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OZET

Yeni termofilik bakteri tiirleri bulmak ve biyoteknolojik potansiyellerini arastirmak
amaciyla, Diyadin (Agri), Gonen (Balikesir) ve Kestanbol (Canakkale) kaphcalarindan
termofilik bakteri izolasyonlar: gergeklestirildi.

Bu amacla her ii¢ kaplicadan alman su Orneklerinden elde edilen koloniler,
morfolojilerine gore ayrilarak, Diyadin Kaphcasindan dokuz, Génen Kaplicasindan iki ve
Kestanbol Kaplicasindan alt: olmak iizere toplam onyedi izolat diger testlere tabi tutulmak
tizere se¢ildi. Segilen izolatlar, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, kemotaksonomik, bazi
genetiksel ve DNA-DNA homolojisi agisindan incelendiler. Yapilan incelemeler
sonucunda bu izolatlar, Bacillus cinsine veya bu cinsten son zamanlarda ayrilmalar sonucu
olusmus olan yakin cinslere dahil edildiler. Goénen Kaplicasmin bir izolatinn
Anoxybacillus cinsine ait yeni bir tiir ve Diyadin Kaplicasi izolatlarindan altismin bu tiiriin
suslar1 oldugu sonucuna varilarak, bu yeni tiir Anoxybacillus gonensis olarak adlandirildi.
Kestanbol Kaplicast izolatlardan tictintin Anoxybacillus cinsine ait yeni bir tiir ve bu tiire
ait suglar oldugu sonucuna varilarak, bu yeni tiire ise Anoxybacillus kestanbolinensis adi
verildi. Ayrica Diyadin Kaplicasindan diger ti¢ izolatin Bacillus licheniformis,
Anoxybacillus pushchinoensis ve Bacillus thermosphericus‘a, Kestanbol Kaplicasindan
diger Dbir izolatin Bacillus thermosphericus ve  Dbirisinin  Saccharococcus
caldoxylosilyticus‘a ve Gonen Kaphcasindan diger bir izolatimin ise Bacillus
thermoleovorans‘a ait suglar olduu sonucuna varildi. Kestanbol Kaplicasindan elde edilen
S. caldoxylosilyticus‘un DNA polimeraz geninin kismi gen sirasi ortaya ¢ikarildi. Ayrica A.
gonensis’in yiiksek ksiloz izomeraz enzim aktivitesine sahip oldugu bulundu.

Bu calismada bulunan yeni termofilik tiir ve suslarin belirli 6zelliklerinden dolay:
biyoteknolojik potansiyel tasiyabilecekleri sonucuna varilmis olup, Tiirkiye’deki diger

kaplicalarda da benzer yeni tiir ve suslarin bulunabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyadin Kaplicasi, Gonen Kaplicasi, Kestanbol Kaplicasi, Termofilik
Bakteri, Anoxybacillus sp., Saccharococcus sp., Bacillus sp.
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SUMMARY

Isolation, Characterization with Molecular Methods and Description of Thermophilic
Bacteria from Gonen, Kestanbol and Diyadin Hot Springs

For the purpose of finding new thermophilic bacteria species and studying their
biotechnological potential, thermophilic bacteria isolations from Diyadin (Agr1), Gonen
(Balikesir), Kestanbol (Canakkale) hot springs were made.

Based on colony morphology, nine different isolates from Diyadin hot spring, two
from Gonen hot spring and six from Kestanbol hot spring were selected and subjected to
further tests. The isolates were examined based on morphological, physiological,
biochemical, some genetical, chemotaxonomical features and DNA-DNA homology. The
isolates, as results of the study, were placed into the genus Bacillus or the genus separated
from the genus Bacillus recently. One of the isolates belonging to Anoxybacillus genus
from Gonen hot spring was a new species designated as Anoxybacillus gonensis and six of
the isolates from Diyadin hot spring were the strains of it. Tree isolates belonging to
Anoxybacillus genus from Kestanbol hot spring were new species designated as
Anoxybacillus kestanbolinensis and its strains. Moreover, the other three isolates from
Diyadin hot spring were Bacillus licheniformis, Bacillus thermosphericus and
Anoxybacillus pushchinoensis. Two isolates from Kestanbol hot spring belonged to
Bacillus thermosphericus, another belonged to Saccharococcus caldoxylosilyticus. And
another isolate from Gonen hot spring belonged to Bacillus thermoleovarans. We found
that A. gonensis had high xylose isomerase activity. and also determined the partial DNA
polymerase gene sequence of S. caldoxylosilyticus obtained from Kestanbol hot spring.

We suggest that new thermophilic species and strains described in this study may
have some biotechnological potential and other hot springs of Turkey may have similar

new species and strains.

