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Abstract: Isolation and molecular identification of extreme halophilic archaea from Camalti Saltern. Extreme halophilic
microorganisms are organisms adapted to live at high salt concentrations and therefore have some interests at biotechnological
area. In this study, halophilic archaea were isolated from samples taken from the Camalti Saltern and identification of isolates were
performed with their biochemical tests and 16S rDNA sequencing. Isolates 1, 4, 6, 7, 10, 11, 13 were identified as Haloferax
alexandrinus with 99% sequence similarity; isolate 5 was identified as Haloferax alexandrinus with 98% sequence similarity; isolate
12 was identified as Haloferax alexandrinus with 96% sequence similarity; isolate 3 was identified as Haloferax sp. HSC4 with 99%
sequence similarity; isolate 8 was identified as Haloferax sp. YT 228 with 97% sequence similarity; isolate 2 was identified as
Halobacterium salinarum R1 strain with 99% sequence similarity; 9 isolate was identified as Halobacterium salinarum with 97
%sequence similarity.
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Ozet: Ekstrem halofilik mikroorganizmalar yiiksek tuz kosullarinda yasamaya adapte olmus bu nedenle biyoteknoloji alaninda ilgi
goren canlilardir. Bu aragtirmada izmir Camalti Tuzlas’ndan alinan orneklerden ekstrem halofilik archaea izolasyonu
gerceklestirilerek bu mikroorganizmalarin biyokimyasal testlerinin yani sira molekiiler karakterizasyonlari yapilmistir. 16S rDNA
analizleri sonucu 1, 4, 6, 7, 10, 11, 13 nolu izolatlar %99 oraninda Haloferax alexandrinus, 5 nolu izolat %98 oraninda Haloferax
alexandrinus, 12 nolu izolat %96 benzerlik oraniyla Haloferax alexandrinus, 3 nolu izolat %99 Haloferax sp. HSC4, 8 nolu izolat
%97 Haloferax YT 228, 2 nolu izolat %99 Halobacterium salinarum R1 strain, 9 nolu izolat %97 Halobacterium salinarum olarak

tanilanmistir.

Anahtar Kelimeler: Ekstrem halofilik mikroorganizmalar, Camalti tuzlasi, archaea, 16S rDNA, molekler identifikasyon.

*Bu ¢alisma E.U. Arastirma fon saymanligi 2006/Fen/056 nolu proje ile desteklenmistir.

Girig

Ulkemizdeki nemli tuz Gretim yerlerinden biri olan Camalti
Tuzlasi, izmir iline 28 km uzaklikta, Gediz nehri havzasina
kurulmus, Tiirkiye'nin deniz kaynakli en biiyiik tuzlasidir. ik
kez 1863 tarihinde italyanlar tarafindan diizenli tuz Uretim
havuzlari ve tesisleri inga edilmistir. Camalti Tuzlas
24.161.000 m? alana yayilmig buharlagtirma havuzlar ve
3.158.000 m? alani kaplayan kristalizasyon havuzlariyla
énemli bir sulak alandir. Su depolama havuzlar %035-50,
buharlagtirma havuzlari %050-150, kristalizasyon havuzlari
%0150-300 tuzluluktadir (Koru, 2004).

Son yillarda yapilan calismalar mikrobiyal yasamin
spesifik cevrelerle sinirli olmadigini, mikrobiyal komunitenin
yuksek sicaklik, yiksek tuz, asidik ve alkali pH, ylksek basing
gibi ortamlarda bulunabilecegini ortaya koymustur. Bu tiir
ekstrem cevrelerde yasayan mikroorganizmalar ekstremofiller
olarak adlandirilirlar (Van den Burg, 2003). Ekstremofilik
mikroorganizmalarin,  ylksek tuz konsantrasyonlarinda
yasayan (yeleri olan halofiller G¢ domainde de (Archaea,
Bacteria, Eukarya) yer almaktadir (Horikoshi ve Grant, 1998)
ve Kushner’ e (1978, 1993) gore; halofilik olmayanlar (0-1 M),
az halofiller (0,2-2,0 M), iiml halofiller (0,4-3,5 M), ekstreme
yakin halofiller (1,4-4,0 M), ektsrem halofiller (2,0-5,2 M),

