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OZET

Doktora Tezi

DOGU ANADOLU BOLGESINDEKI TUZLU TOPRAKLARDAN iZOLE
EDILEN TUZA DAYANIKLI BAKTERILERIN MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU

Furkan ORHAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Medine GULLUCE

Bu calismada; Erzurum, Erzincan ve Igdir illerinin tuzlu toprak ornekleri alinarak, bu
topraklardaki tuza toleransli 63 bakterinin izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen
izolatlarin tant ve karakterizasyonu konvensiyonel (morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal testler) ve molekiiler yontemlere [yag asiti metil ester profilleri (FAME),
16S rRNA PCR ve 16S rRNA gen bolgesi DNA dizi analizi] gore yapildi. Fenotipik ve
genotipik verilerin birlikte degerlendirilmesi sonucu 33 izolat tiir seviyesinde, 30 izolat
ise cins diizeyinde tanilanmasi yapildi. Sekans analizi yapilan 63 izolatin 2’si
Halomonas, 6’st Halobacillus, 4’i Zhihengliuella, 2’si Nesterenkonia, 4’i
Oceanobacillus, 1’1 Marinibacillus, 2’si Virgibacillus, 2’si Jeotgalibacillus, 5’i
Staphylococcus, 2’si Promicromonospora, 2’si Planococcus, 1'i Terribacillus, 2’si
Thalassobacillus, 1’i Gracilibacillus, 1’1 Microbacterium, 1°i Exiguobacterium ve 25’1

Bacillus olmak tizere toplam 17 cinsin tanisi ve karekterizasyonu yapildi.

2013, 191 sayfa

Anahtar Kelimeler: Tuzlu topraklar, ilimli halofilik bakteriler, karakterizasyonda

konveksiyonel ve molekiiler yontemler (FAMEs, Sekans analizi)



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF SALT TOLERANT BACTERIA IN
SALT AFFECTED SOILS OF EAST ANATOLIA REGION

Furkan ORHAN

Ataturk University
Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Medine GULLUCE

In the current study, 63 salt tolerant bacteria were isolated from salt-affected soil
samples of Erzurum, Erzincan and Igdir provinces. The obtained isolates were identified
and characterized by convetional (morphology, physiology and biochemical tests) and
molecular techniques [fatty acid methyl ester profile (FAMEsS) and 16 rDNA].
Regarding the results of phenotypic and genotypic data, 33 isolates were identified at
species level and 30 isolates at genus level. Among 63 sequenced isolates 2 of them
were Halomonas, 6 were Halobacillus, 4 were Zhihengliuella, 2 were Nesterenkonia, 4
were Oceanobacillus, 1 was Marinibacillus, 2 were Virgibacillus, 2 were
Jeotgalibacillus, 5 were Staphylococcus, 2 were Promicromonospora, 2 were
Planococcus, 1 was Terribacillus, 2 were Thalassobacillus, 1 was Gracilibacillus, 1

was Microbacterium, 1 was Exiguobacterium.

2013, 191 Pages

Key Words: Salt-affected soils, moderate halophilic bacteria, conventional and

molecular (FAMEs, sequence analysis) techniques
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

ATP Adenosine-5'-triphosphate

Bp Base pair (Baz cifti)

CTAB Hekzadesil trimetil-amonyum bromit
DNA Deoksiriboniikleotik asit

dNTP Deoksintikleotittrifosfat

DMSO Dimetil Siilfoksit

EDTA Etilen diamin tetra asetik asit

g Gram

HPLC Yiiksek basing s1vi kromatografisi
H.0, Hidrojen per oksit

Kl Potasyum iyodit

KOH Patasyum hidroksit

L Litre

M Molar

ml Mililitre (10-3)

ug Mikrogram

ul Mikrolitre (10-6)

uM Mikromolar

NaCl Sodyum klorit tuzu

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu

RNA Riboniikleik asit

rRNA Ribozomal RNA

SDS Sodyum Dedosil Siilfat

TAE Tris Asetat EDTA tamponu

TE ris-EDTA tamponu

Tris-HCI Trihidroksimetil amino metan-hidroklorik asit
tRNA Transfer RNA
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1. GIRIS

21. ylizyilin en 6nemli konularini tarimsal stratejilerin gelistirilmesi olusturmaktadir.
Zira Birlesmis milletlerin tahminine gore diinya niifusunun 2025 yilinda 8.01 milyara
ulasacagi goz oniinde bulundurulursa 50 yil iginde bu rakam bugiinkii niifusun 2 katina
yaklasacak ve boyle bir niifusu beslemek i¢in ise yeni tarimsal politika ve stratejilere
ihtiya¢g duyulacaktir (Ladiero 2012). Bu stratejilerin basinda ise mevcut alanlarin
iyilestirilmesi ve problemlere yonelik ¢oziimlerin gelistirilmesi gelmektedir. Mevcut
alanlarin iyilestirilmesi kapsaminda ise diinya genelindeki kullanilabilir tarimsal
arazilerin kullanimini sinirlandiran veya bunlardan verim alinamamasina neden olan
onemli etmenlerden biri olarak karsimiza ¢ikan topraktaki tuz oraninin artmasi ile ilgili
miicadeleler goze c¢arpmaktadir. Tuzlasma yeryiliziinde en yaygin goriilen toprak
degredasyon siireci olup Avrupa da yaklasik 1 ile 3 milyon hektar alani etkilerken,
collesmeye de neden olmakta ve tiim diinya genelinde insan, ekosistem saglig1 ve toprak
tiretkenligi iizerine zararli etkileri bulunmaktadir (Jadhav et al. 2010). Diinya yiizeyinde
tahmini olarak %40’lik bir alanda mevcut olan tuzluluk sorununun oldugu diigiiniiliirse

bu problemle miicadelenin gerekliligi daha iyi anlagilacaktir (Jadhav et al. 2010).

Tuzlu topraklar, genelde asir1 miktarlarda ¢oziilebilir sodyum, Kkalsiyum ve
magezyum’un kloritler, siilfatlar ve bikarbonatlar icermesi seklinde tanimlanir. Toprak
tuzlulugunun degerlendirilmesinde genelde dort faktor/indeks goz 6niinde bulundurulur.
Elektrik iletkenlik (EC) degeri santimetrede 4.000 mikrosimensi gegtiginde, degisebilir
sodyum oraninin (ESP) 15’in altinda oldugunda, pH degeri 8,5 veya altinda oldugunda
ve tuzlulugunun (toplam eriyebilir tuz iceriginin) 0,2 degerinden biiyiikk olmasi

durumunda topraklar tuzlu topraklar kategorisinde degerlendirilir (Rengasamy 2010).

Tuzluluk toprak ve sulardaki toplam ¢6ziinen tuz miktarinin artmasi ile meydana gelir.
Tuzluluk, olusum sekline gore birincil tuzluluk ve ikincil tuzluluk olarak nitelendirilir.
Tuzlulugun dogal sebeplerden (anakaya, iklim, taban suyu vb. faktdrlerden) dolayi

meydana gelmesi birincil tuzluluk olarak adlandirilir ve bu faaliyetler neticesinde



serbest kalan tuzlar bulunduklar1 yerden yer alt1 sulariyla yayilirlar. Tuzlulugun, sulama
ve drenaj gibi insan faaliyetleri sonucu olusmasi ise ikincil tuzluluk olarak adlandir ve
bu yolla meydana gelen asir1 miktardaki su, toprak profilinin degismesine ve/veya yer
alt1 sularinin yer degistirmesinde rol oynar (Anonymous 2005). Asir1 miktarda biriken
su, su tabakasi seviyesini veya taban suyuna yapilan basinct artirir.  Su seviyesi toprak
yiizeyine yakin oldugunda ise buharlasma meydana gelir ve tuzun toprakta birikmesine

neden olur (Werner and Lockington 2004).

Toprak soliisyonunda ¢oziilebilir tuzlarin yiiksek konsantrasyonda olmasi topragin su
dinamigini, fiziksel kararliligin1 ve topraktaki besin hareketini etkileyerek topragin
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini degistirir. Toprak partikiillerinin i¢inde sodyum
konsantrasyonunun diger tuz konsantrasyonlarindan fazla olmasi topragin dagilmasina
ve toprak yapisinin bozulmasimna neden olur. Bu tiir topraklarin islanmalar1 toprak
partikiillerinin kabarmasi ve dagilmasiyla sonuglanir ki, bu durum toprak yapisinin
bozulmasinin ana sebeplerinden biridir. Yapisi bozulan topragin gegirgenligi ve siizme
kapasitesi degisir. Yani topragin kabarmasi ve agregatlarin gevsemesiyle toprak

gecirgenligi, hidrolik iletkenlik ve slizdlirme orani diiser (Rengasamy 2006).

Tuzlu topraklar hem bitkilerin az biliylimesine hem de diisiik iiriin elde edilmesine neden
olur. Tuzlu topraktaki ¢oziilebilen iyonlar, bitkilerin osmotik potansiyelini diisiirmek
suretiyle bitkileri etkilerler. Topragin tuz yogunlugundaki artis, suyun bitki kdklerine
girisini engelleyerek, bitkilerde transpirasyon ve fotosentez gibi yasamsal faaliyetlerin
diismesine ve bitkinin strese girmesine neden olur (Waisel 1972). Ayrica, tuzluluk
direkt olarak tuzun kimyasal etkisiyle bitkinin biiylimesini ve metabolizmasini sekteye
ugratarak veya dolayli olarak topragin havalandirilmasini, gecirgenligini ve yapisini
etkileyerek bitki biiylimesini sinirlandirabilir. Tuzlulugun bitki tizerindeki etkileri iklim,
toprak durumu, tarimsal uygulamalar, sulama politikalari, {iriin tipleri ve ¢esitleri, bitki
bliylime seviyesi ve tuz igerigiyle degisir (Sparks 1995). Tuzluluk genelde her iiriin i¢in
farkli olan elektrik iletkenligi belli bir degeri gegmedikge iiriin verimini etkilemez. Bu
tuzluluk seviyesinin esik degeri veya elektrik iletkenliginin esik degeri olarak bilinir ve

bitkiden bitkiye degisiklik gosterir (Maas 1990). Uriin veriminin diismesine ilaveten



tuzluluk arazinin tagima kapasitesini diisiiriir, ¢cimlenmeyi geciktirir ve yapilabilecek

ekim se¢imini sinirlandirir (Zhang et al. 2010).

Tuzlulugun, toprakta bulunan mikroorganizmalar iizerine de ¢ok dnemli etkileri vardir.
Topraktaki iyon konsantrasyonun (6zellikle sodyum iyonunun) 0,15M’dan daha fazla
olmast hiperosmotik ortamlarin olusmasina ve bu durum sonucunda suyun
mikroorganizma hiicresinden uzaklagsmasina neden olur. Bu sartlar altinda hiicreler
bliziiliirler. Ayrica, yiiksek sodyum iyon konsantrasyonu suyun bu iyonla etkilesiminden
dolayr mikroorganizmalarin suya ulagsmalarini/suyu kullanmalarin1 zorlastirir. Sodyum
iyonunun mikroorganizmalarin biiylimesi lizerine etkisi her bir mikroorganizmanin
ihtiyag duydugu su aktivitesine bagli olarak degisir. Hipertonik sartlara mazur kalan
mikroorganizmalardan halofilik ve halotolerant mikroorganizmalar hari¢ digerleri ya
olirler ya da dormant kalirlar. Genellikle, topragin yiiksek tuzlulukta olmasi bitki
gelisiminin  yaninda  topraktaki mikroorganizma  aktivitelerini de  dusiiriir.
Mikroorganizma aktivitelerinin diismesi de dolayli olarak bitkiye gerekli besin

maddelerin kullanilabilirligini etkiler (Kreuzwieser and Gessler 2010).

Tuzlu topraklarin iyilestirilmesinde oncelikle toprak tuzluluk degerlendirilmesinde
kullanilan parametrelerin belirlenmesi gerekmektedir. Belirlenen parametre degerleri
dogrultusunda atilmasi gereken adimlar ve iyilestirme yontemleri tespit edilmelidir.
Tuzlu bir topragm 1slahinda bitki kok bolgesi derinligindeki eriyebilir tuzlarin
uzaklastirilmas:  gerekir. Genel olarak tuzluluk sorunu bulunan bir topragin
lyilestirilmesinde kullanilan yontemlerden biri yikama islemidir. Topragin ozelligine
gore yikama, devamli géllendirme, aralikli gollendirme ve yagmurlama uygulamalari
seklinde yapilabilir. Tuzlu-sodyumlu topraklarin 1slahinda ise topraga cesitli kimyasal
maddelerin eklenmesinden sonra yikama islemi yapilarak sorun giderilmeye
calisiimaktadir. Benzer sekilde sodyumlu topraklarin iyilestirilmesinde de topraga
cesitli kimyasal maddelerin ilavesi ve ardindan yikama islemi ile iyilestirme

saglanmaktadir (Vukadonovic and Rengel 2007).



Hem tuzlu-sodyumlu hem de sodyumlu topraklarin iyilestirilmesinde en ¢ok kullanilan
kimyasallar; jips (CaS0,4.2H,0), kalsiyum klorid (CaCly), kalsit (CaO3), hidroklorik
(HCI) ve siilfirik asit (H,SOy)’tir. Jips ve kalsiyum klorid uygulamasi ile direk olarak
toprak ylizeyine kalsiyum iyonu saglanarak sodyum iyonuyla yer degistirebilirken
stilfiirik asit ve hidroklorik asit uygulamasi ile topraktaki kalsit ¢oziinmesi saglanir
(Mace et al. 1999). Sorunlu topraklarin iyilestirilmesinde bu iyilestiriciler disinda
organik iyilestiriciler (kentsel atik ¢gamuru) (Anjos and Mattiazzo 1998), tarimsal ve
endiistriyel atiklar da kullanilmaktadir (Dubey and Mondal 1993). Tuz sorunu bulunan
topraklarin yikama veya kimyasal madde ilavesiyle iyilestirilmesi ancak uygun ve
yeterli sulama suyu veya yagmur olmasi durumunda miimkiin olabilir. lyi kalite sulama
suyu yetersizligi, kirsal bolgelere iyi kalite su saglama maliyetlerinden ve iyilestirmede
kullanilan kimyasal maddelere harcanan giderlerden dolayr bu tir iyilestirme

metotlarinin kullanimini sinirlandirmaktadir (Shakir et al. 2011).

Tuzlu topraklarin iyilestirilmesinde kullanilan yontemlerden birisi de biyolojik
yontemlerdir. Son zamanlarda yapilan bir¢ok arastirmada tuzluluk sorunu bulunan
topraklarin 1iyilestirilmesinde bitki yardimli yaklasimlarin fiziksel metotlardan daha
etkili oldugu belirtilmistir (Zhao and Qin 2005; Quadir et al. 2008; Li et al. 2008). Bu
tiir topraklara tuza toleransh bitkilerin ekimiyle buharlasan suyun ciddi oranda azaldig:
tespit edilmistir (Quadir et al. 1996; Li et al. 2008). Bir¢ok arazi ¢aligmasinda elde
edilen sonuglar tuzluluk sorunu bulunan topraklara tuz toleransh bitkilerin ekimiyle
olusan yogun ve kalin kok sistemi sayesinde topraklarin fiziksel olarak iyilestirilmesi ve
tuzlarin topragin daha derin katmanlarina itildigini gostermistir (Sun et al. 2002; Akher
et al. 2004). Ayrica bu tiir uygulama ile olusan vejetasyonun toprak yiizeyindeki nem
kaybini ve tuz toplanmasini minimize ettigi de belirtilmistir (Ghaly 2002; Ling et al.
2003).

Tuzlu topraklarin iyilestirilmesinde mikroorganizmalarin kullanimi ise son zamanlarda
siklikla tizerinde durulan konulardan biridir (Yuan et al. 2007; Chookietwattana and
Maneewan 2012; Martins and Peixoto 2012). Bu tiir mikroorganizmalar direkt veya

dolayli mekanizmalarla veya her iki mekanizmayla bitki biiyiimesini tesvik ederler. Bu



mikroorganizmalar dolayli olarak sideroforlariyla veya iirettikleri antibiyotik ve ekstra
seliiler hidrolitik enzimleriyle bitki patojenlerini engellerler (Glick et al. 1998). Bu
mikroorganizmalar direk mekanizmalarla azot fikse etme, sideroforlarla demir saglama,
fosfat ¢ozme, indol asetik asit, sitokin ve giberallin gibi bitki hormonlar iiretme ve
kuraklik, agir metal, patojen saldirist ve tuzluluk gibi stres sartlarinda bitkide seviyesi
artan etilenin seviyesini diisiiren aminosiklopropan karbosiklik asit deaminaz
aktiviteleri sayesinde bitki biiylimesini tesvik ederler (Grichko et al. 2001; Mayak et al.
2004; Reed et al. 2005; Indiragandhi et al. 2008; Zahir et al. 2009; Turan et al. 2012).
Tuzlu topraklarin iyilestirilmesi ve buradaki bitkilerin biiylimesinin tesvik edilmesi i¢in
kullanilacak olan mikroorganizmalarin ortama adaptasyon saglamis olan dogal floradan
elde edilmesi dolayisiyla halotolerant veya halofilik mikroorganizmalarin se¢ilmesi
oldukg¢a dogru bir yaklagimdir. Ornegin bu anlamda bir halotolerant olan Pseudomonas
putida kanola bitkisinde tuz stresinin artirdigi etilen seviyesini disiirerek bitki

biiyiimesini tesvik ettigi rapor edilmistir (Cheng et al. 2007).

Halofilik mikroorganizmalarin hiicre yilizeyinde yiiklii fosfolipidler fazladir ve bu
sayede suyun az oldugu ortamlarda mikroorganizmalar1 suya karsi ¢ekerek hiicrelerin
kurumasint engeller. Bu mikroorganizmalarin sitoplazmik membranlar;; dis tuz
konsantrasyonlarinda iyon gegirgenligini ve internal membran protein aktiviteleri gibi
fonksiyonlar1 ayarlamak i¢in olduk¢a degisken diizenlemeler gecirirler (Russel 1993).
Artan tuz konsantrasyonuyla genellikle siklopropan yag asidi ve doymamis yag asitleri
artarken, dallanmis yag asitlerinin oran1 azalir (Oren 2002; Chen et al. 2009; Sanchez-
Porro et al. 2009). Halofilik mikroorganizmalarin fizyolojileri de ¢ok degiskendir.
Genelde intraseliiler K* konsantrasyonu dis ortamimdaki K* konsantrasyonundan
oldukca fazla, Na® konsantrasyonu ise dis ortamdan daha azdir. Bu
mikroorganizmalarin, protein ve enzimleri yliksek tuz konsantrasyonlarinda aktivite
gosterirler. Halofilik mikroorganizmalar; osmotik dengeyi ve turgoru saglamak i¢in
diisiik molekiiler agirlikli “‘uyumlu ¢6ziinen’ denilen organik bilesikleri ya sentezlerler

ya da dis ortamdan alirlar (Oren 2002; Pastor et al. 2010).



Tuzlu topraklarin iyilestirilmesinde topraktaki mevcut tuzluluga adapte olmus olan
mikroorganizmalarin kullanimi, iyilestirmede kullanilan yontem ister kimyasal ister
bitki temelli olsun her sekilde hem mevcut yontemin etkinligini artiracak hem de tek
basina kullanimi sorunlu topragin iyilestirilmesine katki saglayacaktir (Chang et al.
2013). Ciinkii tuzlu sartlara adapte olan bu mikroorganizmalar hayatta kalabilmek igin
gerceklestirdikleri bir takim yasamsal faaliyetleri (gevrelerinden besin alimi,
metabolizma artiklarinin salinmasi, ¢esitli maddelerin pargalanmasi, besin dongiisii vb.)

sonucu sorunlu topraklarin yapisinda degisikliklere neden olurlar.

Bu bilgiler 1s1¢inda Erzurum, Erzincan ve Igdir illerindeki tuzlu topraklarindan
mikroorganizmalar izole edilmistir. Izolatlarin tuzlu topraklarin iyilestirilmesindeki
potansiyelleri arastirillarak bu potansiyele sahip izolatlarin karekterizasyonu ve

tanilarinin yapilmasi amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Tuzlu Topraklarin Tanim ve Siniflandirilmasi

Tuzluluk, toprak veya sularda farkli tuzlarin bitkinin biiylimesini engelleyebilecek
konsantrasyonlarda bulunmasi ve toprak verimliligini azaltmasi olarak tanimlanir.
Toprak derisimini degistiren tuz formlarinin baginda sodium kloriir (NaCl) gelirken
kloriir (KCI, MgCl,, CaCly,), siilfat (Na;SO4, MgSO,4, K;SO4, CaS0Oy), nitrat (Na;NOs,
KNO3) ve bikarbonat (CaCO3, MgCOg3, Na,CO3, K,CO3, NaHCO3) tiirevleri ile boratlar
ve karbonatlar toprak tuzluluguna neden olan baslica tuzlardir (Errabii et al. 2006).
Kurak bélge topraklarinda toprak eriyiginde tuzlarin fazlaca birikmesi ve Na®
konsantrasyonunun artmas1, degisim kompleksi olan kil mineralleri ve humusun Ca*™ ve
Mg* ile doymasina ve Na"un degisim kompleksine gecmesine neden olmaktadir.
Kurak boélge topraklarinda buharlagsmanin ¢ok yogun olmasi ve az miktarda bulunan
suyun bitkiler tarafindan alinmasi sonucu, toprak eriyiginde bulunan tuzlar ¢oziiniirliik
siirlarint asar ve CaCO3, MgCO3 ve CaSO, seklinde ¢oker. Bu durumda, sodiklik yani
Na"un topraktaki nispi oran1’ artmis olur (Niu et al. 2010). Sadece topraktaki sodiklik
degil sulama sularinda olusabilecek sodiklik de toprak yapist ve gegirgenligi iizerine
olumsuz etki yapmaktadir (Bardhan et al. 2007). ABD Riverside Bolge Tuzluluk
Laboratuari tarafindan yapilmis olan siniflandirma sekli ile tuzlu ve alkali topraklar
Tuzlu topraklar, Tuzlu-Alkalin (sodik) topraklar ve Tuzsuz-Alkalin topraklar olmak

tizere 3 siifa ayrilmistir.

Tuzlu topraklar: Bu topraklar en fazla Na*, farkli miktarlarda Ca*?, Mg** ve K* olmak
lizere cok miktarda eriyebilir tuz katyonlar igerirler. Tuzlu topraklarda Cl've SO4 basta
olmak iizere HCO3~ ve NOgiyonlarina rastlanirken CO3’a genellikle rastlanilmaz.
Doygunluk diger bir ifadeyle saturasyon, toprak ekstraktlarinin sahip oldugu referans
degerler belirtilecek olursa; 25°C” deki elektrik kondiiktivitesi (elektrik gecirgenligi)
(EC x 10% > 4 dS m™, degisebilir Na* yiizdeleri (ESP) < %15 ve pH’lar1 < 8.5’tir.



Tuzlu -Alkalin (sodik) topraklar: Tuzlagsma ve alkalilesme olaylarinin birlikte meydana
gelmesiyle olusan bu topraklar hem goriiniisleri hem de diger 6zellikleri yoniinden tuzlu
topraklara benzerler. Fazla tuzlar1 yikandiginda toprak eriyigindeki tuz konsantrasyonun
azalmas1 ve degisebilir Na* hidrolize olarak NaOH’1 olusturmasi sonucunda tuzsuz-
alkali topraklara doniisiirler. Clinkii havanin CO;’1 ile birleserek Na,COjz’a doniisen
NaOH, topragin pH’sin1 8.5un iizerine ¢ikartarak kuvvetli alkalilik meydana getirir. Bu
topraklarin doygunluk ekstraktinin 25°C’deki elektrik gecirgenligi (EC x 103) >4dSm
1 degisebilir Na* yiizdeleri (ESP) > 15 ve pH’lar1 bazen > 8.5 olabilir.

Tuzsuz-Alkalin topraklar: Genellikle tuzlu-alkali topraklarin yikanmasi sonucu olusan
topraklardir. Na* ile doymus olan kil fraksiyonu sonunda ufalanabilen bir bilesik olan
Na,COs’a dontistiigiinden dagilmis bir haldedir. Dagilmis olan bu fraksiyon sularla
taginarak topragin st yiizeyinin 5-10 cm alt kisimlarinda ¢ok sert tabakalarin
olusmasina neden olur. Tarima elverisli olmayan bu topraklarin doygunluk
ekstraktlarinin 25°C’deki EC x 10° < 4 dS m™, degisebilir Na* yiizdeleri (ESP) > %15
ve pH’lar1 genellikle 8.5-10 arasindadir.

2.2. Topraklarda Tuzlulugu Olusturan Faktorler

Farkli cografik bolgelerde bulunan tuzlu topraklarin icerdikleri tuz ¢esitleri ve bu tuz
cesitlerinin bulunma konsantrasyonlar1 birbirinden oldukca farklidir. Bir toprakta
biriken tuzlarin ¢esidini, daha ¢ok yiizey ve drenaj suyu ve suyun devamli temas halinde
bulundugu veya igerisinden gectigi jeolojik yapi ve toprak materyali tayin eder. Bu
faktorlerin yani sira, tuzlu ve alkalin topraklarin olusumlarinda iklimin rolii biiyiiktiir.
Bolgenin kurak veya yar1 kurak iklim karakterinde olmasi, yani yikanma ve yagisin az,
buharlasmanin ise fazla olmasi sularla taginip gotiiriilemeyen tuzlar diiz alanlarda,
toprak suyunda ve yiizey sularinda biriktirdiginden tuz konsantrasyonunu artirir. Oysa
nemli iklim bolgelerinde fazla yagislar nedeniyle eriyebilir tuzlar yikanarak
topraklardan uzaklasir. Bu nedenledir ki nemli iklim boélgelerinde sadece nehir

agizlarindaki deltalar disinda tuzlu topraklara pek rastlanmaz. Topraklarin



tuzlulagsmasinda, bilingsiz sulama, drenaj olanaklarinin yetersizligi, yiiksek taban

suyunun etkisi ve yanlig giibrelemenin de etkisi ¢ok biiyiiktir.

Ayni zamanda sulamada kullanilan sularin kalitesi de tuzluluga neden olan
faktorlerdendir (Yildirim 2006). Diinya capinda sulanan alanlarin yaklasik %33’{inde
tuzluluk problemi meveuttur. lyi kalitede sulama sular1 bile 100-1000 g/m® diizeyinde
tuz igermektedir. Bu miktarda tuz igeren sulama sularmm yilda 10.000 m® kullamldig

diisiiniiliirse topraga ortalama 1-10 ton tuz verilmis olmaktadir.

2.3. Topragm Fiziksel ve Kimyasal Yapis1 Uzerine Tuzluluk ve Sodikligin Etkisi

Genelde kurak ve yar1t kurak bolgelerde bulunan tuzlu topraklarda degisik
konsantrasyonlarda bir¢cok tuz ¢esidi bulunur. Topraktaki ¢oziilebilir tuzlarin yiiksek
konsantrasyonu; topragin su dinamigini, fiziksel kararliligin1i ve topraktaki besin

hareketini etkileyerek topragin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini degistirir (Sardinha et

al. 2003).

Olduk¢a farkli bilesenlerden olusan toprak karisitmmin iginde sodyum
konsantrasyonunun diger tuz konsantrasyonlarindan fazla olmasi, topragin dagilmasina
ve toprak yapisinin bozulmasina neden olur. Bu tiir topraklar 1slandiklarinda, kabarma/
dagilma meydana geldiginden toprak yapisinin bozulmasina sebep olur (Rengasamy
2006). Sodik topraklar yagmur veya sulamadan hemen sonra asir1 1slanirlar ve birkag
giin icinde suyun buharlagmasiyla hemen kururlar. Bu topraklarda yapi kararsizlig
toprak ylizeyine yakin yerlerde bir yalitim tabakasinin olusturur ve topragin asir1 sekilde
sertlesmesine neden olur. Asirt miktarda kuruyan topraklarda kok gelisimi ve bitki
bliylimesi ¢ok yavas olur. Bitki ortiisiinlin saglikli gelisememesi, riizgar ve su
tarafindan meydana getirilen erozyon riskini de artimaktadir. Bu sekilde kabaran ve
dagilan toprak zamanla toprak yiizeyinden topragin biraz daha derinine inerek yagmur
suyunun veya sulama suyunun topragin daha derinlerine inmesini engeller ve bu alanda
hidrolik iletkenligin diismesine sebep olur. Hidrolik iletkenlikteki degisiklik ise

besinlerin yer alti sularina hareket etmesine engel olur. Ayrica, sodyum, bor ve
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aliminyumun ¢ozlniirligli yiikksek pH nedeniyle arttigindan, alkali toprak yapisi
toprakta iyon toksisitesine neden olur. Uretilen tarim iiriinlerinin toprakta bulunan iyon
toksisitesinden etkilenerek bu iyonlar1 biriktirdikleri ve daha sonra besin zinciriyle
insanlara ulastirdiklar1 g6z Oniine alinirsa, sadece tarim iiriinlerinin verimliligini
arattirmak i¢in degil insan ve g¢evre sagligini korumak adina da topraktaki tuzluluk ve

sodiklik 6nemli bir sorundur (Rengasamy 2006).

2.4. Tuzluluk ve Sodikligin Bitkiler Uzerine Etkisi

Tuzlu topraklarda, toprak ¢oOzeltisinin diisiik osmotik potansiyeli ve spesifik iyon
toksisitesi bitki biliylimesini dogrudan inhibe edebilir. Eger tuzluluk etkeni, farkli
iyonlarla bilesikler olusturarak esansiyal katyon ve anyonlarin alimina engel olursa veya
hiicre i¢inde baglanmayla olusmas1 gereken bilesiklerle rekabet i¢cinde olursa bitkilerde

besin yetersizligine neden olur (Marschner 1995).

Toprak ¢ozeltisinde tuzlarin asirt bulunmasi bitkinin kok gelisimini; buharlagmasina-
terlemesine;  fotosentezini; protein sentezini ve enzim aktivitesini diigiirerek bitki
bliylimesini engeller ve tarimsal verimi disliriir (Chhabra 1996). Tuzun bitki
fizyolojisine etkisi ve bitkilerin tuza diren¢ mekanizmalar ile ilgili bircok calisma

mevcuttur (Maser et al. 2002; Munns et al. 2002).

Tuzlu ve tuzlu-sodik topraklarda bulunan bitkilerin su alma kabiliyetleri kok
bolgelerindeki ¢6ziinmiis tuzlardan dolayr disiiktir. Ciinkii tuzlu ve tuzlu-sodik
topraklarda ¢oziilebilen tuzlarin ¢ok yiiksek olmasi, diisiik osmotik potansiyel olusturur
(Shaw 1999; Keren 2000; Rengasamy 2010). Bu yiizden, tuzlu bolgelerde biiyiiyen
bitkilerde, osmotik stres nedeniyle bitkilerin biiylimesinin yavas, renklerinin sarimsi-
yesil olmasi1 gibi kuraklik semptomlar1 goriiliir (Keren 2000). Hem tuzlulugun hem de
kurakligin oldugu bolgelerde ise bitkiler biinyelerine su alabilmek i¢in yiiksek osmotik
potansiyelin lstesinden gelmek zorundadirlar. Dolayisiyla bitkiler hayatta kalabilmek
icin daha fazla enerjiye ihtiya¢c duyarlar. Havanin c¢ok sicak oldugu iklimlerde ve

mevsimlerde, bitkilerde terleme faaliyeti, toprakta buharlasma olay1 artar. Bu faliyetler
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sonucu topraklar kurudugundan toprak ¢ozeltisindeki tuz konsantrasyonu artar ve toprak

suyunun osmotik potansiyeli artar (Rengasamy 2006).

Tuzlu topraklarda bitkiler toprak ¢ozeltisindeki yiiksek osmotik potansiyelin iistesinden
gelmek icin hiicrelerindeki osmotik potansiyeli topraga gore artirmak zorundadirlar. Bu
dengeyi ayarlamak icin biinyelerinde cesitli organik ve inorganik bilesikleri toplamak
zorunda kaldiklarindan, normal yasamsal faaliyetlerini gerceklestirmek i¢in daha fazla
enerji harcarlar (Fitzpatrick et al. 2001). Yiiksek stres altindaki bu bitkilerde yiiksek
enerji ihtiyact bitkinin yavas biiylimesine hatta bitkinin ¢imlenmesinin gecikmesine
veya engellenmesine neden olabilir (Oster et al. 1996; Bell 1999). Bu nedenle tarimsal
degeri olan bitkilerde tuz stresi ¢imlenme ve vejetatif biiylime faaliyetlerini sekteye
ugrattigindan hasat doneminde ciddi {irlin kayiplarina neden olur (Eynard et al. 2005).
Baz1 ¢aligmalarda osmotik potansiyelin -1.0 MPa’nin altina diismesi bitki tretim
verimini ekonomik zarar olusturacak sekilde diistirmiistiir (Kelly and Rengasamy 2006).
Ormegin hayvan yemi olarak kullanilan Trifolium alexandrinum bitkisi tuzlu suyla (10
dSm-1) sulandiginda distile suyla sulandigi duruma gore kok kuru agirhigr %95; siirgiin

kuru agirligi %91 oraninda diigmiistiir (Ghollarata and Raiesi 2007).

Tuzlu topraklardaki iyon toksisitesi veya spesifik iyon etkisi toprak soliisyonunda
yiiksek konsantrasyonlardaki sodyum, kalsiyum, magnezyum, potasyum, klorit, siilfat,
bikarbonat ve bor’dan kaynaklanir (Ferguson and Grattan 2005). Bazi iyon
konsantrasyonlarinin artmasi bitkilerde iyon dengesizligine ve iyon toksisitesine neden
olur (Munns and Tester 2008). Yiiksek pH’ta (8,5’ten biiyiik) karbonat ve bikarbonat’in
yiiksek konsantrasyonlar1 kalsiyum, ¢inko ve bakir eksikligine neden olabilir ki buda

sodik topraklarda besin dengesizligini dogurur (Ferguson and Grattan 2005).

Sodik topraklarda zayif toprak yapist bitkilerin besin ve su alimimi ciddi anlamda etkiler
(Qadir and Schuber 2002). Su ve besin alimi1 sinirlanan bu bitkilerde kok gelisimi yavas
oldugundan kurakliga hassasiyetleri artar (Curtin and Naidu 1998), koklerin oksijen
alim1 azalir (So and Aylmore 1993) ve bitki koklerinin patojenlere duyarlilii artar

(Naidu and Rengasamy 1993).
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2.5. Tuzlulugun Mikroorganizmalar Uzerine Etkisi

Tuzluluk miktarinin toprakta dogal olarak bulunan mikroorganizmalarin miktar1 ve
cesidi tizerine olan etkileri ile ilgili birgok arastirma mvcuttur (Triphati et al. 2006;
Wichern et al. 2006; Ibekwe et al. 2010). Wicher et al. (2006), yaptigi ¢alisma
sonucunda tuzluluk miktariin osmotik potansiyeli diislirdiigiinii boylece tuza toleransl
mikrobiyal genotiplerin yiiklerini arttirirken, tuza ¢ok hassas genotipleri 6ldiirdiigiinii ve
mikrobiyal topluluklarin yap1 ve aktivitelerini degistirdigini bildirmistir. Tuza toleransh
mikroorganizmalarin tuzlu topraklardaki yiiksek osmotik potansiyelin etkilerini
minimize etmek i¢in gelistirdikleri adaptasyonlardan biri, biinyelerinde bazi ¢6ziinen
Iyonlar1 veya bilesikleri biriktirmektir (Killham 1994). Bazi mikroorganizmalar segici
olarak metabolizma icin gerekli iyonlar1 disardan (6zellikle amonyum) alirlar. Diger
bazilar1 ise osmoregiilator bilesikleri toplayarak adaptasyonlarini gergeklestirirler (Oren
2001; Schimel et al. 1989). Bakterilerde aminoasitler; mantarlarda polioller olarak
bilinen bu osmoregiilator bilesikler ‘uyumlu ¢oziinenler’ ifadesi ile tanimlanirlar.
Halofilik bir bakteride osmoregiilator maddeler sitoplazmada ¢ok bulundugundan
normal bir bakteriye gore toplam karbon ve azot ylizdesi hiicre membraninda ve
duvarinda ¢ok daha diisiik oranda bulunur. Bu bilesiklerin fizyolojik kosullar altinda
herhangi bir yiikleri yoktur ve yliksek konsantrasyonlarda hiicre i¢inde bulunabilmeleri
icin olagan hiicresel fonksiyonlardan daha fazla enerji harcanmasina neden olurlar
(Sleator and Hill 2002). Ornegin, hiicre duvar sentezi igin ortalama 30 ATP gerekirken
osmoregiilator bilesiklerin sentezi i¢in gerekli enerji 30-110 ATP’dir (Oren 1999). Yani,
tuza tolerans mikroorganizmalara metabolik anlamda ekstra bir yiik getirirken diger
metabolik olaylarda ve tuzsuz sartlardaki biiyiimede daha az enerji harcanir (Wichern et
al. 2006). Cesitli nedenlerden dolayi toprakta artan tuzluluk orani, osmotik strese
toleransli olan ve olmayan, farkli davranislar sergileyen mikrobiyal genotiplerin
birbirinden ayrilmasina neden olarak topragin mikrobiyal yapisini degistirir (Pankhurst
et al. 2001). Ornegin, mantarlar bakterilere gore tuza kars: daha hassastirlar (Pankhurst
et al. 2001; Wichern et al. 2006). Bundan dolay1, bakteri/fungal orani artan tuzluluk
nedeniyle artar. Bu durumda, tuzlu topraklardaki bakteri hakimiyeti ayni zamanda

karbon/azot biyokiitlesinin diismesiyle kendini gosterir (Paul and Clark 1989; Jenkinson
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1998; Sardinha et al. 2003). Bu durum lignin ve bitki polisakkaritleri gibi kompleks
maddelerin  parcalanmasinda  fungal mikroorganizmalarin  enzimleri  bakteri
enzimlerinden daha etkili oldugundan besin dongiisiinii degistirir (Bailey et al. 2002).
Dolayistyla yiiksek tuzluluk mikrobiyal biyokiitle miktarini diistirdiigii gibi mikrobiyal
cesitliligi ve tiir zenginligini de azaltir (Triphati et al. 2006; Wichern et al. 2006; Nelson
and Mele 2007; Ibekwe et al. 2010).

Tuzluluk ayn1 zamanda mikroorganizmalarin sahip oldugu enzim aktivitelerini de
etkileyebilir. Yapilan ¢aligmalarda toprak soliisyonundaki yiiksek tuz 3 sekilde enzim
aktivitelerini etkilemektedir; (i) enzim hiicreden salindiktan sonra aktivitesini kaybeder
(i) protein ¢Oziinlrliginii azaltir, bu durum enzim aktif merkezinin iyonik
konformasyonunun degismesine neden olur (tuz disar etkisi), (iii) besinsel dengesizlige
neden olan ve enzim sentezini etkileyen spesifik iyon toksisitesi meydana gelir
(Nourbakhsh et al. 2006). Arastirma sonuglar1 gdstermistir ki ECe = 40,8 dS m™e
kadar artan tuzlulukta enzim aktivitesi azalir (Batra and Manna 1997). Ornegin, EC1:5
= 9,48 dS m™’e kadar olan tuzluluk orami B-glikosidaz, proteaz ve fosfataz enzim
aktivitelerini diisiiriir. Bu nedenle tuzluluk karbon, azot ve fosfor dongiisiinii etkiler
(Garcia and Hernandez 1996). Mikrobiyal aktivitede oldugu gibi toprak soliisyonundaki
tuz tipi ve miktar1 enzim aktivitesini de ¢esitli sekillerde etkiler, bu anlamda en toksik

tuz yine sodyum klorittir (Nourbakhsh et al. 2006).

Mikroorganizmalarin toprak yapisinda gerceklestirdigi olumlu yondeki faaliyetlerden
biri de azot minerilizasyonudur. Tuzluluk amonyumun toplanmasina neden oldugundan
toprakta amonifikasyon nitrifikasyondan daha fazla ger¢eklesir ve azot minerilizayonu
diiser. Bu nedenle tuzluluk topraktaki azot doniisiimiinde oldukga etkili bir faktordiir (
Rietz and Haynes 2003; Sardinha et al. 2003; Yuan et al. 2007). Diger traftan topraga
tuz eklenmesinden sonra azot minerilizasyonu artabilir (Broadbent and Nakashima
1971; Meli et al. 2006). Yapilan bazi ¢alismalarda artan azot minerilizasyonunun diistik
osmotik potansiyel sonucu mikrobiyal biyokiitlenin otolizinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir (Wichern et al. 2006).
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2.6. Tuzlu Topraklarin Iyilestirilmesinde Kullamlan Yéntemler

Iyilestirme yontemlerinden en temel olam fiziksel olarak sorunlu topraklarmn
islenmesidir. Fiziksel yontemler, sorunlu topraklarin derin siiriilmesi ve toprak
profilinin ters yiiz edilmesi gibi siiregleri igerirler. Bu yontemlerle iyi ve kaba yapili
toprak katmanlar1 birbirlerine karistirildigindan direkt olarak topragin gecirgenligi

artirilir ve gecirgen olmayan katmanlar kirildigindan tek tip toprak yapisi elde edilir.

