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Ozet

Mikroorganizmalarin ozmotik strese yanit1 gogunlukla ozmotik koruyucular biriktirerek ya da ortamdan alarak veya de novo sentezi ile olur. Bu
ozmotik olarak aktif molekiiller hiicre béliinmesi i¢in gereken pozitif turgor basimcint korumaktadir. Organizmalarin ¢ogunlugu sitoplazmik iyonik
giicii ¢ok diisiik diizeylere kadar sinirlamaktadir, ¢linkii gogu hiicre i¢i makromolekiiller inorganik iyonlarin yiiksek seviyelerine hassastir. Yiiksek
ozmolariteli cevrelerdeki prokaryotlarin hayatta kalma ve gelisim i¢in iki genel stratejileri mevcuttur. Mikroorganizmalar arasinda, sukroz, trehaloz,
glukozil gliserol ve glisin betain biiyilik ozmotik koruyucular olarak kullanilmaktadir. Ozmotik koruyucularin ¢esitliligi genistir ancak birkag¢ dnemli
kimyasal kategoriye ayrilir; bunlar genellikle aminoasitler veya tiirevleri, karbonhidratlar veya tiirevleri gibi kiigiik organik molekiillerdir. Bazis
dogada yaygin olarak dagilmis iken digerleri belli organizma gruplarinda 6zel olarak gériilmektedir. Ozmotik koruyucular kritik makromolekiillere
karg1 dogrudan koruyucu etki gosterirler, bu da kuraklik ve yiiksek sicaklik gibi genel streslere karsi toleransin artmasi i¢in bunlarin fonksiyonlarini
agiklamaktadir. Mikrobiyal tuz toleranst ile ilgili olarak bilgi, sadece ekolojik nislere susun 6zel adaptasyonlarini karakterize etmez, biyoteknolojik
amagclar i¢in olumsuz ¢evre kosullarina toleransi artmig hiicreleri tiretmek i¢in de kullanilabilir. Bu derleme ozmoadaptasyon ve mikroorganizmalara
genel bir bakis saglamaktadir.

Anahtar kelimeler: Ozmoadaptasyon, ozmotik koruyucu, mikroorganizma

Abstract

Microorganisms respond to osmotic stress mostly by accumulating compatible solutes, either by uptake from the medium or by de novo
synthesis. These osmotically active molecules preserve the positive turgor pressure required for cell division. The majority of organisms limit
the cytoplasmic ionic strength to rather low levels, because most intracellular macromolecules are sensitive to high levels of inorganic ions. Two
general strategies exist for the growth and survival of prokaryotes in environments of elevated osmolarity. Among microorganisms, sucrose,
trehalose, glucosylglycerol and glycine betaine are used as major compatible solutes. The diversity of compatible solutes is large but falls into a few
major chemical categories; they are usually small organic molecules such as amino acids or their derivatives, and carbohydrates or their derivatives.
Some are widely distributed in nature while others seem to be exclusively present in specific groups of organisms. Compatible solutes display direct
protective effects towards critical macromolecules, which explains their function to achieve tolerance towards general stresses such as desiccation
and high temperatures. Knowledge regarding microbial salt tolerance is not only useful to characterize strain specific adaptations to ecological
niches, but it can also be used to generate cells with increased tolerance to adverse environmental conditions for biotechnological purposes. This
review provides an overview of osmoadaptation and microorganisms.
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GIRIiS

Yiiksek tuz konsantrasyonlari canli sistemler i¢in iki dnemli
sorun olusturmaktadir. Bunlardan ilki, su ve turgor basincinin
kaybinda diisiik bir su potansiyeli ile sonuglanmakta ve ozmotik
olarak aktif bilesiklerin birikimi ile telafi edilmektedir. Ikincisi,

¢evre ortaminin yiiksek iyonik giicli inorganik iyonlarin stirekli
akini ile sonuglanmaktadir (Na* ve Cl). Ozmoadaptasyon,
diisiik ve yiiksek su c¢evrelerine adaptasyonun fizyolojik ve
genetik bulgular1 olarak tanimlanmaktadir [34]. Prensipte,
yiiksek ozmolarite ile bas etmek icin iki strateji gelistirilmistir
[36]. Bunlar; sitoplazmada ki tuz ve organik ozmolit tipidir.
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Sitoplazmadaki tuz mekanizmasi

Bu  mekanizma  iyonlarm  yiiksek  hiicre  i¢i
konsantrasyonlarmim birikimi olarak bilinmektedir, genelde
potasyum ve ozmotik stresin iistesinden gelmek i¢in halofilik
arkeler ve halotolerant bakteriler tarafindan kullanilan bir
stratejidir. Bu prokaryotlar yiiksek tuz g¢evresine adaptasyon
fizyolojisine sahiptirler [36,130]. Ekstrem halofilik arkelerde,
baskin olarak biriken koruyucu potasyum iyonlaridir [11,131].
Bu halofiller sodyum iyonlarmi kovma ve potasyum birikimi
vasitasiyla sodyumsuz bir sitoplazma saglamaktadirlar. Halofil
prokaryotlarda i¢ potasyum seviyeleri i¢ sodyum iyonlarindan
5 kat daha fazla olabilmektedir [93]. Hiicrelerde ki potasyum
gradienti hem sodyum iyon/proton antiporter hem de potasyum
iyon uniporter tarafindan diizenlenmektedir [24].