halotolerantlar (0->1 M) ve degisken halofiller (0->3 M) olarak
siniflandiriimiglardir.  Halofilik  mikroorganizmalar tuzlalar,
hipersalin gdl gibi bdlgelerde bulunurlar. Bu ortamlarda,
Dunaliella (%10 wiv), Artemia salina, Ephydra gibi dkaryotik
organizmalar da yer alir. Bakteriler icerisinde ise %15 wiv tuz
konsantrasyonunun altinda biyiyemeyen Salinibacter ruber
son yillarda en ekstrem halofilik bakteri olarak
tanilanmigtir(Horikoshi ve Grant, 1998). Halobacterium,
Haloferax, Haloarcula gibi genuslar ise Archaea domaininde
yer alr ve bunlar tuzun ¢okme noktasina yakin
konsantrasyonlarda yasabilirler (Horikoshi ve Grant, 1998).

Diger ekosistemlerde oldugu gibi hipersalin ortamlarda
kirlilikle kars! karslya kalmaktadir. Bu tir ortamlarda halofilik
mikroorganizmalarin tarafindan organik kirleticilerin biyolojik
olarak pargalanmasi Uzerine gok az bilgi olmasina karsin,
ekstremofil olmayan mikroorganizmalar tarafindan bdyle
ortamlardan  organik  kirleticilerin ~ etkili  bir  sekilde
uzaklastiriimasi mumkin olmamaktadr. Halofilik
mikroorganizmalar ~ ylksek  tuz  konsantrasyonunda
Ureyebilmeleri  nedeni  ile  hipersalin  ortamlarin
biyoremediasyonu ve tuzlu su atiklarinin iglenmesi igin
onemlidirler (Le Borgne, 2008).

Ekstrem halofilik mikroorganizmalar  biyolojik tuza
toleransliligin model organizmalanidir ve farkli sicaklik, tuz
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konsantrasyonlarinda optimum aktivite gdsteren proteaz,
lipaz, amilaz, DNaz, esteraz, selllaz, pullanaz ve ksilanaz gibi
hidrolitik enzim kaynaklaridir. Haloarchaeal ekstremozimler
tuza son derece dayanikli olmalarinin yani sira gevrelerindeki
uzun streli yiksek sicakliklara kargi dayanikli yani
termotoleranttirlar. Bu dzellikler birgok uygulama igin oldukga
ilgi cekicidir. (Obayashi ve dig., 1988).

Halofilik ~ mikroorganizmalarin  izolasyonlari  diger
ekstremofilik tiirlere gore daha kolaydir. Ylksek tuz
konsantrasyonuna sahip diisik miktarda organik madde
iceren ortamlar ve aerobik, iiman sicaklik (40°C) izolasyon
icin yeterlidir (Dyall Smith, 2008) . Calismamizda %25 tuz
iceren  besiyerlerinden izole edilen ekstrem halofilik
mikroorganizmalarin tanisi fizyolojk ve dizi 16S rRNA dizi
analizleri ile yapilmistir. Giinlimiizde hizla gelisen molekiiler
teknikler dolayisi ile toprak ve su drneklerinden saf bakteri
klltird elde edilmesine gerek olmadan da DNA izolasyonlari
kolaylikla yapilabilmekte ve alinan &érneklerdeki mikrobiyal
cesitlilik ortaya cikarilabilmektedir (Cuadros-Orellana ve dig.,
2006). Ancak, calismamizda cevresel orneklerden DNA
izolasyonu yerine kiltire edilebilir mikroorganizmalarin
izolasyonu, bu tirlerin biyoteknolojik ve fizyolojik ¢alismalari
igin bir 6n kosuldur. izole edilen tiirlerin tanilanmas, ilkemiz
ekstrem halofilik kiiltlire edilebilir prokaryotik cesitliliginin
ortaya ¢ikariimasina katkida bulanacagi gibi izolatlarimiz diger
arastirmacilarin galismalari igin de bir kaynak teskil edecektir.

