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Özet 
Biyoteknolojik potansiyele sahip yeni mikroorganizmalara kaynak olabileceğinden 
dolayı asidik ortamlarda bulunan mikroorganizmaları belirlemek ekolojik ve pratik 
açıdan önemlidir.  Bu çalışmanın hedefi; Çanakkale-Çan asidik maden drenajında 
yaşayan asidofilik bakterilerin çeşitliliğinin 16S klonlama yöntemi kullanılarak 
klonların rasgele seçilip temsili klon kütüphanesi oluşturulması ile belirlenmesidir.  
Ülkemizde asidik çevrelerdeki mikrobiyal çeşitlilik hakkında çok az bilgi 
bulunmaktadır.  Bu çalışmanın sonucunda, Çan AMD’de Acidiphilium sp. türünün 
dominant olduğu kanıtlanmıştır. Ayrıca diğer bakteriyel klonların da 
Acidobacteriaceae familyasına ait bir üye (klon #50) , bir Actinobacterium türü (klon 
#98), daha önce kültüre alınmamış bir Firmicutes üyesi (klon #1) ve başka bir 
Acidiphilium üyesi (klon #68) ile Leptospirillum türünden (klon #44) oluştuğu 
görülmektedir. 
 
Anahtar kelimeler: Asidik maden drenajı, 16S klonlama, temsili klon kütüphanesi 
 
 

GİRİŞ 
 
Halen çalışan ya da terk edilmiş metalce zengin asidik suların deşarjından 
kaynaklanan su kirliliği, tüm Dünya’da kömür ve metal madenciliğinin yapıldığı 
alanlarda karşılaşılan genel bir olgudur.  Asidik maden drenajları (AMD) birçok 
yaşam formuna oldukça toksik etki gösterirken asidofil mikroorganizmalar bu sularda 
yaşamlarını rahatça sürdürebilmektedir.  Bu türlerin ortamdaki miktarı ve çeşitliliği, 
ortamın ağır metal konsantrasyonu, pH’sı, organik bileşik içeriği, oksijen varlığı gibi 
çevresel parametreler tarafından belirlenmektedir.  Asit maden drenajları abiyotik 
kimyasal reaksiyonların sonucunda üretilebilmektedir.  Ancak demir okside eden 
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kemolitotrof bakteri ve arkelerin varlığı AMD oluşumunu önemli ölçüde 
hızlandırmaktadır.  AMD oluşumunun en önemli aşaması, yüksek oranda sülfid 
içeren kömür veya metal cevherinin ya da mineral yığın ve atıkların fragmentasyonu 
sonucunda pirit (FeS gibi sülfidik minerallerin suya ve oksijene maruz kalmasıdır (1).  
Son yıllarda ekstremofillerle yapılan çalışmalar daha çok bu mikroorganizmaların 
kendileri ya da metabolitlerinin potansiyel biyoteknolojik uygulamaları üzerine 
yoğunlaşmıştır.  Yeni mikrobiyal türlerin izolasyonu, yeni metabolitlerin ve yol izlerinin 
belirlenmesi, hücresel bileşenlerin moleküler ve biyokimyasal karakterizasyonu ile 
farklı alanlarda kullanım imkânı sağlanmaktadır (2).  Aşırı asidik prokaryotlar hem 
biyolojik özellikleri hem de uygulama açısından oldukça ilgi görmektedir.  
Uygulamadan kasıt, minerallerin biyolojik işleme tabi tutulmasını kapsayan biyolojik 
madenciliktir (3).  Özetle asidofilik bakterileri tanımlamak endüstriyel ve çevresel 
açıdan kritik öneme sahiptir.  Asidofil mikroorganizmaların çeşitli biyoteknolojik 
uygulamaları arasında, biyoliçing ve biyodesülfürizasyon en yaygın olan uygulama 
alanları olarak sıralanabilir (4, 5). 
 
Çalışılan AMD’lerdeki komünite analizleri kültüre bağlı tekniklerin yanı sıra kültürden 
bağımsız, moleküler boyutta da değerlendirilmiştir.  Bu amaçla kullanılan yöntemler 
16S rRNA’ya dayanan 16S klonlama, flouresan insitu hibridizasyon, terminal 
restriksiyon uzunluk polimorfizm, denatüre edici jel elektroforezi, değişken alanlı jel 
elektroforezi, rep-PZR, real time PZR, mikroarray olmuştur (6-12). 
 
