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ABSTRACT

The most important questions to be answered in the studies regarding the diversity of microorganisms in
natural ecosystems are the functions of bacterial communities and how the compositions of these
communities are affected by environmental changes. In order to answer these questions, there needs to be
conducted advanced studies concerning the community structure. The total bacteria community studies
require a huge amount of genetic data and high range of genetic diversity. Molecular techniques are quite
valuable in researching the structure and diversity of bacterial communities. To combine various
complementary molecular techniques is a nice strategy to keep track of microbial community changes in
natural ecosystems. Combining some commonly-used techniques, i.e. polymerase chain reaction (PCR),
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE), molecular cloning and fluorescence in situ hybridization
(FISH), this review evaluates the advantages of using these techniques together in determining microbial
diversity in environmental samples.

Keywords: Enviromental samples, molecular techniques, microbial diversity.

DOGAL  CEVRELERDEKI MIKROBIYAL CESITLILIGIN  BELIRLENMESI iCIN
KULLANANILAN BAZI MOLEKULER TEKNiKLER

OZET

Dogal ekosistemlerdeki mikroorganizma biyogesitliligi ile ilgili ¢alismalarda ele alinmast gereken en 6nemli
sorular bakteriyal komiinitelerin fonksiyonlari ve ¢evresel degisimlerden komiinite kompozisyonlarinin nasil
etkilendigidir. Bu sorular1 cevaplamak i¢in, komiinite yapisi ile ilgili ileri ¢aligmalar gerekmektedir. Total
bakteri komiinite ¢aligmalari, ¢ok miktarda genetik bilgi ve yiiksek genetik ¢esitlilik igermektedir. Molekiiler
yontemler, bakteriyal komiinitelerin yapilarini ve gesitliliklerini aragtirmak i¢in oldukga degerli araglardir.
Birbirini tamamlayan farkli molekiiler yontemlerin kombinasyonu, dogal ekosistemlerde mikrobiyal
komiinite degisikliklerini izlemek i¢in oldukca iyi bir stratejidir. Bu derleme giiniimiizde kullanilmakta olan,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), denatiiran jel elektroforezi (DGGE), molekiiler klonlama ve floresan in
situ hibridizasyon (FISH) yontemlerinin birlikte kullanilarak g¢evresel drneklerdeki mikrobiyal cesitliligin
belirlenmesi ve bu yontemlerin birlikte kullanilmasindaki avantajlar1 degerlendirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Cevresel 6rnekler, molekiiler teknikler, mikrobiyal gesitlilik.
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1. GiRiS

Cogu mikroorganizmanin  kiiltiiriinlin ~ yapilmasindaki  zorluklar ~mikrobiyal ekosistem
calismalarmi  sinirlandirir.  Molekiiler yontemler, bakteriyal komiinitelerin yapilarmi ve
cesitliliklerini aragtirmak i¢in olduk¢a degerli araglardir. Bu teknikler hem kiiltiire edilebilen hem
de kiiltiire edilemeyen mikroorganizmalar i¢in kullanilabilir. Kiiltiir bagimsiz teknikler, ¢evresel
orneklerden elde edilen niikleik asit ekstraksiyonunu temel alir ve komiinite yap1 ve gesitlligi
hakkinda bilgi saglar. Birbirini tamamlayan farkli yontemlerin kombinasyonu, dogal
ekosistemlerde mikrobiyal komiinite degisikliklerini izlemek icin oldukga iyi bir stratejidir.

Bu calisma, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), denatiiran jel elektroforezi (DGGE),
molekiiler klonlama ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemlerinin birlikte kullanilarak
alinan cevresel 6rneklerin mikrobiyal ¢esitliligi bakimindan degerlendirilmesi ve bu ydntemlerin
beraber kullanilmasindaki avantajlar1 degerlendirmektedir.

2. MIKROBIYAL EKOLOJi CALISMALARINDA NEDEN MOLEKULER
YONTEMLER KULLANILMAKTADIR?

Dogal ekosistemlerdeki mikroorganizmalar hakkindaki bilgilerimiz sinirhidir. Ayrica dogadaki
mikrobiyal cesitliligin calisilmas1 da olduk¢a zordur. Buralardaki mikroorganizmalar yiiksek
cesitlilikte olmasina ragmen mikroorganizmalarin binlercesi heniiz tanimlanmamustir [1].

Cevresel Orneklerdeki mikroorganizmalarin c¢ogunlugu standart prosediirlerin
kullanilmasi ile kiiltiire edilemezler. Kiiltiir temelli yontemler mikroorganizmalarin biyogesitliligi
hakkinda sinirhi bilgi sagladigi igin, molekiiler yontemler mikrobiyal komiinite analizleri igin
temel araglardir [2].

