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OZET

HALOFILIK MIKROORGANIZMALARIN iZOLASYONU,
IDENTIFIKASYONU VE BiYOTEKNOLOJIK ONEME
SAHIP EKSTRASELULER ENZIMLERININ
ARASTIRILMASI

KAHRAMAN, Ozge
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal
Tez Yoneticisi: Yrd. Do¢. Dr. Thsan YASA
Agustos 2008, 107 sayfa

Bu arastirmada Izmir Camalti Tuzlasi’'ndan alinan &rneklerden
halofilik =~ mikroorganizma  izolasyonu  gerceklestirilerek  bu
mikroorganizmalarin biyoteknolojik Oneme sahip bazi enzimlerinin
taramalart  ve  biyokimyasal testlerinin yan1 sira  molekiiler

karakterizasyonlar1 yapilmaya c¢aligiimistir.

Tuzlanin iki farkli yerinden alinan toprak &rneklerinden
saflagtirllan 14 izolatin ekstraseliiler extremozim taramalarinda %
48,2’sinin esteraz, % 28,5’nin proteaz, % 100’liniin DNaz aktivitesine
sahip olduklari; lipaz, amilaz jelatinaz ve seliilaz aktivitelerine ise sahip
olmadiklar1 goriilmiistiir. Proteaz aktivite Ol¢lim sonuglarinda % 99
benzerlik oramiyla Halobacterium salinarum olarak saptanan 2 nolu

izolatin, % 0,5 maya oziitli iceren SW-25 (pH 7.0) ortaminda 4. giin 2 U



VI

aktivite, 5. giin ise 2,5 U aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Farkli
besin, azot kaynaklarmin ve farkli NaCl konsantrasyonlarinin proteaz
tiretimine etkisi incelendiginde maya oziitiinde; 2,6 U ve et 6ziitiinde; 1,2
U ayrica 3,5M NaCl igeren ortamda 2,3 U aktivite ve 4M NaCl igeren
ortamda 2 U aktivite gosterdigi goriilmiistiir. izolatlarin 16S rDNA
molekiiler tanilar1 sonucu 1,4,6,7,10,11,13 nolu izolatlar % 99 oraninda
Haloferax alexandrinus, 5 nolu izolat % 98 oraninda Haloferax
alexandrinus, 12 nolu izolat % 96 benzerlik oramyla Haloferax
alexandrinus, 3 nolu izolat % 99 Haloferax sp. HSC4, 8 nolu izolat % 97
Haloferax YT 228, 2 nolu izolat % 99 Halobacterium salinarum RI

strain, 9 nolu izolat % 97 Halobacterium salinarum olarak tanilanmistir.

Anahtar Kelimeler: FEkstrem Halofilik Archaea, Halobacteriaceae,

Ekstraseliiler Enzim, Ekstremozimler, Proteaz
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ABSTRACT

ISOLATION, IDENTIFICATION OF HALOPHILIC
MICROORGANISMS AND RESEARCH OF THEIR
EXTRACELLULAR ENZYMES WITH BIOTECHNOLOGICAL
IMPORTANCE

KAHRAMAN, Ozge

Master of Science Thesis Biology Department
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Thsan YASA
August, 2008, 107 pages

In this research we tried to isolate halophilic microorganisms from
[zmir Camalt1 Saltern and screened their enzymes with biotechnological
importance and molecular identification besides biochemical tests.

In the extracellular extremozyme screening of 14 isolates isolated
from soil samples taken from two different parts of saltern, we observed
that % 48.2 has esterase activity, % 28.5 has protease activity, % 100 has
DNase activity but any lipase, amylase, gelatinase and cellulase activity
have been detected.

Compared to protease production capacities of isolates, isolate 2
was the best protease producer and identified as Halobacterium
salinarum with % 99 sequence similarity. Isolate 2 reached to 2 U
activity in SW-25 (pH:7.0) medium containing % 0.5 yeast extract at 4th
days and 2.5 U activity at 5th days.

When we investigated effect of different nutrition, nitrogene

sources and NaCl concentration on protease production, we observed the
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best activities in medium containing yeast extract with 2.6 U activity and
meat extract with 1.2 U activity; 2.3 U activity in medium containing
3.5M NaCl and 2 U activity in medium containing 4M NaCl.

At the result of 16S rDNA molecular identification, isolates
identified as Haloferax alexandrinus with % 99 sequence similarity are
1,4,6,7,10,11,13; isolate identified as Haloferax alexandrinus with % 98
sequence similarity is 5; isolate identified as Haloferax alexandrinus with
% 96 sequence similarity is 12; isolate identified as Haloferax sp. HSC4
with % 99 sequence similarity is 3; isolate identified as Haloferax sp. YT
228 with % 97 sequence similarity is 8; isolate identified as
Halobacterium salinarum R1 strain with % 99 sequence similarity is 2;
isolate identified as Halobacterium salinarum with % 97 sequence

similarity is 9.

Key Words: Extreme Halophilic Archaea, Halobacteriaceae,

Extracelluler Enzyme, Extremozymes, Proteases
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1. GIRIS

Toprak set hazirlanir, su gecisi i¢in birakilir. Suyun rengi kirmiziya
donene kadar Oyle kalir. Eger kuzey riizgarlar1 yaz ve sonbahar boyunca
giiclii eserse tuz olusur. Eger kuzey riizgar1 gelmezse biitiin kazang

kaybolur.

Peng-Tzao-Kan-Mu,Cin Yazitlar

2700 IO(Isa’dan Once)

Bu Cin yazitinda belirtildigi gibi kirmizi tuzlu sularin olusumuna
dair kaynaklar ¢cok oncelere dayanmaktadir ve simdi bilinmektedir ki;
bunu sebebi yiiksek tuzda yasama adapte olmus mikroorganizmalarin
olusturdugu yogun komunitelerdir. Yine musir yazitlarinda da Nil nehri
suyunun kirmiziya dondiigii, hala Wadi Natrun Goliinde mikrobiyal
tiremeyi gosteren kirmizi rengin olustugu belirtilmektedir (Jannasch,

1957).

Ulkemizdeki &nemli tuz iiretim yerlerinden biri olan Camalti
Tuzlasi, Izmir iline 28 km uzaklikta, Gediz nehri havzasina kurulmus,
Tiirkiye’nin deniz kaynakli en biiyiik tuzlasidir (Sekil 1.1, Sekil 1.2). ilk

kez 1863 tarihinde Italyanlar tarafindan diizenli tuz iiretim havuzlar ve
2
tesisleri insa edilmistir. Camalt1 Tuzlas1 24.161.000 m alana yayilmis

2
buharlastirma havuzlar1 ve 3.158.000 m alan1 kaplayan kristalizasyon

havuzlariyla 6nemli bir sulak alandir. Su depolama havuzlart %035-50,



2

buharlastirma havuzlari %050-150, kristalizasyon havuzlari %0150-300
tuzluluktadir (Koru, 2004).

izmir Karfezi

Sekil 1.2. Camalt1 Tuzlasi (http://earth.google.com/).
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Son yillarda yapilan c¢aligmalar mikrobiyal yasamin spesifik
cevrelerle smirli olmadigini, mikrobiyal komunitenin yiiksek sicaklik,
yiksek tuz, asidik ve alkali pH, yliksek basing gibi ortamlarda
bulunabilecegini ortaya koymustur. Bu tiir ekstrem cevrelerde yasayan
mikroorganizmalar ekstremofiller olarak adlandirilirlar (Van den Burg,
2003). Ekstremofilik mikroorganizmalarin, yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda yasayan iiyeleri olan halofiller iic domainde de
(Archaea, Bacteria, Eucarya) yer almaktadir (Horikoshi and Grant,
1998) ve Kushner’ e (1978, 1993) gore; halofilik olmayanlar (0-1 M), az
halofiller (0,2-2,0 M), ilimli halofiller (0,4-3,5 M), ekstreme yakin
halofiller (1,4-4,0 M), ektsrem halofiller (2,0-5,2 M), halotolerantlar (0-
>1 M) ve degisken halofiller (0->3 M) olarak smiflandirilmiglardir.
Halofilik mikroorganizmalar tuzla, hipersalin g6l gibi bdlgelerde
bulunurlar. Bu ortamlarda, okaryotlar icerisinde Dunaliella (% 10 w/v),
Artemia salina, Ephydra gibi organizmalar yer alir. Bakteriler icerisinde
ise Salinibacter ruber (% 20-30 w/v) en ekstrem halofilik bakteri olma
ozelligine sahiptir. Halobacterium, Haloferax, Haloarcula gibi
genuslarsa Archaea domaininde yer alir ve bunlar tuzun ¢6kme noktasina

yakin konsantrasyonlarda yasabilirler.

Ekstrem halofilik mikroorganizmalar biyolojik tuza toleranshiligin
model organizmalaridir ve farkli sicaklik, tuz konsantrasyonlarinda
optimum aktivite gosteren proteaz, lipaz, amilaz, DNaz, esteraz, seliilaz,
pullanaz ve ksilanaz gibi hidrolitik enzim kaynaklaridir. Haloarchaeal
ekstremozimler tuza son derece dayanikli olmalarmin yani sira
cevrelerindeki uzun siireli yiiksek sicakliklara karst dayanikli yani

termotoleranttirlar. Dahasi, halofilik enzimler tuzla zenginlestirilmis
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koruma kalkanina sahiptir ki, bu durumda diisiik su aktivitesi, yiiksek
organik cOzgen seviyelerinde katalitik aktivitelerini
stirdiirebilmektedirler. Bu 6zellikler bircok uygulama i¢in oldukca ilgi
cekicidir. Bununla beraber haloarchaeaya ait ticari degere sahip
extremozim Ornekleri vardir. Halococcus genusuna ait bir tiirden elde
edilen restriksiyon enzimine ait liretim patenti mevcuttur (Obayashi et al.,
1988). Diigiik tuzda aktivitesini kaybeden pek ¢ok haloarchaeal proteaz
ornegine karsin (Eisenberg and Watchtel, 1987; Kim and Dordick, 1997),
alkalifilik N.  pharaonis proteaz 3mM kadar disik tuz
konsantrasyonunda islevini siirdiirmektedir. Bu 6zellikler bu tiir
ekstremozimlerin deterjan katki maddesi olarak kullanish olduklarini

gostermektedir (Horikoshi, 1999).

Halofilik mikroorganizmalarin tuzlu ortamda proteaz lipaz gibi
enzimleri liretme kapasiteleri ise Ozellikle deri endiistrisinde koruma
amacli yapilan tuzlamanin da bu tip mikroorganizmalarin aktivitesi ile
ham deride zararli sonuglar ortaya ¢ikarabildigi goriilmiistiir (Yasa vd.,

2004).

Halofilik mikroorganizmalarin tanilanmasi1 fizyolojik testler
yaninda spesifik archaea ve bacteria primerleri ile saf kiiltlirlerin veya
kanisik kiiltiirlerin 16S rRNA dizileri karsilastirilarak yapilabilmektedir
(Pohlschrdder et al., 2006). Giiniimiizde hizla gelisen molekiiler teknikler
dolayist ile toprak ve su Orneklerinden DNA izolasyonlar1 kolaylikla
yapilabilmekte ve alinan Orneklerdeki mikrobiyal c¢esitlilik ortaya
cikarilabilmektedir (Pohlschroder et al., 2006). Ancak biyoteknolojik

olarak bu canlilardan yararlanabilmek i¢in onlarin kiiltiir ortamlarinda



yetistirilmesi gereklidir. Bu baglamda, ¢aligmamizda kiiltiire edilebilir
veya saf kiiltiir halinde elde edilebilen ekstrem halofilik Bacteria ve
Archaea domainine ait mikroorganizmalarin {iilkemizin en Onemli
tuzlalarindan olan Camalt1 Tuzlasi’ ndan izolasyonu bir 6n kosul olarak
kabul edilmistir. Calismamizda izole edilen tiirlerin enzim {iretme
kapasitelerinin arastirilmasinin yaninda bu tiirlerin tanilanmasi, iilkemiz
ekstrem halofilik kiiltiire edilebilir prokaryotik c¢esitliliginin ortaya
cikarilmasina katkida bulanacagi gibi diger arastirmacilarin ¢aligmalari

icinde izolatlarimiz bir kaynak teskil edecektir.



2. LITERATUR OZETi

2.1.Halofiller

Hipersalin sular tuz konsantrasyonlari deniz suyundan fazla olan
sulardir (>%3.,5 w/v). Hipersalin c¢evrelerin iki kategorisi vardir:
thalassohaline sular deniz tiirevli, deniz suyuna benzer kompozisyona
sahip sulardir. Solar tuzlalar, deniz tuzu iiretimi i¢in deniz suyunun
buharlastirildig1 yerlerdir. Bununla beraber, proses sirasinda ¢oken
minerallerden dolay1 bu tip tuzlu sularin son kompozisyonlari deniz
suyundakinden farklidir. Bu tuzlarin kristalizasyon ve presipitasyonu
calcite (CaCOs), gypsum (CaS04.2H,0), Halit (NaCl), sylvite (KCl) ve
karnalit (KCl, MgClL.6H,0) formundadir, son Mg™ ve Cl baskin
oldugundan orijinal deniz suyundan daha asidik bir ortam olusur.
Athalassohaline sular deniz suyundan etkilenmis olabilen ancak esasen
olustuklar1 bdlgenin jeoloji, jeografi ve topografisinin bir yansimasi olan
sulardir. Olii deniz, boyle tuzlu sulara Grnektir, Mg™’ce zengindir. pH bu
tiir sistemleri tanimlayan fiziksel ve kimyasal parametlerin
etkilerindendir. Ancak son pH’ nin olusumuyla ilgili bazi slipheler vardir
ki, buda ¢evredeki Ca*? miktaridir. Denizel gevrelerde CO52, HCO5,CO,
oranlar1 deniz suyu pH’simi 8.3 civarinda tutan ana tampon elementlerdir.
Coziinemeyen kalsit formunda (CaCO;) Ca™ bulunusu dengeyi etkiler,
solusyondan alkali CO5™ iyonunu uzaklastiran buharlagma gergeklesir.
Boylece deniz suyundan tlirevlenen tuzlu su (goreceli olarak Ca +2’ce
zengin) notral seviyede kalir ciinkii Ca™ molaritesi CO;'inkini her

zaman agmaktadir. Son derece alkali tuzlu sular, 6rnegin; Dogu Afrika
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Rift vadisi soda gollerinde Ca™ ve Mg"™ yoktur ¢iinkii CO5> molaritesi
daha baskin gelir ve alkali C03'2’1 ortamdaki dominant iyonlardan biri
yapar. Bununla beraber bir tuzlu suyun kimyasi kompleks ve bazi 6zel
lokal faktorlerden etkilenmistir. Athalassohaline Great Salt Lake; denizel
tuzlalardan daha alkalidir ¢ilinkii kompozisyonu daha Onceki
buharlagsmalardan etkilenmistir. Olii deniz, biraz asidik yapidadir. Mg
mineralleri sepiolit seklinde ¢oker ve ¢okme sirsinda H' olusur. Tuzlu su

olusumu i¢in ii¢ muhtemel yolu gostermektedir (Sekil 2.1).

Cas0, ¥
# Gypsum

Salt Lake ,
pH 78 CaCo, 4 __ S;I:I :l;(’e
e.g, Great Salt Lake, Utah Calcite Pl

MNa+ K+

Car Mgz-
High | HCOy%5,.CO42
Cax Si0, 502 ] Carr & Mg?

Mga5i;0;,nH,0 4
/ Sepiolite

CaMg (CO5), 4
Dolomite

MgCO, ¥

Soda Lake hiatheste

pH10-11
e.g. Lake Magadi, Kenya

Sekil 2.1. Tuzlu ve alkali gollerin olusum semasi(Jones et al., 1994’den modifiye

edilmistir)



Tuzlu topraklar tuz géllerine gore daha az c¢alisilmistir ve bu tiir
topraklar hipersalin sulara gore daha az stabil olan alanlardir ¢iinki
ozellikle yagmur nedeniyle tuz oranlart  seyrelebilmektedir.
Mikroorganizmalarin daha az koloni olusturdugu bilinen diger bazi

tuzcul ortamlar ise tuz ¢ikisinin oldugu hayvan ve bitki yiizeyleridir.

Stiphe yoktur ki; hepsi olmasada bircok hipersalin biyotop
mikroorganizma populasyonunu barindirir. Bu tiir habitatlarda biiytime
icin ne tiir substratlarin bulundugu ve kullanildig1 pek agik degildir.
Hipersalin sular genelde 6nemli oranda (bazi durumlarda ise 1g/I’den
fazla) ¢Oziinmiis organik karbon (DOC) igerir,. Bu tiir sularda mevcut
primer verimliligin ana kaynag1 siyanobakteriler ve anoksijenik
fotototrofik bakterilerdir ancak Dunaliella spp. gibi 6karyotik alglerde
organik bilesik kaynagi olmaktadir, ancak su altinda kalan yiiksek
bitkiler ve omugasizlardan kalan artiklar 6nemli katkida bulundugu goz
ard1 edilmemelidir. Ana girdilerden biride organik dengeleyici molekiil
ve ozmolitlerdir bunlar fototroflarin ¢ogu tarafindan {iretilir hipersalin
biyotoplardaki mikroorganizmalar bdyle bilesikler ve fototroflarca
saliman diger iirlinler lizerinde yasama yetenegine sahiptir. Tipik genis
ylizey/hacim oranina ragmen hipersalin sular ¢ok az ¢oziinmiis oksijen
icerir ve hatta anaerobik olabilir. Deniz suyundaki oksijen ¢oziintirliigii
25°C’de 7mg/l civarindadir ve tuz g¢okeltisinde bu oran 2mg/l’ye
diisebilir (Horikoshi and Grant, 1998).