Bu stratejiyi  izleyen organizmalar, yiksek tuz
konsantrasyonuna hiicrenin i¢ protein kimyasini da adapte
etmektedirler. Ilk kez bu adaptasyon, Halobacteriaceae’ de
kesfedilmis ve tipiktir [36,78]. Fermentasyon bakterileri,
asetojenik anaeroplar (Haloanaerobium, Halobacteroides,
Sporohalobacter, Acetohalobium), ve siilfat indirgeyenlerin de
bu stratejiyi gelistirdikleri bilinmektedir [91]. Halofil arkeler,
NaCl’nin bol oldugu ortamlarda sitoplazmalarini korumaktadir.
Haloferax volcanii‘de gosterildigi gibi enerjiye bagli potasyum
alimi sistemi ile hiicre iginde potasyum ve karst iyonu CI
biriktirilmektedir [116].

Organik-ozmolit mekanizmasi (ozmotik koruyucular:
uyumlu ¢éziinenler)

Uyumlu ¢6ziinenler, (compatible solutes: uyumlu solutler:
ozmotik koruyucular) terimi ilk kez Brown tarafindan [11]
“hiicre fonksiyonunu bozmadan ozmotik ayarlama igin
kullanilan kiigiik organik bilesikler” olarak tanimlamustir. fyonik
olmayan, suda ¢oziinebilen, metabolizmay1 bozmayan, yiiksek
sitoplazmik konsantrasyonlarda bile ozmotik koruyucular olarak
kalan bilesiklerdir [10,11,82,130]. Toksik olmayan, kiiciik
molekiil agirlikli ve denatiirasyona kargi bazi makromolekiilleri
koruyan molekiillerdir. Temel ozmotik koruyucular polioller
ve tiirevleri, gesitli sekerler, zwitterion’lardir (aminoasitler ve
betainler gibi). Ozmotik koruyucular 3 kimyasal kategoriye
ayrilmaktadirlar. Bunlar; zwitterionic koruyucular, yiiksiiz
koruyucular ve anyonik solutlerdir (Sekil 1) [58].

Hiicre zarinda ozmotik dengeyi saglamanmn disinda
proteinlerin hatta tiim hiicrenin etkili stabilizorleridir (Sekil
2). Is1, kuraklik, donma, ¢6ziilme, iire ve tuz gibi denatiire
edicilere karsi koruyucu olarak hareket etmektedirler
[69,77,27,10,7,58,134,135].  Ozmotik islevlerine ilaveten
ozmotik koruyucular protein ve membranlar [47,74] gibi
makromolekiilleri denatiirasyona karsi korumaktadirlar.

Organik ozmolit mekanizmasi bakterilerde, 6karyotlarda ve
bazi metanojenik arkeler de yaygindir [61,108]. Ozmotik strese
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Sekil 1. Bazi uyumlu solutlerin yapilar1 [109]
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Sekil 2. Protein sekillenmesi ve stabilitesi tizerinde denatiire solutlerin
veya uyumlu solutlerin etkisi (A: Proteinin dogal hali; B: iire varliginda
ki denatiire protein; C: uyumlu solut varliginda ki stabil protein) [34].

yanit olarak, bu organizmalar de novo senteziyle veya ortamdan
seker, poliol, aminoasit/aminoasit tlirevleri gibi organik
bilesikleri alma yolu ile biriktirmektedirler. Poliol, mantarlar
ve algler arasinda yaygin olarak biriktirilir ancak bakterilerde
¢ok nadirdir, arkelerde ise heniiz bilinmemektedir. Ektoin
ve hidroksiektoin sadece bakterilerde bulunan koruyuculara
ornektirler [60].

Ozmotik Koruyucularin Sentezi

Bakterilere [22], siyanobakterilere [133], alglere [12],
funguslara [50] ve yiiksek bitkilere [4] ait ¢ogu organizma
cevrenin yiiksek ozmolaritesine karsi  sitoplazmalarinin
ozmotik dengesini saglamak i¢in ozmotik koruyucular olarak
adlandirilan hiicre i¢i bir veya daha fazla disiik molekiil
agirlikli organik bilesik biriktirmektedirler.

Halofilik mikroorganizmalar genelde azot-igeren glisin
betain ve ektoin gibi bilesikleri sentezlerken [36], tuz toleransi
sinirli organizmalar ise trehaloz (Tre, 1-a-glukopiranozil-1-a-
glikopiranozid) veya sukroz gibi sekerleri biriktirmektedirler.
Polioller (gliserol ve glukozilgliserol), serbest aminoasitler
(prolin ve glutamat) ve tiirevleri, kuaterner amin ve sulfonium
analoglart (karnitin ve dimetilsulfoniopropionat), siilfat esterleri
(kolin-O-siilfat), N-asetillenmis diamino asitler ve kiiglik
peptitler (N-asetil glutaminil glutamin amid ve N-asetil ornitin)
gibi diger solutler, halofilik mikroorganizmalarda identifiye
edilmistir [53].