Kiiltiir temelli yontemler mikroorganizmalarin saptanmasinda ve tanimlanmasinda hala
kullanilmaktadir. Bu yaklagimlar, izole edilen organizmanin fizyolojik ve biyokimyasal
potansiyellerinin anlasilmas1 i¢in giiclii bir ara¢ olsa da kompleks mikrobiyal komiinitelerin
cesitliligi hakkinda bilgi saglayamaz. Geleneksel kiiltiir temelli yontemler standart laboratuvar
kosullar1 altinda sadece canli ve kiiltiire edilebilir organizmalarin izolasyonuna izin verir ki bu
deger dogal c¢evrelerde var olan mikroorganizmalarin sadece % 0.1-1’ini karsilar [3].
Mikroorganizmalarin %99 unun kiiltiire edilememesi, heniiz o organizmalarin gelisme kosullar
icin gerekli sartlar1 bilmedigimiz/saglayamadigimiz igindir. Ancak bu gerekli kosullarin ileriki
zamanlarda saglayamayacagi anlamia da gelmemektedir.

Bakteriyal komiinitenin sadece kiigiik bir kismu kiiltiire edilebildigi icin, kisith bir
boliimi tam olarak karakterize edilmekte ve isimlendirilmektedir. Ayrica, kiiltiire edilebilen
organizmalar i¢in siniflandirmanmn dogrulugu ve gecerliligi siklikla sorgulanmaktadir. Hiicre
sekli, hiicre duvari, hareket, flagella, Gram boyanma 0zelligi gibi morfolojik &zellikler,
mikroorganizmalarin ayrintili siniflandirilmalar i¢in yeterli olmayabilir. Molekiiler ve kimyasal
yontemlerdeki gelismeler organizmalari izole etmeden mikrobiyolojik ¢esitliligi tahmin etmemizi
saglayan bir alternatif olusturmustur [4].

3. CEVRESEL ORNEKLERDEKI MiKROBIYAL CESITLILIGIN BELIRLENMESi

Mikrobiyal c¢esitliligin belirlenmesi hedeflenen c¢evresel drneklerden (sediment, toprak, su vb.)
bakteri izolasyonu i¢in, klasik kiiltiir yontemleri kullanilmaktadir. Fakat yukarida da belirtildigi
gibi Ornekteki mikrobiyal ¢esitliligin sadece ¢ok kiigiik bir kismi elde edilebilir. Klasik
yontemlerin yaninda, molekiiler yontemleri de kullandigimizda aragstirilan ortamdaki mikrobiyal
cesitliligin biiyiik fotografi goriilebilir [5,6]. Cogu molekiiler strateji, DNA pargalarinin ¢ok
sayida kopyasini elde etmek igin spesifik hedef genlerin (rRNA genleri) PCR ¢ogaltimina
dayanir [7]. Bu genlerin varligi, elde edilen 6rnekteki biyocesitliliginin bir ol¢iisiidiir. Ciinki
spesifik genler genellikle spesifik organizmalar (Srnegin pmoA geni metan okside eden
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bakterilere, mcrA geni metan iireten arkelere spesifiktir) ile baglantilidir [8,9]. Spesifik genin
ornekte tanimlanmasi organizmanmn varligina kanittir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
denatiiran jel elektroforezi (DGGE), molekiiler klonlama ve DNA dizileme mikrobiyal topluluk
analizinde kullanilan temel yontemlerdir. Bu yontemlerin yaninda Gergek zamanl kantitatif PCR
(Q- PCR) kullanim1 ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi de elde ettigimiz bilgileri
zenginlestirir ve sonuglart daha dogru yorumlamamizi saglar.

Cevresel Ornek
(toprak,
sediment, suvb.)
DNA J 9
IZOLASYONU o

PCR

Spesifik gen (165 FINA. 188 g = <5
ENA. merA, pmodA wb) 5 W s F] R ——

EKLONLAMA

0000 fo NN

TN 0000

ATCGAATCGTACGGAT

CGAATCGTACGGATCG
AATCGTACGGAGGT AA
GGTTAACCCGATCGTA
CAAAGGAAGGCTGCCT

FILOGENETIK AGAC

Sekil 1. Cevresel 6rneklerin mikrobiyal ¢esitliligini arastirirken kullanilan ve birbirini
tamamlayan bazi molekiiler yontemler
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4. MIKROBIYAL CESITLILiGi BELIRLEMEDE KULLANILAN BAZI TEMEL
YONTEMLER