Sorunlu topraklarin iyilestirilmesinde topraklarin yikanmasi uygulanan diger bir
yontemdir. Bu yontemde, asir1 miktarlarda bulunan tuzlarin topraktan yikanmasi i¢in
oncelikle yiizeyde biriken tuzlar suda erir hale getirilir ve ardindan bu tuzlarin toprak
yiizeyinden tabana sizmasi saglanir. Bu amagla, tuzlarin eriyebilecegi oranlarda su,
toprak ylizeyinde gollendirilir ve fazla bekletilmeden akmasi saglanir. Ancak, tuzlu-
sodik ve sodik topraklarin iyilestirilme siireclerinde tuzlarin topraktan suyla yikanmasi
her zaman miimkiin olmayabilir. Ciinkii sodyumca zengin olan topraklara su
verildiginde, sodyum topragin gecirgenligini azaltabilir. Bu ylizden bu tip topraklara,
yikama isleminden Once topragin kimyasal yapisini diizeltecek yardimeci maddelerin
ilave edilmesi gerekir. Bu tip topraklara jips veya Ca™ ve Mg*? icerikli kimyasal
maddeler verilerek bu maddelerin toprak kompleksine bagli bulunan Na® ile yer
degistirmesi saglanir (Richards 1954; Bresler and Charter 1982; Tanji 1990). Sodyumlu
topraklarin iyilestirme siireglerinde kullanilan kimyasal maddeler genel olarak 3 gruba
ayrilabilir; (i) ¢Oziinebilir kalsiyum tuzlari (CaSQO4.2H,0, CaCl,, fosfojips), (ii) az
¢oOziinebilir kalsiyum tuzlar1 (CaCQOs3) ve (iii) asitler ve asit olusturan maddeler (H,SOy,
kiikiirt). Bu yoOntemde c¢oziinebilir kalsiyum tuzlari igerisinde en yaygin olarak

kullanilan kimyasal madde jips’tir (Y1lmaz 2001). Jips’in topraktaki reaksiyonu,

2NaX + CaSO,—CaX; + Na,SO4 seklinde verilebilir.

Coziinebilirlikleri nispeten daha diisiik kalsiyum tuzlar igerisinde ise kireg tasi (CaCO3)

en ¢ok kullanilan bilesiktir.



15

Kireg taginin topraktaki reaksiyonu ise;

2NaX+CaCO3;— CaX,+NayCOs seklinde verilebilir (Six et al. 2004).

Asitler ve asit olusturanlar grubundan en ¢ok kullanilan madde kiikiirt tiir.

Kiikiirt’iin topraktaki reaksiyonu (Six et al. 2004);

25+30,—250;
SO3+H,0—H>S0,
H,SO4+ CaCO3—CaS0O4+CO,+H,0

2NaX+ CaSOs— CaX>+NaySO, seklindeki verilebilir. Kiikiirt bu reaksiyon serisiyle
toprakta bulunan Na'*un reaksiyona girdigi maddelerle bilesik yapar (Six et al. 2004).

Tuzlu topraklarin iyilestirilmesinde kimyasal yontemlerden ¢ok daha farkli olarak son
yillarda yaygin bir diger yontem bitkilerin kullanimidir. Bu yontemle kiregli-sodik ve
tuzlu sodik topraklarin 1iyilestirilmesi saglanabilir. Bitkiler, topragin iyilestirme
siirecinde toprakta bulunan kalsiyum igerikli bilesiklerin ¢oziinlirliiglinii saglayarak,
proton (H") ¢ikisini arttirarak, koklerin fiziksel etkileriyle topragin agregat ve hidrolik
ozelliklerinin iyilestirerek tuz ve Na"’un kokler tarafindan alimimi saglayarak gérev

yaparlar.

CaCO; + CO, + H,O <=Ca*?+ 2HCO;
CaCOj; + H,CO;3 ¢— Ca*? + 2HCO;
CaCO; + H' <> Ca*? + HCO;

CaCO; + H,0 <= Ca™+ COs’ +H,0

Kalsit’in ¢oziinmesi ile yukarida gosterilen reaksiyon sonucu Ca*?, HCO; ve COs5°

bilesikleri toprak ¢ozeltisine geger (Six et al. 2004).
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Cizelge 2.1. Uygulama gesidine gore topraktan uzaklastirilan Na* ve olusturulan nispi
CO2 miktarlar1 (Quadir et al. 2007).

Uygulama Nispi CO; Na" uzaklastirllmasi
salimm (kPa) (mol)
Kontrol 0,9-4,3 1,0+0,1
Jips 0,9-2,4 3,3+£0,3
Taze organik giibre 3,1-6,0 1,6+0,2
Pamuk 3,0-3,6 1,440,1
Alfalfa 4,8-7,2 2,6+0,2
Sordan [Sorghum x drummondii 5,8-14.1 4,0£03

(Steud.) Millsp & Chase]

1986 yilinda Robbinson’un yaptig1 bir calismada jips, organik giibre ve cesitli bitki
tiirleri (Pamuk, Alfalfa ve Sordan) kullamilarak bunlarin Na* uzaklastirma ve nispi CO,
olusturma kapasitelerini belirlemistir. Tabloda da goriildiigii gibi bazi bitki tiirleri jips

uygulamasindan daha verimli sonuglar saglamistir (Quadir et al. 2008).

Tim bu yontemler uygulama agisindan uzun zaman alici, yorucu ve yiiksek maliyetli
olmasinin yanisira her zaman arzu edilen bagariya ulasilamamasi bilim insanlarini yeni
yontemlerin arastirilmasina yonlendirmistir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda besin
yetersizligi, sicaklik, kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik streslere karsit bitki
toleranslarmin  bazi  mikrobiyal tirler tarafindan arttirlldigi  gosterilmistir
(Egamberdiyeva and Hoflich 2004; Yang et al. 2009). Diger bir deyisle, son yillarda
yapilan ¢alismalar abitotik stres faktorlerine karsi bitkileri korumak ve tiretim verimini
arttirmak i¢in mikroorganizmalarin kullanim potansiyelinin olabilecegini gdstermistir.
Tuzlu topraklarin iyilestirilmesinde kullanilabilecek mikroorganizmalar yiiksek tuz
konsantrasyonlarina dayanikli olmalarmin yaninda tuz stresinin bitkilerde olusturdugu
zararl etkileri hafifletme veya ortadan kaldirma yeteneklerine sahip olmalidirlar.
Ornegin, yakin zamanda yapilan bir ¢alismada tuza toleransli ve fosfat ¢dzme
yetenegindeki bakterinin domates bitkisinin ¢imlenme oranini ve ¢imlenme indeksini
artirdig1 gosterilmistir (Chookietwattana and Maneewan 2012). Bagka bir ¢aligsmada ise
yiikksek tuz konsantrasyonlu bir toprakta Pseudomonas putida Rs bakterisi pamuk

bitkisine inokiile edildiginde cimlenme oranin1 ve bitki saglamligini arttirdig:
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gosterilmistir. Aym calismada ayrica pamugun ekildigi topraktaki Mg*?, Ca*? ve K*
absorbsiyon oranmin arttign diger yandan Na® absorbsiyon oraninin azaldigi rapor
edilmistir (Yao et al. 2010). Turp bitkisiyle yapilan bir ¢alismada tuz stresi nedeniyle
azalan gévde ve kok kuru agirligi, klorofil igerigi, bitki basina diisen yaprak sayisinin
Staphylococcus kloosii EY37 ve Kocuria erythromyxa EY43 bakterileri tarafindan
artirilldig, diger taraftan elektrolit sizintinin diistirildiig gosterilmistir (Yildirim et al.
2008). Ozbekistan’min yar1 kurak bir bdlgesinde pamuk ve bezelye bitki tohumlarinin
Pseudomonas alcaligenes PsA15, Pseudomonas denitrificans PsD6, Bacillus polymyxa
BcP26 ve Mycobacterium phlei MbP18 bakterileriyle inokiile edilmesinden sonra bu
bitkilerin govde ve kok wuzamasmmin Onemli derecede arttigt gosterilmistir

(Egamberdiyeva and Hoflich 2004).

Bitkiler dogal ¢evrelerinde kendilerine bir takim avantajlar saglayan bircok epifitik veya
endofitik mikroorganizmalarla birlikte yasarlar. Bu mikroorganizmalar stres sartlari
altinda bitkilerin metabolizmalarin1 destekledikleri ve performanslarini artirdiklart igin
dogrudan veya dolayli olarak iiriin verimini de artirmig olurlar (Dimkpa et al. 2009).
Bitki Dbiiyimesini tesvik edici rizobakterilerden (Planth Growth Promoting
Rhizobacteria=PGPR) bazilar1 dogrudan azot fiksasyonu yaparak, bitki hormonlari,
iyonlar ve ¢oziiniir fosfat saglayarak bitkinin biiylime ve gelismesini tesvik edebilirler
(Hayat et al. 2010; Turan et al. 2012). PGPR’lardan bazilar1 ise dolayli olarak bitki
patojenleri tarafindan meydana getirilen bitki hastaliklarina kars1 korunmada
biyokontrol ajani olarak gorev yaparlar (Lugtenberg and Kamolova 2009). Bitkilerin
cok yiiksek veya disiik sicaklik, yiiksek tuzluluk, kuraklik, besin yetersizligi ve agir
metal gibi cevresel stres sartlarina uyum saglamasinda fitohormonlarin 6nemli rol
oynadig1 bilinmektedir (Potters et al. 2007; Spaepen and Vanderleyden 2010). Indol 3-
asetik asit (IAA) iireten bakteriler bitki bliylimesinde koklerin gelisimini tesvik ederler
(Hayat et al. 2010). Bitkilerin bu tiir bakterilerle birlikte inokiile edilmesi kok
biliylimesini, lateral koklerin veya kok tiiylerinin olusumunu tesvik ederek bitkinin stres
toleransini artirir. Bakteriyal [AA ayni1 zamanda etilen Onciilii olan aminosiklopropan-
1-karboksilat (ACC) degredasyonu yapan ACC deaminaz enzimini de sitimiile eder

(Glick 2005). ACC deaminaz enzimi stresin arttirdigi etilen tiretimini diisiirerek stres
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sartlarinda siirdiirtilebilir bitki biiyiimesine ve gelisimine katkida bulunur. Diger bitki
hormonlarinin diizenlenmesi tuzlulugun toksik etkilerini azaltarak bitkilerin tuzluluk
toleransini arttirabilir (Bianco and Defez 2009). Tuz stresine maruz kalan bitkilerde
bircok azot igerikli bilesiklerin toplandigi rapor edilmistir (Parida and Das 2005). Prolin
amino asiti diger streslerlerde oldugu gibi su ve tuzluluk streslerinde de bitkilerde en
cok toplanan aminoasittir. Tuz stresindeki mung fasulyesiyle yapilan ¢aligmalarda IAA
uygulamasinin tuz stresine karst bu bitkiyi 6énemli derecede korudugu gosterilmistir
(Devi et al. 2012). Yonca bitkisi fazla miktrada IAA iireten PGPR’larla inokiile
edildiginde, bu bitkinin bircok farkli strese karsi koydugu ve asir1 miktarda prolin

aminoasidini sentezledigi rapor edilmistir (Verbruggen and Hermans 2008).

Antioxidanlar, Ox
Abiyotik stres EPS, Kaperonlar vh.

(Tuzluluk, Kurakhk, Sicaklik, Soguk vh. )

Antioxidanlar, Osmolitler,
EPS, Kaperonlar vh.
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Sekil 2.1. Abiyotik stres sartlarinda bitki-mikroorganizma iligkisi (Grover et al. 2011).

Zhang et al. (2008) tuz stresi altindaki Arabidopsis bitkisi ile yaptig1 bir ¢alismada,
Bacillus subtilis bakterisinin iirettigi ucucu bir organik bilesikle bitkiye Na* alimin1 ve
Na"’nimn bitkideki dongiisiinii diizenledigi gosterilmistir. ACC deaminaz aktivitesine
sahip bir Pseudomonas fluorescence izolati yer fistigi ile inokiile edilmesiyle yer
fistiginin tuz toleransinin artig1 rapor edilmistir (Saravanakumar and Samiyappan 2007).
Ashaf et al. (2004) tuz stresinin ¢ok yiiksek oldugu sartlar altindaki bugday bitkisini
ekzopolisakkarit lireten PGPR bakterileriyle inokiile etmistir. Bu ¢alisma sonucunda

ekzopolisakkaritlerin Na*’a baglanarak topraktaki varligini azalthgmi ve bdylece
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bugday koklerine alman. Na"y1 sinirlandirarak kok ve govde agirligimi dnemli derecede
arttirdigini tespit etmislerdir. Han and Lee (2005), marul bitkisinde tuzlulugun arttirdig:
antioksidan enzim seviyelerinin PGPR bakterileri ile muamele sonucu distiigiini
gostermistir. Benzer bir ¢alisma Upadhyay et al. (2012) tarafindan bugday bitkisinde de
gosterilmistir. ~ Sitokinler;  Azotobacter, Azospirillum, Rhizobium, Bacillus, ve
Pseudomonas spp., gibi bircok bakteri tarafindan iiretilen fitohormonlardir. Onemli
fitohormonlardan biri olan absisik asit (ABA), biyotik ve abiyotik strese karsi tepki
olarak olusan bir bilesiktir. Bu bilesik kuraklik, tuzluluk streslerine ve toksik metallerin
zarali etkilerine karsi tohum c¢imlenmesini ve ¢iceklenmeyi inhibe ederek bitkileri
korumada kilit éneme sahiptir (Smyth 2011). PGPR bakterileri tarafindan iiretilen
sitokinler, ABA ile ortak bir metabolik yolla olusturulduklarindan ve antagonistik
calistiklarindan sitokin iiretiminin artmast ABA {iretiminin azalmasiyla sonuglanir

(Salamone et al. 2001).

2.7. Halofilik Bakteriler

2.7.1. Halofiliklerin taksonomisi

Diinyada olduk¢a yaygin bulunan tuzlu ortamlar genelde tuz golleri ve diger su
sistemleri kadar tuzlu topraklarla da temsil edilirler. Bu tiir cevrelerde yasayan
organizmalar halofilik olarak tanimlanan ekstrem organizmalardir. Bu organizmalar
sadece yliksek iyonik kompozisyonla degil alkalin pH degerleri, diisiik oksijen varligi
yiiksek veya diisiik sicaklik, agir metal ve diger toksik bilesiklerin varlig1 gibi gevresel
faktorlerle de miicadele etmek zorundadirlar (Oren 2002; Ventosa 2006). Halofiliklerin
taksonomisinin farklt NaCl konsantrastrasyonlarinda optimum biiylime 06zelliklerine
gore yapilmasi bir ¢ok bilim insani tarafindan kabul géren bir yontemdir. Bu tiir bir
smiflandirma dikkate alindiginda tuzlu ¢evrelerde yasayan mikroorganizmalar; (i)
ekstrem halofilikler ve (i1) 1liml1 halofilikler olarak iki ana fizyolojik gruba ayrilabilir.
Ekstrem halofilikler %15-30 NaCl (2,5-5,2 M) tuz igeren besiyerlerinde optimum
biiyiime kabiliyetinde iken, 1limli halofilikler %3-15 (0,5-2,5 M) tuz igeren

besiyerlerinde  optimum  biiyiime kabiliyetindedirler. ~ Ayrica ¢ogu  deniz



20

mikroorganizmalar1 olan 1limli halofilikler %1 ile %3 (0,2-0,5 M) tuz igeren
besiyerlerinde  optimum  biiyiime  Kabiliyetindedirler. ~ Halofilik  olmayan
mikroorganizmalar %1 (0,2 M)’den daha az tuz igeren besiyerlerinde optimum biiyiime
gosterebilir.  Ancak, bu  mikroorganizmalardan  bazilar1  yiiksek  NaCl
konsantrasyonlarina tolerans  gosterebildiklerinden halotolerant veya ekstrem

halotolerant olarak adlandirilirlar (Oren 2002).

Halofilik bakteri domaini Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes,
Bacteroidetes, Thermotogae, Cyanobacteria ve Tenericutes olmak iizere sekiz subeden
olusmustur. Bunlardan Proteobacteria subesi; Alphaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria ve Epsilonproteobacteria seklinde dort
smiftan olusur. Firmicutes subesi Bacilli ve Clostridia seklindeki iki siifa sahiptir.
Actinobacteria subesi ise Actinopolysporineae, Corynebacterineae, Glycomycineae,
Micrococcineae, Pseudonocardianeae ve Streptosporangineae olmak iizere alti alt
takima ayrilmigtir. Simdiye kadar Spirochaetes subesine ait dort tiir tanimlanmis olup
bunlarin tamami Spirochaeta cinsine aittir. Bacteroidetes subesi Bacteroidia,
Flavobacteria ve Sphingobacteria olarak adlandirilan {i¢ smifi igerir. Thermotogae
subesi sadece Thermotogae sinifin1 ve bu smif iginde Thermotogales olarak adlandirilan
bir takimi igerir. Cyanobacteria subesi mavi-yesil alg veya Cyanophyta olarak bilinir.
Bu subenin siniflandirmasi binomiyal siiflandirmadan dolayr karmagsiktir. Son sube
olan Tenericutes daha 6ncede Firmicutes subesi olarak siiflandirilan Mollicutes sinifini
igerir. Halofilik bakteri domaininde bu bakterilerin Ozellikleri arastirilirken en ¢ok
calisilmig halofilik bakteri Gammaproteobacteria siifinin bir iiyesi olan Halomonas
elongata’dir. Bu yiizden literatiirde halofilik bakterilerin 6zellikleri genelde bu bakteri
tiirti tizerinden anlatilmaktadir (Oren 200; Horikoshi and Bull 2011).
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Sekil 2.2. 16 S rDNA sekans karsilagtirmalarina gore yapilan evrensel filogenetiksel
agac ( halofilik mikroorganizmalar koyu renk ile gosterilmislerdir) (Oren 2002).
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2.7.2. Halofilik bakterilerin ekstrem kosullara adaptasyonlarim saglayan yapilar

2.7.2.a. Halofilik bakterilerin hiicre duvarlari

Halofilik bakterilerin hiicre duvar yapilariin aydinlatilmast model organizma
Holomonas elongate ile gergeklestirilen calismalar sonucu olmustur. H. elongate
bakterisinin biiylidiigii ortammn tuz konsantrasyonu arttirildiginda bakteri hiicre
duvarinin hidrofobisitesinde belirgin farkliliklar meydana gelir. Su-hekzadekan karigimi

icinde %3 tuzda biiyliyen hiicreler %20 tuz konsantrasyonunda biiyliyen hiicrelerden

¢ok daha hidrofobiktir (Oren 2002).

Halofilik bakterilerde duragan fazda hiicre yiizeyinin hidrofobisitesi artar. Hiicre yiizey
hidrofobisitesindeki artis muhtemelen hiicre duvar yapisinin ve sitoplazma membran
yapisinin bir sonucudur. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yiiklii fosfolipidlerin artmasi
hidrofobisitenin artigin1 agiklamaktadir. Suyun ¢ok az oldugu yiiksek tuz ortamlarinda
hidrofilik hiicre yiizeyi, hiicreyi su molekiillerine kars1 daha ¢ekici kilar ve dolayistyla
hiicrenin kurumasini engeller (Oren 2002). H. elongata’da peptidoglikaninin ilging bir
Ozelligi biitlin hiicre duvar hidrofobisitesini artiran hidrofobik 16sin amino asidini
bulundurmasidir (Oren 2002). Bir¢ok mikroorganizmada tripsin muamelesi hidrofobik
hiicreleri hidrofilik hale getirirken bu hiicrelerde tripsin muamelesi hidrofobisite de
etkili degildir.

2.7.2.b. Halofilik bakterilerin ekstraseliiler kapsiilleri

Halofilik bakterilerin bir¢ogunda onlar1 dis ortamin etkilerinden koruyan ve farkli
ekzopolisakkaritler iceren kapsiil yapilar1 mevcuttur. Ornegin, H. eurihalina’nmn kapsiil
yapisina katmak iizere ilging Ozelliklere sahip, %42 oraninda karbohidrat ve %15
oraninda protein icerirken geriye kalan miktarin dogasi belirlenememis bir
ekzopolisakkarit tirettigi tespit edilmistir. Bu polimer 6zellikle asidik pH’da oldukg¢a

yiiksek viskoziteye ve nem c¢ekme kapasitesine sahiptir ayrica 1stya ¢ok dayaniklidir
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(Oren 2002). Son yillarda H. maura bakterisi tarafindan iretilen farkli bir
eksopolisakkarit daha tanilanmistir (Sudo et al. 1995; Oren 2002).

2.7.2.c. Halofilik bakterilerin flagellalar

Hareketin flagella ile saglanmasi1 halofilik bakteri gruplar1 arasinda olduk¢a yaygin
goriiliir. Ozellikle kalin, polar, kiit flagellalar haloalkalifilik fotosentetik siilfiir
bakterilerinde (Halorhodospira abdelmalekii) yaygin sekilde bulunur (Oren 2002).

2.7.2.d. Sitoplazmik membran ve lipitleri

Hiicre membran oOzellikleri hem tuza bagli degisimler hem de membran yapisinda
dominant olan fosfolipid ve yag asit zincir gesitleri yoniinden arastirilmigtir. Halofilik
bakterilerin sitoplazmik membran bilesenleri, iyon gegirgenligi ve integral membran
proteinlerinin aktiviteleri gibi fonksiyonlar1 diizenlemek icin disaridaki yiiksek tuz

konsantrasyonlarina bagli olarak bir¢ok diizenleme gegirirler (Oren 2002).

2.7.2. e. Halofilik bakterilerin polar lipid metabolizmasi

Halofilik mikroorganizmalar artan tuz konsantrasyonuna kars1 direnc¢li olmanin yanisira,
saglikli bir sekilde metabolik faaliyetlerini gerceklestirerek, ¢ogalabilmek icin de
yilksek tuz konsantrasyonuna ihtiyag duyarlar. Halofilik mikroorganizmalarda
goriildiigli gibi, artan tuz konsantrasyonlarinda hiicre membranlarindaki negatif yiik
yogunlugunu agiklamak icin, ilk basta yitksek Na”a maruz kalan hiicre yiizeyinin yiik
yogunluguna izin veren aniyonik lipid artisinin gerekli oldugu savunulmustur. Fakat, bu
aciklama yiiksek tuz gerekliligini agiklamada yeterli bulunmamistir (Chen et al. 2010).
Diger bir goriis ise negatif yiikli fosfolipid iceriginin katyonlarda selektif
permeabiliteyi diizenlemede katki sagladig1 yoniindedir (Chen et al. 2010). giintimiizde
kabul goren en gegerli goriis ise polar lipid kompozisyonundaki degisimin membran ¢ift
katli yapisin1 korumak i¢in bir mekanizma sagladigidir. Birgok tiirde fosfatidilkolin

(FK), fosfatidiletanolamin (FE) ve difosfatidilgiliserol (kardiolin KL) polar
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fosfolipidleri ve glikolipidler bulunabilir. Negatif yiikli fosfolipitlerin (FK, KL) tuz
artist durumunda ve dogal fosfolipitlerin (FE) varliginda miktarlari artar. FE ¢ift kath
fazlar olusturmaya meyilli doymamis yag asitleri igerirken, fosfatidil gliserol (FG)
kararl ¢ift katlar1 olusturur. Fonksiyonel bir membran dogru oranlarda cift katl ve ¢ift
katli olmayan lipidler gerektirir. Artan dis ortam tuzlulugunun bir sonucu olarak ¢ift
katli olmayan fazlar1 olusturmak i¢in FE’nin artan miktarinin yiizeyindeki lipid ¢ift
katlariin biitiinliigiini korumas1 gerekir. Cift katmanli olmayan fazlarin olusumundaki
egilim membrandaki FG gibi lipidlerin oraninda artigla sonuglanan spesifik fosfolipid-
sentezleme enzimlerini aktive edebilir (Sutton et al. 1991; Haque et al. 2004).
Literatiirde artan tuz konsantrasyonlarinda halofilik mikroorganizmalarin membran
lipidlerinin fosfolipid kompozisyonlari hakkinda bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Halomonas
elongata %20 tuz konsantrasyonunda %3 deki tuz konsantrasyonuna gore 4 kat daha
fazla KL igerirken, FE icerigi diismiis FG igerigi ise ¢ok fazla degisim gdstermemistir
(Haque et al. 2004).

Pseudomonas halosaccarolytica’nin icerdigi lipidlerin geneli FE, FK ve KL’dir. Ayni
zamanda bu tiir, 1:2:2:1 oranlarinda fosfat, gliserol, yag asidi ve glikoz iceren ve
FG’den tiireyen bir fosfoglikolipid icerir. Bu fosfoglikolipid Chromohalobacter
israelensis ’de tanilanan a-glikozil-fosfatidil gliserolle ayni olabilir (Oren 2002). Tuz
orani %6’dan %23’¢e ¢ikartildiginda FE/FG orani 1,6’dan 1.0’a diismiistiir (Oren 2002).

Tuz konsantrasyonu artirildiginda Salinivibrio costicola’da once sentezlenen fosfolipit
sentezi sonrada bu duruma bagli olarak biiyiimesi inhibe olur. FG’nin biyosentezi birkag
saat devam ettikten sonra biiylime yeniden baglar. Oysaki FE’nin sentezi diisiik
seviyede kalir ve bu FE/FG oraninda bir diisiise neden olur. Adaptasyonun bu fazinda
yeni proteinlerin sentezi gerekli degildir. Sadece, dogru membran kompozisyonuna
ulasildiginda organizma biiyiimesini siirdiirebilir (Oren 2002). Biyosentez oranlarindaki
bu degisimler dis NaCl konsantrasyonu eski seviyesine dondiigiinde tekrar eski
durumuna doner (Oren 2002). Fosfolipidlerin biyosentetik enzimleri sitoplazmik
membranda yerlestirmiglerdir ve muhtemelen dis ¢6ziinen konsantrasyonlarinda ani bir

degisim oldugunda membranin akigkanligindaki ve lipid fazindaki dogrudan
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degisimlerden sorumludurlar (Haque et al. 2004). Tuz artisinin olusturdugu sok
muhtemelen osmotik basing yoluyla hissedilerek siikroz gibi iyonik olmayan ¢oziinenler
yardimiyla biiyiime ve fosfolipid sentezi lizerine benzer sekilde etki gosterir (Russell et
al. 1986). Alkalofilik fototrofik siilfiir bakterisi olan Halorhodospira halophila’da polar
lipidlerin ¢ogu FG, KL ve FE’dir. Tuz konsantrasyonlarinin artirildigi besi ortamlarinda
bliylime gergeklestilirdiginde FK icerigi onemli oranlarda artmis FG’deki artis ise
nispeten daha az olmustur (Thiemann and Imhoff 1991; Haque et al. 2004).

Halofilik Gram (+) bakterilerdeki duruma bakilacak olursa, tuzlulukla artan aniyonik
lipid miktarinin FG’den ziyade KL’deki artistan kaynaklandigi goriiliir. Bu durumda
etki spesifik olmayabilir. Diger bir deyisle FG’nin harcanmasiyla KL’deki artig
genellikle yavas hiicre biiylimesi ile iligkilendirilir ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
biiylime oranlar1 genelde diisiik oldugu gozlemlenir (Haque et al. 2004). Gram (+)’lerde
gliko(fosfo)lipidler de yaygin sekilde bulunur. Bacillus haloalkaliphilusta FE’nin
olmadig rapor edilmistir (Oren 2002).

2.7.2.f. Halofilik bakterilerin yag asidi metabolizmasi

Halomonas ve Chromohalobacter tiirlerini de kapsayan gubuk seklindeki bakteriler
genellikle membran lipitlerinde diiz-zincirli doymus, tekli doymamis yag asitleri (Cig:o,
Ci6:1 ve Ozellikle Cig:1) ve siklopropan yag asidi igerirler (Franzmann and Tindall 1990;
Skerratt et al. 1991; Oren 2002). Artan tuz konsantrasyonuyla genellikle tekli doymamis
yag asidinin karsisina metil grubunun eklenmesiyle sentezlenen siklopropan yag asidi
ve doymamis yag asitleri artarken dallanmis yag asitlerinin orani azalir. Bu gibi
modifikasyonlar acil zincirinin merkez tarafin1 katilastirirarak bu yapiyr daha kararh
hale getirir. Ayrica doymamis yag asitlerindeki artisga membran akiskanli§inin artmasi
eslik eder. Siklopropan yag asidinin membran akiskanligi iizerine etkisi ¢ok agik
degildir. Siklopropan yag asidinin (Ci7.9 cyc vb) fiziksel 6zelligi ona uyan yag asidi
(C17:0) ve (Cy6:1)’den tiireyen doymamis yag asidi arasindaki bir reaksiyonda meydana
geldiginden doymamig yag asitlerinin kaybiyla siklopropan yag asidindeki artis
membran akigkanligini diisiirecektir (Haque et al. 2004).
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Halomonas halophila’da artan tuz miktari siklopropan yag asidi igeriginde bir artisa ve
beraberinde tekli doymamis yag asitlerinde bir azalisa neden olur. Tuz konsantrasyonu
%5’den %15°e cikartildiginda Ci7.0 cyc miktar1 %0’dan %38.,5’ ve Cig.0 CyC miktari
%4,2’den %14,9’a ¢ikmis ve dallanmis zincirli doymus yag asitlerinin igerigi Cis.o yag

asidi i¢in %42,9’dan %31,9’a diismiistiir (Haque et al. 2004).

Siklopropan yag asitlerinin (Cj7.,90 cyc ve Cjg9 CyC) metabolizmasi daha sonra
Pseudomonas halosaccharolytica’da incelenmistir. Siklopropan yag asitlerinin miktari
artan tuz miktariyla artarken ona uyan tekli doymamis yag asitlerinde azalma oldugu
gbzlenmistir. Siklopropan yag asit miktarinin NaCl miktartyla, sicaklikla ve kiiltiiriin
duragan faza ulasmasiyla arttigi ifade edilmektedir. Sentezi bir integral membran
proteini ya da membranla alakali olan siklopropan yag asidinin aktivitesi NaCl veya
KCl ile inhibe edilirken 3M glisin-betain varliginda 12 kat artar (Monteoliva-Sanchez et
al. 1993; Oren 2002).

Salinivibrio costicola siklopropan yag asidini {liretmez. Bu bakteride ¢ogunluk yag
asitleri Cie:1co, Ci6:0 V& Cig:1c11 iken az miktarlarda Cis-9, Ci171 Ve Cigo bulunur.
Doymamis yag asitlerinin sentezi ¢ogu prokaryotlarda yaygin olan anaerobik metabolik
yolak kullanilarak sentezlenir. Cis.9’1n miktar1 optimum tuz sartlarinda en diisiik iken
asirt diisik ve yiliksek tuz konsantrasyonlarinda (%3 ve %17,5 NaCl) artmistir.
Optimum tuz konsantrasyonlarinda Cie:1’in miktar1 en fazla olarak ol¢iilmiistiir (Sutton
et al. 1991 Russell 1993). Doymamus yag asitlerindeki ¢ift bag pozisyon farkliliklar1 FG
ve FE’nin yag asitleri kompozisyonunda bulunmustur. Cig.1c11 Ve Cig:1c13 gibi yag
asitlert %17,5 NaCl konsantrasyonlarinda hiicrelerin fosfolipidlerinde bulunurken %6
NaCl konsantrasyonunda biiyliyen hiicrelerinde bulunmamasi tuzlulugun yag asidi
sentetaz enzimi spesifitesini etkiledigini gdstermektedir. Tuzlulugun yag asit miktar
tizerine PE’ninkinden ¢ok daha fazla etkisi vardir, bu durum sitozin difosfat-diacil
gliserol dallanma noktasindan sonra selektif NaCl etkisi ile FG ve FE’nin

biyosentezinin ayri ayri1 kontrol edildigini diisiindiirmektedir (Haque et al. 2004).
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Gram (+) cinslerde (Marinococcus, Nesterenkonia ve Halobacillus) Cis.o ve Ci7:0 gibi
dallanmis yag asitleri dominanttir (Monteoliva-Sanchez et al. 1989). Bu yag asitlerinin
miktar1 tuzlulukla degisir. Marinococcus halophilus bakteride tuz miktarindaki artis
sicaklik artisinin neden oldugu degisimlere benzer sonuglar dogurur. Yani sicaklik artisi
ile doymus yag asidi miktarlar1 (daha ¢ok Cig) artarken Cis.o anwiso diiser. Tuz
konsantrasyonu %5’den %]15’e ¢ikartildiginda Cig.q1 doymamis yag asit miktari
%40,9°dan %48,8’e ¢ikar. Bu organizmada siklopropan yag asidi tespit edilmemistir
(Monteoliva-Sanchez et al. 1987; Haque et al. 2004). Planococcus sp. susunun tiim
tuzluluk konsantrasyonlarinda anteiso Cis.9 en ¢ok bulunan yag asididir ve dallanmis

yag asitleri yag asitlerinin %85’ini olusturur (Haque et al. 2004).

Fototrofik alkalofil Halorhodospira halophila ¢ogunluk olarak diiz dallanmis Ci¢ Ve
tekli doymamis Cig yag asitlerini icerir. Artan sicaklikla Cig.p ve doymamis yag

asitlerinin miktar1 diiser, C16.0 ve doymus yag asitleri artar (Oren 2002).

2.7.2.9. Fotosentetik membranlar

Fotosentetik prokaryotlar fotosentetik aparatlarinin  6zenle yerlestigi intraseliiler
membran sistemlerine sahiptirler. Halofilik tiyeleri de olan siyanobakteriler intraseliiler
tilakoidler igerirler. Halofilik anoksijenik fotosentetik bakteriler arasinda intraseliiler
fotosentetik ~membranlarin  tiplerinde  biiyiik  farkliliklar ~ vardir.  Ornegin,
Halochromatium ve Thiohalocapsa cinslerinin tiirleri, Rhodovibrio salinarum ve
Rhodovibrio sodomensis bakterileri vezikiiler tipte intraseliiler membranlara sahiptirler
(Oren 2002). Rhodothalassium salexigens tiiriiniin fotosentetik membrani sitoplazmik
membran yapisina paralelken tilakoid benzeri membranlar 1limli halofilik
Ectothiorhodospira cinsi ve gergek halofilik Halorhodospira cinsi igin karakteristiktir
(Imhoff et al. 1991; Oren 2002).
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2.7.2.h. Gaz vezikiilleri

Gaz vezikiilleri bircok halofilik Arkeada yaygin olarak gozlenirken halofilik
bakterilerde bu yapilara ¢ok ender rastlanir. Siyanobakterilerin gercek halofilik
temsilcilerinde gaz igermeyen gaz vezikiilleri vardir. Sadece %1-6 NaCl tuz
konsantrasyonlarinda yasayabildigi i¢in zayif bir halofilik olan Ectothiorhodospira
vacuolata, gaz vezikiilii olusturmakla karakterizedir (Imhoff et al. 1991; Oren 2002).

Halobacteroidaceae familyasinin endospor olusturan anaerobik iyelerinde gaz
keselerini sentezleyen 2 ilging ornek vardir. Sporohalobacter lortetii ve Orenia
sivashensis tiirlerinin biiyliyen hiicreleri gaz vezikiilleri icermez. Bununla beraber ne
zaman endospor olusumu baslarsa o zaman gaz vezikiillerinin sentezlenmesine baglanir
ve bu vezikiiller dogal endosporlara yapisarak kalir. Bu vezikiillerin endosporlarin

yayilmasina yardimci oldugu diistiniilmektedir (Zhilina et al. 1999; Oren 2002).

2.7.2.i. Endosporlar

Halotolerant endosporlar birkag¢ halofilik bakteri grubu tarafindan olusturulur ki bunlar;
Clostridiaceae’de Clostridium halophilum (Oren 2002) Desulfotomaculum halophilum
(Oren 2002); Halanaerobiaceae Natroniella acetigena; (Zhilina et al. 1996; Oren
2002); Halobacteroidaceae 'de Sporohalobacter lortetii. Orenia tiirleri (Zhilina et al.
1999; Oren 2002); Halonatronum saccharophilum (Zhilina et al. 2001); Bacillaceae’de
Bacillus, Gracilibacillus, Halobacillus Salibacillus cinsleridir (Chaiyanan et al. 1999;
Oren 2002).

2.7.2.J. Halofilik bakterilerin fizyolojileri

Halofilik bakterilerin metabolik ¢esitliligi Arkealarin metabolik ¢esitliliginden ¢ok daha
fazladir. Halofilik bakteriler icerisinde aerobik, anaerobik, heterotrof, ototrof,

fotoheterotrof, litotrof, oksijenik ve anoksijenik fototrof drnekler mevcuttur.
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Halomonas elongate ve Chromohalobacter salexigens basta olmak iizere
Halomonadaceae familyasi’nin diger tiyeleri bakteri domaininde halofilik davranig ile
ilgili ¢alismalarda model organizma olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Halomonadaceae familyas: i¢in besinsel istekler genelde basittir ve bu familyada
tiyelerinin bircogu sekerler, amino asitler ve organik asitler gibi tek karbon kaynagi ile
desteklenmis mineral besi ortamlarinda biiyiitiilebilir (Kushner 1993; Oren 2002).
Ancak, biliyiimek i¢in 6zel bazi1 vitaminlerle desteklenmis besi ortamlarina ihtiya¢ duyan
bakteri tiirleri de vardir. Ornegin, Halomonas halodenitrificans tiiriiniin biiyiimesini
desteklemek icin besi ortamina tiamin eklenmelidir. Ayrica, nitrat veya diger
oksitlenmis azotlu bilesiklerin oldugu ortamda anaerobik biiyiime i¢in metiyonin ilavesi
gereklidir. Metiyoninin vitamin Bj, ile yer degistirebilmesi, anaerobik sartlarda
metiyonin  biyosentezindeki kobalamin-bagimli metabolik yolun bozuldugunu
disiindiirmektedir (Oren 2002). Fizyolojik ¢alismalarin bir diger model organizmasi
Salinivibrio costicola’ nin daha karigik istekleri vardir. Bu bakteri igin gelistirilmis besi
ortamlari sistein, glutamat, arjinin, valin ve izoldsin gibi amino asitler ile desteklenmeli,
glikoz veya inorganik tuzlara ilave olarak glutamat, kolin, tiamin ve biyotin igermelidir
(Oren 2002).

2.7.2.k. Halofilik bakterilerde iyon metabolizmasi

Halofilik bakteriler arasinda intraseliiler iyon konsantrasyonu hem tiirler arasinda
farklidir, hem de ayni tiirlin biiylime sartlarina ve kullanilan analiz yontemine bagh

olarak buiytik farklilik gosterir.

Yine de birkag genelleme yapilacak olunursa;

1) Genelde intraseliiler K* konsantrasyonu besi ortamindaki K" konsantrasyonundan

oldukc¢a fazladir.

2) Hiicre i¢i Na* konantrasyonu genelde hiicre disindakinden daha diisiiktiir.
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3) intraseliiler Na* ve K* konsantrasyonlar1 artan dis NaCl tuzlulugu ile dogrusal

olmayan sekilde artar.

4) Genelde intraseliiler iyon konsantrasyonu besi ortamindaki osmotik basinci
dengelemeye yeterli degildir. Bu nedenle osmotik dengenin geri kalan kisminin
saglanmasi1 daha onceden de belirtildigi gibi uyumlu organik ¢oziinenlerin hiicre i¢inde

toplanmasi sayesinde olur.

Tuz konsantrasyonununda ger¢eklesen ani bir artis halofilik siyonobakterilerde organik
osmotik coziicliler iiretilmeden dnce, hizl1 ve gegici bir tuz toplanmasina neden olabilir.
Ciinkii, organik ¢oziinenlerin sentezi hiicrede tuz toplanmasina kiyasla uzun siiren bir
stirectir (Oren 2002). Bundan dolay1, tuzcul Synechocystis PCC 6714 normal sudan 0,5
M NaCl’ye transfer edildiginde 2 dakika iginde hizli bir NaCl toplanmas: ve sonra 20
dk icinde Na"”nin K" ile yer degistirmesi takip eder. 24 saatten sonra olusturulan
glikozgliserol ve siikroz gibi organik osmotik ¢dziinenlerin toplanmasi asir1 potasyumun
sikistirilarak disar1 ¢ikmasina izin verir (Oren 2002). Gegici tuz toplanmasi Spirulina
subsalsa’da da rapor edilmistir. Tuz artisini takip eden muazzam bir gegici intraseliiler
Na" ve Clartis1 goriiliir. Solunumla iiretilen proton gradiyentinin neden oldugu bir
siirecle Na'/H" antiporteri Na™’yi sikistirarak disar1 ¢ikartir (Gabbay-Azaria and Tel-Or
1993; Oren 2002). Bu adaptasyon fazi esnasinda intraseliilerde {iretilen organik osmotik

¢oziinen olan glisin-betain yeni bir dengeye ulagmak i¢in artar.

