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CESITLILIGININ 16S KLONLAMA YONTEMi iLE
BELIRLENMESi: TEMSILi KLON KUTUPHANESI
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Ozet

Biyoteknolojik potansiyele sahip yeni mikroorganizmalara kaynak olabileceginden
dolay! asidik ortamlarda bulunan mikroorganizmalari belirlemek ekolojik ve pratik
acidan 6nemlidir. Bu ¢alismanin hedefi; Ganakkale-Can asidik maden drenajinda
yasayan asidofilik bakterilerin c¢esitliliginin 16S klonlama ydntemi kullanilarak
Klonlarin rasgele segilip temsili klon kitlphanesi olusturulmasi ile belirlenmesidir.
Ulkemizde asidik c¢evrelerdeki mikrobiyal cesitlilik hakkinda c¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Bu g¢alismanin sonucunda, Can AMD’de Acidiphilium sp. tirGnlin
dominant oldugu kanitlanmigtir.  Ayrica diger bakteriyel klonlarin  da
Acidobacteriaceae familyasina ait bir Gye (klon #50) , bir Actinobacterium tara (klon
#98), daha 6nce kuiltire alinmamig bir Firmicutes Uyesi (klon #1) ve bagka bir
Acidiphilium Uyesi (klon #68) ile Leptospirillum tarinden (klon #44) olustugu
g6rilmektedir.

Anahtar kelimeler: Asidik maden drenaji, 16S klonlama, temsili klon kitliphanesi

GiRIiS

Halen calisan ya da terk edilmis metalce zengin asidik sularin desarjindan
kaynaklanan su Kkirliligi, tim Dinya’da kémir ve metal madenciliginin yapildigi
alanlarda karsilagilan genel bir olgudur. Asidik maden drenajlari (AMD) birgok
yasam formuna oldukca toksik etki gésterirken asidofil mikroorganizmalar bu sularda
yasamlarini rahatca sUrdUrebilmektedir. Bu tirlerin ortamdaki miktari ve c¢esitliligi,
ortamin agir metal konsantrasyonu, pH’si, organik bilesik igerigi, oksijen varligi gibi
cevresel parametreler tarafindan belilenmektedir. Asit maden drenajlar abiyotik
kimyasal reaksiyonlarin sonucunda Uretilebilmektedir. Ancak demir okside eden
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kemolitotrof bakteri ve arkelerin varligi AMD olusumunu 6nemli 6él¢ide
hizlandirmaktadir.  AMD olugsumunun en énemli asamasi, yiksek oranda sulfid
iceren kdmir veya metal cevherinin ya da mineral yigin ve atiklarin fragmentasyonu
sonucunda pirit (FeS; gibi stlfidik minerallerin suya ve oksijene maruz kalmasidir (1).
Son yillarda ekstremofillerle yapilan ¢alismalar daha ¢ok bu mikroorganizmalarin
kendileri ya da metabolitlerinin potansiyel biyoteknolojik uygulamalarn (zerine
yogunlasmistir. Yeni mikrobiyal tUrlerin izolasyonu, yeni metabolitlerin ve yol izlerinin
belirlenmesi, hiicresel bilesenlerin molekiler ve biyokimyasal karakterizasyonu ile
farkh alanlarda kullanim imkani saglanmaktadir (2). Asiri asidik prokaryotlar hem
biyolojik &zellikleri hem de uygulama agisindan oldukca ilgi gdrmektedir.
Uygulamadan kasit, minerallerin biyolojik isleme tabi tutulmasini kapsayan biyolojik
madenciliktir (3). Ozetle asidofilik bakterileri tanimlamak endustriyel ve cevresel
acidan kritik 6neme sahiptir.  Asidofil mikroorganizmalarin ¢esitli biyoteknolojik
uygulamalar arasinda, biyolicing ve biyodesiilflrizasyon en yaygin olan uygulama
alanlan olarak siralanabilir (4, 5).

Calisilan AMD’lerdeki komUnite analizleri kiltire bagh tekniklerin yani sira kiltlirden
bagimsiz, molekller boyutta da degerlendirilmistir. Bu amagla kullanilan yéntemler
16S rRBNA’ya dayanan 16S klonlama, flouresan insitu hibridizasyon, terminal
restriksiyon uzunluk polimorfizm, denatire edici jel elektroforezi, degisken alanl jel
elektroforezi, rep-PZR, real time PZR, mikroarray olmustur (6-12).

