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ONSOZ
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yararlandigim Yrd.Do¢. Dr. Sabriye CANAKCI’ya tesekkiir etmeyi bir bor¢ bilirim.
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degerli arkadaslarnm Hakan KARAOGLU’na, Ars.Gor. Kadriye INAN’a, Derya
YANMIS’a, , Murat KACAGAN’a, Esra ERBAS’a ve Ars.Gor. Mutlu GULTEPE’ye cok
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da tesekkiir ederim.
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OZET

Bu caligsmada, farkli bolgelerden izole edilerek Anoxybacillus cinsi icerisine dahil
edilmis olan 9 bakteri tiiriiniin recN, flaA ve ftsY genleri acisindan molekiiler analizi
yapildi.

Anoxybacillus flavithermus, Anoxybacillus kestanbolensis, Anoxybacillus
ayderensis, Anoxybacillus pushchinoensis, Anoxybacillus voinovskiensis, Anoxybacillus
gonensis, Anoxybacillus contaminans, Anoxybacillus kamchatkensis ve Anoxybacillus
amylolyticus bakterilerinin genomik DNA’s1 uygun yontemlerle izole edildi. recN, flaA ve
ftsY genleri icin dizayn edilen primerler kullanilarak, PCR yoluyla ilgili genler ¢cogaltildi.
Elde edilen genlerin baz dizileri otomatik dizi analizatorleri aracilifiyla ile (Macrogen,
Giiney Kore) belirlendi. Belirlenen diziler, BLAST (NCBI), “BIOEDIT” (Thompson ve
ark., 1997) ve ‘Clustal W Multiple Sequence Alignment’ programlar1 kullanilarak birbirleri
ile ve Genbank’taki diger siralarla karsilastirildi. Yapilan karsilagtirmalar sonucunda, recN
genin Anoxybacillus cinsine ait iiyelerin tanimlanmasinda uygun bir gen olmadigina karar
verildi. flaA geninin Anoxybacillus cinsine 6zgii korunmus bolgeler tagidigi belirlendi.
Buna gore flaA geninin, Anoxybacillus cinsinin iiyelerinin tanimlanmasinda tek basina
kullanilmasinin uygun olmadigi, buna ragmen farkli genotipik yontemlere ek olarak
kullanabilecegi belirlendi. G + C igerigi acgisindan incelenen ftsY geninin ortalama % 1,4
farklilikla tim genomun G + C igerigini yansittigi belirlendi. Buna gore ftsY geninin,
Anoxybacillus cinsi i¢in organizmanin tiim genomunun sahip oldugu bilgiyi yansitan bir

gen olduguna karar verildi.

Anahtar Kelimeler: Anoxybacillus, recN, ftsY, flaA, PCR.
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SUMMARY

Molecular Analysis of The Genus Anoxybacillus Based on Sequence Similarity of The
Genes recN, flaA and fisY

Molecular analysis of 9 Anoxybacillus species isolated from different regions was
carried out based on sequence similarity of the genes rech, flaA and fisY.

Genomic DNA’s of the bacteria Anoxybacillus flavithermus, Anoxybacillus
kestanbolensis, Anoxybacillus ayderensis, Anoxybacillus pushchinoensis, Anoxybacillus
voinovskiensis,  Anoxybacillus gonensis, Anoxybacillus contaminans, Anoxybacillus
kamchatkensis and Anoxybacillus amylolyticus was isolated by the procedure of Sambrook
et all. (1989). Based on available genom sequences in Genbank, the consensus primers
were designed and recN, flaA and ftsY genes were amplified by PCR with using these
primers. The sequences of the genes recN, flaA and ftsY were determined by automatical
sequence analysers (Macrogen, South Korea). Defined sequences were compared with
each other and the other bacteria present in Genbank by using the programs BLAST
(NCBI), “BIOEDIT” (Thompson et all., 1997) and ‘Clustal W Multiple Sequence
Alignment Program’. Based on the results obtained from comparisons of the DNA
sequences, we conclude that the gene recN is not an apropriate gene for determining the
species belong to the genus Anoxybacillus. The gene flaA has conserved regions specific to
the genus Anoxybacillus. This gene can not be used for determining the species belong to
the genus Anoxybacillus alone, but can be used as an additional method to the other
genotypic methods. The gene ftsY was investigated for it’s G + C content. A mean
difference of 1,4% was observed between the G + C content of the gene ftsY and the G + C
content of the whole genome. These results showed that the gene ftsY can be used to

represent whole G + C content of a bacteria.

Key Words: Anoxybacillus, recN, ftsY, flaA, PCR.
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SEMBOLLER DiZiNi

AFLP : Cogaltilmig Parca Uzunluk Polimorfizmi
DNA : Deoksiriboniikleik Asit

E. coli : Escherichia coli

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RAPD : Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA
Rep-PCR : Tekrarlanan Dizilere Dayali PCR

RNA : Riboniikleik Asit

RNaz : Riboniikleaz Enzimi

rRNA : Ribozomal Riboniikleik Asit

SDS : Sodyum Dodesil Siilfat

recN : DNA tamiri ve genetik rekombinasyon proteinini kodlayan gen
flaA : Flagellin proteinini kodlayan gen

ftsY : GTPaz sinyal tamima proteinini kodlayan gen



1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

1966 yilinda Thomas Brock, Yellowstone Ulusal Parki’ndaki sicak su
kaynaklarinda baz1 mikroorganizmalarin yasayabildigini kesfetmistir. Brock’un bu
kesfinden sonra diinyanin farkli bolgelerindeki jeotermal kaynaklardan cok sayida
termofilik mikroorganizma izole edilmistir. Anoxybacillus cinsi de bu sekilde sicak su
kaynaklarindan izole edilerek sistematige kazandirilmistir. Pikuta ve arkadaslar tarafindan
2000 yilinda tanimlanan bu cins su ana kadar isimlendirilen 9 tiir icermektedir. Bunlar;
Anoxybacillus flavithermus, Anoxybacillus kestanbolensis, Anoxybacillus ayderensis,
Anoxybacillus pushchinoensis, Anoxybacillus voinovkiensis, —Anoxybacillus gonensis,
Anoxybacillus ~ contaminans,  Anoxybacillus  kamchatkensis ve  Anoxybacillus
amylolyticus’dur.

Anoxybacillus cinsine ait biitiin tiirler termofilik karakterlidir. Termofilik bakteriler,
diger Dbakterilerin biiyliyemedigi ekstrem sicaklik sartlarina adapte olabilen
mikroorganizmalardir. Bu canlilar 6zellikle yiiksek sicakliklara dayanikli enzimlere sahip
olmalarindan dolay1 biyoteknolojide oldukca dnemlidirler.

Mikroorganizmalar ve enzimleri bircok endiistriyel, tibbi ve ¢evresel uygulamada
kullanilmaktadir. Bu uygulamalar yiiksek sicaklik, basing, iyonik giic ve pH’l1 ortamlarda
gergeklestirildiginden bu ekstrem sartlara karsi dayanikli olan enzimlere ihtiya¢ vardir.
Endiistride kullanilan bircok enzim 50°C’nin iizerindeki sicakliga maruz kalir. Yiiksek
sicakliklarda reaksiyona katilan maddelerin difiizyon hizlar1 ve substrat ¢oziiniirliigii artar.
Bu sekilde reaksiyon daha hizli gerceklesir ve daha fazla iiriin olusumu saglanmis olur
(Mozhaev, 1993; Kumar ve Swati, 2001). Ayrica yiiksek sicakliklarda kontaminasyon riski
de azalir ¢iinkii kontaminasyona neden olan bakterilerin cogu mezofilik karakterlidir ve
yiiksek sicaklikta gelisme gosteremez (Burg, 2003).

Termofilik enzimlerin yaygin olarak kullanildigi alanlardan biri polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) dur. PCR reaksiyonlarinda en ¢ok kullanilan DNA polimeraz olan Taq
DNA polimeraz termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’dan elde edilmistir. PCR
reaksiyonlarinda iki DNA zincirini birbirinden aymrmak i¢in gerekli olan yiiksek

sicakliklarda Taqg DNA polimeraz kararliligim1 koruyabilmektedir (Aguilar, 1996). Yine



termofilik bakteriler olan Thermococcus litoralis ve Pyrococcus furiosus’dan elde edilen
DNA polimerazlar PCR reaksiyonlarinda kullanilmaktadir.

Son yillarda molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler sayesinde termofilik
enzimlerden bazilar1 saflagtirilip klonlanarak mezofilik konaklarda ekspres edilmistir. Bu
enzimler molekiiler biyoloji, kagit endiistrisi, gida ve nisasta endiistrisi, petrol endiistrisi ve
kimya endiistrisi gibi bir ¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir. Bu enzimlere ornek
olarak, DNA polimerazlar, kimya endiistrisinde ve farmakolojide kullanilan baz1 enzimler,
amilazlar, ksilanazlar, kitinazlar, seliilazlar, proteazlar, lipazlar ve DNA’y1 modifiye
edebilen bazi1 enzimler gosterilebilir.

Endiistriyel ©neme sahip enzimleri sentezleyebilen termofilik bakterilerin
tanimlanmasi i¢in ¢ok sayida calisma yapilmistir. Son zamanlarda yapilan arastirmalar
gostermistir ki biyoteknolojik ©neme sahip bu bakteri grubunun simiflandirilmas: ve
tanimlanmasi icin hala yapilmasi gereken ¢ok sey vardir (Ash ve ark., 1991; Lama ve ark.,
2004; Lyon ve ark., 2000).

Tiim iiyeleri termofilik olan Anoxybacillus cinsi Pikuta ve arkadaglari tarafindan
2000 yilinda Bacillus cinsinden ayrnlmistir (Pikuta ve ark., 2000). Siirekli bir degisim
icerisinde olan Anoxybacillus cinsine yeni iiyeler eklenmeye devam etmektedir. Bu cinse
ait olan tiim iiyeler 16S rRNA gen dizileri bakimindan birbirine %97 veya daha fazla
benzerlik gostermektedir. Bu nedenle 16S rRNA gen dizileri bu cinsin {iyelerini diger
cinslerden ayirmada yeterli olurken, cins icerisindeki bireyleri birbirinden ayirmada yeterli
olamamaktadir. Bakteri siniflandirilmasinda kullanilan diger bir yontem olan DNA-DNA
hibridizasyonu hala tiir tamiminda “altin standart” olarak kabul edilmektedir. Bununla
beraber, cok zaman alan bir yontem olmasinin yani sira, farkli arastirmacilar tarafindan
veya farkli laboratuarda elde edilen sonuclarin birbirinden farklilik gosterebilmesi nedeni
ile Anoxybacillus cinsinin siniflandirilmasinda farkli yontemlerin arayisina gidilmistir.
Bunlardan bir tanesi korunmus gen dizilerinin karsilastirilmasi yontemidir. Korunmusg
genler, bakterilerin filogenetik yakinliklarinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan
yapilardir. Bu c¢alismada, bazi korunmus genlere ait dizilerden yararlanilarak
Anoxybacillus cinsi icerisinde siniflandirlan tiirler arasindaki benzerliklerin ortaya
cikarilmas1 ve bu dizilerin Anoxybacillus cinsi iizerindeki sistematik c¢alismalarinda

kullanabilir hale getirilmesi hedeflenmistir.



1.2. Anoxybacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Anoxybacillus cinsi 2000 yilinda Pikuta ve arkadaslar tarafindan Bacilus cinsinden
ayrilarak sistematikteki yerini almistir. Pikuta, giibreden elde ettigi bakterinin fenotipik
ozelliklerinin ve 16S rRNA dizilerinin Bacillus cinsinden farkli oldugunu gormiistiir.
DNA-DNA hibridizasyon c¢alismalar1 da bu bakterinin farkli bir bakteri oldugunu
gdstermistir. Buna dayanarak Anoxybacillus pushchinoensis K17 adi verilen bakteri
Bacillus cinsinden ayrilmis ve yeni bir cins olarak tamimlanan Anoxybacillus cinsi igine
dahil edilmistir. Anoxybacillus pushchinoensis K17T tiirii ile yakin benzerlik gosteren
Bacillus flavothermus’da Bacillus cinsinden ayrilarak Anoxybacillus cinsine dahil edilmis
ve Anoxybacillus flavithermus adin1 almistir. Bu cinsin Bacillus cinsinden en 6nemli farki
16S rRNA gen dizileridir. Anoxybacillus ve Bacillus cinslerine ait bireylerin 16S rRNA
gen dizileri arasinda %95’den az benzerlik vardir.

Anoxybacillus cinsinin tip tiiri Anoxybacillus pushchinoensis K17 dir. Cins isminin
basina getirilen ‘anoksi’ eki ‘oksijensiz’ anlamindadir ve tip tiir olan Anoxybacillus
pushchinoensis’in ilk tanimlandiginda anaerob bir bakteri oldugu diistiniildiigiinden
kullanilmistir. Fakat daha sonra Pikuta ve arkadaslar1 (2003) bu bakterinin zorunlu anaerob
degil fakiiltatif anaerob oldugunu belirlemis ve Anoxybacillus cinsinin zorunlu anaerob
ozelligi, aerotolerant veya fakiiltatif anaerob olarak degistirilmistir.

Anoxybacillus cinsine ait olan bakterilerin ¢ogu termal kaplicalardan izole
edilmekle beraber, camurdan (Anoxybacillus flavithermus), giibreden (Anoxybacillus
pushchinoensis) ve jeotermal topraklardan (Anoxybacillus amylolyticus) izole edilen tiirler
de mevcuttur. Anoxybacillus contaminans tirii ise kontamine olmus jelatinden izole
edilmistir. Optimum biiyiime sicakliklar1 ortalama 55°C olan bu bakteriler 37- 60°C

arasinda hayatta kalabilmektedirler.



Ozellikler Anoxybacillus | Anoxybacillus | Anoxybacillus | Anoxybacillus Anoxybacillus | Anoxybacillus | Anoxybacillus | Anoxybacillus | Anoxybacillus
Sflavithermus pushchinoensis | contaminans | kamchatkensis | gonensis kestabolensis | ayderensis voinovskiensis | amylolyticus

DSMZ/ NCIBM NCIBM NCIBM NCIBM

NCIBM DSM 2641 DSM 12423 DSM 15866 DSM 14988 13933 13971 13972 13956 DSM 15939

numarasl

Kaynak Sicak su Pushchino Kontamine Kamchatka Gonen Kestanbol Ayder Voinovskie Mount
Kaynag, arastirma olmus jelatin Yarimadasi, Kaplicasi, Kaplicasi, Kaplicasi, Kaplicasi, Rittmann,
Yeni Zelanda | bolgesi, Rusya Rusya Tiirkiye Tiirkiye Tiirkiye Rusya Antarktika

Hareket + + + + + + + - +

Gram + + Gram + + + + + +

Boyanma degisken

Solunum Fakiiltatif Fakiiltatif Fakiiltatif Fakiiltatif Fakiiltatif Fakiiltatif Fakiiltatif Fakiiltatif Fakiiltatif
anaerob anaerob anaerob anaerob anaerob anaerob anaerob anaerob anaerob

Hiicre Sekli | Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk Cubuk

Spor + + + + + + + + +

Olusumu

Biiyiikliik 0,85 x 0,4-0,5 x 0,7-1,0 x 1,0 x 0,75 x 0,65 x 0,55 x 0,4-0,6 x 0,5 x
2,3-7,1um 2,5-3,0 um 4,0-10,0 pm 2,5-8,8 um 5,0 um 4,75 pum 4,60 pm 1,5-5,0 um 2,0-2,5 um

Sicaklik 30-72°C 37-65°C 50-60°C 38-67°C 40-70°C 40-70°C 30-70°C 30-64 °C 45-65°C

Aralig1

Optimum 60°C 62°C 50°C 60°C 55-60°C 50-55°C 50°C 54°C 61°C

Sicaklik

pH aralig1 8,0-10,5 4-5/9-10 5,7-9,9 6,0-10,0 6,0-10,5 6,0-11,0

Optimum 6,0-9,0 9,5-9,7 7,0 6,8-8,5 7,5-8,0 7,5-8,5 7,5-8,5 7,0-8,0 5,6

pH

Optimum %2,5 %1 %5 %4 %2,5 %1,5 P <3 %0,6

NaCl (%)

Katalaz + - + - + + + + +

DNA G+C 41,6 42,2 44,4 42,3 42,8 50 43,6 43,9 43,5

(mol %)

Tablo 1. Bu ¢alismada kullanilan bakteri tiirlerinin genel 6zellikleri.




Bu cinse ait iiyeler Gram pozitif, endospor olusturan bakterilerdir. Orta dereceli
termofilik (37-60°C) olan iiyeler hareketli veya hareketsiz olup alkalofilik veya
alkolotolerant 6zellik gosterirler. G+C igerigi % 42-50 arasinda degisen bu cinsin
tanimlanan  tiirleri  Anoxybacillus  flavithermus,  Anoxybacillus  kestanbolensis,
Anoxybacillus ayderensis, Anoxybacillus pushchinoensis, Anoxybacillus voinovskiensis,
Anoxybacillus gonensis, Anoxybacillus contaminans, Anoxybacillus kamchatkensis ve

Anoxybacillus amylolyticus’dur.

1.3. Korunmus Genlerin Filogenetik Analizlerde Kullanilmasi

Filogenetik analizlerde DNA-DNA hibridizasyonu tiim genomlar arasindaki
benzerligin bir Ol¢iisiinii verir. Ancak, DNA-DNA hibridizasyon calismalar1 oldukga
pahalidir ve ¢ok zaman alir, cogunlukla 6zellesmis materyaller veya radyoaktif isaretciler
gerektirir (Johnson, 1994). Bununla beraber DNA-DNA hibridizasyonu bir ¢ok fiziksel
faktorden etkilendigi i¢in, elde edilen veriler farkli laboratuar veya farkl kisiler tarafindan
yapilan deneylerde farklilik gostermektedir. Bunun i¢in molekiiler analizlerde alternatif
yontemlerin  arayisina  gidilmistir. Bakterilerin tamimlanmasinda tiim genomun
karsilastirilmast gerekir. Tiim genom yerine, genomun tiim 6zelliklerini yansitacak olan
genlerin karsilastirilmasi ile bakteri simiflandirilmasinin kolay ve giivenilir bir sekilde
yapilabilecegi diisiiniilmiis ve bu amacla farkli genler incelenmistir (Stackebrandt ve ark.,
2002). Yapilan ¢alismalar 1s181nda, farkli kromozomal bolgelerde bulunan en az bes genin
bir tiiri yakin akrabalarindan ayirmada yeterli olabilecegi sonucuna varillmistir
(Stackebrandt ve ark., 2002). Zeigler (2003), 49 bakteri tiirii kullanarak yaptig1 calismada
32 farkli geni incelemistir. Zeigler’in bu calismasi tiim genom arasindaki farkliliklarin
belirlenmesinde ii¢ genin (recN, thdF ve rpoA) yeterli olacagini gostermistir. Yine Zeigler
2005 yilinda Geobacillus cinsi ile yaptig1 ¢alismada recN genine ait dizinin tim genomu
basan ile yansittigimi ileri siirmiis ve smiflandirma ¢aligmalarinda; cins, tiir ve alt tiir
seviyesinde recN dizileri arasindaki benzerliklerin 16S rRNA dizilerine oranla daha
giivenilir oldugunu gostermistir.

2006 yilinda yaptiklart bir ¢alismada Fournier ve arkadaslari, korunmus genlerin
G+C igeriklerinden yararlanilarak tiim genomun G+C igeriginin tahmin edilebilecegini
ileri stirmiislerdir. Bunun i¢in farkli cinslere ait 157 prokaryotik genom kullanilarak, 20

farkli gen iizerinde calismuslardir. ilgilenilen her bir genin G+C icerigini tiim genomun



G+C icerigi ile karsilastirdiklarinda, tiim genomun G + C igerigini en iyi yansitan genin
yiiksek oranda korunmus bir gen olan ftsY oldugunu bulmuslardir. Buna bagli olarak, ftsY
gen dizilerinin prokaryot bir hiicre genomunun G+C igeriginin belirlenmesinde son derece

giivenilir oldugunu ileri siirmiislerdir (Fournier ve ark., 2006).

1.3.1. Korunmus Genin Filogenetik Analizlerde Kullamlabilmesi icin Tasimasi
Gereken Bazi Ozellikler

DNA-DNA hibridizasyonu yontemine alternatif olarak taksonomik analizlerde
kullanilacak genlerin belirli 6zelliklere sahip olmasi1 gerektigi belirlenmistir.

o [Ik olarak genin ilgilenilen organizmalarin tiimiinde bulunmasi gerekir.
Organizmanin hayatsal faaliyetlerini devam ettirebilmesi i¢in zorunlu olan genler tiim
hiicrelerde bulunacagindan akrabalik derecelerinin belirlenmesinde bu tip genler ile
ilgilenilmelidir.

° llgilenilen genin tiirler arasinda tasinmis olmamasi gerekir. Eger gen farkli
organizmalar arasinda taginmigsa, organizmanin orijinini belirlemede yeterli olmayacaktir.
Hayatsal faaliyetlerde gorevli olan genlerde transfer orani ¢ok diisiik oldugundan bu genler
tiirler aras1 benzerliklerin belirlenmesi i¢in idealdir.

o Benzer genlerden olusan gen gruplar dizin analizini zorlastiracagindan,
sistematikte kullanilacak genin tim genomda tek bir kopya halinde bunmasi, aranan bir
diger ozelliktir.

° Genin filogenetik bilgiyi icerecek uzunluga sahip olmasi ve dizin analizi
yapilabilecek kadar da kisa olmasi siniflandirmada kullanilacak genlerin tagimasi gereken
ozelliklerdir. Bu genler tim genomun 06zelligini yansitacak nitelikte olmalidir (Zeigler,
2003).

Bu calismada; tiim genomdaki niikleotit dizilisini yansittiklar1 savunulan recN ve
ftsY genleri ile kamg¢1 olusumunda rol oynayan flaA geninin dizin analizleri yapilarak,
Anoxybacillus cinsinin sistematiginde ne kadar etkili olduklarinin incelenmesi

amaclanmigtir.



1.3.2. recN

DNA tamiri ve genetik rekombinasyon proteini adi verilen bir proteini kodlayan
recN geni, DNA’da hasarlar meydana geldiginde uyarilarak ilgili proteinin sentezini
baslatir. DNA tamirindeki gercek rolii tam olarak bilinmemektedir. Zeigler (2003)
tarafindan yapilan ¢alismada, iki organizma arasindaki recN gen dizileri benzerliginin, tiim
genom benzerligini yiiksek oranda yansittigi ileri siiriilmiistiir. 16S rRNA dizileri ile
karsilastirildiginda, recN’in cins ve daha alt seviyelerdeki siiflandirmada 16S rRNA’dan
alt1 kat daha giivenilir bir ara¢ oldugu belirlenmistir. Fakat cins {iistii seviyelerde (smnif,
takim) 16S rRNA gen dizileri daha giivenilirdir. Zeigler, iki organizmaya ait genomun
tasidig1 benzer dizileri gostermek amaci ile su modeli ileri stirmiistiir:

Slgenom = -1.30 + 2.25 (SIreen)

Bu modelde Slecn, recN dizilerindeki benzerligi, Slgenom’da tilm genomdaki
benzerligi yansitir. Geobacillus cinsine uygulandiginda, bu modelin DNA-DNA
hibridizasyon verileri ile rtiisen sonuglar verdigi goriilmiistiir (Zeigler, 2005).