2.1.1. Halofillerin Taksonomi ve Ekolojileri:

Kushner (1978,1993) tuz toleransina/ihtiyacina sahip halofilik
mikroorganizmalar1 tanimlayan yaygin olarak kullanilan bir ¢ok tanimi
yapmustir. Halofil (tuz seven) ifadesi; biiylimeleri i¢in tuza gereksinim
duyan mikroorganizmalari tanimlar ancak bu tanim yeterli degildir. Ust
seviyedeki tuz konsantrasyonlarinda yasayabilen ama tuz yoklugunda da
optimum biiylime oranina sahip organizmalara halotolerant denir. Tuzun
sifir konsantrasyonlarindan doygunluk konsantrasyonlarina kadar
bliylime yetenegindeki ancak tuz varliginda optimum gelisen
organizmalara da haloversatil denilmektedir orjinal olarak Onerilen ismi

“euryhaline” dir.

Tuz toleransliligi sicaklik gibi c¢evresel etkilerle degiskenlik
gosterebilir.  Rhodospirillum salinarum anaerobik fototrof olarak
biiylidiigiinde, aerobik organotrof olarak biiyiitiildiigiinden daha ¢ok tuza

toleranshilik gosterir.
2.1.2. Halofilik Bakteriler

Omurgalilar i¢in en yiiksek tuza tolerans siir1 1.5M’dir. Bu tuz
konsantrasyonunun {istiinde Artemia salina (tuzlu su karidesi), Ephydra
(tuzlu su sinegi) ve Dunaliella genusuna dahil Okaryotik fotosentetik
flagellatlarin sayisi artarken 0karyotlarin sayilar azalir. 1.5 M’1 asan tuz
konsantrasyonlarinda prokaryotlar baskindir: 1limli  halofiller ve
haloversatil bakteriler 1.5-3.0M tuz konsantrasyonlarinda ve ekstrem
halofilik archaea tiirleri (halobacteria) tuzun ¢oktiigli konsantrasyonlarda

bulunurlar.
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Denizel tuzlalarda aerobik heterotraflarla yapilan ¢aligmada;
Rodriguez-Valera et al. (1981) bakteriyel halofillerin 2M NaCl’a kadar
baskin bulundugunu konsantrasyonlarin {izerinde ise tamamen
halobakterilerin baskin oldugunu gostermistir. Birka¢ ¢alismada tuzlu
topraklardan hem bakteri hem archaea izolasyonu gerceklestirilmistir

(Horikoshi and Grant, 1998).

Aerobik gram negatif organotrofik bakteriler tuzlu sularda
baskindir. Gram negatif 1limli halofillerin benzer tipleri taksonomik
calismalarda tanimlanmistir bunlar; Vibrio, Alteromonas, Acinetobacter,
Deleya, Marinomonas, Pseudomonas, Flavobacterium. lliml1 halofillerin
cogu izolati Halomonas ve Halovibrio genuslarina dahildir.
Halomonadaceae familyasi fiologenetik olarak tutarhidir ve Halomonas,
Halovibrio, Deleya genuslarimi1 igerir. Ayrica, 16 rRNA-DNA
hibridizasyon calismalart Chromohalobacter marismotui, Volcaniella
eurihalina  ve  Pseudomonas  halosaccharolytica  muhtemelen
Halomonadaceae familyasina ait oldugunu gostermistir.
Halomonas/Deleya grubu genelde diisiik konsantrasyonlu hipersalin

¢evrelerde bulunmaktadir.

Solar tuzlalarda gram pozitif aerobik hetotroflar gram negatifler
kadar yaygin degildir ama Marinococcus, Sporosarcina, Salinicoccus ve
Bacillus genusunun benzer tiirleri tuzlu topraklardan ve tuzlalardan elde
edilmistir. ~ Filogenetik  analizler = Sporosarcina  halophila’nin
Sporosarcina ureae’dan farkli oldugunu ve Bacillus subtilis grubuna
yakin oldugunu gostermistir. Marinococcus  halophilus  Bacillus

alcalophilus’a daha yakin olan farkli bir genustur. Gram pozitif kok
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taksonomisi yeniden incelenmis ve halen Micrococcus spp. olarak
siiflandirilan bazi bakterilerin Salinicoccus genusuna transfer edilmesi
gerekli oldugunu belirtmistir. Halomonas ve Flavobacterium genusuna
dahil birka¢ gram negatif halofilik mikroorganizma Antarktik gollerde
mikrobiyal floranin ana temsilcileri olarak tanimlanmiglardir. Ek olarak,
haloversatil gram pozitif koklarda bu ¢evrelerde bulunabilirler (Horikoshi

and Grant, 1998).

Hipersalin tuzlalarin pek ¢ogunda birincil iireticiler ¢ift flajelli tek
hiicreli yesil alg Dunaliella genusudur. Olii denizde yiiksek seviyede
Mg*? ve Ca*? Dunaliella spp.’ya inhibitor bir etki yapar. Bununla beraber,
siyanobakteriler pek c¢cok hipersalin ¢evrede aerobik iiretime katkida
bulunmaktadir. Bu siyanobakterilerin ¢ogu tek hiicrelidir, muhtemelen
Synechocystis ve Synechococcus genusunun temsilcileridir. Cogu tiir
Aphanothece veya sinonimi olarak isimlendirilsede, bunlar muhtemelen
Synechococcus tiirlerdir. Dactylococcopsis salina nétral tuz gollerinde
yaygindir ve Spirulina tirleri goreceli olarak diisiik tuzlu alkali gollerde
yogun iiremeler olusturur. Microcoleus ve Oscillatoria tiirlerini igeren
mikobiyal yiginlar % 18 tuzluluktaki solar gollerde olusur. Halofilik
anoksijenik fototrofik bakterilerle birlikte Aphanothece spp. ve
Phormidium spp. igeren benzer yiginlar Akdeniz denizel tuzlalarda
olusur. Bununla beraber, %20 tuzlulugun iizerinde, siyanobakteri birincil

uretimindeki roli azaltmaktadir.

Isigin ulastig1 hipersalin tuzlalarin anoksik tabakalarinda anoksik
fototroflar 6zellikle mor bakteriler yaygin olarak bulunurlar. En yaygin

izole edilen tiirler Chromatium salexigens, Thiocapsa halophila ve
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Rhodospirullum salinarum. Soda gollerinde Ectothiorhodospira genusu

kismen yaygindir; bu tiirlerin bazilar1 ekstrem halofildir.

Anoksigenik fototroflar, Rhodospirillaceae tiyeleri hari¢ H,S
ihtiya¢c duyar bu da kiikiirtlii proteinlerin fermentasyonundan veya
disimilatif siilfat indirgenmesiyle ortamda olusabilir. Olii deniz gibi
cevrelerde yapilan izotop analizleri ve birgok hipersalin tuzlalarda siyah
sedimentlerin varligi, biyolojik siilfat iiretiminin yaygin oldugunu
gostermektedir. Bununla beraber son yillarda sadece iki 1limli halofilik
stilfat indirgeyici tanimlanmistir. Biiylime ortamina dengeleyici ¢dzgen
ilavesi halofilik stilfat indirgeyicilerin izolasyon sansini arttirir, ¢iinki

onlar bu bilesikleri sentezleyemezler.

Doygun tuzlu sularda diisiik oksijen ¢oOziinlirligli ve bol besin
anaerobik fermentatif mikroorganizmalarin biiylimesini tesvikler.
Bununla beraber, ge¢mis on yilda bdyle strainler sadece anoksik
sedimentlerden degil, diisiik miktarda oksijen igeren sediment
ylzeylerinden izole edilmislerdir. Lipid profilleri ve 16S rRNA
oligoniikleotid analizleri bu mikroorganizmalar1 eubakteriyel soy,
Haloanaerobiaceae’ye yerlestirmektedir. Haloanaerobiaceae iiyelerinin
hiicre komponentleri onlarin yiiksek tuzlu ¢evrelere adapte oldugunu

gostermistir.

Son zamanlarda anaerobik hipersalin ¢evrelerin mikrobiyolojisini
yeniden incelendi. Haloanaerobiaceae alti genus igerir, Acetohalobium
arabaticum disinda biitiin O6rnekleri karbohidratlar1 fermente eder.

Fermentasyon ozellikleri simdiye kadar tanimlanmig alti genusu ayirir.
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Farkli karbon kaynaklari bu zorunlu anaeroblar tarafindan kullanilir.
Ormegin; Halocella callulolytica ve Haloanaerobacter chitinovorans
kompleks substratlar1 kullanir. Acetohalobium arabaticum glisin betaini
trimetilamine pargalar, tanimlanan diger Haloanarobiaceae tiirleri
karbohidratlar1 CO,, H,, asetat ve etanol. Betainin bu metabolizmasi
onemlidir ¢linkii bu madde hipersalin ortamlarda bol bulunan bir
dengeleyici ¢ozgendir. Ek olarak, hipersalin ekosistemlerden izole edilen
metanogenik mikroorganizmalar asetat1 par¢alayamaz ama trilmetinamini
ve onun par¢alanma {irlinlerini kullanabilir. Bu nedenle Acetohalobium
arabaticum hipersalin cevrelerdeki karbon dongiisiinde zincirin 6nemli

bir halkasini olusturur (Horikoshi and Grant, 1998).

Bazi halofiller yeni soy olusturur 6érnegin; Kizil Deniz’den izole
edilen Flexistipes sinusarabidici. Haloanarobiaceae familyas1 sadece
halofilik mikroorganizmalar1 igerir ve Halomonadaceaebaskin olarak

halofilleri igerir (Horikoshi and Grant, 1998).
2.1.3. Halofilik Archaea

Halobakteri ifadesi kirmizi pigmentli ekstrem halofilik archaea,
Halobacteriales ordosunda tek familya olan Halobacteriaceae tiyelerini
ifade eder. Halobacteriales ordosu kok ve basilden yassi extrem
coksekilli (pleomorfik)ve Haloarcula japonica’ da goriildiigii gibi iiggen,
trapezoid sekilli hiicreleri icermektedir (Sekil 2.2). Heniiz kiiltiire
edilmemis ancak 16S rRNA sekans analizi ¢alismalar1 sonucunda bu
grupta yer aldig1 belirlenen kare sekilli hiicrelerde tespit edilmistir (Oren,

2002). Cogu halobakteri biiyiimeleri ve hiicre biitiinliiglinii saglamalar1
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icin 1,5M NaCl’e ihtiya¢ duyarlar. Halobakteriler halofilik bakterilerden
archaeal karakteristikleriyle (6zellikle eter bagl lipidleri) ayrilir. Cogu
halobakteri Csy karetenoidlerin varligindan dolay1 kirmizi veya turuncu
pigmentlidir fakat bazi tiirleri renksiz gaz vezikiilleriyle beyaz, opak veya
pembe pigmentlidir. Bakteriyorodopsin igeren mor membrana sahip

halobakterilerde mor renkte goriilebilir (Oren, 2002).

Halobakteriler en halofilik mikroorganizmalardir ve hipersalin
tuzlalar doygunluga eristiginde baskin olurlar , tuzlu suya kirmizi bir
renk verir. 2500 yil oncesine ait Cin kayitlarinda tuzlalarin kirmiziya
biirlindiigi  halobakteriyel  bir patlama oldugu bildirilmistir.
Halobakteriyel karetenoid pigmentleri giines 1sinlarinin radyasyona, artan

sicakliga ve tuzlalardaki buharlasmaya karsi hiicreye bir koruma saglar.

Son zamanlarda, kemotaksonomik uygulamalar ve gen
karsilagtirmalart homegenik oldugu diisiiniilen grubun aslinda tamamen
farklt oldugunu gostermistir. Soda golleri sinirli oranda alkalifiliklere
barinak olur, bunlar yiiksek tuzun yaninda ytliksek pH’ya ihtiya¢ duyarlar.
Diinyadaki nétral hipersalin = sular  Haloarcula, Halobacterium,
Halorubrum gibi hemen hemen benzer halobakteriyel tiirlere ev sahipligi
yapar. Tuzlanmis gidalar, proteolitik Halobacterium salinarum igin
zengin bir ortamdir. Halobakteriler ¢esitli yastaki tuz magaralarindaki

tuzlu sulardan bazende eski tuz kristallerinden de izole edilmektedir.

Farkli kiiltiir koleksiyonlarindan tip strainlerdeki farklilig1 igerir.

Ek olarak, ayni spesifik epitetler birka¢ Halobacterium tiiriine verilmistir
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(6rnegin; halobium, cutirubrum, salinarum, trapanicum). Ancak ¢ogu

genus seviyesinde farklidir.

Kemotaksonomik analizler, polar lipidlerin varlig1 veya yoklugu ve
16S rRNA gen sekans analizleri uygun gruplar1 olusturur. En son yapilan
taksonomik  diizenlemeler Olii Deniz’de patlama yapan tiirler
Halobaculum  gomorrense’nin  isimlendirilmesini,  Halobacterium
saccharovorum’umun yeni genus Halorubrum iginde simifladiriimasini

igerir (Oren, 2002).

Bircok hipersalin ¢evre, metanogenleri ve hipersalin gollerden,
deniz stromatolitlerinden ve solar havuzlardan elde edilen halofilik
metanogen izolatlar1 igerir. Bu ekosistemdeki mikrobiyal c¢aligmalar
H,’nin hipersalin cevrelerde metanogenez icin onemli bir kaynagi
olmadigini dogrulamaktadir, buda muhtemelen bu biyotoplardaki yiiksek
stilfat konsantrasyonlarindan kaynaklanmaktadir. Metilaminler gibi
diisiik molekiiler agirlikli maddeler metanogenlerin kullandig1 ana
maddelerdir. Metilamin tiretici fermentatif bakterilerin varlig1 anaerobik
hipersalin ¢evrelerde primer iireticiden metanogeze dogru bir beslenme

zinciri olusturur (Horikoshi and Grant, 1998).

Halobacteriales ordosuna ait yeni bir taksonun tanimlanmasi ile
ilgili minimum standartlar Oren et al. (1997) tarafindan belirlenmistir.

Buna gore;
» Koloni biiyiikligii, sekli ve pigmentasyon

» Hiicre morfolojisi ve hareket
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» Gram reaksiyonu
> Minimum ve optimum NaCl ve Mg'? konsantrasyonlari
» Sicaklik ve pH aralig1

» Nitrat varliginda anaerobik biiylime yetenegi ve L- arjininde

anaerobik ireme
» Karbohidratlardan asit tiretimi
» Tek karbon kaynaginda tireyebilme

» Katalaz ve oksidaz aktivitesi, indol iiretimi ve nisasta, jelatin

kazein ve Tween 80 hidrolizi
» Antimikrobiyal maddelere duyarlilik

» Mevcut glikolipid tiplerini ve PGS’nin varligini veya yoklugunu
kapsayacak sekilde polar lipid karakterizasyonu

» DNA’nin G+C igerigi

» 16S rRNA dizi bilgisini icermektedir.
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Sekil 2.2. Haloarcula japonica’a ait asimetrik hiicre boliinme goriintiisii (A. 1. saat, B.