Temelde, bir filogenetik belirtegte aranan tim Ozellikler, kiguk alt tnite rRNA’da
mevcuttur. Ribozomal RNA’larin evrimsel belirte¢ (marker) olarak kullaniimalarinin
nedenleri; yeterli blyUklikte olmasi, islevsel olarak sabit, evrensel olarak yaygin olan
molekuller olmasi ve tim hiicrelerde nikleotid dizisinin korundugu ¢ok sayida bdlge
icermeleridir (13). Dizilemedeki hizh ilerleme ve in vitro nikleik asit amplifikasyon
teknolojisi, pahall karmasik ve yorucu teknikler yerine, hizli ve rutin uygulamasi kolay
tekniklerin kullaniimasina yol acmistir. Sonugcta, kiiclik alt tGnite rRNA’y1 kodlayan
genin analizi prokaryotik identifikasyon ve sistematikte en ¢ok kullanilan siniflandirma
teknigidir (14).

Molekuler mikrobiyal ekoloji ¢alismalarini bir adim daha éne gétiren diger teknik ise
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) olmustur. Grup spesifik primerlerin bulunmasiyla
ybntem giderek daha basarili hale gelmistir. 16S rRNA’'nin cevresel Ornekten
dogrudan cogaltiimasi ile eldesinden sonra bunlarin gen katiphanesi olusturulup
otomatik dizi analizleme ile yeni tip mikroorganizmalar bulunabilmistir (15).

Gesitlilik caismalarinda kalttir temelli yéntemlerin getirdigi sinirlamalarin Gstesinden
gelebilmek igin genellikle PZR'a dayanan molekiler teknikler kullaniimaktadir. Bu
teknikler ekolojik ve c¢evresel arastirmalarda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Cevreden ekstrakte edilen toplam DNA, PCR icin kalip olarak kullanilabilir. 16S
rDNA’y1 hedefleyen PZR, prokaryotik cesitlilik ve identifikasyon galismalarinda yaygin
bir sekilde kullaniimaktadir (16). Hedef DNA (16S) evrensel ya da spesifik primerler
ile gogaltilir ve Grnler farkl yollarla ayrilabilir (17). 16S klon kitlphanesi olusturma
mikrobiyal cesitliligi belirlemede biraz zaman almasina ragmen 6énemli ve olduk¢a
gecerli bir ydntemdir. Asamalari; mikroorganizma izolasyonu olmaksizin dogrudan
nukleik asit ekstraksiyonu, 16S rRNA'’yi kodlayan genlerin bakteri ve arkeler igin
evrensel primerler kullanarak PZR ile amplifikasyonu, PZR Urlnlerinin kompetan E
.colfye transformasyonu, vektérin bulundugu transforme olmus klonlarin segimi
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(sekilde beyaz koloniler), plazmid DNA’nin ekstraksiyonu, klonlanmig genin dizilimi,
klon katliphanesi olusturma seklinde siralanabilir. Dogrulugunun yiksek olmasi ve
hentiz kuiltire ve identifiye edilmemis organizmalarin identifikasyonuna olanak
tanidigi icin oldukga avantajlidir (18).

Bu calismanin amaci, Canakkale Can’da bulunan asidik maden drenaj goélindn
bakteriyel ¢esitliliginin 16S klonlama ydntemi ile incelenmesidir.

MATERYAL VE YONTEM
Orneklem Yeri

Keciagih kdyl civarinda bulunan kémuir maden drenaj gélinden 2011 Nisan ayinda
ornekler alinmistir. Yapilan érneklemeler +4 °C’de muhafaza edilerek en kisa sirede
laboratuvara getirilerek analizlerine baglanmistir.

DNA ekstraksiyonu ve PZR reaksiyonu

DNA ekstraksiyonu igin su érnekleri membran filtrasyona tabi tutulmus ve 0,22 pm
por capina sahip GTTP tipi filtreler doygunluga ulasana dek su o6rnegi filtreden
gecirilmistir. Ekstraksiyon icin de bu filtre érnekleri kullaniimigtir. Bu filtreler kigik
parcalar halinde kesilmis ve MOBIO Toprak izolasyon kitinin tiiplerine konulmustur.
DNA izolasyonu “UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit” ile dretici firmanin
Onerileri dogrultusunda yapilmistir.  Bu kitin prensibi, érnedin homojenizasyonu,
mekanik ve fiziksel yéntemlerle hucrelerin lizisi, tim DNA’larin silika membran
tarafindan  tutunmasi ve DNA’larin ylkanarak membrandan ellisyonuna
dayanmaktadir (19).