Materyal ve Yontem

Denemede kullanilan mikroorganizmalarin izole edildigi toprak
ornekleri Kasim ayinda izmir Gamalti Tuzlasinin iki farkli
bdlgesinden toprak 10cm kadar kazilarak alinmistir. Alinan
ornekler, steril kavanozlara aktarilarak labaratuvara
ulastiriimigtir. Tuzladan alinan toprak érneklerinin her birinden
5'er gr alinarak 250 ml'lik erlenlerde 50 ml 5 adet sivi SW-25
(NaCl 202, 5 g It*, MgCl2 17, 5 g It", MgSO4 24 g It1, CaCl2 0,
9 g It', KCI 5 g It', NaHCOs 0, 15 g It", NaBr 0, 065 g It1,
Maya Oziitii 5 g It', pH 1IN NaOH ile 7, 2'ye ayarlanmistir)
iceren ortamlara (Nieto ve di§., 1989a gdre modifiye
edilmistir) aktarilip 40°C'de 120 rpm'de 7 giin galkalamali
inklibatérde inklibe edilerek mikroorganizmalarin bu ortamda
gelismeleri saglanmistir. SW-20(NaCl 162 g It*, MgClz 14 g It
1, MgS04 19, 2 g It1, CaCl2 0, 72 g It1, KCI 4 g It*, NaHCO3 0,
12 g It*, NaBr 0, 052 g It, Maya Oziitii 5 g It pH 1N NaOH
ile 7, 2'ye ayarlanmistir) , SW-25 agar besiyerlerine ¢izgi ekim
teknigiyle ekimleri yapilarak saflastiriimis, petrilerde olusan
halofilik Gyeler koloni ve pigmentasyon Ozelliklerine gére lup
yardimiyla segilmis (Hezayen ve dig., 2002). ve yatik SW-25
ortamlarinda Gretilerek +4°C’de stoklanmiglardir.

Fenotipik ve biyokimyasal testler Oren ve dig., (1997)
tarafindan belirlenen minumum tanilama  testlerine gore
yapilmistir. Ozel durumlar disinda 40°C'de 7 gun inkiibe
edilmiglerdir. Mikroorganizmalarin saflik kontrolleri ve hiicre
morfolojilerini tayin etmek igin Dussault (1955) gram boyama
yontemi  uygulanmig  ayrica  Olympus  faz-kontrast
mikroskobundan  yararlanilarak  gercek  ortamlarindaki

morfolojileri belirlenmistir.

Antibiyotik duyarlilik testi icin disk diflizyon metodu
uygulanmis ve Oxoid marka Novobiyosin (NV, 5 ug),
eritromisin (E, 15 ug) , streptomisin (S, 10 ug) , basitrasin (B,
0, 04 U) , penisilin G (P, 10 IU), ampisilin (AM: 10 ug) ,
tetrasiklin (TE, 30pg) antibiyotikleri kullaniimigtir (Birbir ve
Sesal, 2003, Montalvo-Rodriguez ve dig., 1998, Birbir ve dig,
2007).

Optimum biiyime kosullarini tayin etmek igin her bir
izolat farkli NaCl konsantrasyonlarini igeren (%0, 5, 8, 10, 15,
20, 25, 30 w/v) SW agar ortamina 10yl spotlanmistir. Sicaklik
toleransi denemesi igin SW-25 sivi ortamlarina ekilen
mikroorganizmalar 20, 27, 37, 40, 50°C’'de inkibe
edilmiglerdir. Optimum gelistikleri pH'y1 tayin etmek igin; pH 3,
4, 5 6, 7, 8, 9, 10a ayarlanmig SW-25 sivi ortami
kullanilmigtir. Biyime igin gerekli minimum magnezyum
ihtiyacini saptamak amaciyla %0, 0.1, 0.2, 0.4, 0, 6, 0.8, 3.2
konsantrasyonlarinda MgClz iceren SW-25 agar ortamlari
kullaniimigtir (MgSO4 yerine Na2SO4 eklenmistir) (Montalvo-
Rodriguez ve dig., 1997). Minimum maya 0ziiti gereksinimi
denemesi icin %0, %0.1, %0.01, %0, 5 konsantrasyonlarinda
maya 6z0tl iceren SW-25 sivi ortamlari kullaniimigtir. Farkli
karbon kaynaginda gelisme denemesi icin karbon kaynaklari
0, 22um por caph siringa filtreden gegirilmis ve besiyerinde
%1 olacak sekilde %0, 01 maya 6z(itli iceren SW-25 ortamina
eklenmistir( Gruber ve dig., 2004, Stan-Lotter ve dig., 2002,
Montalvo-Rodriguez, 1998 ). Farkli azot kaynaginda gelisme
denemesi igin maya 6zitl icermeyen SW-25 agar igerisine
%0, 67 (w/v) karbon base ortami, %1 azot kaynagi eklenmistir
(soya pepton, et 6zitl, NHsCl). Biyokimyasal testlerden indol
testi(Montalvo-Rodriguez ve di§., 1997), nitrat indirgenmesi
testi; (Wistreich, G.A. ve Lechtman, M.D.1980, Birbir ve dig.,
2004). nitrattan gaz olusumu (Karaboz, 1988, Tamer ve dig.,
1989, Birbir ve dig., 2004), oksidaz testi, (Gerhardt ve dig.
1994, Wistreich, G.A. ve Lechtman, M.D.1980), katalaz testi
(Montalvo-Rodriguez ve dig., 1997, Gerhardt ve di§. 1994,
Wistreich, G.A. ve Lechtman, M.D.1980) yapilmistir. Hiicre
disi hidrolitik enzimlerden esteraz, gercek lipaz tayini
(Bhatnagar ve dig, 2005, Martin ve dig., 2003, Sanchez-Porro
ve dig., 2003), amilaz tayini (Montalvo-Rodriguez ve dig,
1998), sellilaz tayini (Yasa ve Kiling, 2002), Proteaz tayini
(Kanlayakrit ve Bovornreungroj, 2005) yapilmis, DNaz tayini
icin ise %0, 005 konsantrasyonda metil yesili SW-25 ve DNaz
agar iceren ortama katilmis ve besiyerine organizmalar
spotlanmistir. Koloni etrafindaki sari zon olusumu pozitif
sonug olarak degerlendirilmistir (Elder ve dig., 1977).

