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OZET

Ulkelerin yeralt: zenginlikleri arasinda maden yataklari yaninda artik mikrobiyal
cesitlilik unsurlar1 da degerlendirilmektedir. Mikrobiyal ¢esitlilige katki saglayacak her yeni
veri, ekonomik bir deger olarak diisiiniilmektedir. Bu tez caligmasinin amaci mikrobiyal
komunitesi belilerlenen asidik ¢evreden elde edilecek izolatlar ile maden derenaj sahalarinin

1slahina biyoteknolojik yaklasim ile ¢6ziim olabilmektir.

Tez ¢alismasinda asid maden derenajindan 3 mevsimde yedi 6rneklem alanindan su
ornegi alinmistir. Alinan drneklerin pH ve sicakik degerleri 6l¢iilmiis, kimyasal icerigi
belirlenmesi amaciyla metal analizi yapilmisir. Kiiltiire bagh ve kiiltiirden bagimsiz
yontemler birlikte uygulanmistir. Kiiltiirden bagimsiz yontemler arasinda DGGE, 16S rRNA
klon kiitiiphanesi, FISH ve metagenomik analiz yer almaktadir. Metagenomik ve diger
yontemlerde elde edilen mikrobiyal komunite verilerine gore segici besiyerleri de
kullanilarak izolasyon ¢alismalar1 devam ettirilmistir. Elde edilen izolatlardan Fe*?

oksidasyon seviyelerinin takibi yapilmigtir.

Alinan su 6rneklerinin demir, altin, aliiminyum, manganez, siilfiir ve ¢inkoca zengin
oldugu tespit edilmistir. Kiiltiire bagl calismalar sonucunda Acidiphilium, Acidithiobacillus
ve Leptospirillum cinsi bakteriler izole edilmistir. DGGE ve klon kiitiiphanesi sonuglarina
gore baskin olarak Acidiphilium, Metallibacterium, Acidithiobacillus, Leptospirillum cinsi
bakteriler yer aldig1 gosterimistir. 16S Amplikon dizileme ile elde edilen ham verilerin
biyoinformatik analizi sonucunda baskin olan mikroorganizmalarin Acidiphilium,
Metallibacterium, Aciditerrimonas, Acidithiobacillus, Leptospirillum; Ferroplasma,
cinslerine ait oldugu tespit edilmistir. Fe*? oksidasyon seviyelerinin belirlenmesi sonucunda,
ticiincii sezon alinan drnekten izole edilen Leptospirillum sp.’nin %81 oraninda oksidasyon
yaptig1 bulunmustur. Bu tez ¢alismas 1ile heterotrof besiyerinde izole edilen yeni tiire aday
mikoorganizma izole edilmis. Tiirkiye’de ilk kez asid maden drenajinin prokaryotik
¢esitliligi metagenom yaklagimla belirlenmis ve yiiksek oranda Fe*? oksidasyon yetenegine
sahip Leptospirillum ferrooxidans ile biyomadencilik ¢aligmalarinin devam edilebilecegi
gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Asidofil, metagenomik, mikrobiyal ¢esitlilk, oksidasyon
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SUMMARY

Microbial diversity elements have been evaluated among the underground riches of
the countries like mineral deposits. New data related microbial diversity is thought as an
economical value. The aims of this thesis are to be a solution in biotechnological approach

of breeding of mine drainage sites and isolates from acidic environment.

In the thesis, acid mine drainage samples were taken in three seasons whose pH,
temperature were measured and metal analysis were performed to determine the chemical
content. Both culture-independent and culture-dependent analysis of the samples were
performed. Culture independent techniques, DGGE, 16S rRNA clone library, FISH and
metagenomics, were applied. According to the microbial community data obtained by
metagenomics and other methods, isolation studies were continued by using selective media.

Fe *2 oxidation screening study was carried out among the isolates.

Water samples were rich in iron, gold, aluminium, manganese, sulphur and zinc. As
a result of culture-related studies, Acidiphilium, Acidithiobacillus and Leptospirillum were
isolated. The dominant bacteria are found to be Acidiphilium, Metallibacterium,
Acidithiobacillus, Leptospirillum, according to the results of DGGE analysis and clone
libraries. Metagenomics approach has been exhibited Acidiphilium, Metallibacterium,
Aciditerrimonas, Acidithiobacillus, Leptospirillum, Ferroplasma. According to Fe®
oxidation screening, Leptospirillum was selected with 81% oxidation in reaction. The
candidate microorganism grown on the heterotroph medium was isolated in this thesis.
Prokaryotic diversity of the acid mine drainage in Turkey have been determined for the firtst
time by metagenomics approach and an isolate with high oxidation of Fe*? has been shown

to be ability for biomining studies.

Keywords: Acidophiles, metagenomics, microbial diversity, oxidation
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1. GIRIS VE AMAC

Mikroorganizmalarin ¢esitliligini belirlemek icin yapilan c¢aligmalarda ekstrem
(asir1) cevrelere olan ilgi artmistir. Bu durumu yaratan sebepler arasinda gezegenimizde
yasamin git gide geniglemesi, biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalarda ekstremofil
mikroorganizmalarin enzim ya da diger hiicre {irilinlerinin kullanimi yer almaktadir.
Ekstremofil (asir1 seven) mikroorganizmalar, bir veya daha fazla kimyasalin varliginda veya
diisiik/ytiksek sicaklik ya da pH kosullarinda metabolik olarak aktif olabilmektedirler.
Bakteri (Bacteria), Arke (Archaea) ve Okarya (Eukarya) domainlerinde temsil

edilmektedirler.

Ekstremofillerin ilgi ¢eken siniflarindan biri olan asidofiller pH 3 ya da daha diigiik
ortamlarda optimal olarak gelisebilen mikroorganizmalardir. Kemolitotrof olan ve CO2’i
karbon kaynagi olarak kullanan asidofil mikroorganizmalar, enerjisini indirgedigi inorganik
ve/veya organik  bilesiklerin  oksidasyonundan temin  etmektedir.  Asidofil
mikroorganizmalarin asit maden drenaji proseslerindeki madencilik ile ilgili ¢gevre sorunu
stirecinde anahtar rol oynadig: diigiiniilmektedir. Kimyasal kirleticiler dere yatagi, nehir ve
yer alt1 sularinin yakinindaki drenajlar ve maden bdolgelerini kontamine etmektedir ve bazi
mikroorganizmalar bu metal madenlerinde bulunan kiikiirtii, stilfiirik asite doniistiirmek i¢in
kiikiirt dongiistinii  kullanmaktadir.  Siilfirik asit tiretimi bitki, hayvan ve diger
mikroorganizmalara zararli olabilirken, asidofil mikroorganizmalar asidik kosullarin sonucu
olarak bu durumu tolere edebilmektedir. Asidik ortamlarda bulunan mikroorganizmalari
belirlemek, uygulamali biyoteknolojide kullanilacak mikroorganizmalarin

biyomateryallerini agiga ¢ikarmak agisindan dnemlidir.

Ulkelerin yeralti zenginlikleri arasinda maden yataklar1 yaninda artik mikrobiyal
cesitlilik unsurlar1 da degerlendirilmektedir. Mikrobiyal ¢esitlilige katki saglayacak her yeni
veri, ekonomik bir deger olarak dislinlilmektedir. Asidik c¢evrelerde yasayan
mikroorganizmalar da 6nemli bir grubu temsil etmektedir. Buna karsin, iilkemizde asidik
cevreler ve asidofil mikroorganizmalar konulu ¢aligsmalar sinirli iken ¢ok sayida asidik ¢evre
bulunmaktadir. Bu alanlarin  farkli asidofil ~mikroorganizmalar1  barindiracag:

diisiiniilmektedir. Onerilen tez ¢alismas1 aynm zamanda da Avrupa Birligi Cergeve
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Programlari’nda oncelikli olarak belirlenmis olan alanlardan “Biyocesitlilige” katk1

saglayacaktir.

Onerilen tez ¢aligmasi kapsamida Kahramanmaras Ekindzii bolgesinde yer alan
asid maden drenaj goliinden alinan su Orneklerinin kiiltiire bagli ve kiiltiirden bagimsiz
teknikler kullanilarak mikrobiyal ¢esitliligi belirlenmis, kiiltiire edilebilen mikroorganizma

komiinitesinden en yiiksek verimde Fe*? okside eden izolat belirlenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Ekstrem Kosullar ve Ekstremofiller

Mikroorganizmalar, her yerde yasamalarina imkan veren 6zelliklere sahip olduklari
icin dogada ¢ok cesitli habitatlarda bulunabilmektedir (Srilatha, 2011). Yasamin devamlilig
icin onemli olan ¢evreler 1limli olarak tanimlanmaktadir. Ilimli terimi, nétre yakin pH degeri,
20 °C- 40 °C arasindaki sicaklik, 1 atm hava basinci ile yeterli seviyelerde su, besin ve tuza
sahip olan g¢evreler i¢in kullanilmaktadir. Pek ¢ok asidik ya da sicak su kaynaklari, tuzlu
ve/veya alkali goller, ¢oller ve okyanus yataklari gibi ekstrem ¢evreler normal bir yagamin
var olmasi i¢in oldukga sert kosullar olarak tanimlanmaktadir. Herhangi bir ¢cevresel kosulun
normal kosullarin 6tesinde oldugu diisiiniiliirse ekstrem kosul olarak ifade edilebilmektedir
(Satyanarayana vd., 2005). Ekstrem cevreler, sicaklik, radyasyon ve basing gibi fiziksel
cevreleri; tuzluluk, pH oksijen tiirleri ve redoks potansiyeli gibi jeokimyasal cevreleri

icermektedir (Tse ve Ma, 2016).

Cesitli mikroorganizmalar bu gibi ¢evrelerde hayatta kalarak biiyiiyebilmekte ve
ekstremofil olarak bilinmektedirler (Satyanarayana vd., 2005). Ekstremofil, Latince,
extremus-extrem, asirt; Yunanca, philia-ask, sevmek kelimelerinin birlesimi ile
olusturulmustur (Shrestha vd., 2019). Ekstremofil mikroorganizmalar ekstrem c¢evrelerde
optimal olarak biiyliyen organizmalardir ve spesifik ekstrem kosullar1 yalnizca tolere
etmekle kalmayip hayatta kalmalar1 ve biiylimeleri icin bu kosullara ihtiya¢c duymaktadir.
Bu organizmalar birden fazla ekstrem cevrede hayatta kalmaya devam edebilmektedir
(Satyanarayana vd., 2005; Tse ve Ma, 2016; Gontaales ve Aguvere, 2019 Shrestha vd.,
2019;). Mikroorganizmalar tarafindan tolere edilen ¢evresel ekstrem aralik diger yasam
formlarindan daha genistir. Mikroorganizmalarin biiylime ve yeniden {iretilebilme limiti
sicaklik i¢in -12 °C ve 100 °C’den daha fazla olabilirken, pH 0 ve 13 arasinda degismekte,
hidrostatik basing 1400 atm’ye kadar ¢ikabilmektedir (Satyanarayana vd., 2005; Shrestha
vd., 2019).

Cogu ekstremofil, mikrobiyal diinyada bulunurken; yasamin ii¢ domaininde de

temsilci bulundurmaktadir (Satyanarayana vd., 2005; Shrestha vd., 2019).
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Mikroorganizmalar yalnizca mikroskop altinda goriiniir olabilen organizmalarin

toplulugu olarak tanimlanirken (Rybicki, 1990; Tse ve Ma, 2016); ciplak gozle fark

edilebilecek 55 pum boyutunda olan nesnelerden bile kiigiik boyutta olan bakteri, protoza,

alg, mantar tiirlerini icermektedir (Keller ve Friedli, 1992; Tse ve Ma, 2016). Bu

mikroorganizmalar diisiik su aktivitesi ve yliksek radyasyon ya da agir metal seviyesi gibi

ekstrem kosullara direngli olabilmekte ya da bu kosullar tolere edebilebilmektedir. Bu

kosullar altinda optimal olarak biiyliyemeyenler ekstremotolerant ya da ekstremoresistant

olarak ayrilmaktadir. Ekstremofiller su gruplarda siniflandirilmaktadir:

Asidofiller (optimum biiyiime pH 3 ve alt1) (Johnson vd., 2006; Tse ve Ma, 2016),
Alkalifiller (optimum biiyiime pH 9 {izerindedir. Cogunlukla pH 10 ve 12 arasindadir.
Notral pH ya da yakininda biiyliyemez veya yavas biiyiirler (Zhilina vd., 2004; Tse ve
Ma, 2016),

Psikrofiller (optimal biiyiime sicaklig1 15 °C ve altindadir. Maksimum biiyiime sicakligi
20 °C altindadir) (Morita, 1975; Tse ve Ma, 2016),

Termofiller (optimal biiyiime sicakligi, 45 °C ve 80 °C arasindadir) (Kristjansson, 1991;
Tse ve Ma, 2016),

Hipertermofiller (optimal biiyiime sicakliklart 80 °C {izerindedir. 90°C iizerinde

biiyliyebilme yetenegine sahiptirler) (Blumer-Schuette vd., 2008; Tse ve Ma, 2016),

Halofiller (0,3 M NaCl varligmin iizerinde optimal biliylime gostermektedirler)

(DasSarma ve DasSarma 2012; Tse ve Ma, 2016),

Piezofiller (optimal biiylimeleri yliksek basing altindadir, atmosferik basingta biiyiime

hizlarinin %30 daha fazlasinda 50MPa basing altinda biiyiiebilmektedirler) (Abe, 2007,

Tse ve Ma, 2016),

Kserofiller (su aktivitesinin 0,85’in altinda oldugu ¢evresel kosullarda optimal biiyiime

gostermektedirler) (Pitt ve Hocking, 2009; Tse ve Ma, 2016),

Osmofiller (organik ¢ozenlerin 6zellikle sekerlerin yiiksek konsatrasyonunda optimal

biliylime gdstermektedirler) (Baross ve Lenovich, 1992; Tse ve Ma, 2016),

Oligotroflar (ayn1 kiiltiirde altkiiltiir adilebilen ve 1-15 mg organik karbon/litre igeren

kiiltiir kullanilarak izole edilen organizmalardir.) (Poindexter, 1981; Tse ve Ma, 2016).

Ektremotolerant ve ekstremoresistant olarak siniflandirilan gruplar:

Metallotolerantlar (kendi c¢evrelerinde yiiksek konsantrasyonlrdaki (>1mM) agir

metalleri tolere edebilmektedir) (Carapito vd., 2006; Tse ve Ma, 2016);
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- Radyoresistantlar  (sitosolik  proteinleri  spor formasyonsuz  oksidasyondan

koruyabilirler, yiiksek iyonize radyasyondan sonra DNA ¢ift zincir kiriklarini tolere

edebilirler) (Sghaier vd., 2008; Tse ve Ma, 2016).

2.2. Asidik Habitatlar

Asit kaya drenaji (Acid Rock Drainage=ARD) asit ve agir metallerin c¢evreye
salinmasina neden olan dogal islemlerin sonucudur. Kiikiirtlii minerallerin atmosfere maruz
kaldig1 ve bu nedenle su ve oksijenle temas ettigi bolgelerde olusmaktadir (Dold, 2017;
Warren, 2011; Christel, 2018). Bu minerallerin bazilarinin, 6rnegin piritin (FeS., “yalanci
altin-fool’s gold”) oksidasyonu ekzotermiktir ve ek bir enerjiye ihtiya¢ duymadan
kendiliginden ilerlemektedir (Santos vd., 2016). Reaksiyonun nihai iiriinii demir ve siilflirik

asittir (Denklem 2.1).

FeSa+7/20,+H,0 - Fe?" +2S042 +2H" (2.1)

Kireg, silikatlar veya  karbonatlar = minerallerin  varligiyla  yeterince
tamponlanmamigsa (Dold, 2017; Christel, 2018), ¢oziinme reaksiyonu tarafindan salinan
protonlar giiclii bir asitlesmeye neden olarak cevreyi etkilemekte ve daha ciddi takip
reaksiyonlarinin yani sira ¢ok c¢esitli asidofillerin biiyiimesi icin dogru kosullari
saglamaktadir. Bu mikroorganizmalar, ARD’nin en zararli sonucu olan toksik agir
metallerin salimini tegvik etmektedir. Asidofil Bakteri ve Arkelerin ¢ogu demir ve/veya
kiikiirt bilesiklerinin oksidasyonu ile enerji aciga c¢ikamaktadir. ARD bolgelerinde
mineralden salinan ferr6z demiri giiclii bir oksidan olan ferrik demire doniistiirdiigii icin bu
alanalar bu tiir mikroorganizmalar i¢in idealdir. Ferrik iyonlar, arsenik, bakir, ¢inko, kobalt
vb. gibi ¢esitli agir metaller igerebilen daha stabil siilfiir minerallerinin (Vera vd., 2013;
Christel, 2018) siilfid kismina saldirmaktadir. Oksidasyona benzer sekilde, bu islem
mineralin kimyasal bagin1 kirmakta ve bilesenlerini iyon halinde birakmaktadir. Reaksiyon
sirasinda, tiiketilen her bir ferrdéz iyon i¢in bir veya daha fazla ferrik demir iyonu
iretmektedir ve mevcut asidofillerin sirayla tekrar oksitlenerek bir zincir reaksiyonu

baslatarak asit ve metallerin salinimini kuvvetlendirmektedir (Denklem 2.2).



MFeS; + 2Fe3* + 2H" — M2* + 3Fe?* + 250 + H,0 (2.2)

“Asit Maden Drenaji” (AMD), madencilik esnasinda mikrobiyal kaynakli piritin
oksidatif ayrisarak diger kiikiirtlii mineralleri ile birlikte su ve havaya karigmasi sonucunda
diinya genelinde ¢evresel bir problem olarak 6ne ¢ikmaktadir. Drenaj sulari, ekstrem asitlik,
toksik metal ile siilfatlarin yiliksek konsantrasyonda olmasi ile karakterizedir ve yagam i¢in
ekstrem ¢evreler arasinda siniflandirilmaktadir. Buna karsin, ¢oklu ¢evresel streslere adapte
olan asidofil mikroorganizmalar i¢in metabolik olarak aktif olabilecekleri tek habitat olarak
da bilinmektedir. AMD g¢evrelerin 6nemi, iyi tanimlanacak mikrobiyal konsorsiyumlarin
caligmalar1 igin model sistem olmalaridir. Ozellikle, nispeten diisiik tiir zenginligi, smirl
kaynak c¢esitliligi ve AMD sistemlerinin biyolojik ve jeokimyasal siiregleri arasindaki siki
baglanma, mikrobiyal ekoloji ve topluluk islevinin niceliksel, genomik tabanli analizleri i¢in
asidik habitatlar1 ideal hedefler haline getirmektedir. Dahasi, AMD’de olusan
mikroorganizmalar genel olarak dogasinda olan mikrogesitlilikle birlikte yasayan
popiilasyonlar olarak ortaya ¢ikmaktadir (klonal popiilasyon degildir, dogal ekosistemdeki
tipik olgudur). Bu azaltilmis karmasikliktaki sistemler, yakindan iligkili suglar iginde
genomik heterojenligi ¢6zmek ve ekolojik ve evrimsel siirecler, daha karmasik mikrobiyal
topluluklardaki modelleri tahmin edebilmek igin 6zel bir firsat sunmaktadir (Huang vd.,
2016). AMD iligkli mikroorganizmalar asit drenaj sulari, sedimentler, mikrobiyal
makroskopik olusumlari igeren mikrogevrelerde gelismektedir (Mendez-Garcia vd., 2015;
Huang vd., 2016). Mikrobiyal makroskopik olusumlar AMD bdlgelerinin %30’unda goriilen
karakteristik bir 6zelliktir (Mendez-Garcia vd., 2015). AMD iligkili mikrobiyal komunitenin
sekillenmesinde en etkili ¢evresel faktorler arasinda pH sicaklik, ¢dziinmemis metal
konsantrasyonlari, diger ¢dziinmiis maddeler, toplam organik karbon ve c¢oziinmemis

oksijen yer almaktadir (Mendez-Garcia vd., 2015).

AMD, genellikle terk edilmis maden bdlgelerinden ¢ikan asit ile ilgilidir. AMD’ye
neden olan kimyasal reaksiyonlar kapsamli olarak tanimlanmis ve kendi icinde gelisen
kemolitotroflar, maden iligkili sizint1 sularin asidifikasyonunda birinci derece sorumlu
tutulmaktadir. AMD’deki mikrobiyota iyi belirlenmis sinirlara ihtiya¢ duymaksizin nislerde
bulunmaktadir (Mendez-Garcia vd., 2015).
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Glinlimiizde, bu asit madeni drenajinin (AMD) (Hoffert, 1947; Younger, 2017;
Christel 2018) cevresel etkisi, dogal ARD’nin (Quatrini ve Johnson, 2018; Christel, 2018)
biiylimesini engellemekte ve daha once yeraltindaki mineral iceriginden etkilenmeyen

bolgeleri kirletmektedir (Blowes vd., 2003; Christel, 2018).

Asit siilfat topraklari (Acid sulphate soils=ASS), genellikle biiyiik cevher kiitlelerine
bagli olmamalarina ragmen, ARD ile ayn1 kimyasal prensipte olan siilfit tastyan minerallerin
oksidasyonu ile olugsmaktadir. ASS’ler, anaerobik sediment bdlgelerinde demir oksitlerle
birlikte siilfatin deniz suyundan mikrobiyal reaksiyonu sonucunda olusan, pirit gibi ince
metal siilfiir taneleri iceren eski deniz sedimentlerinden meydana gelmektedir (Bloomfleld
ve Coulter, 1974; Christel, 2018). Bu tiir birikintiler potansiyel asit siilfat topraklar
(PASS’ler) olarak tanimlanmakta ve sadece kiiciik alanlari isgal etmektedir. Diinya
genelinde yaygindirlar ve Antartika hari¢ tiim kitalarda pek cok algcak kiyr bolgeleri
icermektedir (Michael, 2013; Christel, 2018). PASS’ler su altinda kaldiklarinda ve hava ile
temasta olmadiklar siirece ¢evresel bir problem olusturmazlar. Sulak alanlarin drenaji1 veya
biiyiik kazilar gibi insan faaliyetleri de ASS’den etkilenen alanlar1 6nemli Olciide
genisletmistir (Minh vd., 1997; Christel, 2018). Antropojenik iklim degisikliginin neden
oldugu o6ne siiriilen kuraklik olusumunun artmasi, ayni zamanda topraklardan mevsimsel asit

salinmasina da katkida bulunmaktadir (Fitzpatrick vd., 2017; Christel, 2018).

Kitasal fay hatlari, gezegensel kabugun kalinlig1 azaltilmis veya parcalanmig diger
yerleri yalnizca gorkemli volkanlar olarak ortaya ¢ikmaz, ayni zamanda derin yeraltt
suyunun magma ve sicak ana kaya ile temas etmesine izin vermektedir. Bu, daha sonra
fiimarol olarak adlandirilan jeotermal faaliyetlerle yiizeye ¢ikarilabilen asir1 1sitilmis su ve
buhar olusumuna yol agmaktadir. Siilfiir mineral igerigi yiiksek alanlardaki fiimarol alanlar
genellikle asir1 1sitilmis su ile birlikte siilfiir gazlar1 yaymakta ve sonug¢ olarak kiikiirt
kaynagi olarak adlandirilmaktadir. H2S ve SO: gibi volkanik gazlar yiliksek oranda reaktiftir
ve birbirleriyle reaksiyona girdiklerinde temel siilfiir iiretebilmektedir (Dopson ve Johnson
2012). Kiikiirt oksitleyici Bakteriler veya Arkeler varliginda, olusan S° biyolojik olarak
stilfiirik aside oksitlenmektedir. Ayrica, SO>’nin su i¢inde ¢oziinmesi siilfiiroz asit (H2SO3)
olusturmaktadir. Her iki islem de giiclii cevresel asitlesmeye yol agabilmekte, bazi yerlerde
pH degerleri 1’den diisiik olmaktadir (Schleper vd., 1995; Segerer vd., 1986; Christel, 2018).
Bu durum, en fazla 100 ° C’lik yiiksek sicakliktaki kaynaklari, kiikiirt kaynaklarina 6zellike
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(hiper)termofilik asidofil Arkelere ve optimum diisiik sicaklikli bakterilere ideal yasam

yapmaktadir (Hedrich ve Schippers, 2016; Christel, 2018)

2.3. Asidofil Mikroorganizmalar

2.3.1. AMD sistemlerinde mikrobiyal ¢esitlilik

Asidofil bakteriler ve arkelerin taninmis ¢esitliligi, Waksman ve Joffe (1922)
tarafindan Acidithiobacillus thiooxidans’in kesfedilen ilk asidofil olmasindan bu yana
istikrarli bir sekilde artmistir. 1990’larin ortasindan bu yana, cesitli cografi bolgelerdeki
asidik ortamlardaki mikroorganizmalarin topluluk yapisi ve ¢esitliligi, 16S rRNA gen klon
kiitiiphaneleri ve gruba 6zel floresan in situ hibridizasyon (FISH) dahil olmak {izere
kiiltiirden bagimsiz yaklasimlar kullanilarak arastirilmistir (Goebel ve Stackebrandt, 1994;
Edwards vd., 1999; Bond vd., 2000; Gonzalez-Toril, 2003). Daha ileri ¢calismalar, 6zellikle
yiiksek ciktili dizileme teknolojilerini uygulayarak AMD mikroorganizmalarinin ekolojik
dagilimini incelemis ve kontrol etmislerdir (Kuang vd., 2013; Liu vd., 2014; Volant vd.,
2014). Komunite genomik ve postgenomik yontemlerin ve ilgili biyoinformatik araglarin
gelistirilmesi ve uygulanmasi, bu olaganiistii mikrobiyal topluluklar i¢indeki genetik ve
islevsel dinamiklerin arastirilmasinda yeni bakis agilari getirmistir. Bu arastirmalar, ekstrem
AMD bolgelerinde gelisen mikroorganizmalarin topluluk yapisini, islevini ve evrimini daha

iyi anlamalarma yardimci olmustur (Huang vd., 2016).

Calisilan AMD bolgelerindeki gozlemlenen mikrobiyal ¢esitlilik, oncelikle Bakteri,
Arke ve daha az olciide Okaryot (baskin olarak mantar ve alg) domainlerine ait
organizmalar1 icermektedir. AMD yasam alanlarimin mikrobiyal ekolojileri ag¢isindan
kapsamli olarak incelendigi arastirma alanlari arasinda Tinto Nehri (SW Ispanya), Iron
Mountain’daki Richmond Madeni (CA, ABD), Ingiltere’de Cae Coch (pirit) ve Mynydd
Parys (bakir) madenleri, Fransa’daki Carnoulés (kursun-¢inko) madeni, Almanya’daki Drei
Kronen ve Ehrt (pirit) madeni, ve Ispanya’daki Los Rueldos civa madeni sayilmaktadir.
Digerleri mikrobiyolojilerinin tanimlayict bir Ozetini olusturmak icin arastirilmigtir.
Diinyada ¢ok sik calisilan yukarida isimleri verilen maden boélgeleri ve 6zelliklerinin

gosterildigi harita Sekil 2.1°de verilmektedir.



Richmond
© Coe Coch / Mynydd Parys
© Trto river
O Lower Red Eyes

jang Mountain
O ™=

{ Yishan | Dongang
D Lechang
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~212
20-28/20
024-8/469
0.14-06/35
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0.03.0.26/025
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Sekil 2.1. Karakterize edilmis AMD yerlesimleri ve jeokimyasal 6zellikleri (Mendez Garcia
vd., 2015)

Ulkemiz demir rezervleri, Sivas, Malatya, Bingél, Adana, Kayseri illerinin yer aldig
bolgede daha yogun olarak yer almaktadir. Ankara, Balikesir ve Adapazari bolgelerinde yer
yogun bulunan bolgelerin yaninda alan degisik biiyiikliiklerde demir cevheri rezervleri

bulunmaktadir (Sekil 2.2) (MTA, 2017).
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Sekil 2.2. Tiirkiye’de yer alan isletilen ve isletme potansiyeli olan demir yataklari
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Demir rezervleri diginda iilkemizde bulunan metalik madenler, enerji ve endiistriyel
hammaddelerin yer aldigi maden yataklarinin gosterildigi bolgeler Sekil 2.3°te
gosterilmektedir. Metalik madenler arasinda, altin antimuan bakir civa asfaltit linyit
tagkOmiirii uranyum ¢inko demir giimiis krom manganez nikel kursun volfram madenleri

kirmizi ile belirtilmistir.

MADEN TETKIK VE ARAMA
GENEL MUDURLUGU

MARMARA s e = - ron e/ g0
S DENIZE g D \grovs % i

Sekil 2.3. Tiirkiye’de bulunan Maden Yataklar1 (MTA, 2017)

Tiirkiye’de bu maden yataklarin mikrobiyal komunite belirleme c¢aligsmalari
Kastamonu-Kiire bakir madeni, Balikesir-Balya Cinko ve Kursun Madenler, Can-Canakkale

Demir madenleri, Izmir-Halikéy Civa madenlerinde yapilmustr.

2.3.1.1.Bakteri cesitliligi

Sekil 2.1°de verilen ¢evrelerdeki asid drenaj sulari, sedimentler ve AMD sistemleri
ile iliskili makroskopik olusumlarda yasayan bakteriler Proteobacteria, Nitrospirae,
Actinobacteria, Firmicutes, ve Acidobacteria, Aquifice veya Verrumicrobia filumlarinda yer
aldig1 belirtilmistir (Dopson, 2016; Mendez Garcia vd., 2015). Bu ¢evrelerde yasadigi tespit
edilen tiirlerin ayrintili dagilimi Sekil 2.4°te verilmektedir (Mendez Garcia vd., 2015).

Proteobacteria, asidik ¢evrelerde genis dagilim gostermektedir (Mendez Garcia vd.,

2015). En 6nemli asidofil mikroorganizmalardan biri, Proteobacteria subesindeki
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Acidithiobacillia sinifindaki (Williams ve Kelly 2013; Christel, 2018), simdiye kadar
izole edilmis ilk asidofili iceren Acidithiobacillus cinsidir. Bu tiir baslangicta Thiobacillus
thiooxidans olarak tanimlanmis, ancak o zamandan beri yeniden siniflandirilmistir (Kelly ve
Wood, 2000; Christel, 2018). Yogun bir sekilde aragtirilmasina ragmen, en belirgin sekilde
incelenen asidofillerin ¢ogu dahil olmak iizere, cins i¢inde su anda yedi ayn tiir
tanimlanmistir:  Acidithiobacillus thiooxidans  Acidithiobacillus  ferooxidans,
Acidithiobacillus caldus, Acidithiobacillus ferrivorans, Acidithiobacillus ferridurans,
Acidithiobacillus ferriphilus, ve Acidithiobacillus. albertensis (Nufiez vd., 2017; Christel,
2018). Kemolitotrof metabolizmasina sahip olan bu bakteriler oksik kosullar altinda Fe* ve
siilfiir  bilesenlerini  (Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus. ferridurans,
ve Acidithiobacillus ferrivorans) ya da yalnizca siilfiir bilesenlerini (Acidithiobacillus
caldus, Acidithiobacillus. thiooxidans, ve Acidithiobacillus. albertensis) okside edebilme
yetenegine sahiptir. Acidithiobacillus  ferrooxidans CO, ve atmosferik nitrojen
fiksasyonunda rol oynamaktadir (Valdes vd., 2008; Mendez Garcia vd., 2015). Bu tiirlerin
timil, enerji iiretimi i¢in oksijenin azalmasina bagli elementel kiikiirt ve diger inorganik
kiikiirt bilesiklerini (ISC’ler) oksitleyebilen gram negatif, ¢ubuk seklinde ototroflardir
(Christel, 2018).

Acidiphilium, o-Proteobacteria icinde bulunmakta ve Acidocella’y1 (Kishimoto vd.,
1995; Chrstel, 2018) olusturmak igin iki iiyenin yeniden smiflandirilmasiyla boliinmesine
ragmen Proteobacteria filumundaki ikinci en biiyiik asidofil mikroorganizmadir. Cinsin
kalan tiirleri arasinda Acidiphilium acidophilum, Acidiphilium cryptum, Acidiphilium
angustum ve Acidiphilium rubrum bulunmaktadir. Acidiphilum spp., elektron alic1 olarak
hem oksijen hem de ferrik demir kullanarak enerjilerini oksitleyici organik substratlardan
veya bazi durumlarda ISC’lerden elde eden gram negatif, hareketli cubuklardir. A.
Acidophilum bu cinsin ototrofik olarak karbon elde edebilen tek iiyesidir (Coupland ve
Johnson 2008; Guay ve Silver 1975; Christel, 2018). Bu tiir daha 6nce Thiobacilli’ye (simdi
Acidithiobacilli) atanmigti, ¢iinkii ayirt edilemez bir sembiyozda her iki tiiriin ¢ogaldig1 daha
once tamamen Acidithiobacillus ferrooxidans’tan olusan bir kiiltiirden izole edilmistir
(Harrison, 1984; Liu vd., 2011; Christel, 2018). Acidiphilium spp. Diger pek ¢ok
organoheterotrofik asitofilin gibi hafif asitli niglerle simurli degildir (Jones vd., 2013;
Christel, 2018). Optimum 3,5 olarak rapor edilen ancak nétral pH 6’dan ekstrem asidik pH
1 araligina kadar yaklagik 25°C — 40 °C sicakliklar arasinda siniflandirilmaktadir (Delabary
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vd., 2017; Kishimoto vd., 1995). Bu degiskenlik onlar1 ¢ok ¢esitli asidik ortamlarda en sik
karsilasilan organoheterotroflar yapmaktadir (Hamamura vd., 2005; Kay vd., 2013;

Wichlacz vd., 1986; Christel, 2018).
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Sekil 2.4. AMD sistemlerindeki mikrobiyal ¢esitliligin 16S rRNA gen bdlgesi tabanl
filogenisi (Mendez Garcia vd., 2015)

Spesifik taksonomik baglantilara sahip olmayan Betaproteobacteria, daha az

kisitlayic1 pH ve agirlikli olarak sicaklik kosullarinda bulunmaktadir. Demir okside eden

Betaproteobacterium “Ferrovum myxofaciens” yiiksek miktarda ekzopolisakkarit

iiretmektedir (Johnson vd., 2014). North Wales’deki iki maden bolgesinde (Hallberg vd.,
2006; Kimura vd., 2011) ve Konigstein uranyum madenlerinde (Brockmann vd., 2010)

Ferrovum myxofaciens ‘in serit tip makroskopik olusumda agirlikli olarak bulundugu rapor

edilmistir.
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Ferrovum myxofaciens P3G draft genomu glikoliz ve TCA dongiisiinden sorumlu
enzimleri kodlayan gen dizilerini icermektedir ve fakiiltatif heterotorof olabilecegi
onerilmektedir. Nif genlerinin tiim setlerinin varlig1 atmosferik nitrojeni fikse edebilecegi
fikrini dogurmustir (Moya-Beltran vd., 2014). Karbon fiksasyonu i¢in RuBisCO ve
fosforibulokinaz (prkB) enzimlerini kodlayan genlerin, “Ferrovum spp.” Popiilasyonunda
yiikksek oranda eksprese oldugu gozlenirken, nitrojen fiksasyonu ile iligkili genler
saptanmamistir. Bununla birlikte, tire yikimi1 ve nitrat rediiksiyonu ile ilgili genlerin
ekspresyonu, alternatif azot kaynaklarinin kullanildigi bilgisini 6nermektedir (Hua vd.,
2014). Carnoulés kursun-¢inko madeninde bulunan bazi Betaproteobacteria, notrofilik
demir oksitleyici Gallionella ferruginea ile yakindan iliskilidir. Gallionella iligkili demir
oksitleyiciler de, Almanya’nin Ronneburg kentindeki eski uranyum madenciligi bolgesinde
(Fabisch vd., 2013) ve Cin’in Yunfu (He vd., 2007) siilfit madenindeki metalle kirlenmis
derelerde yaygin olarak goézlemlenmistir. Diger madenlerde Thiomonas sp. (Storwartz,
Ynysarwed ve Parys Mountain madenleri), Ralstonia sp. (Tinto River, Shen-bu mine), ve
Acidovorax sp. (Tong Shankou ve Yinshan madenleri) gibi heterotrof kabul edilen

mikroorganizmalari igermektedir.

Thiomonas spp. fakiiltatif kemolitotrofdur, optimal biiyiidiikleri mikstrofik kiiltiir
ortami1 indirgenmis siilfiir bilegenleri ve organik katkilar igermektedir. Acidiphilium (demir
indirgeyen Alphaproteobacterium) cinsi bakterilere siklikla AMD ortamlarinda
rastlanmaktadir. A. Acidophilum, At. ferrooxidans ile heterotrofik biiyliyebilmekte ve onun
bliylimesini desteklemektedir. AMD sistemlerindeki heterotroflar, birincil iireticilere toksik
olabilecek organik bilesenleri (lizat, ekzudat) gidererek demir okside eden bakterilerin

biiylimesi i¢in uygun ¢evre yaratmaktadir (Mendez Garcia vd., 2015).

Ayrica bakteriyel asidofiller i¢indeki biiylik 6neme sahip olanlar, sarmal sekilleriyle
nitelenen Nitrospirae cins Leptospirillum’un lyeleridir. Acidithiobacilli’ye benzer sekilde,
gram negatif, ototrofiktir ve cogu sus azot fiksasyon yetenegine sahiptir (Christel vd., 2017;
Parro ve Moreno-Paz, 2004; Christel, 2018; Mendez Garcia vd., 2015). Ayrica, yaklasik 30°
C -45 © C arasinda biraz daha yiiksek sicaklik araliklar1 olmasina ragmen, benzerlerini tercih
etmektedir (Schrenk vd., 1998). Leptospirilli genellikle, pH’1, Acidithiobacilli’ye (Hippe
2000) kiyasla 1-1.6 arasinda diisiiktiir ve enerjisini yalnizca demirin aerobik oksidasyonu ile

kazanir (Coram ve Rawlings, 2002; Christel, 2018). Demir oksidasyon sistemleri oldukca
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etkilidir ve diger demir oksitleyicilerin ¢ogu ile rekabet etmelerini saglamaktadir (Rawlings
vd., 1999). Bu nedenle, Leptospirillum spp. Genellikle, ¢cok diisik pH ve yiiksek metal
konsantrasyonlarina sahip ortamlarda mikrobiyal popiilasyonun biiyiik bir kismim
olusturmaktadir. Taninan ii¢ tiir cins i¢inde bulunmaktadir; Leptospirillum ferrooxidans,

Leptospirillum ferriphilum ve Leptospirillum rubarum (Mendez-Garcia vd., 2015).

Demir oksitleyebilen, heterotrofik Actinobacteria (Ferrimicrobium spp. ve
Acidimicrobium spp.), bu ortamlarda yaygin olarak gelisen mikroorganizmalar arasindadir.
Ferrimicrobium acidiphilum, ¢6zlinmiis organik karbonu metabolize ederek bu tiir

sistemlerde mevcut ototroflarin gelismelerini saglamaktadir (Mendez-Garcia vd., 2015).

Her yerde bulunan Acidobacteria (esas olarak topraklarda bulunmaktadir) nispeten
ilimh asidik maden drenaj1 ile etkilenen ortamlarda gelismektedir. Bu subeye ait analiz
edilen birkag izolat, agirlikli olarak heterotroftur. Fototrofi ve sik1 anaerobiyoz da bu grupta
ortaya cikmaktadir (Ward vd., 2009; Mendez-Garcia vd., 2015). AMD sistemlerinde
bulunan en yaygin cins, mezofiliktir (2 ila 42 °C sicaklik araligi, optimum 30-35 °C),

zorunlu heterotrof Acidobacterium’dur.

Sulfobacillus cinsi, filum Firmicutes’da bulunmakta ve tanimlanmis bes tiir
icermektedir: Sulfobacillus acidophilus, Sulfobacillus sibiricus, Sulfobacillus benefacians,
Sulfobacillus thermosulfidooxidans ve Sulfobacillus thermotolerans. Bu organizmalarin
tiimii, 45° C -55 © C biiylime sicakliklarini ve 1.5 ila 2.5 arasinda bir pH’1 tercih ettikleri igin
orta derecede termofiliktir (Golovacheva ve Karavaiko, 1978; Christel, 2018).

Siilfat indirgeyen bakteriler (SRB), siilfat1 son elektron alicisi olarak kullanan ve
ATP sentezine anaerobik elektronun tasinmasimi saglayan fizyolojik olarak essiz
kemoorganotrof veya kemolitotrof mikroorganizmalardir (Barton ve Fauque, 2009;
Mendez-Garcia vd., 2015). Optimum pH’1 5’ten biiyiik olan AMD ¢ozeltilerinde kismen
asidofil bakterilerin smrli varligi, bu ortamlara 06zgli yiiksek asitlik ve metal
konsantrasyonlar1 iligkilidir (Cabrera vd., 2006; Mendez-Garcia vd., 2015). AMD ile
etkilenen bolgelerdeki uzun dénemli AMD (Moreau vd., 2010), siilfidik maden atiklari
(Wielinga vd., 1999; Fortin vd., 2000; Bruneel vd., 2006; Diaby vd, 2007; Mendez-Garcia
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vd., 2015), asidik maden sular1 ve sedimentlerinden (Rowe vd., 2007; Sanchez-Andrea vd.,
2012; Giloteaux vd., 2013; Mendez-Garcia vd., 2015) asidofil veya asit toleransli SRB izole
edilmistir. SRB, Deltaproteobacteria, Firmicutes, Nitrospirae, Thermodesulfobacteria ve
baz1 arkael taksona ait olabilir, ancak AMD bdlgelerindeki varliklari, demir indirgeme
yetenegine de sahip Deltaproteobacteria ve Firmicutes ile sinirlidir (Bond vd., 2000; Baker

ve Banfield, 2003; Mendez-Garcia vd., 2015).

Yakin iligkili bir diger cins, iki iiyesi orijinal olarak Sulfobacilli olan
(Alicyclobacillus disulfidooxidans ve Alicyclobacillus tolerans) Alicyclobacillus’tur.
Alicyclobacilli, meyve suyu endiistrisinde en yaygin gida bozulma nedeni olan 22 gram
pozitif endospor olusturucunun biiylik bir toplulugudur (Silva ve Gibbs 2004; Christel,
2018). Alicyclobacilli farkli pH degerlerinde ¢ogalir, en ug Alicyclobacillus disulfidooxidans
icin 0.5-6 arasindadir (Karavaiko vd., 2005; Christel, 2018). Ayni sekilde, cins, genis
sicaklik araliklarinda yasamakta ve ¢cogu orta derecede termofilik kosullarda en iyi sekilde
yetismesine ragmen soguk adapte edilmis, mezofil ve termofil tiirlerinden olusmaktadir
(Ciuffreda vd., 2015; Christel, 2018). Bir¢ok Alicyclobacillus spp zorunlu organoheterotrof
iken., bazilar1 Sulfobacilli’'ye benzer metabolik &zellikler gostermektedir. Ornegin,
Alicyclobacillus aeris, Alicyclobacillus ferroxidans ve Alicyclobacillus contaminans timi,
organik substratlarda daha hizli biiyiimesine ragmen, demir ve ISC oksidasyon yetenegine

sahiptir (Goto vd., 2007; Guo vd., 2009; Jiang vd., 2008; Christel, 2018)

Asidofilleri igeren son iki bakteri filumunun her biri, bilinen tek bir termofilik
asidofilden olusmaktadir. Hidrojenobaculum acidophilum filum Aquificae’ye aittir ve 65 °C
sicakliklarda en 1iyi sekilde biiylimektedir. Elementel kiikiirt varliginda H>’nin
oksidasyonundan enerji alan zorunlu bir aerobik ototrofidir. pH 3-4’te optimum 6zellik
gostermesi ekstrem bir asitofil tanimindan biraz daha yiiksektir (Stohr vd., 2001; Christel,
2018). Ikinci tiir ise, Tikitere, Yeni Zelanda’daki jeotermal bdlgesinden izole edllen
Methylacidiphilum infernorum’dur. 60 ° C’lik alisilmadik derecede yiiksek biiylime
sicaklig1 olan asidofiller i¢in ek olarak, bu tiir ayn1 zamanda tek asidofil metanotroftur

(Dunfield vd., 2007; Christel, 2018).
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2.3.1.2.Arke cesitliligi

Diisiik ve orta sicakliktaki ortamlarda genellikle Bakteriler dominant hale geldigi
icin, yiiksek sicakliklar cogunlukla Arkelerin yasam alanidir. Bu alanin bazi
mikroorganizmalari, suyun kaynama noktasina yakin veya hatta yukarisinda optimum
bliylime sergilemektedir ve diinyanin en pH toleransli yasam formlarinin ¢ogu Arke
domaininde bulunmaktadir (Baker-Austin vd., 2010; Futterer vd., 2004). Optimum yasama
kosullarmi1 bu kadar ekstrem olmasi bakterilerden farkli olarak sahip olduklar1 yiiksek
derecede gecirgen olmayan hiicre zarlar1 gibi ayirt edici 6zel adaptasyonlara atfedilmektedir.
(Baker-Austin ve Dopson, 2007; Macalady vd., 2004). Halen taninmis olan arkeal
asidofiller, domainin iki diizeninde, sirasiyla Crenarchaeota ve Euryarchaeota’ya ait olan
Sulfobales ve Thermoplasmatales’te bulunur (Golyshina vd., 2016). Crenarchaeota
acidofiller sadece termo ve hipertermofiller olsa da, Euryarchaetoa orta dereceli termofil
sinirlari igerisinde diisiik sicakliklari tercih etmektedir. Her iki filumun iiyeleri, Yellowstone
Milli Parki (ABD), Pozzuoli (Italya) veya Krisuvik (izlanda) gibi volkanik veya jeotermal
faaliyetlerle sekillendirilen ortamlardan ve ayrica deniz jeotermal alanlarindan izole

edilebilmektedir.

Euryarchaetoa filumuna ait Thermoplasma cinsi tarif edilen iki tiyeyi icermektedir:
Thermoplasma acidophilum ve Thermoplasma volcanium. Her iki tlir de pH 2'de en uygun
sekilde biiylimekte, ancak 60 °C sicakliklarda pH degerlerini 0.5 kadar diisiik pH’lar1 tolere
edebilmektedir (Segerer vd., 1988). Enerji metabolizmasi, oksijenin azalmasina baglh
kompleks organik molekiillerin oksidasyonunu icermektedir. Ek olarak, Thermoplasma spp.
elektron alicist olarak elementel siilfiir kullanilarak fakiiltatif anaerobik biiyiime kabiliyetine
sahiptir. Ilging bir sekilde, cinsin her iki iiyesi bir hiicre duvarina sahip degildir ve sadece
tek bir ii¢ katmanli tetraeter membran ile ortiiliir (Langworthy, 1982). Ek olarak, 1.56 Mbp
ile Thermoplasma acidophilum, serbest yasayan bir organizma i¢in dizilenmis en kiigiik

genomlardan birini sergilemektedir (Ruepp vd., 2000).

AMD bolgelerinde Thermoplasmatales subenin en bol bulunan cinsi optimum
sicakligi yaklagik 40 °C, optimum pH’s1 ise 1,2-1,7 arasinda olan demir okside eden hiper
asidofil mikroorganizmalardan Ferroplasma ‘dir. Acidiplasma ve Ferroplasma cinsleri ¢ok

benzer 6zellikler gostermektedir. Biiylime araligi, optimum pH 1-1.5 ile pH 0-4 arasindadir.
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Termoplasma’ya benzer sekilde, bu cinsin higbir {iyesi hiicre duvart olusturmaz, ancak
yalnizca tetraetherlipid membranlara dayanmakatdir. Ferroplasma acidophilum ve
Ferroplasma acidarmanus, ferréz demiri organik bilesiklerle birlikte oksitleyen ve elektron
alicis1 olarak oksijen veya ferrik demir kullanan fakiiltatif anaeroblardir (Dopson vd., 2004).

Ferroplasma acidiphilium Y susunun demir protein baskin hiicresel organizasyon
icerdigi rapor edilmistir (Ferrer vd., 2007; Ferrer vd., 2008). Benzer sekilde, Asidiplazma
cupricumulans ve Acidiplasma aeolicum, ferrik demir kullanarak anaerobik biiylime
kabiliyetine sahiptir, ancak hiicre biiyiimesi, ferréz demir veya organik substratlarin aerobik
olarak oksitlenmesi sirasinda oldukg¢a hizlidir (Golyshina vd., 2009). Acidiplasma spp. 35-
45 °C ‘deki Ferroplasma’ya kiyasla 45-55 © C gibi biraz daha yiiksek sicakliklari tercih
etmektedir. Her iki cins de yalnizca organik karbon kaynaklarini 6ziimseyebilmektedir

(Christel, 2018).

Crenarchaeota’lar icerisindeki Sulfolobus cinsi kesfedilen asidofil arkeal klavuzlar
cinde en iyilerinden biridir. Sekiz adlandirilmis tiirii (Quehenberger vd., 2017) ve sayisiz
tanimlanamayan suslar1 icermektedir. Tim Sulfolobus spp termo veya hipertermofillerdir,
65 °C'den (Sulfolobus metallicus), 75 °C lizerine (Sb. acidocaldarius) ve 85 °C iizeri (kalan
tirler) optimum sicaklik olarak kullanmaktadirlar. Sb. yangmingensis biiyiime sicakligi
olarak 95 °C yi, cinsin kalan tiyeleri i¢in optimal pH 2-3 araliginda olsa da 4’ optimum pH
olarak tercih etmektedir (Ren-Long vd., 1992). Sulfolobi’nin ¢ogu (Sb. metallicus, Sb.
shibatae veya Sb. tokadaii) ama tiimii degil, kiikiirt bakimindan zengin solfatarik ortamlarda
yasamakta ve mevcut ISC'leri oksijeni azaltmak icin bir enerji kaynagi olarak
kullanmaktadir. Birgok asidofil bakteriye benzer sekilde, molekiiler hidrojen bu tiirler i¢in
bir elektron dondrii olarak da islev gorebilmektedir (Huber vd. 1992). Bununla birlikte,
Sulfolobus spp. Sb. metallicus hari¢ organik molekiillere tamamlayici enerji i¢in ve bir
karbon kaynagi olarak ihtiyag duymaktadir. Sb. metallicus zorunlu kemolitototroftur ve
sadece ferr6z demirlerin ve ISC'lerin oksidasyonu ve inorganik CO:z'nin sabitlenmesi

yetenegine sahiptir (Huber ve Stetter, 1991).

2.3.2. AMD sistemlerinde metabolizma ve element doniisiimii

Genel metabolizmas1 demir ve kiikiirt oksidasyonu/indirgenmesi olan kemolitotrofik

mikrobiyal toplulugun varligi AMD’lerin kimyasal igerigi ile desteklenmektedir (Sekil 2.5).
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Makroskobik mikrobiyal biiylime gelistiginde, sistemin genel metabolizmasinda heterotrofi
de dnem kazanmaktadir. Mikroorganizmalarin metabolik yeteneklerine dayanarak yapilan
AMD calismalarinda mikrobiyal tiirlerin demir, kiikiirt, azot, karbon ve oksijeni metabolize
etme kapasiteleri arastirilmistir. Bununla birlikte, sadece birkag ¢alisma, AMD sistemlerinde
bu elementlerin alt dongiisiinii tanimlamustir. Onemli 6rnekler, biyomolekiiler ve
kiiltiirasyon temelli metodolojiler kullanilarak ve daha yakin zamanlarda omik temelli
yaklagimlarin da eklenmesi ile demir ve kiikiirt dongiisii i¢in ¢esitli modeller dnerilmektedir

(Mendez Garcia vd., 2015).

Asidofil mikroorganizmalar enerji ihtiyaglarmi yalmzca ferréz demiri (Fe?"),
indirgenmis ISC'ler, H> ve / veya organik karbon bilesiklerini (Quatrini ve Johnson 2018;
Christel, 2018) oksitleyerek kemotrofik olarak karsilamaktadir. Bu molekiillerden veya
iyonlardan ekstrakte edilen elektronlar, simdiye kadar O, ferrik demir (Fe**) ve siilfat iceren
ISC'ler ile sinirlt goriinen son elektron alicilarina aktarilmaktadir. Bir elektron vericinin
oksidasyonu ve bir elektron alicisinin indirgenmesinden elde edilen enerji miktari, bir
galvanik (redoks tepkimesi ile elektrik akimi saglayan bir elektrokimyasal hiicre) hiicrenin
iki yaris1 olarak kendi standart rediiksiyon potansiyelleri kullandig1 tahmin edilebilmektedir.
Iki yarim hiicre arasindaki voltaj farkliligindan ATP elde etmek i¢in proton motiv giic (PMF)
olarak toplanabilen iki reaksiyonun birlestirilmesiyle salinan serbest enerji ile orantilidir
veya ATP elde etmek i¢in kullanilan NADH {iretimi ile hiicre i¢inde ¢ok sayida reaksiyonda.
PMF, elektronlarin substrattan son elektron alicisina tasinmasiyla protonlarin sitoplazmadan
cikmasit ile birlestirilerek iiretilmektedir. Bdylece hiicre zarmin dis tarafinda,
transmembranal ATPazlar tarafindan kullanilabilecek bir potansiyel yaratilmaktadir. Bu
proteinler, protonlarin sitoplazmaya geri akisina izin vermekte ve potansiyellerini ADP'den
ATP iiretimi i¢in kullanmaktadr. Ikinci hiicresel enerji birimi, NADH’dir, substrattan NAD
+ 'ya dogru organotrofik organizmalarda glikoliz sirasinda veya litotroflarda NADH-
dehidrojenazlar tarafindan. Litotrofik asidofiller'de, bu islem, hem bircok substratin
indirgeme potansiyelinin pH bagimliligit hem de hiicre zar1 boyunca biiyiikk bir pH
gradyaninin varligi ile karmagiklasmaktadir (Ingledew, 1982; Christel, 2018). Diisiik pH'da,
¢ogu substrat, elektronlart dogrudan, sitoplazmada notr pH'a yakin bir yerde bulunan NAD™*
'va aktarmak i¢in yeterli indirgeme giicii igermez (yani, standart rediiksiyon potansiyelleri
cok fazladir). Bu nedenle, ters veya yokus yukar1 elektron tasiniminda PMF'nin azaltilmasi

sirasinda tiretilen bu sartlar altinda endergonik NADH {iretimine yardimci olmak i¢in bir son



19

elektron alicis1 tiikketilmektedir (Ingledew, 1982; Nitschke ve Bonnefoy, 2016; Christel,
2018). Bu sinirlamalara ragmen, asidofiller, c¢ok c¢esitli kimyasal reaksiyonlardan
yararlanmak i¢in mekanizmalar gelistirmis ve gezegendeki en zorlu ortamlarin bazilarinda

basarili olmak i¢in yeterli enerji kazanmay1 basarabilmislerdir.

. . carbohydrate metabolism
nitrogen metabolism
N -2

2 2 (A-F)

—
(A-F) SOF‘
-\ s°
. RISC
. oxidation
NO, 4 . S
NO, Fe(lll) SO§ S0, 2
| -
sulphur metabolism g
(¢, D,E) SO, £
— + p S° <
s oxidation Q.
= o
- N e
2 "8,0.
A,D,E) SO 3 P
fipid metabolism A.0.B) cH, S (AD,E) 5
amino acid metabolism . Leptospirillum spp. = Ferrovum sp. archaea
R-COOH ="\ Acidithiobacillus spp. == Acidiphilium sp. eukaryotes
nucleotide metabolism — actinobacteria ) Gallionella sp. &
Sulfobacillus sp.
ul illus sp.

