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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
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BALIKESIR ve KUTAHYA BOLGESINDEKI BAZI TERMAL
KAYNAKLARIN PROKARYOTIK CESITLILiGININ INCELENMESI

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Do¢. Dr. Meral YILMAZ CANKILIC
2015, 122 sayfa

Bu ¢alismada Balikesir-Sindirgi, Giire, Havran ve Kiitahya-Eynal termal
kaynaklarinin prokaryotik cesitliligi kiiltiir bagimli ve kiiltiir bagimsiz yontemler
ile arastinlmistir. Inkiibasyon sonucunda izole edilen 66 izolat igin 16S rRNA
bolgesi spesifik primerler ile ¢ogaltimis ve amplifikasyon iriinleri Mbol
restriksiyon enzimi ile kesilerek ARDRA islemi uygulanmistir ve dizi analizi
sonucunda Geobacillus, Bacillus, Aeribacillus, Anoxybacillus, Brevibacillus, Chel
atococcus ve Aneurinibacillus cinsine ait izolatlar elde edilmistir. Ayrica farkli
ARDRA profiline sahip izolatlardan bazilarina FAME analizi uygulanmistir.

Kiiltir bagimsiz yontemler kapsaminda 16S klon kiitiiphanesi
olusturulmus ve FISH ¢alismasi yapilmistir. Klonlama ¢alismasi sonucunda 20
farkli ARDRA profile elde edilmistir ve dizi analizinden sonra Bacillus,
Geobacillus, Anoxybacillus, Meiothermus, Rosemonas, Aneurinibacillus ve
Brevibacillus cinslerine ait klonlar elde edilmistir. FISH ¢alismas1 sonucunda

Bakteria domaini tiyelerinden sinyaller alinirken Arkea sinyali alinamamustir.

Anahtar Kelimeler: Balikesir, Kiitahya, termofilik, ARDRA, FAME, klonlama,
FISH



ABSTRACT

Master of Science Thesis
INVESTIGATION of PROKARYOTIC DIVERSITY of SOME THERMAL
SPRINGS in BALIKESIR and KUTAHYA DISTRICT
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Anadolu University
Graduate School of Sciences
Biology Program

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Meral YILMAZ CANKILIC
2015, 122 pages

In this study, prokaryotic diversity of Balikesir-Sindirgi, Gure, Havran
and Kiitahya-Eynal thermal sources were investigated by culture-dependent and
culture independent methods. After the incubation 66 strains were isolated and
16S rRNA amplified with specific primers and then ARDRA analysis of
amplification products were performed by cutting with the restriction enzyme
Mbo I. Result of sequencing, isolates which belong to the genus of the
Geobacillus, Bacillus, Aeribacillus, Anoxybacillus, Brevibacillus, Chelatococcus
and Aneurinibacillus were obtained. In addition, the FAME analysis was applied
to the some isolates having different ARDRA profiles.

16S clone library was created within the scope of culture-independent
methods and FISH studies were conducted. As a result of cloning research, we
have obtained 20 different ARDRA profile and after sequencing clones belonging
to the genus Bacillus, Geobacillus, Anoxybacillus, Meiothermus, Rosemonas,
Aneurinibacillus and Brevibacillus were obtained. As a result of FISH study,
members of the domain Bacteria signals have been received, but members of the

domain Archaea signals have not received.

Keywords: Balikesir, Kiitahya, thermophilic, ARDRA, FAME, cloning, FISH
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1.GIRIS

Yiiksek radyasyon, asir1 tuzluluk, yiiksek veya diisiik pH ve sicaklik
degerleri gibi ekstrem ortamlarda yasayabilen mikroorganizmalar ekstremofilik
mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir. Sicaklik bir¢ok makromolekiiliin
denatiirasyonuna neden olan en 6nemli faktordiir ve sicaklik isteklerine gore
mikroorganizmalar psikrofiller, mezofiller, termofiller ve hipertermofiller olmak
lizere 4 ana gruba ayrilmaktadir. 50 °C iizerinde sicakliklarda yasayan termofil
mikroorganizmalar sahip olduklar1 yiiksek GC orani, ters giraz, DNA tamir
mekanizmalari, 1s1 sok proteinleri, disiilfit kdpriileri, aminoasit kompozisyonu,
artmis hidrojen baglar1 gibi mekanizmalarla yiiksek sicaklikta protein ve DNA
denatiirasyonunu engelledikleri diistiniilmektedir (Hyeung ve ark. 2002; Haki ve
Rakshit, 2003).

Yer kabugunun magma tabakasmna yakin bulunan yer alti sularinin
isinmastyla olusan ve fay hatlar1 {izerinde dagilim gosteren sular sicak su
kaynaklar1 olarak adlandirilir. Tiirkiye sicak su kaynaklar1 bakimindan zengindir.
Tirkiyede resmi kayitlara alinmis 277 adet jeotermal saha bulunmaktadir (Akkaya
ve Kivang, 2009; Korkmaz Basel ve ark. 2008) ve bu kaynaklar termal 1sinma,
elektrik enerjisi ve tuz eldesi gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Giiniimiizde
termofilik bakteriler yliksek sicakliklara direng gosterebilen enzim 6zelliklerinden
dolay1 biiylik 6nem tagimaktadirlar. Bu nedenle de termal kaynaklarin mikrobiyal
ozelliklerinin ortaya konmas1 endiistriyel ve ekonomik agidan biiyiikk 6nem
tagimaktadir. Sert kosullarda aktif enzimlerin endiistride uygulanmasi son yillarda
artmistir. Bu durum ekstrem mikroorganizmalarda yeni enzimlerin kesfi icin
calismalar1 hizlandirmistir. Yeni ekstremofilik mikroorganizmalar ve enzimlerin
kesfi biyokataliz alaninda biiyiik etkiye sahiptir. Termofil ve hipertermofil
mikroorganizmalardan izole edilen amilaz, ksilenaz, proteaz ve DNA polimeraz
gibi enzimler endiistriyel alanlarda ve genetik miihendisligi ¢alismalarinda son
derece 6nemlidir (Demirjian ve ark. 2001).

Bu calismada Balikesir-Sindirgi, Giire, Havran ve Kiitahya-Eynal termal
kaynaklarinin prokaryotik c¢esitliligi arastirilmistir. Kiiltiir bagimli caligmalar

kapsaminda termal su drneklerinden saf kiiltiir izolasyonu yapilmustir. izolatlarmn



genomik DNA s1 ekstrakte edilerek 16S rRNA bolgesi spesifik primerler ile
cogaltilmigtir. 16S rRNA PZR iiriine ARDRA islemi uygulanmis ve farkli profiler
i¢in dizi analizi gergeklestirilmistir. Farkli ARDRA profiline sahip izolatlarin yag
asidi metil esterleri analizi yapilmistir. Calismamizda ayrica kiiltiir bagimsiz
yontemlerden 16S klon kiitiiphanesi ve FISH yontemleri de kullanilmistir. Bu
caligmada kiiltiir bagimhi ve kiiltiir bagimsiz yontemler birlikte kullanilarak
Balikesir-Sindirgi, Giire, Havran ve Kiitahya-Eynal termal kaynaklarinin

prokaryotik cesitliliginin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmstir.



1.1. Termofiller

Mikrobiyal canlilarin diisiik sicaklik degerlerinin yani sira yiiksek
sicaklik degerlerinde de canliligini siirdiirdiigii bilinmektedir. Sicaklik buz kristal
olusumundan dolayr yapisal deformasyon, biyomolekiillerin ve hiicre
komponentlerinin denatiirasyonu gibi bir seri tehdit olusturmaktadir. Bu kosullarla
bas edebilen mikroorganizmalar termofil olarak adlandirilir. Termofil yunanca
sicak anlamina gelen ‘thermotita’ ve seven anlamina gelen ‘philia’ olmak {izere
iki kelimeden tiirevlenmigtir. 1978 yilinda Brock tarafindan yiiksek sicaklik
degerlerinde yasayabilen taksonomik grup olarak tanimlanmistir. Termofiller i¢in
sicaklik araligi 50-121 °C arasinda degismektedir. Termofiller ilimli termofiller,
ekstrem termofiller ve hipertermofiller olarak ii¢ ana gruba ayrilmaktadir
(Satyanarayana ve ark. 2013). Sekil 1.1 de termofillerin ve hipertermofillerin 16S
rRNA’ya dayali filogenetik agaci gosterilmektedir.

Eukarya arthropoda nematoda
alveolates animals
stramenopiles chordata (homo)
invertebrata
rh ph, ooy
odophytes fungi
mycelozoa
chlorophytes
euglenozoa
amoebas

diplomonads
amoebo-flagellates

Bacteria high G+C trichomonads
gram positive clostridia
spirochaetes

microsporidia
desulfotomaculum
o green non-sulphur
. bacteria
deino-
cocci

cyanobacteri

green sulphur
bacteria

s Crenarchaeota

dictyoglomus igni- metallosphaera
chlamydia coccus) yermofil ”
y thermotoga pyro thermofilum Archaea
didtiur thermoproteus
flexistipes pyrococcus
pyro= thermococcus
lobus methanobacterium
o actler s g
Proteobacteria methanothermus
methanopyrus
thermo- archaeoglobus/ferroglobus
B anaerobium
aquifex thermo- §N. eq, .
fibrobacter @ e halobacteriales
thermocrinis Vibrio | INETeS
y a desulfuro- archaeota methanoplanus
bacterium methano- methanomicrobium
coccales | methanosarcina

thermoplasma Euryarchaeota

low GC gram positives
(Bacillus, Mycoplasma,
Lactobacillus)

Sekil 1.1. 16S rRNA ‘ya dayali hayat agacinda termofiller ve hipertermofiller (Stetter, 2006).



Termofilik bakteriler ¢ok yiiksek sicakliklara adapte olamamuiglardir.
Termofilik bakteri tiyelerinin ¢ogu 75 °C altinda yasarlar sadece Thermotoga cinsi
80 °C ‘de yasayabilir. Demir amonyak okside eden termofilik bakteriler ise 60 °C

‘nin altinda yasarlar.

1.1.1. Termofilik Gram (+) bakteriler

Bacillus stearothermophilus

Basil morfolojisininde, gram (+), spor olusturan, hareketli, aerobik,
katalaz ve oksidaz pozitif bir bakteridir. Toprak, sicak sular, okyanus sedimentleri
ve bozulmus yiyecek iriinlerinde yaygin olarak bulunur. 30-75 °C araliginda

gelisebilmektedir. Optimum gelisme sicakligi 55 °C dir (Zeigler, 2001).

Bacillus thermoleovorans
60 °C de yasayan n-alkan ve diger hidrokarbonlari kullanabilme
yeteneginde olan termofilik bir bakteridir. 1987 yilinda balgik ¢camurundan izole

edilmistir (Zarilla ve Perry, 1987).

Bacillus thermoglucosidasius

Termofilik gram pozitif, fakiiltatif aerobik bakteridir. Ik olarak 1983
yilinda Japonya’da izole edilmistir. Strainleri 37-68 °C sicakliklarinda gelisebilme
yetenegindedir. Anaerobik kosullarda ait fermentasyonu ile laktat, siiksinat,
format, etanol, asetat ve karbondioksit olusturabilmektedirler (Suzuki ve ark.

1983).

B. pallidus

Scholz ve ark. (1987) maya fabrikasimin atiklarinin karistigt lagim
suyundan gram (+), basil morfolojisinde, flagellaya sahip, spor olusturan, 50-60
°C de gelisebilen termofilik aerobik 9 izolat elde etmisler. DNA homolojileri ve
isoprenoid kompozisyonu degerlendirildiginde bu izolatlarin hepsinin ayni
Bacillus cinsine ait yeni tiir olarak adlandirmislardir. Izolatlarin G+C oran1 42.3

mol olarak bildirilmistir.



B. thermocloaceae

B. pallidus ile %49 DNA homolojisine sahiptir ancak glukoz, friiktoz,
siikroz, maltoz, %7 tuz konsantrasyonuna reaksiyonu acisindan farklilik
gostermektedir. 11k kez 1989 yilinda lagim suyundan izole edilmistir (Demharter
ve Hensel, 1989).

B. kaustophilus

1928 yilinda pastorize siitten izole edilmistir. Spor olusturan, kazein,
nisasta ve jelatini hidrolize edebilen gram (+) bakteridir. 37 °C de 2-3 hafta gibi
uzun bir stirede gelisebilmektedir. Optimum gelisme sicakligi 65 °C dir. Nitrat ve

nitrojeni indirgeyebilmektedir (Priest ve ark. 1989).

B. thermocatenulatus
Yesil koloni olusturan, nitrati indirgeyebilen, fakiiltatif anaerobik

bakteridir. G+C oran1 %69 dur (Golovachevra ve ark. 1965).

1.1.2.Termofilik Gram (-) bakteriler

Thermus cinsi

Gram (-), ¢ubuk sekilli, flamentli, hareketsiz, endospor olusturmayan, 50-
70 °C de optimum gelisim gosteren bakterilerdir. Bazi strainleri pigment
uretmektedir. Aerobik ve zorunlu heterotrofturlar. Diisiik organik substrat
konsantrasyonunda gelisirler. Bircok strain asetat, piruvat, prolin, gliserol ve
glutamati hidrolize edebilirken kirmizi pigment lireten strainler asetat ve piruvat
varliginda  gelisemezler. Monosakkaritler tek karbon kaynagi olarak
kullanilmaktadir ancak pentozlar hi¢bir sekilde kullanilamaz. Birgok izolat kazein,

elastin ve fibrin gibi proteinleri hidrolize edebilir (Kristjansson, 1992).

Thermus aquaticus

Cubuk seklinde 0.5-0.8 um capli, kisa flamentli, parlak sar1 koloniler
olusturan bakteridir (Da Costa ve ark. 2006). Ilk olarak 1969 yilinda Yellowstone
Ulusal Parkindan izole edilmistir. Optimum gelisme sicakligi 50-80 °C dir. Sahip



oldugu enzimler molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda 6nemli yer tutmaktadir (Brock
ve Freeze, 1969).

Thermus ruber

Kirmiz1 pigmenti ve diisiik optimum gelisme sicakligiyla digerlerinden
kolaylikla ayrilir. Optimum gelisme sicakligir 60 °C dir. Fruktoz, maltoz, mannoz

ve siikrozu karbon kaynagi olarak kullanirlar (Sharp ve Williams, 1988).

Thermus filiformis
Stabil flamentli ve ekstra dis hiire duvari tabakasina sahip olmasiyla

diger sar1 pigmentli strainlerden ayrilmaktadir (Kristjansson, 1992).

Thermus thermophilus

Sar1 pigmentli, kisa flamentli, ¢ubuk seklinde bakterilerdir. Optimum
gelisme sicakligi 65 °C dir. Ilk olarak 1974 yilinda Japonyada izole edilmistir.
Genetik manipiilasyon g¢aligmalarinda model organizma olarak kullanilmaktadir.
Organik materyallerin degredasyonunda onemli rol oynamaktadir (Oshima ve

Imahori, 1974; Beffa ve ark. 1996).

Meiothermus cinsi

Daha onceleri Thermus cinsinin altinda yer almis ancak diisiik optimum
gelisme  sicakligina  sahip olmasit nedeniyle 1996 yilinda yeniden
siiflandirilmistir. Hiicreler 0.5-0.8 um ¢apinda genellikle kisa flamentli, gram(-)
basillerdir. Koloni rengi sahip oldugu pigmente gore kirmizidan sariya

degismektedir (Nobre ve ark. 1996; Raulio ve ark. 2008).

Meiothermus ruber

Gram(-), hareketsiz, kirmiz1 pigmentli bir mezotermofildir. 1975 yilinda
Kamckhatka’dan izole edilmistir. Optimum gelisme sicakligi 60 °C dir. (Da costa
ve ark. 2006; Tindall ve ark. 2010).



Meiothermus silvanus

Aerobik, hareketsiz, gram (-) bir bakteridir. 0.5-1.2 pm ¢apinda turuncu-
kirmizi pigmentli koloniler olusturur. Optimum gelisme pH s1 8-8.5 dir. Optimum
gelisme sicakligi 55-60 °C dir. Renkli biofilm iiretebilme yeteneginden dolay1

ekonomik 6neme sahiptir. (Sikorski ve ark. 2010).

Meiothermus cerberus

Iceland Geysir jeotermal alanindan Chun ve ark tarafindan 1997 yilinda
izole edilmistir. Kirmizi- turuncu pigmentlere sahiptir. Optimum gelisme sicaklig
55 °C dir. Diger Meiothermus cinlerine gore daha fazla 3-OH yag asidi seviyesine
sahiptir. Gelisimi i¢in sitein, tiyosiilfat veya tiyoglikolat’a ihtiya¢ duymaktadir
(Chung ve ark. 1997).

Meiothermus timidus
Azores ve Central Portagual’dan izole edilmistir. Sar1 pigmente sahip
koloniler olusturur. Optimum gelisme sicakligi 55 °C dir. Yag asidi

kompozisyonuyla diger Meiothermus cinslerinden ayrilir (Pires ve ark. 2005).

Meiothermus chliarophilus
Vizela sicak su kaynagindan izole edilmistir. Yesil pigmentli, katalaz

negatif bakterilerdir. Optimum gelisme sicakligi 50 °C dir (Tenreiro ve ark. 1995).

Meiothermus taiwanensis

Taiwan Wu-rai sicak su kaynagindan izole edilmistir. Optimum gelisme
sicakligr 55-60 °C dir. Aerobik, termofilik, spor olusturmayan, kirmizi pigmentli
bakterilerdir (Chen ve ark. 2002).

1.1.3. Hipertermofilik bakteriler

Thermotogales
Filogenetik agactaki yerine bakildiginda bakterilerin atas1 olarak essiz bir

yer tutmaktadir. Thermotoga maritima gram (-), basil seklinde ve anaerobik



bakteridir. Optimum gelisme sicakligi 80 °C dir. Hiicrenin etrafinda “toga” adi
verilen kapsiil benzeri bir kilif vardir. Hiicre duvarinda miirein bulundugu igin

lizozime hassastir. Thermotogales tiyeleri essiz eter lipidlerine sahiptir (Huang ve

Ito; 1998).

Aquificales

Cubuk seklinde 2-6 pm uzunlugunda bir bakteridir. Spor olusturmayan
gram (-) bir bakteridir. Yaklasik 100 kadar hiicrenin bir araya gelmesiyle olusan
agregatlar halinde bulunurlar. 85-95 °C de optimum gelisme gosterir. Oksijenli
ortamda yasar. Aquifex aeolicus genomunun %16 s1 Archaea genomuyla benzerlik
gostermektedir (Huber ve ark. 1998, Guiral ve ark. 2012).

1.2. Hipertermofilik Arkea

1.2.1. Crenarchaeota

Sulfolobales

Crenarchaeota’nin diger {tyeleri arasinda morfolojik, fizyolojik ve
molekiiler olarak en iyl tanimlanmis Uyesidir. Hiicreler 1-5 pm capli diizenli
diizensiz kok seklindedir. Biitiin {iyeleri ekstrem termofil ya da hipertermofildir.
Optimum gelisme sicakligi 65-90°C civarindadir. pH 2 civarinda optimum
bliylime gosterir. Aerobik, fakiiltatif aerobik veya anaerobik olarak
yasayabilmektedirler. Yiksek sicakliga sahip, yiiksek asitli, solfatarlardan izole
edilebilirler (Huber ve Prangisvilli. 2006). Acidianus, Metallosphaera,

Stygiolobus ve Sulfolobus cinsleri bu takimda yer almaktadir.

Thermoprotales

Crenarchaeota igerisinde yer alan ¢ubuk sekilli aerobik ya da anaerobik
ortamlarda yasayan hipertermofil ya da ekstrem termofil mikroorganizmalardir.
Thermoprotales iiyeleri volkanik habitatlarda 100°C ve {izeri sicakliklarda
yasamaktadirlar. Optimum biiyiime sicakligi 75-100°C dir. Sulardan, sicak

sulardan, solfatarlardan, diisiik tuz yogunluklu ortamlardan, asidikten nétral



pH’ya bircok ortamdan izole edilebilmektedirler. Thermoproteus, Pyrobaculum

ve Thermofilum 6nemli cinsleridir (Huber ve Prangisvilli, 2006).

Desulfurococcales

Crenarchaeotanin diger iyesidir. Kok veya disk seklindeki hiicrelerin
etrafi ultra flat area ile cevrilidir. Deniz altindaki volkanik habitatlarda
yasamaktadirlar. Uyelerinin hepsi hipertermofildir ve optimum biiyiime sicaklig
85-106°C dir. Aerob, anaerob ve fakiiltatif aerob olarak yasayabilmektedirler.
(Huber ve Prangisvilli, 2006).

Pyrolobus fumarii

1997 yilinda orta Atlantik black smoker hidrotermal bacasindan izole
edilmistir. Hiicreleri kok seklinde olan fakiiltatif aerobik bir arkeadir. 90-113 °C
araliginda gelisim gostermektedir. Otoklavda 1 saat canli kalabilmektedir. GC
orani %53 olarak bildirilmistir (Blochl ve ark. 1997).

1.2.2. Euryarchaeota

Thermococcales

Thermococcales {i¢ cins 1ile temsil edilir. Bunlar; Pyrococcus,
Thermococcus ve Paleococcus cinsleridir. Pyrococcus cinsinin optimum biiylime
sicakligi 95-100 °C iken Thermococcus’un optimum biiyiime sicakligi 80-90 °C
dir. Thermococcales {iyeleri flagellalar1 olmayan kok seklinde hiicrelere
sahiptirler. Zorunlu anaerobturlar. Elementel siilfiir bu mikroorganizmalarin
gelismesi i¢in  Onemli bir kaynaktir. Optimum pH lart 6-7 civandir.
Thermococcales tiyeleri solfatarlardan, deniz diplerindeki hidrotermal bacalardan
ve denizlerdeki petrol kuyularindan izole edilebilirler. Thermococcalesin
izolasyonu i¢in sadece uygun sicaklik degil ayn1 zamanda uygun atmosfer
basincinin da (20-30 MPa) saglanmasi gereklidir (Lepage ve ark. 2004, Huber ve
Prangisvilli. 2006).



Thermoplasmatales

Fakiiltatif anaerobik, termoasidofilik, otorofik veya heterotrofik
mikroorganizmalardir. Morfolojisi ve filogenetik pozisyonuyla arkea igerisinde
essizdir. Her biri tek cinsle temsil edilen 3 familyast vardir. Bunlar;
Thermoplasmaceae, Picrophilacaea ve Ferroplasmaceae dir. Optimum pH lar1 2-3
civarindadir. Deniz alti solfatarlardan, deniz hidrotermal alanlarindan, derin
denizlerde ‘’black smoker’’ bacalarindan izole edilirler (Huber ve Prangisvilli.
2006).

Methanopyrales

Methanopyrus, ¢ubuk sekilli, hipertermofilik bir metanojendir.
Methanopyrus, filogenetik agagta kendine Ozgii bir yerde bulunmaktadir.
Methanopyrus kandleri ayni zamanda halofilik bir arkeadir (Slesarev ve ark.
2002). Hiicre duvarinda doymamis yag asitleri, spesifik terpenoidler gibi
alisilmisin disinda arkea 6zellikleri sergilemektedir (Forterre, 2006). Ayrica M.

kandleri iki alt {initeye sahip reverse gyrase enzimine sahiptir (Krah ve ark. 1996).

Archaeglobales

Archaeoglobus, Euryarchaeota i¢inde kiikiirtii indirgeyebilen tek gruptur
ve bu ozellikleriyle yasam agacinda ayr1 bir dal olustururlar. Kiire sekilli hiicrelere
sahip olan Archaeoglobus, optimal olarak 83 °C'de gelisir (Klenk ve ark. 1997,
LaPaglia ve Hartzell, 1997).

