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OZET

AYDIN ILI VE CEVRESINDEKI SICAK SU KAYNAKLARINDA ARKE
CESITLILiGININ BELIRLENMESI

Ozkan R. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Molekiiler
Biyoteknoloji Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2020.

Canlilarin ti¢ biiytik domaininden birini olusturan arkeler gerek biyokimyasal 6zellikleri
gerekse yapisal Ozellikleri bakimindan hem Okaryotlar hem de bakterilerden ayrilan
prokaryotik hiicre tipinde canlilardir. Arkelerin biiyik c¢ogunlugu ekstrem ortam
kosullarinda metabolik ve molekiiler adaptasyonlar1 sayesinde hayatta kalabilmektedirler.
Arke tiirlerinin saf kiiltiirlerinin izole edildigi tipik ortamlar; kaplicalar, hidrotermal bacalar,
solfataralar, tuz golleri, soda golleri gibi habitatlardir. Son yillarda, ¢evresel orneklerdeki
16S rRNA genlerinin PCR-bazli amplifikasyonunu igeren molekiiler tekniklerin
kullanilmasi, kiiltiirden bagimsiz bir mikrobiyal cesitlilik degerlendirmesine izin vermistir.
Bu calismada Aydin ili ve g¢evresindeki sicak su kaynaklarindaki arkeal ¢esitliliginin
kiiltirden bagimsiz yontemler kullanilarak arastirilmasi amaglanmistir. Su, camur ve
birikinti 6rneklerinden total DNA izolasyonu yapilmis ve sonrasinda, arke domainine
spesifik primerler kullanilarak PCR yontemi ile 16S rRNA gen bolgesi ¢ogaltilmstir.
Amplikonlar pucl9 plazmidine yerlestirildikten sonra E.coli DH10B susuna transformasyon
yoluyla aktarilmistir. Beyaz koloniler segilerek, M13 primerleriyle PCR reaksiyonlari
kurulmus ve elde edilen 16S rDNA amplikonlarimin dizileri belirlenerek veri tabanindaki
diger prokaryotlarla olan benzerlik oranlar1 saptanmistir. Calismamizda bir tanesi kesim
bolgeli olmak tizere 3 farkli primer cifti (751F/1406R- 25F/1492R- 1F/1000R) ve 2 farkli
klonlama yontemi (TA Kklonlama ve restriksiyon enzimi ile klonlama) kullanilmistir. Elde
edilen 112 klondan 45 tanesi bakteri (%40) ve 67 tanesi arke (%60) olmak {izere genis bir
cesitlilik yelpazesi ortaya konulmustur. Tespit edilen arkeleri agirlikli olarak hipertermofilik
Ignisphaera  aggregans  ve  Thermofilum  tiirleri  olustururken,  Grneklerde
Methanocaldococcus ve Methanospirillum cinslerine ait metanojenik {iyelere de
rastlanmistir. Bakteri domainine ait Kklonlar ise Thermus tiirleri, siyanobakteriler ve
Proteobakteri filumuna ait iiyelerden olusmaktadir. Ulkemizde sicak su kaynaklarinda arke

cesitliginin belirlenmesi ile ilgili arastirmalar oldukga kisithidir. Tez ¢alismamiz ekstrem



mikroorganizmalarin biyoteknoloji basta olmak {izere pek c¢ok alanda popiiler oldugu
giiniimiizde lilkemiz biyogesitliligine 6nemli katki saglayacaktir. Farkli PCR ve klonlama

yontemlerinin karsilastiritlmasi bu konuda c¢alisan arastirmacilar igin yol gosterici olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kiiltiirden Bagimsiz Yontemler, 16S rRNA, Prokaryotik Cesitlilik,
Termofilik Arke



ABSTRACT

DETERMINATION OF ARCHAEAL DIVERSITY OF HOT WATER SOURCES IN
AYDIN

Ozkan R. Aydin Adnan Menderes University Moleculer Biotechnology Department
Master’s Thesis, Aydin, 2020.

Archaea, which constitute one of the three major domains of living things, in terms of both
biochemical properties and structural features, are prokaryotic cell types that are separated
from eukaryotes and bacteria. The vast majority of members of Archea survive in extreme
ambient conditions thanks to their metabolic and molecular adaptations. Typical
environments in which pure cultures of archaea species isolated; are hot springs,
hydrothermal vents, solfataras, salt lakes, soda lakes. In recent years, the use of molecular
techniques involving PCR-based amplification of 16S rRNA genes in environmental
samples has allowed a culture-independent microbial diversity assessment. In this study, it
was aimed to investigate the archeal diversity of hot water sources in Aydin and its
surroundings using culture independent methods. Total DNA isolation was performed from
water, sludge and debris samples and then 16S rRNA gene region was amplified by PCR
method using domain-specific primers. After the amplicons were ligated into the pucl9
plasmid, E.coli DH10B cells was transformed by recombinant plasmid. By selecting white
colonies, PCR reactions were established with M13 primers, and the sequences of the 16S
rDNA amplicons obtained were determined to find the similarity rates with other
prokaryotes in the database. In addition, three different primer sets (751F/1406R-
25F/1492R- 1F/1000R) and two different cloning methods (TA cloning and cloning with
restriction enzyme) were compared. Among the 112 clones obtained in the study 45 of them
were found to be belong to domain Bacteria, while 67 of the clones were belong to the
domain Bacteria and a wide biodiversity were determined. The sequences of archeal clones
were found to be mostly similar to Ignisphaera aggregans and Thermofilum spp., also some
methanogenic members of Archea like Methanocaldococcus spp. and Methanospirillum
spp. On the other hand, bacterial lineages were found to be mostly similar with some species

of genus Thermus, members of Cyanobacteria and Proteobacteria phyla in the samples. In

Xi



our country, researches on determining archeal diversity in hot water resources are very
limited. Our thesis study will make an important contribution to the biodiversity of our
country today, where extreme microorganisms are popular in many fields, especially in
biotechnology. Comparison of different PCR and cloning methods will be a guide for the

researchers working on this subject.

Keywords: Culture Independent Methods, 16S rRNA, Prokaryotic Diversity, Thermophilic
Archaea
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1. GIRIS

1976’da  molekiiler biyolog Carl Woese’un ¢alismalar1 sonucu arkelerin
okaryotlardan ve bakterilerden farkli bir domainde yer almasi gerektigi ortaya ¢ikmuistir.
Ayn1 zamanda, arkeler bazi ozellikleri bakimindan hem &karyotlara hem de bakterilere
benzemektedir. Buna istinaden ilk bulundugu yillarda ‘arkebakteri’ isimlendirmesi
yapilmistir ancak gerek yapisal gerekse metabolik faaliyetleri agisindan bakterilerden
ayrilmaktadirlar. Ekstrem habitatlardaki adaptasyonlari goz oOniine alindiginda arkeler
bulundugu yillardan bu yana pek ¢ok alanda ve galismada yer almaktadir. Ancak in-vitro
olarak kiiltivasyonlar1 zor oldugu igin heniiz bilinmeyen ¢ok fazla arke tiiriiniin oldugu
asikardir (Garrett ve Klenk, 2007).

Arkelerin ilk zamanlarda yalnizca ekstrem kosullarda bulunabileceginden
bahsedilirken sonraki yillarda yapilan g¢aligmalar sonucunda iliman ve normal ortam
kosullarinda da tespit edilmislerdir. Yasamin 3 ana domaininden birini olusturan arkeler
yasam alanlarina gore AlKalifiller, Asidofiller, Halofiller, Metanojenler, Termofiller,
Hipertermofiller ve Psikrofiller olarak 7 farkli gruba ayrilabilir. Alkalifilik arke tiirleri;
alkali ortamlarda ve 9 ile 11 arasinda pH degerlerinde bulunurlar. Asidofilik arke tiirleri
alkalifillerin aksine diisitk pH araliklarinda bulunmaktadirlar. Halofilik arkeler ise yiiksek
tuz oranina sahip habitatlarda yasam stirmektedirler. Termofilik ve hipertermofilik arkeler
yiiksek sicaklik adaptasyonu gostermektedirler. Genellikle sicak su kaynaklari, hidrotermal
bacalar, kaplicalar gibi st sicaklik limitlerinde hayatta kalabilme kabiliyeti
gostermektedirler. Psikrofilik arkeler ise termofillerin ve hipertermofillerin tam tersi soguk
cevrelere uyum saglamaktadir (Brock ve Freeze, 1969).

Ulkemizde ve diinyada mikrobiyal yasamin gesitliligi konusundaki ilgi her gegen
giin artmaktadir. Ekstrem cevrelerdeki adaptasyonlariyla ilgi ¢ekici hale gelen arkelerin
kiiltir ortamina dayali yapilan ¢aligmalar1 laboratuvar kosullarinin yetersizligi bakimindan
az sayidadir. Bununla birlikte klasik mikrobiyal temelli analizler her zaman arkelerin
kiiltiire edilmelerine ve karakterizasyonlarina olanak vermemektedir. Bu ¢alismada Aydin
ve ¢evresindeki sicak su kaynaklarindan su, birikinti ve gamur 6rnekleri alinarak, molekiiler
temelli kiiltiirden bagimsiz yontemlerle tilkemizde ilk kez termofilik ve hipertermofilik arke

cesitliliginin arastirilmasi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Termofilik Mikroorganizmalar

Terminolojik olarak, 50 °© C'den daha yiiksek bir maksimum biiyiime sicakligina
sahip organizmalar, termofiller olarak tanimlanmaktadir. Kristjansson ve Stetter'in yaptiklar
calismalar sonucunda optimal olarak 80° C'nin iizerinde biiyiiyen mikroorganizmalar
hipertermofiller olarak kabul edilmektedir. Giiniimiizde, sicaklik agisindan st yasam siniri
olarak bir Pyrolobus tiirii olan Strain 121 bilinmektedir ve 130 ° C 'de canli kalabilmektedir
(Kristjansson ve Stetter,1992). Bunlara ek olarak bazi metanojen hipertermofilik tiirler

sicakligin 110° C oldugu volkanik bolgelerde bulunurlar (L’Haridon ve ark,2003).

2.2. Termofillerin Tarihi

1972'de Brock ve arkadaslari tarafindan bildirilen ve o tarihe kadar bilinen en yiiksek

sicakliga sahip olan mikroorganizma Sulfolobus acidocaldarius olarak tanimlanmistir. Bu
tir ilk olarak Bakteri domaininde yer almigtir ancak 1980°de yasamin ii¢ ana domainden
meydana geldiginin tarihe ge¢mesiyle birlikte S. acidocaldarius 'un “Archaea” domainine
ait oldugu belirlenmistir (Garrett ve Klenk, 2007). Bu tiir, optimum olarak 75- 80 ° C
sicaklikta gelismektedir. Hipertermofiller ise Zillig ve ark. tarafindan kesfedilmistir (Zillig
ve ark, 1981). Mikroorganizmalar biiyiime sicakliklarina gore;

e Psikrofiller: -20 °C'nin altinda gelisebilenler

o Mezofiller: 20 °C ile 45 °C arasinda gelisenler

e Termofiller: 55 ° C'nin iizerinde gelisme gdsterenler ve

e Hipertermofiller: 80°C’nin iizerinde gelisebilenler olarak 4 ana grupta

siiflandirilmiglardir (Kristjansson ve Stetter, 1992).
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Sekil 1. Psikrofilik, mezofilik, termofilik ve hipertermofilik mikroorganizmalar igin sicaklik

ve biiyiime oranlarinin iliskisi (Stetter, 2006a).

2.3. 16S Ribozomal RNA ve Sistematikteki Onemi
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Sekil 2. 16S rRNA gen bolgesindeki degisken bolgeler (V1-V9) (Chaudhary ve ark, 2015).

Ribozomal RiboNiikleik Asit (rRNA) biitiin canlilarda protein sentezinden sorumlu
ribozomun alt tinitesidir. rRNA iki alt tinite igermektedir. Bunlar biiytik alt tinite (LSU) ve
kiiciik alt Ginite (SSU) olarak adlandirilmaktadir. rRNA’nin biiyiik alt tinitesi ribozom gibi
islev goriir ve peptid bagi olusumunu katalizler. Bir bakteriyel ribozom ¢oklu ribozomal
proteinler ve 23S rRNA, 16S rRNA, ve 5S rRNA olmak tizere 3 ribozomal RNA’ dan
olusmaktadir. rRNA, genomda rrn olarak adlandirilan bir operon seklinde diizenlenmis ilgili
genler tarafindan kodlanir. Bir bakteriyal genom genomun biiyiikliigiine ve tiire bagl olarak
coklu rrn operonlarina sahip olabilir. Kapsiiller, flagella, hiicre boyutu ve sekli,

biyokimyasal o6zellikler morfolojik o6zellikler, bakteri tiirlerinin tanimlanmasi ve



smiflandirilmasi igin kullanilmistir. Ancak, bakteriler arasinda yatay gen transferinin olmasi
bu ozelliklerin onlarin filogenetik smiflandirmas: i¢in ¢ok yeterli olmadigini ortaya
koymustur. Bu nedenle, evrimsel olarak stabil marker genlerinin DNA dizi analizi bakteri
filogenetigini ve cesitliligini incelemek icin potansiyel bir strateji olarak kabul edilir
(Rajendhran ve Gunasekaran, 2011).