Temelde, bir filogenetik belirteçte aranan tüm özellikler, küçük alt ünite rRNA’da 
mevcuttur.  Ribozomal RNA’ların evrimsel belirteç (marker) olarak kullanılmalarının 
nedenleri; yeterli büyüklükte olması, işlevsel olarak sabit, evrensel olarak yaygın olan 
moleküller olması ve tüm hücrelerde nükleotid dizisinin korunduğu çok sayıda bölge 
içermeleridir (13). Dizilemedeki hızlı ilerleme ve in vitro nükleik asit amplifikasyon 
teknolojisi, pahalı karmaşık ve yorucu teknikler yerine, hızlı ve rutin uygulaması kolay 
tekniklerin kullanılmasına yol açmıştır. Sonuçta, küçük alt ünite rRNA’yı kodlayan 
genin analizi prokaryotik identifikasyon ve sistematikte en çok kullanılan sınıflandırma 
tekniğidir (14). 
 
Moleküler mikrobiyal ekoloji çalışmalarını bir adım daha öne götüren diğer teknik ise 
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) olmuştur. Grup spesifik primerlerin bulunmasıyla 
yöntem giderek daha başarılı hale gelmiştir. 16S rRNA’nın çevresel örnekten 
doğrudan çoğaltılması ile eldesinden sonra bunların gen kütüphanesi oluşturulup 
otomatik dizi analizleme ile yeni tip mikroorganizmalar bulunabilmiştir (15). 
 
Çeşitlilik çalışmalarında kültür temelli yöntemlerin getirdiği sınırlamaların üstesinden 
gelebilmek için genellikle PZR’a dayanan moleküler teknikler kullanılmaktadır. Bu 
teknikler ekolojik ve çevresel araştırmalarda yaygın olarak kullanılmaktadır. 
Çevreden ekstrakte edilen toplam DNA, PCR için kalıp olarak kullanılabilir. 16S 
rDNA’yı hedefleyen PZR, prokaryotik çeşitlilik ve identifikasyon çalışmalarında yaygın 
bir şekilde kullanılmaktadır (16).  Hedef DNA (16S) evrensel ya da spesifik primerler 
ile çoğaltılır ve ürünler farklı yollarla ayrılabilir (17). 16S klon kütüphanesi oluşturma 
mikrobiyal çeşitliliği belirlemede biraz zaman almasına rağmen önemli ve oldukça 
geçerli bir yöntemdir. Aşamaları; mikroorganizma izolasyonu olmaksızın doğrudan 
nükleik asit ekstraksiyonu, 16S rRNA’yı kodlayan genlerin bakteri ve arkeler için 
evrensel primerler kullanarak PZR ile amplifikasyonu, PZR ürünlerinin kompetan E 
.coli’ye transformasyonu, vektörün bulunduğu transforme olmuş klonların seçimi 
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(şekilde beyaz koloniler), plazmid DNA’nın ekstraksiyonu, klonlanmış genin dizilimi, 
klon kütüphanesi oluşturma şeklinde sıralanabilir.  Doğruluğunun yüksek olması ve 
henüz kültüre ve identifiye edilmemiş organizmaların identifikasyonuna olanak 
tanıdığı için oldukça avantajlıdır (18). 
Bu çalışmanın amacı, Çanakkale Çan’da bulunan asidik maden drenaj gölünün 
bakteriyel çeşitliliğinin 16S klonlama yöntemi ile incelenmesidir.  
 

 
MATERYAL VE YÖNTEM 
 

Örneklem Yeri 
 
Keçiağılı köyü civarında bulunan kömür maden drenaj gölünden 2011 Nisan ayında 
örnekler alınmıştır.  Yapılan örneklemeler +4 °C’de muhafaza edilerek en kısa sürede 
laboratuvara getirilerek analizlerine başlanmıştır.  
 
 

DNA ekstraksiyonu ve PZR reaksiyonu 
 
DNA ekstraksiyonu için su örnekleri membran filtrasyona tabi tutulmuş ve 0,22 µm 
por çapına sahip GTTP tipi filtreler doygunluğa ulaşana dek su örneği filtreden 
geçirilmiştir.  Ekstraksiyon için de bu filtre örnekleri kullanılmıştır. Bu filtreler küçük 
parçalar halinde kesilmiş ve MOBIO Toprak İzolasyon kitinin tüplerine konulmuştur.  
DNA izolasyonu “UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit” ile üretici firmanın 
önerileri doğrultusunda yapılmıştır.  Bu kitin prensibi, örneğin homojenizasyonu, 
mekanik ve fiziksel yöntemlerle hücrelerin lizisi, tüm DNA’ların silika membran 
tarafından tutunması ve DNA’ların yıkanarak membrandan elüsyonuna 
dayanmaktadır (19). 
 