2. saat, C. 3. saat, D. 12. saat)( Hamamoto, 1988)
2.2.Yiiksek Tuzlu Cevrelere Adaptasyon
2.2.1.Ozmoregiilasyon

Tuzlu ¢evrelere maruz kalan mikroorganizmalar ozmozla meydana
gelen su kaybi ile basa ¢ikacak mekanizmaya sahip olmalidirlar. Cilinkii
su serbestge sitoplazmik membrandan gegebilir. Halofiller osmotik
potansiyeli olan, diisilk molekiiler agirlikli maddeleri iiretirler veya hiicre
icinde biriktirirler. Bu osmolitler dengeleyici ¢6zgen (compatible solute,

stabilize edici ajan) olarakta bilinir. Hiicrenin c¢alisabilmesi i¢in 1 mol/kg
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sudan fazla hiicre i¢inde biriktirmelidir. Gliserol kismen &nemli bir
osmolittir (0zellikle maya, fungus ve alglerde) ancak prokaryotlarda
oldukea kiigiik ve sinirli bir rol oynar. Prokaryotlarda is goren ¢ok sayida
osmolit vardir. Bunun i¢in organik ve inorganik c¢esitli maddeleri
kullanirlar. Hepsi oldukca polar, normalde yiiksiiz (Sekil 2.4) veya
zwitteryonik bilesiklerdir (Sekil 2.3) ve 6zellikle aminoasit tiirevleri gibi
baz1 yapisal motifleri vardir (Horikoshi and Grant, 1998). N,N-
dimetilglisin ve glisin betain 1limhi halofilik metanogenlerde
gosterilmistir. Bu iki osmoregiilasyon tipinin hem archaea ve bacteria’da
bulundugunu gosterir. Glisin betain oksigenik ve anoksigenik fototrofik
bakterilerin tipik bir iirlinlidiir, ama bu bilesigi sentezleme yetenegi bu
grup disinda nadir olarak goriiliir. Glisinbetain ¢evreden ve besiyerinden
kolayca hiicre igine almnabilir. Fototrofik bakterilerin biiyiik kiitleler
olusturdugu hipersalin ortamlarda betain ¢ok yogun bulunur ve pek ¢ok
organotrofik bakteri i¢in uygun bir ozmolit olarak is goriir. Ektoin ve
tiirevleri hidroksiektoin organotrofik bakterilerce iiretilen en bol
ozmolitlerden biridir. Ozmolitler halofilik bakterilerde diisiik su
aktivetesine kars1 olusacak zararlara karsida gorev yapar. Ozmolitlerin bu
stabilize edici etkisi uzun zamandir bilinmektedir. Tiim ozmolitlerde
gozlenen tek yaygin 6zellik polar ve kismen hidrofobik gruplarin bir
kombinasyon gdstermesidir. Ozmolit islevinin altinda yatan molekiiler
prensipler, hidrofobik/hidrofilik yapisal elementlerin dengelenmesi ve
diizenlenmesini, proteinlerin  hidrasyon ¢evresinden osmolitlerin
uzaklagtirildig1 su-solute etkilesimine sebep olan sterik konformasyonlari
igerir. Solventin uzaklastirilmast entropide azalmaya ve proteinin

stabilizasyonunun artmasina neden olmaktadir.
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Ozmolitleri sentezleyen veya biriktiren hiicreler g¢evredeki ani
seyrelmelere karsi reaksiyon gosterecek hizli yanit sistemlerine sahip
olmalhidir. Bazi ozmolitler (6rn: sekerler) hizlica metabolize
edilebildikleri gibi ozmotik olarak inert bir duruma polimerize
edilebilirler, glisin betain ve ectoin gibileri ise hizlica disar1 verilir.
Ozmotik igeri alma ve disar1 verme deneyleri, biyoteknolojik amaclar
icin ektoin ve betain iyi bir parametre olarak kullanilmaktadir (Horikoshi

and Grant, 1998).

Organik ozmolitler 3 genel kimyasal kategoriye ayrilir:
Zwitteryonik ¢ozgen, yiiksiiz ¢ozgen ve anyonik ¢dzgenler (Roberts,

2005).
A. Zwitteryonik ¢ozgenler

Pek c¢ok archaca ve bakteri aminoasit tiirevi olan birkag

zwitteryonik molekiil sentezler ve akiimiile eder (Sekil 2.3)
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Zwitteryonik ozmolitler Organizma
betaine - Halotolerant : Thioalkalivibrio versutus, Actinopolyspora sp.
3
|
'4::{:-(3—{3Hzim—cH[i Halefilik: Actinopolyspora halophila, Halerhodospira halechloris,

Methanohalophilus portulcalensis FOF1; Methanosarcina
thermophila; Synechococcus sp. DUN 52
ectoine Halotolerant: Sporosarcina pasteurii.; Brevibacterium epidermidis,
+ Thicalkalimicrobium aerophilum; Vibrio cholerae ve V. costociola
HY Halofilk: Chromohalobacter israelensis, Chromohalobacter
)l\ Lt H zalexigens; Halorhodospira halechloris, Halomonas elongata, H.
H con variabilis ve filogenetik olarak iliskil organizmalar; Methylarcula
marina ve M. terricola; Methylophaga alcalica ve Methylophaga
H natronic;, Mono Golinden aerobik, halophilic izolatlar

CHy

HzC

hydrox yectoine Halofilik: Halomonas elongata; Nocardiopsis halophila

My-aeetyl dizminobutyrate Halotolerant: Halomonas elongata CHRE3
8]
GH;(IJI—N H-C H[cHTci HCOO
+MHy

NH_MEFI—B_I}'HIM Halotolerant: Methanosarcina thermophila; Methanothermococcus

,.J-L._‘ thermolthotrophicus; Methanosarcina mazei Go

- Halefilik: Methanchalophilus portucalensis FDFA1,
H M COD
0 H Methanohalophilus £7302
+MHz

f-glutamine

NH Halofilik: Methanohalophilus portucalensis FDF1
"ooC 2

+HHy O

Sekil 2.3. Bakteri ve Archaeada tespit edilen zwitteryonik organik ozmolitler(Roberts,
2005)

B. Yiiksiiz Cozgenler

Sekerler ve seker poliol tirevleri, glisin  betamin,
tetrahidropirimidinler (=Ectoin), a-aminoasitler (prolin,glutamin), N
asetilli diamin asitler, glutaminin N tiirevli karboksamidleri, bazi
siyanobakterilerde ve deniz alglerinde dietil siilfoniyopropiyonat gibi

metillenmis siilfiir bilesikleri bu sinif igindedir (Sekil 2.4).
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a-glucosylglycerol
CHZOH

H H
H ?HZDH

AT Y ocH

H OH CHzOH

Halotolerant:Denizé& tath su cyanobakteri: Synechocystis sp.
Microcystis firma: fototrofik eubakteri: Rhodovulum

sulfidophilum; Pseudomonas mendocina ve P. pseudoalcaligenes:
Stenotrophomonas

a-mannosylglyceramide

Halotolerant: Rhodothermus marinus (R. obamensis)

CH0H
o]
H /Y H cl:uzou
oo @ o-cH
G
L B g O™
trehalose Halotolerant: Pyrobaculum aerophilum; Sulfolobus solfataricus ve
CHzOH H OH S. ambivalens; Thermoproteus tenax; Thermoplasma acidophilum
o] Halofilik: Actinopolyspora halophila: Chromohalobacter
H/m H H/0n A\ israelensis; Desulfovibrio halophilus: Rhodothermus obamensis:
on H/l o HOHZG AL Matrialba magadii
oH 'S
H  OH H
sucrose Haloterant: ¢esitli cyanobakteri (Synechocystis sp. strain PCC
CHzOH 6803. Anabaena spp.) ve protecbakten

@ CHOH
0.
onor w/l o
H  OH @cupu
H H

N-ot-carbamoyl-L-glutamine 1-amide
Hzl
—0

Hzl*ql-(ﬂ-l’qlH-(:H-(i-l’s.ll-l2

Halofilik: Ectothiorhodospira mobilis (marismortui)

N-acetylglutaminylglutamine amide
HzM Hah,
o =0

CH:—(I‘.I-NH-CH— NH-CH-C-NHz
[

Halotolerant: Sinorhizobium meliloti; Rhizobium leguminosarum:
Pseudomonas aeruginosa PAO1
Halofilik: mor kikirt bakterileri

Sekil 2.4. Bakteri ve Archaeada tespit edilen yiiksiiz organik ozmolitler(Roberts, 2005)

C. Organik Anyonlar

Hiicre i¢inde negatif bir potansiyel ve ¢ogunlukla yiiksek hiicre i¢i
K" vardir. Negatif yiiklii ¢dzgenler ozmotik basinci dnlemenin yani sira

yiiksek hiicre i¢i K™ ‘a kars1 denge saglarlar. Bakteriler ve archaelarca
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kullanilan anyonik ¢dzgenler negatif yiik saglayan karboksilat (Sekil
2.5) veya fosfat, siilfat grubu icerir (Sekil 2.6).

Anyonik ozmolitler( Karboksilat ) Organizma
L-c-glutamate Pekgok halotolerant bakteri ve metanogen
+NHg Halofilik: Halomonas elongata; Methanohalophilus portucalensis
- - FDF1; Halobacterium sp. NRC-1 ve H. salinarum
oocC coo
p-glutamate Halotolerant: Methanothermococcus thermolithotrophicus;
- - Methanocaldococcus jannaschii; Methanotorris igneus
[elele] '
00 Halofilik: Nocardiopsis halophila
+MNH3
hydroxybutyrate Halotolerant: Photobacterium profundum
H4C.
\]/.\COO
OH
poly-p-hydroxybutyrate Halotolerant: Photobacterium profundum
HacW\(\ ‘Halofilik: Methylarcula marina and M. terricola
CH
0 (8} 3 8] n
u—glucosylglycerate Halotolerant: Agmenellum quadruplicatum; Stenotrophomonas
maltophilia
CHZD"{') Halofilik: Methanohalophilus portucalensis FDF1
H/H ! chon
o OH H O_TH
H OH coo’
c-mannos ylglycerate Halotolerant: Methanothermus fervidus; Pyrococcus furiosus;
Rhodothermus marinus (R. obamensis)
CH20H
o
B/ i CH,0H
o G 0‘f|3H
H H cOoo

Sekil 2.5. Bakteri ve Archeada tespit edilen karboksilatlari iceren anyonik organik
ozmolitler (Roberts, 2005)
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Anyonik ¢ozgen(Siilfat, Fosfat)

Organizma

a—diglycerol phosphate

Halotolerant: Archaeoglobus fulgidus

(o]
IF[
N~
HO/Y\O o O/ﬁ/\OH
OH OH
di-myo-inositol-1, 1"-phosphate Halotolerant: Archaeoglobus fulgidus; Methanotorris igneus;

Pyrococcus furiosus ve P. woesei; Pyrodictium occultum;
Thermotoga maritima

inositol

mannose o] H

|
mannose

Halotolerant: Thermotoga maritima ve T. neapolitana

cyclic-2,3-diphosphoglycerate

Halotolerant: Methanothermobacter thermoautotrophicus;
Methanopyrus kandleri; Methanothermus fervidus

0
(o]
o.,HL F',/O
e o7 S0
sulfotrehalose Halofilik: Natronococcus occultus; Natronobacterium spp.
CHOH H OH
0
H/H Ho Hion H\Y{
OH H HOH,C
OH 0 OH
(o}
H  0soy H

Sekil 2.6. Bakteri ve Archaeada Fosfat ve siilfat kisimlari iceren anyonik organik

ozmolitler (Roberts, 2005)

D. K+ ve Diger Inorganik Anyonlar

Halofiller arasinda ozmotik denge i¢in sadece inorganik iyonlari

kullananlarda vardir.
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Halofilik aerobik archaeanin hiicre iginde yiiksek oranda K ve CI°
a sahip oldugu gosterilmistir. Yiiksek hiicre i¢i K+ igeren bakteriler de
bilinmektedir. Salinibacter ruber zorunlu aerobik kemoorganotrofik
halofilik bakteridir ve K', 11-15umol K'/mg protein oraninda ana
ozmotik denge bilesenidir. Organik ¢ézgenler bu organizmalarda goreceli

olarak diistiktiir (Roberts, 2005).

Ozmotik denge icin organik ozmolitleri kullanmayan diger
mikroorganizmalar  Halobacteroidaceae  ve  Haloanarobiaceae
familyasinin anaerobik fermentatif tiyeleridir. Halobacterium salinarum,
12umol K'/mg protein akiimiile ettigi rapor edilmistir. H. salinarum igin
2.75ul/mg protein hiicre hacmi kullarak &lgiilen hiicre i¢i K™ degeri 4.4-
4.8 M iken, S. ruber icin yaklasik 1M).

Archaeal halofillerin aksine halofilik bakteriler ¢ok yiiksek K'
biriktirmezler. Ornegin; Halomonas elongata maya Oziitiinde
biiyiitildiigiinde 1.1 pmol K/mg protein, karbon kaynagi olarak glukozlu
ortamda biiyiitiildiigiinde 2.2 pmol K'/mg protein biriktirir.

K" (bazen Na') ana hiicre i¢i katyon olmasma ragmen bazi
hiicrelerde (denizel bakteriler) diisiik ¢oOziiniirliikteki organik karbon

varliginda 0,9M’a yakin Mg biriktirdigi goriilmiistiir (Roberts, 2005).
2.3.Halofilik Archaea Hiicresel Yapilar:
2.3.1.Halofilik Archaeada Hiicre Duvari

Kokkoid genuslar Halococcus, Natronococcus yapisal kararlilik

i¢in yiiksek tuz konsantrasyonlarina ihtiyag duymayan ince sert bir hiicre
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duvar yapist sergilerken (Sekil 2.8) Halobacteriaceae familyasinin diger
tiyeleri  biiyiik glikoprotein altbirimlerinden olusan hiicre duvarina
sahiptir. Bu tabaka eukaryotik proteoglikana benzer olan S tabakasidir
(Sekil 2.7). S tabakasi siilfat gruplarindan dolay1 negatif yiikliidiir ve
yapisal biitlinliik i¢in yiiksek seviyede (+) iyonlara ihtiya¢ gosterir. Hiicre
yilizeyindeki negatif yiikiin yogunlugu ve halofilik tiirlerin sahip oldugu

halofili derecesi arasinda korelasyon vardir (Horikoshi and Grant, 1998).

Sekil 2.7. Hekzagonal diizenlenmis S-tabakasi (Sara and Sleytr, 2000)

Halobacterium hiicre duvarinda normal duvar bilesenlerinin
yoklugu (D-aminoasit ve teikoik asit) Archaea domaini tanimlandiginda
bulunmustur. Glikoprotein tabakasi basil (Halobacterium), yassi disk
veya 1lcgen (Haloferax and Haloarcula) sekilli hiicrelerin yapi
kararliligini stirdiirmesi i¢in gereklidir. Proteinlerin difitanilgliserilfosfat
ile modifikasyonlarinin yani1 sira siilfatlanmis seker gruplarn ile

yerdegistirmesi elektroforetik hareketliligi azaltir. Halobacterium
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salinarum’da glikoproteinlerin karbohidrat igerigi % 10-12 dir (Oren,
2002). Glikoprotein 87kDa asidik aminoasitlerce zengin 6z (temel)

proteini igerir.

Halobacterium glikoproteinleri yapisal kararlilik i¢in yiiksek
oranda NaCl’ e ihtiya¢ duyarlar. Diisiik tuz icerikli ¢ozeltilerle muamele
edildiklerinde duvar proteinleri denatiire olur buda hiicre 6liimiine neden
olmaktadir. Ancak NaCl yaninda yine yiiksek oranda magnezyum ve
diger divalent katyonlara da ihtiyag vardir. Magnezyumca eksik
cozeltilerde kok sekline doniisiim goézlenen tiirler vardir (Haloarcula
marismortui, Haloferax volcanii ve Haloarcula japonica). Hiicre
duvarimi korumak icin gerekli magnezyum konsantrasyonu 20-50mM

kadar olabilmektedir. Kiire olusumu EDTA ilavesiyle azaltilabilir.

Sekil 2.8. Halococcus morrhuae strain 24’ e ait ince duvar yapisi. Bar 0,5um

(Steensland and Larsen, 1971)
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2.3.2. Halofilik Archaeada Hiicre Dis1 Kapsiil

Halofilik archaeanin birka¢ tiiri hiicre duvarmin disinda
polisakkarit yapida kapsiil depo eder. Haloferax mediterranei ile yapilan
arastirmalarda hiicredisi civik tabakanin c¢ogunlukla mannoz icerdigi
gosterilmistir. Amino sekerler tironik asitlerin yani sira glukoz, galaktoz

ve diger sekerler de tayin edilmistir.

Haloferax gibbonsii de rastlanan polisakkarit yapisi biraz farklidir.
Haloferax volcanii’nin az miktarda hekzuronik asitle beraber mannoz
igcerdigi goriilmiistiir. Siilfat gruplarida bulunur. Haloarcula izolatlar ise
asidik  hiicredis1 polisakkarit iiretir. Bazi hiicredist polimerler

biyoteknolojik 6neme sahiptir (Oren, 2002).
2.3.3. Halofilik Archaea Flajeli

Halobacteriales tiyelerinin ¢ogu flajellerinden dolay1 hareketlidir.
Halobakteriyel flajel bakteri flajelinin aksine sag-el helix yapisina

sahiptir.

Halobacterium salinarum’da hareketlilik yogun olarak caligilmistir
(Sekil 2.9). Organizma exponansiyel biiyiime fazinda monopolar flajele

sahipken, stasyoner fazda bipolar flajele sahiptir.

SDS poliakrilamid jel elektroforeziyle yapilan ¢alismalarda flajelin
lic protein icerdigi goriilmistiir. Bu iic Flajellin proteini siilfatlanmis
oligosakkarit iceren glikoproteinle iliskilidir. Flajellin Halobacterium

salinarum hiicre zarindaki glikoproteine benzerlik gosterir.



Sekil 2.9. Halobacterium salinarum bipolar flajel. Bar 1um. (Alam et al, 1984)

Halofilik Archaea flajeli saat yonii ile ileri yonde saat yoniiniin tersi
yonde hareket ile geriye dogru bir hareket yapar. Halobacterium strain
NRC-1 genomunda en az 17 tane homolog metil yakalayici protein, 6
cevap diizenleyici gen ve 14 histidin-kinaz kodlayan gen igermektedir

(Oren, 2002).
2.3.4.Sitoplazmik Zar ve Lipidleri

Sitoplazmik membran protein ve lipidlerden olusur. Solunum
elektron taginimi, iceri ve disari dogru iyon taginimi, besinler, hiicre disi
cevre hakkinda bilgi saglayan sensorler ve transducerlar1 ve daha pek ¢ok
bileseni icermektedir. Retinal iyon pompalari bakteriyorodopsin ve

halorodopsin pek ¢ok halofilik archaeada sitoplazmik zarda bulunur.