Dunaliella kiiltiirinde kontaminasyon olarak izole edilen Halomonas ’in SPC1 susunda
hiicrelerin hiperosmotik soktan sonra gerekli olan K*’lar1 hemen toplamasima olanak
veren bir potasyum transport sistemi karakterize edilmistir (Cummings et al. 1993; Oren
2002).

Halofilik Gr (+)’lerde klorit 6nemli bir ¢evresel sinyaldir; flagellasel hareketlilik ve
kamg1 sentezi asirt sekilde kloride bagimlidir (Roesler et al. 2000; Roesler and Muller

2002), klorit olmadan endospor vejetatif forma gecemez ve klorit bromitle yer
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degistirebilirken siilfat ve nitratla yer degistirmez (Dohrmann and Muller 1999; Oren
2002).

2.7.2.1. Halofiliklerde enzim ozellikleri

Osmotik dengeyi saglamak icin inorganik iyonlar1 kullanan halofilik bakterilerde tuz
adaptasyonu ve tuza bagimli enzimler gelismistir. Bircok halofilik bakteri, i¢inde
yasadigt besi ortaminda bulunan yogun tuz miktart nedeniyle strese girer ve
hiicrelerinde sitoplazmanin asir1 tuzda uygun osmolaritesini stirdiirebilmesi i¢in organik
uyumlu ¢oziinenler kullanir. Organik uyumlu ¢6ziinen {iireten ve kullanan bakteri
hiicrelerinde intraseliiler tuz konsantrasyonlar1 bu bakterilerin i¢inde bulunduklar1 besi
ortaminin tuz konsantrasyonlarindan her zaman daha diisiiktiir. Halofiliklerin yasadig,
asir1 tuzlu gevresel sartlara maruz kalan ve “low-salt-in veya diisiik-tuz-igeri” stratejisini
benimseyen organizmalarda disar1 salinan ekstraseliller enzimler yiiksek tuz

konsantrasyonlarinda tam olarak ¢alismak zorundadir.

Izositrat dehidrogenaz, siiksinat dehidrogenaz, malat dehidrogenez, 2-oksoglutarat
dehidrogenaz, sitokrom oksidaz gibi farkli enzimler iizerine tuz konsantrasyonunun
etkileri Halobacterium salinarum ve onun 1limh halofilik akrani Micrococcus
halodenitrificans ile karsilastirmali olarak c¢alisilmistir (Oren 2002). Halobacterium
salinarum’un siiksinat dehidrogenaz, malat dehidrogenaz ve izositrat dehidrogenaz
enzimleri optimum aktiviteyi 3-4 M KClI’de, 2-oksoglutarat dehidrogenaz enzimi en iyi
aktiviteyt 1 M KCl’de gosterdigi rapor edilmistir. Bu sonuglar gdstermistir ki birgcok
durumda KCI, enzim aktiviteleri i¢in NaCl’den ¢ok daha 1yi destek saglar (Oren 2002)
Halomonas halodenitrificans’daki ilk ¢alismalar izositrat dehidrogenaz, malat
dehidrogenaz ve 2-oksoglutamat dehidrogenaz gibi intraseliiler enzimlerin genelde
diisiik tuz konsantrasyonlarinda optimal olarak fonksiyonel olduklarini gostermistir.
Oysaki ayn1 organizmaya ait laktat dehidrogenaz ve sitokrom oksidaz gibi membransal

enzimler tuz varliginda daha aktiftirler (Croker and Dassarma 2007).
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Halofilik bakterilerin tuz konsantrasyonu ile enzimlerinin iligkileri tartigilirken 3 temel
enzim ¢esidi ayirt edilebilir; (i) besi ortami tuz konsantrasyonuna maruz kalmayan fakat
bircok durumda diisiik iyon konsantrasyonu ve organik osmotik ¢dziinenlerin varligiyla
karakterize olan intraseliiler ortamdan etkilenen gergek intraseliiler enzimler, (ii) hem
intraseliiler cevre hem de dis besi ortamindan etkilenen transport proteinlerini de igeren
membrana bagl aktivite gosteren enzimler, (iii) yiiksek tuz sartlarina maruz kalan

ekstraseliiler enzimler (Oren 2002; Moreno et al. 2013).

Besi ortaminda tuza maruz kalan halofilik bakterilerdeki enzimlerin adaptasyonuna
Halomonas elongata’ taki fosfatazlar 6rnek verilebilir. Bu organizmada hem alkalin
hem de asidik fosfataz enzimleri hiicre zarina yerlesmis durumdadir. Disiik tuz
konsantrasyonlarinda (50 mM) biiyliyen hiicrelerde ¢ok diisiik bir fosfataz aktivitesi
tespit edilmistir. Yiiksek tuzlulukta (1,4 ve 3,4 M) biiyiiyen hiicrelerde tiim enzimlerin
aktiviteleri  hiicrelerin  i¢inde  biiyilidiikleri tuz  konsantrasyonlariyla — ayni
konsantrasyonlarda optimal sekilde aktif olduklar1 belirlenmistir. Bu ylizden bu

enzimlerin besi ortamindaki NaCl konsantrasyonlarina adapte olduklar1 diistintiliir

(Bylund et al. 1990).

Tim bu bilgilere karsin, aerobik halofilik bakterilerde bir istisna yakin zaman once
kesfedilen Salinibacter ruber’de mevcuttur. Bu kirmizi, ekstrem halofilik organizma,
halofilik Arkeanin Halobacteriaceae smifi iyelerinin intraseliilerinde bulunan
potasyum miktarindan daha fazla potasyumu intraseliilerinde bulundurur. Bu
organizmanin karmasik proteinlerinin aminoasit kompozisyonlarina bakildiginda ise
yiiksek oranda asidik aminoasit icerdigi, diisiik oranda bazik aminoasit igerdigi goriiliir

(Oren and Mana 2002).

2.7.2.m. Halofilik bakterilerde organik uyumlu ¢6ziinenler

Halofilik mikroorganizmalar yiiksek tuz konsantrasyonlarinda diisiik su aktivitesine
maruz kaldiklarindan hiicre biliylimesi ve gelismesinin devami i¢in turgor basincinin

diizenlenmesi gerekir. Bu ¢ergevede, tiim hiicre fonksiyonlartyla tamamen uyumlu olan
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¢oziinenlerin kullanimi intraseliiler turgor basincini diizenlemede gereklidir (Brown
1990). Halofiliklerin ¢ok az bir boliimii dis ortam nedeniyle olusan streste osmotik

dengeyi saglamak igin tuzu, genellikle de KCI seklinde kullanir (Oren 2002).

Hiicre i¢i tuz yogunlugunun nasil saglandigina dair ileri siiriilen ve gegerliligini en ¢ok
devam ettiren goriis ‘uyumlu ¢oziinen’ goriisiidiir. ‘Uyumlu ¢6ziinen’ terimi orijinalde
Brown and Simpson (1972) tarafindan intraseliiler ortamda yiiksek miktarlarda toplanan
diisik molekiiler agirlikli organik c¢oziinenleri tanimlamak i¢in tiiretilmistir. Bu
coziinenler ¢ok zayif enzim inhibitérii olduklarindan diisiik su varliginda meydana
gelebilecek enzim inhibisyonuna karsi enzimleri korurlar. Uyumlu ¢oziinenler diger
¢oziinenlerle karsilastirildiklarinda, en belirgin 6zelliklerinin metabolik siirecler tizerine
inhibitor etkilerinin ¢ok az olmasi géze garpar. Uyumlu ¢oziinenlerin uyumlulugu,
diisiik su aktivitesi sartlarinda proteinleri ve diger makro molekiiler yapilar
inaktivasyona, inhibisyona ve denatiirasyona karsi korumayi igerir (Brown 1976). Bu
gibi organik osmotik c¢oziinenlerin toplanmasi tuza adapte olmayan enzimlerin
caligmasina olanak verirken ayni zamanda osmotik dengeyi de saglar (Galinski 1995;
Da Costa et al. 1998). Bu tiir osmotik ¢6ziinenlerin konsantrasyonu hiicrelerin i¢inde
yasadiklar1 tuz konsantrasyonlariyla belirlenir (Galinski and Louis 1999). Bu
cOziinenler degisen dis ortam tuzluluguna cabucak uyum gosterirler. Ortamdaki su
seviyesinin degismesiyle hiicre i¢inde osmoadaptasyon kapsaminda fizyolojik ve
genetiksel degisiklikler meydana gelir (Oren 2002). Osmoadaptasyon, de novo sentezi
veya artan tuz stresinde besiyerinden uygun bilesiklerin alinimi, osmotiksel olarak
inaktif formlara degredasyon ve doniistirme veya diliisyon stresinden sonra besi
ortamina uygun bilesiklerin salinimi gibi olaylar1 ifade eder (Truper and Galinski 1990;
Oren 2002).

Uyumlu ¢o6ziinenler, fizyolojik pH’da ¢ogu yiiksiiz veya zwiter iyoniktirler (farkl
lokasyonlarda pozitif ve negatif yiik bulunduran molekiiller) (Oren 2002). Halofilik
mikroorganizmalar tarafindan uyumlu ¢6ziinenler olarak sentezlenen maddelerin tespit
ve karakterizayonu ile ilgili ¢alismalar artmaktadir (Wohlfarth et al. 1990; Oren 1999;
Zhu et al. 2011). Bu ¢6ziinenler birkag farkli kategoriye ayrilabilirler;
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1) Polioller [gliserol, arabitol, manitol, erithirol, sekerler (siikroz, treoluz) ve

heterozitler (glikozilgliserol)].

2) Betainler (trimetilamonyum bilesikleri) ve tetinler (dimetilsiilfoniyum bilesikleri)

3) Amino asitler (prolin, glutamat, glutamin ve tiirevleri)

4) Glutamin amid tiirevleri (Na-karbamoilglutamin amid; Noa-asetilglutaminil amid)

5) N-asetillenmis diamino asitler (N§-asetilornitin, Ne-asetillizin)

6) Ektoinler (ektoin, B-hidroksiektoin)

Bilinen uyumlu c¢oziinenlerin yapisal farkliliklar1 arasinda muazzam bir ¢esitlilik
olmasina ragmen onlarin yap1 ve kullanimlariyla ilgili olarak genellemeler de yapilabilir

(Galinski 1995). Bunlar;

1) Siikroz ve treoluz gibi disakkaritlerin uyumlu ¢oziinen bilesikler olarak ¢ok sinirh
potansiyelleri vardir. Oysaki bu maddeler halofiliklerde sik sik ama az miktarlarda diger
osmotik ¢oziinenlerle birlikte bulunurlar. Treoluz ve siikroz hiicre membranlarini

stabilize edici olarak bilinirler.

2) Gliserol, arabitol ve inositol gibi poliollerin de novo biyosentezi halofilik ve
osmofilik mantar, alg ve tuza toleransh bitkilerde goriiliirken, halofilik prokaryotlarda
cok ender rastlanan bir olaydir. 0,6 M’a kadar olan tuz konsantrasyonlarinda yasayan
Pseudomonas putida S12’taki manitol (Na-asetilglutaminilglutamin amid ek olarak

glutamat) iiretimi bir istisnadir (Kets et al. 1996).

3) Glisin-betain disinda azot igeren tiim uyumlu ¢dzlinenler aminoasit biyosentezindeki

glutamat veya aspartat metabolik yolaklarini kullanirlar.



35

4) Glutamat, p-glutamat, glutamat betain ve digerleri higbir zaman yliksek
konsantrasyonlarda (ortalama 0,4 M) toplanmazlar.

5) 0,5 M ve tistiinde kullanilan tiim uyumlu ¢6ziinenler polar, hi¢ yiikk tagimayan ve
oldukca fazla c¢oziilebilen molekiillerdir. Halofilik mikroorganizmalarin farkl

taksonomik gruplarinda farkli osmotik ¢6ziinenlerin varligi gosterilmistir (Oren 2002).

2.7.3. Halofilik bakterilerin genetigi ve genomigi

Halofilik bakterilerle ilgili genetik caligmalar uzun siire ihmal edilmislerdir. Bu gruba
ait ilk ¢alismalar Halomonas ve Chromohalobacter cinslerine ait 14 izolat Spel ve Swal
enzimleriyle kesilerek bu cinslerin taksonomik pozisyonlari belirlenmeye g¢alisilmistir.
S6z konusu ¢alismada Halomonas cinsine ait 1,450 ile 2,830 kbp ve Chromohalobacter
1,770 ile 2,295 kbp uzunlugunda fragmentler elde edilmistir (Mellado et al. 1998). Son
zamanlarda halofilik mikroorganizmalarla ilgili ¢alismalar hiz kazanmis olup halofilik
Arkea ve bakteri gruplarina ait su ana kadar tim genom sekansi tamamlanan 23 6rnek

mevcuttur (Ukani et al. 2011).

Halofilik Bakterilerle ilgili yapilan genetik ¢aligmalarin bir diger konusunu plazmitler
olustumugtur. Simdiye kadar incelenen halofilik bakterilerin ¢ogunda plazmit varligi
tespit edilmistir (Ghosh and Chattopadhyay 2010). Halofilik bakterilerde ilk karakterize
edilen pMHI1 plazmiti 11.5 kbp uzunlugundadir ve Halomonas elongata’dan izole
edilmistir. Kanamisin, tetrasiklin ve neomisinlere karsi direng saglayan bu plazmit
Escherichia coli’de kararlidir. Bu plazmidin 3 6zgiin bolgesi vardir ve vektor klonlama
caligmalar1 i¢in uygun oldugu gosterilmistir. Aymi plazmit yakin akraba olan
Halomonas halmophila, Halomonas halophila ve de Salinivibrio costicola’da tespit
edilmistir (Vargas et al. 1999). Diger bir plazmit Halomonas elongata’dan izole edilen
pHE1’dir. Kendi replikasyonu ve replikasyonun devamlili1 i¢in bilgi tagiyan 4.2 kbp
bliylikliiglindeki bu plazmit, 1.7 kbp biiylikliiglinde bir replikasyon noktasina sahiptir.
(Mellado et al. 1997; Ghosh and Chattopadhyay 2010).
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Halofilik bakterilerde ¢esitli mutasyon calismalar1 yapilarak elde edilecek mutantlarin
tuz toleranslar1 ve osmotik adaptasyonlari hakkinda bilgi edinilmeye caligilmistir. Bu
anlamda normalde %6 NaCl tuz konsantrasyonlarinda biiyiiyebilen Salinivibrio
costicola UV radyasyonuna maruz birakilip ardindan penisilin igeren ortamlara
alindiginda, %15-17,5 NaCl tuz konsantrasyonlarina dayanikli mutantlar elde edilmistir

(Quist et al. 2012).

Baz1 halofilik bakterilerde tuz degisimlerinde spesifik proteinlerin ortaya ¢ikmasi ve
mevcut proteinlerin ortadan kaybolmasi ile ilgili ¢alismalar yapilmistir. Bu konuda
yapilan ilk ¢alismada Pseudomonas halosaccharolytica’da NaCl konsantrasyonu
%5’den %12’ye ¢ikartildiginda 43 kDa major dis membran proteinlerinde azalma
olurken 50 kDa proteinlerinde artma tespit edilmistir (Economou et al. 1989). Aym
organizmada %12 NaCl’den %17,5 NaCl tuz konsantrasyonuna ani bir yiikselis 50 kDa
proteinlerinde bir azalma ve yeni 41 kDa proteinlerinin ortaya ¢ikmasina neden

olmustur (Feng et al. 2006).

2.7.4. Halofilik bakterilerin biyoteknolojik uygulamalari ve potansiyelleri

Halofilik bakterilerde oldukga ilging uygulama alanlari mevcuttur (Ventosa et al. 1998).
Halofiliklerin bir¢ogu osmoprotektantlar, enzimler, polimerler gibi bir¢cok endiistriyel
bilesikleri Ttretirler. Halofilik bakterilerin biyiitiilmesi genelde kolaydir ve besin
gereksinimleri basittir. Birgok heterotrofik halofilik bakteri karbon ve enerji kaynagi

olarak ¢ok ¢esitli bilesikleri kullanir (Oren 2002).

Karakteristik bir halofilik bakteri floras1 1slah edilmis, tuzlanmis baliklarla
iliskilendirilmistir. Uzakdoguda halofilik bakterilerin geleneksel fermente edilmis

tuzlanmis triinlerin iiretimiyle iliskili olduklar1 gosterilmistir (Kuda et al. 2001).

Fermenteli tuzlanmis kirpi baligr yumurtalarinin hazirlanmasindan mikroorganizmalarin

sorumlu oldugu gosterilmistir. Yine gida endiistrisiyle ilgili olan ticari 5'-guanilik asit
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(5'-GMP) ve 5'-inosinik asit gibi tatlandirict iiriinlerin tiretiminde Micrococcus varians

subsp. halophilus gibi mikroorganizmalar kullanilmistir (Amoozegar et al. 2003).

2.7.4.a. Halofilik bakterilerin biyodegredatif potansiyelleri

Endiistriyel atik sular genelde hem yiiksek konsantrasyonlarda toksik organik/inorganik
bilesikler hem de yiiksek tuz igerirler. Bu gibi yiiksek tuzlu atik sular pestisitlerin ve
farmasoétiklerin iiretilme siireglerinden meydana gelirler. Bu tiir sularin geleneksel
biyolojik uygulamalarla iyilestirilmesi miimkiin degildir. Bu anlamda halofilik
bakterilerin biyodegredatif potansiyelleri olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan bazi
calismalarda halofilik mikroorganizmalar kullanilarak havalandirmali siizgecler veya
donen diskler gibi havalandirma artirict diizenekler yardimiyla lagim sular1 ve asiri
tuzlu atik sularin iyilestirilebilecegi gosterilmistir (Kargi and Dincer 2000; Dincer and
Kargi 2001). Benzer sekilde Japonya’da erik tursusu yapim siirecinde olusan %15 tuz
konsantrasyonlu atik sularin temizlenmesinde kullanilan bir biyolojik aritma sistemi

gelistirilmistir (Kubo et al. 2001).

Halofilik bakterilerin yiiksek tuz konsantrasyonlarinda par¢alama islemi yaptig1 toksik
organik bilesikler i¢inde formaldehit (Azachi et al. 1995; Oren et al. 1992), fenol ve

diger aromatik bilesikler, organofosfor bilesikleri bulunur.

Bazi halofilik bakteriler ilging sekilde agir metal iyonlarina karsi toleranshdirlar (Nieto
et al 1993; Oren 2002). Hem yiiksek tuz hem de agir metal konsantrasyonlarina dayanan
mikroorganizmalarin kullanimiyla agir metal igeren asir1 tuzlu ortamlardaki agir
metallerin uzaklastirilmas1 ve biyoremedasyonu miimkiin olabilir. Ispanya’da yapilan
bir ¢alismada; farkli bolgelerde izole edilen bakterilerin civa, kadmiyum, bakir, krom ve
cinko metallerine tolerans gosterdigi rapor edilmistir (Ventosa et al. 1998; Oren 2002).
Halofilik bakteriler selenyum ve uranyumun biyotransformasyonunu ve bu elementlerin
biyoremidasyonlarinda goérev aldiklar1  gosterilmistir. Bu organizmalar selenit
elementini toplar ve nispeten toksik olmayan dimetilselenit’e doniistiiriirler (D'Souza et

al. 2001).
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2.7.4.b. Halofilik bakteri metabolitlerinin stabilizator olarak kullanimi

Halofilik mikroorganizmalarin {irettigi uyumlu ¢06ziinenlerin stabilizatdr olarak
kullanimu ile ilgili ¢ok sayida ¢alismad mevcut olup son zamanlarda 6zellikle ektoin ve
hidroksiektoin hakkindaki arastirmalar dikkat ¢ekmektedir. Ektoin ve hidroksiektoin;
enzimleri, DNA’y1 ve membranlar1 koruma, hiicreleri yiiksek tuzluluk, termal
denatiirasyon, kuruma ve donma gibi stres faktorlerine karsi koruyarak stabilize etme
ozelligine sahiptir (Da Costa et al. 1998; Margesin and Schinner 2001). Ektoin in vitro
sartlarda enzimlerin raf Omriinii ve enzim hazirliklarinda enzim aktivitelerini artirir. Bu
tir bilesikler proteinlerin stabilizasyonunda hem genel bir koruma hem de peptid
omurgasi lizerine etkilerine dayali bir koruma saglarlar. Bu etki s6z konusu proteinden
kismen bagimsiz ve hem uygulanan uyumlu ¢oziinenlerle hem de solvent ve bazi
¢oziinenlerin beraber uygulanmasi her bir amino asit zincirindeki etkilesim ile meydana
gelen degisken etkilere baglidir. Uygulanan tiim ¢dziinenler enzimler iizerinde sicakliga,
donmaya ve kurumaya karsi koruma gostermis olsalarda koruma derecesi segilen
¢oziinene ve kullanilan enzime baglidir (Lippert and Galinski 1992). Bu bilesiklerin
koruyucu etkilerini arastirmada laktat dehidrogenaz ve fosfofruktokinaz gibi isaretli

enzimler model olarak kullanilmaktadirlar (Knapp et al. 1999).

Ektoin ve tiirevleri kozmetik alanlarda yaglanmis, kurumus ve hasarl ciltleri koruma ve
nemlendirme gibi etkilerinden dolay1 ilging uygulama alanlara sahiptirler (Motitschke et
al. 2000). Son yillarda Almanya’da Merck firmasi, “RonaCare™ Ectoin” isimli {iriinii
tanitmis ve bu iriliniin langerhans hiicrelerinin sicaklik sok proteinlerinin olusumunu
diizenleme ve membran biitiinliiglini koruma gibi faydalarinin oldugu rapor edilmistir

(Beyer et al. 2000).

2.7.4.c. Halofilik bakteriler tarafindan biyopolimerlerin iiretimi

Bakteriler ylizey aktifleyici aktiviteleri ve biyoasiltilama 6zelliklerinden dolay1 bunlarin
eksopolimerleri zenginlestirilmis yag iyilestirme siireclerinde olduk¢a onemlidirler.

Pfiffner et al. (1986) 200°den fazla bakteriyal izolati yag kuyularindan, yag kuyu
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topraklarindan, kum akintilarindan anaerobik lagimlardan ve tuzlu sulardan izole
etmiglerdir. Bu bakteriler %10 NaCl’de 50°C’de anaerobik sartlarda ekstraseliiler olarak
polisakkarit iirettikleri bildirililmistir. Bu tiir ortamlarda dominant olan organizmalarin
Gr (+), hareketli, ¢ubuk sporlu bakteriler olduklar1 rapor edilmistir. Bu izolatlardan
birisinin %12 NaCl’de iyi biyidigi ve pseudoplastik davranigla bir polisakkarit
tirettigi, kaymaya ve termal degredasyona kars1 direncliligi tespit edilmistir.

Halomonas eurihalina’nin F2-7 izolati ¢ok miktarda ekstraseliiler bir polianiyonik
polisakkarit iiretir. Bu polimer potansiyel bir asiltilastirma ajanidir, ki bu ajan
pseudoplastik bir davranig gosterirken genelde asidik pH’da en yiiksek vizkozitesine
ulasir ve jel kivamindadir. Bundan dolayr bu polisakkaritin (EPS V2-7) farmasdtiksel
alanlarda, gida sanayisinde ve biyodegredasyon alanlarinda bir ¢ok uygulamasi vardir
(Bejar et al. 1998). Bu polimer kanda anti-CD3 antikorunun varligina cevap olarak

insan lenfositlerinin poliferasyonlarini artirir (Pérez-Fernandez et al. 2000).

2.7.4.d. Halofilik bakterilerin enzimleri

Amilaz, niikleaz, fosfataz ve proteazi da iceren birkac¢ ekstra ve intraseliiler halofilik
bakteri enzimi karakterize edilmistir (Jacob 2012). Danimarka’da pastirma iyilestirme
tuzlarindan izole edilen bir Halomonas elongate’den 3 intraseliiler esteraz karakterize
edilmistir (Oren 2002).

2.7.5. Bakteri sistematiginde kullanilan klasik yontemler

Mikroorganizmalarin tanilanmasinda daha g¢ok fenotipik karakterleri hakkinda bilgi
veren morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik ve patolojik Ozelliklerinin belirlenmesi
klasik yontemler olarak adlandirilir. Mikrobiyoloji bilimi var oldugundan beri
uygulanmaya baslanilan bu yontemlerin bazi dezavantajlar1 da vardir. Mesela klasik
yontemlerde daima alternatif tani sistemlerine ve egitilmis arastiricilara ihtiya¢ duyulur,
fazla isgiicii gerektirir. Bunun yani sira klasik yontemlerle az sayida fenotipik 6zellik

tespit edilebilmesi; mikroorganizmalar arasindaki farkliliklar ortaya koymada 6zellikle
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tiir ve tiir alt1 taksonomik gruplari belirlemede yetersiz kalmasi; alinan sonuglarin farkl
yorumlara agik olmasi gibi bircok dezavantaji da vardir (Miller and Joaquim 1993).
Gegmisten giliniimiize kullanilmakta olan klasik yontemlerin bazilar1 agagida verilmistir.
Bunlar, koloni morfolojisi, hiicre morfolojisi, Gram 0zellik, fizyolojik 6zellikler (pH,
sicaklik, oksijen, tuz), biyokimyasal ozellikler (katalaz, oksidaz, amilaz, nitrat),

antibiyotik duyarlilik vb’dir.

2.7.6. Bakteri sistematiginde kullanilan molekiiler yontemler

Bakterilerin fenotipik 6zelliklerini belirleyen klasik yontemler giiniimiizde de yaygin bir
sekilde kullaniliyor olmalarina ragmen bakterilerin tanilamasinda ve filogenetik
akrabaliklarin ortaya konulmasinda tek baslarina yeterli degillerdir (Koike et al. 1999).
Bu nedenle tanilamanin mutlak dogrulukla yapilabilmesi i¢in 6zellikle niikleik asitleri
ve mikroorganizmalarin molekiiler igeriklerini arastirma materyali olarak kullanan
molekiiler yontemlerin kullanilmasi zorunludur. Son yillarda molekiiler biyolojideki
hizli geligsmeler, yeni mikrobiyal tani tekniklerinin gelistirilmesini hizlandirmis ve
kullanima sunulmasini saglamistir. Arastirma materyali olarak organizmalarin
molekiiler igeriklerini esas alan tekniklere molekiiler yontemler denilmektedir.
Molekiiler yontemler, karbohidratlari, lipitleri, proteinleri ve DNA-RNA niikleik asit
materyallerini arastirma materyali olarak kabul etmektedir. Bu materyallerin
kullanilmas: ile mikroorganizmalarin cins, tiir hatta alt tiir seviyesinde sistematik
tanilarint  yapmak miimkiin olmaktadir. Bunlara ilave olarak giivenilir sonuglar
saglamasi, pratikligi, kisa zamanda ve ¢ok sayida mikroorganizmanin tanisina imkan

saglamasindan dolay1 yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Durmaz 2001).

2.7.6.a. Bakteri sistematiginde genotipik materyalin kullanilmasi

Genotipik materyalin kullanildig1 molekiiler yontemler niikleik asitleri yani DNA ve
RNA molekiillerini arastirmalarinda kullanir. Sistematikte kullanilan diger hiicre igi
molekiillerden veya hiicre disina salgilanan maddelerden farkli olarak, niikleik asitlerin

hiicrenin biiyiime ortamindan etkilenme olasilig1 ¢ok daha diisiiktiir. Bu nedenle, RNA
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ve DNA molekiillerinin sistematik ¢alismalarda kullanilmasi ¢ok daha saglikli sonuglar
dogurur (Vandamme et al. 1996). Bakteri sistematiginde kullanilan yontemlerin bazilari

asagida Ozetlenmistir.

DNA baz iceriginin belirlenmesi: DNA’n1 yapisinda bulunan adenin, timin, guanin ve
sitozin niikleotidlerinin kompozisyonunun belirlenmesi sistematik calismalarda
kullanilan bir yontemdir. DNA’da adenin bazi timinle, guanin bazi sitozinle esleserek
cift zincirli yapiy1 olusturdugu igin A/T ve G/C her zaman ‘1’ rakamina sabittir. Fakat
G+C/A+T oran1 mikroorganizmalar arasinda degismektedir. G+C igerigi yontem olarak
Lee ve ark. tarafindan (1956) sistematikte kullanilan ilk molekiiler tabanli tekniktir. Bu
yontem sayesinde birbirleriyle fenotipik oOzellikleri ayni goziiken bakterilerin bile
aralarindaki genotipik farkliliklar ortaya konulabilir. Prokaryotik mikroorganizmalar
arasinda G+C igerigi %20-80 arasinda degismektedir. Bu deger iki bakteri arasinda ne
kadar biiyiikse bu iki bakteri birbirinden filogenetik olarak o kadar uzaktir. Cogu zaman
ayni cins i¢indeki bakterilerin G+C igeriklerinin birbirlerinden %10°dan fazla farkli

degilken ayn tiire ait suglarin arasindaki fark %51 asmaz (Diilger 2003).

16S  rDNA  dizisinin  belirlenmesi:  Son  yillarda  mikroorganizmalarin
siniflandirilmasinda ribozomal RNA bilgisini tasiyan rDNA geni biyomarker olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir. rDNA dizisinin aragtirmacilar tarafindan ¢ok sik tercih
edilmesinin bir¢cok nedeni vardir. Ribozomal RNA’larin tiim canlilarda protein sentezi
icin gerekli olmasi; bu yapilarin tiim canlilarda primer ve sekonder yapilarinda ve
fonksiyonel olarak olarak korunmus olmasi, tDNA’larin gen siralarinin kolay bir DNA
izolasyonu, PCR ve sekans uygulamasiyla belirlenebiliyor olmasi; diger prokaryotik
genlerle yatay gen transferi gostermemeleri ve bu ylizden canlilar arasindaki evrimsel
iliskiyi gosterme potansiyeline sahip olmalar1 bu sebeplerden en Onemlileridir.
Mikroorganizmalar arasindaki filogenetik akrabalik derecesini belirlemek amaciyla 16S
evrensel primerler kullanilarak 16S rDNA gen bolgesi PCR cihazinda cogaltilir ve bu
bolgenin gen bankasindaki diger 16S rDNA siralariyla karsilastirmalar1 yapilarak
analizleri yapilmaktadir. Bu gen yaklasik olarak 1500 niikleotidden olugsmakta ve her

mikroorganizma i¢in belirli bir gen dizisi bulunmaktadir (Wang and Qian 2009).
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2.7.6.b. Ekstrakromozomal elementlerin bakteri sistematiginde kullanilmasi

Ekstrakromozomal elementler plazmitler olarakta ifade edilen halkasal yapidaki genetik
elementlerdir. Plazmitler bulunduklar1 mikroorganizmaya kuraklik, radyasyon,
antibiyotik gibi bir¢ok olumsuz etkene o cevrede avantaj saglayacak olan bir takim
Ozellikler kazandirirlar. Ekstrakromozomal elementler transformasyon, transdiiksiyon,
konjugasyon gibi birgok dogal siiregle mikroorganizmadan mikroorganizmaya
aktarilabilirler. Bu nedenle, sadece ekstrakromozomal elementlerin varligi veya yoklugu
ile bakteri sistematiginin belirlenmesi saglikli sonuglar dogurmaz. Ancak, sahip olunan
plazmitler bir¢ok biyokimyasal ve fenotipik 6zellikleri sonradan kazandirabildigi i¢in
ekstrakromozomal elementlerin arastirllmast ve diger test sistemleriyle birlikte

degerlendirilmesi daha saglikli sonuclarin alinmasini saglar (Diilger 2003).

DNA hibridizasyonu: Farkli mikroorganizmalarin sahip oldugu niikleik asitlerin
hibridizasyonuyla mikroorganizmalar arasindaki filogenetik iligski aydinlatilabilir. Eger
bilinmeyen bir mikroorganizmanin gergeklestirilen tiim fenotipik ve genotipik testlere
ragmen teshisi yapilamiyorsa veya elde edilen test verileri birbirlerini desteklemiyorsa
kesin bir sonuca ulagsmak i¢in bu yontem uygulanir. Bir mikroorganizmanin DNA
karigimi  yavas yavas 1sitildiginda bazlar arasinda bulunan hidrojen baglarin
coziinmesine ve iki poliniikleotid iplik¢iginin birbirinden ayrilmasina DNA
denatiirasyonu denir. Eger birbirinden ayrilmis poliniikleotid iplik¢iklerinden olusmus
olan DNA karisim1 yavag yavas sogutulursa bu iki iplik¢ik arasindaki baglar yeniden
kurulur ve DNA eski ¢ift iplik¢ikli haline kavusur ve bu olaya renatiirasyon denir.
Genomlar arasindaki DNA benzerligine dayanan bu islemin tiim asamalarinda spesifik
DNA baz ciftlerine baglanan ve 6-18 niikleotid uzunlugunda olan isaretli problar
kullanilir ve en son asamada isaretli molekiiliin baglandig1 hibridizasyon bolgeleri
saptanarak DNA hibridizasyon testi yapilir. Iki mikroorganizma tiirii birbirlerine ne
kadar yakin akrabaysa DNA+DNA hibridizasyon orant da o derecede yiiksektir
(Kadayifcilar 2007).
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2.7.6.c. Bakteri sistematiginde genomik dna parmak izi analizlerinin kullanilmasi

Genomik DNA parmak izi analizleri yontemi kullanilirken tiim genom calisma
materyali olarak kullanilir. Bu yontem sayesinde referans organizmayla parmak izi
analizi eslesme sagladiysa bakterinin tiiriinii ve hatta tiir i¢indeki genotipik cesitliligi de
ortaya koyar. Genomik DNA parmak izi analizi; temel olarak genomik DNA’nin
restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve PCR yontemi kullanilarak genom igindeki

tekrarl dizilerin ¢ogaltilmasi yontemleriyle gerceklestirilir.

Genomik DNA’'min Restriksiyon Analizi ile Parmak Izinin Cikartilmast: Bu ydntemde
mikroorganizmanin sahip oldugu tiim genetik materyal restriksiyon enzimleri ile kesilir.
Restriksiyon enzimleri DNA’y1 06zel paliandromik siralardan taniyarak kesen
enzimlerdir. Diisilik siklikli restriksiyon fragmenti analizi (LFRFA) olarakta adlandirilan
bu islem sonucunda her bir mikroorganizma grubunun farkli restriksiyon
fragmentlerinden olusan parmak izi olusur. Olusan restriksiyon fragmentleri agaroz jel
elektroforezinde ayrilamayacak kadar biiylikk oldugundan, Pulse Fields Jel
Elektroforezinde (PFGE) pargalar ayrilirlar (Tenover et al. 1995). Olusan restriksiyon
fragmentlerinin sayisal analiz yontemleriyle karsilagtirilmasi sonucunda tiir igindeki
benzerlik gruplart olusturulur. Bu yontem Southern Blot hibridizasyonu ile de etkin bir

bigimde kullanilabilir (Rashidian and Goodfellow 2003).

PCR Yéntemi Kullamlarak DNA Parmak Izinin Cikarilmasi:  Son yillarda
mikroorganizmalarin genomlarinda bulunan korunmus bolgelerin ¢ogaltilmas: sonucu
olusturulan genomik parmak izleri bir mikroorganizma karigiminda bulunan her bir
bireyin genetik c¢esitliligi ile ilgili bilgi saglamaktadir. Bu yontemde, segilen primerler
ve reaksiyon sartlari mikroorganizmanin cins, tiir hatta alt tlir seviyesinde ayriminin
yapilmasin1 saglamaktadir. Molekiiler biyoloji ve ozellikle de PCR teknolojisindeki
gelismeler, mikroorganizmalarin genomik analizlerine bagli olarak belirlenen bir
populasyondaki genetik cesitliligin saptanmasinda, mikroorganizmalarin
siiflandirilmas: ve karakterizasyonunda biiylik kolayliklar saglamaktadir. Son yillarda

yapilan arastirmalar sonucunda, prokaryot ve Okaryotlarin biiylik bdliimiiniin
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genomlarinda birgok tekrarli (repetitive) DNA dizisinin bulundugu tespit edilmistir. rep-
PCR genomik parmak izi analiz yontemi olarak adlandirilan bu yontemde temel olarak
cogaltilan ti¢ farkli tekrarli dizi belirlenmistir. Bunlar; 35-40 b¢ uzunlugundaki tekrarli
ekstrajenik palindromik (REP) dizileri, 124-127 b¢’lik enterobakteriyel tekrarli genler
arasindaki intergenik korunmus (ERIC) dizileri ve 154 bg’lik BOX elementleridir
(Waturangi et al. 2012). Bu elementler, genom etrafindaki intergenik bolgede veya
kromozom {izerindeki oryantasyon bdlgesinde goriilebilirler. ERIC, REP ve BOX PCR
metotlar1 populasyonlardaki genetiksel cesitliligin ortaya konulmasinda énemli bilgiler
vermektedir. rep-PCR hizli bir yontem olup, rep-PCR’in ¢esitleri olan REP, ERIC ve
BOX PCR yontemleri termal dongii cihazindaki sartlar ve primerlerdeki farkliliklar
disinda 6zdes yontemlerdir (Louws and Cuppels 2001). intergenik tekrarli elementler
ilk kez E. coli tls geninin 3' ucunun analizi esnasinda tanilanmistir (Sharples and Lloyd
1990). Daha sonra gergeklestirilen arastirmalar sonucunda, bu dizilere Salmonella
typhimurium, Yersinia pseudotuberculosis, Klebsiella pneumoniae ve Vibrio cholerae
gibi enterobakteriyel tiirlerde de rastlanmis ve bu elementlere ERIC ad1 verilmistir. Bu
diziler niikleotid agisindan 1iyi derecede korunan bolgeler olmalarina karsin,
kromozomlardaki yerleri tiirden tiire farklilik gostermektedir (Hulton et al. 1991;
Waturangi et al. 2012). Aktinomisetlerin, Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin ¢ogunun
genomlarinda, siralart biiylik oranda korunmus olan ¢ok kopyali tekrarli diziler
bulunmakta olup, rep-PCR primerleri bu dizilere gore tasarlanmistir. Bu diziler,
genomda farkli bolgelerde ve her iki oryantasyonda da bulunurlar ve bunlarin PCR
reaksiyonlart ile belirlenebilmesi i¢in REP ve ERIC elementleri i¢in birbirlerine ters
yonde iki, BOX elementleri i¢in tek bir primer tasarlanmistir  (Seurinck et al. 2003;
Mkandawire et al. 2004). Bu primerler ve PCR yontemleri kullanilarak REP, ERIC ve
BOX elementleri arasinda yerlesmis olan farkli genomik bdlgelerin secici olarak
amplifikasyonu gerceklestirilmekte ve elde edilen profillerin karsilastirilmasi ile ayni
tiire ait olan suslar arasindaki farklilik ortaya ¢ikarilmaktadir. (Waturangi et al. 2012).
Ikinci bir yontem Williams et al. tarafindan ortaya gikarilan ve AP-PCR olarak bilinen
tek bir primer kullanilarak gerceklestirilen rastgele g¢ogaltilmis polimorfik DNA-
polimeraz zincir reaksiyonu (RAPD-PCR) teknigidir (Yu et al. 2011; Waturangi et al.
2012).
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Uciincii yontem ¢ogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi (AFLP) yontemi ise
saflastirilan DNA’nin uygun bir veya iki restriksiyon enzimi kullanarak kesilmesi ve
kesilen bu boélgenin gogaltilmasi esasina dayanmaktadir (Stead et al. 1998; Yu et al.
2011; Waturangi et al. 2012). Dordiincii yontem PCR-RFLP yontemidir. Bu yontem;
PCR ile ¢ogaltilan hedef DNA bdélgelerinin restriksiyon enzimleriyle kesilip agaroz
jelde yiiriitiilerek boyanmasi ve olusan bantlarin yer ve sayilarinin mukayesesi ile elde

edilen gesitlilik esasina dayanmaktadir (Yu et al. 2011; Waturangi et al. 2012).