Çevresel örnekten ekstrakte edilen toplam DNA uygun primerler kullanılarak PZR 
reaksiyonu ile çoğaltılmıştır.  Bunun için 27F ileri ve 1387R geri primer kullanılmıştır.  
Bacteria üyelerinin 16S rRNA genlerinin amplifikasyonları için uygulanan reaksiyon 
bileşenleri; 5X renksiz tampon 4 µL, dNTPs (2 mM) 2 µL, MgCl2 2 µL, ileri primer 0,4 
µL, geri primer 0,4 µL, DMSO 0,4 µL, GoTaq Hot Start enzim 0,2 µL, ultra saf su 9,6 
µL, kalıp DNA 1 µL şeklindedir. PZR koşulları ise, 95 oC’de 5 dakika (ilk 
denatürasyon), 30 döngüden oluşan 95 oC’de 30 saniye, 55 oC’de 1 dakika, 72 oC’de 
1 dakika 30 saniye sirkülasyonu ve son olarak 72 oC’de 10 dakikadır (20). 
 
Elde edilen PZR ürünleri %0.7’lik agaroz jellerde (0.5X TBE çözeltisinde) 
gözlenmişlerdir (21).  Elde edilen PCR ürünleri SureClean çözeltisi kullanılarak 
saflaştırılmış ve konsantre edilmiştir.   
 
 

16S Klonlama Deneyleri 
 
Saflaştırılmış PZR ürünlerinin pGEMT vektörüne (Promega)’e ligasyonu kitte 
belirtilen talimatlara göre yapılmıştır. pGEMT easy vektörün haritası Şekil 1’de 
verilmiştir.  Buna göre 10 µL toplam hacme; 1 µL rapid ligasyon tamponu (2X), 1 µL 
pGEM T vektör (5ng/µL), ve 1 µL T4 DNA ligaz (0.3U/ µL) eklenmiştir. Kontrol 
reaksiyonu kontrol DNA (0.8ng/µL) içermiştir.  Eklenecek DNA miktarı asağıda 
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belirtilen formüle göre hesaplanmıştır (22). Bu formülden yola çıkarak DNA:insert 
oranının 3:1 olması sağlanmıştır.  
 
 

 
 
Ependorflara koyulan ligasyon reaksiyonları +4 °C’de bir gece inkübasyona 
bırakılmıştır. Ligasyon etkinliğinin değerlendirilmesi icin kitte sağlanan kontrol DNA 
fragmenti (4ng/µL) 1 µL pGEMT kullanılarak aynı sartlarda ligasyona bırakılmıştır.  
Aynı zamanda negatif kontrol olarak DNA içermeyen bir ligasyon reaksiyonu da 
ortamda denenmiştir (22). 
 

 
Şekil 1. pGEMT easy vektör haritası. 

