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Ozet: Bu arastirmanin materyalini; Giineydogu Anadolu bolgesinde, Kozluk (Batman) Tuzla Gozii
tuzlasindan toplanan tuzlu toprak oOrnekleri olusturdu. Tuzlu toprak orneklerinden izole edilen,
Salinivibrio T1 izolatinin, inulinaz enzimi {iretimi yoniinden pozitif oldugu tespit edildi. Bu izolatin
inulinaz enzimi tretme yetenegi, igerisinde %1 oraminda inulin bulunan halofil agarda test edildi.
Salinivibrio T1 izolatinin, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ozelliklerine ve 16S rDNA gen
bolgesinin dizilis analizine gére Salinivibrio costicola tiiriine ait oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Inulinaz, Halofilik, Salinivirio, Tuzla Gozii

Characterization of Salinivibrio T1 Isolate Producing Extracelular Inulinase
Enzyme Isolated from Kozluk (Batman) Tuzla Gozu

Abstract: The material of this research; in the Southeastern Anatolia region, Kozluk (Batman) formed
saline soil samples collected from Tuzla Go6zii Saltern. Salinivibrio T1 isolate, isolated from saline soil
samples, was found to be positive for inulinase enzyme production. The ability of this isolate to produce
the inulinase enzyme was tested in halophile agar with 1% inulin. It was determined that Salinivibrio T1
isolate belongs to Salinivibrio costicola strain according to the morphological, physiological and
biochemical characteristics and sequence analysis of 16S rDNA gene region.
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Giris

Halofilik  mikroorganizmalarin
habitatlar1 tuzcul ortamlardir. Halofilik
prokaryotlar igerisinde hem bakterilere
hem de arkebakterilere ait tiirler bulunur.
Bu mikroorganizmalar tuz gollerinde,
tuzlalarda ve tuzlu topraklarda yayilis
gosterirler. Hafif derecede halofiller 0.2-
0.85M (%-2-5), 1limli halofiller 0.85-
3.4M (%5- 20) ve ekstrem halofiller ise
tiremeleri i¢in 3.4-5.1M (%20-30) NaCl
konsantrasyonuna  ihtiya¢ ~ duyarlar
(DasSarma ve Arora, 2001; Rothschild ve
Mancinelli 2001; Grant, 2004).

Halofilik  bakteriler yiiksek
miktarda tuz igeren ortamlara iki strateji
ile adapte olurlar. Bu stratejilerin ilKi

sitoplazmada KCI’iin molar
konsantrasyonunu  artirtlmasidir.  Tuz
biriktirme stratejisi daha cok
Halobacteriaceae familyasinda

goriilmekle beraber bu familya ile sinirh
degildir. 1Ikinci strateji sitoplazmada

hiicre i¢i osmotik basinci yiikselten tuz
haric osmolitlerin (organik compatible
solutes) sentezi veya biriktirilmesi
stratejisidir (Roberts, 2005; Empadinhas
ve Costa, 2008; Oren, 2008).

Salinivibrio cinsi, Proteobacteria
filumunun Gammaproteobakteri sinifina
ait Vibrionaceae familyasina dahildir.
Salinivibrio cinsi, daha Once Vibrio
costicola olarak siiflandirilan
Salinivibrio costicola'yt fizyolojik ve
molekiiler 6zelliklerinden dolayr Vibrio
genusunun diger tiirlerinden ayirt etmek
igin olusturulmustur (Mellado ve ark.,
1996).

Halofilik enzimler yiiksek tuz
konsantrasyonunda  aktivite  gdsteren
biyoteknolojik 6neme sahip enzimlerdir.
llave olarak bu enzimler genis pH
araliginda ve nisbeten uzun sicaklik
peryotlarinda  aktivite  gdsterebilirler.
Halofilik mikroorganizmalar tarafindan
iiretilen hidrolazlarin bazilar1 amilazlar,
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proteazlar, selilazlar, lipazlar,
ksilanazlar, DNazlar, pullunazlar,
pektinazlar ve inulinazlardir (Delgado-
Garcia ve ark., 2012; Yin ve ark., 2015).
Halofilik proteinler, halofilik olmayan
homologlarina gore, daha fazla glutamik
asit ve aspartik asit, kompozisyonuna
sahip oldugu bildirilmistir (Lanyi, 1974;
Madern ve ark., 2000).