Zeigler (2003) tarafindan yapilan ¢alismanin sonuglarina gore; iki bakteri tiiriiniin
recN gen dizileri arasindaki benzerlik %84’den az ise, bakterilerin genomlar1 arasindaki
benzerligin %70’den az oldugundan %95 emin olabiliriz ve buna gore bu bakteriler farkli
tiire aittir. recN DNA dizileri arasindaki benzerlik %96’dan fazla ise bakterilerin aym tiire
ait olduguna %95 emin olabiliriz. recN dizileri arasindaki benzerlik %84 ile %96 arasinda
ise, genom arasindaki benzerligin %70’den az veya fazla oldugundan emin olamayiz, bu
nedenle bu bakterilerin benzerligi icin kesin bir sonuca varilamaz.

recN gen dizilerinin sistematikteki 6nemini belirlemek amaci ile bir diger ¢alisma
Kunhert ve Korczak (2006) tarafindan gerceklestirilmistir. Zeigler (2003) tarafindan
yapilan ¢alismanin 1s181inda recN, rpoA ve thdF genlerinin Pasteurella cinsindeki akrabalik
iliskilerinin belirlenmesinde ne kadar etkili oldugu incelenmistir. Buna gore bu {i¢ genin
Pasteurella cinsindeki akrabalik iligkilerinin belirlenmesinde yiiksek oranda giivenilir
oldugu anlasilmistir. U¢ gen icerisinde en iyi sonuglar1 veren ise r = 0.978 uyum kat sayis1
ile recN’dir. Elde edilen sonuclara gore recN geni Pasteurella cinsi igerisinde genom
benzerliklerinin incelenmesinde giivenilir bir ara¢ olarak kullanilabilir. Fakat kesin emin
olabilmek i¢in elde edilen sonuclarin farkli genlerle desteklenmesi gerekir (Kunhert ve

Korczak, 2006).



1.3.3. flaA

Bakteri hiicrelerinde, yiizeyde bulunan proteinlerdeki amino asit dizileri i¢ kisimda
bulunan proteinlerin amino asit dizilerinden daha fazla cesitlilik gosterirler (Whittam,
1995). Bu nedenle, yiizeye yakin proteinleri kodlayan genler, tiirler arasindaki genetik
cesitliligi incelemek icin ideal araglardir. Bu tip caligsmalar i¢in flagellin genlerine olan ilgi
giderek artmaktadir.

Kamg1 (flagellum) bakterilerin ¢ogunda hareketi saglayan organeldir. FlaA geni
kamg¢1 olusumunu saglayan genlerden bir tanesidir. Bu gen yaklasik olarak 552 amino-
asitlik bir proteini kodlar. flaA geninin eksikliginde kam¢1 olusumu ger¢eklesmemektedir
(Schultheiss ve ark., 2004). Bu genin kodladigi flagellin adli proteinde N- ve C- uglar
yiiksek oranda korunmusken, orta kisimlar cesitlilik gosterir (Schultheiss ve ark., 2004;
Heuner ve ark., 1995). Antijenik Ozellikten sorumlu oldugu diisiiniilen orta kismin
gosterdigi bu varyasyon kamg¢i olusumunu etkilemez. Fischer ve Nachamkin (1991) flaA
genini PCR yontemiyle ¢ogaltmis ve tiirler arasindaki benzerlik derecelerini incelemistir.
Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli tiirlerine ait flaA genlerinin kodladig
proteinleri karsilagtirdiklarinda %77 benzerlik oldugunu gormiislerdir. Sentezlenen
proteinde korunmus bolgeler olan N-ucunda % 94 ve C-ucunda ise %96 benzerlik oldugu
goriilmiistiir. Orta kismi1 olusturan degisken bolgede ise benzerlik %61’ dir.

flaA geni sahip oldugu degisken yap1 nedeni ile bakteri sistematigi calismalari icin
ideal bir gendir. Giiniimiize kadar ¢ok sayida farkli cinse ait flaA geni iizerinde calisilmistir
Oyofo ve Rollins (1993), cevresel sularda bulunan Campylobacter cinsine ait bakterileri
tanmimlamak i¢in flaA genini kullanmistir. C. jejuni ve C. coli tiirlerinin tanimlanmasi bu
gen yardimiyla kolaylikla ve yiiksek spesifite ile gerceklestirilmistir. Rasmussen ve ark.,
(1996), tavuk diski orneklerinden C. coli ve C. jejuni bakterilerini flaA ve flaB genlerini
kullanarak tanimlamistir. Picken (1992), Borrelia cinsi iizerinde yaptigi caligsmalarda,
flagellin gen dizilerindeki cesitliligin yakin akraba olan Borrelia tiirlerini birbirinden
ayirmada uygun bir ara¢ oldugunu ileri siirmiistiir. Gray ve Kroll (1995), Listeria tiirlerini
tanimlamak icin flaA geni {izerinden dizayn ettikleri oligoniikleotit primerleri
kullanmiglardir. Denning ve ark. (1997), yine flagellin genini Pseudumonas cinsine ait
tiirleri tanimlamak icin kullanmislardir. Sonugta kodladiklar1 proteinlerinin hayati 6neme

sahip olmamas1 nedeni ile flagellin genlerinin tiirler arasinda oldukca degisken bir yapi



gosterdigi goriilmiistiir. Bu degiskenlik nedeniyle flagellin genleri tiir ve alt tiir seviyesinde

bakterilerin tanimlanmasi ve siniflandirilmasinda kullanilabilecegi kanitlanmasgtir.

1.34. fisY

GTPaz sinyal tanima proteinini kodlayan ftsY geni, bakteri genomu icerisinde tek
bir kopya halinde bulunan (Cao ve Saier, Jr, 2003) ve yiiksek oranda korunmus olan
genlerden bir tanesidir (Gribaldo ve Cammarano, 1998). Yaklasik olarak 1,144 niikleotid
iceren bu genin tasidigt G + C igeriginin, tiim genomun G + C igerigini yansittigi ileri
siiriilmiistiir ( Fournier ve ark., 2006).

Bir organizmanin yeni bir tiir olarak tanimlanabilmesi ic¢in sistematikteki yerinin,
DNA-DNA benzerliginin ve genomdaki G + C iceriginin belirlenmesi gerekir
(Stackebrandt ve ark., 2002). G + C igerikleri birbirinden % 10’dan daha fazla farklilik
gosteren bakteriler ayni cins icerisine dahil edilmezken, ayni cins icerisinde bulunan
bakterilerin G + C igeriklerinin yakinliklar1 ortalama olarak % 5’dir (Goodfellow ve ark.,
1997).

G + C iceriginin belirlenmesi icin bulunan cesitli metodlar icerisinde ( De Ley,
1970; Ko ve ark., 1977; Marmur ve Doty, 1962; Mesbah ve Withman, 1989; Owen ve ark.,
1969; Schildkraut ve ark., 1962, Xu ve ark., 2000) Marmur ve Doty’nin “Termal
Denatiirasyon Sicakligr (T;,)” metodu en c¢ok kullanilanidir. Ancak bu metot ¢ok zaman
almakla birlikte cok fazla kalip DNA gerektirir. Bununla birlikte, T, degerinin
hesaplanmasi i¢in kullanilan formiil (Mandel ve ark., 1970) diisiik miktarda veya orta
derecede G + C iceren prokaryotik organizmalar i¢in uygun degildir (Ezaki ve ark., 1990).
Bu nedenle Fournier ve arkadaslart G + C iceriginin hesaplanmasi i¢in farkli yontemlerin
arayisina gitmiglerdir ve yiliksek oranda korunmus olan genlerin G + C igeriginin, tiim
genomun G + C igerigini yansitacagini ileri siirmiiglerdir.

G + Cigerigi tiim genomun G +C igerigi ile yliksek oranda uyum gosteren > %
95) 20 genin, organizmanin G + C iceriginin belirlenmesinde ne kadar giivenilir oldugunu
belirlemek amaci ile Fournier ve arkadaslan tarafindan 157 bakteri genomu incelenmistir.
Incelenen genler icerisinde tiim genomun G + C igerigini en iyi yansitan, yani G + C
icerigi tim genomun G + C iceriginden %5’den daha fazla farkli olmayan genler
aranmistir. Her bir gen icin ayr olarak G + C igerigini yansitan bir deger (GGC) ile tiim

genomun G + C igerigini yansitan “gercek” G + C (RGC) degeri belirlenmistir. GGC ile



10

RGC arasindaki uygunluk incelendiginde fsY geni r* = 0.98 ile en yiiksek degeri vermistir.
Ek olarak, GGC’den faydalanmak suretiyle her bir bakteri i¢in bir “hesaplanan” G + C
degeri (CGC) elde edilmistir. CGC’yi elde etmek i¢in;
CGC = (0,9509 x GGC) + 0,4351

formiilii kullanilmigtir. Kullanilan korunmus genin, tim genomun G + C igerigini
yansitabilmesi i¢in CGC’nin RGC’ den %5’den daha fazla farklilik gostermemesi gerekir.
Yapilan analizler sonucunda, ¢alisilan genler igerisinde organizmanin G + C icerigini en
ideal sekilde yansitacak genin ffsY oldugu belirlenmistir. Elde edilen verilere gore ftsY
geninin prokaryotlarin genomik DNA’sindaki G + C iceriginin belirlenmesinde pratik ve

giivenilir bir ara¢ oldugu sonucuna varilmistir ( Fournier ve ark., 2006).

1.4. Filogenetik Analizlerde Kullamilan Baz1 Programlar

1.4.1. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

BLAST diziler arasindaki benzer bolgeleri bulmak icin kullanilan bir programdir.
Bu program protein veya niikleotid dizilerini Genbank’ta bulunan diger dizilerle
karsilastinir ve bu dizilerin istatistiksel benzerlik oranlarim1 hesaplar. BLAST diziler
arasindaki  fonksiyonel ve evrimsel akrabalik derecelerinin  belirlenmesinde
kullanilabilecegi gibi, ilgilenilen bir genin hangi gen grubuna ait oldugunun
belirlenmesinde de kullanilir. Bu programa NCBI (National Center of Biotechnology

Information)’1n internet sitesinden (Www.ncbi.nlm.nih.gov) iicretsiz olarak ulasilabilir.

1.4.2. CLUSTAL W (ClustalW Multiple Sequence Alignment Program)

ClustalW c¢ok sayida protein veya niikleotid dizisinin benzer bolgelerine gore aynmi hizaya
getirilerek karsilastirilmasin1 saglayan bir programdir. Bu program cok sayida farkli
dizideki biyolojik olarak anlamli bolgelerden yararlanarak bu dizileri hizalamaya caligir.
Diziler arasindaki en uygun eslesmeler hesaplanir ve buna gore diziler siraya sokulur. Bu
sekilde diziler arasindaki benzerlikler ve farkliliklar goriilebilir. Olusturulan kladogram ve
filogramlar vasitasiyla evrimsel akrabaliklar goriilebilir. Bu programa EBI (European
Bioinformatics Institute)’ nin internet sitesinden (www.ebi.ac.uk) iicretsiz olarak

ulagilabilir.
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1.4.3. BIOEDIT

Bioedit programi biyolojik veya tibbi arastirmalarda kullanilan protein veya
niikleotid dizilerini yiiksek kalite ile diizenleyen bir programdir. Dizilerin karsilastirilarak
diizenlenmesi i¢in ClustalW programini kullanir. Benzerliklerine gore diizenlenmis dizileri
Phylip programini (http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html) kullanarak sunar.
TreeView (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html) programi vasitasi ile de
filogenetik agaclarin otomatik olarak olusturulmasini saglar. Bu programa Department of
Molecular Biology at North Carolina State University’nin internet sitesinden

(www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) iicretsiz olarak ulasilabilir.

1.4.4. FastPCR

FastPCR Microsoft Windows icin olusturulan iicretsiz bir programdir. Bu program
PCR i¢in kullanilacak primerlerin dizayni i¢in gelistirilmistir. Bunun yaninda dizilerin
gruplandirilmasi icin cesitli bioinformatik araglar icerir. FastPCR incelenecek dizilerin
G + C igeriklerini otomatik olarak verir. Bu programa www.biocenter.helsinki.fi/bi/bare-

1_html/fastpcr.htm adresinden ulagilabilir.

1.5. Bakteri Sistematiginde Kullanilan Diger Baz1 Yontemler

Taksonominin amaci organizmalari tanimlamak ve karsilastirmak igin giivenilir
yontemler elde etmektir. Bir diger amaci1 da farkli tiirdeki organizmalarin cesitliligini
ortaya c¢ikarmaktir. Mikroorganizmalarin siniflandirilmast ve karakterizasyonu igin ¢ok
sayida fenotipik ve genotipik yontem bulunmaktadir (Louws ve ark., 1996). Genotipik
yontemler organizmanin genetik materyalini olusturan niikleik asitler ile ilgilenirken
fenotipik yontemler organizmanin fiziksel ve biyokimyasal Ozellikleri ile ilgilenir.
Giivenilir bir siniflandirma i¢in genotipik ve fenotipik yontemlerden elde edilen bilgilerin

birlestirilmesi gerekir. Bu calismada sadece genotipik yontemler iizerinde durulacaktir.

1.5.1. Genotipik Yontemler

Bakteri sistematigi calismalarinda Onceleri organizmalarin morfolojileri ve
fizyolojileri gibi fenotipik ozellikleri kullanilmaktaydi. Ancak bu ozellikler birbirine ¢ok

yakin olan organizmalarin ayriminda yeterli olamayabilirler. 1960’11 yillarda DNA’nin
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kalitim ve protein sentezi iizerindeki roliiniin anlagilmasiyla, siniflandirma calismalarinda
molekiiler tekniklerin morfolojik tekniklerden daha basarili olabilecegi diisiiniildii. Niikleik
asitler tim bakterilerde bulunur ve bu bakteriler tizerinde genis capli karsilastirmalar
saglar (Logan, 1994). Ayrica genetik materyalin ¢evresel sartlardan etkilenmemesi ve
evrimsel yayilis gostermesi daha dogru ve kesin bir siniflandirilmanin yapilmasimi saglar
(Vandamme ve ark., 1996).

Bakteriler arasindaki genotipik farkiliklari 6lgmek icin ilk olarak bakteri
genomundaki baz kompozisyonlart (% G+C) karsilastinlmigtir. Fakat bu teknik sadece
yiizeysel bir karsilastirilmanin yapilmasina olanak saglar. Giiniimiizde niikleik asitlere
dayanarak bakterilerin siniflandirilmasimi saglayan ¢ok sayida teknik mevcuttur (Rosello-

Mora ve Amann, 2001). Bu teknikler su sekilde 6zetlenebilir.

1.5.1.1. DNA Baz Kompozisyonu

DNA dizilerinin en temel o6zelliklerinden bir tanesi baz kompozisyonudur. Baz
kompozisyonu 4 farkli niikleotit ile ifade edilir, bunlar: Adenin (A), Guanin (G), Sitozin
(©) ve Timin (T)’dir. DNA’nmin ¢ift zincirli yapisinda G/C ve A/T karsiikli bag
yaptigindan dolay1 genellikle G+C (veya A+T) iceriginden bahsedilir (Fickett ve ark.,
1992). Bir genomdaki G/C ve A/T oranlan genellikle sabitken, (G+C) / (A+T) oram
genomdan genoma degisiklik gosterir (Johnson, 1985). Bir DNA molekiiliindeki baz
kompozisyonu genellikle G+C niikleotitlerinin miktar ile ifade edilir.

Bakteri sistematiginde kullanilan ilk ydntem G+C baz oranlarinin
karsilastirilmasidir (Lee ve ark., 1956). Bu teknik iki bakteri arasindaki farliligin derecesini
genomdaki G+C oranlarini karsilagtirarak olcer. Bakteriler arasinda G+C icerigi %24-76
arasinda degisiklik gosterir (Torsvik ve ark., 1995). ki bakterinin G+C iceriklerindeki
farklilik %10’dan fazla ise bu bakteriler ayni cins icerisinde siniflandirilamaz. Aynu tiire ait
olan suglar arasindaki farlilik ise en fazla %5 olabilir (Rosello-Mora ve Aman, 2001). G+C
iceriklerine dayanarak bakterileri siniflandirma yontemi genellikle tiir ve cinslerin ayrimi
icin kullanilir ve bakteri sistematigindeki standart tanimlardan biridir.

Bir genomdaki G+C icerigini belirlemek icin; HPLC (yiiksek performansh sivi
kromotografisi), florimetrik boya baglayici yontemler, buoyant yogunluk yontemleri ve

termal denatiirasyon yontemi kullanilmaktadir (Gonzalez ve Saiz-Jimenez, 2002). Termal
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denatiirasyon yontemi bakteri genomundaki G + C igerigini belirlemek igcin en ¢ok
kullanilan yontemlerden bir tanesidir (Marmur ve Doty, 1962; De Ley, 1970). Bu yontem,
DNA’nin sicakliga bagli denatiirasyonu boyunca 260 nm’deki yogunlugunun 6l¢iimiine
dayanir. Bu yontem icin termal tiniteye sahip spektrofotometreye ihtiya¢ duyulur. DNA
molekiiliiniin erime sicaklig1i ile G + C igerigi arasinda dogru orantili bir iliski vardir
(Marmur ve Doty, 1962; De Ley ve ark., 1970).

Bir genomun G + C igerigini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan yontemlerden
bir tanesi de yiiksek performansli sivi kromatografisidir. Yiiksek performansli sivi
kromatografisinden yiiksek verim alinmasina ragmen, sadece bu yontem i¢in kurulan ve
olduk¢a pahali olan HPLC sistemine ihtiya¢ vardir. Ayrica verim alinabilmesi i¢in
yontemin oldukca yiiksek frekansta uygulanmasi gerekir (Tamaoka ve Komagawa, 1984).
Son yillarda G + C iceriginin Ol¢limiinde florimetrik boya baglayici yontemler de
kullanilmaktadir. Bu yontemde genel olarak cift zincirli DNA florimetrik bir boya
(6rnegin CYBR Green I ) ile boyanir ve DNA’nin termal denatiirasyonuna bagl olarak
artan floresan 151k RT-PCR (Real Time PCR) vasitasiyla olgiilir (Gonzalez ve Saiz-
Jimenez, 2002).

Son yillarda, bakteri genomunun G + C igeriginin hesaplanmasida karsilasilan
giicliikler nedeni ile farkli yontemlerin arayisina gidilmistir. Fournier ve arkadaslar
(2006), baz1 korunmus genlerin dizilerinden yararlanilarak tim genomun G + C igeriginin
hesaplanabilecegini ileri siirmiislerdir. Buna gore G + C igerigi, tim genomun G + C
iceriginden % 5’ den fazla farklilik gostermeyen genler bakterilerin G + C igeriklerinin
belirlenmesinde giivenli bir sekilde kullanilabilir (Fournier ve ark., 2006). Farkl
bakterilerde bulunan c¢ok sayida korunmus gen dizileri iizerinde yaptiklari incelemeler
sonucunda Fournier ve arkadaslari, ftsY geninin organizmanin G + C igerigini dogru bir
sekilde yansittigini tespit etmislerdir. Korunmus genlerin baz dizilerine dayanarak G + C
iceriginin hesaplanmasi, hem pratik olusu hem de az zaman almas1 nedeni ile son yillarda

sistematikgiler tarafindan kullanilmaya baslanan bir yontemdir.

1.5.1.2. DNA-DNA Hibridizasyonu

DNA-DNA hibridizasyon teknigi tir tanimlamasinda kullanilan en O©nemli

yontemlerden biridir. Niikleik asitler arasindaki benzerliklerin ortaya ¢ikarilmasina
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dayanan bu teknikle genomlar arasindaki benzerlikler gergcekci bir sekilde ortaya
cikarilmaktadir (Stackebrandt ve Goodfellow, 1991).

Bu teknigin temeli oldukga basittir ve DNA’nin temel yapisal 6zelliginden
faydalanir. DNA yiiksek sicakliga maruz birakildigi zaman iki zinciri birbirine baglayan
hidrojen baglart kirilir ve DNA denatiire olarak birbirinin tamamlayicisi olan iki zincire
ayrilir. Bu DNA zincirleri sogutulduktan sonra 50-60°C’de inkiibe edildigi zaman her bir
tek zincir tamamlayicisi olan zincir ile birleserek tekrar ¢ift zincir olusturur. iki farkli tiire
ait olan DNA dizileri belirli dl¢iide benzerlik gosterir. Bu nedenle iki farkl: tiiriin tek zincir
DNA’s1 bir araya getirilerek inkiibe edildigi zaman birbirinin tamamlayicisi olan bazlar bir
araya gelerek cift zincir olusturmaya ¢aligirlar. ki tiirlin DNA’smin bir araya gelmesiyle
olusan “hibrid DNA” kademeli bir sekilde 1sitilarak olgiiliir. Eger tiirler yakin akraba ise
birbirini tamamlayan bazlarin sayis1 fazla olur. Olugan hidrojen baglarinin sayisi ne kadar
fazla ise cift zincir o kadar gii¢lii olur ve bu nedenle iki zinciri birbirinden ayirmak icin
gerekli 1s1 da o kadar fazla olur. Birbirine uzak olan tiirlerin olusturdugu hibritler ise diisiik
sicakliklarda kolaylikla birbirinden ayrilabilirler. Iki farkli tiire ait DNA’min karigimi
(heterodupleks DNA) ile bu iki tiiriin ayr1 ayr1 saf DNA’lar1 (homodubleks DNA’lar) ile
elde edilen sonuglar arasindaki karsilagtirma, bu bakteriler arasindaki genomik benzerligin
derecesini verir (Gonzalez ve Saiz-Jimenez, 2005). Kural olarak erime sicakligindaki bir
derecelik fark DNA dizileri arasinda %1°lik farka esittir (Lewin 1997).

DNA-DNA hibridizasyon teknigi 1960’11 yillardan beri bakteri sistematikcileri
tarafindan tiirler arasindaki benzerlikleri ortaya ¢ikarmak icin kullanilmaktadir ve hala
bakteri tiirlerinin tanimlanmasinda en 6nemli kriterdir. Yeni bir tiirlin tanimlanmasinda
‘resmi’ kriter tiim genomdaki benzerlik derecesidir ve bu benzerlik derecesini 6lgmek igin
kullanilan DNA-DNA hibridizasyonu, iki DNA zincirini birbirinden ayirmak i¢in gerekli
olan sicakliga (denatiirasyon sicakligi, ATy,) dayanir. Bakteri tiirlerinin siniflandirilmasinda
kullanilacak simirlar da ayni tiire ait bireyler icin, 5°C veya daha diisiik ATy, degerleri ile
birlikte, %70 veya daha fazla DNA-DNA benzerligi olarak belirlenmistir (Wayne ve ark.,
1987).
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1.5.1.3. DNA Parmak izi Analizleri

DNA parmak izi analizleri genellike aym tiire ait bireylerin birbirinden ayirt
edilmesinde kullanilir. Genomik DNA’nin parmak izi analizleri; PCR’a dayali yontemler

ve DNA’nin restriksiyon analizi olmak iizere iki ana yontemle gerceklestirilmektedir.
1.5.1.3.1. PCR’a Dayah Yontemler

PCR teknigi 1985 yilinda Kerry B. Mullis tarafindan gelistirilmistir. Bu teknik basit
ve olduk¢a verimli olmasi nedeniyle bir¢cok filogenetik yontemin temel tasini
olusturmustur (Giovannoni, 1991). PCR ile olusturulan parmak izleri bakteriler arasindaki
filogenetik iliskinin belirlenmesinde ve genetik cesitliligin ortaya c¢ikarilmasinda siklikla

kullanilmaktadir.