Organizmalar tarafindan sentezlenen bu solutler farkli
cevresel sartlarin  indiiksiyonu sonucu sentezlenmektedir.
Bunlardan trehalozun sentezin de ¢ok sayida c¢evresel faktor
rol oynamaktadir ve bu faktorler organizmadan organizmaya

farklihk gostermektedir. Tablo 1°de trehalozun farkli
organizmalarda sentezini indiikleyen ¢evresel faktorler
Ozetlenmistir.

Tablo 1. Trehaloz sentezini indiikleyen faktorler [134]

indiikleyici sartlar Organizma

Heterotrofik bakteriler, Siyanobakteriler,
Fototrofik bakteri
Funguslar, Mayalar, Aktinomisetler

Ozmotik stres

Kuraklik Mayalar

Diisiik oksijen Rhizobia

Kimyasal stres

Mayalar, Funguslar
(CuSO,, etanol, H,0)

Is1 soku Funguslar, Mayalar, Escherichia coli (E. coli)

Aghk Mayalar

Durgun faz gelisimi Mayalar, Funguslar, E. coli

Sporlanma Aktinomisetler, Mayalar, Funguslar

Glisin betain dogrudan glisin metilasyonu yoluyla sinirli
sayida bakteri tarafindan sentezlenmektedir [36]. E. coli’de
glisin betain sentezi, dnciisii olarak kolin ve glisin betain aldehit
yoluyla 2 basamakli oksidasyon yolu ile sentezlenmektedir
[64]. Glisinden sarkosine metilasyon ii¢ adimda gerceklesmis
ve ekstrem halofilik bakteri Actinopolyspora halophila’

da, Ectothiorhodospira  halochloris’de  ve halotolerant
siyanobakteri Aphanothece halophytica® da gosterilmistir
[89,132]. Bu basamaklar metil transferazlar tarafindan

katalizlenmektedir. Arkelerde, glisin betain sadece halofilik
metanoarke Methanohalophilus portucalensis tarafindan glisin,
sarkosin ve dimetilglisinin metilasyonu yoluyla sentezlendigi
bilinmektedir [62,63,108]. Ektoin heterotrofik halofil bakteriler
tarafindan aspartik-semialdehit kullanilan farkli bir yol ile
sentezlenmektedir [95].

Tastyicr Sistemleri

Bir¢ok mikroorganizma uyumlu solut tagima sistemine sahip
olup bunlarin transkripsiyonu veya aktive olmasinda turgor
basinci, sitoplazmik potasyum iyonlart ve makromolekiiller
gibi farkli uyaricilar rol oynamaktadir [6,21,44,98,104].
Uyumlu solutleri tastyan sistemlerin bazilar1 solute 6zgiidiir.
Tastyict sistemlerin bazilart ozmosensor ve diizenleyici olarak
fonksiyon yapmaktadirlar [101].

Birgok heterotrofik bakteri betain tasima sistemlerine sahip
olmasina ragmen glisin betain sentezleyemez ve bu bakterilerde
gelisim ortamindan glisin betain alimi endojen ozmotik
koruyucular sentezini de baskilamaktadir [6,21,44,104,98].
Baz1 bakterilerde, glisin betain tagima sistemleri diger ozmotik
koruyucularm birikiminde islev yapabilir. Omegin, E. coli’de
ozmotik stres sirasinda ektoinin aliminda glisin betain
tagima sistemlerinin kodladigi proP ve proU’a bagli oldugu
gosterilmistir [49].

ABC-tip tastyicilar

ABC-tasima sistemleri, transmembran initesi olup
sitoplazmik bir proteindir ve periplazmik substrat baglayict
olarak etki gostermektedir. ABC tipi tasiyicilar E. coli,
Corynebacterium — glutamicum ve Bacillus subtilis  gibi
diger halotolerant mikroorganizmalarda rapor edilmistir
[2,52,53,127,140,112]. Metanojenler hiicre i¢ine glisin betaini
bu sistemle tastyabilirler [101].

Betain kolin karnitin tasiyicilar (BCCT)

Bu grup tasiyicilar glisin betain, kolin, karnitin ve
prolin gibi kuaterner amonyum grubu igeren membran
proteinlerini tagimaktadir. Bu tip tasiyicilar proton motiv giic
tarafindan tretilen elektrokimyasal gradienti kullanmaktadir.
E. coli’den ProP ve C. glutamicum’dan BetP tasiyicilar
ozmotik degisikliklere sensor olarak fonksiyon yapmaktadir
[94,102,112].