Ferroglobus, Archaeoglobus ile baglantilidir  fakat  kiikiirti
indirgeyemez. Bunun yerine demiri yiikseltgeyebilir. Gelismesi i¢in en uygun

sicaklik 65-95 °C'dir (Hafenbradl ve ark. 1996).
1.2.3. Nanoarchaeota
Nanoarchaeum equitans

2002 yilinda Izlandanin kiyisindaki bir hidrotermal bacadan izole

edilmistir. Optimum gelisme sicakligt 80 °C dir. pH 6 civarinda ve % 2 tuz
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konsantrasyonunda  gelisebilmektedir. ~ Hiicreleri 400 nm  ¢apindadir.

Ignicoccus’un zorunlu simbiyotudur (Huber ve ark. 2002).

1.2.4. Anaerobik hipertermofilik Archaea

Anaerobik termofilik mikroorganizmalar arasinda anerobik termofilik
Archaea genis bir yer tutmaktadir. Bunlar filogenetik agacin en derininde bulunur
ve en az evrimlesmis dalin1 olusturur. Substrat olarak primordial ekosistemlerdeki
substratlart ~ kullandiklarindan ~ evrenin  ilk  yasayan formlar1  olarak
degerlendirilirler (Canganella ve Wiegel, 2014). Sekil 1.2 de anaerobik
hipertermofilik arkea iiyelerinin 16S rRNA ya dayali filogenetik aZagtaki yeri

gosterilmektedir.

Bacteria Archaea Eukaryota
Green
Filamentous Sli
Spirochetes bacteria Entamoebae lme_ Animals
molds :
Fungi
Firmicutes Halophil
Halopniies
Proteobacteria : Plants
Cyanobacteria Ciliates
Planctomyces Flagellates
Bacteroides Trichomonads
Cytophaga
Microsporidia
Thermotoga
; Diplomonads
Aquifex

Anaerobic thermophilic Archaea

Sekil 1.2. Anaerobik hipertermofilik arkea iiyelerinin 16S rRNA ya dayali filogenetik agactaki
yeri (Canganella ve Wiegel, 2014).

Anaerobik hipertermofiller i¢in dogal habitatlar terrestiral volkanik
alanlar, denizalt1 hidrotermal bacalar, yag rezervleri ve giines enerjisi ile 1sinan
topraklar olabilir. Derin deniz hidrotermal ekosistemlerinde yasayan anaerobik
termofillerin  temsilcileri  Archaeoglobus, Thermodiscus, Thermoproteus,

Acidianus, Pyrococcus, Thermococcus ve Desulfurococcus cinsleridir. Siilfati
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indirgeyebilen  anaerobik  termofil  Sulfolobus cinsidir.  Metanojenler
Methanothermus, Methanococcus ve Methanopyrus nitrat indirgeyen anaerobik

termofiller Pyrobaculum ve Pyrolobus cinsleridir (Canganella ve Wiegel, 2014).

1.3. Yiiksek Sicaklik Degerlerine Adaptasyon

1.3.1. Niikleik asitlerin adaptif stabilizasyon mekanizmasi

Yiiksek sicaklikta niikleik asitlerin stabilitesi ¢ift ipliklerin ayrilmasi,
kimyasal hasar ve fosfodiester baglarmin kirilmast gibi durumlarla tehdit
altindadir (Dworkin ve ark. 2006). Cift iplikli DNA yiiksek sicaklikta helikal
yapisini kaybeder ve yeterince yliksek sicaklikta cift iplik birbirinden tamamen
ayrilir. Konformasyonal denatiirasyonu takiben iki ana tip kimyasal degredasyon
meydana gelir; DNA ile seker arasindakiki N-glikozidik bagin kirilmasi ve sitozin
ve adeninn urasil ve hipoksantine hidrolitik daminasyonu seklindedir. 40 °C nin
altindaki sicakliklarda da DNA nin deaminasyonu ve depurinasyonu
gerceklesmektedir. Ancak bu durum sicaklik arttikca artmakta ve termofiller i¢in
problem olusturmaktadir. RNA ise DNA ya gore depurinasyon/deprimidasyon’a
daha direnglidir. Ancak RNA da ana problem 3’ 5’ fosfodiester baglarinin spontan
hidrolizidir. 50 °C nin iizerindeki sicakliklarda ve Mg+2 iyonu varliginda uzun
stireli  inkiibasyon RNA’nin mononiikleotidlerine degredasyonuna sebep
olmaktadir (Gerday ve Glansdorff, 2007).

tRNA da artmis G+C orant Tm degerinin ylikselerek denatiirasyona
kars1 daha dayanikli bir mekanizma olusturur. Ancak mRNA da artan G+C orani
mRNA nin bilgi kodlama potansiyelini diisiirmekte ve yasamsal faaliyetleri
sinirlamaktadir  (Gerday ve Glansdorff, 2007). Sistematik ¢alismalar
prokaryotlarin artan G+C oran1 orani ile optimum biiylime sicakliklari arasinda bir
korelasyon oldugunu gostermektedir. Ancak zit bir durumla karsilasilmistir; bazi
hipertermofilik arkealarda (Acidinus fervidus, Methanococcus) oldukga diisiik
G+C oran1 goriilmesine ragmen Tmax degerinin >90°C oldugu bilinmektedir. Bu
bilgiler niikleik asitlerin stabilitesinin bazi dig faktorler tarafindan da kontrol

edildigini gostermektedir (Dworkin ve ark. 2006).
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Yiiksek sicakliklarda Na, K ve Mg iyonlarmin ¢ift iplikli DNA’nin
fosfodiester  baglarinin  kimyasal  termodegredasyona  karst  korudugu
bilinmektedir. Ayrica yiiksek konsantrasyondaki monovalent katyonlar Mg*?
iyonu varhiginda dahi RNA y1 degredasona karsi koruduklar1 bilinmektedir
(Gerday ve Glansdorff. 2007). Uzun zamandir bilindigi gibi tuzlarin veya
poliaminlerin eklenmesi Tm degerinde artisa sebep olmaktadir. Ayni zamanda
biitlin  termofillerde olmasa da bazilarinda yiiksek konsantrasyonlarda
potassiumdiinositol-1°,1°-phosphat ve tripotassiumcyclic 2,3-diphospoglycerate
gibi varsayilan iyonik termoprotektanlar birikir. Ancak polikatyonik poliaminler
ile bliylime sicakligi arasinda agik bir korelasyon yoktur (Dworkin ve ark. 2006).

Sayisiz arkeal hipertermofillerde DNA ya baglanan iki temel protein
grubu identifiye edilmis ve bunlarin her ikisinin de Hmf histon ailesinin iyeleri
oldugu bulunmustur. Hmf histon ailesi oOkaryotik c¢ekirdek histonlarina
homologtur ve bu histon benzeri proteinlerin Sulfolobus cinsinde Tm degerini
arttirdig1 bilinmektedir (Dworkin ve ark. 2006).

Ayn1 zamanda hipertermofillerdeki DNA reversegyrase’lar double heliks
yapisinin stabilizasyonunda rol oynar. Cogu organizmanin DNA s1 negatif siiper
sarmallidir ve bu yap1 DNA’nin daha kolay denatiire olmasina sebep olur. Ancak
termofillerin DNA’s1i, DNA’da pozitif siiper sarmallar olusturan geri doniisiimii
(reversible) saglayan bir DNA Giraz ihtiva eder. Bu da DNA’ nin erime noktasin
en azindan organizmanin maksimum biiylime sicakligina kadar yikseltir
(Dworkin ve ark. 2006).

Termofiller ayrica non-termotolerant organizmalarin  kullandigi
elektrostatik disiilfit kopriisii ve hidrofobik etkilesimler gibi artan etkilesimleri

kullanarak yiiksek sicakliklara tolerans gostermektedirler (Dworkin ve ark. 2006).

1.3.2. Proteinlerin stabilizasyonu

Yiiksek veya diisiik gelisme sicakliklarindaki gelisme incelendiginde
termofil proteinlerinde ¢esitli adaptasyon mekanizmalari ortaya ¢ikmaktadir.

Termofilik proteinler spesifik aminoasit dizilimine sahiptir. Genellikle
termoflik proteinlerdeki glutamin, arjinin ve lizin amino asitlerinde artis

gozlenmektedir. Ayrica termofilik proteinler yiiksek prolin ve diisiik glisin
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icerigine sahiptir (Gerday ve Glansdorff, 2007). 8 mezofil, 4 termofil ve 6
hipertermofil ile yapilan bir metagenomik data caligmasinda hipertermofillerin
proteinlerinde glutamin+lizin sayisinda artis glisint+histidin sayisinda ise azalma
gozlemlemislerdir (De Farias ve Bonato, 2002).

Termofilik proteinler mezofilik homologlarima gore daha fazla apolar
cekirdege sahiptir. Gii¢lii hidrofobik etkilesimler stabilitenin saglanmasinda rol
oynamaktadir. Ayrca o heliks yapisina termofilik proteinlerde daha sik
rastlanmaktadir (Gerday ve Glansdorff, 2007). Hipertermofilik arkealar ile yapilan
bir caligmada sitoplazmk proteinlerdeki artan disiilfit baglarmin stabilizasyonda
etkin oldugu bildirilmistir (Mallick ve ark. 2002).

Disiilfit baglar1 hormonlar, plazma proteinleri veya hidrolazlar ve
inhibitorleri gibi proteinlerin stabilizasyonunda en dnemli rolii iistlenirler. Arkea
ve bakterilerde bazi proteinlerin (6rn; Pyrococcus woesei’nin TATA-kutusu
baglanma proteini, Thermotoga maritima triosephosphate  isomerase,
Archaeoglobus fulgidus ferrik rediiktaz) kristal yapisi incelendiginde sitozolik
proteinlerin stabilizasyonunda sistinlerin gerekli oldugu ileri siiriilmektedir
(Dworkin ve ark. 2006).

Is1 sok proteinleri (Hsp) ve arkeadaki termozomlar proteinlerin yiiksek
1sidaki stabilitesini belirlemede cok Onemli yere sahiptir. Ist sok proteinleri
tanimlandigindan beri yiiksek intrinsik stabiliteyi saglayan hayati molekiil oldugu
diistiniilmekteydi. Ancak aymi fizyolojik sartlar altinda mezofillerinde
ekstremofiller gibi 1s1 sok proteinlerine sahip oldugu gosterilmistir. Arkealarin
yeni kesfedilen nanoarkea da dahil olmak iizere biitiin filumlar1 HSPs, termozom
ve diger tip saperonlar1 icermektedir. (Dworkin ve ark. 2006).

Elektrostatik etkilesimler 6zellikle tuz kopriileri termofilik proteinlerin
yiiksek sicaklikta stabilizasyonunda Onemli rol oynamaktadir (Gerday ve

Glansdorff, 2007).

1.3.3. Lipidlerin ve membranlarin stabilitesi

Yasayan hiicrelerde stoplazmik membran stoplazma ile ¢evre arasinda bir

bariyer olusturur. Membranda lipit tabaka ve bu tabakaya gdmiilii proteinler
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bulunur. Membrandan kiigiik molekiillerin gecisi ya aktif tasima ya da pasif
difiizyon ile olur. Sicakligin artmasiyla pasif difiizyon hizlanir. Hipertermofillerde
ekstrem sicaklik c¢oziinen gradiyentinin bozulmasma yol agar. Bu nedenle
hipertermofillerin membranlarinin termostabil ve iyonlarin gegisini sinirlayan 6zel
adaptif mekanizmaya sahip olmasi gereklidir (Dworkin ve ark. 2006).

Okaryotlar, bakteriler ve arkealarda membran lipitlerinin yapismin
korundugu ancak arkealarin bakteri ve 6karyotlardan farkli olarak gliserol ile yag
asidi zinciri arasindaki ester bagi yerine, gliserol ile dallanmig C20-hidrokarbon
zincirleri arasinda eter bagi bulundugu bilinmektedir. Eter baglarmin hidrolize
daha direngli oldugu bilinmektedir. Fitanil zincirler omurgasinin her 4. atomunda
metil gruplar1 iceren tekrarli doymus izopropanoid iiniteleri icerir. Bu metil
gruplart membranin hareketini sinirlar, bdylece iyon gecirgenligine karsi bir
stabilizasyon saglanir (Dworkin ve ark. 2006; Gerday ve Glansdorff, 2007).

Iki hidrokarbon zinciri her yan gliserol iinitesi ile (archaeol) veya iki
gliserol iinitesi ile (caldarchaeol) baglanabilir. Archaeollerin arkeada bulundugu
bilinirken caldarchaeollerin sadece termofilik arkeada bulundugu bilinmektedir.
Ayn1 zamanda calarchaeol lipidlerinin termofilik ve asidofilik arkeada tek tabakali
yaptya sahip oldugunu ve bu tek tabakali yapida iki gliserol {initesinin fitanil
zincirleri ile kovalent olarak bagli oldugu bildirilmistir (Dworkin ve ark. 2006;
Gerday ve Glansdorff, 2007).

Bakterilerdeki yag asitleri 16-18 karbonlu yag asitleridir. Ayn1 zincir
uzunluguna sahip doymamis yag asitleri doymus yag asitlerine gére daha diisiik
erime noktas1 sicakligina sahiptir. Zincir uzunlugu, cift bag sayis1 ve metil
dallanma pozisyonu erime noktasini etkilemektedir. Bir¢ok arkea lipiti tamamen
doymustur. Bu durum arkea lipitlerini hidrolize ve oksidasyona daha direncli

yapmaktadir (Gerday ve Glansdorff, 2007).

1.4. Termofillerin Biyoteknolojik Onemi

Biyoteknoloji yem ve yemek liretiminden biyoyakit, enerji ve deterjan
iretimine kadar bir¢ok alanda etkinligini siirdiirmektedir. Biyoteknoloji

proseslerinde kullanilan kosullar standart proseslerden oldukca farkli oldugu igin
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ekstrem kosullara dayanikli enzimlerin bu prosesleri uygulanabilirligi ortaya

cikmigtir. bu nedenle ekstrem kosullarda yiiksek verimle ¢alisan ekstremozimlerin

Onemi giinden giine artmaktadir. Ekstremozimler su /¢oziicii karisimlari, yiiksek

basing, yliksek sicaklik, asidik ve alkali pH ve diisiik sicaklik gibi ekstrem
kosullarda ¢aligabilir (Elleuche ve ark. 2014). Cizelge 1.1 de ekstremofilik

mikroorganizmalarin biyoteknolojik uygulama alanlar1 gosterilmektedir.

Cizelge 1.1. Ekstremofil mikroorganizmalarin biyoteknolojik uygulamalari (Elleuche ve ark.

2014).
Ekstremofil Habitat Enzim Uygulama Alanlar
Yiiksek sicaklik > 80 °C Amilaz Tatlandirict
Termofil Ilimh termofiller Ksilenaz endiistrisinde
Termofiller Proteaz Kagit endiistrisi
Hipertermofiller DNA polimeraz Kabartma, deterjan
Genetik mithendisligi
Psikrofil Diisiik sicaklik <20 °C Proteaz Peynir olgunlastiriimasi,
Dehidrogenaz yemek tretimi
Amilaz Biyosensor
Deterjanlarda  polimer
degredasyonu
Asidofil Diisiik pH Siilftir oksidaz Komiiriin
(pH <7) desiilfirizasyonu
Alkalifil Yiiksek pH Seliilaz Deterjanlarda  polimer
(pH >7) degredasyonu
Halofil Yiiksek tuz konsantrasyonu Seliilaz Iyon degisim
(5M dan fazla) reginelerinin
rejenerasyonu

1.4.1. Termofilik ve hipertermofilik enzimler

Termofilik ve hipertermofilik enzimlerin 6zellikleri siralandiginda;

Is1 denatiirasyonuna dayanikli,

Deterjan organik ¢oziiciiler ve kimyasallara kars1 stabil,

Yiiksek sicakliklarda aktif 40 °C altindaki sicakliklarda aktif degil,
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e  Orta sicaklikta inaktive olan hipertermofilik enzimler sicaklik arttik¢a
aktivitelerini geri kazaniyor,

Termofilik ve hipertermofilik enzimlerin sahip olduklar1 bu 6zellikler

onlar1 endiistriyel uygulamalar i¢in kusursuz yapmaktadir (Vieille ve Zeikus.

2001; Anitori, 2012).

1.42. Molekiiler biyoloji uygulamalarinda termofilik ve
hipertermofilik enzimler

DNA Polimerazlar

DNA polimerazlar DNA tamiri, replikasyon ve rekombinasyon
stireclerinde rol alan 6énemli enzimlerdir. Thermus aquaticus’dan izole edilerek
E.coli’ye klonlanan Taq polimeraz enzimi yiiksek sicakliklarda calisabilme
yetenegi sayesinde PCR calismalarinda kullanilmaktadir (Vieille ve Zeikus;
2001). Hipertermofilik arkea olan Pyrococcus furiosus’ dan izole edilen Pfu
polimeraz enziminin proofreading aktivitesi almasi sebebiyle high fidelity
calismalarinda tercih edilmektedir. Bunun diginda T. litoralis den izole edilen vent
polimeraz, P. woesei den izole edilen Pwo polimeraz Pyrococcus GB-B
straininden izole edilen Deep vent polimeraz enzimi molekiiler ¢aligmalarda

kullanilmaktadir (Bouzas ve ark. 2006).

DNA Ligazlar

P. furiosus’dan izole edilen Pfu DNA ligaz, Thermus scodoductus’dan
izole edilen Tcs DNA ligaz Acidianus ambivalens’den izole edilen DNA ligazlar
45-80 °C de aktif olarak calistigt ve yliksek sicakliklarda miikemmel ligasyon
aktivitesi gosterdiginden gen sentezi ve mutasyon c¢alismalarinda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Vieille ve Zeikus; 2001; Bouzas ve ark. 2006).

17



1.4.3. Endiistride termofilik ve hipertermofilik enzimler

Amilotik Enzimler

Nisasta gida ve gida katki maddesi olarak kullanilir. Nisastanin
sindiriminden sorumlu enzimler olan amilazlar ticari enzimlerin % 25 lik bir
paymni olusturmaktadir (Elleuche ve ark. 2014). 105 °C altindaki sicakliklarda
nisasta graniilleri jelatinlesmeye basladigindan yiiksek sicaklikta caligsan
enzimlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagcla termofilik ve hipertermofilik
enzimler endiistride nisastanin parcalanmasit prosesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hipertermofilik bir mikroorganizma olan P. furiousus’dan elde
edilen alfa amilaz enzimi 95 °C 105 °C sicakliklarda aktif olarak calisabilmektedir
(Anitori, 2012).

Ayrica nigasta etanol iiretiminde substrat olarak da kullanilmaktadir.
Etanol ise yakit katkisi veya kimyasallar igin baglatici materyal olarak
kullanildigindan amilotik enzimlerin 6nemi bir derece daha artmaktadir (Elleuche

ve ark. 2014).

Lignoseliiloz Degradasyonu

Ikinci nesil biyoyakitlarm iiretiminde kullamlan lignoseliiloz seliiloz,
hemiseliilloz ve lignin den olusan bir materyaldir. Bu polisakkaritler seliilaz
enzimi yardimiyla pargalanabilir. Yiiksek sicaklikta enzimatik degradasyon bu
stireci kolaylastirmaktadir. Bu nedenle termofilik ve hipertermofilik seliilaz

enzimi biyoyakit ve biyoetanol tiretiminde 6nemli bir yer tutmaktadir (Elleuche ve

ark. 2014).

Esterazlar ve Lipazlar

Lipolitik enzimler yag asitlerinin sentezi veya hidroliz i¢in kullanilir.
Esterazlar genellikle 10 karbondan kisa acil esterlerini, lipazlar ise 10 karbon

atomundan daha bilyiikk olan yag asitlerinin hidroliz eder. Esteraz ve lipazlar
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kimyasal uygulamalarda biyokataliz basamaginda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu enzimler ilag sentezi diger degerli kimyasal bilesiklerin sentezinde
kullanilmaktadir (Elleuche ve ark. 2014).

Bacillus thermocatenulatus da ifade edilen bir lipaz geni E.coli’ye
klonlanmig ve enzimin pH 11 de ve 60-70 °C de aktif oldugu bulunmustur. Ayrica
bu enzimin ¢esitli deterjanlar ve organik c¢oziicliler varliginda stabil oldugu
bildirilmistir.

Bacillus stearothermophilus da ifade edilen lipaz enziminin optimum
sicakliginin 68 °C oldugu ve enzimin 55 de 30 dakika stabil oldugu bildirilmistir.

Bacillus licheniformis de ifade edilen bir esteraz geni E.coli ye
klonlanlanmis ve enzimin pH 7-8.5 araliginda ve 45 °C sicaklikta stabil oldugu
bildirilmistir.

Archaeglobus fulgidus a ait termofilik esteraz enziminin ise 70 °C ve pH
7.1 de maksimum aktivite gosterdigi bildirilmistir.

Yeni bir termoasidofil esteraz enzimi Bacillus acidocaldarius dan E.coli
ye klonlanlanmigtir. Bu enzim vinil asetat ve toluen varliginda test edildiginde

asetil esterleri sentezleyebildigi bildirilmistir (Demirjian ve ak. 2001).

Proteazlar ve Peptidazlar

Proteaz ticari enzimlerin % 60’1 olusturmaktadir. Diger proteazlar ile
karsilastirildiginda bakteriyel proteazlar daha 6nemli bir yer tutmaktadir (Azlina
ve Norazila, 2013).

Diinyanin en biiyiik ticari enzim sinifin1 olusturan proteazlar deterjan,
deri endiistrisi, gida enddistrisi, ilag endistrisi ve biyoremediasyon proseslerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir.

Termofilik ve alkalifilik mikroorganizmalardan izole edilen proteazlar
yiiksek sicaklik ve pH da calisabilmektedir. Bu sebeple endiistriyel alanda ¢ok
genis kullanim alanina sahiptirler.

Agel ve ark. (2012) termofilik Bacillus HUTBS62 straininden proteaz

enzimini saflagtirmislar ve enzimi optimum pH 6,8 optimum sicaklig ise 80 °C
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olan ve 2 mM EDTA konsantrasyonunda ¢alisan nétral termofilik proteaz olarak
karakterize etmislerdir.

Uganda’nin batisinda yer alan Buranga termal kaynaklarindan iki aerobik
termofilik bakteri izole edilmis ve bu bakterilerin 16S rRNA analizi sonucunda
Geobacillus cinsine ait olduklar1 bildirilmistir. Bu izolatlarin 50-70 °C sicaklikta
ve pH 5-10 araliginda aktif proteaz enzimine sahip olduklar1 bildirilmistir
(Hawumba ve ark. 2002).

1.4.3. Diger biyoteknolojik iiriinler

Etanol Uretimi

Biyoetanol iiretiminde yaygin olarak mayalar ve Zymomonas bakterileri
kullanilmaktadir. Ancak dar substrat araligi, mezofilik kosullarda yiiksek
kontaminasyon riski gibi sebeplerden dolay1 6zellikle lignoseliilozlu artiklardan
etanol tretiminde termofilik bakteriler daha etkindir. Bu amagla Clostridium
thermohydrosulfuricum, Thermoanaerobacter ethanolicus Thermoanaerobium
brockii ve Clostridium thermosaccharolyticum yaygin olarak kullanilmaktadir
(Dénmez, 1987).

