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SiVAS’IN SOLAR TUZLALARINDAKI MiKROBiYAL TOPLULUKLARIN KULTUR-
BAGIMLI KARAKTERIZASYONU

Seval CINAR !, Mehmet Burcin MUTLU * *

! Biyoloji Boliimii, Fen Fakiiltesi, Anadolu Universitesi, Eskisehir, Tiirkiye

OZET

Bu ¢alismada Sivas’ta bulunan farkli solar tuzlalardan halofilik mikroorganizmalarin izolasyonu yapilmistir ve elde edilen
izolatlarin 16S rRNA gen analizine dayali karakterizasyonu gerceklestirilmistir. izolasyon islemi farkli tuz konsantrasyonlari ile
hazirlanmus 5 farkli besiyeri ile gergeklestirilmigtir. Morfolojik olarak farklilik gésteren kolonilerin 16S rRNA genleri ARDRA ile
analiz edilmistir ve kesim profilleri kargilagtirilmistir. 47 adet sug tanimlama amaciyla se¢ilmistir. Bacteria domaini igerisinde yer
alan izolatlarm Idiomarina, Salinivibrio, Halomonas, Salinibacter, Gracilibacillus, Thalassobacillus, Aliifodinibius,
Chromohalobacter, Planococcus, Marinobacter, Bacillus, Aquisalimonas, Marinococcus, Alkalibacillus, Kangiella ve
Microbulbifer cinsleri ile filogenetik olarak iligkili oldugu saptanmustir. Halofilik arke izolatlar1 ise Haloferax, Natrinema,
Haloterrigena, Halopelagius, Halorhabdus ve Haloarcula cinsleri igerisinde dagilim gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Halofilik Mikroorganizmalar, Solar Tuzlalar, Sivas

CULTIVATION-BASED CHARACTERIZATION of MICROBIAL ASSEMBLAGES in SOLAR
SALTERNS, SIVAS

ABSTRACT

In this study, halophilic microorganisms were isolated from different solar salterns in Sivas and characterization of these isolates
based on 16S rRNA gene analysis have been performed. Isolation was done by using 5 different media prepared with different salt
concentrations. 16S rRNA genes of morphologically distinct colonies were analyzed by ARDRA and restriction profiles were
compared. 47 strains were selected for identification purposes. It has been determined that the isolates in the Bacteria domain are
phylogenetically related to genera Idiomarina, Salinivibrio, Halomonas, Salinibacter, Gracilibacillus, Thalassobacillus,
Aliifodinibius, Chromohalobacter, Planococcus, Marinobacter, Bacillus, Aquisalimonas, Marinococcus, Alkalibacillus, Kangiella
and Microbulbifer. Halophilic archaeal isolates were distributed among genera Haloferax, Natrinema, Haloterrigena, Halopelagius,
Halorhabdus and Haloarcula.

Keywords: Halophilic Microorganisms, Solar Salterns, Sivas

1. GIRIS

Dogada tatli sulardan doymus tuz konsantrasyonuna kadar tuzluluga sahip tiim ¢evrelerde yasam mevcuttur.
Yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip topraklar ve sular (goller, kaynak sulari, solar tuzlalar) diinyanin birgok
bolgesinde yaygindir. Bu ¢evrelerde gelisen halofilik mikroorganizmalar yiiksek tuz konsantrasyonuna
adaptasyon mekanizmalar1 ve biyoteknolojik kullanim alanlar1 agisindan ilgi odagi olmustur [1, 2].

Solar tuzlalar, tuz iretimi amaciyla yapay olarak olusturulan havuzlardan olusan sistemlerdir ve bu
ortamlardaki komiinite yapisi diinyanin pek ¢ok bolgesinde ayrintili bir sekilde ¢alisilmistir [3, 4, 5]. Solar
tuzlalarin farkli tipleri bulunmaktadir. Ayvalik ve Camalt: tuzlas1 Tiirkiye’deki iki bilyiik solar tuzladir ve
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deniz tuzlalarina 6rnektirler. Gol tuzlalarina ise Tuz géli kiyisindaki Kaldirim, Kayacik ve Yavsan tuzlalari
ornek verilebilir. Kaynak tuzlalarina ise daha ¢ok I¢ ve Dogu Anadolu’da rastlanmaktadir ve bu ¢alismanin
konusunu olusturmaktadirlar [6, 7].