Iniilin fruktanlar olarak bilinen,
karbonhidratlarin bir sinifina ait dogal bir
polisakkarittir. Inulin, sogan, sarimsak,

pirasa, hindiba gibi birgok bitkide
bulunan oligomerdir (Saeed ve ark.,
2015). Bitki  kokenli  bir  yedek

polisakkarit olan inulin, oncelikli olarak
B-(2,1)-glikosid  bagi ile  birbirine
baglanmis ¢oklu D-fruktofuranoz
birimlerinden ve a- (1,2) -glikozidik bag
ile baglanmis glukoz rezidiilerinden
olusan bir zincirdir (Shen ve ark., 2015).

Inulin, etanol, glukonik asit,
sorbitol ve diger onemli kimyasallarin
tiretiminde hammadde olarak kullanilir
(Rawat ve ark., 2017). Ayrica inulin, jel,
kivam verici ve tatlandirici
ozelliklerinden dolayi, gida sanayisinde
de kullanilmaktadir (Yabanci, 2010).

Inulinazlar, bazi bitkilerin
dokularinca ve fuguslar, mayalar ve
bakteriler gibi cesitli

mikroorganizmalarca sentezlenmektedir.
Mikrobiyal ve bitkisel inulinazlar, inulini,
fruktoz ya da diger oligosakkaritlere
hidrolize ederler. Ekzoinulinazlar (B-D-
fructopyranoside fructohydrolase, EC
3.2.1.80) uctaki B-(2—1)-
fruktofuranosidik baglar1 parcalar (Asan
Oziisaglam, 2009). Bu &zelliklerinden
dolay1 ekzoinulinazlar, inulinin etkili bir
sekilde hidrolize ederek, % 90-95 kadar
fruktoz  veriminin  elde  edilmesini
saglarlar (Shen ve ark., 2015).
Mikroorganizma
inulinazlar, cesitli
uygulamalarda kullanilabilecek
kabiliyetlere sahip olduklarindan
arastiricilarin son yillarda fazlaca ilgisini

kaynakl1
endiistriyel
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¢ekmektedir (Gong ve ark., 2014). Son
yillarda inulinaz  enzimi ile ilgili
arastirmalar; ektstrem sartlar1  tolere
edebilen  endiistriyel  uygulamalarla
uyumlu yeni inulinaz kaynaklarinin
tespitine odaklanmigtir (Rawat ve ark.,
2017). Mikrobiyal inulazin kaynagini
bakteriler, kiifler, mayalar ve
aktinomycetlerin  olusturdugu  rapor
edilmistir (Kango and Jain, 2011).
Literatiirde inulaz enzimi iireten
mikroorganizmalarin tespiti ile ilgili
cesitli arastirmalar mevcuttur.
Kluyveromyces marxianus ATCC 36907
ve Paenibacillus sp. (Schneider ve ark.,
2004); Marinimicrobium sp. LS-A18 (Li
ve ark., 2012); RCRI4 izolat1 (Tarhriz ve
ark., 2011); Marine bacterium MU-31
(Meenakshi ve ark., 2013); Nocardiopsis
sp. DN-K15 (Lu ve ark., 2014) ve
Arthrobacter sp. HJ7 (Shen ve ark.,
2015) tiirlerinin ektraseliiler inulinaz
enzimi iirettikleri tespit edilmistir. Ilave

olarak bazi halofilik bakterilerin de
cktraseliiler inulaz  enzimi  irettigi
bildirilmistir (Rohban ve ark., 2009;

Kumar ve ark., 2010; Jayachandra ve
ark., 2012a; Babavalian ve ark., 2013,
2014; Biswas ve Paul, 2013).