 
İnkübasyonu takiben kompetent hücrelere (E.coli DH5α suşu) transformasyon 
gerçekleştirilmiştir. Transformasyon pGEMT vektör sistem II’de belirtilen prosedür 
modifiye edilerek yapılmıştır. Her ligasyon reaksiyonu için 2 adet ampisilinli Luria 
Agar (LA) petri hazırlanmıştır. LA besiyeri sterile edildikten sonra son 
konsantrasyonu 100 µg/mL olacak sekilde ampisilin antibiyotiği eklenmiş ve petri 
kaplarına dökülerek polimerleşmesi beklenmiştir.  Ampisilinli agar petrilere bek alevi 
yanında XGal (%4 ve 0,1M) stok solusyonundan 20 µL konularak steril bir drigalski 
spatülü yardımıyla yayılmıştır. Transformasyon tüpüne 50100ng plazmit DNA olacak 
sekilde 5 µL ligasyon reaksiyonundan, kompetan hücrelerden de 200 µL eklenmiş ve 
30 dakika buzda inkübasyona bırakılmıştır. Hücreler 42 °C’ye ayarlanmış su 
banyosunda 4550 saniye ısı şokuna tabi tutulduktan sonra tekrar  2 dakika buzda 
bekletilmiştir. Bu sürenin bitiminde, Luria Broth (LB) besiyerinden 400 µL eklenmiştir.  
37 °C’de çalkalamalı inkübatörde 1 saat inkubasyona bırakılmıştır. Bu sürenin 
sonunda transformasyon kültürü petrilere yayılmış ve 37 °C’de 24 saat inkübasyona 
bırakılmıştır. 100 kadar beyaz koloni yeni bir LB agar besiyerine ekilmiş, 
inkübasyondan sonra 4 °C’de beklenip mavi renge dönüşüp dönüşmediği takip 
edilmiştir (22). Sonra bu beyaz kolonilerden rasgele 10 tanesi seçilip 27F ve 1387R 
primer setleri ile koloni PZR reaksiyonu kurulmuştur. Klonlardaki 16S rRNA geni için 
elde edilen PZR ürünlerinin restriksiyon analizleri için MspI ve HaeIII enzimleri 
kullanılmıştır.  Kesim reaksiyon bileşenleri; 7 µL PZR ürünü; 0,5 µL HaeIII; 0,5  µL 
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MspI; 1 µL Tampon C; 1 µL BSA olmuştur.  Kesim reaksiyonu 37 °C’de 2 saat 
süresince sürdürülmüştür.  TBE tamponu ile hazırlanan yüksek dansiteli %2’lik 
agaroz jele kesim ürünleri yüklenmiş, belirteç olarak 1 kb ve 100 bp marker’ları 
kullanılmış, 60 mV’de 3 saat yürütülmüştür.  Elde edilen farklı paternlere sahip klonlar 
ampisilin içeren LB sıvı ortamına transfer edilmiş ve 37 °C’de inkübasyona 
bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası bu sıvı kültürlerden Strataprep plazmid izolasyon 
kitinin yönergeleri doğrultusunda plazmid ekstraksiyonu yapılmıştır (23). Bu 
plazmidler dizi analizine gönderilmiştir, dizi analizinde kullanılan primer setleri T7F ve 
SP6R olmuştur.  
 
 
SONUÇ ve TARTIŞMA  
 

Klonların Taranması 
 
Reastriksiyon kesimi için MspI ve HaeIII enzimleri kullanılmış ve %2 lik agaroz jele 
yüklenerek yürütülmüş olan jel görüntüsü Şekil 2’de verilmiştir.  
 

 
 

Şekil 2. Çan’daki bakteriyel klonların enzimatik kesim profilleri. 
 
 
Restriksiyon enzimleri kesim sonrasında elde edilen her klonun verdiği kesim profili 
benzerliklerine göre gruplandırılmıştır. Bu gruplandırmalardan sonra hangi klonlardan 
plazmid ekstraksiyonu ve bunu takiben dizi analizi yapılacağına karar verilmiştir.  
Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizm (RFLP) sonuçlarına göre Çan’ın bakteriyel 
çeşitliliği için hazırlanan gen kütüphanesinde 6 paterne sahip klon olduğu 
belirlenmiştir. 
 
Rekombinant plazmidlerin klonlardan ekstraksiyonu ve saflaştırılması 
 
RFLP sonuçlarına göre gruplara ayrılmış olan klonların her biri için bir temsilci 
seçilmiş ve bunlardan plazmid izolasyonu ve bunu takiben dizi analizi yapılmasına 
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karar verilmiştir.  Plazmid izolasyonunun gerçekleşip gerçekleşmediğinin kontrolü 
amacıyla ekstraktlardan %1’lik agaroz jellere yükleme yapılmış ve uygun büyüklükte 
vektörün olup olmadığı marker yardımıyla belirlenmiştir. 
 
II.3. 16S rRNA genlerinin dizi analizleri 
Uygun büyüklükte vektöre sahip olan klonlardan dizi analizleri gerçekleştirilmiştir.  Bu 
dizi analiz sonuçları BLAST programı ile değerlendirilerek her bir klonun gen 
bankasında benzerlik gösterdiği türler belirlenmiştir.  Çizelge 1’de yapılan dizi 
analizleri sonuçlarına göre bu klonların benzerlik gösterdiği türler gösterilmektedir. 