Sekil 2.5. AMD mikrobiyal topluluklarinda adaptasyonu diizenleyen metabolik aglara genel
bakis (Mendez Garcia vd., 2015)

2.3.2.1. Demir metabolizmasi

AMD sistemlerinde, demir igeren birincil biyokimyasal transformasyon ferr6z demir
(Fe*?) oksidasyonudur. Ferrik demir (Fe™) rediiksiyon yetenegine sahip tiirler ile
kiyaslandiginda ferr6z demir-oksidasyonu yapan bakteriler daha baskin oldugu
bilinmektedir (Tan vd., 2007; Mendez Garcia vd., 2015). Oksidasyon ile ilgili enzimler
elektron tagima zincirinde bulunmaktadir. Elektronlar demiri indirgeyen tiirlerde birinci
bilesene (biiyiik olasilikla bir dig zar sitokrom c) transfer edilmektedir (Acidithiobacillus
ferrooxidans veya Leptospirillum ferrooxidans gibi tiirler) (Sekil 2.6). Diger (periplazmik
veya membran periferik) proteinler sadece ferr6z demir oksidasyonu ile iligkilidir: mavi
bakir proteinleri rusticyanin, RusA (Amouric vd., 2011; Mendez Garcia vd., 2015),
Ferroplasma spp. I¢indeki siilfosiyanin (Dopson vd., 2005; Mendez Garcia vd., 2015) ve Iro
(demir-oksidaz) proteini (Amouric vd., 2011; Mendez Garcia vd., 2015) bu proteinler

arasindadir. Acidithiobacillus ferrooxidans’dan elde edilen siiper kompleksin, ayrintili
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olarak karakterize edildigi, demir oksidaz ve oksijen rediiktaz aktiviteleri gdsterdigi rapor
edilmistir (Castelle vd., 2008; Roger vd., 2012; Mendez Garcia vd., 2015). Anoksik kosullar
altinda, ferrik demir son elektron alicisi olarak hareket edebilmektedir (Sekil 2.6). Demir
indirgeme ile baglantili elektron alicilari, kemolitotrof asidofil mikroorganizmalarda (Az.
ferrooxidans) inorganik olabillmekte (stilfiir veya hidrojen) veya heterotrof asidofil
mikroorganizmalarda (6rn., Acidiphilium spp.) organik (glikoz, gliserol) olabilmektedir.
Ferrik demir indirgemesiyle ilgili enzimatik sistem bilinmemekte; ancak bu siirecin demir
rediiktazlari icerebilecegi diisiiniilmektedir (Johnson ve Hallberg, 2008; Mendez Garcia vd.,
2015).
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Sekil 2.6. AMD sistemlerindeki bakterilerin demir ve siilfiir metabolizmalarmin
semast (Mendez-Garcia vd., 2015)

genel

2.3.2.2. Siilfiir metabolizmasi

Kiikiirt dongiilerinin oksidasyon reaksiyonlar1 nedeniyle kompleks oldugu rapor
edilmektedir. Kiikiirt ve indirgenmis inorganik kiikiirt bilesikleri (RISC’ler), pirit ve diger
stilfid minerallerinin demirle oksitlendigi alanlarda birikmektedir (Schippers ve Sand, 1999
Mendez Garcia vd., 2015; Mendez Garcia vd., 2015). Kiikiirt oksitleyen asidofil bakteriler,
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RISC’leri (tiyosiilfat ve tetratiyonat gibi politiyonatlar), kiikiirt (S) ve siilfid (S?) ile
oksitleyebilmektedir (Johnson ve Hallberg, 2008; Dopson ve Johnson, 2012; Mendez Garcia
vd., 2015). indirgenmis inorganik kiikiirt bilesikleri, indirgenmis demirden daha enerjik
oldugu i¢in uygun substrattir. RISC oksidasyonu prosesi, siilfitin (SOs3 *2) bir ara {iriin olarak
iiretilmesine bagli olarak farkli enzimatik isleyis gerektirmektedir. Siilfit tiretimi yoluyla
RISC oksidasyonu sirasinda, siilfid/kinon oksidorediiktaz (Sqr) ile oksitlenen siilfid
elektronlar1 ubikinona transfer etmekte ve siilfiir olusmaktadir [A¢. thiooxidans, At.
ferrooxidans, At. caldus, At. ferrivorans genomlarinda bulunan]. Olusan siilfiir periflazmik
stilfiir dioksijenaz tarafindan siilfite okside olmaktadir (Rohwerder ve Sand, 2003; Mendez
Garcia vd., 2015). Siilfit, siilfit oksidorediiktaz enzimi ile veya adenosin fosfostilfat (APS)
rediiktaz (aprAB ile kodlanmis) aktivitesi ile siilfata oksitlenmektedir. Benzer bir enzim
birlegsmesi, politiyonatlarin (tritiyonat, tetratiyonat ve tiyosiilfat) oksidasyonunda
kullanilmaktadir. Tritiyonat dehidrojenaz (tiosiilfat iiretir) ve tiyosiilfat dehidrojenaz (A¢.
ferrooxidans ve At. ferrivorans’ta bulunan tetrationat {iretir). Tetratiyonat hidrolizi
tetratiyonat hidrolaz (TetH) ile gerceklestirilmekte ve iiretilen tiyosiilfat tiyosiilfat kinon
oksidorediiktaz (DoxDA) tarafindan oksitlenmektedir (Quatrini vd., 2009;). RISC’lerin baz1
asiditiobasillideki oksidatif metabolizmasinda heterodisiilfid rediiktaz enziminin (HDr) rolii,
farkli kiikiirt bilesiklerindeki biiylime sirasinda gen ekspresyonu analizi ile kuvvetle
desteklenmiektedir. Sox sistemi (At thiooxidans, At. caldus), indirgenmis siilfiir
bilesiklerini, bir ara iiriin olarak siilfit olusumu olmadan dogrudan siilfata oksitlemektedir.
Bu sistem, indirgenmis kiikiirt bilesiklerinin dogrudan siilfatin oksidasyonu i¢in gerekli olan
¢esitli sitokromlar1 ve diger proteinleri kodlayan 15°den fazla gen ile ifade edilmektedir. Ug
son elektron alicinin varligi, RISC enerji korunumu ile ilgilidir: bd ubiquinol oksidaz
(cydAB, At. tiooxidans, At. ferrooxidans, At. caldus), bo3 oksidaz (cyoABCD) ile petll
operonu tarafindan kodlanan bc/ kompleksi ve sitokrom c4(At. ferrooxidans, At.
ferrivorans) olarak siniflandirilmaktadir (Quatrini vd, 2005; Mendez Garcia vd., 2015)
(Sekil 2.5).

Sulfolobales takimina ait Arke RISC-metabolize eden enzimlerin birgogu karakterize
edilmistir (Rohwerder ve Sand, 2007). RISC’leri i¢eren diger kimyasal dontisiimlere kiyasla
en onemli fark, siirecin ana enziminin siilfiiriin eszamanli oksidasyon ve indirgemeyi

katalize eden bir kiikiirt oksijenaz rediiktaz (Sor) olmasidir. Termoasidofil arke RISC
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oksidasyona bagli proteinlerin arasinda Sor, TetH ve DoxDA enzimleri bulunmaktadir
(Auernik ve Kelly, 2010 Mendez Garcia vd., 2015).

RISC oksidasyonu, Sqr’yi igerebilen bir siire¢ olan ferrik demir rediiksiyonuna (Sekil
2.4) baglanmaktadir (Pronk vd., 1990, 1991). Elementer kiikiirdiin indirgenmesi yoluyla
anaerobik biiylime, dort asidofil arke cinsinde tanimlanmistir: termoasidofil crenarchaea
Acidianus,  Stygiolobus ve  Sulfurisphaera, 1limli termoasidofil euryarchaea
Thermoplasma’ydi. Ayrica bir bakteri susu olarak Acidithiobacillus ferrooxidans
tanimlanmistir (Ohmura vd, 2002; Kucera vd., 2012; Osorio vd., 2013 Mendez Garcia vd.,
2015).

H>S (siilfidogenez) olusumuyla sona eren siilfatin indirgenmesi (Sekil 2.6), asidofil
veya asit toleransli SRB ile ger¢eklestirilmektedir. Bu grup, kiikiirt ve chalcophilic metal
(loid) ‘in eslesmis biyojeokimyasal dongiisiinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Moreau vd.,
2010). Prosesin ana enzimleri, siilfiti siilfide indirgeyen alt1 elektronu katalize eden ¢ok

altbirimli enzimler arasinda katabolik siilfit rediiktazlardir (Mendez Garcia vd., 2015).

Siilfiir asimilasyonu (genellikle siilfat (SO42) olarak), hiicresel zar lizerinde, bir ABC
alim sistemi veya Acidithiobacillus ferrooxidans i¢indeki SulP siilfat permeaz (Valdes vd.,
2003) yoluyla gergeklestirilmektedir. Siilfat, demir-siilfiir merkezleri ve diger metabolitlerin
metiyonin ve sistein amino asitlerine eklenmistir (Aguilar-Barajas vd., 2011). Sistein
iiretimi, adenosin-Sp-fosfostilfat (APS), siilfit ve siilfid ara maddeleri yoluyla meydana
gelmekte ve cysJIHDNG operonu tarafindan kodlanmaktadir. Metabolitlerin siilfasyonu i¢in
potansiyel bir yol, iki esdiizey olmayan cysNC kopyasiyla kodlanabilen PAPS (3'-
fosfoadenosin-Sp-fosfosiilfat) yoludur (Valdes vd., 2003). APS rediiktaz ve siilfat adeniil
transferaz (SAT), ATP iiretmek icin siilfat asimilasyonuna kiyasla ters yonde etki etmektedir

(Auernik vd., 2008 Mendez Garcia vd., 2015).

2.3.2.3. Nitrojen metabolizmasi

AMD sahalarinda meydana gelen ana nitrojen doniisiimleri azot fiksasyonu,
amonifikasyon, nitrifikasyon ve denitrifikasyon reaksiyonlarindan olusmaktadir. AMD
sistemlerinde, atmosferik N>’yi fikse eden tiiler arasinda: Acidithiobacillus ferrooxidans

(Valdes vd., 2008), Leptospirillum ferrooksidans (Norris vd, 1995; Parro ve Moreno-Paz,
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2003), Leptospirillum ferrodiazotrophum (Tyson vd., 2005) ve Ferrovum myxofaciens
(Johnson vd., 2014) bulunmaktadir (Mendez Garcia vd., 2015) (Sekil 2.5).

Carnoulés AMD’deki ana prokaryotik birimlerin metagenomik rekonstriiksiyonu,
Gallionella ve Thiomonas’m azot fiksasyonunda da rol oynayabilecegini gézlemlenmistir
(Bertin vd., 2011), ancak nif operonu Thiomonas sp. 3As genom dizisinde belirlenememistir
(Arsene-Ploetze vd., 2010). Genellikle, bu sistemler dis kaynaklardan sinirli sabit karbon ve
azot almakta ve atmosferdeki CO2 ve No’nin (Tyson vd., 2005) mikroorganizmalar
tarafindan  sabitlenmesi ¢ok Onemlidir. Tyson vd. (2005) “Leptospirillum
ferrodiazotrophum” un Richmond madeninde biiyiiyen asidik biyofilmde 1’in altindaki pH
seviyelerinde kilit nitrojen sabitleyici oldugunu rapor etmislerdir (Tyson vd., 2004).
Richmond madenindeki asidik biyofilmden elde edilen Leptospirillum ferriphilum-iligkili
bakteriler (“grup II”’), nitrojen fiksasyonuna bagl ¢esitli genleri barindirmaktadir (Tyson
vd., 2005). Leptospirillum “grup IV” (Goltsman vd., 2013) tarafindan yapilan son dnerme,
bu grupta karbon ve nitrojen fiksasyonu i¢in genomik potansiyelin varligini ve bir elektron
donorii olarak hidrojen kullanarak anaerobik biiylime olasilifini ortaya koymaktadir

(Mendez Garcia vd., 2015).

Nq fiksasyonu, aktivitesi oksijen varligina kars1 hassas olan Mo-Fe nitrojenaz enzim
kompleksinin aracilik ettigi birka¢ istisnadir. Enzimatik yapisal bilesenler nif operonu
(nifHDKENX genleri) tarafindan kodlanmaktadir. Bu operonda yer alan genler
(diizenleyiciler, tasiyicilar, oksijen / redoks sensorleri) azot fiksasyonunda da rol

oynamaktadir (Parro ve Moreno-Paz, 2004; Tyson vd., 2005; Mendez Garcia vd., 2015).

Amonyum formundaki azot, ya nitrifikasyon yoluyla ya da biyokiitleye dogrudan
asimile edilerek oksitlenmektedir (Sekil 2.5). Azotlayicilar, son elektron alicist olarak
molekiiler oksijeni kullanmakta ve bu pH degerlerinde substratlarin eksikligi ve / veya
toksisitesi nedeniyle diigilk pH’ya (Hankinson ve Schmidt, 1988; Jiang ve Bakken, 1999)
duyarli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, AMD sahalarinda azotlayicilarin olusumu
kesinlikle O2’nin varligma baglidir. Amonyum oksidasyonu, amonyum monoksigenaz ve
hidroksilamin oksidorediiktaz ile ilgili iki ana enzim, sirasiyla amoCAB operonu (AmoA,
varsayllan enzim aktif bolgesini icerir) ve hao geni tarafindan kodlanmaktadir.

Leptospirillum spp. “grup II” ve “grup III” denilen grupta, metagenomlarinda amoAgene
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bulunmakta, ancak operonun geri kalan1 olmadigi i¢in, bu da AmoA ’nin metan oksidasyonu
ve/veya hidrokarbon degradasyonu gibi diger aktivitelere dahil olabilecegini

disiindiirmektedir. (Goltsman vd., 2009; Mendez Garcia vd., 2015).

Nitrat (NOj3") veya nitrit (NOy") iyonlari, anoksik veya diisiik oksijen kosullarinda
(denitrifikasyon) son elektron alicilar1 olarak kullanilmaktadir Baeseman ve dig. (2006),
asidik ve agir metal yiiklii ortamlarda azot metabolizmasini incelemistir. Bununla birlikte,
asidik sulardan elde edilen tortularin mikrokozmosik calismasinda, denitrifikasyonun

meydana geldigi ve asitligi azaltabilecegi one siiriilmiistir.

Amonifikasyon, nitrit amonifikasyonu ve arasinda Nas, Nar ve Nap (nitrat
reduktazlart), Nir ve Nrf (nitrit rediiktaz) bulunan enzimlerin ardindan nitrat rediiksiyonu ile
gerceklesmektedir. AMD sistemlerinde, bu aktivitenin Leptospirillum ferriphilum “grup 11”
ile iligkili bakterilerin kabul edilen varlig1, solunumsal nitrit amonifikasyonunda rol oynayan
bir sitokrom ¢ NapC / NirT ailesi proteini Onermistir. Leptospirillum spp. Nitrit / siilfit
rediiktazi i¢in genler icerdigi rapor edilen “grup II” ve “grup III”” {in, aminoasit biyosentezine
dogrudan kanalize edilen son {iriin, amonyum ile asimilasyon nitrit amonizasyonu i¢in
gereklidir (Simon, 2002; Goltsman vd 2009). Amonyum hiicrelere girdiginde,
Leptospirillum’da bulunmayan glutamin sintaz / glutamat sentaz yolagi (GS / GOGAT) ile
asimile edilir, burada At. ferrooxidans i¢in Onerilene benzer bir GS yolu ile amonyak

asimilasyonu meydana gelebilir (Tyson vd., 2005; Mendez Garcia vd., 2015).

Cogu AMD toplulugu iiyesi nitrojeni fikse etmez ve amonyum alimi yoluyla elde
etmelidir. Ornegin, Leptospirillum ferriphilum ile ilgili bakteriler (“grup II”), azot
diizenleyici PII proteinlerini kodlayan genlerle kiimelenmis ii¢ amonyum tasiyiciy1 kodlayan
genlere sahiptir. Bu gen diizenlemesi olduk¢a korunmus goriinmektedir ve diizenleyici
proteinlerin amonyum alimiyla iligkili oldugunu 6ne siirmektedir (Ninfa ve Jiang, 2005;
Goltsman vd., 2009). At. ferrooxidans genomunda amonyum aliminda (sirasiyla amt1, amt2
ve amtB, AFE2916, AFE2911 ve AFE1922) bulundugu tahmin edilen genler ve glutamine
(glnA-homolog gen) amonyum katan proteini kodlayan bir gen bulunmaktadir (Valdes vd.,

2008; Mendez Garcia vd., 2015).
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2.3.2.4.Karbon metabolizmasi

Karbon kaynaklar1 asidik sularda oldukg¢a smirli oldugu i¢in, mikrobiyal karbon
dongiisiit AMD ekosistemlerinde biiyiik ilgi cekmektedir. Ozellikle, AMD topluluklarinin
baz1 tipik tiyeleri, farkli yollarla COz’yi fikse etmelerini saglayan genler igermektedir.
Acidithiobacillus ferrooxidans, At. thiooxidans, At. caldus (Valdes vd, 2008), “Ferrovum
myxofaciens” (Johnson vd, 2014), Sulfobacillus thermosulfidooxidans, Sb. acidophilus ve
Acidimicrobium ferrooxidans (Caldwell vd, 2007), Calvin-Benson-Bassham (CBB)
dongiisiinde karbon fiksasyonu yapabilmektedirl (Sekil 2.5). Ek olarak, CBB dongiisii
yoluyla CO> fiksasyonu i¢in metagenomik tanimlamalar, Carnoulés kursin/¢inko
madenindeki Gallionella ve Thiomonas cinsleri ile de iligkilendirilmistir (Bertin vd., 2011).
Richmond madeninin metagenomik analizi, topluluk i¢inde “Leptospirillum rubarum”, “L.
Ferrodiazotrophum” (grup III) ve kiiltiire edilemeyen Leptospirillum spp. (grup IV) gibi
Leptospirillum-iliskili iiyelerin (Tyson vd., 2004;Ram vd., 2005; Goltsman vd., 2009, 2013)
indirgeyici trikarboksilik asit (rTCA) dongiisii yoluyla inorganik karbonu fikse edebilecegi
tahmin edilmektedir (Mendez Garcia vd., 2015).

Baz1 Ferroplasma suslari, karbon fiksasyonu i¢in indirgeyici asetil-koenzim A
yolaginda bulunabilecek genetik belirtegler icermektedir (Tyson vd., 2004). Asidofil
Arkelerde CO; fiksasyonu 3-hidroksipropionat/4-hidroksibutirat ¢evrimi (Acidianus ve
Metallosphaera cinsi) veya indirgeyici asetil-CoA yoluyla meydana gelebilmektedir

(Mendez-Garcia vd., 2015).

2.3.2.5. Metan iiretimi

Makroskopik olusum ve Mynydd Parys madeni i¢inde yer alan yeralti goli,
metanojenlerinkine benzer taksonomik isaretleyiciler (SSU rRNA dizileri) igermektedir.
Johnson (2012), bu “muhtemel” metanojenlerin ekolojik etkisinin belirsiz oldugunu
gozlemlemistir. Sanz ve dig. (2011), Tinto Nehrinin sedimentlerinin zenginlestirme
kiiltiirlerinde metanojenezin var oldugunu goézlemlemistir. Carnoulés madeninin arsenik
bakimindan zengin dere sedimentlerinin arkaplan ¢esitliligi {izerine bir arastirmada, Volant
vd. (2012), diger tiirler arasinda Methanomassiliicoccus luminyensis’i igeren metanojenik

arke ile ilgili mikroorganizmalar1 gozlemlemistir. Aym tiirlere ait Arke de, Los Rueldos
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madenindeki diisik pH’l1 suboksik makroskopik biiytimelerde tespit edilmistir (Mendez-
Garcia vd., 2014). Bununla birlikte, 3’iin altindaki pH seviyelerinde biiylime yetenegine
sahip metanojenler veya metanojenez i¢in en dnemli enzimler, AMD sistemlerinde izole ya

da tespit edilememistir (Johnson, 2012).

2.3.2.6. Hidrojen metabolizmasi

Hidrojen (H2), mikrobiyal metabolik doniisiimler ve fermentasyonlar sirasinda
iiretilen yaygin bir iirlindiir ve bircok kimyasal metabolizmada kemolitotroflar tarafindan
kullanabilmektedir. Hidrojen oksidasyonunu gergeklestiren bakteri ve arkeler son elektron
alicilarinda, 6rnegin nitrat, oksijen, stilfat, ferroz demir gibi farklilik gostermektedir. Proses
icindeki anahtar enzimler, H> nin protonlara geri doniislii oksidasyon reaksiyonunu katalize
eden hidrojenazlardir. Bu enzimler ¢cok yonliidiir, ¢esitli substratlar1 kullanabilir ve hidrojen
iiretimi sirasinda elektron aracilari olarak islev gorebilmektedir. Bu nedenle, hidrojenazlar,
dogrudan H; transformasyonlarla degil, elektron tasinmasina bagli olan ¢esitli fonksiyonlara

sahiptir (Mendez- Garcia, 2015).

Asidofil mikroorganizmalar i¢in elektron verici olarak hidrojenin varligini
gostermek i¢in yapilan ¢alismadai dizi analizi yapilmig birka¢ asidofil genomunda (6rn.,
Acidithiobacillus ferrooxidans, Valdes vd., 2008) hidrojenaz genlerinin varlig1 ve asidofil
tiirlerinin asidik sularda hidrojen iizerinde ototrofik olarak biiyiiyebildigi gdzlemlenmistir
(Drobner vd., 1990). Bu bakteriler i¢in hidrojenin elektron vericisi olarak Onemini
gostermektedir (Johnson, 2012). Dahasi, Leptospirillum spp. ‘De Carnoules tortullarinin
(Bertin vd., 2011) metagenomunda hidrojenazlar1 kodlayan genler de gozlenmistir. “Grup
IV’ (Goltsman vd., 2013) ve hidrojenazlar, Los Rueldos makroskobik biiyiimelerinin

metaproteomunda da tanimlanmistir (Mendez-Garcia vd., 2014; Mendez Garcia vd., 2015).

2.3.3. Asidofil mikroorganizmalarin adaptasyon mekanizmalar:

Ekstremofiller, ekstrem kosullarda hayatta kalmak icin asagidaki stratejileri

kullanmaktadir:

- Homeostazisi korumak i¢in ekstremolitler salgilamak;
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- Birlesik direnci, amino asit birikmesi ve hiicresel boliimlendirme ile ilgili mekanizmalar
geligtirmek;

- Niikleer faktorleri harekete gecirmek;

- Evrimsel siireclerle savunma yeteneklerini kazanmak;

- Katalitik aktiviteyi arttirmak ve hiicre 6liimiine direng kazanmak;

- Termostabil proteinler kullanmak (Shrestha vd., 2019).

Organizmalar ektsrem pH’larda hayatta kalmak icin, farkli ekofizyolojik problemleri
¢ozme adina hiicresel adaptasyonlara ihtiya¢ duymaktadir. pH diizenlemesi i¢in kendine

0zgli yapisal ve fonksiyonel 6zelliklere sahiptir (Sharma vd., 2012).

Asidofil mikroorganizmalar hiicre zar1 boyunca nétral hiicre i¢i pH’1 saglamak igin
ozellesmis adaptasyon mekanizmalarina sahiptir (Satyanarayana vd., 2005; Sharma vd.,
2012; Sharma vd., 2016). Organizmalarin, metabolik 6zelliklerinin, genetik 6zelliklerinin,
makromolekiillerinin yapisal ve fonksiyonel o6zelliklerinin, pH’in korunmasinda ve
ndtrofilik muadillerinden ayirt edilmesinde yardimci olduklari goriilmektedir. Teorik olarak
bu mekanizma, FOF1 ATPaz pompasi yardimi ile yiiksek miktarda ATP {iretmek icin
kullanilmaktadir, ancak asir1 asidik kosullarda hayatta kalabilmesine ragmen hiicre 6liimiine
neden olan hizli asidifikasyondan dolay1 sitoplazmaya kontrol edilemeyen proton akisi
olmasi, niikleik asit ve proteinlerin normal fonksiyonlarini (DNA gibi makromolekiiller
diisiikk pH’da kararsiz hale gelmektedir) olumsuz etkilemektedir (Sharma vd; 2012; Sharma
vd., 2016). DNA transkripsiyonu, protein sentezi ve enzim aktivitesi gibi hiicre igi
proseslerde karisikligi dnlemek icin, es zamanh disa akis ile proton akisin1 dengeleyecek
mekanizma gerekmektedir. Asidofil mikroorganizmalarin proton gegirmez hiicre zarlari,
ters membran potansiyeli ve sitoplazmik tamponlama gibi mekanizma kombinasyonlarini
kullandig diistiniilmektedir (Baker-Austin ve Dopson, 2007; Sharma vd., 2012; Sharma vd.,
2016) (Sekil 2.7).

Bunun yani sira asidik aralikta i¢ pH’ya sahip diger organizmalar da rapor edilmistir
(Vossenberg vd., 1998; Macalady vd., 2004; Sharma vd., 2012). Ferroplama acidiphilum’ un
hiicre ici ve hiicreye bagli enzimlerinin genleri klonlanmis ve Escherichia coli’de ifade

edilen tiriinleri saflastirilmis ve karakterize edilmistir (Golyshina vd., 2006; Sharma vd.,
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2012). Karakterize edilen enzimlerin pH’simin 1.7-4.0 aralifinda fonksiyonel ve kararli

oldugu bulunmustur.

Asidofil mikroorganizmalarin asidik ¢evre kosullarinda gelisebilmesi i¢in diisiik
pH’ya karst diger savunmasi hiicre zari etkileridir. Hiicre zarlari lipid ve yag asidi
bakimindan nétrofillerden oldukga farklidir. Asidofil mikroorganizmalar arasinda arkelerin
membranlar1 protonlara diisiik gegirgenlige sahiptir. Arkeal membranlar tetraeter lipitlerin
varlig1 ile karakterizedir (Batrakov vd., 2002; Pivovarova vd., 2002; Shimada vd., 2002;
Macalady vd., 2004). Okaryotik ve bakteriyel membran lipitlerdeki ester baglari ile
karsilastirildiginda eter baglart asit hidrolizine daha az duyarlidir (Golyshina ve Timmis,

2005; Sharma vd., 2016).

H+ H* ‘
A\ “. P ‘o..

2. Potassium pump’.. ADP
o

K* K*

1. Presence of tetra ether lipids
.. in acidophilic archaea
3. Secondary ® k .
Transporters ® ATP @ Isoprene chains

H*= ‘ @ Ether linkages

@ L-glycerol moiety

4. Sequestration of H*
+ Phosphate grou
by enzymes/metabolites H = @ P group

5. Quick DNA/protein % >
repair system

<

.‘ HCOO" + H'—> CO,+ H,
6. Organic acids /

as uncouplers HCOOH

Sekil 2.7. Asidofil mikroorganizmalarin asidik ¢evrelerde adaptasyonu (Sharma vd., 2016)

Asidofil mikroorganfizmalar ters membran potansiyelini (pozitif membran
potansiyeli) notrofillerde goriilen negatif membran potansiyelinin aksine pH homeostazi
mekanizmasi olarak kullanmaktadir. Asidofil mikroorganizmalar pozitif yiikli iyonlarin
Donnan potansiyeli ile pozitif membran potansiyelini liretmektedir (Sharma vd., 2016).

Donnan potansiyel mekanizmasi; kemiosmotik gradyan (K* iyonlarmin akisini arttirarak



29

hiicrelerde pozitif kosullar1 destekler) ile sitoplazmada proton akigini azaltarak asidik
kosullarin tolere edilmesini saglamaktadir (Shrestha vd., 2019). Potasyum hiire i¢ine proton
girisini engellemektedir. P. torridus (Futterer vd., 2004), F. Acidarmanus, S. solfataricus
(Jeffries vd., 2001) ve Leptospirillum (Tyson vd., 2004) gibi asidofil mikroorganizmalarin
genom analizi, Donnan potansiyelinin liretiminde yer aldig1 kabul edilen katyon tasiyicilarin
bu mikroorganizmalarda yiiksek sayida var oldugunu onermektedir (Dopson vd., 2004;

Shatma vd., 2016).

Asidofil mikroorganizmalarin yiliksek gegirgen olmayan hiicre membranlar1 yerine
eger ani bir proton akis1 varsa, sitoplazmanin tamponlama kapasitesi bu protonlar1 ayirabilir
ve daha sonra hasar1 6nleyebilir. Tiim asidofil mikroorganizmalarda lisin, arjinin, histidin
gibi aminoasitler ve proton yakalama yeteneginde olan sitoplazmik tampon molekiillere
sahiptir. Ektremofil 4. acidophilium ve nétrofil E.coli ‘nin sitoplazmik tamponlama
kapasitesi karsilagtirlldiginda ikincisinin daha fazla tamponlama kapasitesi oldugu one
stirlilmiistlir. Bu 6neri ile asidofil mikroorganizmalardaki sitoplazmik tampon vasitasiyla pH
homeostasisinin  noétrofillerden daha yiliksek tamponlama kapasitesi olmadigini
belirtmektedir. Diger tamponlama molekiilleri arasinda, dihidrojen fosfat iyonu ve potasyum
yer almaktadir. Ferroplasma, Leptospirillum, Acidithiobacillus ferrooxidans, A. thioxidans,
A. caldus gibi asidofil mikroorganizmalarin ¢ogunun genom dizileme analizleri, ATPaz,
antiportir ve simportirlart icerdigi varsayillan proton akig sistemlerinin varhigini
dogrulamaktadir (Tyson vd., 2004). Asidofil mikroorganizmalarda ikincil transportirlarin
yoklugu rapor edilmistir. Aktif ikincil transportirlar membran proteinleri, transportu
saglayan sodyum, potasyum iyonlarinin transmembran elektrokimyasal gradiyentlerini
kullanmaktadir. P. torridus ve T. acidophilum’da asidofil mikroorganizmalarin diisiik pH’ya
adaptasyonunu saglayan bu ikincil transportirlarin yiiksek miktarda var oldugu bilinmektedir

(Sharma vd., 2016).

Genellikle heterotrofik asidofil mikroorganizmalar asetik asid, latik asit gibi organik
asitleri parcalama yetenegindedirler. Bu asidler asidik pH’ta solunum zincirinin ayiricisi
olarak davrandigi i¢in asidofil mikroorganizmalara zararlidir. Protonlanmig asid/konjuge
baz ciftleri olan bu yapilar hiicre zar1 boyunca ayrilabilen protonlarin kolay ge¢mesine
yardimct olurlar. Organik asit degradasyon yolaklarinin enzimlerini kodlayan genler

ekstrem asidofil mikroorganizmalarin genomlarinda vardir, kesin olmamasina karsin diisiik
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pH ile iliskilendirilmistir. ilging bir sekilde ekstrem asidik pH’da biiyiime yeteneginde olan
tiim asidofil mikroorganizmalar heterotroftur ve organik asitleri pargalamada etkilidir. Diger
proteinlerin uygun katlanmasini saglayan proteinler saperonlardir. Ilging bir sekilde asidofil
mikroorganizmalarda 1s1 sok proteinleri/saporonlarin yiiksek diizeyde ifade edildigi rapor
edilmistir. Bu saperonlar zarar goéren proteinlerin hizli ve etkili tamir edilmesini

saglamaktadir (Sharma vd., 2016).

Asidofil mikroorganizmalarin enzimleri uygun katlanmis yapilara sahiptir ve asidik
karakterdeki ¢evrelerde kararli yapidadir. 1 gibi diisiik pH’larda katalitik olarak aktiftirler.
Diisiik pH’da fonksiyon goéstermesi igin proteinlerin adaptasyonlari olmalidir. Acid amino
asit rezidiilerindeki ytiiklerine engel olarak protein dogal yapilarinin bozulmasina neden
olmaktadir. Asidstabil proteinlerin var olan adaptasyonlar1 kesin olarak analagilamamistir
ama enzimlerin yiizeyindeki asidik amino asitlerin (nétral pH’da negatif yiiklii) varlig diisiik
pH’daki ¢aligmalarini sagladigint gostermektedir. S. solfataricus ’tan modellenmis endo-b-
glukanaz iizerinde ¢ok sayida glutamik ve aspartik ylizey kalintisinin varligi, nétr pH’ta
yiiksek bir negatif yiizey yiikii iiretmesi, diisiik pH’ta asitstabil enzimler i¢in 6nemli bir
adaptasyondur. Cok sayida asidik rezidii endo-B-glukanaz i¢in daha diisiik bir izoelektrik
noktaya (pl) karsilik gelmektedir. Buna karsin, , S. solfataricus 'tan gelen notr 3-glukanazlar,
ayni zamanda, nétr ile daha az asidik pH’ta optimal aktivite sergilemelerine ragmen, ayni
zamanda, asitlendirilebilir B-glukanazlarinkine benzer bir izoelektrik noktaya sahiptirler. Bu
durum, ¢ok sayida asidik yilizey kalintisinin varliginin, endo-B-glukanazin asit stabilitesini

belirlemede tek faktdr olamayacagini gosterir (Sharma vd., 2016).

A. acidocaldarius’tan elde edilen asidstabil o-amilaz enzimi ylizeyinde az
yogunlukta hem pozitif hem de negatif yiikler tasimaktadir. Bu durum, asidik pH’ta ytikli
gruplarin elektrostatik itilmesini Onler ve asit stabilitesi i¢in bir adaptasyon olarak kabul
edilebilir. F. acidiphilum’un birkag¢ proteininin analizi ile sitoplazmik pH’dan daha diisiik
pH’da aktif olan enzimlerin varligin1 gostermistir. Bu olusan durum bu enzimlerin hiicre ici
boliimlere ayrilmasindan ve sitoplazma iginde mevcut olan pH gradyanindan dolay1 olabilir.
Bunun bir bagka nedeni bu enzimlerin, sitoplazmaninkine daha yakin pH optimasint daha
artiran ¢ok enzim kompleksleri olusturmasidir. F. Acidiphilum’un proteomik analizi,

enzimlerin pH stabilitesine katkida bulunan yiiksek oranda demir proteinlerinin varligini
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gostermistir. Bu demir, proteinin 3 boyutlu yapisini sabitleyen bir “demir per¢in™ iglevi

gormektedir (Sharma vd., 2016).

Asidofil mikroorganizmalar nétrale yakin i¢ pH saglamaktadir ve bu yiizden hiicre
zar1 boyunca genis kimyasal proton gradienti saglamaktadir. Hiicre igine proton hareketi
hiicre ici net pozitif yiik ile en aza indirilmektedir. Hiicreler titre edilebilir gruplar gibi
haraket eden proteinlerin amino asit yan zincirleri, niikleik asitlerin fosforlanmis gruplari ve
metabolik ara maddelerin neden oldugu pozitif i¢ membran potansiyeline sahiptirler. Sonug
olarak, diisiik hiicre i¢i pH titre edilebilir gruplarin protonasyonuna yol agmakta ve net hiicre
ici pozitif yiik tiretmektedirler. Dunaliella acidophila’da yiizey yiikii ve i¢ zar potansiyelinin
pozitif olmasi ile protonlarin hiicrelere akisinin azaltmasi beklenmektedir. Ayrica, hiicreden
disar1 akigi kolaylastirmak i¢in giiglii bir sitoplazmik membran H'-ATPaz’1 da asir1 ifade
etmektedir. 7. Ferrooksidans’in rustisiyanin (asit-kararli elektron tasiyicisi)’in asit
kararliligi, hiicre icinde yer alan yliksek dereceli igsel ikincil yap1 ve hidrofobik ortama
dayandirilmaktadir. Elektrostatik itme ve protein katlanmasini en aza indirerek, nispeten
diisiik bir pozitif yiik seviyesi termopsin (Sulfolobus acidocaldarius’un bir proteazi) ve
Alicyclobacillus acidocaldarius’un bir amilazi gibi salgilanmis proteinlerin asit stabilitesine

baglanmistir (Satyanarayana vd., 2005).

Bir¢cok metal, diigiik pH'da nétr pH ortamlarinda oldugundan daha fazla ¢oziiniir
olmaktadir ve asidofillerin yiiksek metal konsantrasyonlarina maruz kalmasina neden
olmaktadir. Metal direnci, pasif (metal stilfat komplekslerinin olusumu, i¢ pozitif membran
potansiyeli, proton ve metaller arasinda baglanma alanlar1 i¢in rekabet, biyofilmler / hiicre
dis1 polimerik maddeler iiretimi) ve aktif sistemler (atik su pompalar1 / tasiyicilar)

kombinasyonu ile saglanabilmektedir (Gumulya vd., 2018).

Inorganik polifosfatlar veya saperonlar kullanilarak metal sekestrasyonu, bir metal
iyonunun daha az toksik bir forma enzimatik doniisiimii. Metal iyonlarinin taginmasini
katalize eden baglica protein aileleri tanimlanmistir (Gumulya vd., 2018):

- P tipi ATPazlar (Cd*" ve Cu?" i¢in),

- ATP baglayici kaset (ABC) tipi tastyicilar (Ni2*, Mn?*, Fe** ve Mo?" igin),

- Direng Nodiilasyon Béliimii (RND) tastyicilar (Ni2*, Co?*, Cd** ve Zn?" igin)
- Katyon difiizyon kolaylastirici (CDF) ailesi (Zn**, Cd*" ve Co?" i¢in).
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Agir metaller insan sagligina zarar veren yaygin ¢evre kirletici maddelerdir. Toksik
metal iyonlarina maruz kalma, biiyiime durmasi, apoptoz ve bircok mikroorganizmanin
hiicre olimi ile sonuclanmaktadir. Mikroorganizmalarin agir metal direncinin
incelenmesinin 6nemi asagida verilen maddeler ile belirtilebilmektedir (Kulakovskaya,

2018):

- Mikroorganizmalarin su, besin, toprak ve atiklarin iyilestirilmesi i¢in biyosorbentler
olarak kullanilmasi (Bayat ve Sari, 2010; Monachese vd., 2012; Garcia-Garcia vd.,
2016; Hansda vd., 2016; Kulakovskaya, 2018);

- Agir metal kirliliginin izlenmesi i¢in mikrobiyal biyosensorlerin gelistirilmesi

(Gutiérrez vd., 2015; Garcia-Garcia vd., 2016; Kim vd., 2018; Kulakovskaya, 2018).

Mikroorganizmalar, toksik agir metallerin neden oldugu stresin iistesinden gelmek
icin ¢esitli yollar gergeklestirmektedir. Dogrusal bir ortofosforik asit polimeri olan inorganik
polifosfat (polyP), bu adaptasyona katilan bilesiklerden biridir. PolyP, metal iyonlar1 i¢in
oldukc¢a etkili bir kompleks yapicidir ve basit bir sekilde fosfatlarin yiiksek sicaklikta
kaynastirilmasiyla elde edilmektedir. Evlerde ve endiistride 6l¢cek olusumunu kontrol etmek
i¢in filtrelerde yaygin bir bilesiktir. PolyP igeren yeni sorbentlerin ¢alismalari, Ni**, Co?",
Cr?" (Tarasevich ve Klimova, 2001), Pb?*, Zn**, Cd*" (Amer vd., 2010)’un sulu ¢dzeltilerden
uzaklastirilmas: i¢in bir adsorban olarak sodyum polifosfat modifiyeli kaolinit kilinin
yiiksek potansiyelini ortaya koymaktadir. Mikrobiyal hiicreler siklikla biiyiik miktarda
polyP icermektedir. PolyP'nin agir metal iyonlariin detoksifikasyonunda yer aldig agikca
ifade edilmektedir (Kulakovskaya, 2018).

Agir metal iyonlarinda PolyP rolii bakterilerde (Keyhani vd., 1996; Keasling ve
Hupf, 1996; Gonzales ve Jensen, 1998) ve mayalarda (Okorokov vd., 1983) toleransi rapor
edilmistir. Metallerin fosfat aracili iyilestirilmesi tizerine yapilan incelemede (Martinez vd.,
2014), “metallerin ve radyoniiklidlerin hiicre i¢ine girmesi veya hiicre disindan ayrilmasini
tesvik eden polifosfat metabolizmasi, kirlenmis ortamlardaki mevcut mikroorganizmalarin
fizyolojilerini kullanan bir iyilestirme yaklagimini temsil etmektedir” demistir. PoliP'in agir
metal direncindeki roliinii gdz Oniine alindiginda, fosfat alma sistemlerinde ve poliP

metabolizma yollarinda prokaryotlar ve Okaryotlar arasindaki biiylik fark oldugu
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bildirilmigtir. Bakterilerdeki poliP metabolize edici enzimler sunlardir (Sekil 2.8)
(Kulakovskaya, 2018):

- Polifosfat kinazlar (ppk): Enerji bakimindan zengin fosfat kalintilarin1t ATP'den polyP'ye
ve poliP'den ADP'ye geri transfer etmektedir (Rao vd., 2009; Kulakovskaya, 2018);

- Ekzopolifosfatazlar (ppx): PoliP zincirinin sonundan fosfat ayirmaktadir (Rao vd., 2009;
Kulakovskaya, 2018).

Sekil 2.8. Ekzopolifosfataz ve polifosfat kinazlarin ¢alisma prensibi (Kulakovskaya, 2018)

2.3.4. Ekstremofil mikroorganizmalarin biyoteknolojik uygulamalari

Ekstremofiller gelismeleri i¢in bazi fiziksel yapilara ve/veya metabolik kapasitelere

sahiptirler ve sinirlar1 genis ekstrem kosullarda yasayabilmektedir. Ektremotolerantlar ve
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ekstremoresistantlar da hayatta kalmalar1 i¢in benzer o6zelliklere sahiptirler. Tim
organizmalar, yasamlarinda gerekli iki ana besin kaynagi karbon ve azota kendi ¢evrelerinde
farkli form ve konsantrasyonlarda erisebilmektedir. Bu mikroorganizmalarin hayatta
kalmalar1 ve gelismeleri i¢in g¢esitli substratlar1 ve metabolik yolaklar1 nasil kullandiklarini
anlamaya ¢alismak oldukca ilgi c¢ekici bulunmaktadir. Buna karsin biiyimeleri igin

heterotrofi ve otorofi olmak tizere iki model sunulmaktadir (Tse ve Ma, 2016)

Dogal ekstrem g¢evrelerin yaninda, insan eliyle olusturulmus asit maden sulari, buhar
1sitmali yapilar ve soguk hava depolari1 da ekstrem ¢evreler arasinda yer almaktadir. Ekstrem
cevrelerdeki organizmalarin ¢esitliligi, molekiiler ve diizenleyici mekanizmalar ile ilgili
caligmalar yogun olarak yapilmaktadir. Proteinler, enzimler (ekstremozim), uyumlu
cozlinenler gibi ekstremofillerden elde edilen iiriinler biyoteknolojinin ilgi alanlar1 i¢indedir.
Bu alanlarda yapilan ¢alismalar diger gezegenlerde de yasamin olabilecegine dair kanit

olabilecegi diisiiniildiigii i¢in de oldukga ilgi ¢ekicidir (Satyanarayana vd., 2005).

Yiiksek aktivite ve stabiliteye sahip enzim ve/veya biyolojik olarak aktif madde
iiretmesi, kimyasal maddelerin (ksenobiyotik) yikim1 ve/veya elimine edilmesi, agir metal
iyonlar1 ve radyonuklidlerin biriktirilmesi i¢in ekstremofiller biyoteknolojik ve ticari
uygulamalarda yarista yer almaktadir. Pek ¢ok ekstremofilin ezimlerinin genis pH araliginda
yiiksek aktivite ve kararlilik gostermesi, organik ¢oziicii varliginda, iyonik giicler ve yliksek

sicaklik altinda kararli kalmasi tercih edilme sebeplerindendir (Morozkina vd., 2010).

Buna karsin, enzimlerin ve biyolojik olarak aktif maddelerin iireticileri ekstremofil
mikroorganizmalarin kiiltiirasyonu sirasinda diisiik verimlilik goézlenmektedir (Srilatha,
2011). Ayn1 zamanda izole edilen asidofil mikroorganizmalarin da uzun gelisme siireleri
nedeniyle endiistriyel uygulamalarda kisitlamalara neden oldugu rapor edlmistir (Jerez,
2008; Nicolaidis, 1987). Uretilebilirligin artmasi amaciyla, ¢esitli mezofil bakteriyel
sistemlerde ifade edilmek iizere ekstremofillerin gerekli genleri klonlanmaktadir. Klonlama
ve ifade edilmenin Ornekleri arasinda Rhodothermus marinus’dan termostabil xylanase
enziminin E. coli’de klonlanmasi ve Desulfurococcus mucosus’dan pullulanase enziminin
Bacillus subtilis’de klonlamas1 gosterilebilmektedir. Uretilebilirligin artmasi amaciyla
kullanilan yontemler arasinda yeni kiiltlirasyon metodlar1 da yer alabilmektedir. Bu

yaklagimin Ornekleri arasinda Sulfolobus shibatae’nin biyokiitle verimini arttirmak igin
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diyaliz biyoreaktoriin kullanilmas1 verilebilir. Genelde kullanilan fermentér ile
kiyaslandiginda verimi 30-40 kat daha arttirdigi goriilmektedir. Diyaliz biyoreaktorde

sentezi inhibe eden sekonder metabolitlerin eliminasyonu yapilmaktadir.

Endiistriyel uygulamalarda en cok katki termofil enzimlerden saglanmaktadir.
Onlarin kiiltiirasyonu sirasinda mikrobiyal kontaminasyon riski azalmakra, substrat
¢Oziiniirliigl artmakta ve kiiltiir besi ortaminin viskositesi azalmaktadir. Termofil enzimlerin
iistiinliigii ¢ok yiiksek termostabilite gostermeleri ve 70 °C ve 125 °C sicaklik degerlerinde
optimum pH degerine sahip olmalaridir. Ekstremofil mikroorganizmalardan termofilik ve
hiprtermofilik mikroorganizmalar yiiksek termostabil hidrolazlari iiretmekte ve ¢ok cesitli
endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir. termostabil hidrolazlar arasinda seliilaz, ksilinaz,
pektinaz, kitinaz, amilaz pullulanaz, lipaz, proteaz, glukoizomeraz, alkol dehidrogenaz ve
esteraz yer almaktadir. Psikrofil mikroorganizmalar da hidrolaz {ireticisi olarak
kullanilmaktadir. B-glukanaz, seliilaz, pektinaz ve proteinaz gida endiistrisi ve endiistriyel
atik aritiminda tercih edilmektedirler. Alkalofilik mikroorganizmalardan, 6zellikle Bacillus
tiirli bakterilerin enzimleri pek ¢ok endiistride yiiksek sicaklik ve alkali pH degerlerini igeren
uygulama alaninda kullanilmaktadir. Bu nedenle elastaz ve keratinaz kozmotik
endiistrisinde uygulamalaria sahipken; seliillaz, proteinaz, amilaz, lipaz gibi hidrolitik

enzimler deterjan tiretiminde kullanilmaktadir.

Nuklein metabolizmasinin termostabil enzimleri -DNA polimeraz, DNA ligaz,
restriktaz ve fosfatazlar- molekiiler biyoloji ve tip alaninda genis kabul gormiis
uygulamalara sahiptir. Ekstremozimlerin en iyi c¢alisilmis enzimlerinden biri olan DNA
polimeraz (Taq), hipertermofilik bakteri izolat1 olan Termus aquaticus’dan izole edilmistir.
Yiiksek termostabilitesi ile polimeraz zincir reaksiyonunda DNA amplifikasyon isleminin
yapimini kolaylastirmaktadir. Son zamanlarda ekstremofillerden elde edildigi bilinen 13
tane DNA polimeaz vardir, buna karsin hala 7ag polimeraz kataliz etkisi ve hiziyla
kullanilan en yaygin enzimdir. Pyrococcus furiosus’un DNA polimerazi bakteriyel ve viral
enfeksiyon teshislerinde 7ag DNA polimeraz ile karsilastirmali kullanilmaktadir. DNA
dizileme i¢in ise temostabil enzimlerin karisimi kullanilmaktadir. Thermus aquaticus’in
termosekans DNA polimerazi ve Thermoplasma acidophilim’den TAP pirofosfotaz
kombinasyonu yontemin duyarliligini arttirmaktadir. Son zamanlarda termostabil DNA

ligazin arastirilmasi ve aktivite calismasi yer almaktadir. En ¢ok ilgi ¢ceken enzimler
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Thermus, Bacillus, Rhodothermus, ve Hydrogenobacter tiirleri tarafindan iiretilmektedir.
Ekstremofil organizmalarin enzim uygulamalarinin en ¢ok katki saglayan yonlerinden biri
biyosensor bileseni olarak kullanimidir. Enzim oda sicakliginda herhangi bir transformasyon
olmandan substrata baglanmaktadir. Enzim ve substrat baglanma prosesinin gozlemi
floresan yontemi ile yapilmaktadir. Bu yontem basit ve oldukca duyarlidir. Bacillius
stearothermophilus’un termostabil glukokinaz enzimi, ters glukoz biyosensor olarak
kullanilmaktadir (tekrar kullanilabilmektedir) (D’Aurina vd., 2002; Morozkina vd., 2010).
Termofil ve asidofil Thermopasma acidophilim’un glukoz dehidrogenazinin uygulamalari

biyosensoriin olusturulmasi sirasinda alternaitf ¢oziim olabilmektedir.

Bacillus acidocaldarius’n piriivat kinazinin kullanimu ile kan, potasyum ve sodyum
iyonlarinin degerlendirilmesi i¢in biyosensor sistemlerin iiretim yapilma olasili1
gosterilmistir (D’Aurina vd., 2000; Morozkina vd., 2010). Enzimle substrat baglanmasi
biyosensor olusturulmasi i¢in 6nemli reaksiyon oldugu i¢in apoenzim bile sensor olarak
kullanilabilir. Termostabil enzimlerin (apoenzimleri igeren) kullanimi, ekstremofil
mikroorganizma uygulamalarint modern alanlarin1 aktif olarak gelistirmektedir. Bu
gelismeler, metod duyarliligini gelistirmeye, ¢esitli bilesenlerin analizini kolaylastirmaya,
hizl1 sonuca varmaya ve maliyeti diisiirmeye izin vermektedir. Ekstremozimlerin ilgileri
yalnizca endiistriyel uygulamalartyla sinirli degildir, model sistem olarak da arastirma

caligmalarinda kullanilmaktadir.

Biyolojik olarak aktif maddeler literatiirde ekstremolit olarak adlandirilmaktadir.
Ekstrem kosullarin etkisinden hiicreyi korumak i¢in ekstremofiller tarafindan sentezlenen
organik osmolitler ekstremolitlerdir (Lentzen vd., 2006; Morozkina vd., 2010). Gliserin,
betain, ektoin, hidroksiektoin, ekstremofiller tarafindan tretilmekte ve genis capta gida
sanayii, kozmotik sanayii, farmosotik sanayii ve molekiiler biyolojide kullanilmaktadir.
Hidrokarbonlar i¢in ihtiyag son yillarda biiylimektedir. Psikrofil ve psikrotolerant
mikroorganizmalar yag ile kirli su ve toprak byioremediasyonu i¢in ¢esitli hidrakarbonlar1
yikabilme yetenegindedirler (Aislabie vd., 2006; Morozkina vd., 2010). Hidrokarbondan
toprak biyoremediasyonunun iki yeni stratejisi bulunmustur. Biri ex-situ digeri in-situ olarak
adlandirilmaktadir. Ex-situ stratejide biyolojik muamele yer almaktadir, in-situ stratejide ise
kirli tabaka hareket ettirmeden muamele edilir. in-situ remediasyon daha ucuz ve ekolojik

olarak giivenlidir (Delille vd., 2003; Morozkina vd., 2010).
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2.4. Mikrobiyal Cesitlilik

Cogu ¢evresel mikroorganizma bir toplulugun bir pargasi olarak bulunmaktadir. Bu
topluluk, bir fomitte bir arada bulunan iki popiilasyon kadar basit olabilirken; tabakali,
mikrobik bir mattaki siyanobakteriler, siilfat indirgeyen bakteriler ve diger
mikroorganizmalar gibi biraz daha kompleks olabilmekte veya gram basina binlerce tiir
icerebildigi gibi; toprak gibi ¢ok karmasik da olabilmektedir. Topraga ek olarak, karmagik
mikrobiyal topluluklar, bitkiler, ylizey ve/veya yer alt1 sular1 dahil olmak {izere diger dogal

ekosistemlerde de bulunmaktadir (Gentry vd., 2015).

Ekolojistler, organizmalari ve topluluklarini tanimlamak i¢in hiyerarsik bir
siniflandirma sistemi (Sekil 2.9) kullanmaktadirlar. Genetik olarak iligkili olan ve ayni islevi
yakin bir yerde gerceklestiren (yani ayni nisi isgal eden) mikroorganizmalar topluca bir
popiilasyon olarak adlandirilmaktadir. Ayni kaynaklar i¢in rekabet eden popiilasyonlar
gruplara ayrilmaktadir. Belirli bir ortamda bulunan biitiin gruplar (ve bdylece topluluklar)
mikrobiyal toplulugu olusturmaktadir. Cevresindeki diger biyotik ve abiyotik bilesenlerle
birlikte mikrobiyal topluluk ekosistemini olusturmaktadir (Gentry vd., 2015).

>
>

o | (CTIRTR)
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Etkileimlerin Karmagikhg:

Sekil 2.9. Mikrobiyal komunite i¢indeki ekolojik organizasyon

Topluluk acisindan bakildiginda, mikrobiyal ¢esitlilik, belirli bir ¢evrede bulunan
mikrobiyal popiilasyonlardaki varyasyon miktar1 (yani, genetik, morfolojik ve fonksiyonel
farkliliklar) olarak tanimlanmaktadir. Mikrobiyal topluluklar1 karakterize etmek i¢in yaygin
olarak farkli cesitlilik Ol¢timleri kullanilmaktadir (Cizelge 2.1). Bu tespitlerin temeli,



38

ornek(ler)deki farkli organizmalarin (yani tiirlerin) sayist (zenginlik), dagilimin esitligi
(esitlik) ve kimligidir (topluluk bilesimi). En sik bildirilen mikrobiyal ¢esitlilik verileri, tiir
zenginligi ve/veya esitligi (genellikle Shannon Wiener; a cesitliligi gibi ¢esitlilik
endekslerini kullanarak) ve topluluk kompozisyonu (B ¢esitliligi) gibi 6l¢iitleri igermektedir.
rRNA genlerine dayali olanlar da dahil olmak iizere herhangi bir ¢esitlilik tahmininin bir¢ok
siirlamaya tabi oldugunu belirtmek 6nemlidir. Ayrica, bir numunedeki tiim mikrobiyal
topluluk siralanmadik¢a, sekans verileri tiim toplulugun sadece bir kismini (bazen ¢ok

kiigiik) temsil etmektedir (Gentry vd., 2015).

Cizelge 2. 1. Mikrobiyal Cesitliligin Olgiileri

Alfa Cesitlilik Ornekteki tiir cesitliligi. Siklikla tiir zenginligi ve cesitlilik indeksi kullanilarak karar
verilir.

Beta Cesitlilik Ornek ya 6rnek toplulugunda kompozisyon varyasyonunun miktar

Gama Cegsitlilik Ornek birimlerinin toplamindaki tiim cesitlilik

Tiir Zenginligi Ornekteki tiir sayist

Tiir Aynihg Ornekteki tiir fazlah@min esitligi

Cesitlilik Indeksi Tiir zenginligi ve aynilig1 gibi

2.4.1. Mikrobiyal cesitliligin belirlenmesinde kullanilan kiiltiire bagh teknikler

AMD de dahil olmak iizere, mikrobiyal topluluklarin en uzun siire ¢aligmalari, dogal
ortamlarindan izole edilmis ve laboratuvar ortaminda tanimlanmis kosullar altinda
yetistirilen mikroorganizmalarla stirhidir. Geleneksel olarak, asidofilik
mikroorganizmalarin kiiltiirle edilmesi ve izole edilmesinin g¢esitli zorluklar1 ortaya
koyulmustur. Ancak, bunlarin iistesinden, farkli asidofil gruplari i¢in spesifik ve segici
bliylime ortamlarinin formiilasyonu, alternatif jellestirici maddelerin yani sira overlay
kiiltiirleme protokolii lizerine uzmanlagmis bir se¢ici segmenin benimsenmesi ile gelinmistir.
Son yirmi yilda kiiltiire bagli caligsmalar fenotipik o6zelliklerin anlagilmasi, asidofillerin
metabolizmas1t ve biyoteknolojik potansiyelinin anlasilmast yoniinde bir¢ok katkida

bulunmustur (Lukhele vd., 2019).

