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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

ANTARKTIKA HORSESHOE ADASI’NDAKI KRiYOKONIT HABITATLARININ
MIKROBIYAL BiYOCESITLILiGININ KULTURDEN BAGIMSIZ
YAKLASIMLARLA ARASTIRILMASI

Yusuf GULSAHIN
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Mehmet KARADAYI

Amag: Antarktika yer yliziiniin en izole ve ekstrem kosullarin1 barindirmasiyla biyogesitlilik
calismalari i¢in essiz bir kaynak sunar. Bu kapsamda hazirlanan tez ¢alismamizda Antarktika
Horseshoe Adasi’ndaki Tiirk Bilimsel Arastirma Kampi ¢evresinden ve Shoesmith buzulundan
toplanan kriyokonit érneklerinin mikrobiyal biyogesitliliginin kiiltiirden bagimsiz yontemlerle
arastirilmasi amaglanmustir.

Yontem: Altinci Ulusal Antarktika Bilim Seferi’ne (TAE-6) kapsaminda gergeklestirilen saha
calismalarinda Horseshoe Adasi’ndan kriyokonit drnekleri aseptik teknikle toplanmis ve soguk
zincir protokolii ile dnce Tiirkiye’ye sonra da Atatiirk Universitesi Biyoloji Boliimii Arastirma
Laboratuvarlari’na tasinmistir. Daha sonra her bir numuneden c¢evresel DNA izolasyonlari
yapilmuis, evrensel primerler ile barkod bolgeleri gogaltilmis ve yeni nesil DNA dizileme tabanli
analizlerin yapilmasi ile numunelerin kiiltirden bagimsiz mikrobiyal biyogesitlilikleri
belirlenmistir.

Bulgular: Calisma sonucunda 10 Antarktik tip kriyokonit 6rnegi basariyla orneklenerek
laboratuvar ortamina taginmistir. Bu orneklerin kiiltiirden bagimsiz arastirmalar1 sonucunda
prokaryotik biyogesitliligin Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria ve
Cyanobacteria subeleri, Okaryotik mikrobiyal biyogesitliligin ise Ascomycota ve
Basidiomycota subeleri tarafindan domine edildigi tespit edilmistir. Ayrica yapilan ileri
biyoinformatik analizler ile her bir kriyokonit 6rnegindeki 1283 prokaryotik ve 56 okaryotik
mikrobiyal tiirlin dagilimlar1 raporlanmustir.

Sonuglar: Yapilan tez ¢alismasi ile Antarktika Horseshoe Adasi kriyokonitlerinin mikrobiyal
biyogesitliligi ilk kez belirlenerek literatiire kazandirilmistir. Ayrica ulusal ve uluslararasi
arenada gercgeklestirilecek yeni c¢alismalara kaynak saglayacak oOnemli bir mikrobiyal
biyogesitlilik raporu hazirlanmistir. Bu bilgi gelecekteki mikrobiyal kiiltiir ve biyoteknoloji
caligmalarina 151k tutacak niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Antarktika, Horseshoe Adasi, Metagenomik, Mikrobiyal Biyogesitlilik,
Psikrofiller.

Eyliil 2024, 124 Sayfa



ABSTRACT

MASTER’S THESIS

INVESTIGATION OF MICROBIAL BIODIVERSITY OF CRYOCONITE
HABITATS ON ANTARCTICA HORSESHOE ISLAND WITH CULTURE-
INDEPENDENT APPROACHES

Yusuf GULSAHIN
Supervisor: Assist. Prof. Dr Mehmet KARADAYI

Purpose: Antarctica offers a unique resource for biodiversity studies as it contains the most
isolated and extreme conditions on earth. In this context, our thesis study aimed to investigate
the microbial biodiversity of cryoconite samples collected from the vicinity of the Turkish
Scientific Research Camp on Horseshoe Island in Antarctica and from the Shoesmith Glacier
using culture-independent methods.

Method: In the field studies carried out within the scope of 6" Turkish Antarctic Science
Expedition (TAE-6), cryoconite samples from Horseshoe Island were collected with aseptic
technique and transported to Turkey with cold chain protocol and then to Atatiirk University
Biology Department Research Laboratories. Then, environmental DNA was isolated from each
sample, barcode regions were amplified with universal primers and culture-independent
microbial biodiversity of the samples was determined by performing next-generation DNA
sequencing-based analyses.

Findings: As a result of the study, 10 Antarctic type cryoconite samples were successfully
sampled and transported to the laboratory environment. As a result of the culture-independent
studies of these samples, it was determined that the prokaryotic biodiversity was dominated by
the Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria and Cyanobacteria phyla, while
the eukaryotic microbial biodiversity was dominated by the Ascomycota and Basidiomycota
phyla. In addition, the distributions of 1283 prokaryotic and 56 eukaryotic microbial species in
each cryoconite sample were reported with advanced bioinformatics analyses.

Conclusions: With this thesis, the microbial biodiversity of Antarctic Horseshoe Island
cryoconites was determined for the first time and introduced to the literature. In addition, an
important microbial biodiversity report was prepared that will provide resources for new studies
to be carried out in the national and international arena. This information will shed light on
future microbial culturing and biotechnology studies.

Keywords: Antarctica, Horseshoe Island, Metagenomic, Microbial Biodiversity, Psychophiles.
September 2024, 124 Pages
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GIRIS

Yaygin kaninin aksine, Diinya soguk bir gezegendir ve biyosferin yaklasik %85’inin
siirekli olarak 5 °C’nin altindaki sicakliklara maruz kaldigi bilinmektedir (Karadayi et al.,
2021). Soguk habitatlar olarak da bilinen biyosferin bu kismi temelde kutuplar1 (Arktik ve
Antarktik), okyanuslarin derin bolgelerini ve yiiksek daglar1 kapsar. Giincel ¢alismalar, soguk
habitatlarin 6nemli bir bolimiiniin derin okyanuslar (okyanuslarin %64°i), kar ortiisti (kara
yiizeyinin %35°1), permafrost alanlar (kara yilizeyinin %24°{), deniz buzu (Diinya yilizeyinin
%13°1) ve buzullardan (karasal ekosistemin %10’u) olustugunu ag¢iga cikarmistir. Dahasi,
soguk su golleri, yeralti soguk toprak katmanlari, soguk ¢oller ve magaralar da diger soguk

ekosistemlere 6rnek olarak verilmektedir (Margesin and Miteva 2011; Hassan et al., 2016).

Soguk ekosistemler igerisinde Antarktika yer yiiziiniin en 6zel bdlgesi olarak kabul
edilmektedir. Antarktika kitalar arasinda insan etkilesimi ve yerlesimi yoniinden en kisa
tarihceye sahip olan bolgedir. Kitaya ilk defa yaklasik 200 yil 6nce ayak basilmis ve kita o
giinden giinitimiize ¢esitli bilimsel ¢alismalara konu olmustur. Bu ¢alismalar icerisinde biyolojik
arastirmalar kitanin ekstrem soguk tabiatinin yasamsal faaliyetlere imkan vermeyecegi
diisiincesi ile ihmal edilmistir. Bununla birlikte i¢lerinde tundralarin, yiiksek dag
ekosistemlerinin ve kuzey kutbunun da bulundugu ¢esitli ekstrem soguk habitatlarda son
yillarda yapilan biyogesitlilik arastirmalarinin bu habitatlarin da canlilik yoniinden aktif ve
zengin alanlar oldugunu ortaya ¢ikarmasi, Antarktika’y1 da benzer ¢aligmalarin yapilmasi i¢in
onemli bir odak noktasi haline getirmistir (Peck et al., 2005). Ayrica, soguk habitatlarin 6nemli
bileseni olan mikrobiyal psikrofillerin biyoteknolojideki Oneminin de anlasilmasi ile bu
caligmalar biiyiik ivme kazanmistir. Dahasi, Antarktika basta kriyokonit ¢ukurlari olmak {izere,
buzullar, buzul golleri, permafrost alanlar, kar ve deniz buzu gibi pek ¢ok 6zellesmis soguk
habitata ev sahipligi yapmasiyla da mikrobiyal biyogesitlilik ¢alismalar i¢in essiz bir kaynak

saglar.

Bu habitatlar arasinda Antarktik tip kriyokonitler 6zel bir 6neme sahiptir. Literatiire
gore soguga adapte mikrobiyal cesitliligin en 6zel ve korunmus tiirlerini barindirma
potansiyeline sahip kriyokonit olusumlar, kar-buz ortiisiiniin ylizeyine diisen organik
partikiillerin giines 1sinlar tarafindan 1sitilmasi ve altinda eriyen buzun i¢ine géomiilmesiyle
olusur. Bu olusumlar, partikiillerden ve erimis buz oOrtiisiinden salinan materyallerle asilanmis
ve yapisinda canliligin devamini saglayacak sivi halde su igeren essiz ekosistemler olarak
tanimlanmaktadir (Christner et al., 2003; Edwards and Cameron, 2017). Giiniimiize kadar

yapilan ¢ok sayidaki biyogesitlilik arastirmasi bu ekosistemlerin soguga adapte bakteri, arke,
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mikroalg, maya ve kiif gibi ¢cok sayida prokaryotik ve dkaryotik mikroorganizma ydniinden

zengin olduklarini gostermistir.

Diger soguk habitatlarda oldugu gibi Antarktik tip kriyokonitlerde de canlilik ve
biyogesitlilik diisiik sicakligin etkisi altindadir. Burada, sicaklik yasam sinirlarini belirleyen en
onemli faktorlerden birisidir ve organizmanin gelisme ya da hayatta kalma durumu iizerine
kuvvetli bir etkiye sahiptir. Bunun temelinde; sicakligin dolayli olarak tiim biyokimyasal
reaksiyonlarin i¢inde gerceklestigi ortam olan suyu ya da dogrudan canli hiicredeki organik
molekiilleri etkilemesi vardir (Feller, 2013). Bu baglamda siradis1 karakteristikleriyle Antarktik
tip kriyokonitler hem suyun sivi halde kalmasimin hem de metabolik aktivitelerin
stirdiiriilmesinin saglanabilmesi agisindan pek ¢ok zorlayici kosulu bir arada bulundurur. Buna
ragmen son donemde yapilan arastirmalar bu habitatlarin basta bakteri, arke, maya, filamentli
fungus, alg, nematod, tardigrad, rotifer, siliat ve gesitli protozoonlar olmak iizere ¢ok biiyiik bir
biyogesitlilige ev sahipligi yaptigini1 ve bu canlilarin soguk habitatlarin kendine 6zgii olumsuz
kosullarin1 asmak tizere adaptasyonlar gelistirdiklerini agikga gostermistir (Christner et al.,
2003; Tian et al., 2009; Edwards and Cameron, 2017; Lutz et al., 2019; Karadayi et al., 2021).
Cogunlugu mikroorganizmalardan olusan bu biyogesitliligin tiyelerinin soguk habitatlarda
goriilen ekstrem kosullara (sinirlt besin varligi, diisiik su aktivitesi, diisiikk enzimatik reaksiyon
orani, ekstrem pH ve tuzluluk faktorleri) karsi bir dizi yapisal, fizyolojik, metabolik ve

fonksiyonel uyum mekanizmalarim gelistirdigi rapor edilmistir (Karadayi et al., 2021).