Ulkemizde bakteriler tarafindan
dretilen inulinaz enzimi tretimi ile ilgili
herhangi bir arastirmaya
rastlanilamamistir.  Ancak Rhizoctonia
solani (Ertan ve ark., 2003a); Penicillium
spinulosum,  Aspergillus  parasiticus
NRRL 2999 ve Trichoderma viride
(Ertan ve ark.,, 2003b); Geotrichum
candidum (Erdal ve ark., 2011; Canli ve
Kurbanoglu, 2012); Aspergillus wentii
(Karatop ve Sanal, 2013) ve Rhodotorula
glutinis (Tasar ve ark., 2015) tiirlerine ait
mikrofunguslarin inulinaz enzimi {iretimi
ile ilgili ¢esitli arastirmalar mevcuttur.

Bu arastirmada; Kozluk (Batman)
Tuzla Gozii tuzlasindan izole edilen
inulinaz enzimi treten Salinivibrio T1
izolatinin karakterizasyonun
gerceklestirilmesi amaglanmustir.
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Materyal ve Metot

Tuzlu toprak orneklerinden halofilik
bakterilerin izolasyonu

Tuzlu toprak ornekleri
Kozluk(Batman) Tuzla G6zii Tuzlasindan
toplandi. Halofilik bakterilerin izolasyonu
icin, tuzlu toprak orneklerinden diliisyon
hazirlandi.  Halofil agar  plaklarin
yiizeyine egri cam c¢ubuk yardimiyla,
10*1iik seyreltmelerden, 100ul yayildi.
Petri  kaplart  30°C’de 48  saat
inkiibasyona  birakildi.  Inkiibasyonu
miiteakip {ireyen koloniler, muhtemel
halofilik  bakteri  kolonileri  olarak
degerlendirildi (Collins, 2004).
inulinaz enzimi iireten halofilik
izolatlarm belirlenmesi

Izolatlar icerisinde %] oraninda
inulin bulunan halofil agara, platin 6ze
yardimi ile yogun bir sekilde ekildi. Petri
kaplar1 30°C'de 72 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonu miiteakip
besiyerinin lizerini kaplayacak sekilde
ligol c¢ozeltisi ilave edildi. Liigol
ilavesinden sonra, kolonilerin etrafindaki
seffaf bir zonun olusumu, inulin hidrolizi
yoniinden pozitif olarak degerlendirildi
(Li ve ark., 2011).

Inulinaz enzimi iireten izolatlarn
identifikasyonu

Bakteriyel izolatlarin morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesinde Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology eserinin ikinci
cildi referans alindi (George ve ark.,
2005).

Molekiiler karakterizasyon

Genomik DNA izolasyonu

Genomic DNA izolasyonu igin,
Tryptic Soy Both (TSB) igerisinde
30°C’de 24 saat inkiibe edilen kiiltiir 2dk
santrifiij edildi. Bakteriyel lizis TE

tampon icerisinde %10 SDS ve 20 mg/ml
proteinaz K ilave edilerek ve 1 saat
37°C’de inkiibe edilerek gergeklestirildi.
NaCl (5M) ve CTAB/NaCl ilave edildi
ve 65°C’de 24 10 dk inkiibe edildi. DNA,
fenol/kloroform/izoamil alkol
kullanilarak ekstrakte edildi (Gomaa and
Momtaz, 2007; William ve ark., 2012).

Polimeraz zincir reaksiyonu
uygulamasi
16S rDNA  bolgesinin 1428

bazlik bolgesi uygun liniversal
primerler kullanilarak polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile amplifiye edildi.
Bu amagla Bacteria domaini i¢in spesifik
27F S)
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3® ve
1492R
STACGGYTACCTTGTTACGACTT3'
pirimerleri kullanildi. PCR karigimi, 50
pul  polimeraz tampon igerisinde her
tampondan 30 pikomol, kromozomal
DNA’dan 10ng ve 200 uM dNTPs ve 2.5
iinite Taq polimeraz igerecek sekilde
hazirlandi. Tiim amplifikasyon kosullari
94 °C’de 5 dakikalik 6n denatiirasyon, 94
°C’de 30 sn denatiirasyon, 50 °C’de 30 sn
baglanma ve 72 °C’de 10 sn uzamadan
olusan 30 dongiiliik amplifikasyon ve 72
°C’de 15 dakikalik final uzamadan
olusacak sekilde programlandi. PCR
islemi  tamamlandiktan sonra, PCR
karisimmin -~ bir  kismi, agaroz  jel
elektroforezi kullanilarak goriintiilendi
(Nikiforov ve Howles, 2001).