Bir ornekten DNA izolasyonu, kompleks bir ekosistemdeki mikroorganizmalarmn molekiiler
yontemler kullanilarak saptanmasi ve tanimlanmasi i¢in ¢ogunlukla ilk basamaktir [10]. DNA
izolasyonunun ilk asamasi hiicre lizizidir. Ikinci asamasi ise enzimatik ya da kimyasal
yontemlerle protein, RNA ve makromolekiillerin DNA’dan uzaklastirilmasidir [11]. Cevresel bir
ornekten (sediment, toprak, su vb.) yiiksek oranda DNA elde etmek icin ticari kitler
kullanilabildigi gibi klasik DNA izolasyon yontemleri de kullanilmaktadir. Burada 6nemli olan
yiiksek oranda saf DNA eldesinin saglanmasidir. Bu amagla DNA izolasyonu esnasinda
kullanilan bazi cihazlarin (hiicrelerin pargalanmasina yardimer olan) eldesi, c¢aligmanin
giivenilirligini de arttiracaktir. Bunun yaninda, kullanilan yontemlerde modifikasyon ve/veya
optimizasyon yapilmalidir. Ticari kitler tercih edilirken ¢alisilacak 6rnek toprak olmasa da toprak
izolasyon kitlerinin segilmesi, yiiksek oranda saf DNA eldesini saglayabilmektedir. Sonunda elde
edilen DNA, 6rnekte var olan tiim mikroorganizmalardan elde edilen karigik genomik DNA’dir.

4.1. PCR

PCR, bakteri, arke, mantar, protozoon, virlis gibi mikroorganizmalara ait hedef niikleik asit
zincirlerinin in vitro kosullarda, Ozgilin primerler ile 1siya dayamkli enzimleri kullanarak
programlanabilir 1s1 dongii cihazlar ile ¢ogaltilmasini saglayan 6zgiin ve giivenilir bir yontemdir
[12].

PCR teknigi, temelde ii¢ agamadan olugmaktadir.

i) Denatiirasyon: Cift sarmal DNA’nin yiiksek sicaklikta (94°C-96°C) ¢oziilerek (DNA’da
ki tamamlayici1 bazlar arasindaki hidrojen baglarinin kopmasiyla) tek sarmal haline gelmesi.

ii) Baglanma (annealing): Primer olarak kullanilan iki oligoniikleotidin, tek iplikli hale
gelen DNA’ya uygun sicaklikta (37°C -65°C) spesifik olarak baglanmasi.

iii) Uzama (extension): Mg®* iyonlarmin varliginda, 72°C’de, yiiksek sicakliga dayanabilen
polimeraz enzimi ile primerlere niikleotid eklenmesi ve ¢ift iplikli DNA’nin sentezlenmesi.

PCR’m herbir dongiisii bu basamaklari igerir. Her dongii sonunda PCR {irtinleri iki
katma ¢ikar. Sonugta bir genin tek kopyasindan milyonlarca kopya yapilabilir. Caligmalarda
hedef gen, genellikle prokaryotlar i¢in 16S rRNA ve okaryotlar icin ise 18S rRNA’y1 kodlayan
genlerdir [7,13]. Bu sayede calisilan Ornekten elde edilen karigik genomik DNA iginde
mikroorganizma varligi ve temel c¢esitlilik saptanmis olur. Bunun yami sira, ¢ogaltilan bu
genlerinin dizi analizleri mikrobiyal toplulugun filogenetik agacini ortaya ¢ikarir.

Bu genlerin, altin standart olarak kabul gdormesi ve ¢evresel Orneklerdeki
mikroorganizma ¢esitliligini ortaya ¢ikarmak i¢in yaygin olarak kullanilma nedenleri sunlardir
[14]:

i)  Tim prokaryotik ve 6karyotik organizmalarda bulunmaktadir.

if)  Yeterli bityiikliikte ve islevsel olarak sabittir.

iii)  Tim hiicrelerde hem yiiksek diizeyde korunmus hem de degisken ¢ok sayida bdlgeye
sahiptirler.

Calismalarda 6zel spesifik mikroorganizma genleri de kullanilmaktadir (pmoA geni,
mcrA geni, dsrA geni, amoA geni vs.). Burada dikkat edilmesi gereken kullanilacak primerlerin
spesifik olmasidir [8,9,15,16]. Cevresel drneklerin mikrobiyal analizinde primer dizayni dogru
sonuglarin elde edilmesinde anahtar bir role sahiptir. Ancak ¢alisilacak spesifik mikroorganizma
ornekte oldukga az olabilir. Dolayisiyla, analizler sonucunda veri elde edilemeyebilir. Bunun
engellenmesi ve caligmanin saglikli olmasi icin ayrica kiiltiir zenginlestirme teknigi
uygulanmalidir.  Zenginlestirme  kiiltiirinde ~ istenen = mikroorganizmanin  ¢ogalmasi
saglanabilmektedir. Ardindan yapilan DNA izolasyonu, PCR, DGGE ve klonlama sonucunda
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direkt Ornekte saptanamayan mikroorganizma saptanabilir ve arastirdigimiz  spesifik
mikroorganizmanin hangi tiir/tlirlerinin ¢alisilan drnekte bulundugu tespit edilebilir.

