesinden ve Akdeniz’den alinan 6rneklerden elde edilen sonuglara gore asagida belirtilen
mikrobiyal cesitlilik verileri elde edilmistir. %13 tuzluluga sahip havuzdan alinan 6rneklerde
toplam dizi sayis1 1552 ve cins sayist 95 olarak agiklanmistir. Arastiricilar, %1 iistiinde olan
cinslerin Roseovarius (% 3.1), Oceanicola (%3.5), Alkalilimnicola (%1.2), Spiribacter (% 4.8),
Pseudoruegeria (%1.9), Aquiluna (%2.3), Rhodoluna (%1.1), Agrococcus (%1), Arhodomonas
(%1), Haloquadratum (%]1) oldugunu belirtmislerdir. %19 tuzluluga sahip havuzdan alinan
orneklerde toplam dizi sayis1 1477 ve cins sayis1 69 olarak tespit edilmistir. Bu havuzda, %1
uzerinde olan cinslerin Halorubrum (%12.5), Haloquadratum (%7.9), Salinibacter (%6.4),
Natronomonas (%5.6), Oceanicola (%1.1), Spiribacter (%4.4), Aquiluna (%1.5),
Arhodomonas (%1.8), Puniceicoccus (%1.5), Haloredivivus (%3.2), oldugu saptanmustir. %33
tuzluluga sahip havuzdan alinan Orneklerde Halorubrum (%23.1), Salinibacter (%4.7),

Haloquadratum (%29.5), Haloplanus (%3.4), Natronomonas (%5.7) cinsleri tespit edilmis
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olup bu havuzdan elde edilen toplam dizi sayis1 888 ve cins sayis1 16 olarak rapor edilmistir.
%37 tuzluluga sahip havuzdan alinan 6rneklerde ise %1 iistiinde olan cinslerin Nanosalinarum
(%1.7), Salinibacter (%9.1), Halomicrobium (%1), Halorubrum (%3.2), Haloquadratum
(%58), Nanosalina (%4) oldugu belirlenmistir. Bu havuzda toplam dizi sayis1 1408 ve cins
say1st 13 olarak tespit edilmistir. Akdeniz'den %3 tuzlulukta olan bolgeden alinan 6rnekte ise
toplam dizi sayis1 2596 ve cins sayisi 171 olarak agiklanmistir. Bu bolgede Pelagibactera
(%32.6), Prochlorococcus (%1.7), Synechococcus (%1.5), Coraliomargarita (%0.7) ve

Flavobacterium (%0.6) cinsleri saptanmaistir.
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4. SONUCLAR

Balikesir’in Ayvalik ilgesinde bulunan Ayvalik Tuzlasi, iilkemize ekonomik agidan katki
saglayan ikinci biiylik deniz tuzlasidir. Bu nedenle, Ayvalik Tuzlasimin fizikokimyasal
parametreler, enzimatik aktiviteye sahip prokaryotik populasyonlar, prokaryotik cesitlilik

acisindan incelenmesi ¢ok onemlidir.

Ayvalik Tuzlasindan toplanan tuzlu su 6érneklerinin sodyum, potasyum, magnezyum, kalsiyum,
kloriir konsantrasyonlar1 sirastyla 11364+495 mg/L ile 59804+2605 mg/L, 339.9+7.2 mg/L ile
10900+232 mg/L, 138.6+£2.6 mg/L ile 34336633 mg/L, 50.2+1.4 mg/L ile 1071+29 mg/L,
23813.4 £ 635.6 mg/L ile 157534.8 + 305.3 mg/L arasinda degismistir. Tuzluluk oran1 %6, %8,
% 18 ve % 24 olan tuzlu su numunelerinde aliiminyum konsantrasyonlari sirastyla 2.1+0.1
mg/L, 2.4+£0.1 mg/L, 2.1+0.1 mg/L ve 1.4+0.1 mg/L olarak bulunurken, % 3,5, % 5 ve % 28
tuzluluk iceren tuzlu su numunelerinin aliiminyum konsantrasyonlari 0.96 mg/L'den diisitk
bulunmustur. Tuz Orneginin sodyum, potasyum, magnezyum, kalsiyum ve Kklorir
konsantrasyonlar1 sirastyla 44896+1956, 367.3+7.8, 554 £10.2, 117.743.2 ve 261642.1 + 352.5
olarak saptanmistir. Ancak tuzlu su numunelerinin ve tuz numunesinin bakir konsantrasyonlari
0.96 mg/L'den ve selenyum konsantrasyonlar1 ise 1.96’dan diisiik olarak saptanmistir. Bu
tuzlada bulunan mikroorganizmalarin proteolitik, lipolitik, selliilolitik aktivitelere sahip oldugu
gorulmektedir. Ayvalik Tuzlasindan toplanan tuzlu su (ATH3.5, ATHS5, ATH6, ATHS,
ATH18, ATH24, ATH28) numunelerinin hepsinde toplam proteolitik halofilik olmayan bakteri
sayis1 103-10° kob/ml arasinda, toplam lipolitik halofil olmayan bakteri sayis1 10°-10° kob/ml,
toplam seliilolitik halofilik olmayan bakteri sayis1 10?-10% kob/ml arasinda bulunmustur. Aymi
orneklerdeki toplam proteolitik 1liml1 halofilik bakteri sayis1 103-10* kob/ml, toplam lipolitik
1liml1 halofilik bakteri say1s1 102-10% kob/ml ve toplam seliilolitik 1liml1 halofilik bakteri say1s1
10%-10? kob/ml arasinda belirlenmistir. ATH18, ATH28 &rnek kodlu numunelerde lipolitik asir1
halofil arke sayis1 10* kob/ml, ATH3.5, ATH18 ve ATH28 nolu 6rneklerde toplam seliilolitik

asir1 halofil arke sayis1 10 kob/ml olarak saptanmuistir.