1.5.1.3.1.1. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)

Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA teknigi, PCR teknikleri icerisinde en basit
olanidir. Ilk olarak Williams ve arkadaslari (1990) tarafindan insan DNA 6rnekleri
tizerinde calisilirken kullamilmistir. Bu teknikte genom iizerinde rastgele bolgeler PCR
teknigi ile cogaltilir. 10 baz ciftlik spesifik olmayan primerler genomik DNA {izerinde
rastgele bolgelere baglanir. PCR sonucunda genomik DNA’dan farkli uzunluklara sahip 3-
10 arasinda farklt DNA parcacig iiretilir (Andersen, 2000a ; Wolfe ve Liston, 1998). Eger
primerin baglanma bdlgesinde bir mutasyon meydana gelmigse RAPD sonucunda elde
edilen fragmentlerin uzunlugu da farkli olacaktir. Bu nedenle genomik varyasyonlari
o0lcmek icin RAPD analizleri basit ve giivenilir bir metod saglar. Bu teknikte primerler
kisa oldugundan baglanma (annealing, denatiirasyon) sicaklifi da disiik (35-40°C)
olmalidur.

RAPD tekniginin diger genetik analiz yontemlerine gore bircok avantaji vardir.
Bunlardan bazilar1 genel primerlerin kullanilmasi, prob izolasyonu gibi 6n calismalarin
veya niikleotid dizin analizinin gerekmesidir (Williams ve ark. 1990). Kolaylig1 ve sadeligi
nedeniyle bu teknik gen haritalarinin olusturulmasi, DNA parmak izi analizleri ve
populasyon genetiginde yaygin olarak kullanilir. Bircok durumda bakteriler arasindaki

polimorfizmi belirlemek i¢in ¢cok az sayida primere ihtiya¢ vardir (Williams ve ark. 1990).
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1.5.1.3.1.2. Tekrarlanan Dizilere Dayali PCR (Rep-PCR)

Gram negatif bakterilerin ¢ogunda ve bir¢ok Gram pozitif bakteride, genom
tizerinde ¢ok sayida kopyasi bulunan, yiiksek oranda korunmus, tekrarlanan diziler dogal
olarak bulunur. Rep-PCR tekniginde bu tekrarlanan bolgelere uygun primerler hazirlanarak
DNA’nin ¢ogaltilmasi amaglanir ( Lupski ve Weinstock, 1992). Genom iizerinde bulunan
tekrar diziler ii¢ simifa ayrilir. Bunlar: 35-40 bg¢’lik tekrarlanan “ekstrajenik palindromik”
(REP) diziler, 124-127 b¢’lik enterobakteriyal tekrarlanan “interjenik” korunmus (ERIC)
diziler ve 154 b¢’lik BOX elementleridir ( Versalovic ve ark., 1994). Bu diziler genom
izerinde farkli interjenik bolgelerde bulunurlar ve her iki oryantasyonda da bulunabilirler.
Oligoniikleotid primerler PCR sirasinda REP ve ERIC bolgelerinin ters cevrilmis
dizilerinin dis kismindan ve BOX bdlgesinin boxA alt iinitesinden PCR’1 bagslatirlar
(Versalovic ve ark., 1994). Bu primerlerin kullanimiyla REP, ERIC ve BOX elementleri
arasinda bulunan farkli genomik boélgelerin cogaltilmast saglanir. Cogaltilmis DNA
parcaciklan jelde yiiriitillerek organizmaya ait rep-PCR genomik parmak izi profili elde
edilir ( Versalovic ve ark., 1994). Rep-PCR teknigi ile bakterilerden elde edilen genomik
DNA parmak izleri cins, tiir ve alt tiir seviyesinde farkliliklarin ortaya ¢ikarilmasini saglar.
Bu teknik farkliliklarin belirlenmesinin yan1 sira bakterilerin  tanimlanmasi ve
siniflandirilmasinda da yaygin olarak kullanilan bir metoddur (van Berkum ve ark. 1994;

Louws ve ark. 1996; Versalovic ve ark. 1996).

1.5.1.3.1.3. Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi (AFLP)

Cogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi (AFLP), restriksiyon enzimleri ile kesilmis
DNA parcgaciklarinin rastgele cogaltilmasi ile yiiksek ¢esitlilige sahip DNA profillerinin
olusumunu saglar (Vos ve ark., 1995). Bu teknik ¢ok sayida DNA isaretci bolgeleri iceren
gen haritalarinin olusturulmasinda siklikla kullanilir. Bu yontemde bakteri DNA’s1 iki
farkli restriksiyon enzimiyle kesilir ve olugan parcaciklar spesifik adaptorlere baglanir. Bu
spesifik adaptorler hem restriksiyon enzimlerinin kesim bdlgelerini hem de PCR
primerlerinin baglanacagi bolgeleri igerirler. Restriksiyon dizilerine ve adaptore baglanma
yetenegindeki primerler kullanilarak DNA parcaciklar1 cogaltilir. Bununla beraber, biitiin
restriksiyon pargaciklar1 ¢ogaltilmaz ¢iinkii AFLP primerleri 3’ ucunda segici niikleotidler

icerirler. Bu secici dizilere sahip primerler genomik restriksiyon pargalarinin sadece bir
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altkiimesinin c¢ogaltilmasim saglarlar (Lin, 1996; Janssen vd., 1996). AFLP sonucu
olusturulan parmak izleri yiiksek polimorfizm gosterdigi icin ayni tiire ait suslar arasindaki

farklilig1 belirlemede oldukca 6nemlidir (Rademaker vd., 2000; Duim vd., 2001).

1.5.1.3.2. Genomik DNA’min Restriksiyon Analizi

Restriksiyon enzimleri (Restriksiyon endoniikleazlar) genomik DNA’y1 spesifik
bolgelerden taniyarak kesen enzimlerdir (Dowling ve ark., 1990). Bu enzimler yardimui ile
DNA belirli bolgelerden kesilerek cift zincirli parcaciklar elde edilir. Biyokimyasal
ozelliklerine gore restriksiyon enzimleri Tip I, Tip II, Tip III ve Tip IV olmak tizere dort
farkli gruba ayrilir. Genomik DNA analizleri ve genetik miihendisliginde genellikle Tip II
endoniikleazlar kullanilmaktadir. Tipik bir restriksiyon bolgesi genellikle 4-6 baz c¢iftinden
olusur. Bazi DNA molekiilleri belirli bir enzim i¢in ¢ok sayida restriksiyon bolgesi
icerirken bazilar1 bu bolgeleri tasimaz. Genomik DNA restriksiyon enzimleri ile
kesildiginde, restriksiyon bolgelerinin birbirine olan uzakligina bagli olarak farkl
uzunlukta DNA parcalart olusur. Bu pargalar ¢ok biiyiik olacagindan normal agaroz jel ile
birbirlerinden ayrilamazlar. Bunun i¢in Pulse Fields Jel Elektroforezi (PFGE) kullanilir
(Tenover ve ark., 1995). Restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu elde edilen fragmentler
kullanilarak “DNA parmak izleri” olusturulur. Bu parmak izlerinin karsilastiritlmasi
soucunda tiir icerisindeki benzer gruplar ortaya cikarilabilmektedir. Bu teknigin ‘Southern
Blot’ hibridizasyonu ile birlikte kullanilmasiyla genomik DNA’nin biiyiikligi ve

organizasyonu incelenebilir (Palleroni, 1993).

1.5.1.4. 16S rDNA ve 16S rRNA’nin Tiir Tayininde Kullanilmasi

Son yillarda 16S rRNA molekiiliiniin bakteriler arasindaki filogenetik iliskinin
belirlenmesinde olduk¢a ©nemli bir role sahip oldugu belirlenmistir. Organizmalar
siniflandirmak i¢in kullanilan bu yontem ilk kez Woese ve arkadaslar tarafindan (1987)
uygulanmigtir. 16S rDNA geni ribozomlarin yap1 ve fonksiyonunda hayati rol oynayan 16S
rRNA molekiilinii kodlar ve bu nedenle biitiin canli organizmalarda bulunur. Bununla
birlikte, hem biitiin organizmalarda bulunan yiiksek oranda korunmus 8 adet degismeyen
bolgeye, hem de 9 adet benzersiz ve degisken bolgeye sahiptir (Gray vd., 1984). Bu

degisken bolgeler organizmalarin filogenetik iliskilerini belirlemede siklikla kullanilir. 16S
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rDNA dizilerine uygun olarak dizayn edilen primerler kullamilarak polimeraz zincir
reaksiyonu ile 16S rDNA bolgeleri ¢ogaltilmistir. PCR ile c¢ogaltilan 16S rDNA baz
dizilerinin karsilastirilmasi ile tiirler arasindaki akrabalik dereceleri belirlenebilmektedir.
Stackebrandt ve Goebel (1994) tarafindan yapilan bir ¢alismada; 16S rRNA baz dizileri
%97’ den daha az benzerlik gosteren suslarin, farkl tiirlere ait oldugu ortaya konmustur.
Bununla beraber, 16S rDNA dizin analizine dayali yontemler baz1 dezavantajlara
sahiptir. 16S rDNA dizileri yiliksek oranda benzerlik gosteren iki organizmanin tiim
genomik DNA’s1 ve fenotipik 6zellikleri incelendiginde farkliliklar goriilebilir. Bu nedenle
16S rDNA dizileri farkli cinse ait olan veya birbirinden kolaylikla ayirt edilen bireyleri
birbirinden ayirmada kullanilabilirken, birbirine ¢ok benzeyen tiirleri ayirmada uygun bir

kriter degildir (Tonjum ve ark.,1998; Belduz ve ark., 2003).

1.5.1.5. 16S-23S rRNA Genleri Arasindaki “Spacer” Bolgeler

16S-23S rRNA genleri arasinda bulunan “spacer” bolgeler bakterileri cins, tiir ve
alt tiir seviyesinde tanimlamada siklikla kullanilan araclardandir. Bu bolgeler uzunlugu ve
baz dizilimi bakimindan tiirler arasinda yiiksek oranda cesitlilik gosterir (Jensen ve ark.,
1993).

Ribozomal RNA genleri bakterilerde, rRNA operonu (rrn) tizerinde 16S, 23S ve
5S rRNA sirasi ile bulunurlar. 16S-23S genleri ve 23S-5S genleri arasinda intergenik
kopyalanan “spacer” bolgeler bulunur. Bu bolgeler sirasi ile ITS 1 ve ITS 2 adim alir. ITS
1 bolgesi, tRNA genlerini (tRNA®" veya tRNA™* veya her ikisi birden) ve rrn’in
transkripsiyonunu diizenleyen ve yoneten bolgeleri icerir. TRNA operonlarinin sayisi
bakterilerde 1-10 arasinda degisiklik gosterir. Bu operonlarin uzunlugu ve baz dizilimi ayni
genom lizerindeki farkli bolgelerde degisiklik gosterdigi gibi farkli tiirler arasinda da
farkliliklar gosterir ( Giirtler, 1996; Condon ve ark., 1995; Naimi ve ark., 1997; Iteman ve
ark., 2000). Organizmada fonksiyonel olan tRNA dizileri iyi bir sekilde korunurken,
herhangi bir fonksiyona sahip olmayan dizilerde siirekli degisiklikler meydana
gelmektedir. Bu nedenle fonksiyonel olmayan bolgeler yakin iligkili tiirler arasinda dahi
yiiksek farkliliklar gostermektedir (Nguimbi, ve ark., 2003).

ITS baz dizi analizi yakin iligkili tiirler arasindaki akrabaligi ¢cogunlukla dogru
olarak yansitir. Ancak yakin akraba olan gruplar icin ITS baz dizilimindeki kiiciik

farkliliklar tiim genom benzerligini yansitamamaktadir. Bu nedenle tiir tayini
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calismalarinda ITS dizi analizi, DNA-DNA hibridizasyonunun yerini alamaz, ancak ihtiyag
duyulan hibridizasyon deneylerinin sayisin1 onemli Olciide azaltabilir (Willems ve ark.,

2001).

1.6. Termofilik Organizmalarin Biyoteknolojide Kullanimi

Termofilik organizmalar iizerindeki ilgi, giiniimiizde biyoteknolojide genis capl
kullanim alanlar1 bulmalar1 nedeniyle biiyiik dl¢iide artmistir. Termofilik organizmalarin
hiicre bilesenleri termal kararli oldugu gibi, asir1 derecede asidik ve alkalik sartlarin
denatiirasyonlarina da diren¢lidir (Haki ve Rakshit, 2003). Biyoteknolojide termofilik
organizmalar, bazi yakit ve kimyasallarin iiretilmesinde ve genetik manipulasyonlarin
yapilmasinda kullanilir. Bununla beraber, biyoteknoloji agisindan en Snemli 6zellikleri
biyokimyasal reaksiyonlari1 c¢ok yiiksek sicakliklarda katalizleyebilen enzimleri
tiretmeleridir.

Termofilik enzimler, mikroorganizmalarin optimum biiyiime sicakligindan daha
yiiksek bir sicaklikta bile kararli ve aktiftirler. Bu yiiksek sicakliklar, reaksiyon sirasinda
meydana gelebilecek kontaminasyon riskini Onemli derecede azaltir, ¢iinkii biyolojik
dongiide kontaminasyona sebep olan bakterilerin ¢ogu mezofiliktir (Burg, 2003). Ayrica
bu yiiksek sicakliklarda, reaksiyona katilan maddelerin difiizyon hizlar ve c¢oziiniirliikleri
onemli derecede artar ve bu da daha fazla iiriin olusumunu saglar (Mozhaev., 1993; Kumar
ve Swati, 2001). Bu sicakliklarda suyun yiizey geriliminin ve vizkositesinin azalmasi da
diger bir avantajdir.

Termofilik organizmalar, cesitli endiistriyel islemlerin meydana getirilmesinde
etkin olarak kullanilan ekstrem sartlarda fonksiyonlarin1 muhafaza eden enzimleri iiretirler.
Bu enzimlerden bazilari, son zamanlarda saflastirilmis ve basarili bir sekilde klonlanip
mezofilik konaklarda ekspres edilmistir. Bu enzimlere 6rnek olarak, DNA polimerazlar,
amilazlar, ksilanazlar, kitinazlar, seliilazlar, proteazlar, lipazlar ve gida ve kimya
endiistrilerinde DNA’y1 modifiye edebilen enzimler verilebilir. Bu enzimler molekiiler
biyoloji alaninda, nisasta endiistrisi, gida endiistrisi, petrol endiistrisi, kimya endiistrisi,
kagit ve kagit hamuru endiistrisi gibi pek c¢ok endiistri alaninda genis Olgiide
kullanilmaktadir. Bu enzimler ¢ok sayidaki farkli deterjan ve ¢oziiciilere kars1 direnglidir

(Aguilar, 1996).
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[Ik olarak termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’dan elde edilen 1s1ya
dayanikli DNA polimerazlar (Chien ve ark., 1976) molekiiler ¢calismalarda biiyiilk 6neme
sahiptir. DNA’y1 cogaltmaya dayali bir yontem olan PCR teknigi ile genetik
mithendisliginde 6nemli bir ilerleme kaydedilmistir. Bu yontemde pes pese gelen ii¢ adim,
90-95°C’de DNA zincirlerinin denatiirasyonu, 55-70°C’de renatiirasyonu ve 75°C de
sentez asamasidir (Saiki ve ark., 1988). Bu nedenle bu reaksiyonlarda kullanilan
enzimlerin bu sicakliklara dayanikli olmas1 gerekmektedir. PCR yontemininin kullanildigi
ilk zamanlarda, primer DNA zincirinin uzatilmasim katalizleyen DNA polimerazlar
Escherichia coli’den izole edilirdi. Bu enzimler yiiksek sicakliklarda enzimatik
aktivitelerini kaybettiklerinden her bir denatiirasyon ve renatiirasyon asamasindan sonra
reaksiyona polimeraz enzimi ilavesi gerekmekteydi. Bu nedenle de PCR, ¢ok fazla zaman
harcayan ve pahali bir yontemdi (Erlich ve ark., 1988). Termal kararli polimerazlarin
bulunmasiyla, PCR yontemi oldukca kolaylasti ve Onemli oOlciide gelisti. Thermus
aquaticus’un yan sira Phyrococcus furiosus ve Thermococcus litoralis bakterilerinin DNA
polimeraz enzimleri de PCR reaksiyonlarinda kullanilmaktadir. Bu mikorganizmalardan
elde edilen DNA polimerazlar, 99°C’de bile aktivitelerinin ©Onemli bir kismini
korumaktadirlar. Tag DNA polimeraz enzimi diinya ticaretinde oldukca biiyiik bir paya
sahiptir. Tag DNA polimerazlarin katalizledigi reaksiyonlar biyoteknolojide bir¢ok islemin
gergeklestirilmesinde rol oynamaktadir. Spesifik DNA dizinleri arasi bolgelerin kopya
sayisinin  hizli ve verimli bir sekilde arttirilmasi bu enzimler sayesinde oldukca
kolaylagmistir. Besin analizi, klinik tip ve adli tip alanlarinda onemli arastirmalar ve
incelemeler yapilirken de bu enzimlerden yararlanilmaktadir (Aguilar, 1996).

Bacillus stearothermophilus bakterisinden elde edilen termofilik alkalin proteazlar
deterjan endiistrisinde kullanilmaktadir (Ito ve ark., 1998). Deterjanlarin icerdigi bu
enzimler toplam enzim iiretiminin yaklasik olarak %?25’ini kapsamaktadir ve bunlar
modern biyoteknolojinin ¢ok basarili bir sekilde gelistirilen uygulamalarindandir. Termal
kararli seliilotik enzimler de deterjanlarin yapisina katilarak yikama sonucunda
camagirlarin yumusak ve daha parlak renkte olmasin saglarlar. Ayrica tekstil
endiistrisinde, ¢op ve atiklarin islenmesinde seliilazlar yaygin olarak kullanilmaktadirlar
(Bhat, 2000).

Endiistride yaygin olarak kullamilan bir diger enzim grubu da termofilik
bakterilerden izole edilen proteolitik enzimlerdir. Bacillus stearothermophilus’un bir susu

olan Bacillus thermoproteolyticus (Endo, 1962) tarafindan iiretilen thermolisin proteolitik



21

enzimlerin en Onemlilerindendir. Bu enzim, 70°C’de 30 saat kaldiktan sonra bile
aktivitesini % 86 oraninda korumaktadir. Proteazlar ayrica, gida, ilag, deri ve tekstil
endiistrisinde de kullanilmaktadir. Optimum olarak 75°C’de aktif hiicre dis1 bir proteaz,
Bacillus stearothermophilus TP26 susundan izole edilmektedir (Gey ve Under, 1995).

Termofilik enzimlerin en genis kullanildig1 alanlardan biri de nisasta endiistrisidir.
Endiistriyel nisasta islemi, nisastanin glukoz, maltoz veya oligosakkarit suruplarina
hidrolizini igerir. Nisastanin tam hidrolizi i¢in pek cok enzim kullanilmaktadir. Bu
enzimler, amilazlar, pullulanazlar, siklodekstrin glikoziltransferazlar, glukoamilazlar ve
ksiloz izomerazlardir (Poonam ve Dalel, 1995). Bu enzimler veya bu enzimleri igeren
suruplar nisastanin iglenmesi yaninda i¢ecek endiistrisinde, ekmek yapiminda ve peynir
yapimi endiistrilerinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica tatlandirict iiretiminde ve
pek cok gida iiriiniiniin koku, yap1 ve goriiniisiiniin degisime ugratilmasinda da bu enzimler
yaygin olarak kullanmilmaktadirlar. Nisasta endiistrisi, termofilik enzimlerin yillik
endiistriyel titketiminin %30’unu olusturmaktadir (Van der Maarel vd., 2002).

Endiistride genis kullanim alani olan lipazlar da termofilik organizmalardan izole
edilerek biyoteknolojide kullanilmaktadir. Termal kararh lipazlar, gida endiistrisinde tat ve
hos koku bileseni olarak, kozmetikte yaglayic1 madde ve katki maddesi olarak, kagit
endiistrisinde kagit hamurundaki zifti uzaklastirict madde olarak kullanilir ve ayrica siit
endiistrisinde, ila¢ endiistrisinde, deterjan endiistrisinde ve deri ve tekstil endiistrisinde de
kullanilmaktadirlar.

Termal kararli enzimler, bir ¢ok biyoteknolojik uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Farkli ekolojik alanlardan termofilik mikroorganizmalarin fazla miktarda
izolasyonu ve bu mikroorganizmalardan faydali enzimlerin ekstraksiyonu ile biyoteknoloji

alaninda daha biiyiik adimlar atilabilir (Kohilu ve ark., 2001).
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Tablo 2. Termofilik bakterilerin kullanildig1 biyoteknolojik uygulamalar

Enzim Sicakhik | Reaksiyonlari Kullamim alanlar
Aralig
Amilolitik 90-100 Nisasta — dekstroz | Firincilik, mayalanma, deterjan, gida,
enzimler surup ve icecek endiistrisinde ve tatlandirict
iretiminde
Ksilanaz 45-65, Kraft hamuru — | Kagit ve kagit hamuru endiistrisinde
105 ksilan+lignin
Kitinazlar 65-75 Kitin — kitobioz Gida, kozmetik, ilag, c¢imento
Kitin —  N-asetil | endiistrisinde, kagit tiretiminde, atik
glukozamin su temizlenmesinde
Kitin — deasetilaz
Seliilaz 45-55,95 | Seliilloz — glukoz Deterjan ve tekstil endiistrisinde, ¢cop
ve atiklarin islenmesinde
Proteaz 65-85 Protein — peptidler | Firincilik, mayalanma, deterjan, gida,
ve amino asitler ilag ve deri endiistrisinde
Lipazlar 30-70 Yag uzaklastirmasi, | Siit, deterjan, kagit, ilag, kozmetik,
hidrolizis, alkolizis, | deri ve tekstil endiistrisi
aminolizis
DNA 90-95 DNA arttirilmasi Genetik mithendisligi / PCR
polimeraz
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Besiyeri, Kimyasallar ve Vektorler

Trypton (1612) ve yeast extract (1702) Conda’dan, sodium chloride (A2942), X-Gal
(A1007.0005) ve phenol:chloroform:isoamyl alcohol (A0944) Applichem’den, 2-propanol
(248K18927695), isoamyl alcohol (K30290278) ve sodium acetate (TA624865)
Merck’ten, glycerol (7044) ve methanol (TBF01963961499) J.T.Backer’den, TRIS base
(T-6066), phenol (P4557), ethidium bromide (E-8751), agarose (A-5093),
ethilenediaminetetraacetic acid (EDTA) (E-5134), RNase A (R-5503), ammonium acetate
(25006) ve IPTG (I5502) Sigma’dan, Ampicilin Bioanalyse’dan, glucose (1929526)
Roche’dan, sodium perchlorate (A0208583001) Acros O.’dan ve sodium dodecyl sulphate
(SDS) (0227) Amresco’dan satin alindi. Kullanilan tuz bilesikleri %99 ya da daha saftirlar.

Genomik DNA izolasyon Kiti (A1125), Plazmit izolasyon Kiti (A1330) ve p-GEMT
Easy Klonlama Kiti (A1860) Promega’dan, DNA’y1 Jelden Cikarma Kiti (K0513)

Fermentase’dan satin alinda.