4.2. Denatiiran Gradiyent Jel Elektroforezi (DGGE)

DGGE, mikrobiyal ekoloji ¢alismalarinda ¢ok yaygin olarak kullanilan, ayn1 boyutta ancak farkli
niikleotid dizilimlerine sahip ¢ift zincirli DNA molekiillerini ayiran elektroforetik bir yontemdir.
DGGE’de PCR ile ¢ogaltilan belirteg gen iiriinleri (16S rRNA ya da 18S r RNA genleri), iire ve
formamid gibi denatiire edici ajanlarin varliginda ve giderek dereceli artan bir konsantrasyona
sahip poliakrilamid jel icinde elektriksel alana maruz birakildiklarinda ayrisirlar. Cift sarmalin
birbirinden ayrilmasidindaki farkliliklar, baz dizilerindeki farkliliklardan kaynaklanir. Yari
ayrilmis DNA molekiiliiniin jel iizerindeki hareket kabiliyeti biiylik oranda azalir sonunda da
durur. Cift zincirli DNA pargalarinin birbirinden ayrilmasimi 6nlemek i¢in GC kuyruklar
eklenmis primerler kullanilir. Béylece DNA molekiilii tamamen agilip jelden ¢ikmaz. DNA
parcalarmin goriiniir hale gegmesi, jelin uygun DNA boyasi (Etidyum bromiir, SYBR Green vs.)
ve uygun tampon ¢ozeltisinde bekletilmesi ile saglanir [17,18].
DGGE’nin temel basamaklar1 sunlardir [10]:

i) Cevresel 6rneklerden niikleik asit (DNA veya RNA) izolasyonu

ii)  Istenen gen bdlgesinin PCR ile gogaltilmasi

iii) DGGE ile PCR iiriinlerinin ayristirilmasi ve goriintiilenmesi

iv)  Dizi Analizi ve belirlenen dizilerin gen bankalarindaki diziler ile karsilastirilmasi.

DGGE jelde goriintiilenen bantlar, baz dizileri degisen bir genin farkli formlaridir. Yani
DGGE jeli iizerindeki bantlar, ¢alisilan drnekteki biyogesitliligi gozler oniine serer. Bantlarin
miktari, 6rnekteki baskin tiirleri ifade eder.

DGGE yo6ntemini gevresel ornekler iizerinde ilk kez kullanan kigi Gerard Muyzer’dir
[10]. Cevresel orneklerde kullanilmasinin ¢esitli avantajlari vardir. Bu avantajlardan biri ¢ok
sayida Ornegin tek jel iizerinde calisilarak mikrobiyal gesitlilik analizinin yapilmasi ve baskin
tirlerin belirlenmesidir. DGGE’nin bu 6zelligi sayesinde hem zaman kazanilir hem de farkli
kosullardaki ve/veya farkli ¢evrelerdeki mikrobiyal ¢esitliligin karsilastirilmasi saglanir. Jeldeki
bantlarin kalinliklart DNA miktar1 hakkinda bilgi verir. Bu yontemin tek baz degisimlerine bile
hassas olmas1 mikrobiyal gesitliligin net bir sekilde ortaya konmasina neden olur. Ayrica jeldeki
bantlarin kesilerek dizi analizinin yapilmasina imkan vermesi DGGE yonteminin 6nemli
avantajlarindan biridir. Fakat, DGGE yonteminde jel {izerinde goriinen bir bant her zaman bir
DNA dizisini vermeyebilir. Jel goriintiilenirken UV, DNA ya zarar verdigi i¢in bantlarin kesimi
ve dizilenmesinde dogru sonuca ulasilamayabilir. Jeldeki bantlarin 1simasi kisa siirede
kayboldugundan baskin olmayan tiirlerin kaybi s6z konusudur. Jel iizerindeki yakin bantlarin
diizglin sekilde kesilmesi zordur. DGGE yontemi cevresel ornekteki, mikrobiyal gesitliligin
belirlenmesinde genel bir resmi ortaya koymasi bakimindan olduk¢a onemli bir yontemdir.
Ancak DGGE’nin yukarida sayilan dezavantajlar1 gz oniine alindiginda mikrobiyal gesitlilik
hakkinda ¢ok detayli bilgi vermedigi sdylenebilir. Daha detayli bilgileri klonlama ile elde
edebiliriz. Ancak genel ve ayrintili resmin ortaya konmast i¢in DGGE ve klonlama yontemlerinin
beraber kullanilmalart dnemlidir.