Halobacteriaceae Tyeleri lipidlere eter baglariyla baglanan,
dallanmig 20 karbonlu (fitanil), bazende 25 karbonlu (sesterpanil)
zincirlerinden olusan archeaya 6zgii lipidlere sahiptir. Halobacteriaceae
familyasinda ¢ogu polar lipid yapisini olusturan dieter kor lipid 2,3-di-O-
phytanyl-sn-glycerol (Cy-Cy) diir. Bununla beraber bazi tiirler asimetrik
2-O-sesterterpanyl-3-O-phytanylsn-glycerol igerir (Cys-Cp) (Sekil 2.10)
Baz1 durumlarda (C;s-Cys) 2,3-di-Osesterterpanyl-sn-glycerol bulunur.
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Cy0-Cao, Cp5-Cy ana lipidlerin dagilimi tiirden tiire degisir.
Haloalkalifilik strain SP8’in lipidlerinin % 9’u Cy-Cao, % 85’1 Cy5-Cyo
ve % 6’s1 Cys5-Cps dir. Cp9-Cyp ve Cys5-Cyo orant biiyiime kosullarina da
baghdir. Natronobacterium gregoryi ve Natrialba magadii artan tuz

kosullarinda biiyiitiildiigiinde lipidlerdeki C,s-C,g orani artar.

Sekil 2.10. Halobacteriaceae familyasindaki ana lipid yapilari (a) C,y-C,y 2,3-di-O-
phytanyl-sn-glycerol (b),2-O-sesterterpanyl-3-O-phytanyl-sn-glycerol
(Cy5,Cy) (c) 2,3-di-O-sesterterpanyl-sn-glycerol (Cys,Cys) (Oren 2002).

Hidrofobik izoprenoid zincileri tamamen doymus olmasina karsin,
Antartika Deep Lake’den izole edilen ve 4°C’nin altinda gelisen
Halorubrum lacusprofundi’de doymamus fitanil zincileri bulunur. Karbon
zincirlerindeki ¢ift baglar diisiik sicakliklarda membran akigkanligini

kontrol edebilmek i¢in 6nemlidir.

Fosfolipid, siilfolipid ve glikolipid igeren polar lipidlere
Halobacteriaceae familyasinin ¢esitli temsilcilerinde rastlanir. Biitiin

bilinen tiirler PG ve Me-PGP’nin dieter tiirevlerini igerir.
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Fosfotidilgliserosiilfat (PGS) c¢ogunlukla nétrofilik tlirlerde mevcuttur,

alkalifilik tiirler ise bunlarin olmayisiyla karakterizedir.

Halobacteriales  ordosu  lyelerinde  ¢esitli  glikolipidler
tanimlanmistir (Sekil 2.11). Bunlar di-, tri-, tetraglikozil dieter lipidlerini

igerir.

O’XU"' s om
T ol o af
a cH,0H
f : b

o—CH o—cH
Aadadntn, | Amchiachondong |

Sekil 2.11. Halobacteriales ordosunda goriilen glikolipid yapilari a) Haloferax ve diger
tirlerden S-DGD-1 b) Natrialba asiatica S,-DGD-1 ¢) Haloarcula TGD-2
ve d) S-TGD-1 ¢) Halobacterium S-TeGD
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Halobacteriaceae familyasinda noétral lipidler toplam lipid

iceriginin % 10’unu olusturur (Oren 2002).

Karetenoidler

Kinonlar

C20 izopirenoid lipidleri: geranilgeraniyol

Notral gliserol fitanil eterleri
2.3.5.Depo Materyalleri

Halobacteriaceae’nin bazi iiyeleri depo polimeri olan PHA (poli-p-
hidroksialkanoat) dir. Haloferax mediterranei asetat varliginda ve fosfat
acliginda  biyiitiildiiglinde biliylk oranda PHA depolamaktadir.
Halobacterium salinarum’da fosfor deposu olarak inorganik fosfat

akiimiilasyonu mevcuttur (Oren, 2002).
2.4.Halofillerin Biyoteknolojik Potansiyelleri

Halotolerant veya halofilik mikroorganizmalar biyoteknolojinin
cesitli alanlarinda potansiyel uygulamalara sahiptir. Bakteriyorodopsinin
teknik uygulamalarinin bazilar1 holografik depo materyali, uzaysal 151k
modiilatorleri, optik hesaplama ve optik hafiza olarak kullanimidir.
Biyosiirfektanlar ve ekzopolisakkaritler petroliin mikrobiyolojik geri
kazanimi konusunda ilgi gormektedir. Diger kullanighi biyomalzemeler
enzimlerdir Ornegin; yiiksek tuzda aktif olan yeni izomerazlar ve

hidrolazlardir (Margesin and Schinner, 2001).
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Diger ekstremofillere nazaran daha kolay kiiltiire edilebilmeleri,
aseptik kosullara olan ihtiyacin az olmast halofilleri ¢ok c¢aligilan
ekstremofilik bir grup olarak ortaya ¢ikarmaktadir. Ekstremofillere alinan

patentlerin %20’si halofillerle ilgilidir (Horikoshi and Grant, 1998).
2.4.1. Bakteriorodopsin

Bakteriorodopsin 1sik araciligi ile membrandan iyonlarin gecisine
olanak saglayan retinal bir pigmenttir. Bakteriorhodopsin disar1 e
pompalayarak enerji elde edilmesini gergeklestirir. Daha Once de
belirtildigi gibi Halobacteria karanlikta da iyi bilyliyebildigi i¢in bu
sistemlerin bulunmasi zorunlu degildir. Halobacteria hakkinda yapilan
yayinlarin %10’u bu pigmentle ilgilidir. Bacteriopsin’inin yedi helixi
kromofor retinali sarar ve bu protonlanmis sif baziyla 216. lizine
kovalent baghdir (-CH=NH'-CH,-). Bir 151k fotonunun adsorbsiyonu
retinalde yapisal bir degisiklige neden olur. Bu ise 85. konumdaki
aspartat sayesinde sif bazindan bir protonun kaybina yol agar. Retinalin
sitoplazmaya bakan kisminda 96. konumdaki Aspartat protonun tekrar
almmmina olanak saglar ve retinal birka¢ milisaniyede tekrar eski
konumuna doniigiir (Sekil 2.12). Halorhodopsin mekanizmasinda da
retinal proteinlerle iyon translokasyonu arasinda benzer bir mekanizma

mevcuttur. Diisliniilen baz1 uygulamalar:
1. Fotoelektrik tiretimi

2. Deniz suyundan tuzun uzaklastirilmasi ile ilgili ¢alismalar heniiz

uygulama alani bulmamistir
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3. Halorhodopsinin CI" belirlenmesinde bir biyosensor olarak

kullanimi

Bakteriorhodopsin molekiiliinlin en ilgi c¢eken uygulamasi ise

elektronikte olmustur.

Molekiil foton dongiisii esnasinda mor-yesil arasinda renk
degistirir. Bu renk doniisiimii klasik fotografik filmlerdekine benzer bir
yol ile bilgi saklama ve bilginin islenmesinde kullanilan bir halografik
ortamin gelistirilmesinde kullanilabilir. Bu tip materyaller kati
ylizeylerde immobilize edilebilir ve bakteriorhodopsin igeren
membranlar ticari olarak iiretilmektedir. Bu sekilde {iretilen filmler
banyo edilmesine gerek olmadigi gibi bircok kez kullanilabilir. Ayrica
0zel uygulamalar i¢in kinetigi degistirilmis mutant kromoforlarda dizayn

edilebilir (Horikoshi and Grant, 1998).

Bakteriorhodopsindeki yapisal degisiklik ayni zamanda bir yiik
ayrimi ile de sonuglanir, bu durum uygun bir elektrod ile algilanan bir
elektrik sinyalinin olusmasina neden olur. Bu teknoloji ile elektrik yerine
151k i1le kapanip acilabilen mikrogiplerin yapiminda da kullanilabilir ve bu
molekiil asir1 1s1 ve pH degisimlerinde kararlidir.Uzun vadeli birkag

kullanim alani ise;

1- Holografik teknoloji ile endiistriyel robotlarin  gérme

yeteneklerinin arttirilmast

2- Isik enerjisinin elektrik enerjisine doniistliriilmesidir.
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Sekil 2.12. Bakteriorodopsinin fotoddngiisii ve proton yer degisiminin mekanizmasi

(Krebs and Khorona, 1993)
2.4.2.Biyopolimerler

Baz1 arastiricilar  Alcanigenes  eutrophus PHA’smna  gore
Halobacteria PHA’sinin daha avantajli oldugunu belirlemislerdir. Ancak
su an PHA iiretimi ekonomikligi nedeniyle A4. eutrophus ile daha
avantajlidir.  Bakteriyel polihidroksialkanoatlar canliya uygundur,

ameliyat ipligi yapiminda avantajlar1 vardir.

Halobacteria petrol geri kazaniminin arttirilmasinda bir yardimet
olarak uygun sivisal Ozelliklere sahip potansiyel polimerlerinde

tireticisidir. Bu polimerler kismen karakterize edilmistir, ancak bu
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polimerlerin biiyiime ortamina bagl olarak glukoz, galaktoz ve mannoz
iceren oldukca yiiksek oranda siilfatlanmis ve asidik karakterde
olabilecegi  belirtilmektedir. ~ Polimer  sadece  yiiksek  tuz

konsantrasyonlarina degil sicakliga ve pH’ya da dayaniklidir.
2.4.3.Tip

84 k-DA bir Halobacteria proteini kanser hastalarinda myc
onkogene kars1 Tlretilen antikorlart saptamak i¢in kullanilmaktadir.
Sasirtici  sekilde halobakteriyel protein E. coli’de iiretilen myc
proteininden daha etkilidir. Etkinin temeli ise halobakteri ile 6karyotlarin
bakterilere gore daha yakin evrimsel benzerlikleridir (Horikoshi and

Grant, 1998).

Halobacterium GRB-1, okaryotik tip DNA topoizomerazlar1 ve
girazlar etkileyen yeni anti-tlimor taramasinda kullanilabilen bir plazmid

icermektedir.

Lipozomlar, tipta ve kozmetikte bilesiklerin viicuttaki spesifik bir
hedef bolgeye aktarimi igin kullanilir (Margesin and Schinner, 2001).
Eter bagl archaeal lipidler kimyasallara ve esterazlara kars1 yag asidi
tirevlerinden daha dayaniklidirlar (Margesin and Schinner, 2001;
Horikoshi and Grant, 1998). Eter lipozomlar1 fosfolipaz A2 ve B’ ye
dayanikli ayrica acik havada en az 60 giin saklanabilir (Margesin and
Schinner, 2001) . Archaeal lipozomlarin (archaecosomes) mikrobiyal ve
viral kontaminatlar1 otoklavlamayla uzaklastirilabilir (Horikoshi and

Grant, 1998).
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Epipodophyllotoxin VP16, okaryotik DNA topoizomeraz II
inhibitoriidiir ve O0karyotlarin yani sira Halobacterium’da DNA-protein
kovalent bagiyla DNA iplik kiriklarini indiikler. Bu da Okaryotik
proteinler ilizerinde aktif olan antitiimdr ilaglarinin 6n incelenmelerinde

halofilik archaeanin kullanilabilirligini 6nermektedir (Oren, 2002).

Halofilik archaeanin bazi insan membran proteinlerinin ifadesi i¢in
uygunlugu kanitlayabilmektedir; insan fj-adenoreseptorii , yedi
transmembran heliks proteini bakteriopsin regiilator elementlerinin
kontrolii altinda adenereseptorlerin ifadesi i¢in, ifade vektorii kullanilarak

Halobacterium salinarum’da klonlanmistir (S6hlemann et al., 1997).
2.4.4.Dengeleyici Cozgen

Ozmolitler; proteinlerdeki su katmaninin etken bir stabilizatoriidiir.
Oldukga ytiksek oranda etkili stres koruyucusu olup, dolapta saklanmasi
miimkiin olmayan asilarin ve ekstrem kosullarda calisan endiistriyel
enzimler i¢in stabilizatorlerdir. Bazi enzimlerin dengeleyici ¢ozgen
varhiginda 1sitma, dondurma ve ¢O6zmeye karst korumali oldugu
gosterilmigtir. Kullanilan dengeleyici ¢ozgen ve arastirilan enzime bagl
olarak 1s1 veya dondurma ile koruma derecesinde biiyiik farkliliklar
vardir. Genel bir kural konmadan 6nce mutlaka korunacak olan bilesik
sinifi ve dengeleyici ¢ozgen ¢esitleri arasinda bir korelasyon kurulmasi

sarttir (Horikoshi ve Grant, 1998).
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2.4.5.Enzimler

Cogu halofilik enzimler 1M NaCl altinda ki konsantrasyonlarda
inaktif ve denatiire olur. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda ¢6ziinebilir
olduklarindan standart kromatografik prosediirlerin kullanimini zorlastirir

(Margesin and Schinner, 2001).

Halofilik enzim stabilitesinin, aktivitesi ve ¢Oziinlirligiinii
belirlemeye yonelik ¢aligmalar yogun olmasina karsin halofilik
extremozimlerin potansiyel kullanimina dair gelisim azdir. Haloarchaeal
extremozimler tuza son derece dayanikli olmalarmin yani sira
cevrelerindeki uzun siireli yiliksek sicakliklara karsi dayanikli yani
termotoleranttirlar. Dahasi, halofilik enzimler tuzla zenginlestirilmis
koruma kalkanina sahiptir ki, diisiik su aktivitesi, yiiksek organik solvent
seviyelerinde Kkatalitik aktivitelerini siirdiirmektedirler. Bu ozellikler
bircok uygulama igin ilgi ¢ekicidir. Bununla beraber haloarchaeya ait
ticari degere sahip extremozim ornekleri vardir (Eichler, 2001) .
Laboratuvar kullanimi1 agisindan halofilik archaca Halococcus cinsine ait
bir tiirden elde edilen restriksiyon enzimine dair patent alinmistir (Oren,

2002).

Cogu halofilik archaea yiiksek tuzda aktivite gosteren amilaz,
amiloglukozidaz, proteaz ve lipaz gibi ekzoenzim iiretir. Bu tiir enzimler
yiiksek tuz varliginda parcalanmasi gereken makromolekiiller igin bir

kullanim alani olusturur (Oren, 2002).

Diistik tuzda aktivitesini kaybeden pek ¢ok haloarcheal proteaz

ornegine karsin, Natronomonas pharaonis tarafindan tretilen 61 °C’de
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pH 10°da optimum aktiviteye sahip kimotripsinojen B-benzeri proteaz,
3mM kadar diisiik tuz konsantrasyonunda iglevini siirdiirmektedir. Bu
ozellikler bu tiir ekstremozimlerin deterjan katki maddesi olarak

kullanisl olduklarini 6ne siirmektedir (Eichler, 2001).

Siklofilin tip peptidil prolil cis-trans izomeraz iiretimi
Halobacbacterium salinarum genomundan gen ¢ogaltimi kullanilarak

patentlenmistir (Oren, 2002).

Ilimli  halofil olan Halomonas meridiana DSM 5425°den
ekstraseliiler amilaz kodlayan gen, AmyH, izole edilmis klonlanmis ve
karakterize edilmistir. Bu gen Halomonas elongata’da fonksyoneldir ve
E. coli’de klonlandiginda H. meridiana ve H. elongata, Bacillus
licheniformis’den 1s1 kararli alfa amilaz {iretebilmistir. Bu sonug
gostermistir ki; Halomonas cinsi iiyeleri heterelog ekstraseliiler enzim
tiretimi i¢in E. coli benzer sekilde kompetan hiicre olarak

kullanilabilmektedir (Margesin ve Schinner, 2001).

Biyoteknoloji endiistrisi i¢in; endonukleazlar hari¢ diger enzimler
uygulamalarda pek ©nem gormemistir. Halofil enzimleri daha ¢ok
bilimsel ¢aligmalarda gen kaynagi olarak kullanilmis ve enzim ile ilgili
genler degisik vektorlerde ifade edilerek yapi-fonksiyon iliskileri

incelenmesinde kullanilmistir (Horikoshi and Grant, 1998).
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2.5.Enzimlerin Halofilik Adaptasyonlar:
2.5.1. Halofilik Enzim Nedir?

Yunanca kokenli hals; tuz ve phile ise sevmek anlamina
gelmektedir ve halofilik fonksiyon i¢in tuza olan ihtiyaci ifade eder.
Halofilik enzimler toplandiklar1 organizmanin halofilligine veya
aktiviteleri, stabiliteleri ve ¢dOzilinebilirlikleri igin gerekli tuza gore

tanimlanirlar (Madern et al., 2000).
2.5.2. Halofilik Proteinlerin Aminoasit Kompozisyonu

Yapilan aminoasit kompozisyonu tayinleri gostermistir ki; halofilik
enzimler halofilik olmayan homologlarmma goére daha fazla asidik
aminoasit kompozisyonuna sahiptir. 26 ¢06ziinebilir protein iizerinde
yapilan istatiksel ¢calismalar da bunu desteklemistir ve diisiik lizin igerigi,
hidrofobik rezidiilerde artis (Gly, Ala, Val) ve alifatik rezidiilerde azalma

gbzlenmistir.