Key Words: Diyadin Hot Spring, Gonen Hot Spring, Kestanbol Hot Spring, Thermophilic
Bacterium, Anoxybacillus sp, Saccharococcus sp, Bacillus sp.
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Ekstrem ¢evrelerde yasayan mikroorganizmalar, digerlerinin bilyilyemedigi veya ¢ok
az biiylime gosterdikleri sartlarda bliylime kapasitesine sahip olduklarindan, ¢evre etkenleri
ile mikrobiyal hayat arasindaki iligkilerin arastmlmasinda Onemli bir potansiyel
olustururlar.

Diinya niifus artisina, sanayi ve endiistri gelisimine bagh olarak, c¢evre giderek
kirlenmekte ve diinyadaki dogal sartlar ekstrem sartlara dogru kaymaktadir. Dolayisiyla,
insanlik, son yillarda ekstrem durumlardaki hayat sartlarimin arastiriimasi yolunda yogun
calismalara girmektedir.

Termofilik bakterilerin ilk izole edilisinden bu yana yaklasik olarak 100 seneden
fazla bir zaman ge¢mistir (Miquel, 1888). O yillardan beri ¢ok sayida spor olusturabilen
Bacillus ve Clostridium cinslerine ait termofilik bakteri tiirleri ortaya cikarilmis ve
ozellikleri belirlenmistir. Uzerinde en ¢ok ¢alisma yapilan termofilik bakteri tiirii Bacillus
steorothermophilus olup, bu tiriin ¢ok sayida farkli susu ortaya ¢ikarilmig ve bu susun
bircok oOzelligi belirlenmistir. Ancak elde edilen bu bakterilerin hepsinin genellikle
optimum olarak yasayabildikleri sicaklik araliklar1 60 °C. Bununla birlikte ¢aligilan ¢ok az
sayida termofilik bakteri tiirinlin 75 °C’nin {lizerindeki sicakliklarda yasayabildigi
bilinmektedir (Guagliardi vd., 1996).

Termofilik organizmalar1 da i¢ine alan ekstremofilik organizmalar yiiksek sicaklik,
asirt pH, yliksek tuz konsantrasyonlu ve yitksek basinghi ortamlarda yasamaya uyum
saglamiglardw. Bu organizmalarm, ¢esitli endiistriyel islemlerde etkin olarak kullamilan
asinn sartlarda bile gorev yapabilen 6zel biyokatalizorleri yani enzimleri tirettikleri
bilinmektedir. Bu enzimler son zamanlarda endiistride kullanilan ve kirlenmeye neden olan
bazi kimyasallarin yerine kullanmlabilmektedirler. Bu enddistrilerin en géze ¢arpanlar: kagit
ve kagit hamuru endistrileridir. Ayrica termofilik enzimlerin yogun bir sekilde
kullamilmaya baglandig1 diger bir endiistri ise besin endiistrisidir (’Aguilar, 1996).
Endiistrideki ¢ogu enzimatik ve mikrobiyolojik islemlerin yiiksek sicakliklarda yapilmasi
Onemli faydalar saglamaktadir. Boylece yilksek sicaklikta islemin kararli olmayan



bilesikler tarafindan engellenmesi onlenmis olur. Yiiksek sicakligin baglica avantajlari,
daha yiiksek reaksiyon hizi, ¢ogu kimyasalin daha yiiksek oranda ¢6ziinebilmesi, akiciligin
ve diftizyon hizlarinin yiikksek olmasidir (Kristjansson, 1989).

Ekstremofilik organizmalar biyoteknolojik agidan ilging 6zellikleri olan enzim
kaynaklaridir. Bu enzimlerden bazilari son zamanlarda saflagtinimis ve bunlara ait
genlerbasgarili bir gekilde klonlanip mezofilik konaklarda ekspres edilmistir. Bu enzimlere
Ornek olarak, DNA polimerazlar, ekstrasellilar-polimer-parcalayan enzimler (amilazlar,
pullulanazlar, siklodekstringlikosil transferazlar, selillazlar, ksilanazlar, kitinazlar,
proteazlar, depolimerazlar) ve gida, kimya ve farmakoloji endistrilerinde ve cevresel
biyoteknolojide kullamlan DNA’y1 modifiye edebilen enzimler verilebilir (Ademsen, vd.,
1995).