4.3. Klonlama
Bir genin kopyasim yapma islemidir. Istenilen gen, DNA tastyici birimi denilen vektorler ile
konak hiicreye yerlestirilir ve ¢ogaltilir. Bu sayede genler ayrintili olarak incelenebilir. Dolayisi

ile bir ¢evresel ornekten elde edilen karisik genomik DNA’da hangi mikroorganizmalarin
bulundugu belirlenebilir.
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Klonlamanin agsamalari s6yledir [19,20]:

i)  DNA'nin izole edilmesi PCR ile ¢cogaltilmasi

i)  DNA'nin uygun vektorlere eklenmesi

iii)  Uygun konak hiicreler i¢inde istenen DNA’nin klonlanmasi yani transformasyonu
iv)  Klon kiitiiphanesinin taramasi

v)  Biyoinformatik analizi

Kopyalamak istedigimiz ve PCR ile gogaltilan DNA parcasi, genellikle bir plazmid
vektore ligasyon islemiyle eklenir. Ligasyon iki DNA molekiiliiniin uglarinin birlestirilmesi
islemidir. Disardan eklenen DNA’y1 (veya geni) igeren plazmid rekombinant DNA olarak
isimlendirilir. Olusturulan rekombinant plazmidler bakteri kiiltiiriine eklenir. Ardindan konakg1
hiicreler dig ortamdaki DNA molekiillerini hiicre icine alirlar. Konak¢i hiicrenin  her
boliinmesinde klonlanan genler de ¢ogalir.

Plazmid vektorler, konaker hiicreye yerlestirildiklerinde, klonlanan hiicrelerin segici
ortamlarda belirlenmesini saglayan isaretleyicileri vardir. Mavi-beyaz se¢imi olarak adlandirilan
teknik, klonlanan hiicrelerin se¢iminde siklikla kullanilmaktadir. Bu teknikte klonlanmak istenen
DNA, vektoriin /acZ geninde bulunan restriksiyon bdlgesine eklenir. Boylece lacZ geninin
biitlinliigii eklenen DNA ile bozulur ve B-galaktosidaz olarak isimlendirilen enzimi kodlayamaz.
B-galaktosidaz enzimi, laktozu, glikoz ve galaktoza pargalama oOzelligine sahiptir. Klonlama
sonunda 6rnek, ampisilin iceren bir besiyerine ekilir. Plazmit icermeyen bakteri ampisilin direng
geni igermedigi i¢in besiyerinde liremez. Ancak sadece bu basamak rekombinat plazmit se¢imi
icin yeterli degildir. Rekombinant plazmit igeren bakteriyi ayirt etmek icin besiyerinin,
antibiyotik disinda renk olusturan ve B-galaktosidaz tarafindan parcalanabilen X-gal (5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside) olarak adlandirilan bir substrat icermesi gerekir. X-gal,
laktoza benzer ve [-galaktosidaz tarafindan parcalandiginda mavi renge doniisiir. Sonugcta
rekombinant plazmit igermeyen bakteriler lacZ genini biitiinsel olarak tasidigindan -
galaktosidaz iretirler ve besiyerindeki X-gal parcalandigi i¢in koloniler maviye doniisiirler.
Rekombinant plazmit igeren bakterilerde ise islevsel /acZ geni olmadigi icin B-galaktosidaz
enzimi iretmezler ve besiyeri iizerindeki koloniler beyaz renkte kalirlar. Klonlama igleminin
basarili oldugu koloniler beyaz kolonilerdir. Secilen beyaz kolonilerin plazmit izolasyonu ve
sonra dizi analizi yapilir [21,22]. Klonlama  mikrobiyal ¢esitliligin  belirlenmesinde
kullanilan en giivenilir yontemdir. Bu yontemle hem kiiltiire edilen hem kiiltiire edilemeyen
mikroorganizmalarin kullanilan primerler ile (genel/ spesifik gen bolgeleri) cins ve tiir diizeyinde
belirlenebilir. Ancak mikrobiyal ¢esitliligin dogru olarak ortaya konmasi igin ¢ok sayida beyaz
kolonilerin yani klonlarin segilmesi gerekmektedir. Ciinkii secilen beyaz kolonilerin her biri
farkli bir tiirtin klonu olabilirken, 6rnekteki baskin tiirlere gore aymi tiiriin klonu da olabilir.
Dolayisi ile ne kadar ¢ok beyaz koloni secersek calistigimiz 6rnekteki mikrobiyal ¢esitliligi ve
tiirlerin dagilimini o kadar dogru ortaya koyabiliriz. Bu da zaman, emek ve maliyet demektir.