2.1.2. Calismada Kullamilan Bakteri Tiirleri

Anoxybacillus flavithermus DSM 2641, Anoxybacillus pushchinoensis DSM 12423,
Anoxybacillus contaminans DSM 15866, Anoxybacillus kamchatkensis DSM 14988,
Anoxybacillus amylolyticus DSM 15939 tip bakteri kiiltiirleri Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)’den, Anoxybacillus gonensis NCIBM
13933, Anoxybacillus kestabolensis NCIBM 13971 ve Anoxybacillus ayderensis NCIBM
13972 tip bakteri kiiltiirleri KTU Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler
Biyoloji Anabilim dalindan ve Anoxybacillus voinovskiensis NCIBM 13956 tip bakteri

kiiltiirii, bu bakteriyi tamimlayip literatiire kazandiran Isao Yumoto’dan temin edildi.
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2.2. Metotlar

2.2.1. izolatlarm Genomik DNA’larinin izolasyonu

[zolatlarin genomik DNAlar1, PCR uygulamalarinda kullanmak amaci ile Sambrook
ve arkadaslarinin (1989) prosediiriine gore izole edildi. Bu metod su sekilde uygulandi.

Termofilik izolatlar, uygun sicaklikta “LB Broth (Laura Bertani Broth)” da ( %10
Tripton, %5 Yeast, %5 NaCl, pH: 7,4) bir gece inkiibe edildi. Elde edilen s1v1 kiiltiirler 1,5
ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve hiicreler 13.000 rpm’de 3-4 dakika santrifiij
edilerek ¢oktiiriildii. Siipernatant kisimlari dokiilerek pellet kisimlari alindi. Pelletlerin
tizerine, 500 pl TE tamponu (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0) ilave edildi ve
vortekslenerek ¢oziildii. Uzerine 1 pl (10 pg/ml) lizozim solusyonu ilave edilerek
karistirild1 ve 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra iizerine 50 pl %10’luk
SDS eklendi ve 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra her bir tiipe 3 M’lik 1/10
hacim sodyum asetat (pH 5.2) eklendi ve 65°C’de 30 dakika bekletildi. Her 10 dakikada
bir, tiipler alt iist edildi. Hemen sonrasinda iizerine 500 pl fenol: kloroform: izoamilalkol (
25: 24: 1) ilave edildi, alt iist edilerek karistirildi ve 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra, iist kisimdaki sivi pipet yardimiyla yeni bir mikrosantrifiij
tiipiine alind1 ve pellet kisimlan atildi. Bu tiiplere 500 pl kloroform ilave edildi ve alt iist
edilerek 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Bu kloroform asamasi 2 kez
tekrarlandiktan sonra yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilan sivinin tizerine 1/10 hacim 3
M sodyum asetat ve 2 hacim %96’ lik soguk etil alkol ilave edildi ve -20°C’de 30 dakika
bekletildi. Daha sonra 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve iist kistmdaki siv1 atildi.
Kalan pellet tizerine 500 pl %70’lik soguk etanol ilave edildi ve 5 dakika 13.000 rpm’de
santrifiij edildi. Santrifiijden sonra, iist faz dokiildii ve kalan pellet 37°C’de 10 dakika
kurutuldu. Elde edilen DNA pelletleri, 100 pl TE’de ¢oziilerek — 20°C’de muhafaza edildi.
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2.2.2. izolatlarin DNA dizin Analizleri

2.2.2.1. Primer Sentezi

Niikleotid dizilimi onceden belirlenmis ve Genbank’ta yerini almis olan, 8 adet
Geobacillus ve 3 adet Bacillus cinsine ait bakterinin recN geni Clustal W Multiple
Sequence Alignment programi yardimiyla niikleotid sirasi bakimindan karsilastirildi.
Niikleotid dizilimi acismmdan korunmus olan bolgeler tespit edilerek bir adet forward
(RecN F_02) ve bir adet reverse (RecN R_02) primer dizayn edildi. Sentezlenen
primerlerin yani sira Zeigler (2005) tarafindan Geobacillus cinsine ait recN genini
cogaltmak i¢in dizayn edilen F2-1 (5’- GGCAAATCGATCATCATCGAC -3’) ve R2-2
(5’ - AGATGGGAAATGCAAAGCAC - 3’) primerleri de bu ¢aligmada kullanildi.

Anoxybacillus tiyelerinin genomunda bulunan f#sY genini ¢cogaltmak i¢in kullanilan
primerler ayn1 yontem kullanilarak Clustal W Multiple Sequence Alignment programi
yardimi ile dizayn edildi.

flaA genini elde etmek amaci ile ilk olarak Geobacillus pallidus AC6 bakterisinin
flagellin proteini izole edilerek saflastirildi. Saflastirilan bu proteine ait amino asit dizileri
belirlendi ve belirlenen amino asit dizilerine dayanilarak flagellin geninin niikleotit dizileri
olusturuldu. Geobacillus pallidus bakterisinin flagellin genine ait niikleotit dizileri Clustal
W Multiple Sequence Alignment programi kullanilarak Bacillus subtilis ve Geobacillus
kaustophilus bakterilerinin niikleotit dizileri ile karsilastirildi. Her ii¢ bakterinin flagellin
genindeki korunmus bolgeler belirlenerek bu bolgelerden bir adet ileri (Fla_F1) ve bir adet

geri (Fla_R1) olmak iizere iki adet dejenerat primer sentezlendi.

2.2.2.2. recN Geninin PCR Yardimi ile Artirilmasi

Her bir termofilik izolatin recN geni, Sambrook ve arkadaslarinin prosediiriine gore
izole edilen genomik DNA’dan RecN_F02 (5’- ACGCGATTCATYTGTTGATCG G -3’)
ileri ve RecN_R02 (5~ TCCAACAGCTCTTTGGCRTGC -3’) geri primerleri
kullanilarak PCR yardim ile ¢ogaltildi. PCR reaksiyonlarinda 12 ng kalip DNA, 5 ul 10X
PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM KCl), 1,5 mM MgCl,, 1 U Tag DNA
Polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25 mM geri primeri, 170 mM dATP, 170 mM dCTP,
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170 mM dGTP ve 170 mM dTTP karisim steril ddH,O ile 50 pl’ye tamamlandi. Cogaltma
islemi 200 ul’lik tiiplerde, “Biometra Personal Cycler’da gerceklestirildi. Reaksiyon
sicakliklart ve siireleri ise: Ilk denatiirasyon basamagi 95°C’de 2 dakika olarak
gerceklestirildikten sonra, 36 dongii DNA zincirinin denatiirasyonu i¢in 94°C’de 1 dakika,
primerlerin DNA’ya baglanmasi (annealig) i¢in 50°C’de 1 dakika ve yeni sentezlenen
DNA zincirinin uzatilmasi (extention) i¢in 72°C’de 1,5 dakika seklinde gergeklestirildi.
Elde edilen PCR fiiriinlerinin 5 ul’si %]1’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve etidyum bromiir

boyast (0,5 pg/ml) ile boyandiktan sonra “BioDocAnalyze” sistemiyle goriintiilendi.

2.2.2.3. flaA Geninin PCR Yardimui ile Artirilmasi

flaA genleri, her bir termofilik izolattan izole edilen genomik DNA,
Fla_F1  (5-ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3’) ileri ve Fla_Rl (§-
ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA-3") geri primerleri kullanilarak ‘Biometra
Personal Cycler’da yiiriitiilen PCR reaksiyonu ile ¢ogaltildi. 10X PCR tamponu, 170 mM
dNTP, 1,5 mM MgCl,, her bir primerden 0,25 mM, 10-40 ng kalip genomik DNA ve 1 U
Tag DNA polimeraz iceren reaksiyon karisimi ddH,O ile 50 pl’ye tamamlandi.
Reaksiyon; 95°C’de 2 dakikalik ilk denatiirasyon basamagi ardindan 36 dongii 94°C’de 15
saniye denatiirasyon, 50°C’de 30 saniye baglanma ve 72°C’de 1,5 dakika uzama ve son
olarak da 72°C’de 5 dakika olacak sekilde son uzama olacak sekilde gerceklestirildi.
Olusan PCR iiriinleri %1’lik agaroz jelde yiiriitiildii, etidyum bromiir boyasi (0,5 pg/ml) ile

boyand1 ve “BioDocAnalyze” sistemiyle goriintiilendi.

2.2.2.4. ftsY Geninin PCR Yardim ile Artirilmasi

Her bir termofilik Anoxybacillus tip susundan Sambrook ve arkadaslarinin
prosediiriine gore izole edilen genomik DNA, ftsY genini elde etmek amaci ile FtsY_F1
(5’- RTGAGCTTYTTTAAAAARYTRARAG -3’) ileri ve FtsY_R1 (5’- TYBKNAAAB
ARNCCRTABAC -3’) geri dejenerat primerleri kullanilarak PCR yardimi ile ¢ogaltildi.
PCR reaksiyonu, 200 pl’lik ince duvarli PCR tiipleri igerisinde 50 pl’lik son hacimde
gercgeklestirildi. Reaksiyon karisimi 10X PCR tamponu, 170 mM dNTP, 1,5 mM MgCl,,
her bir primerden 0,25 mM, 10-40 ng kalip genomik DNA ve 1 U Tag DNA polimeraz

icerecek sekilde hazirlandi. Reaksiyon Biometra Personal Cycler PCR cihazi kullanilarak;



27

95°C’de 2 dakikalik ilk denatiirasyon basamagi ardindan 36 dongii 94°C’de 15 saniye
denatiirasyon, 50°C’de 30 saniye baglanma ve 72°C’de 1,5 dakika uzama ve son olarak da
72°C’de 5 dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gerceklestirildi. Elde edilen
PCR fiiriinlerinin 5 pl’si %1’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve etidyum bromiir boyas1 (0,5

pg/ml) ile boyandiktan sonra “BioDocAnalyze” sistemiyle goriintiilendi.

Tablo 3. Kullanilan primerler ( R: A ve G, Y:C ve T, Ki G ve T, B :C ve G ve T,

N:A ve T ve C ve G)
Primerler | Baz Dizisi Uzunluk Tm
(niikleotid) °O)
RecN_F02 | 5’- ACGCGATTCATYTGTTGATCG G -3’ 22 56,9
RecN_RO02 | 5’- TCCAACAGCTCTTTGGCRTGC -3’ 21 59,7
F2-1 5’- GGCAAATCGATCATCATCGAC -3’ 21 55,3
R2-2 5’ - AGATGGGAAATGCAAAGCAC -3’ 20 55,2
FtsY_F1 5’- RTGAGCTTYTTTAAAAARYTRARAG -3’ 25 50,1
FtsY_R1 5’- TYBKNAAABARNCCRTABAC -3’ 20 49,7
FlaA_F1 5’-ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3’ 24 70,2
FlaA_R1 | 5-ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA-3’ 27 54,8

2.2.2.5. recN, flaA ve ftsY Genlerinin Klonlanmasi, Baz Dizisinin Ortaya
Cikarilmasi ve Gen Bank’taki Siralarla Karsilastirilmasi

PCR reaksiyonlar1 ile ¢ogaltilan rechN, flaA ve ftsY genleri, pPGEM-T Easy Klonlama
Kiti kullanilarak, pGEM-T Easy klonlama vektoriine firmanin 6ngérdiigii konsantrasyonlar
( 1,2 png pGEM-T Vektor (50 ng/ pl); 12 pl genomik DNA ( 4 ng/ pl); 100 U T4 DNA
Ligaz; 200 pl 2X Ligasyon Tamponu) ve sartlar gergeklestirilerek klonlandi. Klonlanma
sonucunda olusan kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis ve arkadaslarinin (1982)
gelistirdigi plazmit izolasyon yontemine gore izole edildiler.

Maniatis ve arkadaslarinin (1982) prosediiriine gore klonlama sonucu olusan
koloniler Ampisilin (50 mg/ml) iceren LB broth icerisinde 37°C’de bir gece inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonucu olusan kiiltiirler 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve 12.000
rpm’de 3 dakika coktiiriildii. Siipernatant kisimlar1 dokiilerek pellet kisimlari alindi.

Pelletlerin iizerine, 200 pl Soliisyon I (50 mM Glukoz; 25 mM Tris-HCL; 10 mM EDTA,
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pH 8.,0; 1 ml soliisyon i¢in 4 mg lizozim ) ilave edildi ve vortekslenerek ¢oziildii. 10 dakika
oda sicakliginda bekletildikten sonra iizerine 400 pl Soliisyon II ( 0,2 N NaOH; %1 SDS)
ilave edildi ve alt iist edilerek karistirildi. 5 dakika buzda bekletildikten sonra 7,5 M
Amonyum asetat’tan 300 pl ilave edilerek oldukga yavas bir sekilde alt iist edildi. 10
dakika buzda bekletilen 6rnekler 12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildi.
Siipernatant yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak iizerine 800 pl izopropanol ilave
edildi ve alt iist edilerek karistirildi. 10 dakika oda sicakliginda bekletilen drnekler 13.000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii ve iist kisimdaki siv1 atildi. Kalan pellet
tizerine 500 pl %70’lik soguk etanol ilave edildi ve 5 dakika 13.000 rpm’de santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra, tist faz dokiildii ve kalan pellet 37°°C’de 10 dakika kurutuldu.
Elde edilen DNA pelletleri, 40 ul TE’de ¢oziilerek — 20°C’de muhafaza edildi.

Izole edilen bu plazmitlerin hangilerinin istenilen pargay1 tagidigim belirlemek amaci
ile plazmitler EcoRI restriksiyon enzimi ile kesildi. Kesim sonucu olusan DNA pargalari
%1’lik agaroz jelde yiiriitiildii ve etidyum bromiir (0,5 pg/ml) ile boyandiktan sonra
“BioDocAnalyze” sistemiyle goriintiilendi. Bu sekilde dogrulugu teyit edilen klonlarin baz
dizini, otomatik dizi analizatorleri araciligiyla ile (Macrogen, Giiney Kore) belirlendi.

Dizi analizoterleri aracilign ile elde edilen gen dizileri “Blast” (NCBI) programi
kullanilarak Genbank’ta var olan diger bakteriyal dizilerle karsilastirildi ve aralarindaki
benzerlik oranlart ortaya cikarildi. Her bir gen i¢in elde edilen diziler, “ClustalW” ve
“BIOEDIT” (Thompson ve ark., 1997) programlar1 kullanilarak birbirleri ile karsilastirildi
ve aralarindaki benzerlik dereceleri ortaya cikarildi. “FastPCR” programi yardimu ile elde

edilen dizilerin G + C igerikleri belirlendi.



3. BULGULAR

Bu calismada, Anoxybacillus cinsine ait termofilik bakteriler olan Anoxybacillus
flavithermus, Anoxybacillus kestanbolensis, Anoxybacillus ayderensis, Anoxybacillus
pushchinoensis, Anoxybacillus voinovskiensis, Anoxybacillus gonensis, Anoxybacillus
contaminans, Anoxybacillus kamchatkensis ve Anoxybacillus amylolyticus’un recN, ftsY ve
flaA genleri PCR yardim ile ¢ogaltilarak bu genlerin dizileri belirlendi. Elde edilen diziler
birbirleri ile karsilastirilarak bu genlerin Anoxybacillus cinsine 6zgii bir dizilime sahip olup

olmadig belirlendi.

3.1. recN Geni Analizleri

recN genini elde etmek amaci ile Anoxybacillus cinsine ait olan 9 bakterinin
genomik DNA’s1 RecN_F02 ve RecN_RO02 primerleri ile PCR’a tabi tutuldu. PCR
sonuclar1 0,5 mg/ml etidyum bromiir iceren %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii. BioDocAnalyze
jel goriintilleme sistemi ile goriintiilenen sonuclarda Amnoxybacillus pushchinoensis,
Anoxybacillus contaminans, Anoxybacillus kamchatkensis ve Anoxybacillus amylolyticus
tiirlerinin yaklasik olarak 1700 b¢’lik DNA parcasina tekabiil eden bantlar verdigi goriildii.
Anoxybacillus flavithermus, Anoxybacillus kestanbolensis, Anoxybacillus ayderensis,
Anoxybacillus voinovskiensis ve Anoxybacillus gonensis bakterilerinden ise istenen
biiyiikliikte bantlar elde edilemedi. Zeigler (2005) tarafindan dizayn edilen F 2-1 ve R 2-2
primerleri kullanilarak recN geni cogaltilamayan tiirler tekrar PCR reaksiyonuna tabi
tutuldu. Reaksiyon sonucunda recN genlerinin ¢ogaltilmasi gerceklestirilemedi.

Dért  Anoxybacillus  tirli  (Anoxybacillus  pushchinoensis,  Anoxybacillus
contaminans, Anoxybacillus kamchatkensis ve Anoxybacillus amylolyticus) i¢in elde edilen
recN geni pGEM-T Easy klonlama vektorii icerisine klonlanarak baz dizilimi (Macrogen,
Giiney Kore) belirlendi. Elde edilen genin recN oldugunu dogrulamak amaci ile baz
dizileri Genbank’ta bulunan diger bakterilerle ait dizilerle karsilastirildi. recN genine ait
oldugu kanitlanan diziler Clustal W Multiple Sequence Alignment programi kullanilarak

birbirleri ile karsilastirildi. Elde edilen veriler Tablo 4’de gosterilmistir.
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Sekil 1. RecN_F02 ve RecN_RO02 primerleri ile Anoxybacillus genomik
DNA'’larindan PCR yoluyla ¢ogaltilan recN genine ait DNA parcalar
(1: A.contaminans, 2: A. pushchinoensis, 3: A.kamchatkensis, 4.
A.amylolyticus)

DNA baz dizilerinin karsilastirilmast sonucu elde edilen verilere gére recN genleri
arasindaki en yiiksek benzerlik Anoxybacillus pushchinoensis ile Anoxybacillus
contaminans tirleri arasindadir. Bu iki bakterinin recN geni % 98 benzerlik
gostermektedir. En diisiik benzerlik ise % 71 ile Anoxybacillus kamchatkensis ve

Anoxybacillus amylolyticus arasindadir.

Tablo 4. Anoxybacillus tiirlerinin recN gen dizileri arasindaki benzerliklerinin yiizde

degerleri.
Anoxybacillus | Anoxybacillus | Anoxybacillus Anoxybacillus
contaminans kamchatkensis | pushchinoensis | amylolyticus
Anoxybacillus 100
contaminans
Anoxybacillus 73 100
kamchatkensis
Anoxybacillus 98 74 100
pushchinoensis
Anoxybacillus 88 71 88 100
amylolyticus

Zeigler (2005)’e gore iki bakterinin recN genleri arasindaki benzerlik % 84’den az
ise bu bakteriler farkl tiirlere aittir. Buna gore Anoxybacillus contaminans, Anoxybacillus
amylolyticus ve Anoxybacillus kamchatkensis’in farkli bakteriler oldugu recN geni
analizleri ile desteklenmektedir. Zeigler, recN genlerine ait dizileri %96’dan fazla
benzerlik gosteren bakterilerin aym tiire dahil edilebilecegini ileri siiriilmiistiir. Ancak,

daha o©ce farkli bakteriler oldugu fenotipik ve genotipik testlerle kanitlanmis olan
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Anoxybacillus contaminans ve Anoxybacillus pushchinoensis tiirlerinin recN gen
dizilerinin benzerligi % 98 olarak bulunmustur. Bu deger beklenen degerlerle
ortiismemektedir. Bununla beraber, Anoxybacillus amylolyticus tiirii ile % 71 benzerlik
gosteren Anoxybacillus kamchatkensis, Geobacillus cinsine ait bakteriler olan Geobacillus
thermocatenulatus ile % 91 ve Geobacillus lituanicus ile % 93 benzerlik gostermektedir
(Sekil 3). Anoxybacillus kamchatkensis’in farkli bir cinse (Geobacillus) ait olan tiirlere,
ayn1 cins igerisindeki tiirlere oranla daha yiiksek oranda benzerlik gOstermesi ve
Anoxybacillus contaminans ve Anoxybacillus pushchinoensis’in Zeigler’in teorisine gore
ayn tiir olarak kabul edilmesi nedeniyle, recN geninin Anoxybacillus cinsinin

sistematiginde giivenilir bir ara¢ olarak kullanilamayacag1 goriilmiistiir.

3.2. flaA Geni Analizleri

Anoxybacillus cinsi igerisine dahil edilen 9 tip tiirtintin (Anoxybacillus flavithermus,
Anoxybacillus pushchinoensis, Anoxybacillus contaminans, Anoxybacillus kamchatkensis,
Anoxybacillus  amylolyticus, Anoxybacillus gonensis, Anoxybacillus kestabolensis,
Anoxybacillus ayderensis ve Anoxybacillus voinovskiensis) flagellin genini yakalamak
amaciyla, bu bakterilerin genomik DNA’s1 kalip olarak kullanilarak FlaA_F1 ve FlaA_R1
primerleri ile PCR yapildi. PCR sonuclar 0,5 mg/ml etidyum bromiir iceren %1’lik agaroz
jelde yiriitilmiis ve sonuglar “BioDocAnalyze” jel goriintileme sistemi ile

goriintiilenmistir.

Sekil 2. Fla_F1 ve Fla_R1 primerleri ile Anoxybacillus cinsine ait bakterilerin
genomik DNA’larindan PCR yoluyla cogaltilan flaA genine ait DNA
parcalart (1: A.ayderensis, 2: A. pushchinoensis, 3:A.gonensis, 4:
A.kestanbolensis, 5: A.flavithermus, 6: A.kamchatkensis,
T:A.amylolyticus, 8:A.voinovskiensis)
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Sekil 3. Bazi bakteri tiirlerinin recN genleri acisindan yakinlik derecelerini

gosteren filogenetik agac.



Tablo 5. Anoxybacillus tiirlerinin flaA geni agisindan benzerlik oranlari.

Anoxybacillus Anoxybacillus Anoxybacillus Anoxybacillus Anoxybacillus
amylolyticus ayderensis gonensis voinovskiensis kestabolensis

Anoxybacillus 100

amylolyticus

Anoxybacillus 65 100

ayderensis

Anoxybacillus 68 63 100

gonensis

Anoxybacillus 66 65 73 100

voinovskiensis

Anoxybacillus 69 65 64 63 100

kestanbolensis

Anoxybacillus 70 62 66 68 66

kamchatkensis

gL
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PCR reaksiyonlar1 sonucunda Anoxybacillus kamchatkensis, Anoxybacillus
amylolyticus, Anoxybacillus gonensis, Anoxybacillus kestabolensis, Anoxybacillus
ayderensis ve Anoxybacillus voinovskiensis tiirlerinden flaA geninin yaklagik 600 baz
ciftlik kismi elde edilmistir. Anoxybacillus contaminans, Anoxybacillus pushchinoensis ve
Anoxybacillus flavithermus tiirleri icin ise hedeflenen bantlar cogaltilamamistir. 6
Anoxybacillus tiirinden elde edilen flaA genleri’nin dogrulugu BLAST programi
vasitasiyla Genbank’taki diger flaA genleriyle karsilagtirnlmak suretiyle teyit edildikten
sonra, Clustal W Multiple Sequence Alignment programi ve BIOEDIT program
kullanilarak bu genlerin benzerlik oranlan belirlendi. Her bir Anoxybacillus tiiriine ait flaA
geninin birbirleri ile olan benzerlik yiizdeleri Tablo 5’de verilmistir.