Bununla birlikte, yalnizca kiiltiirle sinirltysa, AMD mikrobiyotasinin ekolojisi ve
fizyolojisi hakkindaki goriisler kismi olabilir ve biiyiik olasilikla kiiltiire edilemeyen

mikroorganizma havuzunu yakalamak i¢in in vitro kiiltiirleme yetersizligi nedeniyle
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onyargil olabilirdi. Ustelik, kiiltiire bagimli yaklagimlar, dogal ortamda énemli tiir-tiir, tiir-
habitat ve topluluk-habitat etkilesimlerinin hassas bir sekilde ayarlanmasini saglayan
cevrenin dogru ve derinlemesine agiklanmasi i¢in uygulanacak kadar giiglii degildir. Buna
gore, AMD sistemlerinde mikrobiyal topluluk yapisini ve ¢esitliligini hizli ve ayrintili bir
sekilde incelemenin araci olarak Kkiiltirden bagimsiz yontemlere gecis yapilmasini

gerektirmistir (Lukhele vd., 2019).

2.4.2. Mikrobiyal cesitliligin belirlenmesinde kullanilan kiiltiirden bagimsiz teknikler

Kiiltire bagli yontemler, dogal ve kontamine olmus ortamlarin mikrobiyal
ekolojisinin  arastirilmasinda  Onemlidir, ancak mikrobiyal genetik ¢esitliligin
degerlendirilmesinde son derece Onyargiyla yaklasilmaktadir. Genellikle, organizmanin
tamimlanmas1  geleneksel olarak plak sayimi gibi kiiltiirasyon teknikleri ile
gerceklestirilmektedir. Cevresel topluluklarin molekiiler analizleri, kiiltiire edilemeyen
fraksiyonun herhangi bir 6rnekte mevcut olan toplam prokaryot sayisinin % 99’un {istiinde

oldugunu ortaya koymustur (Hugenholtz, 2002; Panigrahi vd., 2019).

Cevresel degisimlere bir cevap olarak zamansal ve mekansal dl¢ekte mikrobiyal
topluluk bilesimini anlamak i¢in ¢esitli ve en yeni biyokimyasal ve molekiiler yontemler
kullanilmistir. Bu yeni yaklagimlar, ortamdaki ekolojik siiregler arasinda belirli mikrobiyal
poplilasyonlarla baglantiya izin vermekte ve hangi faktorlerin ve kaynaklarin bir ortamdaki
genis genetik ve metabolik cesitliligi yonettigi gibi mikrobiyal ekolojideki 6nemli sorulari

cevaplamamiza yardimci olmaktadir (Rastogi ve Sani, 2011; Panigrah, vd., 2019).

Mikrobiyal ekolojideki geleneksel standart kiiltlir teknikleri, mikroorganizmalarin
karakterizasyonu i¢in Nutrient Agar, Tryptic Soy Agar, vb. kolayca bulunan ticari
besiyerlerini kullanmaktadir. Bununla birlikte kiiltiir bazli teknikler herhangi bir ortamda
bulunan mikrooganizmalarin yalnizca kiiglik bir kismint (%1) karakterize etmekle sinirl
kalmaktadir. Thtiya¢ duyuldugunda, mikrobiyal topluluklarim kiiltiire edilebilen kisimlarini
arttirabilmek i¢in besinler, oksijen gradyani, pH, vs. gibi ¢esitli bilesenleri ya da faktorleri
gelistirilmistir.  Kiiltiir  siirecindeki  ¢esitli Onlemlere ve degisikliklere ragmen,
organizmalarin tiimii kiiltiire edilememis olabilmektedir. Dogal ortamda yasama kabiliyetine

sahip, ancak laboratuar kosullarinda yetigmeyen mikroorganizmalar yasayabilir ancak
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kiiltire edilemez (VBNC viable but nonculturable-YAKE) olarak adlandirilmaktadir
(Oliver, 2005; Panigrahi vd., 2019). VBNC organizmalar1 tamamen yeni bir grubu temsil
eder ve biyoremediasyonda bol veya c¢ok aktif olabilir, ancak standart kiiltlir yontemleri ile
kullanilmaya devam edemez (Rastogi ve Sani, 2011; Panigrahi vd., 2019).
Mikroorganizmalarin ¢ogunlugu laboratuarda gelistirilememekte ve bunlarla ilgili temel
bilgi kaynag: niikleik asitler, proteinler ve lipitler gibi biyomolekiillerinde bulunmaktadir.
Niikleik asit yaklagimlari, prokaryotlar ve dkaryotlar i¢in sirasiyla tiim genomlarin veya 16S
ve 18S rRNA (ribozomal RNA) gibi se¢ilmis genlerin analizini igermektedir. Filogenetik
markirlar, molekiiler ¢esitliligine dayanan kiiltiirden bagimsiz topluluk analizi i¢in oldukg¢a
giiclii bir ilerlemeye neden olmus ve mikrobiyal ekolojide ¢ok ¢esitli molekiiler tekniklerde
kullanilmistir.  Cevresel  bolgelerdeki ~ mikrobiyal ve  islevsel  cesitlilikteki
mikroorganizmalarin anlagilmasinda yaygin olarak kullanilmistir (Nocker vd., 2007;

Panigrahi vd., 2019).

Biyolojik bozulma potansiyelini artiran bazi fizyolojik o6zelliklere sahip olan bir
topluluk icindeki belirli alt popiilasyonlar1 saptamak i¢in bazi katabolik genler de molekiiler
belirtecler olarak kullanilmistir (Torsvik ve @Ovreas, 2002; Panigrahi vd., 2019). Klon
kiitiiphaneleri, genetik parmak izi, vb. gibi mevcut tekniklere (Sekil 2.10) ve in situ
hibridizasyon, DNA mikroarray, izotop dizisi ve kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (Q-
PCR) gibi ileri tekniklere dayanarak arastirllmaktadir. Daha kesin bir sekilde
metaproteomik, proteogenomik ve metatranscriptomik gibi post genomik yaklasimlar,
mikrobiyal ekolojisi arastiricilarina, mikrobiyal ¢esitliligi ve kontamine olmus bir bdlgenin

topluluk kompozisyonunu degerlendirmesine yardimeci olmaktadir.

Sekil 2.10°da fonksiyonel mikrobiyal ¢esitliligin karakterizasyonu ve izlenmesi i¢in
kontamine bdlgelerdeki biyoremediasyon stratejilerinin sematik gosterimi verilmektedir.
Asdofil mikroorganizmalarin yayimn olarak kullanildigi biyoremediasyon yaklasiminda
kullanilan teknikler herhangi bir c¢evredeki komunite belirleme c¢alismalarinda da

uygulanabilmektedir (Panigrahi vd., 2019).
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Sekil 2.10. Biyoremediasyon stratejilerinin sematik gosterimi (Panigrahi vd., 2019).

Kiiltiirden bagimsiz teknikler tiim topluluk profili olusturma, kismi topluluk profili
olusturma, fonksiyonel cesitlilik  belirleme, omik  teknolojileri olarak

smiflandirilabilmektedir (Panigrahi vd., 2019).

2.4.2.1. Klon kiitiiphanesi olusturma

Klon kiitiiphanesi olusturma kismi topluluk analizi yaklagimi olarak adlandiriimakta
ve genellikle bir cevresel numunenin toplam DNA/RNA’sinin mikroorganizmalarin
karakterizasyonu i¢in kullanildigi PCR-bazli yontemleri takip etmektedir (Sekil 2.11). Bu
sekilde tiretilen PCR iiriinii, VBNC kism1 dahil tiim organizmalardan gelen mikrobiyal gen
imzalarmin bir karigimidir. Tiim prokaryotlarda, 16S rRNA gibi korunmus genlerin PCR
amplifikasyonu yapilmaktadir. Yapisal ve islevsel olarak korunmus (Hugenholtz, 2002;
Panigrahi vd., 2019) ve genellikle mikrobiyal ekolojideki filogenetik analizler i¢in “altin
standart” olarak kabul edilmektedir. 16S rRNA dizisinin termolojisinden de anlasildig: gibi,
bilinen kaydedilmis mikroorganizmalar ile filogenetik benzerliklere dayanarak, yeni
izolatlara bir molekiiler dizilim atanmaktadir. RNA polimeraz beta alt birimi (rpoB), giraz

beta alt birimi (gyrB), rekombinaz A (recA) ve 1s1 sok proteini (hsp60) gibi diger korunmus
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genler de bakteri tiirlerinin alt popiilasyonlarint ayirt etmek i¢in kullanilabilmektedir
(Ghebremedhin vd, 2008; Panigrahi vd., 2019). Klon kiitiiphanesi yontemleri, genetik
parmak izi ve DNA mikroarrayleri, cevresel DNA’nin PCR ile biiyiitiilmiis tiriinlerini analiz

etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 2.11. Mikrobiyal topluluk analizi i¢in klon kiitliphanesi yontemi (Panigrahi vd., 2019).

2.4.2.2. Genetik parmak izi teknikleri

Genetik parmak izi teknigi, PCR ile ¢ogaltilmis tirlinlerin ¢evresel DNA’nin dogrudan
analizine dayanan mikrobiyal topluluklarin belirli bir desenini veya profilini saglamaktadir
(Muyzer, 1999; Panigrahi vd., 2019). Bunlar, filogenetik (16S rRNA) PCR
amplifikasyonundan sonra amplikonlarin veya evrensel veya spesifik primerlerin
kullanildig1 fonksiyonel genlerin ayrilmasini temel almaktadir. Bu teknikler hizlidir ve
birden fazla 6rnegin eszamanli analizine izin vermekte ve dogrudan taksonomik kimlikler
saglamamaktadir. Mikrobiyal topluluklar arasindaki benzerlik ve farkliliklar, farkli
mikrobiyal 6rneklerin “parmak izlerine” dayanan bilgisayar destekli kiime analizi (6rnegin

GelCompar) kullanilarak karsilastirilmaktadir.
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2.4.2.3.DGGE ve TGGE

Denatiire edici gradient jel elektroforezi (DGGE), PCR ile giiclendirilmis spesifik
molekiiler marker (16S rRNA fragmanlari) elektroforezinin, lire ve formamid karigimini
iceren DNA denaturantin dogrusal gradientinden olusan bir poliakrilamid jel iizerinde
ayrilmasina dayanmaktadir (Muyzer vd, 1993; Panigrahi vd., 2019) (Sekil 2.12).
Fragmanlarin ayrilmasi, dogrusal bir DNA denaturant gradienti (DGGE) veya bir lineer
sicaklik gradienti jel elektroforezi (TGGE) igeren iki boyutlu (2B) poliakrilamid jellerinde
kismen erimis ¢ift sarmalli DNA molekiillerinin elektroforetik hareketliliginin azalmasina
baglidir (Muyzer ve Smalla, 1998; Panigrahi vd., 2019). TGGE’de, kimyasal bir denaturant
yerine bir sicaklik gradyani kullanilmaktadir. Farkli PCR amplikonlar1 arasindaki sekans
degisimi, erime davramiginda belirleyicidir ve bu nedenle farkli sekanslara sahip
amplikonlar, jelde farkli pozisyonlarda gog¢li durdurmaktadir. Hem DGGE hem de
TGGE’de, iki DNA seridinin tamamen ayrilmasini 6nlemek i¢in, PCR asamasi sirasinda bir
5’-GC kuyruklu (30-50 niikleotit) ileri primer kullanilmaktadir. Amplifiye edilmis DNA
fragmanlar1 genellikle 500 bp boyutunda sinirlidir ve dizi farkliliklar tarafindan yonetilen
erime davraniglarina dayanilarak ayrilmaktadir. DGGE veya TGGE sirasinda iiretilen
bantlarin sayisi, genellikle numunedeki baskin mikrobiyal takson sayisi ile iliskilidir.
Boylece, karisik amplikonlarin karmasik bir topluluktan denatiire gradyanlar araciligiyla
elektroforezi, jelde farkli gd¢ mesafelerinde bantlardan olusan bir parmak izi ile
sonuclanmaktadir (Chakraborty ve Das, 2014; Panigrahi vd., 2019) Tek tek bantlar, spesifik
taksonomik gruplari tanimlamak i¢in jelden ¢ikarilabilir, yeniden c¢ogaltilabilir ve
nihayetinde molekiiler problara dizilebilir veya hibritlenebilir. Bu 6zel 6zellik, mikrobiyal
cesitliligin biiylik oranda bilinmedigi ¢evresel ornekler agisindan son derece onemlidir
(Chakraborty ve Das, 2014; Panigrahi vd., 2019; Lukhele vd., 2019). AMD'deki sinirh
takson baskinlig1 nedeniyle, DGGE baskin topluluk iiyelerine yonelik bir sayimi saglamak
ve zamanla Olgekler lizerinde ¢evresel parametrelerle nasil ince ayar yapildigini belirlemek

icin bagariyla uygulanmaktadir (Lukhele vd., 2019).

Bununla birlikte, DGGE / TGGE ile ilgili belirli sinirlamalar vardir : 1) sinirh dizi
bilgisi saglamasi (<500 bp), 2) coklu rRNA operatorleri arasinda sekans heterojenligi sanst,

3) farkli DNA fragmanlar1 benzer erime noktalarina sahip olmasi 4) poliakrilamid jel



44

elektroforezi ile ayrilabilen farklit DNA fragmanlarmin sinirlt sayida olmasi (Rastogi ve

Sani, 2011; Panigrahi vd., 2019).

Kirlenmig bélgelerden gelen Mikrobiyal topluluklardan
mikrobiyal topluluklar DNA izolasyonu
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Sekil 2.12. Denatiire gradyan jel elektroforezinin sematik gosterimi (Panigrahi vd., 2019).

2.4.2.4. Amplifive ribozomal DNA restriksivon analizi ve terminal testriksivon

fragment uzunlugu polimorfizmi

ARDRA, bakterilerin 16S rRNA’sin1 kodlayan genine RFLP’nin (Restriction
Fragment Length Polymorphism), uzantisidir (Smit vd, 1997; Panigrahi vd., 2019). Teknik,
16S rRNA geninin ucundaki korunmus bolgelere yonelik primerleri kullanan bir enzimatik
amplifikasyon ve dortlii kesen restriksiyon enzimleri (6rn., Alul ve Haelll) kullanilarak
gerceklestirilen kesimi igermektedir. Kesilen fragmanlar agaroz veya poliakrilamid jel
tizerinde ayrilmaktadir. Elde edilen profilleirn analiz edilen tiirlerin temsilcisi oldugu
ongoriilmektedir. Cesitli enzimlerinden elde edilen profiller, kiiltiirlii izolatlar1 ve topluluk
DNA’sindan klonlama yoluyla elde edilen 16S rRNA genlerini filogenetik olarak
karakterize etmek i¢in kullanilabilmektedir (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. Amplifiye edilmis ribozomal DNA restriksiyon analizinin sematik gosterimi
(Panigrahi vd., 2019).

T-RFLP'de, mikrobiyal topluluk yapis1 ve ¢esitliligi, fliioresan boyalarla etiketlenmis
ve kisitlama endoniikleazlariyla kisa pargalara sindirilen kisa PCR amplikonlarinin

¢oziiniirliik modellerinden ¢ikarilmaktadir (Lukhele vd., 2019).

AMD sistemlerindeki T-RFLP uygulamalar1 ¢ogunlukla prokaryotik topluluklar
tizerindeki mekansal-zamansal degisikliklerin incelenmesi ve genetik yapidaki degisimlerin

cevresel parametreler veya olaylar ile korelasyonu ile sinirli kalmistir (Lukhele vd., 2019).

Uygulamalar1 ve gecici veya mekansal olarak ¢oziilebilen birden fazla AMD
mikrobiyal toplulugunun hizli karsilastirmali analizi i¢in uygulamalarina ve kullanimina
ragmen, parmak izi teknikleri mikrobiyal topluluklarin kapsamli analizi i¢in daha az idealdir.
Bunlar, taksonomik baglantilar i¢in diisiik ¢oziiniirliik ve diisiik hassasiyete sahip emek
yogun olmaktan muzdariptir. Parmak izi tekniklerinin, esas olarak DNA ekstraksiyonu ve
genlerin amplifikasyonu sirasinda ortaya ¢ikan yanliliga sahip oldugu da belirtilmelidir.
DNA ekstraksiyonu Ozellikle diisiik mikrobiyal biyokiitle ve metal iyonlar1 gibi olasi
kirletici maddelerin yiiksek icerigi nedeniyle AMD sistemlerinde zordur. Bununla birlikte,

bu teknikler daha derinlemesine analiz i¢in baslangi¢, temel bilgi olarak algilanabilen
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mikrobiyal topluluk yapisinin bir goriintiisiinii saglamada daha yararlidir (Lukhele vd.,

2019).

2.4.2.5.Fonksivonel mikrobivyal cesitlilik

Fonksiyonel mikrobiyal ¢esitlilik ve mikrobiyal fonksiyonlari etkileyen faktorler ile
ilgili  bilgiler, kirlenmis (kontamine) alanlarin biyolojik olarak diizeltilmesi
(biyoremediasyon) i¢in ¢ok onemlidir. Yerli mikrobiyal popiilasyon, kontaminant azaltma
stirecinde dnemli bir role sahiptir. Mikrobiyal topluluk, belirli bir alanda kontaminant artig1
ile onemli Ol¢lide degismektedir. Genellikle, toleransh tiirler, kontaminant maddelerin
baskisindan kaynaklanan dogal seleksiyon nedeniyle baskin hale gelmektedir (Margesin vd.,
2003; Head vd., 2006; Panigrahi vd., 2019). Diger ¢evresel degiskenler ayrica bolgesel iklim
(Bhattacharya vd., 2003; Maila vd., 2006; Panigrahi vd., 2019), toprak tipi ve 6zellikleri
(Hamamura vd., 2005; Panigrahi vd., 2019), ile bitki ortiisii (Joner vd., 2001; Panigrahi vd.,
2019) gibi faktorler mikrobiyal dagilimi etkilemektedir. Calismalarin ¢ogu filogenetik
kompozisyon iizerinde durmakta, bununla birlikte, mikrobiyal fonksiyonel yapilar hakkinda
bilgi ve kirlenmis sahalardaki ¢evresel degiskenlerle olasi iligkisi yetersizdir. Cevresel
numunelerden ekstrakte edilen RNA, aktif mikrobiyal topluluklar1 ve uykuda olan
mikrobiyal topluluklar1 ortaya ¢ikarmak icin DNA’dan daha degerli bilgiler saglar (Torsvik
ve Ovrea 2002; Panigrahi vd., 2019). Bu, rRNA ve mRNA’nin fonksiyonel olarak aktif
mikrobiyal popiilasyonlarin gostergeleri olarak kabul edilmesinden kaynaklanmaktadir. Bir
hiicredeki rRNA’nin miktari, bakterilerin biiylime aktivitesi ile kabaca iligkilidir ve
fonksiyonel genlerin mRNA’s1, spesifik kosullar altinda anahtar enzim aktivitelerini
gercekten eksprese eden bakterilerin saptanmasina ve tanimlanmasina izin verir (Wellington
vd., 2003; Panigrahi vd., 2019). Anahtar mikrobiyal siirecler hakkinda bilgi edinmek i¢in
izole edilen amoA (amonyak oksidasyonu), nifH (azot fiksasyonu), nirK ve nirS
(denitrifikasyon) ve dsr4 (siilfat indirgemesi) gibi bir¢ok gen, mikrobiyal topluluklarin DNA
/ RNA’sindan ¢ogaltilmistir (Hansel vd., 2008; Panigrahi vd., 2019). Mikrobiyal katabolik
cesitlilik ayrica, kitin, seliilloz ve lipitler gibi spesifik karbon substratlarinin kullaniminda
yer alan enzim kodlayan genler tarafindan da incelenebilmektedir (Torsvik ve @vrea, 2002;
Panigrahi vd., 2019). Buzul topraktaki lipaz iireten mikroorganizmalarin ¢esitliligi, lipaz
genlerinin PCR amplifikasyonu ile arastirilmis ve sekans analizi, toprakta birka¢ yeni lipaz

iireten organizmanin varligimi gostermistir (Yuhong vd., 2009; Panigrahi vd., 2019). Stabil
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izotop problama (SIP), mikroatoradiografi-FISH (MAR-FISH) ve Raman-FISH gibi stabil
izotoplar1 kullanan daha ileri yontemler, mikrobiyal topluluklarin metabolik aktiviteleri

hakkinda daha ayrintili bilgiler sunmaktadir (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. Fonksiyonel gen dizisi i¢in tipik bir is akis gosterimi (Panigrahi vd., 2019)

2.4.2.6. Q-PCR

Q-PCR veya gercek zamanli PCR, taksonomik ve fonksiyonel gen markerlerinin
bollugunu ve ekspresyonunu 6l¢mek i¢in mikrobiyal arastirmalarda kullanilan dogru ve hizli
bir yontemdir (Bustin vd., 2005; Smith ve Osborn, 2009). Geleneksel PCR, amplifiye
edilmis genlerin u¢ nokta tespitine dayanir, ancak Q-PCR, PCR’nin her dongiisii sirasinda
gercek zamanli olarak amplikonlarin birikimini 6lgmek i¢in ya SYBR GREEN vya da
470plud7yum problar1 (TagMan) gibi birbiriyle iliskili boyalar1 kullanmaktadir (Rastogi vd,
2009). Ustel fazda her dongiide yayilan fliioresans miktarim izleyerek, hedef sablonun
baslangi¢ miktarint hesaplamak miimkiindiir. Ger¢gek zamanli PCR, nicelik sinirt1 tipik olarak
bir ila iki genom kopya oldugundan oldukg¢a hassastir (Inglis ve Kalischuk, 2004). Hangi
genin arastirildigina bagl olarak, Q-PCR analizi, kirlenmis bdlgelerdeki numunelerin
fonksiyonel genlerini 6l¢ebilmektedir. Milyonlarca bagka gen iceren dogal numunelerdeki

ozel diisiik-bol (low-abundance) genlerin secerek biiyiitiilmesi (ve tespit edilmesi) igin
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spesifik primerler gerekir (Sekil 2.15). Mikroarray-tabanli bir yaklasim PCR’den 100 ila
10,000 kat daha az hassas olabilir (Eyers vd., 2004). Amplikonlarin miktar1 ger¢cek zamanli
olarak izlendiginden, PCR firiinlerinin 6l¢iimii i¢in herhangi bir PCR sonrasi adim

gerektirmez.

Mikrobiyal
orneklerin Ornek toplama U

toplanmasi
DNA ekstraksiyonu ve saflastirma

Spesifik olmayan Flurosan boya (SYBER

Green)
Raportorlerin eklenmesi
Spesifik Flurosan etiketli raportor prob

(Tagman prob)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Belirleme ve Gen Ekspresyon Analizi i B 8 E

Ik

Il

Kontamine Bélgeden Alinan Orneklerde
Fonsiyonel Genlerin Miktarinin Belirlenmesi

Sekil 2.15. QPCR analizinin sematik anlatimi (Panigrahi vd., 2019)

2.4.2.7. Fluoresans in situ hibridizasyon

Fluoresans In Situ Hibridizasyon (FISH), karisik topluluklardaki metabolik olarak
aktif mikroorganizmalar1 tanimlamak ve nicellestirmek icin kullanilan ve floresan problar
ile hiicrelerin i¢indeki niikleik asitlerin spesifik tamamlayict boliimleri arasinda dnceden
ekim yapmadan hibridizasyon reaksiyonu ile kullanilan molekiiler bir tekniktir (Lukhele vd.,
2019). FISH, bir ortamdaki mikrobiyal topluluk dinamiklerini degerlendirmede diger
molekiiler tekniklerle birlikte yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Malik vd., 2008; Rastogi
ve Sani, 2011; Richardson vd., 2002).

Hibridizasyon reaksiyonu epifloresans/konfokal mikroskopi ve nadiren de flow
sitometri ile tespit edilerek Ol¢iilmektedir. Hem kiiltiire edilebilen hem de kiiltiire

edilemeyen mikroorganizmalarin morfolojisi, miktar1 ve mekansal dagilimlar1 bakimindan
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mikrobiyal topluluklarin yapisinin daha ayrintili bir resmini vermektedir (Lukhele vd.,

2019).

Ekstrem ortamlardan biri olan AMD'deki mikrobiyal topluluklar cogunlukla aktif
hiicrelerden ve daha az aktif olmayan hiicrelerden olustugu i¢in oligoniikleotit problari ile

tespit edilmeyi daha miimkiin kilmaktadir (Lukhele vd., 2019).

Diger ileri molekiiler tekniklerle birlestirildiginde farkli FISH tipleri ortaya
cikmaktadir. Bir bolgedeki mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerini ve fonksiyonel
Ozelliklerini anlamak i¢in FISH, MAR (mikroatoradiografi) (MAR-FISH) ile
birlestirilmektedir (Wagner ve digerleri, 2006) (Sekil 2.16). MAR-FISH, uygun izotop
etiketli substratlar kullanarak bakterilerin ve spesifik yerinde (in situ) etkinliklerinin
tanimlanmasina yardimci olmaktadir. STAR (substrat izleme otoradyografisi)-FISH, ayni
prensiplere sahip olmalarina ragmen, metodolojide MAR-FISH’den farklidir. Katalize
edilmis raportér birikme (Catalyzed reporter deposition)-FISH (CARD-FISH), artan
hassasiyet ve giivenilirlige sahip baska bir FISH versiyonudur. Hibritlestirilmis hiicrelerin
sinyal yogunlugu, tiramit sinyal amplifikasyonu (TSA) ile birlikte peroksidaz etiketli
oligoniikleotit problar1 kullanilarak enzimatik sinyal amplifikasyonu ile arttirilmaktadir.
TSA, tiirevlendirilmis tiramit kullanilarak patentlenmis CARD teknigine dayanmaktadir
(Chakraborty ve Das, 2014).

& Ny % | Cevreden DNA izolasyonu |

¥

I DNA kaplanmig mikroskobik slayt |

\\
L NN Y
\ ,(\,\\ Ly
MONUL
w
Prob tasarimi ve eklenmesi I

¥

Denaturasyon |

¥

Hibridizasyon |

0

0 0

0 0
|

I

‘ FISH Uygulamasi

I Baglanmamis problar yikanmasi |
‘ ¢ Tartanimlama

* Karsilastirmali

| DAPI eklenmesi |
S ‘ genomik hibridizasyon

I Mikroskop altinda inceleme |

Sekil 2. 16. Floresan in situ hibridizasyon yonteminin sematik gosterimi (Panigrahi vd.,
2019)
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2.4.2.8.Yeni nesil molekiiler teknikler

Bilim adamlar1 ve toplum, insanlarin hem insan genomunu hem de mikrobiyal
genomu barindiran siiper organizmalar oldugu gercegini kabul etmektedir. Insan ve kendisi
ile iliskili mikrobiyota arasindaki karmasik iligskinin ve bu iligkinin her iki ortaginin nasil
modiile etdildigini veya etkilediginin arastirilmasinin zamani oldugu diisiiniilmektedir. Bu
aciklamadan yola ¢ikarak arastirmalarin hayvan ve bitki kralliklarina ve biitiinsel olarak
Diinya’nin biyomuna genisletilebilecegi diisiincesi hakim olmaktadir. Doga geregi, tiim
Diinya’nin biyomlarinin evrimi ve islevi, mikroplarla fiziksel ¢evre arasindaki sayisiz

etkilesimlerden etkilenmektedir.

Metagenomik terimi ilk kez 1998 yilinda Handelsman ve arkadaslari tarafindan
kullanilmistir (Handelsman vd., 1998) ve cevresel oOrneklerde yer alan mikrobiyal
genomlarin fonksiyonel ve dizi temelli analizleri ic¢in kullanilmaktaydi. Shotgun
metagenomik, bir ¢evresel ornek icinde mevcut genomlarin ¢ogunu tam olarak dizileme
kapasitesine sahiptir. Bu, bilinen ve bilinmeyen organizma soylarinin fonksiyonel analizi ile
iligkilendirilerek biyogesitlilik profiliini olusturmaktadir. Shotgun metagenomik ile ¢evresel
toplulukta kimlerin var oldugu, fonksiyonel olarak ne yaptiklar1 ve ekolojik konumda nasil
bir etkilesim i¢inde olduklart sorularina yanitlar alinmaktadir. Giiniimiizde ise ilgili genin

polimeraz zincir reaksiyonunun kullanildigr marker gen metagenomik yaklasimi 6n plana

cikmaktadir (Oulas vd., 2015).

Ilgili genlerin kullanildig1 Marker gen metagenomikleri, korunmus olan 16S rRNA
gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltilarak parmak izi ya da taksonomik dagiliminin hizli ve dogru
bir sekilde elde edildigi yaklasimdir. Bu yaklasim, mikrobiyal ¢esitlilik ¢alismalarinda son
zamanlarda 6nemli dl¢lide ilgi gdrmiistiir (Oulas vd., 2015). Amplikon bazli dizilemede,
kiigtik alt-birim (SSU) rRNA marker genleri, hiperdegisken bolgeleri hedefleyen primerleri
kullanarak amplifiye edilmekte ve bir mikrobiyal toplulugun taksonomik yapisinin profilini
cikarmak i¢in dizilenemktedir. Ayrica, 6zel algoritmalar kullanan gen anatasyonlari
sayesinde, mikrobiyal topluluklarin islevsel yeteneklerini tahmin etmek miimkiin olmaktadir

(Lukhele vd., 2019).
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Klon kiitiiphanesi dizileme caligsmalarindaki sinirlamalar, bir anda islenebilecek
ornek sayisin kisitlayan ve boylece ayrigmayi riske atan tiim siireci kisitlayan bir 6zelligi
olmustur. NGS kullanilarak yapisam amplikon bazli gen dizilimi, yiiksek ¢oziiniirliikte
biliyiik miktarlarda ekolojik numunelerin islenmesinin miimkiin oldugu diger Sanger
dizileme tekniklerine gore avantajlar gostermektedir. Bu, yerel, bolgesel ve kiiresel

mikrobiyal ¢esitlilik modellerini ¢6zmeyi miimkiin kilmaktadir (Lukhele vd., 2019).

Bu nedenle, bu teknik, taksonomik ve filogenetik olarak profillenmis mikrobiyal
topluluklar i¢in en hizli ve en ucuz deney olarak ortaya ¢ikmaktadir. AMD'lerin baz alindig1
cogu calismada, uzun okuma uzunluklari nedeniyle ROCHE 454 pyrosequencing
platformunu kullanilmistir, ancak 2015'te kullanimdan kaldirilmasiyla Illumina, tercih

edilen bir platform haline gelmistir (Lukhele vd., 2019).

Mikrobiyal ¢esitliligin diisiik oldugu ekstrem ¢evreler metagenomik caligsmalar i¢in
daha ideal goriilmektedir (Valenzuela vd., 2006; Oulas vd., 2015). Ayni zamanda genomik
diizenlemeler ve gen delesyon ya da insersiyonlar1 bu ¢evrelerde ¢ok diisiik oldugu igin
kiiltiirden bagimsiz ¢aligmalarin kullanilmasi agisindan uygun goriilebilmektedir (Tyson vd.,
2004). Tyson vd., AMD c¢evrelerinde ilk kez metagenomik yaklasimi kullanmis, random
shotgun dizileme teknigi araciligiyla AMD’de bulunan biyofilmin ¢esitliligini
arastirmiglardir (Tyson vd., 2004). Handelsmann ve arkadaslar1 da, Richmond madeninin
asit drenajindaki kiiltlire edilemeyen mikroorganizmalar1 metagenom yaklasim ile ortaya
koymustur (Handelsmann, 2004). Literatirde AMD’lerdeki mikrobiyal cesitliligin
metagenomik teknik ile calisildigi ¢ok az sayida caligmaya rastlanmaktadir (Bertin vd.,
2011; Liljeqvist vd., 2015; Chen vd., 2015; Hua vd., 2015).

Metagenomigin genel tanimi, ¢evre temelli drneklemede mikroorganizmalarin
toplam genomlarinin genetik bilginin kiiltiirden bagimsiz analizidir. DNA molekiiliinii hedef
alailen dizilerin genetik bilgisinde odaklanmaktadir. Daha sonraki analizler yalnizca heniiz
aciklanamayan genleri igeren sekans korunumu, filogenetik, filogenomik, fonksiyon veya
genetik cesitlilik sunumuna odaklanmaktadir. Varilacak hipotezlerin, sorularin ve hedeflerin
cesitliligi sinirsizdir ve birincil tasarim, analiz edilecek malzemenin dogasina ve birincil

fonksiyonuna dayanmaktadir (Izard ve Rivera, 2014) (Sekil 2.17).
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Sekil 2.17. Metagenomik ¢aligmalarin tasarimi (Birtel vd., 2015)

Dizileme maliyetleri yillar gegtik¢e keskin bir sekilde azalmaktadir (Sekil 2.18), pek
cok yeni aragtirmalarda Onceleri daha maliyetli olmaktaydi. Dizilemede baz basina diisen
maliyet azalmasina ragmen, toplam c¢aligma maliyeti hala dnemli 6lciide yliksektir; ¢iinkii
caligma basina megabaz dizileme sayisi sabit sekilde artmaktadir. Baglangi¢ maliyeti bazi
projeler i¢in hala yiiksek olabilmektedir. Ayn1 parametreler temel alindiginda, geleneksel
teknikler (PCR-DGGE, klonlama ¢aligmalarini takip eden Sanger dizileme ve mikroarray
yaklagimlar) hala kullanilmaktadir. Hangi dizileme platformunun kullanilacag: ile ilgili
bilimsel caligmalarin ¢esitliligi nedeniyle Onerilen tek bir yaklasim bulunmamaktadir.
Literatiiriin detayli bir sekilde gozden gecirilmesi, meslektaglarla tartisma ve dizileme
olanaklari, maliyet, uygunluk, geri doniis siiresi ve proje kapsami karar alma siirecinin bir

pargasi olmaktadir.
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Sekil 2. 18. DNA dizilemenin yillara gore maliyeti (Izard ve Rivera, 2014)
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Bu tiir karar verme asamalarida hipotez ve amag¢ baslica diislinlilmesi gereken
parametrelerdir ve Cizelge 2.2 farkli ileri teknoloji dizileme teknolojilerinin &zellerijlerini
gostermektedir. Her bir dizileme platformu, okuma uzunlugu, AT veya GC bakimindan
zengin bolgelerdeki dnyargilar ve homopolimerleri dizileme yetenekleri ile ilgili kuvvetli ve

zay1f yanlariyla karakterizedir.

Metagenomik gibi DNA bazli molekiiler tekniklerin uygulanmasi, mikrobiyal
topluluklarin filogenetik ve fonksiyonel cesitliligi hakkinda yeni bilgiler ortaya
cikarmaktadir. DNA tabanli tekniklerin sinirlamalari, in situ kosullar altinda gerceklestigi
gibi gen ekspresyonu (islevselligi) hakkinda bilgi vermemektedir (Wilmes ve Bond, 2006).
Kontamine bir ortamdaki islevsel mikrobiyal ¢esitlilik, biiyiik 6l¢ekli siralama teknikleriyle
ayrintili  bir  sekilde  belirlenebilir  (Zwolinski, 2007). Kiiltiire edilemeyen
mikroorganizmalardan genomik dizileri igeren komple metagenomik veritabanlarinda,
genetik potansiyel ve mikrobiyal topluluklarin islevselligi arasindaki baglantiy1 ortaya
cikarmak i¢in metagenomik, metaproteomik, metatranscriptomik ve metabolomik gibi
postgenomik yaklagimlart uygulamayr miimkiin kilmaktadir. Biiyiik 06lgekli sekans
tekniklerinin, yiiksek hizda diisiikk maliyetle milyarlarca okuma yapabilme kabiliyeti
uygulamalarin ¢ogunda kullanighdir. Bu tiir sekans teknikleri ¢gogu zaman yeni nesil sekans
(NGS) olarak adlandirilir. Roche/454, MiSeq, Illumina/Solexa, Life/APG, Iyon Torrent ve
HeliScope/Helicos BioSciences gibi NGS platformlari, geleneksel Sanger’in klonlanmis
amplikonlarin dideoksi sekansindan ¢ok daha hizli ve ucuz oldugu bilinmektedir (Metzker,

2010; Mardis, 2013).

Cizelge 2.2. Dizileme Platformlari ve Ozellikleri

ABI 3730xl. 500-900 6-10h _ 0.05-0.08 Mb Yes Not anymore
Roche 454 ~400 10h ~100,000 35 Mb No Yes

GS Juniora

Roche 454 ~700 23 h 1 million 700 Mb No Yes

GS FLX+4

Ilumina ~300 5-65h 25 million 0.3-15 Gb Yes Yes

MiSequ

Ilumina ~300 12-30 h 130-400 20-120 Gb Yes Yes

NextSeq 500 million



Cizelge 2.2 (devam) Dizileme Platformlar1 ve Ozelliklerid

Ilumina ~125-150 7hto6d 300 million to 10-180 Gb

HiSeq 25004 2 billions

Hlumina ~150 <3d 3 billions 1.6-1.8 Tb

HiSeq Xa

5500 ~60 7d - 90 Gb

SOLiD«

5500x1 ~60 7d - 300 Gb

SOLiD«

Ion PGM ~200 or 2-4hor 0.4-0.5 million 30-100 Mb on

systeme ~400 4-7h on 314 chip 314 chip
2-3 million on 300 Mb to 1 Gb
316 chip on 316 chip
4-5.5 million 600 Mb to 2 Gb
on 318 chip on 318 chip

PacBio RS 4200-8500 0.5-3h 50,000 per cell 275-375 Mb

II SMRT.

2.5.Biyoteknolojik Uygulamalar

Yes
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Not yet

Organik kirleticilerin remediasyonu genellikle karbondiokside mineralize olmalar1

ile sonuclanmaktadir. Diger bir agidam metal kirleticilerin giderilmesi, genellikle metallerin

cozeltiden uzaklastirilmasini igermektedir. Bu islem ferr6z demirin ¢oken ferrik hale geldigi

oksidasyon reaksiyonu gibi redoks halinin doniisiimiiyle ya da kalkolfilik metallerin

cozlinmez metal siilfiirler olarak c¢okeltilmelerindeki gibi

¢Ozlinmez minerallerin

olusumuyla gergeklesmektedir. Sekil 2.19’da asidofil mikroorganizmalar tarafindan

gergekletirilen ana oksidasyon ve rediiksyion reaksiyonlar1 gosterilmistir (Hallberg, 2010).

inorganik karbon

Fe*?
¢Ozunir

Fe*3
¢oziinmez

organik karbon

MeS

¢oziinmez

SO 4_2

¢ozinlr

Sekil 2.19. Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar1 (Hallberg, 2010)

AMD/'de, oksidatif reaksiyonlar genel olarak inorganik karbon kullanilarak ototrofik

demir oksitleyici asidofil mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilirken, indirgeyici



55

reaksiyonlar ise elektron verici ve karbon kaynagi olarak organik karbon kullanan asidofil
mikroorganizmalar tarafindan desteklenmektedir. AMD'de gec¢is metallerinin dogal olarak
etkisiz hale gelmesi, ¢ogunlukla demirin oksidasyonu sonucunda ¢okmesi ve diger
metallerin ve metaloidlerin, olusan ferrik minerallere adsorpsiyonu nedeniyle gergeklestigi

bilinmektedir (Hallberg, 2010).

Demir oksidasyonunu arttirmak i¢in wuygulanan yontem, sabit yatakli
biyoreaktdrlerin kullanimiyla demir oksitleyici asidofillerin sayisinin arttirilmasidir.
Yapilan bir arastirma, bu tiir sistemlerdeki c¢esitli demir oksitleyici asidofil
mikrorganizmalarin yararlarini aragtirmigtir (Rowe ve Johnson, 2008). Kullanilan suslarin
hepsinin benzer oksidasyon hizlar1 géstermesine ragmen L. ferrooxidans ve F. myxofaciens
ile biyoreaktor atiklarinda en diisiik Fe*? konsantrasyonlariin elde edilmesi, bu asidofillerin
ferroz demiri diisiik seviyelere okside etme kabiliyetinde farkliliklar oldugunu goéstermistir.
Cesitli biyoreaktorlerden ¢ikan atik sulardaki ferr6z demir farkliliklarinin, bu asidofillerin
ferr6z demir afinitesindeki degisikliklerden kaynaklandigi ileri siirmiistiir. Ayrica, bu
mikroorganizmalarin karigik topluluklarinin biyoreaktdrlerde ferr6z demirin oksidasyonunu
saglamak i¢in kullanilabilecegi ve degisik kimyasallarin AMD'sinin tedavisi i¢in tek bir
organizmanin biyoreaktdriinde biiyiitiilmesinden daha iyi olabilecegi 6nerilmistir (Hallberg,

2010).

Asidofil (veya aside toleransh) siilfat indirgeyen bakterilerin izolasyonu, AMD'nin
yeni bir iyilestirme stratejisinin gelistirilmesine izin vermektedir (Johnson vd., 2006),
boylelikle metaller, reaktif S konsantrasyonunu, biyoreaktor pH'inin ilgili ¢oziiniirlik
iriinlerinin  kontrolii yoluyla denetleyerek metal siilfitler olarak secici sekilde geri
kazanmaktadir. Bu yaklasim, yalmizca AMD'den toksik metallerin etkili sekilde
cikarilmasini saglamakla kalmaz, ayni zamanda atiklarin faydali bir {irline doniismesine izin
vermektedir. Ayrica, baz metallerin geri kazanilmasi ve kullanilmasi, su anda metal
bakimindan zengin atik atiklarin giderilmesinde kullanilan islemler tarafindan {iretilen
toksik atiklarin miktarin1 azaltacagi diistiniilmektedir. Bu yaklagimin ilgin¢ ve yeni bir
varyasyonunda (Jameson vd., 2010), A. ferrooxidans ve A. ferrivorans'in siilfiyojenezinden
yararlanilmig ve bu bakteriler, bugiine kadar izole edilmis SRB'den daha diisiik pH (3)
ortaminda ve her iki metal siilfitin olusabilecegi yerde siilfit iiretebildiginden, CuS ve

ZnS'nin daha verimli bir sekilde ¢okeltilmesinde kullanilmistir (Hallberg, 2010).
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Altin, bakir ve diger metallerin cevherlerinin islenmesi i¢in asidofil
mikroorganizmalarin kullanilmasi (biyomadencilik) ile biyoteknolojinin ana alanlarindan
birinde ortaya ¢ikmaktadir. Ote yandan, aym1 mikroorganizmalar yaygin cevre kirliligine
neden olan asidik metal {ireten ya da iceren atiklarin meydana gelmesinden de sorumludur.
Sagladiklar1 net faydalar1 vurgulamak i¢in bu mikroorganizmalarin olumlu yonlerinden
faydalanma ve ayn1 zamanda zararl ¢ikarlarini sinirlanmasi ihtiyact dogmaktadir. Bu amaca
ulagmak i¢in, asidofil mikrobiyolojisinin uygulamali (6rnegin, biyomiihendislik) yonlerinin
yan1 sira temel (Ornegin biyokimya, molekiiler biyoloji) anlayisinda genisletilerek

kullanilmasi gerekli olacaktir (Johnson, 1998).

Asidofil mikroorganizmalar ticari olarak sadece biyo-maden islemlerinde
kullanilmistir.  Asidofil bakteri ve arkealarin teoride, AMD'nin biyolojik olarak
iyilestirilmesi de dahil olmak {izere potansiyel kullanimda olabilecegi bagka durumlar da
vardir. Uretilen ferrik demirin hidrolizine ve ¢okelmesine neden olacak asitli atik sulardaki
(pH> 2.5'de) ferr6z demiri oksitlemek i¢in immobilize edilmis At ferrooksidans
poptilasyonlarinin kullanilmasi, kimyasal isleme alternatif olarak veya bununla birlikte
uygulanabilirligini diisindiirmektedir (Gomez vd, 2000; Nemati ve Webb, 1999). Demir
indirgeyen asidofillerin (6rn. sabit yatakli reaktorlerde), asir1 asidik maden atiklarinin biyo-
saflagtirilmasi i¢in yeni bir iki-fazli yaklagimin pargasi olarak, ferrik demirin ferréz demire
hizl1 ve verimli bir sekilde indirgeyebildigi gosterilmistir (Johnson vd., 2000). Asidtolerant
(pH 3 ve lizerinde biiyiiyen) siilfat indirgeyen bakteriler, "asit streamer’lar"dan (mikroplarin
makroskobik biiytimeleri) ve anoksik sedimentlerden izole edilmistir (Johnson vd., 1993;
Sen ve Johnson, 1999). Bunlar asitli atik sularda hidrojen siilfiir (ve alkalinite) iiretmek i¢in
diistiniilebilir; halen aside duyarli siilfidojenik bakterileri AMD'nin toksik etkilerinden
korumak i¢in ¢evrimdisi SRB reaktdrlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Son olarak, asidofilik
prokaryotlarin kayda deger bir potansiyele sahip olabilecegi biyoteknoloji alanlarinda heniiz
kesfedilmemistir (6rnegin, asit ve muhtemelen 1siya toleransli enzimlerin kaynaklar1 ve

organik kirleticilerin biyobozunmasi) (Hallberg ve Johnson, 2001).

Literatiirde asidofil mikroorganizmalarin izolasyonunun ve karakterizasyonunun
yapildig1 calismalar bulunmaktadir (Johnson vd, 1992; Zhang vd, 2013; Johnson, 1998;
Aytar vd, 2015;). Ulkemizde isletilmis veya isletilmeye devam eden maden yataklarindan

kaynaklanan asit maden drenajlarinin mikrobiyal kommiinite analizi {izerine su ana kadar az
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sayida yapilmis tez calismasi bulunmaktadir (Vardar, 2011; Aytar, 2012; Giil, 2014; Saglam,
2015; Toptas, 2016).

Aytar (2012), Can ve Balya bolgelerindeki asit maden drenajlarinin kiiltiirden
bagimsiz tekniklerin yani sira kiiltiire bagli yontemleri kullanarak tamamlayici, biitiinleyici

ve dogrulayici bir yaklagimla prokaryotik ¢esitliligi belirlemistir (Aytar, 2012).

Toptas (2016), izmir Beydag-Halikdy’de bulunan bakir madeni isletmelerinden
alinan orneklerden kiiltiire bagli ve kiiltiirden bagimsiz yontemler kullanilarak prokaryotik
cesitliligi ortaya koymustur. Yapilan kiiltire bagli kommiinite analizi calismalari
kapsaminda farkli besi ortamlarinda bakteriler izole edilmistir. Kiiltlirden bagimsiz
komiinite analizi ¢alismalarinda ayrica arkelerin varligi belirlenmis, 16S klonlama ve
denatiire edici jel elektroforezi deneyleri ile de komiinitedeki asidofil mikroorganizmalarin
cesitliligi  belirlenmistir. Laboratuvar kosullarinda kiiltiire edilebilen {i¢ farkhi
mikroorganizma ile sentetik AMD biyoremediasyonu, kursun-¢inko cevheri ve pirit
biyooksidasyonu ve Cayirhan (Ankara) bdlgesi linyitlerine biyodesiilfiirizasyon

uygulamalar1 yapilmistir (Toptas, 2016).

Diger tez caligmalarinda, secilen AMD bdlgelerinin prokaryotik cesitliligi kiiltiirden
bagimsiz tekniklerle (DGGE, 16S rRNA klon kiitiiphanesi olusturma) tanimlanmistir (Giil,
2014; Saglam, 2015; Vardar, 2011).

Tiirkiye’de asidofil mikroorganizmalar ile ilgili literatiir arastirildiginda, Balc1 vd.
(2014) Balya Pb- Zn maden atik sahasimin biyojeokimyasinin AMD olusumuna etkileri
iizerine bir calisma yapmislardir. S6z konusu atik sahasinda demir ve kiikiirt dongiisiinde
Acidithiobacillus spp. grubuna bagli prokaryotlarin dominant oldugu sonucunu rapor

etmislerdir.

Aytar vd. (2015) yaymmladigi makale, ESOGU Biyoteknoloji Laboratuvari’nda
yapilmis tez ¢aligmasinin bir parcasi olup kiiltiire bagh ve kiiltiirden bagimsiz teknikler
kullanilarak tilkemizde AMD komiinitesinin belirlendigi ilk ¢alismadir. Bu caligmanin
sonucunda, calisilan Balya AMD’den Acidithiobacillus ferrivorans, Acidithiobacillus sp., 2

farkli Ferrimicrobium sp., Actinobacterium sp., Acidiphilium sp., ve Acidobaktericeae
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familyasina ait bir bakteri seklinde 7 ve Can AMD’den Leptospirillum sp., Acidobaktericeae
familyasina ait bir bakteri, Acidiphilium sp. ve daha once kiiltliire edilmemis bir bakteri
seklinde 4 tiir izole edilmistir. Kiiltiirden bagimsiz tekniklerden de T-RFLP (Terminal
restriksiyon uzunluk polimorfizm), qPCR ve FISH kullanilarak prokaryotik cesitlilik ortaya

konmustur.

Saglam vd. (2016), yaptiklar1 makalede, Karaerik Bakir Madeni AMD’si
jeokimyasini ¢alismis ve 16S klonlama teknigi gibi sadece kiiltiirden bagimsiz molekiiler
yontemler  kullanilarak  Acidithiobacillus  ferrivorans,  Ferrovum  myxofaciens,
Leptospirillum ferrooxidans, Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidocella facilis, Acidocella
aluminiidurans, Acidiphilium cryptum, Acidiphilium multivorum,; Acidithiobacillus
ferrivorans, Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans ve Acidiphilium

cryptum tiirlerini tanimlamisgtir.

Bu tez calismast ile, Tiirkiye’de Kahramanmaras Ekindzii’ndeki asid maden drenaj
goliinden mikroorganizmaizolasyonu yapilarak kiiltiire edilebilen milrobiyal komunitenin
belirlenmesi, kiiltiirden bagimsiz teknikler ile kiiltiire edilemeyen mikrobiyal komunitenin
belirlenmesi, izole edilen bakterilerden biyomadencilik uygulamalarinda kullanilabilecek

suslar tespit edilmesi amaglanmaistir.

Demir okside eden izolatlar i¢inden secilen mikroorganizmalarin maden atik
sularmin iyilestirme c¢aligmalarinda kullanilabilecegi ve yaginlastirabileceginin Oniiniin

acilacagi ongoriilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cahsmada kullanilan kimyasallar, enzimler, vektorler

Cevresel DNA ve genomik DNA’lar1 ekstrakte etmek i¢in kullanilan UltraClean
Mikrobiyal DNA izolasyon Kit MoBio Laboratuvar’dan, PureLink™ Microbiome DNA

Purification Kit Thermo Fischer Scientific (ABD) firmasindan saglanmastir.

Kalip DNA’y1 amplifiye etmek i¢in yapilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’nda
kullanilan Tag DNA Polimeraz enzimi, tampon ¢ozeltisi ve MgCl, soliisyonu Promega’dan

(ABD); Master mix ise Ampliqon (Fransa) firmalarindan temin edilmistir.

Plazmid DNA izolasyonu i¢in kullanilan GeneJET™ Plasmid Miniprep Kiti ile PCR
iriinlerini temizlemek ve jelden geri kazanmak icin kullanilan GeneJET™ Gel Extraction

Kiti Fermentas’tan (Litvanya) saglanmistir.

Agaroz jelde yiiriitiilen DNA’nin baz biiyiikliigiinii belirlemek i¢in markir olarak
kullanilan 1 kb DNA Ladder Jena Bioscience (Almanya), 1-10 kb 2-log DNA ladder New

England Biolabs (Ingiltere) firmalarindan temin edilmistir.

16S rRNA Klon Kiitiiphanesi olusturmak i¢in kullanilan pGEM-T klonlama vektorti,
tampon c¢ozeltisi ile T4 DNA Polimeraz igeren vektor sistemi ve transformasyonda

kullanilan kompetan E. coli IM109 susu Promega’dan (ABD) saglanmistir.

Amplifiye edilmis Ribozomal DNA Restriksiyon Analizi’nde DNA’lar1 kesmek i¢in
kullanilan restriksiyon enzimleri Promega (ABD) ve Thermo Fischer Scientific (ABD)

firmalarindan elde edilmistir.
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Tez ¢aligmasinin mikrobiyoloji ¢alismalarinda hazirlanan besiyerleri ve ¢ozeltiler ile
molekiiler ¢alismalarda hazirlanan ¢ozeltiler ig¢in kullanilan diger tiim kimyasallar Sigma

Aldrich (Almanya) ve Merck (Almanya) firmalarindan temin edilmistir.

Amplifikasyon sonrasi elde edilen 16S rRNA gen bolgesi PCR firiinlerinin, DGGE
analizi sonrasi elde edilen bantlardan amplifikasyonu yapilan PCR {iriinlerinin ve 16S Klon
kiitiiphanesi sonrasinda secgilen klonlardan izole edilen plazmidlerin diziletilmesi ve
metagenomik verilerinin elde edildigi 16S Amplicon dizileme i¢in BM Yazilim,

Danigsmanlik ve Lab. Sis. Ltd. Sti (Ankara, Tiirkiye) firmasindan destek alinmistir.

Su orneklerinin metal igeriginin belirlenmesi i¢in Acme Analitik (Acme Analitik

Lab. Hiz. Ltd. S$ti., Ankara, Tiirkiye) firmasindan destek alinmistir.
3.1.2. Cahsmada kullamilan cihazlar

Cizelge 3. 1. Tez ¢aligmasi sirasinda kullanilan cihazlar

The DCODE Evrensel Mutasyon Belirleme
Sistemi

Masaiistii Sogutmal1 Yiiksek Devirli Santriftij
Masaiistii Sogutmal1 Yiiksek Devirli Santriftij
Jel Dokiimantasyon ve Goriintiileme Cihazi
Hibridizasyon Firin1

Cps Kontrollii Spektrofotometre

Su Banyosu

Su Banyosu

Vortex

pH Metre

Manyetik Karistirict

Otoklav

Hassas Terazi

Calkalamali Inkiibator

Calkalamali Inkiibator

Calkalamali Inkiibator

Stereo mikroskop

Bio-Rad Dcode Universal Mutation System

Centrion Scientific K3
Beckman-Coulter Alegra X-30
Bio-Rad

Rauserv HO-10

Schimadzu Uv-Vis Spectrophotometer Uv-2550
Lab Companion Bs-31

Memmert Calkalamali Su Banyosu
Bio-Cote

WTW INOLAB Ph-ION 735
Heidolph Mr3001

Hirayama Hg-80

Ohaus Adventurer-Pro

Edmund Biihlerded

Lab Companion S1 600r

Lab Companion Sk 7100

Olympus
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Cizelge 3.1. (devam) Tez galigmasi sirasinda kullanilan cihazlar

Etiiv Labart

Jel Elektroforez Sistemi Bio-Rad

Jel Elektroforez Sistemi Cliever Scientific
Thermal Cycler Applied Biosystem 7300
Ceker Ocak Hedlab

Etiiv Dedeoglu
Kimyasal Dolab1 Kottermann
Kimyasal Dolab1 Tez-San
Buzdolabi1 Argelik

Derin Dondurucu Argelik
Mikrodalga Arcelik
Mikroskop Olympus

-86 Derin Dondurucu Thermo-Sceintific
Mikro Santrifiij Thermo-Sceintific

3.1.3. Cahsmada kullanilan besiyerleri

3.1.3.1. Asidiofil mikroorganizmalar icin kullanilan besiverleri

Inorganik demir ortam (iFe) (400 ml): Bu besiortam ii¢ ¢ozeltiden olusmaktadir.

Cozeltiler sirastyla A, B ve C olarak adlandirilmaktadir.