Halofilik proteinler yiiksek sitoplazmik KCIl konsantrasyonlarinda
stabil ve ¢oziinebilir olmalarini saglayan spesifik mekanizmalar i¢erir. Bu
adaptasyon mekanizmalar1 ¢ozgen etkilesimlerine ve halofilik
proteinlerin 3 boyutlu yapilarina aktarilir. Stabilite ve aktivite tamamen
¢Ozgen cevresine bagli olan protein dinamigi ile iligkilidir. Notron
firlattmiyla olusan tuz durumunun fonksiyonu gibi halofilik protein

dinamigi halen arastirma konusudur (Madern et al, 2000).
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2.5.3. Halofilik Enzim Coziiniirliigii

Halofilik enzimler hayli konsantre NaCl c¢ozeltilerinde
¢ozilinebilirdir, buda klasik kromotografik yontemlerin uygulanmasini
zorlastirmaktadir. Sepharose 4B matrix kolonunda proteinleri sabitlemek
icin yiiksek amonyum siilfat (AS) konsantrasyonu, elusyonlari i¢in azalan
amonyum siilfat konsantrasyonu gradienti kullanilir, bu yontem
simdilerde cesitli halofilik proteinlerin saflastirilmasinda
kullanilmaktadir.  Halofilik proteinlerin E. coli’de  expresyonu
yapildiginda, amonyum siilfat konakg¢1 proteinlerin ¢gogunu ¢oktiiriir ki

bu saflagtirma i¢in bir avantajdir (Madern et al, 2000).

2.5.4. Ekstraseliiler Proteazlar

Proteazlar anormal proteinlerin parcalanmasi transkripsiyon
faktorlerinin islenmesinde farklilagmada hiicre dongiisii regililasyonunda
ve apoptoziste yer alirlar. Ek olarak biyoteknolojik ve endiistride 6nemli
uygulamalar1 vardir. Proteolizis bakterilerde ve Okaryotlarda c¢ok
calisilmis olmasina ragmen archaeadaki protein pargalanmasi ¢ok az
bilinmektedir. Bir ¢ok archaea ¢ogu hiicrenin 6liimiine neden olabilecek
kosullarda yasayabilmektedir, buda onlar1 temel mikrobiyoloji ve
enzimolojinin  biyoteknolojiye uygulanmasinda proteaz kaynagi

yapmaktadir.

Bircok haloarchaea proteolitik enzim salgilar. Bu hiicre dist
proteazlar saflagtirilmis ve c¢izelge 2.1°de karakterize edilmistir. Bu
proteazlar 40-66 kDa’dur ve noétrofilik haloarchaea olan Halobacterium
salinarum (H. halobium), Nab. asiatica ve Haloferax mediterranei ve R4

‘den izole edilmistir. Bu proteazlarin ¢ogu yapisal stabilize i¢in yliksek
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tuz konsantrasyonuna bagimhidir ve yiiksek tuz, bazik pH ve 50°C veya

daha yiiksek sicaklikta optimum aktivite gosterir (De Castro et al., 2005).

Haloarchaeadan izole edilen proteazlarin tiimii serin proteazdir ve
¢ogu subtilisin  benzeri serin proteaz alt ailesi S8A ile iliskili
goriilmektedir. Bunu destekleyen kanit serin proteaz inhibitorleriyle
enzim aktivitesinin diismesidir (PMSF (fenilmetil siilfanil florid,
diizopropil ~ florofosfatlar)  ve  subtilisin-spesifik  inhibitorleri

(streptomyces subtilisin inhibitdrii, ovomucoid)).

Son zamanlarda, stasyoner faz kiiltiiriinden degisik tipte
130kDa’luk (Ncc. occultus) serin  proteaz saflastirilmistir.  Ncc.
occultus’un proteazinin Onciil ve aktif formlar1 hiicrede ve kiiltiir
ortaminda tespit edilmistir. EP aktivasyonu otokatalik olabilir bununla
beraber bu proses i¢in stasyoner faz hiicrelerinin oldugu ortamda bazi
faktorler gereklidir (Sekil 2.13). Ncc. occultus EP’lar1 diger halofilik
archaeanin ekstraseliiler proteazlar1 ile birka¢ biyokimyasal 6zelligi
paylasir. Bunlar; serin proteaz inhibitorlerine duyarlilik, kimotripsin
benzeri aktivite, aktivite ve stabilite i¢in yiiksek tuza bagimliliktir (De
Castro et al., 2005).

Haloarchaealarin ~ ortama  ekstraseliller — proteaz  salgilama
mekanizmalart hakkinda tam bir bilgi yoktur ancak protein sekresyonu
icin genellikle sekresyon (sec) ve twin-arjinin-transport (Tat) yolizleri
tespit edilmistir. n silico analizler ise Halobacterium sp. NRC-1’de ana
protein sekresyonunun Tat yoliziyle oldugunu desteklemistir. Tat yol
izinin kullanim1 haloarchaealar i¢in bir avantajdir ¢ilinkii yiiksek KCl
konsantrasyonuna sahip sitoplazmik ortamda proteinlerin  katlanip
yliksek NaCl iceren dis ortama salinimina imkan saglamaktadir. (De
Castro et al., 2005).



mSiwawaypa wike] : 3] 'aATYe Lazuaq wsdiowny : 19

[ouByacidenaw
7 "L10 (+) DM supuenb
21N 505 VR0 1
BES99 AYY dHaASHd| ) Sf  UgEET UIBZEYOZY 0l-g 09 9l i35 ushioey Tpefew equeey
12
31 ugesowAyd YSiNd | - ) OFL Ugeir ‘wezeyozy 6L 09 =1 J5Y] SMNI00 Saa00ney
fid
El 4 45d () &Y 1l 6 05 £0< 1ag UIB.JS YL EEaEH
JjulesfeaEy
(¥ WELS) 0SEED LY
ISPLLS  ugessowAd Ysid (- ) b 10" uezeozy 2t ETR o 95 VY uzjoiey  JAUBLBIPAU YEAJO[EH
il BESL BIA
sueyes Wla-N A Asnd | -) L 1 ouz-o winsy 98-8 95 = 1350 UZI0BY  (GUELEIEL XRROIE
185 ! zesjoud 1d
S097VY  unelsowdyd gSd (- ) oy 10 ‘UsZej0zY L0l 08-5L T ||defan LdT| UZYORY 7L EJQESE EQUELIEN
31 ugdadna) g4q Ysid - ) 09 WSZRYOZY i 31 £0< BS'MST PN WnLEDegnEY
PLEZEYD LY winiedqes
i 45d(-) 99 Lduhp Ell el B 55 wniapegoEy
uapabip aa £ Wneupes
i IS 440 15iid (- ) P T'USZEiOZY g i3 7< jag UAZUAq UBINANS  wniapegoje
Wl pUE | WnJeujes
i il 31 ugegsl ‘wazey 8 il £ Ell W A1BOEH
W onauoey
o osumpsunod () img (O RS i o)due e NM_%_M L
wnwdQ

42

Tejzeayold 181 QI00Y US[IPS 9[0ZI UBPEOBYIIEO[EH [T IS[IZL))



43

o
Logaritmik Faz Stasyoner Faz
@ Substrat proteinleri
GG%) Matrialbs magadii ekstraseliler
proteaz
o o Serbest amino asitler * Matrialba magadii subtilisin
Q inhibitdr
[:] insan kimotripsinojen B-benzeri proteaz

. Natrizlba magadii serin

protesz

Proteozom
. Matrialba magadii metallo
proteaz
\ Tetrahedral aminopeptidaz

Sekil 2.13. Farkli biiylime kosullarinda proteolitik enzimlerin sematik sunumu(De

Castro, 2006)
2.6.Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu ¢ift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef
dizilere iki oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasina
dayanir. Amplimer olarak da denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA

molekiilleri  iizerinde kendilerine tamamlayict olan  bolgelerle
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melezlenirler. Primerlerin spesifik olarak hedef dizilere baglanmasi
diisiik sicaklik derecelerinde gerceklesir. DNA polimeraz enzimi, uygun
tampon ve dort cesit deoksi trifosfat (ANTP) varliginda primerin 3’
hidroksil ucundan uzamasini saglar. Boylece kalip DNA ipligine
tamamlayict olan yeni DNA molekiilii sentzlenmis olur. Bir PCR
dontigiisii denatilirasyon, primerin baglanmasi, uzama olarak adalndirilan
lic asamadan olusur. Ardi ardina tekrarlanan denatiirasyon, primerlerin
baglanmasi ve primerlerin uzamasi evreleriyle DNA parcalar {issel
olarak artar (Sekil 2.14). Potansiyel olarak her dongiiniin % 100 verimle
gerceklestigi varsayilirsa, drnegin 20 déngii sonucu 2°° kat {iriin meydana

gelir.

PCR verimini etkileyen énemli faktor DNA polimeraz enzimidir.
Normalde enzim miktar1 20-30 PCR dongiisii sonucunda hedef dizi artis1
ve termal denatiirasyon nedeniyle sinirlayict bir etken haline gelir.
Verimliligi azaltan bir diger faktorde konsantrasyonu artan hedef

dizilerin primer ile baglanma yarisidir (Temizkan ve Arda, 2004).
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Sekil 2.14. PZR sematik gosterimi(http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html)
2.7.16S rDNA Dizi Analizi

16S rDNA dizi analizi, DNA O6rneklerindeki baz dizilerinin sirasini
ortaya c¢ikarmak i¢in kullanilan bir genetik sifre ¢ézme yoOntemidir.
Otomatik DNA dizi analizinde, Sanger tarafindan gelistirilen enzimatik
sentez yontemi gelismis bir kapiller sisteme uyarlanmistir. Boya
terminasyon isaretleme adi verilen bir metod kullanilarak farkli bazlarda

(A, G, T, C) sonlanan DNA sentez iiriinlerine floresan isaretli boyalar
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eklenir. Elektroforez, ornekler bir kapillerden gegirilirken uygulanir.
Floresan isaretli boyalar1 uyarmak i¢in bir lazer, boyalarin yaydigi 15181
toplamak icinse bir CCD kamera kullanilir. Boylece, lazer uyariminin
ardindan dort boya tarafindan yayilan farkli dalga boylarindaki 1sik tek
kulvarda  ayirdedilebilir.  Floresan  miktarlarinin  Olgtlilmesi  ve
yorumlanmasinin ardindan DNA Ornegindeki baz dizisi saptanir

(http://www.iontek.com.tr/).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

3.1.1.Kullanilan besiyerleri ve kimyasallar

Calisma stiresince kullanilan NaCl Riedel-de Haén, MgSO, 7H,0

Carlo Erba, CaCl,2H,0 Panreac, K,HPO, Panreac, NaOH Tekim, KCI
Carlo Erba, NaHCO; Sigma, DNAz agar Merck, Azokazein Sigma(A

2765) firmalarindan saglanmistir. Calismada kullanilan diger kimyasallar

ise analitik safliktadir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)  kiti
(FastStart Taq DNAPolimerase dNTPack) Roche firmasindan temin

edilmistir.

Besiyeri 1. SW-25

NaCl
MgCl,
MgSOy4
CaCl,

KCl
NaHCO;
NaBr

Maya Oziitii

Agar:

g/litre

202,5
17,5
24
0,9

5
0,15

0,065

20
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Ortam pH’s1 IN NaOH ile 7,2’ye ayarlandiktan sonra 121 °C’de 15
dakika otoklavlanmigtir. Pastor firininda 180 °C’de steril edilmis petri
kaplarma 20 ml dagitilarak kullanima hazirlanmistir. Ekstrem halofilik

mikroorganizmalarin izolasyonunda kullanilmistir.

Besiyeri 2. SW-20 g/litre
NaCl 162
MgCl, 14
MgSO4 19,2
CaCl, 0,72
KClI 4
NaHCOs 0,12
NaBr 0,052
Maya Oziitii 5
Agar 20

Besiyeri pH’s1 1N NaOH 7,2’¢ ayarlanir ve otoklavda 121 °C’de 20
dakika steril edilmistir. Pastor firminda 180 °C’de 1 saat steril edilmis
petri kaplarina 20 ml dagitilarak kullanima hazirlanmigtir. Ekstrem

halofilik mikroorganizmalarin izolasyonunda kullanilmustir.



Besiyeri 3. Proteaz Uretim Ortamm

NaCl
MgCl,
MgSO4
CaCl,
KCl
NaHCO;3
NaBr

Indiikleyici ajan

g/litre

202,5
17,5
24
0,9

5
0,15
0,065

% 1
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Ortam pH’s1 7,2’ye ayarlandiktan sonra 250 ml’lik erlenlere 50 ml

dagitilarak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanmustir.

Besiyeri 4. Halofilik Nutrient Jelatin Ortanm

Nutrient Jelatin g/100ml

Et ekstrakti 3
Pepton 5
Jelatin 12

Tuz icerigi:

NacCl 16,2gr
MgS04.7H,0O 3,94gr
CaCl,.2H,0 0,096gr

KCl 0,4gr
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Ticari Nutrient Jelatinin 12 gr’1 100ml i¢inde ¢oziiliip 50 derecede
eritilerek tiiplere paylastirilip ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanmustir.

3.1.2.Orneklerin toplanmasi ve hazirlanmasi

Denemede kullanilan mikroorganizmalarin izole edildigi toprak
ornekleri Kasim ayinda Izmir Camalti Tuzlasi’nm iki farkli bolgesinden
toprak 10cm kadar kazilarak almmistir. Alinan Ornekler, steril

kavanozlara aktarilarak labaratuvara ulagtirilmigtir.
3.1.3. Antibiyotikler

[zolatlarin antibiyotik duyarhliklarni belirlemek igin Disk ¢aplart
6mm olan OXOID marka Novobiyosin (NV, 5 pg), Eritromisin (E, 15
ug) , Streptomisin (S, 10 pg) , Basitrasin (B, 0,04 U) , Penisilin G (P, 10
IU), Amfisilin (AM: 10 npg) , Tetrasiklin (TE, 30ug) antibiyotikleri

kullanilmastir.

3.1.4.Kimyasal ¢ozeltiler ve tamponlar

3.1.4.1. Tromsdorf aviraci

% 20’lik 100 ml kaynayan ZnCl, ¢ozeltisi 150 ml su i¢indeki 4 gr.
Nisasta karsimina yavasca ilave edilip karnistirilir. Kaynatmaya, nisasta
miimkiin oldugu kadar ¢oziinlinceye dek devam edilir. Daha sonra distile
su ile seyreltilir ve ya 2 gr. Cinko Iyodiir yada Potasyum Iyodiir ilave
edilir. Bundan sonra hacim 1000 ml’ye tamamlanarak filtre edilir ve

karanlikta siki kapakli siselerde stoklanir (Tamer vd., 1989).
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3.1.4.2. a-Naftol cozeltisi

a-Naftol 5gr; Etanol (% 95) 100ml
a-Naftol etanolde ¢oziilerek hazirlanir (Tamer vd., 1989).

3.1.4.3. Kovaks aviraci

Para-dimetil Aminobenzaldehit 5 gr; Amil veya butil alkol 75ml; %
37’lik HC1 25ml

Para-dimetil aminobenzaldehit alkolde ¢oziliir. Soliisyon su
banyosunda hafifce 1sitilir. Biitiin icerikler ¢oziildiikten sonra HCI

dikkatlice dokiiliir ve karistirilir (Tamer vd., 1989).

3.1.4.4. Tetrametil p-fenilen daimin dihidroklorid cozeltisi

1 gr Tetrametil p-fenilen Daimin Dihidroklorid 10 ml distile suda
¢Oziiliir (Tamer vd., 1989).

3.1.4.5. Safranin Bovyasi

Safranin 0,125 gr
Etanol (% 95°1ik) 5ml
NacCl 5gr
Distile su 50 ml

Safranin etanolde ¢oziiliir, distile su ilave edilerek iyice karigtirilir

ve filtre edilir.
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3.1.4.6. Kristal violet

Kristal Viole 0,125 gr
Etil alkol (% 95°1ik) 10 ml
Amonyum oksalat 0,4 gr
NaCl S5gr
Distile su 40 ml

10 ml etanolde 0,125gr Kristal Violet ve 40 ml tuzlu distile suda
0,4 gr amonyum okzalat ¢oziiliir bu ¢ozelti alkolde ¢oziinmiis olan

Kristal Violetet ilave edilir (Tamer vd., 1989).

3.1.4.7. Gram ivodiir (Lugol)

Iyot 0,17 gr
KI 0,33 gr
NaCl Sgr
Distile su 50 ml

Iyot ve KI havanda iyice karigtirilarak toz haline getirilir. Uzerine

yavag yavas su ilave edilerek iyice karistirilir (Tamer vd., 1989).