Ekstrem cevrelerle ilgili olarak yapilan c¢aligmalar biyoteknoloji agisindan g¢ok
onemlidir. Bilindigi gibi termofilik tirler olan Thermus aquaticus ve Thermococcus
litoralis polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PCR) kullamlan DNA polimerazin
kaynagidirlar. Bu organizmalardan elde edilen enzimler DNA’nin iki zinciri arasindaki
hidrojen baglarini kirabilen yiiksek sicakliklara karst dayanikli olan bir enzimdir. Bu
sicaklikta bozulmadan kalabilen termofilik DNA polimerazlar hidrojen baglarimin
kirilmas: ile tek zincirli forma donisen DNA’y1 kalip olarak kullanarak yiiksek
sicakliklarda polimerizasyon reaksiyonlar1 yapabilmektedir. Ayrica maksimum
yasayabilme sicakligt 75 °C civaninda olan Bacillus stearothermophilus ticari amagh
biyolojik deterjan olarak kullanilan enzimlerin elde edilmesi igin kullanilmaktadir
(Aguilar, 1996).

Yapilan bu g¢aligmanin amaci yerden ¢ikis sicakliklart 70 °C’nin iizerinde olan
Canakkale Kestanbol, Balikesir Gonen ve Agr Diyadin kaplicalarinin termofilik bakteri
floralarinin ortaya ¢ikarilmasi, daha once tizerlerinde higbir aragtirma yapilmamig olan bu
kaplicalardan yeni bakteri tiirlerinin izole edilmesi ve izole edilen bu bakterilerin sahip

oldugu 1s1ya dayanikl: bazi enzimlerinin aragtirihip 6zelliklerinin tespit edilmesidir.

1.2. Termofilik Mikroorganizmalarin Yaygmhg:

Diinya izerinde yasayan canlilara bakildiginda bunlarin G¢ grup altinda toplandigi
gorilmektedir. Bunlar, bakteriler (6bakteriler), arkebakteriler ve 6karyotlardir (Woese vd.,
1990).



Bakteriler; havada, toprakta, suda yasayabilen ¢omak, filament, kiire veya disk
seklinde olan mikroorganizmalardir. Bakterilere bakildiginda bunlarin 12 bayuk gruba
ayrildig: gorilmektedir. Bu gruplar incelendiginde bunlardan bir kisminin su anda diinya
tizerinde ¢ok az sayida bulundugu ve bir kisminin ise ¢ok sayida tir ile temsil edilen
gruplar oldugu goérilmektedir. Diinya tizerinde ¢ok az sayida bulunan bakteri gruplari
sunlardir: Aquifex /| Hydrogenobacteria, Thermotoga ve yesil kikirtsiz (non-silfiir)
bakterilerdir. Diinya tizerinde halen daha fazla sayida tiir ile temsil edilen bakteri gruplar
ise Deinococci, Spirochaetes, yesil kiikirt (siilfiir) bakterileri, Bacterioids/Flavobacteria,
Planctomycetes, Cylamydia, Gram pozitif bakteriler, Cyanobacteria ve mor (purple)
bakterilerdir (Kristjansson, 1992).

Bakteriler yasayabildikleri sicaklik aralifina gore sakrofiller, mezofiller ve
termofiller olmak tizere li¢ gruba aynlirlar. Sakrofiller —10 *C’ye kadar olan sicakliklarda
yasayabilirler ancak bunlarin optimum olarak buyiyebildikleri sicakliklar 15 °C
civarindadir. Mezofiller normal ortam sicakliginda (20-45 °C) biiyiiyebilirler ve insanlar
i¢in patojen olan mikroorganizmalar bu gruba girerler. Termofiller ise 45 °C’nin iizerindeki
sicakliklarda ve hatta kaynar sularda bile yasayabilirler (Brock, 1985).

Diinya iizerinde yasayan biitiin bakterilerin atalarinin termofilik bakteriler oldugu 6ne
surilmugtir (Madigan vd., 2000). Bu gorugiin dayandigi nokta su anda diinya uzerinde
yasayan termofilik bakterilerin mezofil ortamlara kolay bir sekilde adapte olabilmesidir.
Bu gorisler de goz 6nine alinarak termofilier temelde ikiye ayrilirlar.

Atasal termofiller (6rnegin, Thermofoga, Aquifex): Bunlarin sadece termofilik
atalar1 bulunur. Var olduklari giinden bu giine kadar devamh olarak termofilik olarak
yasamaktadirlar ve hicbir sekilde mezofilik ortamlara adapte olamazlar.

Sonradan termofilik olanlar (6rnegin, Bacillus ve Clostridium): Bu grup bakteriler
mezofiller ile devaml iliski halindedir ve bu grupta bulunan mezofilik tirler degiserek
tekrar termofilik ozellik kazanabilirler. Bu tirlerde termofilik ortamlara tekrar adaptasyon
soz konusu oldugundan bunlar tizerinde, termofilligin molekiiler temelleri hakkinda cesitli
caligmalar yapiimaktadir.