Cozelti A
Heterotrofik Bazal Tuz Cozeltisi (50x) 8 ml
Iz element 0,4 ml
Distile su 287 ml

pH 2,5’a H2SO4 kullanilarak ayarlanmistir. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

Cozelti B
Agarose Type [I-Medium 3g
Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilir
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Cozelti C (g/L)
Fe(SO4) (1M) 278,02 g
pH 2,0’a ayarlanir. Filtre ile steril edilir.

(Cozelti A ve B otoklav sonrasi Cozelti C’den 3 ml eklenerek petrilere dokdiliir

(Johnson, 1995; Hallberg ve Johnson, 2003).

Demir-Kiikiirt ortami (FeS): Bu besiortami1 dort ¢ozeltiden olusmaktadir. Cozeltiler

sirastyla A, B, C ve D olarak adlandirilmaktadir.

Cozelti A
FeTSB 0,1g
Bazal Tuz Cozeltisi (50x) 40 ml
Iz element 0,4 ml
Distile su 235 ml

Besiyeri pH’s1 2,5’a HoSO4 kullanilarak ayarlanmistir. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril

edilmisgtir.

Cozelti B
Agarose Type I[I-Medium 3g

Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

Cozelti C (g/L)
Fe(SO4) (1M) 278,02 ¢

pH 2,0’a ayarlanir. Filtre ile steril edilmistir.

Cozelti D (g/L)

Potasyumtetratizaol (0,1M) 30,2 ¢g

Filtre ile steril edilir.
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Cozelti A ve B otoklav sonras1 Cozelti C’den 10 ml Cozelti D’den 10 ml eklenerek
petrilere dokiilmiistiir (Johnson, 1995; Hallberg ve Johnson, 2003).

Heterotrof ortam (Ye): Bu besiortami ii¢ ¢ozeltiden olugsmaktadir. Her bir ¢ozelti sirastyla

A, B ve C olarak adlandirilmaktadir.

Cozelti A
Yeast Extract 0,08 g
Heterotrofik Bazal Tuz Cozeltisi (50x) 8 ml
[z element 0,4 ml
Distile su 292 ml

Besiyeri pH’s1 3’e HoSO4 kullanilarak ayarlanmistir. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril

edilmisgtir.

Cozelti B
Agarose Type I[I-Medium 3g

Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

Cézelti C (g/L)
Fe(SO4) (1M) 278,02 ¢

pH 2,0’a H2SOy ile ayarlanmigtir. 0,22 um por ¢apli siringa ucu filtre ile steril edilmistir.

Cozelti A ve B otoklav sonras1 Cozelti C’den 0,2 ml eklenerek petrilere dokiilmiistiir

(Johnson, 1995; Hallberg ve Johnson, 2003).

Demir-tripton soya broth ortami (FeTSB): Bu besiortami ii¢ ¢6zeltiden olugsmaktadir. Her

bir ¢ozelti sirasiyla A, B ve C olarak adlandirilmaktadir.

Cozelti A
FeTSB 0,1g
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Bazal Tuz Cozeltisi (50x) 40 ml
Iz element 0,4 ml
Distile su 290 ml

Besiyeri pH’s1 2,5’a HoSO4 kullanilarak ayarlanmistir. Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril

edilmisgtir.

Cozelti B
Agarose Type I[I-Medium 3g

Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

Cézelti C (g/L)
Fe(SO4) (1M) 278,02 ¢

pH 2,0’a ayarlanmistir. 0,22 um por ¢apli siringa ucu filtre ile steril edilmistir.

Cozelti A ve B otoklav sonrast Cozelti C’den 10 ml eklenerek petrilere dokiilmiistiir

(Johnson, 1995; Hallberg ve Johnson, 2003).

Secici Besiyerleri

o Leptospirillum

Cozelti A (g/L)

(NH4)2S04 (1M) 0,132 ¢
MgCl x 6H20 0,053 g
K2HPO4 0.027 g
Distile Su 950 ml

Besiyeri pH’s1 10 N H2SOs ile 1,8’e ayarlanmistir. 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

Cozelti B (g/L)
FeSO4 x TH20 20g
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0,25 N H2SO4 50 ml

Cmzelti pH’s1 1,2’ye ayarlanmigtir. Coziildiikten sonra hizlica 0,22 pm por c¢apl

siringa ucu filtre ile steril edilmistir.

Cozelti C (g/L)

iz element 1 ml

Cozelti A, B ve C sterilizasyon sonrasinda birlestirilmistir (DSMZ 882 kodlu besiyeri).

3.1.3.2.Mikrobivolojik ve molekiiler calismalarda kullanilan besiverleri

LB (Luria-Bertani) Sivi Besiveri (g/L)

Maya Ekstrakti S5¢g
Tripton 10g
NaCl 10g

Otoklav ile 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

LB (Luria-Bertani) Agar

Maya Ekstrakti S5¢g
Tripton 10g
NaCl 10g
Agar I5¢g

Otoklav ile 121 °C’de 15 dakika steril edilmistir.

BSA (Blue Selection Agar) Plate
Maya Ekstrakti S5¢g

Tripton 10g
NaCl 10g
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Agar 15¢g

Otoklavlanmis ve uygun sicakliga sogumasi saglanmis 100 ml LB Agar igerisine;

Amfisilin (stok 100mg/ml) 100 pl
X-Gal ( stok 20 mg/ml ) 160 ul
IPTG ( stok 20 mg/ml ) 160 ul

Bilesenleri eklenmistir.

SOC Medium (25 ml)
Maya Ekstrakti 0,5¢g
Tripton 0,125 g
1 M NaCl 0,25 ml
1 M KCl 0,0625 ml
2 M Mg+2 Cozeltisi 0,25 ml
2M Glikoz 0,25 ml

Bacto tryptone, bacto yeast extract, 1 M NaCl ve 1 M KClI tartildiktan sonra 22 ml’ye
kadar distile su eklenerek otoklav ile 121°C’de steril edilmistir. Sicaklig1 oda sicakligina
ulagtiktan sonra 0,22 pwm por ¢apli siringa ucu filtre ile steril edilen 2 M Mg*™ ve 2 M Glikoz

cozeltileri eklenmistir. pH 7’ye ayarlanmis ve son hacim 25 ml’ye tamamlanmuistir.

3.1.4. Cahsmada kullanilan stok ve c¢ozeltiler

Tez c¢aligmasinda mikrobiyoloji ve molekiiler caligmalarda kullanilan tim

cozeltilerin icerikleri sirasiyla verilmektedir.

50X Heterotrofik bazal tuz cozeltisi (g/L)

Na»S04.10H,0 75¢g
(NH4)2$O4 22,5 g
KCl 25¢g

MgS04.7H20 25¢



KH,PO4 25¢g
Ca(NO3)2.4H.0 0,7¢

121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir (Hallberg ve Johnson, 2003).
Bazal tuz cozeltisi (g/L)
(NH4)2SO4 125¢
MgS04.7H20 5¢g

121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir (Hallberg ve Johnson, 2003).

iz element cozeltisi (g/L 0,01 M H>SO.’te)

ZnS04.7H,0O 10g
CuS04.5H,0 lg
Cr2(S04)3.15H0 0,5¢g
MnS04.4H,0O lg
Co0S04.7H0 lg
H;BO:s 0,6 g
NaMo004.4H->0 0,5¢g
NiSO4.6H0 lg
NaxSe04.10H20 lg
Na;W04.2H,0 lg
NaVO; lg

121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir (Hallberg ve Johnson, 2003).

TAE 50X (1L)

Tris base 242 g
Asetik Asit 57,1 mL
EDTA (0,5 M pH 8) 20 mL
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Distile su ile 1 litreye tamamlanmis, pH 8’e¢ ayarlanarak oda sicakliginda

saklanmistir (Sambrook vd., 1989).
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TBE 10X (1 L)

Tris base (0,89 M) 108 g
Borik Asit (0,89 M) 55,04 g
EDTA (0,02 M) 7,44 g

Distile su ile 1 litreye tamamlanmis, pH 8’e¢ ayarlanarak oda sicakliinda

saklanmistir (Sambrook vd., 1989).

PBS 10X (1L)
NaCl 80 g
NaHPOg4 11,5¢g
KCl 2,00 g
KH2PO4 2,00 g

Distile su ile 1 litreye tamamlanip pH 7,2°e ayarlanmig, 121 °C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilmis ve oda sicakliginda saklanmistir (Sambrook vd., 1989).

Lizozim stok cozeltisi (10 mg/mL)

Lizozim 100 mg
EDTA (0,5 M) 1 mL
Tris-HCI1 (1M) 1 mL
dH>O 8 mL

Filtre ile sterilize edilerek kullanilmistir. -20 °C’lik derin dondurucuda saklanmigtir

(Sambrook vd., 1989).



%100°’lik DGGE stok soliisyonu (100 ml)

Ure 42 g
Deiyonize Formamid 40 mL
Akrilamid/Bisakrilamid (%40) 20 mL
TAE (50X) 2mL

mQ su ile 100 mL’ye tamamlanip +4 °C’de saklanmistir (Muyzer, 1999).

%0’k DGGE stok soliisyonu (100 ml)
Akrilamid/Bisakrilamid (%50) 20 mL
TAE (50X) 2 mL
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mQ su ile 100 mL’ye tamamlanmis, buzdolabinda +4 °C’de saklanmistir (Muyzer, 1999).

%10 SDS cozeltis
Sodyumdodesilsiilfat (SDS) 10,00 g
dH>O 1000 mL

Hazirlandiktan sonra oda sicakliginda saklanmistir (Sambrook vd., 1989).

In situ hibridizasyon tamponu

NaCl (5 M) 360 uL
Tris-HCI (1 M) 40 uL
Formamide 700 pL
mQ su 900 pL
SDS (%10) 2 uL

Hazirlanip buz iizerinde korunmustur (Anton, 1999).

FISH icin yvikama tamponu

Tris-HCI1 (1 M pH 8) I mL
NaCl (5 M) 700 uL
EDTA (0,5 M) 500 uL

mQ su ile 50 mL’ye tamamlanmistir (Anton 1999).



Amfisilin (100 mg/ml)
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Stok amfisilin 1 ml’ye 100 mg olacak sekilde sulandirilarak ve 0,22 um por ¢apl siringa

ucu filtre ile steril edilmistir.

Hazirlanan tampon -20°C’de saklanmustir.

X-gal cozeltisi
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactoside
N,N’-dimethylformamide

100 mg
2mL

Cozelti hazirlandiktan sonra 70 oplu70yum folyo ile kaplanmis giines 1s18indan

korunmustur, —20°C’de muhafaza edilmistir.

IPTG cozeltisi (0.1 M)
IPTG

DNA-az ve RNA-az icermeyen su

Bu ¢ozelti filtre ile steril edilmis ve —20 °C’de muhafaza edilmistir.

Coziicii soliisyonu

Amonyum asetat
Magnezyum asetat
EDTA (pH 8.0)
SDS

Mg*? Stok Cozeltisi (100 ml)
MgClz.6HzO
MgSO4.7H20

12¢g
50 mL

0.5M
10 mM
I mM
% 0.1

2033 g
24,65 g

Yukarida verilen kimyasal maddelere distile su eklenerek 100 ml’ye tamamlanmustir.

Filtre ile sterilize edilmis ve +4 °C’de saklanmustir.

Glikoz Stok (100 ml)
Glikoz

36¢g
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Tartim1 yapilan glikoz 100 ml distile suda ¢oziildiikten sonra filtre ile sterilize edilmis

ve +4 °C’de saklanmustir.

Fenantrolin Cozeltisi

1,10 Phenanthroline monohydrate lg

Tartimi1 yapilan fenantrolin iizerine 1000 ml distile su eklenir ve 1 ml HCI damlatilmis

ve homojen ¢oziinmesi saglanmistir.

Amonvyum asetat cozeltisi

Amonyum asetat 250 g
Distile su 150 ml
Glasiyel asetik asit 750 ml

Amonyum asetat lizerine disitle su ve asit eklenerek homojen c¢o6ziinmesi

saglanmustir.

Stok Demir Cozeltisi

FeSO4.7H,0 0,4978 g

100 mg/L Fe*? ¢ozeltisi i¢gin 0,4978 g FeSO4.7H,0 pH 2,5 olan 1000 ml distile suda

¢cOziillmistiir.

3.1.5. Molekiiler caliymalarda kullanilan primer ve oligoniikleotid problar

Calismada kullanilan primer ve oligoniikleotid problar Cizelge 3.2’de; metagenomik

analizde kiitliphane hazirlanirken kullanilan indeks diziler ise Cizelge 3.3°de verilmistir.

Cizelge 3. 2. Tez ¢calismasinda kullanilan oligoniikleotid dizileri

27-F 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3> | 16 rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu
(Lane vd., 1985)

1387-R 5’-GGGCGG(AT)GTGTACAAGGC-3’ | 16 rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu

1492-R 5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’ 16 rRNA gen bolgesinin amplifikasyonu

(Lane vd., 1985)
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Cizelge 3.2. (devam) Tez galigmasinda kullanilan oligoniikleotid dizileri

T7 5 TAATACGACTCACTATAGGG-3’ = Koloni PCR

SP6 5 ATTTAGGTGACACTATAG-3’ Koloni PCR

341-F 5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’ DGGE Re-PCR Muyzer vd., 1993)

907-R 5.CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3> | DGGE PCR ve DGGE Re-PCR Muyzer
vd., 1993)

341-F (GC) 5-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCC  DGGE PCR (Muyzer vd., 1993)

GTCCCGCCGLCeeeaeeeaecr

ACGGGAGGCAGCAG-3
Arc 915 GTGCTCCCCCGCCAATTCT FISH analizi (Amann vd., 1990)
Eub 338 GCTCCCTCCCGTAGGAGT FISH analizi

Cizelge 3.3. Metagenomik analizde kullanilan indeks dizileri

K1 N701-S502 | N701 TAAGGCGA S502 CTCTCTAT
K2 N701-S503 | N701 TAAGGCGA S503 TATCCTCT
K3 N701-S505 | N701 TAAGGCGA S505 GTAAGGAG
K4 N701-S506 | N701 TAAGGCGA S506 ACTGCATA
K5 N701-S507 | N701 TAAGGCGA S507 AAGGAGTA
K6 N712-S501 | N712 GTAGAGGA S501 TAGATCGC
K7 N701-S502 | N701 TAAGGCGA S502 CTCTCTAT
3.2. Yontem

Tez caligmasi siiresince Cizelge 3.4 ‘te verilen siire¢ takip edilmistir. Tez ¢aligmast
ornek alimi ile baslamis, kiiltiire bagli ve kiiltiirden bagimsiz teknikler ile c¢esitlilik
belirlenmistir. Yeni nesil dizileme teknigi olan metagenomik yaklasimla elde edilen sonuglar
desteklenmistir. Son asamasinda izole edilen mikroorganizmalardan Leptosprillum sp’nin

Fe*? oksidasyon seviyesinin belirlenmesi ile uygulama adimi tamamlanmustir.

Cizelge 3.4. Tez siiresince takip edilen plan

Cevresel oOrneklerin temini ve izolasayon
caligsmalari, kiiltiire bagh ve kiiltiirden bagimsiz
teknikler kullanilarak komiinite belirlenmesi
Kiiltiire bagli ve kiiltiirden bagimsiz teknikler
kullanilarak komiinite belirlenmesi
Biyoteknolojik uygulamalarin yapilmasi
Biyoteknolojik uygulamalarin yapilmasi
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3.2.1. Orneklerin alinmasi

3.2.1.1. Birinci sezon ornekleme

Tez calismasinda Orneklem yeri olarak Kahramanmaras Ekindzii'nde (Sekil 3.1)
bulunan uzun siire 6nce aktif ¢aligmasini durdumus maden isletmesinden kaynaklanan
drenaj bolgesi belirlenmistir. Birinci sezon Orneklemesi Mayis 2017 tarihinde 5 ayri

istasyonun birer noktasindan yapilmistir (Sekil 3.2).

Kature Elbistan
igde
hetbey Cardak
Cksun
| Da2s |
Tekir Suleymanh
Bucad:
on il Duzbag Golbas:
Baydemirli Gaglayancerit
Kugukiingiit Besni
Kartal Kurugol
< Kahramanmaras
Dongele
Pazarcik

Sekil 3.1. Ekindzii-Maras bolgesini Tiirkiye haritasindaki yeri

Sekil 3.2. Birinci sezon orneklem noktalari. a:K1, c:K2, d: K3, b:K4, e:K5 (Pmnar Aytar
Celik, 2017)
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Birinci sezon Orneklem yerleri, sirasiyla K1, K2, K3, K4, ve K5 olarak
tanimlanmistir. Alinan Orneklerin sicaklik, pH, ve koordinat bilgeleri Cizelge 3.5°te
verilmistir. Asidik ortamlar1 tanimlamak i¢in kullanilan karakteristik 6zellikleriden biri olan

pH 3’ten kii¢iik ifadesine uymaktadir (Johnson vd., 2006; Tse ve Ma, 2016).

Cizelge 3.5. Birinci donem 6rneklem noktalariin 6zellikleri

K1 2,7 18°C 336538 D 4208074 K
Ekin6ziKAHRAMANMARAS
K2 2,32 27,3°C 336538 D 4208074 K
Ekin6zii-KAHRAMANMARAS
K3 2,48 20,3°C 336502 D 4208109 K
Ekin6zii-KAHRAMANMARAS
K4 2,55 27,1°C 336502 D 4208109 K
Ekin6zii-KAHRAMANMARAS
KS 2,09 27,3°C 336538 D 4208074 K
Ekin6zii-KAHRAMANMARAS

3.2.1.2.ikinci sezon érnekleme

Ikinci sezon 6rnek alimi Ocak 2018°de yapilmistir. Kis mevsimi nedeniyle bolgenin
yagis almamasi sebebiyle bir onceki sezonda drneklem noktalariin dort tanesi kurumustur.
Birinci sezonda K1 olarak adlandirilan bolgeden 6rnek alinabilmisir. Bu sezonki 6rnek K6

olarak adlandirilmistir. Orneklem alaninin dzellikleri Cizelge 3.6 °da verilmistir.

Cizelge 3.6. Ikinci donem 6rneklem noktasinin dzellikleri

K6 2,8 - 336538 D 4208074 K
Ekin6ziKAHRAMANMARAS

3.2.1.3.Uciincii sezon 6rnekleme

Ucgiincii sezon érnek alimi Eyliil 2018’de yapilmustir. Onceki sezonda oldugu gibi

orneklem noktalarinin dort tanesinden numune alinamamistir. Birinci sezonda K1 olarak
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adlandirilan 6rneklem alanindan numune alinabilmisir. Bu sezon alinan 6rnek K7 olarak

adlandirilmistir. Orneklem alaninin dzellikleri Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.7. Ugiincii dsnem drneklem noktasinin dzellikleri

K7 2,7 21°C 336538 D 4208074 K
Ekin6ziKAHRAMANMARAS

3.2.2. Metal analizleri

Ug sezonda alman &rneklerin metal iceriginin belirlenmesi igin 50 ml su numunesi
analize gonderilmistir. Acme Analitik (Acme Analitik Lab. Hiz. Ltd. Sti., Ankara, Tiirkiye)
firmas1 SQ200 methodu ile metal taramasi yapmustir. Icindeki ¢dziinmiis metal
konsantrasyonu belirlenen sinirlar disinda olan numuneler on kata kadar seyreltilmis ve 32

ile 70 arasinda metal i¢in sonug elde edilmistir.

3.2.3. Kiiltiire bagh yontemler ile mikroorganizma tanimlama calismalar:

¢ Asidofil mikroorganizmalarin izolasyonu

Asidofil bakteri izolasyonu i¢in 3.1.3 ¢aligmada kullanilan besiyerleri basliginda
belirtilen 4 farkli besi ortam1 hazirlanmistir. 5 farkli noktadan alinan sularin 200 pl’si kati
besiyerlerine yayma olarak ekilmistir. Tekrarli olarak ekilen petriler 30 °C’de inkiibasyona
birakilmig ve mikroorganizmalarin biiyiimesi i¢in 10 giin inkiibe edilmistir. Her bir petride
mikroorganimza goriildiikten sonra inkiibasyon durdurulmustur. Stereo mikroskop ile
incelenen petrilerdeki mikroorganizmalardan farklt morfolojilere sahip bakteriler taze
besiyerine ¢ekilmistir. Inkiibasyon siiresi sona erdikge, izolatlar taze besiyerlerine

pasajlanmustir.

e Izolatlarin molekiiler identifikasyonu

Izolatlarin tanimlanabilmesi icin iki farkli strateji izlenmistir. Birinci stratejide

bakterilerden genomik DNA izolasyonu yapilmasi i¢in mikrobiyal kiiltiir siv1 besiyerinde
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gelistirilmistir. Hiicreler 5000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra ¢oktiiriilmiistiir.
Genomik DNA izolasyonunda Invitrogen’in PureLink Microbiome DNA Purification Kit’i
kullanilmistir.  Kit protokolii asagida verilmistir (PureLinkTM Microbiome DNA
Purification Kit User Guide (Microbial Culture and Transport Media Samples)):

- Coktiiriilen bakteri hiicreleri tizerine 800 ul S1-Lizis tampon eklenmistir. Pipetaj ile ya
da vorteksle resiispanse edilmistir. Daha sonra karisim boncuk igeren tiiplere transfer
edilmistir.

- Karisim tizerine 100 pl S2- par¢alama giiglendirici tamponu eklendikten sonra kisa siire
vortekslenmisgtir.

- 65 °C’de 10 dk boyunca inkiibe edilmistir.

- Inkiibasyon sonunda vortekste yatay pozisyonda 10 dk en yiiksek hizda homojen
oluncaya dek bekletilmistir.

- 14.000xg’de 2 dk santrifiigasyon yapilmistir.

- Siipernatantin 500 pl’si pelletten kaginarak yeni bir mikrosantrifiij tiipe alinmistir.

- Uzerine 900 ul S4-baglanma tamponu eklenerek vortekslenmistir.

- Bu karigimin 700 pl’si spin kolon tiipe alinarak 14.000xg’de 1 dk santrifiij edilmistir.

- Atik uzaklastirilmis, kalan 6rnek karigimi ile bir 6nceki adim tekrarlanmistir.

- Spin kolon yeni bir koleksiyon tiiptine alinmigtir. 500 pl S5-Yikama tamponu
eklenerek14.000xg’de 1 dk santrifiij edilmistir.

- Atik uzaklastirilmisg, bos olarak spin kolon 14.000xg’de 30 saniye santrifiij edilmistir.

- Spin kolon yeni bir mikrosantrifiij tiipiine alinmus, tizerine 100 pl S6-Eliisyon tamponu
eklendikten sonra 1 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

- 14.000xg’de 1 dk santrifiigasyon sonrasinda spin kolon atilmis, tiipte kalan saf DNA -
20 °C’de saklanmastir.

Genomik DNA’larin kontrolii elektroforetik yontem ile yapilmistir. Orneklerin 1
ul’si %1 agaroz jele yiiklenerek 80V’da 30 dk siiresince yiiriitiilmiistiir. Yiiriimesi
tamamlanan jel, Jel Dokiimantasyon ve Goriintiileme Cihazi ile goriintiilenmistir. Genomik
DNA’lar kalip olarak kullanilarak Cizelge 3.8’de verilen bilesenler karigtirilarak 16S rRNA
gen bolgesi amplifiye edilmistir. Reaksiyon kosullart 95 °C 5 dakika 6ndenatiirasyon ile
baglayarak 95 °C 30 saniye denatiirasyon, 55 °C 1 dakika baglanma, 72 °C 1 dakika 30
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saniye uzama agsamalarindan olusan 30 dongii ile 72 °C’de 10 dakika son uzama ve 4°C’de

inkiibasyon asamalarindan olugsmaktadir.

Cizelge 3.8. 16S rRNA PCR i¢in kullanilan bilesenler

413 610) 13,075 pl
Tampon 5X S5ul

MgCls 2,5 ul
dNTPs 2,5 ul

27F 0,4 ul
1387R 0,4 ul
DNA L ul
Enzim 0,125 ul
Toplam 25 pl

Elde edilen PCR iiriinleri %1 agaroz jelde kontrol edilmistir. Jel 80 V’da 30 dk
siiresince yiiriitiilmiis ve Jel Dokiimantasyon ve Goriintiileme Cihazi ile goriintiilenmistir.
Amplifikasyonu yapilan 16S rRNA gen bolgeleri restriksiyon enzimleri ile kesilerek farkl
tiire ait olanlarin ortaya ¢ikardig profil tespit edilmistir. Kullanilan restriksyion enzimleri

Alu 1 ve Hae 111¢dir.

Haelll igin reaksiyon kosullari;

Haelll 0,5 ul
Tampon 1wl
Saflastirilmis DNA S5ul
Ultra saf su 3,5u
Toplam 10 pl

Alul igin reaksiyon kosullari;

Alul 0,5 wl
Tampon 1wl
Saflastirilmis DNA S5ul
Ultra saf su 3,5u

Toplam 10 pul
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Yukaridaki reksiyon karisimlar: 37 °C “‘de 2 saat inkiibe edilmistir. Sicakliin sabit
tutulmasi i¢in Thermal Cycler inkiibator olarak kullanilmistir. Reaksiyon sonunda kesilen
DNA’lar %2,5 agaroz jelde TBE Tampon i¢inde 60V’da 150 dk siiresince yiiriitiilmiistir.

Genomik DNA’lar1 elde edilemeyen izolatlar i¢in farkli bir strateji uygulanmustir.
Koloni PCR yontemi i¢in Cizelge 3.6’da verilen bilesenlerden kalip DNA ¢ikarilarak

karigim hazirlanmig ve sonrasinda ayni kosullar uygulanarak amplifikasyon baglatilmistir.

Birinci sezon drneklerinden heterotrofik besi ortaminda saflastirilan bakterilerin sivi
besiyerinde gelistirildikten sonra genomik DNA’lar1 ekstrakte edilmis ve molekiiler
identifikasyonu yapilmistir. Diger besi ortamlarinda izole edilen bakterilerin molekiiler

identifikasyonunda koloni PCR y&ntemi uygulanmustir.

Ikinci sezonda alan 6rnek asidofil bakteri izolasyonu igin de belirtilen 4 farkl1 besi
ortami1 hazirlanmigtir. Birinci sezonda yapildig1 gibi bir noktadan alinan sudan 200 pl kati
besiyerlerine yayma olarak ekilmistir. Tekrarli olarak ekilen petriler 30 °C’de inkiibasyona
birakilmig ve mikroorganizmalarin biiyiimesi i¢in 10 giin inkiibe edilmistir. Her bir petride
koloni goriilmesi ardindan inkiibasyon durdurulmustur. Stereo mikroskop ile incelenen
petrilerdeki mikroorganizmalardan farkli morfolojilerde oldugu tespit edilenler taze
besiyerine ¢ekilmistir. Saflig1 kontrol edilen izolatlar kati besiortaminda pasajlanmaya
devam edilmistir. Inkiibasyon siiresi sona erdikge, izolatlar taze besiyerlerine pasajlanmistir.
Elde edilen izolatlardan koloni PCR yontemi kullanilarak 16S rRNA gen bdlgesi

amlifikasyonu yapilarak molekiiler identifikasyonu tamamlanmustir.

Ucgiincii sezonda alian &rnekten asidofil bakteri izolasyonu igin belirtilen 4 farkli
besi ortam1 hazirlanmistir. Birinci ve ikinci sezonda yapilan yonteme modifiye yapilarak bir
noktadan alinan sudan 100 ul ve 200 pl kat1 besiyerlerine yayma olarak ekilmistir. Tekrarli
olarak ekilen petriler 30 °C’de inkiibasyona birakilmis ve morfolojilerin olugmasi i¢in 10
giin inkiibe edilmistir. Ayn1 zamanda, 4 farkli besiyerine biiyiik loplu 6ze yardimiyla ¢izgi
ekim yapilmistir. Her bir petride koloni goriildiikten sonra inkiibasyon durdurulmustur.
Stereo mikroskop ile incelenen petrilerdeki mikroorganizmalardan farkli morfolojilerde
oldugu tespit edilenler taze besiyerine ¢ekilmistir. Safli§1 kontrol edilen izolatlar kati besi

ortaminda pasajlanmaya devam edilmistir. Mikroorganizmalar biiylidiikce, taze



79

besiyerlerine pasajlanmistir. Elde edilen izolatlardan koloni PCR yontemi kullanilarak 16S

rRNA gen bolgesi amlifikasyonu yapilarak molekiiler identifikasyonu tamamlanmaigtir.

3.2.4. Kiiltiirden bagimsiz yontemler ile mikroorganizma tanimlama calismalar:

3.2.4.1. Membran filtrasyon

e Birinci sezonda alinan su ornekleri

Kiiltiirden bagimsiz ¢aligmalarda kullanilacak ¢evresel DNA’y1 ekstrakte etmek icin
alinan su oOrnekleri vakumlu filtrasyon sistemi ile siiziilmiistiir. Membran filtrasyon
isleminde GTTP (Milipore, 0,2 um por biiylikliigiinde 47 mm ¢apinda) filtre kullanilmigtir.
Ancak ilk denemelerde suyun metal iceriginin yogun olmasi sebebiyle filtre tikanmig ve az
miktarda su gegirilmistir. Bu nedenle sulardaki tortu 6nce santrifiij islemi ile ¢oktiiriilmiistiir,
sonra kaba filtrasyon ile kalan tortular da toplanmis ve son olarak GTTP membran filtreden
gegcirilmistir. Birinci sezon orneklemesinde 5 istasyondan alinan su 6rnekleri bu prosediire
uygun filtreden gecirilmistir. Bek alevinde kurutulan filtreler ekstraksiyon isleminde
kullanilmak {izere -20 °C’de muhafaza edilmistir. Filtreden gecirilen su miktarlar

karsilagtirmali olarak Cizelge 3.9°da verilmistir.

Cizelge 3.9. Birinci sezon su 6rneklerinin filtre edilen hacimleri

K1 5500 ml 3200 ml
K2 300 ml 1100 ml
K3 900 ml 2100 ml
K4 700 ml 1800 ml
K5 200 ml 500 ml

e Ikinci sezonda alinan su érnegi

Kiiltiirden bagimsiz ¢alismalarda kullanilacak ¢evresel DNA’y1 ekstrakte etmek icin
alinan su 6rnekleri vakum filtrasyon sistemi ile siizlilmiistiir. Membran filtrasyon isleminde
0,2 um por capli GTTP filtre kullanilmustir. Ikinci sezon &rneklem alanindan alman suyun

once santrifiigasyonu yapilmis, sonra kaba filtrasyonu yapilmis ve son olarak GTTP filtreden



80

gecirilmistir. Bek alevinde kurutulan filtre ekstraksiyon isleminde kullanilmak iizere -20
°C’de muhafaza edilmistir. Filtreden gegirilen su miktarlar1 karsilagtirmali olarak Cizelge

3.10°da verilmistir.

Cizelge 3.10. ikinci sezon drneklem alanindan alinan suyun filtreden gegirilen hacmi

K6 2350 ml
e Uciincii sezonda alinan su 6rnegi

Kiiltiirden bagimsiz ¢alismalarda kullanilacak ¢evresel DNA’y1 ekstrakte etmek icin
alinan su 6rnekleri vakum filtrasyon sistemi ile siizlilmiistiir. Membran filtrasyon isleminde
0,2 pm’lik GTTP filtre kullanilmistir. Ugiincii sezonda alian su érneginin kaba filtrasyonu
yapilmig ve son olarak GTTP filtreden gecirilmistir. Bek alevinde kurutulan filtreler
ekstraksiyon isleminde kullanilmak iizere -20 °C’de muhafaza edilmistir. Filtreden gecirilen

su miktarlar1 karsilastirmali olarak Cizelge 3.11°de verilmistir.

Cizelge 3.11. Ugiincii sezon érneklem alanindan alinan suyun filtreden gegirilen hacmi

K7 1150 ml

3.2.4.2. DNA izolasyonu

e Birinci sezon, ikinci sezon ve ii¢iincii sezon érneklerinin ¢calisiimasi

Filtrelerden DNA izolasyonu i¢in 6ncelikle MOBIO Power Soil DNA Isolation Kit
(12888-100) kullanilmistir. Filtrelerin yarist kullanilarak uygulanan protokol asagida
verilmistir (UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit, Instruction Manual):

- Filtreler kiiciik parcalara ayrilarak Power Beads Tiipe konulur, vortekslenmistir.
- Cl1 solusyondan 60 pl eklenmis ve vortekslenmistir.

- Tiipler 10 dk boyunca maksimum hizda yatay konumda vortekslenmistir.

- Tiipler oda sicakliginda 10000xg’de 30 sn santrifiijlenmistir.

- Siipernatant 2 ml’lik koleksiyon tliptine alinmistir (yaklasik 400-500 pl).
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- 250 pl C2 solusyonu eklenmis ve 5 sn vortekslendikten sonra +4°C ‘de inkiibe edilmistir.

- Tiipler oda sicakliginda 1 dk 10000xg’de santrifiijlenmistir.

- Pelletten sakinarak 600 pl siipernatant koleksiyon tlipline alinmistir.

- 200 pl C3 solusyonu eklenmis ve nazikce vortekslenmistir. +4°C’de 5 dk inkiibe
edilmisgtir.

- Tiipler oda sicakliginda 10000xg’de 1 dk santrifiijlenmistir.

- Pelletten sakinilarak 750 pl siipernatant 2 ml temiz koleksiyon tiipiine alinmigtir.

- C4 solusyonundan 1200 pl siipernatanta eklenmis ve 5 sn vortekslenmistir.

- 675 pl spin filtreye eklenmis ve 10000xg’de 1 dk santrifiijlenmistir. Altta kalan sivi kisim
uzaklastirllmigtir. Tiim siipernatant bitene dek en az 3 kez bu islem tekrarlanmistir.

- 500 pl soliisyon C5 eklenmis ve oda sicakliginda 10000xg’de 30 sn santrifiijlenmistir.
Altta kalan s1v1 kisim uzaklagtirilmigtir.

- Alkoli tamamen uzaklastirmak i¢in 1 dk oda sicakliginda 10000xg’de tekrar
santrifiijlenmistir.

- Spin filtre C5 solusyonundan kaginarak temiz 2 ml koleksiyon tiipiine alinmistir.

- C6 solusyonundan 100 pl beyaz flitrenin tam ortasina birakilmis ve 30 sn oda sicakliginda
10000xg’de santrifiijlenmistir.

- Spin filtre atilirak DNA -20°C’de ya da -80°C’de muhafaza edilmistir.

Ekstraksiyonu tamamlanan g¢evresel DNA’larin 1 pl’si %1°lik jele yiiklenerek

60V°da 70 dk yiiritiilmistiir.

Bant goriilmeyen DNA ekstraksiyonu sonrasinda filtrelerden tekrar DNA izolasyonu
icin Invitrogen’in PureLink Microbiome DNA Purification Kit’i kullanilmustir. Filtrelerin

yarist kullanilarak uygulanan protokol asamalar1 maddeler halinde belirtilmistir:

- Filtreler oldukga ince kesilmistir. Ependorf tiipe alinan filtre pargalari tizerine 800 pul S1-
Lizis tampon eklenmistir. Pipetaj yapilarak ya da vorteksle resiispanse edilmistir. Daha
sonra karigim boncuk igeren tiiplere transfer edilmistir.

- Karisim tizerine 100 pl S2- pargalama giiglendirici tamponu eklenmistir. Kisa siire
vortekslenmistir.

- 65 °C’de 10 dk boyunca inkiibe edilmistir.
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- Inkiibasyon sonunda vortekste yatay pozisyonda 10 dk en yiiksek hizda homojen
oluncaya dek bekletilmistir.

- 14.000xg’de 2 dk santrifligasyon yapilmstir.

- Pelletten kacinarak 500 ul’ye kadar siipernatant yeni bir mikrosantrifiij tiipe alinmigtir.

- Uzerine 900 pl S4-baglanma tamponu eklenerek vortekslenmistir.

- Bu karisimin 700 pl’si spin column tiipe alinarak 14.000xg’de 1 dk santrifiij edilmistir.

- Atik uzaklastirilmis, kalan 6rnek karisimi ile 8. Adim tekrarlanmistir.

- Spin kolona yeni bir koleksiyon tiipline alinmistir. 500 pl S5-Yikama tamponu eklenmis
14.000xg’de 1 dk santrifiij edilmistir.

- Atik uzaklastirilmis, bos olarak spin kolona 14.000xg’de 30 saniye santrifiij edilmistir.

- lkinci santrifiigasyon yikama tamponun (icindeki etanoliin) tamamen uzaklastirilmasi
icin optimize edilmistir.

- Spin kolona yeni bir mikrosantrifiij tlipiine alinir, tizerine 100 pl S6-Eliisyon Tamponu
eklendikten sonra 2 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

- 14.000xg’de 3 dk santrifiigasyon sonrasinda spin kolon atilir, tiipte saf kalan DNA -20

°C’de saklanmustir.

Yukaridaki protokole gore tiim noktalardaki su drneklerinin ¢cevresel DNA’lar1 elde

edilmisgtir.

Cevresel DNA’lar ekstrakte edildikten sonra 1 pl ‘si %1 agaroz jelde 80V da 30 dk
siiresince yiiriitillerek kontrolii yapilmistir (Sambrook ve Russell vd., 2001). Jel
Dokiimantasyon ve Gorlintilleme Cihazi ile goriintiilenmistir. Saflik kontrolii ve

konsatrasyonun belirlenmesi NanoDrop (Thermo Scientific) ile yapilmistir.

3.2.4.3.Klon Kkiitiiphanesi olusturma ve amplive ribosomal DNA restriksivonu analizi

Mikroorganizmalarin ¢esitliliginin belirlenmesi ¢alismalarinda uygulanan bir diger
kiiltiirden bagimsiz teknik 16S rRNA gen bolgesinin plazmide aktarilarak 16S klon
kiitiiphanesi olusturulmasidir. 16S rRNA gen bolgesi, mikroorganizmalar i¢in evrimsel
kronometre olarak tanimlanan molekiildiir ve 16S rRNA PCR firiinlerini elde etmek icin
27F-1387R veya 27F-1492R primer ¢iftleri kullanilmistir (). Reaksiyonda Cizelge 3.12 ve

Cizelge 3.13 ’de verilen bilesenler kullanilmistir.
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Cizelge 3.12. 16S rRNA PCR bilesenleri (27 F ve 1387 R primer ¢ifti i¢in)

dH20 13,275 pl
Tampon 5x S5ul
MgClz 2,5 ul
dNTPs 2,5 ul
27F 0,3 pl
1387R 0,3 pl
DNA 1 ul
Taq DNA Polimeraz 0,125 ul
25 pl

PCR kosullar1 95 °C’de 5 dakika 6ndenatiirasyon, 95 °C’de 30 saniye denatiirasyon,
55°C ‘de 1 dakika baglanma, 72°C’de 1 dakika 30 saniye uzama asamalarindan olusan 30

dongti, 72 °C‘de 10 dakika son uzama ve 4 °C*de inkiibasyon asamalarindan olusmaktadir.

Cizelge 3. 13. 16S rRNA PCR bilesenleri (27 F ve 1492 R primer ¢ifti igin)

dH20 13,275 pl
Tampon 5x S5ul
MgCl, 2,5 pl
dNTPs 2,5 ul
27F 0,3 pl
1492 R 0,3 ul
DNA 1 ul
Taq DNA Polimeraz 0,125 ul
25 pl

PCR kosullar1 94 °C’de 3 dakika 6ndenatiirasyon, 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon,
50°C ‘de 1 dakika baglanma, 72°C’de 2 dakika uzama asamalarindan olusan 30 dongii, 72

°C ‘de 10 dakika son uzama ve 4 °C ‘de inkiibasyon agsamalarindan olugmaktadir.

Amplikonlar %1 agaroz jelde 100 V’da 70 dk siiresince yiiriitiilmiis ve EtBr ile
boyandiktan sonra Jel Dokiimantasyon ve Goriintileme Cihazi ile goriintiilenmistir.
Saflastirilmasi1 gereken bantlarin jelden geri kazaniminda GeneJET™ Gel Extraction Kit

(Fermentas, Litvanya) protokolii uygulanmistir. Takip edilen prosediir asagida verilmistir.

- Saflastirilmak istenilen fragment(ler) steril bir bisturi ile agaroz jelden kesilmistir.
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- Kesilen jel parcalart 6nceden agirlig: tartilmis steril mikrosantrifiij tiiplerinin igerisine
alinip, tiiplerin dolu agirliklar1 alinmistir. Boylece kesilen jel parcalarinin agirliklar
hesaplanmustir.

- Agirliklart belirlenen jel parcalarma 1:1 (hacim:agirlik) oraninda kitin igerisinde yer
alan Baglanma tamponu eklenmistir ve 60°C’de yaklasik 10 dakika bekletilerek jelin
tamamen erimesi saglanmistir.

- Baglanma tamponu igerisinde eritilen jel, kit igerisinde bulunan Gene JET™

saflagtirma
kolonuna alinmistir ve 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

- Santrifilij sonrasinda kolonun altinda kalan kisim atilarak toplama tiipii kolona tekrar
yerlestirilmistir. Kitin icerisinde bulunan yikama tamponundan 700 pl kolon iizerine
eklenerek 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

- Altta kalan kisim atildiktan sonra toplama tiipii kolona yerlestirilmistir. Yikama
tamponun uzaklastirilmasi i¢in tekrar 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

- Kolon steril bir santrifiij tlipli icerisine yerlestirilerek, iizerine kit igerisinde bulunan
50ul Elution ¢ozeltisi eklenmistir ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
14000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.

- Spin kolon atildiktan sonra tiipte saf DNA kalmistir ve kullanimina kadar -20 °C’de

saklanmistir.

Klon kiitiiphanesi olugturmak i¢in insert olarak 16S rRNA PCR iiriinii, vektor olarak
p-GEMT easy vector system, transformasyonda ise E. coli JM109 susu kullanilmistir. 3:1 ya
da 2:1 (insert:vektdr) oraninda ligasyon reaksiyonu gerceklestirilmistir. ihtiyag olan DNA
miktar1 belirlemek i¢in Denklem 3.1 ve Denklem 3.2 kullanilmistir (pGEM®-T Easy Vector
Systems, Promega Teknik Kitapc¢igi).

x=(ng vector X kb insert)/(kb vector ) x insert/vector (3.1)
x=(50 X 1.3)/3 x 3/1 =65 ng

x=(ng vector X kb insert)/(kb vector ) x insert/vector 3.2)
x=(50 X 1.3)/3 x2/1 =43.3 ng

Ligasyon reaksiyon karisimi i¢in Cizelge 3.14’te verilen bilesenler kullanilmis ve 4
°C’de gece boyu bekletilmistir. Olusturulan rekombinant DNA, E.coli IM109 kompetant

hiicrelerine transforme edilmistir.
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Cizelge 3.14. Ligasyon reaksiyonunda kullanilan bilesenler

2 x Rapid Ligasyon Tamponu Sul
pGEM-T Easy Vektor 1l
PCR Uriinii x pl (~65 ng)
T4 DNA Ligaz (3 iinite/ pl) 1 ul
dH>0 10-x pl

Transformasyon protokolii asagida verilmistir:

- Ligasyon 6rneginin 10 pl’sinin lizerine 200 pl kompetan E. coli IM109 hiicreleri
eklendikten sonra 4-6 kez ters yiiz edilmistir.

- Hiicre porlariin agilmasi i¢in 6nce 30 dakika buzda bekletilip ardindan 42 °C’de 90
saniye 1s1 sokuna maruz birakildiktan sonra 2 dakika buzda bekletilmistir.

- 800 pl SOC Medium eklenip 4-6 kez ters yliz edilen karisim 90 dakika 37 °C’de 150
rpm’de inkiibasyona birakilmistir.

- Amfisilin, IPTG ve X-gal igeren LB Agar petrilere farkli hacimlerde hiicre ekimi
gergeklestirilmistir (100 pl; 200 pl (2) ve kalan olarak). 37 °C’de gece boyu inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon sonunda mavi beyaz secilimine gore klonlar yeni BSA platelere kiirdan

ile carp1 seklinde ekilmistir.

Elde edilen beyaz klonlar i¢in PCR Master Mix ile koloni PCR kurulmustur (Cizelge
3.15). Vektore ozgii primer ¢ifti (SP6 ve T7) kullanilarak amplifiye edilen iiriinler
restriksiyon enzimleri ile kesilerek klon kiitliphanesinde farkli profillerin elde edilmesi

hedeflenmistir.

Cizelge 3.15. Koloni PCR bilesenleri

dH20 11,9 ul
Master Mix 2x 12,5
T7 0,3 ul
SP6 0,3 ul
DNA -

25 ul
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PCR kosullar1 95 °C’de 15 dakika 6ndenatiirasyon, 95 °C’de 30 saniye denatiirasyon,
54°C ‘de 1 dakika baglanma, 72°C’de 1 dakika 30 saniye uzama asamalarindan olusan 30

dongti, 72 °C‘de 10 dakika son uzama ve 4 °C*de inkiibasyon asamalarindan olusmaktadir.

Klon kiitiiphanesinin ARDRA profilinin belirlenmesi i¢in iki farkli enzim
kullanilmistir. Enzimlerden biri BsuRI (Haelll) (5°G G |C C 3’)’dir. Reaksiyon (10x
tampon, DNA, dH>O, Enzim) bilesenleri ile olusturulan karisim 37 °C*de gece boyu inkiibe
edilmistir. Uriinler %2,5 lik agaroz jelde 1xTBE tamponunda 60V’da 150 dk siiresince

ylriitilmiistir.

Alul (5’A G |C T 3’) ile yeniden kesim yapilmistir. Reaksiyon bilesenleri (10x
tampon, BSA, DNA, dH>O, Enzim) ile kurularak 37 °C‘de 2 saat siire ile inkiibe edilmis,

sonrasinda % 2,5 agaroz jelde 1xXTBE tamponda 60V’da 150 dk siiresince yiiriitiilmiistiir.

Klon kiitliphanelerinin taranmast i¢in tiim 6rneklerde restriksiyon enzimi olarak A4/ul
(5°’A G |[C T 3’°) enzimi kullanilmistir. Reaksiyon bilesenleri (10x tampon, BSA, DNA,
dH>O, Enzim) karistirilarak 37 °C‘de 2 saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda kesilen DNA fragmentleri %2,5 agaroz jelde 1XTBE tamponunda 60V’da 150 dk
stiresince yiiriitiilmiistiir.

Farklilik gbzlenen klonlar amfisilin i¢in LB Broth besiortamina ekilmis ve 37 °C*de
gece boyu inkiibe edilmistir. Gelisen kiiltlirlerden plazmid DNA izolasyonu i¢in GeneJET™
Plasmid Miniprep Kiti (Fermentas) kullanilmistir. Kit icerisinde yer alan detayli protokol

asagida verilmistir:

- Asi kiiltiirden 2 ml alinarak 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipe aktarilmistir. 14000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir.

- Santrifiij sonrasinda pellet lizerine 250 pl Resuspension soliisyonu eklenmistir ve pipet
yardimziyla pelletin ¢ézlilmesi saglamigtir.

- Uzerine 250 pl Lysis soliisyonu eklenmistir ve 4-6 kez alt iist edilerek karistirilmstir.

- Tip icerisine 350ul Neutralization sollisyonu eklenmistir ve tekrar 4-6 kez alt list ederek
karigmasi saglandiktan sonra 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

- Santrifiij sonrasinda siipernatant GeneJET™ spin kolonuna alinmistir ve 14000 rpm’de

1 dakika santrifiij edilmistir.
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Santriflij sonrasinda kolonun altina kalan kisim uzaklastirilmis ve iizerine 500ul
yikama sollisyonu eklenmistir.

- 1 dakika 14000 rpm’de santrifiij edildikten sonra kolonun altinda kalan kisim
uzaklastirilmistir ve bu kez yikama soliisyonun tamamen uzaklastirilmasi i¢in 1 dakika
14000 rpm’de santrifiij edilmistir.

- Santrifiij sonrasinda kolon kismi yeni steril bir mikrosantrifiij tiipiine konularak tizerine
Elution tamponu eklenmistir. 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 3 dakika
14000 rpm’de santrifiij edilmistir ve kolon kismi atilmistir.

- Elde edilen plazmid DNA’larinin agaroz jelde kontrolii yapilmistir ve -20°C’de

saklanmustir.

3.2.4.4.16S rRNA DGGE PCR iiriinleri elde edilmesi ve DGGE analizi

Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi (DGGE); ayni boyutta ancak farklh
niikleotid dizilimine sahip DNA’larin dereceli artan denatiire edici ajana sahip poliakrilamid
jel icinde ayrilmasi prensibidir (Muyzer vd., 1993). Denatiire edici ajan olarak {ire ve
formamid kullanilmistir. Sirasiyla asagidaki verilen asamalar takip edilerek analiz siireci
tamamlanmustir.

- Su/toprak/camur 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu
- Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile 16S rRNA bolgesini ¢ogaltilmasi
- Denatiire edici kademeli jel elektroforezi (DGGE) ile PCR iiriinlerinin birbirinden

ayrilmasi

Bakteriler icin DGGE PCR Cizelge 3.16’da verilen bilesenler ile kurulmustur.
Amplifikasyon gradient PCR uygulanarak yapilmistir. Kosullar bir dongii 94 °C’de 5 dakika
denatiirasyon, 65 °C’de 1 dakika baglanma, 72 °C’de 3 dakika uzama; 9 Dongii (her dongiide
primer baglanma sicakligi 1 °C azaltilarak) 94 °C’del dakika denatiirasyon, 64°C-55°C’de
1 dakika baglanma, 72°C’de 3 dakika uzama, 20 Dongii 94 °C’de 1 dakika denatiirasyon,
55°C’de 1 dakika baglanma, 72°C’de 3 dakika uzama ile bir dongii 94°C’de 1 dakika
denatiirasyon, 55°C’de 1 dakika baglanma ve 72°C’de 10 dakika son uzama, 4°C’de

inkiibasyon agsamalarindan olugmaktadir.
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Cizelge 3.16. Bakteri DGGE PCR Bilegenleri

dH-0 13,275 pl
Tampon 5x S5ul
MgClz 2,5 ul
dNTPs 2,5 ul
344 F(GC) 0,3 pl
907R 0,3 pl
DNA 1 pl
Taq DNA Polimeraz 0,125 ul
25 pl

Benzer sekilde Arke i¢gin DGGE PCR Cizelge 3.17°de verilen bilesenler ile
kurulmustur. Amplifikasyon gradient PCR uygulanarak yapilmistir. Kosullar bir dongti 94
°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon, 94 °C’de 30 saniye, 56 °C’de 45 saniye baglanma, 72 °C’de
2 dakika uzama (29 dongii) ve 94 °C’de 30 saniye, 56 °C’de 45 saniye baglanma, 72 °C’de
7 dakika uzama 1 donglii ve 72°C’de 10 dakika son uzama, 4°C’de inkiibasyon

asamalarindan olugmaktadir.

Cizelge 3.17. Arke DGGE PCR Bilesenleri

dH-0 13,275 pl
Tampon 5x S5ul
MgCl2 2,5 ul
dNTPs 2,5l
341 F(GC) 0,3 pl
907R 0,3 pl
DNA 1 pl
Taq DNA Polimeraz 0,125 ul
25 pl

Amplifikasyonu yapilan DGGE PCR iiriinleri %1 ’lik agaroz jele yiiklenerek 1x TAE
tamponunda 100 V’da 70 dk siiresince yiiriitiilmiistiir. Safsizlik goriilen PCR {iriinlerinin
jelden geri kazaniminda GeneJET™ Gel Extraction Kit (Fermentas, Litvanya) protokolii
uygulanmistir (GeneJET Jel Ekstraksiyon Kit, Teknik Kitap¢igi). Takip edilen prosediir

asagida verilmistir:
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- Saflagtirilmak istenilen fragment(ler) steril bir bisturi ile agaroz jelden kesilmistir.

- Kesilen jel parcalart 6nceden agirlig tartilmis steril mikrosantrifiij tiiplerinin icerisine
aliip, tiiplerin dolu agirliklar1 alinmistir. Boylece kesilen jel pargalarinin agirliklari
hesaplanmustir.

- Agirliklar belirlenen jel parcalarina 1:1 (hacim:agirlik) oraninda kitin igerisinde yer alan
Baglanma tamponu eklenmistir ve 60°C’de yaklasik 10 dakika bekletilerek jelin tamamen
erimesi saglanmistir.

- Baglanma tamponu igerisinde eritilen jel, kit igerisinde bulunan Gene JET™ saflagtirma
kolonuna alinmistir ve 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

- Santrifiij sonrasinda kolonun altinda kalan kisim atilarak toplama tiipii kolona tekrar
yerlestirilmistir. Kitin igerisinde bulunan yikama tamponundan 700 pl kolon {izerine
eklenerek 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

- Altta kalan kisim atildiktan sonra toplama tiipii kolona yerlestirilmistir. Yikama
tamponun uzaklastirilmasi i¢in tekrar 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

- Kolon steril bir santrifijj tiipii i¢erisine yerlestirilerek, tizerine kit i¢erisinde bulunan 50ul
Elution ¢ozeltisi eklenmistir ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 14000
rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.

- Spin kolon atildiktan sonra tiipte saf DNA kalmis ve kullanimina kadar -20 °C’de

saklanmistir.

DGGE i¢in, %100 ve %0 DGGE stok soliisyonlar kullanilmasi ile istenilen
gradientlerde jel hazirlanmistr. Stok soliisyonlarin hazirlanmasi i¢in gerekli bilesenler

Cizelge 3.18 ve 3.19°da verilmistir.

Cizelge 3.18. DGGE Stok soliisyon-I

Ure 2g
Deiyonize Formamid 40 ml
%40 Akrilamid/Bis akrilamid 20 ml

TAE (50x) 2ml
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Cizelge 3.19. DGGE Stok soliisyon-II

%40 Akrilamid/Bis akrilamid 20 ml
TAE (50x) 2 ml

DGGE jeli %100 ve % 0 stok soliisyonlarindan Cizelge 3.20°de ve Cizelge 3.21°de
verilen hacimlerde alinarak karistirilir ve %60-%40 ve %350-30 konsantrasyonlarinda
hazirlanmigtir. Yiiksek konsantrasyonda hazirlanan karisimia 200 pl boya ¢ozletisinden

eklenmistir. Her iki karisima 200 ul APS ve 20 ul TEMED eklenmistir.

Cizelge 3. 20. %60-%40 konsantrasyonda jel hazirlanmasi i¢in gerekli hacimler

% 100 % 0
% 60 12 ml 8 ml
% 40 8 ml 12 ml

Cizelge 3. 21. %50-%30 konsantrasyonda jel hazirlanmasi i¢in gerekli hacimler

% 100 % 0
% 50 10 ml 10 ml
% 30 3 ml 17 ml

1. IXxTAE tampon (7 L) ile tank doldurulmustur. Kapak kapatilmis, karistirict ve 1sitict
calistirtlirmastir. Isitic1 60 °C’ye ayarlanarak tamponun 1sinmasi saglanmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Elektroforez sicaklik kontrol modiili
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ii. %8 jel konsantrasyonuna uygun olarak %0 ve %100 DGGE stok soliisyonlari

hazirlanmistir.
iii. %10 APS ¢ozeltisi hazirlanmistir.

iv.  Camlar ve jel diizenegi hazirlanmistir (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5).

Sekil 3.4. Cam plakalar, aralayici ve kiskaglarin pozisyonu

Sekil 3.5. Sandvig birlesmesinde aralayicilarin dizilme sekli

v.  Yukandaki tabloya gore %40 ve %60 jel i¢ine 200ul APS, 20ul TEMED her birine
konulmustur. Yiiksek yiizdeli olan jele 200 pl boya eklenmistir.

vi.  Jel siringalara ¢ekilir ve siringalar Top filling’e uygun sekilde yerlestirilmistir (Sekil
3.6 ve Sekil 3.7). Yavasca tekerlek ¢evrilerek 1ml/sn gibi bir hizda olacak sekilde
sabit hizda doldurulmustur.