Bu adaptasyonlar soguk habitatlarda  ger¢eklesen ekolojik  dongiilerin
siirdiirilmesindeki kritik rollerinin yani sira giinliik hayatimiza uyarlanabilecek biyoteknolojik
siireglerin gelistirilmesine essiz bir ilham kaynag1 olmalariyla da dikkat cekmektedir (Margesin
and Schinner, 2001; Cavicchioli et al., 2011; Nam et al., 2011; Banerjee et al., 2016). Ornegin
soguk habitatlardan elde edilen mikroorganizmalarla giinlimiizde gida liretimi, atik isleme,
madencilik, biyoremediasyon uygulamalari, zirai uygulamalar, tibbi ve molekiiler diagnostik,
deterjan, tekstil ve kozmetik gibi ¢ok cesitli endiistriler ic¢in ticari degeri yiiksek yeni
biyoteknolojik triinler gelistirilebilmistir (Hamdan, 2018). Bu iriinlerin temelini ¢esitli
endiistriyel uygulamalarda kullamim potansiyeli olan yeni biyoaktif bilesikler
(antimikrobiyaller, biyosurfaktanlar, antifriz proteinleri, vb.) ve 6zellikle de soguk aktif ticari

enzimler (amilaz, proteaz, lipaz, ksilanaz, seliilaz, vb.) olusturmaktadir.

Bu baglamda, uzun yillardir istikrarli biiylime gosteren ve 2024 yilina kadar 10,5 milyar
dolara ulagmasi beklenen kiiresel enzim pazarinda soguk aktif enzimlerin paymnin giderek
artmasi ve bu enzimlerin mezofilik/termofilik homologlarindan daha yiiksek enerji tasarrufu

saglamasi sonucunda soguk ekosistemlere yonelik mikrobiyal biyogesitlilik ve biyoteknoloji
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caligmalari yiiksek ivme kazanmustir (Nielsen, 2005; Proctor and Gamble, 2009; Srivastava and
Srivastava, 2018). Bunun temelinde soguk habitatlarin arastirilmasinda kullanilan yontemlerde
meydana gelen teknolojik gelismelerin ve yeni yaklasimlarin da biiyiik 6neme sahip oldugu

bilinmektedir (Aliyu et al., 2017).

Soguk habitatlarla ilgili literatiir ¢alismalari, giincel arastirmalarin temel olarak kiiltiire
bagimli ve kiiltiirden bagimsiz (metagenomik) yontemlerle ger¢eklestirildigini gostermektedir.
Bu noktada, metagenomik yaklagima kiyasla daha diisiik bir taksonomik g¢esitlilik elde
edilebilen kiiltiire bagimli yontemlerin en biiyiik avantaji biyoteknolojik iiriinler gelistirme
noktasinda kullanilabilecek mikrobiyal kaynak saglamasidir. Ozellikle soguga adapte
mikroorganizmalardan soguk aktif enzimlerin {iiretilmesini hedef alan calismalar igin (i)
mikroorganizmalarim kiiltivasyonu, (i1) izolasyonu (ii1) mikrobiyal 6zelliklerin ve fenotiplerin
anlasilmasi ve (iv) enzim Ureticilerin secilimi agamalarindan olusan kiiltiire bagimli yaklagimlar
ihtiya¢ duyulan, kabul goren ve yaygin olarak kullanilan yontemlerdir (Roohi et al., 2013;
Maiangwa et al., 2015; Arabaci and Arikan, 2018; Muslu etal., 2020; Costa et al., 2020). Ancak
son yillarda soguk ekosistemlerdeki kiiltiire alinamayan mikrobiyal biyogesitliligin géz ardi
edilemeyecek kadar ¢ok ve kiymetli oldugunun anlasilmasi, gilincel arastirmalarin yoniinii
kiiltiire bagimli olmayan metagenomik ¢alismalara yoneltmistir. Gasc et al.’a (2015) gore
Diinya iizerinde yasadigi tahmin edilen 10® prokaryotik tiiriin yaklasik %99’u standart
protokoller kullanilarak kiiltiire edilememektedir. Kiiltiire bagimli yontemlerin yogun olarak
tercih edildigi yakin ge¢mise kadar taksonomik karakterizasyon igin saf mikroorganizma
kiiltiirleri gerektiginden, bu durum mikrobiyal biyogesitlilik arastirmalar1 i¢in bir “darbogaz”
olarak anilagelmistir (Schloss and Handelsman, 2005). Bu darbogaz son yillarda gevresel bir
ornekteki mikrobiyal bir toplulugun tiim genomlarini izolasyon ve kiiltiire alma asamalarina
ihtiya¢ duymaksizin genomik araglar kullanarak analiz etmeyi igeren metagenomik alaninin
gelismesiyle biiytik 6lciide ¢oziilmiistiir. Boylece, metagenomik, belirli bir ortamdaki “gercek”
mikrobiyal cesitlilik hakkinda temel bilgiler saglamis, mikrobiyal ekosistemlerin karmasik
islevlerini ortaya koymus, yeni genlerin ve bu genlerin iirlinlerinin kesfinde etkin bir rol

oynamustir (Aliyu et al., 2017).

Sunulan literatiir bilgileri degerlendirildiginde hem soguk habitatlarin biyogesitliliginin
aydinlatilmasina yonelik c¢alismalarin hem de bu habitatlardan elde edilecek soguga adapte
mikroorganizmalarin  biyoteknolojik ac¢idan degerlendirilmelerinin  gerekliligi acikga
goriilmektedir. Bu baglamda diinyanin en Onemli soguk ekosistemlerinden birisi olan
Antarktika’da yer alan Horseshoe adasi biyogesitlilik ve biyoteknoloji arastirmalarina daha

once konu olmamis kriyokonit olusumlariyla akademik agidan 6zgiin bir potansiyele sahiptir.
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Bu ilkeler g¢ergevesinde hazirlanan g¢alismamizda, gelecekte ulusal ve uluslararasi
arenada yapilacak mikrobiyal Kkiiltiir ve biyoteknoloji c¢aligmalarma ulusal bir kaynak
saglanmasi1 amaciyla Horseshoe Adasi kriyokonit olusumlart ilk kez orneklenmis ve
numunelerin  mikrobiyal biyogesitlilik aragtirmalart NGS temelli kiiltiirden bagimsiz

(metagenomik) yontemlerle gerceklestirilmistir.
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KURAMSAL TEMELLER

Soguk Habitatlarin Mikrobiyal Biyocesitliligi ve Biyoteknolojik Onemi

Diinya biyosferinin biiyiik bir kism1 y1l boyunca 5 °C’nin altindaki sicakliklara maruz
kalmaktadir. Soguk ekosistemler oldukca cesitlidir ve derin okyanuslardan yiiksek daglarin
zirvelerine kadar yayilis gosterirler. En ekstrem soguk ve tamamen donmus goriinen ortamlar
bile ¢cok ¢esitli ve metabolik olarak aktif psikrofilik ve psikrotolerant mikrobiyal popiilasyonlari
barindirir. Psikrofilik mikroorganizmalar diisiik sicakliklarda optimum gelisim gostermeleri ve
oda 1sisindan daha yiiksek sicakliklarda gelismelerinin azalmasi ya da tamamen durmasi ile
karakterize edilmektedir (Morita, 1975). Buna karsin psikrotolerant (psikroaktif)
mikroorganizmalar 4-5 °C’den insan viicut sicakligina (37 °C) kadar genis bir skalada gelisim

gosterebilmeleri ile psikrofillerden ayrilirlar (Panikov and Sizova, 2006).

Bununla birlikte, soguk habitatlarda gézlenen tiim mikroorganizmalar1 kesin bir sekilde
psikrofil ya da psikrotolerant olarak siniflandirmak her zaman miimkiin degildir. Ornegin deniz
buzu igerisinde —1 °C ile —10 °C arasinda yasamini siirdiiren bakterilerin ¢ogunun laboratuvar
kosullarinda 10 °C ile 25 °C arasinda optimal biliylime gosterdikleri ortaya konulmustur
(Bowman et al., 1997). Yine ortalama sicakligi —10 °C’den daha az olan permafrost, buzul ve
tundra bolgelerinden alinan orneklerde birgcok bakteri ve arke tiiriiniin psikrofilik karakter
gostererek sifirin altindaki sicakliklarda metabolik aktivitelerini siirdiirdiigii, buna karsin ¢ok
daha genis sicaklik araliklarinda da bu aktivitelere devam ettigi bildirilmistir (Steven et al.,
2008; Drotz et al., 2010; Tuorto et al., 2013). Psikrofilide gelisme sinirlarinin esneme gosterdigi
mikroorganizmalara Planococcus halocryophilus (—15 °C ile >30 °C) ve Psychrobacter
arcticus (< -5 °C ile ~30 °C) 6rnek olarak verilebilir (Bergholz et al., 2009; Mykytczuk et al.,
2013).

Dolayisiyla, ister psikrofilik isterse de psikrotolerant olsun, soguga adapte olmus
mikroorganizmalarin en dikkat ¢ekici 6zelligi; diistik sicakliklarin olumsuz etkilerinin basarili
bir sekilde tistesinden gelebilmeleridir. Soguk adaptasyonu, tiim hiicresel bilesenler seviyesinde
meydana gelen karmasik bir yapisal ve fonksiyonel adaptasyonlar biitiiniidiir. Soguga adapte
olmus mikroorganizmalar kendi dogal habitatlarinda ¢ok énemli bir ekolojik 6neme sahiptir ve
sogukla basa ¢ikmak icin kullandiklari mekanizmalar onlar1 6zellikle yeni biyoteknolojik
uygulamalarin gelistirilmesi igin yararli kilar. Bunun bir sonucu olarak ekstrem soguk nislerde
geligebilen ve soguk adaptasyonu yeteneklerinden dolay1 biyoteknolojik uygulamalarin
gelistirilmesine kaynak saglayan psikrofilik mikroorganizmalar, bir¢ok bilimsel ¢alismanin

odagi olmustur (Sekil 1).
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Sekil 1. Psikrofilik milroorganizmalar1 konu alan SCI kapsamindaki makale sayilarinin yillara
gore dagilimi (1995-2020) (Kaynak: Web of Science).
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Her ne kadar Witter’in raporuna gore psikrofilik mikroorganizmalarin siit endiistrisi i¢in
onemine yonelik ¢alismalarin tarihgesi 1961 yilina kadar gitse de giiniimiizde gida tiretimi, atik
isleme, madencilik, biyoremediasyon uygulamalari, zirai uygulamalar, tip ve molekiiler
diagnostik gibi ¢ok cesitli endiistriler i¢in de kullanimlari miimkiindiir (Hamdan, 2018).
Ornegin petrol ile kirlenmis sofuk ¢evrelerin biyoremediasyonunda petrol kokenli
hidrokarbonlar1 parcalayabilen psikrofilik mikroorganizmalardan siklikla yararlanilmaktadir
(Whyte et al., 1999; Margesin and Schinner, 2001; Zhou et al., 2008). Bu mikroorganizmalara
Rhodococcus, Pseudomonas ve Pseudoalteromonas cinslerinin psikrofilik iiyeleri 6rnek olarak
verilebilir. Ayrica psikrofillerin sogukta aktive olabilen enzimleri gida endiistrisi i¢in de
olduk¢a onemli araglardir. Ticari acidan 6nem arz eden bu enzimlerin en 6nemli 6rnekleri B—
galaktosidazlar, meyve suyu tiiretim siireglerinde kullanilan pektinazlar ve hamur islerinde

kullanilan ksilenazlardir (Adapa et al., 2014; Struvay and Feller, 2012).