Organik Asit Uretimi

Termofilik etilalkol {iretiminde olusan yan f{irlinlerden en Onemlisi
Clostridium thermoaceticum tarafindan {retilen asetik asittir. Fermentasyon
sonucunda 1 mol glukozdan 3 mol asetik asit {iretebilmektedir. Laktik asit ve
biitiirik asitler de termofilik bakteriler tarafindan etanol fermantasyonunun yan
triinii olarak {iiretilmektedir. Thermobacterioides acetoethlicus suslar1 disinda

etanol iireten biitiin termofiller laktat olusturmaktadir (Donmez, 1987).
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1.5. Termofilik Habitatlar

Deprem kusaginda yer alan iilkemizde, buna bagh olarak da sicak su
kaynaklar1 sayisi olduk¢a fazladir. MTA 1996 ve MTA 2005 envanterleri
degerlendirildiginde, iilke genelinde resmi kayitlara alinmig 277 jeotermal alan
oldugu goriilmektedir. Tirkiye’nin 500 m ve 100 m derinlikteki yer alti
sicakliklarii gosteren, yer alt1 sicaklik dagilim haritasi incelendiginde, iilkenin
bat1 bolgesinin diger bolgelere gore daha yiiksek sicakliklar sergiledigi
goriilmektedir. Sekil 1.3 ve 1.4 de Tiirkiye 500 m ve 1000 m yeralt1 sicaklik

haritalar1 gdsterilmistir.

A: Geng Volkanlar
—: Faylar

Werl Sati 544
Sicalchk Arahg, °C Mun T: 209C
- - . MaxT 37
Ontalarma T: 33°C
201-30 30-40 40-30 S0-60 60-70 T0-30  80-30 %0-100 100-1467 Standart Sapma: 1420

Sekil 1.3. Tiirkiye 500 m yeralt1 sicaklik haritasi (Korkmaz Basel ve ark. 2008).
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A: Geng Volkanlar
—: Faylar

Veni Seti: 844
Sicaklk Araliga, °C MinT: 25°C

Max T: 2784 °C
N T

26230 3040 40-50 5060 60-70  F0-80  30-90 90-100 100-120 120-150 150-273.4 Standart Sapma: 27 °C

Sekil 1.4. Tiirkiye 1000 m yeralt1 sicaklik haritasi (Korkmaz Basel ve ark. 2008).

1.5.1. Jeotermal habitatlar

Genel olarak jeotermal alanlar iki ana gruba ayrilir. Yiiksek sicaklik
alanlar1 olarak adlandirilan jeotermal alanlar volkanik alanlarin ve magma
cemberinin 2 ila 5 kilometre derinliginde bulunur. Buradaki su kaynaklarinin
sicakligi 150-300 °C arasinda degismektedir ve volkanik gazlari igermektedir.
Diisiik sicaklik alanlart olarak adlandirilan diger jeotermal alanlar ise derin lav
akiglar1 veya 6lii magma ¢emberi etrafinda bulunan sicakligi 150 °C altinda olan

alanlardir (Kristjansson, 1992).

1.5.2. Diger termal habitatlar

Dogal jeotermal alanlar disinda ¢ok az sicak habitat bulunmaktadir.
Giines enerjisi ile 1sman goller, topraklar veya biyolojik olarak 1sinan ¢opliikler
bunlara 6rnek olusturabilir. Ayrica yiyecek ve kimyasal endiistrisinin olusturdugu
yiiksek sicaklik prosesleri de termofilik mikroorganizmalar i¢in ideal bir alan
olusturmaktadir. Birgok termofilik mikroorganizma insan eliyle olusturulmus bu
alanlardan izole edilmis ve bazilarina baska bir yerde rastlanmamistir

(Kristjansson, 1992).
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1.6. Balikesir (Sindirgi, Giire, Havran) Jeotermal Yapisi
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Sekil 1.5. Balikesir- Sindirgi jeotermal bolgesi

Sindirg: jeotermal sistemi KB-GD uzanan Simav grabeni igerisinde yer
alan Mezozoik yaslh Ofiyolitik birimleri kesen diisey faylara bagli olarak
olusmustur. Sindirgi-Hisaralan jeotermal sahasinda, ortalama 150 L/s debide 96
°C ye ulasan sicaklikta jeotermal akiskan yilizeye bosalmaktadir. Termal sularin
sicakliklart 32.1-96.6 °C arasinda degismektedir. pH ve elektriksel iletkenlik
degerleri ise 6.14-8.35 ve 597-1506 uS/cm arasindadir. Sicak sular zayif alkali ve
ndtr su ozelliginde olup, elektriksel iletkenligine gore ise sicak sular C3 siifinda
tuzlu sular1 olusturur (Aksoy ve ark. 2009).

Agirlikl olarak, Gonen, Havran, Balya ve Susurluk il¢elerinde yer alan
jeotermal alanlardan, Gonen il¢esindeki sicak su kaynaklari kaplica, kaplica tesisi
ve sera 1sitmaciliginin yani sira ilgenin 1sitilmasinda da kullanilmaktadir. Gonen
sicak su kaynaginda gergeklestirilen sondaj g¢alismalart sonucunda 71-84 °C
sicaklik ve 128.7 It/sn debiye sahip akiskan goriiniir hale getirilmistir. Havran-

Giire ve Derman jeotermal alanlarindaki 48-59 °C arasinda sicaklik ve 0.5-1.45
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1t/sn debiye sahip kaynaklar tespit edilmis olup, bolgede agilan kuyularda 33-65°C
sicaklik ve 21-159 It/sn debiye sahip akiskanlardan 5.35-15.1 MWt termal giice

sahip jeotermal enerji elde edilmistir (Anonim1).

1.7. Kiitahya (Eynal-Simav) Jeotermal Yapisi

Eynal, Nasa ve Citgol bolgelerinden olusan Simav jeotermal alan1 Simav
grabeninin glineyinde yer alir. Simav jeotermal alanindaki mevcut kaynaklardan
kaplica turizminin yaninda, merkezi 1sitma ve sera tarimciligl da yapilmaktadir.
Eynal Kaplicalari'ndaki sicak su kuyularindan alinan 120 °C-160 °C iizerindeki
kizgin sulu buhar seperator tanklarinda gaz ve buhart alinip 98 °C diisiiriildiikten
sonra pompalar vasitast ile 4300 m. uzunlugunda 6zel paket ¢elik izolasyonlu
borular ile toprak altindan Simav Esanjor Merkezine 1 °C 1s1 kaybi ile
ulastirlmaktadir (Ozkaya ve ark. 2008). Sekil 1.6 da Eynal-Simav jeotermal

bolgesi gosterilmektedir.

iISARETLER
Ana Asfalt Yollar m: Cahsma Alam
Ara Yollar . Sehir Merkezi
Nehir Yerlesim Merkezi

Sekil 1.6. Kiitahya Simav-Eynal jeotermal bolgesi (Anonim 2).
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1.8. Ribozomal RNA

Ribozomal RiboNiikleik Asit (rRNA) biitiin canlilarda protein
sentezinden sorumlu ribozomun alt tinitesidir. rRNA iki alt {inite igermektedir.
Bunlar biiyiik alt {inite (LSU) ve kii¢iik alt {inite (SSU). rRNA’nin biiytlik alt
tinitesi ribozom gibi iglev goriir ve peptid bagi olusumunu katalizler. Bir
bakteriyel ribozom ¢oklu ribozomal proteinler ve 23S rRNA, 16S rRNA, ve 5S
rRNA olmak iizere 3 ribozomal RNA’ dan olusmaktadir. rRNA, genomda rrn
olarak adlandirilan bir operon seklinde diizenlenmis ilgili genler tarafindan
kodlanir. Bir bakteriyal genom genomun biiyiikliigiine ve tiire bagli olarak ¢oklu
rrn operonlarina sahip olabilir.

Kapsiiller, flagella, hiicre boyutu ve sekli, biyokimyasal o6zellikler
morfolojik o6zellikler, bakteri tiirlerinin tanimlanmasi ve siniflandirilmasi igin
kullanilmigtir. Ancak, bakteriler arasinda yatay gen transferi bu ozelliklerin
onlarin filogenetik siiflandirma igin gok yeterli olmadigini ortaya koymustur. Bu
nedenle, evrimsel olarak stabil marker genlerin DNA dizisi analizi bakteri
filogenetigini ve ¢esitliligini incelemek ic¢in potansiyel bir strateji olarak kabul
edilir (Rajendhran ve Gunasekaran, 2011).

1980’lerde Approved List ‘de 1781 gegerli tiir ismi bulunmaktayken
bugiin bu say1 % 456 artarak 8168’e ulagmistir. 1994°te Stackebrandt ve Goebel
small subunit (SSU) sekans teknolojisi ve tiir tanimlamada kullanimini ortaya
cikarmistir. 16S rRNA’nin sekansindaki % 97’den az benzerlik yeni tiir olarak
tanimlanmustir (Janda ve Abbott, 2007).

Bakteriyel taksonomi ¢alismalarinda 16S rRNA’nin genetik marker
olarak yaygin kullaniminin pek ¢ok sebebi vardir;

e Biitiin bakterilerde bulunur, evrenseldir.

e 16S rRNA geninin fonksiyonu zaman i¢inde degismemistir. Buna ragmen
16S rRNA ozellikle bazi degisken bdlgeler icermektedir. Degisken
bolgelerin varligi siiflandirma i¢in bir ara¢ saglamaya yeterli ¢esitlilik
saglarken korunmus bolgelerin varligit uygun PCR primerleri ve

hibridizasyon problarinin etkin tasarimina olanak tanimaktadir.
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e Genin biyiikligi (1500 bg) informatik bilgi edinmek igin yeterince
biiyiiktiir.

Ancak 16S rRNA calismalarinda bazi kisitlayict hususlar vardir. Genom
basma diisen kopya sayilarmin 1 den 15°e¢ kadar veya daha fazladir. Kopya
sayilar1 bir Olgiide taksona Ozel gibi goriinsede aymi tiiriin suglari arasinda da
varyasyonlar kaydedilmistir. Baz1 bakteriyel taksonlarda son derece farkli 16S
rRNA dizileri gozlenmistir. 16S rRNA dizilerinin daha biiyiik bir degiskenlik
termofilik bakterilerde saptanmistir. Bu 6zel durumda, yatay gen transferinin

yiiksek oranda potansiyel neden oldugu ileri siiriilmiistiir (Vetrovsky ve Baldrian,
2013).

1.9. Mikrobiyal Kommunite Analizleri

Mikrobiyal kommunitenin biiylik c¢ogunlugu laboratuvarda kiiltiire
almamaz. Bu nedenle kiiltiire alinamayan organizmalarin niikleik asit, lipid ve
protein gibi biyomolekiillerine ait bilgiler olduk¢a Onemlidir. Kiiltiir bagimsiz
niikleik asit yaklasimlar1 prokaryotlarda 16S, okaryotlarda 18S rRNA gibi
secilmis genlerin veya biitiin genomun analizini igerir. rRNA karsilastirilmasina
dayali calismalar sonucunda canlilar ii¢ ana domaine ayrilmistir; bakteriler,

arkealar ve Okaryotlar (Rastogi ve Sani, 2011). Sekil 1.7. de yasamin {i¢ domaini

gosterilmektedir.
Eukarya
Green Entamoebae Slime e
Bacteria :onsu[fur Archaea molds .
s, acteria Fungi
positive Methanosarcina Plants
Proteobacteria bacteria Methanobacterium Ha 8
i iliates
(Purple bacteria) Thermoproteus  Methanococcus i
] Thermococcus
i C::nobactena Flagellates
lavobacteria
Trichomonads
Thermotogales

Microsporidia
Diplomonads

Sekil 1.7. Yagsamin {i¢ domaini (Lehninger, 2008).
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Gectigimiz yillarda mikrobiyal ekoloji alaninda dnemli ¢alismalar olmus
ve mikroorganizmalarin filogenetik ve fonksiyonel ¢esitliligini karakterize etmek
icin bircok molekiiler teknik gelistirilmistir. Bu teknikler kismi kommunite
analizleri ve tiim kommunite analizleri olmak {izere iki ana kategoride
simiflandirilmistir (Rastogi ve Sani, 2011). Sekil 1.8. de kiiltiir bagimsiz molekiiler

yontemler 6zetlenmistir.

| Cevresel érnek (Toprak, su, sediment, vs.) l

[ DNA/RNA/Protein/Yag Ekstraksiyonu I
I Molekiiler tabanh metodlar l
! .
' Tiim Kommunite analiz metodlar Kismi kommunite analiz metodlar
| DNA-DNA hibridizasyomu _f¢———— Genetik parmak izi teknikleri (ARDRA, SSCP, |, |

T-RFLP, DGGE, RAPD)

G+C fraksiyonasyon

Klon kiitiiphanesi metodu

I' Tiim genom sekanslama ]“—
Q-PCR

[ FISH. dot-blot hibridizasvon [*—
Metaproteomik
Mikrobiyal lipid analizleri

Prot: k
i DNA Microarray
Metatranskriptomik
| Mikrootoradyografi ve izotop array

Fonksiyonel Cesitlilik
Yapisal Cesitlilik
Protein Cesitliligi

Metabolik Cesitlilik

il

| DNA/RNA stabil izotop problama

L CARD-FISH, Raman-FISH, NanoSIMS Jt—

Sekil 1.8. Kiiltiir bagimsiz molekiiler metodlar (Rastogi ve Sani, 2011).

Kismi kommunite analiz yaklagimlari mikroorganizmanin
karakterizasyonu i¢in ¢evresel bir Ornekten ekstrakte edilen DNA/RNA’nin
template olarak kullanildigi PZR temelli metodlardir. Korunmus gen bdlgesi olan
16S rRNA nin amplifikasyon {iriinii kullanilmaktadir. Tiim komunite analizlerinde
ise cevresel Ornekten ekstrakte edilen total DNA nin tamaminin analizine

dayanmaktadir.
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1.9.1.16S rDNA Kklon kiitiiphanesi

DGGE gibi ¢esitli parmakizi analizleri mikrobiyal kommunite
kompozisyonunun mevsimsel degisimini gostermek i¢in son derece kullanish
tekniklerdir. Fakat bu metodlar sadece kommunite seviyesinde degisiklikleri
gosterirken, organizmanin ismini vermez. Bu bilgiyi edinebilmek i¢in daha direkt
metodlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bir ¢evresel iiriniin amplifikasyonu ile elde
edilen PZR fiirliniiniin analizi i¢in kullanilan en yaygin metod klonlama ve
sekanslamadir. Cogaltilan PZR iirlinii uygun bir vektore entegre edilir ve vektor
uygun bir konakg¢iya aktarilarak klonlama tamamlanir. Sekil 1.9 da klonlama akis
semas1 verilmistir. Elde edilen iiriinler GenBank, Ribosomal Database Project
(RDP) ve Greengenes gibi veri tabanlar ile karsilatirilir. Toprak gibi ¢evresel bir
ornekte mikrobiyal zenginligin %50 sini gosterebilmek i¢in yaklasik 40,000 klon
taramas1 yapilmalidir. Ancak tipik 16S rRNA klon kiitiiphaneleri 1000 den az
sekans icermektedir ve bu mikrobiyal c¢esitliligin c¢ok kii¢iik bir kismini

gostermektedir (Rastogi ve Sani, 2011).

Cevresel Klon Kiitiiphanesi

Klonlanin ——-

T N LT IN N
basiyerinda zalizimi /— (& P daon
Py | et . g

| L

DNA !

skstraksivonu Z2y
Il
Il I "" Plazmutlerin E. coli
I I hierzlerine
Il Il transformasyonu
Il >

I
PCR\‘ il
Spastitk [ I Il

Primerler ile I |

168 fRNA

e Iyl \—/'
gozaltilmast il

‘plazmite lizasyonu

OO
168 Gringnin @8@
000

Sekil 1.9. Klonlama akis semasi.
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Klon kiitiiphanesi olusturmada bir¢ok problem vardir. Cevresel drnegin
laboratuvara taginma siiresi 2 saatten az olmalidir. Cilinkii bu siire¢ taxon oraninin
degistirmektedir. Bir diger problem hiicreninin lizizidir. Sert liziz prosediirleri
kimerik formasyon olusumunda artisa sebep olmakta veya hedef DNA nin
cogaltilamamasi ile sonuglanir. Ayrica PCR artefaktlart da klon kiitiiphanesini
etkilemektedir. Genellikle klon kiitiiphanelerinde 1000 klondan fazlasi
taranmamaktadir ki budurum gergek ¢esitliligi yansitmaya yetmemektedir

(Stackebrandt ve ark. 1999).

1.9.2. Flourescence In Situ Hybridization

Toprak gibi ¢evresel bir Ornekte mikrobiyal zenginligin %350 sini
yansitmak i¢in 40 000 den fazla klon gerekmektedir. Ancak 16S rRNA klon
kiitiiphanesi ile 1000 den az sekans elde edilmektedir ve bu durum mikrobiyal
cesitliligin ¢ok az bir kismin1 yansitmaktadir.

Floresans in situ hibridizasyon 1980’lerin baslarinda biyomedikal
arastirmacilar tarafindan kromozomda spesifik genlerin varligini belirlemek i¢in
gelistirilen sitogenetik bir tekniktir. Ayrica FISH spesik RNA hedeflerinin
varligin1 belirlemek amaciyla da kullanilir. Bu sayede FISH ortamdaki
mikroorganizmalar1 saymak ve tanimlamak amaciyla kullanilabilmektedir.
Floresans isaretli oligoniikleotid problar kullanilarak yapilan caligmalar ile aktif
camur Orneklerinde metabolik olarak aktif mikroorganizmalarin yaklasik %901
belirlenebilmektedir. Bu nedenle kiiltiirel yontemlere dayanmayan molekiiler
biyolojideki son gelismeler ile bir ortamda kiiltiire alinmayan mikrobiyal
kommunite hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Klonlama ve dizi analizi bir
kommunitede hangi mikroorganizmalarin bulundugunu belirlememize yardimci
olmaktadir. Ancak bu calismalar zaman alicidir. Hibridizasyon ¢alismalari
oldukca hizli sonuglar vermektedir. Ancak hedef diziye uygun probun se¢ilmesi
burada olduk¢a 6nemlidir (Frederic ve ark. 2000).

FISH genellikle klinik g¢alismalarda kullanilmaktadir. Baz1 patojenler
laboratuvar kosullarinda gelistirilemediginden FISH teknigi ile kiiltivasyon
yapilmadan patojenin varhigi belirlenebilmektedir. Ayrica FISH mikrobiyal
ekoloji caligmalarinda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Spesifik problar
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kullanilarak ¢evresel bir Ornekte hangi mikroorganizmalarin oldugu hakkinda

bilgi edinilebilmektedir. Sekil 1.10 da FISH akis semasi 6zetlenmistir.

Floresan in situ Hibridizasvon (FISH)

Kengk Populasyon
Prob .~ Floresan Boya

Hedef (165 rRNA)

Fiksasyon N 4
D 308
l ﬁ-‘— 5 Yilgkc it tnite
16SrRNA I

R > Rihozom . 5
R , FISH analic

Sitoplazma  Ngkfeoid I]'.R;'bozouﬂ;n

AN Plansid

f 0Spm
. : Sitoplamik
I hucred\!;an 5 R \I membren
\ ( ) e -
ol N X Floresan Mikroskobi
Hibridizasyon —e | 4 Flowsitometri
i~
e e g :
e e VAY AF
Floresan Oligenikleotid Problar § oo )
EREE

Sekil 1.10. FISH akis semasi
1.9.3. Mikrobiyal lipid analizi

Lipid analizi hem ekolojik hem de taksonomik caligmalarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bakteriyal taksonomide lipidlerin rolii {izerine ¢ok sayida
makale yayinlanmistir. Yag asitleri saponifikasyon yoluyla ekstrakte edilir ve gaz
kromatografisi veya kiitle spektroskopisi yoluyla tiim hiicre duvar1 veya
hiicrelerin yag asit profillerinin analiz edilmesiyle mikroorganizmalar identifiye
edilebilir. Mikroorganizmalarin yag asit profillerindeki cesitlilik, icerik, yag asiti
tipi ve miktar1 daha 6nceden yag asiti profili tanimlanmis mikroorganizmalar ile
kiyaslanarak cins ve tiir belirlenebilir. Bu amagla 6nceden olusturulmus referans
veriler kullanilir. Mikroorganizmalari dogru olarak identifiye etmek icin FAME
analizi disinda diger fenotipik metotlar da gereklidir (Goldfine 1972; Shaw 1974;
Lechevalier 1977; Bobbie ve White 1980).
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Sherlock MIS 9-20 karbon uzunlugunda yag asitlerini analiz etmektedir.
Pikler system tarafindan otomatik olarak adlandirilmaktadir. Baz1 gram pozitif
bakterilerde dallanmis yag asitleri yaygin olarak bulunurken, gram negatif
bakterilerde kisa zincirli hidroksi gruplar1 lipopolisakkaritleri isaret etmektedir.

Sekil 1.11 de FAME analiz basamaklar1 6zetlenmistir.

—» —» 5 —
Bakteri kiiltiirn ~ SaPonifikasyon  Ekstraksiyon ~ GC Analizi: Pik Bakteri
ve isimlendirme ve Datadan idendifikasyonu
Metilasyon profil karsilastirma

Sekil 1.11. FAME analiz basamaklari
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Calismada kullanilan termal su érnekleri

Termal su Ornekleri Balikesir (Sindirgi, Giire, Havran) ve Kiitahya

(Eynal) kaplicalarindan 2014 yili Subat ve Agustos aylarinda alinmastir.

Sekil 2.2 A- Balikesir-Giire kaplicalar1 6rnekleme alani1 B- Kiitahya-Eynal kaplicalar1 6rnekleme

alani.
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2.1.2. Kullanilan besiyerleri

2.1.2.1. 90,2 Nutrient Broth

Nutrient broth 0,2 gr
Distile su 100 ml
Nutrient broth distile su igerisinde ¢oziinmis ve 121 °C 15 dk

otoklavlanarak steril edilmistir (Panda ve ark. 2013).

2.1.2.2. Low Phosphate Basal Salt Medium (LPBM)

NH,CI lor
KoHPO, lor
Na,HPO,4 7H,0 0,1gr
MgSO, 7H,0 0,2 gr
CaCl, 2H,0 0,2 gr
Maya ekstrakti 0,59r
Distile su 11t

Formiile besiyeri hazirlanmis ve 121 °C 15 dk otoklavlanarak steril

edilmistir (Mohagheghi ve ark. 1986).

2.1.2.3. Luria Bertani (LB) besiyeri

Tripton 10 gr
Maya ekstrakti Sor
NaCl 10 gr

Formiile besiyeri hazirlanmis ve 121 °C 15 dk otoklavlanarak steril
edilmistir. Kat1 besiyerinin hazirlanmasi i¢in %2 agar ilavesi besiyeri bilesimine

eklenmistir (Bertani ve ark. 1951).
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2.1.2.4. Nutrient Agar

Et ekstrakti Sgr
Pepton 3or
Agar 13 gr
Distile su 11t

Formiile besiyeri distile su igerisinde ¢oziinmiis ve 121 °C 15 dk

otoklavlanarak steril edilmistir (Panda ve ark. 2013).

2.1.2.5. Triptic Soy Agar (TSA) besiyeri

Kazein pepton (pakreatik) 15¢gr
NaCl 5gr
Soya peptone (Papainik) 5gr
Agar 15gr
Distile su 11t

Formiile besiyeri distile su icerisinde ¢oziinmiis ve 121 °C 15 dk

otoklavlanarak steril edilmistir (Yoon 2006).

2.1.3. Calismada kullamilan c¢ozeltiler

2.1.3.1. Tris Asetat EDTA (TAE) tamponu pH:8 50X

Trizma Base 242 gr
Glasiyel Asetik Asit 57.1 ml
EDTA (0,5 M) pH:8 100 ml

Biitiin maddeler bir miktar distile su ile manyetik karistiricida
karigtirilarak ¢Oziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH 1 8’e ayarlanmistir. Son
hacim distile su ile 1 It’ye tamamlanmustir. 121 °C 15 dk otoklavlanarak steril
edilerek kullanilmigtir (Sambrook ve ark. 1989).
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2.1.3.2. Tris-Borat EDTA (TBE) tamponu pH:8 10X

Trizma Base 108 gr
Borik Asit 55 gr
EDTA 8.3gr

Biitin maddeler bir miktar distile su ile manyetik Karistiricida
karigtirillarak ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH 1 8’e ayarlanmistir. Son
hacim distile su ile 1 L’ye tamamlanmistir. 121 °C 15 dk otoklavlanarak steril
edilerek kullanilmistir (Sambrook ve ark. 1989).