Yapilan analizler sonucunda flaA geninin ilk 150 b¢’lik bolgesinin yiiksek oranda
korundugu goriilmiistiir. Orta kisim degiskenlik gosterirken son 50 b¢’lik bolge yine tiir
icerisinde yiiksek oranda benzerlik gosterir. Altt Anoxybacillus tiiriniin flaA genleri
arasindaki benzerlik % 62 ile % 73 arasinda degismektedir. Kontrol amach olarak Bacillus
subtilis ve Proteus mirabilis’e ait flaA gen dizileri Anoxybacillus tiirlerinin flaA gen dizileri
ile karsilastirilmistir. Anoxybacillus tiirlerinin sirasiyla Bacillus subtilis’e olan benzerlikleri
% 3-9, Proteus mirabilis’e olan benzerlikleri ise % 22-36 arasinda degiskenlik
gostermektedir.

Genbank’ta bulunan diger bakterilere ait flaA genleri de kullamlarak BIOEDIT
programi ile olusturulan filogenetik agacta Anoxybacillus cinsine ait tiirlerin ayn bir kol
olusturdugu goriilmiistiir. Bununla beraber, olusturulan filogenetik agacta Clostridium
cinsine ait bir bakteri olan Clostridium botilinum (DSM 2163) da Anoxybacillus cinsine ait
tirler ile ayn1 grup icerisinde yer almaktadir. Clustal W Multiple Sequence Alignment
program kullanilarak C.botilinum bakterisine ait flaA geni ile Anoxybacillus tiirlerine ait
flaA genlerinin benzerlik oranlar1 hesaplanmistir. Sonucta, C.botilinum bakterisi ile
Anoxybacillus cinsine ait bakterilerin flaA genleri arasindaki benzerligin % 59-62 arasinda
degistigi goriilmiistiir. C.botilinum tiriinin alt tiirlerine ait flaA gen dizilerinin
Anoxybacillus tiirlerinin flaA gen dizileri ile karsilastirilmasi sonucu yine ayni degerler
elde edilmistir. Elde edilen bu deger Anoxybacillus cinsi icerisindeki benzerlik yiizdelerine
(% 62-73) oldukga yakindir. Fenotipik ve genotipik testlerle Clostridium cinsine ait oldugu
kanitlanan C. botulinum (van Ermengem, 1896) tiiriiniin flaA geni agisindan Anoxybacillus
cinsi iiyelerine gosterdigi yliksek benzerlik nedeni ile flaA geninin Anoxybacillus cinsine

ait iiyelerin belirlenmesinde tek basma giivenilir bir ara¢ olmadigi diisiiniilmektedir.
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Bununla beraber, bu c¢alismada flaA geninin yalnizca iicte birlik kismui incelenmistir. Bu
nedenle kesin bir yargiya varmak giictiir. Genin geri kalan kistmlarimin da dizin analizinin

yapilarak incelenmesi ile daha giivenilir sonuclar elde edilecektir.

Helicobact

CampylobaZ

Campyloba3

Campylobac

Bacillus s

Bartonella

FPectinatus

] — . baotilinu

A.kestanbol

A.ayderensis

Aamylohticus

A.kamchatkensis

A.voinovsiensis

A.gonensis

“ibrio ang

Proteus mi

Sekil 4. Baz1 bakteri tiirlerinin flaA genleri agisindan yakinlik derecelerini

gosteren filogenetik agac.
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3.3. ftsY Geni Analizleri

Anoxybacillus cinsine ait 9 bakterinin genomik DNA’s1 Sambrook ve arkadaglarinin
(1989) prosediiriine gore izole edildikten sonra FtsY_F1 ve FtsY_R1 primerleri
kullanilarak PCR yoluyla ftsY geni cogaltildi. Elde edilen yaklasik 900 b¢’lik DNA parcast
pGEM-T Easy klonlama vektoriine klonlandi ve klonlanan parcanin baz dizilimi otomatik
dizi analizatorleri araciligiyla ile belirlendi. Baz dizilimi belirlenen DNA pargasi,
Genbank’ta bulunan diger bakterilere ait ftsY genleriyle karsilastirilarak klonlanan parganin
ftsY genine ait oldugu teyit edildi. Her bir tiir i¢in fzsY geninin G + C icerigi “FastPCR”
programi1 kullanilarak hesaplandi. Bulunan degerler birbirleri ile ve tim genomun G + C
icerigi ile karsilagtirildi.

Yapilan dizin analizleri sonucunda fsY geninin G + C igerigi; A. flavithermus i¢in %
44.6; A. kestanbolensis icin % 54,3; A. ayderensis i¢in % 45,9; A. pushchinoensis i¢in %
46,9; A. voinovskiensis i¢in % 44.,8; A. gonensis i¢in % 44.,8; A. contaminans i¢in % 45,7,
A. kamchatkensis i¢in % 45,7 ve A. amylolyticus i¢cin % 48,8 olarak belirlendi.

JtsY geninin G + C igeriginden yararlanarak her bir bakteri icin bir “hesaplanan”
G + C degeri (CGC) olusturuldu [CGC = (0,9509 x GGC) + 0,4351]. Elde edilen GGC
(korunmus genin G + C igerigi), RGC (Tiim genomun gercek G + C icerigi) ve CGC
(hesaplanan G + C igerigi) degerleri Tablo 6’da gosterilmistir.

ftsY geni dizilerinin analizi sonucu elde edilen G + C degerleri incelendiginde bu
degerlerin % 10’dan fazla farklilik gostermedigi goriilmiistiir. Ayni cins igerisinde bulunan
bakterilerin G + C igeriginin % 10’dan daha fazla farklilik gostermemesi beklenir
(Goodfellow ve ark., 1997). Buna gore ftsY geninden elde edilen G + C degerlerine
bakilarak bu bakterilerin aym cinse ait oldugu soylenebilir. Yine, ayni cins igerisinde
bulunan bakterilerin G + C igeriklerinin yakinliklarinin ortalama olarak % 5 olmasi
beklenir (Goodfellow ve ark., 1997). Yapilan incelemede Anoxybacillus kestanbolensis
haricindeki bakterilerin ftsY geninden elde edilen G + C igeriklerinin % 44,6 ile % 48,8
arasinda degistigi goriilmiistiir. Anoxybacillus kestanbolensis tiiriiniin ftsY geninin G + C
icerigi (% 54,3) diger 8 tiirden farklilik gostermekle beraber % 10’dan daha fazla farklilik
gostermemektedir.

Fournier ve arkadaslart (2006)’na gore korunmus bir geni organizmanin G + C
iceriginin belirlenmesinde giivenli bir sekilde kullanabilmek i¢in, korunmus genin G + C

degeri ile tiim genomun G + C degeri arasindaki fark % 5’den daha fazla olmamalidir. Her
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bir Anoxybacillus tiirii i¢in elde edilen ftsY geni G + C icerigi ile tim genomun G + C
icerigi arasindaki fark % 5’den azdir. Bununla beraber ftsY geninden faydalanmilarak elde
edilen “hesaplanan” G + C degeri de ger¢cek G + C degerine olduk¢a yakindir. Buna gore
ftsY geninin Anoxybacillus cinsi i¢in, genomik DNA’nin G + C igeriginin belirlenmesinde

pratik ve giivenilir bir ara¢ oldugu diisiiniilmektedir.

Tablo 6. Anoxybacillus cinsine ait olan tiirler i¢in elde edilen G + C degerleri.

Bakteriler ftsY geni Gergek Hesaplanan
G + Cigerigi (%) | G + Cigerigi (%) | G + C icerigi (%)
Anoxybacillus flavithermus 44,6 41,6 428
Anoxybacillus ayderensis 45,9 43,6 44,0
Anoxybacillus kestanbolensis 54,3 50,0 52,0
Anoxybacillus pushchinoensis 46,9 42,2 45,0
Anoxybacillus voinovskiensis 44.8 43,9 43,0
Anoxybacillus gonensis 44.8 42.8 43,0
Anoxybacillus contaminans 45,7 44 .4 43,8
Anoxybacillus kamchatkensis 45,7 42,3 43,8
Anoxybacillus amylolyticus 48,8 43,5 46,8

Organizmanin G + C icerigini yansitmasinin yani sira, flaA geninin Anoxybacillus
cinsinin filogenetik analizlerinde kullanimina uygun bir gen olup olmadigini belirlemek
amac1 ile bu gene ait diziler birbirleri ile ve Genbank’taki diger dizilerle karsilastirild.
Yapilan karsilastirmalar sonucunda bu genin Anoxybacillus cinsine 6zgii diziler tagimadigi
belirlendi. Anoxybacillus cinsi igerisinde ftsY gen dizileri icin benzerlik oranlar1 % 70 ile
%100 arasinda degismektedir. Farkli cinslere mensup bakterilere ait ftsY gen dizileri ile
yapilan karsilastirmalar sonucunda elde edilen degerler yine ayni simirlar arasindadir.
Omegin Anoxybacillus gonensis, Anoxybacillus kestanbolensis ile % 71 benzerlik
gosterirken, Geobacillus thermoleoverans ile % 78 benzerlik gostermektedir. BIOEDIT
programi kullanilarak yapilan filogenetik agacta da Anoxybacillus cinsine ait bakterilerin

grup olusturmadigr ve dagimk bir yerlesim gosterdigi goriilmiistiir. Bu nedenle, ftsY
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geninin Anoxybacillus cinsine ait iiyelerinin G + C igeriginin belirlenmesinde kulanlabilir

bir gen oldugu, ancak filogenetik analizler i¢in uygun olmadig saptanmustir.
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Sekil 5. Bazi bakteri tiirlerinin ffsY genleri acisindan yakinlik derecelerini

gosteren filogenetik agac.



4. TARTISMA

Termofilik bakteriler, sahip olduklar1 1s1l kararli enzimlerin biyoteknolojideki énemi
nedeni ile son yillarda bir¢ok arastirmacinin ilgi odagi olmustur. Termofilik karakterli basil
formundaki iiyelerden olusan Anoxybacillus cinsi de 2000 yilinda Pikuta ve arkadaslar
tarafindan sistematige dahil edilen bir bakteri cinsidir. Anoxybacillus cinsinin tip tiirii olan
Anoxybacillus pushchinoensis K17 Pikuta ve arkadaslar1 tarafindan anaerobik, termofilik,
spor olusturan, basil formunda bir bakteri olarak tanimlanmistir. Yapilan 16S rRNA ve
DNA-DNA hibridizasyon caligmalar1 sonucunda bu bakterinin Bacillus cinsinden 6énemli
farkliliklar gosterdigi gozlenmis ve Anoxybacillus adi altinda yeni bir cins icerisine dahil
edilmistir. Daha 6nceden Bacillus flavothermus olarak tanimlanan bakterinin 16S rRNA
dizileri agisindan Anoxybacillus pushchinoensis tiirline yakin benzerlik gosterdigi
goriilmiis ve bu bakteri de Anoxybacillus flavithermus seklinde yeniden adlandirilarak
Anoxybacillus cinsi icerisine dahil edilmistir. Giiniimiize kadar farkli kaynaklardan izole
edilerek tamimlanan 7 bakterinin de eklenmesiyle Anoxybacillus cinsine ait tiir sayis1 9’a
cikmustir.

Bilindigi gibi bakteri sistematiginde DNA-DNA hibridizasyonu, tiir tanimlamasi i¢in
hala “altin standart” olarak kabul edilmektedir (Rosello-Mora ve Aman 2001). Dogrulugu
kesin olmakla beraber, DNA-DNA hibridizasyonu olduk¢a yorucu ve pahali bir yontemdir.
Ayrica farkli laboratuarlarda veya farkli deneylerde elde edilen hibridizasyon sonuglar
cesitlilik gosterebilmektedir. Bu nedenle tiir tanimlanmasinda farkli yontemlerin arayisina
gidilmistir ( Stackebrandt ve ark., 2002). Genomik DNA iizerindeki yiiksek oranda
korunmus bolgelerin sistematikte énemli araclar olabilecegi diisiiniilmiistiir. 16S rRNA
geni biitiin organizmalarda bulunan ve yiiksek oranda korunmus bir gendir (Woese, 1987).
Sahip oldugu bu 6zellikler nedeni ile 16S rRNA geni filogenetik analizlerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Stackebrandt ve Goebel (1994)’e gore aym tiire ait olan suslarin 16S
rRNA gen dizileri arasindaki benzerlik % 97°den fazladir. Aynmi cins igerisindeki farkli
tiirlerin 16S rRNA genlerinin baz dizileri arasindaki benzerlik ise % 97 den daha azdir. iki
farkli bakterinin ayni1 cinsi icerisine dahil edilebilmesi i¢in 16S rRNA geninin baz dizileri
arasidaki benzerligin % 95’den daha fazla olmas1 gerekir (Ludwig ve ark.,1998).

16S rRNA gen dizileri filogenetik analizlerde yillardir basarili bir sekilde
kullanilmasina ragmen bazi simirlamalar1 vardir. Cho ve Tiedje (2001) tarafindan 16S

rRNA gen dizisi acisindan aralarinda %97’den daha fazla benzerlik bulunan bakterilerin,
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kesin olarak aym tiir bakteriler olmayabilecegi belirtilmistir. Stackebrandt ve arkadaslar
(2002), iki bakterinin 16S rRNA gen dizileri arasindaki benzerligin % 97’den fazla
olmasinin bu bakterilerin aym tiir sayilabilmesi icin yeterli olamayacagini ileri siirmiigtiir.
Buna gore 16S rRNA gen dizilerinin bakterilerin siniflandirilmasinda, cins diizeyinde ve
daha iist basamaklarda oldukg¢a giivenilir bir ara¢ oldugu ancak tiir ve alt tiir seviyesinde
yeterli olmayacag goriilmiistiir.

Farkli tiirler oldugu DNA-DNA hibridizasyon deneyleriyle kanitlanan
Anoxybacillus amylolyticus ile Anoxybacillus voinovskiensis bakterilerinin 16S rRNA
genine ait baz dizileri arasindaki benzerligin % 98; Anoxybacillus ayderensis ve
Anoxybacillus flavithermus bakterileri arasindaki benzerligin % 99 ve yine Anoxybacillus
ayderensis ile Anoxybacillus kamchatkensis bakterilerinin 16S rRNA dizileri arasindaki
benzerligin % 99 olmasi, birbiriyle yakin akraba olan bakterilerin simiflandirilmasinda 16S
rRNA gen dizilerinin yeterli olmadigi goriisiinii desteklemektedir. Bu nedenle biitiin
bakteri sistematik otoriteleri, birbirlerine asir1 derecede benzeyen tiirlerin ayrilmasinda 16S
rRNA gen dizin analizinin kullanilamaz oldugunu ve 16S rRNA gen dizin analizinin
sadece cinslerin ve birbirlerinden kolaylikla ayrilabilen tiirlerin ayriminda kullanilmasinin
uygun oldugunu kabul etmislerdir.

Bakteri sistematiginde, tiir tanimlanmasinda alternatif olarak kullanilabilecegi
diigiiniilen yontemlerden biri de korunmus genlerin baz dizilerinin incelenmesidir. Bir
tiiriin tanmimlanabilmesi i¢in tiim genomunun dizin analizinin yapilmasi1 gerekir. Ancak baz
dizileri, tiim genomun baz dizinini yansitan korunmus genlerin sistematikte
kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir (Stackebrandt ve ark., 2002). Bu tip genlerin tagimasi
gereken belirli kriterler vardir. Oncelikle genin yaygin olarak bakterilerin cogunda
bulunmasi gerekir. Benzer genlerden olusan gen gruplan dizin analizini zorlastiracagindan,
sistematikte kullanilacak genin tiim genomda tek bir kopya halinde bunmasi, aranan bir
diger ozelliktir. Bununla beraber ilgilenilen genin filogenetik agidan yeterli bilgiyi
tasiyacak kadar uzun olmasi ve dizin analizi yapilabilecek kadar da kisa olmasi gerekir
(Zeigler, 2003).

Bakterilerin siniflandirilmasinda kullanilabilecek korunmus genlerin belirlenmesi
amaci ile giiniimiize kadar ¢ok sayida farkli genin baz dizileri incelenmistir. Bu ¢alismada
Anoxybacillus cinsine ait iiyelerin kolaylikla tanimlanmasim saglayacak korunmus genlerin

belirlenmesi amaci ile rech, flaA ve ftsY genlerine ait diziler incelenmistir.
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Dokuz Anoxybacillus cinsinden 4 tanesinin (Anoxybacillus pushchinoensis,
Anoxybacillus contaminans, Anoxybacillus kamchatkensis ve Anoxybacillus amylolyticus)
recN geni bagsariyla cogaltildi ve bu genlerin baz dizileri belirlenerek birbirleri ile
karsilastirildi. Elde edilen sonuglara gore en diisiik benzerlik % 71 ile Anoxybacillus
kamchatkensis ve Anoxybacillus amylolyticus tiirleri arasindadir. En yiiksek benzerligin ise
% 98 ile Anoxybacillus pushchinoensis ve Anoxybacillus contaminans tirleri arasinda
oldugu goriildii.

Ziegler, 2005 yilinda yaptig1 calismada Geobacillus cinsine ait liyelerin recN gen
dizilerini karsilastirdi ve bu genin Geobacillus cinsi igin filogenetik analizlerde
kullanilabilecek bir gen oldugunu ileri siirdii. Zeigler’e gore iki bakterinin recN geni
arasindaki benzerlik % 84’den az ise bu bakteriler farkh tiirlere aittir. recN gen dizileri
arasindaki benzerlik % 96’dan fazla ise bu bakteriler ayn tiir igerisindedir. Eger benzerlik
% 84 ile % 96 arasinda ise bu bakteriler icin kesin bir sey soylenemez (Zeigler, 2003).
Kunhert ve Korczak (2006), Pasteurellaceae cinsine ait iiyelerin recN genleri ile yaptiklart
caligmada Zeigler’in bulgularin1 destekleyecek sonuglar elde etmislerdir. Ancak
Anoxybacillus cinsine ait bakterilerin recN genleri i¢in yaptigimiz ¢alismada elde edilen
sonuclar Zeigler’in bulgulan ile celismektedir. Cinsin en yeni tiyesi olan Anoxybacillus
amylolyticus (Poli ve ark., 2006), Anoxybacillus pushchinoensis ve Anoxybacillus
contaminans’a % 88, Anoxybacillus kamchatkensis’e ise % 71 benzerlik gostermektedir.
Buna gore Anoxybacillus amylolyticus’un recN dizileri, tiir igindeki diger bakterilerin recN
dizilerine % 96’dan fazla benzerlik gostermedigi i¢in ayr bir tiir oldugu bu gen tarafindan
dogrulanir. Bununla beraber, Anoxybacillus pushchinoensis ve Anoxybacillus contaminans
bakterilerinin recN geninin baz dizileri arasindaki benzerlik % 98 olarak bulunmustur.
Zeigler’e gore iki bakterinin farkl tiirler olarak kabul edilebilmesi i¢in recN gen dizileri
arasindaki benzerligin % 96’dan daha az olmast beklenir. Buna gore, recN geni
Anoxybacillus pushchinoensis ve Anoxybacillus contaminans bakterilerinin farkli tiirler
oldugunu dogrulayamamaktadir.

2005 yilinda Kevbrin ve arkadaglari tarafindan tanimlanarak Anoxybacillus cinsi
icerisine dahil edilen Anoxybacillus kamchatkensis’ in recN genine ait baz dizilerinin
cinsin diger liyelerinin recN dizilerine olan benzerligi oldukca diisiiktiir. Ancak bu bakteri
recN genine gore Geobacillus cinsine ait olan bazi tiirlere yiiksek benzerlik gostermektedir.
Anoxybacillus kamchatkensis’ in Geobacillus thermocatenulatus ile % 91 ve Geobacillus

lituanicus ile % 93 oraninda benzerlik gosterdigi goriillmiistiir. 16S rRNA dizin analizleri
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ile Anoxybacillus cinsine ait oldugu kanitlanan ve Geobacillus cinsi ile 16S rRNA geni
acisindan benzerlik gostermedigi (Kevbrin ve ark.,, 2005) bilinen Anoxybacillus
kamchatkensis’ in, recN geninin baz dizileri agisindan Geobacillus cinsi iiyelerine,
Anoxybacillus cinsi iyelerine oranla oldukca yiiksek benzerlik gostermesi, bu genin

Anoxybacillus cinsine ait iiyelerin tanimlanmasinda giivenilir olmadigin1 gostermektedir.

Geobacillus

Saccharococcus thermophilus ATCC 431257 (X70430)
o7 - ‘A, voinovskiensiz' TH13 (AB110008)

A, contaminans' LMG 21881 (AJ551330)

g0— A. pushchinoensis K17 (Alo10478)

63

30 A, kestanbolensis K4T (AY248711)

A ayderensis AB04T (AF001963)
A. gonensis G271 (AY122325)
A. kamchatkensis JW/VK-KG4T{AF510985)
100 | L—— B pafiidus DSM 36707 (Z26930)
B. smithii DSM 42187 (Z26935)
B subtifis DSM 10T (AJ276351)
Brevibacillus brevis NCIMB 93721 (XB0E12)

B4

Sekil 6. Anoxybacillus cinsine ait bakterilerin 16S rRNA dizilerine dayanarak
olusturulan filogenetik aga¢ (Kevbin ve ark., 2005).

Yapilan bu c¢alismalar 1518inda recN geninin Anoxybacillus cinsine ait iiyelerin
tanimlanmasinda kullanilabilir bir ara¢ olup olmadigimi sdylemek giictiir, bunun nedeni
yalnmizca 4 Anoxybacillus tiiriiniin recN analizi yapilabilmis olmasidir. Bu cinse ait olan
diger 5 bakterinin de recN geni dizin analizleri yapildiktan sonra kesin bir kaniya
varilacagi diisiiniilmektedir. Ancak incelenen 4 bakterinin dizin analizleri géz Oniine
alindiginda, recN geninin Anoxybacillus cinsi iiyelerini tanimlamak icin giivenilir bir arac

olmadig1 goriilmiistiir.
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Anoxybacillus cinsine ait olabilecek bakterileri kolaylikla tanimlayabilmek
amaciyla baz dizileri incelenen bir diger korunmus gen flaA genidir. Bakterilerde kamci
olusumundan sorumlu olan bu gen, hareketli bakterilerin tiimiinde bulunur. Giiniimiize
kadar farkli arastirmacilar (Oyofo ve Rollins, 1993; Rasmussen ve ark., 1996; Picken,
1992; Gray ve Kroll 1995; Denning ve ark., 1997) tarafindan bu genin bakteri
sistematiginde kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir. Yapilan bu calismada Anoxybacillus
flavithermus, Anoxybacillus contaminans ve Anoxybacillus pushchinoensis haricindeki
Anoxybacillus tiirlerinin flaA geninin bir kismi cogaltilarak dizin analizi yapilmistir. Alti
Anoxybacillus turtiniin flaA geninin baz dizileri birbirleri ile karsilastirildiginda bu genlerin
korunmus bolgelere sahip oldugu goriilmiistiir. Elde edilen yaklasik 600 b¢’lik genin bas
kismindaki yaklasik 150 be¢’lik bolge ile son kismindaki 50 bg¢’lik bolge 6 bakteride de
yiiksek oranda benzerlik gostermistir. Genin orta kismi ise degiskenlik gostermektedir.
Buna gore Anoxybacillus tirlerinin flaA gen dizilerinin birbirlerine benzerlikleri % 62 ile
% 73 arasindadir.