1994°te Stackebandt ve Goebel rRNA’larin small subunit (SSU) sekans teknolojisi
ve tiir tanimlamada kullanimini ortaya ¢ikarmistir. 16S rDNA’nin sekansindaki %97°den az
benzerlik yeni tiir olarak tanimlanmistir (Janda ve Abbott, 2007). Bakteriyel taksonomi
calismalarinda 16S rDNA’nin genetik marker olarak yaygin kullanimmin pek ¢ok sebebi
vardir; 16S rDNA biitiin bakteri ve arkelerde bulunur, evrenseldir. 16S rRNA geninin
fonksiyonu zaman ig¢inde degismemistir. Buna ragmen 16S rRNA bazi degisken bolgeler
icermektedir. Degisken bolgelerin varligr siniflandirma igin bir ara¢ saglamaktadir. Bunun
yan1 sira mikrobiyal ¢esitlilik ¢alismalarinda kullanilan korunmus bolgelerin varligi uygun
PCR primerleri ve hibridizasyon problarinin etkin tasarimina olanak tanimaktadir (Sekil 2).
Genin biiyiikliigi (1500 be) informatik bilgi edinmek i¢in yeterince biiytiktiir.

Ancak 16S rRNA calismalarinda bazi kisitlayic1 hususlar vardir. Genom basina
diisen kopya sayilar1 1’den 15°e kadar veya daha fazladir. Kopya sayilar1 bir 6l¢iide taksona
Ozel gibi goriinse de aymi tiiriin suglar1 arasinda da varyasyonlar kaydedilmistir. Bazi
bakteriyel taksonlarda son derece farkli 16S rRNA dizileri gozlenmistir. 16S rRNA
dizilerinin daha biiyiik bir degiskenlik gosterdigi termofilik bakteriler de saptanmistir. Bu
durumda, yatay gen transferinin yiiksek oranda potansiyele sahip oldugu belirlenmistir
(Vétrovsky ve Baldrian ,2013).

2.4. Arkelerin Tarihi

Diinyaca tinlii molekiiler biyolog Carl Woese 1976’da 60 farkli bakteri tiiriniin
rRNA’larim1 analiz ederek bu diziler arasinda farkliliklar olabilecegini ortaya koymustur.
Bakterilere ¢ok benzeyen bazi mikroorganizmalarin bakterilerden farkli olarak metan
tirettiklerini ve bakterilerde goriilen rRNA &zelliklerinin bu metanojenlerde goriilmedigini
fark etmistir. Ik yillarda Carl Woese'un, calismalar1 sonucu bu kiiltiirdeki
mikroorganizmalar “Archaeabacteria” olarak tammlanmistir. Bu sayede bakterilerin
filogenetik simiflandirilmast mimkiin hale gelmistir. 31 Ocak 1980°de yasamin 3 ana

domainden meydana geldigi tarihe gegmistir (Garrett ve Klenk, 2007).
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Sekil 3. Yasamin 3 temel domaini (Garrett ve Klenk, 2007).

Arkeleri diger canlilardan ayiran 6zellikler olan; ekstrem ortamlarda yasayabilmesi,
metan tretimi gibi 6zelliklere ek olarak arkeler; molekiiler, metabolik ve sitolojik dzellikleri
bakimindan bakteri ve oOkaryot domainlerinden oldukga farkli ozellikler tagimaktadir.
Arkelerle ilgili ilk bulgular Woese tarafindan bulunsa da o tarihler igin termofilik ve
hipertermofilik arkelerle ilgili ¢alismalar yetersiz idi. Termofilllerin kesfiyle ilgili yaptig
calismalar sonucu Zillig ve arkadaslar1 bilinenin aksine pek c¢ok termofilik ve
hipertermofilik arke tiirii belirlemislerdir. 2006’da Karl O. Stetter yayinladigi arastirmada;
Woese ve Zillig’in arkelerle ilgili yaptiklar1 ¢alismalardan yola ¢ikarak hipertermofilik
tirler tizerine bir arastirma ylritmiistiir. 1972’ye kadar en yiiksek biiyiime sicakligina sahip
mikroorganizma Sulfolobus acidocaldarius iken 1977°de Carl Woese yasamin domainlerine
Arke’yi eklediginde bu tiiriin arke domainine ait olan bir hipertermofilik mikroorganizma
oldugu ortaya ¢ikmustir. Stetter, Kerlingarfjo'll dagindaki kaynar su ve ¢gamur 6rneklerinden
cubuk sekilli bir metanojen olan Methanothermus fervidus'u izole etmistir. Bu organizma 97
°C'ye kadar bir sicaklikta biiyiimiis ve 82 © C'de en hizli (optimal) biiylimesini sergilemistir.
Sulfolobus acidocaldarius’tan ¢ok daha yiiksek sicakliklarda hayatta kalabilmistir. Bunun
yant sira Stetter ve Zillig 1981°de anaerobik Thermoproteales’in ilk {iyelerini izole
etmislerdir. Methanothermus'a benzer sekilde, Thermoproteales 97 °C'ye kadar biiyiime
sicakligi sergilemis ve 65° C veya daha diisiik sicaklikta biiyliyemistir. Bunu takiben
1981'de Vulcano Adasi'ndaki (italya) 100 °C'nin iizerindeki sicaklikta Porto di Levante'deki



sicak deniz tabaninda yer alan bir denizalti solfatarik alanindan Srnekler almistir. Izole
edilen o6rneklerden belirlenen mikroorganizmalar 100 ° C'nin fizerinde gelisim
gostermislerdir.

Boylece Stetter, Volcano'ya adapte olmus ilkel yasam tarzlarina dayanarak, benzer
hipertermofilik mikroorganizmalarin 3,9 milyon yil dnceden beri Diinyada var olabilecegi
hipotezini giindeme getirmistir. Buna dayanarak bu heyecan verici hipertermofillerin daha
fazlasin1 bulmak igin, son 25 yil boyunca diinyanin her yerindeki yiiksek sicaklik alanlarini
ziyaret etmis ve oradan ekstremofil organizmalari izole etmistir. Stetter denizalti bacalart ile
derin deniz hidrotermal bacalarindan, jeotermal alanlar, Kuzey Denizi'nin tabani ve Alaska
da yiizeyin yaklasik 3.500 m altindaki bolgelerden hipertermofilik topluluklari kesfetmistir
(Stetter, 2006a).

2.5. Arkelerin Taksonomisi

Euryarchaeota Nanoarchaeot: Korarchaeot: Crenarchaeota Thaumarchaeo

Sekil 4. Arke filumlar1 (Madigan ve Martinko, 2009).

Arkeler filogenetik olarak 5 temel subeye ayrilmaktadirlar:

Crenarchaeota

Kiiltiirii yapilan arkeler arasinda Crenarchaeota ¢ogunlukla, bilinen en yiiksek
sicaklik derecelerinde {ireyebilen hipertermofilik mikroorganizmalari i¢cermektedir. Bu
filumun dyelerine 6rnek olarak Sulfolobus, Thermoproteus, Desulfurococcus cinsleri

verilebilir.



Euryarchaeota

Crenarchaeotalar gibi Euryarchaeotalarin da biiyiik bir kismi ekstrem ortamlarda
yasamaktadir. Bu sube metanojenik Archaea ve bazi ekstrem halofilik Archaea cinslerini
icermektedir. Bu sinifta Thermococcales, Thermoplasmatales, Methanopyrales ordolarinin
tiyeleri bulunmaktadir.

Korarcaheota

Korachaeota ilk olarak Yellowstone'da bir sicak su kaynaginda yasayan
mikroorganizmalarin ~ metagenomik  analizleri yapilarak  kesfedilmistir. Bu
mikroorganizmalarin saf kiiltiirleri bulunmamaktadir.

Nanoarcaheota

Bir diger Archaeal sube Nanoarchaeaota'dir. Bu subenin tek cinsi olan
Nanoarchaeum bir Crenarchaeota olan Ignicoccus hiicrelerine tutunarak yasayan ¢ok kiigiik
bir parazitik prokaryottur.

Thaumarchaeota

Cenarchaeum symbiosum ‘un sekanslanmasi sonucu kesfedilmis olan ve Archaea
domainine son eklenen sube Thaumarchaeota diger filumlardan olduk¢a farklidir.
Thaumarchaea, su ve karasal ortamlardaki onemli amonyak oksitleyicilerdir ve
nitrifikasyonda yer aldig1 bulunan ilk archaeadir. Genellikle denizlerde ve agik okyanuslarda
bulunurlar (Madigan ve Martinko, 2009).

Spang ve arkadaslar1 2017°de bir derleme hazirlamiglardir. Calisma arkeal gesitlilige
genel bir bakis sunarak, yakin zamanda tanimlanan arkeal soylarin metabolik potansiyeli
hakkindaki yeni bulgular1 6zetlemekte ve bu verileri arkeal evrim 1s1ginda tartigmaktadir.
Yillar oncesinden bugiine arkelerin taksonomisi iki ana grupta incelenmistir. Genellikle
termofilik ve hipertermofilik tiirleri iceren Crenarchaeota ve metanojenik, halofilik tiirleri
iceren Euryarchaeota. Ancak yillar gectikge ve mikrobiyal cesitlilik ¢aligmalar1 devam
ederken arkeal cesitlilikle ilgili bilgimiz hizli sekilde artmaktadir. Su an hepsi potansiyel
olarak Euryarchaeotanin sinonimleri kabul edilen 4 farkli filum siralamasi tanimlanmustir.
Euryarchaeota, TACK, Asgard ve DPANN arkea. Bu gruplarin iiyeleri sadece ekstrem
habitatlarda degil Diinya'daki mikrobiyal biyokiitlenin énemli boliimlerini olusturan tiim
ortamlarda, Ornegin hayvanlarin rumenlerinde de bulunmaktadirlar. Son yapilan
calismalarla birlikte Taumarchaeota (Taum-), Crenarchaeota (C-) ve Korarchaeota (K-)
iceren bir TACK siiperfilum onerilmistir. Bunu Proteoarchaeota olarak da nitelendirmek
miimkiindiir. Giiniimiizde TACK siiperfilumu yiiksek taksonomik dereceye sahip ii¢ ek

arkea soyundan olusmaktadir: Geoarchaeota, Bathyarchaeota ve Verstraetearchaeota.



Bunlarin yanisira iki yeni filum Asgard ve DPANN de onerilmistir. Asgard filumu arkelere
nazaran okaryot genomuna daha yakin olan Lokiarchaeota, Thorarchaeota,
Heimdallarchaeota ve Odinarchaeota tiirlerinden ortaya ¢ikmistir. DPANN ise Korarchaeota
filumunun i¢inde barindirdigi tiirleri ve daha ¢ok heniiz kiiltirii yapilmamis ve
tanimlanmamus tiirleri igermektedir. Genis cesitliliklerine paralel olarak, karsilastirmali
genomik analizleri, Archaea'min metabolik olarak ¢ok yonli oldugunu ve farkli yasam
tarzlartyla karakterize oldugunu ortaya koymaktadir.

Son zamanlarda kesfedilen arkeal soylar arasinda mezofiller ve (hiper-) termofiller,
anaeroblar ve aeroblar, ototroflar ve heterotroflarin yani sira 6nceden bilinmeyen asetojenler
ve farkli metanojen gruplari bulunmaktadir. Sonu¢ olarak kiiltiirden bagimsiz genomik
yaklasimlardaki ilerlemeler, yasamin arkeal alanimmin esi benzeri goériilmemis genomik
cesitliligini ortaya ¢ikarmaya baslamistir. Yeni genomik veriler, Archaea iiyelerinin
metabolik repertuarina, evrimine ve bunlarin dkaryotlarla iliskisine dair goriisler saglamistir.
llerleyen yillarda bu bulgularin sentez halinde kullanmilmasiyla mikrobiyal yasamm Kilit

taglarinin yerine oturtulacag: goriisii bu derlemede desteklenmektedir (Spang ve ark, 2017).

2.6. Termofilik Habitatlar

Diinya tizerinde cok sayida bolgede cesitli sicak su kaynaklari bulunmaktadir.
Biyologlarin ¢ogu 19. yiizyilin ortalarindan sonra termal sularda yasayan organizmalar
tizerinde gozlemler yapmislardir. Diinya tlizerindeki sicak su kaynaklari Batt Amerika, Orta
Afrika, Yeni Zelanda, izlanda, Japonya, Italya, Endonezya, Orta Amerika, Orta Afrika gibi
tilkelerin bulundugu genis bir alanda bulunur. Ancak, termal habitatlarda yasayan
mikroorganizmalar tizerine kapsamli ¢alismalar Yellow Stone Ulusal Parki’nda yapilmistir.
Bu park diinyada termal 6zelliklere sahip en 6nemli yerlerden biridir.

Ulkemiz cografi yapist geregi deprem kusaginda yer almaktadir ve sicak su
kaynaklart bakimindan oldukg¢a zengindir. Tirkiye’nin jeolojik ozellikleri nedeniyle
debileri, sicakliklari, radyoaktiviteleri, eriyik mineral oranlar1 ve ulasilabilirlikleri ile
literatiire giren toplam 410 adet termal kaynagmnin oldugu saptanmistir. Termal kaynaklar
bakimindan en zengin bolgenin 123 adet kaynak ile Ege Bolgesi, en zengin ilin ise 31 adet
kaynak ile izmir oldugu tespit edilmistir. Tiirkiye’deki termal kaynaklarin daha ¢ok turizme
doniik tedavi amachi kaplica kullanimina yonelik oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda sera
ve konutlarin 1sitilmasindan, sanayi faaliyetlerine, kuru buz iiretimine ve igme suyuna kadar

birgok alanda da bu kaynaklar kullanilmaktadir. Biyolojik zenginliklerin belirlenerek kayit



altina alinmasi iilkelerin yeralt1 zenginliklerinin belirlenmesi kadar 6nem teskil etmektedir
(Ozsahin ve Kaymaz, 2013). Tiirkiye’nin 500 m ve 100 m derinlikteki yer alt1 sicakliklarini
gosteren, yer alti sicaklik dagilim haritas1 incelendiginde, tlilkenin bati bolgesinin diger
bolgelere gore daha yiiksek sicakliklar sergiledigi goriilmektedir. Sekil 5° de Tiirkiye 1000

m yeralt1 sicaklik haritasi gosterilmistir.
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Sekil 5. Tiirkiye 1000 m yeralt1 sicaklik haritasi (Serpen ve ark,2008).