Asidik aminoasitler

Halobakteriler ekstrem tuzlulukta yasamlarmni siirdiirmek
icin sitoplazma iginde potasyum veya solut birikimine izin
vermekte bunun sonucu olarak ta sitoplazma iyonik giigte
artiga maruz kalmaktadir. Halofilik arkelerde ise hiicre igindeki
degisikliklere adapte olmak i¢in agir1 asidik aminoasitler
biriktirilmektedir [32, 66, 103]. Bu bilesikler, yiiksek
tuzluluga direngli ancak diisiik tuzda kararsizdirlar. Asidik
aminoasitler yiizeyde negatif yiikliidiir ve halofilik proteinlerin
denatiirasyonunu 6nlemek icin gereklidirler [101].
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Tablo 2. Uyumlu koruyucu sentezleyen organizmalar
Bilesik Bakteriler Referans
Aminoasitler
N-Asetil- lizin Metanojenik arkelere 6zgii [96,108]
N-Asetil-ornitin Bacillus spp., Planocococcus citreus, Sporosarcina halophila [139]
Alanin Streptomyces [55]
Halofilik/halotolerant Bacillus suslari, Ectothiorhodospira halochloris, aerobik [33,34,116 ]

Ektoin ve Hidroksiektoin

heterotrofik bakteriler, ¢ogu halofilik proteobacteria, Micrococcus spp., Bacillus
spp., Marinococcus spp., Halobacillus halophilus

Bazi metanojenik arkeler, Petrotoga miotherma, P. mobilis, Aquifex pyrophilus,

[51,65,80,110,117]

Rubrobacter xylanophilus

a- Glutamat Halobacillus halophilus

a- Glutamin Streptomyces, Corynebacterium sp., Halobacillus halophilus [34,55,117]

b-Glutamin Halofilik methanojenler [108]

Glisin betain Bakteriler, Arkeler [114]

Prolin i{:ﬁl:;rrfgces, halofilik/halotolerant Bacillus suslari, B. subtilis (bazi halofilik [34.55 ]
Sekerler

Sukroz Anabaena, Synechocystis, Nitrosomonas europaea [23.73.99]

Trehaloz Corynebacterium glutamicum, Mycobacterium tuberculosis, Thermus termophilus, [26,28,121 ]

Fosfodiesterler

Di-myo-inositol fosfat

Pyrococcus woesei, Aeropyrum, Aquifex, Archaeoglobus, Pyrodictium, Pyrolobus,
Stetteria, Thermococcus, Thermotoga, Rubrobacter xylanophilus, Persephonella
marina

[28,115,118]

Di-mannosil-di-myo-inositol

fosfat Thermotoga spp. [79]
Gliseril-myo-inositil fosfat Aquifex pyrophilus, Archaeoglobus fulgidus [65,79]
Gliserik asit ve tiirevleri
Siklik-2,3-bisfosfogliserat Methan(.)thermus fervidus, Methanobacterium thermoautotrophicum, Methanopyrus | [40,67,120 ]
kandleri
I Thermus  thermophilus, Rhodothermus marinus, Rubrobacter xylanophilus, | [28,88,114 ]
Mannozil gliserat .
Pyrococcus, Palaeococcus, Thermococcus, Archaeoglobus, Aeropyrum, Stetteria
Mannozil gliseramid Rhodothermus marinus [122]

- Lo L . . [41,115]
Glukozil gliserat Agmenellum quadruplicatium, Erwinia chrysanthemi, Persephonella marina
Glukozil-(1,6)-glukozil gliserat | Persephonella marina [115]
Mannozil-(1,2)-glukozil gliserat | Petrotoga miotherma [51]

Polioller
Sorbitol Zymomonas mobilis [70]
Mannitol Pseudomonas putida [54]

Glukozil gliserol

Pseudomonas mendocina, Stenotrophomonas rhizophila, Synechocystis

[42,83,84,111 ]
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Lipit membranlar

Lipid membran kompozisyonu ozellikle tuz cevrelerine
adapte olmus halofilik arkelerin karakteristik 6zelligidir.
Ekstrem halofilik arkelerin zarlar1 diasidik fosfolipid,
arketidigliserol metil fosfatin (PGM-Me) bol olmasi ile
karakterize edilmistir. Bu lipit ila 5SM NaCI’de bile stabilitesini
korumaktadir. Orta halofil veya halofil olmayanlarin zarlarinda
bu lipit yoktur veya diger lipitlerle yer degistirmistir [125].
Son yillarda yapilan ¢alismada, Haloarcula suslarmin yiiksek
tuz konsantrasyonlarin da gelistiginde PGP-Me lipit diizeyinin
membranda arttig1 rapor edilmistir [128].

Ozmotik Koruyucu Sentezleyen Mikroorganizmalar

Bakteriler ozmotik koruyucular denilen organik bilesikleri
biriktirmektedirler. Glisin betain arkelerin iiyelerinde oldugu
gibi Gram negatif ve pozitif bakterilerde de etkili bir ozmotik
koruyucu oldugu rapor edilmistir [98,134]. Colde bulunan
siyanobakteriyal tilirlerde kurakligin zararli etkilerini telafi
etmek amaci ile trehaloz birikimi oldugu rapor edilmistir
[43]. Mikroorganizmalar tarafindan ¢ok sayida koruyucu
sentezlenmektedir. Bunlarin bazilar1 Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Siyanobakteriler genis habitatlara yayilmis prokaryotik
fotootroflar olup o6zellikle sel basmis piring alanlarinin
dogal bilesenleridirler. Havadaki serbest azotu fikse ettikleri
icin biyogiibre ¢alismalarinda kullanilmaktadirlar. Genelde
bakterilerde, tuzluluk ve ozmotik stres birbirine benzerdir [21,
138] ancak siyanobakteriler de farkli oldugu rapor edilmistir
[5,31]. Serbest yasayan formlar tuzluluk/su durumunun farkl
oldugu habitatlarda siklikla bol bulunmaktadir. Ozmotik
ve tuzluluk stresine siyanobakterilerin adaptasyonu iizerine
calismalar Borowitzka [8] tarafindan baslatilmistir. Bundan
sonraki caligmalar tatli su, deniz ve aci su habitatlarinin
karakteristik farkli siyanobakterilerinin tuz stresi ve ozmotik

stres  direncinin  fizyolojik mekanizmasma  yOnelmistir
[5,75,133].