Yine literatiirdeki diger arastirmalar psikrofillerin tibbi uygulamalarda kullanilabilecek
cok sayida yeni antimikrobiyal iirliniin de kaynagi olabilecegine isaret etmektedir (Tomova et
al., 2015). Ayrica Pseudoalteromonas tiiriiniin antifriz glikoproteinlerinden Antarticine-NF3
maddesinin yara iyilestirici Ozelligi kesfedilmis ve bu iriin kozmetik endiistrisinde

rejenerasyon kremi formiilasyonlarmin gelistirilmesi i¢in kullanilmistir (Hamdan, 2018).

Psikrofillerin sentezledikleri antimikrobiyal maddelerin bir diger kullanim alani ise zirai
uygulamalardir. Ornegin, psikrofilik Nocardioides tiiriinden elde edilen antimikrobiyal

bilesikler piring tireticiliginde dnemli iiriin kaybina yol agan Xanthomonas oryzae bakterisine
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kars1 inhibitor aktivite gostermis ve organik tarimda kullanilabilecek giivenilir pestisitlerin
tiretimi i¢in umut vaat etmistir (Gesheva and Vasileva-Tonkova, 2012). Ayrica, psikrofillerin
soguga adaptasyonlar1 sirasinda iirettikleri ¢oklu doymamis yag asitlerinin kiiltiir balik¢iligi

i¢in ucuz besin kaynaklari olabilecegi de 6ne siiriilmektedir (Jadhav et al., 2010).

Psikrofil organizmalarin pek c¢ok soguk aktif enzimleri {irettigi bilinmektedir ve bu
enzimler de cesitli biyoteknolojik ve endiistriyel uygulama alanina sahiptir. Endiistriyel
enzimler i¢in kiiresel pazar son birka¢ yilda katlanarak bliylimiistiir ve bu egilimin devam
etmesi beklenmektedir. 2017 yilinda 7 milyar dolar degerinde olan bu pazarin 2024 yilina kadar
10,5 milyar dolara ulagsmasi beklenmektedir (Srivastava and Srivastava, 2018). Bu enzimler
arasinda ise soguk adaptasyonlu enzimler endiistride 6zellikle, molekiiler biyolojide, gida ve
deterjan sektoriinde uygulama alanlart bulmustur. Soguga adapte enzimlerin biyoteknolojik
degeri, diistik ila orta sicakliklarda yiiksek kcat (birim zamanda bir enzimin tek bir aktif bolgesi
tarafindan {riine donistiiriilen substrat sayisi) degerine sahip olmalarindan, yiiksek
sicakliklarda yiiksek termolabilitelerinden ve organik ¢oziiciiler varliginda ¢alisabilmelerinden
kaynaklanmaktadir. Ayrica bu enzimler diisiik sicaklikta mezofilik veya termofilik
homologlarindan daha verimli ¢alistiklarindan yikama islemleri gibi enzimlerin kullanildigi
cesitli uygulamalarda da enerji tasarrufu saglar. Diisiik yikama sicakligi ve iyilestirilmis enerji
tasarrufu arasindaki baglanti, deterjan treticileri tarafindan gosterilmis (Proctor and Gamble.
2009, Nielsen, 2005), yikama sicakliginin 40 °C’den 30 °C’ye diisiiriilmesi ile kullanilan
elektrikte %30°luk tasarruf elde edildigi ve bunun da yikama bagina CO2 saliniminin 100 g
azalmasina esit oldugu bildirilmistir (Nielsen, 2005).

Enzim pazarinda toplam enzim satiginin yaklagik %40°lik payina deterjan enzimleri
sahiptir. Deterjan formiilasyonlarinda amilaz, proteaz ve lipaz gibi diinyadaki toplam enzim
marketinde ilk siralarda gelen hidrolitik enzimlerin kullanimui bir asr1 askin bir siiredir devam
etmektedir. ilk kez 1913’te Alman kimyaci Otto Réhm tarafindan camasir deterjanlarinda
protein lekelerinin parcalanmasi icin aktif bir bilesen olarak proteaz enzimi kullamlmustir. ik
ticari deterjan olan Lipolase ise 1988 yilinda Novo Nordisk tarafindan piyasaya siirtilmiis ve bu
caligmalardan sonra deterjan enzimlerine olan ilgi artarak giinlimiize kadar devam etmistir
(Kumar et al., 1998). Bu enzimler bitki, hayvan, fungi ve bakteri gruplarinda yaygin olarak
bulunan enzimler olsalar da mikrobiyal kaynakli enzimler ucuz ortamlarda, kisa siirede ve
yiiksek verimde elde edilebilir olmalari, iiriin saflastirma ve modifikasyonlarinin kolay olmasi,
genis substrat spesifitelerinden dolayi tercih edilmektedir. Ozellikle deterjan endiistrisinde ise
psikrofil mikroorganizmalara ait soguk-aktif hidrolitik enzimler, diisiik sicakliklarda yikama

imkani1 sunup lekelerin ¢ikarilmast ve dolayisiyla enerji tiikketiminin azaltilmasini saglamalari
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nedeniyle 6zellikle tercih edilmektedirler (Furhan et al., 2019, Sahay and Chouhan 2018, Li et
al., 2014). Bu enzimlerin en 6énemli drnekleri sogukta aktive olabilen lipazlar, proteazlar ve
amilazlar olarak siralanabilir (Gerday et al., 2000; Feller and Gerday, 2003; Roohi et al., 2013;
Maiangwa et al., 2015; Arabaci and Arikan, 2018; Al-Ghanayem and Joseph, 2020).

Tiim bu bilgiler g6z 6niinde bulunduruldugunda cesitli biyoteknolojik 6neme sahip yeni
psikrofilik mikroorganizmalarin kesfedilmesine yonelik calismalarin popiilaritesinin giderek
artmasi sasirtict degildir. Giiniimiizde boyle ¢alismalar siklikla derin okyanus sedimentleri,
yiksek dag ekosistemleri, buzullar ve kutuplar gibi ekstrem soguk habitatlarda
gergeklestirilmektedir (Karaday1 et al., 2022; Karadayi et al., 2023).

Bu habitatlar icerisinde kendine has 6zellikleri ile Antarktika 6n plana ¢ikmaktadir.

Antarktika ve Horseshoe Adasinin Psikrofil Mikroorganizma Calismalari I¢in Potansiyeli

Antarktika kitalar arasinda insan etkilesimi ve yerlesimi yoniinden en kisa tarihgeye
sahip olan bolgedir. Kitaya ilk defa yaklasik 200 yi1l dnce ayak basilmis ve kita o glinden
glinlimiize ¢esitli bilimsel ¢alismalara konu olmustur. Bu ¢alismalar igerisinde biyolojik
arastirmalar kitanin ekstrem soguk tabiatinin yasamsal faaliyetlere imkan vermeyecegi
diisiincesi ile ihmal edilmistir. Bununla birlikte iclerinde tundralarin, yiiksek dag
ekosistemlerinin ve kuzey kutbunun da bulundugu cesitli ekstrem soguk habitatlarda son
yillarda yapilan biyogesitlilik arastirmalarinin bu habitatlarin da canlilik yoniinden aktif ve
zengin alanlar oldugunu ortaya ¢ikarmasi, Antarktika’y1 da benzer ¢alismalarin yapilmasi igin
onemli bir odak noktasi haline getirmistir (Peck et al., 2005). Ayrica, yukarida 6rneklendigi
sekilde psikrofillerin biyoteknolojideki 6neminin de anlagilmasi ile bu ¢aligmalar biiyiik ivime

kazanmustir.

Ornegin Christner et al. 2003 te yaptiklari calismalarinda Antarktika’daki bir kriyokonit
cukurundan aldiklar1 numuneleri biyogesitlilik yoniinden incelemis ve burada sekiz bakteri
(Acidobacterium,  Actinobacteria, = Cyanobacteria, = Cytophagales, = Gemmimonas,
Planctomycetes, Proteobacteria ve Verrucomicrobia), cesitli metazoa ornekleri (nematodlar,
tardigradlar ve rotiferler), bir fungus (Choiromyces), bir siliat (Spathidium) ve bir yesil alg
(Pleurastrium) grubuna ait ¢esitli tiirlerin varhigim ortaya koymuslardir. Benzer bir diger
caligmada ise Antarktika McMurdo Dry Valley buzullarindaki kriyokonit ¢ukurlarinin
biyogesitliligin arastirilmis, ¢alisma sonunda siyanobakteri (Chlorococcus, Chroococcus,
Crinalium, Oscillatoria, Nostoc ve Spirulina), rotifer (Philodina gregaria ve Cephalodella

catellina), tardigrad (Acutuncus antarcticus ve Hypsibius spp.) ve siliatlara ait ¢ok sayida tiire
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rastlanmigtir (Porazinska et al. 2004). Gilichinsky et al. 2007’de Antarktik permafrostun
mikrobiyal biyocesitliligini incelemeye yoOnelik yaptiklari ¢alismalarinda bakteri tiirlerine
(Micrococcus, Rhodococcus, Arthrobacter, Bacillus, Cellulomonas, Promicromonospora,
Azotobacter, Aeromonas ve Pseudomonas), kiif tiirlerine (Cladosporium), maya tiirlerine
(Sporobolomyces salmonicolor, Corynebacterium spp. ve Rhodotorula mucilaginosa),
siyanobakteri ve mikroalg (Gloeocapsae sp., Chroococcidiopsis sp., Pseudococcomyxa sp.,
Trebuxia sp., Mychonastes sp., Chlorococcum sp. ve Chlorella sp.) tiirlerine rastlamiglardir.
Lopatina et al. 2013’te yaptiklari arastirmalarinda Antarktika’daki Druzhnaja ve
Leningradskaja isimli iki Rus istasyonu gevresindeki yiizeysel alanlardan 6rneklemeler yapmis
ve bu oOrneklerdeki bakteriyel topluluklarin gesitliligini aragtirmiglardir. Bu arastirmanin
sonucuna gore Ornekleme yapilan alanlardaki ylizey karinda Variovorax, Flavisolibacter,
Corynebacterium, Methylobacterium, Sphingomonas, Pseudomonas, Stenotrophomonas,
Aquabacterium, Aquaspirillum, Comamonas, Janthinobacterium, Caulobacter, Ralstonia,
Burkholderia,  Curvibacter, Polaromonas, Bacillus, Pedobacter, Arthrobacter,
Microbacterium, Flavobacterium, Acinetobacter, Mitsuria, Phaselicistis, Grimontella ve
Arcicella cinslerine ait ¢esitli tiirlerin varligi gosterilmistir. Yine Lopatina 6nderliginde yapilan
daha giincel bir ¢alismada Dogu Antarktika’daki dért tane Rus Istasyonu gevresindeki yiizey
karindan orneklemeler yapilmis ve bu oOrneklerdeki bakteriyel topluluklar metagenomik
yontemlerle incelenmistir. Bu aragtirmanin sonucuna gore drnekleme yapilan alanlardaki yilizey
karinin bakteriyel toplulugunu domine eden siniflarin Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Sphingobacteriia, Flavobacteriia, Cytophagia, Actinobacteria,
Cyanobacteria ve Bacilli oldugu belirlenmistir (Lopatina et al. 2016). Dogu Antarktika’da ki
bir diger giincel ¢aligmada ise Queen Maud Land bolgesindeki kriyokonitlerin biyogesitliligi
arastirilmis ve alinan 6rneklerde yogun olarak Proteobacteria, Cyanobacteria ve Actinobacteria
gruplarna ait tiirlere rastlanmistir. Bu ¢alismada ayrica bir 6rnekte Nitrososphaera arke cinsine

ait tiirlerin varlig1 da kaydedilmistir (Lutz et al. 2019).