Ulkemizin pek ¢ok fakli bolgesinde jeolojik devirlerde denizlerin ve kapali havzalarin buharlasmasi sonucu
olugsmus kaya tuzu yataklar1 bulunmaktadir. Yeralt1 sular1 bu tuz tabakasindan gecerken onu ¢odzer ve
yeryiiziine ¢ikar. Yeryiiziine ¢ikan bu kaynak sulari, baz1 bolgelerde, tuz iiretimi amaciyla havuzlarda
biriktirilir. Bu tip tuzlalar, kaynak tuzlalaridir. Sivas, tuz tiretiminin yapildigi kaynak tuzlalari agisindan
zengin bir ildir [7, 8, 9]. Bu ¢alismadaki 6rnekleme alanlarimiz olan Bing6l ve Fadlum kaynak tuzlalari
Sivas’in merkezi yakinlarinda, Tuzlag6zii, Cedit ve Hamo kaynak tuzlalari ise Sivas’in Zara il¢esinde yer
almaktadir.

Giliniimiizde, farkli habitatlardaki mikrobiyal komiinite yapisinin etkin bir sekilde ortaya konulmasini
saglayan pek cok molekiiler teknik kullanilmaktadir. Kiiltiir-bagimli ¢aligmalarla elde edilen suslar
ortamdaki dominant komiinite yapisint her zaman yansitmayabilir, ancak mikroorganizmalarin metabolik
oOzelliklerini, birbirleri arasindaki iliskileri dogru ve ayrintili bir sekilde incelemek adina saf kiiltiir eldesi
onemlidir. Bu caligmada, kaynak tuzlalarindaki kiiltiire-edilebilir halofilik mikrobiyal gruplar iizerine
odaklanilmustir.

2. MATERYAL VE YONTEM

Sivas’ta bulunan Cedit (Aralik 2014), Tuzlagozii (Agustos 2014), Fadlum (Ekim, 2014) ve Bing6l (Ekim,
2014) tuzlalarindan su 6rnegi, Hamo (Eyliil, 2014) tuzlasindan ise tuz dérnegi alinmistir. Tuzlalardan alinan
su orneklerinin tuzlulugu el refraktometresi ile Sl¢iilmiistiir.

Izolasyon c¢alismasi icin R2A, DBCM2, Medyum B, Salinibacter ruber besiyeri ve Modifiye Gelistirme
Besiyeri kullanilmistir. Besiyeri bilesenleri su sekildedir; R2A [g/L: maya 6ziitii 0.5, pepton 0.5, kazamino
asit 0.5, glukoz 0.5, nisasta 0.5g, Na-piriivat 0.3, K2HPO4 0.3, MgSO4x7H20 0.05; besiyerinin igerigine ek
olarak 200g/L NaCl eklenmistir], Medyum B [g/L: maya 6ziitii 0.5, kazamino asit 7.5, MgSOQ4x7H,0 20,
NaCl 200, KCI 1, FeSO4.7H,0 0.02, Tri-Na-sitrat 3], Salinibacter ruber besiyeri [g/L: NaCl 195,
MgSO4x7H-0 49.5, MgCl,.6H,0 34.6, CaCl,.2H,0 1.25, KCI 5, NaBr 0.625, HNaCOs 0.25; maya ozt
1], Modifiye Gelistirme Besiyeri (MGM) [%30’luk stok tuzlu su c¢ozeltisi igerigi g/L: NaCl 240,
MgSO4x7H,0 35, MgCl».6H.0 30, CaCl,.2H,0 0.73, KCI 7, NaBr 0.8, HNaCO3 0.2 (MGM besiyerleri
%12, %18, %23 ve %25 tuz konsantrasyonu i¢erek sekilde %30’luk stok tuzlu su ¢ozeltisinden seyreltilerek
hazirlanmistir ve maya 6ziitii 1g/L, pepton 5g/L ile desteklenmistir)], DBCM2 besiyeri [MGM besiyeri i¢in
hazirlanan %30’1luk stok tuzlu su, tuzlulugu %25 olacak sekilde seyreltilir. 950mL %25°lik tuzlu su iizerine
50mL %23 MGM besiyeri eklenir ve ¢ozelti otoklovlanir. Besiyeri otoklavlandiktan sonra, 0.2pm por ¢apl
filtre ile steril edilmis ¢6zeltiler, belirtilen hacimlerde igerisine eklenir; 1L besiyerine 10mL 1M Tris.Cl (pH
7.4), 5mL 1M NH.CI, 2mL K;HPO, tamponu (pH 7.4), ImL SL10 iz element ¢ozeltisi, 3mL Vit10 vitamin
cozeltisi, 4.4mL %25°lik Na-piriivat ¢ozeltisi] [10, 11, 12].