2.7.7. Bakteri sistematiginde kemotaksonomik yontemlerin kullanilmasi

2.7.7.a. Bakteri sistematiginde mikrobiyal tanilama sistemi (MIS)

Yag asitleri tiim bakterilerin hiicre igeriklerinde, hiicre membranlarinda bulunan ve
cesitleri farklilik gosteren yapilardir. Bakteriyel yag asidi kompozisyonunu kullanarak
bakteri tanilanmasi, yag asidi profillerine dayanan bakteriyel siniflandirmalarin ve
niikleik asit homolojisine dayanan simiflandirmalarla iyi karsilagtirildigindan uzun
yillardir kullanilmaktadir. Abel et al. (1963) hiicrelerin yag asitleri igeriklerini gaz
kromatografisi ile belirlemelerinden sonra, Mikrobiyal identifikasyon sistemi (MIS) ilk
defa 1985 yilinda mikroorganizmalar1 yag asitleri igeriklerine gore tanilamak iizere
uygulamaya konulmus bir sistemdir (Vauterin et al. 2000). Bu sistemle uygulanan
yontemde, genetik olarak ayni olan mikroorganizmalarin g¢evre sartlar1 aymi olursa
hiicrelerindeki yag asitlerinin ¢esitliliginin ve bulunan cesitli yag asitlerinin %
miktarlarmin ayni olacagi farzedilir (Sahin 1999). Yag asitleri bakteri sitoplazmalarinda
ve diger hiicresel organellerin ¢ift tabakali membranlarinda, fosfolipid, glikolipid veya
lipopolisakkarit formunda bulunan hidrokarbon yapisindaki makro molekiillerdir. Bu
molekiiller igerdikleri karbon (C) atomlarinin sayisina, karbon atomlar1 arasindaki ¢ift
bag sayisina, hangi karbon atomlar1 arasinda ¢ift bag olduguna ve karbonlarin hidrojen
(H) atomlar1 tarafindan doyurulmus olup olmamalarina gore farkli isimler almaktadirlar
(Gormez 2011). Yani yag asitleri profillerindeki farkliliklar, mikroorganizmalar
arasindaki genetiksel akrabaliklarin dolayli bir gostergesidir (Sasser 1990). Yag asitleri

profillerinin filogenetik analizlerde kullanilmasini saglayan MIS, bilgisayar kontroliinde
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calismakta olup, gaz kromatografisi, bu kromatografiyi besleyen gaz tanklari1 (hidrojen,
azot ve hava), bilgisayar tnitesi, bilgisayar {initesi ile uyumlu calisan kiitiiphaneler ve
yazict olmak iizere 5 kisimdan meydana gelmektedir (Lelliott and Stead 1987).
Anaerobik ve aerobik bakterilerin, aktinomisetlerin, mayalarin ve gelismis funguslarin
bu sistem sayesinde kolaylikla sistematikleri yapilabilmektedir. Ancak yapilan
sistematigin siniflandirmanin dogruluk derecesi sistemin sahip oldugu kiitiiphaneye ve
kiitiiphanenin i¢indeki Orneklerin calisilan 6rneklerle eslesme oranma baglidir. Bu
yontemin islem basamaklari, bakteriyal lipidlerin hidrolizasyonu ve ekstraksiyonuna
dayanir. Karboksilik gruplarin metilasyonu yag asitlerinin metil esterlerini (FAME)
tiretir ve bunlar gaz kromotografisi (GC) ile analiz edilir. Bu teknik yag asiti metil
esterin FAME seklinde kisaltilmasi ile adlandirilir ve patojenlerin veya diger zararl
bakterilerin rutin olarak teshisinin yapildigi klinik tani, halk sagligi, gida ve sulari
inceleyen laboratuarlarda genis bir kullanim alanina sahiptir (Buyer 2006; Cetinkus

2007; Madigan and Martinko 2010).

2.7.7. b. Bakteri sistematiginde biolog sisteminin kullanilmasi

Mikroorganizmalarin ¢ogu heterotrof olduklarindan yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in
cesitli karbon ve azot kaynaklarina ihtiya¢c duymaktadirlar. Organizmalar biinyelerinde
bulunan ¢esitli enzimlerin varligina veya yokluguna bagli olarak karbon kaynaklarim
kullanabilirler. Bu esasa dayanarak ilk 6nce durham tiiplerinde daha sonra API ismiyle
gelistirilen sinirh sayida karbon kaynakli kit sistemi ile yapilan tan1 yontemi yerini son
yillarda Biolog olarak isimlendirilen 95 farkli karbon kaynagina gore tani yapan
mikroplate sistemine birakmistir (Miller et al. 1993; Konopka et al. 1998). 1989 yilinda
gelistirilen ve bilgisayar kontrollii calisan Biolog sistemi; turbidimetre, kinetik okuyucu
ve bilgisayar sistemi olmak {izere 3 ana pargadan olusmaktadir (Kingler et al. 1992).
Organizmalar kendi aralarinda gruplandirilarak [(fungus, maya, anaerobik bakteri,
Gram (-) bakteri, Gram (+) bakteri)], her bir mikroorganizma grubu igin belirleyici
karbon kaynaklarindan olugan farkli mikroplatelerin  iizerlerindeki  mikro
cukurcuklardan bir tanesine negatif kontrol olarak sadece su, diger 95 ¢ukurcugun her

birisine ise farkli bir karbon kaynagi (basit sekerler, karbohidratlar, aminoasit ve benzeri
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molekiiller ile deterjanlar) kodlanarak, redoks indikator boyasi olarak da tetrazolium
violet ilave edilmektedir (Garland 1996). Ticari olarak hazir bir sekilde alinan bu
platelere turbidimetre de yogunlugu ayarlanmis patojen siispansiyonu (%0.85 NaOH
fluid ¢ozeltisi + patojen) inokule edilmektedir. Organizmalarin karbon substratlarini
kullanimina bagli olarak ortamda olusturmus oldugu organik asit icerikli metabolitlerin
pH indikatdrii boyalar ile reaksiyonu sonucunda renklenmeler gozlenmistir. Kullanilan
karbon substratlarinda goriilen renk degisikliginden elde edilen metabolik profil,
bilgisayar ortaminda (Biolog, Microlog Inc, Hayward, CA. USA) mikroorganizmalarin
ait olduklar1 gruplar igerisinde, ticari kiitiiphaneleri bulunan MicroLog paket
programinda okutularak cins, tiir veya da tiir alt1 seviyede tanilanmaktadir (Fang et al.
2001). Analiz sonuglar1i, metabolik profil tablosu ve tan1 sonucu yazili rapor halinde
verildigi gibi sistemin genel hafizasinda da otomatik olarak kayit edilmekte ve bu
bilgilere istenilen zamanda ulasilarak tekrar yeni bir ¢ikt1 alinabilmektedir (Sahin et al.
2003). Bu sistem sayesinde organizmanin hem tanis1 hem karakterizasyonu yapilmakta
ayni zamanda tiir i¢i ve tiirler arasi populasyon karakterleri de belirlenebilmektedir.
Yine organizmada meydana gelen mutasyonlarin enzim siire¢lerinde herhangi bir
degisiklige neden olup olmadigi da test edilebilmektedir. Bu sistemin bir bagka avantaji
da, biyolojik aktivitenin belirlenmesine olanak saglamasi nedeniyle elde edilen profile
gore hangi mikroorganizmalarin biyolojik miicadelede veya g¢evre temizliginde
kullanilabileceginin belirlenmesine imkan saglamasidir (Fisk et al. 2003). Biolog
sisteminin kiitiiphanesi aerobik ve anaerobik olmak {iizere bir¢ok mikroorganizma
tiirliniin tam1 ve karakterizasyonunun yapilmasini saglamaktadir. Buna uygun sekilde
ticari olarak hazirlanan plateleri (GN2, GP2, FF, Yeast v.b gibi) mevcuttur (Connell and
Garland 2002).

2.7.7. c. Bakteri sistematiginde c¢oziinebilir protein profillemesinin kullanilmasi

Tek yonlii poliakrilamid jel uygulamas1 (PAGE) ¢esitli amaclarla hiicre ici ve hiicre
dis1 bircok proteinin ayristirtlmasinda kullanilan bir yontemdir. Bu yOntemin
uygulanmasi sonucu ortalama otuz adet bant elde edilebilir. Birbirine filogenetik olarak

yakin olan canlilarin sahip olduklar1 proteinlerin ¢esitleri birbirine yakin olmasi
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gerektiginden, bu yontemle farkli mikroorganizmalarin birbirleriyle karsilagtirilmasi
yapirak aralarindaki akrabalik dereceleri hakkinda bilgi edinilir. Sonug¢ olarak farkli
protein profillerine sahip mikroorganizmlarin DNA parmak izi analizinde kullanilan
ortak mantikla hareket ederek birbirlerine uzak tiirler olduklar1 farzedilir (Osuna and

Casamayor 2011).

2.7.7. d. Bakteri sistematiginde serolojik tam1 yontemlerinin kullanilmasi

Serolojik yontemler antijen-antikor iligkisine dayanan testleri igerir. Serolojik testlerin
arasinda ELISA en hizli sonu¢ veren ve uygulanabilirligi en kolay olan yontem
oldugundan bir¢ok alanda tanilama amagli kullanilmaktadir (Schloter 1995). ELISA bir
zemin {izerine kodlanan antijenlerin enzim kodlanmis antikorlarla tespit edilerek
substrat ile reaksiyona sokulmasi sonucu elde edilen pozitif reaksiyonlarin renklenmesi
sonucunda okunmasina olanak veren bilgisayar kontrollii bir sistemdir. Ayni
mikroorganizma tiiriine giren farkli suslar arasindaki “antijenik farkliliklar” bu sistemle
tespit edilmektedir. Ozellikle kiiltiirii yapilamayan viriis, viroid ve fitoplazma gibi
mikroorganizmalarin tanisinda kullanilan serolojik metotlar, polimeraz zincir reaksiyon
teknolojisi gelistirilinceye kadar tek alternatifsiz yontem olarak uygulanmistir (Schloter
1995).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada kullanilan tuzlu topraklar Igdir ilinden 3, Erzincan ilinden 4 ve Erzurum
illerinde 9 ayr1 noktadan 3’er farkli 6rnek alinmistir. Tuzlu toprak 6rneklerinin alindigi
kordinatlar Erzurum igin 39° 58' 42.97"K -41° 18' 44.79" D, Erzincan igin 39° 42'
00.56"K -39° 40' 06.28"D ve Igdir icin 39° 53' 19.39"K -44° 01' 08.38" D olarak
belirlenmistir. Toprak Ornekleme kriterleri olarak, ornek alinacak alanin egimi,
fizyografyasi ve ana materyalin ¢esidi gibi 6zellikler degerlendirilmistir ve yoreyi temsil
eden genel 6zellikleri incelenerek calismanin amacina uygun olarak her bir lokasyonda
100 farkli noktadan 0-30 cm toprak derinliginden 6rnekler alinmigtir. Arastirma konusu
toprak ornekleri yorede toprak olus faktor ve siiregleri degerlendirilerek bolgeyi en iyi
temsil edecek sekilde saptanmistir. Bakteri izolasyonu i¢in gereken genel ve Ozel
besiyerleri, izole edilen bakterilerin tan1 ve karakterizasyon islemlerinde kimyasallar,
sarf malzemesi ve kitler kullanilmistir. Ayrica molekiiler denemelerde calismaya 6zel

primerler ve enzim preparatlart kullanilmistir.

3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Calisma esnasinda kullandigim alet ve cihazlar:

Inkiibator (Binder BD53, GERMANY)

Otoklav (HMC Hirayama Hiclava HV-50L, JAPAN)

Mikroskop (Boeco BM 180, GERMANY)

Steril Kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE)

Calkalayici (Zhicheng ZHWY-200B, CHINA)

Manyetik Karigtirici (Daihan Scientific MSH 20A, KOREA)

pH Metre (InoLab pH730 wtw Series, GERMANY)

Derin Dondurucu (Nuaire -86 Ultralow Freezer, NU6613W37, U. S. A))
Hassas Terazi (Mettler Toledo AL204, CHINA)
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Buzdolab1 (Beko BK9470, TURKIYE)

Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY)

Mikrodalga Firin (Beko MD1505, TURKIYE)

Saf Su Cihaz1 (GFL 2004, GERMANY)

Vorteks (Heidolph Reax Top, GERMANY)

Dikey Tiip Karistirici (GFL 3025, GERMANY)

Santrifiij (Hettich Mikro 22R, GERMANY)

Mikrobiyal Tanilama Sistemi (MIDI, Inc., Newark, GERMANY)
PCR (Corbett Research CG1-96, AUSTRALIA)

Elektroforez Tank1 (Yatay) (OWL B2, U.S.A.)

Elektroforez Akim Saglayict (OWL OSP300-2Q, U.S.A.)

Jel Goriintiileme Sistemi (DNR Biolmaging Systems MiniBis Pro, ISRAEL)

3.1.2. Cahismada kullanilan ¢o6zelti ve besiyerlerinin hazirlanisi

Calisma siiresince kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanma sekilleri asagida

verilmistir.

%8’lik NaCl cozeltisi (1000 mL icin): 80 g NaCl 1000 mL saf suda ¢6ziildii ve 121°C
de 20 dk otoklavda steril edildi.

Moderate Halophile (MH) besiyeri (1000 mL i¢in): 10 g maya ekstrakti, 5 g proteaz
peptone, 1 g glikoz, 81 g NaCl, 7 g MgCl;.6H,0, 9,6 g MgS0O,.7H,0, 0,36 g
CaCl,.2H,0, 2 g KCI ve 0,06 g NaHCO3, 0,026 NaBr, 20 g agar, 1000 mL su igerisinde
¢ozildi, pH 7.0’a ayarlanarak 121°C de 20 dk otoklavda steril edildi (Ventosa et al.
1982).

Stok Besiyeri (100 mL i¢in): 0,65 g nutrient broth karisimina 20 mL gliserol
eklendikten sonra son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi. Manyetik karistiricida
karistirilan besiyeri, otoklavda steril edildi. Aseptik olarak steril 2 mL’lik eppendorf
tiiplerine 1,2 mL konularak hazirlandi (Adiguzel 2006).
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%3’liikk KOH c¢ozeltisi (100 mL icin): 3 g KOH 100 mL steril saf su igerisinde

¢oOziilerek hazirlandi.

Kristal violet (100 mL igin): 2 g kristal violet, 20 mL %95’lik etil alkolde ¢6ziildii ve
son hacim steril saf su ile 100 mL’ye tamamlandi. Amber sise i¢ginde buzdolabinda

muhafaza edildi (Harley and Prescott 2002).

Lugol soliisyonu (100 mL icin): 1 g iyot ve 0,5 g KI tartildi, toplam hacim steril saf su
ile 100 mL’ye tamamlandi. Amber sise icinde buzdolabinda muhafaza edildi (Harley
and Prescott 2002).

Safranin (100 mL icin): 1 g safranin, 10 ml %95’lik etil alkolde ¢6ziildii ve son hacim
steril saf su ile 100 mL’ye tamamlandi. Amber sise i¢inde buzdolabinda muhafaza

edildi (Harley and Prescott 2002).

Malasit yesili (100 mL icin): 5 g malasit yesili, 100 mL steril saf su i¢inde ¢oziilerek
hazirlandi. Amber sise i¢inde buzdolabinda muhafaza edildi (Harley and Prescott 2002).

%75’lik H,O; cozeltisi (100 mL icin): 17 mL %30’luk H,O;’in hacmi steril saf su ile

100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

Sekerlerin Fermantasyonu (500 mL icin): 1 g pepton, 17,5 g NaCl, 5 g seker, 1,5 pg
timol mavisi, 150 nug KoHPO,4 5 g agar 500 mL saf su i¢inde konularak manyetik
karistiricida karistirilan besiyerinin pH 7,2’ye ararlandiktan sonra 10 mL’lik cam

tiiplere 4-5 mL konularak 121°C de 20 dk otoklavda steril edildi (Winn et al. 2006).

Nutrient broth + agar (yar1 kati nutrient agar): 13 g nutrient broth’a 6 g agar
katilarak 1 L saf su igerisine eklendi. Besiyeri otoklavda steril edildi. 45-50°C’ye kadar
sogutulduktan sonra steril deney tiiplerine alinarak katilasmaya birakild1 (Harley and
Prescott 2002).
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Nisasta agar (1000 mL icin): 10 g tripton, 5 g maya ekstrakti, 35 g NaCl, 2 g nisasta,
10 g agar 1000 mL saf su igerisine konularak pH 7,0’a ayarlanir ve 121 °C de 20 dk
otoklavda steril edildi. Sterilizasyon sonras1 45-50°C’ye kadar sogutulan besiyeri steril

petrilere dokiildii ve katilagsmas1 saglandi.

Jelatin agar (1000 mL icin): 10 g tripton, 5 g maya ekstrakti, 35 g NaCl, 4 g jelatin, 6
g agar 1000 mL saf su igerisine konularak pH 7,0’a ayarlanir, 10 mL’lik tiiplere 5 mL
olacak sekilde dagitilir ve 121 °C de 20 dk otoklavda steril edildi.

Kazein agar (1000 mL ic¢in): 10 g pepton, 10 g maya ekstrakti, 35 g NaCl, 2 g kazein,
6 g agar 1000 mL saf su igerisine konularak pH 7,0’a ayarlanir, 10 mL’lik tiiplere 5 mL
olacak sekilde dagitilir ve 121 °C de 20 dk otoklavda steril edildi (Gerhardt et al.
1994).

Neutral Red soliisyonu (20 mL igin): 0,2 g Neutral Red 20 mL saf suda ¢ozildi
(Wayne et al. 1974).

Soliisyon A (100 mL icin): 0,908 g KH,PO,4 100 mL saf suda ¢oziiliir.

Soliisyon B (100 mL icin): 0,238 g Na;HPO,4 100 mL saf suda ¢oziiliir.

Fosfat tamponu (200 mL i¢in): 100 mL soliisyon A ile 100 mL soliisyon B Soliisyon

A ve B birbirine karistirilarak amber sise i¢inde buzdolabinda muhafaza edildi.

Tween 80 soliisyonu (102,5 mL icin): 100 mL fosfat tamponu, 2 mL Neutral Red ve
0,5 mL Tween 80 birbirine karistirilarak pH’1 7’ye ayarlanir ve 4 mL’lik tiiplere
dagitilarak 121 °C de 20 dk otoklavda steril edildi (Wayne et al. 1974).
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Eskiilin agar (400 mL icin): 17,4 g eskiilin 400 mL saf su igerisine konularak pH 7.0’a
ayarlanir ve 10 mL’lik cam tiiplere 4-5 mL konularak 121 °C de 20 dk otoklavda steril
edildi (Chuard and Reller 1998).

Nitrat Broth (400 mL icin): 0,8 g KNO3, 8 g pepton, 2 g maya ekstrakt1 400 mL saf su
icerisine konularak pH 7,2’ye ayarlanir ve 10 mL’lik cam tiiplere 5-6 mL konularak 121
°C de 20 dk otoklavda steril edildi (Harley and Prescott 2002).

Nitrit Broth (400 mL icin): 0,8 g KNO,, 8 g pepton, 2 g maya ekstrakt1 400 mL saf su
icerisine konularak pH 7,2’ye ayarlanir ve 10 mL’lik cam tiiplere 5-6 mL konularak 121
°C de 20 dk otoklavda steril edildi (Harley and Prescott 2002).

Antibiyotik stok soliisyonu (5 mL i¢in): 150 pg antibiyotik (Neomisin, kanamisin,
tetrasiklin) 5 mL saf su igerisinde iyice ¢0ziildii ve amber steril cam tiiplere konularak

+4 °C de buzdolabinda saklandi (NCCLS, 2000).

Hiicre parcalama (saponification) ¢ozeltisi (300 mL i¢in): 150 mL metil alkol ve 150
mL steril saf su 1 L’lik renkli ¢6zelti sisesine ilave edildi. Daha sonra kat1 formdaki 45

g sodyum hidroksit eklenerek iyice ¢oziiliinceye kadar karistirilarak hazirlandi (MIS
2005).

Metillestirme (methylation) ¢ozeltisi (600 mL ic¢in): 325 mL hidroklorik asit (6 N) ve
275 mL metil alkol 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesi igerisinde iyice ¢oziiliinceye kadar

karistirilarak hazirland1 (MIS 2005).

Saflastirma cozeltisi (400 mL icin): 200 mL metil-tert-butil-eter 200 mL hexan
izerine ilave edilerek 1 L’lik renkli ¢ozelti sisesine katildi iyice ¢oziiliinceye kadar

karistirilarak hazirlandi.



54

Bazik yikama (Base Wash) c¢ozeltisi (900 mL icin): 10,8 g kati formdaki sodyum
hidroksit 900 mL steril saf su igerisinde iyice ¢oziiliinceye kadar karistirildiktan sonra 1

L’lik renkli ¢ozelti sisesine aktarilarak hazirlama islemi tamamlandi (MIS 2005).

TE (10mM Tris, ImM EDTA, pH: 8) tamponu: 0,3 g Tris-HCI ve 0,093 g EDTA saf
su igerisinde ¢oziildii ve pH 8’¢ ayarlandi. Son hacim 250 mL’ye tamamlanarak

otoklavda steril edildi (Wilson 1997).

%10’luk SDS cozeltisi (100 mL icin): 10 g SDS’nin 100 mL steril saf su igerisinde
¢oziinmesiyle hazirlandi. Sisenin agzi kapatilarak, oda sicakliginda muhafaza edildi

(Wilson 1997).

Proteinaz K(1 mL i¢in): 1 mL steril saf su i¢erisinde 20 mg proteinaz K olacak sekilde

hazirlandi. -20°C’de muhafaza edildi (Wilson 1997).

5 M NaCl c¢ozeltisi (100 mL icin): 29,22 g NaCl’tn 100 mL saf su igerisinde
¢Oziilmesiyle hazirlandi. Otoklavda steril edildi (Wilson 1997).

%10 CTAB (Hexadecyl trimetil-ammonium bromide)-0,7 M NaCl c¢ozeltisi (100
mL icin): 80 mL saf su igerisinde once 4,09 g NaCl c¢oziildi. NaCl tamamen
¢oziindiikten sonra karisima 10 g CTAB ilave edilerek ¢oziinmesi saglandi. Toplam

hacim 100 mL’ye tamamlandiktan sonra otoklavda steril edilerek, oda sicakliginda

muhafaza edildi (Wilson 1997).

%70’lik Etil alkol (100 mL icin): 70 mL saf etil alkoliin hacmi steril saf su ile 100

mL’ye tamamlandi. -20 °C’de muhafaza edildi.

20X Dimetil siilfoksit (DMSO) (2 mL igin): %100’ ik DMSO 2mL’lik eppendorf

tiiplere aktarilarak, kullanilincaya kadar oda 1s1sinda muhafaza edildi (Wilson 1997).
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Primer calisma konsantrasyonu: Ticari olarak liyofilize halde alinan primerler
katologu dogrultusunda ¢ozilerek ClxV1=C2xV2 formiilii kullanilarak son

konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde hazirlandi (Baris 2009).

1XTAE Tamponu (1000 mL i¢in): 100 mL 10XTAE’nin hacmi steril distile su 1000

mL’ye tamamlanarak hazirlandu.

Ethidium bromiir ¢ozeltisi (100 mL icin): 100 mL steril saf su igerisinde 1 g ethidium
bromiir manyetik karistirici kullanarak iyice ¢oziildii. Amber sisede, oda sicakliginda

muhafaza edildi (Baris 2009).

6X yiikleme tamponu (100 mL icin): 100 mL i¢in %100’lik gliserolden 40 mL alip,
0,1 g bromfenol blue ile karistirildi ve hacmi 1x TAE ile 100 mL’ye tamamlandi.

Hazirlanan tampon amber sise igerinde, +4 °C’de muhafaza edildi (Baris 2009).

3.2. Yontem

3.2.1. Tuzlu topraklardan alinan bakterilerin izolasyonu ve muhafazasi

Tuzlu topraklardan alinan orneklerin her birinden 1 gram tartilarak %8 NaCl iceren
steril su icerisinde 24 saat 28 °C’de calkalanarak homojenize edilmis, siire sonunda her
bir drnekten iki paralel olmak {lizere 1 mL alinarak MH besiyerine yayma plak ekimleri
yapilarak 28 °C’de 7 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresince petri
plaklarinda gozlemlenen farkli kolonilerden igne 6ze yardimiyla tek koloniler alinarak
tekrar MH besiyerlerine ekimleri yapilmistir. MH besiyerlerinde kolonilerin safliklar
kontrol edildikten sonra her bir izolatin 24-48 saatlik saf kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu
alinarak icerisinde %18 gliserol igeren nutrient broth stok besiyerlerine alinmistir. Elde
edilen bu stok kiiltirler EM, EK, EN ve IG olarak kodlanmis ve daha sonraki

karakterizasyon islemlerinde kullanilincaya kadar -78 °C’de saklanmuistir.
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3.2.2. izolatlarin bazi fizyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

3.2.2.a. izolatlarin tuz toleranslarinin belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin tuz toleranslarinin belirlenmesinde %10, 15 ve 20 NaCl igeren
nutrient broth besiyerleri kullanilmistir. Izolatlar bu besi ortamina inokiile edilmis ve 28
°C’de inkiibasyona birakilmistir. 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda spektrofotometrede
ODggo’de yapilan dlgiimler sonucunda izolatlarin tuz toleranslar1 belirlenmistir (Ventosa

et al. 1982).

3.2.2.b. izolatlarin gelisebildikleri pH araliklarinin belirlenmesi

izolatlarin gelisebildikleri pH araligmin belirlenmesinde; %5 NaCl iceren ve farkli pH
degerlerine (5; 7; 9; 11) sahip nutrient broth besiyerleri kullanilmustir. izolatlar, %5
NaCl iceren NB besiyerlerine inokiile edilmis, inkiibasyon sonrasinda
spektrofotometrede (ODgoo’de) yapilan Slgiimler sonucunda, izolatlarin gelisebildikleri

pH araliklar tespit edilmistir (Ventosa et al. 1982).

3.2.3. izolatlarin bazi morfolojik ézelliklerin belirlenmesi

3.2.3. a. Hiicre morfolojisi

Saflagtirilan bakteriler, ¢izgi ekimle MH besi ortamina ekildikten sonra 28°C’de
inkiibasyona birakilmistir. 24-48 saatlik bakteri kiiltiirlerinden 6ze ile alinan hiicreler,
lam iizerine eklenen bir damla sdH,O igerisine konulup lamin {izerinde esit olarak
yayilmasi saglanmis daha sonra kuruma islemi i¢in bir siire bekletilmistir. Kurumaya
birakilan preparat, kuruduktan sonra lamin alt yiizeyi alevden gegirilerek bakterilerin
tespit islemi yapilmistir. Tespit islemi uygulanan preparat; basit boyama igin 1 -2 dk

boyunca kristal viyolet icinde bekletilmistir. Boyama isleminden sonra, mikroskop
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altinda hiicre sekilleri (yuvarlak, ¢ubuk veya spiral) belirlenerek kaydedilmistir (Harley
and Prescott 2002; Adiguzel 2006).

3.2.3.b. Gram reaksiyon testi

Bakteri hiicre duvarlarindaki farkliligin belirlenmesi, amaciyla geng bakteri kiiltiiriinden
temiz bir lam lizerine hazirlanan Smear, kristal violet ile 1 dk boyanir. Kristal violet
boyasinin hiicreye niifus etmesiyle, Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin her ikisi de mor
renkle boyanir.1 dk sonra preparat iizerindeki fazla boya preparatin musluk altinda hafif
bir sekilde su akimina birakilmasiyla uzaklastirilir. Bu islemin hemen ardindan
preparatin lizerine liigol eklenerek 1 dk beklenir. Liigol bu sathada mordan olarak
kullanilir. Bu preparat %96’lik etil alkol ile titizlikle yikanir. Alkol ile yikama sonrasi
Gram (+) bakteriler peptidoglikan tabakalarinin kalin olmasi nedeniyle kristal violet-
ligol kompleksini birakmaz ve mor renkli kalirken, Gram (-) bakterilerin dis
membranlar1 bozulur ve ince peptidoglikan tabakasi boyay1 tutamadigi i¢in renksizlesir.
Alkol ile yikamadan sonra preparat saf sudan gecirilip 20 saniye safranin ile boyanir.
Yapilan bu son boyama muamelesi sonunda hafif su akimi ile yikanan preparat
kurumaya birakilir. Kurutulan preparatin immersiyon objektifinde incelemesi yapilir.
Mor renk Gram (+), pembe-kirmizi renk Gram (-) olarak degerlendirilmistir (Harley and
Prescott 2002; Ozkan 2009).

3.2.3.c. Endospor varhginin ve hiicre i¢indeki yerinin belirlenmesi

Endospor varlig1 belirlenecek olan izolatlar, %5 NaCl i¢eren NA besiyerine ekilip
endospor olusumuna neden olacak stres sartlarina (sicak-soguk, yaslanma, kuruma)
maruz birakilmistir. Bu kiiltiirlerden inceleme yapilmasi i¢cin smear hazirlanmistir. Bu
smear kaynayan su banyosu iizerine konularak preparatin iist yiizeyi malasit yesili ile
tamamen boyandiktan sonra iizerine kurutma kagidi yerlestirilmistir. 5-7 dk siiren
malasit yesili ile boyama islemi boyunca kurutma kagidinin siirekli olarak 1slak kalmasi

saglanmstir.
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Malasit yesili ile boyama isleminden sonra, kurutma kagidi kaldirilip fazla boya hafif su
akimi ile giderilmistir. Preparat 20-30 saniye safranin ile boyanir. Yapilan karsit boya
muamelesinden sonra hafif su akimi ile yikanan preparat kurumaya birakilir. Kurutulan
preparatin immersiyon objektifinde endospor durumlar1 incelemesi yapilir (Harley and

Prescott 2002; Adiguzel 2006).

3.2.3.d. Hareketlilik testi

Izolatlar %5 NaCl igeren NB + %0,6 agar iceren tiiplere igne 6ze yardimiyla ekilmis ve
bir giinliigiine inkiibasyona birakilmistir. Tiiplerde olusan ekim ¢izgisine gore gelisim

gozlemlenerek hareketlilik durumu incelenmistir (Baris 2009).

3.2.4. izolatlarin bazi biyokimyasal 6zelliklerin belirlenmesi

3.2.4.a. Katalaz testi

Elde edilen bakteri izolatlarinin, katalaz enzimine sahip olup olmadiklarint belirlemek
amaciyla bu test sistemi kullanmilmistir. Katalaz enzimi, elektron transfer zincirinin
sonunda ac¢iga ¢ikan hidrojen peroksit (H;0;)’i pargalayarak H,O ve O, gazina
dontistiirir. Bu esnada O, gazinin olusumu, kabarciklar seklinde gozlemlenebilir.
Aerobik solunum yapan veya fakiiltatif olan mikroorganizmalarda katalaz enzimi vardir.
Bu sebepten otiirii %5 NaCl igeren NA’da gelistirilen 24-48 saatlik bakteri kiiltiiriinden,
bir 6ze dolusu alinarak lam fiizerine konulmus ve iizerine bir damla %35’lik H,0,
damlatilmistir. Kabarcik olusumu katalaz pozitif; olusmamasi ise katalaz negatif olarak

degerlendirilmistir (Harley and Prescott 2002).

3.2.4.h. Oksidaz testi

Bu test sisteminin yardimiyla bakterilerin, elektron transferinde bulunan sitokrom c

proteinine sahip olup olmadiklar1 belirlenmistir. Sitokrom c¢ proteini (oxidaz c),
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solunum olayinda gorev almakta olup, elektron tagima sisteminde, maddeleri birinden
digerine indirgeme reaksiyonuyla hiicresel enerji (ATP) olusumunu saglamaktadir. Bu
test sistemi; organizmanin sitokrom-c oksidaz enzimine sahip olmasi durumunda, bu
enzimin reaksiyona girmesi sonucu mavi renk olusturmasi prensibine dayanir. Bu testte
%1 Tetra methyl-p-phenylendiamine dihydrochloride iceren kit halindeki diskler
kullanilmistir. Bu diskler 1 damla steril saf su ile doyurulmus ve lizerine %5 NaCl
iceren NA besiyerinde gelistirilen 24-48 saatlik bakteri kiiltiiriinden bir 6ze dolusu
eklenmistir. Bakteride sitokrom c proteini varsa, bu diskte kodlu olan substratiyla
reaksiyona girerek mavimsi mor bir renk olusumuna sebeb olur. Bu durum oksidaz
pozitif olarak degerlendirilmis, renk degisiminin goriilmemesi ise oksidaz negatif olarak

kaydedilmistir (Harley and Prescott 2002; Acar 2009).

3.2.4.c. Amilaz testi

Bu test, bakterilerin nisasta molekiiliinii pargalayarak amilaz enzimini igerip
icermediklerini tespit etmek igin gergeklestirilmistir. Bu test i¢in %5 NaCl iceren
nutrient agar besi ortaminda gelistirilen 24-48 saatlik bakteri kiiltiiriinden steril igne 6ze
ile tek bir koloni alinarak, %5 NaCl igeren nisasta agar’a ekimleri yapilarak 28°C’de 5
glin inkiibasyona birakilmistir. 5 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda, petrilerde
gelisen izolatlarin tizerine 5-6 damla liigol ¢6zeltisi damlatilarak kolonisinin etrafinda
goriilen renk degisimi (agik renk) amilaz pozitif olarak, renk degisiminin olmamasi ise

amilaz negatif olarak degerlendirilmistir (Harley and Prescott 2002).

3.2.4.d. Nitrat rediiksiyon testi

Nitrat besiyeri anaerobik bir ortamda nitrifikasyon yapabilen obligat aerop bakterilerin
ortamdaki nitratt kullanip nitrit ve Ny’ye indirgemesi ile gelismeleri, nitrifikasyon
yapamayanlarin ise gelismemeleri esasina dayanir (Adiguzel 2006). %5 NaCl iceren
nutrient broth besi ortaminda gelistirilen 24-48 saatlik bakteri kiiltiiriinden steril cubuk
0ze ile tek bir koloni alinarak, 5 mL nitrat besi ortami iceren tiiplere ekim yapilarak

28°C’de 5 giin inkiibasyona birakilmistir. 5 giinliik inkiibasyondan sonra her bir tiipe
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Griess-llosvay ayiracindan 5 damla eklenir. Kirmizi rengin olugmasi pozitif, herhangi
renk degisiminin olmamasi durumunda ise tiiplere toz ¢inko eklenir ve ¢inko eklenen
tiiplerde renk kirmizi olursa negatif olarak degerlendirilirken renk degisiminin
olmamas1 nitratin amonyaga kadar rediikte oldugunu gosterir. Bu durumda ise s6z
konusu tiiplere Neissler ayiract eklenerek amonyak varligi belirlenir (Harley and

Prescott 2002; Adiguzel 2006).

3.2.4.e. Nitrit rediiksiyon testi

Bu test, nitrit i¢eren bir besi ortaminda bakterilerin nitriti kullanip NO, N,O ve Nj’ye
indirgemesi esasina dayanir (Harley and prescott 2002). %5 NaCl igeren nutrient
agar’da gelistirilen 24-48 saatlik bakteri kiiltiiriinden steril igne 6ze ile tek bir koloni
alinarak, 5 mL nitrat besi ortami igeren tiiplere ekim yapilarak 28°C’de 5 giin
inkiibasyona birakilmistir. 5 giinlik inkiibasyondan sonra her bir tlipe Griess-
llosvay ayiracindan 5 damla eklenir. Olusan kirmizi renk ortamda bulunan nitritin
Griess-llosvay ayiraciyla reaksiyona girdigini gosterdiginden negatif, herhangi renk
degisiminin olmamasi ise ortamda bulunan nitritin NO, N,O ve N, gibi bilesiklere
dontistiiglinii  gosterdiginden pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir (Harley and

Prescott 2002).

3.2.5. izolatlarin bazi hidrolitik 6zelliklerinin belirlenmesi

3.2.5. a. Farkh sekerlerden asit iiretme yeteneginin belirlenmesi

Bu test, mikroorganizmalarin gesitli karbohidratlari kullanarak asit iiretme yeteneklerini
belirlemek amaci ile yapilmaktadir. Mikroorganizmanin Karbohidratlar1 kullanarak asit
iiretme yeteneklerini ortaya koyabilmek i¢in besi ortamina {ireme iizerine olumsuz etkisi
olmayacak yogunlukta bazi pH indikatorleri (andrade, brom krezol moru, brom timol
mavisi, fenol kirmizisi, vs.) katilir. %5 NaCl iceren nutrient agar’da gelistirilen 24-48
saatlik bakteri kiiltiiriinden steril igne 6ze ile tek bir koloni alinarak, 5 mL %5 NaCl

iceren seker agar besi ortamina ekim yapilarak 28°C’de 5 giin inkiibasyona



61

birakilmistir. Inkiibasyondan sonra kullanilan pH indikatorii bagh olarak tiiplerde bir
renk degisimi meydana gelir. Bu test kapsaminda seker fermantasyonu igin brom timol
mavisi kullanildig1 i¢in sar1 renk pozitif, yesil ve mavi renk ise negatif sonug¢ olarak

degerlendirilmistir (Winn et al. 2006).

3.2.5.h. Kazein hidrolizi

Bu test, siitiin proteinini olusturan kolloidal karakterdeki kazeinin, mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenen, proteolitik ve ekstraselliiler proteaz enziminin varligini tespit
etmek amaciyla yapilmaktadir. %5 NaCl igeren nutrient agar’da gelistirilen 24-48
saatlik bakteri kiiltiiriinden steril igne 6ze ile tek bir koloni alinarak, 5 mL kazein agar
besi ortami igeren tliplere ekim yapilarak 28°C’de 5 giin inkiibasyona birakilmistir. 5
giinliik inkiibasyondan sonra tiiplerde meydana gelen seffaflasama proteaz enziminin
varligmi  gosterdiginden  pozitif, herhangini bir degisimin olmamasi ise
mikroorganizmanin proteaz enzimine sahip olmadigini Gosterdiginden Negatif Sonug

Olarak Degerlendirilmistir (Gerhardt et al. 1994).

3.2.5.c. Eskiilin hidrolizi

Bu test, bir glikozit olan eskiilin’nin, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen,
eskiilinaz (B-glikosidaz) enziminin varligini tespit etmek amaciyla yapilmaktadir. %5
NaCl igeren nutrient agar’da gelistirilen 24-48 saatlik bakteri kiiltiiriinden steril igne 6ze
ile tek bir koloni alinarak, 5 mL eskiilin agar besi ortami igeren tiiplere ekim yapilarak
28°C’de 3 giin inkiibasyona birakilmigtir. 3 giinliik inkiibasyondan sonra tiiplerde
meydana gelen renk degisimi (kahverengi) eskiilinaz enziminin varligin gosterdiginden

pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Chuard and Reller 1998).

3.2.5.d. Jelatin hidrolizi

Bu test, mikroorganizmalarin bir protein tiirii olan jelatini biiyiimek icin tek karbon ve

enerji kaynag olarak kullanma yeteneklerini belirlemek amaci ile yapilmaktadir. %5
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NaCl igeren nutrient agar’da gelistirilen 24-48 saatlik bakteri kiiltiiriinden steril igne 6ze
ile tek bir koloni alinarak, 5 mL jelatin agar besi ortami i¢eren tiiplere ekim yapilarak
28°C’de 5 giin inkiibasyona birakilmistir. 5 giinliikk inkiibasyondan sonra tiiplerde
meydana gelen seffaflasama jelatinaz enziminin bir gdstergesi oldugundan pozitif,
herhangini bir degisimin olmamasi ise mikroorganizmanin jelatinaz enzimine Sahip
olmadigimi gosterdiginden negatif sonug olarak degerlendirilmistir (Gerhardt et al.
1994).

3.2.5.e. Tween 80 hidrolizi

Bu test mikroorganizmalarin lipaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla yapilmaktadir.
Lipaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in %5 NaCl igeren nutrient agar’da gelistirilen 24-48
saatlik bakteri kiiltiirtinden steril igne 6ze ile tek bir koloni alinarak, 5 mL tween 80
soliisyonu igeren tiiplere ekim yapilarak 28°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmigtir. 7
giinliik inkiibasyondan sonra besi ortamindaki neutral red indikatér boyanin kirmizidan

pembeye renk degisimi lipaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Wayne et al. 1974).

3.2.6. Antibiyotik direng 6zelliklerinin belirlenmesi

Calismada izole edilen bakteri izolatlari, %5 NaCl iceren nutrient agar’da gelistirilen
24-48 saatlik bakteri kiiltliriinden steril ekiivyon c¢ubuklari ile nutrient agar yiizeyine
yayilmis ve antibiyotik diskleri steril kosullarda petrilere yerlestirilerek 28°C’de 5 giin
inkiibasyona birakilmistir. 5 gilinlik inkiibasyon sonrast her bir petride olusan

inhibisyon zonu cetvelle dl¢iilerek kaydedilmistir (NCCLS 2000).
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3.2.7. Molekiiler testler

3.2.7.a. Bakteri izolatlarinin yag asit profillerinin belirlenmesi

Bakteri izolatlarindan, yag asit metil ester ekstraksiyonu (FAME) izolasyonu,
saflagtirilmast ve analizi; sistemin kullanma klavuzunda belirtilen protokole gore

yapilmustir.

Bilgisayar kontrollii gaz kromatografi sistemi olan Mikrobiyal Identifikasyon Sistemi
(MIDI, Inc., Newark, DE) ile kiiltiire alinan izolatlarin yag asit profilleri tespit edilmis,
test izolatlar1 tanilanmaya ¢alisilmistir. (Adiguzel 2006).

Tanilanacak Bakterilerin Standart Besiyerinde (TSA) Gelistirilmesi: Stoga alinmis
olan kiiltiirlerden steril platin bir 6ze TSA kat1 besi yerine 4 fazli ¢izgi ekim yapilmus,

petriler 30°C’ye ayarl inkiibatorde 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.

Yag Asidi Metil Esterlerinin Saflastirilmasi: Bakterilerin yag asitlerini saf olarak elde
etme amaciyla 4 farkli ¢ozelti kullanilmistir (Sahin 1999). Hazirlanan 4 ¢ozelti ile
izolatlarin yag asit metil esterlerinin saflastirilmasi islemi asagida belirtilen sekilde

yapilmistir:

1-Standart besiyerlerinde gelistirilen izolatlarin geng kiiltiirleri steril bir platin 6ze ile
toplanilarak steril cam test tiiplerine (5 ml) aktarildi. Sonra tiiplerin agizlar1 sikica

kapatilarak, tiipler etiketlendi.