Verilen bu calismalardan da anlasilacagi lizere Antarktika kitasi, tez ¢alismamizin da
temel konusunu olusturan biyogesitlilik ¢alismalar1 i¢in oldukga yiiksek potansiyele sahip bir
kaynaktir. Ayrica ¢alisma alanimiz olan Horseshoe Adasi ile ilgili literatiirde herhangi bir
mikrobiyal biyocesitlilik arastirmasinin olmamasi calismamizin 6zgiin degerini ortaya

koymaktadir.

Ote yandan literatiirdeki galigmalarin genelinin supraglasyal habitatlar1 kapsayacak
sekilde kurgulanmis olmasi dikkat ¢ekicidir. Cok az ¢alismada derin deniz sedimentlerinden ve

yer alt1 golleri gibi subglasyal habitatlardan 6rneklemeler yapilarak alinabilen numunelerin
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biyogesitlilikleri incelenebilmistir. Dahasi, mevcut c¢alismalar incelendiginde, subglasyal
ortamlardaki mikrobiyal yasamin ¢esitliligi ve fizyolojisi hakkinda toplanan verilerin gogunun,
kutup buzullarinin sinirlarinda toplanan subglasyal erime sularmin incelenmesinden elde
edildigi goriilmektedir. Bununla birlikte asil biiyiik buz kiitlelerinin i¢ alanlarinda bulunan
biyocesitlilik hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bunun nedeni bu bdlgelere ulasimin ve
orneklemenin oldukga zor olmasi olarak agiklanmaktadir (Doran et al., 2008; Siegert et al.,
2012). Ayrica, yine bu bozulmamis bolgelerde yapilan orneklemeler sirasinda ¢ogunlukla
mikrobiyal ve kimyasal kontaminasyonlarin da gerceklesmesi ¢alismalarin yapilmasini1 daha da
zorlastirmaktadir (Priscu et al., 2003; Inman, 2005; Siegert et al., 2007; Priscu et al. 2013). Bu
bilgiler de gz Oniinde bulunduruldugunda c¢alismamizda ornekleme alanlar1 olarak
supraglasyal habitatlarin secilmesinin mikrobiyal biyogesitlilik ¢alismalarina baslangi¢ igin
daha uygun olacag agikca goriilmektedir. Bu ¢ercevede arastirmamiz i¢in 6rnekleme alanlari

olarak Horseshoe adasindaki kriyokonit habitatlar: tercih edilmistir.

Psikrofil Kaynagi Olarak Kriyokonitler

Kriyokonit ¢ukurlar, bir buzulun yiizeyine diisen partikiillerin giines 1sinlar1 tarafindan

1sitilmast ve altinda eriyen buzun igine gémiilmesiyle olusur (Sekil 2).

‘ ‘-Q water »
¥ veconite” O
o Y PN

Sekil 2. Kriyokonit ¢ukurunun olusumu (Christner et al. 2003)

Bu olusumlar, partikiillerden ve erimis buzuldan salinan materyallerle asilanmis ve
yapisinda canliligin devamini saglayacak sivi halde su igeren essiz ekosistemler olarak
tanimlanmaktadir (Christner et al. 2003; Edwards and Cameron 2017). Giiniimiize kadar
yapilan ¢ok sayidaki biyogesitlilik arastirmasi bu ekosistemlerin bakteri, arke, mikroalg, maya

ve kiif gibi ¢ok sayida prokaryotik ve dkaryotik mikroorganizma yoniinden zengin olduklarini
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gostermistir (Edwards and Cameron 2017; Lutz et al. 2019). Bununla birlikte, daha iliman
kuzey kutbu ve yiiksek dag zirvelerinde goriilenlerden farkli olarak, Antarktika’daki
kriyokonitler ¢ogunlukla onlar1 dis ortamdan ayiran bir buz katmani ile izole olmalariyla dikkat
cekmektedir (Sekil 3). Bu da daha yiikksek korunuma sahip Antarktik kriyokonitleri,

biyocesitlilik ¢caligsmalari i¢in mitkemmel hedefler haline getirir.

Sekil 3. Acik (solda) ve kapali (sagda) tip kriyokonit ¢ukurlart (Kuhn and Fountain 2017;
Darcy et al. 2018)

Soguk Habitatlarda Bilimsel Arastirma Yontemleri

Cesitli soguk habitatlardan alinan orneklerle yapilan biyogesitlilik ¢aligmalarinin
onciilerinde genellikle 151k mikroskopisi ile dogrudan incelemeden yararlanilmistir. Daha sonra
bu calismalari kiiltiire bagimli geleneksel mikrobiyoloji uygulamalar: takip etmistir. Ancak son
yillarda bu ekosistemlerdeki kiiltiire alinamayan mikrobiyal biyogesitliligin goz ardi
edilemeyecek kadar kiymetli oldugunun anlasilmasi, giincel arastirmalarin yoniinii kiiltiire
bagimli olmayan metagenomik c¢alismalara yoneltmistir. Gasc et al.’a (2015) gore Diinya
lizerinde yasadigi tahmin edilen 10® prokaryotik tiiriin yaklasik %99’u standart protokoller
kullanilarak kiiltiire edilememektedir. Yakin ge¢mise kadar taksonomik karakterizasyon i¢in
saf mikroorganizma kiiltiirleri gerektiginden, bu durum prokaryotik biyoloji i¢in bir “darbogaz”
olarak anilagelmistir (Schloss and Handelsman 2005). Bu darbogaz son yillarda ¢evresel bir
ornekteki mikrobiyal bir toplulugun tiim genomlarini izolasyon ve kiiltiire alma asamalarina
ithtiya¢ duymaksizin genomik araglar kullanarak analiz etmeyi iceren metagenomik alaninin
gelismesiyle biiyiik 6lciide asilmistir. Boylece, metagenomik, belirli bir ortamdaki “gercek”
mikrobiyal cesitlilik hakkinda temel bilgiler saglamis, mikrobiyal ekosistemlerin karmagik
islevlerini ortaya koymus, yeni genlerin ve bu genlerin iirlinlerinin kesfinde etkin bir rol

oynamustir (Aliyu et al. 2017).
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Giliniimiizde metagenomik arastirmalar1  iki temel yaklasim c¢ergevesinde
gerceklestirilmektedir. Bunlardan ilki olan klonlama temelli konvensiyonel metagenomik
uygulamalart DNA'nin dogrudan ¢evresel bir numuneden ekstraksiyonunu, DNA'nin uygun
biiytikliikteki fragmanlara ayrilmasimi ve bu fragmanlarin uygun bir vektore klonlanmasini
icermektedir. Daha sonra bu klonlardan ayni tiirlere ait olanlar RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) gibi bir marker kullanilarak elemine edilmekte, secilen essiz klonlarin
sekans analizleri yapilmakta ve nihayetinde sekans bilgilerinin degerlendirilmesiyle siireg
tamamlanmaktadir (Sjoling et al., 2006; Sjoling and Cowan, 2008; De Maayer et al., 2014).
Ote yandan ikinci yaklasim olan yeni nesil dizileme teknolojilerini iceren metagenomik
uygulamalar1  Orneklerdeki metagenomlarin dizi analizlerinin  yapilmasim1  oldukga
kolaylastirmistir. Bu sayede c¢evresel numunelerdeki biyogesitliligin toplam DNA’s1
klonlamaya ihtiya¢ duyulmaksizin analiz edilebilmektedir (Reuter et al., 2015).

Bahsi gegen iki temel metagenomik arastirma yaklasimi birbiri ile kiyaslanacak olursa;
konvensiyonel metagenomik uygulamalar1 Sanger sekanslama temellidir. Bu yontemin en
Oonemli avantaji nispeten uzun fragmanlarin (yaklasik 1000 baz ¢ifti) yiliksek dogrulukla
okunmasina olanak saglamasidir (Shendure Ji 2008). Ote yandan Sanger sekanslama tekniginin
yiiksek maliyeti ve klon kiitiiphanelerinin olusturulmasi igin gerekli agir is yiikii yontemin en
dikkat ¢ekici dezavantajlaridir (De Maayer et al., 2014). Ikinci yaklasim olan yeni nesil
metagenomik (NGS) arastirma yontemleri ise yiiksek ¢iktili sekanslama (HTS: high-throughput
sequencing) teknolojilerini igeren bir temel tizerine insa edilmistir. Bu yontemlerin en belirgin
avantaji HTS teknolojilerinin Sanger sekanslamaya gore ¢cok daha diisiik maliyetli olmasidir.
Ayrica klonlama basamagina ihtiya¢ duymadiklarindan dolay1 daha az is giicii gerektirmeleri
de bir diger dikkat cekici Ozellikleridir. Bununla birlikte HTS teknolojilerinin en 6nemli
problemi oldukg¢a kisa fragmanlarin (50-500 baz cifti) dizi analizlerinin yapilmasina izin
vermeleri olarak tanimlanmaktadir. Ayrica heniiz gelismekte olan bu teknolojilerin hatali
okuma oranlarinin nispeten yiiksek oldugu one siiriilmektedir. Bununla birlikte gelisen
teknoloji ve analizde kullanilan algoritmalar sayesinde bu dezavantajlar onemli 6l¢iide elemine
edilmistir (Aliyu et al., 2017). Boylelikle avantajlar ve dezavantajlar kiyaslandiginda tez
calismamizda takip edilen NGS temelli metagenomik arastirma yonteminin, ¢alismanin nihai
amac1 olan “Antartika’ya yapilan TAE-VI bilimsel seferi kapsaminda Horseshoe Adasi’ndan
orneklenen Kkriyokonitlerin mikrobiyal biyocesitliliginin kiiltiirden bagimsiz yaklasimlar
kullanilarak aydinlatilmasi” hedefine basariyla ulasabilmesi i¢in en uygun yaklasim oldugu

aciktir.
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MATERYAL ve METOT

Calisma Alaninin Belirlenmesi ve Orneklemelerin Y apilmasi

Caligma alaninin merkez noktasi olarak 6. Ulusal Antarktik Bilim Seferi (T AE-6)
sonunda ulasilan Antarktika Horseshoe Adasi’ndaki Tiirk Bilimsel Aragtirma Kampi ¢evresi ve
Shoesmith Buzulu belirlenmistir. Bununla birlikte adanin ulasima agik sahalarimin tamaminda
kriyokonit arama caligmalari sefer katilmcist Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Karaday: tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda bulunan kriyokonit ¢ukurlarindan alinan numuneler aseptik
kosullarda her bir alan i¢in iki paralel olacak sekilde toplanmistir. Tez caligmasinin bu basamagi
kapsaminda Horseshoe Adasi’ndaki farkli lokasyonlardan toplam 10 alandan oOrnekleme
yapilmistir. Kapali kriyokonitlerin buz Ortlisiiniin agilmasi i¢cin manuel buz burgusu
kullanilmistir. Numunelerin alindig1 her alanin GPS verileri kayit altina alinmig ve tiim ornekler
ileriki ¢alismalarin yapilmasi igin -25 °C — 2 °C arasinda muhafaza saglayan soguk zincir
ekipmani (Dison New Generate Cooler — BC1500A) ile dnce iisse daha sonra da Atatiirk
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji ve Bakteriyoloji Arastirma

Laboratuvari’na transfer edilmistir.