Sgtuz 6rnegi 100mL %20 NaCl ¢ozeltisinde ¢oziilmiis ve bu ¢ozeltiden ekim yapilmistir. Tuzlalardan alinan
su oOrneklerinden 50ul, 100ul ve 200ul hacimlerde yukarida belirtilen kati besiyerlerine yayma ekim
yapilmustir [12]. Orneklerden besiyerlerine en az iki paralel olacak sekilde ekim yapilmustir.

Tuzlalardan alinan su 6rneklerinden bir kismi otoklavda 121°C’de 15dak. steril edilmistir. Bu steril edilen
tuzlu sular maya o6ziitii [1g/L] ve pepton [5g/L] ile desteklenip yukarida belirtilen besiyerlerine ek olarak
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kullanilmistir. Yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip olan tuzlalarin sulari, besiyeri bilesiminde %18 ve %23
olacak sekilde saf su ile seyreltilmistir.

Orneklerden ekim yapilan petriler 37°C’de, su kaybim azaltmak igin plastik posetler icerisinde, bir ay
inkiibasyona birakilmistir. Olusan kolonilerin morfolojik farkliliklari, gelistigi besiyeri ve tuz
konsantrasyonu g6z Oniine alinarak farklilik gosterenlerden bazilart tanimlama amaciyla secilmistir.
Safliklarindan emin olmak i¢in ¢izgi ekim yapilmistir. Bu ¢alismada elde edilen saf kiiltiirler, -80°C’de %20
gliserol stoklarinda saklanmaktadir.

Halofilik mikroorganizmalarin hiicreleri genellikle saf suda kolayca pargalanmaktadir. Dolayisiyla hiicreler
saf su icerisine aktarilip bir siire kaynatilirsa genomik DNA ile birlikte hiicre icerigi suya gecer. 100ul
hacimlerde MQ-su 1.5mL’lik ependorflara aktarilmistir ve kiiltiirlerden bir miktar alinip bu tiiplere
aktarilmistir. Ependorflar kaynar su banyosunda 10 dak. bekletilmistir, ardindan 5 dak. 12,000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Stipernatantlar yeni ependorflara aktarilmistir ve kisa bir siire sonra polimeraz zinciri
reaksiyonunda (PZR) kalip DNA olarak kullanilmislardir.

Izolatlarn  16S rRNA genine yonelik yapilan PZR’da 21f [Arke-spesifik ileri primer (5°-
TTCCGGTTGATCCTGCCGGA-37)] [13], 27f [Bakteri-spesifik ileri primer (5-
AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’)] ve 1492r [Evrensel geri primer (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-
3”)] [14] primerleri kullanilmustir. izolatlarin gDNA’sindan arke ve bakteri spesifik iki farkli PZR kurulmus
ve Archaea mi1 yoksa Bacteria domainine mi ait oldugu belirlenmistir.

Bazi yogun ve mukusumsu gelisen izolatlardan kaynatma yoluyla elde edilen kalip solusyonundan kurulan
PZR reaksiyonundan iiriin elde edilememistir. Bu izolatlar i¢cin gDNA izolasyonu yapilmistir ve PZR’da
kalip olarak bu DNA 6ziitii kullanilmusgtir.

gDNA ekstraksiyonu igin 200ul s1v1 kiiltiir 1.5mL’lik ependorflara aktarilir ve 10,000 g’de 2 dak. santrifiij
edilir. S1v1 kisim pipetle uzaklastirilir. Hiicre peleti tizerine 200ul MQ-su eklenip, tiip maksimum hizda
vortekslenir. Uzerine 200u1 fenol eklendikten sonra, tiip birkac kez ters-diiz edilir. Ependorflar 65°C’de 10
dak. su banyosunda inkiibe edildikten sonra 10,000 g’de 5 dak. santrifiij edilir. Ustteki faz, alt faza
dokunmadan, dikkatlice yeni ependorfa aktarilir. Uzerine 400ul soguk etanol (%100) eklenir ve tiip birkag
kez ters-diiz edilir. Tiipler buzda 10 dak. bekletilir. Daha sonra 10,000 g’de 10 dak. santrifiij edilir,
supernatant dokiiliir ve pellet iizerine %70’1ik etanol eklenir. Tekrar 10,000 g’de 10 dak. santrifiij edilir ve
alkol, pelete dokunmadan, pipetle dikkatlice uzaklastirilir. Pelet oda sicakliginda kurutulur ve 100ul MQ-
suda ¢oziiliir [12]. Bazi izolatlardan elde edilen gDNA ekstraktlar1 PZR’da kalip DNA olarak kullanilmastir.