Termofilik bakteri suslarinin optimum biyiiyebilme sicakliklarimin 55 °C’den 105
°C’nin ustiine kadar olan sicakliklara kadar degistigi bilinmektedir. Bu sekilde ¢ok yiiksek
sicakliklarda yasayan termofilik mikroorganizmalar asinn termofiller veya ¢ok asiri
termofiller olarak adlandiriimaktadir ve bu organizmalarin optimum biiyiime sicakliklar

80 °“C’nin uzerindedir. Termofilik bakteriler tabii olarak kaplicalarda, tropik topraklarda,



gibre yiginlarinda, gubreyi olusturan digkilarda, ¢oplerde ve bazi belli bash yerlerde
bulunurlar.

45 °C'nin Ustiine ¢ikildiginda mikrobiyal tiirlerin sayis1 onemli bir gekilde duger fakat
bitiin organizmalarin yasayabildikleri st sicaklik limitleri halen tam anlamiyla
bilinmemektedir. Son zamanlarda birkag¢ tane mikroorganizmanin, sicakligi ¢ok yuksek
olan kaplica sularinda ve deniz diplerindeki sicakligi 100 °C'nin iizerinde olan alanlarda
yagadig1 bilinmektedir (Kristjansson, 1992). Denizlerin alt kisimlarinda sicak su
alanlarinin oldugu fakat bu alanlarin mikrobiyolojisi hakkinda fazla bilginin olmadig
bilinmektedir. 115 °C’ye kadar yasayabilen kiltiir edilmig bakteriler bulunmaktadir. Ancak
hidrotermal ¢evrelerde 135 °C’ye kadar yasayabilen organizmalarin oldugunu gosteren
deliller bulunmaktadir. Bu sicaklik sinirt hayatin olabilecegi ust sicaklik limitini
gostermektedir. Cunki bu sicaklikta amino asitler bityuk oranda L formundan D formuna
doner. 70 °C'nin uizerindeki sicakliklarda yasayan tiir sayist az olmasina ragmen ¢ok sayida
filogenetik olarak farkh kategorideki prokaryotlarin bu sicakliklarda yasadig: bilinmektedir
(Kristjansson, 1992).

1.3. Cahisma Alanlart Hakkinda Genel Bilgiler

Aragtirmanin yapildigt kaplicalar Canakkale Kestanbol, Balikesir Gonen ve Agri
Diyadin kaplicalandir.

Canakkale Kestanbol Kaplicasi Canakkale ilinin Ezine ilgesinin sinirlan igerisinde
bulunup bu ilceye olan uzakhg 10 km, Canakkale’ye olan uzakligi ise 50 km’dir.
Kestanbol kaplicast Marmara bolgesinde bulunan ¢ok sayidaki kaplicadan biridir. Yerden
¢ikig sicakligi 73 °C’dir. Kaplica suyunun romatizma, siyatik, kireclenme, cilt hastaliklari,
bobrek rahatsizliklari, kadin hastaliklart ve kisirlik tedavilerine iyi geldigi bilinmektedir.

Kestanbol kaplicas: suyunun 6zellikleri Tablo 1°de verilmektedir (Erigen vd., 1996).



Tablo 1. Kestanbol kaplicasi (Canakkale) suyunun ozellikleri

Morfolojik Ozellikler Katyonlar (mg/L) Anyonlar (mg/L)
pH © 6.0 Amonyum 12,00 Klorur 9700
Sicaklik . 73°C Lityum 1,29 Bikarbonat 317,00
Sertlik 20 Sodyum 5100 Iyodir 0,4
Serbest Potasyum 630  Bromir 4,20
Karbondioksit : 507,0mg/L  Kalsiyum 800  Florir 3,7
Metasilikat Magnezyum 54,00 Sulfat 170
asidi : 31.0mg/L Demir 6,25  Nitrat 0
Metaborik asid Aluminyum 1,00  Nitrit 0
Radon . 84.0 mg/L Cinko 0,35 Karbonat 305,00
Silisyum oksit : 268 mg/L Bor 11 Hidroarsenat 0,01

Gonen kaplicasi Balikesir iline 114 km uzaklikta olan Gonen ilgesinde
bulunmaktadir. Yerden ¢ikig sicakligi 73 °C olan bu kaplicanin iist ve alt solunum yolu
rahatsizliklari, sindirim sistemi rahatsizliklar, romatizma, ruhi sikintilara bagh agr ve
huzursuzluklar, siirekli mesleki gerilim, sigmanlik, seker hastaligi, yiiksek tansiyon, kadin
hastaliklar gibi rahatsizliklara iyi geldigi bilinmektedir. TC. Istanbul Universitesi Tibbi
Ekoloji ve Hidro-Klimatoloji Arastirma ve Uygulama merkezi tarafindan verilen maden

suyu analiz raporuna gore Gonen Kaplica suyunun ozellikleri soyledir (Anonim, 1994):