Metagenomik Cahismalar
Cevresel Numunelerden DNA izolasyonu Calismalan

Her bir numuneden mikrobiyal biyogesitliliginin arastirilmasi i¢in kullanilacak olan
toplam DNA UltraClean Mega DNA soil kit kullanilarak izole edilmistir. Buna gore her bir

numunenin izolasyonu i¢in;

1. Kitte bulunan 2 ml hacimli Bead Solution tiipii igerisine 1 gram numune

konulmus ve hafifce vortekslenmistir.

2. Tiipe 60 pl S1 ¢ozeltisi eklenmis ve birka¢ kez alt iist edilerek karigmasi

saglanmustir.

3. 200 pl IRS (Inhibitor Removal Solution) ¢ozeltisi eklenmis ve tiipler 10 dakika

boyunca en yiiksek hizda vortekslenmistir.
4. 10.000 x g hizda 30 saniye boyunca santriflijlenmistir.
S. Stipernatant 2 ml hacimli toplama tiiplerine transfer edilmistir.

6. Tiiplere 250 pul S2 ¢ozeltisi eklenmis ve 5 saniye vortekslenerek karistirilmistir.
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7. 4 °C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmaistir.
8. 10.000 x g hizda 1 dakika boyunca santrifiijlenmistir.

9. 450 pl siipernatant 2 ml hacimli yeni toplama tiiplerine transfer edilmis ve

tizerine S3 ¢ozeltisinden 900 pl eklenerek 5 saniye boyunca vortekslenmistir.

10.  Karigimdan 700 pl alinarak Spin Filter’e yiiklenmis ve 10.000 x g hizda 1 dakika

boyunca santrifiijlenmistir.

11. 300 pl S4 c¢ozeltisi eklenmis ve 10.000 x g hizda 30 saniye boyunca

santrifiijlenmistir.
12. Tiipiin tabaninda biriken s1vi uzaklastirilmistir.
13. 10.000 x g hizda 1 dakika boyunca santriftijlenmistir.

14.  Spin Filter yeni bir toplama tiipline alinmis ve lizerine 50 ul S5 ¢ozeltisi

eklenmistir.
15. 10.000 x g hizda 30 saniye boyunca santrifiijlenmistir.

16. Spin Filter uzaklastirilmis ve elde edilen DN A ¢ozeltisi kullanilincaya kadar -20

°C’de muhafaza edilmistir.

Mikrobiyal Biyocesitlilik Analizleri Icin Secilen Primer Setleri ve PCR Kosullar:

Prokaryotlarin tiir tayininde kullanilacak olan 16S rRNA genine ait V3-V4 bolgeleri
evrensel 341F (CCTACGGGNGGCWGCAG) ve 805R (GACTACHVGGGTATCTAATCC)
primer dizileri ile amplifiye edilmistir. Fungal 6karyotlar igin ise 28S rRNA geni D1/D2 bolgesi
F63-F (GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAQG) ve LR3-R
(GGTCCGTGTTTCAAGACGG) primer dizileri ile gogaltilmistir.

Arastirmada kullanilan PCR kosullar1 asagidaki gibidir:
Initial denaturation: 95 °C’de 10 dakika
35 dongii:
Denaturation: 95 °C’de 30 saniye
Annealing: 53 °C’de 30 saniye

(10. dongtiden sonra her bir dongiide 0,2 °C diisiis, touchdown PCR)

23



Extansion: 72 °C’de 30 saniye
Final extension: 72 °C’de 3 dakika

Sicaklik 4 °C’ye diisiiriilerek reaksiyon tamamlanmastir.

Kiitiiphane Hazirlama ve Dizileme Calismalari

PCR amplikon iiriinleri i¢in kiitiiphane hazirlama “Nextera XT DNA Library Prep Kit
(Mumina, Cat. No.: FC-131-1096)” ile indeks islemi ise “TG Nextera XT Index Kit v2 Set A
(96 Indices, 384 Samples - Cat. No.: TG-131-2001) ile yapilmustir. Saflagtirma (purifikasyon)
islemleri AMPure XP beads (Beckman Coulter) ile yapilmistir. Dizileme islemi ise Miseq
platformu (Illumina) ile paired-end (PE) 2x150 bazlik okumalar halinde gergeklestirilmistir.

Ham Verinin Biyoinformatik Analizi

Ham veri okumalari i¢in (FASTQ) QC kontrolii yapilmis, gerekli goriilmesi halinde trim
islemi uygulanmus, veriler yiliksek hassasiyet ve hizda kisa DNA dizilerine taksonomik etiketler
atayan Kraken Metagenomik sistemi ile OTU siniflarina ayrilmistir (Wood and Salzberg,
2014).

Taksonomik Siniflandirma, Cesitlilik Analizleri ve Raporlama

Taksonomi istatistiginin yapilmasi i¢in Orneklerin tiir seviyesindeki gesitliliklerinin

belirlenmesinde Shannon Index ve Simpsons Index degerlerinden faydalanilmustir.

Ornekler arasindaki benzerlik ve farkliliklari gdstermek principal coordinate analysis
(PCoA) plot ve seyreltme egrileri (rarefaction curves) analizleri kullanilmis ve sonuglar gorsel

grafiklerle 6zetlenmistir.

Yine raporlama asamasinda tiir seviyesindeki dagilimlar ve diger taksonomik seviyeleri
(alem, sube, smif, takim, aile ve cins) kapsayan dagilimlar ayr1 ayri1 hesaplanarak

raporlanmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI

Calisma Alaninin Belirlenmesi ve Orneklemelerin Yapilmasi

6. Ulusal Antarktik Bilim Seferi (TAE-6) kapsaminda Horseshoe Adasi’nda
gerceklestirilen arazi ¢alismalarinda tez c¢alismasi igin 10 farkli lokasyondan Kriyokonit
orneklemesi yapilmistir (Sekil 4 ve Sekil 5). Yapilan 6rneklemelere ait bilgiler Tablo 1’de

Ozetlenmis ve gdzlenen kriyokonit ¢cukurlarinin 6rnek gorselleri Sekil 6°da verilmistir.

Tablo 1. Arazi ¢alismalari kapsaminda yapilan 6rneklemelere ait bulgular.

Ornek Miktar: Ornekleme GPS Koordinatlan Saklama Saklandig1 Yer

Tiirii Bolgesi Kosullar

67°50'01.5"G/67°13'12.3"B

MK1-Kriyokonit 10g Horseshoe Island +4/-20°C  Atatiirk Universitesi
MK2-Kriyokonit 10g Horseshoe Island GilS=9.2'G/GREg01. 3°B +4/-20°C  Atatiirk Universitesi
MK3-Kriyokonit 109 Horseshoe Island 67°49 BRyEIoT°13 00 +4/-20°C  Atatiirk Universitesi
MK4-Kriyokonit 109 Horseshoe Island G 43.0°ClE 45.3'5 +4/-20°C  Atatiirk Universitesi
MKS5-Kriyokonit 10¢ Horseshoe Island O A /6T L +4/-20°C  Atatiirk Universitesi
MK6-Kriyokonit 10¢g Horseshoe Island Eips001.5°G/67°1312.6'8 +4/-20°C  Atatiirk Universitesi
MK7-Kriyokonit 10g Horseshoe Island 67°30'03.8°G/67°13'35.4°B +4/-20°C  Atatiirk Universitesi
MKS8-Kriyokonit 10¢ Horseshoe Island 67°5000.5"G/67°1311.2"B +4/-20°C  Atatiirk Universitesi
MK9-Kriyokonit 10¢ Horseshoe Island 67°49'43.5"G/67°1219.9'B +4/-20°C  Atatiirk Universitesi

67°49'27.8"G/67°12'12.1"B

MK10-Kriyokonit 10g Horseshoe Island +4/-20°C  Atatiirk Universitesi
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Sekil 4. Horseshoe Adasi Antarktik tip kriyokonit 6rnekleme noktalari.
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Sekil 5. Altinci Ulusal Antarktik Bilim Seferi (TAE-6) kapsaminda Horseshoe Adasi’nda
gerceklestirilen arazi ve drnekleme ¢alismalart.
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Sekil 6. Ornekleme yapilan kriyokonitlere ait 6rnek goriintiiler.
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Metagenomik Cahismalar
Cevresel DNA izolasyonu ve PCR Cahsmalari

Horseshoe Adasi kriyokonit olusumlarinin mikrobiyal biyocesitliliginin kiiltiirden
bagimsiz metagenomik yaklasim kullanilarak aydinlatilmasi amaciyla 10 numune segilmistir.
Bu numunelerden ¢evresel DNA izolasyonu basariyla yapilmis ve sonuglar Sekil 5’de

gosterilmistir.

MK MK2 MK3 MK4 MKS MK6 MK7 MK8 MK9 MK10

 ——— e GEED G W e G — —

Sekil 7. Kriyokonit numunelerinde elde edilen ¢evresel DNA’larin agaroz jel elektroforezi
goruntiisu.

Elde edilen gevresel DNA’lar ile 16S 341F / 805R, 28S F63-F / LR3-R ve 18S V9-F / V9-R
primer setleri kullanilarak PCR uygulamalar1 gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen

PCR firtinlerine ait gorintiiler Sekil 6 ve Sekil 7°de verilmistir.

MK MK2 MED MK4 MK3 MKs MK MKS MK MKW
168

Sekil 8.16S 341F / 805R primer seti ile iiretilen PCR {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi
goruntiisi.
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MKl ME2Z ME3 ME4 NMES M ME6  MK7 MEKS ME9S MEID

LR

Sekil 9. 28S F63-F / LR3-R primer seti ile iiretilen PCR {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi
goruntiisi.

NGS Dizileme istatistikleri ve Biyoinformatik Analizler

16S 341F / 805R ve 28S F63-F / LR3-R primer setleri kullanilarak ¢ogaltilan PCR iiriinlerinin
dizileme islemleri NGS ile tamamlanmistir. Bu asamada elde edilen dizileme istatistikleri Tablo

2 ve Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 2. 16S 341F / 805R primer seti ile iiretilen PCR {iriinlerinin dizileme istatistigi.