Izolatlardan elde edilen 16S rRNA geni PZR iiriinlerinin, ARDRA (Amplifiye edilmis rDNA Restriksiyon
Analizi) ile analizinde Hinfl restriksiyon enzimi kullanilmistir. Restriksiyon reaksiyonu i¢in 7pl MQ-su, 1ul
enzim (Fermentas), 2ul tamponundan (Fermentas), 10ul PZR triini kullanilmistir. Tiipler 16 saat 37°C su
banyosunda bekletilmistir. 1X TBE (tris-borik asit-EDTA) ile %2’lik agaroz jel hazirlanmistir ve kesim
reaksiyonlar1 bu jele yiiklenmistir. Yiirlitme islemi 60V’da 2.5saat ger¢eklestirilmistir. Kesim profilleri
birbirleriyle karsilastirilmistir ve her profilden en az bir temsilci izolat tanimlama amaciyla secilmistir.
Izolatlarin 16S rRNA genlerinin PZR iiriinleri jelden saflastirilmistir (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System; Promega) ve dizileme i¢in Beckman CEQ 8000 DNA dizi analiz cihazi kullanilmustir. Dizi analizi
icin kurulan reaksiyonda 12ul mix (GenomeLab DTCS Quick Start Kit, Beckman Coulter),3ul MQ-su, 1ul
primer ve 4ul PZR {iriinii yer almaktadir. Dizileme sonrasi elde edilen veriler, GenBankasindaki (NCBI;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) verilerle karsilastirilip en yakin benzerlik gosterdigi taksonlar
belirlenmistir.
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Filogenetik analiz “phylogeny.fr” kullanilarak gergeklestirilmistir (http://www.phylogeny.fr/) [15, 16].
Diziler MUSCLE kullanarak hizalanmistir [17]. Filogenetik agaclar maksimum olasilik (maximum
likelihood) algoritmas1 kullanilarak gergeklestirilmistir ve se¢-bagla (bootstrap) analizi 100 tekrarh
yapilmistir.

3. BULGULAR

Tuzlalardan alinan su drneklerinin toplam tuzlulugu Cedit i¢in %17,5 (kaynak suyu; pH=7.01), Fadlum i¢in
%26,2 (havuz;, pH=7.4), Bingdl i¢in %27 (havuz; pH=7.22) ve Tuzlag6zii i¢in %26,2 (havuz; pH=7.45)
olarak belirlenmistir.

Kiiltiir calismamizda inkiibasyon sonrasi olusan kolonilerin sayist belirlenmistir ve koloni olusturan birim
sayisinin genel olarak MGM besiyerinde daha fazla oldugu, medyum B’den elde edilen degerlerin ise daha
diistik oldugu belirlenmistir. Besi ortamlarina gore koloni olusturan birimlerin sayisina bakildiginda ise %12
MGM’den elde edilen degerler 5.9x10°-6.6x10* kob/ml; %18 MGM’den elde edilen degerler 8.4x10°-
3.6x10* kob/ml; %23 MGM’den elde edilen degerler 5.0-9.8x10° kob/ml; R2A’dan elde edilen degerler
3.8-7.7x10° kob/ml; medyum B’den elde edilen degerler ise 1.0-1.9x10° kob/ml arasindadir.