4.4. DNA Dizi Analizi

Niikleik asit molekiillerindeki niikleotid dizisi, dizileme (sekanslama) yontemiyle belirlenir.
Dizileme bir PCR iiriiniiniin kimligini belirlemede kullanilabilecek en hassas tekniktir. En yaygin
olarak kullanilan, zincir sonlandirma yontemi olarak da bilinen Sanger’dir [23,24]. Bu teknikte
kullanilacak baslangi¢ materyalleri arasinda tek iplikli 6zdes DNA molekiilleri, uygun primerler
ve hidroksil grubu bulunmayan dideoksiniikleotidler (ddNTP) bulunur. DNA polimeraz enzimi
kullanilarak tek zincirli DNA’nin  bir kopyasmin olusturulmasiyla dizi belirlenir.
Dideoksiniikleotid sentezlenmis iplige dahil edildikten sonra 3 hidroksilden mahrum oldugu i¢in
ipligin daha fazla uzamasini engellerler. Elde edilen DNA parcalarinin uzunluklar farklidir ve bu
pargalar birbirlerinden elektroforezle ayrilmislardir. Sonlandirma iriinlerinin her birine denk
gelen bantlar ise radyografiyle veya floresan uygulamas: ile belirlenir [25,26]. Ancak Sanger
yonteminde az sayida niikleotid okunabildiginden uzun bir DNA’nin dizilemesi gerektiginde
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elverisli olmamaktadir. Bu nedenlerle bilgisayar otomasyonlu dizileme yontemleri gelistirilmistir.
Bu reaksiyonlarda floresan boyalar kullanilmaktadir. DNA parcalar1 kilcal jel igerisinde
ilerlerken bir lazer 111 ile taranir ve her biri farkli floresanla boyali ddNTP’leri uyarir. Olusan
151k toplanir ve bu bilgi bilgisayara aktarilarak DNA dizisi belirlenir [25,26].

Gilinlimiizde dizilemenin verimliligini arttiracak, Sanger teknigi ve bilgisayar
otomasyonlu dizileme yontemlerinden ¢ok daha ucuz ve hizli birgok metot bulunmaktadir. Yeni
nesil DNA dizileme teknikleri (NGS), mikrobiyal ekoloji ve genom biliminde ¢igir agmis,
cevresel mikrobiyal topluluklarin filogenetigini ve islevsel cesitliligini arastirabilmemize olanak
saglayan ileri derecede gelismis floresan goriintiileme teknikleri igeren, karmasik yeni
teknolojilerdir [14]. Bu dizileme sistemlerinin en énemli 6zelligi yiiksek dogrulukta ve hizda
dizileme yapmasidir. Ayni anda milyonlarca kisa dizileme yapilabilmektedir. Cesitli NGS
platformlar1 bulunmaktadir. Roche 454, Illumina, ion torrent bu platformlardan bazilaridir. Her
birinde kullanilan yontem farklidir [27]. Roche 454’te ¢ogaltilmak istenen DNA boncuklara
baglanir ve PCR ile c¢ogaltilip kuyulara konur. Ardindan pirosekanslamaya tabi tutulur.
Pirosekanslama, DNA sentezi sirasinda serbest birakilan bir pirofosfat molekiiliiniin (PPi)
tespitine dayalt yeni nesil DNA dizileme tekniklerinden biridir. Eklenen dNTP’ler ardisik bir
enzimatik reaksiyonlar dizisini tetikleyerek 1sik yayimina neden olur; bu 1sik yaymminin
yogunlugu serbest birakilan pirofosfat miktarma baghdir. Ilk asamada, niikleik asit
polimerleserek PPi’nin serbest birakilmasina neden olur. Bu bilesik daha sonra siilfiirilaz enzimin
etkisiyle ATP’ye doniistiirtiliir. Bu sekilde elde edilen enerji bir sonraki agamada kullanilir; bu
asamada liisiferinin, liisiferaz enzim tarafindan katalize edilmis bir reaksiyonda oksidasyonu
gerceklesir ve bu reaksiyona 1sik yayimi eslik eder. Bunu takiben eklenen dNTP’ler sablon
dizisinin belirlenmesini saglar [25,28,29].