16S rRNA gen bolgesinin dizi ve
filogenetik analizi

Izole edilen T1 izolatiin 168
rDNA dizisi icin BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) programi
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/)
kullanilarak Gen Bankasindaki
veritabaninda bulunan mevcut tiirler ile
karsilagtirildi. Test organizmasi ve ilgili
cinslerin tip tiirlerinin dizi analizine baglh
filogenetik dendrogramlar1  Neighbor-
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kullanilarak
olusturuldu. Filogenetik analizde
bootstrap degeri 1000 tekrarl1 olarak
MEGA 7 (Kumar ve ark., 2008) paket
programinda gergeklestirilmistir. Vibrio
cholerae cinsi dis grup olarak kullanildi.
Salinivibrio grubunu temsil eden ¢alisma
izolat1 ve ilgili tip tiirlerinin 16S rDNA
niikleotit dizileme analizleri sonucu
Neighbor-Joining matriksiyle olusturulan
filogenetik agac¢ olusturuldu. Neighbor-
Joining yontemi i¢in evrimsel uzaklik

Joining algoritmasi

matrisi olan Jukes ve Cantor (1969)
algoritmasi ile hesaplama yapildi.
Bulgular

inulaz enzimiiireten izolatlarin
belirlenmesi

Tuzlu toprak orneklerinden izole
edilen sadece bir izolat, inulaz ezimi
yoniinden pozitif bulundu ve Salinivibrio
T1 izolati olarak adlandirild1 (Sekil 1).

Sekil 1. TSA ortaminda Salinivibrio T1 izolatinin
inulaz iiretimi.

Salinivibrio T1 izolatinin morfolojik ve
fizyolojik ve Biyokimyasal 6zellikleri
Salinivibrio Tl izolatinin,
fakiiltatif anerob, endosporsuz, gram
negatif kivrik comak morfolojiye sahip
oldugu belirlendi. Salinivibrio T1
izolatinin, oksidaz ve katalaz pozitif,
sitrat, nitrat ve VVoges-Proskauer negatif,
hareketli, %0-20 NaCl
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konsantrasyonunda, 10°C—45°C ve 7.0-
7.5 pH araliginda iiredigi belirlendi.
Ayrica kazein, asparagin ve iirik asidi
hirolize ettigi belirlendi. Ilave olarak
glukoz, fruktoz, maltoz ve mannoz
sekerinden asit olustururken galaktoz,
xyloz, laktoz, arabinoz ve sukroz
sekerlerinden asit olusturmadigl tespit
edildi (Cizelge 1; Sekil 2).

| zonuen-ql-
| zoyin-a
| onuue -

20uLeIN-(]

Salinivibrio T1 izolatinin bazi
biyokimyasal 6zellikleri.

Sekil 2.

16S rRNA gen bolgesinin dizi ve
filogenetik analiz sonuclari

T

99
_: Salinivibrio costicola (AM945657)

Salinivibrio siamensis (AB285018)
9 |

51

8
Salinivibrio sharmensis (AM279734)

— Salinivibrio proteolyticus (LT627803)

Salinivibrio costicola subsp. vallismortis (AB617566)
73| i Salinivibrio costicol. bsp icola (JN208122)
100
Salinivibrio costicola subsp. alcaliphilus (NR 04225)

Vibrio cholerae (LC011481)

e
0.01

Sekil 3. T1 izolatinin ve Salinivibrio cinsinin
diger tliir ve alttiirler arasindaki
filogenetik konumu (16S rRNA gen
dizisi kargilagtirmasina dayanan
Neighbor-Joining filogenetik agac1).
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Cizelge 1. Salinivibrio T1 izolatinin morfolojik ve