Sekil 3.6. Gradient olusturma sistemi
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Sekil 3.7. Paralel gradient jel kaset sistemi

Vii.

Viil.

IX.

X1.

Xil.

Xiii.

Tarak takilmis ve donmaya birakilmigtir.

PCR iiriinleri ylikleme boyasi ile karistirilarak jele yiiklenmis, tamponunun sicaklig
60 oC’deyken 18 saat siiresince 90 V’da yiirlitiilm{istiir.

Jelin yliriimesi sonlandiktan sonra EtBr ile boyanmis ve iki kere distile su ile
yikandiktan sonra goriintiilenmistir.

Jellerde farkli konumlardaki bantlar UV 15181 altinda steril bisturi yardimiyla jelden
kesilerek steril ependorf tiipleri i¢ine alinmustir.

Jel agirlig1 oraninda ¢6ziicii tampon ilave edilmis ve 1 gece 37 oC’de 150 rpm hizda
calkalanarak inkiibasyona birakimigstlir.

DNA izolasyon yonteminin Fenol:Kloroform:isoamilalkol (25:24:1) asamasindan
sonrast uygulanmis ve GC kuyrugu bulunmayan DGGE primerleri ile tekrar
amplifiye edilmistir.

Uriinler %1 agaroz jelde yiiriitiilerek gdzlenimistr.

Re-PCR bilesenleri Cizelge 3.22°de verilmistir ve bilesenler kullanilarak

gergeklestirilen reaksiyon kosullar1 95 °C’de 5 dakika dndenatiirasyon, 95 °C’de 30 saniye

denatlirasyon, 55°C ‘de 1 dakika baglanma, 72°C’de 1 dakika 30 saniye uzama

asamalarindan olusan 30 dongii, 72 °C‘de 10 dakika son uzama ve 4 °C‘de inkiibasyon

asamalarindan olugmaktadir.

Cizelge 3. 22. Re-PCR bilesenleri

dH.0 13,275 pl
Tampon 5x S5ul
MgClz 2,5 ul
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Cizelge 3.22 (devam) Re-PCR bilesenleri

dNTPs 2,5 ul
341 F(GC) 0,3 pl
907R 0,3 pl
DNA 1 ul
Taq DNA Polimeraz 0,125 pul
25 ul

3.2.5.FISH (Fluerosan in situ hibridizasyon) analizi

FISH analizinde optimizasyon caligmasi yapilmistir. Protokollerden bir tanesi
Amann vd tarafindan hazirlanmistir ve islem basamaklar1 asagida verilmistir. Bu protokolde
formamid miktar1 denenmistir. Hibridizasyon tamponuna 700 pL ve 900 pL hacminde

formamid eklenmis ve iki farkli deneme yapilmistir (Anton vd., 1999).

e Fiksasyon amaciyla, 1 mL, 3 mL, 5 mL ve 10 mL su 6rnegine toplam hacimde %4
Formaldehit (%37 v/v) eklenerek 4°C’de 1 gece fikse edilmistir.

e Fiksasyon sonrasi farkli hacimlerdeki 6rnekler 0,2 um por ¢aplt GTTP Isopore
(Millipore, 25 mm ¢ap) filtreden gegirilmis ve filtrenin yikanmasi amaci ile 10 mL
1X steril PBS kullanilmistir.

e Filtreler yikandiktan sonra hibridizasyon islemine kadar muhafaza edilmek tizere -
20 °C’de depo edilmistir.

e Fiksasyon isleminin sonrasinda hibridizasyon ig¢in filtrenin kiigiik bir kism
kullanilmistir. Hibridizasyon tamponunun 18 pL’sine ve 2 pL prob (Arc 915 ve
Eub338 CY5 boya isaretli) eklenerek elde edilen karisim filtre {izerine pipetlenmistir.

e Geriye kalan hibridizasyon tamponu hibridize edilecek filtrelerin yerlestirildigi
falkon tiiplerinin i¢ini nemli tutmak ve formamid buhari olusturmak amaci ile
kullanilmistir.

e Lam iizerinde hibridizasyon ¢o6zeltisi iceren filtre parcalar1 yatay sekilde dnceden 46
°C’ye getirilmis hibridizyon firininda (Hybridizatin oven HO0-10) 2 saat inkiibe

edilmisgtir.
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e Inkiibasyon sonrasinda filtreler dnceden 48 °C’de 1sitilmis yikama soliisyonu
icerisine alinarak 15 dakika 48 °C bekletilmistir. Bu siire sonrasinda filtreler kurutma
kagidi tizerine alinarak havada kurutulmustur.

e Orneklerdeki toplam mikroorganizma sayisini belirlemek igin ortamdaki tiim
DNA’lar1 boyama 6zelligindeki DAPI boyamasi uygulanmistir. Filtre parcasina 25
uL DAPI boyast pipetlenmis ve oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Ayni filtre
pargasi once saf etanol ile sonrasinda mQ su ile yikanmistir. Yikanmus filtre havada
kurutulduktan sonra, filtre lam {izerine alinmig ve citifluor/gliserol damlatilarak
lamelle kapatilmistir.

e Preparatin incelenmesi epifluoresan mikroskop kullanilarak yapilmistir.

3 sezonda alinan su Orneklerinden 1ml, 3 ml, 5 ml, 10 ml hacimlerde filtreden
gecirilmistir ve formaldehit ile fikse edilmistir. GTTP (Milipore, 0,20 pum por ¢apinda)

membrandan filtre edildikten sonra hibridizasyon yapilancaya dek -20 °C*de saklanmuigtir.

Uygulanan diger protokoliin basamaklar1 da asagida verilmistir ().

e Fiksasyon amaciyla, 1 mL, 3 mL, 5 mL ve 10 mL su 6rnegine toplam hacimde %4
Formaldehit (%37 v/v) eklenerek 4°C’de 1 gece fikse edilmistir.

e Fiksasyon sonrasi farkli hacimlerdeki 6rnekler 0,2 um por ¢aplt GTTP Isopore
(Millipore) filtreden geg¢irilmis ve filtrenin yikanmasi amaci ile 10 mL 1X steril PBS
kullanilmistir.

e Filtre yiizeyi 20 pL %0,2 Low Melting Agarose ile kaplanmistir. 35°C’de 10 dk
bekletilmistir.

e Filtre pargas1 0,5 ml’lik tiipe konulmustur.

o %50, %80 ve %96’1lik etanol serisi ile yikanmaistir (her biri i¢in 1-5 dk).

e Havada kurutulan filtre pargasi tekrar tiipe konulmustur.

e 100 pL hibridizasyon tamponu tiipe eklenir.

e 5 puL prob tiipe eklenir.

e Hibridizasyon islemi i¢in tiiplerdeki filtreler 46°C’de 90 dakika bekletilir.

e Hibridizasyondan sonra filtre parcalart dnceden ayni sicaklikta 1sitilmis yikama
tamponunda 48°C’de 30 dakika bekletilmistir.

¢ Yikama igleminden sonra filtre parcalar: suda yikanmstir.
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e Havada kurutulan filtre pargalar: tiipe alinmis tizerine 25 L. DAPI eklenmis ve 20
dk bekletilmistir.

e Suile yikandiktan sonra filtre pargalar1 havada kurutulmustur.

e Lam iizerine almman filtre parcasina citifluor/gliserol damlatilarak lamelle
kapatilmigtir.

e Preparatin incelenmesi epifluoresan mikroskop kullanilarak yapilmistir.

Alman yedi 6rnek i¢in de 10 ml su gegirilen filtreler preparat hazirlamak igin

kullanilmistir.

3.2.6. Metagenomik yaklasimla cesitliligin belirlenmesi

Su oOrneklerinden ekstrakte edilen g¢evresel DNA’larin metagenomik analizinin
yapilmasi i¢in BM Yazilim, Danismanlik ve Lab. Sis.Ltd. Sti (Ankara, Tiirkiye) firmasina
gonderilmistir. Analiz Illumina Miseq Sisteminde 16S Ribozomal RNA Gen Amplikon
paneli kullanilarak gergeklestirilmistir. Yeni Nesil Dizileme sisteminde hedef 16S rRNA gen
bolgesindeki V3-V4 bolgeleri olarak belirlenmistir. Bu bdlge prokaryot organizmalar i¢in
tasarlanan 341F (CCT ACG GGN GGC WGC AG) ve 805R (GAC TAC HVG GGT ATC
TAA TCC) primer ¢ifti kullanilarak amplifiye edilmistir. 2,5 pL. mikrobiyal ¢evresel DNA
kalip olarak kullanilmigtir. Reaksiyon karigimi 12,5 pLL 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix,
Amplicon PCR Primer (1uM) ¢ifti 5 pL icermek iizere toplamda 25 pl. hacmindedir.
Reaksiyon kosullari, 95 °C 3 dakika 6n denatiirasyon, 95 °C 30 saniye denatiiasyon, 55°C
30 saniye baglanma, 72°C 30 saniye uzama adimlarin1 igeren 25 dongii, 72°C 5 dakika son
uzamadan olusmaktadir. AMPure XP boncuklar1 amplikon iiriinlerinden primer dimerleri ya
da fazla primerleri saflagtirilmak i¢in kullanilmaktadir. Index PCR Nexterea XT Index Kit
ile adapterleri takmaktadir. Saflagtirma i¢in AMPure XP boncuklar1 kullanilmaktadir.
Validasyon islemi i¢in Bioanalyzer DNA 1000 chip kullanilmaktadir. Dizileme Illumina
Miseq platformu ile yapilmaktadir (16S Metagenomic Sequencing Library Preparation
Guide; Kozich vd., 2013).
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3.2.7. Biyoinformatik analizler

Biyoinformatik analizlerde ¢esitli yazilimlardan, internet siteleri ve programlardan

yararlanilmstir.

Elde edilen izolatlarinn ve ARDRA sonucuna gore farkli profil gosteren izolatlarin
genomik DNA’lar1 kalip olarak kullanilarak amplifiye edilen 16S rRNA gen bolgesi PCR
iiriinleri dizi analizine gonderilmistir. Dizi analizi sonucu olusan kromatogram 4Peaks v1.8
programi ile goriintiilenmistir (Oliveira vd., 2018). Diziler BLAST programi kullanilarak

nr/nt veritabaninda hizalanmistir (align edilmistir).

Klon kiitliphanesinden segilen tiim klonlarin ARDRA sonucuna gore belirlenen
farkli profildeki klonlarin plazmidleri dizi analizine gdnderilmistir. Dizi analizi sonucu
olusan kromatogram 4Peaks v1.8 programi ile goriintiilenmistir (Oliveira vd., 2018). Diziler

BLAST programi kullanilarak nr/nt veritabaninda hizalanmistir (align edilmistir).

DGGE bantlarinin Re-PCR iiriinleri dizi analiize gonderilmistir. Dizi analizi sonucu
4Peaks v1.8 programi ile goriintiilenmistir. Diziler BLAST programi kullanilarak nr/nt

veritabaninda hizalanmistir (align edilmistir).

Elde edilen izolatlarin, klonlarin ve DGGE bantlarinin dizi analiz sonuglarina, dis tiir ve
eslesen tiirleri eklenmesi sonucunda MEGA 7.0 programinda Neighbor joining metodu
kullanilarak filogenetik agac¢lar olusturulmustir (Kumar vd., 2016). Her 6rneklem yeri i¢in

bu islem yapilmistir.

Metagenomik analizinden elde edilen ham datalar, QIIME 2-2019.4 (Bolyen vd..
2019) kullanilarak islenmistir. Analizler NCBI veritabaninda yapilmistir. Metagenomik
analizi ile elde edilen ¢ift yonlii (paired end) sekanslarin yer aldig1 fastq dosyalarinin
FASTQC programi ile kalite kontrolii yapilmistir (Andrews, 2010). Programin irettigi
gorseller baz almarak kalitesi 20 ve lizeri olan bazlarin pozisyonlar: tespit edilmistir.
Metegenom g¢esitliligi tespit etmek icin QIIME 2 programi kullanilmistir. Dosyalar dncelikle
QIIME 2 programina aktarilmistir (import). Igeri aktarilan dosyalara DADA2 komutu ile

birlestirme (joined), kirpma (trim) ve kaliteye gore filtreleme islemleri uygulanmistir
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(Callahan vd., 2016). Sonra OTU kiimelenmesi (OTU clustering) yapilmis ve veritabanlari
kullanilarak Taxa-Bar grafikleri olusturulmustur. a c¢esitlilik (Faith, 1992) ve B cesitlilik
(Lozupone vd., 2007) sonuglar1 elde edilmistir. Ornegin kendi icindeki ve diger gruplarla

olan etkilesimleri verilmistir.

3.2.8. istatiksel Analizler

Cevresel parametreler ve c¢esitliligin  birbirine etkisinin incelenmesi ig¢in
PAleontology STatitics (PAST) programi versiyon 3 kullanilmistir (Hammer vd., 2008).
Klon sayilar1 ve metagenomik analiz sonucunda elde edilen okuma sayilar ¢esitlilik i¢in
belirtilirken pH, metal konsatrasyonlari ¢evresel etmenler olarak programda veri tablosu

olusturulmustur.

Birinci sezon 0rneklerin ¢evresel dzelliklerine karsilik klon sayilar1 ve metagenomik
analiz okuma sayilar1 girilerek hazirlanan tablolar sirasiyla Sekil 3.8 ve 3.9’da verilmistir.
Birinci 6rneklem alaninin ii¢ sezon 6rneklerinin ¢evresel 6zelliklerine karsi klon sayilart ve
metagenomik analiz okuma sayilar1 girilerek hazirlanan tablolar sirasiyla Sekil 3.10 ve

3.11°de verilmistir.

Veri tablosu kullanilarak Multivariate sekmesinden Principal Components (PCA),
Principal Coordinates (PCoA) ve Canonical Correspendence Analysis (CCA) yaklasimlar

ile cevresel etmen cesitlilk korelasyonlar1 elde edilmistir.
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3.2.9. Biyoteknolojik Uygulamalar

3.2.9.1. Fe? icin standart egri cizilmesi

Ferrik demir konsantrasyonu belirlemek i¢in fenantrolin yontemi kullanilmistir (Vogel,
1989). Fe'? standart egri ¢iziminde 100 ppm stok ¢ozelti kullanilmustir. 0,1 ppm’den 10
ppm’e kadar diliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan diliisyonlar ve stok ¢ozeltiden kullanilan
hacimleri Cizelge 3.23’te verilmistir. Diliisyonlardaki Fe*? konsantrasyonu fenantrolin
yontemine gore belirlenmistir. Fenantroline yontemi, 5 ml 6rnek iizerine 1 ml amonyum
asetat ¢ozeltisi, 2 ml fenantrolin ¢ozeltisi eklenmistir. Karigim 5 dk iginde 510 nm’de

okunmusgtur. Elde edilen veriler Excel’de grafige doniistiiriilmiistiir.

Cizelge 3.23. Standart egri i¢in hazirlanan diliisyonlar

10 ppm 50 ml 100 ml
8 ppm 40 ml 100 ml
6 ppm 30 ml 100 ml
5 ppm 25 ml 100 ml
3 ppm 15 ml 100 ml
1 ppm 10 ml 100 ml
0,5 ppm 25 ml 100 ml
0,25 ppm 12,5 ml 100 ml
0,1 ppm 5ml 100 ml

3.2.9.2. Fe'? 2 Fe™ reaksivonunun taranmasi

Leptospirillum ‘a dzgl besiyerinde gelistirilen 3 kiiltiir (K3, K4, K7), 4 g/L Fe*?
igeren besiortamina %10 inokiile edilerek, 250 ml s1vi kiiltiir hacminde 1 L erlen kullanilarak
kesikli sistemde ¢aligilmistir. 6 saatlik periyotta ii¢ kez drnek toplanmistir. Her 6rnek alimi

sonrasinda hacmin 250 ml’de tutulmas1 amaciyla taze besiyeri eklenmistir.
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Fe™? 6lglimii Fenantrolin yontemine gore yapilmigtir. Alman 6rnekler siringa ucu
filtreden (0,45 um por ¢apinda) gecirilerek standart egri araligina girmesi amaciyla 1250 kat
seyreltilmistir. Yine 5 ml 0rnek iizerine 1 ml amonyum asetat ¢ozeltisi, 2 ml fenantrolin

cozeltisi eklenmistir. Karisim 5 dk i¢cinde 510 nm’de okunmustur.

Elde edilen absorbans degerleri seyreltme katsayisi ve standart egri egimi ile
carpilarak konsatrasyon degerleri elde edilmistir. Besiyerindeki Fe*? konsantrasyonu ve elde

edilen konsatrasyonlar yiizde oksidasyon hesaplanmasinda kullanilmistir.

En yiiksek oksidasyona sahip kiiltiir ile sabit sonuglar alinmaya basladiktan sonra
saatlik oksidasyon deneyleri yapilmigtir. Gilinlik 50 ml 6rnek alimi1 ve 50 ml besleme

yapilmgtir. Orneklerdeki Fe™? konsatrasyonu fenantrolin yéntemine gore okunmustur.

Ayn1 mikrobiyal kiiltiire bu kez 2 kat Fe*? igeren taze besiyeri ile besleme yapilarak
saatlik Olctimler alinmustir. Giinlik 50 ml 6rnek alimi ve 50 ml besleme yapilarak,

orneklerdeki Fe'? konsatrasyonu fenantrolin yéntemine gore okunmustur
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Orneklem Alanlarmin Metal Iceriklerinin Belirlenmesi

Alman su 6rneklerinin kimyasal i¢eriginin analizi tamamlanmistir. Tiim sezonlardaki

orneklerde yer alan metaller Cizelge 4.1°de verilmistir.

Birinci 6rneklem alaninin 3 sezon (Mayis, Ocak ve Eyliil) i¢in alinan drneklerin
iiclinde de fazla miktarda bulunan metaller; aliiminyum (Al), altin (Au), kalsiyum (Ca),
demir (Fe), manganez (Mn) ve ¢inko (Zn) olarak tespit edilmistir. Bunlar disinda kiikiirt (S),
nikel (Ni), magnezyum (Mg), bakir (Cu), kalsiyum (Ca), sodyum (Na), potasyum (K),
vanadyum (V), kadmiyum (Cd), kobalt (Co) da bulunan diger metallerden bir kagidir.
Birinci 6rneklem alaninin {i¢ sezon incelemeleri, aliiminyum (Al), altin (Au), demir (Fe),
kiikiirt (S) ve ¢inko (Zn) miktarlarinda artis gosterirken; yalinizca potasyum (K) miktarinda
azalis belirlenmistir. Kalsiyum (Ca), kobalt (Co), bakir (Cu), magnezyum (Mg), manganez
(Mn), sodyum (Na), nikel (Ni), stronsiyum (Sr) ve vanadyum (V) miktarlarinda da ikinci

sezonda azalis ii¢lincili sezonda yeniden yiikselis tespit edilmistir.

Birinci sezonda alinan diger 4 istasyon i¢in kimyasal icerikte fazla konsantrasyionda
bulunan metaller; K2 6rneginde aliiminyum (Al), altin (Au), bizmut (Bi), kalsiyum (Ca),
kadmiyum (Cd), kobalt (Co), krom (Cr), bakir (Cu), demir (Fe), magnezyum (Mg),
manganez (Mn), nikel (Ni), kiikiirt (S), potasyum (K), sodyum (Na), stronsiyum (St),
vanadyum (V), ¢inko (Zn) olarak tespit edilmistir.

Birinci sezonda alinan K3 6rneginde aliiminyum (Al), altin (Au), kalsiyum (Ca),
kadmiyum (Cd), kobalt (Co), bakir (Cu), demir (Fe), lantan (La), magnezyum (Mg),
manganez (Mn), nikel (Ni), kiikiirt (S), sodyum (Na), stronsiyum (St), vanadyum (V), ¢inko
(Zn) metalleri tespit edilmistir. Birinci sezonda alinan K4 6rneginde aliiminyum (Al), altin
(Au), bizmut (Bi), kalsiyum (Ca), kadmiyum (Cd), kobalt (Co), bakir (Cu), demir (Fe),
lantan (La), magnezyum (Mg), manganez (Mn), nikel (Ni), kiikiirt (S), stronsiyum (St),
vanadyum (V), ¢inko (Zn) metalleri tespit edilmistir.
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Birinci sezonda alinan K5 6rneginde ise aliiminyum (Al), altin (Au), kalsiyum (Ca),

kadmiyum (Cd), kobalt (Co), krom (Cr), bakir (Cu), demir (Fe), lantan (La), lityum (L1),

magnezyum (Mg), manganez (Mn), nikel (N1), kiikiirt (S), stronsiyum (St), vanadyum (V),

cinko (Zn) metalleri tespit edilmistir.

Cizelge 4.1.Kahramanmarag Ekindzii’ndeki

karakterizasyonu
K1
pH 2,7
Ag (0,05ppb) <100
Al (1 ppb) 218559
As (0,5 ppb) <3000
Au (0,05 ppb) 1463
B (5 ppb) heCs
Ba(0,05 ppb) <80
Bi (0,05 ppb) <3000
Ca (0,05 ppm) 519.5
Cd (0,05ppb) <700
Co (0,02 ppb) | 1686
Cr (0,5 ppb) <300
Cu (0,1 ppb) 1446
Fe (10 ppb) 808262
K (0,05 ppm) 6
La (0,01 ppb) <200
Li (0,1 ppb) <1000
Mg (0,05 ppm) = 1120
Mn (0,05 ppb) | 994140
Mo (0,1 ppb) <300
Na (0,05 ppm) 29
Ni (0,2 ppb) 2511
P (10 ppb) <4000
Pb (0,2 ppb) <4000
S (1 ppm) 3432
Sb (0,05 ppb) <2000
Sr (0,01 ppb) 1155
Th (0,05 ppb) <500
Ti (10 ppb) <100
U (0,02 ppb) <3000

K2
2,38

<100
2278693
<3000
6595
<400
<80
5937
6219
3392
12378
482
11538
14318654
2

290
<1000
3851
4041571
<300

24
14416
<4000
<4000
21892
<2000
596
<500
<100

<3000

K3
2,48

<100
1110177
<3000
1748
<400
<80
<3000
3972
713
4827
<300
7342
2181233
1

<200
<1000
1369
1166752
<300

9

7241
<4000
<4000
6155
<2000
383
<500
<100

<3000

K4
2,55

<100
1246778
<3000
2811
<400
<80
5071
447,7
737
4122
<300
3625
2715884
1

351
<1000
1658
1861344
<300

21
10344
<4000
<4000
7893
<2000
832
<500
<100

<3000

orneklem

K5
2,09

<100
7304930
<3000
5267
<400
<80
<3000
614,5
2292
25341
2803
70442
13801524
<1

619
3455
6890
3521069
<300

4

25015
51960
<4000
31305
<2000
197
<500
220

<3000

bolgelerinin

K6
28

<100
265572
<3000
1678
<400
<80
<3000
501,20
<700
1491
<300
945
1086675
5

312
<1000
1227
945650
<300
27
2356
<4000
<4000
3971
<2000
1095
<500
<100

<3000

fizikokimyasal

K7
2,7

<100
464377
<3000
2509
<400
<80
<3000
650,4
<700
2197
<300
1530
2264787
4

345
<1000
1892
1643465
<300
41
3671
<4000
<4000
6399
<2000
1364
<500
<100

<3000
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4.2. Kiiltiire Bagh Yontemler ile Mikroorganizma Tanimlama Calismalar:

3 sezonda alinan Orneklerin Boliim 3.1.3.1°de verilen besi ortamlarina ekimleri
sonucunda elde edilen izolatlarin kodlar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Besi ortamlar1 asidofil
mikroorganizmalarin beslenme sekilleri baz alinarak belirlenmistir (Johnson, 1995; Hallberg
ve Johnson, 2003). kirmiz1 heterotrof , mavi renk demir siilfiir , lacivert renk demir triptiksoy

broth, mor renk ise inorganik besiyerini ifade etmektedir.

Cizelge 4. 2. Kahramanmaras Ekindzii’nden alinan su 6rneklerinden elde edilen izolatlar

Ornek adi izolat kodlar1

K1 BY17,BY18,BY19, BY29,BY33,BY42,BY43,BY44, Al, A2, A3, A4, A5, A6, AT

K2 BY5,BY6,BY7,BYS,BY9,BY25,BY26,BY27,BY28,BY40,BY41,A8

K3 BY10,BY11,BY12,BY30,BY31,BY32,BY34,BY45,BY46,BY47,A9,A10, Al1, A12, Al3,
Al4, Al5, Al6

K4 BY13,BY14,BY15,BY16,BY22,BY23,BY24,BY37,BY38,BY39,BY49,BY50, A17,
Al8, A19, A20

K5 BY1,BY2,BY3,BY4,BY20,BY21,BY51,BY35,BY36,BY48,A21,A22,A23,A24,A25, A26,
A27, A28

K6 BY60, BY61, BY62, BYS5, BY56, BY57, BYS8, BY39, BY52, BYS3, BYS4

K7 BY70, BY71, BY72, BY73, BY74, BYS5, BY86, BY87, BYSS, BY 89, BY 90, BY9I,

BY92, BY9%4, BY77, BY78, BY81, BY82, BY&3, BY&4, BY92, BY93, BY75, BY76,
BY79.BY80,BY9%6, BY97, BY98, BY99,

Stereo mikroskop ile incelenen izolatlardan heterotrof ve inorganik besi ortaminda

gelistirilen bakterilerin goriintiisii Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de verilmistir.

Sekil 4.1. Inorganik demir besiyerinde biiyiiyen mikroorganizmalarin mikroskop gériintiisii



104

A

Sekil 4.2. Heterotrofik besiyerinde biiyliyen izolatlar

Birinci sezon orneklerinden heterotrofik besiyerinde 19 izolat elde edilmistir.
Bunlardan 18 tanesinin genomik DNA’s1 3.2.3 numarali baglikta verilen yontem takip

edilerek izole edilmistir. DNA’larin jel goriintiisii Sekil 4.3 te verilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

10000 bp

3000 bp
2000 bp
1500 bp
1000 bp

Sekil 4.3. Birinci sezon Ye3 besiyerinde izole edilen mikroorganizmalarin genomik
DNA’lar

Heterotof besiyerinden izole edilen mikroorganizmalarin genomik DNA’lar1 kalip
olarak kullanilarak 27F ve1387R primer ¢ifti kullanilarak 16S rRNA gen bolgesinden PCR

iirtinleri amplifiye edilmistir. PCR iirlinlerinin jel goriintiisii Sekil 4.4’de verilmistir.
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18

10000 bp

2000 bp
1500 bp

1360 by
1200 bp i

Sekil 4.4. Ye3 besiyerinde izole edilen mikroorganizmalarin16S rRNA PCR iiriinii

Heterotrof besiyerinden izole edien asidofil mikroorganizmalarin 16S rRNA PCR
iriinlerinin kesiminde kullanilacak uygun restriksiyon enziminin bulunmasi i¢in 4 farklh
reaksiyon kurulmustur. Her bir kesim profili Sekil 4.5 - Sekil 4.8 arasinda verilmistir. Farkli

profillerin gozlendigi kesimler A/ul ve Haelll enzimleri ile elde edilmistir.

1000 bp

500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

Sekil 4.5. Mikroorganizmalarin16S rRNA PCR iiriinlerinin Cfo kesim profili

M1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 M

(X
1000 bp -.--...-..---.--.'l

500 bp
400 bp
300 bp

-
200 bp -

100 bp

Sekil 4.6. Mikroorganizmalarin16S rRNA PCR iirlinlerinin Hinfl kesim profili



106

M1 2 3 45 67 8 9 10 11 M 12 1314 15 16 17 18 M

1000 bp

500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

Sekil 4.7. Mikroorganizmalarin16S rRNA PCR iiriinlerinin A/ul kesim profili

M1 2 3 4 5 67 8 91011 M 12 1314 15 16 17 18 M

1000 bp

[ §5- (sas +0)
(B §5 (aud +@

500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

Sekil 4.8. Mikroorganizmalarin16S rRNA PCR iiriinlerinin Haelll kesim profili

Sekil 4.5 ve Sekil 4.8 arasindaki jel goriintiilerinde verilen kesim profilleri

sonucunda elde edilen izolatlar profil eslesmesi Cizelge 4.3°de verilmistir.

Cizelge 4. 3. Heterotrof besiyerinde gelisen izolatlarin kesim sonrasi profile ait izolatlarin
dagilimi

1 BY1, BY2, BY3, BY4, BYS, BY6, BYS, BY9, BY10, BY11, BY12,
BY13, BY14, BY15, BY16, BY18
2 BY17, BY19

Kesim profile gore segilen temsilcilerin 16S rRNA PCR fiirlinlerinin Sanger dideoksi
zincir sonlandirma yontemine gore dizi analizi gerceklestirilmigtir. Kromotogram sonucuna

gore sekanslar NCBI BLAST programinda hizalanmistir (align edilmistir).



107

Birinci sezon Orneklerinin heterotrof besiyeri disindaki besiortamlarinda kiiltiire
edilebilen mikroorganizmalar i¢in koloni PCR kurulmustur. BY-20 ve BY-51 kodu
arasindaki izolatlardan elde edilen PCR iirlinlerinin goriintiilendigi jel goriintlisii Sekil

4.9’de verilmistir. Basarili PCR {iriinleri BY24, BY30, BY31 ve BY47 olarak belirlenmistir.

M 1 23 4 56 7 8 9 101112 1314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

e N0 Vi &9 %ad -

Sekil 4.9. Birinci sezon izolatlarinin koloni PCR firiinlerinin jel goriintiisii. M:marker,
1:BY20,2:BY21,3:BY22,4:BY22, 5:BY23, 6:BY24, 7:BY25, 8:BY30, 9:BY31, 10:BY32,
11:BY33, 12:BY34, 13:BY35, 14:BY36, 15:BY38, 16:BY39, 17:BY42, 18:BY43,
19:BY44, 20:BY44, 21:BY 45, 22:BY46, 23:BY47, 24:BY48, 25:BY49, 26:BY50 27:BY51

Birinci sezonda izole edilen diger izotlarin icin de koloni PCR’lar1 3 set halinde
cikmayan izolatlar tekrar edilerek kurulmustur (Sekil 4.10 -Sekil 4.12). Basarili amplifiye
edilen izolat 16S rRNA PCR iiriinleri A16, A2, A27, A1, A20 ve A3, A7, A23, A25, Al8,
Al3, A12, All, A4, A10 ve A19’tur.

M o1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

7
2

1500 bp 1360 bp

1200 bp
1000 bp

500 bp
400 bp
300bp
200 bp
100 bp

Sekil 4.10. Birinci sezon izolatlarinin koloni PCR iirlinlerinin jel goriintiisii.M:Marker,
1:A16, 2:A28, 3:A2 4:A27 5:A26 6:Al14, 7:A15, 8:Al, 9: A20, 10:A19, 11:NK, 12:NK,
13:A4, 14:A21, 15:A9, 16:A22, 17:A3



1500 bp

1200 bp

1000 bp

500 bp
400 bp

300 bp
200 bp

100bp
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1360 bp

Sekil 4. 11. Birinci sezon izolatlarinin koloni PCR iiriinlerinin jel goriintiisii. M:Marker,

1:A7,2:A23,3:A24, 4:A25, 5:A18, 6.A17, 7:A13, 8:A12, 9:All

3000 bp

2000 bp

1500 bp

1200 bp
1000 bp
900 bp

800 bp
700 bp

600 bp

500 bp

1360 bp

Sekil 4.12. Birinci sezon izolatlarinin koloni PCR firiinlerinin jel goriintiisii. M:Marker,
1:A4, 2:A6, 3:A8, 4:A10, 5:A19, 6:A21, 7:A22, 8:A9, 9:A28, 10:A27, 11:A20

Ikinci sezon alman su érneginden yapilan ekimlerden elde edilen izolatlar BY-52,

BY-53, BY-54, BY60, BY61 ve BY62 ile amplifiye edilen koloni PCR iiriinleinin jel
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goriintiisii Sekil 4.13’de verilmistir. Izolatlarin PCR firiinleri basarili sekilde amplifiye

edilmistir.

3000 bp
3000 bp 2000 bp
2000 bp
1360 bp
1360bp 1000 bp
1000 bp

500 bp

500 bp

Sekil 4.13. Ikinci sezon izolatlarinin koloni PCR iiriinlerinin jel goriintiisii. M:Marker,
1:BYS52,2:BY54, 3:BY60, 4:BY61, 5:BY62, 6:BYS53.

Ucgiincii sezonda alinan su érneginin yapilan ekimlerinden elde edilen izolatlarm 16S

rRNA PCR iiriinleri Sekil 4.14°de gosterilmektedir.

M 1 2 3 45 67 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 M 27 28 29 30 31

Sekil 4.14. Birinci ve li¢iincii sezon izolatlarinin koloni PCR {iriinlerinin jel goriintiisii.
M:Marker, 1:BY96, 2:BY97, 3:BY9S, 4:BY99, 5:BY79, 6:BYS80, 7:A2, 8:A22, 9:BY7S,
10:BY77, 11:BY81, 12:BY82, 13:BY83, 14:BY84, 15:BY92, 16: BY93, 17: BY94, 18:
BY70,19:BY71,20:BY72,21: BY73,22: BY74,23: BY86,24:BY87,25:BY88,26: BY&9,
27: BY90, 28:BY92, 29:BY94, 30:BY75, 31:BY79

Ucgiincii sezonda alinan 6rnegin metagenomik analizine gdre yiiksek oranda
bulundugu tespit edilen Leptospirillum igin 3.1.3.1 numaral1 baslikta verilen segici besiyeri
hazirlanmistir. Uygulama talimatinda oldugu gibi ¢evresel Ornekten inokule edilerek
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon besi ortami agik yesil renkten kirmizi

dondiigiinde sonlandirilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Leptospirillum’a 6zgii besiyeri ve bu besiyerinde gelistirilen K7 izolati

Kiiltirden genomik DNA izolasyonu yapilmistir. izole edilen DNA’ya ait jel
goriintiisii Sekil 4.16a ve kalip olarak kullanildig1 27F ve 1387R primer ¢ifti ile amplifiye

edilen {irliniin jel Sekil 4.16b ‘de verilmistir.

Pozitifi sonug alinan PCR iiriinliniin Sanger dideoksi zincir sonlandirma yontemine
gore dizi analizi gergeklestirilmistir. NCBI BLAST programinda hizalanan (align edilen)

izolatlarin eslestigi tiir %98 oraninda Leptospirillum ferrooxidans olarak belirlenmistir.

Sekil 4.16. Leptospirillum’a 6zgii besiyerinde gelistirilen K7 genomik DNA ve 16S rRNA
PCR iiriinii a:M:marker, 1:genomik DNA. b:M:Marker, 1ve 2:16S rRNA PCR f{iriinii

Kiiltiire baglh calismalar kapsaminda arke domaininde yer alan Ferroplasma igin
hazirlanan besi ortamimna K5 orneklem alaninindan alinan sudan inokulum yapilmigtir.

Gelisim gozlenmis ancak tanimlanmasi yapilamamastir.
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Izolatlarin bagarili ile amplifiye edilen PCR iiriinleri dizi analizine génderilmis, gelen
dizi analizi sonuglar1t NCBI’daki blastn ara yiiziinde nr/nt veritabaninda hizalanmistir (align

edilmistir). Eslesen tiirler ve yiizde benzerlikleri Cizelge 4.4 te verilmistir.

Cizelge 4.4. 1zole edilen mikroorganizmalarin molekiiler identifikasyon sonucu

BY3 Acidiphilium cryptum NR_025851.1 980 bp %100
BY6 Acidiphilium cryptum NR_025851.1 707 bp %99
BY13 Acidiphilium cryptum NR_025851.1 1331 bp %100
BY16 Acidiphilium cryptum NR_025851.1 1278 bp %100
BY17 Acidibacter ferriducens NR_126260.1 1357 bp %87
BY30 Uncultured Acidithiobacillus sp. KF848644.1 | 291 bp %98
BY31 Acidisoma tundrae NR_042705.1 295 bp %87
BY47 Acidithiobacillus sp. HM769771.1 294 bp %81
BY52 Acidithiobacillus sp. HM769771.1 1279 bp %97
BY53 Uncultured Acidithiobacillus sp. KF848644.1 | 1280 bp %96
BY54 Acidithiobacillus sp. HM769771.1 1293 bp %98
BY60 Acidiphilium sp. F1194544.1 1333 bp %96
BY61 Acidiphilium sp. AM176778.1 1339 bp %96
BY62 Acidiphilium sp. AM176778.1 1297 bp %97
BY79 Acidithiobacillus sp. HM769771.1 1161 bp %99
BY96 Acidithiobacillus sp. HM769772.1 1133 bp %99
BY97 Acidithiobacillus sp. HM769771.1 893 bp %99
Al Acidithiobacillus sp. HM769771.1 837 bp %99
A2 Bacterium DX-A EU710758.1 1271 bp %99
A3 Acidithiobacillus sp. HM769771.1 724 bp %99
A7 Acidithiobacillus sp. HM769771.1 1233 bp %99
Al10 Acidithiobacillus sp. HM769772.1 1343 bp %99
All Acidithiobacillus sp. HM769771.1 1210 bp %99
Al2 Acidithiobacillus sp. HM769771.1 1220 bp %100
Al6 Acidithiobacillus sp. HM769771.1 1218 bp %99
Al9 Acidithiobacillus sp. HM769772.1 1263 bp %99
A20 Uncultured prokaryote 1X297616.1 1253 bp %99
A25 Acidithiobacillus sp. HM769772.1 1319 bp %99
K7 Leptospirillum ferrooxidans NR_027216 1171 bp %298

Tez calismasinda elde edilen izolatlarin kodlar1 ve dizi analizine génderilen ve

tanimlanmis olan izolatlarin listesi Cizelge 4.5’de verilmistir.



Cizelge 4. 5. Tez ¢aligmasinda elde edilen ve tanimlamasi yapilan izolatlarin kodlari

Ornek ad1

A e

K4

KS

K6

K7

izolat kodlar1

BY17,BY18,BY19, BY29,BY33,BY42,BY43,BY44, Al, A2, A3, A4, AS, A6, A7
BYS5,BY6,BY7,BY8,BY9,BY25,BY26,BY27,BY28,BY40,BY41,A8
BY10,BY11,BY12,BY30,BY31,BY32,BY34,BY45,BY46,BY47,A9,A10, All, Al2, Al3,
Al4, Al5, Al6

BY13,BY14,BY15,BY16,BY22,BY23,BY24,BY37,BY38,BY39,BY49,BY50, A17,
Al18, A19, A20
BY1,BY2,BY3,BY4,BY20,BY21,BY51,BY35,BY36,BY48,A21,A22,A23,A24,A25,
A27, A28

BY60, BY61, BY62, BY55, BY56, BYS7, BY58, BY39, BYS2, BY53, BY 54

A26,

BY70, BY71, BY72, BY73, BY74, BY75, BY76 BY77, BY78, BY79, BY80, BY81, BYS82,
BY&83,BY&84, BY92, BY93, BY8S, BY86, BY87, BY8S, BY 89, BY 90, BY91, BY92, BY9%4,
BY96, BY97, BY98, BY99

Dizilemeye

Gonderilenler

BY17,BY19, A1,A2,A3

BY30,BY31,BY47,A10,
Al1,A12,A13,A16

BY13, BY16, Alg, Al9,
A20,
BY3,BY6,A23,A25,A27

BY52, BYS53,
BY60, BY61, BY62
BY79, BY&O,
BY97, BY98, BY99

BY54,

BY9%6,

Tanimlamasi yapilanlar

BY17, ALLA2,A3
BY5,BY6,BY7,BY8,BY9
BY10,BY11,BY12,
BY30,BY31,BY47,A10,
A11,A12,A13,A16
BY13, BY16, Al8, Al9,
A20,

BY3, BY6, A23,A25,A27

BY52, BYS53, BY54,
BY60, BY61, BY62
BY79, BY9%6, BY97

41!
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Kiiltire bagl tekniklerde kullanilan beslenme sekilllerine gore segici olan
besiyerleri yani sira metagenomik sonuglar1 dikkate alinarak Leptospirillum’a 6zgii sivi
besiyerinde izolasyon yapilmistir. Kiiltiirden bagimsiz teknikler ile belirlenen
mikroorganizmalarin kiiltiire alinabilmesi her zaman miimkiin olmamaktadir. Dogal
habitatinda bulunan ve DNA’ya bagli yontemler ile identifiye edilen mikroorganizmalar
besi ortaminda benzer kosullar olusturulsa dahi biiylitlememektedir. Bu ¢alisma
kapsaminda ve yedi Orneklem alaninda daha fazla izolasyonun yapildig:
mikroorganizmalar heterotrof ve kemolitotrof beslenme sekillerinde (Johnson, 1998) olan

mikroorganizmalar olmustur.

Morofolojik farklilik goézlenilen asidofil bakteriler tekrar pasajlanmigtir.
Inkiibasyon siirelerinin en az on giin olmasi ve mutualist yasamlarmin agir basmasi
nedeniyle aktif tutulamayan mikroorganizmalar olmustur. Bu sebep dolayisiyla, FeS

besiyerinde biiyiitiilen mikroorganizmalarin tanimlamalar1 yapilamamustir.

Kiiltiire bagl identifikasyonda sezonsal inceleme yapildiginda, K1 o6rneklem
alaninda heterotrofik besi yerinde biiyiitiilmiis, #BY17 ve #BY19 izolatlari ARDRA
sonucuna gore farkli profil vermistir. Bu nedenle 1357 b¢ uzunlugundaki 16S rRNA gen
bolgesinin BLAST veri tabanlarinda analizi sonucunda %87 oraninda benzer tespit edilen
BY17 ve identifkasyon asamasina gelinememis BY19 izolatlarinin yeni tiir olabilecegi
tahmin edilmektedir. Bu mikroorganizmalar disinda Acidithiobacillus sp., bahar
mevsiminde alinan birinci 6rneklem yerinde izoel edilmistir. Sonbaharda alinan K1
orneklem alaninin ikinci sezon 6rnegi olan K6 6rneklem alaninda Acidithiobacillus sp. ve
Acidiphilium sp. izole edilmistir. Kis mevisiminde alinan ayni 6rneklem alaninin {i¢iincii
sezonunda ise Leptospirillum ferrooxidans ve Acidithiobacillus sp., izolasyonlari

yapilmuistir.

Birinci sezonda alinan dort 6rneklem alaninda ise, bahar mevsiminde Acidiphilium

cryptum ve Acidithiobacillus sp. tanimlanmistir.

Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde, Walton-Johnson 1992°de ve Johnson ve
arkadaglarinin 1992°de yaptig1 calismalarda izole ettikleri asidofil mikroorganizmalar

Thiobacillus ferrooxidans ve Leptospirillum ferrooxidans olarak tanimlanmistir. Schippers
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ve calisma arkadaglart 1995 yilinda kiiltiire alabildikeri mikroorganizmalari

Sulfolobus/Acidianus, T. ferrooxidans, L. ferrooxidans olarak belirlemislerdir.

Halberg ve Johnson ise Leptospirillum ferrooxidans ve Acidithiobacillus
ferrooxidans tiirlerini kiiltiire bagh ¢aligmalarda izole etmislerdir (Halberg ve Johnson,

2003).

Aytar ve arkadaslart 2015 yilinda yaptiklart kiiltiire bagl calismada
Acidithiobacillus ferrivorans, Acidiphilium organovorum strain TFC, Ferrimicrobium
acidiphilium, Ferrithrix thermotolerans, Acidicapsa ligni, Acidiphilium acidophilum,
Leptospirillum ferriphilum, Acidicapsa ligni strain WH120, Acidiphilium rubrum tiirlerinin

izolasyonunu tamamlamaiglardir.

4.3. Kiiltiirden Bagimsiz Yontemler ile Mikroorganizma Tamimlama

4.3.1. Membran filtrasyon ve DNA izolasyonu

Birinci sezon Ornekleri alindiktan sonra 3.2.4.1.°de verilen protokole gore su
ornekleri membran lizerine filtre edilmistir. 3.2.4.2 numarali basliktaki ¢evresel DNA
izolasyonu protokollerinde MOBIO Power Soil DNA Isolation Kit kullanilarak uygulanan
izolasyon basarili olmamigtir. Sekil 4.17°de verilen jel goriintiisinde DNA’larin ekstrakte

edilemedigi goriilmektedir.

10000 bp

3000 bp

1000 bp

500 bp

Sekil 4.17. Yarim filtre ile izole edilen gevresel DNA goriintiileri (1 ul) M: 2 kb NEB DNA
ladder; 3:K1, 4:K2; 5:K3; 6:K4
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Basarisiz olan birinci ekstraksiyon denemesi sonrasinda farkli bir kit kullanilmigtir.

Yine 3.2.4.2 numarali baglikta verilen PureLink Microbiome DNA Purification Kit ile DNA

ekstraksiyonu protokolii uygulanmistir. Elde edilen DNA’larin jel goriintiileri Sekil 4.18°de

verilmistir.

Sekil 4.18. Cevresel DNA’larin elektroforez jel goriintiisii. M:DNA ladder (1 kb), 1-2: K5
cevresel DNA, 3-4:K4 cevresel DNA, 5-6:K3 ¢evresel DNA, 7-8: K2 ¢evresel DNA, 9-10:

K1 ¢evresel DNA.

Birinci sezon DNA ekstraksiyonun basarili olmasindan sonra alinan ikinci ve ligiincii

sezon Ornekleri de 3.2.4.1 numarali baslikta verilen membran filtrasyon protokoliine gore

filtrasyon sonras1 3.2.4.2. numarali baglikta verilen PureLink Microbiome DNA Purification

Kit ile DNA ekstraksiyonu protokoliine gore ¢evresel DNA’lar elde edilmistir (Sekil 4.19).

10000 bp

3000 bp
2000 bp

1500 bp

1000 bp

500 bp

10000 bp
3000 bp

2000 bp
1000 bp

500 bp

Sekil 4.19. ikinci ve iiciincii sezon 6rnekleri gevresel DNA jel goriintiisii. a) M:Marker 2log

DNA ladder; 1 ve 2: Ikinci sezon ¢evresel DNA, b) M: Marker 2log DNA ladder; 1 ve 2:

Ucgiincii sezon cevresel DNA
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Cevresel DNA’lar elde edildikten sonra birinci sezon i¢in jelde en parlak
goziikenlerin diger sezonlarda ise iki yarim filtreden ekstrakte edilen DNA’larin
konsantrasyonlart NanoDrop (Thermo Scientific) ile belirlenmis ve Cizelge 4.6’da

verilmistir.

Cizelge 4.6. Uc¢ sezonda alman oOrneklerden ekstrakte edilen c¢evresel DNA’larin
konsantrasyonu

Ki-1 45,1 1,91 1,30
K2-1 34,7 1,96 1,63
K3-1 42,1 2,03 1,98
K4-1 101,3 1,94 2,18
K5-1 9,1 1,91 1,17
K6-1 84,3 1,89 0,13
K6-2 76,7 1,93 0,12
K7-1 34,6 1,82 2,03
K7-2 33,8 1,81 1,32

4.3.2.16S rRNA PCR iiriinleri ve klon kiitiiphanesi olusturma

Birinci sezon Orneklerinin 3.2.4.2 numarali baslikta yer alan DNA izolasyon
protokoliine gore ¢evresel DNA’lar ekstrakte edilmistir. ilk dért 6rneklem alanindan (K1,
K2, K3, K4) ekstrakte edilen ¢evresel DNA’lardan konsantrasyonlar1 yiiksek PCR iirtinleri
olusmasi i¢in 2 pl kullanilmistir. Son 6rneklem alani (K5) i¢in ise konsantrasyonu diisiik
oldugu i¢in 3 ul kalip DNA kullanilmistir. Her bir ¢evresel DNA i¢in 6 tiip reaksiyon
kurulmusgtur. Amplifiye edilen PCR iiriinleri elektroforez sisteminde 100 V’da 70 dk
stiresince yiiriitiildiikten sonra %1 EtBr ile boyanan jel BioRad Jel Dokiimantasyon ve
Goriintilleme Cihazi ile gorlintiilenmistir. Jel goriintiisii Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de

verilmistir.
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Sekil 4.20. K1 ve K2 i¢in 6’sar tiip 16S rRNA PCR iiriinleri
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Sekil 4.21. K3,K4,K5 i¢in 6’sar tiip 16S rRNA PCR iiriinleri

Amplfikasyon sonucunda elde edilen tiim PCR {iriinleri birlestirilmistir ve tirlinlerin
saflagtirilmast i¢in 3.2.4.3 numarali baglikta verilen jelden saflagtirma protokolii

uygulanmigtir. Elde edilen tirlinler Sekil 4.22°de verilmistir.

1904 bp
1584 bp
1375 bp

1360 bp

947 bp

Sekil 4.22. Saflastirilan PCR iiriinlerinin jel goriintiisii M: DNA ladder, 1:K1, 2: K2, 3:K3,
4:K4 ve 5:K5 16S rRNA PCR iiriinleri
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Lambda marker incelenerek belirlenen konsantrasyonlar da ilk dort ornek igin
ligasyon reaksiyonunda 1 pl PCR firiinii, son 6rnek i¢inse 3 pl PCR {iriinii kullanilmigtir.
Gece boyu +4 °C’de bekletilmistir.  Yontem boliimiinde verilen klon kiitiiphanesi
olusturumas1 bashigindaki transformasyon protokolii gerceklestirilmistir. Inkiibasyon

sonunda petriler kontrol edilmistir. Beyaz koloni goriilmemistir.

Saflastirilan {iriinlerin NanoDrop (Thermo Scientific) ile ol¢limii yapilmis ve

konsantrasyonlar1 Cizelge 4.7’ de verilmistir.

Cizelge 4.7.Bes farkli istasyonun 16S rRNA PCR iiriinlerinin miktarlari

[ ]

K1 66,9
K2 57
K3 130,2
K4 98,4
K5 5

Cizelge 4.6’da verilen 16S rRNA PCR fiiriinlerinin konsantrasyonu dikkate alinarak
65 ng olacak sekilde ligasyon reaksiyonunda kullanilacak iiriinlerin hacimleri belirlenmistir

ve Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Ligasyonda kullanilan DNA hacimleri

Kl 1ul 66,9
K2 1,5 ul 85,5
K3 0,5 pl 65
K4 0,7 pl 68,8
K5 5l 25

Ligasyon reaksiyon karisimi 4 °C’de gece boyu bekletilmistir. Olusturulan rekombinant
vektor IM109 kompetant hiicrelerine transforme edilmis (1s1 sok ile) ardindan BSA plate’lere
farkli hacimlerde ekim yapilmig 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Sonraki giin, K1 ve K2 hari¢
diger ¢evresel drneklerin petrilerindeki (K3 (81 koloni), K5 (77 koloni), K4 (92 koloni)) beyaz

mavi se¢ilimine gore klonlar yeni BSA platelere kiirdan ile ¢carp1 seklinde ekilmistir.
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Elde edilen klonlar i¢in PCR Master Mix ile koloni PCR kurulmustur. Koloni PCR’da 27F,
1387R primer ¢ifti kullanilarak amplifiye edilen 16S rRNA PCR f{iriinleri restriksiyon enzimleri
ile kesilerek profil elde edilmistir.

K5 orneklem alani i¢in segilen 77 koloniden 41 beyaz koloniden amplifiye edilen iiriinler

Sekil 4.23’de verilmistir.

1360 bp

1500 bp
1200 bp L B I U R R - 1360 bp
1000 bp

500 bp
400bp <
300 bp

200bp
100 bp

Sekil 4.23. K5-klon kiitiiphanesindeki beyaz kolonilerin amplifikasyonu

Restriksiyon enzimi olarak Mspl (C |C G G)-Haelll (G G |C C) enzim ikilisi (Cizelge
4.9), Hinf I enzimi (Cizelge 4.10) kullanilmistir. Sirastyla karigimlar 37 °C’de 2 saat ve gece boyu

bekletilerek kesim reaksiyonu gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.9. Msp I- Hae 111 Ikili enzim kesim reaksiyon bilesenleri

dH.0 2,5 pl
10x tampon 1 ul
PCR firtin Sul
Enzim (Haelll) 1 ul
Enzim (Mspl) 0,5 pl

10 pl
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Cizelge 4.10. Hinfl ile kesim reaksiyon bilesenleri

dH20 3l
10x tampon 1l
PCR iiriin 5l
Enzim (Hinfl) 1 ul

10 pl

ARDRA profillerinin belirlenmesi i¢in kesimi tamamlanan {irlinlerin tamami
yiikleme boyasi ile karistirilarak %2,5 agaroz jele yiiklenmis; 60V’da 150 dk siiresince
ylriitilmiistiir. Elde edilen goriintiiler Sekil 4.24 (Hinf 1) ve Sekil 4.25 (Msp 1 ve Hae 111)’de

verilmistir.

3000 bp
500 bp

Sekil 4.24. K5 klonlarin1 Hinf'T enzimi ile reaksiyonu sonucunda elde edilen kesim profili
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Sekil 4.25. K5 klonlarim1 Msp I ve Hae 111 enzim c¢ifti ile kesim profili

Iki ayrt ARDRA profili incelendiginde K5 drneklem alaninin 7 farkli profilde temsil
edildigi saptanmustir. iki farkli kesim yapilmasi ile fakrli profiller elde edilmedigi igin tekli

kesim ile devam edilmistir. Profillerde yer alan klonlar Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. K5 o6rneklem alaninin klonlarinin enzimler ile kesiminden elde edilen profile
ait klonlar

1,5,6,7,9,22,24,25,31,32,39,58,59,60,61,62,63,64,66,68,71,72,75,76
40,44,46,48,49,50,51,55,56,57

54

52

77
74
67,69

NN N A W N -

K5 Klon kiitiiphanesindeki 3 klondan plazmid izolasyonu yapilmasi i¢in se¢ilmistir.
K5-74, K5-69 ve K5-77 klonlart amfisilin igeren besiortamina ekilmis 37 gece boyu

inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda 3.2.4.3. Klon kiitiiphanesi olusturulmasi
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basliginda verilen plazmid izolasyon protokoliine gore ii¢ plazmidin izolasyonu yapilmus,
kontrol i¢in %1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir (Sekil 4.26). Elde edilen plazmidlerin dizi
analizinin yapilmasai i¢cin BM Yazilim, Danismanlik ve Lab. Sis.Ltd. S$ti firmasina

gonderilmistir.

1000 bp

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

Sekil 4.26. K5 6rneklem alaninin klon kiitiiphanesi igi segilen ii¢ plazmidin jel goriintiisii

Sanger dizileme protokoliine gore gerceklesitirilen reaksiyon sonucunda gelen
kromatogramlar 4Peaks programi ile goriintiilenmistir. NCBI BLAST programinda
hizalama (alignment) gerceklestirilmistr. Plazmidlerin dizi analizi sonucunda yalnizca

pGEMT vektor oldugu belirlenmistir.

K3 beyaz kolonileri ile koloni PCR kurulmustur. Elde edilen amplikonlarin 5 pl’si
jelde yiritilmiistiir. Elde edilen firiinler kalip olarak kullanilarak Hinfl restriksiyon
enziminin kesim reaksiyonuna gore kesilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda iiriinler %2,5 lik
agaroz jelde 1xTBE tamponunda 60V da 150 dk siiresince yliriitilmiistiir. Elde edilen kesim
profili Sekil 4.27°de verilmistir. Profil farklilig1 olmadig1 i¢in vektore insertin aktarilmadig:

diistiniilmektedir.
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1000 bp
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1000 bp
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Sekil 4.27. K3 klonlarin1 Hinf'1 enzimi ile kesildikten sonra elde edilen kesim profil

K4 beyaz kolonileri ile koloni PCR kurulmustur. Elde edilen amplikonlarin 5 ul’si
jelde yiiriitiilmiistiir. Elde edilen iiriinler kalip olarak kullanilarak Hinfl restriksiyon enziminin kesim
reaksiyonuna gore kesilmistir. Kesim sonunda iiriinler %2,5 lik agaroz jelde 1xTBE
tamponunda 60V’da 150 dk siiresince yiiriitiilmiistiir. Elde edilen kesim profili Sekil 4.28’de
verilmistir. Ancak tek profil goriilmiistiir. Icinde gen bélgesi olmayan vektdr oldugu

diistiniilmektedir.
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44 45 46

500bp
a00bp
300bp

200bp
100bp

5006p.
400bp.
3006p.