Tablo 2. Gonen kaplicast (Balikesir) suyunun 6zellikleri

Morfolojik Ozellikler Katyonlar (mg/L) Anyonlar (mg/L)
pH 0 7.26 Amonyum 0,59 Klorur 278,64
Sicaklik - 73°C Sodyum 528,77 lyodir 0,06
Sertlik : 14 °Fr Potasyum 29,33  Bromir yok
Serbest Kalsiyum 48,00  Florur 4,80
Karbondioksit : 10,4 mg/L Magnezyum 4,86  Salfat 572,60
Silikat :75mg/L Demir 0,06  Nitrat 0,04
Bor :24mg/l. Aliminyum 0,06  Nitnt yok
Mangan yok  Hidrofosfat 0,52

Cinko yok  Karbonat yok

Bakir yok  Bikarbonat 387,96

Hidroarsenat yok

Sulfit yok

Agnn  iline  bagh  Diyadin ilgesinde  bulunan Diyadin = Kaplicast

Diyadin ilgesinin 5 kilometre giineyindedir. Litresinde toplam mineralizasyon 2-3 gram



civarindadir. Toprak kalevili, bikarbonatli ve siilfatlh maden sularidir. Karbondioksit ve
hidrojen siilfiir igerirler. Sicakliklari 60 - 70 °C arasinda degigsmektedir. Cilt, romatizma ve
tist solunum yollar1 rahatsizliklarinda iyilestirici etki gosterdigi belirtilmektedir (Erigen vd.,

1996).

1.4. Termofilik Mikroorganizmalarin Habitatlan

Termofilik bakterilere biitiin jeotermal alanlarda rastlaniimaktadir. Bu alanlara 6rnek
olarak notral pH’li kaplicalar, kiikiirtce zengin asidik kaplicalar ve derin deniz dipleri
verilebilir ( Brock, 1971).

Diinya uzerinde tabii jeotermal habitatlar yapisal olarak aktif zonlarla iligkilidir. Bu
alanlar yerin i¢ bolgelerinde magmatik maddeleri ihtiva eden sedimentlere sahiptir. Bunlar
diinya ytizeyi ile iligkilidir ve diinya igin 1s1 kaynag olarak ig gorirler. Deniz sularn veya
yer alt1 sulart yeryiziine isinarak ¢ikarlar ancak litotrofik basing yiziinden kaynamazlar.
Yeryiiziine sicak halde ¢ikan bu sular gectigi alanlardaki bazi mineralleri ¢ozerek mineral
maddelerce zengin duruma gelirler. Bu sularin ¢ogu hidrojen, kikiirt, karbondioksit, digik
molekiler agirliktaki organik karbon bilesikleri, metan, amonyak ve eser elementlerce gok
zengin olduklan bilinmektedir. Bu sulardaki klor ve bikarbonat iyonlari genellikle baskin
olan anyonlardir. Termal sularin tam muhteviyatlari, suyun yeryiiziine ¢ikmasi sirasinda
icinden gegtigi kayalara ve suyun sicakhigina gore degismektedir.

Jeotermal habitatlarin diger bir tipi derin deniz diplerindeki jeotermal alanlardir.
Bunlarin orijinleri de notral olarak kaynayan kaplica sularinkine benzerdir. Ancak bu
alanlarda yer alt1 suyunun kaynag, tath sudan ziyade deniz suyudur. Bu yiizden deniz dibi
habitatlan ¢esitli minerallerce ¢ok zengindir (Brock, 1986).

Termofilik bakteriler ilk olarak 1879 yilinda Miquel tarafindan kesfedildiler ve ilk
olarak bulunan termofilik bakteri 72 °C’de yagayabilen bir bakteri idi. Miquel termofilik
bakterileri topraktan, ¢oplerden, digki ve pisliklerden, kanalizasyon ve nehir ¢camurlarindan
izole etmisti (Miquel, 1888). Bu bilim adamindan sonraki dénemlerde ¢ok sayidaki
termofilik bakteri topraktan ve diger kaynaklardan izole edildi. Bu bakteriler yiiksek
sicakliklarda iyi  bir  sekilde  bokiniip  ¢ogalabilirken, oda  sicakliginda
buyiyememektedirler. Termofilik bakteriler Sahra Colii gibi topraklardan izole edilirken
serin orman topraklarindan izole edilememistir. Herhangi bir sekilde giibrelenmeyen tarla

topraklarindaki termofilik bakteri miktar1 % 0,25 veya daha diisik iken bu oran



gibrelenmis bahge topraklarinda % 1-10’a kadar ¢ikmaktadir. Hig kiltire edilmemis yani

islenmemis topraklarda ise neredeyse hig¢ termofilik bakteri bulunmamaktadir.