Kolonilerin se¢imi rastgele yapilmamistir, 6zellikle farkli koloni morfolojisi gosterenler analiz i¢in tercih
edilmistir ve 69 tane izolat secilmistir. Bu izolatlarin 16S rRNA genine yonelik domain-spesifik primerlerle
gergeklestirilen PZR islemi sonucu, 22 tanesinin Archaea, 47 tanesinin ise Bacteria domainine ait oldugu
belirlenmistir. ARDRA analizi sonucu bakteriler 24 profil, arkeler ise 6 profil vermistir. 47 tane izolatin
16S rRNA geni dizilenmistir. Izolatlarm filogenetik olarak iliskili oldugu gruplar Sekil 1 ve 2’te
gosterilmistir.  Bakteri  izolatlarinin ~ Proteobacteria  (Idiomarina,  Salinivibrio, Halomonas,
Chromohalobacter, Marinobacter, Aquisalimonas, Kangiella, Microbulbifer), Bacteroidetes (Salinibacter,
Aliifodinibius) ve Firmicutes (Gracilibacillus, Thalassobacillus, Planococcus, Bacillus, Marinococcus,
Alkalibacillus) filumlarinda yer aldigi; arke izolatlarinin ise Halobacteriaceae familyasindaki Haloferax,
Natrinema, Haloterrigena, Halopelagius, Halorhabdus ve Haloarcula cinsleri ile iliskili oldugu
belirlenmistir.

Analiz ic¢in tercih edilen izolatlarin sayis1 bolgelere gore esit dagilim gostermemektedir. Koloni
morfolojileri agisindan oldukga fazla gesitlilik gosteren Tuzlagozii ve Hamo 6rneklerinden, analiz i¢in daha
fazla sayida izolat secilmistir. Bu tuzlalardan farkli halofilik arkelerin ve halotolerant bakterilerin
izolasyonunda, diger tuzlalara gore, daha verimli sonug¢ elde edilmistir (Sekil 3). Sadece bu iki bolgeden
analiz i¢in tercih edilen halofilik arke izolatlarinin cogunun Haloferax, Haloarcula ve Natrinema cinslerine
ait oldugu belirlenmistir. Bu gruplarin temsilcilerini izole etmek i¢in genellikle 6zel bir zenginlestirme
gerekli degildir ve standard besiyerleri ile kolaylikla izole edilebilmektedirler. Haloterrigena (R2A),
Halopelagius ve Halorhabdus’a ait arke suslar ise (medyum B) sadece tek bir besiyerinden izole edilmistir.
Ayrica bu iki tuzladan Firmicutes filumuna ait farkli halotolerant bakterilerin izolasyonu gergeklestirilmistir
(Sekil 4).

Fadlum ve Bing6l ornekleri, daha once analiz edilen Ornekler arasindir ve petrilerde olusan koloni
morfolojilerinde ¢esitlilik fazla olmadig: i¢in az sayida izolat analize alinmistir. Bu bolgelerden secilen
izolatlarin, daha onceki g¢alismalarimizda temsilcisi bulunmayan, Planococcus ve Chromohalobacter
cinslerine ait oldugu belirlenmistir. Planococcus izolatlart %12 MGM’de turuncu renkli koloniler
olusturmasi, Chromohalobacter ise yiliksek konsantrasyonda tuz igeren besi ortaminda (%23 MGM) ¢abuk
gelismesi agisindan farkli bulunmus ve analiz i¢in segilmistir (Sekil 3 ve 4).
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Cedit 6rnegi daha onceki ¢aligmalarimizda analiz edilen 6rneklerden biri degildir. Tuzladan aralik ayinda
ornekleme gergeklestirilmistir. Ayrica tuzlulugu diger 6rneklere gore ¢ok daha diisiiktiir. Koloni gesitliligi
olduk¢a az olmasina ragmen, daha 6nceden analiz etmedigimiz bir 6rnek oldugu i¢in, temsilci izolatlar
secilmistir ve bunlarin Idiomarina, Salinivibrio, Halomonas ve Salinibacter cinslerine ait oldugu
belirlenmistir (Sekil 3).

Halobacterium_salinarum_strain_JCM_8978_AB663362
Halorhabdus_utahensis_strain. DSM_12040 NRO074206

T2.1_KY827051 %

Halorhabdus_rudnickae_strain. WSM-64 KT717623

4T12_KY827052 %

27Y_KYB27054 *

Haloarcula_marismortui_strain. ATCC_43040_ NRO74201
Haloarcula_hispanica_strain_ ATCC_33960_NR118849
4T20_KY827053 #
Haloarcula_argentinensis_strain_JCM_9737_NR113418

g( 145Y_KY827055 *

Haloterrigena_sp._E5S7TB_DQ373049
Natrinema_gari_strain_JCM_14663_AB663462

0.06]