Farkli cinsler arasinda flaA geninin benzerlik oramini belirlemek amaci ile
Anoxybacillus cinsine ait bakteriler farkli cinslere ait bakterilerle karsilagtirildi. Gram
pozitif, basil formundaki bir bakteri olan Bacillus subtilis’e ait flaA geninin Anoxybacillus
cinsi iiyelerinin flaA geni baz dizilerine benzerligi % 3-7 olarak bulunmustur. Bir bagka
bakteri olan Proteus mirabilis’e olan benzerlik ise % 22-38 arasindadir. Elde edilen bu
degerlere gore flaA geninin Anoxybacillus cinsi iiyelerini tammlamada uygun bir arag
oldugu diisiiniilebilir. Ancak, BIOEDIT programi kullanilarak Genbank’ta bulunan diger
bakterilere ait flaA genlerini de igeren bir filogenetik agac olusturuldugunda, Anoxybacillus
cinsine ait iiyelerin ayr bir grup meydana getirdigi, bununla beraber, Gram pozitif, basil
formunda bir patojen olan Clostridium botulinum’un da bu grup icerisinde yer aldigi
goriildii. Clostridium botulinum’un flaA gen dizilerinin her bir Anoxybacillus tiiriiniin flaA
gen dizileri ile karsilastirilmasi sonucu bu bakterinin Anoxybacillus cinsi iiyelerine % 59-
62 oraninda benzerlik goOsterdigi goriilmiistiir. Bakterinin yanlis tanimlanmis olmasi
ihtimaline kars1 ayni bakterinin Genbank’ta bulunan alt tiirlerine ait flaA gen dizileri,
Anoxybacillus cinsine ait tiirlerin flaA dizileriyle karsilastirilmis ve yine benzerlik
oranlarinin % 59-62 oraninda oldugu goriilmiistir. Anoxybacillus kamchatkensis’in
Anoxybacillus ayderensis ile gosterdigi benzerlik % 62 iken, Clostridium botulinum ile
gosterdigi benzerlik yine % 62’dir. Ayni cins igerisindeki bakterilerde goriilen benzerligin

farkli cinslere ait tiirlerde de goriilmesi, flaA geninin tiire 6zgii korunmus bolgeler tasidig
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tezini desteklememektedir. Bununla beraber, bu ¢alismada flaA geninin yalnizca tigte birlik
kisminin baz dizilerinin incelendigi goz ardi edilmemelidir.

Flagellin proteininin N- ve C- uglar1 yiiksek oranda korunmusken, orta kismi
degiskenlik gosterir (Joys, 1988; Wilson ve Beveridge, 1993). Homma ve arkadaslar
(1987) flagellin proteini i¢in sa¢ tokast modelini ileri siirmiistiir. Buna gore, flagellin
monomerleri sa¢ tokasi seklinde dizilim gostermektedir, N- ve C- uclar hiicrenin igine
gomiiliidiir ve temel kamg1 yapisint olusturmakla gorevlidir, merkezi kisim ise yiizeyde
yerlesmistir. Mutasyon ve X-ray calismalart bu yapiy1 dogrular niteliktedir (Wilson ve
Beveridge, 1993). E.coli K-12 susunun 497 amino asitten olusan kamg¢i proteininde, N-
ucunda 193, C- ucunda da yaklagtk 117 amino asitin yiiksek oranda korundugu
gozlenmistir (Kuwajima, 1988). Buna gore, yaklasik 1700 b¢ uzunlugundaki flaA geninin
5> ucunda 600, 3’ucunda ise 350-400 b¢’lik bolge korunmustur, ortada kalan kisim ise
degisken bolgeyi olusturur.

Yapilan bu caligmada flagellin protein dizilerine dayanarak dizayn edilen primerler,
genin orta kismindaki daha az korunmus olan 600 b¢’lik bolgeyi ¢ogaltacak yapidadir.
Kullanilan bu primerlerle elde edilen gen parcasi, Anoxybacillus cinsi iiyeleri icerisinde
yiikksek oranda benzerlik gostermekte ve bu cinsi diger cinslerden (Clostridium disinda)
ayirmada yeterli olmaktadir. Ancak flaA geninin sistematikte kullanilabilirligi acgisindan
kesin bir kaniya varabilmek i¢in, genin tamamina ait dizilerin, 6zellikle yakin iliskili olan
bakterilerde yiiksek oranda korundugu diisiiniilen baslangic ve son kismi olusturan

dizilerin incelenmesi gerekmektedir.

o 200 400 B00 800 1000 1200 1400 1600 1800
| I I I I I I I I | Flad geni

Fla_F1 Fla_R1

Sekil 7. Flagellin protein dizilerine dayanarak dizayn edilen FlaA_F1 ve FlaA_R1
primerleri.

Bakteri sistematiginde, yeni bir tiiriin tammlanmasinda standart olarak kullanilan
ozelliklerden biri de genomun G + C icerigidir (Stackebrandt ve ark., 2002). Bakteriler
arasinda G+C icerigi %?24-76 arasinda degismektedir (Torsvik vd., 1995). Bu oran tiire
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ozgidiir fakat secici degildir, benzer G+C igerigine sahip iki sus, ayni tiire ait olabilir veya
olmayabilir. Ancak, bu suslarin G+C icerikleri arasindaki farlilik %5 ten fazla ise bu suslar
ayn tiiriin tiyeleri olamazlar. G+C igerikleri %10’dan fazla faklilik gosteren bakterilerin
ayni cinse ait olmadiklar1 gosterilmistir (Rossello-Mora ve Aman, 2001).

Bakterilerde G + C degerini elde etmek icin farkli yontemler mevcuttur (6rnegin;
denatiirasyon sicakligi, HPLC: Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi). Bakteriler icin
elde edilen G + C degerleri yalmizca tiirler arasinda degil, farkli laboratuar ve farkli
deneylere gore de degiskenlik gosterir. Bu nedenle bir tek tiiriin yaymlanan G + C degeri
biyolojik nedenlerle oldugu kadar metoda dayali nedenlerle de % 5 oraninda degisir
( Goodfellow ve ark., 1997; Olsen ve ark., 2005).

Yapilan bu ¢alismada f#sY geninin G + C igerigi hesaplandi ve bu deger yaymlanan
gercek G + C degerleri ile karsilagtirildi.  ftsY geninin G + C igerigine dayanarak
hesaplanan degerlere gére Anoxybacillus cinsi iiyelerinin G + C degerleri, % 42.8 ile %
52,0 arasinda degismektedir. Anoxybacillus flavithermus % 42,8 ile en disik G + C
degerini verirken Anoxybacillus kestanbolensis % 52,0 ile en yiiksek degeri verir. iki
bakteri arasindaki G + C farki % 10’ dan daha fazla olmadigindan (% 9,2), ayni cins
icerisinde kabul edilirler. Bu iki bakterinin gercek G + C degerleri arasindaki fark
% 8,4’tiir.

Anoxybacillus cinsine ait olan bakterilerin fzsY geninin G + C igerigine bagli olarak
hesaplanan G + C degerleri, gercek G + C degerinden ortalama olarak % 1,4 farklilik
gostermektedir. Hesaplanan degerlerle gercek degerler arasindaki fark % 3,3’
gecmemektedir (Anoxybacillus amylolyticus igin hesaplanan G + C degeri % 46,8; gercek
G + C degeri % 43,5 dir). Hesaplanan G + C degerleri ile yayimnlanmis olan gercek G + C
degerlerinin birbirine olduk¢a benzer olmasi nedeni ile bakterilerin G + C degerlerinin
hesaplanmasinda korunmus genlerin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Korunmus genler
yatay gen transferinden etkilenmediginden gercek genomu iyi bir sekilde yansitirlar. fisY
geni yliksek oranda korunmus bir gendir ve tiim genomun G + C igerigini yansitan G + C
oranina sahiptir. Bu nedenle ftsY geni tiim genomun Ozelliklerini yansitan bir gen olarak
diisiiniilebilir.

JtsY geninin tim genomun G + C icerigini yansitmasinin yam sira filogenetik
analizlerde kullanilabilirligini 6lcmek amaci ile Anoxybacillus cinsine ait iiyelerin ftsY gen
dizileri birbirleri ile ve Genbank’ta bulunan diger bakterilere ait dizilerle karsilagtirildi.

Sonugta ftsY gen dizileri arasindaki benzerlik oranlarinin Anoxybacillus cinsi i¢in % 70 ile
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% 100 arasinda genis bir araliga yayildigr goriildii. Anoxybacillus tiirlerinin ftsY gen
dizilerinin farkli cinslere ait bakterilere ait ftsY gen dizileri ile karsilastirilmasiyla benzer
sonuclar elde edildi. Buna gore ftsY geni Anoxybacillus cinsi igin yeni tiirlerin
tanmimlanmasinda ve bakterilerin akrabalik derecelerinin belirlenmesinde uygun bir gen

degildir.



5. SONUCLAR

Bu calismada Anoxybacillus cinsi icerisinde tanmimlanan bakteriler olan
Anoxybacillus flavithermus, Anoxybacillus kestanbolensis, Anoxybacillus ayderensis,
Anoxybacillus pushchinoensis, Anoxybacillus voinovskiensis, Anoxybacillus gonensis,
Anoxybacillus  contaminans,  Anoxybacillus  kamchatkensis  ve  Anoxybacillus
amylolyticus’un recN, flaA ve ftsY genlerinin bakteri sistematigindeki 6nemleri incelendi.

Sirast ile recN geni i¢in 1700 baz ciftlik, flaA geni icin 600 baz ¢iftlik ve ftsY geni
icin 900 baz ciftlik DNA parcalar tasarlanan primerler yardimiyla cogaltildi ve p-GEMT
Easy klonlama vektoriine klonlanarak baz dizilimi belirlendi. Her bir gen i¢in belirlenen
diziler birbirleri ile ve Genbank’daki diger bakterilere ait dizilerle karsilagtirildi.

Anoxybacillus  contaminans, Anoxybacillus  pushchinoensis, Anoxybacillus
kamchatkensis ve Anoxybacillus amylolyticus’dan elde edilen recN dizilerinin
karsilastirilmast sonucu recN geninin Anoxybacillus cinsine ait iiyeleri belirlemek icin
uygun bir gen olmadigina karar verildi. Ancak kesin bir karara varmak icin diger
Anoxybacillus tiirlerine ait recN genlerinin de ¢ogaltilarak incelenmesi uygun goriildii.

Anoxybacillus cinsine ait bakterilerin flaA geninin birbirleri ile ve farkli cinslere ait
bakterilerle karsilastirllmasi sonucu, bu genin Anoxybacillus cinsine ait bakterilerde
korunmus olan 6zgiin dizilere sahip oldugu belirlendi. Ancak, bu calismada incelenen flaA
geninin iicte birlik kisminin tek basina yeterli olmayabildigi, genin geri kalan iicte ikilik
kisminin da dizilerinin belirlenmesi ile elde edilecek tam bir flaA geninin, Anoxybacillus
cinsine ait iiyeleri tanimlamada uygun bir arag¢ olacagi kanisina varildi.

Bir bagka korunmusg gen olan f#sY geninin G + C igerigi incelendi ve tiim genomun
G + C icerigi ile karsilagtirildiginda, bu geninin ortalama % 1,4 fark ile bakterinin gercek
G + C igerigini yansittig1 tespit edildi. Buna gore ftsY geninin Anoxybacillus bakterilerinin

genomunun 6zelliklerini yansitan bir gen olduguna karar verildi.



6. ONERILER

recN geninin Anoxybacillus cinsine ait iiyelerin tanimlanmasinda yeterli bir gen
olup olmadigim kesin olarak belirlemek amact ile tiim Anoxybacillus tiirlerinin recN
genlerinin dizin analizleri yapilarak incelenmeleri gerekmektedir. recN geni agisindan
Geobacillus tiirlerine yiiksek oranda benzerlik gosteren Anoxybacillus kamchatkensis’in
sistematikte Onemli olabilecek farkli korunmus genler acgisindan Anoxybacillus ve
Geobacillus tiirleri ile karsilagtirilmasi 6nerilmektedir.

Anoxybacillus cinsinin sistematiginde o6nemli olabilecegi diistiniilen flaA geni
hakkinda kesin bir kaniya varmak i¢in bu genin tamaminin izole edilip gen dizilerinin
belirlenmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

Termofilik karakterli organizmalar sahip olduklar1 1s1l kararli enzimler nedeni ile
endiistriyel alanda biiyiilk dneme sahiptirler. Bu nedenle, termofilik iiyelerin olusturdugu
Anoxybacillus cinsinin siniflandirilmas1 ve bu cinse ait liyelerin tanimlanmas1 da dnem arz
etmektedir. Farkli kaynaklardan izole edilen ve Anoxybacillus cinsine ait olabilecegi
diigiiniilen yeni izolatlarin kolaylikla tanimlanabilmesi i¢in, farkli korunmus genlerin
incelenerek bu genlerin Anoxybacillus cinsi acisindan O6neminin belirlenmesinin uygun

oldugu diisiiniilmektedir.
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8. EKLER

EK 1. Anoxybacillus contaminans Bakterisinin recN Geninin Baz Sirasi

CAGCTCCGGCCGCCNGGCGGCCGCGGGAAATTCGATTACGCGATTCATCTGTTGATCGGTG
GGCGAGGTTCGGCGGGGTTITGTCCGTTATGGCGCAGAGCGAGCAGAAATTGAAGGGCTGTT
TTTATTAAGCGACGACACCCACCCATGTTACGAAAAATGTGCCGACGTTGGCATTGAGATC
AGCGAAGGAATGGTCGTATTGCGCCGCGAGATTTCCGTGAGCGGCAAAAGTGTTTGCCGTG
TAAACGGAAAACTTGTGACGATGGCGGTCTTGCGCGACATTGGTTCTACGCTTGTCGATAT
TCACGGGCAGCACGAACACCAAGAACTGATGGATCCGACGAAACATTTGCCGCTACTAGAT
GAGTACGGCGGAAAAGAAATTAGCGCAGCATTAGAAGAATATCGCGCAGTGTATGAAAAAT
ATGAACAAGTGAAAAAACAGCTGCAAAAGCTAAGCGAAAACGAACAACAAATGGCGCATCG
GCTCGATTTATTAACGTTTCAGCTCGATGAAATTCAAAAGGCGAACTTGCAACCGTACGAA
GATGAACAGTTAATGGAAGAAAAAGTGAAAATTGTGAACTTCCAAAAAATTTACGACGCGC
TAAAAAACGGCTACGATGCATTGTACGGCGAACAACGAGGGCTCGACTGGGTTGGACTAGC
GATGAGCCATTTAGACGATGTTGCCCATATCGACCCGGCGTTAAAAGAAGCGTATGAAACG
ATTGCCAATAGCTATTATTTGCTAGAAGAAACGGCATATAAGCTGCGTGATGAACTCGAAC
AGCTAGAATACGACCCAAGCCGACTAGACTTCATTGAAGGCCGATTGAACGAAATTAGCCA
TTTAAAACGAAAATACGGGCAGACGGTCGCGGAAATTTTACAATATGCGGAAAAAATCGCC
GAAGAAATCGATTCGATTCAAAACCGCGATACGCGAATTCATCAGCTGCAAAAAGAGCTAC
AATCGCTGACAGAAGATTTAGTCATCGAAGCGAAAAACGTCACAAACGTGCGCATGAAGCA
TGCGAAGACGCTCATTCAGCATATTICACCAAGAACTAAAAGATTTATACATGGAAAAAACG
ACGTTCGATATTGTATTTACGAAGCGCGAAGGAACGCTTGACGCCCCGATTATCGACGGTG
TGCCAGTCAAGTTTCAAGCGGATGGCGTCGATGTCGTGGAATTTTATATCTCGACAAACGT
TGGTGAACCGCTAAAACCGCTCGCCAAAATTGCTTCCGGCGGAGAATTATCGCGCATTATG
CTCGCATTAAAAAGCATTTTTTCGAAACACCAAGGTGTAACGTCGATTATTTTCGATGAAG
TCGACACGGGGGTGAGCGGCCGTGTCGCCCAGGCGATTGCTGAAAAAATTTACCGTGTTTC
TGTCGGCTCACAAGTGCTGTGCATTITCCCATTTGCCACAAGTAGCGGCGATGGCAGATACG
CATTTATTTATCTCTAAAGAAACGGACGGAACCCGAACGAAAACGTCGGTGAAAGTGTTGA
CAAAAGAAGAAAAAATTAAAGAAATTGGGCGGATGATTTCCGGTGTCGAAATTACGGAGTT
AACGAAAGAGCATGCCAAAGAGCTGTTGGAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGG
TCGACCATATGGGAGAGCTCCCACCGCGTGANN

Anoxybacillus contaminans Bakterisinin recN Geninin Protein Sirasi

QLRPXGGRGKFDYAIHLLIGGRGSAGFVRYGAERAEIEGLFLLSDDTHP
CYEKCADVGIEISEGMVVLRREISVSGKSVCRVNGKLVTMAVLRDIGST
LVDIHGQHEHQELMDPTKHLPLLDEYGGKEISAALEEYRAVYEKYEQV
KKQLQKLSENEQQMAHRLDLLTFQLDEIQKANLQPYEDEQLMEEKVKI
VNFQKIYDALKNGYDALYGEQRGLDWVGLAMSHLDDVAHIDPALKEA
YETIANSYYLLEETAYKLRDELEQLEYDPSRLDFIEGRLNEISHLKRKY
GQTVAEILQYAEKIAEEIDSIQNRDTRIHQLQKELQSLTEDLVIEAKNVT
NVRMKHAKTLIQHIHQELKDLYMEKTTFDIVFTKREGTLDAPIIDGVPV
KFQADGVDVVEFYISTNVGEPLKPLAKIASGGELSRIMLALKSIFSKHQ
GVTSIIFDEVDTGVSGRVAQAIAEKIYRVSVGSQVLCISHLPQVAAMAD
THLFISKETDGTRTKTSVKVLTKEEKIKEIGRMISGVEITELTKEHAKEL
LEITSEFAAACRSTIWESSHRVX
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EK 2. Anoxybacillus pushchinoensis Bakterisinin recN Geninin Baz Sirasi

CCNTCCAGCTCCGGCCGCCAGGCGGCCGCGGGAAATTCGATTACGCGATTCATTTGTTGAT
CGGTGGGCGAGGTTCGGCGGAGTTIGTCCGTTATGGCGCAGAGCGAGCAGAAATTGAAGGG
CTGTTTTTATTAAGCGACGACACCCACCCATGTTACGAAAAATGTGCCGACGTTGGCATTG
AGATCAGCGAAGGAATGGTCGTATTGCGCCGCGAGATTTCCGTGAGCGGCAAAAGTGTTTG
CCGTGTAAACGGAAAACTTIGTGACGATGGCGGTCTTIGCGCGACATTGGTTICTACGCTTGTC
GATATTCACGGGCAGCACGAACACCAAGAACTGATGGATCCGACGAAACATTTGCCGCTAC
TAGATGAGTACGGCGGAAAAGAAATTAGCGCAGCATTAGAAGAATATCGCGCAGTGTATGA
AAAATATGAACAAGTGAAAAAACAGCTGCAAAAGCTAAGCGAAAACGAACAACAAATGGCG
CATCGGCTCGATTTATTAACGTTTCAGCTCGATGAAATTCAAAAGGCGAACTTGCAACCGT
ACGAAGATGAACAGTTAATGGAAGAAAAAGTGAAAATTGTGAACTTCCAAAAAATTTACGA
CGCGCTAAAAAACGGCTACGATGCATTGTACGGCGAACAACGAGGGCTCGACTGGGTTGGA
CTAGCGATGAGCCATTTAGACGATGTTGCCCATATCGACCCGGCGTTAAAAGAAGCGTATG
AAACGATTGCCAATAGCTATTATTTGCTAGAAGAAACGGCATATAAGCTGCGTGATGAACT
CGAACAGCTAGAATACGACCCAAGCCGACTAGGCTTICATTGAAGGCCGATTGAACGAAATT
AGCCATTTAAAACGAAAATACGGGCAGACGGTCGCGGAAATTTTACAATATGCGGAAAAAA
TCGCCGAAGAAATCGATTCGATTCAAAACCGCGATACGCGAATTCATCAGCTGCAAAAAGA
GCTACAATCGCTGACAGAAGATTTAGTCATCGAAGCGAAAAACGTCACAAACGTGCGCATG
AAGCATGCGAAGACGCTCATTCAGCATATTCACCAAGAACTAAAAGATTTATACATGGAAA
AAACGACGTTCGATATTGTATTTACGAAGCGCGAAGGAACGCTTGACGCCCCGATTATCGA
CGGTGTGCCAGTCAAGTTTCAAGCGGATGGCGTCGATGTCGTGGAATTTTATATCTCGACA
AACGTTGGTGAACCGCTAAAACCGCTCGCCAAAATTGCTTCCGGCGGAGAATTATCGCGCA
TTATGCTCGCATTAAAAAGCATTTTITTCGAAACACCAAGGTGTAACGTCGATTATTITTCGA
TGAAGTCGACACGGGGGTGAGCGGCCGTGTCGCCCAGGCGATTGCTGAAAAAATTTACCGT
GTTTCTGTCGGCTCACAAGTGCTGTIGCATTTCCCATTTGCCACAAGTAGCGGCGATGGCAG
ATACGCATTTATTTATCTCTAAAGAAACGGACGGAACCCGAACGAAAACGTCGGTGAAAGT
GTTGACAAAAGAAGAAAAAATTAAAGAAATTGGGCGGATGATTTCCGGTGTCGAAATTACG
GAGTTAACGAAAGAGCACGCCAAAGAGCTGTTGGAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCT
GCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCACGCGTGATN

Anoxybacillus pushchinoensis Bakterisinin recN Geninin Protein Sirasi

XSSSGRQAAAGNSITRFICSVGEVRRSLSVMAQSEQKLKGCFYATTPTH
VTKNVPTLALRSAKEWSYCAARFPAAKVFAVTENLRWRSCATLVLRLS
IFTGSTNTKNWIRRNICRYMSTAEKKLAQHKNIAQCMKNMNKKNSCKS
AKTNNKWRIGSIYRFSSMKFKRRTCNRTKMNSWKKKKLTSKKFTTRKT
ATMHCTANNEGSTGLDRAITMLPISTRRKKRMKRLPIAIICKKRHISCV
MNSNSNTTQADASLKADTKLAINENTGRRSRKFYNMRKKSPKKSIRFK
TAIREFISCKKSYNRQKISSKRKTSQTCASMRRRSFSIFTKNKIYTWKKR
RSILYLRSAKERLTPRLSTVCQSSFKRMASMSWNFISRQTLVNRNRSPK
LLPAENYRALCSHKAFFRNTKVRRLFSMKSTRGAAVSPRRLLKKFTVF
LSAHKCCAFPICHKRRWQIRIYLSLKKRTEPERKRRKCQKKKKLKKLG
GFPVSKLRSRKSTPKSCWKSLVNSRPPAGRPYGRAPTRDX
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EK 3. Anoxybacillus kamchatkensis Bakterisinin recN Geninin Baz Sirasi

CANTNCAGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTACGCGATTCATCTGTTGAT
CGGCGGACGCGGCTCCGCTGAGTTIGTCCGCTTTGGAGCGGAAAAGGCGGAAATCGAAGGG
CTGTTTTTGCTTGATGATGACCGCCATCCGTGCTGGCAAAAATGCGCAGACGTTGGCATCG
ACGCCAGCGACGGCATGATCGTGTTGCGCCGCGATATTTTCGCCAACGGCAAAAGCGTCTG
CCGCATTAACGGCAAGCTCGTCACGACGGCGGTGCTGCGCGACATCGGGGCGACGCTTGTT
GATATTCACGGCCAGCATGAACATCAAGAACTGATGGATCCGTCCCGCCATCTGCCGCTTT
TAGACGAGTTCGGCGGCCTAGAGGCGGCAGAGGCGCTTGCTCGCTACCGCGCCGTCTACGA
GCGGTATGAGGAGCTCGGAAACAAATTGAAAAAGCTGAGCGAAAATGAACAGCAAATGGCG
CACCGGCTTGATTTGCTGACGTTTCAGCTGCGTGAAATCGAGCAGGCGGCGCTCGAGCCGG
GCGAGGACGAGCGGCTGATGGAGGAAAAAGTTCGCATCGTCAATTTTCAAAAAATTTATAC
CGCGCTGCAGAAAAGCTATGAGGCCCTCTCCGGAGAGGGACGCGGGCTTGATTCCATCGGG
GAGGCGATGCGCCATCTCGATGACGTCGCAGGCATGGATGCAGCGCTCAAAGATGCGCATG
AAACGACGGCGAACTGCTACTATTTGCTCGAGGAAGTCATGTACAAGCTGCGCGATCAAAT
TGAGGAGATGGAATACGACCCAGAGCGGCTCGATGCCATTGAAAGCNATCGGGCAGCTCAA
ACGAAAATACGGGGCGACGATCGCCGATATTTTGCACTATGCCGAGACGATCGCCGAGGAA
ATCGAGACAATCGAAAATCGCGAAGCGCATGTGCATGAGCTTAAGCAGCAGCTCGCTCTGG
TGACGGACGAGTTGCTCACGGAGGCGAAAAACGTCACCGCCGTTCGGCAAACATATGCCCG
GCGCCTGATTGAGCGCATTCATCAAGAACTGAAAGACTTGTACATGGACAAAACGAAATTT
GACATCGTATTTGCCAAGCGCGAAGGATCGCTTGACGCTCCCTTGGTCGACGGCGTGCCGG
TTAGGTTCCAAGAAGATGGCATCGGTGTCGTCGAGTTTTACATTTCGACGAACGTCGGCGA
GCCGTTAAAACCGCTCGTCAAAGTCGCTTCCGGCGGCGAGCTGTCGCGCATTATGCTGGCG
TTGAAAACGATTTTTTCCAAACATCAAGGAGTGACGTCGATTIGTTTTTGATGAGGTCGACA
CCGGTGTCAGCGGACGCGTCGCCCAGGCAATGGCGGAAAAAATTTACCGCATCGCCAGCCA
GTCGCAAGTGCTTTGCATTTCCCATCTGCCGCAAGTCGCTGCGATGGCGGACACGCACTTG
TTGATCGCCAAAGAGACGGATGGGGAACGGACGAAAACAGTCGTGAGGAAGCTCAATGAGG
AGGAGAAAGTGAAAGAAATCGGGCGGATGATTTCCGGCGTCGAGATGACGGAATTGACGAA
ACGGCACGCCAAAGAGCTGTTGGAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACC
ATATGGAGAGCTCCCACGCTGATNTT

Anoxybacillus kamchatkensis Bakterisinin recN Geninin Protein Sirasi

XXSSGRHGGRGNSITRFICSADAAPLSLSALERKRRKSKGCFCLMMTAI
RAGKNAQTLASTPATASCCAAIFSPTAKASAALTASSSRRRCCATSGRR
LLIFTASMNIKNWIRPAICRFTSSAARRQRRLLATAPSTSGMRSSETNKS
AKMNSKWRTGLICRFSCVKSSRRRSSRARTSGWRKKFASSIFKKFIPRC
RKAMRPSPERDAGLIPSGRRCAISMTSQAWMQRSKMRMKRRRTATICS
RKSCTSCAIKLRRWNTTQSGSMPLKXIGQLKRKYGATIADILHYAETIA
EEIETIENREAHVHELKQQLALVTDELLTEAKNVTAVRQTYARRLIERI
HQELKDLYMDKTKFDIVFAKREGSLDAPLVDGVPVRFQEDGIGVVEFY
ISTNVGEPLKPLVKVASGGELSRIMLALKTIFSKHQGVTSIVFDEVDTG
VSGRVAQAMAEKIYRIASQSQVLCISHLPQVAAMADTHLLIAKETDGE
RTKTVVRKLNEEEKVKEIGRMISGVEMTELTKRHAKELLEITSEFAAAC
RSTIWRAPTLX
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EKk 4. Anoxybacillus amylolyticus Bakterisinin recN Geninin Baz Sirasi

GCNAAGTCGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTACGCGATTCATTTG
TTGATCGGTGGACGAGGTTCGGCCGAGTTTGTCCGTTATGGCGAAGAGCGGGCAGAAATTG
AAGGGCTATTTTTATTAAGCGACGACACGCACCCGTGCTACGAAAAATGCGCGGAGGTAGG
GATTGATATTAGCGAAGGGATGGTCGTATTGCGCCGGGAGATTTCGACGAGCGGAAAAAGC
GTTTGCCGAGTAAATGGAAAACTCGTGACGACGGCTIGTCTTACGCGACATCGGCTCAACAC
TTGTCGATATTCACGGACAGCATGAACACCAAGAACTGATGGATCCGAATAAACATTTGCC
CCTACTAGACGAATACGGCGGAAAAGAAATTAGCGCCGCTTTAGAAGAATATCGCGCTGTC
TACGAAAAATATGAACAGCTGAAAAAACAGCTGCACAAACTAAGCGAAAATGAACAACAAA
TTGCTCATCGGCTCGACTTATTAACGTTCCAGCTCGACGAAATTCAAAAAGCAAATTTGCA
GCTGAACGAAGACGAACAACTGATGGAAGAGAAAGTAAAAATTGTGAACTTTCAAAAAATT
TACGATGCACTAAAAAACGGATACGATGCATTGTACGGCGAACAGCGCGCGCTCGATTGGG
TTGGACTAGCGATGAGTCACTTAGACGATGTTGCCCATATTGATCCAGTGTTAAAAGAAGC
GTATGAAACGATTGCTAATAGCTATTATTTGCTAGAGGAGACGGCATATAAGCTGCGTGAC
GAGCTAGAACAGCTAGAATACGACCCGAGCCGACTGGATGTAATCGAAAGGAGACAGTTGC
TGAAATTTTACAATATGCCGAAAAAATTACCGAAGAAATCGATTCGATTCAAAACCGCGAC
ACCCGAATTCATCAGCTACAAAAAGAGCTGCAATCGGTGACAGAAGATTTAGTCGTCGAAG
CGAAAAACGTCACAAACGTGCGCATGAAGCATGCGAAAACGCTCATTCAGCATATTCACCA
AGAACTAAAAGATTTATACATGGAAAAAACGACGTTTIGATATGGTATTTACGAAGCGCGAA
GGAACGCTGGATGCGCCAATTATTGACGGAGTGCCAGTAAAATTTCAAGCGGATGGCGTCG
ATGTCGCGGAATTTTACATTTCAACAAACGTCGGTGAACCGCTAAAACCGCTCGCGAAAAT
TGCTTCTGGCGGAGAATTGTCGCGCATTATGCTCGCATTAAAAAGCATTTTTTCTAAGCAC
CAAGGCGTGACGTCGATTATTTTCGATGAAGTCGATACCGGTGTAAGTGGTCGTGTGGCCC
AAGCCATTGCCGAAAAAATTTACCGCGTTTCTGTCGGTTCGCAAGTGTTGTGCATTTCCCA
TTTGCCGCAAGTAGCAGCGATGGCAGATACACACTTATTCATCGCGAAAGAAACGGACGGA
ACCCGGACGAAAACGTCGGTAAAAGTGTTGACAAAAGAAGAAAAAATTAAAGAAATTGGCC
GGATGATTTCCGGTGTCGAAATTACGGAGTTAACGAAAGAGCATGCCAAAGAGCTGTTGGA
AATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTT
GATGCTNNTT

Anoxybacillus amylolyticus Bakterisinin recN Geninin Protein Sirasi

XKSHAPAAMAAAGIRLRDSFVDRWTRFGRVCPLWRRAGRNRAIFIKRR
HAPVLRKMRGGRD YRRDGRIAPGDFDERKKRLPSKWKTRDDGCLTRH
RLNTCRYSRTATPRTDGSETFAPTRRIRRKRNRRFRRISRCLRKITAEKT
AAQTKRKTTNCSSARLINVPARRNSKSKFAAERRRTTDGRESKNCELS
KNLRCTKKRIRCIVRRTARARLGWTSDESLRRCCPYSSVKRSVNDCLLF
ARGDGIAARARTARIRPEPTGCNRKETVAEILQYAEKITEEIDSIQNRDT
RIHQLQKELQSVTEDLVVEAKNVTNVRMKHAKTLIQHIHQELKDLYME
KTTFDMVFTKREGTLDAPIIDGVPVKFQADGVDVAEFYISTNVGEPLKP
LAKIASGGELSRIMLALKSIFSKHQGVTSIIFDEVDTGVSGRVAQATIAEK
IYRVSVGSQVLCISHLPQVAAMADTHLFIAKETDGTRTKTSVKVLTKEE
KIKEIGRMISGVEITELTKEHAKELLEITSEFAAACRSTIWESSQRVDAX
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EK 5. Anoxybacillus kamchatkensis Bakterisinin flaA Geninin Baz Sirasi

CAGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCAGGATTCGCGATCTCTGAAAAA
ATGCGTIGGACAAATTCGCGGATTAGAAATGGCTTCTAAAAATGCACAAGATGGTATTTCT
TTAATCCAAACGGCTGAAGGAGCATTGAATGAAACACATGCAATCCTTCAACGTATGCGT
GAACTTGCTGITCAAGGTGCAAATGACACAAATACAACAGCAGATCGTGATGAAATTCAA
AAAGAAATCGATCAGTTAGTAAGCGAACTCGATCGTATCGGTAATACGACAGAATTCAAT
ACACAGAAGTTATTGAGTGGTGGAATTACAAACACAATTTTCCAAATTGGCGCTAACATT
TCCCAAACAATCACAATTGCAATTAACGATATGCGCGCAAATGCCTTAGGTGTTGACTCT
TTAACGGTCGATACTAATGCGAATGCAAACAATGCAATTTCTGCAATTGATCAAGCGATT
AGCCGGGTATCTTCGGAACGTTCTAAATTAGGGGCTATTCAAAATCGTCTCGAGCACACC
ATTAACAACTTCGGCACAATCA

Anoxybacillus kamchatkensis Bakterisinin flaA Geninin Protein Sirasi

QLRPPWRPREFDSGFAISEKMRGQIRGLEMASKNAQDGISLIQTAEGAL
NETHAILQRMRELAVQGANDTNTTADRDEIQKEIDQLVSELDRIGNTTE
FNTQKLLSGGITNTIFQIGANISQTITIAINDMRANALGVDSLTVDTNAN
ANNAISAIDQAISRVSSERSKLGAIQNRLEHTINNFGTI
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EK 6. Anoxybacillus amylolyticus Bakterisinin flaA Geninin Baz Sirasi

CGNTNCAGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGCGGGCGATGATGCTGCT
GGGCTAGCGATCTCTGAAAAAATGCGCGGTCAAATTCGCGGGTTAGATATGGCTGCGAAA
AACTCTCAAGATGCGATTTCTTTAATCCAAACTGCAGAGGGCGCATTGAATGAAACTCAT
GCGATTCTTCAACGCATGCGTGAACTAGCAGTTCAAGGTGGTAACGATACAAACACAACT
GCAGACCGCAACAACATTCAAGACGAGTTAAATCAATTATTGTCTGAAATCGACCGCATT
TCTAACACAACACAATTTAACACTAAAAACTTGTTAGACGGTTCATTTATTGGCACATTC
CAAGTAGGTGCAAATGATAATCAAATTATTTCATTGTCTATTAACTCAATGAGCACTGGT
TCAGGCGCTCTITAATGTGGCTGGTATTTCTGTTGATTCAAACGCTTTATCGAGCCAAGCT
ATTGCATCGATTGATAACGCAATTAGCGCGGTGTICTAAAGAACGTTCTAAACTTGGTGCA
TATCAAAACCGTCTAGAGCACACAATCAACAACCTCGGCACAATCA

Anoxybacillus amylolyticus Bakterisinin flaA Geninin Protein Sirasi

XXSSGRHGGRGNSIAGDDAAGLAISEKMRGQIRGLDMAAKNSQDAISL
IQTAEGALNETHAILQRMRELAVQGGNDTNTTADRNNIQDELNQLLSEI
DRISNTTQFNTKNLLDGSFIGTFQVGANDNQIISLSINSMSTGSGALNVA
GISVDSNALSSQAIASIDNAISAVSKERSKLGAYQNRLEHTINNLGTI
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EK 7. Anoxybacillus gonensis Bakterisinin flaA Geninin Baz Sirasi

TTGCTGGGGGNACGATGCGGCGGGNTTGGCTATCTCTGAAAAAATGCGCGGCCAAATTCGC
GGTCTTGAAATGGCTACTAAAAACGCACAAGACTCTATCTCATTAATTCAAACAGCAGAAG
GTGCATTAACGGAAACTCACGCAATCCTTCAACGCATGCGCGAACTTGCTGTGCAATCAGC
AAATGACACAAACACACAAGAAGATCGTGATGCTCTACAAGCAGAAGTGAATCAATTAATC
TCTGAACTTAACCGTATTGCAAACAACACAGAATTTAACACACAAAAACTGTTAGACGGTA
CGTTTAGTGGTAAAACGTTICCATATCGGTGCGAATTICTGGTCAAGCGATCACATTAACAAT
TAATACCATGACTGCAGGCGGTTTAGGTGTGAGCGGATTAAGCATTTCTTCTCAAGCTGCT
GCTGATAGCGCTATTACAACAATTAATGATGCAATGAAACAGTTTITCTAGCGAACCGTGCG
AAACCTGTGCGTCAACCGTTTAGANCACACCATNAACANCNTTGGGCACAAA

Anoxybacillus gonensis Bakterisinin flaA Geninin Protein Sirasi

LLGXRCGGXGYLKNARPNSRSNGYKRTRLYLINSNSRRCINGNSRNPS
THARTCCAISKHKHTRRSCSTSRSESINLTPYCKQHRIHTKTVRRYVWN
VPYRCEFWSSDHINNYHDCRRFRCERIKHFFSSCCRYYNNCNETVEFRTYV
RNLCVNRLXHTXNXXGHK
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EK 8. Anoxybacillus ayderensis Bakterisinin flaA Geninin Baz Sirasi

CAGCTCCGGCCGCCAGGCGGCCGCGGGAATTCGATTIGCTGGGGATGATGCGGCGGGGTTG
GCCATTTCCGAAAAAATGCGCTCGCAAATTCGCGGATTAGAAGTTGCAGAACGCAACGCA
TTAGATGCCATTTCGCTTATTCAAACAGCGGAGGGGGCGCTCGGCTCTATTCATAGTATT
TTGCAACGCATGCGTGAGTTAGCGGTACAAGCGGCGAATGGGACGAATACGGATGATGAT
CGCGAACATATTCAAAATGAAATTGATCAGTTAATTGAAGAAATTGATCGAATCGCGGAG
AACACAACGTTTAATGGCACTAAGTTGCTAGATGGTAATTTTGCCAATGTTAAATTCCAA
ATTGGTGCAAATGAGGGAGAAGAAGTAGAGATAACTATAGAAGATATGACAGCAGGAACA
TTAGGTGTTGATGGTATAGATGTTTCTACAGCGAATCCAAGTGCCATTACAACGATTGAC
GAAGCGATTAAGACGGTTICTGTAGAACGTGGGAAACTTGGTGCTTACCAAAACCGTTTT
GAACACACCATTAACAACCTTGGTACAATCA

Anoxybacillus ayderensis Bakterisinin flaA Geninin Protein Sirasi

QLRPPGGRGNSIAGDDAAGLAISEKMRSQIRGLEVAERNALDAISLIQT
AEGALGSIHSILQRMRELAVQAANGTNTDDDREHIQNEIDQLIEEIDRTIA
ENTTFNGTKLLDGNFANVKFQIGANEGEEVEITIEDMTAGTLGVDGIDV
STANPSAITTIDEAIKTVSVERGKLGAYQNRFEHTINNLGTI
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EK 9. Anoxybacillus voinovskiensis Bakterisinin flaA Geninin Baz Sirasi

TTGCTGGGGGNACGTGCGGCGGGGTTGGCGATCTCTGAAAAAATGCGCGGCCAAATTCGCG
GACTGGAAATGGCGCAAAAAAATGCTCAAGACGGCATTICTTITAATCCAAACTGCTGAAGG
AGCTCTAACAGAAACTCATGCCATCCTTCAACGTATGCGTGAGCTTGCTGTGCAAGCAGCG
AATGATACAAACGTATCTGCTGACCGTACTGCCATTCAAGATGAAATTGATGCGCTTGTTT
CTGAAATCAATCGTATAGCAGGTAATACAGAATTTAACACACAAAATCTATTAGACGGAAC
TTTTTCTGGTAAAAAATTCCACATCGGAGCCAATAGTGGACAATCTATTACAGTAACAATT
GGAACTATGAATGCAAATGCATTAGGAACAACATCTTTAAAAATTGCTAGTGTTAAAGTGG
ATACCGTTACAAATGCAAATGCAGCTATCACAGCTATTGATAAAGCAATGAACAAGTATCA
ACAGAACGTCTAACTGNCATCAACCCAAAACCGTTTAGAACACACCATCAACACNNTTCGG
NACA

Anoxybacillus voinovskiensis Bakterisinin flaA Geninin Protein Sirasi

LLGXRAAGLAISEKMRGQIRGLEMAQKNAQDGISLIQTAEGALTETHAI
LQRMRELAVQAANDTNVSADRTAIQDEIDALVSEINRIAGNTEFNTQN
LLDGTFSGKKFHIGANSGQSITVTIGTMNANALGTTSLKIASVKVDTVT
NANAAITAIDKAMNKYQQNVLXSTQNRLEHTINXXRX
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EK 10. Anoxybacillus kestanbolensis Bakterisinin flaA Geninin Baz Sirasi

CGNTNGCAGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGCGGGCGATGACGCAGC
TGGTTTAGCGATTTCTGAAAAAATGCGTGGACAAATTCGTGGATTAGAGCAAGCATCTCG
CAACGCGCAAGATGGCATTTCGTTAATTCAAACAGCTGAAGGTGCATTGAATGAGACACA
TGCGATTCTCCAACGTATGCGTGAATTAGCAGTTCAGGCTGCGAACGATACGTATACGAC
TGCAGATCGTCAGAAGATTICGTGATGAAGTTGTTCAACTTTACAAGGAAGTAAACCGTAT
TGCAAGTCAAACTGAGTTTAATACGAAGTCATTGATTAGATCTGGTATTACAGTTAAATT
CCATGTTGGTGCAAACAGTAGCCAGACGATCACATTATCTATCAACAAAATGGTTGCTTC
AACTTTACTTGGAGGAAATACTTICTATCATCAAAGTCTCTTCGCAAACAGGATCTGAAGA
TTTTATCAAAGCAGTTAACAGTGCCATTAACACCGTIGTCTAAAGAGCGTGCAAATCTTGG
GGCGTACCAGAACCGTTTAGAACACACCATAAACAACCTCGGCACAATCA

Anoxybacillus kestanbolensis Bakterisinin flaA Geninin Protein Sirasi

XXSSGRHGGRGNSIAGDDAAGLAISEKMRGQIRGLEQASRNAQDGISLI
QTAEGALNETHAILQRMRELAVQAANDTYTTADRQKIRDEVVQLYKE
VNRIASQTEFNTKSLIRSGITVKFHVGANSSQTITLSINKMVASTLLGGN
TSITKVSSQTGSEDFIKAVNSAINTVSKERANLGAYQNRLEHTINNLGTI
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EK 11. Anoxybacillus contaminans Bakterisinin ftsY Geninin Baz Sirasi

NNGGCNCTNTTNCNATGTCGGAAANTTTAGCGCGGCTTANAAAANACGCGCGACTCTITTTG
CAGGAAAAGTGAATGACTTAATTGCCCGCTATCGAAAAGTGGATGAAGAGTTTTTTGAAGA
ACTAGAAGAAATTTTAATTGCGTCAGACGTTGGTGTGGCAACGGTCATGGATTTTATTGAT
GAGTTGAAAATGGAAGTGAAGCGCCGCAACATTCAAGACCCGAAAGAAATGTATAGCGTCA
TTTCCGAAAAACTCATCGATATATATCAAGCGAGCGGCGATGAAACGACAGAATTAAACAT
TCAGCCAAACGGTTTAACGGTCATTITTATTTIGTCGGTGTCAACGGTGTCGGAAAAACGACG
ACGATCGGAAAGCTCGCGTATAAATTAAAAAACGAAGGAAAAAAAGTGATGCTTGCGGCAG
GCGATACGTTCCGTGCTGGGGCGATTGAACAGTTAGAAGTATGGGGAGAGCGAGTAGGCGT
CGAAGTGATTAAACAGTCAGCAGGCTCCGATCCGGCTGCGGTGATGTACGATGCGATTCAA
GCGGCGAAATCGCGCAACGTTGACATTTITGTTGTGTGATACAGCTGGTCGCTTGCAAAATA
AAGTGAACTTAATGAAAGAGCTTGAAAAAGTGAAACGCGTCATTGAACGAGAAGTACCAGG
TGCACCGCATGAAGTGTTGCTCGTGTTAGATGCAACGACGGGACAAAATGCGATGAGCCAA
GCGAAGACGTTITAAAGAAGCGACGAATGTGACCGGCATCGTGTTAACAAAGCTTGACGGAA
CAGCAAAAGGGGGCATCGTGTTAGCGATCCGCCACGAGCTAAACATCCCGGTGAAAT

Anoxybacillus contaminans Bakterisinin ftsY Geninin Protein Sirasi

XXXXXCRKXRGLXXTRDSFAGKVNDLIARYRKVDEEFFEELEEILIASD
VGVATVMDFIDELKMEVKRRNIQDPKEMYSVISEKLIDIYQASGDETTE
LNIQPNGLTVILFVGVNGVGKTTTIGKLAYKLKNEGKKVMLAAGDTFR
AGAIEQLEVWGERVGVEVIKQSAGSDPAAVMYDAIQAAKSRNVDILLC
DTAGRLQNKVNLMKELEKVKRVIEREVPGAPHEVLLVLDATTGQNAM
SQAKTFKEATNVTGIVLTKLDGTAKGGIVLAIRHELNIPVK
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EKk 12. Anoxybacillus pushchinoensis Bakterisinin ftsY Geninin Baz Sirasi

GGCCCGNNCAGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGGAATTCGATTATGAGCTTTTITTAAA
AAGTTGAAAGAAAAAATCGCNAAACAAGCAGATACAGTAACGGAAAAGTTTAAGCGAGGTT
TAGAAAAAACGCGTGATTCGTTCGCGGGAAAAGTGAACGATTTAATCGCCCGCTATCGCAA
AGTGGACGAAGAGTTTTITTGAAGAACTAGAAGAAATTTTAATCGCATCTGACGTCGGGGTT
GCTACTGTGATGGAATTCATTGACGAGCTGAAAATGGAAGTNAAGCGTCGCCACATTCAAG
ACCCGAAAGACATGTATAGCGTCATTTCCGAAAAACTCATCGATATATACCAAGCGGGCGG
CGATGAAAAAATAGAACTAAATATCCANCCNAGCGGCTTAACGGTCATTTTATTTGTCGGT
GTNAACGGCGTCGGAAAAACGACGACGATCGGAAAGCTTIGCGCACAAATTAANGAACGAAG
GGAAAACAGTCATGTTGGCAGCTGGCGACACGTTCCGGGCAGGTGCAATTGAACAGCTTGA
AGTATGGGGCGAGCGAGTCGGCGTGGAAGTCATTANACAGTCTGCTGGCTCNGATCCAGCG
GCGGTGATGNACGATGCGATNCAAGCGGCTAAATCGCGCAACGTCGACGTTTITATTATGCG
ACACANCCGGCCGTITTACAAAANANAGTTNACTTAATGAANGAGCTTGANAAAGTGAGACG
CGTCATTGAACGTGAAGTGCCGGGTGCACCGCATGAAGTATTGCTCGTATTGNATGCAACG
ACATTGNCCATAATGCNATGANCCAAGNCGNANNCGTTTNAAAGGNAGCGACCAAACGTGA
CGGGCATTGTACTGACGAAACTGGACGGCACGGCTAAAGGTGGTATCGTATTGGCGATTCG
CCACGAGTTAAACATTCCGGTGAAGTTTGTCGGTTTAGGGGAAAAAGTGGACGATCTAGAG
CCATTTAACGCAGAACAATTCGTCTACGGCCTCTTTTAAAAAATCACTAGTGAATTCGCGG
CCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCACGCGTGANCN

Anoxybacillus pushchinoensis Bakterisinin ftsY Geninin Protein Sirasi

AXXAPAAMAAAGNSIMSFFKKLKEKIXKQADTVTEKFKRGLEKTRDSF
AGKVNDLIARYRKVDEEFFEELEEILIASDVGVATVMEFIDELKMEXKR
RHIQDPKDMYSVISEKLIDIYQAGGDEKIELNIXXSGLTVILFVGXNGYV
GKTTTIGKLAHKLXNEGKTVMLAAGDTFRAGAIEQLEVWGERVGVEVI
XQSAGXDPAAVMXDAXQAAKSRNVDVLLCDTXGRLQXXVXLMXELX
KVRRVIEREVPGAPHEVLLVLXATTLXIMXXKXXXFXRXRPNVTGIVL
TKLDGTAKGGIVLAIRHELNIPVKFVGLGEKVDDLEPFNAEQFVYGLFK
ITSEFAAACRSTIWESSHAX
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EK 13. Anoxybacillus kamchatkensis Bakterisinin ftsY Geninin Baz Sirasi

NNGGCNCTNTTNCNATGTCGGAAANTTTAGCGCGGCTTANAAAANACGCGCGACTCTTTIG
CAGGAAAAGTGAATGACTTAATTGCCCGCTATCGAAAAGTGGATGAAGAGTTTTTTGAAGA
ACTAGAAGAAATTTTAATTGCGTCAGACGTTGGTGTGGCAACGGTCATGGATTTTATTGAT
GAGTTGAAAATGGAAGTGAAGCGCCGCAACATTCAAGACCCGAAAGAAATGTATAGCGTCA
TTTCCGAAAAACTCATCGATATATATCAAGCGAGCGGCGATGAAACGACAGAATTAAACAT
TCAGCCAAACGGTTTAACGGTCATTITTATTTIGTCGGTGTCAACGGTGTCGGAAAAACGACG
ACGATCGGAAAGCTCGCGTATAAATTAAAAAACGAAGGAAAAAAAGTGATGCTTGCGGCAG
GCGATACGTTCCGTGCTGGGGCGATTGAACAGTTAGAAGTATGGGGAGAGCGAGTAGGCGT
CGAAGTGATTAAACAGTCAGCAGGCTCCGATCCGGCTGCGGTGATGTACGATGCGATTCAA
GCGGCGAAATCGCGCAACGTTGACATTTITGTTGTGTGATACAGCTGGTCGCTTGCAAAATA
AAGTGAACTTAATGAAAGAGCTTGAAAAAGTGAAACGCGTCATTGAACGAGAAGTACCAGG
TGCACCGCATGAAGTGTTGCTCGTGTTAGATGCAACGACGGGACAAAATGCGATGAGCCAA
GCGAAGACGTTITAAAGAAGCGACGAATGTGACCGGCATCGTGTTAACAAAGCTTGACGGAA
CAGCAAAAGGGGGCATCGTIGTTAGCGATCCGCCACGAGCTAAACATCCCGGTGAAAT

Anoxybacillus kamchatkensis Bakterisinin ftsY Geninin Protein Sirasi

XXXXXCRKXRGLXXTRDSFAGKVNDLIARYRKVDEEFFEELEEILIASD
VGVATVMDFIDELKMEVKRRNIQDPKEMYSVISEKLIDIYQASGDETTE
LNIQPNGLTVILFVGVNGVGKTTTIGKLAYKLKNEGKKVMLAAGDTFR
AGAIEQLEVWGERVGVEVIKQSAGSDPAAVMYDAIQAAKSRNVDILLC
DTAGRLQNKVNLMKELEKVKRVIEREVPGAPHEVLLVLDATTGQNAM
SQAKTFKEATNVTGIVLTKLDGTAKGGIVLAIRHELNIPVK
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Ek 14. Anoxybacillus amylolyticus Bakterisinin f¢sY Geninin Baz Sirasi

GNNNCCCNGCTCNGCGCCGGNGGCGCGGGAATTCGATTGTGAGCTTCTTTAAAAAGTTGAA
AGAGAAAATTACNCNGCNAACGGATGCCGTAACNGAAAAGTTTAAACCAGGGNCTTTCNAA
AACCCNCGATTCNTTTGCGGGGCGGGTAAATGATTTAATTGCCCGCTACCGGAAAGTCCAT
GAAGAGTTTTTTGAAGAATTGGAAGAAATTTTAATTCGCTGCCGACGTCGGTGTGACGACN
GTAATGGATTTAATTGACGAATTAAAGATGGAAGTAAAGNGTCGCAACATTCAAGAGACGA
AAGAAATGCNGGCGGNTATTITTCGAGAAGGTTGTICGATATTTATAAAGGCGGCGATGACAA
ACCAGCGACATTAAATATGCAAGAAAACGGCTTGACGGTCATTTTATTICGTICGGCGTCNAT
GGGGTCGGGAAAACGACGACGATCGGAAAATTAGCGCATAAGTTGAAATCGGAAGGAAAAA
CGGTGCTCTTAGCGGCTGGNGATACGTTCCGTGCTGGGGCGATTGAGCCAGCTCGAAGTAT
GGGGCGAGCGCGTTNGGGTGGAAGTGATTAAGCAGTCGGCTGGTTCTGACCCAGCAGCCCG
TTATGTATGACGCGATTCANGCAGCGAAAGCGCGCAATGTCGATGTGTTGCTATGCGATAC
GGCTGGNCGTTTGCNAAATAAAGTAAACTTAATGAAAGAGCTNNAAAAAGTGAAACGCGTC
NTCCAACGCNAAATTCCCGGGAGCGCCCCCNTGAAGTGCTGCTTGTGGCTTGATGCNACCA
NCTGNACCAAACGCCAATGNAGCCCCAGGCCAAAATTTTTTAAAGGAACCCGNCGAACGTA
ACCGGCATCGTGCTCACGAAGCTTGATGGAACGGCGAAGGGTGGCATCGTTCTTGCGATTC
GCAACGAGTTGAACATTCCAGTCAAATTCGTCGGCCTCGGCGAAAAAATGGACGACTTGCA
AGCCTTCGATCCGGAGCAATACGTCTACGGCCTCTTTTCCAAAATCACTAGTGAATTCGCG
GCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACCGCGTGAGCN

Anoxybacillus amylolyticus Bakterisinin ftsY Geninin Protein Sirasi

XXXLXAXGAGIRLASLKSKRKLXXXRMPXKSLNQXLXKTXDXFAGRYV
NDLIARYRKVHEEFFEELEEILIRCRRRCDDXNGFNRIKDGSKXSQHSR
DERNXGXYFREGCRYLRRRQTSDIKYARKRLDGHFIRRRXWGRENDD
DRKISAVEIGRKNGALSGWXYVPCWGDASSKYGASAXGWKLSSRLVL
TQQPVMYDAIXAAKARNVDVLLCDTAXRLXNKVNLMKEXXKVKRVX
QRXIPGSAPXKCCLWLDXTXXTKRQXSPRPKFFKGTXRTPASCSRSLM
ERRRVASFLRFATSTFQSNSSASAKKWTTCKPSIRSNTSTASFPKSLVNS
RPPAGRPYGRAPNRVSX
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EK 15. Anoxybacillus gonensis Bakterisinin ftsY Geninin Baz Sirasi

AAAATTGCAAAACAAGCGGATACAGTAACGGAAAAGTTTAAGCGCGGCTTAGAAAAAACGC
GCGACTCTTTTIGCGGGAAAAGTGAATGACTTAATCGCCCGCTATCGAAAAGTGGACGAAGA
GTTTTTTGAAGAACTAGAAGAAATTTTAATTGCGTCAGACGTTGGAGTAGCCACGGTTATG
GATTTTATTGATGAGTTGAAAATGGAAGTGAAGCGCCGCAACATTCAAGACCCGAAAGAAA
TGTATAGCGTCATTTCTGAAAAACTCATTGATATATATCAAGCGAGCGGCGATGAAACGAC
AGAACTAAACATTCAGCCAAACGGCTTAACGGTTATTITTATTTGTCGGTGTCAACGGCGTC
GGAAAAACGACGACGATCGGAAAACTCGCGTATAAATTAAAAAACGAAGGAAAAAAAGTGA
TGCTTGCCGCAGGCGATACGTTCCGCGCGGGGGCGATTGAACAGTTAGAAGTATGGGGAGA
GCGAGTAGGTGTCGAAGTGATTAAACAGTCAGCAGGCTCCGATCCGGCTGCGGTGATGTAT
GATGCGATTCAAGCGGCGAAATCGCGCAACGTCGATATTTTGCTGTGCGATACAGCTGGTC
GCTTGCAAAATAAAGTGAATTTAATGAAAGAGCTTGAAAAAGTGAAACGCGTCATTGAACG
AGAAGTACCTGGTGCACCGCATGAAGTGTTGCTCGTGTTAGATGCAACGACGGGACAAAAT
GCGATGAGCCAAGCGAAAACGTTTAAAGAAGCAACGAATGTGACCGGTATCGTGTTAACGA
AGCTTGACGGAACAGCAAAAGGGGGCATCGTGTTAGCAATTCGCCACGAGCTAAACATCCC
GGTGAAATTTGTCGGCTTAGGAGAGAAAATGGACGATTTAGAGCCGTTTAACGCAGAACAA
TTCGTCTACGGCTTCTTTCCCAAA

Anoxybacillus gonensis Bakterisinin f¢sY Geninin Protein Sirasi

KIAKQADTVTEKFKRGLEKTRDSFAGKVNDLIARYRKVDEEFFEELEEI
LIASDVGVATVMDFIDELKMEVKRRNIQDPKEMYSVISEKLIDIYQASG
DETTELNIQPNGLTVILFVGVNGVGKTTTIGKLAYKLKNEGKKVMLAA
GDTFRAGAIEQLEVWGERVGVEVIKQSAGSDPAAVMYDAIQAAKSRN
VDILLCDTAGRLQNKVNLMKELEKVKRVIEREVPGAPHEVLLVLDATT
GQNAMSQAKTFKEATNVTGIVLTKLDGTAKGGIVLAIRHELNIPVKFV
GLGEKMDDLEPFNAEQFVYGFFPK
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EK 16. Anoxybacillus ayderensis Bakterisinin ftsY Geninin Baz Sirasi

CNNTNCAGCTCCGGCCGCCNGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGTGAGCTTTTTTAAAAAATT
GAAAGAAAAAATTGCAAAACAAGCGGATACAGTGACGGAAAAGTTTAAGCGCGGCTTAGAA
AAAACGCGCGACTCTTTTGCAGGAAAAGTGAATGACTTAATTGCCCGCTATCGAAAAGTGG
ACGAAGAGTTTTTTGAAGAACTAGAAGAAATTTTAATTGCGTCAGACGTTGGTGTGGCAAC
GGTCATGGATITTATTGATGAGTTGAAAAGGAAGTGAAGCGCCGCAACATTCAAGACCCGA
AAGAAATGTATAGCGTCATITCCGAAAAACTCATCGATATATATCAAGCGAGCGGCGATGA
AACGACAGAATTAAACATTCAACCAAACGGTTTAACGGTCATTTTATTTGTICGGTGTCAAC
GGTGTCGGAAAAACGACGACGATCGGAAAGCTCGCGTATAAATTAAAAAACGAAGGAAAAA
AAGTGATGCTTGCGGCAGGCGATACGTTCCGTGCTGGGGCGATTGAACAGTTAGAAGTATG
GGGAGAGCGAGTAGGCGTCGAAGTGATTAAACAGTCAGCAGGCTCCGATCCGGCTGCGGTG
ATGTACGATGCGATTCAAGCGGCGAAATCGCGCAACGTCGATATTTTGCTGTGCGATACAG
CTGGTCGCTTGCAAAATAAAGTAAACTTAATGAAAGAGCTTGAAAAAGTGAAACGCGTCAT
TGAACGAGAAGTACCAGGTGCACCGCATGAAGTGTTGCTCGTGTTAGATGCAACGACGGGA
CAAAATGCGATGAGCCAAGCGAAGACGTTTAAAGAAGCGACGAATGTGACCGGCATCGTGT
TAACAAAGCTTGACGGAACAGCAAAAGGTGGCATCGTGTTAGCGATCCGCCACGAGCTAAA
CATCCCGGTGAAATTTGTCGGGTTAGGTGAGAAAATGGACGATTTAGAGCCGTTTCAAGCA
GAACAATTCGICTACGGCCTATTTCCCAAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGT
CGACCATATGGGAGAGCTCCCACCGCGTGAT

Anoxybacillus ayderensis Bakterisinin ftsY Geninin Protein Sirasi

XXSSGRXAAAGIRLAFLKNKKKLQNKRIQRKSLSAAKKRATLLQEKMT
LPAIEKWTKSFLKNKKFLRQTLVWQRSWILLMSKGSEAPQHSRPERNYV
RHFRKTHRYISSERRNDRIKHSTKRFNGHFICRCQRCRKNDDDRKARYVI
KKRRKKSDACGRRYVPCWGDTVRSMGRASRRRSDTVSRLRSGCGDVR
CDSSGEITAQRRYFAVRYSWSLAKSKLNERAKSETRHTRSTRCTASVAR
VRCNDGTKCDEPSEDVRSDECDRHRVNKARNSKRWHRVSDPPRAKHP
GEICRVRENGRFRAVSSRTIRLRPISQNHIRGRLQVDHMGELPPRD
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EKk 17. Anoxybacillus kestanbolensis Bakterisinin ftsY Geninin Baz Sirasi

ANTAGCCACNNTTCAGTCTCGGCAATTTAAGAAGGCCTGGCGAAAACGAGAAATACGTTITC
AGGAGCGGGTCAATGAGCTIGTCTCCCGCTACCGGAAAGTGGACGAGGATTITTTTTGAAGA
GCTTGAAGAGGTTCTGATCGGCGCTGATGTCGGCGTTGCGACTGTTATGGAGCTGATTGAC
GAGCTGAAGAGCGAGGTCAAGCGAAGAAATATTCAGGACCCGAAAGAGGTGCAGTCCGTCA
TTTCTGAAAAGCTCGTTGAAATCTATGAAGGCGGGGAGCAGGAAGCATCAGAGCTCCGCGT
CGAAGACGGCCGCCTAAACATCATITTATTCGTCGGCGTCAACGGCGTCGGCAAAACGACG
ACGATCGGCAAGCTTGCCCATCAATTCATTAAAGAAGGCAAAAATGTCGTTCTTGCTGCCG
GAGATACATTCAGGGCCGGCGCGATCGACCAGCTTGAAGTGTGGGGAGAGCGCGTCGGLCGL
GCATGTCGTCAAACAGGCGGAAGGCTCGGATCCTGCGGCTGTTATCTATGACGCCGTTCAA
GCCGCGAAAGCGCGCGGCGCCGATGTCCTGCTTTGCGACACGGCAGGACGCCTGCAAAATA
AAGTGAACTTAATGAAAGAGCTAGAAAAGGTAAAGCGCGTGATTCAGCGCGAAGTGCCTGA
TGCGCCTCATGAAGTGCTGCTCGTACTGGATGCGACGACAGGGCAGAACGCAATGACACAG
GCGCGCGAATTITTCCAAAGCGACTGATGTCTCAGGCATCGTGCTGACGAAGCTCGACGGAA
CGGCAAAAGGCGGCATCGTCCTCGCCATCCGCCATGAGCTGCAGATTCCGGTCAAGT

Anoxybacillus kestanbolensis Bakterisinin ftsY Geninin Protein Sirasi

XSHXSVSAIEGLAKTRNTFQERVNELVSRYRKVDEDFFEEL
EEVLIGADVGVATVMELIDELKSEVKRRNIQDPKEVQSVIS
EKLVEIYEGGEQEASELRVEDGRLNIILFVGVNGVGKTTTI
GKLAHQFIKEGKNVVLAAGDTFRAGAIDQLEVWGERVGA
HVVKQAEGSDPAAVIYDAVQAAKARGADVLLCDTAGRLQ
NKVNLMKELEKVKRVIQREVPDAPHEVLLVLDATTGQNA
MTQAREFSKATDVSGIVLTKLDGTAKGGIVLAIRHELQIPV
K
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Ek 18. Anoxybacillus flavithermus Bakterisinin ftsY Geninin Baz Sirasi

AAAATCGCAAAACAAGCGGATACAGTAACGGAAAAGTTTAAACGTGGTTTAGAAAAAACGC
GCGACTCTTTCGCTGGAAAAGTGAACGATTTAATCGCGCGCTATCGGAAAGTAGATGAAGA
GTTTTTTGAAGAGCTAGAAGAAATTTTAATCGCCTCAGACGTTGGTGTTGCAACAGTCATG
GATTTTATCGATGAGTTAAAAATGGAAGTGAAACGTCGCAACATTCAAGACCCGAAAGAAA
TGTATAGCGTCATTTCCGAAAAATTGATTGACATTTACGAAGCAAGCGGTGAGGAGAAAAC
AGAATTAAACATTCAGCCAAACGGCTTAACGGTCATTTTATTTGTICGGTGTCAACGGCGTT
GGAAAAACGACGACGATCGGGAAACTCGCGTACAAATTAAAAAGCGAAGGAAAAAAAGTGA
TGCTTGCCGCTGGCGATACGTTCCGTGCGGGCGCGATTGAACAACTTGAAGTATGGGGCGA
GCGCGTTGGTGTGGAAGTCATTAAACAGTCTGCTGGCTCTGATCCAACGGCGGTGATGTAC
GATGCGATTCAAGCAGCAAAATCGCGCAACGTTGACATTTTGTTGTGTGATACAGCTGGCC
GCTTACAAAATAAAGTGAATTTAATGAAAGAGTTAGAAAAAGTTAAGCGTIGTITATTGAACG
TGAAGTGCCGGGGGCACCGCATGAAGTGTTGCTTGTGCTAGATGCAACGACAGGGCAAAAT
GCGATGAGCCAAGCAAAAACATTTAAAGAAGCAACAAACGTCACCGGCATTGTGCTITACGA
AACTGGATGGAACAGCAAAAGGTGGCATCGTATTAGCGATCCGCCACGAGTTAAACATICC
GGTGAAATTTGTCGGTTTAGGAGAGAAAATGGACGATTTAGAGCCGTTTAACGCCGAACAA
TTCGT

Anoxybacillus flavithermus Bakterisinin ftsY Geninin Protein Sirasi

KIAKQADTVTEKFKRGLEKTRDSFAGKVNDLIARYRKVDE
EFFEELEEILIASDVGVATVMDFIDELKMEVKRRNIQDPKE
MYSVISEKLIDIYEASGEEKTELNIQPNGLTVILFVGVNGYV
GKTTTIGKLAYKLKSEGKKVMLAAGDTFRAGAIEQLEVW
GERVGVEVIKQSAGSDPTAVMYDAIQAAKSRNVDILLCDT
AGRLQNKVNLMKELEKVKRVIEREVPGAPHEVLLVLDATT
GOQNAMSQAKTFKEATNVTGIVLTKLDGTAKGGIVLAIRHE
LNIPVKFVGLGEKMDDLEPFNAEQF



76

EK 19. Anoxybacillus voinovskiensis Bakterisinin ftsY Geninin Baz Sirasi

AAAATTTCAAAGCAGAAGGACTCAGTAACGGCAAAATTTAAAGAAGGGCTTGAAAAAACGA
GAAGCTCTTTTACAGAAAGCTTAAATGAACTTGTTTCGCGCTATCGAAAGGTTGATGAAGA
ATTTTTCGAGGAATTAGAGGAAATTTTGATTACTGCCGACGTCGGCGTTCAAAACGGTCAT
GGACTTGATCGATGAATTGAAAATGGAAGTGAAAAGGCGAAACATTCAAGAACCGAAGGAA
GTGCGCGCTGCCATTTCCGAAAAGCTTGTTGAAATTTATCAAGGAGAAGACGGCGCTCCTA
CCGATTTAAACATTGAAGACGGCCGGTTAAACATCGTATTGTTTGTTGGCGTCAATGGTGT
TGGAAAAACGACGACGATCGGAAAGCTTGCACATCGATTAAAAGAAGAAGGAAAATCTGTC
CTTCTTGCTGCCGGCGACACGTTCCGAGCAGGCGCCATCGAACAGCTGGAAGTTTGGGGGG
ATCGGGTTGGCGTAGATGTGATTAAACAATCGGCAGGCTCTGATCCTGCTGCCGTCGTGTA
TGACGCCATTCAGGCCGCTCGCTCTCGAAAAGTAGACGTCTTATTATGTGATACTGCTGGA
CGGCTTCAAAATAAGATGAATTTAATGAAAGAGCTTGAGAAAGTAAAGCGGGTTATCGAAC
GGGAAATTCCAGGTGCTCCGCATGAAGTGCTGCTTGTCCTTGATGCGACAACAGGACAAAA
TGCAATGAGCCAGGCAAGACAGTTTITCGGAGGCGACAAATGTCACTGGAATTGCCTTGACA
AAATTGGATGGCACTGCGAAGGGAGGAATTGTTCTAGCCATTCGAAATGAGCTGAACATTC
CTGTAAAACTGGTGGGGCTTGGCGAAAAAATGGACGATCTTGAGAAATTTGATGCAGAGAA
ATATGTATACGGCCTCTTTACCGAA

Anoxybacillus voinovskiensis Bakterisinin ftsY Geninin Protein Sirasi

KISKQKDSVTAKFKEGLEKTRSSFTESLNELVSRYRKVDEEFFEELEEIL
ITADVGVQNGHGLDRIENGSEKAKHSRTEGSARCHFRKACNLSRRRRR
SYRFKHRRPVKHRIVCWRQWCWKNDDDRKACTSIKRRRKICPSCCRRH
VPSRRHRTAGSLGGSGWRRCDTIGRLSCCRRVRHSGRSLSKSRRLIMY
CWTASKDEFNERAESKAGYRTGNSRCSASAACPCDNRTKCNEPGKTVF
GGDKCHWNCLDKIGWHCEGRNCSSHSKAEHSCKTGGAWRKNGRSEIC
REICIRPLYR
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