4.5. Klon Kiitiiphanesi Olusturma

Cevresel bir 6rnekten kopyalanan PCR firlinlerini analiz etmek igin en yaygin olarak kullanilan
metot tek tek gen parcalarini klonlamak, sonra da dizilemektir [30]. Gen kiitiiphanesi 16S rDNA,
rDNA klonlarindan ya da rRNA transkriptlerinden olusur. Elde edilen dizi, NCBI-GenBank
(Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) EMBL (Avrupa Molekiiler Biyoloji
Laboratuvar1)) ve DDJB (Japonya veritabani) gibi veri tabanlarindaki bilinen dizilerle
karsilagtirilir.  BLAST bu amag¢ dogrultusunda en yaygin olarak kullanilan Dbilgisayar
programlarindan biridir [25,31]. Mevcut tiir dizileri ile kiyaslanmakta ve bu karsilastirmaya
dayanarak, dizilimlerin birbirleri ile yakinlik derecelerini gosteren filogenetik agaglar
cizilmektedir. Ayrica mevcut tiirlere benzerlik oranlarina gore tiiriin simdiye kadar tanimlanip
tanimlanmadig1 anlasilmaktadir. Klonlanmis diziler genellikle %80, %85, %90, %92, %94 veya
%097 dizi benzesim esik degerlerine gore sirastyla sube, simif, takim, familya, alt-familya veya
tiirlere ayrilir [30]. 16S rRNA genlerinin klon kiitiiphaneleri ¢esitlilik konusunda bir 6n inceleme
yapilmasina ve yeni taksonlarin belirlenmesine olanak verse de ¢aligmalar sunu goéstermistir ki
toprak gibi cevresel Ornekler mikrobiyal zenginligin %50’sini belgeleyebilmek icin bile
40,000’den fazla klon gerektirmektedir [32]. Ne var ki, 16S rRNA genlerinin tipik klon
kiitiiphaneleri 1000°den az dizi barindirmaktadir. Bu yiizden, bir 6rnekte mevcut olan mikrobiyal
cesitliligin yalmizca kiiglik bir kismimi agiga cikarabilir. Klon kiitiiphaneleri, (yogun emek
gerektirmesi, zaman almasi ve maliyetli olmasi gibi) kisitli yonlerine ragmen mikrobiyal ¢esitlilik
konusundaki 6n incelemeler i¢in “altin standart” olarak disiiniilmektedir [30]. Dogrulugu
yiiksektir ve heniiz kiiltlire edilip tanimlanmamis mikroorganizmalarin belirlenmesine olanak
verdigi i¢in ¢ok avantajlidir. Yeni ve ucuz dizileme metotlarinin gelistirilmesiyle birlikte,
mikrobiyal ¢esitlilik analizinde kullanilan bu metotta biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir.
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4.6. Floresan in Situ Hibridizasyon (FISH)

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) analizi, PCR temelli bir yontem degildir. FISH,
mikroorganizmalarin hiicrelerine zarar vermeden hiicre icerisinde, spesifik dizilimlere sahip
niikleik asitlerin, floresan boyali oligoniikleotidlerle (prob) hibritlenmesi sonucunda hedef
molekiillerin hiicre i¢inde epifloresan ya da konfokal lazer mikroskobu kullanilarak {i¢c boyutlu
dagilimlarinin izlenmesini saglayan bir y6temdir. FISH gida, tarim, hayvancilik ve tip alanlarinda
genis kullanim alanina sahip olsada bu calismada ¢evresel kullanimi {izerinde durulacaktir. FISH
ile mikroorganizmalarin kendi ortamlarinda tespiti, fizyolojik aktiviteleri, morfolojileri,
birbirlerine gére konumlarimin belirlenmesi ve sayilarmin belirlenmesi miimkiindiir. FISH’in bu
avantajlari, mikroorganizmalarin zamana ve/veya konumlarma bagli degisimlerin gbzlenmesine
olanak verir. Ayrica ¢alisilan ortamdaki mikroorganizmalarin birbirlerine gére konumlarini géz
Oniine alarak simbiyotik iligkileri belirlenebilmektedir [33].

Mikrobiyal ekolojide, spesifik filogenetik bir gruba ait organizmalarin kompleks bir
ekosistem igerisinde tayini i¢in hiicrede mevcut 16S rRNA molekiilleri hedeflenir. Problar,
hiicredeki rRNA’lara baglanabilen floresan ajanla konjuge formda ve tek sarmal halinde 6zel baz
dizileridir. Hedef olarak rRNA’larin kullanilmasinin nedeni her hiicrede ¢ok sayida bulunmasinin
yaninda, korunmus ve degisken bolgelere sahip olmasindan dolayr mikroorganizmalarin
filogenetik olarak tanimlanmasina olanak saglamasidir. [34].