fizyolojik ve biyokimyasal
ozellikleri.
Koloni Pigmentasyonu krem
Hiicre Morfolojisi kivrik comak
Gram Boyama Ozelligi negatif
Oksijen Tercihi fakiiltatif
anaerob
Hareket +
NaCl yoklugunda Ureme +
%20 NaCl kons. lireme +
Optimum NaCl kons. %2.5-10’de
Optimum tireme sicaklig 35°C
Optimum pH 7.0-7.5
Hareket +
Katalaz +
Oksidaz +
Asit Olusturma
D-Fruktoz +
D-Galaktoz -
D-Glukoz +
D-Maltoz +
D-Mannoz +
D-Mannitol -
D-Xyloz -
Laktoz -
L-Arabinoz -
Sukroz -
Hidroliz
Asparagin +
Eskulin -
Kazein +
Nisasta -
Tween 80 -
Urik asit +
Indol olusumu -
Nitrat rediiksiyonu -
Sitrat kullanimi -
Voges-Proskauer -
Sonug ve Tartisma
Ekstrem  enzimler;  tarimsal,

kimyasal ve farmasotik uygulamalar
igeren, birgok endiistriyel proseste biiylik
bir ekonomik potansiyele sahiptir (Kumar
ve ark., 2010). Baslangigta, Aspergillus,
Penicillum ve bazi mayalar
(Kluyveromyces spp.) baslica inulaz
kaynagi olarak belirlenmistir. Ancak
ektremofilik  prokaryotlardan {iretilen

iiretilen inulazlarin tespit edilmesi ile bu
listedeki tiir sayis1 oldukca genislemistir.
Ektremofilik inulazlar cesitli
endiistrilerde ortam sarlarina oldukga
direnglidirler (Rawat ve ark., 2017).
Cesitli arastirmacilar tarafindan,
halofilik ve halotolerant bakteri suslari
tarafindan inulinaz enziminin iretildigi
belirtilmistir. Bu arastirmalardan bazilari;
Gracilibacillus, Halomonas,
Virgibacillus, Halobacillus, Halovibrio
ve Salinicoccus (Rohban ve ark., 2009);
Marinobacter hydrocarbonoclasticus
AKS5 (Kumar ve ark., 2010); Salinicoccus
sp. JAS4 (Jayachandra ve ark., 2012b);

Halobacillus, Thalassobacillus,
Salinicoccus, Marinococcus,
Nesterenkonia ve Halomonas

(Babavalian ve ark., 2013); Halotolerant
Arthrobacter sp. HJ7 (Shen ve ark.,
2015); genusuna ait tiirlerin inulinaz
enzimi iretimi ile ilgili arastirmalardir.
Bu arastirmada, Salinivibrio T1 izolatinin
kalitatif olarak, inulinaz enzimi urettigi
belirlenmistir. Literatlir arastirmalarinda
Salinivibrio tiirlerden inulinaz enzimi
dretimi ile herhangi bir arastirmaya
rastlanmamustir. Cinar ve Mutlu (2017),
Salinivibrio genusunu Sivas Ili smirlari
icerisinde bulunan, Cedit ve Tuzlagozii
tuzlasindan 1zole ettiklerini
bildirmislerdir. Bu arastirma; Salinivibrio
tirlerden inulinaz enzimi iiretiminin
tespiti ile ilgili aragtirma bolgemizde ilk
arastirmadir. Arastirma bu yonii ile milli
gen kaynaklarimizin tespiti agisindan
onemlidir.

16S rDNA dizilerinin analizi
(Sekil 3), T1 izolatinin ve Salinivibrio
costicola tiirii ile siki bir kiimelenme
gostermesini  ve  Salinivibrio cinsinin
diger iiyelerinden farkli bir kiime
olusturdugunu acgikca ortaya koymustur.
Sekans verilerini analiz etmek i¢in T1
izolatinin ve Salinivibrio costicola tiirii
ile olusturdugu kiimelenmenin biitiin

durumlarda tutarl kalmast ve
digerlerinden daha derine dallanmig
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olmas1 nedeniyle benzer sonu¢ vermistir.
Filogenetik analiz ile TI izolatinin
Vibrionaceae ailesinin bir {liyesi ve en
yakin akrabast Salinivibrio costicola tiirti
olarak ortaya c¢ikmistir. GenBank'daki
diger Salinivibrio cinsi lyeleri ile 16S
rRNA geni ile karsilastirilmasi ile susun
% 99 Salinivibrio costicola tiiriine benzer
oldugunu ortaya konmustur.
Biyokimyasal ve 16S rDNA analizi
sonucunda T1 susu Salinivibrio costicola
tiirii olarak teshis edilmistir.
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