izolatlarin molekiiler tanilarinda DNA izolasyonu igin
SW-25 ortaminda dretilen ve ODgoo ~ 1 olan érneklerden 1.5
ml alinip steril ependorf tiiplerine aktariimistir. Tlpler +4°C’de
12000 rpm'de 10 dakika santriflj edilen &rneklerin
stipernatantlari atilip 400 pl steril soduk ultra saf su eklenmis
ve kisa stireli vortekslenmistir. Tlpler 70°C’de su banyosunda
10dk tutulmustur(Dyall-Smith, 2006). Tekrar +4 °C’de 12.000
rom’de 10dk santrifijlenmis stpernatant alinip 5yl RNAaz
(20ug/ml) cozeltisi eklenmis ve 37°C'de 30dk bekletilmistir.
Kontrol igin %0,8'lik agaroz jelde 1saat 80V'da yiritliimistur.
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16S rDNA PCR reaksiyonu igin; A21F 5- TTC CGG TTG
ATC CYG CCG GA-3 forward ve U1492R 5'- GGT TAC CTT
GTT ACG ACTT-3' reverse primerleri kullaniimistir (Elshahed
ve di§, 2004). Reaksiyon; 95°C'de 5 dk, 95°C'de 45 sn
denatiirasyon, 50°C’'de 1dk primer baglanmasi, 72°C'de 1, 4
dk polimerizasyon, 72°C'de 7dk son uzama seklinde 35 déngi
olarak gergeklestiriimistir. PCR omekleri %1, 5'luk agaroz
jelde yiirtitiilerek kontrol edilmistir. Dizi analizi Refgen (ODTU-
Teknokent) tarafindan yapilmistir. Pozitif kontrol olarak
Haloferax mediterranei ATCC 33500 kullanilmistir.

Bulgular

izolasyon sonucu 13 izolat elde edilmisti. 2 ve 9 nolu
izolatlarin  kirmizi-mor, digerler izolatlarin turuncu-kirmizi
pigmente sahip olduklari gézlenmistir. Gram boyama sonucu
tim izolatlar Gr (-) boyanmugtir. Faz-kontrast mikroskop
sonucu 13 izolatin morfolojik sekilleri ve antibiyotik duyarlilik
testleri Tablo 1 de verilmigtir.

Antibiyotik duyarlilik testinde 8 mm altindakiler direngli
olarak degerlendirilmistir (Asha ve dig., 2005).