1 I7il—lT.—;E KY827081

0. Natrinema_altunense_strain_JCM_128900 NR113524
ool Haloterrigena_turkmenica_strain. DSM_5511_NRO74238
’ 'L HT20_KY827074 =*
Haloterrigena_salina_strain_JCM_13891_NR113513
! 2507 _KY827059 #

0.71

HT10.2_KY827073 #*

Natrinema_pellirubrum_strain_ DSM_15624 NR_102444
I—Ialombmm_c]mowator_stmin_ DSM_19316_AB663407
Halorublum lacusprofundi_strain ATCC_49230 NRO028244

Haloferax_mediterranei_strain_ ATCC_33500_NR028212

Haloferax_prahovense_strain_JCM_13924_NR_113446

HT7.3_KY827072 %

0.34] o84} HT28.4_KY827075 *

HT39_KY827082 *

HT41_KY827083 #*
Halopelagius_inordinatus_strain_JCM_15773_AB663394

1 1
0.7 HT29_KY827076 *

U Halopclamus longus_strain BC12-B1_NR109687
I—Ia loquadratum_walsbyi_strain_JCM_12705_AB663398
Archaeoglobus_profundus_strain. DSM_5631_NR074522

0.5

Sekil 1. Bu calismada elde edilen arke suslari (yildizla isaretli) ve yakin iligkili oldugu kiiltiire edilmis gruplar
arasindaki iliskiyi gosteren filogenetik agag. Arkeal izolatlarin dizi bilgisi GenBankasina (NCBI)
yiiklenmistir ve erisim numaralar figiirde gosterilmistir. Archaeoglobus profundus strain DSM 5631 dis grup

olarak kullanilmigtir.
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0.07[ Gracilibacillus_dipsosauri_strain_DSM_11125_NR040960
_L HT4.1_KY827071 *
0.97Gracilibacillus_orientalis_strain. XH-63_NR042416
248Y_KP795390 *
Alkalibacillus_haloalkaliphilus_strain_DSM_5271_NR041985
0.99 1 r 259Y_KP795391 *
b L Marinococcus_halophilus_strain_DSM_20408_NR026268
B17_KP795382 %
F20_KP795383 %
0.981Planococcus_rifietoensis_strain_ M8_NR(025553
58BE_KP795375 *
59 0.8 Bacillus_sp._A5-13_JX134467
Thalassobacillus_sp._LY18_HQ683736
_I 213Y_KY827057*
0981 HT33.1_KY827078 *
T4E_KPT795387 %
14[ 79E_KY099606
0.75L Aquisalimonas_halophila_strain_YIM_95345_NR133965
077 T23_KP795385 *
1 Marinobacter_adhaerens_strain_HP15_NR074765
184Y_KY827056 %
218Y_KY827058 %
1
0.59) 163Y_KP795380 *
108Y_KP795388 %
Kangiella_koreensis_strain. DSM_16069_NR074715
201Y_KP795389 *
Microbulbifer_elongatus_strain_ DSM_6810_NR025246
Salinivibrio_proteolyticus_strain_ AF-2004_DQ092443
o5 . CH5.1_KY827068 *
093 058 89\.’7_}(_137‘95377:‘0: »
Salinivibrio_costicola_strain_18AG_NR042255
Idiomarina_woesei_strain_ W11_KF487034
14Y_KP795374 *
CH3.2_KY827067 *
0.7 0.99k Idiomarina_loihiensis_strain_GSP13_AY505529
1y CORI_KY099608 *
Chromohalobacter_salexigens_strain_ DSM_3043_NR074225
1 |_| Halomonas_salina_strain_ DSM_5928 NR114724
0.94 HT36_KY827080 %
o HT35_KY827079 *
Halomonas_elongata_strain_ ATCC_33173_NRI115091
%, 122Y_KP795379 *
) Halomonas_janggokensis_strain_M24_NR042489
CHI11.1_KY827069 %
Halomonas_gomseomensis_strain_M12_NR042488
110Y_KP795378 *
16Y KP795386 *
TH24_KY827060 *
0.0 76E_KP795376 *
Aliifodinibius_halophilus_strain_2W32_KR559733
14BY_KY099607 *
08 247Y_KP795381%
036 HT31.1_KY827077 *
i Aliifodinibius_sediminis_strain_YIM_J21_NR118429
Aliifodinibius_roseus_strain. YIM_D15_NR118428
1 Fodinibius_salinus_strain_YIM_D17_NR117802
Salisaeta_longa_strain_S4-4_NR044496
027 . Salinibacter_ruber_strain_M8_AF323501
CH23_KY827070 *
Salinibacter_ruber_strain_Tuz_7.45_EF459730
Hydrogenobacter_hydrogenophilus_strain_DSM_2913 NR117617
0.2