2-Biitiin test tiiplerine 1 ml ¢ozelti 1’den ilave edildikten sonra 5-10 saniye calkalandi
ve 5 dk 100°C‘lik su banyosunda bekletildi. Tekrar 5-10 saniye c¢alkalanan test tiipleri
25 dk boyunca 100 °C‘lik su banyosunda inkiibasyona birakildi. Bu islem ile canh

hiicreler par¢alanmasi ve yag asitlerinin serbest kalmasi saglandi.
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3-Test tiiplerine 2 ml ¢ozelti 2 eklendi ve 5-10 saniyelik bir ¢alkalamadan sonra
80°C’de 10 dk siireyle su banyosunda bekletildi. Daha sonra 2 dk siireyle buz ya da
soguk su igerisinde hizli bir sekilde sogutuldu. Bu islemle, serbest yag asitlerine ester
baglar1 ile metil eklenmesi, yag asitlerinden yag asit metil esterlerinin elde edilmesi

saglandi. Bu olay yag asitlerine yiiksek sicakliklarda uguculuk 6zelligi kazandirdi.

4-Sogutulan tiiplere 1,25 ml ¢ozelti 3 eklendi ve 10 dk boyunca ¢alkalandi. Bu sathada
tiip icerisinde altta inorganik, iistte organik sivi fazlar1 olmak iizere iki ayr1 faz meydana
geldi. Yag asit metil esterleri asidik fazdan ayrisarak organik faz bolgesinde toplandi.
Bu sayede pastor pipeti kullanilarak tiiplerin alt kisimlarindaki asidik faz atildi ve

organik faz muhafaza edildi.

5-En son sahfada her tiipe 3 ml ¢ozelti 4 eklenip, 5 dk siireyle ¢alkalandiktan sonra 10
dk siireyle oda sicaklifinda bekletildi. Cozelti 4, bazik bir ¢ozelti oldugundan, serbest

yag asit metil esterlerini daha saf elde etmemize olanak verdi.

6-Tiip igerisinde tekrar iki ayr1 faz olustu. Ust fazda toplanan ve yag asit metil esterleri
iceren faz pastor pipeti ile alinarak 2 ml’lik gaz kromatografisi tiiplerine transfer edildi.
Agizlan sikica kapatilan bu tiipler MIS cihazi iizerindeki 6rnek depolama tepsisine
yerlestirildi. Daha sonra MIS cihazi calistirilarak, sistem kilavuzunda belirtildigi gibi
ornekler analiz edildi ve yiizde olarak en yliksek tani sonucu verenler degerlendirildi

(MIS 2005).

3.2.7.b. izolatlarin bazi genetiksel zelliklerinin belirlenmesi

Bakteri Hiicresinden Genomik DNA’larin izolasyonu: Arastirmada kullanilacak olan
bakteri izolatlarindan DNA ekstraksiyonu, Adiguzel 2006 tarafindan uyarlanan

izolasyon metoduna gore agagida belirtildigi gibi gergeklestirilmistir.

1. DNA’s1 izole edilecek olan bakteriler NA besiyerine 3 faz halinde ekilmis ve petriler
28-32°C’ye ayarli inkiibatorde 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.
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2. Steril edilmis, agz1 kapakli 1,5 ml’lik ependorflara 1000 pl STE (hiicre duvarinm
pargalayarak hiicre igeriginin serbest hale gelmesini saglar) tamponu konularak igerisine

2-3 0ze dolusu bakteri kiiltiirii eklenmistir.

3. Tiiplerin 2500 rpm’de vortekslenerek homojenize olmalari saglanmistir.

4. Vortekslenen tiipler 10 000 rpm’de 10 dk siireyle santrifiijlendikten sonra {ist faz
mikropipetle alinarak atilmis ve peletin iizerine tekrar 1000 pl STE tamponu eklenerek,
10 dk 10 000 rpm’de santrifiijlenmistir. Bu islem {ist faz berrak olana kadar tekrar

edilmistir.

5. Santrifiij sonrasi, olusan lst faz atilarak pelletin tizerine 500 pl STE tamponu
eklendikten sonra mikropipetle dikkatlice alip vermek suretiyle tamponun pelletle iyice

karigsmasi saglanmistir.

6. Tiipler 75°C’ye ayarli su banyosunda 30 dk siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
15. dk’da tiipler alinarak 4-5 kez alt iist edilerek tekrar inkiibe edilmistir.

7. Su banyosundan ¢ikartilan tiiplere 50 pl %10’luk SDS (proteinler arasindaki disiilfit
baglarini parcalar) ve 7 pl proteinaz K (proteinleri pargalar) eklenmis ve 40°C’ye ayarl

su banyosunda 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.

8. Inkiibasyon sonrasi tiiplere ortamdaki tuz konsantrasyonu 0,75-0,8 M olacak sekilde
5 M NaCl ve 0,1 hacim %10’luk CTAB/0,7 M NaCl (DNA’y1 polisakkaritlerden ve

ortamdaki diger bilesiklerden arindirir) ilave edilmistir.

9. Tiipler 65°C’ye ayarli su banyosunda 15 dk inkiibasyona birakilmistir.

10. Su banyosundan alinan tiiplere esit hacimde 25:24:1 fenol:kloroform:izoamilalkol

(genellikle, ntikleik asitlerden proteinlerin uzaklastirilmasinda kullanilir. Kloroform
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proteinleri denatiire ederek, s1vi ve organik fazlarin ayrismasini saglar. izoamilalkol ise
ekstraksiyon esnasinda meydana gelebilecek kopiirmeyi engeller) eklenerek 15 dk oda

sicakliginda ¢alkalayiciyla calkalanmustir.

11. Tipler 16 000 rpm’de 15 dk santrifiijlendikten sonra olusan iist faz yeni steril
ependorf tiiplere konulmustur. Her bir tiipe 0,1 hacim %10CTAB / 0.7 M NaCl
(ortamda bulunabilecek polisakkarit kalintilarini elemine etmede kullanilir) ilave

edilmistir.

12. 65°C’ye ayarli su banyosunda tiipler 15 dk bekletilmistir.

13. Tiiplere esit hacimde 24:1 kloroform:izoamilalkol ilave edilmis ve tiipler 15 dk oda

sicakliginda, calkalayiciyla karistirilmistir.

14. Tipler bir daha 16 000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmis, santrifiij sonras1 olusan iist

faz tekrar yeni steril bir ependorfa konulmustur.

15. Tiipler tlizerine 0,6 hacim izopropanol (DNA’y1 baglayarak, iplikcikler halinde

¢Okmesini saglar) ilave edilmistir.

16. Tiipler -20°C’de 1 gece siiresice bekletilmistir.

17. Buzdolabindan ¢ikartilan tiipler 15 000 rpm de 15 dk santrifiijlenmistir.

18. Uzerine -20°C’de bekletilen %70 lik etanolden (DNA’yr yikamak amaciyla
kullanilir) 500-600 pl eklenmis ve 15 000 rpm de 15 dk siireyle santrifiijlendikten sonra

stipernatant kismi dikkatlice atilmistir.

19. Peletin iizerine tekrar %70 lik etanolden 500-600 pl ilave edilerek, 15 000 rpm de
15 dk santrifiijlenmistir. Stipernatant kism1 dikkatlice uzaklastirilarak tlipler agz1 acik
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bir sekilde etil alkoliin ugmasi, DNA’nin kuruyarak seffaf bir goriinlim almasi amaciyla

2-3 saat siireyle oda sicakliginda bekletilmistir.

20. Kuruma islemi gerceklestikten sonra, DNA’lar 50-70 ul TE i¢inde oda sicaklifinda

30 dk bekletilerek, iyice ¢oziinmeleri saglanmis ve iizerlerine 2-3 pul RNAse eklenmistir.

21. DNA’lar %0,6’lik agaroz jelinde yiiriitiilmiis ve jelde tek parca bant veren 6rnekler

+ 4°C’ye kaldirilarak sonraki ¢aligmalar i¢in saklanmustir.

Bakteri Izolatlarimin 16S rDNA Bolgesinin PCR ile Amplifikasyonu: Test
izolatlarindan elde edilen genomik DNA'’lardan, bakteri sistematigi i¢in énemli olan
16S rRNA bolgesi evrensel primerler (forward ve reverse primerler) kullanilarak PCR

yardimi ile ¢ogaltilmistir (Adiguzel et al. 2009).

Reaksiyonun (Master mix’in) Hazirlanmasi: PCR’1 yapilacak her bir 6rnek igin 3 pl
10 x PCR tamponu (100 mM Tris — HCI, 500 mM KCI, 15 mM MgCl,, %0.01 jelatin
pH: 8.3), 0.6 ul dANTP (deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP —
10mM), 3 pl UNI 16S-L (forward ATT CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA), 3 ul
16S-R (reverse ATG GTA CCG TGT GAC GGG GGG TGT GTA), 1.2 ul DMSO, 0.6
pl MgCI2(50 uM), 0.3 uM / ml Taq DNA polimeraz ve 15.3 ul sdH20 ile 27 pl’lik
reaksiyon karisimi hazirlanmis ve karisima son olarak 3 pl template DNA (100 ng/ul)
ilave edilerek son hacim 30 ul’ye tamamlanmistir. Master mix ve template DNA igeren

ependorf tiiplerin lizerine buharlagsmay1 engellemek i¢in 15 pl mineral yag eklenmistir.

PCR Programi: PCR i¢in hazirlanan 6rnekler, 95 °C’de 2 dk 6n denetiirasyon, bunu
takiben 36 dongii olacak sekilde 94°C’de 1 dk denatiirasyon, 54 °C’de 1 dk baglanma
ve 72 °C’de 2 dk uzama basamaklar1 ve son olarak 72 °C’de 5 dk uzama basamagindan
olusacak sekilde programlanan PCR termal dongii cihazina konuldu. Segilen programda

hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi yapilda.
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16S rRNA PCR Uriinlerinin Elektroforezi: 1.50 gr agaroz iizerine 150 ml 0.5X TBE
(%1°lik agaroz jel) tamponu eklenerek karisim mikrodalga firinda iyice ¢oziiniinceye
dek kaynatilmistir. 50 °C’ye kadar sogutulan agaroz jele 0.8 pg/ml olacak miktarda
ethidium bromiir eklenerek igerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez jel kiivetine
dokiilmiistiir. 30-35 dk beklenerek jelin donmasi saglanmis, donan jelden taraklar
dikkatlice ¢ikarilmis ve igerisinde 0.5X TBE tamponu bulunan elektroforez tankinin
icine yerlestirilmistir. Jeldeki ilk ¢ukura, 10 kb DNA markirindan [50-100-200-300-
400-500-750-1000-1400-1500-2000-3000-4000-6000-8000-10000] (Sigma D-7058) 10
ul yliklenmistir. Diger ¢ukurlara ise her bir 6rnek i¢in 2.5 pl 6X yiikkleme tamponu, 10
pl PCR {iriinii karistirilarak yiiklenmistir. Elektroforez jel diizenegi 90 volta ayarlanarak
ornekler 2 saat yiiriitilmiistiir. Jel lizerinde bulunan ve ethidium bromiir ile boyanan
DNA bantlar1 jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenmis ve bilgisayar ortaminda

(DNR Biolmaging Systems Software) analiz edilmistir.

16S rDNA Sekans Analizi: 16S rDNA PCR yontemi ile gogaltilan 16S rRNA gen
bolgesinin baz dizilerinin analizi, Hollanda’da bulunan Macrogen firmasina
gonderilerek  yapilmistir. Elde edilen 16S rDNA dizileri Gen Bankasinda
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) var olan diger bakteriyal dizilerle
karsilagtirillmistir (BLAST analizi). Karsilastirma sonucu aralarindaki benzerlik oranlari

tespit edilmis ve gen bankas1 kabul numaralar1 alinmistir (Acar 2009).
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4.  ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bakteri izolasyonu Sonuclar:

Bu ¢alismada Erzurum, Erzincan ve Igdir illerindeki tuzlu topraklardan alinan 6rnekler,
MH besiyerlerine ekilmistir. Her bir ilden alinan toprak orneklerindeki izolatlar MH
besiyerlerinde gelisen bakteriyal kolonilerden farkli oldugu tespit edilen toplam 63 adet
bakteri izole edilmistir. Erzurum tuzlu topraklarindan alinan izolatlar “EM” ve ‘EK”
Erzincan tuzlu toprak ornekleri “EN” ve Igdir tuzlu toprak ornekleri ise “I” olarak

kodlanmustir.

4.2. Tzolatlarm fizyolojik test sonuclari

Tez galigmasinda arastirilan izolatlarin Tuz toleranslart ve pH araliklar1 Cizelge 4.1°de
verilmistir. Tim izolatlar %10 NaCl’de gelisirken, artan tuz konsantrasyonlarinda izolat
sayisinin azaldigi belirlenmistir. Calismamizda arastirilan izolatlarin pH araliklarinin

degiskenlik gdsterdigi belirlenmistir.



Cizelge 4.1. izolatlarmn Fizyolojik Test Sonuglar
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Cizelge 4.1. (devam)

EK6

EK7

EKS8
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+
A+ |+ |+
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*
*
*
*
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EK14

EK15

1
1
+ |+ |+ |+ ]+

EN1

t 4|+ |+ |+ |+

EN2

EN3

+

EN4

s+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ ]+

ENS

ENG

EN7

EN8

EN9

EN10

EN11

+
1

EN12

|+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + ]|+ |+ + |+ |+ |+ +]+]|+]|+]|+]|+]|+]|+
1 1
+ A+ |+ |+ |+ ]+

|+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ +]+]+
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|+ |+ [+ |+ |+ |+ +]|+]|+
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4.2. izolatlarin Morfolojik Test sonuglar

Tuz toleranslar1 belirlenen bakterilerin baz1 morfolojik (hiicre sekli, Gram 6zelligi,
endospor durumlari, hareketlilik,) 6zellikleri belirlenerek sonuglar Cizelge 4.2.’de

verilmistir.



Cizelge 4.2. izolatlarm Morfolojik Test Sonuglari
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izolat kodu Gram Endospor Hareketlilik Morfoloji

EM-1 + Terminal + Cubuk
EM-2 + - - Kisa gubuk
EM-3 + Terminal + Cubuk
EM-4 + - - Kisa ¢ubuk
EM-7 + Terminal + Kokoid
EM-8 + - + Cubuk
EM-9 + Subterminal + Cubuk
EM-10 + Terminal + Cubuk
EM-11 + Subterminal + Cubuk
EM-12 + Subterminal + Cubuk
EM-13 + Terminal + Cubuk
EM-14 + Terminal + Cubuk
EM-15 + Terminal - Cubuk
EM-16 + Terminal + Cubuk
EM-17 + - - Kok
EM-18 + - - Kok
EM-19 + Terminal - Cubuk
EM-20 + Subterminal + Cubuk
EM-21 + - + Cubuk
EM-22 + Terminal + Cubuk
EM-23 - - + Cubuk
EM-24 + Terminal + Cubuk
EM-25 + Terminal + Cubuk
EM-26 + Terminal + Cubuk
EM-28 + Subterminal + Cubuk
EM-29 + Terminal + Cubuk
EM-30 + - - Cubuk
EM-31 + Terminal + Cubuk
EM-32 + - + Kok
EM-33 + Terminal + Kisa ¢ubuk
EM-34 + Subterminal + Cubuk
EK-1 + Subterminal + Kisa ¢ubuk
EK-2 + - - Kok

EK-3 + Subterminal + Cubuk
EK-4 + Terminal + Kisa ¢ubuk
EK-5 + Subterminal + Cubuk
EK-6 + - + Kisa ¢ubuk
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Cizelge 4.2. (devam)

EK-7 + - - Cubuk
EK-8 + Terminal + Kisa ¢ubuk
EK-9 + - + Kok
EK-10 + Subterminal + Cubuk
EK-12 + - + Kisa gubuk
EK-13 + Terminal + Cubuk
EK-14 + Terminal + Cubuk
EK-15 + Subterminal + Cubuk
EN-1 + Subterminal + Cubuk
EN-2 + Terminal + Kisa ¢ubuk
EN-3 + - - Kisa gubuk
EN-4 + - - Kok

EN-5 + Terminal + Kisa ¢ubuk
EN-6 + Subterminal + Cubuk
EN-7 + - - Kok

EN-8 + Subterminal + Cubuk
EN-9 + - + Kisa gubuk
EN-10 + Subterminal + Cubuk
EN-11 + Terminal + Cubuk
EN-12 + - - Kisa gubuk
1A + - + Kisa gubuk
IB + Terminal + Cubuk

IC + Terminal + Cubuk

ID + Subterminal + Cubuk

IE + Subterminal - Cubuk

IF + - - Cubuk
EN-2 + Terminal + Kisa ¢ubuk
EN-3 + - - Kisa gubuk
EN-4 + - - Kok

EN-5 + Terminal + Kisa ¢ubuk
EN-6 + Subterminal + Cubuk
EN-7 + - - Kok

EN-8 + Subterminal + Cubuk
EN-9 + - + Kisa gubuk
EN-10 + Subterminal + Cubuk
EN-11 + Terminal + Cubuk
EN-12 + - - Kisa ¢ubuk
1A - - + Kisa ¢ubuk
IB + Terminal + Cubuk

IC + Terminal + Cubuk

ID + Subterminal + Cubuk

IE + Subterminal - Cubuk

IF + - - Cubuk
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4.3. 1zolatlarin Biyokimyasal Test sonuclar

izolatlarin biyokimyasal test (Oksidaz, Katalaz, Nitrat indirgeme, nitrit indirgeme)

sonuglar1 Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglari

izolat kodu

Oksidaz

Katalaz

Nitrat indirgeme

Nitrit indirgeme

EM-1

+

EM-2

EM-3

+

EM-4

EM-7

EM-8

EM-9

EM-10

EM-11

EM-12

EM-13

EM-14

EM-15

EM-16

EM-17

EM-18

EM-19

EM-20

EM-21

EM-22

EM-23

EM-24

EM-25

EM-26

EM-28

EM-29

EM-30

EM-31

EM-32

EM-33

EM-34

+l+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ |+ |+ |+ |+ +]|F|+ |+ |+ +]|+|+|+|+|+]+]|+]|+]|+]|+




Cizelge 4.3. (devam)
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izolat kodu Oksidaz Katalaz Nitrat indirgeme | Nitrit indirgeme
EK-1 - + - -
EK-2 - + - -
EK-3 - + + -
EK-4 - + - -
EK-5 + + + -
EK-6 - + - -
EK-7 - + - -
EK-8 - + + -
EK-9 - + - -
EK-10 - + - -
EK-12 + + - -
EK-13 - - + -
EK-14 + + - -
EK-15 - + - -
EN-1 + + + -
EN-2 - + - -
EN-3 - + - -
EN-4 - + - -
EN-5 - + + -
EN-6 + + ; i
EN-7 + - -
EN-8 + + } j
EN-9 - + + -
EN-10 + + - -
EN-11 + - -
EN-12 - + - -
1A + + + -
IB - + - -
IC + + - -
ID - + + -
IE + + - -
IF - + - -
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4.4. Tzolatlar Hidroliz Test sonuclar

Izolatlarin hidroliz test (Kazein, Nisasta, jelatin, Eskiilin, Tween80) sonugclar Cizelge

4.4.de verilmistir.

Cizelge 4.4. izolatlarin Hidroliz Test Sonuglar1

izolat kodu

Kazein

Nisasta

Jelatin

Eskulin

Tween 80

EM-1

+

EM-2

+

+

EM-3

++

+

++

EM-4

EM-7

EM-8

++

++

EM-9

EM-10

EM-11

EM-12

EM-13

EM-14

EM-15

EM-16

EM-17

++

EM-18

EM-19

++

++

EM-20

++

EM-21

++

EM-22

++

++

EM-23

++

EM-24

EM-25

++

EM-26

EM-28

EM-29

EM-30

EM-31

EM-32

EM-33

EM-34




Cizelge 4.4. (devam)
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izolat kodu Kazein Nisasta Jelatin Eskulin Tween 80
EK-1 ++ - + ++ +
EK-2 - - + - -
EK-3 + - + ++ -
EK-4 - - + - -
EK-5 ++ + + ++ -
EK-6 - - - ++ -
EK-7 + - - - -
EK-8 - - - - -
EK-9 - - - - -
EK-10 - + - + +
EK-12 ++ - - ++ -
EK-13 - - - - -
EK-14 ++ - + + -
EK-15 - - ++ +
EN-1 - + - ++ -
EN-2 - - - - -
EN-3 - + - - -
EN-4 - - - ++ -
EN-5 - - + ++ -
EN-6 - + + + -
EN-7 - - - ++ -
EN-8 - - - ++ -
EN-9 - - - ++ -
EN-10 - + + ++ -
EN-11 + ] ] ] ]
EN-12 - + ] ] ]
IA - - - - -
1B - - - - -
IC + - + + -
ID - - - - -
IE - - - - -
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4.5. izolatlarin Seker Fermentasyon Test sonuglari

[zolatlarin seker fermantasyon test (glikoz, fruktoz, siikroz, sorbitol, laktoz, maltoz,

manitol, manoz, glaktoz, inositol) sonuglar Cizelge 4.5.’de verilmistir.

Cizelge 4.5. Izolatlarin Seker Fermantasyon Test Sonuglari

1@3 Glikoz Fruktoz | Siikroz | Sorbitol Laktoz Maltoz | Manitol Manoz Galgkto Inositol
EM-1 - - - - - - - + - -
EM-2 + + + - ++ ++ - - - +
EM-3 ++ + ++ - - - - + - -
EM-4 +7 ++ + - ++ ++ - - ++ +
EM-7 - + - - - - - ++ - -
EM-8 ++ + ++ - - - + - - -
EM-9 - - - - - - - - - -
EM-10 - - - - - - - - - -
EM-11 - - - - - - - - - -
EM-12 + - - + - - - - - -
EM-13 - - - - - - - - - -
EM-14 - - - - - - - - - -
EM-15 ++ - ++ - - - + - - -
EM-16 - - - - - - - - - -
EM-17 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
EM-18 ++ ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++
EM-19 ++ ++ ++ - - ++ - + - +
EM-20 + - - - - - - - - -
EM-21 - - - - - - - - - -
EM-22 + - - - - ++ - - - -
EM-23 + ++ + ++ ++ ++ - - ++ ++
EM-24 - - - - - - - - - -
EM-25 - - - - - - - - - -
EM-26 + - + - - - - - - -
EM-28 + - - + - - - - - -
EM-29 - + - - - - - - - -
EM-30 + - + + ++ ++ - + - +
EM-31 - - - - - - - + - -
EM-32 - - - - - - - - - -
EM-33 - + - - - - - - - -
EM-34 - + - - - + - - - -




Cizelge 4.5. (devam)
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fzolat kodu | Glikoz Fruktoz | Siikroz | Sorbitol Laktoz | Maltoz | Manitol Manoz | Galaktoz Inositol
EK-1 ++ + ++ - - - - + - -
EK-2 ++ ++ + ++ + + ++ ++ ++ +
EK-3 ++ ++ ++ + - + ++ ++ + +
EK-4 - - - - - - - - - -
EK-5 ++ ++ ++ ++ - - + ++ + +
EK-6 + - - - - - - - ++ -
EK-7 + - +2 . . + B} i . +
EK-8 - - - - - - - - - -
EK-9 - - - - - - - - - -
EK-10 ++ - + - + + - - - -
EK-12 ++ - ++ - - - + + - -
EK-13 - - - + - - - B . .
EK-14 ++ + ++ - - - ++ ++ + -
EK-15 ++ ++ ++ + + + ++ ++ ++ +
EN-1 ++ + ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++
EN-2 - - - + - - - - - -
EN-3 + + + - ++ ++ - - - +
EN-4 ++ + ++ + ++ ++ + ++ ++ ++
EN-5 + - + + ++ ++ - - - ++
EN-6 + - - - - - - - - -
EN-7 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++
EN-8 + - + + ++ ++ ++ + ++ -
EN-9 + - + - - - - + - -
EN-10 + - - - - - - - - -
EN-11 + + + + - + - + - +
EN-12 + - + + ++ ++ - + + ++
1A + - - - - - - - + -
1B + - - - - + - - - -
IC - - + - - + - - - -
ID - - - - - - - - - -
IE - - - + - - - - - -
IF - - - + - - - - - -
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4.6. izolatlarin Antibiyotik Duyarlilik Test Sonuclari

Tez calismasinda kullanilan antibakteriyellerin (neomisin, kanamisin, tetrasiklin) etki
derecelerine gore inhibisyon zonlar1 milimetre (mm) olarak 6l¢iilmiis ve Cizelge 4.6’da

gosterilmistir.

Cizelge 4.6. izolatlarn Antibiyotik Direng Test Sonuglar

Antibiyotiklerin zon ¢aplar1 (mm)
izolat kodu Neomisin Kanamisin Tetrasiklin
EM-1 22 22 34
EM-2 22 19 24
EM-3 20 19 28
EM-4 23 20 19
EM-7 14 Direncli 21
EM-8 18 19 19
EM-9 17 Direncli 22
EM-10 45 42 15
EM-11 25 24 20
EM-12 21 20 26
EM-13 26 26 24
EM-14 35 36 32
EM-15 32 30 24
EM-16 38 36 24
EM-17 34 24 17
EM-18 24 18 8
EM-19 25 25 Direncli
EM-20 36 34 33
EM-21 29 28 28
EM-22 27 19 23
EM-23 22 20 Direncli
EM-24 25 25 25
EM-25 28 10 18
EM-26 25 24 23
EM-28 28 29 10
EM-29 29 22 21
EM-30 10 Direncli 12
EM-31 34 31 28
EM-32 20 20 12
EM-33 42 40 39
EM-34 35 26 27




Cizelge 4.6. (devam)
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Antibiyotiklerin zon ¢aplar1 (mm)

izolat kodu Neomisin Kanamisin Tetrasiklin

EK-1 18 18 11
EK-2 16 17 14
EK-3 20 20 11
EK-4 41 39 40
EK-5 29 24 25
EK-6 18 Direncli 14
EK-7 12 Direncli 13
EK-8 30 32 19
EK-9 20 18 14
EK-10 35 35 24
EK-12 22 23 19
EK-13 28 28 28
EK-14 18 18 Direngli
EK-15 17 21 Direngli
EN-1 25 23 Direngli
EN-2 30 28 19
EN-3 Direngli Direncli Direngli
EN-4 23 19 9
EN-5 27 28 10
EN-6 23 17 17
EN-7 20 23 10
EN-8 28 26 15
EN-9 24 24 20
EN-10 22 18 18
EN-11 22 18 19
EN-12 Direngli Direncli 12

IA 18 16 9

IB 40 40 33

IC 26 19 19

ID 30 24 24

IE 28 28 28
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4.7. izolatlarin Yag Asit Profillerine Gore Analiz ve Tam Sonuglar

Tez caligmasinda elde edilen izolatlarin yag asit profil (FAMESs) analizleri ve % tan

degerleri Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8 de verilmistir.

Cizelge 4.7. Izolatlarin Yag Asidi Tan1 Sonucu ve Yiizde Tan1 Degerleri

izolat kodu Izolatin Tamsi Tam yiizdesi

EM-1 Bacillus psychrophilus 45
EM-2 Arthrobacter globiformis 68
EM-3 Bacillus pumilis 73
EM-4 Bacillus sp. 24
EM-7 Tanilanamadi -

EM-8 Bacillus pumilis 65
EM-9 Curtobacterium flaccumfaciens 65
EM-10 Bacillus psychrophilus 15
EM-11 Tanilanamadi -

EM-12 Bacillus megaterium 45
EM-13 Tanilanamadi -

EM-14 Tanilanamadi -

EM-15 Breibacterium epidermidis 58
EM-16 Bacillus megaterium 65
EM-17 Staphylococcus gallinarum 34
EM-18 Staphylococcus gallinarum 59
EM-19 Bacillus subtilis 76
EM-20 Bacillus atrophaeus 38
EM-21 Tanilanamadi -

EM-22 Brevibacillus chosinensis 36
EM-23 Tanilanamadi -

EM-24 Tanilanamadi -

EM-25 Bacillus sp. 42
EM-26 Paenibacillus validis 53
EM-28 Bacillus megaterium 40
EM-29 Tanilanamadi -

EM-30 Arthrobacter globiformis 55
EM-31 Bacillus sp. 23
EM-32 Brevibacillus centroporus 29
EM-33 Bacillus atrophaeus 50
EM-34 Bacillus atrophaeus 58
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Cizelge 4.7. (devam)

izolat kodu Izolatin Tamsi Tam yiizdesi
EK-1 Bacillus pumilis 69
EK-2 Staphylococcus gallinarum 70
EK-3 Bacillus subtilis 63
EK-4 Bacillus sp. 44
EK-5 Kocuria rhizophila 45
EK-6 Bacillus coagulans 50
EK-7 Tanilanamadi -
EK-8 Bacillus viscosus 60
EK-9 Brevibacillus centroporus 28
EK-10 Bacillus megaterium 92
EK-12 Bacillus megaterium 48
EK-13 Paenibacillus alvei 31
EK-14 Bacillus pumilis 63
EK-15 Bacillus licheniformis 51
EN-1 Bacillus pumilis 44
EN-2 Bacillus horikoshii 59
EN-3 Breibacterium epidermidis 64
EN-4 Staphylococcus gallinarum 69
EN-5 Bacillus megaterium 63
EN-6 Bacillus megaterium 62
EN-7 Staphylococcus gallinarum 68
EN-8 Virgibacillus pantothenticus 22
EN-9 Tanilanamadi -
EN-10 Arthrobacter mysorens 73
EN-11 Tanilanamadi -
EN-12 Breibacterium epidermidis 80
1A Halomonas aquamarina 44
IB Brevibacillus centrosporus 31
IC Brevibacillus chosinensis 29
ID Brevibacillus centrosporus 62
IE Brevibacillus centrosporus 21
IF Bacillus atrophaeus 63
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Cizelge 4.8. Sherlock 6.0 Kiitiiphanelerine Gére izolatlarm Yag Asit Profilleri

izolatlar

Yag asitleri EM1 EM2 EM3 EM4 EM7 EMS8 EM9 | EM10
C11:0iso 0,17
C12:0 1,93 2,43
C 13:0iso0 0,24 0,40 0,35 0,17
C 13:0 anteiso 0,11
C 14:0iso 4,20 0,49 0,67 4,52 0,30 0,66 0,50 3,75
C 14:0 1,05 0,27 0,10 0,13 0,28 0,40 0,47
C 15:0iso 9,35 47,34 | 37,86 1,68 | 49,22 | 10,51 | 4,96
C 15:0 anteiso 57,19 27,42 15,84 30,09 | 31,07 59,82 52,07
C15:1is0 G 0,48
C 15:1 anteiso A 0,42 0,58 0,13
C 16:1 w7c alcohol 6,00 0,26 10,70 0,18 7,10
C 16:0 N alcohol 0,18 0,12
C 16:0iso 5,15 2,69 8,49 7,40 2,39 7,02 6,13
Cl6:1wlic 2,16 0,31 0,47 0,15 1,85
C 16:0 1,73 2,04 0,36 1,85 1,61 1,87 1,70
C16:1is0 G 5,52
C 17:1iso wl0c 1,15 3,09 0,42 0,36
C17:0 0,56 0,25
C 17:0iso 0,77 9,82 8,05 1,30 7,29 1,62 0,94
C 17:0 anteiso 7,29 6,55 4,10 38,73 5,82 17,41 12,63
C 17:1 anteiso w9c 0,41 11,05 0,18
C 17:0 10-methyl 0,25
C 18:1 20H 0,25 0,32
C 18:0 0,86 0,12 0,40 0,19 0,21
C18:0is0 1,21 0,16 0,12 0,39
C19:0iso 0,65
C 19:0 anteiso 0,20 0,51 0,13 0,20
C 20:0iso 0,14
C Summed Feature 3 0,23
C Summed Feature 4 3,19 0,37 1,49 6,20
C Summed Feature 8 0,16
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Cizelge 4.8. (devam)

izolatlar

Yag asitleri EM11 | EM12 | EM13 | EM14 | EM15 | EM16 | EM17 | EM18
C11:0iso 0,59 0,17
C 11:0 anteiso 0,15
C12:0 3,86 3,85 0,79 2,01 2,22 0,25
C12:0iso 0,13
C13:0iso 1,13 0,54 18,46 | 13,36
C 13:0 anteiso 0,18 0,24 13,88 | 10,34
C 14:0iso 1,54 8,05 1,77 6,23 1,18 4,67 0,44 0,49
C14:.0 0,88 0,28 3,06 0,75 1,01 1,34 0,66
C 14:01is0 30H 0,70 0,16
C 14:0is0 20H 0,50 0,13
C 15:0is0 46,50 | 51,85 | 44,29 6,89 10,61 | 15,81 | 13,45 | 16,43
C 15:0 anteiso 7,72 24,08 7,78 21,26 | 61,14 | 59,91 | 28,72 | 33,63
C 15:1 anteiso A 0,46
C 16:1 w7c alcohol 5,37 3,61 5,40 4,14 3,62
C 16:0 N alcohol 1,05 0,34 11,35
C 16:0iso 2,40 1,89 3,93 9,56 2,67 1,90 0,83 0,63
C16:1wllc 2,93 0,77 1,98 4,33 1,67
C16:0 1,67 0,95 20,18 1,87 1,19 1,12 1,08
C16:1is0 G
C 17:1iso wl0c 10,26 0,55 1,28 0,17
C17:0 1,83
C17:0iso 2,39 2,19 4,08 2,09 1,17 0,68 5,57 9,48
C 17:0 anteiso 3,74 1,84 6,31 4,00 18,66 3,66 6,65 6,57
C 17:1 anteiso w9c 0,45
C 17:1iso wl0c 13,95
C 17:0 10-methyl 0,15
C 18:1w9c 0,62 0,43 0,99
C 18:1 20H 0,26
C18:0 1,12 0,34 1,69 0,51 0,71 1,48
C18:0iso 0,29 0,20
C 18:3 w6c(6,9,12) 0,72
C19:0iso 0,85 2,31
C 19:0 anteiso 0,45 0,98
C 20:1 w9c 0,37 0,21
C 20:2 w6,9c 0,55
C Summed Feature 3 0,95
C Summed Feature 4 8,32 0,99 7,44 0,38 3,32 0,87




Cizelge 4.8. (devam)
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izolatlar

Yag asitleri EM19 | EM20 | EM21 | EM22 | EM23 | EM24 | EM25 | EM26
C10:0 0,62
C10:030OH 0,15
C12:.0 2,28 1,59
C12:030H 10,28
C 13:0iso 0,48 0,14
C 13:0 anteiso 0,21 0,57
C 14:0iso 1,28 0,74 0,20 8,38 0,91 3,58 4,12
C 140 0,21 0,47 0,72 0,26 1,19
C 15:0is0 33,15 5,45 3,35 1,78 33,95 | 36,33 | 12,98
C 15:0 anteiso 37,62 | 55,52 | 21,31 | 74,97 0,17 9,34 20,31 | 51,00
C15:1is0 G 0,48
C 15:1 iso w9c 0,23
C 15:1 anteiso A 0,35 0,17
C 15:0is0 3 OH 0,48
C 16:1 w7c alcohol 0,60 2,72 0,74 5,97 11,49 3,91
C 16:0 N alcohol 2,72 0,39
C 16:0iso 2,44 8,14 3,07 4,48 5,95 6,12
C16:1wllc 0,86 1,10 2,51 0,62 2,33
C 16:1 whc 0,17 1,21
C16:0 1,09 1,12 2,26 0,86 21,34 0,28 2,98
C16:1is0 G 4,34
C 17:1iso wl0c 0,76 13,24 3,71
C17:0 0,29 0,30 0,60
C17:0iso 7,82 1,93 3,00 0,22 5,02 6,56 1,70
C 17:0 anteiso 8,41 20,21 44,79 6,46 0,20 10,17 514 9,17
C 17:0 10-methyl 0,28 0,27
C 17:1 anteiso w9c 10,27 0,70
C17:1iso wl0c 4,54 0,39
C 17: 0 cyclo 7,86
C 18:1 w9c 0,45 0,30
C 18:1 20H 0,80
C18:0 0,34 0,68
C18:0is0 0,23 0,57
C 18:1 w7c 11-methyl 0,32
C 19:0 anteiso 0,14 0,64 0,14
C 19:0 cyclo w8c 13,52
C19:.0 0,17
C19:0is0 0,39
C 20:2 w6,9c 0,25
C Summed Feature 3 0,35 9,18
C Summed Feature 4 1,70 7,18 0,43 11,35 2,85 2,32
C Summed Feature 8 32,34
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Cizelge 4.8. (devam)

izolatlar

Yag asitleri EM28 EM29 EM30 EM31 EM32 EM33 EM34
C 10:0 0,72
C12:0 3,67 3,19 0,53
C 13:0iso0 0,22 0,28 0,16
C 13:0 anteiso 0,21
C 14:0iso 6,24 1,50 2,64 9,69 0,50 0,82
C14:0 0,74 0,30 0,64 2,35 0,80 0,15 0,22
C 15:0iso 53,65 45,09 7,87 17,34 9,77 3,73 10,95
C 15:0 anteiso 20,69 8,20 71,15 37,17 33,58 53,70 54,00
C 16:1 w7c alcohol 2,55 5,54 1,59 9,77 1,57 2,96
C 16:0 N alcohol 0,50
C 16:0iso 2,51 4,83 3,56 2,43 8,45 2,65 4,49
C 16:1 wllc 0,91 2,42 9,82 2,67 0,57 0,79
C 16:0 1,19 1,13 1,08 11,58 2,39 1,36 1,47
C 17:1iso wl0c 0,72 12,60 0,41 0,55
c17:0 2,67 2,37
C 17:0iso 4,22 4,13 0,69 1,42 3,04 1,99 2,64
C 17:0 anteiso 2,29 6,10 11,82 6,48 3,99 27,03 16,96
C 17:1 anteiso A 1,60
C 17:1 anteiso w9c 0,64
C 17:1iso wl0c 1,41 0,15
C 17:0 10-methyl 0,16 0,49
C17:1 w9c 3,51
C 18:1w9c 0,38 0,24 1,69 0,19
C 18:1 20H 1,00 0,17
C 18:0 0,44 0,74 1,27
C18:0iso 1,30
C19:0 0,21
C 19:0 anteiso 0,25
C Summed Feature 2 0,20
C Summed Feature 3 0,68
C Summed Feature 4 0,62 6,47 0,78 2,57 5,77 1,71
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Cizelge 4.8. (devam)

izolatlar

Yag asitleri EK1 EK2 EK3 EK4 EK5 EK6 EK7 EK8
C11:0iso 0,23
C 11:0 anteiso 0,19
C12:0iso 0,23 3,91
C12:.0 0,30 5,57
C13:0iso 0,51 13,50 0,58 0,30
C 13:0 anteiso 0,20 9,41
C 14:0is0 0,91 0,52 1,24 11,31 1,32 0,36 4,92
C14:.0 0,33 0,79 0,50 0,12 1,35
C 14:0is0 20H 0,17
C14:0is0 3 OH 0,25
C 15:0is0 48,27 | 1525 | 36,71 | 31,30 | 20,08 4,95 2,15 11,77
C 15:0 anteiso 28,21 | 31,74 | 37,75 | 23,79 | 56,24 | 37,07 | 12,07 | 62,12
C15:1is0 G 0,30
C 15:1 anteiso A 0,26 0,21
C 15:0is0 3 OH 0,12
C 16:1 w7c alcohol 0,15 0,84 15,62 3,51
C 16:0iso 3,24 0,97 2,33 4,29 2,04 6,58 7,72 1,70
Cl6:1wlic 0,17 0,80 2,75 2,35
C16:0 1,68 1,04 0,89 0,95 1,75 1,19 1,21 1,36
C16:1lis0 G 3,40
C 17:1iso wl0c 0,48 3,89 1,26
C17:0 0,48
C17:0iso 9,57 9,57 6,39 2,52 2,45 5,65 4,31
C 17:0 anteiso 5,97 7,24 7,06 2,73 8,87 43,08 | 54,72 4,05
C 17:1 anteiso w9c 11,45
C 17:1iso wl0c 0,20
C17:030H 0,15
C 18:1 w9c 0,55
C 18:1 20H 0,53 0,14
C18:0 1,54 0,20 0,21
C18:0iso 0,35 0,24 0,15 0,67
C19:iso 3,10
C 19:0 anteiso 1,54 0,26 0,95
C 20:1 w9c 0,33
C20:0 1,00
C Summed Feature 4 0,18 1,52 1,91 1,71 2,95
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izolatlar

Yag asitleri EK9 EK10 | EK12 | EK13 | EK14 | EK15 EN1 EN2
C 10:0 0,56
C12:0 0,36 5,08 1,52 2,62
C 13:0iso 0,79 1,75 0,42
C 13:0 anteiso 1,22
C 14:0iso0 8,63 6,54 1,53 0,77 0,61 0,68 0,72 0,54
C 14:0 0,55 1,76 1,52 1,78 0,22 0,20 0,82
C 15:0iso 9,67 | 38,60 | 4550 | 20,57 | 58,04 | 40,85 | 42,81 | 37,27
C 15:0 anteiso 34,41 | 41,40 | 33,32 | 42,79 26,32 | 27,28 25,61 6,16
C 15:0iso 30H 0,43
C 15:0 20H 0,41
C 16:1 w7c alcohol 8,89 0,81 0,16 0,38 0,34 2,99
C 16:0 N alcohol 3,36 1,05
C 16:0iso 8,89 1,62 2,24 1,70 1,77 3,54 0,28 2,92
Cl6:1wlic 2,44 1,85 2,06 0,17 5,08
C 16:0 1,61 2,61 1,31 10,76 1,04 1,95 1,65 2,92
C 17:1iso wl0c 151 0,98 0,53 1,17 1,11 12,98
C17:0 2,98
C17:0iso 3,67 1,42 2,90 4,55 6,76 12,00 12,78 5,95
C 17:0 anteiso 4,78 2,59 3,65 8,07 3,80 9,94 9,42 6,87
C 17:1 anteiso w9c 3,52
C 17:0 10-methyl 0,58
C 18:1w9c 1,17 2,45 1,04
C 18:0 0,65 1,14 0,67 0,23 0,72
C18:0is0 1,81
C 18:3 w6c(6,9,12) 0,83
C19:iso 0,31
C 19:0 anteiso 0,41
C Summed Feature 4 2,46 0,87 0,16 0,70 0,52 9,26
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izolatlar

Yag asitleri EN3 EN4 EN5S ENG6 EN7 ENS EN9 EN10
C11:0iso 0,21 0,21 0,63
C 11:0 anteiso 0,18 0,15
C12:0 0,58 0,24 2,60
C 12:0iso 0,23 0,24 4,30
C 13:0iso0 11,61 0,47 11,47 0,21 13,83 0,36
C 13:0 anteiso 7,66 0,63 0,51 6,88 18,78 0,42
C 14:0iso0 0,40 0,50 5,60 3,50 0,52 8,03 0,87 4,35
C 14:0 0,27 0,95 2,35 1,52 0,72 0,16 0,45 2,16
C 15:0iso 6,74 14,83 28,03 14,18 15,65 | 30,14 15,93 18,88
C 15:0 anteiso 54,72 32,21 | 44,27 59,75 33,18 | 30,41 1,73 56,88
C 14:0iso 30H 0,13
C 14:0 20H 0,09
C 16:1 w7c alcohol 1,12 0,07 0,59 1,13
C 16:0 N alcohol 0,30
C 16:0iso 3,78 1,20 3,87 5,56 1,32 9,77 3,81 4,11
C 16:1 wllc 1,63 0,16 2,98
C 16:0 2,23 1,64 3,16 6,22 1,12 1,69 5,94 4,62
C 17:1iso wl0c 0,75 0,88 0,18 4,52
C 17:0iso 1,80 10,35 1,29 1,62 10,93 | 8,55 18,65 1,28
C 17:0 anteiso 29,24 8,67 7,13 6,67 8,63 10,07 3,76 3,89
C 17:0 10-methyl 0,15
C 18:0iso 0,38 0,31
C 18:1w9c 1,34 0,47 1,24 0,21 0,84
C 18:1 20H 0,29
C 18:0 0,40 1,58 1,12 0,64
C19:iso 2,24 2,11
C 19:0 anteiso 0,33 1,17 1,02
C 20:1 w9c 0,80 0,76
C20:0 0,57 0,46
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izolatlar

Yag asitleri EN11 | EN12 1A IB IC ID IE IF
C10:0 0,26
C 10:0 30H 0,13
C 11:0 30H 0,16
C12:0 0,63 4,05 3,91 2,27 5,10
C 12:0 30H 9,54
C13:.0 0,24
C 13:0iso 0,69 0,47 0,15
C 13:0 anteiso 1,22 0,43
C 14:0is0 1,10 0,20 23,65 | 10,82 | 12,32 | 17,03 1,84
C14:.0 0,42 0,28 4,80 0,52 0,66 0,22
C 15:0is0 42,30 8,53 0,09 5,84 2,39 15,52 | 16,67 5,33
C 15:0 anteiso 4,63 57,21 31,76 | 66,90 | 39,26 | 33,80 | 49,53
C 15:1 w8c 0,10 6,05 2,69 8,67 4,10
C 15:1 anteiso A 0,11
C 16:1 w7c alcohol 2,93 3,06
C 16:0 N alcohol 0,62 3,47 0,44 5,64 1,00
C 16:0iso 4,57 4,27 11,07 2,57 7,87 6,68 7,41
C16:1wllc 3,37 0,81 0,72 1,67 0,91 0,99
C 16:1 wl5c 0,12
C16:0 1,79 16,85 1,46 0,89 1,42 1,59 2,70
C 17:1iso wl0c 15,95 0,21
C17:0iso 7,25 1,80 0,21 1,48 1,57 2,03 2,73
C17:.0 0,99 5,32 5,93 3,20 3,58 0,20
C 17:0 anteiso 6,66 25,14 0,68 0,98 21,46
C17:1w8c 0,47
C 17:1 wéc 0,46
C 17:1 anteiso A 0,33
C 18:0iso 0,09 0,15
C 18:1w9c 0,44
C 18:1 20H 0,26 0,18
C18:0 0,25 0,23 0,25 0,18
C 19:0 anteiso 0,21 0,98
C Summed Feature 1 0,22
C Summed Feature 2 0,65 0,97
C Summed Feature 3 13,79 1,47 0,15
C Summed Feature 4 6,33 0,95 1,29 0,83 2,08
C Summed Feature 8 50,70
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4.9. izolatlarin 16S rRNA BLAST Sonuclari

Tuz toleranslart belirlenen 63 bakteri izolatinin 16S rDNA genlerinin baz dizileri

belirlenmis ve diziler Gen bankasinda var olan 16S rDNA gen dizileri

ile

karsilastirilmistir. Karsilastirmalar sonucunda elde edilen tan1 sonucu, yiizdesi, Genbank

numarasi ve niikleotid sayisi1 Cizelge 4.9°de verilmistir. Ayrica bu izolatlarin 16S rRNA

gen bolgelerinin baz siralar1 da EK 1-63’te verilmistir.