Bunun yami sira Tiirkiye jeolojik ve jeomorfolojik ozellikleri nedeniyle debileri,
sicakliklari, radyoaktiviteleri, eriyik mineral oranlar1 ve ulasilabilirlikleri bakimindan
birbirinden farkli ¢ok sayida termal kaynaga sahiptir (Sekil 6). Bu 6zellikleri yoniiyle termal
alan konusunda Tiirkiye Avrupa’da birinci sirada, diinyada ise ilk bes iilke arasinda yer
almaktadir (Ozsahin ve Kaymaz, 2013).



Sekil 6. Tiirkiye’de termal su kaynaklarinin dagilis haritasi (Serpen ve ark, 2008).

Tiirkiye’de genel olarak termal kaynaklarin sicakliklari diisiitk olup, bunun yaninda
sicakliklar1 yiiksek olan kaynaklarin sayisi ise 38 tanedir. Tiirkiye’nin en sicak termal
kaynagi ise 200-242 °C ile Kizildere (Denizli)’dir.

Denizli ve Aydin Termal Alam

Yukarda da bahsedildigi gibi Tiirkiye termal kaynaklar agisindan zengin bir {ilkedir.
Ozellikle Ege bolgesi bu bakimdan ¢ok elverislidir. Ulkemizdeki bu ¢ok sayidaki termal
sahalarin en 6nemli olani ise Kizildere, Tosunlar, Bolmekaya, Yenice, Gélemezli, Karahayit
ve Pamukkale alanlarini kapsayan Denizli termal alamidir. Bolgedeki termal kaynaklar
yiiksek sicakliklar ve diisiik sicaklilar olarak iki temel kategoriye ayrilmistir. Diisiik
sicakliklilar termal turizm, konut ve sera isitmaciligi amaciyla kullanilmaktadir. Yiiksek
sicakliklar ise elektrik santrallerini ¢alistiracak gii¢tedir. Bu alanlar ayrica kaplica ve kaplica
tesisi 1sitilmasinda kullanilmaktadirlar. Kizildere ve Tekkehamam sicak su kaynaklari

Saraykdy’iin 1sitilmasinda da kullanilabilecek niteliktedir (Ozsahin ve Kaymaz, 2013).
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Sekil 7. Denizli ili jeotermal alanlar1 haritas:1 (Serpen ve ark, 2008).

Denizli gibi Aydin’da da sicak su kaynagi oldukga fazladir ve buradaki jeotermal
aragtirmalar 1981°de baslamistir. Tiirkiye’nin jeotermal olarak potansiyeli de biiyiik 6l¢iide
Aydin’da yer almaktadir. Bu bolgeler arasinda Kizildere, Buharkent, Germencik ve
Kusadasi ilgeleri bulunmaktadir. Ayn1 zamanda Buharkent ilgesi 2008 tarihinde Resmi
Gazete ’de “Termal Turizm Merkezi” ilan edilmistir.
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Sekil 8. Aydin ili jeotermal alanlar1 haritas1 (Ozsahin ve Kaymaz, 2013).
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2.7. Termofilik Arkelerde Adaptasyon Mekanizmalari

Farkli tiirler arasindaki DNA degisimi bakteriyel adaptasyon ve bakteriyel genom
evrimine izin verir. Yiizlerce genom dizisinin karsilastirmasi gosterir Ki, bakteriyel genlerin
%20’si1, arkeal genlerin %40 ‘1 yatay gen transferi ile gelmistir. Thermotoga maritima ve
Aquifex aeolicus genomlarinin %24 ve %16,2 kadar1 yatay gen transferi ile termofilik
arkelerden geldigi gosterilmistir (Nelson ve ark, 1999). Onemli enzimlerden biri olan ters
giraz enziminin arkelerden yatay gen transferi ile bakterilere gectigi distinilmektedir. Ters
giraz ¢ift sarmalli DNA’nin erime sicakligini artirmak i¢in pozitif superkoil bir yap1 kazand
iran bir DNA topoizomeraz enzimidir. Thermococcus kodakarensis’ten ters giraz enzimi
gen bolgesi ¢ikarilmis ve mutant strain yiiksek sicaklikta daha yavas gelisme gostermistir
(Atomi ve ark, 2004). DNA vyiiksek sicaklilarda stabil olmadig: i¢in termofillerde DNA
onarim Sistemleri genomik kararliligi koruyabilmeleri i¢in daha siki olmalidir. Thermus
thermophilus ve Sulfolobus acidocaldarius gibi termofillerin mutasyonlarinin genom
analizi, baz degisimlerinin mezofillerde termofillerden daha az siklikta ortaya ciktigini
gostermektedir (Averhoff, 2009).

Genomlarinin kiigiik olmasi nedeniyle termofillerdeki protein uzunluklar ve protein
ailesi iyelerinin sayist termofil olmayan homologlarima nazaran azalmigtir. Thermus
thermophilus ve  Deinococcus radiodurans  genomlarimin  karsilagtirilmasi, T.
thermophilus’da iireaz kompleksi, ramnoz metabolizma yol izi, asetil CoA: asetat/3-ketoasit
CoA transferaz, fruktoz tasima ve yararlanim ve gliserol metabolizmasi gibi sistematik gen
kaybin1 ortaya c¢ikarmistir (Ghosal ve ark, 2005). Termofillerde genomun islevsel
kompleksliginin azaltildigi hipotezi muhtemelen sicaklik adaptasyonunda maliyeti azaltan
bir mekanizmadir. Bununla birlikte, evrimsel siirecte termofillerin diisiik termostabiliteli
proteinleri kodlayan genleri elemine edip etmedigi belirsizdir (Jaenicke, 1996). Ek olarak
termofillerdeki hem arke hem de bakteriyel ribozomal protein kompleksleri, mezofilik
tiyelerle karsilastirildiginda yapilart daha kompakt olmalarina ragmen 23S rRNA’ya daha
fazla afiniteye sahiptir.

Ekstrem sartlarda yasamak ve g¢ogalmak igin organizmalar metabolik ve diger
hiicresel fonksiyonlarin1 bu ortamlara uyarlamak zorundadir (L’Haridon ve ark, 2003).
Yiiksek sicaklik membranlarin akigkanligini arttirir. Optimum membran akiskanligi
saglamak i¢in hiicre, lipitlerin miktarini ve tiiriinii (6rnegin doymus ve doymamis) i¢eren
membran bilesimini ayarlamalidir. Sicaklik proteinlerin de yapisini ve islevini etkiler.

Proteinlerin yiiksek sicakliklarla basa ¢ikmak igin gelistirdigi yollar arasinda iyon g¢ifti
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iceriginin arttirilmasi, hidrojen baglart ve disiilfiir kopriilerinin arttirtlmasi, daha yiiksek
dereceli oligomerler olusturulmasi ve oda sicakliginda esnekligin azaltilmasi bulunur.

Stres faktorlerine maruz kalan birgok biyolojik yapi strese karsi belirli yanitlar ve
bazi maddeler olusturur. Bu maddelerin basinda ise stres proteinleri olarak da adlandirilan
1s1 sok proteinleri gelir (Guzzo,2012). Bu bilgiler 1s1ginda termofillerde 1s1 sok protein

iceriginin arttig1 da belirlenmistir (Jaenicke,1996).

2.8. Arkelerin Biyoteknoloji Alamnda Kullanimlar:

Endiistrinin ~ hemen her  alaninda  kullamilan  enzimler  genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Ciinkii mikroorganizma kaynakli enzimlerin
bitkisel veya hayvan kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi,
istenmeyen yan iriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalar, fazla miktarda elde
edilebilmeleri gibi avantajlar1 vardir (Amend ve ark, 2003). Enzim iiretiminde kullanilan
mikroorganizmalar sadece enzim iiretme yeteneklerine gore degil, toksik ve patojen
olmamalarina gore de secilmektedir. Bugiin, endiistride kullanilan birgok enzim mikrobiyal
kokenlidir. Ozellikle son yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen rekombinant DNA
teknolojisinden yararlanilarak enzim iiretimi biiyiik boyutlara ulagsmis ve kullanimi giderek
yaygmlasmistir. Giintimiizde, endiistriyel olarak 6nemli bir¢ok kimyasal proses, yiiksek
sicaklik ve basing gibi sert kosullarda gergeklestiginden, bunlara alternatif ve gevresel etkisi
daha az yontemler igin ekstrem kosullara dayanikli enzimlere gerek duyulmaktadir.
Giinlimiizde endiistriyel enzimlerin biiyiik c¢ogunlugu mezofilik mikroorganizmalardan
saglanmakta, ancak bir¢cok avantaja sahip olmalarma karsin, uygulamalara dayaniksiz
olmalar1 nedeni ile kullammlari sinirli kalmaktadir. Ote yandan, ekstrem termofil
mikroorganizmalardan elde edilen enzimler (ekstremozimler) ekstrem kosullara daha
dayanikli olduklarindan, enzim tiretimi i¢in 6nemlidirler. Arkelerin sicaklik, tuzluluk ve pH
siirlarinda islev gosterme kabiliyetlerinin  bir sonucu olarak, termofilik arkelerin
ekstremofilik enzimleri veya ekstremozimleri giiniimiizde bir¢ok uygulamada kullanim
alan1 bulmaktadir ve ¢esitli biyoteknolojik ¢alismalarda kullanim igin disiiniilebilmektedir.
Arkeler, aktif ¢camur sistemlerinin giderilmesinde kilit bir rol oynamaktadir. EK olarak
termofilik arkeler, Metallosphaera sedula gibi termoasidofilik mikroorganizmalarin kati
stilfit minerallerine baglandigi ve sonugta altin ve bakir gibi metallerin salinmasiyla

oksitlendigi diisiik dereceli cevherlerin elde edilmesinde (Biomining) de kullanilmaktadir
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(Norris ve ark, 2000). Termofilik ve hipertermofilik arkelerden elde edilen 1siya dayanikli
enzimlere ekstremozimler adi verilmektedir (Eichler,2001). Termofilik ve hipertermofilik
arkelerden elde edilen ekstremozimler ii¢ baglik altinda toplanabilmektedir. Bunlar glikozil

hidrolazlar, proteazlar ve DNA iligkili enzimlerdir.

2.9. 16S rDNA Analizi

Kiiltiirden bagimsiz yontemler ve 16S rDNA molekiilii

| Cevresel ornek (Toprak, su, sediment, vs.) I

I DNA/RNA/Protein/Yag Ekstraksiyonu I
Molekiiler tabanh metodlar
- ' Tiim kommunite analiz metodlar Kismi kommunite analiz metodlar
| DNA-DNA bibridizasyonu_f¢——— Genetik parmak izi teknikleri (ARDRA, SSCP,

T-RFLP, DGGE, RAPD)

G+C fraksiyonasyon

" Tiim genom sekanslama

[
™~

Q-PCR .

Metag,

| FISH. dot blot hibridizasvon |¢—

M ik

i M- l Mikrobiyal lipid analizleri 'q—
Prot: ik

SEEOgEROE DNA Microarray

Metatranskriptomik

I Mikrootoradyografi ve izotop array |‘_.

Fonksiyonel Cesitlilik

Yapisal Cesitlilik & - —
Protein Cesitliligi l DNA/RNA stabil izotop problama I‘_
Metabolik Cesitlilik

| CARD-FISH, Raman-FISH, NanoSIMS |o—

Sekil 9. Kiiltiirden bagimsiz molekiiler bazli metodlar (Ahmad ve ark,2011).

Mikrobiyal cesitliligin belirlenmesinde kullanilan kiiltiirden bagimsiz yontemler
Sekil 10°da 6zetlendigi gibidir. Bu amagla pek ¢ok farkli molekiil (DNA, RNA vb) ve /veya
yaklasim segilebilmektedir Farkli habitatlarin prokaryotik c¢esitlilikleri hem mikrobiyolojik
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killtir temelli hem de molekiller yontemlere baglh yaklagimlar kullanilarak
belirlenebilmektedir. Kiiltiir temelli yontemlerin kullanilabilmesi mikrobiyal canliliga bagli
oldugu icin ekstrem kosullarda hayatta kalmaya adapte arke tiirlerini laboratuvar
kosullarinda canli tutmak her zaman miimkiin olmamaktadir. Pace ve arkadaslar ilk olarak
1986°da ssurRNA'lar icin tasarlanan primerleri kullanarak PCR yontemiyle c¢evresel
arastirmalara baslamislardir (Pace ve ark,1986). Doksanli yillardan itibaren kullanilmaya
baslanan PCR-bazl1 ve orneklerden direkt 16S rDNA larin ¢ogaltildigr molekiiler yontemler
sayesinde cesitli habitatlardaki bakteri ve arkeleri (eger dnceden tanilart yapilmis ve veri
tabanina girilmisse) genus/tiir bazinda tespit etmek miimkiindiir.