2006p.
1006p.

Sekil 4.28. K4 klonlarin1 Hinf'1 enzimi ile kesildikten sonra elde edilen kesim profili

1500 bp

1200 bp ————p 1360bp

Sekil 4.29. ikinci sezon ¢evresel DNA’dan amplifiye edilen K6 16S rRNA PCR firiinii

Ikinci sezon cevresel DNA ile 16S rRNA PCR reaksiyonu birinci sezonda elde edilen

DNA oOrneklerine uygulandigr gibi kurulmustur. Amplifiye edilen iirlinler %1 agaroz jele
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yiiklenmistir. Elektroforez sisteminde 100 v’da 70 dk siiresince ytiriitiildiikten sonra %1
EtBr ile boyanan jel BioRad Jel Dokiimantasyon ve Goriintileme Cihazi ile
goriintiilenmistir. Cevresel DNA kullanilarak bes tiip reaksiyonda yaklasik 1500 bp
uzunlugunda elde edilen {iriinlerin jel goriintiisii Sekil 4.29°da , konsantrasyonlar1 ise

Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4. 12. K6 6rneklem alaninin 16S rRNA PCR firiiniiniin NanoDrop ile belirlenen
konsantrasyon

K6-16S PCR
amplikon 48 1l

2:1 oraninda DNA:plazmid igeren ligasyon reaksiyon karisiminda 48 ng 16S PCR
iiriint kullanilmistir. 4°C’de gece boyu bekletilmistir. Olusturulan rekombinant DNA’lar
E.coli IM109 kompetant hiicrelerine transforme edilmis (1s1 sok ile) ardindan BSA plate’lere
farkli hacimlerde ekim yapilmis 37 °C’de inkiibasyona birakilmigtir. 100 ul, 200 pl, 200 ul
ve kalan olmak {izere ekilen petrilerde elde edilen klonlar ve hacimleri arasinda dogrusal bir

dagilim goriilmektedir.

Ertesi giin beyaz mavi se¢ilimine gore klonlar yeni BSA platelere kiirdan ile ¢arp1
seklinde ekilmistir. 89 tane klon yeniden besiyerine alinmistir. Elde edilen beyaz 81 klon
kullanilarak T7 ve SP6 vektor primer ¢ifti ile koloni PCR kurulmustur. Amplifiye edilen

iirtinler %1°lik jelde yiiriitiilmiis ve sonucu Sekil 4.30’da verilmistir.
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Sekil 4.30. K6-klon kiitiiphanesindeki beyaz kolonilerin amplifikasyonu

Vektor primerleri ile basarili amplifiye edilen PCR {iriinleri restriksiyon enzimleri
ile kesilerek klon kiitiiphanesindeki farkliliklarin gozlenmesi hedeflenmistir. iki farkl enzim
kullanilmistir. Enzimlerden biri BsuRI (Haelll) (5'G G |[C C 3')’dir. Gece boyu reaksiyon
(10x tampon, DNA, dH>0, Enzim) bilesenleri ile olusturulan karisim 37 °C ‘de gece boyu
inkiibe edilmistir. Uriinler %2,5 lik agaroz jelde 1XTBE tamponunda 60V’da 150 dk

siiresince yiiriitiilmiigtiir. Gorilintiilenen jel Sekil 4.31°de verilmistir.
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Sekil 4.31. K6 orneklem alaninin klon kiitliphanesinin Haelll ile olusturulan restriksiyon

profili

Profil farklilig1 az goriildiigii igin, yeni bir restriksiyon enzimi ile de kesim yapilmasi

planlanmistir. Alul (5' A G |CT 3') ile kesim yapilmistir. Reaksiyon bilesenleri (10x tampon,

BSA, DNA, dH>0, Enzim) ile kurularak 37 °C ‘de 2 saat siire ile inkiibe edilmis, sonrasinda

% 2,5 agaroz jelde IxTBE tamponda 60V da 150 dk siiresince yiiriitiilmiistiir. Goriintiilenen

jel Sekil 4.32 de verilmistir. Profillere gore belirlenen klonlarin yer aldig tablo ise Cizelge

4.13’de verilmistir.

10000 bp
3000 bp
1500 bp
1000 bp

500 bp

Sekil 4.32. K6 orneklem alanmin klon kiitiiphanesinin A/ul ile olusturulan

profili

10000 bp
3000 bp

1500 bp
1000 bp

500 bp

restriksiyon
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Cizelge 4. 13. K6-klon kiitiiphanesi kesim profiline gore klonlarin dagilimi

5

6,7,13, 14,15, 16, 21, 22, 23, 25, 26, 30, 32, 33, 35, 36, 38, 39, 40, 41, 42, 70, 72, 73, 85
9,11, 12, 80, 87

81, 82, 83, 88

85

86

29, 84

N AN R RN -

Yedi profilden K6-5, K6-9, K6-11, K6-12, K6-15, K6-25, K6-29, K6-38, K6-40, K6-
73, K6-80, K6-81, K6-84, K6-85, K6-86, K6-87 klonlart i¢in yeniden koloni PCR kuruldu.
Elde edilen iirtinlerin 16S rRNA gen bdolgesi biiyiikliigiine denk gelen bantlar kesilerek 27F,
1387R primerleri ile dizilemeye gonderilmistir. Gelen kromatogram sonuglari 4Peaks
programu ile gériiniilenmistir. Ileri ve geri okumalarin Fasta dizileri MEGA 7.0 programinda
hizalanarak (align edilerek) consensus diziler olusturulmustur. Olusan diziler NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) BLAST progaminda blastn arayiiziinde 16S

ribizomal RNA veritabani kullanilarak hizalanmistir (align edilmistir). Elde edilen sonuglar

Cizelge 4.14°de verilmistir.

Cizelge 4. 14. K6 oOrneklem alani klon kiitliphanesinden segilen klonlarin dizi analizi

sonugclari
1 5 1 %2,63 Uncultured 1309 bp %99 Asid maden suyu (Peru)
Acidithiobacillus LN650699.1
ferrivorans
2 6713141516212223 25 %65,7 uncultured Leptospirillum 1339 bp %99 Waudalianchi volkanik kiimesi
252630 32 33 3536 38 sp KT633229.1
3940414270727385
3 911128087 5 %13 Uncultured Acidiphilium 1270 bp %99 Asid maden drenaj havuz
rubrum KC924950.1 | suyu
4 81 82 83 88 3 %7,89 Uncultured Leptospirillum 1344 bp %99 Rio Tinto asid maden suyu
sp HM769765.1
5 85 1 %2,63 Uncultured bacterium 1277 bp %99 Asid Goli (Iberian Pyrite
KC619579.1 | Belt)
6 86 1 %2,63 Uncultured bacterium 1337 bp %99 TongLing pirit madeni,
KC620849.1 | (Anhui Province, China)
7 29 84 2 %5,2 Uncultured 1325 bp %99 Asidik biyofilm
Metallibacterium scheffleri NR_118103.1

Ucgiincii sezon &rnegi alindiktan sonra ekstrakte edilen ¢evresel DNA kullanilarak
onceki oOrneklerde kullnildigr 27F ve 1387R primer cifti ile 16S rRNA gen bolgesi
amplifikasyonu yapilmistir. PCR {iriinii %1 agaroz jele yiiklenmistir. Elektroforez
sisteminde 100 v’da 70 dk siiresince yiiriitiildiikten sonra %1 EtBr ile boyanan jel BioRad
Jel Dokiimantasyon ve Goriintiileme Cihazi ile goriintiilenmistir. Elde edilen iiriinler Sekil

4.33’de verilmistir.
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1360 bp
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Sekil 4.33. Ugiincii 6rneklem alan1 16S rRNA gen bolgesi PCR iiriinleri M:marker, 1-6
K716S rRNA PCR fiiriini

Uriinde kirlilik tespit edildigi i¢in jelden saflastirma protokolii uygulanmistir. Jelde
ylriitiilen saf 16S rRNA gen bolgesi PCR f{iriinii Sekil 4.34’te verilmistir. NanoDrop ile

Olciimii yapilan saf DNA konsntrasyonu Cizelge 4.15’te verilmistir.

1500 bp
1200 bp
1000 bp

———p 1360bp

500 bp

Sekil 4.34. K7 saf 16S rRNA gen bolgesi PCR {iriinii M:marker, 1-2: Saf 16S rRNA PCR
uriini

Cizelge 4. 15. K7-16S rRNA gen bolgesi PCR {iriiniin konsantrasyonu

K7-16S rRNA PCR 130 il
amplikon
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K5 cevresel DNA’s1 kalip olarak kullanilarak amplifiye edilen 16S rRNA gen
bolgesi PCR iirlintinden 1 pl (45 ng) kullanilarak 2:1 (DNA:plazmid) oraninda plazmide
ligasyonu yapilmistir. E.coli JM109 kompetan hiicrelere transforme edilmistir. Yaklagik 1
ml hacmindeki rekombinant DNA’lar BSA platelere 100 ul, 200 plx2 ve kalan olacak yayma
ekim ydntemi ile ekilmistir. Bir gece 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda beyaz
koloniler BSA platelere carpt ekim sekilde numaranlandirilarak ekilmistir. Yeniden

pasajlanan 88 koloni 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda beyaz olarak geisen 84 koloni ile vektor primerleri ile PCR
kurulmustur (Sekil 4.35). Basarili amplifiye edilen PCR firiinleri restriksiyon enzimleri ile

kesilerek klon kiitiiphanesindeki farkliliklarin gézlenmesi hedeflenmistir.

20 27 26 25 24 23 22 21 20 1% 180 17 16 15 14 13 1211 20 % 8 T 6 S TN IR

g—— 1360 bp

u—--—-—u-u--ﬂ--

- o

S AR AT R0 A0 S N R R N0 M AT A MM AR MAMMYTMAEYYE e

1360 bp
e 0 GO W WS WS E
- - -

SO 0T DG A5 B B3 02 B A0 T TH 7T U6 TS T4 1Y 02 T 70 69 6T 46 65 B4 4D 62 4 0

1360 bp

Sekil 4.35. K5-klon kiitiiphanesindeki kolonilerin amplifikasyon tirlinleri (Numaralar klon
numaralarini ifade etmektedir)

Alul (5'A G |C T 3") restriksiyon enzimi kullanilarak profil goézlenmesi
hedeflenmistir. Reaksiyon bilesenleri (10x tampon, BSA, DNA, dH>O, Enzim) ile kurularak
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37 °C‘de 2 saat siire ile inkiibe edilmis, sonrasinda % 2,5 agaroz jelde 1xXTBE tamponda

60V’da 150 dk siiresince yliriitilmiistiir. Goriintiilenen jel Sekil 4.36 *da verilmistir.

1000 bp.
500 bp
400bp
300 bp
200 bp
100 bp

1000 bp
500 bp
400 bp
300bp
200 bp
100 bp

1000 bp
500 bp
400 bp
300bp
200 bp

100 bp

23 34 38 8 40 41 42 43 4
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Sekil 4.36. K5 klon kiitiiphanesi restriksiyon analizi, numaralar koloni sayilarini ifade
etmektedir. M: marker

Cizelge 4.16. K5 klonlarinin ait oldugu profil numaralari

@R NN N AW

134568101213 1516 1723 24 26 28 29 31 32 33 36 38 40 41 42 43 44 45 48 52
545659 63 64 69 70 71 72 73 74 77 81 82 86 87 88
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14 30 35 50 58 75 79 84

192122

2734 47
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Cizelge 4.16 (devam) K5 klonlarinin ait oldugu profil numaralari

9 51
10 60 61 62
11 65 78 83

Cizelge 4.16’da verilen klonlardan K5-1, K5-12, K5-62, K5-7, K5-20, K5-60, K5-
14, K5-27, K5-50, K5-2, K5-65, K5-78, K5-88, K5-22, K5-59, K5-11, K5-74, K5-47, K5-
57, K5-80 segilerek 27F ve 1387R primerleri ile dizilemeye gonderilemistir. Gelen
kromatogram sonuglar1 4Peaks programu ile goriiniilenmistir. {leri ve geri okumalarin Fasta

dizileri MEGA 7.0 programinda hizalanmis (align edilmis) consensus diziler

olusturulmustur. Olusan diziler NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) BLAST
programinda blastn arayliziinde 16S ribizomal RNA veritaban1 kullanilarak hizalanmistir

(align edilmistir). Elde edilen sonuglar Cizelge 4.17°de verilmistir.

Cizelge 4. 17. K5 Klon kiitiiphanesinde profillerin ait oldugu asidofil mikroorganizmalar

1 1,3,4,5,6,8,10, 12,13, 15, 16, 17, 23, 24, 26, 28, 29, 31, 46 58,22 % Leptospirillum ferriphilum 1343 bp %99 Enrichment culture
32,33, 36, 38,40,41,42, 43, 44,45, 48, 52, 54, 56, 59, 63, DQ646517.1
64,69,70,71,72,73,74,77, 81, 82, 86, 87, 88

2 2,20 2 2,5% Uncultured bacterim 1299 bp %98 Asdi maden drenaji (pirit
KC620769.1 madeni, Cin)

3 7 1 1,26% Uncultured Leptospirillum 1330 bp %99 Bakir biyolig yigint
FJ206231.1

4 9,80 2 2,5%

5 11,57 2 25%

6 14, 30, 35, 50, 58, 75, 79, 84 8 10% Uncul d idithiobacillr 842 bp %99

ferriphilus KY002491.1

7 19,21,22 B 3,79 % Uncultured prokaryote 1344 bp %99 Asid  maden  drenaji

JX297617.1 ornegi  (Dexing Bakir
madeni)

8 27,34,47 3 3,79 % Uncultured Acidiphilium 1279 bp %99
FJ194544.1

9 51 1 1,26 %

10 60, 61, 62 3 3,79 % Uncultured bacterium 1343 bp %99 Asid  maden  drenaji
DQ660882.1 (Dong Chuan bakir piriti)

11 65,78, 83 3 3,79 % Uncultured bacterium 1072 bp %98 Asid  maden  drenaji
KC620769.1 (TongLing pirit maden)

K4 ve K3 cevresel DNA’larindan amplifiye edilen 16S rRNA gen bolgesi PCR
iiriinlerinin 2:1 DNA:plazmid oran1 olacak sekilde yeniden ligasyon reaksiyonunda
kullanilmistir. Transformasyonda basarisiz olunmustur. Mavi koloni sayist ¢ok fazla

cikarken beyaz koloni sayisi az ¢ikmaistir.
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Basaril olarak klon kiitiiphanesi olusturulan deneylerde 2:1 oran1 basarili oldugu igin
onunla devam edilmistir ancak olumlu sonu¢ alinamadigi i¢in K4 16S rRNA gen bolgesi
PCR firiinii DNA:plazmit oran1 3:1 olacak sekilde kullanilmistir. Ligasyon reaksiyonu
kurulmus, 4°C’de inkiibsyon sonunda transformasyon gerceklestirilmistir. Yine mavi koloni
sayis1 beyaz koloniden fazla ¢ikmistir. pGEM-T easy vector manualinde yazan trouble
shooting kisminda yazilan onermelerden mavi kolonilerden de pozitif sonu¢ alinabilir
maddesi denenmistir. Mavi koloniler ile koloni PCR kurulmustur. PCR iiriinleri %1 agaroz
jelde 1XTAE tamponda yiiriitiilmistiir. %1 EtBr ile boyanan jel BioRad Jel Dokiimantasyon
ve Gorilintilleme Cihazi ile goriintiilenmistir. Kloni PCR jel goriintiisii Sekil 4.37°de

verilmistir.

Sekil 4.37. K4 klon kiitiiphanesi mavi koloni PCR sonuglari

Elde edilen PCR firiinleri A/ul enzimi ile kesimde kullanilmais, {iriinler %2,5 agaroz
jelde 1xTBE tamponda yiiriitiilmiistiir. Jel %1 EtBr ile boyandiktan sonra BioRad Jel
Dokiimantasyon ve Goriintiileme Cihazi ile goriintiilenmistir. Kesim profili Sekil 4.38de

verilmistir.
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Sekil 4.38. K4 klon kiitiiphanesi mavi koloni PCR iiriinlerinin Hinfl ile kesim profili
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K7-16S rRNA PCR iriinii ile ligasyon reaksiyonu kurulmustur. 2:lorani
kullanilmistir. Transformasyonda E.coli IM109 hiicrelerine aktarma yapilmistir. Hiicreler
100 pl, 200 pl, 200 pl ve kalan olacak sekilde ekilmistir. 37°C’de inkiibasyona birakilmaistir.
Elde edilen beyaz kolonilerden secilenler ¢carp1 seklinde ekilmistir. Yeniden inkiibasyona
birakilmistir. Beyaz koloni olarak gelisenler ile koloni PCR kurulmustur. Uriinler %1 agaroz

jele yiiklenmistir. BioRad Jel Dokiimantasyon ve Goriintiilleme Cihaz ile goriintiilenen jel

gorlintiisti Sekil 4.39°da verilmistir.

223 M4 25 2T 3

b 7 8 9 103012 1504 15 1607 IR 19 2 g2

= &) e

3000 bp

2000 bp
1500 bp
1200 bp
1000 bp
800 bp
700 bp
600 bp
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1360 bp

30 51 32 3% M O3 30 M M OM W4 228

a3

46 47 4 9 S 51 82

Sekil 4.39. K7 klon kiitiiphanesinin kolon PCR jel goriintiisii

Amplifiye olan PCR iiriinleri A/ul enzimi ile kesim reaksiyonunda kalip olarak
kullanilmistir. Kesim {iriinleri %2,5 agaroz jelde 1xTBE tamponda yiiriitiilmiistiir. 60 V’da
150 dakika yiiriitilmistiir. BioRad Jel Dokiimantasyon ve Goriintiileme Cihazi ile

goriintiilenen jel goriintiisiinde kesim profilleri Sekil 4.40°da verilmistir.
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Sekil 4.40. K7 klonlarinin A/ul restriksiyon enzimleri ile kesim profili

Profilden secilen koloniler ile yeniden koloni PCR kurularak dizi analizine
gonderilmesine karar verilmis ancak koloni PCR bu kez ¢alismamustir. Jel goriintiisti Sekil
4.41°de verilmistir. Koloni PCR yerine plazmid gelistirilip plazmid izolasyonu yapilmasi

tercih edilmeliydi bu nedenle bu klon kiitiiphanesi tekrarlanacaktir.
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Sekil 4.41. K7 segilen klonlar ile amplifiye edilen koloni PCR iiriinleri

Kesimde de ayni profil elde edilince trouble shooting kismindaki onermenin de
faydali olmadig1 belilrlenmistir. Bu nedenle c¢evresel DNA’lardan bir kez daha PCR

kurulmasina karar verilmistir. Bu kez 27F ve 1492 R primer ¢ifti kullanilarak amplifikasyon
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yapilmistir. PCR firtinleri %1 agaroz jelde yiiriitiilmistiir. %1 EtBr ile boyanan jel BioRad

Jel Dokiimantasyon ve Goriintiilleme Cihazi ile goriintiilenmistir (Sekil 4.42).

1500 bp 1465 bp
1200 bp

1000 bp

-
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500 bp

Sekil 4.42. 27F-1492R primer ¢ifti ile amplifiye edilen PCR firiinleri. 1:K7, 2:K1, 3:K2,
4:K3, 5:K4, 6:Negatif kontrol.

K1 klon kiitiiphanesi olusturmasi i¢in 1492R geri primerin yer aldig1 primer ¢ifti ile
amplifiye edilen PCR iiriini kullanilmistir. Ligasyon reaksiyonunda 1 pl PCR iiriinii
kullanilmistir. Transformasyon E.coli JM109 hiicreleri kullanilarak gerceklestirilmistir. 4
BSA platelere 100 pl, 200 pl, 200 pl ve kalan hacimde olmak iizere ekimi yapilmistir. Gece
boyu inkiibasyon sonunda beyaz kolonilerden carp1 seklinde ekim yapilarak kiitiiphanenin
olusturulmasi i¢in inkiibasyona birakilmistir. Gelisen beyaz kolonilerden T7 ve SP6 primer
cifti ile koloni PCR kurulmustur. %1 agaroz jele yliklenerek 100V 70 dk siiresince yiiriitiilen
jel %1 EtBr ile boyanmistir. Biorad Jel Ddkiimantasyon ve Goriintiileme sistemi ile

goriintiilenen jel Sekil 4.43 ve 4.44’°te verilmistir.
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Sekil 4.43. K1 Klon Kiitiiphanesi koloni PCR iiriinleri -1 M:Marker 1-92: K1 klon
kiitiiphanesi K1-5 ve K1-100 arasindaki klonlar
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Sekil 4.44. K1 Klon kiitiiphanesi koloni PCR f{iriinleri-2. M:Marker, 93-102:K11*1-K1-110
numarali klonlar

Pozitif sonug veren klonlarin PCR f{irlinleri kullanilarak A/ul restriksiyon enzimi ile
kesim reaksiyonu kurulmustur. 2 saat 37°C’de inkiibasyon sonrasinda iiriiniin tamami %?2,5
agaroz jele yiiklenmis ve 60V’da 150 dk siiresince yiiriitiilmiistiir. %1 EtBr ile boyanan jel
BoRad Jel Dokiimantasyon ve Goriintiileme sistemil ile goriintiilenmistir. Kesim

profillerinin yer aldig1 jel goriintiisti Sekil 4.45°de verilmistir.

ARDRA sonucuna gore elde edilen kesim profiline ait dagilimi yapilan koloniler
Cizelge 4.18°de verilmistir. 19 profil i¢in sirastyla 27, 5, 6, 3, 2, 10,5, 6,2, 1, 13, 1, 3, 3, 2,
3,1, 1, 1 koloni icermektedir. Elde edilen kolonilerden dizi analizine 6rnek gondermek igin
en iyi ¢alisna koloni PCR’lara gore karar verilmistir. K1-1, K1-3, K1-4, K1-5, K1-8, K1-9,
K1-12, K1-14, K1-18, K1-23, K1-31, K1-34, K1-40, K1-44, K1-45, K1-54, K1-62, K1-64,
K1-76, K1-77, K1-87, K1-89, K1-101, K1-110 numarali koloniler amfisilin igeren LB
Brothlara ekilmistir. 37°C’de 150 rpm calkalamada gece boyu beklemistir. Inkiibasyon
sonrsal plazmidlerin kit ile izolasyonu 3.2.4.3 baslikta verlien protokole gore
gerceklestirilmistr. %1 agaroz jele yiiklenmis ve 100V’da 70 dk siiresince yiiriitiilmiistiir.
%1 EtBr ile boyanan jel BoRad Jel Ddokiimantasyon ve Goriintiileme sistemi ile

goriintlilenmistir. Plazmidlerin jel goriintiisti Sekil 4.46°da verilmistir.
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Sekil 4.45. K1 Klon kiitliphanesinin restriksiyon analizi (4/ul kesim)
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Cizelge 4. 18. K1 klon kiitiiphanesi kesim profiline gore klonlarin dagilimi

1 1,2,5,6,7,29,49,52, 54,57, 73,91, 101, 20, 22, 30, 31, 35, 41, 44, 61, 71, 81, 83, 85, 90,
2 3, 34, 66, 70, 92

3 14, 37, 46, 48, 59, 67

4 10, 11, 12

5 8,76

6 9,15, 16,17, 21, 36, 39, 42, 107, 109

7 4,18, 19, 68, 69, 86

8 24,26,27,28,32,97

9 23,33

10 45

11 47,50, 51, 53, 6,3 64, 78, 79, 93, 95, 98, 104, 108
12 88

13 717, 80, 84

14 72,75, 89

15 94, 103

16 60, 99, 100

17 82

18 74

19 40

M1 23 456 7 8 910 11 12131415 16 17 1819202122 M

LA e e R I ]

100 bp

Sekil 4.46. K1 klon kiitiiphanesinden dizi analizine gonderilmek iizere izole edilen
plazmidler. M: marker, 1-22:K1-3, K1-4, K1-5, K1-8, K1-9, K1-14, K1-18, K1-23, K1-31,
K1-34,K1-40,K1-44,K1-45,K1-54,K1-62, K1-64, K1-76, K1-77,K1-87, K1-89, K1-101,
K1-110

Cizelge 4.18°de verilen klonlardan K1-1, K1-3, K1-4, K1-5, K1-7, K1-8, K1-9, K1-
12, K1-14, K1-18, K1-23, K1-31, K1-34, K1-40, K1-45, K1-52, K1-54, K1-62, K1-64, K1-
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76, K1-77, K1-87, K1-89, K1-101 secilerek ile dizi analizine gonderilmistir. Gelen
kromatogram sonugclar1 4Peaks programu ile goriiniilenmistir. ileri ve geri okumalarin Fasta
dizileri MEGA 7.0 programinda hizalanarak (align edilerek) consensus diziler

olusturulmustur. Olusan diziler NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) BLAST

programinda blastn arayliziinde 16S ribizomal RNA veritaban1 kullanilarak hizalanmistir

(align edilmistir). Elde edilen sonuglar Cizelge 4.19°da verilmistir.

Cizelge 4. 19. K1 o6rneklem alani klon kiitliphanesinden segilen klonlarin dizi analizi

sonugclari

1,2,4,5,6,7,29,49,52,54,57,73,91, | 26 % 27 Actinobacterium BGR 77 1536 bp %99 Siilfid Maden Atik Yigint
101, 20, 22, 30, 31, 35, 41, 44, 61, 71, GU168000.1
81, 83, 85, 90
2 3,34, 66, 70, 92 5 % 5,2 Uncultured Sinobacteraceae 1557 bp %98,76 Rio Tinto
bacterium JF737888.1
3 14, 37, 46, 48, 59, 67 6 % 6,31 Metallibacterium scheffleri 1576 bp 298,51 Asidik biyofilm
NR_118103.1
4 10,11, 12 3 % 3,15 Uncultured bacterium 1586 bp %96 indirgen sediment
AB254776.1
5 8,76 2 % 2,1 Uncultured  Alicylobacillus 1561 bp %92
sp
6 9,15, 16, 17,21, 36, 39, 42, 107, 109 10 % 10,5 Uncultured Sulfobacillus 1609 bp %96 Kursin ¢inko maden su
EF612376.1 alan1
7 4,18, 19, 68, 69, 86 6 % 6,31 Metallibacterium scheffleri 1551 bp %98,76
NR_118103.1
8 24,26,27,28,32,97 6 % 6,31 Acidimicrobium sp. 1133 bp %98.76
EF612360.1
9 23,33 2 % 2,1 Leptospirillum sp 1594 bp %99
AJ237902.1
10 45 1 % 1,05 Legionella adelaidensis 1661 bp %93
LR134417.1
11 47,50,51,53,63,64,78,79, 93,95, 98, 13 % 13,68 Uncultured 1557 bp %98 Buhar  etkili  jeotermal
104, 108 Acidimicrobiaceae AM749759.1 toprak
bacterium
12 88 1 % 1,05 Metallibacterium scheffleri %98,76
NR_118103.1
13 717, 80, 84 3 % 3,15 Aciditerrimonas 1558 bp %96 Solfatrik alan
ferrireducens NR_112972.1
14 72,75, 89 3 % 3,15 Ferrimicrobium sp 1595 bp %99 Siilfid Maden Atik Yigimnt
GU183398.1
15 94, 103 2 % 2,1 Ferrithrix  thermotolerans 1188 bp %91
strain Y005 NR_042751.1
16 60, 99, 100 3 % 3,15 Metallibacterium scheffleri 1366 bp %97,85
NR_118103.1
17 82 1 % 1,05 Uncultured 1258 bp %93
Acidimicrobiaceae KX035268.1
bacterium
18 74 1 % 1,05 Uncultured Ferrimicrobium 1280 bp %96
sp. KF287770.1
19 40 1 % 1,05 Uncultured bacterium 1560 bp %97 Asid  maden  drenaj,

LN880503.1 Svalbard
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K7 klon kiitiiphanesi olusturulmasi i¢in 1492R geri primerin yer aldig1 primer ¢ifti
ile amplifiye edilen PCR {iriinti kullanilmistir. Ligasyon reaksiyonunda 1 pl PCR iiriinii
kullanilmistir. Transformasyon E.coli JM109 hiicreleri kullanilarak gerceklestirilmistir. 4
BSA platelere 100 pl, 200 pl, 200 pl ve kalan hacimde olmak iizere ekimi yapilmistir. Gece
boyu inkiibasyon sonunda beyaz kolonilerden carpi seklinde ekim yapilarak tekrar
inkiibasyona birakilmistir. Gelisen beyaz kolonilerden T7 ve SP6 primer ¢ifti ile koloni PCR
kurulmustur. %1 agaroz jele yiiklenerek 100V 70 dk siiresince yiiriitiilen jel %1 EtBr ile
boyanmustir. Biorad Jel Ddkiimantasyon ve Goriintiileme sistemi goriintiilenen jel Sekil

4.47°de verilmistir.
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Sekil 4.47. K7 Klon Kiitiiphanesi koloni PCR iiriinleri. M:Marker 1-97: K7 klon kiitiiphanesi
K7-1-K7-109 numaral klonlar
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Pozitif sonug veren klonlarin PCR f{irlinleri kullanilarak A/ul restriksiyon enzimi ile
kesim reaksiyonu kurulmustur. 2 saat 37°C’de inkiibasyon sonrasinda iiriiniin tamami %?2,5
agaroz jele yiiklenmis ve 60V’da 150 dk siiresince yiiriitiilmiistiir. %1 EtBr ile boyanan jel
BoRad Jel Dokiimantasyon ve Goriintiileme sistemil ile goriintiilenmistir. Kesim profilinin

yer aldig1 jel goriintiisii Sekil 4.48°de verilmistir
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1500 bp

1000 bp
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Sekil 4.48. K7 klon kiitiiphanesinin restriksiyon analizi
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ARDRA sonucuna gore elde edilen kesim profiline ait koloniler Cizelge 4.20°de
verilmistir. 11 profil i¢in sirasiyla 34, 5, 2, 26, 1, 1, 10, 1, 3, 1, 2 koloni icermektedir. Elde
edilen kolonilerden dizi analizine 6rnek gondermek i¢in en iyi ¢aligna koloni PCR’lara gore

karar verilmistir.

Cizelge 4.20. K7 klon kiitiiphanesinin kesim profiline gore klonlarin dagilimi

1 1,3,5,8, 10, 12, 14,24, 26, 27, 28, 37, 40, 55, 56, 58, 60, 68, 69, 72, 73, 74, 76, 78, 80, 83, 85, 87, 89, 91, 92, 93, 98,
100

18,19, 21, 48, 51

4,38

6,7, 13, 16, 29, 30, 33, 34, 35, 36, 42, 44, 46, 47, 49, 52, 62, 66, 67, 77, 79, 81, 84, 86, 95, 97

11

43

17,23, 31, 32, 45, 50, 53, 88, 90, 99

25

o 0 I S N A WN

63, 64, 65
82

—
N —]

71,94

K7-1,K7-4, K7-7,K7-11, K7-16, K7-25, K7-38, K7-43, K7-45, K7-49, K7-65, K7-
76, K7-82, K7-84, K7-94, K7-100 koloniler amfisilin iceren LB Brothlara ekilmistir.
37°C’de 150 rpm calkalamada gece boyu beklemistir. Inkiibasyon sonrsa1 plazmidlerin kit
ile izolasyonu 3.2.4.3 baslikta verlien protokole gore gergeklestirilmistir. % 1 agaroz jele
yiiklenmis ve 100V’da 70 dk siiresince yliriitiilmiistiir. %1 EtBr ile boyanan jel BoRad Jel
Dokiimantasyon ve Goriintiileme sistemil ile goriintiilenmistir. Plazmidlerin jel goriintiisii

Sekil 4.49°da verilmistir.
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Sekil 4.49. K7 klon kiitliphanesinden dizi analizine gonderilmek {tizere izole edilen
plazmidler. M:Marker, 1-17 (16 bos): K7-1, K7-4, K7-7,K7-11, K7-16, K7-25, K7-38, K7-
43, K7-45, K7-49, K7-65, K7-76, K7-82, K7-84, K7-94, K7-100

Cizelge 4.20°de verilen klonlardan izole edilen K7-1, K7-4, K7-7, K7-11, K7-16,

K7-25, K7-38, K7-43, K7-45, K7-49, K7-65, K7-76, K7-82, K7-84, K7-94, K7-100
plazmidleri dizi analizine gondermek i¢in seg¢ilmistir. Gelen kromatogram sonuclar1 4Peaks
programu ile gériiniilenmistir. Ileri ve geri okumalarin Fasta dizileri MEGA 7.0 programinda
align edilmis consensus diziler olusturulmustur. Olusan  diziler =~ NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) BLAST programinda blastn arayiiziinde 16S

ribizomal RNA veritaban1 kullanilarak hizalanmistir (align edilmistir). Elde edilen sonuglar

Cizelge 4.21°de verilmistir.

Cizelge 4. 21. K7 o6rneklem alani klon kiitliphanesinden segilen klonlarin dizi analizi

sonugclari

1 1, 3,5, 8, 10, 12, 14, 24, 26, 34 39,53 % Leptospirillum sp. 1630 bp 2699 HM769765,1 Rio Tinto Maden
27, 28, 37, 40, 55, 56, 58, 60,
68, 69, 72, 73, 74, 76, 78, 80,
83, 85, 87, 89, 91, 92, 93, 98,
100

2 18, 19,21, 48,51 5 581 % Leptospirillum ferrooxidans 1585 bp 299,19 NR_027216.1 Dogal asidik gevre

3 4,38 2 2,32 % Uncultured acidiphilium sp. 1547 bp 2699 KF848643.1 Asid maden drenaji
(Dexing Bakir Madeni)

4 6,7,13, 16, 29, 30, 33, 34, 35, 26 30,23 % Leptospirillum sp. 1629 bp %99 HM769765,1 Rio Tinto Maden

36, 42, 44, 46, 47, 49, 52, 62,
66, 67,77, 79, 81, 84, 86, 95,

5 (I)Z 1 1,16 % Acidiphilium sp. 1567 bp 299,51 AF376026.2 Asid drenaj sulart
6 83 1 1,16 % Leptospirillum ferriphilum 1630 bp 293,38 NR_028818,1 Asidik gevre

7 17,23, 31, 32, 45, 50, 53, 88, 10 11,62 % Uncultured Leptospirillum sp. 1625 bp %99 HM769765,1 Rio Tinto Maden
8 22’ 2 1 1,16 % Leptospirillum sp. 1626 bp %99 HM769765,1 Rio Tinto Maden
9 63, 64, 65 3 2,32 % Leptospirillum sp. 1629 bp %99 HM769765,1 Rio Tinto Maden
10 82 1 1,16 % Uncultured ~ Bacteriovoracaceae 1625 bp 2%97,17 HO730692 Rio Tinto

bacterium
11 71,94 2 348 % Leptospirillum sp. 1653 bp %99 HM769765,1 Rio Tinto Maden

K2 klon kiitiiphanesi olusturmasi i¢in 1492R geri primerin yer aldig1 primer ¢ifti ile
amplifiye edilen PCR iiriini kullanilmistir. Ligasyon reaksiyonunda 1 pl PCR iiriinii
kullanilmistir. Transformasyon E.coli JM109 hiicreleri kullanilarak gerceklestirilmistir. 4
BSA platelere 100 pl, 200 pl, 200 pl ve kalan hacimde olmak iizere ekimi yapilmistir. Gece
boyu inkiibasyon sonunda beyaz kolonilerden carpit seklinde ekim yapilarak tekrar
inkiibasyona birakilmistir. Gelisen beyaz kolonilerden T7 ve SP6 primer ¢ifti ile koloni PCR
kurulmustur. %1 agaroz jele yiiklenerek 100V 70 dk siiresince yiiriitiilen jel %1 EtBr ile
boyanmistir. Biorad Jel Dokiimantasyon ve Goriintiileme sistemi goriintiilenen jel Sekil

4.50°de verilmistir.
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Sekil 4.50. K2 Klon Kiitiiphanesi koloni PCR iirtinleri. M:Marker 1-97: K7 klon kiitiiphanesi
K1-1 K1-121 numarali klonlar1

Pozitif sonug veren klonlarin PCR f{irlinleri kullanilarak A/ul restriksiyon enzimi ile
kesim reaksiyonu kurulmustur. 2 saat 37°C’de inkiibasyon sonrasinda iiriiniin tamami %2,5
agaroz jele yiiklenmis ve 60V’da 150 dk siiresince yiiriitiilmiistiir. %1 EtBr ile boyanan jel
BoRad Jel Dokiimantasyon ve Goriintiileme sistemil ile goriintiilenmistir. Kesim profilinin

yer aldig1 jel goriintiisii Sekil 4.51°de verilmistir
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Sekil 4.51. K2 Klon kiitliphanesinin restriksiyon analizi

ARDRA sonucuna gore elde edilen kesim profile ait koloniler Cizelge 4.22°de
verilmistir. 8 profil sirasiyla 29, 2, 28, 21, 1, 3, 1, 4 koloni igermektedir. Elde edilen
kolonilerden dizi analizine 6rnek géndermek i¢in en iyi ¢alisna koloni PCR’lara gore karar

verilmistir.
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Cizelge 4. 22. K2 klon kiitiiphanesinin kesim profili gére koloni dagilimi

1 1,2,3,4,5,18,27,29, 31, 32, 35, 36, 38, 39, 40, 41, 43, 44, 48, 49, 50, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60

2 61, 62

3 63, 65, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73, 74, 76, 717, 78, 80, 81, 83, 84, 89, 103, 106, 109, 112, 115, 121, 122,
125, 126,1 31

64, 85, 86, 87, 88, 90, 91, 93, 94, 95, 96, 104, 107, 108, 113, 123, 124, 127, 128, 129, 130

75

82,102, 120

92

101, 110, 111, 114

®| I A

K2-1, K2-27, K2-32, K2-61, K2-61, K2-75, K2-81, K2-82, K2-84, K2-86, K2-88,
K2-92, K2-101, K2-102, K2-114 numarali koloniler amfisilin i¢ceren LB Brothlara
ekilmistir. 37°C’de 150 rpm calkalamada gece boyu beklemistir. inkiibasyon sonrsai
plazmidlerin kit ile izolasyonu 3.2.4.3 baslikta verlien protokole gore gerceklestirilmistr.
%1 agaroz jele yiiklenmis ve 100V da 70 dk siiresince yiiriitiilmiistiir. %1 EtBr ile boyanan
jel BoRad Jel Dokiimantasyon ve Goriintiileme sistemil ile goriintiilenmistir. Plazmidlerin

jel goriintiisti Sekil 4.52°de verilmistir.

8 9 10 1LaN12733 M

10000 bp

3000 bp *..'-"—"-..

2000 bp
1500 bp
1200 bp
1000 bp

500 bp

400 bp
300bp
200bp

100 bp

Sekil 4.52. K2 klon kiitliphanesinden dizi analizine gonderilmek {lizere izole edilen
plazmidler. M: Marker, 1:K2-1, 2:K2-27, 3:K2-32, 4:K2-61, 5:K2-62, 6:K2-75, 7:K2-81,
8:K2-82, 9:K2-84, 10:K2-86, 11:K2-88, 12:K2-102 , 13:K2-114

Cizelge 4.22°de verilen klonlardan K2-1, K2-27, K2-32, K2-61, K2-61, K2-75, K2-
81, K2-82, K2-84, K2-86, K2-88, K2-101, K2-102, K2-114 numarali plazmidler dizi analizi
icin secilmistir. Gelen kromatogram sonuglar1 4Peaks programi ile goriiniilenmistir. ileri ve

geri okumalarin Fasta dizileri MEGA 7.0 programinda hizalanarak (align edilerek)
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consensus diziler olusturulmustur. Olusan diziler NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) BLAST programinda blastn arayiiziinde 16S

ribizomal RNA veritaban1 kullanilarak hizalanmistir (align edilmistir). Elde edilen sonuglar

Cizelge 4.23’de verilmistir.

Cizelge 4. 23. K2 o6rneklem alani klon kiitliphanesinden segilen klonlarin dizi analizi

sonuglari

1,2,3,4,5, 18,27, 29, 31, 32, 35, 36, 38, 39, 40, 29 32% Sulfobacillus benefaciens 1588 bp %92,7 Islenmis  obaltife  pirit

41,43, 44, 48, 49, 50, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60 NR_044352.1 konsantresi

61,62 2 2,24% Sulfobacillus thermotolerans 1600 bp %90 Altin igeren siilfid
NR_043568.1 konsantreleri

63, 65, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 76, 77, 78, 80, 28 31,4% Sulfobacillus thermosulfidooxidans 1584 bp %93 Kazakistan Nikolaev bakir-

81, 83, 84, 89, 103, 106, 109, 112, 115, 121, 122, NR_040945.1 ¢inko-pirit deposu

125, 126, 131

64, 85, 86, 87, 88, 90, 91, 93, 94, 95, 96, 104, 107, 21 23,59 % Sulfobacillus acidophilus 1093 bp %91,9

108, 113,123, 124, 127, 128, 129, 130 NR_040943.1

75 1 1,12 % Aciditerrimonas ferrireducens 1522 bp %88,7 Solfatrik alan
NR_112972.1

82,102, 120 3 3,37 % Ferrimicrobium acidiphilum 1567 bp %91,17 Cae Coch pirit madeni
NR_041798.1

92 1 L12 % Acidimicrobium ferrooxidans 1580 bp %89,1 Kaplica  bosaltma  alani
NR_074390.1 (Iceland)

101, 110, 111, 114 4 4,49 % Ferrithrix thermotolerans 957 bp %91,47 Komiir atigt

NR_042751.1

K4 klon kiitiiphanesi olusturmasi i¢in 1492R geri primerin yer aldig1 primer ¢ifti ile
amplifiye eidlen PCR iiriini kullanilmistir. Ligasyon reaksiyonunda 1 pl PCR iiriinii
kullanilmistir. Transformasyon E.coli JM109 hiicreleri kullanilarak gerceklestirilmistir. 4
BSA platelere 100 pl, 200 pl, 200 pl ve kalan hacimde olmak iizere ekimi yapilmistir. Gece
boyu inkiibasyon sonunda beyaz kolonilerden carpit seklinde ekim yapilarak tekrar
inkiibasyona birakilmistir. Gelisen beyaz kolonilerden T7 ve SP6 primer ¢ifti ile koloni PCR
kurulmustur. %1 agaroz jele yiiklenerek 100V 70 dk siiresince yiiriitiilen jel %1 EtBr ile

boyanmustir.

Pozitif sonug veren klonlarin PCR f{irlinleri kullanilarak A/ul restriksiyon enzimi ile
kesim reaksiyonu kurulmustur. 2 saat 37°C’de inkiibasyon sonrasinda iiriiniin tamami %?2,5
agaroz jele yiiklenmis ve 60V’da 150 dk siiresince yiiriitiilmiistiir. %1 EtBr ile boyanan jel
BoRad Jel Dokiimantasyon ve Goriintiileme sistemil ile goriintiilenmistir. Kesim profilinin

yer aldig jel goriintiisii Sekil 4.53’de verilmistir.
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Sekil 4.53. K4 klon kiitiiphanesinin restriksiyon analizi

ARDRA sonucuna gore elde edilen kesim profiline ait koloniler Cizelge 4.24’te
verilmistir. 21 profil i¢in sirasiyla 3, 1,2, 1,4,3,8,15,4,6,1,4,8,1,1,4,1,3,7,7, 2 koloni
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icermektedir. Elde edilen kolonilerden dizi analizine 6rnek gondermek icin en iyi ¢aligna

koloni PCR’lara gore karar verilmistir.

Cizelge 4.24. K4 klon kiitiiphanesinin kesim profiline ait kolonilerin dagilim1

1 2,4,30

2 5

3 6,9

4 8

5 10, 11, 14, 19

6 12, 26, 109

7 13, 49, 56, 17, 24, 29, 84, 86

8 15, 33, 34, 35, 36, 42, 48, 51, 52, 53, 64, 67, 68, 69, 75
9 16, 18, 37, 39

10 20, 21, 22,23, 55, 87

11 27

12 28, 106, 95, 32

13 59, 60, 61, 73, 114, 115, 100, 120
14 70

15 76

16 80, 88, 78, 105

17 108

18 103, 112,74

19 99,101, 102, 107, 110, 116, 119
20 91,92, 93, 96, 97, 98, 83

21 121, 113

K4-2, K4-4, K4-5, K4-6, K4-8, K4-9, K4-10, K4-12, K4-13, K4-15, K4-16, K4-19,
K4-20, K4-23, K4-27, K4-28, K4-37, K4-60, K4-70, K4-74, K4-75, K4-76, K4-80, K4-83,
K4-84, K4-91, K4-95, K4-101, K4-103, K4-105, K4-108, K4-109, K4-113, K4-115, K4-
116, K4-121 numarali koloniler amfisilin iceren LB Broth besiyerleri ekilmistir. 37°C’de
150 rpm calkalamada gece boyu beklemistir. inkiibasyon sonrsai plazmidlerin kit ile
izolasyonu 3.2.4.3 baslikta verlien protokole gore gerceklestirilmistr. %1 agaroz jele

yiiklenmis ve 100V’da 70 dk siiresince yliriitiilmiistiir. %1 EtBr ile boyanan jel BioRad Jel
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Dokiimantasyon ve Gorlintiileme sistemi ile gorilintiilenmistir. Plazmidlerin jel goriintiisii

Sekil 4.54’te verilmistir.
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Sekil 4.54. K4 klon kiitliphanesinden dizi analizine gonderilmek {lizere izole edilen
plazmidler. M:Marker, 1:K4-2, 2:K4-4, 3:K4-5, 4:K4-6, 5:K4-8, 6:K4-9, 7:K4-10, 8:K4-12,
9:K4-13,10: K4-15, 11:K4-16, 12:K4-19, 13:K4-20, 14:K4-23, 15:K4-27, 16:K4-28, 17:K4-
37, 18:K4-60, 19:K4-70, 20:K4-74, 21:K4-75, 22:K4-76, 23:K4-80, 24:K4-83, 25:K4-84,
26:K4-91, 27:K4-95, 28:K4-101, 29:K4-103, 30:K4-105, 31:K4-108, 32:K4-109, 33:K4-
113, 34:K4-115, 35:K4-116, 36:K4-121

Cizelge 4.24’te verilen klonlardan K4-2, K4-5, K4-6, K4-8, K4-10, K4-12, K4-15,
K4-16, K4-20, K4-27, K4-28, K4-70, K4-76, K4-83, K4-80, K4-84, K4-101, K4-108, K4-
113, K4-115, K4-121 numarali plazmid dizi analizine géndermek i¢in secilmistir. Gelen
kromatogram sonugclar1 4Peaks programu ile goriiniilenmistir. ileri ve geri okumalarin Fasta
dizileri MEGA 7.0 programinda hizalanarak (align edilerek) consensus diziler

olusturulmustur. Olusan diziler NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) BLAST

programinda blastn arayliziinde 16S ribizomal RNA veritaban1 kullanilarak hizalanmistir

(align edilmistir). Elde edilen sonuglar Cizelge 4.25’te verilmistir.
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Cizelge 4. 25. K4 orneklem alani klon kiitliphanesinden segilen klonlarin dizi analizi

sonuglari
1 2,4,30 3 348 % Aciditerrimonas ferrireducens %97,16 NR_112972.1 946 Solfatarik alan
2 5 1 1,16 % Acidimicrobium ferrooxidans %91,3 NR_074390.1 1080 Kaplica bosaltma alani Iceland
3 6,9 2 2,32 % Acidiphilium acidophilum %97,3 NR_036837.1 1523
4 8 1 1,16 % Leptospirillum ferriphilum %9841 NR_028818.1 1583 Asidik gevre
5 10,11, 14, 19 4 4,60 % Ferrithrix thermotolerans %91,3 NR_042751.1 1050 Yellowstone Ulusal Park
6 12,26, 109 3 328 % Aciditerrimonas ferrireducens %93,5NR_112972.1 1031 Solfatarik alan
7 13,49, 56, 17, 24, 29, 84, 86 8 9,30 % Acidiphilium angustum %97,57 NR_025850.1 1492
8 15,33,34,35,36,42,48,51, 15 17,44 % Acidimicrobium ferrooxidans %91,3 NR_074390.1 1500 Kaplica bosaltma alani Iceland
52,53, 64,67, 68,69, 75
9 16, 18,37, 39 4 4,60 % Ferrimicrobium acidiphilum %91,42 NR_041798.1 1152 Cae Coch pirit madeni
10 20,21, 22,23, 55, 87, 6 6,97 % Aciditerrimonas ferrireducens %96,3 NR_112972.1 Solfatarik alan
11 27 1 1,16 % Acidimicrobium ferrooxidans %82,90 NR_074390.1 983 Kaplica bosaltma alani Iceland
12 28, 106, 95, 32 4 4,60 % Alicyclobacillus contaminans %91,4 NR_041475.1 982
13 59,60,61,73,114, 115,100, 8 9,30 % Aciditerrimonas ferrireducens %93,81 NR_112972.1 804 Solfatarik alan
120
14 70 1 1,16 % Acidiphilium angustum %97,35 NR_025850.1 1167
15 76 1 1,16 % 1175
16 80, 88, 78, 105 4 4,60 % Aciditerrimonas ferrireducens %91,3 NR_112972.1 1494 Solfatarik alan
17 108 1 1,16 % Ferrimicrobium acidiphilum %91,53 NR_041798.1 948
18 103, 112,74 3 348 % 1584
19 99, 101, 102, 107, 110, 116, 7 8,13 % Aquihabitans daechungensis %91,3 NR_132289.1 1225
119
20 91,92,93, 96,97, 98, 83 7 8,13 % Aciditerrimonas ferrireducens %94,39 NR_112972.1 1176 Solfatarik alan
21 121,113 2 2,32 % Sulfobacillus %85,1 NR_040945.1 701

thermosulfidooxidans

K3 klon kiitiiphanesi olusturmasi i¢in 1492R geri primerin yer aldig1 primer ¢ifti ile
amplifiye edilen PCR iiriini kullanilmistir. Ligasyon reaksiyonunda 1 pl PCR iiriinii
kullanilmistir. Transformasyon E.coli JM109 hiicreleri kullanilarak gerceklestirilmistir. 4
BSA platelere 100 pl, 200 pl, 200 pl ve kalan hacimde olmak iizere ekimi yapilmistir. Gece
boyu inkiibasyon sonunda beyaz kolonilerden carpit seklinde ekim yapilarak tekrar
inkiibasyona birakilmistir. Gelisen beyaz kolonilerden T7 ve SP6 primer ¢ifti ile koloni PCR
kurulmustur. %1 agaroz jele yliklenerek 100V 70 dk siiresince yiiriitiilen jel %1 EtBr ile

boyanmustir.

Pozitif sonug veren klonlarin PCR f{irlinleri kullanilarak A/ul restriksiyon enzimi ile
kesim reaksiyonu kurulmustur. 2 saat 37°C’de inkiibasyon sonrasinda iiriiniin tamami1 %?2,5
agaroz jele yiiklenmis ve 60V’da 150 dk siiresince yiiriitiilmiistiir. %1 EtBr ile boyanan jel
BoRad Jel Dokiimantasyon ve Goriintiileme sistemi ile gorlintiilenmistir. Kesim profilinin

yer aldig1 jel goriintiisii Sekil 4.55°te verilmistir
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Sekil 4. 55. K3 Klon Kiitiiphanesi restriksiyon analizi

ARDRA sonucuna gore elde edilen kesim profiline ait koloniler Cizelge 4.26’da
verilmistir. 21 profil i¢in sirasiyla 3, 1,2, 1,4,3,8,15,4,6,1,4,8,1,1,4,1,3,7,7, 2 koloni
icermektedir. Elde edilen kolonilerden dizi analizine 6rnek gondermek icin en iyi ¢alisan

koloni PCR’lara gore karar verilmistir.
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Cizelge 4.26. K3 klon kiitiiphanesinin kesim profiline ait kolonilerin dagilim1

10
11
12
13
14

1,2,4,5,17, 20, 21, 22, 28, 44, 45, 46, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 71, 72,73, 74, 75, 76, 78, 101
3

6

12,42

25,29

31, 33, 34, 35, 37, 38, 39, 40, 59, 61, 64, 65, 66, 68, 69, 70, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 87 88, 89, 90, 92, 93, 94,
95,96, 97, 98, 99

43

47

57

59

63

67

77,103

102, 104, 106

K3-3, K3-4, K3,6, K3-12, K3-25, K3-29, K3-39, K3-42, K3-43, K3-44, K3-47, K3-
53, K3-57, K3-59, K3-63, K3-67, K3-69, K3-77, K3-87, K3-88, K3-101, K3-102, K3-103,

K3-104 numarali koloniler amfisilin iceren LB Brothlara ekilmistir. 37°C’de 150 rpm

calkalamada gece boyu beklemistir. Inkiibasyon sonrsai plazmidlerin kit ile izolasyonu

3.2.4.3 baglikta verlien protokole gore gerceklestirilmistr. %1 agaroz jele yliklenmis ve

100V’da 70 dk siiresince ylriitilmiistiir. %1 EtBr ile boyanan jel BoRad Jel

Dokiimantasyon ve Gorlintlileme sistemi ile goriintiilenmistir. Plazmidlerin jel goriintiisii

Sekil 4.56’da verilmistir.

Sekil 4.56.
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K3 klon kiitiiphanesinden dizi analizine gonderilmek iizere izole edilen

plazmidler. M: Marker, 1-24: K3 plazmidleri
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Cizelge 4.26’° da verilen klonlardan K3-3, K3-4, K3-6, K3-12, K3-25, K3-29, K3-
39,K3-42,K3-43, K3-44, K3-47,K3-57, K3-59, K3-63, K3-67, K3-69, K3-77, K3-102, K3-
103, K3-104 numarali plazmidler dizi analiizne gondermek i¢in secilmistir. Gelen
kromatogram sonugclar1 4Peaks programu ile goriiniilenmistir. ileri ve geri okumalarin Fasta
dizileri MEGA 7.0 programinda hizalanarak (align edilerek) consensus diziler

olusturulmustur. Olusan diziler NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) BLAST

programinda blastn arayliziinde 16S ribizomal RNA veritaban1 kullanilarak hizalanmistir

(align edilmistir). Elde edilen sonuglar Cizelge 4.27°de verilmistir.