 
Çizelge 1. Çan AMD’sinin bakteriyel klonlarının benzerlik gösterdiği türler 

 
Klon 
adı 

Primer 
seti 

Accession 
no 

Gen bankasındaki en yakın karşılığı Benzerlik 

1 T7SP6 AM706669.1 Uncultured Firmicutes bacterium 
partial 16S rRNA gene, clone 
firmicutes 

%97 

3 T7SP6 AY766000.2 Acidiphilium sp. CCP3 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence  

%99 

44 T7SP6 HM769765.1 Leptospirillum sp. Mc9KL1 6 16S 
ribosomal RNA gene, partial 
sequence 

%99 

50 T7SP6 FN870338.1 Acidobacteriaceae bacterium 
YE3 D1 20 partial 16S rRNA gene, 
isolate YE3D1 20 

%100 

68 T7SP6 JX989228.1 Uncultured Acidiphilium sp. clone 
LVEg10 16S ribosomal RNA gene 
(%100) 

%100 

98 T7SP6 GU168006.1 Actinobacterium BGR 96 16S 
ribosomal RNA gene, partial 
sequence 

%99 

 
Çan AMD’sinin bakteriyel klon kütüphanesi kurulması çalışmasında 100 klon 
arasından rastgele seçilen 10 klonun 2 restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucunda 6 
farklı profil gözlenmiştir.  Bu profil sonucunda temsili klonlar seçilerek dizileme işlemi 
gerçekleştirilmiştir (Çizege 1). Çan AMD’de Acidiphilium sp. türünün dominat 
görülmesi bu gölün daha çok heterotrof olduğunu düşündürmektedir.  
 
Oluşturulan temsili klon kütüphanesinden elde edilen bulgulara göre Klon #2, #3, 
#21, #36 ve #43’nin aynı restriksiyon profiline sahip olduğu görülmüş, sözkonusu 
profilin ait olduğu türün çalışılan AMD’nin dominant üyesi olduğu belirlenmiştir. 
Bunların arasından diğerlerini de temsil ettiği düşünülen Klon #3 dizilenmiştir. Klon 
#3’e ait sekanslar, Kuzey Galler’de metalce zengin asidik sudan izole edilen 
Acidiphilium sp. ile %99 benzerlik göstermektedir (24). Acidiphilium spp. en yaygın 
obligat heterotrof asidofildir.  Bu bakteri, organik maddeleri ayrıştırmada yeteneklidir 
(25). Klon #1’e ait gen dizilimleri çevresel örnekten izole edilen daha önce kültüre 
edilmemiş bir Firmiküt üyesine %99 benzerlik göstermektedir (26). Klon #44’e ait 
sekanslar demir biyooksidasyon yatak reaktörden sağlanan Leptospirillum sp. 
Mc9KL1 6 ile %99 benzerlik göstermektedir (27). Leptospirillum sp. bilinenin aksine 
çoğu maden drenajında  veya ticari biyolojik zenginleştirme işlemlerinde dominant 
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demir okside eden asidofildir (28). Klon #50’ye ait gen diziliminin asidik bir 
sedimentten izole Acidobacteriaceae bacterium YE3 D1 20  ile %100 benzerliğe sahip 
olduğu bulunmuştur (29). Filogenetik olarak farklı olan Acidobacteriacea familyasına 
ait heterotroflar önemli olduğu düşünülen ve çevresel klonlara göre yaygın bir yayılış 
gösteren bakterilerden biridir  (3). Klon #68’e ait gen diziliminin Urbieta ve 
arkadaşlarının yaptıkları ancak henüz yayımlamadıkları bir çalışma kapsamında 
Arjantin’de Copahue jeotermal alanından izole edilen kültüre edilememiş Acidiphilium 
sp. clone LVEg10 ile %100 benzerliğe sahip olduğu görülmüştür. Klon #98’in sahip 
olduğu gen dizilimi sülfidik maden atıklarından izole edilen Actinobacterium BGR 96 
ile %99 benzerlik göstermektedir (30).  
 
Günümüzde ülkelerin sahip olduğu biyoçeşitlilik oldukça önemli bir zenginlik olarak 
kabul görmektedir.  Ülkemizin sahip olduğu zengin biyoçeşitlilik unsurlarının 
envanterleri oluşturulmaya hızla devam edilmektedir. Bu çalışma ile Çan asidik 
maden drenajının bakteriyel çeşitliliği 16S klonlama tekniği ile temsili bir klon 
kütüphanesi oluşturularak belirlenmeye çalışılmıştır. Bundan sonraki çalışmalarda 
tüm klonların taranmasını takiben daha detaylı bir klon kütüphanesi oluşturulması ve 
aynı alanda gerçekleştirilecek diğer komünite analiz yöntemleri ile karşılaştırılması 
planlanmaktadır. 
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