Ornek Okuma Sayis1 Ortalama Okuma Siiflanmis okuma
Uzunlugu
MK1-16s 5139 144.1 4850/ 94.38%
MK2-16s 7955 141.3 7348/ 92.37%
MK3-16s 14008 125.5 10119/72.24%
MK4-16s 9384 143.8 8771/ 93.47%
MK5-16s 7390 148.1 7208/ 97.54%
MKG6-16s 17435 133.9 13958 / 80.06%
MKT7-16s 10196 137.7 8630/ 84.64%
MK8-16s 10370 136.0 8747/ 84.35%
MKO9-16s 6969 121.7 4515/ 64.79%
MK10-16s 8297 144.5 7699/ 92.79%
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Tablo 3. 28S F63-F / LR3-R primer seti ile iiretilen PCR {irlinlerinin dizileme istatistigi.

Ornek Okuma Sayis1 Ortalama Okuma Uzunlugu  Simiflanmms okuma
MK1-28s 8601 123.1 8601/ 100.00%
MK2-28s 13942 123.9 13942/ 100.00%
MK3-28s 14029 121.7 14029 / 100.00%
MK4-28s 44575 1241 44563 / 99.97%
MK5-28s 10006 127.4 10006 / 100.00%
MK®6-28s 8216 124.0 8216/ 100.00%
MK7-28s 10890 128.5 10890 / 100.00%
MK8-28s 19289 119.4 19289/ 100.00%
MK9-28s 62286 122.3 62259 /99.96%
MK10-28s 11803 138.2 11803 / 100.00%

16S 341F / 805R primer seti kullanilarak ¢ogaltilan PCR iiriinlerinin taksonomi istatistikleri
Tablo 4, Tablo 5 ve Sekil 8’de 6zetlenmistir.

Tablo 4. 16S 341F / 805R primer seti ile iiretilen PCR {iriinlerinin taksonomi istatistigi.

Tiir seviyesinde cesitlilik

Ornek Shannon Index (H) / (H/ LN (N))* Simpsons Index (D-1)*
MK1-16s 4.333/0.7809 0.97
MK2-16s 4.696/0.7835 0.9769
MK3-16s 4.287/0.6958 0.9358
MK4-16s 4.344/0.7251 0.9486
MK5-16s 2.982/0.5241 0.7956
MK6-16s 4.405/0.7069 0.9644
MK7-16s 4.531/0.7431 0.9517
MK8-16s 4.312/0.7165 0.9607
MK9-16s 3.245/0.5978 0.8668
MK10-16s 2.28410.4426 0.7468

* Orneklerdeki tiir qésitliligini gosterir. Shannon indeksi genellikle 1.5-3.5 arasinda bir deger alir ve bu indeks arttikga

cesitlilik de artar. Simpsons indeksi 0-1 arasinda bir deger alir. 1 ¢esitliligi, 0 ise ¢esitlilik yok anlamina gelir.
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Tablo 5. 16S 341F / 805R primer seti ile tiretilen PCR {iriinlerinin siniflandirma istatistigi.

Ornek Alem Sube Simf Takim Aile Cins Tiir

MK1-16s 94.38% 93.48% 92.14% 91.46% 75.17% 64.21% 30.63%
MK2-16s 92.37% 88.80% 87.24% 84.58% 70.86% 61.97% 36.81%
MK3-16s 72.24% 69.49% 66.99% 66.71% 59.28% 50.60% 32.15%
MK4-16s 93.47% 92.88% 91.56% 91.47% 77.80% 60.38% 23.04%
MKS5-16s 97.54% 96.90% 60.45% 94.88% 85.93% 81.04% 62.57%
MK6-16s 80.06% 77.87% 76.51% 76.05% 64.58% 55.55% 32.07%
MK7-16s 84.64% 81.40% 80.07% 78.91% 70.98% 60.37% 25.90%
MKS8-16s 84.35% 78.51% 76.58% 75.55% 63.80% 53.83% 34.27%
MK9-16s 64.79% 54.81% 52.91% 50.28% 48.08% 43.87% 31.34%
MK10-16s  92.79% 92.36% 92.20% 91.85% 87.97% 84.44% 45.34%

Stacked Taxa Bar Chart

MK10-163

MK9-165

MK8-16s

MK7-165

MK6-16s

Sample

MKS-16s

MK4-165

MK2-165

MK2-163

o
[ 20 40 60 80 100

Relative Abundance

@ cacteria <bacteria> ([ Eukaryotz [ Unclassified Viruses [l Archaea

Sekil 10. 16S 341F / 805R primer seti ile liretilen PCR iirlinlerindeki biyogesitliligin alem
seviyesinde dagilim grafigi.

28S F63-F / LR3-R primer seti kullanilarak ¢ogaltilan PCR iiriinlerinin taksonomi istatistikleri
Tablo 6, Tablo 7, Sekil 9 ve Sekil 10°da 6zetlenmistir.
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Tablo 6. 28S F63-F / LR3-R primer seti ile iiretilen PCR iiriinlerinin taksonomi istatistigi.

Tiir seviyesinde cesitlilik

Ornek Shannon Index (H) / (H/ LN (N))* Simpsons Index (D-1)*
MK1-28s 2.57410.6932 0.8904
MK2-28s 2.363/0.6136 0.8441
MK3-28s 2.594/0.6815 0.8998
MK4-28s 2.198/0.6745 0.8565
MK5-28s 2.167/0.5798 0.7989
MKG6-28s 2.196/0.5875 0.7999
MK7-28s 2.242/0.576 0.8127
MK8-28s 2.54210.7208 0.8998
MK9-28s 2.295/0.6456 0.8709
MK10-28s 1.065/0.2996 0.4136

* Orneklerdeki tiir gesitliligini gosterir. Shannon indeksi genellikle 1.5-3.5 arasmnda bir deger alir ve bu indeks arttikga
cesitlilik de artar. Simpsons indeksi 0-1 arasinda bir deger alir. 1 gesitliligi, 0 ise gesitlilik yok anlamina gelir.

Tablo 7. 28S F63-F / LR3-R primer seti ile iiretilen PCR {iriinlerinin siniflandirma istatistigi.

Ornek Alem Sube Simif Takim Aile Cins Tiir
MK1-28s 100.00% 100.00% 87.29% 85.86% 74.99% 71.91% 58.56%
MK?2-28s 100.00% 100.00% 91.38% 90.00% 86.18% 84.97% 66.34%
MK3-28s 100.00% 100.00% 84.94% 83.26% 70.90% 67.67% 55.44%
MK4-28s 99.97% 99.95% 97.91% 96.87% 89.74% 89.43% 54.33%
MKH5-28s 100.00% 100.00% 91.30% 89.63% 85.72% 84.85% 65.80%
MK6-28s 100.00% 100.00% 90.51% 89.05% 84.79% 83.95% 65.94%
MK7-28s 100.00% 100.00% 90.79% 89.63% 85.49% 84.62% 65.13%
MKS8-28s 100.00% 100.00% 86.75% 83.14% 65.25% 64.60% 41.76%
MK9-28s 99.96% 99.94% 94.56% 92.70% 82.14% 81.74% 49.72%
MK10-28s 100.00% 100.00% 91.84% 91.60% 90.50% 90.37% 85.92%
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Sekil 11. 28S F63-F / LR3-R primer seti ile iiretilen PCR {irlinlerindeki biyogesitliligin takim
seviyesinde dagilim grafigi.
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Sekil 12. 28S F63-F / LR3-R primer seti ile iiretilen PCR firtinlerindeki biyogesitliligin tiir
seviyesinde dagilim grafigi.

Biyocesitlilik Analizleri

Antarktik tip kriyokonit 6rneklerinin 16S 341F / 805R, 28S F63-F / LR3-R primer

setleri kullanilarak ¢ogaltilan PCR iiriinlerindeki biyogesitlilik analizlerine ait bulgular Sekil 6

ve 8’de verilmistir. Ayrica, baskin gruplara ait taksonomik dagilimlar Tablo 2, 4 ve 5°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 13. 16S 341F / 805R primer seti ile liretilen PCR iiriinlerinin seyreltme egrileri.
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Sekil 14. 16S 341F / 805R primer seti ile iiretilen PCR {iriinlerinin PCoA plot grafigi.
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Sekil 15. 16S 341F / 805R primer seti ile liretilen PCR iiriinlerinin biyogesitlilik grafigi.

Tablo 8. MK-1 kodlu kriyokonit 6rneginin 16S 341F / 805R primer setine gore baskin
taksonomik gruplari.

MK1-16S

Tiir Okuma % Krona
Clostridium estertheticum 165 10.48
Acidibrevibacterium fodinaquatile 95 6.04
Thiobacillus denitrificans 95 6.04
Rhodanobacter glycinis 66 419
Granulicella sp. WH15 66 419
Enterococcus faecalis 48 3.05 o
Mucilaginibacter celer 44 28
Komagataeibacter xylinus 39 248
Ralstonia pickettii 38 241
Hoeflea sp. IMCC20628 38 241 N
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Tablo 9. MK-2 kodlu kriyokonit rneginin 16S 341F / 805R primer setine gore baskin
taksonomik gruplari.

MK2-16S
Tiir Okuma % Krona
Vibrio anguillarum 217 741
Enterococcus faecalis 211 7.21
Staphylococcus cohnii 173 591
Sphingomonas sp. HDW15A 138 471
Hymenobacter sedentarius 80 2.73
Thiobacillus denitrificans 78 2.66
Aeromonas caviae 65 2.22
Pedobacter ginsengisoli 65 2.22
Rhodanobacter glycinis 53 181
Ralstonia pickettii 50 171

Tablo 10. MK-3 kodlu kriyokonit 6rneginin 16S 341F / 805R primer setine gore baskin
taksonomik gruplari.