FISH’in temel basamaklar1 sunlardir [33] :

i)  Fiksasyon asamasinda hiicre duvari paraformalddehit ya da etanol c¢ozeltileri
kullanilarak problara gegirgen hale getirilmesi.

i)  Hibridizasyon basamaginda problar hedef hiicredeki rRNA dizisine baglanmasi

iii) Baglanmayan problarin ortamdan uzaklastirilmasi

iv)  Gorlintlileme epifloresan ya da konfokal lazer mikroskobu kullanilmasi

Konfokal lazer mikroskobu biyofilm gibi &rneklerin ii¢ boyutlu goriintiilenmesine
olanak  saglayarak  mikroorganizmalarin  dogal  ortamlarindaki  konumlari,  diger
mikroorganizmalarla simbiyotik iliskileri belirlenebilir.

FISH yonteminin avantajlart yaninda tiim yontemlerde oldugu gibi uygulamalarda
dezavantajlar1 da vardir. Hem metodolojik hem de cevresel faktorler FISH performansini
etkilemektedir. En 6nemli ve zaman alan kisim uygun oligoniikleotidlerin tasarlandig1 ve
Ozgiinliiklerin incelendigi kisimdir. Bunlar disinda fiksasyon asamasinda tiim hiicreler kolayca
gegirgen hale getirilemeyebilir. Ayrica hiicredeki rRNA diizeyi az ise tespit edilmesi sikintilidir.
FISH’de Kkiiltiire edilemeyen mikroorganizmalarin tespiti gelisme kosullari bilinmediginden
zordur. Tim bu dezavantajlara ragmen FISH, mikrobiyal ekoloji ¢alismalarinin vazgegilmez
yontemlerinden biridir. Diger yontemlerle beraber kullanildiginda mikroorganizmalarin, iig
boyutlu dagilimlarinin izlenmesini, birbirlerine gére konumlarinin belirlenmesi gibi ¢ok degerli
bilgiler vererek kullanilan diger yontemlerin bu eksiklerini kapatmaktadir.

4.7. Ger¢ek Zamanh Kantitatif (Q-PCR)

Gergek zamanli kantitatif (Q-PCR), mikrobiyal ekoloji arastirmalarinda taksonomik ve
fonksiyonel genlerin varligi ve gen anlatimmin belirlemesi i¢in kullanilan hizli ve etkin bir
tekniktir [35,36]. Q-PCR, 16S rDNA’y1 hedeflediginde, ¢ogalma reaksiyonlarinda olusan iiriin
miktarin1 aninda 6lgme Ozelligine sahiptir. Ciinkii PCR ¢ogaltimini, floresan isaretli problar
kullanildig1 i¢in goriiniir hale getirir. Bu 6zellik, mikrobiyal ekoloji ¢alisan arastirmacilara,
calisilan 6rnegin baslangigtaki DNA kopya sayisini yani mikroorganizma sayisint (genel ya da
spesifik) belirleme olanagimi verir. Bunun yaninda ekosistemde bulunan aktif olan mikrobiyal
tiirlerin, aktif olarak firetilen enzim ve proteinlerin sayimina iligskin veriler de saglar. Q-PCR’1n
her bir PCR dongiisiinde artan amplikonlar1 (¢ogaltilan gen {iriiniinii) gercek zamanli olarak
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6lgebilmek igin ya SYBR Green gibi ek floresan ajanlardan ya da floresan problardan (TagMan)
faydalanilir. Yayilan floresan, ¢ogalan PCR {iriinii ile dogru orantilidir.

Q-PCR ayni1 zamanda amoA, pmoA ve dsrA genlerini hedef alarak sirasiyla amonyak
oksitleyiciler, metan oksitleyiciler ve siilfat indirgeyiciler gibi 6nemli fizyolojik mikroorganizma
gruplariin niceliksel tespiti i¢in ¢evresel drneklerde bagariyla kullanilmaktadir [37].

5. SONUC

Kiltir temelli yontemlerin kullanilmasi, c¢evresel Orneklerdeki mikroorganizmalarin
biyogesitliligi hakkinda sinirli bilgi saglar. Giiniimiizde, molekiiler yontemler mikrobiyal
komiinite analizleri i¢in temel araglardir. Bu derlemede, mikrobiyal ekoloji caligmalarinda
siklikla kullanilan PCR, DGGE, klonlama, rRNA genlerinin dizilemesi, Q-PCR ve FISH gibi
molekiiler yontemler incelenmistir. Her bir yontemin birbirine gore avantajlari oldugu gibi
dezavantajlar1 da vardir. Ancak c¢evresel oOrneklerin mikrobiyal biyogesitliligini arastiran
caligmalarda bu yontemlerin beraber kullanilmasi ve degerlendirilmesi, her bir yontemin bir
digerinin ag¢ik noktasini kapatacagi i¢in bizi en dogru sonuglara ulastiracagi agiktir.
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