Kiiltirden bagimsiz yontemlerle bir g¢evrede bulundugunu dogruladigimiz yani
sekans analiziyle tespit ettigimiz prokaryotik canlilar1 laboratuvarda organizmanin besinsel
ve cevresel isteklerine bagli olarak kiiltive edebiliriz. Cevresel orneklerden DNA
ekstraksiyonundan baslayarak klonlarin plaklarda gelistirilmesine kadar olan siire¢ Sekil
10’de Ozetlenmistir. Kisaca, drneklerden DNA ekstrakte edilir ve PCR ile ornekteki tiim
16S rDNA lar ¢ogaltilir. Amplikonlar plazmidlere klonlanir ve E. coli hiicreleri bu
rekombinant plazmidler ile transforme edilir. Sonrasinda g¢evresel klonlari igeren koloniler
petride gelistirilir ve her bir klonun igerdigi 16S rDNA’lar dizilenerek veri tabanindaki

diziler ile karsilastirilir.
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Cevresel Omnek
(topraik,

DNA 3
izoLASYONU

Spesifilk gen (16S RNA_ 18S | -
tRNA, mcrA, pmoA vb) . -~
KLONLAMNMA

0000 o \

7
]

e Y o |
Jdb - -
| \\

: 0000

AATCGTACGGAGGT AA
GGTTAACCCGATCGTA
CAAACGAAGGCTGCCT

DiziLEME - 4
>\l <=
ATCCAATCGTACGGAT 2 g
CGAATCGTACGGATCG v

FILOGENETIK AGAC

Sekil 10. Kiiltiirden bagimsiz (PCR-bazli) yontem (Lasken ve McLean,2014).

Ekstrem c¢evrelerdeki arkeal cesitliligin belirlenmesi i¢in yapilmis gesitli galismalar
mevcuttur.

Roling ve arkadaslari tarafindan 2004 'te yapilan c¢alismada, petrol rezervuarlari,
yeralti ham petrol depolama bosluklar1 ve hidrokarbonla kirlenmis sucul evreler gibi yag
iceren yiiksek sicaklik olan ortamlarda termofilik arkeler tespit edilmistir. Bunun bir sonucu
olarak termofilik arkelerin biyoremediasyonla iliskilendirilebilecegi goriilmistiir (R6ling ve
ark, 2004).

2005'te Dombard ve arkadaslari tarafindan ABD'nin Yelowstone ulusal parkinda
yapilan ¢alismada; 3 farkli kaplicadan 6rnekler alinmistir. Thermosphaera aggregans gibi
hipertermofilik tiirlerle birlikte kiltirii yapilmamis ¢ok sayida mikroorganizma tespit
edilmistir (Dombard ve ark,2005).
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Chaban ve arkadaslar1 2006’da arkelerin yasam alanlarina odaklanan bir ¢alisma
yayinlamiglardir. Bu derlemede arkelerin normal habitatlarda da (su ve soda golleri,
batakliklar vb.) var olabilecegi ortaya koyulmustur (Chaban ve ark,2006).

2010'da Malkaw1 tarafindan yiiriitiilen ¢calismada Urdiin kaplica sularinda bakteri ve
arkea cesitliligi kiiltiirden bagimsiz olarak tespit edilmistir. Farkli kaynaklardan 5 ornekte
termofilik ve hipertermofilik arke tiirlerine rastlanmistir (Malkawi ve Al-omari, 2010).

2014’te Budakoglu ve ark. Acigol'iin Archael mikrobiyal ¢esitliligi ¢alismasina gore;
TA klonlama yontemi kullanilarak yapilan calismada toplamda 50 koloni segilmis ve
sekanslanan mikroorganizmalarin tiimiiniin Halofilik mikroorganizmalara ait oldugu
belirlenmistir (Budakoglu ve ark, 2014).

2016’da Cnar ve arkadaslar1 Dogu Anadolu bolgesinde (Sivas, Erzincan, Bingdl)
bulunan 4 farkli tuzlada prokaryotik c¢esitlilik analizi gergeklestirmislerdir. Genellikle
halofilik arkeler tespit edilirken bunun yani sira halotolerant mikroorganizmalara da
rastlanmistir (Cinar ve Mutlu, 2016).

2018’de Giiven ve arkadaslar1 Tiirkiye’nin ekstrem ¢evrelerinden alinan kaynaklarda
termofilik ve halofilik mikroorganizmalarin izolasyonu ve tanimlanmasini amaglamiglardir.
Incelenen termofilik bakteriler; Anoxybacillus, Geobacillus, Bacillus, Brevibacillus ve
Bacillaceae familyasina ait Aeribacillus ve Thermus ve Thermomonas gibi termofillerdir.
Halofilik mikroorganizmalarin ise genelini arkeler olusturmustur (Giiven ve ark,2018).

Ulkemizdeki biyogesitliligin ortaya konmasina katkida bulunan mikrobiyal cesitlilik
calismalar yillardan beri artarak devam etmektedir. Genellikle halofilik arkelerle yapilan bu
calismalarda kiiltir bagimli ve kiiltiirden bagimsiz yontemler kullanilarak pek ¢ok arke
tamimlanmistir. Ancak, sicak g¢evrelerde yasayan arkelerin kiiltivasyonu zor oldugu ve
cevresel-direkt molekiiler yontemler iilkemizde son yillarda kullamilmaya baslandigi igin
ekstrem gevrelerdeki biyogesitliligimiz heniiz tam anlamiyla ortaya konamamustir.

Yapilan literatiir taramalarina gore Tiirkiye’de termofilik ve hipertermofilik
arkelerin mikrobiyolojik ya da Kklon kiitiiphaneleri olusturularak tespit edildigi bir
aragtirmaya rastlanmamustir. Aydin ve g¢evresindeki termal alanlarin zenginligi de
diistintildigiinde tez galismamiz biyoteknolojik acgidan bir potansiyel olusturmaktadir ve

tilkemiz biyogesitliligine katki saglayacaktir.
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3.1. Gereg

3.1.1. Cahsmada Kullanilan Su, Camur ve Birikinti Ornekleri

3. GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan ornekler Denizli ve Aydin illerinden 2016, 2019 ve 2020

yillarinda toplanmustir. Ornekler -80 °C’de muhafaza edilmektedir.

Tablo 1. Calismada kullanilan 6rnekler ve istasyonlari.

Istasyon

Ornek ismi ve Numaras1

Sicakhk
(W)

Koordinat

Germencik-Aydin
Buharkent-Aydin
Saraykoy-Denizli
Saraykoy-Denizli
Saraykoy-Denizli
Saraykoy-Denizli
Saraykoy-Denizli
Saraykoy-Denizli
Seferihisar-izmir

Alangiilli

Ortaket

Hask®dy inalt1 1.Istasyon
Haskdy Inalt1 2.1stasyon
Umut termal Otel

Kabaagag -1 Kuyu suyu
Kabaagag-2 Kirmiz1 birikinti
Kabaagag-3 Dere suyu
Seferihisar

55
46
86
92
62
57
57
52
65

37°56°13°’N27°37°39”’E
37°56°19°’N27°37°35"’E
37°55°36°’N28°48°29’E
37°55°36°’N28°48°29’E
37°55°18°’N28°49°45’E
37°56°06°"N28°45°39’E
37°56°06°"N28°45°39’E
37°56°06°"N28°45°39’E
38°11°38°"N26°49°50’E

Resim 1. Alangiillii 6rneklem alan1 (55 °C)
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Resim 3. Haskdy inalti (2) 6rneklem alani (92 °C)
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Resim 4. Kabaagag 6rneklem alan1 (57 °C)

Resim 5. Ortak¢1 6rneklem alani (46 °C)
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Resim 6. Umut termal 6rneklem alani (Asagi su 62 °C).

3.1.2. Calismada Kullanmilan Besiyerleri

Tryptic Soy Agar (TSA)

18.5 g hazir besiyeri 500 ml distile suda isitilarak ¢oziilmiistiir. Otoklavda 121°C de
15 dakika sterilize edilen besiyeri steril petrilere dokilmiistiir.

Tryptic Soy Broth (TSB)

12 g hazir besiyeri 500 ml distile suda 1sitilarak ¢6ziilmiistiir. Otoklavda 121°C’de
15 dakika sterilize edilmistir.

Brain Heart Infusion (BHI) Agar

24.5 g hazir besiyeri 500 ml distile suda isitilarak ¢oziilmiistiir. Otoklavda 121°C’de
15 dakika sterilize edilmistir.

Brain Heart Infusion (BHI) Broth

18.5 g hazir besiyeri 500 ml distile suda sitilarak ¢oziilmiistiir. Otoklavda 121°C’de

15 dakika sterilize edilmistir.
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AXI Segici Besiyeri
300 ml TSA igerisine 300 uL Ampisilin,750 uL X-gal,1500 uL IPTG ilave

edilmistir.

3.1.3. Cahismada Kullanilan Cozeltiler

50X Tris Asetat EDTA (TAE)Tamponu pH :8

Trizma Base: 242 g

Glasiyel Asetik Asit: 57.1 ml

EDTA (0,5 M) pH:8: 100 ml

Biitin maddeler bir miktar distile su ile manyetik karistiricida karistirilarak
¢ozlilmistiir. Hazirlanan ¢6zeltinin pH’1 8’e ayarlanmistir. Son hacim distile su ile 1 1t’ye
tamamlanmustir. 121 °C 15 dk otoklavlanarak steril edilerek kullanilmustir.

10X Tris-Borat EDTA (TBE) tamponu pH:8

Trizma Base: 108 ¢

Borik Asit: 55 ¢

EDTA:83¢g

Biitin maddeler bir miktar distile su ile manyetik karistiricida karistirilarak
¢ozilmustiir. Hazirlanan ¢6zeltinin pH 1 8’¢ ayarlanmistir. Son hacim distile su ile 1 L’ye
tamamlanmistir. 121 °C 15 dk otoklavlanarak steril edilerek kullanilmistir.

3.1.4 Calismada Kullanilan Primerler

Tablo 2. Calismada kullanilan primerler

Primer Restriksiyon Bolgeli

Sekans 5°- 3’ : Tm Referans
Kodu Primer
25F CYGGTTGATCCTGCCRG 49  (Vetriani  ve
ark. 1999)
AT751F CCGACGGTGAGRGRYGAA (EcoRI) 54  Baker ve ark.
atcGAATTCCCGACGGTG 2003)
AGRGRYGAA
1ArF TCCGGTTGATCCYGCBRG 60 (Bahram ve
ark. 2019)
Al492R GGTTACCTTGTTACGACTT 53  (Burns ve ark.
2004)
U1406R GACGGGCGGTGTGTRCA (EcoRI) 52  (Baker ve ark.
atcGAATTCACGGGCGGT 2003)
GTGTRCA
1000ArR GGCCATGCAMYWCCTCTC 58  (Gantner ve
ark. 2011)
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3.2. Yontem

3.2.1. Su, Camur, Toprak ve Birikinti Orneklerinin Alinmasi

Su ornekleri steril siselere, sediment ve camur Ornekleri ise steril kavanozlara
alinarak, laboratuvara getirilmis ve ornekler kullanilana kadar -20 C’de saklanmustir.
Orneklerden DNA izolasyonu &ncesinde 5000 rpm +4 C ‘de 30 dk’lik déngiiler halinde
santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Dibe ¢oken pellet yardimiyla DNA izolasyonu islemi

uygulanmustir.

3.2.2. Orneklerden DNA izolasyonu

Orneklerden DNA izolasyonlar1 igin “Presto Soil DNA isolation kiti” ile iiretici
firmanin belirttigi sekilde proses uygulanmastir.

Presto Soil DNA izolasyon Kiti

¢ 250-500 mg ornek, Bead beating tube aktarilir. Ve 750 ul SL1 buffer eklenir.10 dk
oda sicakliginda vorteks islemi gergeklestirilir.

e 2 dk 11.000 g hizda santrifiij yapilir. (islemin amac1 SL1 buffer kaynakli kdpiiklerin
giderilmesidir.)

e Ardindan 150 ul SL2 tamponu eklenir ve 5 sn vorteks islemi gergeklestirilir.

¢ 0-4 C de 5 dk inkiibasyona birakildiktan sonra ¢oziinmeyen pargaciklarin ¢éziinmesi
ve PCR inhibitorlerini ¢oktiirmek i¢in 1 dk 11.000 g hizda santrifiij yapilir.

¢ Ardindan olusan siipernatantin 600 ul‘si mavi filtreli tiipten gegirilerek 2 ml’lik
microsantrifiij tiipiine aktarilir.

e 1dk maximum hizda santrifiij edilir ve filtre atilir yerine 1,5 mI’lik microsantrifiij
tiiptine alinir. Daha sonra DNA baglama islemine gegilir.

¢ 900 ul SL3 buffer eklendikten sonra 5 sn hizlica altiist edilir ve yesil baslikli tiiplere
750 ul siipernatant aktarilir.1 dk 11.000 g’de santrifiij edilir.

¢ Bu islem bir kez daha tekrar edilir.

e Ardindan siipernatant atilir temiz bir tiipe gecilir ve yikama islemi yapilir.400 ul
SL3 bufferla yikama yapilir.30 sn 11.000 g’de santrifiij edilir. Ve alt kisim dokiiliir.
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e Bu islem iki kez de 600 ul soliisyon ile tekrar edilir. En son 11.000 g’de 3dk
santrifiij yapilir ve kurumaya birakilir.

¢ 5-10 dk kuruduktan sonra,1,5 ml’lik microsantrifiij tiipiine alinir ve {izerine 50 ul
Elution buffer eklenir. (Kullanilmadan o6nce 65 C’de 5 dk inkiibasyon
yapililir.)11.000 g’de 2 dk santrifiij yapilir.

e Elde edilen DNA 6rnegi -20 C’de saklanir.