2.1.3.3. Liziz tamponu pH: 8,3

Tris-HCI pH:7.5 50 mM
NaCl 400 mM
EDTA 40 mM
Siikroz 0,75 M

Biitin maddeler bir miktar distile su ile manyetik karistiricida
karigtirilarak ¢6ziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH 1 8,3’e ayarlanmistir. Son
hacim distile su ile 1 1t’ye tamamlanmistir. 0,22 um gozenek capli filtreden

gecirilerek steril edilmis ve cam sise igerisinde saklanmistir (Boutte ve ark. 2005).

2.1.3.4. %10 Amonyum Persiilfat soliisyonu

Amonyum persiilfat 10 gr
Distile su 100 ml
Cozelti buz tlizerinde hazirlanmis ve daha sonra kiiglik hacimlerde

ependorflara paylastirilarak -20 °C’de saklanmistir (Sambrook ve ark. 1989).
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2.1.3.5. Kristal Viyole boyasi

Kristal viyole
%095 Etil alkol
Amonyum oksalat
Distile su

29r

20 mi
0,8 gr
80 ml

Kristal viyole %95 lik etil alkolde ¢6ziilmiis, amonyum oksalat ise distile

su igerisinde ¢Oziilerek hazirlanmig daha sonra bu iki ¢ozelti biraraya getirilerek

kullanilmistir (Tamer ve ark. 1989).

2.1.3.6. Liigol c¢ozeltisi

Iyot

Potasyum iyodiir
Distile su

(Tamer ve ark., 1989).

2.1.3.7. Safranin Boyasi

Safranin
%95 lik Etil alkol

1or
29r
300 ml

0,25 gr
10 ml

Safranin etanol igerisinde ¢dziindiikten sonra son hacim distile su ile 100

ml’ye tamamlanmistir (Tamer ve ark. 1989).

2.1.3.8. PBS 10X

NaCl

Na,HPO,4 7H,0
KCI

KH,PO,
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Biitiin bilesenler balon joje icerisinde bir miktar distile su ile
¢Oziindiiriiliip son hacim 1 1t ye distile su ile tamamlanmistir (Sambrook ve ark.

1989).

2.1.3.9. In Situ Hybridization Buffer

NaCl (5M) 360 pul
Tris-HCI pH:8 (1M) 40 pl
Formamid 700 pul
%10 SDS 2 ul
Ultra Saf Su 900 pl

Biitiin bilesenler 2 ml lik ependorf tiip icerisinde karistirilmis ve buz

tizerinde bekletilmistir (Anton, 1999).

2.1.3.10. Yikama tamponu (FISH i¢in)

Tris-HCI pH:8 (1M) 1ml
NaCl (5M) 700 ul
EDTA (0,5 M) 500 pl
%10 SDS 50 pl

Biitiin bilesenler karistirilip son hacim ultra saf su ile 50 ml’ye
tamamlanmistir. Kullanmadan o6nce 48 °C deki su banyosunda bekletilmistir

(Anton, 1999).

2.1.3.11. Lizozim soliisyonu (50 mg/ml)
Lizozim 50 mg
Steril Distile Su 1mil

0.22 um por ¢apl filtre ile steril edildikten sonra -20 °C de saklanmistir
(Makowska-Grzyska ve ark. 2014).
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2.1.3.12. %10 SDS soliisyonu
Sodyum Dodesil Siilfat 10 gr
Steril Distile Su 100 ml
SDS steril distile su igerisinde ¢Oziindiiriiliip oda sicakliginda

saklanmistir (Sambrook ve ark. 1989).

2.1.3.13. Yag asidi analizi soliisyonlari

Saponifikasyon Soliisyonu

NaOH 45 gr
Metanol 150 ml
Distile su 150 ml

Sodyum hidroksit 150 ml distile su icerisinde ¢dziinmiistiir. Uzerine 150
ml metanol eklenmis ve karisim oda sicakliginda saklanmigtir (Ferreira ve ark.

1999).

Metilasyon Soliisyonu
HCI (6N) 325 ml
Metanol 275 ml
Karigim oda sicakliginda saklanmistir (Ferreira ve ark. 1999).

Ekstraksiyon Soliisyonu
Hekzan 200 ml
Metil tert-butil eter 200 ml
Karigim oda sicakliginda saklanmistir (Ferreira ve ark. 1999).

Yikama Soliisyonu
NaOH 10.8 gr
Distile Su 900 ml
Sodyum hidroksit distile su igerisinde ¢oziinmiis ve oda sicakliginda
saklanmistir (Ferreira ve ark. 1999).
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Tuz soliisyonu
NaCl 40 gr
Distile su 100 ml
Sodyum kloriir distile su igerisinde ¢oziinmiis ve karisim oda sicakliginda

saklanmistir (Ferreira ve ark. 1999).

2.1.3.14. Cahismada kullanilan primerler ve problar

Cizelge 2.1. Caligmada kullanilan primer ve problar (Amman ve ark. 1990; Nakagawa ve ark.
2002; Rahman ve ark. 2003; Green ve Minz. 2005).

Primer Ad1 5°-3’ Sekans

27 F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
21F TCCGGTTGATCCYGCCGG

1492 R TACGGYTACCTTGTTACGACTT
Eub 338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT

Arc 915 GTGCTCCCCCGCCAATTCCT
M13 F GTAAAACGACGGCCAGT

M13 R GTTTTCCCAGTCACGAC
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2.1.3.15. Calismada kullanilan markirlar

Lambda DNA/Hind 111 Markir

Lambda DNA/HindIIl Marker, 2

bp  ng/0.5pg %

23130* 2384 4
o6 o7t 1
_-6557 676 135
—4361° 450 9.0

—2322 239 48
—2027 209 42

— 564 5.8 1.2

— 125 1.3 0.3

.0% agarase

Sekil 2.3. Lambda DNA/HindI 1l markir (Fermentas)
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PBR 322/Alu | Markir

pBR322 DNA/Alul Marker, 20

Fragmeni sizes

e
—1

bp _ng/0.Gpg %

— BH36%

- 2l

1
=

1000p = = 100

— %
== A3 @ 100 15 23
5 St 4 4 .
2, 103

- — 4 o >

=4 -
= -
_J 0.5pafiane

Bom length gel
1XTBE 5V'om, 1.50s

- — 10"

-— 1 * The 63,57, 40,46 18, 15, and 11 bp
=Ty fragments are nol visible en gels
100§ = (they make 5.994),

Sekil 2.4. pBR322/Alu | markir (Fermentas)
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2.2. Yontem

2.2.1.Termal su orneklerinin alinmasi

Termal su Ornekleri Balikesir (Sindirgi, Gilire, Havran) ve Kiitahya
(Eynal) kaplicalarindan aseptik kosullar altinda alinmis sicakliklart 6l¢iilmiis ve

ayni giin igerisinde laboratuvara getirilmistir.

2.2.2. Termal su orneklerinin kimyasal analizi

Termal su Orneklerinin pH oOl¢iimii laboratuvarda gergeklestirildikten
sonra Na, K, Mg, Ca, Mn ve Fe iyonlarinin kimyasal analizleri Anadolu
Universitesi Bitki Ilag ve Bilimsel Arastirmalar Merkezi (BIBAM) nde
yapilmustir.

2.2.3. Termal su orneklerinden termofilik bakteri ve arkealarin

izolasyonu

Termofilik bakteri ve arkea izolasyonu i¢in 1 It termal su 6rnegi 0,22 pm
gozenek capli filtrelerden gecirilerek %0,2 NB ve LPBM besiyerlerine bu filtreler
inokiile edilerek 55 ve 70 °C sicaklikta calkalamali etiivde 120 rpm hizinda 3-4
hafta siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda NA petrileri iizerine
yayma ekim yapilmis ve farkli koloniler segilerek %20 gliserol iceren Nutrient

Broth besiyerinde -80 °C de stoklanmustir.

2.2.4. izolatlarn identifikasyonu

2.2.4.1. Mikroskobik inceleme

Elde edilen izolatlarin Gram boyamas1 yapilarak Gram reaksiyonlari

saptanmis ve mikroorganizmalarin morfolojik 6zellikleri belirlenmistir.
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2.2.4.2. Molekiiler identifikasyon

Izolatlardan genomik DNA ekstraksiyonu

Izolatlardan genomik DNA’nin ekstraksiyonu igin Machrey Nagel

Genomik DNA izolasyon kiti kullanilmistir. Genomik DNA izolasyonu i¢in,

1 ml kiltiir 5 dk 8,000 xg de santrifiij edilmis,

Stipernatant atilmis,

Pellet 180 ul T1 buffer ile pipetlenerek resiispanse edilmis,

Uzerine 25 ul Proteinaz K eklenerck kuvvetlice vortekslenmis

56 °C de 1-3 saat ikiibe edilmis,

Omek vortekslenmis ve 200 pl B3 buffer eklenmistir. Daha sonra
kuvvetlice vortekslenmis ve 70 °C de 10 dk inkiibe edilmis,

210 pl %96 lik etanol eklenmis ve kuvvetlice vortekslenmis,

NucleoSpin Tissue kolon toplama tiipiine yerlestirilmistir. Daha sonra
ornek kolona yiiklenmis ve 11,000 xg de 1 dk santrifiij edilmis,

Toplama tlipli uzaklastirilmis ve yeni bir toplama tiipii kolona
yerlestirilmis,

500 pl BW buffer kolona yiiklenmis ve 11,000xg de 1 dk santrifiij
edilmis,

Toplama tiipi uzaklastirilmis ve yeni bir toplama tipi kolona
yerlestirilmis,

600 ul BS buffer kolona yiiklenerek 11,000xg de 1 dk santrifiij edilmis,
Toplama tlipli uzaklastirilmis ve yeni bir toplama tiipii kolona
yerlestirilmis,

11,000xg de 1 dk santrifiij edilmis,

Toplama tiipii uzaklastirtlmis ve eliisyon i¢in 1,5 ml hacimli ependorf tiip
kolona yerlesirilmis.

100 pl BE buffer eklenir ve oda sicaklifinda 1 dk inkiibe edilmis ve
11,000xg de 1 dk santrifiij edilmis,

Toplanan eliient -20 °C de saklanmugtir.
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Izolatlarim 16S rRNA geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile

amplifikasyonu

Izolatlarin 16S rRNA PZR amplifikasyonu igin evrensel primerler (27F
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG- 21F TCCGGTTGATCCYGCCGG ve 1492R
TACGGYTACCTTGTTACGACTT) ve 2X PZR Master Mix kullanilmistir. PZR

reaksiyonu i¢in 25 pl hacimde reaksiyon kurulmustur.

2X PZR Master Mix 12,5 ul
fleri primer (21F/27F) (10 pmolar) 1 ul

Geri primer (1492R) (10 pumolar) 1 ul
DNase RNase free distile su degisken
Genomik DNA 1-10,5 pl
Toplam 25 ul

Reaksiyon kosullari asagidaki gibidir;

94°Ceiiii 3 dakika (Denatiirasyon)
94°C.iiiiiiii, 30 saniye

55°C i 1 dakika 30 dongii
T2°Ciiiiiiiiiii 1 dakika
T2°Ciiiiiiiiii 10 dakika
A°Coiii Siiresiz

Elde edilen PCR driinleri %1 lik agaroz jele 1X’lik TAE (Tris-Asetik
asit-EDTA) tamponu i¢inde 90V akim uygulanarak goézlenmistir. Olusan iiriin
boyutunu saptayabilmek icin marker olarak Lambda DNA/Hind III kullanilmistir
(Anton ve ark. 1999).
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Izolatlardan elde edilen 16S rRNA PZR iiriiniiniin Amplified
Ribosomal DNA Restriksiyon analizi (ARDRA)

Izolatlardan elde edilen 16S rRNA PZR iiriinii kalip olarak kullanilmistir.
Restriksiyon analizi igin Mbo I enzimi kullanilmistir. Kesim reaksiyonu igin 10 ul
PZR {irtini, 1 pl restriksiyon enzimi ve 2 pl CutSmart buffer kullanilmigtir. Son
hacim DNase RNase free steril distile su ile 20 pl ‘ye tamamlanmistir. 37 °C de
2,5 saat inkiibasyondan sonra enzimin inhibisyonu i¢in 65 °C de 20 dk bekletilmis
ve Ornekler 1X TAE igerisinde hazirlanan %?2 agaroz jele yiiklenerek 50 V akimda
2-3 saat yiiriitiilmiistir. Orneklerin goriiniir hale getirilmesi icin jel icerisine
RedSafe boyasi eklenmistir. Marker olarak pBR 322 DNA/Alul (Mbo I
Fermentas) kullanilmistir (Boutte ve ark. 2005).

izolatlardan elde edilen PZR iiriinlerinin dizi analizi

Dizi analizi icin ARDRA jelinde ayni profiller gosteren izolatlardan bir
tanesi sec¢ilmis ve amplifikasyon iirliniiniin saflagtirilmas1 Promega Wizard SV
Gel ve PCR Clean Up kit ile yapilmistir. Saflastirma islemi su basamaklarda
gerceklesmistir,

e PZR iiriinii tizerine esit hacimde DNA Binding Solution eklenmis ve
yavasea tiip ters diiz edilmis,

e SV Minicolum toplama tiipiine yerlestirilmis,

e PZR iiriinii ve DNA Binding Solution’1 igeren karisim kolona yiiklenmis
ve 16,000xg de 1 dk santrifiij edilmis,

e 700 pl Membrane Wash Solution kolona uygulanmis ve 16,000xg de 1
dk santrifiij edilmis,

e Toplama tipl uzaklastirlmis ve yeni bir toplama tiipii kolona
yerlestirilmis.

e 500 pl Membrane Wash Solution kolona uygulanmis ve 16,000xg de 5
dk santrifiij edilmis,

e Toplama tiipii uzaklastirillmig ve 1,5 ml hacimde ependorf tiipii kolona

yerlestirilmis,
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e Eliisyon i¢in 50 ul DNase RNase free steril distile su kolona uygulanmis
ve oda sicakliginda 1 dk inkiibe edilmistir,

e 16,000xg de 1 dk santrifiij edilmis ve eliient -20 °C de saklanmuistir.

izolatlarin DNA Dizi Analizi

Izolatlara ait PCR iiriinlerinin DNA dizi analizi Macrogen (Hollanda)

firmasina yaptirilmistir.

izolatlarin Yag Asidi Metil Esterleri (FAME) Analizi

ARDRA analizine gore farkli restriksiyon enzim kesim profillerine sahip
olan izolatlar yag asidi metil esterleri analizi i¢in secilmistir. Kiiltlirler 60 °C
sicaklikta TSA besiyerinde dort faz ¢izgi ekim yapilarak 24 saat gelistirilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda iiciincii ve dordiincii bolgeden tek kullanimlik steril
0ze ile 40 mg kiiltiir alinarak vida kapakli cam tlipe aktarilmistir. Daha sonra
saponifikasyon soliisyonundan 1ml eklenip vortekslenmis daha sonra 5 dakika
100 °C’de beklenmistir. Daha sonra tekrar vortekslenerek, 100 °C’de 25 dakika
beklenilmis ve hemen sogutulmustur. Metilasyon soliisyonundan 2 ml ilave
edilmis ve vortekslenmistir. 80 °C’de 10 dakika bekledikten sonra hemen buzlu
suya almarak sogutulmustur. Ekstraksiyon soliisyonundan 1.25 ml ilave edilmis
ve 10 dakika yatay karistiricida karistirilmis sonrasinda alt faz uzaklastirilmstir.
Yikama soliisyonundan 3 ml ilave edilmis ve tekrar 5 dakika yatay karistiricida
karistirilmistir.  Ust  fazin  2/3°i viallere aktarilarak  Sherlock Microbial

Identification System ile analiz edilmistir (Ferreira ve ark. 1999).

2.2.5. Komunite analizleri

2.2.5.1. Termal su 6rneklerinden DNA izolasyonu

Termal su 6rnekleri 2 It hacimde 0,22 um gozenek capli steril filtrelerden

(Millipore) gecirilerek filtre edilmistir. Bu filtre 2 ml Lizis tamponu (40 mM
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EDTA, 400 mM NaCl, 0,75 M siikroz, 50 mM Tris-HCI pH: 8,3) igceren 50 ml

hacimde falkon tiiplere konularak DNA ekstraksiyonu yapilincaya kadar -20 °C
de saklanmistir (Boutte ve ark. 2005).

Filtrelerden DNA izolasyonu i¢in su islem basamaklar1 kullanilmistir;

Lizis tamponu igerisindeki filtre lizerine 50mg/ml konsantrasyonundaki
lizozimden 50 pl eklenerek g¢alkalamali inkiibatorde 37 °C de 20 dk
inkiibe edilmistir.

100 pl %10’Iuk SDS ve 43 ul proteinaz K (14mg/ml) eklenerek 37 °C de
2 saat inkiibe edilmistir.

56 °C’de su banyosunda bekletilen Fenol/kloroform/izoamilalkol
(25:24:1) den 2 ml eklenmis ve 56 °C de 10 dk inkiibe edilmistir.

15 dk 10000 g’de santrifiij edilmistir.

Stipernatant yeni bir falkon tiipe aktarilmig ve tekrar 2 ml
Fenol/kloroform/izoamilalkol (25:24:1) den 2 ml eklenmis ve 56 °C de
10 dk inkiibe edilmistir.

15 dk 10 000 g’de santrifiij edilmistir.

Siipernatant yeni bir falkon tipe aktarilmis ve iizerine 2 ml
kloroform/izoamilalkol (24:1) eklenmis ve 56 °C de 20 dk inkiibe
edilmistir.

15 dk 10 000 g’de santrifiij edilmistir.

450 pl stipernatant ependorf tiipe transfer edilmis lizerine 45 pl 3 M
NaOAc ve 900 pl soguk saf etanol eklenerek yavasca karistirilmis ve —
20 °C de tiim gece presipitasyona birakilmistir.

20 dk 16 000 g’de santrifiij edilmistir.

Stipernatant uzaklastirilarak pellet kurutulmus ve 30 pul DNase RNase

free steril distile su ile siispanse edilerek -20 °C’de saklanmastir.

2.2.5.2. 16S rRNA’nin klonlanmasi

Klonlama ic¢in 16S rRNA {riini kullanilmistir. Klonlamadan once

amplifikasyon {iriini Promega SV Gel ve PCR Cleanup kiti ile iki kez
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saflastirilmistir. Saflagtirma isleminden sonra PZR {iriiniin nanodrop degeri 97,5-

195 ng/ pl olarak ayarlanmistir.
PZR iiriiniiniin 3’ ucuna Poly Adenin eklenmesi

Saflastirilmis PZR iirlinlin 3’ ucuna poly A kuyrugunun eklenmesi i¢in 0,8
ul dATP (2,5 mM), 1 ul 10x Taq Buffer, 0,8 ul MgClI2, 1 ul Taq Polimeraz, 2,4
ul dH20 ve 4 pl PZR iiriinti PZR tiipii i¢cinde karistirilmis ve reaksiyon 72 °C de
40 dk boyunca PCR cihazinda gerceklestirilmistir.

Ligasyon

Klonlama i¢in Qiagen Cloning Plus kit kullanilmistir. Kitin iceriginde yer
alan pDrive vektore ait restriksiyon kesim bolgeleri ve direng genleri Sekil 2.5 de

verilmistir.

T promcer

Aol
Kol
SpHl

qehgin
_",,..-"" 3t
+1 Ml
ErraBl

.'{5: BamHI

T
pDrive Cloning Yector z
3.85 kb yY = Ecofl
- Sl
A
Hircd|
s Himdll
o Xhal
)‘3‘ Avrllf Syl
Hitel
Xhal
Eond 2l
Bl
B 108
Apal
Sacl
Hioi

i SR promotar

Sekil 2.5. pDrive vektor restriksiyon kesim bolgeleri ve direng genleri

48



Ligasyon reaksiyonu i¢in 10 pl hacimde reaksiyon kurulmustur.

pDrive Cloning Vector 1 pul
PZR {iriinii (97,5-195 ng/ ul) 1-4 ul
Ligation Master Mix degisken
Distile su (DNase/RNase free) 5ul
Toplam hacim 10 pl

Ligasyon reaksiyonu PZR cihazinda 16 °C de 4 saat, 4 °C de 20 saat siire
ile gerceklestirilmistir.

Transformasyon
Klonlama i¢in QIAGEN EZ Component E.coli hiicreleri kullanilmustir.
Transformasyon islemi su basamaklarda gerceklestirilmistir.

J 10 pl ligasyon iriinii QIAGEN EZ Component E.coli
hiicreleri iizerine eklenmis ve yavasca karistirilmistir.

. Hiicreler 30 dk buz iizerinde bekletilmistir.

J 42 °C su banyosunda 3 dk bekletilen hiicreler derhal buz
tizerine alinarak 5 dk bekletilmistir.

. Hiicreler iizerine 37 °C deki SOC Mediumdan 250 pl
eklenmis ve hiicreler 37 °C de calkalamali inkiibatorde 30 dk on
inkiibasyona birakilmistir.

J Ampiciline (100 pg/ml), X-gal (80 pg/ml) ve 0,5 ml IPTG
(100mM) igeren LB agar petrileri tizerine hiicreler yayilmis ve 37 °C de 18

saat inkiibasyona birakilmistir.

Pozitif klonlarin se¢imi ve saflastirilmasi

LB agar petrileri iizerinde gelisen beyaz koloniler pozitif klonlar olarak
numaralandirilmig ve Ampiciline (100 pg/ml), X-gal (80 pg/ml) ve 0,5 ml IPTG
(100 mM) igeren yeni bir LB agar petrileri lizerine ekilmistir. 37 °C de 18 saat
inkiibasyondan sonra beyaz renkli koloniler %20 gliserol iceren LB broth

i¢erisinde stoklanmis ve -20 °C de saklanmustir.
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Klonlarin dogru iiriin biyiikliigiinde inserte sahip olup olmadigini

kontrolii icin M13F/M13R primerler ile koloni PZR gerceklestirilmistir.

2X PZR Mix 12.5 ul
M13 F primer (10 pmol) 1 ul
M13 R primer (10 pmol) 1 pul
Distile su (DNase/RNase free) 10.5 pul
Toplam hacim 25 ul
Reaksiyon kosullari;
04°Ciiiiiiiii, 5 dakika (Denatiirasyon)
94°Ciiiii, 30 saniye
S55°Caiiiiiii 30 saniye 25 dongii
A O 30 saniye
T2°Coiiiiiiiiiiien, 7 dakika
4°C i Stiresiz

Plazmid DNA ekstraksiyonu

GE Healthcare Illustra Plasmid Mini Spin Kit kullanilarak pozitif

klonlardan plazmit DNA ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.

e 1,5 ml s1v1 kiiltiir ependorf tiipe alinmis ve 16,000 g ‘de 30 sn santrifiij

edilmistir.

e Pellet lizerine 175 pl tip 7 lizis buffer eklenerek restispanse edilmistir.

e 175 ul tip 8 lizis buffer eklenip yavas¢a karistirilmistir.

e 350 pl tip 9 lizis buffer eklenerek tiip ters diiz edilmistir.

e 16,000 g’de 4 dk santrifiij edilmistir.

e Siipernatant kolona aktarilarak 16,000 g’de 30 sn santrifiij edilmistir.

e Kolona 400 pl tip 9 lizis buffer eklenmis ve 16,000 g’de 30 sn santrifiij

edilmistir.
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e 400 pl tip 1 lizis buffer kolona aktarilmis ve 16,000 g’de 1 dk santrifiij
edilmistir.

e Kolon bos halde 16,000 g’de 30 sn yeniden santrifiij edilmistir.

e 100 pl tip 4 eliisyon buffer kolona aktarilmis ve oda sicakliginda 30 sn
inkiibasyona birakilmustir.

e Inkiibasyonda sonra 16,000 g’de 30 sn santrifiij edilmistir.

e Elde edilen eliient -20 °C de saklanmustir.