Gevresel 6rnekten ekstrakte edilen toplam DNA uygun primerler kullanilarak PZR
reaksiyonu ile cogaltilmistir. Bunun icin 27F ileri ve 1387R geri primer kullaniimistir.
Bacteria Gyelerinin 16S rRNA genlerinin amplifikasyonlari igin uygulanan reaksiyon
bilesenleri; 5X renksiz tampon 4 L, dNTPs (2 mM) 2 pL, MgCl, 2 pL, ileri primer 0,4
uL, geri primer 0,4 uL, DMSO 0,4 uL, GoTaq Hot Start enzim 0,2 pL, ultra saf su 9,6
uL, kalip DNA 1 pL seklindedir. PZR kosullari ise, 95 °C’de 5 dakika (ilk
denatlrasyon), 30 donglden olusan 95 °C’'de 30 saniye, 55 °C’de 1 dakika, 72 °C’de
1 dakika 30 saniye sirkiilasyonu ve son olarak 72 °C’de 10 dakikadir (20).

Elde edilen PZR drinleri 9%0.7’lik agaroz jellerde (0.5X TBE cbézeltisinde)
gézlenmiglerdir (21). Elde edilen PCR drlnleri SureClean c¢bézeltisi kullanilarak
saflastiriimis ve konsantre edilmistir.

16S Klonlama Deneyleri

Saflastinimis  PZR {rlnlerinin  pGEMT vektorine (Promega)’e ligasyonu kitte
belirtilen talimatlara goére yapilmistir. pGEMT easy vektdrin haritasi Sekil 1'de
verilmistir. Buna gore 10 pL toplam hacme; 1 pL rapid ligasyon tamponu (2X), 1 pL
pGEM T vektdr (5ng/uL), ve 1 puL T4 DNA ligaz (0.3U/ uL) eklenmistir. Kontrol
reaksiyonu kontrol DNA (0.8ng/uL) icermistir. Eklenecek DNA miktari asagida
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belirtilen formile gére hesaplanmistir (22). Bu formulden yola g¢ikarak DNA:insert
oraninin 3:1 olmasi saglanmigtir.

Vektdr miktar: (ng)x DN A fragmentinin bilyikliigl

—— x DNA @ Vektdr = DNA miktert | —
Vextorun duyasiugu I:K.'J:I

ul

Ependorflara koyulan ligasyon reaksiyonlari +4 °C’de bir gece inklUbasyona
birakilmistir. Ligasyon etkinliginin degerlendirilmesi icin kitte saglanan kontrol DNA
fragmenti (4ng/uL) 1 L pGEMT kullanilarak ayni sartlarda ligasyona birakilmistir.

Ayni zamanda negatif kontrol olarak DNA icermeyen bir ligasyon reaksiyonu da
ortamda denenmigtir (22).
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Sekil 1. pGEMT easy vektér haritasi.