Cizelge 4.27. K3 oOrneklem alan1 klon kiitiiphanesinden segilen klonlarin dizi analizi

sonuglari
1 1,2,4,5,17, 20, 21, 22,28, | 28 % 34 Acidithiobacillus 895 bp %99,8 metal maden-etkili
44, 45, 46, 48, 49, 50, 51, 52, ferrivorans NR 114620.1 gevreler
53,54,55,71,72,73,74,75,
76,78, 101
2 3 1 % 1 Metallibacterium 859 bp %98,8 asid biyofilmi
scheffleri NR_118103.1
3 6 1 % 1 Ferrovum myxofaciens 1140 bp %91,7 asid maden drenaji (Parys
NR_117782.1 Mountain bakir madeni)
4 12,42 2 % 1 Leptospirillum 1497 bp %97,9 Dogal asidik ¢evreler
ferrooxidans NR_027216.1
5 25,29 2 % 1 Acidithiobacillus 1374 bp %97,4 metal maden-etkili
ferridurans NR 114620.1 gevreler
6 31, 33, 34, 35, 37, 38, 39, 40, | 34 %43 Acidithiobacillus 1447 bp %99,6 metal maden-etkili
59, 61, 64, 65, 66, 68, 69, 70, ferrivorans NR_114620.1 gevreler
80, 81, 82, 83, 84, 85, 87 88,
89, 90, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98,99
7 43 1 % 1 Acidithiobacillus 1454 bp %99,8 metal maden-etkili
ferrivorans NR 114620.1 gevreler
8 47 1 % 1 Dokdonella koreensis 1006 %93,3
NR_043322.1
9 57 1 % 1 Acidithiobacillus 1446 bp %99,7 metal maden-etkili
ferrivorans NR 114620.1 gevreler
10 59 1 % 1 Acidithiobacillus 1452 bp %99,7 metal maden-etkili
ferrivorans NR_114620.1 gevreler
11 63 1 % 1 Acidiphilium angustum 1388 bp %99,8
NR_025850.1
12 67 1 % 1 Ferrovum myxofaciens 956 bp %90,8
NR_117782.1
13 77,103 2 % 1 Alicyclobacillus 1020 bp %87
hesperidum NR_112155.1
14 102, 104, 106 3 %3 Acidithiobacillus 1445 bp %99.,9 metal maden-etkili

ferrivorans NR_114620.1 gevreler
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Mikrobiyal cesitlilk calismalarinda kullanilan 16S rRNA gen bolgesinin pGEMT
vektore aktarilmasi prensibine dayanan klon kiitiiphanesi, olusturulan 3 sezon drneklerinin
analizi sonucunda asid maden drenaj bolgesinin asidofil mikrobiyal komiinitesinde yer alan
bakterilerin (K6), Acidithiobacillus ferrivorans, Leptospirillum sp, Acidiphilium rubrum,
Metallibacterium scheffleri; (KS) Leptospirillum ferriphilum, Leptospirillum sp.,
Acidiphilium sp., Acidithiobacillus ferriphilus; (K1) Sinobacteraceae bacterium,
Actinobacterium BGR 77, Metallibacterium scheffleri, Alicylobacillus sp., Sulfobacillus,
Acidimicrobium  ferrooxidans,  Leptospirillum  sp.,  Legionella  adelaidensis,
Acidimicrobiaceae bacterium, Metallibacterium scheffleri, Aciditerrimonas ferrireducens,
Ferrimicrobium  sp, Ferrithrix  thermotolerans,  Acidimicrobium  ferrooxidans,
Aquihabitans daechungensis, Ferrimicrobium acidiphilum; (K7) Leptospirillum sp,
Acidiphilium sp, Bacteriovoracaceae bacterium; (K2) Sulfobacillus benefaciens,
Sulfobacillus  thermotolerans,  Sulfobacillus  thermosulfidooxidans,  Sulfobacillus
acidophilus, Aciditerrimonas ferrireducens, Ferrimicrobium acidiphilum, Ferrithrix
thermotolerans;, (K4) Aciditerrimonas ferrireducens, Acidimicrobium ferrooxidans,
Acidiphilium acidophilum, Leptospirillum ferriphilum, Ferrithrix thermotolerans,
Acidiphilium angustum, Ferrimicrobium acidiphilum, Alicyclobacillus contaminans,
Aquihabitans daechungensis, Sulfobacillus thermosulfidooxidans,; (K3) Acidithiobacillus
ferrivorans, Metallibacterium scheffleri, Ferrovum myxofaciens, Leptospirillum
ferrooxidans, Acidiphilium angustum, Alicyclobacillus hesperidum Dokdonella koreensis

oldugu bulunmustur.

Klon kiitiiphanesi olusturularak cesitlilik belirlenen diger ¢alismalar incelenmistir.
Yang vd., 2007 yilinda yaptig1 calismada Cin’de yer alan asid maden drenajindan 3 6rnek
almiglardir. 16S rRNA PCR firiinleri genomik DNA’lardan 63F ve 1387R primer ¢ifti
kullanilarak amplifiye edilmistir. Vektor olarak PCR2.1 TOPO kullanilmistir. Mavi beyaz
secilime gore secilen klonlarin koloni PCR iiriinleri Hin6l ve Mspl ile kesilmistir. Klon
kiitiiphanesi taramasina gore, Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidiphilium sp.,

Leptospirillum, Leptospirillum ferriphilum tiirleri tespit edilmistir.

He vd, 2007 yilinda yaptig1 calismada iki acid maden drenajindan 3 ornek
toplamistir. Genomik DNA’lar kalip olarak kullanilarak 1492R ve 27F primer ¢ifti ile PCR

iiriinleri amplifiye edilmistir. p-GEMT vektor sistemi kullanilmistir. Mavi beyaz segilime
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gore segilen klonlarin koloni PCR iiriinleri Afal ve Mspl enzimleri ile kesilmistir. Klon
kiitiiphanesinin tarama sonucuna gore Nitrospira, a-Proteobacteria, 3-Proteobacteria ve

Proteobacteria ailelerine ait mikroorganizmalar oldugu tespit edilmistir.

Bruneel ve arkadaslarinin 2008 yilinda yayimnladigi ¢alismada, kursun ve ¢inko
madenlerinden 6rnek almislardir. Aldiklar1 6rneklerin ¢evresel DNA’lar1 izole edilmis, 21F
ve 958R arke primerleri kullanilarak 16S rRNA PCR firiinleri amplifiye edilmistir. Elde
edilen PCR iiriinlerini TOPO klonlama vektoriine klonlayarak arkeal klon kiitiiphanesini
kurmuslardir. Haelll ve Hinfl enzimleri ile restriksiyon analiz yapilmistir. Elde edilen

Arkeler Euryarchaeato subesine ait F. acidiphilum oldugu tespit edilmistir.

Yang vd., 2008 yilinda yaptig1 ¢aligmada, bakir madeninden oOrnek almistir.
Cevresel DNA izolasyonu yapmis, 63F ve 1387R primer ¢ifti ile PCR iiriini
amplifikasyonu yapilmistir. TOPO klonlama vektdriine PCR iiriinleri klonlanmustir.
Restrikiyon analizinde Hin6l ve Mspl enzimleri kullanilmistir. Klon kiitiiphanesinde baskin
olan tiirlerin Acidithiobacillus ferrooxidans ve Caulobacter crescentus oldugu tespit

edilmistir.

He ve arkadaslarimin (2008) yaptig1 calismada kursun ¢inko bakir madeninden
ornek almisladir. Cevresel DNA izolasyonu yapildiktan sonra 27F ve 1492R primer ¢ifti
ile PCR amplifikasyonu yapilmistir. PCR iirlinleri pGEMT vektor sistemine klonlanmistir
ve restriksyion analizi Afal ve Mspl ile yapilmistir. Klon kiitiiphanesi taramasinda a-
Proteobacteria (1.1%), J5-Proteobacteria (2.3%), y -Proteobacteria (30.8%), Firmicutes
(15.4%), Actinobacteria (0.3%) ve Nitrospira (50.1%) subelerine tespit edilmistir.
Leptospirillum, Acidithiobacillus, ve Sulfobacillus cinsleri sirasiyla Nitrospira, -

Proteobacteria, ve Firmicutes subelerinde tespit edilmistir.

Hao vd., (2010) asid maden drenajindan o6rnek almistir. Cevresel DNA izole
edildikten sonra 27F ve 1492R primer ¢ifti ile bakteri 16S rRNA PCR iiriinii; 21F ve 958R
primer ¢ifti ile arke 16S rRNA PCR firiinii ve 817F ve 1536R primer ¢ifti ile dkaryo
mikroorganizma 18S PCR iiriinii amplifiye edilmistir. Klonlama vektorii olarak pGEMT

kullanilmistir. Restriksiyon analizi Hhal ve Mspl enzimleri ile yapilmistir. Klon
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kiitiiphanesinde bakteri domaininde baskin olan cins Acidiphilium dur. Arkea domaininde

ise Chranarcheato subesine ait mikroorganizmalaridr.

Bir diger c¢esitlilik calismasinda Pepper vd., (2012) tarafindan bakir maden
drenajindan alinan 6rneklerin DNA’lar1 ekstrakte edilmistir. 16S rRNA PCR iiriinleri 342F
ve 1492R primer ¢ifti ile amplifiye edilmistir. TOPO10 klonlama vektorii olarak
kullanilmistir. OTU analizi sonucunda Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes,

Acidobacteria ve Bacteroidetes subeleri tespit edilmistir.

4.3.3.DGGE PCR iiriinleri ve analizi

Baslik 3.2.4.3’te verilen DGGE PCR protokoliine gore kalip olarak birinci sezon
orneklerinin ¢evresel DNA’lar1 1 pl kullanilarak 2 tiip reaksiyon kurulmustur. PCR iiriinleri
%1 agaroz jele yiliklenmistir. Elektroforez sisteminde 100 v’da 70 dk siiresince
yiiriitiildiikten sonra %1 EtBr ile boyanan jel BioRad Jel Dokiimantasyon ve Goriintiileme
Cihaz ile goriintiilenmistir. Bes ¢evresel DNA kullanilarak yaklasik 566 bp uzunlugunda

elde edilen iiriinlerin jel goriintiisii Sekil 4.57°de verilmistir.

10000 bp

3000 bp

2000 bp
1500 bp
1200 bp
1000 bp
563 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

Sekil 4.57. Bakteri DGGE PCR iiriinleri. M: Marker 2-log DNA ladder; 1-2: K1 ¢evresel
ornegin DGGE PCR fiiriinii; 3-4: K2 ¢evresel 6rnegin DGGE PCR f{iriinii; 5-6: K3 cevresel
ornegin DGGE PCR iiriinii; 7-8: K4 ¢evresel 6rnegin DGGE PCR firiinii; 9-10:K5 ¢evresel
ornegin DGGE PCR iiriinii
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Basarili PCR firiinleri elde edilmesi ile ayni bilesen ve kosullarda 4’er tiip daha
reaksiyon kurulmustur. PCR {iriinleri %1 agaroz jele yiiklenmistir. Elektroforez sisteminde
100 v’da 70 dk siiresince yiiriitiildiikten sonra %1 EtBr ile boyanan jel BioRad Jel
Dokiimantasyon ve Goriintiileme Cihazi ile goriintiilenmistir. Uriinlerin yiiriitiildiigii jel

goriintlisti Sekil 4.58’de verilmistir.

11 1209 0818 16 17 18..19 - 20

’
B O A O e e T e T O T O R e R e e e e e 563 bp

Sekil 4.58. Bakteri DGGE PCR iiriinleri. M: Marker 2-log DNA ladder; 1-4: K1 cevresel
ornegin DGGE PCR firiinii; 5-8: K2 ¢evresel 6rnegin DGGE PCR firiinii; 9-12: K3 ¢evresel
ornegin DGGE PCR iirlinii; 13-16: K4 ¢evresel 6rnegin DGGE PCR iiriinii; 17-20:K5
cevresel 6rnegin DGGE PCR f{iriinii

Sekil 4.57°da verilen jel goriintiisiinde elde edilmesi gereken bantlarin iist kisminda
zayif bantlar goriilmiistiir. Bu bantlarin elimine edilmesi i¢in baglik 3.2.4.3’te verilen
Fermentes GenelJet Gel Extraction Kit protokoliine gore jelden saflagtirma islemi
yapilmigtir. 30 pl eliisyon tamponunda ¢oziilen iirlinler %1 agaroz jele yiiklenmistir.
Elektroforez sisteminde 100 v’da 70 dk siiresince yiiriitiildiikten sonra %1 EtBr ile boyanan
jel BioRad Jel Dokiimantasyon ve Goriintiileme Cihazi ile goriintiilenmis ve Sekil 4.59°da
verilmistir. Ancak elde edilen PCR firiinleri ile saflagtirilan {irlinlerin ayni oldugu

goriilmektedir. Ustteki zayif bant giderilememistir.
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11111

563 bp

Sekil 4.59. Saflastirilmis Bakteri DGGE PCR iiriinleri. M1:Marker Lambda HindIll DNA
ladder; 1: K1 gevresel 6rnegin DGGE PCR iiriinii; 2: K2 cevresel 6érnegin DGGE PCR
iirlinii; 3: K3 ¢evresel 6rnegin DGGE PCR f{iriinii; 4: K4 ¢evresel 6rnegin DGGE PCR f{iriinii;
5:KS5 ¢evresel 6rnegin DGGE PCR iiriinii; M2: 2-log DNA ladder

Arke DGGE PCR baslik 3.2.4.3’te verildigi iizere benzer sekilde kurulmustur. Kalip
olarak 1 pul DNA kullanilmistir. PCR {iriinleri %1 agaroz jele yiliklenmistir. Elektroforez
sisteminde 100 V’da 70 dk siiresince yliriitiildiikten sonra %1 EtBr ile boyanan jel BioRad
Jel Dékiimantasyon ve Goriintiileme Cihazi ile goriintiilenmistir. Jel goriintiisii Sekil 4.60’da

verilmigstir. Arke PCR 1 ul kalip DNA kullanildiginda ¢aligmamastir.

Sekil 4.60. Kalip olarak 1 ul DNA kullanilan Arke DGGE PCR iiriinleri jel goriintiisti. M:
Marker 2-log DNA ladder; 1-4: K1 g¢evresel 6rnegin DGGE PCR iiriinii; 5-8: K2 cevresel
ornegin DGGE PCR firiinii; 9-12: K3 ¢evresel 6rnegin DGGE PCR iiriinii; 13-16: K4
cevresel 6rnegin DGGE PCR iiriinii; 17-20:K5 ¢evresel 6rnegin DGGE PCR iiriinii
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Arke PCR i¢in DNA kalip miktar1 degistirilerek yeniden kurulmustur. 2 pl ve 3 ul
DNA kullanilarak elde edilen PCR firiinleri %1 agaroz jele yliklenmistir. Elektroforez
sisteminde 100 V’da 70 dk siiresince yliriitiildiikten sonra %1 EtBr ile boyanan jel BioRad
Jel Dékiimantasyon ve Goriintiileme Cihazi ile goriintiilenmistir. Jel goriintiisii Sekil 4.61°de
verilmigtir. Arke PCR bir kez daha ¢alismamistir. Bu nedenle ARKE DGGE analizi

yapilamamigtir.

2000 bp
1500 bp

1200 bp

1000 bp

500 bp

Sekil 4.61: Kalip olarak 2 pl ve 3ul DNA kullanilan Arke DGGE PCR iiriinleri jel goriintiisii.
M: Marker 2-log DNA ladder; 1ve 6: K1 ¢evresel 6rnegin DGGE PCR iiriinii; 2ve7: K2
cevresel 6rnegin DGGE PCR firiinii; 3 ve 8: K3 ¢evresel 6rnegin DGGE PCR iiriinii; 4ve 9:
K4 ¢evresel 6rnegin DGGE PCR iiriinii; 5 ve 10:K5 ¢evresel 6rnegin DGGE PCR firiinii

Oncelikle %60-%40 denatiire edici ajan gradientinde jel hazirlanmistir. Donduktan
sonra PCR f{irlinlerinin 15 pl’si 6rnek yiikleme boyas: ile karistirilarak kuyucuklara
ylklenmigtir. Jelin tamponunun sicakligt 60 °C’deyken 18 saat siiresince 90 V’da
yuritiilmiistiir. Jel 18 saat soninda EtBr ile boyanmis ve iki kere distile su ile yikandiktan
sonra BioRad Jel Dokiimantasyon ve Goriintilleme Cihazi ile goriintiilenmistir. Sekil

4.62’de DGGE analiz sonucu verilmistir.
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Sekil 4.62. Birinci sezon Orneklerinin %60-40 konsantrasyon araliginda DGGE
analizi. 1:K1, 2:K2, 3:K3, 4:K4, 5:K5

Sekil 4.46’da goriilen DGGE jelinde net bir ayrim gozlemlenemedigi i¢in, gradient
ylizdeleri degistirilmistir. DGGE jel denatiire edicilerin konsantrasyonu %50-%30 olacak
sekilde tekrar hazirlanmistir. Bunun sonucunda elde edilen goriintii de Sekil 4.63’te
verilmistir. Bu jel ile de ayrim saglanamamis, UV altinda bantlar goriilmedigi i¢in kesim

yapilamamigtir.
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Sekil 4.63. %50-30 denatiire edici konsantrasyonu ile hazirlanan jelde DGGE analizi. 1:K1,
2:K2, 3:K3, 4:K4, 5:K5
Baghik 3.2.4.3’te verilen DGGE PCR protokoliine gore yeniden reaksiyon
kurulmusgtur. PCR {iriinleri %1 agaroz jele yliklenmistir. Elektroforez sisteminde 100 v’da
70 dk siiresince ytiriitiildiikten sonra %1 EtBr ile boyanan jel BioRad Jel Dokiimantasyon ve
Goriintilleme Cihazi ile gorlintiilenmistir. Sekil 4.64’de bes c¢evresel DNA kullanilarak
yaklasik 566 bp uzunlugunda elde edilen {iriinlerin jel goriintiisii verilmistir. Elde edilen PCR

iirlinleri birlestirilerek konsantre edilmistir.
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1000 bp

563 bp
500 bp

Sekil 4.64. Iki sezon cevresel DNA ile amplifiye edilen bakteri DGGE PCR iiriinleri jel
goriintlisii. M:Marker, 2-log DNA ladder; 1-4:K1; 5-8:K2; 9-12:K3; 13:16:K4; 17-20:K5;
21-27:K6.

Jel hazirlanirken dentaiire edicilerin konsantrasyon yiizdelerini daha net belirlemek
icin elde edilen izolatlardan iki tanesi ile bakteri DGGE PCR kurulmustir. PCR iiriinleri %1
agaroz jele yiiklenmistir. Elektroforez sisteminde 100 v’da 70 dk siiresince yiiriitiildiikten
sonra %1 EtBr ile boyanan jel BioRad Jel Dokiimantasyon ve Goriintilleme Cihazi ile

goriintlilenmistir. Jel goriintiisii Sekil 4.65°de verilmistir. BY 10ve BY 17 izolatlarin DGGE

PCR firiinleri basar ile elde edilmistir.

3000 bp

1500 bp
1000 bp

600 bp
500 bp
300 bp

563 bp

Sekil 4.65. BY 10 ve BY 17 izolatlarin bakteri DGGe PCR fiiriinleri jel goriintiisii. M: Marker
2-log DNA ladder; 1-2: BY10; 3-4:BY 17

Jel denatiire edicilerin konsantrasyonu yeniden %60-%40 oraninda olacak sekilde
hazirlanmistir. Donduktan sonra PCR {iriinlerinin 20 pl’si 6rnek yiikleme boyasi ile
karigtirilarak kuyucuklara ytiklenmistir. Jelin tamponunun sicakligr 60 °C’deyken 18 saat
stiresince 90 V’da yiiriitiilmiistiir. Jel 18 saat soninda EtBr ile boyanmis ve iki kere distile
su ile yikandiktan sonra BioRad Jel Ddokiimantasyon ve Goriintileme Cihazi ile

goriintliilenmistir. Sekil 4.66’da DGGE analiz sonucu verilmistir.
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Sekil 4.66. %60-%40 denatiire edici konsantrasyonu ile hazirlanan jelde DGGE analizi.
1:K6, 2:K5, 3:K4, 4:K, 5:K2, 6:K1, 7:BY10

22 bant kesilmis ve bant dagilimlar1 K1 i¢in 8 bant K2 i¢in sonraki 7 bant, K3 i¢in
bir bant, K4 i¢in 4 bant, K5 i¢in bir bant ve K6 icin 2 bant kesilmistir. Bantlardan DNA,
baslik 3.2.4.3 bashginda verilen protokole gore elde edilmis ve ayni basliktak, Re-PCR
protokoliinde kalip olarak kullanilmistir. Sekil 4.67, Sekil 4.68 ve Sekil 4.69°da sirasiyla
kalip DNA olarak 1 pl, 2 pl ve 3 ul kullanildiginda olusan iiriinler verilmistir. Elde edilen
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,22 numarali bantlar dizi analizine gonderilmistir.

Istenilen sonuglar elde edilemedigi icin yeniden DGGE analizi yapilacaktir.
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9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Sekil 4.68. 2l kalip DNA kullanilarak amplifiye edilen Re-PCR iiriinleri jel goriintiisii

243 45 678,910 11 12

Sekil 4.69. 3ul kalip DNA kullanilarak amplifiye edilen Re-PCR iiriinleri jel goriintiisii

Iki sezon 6rnekleri ile baslik 3.2.4.3’te verilen DGGE PCR protokoliine gére kalip
olarak cevresel DNA’lar1 2 ul kullanilarak reaksiyon kurulmustur. PCR iiriinleri %1 agaroz
jele yiiklenmistir. Elektroforez sisteminde 100 v’da 70 dk stiresince ytiriitiildiikten sonra %1

EtBr ile boyanan jel BioRad Jel Dokiimantasyon ve Goriintileme Cihazi ile
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gorlintiilenmistir. Sekil 4.70 ve Sekil 4.71°de yaklasik 566 bp uzunlugunda elde edilen

iriinlerin jel goriintiisti verilmistir.

"
'

8 9 10 11 1213 14 15 16 ’718 19 20 21

r

563 bp

Sekil 4. 70. Birinci sezon ii¢ Orneklem alanmin bakteri DGGE PCR iiriinlerinin jel
gorlintlisii. M: Marker 2-log DNA ladder; 1-7:K1; 8-14:K2; 15-21:K3

8 9 10 11 1213 14 15 16 1718 19 20 21

563 bp

Sekil 4. 71. Bakteri DGGE PCR amplifikasyon iiriinleri. M: Marker 2-log DNA ladder; 1-
7:K4; 8-14:KS5; 15-21:K6

Reaksiyonlarin tamaminda pozitif sonu¢ elde edilmistir. Tipler birlestirilip
konsantre edilerek kullanilmistir. %60-%40 konsantrasyonda denatiire ediciler kullanilarak

protokole gore hazirlanan jele 6rneklerin tamami boya ile karistirilrak yliklenmistir.

DGGE jeli 18 saat siiresince 90 V’da yiiriitiildiikkten sonra EtBr ile boyama ve
sonrasinda saf su ile yikama islemlerinden sonra BioRad Jel Dokiimantasyon ve
Gortintiileme Cihazi ile goriintiilenmistir. Sekil 4.72°de iki sezon drneklerinin DGGE analiz

sonucu yer almaktadir.
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Sekil 4.72. iki sezon 6rneklerin DGGE jel goriintiisii. 1:K6, 2:K5, 3:K4, 4:K3, 5:K2, 6:K1

Iki sezondaki alt1 rnek i¢in 35 bant kesilmis ve bant dagilimlari K1 igin 5 bant K2
icin sonraki 7 bant, K3 icin 6 bant, K4 i¢in 8 bant, K5 i¢in 5 bant ve K6 i¢in 4 bant kesilmistir.
Kesilen bant dagilimlar1 Cizelge 4.28’de verilmistir. 3.2.4.3 bashiginda verilen protokole
gore DNA elde edilmis ve ayni baslikraki Re-PCR protokoliinde kalip olarak kullanilarak

iiriinler elde edilmistir.

Cizelge 4.28. DGGE bantlarinin 6rneklere gore dagilimi

Bant 1,2, 3a, 3b, 5,6,7,8,9, 11, 12, 13, 33, 14, 16, 17, 18, 18a, 19, 23,24, 25, 26, 28,29, 30,
numaralari 4 10, 32 15 20, 21,22 27 31
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Elde edilen DNA’lardan 2 ul kalip kullanilarak ayni basliktaki Re-PCR kurulmustur.
Elde edilen iiriinler %1 agaroz jele yiiklenmistir. Elektroforez sisteminde 100 v’da 70 dk
siiresince yiirlitiildiikten sonra %1 EtBr ile boyanan jel BioRad Jel Dokiimantasyon ve

Goriintiileme Cihazi ile goriintiilenmistir. Jel goriintiisii Sekil 4.73°de verilmistir.

M1 2 3 4 %5 6 7T 8 9 10112 13 11516 17 IS 1920 21 22 2324 2526

500bp 563 bp

500 bp 563 bp

Sekil 4. 73. DGGE bantlarindan elde edilen DNA’laruin Re-PCR iiriinlerinin jel goriintiisii
a) M: Marker 2-log DNA ladder, 1:1, 2:2, 3:3a, 4:3b, 5:4, 6:5, 7:6, 8:7, 9:8, 10:9, 11:10,
12:11, 13:12, 14:13, 15:14, 16:15, 17:16, 18:17, 19:18, 20:18a, 21:19, 22:20, 23:21, 24:22,
25:23, 26:24. b) M: Marker, 2-log DNA ladder, 27:25, 28:26, 29:27, 30:28, 31:29, 32:30,
33:31, 34:32, 35:33.

Sekil 4.73e gore 6 bant i¢in kaliteli {iriin elde edilmistir. Diger bantlardan ayni sonug
alinmasi i¢in tekrar PCR kurulmustur. Bu reaksiyonda kalip olarak 3 pl DNA kullanilmistir.
Elde edilen iiriinler %1 agaroz jele yiiklenmistir. Elektroforez sisteminde 100 v’da 70 dk
siiresince yiirlitiildiikten sonra %1 EtBr ile boyanan jel BioRad Jel Dokiimantasyon ve

Goriintiileme Cihazi ile goriintiilenmistir. Jel goriintiisii Sekil 4.74°te verilmistir.

7 B. 9 10 1L 12 13 14 )5 16 17 18 1920 21 22 2324 25 2%

500 bp

Sekil 4.74. Tekrar edilen Re-PCR iiriinlerinin jel goriintiisii. a) M:Marker 2-log DNA Ladder
1:1,2:7, 3:8,4:9, 5:10, 6:11, 7:12, 8:13, 9:14, 10:15, 11:16, 12:17, 13:18, 14:18a, 15:19,
16:20, 17:21, 18:23, 19:24, 20:25, 21:26, 22:27, 23:28, 24:29, 25:30, 26:31, M:Marker 2-
log DNA Ladder, 27:32, 28:33.
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Cikmayan bant DNA’larin tekrar 2 pl kalip olarak kullanilmasi ile yeniden PCR
kurulmustur. Elde edilen {iriinler %1 agaroz jele yiiklenmistir. Elektroforez sisteminde 100
v’da 70 dk siiresince yiiriitiildiikten sonra %1 EtBr ile boyanan jel BioRad Jel
Dokiimantasyon ve Goriintiilleme Cihazi ile goriintiilenmistir. Jel goriintiisii Sekil 4.68’de
verilmistir. Elde edilen yliksek konsantrasyondaki PCR iiriinleri gruplandirilarak dizi

analizine gonderilmistir.

2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14 1S 16 171819 2021 222324 25 26 27

563 bp

Sekil 4.75. ikinci kez tekrar edilen Re-PCR firiinlerinin jel goriintiisii. a) M:Marker 2-log
DNA Ladder 1:24, 2:25, 3:26, 4:27, 5:28, 6:29, 7:30, 8:31, 9:32, 10:33, 11:9, 12:18,
13:18a, 14:19, 15:20, 16:21, 17:23, 18:24, 19:25, 20:26, 21:27, 22:28, 23:29, 24:30, 25:31,
26:32, 27: 33.

Ucgiincii sezon 6rneginin baglik 3.2.4.3’te verilen DGGE PCR protokoliine gore kalip
olarak ¢evresel DNA’s1 1 pl olarak kullanilarak reaksiyon kurulmustur. PCR iiriinleri %1
agaroz jele yiiklenmistir. Elektroforez sisteminde 100 v’da 70 dk siiresince yiiriitiildiikten
sonra %1 EtBr ile boyanan jel BioRad Jel Dokiimantasyon ve Goriintiilleme Cihazi ile
goriintiilenmistir. Sekil 4.76’da yaklagik 566 bp uzunlugunda elde edilen firiinlerin jel

gOriintiisii verilmistir.

10000 bp

3000 bp

2000 bp
1500 bp
1200 bp
1000 bp

500 bp 563 bp
400bp
300bp
200bp

100bp

Sekil 4.76. Ugiincii sezon drneginin DGGE PCR iiriinleri jel goriintiisii
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Reaksiyonlarin tamaminda pozitif sonu¢ elde edilmistir. Tipler birlestirilip
konsantre edilerek kullanilmistir. %60-%40 konsantrasyonda denatiire ediciler kullanilarak

protokole gore hazirlanan jele 6rneklerin tamami boya ile karistirilrak yliklenmistir.

DGGE jeli 18 saat siiresince 90 V’da yiiriitiildiikkten sonra EtBr ile boyama ve
sonrasinda saf su ile yikama islemlerinden sonra BioRad Jel Dokiimantasyon ve
Gortintiileme Cihazi ile goriintiilenmistir. Sekil 4.77°de iki sezon drneklerinin DGGE analiz

sonucu yer almaktadir.

Sekil 4.77.Ugiincii sezon 6rnegin DGGE analizi. 1:K7, 2:BY 19

Uciincii sezondaki tek ornek igin 4 bant kesilmistir. 3.2.4.3 bashginda verilen
protokole gore DNA’lar elde edilmis ve ayni1 bagliktaki Re-PCR protokoliinde kalip olarak

kullanilarak tiriinler elde edilmistir.

Elde edilen DNA’lardan 2 pl kalip kullanilarak ayni baslikta yer alan bilesen ve
kosullara gore Re-PCR kurulmustur. Elde edilen {iirlinler %1 agaroz jele yliklenmistir.
Elektroforez sisteminde 100 v’da 70 dk siiresince yiiriitiildiikten sonra %1 EtBr ile boyanan
jel BioRad Jel Dokiimantasyon ve Goriintiileme Cihazi ile goriintiilenmistir. Jel goriintiisii

Sekil 4.78’de verilmistir.
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10000 bp

3000 bp

2000 bp

1500 bp

1200 bp <]

1000 bp

563 bp
600 bp T

500 bp
400 bp g
300 bp
200 bp M
100 bp e

Sekil 4.78. DGGE bantlarindan elde edilen DNA’larun Re-PCR iiriinleri

DGGE analzi sonucunda basarili sonug elde edilen tiim {iriinler DGGE ileri ve geri
primerleri ile dizi analizine gonderilmistir. Gelen kromatogram sonucglar 4Peaks ile
goriintiilenmistir. Ileri ve geri okumalarin dizileri MEGA 7.0 programinda hizalanarak (align
edilerek) tim dizi elde edlimeye c¢alisilmigtir. Diziler tamamlandiktan sonra
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi Nucleotide BLAST programinda 16S ribosomal
RNA veritbaninda hizalanmistir (align edilmistir). Yiiksek benzerlik gdsteren tiirler Cizelge

4.29°da verilmistir. Her bir 6rneklem alani ayr1 renk ile ¢izelgede belirtilmektedir.



Cizelge 4. 29. DGGE bantlarinin eslestigi tiirler ve izole edildikleri ¢evreler

K3

K4

K6

K7

5,6,7,8,9,10,32

11,12,13,33,14,15

16,17,18,18a,19,20

24,25,26

29,30,31

b,c,d

Metallibacterium scheffleri strain MCF91 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 96% KC257407.1
Acidithrix ferrooxidans strain Py-F3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence86% KC208497.1
Uncultured bacterium clone Kili_ 01H_N1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 88% KX771341.1
Uncultured actinobacterium clone SI-IM_DO03 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 96%
EF221457.1

Acidithiobacillus ferrivorans strain YL15 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% KY352776.2
Acidiphilium cryptum strain XB5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 83% KM369913.1
Acidiphilium sp. strain MPLK-302 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 98%KX689773.1
Metallibacterium scheffleri strain MCF91 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 96% KC257407.1
Acidiphilium sp. strain LAMA 1487 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 92% KX689782.1
Rhodovastum atsumiense strain G2-11 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 88% NR_112776.1
Acidiphilium rubrum strain Colony12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 90% KC924950.1
Acidithiobacillus ferrivorans strain YL15 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% KY352776.2
Acidiphilium sp. DBS4-1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 92% EU003879.1

Acidiphilium sp. strain MPLK-210 168S ribosomal RNA gene, partial sequence 97% KX689772.1
Acidiphilium sp. strain MPLK-302 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 98% KX689773.1
Metallibacterium scheffleri strain MCF91 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 96% KC257407.1
Acidithiobacillus ferrivorans strain YL15 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% KY352776.2
Acidiphilium rubrum strain Colony12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 97% KC924950.1
Acidiphilium sp. strain MPLK-210 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 97% KX689772.1
Acidiphilium sp. strain MPLK-302 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 98% KX689773.1
Acidiphilium rubrum strain Colony11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 92% KC924949.1
Acidithiobacillus ferrivorans strain YL15 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% KY352776.2
Acidiphilium cryptum strain XB5 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 83% KM369913.1
Acidiphilium sp. strain MPLK-210 168S ribosomal RNA gene, partial sequence 97% KX689772.1
Acidithiobacillus ferrivorans strain YL15 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% KY352776.2
Acidiphilium rubrum strain Colony12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 95% KC924950.1
Acidiphilium rubrum strain Colony12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 98% KC924950.1
Metallibacterium scheffleri strain MCF91 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 96% KC257407.1
Metallibacterium scheffleri strain MCF91 168S ribosomal RNA gene, partial sequence 96% KC257407.1
Acidiphilium rubrum strain Colony12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 98% KC924950.1
Acidithiobacillus ferrivorans strain YL15 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% KY352776.2

448 bp
535 bp
479 bp
530 bp

537 bp
442 bp
217 bp
448 bp
556 bp
320 bp
309 bp
439 bp
512 bp
160 bp
217 bp
448 bp
445 bp
429 bp
160 bp
221 bp
166 bp
555 bp
442 bp
160 bp
537 bp
568 bp
366 bp
448 bp
448 bp
303 bp
537 bp

Metal maden golii( IPB, Spain)
Asit metal kontamine akig

Uhuru Tepesinin kuzey dogu tarafi
Yosun alt1 topraklar

Asid maden drenaj (Tibet, China)
Yiiksek pirit igeren kalkozit madeni
Yeralti madeni (Mynydd Parys)
Metal maden golii( IPB, Spain)
Yeralti madeni (Mynydd Parys)
Celtik topragi

Asit madeni drenaj atik havuzu
Asit madeni drenaj(Tibet, China)

Yeralt: madeni (Mynydd Parys)
Yeralti madeni (Mynydd Parys))
Metal maden golii (IPB, Spain)
Asit madeni drenaj (Tibet, China)
Asit madeni drenaj atik havuzu
Yeralti madeni (Mynydd Parys)
Yeralti madeni (Mynydd Parys)
Asit madeni drenaj atik havuzu
Asit madeni drenaj (Tibet, China)
Yiiksek pirit igeren kalkozit madeni
Yeralt: madeni (Mynydd Parys)
Asit madeni drenaj (Tibet, China)
Asit madeni drenaj atik havuzu
Asit madeni drenaj atik havuzu
Metal maden golii (IPB, Spain)
Metal maden golii (IPB, Spain)
Asit madeni drenaj atik havuzu
Asit madeni drenaj (Tibet, China)

VLI



175

%40 ve %60 oranlarinda dentiirant iceren %8 poliakrilamid jelde 341F(GC) ve
907R primer ¢ifti ile amplifiye edilen GC kuyruklu iiriinler yiiriiltiilmiistiir. DGGE analiz
sonucuna gore mikrobiyal komunitenin (K1) Metallibacterium scheffleri, Acidithrix
ferrooxidans, Uncultured actinobacterium; (K2) Acidithiobacillus ferrivorans,
Acidiphilium cryptum, Acidiphilium sp., Metallibacterium scheffleri, Rhodovastum
atsumiense, Acidiphilium rubrum; (K3) Acidithiobacillus ferrivorans, Acidiphilium sp.,
Metallibacterium scheffleri; (K4) Acidithiobacillus ferrivorans, Acidiphilium rubrum,
Acidiphilium sp., (K5) Acidithiobacillus ferrivorans, Acidiphilium cryptum, Acidiphilium
sp.; (K6) Acidithiobacillus ferrivorans, Acidiphilium rubrum, Metallibacterium scheffleri;
(K7) Metallibacterium scheffleri, Acidiphilium rubrum, Acidithiobacillus ferrivorans

tiirlerinde bakterilerden olustugu belirlenmistir.

Sezonsal analiz yapilacak tek 6rnek K1’dir. Bahar sezonuna gore sonbahar ve kis
mevsimlerinde Acidiphilium ve Acidithiobacillus cins sinifinda mikroorganizmalar

belirlenmistir. Sonbahar ve kis mevsiminde ise kendi arasinda farklilik gézlenmemistir.

DGGE analizi ile gesitlilik belirlenen diger ¢aligmalar incelenmistir, Gonzalez-
Toril ve arkadaslarinin (2003) yaptig1 calismada; Bakteri ve Arke domainleri i¢in
341F(GC)-907R ve 344F (GC)-915R primer ¢iftlerini kullanarak DGGE PCR fiiriinlerini
amplifiye etmistir. DGGE analiz sonucunda bakteri domaininde Leptospirillum spp.,
Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidiphilium spp., Ferrimicrobium acidiphilum, tiirlerini
belirlemisken; Arke domaininde ise Ferroplasma acidiphilum, ve Thermoplasma
acidophilum tiirlerini belirlemislerdir. Yapilan ¢alismada, bu tez ¢alismasindan farkli

olarak Arke domaninde mikroorganizmalar tespit etmislerdir.

Diger bir calismada Morales vd., (2005) tarafindan demirce zengin siilfiirlii atik
sudan ornek alimmis ve kolon biyoreaktdrde 16 ay boyunca inkiibe edilmistir. 12 tekrar
besleme yapilarak numune toplanmistir. DGGE analizi i¢in 6rnekler %20-%80 ve %45-%80
konsantrasyonlarinda denatiire gradiyenti sahip jelde ytiriitiilmiistiir. Konsorsiyumun DGGE
analizin Pseudoxanthmonas, Dechlorosoma, Desulfovibrio, Agrobacterium Methylocapsa,
Rhodococcus, Sulfobacillus cinsi mikroorganizmalarda olustugunu tespit etmislerdir. Bu

caligmada bir alanin degil reaktor i¢inde asidofil cesitliligin besleme ile nasil degistigi

incelenmistir.
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Mikrobiyal komunite belirleme ¢aligsmalarindan bir digerinde, Nicomrat vd. (2008)
asid maden drenajindan 6rnek almis ve DGGE analizi i¢in %30-%70 oraninda denatiirant
iceren %@8’lik poliakrilamid jel hazirlamiglardir. Yakin olan bantlar1 ayirmak iginse
sonrasinda %6’lik poliakrilamid jelde %40-%65 denatiirant gradiyenti kullanilmislardir.
Analiz sonucunda A. ferrooxidans TRA3-20, Arsenite-oxidizing bacterium BEN-4,
Alcaligenes sp., Bordetella sp., A. thiooxidans, A. ferrooxidans, Arsenite-oxidizing
bacterium BEN-4, A. ferrooxidans tiirleri tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada iki farkl jel

konsantrasyonu denenmis ve ayrim giicii arttirilarak bantlarin ayrilmasi saglanmistir.

Izolasyon ¢alismalari sonucunda elde edilen izolatlarm dizileri, klon ve DGGE analiz
sonucunda elde edilen eslesmelere ait diziler filogenetik aga¢ ¢iziminde girdi olarak
kullanilmistir. MEGA7 (Kumar vd., 2016) kullanilarak Neighboor Joining algortimasina
filogenetik agag¢ cizilmistir. Her bir 6rneklem alani i¢in kiiltiire baglh ve kiiltiirden bagimsiz
caligmalarin sonugalarinin yer aldig1 filogenetik agaglar siratyla Sekil 4. 79 ve Sekil 4.85
arasinda verilmistir. Agac olusturulurken dis tiir olarak Desulfonatronovibrio halophilus
(GQ9Y22847.1)/ Methylobacter lovis (L20839) kullanilmistir. Filogenetik agacta tek
kokenden ¢ikarak dallanmalar olusturulmaktadir. Tanimlanan tiirlerin, evrimsel olarak
birbirlerine uzakliklart bulunmustur. En fazla ¢esitlilige sahip olan K1 o6rneklem alani

filogenetik agacta da en fazla dallanmalar1 gostermistir.
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Uncsulowred bacterium AB254776.1
KK1-12
DKi1-4
Unculrured actinobacteriwm EF221457.1
KK1-77
Unculnured Acidimicroblaceae bactermam AM749759.1
KK1-64
KKi-40
Uncwltured bacterium clone Kili 01H NI KX771341.1
Acudirerrimonas ferrireducens NR 1129721
Unculaured Acidsmicrobsaceae bacterium KX035268.1
Fernmicrobtum sp. BGR 6 GUI83398.1
Unculrured Actdimscrobum sp. EF612360.1
KK1-89
KK1-24

Actditrtx fervooxsdans KC208497.1
[
DK1-3b

—— Fermithrix termosolerans NR 042751.1
Uncwlured Ferrtmicrobiwm sp. KF287770.1
KK1-94
Acanobacterium BGR 77 GUI6SNN.1
KK1-82
KK1-8202)
—— Desulfonatronovibrio  halophilus GQ922847.1
Unculaured Sulfobactllus sp EF612376.1
KK19
KK1-76
B Acidishiobacillus sp. E6-13-8 HM769771.1
Bacterium DX A EUTI0758.1
Al
A2
A3
Leptospirillum sp. AJ237902.1
—I Legionella adelasdensis LR134417.1
Ima.mn— schefflert NR 118103.1
KKl-60
Meralltbactertum schefflert KC257407.1
KKi1-14
DK1-2
Actdibacter ferrireducens NR 12626001
BY17

—1

{KKI-J

KKI-15
KK1-45
KK1-23

] |KKI !
KK1-74

oan

Sekil 4. 79. K1 6rneklem yerinin filogenetik analizi
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Sulfobacillus thermotolerans NR 043568.1
Sulfobacillus thermosulfidooxidans NR 040945.1
Sulfobacillus bengfaciens NR 044352.1
KEK2-56

EEK2-1

EK2-61

Sulfobacillus acidophilus NR 040943.1
Aciditerrimonas ferrireducens NR 112972.1
Ferrimicrobium acidiphilum NR 041798.1
Acidimicrobium farrooxidans NR 074390.1

Ferrithrix thermotolerans NR 042751.1

EK2-114

KK2-92

K2-75
EE2-102
——— Desujfonatronovibrio halophilus GQ922847.1

[ | _|.4¢:idfrhiobacillus Jarrivorans K¥352776.2
DE2-5
Merallibacterium scheffleri KC257407.1
_|_—DK2-8
Rhodovastum atsumiense NR 112776.1
Acidiphilium sp. KX689773.1
Acidiphilium rubrum EKC924950.1
DE2-32
DK2-6
Acidiphilium cryptum strain Lhet2 NR 025851.1
BY6
Acidiphilium cryptum EM369913.1
Acidiphilium sp. KX689752.1

KK2-84
DK2-7

DK2-9

Sekil 4. 80. K2 6rneklem yerinin filogenetik analizi
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DK3-14

Desulfonatronovibrio  halophtlus GQ922847.1
DK3.33

DK3-13

DK3-12

Acidiphiluon sp. KX689772.1

Acidiphiluon sp. EUON03S79. 1

KK3.63

KK32.23

Sulfobactllus thermosulfidooxidans NR 040945.1

Agquithabians dacchungensis NR 132289.1
Albcyclobactllus comsaminans NR 0414751

Ferrtmicrobnom acidiphihon NR 041798.1
Actdtmicrobnow ferrocxidans NR 074390 1
AcidiphtBwn angusnon NR 025830,
Ferrtthrix thermotolerans NR 042751.1
ActdiphtBuwm acidophtben NR 036837.1
Actdiverrtmonas ferrtreducens NR 1129721
All

Alo

BY-31

BY-30

BYio

Actdiehiobactllus sp. Mc9KA-2-4-3 HM769772 1
Acidiehiobactilus sp. E6-13-8 HM769771.1
Acidisoma nundrae stratm WM NR 0427031

Actdtphiluwm crypase stratn Lhet2 NR 023851.1
Unculnured Actdidhiobactlius sp. clone BO 6 KF348644.1

KK3-4
KK3-12
KK3.39
KK3-43
kK357
KK3.39
KK3.77
KK3-102
Aciduhichacillus fervivorans KY352776.2
Lepsospirilium ferviphihon NR 025815 1
KK3-3
KK3-47
Meailthacterium schefllert KC257407.1
BY-47
KK36
KK3-67
DK3-11

Sekil 4. 81. K3 6rneklem yerinin filogenetik analizi
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AT19
Uncuuredpvokansalecione DX-AMD-2 JX297616.1
AZ0
BY13
BY16
Acdpfiumnabvurm KCG24950.1
KK4-54

Acihohium sp. KXB889772 1

KK4-6

AcdpiamacdophiumNR 0368371
AcdipfumangusfumiiR 025850 1

- _|—_Aawuooecmw~oms KY352776 2

Di4-20
[ LepfospeamfemphiumNR 0268181
KK4-8
— AdcyclobsciuscontamnanshiR 0414751

I: Sau¥cbachustharmasuidooxidans MR 080945 1

KK4-121
KNe-27

FemthrxthermofoleransR (427517
FemmicrobumacdphiunNR 01758 7
AcdmcrotwmnferrcondanshiR 074390 1
KKK4-18
— KK4-80
KK4-10
KK4-5
AgquhahtansdaechungensishiR 132289 1
AcxdternmonasfernveducensNR 1129721
KK4-101

KK4-12
KK4.-83

810

Sekil 4. 82 K4 6rneklem alaninin filogenetik analizi



181

KKS 22

— KKS5 060

57

KKS5 1

Uncultured bacterium DQ000852.1
Uncultured prokaryoteJX207617.1
Uncultured Leptospirillum FJ206231.1

Leptospirillum ferriphilum DQO0406517.1
Uncultured bacterium KC0620769.1
ﬂUncubWad bacteriumkC620769.1

KK5-27

A25
BY-3
BY-0

[lmz
KE5 65

—— Desulfonatronovibrio halophilus G0922847.1
Uncultured Acidithiobacillus ferviphilus K¥Y002491.1
Acidithiobacillus ferrivorans K¥352770.2

5 4
DK35-24
- Acidiphilium sp. KX089772.1

Acidiphilium cryptum KM3069013.1
Uncultured Acidiphilium FJ194544.1

Acidiphilium cryptum strain Lhet? NR 025851.1
Acidithiobacillus sp. McOKA-2-4-3 HM769772.1

DK5-25

|
0.10

Sekil 4. 83. K5 orneklem alaninin filogenetik analizi

DK5-20
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Acidithiobacillus ferrivorans KY332776.2

DKb6-28

EK6-5

Acidithiobacillus ferrivorans LN630699.1

—— DE6-31

AI Uncultured Metailibacterium scheffleri NR 118103.1

EE6-29

Metallibacterium scheffleri KC257407.1

L Desujfonatronovibrio halophilus GQ922847.1
Uncultured Leptospirilium spKT633229.1
Uncultured Leptospirilium sp HM769765.1

KK6-33

KK6-38

| KE6-36
BY-62
BY-61
BY-60
BY-54
BY-53
| Br-32

Acidiphilium sp. Y4-4 AMI176778.1

Acidiphilium sp. SX-F FJ194544.1

Acidithiobacillus sp. E6-13-8 HM769771.1

Unculnured Acidithiobacillus sp. clone B0 6 KF848644.1
Acidiphilium rubrum KC924950.1

Uncultured bacterium KC619579.1

EKo6-12
EKo6-9
EK6-85
DKos-29
DK6-30
0050

Sekil 4. 84 K6 drneklem alaninin filogenetik analizi
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|— K7-L
LeptospinfiumspHM769765 1
LeptospinflumferrooxidansNR 0272161
LeptospirilumferrooxidansNR 027216.1(2)

KK7 43

KK7-18

KK7 65
KK7 34
Leptospirflumferphiium NR 028818.1

UnculturedBactenovoracaceashactenumHQ730692

Methylobacterbovis L20839
Metallibactenumscheffleri KC257407.1
DK7-35
Acidithiohacillusfernvorans KY352776.2
— DK7-38

KKT7 4

Acidiphiiiumrubrum KC924950.1

KK7 11

Acidiphiium sp.AF376026.2
UnculturedAcidiphilium sp. KF848643.1
4 Acidithiobaciilus sp. E6-13-8 HM769771 1
Acidithiobacillus sp. McIKA-2-4-3HMT69772.1

1

BY-96
BY-79
BY-97
DK7-36
— KK7-82

l KK7 25
KK7 7
0.10

Sekil 4. 85. K7 6rnekleme alanin filogentik analizi
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4.3.4.Metagenomik analiz

Birinci 6rneklem yerine ait ii¢ sezon orneklem alan1 (K1, K6 ve K7) ve birinci
sezonda yer alan 4 orneklem alaninin (K2, K3, K4, K5) ¢evresel DNA’larinin Illumina

Miseq 16S Amplikon dizileme sonuglart iki grup halinde ayr1 yorumlanmaistir.

Biyoinformatik analiz Qiime2 (2019.4 versiyonu, https://qiime2.org) ile yapilmstir.
Orneklerin isim, barkod dizilerinin, primer dizilerinin, treatment ve description basliklari ile
ilgili bilgilerini igeren metadata dosyalar1 hazirlanmigtir. Sekanslama tamamlandiktan sonra
elde edilen fastq dosyalarinin kontrolii FASTQC ile yapilmistir. FASTQC dosyalari sirasiyla
Sekil 4.86 ve Sekil 4.92 arasindaki sekillerde verilmistir. Kesimler y ekseninde yer alan Fred
skorun 20 degerinin altinda kalan ilk ¢izgi itibariyle yapilmistir. FASTQC analizinden sonra
eldeki ham verilerin yer aldig1 dosyalar QIIME 2 programina aktarilmistir. Hatalarin ya da
kimeralarin uzaklastirilmasi icin hem kesim hem de birlestirme yapan DADA algoritmasi
kullanilmistir. Cift yonlii okumalarin birlestiginden emin olmak i¢in kesim yapilirken
birlesme bolgesinin en az 50 bp’lik kisminin istiiste gelmesi onerilmektedir. Bu yiizden
QIIME 2 ile kesim yapilirken bu ayrintiya dikkat edilmistir. Birinci sezondaki 4 6rnek i¢in
ileri okuma i¢in kesim yapilmaksizin, geri okumalarda son 50 bp lik boélge cikarilmistir.
Ayni sekilde primer dizilerinin de kirliligini uzaklastirmak i¢in 18 bp uzunlugundaki primer
ileri okumadan, geri okumadan ise 22 bp ¢ikarilmistir. Benzer sekilde birinci 6rneklem
alaninin 3 sezon 6rneklerinin ileri okumasindan 20 bp kesilirken; geri okumalarda son 60 bp
lik bolge ¢ikarilmistir. Primer kirliligini onlemek i¢in ileri okumadan 18 bp ve geri

okumadan ise 22 bp ¢ikarilmistir.

Birinci su 6rneginin 3 sezonu i¢in okunan dizi sayist 471989 diziden 146463 diziye
diismiistlir. Birinci sezondaki diger su ornekleri iginse 678939 diziden 221519 diziye

diigmiistiir.
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FASTQC analizi

ekil 4.86. K1 o6rneklem alaninin

S
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Oualllyswresum all bases (Sanger / lllumina 1.9 nwdlny
¥ R R T T T i

+ JLHHI rU
Y HM\

123456789 20-24 40-44 &0-64 B0-84 100-104 125—129 150-154
Posttion In read (bp}

175-179 200-204 225-229 250-254 275-279 300-301

Oualllyswresum Ilhmsﬁang r { lllumina 1.9 nwdlnﬂ
I ICIES A AR LR [ [E]05 ]( \ = =
SR e I By o R

123456789 20-24 40-44 &0-64 BO-B4 100-104 125-129 150-154

Posttion In read {(bp}

175-179 200-204 225-229 250-254 275-279 300-301

Sekil 4.87. K2 6rneklem alaninin FASTQC analizi



187

FASTQC analizi

ekil 4.88. K3 orneklem alaninin

S
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FASTQC analizi

ekil 4.89. K4 o6rneklem alaninin

S
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Quality scores across all bases (Sanger £ lllumina 1.9 encoding}
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123456789 20-24 40-44 &0-64 BO-84 100-104 125-129 150-154 175-179 200-204 225-229 250-254 275-279 300-301
Position In read {bp}
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123456789 20-24 40-44 &0-64 BO0-B4 100-104 125-129 150-154 175-179 200-204 225-229 250-254 275-279 300-301
Position In read ¢bp}

S N A O =

Sekil 4.90. K5 6rneklem alaninin FASTQC analizi
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Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding}
38 [ ] mr [
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123456789 20-24 40-44 &0-64 BO-84 100-104 125-129 150-154 175-179 200-204 225-229 250-254 275-279 300-301
Position In read {bp}

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding}
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123456789 20-24 40-44 &0-64 BO0-B4 100-104 125-129 150-154 175-179 200-204 225-229 250-254 275-279 300-301
Position In read ¢bp}

Sekil 4.91. K6 6rneklem alant FASTQC analizi
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Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding}
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123456789 20-24 40-44 &0-64 BO0-B4 100-104 125-129 150-154 175-179 200-204 225-229 250-254 275-279 300-301
Position In read ¢bp}

Sekil 4.92. K7 6rneklem alaninin FASTQC analizi
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Alfa ve Beta ¢esitlilgin olusturulmasi icin DADA komutu ile elde edilen tablo
kullanilmistir. Elde edilen alfa (6rneklerin okuma sayilarinin birbirie ile karsilastirilmasi) ve
beta (6rneklerin kendi i¢inde birbirine benzerlikleri) ¢esitlilikler sirasiyla birinci 6rneklem
alaninin ii¢ sezonu ve birinci sezondaki dort su 6rnegi igin Sekil 4.93, Sekil 4.94, Sekil 4.95

ve Sekil 4.96’da verilmistir.

90+ Help
= @ select All
i I _
b = = @«
=0x
70+ / =0«

60

40

observed_otus

30

20

0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
~10000 ~5000 0 5000 10000 15000 20000 25000 30 35000 40000 45000 50000 55000 60000 65000 70000

000
Sequencing Depth

Sekil 4.93. K1, K6 ve K7 drnekem alaninin alfa ¢esitliligi

PC2 (22.59 %)

PC3 (0:000-%) PCA(77.41 %)

Sekil 4.94. K1, K6 ve K7 6rneklem alaninin beta cesitliligi
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704 Help

65 - = @ select All
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Sekil 4.95. K2, K3, K4 ve K5 sularinin alfa ¢esitliligi

PC2 (29.93 %)

PC3 (22714 %) RPC1-(67.80 %)

Sekil 4.96. K2, K3, K4 ve K5 sularmin beta ¢esitliligi

“close reference” komutuyla OTU kiimeleri olusturulmustur ve kiimelere elde
edilirken NCBI vertabani kullanilmigtir. OTUlardan olusturulan taxa siitun grafklerine gore

domain, sube ve cins seviyesinde tanimlamalar1 yapilmastir.

Sekil 4.97°de verilen domaine gore elde edilen grafikte arke domaninde temsilsici
olan drneklem alan1 %59 oraninda K5°dir. Diger 6rneklem alanlarinda ise %2 ve altinda arke
domaini bulunmaktadir. Bakteri domaininde K1 6rneklem alaninda %100 oraninda, K2

orneklem alaninda %98, K3 su 6rneklem alaninda %98, K2 su 6rneklem alaninda %99, K5
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orneklem alaninda %40, K6 6rneklem alaninda %97 ve K7 6rneklem alaninda ise %97

oraninda temsilci bulunmaktadir.

Domain

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7
Bacteria  100,00% 98,60% 98,09% 99,48% 40,77% 97,40% 97,90%
m Archaca  0,00% 1,40% 1,91% 0,52% 59,23% 2,60% 2,10%

% Taksonomi

Sekil 4.97. 3 sezon drneklerinin Bakteri ve Arke domainindeki temsilcileri (16S Amplikon)

K1 orneklem alaninda bakteri domainindeki cinsler tanimlanmis ve Sekil 4.98’de
verilmistir. %5’in altinda temsilcisi olan cinsler Tumebacillus, Acidipila, Sulfiriflexus,
Acidibacter ferrireducens, Neoclamyda, Ferrimicrobium, Acidisphaera, Aquisphaera,
Legionella’dir. %6,83 Simkania, %7,25 Ferrithrix, %16,32 Aciditerrimonas, %20,20

Acidiphilium, %24,74 Metallibacterium temsilcisi bulunmaktadir.