3.2.3. 16 rRNA Genlerinin PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile Amplifikasyonu

25F/1492R 751F/1406R
95°C 5dk 95°C sdk
95°C 1dk 95°C 05y —
48°C 1dk 30 siklug 55°C 40sn  — 35 siklus
72°C 90 sp —— 72°C 1dk
72°C 20 dk 72°C 7dk
1F/1000R

95°C Sdk

95°C 30sn —

55°C 30sp —— 32siklys

72°C 35sn |

72°C 20 dk

Sekil 11. PCR kosullar.

PCR sonucunda elde edilen 16S rDNA amplikonlarina ilk olarak PCR Clean-up Kiti
kullanilarak piirifikasyon islemi ger¢eklestirilmistir. Daha sonra 751F/1406R primer gifti ile
elde edilen amplikonlarla restriksiyon ve plazmid restriksiyonu yapilmistir. 1F/1000R ve
25F/1492R primer ¢iftleri ile elde edilen amplikonlarla TA klonlama yo6ntemi
gergeklestirilmis ve ligasyona birakilmustir.

PCR CleanUp Kiti ile Piirifikasyon Islemi

Her bir 6rnek i¢in voliim*3 Binding Solution koyulur.

e Ornekler Spin+Collection tiipe almir.1 dk 14 000 g ‘de santrifiij islemi gerceklestirilir.
e Alt kistm dokiiliir. Uzerine 700 ul Wash Solution eklenir ve 1 dk beklenir.

e Daha sonra 14 000 g’de 1 dk santrifiij islemi ger¢eklestirilir.

o Alt kisim dokulir ve bu islem bir kez daha tekrar edilir.

e Daha sonra kolonlar bos olarak 5 dk max. ‘de santrifiij edilir.

e Alt kisim atilir yerine 1,5 ml’lik microsantrifiij tiipti koyulur.
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e 50 ul Elution Solution eklenir ve DNA baglanmast i¢in 1-2 dk beklenir.
e Daha sonra 2 dk max.’de santrifiij islemi gergeklestirilir.

e Piirifiye edilen drnekler +4 C de saklanir.

3.2.4. Amplikon ve Plazmid’in Restriksiyonu
Tiim bu islemler sonrasinda restriksiyon enzimiyle restriksiyon islemi yapilmistir.
Plazmit olarak E. coli susu olan pUC19 plazmiti kullanilmistir. Ardindan presipitasyon
islemine gecilmis ve bu asamada DNA ve plazmid ayni tiipte birlestirilmistir.
Amplikon Restriksiyonu:
e 10 uL Total DNA
e 2 uL FastDigest Enzim Tamponu(10X)
e 1 uL FastDigest Hindlll Restriksiyon Enzimi
e 7 uL Distile su
pUC19 Plazmid Restriksiyonu:
e 10 uL pUC19 plazmidi
e 2 UL FastDigest enzim tamponu(10X)
e 1 uL FastDigest Hindlll Restriksiyon Enzimi
e 1 uL Alkalen Fosfataz
¢ 6 uL Distile su
Bilesenler karistirildiktan sonra 30 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda
Fenol/Kloroform kullanilarak presipitasyon islemi yapilmistir. Bu islem sonrasinda ligasyon
islemine gecilmistir.
TA Klonlama Vektorii Yapim ve TA Klonlama islemi
Plazmid DNA Restriksiyonu
e 10 pl pUC19 plazmidi
e 2 ul 10X Enzim Tamponu
e 1 ul Smal Restriksiyon Enzimi
e 7 ul Distile su
Bilesenler karistirilip spin yapildiktan sonra 1 saat 37°C’de inkiibe -edilir.
Sonrasinda, restriksiyon iriiniiniin 5 pl’lik kismi elektroforez igin ayrilir. Sonrasinda

presipitasyon islemi yapilir.
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Kiit uclu vektore dTTP eklenmesi (TA Vektoriine doniistiiriilmesi)
e 34 ul Plazmid DNA’s1

e 10 ul 10 mM dTTP (Final kons. 2 mM)

e 1 ul Taq DNA polimeraz (1u/ul)

e 5 ul 10X PCR Tamponu

Hazirlanan reaksiyon 72 °C’de 2 saat inkiibe edilir. Yeniden presipitasyon islemi
tekrarlanir. Ardindan 10 ul su ile sulandirilmistir. Ligasyon islemi i¢in 22°C ‘de gece boyu
inkiibasyona birakilir.

*Bu yontemde normal PCR kosullarindan farkli olarak son uzama siiresi 30
dakikadir ve ligasyonun kurulacagi giin taze olarak kullanilarak PCR reaksiyonu
kurulmustur.

Ligasyon:

e 17 uL vektor-total DNA karisimi
e 2 uL T4 Ligaz tamponu (10X)

e 1 uL T4 DNA ligaz (5 U/uL)

Hazirlanan reaksiyon 22°C’de 1 saat bekletildikten sonra 16°C’de gece boyunca
inkiibasyona birakilmustir.

Bununla birlikte klonlama islemi i¢in kullanilan bir diger yontem ise;

3.2.5. Elektrokimyasal Kompetan Hiicre Hazirlama Yontemi

e Gecelik bakteri kiiltiirtinde 50 uL alinip 1,5 mL TSB igerisine eklenerek 37°C’ de yaklasik
3 saat inkiibe edilir.

e Inkiibasyon sonrasi, bakteri kiiltiiriinii iceren tiip 30 dakika buz igerisinde bekletilir ve
5000 rpm’de 10 dakika +4°C santrifiij edilir.

e Siipernatant uzaklastirildiktan sonra, pellet iizerine 10 mL soguk distile su ilave edilerek
homojenize edilir. Ve 5000 rpm’de +4°C ‘de 10 dakika santrifiij edilir. Bu islem ikinci kez
tekrarlanir.

e Siipernatant uzaklastirildiktan sonra, pellet tizerine 10 mL %10’luk soguk gliserollii su
eklenerek homojenize edilir 5000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilir.

e Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet iizerine 30 mL 80 mM MgCI2 40mM CacCl2
eklenerek homojenize edilir. 5000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilir.
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e Daha sonra yeniden siipernatant atildiktan sonra pellet yogunluguna goére 500-1000 uL 0.1
M’lik CaCl2 eklenerek homojenize edilir.

e Hazirlanan kompetan hiicre buz iizerinde her birinde 100 uL olacak sekilde tiiplere
dagitilir. Uzerine 10 uL ligant eklenir ve pipetaj yapilarak karistirilir.30 dk buzda
inkiibasyona birakilir.

e Siire bitiminde 42° C ‘de 2 dk thermoshaker’da inkiibe edilir ve sonra 5 dk buzda
bekletilir.

e Daha sonra her birinde 900 uL olacak sekilde tiiplere TSB eklenir.

e Thermoshaker’da 37°C ‘de 1 saat bekletilir.

e Siire bitiminde AXI segici besiyerlerine (Ampisilin-Xgal-IPTG ve Antibiyotik igerir.) ayri
ayr1 50 ve 200’er uL olacak sekilde hiicreler yayma ekim yontemi ile ekilir.

e 37°C’de en az 24 saat olmak iizere inkiibasyona birakilir. (Ureme)

3.2.6. Transformantlarin Secilmesi, M13 PCR ve Sekans Analizi

Klonlama sonucunda Ampisilin, IPTG ve X-Gal igeren AXI besiyerinde olusan
beyaz klonilerden (transformantlardan) en az 30-50 koloni segilmistir. 16S fragmentlerinin
cogaltilabilmesi icin M13F ve MI13R primerleri kullanilarak koloni PCR islemi
gergeklestirilmistir. Yapilan PCR sonucunda elde edilen DNA fragment boyutlarinin uygun
olmas1 halinde (> ~500 bp) sekans analizi hizmet alim1 yolu ile yaptirilmistir. Sekans analizi
icin de MI13F ve MI13R primerleri kullamlmistir. Elde edilen diziler NCBI
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov) sitesi araciligiyla BLAST programi kullanilarak BLAST
analizi yapilmis ve klonlardan elde edilen dizilere gore benzerlik oranlari / klonlarin hangi

gruplara ait olduklar1 saptanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Sicak Su Orneklerinden DNA izolasyonu

Umut termal, Alangiillii ve Ortak¢1t Orneklerinden izole edilen total DNA’larin
elektroforez  goriintiileri  sirasiyla resim 7°de verilmistir. Kabaaga¢ ve Haskoy
numunelerinden elektroforez sonucu DNA goriintiillenememis ancak ekstraksiyon sonucu

elde edilen 6rnekler yine de PCR igin kullanilmustir.

Resim 7. DNA Orneklerinin Elektroforez Gériintiisii.

4.2. 16S rDNA Genlerinin PCR ile Cogaltilmasi

DNA izolasyonu sonrasi elde edilen ornekler ile 751F/1406R, 25F/1492R ve
1F/1000R primerleri  kullanilarak 16S rDNA genlerinin PCR amplifikasyonu
gergeklestirilmistir. Kullanilan primerler ve pozitif sonug veren érneklerin karsilastirilmasi

Tablo 3’te verilmistir.
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Tablo 3. Kullanilan primerler, PCR ve klonlama sonuglari.

25F/1492R 1F/1000R 751F/1406R
PCR Klonlama PCR Klonlama PCR Klonlama
Alangiillii - - + + - -
Haskoy-1 + + + +
Haskoy-2 + - + + - -
Kabaagacg-1 + + - -
Kabaagacg-2 + + - - - -
Kabaagac¢-3 + + - - - -
Ortakel + - + + - -
Seferihisar - - - - + +
Umut Termal - - + + + +

4.3. Amplikon ve Plazmit Restriksiyonu

751F/1406R primeri ile elde edilen amplikonlarin klonlama islemi i¢gin Amplikon ve
plazmit restriksiyonu gergeklestirilmistir. ECOR1 enzimi ile yapilan restriksiyon islemi

elektroforez goriintiileri resim 8’de verilmistir.

Resim 8. pUC19 EcoRI ile Restriksiyon (Soldan saga 1. Lamda marker, 2. Plazmid, 3.
Amplikon).
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4.4. TA klonlama vektorii

25F/1492R ve 1F/1000R primerleri ile elde edilen amplikonlarin klonlanmasi igin
TA klonlama kiti kullanilmistir ve ayrica kendi protokoliimiiz olan TA vektor hazirlama
islemi gergeklestirilmistir. Smal ile kestigimiz Puc19 plazmidinin elektroforez resmi resim

9’da verilmistir. Ardindan, plazmit ligasyon islemi igin 22°C’de bir gece inkiibe edilmistir.

bp
—11501*

1 6% Agarase

Resim 9. TA vektor (pUC19 plazmidinin Smal Enzimi ile Restriksiyon).

4.5. Transformantlarin Secilmesi ve M13 PCR

Transformasyon sonucu AXI besiyerinde gelisen beyaz koloniler secilmistir. (Resim
10-11) M13 primerleri ile yapilan PCR sonucunda 500 bp ve tizeri boyutlardaki amplikonlar
sekans analizine gonderilmistir. Farkli 6rneklere ait klonlarin M13 PCR sonuglar1 resim 12-
18’de verilmistir. Sekansa gonderilen amplikonlar elektroforez goriintiilerinde yildiz ile

gosterilmistir. Klonlara farkli kodlar verilmistir.
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Resim 10. Umut termal, Ortakg1, Haskdy Inalt1 (1) ve Haskdy Inalt1 (2) 6rneklerinden elde

edilen klonlarin kolonileri.

Resim 11. Alangiillii 6rneginden elde edilen klonlarin kolonileri.
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Resim 13. Haskdy Inalti-1 6rneginin M13 PCR gériintiisii.

Resim 14. Haskoy Inalt1-2 6rneginin M13 PCR goriintiisii.
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Resim 15. Kabaagag-1 6rneginin M13 PCR goriintiisii.

Resim 16. Kabaagag-2 6rneginin M13 PCR goriintiisii.

Resim 18. Umut Termal 6rneginin M13 PCR goriintiisii.
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4.6. Sekans Analizi ve Homolojilerin Belirlenmesi

M13 PCR ile ¢ogaltilan 16S rDNA genlerinin dizileri GenBank’ta bulunan BLAST

programi kullanilarak veri tabanindaki diger diziler ile karsilastirilmistir. En yliksek

benzerlik oranlari, karsilastirilan bazlar ve mikrobiyal siniflar asagidaki tablolarda

verilmistir.

Tablo 4. Alangiillii (55°C) sekans analiz sonuglari.

En Yiiksek Benzerlik

Benzerlik Orani (%) /

Klon 1F/1000R Karsilastirilan Baz (bp) Smif

AL1  Methanospirillum hungatei JF-1 99 Euryarchaeota
977/986

AL3  Methanospirillum hungatei strain HS18 99 Euryarchaeota
369/370

AL5  Methanomethylovorans hollve ica DSM 15978 96 Euryarchaeota
827/862

AL7  Methanoculleus taiwanensis strain CYW4 92 Euryarchaeota
897/971

AL11  Methanotorris igneus Kol 5 77 Euryarchaeota
771/999

AL12 Methanotorris formicicus Mc-S-70 78 Euryarchaeota
718/921

AL13 Methanolinea tarda strain NOBI-1 98 Euryarchaeota
968/990

AL14 Methanospirillum hungatei JF-1 98 Euryarchaeota
972/991

AL17  Methanospirillum lacunae strain Ki8-1 99 Euryarchaeota
976/990

AL18 Methanoculleus marisnigri strain JR1 92 Euryarchaeota
902/985

AL21 Methanobacterium aarhusense strain 5-4 77 Euryarchaeota
780/1009

AL22 Methanospirillum hungatei JF-1 99 Euryarchaeota
981/989
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Tablo 5. Haskoy inalt1 1.istasyon (86°C) sekans analiz sonuglari.