inkiibasyonu takiben kompetent hlcrelere (E.coli DH5a susu) transformasyon
gerceklestiriimistir. Transformasyon pGEMT vektdr sistem I1'de belirtilen prosedir
modifiye edilerek yapiimistir. Her ligasyon reaksiyonu icin 2 adet ampisilinli Luria
Agar (LA) petri hazirlanmigtir. LA Dbesiyeri sterile edildikten sonra son
konsantrasyonu 100 pg/mL olacak sekilde ampisilin antibiyotigi eklenmis ve petri
kaplarina dokilerek polimerlegsmesi beklenmistir. Ampisilinli agar petrilere bek alevi
yaninda XGal (%4 ve 0,1M) stok solusyonundan 20 pL konularak steril bir drigalski
spatiilll yardimiyla yayilmistir. Transformasyon tiipiine 50100ng plazmit DNA olacak
sekilde 5 pL ligasyon reaksiyonundan, kompetan hticrelerden de 200 pL eklenmis ve
30 dakika buzda inkibasyona birakilmistir. Hicreler 42 °C’'ye ayarlanmis su
banyosunda 4550 saniye 1sI sokuna tabi tutulduktan sonra tekrar 2 dakika buzda
bekletilmistir. Bu slrenin bitiminde, Luria Broth (LB) besiyerinden 400 uL eklenmistir.
37 °C’de calkalamali inkUbatérde 1 saat inkubasyona birakilmigtir. Bu slrenin
sonunda transformasyon kultlrl petrilere yayilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. 100 kadar beyaz koloni yeni bir LB agar besiyerine ekilmis,
inklbasyondan sonra 4 °C’de beklenip mavi renge doénidsip ddéndsmedigi takip
edilmistir (22). Sonra bu beyaz kolonilerden rasgele 10 tanesi segilip 27F ve 1387R
primer setleri ile koloni PZR reaksiyonu kurulmustur. Klonlardaki 16S rRNA geni icin
elde edilen PZR drUnlerinin restriksiyon analizleri igin Mspl ve Haelll enzimleri
kullaniimigtir. Kesim reaksiyon bilesenleri; 7 uL PZR GrinG; 0,5 pyL Haelll; 0,5 pL
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Mspl; 1 uL Tampon C; 1 pL BSA olmustur. Kesim reaksiyonu 37 °C’de 2 saat
sUresince sUrdirilmustir. TBE tamponu ile hazirlanan ylksek dansiteli %2’lik
agaroz jele kesim drUnleri yoklenmis, belirte¢ olarak 1 kb ve 100 bp marker’lan
kullaniimig, 60 mV’de 3 saat yurGtiimuUsttr. Elde edilen farkli paternlere sahip klonlar
ampisilin iceren LB sivi ortamina transfer edilmis ve 37 °C’de inklbasyona
birakilmistir. inkilbasyon sonrasi bu sivi kiiltiirlerden Strataprep plazmid izolasyon
kitinin ybnergeleri dogrultusunda plazmid ekstraksiyonu yapilmigtir (23). Bu
plazmidler dizi analizine génderilmistir, dizi analizinde kullanilan primer setleri T7F ve
SP6R olmustur.

SONUC ve TARTISMA

Klonlarin Taranmasi

Reastriksiyon kesimi igin Mspl ve Haelll enzimleri kullaniimig ve %2 lik agaroz jele
yUklenerek yUrataimus olan jel gérantist Sekil 2'de verilmistir.

Sekil 2. Gan’daki bakteriyel klonlarin enzimatik kesim profilleri.

Restriksiyon enzimleri kesim sonrasinda elde edilen her klonun verdigi kesim profili
benzerliklerine gére gruplandinimistir. Bu gruplandirmalardan sonra hangi klonlardan
plazmid ekstraksiyonu ve bunu takiben dizi analizi yapilacagina karar verilmigtir.
Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizm (RFLP) sonuglarina gére Can’in bakteriyel
cesitliligi icin hazirlanan gen kutiphanesinde 6 paterne sahip klon oldugu
belirlenmisgtir.

Rekombinant plazmidlerin klonlardan ekstraksiyonu ve saflastiriimasi

RFLP sonuglarina gore gruplara ayrilmis olan klonlarin her biri igin bir temsilci
secilmis ve bunlardan plazmid izolasyonu ve bunu takiben dizi analizi yapiimasina
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karar verilmistir. Plazmid izolasyonunun gergeklesip gerceklesmediginin kontroll
amaciyla ekstraktlardan %1’lik agaroz jellere ytkleme yapilmis ve uygun buyukllkte
vektorin olup olmadigi marker yardimiyla belirlenmistir.

11.3. 16S rRNA genlerinin dizi analizleri

Uygun biyuUklikte vektdre sahip olan klonlardan dizi analizleri gerceklestiriimistir. Bu
dizi analiz sonuglari BLAST programi ile degerlendirilerek her bir klonun gen
bankasinda benzerlik goésterdigi tirler belirlenmigtir.  Cizelge 1’de yapilan dizi
analizleri sonuglarina gére bu klonlarin benzerlik gésterdigi ttrler gdsteriimektedir.