Acidibacte

Tumebacill Sulfiriflex | r hae | Aquisphae
Acidipila | StYY quisphae | 1 o oionella | Simkania | Ferrithrix
us us | ferrireduce | dia g ra .

ns
e Seril 906,00 1011,00 1365,00 1509,00
Seri2 1,41% 1,58% 2,13% 2,35% 2,45% 2,46% 2,72% 2,87% 3,53%

Aciditerri | Acidiphiliu - Metallibac
monas m terium

others

1574,00 1576,00 1746,00 1842,00 2266,00 4382,00 465500 | 10471,00 @ 1295900 | 15873,00 = 2033,00
6,83% 7.25% 16,32% 20,20% 24,74% 3.17%

Sekil 4.98. K1 o6rneklem alani cins seviyesinde temsilcilerinin yiizde orani ve okuma sayilari
K2 6rneklem alaninda bakteri domainindeki cins diizeyinde tanimlama yapilmis ve

Sekil 4.99’da verilmistir. %1’in altinda temsilcisi olan cinsler Leptospirillum ve



Ferrimicrobium dur.
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%5’in altinda Ferroplasma ve Acidithiobacillus temsilcisi

bulunmaktadir. Baskin olan cins ise %94,45 temsilcisi bulunan Acidiphilium’dur.

80000,00

70000,00

60000,00

50000,00

40000,00

30000,00

Eksen Baslhigi

20000,00

10000,00

0,00

Leptospirillum
— Seril 92,00

Seri2 012%

—
Acidithiobacillus Acidiphilium others
744,00 1106,00 2240,00 74360,00 119,00
0,94% 1,40% 2,85% 94,45% 015%

Sekil 4.99. K2 6rneklem alani cins seviyesinde temsilcilerinin yiizde orani ve okuma sayilari

K3 6rneklem alaninda bakteri domaininde cins diizeyinde temsilcisileri tanimlanmig

ve Sekil 4.100°de verilmistir. %1’in altinda temsilcisi olan cinsler Ferroplasma ve

Cunicullimplasmataceae’dur. %5’in altinda Acidithiobacillus temsilcisi bulunmaktadir.

%21,46 oraninda temsilcisi bulunan cins Metallibacterium’dur. Bunun yani sira %33,02

oraninda Leptospirillum, %38,67 oraninda Acidiphilium temsilcisi bulunmaktadir.

18000,00

16000,00

14000,00

1 e . ” . e
‘ 4 illu ) erium 4 Leptos

Cuniculiy

—
pleTs]
— 12000,00
_—
%22
Eg 10000,00
[ 8000,00
5]
__EQ 6000,00
£a)
4000,00
2000,00
0,00 —
Ferr smaceae
— Seri] 412,00
Seri2 0,94%

K3-Genus

others

1531,00 9364,00 14406,00 16871,00 626,00
3,51% 21,46% 33,02% 38,67% 1,43%

Sekil 4.100. K3 6rneklem alani cins seviyesinde temsilcilerinin yiizde oani ve okuma sayilari
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K4 6rneklem alaninda bakteri domaininde cins diizeyinde temsilcisileri tanimlanmig
ve Sekil 4.101°de verilmistir. %5’in altinda ve Acidithiobacillus ve Ferrithrix temsilcisi
bulunmaktadir. %10,62 oraninda temsilcisi bulunan cins Metallibacterium’dur. Bunun yan
sira, %21,83 oraninda Acidiphilium temsilcisi bulunmaktadir. En baskin olan cins %60,79

oraninda temsilcisi bulunan Leptospirillum’dur.

K4 Genus
30000,00
—~_ 25000,00
plelo]
—
o~ 20000,00
T
2 15000,00
S
o 10000,00
-
2 5000,00 -
0,00 — =
Aczdltﬁzsobaa[[ Ferrithrix Metalhbactenu Acidiphilium Leptospirillum others
m— Seril 604,00 889,00 4742,00 9743,00 27131,00 1019,00
Seri2 1,35% 1,99% 10,62% 21,83% 60,79% 2,28%

Sekil 4.101. K4 orneklem alani cins seviyesinde temsilcilerinin ylizde orani ve okuma
sayilari

K5 o6rneklem alaninda bakteri ver arke domaininde cins diizeyinde temsilcisileri
tanimlanmis ve Sekil 4.102°de verilmistir. Bakteri domaininde %]1’in altinda temsilcisi
bulunan cins Tumebacillus’dur. Bunun yani sira, %7,37 oraninda Leptospirillum temsilcisi
bulunmaktadir. En baskin olan bakteri cinsi %21,39 oraninda temsilcisi bulunan

Acidiphilium’dur. %59 oraninda arke domainin %58,91 oraninda temsilcisi bulunan

5 1
Ferroplasma’dir.
K5-Genus
35000
30000
)
=) 25000
&
20000
m
= 15000
2
vz 10000
m
5000
. — N N _
Tumebacillus Incertae Sedis Syntrophaceae Leptospirillum Acidithiobacillus = Ferroplasmaceae others
e Seril 431 2020 3555 3959 11494 31658 1050
Seri2 0,80% 3,76% 6,62% 7.37% 21,39% 58,91% 1,95%

Sekil 4.102. K5 orneklem alani cins seviyesinde temsilcilerinin yilizde oran1 ve okuma
sayilari
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K6 6rneklem alaninin bakteri domaininde cins diizeyinde temsilcisileri tanimlanmig
ve Sekil 4.103’te verilmistir. %5’in altinda Metallibacterium ve Ferrovum temsilcisi
bulunmaktadir. %10,78 oraninda temsilcisi bulunan cins Acidithiobacillus’dur. Bunun yani
sira, %33,47 oraninda Acidiphilium temsilcisi bulunmaktadir. En baskin olan cins %44,96

oraninda temsilcisi bulunan Leptospirillum’dur.

K6-Genus
14000,00
12000,00
) 10000,00
Z 800000
m
5 6000,00
2
<
- 4000,00
2000,00 -
0,00 | Em— — I —
(un[t‘uf([){()] l(fz.rmam Metallibacterium Ferrovum Acidithiobacillus Acidiphilium Leptospirillum Others
— Seril 518,00 903,00 967,00 3102,00 9629,00 12934,00 712,00
Seri2 1,80% 3,14% 3,36% 10,78% 3347% 44,96% 2,48%

Sekil 4.103. K6 orneklem alani cins seviyesinde temsilcilerinin yilizde oran1 ve okuma
sayilari

K7 6rneklem alaninin bakteri domaininde cins diizeyinde temsilcisileri tanimlanmig
ve Sekil 4.104’te verilmistir. %1 oraninda Ferrimicrobium, Acidisphaera ve Acidicapsa
temsilcisi bulunmaktadir. %15,70 oraninda temsilcisi bulunan cins Metallibacterium’dur.
Bunun yani sira, %17,81 oraninda Acidiphilium temsilcisi bulunmaktadir. En baskin olan

cins %58,42 oraninda temsilcisi bulunan Leptospirillum’dur.

K7-Genus

35000,00
30000,00
25000,00
20000,00

15000,00

Eksen Basligi

10000,00

o l I
0.00 - —_— - — — .
¢ Acidicapsa | Metallibacteriu 4 Leptos

others

Ferrimicrobium | Acidisphaera
aceae

— Seril 530,00 678,00 980,00 1466,00 7999,00 9075,00 29767,00 461,00
Seri2 1,04% 1,33% 1,92% 2,88% 15,70% 17,81% 58,42% 0,90%

Sekil 4.104. K7 orneklem alani cins seviyesinde temsilcilerinin yilizde oran1 ve okuma
sayilari
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16S Amplikon dizileme ile hedef gen bolgesinin yeni nesil dizileme yontemi ile
sekanslamasinin sonucunda mikrobiyal komunite ile ilgili detayli bilgi veren analiz
sonucuna gore baskin cinslerin; (K1); Acidiphilium, Metallibacterium, Aciditerrimonas;
(K2);  Acidiphilium;  (K3); Acidiphilium,  Metallibacterium,  Acidithiobacillus,
Leptospirillum; (K4);Acidiphilium, Metallibacterium, Leptospirillum, (K5); Ferroplasma,
Acidithiobacillus Leptospirillum Acidiphilium; (K6) Acidithiobacillus, Acidiphilium,
Leptospirillum;  (K7);  Metallibacterium,  Acidiphilium, Leptospirillum  oldugu

biyoinformatik analizler sonucunda ortaya konmustur.

16S Amplikon dizielme sonucunda birinci su 6rneginin ii¢ sezonu arasindak dikkat
cekici farkliliklar vardir. Birinci sezon 6rnek alimi ilkbahar mevisiminde, ikinci ve {igiincii
sezon Ornek alimlar1 kig ve sonbahar mevsimlerinde yapilmistir. Bahar mevsimindeki
mikrobiyal komunite daha zenginken, kig ve sonbahar mevsimlerinde mikrobiyal komunite
cesitliliginde azalma meydana gelmistir. Acidiphilium temsilcileri ikinci sezonda artarken
liciincii sezonda yeniden azalmistir. Ikinci sezonda birinci ve iigiincii sezonda gézlenmeyen
Acidithiobacillus yer almaktadir. Metallibacterium kis sezonunda olduk¢a azalmisken, bahar
aylarinda artis gdzlenmistir. Ikinci ve iiglincii sezonda baskin olan tiir birinci sezonda hig

goriilmeyen Leptospirillum’dur.

Metagenomik analiz kapsaminda cesitlilik belirlemede yapilan diger calismalar
incelenmistir. Metagenomik analizi i¢in farkli platformlar kullanilmistir. Asidofil
mikrobiyal komuniteyi belirlemek i¢in Pyrosequencing platformunu kullanarak metagenom
analizi yapan c¢alismalar (Chen vd., 2015; Mardanov vd., 2018; D’Auria vd., 2018;
Margaryan vd., 2019) yer alirken; Ion Torrent’lin farkli platformlar: da tercih edilmektedir
bunlar arasinda Personal Genome Instrument (Zhang vd., 2019), S5 sequencer (Gupta vd.,
2017) ve PGM (Bomberg vd., 2019) yer almaktadir. Roche GS FLX Titanium tercih eden
caligmalar da yer almaktadir (Hu vd., 2015; Liljeqvist vd., 2015; Mardanov vd., 2017).
[llumina Miseq (Johnson vd, 2015; Sun vd., 2015; Van Rossum vd., 2016; Sajjad vd., 2018;
Sun vd., 2019; Ulloa vd., 2019; Liu vd., 2019) ve Hiseq platformlar1 (He vd., 2016) da zaten

yeni olan bu alanda son yillarda daha sik tercih edilmektedir.
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Metagenomik analizlerde diger kiiltiirden bagismiz yontemlere karsin (DGGE,
Klon Kiitiiphanesi olusturma) Arke domaini ve Bakteri domainlerine ait tiirler daha acik ve

yiiksek oranda tanimlanabilmektedir.

Tanimlanan mikroorganizmalarin cins diizeyinde eslestirmeleri Cizekge 4.30°da
verilmigtir. K1 orneklem yerinde metagenomik analiz haricinde Acidiphilium tespit
edilememistir. Acidibacter metagenomik analizde tespit edilmistir ve kiilttiire baglh
teknikler yeni tiir olma potansiyeli olan bir izolat i¢in tanimlanmistir. Cesitlilik ile ilgili en
fazla sonucu klon kiitiiphanesi ve 16S amplikon dizileme ortaya koymustur. K7. Orneklem
yerinde Leptospirillum hem metagenomik, klon kiitliphanesi hem de kiiltiire bagl teknikle
tespit edilmistir. Uygulanan diger tekniklerden farkli olarak, K6 6rneklem alaninda 16S
amplikon dizilemede Ferrovum tespit edilmistir. K5 orneklem yerinde 16S amplikon
dizileme ile Arke domaininde yer alan Ferroplasmaceace varligi bulunmustur. Uygulanan
diger kiiltiirden bagimsiz tekniklerde Arke 16S PCR iiriinleri elde edilemedigi icin tespit
edilememistir. K4 6rneklem yerinde 16S klon kiitiiphanesi ve 16S amplikon dizilemede
Ferrithrix cinsi oldugu gosterilmis ve 16S klon kiitliphanesinde ¢esitliligin oldugu
goriilmektedir. K3 oOrneklem yerinde 16S klon kiitliphanesinde Alicylobaciilus ve
Ferrovum tespiti diginda Kkiiltirden bagimsiz tekniklerde ayni mikroorganizmalar
bulunmugtur. K2 6rneklem yerinde ise 16S klon kiitliphanesinde daha fazla gesitlilik

oldugu gosterilmistir.



Cizelge 4. 30. Uygulanan yontemlere gore drneklem alanlarinda tanimlanan mikroorganizmalarin listesi

DGGE Klon Kiitiiphanesi Metagenomik Kiiltiire bagh ¢aligmalar
Mikroorganizma gggvgiggggQmogggmﬂ-Qigggmwmog
Acidiphilium + |+ + |+ |+ |+ + |+ |+ |+ |+ |+ |+ 4+ [ + |+ |+ |+ |+
Acidithiobacillus + |+ |t |+ttt + + |+ + [+ |+ |+ |+ + + |+ [+ |+ |+
Metallibacterium + |+ |+ + |+ |+ + + + + |+ + |+
Leptosirillum + + [+ |+ |+ |+ + |+ |+ [+ |+ |+ +
Acidibacter + +
Acidisoma 4
Actinobacterium + +
Sinobacteraceae +
Alicylobacillus o + (=
Sulfobacillus + (B +
Acidimicrobium + |+ o
Legionella + T
Acidimicrobiaceae +
Aciditerrimonas + |+ + +
Ferrimicrobium + |+ + + | + +
Ferrithrix + |+ + + +
Bacteriovoracaceae +
Ferrovum + +
Aquihabitans +
Acidithrix +

00¢



Cizelge 4.30 (devam) Uygulanan yontemlere gore drneklem alanlarinda tanimlanan mikroorganizmalarin listesi

DGGE Klon Kiitiiphanesi Metagenomik Kiiltiire bagl ¢aligmalar
Mikroorganizma . g S § v, § lg v, g v, § v, § lg Y, g v, § v, § lg Y g Y § v § Q
Rhodovastum +
Tumebacillus + +
Ferroplasmaceace + | + +
Acidicapsa v
Acidisphaera + +

10T
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4.3.5. FISH

Uygulanan iki prokoliin ardindan hazirlanan FISH preparatlar1 100X’liik objektifte
epifluoresan mikroskopta (Leica DM6000B) incelenmistir. inceleme sonucunda iki yéntem
arasinda farklilik olmamasi nedeniyle 7 6rnek i¢in Eub338 ve Arc915 problari ile hazirlanan
preparatlardan en iyi goriintiiler icin DAPI boyamalar1 sonucunda sayilan hiicrelerin bilgileri

Cizelge 4.31°de verilmistir.

Cizelge 4. 31. Orneklerin DAPI boyamalarinda hiicre sayilari

K1 2,25x10° +0,03x10°
K2 3,32x10% +0,02x10°
K3 6,88x10° +0,25x10°
K4 9,18 x10° +0,25x10°
KS 1,80x10° +0,45x10°
K6 2,97x10° +0,07x10°
K7 3,80x10° +0,14x10°

Preparatlar incelendiginde ornekler arasinda farkli hiicre yogunlaklart tespit
edilmistir. K5 6rneklem alani hari¢ diger preparatlarda Arke domainine rastlanmamistir. K1
orneklem alaninin Eub338 probu kullanilarak hazirlanan preparatinda uzun ve kisa basiller
ile kok morfolojisinde bakterilere rastlanmistir. K2 6rneklem alani ise yogun basiller ve
koklar gbézlenmistir. K3 6rneklem alaninda ise yogun basiller gézlenmistir. K4 6rneklem
alaninda uzun basil ve kok morfolojisinde bakteriler belirlenmistir. K5 6rneklem alaninda
uzun ve kisa basil morfolojisinde bakterilerin var oldugu tespit edilmistir. K6 érneklem alani
agirli olarak kokobasil ve spiral morfolojisinde bakterileri igermektedir. K7 6rneklem alani
ise cogunlukla basil morfolojisinde bakterilerin varlig1 belirlenmistir. Orneklere ait FISH ve

DAPI goriintiileri Sekil 4.105°te verilmistir.
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Sekil 4.105. FISH preparatlarinin DAPI ve FISH goriintiileri a:FISH b: DAPI gortintiileri.
1:K1 bakteri (Eub338 probu), 2:K2 bakteri (Eub338 probu), 3:K3 bakteri (Eub338 probu),
4:K4 bakteri (Eub338 probu), SA:K5 Arke, (Arc915) 5B: K5 bakteri (Eub338 probu), 6:K6
bakteri (Eub338 probu), 7:K7 bakteri (Eub338 probu)

FISH analizi ile bu tez ¢alismasinda, 6rneklem alaninin ml’deki hiicre sayisi ile
bakteri ve arke domainindeki mikroorganizmalarin varligi tespit edilmistir. Ancak Morales
vd., 2005 yilinda yaptigi cesitlilik calismasinda SRB100 probunu kullanarak siilfat

indirgeyen mikroorganizmalar1 identifiye etmislerdir.
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4.4. istatiksel Analizler

Cesitlilik ve cevresel faktorlerin arasindaki korelasyonu bulabilmek i¢in Canonical

Correspendece Analysis algoritmasi kullanilmistir.

Sekil 4.106’da birinci 6rneklem alaninin ii¢ sezonda alinan drneklerdeki metageomik
analize gore mikrobiyal komunitenin cevresel faktorlerle etkilesimi verilmistir. Lineer
etkinin oldugu tiirler ve cevresel faktorler bulunmaktadir. Acidiphilium ile potasyum
konsantrasyonu arasinda; Acidithiobacillus ve pH arasinda ve Metalllibacterium ile Cu
konsantrasyonu arasinda dogrudan iligkili bulunmustur. Leptospirillum ise kobalt, sodyum,

nikel, kalsiyum, manganez, magnezyum, kiikiirt, altin, ¢inko konsantrasyonu ile iligkili

bulunmaktadir.
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Axis 1

Sekil 4.106. OTU sayilart ile elde edilen CCA analizi (Birinci 6rneklem alani)

Sekil 4.107°de birinci sezonda alinan 4 6rnegin metageomik analize gore mikrobiyal
komunitenin cevresel faktorlerle etkilesimi verilmistir. Lineer etkinin oldugu tiirler ve
cevresel faktorler bulunmaktadir. Acidiphilium ile potasyum konsantrasyonu arasinda;

Acidithiobacillus ve Metalllibacterium ile stronsiyum konsantrasyonu ve pH arasinda
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dogrudan iliskili bulunmustur. Leptospirillum ve Ferroplasma ise kobalt, kadmiyum, demir,
aliminyum, bakir, sodyum, vanadyum, nikel, kalsiyum, manganez, magnezyum, kiikiirt,

altin, ¢inko konsantrasyonu ile iligkili bulunmaktadir.
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Sekil 4.107 Birinci sezon 6rneklem alaninin mikrobiyal ¢esitliligin (OTU sayist ile) CCA

analizi

Sekil 4.108’de birinci 6rneklem alaninin ii¢ sezon 6rneklerindeki klon kiitiiphanesi
analizi ile belirlenen mikrobiyal komunitenin ¢evresel faktorlerle etkilesimi verilmistir.
Lineer etkinin oldugu tiirler ve cevresel faktorler bulunmaktadir. Acidiphilium ve
Acidithiobacillus ile pH arasinda; Actinobacterium ile bakir konsantrasyonu arasinda;
Metalllibacterium ile potasyum konsantrasyonu arasinda dogrudan iligkili bulunmustur.
Leptospirillum ise kobalt, sodyum, nikel, kalsiyum, manganez, magnezyum, altin

konsantrasyonu ile iligkili bulunmaktadir.



206

\oH
\
\( )
\ LY
\ 6
\
\
4.
\
\‘ O Acidiphifium
. - K
\ 24 —
\\ Metalibacterium -
o *% 8\  SuncuturedBacerum
2 T T T N - KT T T T
< 6 4 .2 Loptospirillu v \ $Actinobacterium 4 6 8
// / \
vy avi ) \
S0/ \
7 oy / \
= /A \
P S o \
= v/ / \
A = S/ / / \
"% v/ / \
/ ay /4 / 6 \
w S /
N/ / \
Ca "Na / . \
“Co \
\ Cu
10
Axis 1

Sekil 4.108. Birinci 6rneklem alaninin ii¢ sezona ait mikrobiyal ¢esitliligin (klon sayisi)
CCA analizi

Sekil 4.109°da birinci sezonda alinan 4 Ornegin klon kiitiiphanesi analize gore
mikrobiyal komunitenin c¢evresel faktorlerle etkilesimi verilmistir. Acidithiobacillus,
Metalllibacterium ve Leptospirillum ile aliminyum, bakir, kobalt, nikel konsantrasyonlari
arasinda iliski bulunmustur. Sulfobacillus kiikiirt, vanadyum, demir, kadminyum, potasyum,
kalsiyum, ¢inko, altin ve manganez arasinda linner etkilesim bulunmustur. Acidiphilium,
Acidimicrobium, Ferromicrobium ve Aciditerrimonas ile pH, stronsiyum ve sodyum

arasinda iliski bulunmustur.
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Sekil 4. 109. Birinci sezon 0rneklem alanlarinin mikrobiyal ¢esitliligin (klon sayis1) CCA
analizi

Temel bilesen analizi (Principle Component Analysis) cesitlilk tizerinde etkili

olabilecek cevresel faktorleri gdstermektedir. Sekil 4.110°da verilen birinci 6rneklem

alaninin ii¢ sezon orneklenmesinde etkili olan parametrelerin demir, aluminyum, ¢inko,
bakir, nikel ve manganez oldugunu 6ne siirmektedir.

Birinci sezonda alinan diger 4 Orneklem alani i¢in temel bilesen analizi, Sekil

4.101°de verilen grafikle gosterilmektedir. En etkili bilesenlerin aliiminyum, demir, ¢inko,
manganez oldugunu 6ne stirmektedir.

Birinci 6rneklem alaninin iic sezon ile Temel Koordinat Analizi (Principle
Coordinate Analysis) ile benzerlikleri degerlendirilmistir. Ug 6rneklem alaniin birbirinden

oldukca farkli oldugu Sekil 4.112°de verilen grafikle gosterilmektedir. Metal analiz

sonuclari ile de agikca goriilen farklilik analiz sonucunda gorsellestirilmistir.
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Sekil 4.110. Birinci 6rneklem alanlarinin ii¢ sezona ait PCA analizi
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Sekil 4.112. Birinci 6rneklem alanlarinin ii¢ sezona ait PCoA analizi

Birinci sezonda aliman Orneklerin temel koordinat analizi ise Sekil 4.113’te
verilmistir. K3 ve K4 ‘lin benzer 6zellikte olabilecegi ancak K5 ve K2 den oldukga farkli
kompozisyonda oldugu goriilmektedir. Ayni sekilde K5 ve K2 de birbirinden farklilk

gostermektedir.
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Sekil 4.113. Birinci sezon orneklem alanlarina ait PCoA analizi
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4.5. Biyoteknolojik Uygulamalar
4.5.1. Fe*? icin standart egri cizilmesi

Stok ¢ozeltiden hazirlanan dilusyonlarda Fe*? konsantrasyonuna karsihik gelecek
absorbans degerleri fenantrolin yontemi ile belirlenmistir. Konsantrasyon degerleri, 510 nm
dalga boyundaki absorbans degerleri ve kalibrasyon sonucu bulunan degeleri Cizelge

4.32’de verilmistir

Cizelge 4. 32. Standart egri noktolarinin absorbans degerleri

0,25 0,007 0,2868906

0,5 0,017 0,3654486
1 0,136 1,3002888
3 0,335 2,863593
5 0,601 4,9532358
6 0,719 5,8802202
8 0,991 8,0169978
10 1,254 10,0830732

Konsantrasyona karsilik absorbans degerleri Excel’de grafige doniistiiriilmiistiir.
Fe*? miktariin tamamen tiikenece@i géz Oniine alinarak egri sifirdan gegirilmistir. Elde

edilen esitlik Denklem 4.1°de verilmistir.

y=812xXx (4.1)

Olusturulan standart egri Sekil 4.114°te verilmistir. Y ekseninde konsantrasyon, x

ekseninde absorbans degerleri yer almaktadir.
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Sekil 4. 114. Fe*? standart egrisi

4.5.2. Fe'? > Fe*3 oksidasyon seviyelerinin belirlenmesi

3 farkli su 6rneginden elde edilen Leptospirillum kiiltiirlerinin besiortamindaki

+2° +39

¢oziinmiis halde bulunan Fe™*’nin Fe™’e oksidasyonu tarama ¢alismasinda kullanilmigtir.
Belli araliklarla alinan numunelerin Phenanthroline yontemine gore Fe*? konsantrasyonu

Ol¢iilmiis ve 3 numune i¢in Cizelge 4.33’te verilmistir.

Cizelge 4. 33. Fe*? oksidasyon tarama sonuglar1

Saat | Absorbans Kosantrasyon Oksidasyon Absorbans Kosantrasyon Oksidasyon Absorbans | Kosantrasyon Oksidasyon

mg/L mg/L mg/L
0 0,352 3572,8 0,376 38164 0,347 3522,05
18 0,347 3522,05 1% 0,363 3684.,45 -3,13% 0,334 3390,1 5,11%
24 0,326 3308,9 7% 0,363 3684.,45 -3,13% 0,33 3349,5 6,25%
66 0,272 2760,8 23% 0,326 3308,9 7,39% 0,349 3542,35 0,85%
72 0,26 2639 26% 0,339 3440,85 3,69% 0,313 3176,95 11,08%
94 0,183 1857,45 48% 0,338 3430,7 3,98% 0,349 3542,35 0,85%
138 0,113 1146,95 68% 0,352 3572,8 -4,83% 0,262 2659,3 25,57%
165 0,094 954,1 73% 0,327 3319,05 7,10% 0,402 4080,3 -14,20%
168 0,093 943,95 74% 0,307 3116,8 12,84% 0,324 3288,6 7,95%
186 0,076 771,4 78% 0,331 3359,65 5,97% 0,395 4009,25 -12,22%
210 0,068 690,2 81% 0,336 34104 10,63% 0,494 5014,1 -40,34%

Cizelge 4.31°de verilen degerler 3 numune i¢in de grafige dontistiiriilmiistiir. K7, K4
ve K3 Leptospirillum’larin Fe™? oksidasyon grafigi sirasiyla Sekil 4.115, Sekil 4.116 ve Sekil
4.117°de verilmistir.
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Sekil 4.115. K7-Leptospirillum Fe* oksidasyonu
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K3 Fe*? oksidasyon grafigi
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Sekil 4.117. K3-Leptospirillum Fe* oksidasyonu

3 kiiltiir arasinda Fe'? konsatrasyonunda diisiis gosteren izolat K7 o6rneklem
alanindan elde edilen Leptospirillum olmustur. Diisilis belirlendikten sonrasinda giinliik 50
ml besleme yapilarak dl¢lim alinmaya devam edilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.34’te

verilmistir.

Cizelge 4. 34. Fe*? oksidasyonunda en iyi se¢ilen mikroorganizmanin besleme sonrasi 4 giin

siiresince alinan ol¢iimleri

K7-1.giin besleme 6ncesi 0,047 477,05
K7-1.giin besleme sonrasi 0,065 659,75
K7-2.giin besleme 6ncesi 0,057 578,55
K7-2.giin besleme sonrasi 0,107 1086,05
K7-3.giin besleme 6ncesi 0,060 609
K7-3.giin besleme sonrasi 0,116 11774
K7-4.giin besleme 6ncesi 0,060 609

K7-4.giin besleme sonrasi 0,120 1218
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50 ml besleme ile artig ve yiikselislerle dengede kaldig1 gézlendikten sonra saatlik

Olciim alinmaya baglanmistir. Saatlik veriler Cizelge 4.35’te verilmistir. Diizenli diisiis

gbzlenmis ancak son saatte bir yiikselis goriilmektedir.

Cizelge 4. 35. Besleme sonrasi Fe*? oksidasyon sonuglari

K7-5. Giin t=0
K7-1.saat
K7-3.saat
K7-5.saat
K7-7.saat

0,028
0,016
0,011
0,009
0,012

284,2
162,4
111,65
91,35
121,8

Saatlik 6lgtimlerin ardindan Fe*? konsantrasyonunun sifir oldugu zamandan itibaren

iki kat1 besleme yapilmaya baslanmistir. %95 oraninda oksidasyon goriildiikten sonra deney

durdurulmustur (Cizelge 4.36).

Cizelge 4. 36. Iki kat besleme sonrasinda Fe*? oksidasyon sonuglar

K7_5.giin
besiyeri
K7_besleme sonrasi
K7 _30dk
K7_1h
K7_2,5h
K7 _3,5h
K7_7h
K7 _24h
K7_28h
K7 _29h
K7_30h
K7 _31h

0 0

1,363 13834,45
0,161 1634,15
0,241 2446,15
0,112 1136,8
0,126 1278.9
0,118 1197,7
0,099 1004,85
0,102 1035,3
0,072 730,8
0,075 761,25
0,073 740,95
0,066 669,9

Bu tez ¢alismasinda pH’1 2,1 ile 2,7 arasinda degisen drnekler 3 sezon siiresince

toplanmistir. Kiiltiire bagh yontemler ve DGGE, FISH, Klon Kiitiiphanesi, Metagenomik

yontemleri igeren kiiltiirden bagimsiz yontemler kullanilarak 6rneklem alaninin mikrobiyal
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komunitesi belirlenmistir. Kiiltiire edilen mikroorganizmalar arasindan Leptospirillum

cinsleri segilerek Fe™? oksidasyon seviyeleri belirlenmistir.

Bu tez calismasinda 6rneklem yapilan yerin ¢evresel etmenleri ve yapilan diger
caligmalarin c¢evresel etmenleri, karsilagtirmali olarak Cizelge 4.37 ve Cizelge 4.38°de

verilmektedir.

Cizelge 4.39 ve Cizelge 4.40°da bu tez calismasinda yapilan kiiltiire bagh ile
kiiltiirden bagimsiz yontemler ve Cizelge 4.41°de metagenomik analizlerin yer aldig:

caligmalarda tespit edilen mikrobiyal komunite sonuglar1 6zetlenmistir.



Cizelge 4. 37. Literatiirdeki asidik ¢evrelerde kiiltiire bagl ve kiiltiirden bagimsiz yapilan ¢aligsmalarda belirlenen ¢evresel etmenler

10

11

12

13

14

15

16

17

pH

2-3

2,044

46

6,3
34

~3

19t023

2.5
3.735.78.

2.0-3.5

2.0

3,0

Sicakhik

10-11°C

7-45°C

2,1-4,7

6,7-7,1

22°C

25.0°C
6,7-20,6

22°C

20.1°C

30°C

35°C

Asit Maden Drenaji

Komiir madeni

Pirit maden

Uranyum madeni

Uranyum madeni

Asidik havuz suyu

Asid maden drenaj

Asid maden drenaji Dabaoshan
Madeni (24° 31° 37”°N, 113° 42” 49’
E)

Yunfu sulfid madeni

Carnoule kursun ve ¢inko madeni

Shen-bu bakir madeni asid maden
drenajt

Dongxiang bakir madeni ve Yinshan
kursun—¢inko madeni

Xiang Mountain sulfid madeni
Bakir madeni (Mission Mine)

Asid maden drenaji

Lokasyon

(Parys Mountain) in Anglesey

Conwy Valley, North Wales.

Ronneburg, Thuringia, Almanya

Wismut GmbH (Ronneburg, Thuringia, Almanya

Ynysarwed Cornwall, ingiltere
Wheal Jane Cornwall, Ingiltere
Tinto River (Huelva, southwestern Ispanya)

Kristineberg field site, Kuzey Isve¢ (Boliden)

Carbondale in Athens County, southeastern Ohio,
ABD.
Guangdong Province, Cin

Guangdong province, Cin
Tailing stock; Reigous Creek

Gansu Province, Cin.
Jiangxi Province, Cin

Anhui Province, Cin

Sahuarita, Arizona, (24 km) Tuscon giineyinde
(31°58'45-46"'N, 111°02'58-69"W
Vale Copper Cliff Central Tailings

Agir metaller

Artan: Sodyum, Potasyum, Aliiminyum, Kalsiyum
Magnezyum Demir

Azalan: Bakir Manganez Cinko Arsenik Kadminyum
Kursun Siilfat

Demir, Siilfat, Organik Karbon, Sodyum, Potasyum,
Magnezyum, Kalsiyum, Manganez, Bakir, Cinko,
Kursun, Aluminyum

0.05% Uranyum, 0.5- 7% Pyrite Veya Marcasite,
Karbonat, Kalsiyum, Magnezyum, Manganez, Nikel,
Bakir, Cinko, Kobalt

Demir (II), Siilfat (SO4) Kiikiirt

Civa, Arsenik, Fosforik Asit, Magnezyum, Bakir,
Volfram, Cinko, Kursun, Manganez, Giimiig, Silfiir,
Molibden, Krom, Demir, Aliminyum, Kalay,
Kalsiyum, Potasyum.

Arsenik, Fosfor, Nikel, Cinko, Demir, Bakir

Arsenik(IIl) , Arsenik(V), Demir(Il), Siilfat (SO4 >
)

Civa, Arsenik, Fosfor, Kobalt, Magnezyum, Cinko,
Bakir, Manganez, Siilfiir, Molibdenyum, Krom,
Demir, Aliiminyum, Kalsiyum, Potaysum, Nikel
Arsenik, Fosfor, Cinko, Magnezyum, Kursun,
Kobalt, Kalsiyum, Kiikiirt, Molibden, Demir, Bakair,
Aliiminyum

Demir (II), Aliiminyum, Kalsiyum, Manganez,
Sodyum, Bakir

Toplam Bakir Ve Toplam Molibden

Kaynak

Walton-Johnson, 1992

Johnson vd., 1993

Schippers vd., 1995

Schippers vd., 1996

Okibe vd., 2003

Hallberg
2003
Gonzalez-Toril
2003

Morales vd., 2005

Nicomrat vd., 2006

Yang vd., 2007

He vd., 2007
Bruneel vd., 2008

Yang vd.,2008

He vd., 2008

Hao vd., 2010
Pepper vd., 2012

Auld vd., 2013

-Johnson,

vd.,

91¢



Cizelge 4.37 (devam) Literatiirdeki asidik ¢evrelerde kiiltiire bagli ve kiiltiirden bagimsiz yapilan ¢calismalarda belirlenen ¢evresel etmenler

pH Sicakhk Asit Maden Drenaji Lokasyon Agir metaller Kaynak
18 3.2-6.5 Siilfid maden cevher atig1 Selebi-Phikwe (Botsvana), Freiberg (Almanya), ve Pirotin Pirit, Arsenopirit, Sfalerit, Galena Korehi vd., 2014
Kristineberg (isveg),

19 Kapali Maden Radzimowice Lityum, Bor, Sodyum, Magnezyum, Aliiminyum,  Tomasz Ctapa vd., 2019
Silisyum, Potasyum, Kalsiyum

20 2.5 Akhtala maden cevher atig1 Armenia’s Northern Lori Mineralizasyon; Siilfat Tyonlari, Klor fyonlari, Agir Metal | Margaryan vd., 2019
Konsantrasayonlari: Krom, Demir, Manganez, Kobalt,
Nikel, Bakir, Cinko, Kadmiyum

Cizelge 4. 38. Tiirkiye’de asidik ¢evrelerde kiiltiire bagli ve kiiltiirden bagimsiz yapilan ¢alismalarda berlilenen gevresel etmenler

pH Sicakhk Asit Maden Drenaji Lokasyon Agir metaller Kaynak
1 Balya (Balikesir) Giil, 2014
2 3.052.80 12.8 14.2°C Can Asid maden drenaj Canakkale Sulfate-S, Toplam demir, Aluminyum, Manganez, Cinko | Aytar vd., 2015
Balya Can Asid maden drenaj Balikesir , Copper Nickel Chromium Cobalt

Magnesium

3 2,8-3,6 Espiye (Giresun) Saglam, 2015

4 2,8-3,6 Asid maden drenaj Halikéy (Izmir) Toptas, 2018

5 2,0-2,7 18-27 Asid maden drenaj Ekinézii (Kahramaranmaras) Demir Aliiminyum, Altin, Magnezyum, Kiikiirt, | Bu Tez Caliymasi
Cinko

L1T



Cizelge 4. 39. Literatiirdeki asidik ¢evrelerde kiiltiire bagl ve kiiltiirden bagimsiz yapilan ¢alismalarda belirlenen mikrobiyal komunite

Kiiltiire Bagh Calismalar Kiiltiirden Bagimsiz Calismalar Kaynak
1 Thiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum ferrooxidans - Walton-Johnson, 1992
2 Thiobacilus ferrooxidans, Leptospirillum ferrooxidans - Johnson vd., 1992
3 Sulfolobus/Acidianus - Schippers vd., 1995
T. ferrooxidans L. ferrooxidans
4 - Schippers vd., 1996
5 - Okibe vd., 2003
6 Leptospirillum ferrooxidans ve Acidithiobacillus - Hallberg ve Johnson, 2003
ferrooxidans
7 - DGGE Gonzalez-Toril vd., 2003
Leptospirillum spp., Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidiphilium spp., “Ferrimicrobium acidiphilum,” Ferroplasma
acidiphilum, ve Thermoplasma acidophilum
8 DGGE FISH Morales vd., 2005
Pseudoxanthmonas, Dechlorosoma, Desulfovibrio, Agrobacterium, Deulfomicrobium spp. , Desulfovibrio sp.
Methylocapsa, Rhodococcus, Sulfobacillus Desulfovibrio sp., Desulfovibrio spp.
Desulfobacterium  spp., Desulfotalea spp. &
Desulfofusiis sp.
9 DGGE Nicomrat vd., 2006

A. ferrooxidans TRA3-20 (a eubacterium) , Arsenite-oxidizing bacterium BEN-4 , Alcaligenes sp., Bordetella sp., A. thiooxidans
, A. ferrooxidans , Arsenite-oxidizing bacterium BEN-4 , A. ferrooxidans

10 - Klonlama Yang vd., 2007
Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidiphilium sp., Leptospirillum, Leptospirillum ferriphilum

11 - Klonlama He vd., 2007
Nitrospira, o -Proteobacteria, [3-Proteobacteria, y-Proteobacteria four families.
Acidithiobacillus, Gallionella, (y -Proteobacteria family [3-Proteobacteria family)

12 Klonlama Bruneel vd., 2008
Arke
Euryarchaeota (F. acidiphilum; Uncultured archaeon)

13 Klonlama Yang vd.,2008
Acidithiobacillus ferrooxidans (y-Proteobacteria) ve Caulobacter crescentus (a-Protebacteria).

14 Klonlama He vd., 2008

a-Proteobacteria (1.1%), 3-Proteobacteria (2.3%), y-Proteobacteria (30.8%), Firmicutes (15.4%), Actinobacteria (0.3%) ve
Nitrospira (50.1%). Leptospirillum, Acidithiobacillus, ve Sulfobacillus (Nitrospira, y-Proteobacteria, ve Firmicutes )

15 Klonlama Hao vd., 2010
Bakteri: Acidiphilium Arke: Crenarchaeota

16 Klonlama Pepper vd., 2012
Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Acidobacteria ve Bacteroidetes

17 Acidiphilium — multivorum, — Acidiphilium  angustum, Auld vd., 2013

Acidiphilium — rubrum,  Acidiphilium  acidophilum. | Acidithiobacillus ve Acidiphilium
Acidithiobacillus  ferrooxidans, Acidobacteriaceae,
Acidocella facilis, Granulicella paludicola

81¢



Cizelge 4.39 (devam) Literatiirdeki asidik ¢evrelerde kiiltiire bagli ve kiiltiirden bagimsiz yapilan ¢calismalarda belirlenen mikrobiyal komunite

Kiiltiire Bagh Calismalar

Kiiltiirden Bagimsiz Calismalar

18 Klonlama
Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes Firmicutes Nitrospirae Proteobacteria
19 - Klonlama:

Metallibacterium sp., Ferrovum myxofaciens, Metallibacterium scheffleri, Xanthomonas sp., Acidithiobacillus
ferrivorans, Ferrithrix thermotolerans, ve Acidithrix ferrooxidans

20 - DGGE
Sube: Firmicutes, cins:Bacillus.

Sube: Acidobacteria; simf:Gammaproteobacteria, cins: Pseudomonas

Kaynak

Korehi vd., 2014

Tomasz Ctapa vd., 2019

Margaryan vd., 2019

Cizelge 4. 40. Tirkiye’de asidik ¢evrelerde kiiltiire bagli ve kiiltiirden bagimsiz yapilan ¢alismalarda belirlenen mikrobiyal komunite

Kiiltiire Bagh Calismalar

1

2 Acidithiobacillus ferrivorans, Acidiphilium organovorum strain TFC,
Ferrimicrobium acidiphilium, Ferrithrix thermotolerans, Acidicapsa
ligni strain
Acidiphilium acidophilum strain
Can AMD
Leptospirillum ferriphilum strain, Acidicapsa ligni strain WHI120,
Acidiphilium rubrum

3 -

Kiiltiirden Bagimsiz Calismalar

168 Klonlama, DGGE

Thiovirga sulfuroxydans, Thiobacillus thiophilus, Thiobacillus denitrificans ATCC 25259, Uncultured Thiobacillus
sp. clone ENR10, Acidithiobacillus ferrooxidans strain S1, Acidithiobacillus ferrooxidans strain SY3
Acidithiobacillus ferrooxidans strain N16, Acidithiobacillus sp Peru 6, Acidithiobacillus sp OP 14

Sulfobacillus sp. 4G, Uncultured bacterium clone Z132, Uncultured bacterium clone Y1-25, Uncultured bacterium
clone M1-24, Uncultured Sulfobacillus sp. clone K6-C156, Ferrovum myxofaciens strain P3G, Acidithiobacillus
Sferrooxidans strain S1, Acidithiobacillus ferrooxidans strain SY3, Acidithiobacillus ferrooxidans strain N16 ,
Acidovorax sp. G8B1, Rhodoferax ferrireducens T118, Ferribacterium limneticum

Leptothrix sp. S1.1, Acidithiobacillus sp. C516, Actinobacterium GASP-45KA-29-E(, Nitrospira sp.

qPCR

Leptospirillum > Ferroplasma >
Acidithiobacillus (Balya AMD) ve Ferroplasma >
Leptospirillum>Acidithiobacillus (Can AMD).

Klonlama

Acidithiobacillus ferrivorans

Ferrovum myxofaciens

Leptospirillum ferrooxidans Acidithiobacillus ferrooxidans
Acidocella facilis

Acidocella aluminiidurans, Acidiphilium cryptum
Acidiphilium multivorum
Acidithiobacillus thiooxidans Acidiphilium cryptum

Kaynak
Giil, 2014

Aytar vd., 2015

Saglam, 2015

61¢



Cizelge 4.40 (devam) Tiirkiye’de asidik ¢evrelerde kiiltiire bagl ve kiiltiirden bagimsiz yapilan ¢alismalarda belirlenen mikrobiyal komunite

Kiiltiire Bagh Calismalar

4 _

5 Acidiphilium
Acidithiobacillus
Leptospirillum

Klonlama

Uncultured archeon clon
Acidithiobacillus ferrivorans
Ferrovum myxofaciens

Acidithiobacillus ferrooxidans

Acidocella facilis
Acidocella sp.
Acidiphilum sp.
Acidiphilum rubrum
Uncultured Thiomonas sp.

Kiiltiirden Bagimsiz Calismalar

Uncultured Thermoplasmateles archaeon clone

DGGE

KI

Metallibacterium scheffleri
Acidithrix ferrooxidans
Uncultured actinobacterium
K2

Acidithiobacillus ferrivorans
Acidiphilium cryptum
Acidiphilium sp.
Metallibacterium scheffleri
Acidiphilium cryptum
Rhodovastum atsumiense
Acidiphilium rubrum

K3

Acidithiobacillus ferrivorans
Acidiphilium sp
Acidiphilium sp.
Acidiphilium sp.
Metallibacterium scheffleri
K4

Acidithiobacillus ~ ferrivorans

Acidiphilium rubrum s
Acidiphilium sp.
Acidiphilium sp.
Acidiphilium rubrum
Acidiphilium sp.

K5

Acidithiobacillus ferrivorans
Acidiphilium cryptum
Acidiphilium sp.

K6

Acidithiobacillus ferrivorans
Acidiphilium rubrum
Acidiphilium rubrum.
Metallibacterium scheffleri

K7

Metallibacterium scheffleri
Acidiphilium rubrum
Acidithiobacillus ferrivorans

DGGE

Acidiphilum sp.

Acidiphilum rubrum
Uncultured Thiomonas sp.
Acidiphilum angustrum
Acidithiobacillus ferriphilus
Ferroplasma

Uncultered bacterium clone
Acidithiobacillus ferrivorans
Acidithiobacillus ferrooxidans

Klonlama

K6

Acidithiobacillus ferrivorans
Leptospirillum sp
Acidiphilium rubrum
Metallibacterium scheffleri
K5

Leptospirillum ferriphilum
Leptospirillum sp
Acidiphilium
Acidithiobacillus ferriphilus
KI

Sinobacteraceae bacterium
Actinobacterium BGR 77
Metallibacterium scheffleri
Alicylobacillus sp
Sulfobacillus
Acidimicrobium ferrooxidans
Leptospirillum sp

Legionella adelaidensis
Acidimicrobiaceae bacterium
Metallibacterium scheffleri
Aciditerrimonas ferrireducens
Ferrimicrobium sp
Ferrithrix thermotolerans
Acidimicrobium ferrooxidans
Aquihabitans daechungensis
Ferrimicrobium acidiphilum

K7

Leptospirillum sp
Acidiphilium sp
Bacteriovoracaceae bacterium

K2

Sulfobacillus benefaciens
Sulfobacillus thermotolerans
Sulfobacillus
thermosulfidooxidans
Sulfobacillus acidophilus
Aciditerrimonas ferrireducens
Ferrimicrobium acidiphilum
Ferrithrix thermotolerans

K4

Aciditerrimonas ferrireducens
Acidimicrobium ferrooxidans
Acidiphilium acidophilum
Leptospirillum ferriphilum
Ferrithrix thermotolerans
Acidiphilium angustum
Ferrimicrobium acidiphilum
Alicyclobacillus contaminans
Aquihabitans daechungensis
Sulfobacillus
thermosulfidooxidans

K3

Acidithiobacillus ferrivorans
Metallibacterium scheffleri
Ferrovum myxofaciens
Leptospirillum ferrooxidans
Acidiphilium angustum
Alicyclobacillus hesperidum
Dokdonella koreensis

Kaynak
Toptas, 2016 (Tez)

Bu Tez Calismasi

0c¢



Cizelge 4.41. Literatiirdeki metagenomik ¢alismalari ile bu tez ¢alismasinda sonuglar1 karsilastirilmast

10

11

Acidobacteria (6.36-8.89 %, averaging at 7.22 %), Nitrospirae (2.83—6.26 %, averaging at 4.71 %), Bacteroidetes (4.14—4.93 %,
averaging at 4.52 %), Verrucomicrobia (2.78-5.29 %, averaging at 4.04 %), ve Planctomycetes

PLS LH

Acidithiobacillus ~ ferrooxidans (90.09%), Acidithiobacillus | A. cryptum (99.71%), A. Multivorum (0.28%) ve A. Symbioticum
caldus (9.56%), Acidithiobacillus thiooxidans (0.34%) ve | (0,01 %)

Acidithiobacillus ferrivorans (0.01%), Acidiphilium cryptum

(99.78%), Acidiphilium multivorum (0.22%) ve Acidiphilium

symbioticum (0.01%)

Acidithiobacillus ferrivorans, Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidobacteria-like, Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus
caldus-like, Gallionellaceae like

Sideroxydans Sulfobacillus Thiomonas Nitrospira Picrophilus Thermoplasma ARMAN-4 ve -5 ARMAN-2 Acidiphilium Ferroplasma
Leptospirillum Acidithiobacillus

Archaea

Halobacterium salinarum, Halorubrum lacusprofundi
Halomicrobium mukohataei, Haloferax volcanii

Bacteria
Acidithiobacillus  ferrivroans,
Desolfosporosinus-like

Thiomonas  intermedia,

Gallionellaceae Comamonadaceae Rhizobium/Agrobacterium Bradyrhizobium Rhodanobacter Thiobacillus Gallionellaceae Polaromonas

Nocardioides

Bacteria Archaea

Acidithiobacillus, Leptospirillum, Ferroplasma,

Ferrimicrobium, Acidibacter, Acidisphaera Thermoplasmatales

Bacteria Archaea

Proteobacteria, Actinobacteria ve Chloroflexi, Fimicutes, = Euryarchaeota
Thaumarchaeota

Nitrospirae

Acidithiobacillus, Acidiphilum, Acidibacter, Leptospirillum, Thiobacillus, Acidobacterium, Acidothermus, Ferrimicrobium,
Acidiferrobacter, ve Sideroxydans

Proteobacteria, Firmicutes, Chloroflexi, Chlorobi, Bacteroidetes, ve Actinobacteria.

(Thiobacillus Sideroxydans Rhodocyclaceae Pseudomonas Rhizobiales)

Illumina MiSeq platform
Roche

454 GS FLX Titanium
System

Shotgun sequencing GS FLX
Titanium Roche, 454 Life
Sciences

Pyrosequencing

Illumina MiSeq platform

Tllumina HiSeq 2000
platform

Ilumina MiSeq Sequencer,

Roche Genome Sequencer
FLX (GS FLX),

Ton Torrent S5 sequencer

Illumina MiSeq platform

Pyrosequencing

Sun vd., 2015

Hu vd, 2015

Liljeqvist vd., 2015

Chen vd., 2015

Johnson vd, 2015

He vd., 2016

Van Rossum vd.,
2016
Mardanov vd., 2017

Gupta vd., 2017

Sajjad vd., 2018

D’Auria vd., 2018

1TC



Cizelge 4.41 (devam) Literatlirdeki metagenomik ¢aligmalari ile bu tez ¢aligmasinda sonuglari karsilastiriimasi

12

13

14
15

16

17
18
19

Bacteria

Agquificae Firmicutes

Proteobacteria Actinobacteria

Acidobacteria Thermotogae

Komiir Madeni Wite

Sulfobacillus, Leptospirillum, Ochrobactrum, Corynebacterium,
Brevibacterium, Alcaligenes Acidithiobacillus

Acidiphilium

Acidiphilium, Acidithiobacillus, Aquicella, Brevibacterium,
Ochrobactrum, Leptospirillum,

Archaea
Crenarchaeota Nanoarchaeota
Euryarchaeota Thaumarchaeota

Asid Maden Drenaji
Acidiphilium, Acidithiobacillus, Acinetobacter, Clostridium,
Comamonas, Conexibacter, Leptospirillum, Sulfobacillus

Acidithiobacillus, , Leptospirillum, Acidimicrobiia, Thiobacillus, Ferrovum, Gallionela, Ferrithix

Mod 1 included Acidocella, Acidiphilium, Lactobacillus, ve Gallionella;

Mod 2 included Propionicimonas, Rhodococcus, Caloramator, Paenibacillus, Mycobacterium, Streptomyces ve Desulfosporosinus;
Mod 3 included Corynebacterium, Staphylococcus, Lactococcus, Idiomarina, Halomonas, Comamonas, ve Flavobacterium; ve

Mod 4 included Arthronema, Hydrogenophaga, Sediminibacterium, Rhodoplanes, Opitutus, Methylobacterium, Leptolyngbya, ve

Pseudanabaena.
Sulfuriferula, Bacillus, Sulfurifustis, Gaiella, ve Thiobacillus

Acidibacter, Acidithiobacillus, Acidiphilium, Brevinema, Ferrimicrobium, Metallibacterium, Prevotellaceae, Acidiferrobacter

Leptospirillum, Acidithiobacillus Ferrovum, Acidiphilium

Proteobacteria, Bacteroidetes, Saccharibacteria, Verrucomicrobia, Gammatimonadetes,

K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7
Tumebacillus, Leptospirillum Acidithiobacillus | Acidithiobacillus Arke: Metallibacterium | Ferrimicrobium
Acidipila, Ferrimicrobium. | Metallibacterium | Ferrithrix Ferroplasma Ferrovum Acidisphaera
Sulfiriflexus, Acidithiobacillus | Leptospirillum, Metallibacterium. Acidithiobacillus | Acidicapsa
Acidibacter Acidiphilium. Acidiphilium Acidiphilium Bakteri: Acidiphilium Metallibacterium.
Sferrireducens, Leptospirillum Acidithiobacillus Leptospirillum Acidiphilium
Neoclamyda, Tumebacillus Leptospirillum.
Ferrimicrobium, Leptospirillum

Acidisphaera, Acidiphilium

Aquisphaera,

Legionella

Simkania,

Ferrithri,

Aciditerrimonas,

Acidiphilium,

Metallibacterium

Pirosekanslama

Illumina MiSeq Sekanslama

Illumina MiSeq Sekanslama
Ion Torrent Personal Genome
Instrument

MiSeq Sekanslama

Ton Torrent PGM
Pirosekanslama
Miseq 16S
Sekanslama

Amplikon

Mardanov vd.,2018

Sun vd, 2019

Ulloa vd., 2019
Zhang vd, 2019

Liu vd., 2019

Bomberg vd, 2019
Margaryan vd., 2019

Bu Tez Calismast

(444



5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda Kahramanmaras Ekindzii’nde ¢aligmasi durdurulmus maden
ocagina ait asit maden drenajinin kiiltiirden bagimsiz ve Kkiiltire bagli yontemler ile
mikrobiyal komunitesi belirlenmistir. Demir okside eden bakteriler arasinda en yiiksek

kapasiteye sahip olan bakteri se¢ilmistir.

Kiiltiirden bagimsiz tekniklerle mikrobiyal komunitenin belirlenmesinde DGGE,
16S rRNA gen bolgesi klon kiitiiphanesi olusturma, 16S Amplikon Dizileme ile metagenom
analiz ve FISH teknikleri kullanilmistir. Molekiiler yaklagimlarla birbirini dogrulayan ve

tamamlayan sonuclar elde edilmistir.

Kiiltiire bagh teknikler ile asid maden drenajin igerigine benzer besi ortamlar
hazirlanarak izolasyon ¢aligmalart tamamlanmistir. Kiiltiirasyon sonucunda heterotrof

beslenme gekline sahip yeni tiir olma adayina sahip bir izolat elde edilmistir.

Elde edilen sonuglar bir yil icerisinde {i¢ mevsimi kapsamaktadir ve mikrobiyal
komunite degisimi hakkinda O6nemli sonucglar elde edilmistir. Bu tez c¢alismasinda,
Tiirkiye’de yapilan asidik ¢evrelerden 6rnek alinarak gerceklestirilen ¢alismalardan farki,

metagenomik yaklasimi kullanilarak mikrobiyal komunitenin ilk kez belirlenmis olmasidir.

Bu tez ¢aligmasinda uygulanan yaklasimlarin yani sira ilgili alanda yapilmasi

planlanan ve gerekli goriilen hususlar asagida 6zetlenmistir.

e Adaptasyon mekanizmalarinda etkili oldugu diisiiniilen enzimlerin arastirilmast,

e +2 yikli katyonlar1 kullanabilme kabiliyetinin ekzopolifosfatazin aktivitesi ile

arastirilmasi,

e Rekombinant ekzopolifosfataz iiretilerek laboratuvar 6lgeginde metal gideriminin

gosterilmesi,



Islah galigamalar1 i¢in saha denemelerine asidofil mikroorganizmalarin da katilmast,

Demir okside eden bakterilerin arsenik oksidasyon seviyelerinin arastirilmasi,

Metagenomik analiz ile elde edilen 16S rRNA gen bolgeleri kullanilarak fonksiyonel

genlerin belirlenmesi,

Izolatlarn metabolik faaliyetlerinin anlasilmasi ig¢in metabolizma miihendisligi ile

caligmalarin yapilmasi,
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