3.1.4.8. % 2 Asetik asit

Asetik asit 1 gr

NaCl Sgr
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Distile su 50 ml

3.1.4.9. Tris-EDTA borik asit tamponu, pH 8.3 (5X/litre)

Trizma-base 54 gr

Borik asit 27.5gr

0,5’5MEDTApH&80 20ml

600 ml’de tiim maddeler ¢oziiliir ve 1000 ml’ye tamamlanir
3.1.4.10. Agaroz jel

DNA izolasyonunda 0,8 gr, PZR i¢in 1,5 gr agaroz (Sigma) tartilip
1X TBE (100ml) tamponu igerisinde kaynatma yoluyla ¢ézdiirlimiistiir.
Elle tutulabilecek sicakliga (55-50°C’de) diistiigiinde ozel damlaligi
icinde bulunan (0,625mg/ml) etidyum bromiirden 50ml’ye 1 damla
olacak sekilde ilave edilmistir. Kenarlar1 kaplanmis ylizeye dokiilerek
taraklar yerlestirilerek donmasi beklenmis, daha sonra taraklar ¢ikarilip
jel tanka yerlestirilmistir. DNA ornekleri; Sul DNA 3 pl brom fenol
mavisi; PZR ornekleri i¢in, 6 ul PZR 6rnegi 4 pl brom fenol mavisi

olacak sekilde yiikleme yapilmustir.

3.1.4.11.Brom Fenol Mavisi

Sukroz 4or
Brom fenol mavisi 25mg

Distile su 10 ml
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3.1.4.12. Tris- HC1 pH 7.0 SOmM

Trizma base 6,057 gr
Distile su 1000ml

Tris 800 ml icinde ¢oziilir konsantre HCIl ile pH ayarlanir ve

1000’ye tamamlanr.

3.2.Yontem
3.2.1. Halofilik mikroorganizmalarin izolasyonu

Tuzladan alinan toprak Orneklerinin her birinden 5’er gr alinarak
250 mI’lik erlenlerde 50 ml 5 adet sivi SW-25 igeren ortamlara (Nieto et
al., 1989’a gore modifiye edilmistir) aktarilip 40°C'de 120 rpm’de 7 giin
calkalamali inkiibatdrde inkiibe edilerek mikroorganizmalarin bu

ortamda gelismeleri saglanmistir.

7 giin sonunda, SW-20, SW-25 agar besiyerlerine ¢izgi ekim
teknigiyle ekim yapilmis, petriler 40°C'de 14 giin boyunca inkiibe
edilmigtir.  Petriler kurumayi1 engellemek icin su dolu kaba
yerlestirilmislerdir. Petrilerde olusan halofilik tiiyeler koloni ve
pigmentasyon Ozelliklerine gore lup yardimiyla secilmistir (Hezayen et

al., 2002).
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Saflastirma sonucunda elde edilen 14 izolata numara verilmistir (1-
14) ve daha sonraki uygulamalar i¢in yatitk SW-25 besiyerinde 40°C’de 7
giin inkiibe edilmis ve +4 °C’de stoklanmuslardir. Stoklar, asir1
pasajlamanin genetik kararsizliga neden olmasindan dolay1r 2 ayda bir
yenilenmistir. Uzun siireli stoklama ig¢in gliserol ve liyofilizasyon

yontemleri uygulanmistir.
3.2.2. Mikroskobik inceleme

Izolatlarin mikroskobik kontrolleri ig¢in Olympus faz-kontrast

mikroskobundan yararlanilmigtir.

3.2.2.1. Gram Boyvama

Gram Boyama Dussault (1955) Gram boyama ydntemine gore
yapilmistir. 7 giinliik gelismis s1v1 kiiltiirlerden hazirlanan preperatlar %
2 asetik asitle fiske edildikten sonra % 0,25°lik kristal viole boyasiyla 3
dakika boyanmis, % 95’lik etanolle 6 sn muamele edilmistir. Ardindan
safraninle 30 sn boyama yapilarak immersiyon objektifi ile 1s1k

mikroskobunda incelenmislerdir. Yikamalar % 10 tuzlu su ile yapilmistir.
3.2.3.Stoklama

3.2.3.1. Gliserolde stoklama

Distile su ile % 20 konsantrasyonda hazirlanan gliserol otoklavda
121°C’de 15 dk. steril edilmistir. Aktive edilen izolatlar 5000 rpm’de

10dk santrifiijlenerek siipernatant atilmis kalan pellete steril gliserol
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¢Ozeltisinden 750 ul aktarilarak ependorflar -20 °C’deki derin

dondurucuya konulmustur.

3.2.3.2. Livofilizasyon

% 20 konsantrasyonda steril skim-milk 105°C’de 5 dk ii¢ giin st
iiste tindalizasyon yontemi ile steril edilmistir. Ependorflara 400 pl skim-
milk 100ul aktif kiltir asgilanmustir. Ependorflar -20°C’de tutulmus
soguk etanole yerlestirilip sok dondurma yapilmistir ve Ornekler

etanolden aliip liyofilizatérde kurutulmustur.
3.2.4.Bilyiime gereksinimleri

Testlerde SW-25 agar ve sivi ortamlart kullanilmis ve ortam
pH’lar1 7,2’ ye ayarlannus ve otoklavda 121°C’de 15 dk streril
edilmislerdir. Cam malzemeler ise; 180°C’de 1 saat pastor firininda steril

edilerek kullanilmislardir.

3.2.4.1. Optimum NaCl konsantrasyonlari

%0, 5, 8, 10, 15, 20, 25,30 NaCl konsantrasyonuna sahip petrilere
spotlama (10ul) yapilmis ve 40°C’de 7 giin inkiibe edilmislerdir.

3.2.4.2. Biiyiime icin gerekli minumum mava o6ziiti

konsantrasvonu

% 0, % 0.1, % 0.01, % 0,5 konsantrasyonlarinda maya 0ziitii iceren
SW-25 sivi ortamlarina asilanan organizmalar 40°C’de 7 giin inkiibe

edilmislerdir.
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3.2.4.3. Minumum Mg+2 ihtivaci

% 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0,6, 0.8, 3.2 konsantrasyonlarinda MgCl, i¢eren
SW-25 agar ortamlarina (MgSQOy4 yerine Na,SO4 eklenmistir) asilanan
organizmalar 40°C’de 7 giin inkiibe edilmislerdir (Montalvo-Rodriguez

et al., 1997).

3.2.4.4. Tek karbon kaynaginda biiyviime

% 0,01 maya oOziitii iceren SW-25 agar ortamina ortamdan ayri
olarak 0,22um por capli siringa filtre ile steril edilen karbon kaynaklar1 %
1 oraninda eklenmigtir. pH 7,2’ye ayarlanmig ve 121°C’de 15dk.
otoklavlanmigtir. Organizmalar ekilerek 40°C’de 7 gilin inkiibe
edilmiglerdir( Gruber et al, 2004, Stan-Lotter et al, 2002, Montalvo-
Rodriguez, 1998 ).

3.2.4.5. Farkh azot kaynaginda gelisme

Maya 0ziitii icermeyen SW-25 agar icerisine % 0,67 (w/v) karbon
base ortami, % 1 azot kaynagi eklenmis (soya pepton, et 6ziitii, NH3Cl)
pH 7,2’ye ayarlanmis ve 121°C’de 15dk. otoklavlanmistir. Organizmalar
ekildikten sonra 40°C’de 7 giin inkiibe edilmislerdir.

3.2.4.6. pH ve sicaklik toleransi

3,4,5,6,7, 8,9, 10 pH’larda hazirlanan SW-25 s1vi ortamlarina
organizmalar asilanarak 40°C’de 7 giin inkiibe edilmislerdir. Yine SW-25
sivi ortamlarina agilanan organizmalar 20, 27, 37, 40, 50°C’de 7 giin

inkiibe edilmistir (Xin et al, 2000; Hezayen et al, 2002).
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3.2.5. Antibiyotik duyarhhk testi

SW-25 agar ortamlarina ODgpp ~1 olan organizmalardan petriye
100ul aktarilip steril ekiivyonla yayma ekimleri yapilarak antibiyotik
diskleri (6mm c¢apinda) steril pens yardimiyla dizilmis 40°C’de 7 giin
inkiibe edilerek inhibisyon zon c¢aplar1 degerlendirilmistir (Birbir ve
Sesal, 2003, Montalvo-Rodriguez et al, 1998, Birbir ve ark, 2007) . 8mm
altinda inhibisyon zonuna sahip olanlar direncli olarak degerlendirilmistir
(Asha et al, 2005). Tip tiir olarak Haloferax mediterranei ATCC 33500

kullanilmastir.
3.2.6. Hiicre Dis1 Hidrolitik Ekstremozimlerin Taranmasi

3.2.6.1. Esteraz/Lipaz aktivitesi

SW-25 agar ortamima % 1 tween 80 eklenmis ve organizmalar
spotlanarak 40°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Koloni etrafinda olusan

seffaf zon esteraz aktivitesi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

SW-25 agar ortamima 1ml rodamin B (% 0,001) ve 1 ml olive oil
eklenmis ve organizmalar spotlanarak 40°C’de 7 giin inkiibe edilmistir.
U.V. altinda portakal —kirmiz1 halo olusumu gercek lipaz aktivitesi i¢in
pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Bhatnagar et al, 2005, Martin et
al., 2003, Sanchez-Porro et al., 2003)

3.2.6.2. Amilaz aktivitesi

% 1 ¢Ozilinlir nisasta iceren SW-25 agar ortamina organizmalar

spotlanarak ekilmis ve 40°C’de 14 giin inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon
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sonunda petrilere lugol ¢ozeltisi damlatilarak mavi renk olusumu negatif
sonug, seffaf zon ise pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Montalvo-

Rodriguez et al, 1998, McGenity et al, 1998).

3.2.6.3. Seliilaz aktivitesi:

SW-25 agar ortamma 1 adet cellozyme tablet eklenmis ve
organizmalar spotlanarak 40°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Koloni
etrafindaki renk olusumu pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir (Yasa

ve Kiling, 2002).
3.2.6.4. DNaz

% 0,005 konsantrasyonda metil yesili SW-25 ve DNaz agar iceren
ortama katilmis ve besiyerine organizmalar spotlanarak 40°C’de 7 giin
inkiibe edilmislerdir. Koloni etrafindaki sar1 zon olusumu pozitif sonug

olarak degerlendirilmistir (Elder et al., 1977).

DNaz agar: 4.2 gr 100 ml distile suya tartilip mikrodalgada hafif

kaynatilip ve otoklavlanmustir.
3.2.6.5. Jelatinaz

Igne ile ekimleri yapilan izolatlar 40°C’de 7 giin inkiibe
edilmislerdir. Inkiibasyondan sonra 4°C’de 30 dakika bekletilip sivilasma
gozlenmistir (Montalvo-Rodriguez et al., 1997).
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3.2.6.6. Proteaz aktivitesinin taranmasi ve iiretim kosullari

3.2.6.6.1. Proteaz aktivitesinin nitel taramasi

Nitel proteaz aktivite taramasi i¢in, skim-milk ortamdan ayr1 olarak
li¢ gilin st Giste 105°C°de 5 dk. tutularak otoklavlanmis ve SW-25 agar
ortamina % 1 oraninda eklenmistir. izolatlar 2 paralelli olacak sekilde
spotlama yontemiyle ekilmis ve 40°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Kazein
substratin1 pargalayarak ac¢ilma zonu olusturan izolatlar proteaz lireticisi

olarak degerlendirilmistir (Kanlayakrit and Bovornreungroj , 2005).
3.2.6.6.2. Biiyiime egrisinin ¢cikarilmasi

Ornekler giinliik olarak almip 10.000g’de santrifiijlenmis,
stipernatantlar1 atilip % 20 lik NaCl igeren steril solusyonla yikanmis ve
vortekslenip 600 nm’de Ol¢iilmiistiir (Kanlayakrit and Bovornreungroj.,

2004, Kanlayakrit and Bovornreungroj, 2005).
3.2.6.6.3. Aktivite tayini

Proteaz aktivitesi sigma azokazein prosediirii modifiye edilerek
tayin edilmistir (Cizelge 3.1). Nitel aktivite taramasinda tespit edilen 2
nolu izolat 10.000g’de 10 dakika santrifiijlenmis ve silipernatant enzim
kaynagi olarak kullanilmustir. Uretim ortamm olarak % 0,5 maya 6ziitii
iceren SW-25 sivi ortami (pH 7.2) kullanilmig ve tiretim 40°C’de 200
rpm ¢alkalamali inkiibatorde yapilmistir. 1 Unit (U) aktivite reaksiyon
kosullarinda 440 nm’deki 0.01 birimlik absorbans artisi olarak
belirlenmistir. Daha sonraki agsamada besin, azot kaynaklarinin ve NaCl

konsantrasyonunun enzim iiretimi {izerine etkisi denenmistir.



Cizelge 3.1.Azokazein proteaz aktivite dl¢iim yontemi

Ornek Kor
Azokazein (% 0.4, 2M| 500ul 500ul
NaCl, S0mM Tris-HCI,
pH 7.0)
40°C’de 10 dk inkiibasyon
Enzim 100l -
40°C’de 30 dk inkiibasyon
TCA (%20) 250pl
Enzim 100l
10.000g’de 10 dk santrifiij
500 pl siipernatant
NaOH (2M) 500ul

440nm’de absorbans olc¢iimii

Aktivite tayin hesabi su sekilde yapilmstir:

Aktivite(U/ml): Agqonm X Seyreltme Faktorii x10

Inkiibasyon siiresi(dk)
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3.2.6.6.4. Farkh besin ve azot kaynaklarinin proteaz iiretimine

etkisi

Farkli besin ve azot kaynagi olarak maya 0ziitii, NH3Cl, pepton,
ire, et Oziitli, tripton kullanilmis ve SW-25 biiylime ortamima % 1
oraninda eklenmislerdir. Uretim 40°C’de 200 rpm’de gergeklestirilmistir
(Vidyasagar et al., 2006).

3.2.6.6.5. NaCl Konsantrasyonlarinin Proteaz Uretimine Etkisi

5M, 4,5M, 4M, 3,5M, 2M NaCl iceren SW broth iiretim
ortamlarinda 40°C’de 200 rpm’de {iretilen 2 nolu izolatin aktivite tayini
yapilmistir (Vidyasagar et al., 2007, Kanlayakrit and Bovornreungroj
2005).

3.2.7.Biyokimyasal Testler

3.2.7.1. indol Olusumu

% 1 tripton igeren SW-25 s1vi ortamlarina organizmalar asilanmis,
40°C’de 7 giin inkiibe edilmislerdir ve tiiplere 2-3 damla kovaks ayiraci
damlatilarak tiiptin {ist kisminda kirmizi halka olusumu goézlenenler
pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir (Montalvo-Rodriguez et al.,

1997.)

3.2.7.2. Nitrattan Nitrit Olusumu

% 1 KNOs igeren SW-25 s1vi ortamlarina organizmalar asilanmis,

40°C’de inkiibe edilmiglerdir. 5-10. giinler arasi tiplerden alinan 1 ml
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ornege 3 damla trommsdorf ayiraci ve 1 damla siilfirik asit (1 kisim
H,SOy4’e 3 kisim HO) damlatildiginda koyu mavi-siyah renk olusumu
nitrit varlig i¢in pozitif, nitrit negatif olan tiiplere 1 damla alfa-naftol ve
2 damla konsantre siilfirik asit damlatildiginda koyu mavi-siyah renk
olusumu nitrat varligi i¢in pozitif sonug olarak kabul edilmistir (Karaboz,

1988, Tamer ve ark., 1989, Birbir ve ark., 2004).

3.2.7.3. Nitrattan Gaz Olusumu

% 1 KNO; iceren durham tipli SW-25 sivi ortamlaria
organizmalar asilanmis, 40°C’de 10 giin inkiibe edilmisler ve durham

tiiplerinde gozlenen gaz olusumu pozitif sonu¢ olarak kabul edilmistir

(Karaboz, 1988, Tamer ve ark., 1989, Birbir ve ark., 2004).
3.2.7.4. Oksidaz Testi

SW-25 ortaminda 40°C’de 7 giin inkiibe edilen kati kiiltiirlerden
steril ekiivyonla alinip filtre kagidina dokundurulup, % 1 lik tetrametil p-
fenil diamin dihidroklorid ¢ozeltisinden damlatilip mavi renk olusumu

gozlenmistir (Gerhardt et al. 1994, Tamer ve ark, 1989).
3.2.7.5. Katalaz Testi

SW-25 agar ortaminda 40°C’de 7 giin inkiibe edilen kiiltiir izerine
% 3 lik H,O, damlatild1 ve gaz cikisi gozlendi (Montalvo-Rodriguez et
al., 1997, Gerhardt et al. 1994, Tamer ve ark., 1989).
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3.2.8.1izolatlarin Molekiiler Tanilari

3.2.8.1. DNA izolasyonu

Izolatlarin DNA izolasyonu igin The Halohandbook-Protocols for
haloarchaeal genetics (Dyall-Smith, 2006)’den  modifikasyonlar
yapilmustir.