Klonlarim Amplified Ribosomal DNA Restriction Analizi (ARDRA)

ARDRA analizi i¢in klonlardan elde edilen plazmid DNA kalip olarak
kullanilmis ve 16S rRNA boélgesinin PZR reaksiyonu M13F/M13R primerleri ile
daha once belirtilen kosullarda gergeklestirilmistir. Elde edilen 16S rRNA PZR
triiniiniin ARDRA analizi Mbo I enzimi ile daha oOnce belirtilen kosullarda

gerceklestirilmigtir (Boutte ve ark. 2005).

2.2.5.3. Flourescent In Situ Hybridization (FISH)

Termal su oOrneklerinin mikrobiyal kompozisyonunu belirlemek ig¢in

FISH teknigi uygulanmistir.

Fiksasyon

I ml termal su Ornegi iizerine 240 pl (%37) Formaldehit eklenerek
yavasca karistirilmis ve fiksasyon i¢in +4 °C de 1 gece bekletilmistir. Daha sonra
ornekler 0,22 pm gozenek capl filtreden gecirilmis ilizerinden 5 ml PBS
gecirilmistir. Son olarak 10 ml PBS soliisyonu ile filtreler yikanmis ve holderdan
cikarilarak steril kabin igerisinde kurumaya birakilmistir (Amann ve ark. 1995;
Anton ve ark. 1999).
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Hibridizasyon

Hibridizasyon islemi igin filtre 8 esit pargaya bdliinmiis ve bir parga filtre
tizerine 18 pl hibridizasyon tamponu ve 2 ul prob (50ng/ul) ilave edilmistir.
Hibridizasyon islemi i¢in hibridizasyon firminda 2 saat 46 °C de inkiibe
edilmistir.

Hibrizasyon isleminden sonra filtreler 48 °C deki yikama tamponu i¢ine
aliarak 15 dk yikanmistir. Filtreler kurutma kagidi iizerine alinarak kurutulmus
ve DAPI boyamasi basamagina gegilmistir (Amann ve ark. 1995; Anton ve ark.
1999).

DAPI boyama

Filtreler iizerine 40 ul DAPI calisma soliisyonu eklenerek 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra filtreler once absolute alkol ile daha
sonra steril distile su ile yikanmstir. Filtreler kurduktan sonra lam {izerine alinmig
ve bir damla Citifluor ile kapatilarak epiflouresan mikroskopta incelenmistir
(Amann ve ark. 1995; Anton ve ark. 1999).
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3. BULGULAR

3.1. Termal Su Orneklerinin Kimyasal Analizi
Termal su O6rneklerinin pH degerleri ve Perkin Elmer Optical Emission
Spectrofotometer Optima 4300 DV cihaz1 ile yapilan ICP kimyasal analiz

sonuclari Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Termal su 6rneklerinin pH degerleri ve kimyasal analiz sonuglari

Ornek
Na K Mg Ca Mn Fe pH | °C
Kodu
Sindirgr 1. | 372.7 | 23.18 | 4.310 | 20.29 | 1045 | 8185 238 | o6
ornekleme | ppm ppm ppm ppm ppb ppb '
Eynal 1. 1054 | 66.38 | 3.919 | 18.95 | 18.77 | 1.703
754 | 72
ornekleme | ppm ppm ppm ppm ppb ppm
Giire 1. 262.2 | 5.695 | 275 | 30.20 | 30.85 | 27.51
8,04 | 65
ornekleme | ppm ppm ppb ppm ppb ppb
289.8 | 9.301 | 152.9 | 18.39 379.5
Havran <1 ppb 7.80 | 62
ppm ppm ppb ppm ppb
Sindirgr 2. | 305.33 | 21.49 | 291 | 1434 <0 8.60
7.13 | 91
ornekleme | ppm ppm ppm ppm ppb ppb
Eynal 2. | 311.86 | 51.12 | 12.23 | 42.34 <0 172.20 28 | 67
ornekleme | ppm ppm ppm ppm ppb ppb .
Giire2. | 212.74 | 519 | 0.17 | 1450 | 22.212 | 10.108
7.92 | 60
ornekleme | ppm ppm ppm ppm ppb ppb

ppm: milyonda kisim

ppb:milyarda kisim

Cizelge 3.1 de gorildigi gibi Sindirgt termal su Orneginin Subat-
Agustos ay1 pH degeri 7.38 — 7.13, Na iyonu degeri 372.7 - 305.33 ppm, K iyonu
23.18 -21.49 ppm, Mg iyonu 4.31 - 2.91 ppm, Ca iyonu 20.29 - 14.34 ppm, Mn
iyonu 10.45 - 0 ppm, Fe iyonu 818.5 -8.6 ppb olarak bulunmustur.

Eynal termal su 6rneginin Subat-Agustos ay1 pH degeri 7.68 — 7.54, Na
iyonu degeri 1054 — 311.86 ppm, K iyonu 66.38 — 51.12 ppm, Mg iyonu 3.919 —
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12.23 ppm, Ca iyonu 18.95 — 0 ppm, Mn iyonu 18.77 — O ppb, Fe iyonu 1.703 —
172.20 ppb olarak bulunmustur.

Giire termal su Orneginin Subat-Agustos ay1 pH degeri 8.04 — 7.92, Na
iyonu degeri 262.2 — 212.74 ppm, K iyonu 5.695 — 5.19 ppm, Mg iyonu 0.275 —
0.17 ppm, Ca iyonu 30.2 — 14.5 ppm, Mn iyonu 30.85 — 22.212 ppb, Fe iyonu
27.51 —10.108 ppb olarak bulunmustur.

Havran termal su 6rneginin Subat ay1 pH degeri 7.8 Na iyonu degeri
289.8 ppm, K iyonu 9.301 ppm, Mg iyonu 152.9 ppm, Ca iyonu 18.39 ppm, Mn
iyonu <1 ppb, Fe iyonu 379.5 ppb olarak bulunmustur.

3.2. Termal Su Orneklerinden Termofilik Bakteri ve Arkea izolasyonu

Termal su 6rnekleri 0.2 um gézenek capli steril (Millipore) filtrelerden
gecirilmis ve filtreler %0.2 NB ve LPBM besiyerlerine inokiile edilmistir. 55 ve
70 °C de 3-4 hafta inkiibasyondan sonra NA petrilerine yayma ekim yapilarak
farkli morfolojideki koloniler sec¢ilmis ve tekrar NA petrilerine ekilerek saf
izolatlar elde edilmistir.

Izolasyon islemi sonucunda Sindirgi bolgesi birinci 6rneklemeden 6,
Eynal bolgesi birinci 6rneklemeden 6, Giire bolgesi birinci Orneklemeden 9,
Havran bolgesinden 13, Sindirgt bolgesi ikinci 6rneklemeden 6, Eynal bdlgesi
ikinci Orneklemeden 21 ve Giire bolgesi ikinci orneklemeden 5 farkli koloni
morfolojine sahip izolat elde edilmistir. Sekil 3.1. de elde edilen bazi izolatlarin

petri goriintiileri verilmistir.
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Sekil 3.1. Bazi izolatlara ait petri goriintiileri
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3.3. Izolatlarin identifikasyonu

3.3.1. Mikroskobik inceleme

Izolatlarin gram reaksiyonlar1 gram boyama ile belirlenmistir. Gram
boyama sonuglarina gore izolatlarin Gram (+), ve Gram (-) uzun ve kisa basil
morfolojisine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 3.2). Cizelge 3.2 de izolatlarin

gram reaksiyonlar1 ve morfolojileri 6zetlenmistir.

Sekil 3.2. izolatlarin Gram boyama reaksiyonlar1 (a) Gram pozitif basil (b) Gram pozitif basil
(c) Gram negatif basil (d) Gram pozitif basil
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Cizelge 3.2. izolatlarin gram reaksiyonu ve morfolojileri

[zolat Numarasi _ Gram Reaksiyonu _ Morfolojisi
S1 i Kisa, kalin basil
S2 + Uzun, ince basil
S3 + Uzun, ince basil
S4 + Uzun, ince basil
S5 i Kisa, kalin basil
S6 + Uzun, ince basil

SY1 + Kisa, kalin basil
SY2 + Kisa, kalin basil
SY3 i Kisa, kalin basil
SY4 + Kisa, kalin basil
SY5 + Kisa, kalin basil
SY6 + Kisa, kalin basil
Gl A Kisa, kalin basil
G2 + Uzun, kalin basil
G3 A Kisa, kalin basil
G4 + Kisa, kalin basil
G5 A Kisa, kalin basil
G6 - Kisa, kalin basil
G7 + Kisa, kalin basil
G8 + Kisa, kalin basil
G9 + Kisa, kalin basil
GYl + Uzun, ince basil
GY2 3 Uzun, ince basil
GY3 + Kisa, kalin basil
GY4 3 Uzun, ince basil
GY5 + Uzun, ince basil
H1 + Uzun, ince basil
H2 + Uzun, ince basil
H3 A Uzun, ince basil
H4 + Uzun, ince basil
H5 + Uzun, ince basil
H6 + Kisa basil
H7 + Kisa, kalin basil
H8 + Uzun, ince basil
H9 + Uzun, kalin basil
H10 + Uzun, ince basil
H11 + Uzun, kalin basil
H12 + Kisa, kalin basil
H13 A Uzun, ince basil
El + Kisa, kalin basil
E2 + Uzun, ince basil
E3 + Uzun, ince basil
E4 + Uzun, ince basil
E5 + Uzun basil
E6 3 Uzun basil
EY1 + Uzun, ince basil
EY2 3 Uzun, ince basil
EY3 + Uzun, ince basil
EY4 3 Uzun, ince basil
EY5 + Uzun, ince basil
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Cizelge 3.2.(Devam) izolatlarin gram reaksiyonu ve morfolojileri

EY6 + Uzun, ince basil
EY7 + Uzun, ince basil
EY8 + Uzun, ince basil
EY9 + Uzun, ince basil
EY10 + Uzun, ince basil
EY11 + Uzun, ince basil
EY12 + Kisa, kalin basil
EY13 + Kisa, kalin basil
EY14 + Kisa, kalin basil
EY15 + Uzun, ince basil
EY16 + Kisa, kalin basil
EY17 + Uzun, ince basil
EY18 + Ince basil

EY19 + Kisa, kalin basil
EY20 + Uzun, ince basil
EY21 + Kisa, kalin basil

3.3.2. Molekiiler identifikasyon

3.3.2.1. Izolatlardan genomik DNA ekstraksiyonu

Izolatlardan genomik DNA ekstraksiyonu igin Machrey Nagel Genomik

DNA izolasyon kiti kullanilmis ve yontemin uygun oldugu sonucuna varilmstir.

Izolatlarin 16S rRNA Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
ile Amplifikasyonu

Termal su Orneklerinden izole edilen izolatlarin 16S rRNA polimeraz
zincir reaksiyonu evrensel primerler (27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG- 21F
TCCGGTTGATCCYGCCGG ve 1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT) ve
2X PZR Master Mix kullanilarak 2.2.4.2 ‘de belirtilen kosullarda
gergeklestirilmistir. PZR sonrasi elde edilen diriinler %1 lik agaroz jelde
yiirtitilmistiir.

Sindirg1 bolgesi birinci drneklemeden elde edilen 6 izolatin (Sekil 3.3),
Eynal bolgesi birinci 6rneklemeden elde edilen 6 izolatin (Sekil 3.4), Giire bolgesi

birinci 6rneklemeden elde edilen 9 izolatin (Sekil 3.5), Havran bdlgesinden elde
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edilen 13 izolatin (Sekil 3.6), Sindirgt bolgesi ikinci érneklemeden elde edilen 6
izolatin (Sekil 3.7), Eynal bolgesi ikinci oOrneklemeden elde edilen 21 izolatin
(Sekil 3.8) ve Giire bolgesi ikinci érneklemeden elde edilen 5 izolatin (Sekil 3.9)
PZR amplifikasyonu sonucunda Bacteria primeri ile ¢ogaldigi ancak Archaea

primeri ile cogalmadigi goriilmistiir.

PZR iiriinii
~1500bp
<

S e e

2R B B B

Sekil 3.3. Sindirgi birinci 6rnekleme ile elde edilen izolatlara ait genomik DNA’nin 27F/1492R
primerleri ile elde edilen PZR goriintiisit M: Lambda DNA/Hind I11 Marker

PZR iiriinti
~1500bp
P— —

Sekil 3.4. Eynal birinci 6rnekleme ile elde edilen izolatlara ait genomik DNA’nin 27F/1492R
primerleri ile elde edilen PZR goriintiisii M: Lambda DNA/Hind 111 Marker
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PZR {iriinti
~1500bp

-
Sl b W v v -

MMM

Sekil 3.5. Giire birinci 6rnekleme ile elde edilen izolatlara ait genomik DNA’nin 27F/1492R
primerleri ile elde edilen PZR goriintiisiit M: Lambda DNA/Hind 111 Marker

PZR iiriinii
~1500bp
F__

Sekil 3.6. Havran’dan izole edilen izolatlara ait genomik DNA’nin 27F/1492R primerleri ile elde
edilen PZR gorintiisit M: Lambda DNA/Hind 111 Marker
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M, 1, 2, 3, 4, 5, &,

——

- PZR iiriinii

— 1500bp
- - ‘ - .

TR ..

Sekil 3.7. Sindirg1 ikinci 6rnekleme ile elde edilen izolatlara ait genomik DNA’nin 27F/1492R
primerleri ile elde edilen PZR goriintiisit M: Lambda DNA/Hind I11 Marker

N Vi e TR i R S S ORE T b R D

PZR iiriinii
~1500bp
%—_

M, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 18,20, 21

PZR iirtini
~1500bp
%—_

Sekil 3.8. Eynal ikinci ornekleme ile elde edilen izolatlara ait genomik DNA’nin 27F/1492R
primerleri ile elde edilen PZR goriintiisit M: Lambda DNA/Hind I11 Marker
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PZR {iriinti
~1500bp

Sekil 3.9. Giire ikinci 6rnekleme ile elde edilen izolatlara ait genomik DNA’nin 27F/1492R
primerleri ile elde edilen PZR goriintiisiit M: Lambda DNA/Hind 111 Marker

Izolatlardan elde edilen 16S rRNA PZR iiriiniiniin Amplified
Ribosomal DNA Restriksiyon Analizi (ARDRA)

Izolatlardan elde edilen 16S rRNA PZR iiriiniiniin restriksiyon analizi
icin Mbo I enzimi kullanilmis ve reaksiyon 2.2.4.2 ‘de belirtilen kosullarda
gergeklestirilmistir.

Elde edilen irlnler %2 konsantrasyonda hazirlanan agaroz jele
yiklenmis ve 50 V akimda 2-3 saat elektroforez sonrasinda farkli profiller
belirlenmistir. Bunun sonucunda Sindirgr bdlgesi birinci 6rneklemeden elde
edilen 6 izolattan 2 farkli profil (Sekil 3.10), Eynal bolgesi birinci 6rneklemeden
elde edilen 6 izolattan 2 farkli profil (Sekil 3.10), Giire bolgesi birinci
orneklemeden elde edilen 9 izolattan 6 farkli profil (Sekil 3.11), Havran
bolgesinden elde edilen 13 izolattan 6 farkli profil (Sekil 3.12), Sindirgr bdlgesi
ikinci Orneklemeden elde edilen 6 izolattan 2 farkli profil (Sekil 3.13), Eynal
bolgesi ikinci 6rneklemeden elde edilen 21 izolattan 11 farkli profil (Sekil 3.14)
ve Giire bolgesi ikinci 6rneklemeden elde edilen 5 izolattan 2 farkli profil (Sekil
3.13) elde edilmistir. Biitiin profiller karsilagtirildiginda toplam 22 farkli ARDRA
grup profili elde edilmistir. Bu profiller Cizelge 3.3 ‘de verilmistir.
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Cizelge 3.3’de gorildigl gibi en fazla {iye iceren gruplarin 2 ve 13
numaralt ARDRA gruplar1 oldugu goriilmektedir. Ayrica diger profil gruplarinin
bolgelere 6zgii oldugu goriilmektedir.

Sekil 3.10 ‘da goriildiigi gibi S2, S3, S4, S6, E2 ve E3 nolu izolatlar ayn1
ARDRA profilini, S1, S5 ve E1 ayn1 ARDRA profilini, E5 ve E6 aynit ARDRA
profilini ve E4 ise tek basina farkli bir ARDRA profilini olusturmustur.

Sekil 3.10. Sindirgi ve Eynal birinci 6rneklemeden elde edilen izolatlarin 16S rRNA gen bolgesine
ait Mbo I ARDRA goriintiisit M: pBR322/Alul Marker

Sekil 3.11 de goriildiigi gibi G1 ve G8 ayn1 ARDRA profilini; G3, G4,
G7 ve G9 ayn1 ARDRA profilini olusturmustur. G2; G5; G6 ise tek baslarina
birbirinden farklit ARDRA profilini olusturmustur.
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G4, G5, G6, G7. G8. G9

Sekil 3.11. Giire birinci 6rneklemeden elde edilen izolatlarin 16S rRNA gen bolgesine ait Mbo |
ARDRA goriintiisii M: pBR322/Alul Marker

Sekil 3.12° de H1, H2, H3, H4 ve H5 aynit ARDRA profiline, H§, H10 ve

H13 ayn1t ARDRA profiline, H9 ve H11 ayn1t ARDRA profiline sahip oldugu H6;

H7ve H12 ‘nin tek baglarina birbirinden farkli ARDRA gruplarini olusturdugu

gorilmiustir.

M. H1l. H2, H3, H4, H5, H6. H7. HS8, H9. HI0, Hll, H12, HI13

Sekil 3.12. Havran o6rneklemesinden elde edilen izolatlarin 16S rRNA gen bolgesine ait Mbo |
ARDRA goriintiisii M: pBR322/Alul Marker

Sekil 3.13°de Sindirg1 ve Giire ikinci 6rneklemeden elde edilen izolatlara
ait ARDRA profilleri verilmigtir. SY1, SY3, SY5 aynt ARDRA profiline; SY2,
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SY4, SY6 ve GY3 aymi ARDRA profiline ve GY1, GY2, GY4, GY5 kodlu
izolatlar aynt ARDRA profiline sahip oldugu goriilmiistiir.

M, SYL,SY2,SY3,SY4,SY5.SY6, M, GY1,GY2.GY3,GY4.GY5 |

Sekil 3.13. Sindirgi ve Giire ikinci 6rneklemeden elde edilen izolatlarin 16S rRNA gen bdlgesine
ait Mbo I ARDRA goriintiisit M: pBR322/Alul Marker

M. EY1, EY2. EY3.EY4, EY5.EY6.EY7. EYS8. EY9. EYIOEY11EY12

MNLEY13.EY14EYI5EYI6EY17EYIS EYISEY20,EY2]

Sekil 3.14. Eynal ikinci 6rneklemeden elde edilen izolatlarin 16S rRNA gen bolgesine ait Mbo |
ARDRA goriintiisii M: pBR322/Alul Marker
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Sekil 3.14°de goriildiigii gibi EY1, EY11, EY15, EY17 aym1 ARDRA
profiline yine ayni sekilde EY2, EY3, EY4, EY5, EY6, EY7, EYS, EY9, EY10
nolu izolatlar ayni ARDRA profiline sahip olmustur. EY14, EY16, EY21 aym
ARDRA profiline ve EY12, EY13, EY18, EY19, EY20 ise birbirinden farkli

ARDRA profiline sahip olmustur.

Tiim bu sonuglara ait olan ARDRA grup numaralar1 ve izolatlar Cizelge

3.2 ‘de Ozetlenmistir.

66



L9

Cizelge 3.3. izolatlara ait ARDRA grup profilleri

ARDRA GRUP
NUMARASI
1

OO NGOV BAW N

NINNRRRRRRR RR [B 9
N R OWOWO®OWNOOUUWULL-RMWNIERO

iZOLE EDILEN YER iZOLAT NUMARASI

Sindirg 1. 6rnekleme (S), Eynal 1. 6rnekleme (E) S2,S3,54,S6,E2, E3
Sindirgi 1. érnekleme (S), Eynal 1. Ornekleme (E) , Giire 2. érnekleme (GY),

Sindirgi 2. 6rnekleme (SY), Eynal 2. 6rnekleme (EY), Havran 1. 6rnekleme (H) 51,55, E1, H12,5Y2, 5Y4, 5Y6,GY3, EY19

Eynal 1. 6rnekleme (E) E4

Eynal 1. 6rnekleme (E) E5, E6

Gure 1. 6rnekleme (G) G1, G8

Gure 1. 6rnekleme (G) G2

Gure 1. 6rnekleme (G) G3, G4, G7, G9

Gure 1. 6rnekleme (G) G5

Havran 1. 6rnekleme (H) H1, H2, H3, H4, H5
Havran 1. 6rnekleme (H) H6

Havran 1. 6rnekleme (H) H7

Eynal 2. 6rnekleme (EY) EY1, EY11, EY15, EY17
Eynal 2. érnekleme (EY) EY2, EY3, EY4, EYS, EY6, EY7, EYS8, EY9, EY10,
Eynal 2. 6rnekleme (EY) EY13

Eynal 2. 6rnekleme (EY) EY18

Eynal 2. 6rnekleme (EY) EY14, EY16, EY21
Sindirgi 2. 6rnekleme (SY) SY1, SY3, SY5,

Gure 2. 6rnekleme (GY) GY1, GY2, GY4, GY5
Gure 1. 6rnekleme (G) G6

Eynal 2. 6rnekleme (EY) EY12

Eynal 2. 6rnekleme (EY), Havran 1. 6rnekleme (H) EY20, H8, H10, H13

Havran 1. 6rnekleme (H) H9, H11



izolatlardan elde edilen PZR iiriinlerinin Dizi Analizi

Dizi analizi igin ARDRA jelinde ayni profile sahip olan izolatlardan
temsili olarak bir tanesi secilmis ve dizi analizi MACROGEN firmasma
yaptirilmistir. Sekans analizi i¢in 907R ve 1492R primerleri kullanilmis ve
sonrasinda bu diziler Bioedit 7.2.5 software programi ile birlestirilmistir. Sekans
analizine ait sonuglar Cizelge 3.4 de verilmistir.