Cizelge 4.9. Izolatlarin 16S rRNA BLAST Sonuglari

o | S |t [ oot | e vabn Fiogentic Grap
EM-1 KF495094 1110 99 Marinibacillus sp.

EM-2 KF495095 1109 99 Zhihengliuella halotolerans
EM-3 KF495096 1078 99 Bacillus pumilus

EM-4 KF499273 877 99 Nesterenkonia xinjiangensis
EM-7 KF499274 1037 99 Halobacillus sp.

EM-8 KF499275 711 99 Promicromonospora sp.
EM-9 KF499276 1085 99 Bacillus horikoshii

EM-10 KF499277 941 99 Bacillus sp.

EM-11 KF499278 1150 99 Bacillus horikoshii

EM-12 KF499279 1163 99 Bacillus patagoniensis
EM-13 KF499280 1300 98 Bacillus sp.

EM-14 KF499281 1037 99 Halobacillus sp.

EM-15 KF499282 1190 98 Terribacillus saccharophilus
EM-16 KF499283 1028 100 Jeotgalibacillus campisalis
EM-17 KF499284 1136 99 Staphylococcus succinus
EM-18 KF499285 920 96 Staphylococcus succinus
EM-19 KF499286 1020 99 Bacillus sp.

EM-20 KF499287 1114 99 Oceanobacillus picturae
EM-21 KF499288 1056 99 Bacillus sp.

EM-22 KF499289 1104 99 Virgibacillus picturae
EM-23 KF499290 1102 99 Halomonas neptunia
EM-24 KF499291 1107 100 Bacillus sp.

EM-25 KF499292 701 99 Halobacillus sp.

EM-26 KF499293 1100 99 Oceanobacillus profundus
EM-28 KF499294 1109 100 Bacillus patagoniensis
EM-29 KF499295 1175 99 Bacillus sp.

EM-30 KF499296 1088 99 Zhihengliuella salsuginis
EM-31 KF499297 1284 99 Gracilibacillus sp.

* Eslestirme i¢in kullanilan 16S rRNA niikleotit sayis1

** En yakin filogenetik tiirtin 16S rRNA dizisi ile benzerlik oram
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o | o | S| B e | o Yl Bogencti Grup
EM-32 KF499298 803 99 Planococcus sp

EM-33 KF499299 1100 99 Halobacillus sp.

EM-34 KF499300 1001 99 Thalassobacillus devorans
EK-1 KF499301 1217 100 Bacillus pumilus

EK-2 KF499302 1000 99 Staphylococcus succinus
EK-3 KF499303 733 99 Bacillus atrophaeus

EK-4 KF499304 867 98 Bacillus sp.

EK-5 KF499305 1236 99 Bacillus subtilis

EK-6 KF499306 1066 99 Microbacterium sp.

EK-7 KF499307 1059 99 Nesterenkonia sp.

EK-8 KF499308 702 98 Jeotgalibacillus sp.

EK-9 KF499309 911 99 Planococcus sp.

EK-10 KF499310 1085 99 Bacillus megaterium
EK-12 KF499311 1004 99 Promicromonospora sp.
EK-13 KF499312 1083 99 Bacillus agaradhaerens
EK-14 KF499313 1406 99 Bacillus pumilus

EK-15 KF499314 792 99 Bacillus sp.

EN-1 KF514117 898 98 Bacillus sp.

EN-2 KF514118 824 99 Bacillus sp.

EN-3 KF514119 992 99 Zhihengliuella halotolerans
EN-4 KF514120 967 99 Staphylococcus succinus
EN-5 KF514121 1288 99 Bacillus sp.

EN-6 KF514122 960 99 Bacillus gibsonii

EN-7 KF514123 1045 99 Staphylococcus succinus
EN-8 KF514124 1080 99 Oceanobacillus oncorhynchi
EN-9 KF514125 1039 99 Exiguobacterium aurantiacum
EN-10 KF514126 722 100 Bacillus gibsonii

EN-11 KF514127 1009 99 Bacillus atrophaeus

EN-12 KF514128 1080 99 Zhihengliuella sp.

1A KF514129 1062 99 Halomonas sp.

IB KF514130 941 98 Virgibacillus picturae

IC KF514131 1000 99 Oceanobacillus sp.

ID KF514132 1108 99 Thalassobacillus sp.

IE KF514133 1060 99 Halobacillus sp.

IF KF514134 1113 99 Halobacillus sp.

* Eslestirme i¢in kullanilan 16S rRNA niikleotit sayis1
** En yakin filogenetik tiirtin 16S rRNA dizisi ile benzerlik orani
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5. TARTISMA

Tarimsal arazi olarak kullanilan topraklarin giderek azalmasi ciddi bir problem olup bu
problemin ¢oziilmesi hayati 6nem arz etmektedir. Toprakta sorun teskil eden faktorler
birbirinden farkli olmakla birlikte genellikle topraklarin igerigine, orijinine, bdlgenin
egimine, yeralt1 sulariin seviyesine, iklimine ve jeolojik faktorlere baghdir. Endiistriyel
uygulamalar veya tarimsal uygulamalar, topraklarin ¢ok asidik, alkali veya tuzlu
olmalarina neden olur. Glinlimiiz toprak sorunlarinin basinda ise tuzluluk ve sodiklik
gelir. Bu sorun sulanan alanlarin genelinde mevcut olup son yillarda tarim alani olarak
kullanilmadig1 i¢in sulanmayan alanlarda da olusmaya baslamistir. lyilestirilmesi
gereken yliksek tuz igerikli alkali ve asidik topraklarda en ¢ok kullanilan kimyasal
maddelerden birisi jipstir (Sandoval et al. 2013). Bu kimyasal madde ge¢miste oldugu
gibi giiniimiizde de kullanilmaya devam edilmekte olup, son dénemde Sili’nin tuzlu bir
bolgesinde yapilan bir c¢alismada jips ve CaCOj bilesikleri tuzlu topraklarin
tyilestirilmesinde kullanilmislardir. S6z konusu c¢alismada jips’in CaCOg3 bilesiginden
daha etkili oldugu belirlenmis ve jips’in uygulandig1 topraklarin Na* icerigini ve EC
degerini diisiirdiigli, diger taraftan pH degerini 4,83’ten 6,27’ye cikarttigi rapor
edilmistir (Sandoval et al. 2013).

Benzer sekilde iran da tuzlu topraklarin iyilestirilmesinde jips uygulanarak sorunlu
topraklarda ekilen bugday bitkisinin azot, fosfor, kalsiyum, potasyum ve demir
iceriginin artig1 goriilmistiir (Rasouli et al. 2013). Sri Lanka’da ise jips, dolamit, piring
sapi-tar¢in kokleri gibi farkli uygulamalarla tuzlu topraklarin iyilestirilmesi amaglanmis
ve uygulama sonucunda jips ve piring sapi-tar¢in kokleri karigiminin iiriin veriminde
kaydadeger iyilestirme sagladiklari gozlemlenmistir (Reichenauer et al. 2013). Diger
taraftan, kimyasal iyilestirici olarak jips kullaniminin bazi dezavantajlarinin oldugu
belirlenmistir. Ornegin, topraga uygulanan jipsin diisiik eriyebilirligi nedeniyle
etkinliginin sinirlandig1, ayrica uygulama sonrasinda yiiksek miktarlarda sulama suyuna
ihtiya¢ duyuldugu ve iyilestirme siirecinin ¢ok uzun bir periyotta gerceklestigi
belirlenmistir (Silveira et al. 2008). Jipsin topraktaki ¢oziiniirliigiiniin arttirilmasi igin

topraga siilfiirik asit, hidroklorik asit ve nitrik asit gibi kimyasal maddelerin eklenmesi
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gerektiginden, bu islemler sonrasi topraklarin bolca yikanmasi gerekmektedir. Bu
uygulamalarin ¢ok yiiksek maliyet gerektirmesi, sinirlt biitgeleri olan giftgilerin benzer
kimyasal maddeleri etkin kullanimlarim1  engellemektedir. Sorunlu topraklarin
tyilestirilmesinde kimyasal maddelerin tercih edilmeme sebeplerinden biri de topraga

eklenen her kimyasal maddenin toprak ekosistemine zarar vermesidir (Chen 2006).

Tuzlu topraklarin 1slahinda kullanilan yontemlerinden bir digeri ise yiliksek tuz
konsantrasyonlarina karsi toleransli halofit bitkilerin kullanilmasidir. Bu bitkiler, tuzlu
topraklarda hayatta kalmak igin dis gevrelerinde fazla miktarda bulunan Na* ve CI
iyonlarin1 alip yapraklarinda biriktirerek tuzluluga karsi onlem alirlar. Topraktan
aldiklar1 iyonlar1 hiicre vakuollerinde tutarak hem sitoplazma ve organellerinin tuzdan
etkilenmesini engellerler hem de dis ortamdaki diisiik osmotik potansiyel sonucu olusan
sartlarda biinyelerine su alimmi kolaylastirirlar (Munns and Tester, 2008). Yapilan
birgok ¢alismada Nitratia, Kalidium foliaturn, Suaeda salsa L. Atriplex centralasi ve
Lycium barbarum bitki tiirlerinin topraktan tuzlari1 absorbe edebildikleri gésterilmistir
(Zhao et al. 2002; Luo 2005). Sen and Kasera (2001) yaptiklari bir ¢alismada yiiksek
tuzluluk kosullarinda biiyliyen bazi bitki tiirlerinin yapraklarinda biriktirdikleri iyonlarin
analizini yapmuslardir. Bu analizlerde incelenen bitki tiirlerinin gram yaprak basina
biriktirilen miligram Na® iyon igeriklerinin birbirlerinden farklilik gosterdigi tespit
edilmistir (Aeluropus lagopoides (55-100 mg/gr ), Cressa cretica (20-110 mg/gr ),
Salsola baryosma (44-291 mg/gr ), Sesuvium sesuvioides (16-100 mg/gr ), Sporobolus
helvolus (7-70 mg/gr ), Suaeda fruticosa (43-313 mg/gr ), Trianthema triquetra (29-115
mg/gr ) ve Zygophyllum simplex (42-105 mg/gr ). Bitki temelli toprak iyilestirme
yaklagimlar1 son yillarda da calisiimaktadir. Buna &rnek olarak Israil’de ates topu
(Bassia) bitkisiyle yapilan bir ¢alisma gosterilebilir. S6z konusu ¢aligmada topraktaki
asir1 miktarlardaki Na* ve K* gibi gibi iyonlarin ates topu bitki yapraklarinda toplandig
rapor edilmistir (Shelef et al. 2012).

Benzer sekilde Cin’nin bati bolgesinde yapilan bir ¢alismada Alfalfa bitkisinin tuzlu bir
bolgeye ekimi yapilmis ve 5 yil siireyle toprak profili analiz edilmistir. Analiz sonuglari

degerlendirildiginde 5 yil boyunca toprak profilindeki tuz igeriginin kademeli olarak
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azaldig1 rapor edilmistir (Coa et al. 2012). Almanya’da yapilan bir ¢alismada ise dari
(Panicum) bitkisinin orta derecede tuzlu topraklarin iyilestirilmesinde kullanilabilecegi
rapor edilmistir (Koyro et al. 2013). Tayland’in tuzlu bir boélgesinde soya (Glycine
max), uzun zambak (Typha angustifolia) ve ay1 pengesi (Acanthus ebracteatus)
bitkilerinin tuzu topraktan uzaklastirma potansiyelleri arastirilmis ve séz konusu
bitkilerden iyilestirme potansiyelleri anlaminda kayda deger sonuclar elde edilmistir

(Boonsaner and Haweker 2012).

Tuzlu ortamlara uyum saglayan halofit bitkilerin bir diger 6zelligi ise metabolizmalari
sonucu olusturduklar1 CO;’tir. Olusan CO, ortamda bulunan CaCOj3 gibi bilesiklerin
¢Oziinmesini saglayarak topragin fiziksel olarak iyilestirilmesine neden olmaktadir. Bu
amagla kiregli-sodik topraklarda yapilan bir ¢caligmada arpa (Hordeum vulgare), yonca
(Medicago sativa), pamuk (Gossypium hirsutum), uzun bugday otu (Agropyron
elongatum) ve sorgum-sudan otu (Sorghum sudanense) bitkilerinin topragi iyilestirme
yetenekleri test edilmis ve calisma sonucunda bu bitkilerin topraktaki nispi CO,’i
arttirdiklar1 gosterilmistir (Ma et al. 2013). Benzer sekilde yapilan baska bir ¢aligmada,
uzun otlak ayriginin ve uzun bugday otunun (Agropyron elangatum) giiglii koksel
gelisimi sayesinde topragin fiziksel olarak iyilestirilmesinde etkili oldugu gosterilmistir

(Ma et al. 2013).

Kimyasal uygulamalarda gozlemlenen dezavantajlara benzer sekilde halofit bitkilerin
kullaniminda da, tarimsal alanlara istenilen triinlerin ekilememesi ve ekilebilir tiirlerin
sinirli olmasi gibi dezavantajlar s6z konusudur. Bundan dolayr mevcut problemlerin
daha hizli ve etkili sekilde ¢oziilmesi, olasi toprak baglantili diger problemlerin de
coziilmesini kolaylastiracaktir. Bu amagla bircok hayati konuda kilit rol oynayan

mikroorganizmalarin kullanimi1 6nem arz etmektedir.

Toprak mikroorganizmalar1 toprak verimliliginin ve dolayisiyla bitki besinlerinin
saglanmasinda hayati éneme sahiptir (Jeffries et al. 2003). Toprak mikroorganizmalari
ayristirma yapmalarinin yani sira, besinleri immobilize etme, mineralizasyon, besinlerin

alimim1 ve dongiisti gibi birgok aktiviteyle besinlerin kullanabilirligini 6nemli derecede
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etkilerler. Farkli bir¢cok bakteri ve kiifiin ¢6zlinemeyen besin maddelerini ¢oziinebilir
forma doniistiirdiikleri ve besinlerin bitkiler tarafindan alinimini artirdiklari
bilinmektedir (Rodriguez and Fraga 1999; Zahir et al. 2004; Vassilev et al. 2012).
Ayrica mikroorganizmalar hiicre materyalleri ve salgilariyla yaptiklar1 yapistirma ve
ayristirma Ozellikleriyle toprak agregat kararliliginda rol oynadiklari i¢in topragin
fiziksel ozelligini de iyilestirirler (Wright and Upadhyaya 1998; Miller and Jastrow
2000; Ghany et al. 2010). Toprak mikroorganizmalar1 bitki gelisimini engelleyen
organik ve inorganik maddeleri detoksifiye etmeleriyle de bitki gelisimini olumlu yonde

etkilerler (Bollag et al. 1992; Dalal 1998; Meryem and Yasmin 2013).

Tuzlulugun bitki biiylimesi ve gelisimi lizerine inhibitdr etkisinin bakteriler tarafindan
azaltildigi konusunda bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Parida and Das 2005; Turan et al.
2009). Tuzluluk gibi bir¢cok ¢evresel faktoriin farkl bitki cesitlelerinde etilen seviyesini
artirdigr bilinmektedir (Parida and Das 2005; Zhang et al. 2011). Tuzlu sartlarda
biiyliyen bitkilerle normal sartlarda biiyliyen bitkiler karsilastirildiginda, tuz stresi
altindaki bitkilerin fizyolojilerinin 6nemli 6l¢iide tuz stresiyle degistigi ve gézlemlenen
bu degisimlerin (osmolitlerin ve antioksidantlarin tiretimi) artan etilen seviyesinin
ikincil etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir (Parker et al. 2006; Turan et al. 2009).
Yapilan bir caligmada tiitiin bitkisinde etilen genini kodlayan reseptdriin tuz tarafindan
belirgin sekilde tesvik edildiginin gosterilmesi de bu goriisii gliglendirmektedir (Zhang
et al. 2001; Cao et al. 2006). Eger etilen gergekten bir stres sinyali olarak bitkideki tuz
stresi ile ilgili genleri aktive edebiliyorsa tuz stresi altindaki bitkinin etilen seviyesi
azaltilarak bitkinin tuz stresi cevabini ayarlamak miimkiin olabilir (Mayak et al. 2004;
Chen et al. 2013). Bu anlamda, ACC deaminaz enzimine sahip bakterilerin tim stres
faktorlerine maruz kalmig bitkilerin etilen seviyesini diisiirerek ayni1 zamanda etilenin
engelleyecegi diger inhibisyonlar1 onleyebilecegi sonucuna varilabilir (Mayak et al.
2004; Marques et al. 2010). Mayak et al. (2004) Israil’de kuruyan bir nehirden aldig1
toprak Orneklerindeki bakterileri karakterize etmis ve ACC deaminaz enzimine sahip
Achrobacter piechaudii izolatini, tuz stresi nedeniyle etilen seviyesi artmis domates

bitkisine uygulamiglardir. Bu ¢alisma sonucunda, uygulamanin etilen seviyesini
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azalttigimi ve 200 mM yogunlugundaki tuz sartlarinda biiyiiyen bitkide kok ve govde

biiylimesini 6nemli derecede arttirdigini tespit etmislerdir.

Daha sonraki yillarda Hindistan, Cin ve Kanada gibi iilkelerde bir¢ok bilim insan1 ACC
deaminaz enzimine sahip bakterilerin yiiksek tuz sartlarindaki misir, yer fistigi, pamuk
kanola gibi bitkilerin biliylimesini tesvik etmedeki roliinii laboratuvar sartlarinda
yaptiklar1 denemelerle rapor etmislerdir (Saravanakumar and Samiyappan 2006; Cheng
et al. 2007; Nadeem et al. 2007; Yue et al. 2007). Sonraki arastirmalarda ise ACC
deaminaz aktivitesine sahip bakterilerin bu tesvik edici etkisinin sadece laboratuar
sartlarinda degil, ayn1 zamanda tarla ve sera sartlarinda da gecerli oldugu gosterilmistir
(Cheng et al. 2007). Son zamanlarda yapilan bir ¢aligmayla tuz sartlarindaki domates
bitkisinin etilen seviyesinin artisini engellemek igin CoCl, ve NiCl, gibi etilen
inhibitorleri kullanilmig fakat yiliksek tuz konsantrasyonun olusturdugu negatif etkilerin
ve diger fizyolojik parametrelerin kullanilan kimyasal etilen inhibitorleriyle
giderilemedigi tespit edilmistir (Shibli et al. 2007). S6z konusu c¢alismada etilen
inhibitorleri ile bakterilerin ACC deaminazin olusturdugu farkli etkinin, bakterilerle
bitki mikrokokleri arasindaki iliskiyle baglantili oldugu sonucuna varilmistir. PGPR
bakterileriyle yapilan baska calismalarda Azospirillum lipoferum ve Azospirillum
brasilense bakterilerinin tuzlu sartlarda bugday, misir, fasulye, marul gibi bitkilerde
olusan zararh etkileri ACC deaminaz enziminin aktivitesiyle degil de IAA aktivitesiyle
azalttiklar1 gosterilmistir (Rabie and Almadini 2005; Barassi et al. 2006). Bu durum,;
kimyasal etilen inhibitorlerinin tuz stresine yeterince cevap verememe nedenlerini

acikca ortaya koymaktadir.

Hindistan’da hiroponik ve toprak sartlarinda yapilan bir c¢alismada Bacillus
amylolquefaciens NBRISN13 izolatinin tuz sartlarinda piring bitkisinin biiylimesini, tuz
toleransin1 ve 14 genin ekspresyonunu arttirmasi mikroorganizmalarin bu problemin

¢ozimiindeki yerini saglamlastirmaktadir (Nautiyal et al. 2013).

Halofilik bakterilerin toprak veya bitki biiylimesini iyilestirmesinde kullanimu ile ilgili

mevcut ¢alismalar degerlendirildiginde ilging sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin, bu
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calismalarin biri halofilik bakterilerin tuz sartlarina tolerans gostermelerini saglayan
ektoin bilesigiyle ilgilidir. S6z konusu calismada ektoin maddesini sentezleme
yetenegindeki Halomonas elongata bakterisinin ektoin sentezleme geni tiitiin bitkisine
aktarilmig ve tiitin bitkisinin tuz toleransini artirdig1 rapor edilmis ve abiyotik streslere

adaptasyonlarini arttirdigini gosterilmistir.

Bitkilerdeki tuz stresinin ya da toprak sodikliginin en efektif caresi olarak goriilen
halofilik mikroorganizmalarla ilgili literatiirde birgok veri bulunmakla beraber, bu
literatiirlerin ¢ogu halofilik mikroorganizmalarin izolasyon ve karakterizasyonla
ilgilidir. Ornegin; son zamanlarda yapilan bir calismada Cynodon dactylon halofit bitki
rizosfer bolgesinden alinan toprak oOrneklerinin, yiiksek oranda tuz bulunduran NA
besiyerlerine ekimleri yapilarak 9 izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin morfolojik,
biyokimyasal ve molekiiler yontemler kullanilarak tanilanmasi yapilmis ve bu
bakterilerden birinin Bacillus cereus oldugu tespit edilmistir. B. cereus, Vigna radiata,
Cicer arietinum ve Oryza sativa olmak iizere 3 farkli bitki tohumu ile inkiibe
edildiginde, bu bakterinin bitki boy uzamasi, yaprak sayisi, yaprak uzunlugu, kok ve

govde biyokiitlesi artisina olumlu etki ettigi rapor edilmistir (Chakraborty et al. 2011).

Benzer sekilde Hindistan’in tuzlu bolgelerinde izole edilen 84 bakteri izolatindan 5’inin
%20 tuz konsantrasyonunda biiyliyebilme yeteneginde oldugu saptanmistir. Bu yiizden,
bu izolatlar IAA, HCN, siderofor iiretimi, ACC deaminaz aktivitesi ve fosfat ¢cozme
yetenekleri bakimindan incelenerek 16S rDNA sekanslar1 yapilmistir. Sekans verileri
degerlendirildiginde bu bakterilerin Bacillus ve Hallobacillus cinslerine ait tiirler
olduklar1 tespit edilmistir. Bacillus ve Hallobacillus olarak tanilanan bu bakteriler tuzlu
sartlarda bugday bitkisiyle inokiile edilmis ve inokiilasyon sonucunda kontrole gore bu
5 izolatin bitki kok gelisimini %71.7 oraninda arttirdig1 tespit edilmistir (Ramadoss et
al. 2013).

Dolayisiyla ister islenmeyen ister tarimsal {retimin yapildigi topraklar olsun,
ekosistemlerin siirdiiriilebilirligi genel olarak mikroorganizmalarinin aracilik ettigi besin

akigina baglidir (Chen et al. 2003).
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Sorunlu  bir topragin iyilestirilmesinde topraga kendi yapisinda olan
mikroorganizmalarin kullaniminin iyilestirmede hangi yontem kullaniliyorsa kullanilsin
avantaj saglayacagi siiphe gotiirmeyen bir gercektir. Ciinkii kullanilan yontem ister
kimyasal bir yontem ister bitki olsun her iki yontemin etkinligi mikroorganizma temelli
yaklasimlarla arttirilacaktir. Tamimlanarak literatiire kazandirilacak her yeni
mikroorganizma; bilin¢gli kullanimla beraber bahsi gegen problemlerin ¢oziimiine

yardimei1 olacaktir.

Calismada bu hipotez iizerinde durulmus; Erzurum, Erzincan ve Igdir illerindeki tuzlu
topraklardan ornekler alinarak, bu topraklardaki mikroorganizmalar izole edilmistir.
Alman toprak orneklerinin 1limli halofilik bakterilerin izolasyonunda kullanilan MH
besiyerindeki inkiibasyonlarindan sonra 63 bakteri izolat1 elde edilmistir. Elde edilen bu

izolatlarin ¢esitli konvensiyonel ve molekiiler teknikler kullanilarak tanilar1 yapilmaistir.

MH besiyerinde gelisebilen bakteri izolatlari, yapilan konvensiyonel tekniklerle
morfolojik ve kiiltiir 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in kati1 ve sivi besiyerlerine inokiile
edilmistir. Ik olarak, olusan gen¢ Kkiiltiirlerin boyamalar1 yapilarak morfolojik
ozellikleri ortaya konulmustur. Elde edilen veriler sonucunda EM7, EM17, EM18,
EM32, EK2, EK9, EN4 ve EN7 kodlu izolatlarin hiicre seklinin kok, EM2, EM4,
EM33, EK1, EK4, EK6, EK8, EK12, EN2, EN3, EN5, EN9, EN12 ve IA kodlu
izolatlarin hiicre seklerinin kisa ¢ubuk, geriye kalan 38 bakterinin ise ¢ubuk formunda
oldugu tespit edilmistir. 63 izolattan EM2, EM4, EM8, EM17, EM18, EM21, EM23,
EM30, EM32, EK2, EK6, EK7, EK9, EK12, EN3, EN4, EN7, EN9, IA ve IF kodlu
izolatlarin endospor olusturmadiklart bunun disindaki izolatlarin ise ya terminal ya da
subterminal seklinde endospor olusturduklar1 gozlenmistir. EM2, EM4, EM15, EM17,
EM18, EM19, EM30, EK2, EK7, EN3, EN4, EN7, EN12, IE ve IF kodlu bakterilerinin
hareketsiz digerlerinin ise oldukca hareketli olduklar1 gézlemlenmistir. Biyokimyasal
test verileri degerlendirildiginde EM3, EM20, EM23 EK5, EK12, EK14, EN1, ENG,
ENS8, EN10 IA, IC ve IE kodlu izolatlarin oksidaz pozitif diger izolatlar1 ise oksidaz
negatif oldugu tespit edilmistir. Katalaz testinde ise EK13 kodlu izolat hari¢ tiim
izolatlarin katalaz pozitif oldugu tespit edilmistir. Nitrat indirgemede EM19, EM20,
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EM23, EM31, EM34, EK3, EKS5, EKS8, EK13, EN1, EN5, EN9, EN12 ve ID kodlu
izolatlarin pozitif oldugu gozlenmistir. Nitrati nitrite doniistiirme yeteneginde olan

herhangi bir izolat tespit edilmemistir.

Izlolatlarm NaCl toleranslart degerlendirildiginde tiim izolatlarin %10 NaCl
konsantrasyonunda gelistigi gozlenmis olup, EM3, EM4, EM7, EMS, EM12, EM14,
EM15, EM20, EM22, EM23, EM25,EK2, EK4, EKS5, EK7, EK12, EN2, EN4, EN7,
EN8, EN10, EN11 IA, IB, IC, ID, IE ve IF kodlu izolatlarin %15 NaCl tuz
konsantrasyonunda gelistikleri gozlenmistir. %20 NaCl konsantrasyununda gelisen
izolatlarin ise EM7 ve EM14 kodlu izolatlar oldugu tespit edilmistir. Ayrca %15 tuz
konsantrasyonunda gelisen ¢ogu izolatin %20 NaCl tuz konsantrasyonunda az da olsa
gelisim gosterdikleri belirlenmistir. Izolatlarm pH toleranslar1 degerlendirildiginde ise
genel olarak asidik pH’tan ziyade bazik pH’ta biiyiidiikleri tespit edilmistir. pH 5’te
sadece 22 izolat (EM15, EM17, EM18, EM19, EK1, EK2, EK3, EK5, EK6, EK7,
,EK12, EK13, EK14, EK15, EN1, EN3, EN4, EN5, EN6, EN7, EN12 ve IA)
biiytliyebilirken; pH 11°de 36 izolat (EM4, EM7, EM11, EM12, EM14, EM16, EM22,
EM23, EM24, EM25, EM28, EM29, EK1, EK2, EK4, EK7, EK8, EK9, EK13, EK14,
EK15, EN1, EN3, EN4, EN8, EN9, EN10, EN11, EN12, IA, IB, IC, ID, IE ve IF)

bliylime gostermistir.

Antibiyotik duyarlilik testleri degerlendirildiginde EM7, EM9, EM30, EK6 ve EK7
kodlu izolatlarin sadece kanamisine; EM19, EM23, EK14, EK15 ve ENI1 kodlu
izolatlarin sadece tetrasikline; EN12 kodlu izolatin hem neomisin hem de kanamisine;
EN3 kodlu izolatin ise ii¢ antibiyotige birden direngli oldugu tespit edilmistir. 63
izolatin neomisin, kanamisin ve tetrasiklin antibiyotiklerine duyarlilik sonuclar1 Cizelge

4.8’de verilmistir.

Biyokimyasal testlerden biri olan seker fermentasyonu verileri, izolatlarin glikoz ve
siikroz gibi sekerlerden asit olusturmalarmin, test edilen fruktoz, sorbitol, laktoz,
maltoz, mannitol, mannoz, galaktoz ve inositol gibi sekerlerden daha fazla oldugunu
gostermektedir. Bu sekerlerin fermentasyonlarina bakildiginda glikoz 38, siikroz 30,

maltoz 24, fruktoz ve mannoz 23, sorbitol 21, inositol 19, laktoz 18, galaktoz 16 ve
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mannitol’lin ise 14 izolat tarafindan fermente edildigi tespit edilmistir. Sekerlerden asit
olusumu bu ¢aligsmada tanisi yapilan Nesterenkonia, Halobacillus, Promicromonospora,
Jeotgalibacillus, Staphylococcus, Planococcus, Virgibacillus, Oceanobacillus,
Thalassobacillus, Halomonas, Gracilibacillus, Terribacillus, Bacillus Zhihengliuella,
cinslerinin tiirleri arasinda farklilik gosterdigi literatiirlerdeki verilerle uyusmaktadir

(Jiang et al. 2009; Sanchez-Porro et al. 2010; Mykytczuk et al. 2012).

Hidrolizi test edilen maddelerden eskiilinin 24, kazeinin 19, jelatinin 18, nisastanin 10
ve tween 80’in ise 6 izolat tarafindan parcalandigi tespit edilmistir. Eskiilin, kazein,
jelatin, nisasta, tween 80 gibi maddelerin hidrolizide sekerlerden asit olusturmada
oldugu gibi Nesterenkonia, Halobacillus, Promicromonospora, Jeotgalibacillus,
Staphylococcus, Planococcus, Virgibacillus, Oceanobacillus, Thalassobacillus,
Halomonas, Gracilibacillus, Terribacillus, Bacillus Zhihengliuella, cinslerinin tiirleri
arasinda farklilik gosterdigi literatiirlerdeki verilerle desteklenmistir (Jiang et al. 2009;
Chen et al. 2010).

Bu caligmada izolatlarin tan1 ve karakterizasyonu amaciyla kullanilan konvensiyonel
testlere ek olarak molekiiler yontemlerde kullanilmistir. Bu anlamda kullanilan ilk

yontem, rutin ¢calismalarda da siklikla tercih edilen mikrobiyal identifiksayon sistemidir.

MIS teknigi ile tanist yapilan bakteriler genellikle TSA besiyerlerinde biiyiitiilmeleri
dikkate alinarak bu calismada da %3 NaCl iceren TSA besiyerlerine ekimleri
yapilmistir. MIS tekniginin tan1 sonuglarina goére izolatlarin yag asit profilleri
incelendiginde; izolatlarin genel olarak en yiiksek oranda Cis.o iso V& Ci5:0 anteiso Y&
asitlerini, nispeten daha az oranda Ci7.p Ve C 17:0 anteiso Yag asitlerini igerdikleri tespit
edilmistir. Izolatlar arasinda farkliliklar olmakla beraber Ci4.0, C16:0, C 16:1 wrc alcohol, C
16:0 iso; C 16:0 N alcohol g1bi yag asitlerinin de sik rastlanan yag asitleri oldugu tespit

edilmistir.

Sekans sonuglarina gore Staphylococcus olarak tanilanan izolatlarin MIS tekniginde tiir

diizeyinde olmasa da cins diizeyinde uyustugu gézlemlenmistir. Diger taraftan, Bacillus
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olarak tanilanan izolatlarin MIS teknigiyle ya hig¢ tanilanmadig1 ya da Staphylococcus’ta
oldugu gibi uyusmanin sadece cins diizeyinde oldugu tespit edilmistir. Sekans
sonuglarina gore Halobacillus olarak tanilanan izolatlarin ya hi¢ tanilanmadigi ya da
Bacillus olarak tanilandig1 tespit edilmistir. Sekans verilerine gére 63 izolat’tan 2’sinin
Halomonas oldugu tespit edildigi halde MIS teknigi ile ayni izolatlardan birinin hig
tanilanamadig1 diger izolatin ise cins diizeyinde uyustugu tespit edilmistir. Sekans
verilerine gore Nesterenkonia (EM4 ve EN7) ve Halobacillus (EM7, EM14, EM33, IE
ve IF) olarak tanilanan izolatlarda dominant olmasi gereken yag asitlerinin

calismamizda elde edilen verilerle nispeten uyustugu gézlemlenmistir.

Halomonas cinsi genellikle membran lipitlerinde diiz-zincirli doymus, tek ¢ift bag
tagtyan doymamis yag asitleri (Cig.0, C16:1 ve Ozellikle Cig:1) igerirler. Calismamizda
sekans verilerine goére Halomonas olarak degerlendirilen 2 izolattan biri olan EM23
kodlu izolat’ta Ciso Yag asidinin bulunmast mevcut literatiir tarafindan
desteklemektedir (Franzmann and Tindall, 1990; Skerratt et al. 1991; Long et al. 2013).
Halomonas cinsinde spesifik sayilabilecek bir diger yag asidi olan siklopropan yag
asidinin bizim ¢alismamizda da tespit edilmis olmasi literatiir bilgileriyle uyusmaktadir
(Franzmann and Tindall 1990; Monteoliva-Sanchez et al. 1988; Skerratt et al. 1991
Sanchez-Porro et al. 2010; Long et al. 2013).

Bu calismada MIS teknigi ile tanisi yapilan izolatlarin optimum isteklerinden daha az
konsantrasyonlardaki tuz sartlarinda biiyiitiilmelerinden dolay1 %100 eslesme olmamasi
beklenen bir durumdur. Ciinkii mevcut literatiirler incelendiginde degisen tuz sartlarinda
yag asidi iceriginin degistigi goriilmektedir. Mesela Halomonas halophila’da artan tuz
miktar1 siklopropan yag asidi igeriginde bir artisa ve beraberinde tek ¢ift bagh
doymamis yag asitlerinde bir azalisa neden olur. Artan tuz miktarinin siklopropan yag
asit sentezini tesvik ettigi ifade edilmektedir (Monteoliva-Sanchez et al. 1988; Sanchez-
Porro et al. 2010). Tuz konsantrasyonu %5’den %15’e ¢ikartildiginda C 17.9 ¢yc miktari
%0’dan %38,5” ve C 19:0 ¢yc miktart %4,2’den %14,9’a ¢ikar ve dallanmis zincirli doymus
yag asitlerinin igerigi (Cis.0 iso Yag asidi i¢in) %42,9’dan %31,9’a diiser (Monteoliva-

Sanchez and Ramos-Cormenzana, 1986). Benzer sekilde Nesterenkonia, Marinococcus
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ve Halobacillus cinslerinde yiiksek oranlarda bulunan Cis.q ve Ci7,9 yag asitleri miktari
tuzlulukla degisir. Mesela tuz konsantrasyonu %5’den %15°e ¢ikartildiginda Cig.1 yag
asidinin miktar1 %40,9’dan %48.,8’¢ ¢ikar (Luo et al. 2009; Chen et al. 2009; Sanchez-
Porro et al. 2009).