Tablo 1. izolatlarin antibiyotik direnclilikleri.

izolat Antibiyotik
NV P E | AM | TE B S | Morfoloji

1 40 9,5 D D D D D | Basil

2 39 18 D D D D D | Basil

3 40 10 D D D D D | Pleomorfik
4 45 D D D D D D | Pleomorfik
5 40 D D D D 1 D | Pleomorfik
6 42 D D D D | 10,5 | D | Pleomorfik
7 45 15,5 D D D D D | Pleomorfik
8 39 16,5 D D D D D | Basil

9 32 22 D D D 20 D | Basil

10 20 16 D D D 28 D | Pleomorfik
1 41 9,5 D D D D D | Basil

12 39 (16,25 | D D D D D | Basil

13 40 D D D D D D | Pleomorfik

Novobiyosin (NV, 5 ug), Eritromisin (E, 15 ug) , Streptomisin (S, 10 ug) ,
Basitrasin (B, 0, 04 U) , Penisilin G (P, 10 IU), Amfisilin (AM: 10 ug) ,
Tetrasiklin (TE, 30ug), D: Direngli.

izolatlarin optimum gelistikleri NaCl konsantrasyonun
%20 ve 25 iken %5-30 NaCl konsantrasyon araliginda
gelisebildikleri ve NaCl icermeyen ortamda gelismedikleri
gdzlenmigtir. Tim izolatlar pH 5-8 arasinda gelismis, optimum
gelismeleri ise pH 7'de olmustur. Sicaklik toleransi
denemesinde ise 27 ile 50°C arasinda gelisim g6zlenmis
ancak optimum gelisim 37 ve 40°C'de gdzlenmistir. Ayrica
tim izolatlar 20°C'de 1 haftalik inkiibasyonda gelisme
gostermemelerine ragmen 40°C'ye alindiklarinda ayni slrede
iyi gelismiglerdir. Minimum magnezyum ihtiyaglarinin %0,1
optimum  gelisimlerinin  ise;  %0,4-3,2  magnezyum
konsantrasyonlari arasinda oldugu gérUlmdstir.  Butdn
izolatlar en disik %0,1 maya 0ziti konsantrasyonunda
biyimustir. Hig maya 6ziiti icermeyen ve %0,01 maya 6zitl
konsantrasyonunda blylime olmamistir. Bu veriden karbon
kullanimi testinde yararlanilmigtir. Tek karbon kaynaginda
biylime testinde laktoz, maltoz, ksilitol, arabinoz, ksiloz,
fruktoz galaktoz, asetat, sitrat ve glukoz denenmistir(Tablo 2).

Azot kaynagi olarak et &z(t,
kullanilmigtir(Tablo 3).

NH4Cl, soya pepton

Tablo 2. Tek karbon kaynaginda gelisme.

Karbon Kaynagi (%1)

Izolat No Laktoz Maltoz Ksilitol | Arabinoz Ksiloz
1 - + - + +
2 + - +
3 + +
4 + + +
5 + + +
6 + + +
7 + + +
8 - + -
9 + + +
10 + + +
1 + + -
12 + + +
13 + - + +
Karbon Kaynagi (%1)
lzolatNo | Fruktoz | Galaktoz | Asetat Sitrat Glukoz
1 + + + + +
2 + + + +
3 + + + +
4 + + + +
5 + + - + +
6 + + + + +
7 + + - + +
8 + + + +
9 + + - + +
10 + + + + +
11 + + - + +
12 + + + + +
13 + + + + +
- Gelisme yok, * : gelisme zayif, +: Gelisme iyi.
Tablo 3. Farkli azot kaynaklarinda gelisme.
Azot Kaynag (%1)
Izolat No Et Oziitii NH.CI Soya pepton
1 + + +
2 + +
3 + -
4 + + +
5 + + +
6 + + +
7 + -
8 + R
9 + +
10 + + +
11 + -
12 + + -
13 + + +