DNA izolasyonu i¢in SW-25 besiyerinde 4 gin 40°C’de
calkalamali olarak biiyiitillen Ornekler kullanilmistir. ODgop ~ 1 olan
orneklerden 1.5 ml alinip steril ependorf tiiplerine aktarilmistir. Tipler
+4 °C’de 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilen Orneklerin
slipernatantlar1 atilip buz {lizerine yerlestirilen tiiplere 400 pl steril soguk
ultra saf su eklenmis ve kisa siireli vorteksleme ile hiicrelerin patlamasi
saglanmigtir. Tiipler protein denatiirasyonu i¢in 70°C’de su banyosunda
10dk tutulmustur. Tekrar +4 “C’de 12.000 rpm’de 10dk santrifiijlenmis
stipernatant alimip Spl RNAz (20pg/ml) eklenmistir ve 37°C’de 30dk
bekletilmistir. 260nm/280nm oraniyla saflik kontrolii yapilmis oranlar
1,5-1,8 arasinda olanlar PZR icin kullanilmistir. 260nm oOlgiim degeri
PZR’da kullanilacak DNA miktarinin analizi i¢in kullanilmistir. Cift
zincirli DNA molekiilleri i¢in, 1 optik yogunluk (OD) 50 pg/ml’ye
karslik geldigi i¢in; asagidaki formiilden yararlanilmis ve pg/ml DNA
degeri bulunmustur (Temizkan ve Arda, 2004).

DNA (ng/ml): A60xS0xSF

Elde edilen izolasyon iirlinii, % 0,8’lik agaroz jelde 1saat 80V’da

yiriitiilmiis siire sonunda jel bir transiliiminatdr tizerine alinarak UV 15181
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altinda kontrol edilmistir. Daha sonra -20 °C’ye kaldirilarak saklanmigtir.

Tip tiir olarak Haloferax mediterranei ATCC 33500 kullanilmigtir.

3.2.8.2. PZR protokolii

PZR islemi i¢in; A21F 5°- TTC CGG TTG ATC CYG CCG GA-3’
forward ve U1492R 5’- GGT TAC CTT GTT ACG ACTT-3’ reverse
primerleri kullanilmistir (Elshahed et al, 2004)

PZR i¢in Roche firmasmin FastStart Taq DNAPolimerase
dNTPack kiti kullanilmistir ve protokolii asagida ¢izelgelerde verilmistir.
Tip tiir olarak Haloferax mediterranei ATCC 33500 kullanilmigtir.

Cizelge 3.2. PZR protokolii

PCR MgCl, ‘li PZR tamponu 10x kons. Sul
G-C zengin solusyonu 10 pl
dNTP 1 ul
Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul
FastStart Tag DNA Polimeraz (5U/ul) 0,4 ul
Steril Ultra Saf Su 27,6 ul
Izolat DNA’s1 Sul

Cizelge 3.3. Thermalcycler protokolii

Sicakhik 95°C | 95°C | 50°C | 72°C | 72°C 4°C

Siire 5dk | 45sn | 1dk | 1,4dk 7 dk o0

Dongii Sayisi 1 35 1
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PZR reaksiyonu GeneAmp PCR system 9700 model
thermalcycler1 kullanarak gerceklestirilmistir. Islem sonrasinda PZR

tiriinleri % 1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir.

3.2.8.3. 16S rDNA Dizi Analizi

Dizi analizi Refgen (ODTU-Teknokent) tarafindan hizmet alimi

seklinde yapilmustir.
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4. BULGULAR

4.1.izolatlarin Elde Edilmesi

Notral pH’ya sahip toprak érneklerinden izolasyon sonucu 14 izolat
elde edilmistir. izolatlar 2 ve 9 nolu izolatlarin kirmizi-mor, digerler
izolatlarin turuncu-kirmizi pigmente sahip olduklar1 gézlenmistir. Gram
boyama sonucu tiim izolatlar Gr (—) boyanmistir. Faz-kontrast mikroskop
sonucu 14 izolatin morfolojik sekli sdyle bulunmustur:

1. Basil

2. Basil

3. Pleomorfik

4. Pleomorfik

5. Pleomorfik

6. Pleomorfik

7. Pleomorfik

8. Basil

9. Basil

10. Pleomorfik

11.Basil

12. Basil

13. Pleomorfik

14. Basil
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Sekil 4.1. 9 nolu izolatin Faz- kontrast goriintiisii

Sekil 4.2. 5 nolu izolatin Faz- kontrast goriintiisii
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Sekil 4.3. 2 nolu izolatin petrideki goriintiisi

4.2.Biiyiime Istekleri

4.2.1.Optimum NaCl Konsantrasyonu

Cizelge 4.1. Optimum NaCl Konsantrasyonu

izolat No NaCl Yiizdesi
1 0 5 8 |10 | 15 |20 | 25 |30
2 - + + + + | | |+
3 - + |+ |+ A+ |+
4 - + + + + | | |+
5 - + |+ |+ A+ |+
6 - + |+ |+ A+ |+
7 - + |+ |+ A+ |+
8 - + |+ |+ A+ |+
9 - - + | 4+ | A+ A ]+
10 - + |+ |+ A+ A |+
11 - + |+ |+ A+ A |+
12 - + |+ |+ A+ A |+
13 - + |+ |+ A+ A |+
14 - + | 4+ |+ A+ A+

- : Gelisme yok, +: Gelisme iyi, ++: Gelisme ¢ok iyi
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4.2.2. Biiyiime 1Icin Gerekli Minumum Maya Oziitii

Konsantrasyonu

Biitiin izolatlar en diisiik % 0,1 maya 0ziitlii konsantrasyonunda
bliylimiistiir. Hi¢ maya 0Oziiti i¢cermeyen ve % 0,01 maya 0&ziiti
konsantrasyonunda biiylime olmamistir. Bu veriden karbon kullanimi

testinde yararlanilmistir.

4.2.3.Minumum Mg"? ihtiyaci

izelge 4.2. Minumum Mg Thtiyaci
g g y

MgCl,
izolat No (gr/100ml)
1 0 ]005]01]02]| 04 | 06 | 08 | 32
2 +- +- + ++ ++ ++ ++
3 +- +- + ++ ++ ++ ++
4 +- +- + + ++ ++ ++ ++
5 +- | 4+ + |+ | | | ++
6 + | +- + |+ | | | ++
7 +- +- + + ++ ++ ++ ++
8 +- +- + + ++ ++ ++ ++
9 +- | 4+ + |+ | | | ++
10 + | +- + |+ | | | ++
11 +- +- + + ++ ++ ++ ++
12 +- +- + + ++ ++ ++ ++
13 +- | +- + |+ | | | ++
14 +- +- + + ++ ++ ++ ++

+- : gelisme zayif, + : gelisme iyi, ++: gelisme ¢ok iyi



4.2.4.Tek Karbon Kaynaginda Biiyiime

Cizelge 4.3. Tek Karbon Kaynaginda Biiyiime

Karbon Kaynag (%1)
izolat No Laktoz | Maltoz | Ksilitol | Arabinoz | Ksiloz
1 - + - + +
2 - +- - - +-
3 - +- - + -
4 - + - + +
5 - + - + +
6 - + - + +
7 - + - +- +
8 - - - +- -
9 - + - + +
10 - + - +- +
11 - + - +- -
12 - + - + +
13 - + - + +
14 - + - + +
- : Gelisme yok, +- : gelisme zayif, +: Gelisme iyi
Denemeler ¢ift paralelli yapilmigtir
Karbon Kaynagi (%1)
izolat No | Fruktoz | Galaktoz | Asetat Sitrat Glukoz
1 + + +- + +
2 + + - + +
3 + + - + +
4 + + - + +
5 + + - + +
6 + + +- + +
7 + + - + +
8 + + - + +
9 + + - + +
10 + + + + +
11 + + - + +
12 + + +- + +
13 + + +- + +
14 + + - + +

- : Gelisme yok, +- : gelisme zayif, +: Gelisme iyi

Denemeler ¢ift paralelli yapilmigtir
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4.2.5. Azot Kaynagi

Cizelge 4.4. Azot Kaynag1

Azot Kaynagi (%1)
izolat No Et Oziitii NH,Cl | Soya pepton
1 +- +- +-
2 n 3 n
3 T - -
4 + +- +
5 + +- +
6 + +- +-
7 T i i
8 T i i
9 + - +
10 + +- +-
11 + - -
12 + +- -
13 + +- +
14 + - +

- : Gelisme yok, +- : gelisme zayif, +: Gelisme iyi
Denemeler cift paralelli yapilmistir
4.2.6.pH ve Sicakhik Toleransi

Tiim izolatlar pH 5-8 arasinda gelismis, optimum gelismeleri ise
pH 7°de olmustur. Sicaklik toleransi1 denemesinde ise 27 ile 50 derece
arasinda gelisim gozlenmis ancak optimum gelisim 37 ve 40°C’de
gbzlenmistir. Ayrica tiim izolatlar 20 derecede 1 haftalik inkiibasyonda

gelisme gostermemelerine ragmen 40°C’ye alindiklarinda gelismislerdir.



73

4.3.Antibiyotik Duyarhlik Testi

Rakamlar milimetre cinsiden verilmistir. § mm altindakiler direncli
olarak degerlendirilmistir (D) (Asha et al, 2005). 15 nolu organizma tip

tirdir.

Cizelge 4.5. Antibiyotik Duyarlilik Testi

ntibiyotik| NV P E AM TE B S
izolat
1 40 9.5 D D D D D
2 39 18 D D D D D
3 40 10 D D D D D
4 45 D D D D D D
5 40 D D D D 11 D
6 42 D D D D 10,5 D
7 45 15,5 D D D D D
8 39 16,5 D D D D D
9 32 22 D D D 20 D
10 20 16 D D D 28 D
11 41 9.5 D D D D D
12 39 16,25 D D D D D
13 40 D D D D D D
14 35 18 D D D D D
15 45 17 D 21,5 9 10 D

Novobiyosin (NV, 5 pg), Eritromisin (E, 15 pg) , Streptomisin (S,
10 pg) , Basitrasin (B, 0,04 U) , Penisilin G (P, 10 IU), Amfisilin (AM:
10 pg) , Tetrasiklin (TE, 30ug)
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Sekil 4.4. 6 Nolu Izolatin antibiyotik denemesi
4.4.Hiicre Dis1 Hidrolitik Ekstremozimlerin Taranmasi

Cizelge 4.6. Hiicre Dis1 Hidrolitik Ekstremozimlerin Taranmasi

izola tEnnm Esteraz | Lipaz | Amilaz | Seliillaz | DNaz | Jelatinaz | Proteaz
1 - - - - + - -
2 + - - - + - +
3 + - - - + - -
4 - - - - + - -
5 - - - + - +
6 - - - - + - -
7 - - - - + - -
8 + - - - + - -
9 + - - - + - +
10 - - - - + - -
11 + - - - + - -
12 - - - - + - -
13 - - - - + - -
14 + - - - + - +
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Sekil 4.5. DNaz aktivitesi Sekil 4.6. Esteraz aktivitesi

4.5.Proteaz Aktivitesinin Taranmasi ve Uretim Kosullar

Proteazin nitel aktivite taramasina gore 2 nolu izolat secilmistir.
[zolatin biiyiime egrisi ¢ikarilmis ve enzim aktivitesi tayin edilmistir.
Aktivite 6l¢lim sonucu 4. giin 2U, 5. giin ise 2,5 U aktiviteye ulastig
bulunmustur (Sekil 4.7).

3
25 —~
) g
1S D
S - 1,5 =1
8 L1 =
< =
- 05 €
L0 @®©

zaman(gun)

—— blylime egrisi —e— aktivite(U/ml)

Sekil 4.7. 2 nolu izolatin giinlere bagli biiylime egrisi ve proteaz aktivitesi
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4.5.1. Farkh Besin ve Azot Kaynaklarimin Proteaz Uretimine

Etkisi

Farkli besin ve azot kaynaklarini igeren ortamda iiretilen 2 nolu
izolatin maya 6ziitli iceren ortamda 2,6U ve et 0ziitii igeren ortamda 1,2U
aktivite gosterdigi, tire ve NH3Cl’de aktivite gostermedigi goriilmiistiir

(Sekil 4.8.).

3
25 et maya Oz{tl
~ ~==NH3CI
:\E) 21 == epton
T 151 ——e={ire
2 1 =e=ct &ziiti]
© ==@=tripton
0,5
0 1 X
3 4 5 6 7
zaman(gln)

Sekil 4.8. Farkli besin ve azot kaynaklarinin proteaz iretimine etkisi

4.5.2.NaCl Konsantrasyonlarinin Proteaz Uretimine Etkisi

5M, 4,5M, 4M, 3,5M, 3M ve 2,5M NaCl igeren biiyiime ortaminda
tiretilen 2 nolu izolatin 3,5 M NaCl iceren ortamda 2.3U aktivite ve 4M
NaCl iceren ortamda 2U aktivite gosterdigi 2,5M NaCl’de aktivite
gostermedigi goriilmiistiir (Sekil 4.9.).
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E 2 L =4 5M

215 ¢ —e—4M

5 b

Rl 3,5M

=< 0,5 - > / \‘ ——2 5M

0 4 ‘ ‘ 1 ‘ ’
3 5 6 7
zaman(gin)
Sekil 4.9. NaCl Konsantrasyonlarimin proteaz iiretimine etkisi
4.6.Biyokimyasal Testler
Cizelge 4.7. Biyokimyasal test sonuglari
izolat No/ indol Nitrattan nitrit Nitrattan gaz Oksidaz | Katalaz
Test olusumu olusumu

1 - - - - +
2 - - - - +
3 - - - - +
4 - - - - +
5 - - - - +
6 + - - R T
7 - - - - +
8 - - - - +
9 - - - - +
10 - - - - +
11 - - - - +
12 - - - - n
13 - - - - +
14 - - - - +

4.7.izolatlarin Molekiiler Tamlar:

Materyal ve yoOntemde belirtildigi gibi 14

izolatin DNA

izolasyonlar1 ve agaroz jelde saflik kontrolleri yapilmistir (Sekil 4.10)
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Sekil 4.10. 2, 5, 9, 10, 14 nolu izolatlara ait DNA izolasyonu agaroz jel goriintiisii

Saflik kontrolleri yapildiktan sonra DNA’lar ilgili primerle PZR’da
cogaltilmistir. PZR diriinleri agarozda ylriitiildiikten sonra jel

gorilintiilenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. 2, 3, 4 ve tip tiire ait PZR jel goriintiisii

PZR iiriinlerinin dizi analizleri sonucunda asagidaki baz dizileri

elde edilmistir.
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Sekil 4.12. 7 nolu izolatin dizi analizi sonucu elde edilen Forward kromotogrami
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Sekil 4.13. 7 nolu Izolatin dizi analizi sonucu elde edilen Reverse kromotogrami
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7 nolu izolatin forward ve reverse dizileri NCBI’da align edildikten

sonra dizideki ortak bolgeler ¢ikarilip asagidaki bolgeler elde edilmistir.