Izolatlarin molekiiler tanis1 amaciyla, 16S tDNA bélgeleri PCR yardimiyla ¢ogaltilmus
ve c¢ogaltilan amplikonlarin sekans analizleri yaptirilmistir. Sekans analizleri
sonucunda; izole edilen 63 izolattan 11 tanesi Bacillus sp. (EM10, EM13, EM19,
EM21, EM24, EM29, EK4, EK15, EN1, EN2 ve EN5), 3 tanesi Bacillus pumilus (EM3,
EK1 ve EK14), 1 tanesi Marinibacillus sp.(EM1), 2 tanesi Zhihengliuella halotolerans
(EM2 ve ENB3), 1 tanesi Zhihengliuella sp. (EN12), 1 tanesi Zhihengliuella salsuginis
(EM30), 1 tanesi Nesterenkonia xinjiangensis (EM4), 1 tanesi Nesterenkonia sp. (EK7),
6 tanesi Halobacillus sp. (EM7, EM14, EM25, EM33, IE ve IF), 1 tanesi Halomonas
neptunia (EM23), 1 tanesi Halomonas sp. (IA), 1 tanesi Oceanobacillus picturae
(EM20), 1 tanesi Oceanobacillus profundus (EM26), 1 tanesi Oceanobacillus
oncorhynchi (EN8), 1 tanesi Oceanobacillus sp. (IC), 1 tanesi Gracilibacillus sp.
(EM31), 2 tanesi Planococcus sp. (EM32 ve EK9), 1 tanesi Thalassobacillus devorans
(EM34), 1 tanesi Thalassobacillus sp. (ID), 2 tanesi Promicromonospora sp. (EM8 ve
EK12), 2 tanesi Bacillus horikoshii (EM9 ve EM11), 2 tanesi Bacillus patagoniensis
(EM12 ve EMZ28), 1 tanesi Terribacillus saccharophilus (EM15), 1 tanesi
Jeotgalibacillus campisalis (EM16), 1 tanesi Jeotgalibacillus sp. (EK8), 5 tanesi
Staphylococcus succinus (EM17, EM18, EK2, EN4 ve EN7), 2 tanesi Bacillus
atrophaeus (EK3 ve EN11), 1 tanesi Bacillus subtilis (EK5), 1 tanesi Microbacterium
sp. (EK®6), 1 tanesi Bacillus megaterium (EK10), 1 tanesi Bacillus agaradhaerens
(EK13), 2 tanesi Bacillus gibsonii (EN6 ve EN10), 1 tanesi Exiguobacterium
aurantiacum (EN9), 2 tanesi Virgibacillus picturae (EM22 ve IB) olarak belirlenmistir.

Nesterenkonia cinsine ait 2 izolat %99 tani1 degeri verirken bu tan1 degeri bir izolat i¢in
cins diizeyinde (EK7), diger izolat (EM4) i¢in ise tir diizeyinde olmustur.
Calismamizda elde edilen 16S rDNA sekans analizi sonuglari, diger verilerle ve

literatiirlerle uyusmaktadir (Tiago et al. 2004; Li et al. 2008; Luo et al. 2009).
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Halomonas olarak tanilanan 2 izolat (EM23 ve IA) %99 tan1 degeri verirken bunlardan
EM23 izolati Halomonas neptunia, IA izolati1 ise Halomonas sp. olarak tanilanmistir.
Calismamizda elde edilen 16S rDNA sekans analizi sonuglari, diger verilerle ve

literatiirlerle uyusmaktadir (Sanchez-Porro et al. 2010; Long et al. 2013).

Halobacillus olarak tanilanan 6 izolat’in (EM7, EM14, EM25, EM33, IE ve IF)
tamaminda tant degerleri %99 bulunmus olup Calismamizda elde edilen 16S rDNA

sekans analizi sonuglari, diger verilerle ve literatiirlerle uyusmaktadir (Sanchez-Porro et

al. 2009; Chen et al. 2009).

Zhihengliuella olarak olarak tanilanan 4 izolat’in (EM2, EM30, EN3 ve EN12) tam
degeri yine %99 olup bunlardan bir tanesi Zhihengliuella sp. (EN12) sadece cins
seviyesinde diger 3 izolat Zhihengliuella halotolerans (EM2), Zhihengliuella salsuginis
(EM30) ve Zhihenglivella halotolerans (EN3) ise tir seviyesinde tani degeri
gostermislerdir. Zhihengliuella olarak tanilanan 4 izolatin 16S rDNA sekans analizi
sonuglari, diger verilerle ve literatiirlerle uyusmaktadir 16S rDNA degeri literatiirce de

desteklenmektedir (Chen et al. 2010; Jha et al. 2012).

Oceanobacillus olarak tanilanan 4 izolat’in (EM20, EM26, EN8 ve IC) tan1 degeri %99
olup bunlardan 3 izolat tir seviyesinde Oceanobacillus picturae (EM20),
Oceanobacillus profundus (EM26), Oceanobacillus oncorhynchi (EN8) ve 1 izolat ise
sadece cins seviyesinde tanilanabilmistir. Calismamizda elde edilen 16S rDNA sekans

analizi sonuglari, diger verilerle ve literatiirlerle uyusmaktadir (Lee et al. 2010; Yang et
al. 2010).

Planococcus olarak tanilanan 2 izolat (EM32 ve EK9) sadece cins diizeyinde tan1 degeri
verirken bu izloatlarin tan1 degeri ise %99 olarak tespit edilmistir. Calismamizda elde

edilen 16S rDNA sekans analizi sonuglari, diger verilerle ve literatiirlerle uyusmaktadir

(Suresh et al. 2007; Yoon et al. 2010).
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Promicromonospora olarak tanilanan 2 izolat (EM8 ve EK12) sadece cins diizeyinde
tan1 degeri verimisken bu izloatlarin tani degeri ise %99 olarak tespit edilmistir.
Calismamizda elde edilen 16S rDNA sekans analizi sonuglari, diger verilerle ve

literatiirlerle uyusmaktadir (Jiang et al. 2009; Kumar et al. 2011).

Thalassobacillus olarak tanilanan 2 izolattan (EM34 ve ID) biri tir diizeyinde
Thalassobacillus devorans (EM34) ve digeri ise cins (ID) diizeyinde %99 tani degeri
vermislerdir. Calismamizda elde edilen 16S rDNA sekans analizi sonuglari, diger

verilerle ve literatiirlerle uyusmaktadir (Lee et al. 2010; Sanchez-Porro et al. 2011).

Marinobacillus olarak tanilanan 1 izolat (EM1) cins diizeyinde tanilanmis olup
calismamizda elde edilen 16S rDNA sekans analizi sonuglari, diger verilerle ve

literatiirlerle uyusmaktadir (Rusznyak et al. 2008; Chen et al. 2010).

Staphylococcus olarak tanilanan 5 izolattan 4’ Staphylococcus succinus (EM17, EK2,
EN4 ve EN7) %99 oraninda tiir seviyesinde tani degeri verirken 1 izolat (EM18) ise
%96 oraninda tan1 degeri vermistir. Calismamizda elde edilen 16S rDNA sekans analizi

sonuglari, diger verilerle ve literatiirlerle uyusmaktadir (Ravyts et al. 2010).

Terribacillus olarak tanilanan 1 izolat (EM15) %98 oraninda Terribacillus
saccharophilus tiirline benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Calismamizda elde edilen
16S rDNA sekans analizi sonuclari, diger verilerle ve literatiirlerle uyusmaktadir

(Krishnamurthi and Chakrabarti 2008; Liu et al. 2010).

Jeotgalibacillus olarak tanilanan 2 izolattan (EM16 ve EK) biri tiir diizeyinde %100 tani
degeri ile Jeotgalibacillus campisalis (EM16) ve digeri ise cins (EK8) %99 tan1 degeri
ile cins diizeyinde tanilanabilmislerdir. Calismamizda elde edilen 16S rDNA sekans

analizi sonuglar1, diger verilerle ve literatiirlerle uyusmaktadir (Yoon et al. 2010; Chen
et al. 2010).
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Virgibacillus olarak tanilanan 2 izolattan (EM22 ve IB) biri %99 (EM22) digeri (IB) ise
%098 tan1 degeri ile Virgibacillus picturae tiiriine benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
Calismamizda elde edilen 16S rDNA sekans analizi sonuglari, diger verilerle ve

literatiirlerle uyusmaktadir (Zhang et al. 2012).

Gracilibacillus olarak tanilanan 1 izolat (EM31) %99 tani degeri ile cins diizeyinde
tanilanmis olup ¢aligmamizda elde edilen 16S rDNA sekans analizi sonuglari, diger

verilerle ve literatiirlerle uyusmaktadir (Huo et al. 2010; Chamroensaksri et al. 2010).

Cins diizeyinde tanilanan diger bir izolat (EK6) Microbacterium %99 tani degeri ile

tanilanmis olup sekans verisi mevcut literatiirle uyusmaktadir (Kim et al. 2011).

Exiguobacterium olarak tanilanan 1 izolat (EN9) %99 tan1 degeri ile Exiguobacterium
aurantiacum tiirine benzerlik gosterdigi tespit edilmis olup ¢alismamizda elde edilen

16S rDNA sekans analizi sonuglari, diger verilerle ve literatiirlerle uyusmaktadir

(Chaturvedi and Shivaji 2006; Singh et al. 2013).

EM10 %99, EM13 %98, EM19 %99, EM21 %99, EM24 %100, EM29 %99, EK4 %98,
EK15 %99, EN1 %98, EN2 %99 ve EN5 %99 tan1 degeri ile cins diizeyinde tanilanmig
olup calismamizda elde edilen 16S rDNA sekans analizi sonuglari, diger verilerle ve
literatiirlerle uyusmaktadir (Deng et al. 2011; Earl et al. 2012; Mohamadou et al. 2013).
Bu calismada 3 izolat (EM3) %99, (EK1) %100 ve (EK14) %99 tam1 degeri ile B.
pumilus, tiirtine benzerlik gostermis olup sekans ¢alismamizda elde edilen 16S rDNA
sekans analizi sonuglari, diger verilerle ve literatiirlerle uyusmaktadir (Todorova and

Kozhuharova 2010; Earl et al. 2012).

1 izolat (EK10) %99 tan1 degeri ile B.megaterium, 1 izolat (EK5) B.subtilis, 2 izolat
(EN6 %99 ve EN10 %100) tan1 degeri ile Bacillus gibsonii tiiriine benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir. Caligmamizda elde edilen 16S rDNA sekans analizi sonuglari, diger

verilerle ve literatiirlerle uyusmaktadir (Kim et al. 2010; Kang et al. 2011).



108

2 izolat, EK3 ve EN11 %99 tam1 degeri ile Bacillus atrophaeus, benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir. Caligmamizda elde edilen 16S rDNA sekans analizi sonuglari, diger

verilerle ve literatiirlerle uyusmaktadir (Ruiz-Garcia et al. 2005; Porob et al. 2013).

1 izolat (EK13) %99 tan1 degeri ile Bacillus agaradhaerens tiiriine benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir. Caligmamizda elde edilen 16S rDNA sekans analizi sonuglari, diger

verilerle ve literatiirlerle uyusmaktadir (Chen et al. 2009; Ibrahim et al. 2010).

Uzun vadede genetik miihendislik ve bitki 1slahi ile tuz toleransli bitki varyetelerinin
elde edilmesi miimkiin olmasina ragmen, halofilik mikroorganizmalarin ekilen bir
tirtinle inokiilasyonu kisa vadede bitki stresini azaltacagindan ayrica bu yaklasimin hem
cevre dostu hem de daha az maliyetli olmasi bu yontemin kullanilabilirligini
artirmaktadir. Tuzlu topraklarda bazi mikroorganizmalarin bitki biiylimesi {izerine
olumlu etkileri iyi bilinmesine ragmen s6z konusu bu etkilerin altinda yatan fizyolojik
ve molekiiler mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamadig i¢in olumlu etkileri olan

mikroorganizmalarin tarim uygulamalari i¢in optimize edilmesi gerekir.

Ilimli halofilik bakteriler cesitli tuz konsantrasyonlarinda bir¢ok uyumlu bilesik
tretebildikleri ve bazi bilesikleri pargalayabildiklerinden dolayr biyoteknolojik
uygulamalarda olduk¢a 6nemli bir yer tutarlar. Halofilik mikroorganizmalarin ¢esitliligi
ve karekterizasyonu ile ilgili birgok calisma bulunmasina karsin biyoteknolojik
uygulamalar1 ile ilgili c¢aligmalar sinirhdir. Meveut durum g6z Oniinde
bulunduruldugunda bu ekstremofillerin endiistriyel siireglerde kullanimlar1 igin
gelecekte bu konu lizerine daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir. Ilimli halofilik
mikroorganizmalarin en ilgin¢ uygulamalarindan birisi {rettikleri uyumlu ¢oziinen
maddelerin, biyomakromolekiillerin ve hiicrelerin dis c¢evre tarafindan meydana
getirilen zararlardan korunmasidir. Ilimli halofilik mikroorganizmalarin bir diger ilging

uygulama alani ise tuz sartlarinda biyodegredasyon siire¢lerinde kullanilmalaridir.

Bu tez kapsaminda yaptigimiz ¢alisma Tiirkiye smirlart i¢indeki tuzlu topraklardan

iliml1 halofilik bakterilerin izolasyonu, karekterizasyonu ve tanist amaciyla yapilmis ilk
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calisma olmas1 sebebiyle biiyiikk bir Ooneme sahiptir. Mikroorganizmalarin toprak
verimliligi {lizerine rolleri disiiniildiginde ve Ozellikle halofilik bakterilerin tuz
sartlarina uyumlar1 goz Oniline alindiginda calismamizda elde ettigimiz bakterilerin
onemli bir sorun olan tuzlu topraklarin islahi ¢alismalarina ciddi katki saglayacagi
aciktir. Bu bakterilerin PGPR 6zelliklerinin arastirilmasi sadece sahip olduklart uyumlu
¢ozilinen olarak adlandirilan bilesiklerin ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda fonksiyonel
olan enzimlerin zirai alanlardaki uygulamalar1 i¢in degil tip, eczacilik ve
biyoremediasyon gibi bir¢ok muhtemel kullanim alani bakimindan da son derece

Onemlidir.



110

KAYNAKLAR

Acar, S., 2009. Hasanabdal Koyii Termal Tesislerinden Alman Su Orneklerinden izole
Edilen Termofilik Bakterilerin Molekiiler Karakterizasyonu. Yiiksek Lisan Tezi.
Atatiirk Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Adiguzel, A., Ozkan, H., Baris, O., Inan, K., Gulluce, M., Sahin, F., 2009. Identification
and characterization of thermophilic bacteria isolated from hot springs in
Turkey. Journal of Microbiological Methods, 79, 321-8.

Adiguzel, A., 2006. Baz1 Termal Tesislerden Alinan Su Orneklerinden Izole Edilen
Termofilik Bakterilerin Molekiiler Karakterizasyonu. Doktora Tezi, Atatiirk
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Amoozegar, M. A., Malekzadeh, F., and Khursheed, A. M., 2003. Production of
amylase by newly isolated moderate halophile, Halobacillus sp. strain MA-2,
Journal of Microbiological Methods, 52 353-359.

Anjos, A. R. M., and Mattiazzo, M. E., 1998. Evaluation of the leaching of magnesium,
calcium and potassium in soils treated with sewage sludge. XV International
Congress of Soils Science, Scientific Presentation No. 2214, Symposium No.
40, Montpellier, France.

Anonymous, 2005. Management of Irrigation-Included Salt-Affected Soils.
ftp://ftp.fao.org/agl/agll/docs/salinity-brochure-eng.pdf.

Ashaf, M., Berge, S. H., Mahmood, O. T., 2004. Inoculalting wheat seedlings with
exopolysaccharide-producing bacteria restricts sodium uptake and stimulates
plant growth under salt stres. Biology and Fertility of Soils, 40, 157-162.

Azachi, M., Oren, A., Gurevich, P., Sarig, S., and Henis, Y., 1995. Transformation of
formaldehyde by a Halomonas sp. Canadian Journal of Microbiology, 41, 548-
553.

Bailey, V. L., Smith, J. L., Bolton, H., 2002. Fungal-to-bacterial ratios in soils
investigated for enhanced C sequestration. Soil Biology and Biochemistry 34,
997-1007.

Barassi, C. A., Ayrault, G., Creus, C. M., Sueldo, R. J., and Sobrero, M. T., 2006. Seed
inoculation with Azospirillum mitigates NaCl effects on lettuce. Scientia
Horticulture, 109, 8-14.

Bardhan, G., Chaudhari, S. K., Mohapatra, P. K., 2007. Effect of Irrigation Water
Quality on Saturated Hydraulic Conductivity of Typic Haplustert, Vertic
Haplustept, and Lithic Ustorthent Soils. Journal of Agricultural Physics, 7, 38-
46.

Baris, O., 2009. Erzurum Ilindeki Magaralarda Damlatasi Olusumunda Etkili
Bakterilerin izolasyonu, Karakterizasyonu ve Tanisi. Doktora Tezi, Atatiirk
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Béjar, V., Llamas, 1., Calco, C., and Quesada, E., 1998. Characterization of
exopolysaccharides produced by 19 halophilic strains of the species Halomonas
eurihalina. Journal of Biotechnology, 61,135-141.

Bell, D. T., 1999. Australian trees for the rehabilitation of waterlogged and salinity-
damaged landscapes. Australian Journal of Botany 47, 697-716.


ftp://ftp.fao.org/agl/agll/docs/salinity-brochure-eng.pdf

111

Beyer, N., Driller, H., and Biinger, J., 2000. Ectoine an innovative, multi-functional
active substance for the cosmetic industry. Seiden Ole Fette Wachse, 126, 26-
29.

Bianco, C., and Defez, R., 2009. Medicago truncatula improves salt tolerance when
nodulated by an indole-3-acetic acid-overproducind Sinorhizobium meliloti
strain. Journal of Experimental Botany, 60, 3097-4107.

Bollag, J. M., Myers, C. J.,, and Minard, R. D., 1992. Biological and chemical
interactions of pesticides with soil organic matter. Science of Total
Environmental, 123/124, 205-217.

Boonsaner, M., and Haweker, D., 2012. Remediation of saline soil from shrimp farms
by three different plants including soybean (Glycine max (L.) Merr.). Journal of
Environmental Science and Health, Part A. 47, 558-564.

Bresler, E., Neal, B. L. M., Carter, D. L., 1982. Saline and Sodic Soils. Principles-
Dynamics-Modelling. Springer-Verlag Berlin Heidelberg New York, 236.
Broadbent, F. E., Nakashima, T., 1971. Effect of added salts on nitrogen mineralization

in three California soils. Soil Science Society of America Journal 35, 457-460.

Brown, A. D., 1976. Microbial water stress. Bacteriological Reviews, 40, 803-846.

Brown, A. D., 1990. Microbial water stress physiology. Principles and perspectives.
John Wiley and Sons, Chichester.

Brown, A. D., and Simpson, J. R., 1972. Water relations of sugar-tolerant yeasts: the
role of intracellular polyols. Journal of General Microbiology, 72, 589-591.

Buyer, J. S., 2006. Rapid and sensitive FAME analysis of bacteria by cold trap injection
gas chromatography. Journal of Microbiological Methods, 67, 187-190.

Bylund, J. E., Dyer, J. K., Fecly, D. E., and Martin, E. L., 1990. Alkaline and acid
phosphatases from the extensively halotolerant bacterium Halomonas elongata.
Current Microbiology, 20, 125-131.

Cao, J., Xianting, Li., X., Kong, X., Zed, R., and Dong, L., 2012. Using alfalfa
(Medicago sativa) to ameliorate salt-affected soils in Yingda irrigation district in
Northwest China. Acta Ecologica Sinica. 32: 68-73.

Cao, J., Li, X, Kong, X., Zed, R., and Dong, L., 2012. Using alfalfa (Medicago sativa)
to ameliorate salt-affected soils in Yingda irrigation district in Northwest
China. Acta Ecologica Sinica, 32, 68-73.

Chaiyanan, S., Chaiyanan, S., Maugel, T., Hug, A., Robb, F. T., and Colwell, R. R.
1999. Polyphasic taxonomy of a novel Halobacillus, Halobacillus thailandensis
sp. nov. isolated from fish sauce. Systematic and Applied Microbiology, 22,
360-365.

Chakraborty, U., Roy, S., Chakraborty, A. P., Dey, P., and Chakraborty, B., 2011. Plant
growth promotion and amelioration of salinity stress in crop plants by a salt-
tolerant bacterium. Recent Reshearc in Science and Technology, 3, 61-70.

Chamroensaksri, N., Tanasupawat, S., Akaracharanya, A.,Visessanguan, W., Kudo, T.
Itoh, T., 2010. Gracilibacillus thailandensis sp. nov., from fermented fish (pla-
ra) in Thailand. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, 60, 944,948.


http://www.tandfonline.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&searchType=journal&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A()
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&searchType=journal&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A()
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&searchType=journal&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A()
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&searchType=journal&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A()
http://www.tandfonline.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&searchType=journal&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A()

112

Chang, P., Gerhardt, K. E.,, Huang, X. D., Yu, X. M., Glick, B. R., Gerwing, P.
D.,Greenberg, B. M., 2013. Plant growth-promoting bacteria facilitate the
growth of barley and oats in salt-impacted soil: Implications for
phytoremediation of saline soils. International Journal of Phytoremediation,
D0i:10.1080/15226514.2013.82144.

Chaturvedi, P., and Shivaji, S., 2006. Exiguobacterium indicum sp. nov. a psychrophilic
bacterium from the Hamta glacier of the Himalayan mountain ranges of India.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 56, 2765-
2770.

Chen, G., Zhu, H., and Zhang, Y., 2003. Soil activities and carbon and nitrogen fixation.
Research in Microbiology 154: 393-398.

Chen, J., 2006. The combined use of chemical and organic fertilizers and/or biofetilizer
for crop growth and soil fertility. International Workshop on Sustained
Management of the Soil-Rhizosphere System for Efficient Crop Production and
Fertilizer Use, Thailand. 16-20.

Chen, L., Dodd, I. C., Theobald, J. C, Belimov, A. A., and Davies, W. J., 2013 The
rhizobacterium Variovorax paradoxus 5C-2, containing ACC deaminase,
promotes growth and development of Arabidopsis thaliana via an ethylene-
dependent pathway. Journal of Experimental Botany. 64, 1565-1573.

Chen, Y. G, Peng, D. J,, Chen, H. Q., Zhang, Y. Q., Tang, S. K., Zhang, D. C., Peng, Q.
Z, Li, W. J., 2010. Jeotgalibacillus soli sp. nov., isolated from non-saline forest
soil, and emended description of the genus Jeotgalibacillus. Antonie van
Leeuwenhoek. 98,415-421.

Chen, Y.-G., Cui, X-L., Wang, Y-X., Zhang, Y-Q., Tang, S-K., Li, W-J., Liu, Z-X.,
Wen, M-L. and Peng, Q. 2009. Virgibacillus sediminis sp. nov., a moderately
halophilic bacterium isolated from a salt lake in China. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, 59, 2058-2063.

Chen, Y-G., Tang, S-K., Zhang, Y-Q., Liu, Z-X., Chen, Q-H., He, J-W., Cui, X-L. and
Li, W-J. 2010. Zhihengliuella salsuginis sp. nov., a moderately halophilic
actinobacterium from a subterranean brine.Extremophiles 14, 397-402.

Chen, Y-G., Zhang, Y-Q., Liu, Z-X., Zhuang, D-C., Klenk, H-P., Tang, S-K., Cui, X-L.
and Li, W-J., 2009. Halobacillus salsuginis sp. nov., a moderately halophilic
bacterium from a subterranean brine. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 59, 2505-2509.

Chen, Y-G., Zhang, Y-Q., Wang, Y-X., Liu, Z-X., Klenk, H-P., Xiao, H-D., Tang, S-K.,
Cui, X-L., and Li, W-J., 2009. Bacillus neizhouensis sp. nov., a halophilic
marine bacterium isolated from sea anemone. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, 59, 3035-3039.

Cheng, Z., Park, E., and Glick, B. R., 2007. 1-Aminocyclopropane-1-carboxylate
deaminase from Pseudomonas putida UW4 facilitates the growth of canola in
the presence of salt. Canadian Journal of Microbiology, 53, 912-918.

Chhabra, R., 1996. Soil salinity and water quality. A. A. Balkema Brookfield, USA.

Chookietwattana, K. and Maneewan, K., 2012. Selection of efficient salt-tolerant
bacteria containing ACC deaminase for promotion of tomato growth under
salinity stress. Soil Environment, 31, 30-36.



113

Chookietwattana, K., and Maneewan, K., 2012. Screening of efficient halotolerant
phosphate solubilizing bacterium and its effect on promoting plant growth under
saline conditions. World Applied Science Journal, 16, 1110-1117.

Chuard, C., and Reller, L. B., 1998. Bile-esculin test for presumptive identification of
Enterococci and Streptococci: Effects of bile concentration, inoculation
technique, and incubation time. Journal of Clinical Microbiology. 36, 1135-
1136.

Connell, S. P., and Garland, J. L., 2002. Dissimilar response of microbial communities
in Biolog GN and GN2 plates. Soil Biology and Biochemistry, 34, 413-416.

Cummings, S. P., Williamson, M. P., and Gilmour, D. J., 1993. Turgor regulation in a
novel Halomonas species. Archives of Microbiology, 160: 319-323.

Curtin, D., Naidu, R., 1998. Fertility constraints to plant production, In: Sumner, M.E.,
Naidu, R. (Eds.), Sodic Soil: distribution, management and environmental
consequences. Oxford University Press: New York, pp. 107-123.

Cetinkus, K., 2007. Camalt1 Tuzlas1 Halofilik Mikroorganizmalarinin izolasyonu Ve
Karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi, Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Eskisehir.

Da Costa, M. S., Santos, H., and Galinski, E. A., 1998. An overview of the role and
diversity of compatible solutes in Bacteria and Archaea, pp. 117-153 In:
Antranikian, G. (Ed.), Biotechnology of extremophiles. Springer-Verlag, Berlin.

Dalal, R. C., 1998. Soil Microbial biomass: What do the numbers really mean?
Australian Journal of Experimental Agriculture, 38, 649665.

Deng, Y., Zhu, Y., Wang, P., Zhu, L., Zheng, J., Li, R., Ruan, L., Peng, D. Sun, M.,
2011. Complete genome sequence of Bacillus subtilis BSn5, an endophytic
bacterium of Amorphophallus konjac with antimicrobial activity for the plant
pathogen Erwinia carotovora subsp. carotovora. Journal of Bacteriology, 193,
2070-2071.

Devi, G. R, Pandiyarajan, V., Gurusaravanan, P., 2012. Alleviating effect of IAA on salt
stressed Phaseolus mungo (L.) with reference to growth and biochemical
characteristics. Recent Research in Science and Technology, 4, 22-24.

Dimkpa, C., Weinand, T and Ash, F., 2009. Plant-rhizobacteria interactions alleviate
abiotic stress conditions. Plant, Cell and Environment, 32, 1682-1694.

Dincer, A. R., and Kargi, F., 2001. Performance of rotating biological disc system
treating saline wastewater. Process Biochemistry, 36, 901-906.

Dohrmann, A-B., and Miiller, V., 1999. Chloride dependence of endospore germination
in Halobacillus halophilus. Archives of Microbiology, 172, 264-267.

D'Souza, M. P., Amini, A., Dojka, M. A., Pickering, I. J., Dawson, S. C., Pace, N. R,
and Terry, N., 2001. Identification and characterization of bacteria in a
selenium-contaminated  hypersaline evaporation ponds. Applied and
Environmental Microbiology, 67, 3785-3794.

Dubey, S. K., Mondal, R. C., 1993. Sodic soil reclamation with saline water in
conjunction with organic and inorganic amendments. Arid Soil Research and
Rehabilitation, 7, 219-231.

Durmaz, R., 2001. Molekiiler Epidemiyolojinin Prensipleri. Uygulamali Molekiiler
Mikrobiyoloji (2. Baski), Nobel Tip Kitabevleri Ltd. Sirketi, s.139-147,
Istanbul.



114

Diilger, S., 2003. Gonen, Kestanbol ve Diyadin kaplicalarindan termofilik
bakterilerinizolasyonu, = molekiiler =~ yontemlerle  karakterizasyonu  ve
tanimlanmasi. Doktora Tezi, K.T.U., Fen Bilimleri Enstitiisii, Trabzon.

Earl, A. M., Eppinger, M., Fricke, W. F., Rosovitz, M. J., Rasko, D. A., Daugherty, S.,
Losick, R., Kaolter, R., and Ravel, J., 2012. Whole-genome sequences of
Bacillus subtilis and close relatives. Journal of Bacteriology, 194, 2378-2379.

Economou, A., Roussis, A., Milioni, D., and Katinakis, P., 1989. Patterns of protein
synthesis in the moderately halophilic bacterium Deleya halophila in response
to sudden changes in external salinity. FEMS Microbiology Ecology, 62, 103-
110.

Egamberdiyeva, D., and Hoflich, G., 2004. Effect of plant growth-promoting bacteria
on growth and nutrient uptake of cotton and pea in a semi-arid region of
Uzbekistan. Journal of Arid Environments, 56, 293-301.

Errabii, T., Gandonou, C., Hayat, E., Abrinl, J., Idaomar, M., Nadia, S., 2006. Growth,
proline and ion accumulation in sugarcane callus cultures under drought-induced
osmotic stress and its subsequent relief. African Journal of Biotechnology, 15,
1488-1493.

Eynard, A., Schumacher, T. E., Lindstrom, M. J., Malo, D. D., 2005. Effects of
agricultural management systems on soil organic carbon in aggregates of Ustolls
and Usterts. Soil and Tillage Research 81, 253-263.

Fang, C., Radosevich, M. and Fuhrmann, J. J., 2001. Characterization of rhizosphere
microbial community structure in five similar grass species using fame and
biolog analyses. Soil Biology and Biochemistry, 33, 679-682.

Feng, D. Q., Zhang, B., Lu, W. D., and Yang, S. S., 2006. A protein expression analysis
of moderately halophilic bacterium Halobacillus dabanensis D-8T under salt
stress conditions. The Journal of Microbiology, 44,369-374.

Ferguson, L., Grattan, S. R., 2005. How salinity damages citrus: osmotic effects and
specific ion toxicities. HortTechnology, 15,95-99.

Fisk, M. C., Ruether, K. F. and Yavitt, J. B., 2003. Microbial activity and functional
composition among northern peatland ecosystems. Soil Biology and
Biochemistry, 35, 591-602.

Fitzpatrick, R.W., Rengasamy, P., Merry, R.H., Cox, J.W., 2001. Is dryland soil
salinisation reversible. National Dryland Salinity Program. Web site
http://www.ndsp.gov.au.

Franzmann, P. D., and Tindall, B. J. 1990. A chemotaxonomic study of members of the
family Halomonadaceae. Systematic and Applied Microbiology,13: 142-147.

Gabbay-Azaria, R., and Tel-Or, E. 1993. Mechanisms of salt tolerance in eyanobacteria,
pp. 123-132 In: Gresshoff, P.M. (Ed.), Plant responses to the environment. CRC
Press, Boca Raton.

Galinski, E. A., 1995. Osmoadaptation in bacteria. Advances in Microbial Physiology,
37, 273-328.

Galinski, E. A., and Louis, P., 1999. Compatible solutes: ectoine production and gene
expression, pp. 187-202 In: Oren, A. (Ed.), Microbiology and biogeochemistry
of hypersaline environments. CRC Press, Boca Raton.

Garcia, C., Hernandez, T., 1996. Organic matter in bare soils of the Mediterranean
region with a semiarid climate. Arid Land Research and Management 10, 31-41.


http://www.ndsp.gov.au/

115

Garland, J. L., 1996. Analytical approaches to the characterization of samples of
microbial communities using patterns of potential carbon source utilization. Soil
Biology and Biochemistry, 28, 213-221.

Ghaly, F. M., 2002. Role of natural vegetation in improving salt affected soil in
northern Egypt. Soil and Tillage Research 64,173-178.

Ghany, A, Bouthaina F., Arafa, R. A. M., Tomader, A. E. R., Morsy, E. S. M., 2010.
Effect of Some Soil Microorganisms on Soil Properties and Wheat Production
under North Sinai Conditions. Journal of Applied Sciences Research, 4, 559-
579.

Ghollarata, M., Raiesi, F., 2007. The adverse effects of soil salinization on the growth
of Trifolium alexandrinum L. and associated microbial and biochemical
properties in a soil from Iran. Soil Biology and Biochemistry 39, 1699-1702.

Ghosh, R., Chattopadhyay, P. K., 2010. Antibiotic resistance profile of halophilic
microorganisms isolated from tannery effluent. Indian Journal of Biotechnology,
9, 80-86.

Glick, B. R., 2005. Modulation of plant ethylene levels by the bacterial enzyme ACC
deaminase. FEMS Microbiology Letters, 251, 1-7.

Glick, B. R., Penrose, D. M., and Li, J., 1998. A model for the lowering of plant
ethylene concentrations by plant growth promoting bacteria. Journal of
Theoretical Biology, 190, 63-68.

Gormez, A., 2011. Erzurum ilinde kayis1 agacglarindan izole edilen Pseudomonas
tiirlerinin tanis1, karakterizasyonu ve gesit reaksiyonlari. Atatiirk Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Grichko, V. P., and Glick, B. R., 2001. Amelioration of flooding stress by ACC
deaminase-containing plant growth-promoting bacteria. Plant Physiol. Biochem.
39: 11-17.

Grover, M., Ali, S. Z., Sandhya, V., Rasul, A., and Venkateswarlu, B., 2011. Role of
microorganisms in adaptation of agriculture crops to abiotic stresses. World
Journal of Mictobiology and Biothecnology.27, 1231-1240.

Haque, M. A., and N. J. Russell., 2004. Strains of Bacillus cereus vary in the phenotypic
adaptation of their membrane lipid composition in response to low water
activity, reduced temperature and growth in rice starch. Microbiology,
150,1397-1404.

Harley, J.P. and Prescott, L.M., 2002. Laboratory Exercises in Microbiology, Fifth
Edition New York: The McGraw-Hill Companies.

Hayat, R., Ali, S., Amara, U., Khalid, R. and Ahmed, I., 2010. Soil beneficial bacteria
and their role in plant growth promotion: a review. Annals of Microbiology, 60,
579-598.

Horikoshi, K., and Bull, A. T., 2011. Extremophiles Handbook.

Hulton, C. S., Higgins, C. F., Sharp, P. M., 1991. ERIC Sequences: a novel family of
repetitive elements in the genomes of Escherichia coli, Salmonella typhimurium
and other Enterobacteria. Molecular Microbiology, 5, 825-834.

Huo, Y. Y., Xu, X., Cui, H., Wu, M., 2010. Gracilibacillus ureilyticus sp. nov., a
halotolerant bacterium from a saline-alkaline soil. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, 60, 1383-1386.



116

Ibekwe, A. M., Poss, J.A., Grattan, S. R., Grieve, C. M., Suarez, D., 2010. Bacterial
diversity in cucumber (Cucumis sativus) rhizosphere in response to salinity, soil
pH, and boron. Soil Biology and Biochemistry 42, 567-575.

Imhoff, J. F., Tindall, B. J., Grant, W. D., and Triiper, H. G., 1991. Ectothiorhodospira
vacuolata sp. nov., a new phototrophic bacterium from soda lakes. Archives of
Microbiology, 130, 238-242.

Indiragandhi, P., Anandham, R., Kim, K., Yim, W., Madhaiyan, M., and Sa, T. M,
2008. Induction of defense responses in tomato against Pseudomonas syringae
pv. tomato by regulating the stress ethylene level with Methylobacterium oryzae
CBMB20 containing 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, 24, 1037-1045.

Ibrahim, A. S. S., Tayeb, M. A. E., Salamah, A. A. A., 2010. Characterization of
immobilized alkaline cyclodextringlycosyltransferase from a newly isolated
Bacillus agaradhaerens KSU-A11. African Journal of Biotechnology, 9, 7550-
75509.

Jacob, J. H., 2012. Classification of Halophilic Heterotrophic Bacteria Thriving in the
Jordan Dead Sea Littoral Zone, Journal of Biological Science, 2, 1-7.

Jadhav, G., Salunkhe, D., Nerkar, D., Bhadekar, R., 2010. Isolation and characterization
of salt-tolerant nitrogen-fixing microorganisms from food. EurAsian Journal of
Bioscience, 4, 33-40

Jeffries, P., Gianinazzi, S., Perotto, S., Turnau, K. and Barea, J. M., 2003. The
contribution of arbuscular mycorrhizal fungi in sustainable maintenance of plant
health and soil fertility. Biology and Fertility of Soils, 37, 1-16.

Jenkinson, D. S., 1988. Determination of microbial biomass carbon and nitrogen in soil,
In: Wilson, J.R. (Ed.), Advances in nitrogen cycling in agricultural ecosystems.
Commonwealth Agricultural Bureau, International. Wallingford, 368-386.

Jha, B., Gontia, I., and Hartmann, A., 2011. The roots of the halophyte Salicornia
brachiata are a source of new halotolerant diazotrophic bacteria with plant
growth-promoting potential. Plant and Soil, 356, 265-277.

Jiang, Y., Wiese, J., Cao, Y-R., Xu, L-H., Imhoff, J. F. and Jiang, C-L., 2009.
Promicromonospora flava sp. nov., isolated from sediment of the Baltic Sea.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 59, 1599-
1602.

Kadayifcilar, P., 2007. Klinik Taniya Yonelik Dna Hibridizasyonuna Dayali
Elektrokimyasal Genosensér Tasarimi. Doktora tezi, Ege Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitiisii, [zmir.

Kang, J-Y., Kim, S-Y., Kim, D., Kim, D-H., Shin, S-M., Park, S-H., Kim, K-H., Jung,
H-C., Pan, J-G., Joung, Y-H., Chi, Y-T., Chae, H-Z., Ahn, T., Yun, C-H., 2011.
Characterization of diverse natural variants of CYP102A1 found within a
species of Bacillus megaterium. AMB Express, 1, 1-12.

Kargi, F., and Dinger, A. R. 2000. Use of halophilic bacteria in biological treatment of
saline wastewater by fedbatch operation. Water Environment Research, 72, 170-
174.

Kelly, J., Rengasamy, P., 2006. Diagnosis and Management of Soil Constraints:
Transient Salinity, Sodicity and Alkalinity, The University of Adelaide and
Grains Research and Development Corporation, Canberra, Australia, 1-32.



117

Keren, R., 2000. Salinity, In: Sumner, M.E. (Ed.), Handbook of Soil Science. CRC
Press. Boca Raton. G3-G25.

Kets, E. P. W., Galinski, E. A., de Wit, M., de Bont, J. A. M., and Heipieper, H. J.,
1996. Mannitol, a novel bacterial compatible solute in Pseudomonas putida S12.
Journal of Bacteriology, 178, 6665-6670.

Killham, K., 1994. Soil Ecology. Cambridge, Cambridge University Press.

Kim, D. H., Kim, K. H., Kim, D., Jung, H. C., Pan, J. G., Chi, Y. T,, Ahn, T., Yun, C.
H., 2010. Oxidation of human cytochrome P450 1A2 substrates by Bacillus
megaterium cytochrome P450 BM3. Journal of Molecular Catalysis B: Enzym,
63, 179-187.

Kim, Y. J, Roh, S. W., Jung, M. J, Kim, M. S., Park, E. J., Bae, J. W., 2011.
Microbacterium mitrae sp. nov., isolated from salted turban shell. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 61, 399-403.

Kingler, J. M., Stowe, R. P., Obenhuber, D. C., Groves, T. O., Mishra, S. K. and
Pierson, D. L., 1992. Evaluation of the biolog automated microbial identification
system. Applied and Environmental Microbiology, 58, 2089-2092.

Knapp, S., Ladenstein, R., and Galinski, E. A., 1999. Extrinsic protein stabilization by
the naturally occurring osmolytes and betaine. Extremophiles, 3, 191-198.

Koike, S. T., Barak, J. D., Henderson, D. M. and Gilbertson, R. L.,1999. Bacterial
blight of leek: a new disease in California caused by Pseudomonas syringae.
Plant Disease, 83, 165-170.

Konopka, A., Oliver, L., and Turco, R. F., 1998. The use of carbon substrate utilization
patterns in environmental and ecological microbiology. Microbial Ecology, 35,
103-115.

Koyro, H. W., Hussain,T., Huchzermeyer, B., Khan, M. A., 2013. Photosynthetic and
growth responses of a perennial halophytic grass Panicum turgidum to
increasing NaCl concentrations. Environmental and Experimental Botany 91,
22-29.

Kreuzwieser, J., and Gessler, A., 2010. Global climate change and tree nutrition:
influence of water availability. Tree Physiology, 30,1221-1234.