Bu habitatlar altinda  gelismeye adapte  olmus
siyanobakterilerde farkl ozmotik koruyucular

sentezlenmektedir. Tatli su suslar1 (az ozmotolerant) dominant
olarak sukroz ve trehaloz gibi disakkaritleri, deniz suslari
(orta ozmotolerant) glukozil-gliserol ve hipertuzlu suslari
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Sekil 3. Farkli ¢evresel habitatlarda gelisen siyanobakterilerde
sentezlenen ozmotik koruyucular

(ekstrem ozmotolerant) glisin betain gibi kuaterner amonyum
bilesiklerini biriktirdikleri gortilmiistiir (Sekil 3 ve Tablo 3)
[75,76,105,106,107,133].

Synechocystis sp. PCC6803 de novo senteziyle glukozil-
gliserol tirettigi gibi ¢evresinde hazirsa bunu alir [84]. Birkag
deniz siyanobakterisinde glukozil-gliserol en biiyiik ozmolit
olarak bulunmustur [30], oysaki tuzlu goéllerden izole edilmis
Aphanothece halophytica [126] ve Plectonema tomasiniarum’
da ozmoadaptasyondan sorumlu farkli aminoasitlerin hiicresel
iceriginin arttigi rapor edilmistir [8]. Sukroz diazotroflarda
ozmoregiilator olarak fonksiyon yapmaktadir.

Glisin betain ilk kez halotolerant siyanobakteri Synechocytis
DUNS52’ta en biiyiik koruyucu oldugu gosterilmistir [85].
Tek hiicreli, Aphanothece halophytica yiiksek halotolerant
organizma olup, 3M NaCl konsantrasyonuna kadar
gelisebilmektedir [38,106]. Tuzlarin yiiksek konsantrasyonu
hem o6karyotik ve hem de prokaryotik kokenli birgok enzimin
aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi yaptig1 bilinmektedir. A.
halophytica’dan RuBisCo enzim aktivitesi {izerine tuz inhibe
edici etki gostermektedir ancak glisin betain tuz inhibisyonuna
kars1 enzimi korur hatta yiiksek konsantrasyonda bile hiicrelerin
metabolik faaliyetlerine zarar vermemektedir [48].

Tablo 3. Siyanobakteriler tarafindan sentezlenen ozmotik koruyucular [56]

Bilesik Siyanobakteri
Anabaena variabilis ATCC29413, Cyanothece sp. PCC7424, Cyanothece sp. PCC8801, Nostoc sp. PCC7120,
Trehaloz Crocosphaera watsonii WH8501, Microcoleus chthonoplastes PCC7420, Arthrospira (Spirulina) platensis NIES-39,

Arthrospira maxima CS-328, Nodularia spumigena CCY9414, Lyngbya sp. PCC8106, Synechococcus sp. JA-3-3Ab,
Synechococcus sp. JA-2-3B’a (2—13), Nostoc punctiforme PCC73102

Glukozil-gliserol

Synechocystis sp. PCC6803, Acaryochloris marina MBIC11017, Cyanothece sp. ATCC 51142 (N-Fix), Microcoleus
chthonoplastes PCC7420, Synechococcus sp. PCC7002, Synechococcus sp. WH8102, Synechococcus sp. WH7803,
Arthrospira maxima CS-328, Arthrospira (Spirulina) platensis NIES-39

Sukroz

Anabaena variabilis ATCC29413, Cyanothece sp. PCC7424, Cyanothece sp. PCC7425, Microcystis aeruginosa
PCC7806, Synechococcus elongatus PCC7942, Synechococcus elongatus PCC6301, Synechocystis sp. PCC6803,
Microcoleus chthonoplastes PCC7420, Prochlorococcus sp. NATL2A, Prochlorococcus sp. SS120, Prochlorococcus sp.
MIT9313, Synechococcus sp. PCC7002, Synechococcus sp. WH7803, Arthrospira maxima CS-328, Nodularia spumigena
CCY9414, Gloeobacter violaceus PCCT7421, Nostoc punctiforme PCC73102, Thermosynechococcus elongatus BP-1

Glukozil-gliserat

Acaryochloris  marina  MBIC11017, Microcoleus chthonoplastes PCC7420, Prochlorococcus sp. NATL2A,
Prochlorococcus sp. SS120, Synechococcus sp. PCC7002, Arthrospira maxima CS-328, Arthrospira (Spirulina) platensis
NIES-39, Lyngbya sp. PCC8106

Glisin betain

Prochlorococcus sp. MIT9313, Synechococcus sp. WH8102, Synechococcus sp. WH7803, Lyngbya sp. PCC8106
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Tablo 4. Arkelerde ozmotik koruyucu olarak kullanilan aminoasitler ve tiirevleri [78]