Sekil 2. Bu ¢alismada elde edilen bakteri suslar1 (yildizla isaretli) ve yakin iliskili oldugu kiiltiire edilmis gruplar
arasindaki iliskiyi gosteren filogenetik agag. Bakteriyal izolatlarin dizi bilgisi GenBankasina (NCBI)

yiiklenmigtir ve erisim numaralari figiirde gosterilmistir. Hydrogenobacter hydrogenophilus strain DSM
2913 dis grup olarak kullanilmustir.
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Thalassobacillus

Salinivibrio

Salinibacter
Planococcus
Natrinema
Microbulbifer

Marinococcus

Marinobacter

Kangiella

Idiomarina

Haloterrigena
Halorhabdus

Halopelagius

Halomonas

Haloferax

Haloarcula T it

Gracilibacillus

Chromohalobacter
Bacillus
Aquisalimonas
Alkalibacillus
Aliifodinibius [ 4 A
0 1 2 3 4 5 6
% Cedit % Hamo # Tuzlagézii B Bingél = Fadlum (izolat sayrst)

Sekil 3. 16S rRNA geni dizilenen izolatlarin cins diizeyinde 6rnekleme bolgelerine gore sayisal dagilimi

IE Thalassobacillus
Natrinema

Salinivibrio

Salinibacter Haloterrigena

Planococcus

Microbulbifer Halorhabdus

Marinococcus
Halopelagius

Marinobacter

Kangiella Haloferax

Idiomarina

rIH

(==

Haloarcula
Halomonas

Gracilibacillus

2

Chromohalobacter (izolat savis)

Bacillus %25 MGM ER2A
Aquisalimonas m%23 MGM Medyum B

Alkalibacillus ®%12 MGM S.ruber Medyum
- | ]

Aliifodinibius | DBCM2 %18 MGM
_—— W %12 MGM (tuzla suyu ile hazirlandi)
0 1 2 3 %25 MGM (tuzla suyu ile hazirlandi)

(izolat sayis1)

Sekil 4. Bakteri (A) ve arke (B) izolatlarinin izole edildigi besi ortamlarina gore cins diizeyinde dagilinm
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4. TARTISMA

Solar tuzlalardaki mikroorganizmalarin tanimlanmasi {izerine pek ¢ok calisma yapilmistir. Camalti
tuzlasindan yapilan izolasyon ¢aligmalarinda halofilik arke olan Haloferax ve Halobacterium’a ait izolatlar
[18] ve Halobacillus, Virgibacillus ve Halomonas bakteri cinslerine ait temsilciler elde edilmistir [19].
Ayvalik tuzlasindaki halofilik arkelerin karakterizasyonu ise Elevi ve arkadaglar1 tarafindan
gerceklestirilmistir [20]. Tuz golii kiyisindaki Kaldirnm ve Kayacik tuzlalarindan yapilan izolasyon
¢alismalarinda Haloarcula, Halorubrum ve Halobacterium gruplari izole edilmistir [21].

Viver ve arkadaglar1 [22], Akdeniz, Atlantik ve Pasifik okyanusuna kiyisi olan farkli solar tuzlalardan genis
capl kiiltiir caligmasi gerceklestirmislerdir ve bu ¢alismada halofilik arke izolatlar1 arasinda en ¢ok temsil
edilen grup Halorubrum olmustur, bunu Haloarcula ve Haloterrigena takip etmistir, bakterilerde ise
Salinibacter en sik rastlanan grup olmustur. Meksika ve Peru’daki tuzlalardan da Haloarcula, Halorubrum,
Salinibacter, Halomonas ve Salicola cinslerinin temsilcileri izole edilmistir [23, 24].