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

Biyokimyasal test sonuglarina gére; 6 nolu izolat indol
pozitif diger izolatlar indol negatif olarak bulunmus, higbir
izolat nitrattan nitrit ve gaz olusturmamistir. Tim izolatlar
oksidaz negatif ve katalaz pozitif olarak bulunmustur.
Ekstraseliler enzim tarama sonuglarina gére higbir izolat
amilaz, sellilaz ve lipaz aktivitesi géstermemis, 2, 3, 8, 9, 11
nolu organizmalar esteraz aktivitesi, 2, 5, 9 nolu organizmalar
proteaz aktivitesi ve biitiin izolatlar ise DNaz aktivitesi
gOstermigtir.
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izolatlarin tanilanmasi icin elde edilen 16S rDNA dizileri
NCBI Blast araciyla veri bankasiyla karsilastiriimistir. Bunun
sonucunda 1, 4, 6, 7, 10, 11, 13 nolu izolatlar %99 oraninda
Haloferax alexandrinus, 5 nolu izolat %98 oraninda Haloferax
alexandrinus, 12 nolu izolat %96 benzerlik oraniyla Haloferax
alexandrinus, 3 nolu izolat %99 Haloferax sp. HSC4, 8 nolu
izolat %97 Haloferax YT 228, 2 nolu izolat %99 Halobacterium
salinarum R1 strain, 9 nolu izolat %97 Halobacterium
salinarum  olarak tanilanmigtir.  izolatlarin  filogenetik
akrabaliklarini ortaya koymak icin http:// www. genebee. msu.
su / clustal/clustal.php internet adresindeki Genebee ClustalW
1.83 kullaniimistir (Sekil 1).

ClustalH algorithn PHYLOGENETIC TREE Phylogran

5aliDSH3754T
|_L 2

9

Sekil 1. Tim izolatlarin karsilastirmali filogenetik agaci. alexandri : Haloferax
alexandirinus, volcanii: Haloferax volcanii, gibbons: Haloferax gibbonsii, medi:
Haloferax mediterranei, saliDSM3754T: Halobacteriim salinarum DSM3754T

Tartigma ve Sonug

Calismamizda Izmir Camalti Tuzla’sinin ekstrem halofilik
archaea biyogesitliligin ortaya konmasinin yani sira bu
mikroorganizmalarin sahip oldugu biyoteknolojik 6zelliklerinin
incelenmesi amaciyla tuzladan alinan dérneklerden izolasyon
ve saflastirma bir 6n kosul olarak gériilmistir. Bu baglamda
13 izolat elde edilmigtir. izolatlarin tamami Gram negatif
boyanmistir, bu da Archaea'nin genel 6zelliklerine uymaktadir.
izolatlarin  biiyime  istekleri  incelendiginde ~ NaCl
konsantrasyonu olarak optimum %20 ve %25 tuz
konsantrasyonlarinda gelistikleri, NaCl icermeyen ortamda ise
gelismedikleri gérilmistir.Bu da izolatlarin Kushner' in yaptigi
siniflandirmaya gére (1978, 1993) tirlerin ekstrem halofil
oldugunu  desteklemektedir. ~ Ayrica  degisen  NaCl
konsantrasyonlarinda miktar arttikca pigment yogunlugunun
arttigr  gozlenmistir bu da pigmentin  tuz kosullarina
dayaniklilikta rol aldigini gdstermektedir (Kushner D. J.,
1993). Tek karbon kaynagi denemelerinde faydalaniimak
Uzere yapilan biyime icin gerekli minimum maya 6zitl
konsantrasyonu denemesinde izolatlarin en distik %0, 1
maya 0zutli igeren ortamda buyudigu, %0, 01 maya 6zt
iceren ortamda biyimedigi tespit edilmis bu nedenle karbon
kaynagi kullanimi denemelerinde bu veriden yararlanilarak
%0, 01 konsantrasyonda ortama maya 0ziti eklenmigtir.

Minimum Mg*2 ihtiyaci incelendiginde izolatlarin en distk %0,
1 whv Mg konsantrasyonunda gelistii gorilmastr.
Montalvo-Rodriguez (1997)in yaptigi denemede ise bu oran
%0, 005 olarak verilmistir. Tlim izolatlar pH 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10 arasinda hazirlanan ortamlara ekilmis ve 5-8 pH'lar
arasinda gelisim gdzlenmis ancak optimum gelisim 7 ve 8
pH’larda gzlenmigtir.