1.5. Termofilligin Molekiiler Temelleri

Bitiin organizmalarin biinyelerindeki enzimler ve proteinler, yapilarini igerisinde
yasadiklan ortamin sicakligina gore adapte etmek zorundadir. Bu olay canlilarin protein
dongilerindeki hayat streleri ve yiiksek sicaklik yiiziinden meydana gelebilecek olan
bozulmalan g6z oniine alarak biyolojik aktivitesinin de cok yiiksek seviyede olmasini
belirler. Termofilik mikroorganizmalarin, ekstrem sartlarda 6rnegin yiiksek sicakliklarda
yasamalanr: i¢in kazandiklarn olagan disi kabiliyetler, bunlarin yapisal ve fonksiyonel
adaptasyonlarina dayanir.

Bu organizmalar nasil olupta yiiksek sicakliklarda yasayabilmektedir? Canliligin
devam ettirilebildigi tst sicaklik limiti nedir? Bu sorularin cevaplart halen tam olarak
bilinmemektedir. Ancak i¢inde yasanilan ortam sicaklig: arttikca canlida olmasi gereken
baz: 6zellikler su sekilde siralanabilir:

1) Membran akicithgmmn ve biitiinliigiiniin korunmasi: Ortam sicakhg
yukseldikge membranda bulunan lipoproteinlerin akicihift da artar. Akiciligin
dengelenmesi gereklidir. Termofillere bakildiginda membran lipidlerinin erime noktasinin
mezofillere gore daha yiksek oldugu gozlenir. Boylece membran lipidlerinin akiciligi
optimum biiyime sicakligina esitlenir. Ayrica bazi organizmalar membran lipidlerinin
karigimini da ortam sicakligina gore degistirir (Kristjansson, 1992).

2) DNA yapisi: Normalde DNA’nin iki zinciri 65 °C’de birbirinden ayrilir. G-C
igeriginin artmasi, erime noktasim bir gekilde yiikseltmesine ragmen, organizmanin
buyume sicakhgi ile DNA’nin G+C igerigi arasinda tam bir iligki bulunmamaktadir.
DNA’nin denatiirasyona karst sitoplazmanin iyonik gici ve dusiik su aktivitesi ile
korundugu dustniilmektedir. DNA’nin 1s1ya kargi kararhligi ve bazlar arasindaki baglarin
korunmast DNA mn bazi ligand molekiilleri ile elektrostatik etikilesimine oldugu kadar
¢evrede bulunan su molekiillerine karsi da hassastir. DNA’nin suda ¢6ziinmesinin boyutu,
DNA’mn fosfat gruplan ile katyonlarin etkilesimini ve baz ¢iftlesmesinin giiciinii etkiler.
Polietilen glikol gibi bazi yiiksiiz molekiiller su aktivitesi gibi 6zellikleri degistirebilir ve
sonugta bu durum DNA zincirlerinin birbirlerinden ayrilmasinin serbest enerjisini ve 1s1s1m

degistirebilir (Spink ve Chaires, 1999). Cogu organizmamn DNA’si negatif siper



sarmallidir ve bu yap1 onun daha kolay denatiire olmasina sebep olur. Ancak arkebakteriler
ve bazi potansiyel termofilik bakterilere bakildiginda onlarin DNA’lanmin pozitif stper
sarmalli oldugu goriliir. Ayrica DNA’ya baglanan histon ve histon benzeri proteinler de
DNA’ya kararlilik kazandirir (Kristjansson, 1992).

3) RNA Yapisi: Normalde sicakligin etkisiyle RNA’min yumak seklindeki yapisi da
DNA’da oldugu gibi denatiire olabilir. Bununla birlikte, RNA’larin yapist ve niikleotid
sirasinda meydana gelen bazi degisikliklerle yapilari kararlilik kazamr. Cogu termofilik
organizmanin RNA’larindaki G+C ¢iftlesmesi fazladir ve bunlarda G-U ciftlesmesi, yanhs
eslesmeler, ¢ikintilar ve diger bazi diizensizlikler goriilmez. Bu gibi yapilar mezofillerin
RNA’larina esneklik kazandirir. Termofillerin RNA’lart genellikle ilave dizilere sahip
degildir ve kisadir. Bu gekildeki daha kisa diziler ¢ikintilarin olma ihtimalini azaltir. Ayrica
baz modifikasyonlan ve protein baglanma bolgelerindeki degismeler RNA’lan kararh hale
getirebilirler. Termofilik bir bakteri lizerinde yapilan ¢aligmada transfer RNA geninin bir
bazindaki tek bir atomun degismesi yiiziinden bakterinin isiya kargi direng ozelligi
kazandigi kaydedilmisticr (Watanabe vd., 1976). Yapilan bu c¢ahismada, Thermus
thermophilus’un tRNA’sindaki timin-55 pozisyonundaki oksijen atomu yerine bir kiikirt
atomu sokulmustur.