Benzerlik Oram (%) /

0 En Yiiksek Benzerlik Siif
Klon Karsilastirilan Baz (bp)
25F/1492R 751F/1406R 25F/1492R 751F/1406R 25F/1492R 751F/1406R
Hi1.2  Archaeoglobus fulgidus DSM 8774 - 96 - Euryarchaeota -
593/619
Hil.4 - Spirulina sp. EIfSPR27 - 99 - Cyanobacteria
612/617
Hil.5 - Spirulina sp. EIfSPR27 - 99 - Cyanobacteria
612/617
Hil1.6 - Spirulina sp. EIfSPR27 - 99 - Cyanobacteria
612/617
Hi1.7 - Synechocystis sp. LEGE 06079 - 93 - Cyanobacteria
572/613
Hi1.8  Desulfurococcus mucosus ND1 - 91 - Crenarchaeota -
562/618
Hi1.9  Archaeoglobus fulgidus DSM 8774 - 97 - Euryarchaeota -
600/618
Hi1.10  Sulfophobococcus zilligii strain K1 - 90 - Crenarchaeota -
554/616
Hil1.11  Archaeoglobus lithotrophicus strain TF2 - 95 - Euryarchaeota -

587/621




Tablo 6. Haskoy inalt1 2.istasyon (92°C) sekans analiz sonuglari.

En Yiiksek Benzerlik Benzerlik Orani (%) /
Klon 1F/1000R Karsllazéls‘;lan Baz Simif
Hi2.1 Candidatus Caldiarchaeum subterraneum 83 Thaumarchaeota
clone PNG_TBR_A557 863/1044
Hi2.2  Thermofilum uzonense strain 1807-2 87 Crenarchaeota
619/711
Hi2.3  Thermofilum adornatus 1505 84 Crenarchaeota
796/945
Hi2.4  Pyrodictium abyssi DSM 6158 84 Crenarchaeota
766/914
Hi2.5  Hyperthermus butylicus DSM 5456 83 Crenarchaeota
806/974
Hi2.6  Conexivisphaera calidus NAS-02 81 Candidatus
795/980 Geothermarchaeot
a
Hi2.7 Ignisphaera aggregans strain DSM 17230 84 Crenarchaeota
827/981
Hi2.8 Conexivisphaera calidus NAS-02 82 Candidatus
851/1035 Geothermarchaeot
a
Hi2.9  Methanothermus sociabilis strain Kf1-Fl 82 Euryarchaeota
720/875
Hi2.10  Aciduliprofundum sp. EPR07-39 81 Euryarchaeota
796/978
Hi2.11 Pyrodictiaceae archaeon 4021 83 Crenarchaeota
857/1028
Hi2.12  Pyrolobus fumarii 1A 82 Crenarchaeota
845/1027
Hi2.13  Methanocaldococcus bathoardescens 83 Euryarchaeota
strain JH146 838/1009
Hi2.14  Aciduliprofundum sp. EPR07-159 80 Euryarchaeota
818/1018
Hi2.15  Euryarchaeote 98 Euryarchaeota
97/99
Hi2.16 Euryarchaeote 98 Euryarchaeota
97/98
Hi2.17 Pantoea rwve ensis strain ND04 73 Proteobacteria
410/561
Tablo 7. Kabaagag-1 (52°C) sekans analiz sonuglart.
En Yiiksek Benzerlik Benzerlik Orani (%)
Klon 25F/1497R /Karslla(sbtg)'llan Baz Sinif
KAl.1l Ignisphaera aggregans strain DSM 79 Crenarchaeota
17230 794/1000
KALl.2 Halothiobacillus  neapolitanus  strain 96 Proteobacteria
Parker strain X 209/217
KAL1.3 Thiobacillus sp. strain S5643 90 Proteobacteria
601/661
KAl.4 Mycobacterium sp. SY-3-12 87 Actinobacteria
216/247
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Tablo 8. Kabaagag-2 (57°C) sekans analiz sonuglart.

En Yiiksek Benzerlik

Benzerlik Orani (%) /

Klon 25F/1492R Karsilagtinlan Baz (bp) Smif
KA2.1 Ignisphaera aggregans strain DSM 17230 81 Crenarchaeota
800/991
KA2.2 Pseudomonas aeruginosa strain DSM 60 Proteobacteria
50071 650/1100
KA2.3 Mycobacterium sp. SY-3-12 78 Actinobacteria
207/265
KA2.4 Methanotorris igneus strain Kol 5 81 Euryarchaeota
145/178
KA2.5 Halothiobacillus  neapolitanus  strain 86 Proteobacteria
Parker strain X 285/330
KA2.6 Acidilobus saccharovorans strain 345-15 81 Crenarchaeota
145/178
KA2.7 Ignisphaera sp. Tok10A.S1 84 Crenarchaeota
213/255
KA2.8 Methanocaldococcus  jannaschii  strain 78 Euryarchaeota
JCM 729/929
KA2.9 Ignisphaera aggregans strain DSM 17230 82 Crenarchaeota
810/985
KA2.10 Methanocaldococcus  jannaschii  DSM 87 Euryarchaeota
2661 872/1000
Tablo 9. Kabaagag-3 (57°C) sekans analiz sonuglari.
En Yiiksek Benzerlik Benzerlik Oram (%0) /
Klon O5F/1492R Karslla?g;;lan Baz Simif
KA3.1  Nitrososphaera viennensis strain EN76 79 Thaumarchaeota
395/500
KA3.2  Methanocaldococcus jannaschii strain JCM 82 Euryarchaeota
739/900
KA3.3  Unidentified bacterium clone Y 96 Unidentified
791/820
KA3.4  Thermofilum carboxyditrophus strain A35- 77 Crenarchaeota
arc 365/472
KA3.5 Ignisphaera sp. Tok10A.S1 84 Crenarchaeota
213/255
KA3.6  Thermofilum adornatus 1505 78 Crenarchaeota
376/483
KA3.7  Bacterium YC-ZSS-LKJ62 93 Bacterium
236/254
KA3.8  Halothiobacillus neapolitanus strain Parker 98 Proteobacteria
308/314
KA3.9  Methanobacterium formicicum strain DSM 87 Euryarchaeota
1535 216/247
KA3.10  Mycobacterium sp. SY-3-12 87 Actinobacteria
226/257
KA3.11  Aureobacterium sp. IPB1 97 Actinobacteria
892/918
KA3.12 Candidatus Korarchaeum  cryptofilum 79 Korarchaeota
OPF8 258/328
KA3.13  Thermofilum carboxyditrophus strain A35- 78 Crenarchaeota
arc 376/483
KA3.14  Methanocaldococcus infernus strain ME 76 Euryarchaeota
281/371
KA3.15 Acidilobus saccharovorans strain 345-15 92 Euryarchaeota
598/650
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Tablo 10. Ortakg1 (46°C) sekans analiz sonuglart.

En Yiiksek Benzerlik

Benzerlik Orani (%0)

Klon 1F/1000R /Karslla(it;llan Baz Simif
OR.1 Peridinium umbonatum strain UTEX LB 2255 98 Eukaryota
963/979
OR.2 Chlamydomonas gloeophila strain UTEX_608 95 Eukaryota
1028/1078
OR.3 Oceanibaculum indicum strain USBA_36 95 Proteobacteria
631/663
OR4 Oceanibaculum indicum strain USBA_36 95 Proteobacteria
628/663
OR.5  Glenodinium sp. LaTo3 97 Eukaryota
1034/1065
OR.6 Scrippsiella sp. SCKS 0701 94 Eukaryota
915/978
OR.7  Selaginella moellendorffii 92 Eukaryota
46/50
OR.8 Baldinia anauniensis greenGS clone 1 98 Eukaryota
995/1016
OR.9  Alishewanella jeotgali KCTC 22429 strain MS1 99 Proteobacteria
352/353
OR.26  Methanosarcina vacuolata strain Z-761 98 Euryarchaeota
970/993
OR.28  Methanocella arvoryzae strain MRE50 97 Euryarchaeota
964/998
OR.29  Methanosarcina subterranea strain HC-2 99 Euryarchaeota
982/992
OR.30  Methanosarcina lacustris Z-7289 97 Euryarchaeota
967/998
OR.31  Methanocella arvoryzae strain MRE50 97 Euryarchaeota
966/1001
OR.33  Bradyrhizobium sp. PAC24 99 Proteobacteria
103/104

Tablo 11. Seferihisar (50°C) sekans analiz sonuglari.

En Yiiksek Benzerlik

Benzerlik Orani (%) /

Klon 751F/1406R Karsilastirilan Baz (bp) Smif

S.1 Thermus sp. strain CFH 72773T 98 Deinococcus-
608/618 Thermus

S.2 Aquificaceae bacterium 96 Aquificales
522/542

S.3 Thermus sp. strain CFH 72773T 98 Deinococcus-
677/689 Thermus

S.4 Thermus sp. strain CFH 72773T 98 Deinococcus-
677/689 Thermus
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Tablo 12. Umut termal (62°C) sekans analiz sonuglari.

Benzerlik Oram (%) /

Klon En Yiiksek Benzerlik Kargilagtinilan Baz (bp) Siif
1F/1000R 751F/1406R 1F/1000R 751F/1406R 1F/1000R 751F/1406R
UT.1 Phaeobacter inhibens strain P88 Thermus scotoductus strain ITI- 77 99 Proteobacteria  Deinococcus-
252T 263/340 603/608 Thermus
uT.2 Methanomassiliicoccus luminyensis  Thermus sp. strain InS-183 87 98 Euryarchaeota  Deinococcus-
B10 877/1006 595/608 Thermus
UT.3 Enrichment culture E31B1 Thermus sp. SR60-1 76 98 Euryarchaeota Deinococcus-
306/405 592/607 Thermus
uT.4 Methanococcus aeolicus strain H-A4  Thermus scotoductus clone 1-43 76 99 Euryarchaeota  Deinococcus-
699/922 599/605 Thermus
UT.5 Aciduliprofundum sp. MAR08-641 Thermus sp. TibetanG7 81 84 Euryarchaeota  Deinococcus-
824/1018 415/494 Thermus
UT.6 Desulfurococcus mucosus Thermus sp. B70-05 91 98 Crenarchaeota  Deinococcus-
562/618 592/606 Thermus
uT.7 Methanofervidicoccus sp. A16 Thermus sp. KI7 from USA 77 98 Euryarchaeota  Deinococcus-
720/932 599/614 Thermus
uUT.8 Anaerobic methanogenic archaeon 91 Archaea
ET1-8 666/735
uT.9 Oceanibaculum  indicum  strain Thermus scotoductus strain SR60-2 95 98 Proteobacteria  Deinococcus-
USBA_36 631/663 641/655 Thermus
UT.10 Methanocaldococcus jannaschii  Thermus sp. TibetanG7 77 98 Euryarchaeota  Deinococcus-
strain JCM 615/798 457/465 Thermus
UT.11 Halococcus sp. Strain ZJ1 Thermus sp. PSS8 from USA 82 99 Euryarchaeota  Deinococcus-
80/98 600/608 Thermus
UT.12 Candidatus Methanomassiliicoccus  Thermus scotoductus strain Se-1 82 98 Euryarchaeota  Deinococcus-
intestinalis isolate MGYG-HGUT- 762/926 457/466 Thermus
02160
UT.13 Anaerobic methanogenic archaeon Thermus scotoductus strain ITI- 90 99 Archaea. Deinococcus-
ET1-8 252T 661/734 500/508 Thermus
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Sekil 12. Termofilik ve hipertermofilik mikroorganizmalar filogenetik agag (Stetter, 2006).

Carl Woese’un oncii ¢aligmalar1 sayesinde ssurRNA genleri kullanilarak molekiiler
sonucunda

filogenetik analizler yapilmaktadir. Bugiin sekans karsilastirmalari
hipertermofiller ve termofillerin filogenetik agacini olusturmak miimkiin hale gelmistir
(Sekil 12). Bu filogenide bakterilerin farklilasmasini, en derin ve en erken dallanma noktasi
olan arke ve Okaryotlarin paylastigi dal temsil etmektedir. Kalin dallarin temsil ettigi
hipertermofiller en derin kok olarak filogenide yer almaktadir (Stetter, 2006b). Arke ve
bakterilerin bu filogenideki yerlerinin belirlenmesinde 16S rRNA geni baz alinmistir.

16S rRNA geni tiim bakteri ve arkelerde ortak olarak bulunan fonksiyonel sekilde
korunmus bolgeler icerse de 16S rRNA’daki degisim oraninin tiim mikroorganizmalar i¢in
tanimlayic1 olmamast bu yontemin dezavantajlarindan biridir. Farkli taksonomik gruplar,
farkli degisim oranlarina sahip olabilirler. Bir diger dezavantaj genom basina diisen kopya

sayilariin farkli olmasidir. Kopya sayilar1 taksona 6zel gibi goriinmesine ragmen ayni tiiriin
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suglart arasinda da varyasyon kaydedilmistir. Baz1 taksonlarda 16S rRNA kopya sayisi ile
elverisli yasam kosullarina adaptasyon arasinda bir baglanti ileri siiriilmektedir. Diisiik
kopya sayisina sahip taksonlarin daha oligotrofik oldugu bildirilmistir.