@- aminoasitler
-NH; Halomonas elongata
w-Glutamat /\)\ - Methanococcus' sp. '
“oor 00 Methanobacterium thermoautotrophicum
Natronococcus occultus
Hzc\gl/\
Glisin betain C‘HI Co0- Methanohalophilus portucalensis
H; ‘ Methanosarcina thermophila
HiC
B- aminoasitler
. : Methanococcus thermolithotrophicus
00cC 00 .
Methanococcus igneus
B-glutamat ; .
+YH, Methanococcus jannaschii
(diger metanojenler)
HZN-ﬁ /\(\ 0o’
B- glutamin 0 + NH, Methanohalophilus portucalensis
0 . .
)K Methanosarcina thermophila
. .. . Methanogenium cariaci
N- asetil p- 1 VA VAN
asetil - lisin T (\ oo Methanohalophilus sp.
b * Ny Methanococcus thermolithotrophicus

Ekstrem ortamlarda ki (¢ol alanlari, kaplicalar, erime
suyundan olugmusg goletler) siyanobakteriler kuraklik veya
yiiksek sicakligin yani sira diisiik sicakliklar gibi sert ve degisen
cevre sartlart kosullarina da maruz kalmaktadirlar. Ornegin,
karasal siyanobakteri Nostoc commune nin kurumus hiicreleri
100 y1l1 askin bir siire hiicre gelisim kapasitesini korumaktadir
[13,68]. Dogal habitatlarda, N. commune goriiniir koloniler
olusturur, yapisal olarak kompleks ekzopolisakkariti (EPS)
iiretir, bu da hiicre filamentlerinin kuraklik toleransi igin temel
olusturmaktadir [45]. EPS kilifa ilaveten, kuraklik-toleransli
Nostoc suslari, hiicre igi su potansiyelini ve/veya membran
stabilizasyonunu diizenlenmek i¢in trehaloz ve sukroz
icermektedir [45,46].

Termofilik organizmalar genellikle termokoruyucu olarak
ozel, diisiik molekiiler-agirlikta bilesikler biriktirmektedirler.
Ancak, sicak ortamlarda yasayan siyanobakteriler icin sadece
bir kag¢ veri bulunmaktadir. Di-miyo-inositol-1,1’-fosfat (DIP)
veya mannozil gliserat (MG) termofilik arke ve bakterilerin
karakteristik koruyucularidir [114]. Genelde MG’in, tuz
aklimasyonunda birincil bir role sahip oldugu goriinmektedir,
clinkii termofilik organizmalarda bunun birikimi tuz vasitasiyla
diizenlenmektedir. Buna karsin, DIP gercek bir termokoruyucu
olarak islev goriir ve optimum-alti bliyiime sicakliklarinda
ozellikle birikmektedir. Termospesifik ¢oziinenlere ilaveten,
trehaloz gibi ozmotik koruyucular da 1siya toleransh
prokaryotlarda bulunmustur [114].

Siyanobakteriler erimis su goletleri gibi soguk habitatlarda
da bulunmaktadir. Bu psikrofil suslar 15°C altinda optimal

gelisme gostermektedirler [87]. Disiik sicakliklarda veya
donmaya alisma sirasinda ozmotik koruyucular onemli bir
rol oynamaktadir, psikrofilik siyanobakterilerde sicaklik veya
strese bagli birikimler olabilir, ancak konu {izerinde arastirmalar
halen devam etmektedir.

Arkeler siklikla yiiksek sicaklik ortamlarinda bulunabildigi
gibi yiiksek tuz ¢evrelerinde de bulunabilmektedirler. Arkeler,
Eubacteria ve Okaryotik organizmalar gibi benzer stratejileri
kullanarak ozmodaptasyon gostermektedirler. Tablo 4’de
arkelerin ozmolit olarak kullandigi aminoasit ve tiirevleri
Ozetlenmistir.

Mannozil gliserat, digliserol fosfat, di-myo-inositol fosfat
ve tiirevleri sicak cevrelerde gelisen arke ve bakterilerin
koruyucularidir [80]. MG ve DIP (hiper) termofiller arasinda
yaygindir, oysaki digliserol fosfat simdiye kadar sadece
Archaeoglobus cinsinin suslarinda bulunmustur [39].

Ozmotik Koruyucularm Ekolojik Onemi

Ozmotik koruyucularin ¢ok yiiksek oranda biriktirildikleri
icin hiicre total karbon ve azotunun Onemli bir kismini
olustururlar. Bu nedenle, 6zellikle hiper tuzlu c¢evrelerde bu
koruyucularin yiiksek konsantrasyonlart biriktirilmektedir,
bundan baska ozmotik koruyucular ekosistem i¢inde karbon
ve azotun onemli bir kaynagini temsil ettigi rapor edilmistir.
Bakteriyofaj, viriis veya parazitik bakteriler tarafindan hiicrenin
lizisi sirasinda veya hiicre 6liimii sonucu pasif difiizyon ile ¢ev-
reye ayrilan bu koruyucular ayrica ozmotik koruyucu olarak da
gorev yaptiklarindan ekolojik anlamda ¢ok 6nemlidirler [134].
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Cevredeki karbon, azot ve enerji kaynagi olarak

Ozmotik koruyucular karbon ve azotun hiicre i¢i stoklarmni
temsil eder ve sitoplazma da molal seviyede bulunmakta olup,
besin ve enerjinin hiicre i¢i rezervi olarak rol oynamaktadirlar.
Bu hem karbonhidrat ve hem de azot igeren solutlerin
karigimimi biriktirebilen organizmalar igin gegerlidir. Ornegin,
haloalkofilik fototrofik bakteri Ectothiorhodospira halochloris
biiyiik ozmotik koruyucular olarak glisinbetain sentezler, ancak
ikincil ozmotik koruyucu olarak ta hem trehaloz ve hem de
ektoini biriktirebilmektedir [35,7].