Izolatlarm 16S rRNA gen bolgesine ait olan kismi dizi analizleri
KR864865, KR864866, KR864867, KR864868, KR864869, KR864870,
KR864871, KR864872, KR864873, KR864874, KR864875, KR864876,
KR864877, KRB864878, KRB864879, KRB864880, KR864881, KR864882,

KR864883 gen bankasi numarasi ile saklanmastir.
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Cizelge 3.4. ARDRA grup numaralarina gére 907R/1492R primerleri ile sekans analiz sonuglari

ARDRA
GRUP
NUMARAS
|

TiP

[zolat S2

Izolat S5

Izolat E4

[zolat E6

Izolat G1
1766UAC014
1766UAC030

Izolat G2
1766UAC104
1766UAC105

AMPLIFIKASYON

PRIMERI

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

SEKANS
PRIMERI

907R/1492R

907R/1492R

907R/1492R

907R/1492R

907R/1492R

907R/1492R

BENZERLIK

SONUC

Geobacillus thermoleovorans
CCB_US3_UF5 strain

Geobacillus
%100 thermoparaffinivorans strain
Et2/4
Geobacillus thermoleovorans
%99 partial 16S rRNA gene, isolate
F30
Geobacillus kaustophilus
%99 strain L14 16S ribosomal
RNA gene
Bacillus licheniformis strain
%100 CCMMBB883 16S ribosomal
RNA gene,
Brevibacillus thermoruber
%99 partial 16S rRNA gene, isolate
SWCR50_7

%99

GEN
BANKASI
NUMARASI

NR074931.1

KT266806.1

AJ564612.1

FJ823105.2

KF879248.1

KJ842630.1

UZUNLU
K

(bp)

1434

1291

1457

1211

1353

1304


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444439616?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEG9GJ4G014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/874377384?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEH4SET0014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31414363?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VEH58HKT015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/345106915?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VEH5PS4E014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/597501193?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEF8M1YD015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/672610918?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEHMK07A01R
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Cizelge 3.4. ( Devam) ARDRA grup numaralarina gore 907R/1492R primerleri ile sekans analiz sonuglari

ARDRA
GRUP
NUMARASI

10

11

12

13

TiP

Izolat G9
1766UAC034
1766UAC014

izolat G5
1766UAC032
1766UAC002

Izolat H4
1766UAC036
1766UAC006

Izolat H6
1766UAC068
1766UAC071

Izolat H7
1766UAC062
1766UAC008

Izolat EY1
1766UAC047
1766UAC015

Izolat EY5
1766UAC049
1766UACO75

AMPLIFIKASYON

PRIMERI

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

SEKANS
PRIMERI

907R/1492R

907R/1492R

907R/1492R

907R/1492R

907R/1492R

907R/1492R

907R/1492R

BENZERLIK

%100

%100

%99

%99

%99

%97

%100

SONUC

Bacillus licheniformis strain
CCMMB883 16S ribosomal
RNA gene
Aneurinibacillus
thermoaerophilus strain
AFNA 1 16S ribosomal RNA
gene
Anoxybacillus flavithermus
strain 8POT11 16S ribosomal
RNA gene

Bacillus sp. SWCR50_18
partial 16S rRNA gene

Aneurinibacillus sp. Z3 16S
ribosomal RNA gene

Geobacillus sp. NBM49 16S
ribosomal RNA gene

Bacillus sonorensis strain
ZJY-537 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

GEN
BANKASI
NUMARASI

KF879248.1

EF032876.1

KJ722464.1

LN681603.1

FJ268961.1

HQ703944.1

KP282741.1

UZUNLUK
(bp)

1353

1341

1379

1174

1123

1329

1131


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/597501193?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEFTVE7S015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/117582125?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEFJM1PJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/630256957?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEGKSPBR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/789405875?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=VEGS5NB5014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/209922549?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEGTN1KT01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/820948464?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=VEG9ZCJ2014
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Cizelge 3.4. (Devam ) ARDRA grup numaralarina gére 907R/1492R primerleri ile sekans analiz sonuglari

ARDRA
GRUP
NUMARASI

14

15

16

17

18

19

20

TiP

Izolat EY13
1766UACO051
1766UAC019

[zolat EY18
1766UAC064
1766UAC066

Izolat EY21
1766UAC057
1766UAC025

Izolat SY5
1766UAC044
1766UAC027

Izolat GY4
1766UAC046
1766UAC029

Izolat G6
1766UAC033
1766UAC003

Izolat EY12
1766UAC108
1766UAC109

AMPLIFIKASYON

PRIMERI

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

27F/1492R

SEKANS
PRIMERI

907R/1492R

907R/1492R

907R/1492R

907R/1492R

907R/1492R

907R/1492R

907R/1492R

BENZERLIK

%100

%100

%100

%100

%99

%99

%100

SONUC

Geobacillus
thermoparaffinivorans strain
Ba7 16S ribosomal RNA
gene,
Aeribacillus pallidus strain ET
239-1 16S ribosomal RNA
gene

Bacillus licheniformis strain
L-5 16S ribosomal RNA gene

Bacillus licheniformis strain
B26 16S ribosomal RNA
gene,

Anoxybacillus sp. SK3-4 16S
ribosomal RNA gene

Chelatococcus sp. E1 16S
ribosomal RNA gene

Bacillus licheniformis strain
CCMMB883 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

GEN
BANKASI
NUMARASI

KC252981.1

KR611619.1

KJ572278.1

GU945232.1

GQ184213.1

1Q776652.1

KF879248.1

UZUNLUK
(bp)

1369

1128

1284

1192

1393

1247

1191


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/494466216?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEH36VF9014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/844262063?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEGJA0C101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297375465?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEEZFRBM014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/241914454?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEF6F8NK014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/385724705?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEFKGATU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/597501193?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEHM1A4V015
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Cizelge 3.4. (Devam ) ARDRA grup numaralarina gére 907R/1492R primerleri ile sekans analiz sonuglart

ARDRA
GRUP
NUMARASI

21

22

TiP

Izolat H13
1766UAC041
1766UAC118

Izolat H9
1766UAC039
1766UACO010

AMPLIFIKASYON

PRIMERI

27F/1492R

27F/1492R

SEKANS
PRIMERI

907R/1492R

907R/1492R

BENZERLIK

%96

%99

SONUC

Anoxybacillus flavithermus
WK1, complete genome

Brevibacillus thermoruber
strain B4M 16S ribosomal
RNA gene

GEN
BANKASI
NUMARASI

€P000922.1

KJ722521.1

UZUNLUK
(bp)

1400

1357


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/212559329?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEJ11E87014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/630257014?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEGXMX2Z01R

Sindirg1 termal su 6rneginin bakteriyel ¢esitliligi incelendiginde Subat
ayt Orneklemesinden elde edilen 6 izolatin 4 tanesinin Grup 1 ARDRA
numarasina, 2 tanesinin Grup 2 ARDRA numarasina ait oldugu goriilmektedir.
Agustos ay1 orneklemesinden elde edilen 6 izolatin 2 tanesinin Grup 2 ARDRA
numarasina, 4 tanesinin Grup 17 ARDRA numarasina ait oldugu goriilmektedir.
Grup 1 ve 2 Geobacillus cinsine karsilik gelmekteyken, Grup 17 Bacillus cinsine
karsihk  gelmektedir.  Izolatlarin  ait oldugu cinsler yiizde olarak
degerlendirildiginde toplamda 12 izolatin % 66,6 ‘sinin Geobacillus cinsine, %

33,4 “iiniin ise Bacillus cinsine ait oldugu gortilmektedir (Sekil 3.15).

m Geobacillus = Bacillus

Sekil 3.15. Sindirg bolgesinden izole edilen izolatlarin cinslere gore % dagilimi
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Eynal Termal su orneginin Subat ayr drneklemesinden elde edilen 6
izolatin 2 tanesinin Grup 1 ARDRA (Geobacillus) numarasina, 1 tanesinin Grup 2
ARDRA numarasina (Geobacillus), 1 tanesinin Grup 3 ARDRA numarasina
(Geobacillus), 2 tanesinin Grup 4 ARDRA numarasina (Geobacillus) ait oldugu
goriilmektedir. Agustos ay1r Orneklemesinden elde edilen 21 tane izolatin 1
tanesinin Grup 2 ARDRA numarasina (Geobacillus), 4 tanesinin Grup 12
ARDRA numarasma (Geobacillus), 9 tanesinin Grup 13 ARDRA numarasina
(Bacillus sonorensis), 1 tanesinin Grup 14 ARDRA numarasina (Geobacillus), 1
tanesinin Grup 15 ARDRA numarasina (Aeribacillus), 3 tanesinin Grup 16
ARDRA numarasina (Bacillus), 1 tanesinin Grup 20 ARDRA numarasina
(Bacillus), ve 1 tanesinin Grup 21 ARDRA numarasina (Anoxybacillus) ait oldugu
goriilmektedir. izolatlarm ait oldugu cinsler yiizde olarak degerlendirildiginde
toplamda 27 izolatin % 48°inin Geobacillus cinsine, % 44’{iniin Bacillus cinsine,
% 3,7 ‘sinin Aeribacillus cinsine ve % 3,7 ‘sinin Anoxybacillus cinsine ait oldugu

goriilmektedir.

Anoxybacillus
4%

Sekil 3.16. Eynal bdlgesinden izole edilen izolatlarin cinslere gore % dagilim
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Gilire termal su Orneginin Subat ay1 Orneklemesinden elde edilen 9
izolatin 1 tanesinin Grup 5 ARDRA numarasina (Bacillus), 1 tanesinin Grup 6
ARDRA numarasma (Brevibacillus), 5 tanesinin Grup 7 ARDRA numarasina
(Bacillus), 1 tanesinin Grup 8 ARDRA numarasina (Aneurinibacillus), 1 tanesinin
Grup 19 ARDRA numarasina (Chelatococcus) ait oldugu goriillmektedir. Agustos
ay1 orneklemesinden elde edilen 5 izolatin ise 4 tanesinin Grup 18 ARDRA
numarasina (Anoxybacillus), 1 tanesinin ise Grup 2 ARDRA numarasina
(Geobacillus) ait oldugu goriilmektedir. Izolatlarm ait oldugu cinsler yiizde olarak
degerlendirildiginde toplamda 14 izolatin %42,85 inin Bacillus cinsine, %7,14
untn Aneurinibacillus cinsine, %7,14 tiniin Chelatococcus cinsine, %28,57 sinin
Anoxybacillus cinsine, %7,14 tiniin Geobacillus cinsine, %?7,14 {iniin

Brevibacillus cinsine ait oldugu goriilmektedir.

m Bacillus m Aneurinibacillus m Chelatococcus

m Anoxybacillus m Geobacillus m Brevibacillus

Sekil 3.17. Giire bolgesinden izole edilen izolatlarin cinslere gore ait % dagilimi
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Havran termal su orneginin Subat ay1 drneklemesinden elde edilen 13
izolattan 1 tanesinin Grup 2 ARDRA numarasina (Geobacillus), 5 tanesinin Grup
9 ARDRA numarasina (Anoxybacillus), 1 tanesinin Grup 10 ARDRA numarasina
(Bacillus), 1 tanesinin Grup 11 ARDRA numarasina (Aneurinibacillus), 2
tanesinin Grup 21 ARDRA numarasma (Anoxybacillus), 2 tanesinin Grup 22
ARDRA numarasina (Brevibacillus) ait oldugu goriilmektedir. izolatlarin ait
oldugu cinsler yiizde olarak degerlendirildiginde toplamda 13 izolatin %7,69 unun
Geobacillus cinsine, %61,5 inin Anoxybacillus cinsine, %7,69 unun
Aneurinibacillus cinsine, %15,38 inin Brevibacillus cinsine ve %7,69 unun

Bacillus cinsine ait oldugu goriilmektedir.

neurinibacillus
8%

Sekil 3.18. Havran bolgesinden izole edilen izolatlarin cinslere gore ait % dagilimu

izolatlarin Yag Asidi Metil Esterleri (FAME) Analizi

16S rRNA gen iirtiniiniin Mbo | enzimiyle kesim analizi sonucunda elde
edilen farkli ARDRA profiline sahip izolatlar i¢in FAME analizi uygulanmistir.
Ornekleme bolgelerine gére FAME analiz profilleri Cizelge 3.5, 3.6, 3.7 ve 3.8 de

verilmistir.
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Bu calismamizda Sindirgi bolgesinden 3 farkli izolata yag asiti analizi
uygulanmistir. S2 ve S5 kodlu izolatlarda 14:0 (Miristik asit), 16:0 (Palmitik asit),
16:1 w7c (Palmitoleik asit), 18:0 (Stearik asit), 18:1 w7c (cis-Vakkenik asit), 19:0
siklo w8c (cis-10,11-Metilen-Oktadekanoik asit) bulunmustur. SY5 kodlu izolatta
14:0 ISO (Izomiristik asit), 15:0 ISO (13-Metilmiristik asit), 15:0 ANTEISO (12-
Metilmiristik asit), 16:0 ISO (izopalmitik asit), 16:0 (Palmitik asit), 17:0 ISO
(Izomargarik asit), 17:0 ANTEISO (Anteizomargarik asit), 18:0 (Stearik asit)
bulunmustur (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Sindirg1 bolgesine ait izolatlardan bazilaria ait FAME analiz sonuglar1

Yag asit derisimi (%)
Yag asitleri S2 S5 SY5
14:0 10.63 10.92
14:0 1SO - - 0.59
15:0 ISO - - 37.02
15:0 ANTEISO - - 27.51
16:0 50.67 47.60 3.30
16:0 ISO - - 3.43
16:1w7c 7.37 7.90
17:0 1SO - - 14.47
17:0 ANTEISO - - 13.02
18:0 10.18 9.27 0.67
18:1w7c 15.52 17.56
19:0 CYCLO w8c 5.63 6.75
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Eynal bolgesine ait 6 farkli izolatla yapilan yag asiti analizi sonucunda
E4, E6, EY5 ve EY12 kodlu izolatlarda 15:0 iso (13-Metilmiristik asit), 15:0
anteiso (12-Metilmiristik asit), 16:0 (Palmitik asit), 16:0 iso (izopalmitik asit),
17:0 iso (Izomargarik asit), 17:0 anteiso (Anteizomargarik asit) yag asitleri ortak
olarak bulunmustur. EY21 kodlu izolatta diger izolatlara ek olarak 14:0 iso
(Izomiristik asit) ve 18:0 (Stearik asit) bulunmustur. EY 18 kodlu izolatta ise diger
izolatlara ek olarak 10:0 (Kaprik asit), 14:0 (Miristik asit), 16:1 w7c alkol
(Palmitoleil alkol), 16:1 wllc ((5Z)-5-Hekzadekenoik asit), 17:1 iso I, 17:1 iso
w10c ve 18:1 w9c (Oleik asit) bulunmustur (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Eynal bolgesine ait izolatlardan bazilarina ait FAME analiz sonuglar

Yag asit derisimi (%)
Yag asitleri E4 E6 EY5 EY12 EY18 EY21
10:0 - - - - 0.25 -
14:0 - - - - 3.43 -
14:0 1SO - - - - 0.77 0.60
15:0 1SO 31.83 34.17 36.23 38.81 19.50 37.62
15:0 ANTEISO 26.29 22.52 27.39 30.00 8.77 24.47
16:0 5.53 6.89 8.18 3.82 14.29 3.58
16:0 I1SO 4.62 4.06 3.72 3.50 10.88 4.22
16:1 w7c alcohol - - - - 1.44 -
16:1wllc - - - - 6.09 -
17:0 1SO 16.79 18.66 12.87 12.89 8.56 16.61
17:0 ANTEISO 14.94 13.70 11.61 10.98 21.40 12.30
17:11S0 1 - - - - 1.38 -
1ISO 17:1 wl0c - - - - 2.02 -
18:0 - - - - 0.90 0.61
18:1 w9c - - - - 0.32 -
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Giire bolgesinden 6 farkli izolata uygulanan yag asiti sonuclar1 Cizelge
3.6’da verilmistir. Sonuglara gore G9 ve GY4 kodlu izolatlarda 15:0 iso (13-
Metilmiristik asit), 15:0 anteiso (12-Metilmiristik asit), 16:0 (Palmitik asit), 16:0
iso (Izopalmitik asit), 17:0 iso (Izomargarik asit), 17:0 anteiso (Anteizomargarik
asit) ve 18:0 (Stearik asit) bulunmustur. G2 kodlu izolatta bu yag asitlerine ek
olarak 10:0 (Kaprik asit), 13:0 iso (Izotridekanoik asit), 14:0 (Miristik asit) ve
14:0 iso (Izomiristik asit) bulunmustur. G1 kodlu izolatta 14:0 (Miristik asit), 14:0
iso (Izomiristik asit), 14:0 30H (3-hidroksimiristik asit), 15:0 iso (13-
Metilmiristik asit), 15:0 anteiso (12-Metilmiristik asit), 16:0 (Palmitik asit), 16:0
iso (Izopalmitik asit), 16:1 w7c (Palmitoleik asit), 17:0 iso (izomargarik asit),
17:0 anteiso (Anteizomargarik asit), 17:1 anteiso A ve 17:1 iso w5¢ bulunmustur.
G5 kodlu izolatta 13:0 iso (Izotridekanoik asit), 13:0 30H (3-hidroksitridekanoik
asit), 14:0 (Miristik asit), 14:0 iso (Izomiristik asit), 15:0 iso (13-Metilmiristik
asit), 15:0 anteiso (12-Metilmiristik asit), 16:0 (Palmitik asit), 16:0 iso
(Izopalmitik asit), 16:0 iso H, 16:1 w5c (cis-11-Palmitoleik asit), 16:1 w7c
(Palmitoleik asit), 17:0 iso (Izomargarik asit), 17:0 anteiso (Anteizomargarik asit)
ve 17:1 iso w9c bulunmustur. G6 kodlu izolat ise diger izolatlardan oldukga farkli
yag asiti profiline sahiptir. Bu izolatta 12:0 alde, 14:0 30H (3-hidroksimiristik
asit), 16:0 (Palmitik asit), 17:0 (Margarik asit), 18:0 (Stearik asit), 18:0 30H (3-
hidroksistearik asit), 18:1 20H, 18:1 w7c (cis-Vakkenik asit), 19:0 siklo w8c (cis-
10,11-Metilen-Oktadekanoik asit), 20:1 w7c ((132)-13-ikosenoik asit) ve

tanimlanamayan bir yag asiti bulunmustur.
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Cizelge 3.7. Giire bolgesine ait izolatlardan bazilarina ait FAME analiz sonuglar1

Yag asit derisimi (%)
Yag asitleri Gl G2 G5 G6 G9 GY4
10:0 - 0.34 - - - -
12:0 ALDE - - - 1.06 - -
13:01SO - 0.82 0.24 - - -
13:0 30H - - 1.21 - - -
14:0 2.39 0.90 1.08 - - -
14:0 ISO 1.15 0.69 0.90 - - -
14:0 30H 3.29 - - 4.62 - -
15:0 ISO 60.84 61.59 60.70 - 36.56 60.13
15:0 ANTEISO 3.07 15.95 3.58 - 24.35 14.02
16:0 2.00 3.59 3.67 291 8.33 6.81
16:0 ISO 3.73 1.88 4.34 - 3.83 1.64
16:1I1ISOH - - 0.69 - - -
16:1 w5c - - 0.64 - - -
16:1w7c 7.31 - 0.97 - - -
17:0 - - - 3.52 - -
17:01SO 5.44 10.72 9.59 - 13.37 12.13
17:0 ANTEISO 1.39 2.76 151 - 11.25 2.81
17:1 ANTEISO A 1.98 - - - - -
1SO 17:1 w5c 7.40 - - - - -
1ISO 17:1 w9c - - 1.35 - - -
18:0 - 0.77 - 7.84 2.30 2.47
18:0 30H - - - 3.17 - -
18:1 20H - - - 4.35 - -
18:1w7c - - - 57.49 - -
19:0 CYCLO
e - - - 10.22 - -
20:1w7c - - - 2.12 - -
Tamimlanamayan - - - 2.69 - -
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Havran bolgesinden 4 farkli izolata yag asiti analizi yapilmistir. H6 kodlu
izolatta 15:0 iso (13-Metilmiristik asit), 15:0 anteiso (12-Metilmiristik asit), 16:0
(Palmitik asit), 16:0 iso (Izopalmitik asit), 17:0 iso (Izomargarik asit), 17:0 anteiso
(Anteizomargarik asit) ve 18:0 (Stearik asit) yag asitleri bulunmustur. H4 kodlu
izolatta H6 kodlu izolata ek olarak 13:0 iso (Izotridekanoik asit), 14:0 (Miristik
asit), 14:0 iso (izomiristik asit), 16:1 w7c¢ (Palmitoleik asit), 17:1 anteiso A ve
17:1 w5c ((12Z)-12-Heptadekenoik asit) bulunmustur. H7 ve H13 kodlu izolatlar
incelendiginde ise 13:0 30H (3-Hidroksitridekanoik asit), 14:0 (Miristik asit),
14:0 iso (Izomiristik asit), 15:0 iso (13-Metilmiristik asit), 15:0 anteiso (12-
Metilmiristik asit), 16:0 (Palmitik asit), 16:0 iso (izopalmitik asit), 16:1 w7c
(Palmitoleik asit), 17:0 iso (Izomargarik asit), 17:0 anteiso (Anteizomargarik asit),
17:1 anteiso B, 17:1 iso w9c ((7Z)-15-Metil-7-Hekzadekenoik asit) ortak olarak
bulunmustur. H13 kodlu izolatta buna ek olarak 18:0 (Stearik asit) yag asiti
mevcut olup H7 kodlu izolatta ise 11:0 iso (9-Metilkaprik asit), 13:0 iso
(Tridekanoik asit), 16:1 iso H ve 16:1 w5c (cis-11-Palmitoleik asit) bulunmustur
(Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.8. Havran bolgesine ait izolatlardan bazilarina ait FAME analiz sonuglari

Yag asit derisimi (%)

Yag asitleri H4 H6 H7 H13
11:0 ISO - - 0.43 -
13:0 I1SO 1.12 - 0.43 -
13:0 30H - - 1.57 0.98

14:0 5.47 - 1.06 1.44
14:0 ISO 1.30 - 0.98 0.56
15:0 ISO 53.98 31.23 67.13 55.16
15:0 ANTEISO 7.11 26.24 3.29 391
16:0 9.06 13.54 3.65 11.10
16:0 I1SO 3.00 341 3.07 2.84
16:1I1ISOH - - 0.47 -
16:1 wsc - - 0.50 -
16:1w7c 5.46 - 0.70 0.97
17:01SO 4.80 10.39 7.36 10.06
17:0 ANTEISO 3.25 11.65 1.13 1.89
17:1 ANTEISO A 1.58 - - -
17:1 ANTEISO B - - 7.48 6.89
1SO 17:1 w5c 1.63 - - -
1ISO 17:1 w9c - - 0.75 0.92
18:0 2.25 3.54 - 3.27
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3.4. Kommunite Analizleri
3.4.1. Termal su 6rneklerinden DNA izolasyonu

Termal su Orneklerinden DNA izolasyonu daha once 2.2.5.1. de
belirtildigi gibi yapilmistir. Daha sonra Promega DNA Clean-up kiti kullanilarak

ornekler saflastirilmistir.

3.4.2. 16S rRNA geninin klonlanmasi

Filtrelerden elde edilen DNA ornekleri 16S rRNA’nin klonlanmas igin
kullanilmistir.  Oncelikle her bir DNA 6rneginin 16S rRNA bdlgesinin
amplifikasyonu 27F/1492R primerleri ile gerceklestirilmis, amplifikasyon iiriinii
Promega SV Gel ve PCR Cleanup kiti ile daha 6nce belirtildigi sekilde iki kez
saflastirilmistir ve PZR {irlinlerinin nanodrop degeri 97,5-195 ng/ul olarak
ayarlanmistir. PZR {irlinliniin 3* ucuna Poly-A kuyrugunun eklenmesi, ligasyon ve
transformasyon islemleri daha dnce belirtildigi gibi yapilmistir. Pozitif klonlarin
secimi i¢in amphicilin ve X gal igeren LB agar petrileri kullanilmis insert tagiyan
beyaz kolonilerin ve insert tastmayan mavi kolonilerin sayis1 belirlenmistir. Insert
iceren beyaz klonlar %20 gliserol icerisinde -20 °C de saklanmistir. Klonlardan
plazmit DNA izolasyonu i¢in stok kiiltiirler amphicilin iceren LB besiyerinde
canlandirilmis ve plazmit DNA izolasyonu daha Once belirtildigi gibi GE
Healthcare Illustra Plasmid Mini Spin Kit kullanilarak yapilmustir. Izole edilen
plazmit DNA lardan 16S rRNA amplifikasyonu M13F/M13R primerleri ile
gerceklestirilmistir. Elde edilen {irinlerin Mbo | restriksiyon enzimi kullanilarak
ARDRA profilleri elde edilmistir.