Krishnamurthi, S., Chakrabarti, T., 2008. Proposal for transfer of Pelagibacillus
goriensis Kim et al. 2007 to the genus Terribacillus as Terribacillus goriensis
comb. nov. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology,
58, 2287-2291.

Kubo, M., Hiroe, J., Murakami, M., Fukami, H., and Tachiki, T., 2001. Treatment of
hypersaline-containingwastewater with salt-tolerant microorganisms. Journal of
Bioscience and Bioengineering, 91, 222-224.

Kuda, T., Miyamoto, H., Sakajiri, M., Ando, K., and Yano, T., 2001. Microflora of fish
nukazuke made in Ishikawa, Japan. Nippon Suisan Gakkaishi, 67, 296-301.

Kumar, M., Joshi, A., Kashyap, R., Khanna, S., 2011. Production of xylanase by
Promicromonospora sp MARS with rice straw under non sterile conditions.
Process Biochemistry, 46, 1614-1618.

Kushner, D. J., 1993. Growth and nutrition of halophilic bacteria, pp. 87-103 In:
Vreeland, R.H., and Hochstein, L.I. (Eds.), The biology of halophilic bacteria.
CRC Press, Boca Raton.



118

Ladiero, B., 2012. Saline Agriculture in the 21st Century: Using Salt Contaminated
Resources to Cope Food Requirements. Hindawi Publishing Corporation Journal
of Botany, 310705.

Lee, K. Y., Wahl, R., Barbu, E., 1956. Content of purine and pyrimidine base in
desoxyribonucleic acid of bacteria. Annales de I'Institut Pasteur, 91, 212-224.

Lee, S.Y.,, Oh T. K., Kim, W., and Yoon, J. H., 2010. Oceanobacillus locisalsi sp. nov.,
isolated from a marine solar saltern of the yellow sea, Korea International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. 60, 2758-2762.

Lee, S-Y., Oh, T-K. Yoon, J-H., 2010. Thalassobacillus hwangdonensis sp. nov.,
isolated from a tidal flat sediment. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 60, 2108-2112.

Lelliott, R. A., and Stead, D. E., 1987. Methods for The Diagnosis of Bacterial Diseases
of Plants. Blacwell Scientific Publications. 216.

Li, A., Lu, W., Ling, H. M. Qiu, D.Y., and Zhao, Y., 2008. Effect of different green-
cover patterns on soil secondary salinification in Qinwangchuan irrigated area,
Pratacultural Science 25, 20-23.

Li, W-J., Zhang, Y-Q., Schumann, P., Liu, H-Y., Yu, L-Y., Zhang, Y-Q., Stackebrandt,
E., Xu, L-H. and Jiang, C-L., 2008. Nesterenkonia halophila sp. nov., a novel
moderately halophilic and alkalitolerant actinobacterium isolated from a saline
soil. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 58,
1359-1363.

Ling, H. M., Jia, H. X,, Zhang, Y. F., 2003. Effect of salt restraint on Vicia villosa in
secondary salinization land. Acta Prataculturae Sinica, 12, 58-62.

Liu, W. Y., Jiang, L. L., Guo, C. J., and Yang, S. S., 2010. Terribacillus aidingensis sp.
nov., a moderately halophilic bacterium isolated from Xinjiang, China
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 60, 2940-
2945.

Long, M. R., Zhang, D. F., Yang, X. Y., Zhang, Y. M., Zhang, Y. G., Zhang, Y. M.,
Zhu, H., Li, W. J., 2013. Halomonas nanhaiensis sp. nov., a halophilic bacterium
isolated from a sediment sample from the South China Sea. Antonie van
Leeuwenhoek, 103, 997-1005.

Louws, F. J., and Cuppels, D. A., 2001. Appendix A; Molecular Techniques. Pages 321
333 in Schaad NW, Jones JB and Chun W. editors. Laboratory guide for
identification of plant pathogenic bacteria. Third edition. American
Phytopathological Society Press, St Paul Minnesota USA.

Luo, H. Y., Wang, Y. R., Miao, L. H., Yang, P. L., Shi, P. J,, Fang, C. X., Yao, B., Fan,
Y. L., 2009. Nesterenkonia albasp. nov., an alkaliphilic actinobacterium isolated
from the black liquor treatment system of a cotton pulp mill. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology ,59, 863-868.

Ma, J., Wang, Z., Stevenson, B. A., Zheng, X., Li, Y., 2013. An inorganic CO;
diffusion and dissolution process explains negative CO, fluxes in saline/alkaline
soils. Scientific Reports, 3, 2025.

Maas, E.V., 1990. Crop salt tolerance, Agricultural Salinity Assessment and
Management, American Society of Civil Engineers, 262-304.

Mace, J. E., Amrhein, C., Oster, J. D., 1999. Comparison of gypsum and sulfuric acid
for sodic soil reclamation. Arid Soil Research and Rehabilitation, 13, 171-188.



119

Madigan, M., T., Martinko, J., M., 2010. Brock Biology of Microorganisms. Southern
[llinois University Carbondale, 992.

Margesin, R., and Schinner, F., 2001. Potential of halotolerant and halophilic
microorganisms for biotechnology. Extremophiles, 5, 73-83.

Marschner, H., 1995. Functions of mineral nutrients: macronutrients, Mineral nutrition
of higher plants. Academic Press Limited; London.

Martins, L. F., and Peixoto, R. S., 2012. Biodegradation of Petroleum Hydrocarbons in
Hypersaline Environments. Brazilian Journal of Microbiology, 865-872.

Mayak, S., T. Tirosh, and Glick, B. R., 2004. Plant growthpromoting bacteria confer
resistance in tomato plants to salt stress. Plant Physiology and Biochemistry, 42,
565-572.

Meli, S. M., Porta, V. L., Puglisi, E., Del Re, A. A. M., and Gennaril, M., 2006.
Description of Chemical and Biological Soil Characteristics of Two Fields
Subjected to Different Agricultural Management under Mediterranean
Conditions. Italian Journal of Agronomy, 3,379-3863.

Mellado, E., Garcia, M. T., Nieto, J. J., Kaplan, S., and Ventosa, A., 1997. Analysis of
the genome of Vibrio costicola: pulsed-field gel electrophoretic analysis of
genome size and plasmid-content. Systematic and Applied Microbiology, 20,
20-26.

Mellado, E., Garcia, M. T., Roldan, E., Nieto, J. J., and Ventosa, A., 1998. Analysis of
the genome of the gramnegative moderate halophiles Halomonas and
Chromohalobacter by using pulsed-field gel electrophoresis. Extremophiles 2,
435-438.

Meryem, S. S., Yasmin, A., 2013. Effects Of Lead Resistant Bacteria On The Early
Growth Of Vigna Mungo L. (Hepper) Under Lead Stress. Pakistan
Journal of Botany, 45, 481-485.

MIS, 2005. MIS Operating Manual. 125 Sandy Dr. Newark, DE.

Miller, J. M., James, W., Biddle, W., Virginia, K., Quenzer, K. and James, C. Mc.,
1993. Evaluation of biolog for identification of members of the family
Micrococcaceae. Journal of Clinical Microbiology, 36, 3170-3173.

Miller, R. M. and Jastrow, J. D., 2000. Mycorrhizal fungi influence soil structure. In:
Kapulnik, Y., Douds, D. (Eds.), Arbuscular Mycorrhizas: physiology and
function. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 4-18.

Mkandawire, A. B. C., Mabagala, R. B., Guzman, P., Gepts, P., Gilbertson, R. L., 2004.
Genetic Diversity and Pathogenetic Variation of Common Blight Bacteria
(Xanthomonas campestris pv. phaseoli and X. campestris pv. phaseoil var.
fuscans) Suggests Pathogen Coevolution with the Common Bean.
Phytopathology, 94, 593-603.

Mohamadou, B-A., Mbofung, C. M., Barbier, G., 2013. Genotypic and phenotypic
diversity among Bacillus species isolated from Mbuja, a Cameroonian
traditional fermented condiment. African Journal of Biotechnology, 12, 1335-
1343.

Monteoliva-Sanchez, M., and Ramos-Cormenzana, A. 1987. Cellular fatty acid
composition in moderately halophilic Gram-negative rods. Journal of Applied
Bacteriology, 62, 361-366.


http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=pak.%20j.%20bot.%2C%20&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.pakbs.org%2Fpjbot%2Fpjhtmls%2Fcontents.html&ei=3oMkUtaAO4jWswawhIHICg&usg=AFQjCNFag43vkBycd6Km37pxkhDr8FlrYg
http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=pak.%20j.%20bot.%2C%20&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.pakbs.org%2Fpjbot%2Fpjhtmls%2Fcontents.html&ei=3oMkUtaAO4jWswawhIHICg&usg=AFQjCNFag43vkBycd6Km37pxkhDr8FlrYg

120

Monteoliva-Sanchez, M., Ferrer, M. R., Ramos-Cormenzana, A., Quesada, E., and
Monteoliva, M. 1988. Cellular fatty acid composition of Deleya halophila: effect
of growth temperature and salt concentration. Journal of General Microbiology,
134, 199-203.

Monteoliva-Sanchez, M., Ramos-Cormenzana, A., 1986. Effect of growth temperature
and salt concentration on the fatty acid composition of Flavobacterium
halmephilum CCM2831. FEMS Microbiology Letters, 33, 51-54.

Monteoliva-Sanchez, M., Ramos-Cormenzana, A., and Russell, N. J., 1993. The effect
of salinity and compatible solutes on the biosynthesis of cyclopropane fatty
acids in Pseudomonas halosaccharolytica. Journal of General Microbiology,
139, 1877-1884.

Monteoliva-Sanchez, M., Ventosa, A., and Ramos-Connenzana, A., 1989. Cellular fatty
acid composition of moderately halophilic cocci. Systematic and Applied
Microbiology, 12, 141-144.

Moreno, M. L., Pérez, D., Garcia, M. T., Mellado, E., 2013. Halophilic bacteria as a
source of novel hydrolytic enzymes. Life, 3,38-51.

Munns, R., 2002. Comparative physiology of salt and water stress. Plant, Cell and
Environment, 25, 239-250.

Munns, R., Tester, M., 2008. Mechanisms of salinity tolerance. Annual Review of Plant
Biology 59, 651-681.

Mykytczuk, N. C., Wilhelm, R. C., Whyte, L. G., 2012. Planococcus halocryophilussp.
nov., an extreme sub-zerospecies from high Arctic permafrost. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 62, 1937-1944.

Nautiyal, C. S., Srivastava, S., Chauhan, P. S., Seem, K., Mishra, A., Sopory, S. K.,
2013. Plant growth-promoting bacteria Bacillus amyloliquefaciens NBRISN13
modulates gene expression profile of leaf and rhizosphere community in rice
during salt stres. Plant Physiology and Biochemistry, 66, 1-9.

NCCLS, 2000. Performance standards for antimicrobial disk susceptibility tests.
Approved standard, 7th ed. NCCLS document M2-A7. NCCLS, Wayne, Pa.

Nelson, D. R., Mele, P. M., 2007. Subtle changes in rhizosphere microbial community
structure in response to increased boron and sodium chloride concentrations.
Soil Biology and Biochemistry 39, 340-351.

Nieto, J. J., Fernandez-Castillo, R., Garcia, M. T., Mellado, E., and Ventosa, A., 1993.
Survey of antimicrobial susceptibility of moderately halophilic eubacteria and
extremely halophilic aerobic archaeobacteria: utilization of antimicrobial
resistance as a genetic marker. Systematic and Applied Microbiology,16, 352-
360.

Niu, G., and Rodriguez, D. S., 2010.Rapid Screening for Relative Salt Tolerance among
Chile Pepper Genotypes.Hortscience 45, 1265-1269.

Nourbakhsh, F., and Sheikh-Hosseini, A. R., 2006. A kinetic approach to evaluate
salinity effects on carbon mineralization in a plant-residue amended soil. Journal
of Zhejiang University Science B, 7,788-793.

Oren, A., 1999. Bioenergetic aspects of halophilism. Microbiology and Molecular
Biology Reviews, 63, 334-348.

Oren, A., 2002. Halophilic microorganisms and their environments. Kluwer, Dordrecht.



121

Oren, A., and Mana, L., 2002. Amino acid composition of bulk protein and salt
relationships of selected enzymes of Salinibacter ruber, an extremely halophilic
bacterium. Extremophiles, 6, 217-223.

Oren, A., Gurevich, P., Azachi, M., and Henis, Y., 1992. Microbial degradation of
pollutants at high salt concentrations. Biodegradation, 3, 387-398.

Oster, J. D., Shainberg, 1., Abrol, I. P., 1996. Reclamation of salt affected soil, In:
Agassi, M. (Ed.), Soil erosion, conservation and rehabilitation. Marcel Dekker,
New York, 315-352.

Osuna, M. B., Casamayor, E. O., 2011. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
protein electrophoresis of freshwater photosynthetic sulfur bacteria. Current
Microbiology, 62, 111-6.

Ozkan, H., 2009. Erzurum Cevresinde Biyolojik Bozulmaya Neden Olan Heterotrofik
Bakterilerin izolasyonu, Karakterizasyonu ve Tamisi. Doktora Tezi, Atatiirk
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Pankhurst, C. E., Yu, S., Hawke, B. G., Harch, B. D., 2001. Capacity of fatty acid
profiles and substrate utilization patterns to describe differences in soil
microbial communities associated with increased salinity or alkalinity at three
locations in South Australia. Biology and Fertility of Soils 33, 204-217.

Parida, A. K., and Das, A. B., 2005. Salt tolerance and salinity effects on plants: a
review. Ecotoxicology and Environmental Safety, 60, 324-349.

Parker, R., Flowers, T. J., Moore, A. L., Harpham, N. V. J., 2006. An accurate and
reproducible method for proteome profiling of the effects of salt stress in the
rice leaf lamina. Journal of Experimental Botany, 57,1109-1118.

Pastor, J. M., Salvador, m., Argandofia, M., Bernal, V., Reina-Bueno, M., Csonka, L.
N., Iborra, J. L.,Vargas, C., Nieto, J. J., Canovas, M., 2010. Ectoines in cell
stress protection: uses and biotechnological production. Biotechnology
Advences, 28,782-801.

Paul, E. A, Clark, F. E., 1989. Soil Microbiology and Biochemistry. Academic Press,
Inc. San Diego, California.

Pérez-Fernandez, M. E., Quesada, E., Galvez, J., and Ruiz, C., 2000. Effect of
polysaccharide VV2-7, isolated from Halomonas eurihalina, on the proliferation
in vitro of human peripheral blood lymphocytes. Immunopharmacology and
Immunotoxicology, 22, 131-141.

Pfiffner, S. M., Mclnerney, M. J., Jenneman, G. E., and Knapp, R. M., 1986. Isolation
of halotolerant, thermotolerant, facultative polymer-producing bacteria and
characterization of the exopolymer. Applied and Environmental Microbiology,
51, 1224-1229.

Porob, S., Nayak, S., Fernandes, A., Padmanabhan, P., Patil, B. A., Meena, R. M., and
Ramaiah, N., 2013. PCR screening for the surfactin (sfp) gene in marine
Bacillus strains and its molecular characterization from Bacillus tequilensis
NIOS11. Turkish Journal of Biology, 37, 212-221.

Potters, G., Pasternak, T. P., Guisez, Y., Palme, K. J. and Jansen, M. A. K., 2007.
Stress-induced morphogenic responses, growing out of trouble? Trends in Plant
Science, 12, 98-105.

Qadir M., Qureshi R. H., Ahmad N., llyas, M., 1996. Salt-tolerant forage cultivation on
a saline-sodic field for biomass production and soil reclamation, Land
Degradation & Development, 7 11-18.



122

Qadir, M., Oster, J. D., Schubert, S., Noble, A. D., Sahrawat, K. L., 2007.
Phytoremediation of sodic and saline-sodic soils. Advence in Agronomy,
96,197-247.

Qadir, M., Tubeileh, A., Akhtar, J., Larbi, A., Minhas, P. S., Khan, M. A., 2008.
Productivity enhancement of salt-affected environments through crop
diversification, Land Degradation and Development 19, 429-453.

Quist, J., Ortega, G., Tadeo, X., Millet, O., Halle, B., 2012. “Hydration dynamics of a
halophilic protein in folded and unfolded states,” The journal of Physical
Chemistry B,116, 3436-3444.

Rabie, G. H., Almadini, A. M., 2005. Role of bioinoculants in development of salt-
tolerance of Vicia faba under salinity stress. African Journal of Biotechnology,
4,210-222.

Ramadoss, D., Lakkineni, V. K., Bose, P., Ali, S., and Annapurna, K., 2013. Mitigation
of salt stress in wheat seedlings by halotolerant bacteria isolated from saline
habitats. SpringerPlus, 2, 1-6.

Rashidian, E., and Goodfellow, M., 2003. Sequence-based differentiation of strains in
the Streptomyces cyaneus species-group. Iran Journal of Biothecnology, 1, 224-
234.

Rasouli, F., Pouya, A. K., Karimian, N., 2013.Wheat yield and physico-chemical
properties of a sodic soil from semi-arid area of Iran as affected by applied
gypsum. Geoderma, 193, 246-255.

Rawvyts, F., Steen, L., Goemaere, O., Paelinck, H., De Vuyst, L., Leroy, L., 2010. The
application of staphylococci with flavour-generating potential is affected by
acidification in fermented dry sausages. Food Microbiology, 27, 945-954.

Reed, M. L. E., and Glick, B. R., 2005. Growth of canola (Brassica napus) in the
presence of plant growth-promoting bacteria and either copper or polycyclic
aromatic hydrocarbons. Canadian Journal of Microbiology, 51, 1061-1069.

Reichenauer, T. G., Panamulla, S., Subasinhge, S., Wimmer, B., 2013. Soil amendments
and cultivar selection can improve rice yield in salt-influenced (tsunami-
affected) paddy fields in Sri Lanka. Environmental Geochemistry and Health,
31,573-579.

Rengasamy, P., 2006. Soil salinity and sodicity, In: Stevens, D., Kelly, J., McLaughlin,
M., Unkovich, M. (Eds.), Growing crops with reclaimed wastewater. CSIRO
Publishing, Collingwood, Australia, pp. 125-138.

Rengasamy, P., 2010. Soil processes affecting crop production in salt-affected soils.
Functional Plant Biology 37, 613-620.

Rietz, D. N., Haynes, R. J., 2003. Effects of irrigation-induced salinity and sodicity on
soil microbial activity. Soil Biology and Biochemistry 35, 845-854.

Rodriguez, H. and Fraga, R., 1999. Phosphate solubilizing bacteria and their role in
plant growth promotion. Biotechnology Advances. 17, 319-339.

Roesler, M., and Miiller, V., 2002. Chloride, a new environmental signal molecule
involved in gene regulation in a moderately halophilic bacterium, Halobacillus
halophilus. Journal of Bacteriology, 184, 6207-6215.

Roesler, M., Wanner, G., and Miiller, V., 2000. Motility and flagellum synthesis in
Halobacillus halophilus are chloride dependent. Journal of Bacteriology, 182,
532-535.


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CD4QFjAB&url=http%3A%2F%2Flink.springer.com%2Fjournal%2F10653&ei=lK2NUqqVK8batAbJ_IDoCQ&usg=AFQjCNErPWmLOkgsjCeFeJx9Obla2q8kcg&bvm=bv.56987063,d.Yms

123

Rosswall, T., 1976. The internal cycle between vegetation, microorganisms and soils.
Ecological Bulletin 22, 157-167.

Ruiz-Garcia, C., Quesada, E., Martinez-Checa, F., Llamas, I., Urdaci, M. C. & Bejar,
V., 2005. Bacillus axarquiensis sp. nov. and Bacillus malacitensis sp. nov.,
isolated from river-mouth sediments in southern Spain. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, 55, 1279-1285.

Russell, N. J., 1993. Lipids of halophilic and halotolerant microorganisms, pp. 163-210
In: Vreeland R.H., and Hochstein, L.I. (Eds.), The biology of halophilic
bacteria. CRC Press, Boca Raton.

Russell, N. J., Adams, R., Bygraves, J., and Kogut, M. 1986. Cell envelope
phospholipid changes in a moderate halophile during phenotypic adaptation to
altered salinity and osmotic stress. FEMS Microbiology Review, 39, 103-107.

Rusznydk, A., Vladar, P., Molnar, P., Reskoné, M. N., Kiss, G., Marialigeti, K., Andrea,
K., Borsodi, A. K., 2008. Cultivable bacterial composition and BIOLOG
catabolic diversity of biofilm communities developed on Phragmites australis.
Aquatic Botany, 88, 211-218.

Salamone, G. I. E., Hynes, R. K., Nelson, L. M., 2001. Cytokinin production by plant
growth promoting rhizobacteria and selected mutants. Canadian Journal of
Microbiology, 47, 404-411.

Sanchez-Porro, C., Amoozegar, M. A., Rohban, R., Hajighasemi, M., Ventosa, A.,
2009. Thalassobacillus cyri sp. nov., a moderately halophilic Gram-positive
bacterium from a hypersaline lake. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 59, 2565-2570.

Sanchez-Porro, C., Kaur, B., Mann, H., Ventosa, A., 2010. Halomonas titanicae sp.
nov., a halophilic bacterium isolated from the RMS Titanic. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. 60, 2768 -2774.

Sanchez-Porro, C., Yilmaz, P., de la Haba, R. R., Birbir, M., Ventosa, A., 2011.
Thalassobacillus pellis sp. nov., a moderately halophilic, Gram-positive
bacterium isolated from salted hides. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 61, 1206-1210.

Sandoval, M., Celis, J., Pedreros, L., 2013. Chemical Remediation of an Agricultural
Soil: a Case Study of the Tsunami-Affected Area of Chile. Water, Air and Soil
Pollutions, 224,1590.

Saravanakumar, D., Samiyappan, R., 2007. ACC deaminase from Pseudomonas
fluorescens mediated saline resistance in groundnut (Arachis hypogea) plants.
Journal of Applied Microbiology, 102, 1283-1292.

Sardinha, M., Muller, T., Schmeisky, H., Joergensen, R. G., 2003. Microbial
performance in soils along a salinity gradient under acidic conditions. Applied
Soil Ecology 23, 237-244.

Sasser, M., 1990. Identification of bacteria through fatty acid analysis in methods in
phytobacteriology (Z. Klement, K. Rudolph, and D. Sands, eds.). Akademia
Kiado, Budapest, 199-204.

Schimel, J. P., Scott, W. J., Killham, K., 1989. Changes in cytoplasmic carbon and
nitrogen pools in a soil bacterium and a fungus in response to salt stress.
Applied and Environmental Microbiology 55, 1635-1637.



124

Schloter, M., Abmus, B., and Hartmann, A.,1995. The use of immunological methods to
detect and identify bacteria in the environment. Biotechnology Advences, 13,
75-90.

Seurinck, S., Verstraete, W., Siciliano, S., 2003. The Use of 16S-23S rRNA Intergenic
Spacer Region-PCR and Repetitive Extragenic Palindromic-PCR Analyses of
Escherichia coli Isolates to Identify non-point Fecal Sources. Applied and
Environmental Microbiology, 69, 4942-4950.

Shakir, A. S., Rehman, H., Khan, N. M., and Qazi, A. U., 2011. Impact of Canal Water
Shortages on Groundwater in the Lower Bari Doab Canal System in Pakistan.
Pakistan Journal of Engineering and Applied Sciences. 9,87-97.

Sharples, G. J., Lloyd, R. G, 1990. A Novel Repeated DNA Sequence Located in the
Intergenic Regions of Bacterial Chromosome. Nucleic Acids Research, 18,
6503-6508.

Shaw, R. J., 1999. Soil salinity, electrical conductivity and chloride, In: Peverill,
K.I.,Sparrow, L.A., Reuter, D.J. (Eds.), Soil analysis: An interpretation manual.
CSIRO Publishing, Melbourne, Victoria, Australia, 129-145.

Shelef, O., Gross, A., Rachmilevitch, S., 2013. Role of plants in a constructed wetland:
current and new perspectives. Water, 5, 405-419.

Shibli, R. A., Kushad, M., Yousef, G. G., Lila, M. A., 2007. Physiological and
biochemical responses of tomato microshoots to induced salinity stress with
associated ethylene accumulation. Plant Growth Regulation, 51, 159-169.

Silveira, K. R., Ribeiro, M. R., Oliveira, L. B., Heck, R. J., Silveira, R. R., 2008.
Gypsum-saturated water to reclaim alluvial saline sodic and sodic soils. Scientia
Agricola, Soils and Plant Nutrition, 65, 1-11.

Singh, N. K., Raichand, R., Kaur, I., Kaur, C., Pareek, S., Mayilraj, S., 2013.
Exiguobacterium  himgiriensissp. nov., a novel member of the
genusExiguobacterium, isolated from the Indian Himalayas. Antonie Van
Leeuwenhoek, 103,789 -796.

Six, J., Bossuyt, H., Degryze, S., and Denef, K., 2004. A history of research on the link
between (micro) aggregates, soil biota, and soil organic matter dynamics. Soil
and Tillage Research, 79, 7-31.

Skerratt, J. H., Nichols, P. D., Mancuso, C. A., James, S. R., Dobson, S. J., McMeekin,
T. A, and Burton, H., 1991. The phospholipid ester-linked fatty acid
composition of members of the family Halomonadaceae and genus
Flavobacterium: a chemotaxonomic guide. Systematic and Applied
Microbiology, 14, 8-13.

Smyth, E., 2011. Selection and analysis of bacteria on the basis of their ability to
promote plant development and growth. PhD Thesis, University College Dublin.

So, H. B., Aylmore, L.A.G., 1993. How do sodic soils behave? The effects of sodicity
on soil physical behavior. Australian Journal of Soil Research 31, 761-777.

Spaepen, S., and Vanderleyden, J., 2010. Auxin and plant-microbe interactions. Cold
Spring Harbor Perspectives in Biology, doi: 10.1101/cshperspect.a001438.

Sparks, D. L., 1995. Environmental chemistry of soils. New York, Academic Press,
01950701109.

Sudo, H., Burgess, J. G., Takemasa, H., Nakamura, N., and Matsunaga, T., 1995.
Sulfated exopolysaccharide production by the halophilic cyanobacterium
Aphanocapsa halophytica. Current Microbiology, 30, 219-222.



125

Sun G. R, Yan X. F., Li, J.,, 2002. Effects of the growth of cultivated Puccinellia
tenuiflora on physical characteristics of alkali soil, Acta Prataculturae Sinica,
10179-183.

Suresh, K., Mayilraj, S., Bhattacharya, A., and Chakrabarti, T., 2007. Planococcus
columbae sp. nov., isolated from pigeon faeces. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology, 57, 1266-1271.

Sutton, G. C., Russell, N. J., and Quinn, P. J., 1991. The effect of salinity on the phase
behaviour of total lipid extracts and binary mixtures of the major phospholipids
isolated from a moderately halophilic eubacterium. Biochimica et Biophysica
Acta, 1061, 235-246.

Sahin, F., 1999. Mikroorganizmalarin yag asitleri profillerine gore tanist (Microbial
Identification System). Uygulamali Molekiiler Biyoloji Teknikleri Kursu.
Atatiirk Universitesi Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi, 66,
Erzurum-Tirkiye.

Sahin, F., Abbasi, P. A., Lewis, . M. L., Zhang, J. and Miller, S. A., 2003. Diversity
Among Strains of Xanthomonas campestris pv. vitians from lettuce.
Phytopathology, 93, 64-70.

Tanji, K. K., 1990. Agricultural Salinity Assessment and Management. ASCE Manuals
and Reports on Engineering Practice, No 71, New York, NY, 10017, USA.

Tenover, F. C., Arbeit, R. D., Goering, R. V., Mickelsen, P. A., Murray, B. E., Persing,
D. H., Swaminathan, B., 1995. Interpreting Chromosomal DNA Restriction
Patterns Produced by Pulse-Field Gel Electrophoresis: Criteria for Bacterial
Strain Typing Journal of Clinical Microbiology, 33, 2233-2239.

Thiemann, B., and Imhoff, J. F., 1991. The effect of salt on the lipid composition of
Ectothiorhodospira. Archives of Microbiology, 156, 376-384.

Tiago, 1., Chung, A. P., and Verissimo, A., 2004. Bacterial diversity in a nonsaline
alkaline environment: heterotrophic aerobic populations, Applied and
Environmental Microbiology, 70, 7378-7387.

Todorova, S., Kozhuharova, L., 2010. Characteristics and antimicrobial activity
of Bacillus subtilis strains isolated from soil. World Journal of Microbiology
and Biotechnology, 26, 1207-1216.

Truper, H. G., and Galinski, E. A., 1990. Biosynthesis and fate of compatible solutes in
extremely halophilic phototrophic eubacteria. FEMS Microbiology Reviews, 75,
247-254.

Turan, M. A., Hassan, A., Taban, N., and Taban, S., 2009. Effect of salt stress on
growth, stomatal resistance, proline and chlorophyll concentrations on maize
plant. African Journal of Agricultural Research 4, 893-897.

Turan, M., Gulluce, M., Wirén N., Sahin, F., 2012.. Yield promotion and phosphorus
solubilization by plant growth—promoting rhizobacteria in extensive wheat
production in Turkey. Journal of Plant Nutrition and Soil Science, 6 818-826.

Ukani, H., Purohit, M. K., Georrge, J. J., Paul, S., Singh, S. P., 2011. HaloBase:
development of database system for halophilic bacteria and archaea with respect
to proteomics, genomics and other molecular traits. Journal of Scientific and
Industrial Research, 70, 976-981.

Upadhyay, S. K., Singh, J. S., Saxena, A. K. and Singh, D. P., 2012. Impact of PGPR
inoculation on growth and antioxidants status of wheat plant under saline
condition. Plant Biology, 14, 605-611.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jpln.v175.6/issuetoc

126

Vandamme, P., Pot, B., Gillis, M., DeVos, P., and Swings, J., 1996. Polyphasic
Taxonomy, a Consensus Approach to Bacterial Systematics, Microbiological
Reviews, 60, 407-438.

Vargas, C., Tegos, G., Drainas, C., Ventosa, A., and Nieto, J. J., 1999. Analysis of the
replication region of the cryptic plasmid pHE1 from the moderate halophile
Halamonas elongata. Molecular and general genetics, 261, 851-861.

Vassilev, N., Eichler-Lobermann, B., and Vassileva, M., 2012. Stress-tolerant P-
solubilizing microorganisms. Applied Microbiology and Biotechnology, 95,
851-8509.

Vauterin, L., Rademaker, J. and Swings, J., 2000. Synopsis on the taxonomy of the
genus Xanthomonas. Phytopathology 90, 677-682.

Ventosa, A., 2006. Unusual micro-organisms from unusual habitats: hypersaline
environments. In: Logan NA, Lappin-Scott HM, Oyston PCF (eds) Prokaryotic
diversity: mechanisms and significance.

Ventosa, A., Nieto, J. J., and Oren, A., 1998. Biology of aerobic moderately halophilic
bacteria. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 62, 504-544.

Ventosa, A., Queseda, E., Valera, F. R., Berraquero, F. R., and Cormenzana, A. R.,
1982. Numerical Taxonomy of Moderately Halophilic Gram-negative Rods.
Journal of Geeneral Microbiology, 128, 1959-1968.

Verbruggen, N. and Hermans, C., 2008. Proline accumulation in plants: a review.
Amino Acids, 35, 753-759.

Vukadonovic, V., and Rengel, Z., 2007. Dynamics of sodium in saline and sodic soils.
Communications in Soil Science and Plant Analysis, 38, 2077-2090.

Waisel, Y., 1972. Biology of halophytes. Academic Press, New York, New York, USA.

Wang, Y., Qian, P. Y., 2009. Conservative Fragments in Bacterial 16S rRNA Genes and
Primer Design for 16S Ribosomal DNA Amplicons in Metagenomic Studies.
Plos One, 4, e7401.

Waturangi, D. E., Joanito, 1., Yogi, Y., and Thomas, S., 2012. Use of REP-and ERIC-
PCR to reveal genetic heterogeneity of Vibrio cholerae from edible ice in
Jakarta, Indonesia. Gut Pathogens, 2,4.

Wayne, L. G., H. W. B, Engel, C., Grassi, W., Gross, J., Hawkins, P. A., Jenkins, W.,
Kappler, H. H., Kleeberg, I., Krasnow, E. E., Nel, S. R., Pattyn, P. A., Richards,
S., Showalter, M., Slosarek, 1.,Szabo, 1., Tarnok, M., Tsukamura, B., Vergmann,
and E. Wolin-sky. 1976. Highly reproducible techniques for use in systematic
bacteriology in the genus Mycobacterium: tests for pigment, urease, resistance
to sodium chloride, hydrolysis of Tween 80, and b-galactosidase. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 24, 412-419.

Werner, A. D. and Lockington, D. A., 2004. The potential for soil salinization above
aquifers influenced by seawater intrusion. Proceedings of the 13th International
Soil Conservation Organization Conference, Brisbane, Australia, 1-6.

Wichern, J., Wichern, F., Joergensen, R. G., 2006. Impact of salinity on soil microbial
communities and the decomposition of maize in acidic soils. Geoderma 137,
100-108.

Wilson, K., 1997. Preparation of Genomic DNA from Bacteria. Current Protocols in
Molecular Biology, 2.4.1-2.4.5.



127

Winn, W., S. Allen, W., Janda, E., Koneman, G., Procop, P., Schreckenberger, and
Woods, G., 2006. Color atlas and textbook of diagnostic microbiology, 6th ed.
Lippincott, Williams and Wilkins, Philadelphia, PA.

Wohlfarth, A., Severin, J., and Galinski, E. A. 1990. The spectrum of compatible
solutes in heterotrophic halophilic eubacteria of the family Halomonadaceae.
Journal of General Microbiology, 136, 705-712.

Wright, S. F. and Upadhaya, A., 1998. A survey of soils for aggregate stability and
glomalin, a glycoprotein produced by hyphae of arbuscular mycorrhizal fungi.
Plant Soil, 198, 97-107.

Yang, J. Y., Huo, Y. Y. Xu, X. W., Meng, F. X, Wu, M., and Wang, C. S,
2010. Oceanobacillus neutriphilus sp. nov., isolated from activated sludge in a
bioreactor. International ~ Journal ~ of  Systematic and  Evolutionary
Microbiology, 60, 2409-2414.

Yang, J., Kloepper, J., Ryu, C. M., 2009. Rhizosphere bacteria help plants tolerate
abiotic stress. Trends in Plant Science, 14, 1-4.

Yao, L., Wu, Z., Zheng, Y., Kaleem, 1., Li, C., 2010. Growth promotion and protection
against salt stress by Pseudomonas putida Rs-198 on cotton. European Journal
of Soil Biology, 46, 49-54.

Yildirim, A., 2006. Harran Ovasinda Farkli Tuz igerikli Topraklarda Yetistirilen Pamuk
Bitkisinde Tuzlulugun Mikroelement Alim1 Uzerine Etkisi. Doktora tezi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Harran Universitesi, Sanlurfa.

Yildirim, E., Turan, M., Donmez, M. F., 2008. Mitigation of salt stress in radish
(Raphanus sativus I.) by plant growth promoting rhizobacteria. Roumanian
Biotechnological Letter, 13, 3933-3943.

Yilmaz, A.M., 2001. Konya Ovast Tuzlu-Sodyumlu Topraklarin Islahi Uzerine Bir
Arastirma, Fen Bilimleri Enstitiisii Tarimsal Yapilar Ve Sulama Anabilim Dali,
Doktora Tezi, Konya.

Yoon, J. H., Kang, S. J., Schumann, P., and Oh, T-K., 2010. Jeotgalibacillus
salarius sp. nov., Isolated from a Marine Saltern, and Reclassification of
Marinibacillus marinus and Marinibacillus campisalis into the
Genus Jeotgalibacillus as Jeotgalibacillus marinus comb. nov.
and Jeotgalibacillus campisalis comb. nov., Respectively. International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology, 60, 15-20.

Yoon, J-H., Kang, S-J., Lee, S-Y., Oh, K-H., Oh, T-K., 2010. Planococcus salinarum
sp. nov., isolated from a marine solar saltern, and emended description of the
genus Planococcus. International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology, 60, 754-758.

Yu, L., Yan-Hong, F., Heng-Wen, Z., Pei, S., Jian-Zhong, W., and Zhong-Jun, Y.,
2011. The Analysis of ERIC-PCR Genomic Polymorphism of Salmonella
Isolated Strains in Pig Carcass.Journal of Animal and Veterinary advances, 10,
1694-1698.

Yuan, B. C., Li, Z. Z,, Liu, H., Gao, M., Zhang, Y. Y., 2007. Microbial biomass and
activity in salt affected soils under arid conditions. Applied Soil Ecology, 35,
319-328.

Yue, H. T., Mo, W.P., Li, C., Zheng, Y. Y., Li, H., 2007. The salt stress relief and
growth promotion effect of Rs-5 on cotton. Plant Soil, 297, 139-145.



128

Zahir, A. Z., Ghani, U., Naveed, M., Nadeem, S. M., and Asghar, H. N., 2009.
Comparative effectiveness of Pseudomonas and Serratia sp. containing ACC-
deaminase for improving growth and yield of wheat (Triticum aestivum L.)
under salt-stressed conditions. Archives of Microbiology, 191, 415-424.

Zahir, Z. A., Arshad, M. and Frankenberger, W. T., 2004. Plant growth promoting
rhizobacteria: applications and perspectives in agriculture. Advance in
Agronomy, 81, 97-168.

Zhang, H., Kim, M. S., Sun, Y., Down, S. E., Shi, H., Pare, P. W., 2008. Soil bacteria
confer plant salt tolerance by tissue-specific regulation of sodium transporter
HKT1. Molecular plant-microbe interactions, 21,737-744.

Zhang, J. L,, Flowers, T. J., Wang, S. M., 2010. Mechanisms of sodium uptake by roots
of higher plants. Plant and Soil,326,45-60.

Zhang, J-S., Xi, C., Shen, Y-G., Shen, S-Y., 2001. A two component gene (NTHK1)
encoding a putative ethylene-receptor homolog is both developmentally and
stress regulated in tobacco. Theoretical and Applied Genetics, 102, 815-824.

Zhang, Y. J, Zhou, Y., Ja, M., Shi, R., Chun-Yu, W. X., Yang, L. L., Tang, S. K., Li, W.
J., 2012. Virgibacillus albus sp. nov., a novel moderately halophilic bacterium
isolated from Lop Nur salt lake in Xinjiang province, China. Antonie Van
Leeuwenhoek, 102, 553-560.

Zhang, Y., Yang, Y .X,, Zhou, X. M., Jia, Y. H., Nie, L. L., Zhang, Y., Chen, S. Y.,
Wang, J. A., Liu, Z. Q., 2011. The continuous accumulation of Na* in detached
leaf sections is associated with over-expression of NTHK1 and salt tolerance in
poplar plants. Functional Plant Biology. 38, 236-245.

Zhao Kefu, Hai Fan, Xingyu Jiang and Jie Song. 2002. Improvement and utilization of
saline soil by planting halophytes. Chinese Journal of Application and
Environmental Biology. 8, 31-35.

Zhao, Y. C., Qin, J. H., 2005. The effects on forage to ameliorate and fertilize saline-
alkali soil in the Hexi area. Acta Prataculturae Sinica, 14, 63-66.

Zhilina, T. N., Garnova, E. S., Tourova, T. P., Kostrikina, N. A., and Zavarzin, G. A,
2001. Halonatronum saccharophilum gen. nov., sp. nov.: a new haloalkaliphilic
bacterium of the order Haloanaerobiales from Lake Magadi. Mikrobiologiya,
70, 77-85.

Zhilina, T. N., Tourova, T. P., Kuznetsov, B. B., Kostrikina, N. A., and Lysenko, A. M.,
1999. Orenia sivashensis sp. nov., a new moderately halophilic anaerobic
bacterium from Lake Sivash lagoons. Mikrobiologiya, 68: 519-527.

Zhilina, T. N., Zavarzin, G. A., Detkova, E. N., and Rainey, F. A., 1996. Natroniella
acetigena gen. nov. sp. nov., an extremely haloalkaliphilic, homoacetic
bacterium, a new member of Haloanaerobiales. Current Microbiology, 32, 320-
326.

Zhu, D., Wang, C., Tanabe, S. H., Zhang, W., and Nagata, S., 2011. The synthesis and
role of hydroxyectoine in halophilic bacterium Halomonas ventosae DL. African
Journal of Microbiology Research, 5, 2254-2260.



OZGECMIS

1978 yilinda Malatya Akcadag ilgesinde dogdu. ilk ve Orta 6grenimini Malatya’da
tamamladi. 1998 yilinda girdigi Inonii Universitesi Malatya Meslek Yiiksek Okulunda
Endiistriyel Elektronik Programindan mezun oldu. 2002 yilinda girdigi Atatiirk
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nii tamamladi. 2006 yilinda Atatiirk
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’nde Yiiksek Lisans egitimini tamamladi. 2010
yilinda Atatiirk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii'nde Doktora egitimine basladi.
Halen Agri Ibrahim Cegen Universitesi Merkezi Arastirma ve Uygulama

Laboratuvarinda mikrobiyoloji uzman olarak ¢alismaktadir.