Daha onceki ¢calismamizda [25] Sivas’ta bulunan Bing6l, Fadlum ve Tuzlagdzii tuzlalarindaki mikrobiyal
komiinite yapis1 kiiltiir-bagimli ve molekiiler yontemler kullanilarak ortaya g¢ikarilmistir. Kristalizasyon
havuzlarinda Halobacteriaceae tiyelerinin dominant oldugu yapilan molekiiler analizlerle belirlenmistir ve
Haloquadratum, Halorubrum ve Haloarcula’ya ait temsilcilerin ortamda yogun oldugu belirlenmistir.
Halorubrum ve Haloarcula iiyelerine ait temsilciler de kiiltlir ¢alismasinda elde edilmistir. Bakterilerde
Salinibacter ve Salisaeta’ya ait filotiplerin dominant oldugu saptanmistir ve izolasyon galigmasinda
Salinibacter’e ait temsilciler izole edilmistir.

Bu calismamizda ise, kiiltiir ¢aligmalarinda siklikla temsil edilenler digindaki gruplari saf kiiltiir olarak elde
etmeyi amagladik. Bunun i¢in ortamdaki varligi daha 6nceki ¢calismamizda molekiiler analizlerle saptanan
[25], ancak izolatlarimiz arasinda temsil edilmeyen gruplara odaklanilmistir ve farkli besiyerleri
kullanilarak izolasyon ¢aligmasi gergeklestirilmistir.

Halobacteriales ordosu iiyeleri besin gereksinimleri agisindan farklilik gosterebilmektedir. Genellikle
kompleks besi ortamlarinda gelisebilirler. Tercihen amino asitleri karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanmaktadirlar. Maya 6ziitii, halofilik ve halotolerant mikroorganizmalar i¢in besi ortamlarinda en sik
kullanilan karbon kaynagidir [26, 27]. Daha 6nceki galigmalarimizda siklikla kullandigimiz MGM besi
ortam1 maya 0ziitli ve pepton icermektedir; ancak bazi halofilik mikroorganizmalarin kompleks ortamlarda
iyi gelisemedigi belirlenmistir. Ornegin Great Salt Plains’nden (Oklahoma, USA) izole edilen Halorhabdus
cinsine ait bir susun maya 6ziitii ve pepton gibi kompleks substratlar1 pargalayamadigi ve sinirli sayida
substrat1 kullanabildigi belirlenmistir [28]. Calismamizda Halopelagius ve Halorhabdus’a ait suslar ise
kazamino asitleri ve diisiik konsantrasyonda sitrat ve maya dziitii igeren bir besi ortamindan izole edilmistir.

Kare sekilli Haloquadratum tiyelerinin kristalizasyon havuzlarinda yogun dagilim gosterdigi pek ¢ok
calismada belirlenmistir [4, 25] ve temsilcileri ilk kez Burns ve arkadaslar1 [29] tarafindan izole edilmistir.
Bu grubun izolasyonu i¢in piriivat ve diisiik konsantrasyonda organik madde (maya 6ziitii, pepton) iceren
DBCM2 besiyeri igerigini olusturmuslardir [29]. Bizim ¢alismamizda da ayni besiyeri kullanilmis olup bu
gruba ait temsilcilerin izolasyonu amaglanmustir, ancak izolasyonunda basarisiz olunmustur.

Bakteri gruplarinin izolasyonunda MGM besiyerinin etkili oldugu goriilmiistiir ve izolatlarin arasinda en
¢ok temsil edilen gruplar Halomonas, Aliifodinibius ve Marinobacter olmustur. Bu bakteri gruplarinin
temsilcileri daha 6nceki ¢alismamizda da [25] yogun olarak elde edilmistir. Halotolerant bakterilerin
metabolik cesitliligi, halofilik arkelere gore ¢ok daha genistir ve kolaylikla pek c¢ok temsilcisi izole
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edilebilir. Bu ¢aligmada ise, 6zellikle diisiik tuzluluga sahip besi ortamlarimin (%12 gibi) kullanimi ve
taranan izolat sayisinin arttirilmasi farkli bakteri gruplarinin elde edilmesinde etkili olmustur.

[zolatlar arasinda en ¢ok temsil edilen Haloferax cinsine ait suslarin 16S rRNA gen dizileri Telega hipersalin
goliinden izole edilenlerle (Romanya) [30] ve Halomonas cinsine ait suslarin dizileri Great Salt Plains’den
elde edilenlerle yiiksek dizi benzerligi géstermistir [31].

Bu calismada farkli halofilik mikroorganizmalarin izolasyonu ic¢in genis capli tarama yapilmistir ve
Halobacteriaceae familyasina ait farkli halofilik arke tiirlerinin izolasyonunda, daha 6nceki yapilan kiiltiir
calismalarina kiyasla, daha etkili sonug elde edilmistir.
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