Sindirgt termal su Ornegi icin yapilan 16S rRNA klonlama islemi
sonucunda 80 adet beyaz koloni ve 35 adet mavi koloni, Eynal termal su 6rnegi
icin yapilan 16S rRNA klonlama islemi sonucunda 40 adet beyaz, 82 adet mavi
koloni, Giire termal su 6rnegi icin yapilan 16S rRNA klonlama islemi sonucunda
23 adet beyaz, 75 adet mavi koloni, Havran termal su 6rnegi i¢in yapilan 16S
rRNA klonlama islemi sonucunda 75 adet beyaz 60 adet mavi koloni elde

edilmistir. Sekil 3.19 da klonlara ait baz1 petri gériintiileri verilmistir.
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Sekil 3.19. Klonlara ait bazi petri goriintiileri

Her bir bolgeden elde edilen 24 adet beyaz koloninin dogru boyutta
tirtine sahip olup olmadigin1 anlamak i¢in M13F/M13R primerleri ile dogrulama
yapilmis ve dogru {iriin boyutuna sahip klonlarin plazmit DNA ekstraksiyonundan
sonra tekrar M13F/M13R primerleri ile amplifikasyonu 2.2.5.2 de belirtilen
sartlarda gergeklestirilmis ve Mbo | restriksiyon profilleri karsilastiriimigtir. Mbo |
enzimiyle gerceklestirilen ARDRA profil karsilastirilmasi sonucunda 4 bdlge
arasinda toplam 20 farkli restriksiyon kesim profili elde edilmistir. Klonlar ile
elde edilen ARDRA profilleri ve numaralar1 ¢izelge 3.9’ da Ozetlenmistir.
Bolgelere ait Mbo | enzimiyle gergeklestirilen ARDRA profilleri Sekil 3.20, 3.21,
3.22 ve 3.23 de verilmistir.
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M1 2 34, 5 7, 809, 10 11,12.13

i I l4 15,16, 17, 18 19,20 1,22,24,

Sekil 3.20. Sindirg: klonlarina ait plazmitlerin M13F/M13R PZR f{iriinlerinin Mbo | restriksiyon
enzimi ile elde edilen ARDRA profilleri M: pBR322/Alul Marker

M, 21,25, 27,28, 33,35, 36,38,39,41, 42

M. 44, 52, 55, 58, 60, 6, 63, 64, 66, 68, 69, 70

Sekil 3.21. Eynal klonlarina ait plazmitlerin M13F/M13R PZR iiriinlerinin Mbol restriksiyon
enzimi ile elde edilen ARDRA profilleri M: pBR322/Alul Marker
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M1, 2 5 7, 10,11, 15, 12, 13, 14, 16, 17

M, 18, 19, 20, 21, 22, 23

Sekil 3.22. Giire klonlarina ait plazmitlerin M13F/M13R PZR iriinlerinin Mbo | restriksiyon
enzimi ile elde edilen ARDRA profilleri M: pBR322/Alul Marker

5, 6 7. 8 9, 10, 11, 12

-
-— e .o
o g
el b o=
. s - .

M, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23

Sekil 3.23. Havran klonlarina ait plazmitlerin M13F/M13R PZR iiriinlerinin Mbo | restriksiyon
enzimi ile elde edilen ARDRA profilleri M: pBR322/Alul Marker
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Cizelge 3.9. Klonlara ait ARDRA profil numaralari

ARDRA
Profil Klonlar
Numarasi
Sindirgy; 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 24, 95 ve 97
Gire 1, 2, 5, 13, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 ve 23
! Havran 2, 3, 6, 8, 9, 10, 21, 22 ve 23
Eynal; 52, 60, 62, ve 68
Sindirg: 21
Giire 7, 10 ve 14,
2 Havran 1, 7, 14 ve 18
Eynal 44
Giire 11 ve 15
3 Havran 11 ve 17
4 Gire 12
5 Havran 4
6 Havran 5
7 Havran 12
8 Havran 13 ve 19
Havran 15
? Eynal 55
10 Havran 17
11 Havran 18 ve 24
12 Sindirg 12
13 Eynal 21
14 Eynal 27, 28, 69 ve 70
15 Eynal 27, 28, 69 ve 70
16 Eynal 33, 35, 38, 58, 63, 64 ve 66
17 Eynal 36
18 Eynal 39
19 Eynal 41
20 Eynal 42
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Cizelge 3.9’ da goriildiigi gibi Sindirgt 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 22, 24, 95 ve 97 nolu, Eynal 52, 60, 62, ve 68 nolu, Giire 1, 2, 5, 13,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 ve 23 nolu, Havran 2, 3, 6, 8, 9, 10, 21, 22 ve 23 nolu
klonlar 1 numarali ARDRA grubunu, Sindirg1 21 nolu, Eynal 44 nolu, Giire 7, 10
ve 14, Havran 1, 7, 14 ve 18 nolu klonlar 2 numarali ARDRA grubunu, Giire 11,
15 nolu, Havran 11 ve 17 nolu klonlar 3 nolu ARDRA grubunu, Giire 12 nolu
klon 4 numarali ARDRA grubunu, Havran 4 nolu klon 5 numarali ARDRA
grubunu, Havran 5 nolu klon 6 numarali ARDRA grubunu, Havran 12 nolu klon 7
numarali ARDRA grubunu, Havran 13 ve 19 nolu klon 8 numarali ARDRA
grubunu, Havran 15 ve Eynal 55 nolu klon 9 numarali ARDRA grubunu, Havran
17 nolu klon 10 numarali ARDRA grubunu, Havran 18 ve 24 nolu klon 11
numaralt ARDRA grubunu, Sindirgi 12 nolu klon tek basina 12 numarali ARDRA
grubunu, Eynal 21 nolu klon tek basina 13 numarali ARDRA grubunu, Eynal 25
nolu klon tek basina 14 numarali ARDRA grubunu, Eynal 27, 28, 69 ve 70 nolu
klon 15 numaralit ARDRA grubunu, Eynal 33, 35, 38, 58, 63, 64, 66 nolu klonlar
16 numarali ARDRA grubunu, Eynal 36 nolu klon tek basma 17 numaral
ARDRA grubunu, Eynal 39 nolu klon tek basma 18 numarali ARDRA grubunu,
Eynal 41 nolu klon tek basina 19 numarali ARDRA grubunu, Eynal 42 nolu klon
tek basina 20 numarali ARDRA grubunu olusturmaktadir.

Farklit ARDRA profiline ait klonlarin plazmit izolasyonu 2.2.5.2 de daha
once bahsedildigi gibi yapilmistir. Plazmitlerin M13F/R primerleri ile elde edilen
PZR fiiriinleri dizi analizi i¢in Macrogen firmasina gonderilmistir. Dizi analizi i¢in

1492R primeri kullanilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 3.10 da verilmistir.
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Cizelge 3.10. Klonlara ait ARDRA profillerinin sekans analiz sonuglari

ARDRA
. . Amplifikasyon Sekans . Gen Bankasi
Profil Tip ] ) o Benzerlik Sonug Uzunluk (bp)
Primeri Primeri Numarasi
Numarasi
Klon G1 Anoxybacillus flavithermus WK1, complete
1 M13F/R 1492R %99 KJ722464.1 792
1766UAC110 genome
Klon G7 Meiothermus silvanus DSM 9946, complete
2 M13F/R 1492R %99 NR_074273.1 906
1766UAC111 genome
Klon G11 Uncultured bacterium clone 1C227620 16S
3 M13F/R 1492R %90 EU799944.1 ] ] 903
1766UAC112 == | ribosomal RNA gene, partial sequence
Klon G12 Uncultured bacterium clone Ap.ba-F-DM-HN-1-
4 M13F/R 1492R %95 HQ639470.1 ) ) 670
1766UAC113 152 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Klon H4 Uncultured bacterium clone HB55 16S
5 M13F/R 1492R %93 EF648061.1 ) ) 889
17CDZAB021 ribosomal RNA gene, partial sequence
Klon H5 Anoxybacillus flavithermus strain TS_15 16S
6 M13F/R 1492R %99 KJ842638.1 ) ) 674
17CDZAB022 ribosomal RNA gene, partial sequence
Klon H12 Aneurinibacillus thermoaerophilus strain G3 16S
7 M13F/R 1492R %99 KJ190161.1 ] ] 559
1766UAC117 ribosomal RNA gene, partial sequence
Klon H13 Brevibacillus thermoruber strain TS_06 16S
8 M13F/R 1492R %99 KJ842631.1 . . 826
1766UAC118 ribosomal RNA gene, partial sequence
Klon H15 Anoxybacillus flavithermus strain TS_15 16S
9 M13F/R 1492R %99 KJ842638.1 ] ] 859
17CDZAB014 ribosomal RNA gene, partial sequence



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/630256957?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VERFWJ5W01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/444303851?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VERGTPHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/190704869?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VF9ERD13014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/327493339?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VF9FVCGU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/152003475?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VES8X8VJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/672610926?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VES9Z4XG015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/592825186?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VESGZXPM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/672610919?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VESKRKDX014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/672610926?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VESMRE9J014

06

Cizelge 3.10. (Devam) Klonlara ait ARDRA profillerinin sekans analiz sonuglar1

ARDRA
) ) Amplifikasyon Sekans ] Gen Bankasi
Profil Tip . . Benzerlik Sonu¢ Uzunluk (bp)
N Primeri Primeri Numarasi
umarasi
Klon H17 Uncultured bacterium clone B27_534 16S
10 M13F/R 1492R %99 KR329111.1 ) ) 331
17CDZAB015 ribosomal RNA gene, partial sequence
Klon H24 Roseomonas sp. YIM 78007 16S ribosomal
11 M13F/R 907R %99 KF771274.1 ) 626
17CDZAB016 RNA gene, partial sequence
Klon S12 . .
12 M13F/R 1492R 0 Anoxybacillus flavithermus WK1, complete
1766UAC114 %100 KJ722464.1 genome 809
Klon E21 . . . . .
13 M13F/R 0 Bacillus licheniformis strain Nam1-2 16S
1766UAC119 1492R 797 KP216563.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 735
Klon E25 .
14 0 Uncultured bacterium clone bac52 16S
1766UAC120 MI3F/R 1492R %91 HM184957.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 940
Klon E27 )
15 1766UAC121 M13F/R 1492R %98 CP001638.1 Geobacillus sp. WCH70, complete genome 484
Klon E33 Meiothermus sp. 140 16S ribosomal RNA gene,
16 M13F/R 1492R %91 AY845055.1 ) 565
1766UAC122 partial sequence



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/846548477?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VESW2BKM014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/576866884?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEZ506CN01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/630256957?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VET691DM015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/806642156?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=VETH4PEX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/332384282?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VF9HJSZF014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/239805877?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VFA4VHH2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57164992?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEY6FSZD01R

16

Cizelge 3.10. (Devam ) Klonlara ait ARDRA profillerinin sekans analiz sonuglari

ARDRA
] ] Amplifikasyon | Sekans ) Gen Bankasi
Profil Tip L . Benzerlik Sonug Uzunluk (bp)
Primeri Primeri Numarasi
Numarasi
Klon E36 Bacillus amyloliquefaciens strain HN-24 16S
17 M13F/R 1492R %99 KR109267.1 ) ) 542
17CDZABO017 ribosomal RNA gene, partial sequence
Klon E39 Uncultured bacterium clone BQRY_43 16S
18 M13F/R 907R %89 KM278273.1 ) ) 807
17CDZAB028 ribosomal RNA gene, partial sequence
Klon E4L Uncultured organism clone ELU0061-T404-S-
on
19 M13F/R 1492R %99 HQ767379.1 NIPCRAMgANa_000428 small subunit 837
17CDZAB019 ) : - .
ribosomal RNA gene, partial sequence
Klon E42 )
20 M13F/R 1492R %99 CP001638.1 Geobacillus sp. WCH70, complete genome 883

17CDZAB020



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/887515892?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEY7BMJR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/673448196?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEY9DD4501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/319474518?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEYJ9V8201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/239805877?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=VEYKA1R701R

3.5. Flourescent In Situ Hibridisation (FISH)

Sindirgi, Eynal, Giire ve Havran termal su Orneklerindeki bakteri ve
arkea popiilasyonunun varligini belirlemek i¢in Eub338, Arc344 ve Arc915
evrensel problart kullanilarak FISH gerceklestirilmis ve DAPI boyama
yaptlmistir. FISH ve DAPI boyama sonucunda biitiin termal su Orneklerinde

bakteri sinyalleri alinirken arkea sinyallerine rastlanmamustir (Sekil 3.24-3.31).
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Sekil 3.24. Sindirg: termal su 6rnegine ait Eub338 probu hibridizasyonu sonucunda i1sima veren
ince ve kalin basil morfolojisine sahip bakteriler ve ipliksi yapilar.

Sekil 3.25. Sindirgi termal su 6rnegine ait DAPI boyama sonucunda isima veren ipliksi yapi .
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Sekil 3.26. Eynal termal su 6rnegine ait Eub338 probu ile hibridizasyon sonrasi 1s1ma veren zincir
seklinde bakteri hiicreleri.

Sekil 3.27. Eynal termal su ornegine ait DAPI baoayama sonrasi 1sima veren zincir seklinde
bakteri hiicreleri.
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Sekil 3.28. Giire termal su 6rnegine ait Eub338 probu ile 1s1ma veren kivrik ve kisa basiller

Sekil 3.29. Giire termal su 6rnegine ait DAPI boyama sonucu gozlenen kivrik ve kalin basiller
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Sekil 3.30. Havran termal su 6rnegine ait Eub338 probu ile 1s1ma veren kivrik ve uzun basiller

Sekil 3.31. Havran termal su 6rnegine ait DAPI boyama sonucu gézlenen uzun ve uzun kivrik
basiller.
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Cizelge 3.11. DAPI sayim sonuglar1

Ornekleme Alam Hiicre sayisi/ml
Sindirgi 2*10°
Eynal 3*10°
Giire 1,8%10°
Havran 2,2*10°

Cizelge 3.11 de gorildiigii gibi DAPI boyamasi sonucunda Eynal ve
Sindirgr termal su 6rneginin en fazla hiicre sayisina sahip oldugu goriilmektedir.
Gilire ve Havran ise daha diisiik hiicre yogunluguna sahiptir. Bunun sebebi
Sindirgi ve Eynal termal su orneklerinin ¢evresel 6rnek olmasi digerlerinin ise

sondaj  noktasindan  alinan

distiniilmektedir.

ornekler
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4. TARTISMA SONUC VE ONERILER

1966 yilinda Thomas Brock Yellowstone ulusal parkinda kaynayan
sudan termofilik bakterileri ilk kez izole etmistir. Brock’un termofilleri kesfinden
sonra diinyada bir¢ok yerde termofiller ile ilgili ¢alismalar yapilmistir. Termofiller
yeryiiziinde jeotermal olarak isinmis bolgeler, derin denizlerdeki hidrotermal
bacalar, ¢iirliyen bitki materyalleri gibi bircok bolgeden izole edilebilmektedir.

Caligmamizda Balikesir-Sindirgi, Giire, Havran ve Kiitahya-Eynal termal
kaynaklarindan 2014 yili Subat ve Agustos aylarinda Ornekleme yapilmstir.
Termal su 6rnekleri pH degerleri bakimindan incelendiginde nétral ve hafif alkali
(pH 7-8) ozellikte oldugu goriilmektedir. Ayrica ICP analiz sonuglarina gore
termal su Orneklerinin kimyasal igeriklerinin 6rnekleme zamanina goére ve
birbirinden olduk¢a farkli oldugu goriilmektedir. Ornekleme noktalarinin
kimyasal iceriklerinin farkli olmasi termal su kaynaklarmin ¢ikis noktalarinda
kayag yapilarinin ve kaynak sicakliklarinin farkli olmast ile iliskilendirilebilir.

Calismamiz kapsaminda izolatlara Gram boyama islemi uygulandiginda
izolatlarin birgogunun Gram pozitif, uzun ve kisa ¢ubuk seklinde oldugu, bunun
yaninda Gram negatif basillerin de varligi gdzlemlenmistir. Izolatlarmn koloni
morfolojisi incelendiginde ise beyaz, krem ve sar1 renkli izolatlarin varligi
belirlenmistir. izolatlarm bazilar1 yuvarlak diizgiin bir koloni morfolojine
sahipken bazi izolatlarin ise ekzopolisakkarit tireten mukoid koloniler oldugu
belirlenmistir.

16S rRNA sekansi bakteriyel filogeni ¢alismalarinda siklikla kullanilan
filogenetik bir markerdir. Son zamanlarda bilinmeyen bakterilerin cins hatta tiir
seviyesinde tanimlanmasina olanak saglayan bir ara¢ olarak kullanilmaktadir.
Biyokimyasal metodlarin otomatize edilmesi ve deteksiyon zamanlarinin
kisaltilmasina ragmen biyokimyasal metodlar mikroorganizmalar arasindaki
genotipik farklilig1 belirlemek icin yeterli degildir. Carl Woese ve arkadaglar
1985 yilinda bakterilerdeki filogenetik iligskinin genomda degisken olmayan
bolgelerin kiyaslanmasi ile saptanabilecegini ileri stirmiislerdir.

16S rRNA geni biitiin bakterilerde bulunan, fonksiyonel olarak

korunmus, farkli organizmalarda iyi korunmus ve heterojen bolgeler icermektedir.
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Farkli mikroorganizmalardaki 16S rRNA sekanslarinin karsilastirilmasiyla elde
edilen farkliliklar ortak ata ile iliskilerin agiklanmasina yardimei olmaktadir.

16S rDNA’daki degisim oraninin tiim organizmalar ic¢in tanimlayici
olmamasi bu yontemin dezavantajlarindan biridir. Farkli taksonomik gruplar,
farkl1 degisim oranlarma sahip olabilirler. Bu oranlar evrim siireci iginde
degisiklik gosterebilir (Cetinkaya ve Ayhan, 2012). Bir diger dezavantaj genom
basina diisen kopya sayilarmin farkli olmasidir. Kopya sayilari taksona 6zel gibi
goriinmesine ragmen ayni tilirlin suslar1 arasinda da varyasyon kaydedilmistir.
Baz1 taksonlarda 16S rRNA kopya sayist ile elverisli yasam kosullarina
adaptasyon arasinda bir baglant1 ileri siiriilmektedir. Diisiik kopya sayisina sahip
taksonlarin daha oligotropik oldugu bildirilmistir. Bir organizma tiirlinde 16S
rRNA gen kopya sayisinin ayni oldugu diisiiniilmesine ragmen ayni tiirde hatta
ayni genomun 16S rRNA sekanslar1 faklilik gosterebilir. Bakteri tiirleri arasinda
16S rRNA sekanslar1 fakliliklar1 >%1°dir. Hatta bazi termofilik bakterilerde bu
oranin daha fazla oldugu bilinmektedir. Bu duruma yatay gen transferinin etkili
oldugu ileri siiriilmektedir (Vetrovsky ve Baldrian, 2013).

ARDRA bakterilerde 16S rRNA geni i¢in restriksiyon fragment uzunluk
analizinin bir uygulamasidir. Bu teknik 16S rRNA bolgesinin uygun primerler ile
amplifikasyondan sonra restriksiyon enzimi ile kesimine dayanmaktadir.
Restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu elde edilen profiller tiirlerin temsilcisi
olarak secilmektedir (Sklarz ve ark. 2009). ARDRA farkli ortamlardaki karigik
bakteri populasyonlarini incelemek icin kullanilan bir yontemdir. Bu yontem
mikroorganizma hakkinda ¢ok az ya da hi¢ bilgi vermezken zaman i¢indeki
genotipik degisimler veya farkli ¢cevrelerde bulunan kommuniteler hakkinda bilgi
vermektedir.

Termal su Orneklerinin bakteriyel g¢esitliligi incelendiginde Sindirgi
termal su Orneginin Subat ve Agustos ay1 drneklemelerinden 6’sar adet farkl
morfolojide izolat elde edilmistir. Bu izolatlara ait ARDRA profilleri
incelendiginde 12 izolata ait 3 farkli profil ortaya ¢ikmustir. 16S rRNA dizi
analizleri sonucu bu profillerin Geobacillus thermoleovorans, Geobacillus
thermoparaffinivorans ve Bacillus licheniformis tiirlerine ait oldugunu

gostermistir.
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Eynal termal su kaynagindan Subat ay1 Orneklemesi sonucu 6 izolat,
Agustos ay1 orneklemesi sonucu ise 21 izolat elde edilmistir. Bu izolatlara ait
ARDRA profilleri incelendiginde 27 izolata ait 13 farkli profil ortaya ¢ikmustir.
16S rRNA dizi analizleri sonucu bu profillerin Geobacillus sp, Geobacillus
thermoparaffinivorans, Geobacillus thermoleovorans, Geobacillus kaustophilus,
Aeribacillus pallidus, Bacillus sonorensis ve Bacillus licheniformis tiirlerine ait
oldugu bulunmustur.

Giire termal su kaynagindan Subat ay1 6rneklemesi sonucu 9, Agustos ay1
orneklemesi sonucu 6 izolat elde edilmistir. Bu izolatlara ait ARDRA profilleri
incelendiginde 15 izolata ait 12 farkli profil ortaya ¢ikmistir. 16S rRNA dizi
analizleri sonucu bu profillerin Brevibacillus thermoruber, Bacillus licheniformis,
Aneurinibacillus  thermoaerophilus,  Geobacillus  thermoparaffinivorans,
Anoxybacillus sp. ve Chelatococcus sp. tiirlerine ait oldugu bulunmustur.

Havran termal su kaynagindan Subat ay1 6rneklemesi sonucu elde edilen
13 izolatlara ait ARDRA profilleri incelendiginde 6 farkli profil ortaya ¢ikmustir.
16S rRNA dizi analizleri sonucu bu profillerin  Geobacillus
thermoparaffinivorans, Anoxybacillus flavithermus, Bacillus sp, Aneurinibacillus
sp, Bacillus licheniformis ve Brevibacillus thermoruber tiirlerine ait oldugu
bulunmustur.

Bolgelerden izole edilen izolatlara bakildiginda Geobacillus ve Bacillus
cinslerinin biitiin ornekleme alanlarinda yaygin oldugunu goriilmiistiir.
Geobacillus cinsinin 35-78 °C gibi genis bir sicaklik araliginda yasayabiliyor
olmas1 sicakliklart birbirinden farkli olan Ornekleme bolgelerimizin hepsinde
yaygin olarak bulunmasini agiklayabilir. Termofilik Bacillus tiirlerinin optimum
gelisme sicakligr 45-70 °C dir. Ayrica basiller sporlara sahiptirler ve yiiksek
sicakliklarda da yasayabilmektedirler (Canganella ve Trovatelli, 1995; Nazina ve
ark. 2004; Ozdemir ve ark. 2012).

Aeribacillus gram pozitif, aecrobik, hareketli ve endospor olusturan ¢ubuk
sekilli bakteridir. Optimum 55-60 °C sicaklikta gelisebilmektedir. Bizim
calismamizda Aeribacillus cinsi sadece Eynal termal su Orneginden izole
edilebilmistir. Benzer bir ¢alismada 75 °C pH 7-8 olan Tao Dam sicak su
kaynagindan izole edildigi bildirilmistir (Yasawong ve ark. 2011).
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Anoxybacillus flavitermus gram pozitif, hareketli, spor olusturan,
arabinoz, sellobiyoz, galaktoz, maltoz, ksiloz gibi ¢esitli karbon kaynaklarini
kullanabilen ¢ubuk sekilli bir bakteridir. Optimum gelisme sicakligi 45-65 °C dir.
Afyonkarahisar Gazligél de yapilan bir ¢alismada 16S rRNA analizi sonucunda
Anoxybacillus flavitermus ile %99 benzerlik oranina sahip bir izolat izole edildigi
bildirilmistir (Ozdemir ve ark. 2012).