4) Protein Yapisi: Mezofilik organizmalara ait proteinlerin ¢ boyutlu dogal yapilari
yiitksek sicaklikta ¢nemli derecede bozulur. Son zamanlara kadar proteinlerin yiiksek
sicakhga karsi kararhi hale gelmeleri tizerinde bircok biyofiziksel c¢aligma yapilmistir.
Yapilan bu galigmalarda, proteinlerin 1siya karsi direngli hale getirilmesinde 15 farkli
fizikokimyasal faktoriin etkili oldugu ortaya ¢ikanlmistir. Bu faktorlerden bazilan,
hidrojen baglari, proteinlerin i¢ kisimlarindaki hidrofobik paketlenmeler, sarmal ikiz kutup
kararliligi ve tuz koprilerinin en iyi sekilde kullammidir. Bu faktérler tizerinde birgok
arastiric1 tarafindan aragtirmalar yapilmugtir (Grupta, 1995; Russel ve Taylor, 1995; Querol
vd., 1996; Veille vd.,, 1996; Colacino ve Crichton, 1997; Vogt ve Argos, 1997; Vogt vd.,
1997; Jaenicke ve Bohm, 1998; Scandurra vd., 1998). Das ve Gerstein (2000) yaptiklan bir
caligmada, 4 adet termofilik arkebakteri, 1 adet termofilik okaryot, 1 adet termofilik
Obakteri ve 6 adet mezofilik obakteri iizerinde proteinlerin termal kararliigini aragtirdilar.
Yapilan bu ¢alisma sonucunda termofilik organizmalarin hem genomik seviyede hem de
o-sarmal yapilarinda mezofilik organizmalardan ¢ok daha fazla yukli alt birimlere sahip
olduklarim tespit ettiler. Ayrica Haney vd., (1999) yaptiklari bir ¢aligmada termofilik bir

arkebakteri olan Methanococcus jannaschii’den izole edilen 115 adet termofilik protein ile



mezofilik Methanococcus tiirlerindeki bu 115 adet proteinin homologu olan proteinlerin
siralarim kargilastirdilar. Yaptiklan kargilagtirma sonucunda, termofilik proteinlerin daha
fazla sayida alt birim igerdigi, alt birimlerdeki hidrofobikligin daha fazla oldugu, daha
fazla yiiklii amino asitlere (0zellikle Glu, Arg, ve Lys) ve daha az sayida polar amino
asitlere (Ser, Thr, Asn ve Gln) sahip oldugunu tespit ettiler. Bu arastiricilar proteinlerin
1stya karg:1 direngli hale gelebilmesi i¢in hidrofobik etkilesimlerdeki, hidrojen, distlfur ve
iyonik baglardaki kiigitk degismelerin meydana gelmesinin yeterli oldugunu onerdiler
(Haney vd., 1999).

Yapilan bir caligmada (Matsumura vd.,, 1984), kanamisin niikleotidiltransferaz
genindeki tek bir niikleotidin degismesinin, tretilen proteinde tek bir amino asidin
degismesine ve boylece bakterinin 1siya karst olan direngliliginin 10 °C kadar artmasina
sebep oldugu ortaya ¢ikarilmigtir.

5) Enzimatik fonksiyonlar: Enzim fonksiyonlari organizmanin biyime sicaklig
tarafindan diizenlenir. Mezofilik organizmalara ait enzimler 20-40 °C arasinda en iyi
sekilde ¢aligir ve yiiksek sicakliklarda denatiire olurlar. Buna karsin termofillerin enzimleri
de organizmamn biiyiiyebildigi sicaklikta en etkin sekilde cahsir ve denatiirasyon bu
sicakhk derecesinin ¢ok iizerinde meydana gelir. Termofilik enzimler mezofilik
sicakliklarda ¢ok yavas caligir ve bu sicakliklarda ve donma durumunda ¢ok kararh bir
sekilde bulunurlar (Amelunxen ve Lins, 1968; Koffler, 1957).

6) Kiiciik Molekiiller: Termofillerin sahip olmas: gereken diger bir 6zellik ise kiigiik
molekiillerin kararliligidir. GTP translasyon, RNA sentezi ve diger bir¢cok islem igin
gerekli olan bir molekiildiir ve bu molekiiliin 100 °C’deki yarilanma émrii birkag saniyedir.
Ayrica ATP, UTP, NAD ve FAD gibi diger birgok kiiciikk molekiil de 1siya karst direngli
degildir. Termofilik bakterilerde bu sorunun ustesinden gelmek icin ihtiya¢ duyulan
molekiller kullanmilacaklari zaman sentezlenir.

Su anda mevcut termal kararlihikla ilgili delillere bakildiginda, termofil ve mezofil

kaynaklardan elde edilen enzimler arasinda onemli derecede benzerlik oldugu ortaya
¢ikmaktadir.