Bir organizma tiiriinde 16S rRNA gen kopya sayisinin ayni oldugu diisiiniilmesine
ragmen ayni tiirde hatta ayni tiiriin farkli genom dizilerinde bile 16S rRNA sekanslar
farklilik gosterebilir. 16S rRNA varyantlarinin, bakteriyal tiirlerin sayisindan 2,5 kat fazla
oldugu hesaplanmistir ve baz1 bakteriyal taksonlarda olduk¢a farkli 16S dizileri
gozlenmektedir. Sekanslar1 arasinda %1 den yiiksek farklilik igeren bakteri tiirleri oldukca
yaygindir. Hatta bazi termofilik bakterilerde bu oranin daha fazla oldugu bilinmektedir. Bu
duruma yatay gen transferinin etkili oldugu ileri stirilmektedir (Vétrovsky ve Baldrian,
2013).

Calismamizda bir tanesi kesim bolgeli olmak tizere 3 farkli ¢ift primer se¢ilmistir ve
2 farkli klonlama yontemi kullanilmistir. Primerlerden 751F/1406R kodlu primerin tiim
orneklerde 16S PCR isleminde etkili oldugu ancak klonlama sonrasi yapilan sekans
isleminde biitiin klonlarin bakterilerle benzerlik verdigi ortaya ¢ikmistir. Yaklasik 655 bp
uzunlugundaki gen bolgesini ¢ogaltan bu primerin dizisi 16S rRNA geninin degisken
bolgelerinden V3-V4’tedir. Bu primeri Baker ve arkadaslar1 2003°te ilk kez dizayn
etmislerdir ve 6zellikle Crenarchaeota ve Euryarchaeota filumlarindaki arkelerin tespiti i¢in
kullanilabilecegini iddia etmislerdir (Baker ve ark,2003). Ancak daha sonra Bahram ve
arkadaslarinin 2019’da gergeklestirdigi ¢calismada bu primer giftinin beklenmeyen oranda
bakteri tespit ettigi ortaya konmustur (Bahram ve ark, 2019). Nitekim, calismamizda da bu
primer ciftini kullandigimizda agirlikli olarak Thermus tiirleri ve siyanobakteri sekanslari
tespit edilmistir. Bu primer cifti ile yapilan 16S rRNA sekans analizi sonucu Sekil 13’te

yiizdelik olarak verilmistir.
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751F/1406R Primer Cifti ile Sekans Analizi

= Arke = Bakteri

Sekil 13. 751F/1406R primer ¢ifti ile saptanan domainlerin orani.

Calismamizda kullanilan bir diger primer 25F/1492R kodlu “evrensel” primer
ciftidir ve arastirmacilar bu primer c¢iftini halofilik arke ve bakterilerin tespitinde
kullanmiglardir (Burns ve ark, 2004). Shimizu ve ekibi 2011’de Japonya’daki sicak su
kaynaklarinda bu primer ¢ifti ile bir arastirma gerceklestirmislerdir. “Euryarchaeote
“filumuna ait, gogu anaerobik metanojen arke olan bir¢ok tiir belirlenmistir. Bunun yani sira
Acetobacterium benzeri bakteri tiirleri de tanimlanmistir. Calismamizda ise bu primer gifti
kullanilarak hem bakteri hem de arke tespiti yapilmistir. Proteobacteria, Euryarchaeota,
Crenarchaeota filumlarina ait iiyeler basta olmak tizere genis bir ¢esitlilik elde edilmistir. Bu

primer ile yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen klon dagilimi Sekil 14’te verilmistir.

25F/1492R Primer Cifti ile Sekans Analizi

m Arke = Bakteri

Sekil 14. 25F/1492R primer ¢ifti ile saptanan domainlerin orani.
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Kullandigimiz diger primer cifti ise 1F/1000R kodlu primer ciftidir. ilk kez Bahram
ve arkadaslar1 tarafindan 2019’da dizayn edilen primerin arkelere yiiksek spesifite
gosterdigi belirlenmistir. Bu primerler, 16S rRNA geninde en degisken olarak kabul edilen
ve spesifitesi artirilarak yeniden diizenlenen V1 ve V2 bolgelerini kapsar. Bunun yani sira
yiksek filum zenginligi ig¢in yeniden diizenlenmislerdir. Bu bulgulara paralel olarak
calismamizda yiiksek verimlilikte bir arke gesitliligi saglanmistir (Bahram ve ark, 2019).

1F/1000R primeri ile yapilan sekans analizi sonucu Sekil 15’te verilmistir.

1F/1000R Primer Cifti ile Sekans Analizi

= arke = bakteri

Sekil 15. 1F/1000R primer ¢ifti ile saptanan domainlerin orani.

Bunun yanisira ¢alismamizda kulllandigimiz primerler arke spesifik 16S rRNA gen
bolgesini ¢ogaltmis olmasina ragmen oOrneklerimizde bakteri tiirlerine de rastlanmustir.
Bunun sebebi kullandigimiz primerlerin 16S rRNA evrensel gen bolgesindeki ortak
bolgeleri ¢ogaltmasi ve sadece “Arke domainindeki tiim {yelerin (metanojenik,
hipertermofilik, halofilik-alkalifilik gruplar)” dizilerini ¢ogaltacak ortak bir primer
bulunmamasindan dolay:r olabilir. Calismamizda yapilan sekans analizi sonucu yiiksek
oranda bakteri benzerligi veren klonlarin %46’s1 751F/1406R primer cifti ile elde edilmistir.
Diger caligmalara bakildiginda bu primerin %95 oraninda bakteri ¢ogalttigi ortaya ¢ikmistir
(Bahram ve ark, 2019). Kullandigimiz diger iki primer ¢iftinde totalde %26 oraninda
bakteriye rastlanirken yaklasik %79 oraninda arke tespit edilmistir. Yapilan sekans

analizleri sonucu primerlere gore klon yiizde dagilimlar1 asagidaki sekillerde verilmistir.
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1F/1000R Primeri ile Klon Kiitiiphanesi

=

gy

= Methanospirillum = Methanomethylovorans = Methanoculleus
Methanotorris = Methanolinea = Methanobacterium

= Candidatus = Thermofilum = Pyrodictium

= Hyperthermus = Conexivisphaera = Ignisphaera

= Methanothermus = Aciduliprofundum Pyrodictiaceae
Pyrolobus = Methanocaldococcus = Pantoea

= Eukaryota = Chlamydomonas = Oceanibaculum

= Glenodinium = Scrippsiella = Selaginella

Sekil 16. 1F/1000R toplam klonlar yiizdelik dagilima.

25F/1492R Primeri ile Klon Kiitiiphanesi

= Archaeoglobus = Desulfurococcus = Sulfophobococcus
Ignisphaera = Halothiobacillus = Mycobacterium

= Pseudomonas = Methanotorris = Acidilobus

= Nitrososphaera = Methanocaldococcus = Unidentified bacterium

Sekil 17. 25F/1492R toplam klonlar yiizdelik dagilimu.
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751F/1406R Primeri ile Klon Kitiiphanesi

o

= Spirulina sp Synechocystis Thermus Aquificaceae bacterium

Sekil 18. 751F/1406R toplam klonlar yiizdelik dagilimi.

Bir diger calismada ise; Gantner ve ekibi 2011°de Kuzey Kutbu Amundsen
Korfezi'nden ve Bati Kutup Bolgesinden sicakliklari yaklasik 55-71 °C arasinda degisen
cevresel Ornekler toplamislardir. Calismada 340F/1000R ve 344F/915R primer giftleri
kullanilmis ve mevcut sekanslarin %93 ve %97'sini kapsayan yiiksek arkeal spesifite
gostermislerdir. Her bir primer seti i¢cin 30 kKlon se¢ilmis ve sekanslanmistir. 1000R revers
primeri tim arkeal 16S rRNA geninin %91’i ile uyusmaktadir ve Euryarchaeota,
Crenarchaeota, Korarchaeota gibi biiyiik bir gesitlilik yelpazesi sergilemistir. 340F/1000R
primer ¢iftinin archaea sekanslariin %83'inii (340F) ve %88'ini (L000R) eslestirildiginde
istiin bir 6zellige sahip oldugu belirlenmistir (Gantner ve ark, 2011). Bu sonuglar bizim
calismamizdakiler ile benzerdir ve arke gesitliginin tespiti acgisindan kullandigimiz en
verimli primer ¢ifti 1F/1000R’dir.

Kiiltiirden bagimsiz yontemlerle yapilan mikrobiyal ¢esitlilik ¢alismalarinin 6zellikle
ekstrem gevreler igin oldukga yaygin oldugu goériilmektedir. lvanova ve arkadaslar1 2011°de,
Bulgaristanin ~ Varvara bolgesindeki sicak  sularda arkeal cesitlilik  ¢alismasi
gerceklestirmislerdir. Ornek sicakliklar1 65-92 °C araliginda olmak iizere toplam 5 farkli
kaplicadan 6rnek alinmustir. Calismada 21F/958R primer ¢ifti kullamlmistir. Totalde 145
klon elde edilmistir ve bes Archaea filumundan iciine ait toplam 35 arkeal operasyonel
taksonomik birim (OTU) tanimlanmistir. OTU molekiiler gesitlilik ¢alismalarinda kullanilan
bir terimdir ve kdltiirii yapilmamus belirli bir tiiriin bagka tiirlerle DNA dizisi benzerligi baz
alinarak yapilan organizma kiimelerini ifade eder (Blaxter ve ark, 2005). Sonug¢ olarak

olusturulan arkeal kiitiiphaneler: 1) yiiksek oranda, kiiltiirii yapilmamis arkeal filogruplari
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temsil eden OTU igermektedir, 2) yeni filotip dizileri boldur 3) kiiltiri yapilmis
organizmalarla iliskisi olmayan Crenarchaeotarcheota filotiplerinden yiiksek oranlarda
bulunmaktadir 4) Korarcheota filumu ile sadece uzaktan akraba olan bir sekansin varligi
saptanmigtir. Caligmamizda ise bu arastirmaya benzer olarak heniiz kiiltiirii yapilmamis
ancak veri tabaninda yer alan tiirler belirlenmistir.

2017°de Ghilamicael ve arkadaslar1 Eritre’deki ¢esitli sediman ve mikrobiyal mat
orneklerinde prokaryotik cesitlilik analizi gergeklestirmislerdir. Orneklerin Sicakliklar1 49,5
° Cile 100 ° C arasinda degisirken, pH seviyeleri 6.97 ila 7,54 arasinda degismektedir. 16S
rRNA geninde V4-V7 degisken bolgelerini igeren 515F/806R primer ciftleri kullanilmistir.
Bes lokasyonda mikrobiyal topluluk yapisinda ve OTU diizeyinde 6rnek tiplerinde anlamli
farkliliklar bulunmustur. Kaynaklarin sicakliklarina baglh olarak, degisen oranlarda
Aquificae, Deinococcus-Thermus, bazi Siyanobakteriler ve Crenarchaeota gruplari
belirlenmistir. Ayrica bazi istasyonlarin tuzluluk oranina bagli olarak Halobacterium cinsine
ait klonlara da rastlanmistir. Calismamizda yapilan sekans analizi sonucunda 50 ° C’lik
ornegimizde Aquificae ve Deinococcus-Thermus bakterileri tespit edilmistir. Bunun
yanisira 52 ° C ile 92 ° C sicakliga sahip orneklerimizde ¢ok sayida Crenarchaeota filumuna
ait tiirler belirlenmistir.

Yapilan diger bir calismada, Kamchatka kaplicalarinda mikrobiyal cesitlilik analizi
arastirilmistir. 16S rRNA geninin V3-V4 bdlgesini ¢ogaltan 319F/806R primer ¢ifti
kullanilmistir. Sekans analizi sonucu Sulfurihydrogenibium cinsinden bakteriler (filum
Aquificae), Caldimicrobium tiirleri (phylum Thermodesulfobacteria), Vulcanisaeta cinsi
arkeler, yiksek sicaklikta pek c¢ok Nanoarchaeota ve heniiz kiltiirii yapilmamis
Thermoplasmataceae familyasinin iiyeleri tespit edilmistir (Merkel ve ark, 2017). Bu
calismaya benzer olarak yaptigimiz sekans analizleri sonucunda Nanoarchaeota ile iliskili
tiirlerin yani sira 6zellikle 92 © C’lik 6rnegimizde Vulcanisaeta cinsi hipertermofilik arkeler
yiiksek benzerlik oranina sahip olarak belirlenmistir.

2017°de Pektas ve Temel’in gergeklestirdigi calismada Denizli’de bir siilfidik
magara olan Kaklik magarasindan alinan 6rneklerde mikrobiyal ¢esitlilik arastirilmistir. Bu
magara bir traverten formunda, karbonat ve siilfiir yoniinden zengin olan bir termal
kaynaktir. 340F/915R primer ¢ifti kullanilarak 16S rRNA geni icin pyrosequencing teknigi
kullanilmistir. Toplamda 3 arkeal filum ve 25 bakteriyal filum tespit edilmis ve arke
sekanslar1 igerisinde Thermoplasmata tiim ornekleme alanlarinda en bol bulunan grup
olarak belirtilmistir (Gulecal-Pektas ve Temel ,2017). Calismamizdan farkli olarak burada

pyrosequencing metodu kullanilmistir. Bu yontem sentez yoluyla dizileme prensibine
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dayanmaktadir (Ustek ve ark, 2011). Calismada ¢ok sayida bulunan Thermoplasmata daha
once de silfiir yoniinden zengin bu magarada yapilan arastirmalarda yaygin olarak
gbzlenmistir. Calismamizda yapilan 16S rRNA sekans analizi sonucu elde edilen tiirler
Thermoplasmata gibi yiiksek oranda hipertermofilik ve termofilik arke tiirleri ile yiiksek
oranda benzerlik gostermistir.