Karbon ve azotun 6nemli stoklari olan bu solutler gevreye
birakildiklarinda mikrofloranin  diger fiiyeleri tarafindan
kullanilmaktadirlar. Bu, hiper tuzlu ve deniz mikrobiyal
ekosistemleri i¢in Ozellikle dogrudur, yiiksek bakteriyal
biyokiitle varligi sirasinda ve Ozellikle sekerlerin yiliksek
konsantrasyonlarinda (trehaloz ve sukroz), glukozil-gliserol
ve glisin betain mikrobiyal mat sistemlerinde rapor edilmistir
[92,124].

Gliserol, glukozil-gliserol, trehaloz ve sukroz gibi
karbonhidrat koruyucular hem aerobik hem de anaerobik
heterotrofik bakterilerin son derece genis karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bu koruyucularin mikrobiyal
mat sistemlerindeki heterotroflar i¢in 6nemli karbon
kaynagini temsil edebilecegi daha onceleri ileri siiriilmiistiir
[16,92]. Aminoasit, prolin, glutamat ve alanin Gram negatif
ve Gram pozitif bakteriler, aktinomiset ve mikroalglerde
yaygin olarak biriktirilmektedir, heterotrofik ve fototrofik
mikroorganizmalarin genis bir yelpazesi tarafindan karbon, azot
ve enerji kaynagi olarak yararlanilmaktadir 1,21, 55,81]. Buna
karsilik, glisin betain katabolizmasi, ¢ogu siyanobakteriler
ve anaerobik fototrofik bakteriler tarafindan sentezlenen bu
koruyucu, ¢ok nadirdir [37,75,86,90,119,135 ].

Ozmoadaptif strateji gelisiminde

Bu spesifik koruyucularin kimyasal dzellikleri ve biyolojik
makromolekiiller ile etkilesimi sonucunda mikroorganizmalarin
tolerans yetenekleri de artmaktadir. Bu ozmotik koruyucularin
diger bir yarart da sporadik veya siklikla stresin oldugu
cevrelerde mikroorganizmalarin ozmoadaptif stratejilerinin
gelisgiminde 6nemli rol oynamasidir [134].

a) Termotolerans

Genelde aktinomisetler, mayalar ve funguslar tarafindan
iiretilen gesitli spor tipleri gevresel streslere karsi ¢ok direnglidir
ve yiiksek trehaloz biriktirdikleri bilinmektedir [9,29, 129].
Streptomyces griseus ile yapilan bir ¢alismada trehaloz igerigi
incelenmis ve kuru agirligimin %1-251 theralozun olusturdugu
saptanmigtir [83].

b) Donma toleransi

Ozmotik koruyuculardan sukroz ve gliserol rutin olarak
yillardir dondurarak saklamak veya dondurarak kurutma
tekniklerinde mikrobiyal 6rneklerde katki saglamistir [3,123]
ve siit endiistrisinde kullanilan Lactobacillus bulgaricus
kiiltiirlerinin 0.3M trehaloz konsantrasyonunda asidifikasyon
ozelligini korudugu ve canliligini artirdig1 bildirilmistir [25].

¢) Kuraklik toleranst

Cok sayida organizma kuraklik durumunda uzun siire
yasamint siirdiirebilmektedir [19,100 ]. Ortam sartlar1 tekrar
nemlendiginde ise organizmalar hizla siser ve sadece birkag

dakika i¢inde metabolizmalari aktif hale gegebilmektedir [19].
Benzer sekilde bazi mikroorganizmalarda kuraklik toleransi
indirgenmemis disakkaritlerin birikimi ile iligkili oldugu rapor
edilmistir, 6zellikle trehaloz ve sukroz [100]. E. coli’ nin bazi
suslarinda kuraklik toleransini artirmada hidroksiektoin ve
ektoin biriktirdigi rapor edilmistir [71].

d) Cevresel strese karsi trehaloz ve sukroz

Trehaloz bakterilerden arkelere, funguslara, bitkilere ve
omurgasizlara kadar genis organizma g¢esitliliginde meydana
gelmektedir. Trehalozun ozmatik roliine ilaveten trehaloz 1siy1ya,
donmaya, kurakliga ve diger gevresel streslere karsi hiicrelere
koruma saglar. Buna ilaveten trehaloz karbon ve enerji kaynagi
olarak ve spesifik metabolik yollarda sinyal molekiilii olarak
gorev yapmaktadir [26]. Trehalozun enzimleri, antikorlari, dogla
ve yapay membranlar1 kurakliga, yiiksek ve diisiik sicakliga
ayrica bazi1 kimyasallarin inhibitdr konsantrasyonlarina karsi
korudugu bildirilmistir[14,15,17,18,20,100,113]. Sukroz ise
bazt Proteobacteria’da, tath su ve deniz siyanobakterilerinde
biriktirilmektedir[73].