MK3-16S
Tiir Okuma % Krona
Polynucleobacter necessarius 998 22.16 i
Enterococcus faecalis 344 7.64
Aeromonas caviae 284 6.31
Thermoleptolyngbya sp. 144 3.2

PKUAC-SCTB121

Lysobacter antibioticus 122 2.71
Thiobacillus denitrificans 122 2.71
Rhodanobacter glycinis 83 1.84
Tetrasphaera sp. HKS02 74 1.64
Capnocytophaga gingivalis 69 153
Granulicella sp. WH15 55 1.22
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Tablo 11. MK-4 kodlu kriyokonit 6rneginin 16S 341F / 805R primer setine gore baskin

taksonomik gruplart.
MK4-16S
Tiir Okuma % Krona
Clostridium estertheticum 386 17.85
Polaromonas 168 7.77
naphthalenivorans
Thiobacillus denitrificans 166 7.68
Ralstonia pickettii 98 453
Staphylococcus aureus 97 4.49
Enterococcus faecalis 51 2.36
Aeromonas caviae 50 231
Hoeflea sp. IMCC20628 38 1.76
Oscillatoria nigro-viridis 32 1.48
Comamonas sp. NLF-7-7 31 1.43

Tablo 12. MK-5 kodlu kriyokonit érneginin 16S 341F / 805R primer setine gore baskin

taksonomik gruplari.
MK5-16S
Tiir Okuma % Krona
Thermoleptolyngbya sp. 2021 43.71
PKUAC-SCTB121
Paludibacter propionicigenes 272 5.88
Polaromonas 263 5.69
naphthalenivorans
Hydrogenophaga sp. 229 4.95
PAMC20947
Gemmatimonas phototrophica 156 3.37
Pseudanabaena sp. ABRG5-3 123 2.66
Capnocytophaga gingivalis 109 2.36
Clostridium estertheticum 78 1.69
Chamaesiphon minutus 72 1.56 -
Algoriphagus 60 1.3

machipongonensis
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Tablo 13. MK-6 kodlu kriyokonit 6rneginin 16S 341F / 805R primer setine gore baskin

taksonomik gruplart.
MK®6-16S

Tiir Okuma % Krona
Clostridium estertheticum 665 11.89
Bacteriovorax stolpii 391 6.99
Acidibrevibacterium 383 6.85
fodinaquatile
Thiobacillus denitrificans 237 4.24
Aeromonas caviae 231 4.13
Enterococcus faecalis 231 4.13
Rhodanobacter glycinis 228 4.08
Komagataeibacter xylinus 182 3.26
Granulicella sp. WH15 164 293
Vibrio anguillarum 122 218 =

Tablo 14. MK-7 kodlu kriyokonit 6rneginin 16S 341F / 805R primer setine gore baskin

taksonomik gruplari.
MK7-16S
Tiir Okuma % Krona
Polaromonas 468 17.72
naphthalenivorans
Enterococcus faecalis 234 8.86
Aeromonas caviae 156 591
Thiobacillus denitrificans 123 4.66
Ralstonia pickettii 64 242
Lacibacter sp. S13-6-6 54 2.04
Planococcus sp. MB-3u-03 40 151
Pseudomonas sp. SWI6 37 14
Gemmatimonas phototrophica 35 133
Mycoplasma capricolum 29 11 e
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Tablo 15. MK-8 kodlu kriyokonit 6rneginin 16S 341F / 805R primer setine gore baskin

taksonomik gruplart.
MK8-16S
Tiir Okuma % Krona
Mucilaginibacter celer 448 12.61
Rhodanobacter glycinis 313 8.81
Enterococcus faecalis 206 5.8
Granulicella sp. WH15 184 5.18
Vibrio anguillarum 156 4.39
Rhodanobacter sp. 144 4.05
FDAARGOS 1247
Thiobacillus denitrificans 135 38
Acidibrevibacterium 107 3.01
fodinaquatile
Aeromonas caviae 102 2.87
Pedobacter sp. CJ43 84 2.36

Tablo 16. MK-9 kodlu kriyokonit 6rneginin 16S 341F / 805R primer setine gore baskin

taksonomik gruplari.
MK9-16S
Tiir Okuma % Krona
Enterococcus faecalis 635 29.08 |
Staphylococcus aureus 440 20.15
Aeromonas caviae 120 5.49
Mycoplasma capricolum 96 44
Yersinia pestis 53 243
Escherichia coli 47 2.15
Streptococcus iniae 44 2.01
Bacillus anthracis 42 1.92
Erysipelothrix larvae 33 151
Bacillus cereus 26 119
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Tablo 17. MK-10 kodlu kriyokonit 6rneginin 16S 341F / 805R primer setine gore baskin
taksonomik gruplart.

MK10-16S

Tiir Okuma % Krona

Polaromonas 1576 41.89
naphthalenivorans

Clostridium estertheticum 1016 27.01
Carnobacterium sp. 17-4 188 5.0
Clostridium perfringens 92 2.45
Psychrobacter sp. AntiMn-1 78 2.07
Paeniclostridium sordellii 58 1.54
Bacteroides coprosuis 52 1.38
Thiobacillus denitrificans 41 1.09
Klebsiella pneumoniae 37 0.98
Lacrimispora saccharolytica & 0.93 o

Species Rarefaction Curves [taxonomic_classification]
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Sekil 13. 28S F63-F / LR3-R primer seti ile iiretilen PCR firiinlerinin seyreltme egrileri.
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Sekil 16. 28S F63-F / LR3-R primer seti ile tiretilen PCR {irtinlerinin PCoA plot grafigi.
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Sekil 17. 28S F63-F / LR3-R primer seti ile iiretilen PCR {irtinlerinin biyogesitlilik grafigi.
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Tablo 18. MK-1 kodlu kriyokonit 6rneginin 28S F63-F / LR3-R primer setine gore baskin

taksonomik gruplart.
MK1-28S
Tiir Okuma % Krona
Ascomycota 7588 88.22
Basidiomycota 1013 11.78
Bacteroidetes <Bacteroidetes> 0 0.0
Streptophyta 0 0.0
Actinobacteria 0 0.0
<actinobacteria>
Proteobacteria 0 0.0
Euryarchaeota 0 0.0
Chordata 0 0.0

Tablo 19. MK-2 kodlu kriyokonit 6rneginin 28S F63-F / LR3-R primer setine gore baskin

taksonomik gruplari.
MK?2-28S
Tiir Okuma % Krona
Ascomycota 12074 86.6
Basidiomycota 1868 13.4
Bacteroidetes <Bacteroidetes> 0 0.0
Streptophyta 0 0.0
Actinobacteria 0 0.0
<actinobacteria>
Proteobacteria 0 0.0
Euryarchaeota 0 0.0
Chordata 0 0.0
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Tablo 20. MK-3 kodlu kriyokonit 6rneginin 28S F63-F / LR3-R primer setine gore baskin

taksonomik gruplart.
MK3-28S
Tiir Okuma % Krona
Ascomycota 12595 89.78
Basidiomycota 1434 10.22
Bacteroidetes <Bacteroidetes> 0 0.0
Streptophyta 0 0.0
Actinobacteria 0 0.0
<actinobacteria>
Proteobacteria 0 0.0
Euryarchaeota 0 0.0
Chordata 0 0.0

Tablo 21. MK-4 kodlu kriyokonit 6rneginin 28S F63-F / LR3-R primer setine gore baskin

taksonomik gruplari.
MK4-28S
Tiir Okuma % Krona
Ascomycota 44420 99.7
Basidiomycota 129 0.29
Streptophyta 2 0.0
Euryarchaeota 2 0.0
Bacteroidetes <Bacteroidetes> 0 0.0
Actinobacteria 0 0.0
<actinobacteria>
Proteobacteria 0 0.0
Chordata 0 0.0
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Tablo 22. MK-5 kodlu kriyokonit 6rneginin 28S F63-F / LR3-R primer setine gore baskin

taksonomik gruplart.
MKH5-28S
Tiir Okuma % Krona
Ascomycota 8650 86.45
Basidiomycota 1356 13.55
Bacteroidetes <Bacteroidetes> 0 0.0
Streptophyta 0 0.0
Actinobacteria 0 0.0
<actinobacteria>
Proteobacteria 0 0.0
Euryarchaeota 0 0.0
Chordata 0 0.0

Tablo 23. MK-6 kodlu kriyokonit 6rneginin 28S F63-F / LR3-R primer setine gore baskin

taksonomik gruplari.
MK6-28S
Tiir Okuma % Krona
Ascomycota 7232 88.02
Basidiomycota 984 11.08
Bacteroidetes <Bacteroidetes> 0 0.0
Streptophyta 0 0.0
Actinobacteria 0 0.0
<actinobacteria>
Proteobacteria 0 0.0
Euryarchaeota 0 0.0
Chordata 0 0.0
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Tablo 24. MK-7 kodlu kriyokonit 6rneginin 28S F63-F / LR3-R primer setine gore baskin

taksonomik gruplart.
MK7-28S
Tiir Okuma % Krona
Ascomycota 9621 88.35
Basidiomycota 1269 11.65
Bacteroidetes <Bacteroidetes> 0 0.0
Streptophyta 0 0.0
Actinobacteria 0 0.0
<actinobacteria>
Proteobacteria 0 0.0
Euryarchaeota 0 0.0
Chordata 0 0.0

Tablo 25. MK-8 kodlu kriyokonit 6rneginin 28S F63-F / LR3-R primer setine gore baskin

taksonomik gruplari.
MK8-28S
Tiir Okuma % Krona
Ascomycota 19043 98.72
Basidiomycota 246 1.28
Bacteroidetes <Bacteroidetes> 0 0.0
Streptophyta 0 0.0
Actinobacteria 0 0.0
<actinobacteria>
Proteobacteria 0 0.0
Euryarchaeota 0 0.0
Chordata 0 0.0
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Tablo 26. MK-9 kodlu kriyokonit 6rneginin 28S F63-F / LR3-R primer setine gore baskin

taksonomik gruplart.
MK9-28S
Tiir Okuma % Krona
Ascomycota 61944 99.51
Basidiomycota 297 0.48
Streptophyta 3 0.0
Proteobacteria 3 0.0
Bacteroidetes <Bacteroidetes> 1 0.0
Actinobacteria 1 0.0
<actinobacteria>
Euryarchaeota 1 0.0
Chordata 1 0.0

Tablo 27. MK-10 kodlu kriyokonit érneginin 28S F63-F / LR3-R primer setine gore baskin

taksonomik gruplari.
MK10-28S
Tiir Okuma % Krona
Ascomycota 10684 90.52
Basidiomycota 1119 9.48
Bacteroidetes <Bacteroidetes> 0 0.0
Streptophyta 0 0.0
Actinobacteria 0 0.0
<actinobacteria>
Proteobacteria 0 0.0
Euryarchaeota 0 0.0
Chordata 0 0.0
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Tez kapsaminda yapilan biyoinformatik analizler sonucunda elde edilen toplam
prokaryotik mikrobiyal biyogesitlilik ve bunun drneklerdeki dagilimi EK 1°de, toplam okaryotik
mikrobiyal biyogesitlilik ve bunun 6rneklerdeki dagilimi ise Ek 2’de verilmistir. Ayrica, tez
calismamizda arastirilan kriyokonit oOrneklerini domine eden prokaryotik ve Okaryotik

mikrobiyal ¢esitliliklerin taksonomik kategorilere gore dagilimlar1 Ekler 3-16’da verilmistir.
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TARTISMA ve SONUC

Tez ¢alismasinin konusunu olusturan Antarktika, biyocesitlilik arastirmalar1 i¢in yer
yiiziiniin en ekstrem kosullarini barindiran ekosistemlerden birisi olarak kabul edilmektedir
(Margesin and Miteva 201). Bu ekosistemde yasam limitlerini zorlayan ¢esitli etkenlerden en
onemlilerine asir1 soguk, kuraklik, tuzluluk ve radyasyon maruziyeti 6rnek olarak verilebilir
(Hassan et al., 2016). Dolayisiyla Antarktik ekosistemlerde yasayan organizmalar varligini
siirdiirebilmek icin bu ekstrem kosullara uyumu saglayan cesitli adaptasyon mekanizmalar1
gelistirmislerdir (Christner et al., 2003). Onceleri, bu mekanizmalarin ekolojik uyum
stireglerindeki rolii 6nemli bir arastirma konusu olarak kabul edilmis olsa da giiniimiizde bu
ekosistemlerde yer alan mikroorganizmalarin gida {iretimi, atik isleme, madencilik,
biyoremediasyon uygulamalari, zirai uygulamalar, tip ve molekiiler diagnostik gibi ¢ok ¢esitli
endiistriler i¢in yliksek potansiyele sahip oldugunun anlasilmasiyla bilimsel ¢alismalarin odag:
tez konumuzu da olusturan mikrobiyal biyogesitlilik arastirmalarina kaymistir (Edwards and
Cameron, 2017).