Ayrica bazi orneklerimizde insan ve hayvanlarda patojeniteye sebep olan bakteri
tirlerine (Pseudomonas aeruginosa ve Mycobacterium sp.) rastlanmistir. Bu tiirler 57 C
sicakliga sahip Kabaaga¢ 6rneginde %60’lik bir benzerlik oraniyla tespit edilmistir ve bu
bakteri tiirlerinin yiiksek sicaklikta hayatta kalamayacagi goz oniinde bulunduruldugunda bu
tiirlerin 6rnek alinan bélgenin gevresindeki hayvanlardan bulagmis olabilecegi veya gevresel
bir kontaminasyon olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu 6rnek ile elde edilen tim tiirler klon
kiitiiphanesi halinde sekil 19-20-21’de verilmistir.

Kabaagac-1 Klon Kitliphanesi

m [gnisphaera(A) = Halothiobacillus (B) = Thiobacillus(B) Mycobacterium (B)

Sekil 19. Kabaagac-1 klon yiizde dagilimlari.
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Kabaagac-2 Klon Kitliphanesi

4

m gnisphaera(A) m Pseudomonas (B) = Mycobacterium (B) Methanotorris(A)
= Halothiobacillus(B) m Acidilobus (A) m Methanocaldococcus (A)

Sekil 20. Kabaagac-2 klon yiizde dagilimlari.

Kabaagac-3 Klon Kitliphanesi

|

= Nitrososphaera(A) = Methanocaldococcus(A) = Unidentified bacterium(B)
Thermofilum(A) = Bacterium(B) = Halothiobacillus(B)

m Methanobacterium(A) m Mycobacterium(B) m Aureobacterium(B)

m Candidatus(A) m Acidilobus(A) m [gnisphaera (A)

Sekil 21. Kabaagac-3 klon yiizde dagilimlari.

Elde ettigimiz bulgulara gore ¢alismamizda en fazla rastlanan bakteriyal tiirler
Thermus cinsine ait tiirlerdir. Bu tiir ilk kez 1969’da Brock ve Freeze tarafindan
tanimlanmustir (Brock ve Freeze,1969). Genellikle termal alanlarda yasayan bu bakterinin
optimum gelisme sicakligi 60 °C’dir. Bu tiir Denizli, Saraykoy’de bir termal otel olan 62
°C’lik sicakliga sahip Umut Termal 6rneginde ve yine termal kaplicadan alinan 50 °C’ lik
sicakliga sahip Seferihisar 6rneginde %96 oraninda benzerlik vermistir. Elde edilen bulgular
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Tablo 11-12°de ve orneklerin sekans analizi sonucu olusturulan klon kiitiiphanesi Sekil 22-

23’te verilmistir.

Seferihisar Klon Kutiphanesi

m Thermus(B) = Aquificaceae bacterium(B)

Sekil 22. Seferihisar klon yiizde dagilimlari.

Umut Termal Klon Kitliphanesi

Al

Vi

® Thermus ® Phaeobacter ® Enrichment
Methanomassiliicoccus = Methanococcus = Aciduliprofundum
m Desulfurococcus mucosus = Anaerobic methanogenic = Oceanibaculum

Sekil 23. Umut termal klon yiizde dagilimlari.

Elde ettigimiz pek ¢ok farkli arke tiirliniin yanisira “Methanospirillum”  tiirii
calismamiz kapsamindaki bir diger fazla sayida rastladigimiz mikroorganizmadir. Bu tiir
metanojenik arke tiirlerindendir ve optimum 30 °C sicaklikta iireyebilmektedir ve
maksimum 55 °C ‘de bulunabilmektedir. Bu arke tiirii ¢alismamizda kuyu suyundan
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orneklenen 55°C’lik Alangiillii 6rnegindeki klonlarimiz ile %99 oraninda benzerlik
gostermistir. Elde edilen bulgular Tablo 4’te ve 6rnek igin olusturulan klon kiitiiphanesi

Sekil 24’te verilmistir.

Alangulli Klon Kittiphanesi

>\

m Methanospirillum(A) = Methanoculleus(A) = Methanotorris(A)

Methanolinea(A) = Methanobacterium(A) = Methanomethylovorans(A)

Sekil 24. Alangiillii klon yiizde dagilimlari.

Calismamizda tespit edilen bir diger tiir Ignisphaera aggregans, orneklerimiz
arasindan 4 tanesinde yaklasik %79 ile %84 oraninda benzerlik gostermistir. Crenarchaeota
filumuna ait olan bir hipertermofilik arke tiirii olan 1. aggregans ilk kez Yeni Zelve a’da
Kuirau Park’da bir solfataradan izole edilmistir. Daha sonra ABD Yellowstone Park’ta bir
sicak su kaynagindan izole edilmistir. Gelisme sicakligi 85°C ile 98°C arasindadir
(Niederberger ve ark,2006). Calismamizda bu tiire 92°C’lik sicakliga sahip Ornegimizde
%84 benzerlik orani ile rastlanmistir. Yam sira 52-57 °C sicaklik araligindaki g
ornegimizle %70 oraninda benzerlik bulunmustur. Yaptigimiz sekans analizleri sonucunda
baz1 tiirlerin gelisme sicakliklart ile tespit ettigimiz Ornek sicakliklar1 farklilik
gostermektedir. Ancak elde edilen tiirlerin benzerlik oranlar1 %95’ten diisiik oldugu igin bu
tirlerin kesin olarak bulunan tiirler oldugu sdylenemez. Bu orneklerden elde edilen
klonlarin BLAST analizi sonucu en yiiksek benzerlik veren tiirler secilmistir. 92°C’lik

sicakliga sahip 6rnegimizin klon yiizde dagilim grafigi Sekil 25’te verilmistir.
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Haskoy-2 Klon Kitiphanesi

Al

N 4

= Candidatus = Thermofilum = Pyrodictium Pyrodictiaceae
= Pyrolobus = Hyperthermus m Conexivisphaera m Methanothermus
m Aciduliprofundum m Methanocaldococcus m Furyarchaeote m Pantoea

Sekil 25. Haskoy-2 klon yiizde dagilimlari.

Bu tiirlerin yanisira 86°C’lik Haskdy inaltt istasyonundan alinan Ornegimizde

80°C’lik gelisme sicakligina sahip hipertermofilik arke tiirii olan Archaeoglobus fulgidus,

optimum 85°C’de gelisen anaerobik hipertermofilik arke tiirii Desulfurococcus mucosus ve

gelisme sicakligi 70-95°C olan hipertermofilik arke tiirti Sulfophobococcus zilligii %91-

96’11k yiiksek bir benzerlik orani ile tespit edilmistir. Bulunan tiirlerin yiizdelik dagilimlar

Sekil 26’da verilmistir.

Haskoy-1 Klon Kitlphanesi

m Archaeoglobus (A) = Desulfurococcus (A) = Sulfophobococcus (A) = Spirulina sp (B) = Synechocystis(B)

Sekil 26. Haskoy-1 klon yiizde dagilimlari.
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Son olarak 46 °C’lik istasyon sicakligina sahip 6rnegimizde mezofilik metanojenik
arke tiirleri agirhikli olmak iizere Dinoflagellata subesine ait 6 adet tiir belirlenmistir. Bir
diger adi su yosunlar1 olan bu subeye calismamizda yesil renkli ve yosunumsu olan
orneklerde rastlanmigtir. Sekans analizi sonucu elde edilen tiirlerin yilizdelik dagilimi Sekil

27°de gosterilmistir.

Ortakgi (46C) Klon Kitlphanesi

A4

by

= Peridinium (Q) = Chlamydomonas (©) = Oceanbaculum(B) Glenodinium (0)
= Scrippsiella(O) = Selaginella (O) = Baldinia(O) = Alishewanella (B)
= Methanosarcina (A) = Methanocella (A) = Bradyhizobium(B)

Sekil 27. Ortakg1 klon yiizde dagilimlari.
Calismamizda totalde 112 klon elde edilmistir bunlar %60 oraninda arke, %40

oraninda bakteridir. Caligmamizda yapilan 16S rRNA sekans analizleri sonucu elde edilen

toplam klon kiitiiphanesi resim 19’da verilmistir.
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Toplam Klon Kiitiiphanesi
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Sekil 28. Toplam klon dagilimlart.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda Aydin ve ¢evresindeki sicak su, birikinti ve ¢amur 6rneklerinde
16S rRNA sekans analizi bazli metotlar ile arkeal gesitliligin tanimlanmasi amaglanmaistir.
Calismamizda bir tane kesim bolgeli (751F/1406R) olmak tizere 3 farkli primer cifti
(25F/1492R-1F/1000R) sec¢ilmis ve 2 farkli klonlama yontemi kullanilmistir. Bunun
sonucunda toplamda 112 klon olmak tizere 45 tane bakteri (%40) ve 67 tane arke (%60)
tespit edilerek genis bir c¢esitlilik yelpazesi ortaya konulmustur. Tespit edilen bakteriler
agirlikli olarak Thermus tiirleri, siyanobakteri ve proteobakteri sinifina ait bakterilerden
olusmaktadir. Arkeleri ise agirlikli olarak hipertermofilik arke tiirlerinden olan Ignisphaera
aggregans ve Thermofilum olustururken, termofilik arke tiirlerini ise Methanocaldococcus
ve Methanospirillum olusturmaktadir.

1972°de arkelerin ilk kez tanmimlanmasi ile birgok bakteri tiirii arkeal
mikroorganizmalar sinifina dahil edilmistir. Gerek metabolik gerek ise fizyolojik 6zellikleri
acisindan arkeler, bakteri ve okaryotlardan farkli mikroorganizmalardir. Ancak tiim bunlara
ragmen Ozellikle termofilik ve hipertermofilik tiirleri iceren arkeal cesitlilik calismalari
yeterli sayida degildir. Bakteriyel cesitliligin yogun bir sekilde galisilmasindan dolay:
literatiirde bakteriler pek ¢ok bilgiyi ve veri tabaninda birg¢ok tiirii barindirmaktadir. EK
olarak Tirkiye’de ekstrem c¢evrelerdeki florayr belirleme calismalari genellikle kiiltiire
dayali mikrobiyolojik yontemlerle gerceklestirilmis ve bu c¢alismalarda genellikle halofilik
arke tiirlerine odaklanilmistir. Tez ¢alismamiz kiiltiirden bagimsiz yontemler kullanilarak
tilkemizde yer alan bazi sicak su kaynaklarindaki termofilik / hipertermofilik / metanojenik
arke gesitliginin ilk kez ve detayli bir sekilde ortaya koymus olmasi ve arke biyogesitliligi
acisindan Oncii ve aydinlatici bir ¢alisma olacaktir.

Arkelerin ekstrem c¢evrelere olan adaptasyonlart onlari prokaryotik c¢esitlilik
calismalar igin ilgi ¢ekici hale getirmesinin yani1 sira endiistriyel olarak da pek ¢ok avantaja
sahip olmalarim saglamaktadir. Ozellikle termofillerden elde edilen enzimler sahip olduklart
dayanikliliktan dolay1r giliniimiizde ticari olarak kullanim alani bulmustur. Son yillarda
yapilan birgok ¢alisma sicak su kaynaklari gibi ekstrem sartlardan izole edilen arkelerin
tanimlanmas1 ve bunlarin Onemli {irlinleri iizerinde yogunlasmistir. Ekstrem sartlarda
yasamak ve ¢ogalmak i¢in organizmalar metabolik ve diger hiicresel fonksiyonlarini bu

ortamlara adapte etmislerdir. Sicak su kaplicalarindan izole edilen termofilik arkelerin en
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onemli Ozelligi ekstrem sartlara dayanikli enzimlere sahip olmasidir ve bu da onlar
biyoteknolojik agidan 6nemli kilmaktadir. Enzim teknolojisinin giderek gelismesi ile,
triinlerin  kullanim alanlarinin  ¢esitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi
nedeniyle, biyoteknolojinin endistriyel enzimlerle ilgili alaninda yapilan ¢esitli aragtirmalar,
arkeal enzimlerin o6nemini daha da arttirmaktadir. Endiistriyel/biyoteknolojik {iriin
calismalarinin en 6nemli ve ilk adimlarindan biri ise gesitligin ortaya kondugu, ozellikle
olagandisi ¢evrelerde yapilan flora belirleme arastirmalaridir.

Tez calismamiz sayesinde calistigimiz ekstrem ortamlarda bulunan arkeler basta
olmak tizere farkli mikrobiyolojik tiirler tespit edilmistir. Elde edilen klon dizileri
GenBanka girilecek ve depolanacaktir. Bu vesileyle, kayit altina alinarak iilkemiz
biyogesitliligine katki saglanacaktir. Ayrica, tespit ettigimiz tiirlere yonelik izolasyon
calismalari baslatilabilir, bu sayede elde edilen izolatlardan faydali metabolitler tiretilebilir.
Yine ayni sekilde, drneklerimizde hangi mikrobiyal gruplarin bulundugunu saptadigimiz ve
cogunun metabolik/fizyolojik  6zelliklerini literatiirden  &grenebildigimiz  igin  bu
organizmalara ait metabolik genler de ileriki calismalarda klonlanabilir ve faydali

protein/enzimlerin ¢alismalar yapilabilir.
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