Chelatococcus gram negatif, cubuk sekilli, spor olusturmayan, katalaz ve
oksidaz pozitif, aerobik bir bakteridir. Optimum gelisme sicakligi 42 °C dir.
Hindistan Orissia siilfiirlii sicak su kaynagindan Chelatococcus cinsi izole
edilmistir (Panday ve Das, 2010).

Brevibacillus thermoruber gram pozitif, hareketli, spor olusturan
termofilik bir bakteridir. Terminal ya da subterminalde siskin bir endospor
formuna sahiptir. Yiiksek seviyede ekzopolisakkarit lireten bu bakteri yiyecek,
kimya, kozmetik ve farmasotik endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Yasar Yildiz ve ark. 2015). Yapilan bir ¢alismada 16S rRNA analizi sonucunda
[zmir Karakog termal kaynagindan Brevibacillus thermoruber susuyla %99,4
oraninda benzerlik gosteren endospor olusturan, gram pozitif bir izolat izole
edildigi bildirilmistir (Inan ve ark. 2012).

Bacillus sonorensis ismini bu mikroorganizmalarin ilk izole edildigi
Sonoran Coliinden almaktadir. Vejetatif hiicreleri ¢ubuk seklinde, 1 pm
genisliginde ve 2-5 pm uzunlugundadir. Hiicreler genellikle 2-4 hiicreli zincirler
halinde bulunur. Gram-pozitif, hareketli ve fakiiltatif anaerobiktirler. Kolonileri
agar lizerinde sarims1 krem rengindedir (Palmisano ve ark. 2001).

Geobacillus, Bacillus ve Anoxybacillus cinslerinin temsilcileri 16S rRNA
sekansi, yag asit analizi ve rep-PCR profili analizleri sonucunda Tiirkiye’deki
cesitli sicak su kaynaklarindan izole edilmistir (Adigiizel ve ark. 2009).

Erzurum Pasinler kaplicasindan izole edilen termofilik bakterilerin
genotipik ve fenotipik karakterizasyonu icin yag asidi, BOX PCR profilleme
metodlart ve 16S rDNA dizileme verileri kullanilmig, Bacillus licheniformis ve
Aeribacillus pallidus iiyelerine yiiksek oranda benzerlik gosteren suslar izole
edildigi bildirilmistir (Adigiizel ve ark. 2011).
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Aydin, Manisa, Denizli, Nevsehir, [zmir, Ankara’da bulunan sicakligi
50-100 °C, pH 6-9 arasinda degisen ¢esitli sicak su kaynaklarindan yapilan
orneklemeler sonucunda 115 izolat elde edildigi ve bu izolatlarin Anoxybacillus,
Aeribacillus,  Bacillus, Brevibacillus, Geobacillus, Paenibacillus, ve
Thermoactinomycetes iiyesi oldugu bildirilmistir (Coleri Cihan ve ark. 2012).

Calismamizdan elde edilen izolatlar biyoteknolojik Oneme sahip
termofilik bakteri iiyeleridir. Termofilik bakterilerden izole edilen enzimler ve
metabolitler endiistriyel olarak oldukga biiyiik 6neme sahiptir. Bu alanda yapilan
bir¢ok ¢aligma mevcuttur.

Bir calismada, Afyonkarahisar, Denizli, Kiitahya ve Manisa illerindeki
bazi jeotermal kaynaklardan alinan sicak su 6rneklerinden 311 adet termofilik
bakteri izole edilmistir. izolatlardan proteaz, amilaz ve lipaz aktiviteleri en yiiksek
olan {iger sus ile bu enzimleri iiretmeyen birer sus olmak iizere toplam 24 susun
16S rRNA dizi analizi ile molekiiler tanist yapilmis ve Geobacillus sp.,
Geobacillus kaustophilus, Geobacillus thermoleovorans, Geobacillus lituanicus,
Geobacillus stearothermophilus, Bacillus licheniformis, Thermus sp., Thermus
thermophilus, Anoxybacillus flavithermus ve Pseudoxanthomonas taiwanensis
olarak cins ve tiir diizeyinde tanimlandig: bildirilmistir (Akdas, 2013).

Izmir Kaynarca, Aydin Camur ve Alangiillii termal kaynaklarinda ksilan
kullanan termofilik mikroorganizmalarin varligr arastirilmis ve ksilan kullanabilen
9 susun varlig tespit edilmistir. 16S rRNA dizi analizi sonucunda bu izolatlarin
Anoxybacillus ile %97 den fazla benzerlik gosterdigi bildirilmistir (Inan ve ark.
2011).

Tiirkiye’de 6 ildeki 42 farkli termal kaynaktan yapilan izolasyon
calismast sonucunda 451 termofilik basil izole edildigi bu izolatlardan 67
tanesinin yiiksek amilaz aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir. 16S rRNA dizi
analizi sonucunda ise bu izolatlarin Geobacillus cinsine ait oldugu bildirilmistir
(Coleri Cihan ve ark. 2009).

Hindistan Bakreshwar termal kaynaginda izole edilen izolatlarin
tributyrin agar {lizerinde esteraz iiretim aktiviteleri arastirilmis ve 16S rRNA

analizi sonucunda aktif izolatlarin Acinetobacter, Bacillus ve Geobacillus cinsi
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tiyesi oldugu bildirilmistir. Ayrica bu {i¢ bakteri cinsinden en aktif izolatin
Geobacillus cinsi iiyeleri oldugu bildirilmistir (Ghati ve ark. 2013).

Ksilenaz enzimi, bitki hiicre duvarinda yogun olarak bulunan ksilan
olarak bilinen hemiseliillozu sindiren enzimdir. Termofilik ksilenazlar en basta
gida endiistrisi olmak {izere tekstil endiistrisi ve kagit endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Geobacillus thermolevorans biyoteknolojik agidan biiyiik
Oneme sahip seliiloz igermeyen, termostabil ve alkalistabil ksilenaz enzimini
iretmektedir (Sharma ve ark. 2006). Verma ve Satyanarayana, (2012)
calismasinda Geobacillus thermolevorans bakterisinden termostabil ksilenaz
enzimini kodlayan geni klonlayip E. coli'de ifade etmislerdir.

Rasemik karisim halindeki D ve L formundaki bilesiklerin birbirinden
ayrilmasi, birbirine doniistiiriilmesi zorlu bir siire¢ olup bu islemler i¢in enzimler
kullanilabilmektedir. N-siiksinilamino asit rasemaz enzimi N-siiksinilamino D-
amino  asitlerini  N-siiksinilamino  L-amino  asitlerine  donisimini
katalizlemektedir. Geobacillus kaustophilus, N-siiksinilamino asit rasemaz
enzimini tireten en 6nemli mikroorganizmadir. Pozo-Dengra ve ark. (2009) bu
tiire ait bakteriden N-stiksinilamino asit rasemaz enzimini kodlayan geni klonlayip
E. coli de ifade etmisler ve bu enzimi saflastirmiglardir.

Bacillus cinsine ait ¢ok sayida bakteri arastirmalar ve endiistriyel
uygulamalar i¢in ¢ok dnemli mikroorganizmalardir. Bu smifa ait bakteriler tip,
farmakoloji, tarim gibi pek c¢ok alanda yaygin olarak kullanilan enzim ve
metabolitleri tretirler (Schallmey ve ark. 2004; Voigt ve ark. 2004). Bacillus
licheniformis ¢ok sayida substrati hidrolize eden enzimleri iireten ve ¢ok genis bir
besin kaynaginda lireme yetenegine sahip onemli bir bakteridir. Alkalin serin
proteazlar, amilazlar gibi ticari enzimlerin yani sira yine medikal 6neme sahip
topikal antibiyotik basitrasin molekiilii bu bakteriler tarafindan {iretilen en 6nemli
enzim ve maddelerdir (Schallmey ve ark. 2004). Declerck ve ark. (2003)
termofilik ~ Bacillus  licheniformis  bakterisinden  alfa-amilaz ~ enzimi
saflagtirmiglardir. Ferrero ve ark. (1996) Bacillus licheniformis bakterisinden
yiiksek saflikta termostabil alkalin proteaz saflastirmiglardir. Annamalai ve ark.
(2011) bu bakteri ile ilgili yaptiklar1 ¢alisma sonucunda termostabil, alkalin

duyarli lipaz enzimini yiiksek saflikta elde etmisglerdir. Ticari enzimlerin bu
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bakteri tarafindan iiretilmesine ve bu enzimlerin bu bakteriden saflastiriimasina
iligskin sayisiz ¢aligma mevcuttur.

Aneurinibacillus thermoaerophilus lipazlar ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma
mevcut olup bu bakterinin lipazlar1 biiylik 6neme sahiptir. Masomian ve ark.
(2012) Aneurinibacillus thermoaerophilus ile yaptiklart bir ¢alismada bu
bakteriden hem termostabil hem de organik solventlere dayanikli ticari nemi ¢ok
bliyiik lipaz enzimini saflagtirip karakterize etmislerdir. Ebrahimpour ve ark.
(2011) yaptiklart bir ¢alismada yiiksek sicakliga oldukca dayanikli ekstraseliiler
lipaz1 Aneurinibacillus thermoaerophilus bakterisinden saflagtirmiglardir.

Siit triinlerinde bitter proteinlerin acgiga cikarilmast ve et endiistrisinde
kollojen iceren atiklarin muamele edilmesinde aminopeptidaz enzimleri énemli
kullanim alanina sahiptir. Murai ve ark. (2004) yiiksek pirolin rezidiileri igermesi
sebebiyle degradasyonu olduk¢a zor olan kollojen ve kollojen peptidlerini
degredasyona ugratan termostabil pirolin spesifik aminopeptidaz enzimini
Aneurinibacillus  thermoaerophilus  bakterisinden  saflastirp  karakterize
etmislerdir.

Calismamizda izole ettigimiz Anoxybacillus flavithermus'un ticari 6neme
sahip enzimleri ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Termostabil alfa-amilaz
nisasta endiitrisinde kullanilan ticari 6neme sahip bir enzimdir (Crabb ve
Mitchinson, 1997). Bu enzim termofilik Anoxybacillus flavithermus tiirii
tarafindan {iretilebilmektedir. Ozdemir ve ark. (2012) yaptiklar1 bir galismada
Afyonkarahisar bolgesi Gazlhigdl sicak su kaynagindan izole ettikleri
Anoxybacillus flavithermus'un termostabil alfa-amilaz iiretimini incelemisler ve
olumlu sonuglar elde etmiglerdir. Ellis ve Magnuson. (2012) yaptiklari bir
calismada hem sicaklifa hem de alkaliniteye dayanikli ksilenaz enzimini
Anoxybacillus flavithermus tiiriinden saflagtirip karakterize etmislerdir. Chis ve
ark. (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada Anoxybacillus flavithermus tiirii tarafindan
tiretilen termostabil lipaz enzimini kodlayan geni klonlayip E. coli'de ifade
etmislerdir.

Lon proteazlar intraseliiler proteinlerin degredasyonunda 6nemli rol
oynayan ATP bagli enzimler olarak bilinmektedir. Brevibacillus thermoruber bu

enzimi kodlayan geni igeren bir bakteri olup iirettigi enzim termostabildir. Lee ve
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ark. (2004) yaptiklar1 g¢alismada Brevibacillus thermoruber'den bu enzimi
kodlayan geni klonlayip E. coli'de ifade etmislerdir.

Calismamizda arkea izolasyonu yapilamamistir. Bunun sebebi 6rnekleme
noktalarimizin sicakliginin hipertermofilik arkea tiirleri i¢in diisiik olmasi,
ortamda arkea popiilasyonun az olmasi, izolasyon icin kullanilan besi ortaminin,
inkiibasyon kosullarinin uygun olmamasi, kaynaktan alinan su orneklerinin
sicakliklarin1 koruyamamak olabilir.

Calismamizda 19 izolata yag asiti analizi uygulanmistir. Bu izolatlar
farklit ARDRA profillerinden se¢ilmistir.

Yapilan analiz sonucunda S2 ve S5 kodlu izolatlar ayn1 yag asitlerine
sahip olup bu yag asitlerinin oranlarinin birbirine ¢ok yakin oldugu bulunmustur.

E4, E6, EYS ve EY12 kodlu izolatlar ayn1 yag asiti ¢esitlili§ine sahip
olup bu yag asitlerinin oranlar1 birbirine ¢ok yakin bulunmustur. Bu izolatlardan
E4, E6 ve EY12 Geobacillus cinsi olup dallanmigs yag asitlerinin yiizdesi
bakimindan Rahman ve ark. (2007) yaptig1 ¢alisma kapsamindaki Geobacillus
zalihae (TI1) ve Geobacillus thermoleovorans (DSM 5366) ile benzerlik
gostermektedir.

G9 ve GY4 kodlu izolatlarin yag asitligi cesitliligi ayni olup bu yag
asitlerinin oranlart birbirinden farklilik gostermektedir. Poli ve ark. (2009) 11
farkli Anoxybacillus cinsi bakterinin yag asiti kompozisyonunu incelemis ve bu
cinse ait tlirlerde 15:0 iso yag asitinin % 40 ve iizerinde oldugunu bulmuslardir.
GY4 kodlu izolatimiz Anoxybacillus cinsi olup % 60.13 oraninda 15:0 iso yag
asitini igermektedir.

G5 kodlu izolatimiz Aneurinibacillus thermoaerophilus AFNA 1 olarak
tanimlanmistir. Bu izolata ait yag asiti analizinde 15:0 iso (% 60.7) ve 17:0 iso (%
9.59) olarak bulunmustur. Yag asiti kompozisyonunda yer alan 15:0 iso ve 17:0
iso disindaki diger yag asitleri ¢ok az miktarlarda bulunmaktadir. Goto ve ark.
(2004) bu tiire ait yag asiti kompozisyonu calismasinda 15:0 iso yag asiti
oranin1 % 47.64 olarak bulmuslardir. Bu deger bizim c¢alismamiz ile uyumluluk
gostermektedir.

G6 kodlu izolat yag asitliligi cesitliligi bakimindan diger 18 izolattan
oldukega farklidir. 12:0 alde, 17:0, 18:0 30H, 18:1 20H, 20:1 w7c ve identifiye
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edilemeyen 1 adet yag asitine sadece G6 kodlu izolatta rastlanmigtir. G6 kodlu
izolat Chelatococcus cinsine aittir. Panday ve Das, (2010) yaptiklar1 ¢alismada
Chelatococcus sambhunathi HT4'e ait elde ettikleri yag asiti verileri G6 kodlu
izolatin hem yag asiti profili hem de yag asiti yiizdeleriyle biiylik benzerlik
gostermektedir.

H7 ve H13 kodlu izolatlarin yag asitligi cesitliligi birbirine benzerlik
gostermekte olup bu yag asitlerinin oranlar1 birbirine yakin bulunmustur. 11:0 iso
ve 17:1 anteiso B yag asitlerine sadece H7 kodlu izolatta rastlanmistir. Lee ve ark.
(2014) yaptiklart c¢alismada Aneurinibacillus cinsi bakterilerin yag asiti
kompozisyonlarini incelemis ve 15:0 iso yag asitini major yag asiti olarak
saptamislardir. H7 kodlu izolatimiz Aneurinibacillus cinsi olup % 67.13 oraninda
15:0 iso yag asiti igermektedir.

16:1 w7c¢ alkol, 16:1 wllc, 17:1 iso I, iso 17:1 wl0c ve 18:1 w9c yag
asitleri sadece EY18 kodlu izolatta tespit edilmistir. Bu izolata ait yag asit
kompozisyonunun biiylik kismini 15:0 iso (% 19.50), 16:0 (% 14.29), 16:0 iso (%
10.88) ve 17:0 anteiso (% 21.40) yag asitleri olusturmaktadir. Yasawong ve ark.
(2011) yaptiklar1 ¢alisgmada Aeribacillus pallidus TD1 tiirtine ait yag asitlerini
incelemisler ve yag asit kompozisyonunun biiylik kismini 15:0 iso (% 16.30), 16:0
(% 25.04), 16:0 iso (% 11.15) ve 17:0 anteiso (% 19.74) yag asitlerinin
olusturdugunu tespit etmislerdir. Yaptigimiz calismada EY18 kodlu izolatimiz
Aeribacillus pallidus olup elde ettigimiz yag asiti verileri Aeribacillus pallidus
TD1 bakterisine ait yag asiti verileri ile biiyiik oranda benzerlik géstermektedir.

16:0 yag asiti tiim izolatlarda mevcuttur. 15:0 iso, 15:0 anteiso, 16:0 iso,
17:0 iso ve 17:0 anteiso bir ¢ok izolatta ortak olarak bulunmaktadir. Termofilik
bakterilerin yiiksek sicakliklarda membran fonksiyonlarimi kaybetmemeleri ve
stabil kalabilmeleri i¢in yiiksek derecede doymus yag asitleri igerdigi bildirilmistir
(Marr ve Ingraham, 1962). Calismamizda kullanilan 19 izolatin yag asiti bilesimi
incelendiginde biitiin izolatlarin doymus yag asiti bilesimi % 70'in {izerinde
bulunmustur. Doymus yag asiti bilesimi en yiiksek olan izolatlar E4, E6, EYS,
EY12, EY21, SYS5, G2, G9 ve GY4 olarak tespit edilmistir. Yag asitinin
bilesimindeki karbon zincirinin uzunlugunun fazla olmasi ve dallanma igcermesi

yag asitlerinin kaynama noktasini arttiracagindan sicakliga kars stabiliteleri daha
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yiiksek olmaktadir. 19 izolatimizin biiyiik bir kism1 uzun ve dallanmig karbon
zincirine sahip olup termal kosullara dayanikli oldugu diisiiniilmektedir.

Standart kiiltiirel teknikler Luria-Bertani, Nutrient Broth, Tryptic Soy
Agar gibi geleneksel besiyerleri kullanilarak bir ortamdaki mikroorganizmalarin
izolasyonu ve karakterizasyonunu kapsamaktadir. Standart kiiltiirel tekniklerin en
biiyiikk kisitlamasi bir ortamdaki mikroorganizmalarin  %99’u mikroskopta
goriilmesine ragmen %]1’inden daha az1 kiiltiire alinabilmesidir. Optimize edilmis
bir yontemle bu oran en fazla %5’e ulasabilmektedir. Bu durum bir ortamdaki
mikrobiyal c¢esitliligin  kiiltiirel yoOntemlerle tam olarak yansitilamadigin
gostermektedir. Bu sebeple kiiltiir bagimsiz yontemler mikrobiyal c¢esitlilik
calismalarinda Onem kazanmaktadir. Genetik parmakizi, metagenomik,
metaproteomik, metatranskriptomik ve proteogenomik gibi molekiiler teknikler
mikrobiyal ¢esitliligin biyotik ve abiyotik ¢evresel faktorlerle iligkisini agiklamak
icin hayati 6nem tagimaktadir.

Toprak gibi ¢evresel bir Ornekte mikrobiyal zenginligin %350 sini
yansitmak igin 40 000 den fazla klon gerekmektedir. Ancak 16S rRNA Kklon
kiitiiphanesi ile 1000 den az sekans elde edilmektedir ve bu durum mikrobiyal
cesitliligin ¢cok az bir kismin1 yansitmaktadir.

Calismamizda termal su Orneklerinde kiiltiire alinamayan bakterilerin
belirlenmesi amaciyla 16S rRNA klonlama ¢aligmast yapilmustir. 4 farkli termal
su Orneginden yapilan klonlama sonucunda elde edilen pozitif izolatlara Mbol
enzimi ile ARDRA analizi uygulanmistir. ARDRA analizi sonucunda 19 farkli
profil elde edilmis ve bu profillerden temsili iiyeler secilerek dizi analizi
yapilmistir. Dizi analiz sonucunda izolatlarin dizi analizine paralel sekilde
Bacillus licheniformis, Geobacillus sp, ve Anoxybacillus flavithermus tiirlerinin
klonlar arasinda bulundugu gézlenmistir. En ¢ok rastlanan klon Anoxybacillus
flavithermus’ tur. Ayrica Meiothermus silvanus, Rosemonas sp, Aneurinibacillus
thermoaerophilus, Brevibacillus thermoruber, ve Bacillus amyloliquefaciens
tirlerinin kiiltiire alinamadig1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda kiiltiire alinamamais
bakteri klon sekanslarinin varlig1 ortaya konulmustur.

Calismamizda kiltiir bagimsiz calismalardan biri olan FISH yontemi

kullanilmistir. Ancak arkea spesifik Arc 344 ve Arc 945 problariyla sinyal
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almamamistir. Bunun sebebi ortamdaki arkea sayisinin az olmasi olabilir.
Izolasyon islemi ile de arkea izolasyonunun yapilamamasi bu durumu
desteklemektedir.

Bakteria spesifik Eub 338 probuyla alinan sinyaller sonucunda ise tiir
sayist bakimindan en zengin bdlgenin Eynal bolgesi oldugu goriilmektedir. Giire
ve Havran bolgesinin daha az populasyon yogunluguna sahip oldugu goriilmiistiir.
Morfolojik olarak incelendiginde ise biitiin boélgelerde uzun ve kisa basillerin
baskin olarak bulundugu goriilmektedir. Ayrica kendiliginden 1s1ma veren uzun
zincir morfolojisine sahip hiicreler goriilmektedir. Bu hiicrelerin Cyanobacteria
liyesi olabilecegi diistiniilmektedir.

Sonug olarak; ¢alismamizda Balikesir Sindirgi-Giire-Havran ve Kiitahya
Eynal termal kaynaklarinin prokaryotik ¢esitliligi belirlenmistir. Kiiltiir bagimli
calismalar sonucunda Geobacillus, Bacillus, Aeribacillus, Aneurinibacillus,
Anoxybacillus, Brevibacillus ve Chelatococcus cinslerine ait iiyeler belirlenmistir
ancak Arkea izolasyonu yapilamamistir. FISH c¢alismasi sonucunda da aym
sekilde bakteri sinyalleri yogun olarak alinirken Arkea sinyali alinamamustir.

Calismamiz i¢in gelecekte yapilmasi planlanan uygulamalar;

1. Calismamizda arkea izolasyonu yapilamamistir. Ozellikle yiiksek
sicakliga sahip Sindirgi termal kaynagi icin farkli besiyerleri, inkiibasyon
kosullar1 ve ekstraksiyon yontemleri kullanilarak o ortamdaki arkea populasyonu
hakkinda bilgi edinilebilir.

2. FISH yonteminde Arkea sinyali alinamamustir. Kullanilan problarin
konsantrasyonlari, hibridizasyon bilesenleri ve siiresi degistirilerek yontemi
optimize etmek gerekmektedir.

3. Klonlama ¢aligmasinda elde edilen beyaz kolonilerin sayisina
bakildiginda ligasyon basamaginin verimsiz gerceklestigi goriilmistiir. Bu
nedenle ligasyon siiresinin optimizasyonu yapilmasi planlanan c¢aligmalar
arasindadir.

4. Daha Oncede belirtildigi gibi izolatlarimiz biyoteknolojik ve
endiistriyel olarak degerli enzim ve metabolitleri {iretebilmektedir. Bu nedenle
izolatlarimizin  Ozellikle proteaz, amilaz ve lipaz iiretim kapasitelerinin

belirlenmesi  ve aktif izolatlardan bu enzimlerin saflastirilmast  ve
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karakterizasyonu planlanmaktadir. Ayrica gida, kozmetik ve farmosotik
endistrisinde yaygin olarak kullanilan ekzopolisakkaritlerin bazi izolatlarimiz
tarafindan {retildigi gozlemlenmistir. Bu izolatlardan ekzopolisakkaritlerin

saflastirilmasi planlanmaktadir.
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