TTGGGGTCCGATTTACCATGCTAGTTGCACGAGTTCA
TACTCGTGGCGAAAAGCTCAGTAACACGTGGCCAAACTAC
CCTACAGAGAACGATAACCTCGGGAAACTGAGGCTAATAG
TTCATACGGGAGTCATGCTGGAATGCCGACTCCCCGAAAC
GCTCAGGCGCTGTAGGATGTGGCTGCGGCCGATTAGGTAG
ACGGTGGGGTAACGGCCCACCGTGCCGATAATCGGTACGG
GTTGTGAGAGCAAGAGCCCGGAGACGGAATCTGAGACAAG
ATTCCGGGCCCTACGGGGCGCAGCAGGCGCGAAACCTTTA
CACTGCACGCAAGTGCGATAAGGGGACCCCAAGTGCGAGG
GCATATAGTCCTCGCTTTTCACGACTGTAAGGCGGTCGTG
GAATAAGAGCTGGGCAAGACCGGTGCCAGCCGCCGCGGTA
ATACCGGCAGCTCAAGTGATGACCGATATTATTGGGCCTA
AAGCGTCCGTAGCCGGCCACGAAGGTTCATCGGGAAATCC
GCCAGCTCAACTGGCGGGCGTCCGGTGAAAACCACGTGGC
TTGGGACCGGAAGGCTCGAGGGGTACGTCCGGGGTAGGA
GTGAAATCCCGTAATCCTGGACGGACCACCGATGGCGAAA
GCACCTCGAGAAGACGGATCCGACGGTGAGGGACGAAAG
CTAGGGTCTCGAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCCTAG
CTGTAAACGATGCTCGCTAGGTGTGGCACAGGCTACGAGC
CTGTGCTGTGCCGTAGGGAAGCCGAAAAGCGAGCCGCCTG
GGAAGTACGTCCGCAAGGATGAAACTTAAAGGAATTGGCG
GGGGAGCACTACAACCGGAGGAGCCTGGGGTTTAATTGGA
CTCAACGCCGGAAATCTCACCACCTCCGACTACAGTGATG
ACAATCAGGTTGATGACCTTATCACGACGCTGTAGAGAGG
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AGGTGCATGGCCGCCGTCAGCTCGTACCGTGAGGCGTCCT
GTTAAGTCAGGCAACGAGCGAGACCCGCACTTCTAATTGC
CAGCAGCAGTTTCGACTGGCTGGGTACATTAGAAGGACTG
CCGCTGCTAAAGCGGAGGAAGGAACGGGCAACGGTAGGT
CAGTATGCCCCGAATGAGCTGGGCTACACGCGGGCTACAA
TGGTCGAGACAATGGGTTGCTATCTCGAAAGAGAACGCTA
ATCTCCTAAACTCGATCGTAGTTCGGATTGAGGGCTGAAA
CTCGCCCTCATGAAGCTGGATTCGGTAGTAATCGCATTTCA
ATAGAGTGCGGTGAATACGTCCCTGCTCCTTGCACACACC
GCCCGTCAAAGCACCCGAGTGAGGTCCGGATGAGGCCACC
ACACGGTGGTCGAATCTGGCTCGCAAGGGC

Elde edilen 1385 bp’lik bolge http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

adresindeki nucleotide BLAST (Basic Local Aligment Search Tool)
tarama scenegine gore analiz edilmistir. Sonug olarak 1376/1385 bazlik
benzerlik ile (Gap: 2/1385: % 0) 7 nolu izolat % 99 Haloferax
alexandrinus olarak tanilanmistir ve filogenetik agactaki yeri tespit

edilmistir (Sekil 4.14).
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by Halofieras sp. WS
o eurgrchagotes | 15 leaves
& Halofieras volcanii
a sunerchagotes | 2 leaves

g eupeichectes | 3 leawes

eurgrchasotes | 2 leases

@ unknown 4

eunerchaeotes | 6 leases

Sekil 4.14. 7 nolu izolatin filogenetik agagtaki yeri

Diger izolatlar i¢in de ayni islemler uygulanmistir ve asagidaki

sonuglar elde edilmistir:

» 1 nolu izolat: % 99 Haloferax alexandrinus
» 2 nolu izolat: % 99 Halobacterium salinarum R1 strain
» 3 nolu izolat: % 99 Haloferax sp. HSC4

» 4 nolu izolat: % 99 Haloferax alexandrinus
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» 5 nolu izolat: % 98 Haloferax alexandrinus

» 6 nolu izolat: % 99 Haloferax alexandrinus

» 7 nolu izolat: % 99 Haloferax alexandrinus

» 8 nolu izolat: % 97 Haloferax YT 228

» 9 nolu izolat: % 97 Halobacterium salinarum

» 10 nolu izolat: % 99 Haloferax alexandrinus

» 11 nolu izolat: % 99 Haloferax alexandrinus

» 12 nolu izolat: % 96 Haloferax alexandrinus

» 13 nolu izolat: % 99 Haloferax alexandrinus

» 14 nolu izolat: Forward diziye gore;:Haloarchacaon sech4 16S
rRNA kismi sekans %97, Reverse diziye gore; Halobacterium volcanii

16S ribosomal RNA 99%
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http://www.genebee.msu.su/clustal/clustal.php internet adresindeki
Genebee ClustalW 1.83 kullanilarak izolatlar ve bazi1 diger belirgin tiirler
arasindaki  akrabaligit ortaya koymak i¢in filogenetik agac

olusturulmustur.

ClustalH algorithn PHYLOGEMETIC TREE Phylogran

alexandri
volcanii

gibbons

nedi
2al iDSH3754T
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% 11

0 002 .04 .08 005 0.1 0.12 0.1d

Sekil 4.15. Tim izolatlarin karsilagtirmali filogenetik agaci. alexandri : Haloferax
alexandirinus, volcanii: Haloferax volcanii, gibbons: Haloferax gibbonsii,
medi: Haloferax mediterranei, saiDSM3754T: Halobacteriim salinarum

DSM3754T
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5. TARTISMA

Diinyamizda ¢ok zor sartlarda hayatlarini devam ettirebilen canlilar
mevcuttur. Bu sekilde yiiksek sicaklik, yliksek pH, yliksek basing gibi
ekstrem kosullara dayanabilen canililar genelde Archaea domaininde yer
almaktadir. Archaea’nin bu zor sartlara dayanabilmeleri ise onlarin

ileride biyoteknoloji alaninda kullanilabilir olmalarin1 gostermektedir.

Bizim c¢aligmamizda ilk izolasyon asamasinda SW-20 ve SW-25
besiyerlerini kullanilmis ve ilk asamada 14 giinliik inkiibasyonda ilk
koloniler elde edilmistir. ileriki izolasyon ve pasajlama asamalarinda iyi
gelisimin oldugu goriildiigii i¢in SW-25 besiyeri ile devam edilmistir.
Izolasyon sonucu 14 izolat elde edilmis, izolatlarin ileriki testlerde
kullanilmak i¢in yatik ortamlarda 2 ayda bir pasajlamak suretiyle
stoklamalar1 yapilmistir. Bunun yani sira Archaea tiilerinde genetik
kararsizligin varligindan dolayr uzun siireli saklama i¢in hem

liyofilizasyon hem de gliserolde stoklamalar1 yapilmustir.

Izolatlarin tamami Gram negatif boyanmustir, bu da Archaea’nin

genel ozelliklerine uymaktadir.

Izolatlarm biiyiime istekleri incelendiginde NaCl konsantrasyonu
olarak optimum % 20 ve % 25 tuz konsantrasyonlarinda gelistikleri hig
NaCl icermeyen ortamda ise gelismedikleri goriilmiistiir bu da izolatlarin
Kushner’ in yaptig1 siniflandirmaya gore (1978, 1993) tiirlerin ekstrem
halofil  oldugunu  desteklemektedir. = Ayrica  degisen  NaCl

konsatrasyonlarinda ~ konsantrasyon  seviyesi  artttkca  pigment
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yogunlugunun arttig1 gozlenmistir buda pigmentin tuz kosullarina

dayaniklilikta rol aldigin1 gostermektedir (Kushner D. J., 1993).

Tek karbon kaynagi denemelerinde faydalanilmak iizere yapilan
bliylime i¢in gerekli minumum maya 6ziitii konsatrasyonu denemesinde
izolatlarin en diisiik % 0,1 maya 6ziitli igeren ortamda biiytidiigii % 0,01
maya 0ziitli igeren ortamda biiyltimedigi tespit edilmis bu nedenle karbon
kaynagi kullanimi denemelerinde bu veriden yararlanilarak % 0,01
konsatrasyonda ortama maya oziitii eklenmistir. Minumum Mg ihtiyact
incelendiginde izolatlarm en diisiik % 0,1 w/v Mg™ konsatrasyonunda
gelistigi goriilmiistiir. Montalvo-Rodriguez (1997)’in yaptigt denemede

ise bu oran % 0,005 olarak verilmistir.

Tim izolatlar pH 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 arasinda hazirlanan
ortamlara ekilmis ve 5-8 pH’lar arasinda gelisim gozlenmis ancak
optimum gelisim 7 ve 8 pH’larda gézlenmistir bu da tiirlerin notrofilik
oldugunu ortaya koymaktadir bu sonu¢ molekiiler tani sonucu elde

ettigimiz tiirlerin 6zellikleriyle uyumludur.

[zolatlarn  antibiyotik test sonuglarinda biitiin  izolatlarmn
novobiyosine duyarl 5,6,9,10 nolu izolatlarin ve tip tiirlin ise basitrasine
duyarli oldugu tespit edilmistir. Cogu halofilik Archaea tiirleri
novobiyosine ve basitrasine duyarhdir. Novobiocin DNA gyrase
inhbitoriidiir (Holmes and Dyall Smith, 1991) ve duyarli olan
bakterilerde ayn1 hedef bolgeye etki etmektedir. Basitrasin ise kokkoid
olmayan halofilik Archaea’da hiicre duvarinin igindeki sakkaritlarin

biitiinliigiinii bozarak inhibe eder (Wieland et al, 1980) ayrica bu tip
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organizmalarda lipid biyosentezini de inhibe edebilir. Diger izolatlarin
basitrasine duyarli olmamalarinin sebebi kullanilan basitrasinin diisiik
(0,04 U/disk) konsantrasyonda olmasindan ya da transpozon etkinligi
sonucu olusmus olabilecek bir direnclilikten  kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Diger literatiirlerde kullanilan basitrasin miktar1 daha
yiiksektir (10U) (Birbir vd, 2003, Hezayen F, 2002, Birbir vd, 2004).
Ayrica tip tiir de dahil olmak tizere 1,2,3,7,8,9,10,11,12,14 nolu izolatlar
genelde Archaea’nin direngli olmasinin beklendigi penisilin G’ye duyarh
oldugu saptanmistir. Bunun antibiyotik direngliligi saglayan genin
plazmidle kaybindan kaynaklanabilecegi bu nedenle plazmid izolasyonu
ile ileri analizlere gidilmesi gerektigi diistinilmektedir. Ancak biitiin
izolatlarin beklendigi gibi streptomisine direncli oldugu goézlenmistir
(Oren, 2006). Oren (2006) tarafindan belirtildigi gibi baz1 tiirler
100pg/ml  konsatrasyonun  iizerindeki  eritromisine  duyarhdir.
Denememizde kullanilan eritromisin konsantrasyonu 15ug’dir ve bu

ylizden biitiin izolatlarin eritromisine direncgli oldugu goriilmiistiir.

Biyokimyasal testler uygulanirken molekiiler taniya destek
saglayabilecek Oren et al, 1997°de belirtilen minumum testler
uygulanmaya ¢alisilmistir. Literatiirde Haloferax alexandrinus strain TM
ile yapilan calismada (Asker et al., 2002); nisasta, galaktoz, sitrat
hidrolizi, nitrattan gaz olusumu, kazein hidrolizi ger¢eklesmedigi, nitratin
nitrite aerobik indirgenmesinin, indol olusumunun, tween 80 ve jelatin
hidrolizinin ~ gerceklestigi  belirtilmektedir. Bizim izole ettigimiz
Haloferax alexandrinus tirlerinde ise; TM strainindeki gibi nigasta,
laktoz hidrolizi nitrattan gaz olusumu goézlenmemis fakat bazi1 Haloferax

alexandrinus turlerimizde tween 80 hidrolizi ve kazein hidrolizi
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gerceklesmistir ve biitiin tiirler sitrat1 ve galaktozu parcalamistir. Indol
olusumu ise sadece 6 nolu izolatta gézlenmistir. Bununda strainler arasi
farkliliga bagli oldugu disiiniilmektedir. Bununla beraber H.
alexandrinus ile yapilan mevcut caligmalarin ¢ogu pigment {iretimiyle
smirlidir  bu  da  strainler arast olabilecek farkililiklar1 ortaya

koyamamaktadir.

Halobacterium salinarum tirleri ile yapilan bir ¢alismalarda ise
(Mormile et al, 2003) strain BBH 001 ile tip strain karsilastirilmis ve
fenotipik karakterlerde farkliliklar goézlenmistir. Bununla ilgili tablo

asagida verilmistir:

KaraMeristk Strain BEH 001 H. salinarum DSM 674 Tip Tar
Gram reaksiyonu = = =
Hicre sekl Basi Basil Basil
Harekedili + +
Kapsil olusumu - - n.?
Dinlenme evresinin varigi - - -
Oksijen intiyaci Aerobik Agrobik Genelikle agrobik
Ust sicaklk limiti °C) 40 55 56
OptimumNaCl - (M) 35 35 4-5
pH optimum 75 7.0 Nitral
Nitrat indirgenmesi - - -
Katalaz + +
Oksidaz + +
Nigasta hidrolzi - -
Jelatin hidrolizi + - +
indol dretimi - - U
metil red - - ..
Voges proskauer - - N,
Sirat parcalanmasi - - NI
DNAaz - - N,
B- galaktozidaz - - n.r.
Ureaz - + -
Lizin dekarboksilaz - + +
ornitin dekarboksilaz - + +
arjinin dekarboksilaz + +
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Bizim Halobacterium salinarum strain R1 ve Halobacterium
salinarum olarak tanilanan 2 ve 9 nolu izolatlarimiz ise; strain BBH 001
gibi oksidaz, nigasta, nitrat indirgenmesi negatif olarak bulunmustur.
Buna karsilik jelatin hidrolizi H. salinarum DSM 671 gibi negatif oldugu
tespit edilmistir.

Ayrica Oren (2006) tarafindan yaymlanan bir c¢alismada
Halobacterium salinarum tiri ile ilgili olarak verilen sonuglarda tek
karbon kaynaginda biiylimenin olmadig1 ancak ortama % 0,005
konsantrasyonda maya 06ziitii gibi hem azot hem de biiyiime faktorleri
iceren besi yeri bilesenlerinin eklenmesi durumunda biiylimenin

gerceklesebilecegi belirtilmektedir.

Bizim izole ettigimiz tiim tlrlerin de tek karbon kaynaginda
biiyliyebilmeleri ortam igerisine eklenen % 0,01 oraninda ki maya 6ziitii

nedeniyle gergeklestigi anlagilmaktadir.

Enzim aktivitesi denemelerinde, ¢ogu halofilik archaeadan proteaz
aktivite denemelerinde oldugu gibi azokazein substrat olarak sec¢ilmis
reaksiyon durdurucusu NaOH ile pH degisimi saglanarak agia ¢ikan
renk olusumu 440nm’de Olgiilmiistiir. Literatiirde belirtildigi gibi
ekstraseliiler enzim ge¢ exponansiyel fazda iretilmeye baslamig
stasyoner fazda maksimum seviyeye ulasmistir (Elsztein et al, 2001,
Paggi et al, 2003). Biiyiime egrisiyle paralel olarak gelismenin en iyi
oldugu giinlerde enzim aktivitesinde artis gozlenmistir. Halobacterium sp
PB407 ile yapilan bir ¢aligmada (Kanlayakrit and Bovornreungroj, 2004)

yine enzim aktivitesinin 4. ve 5. glinde en yiiksek oldugu gozlenmistir.
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NaCl konsantrasyonunun enzim iretimine etkisi incelendiginde
aktivitenin 3,5- 4M NaCl iceren ortamda yiiksek oldugu gdzlenmistir.
Yine Kanlayakrit and Bovornreungroj (2004) tarafindan yapilan
calismada da en yiiksek aktivitenin 4M-5M NaCl iceren ortamda
gozlendigi belirtilmistir. Bu NaCl konsatrasyonu organizmanin optimum

gelistigi konsantrasyonlardan biridir.

Farkli besin ve azot kaynaklarinin enzim iiretimine etkisi
incelendiginde en iyi iiretimin maya oOziitiinde oldugu goriilmiistiir. Bu
durum maya oOziitliiniin kompleks bir besiyeri bileseni olmasindandir.

Maya 6ziitii B vitaminlerinin iyi bir kaynagidir.

Son yillarda 16S rDNA dizi analizleri ile bakteriyel ve archaeal
tiirlerin tamis1 yapilmaktadir. Izmir-Camalt1 tuzlasindan izole edilen 14
ekstrem halofilik izolatin 16S rDNA dizi analizi ile 1,4,6,7,10,11,13 nolu
izolatlar % 99 oraninda Haloferax alexandrinus, 5 nolu izolat % 98
oraninda Haloferax alexandrinus, 12 nolu izolat % 96 benzerlik oraniyla
Haloferax alexandrinus, 3 nolu izolat % 99 Haloferax sp. HSC4, 8 nolu
izolat % 97 Haloferax YT 228, 2 nolu izolat % 99 Halobacterium
salinarum R1 strain, 9 nolu izolat % 97 Halobacterium salinarum olarak
tanilanmistir. Ancak 14 nolu organizmanin Forward ve Reverse dizileri
NCBI alignment araciyla karsilastirildiginda anlamli benzerlik elde
edilemediginden forward ve reverse dizileri ayr1 ayri blastlanmistir ve
forward diziye gore % 97 Haloarchaeaon sech4 16Sr RNA kismi sekans,

reverse diziye gore % 99 Halobacterium volcanii olarak belirlenmistir.
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[zmir Camalti Tuzlasi’ndan izole etti§imiz izolatlarin ¢ogu
Haloferax alexandrinus olarak tanilanmistir. Bu izolat ilk olarak Misir-
Alexandria bolgesinden izole edilmis ancak daha 6nce Izmir Camalti
Tuzlasi’'ndan  izolasyonu  gercgeklestirilmemistir. Bu  baglamda
amaclandigr gibi tuzlanin ve {lkemiz halofilik mikroorganizma

biyogesitliligine katki saglamistir.

Halococcus cinsine ait bir tirden elde edilen restriksiyon
endoniikleaz enzimine dair patent alimmistir(United States Patent
4724209). izolatlarimz tarafindan iiretilen DNaz enzimi de boyle bir
uygulama i¢in kaynak teskil edebilir.

Izolatlarda rastlanan proteaz, esteraz gibi enzimlerin tuz kosullarina
dayaniklilik oranlar1 saptanarak deterjan katki maddesi olarak

kullanilabilirlikleri aydinlatilabilir.

Halofilik mikroorganizmalarin bu enzimlerin varligi ile deri
endiistrisinde, gidalarda kalite diismesine neden oldugu bir kez daha

vurgulanmustir.
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