ATH3.5, ATH18, ATH28 tuzlu su 6rneklerinde seliilolitik asir1 halofil arke saptanirken,
ATHI18, ATH28 tuzlu su o6rneklerinde toplam lipolitik asir1 halofil arke saptanmistir. Hicbir

ornekte proteolitik asir1 halofil bakteri tespit edilmemistir.

Ayvalik Tuzlasi’ndan toplanan tuz 6rneginde (ATT) toplam proteolitik halofilik olmayan
bakteri sayis1 10° kob/g, toplam lipolitik halofilik olmayan bakteri sayis1 10? kob/g ve toplam

54



selulolitik halofilik olmayan bakteri sayis1 10 kob/g olarak belirlenmistir. Ayn1 drnekteki
toplam proteolitik 1liml1 halofilik bakteri say1s1 102 kob/g, toplam lipolitik 1liml1 halofil bakteri
say1s1 102 kob/g ve toplam seliilolitik 1liml1 halofil bakteri sayis1 10! kob/g olarak bulunmustur.
Tuzdaki toplam asir1 halofil arke sayis1 10* kob/g, toplam lipolitik agir1 halofil arke sayis1 10*
kob/g iken ham tuz 6rneginde proteolitik asir1 halofil arke goriilmemistir.

Bu tuzladan elde edilen farkli tuz konsantrasyonlarinda iireyen proteolitik, lipolitik ve
selliilolitik bakteriler ¢esitli endiistrilerde de kullanim potansiyeli bulabilir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda Ayvalik Tuzlasindan toplanan tuzlu su ve ham tuz drneklerinin proteolitik asirt
halofil arke igermemesi bu tuzlarin, dericilik endiistrisinde, derilerin tuzlanmasinda kullanilip
deriye zarar vermesini en aza indirgeyerek ekonomik olarak avantaj ve nem saglayabilir. Ayni
sekilde tuzlarda bulanan seliilaz iireten bakteriler derilerde bulunan giibrenin temizlenmesinde
blylk Oneme sahip olabilirler. Lipolitikler bakteriler ise derilerdeki yagin giderilmesinde

kullanilabilir.

%3.5 tuzluluktaki tuzlu su havuzundan toplanan tuzlu su 6rneginde (ATH3.5) beklenildigi gibi
Bacteria ait olan cinslerin [Idiomarina (%23.98), Nafulsella (%14.64), Anaerobacillus
(%8.46), Bacillus (%3.53), Salinimicrobium (%1.52) ve Salipaludibacillus (%1.0)], Archaea
domainine ait cinslerden [Halorubrum (%3.76) ve Halonotius (%1.50)] daha fazla bulundugu

gozlenmistir. Bu 0rnekte en fazla bollukta Idiomarina cinsinin (%23.98) oldugu belirlenmistir.

% 8 tuzluluktaki tuzlu su havuzundan toplanan tuzlu su 6rneginde (ATHS) ise sadece Bacteria
ait cinsler [Puniceicoccus (%14.09), Aquiluna (%5.24), Thiohalocapsa (%4.12), Truepera (%
2.44), Alcanivorax (%1.93), Lentimonas (%21.71) ve Litoricola (%1.06)] saptanmistir. Bu
ornekte en fazla bollukta Puniceicoccus cinsinin (%14.09) oldugu goriilmiistiir.

%24 tuzluluktaki tuzlu su havuzundan toplanan tuzlu su 6rneginde (ATH24) oldukca yiiksek
miktarlarda arkeal cinsler [Halorubrum (%67.29), Halonotius (%9.82), Halobellus (%3.56),
Halomarina (%2.51), Halarchaeum (%2.30), Natronomonas (%1.52) ve Haloarcula (%1.34)]
bulunmustur. Bu tuzlu su 6rneginde oldukga fazla miktarda Halorubrum cinsi (%67.29)
bulunmustur. Bu ortamda sadece Bacteria ait olan ve tuzlu ortamlarda bulunun Salinibacter

cinsi (%4.12) tespit edilmistir.

Ayvalik Tuzlasindan toplanan tuz 6rneginde (ATT) de Archaea ait olan cinslerin bollugu
[Halonotius (%43.03), Halorubrum (%37.52), Halobellus (%2.82), Haloplanus (%2.25),
Haloarcula (%1.18)] dikkat ¢cekmistir. Bu 6rnekte fazla miktarlarda Halonotius (%43.03) ve
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Halorubrum (%37.52) cinsleri saptanmistir. Bacteria ait olan Salinibacter cinsi (%6.77) bu

ornekte diger drneklere kiyasla yiiksek miktarlarda bulunmustur.

Sonug olarak, Ayvalik Tuzlasi’nin fiziko-kimyasal analizlerle belirlenmesinin, bu tuzlada
bulunan mikrobiyal topluluklarin izolasyonu i¢in Onemli ipuglari sunabilecegini
disiinmekteyiz. Ayvalik Tuzlasi’nda bulunan prokaryotik topluluklarin ve prokaryotik
cesitliligin, asirt tuzlu ortamlar hakkinda hem ulusal hem de uluslararasi ¢aligmalara 6nemli
bilgiler saglayacagi kanisindayiz. Bu ¢alismadan elde edilen fiziko-kimyasal ve mikrobiyal
topluluk wverileri, asir1 tuzlu ortamlarda bulunan endiistriyel potansiyeli olan

mikroorganizmalarin kesfedilmesi i¢in kullanilabilir.
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