Cizelge 1. Gan AMD’sinin bakteriyel klonlarinin benzerlik gésterdigi tirler

Klon | Primer | Accession Gen bankasindaki en yakin karsiligi | Benzerlik
adi seti no
1 T7SP6 | AM706669.1 | Uncultured Firmicutes bacterium %97
partial 16S rRNA gene, clone
firmicutes
3 | T7SP6 | AY766000.2 | Acidiphilium sp. CCP3 16S ribosomal | %99
_ RNA gene, partial sequence
44 | T7SP6 | HM769765.1 | Leptospirillum sp. McOKL16 16S %99
ribosomal RNA gene, partial
sequence
50 | T7SP6 | FN870338.1 | Acidobacteriaceae bacterium %100
YE3D120 partial 16S rRNA gene,
isolate YE3D120
68 | T7SP6 | JX989228.1 | Uncultured Acidiphilium sp. clone %100
LVEg10 16S ribosomal RNA gene
(%100)
98 | T7SP6 | GU168006.1 | Actinobacterium BGR 96 16S %99
ribosomal RNA gene, partial
sequence

Gan AMD’sinin bakteriyel klon kuatiphanesi kurulmasi c¢alismasinda 100 klon
arasindan rastgele secilen 10 klonun 2 restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucunda 6
farkli profil gdézlenmistir. Bu profil sonucunda temsili klonlar secilerek dizileme islemi
gergeklestiriimistir (Cizege 1). Gan AMD’de Acidiphilium sp. tlrinin dominat
gbrulmesi bu gélin daha ¢ok heterotrof oldugunu distindirmektedir.

Olusturulan temsili klon kiUtiphanesinden elde edilen bulgulara gére Klon #2, #3,
#21, #36 ve #43'nin ayni restriksiyon profiline sahip oldugu gortlmus, sézkonusu
profilin ait oldugu ttrin calisilan AMD’nin dominant Uyesi oldugu belirlenmigtir.
Bunlarin arasindan digerlerini de temsil ettigi disinulen Klon #3 dizilenmigtir. Klon
#3'e ait sekanslar, Kuzey Gallerde metalce zengin asidik sudan izole edilen
Acidiphilium sp. ile %99 benzerlik gdstermektedir (24). Acidiphilium spp. en yaygin
obligat heterotrof asidofildir. Bu bakteri, organik maddeleri ayristirmada yeteneklidir
(25). Klon #1’e ait gen dizilimleri ¢cevresel érnekten izole edilen daha 6nce kiltire
edilmemis bir Firmikit Gyesine %99 benzerlik géstermektedir (26). Klon #44’e ait
sekanslar demir biyooksidasyon yatak reaktorden saglanan Leptospirillum sp.
McOKL16 ile %99 benzerlik géstermektedir (27). Leptospirillum sp. bilinenin aksine
cogu maden drenajinda veya ticari biyolojik zenginlestirme islemlerinde dominant
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demir okside eden asidofildir (28). Klon #50'ye ait gen diziliminin asidik bir
sedimentten izole Acidobacteriaceae bacterium YE3D120 ile %100 benzerlige sahip
oldugu bulunmustur (29). Filogenetik olarak farkli olan Acidobacteriacea familyasina
ait heterotroflar 6nemli oldugu digtnulen ve gevresel klonlara gére yaygin bir yayilis
gOsteren bakterilerden biridir  (3). Klon #68’e ait gen diziliminin Urbieta ve
arkadaslarinin yaptiklari ancak henlz yayimlamadiklari bir g¢alisma kapsaminda
Arjantin’”de Copahue jeotermal alanindan izole edilen kiltire edilememis Acidiphilium
sp. clone LVEQ10 ile %100 benzerlige sahip oldugu goérilmuastir. Klon #98’in sahip
oldugu gen dizilimi sulfidik maden atiklarindan izole edilen Actinobacterium BGR 96
ile %99 benzerlik géstermektedir (30).

GlnOmuzde Ulkelerin sahip oldugu biyogesitlilik oldukga Gnemli bir zenginlik olarak
kabul gbérmektedir.  Ulkemizin sahip oldugu zengin biyogesitlilik unsurlarinin
envanterleri olusturulmaya hizla devam edilmektedir. Bu calisma ile Can asidik
maden drenajinin bakteriyel cesitliligi 16S klonlama teknigi ile temsili bir klon
kitiphanesi olusturularak belirlenmeye calisiimistir. Bundan sonraki calismalarda
tim klonlarin taranmasini takiben daha detayh bir klon kittphanesi olusturulmasi ve
ayni alanda gerceklestirilecek diger komunite analiz yéntemleri ile karsilastiriimasi
planlanmaktadir.
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