Ayrica Oren (2006) tarafindan yayinlanan bir ¢calismada
Halobacterium salinarum tiirii ile ilgili olarak elde edilen
sonuglarda tek karbon kaynaginda blyiimenin olmadigi ancak
ortama %0,005 konsantrasyonda maya 6ziiti gibi hem azot
hem de blylme faktorleri iceren besi yeri bilesenlerinin
eklenmesi  durumunda  blylmenin  gerceklesebilecedi
belirtiimektedir. Bizim izole ettigimiz tim tlrlerin de tek karbon
kaynaginda biyiyebilmeleri ortam igerisine eklenen %0,01
oraninda ki maya 0ziti nedeniyle  gergeklestigi
anlagiimaktadir.

izolatlarin antibiyotik test sonuglarinda bitiin izolatlarin
novobiyosine duyarli 5, 6, 9, 10 nolu izolatlarin basitrasine
duyarli oldugu tespit edilmistir. Cogu halofilik Archaea tiirleri
novobiyosine ve basitrasine duyarlidir. Novobiyosin DNA giraz
inhbitéridir (Holmes ve Dyall Smith, 1991) ve duyarli olan
bakterilerde ayni hedef bolgeye etki etmektedir. Basitrasin ise
kokkoid olmayan halofilik Archaea’da hiicre duvarinin igindeki
sakkaritlerin bitinliguni bozarak inhibe eder (Wieland ve dig,
1980).Ayrica bu tip organizmalarda lipid biyosentezini de
inhibe  edebilir.  Diger izolatlarin  basitrasine  duyarl
olmamalarinin sebebi kullanilan basitrasinin distik (0, 04
U/disk) konsantrasyonda olmasindan ya da transpozon
etkinligi  sonucu olusmus olabilecek bir direnglilikten
kaynaklandi§i distnllmektedir. Bazi literatiirlerde kullanilan
basitrasin miktari 10U olarak verilmistir (Birbir ve dig, 2003,
Hezayen F, 2002, Birbir ve dig., 2004). Ayrica tip tir de dahil
olmak tzere 1, 2, 3,7, 8, 9, 10, 11, 12 nolu izolatlar genelde
Archaea’nin direngli olmasinin beklendigi penisilin G'ye
duyarli oldugu saptanmistir. Bunun antibiyotik direngliligi
saglayan genin plazmidle kaybindan kaynaklanabilecedi bu
nedenle plazmid izolasyonu ile ileri analizlere gidilmesi
gerektigi dustnulmektedir. Ancak biitiin izolatlarin beklendigi
gibi streptomisine direngli oldugu gdzlenmistir (Oren, 2006).
Oren (2006) tarafindan belirtildigi gibi bazi trler 100ug/ml
konsantrasyonun  (zerindeki  eritromisine  duyarlidir.
Denememizde kullanilan eritromisin konsantrasyonu 15ug'dir
ve bu yiizden biitiin izolatlarin eritromisine direngli oldugu
gorilmastr.

Biyokimyasal testler uygulanirken molekiiler taniya
destek saglayabilecek Oren ve di§., (1997)de Dbelirtilen
minimum testler uygulanmaya caligilmistir.  Literatiirde
Haloferax alexandrinus strain TM ile yapilan ¢alismada (Asker
ve dig., 2002); nisasta, galaktoz, sitrat hidrolizi, nitrattan gaz
olusumu, kazein hidrolizi gergeklesmedidi, nitratin nitrite
aerobik indirgenmesinin, indol olusumunun, Tween 80 ve
jelatin hidrolizinin gerceklestigi belirtiimektedir. Bizim izole
ettigimiz Haloferax alexandrinus tlrlerinde ise; TM strainindeki
gibi nisasta, laktoz hidrolizi nitrattan gaz olusumu
goézlenmemis fakat bazi Haloferax alexandrinus tirlerimizde
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Tween 80 hidrolizi ve kazein hidrolizi gergeklesmistir ve bitin
tirler sitrati ve galaktozu parcalamistir. indol olusumu ise
sadece 6 nolu izolatta gézlenmistir. Bununda strainler aras
farklilga bagh oldugu distiniimektedir. Bununla beraber H.
alexandrinus ile yapilan mevcut ¢alismalarin gogu pigment
uretimiyle sinirlidir bu da strainler arasi olabilecek farkliliklari
ortaya koyamamaktadir.

izmir Camalti Tuzlasi'ndan izole ettigimiz izolatlarin 9
tanesi Haloferax alexandrinus olarak tanilanmistir. Bu izolat ilk
olarak Misir- Alexandria bolgesinden izole edilmis ancak daha
once izmir Camalti Tuzlasrndan izolasyonu
gerceklestiriimemistir. Bu baglamda amaglandigi gibi tuzlanin
ve Ulkemiz halofilik mikroorganizma biyogesitliligine katki
sa@lamistir.
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