Antarktika, ekstremofilik mikrobiyal biyogesitlilik ¢alismalari igin essiz bir kaynak
sunmaktadir. Literatiir c¢alismalar1 incelendiginde biyogesitlilik ¢alismalarnin permafrost,
endolitizme elverisli donmus kayalar, buzul goller, dogal tuz yataklari, volkanik magara
sistemleri, deniz yiizey alt1 sular1, deniz buzlar1 ve kriyokonit ¢cukurlar1 gibi asir1 6zellesmis
Antarktik ekosistemler tizerinde yogunlastig1 goriilmektedir (Tian et al., 2009; Edwards and
Cameron, 2017). Bunlar arasinda c¢alismamizin da konusunu olusturan Antarktik tip
kriyokonitler mikrobiyal biyogesitlilik agisindan literatiirde 6zel bir oneme sahiptir (Lutz et al.,
2019; Karadayi et al., 2021). Ilgili literatiir ¢alismalarinda ¢esitli bdlgelerden toplanan
Antarktik tip kriyokonitlerin mikrobiyal biyogesitlilikleri kiiltiire bagimli ve/veya Kkiiltiirden
bagimsiz yaklasimlarla incelenmis, her bir kriyokonit ¢ukurunun kendine 6zgii biyogesitliligi
degerlendirilmis ve raporlanan biyogesitlilik bilgilerinin sonraki biyoteknoloji ¢alismalarina

nasil kaynak saglayabilecegi degerlendirilmistir.

Benzer bir yaklagimla hazirlanan tez ¢alismamiz kapsaminda 6. Ulusal Antarktik Bilim
Seferi (TAE-6) sonunda ulasilan Antarktika Horseshoe Adasi’ndaki Tiirk Bilimsel Arastirma
Kampi ¢evresi ve Shoesmith Buzulu ¢evresinde rastlanan 10 Antarktik tip kriyokonit olusumu
orneklenmis ve alinan numunelerin mikrobiyal biyogesitliligi NGS temelli metagenomik

yaklagim ile arastirilmstir.

Calisma bulgularimiz, incelenen kriyokonit 6rneklerinin prokaryotik biyogesitliliginin

Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria ve Cyanobacteria subeleri, okaryotik
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mikrobiyal biyocesitliligin ise Ascomycota ve Basidiomycota subeleri tarafindan domine
edildigini ortaya koymustur. Buna ilaveten, hem her bir 6rnegi domine eden prokaryotik ve
okaryotik mikrobiyal c¢esitliliklerin taksonomik kategorilere gore dagilimlar1 hem de tiir

diizeyinde toplam biyogesitlilik analizleri Ekler b6limiinde detayli olarak raporlanmustir.

Literatiirde c¢alismamizin rapor edilen bulgular1 ile dogrudan Oortlisen Antarktik
kriyokonit biyogesitliligi konulu ¢alismalar mevcuttur. Ornegin, Christner et al. 2003’te
Antarktik kriyokonit orneklerini biyocesitlilik agisindan incelemis ve burada bakteri
(Acidobacterium, Actinobacteria, Cyanobacteria, Cytophagales, Gemmimonas,
Planctomycetes, Proteobacteria ve Verrucomicrobia), metazoa (nematodlar, tardigradlar ve
rotiferler), fungus (Choiromyces), siliat (Spathidium) ve yesil alg (Pleurastrium) gruplarina ait

cesitli tlirlerin varligini ortaya koymuslardir.

Benzer sekilde, Porazinska et al. 2004’te Antarktika McMurdo Dry Valley
buzullarindaki kriyokonit ¢ukurlarinda siyanobakteri (Chlorococcus, Chroococcus, Crinalium,
Oscillatoria, Nostoc ve Spirulina), rotifer (Philodina gregaria ve Cephalodella catellina),

tardigrad (Acutuncus antarcticus ve Hypsibius spp.) ve siliatlara ait ¢ok sayida tiire rastlamistir.

Daha giincel bir ¢alismada ise Dogu Antarktika’da Queen Maud Land bolgesindeki
kriyokonitlerin biyogesitliligi arastirilmis ve dominant gruplar olarak Proteobacteria,
Cyanobacteria ve Actinobacteria tiirlerine rastlanmistir. Bu c¢alismada ayrica bir ornekte

Nitrososphaera arke cinsine ait tiirlerin varligi da kaydedilmistir (Lutz et al. 2019).

Tez calismamizin bulgularinin literatiir kiyaslamalar1 kriyokonit ozelinden diger
Antarktik soguk ekosistemler perspektifine ¢ekildiginde bu ekosistemlerdeki mikrobiyal

biyogesitlilik analizlerinin de aragtirma bulgularimizla uyumlu oldugu goriilmektedir.

Ornegin, Antarktik permofrost ile yapilan dncii bir caligmada bakteri (Micrococcus,
Rhodococcus, Arthrobacter, Bacillus, Cellulomonas, Promicromonospora, Azotobacter,
Aeromonas ve Pseudomonas), kiif (Cladosporium), maya (Sporobolomyces salmonicolor,
Corynebacterium spp. ve Rhodotorula mucilaginosa), siyanobakteri ve mikroalg (Gloeocapsae
sp., Chroococcidiopsis sp., Pseudococcomyxa sp., Trebuxia sp., Mychonastes sp.,

Chlorococcum sp. ve Chlorella sp.) tiirlerine rastlanmistir (Gilichinsky et al. 2007).

Benzer sekilde Antarktika’daki Rus istasyonlar1 Druzhnaja ve Leningradskaja
cevresindeki ylizey karinda Variovorax, Flavisolibacter, Corynebacterium, Methylobacterium,
Sphingomonas,  Pseudomonas,  Stenotrophomonas, Aquabacterium, Aquaspirillum,
Comamonas, Janthinobacterium, Caulobacter, Ralstonia, Burkholderia, Curvibacter,

Polaromonas, Bacillus, Pedobacter, Arthrobacter, Microbacterium, Flavobacterium,
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Acinetobacter, Mitsuria, Phaselicistis, Grimontella ve Arcicella cinslerine ait ¢esitli tiirlerin
varlig1 gosterilmistir (Lopatina et al. 2013). Ayn1 grubun benzer bir diger ¢alismasinda Dogu
Antarktika’daki dort Rus Istasyonu ¢evresindeki 6rnekleme yapilan alanlardaki yiizey karinin
bakteriyel toplulugunu domine eden simiflarin Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Sphingobacteriia, Flavobacteriia, Cytophagia, Actinobacteria,

Cyanobacteria ve Bacilli oldugu belirlenmistir (Lopatina et al. 2016).

Ayrica Vazquez et al. tarafindan 2017 yilinda yapilan arastirmada Antarktika Carlini
Istasyonu gevresi mikrobiyal biyogesitliligi arastirilmis ve ozellikle petrol kirliligi olan
alanlarda petrol pargalama kabiliyeti gosteren Polaromonas naphthalenivorans tiiriiniin
baskinligina dikkat ¢ekilmistir. Calisma 6rneklerimizde buna benzer bir baskinlik MK10 kodlu

kriyokonit 6rneginde (%41,89) gozlemlenmistir.

Daha giincel bir ¢alismada ise Vostok subglasiyel goli (Antarktika) Okaryotik
mikrobiyal cesitliligini domine eden gruplarin Ascomycota ve Basidiomycota tiirleri oldugu
saptanmuistir (Gura and Rogers, 2020). Tez ¢alismamizin 28S NGS analizlerindeki taksonomik
dagilimlar degerlendirildiginde sonuglarin bu literatiir ile uyumlu oldugu ve arastirilan
Antarktik tip kriyokonitlerin de Ascomycota ve Basidiomycota tiirleri tarafindan domine
edildigi tespit edilmistir.

Sonug olarak, calismamiz sonucunda Horseshoe Adasi’ndan 6rneklenen kriyokonitlerin
prokaryotik ve oOkaryotik biyocesitliliginin literatiirdeki iliskili calismalarla 6nemli Slglide
uyum gosterdigi degerlendirilmistir. Bununla birlikte literatiirde Antarktik tip kariyokonitlerin
biyogesitliligine yonelik arastirmalarin kisitli olmasi1 ve Horseshoe Adasi 6zelinde daha dnce
herhangi bir ilgili arastirmasinin gergeklestirilmemis olmasi ¢alismamizin 6zgiinliigii agisindan
onem arz etmektedir. Ayrica raporlanan mikrobiyal biyogesitlilik igerisinde dnemli ekolojik ve
biyoteknolojik potansiyele sahip ¢ok sayida tiiriin tespit edilmis olmasi dikkate degerdir. Yine
incelenen her bir kriyokonit 6rneginin 6nemli 6l¢iide tanilanamayan diziler igcermesi, bu

orneklerin yeni tiirler kesfetme agisindan yiiksek potansiyelini agikca ortaya koymaktadir.
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ONERILER

Antarktika’da Tiirk bilim insanlarinin ¢alismalarini stirdiirdiigii en 6nemli istasyon olan
Horseshoe Adasi sahip oldugu essiz sucul ve karasal ekosistemleri ile biyolojik arastirmalar

icin 6zgiin bir kaynak sunmaktadir.

Tez calismamiz kapsaminda kapsaminda 6. Ulusal Antarktik Bilim Seferi (TAE-6) ile
ulasilan Antarktika Horseshoe Adasi’ndaki Tiirk Bilimsel Arastirma Kampi gevresi ve
Shoesmith Buzulu ¢evresinden orneklenen 10 Antarktik tip kriyokonitin prokaryotik ve
Okaryotik mikrobiyal biyogesitliligi kiiltiirden bagimsiz NGS temelli bir metagenomik

yaklasimiyla arastirilmistir.

Bu ¢aligsma ile Horseshoe Adasi’nin kriyokonit olusumlarina ev sahipligi yaptigi ilk kez
bildirilmistir.
Orneklenen Antarktik tip kriyokonitlerin prokaryotik ve oOkaryotik mikrobiyal

biyogesitliliklerine iliskin detayli arastirma ilk kez yapilmis ve toplamda 1283 prokaryotik ve
56 okaryotik mikrobiyal taksa raporlanmistir.

Horseshoe Adasi kriyokonit ekosistemlerinin literatiir i¢in yeni mikrobiyal tiirlere ev

sahipligi yapma potansiyeli ilk kez aydinlatilmistir.

Ozetle, Tiirk bilim insanlarimin kutup arastirmalar faaliyetlerini yogun olarak
siirdiirdiikleri Horseshoe Adasi’nmin biyolojik arastirmalar igin yliksek potansiyeli tez
calismamiz ile bir kez daha dogrulanmistir. Tez calismamizdan elde edilen mikrobiyal
biyogesitlilik bilgisi hem literatiire yeni kazandirilmasi agisindan hem de gelecekteki
mikrobiyal ekoloji ve biyoteknoloji odakli kiiltiire bagimli konvensiyonel mikrobiyoloji

arastirmalarina kaynak saglayacak olmasindan dolay1 bilimsel 6nem arz etmektedir.
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