Tatli su habitatlarindan izole edilmis organizmalar iyonik
glicli oldukga diisiik bir ortama adapte olmaktadirlar, bu nedenle
standart kosullar altinda ozmotik koruyucularin birikimi az
6nemlidir ya da 6nemsizdir ve bu hiicreler inorganik iyonlarin
aktif alim sistemlerine ihtiya¢ duymaktadir, drnegin K.

Birgok siyanobakteriyal cinsin taranmasinda genel egilim
sudur, tatli su izolatlart agirlikli olarak sukroz biriktirir (Suc),
tuzlu kosullar altinda birincil ozmotik koruyucu olarak ta
[106]. Sukroza ilaveten, trehaloz (Tre) kiy1 sularinda ve karasal
habitatlarda baskindir, tatli su siyanobakterilerin de ise tuz-
indiiklenebilir ozmolittir. Trehaloz biriktiren siyanobakteriler
¢ogunlukla filamentli suslardir. Tre-birikimi ile birlikte
EPS kilifflarinin kurakliga karsi siyanobakterileri korudugu
belgelenmis olmasina karsin, tuza aligma i¢in bu kiliflarin
rolii heniliz tam agikliga kavusmamustir [100]. Genelde, temel
ozmotik koruyucu olarak, sukroz ve trehaloz birikimi oldukca
diislik tuz toleransi (stenohalin davranis) ile iliskilidir [105].
Son zamanlarda, Prochlorococcus suslarinda temel ozmotik
koruyucu olarak sukroz tespit edilmistir [57]. Glukozil-gliserol
(GG), agirlikh olarak deniz ortamlarindan izole edilen suslarda
meydana gelmektedir ancak Synechocystis sp. PCC6803 gibi
tatll su izolatlarinda da bulunmustur. Genelde, GG-biriktiren
suslar euryhalin’dir ¢iinkii bunlar genis tuz araliginda (ist
limiti 1.8M NaCl) gelisebilmektedir [105]. Ancak, deniz
pikoplanktonik Synechococcus suslari da GG biriktirmektedir
[72]. Siyanobakteriyal suglarda ilk ozmotik koruyucu olarak
GG tespit edilmistir [8]. Baslangicta, GG sentezi ve birikiminin
siyanobakterilerde smirli oldugu diisiiniilmekte idi. Ayni
zamanda farkli Pseudomonas ve Stenotrophomonas suslari
gibi bir¢ok heterotrof bakterilerde de ozmotik-koruyucu islevi
gosterilmistir [83,97,111].

Son yillarda, sukroza ilaveten ayrica negatif yiiklii bir bilesik
glukozil gliseratf GGA,0-a-D glukoprinozil-(1—2) gliserat]
tespit edilmis olup GG’ye yapisal olarak cok benzemektedir,
ozmotik konsantrasyonlarda birka¢ Prochlorococcus susunda
saptanmistir. GGA ayni zamanda euryhalin, kiy1 susu Synecho-
coccus sp. PCC7002 kiigiikmiktarlarda bulunmustur [57,59].
ilging olan GGA birikimi, N-yiiksek tuz kosullar1 altindaki
hiicrelerde artmaktadir. Bu kosullar altinda GGA birikimi,
Prochlorococcus SS120 ve pikoplanktonik Synechococcus
WH7803 ve WH8102 suslarinda saptanmustir [57].
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e) Hipertuzlu ekosistemler ve betainlerin rolii

Uygun bir koruyucu olarak glisin betainin rolii tartisilmazdir.
Bu ¢ok yonlii koruyucu bir¢ok organizma tarafindan tuz stresi
ile bas etmek i¢in kullanilmaktadir. Siyanobakteriler hipertuzlu
ortamlarda da yaygmdir, ortam NaCl konsantrasyonuna
doydugu i¢in ¢ok diisiik ozmotik potansiyel ve yiiksek iyonik
gii¢ ile bakteri basa ¢tkmak zorundadir. Kuaterner amonyum
bilesigi glisin  betain  (N,N,N-trimetilglisin)  hipertuzlu
siyanobakterilerde tipik bilyiik ozmotik koruyucudur [75,107].
Betainler 6zellikle glisin betain, yaygin olarak siyanobakteriler
ve fototrofik bakteriler tarafindan sentezlenmektedir. Glisin
betain Dbirikimi halotolerant siyanobakteriler ve fototrofik
bakterilerin en Onemli karakteristik O6zelliklerinden biridir
[16,134,75,86,90,119,135 ]. Glisin betainin sentezi aslinda
bakterilerde nadir goriilen ancak olaganiistii bir olaydir, ancak
yiiksek tuz toleransina uyum saglamada etkin oldugundan
fototrofik bakteriler, halofilik bakteriler, metanojenik arkelerde
de bulunmustur (Sekil 3).
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