1.6. Bakteri Sistematiginde Kullanilan Bazi Yontemler

Bakterilerin siniflandirilmas: ve karakterizasyonlarinin yapilmas: ¢evre, endustri,

tibbi ve tanmsal mikrobiyoloji ile mikrobiyal ekoloji bakimindan olduk¢a 6nemlidir.
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Mikrobiyal simiflandirma ve karakterizasyonda ¢ok sayida fenotipik ve genotipik yontem
kullanilmaktadir (Louws vd., 1996). Bu yontemlerden herbiri kullanilarak cins, tiir, alt tir,

biovar ve sus seviyesinde sistematik yapilabilmektedir.

1.6.1. Bakteri Sistematiginde Kullamilan Bazi Morfolojik, Boyama, Fizyolojik
ve Biyokimyasal Yontemler

Klasik fenotipik testler gogu mikrobiyoloji laboratuarlarinda bakteri sistematiginde
kullanilmaktadir. Bu testler alt tiirden tiire, cinse ve familyaya kadar taksonlarin
tammlanmasinda temel olusturmaktadir. Genomik bilgiler filogenetik agacin
olusturulmasinda ve sistemlerin siniflandirilmasinda biiyiik bir rol oynamasina ragmen,
genotipik ve fenotipik o6zelliklerin uyumlu bir sekilde belirlenmesi daha faydali
simiflandirma  sistemlerinin olugturulmasi igin gereklidir (Vandamme vd., 1996).
Bakterilerin ortaya ¢ikarillan klasik fenotipik ozellikleri; morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri kapsamaktadir. Bireysel olarak diistinildugiinde bu 6zelliklerin
¢ogu genetik akrabaliklarin ortaya c¢ikarilmasinda yeterli degildir, ancak bunlarin hepsi
birlikte bir taksonun tanimlanmasini saglayan ozelliklerdir.

Bakterilerin tir tayininde ilk olarak ortaya cikarilmasi gereken ozellik, hticre
seklidir. Hiicre seklinin ortaya ¢ikarilmasi icin basit boyama yapilir ve mikroskop altinda
incelenerek hiicre sekli ortaya ¢ikarilir (Benson, 1985). Bakteri sistematiginde kullanilan
diger bir ozellik bakterinin hiicre duvan yapisidir. Bu amagla Dr. Christian Gram
tarafindan gelistirilen bir yontem olan Gram boyama yontem ile bakterinin Gram (+) veya
Gram (-) hiicre duvari yapisi ortaya gikanlir. Ayrica bakteri sistematiginde onemli olan
Ozelliklerden bir digeri de bakterinin spor uretip tretmedigidir. Sporlarin uretilip
uretilmediginin ortaya gikarilmasi i¢in spor boyama yontemi kullamlir.

Baktert sistematiginde kullanilan fizyolojik o6zelliklerin en onemlileri bakterinin
buyiime sirasinda ihtiyag duydugu bazi fiziksel parametrelerdir. Sistematikte ©6nemli
kriterler olan fiziksel ihtiyaglar bakterinin biiyiiyebildigi sicaklik araligi, bityiyebildigi
optimum sicaklik, buyiiyebildigi pH araligi, optimum pH, biiyiimeleri sirasinda oksijene
ihtiyag duyup duymadiklann gibi ozelliklerdir. Bakteri sistematiginde kullanilan
biyokimyasal aktiviteler ise bakterilerin sahip olduklan hiicre igi ve hiicre dis1 enzimler
yardim ile gosterdikleri bazi 6zelliklerdir. Bu enzimler yardimu ile bazi bityiik molekiilleri

pargalama ozellikleri (nisasta, kazein, jelatin), bazi karbohidratlari karbon kaynag: olarak
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kullammlari (gesitli sekerler ile baz1 diger karbohidratlar), bu pargalama ve kullanim
sonucunda meydana gelen bazi son trunler ile pargalama basamaklarinda kuilanilan baz

ara urunlerin ortaya ¢ikarilmast bakteri sistematigi agisinda 6nemli olan kriterlerdendir.

1.6.2. Bakteri Sistematiginde Kullanilan Baz1 Genetiksel Yontemler

Bakterilerin fenotipik benzerliklerine bakilarak yapilan siniflandirmalar, halen daha
basartyla kullanilmasina ragmen, bu ozellikler birbirine asin derecede benzeyen
organizmalarin ayrilmasinda ve Dbakterilerin filogenetik akrabaliklarinin  ortaya
cikarilmasinda yeterli olmayabilirler. Ortaya ¢ikan bu tip problemlerin ¢dziimlenmesinde,
nitkleik asitlerle yapilan g¢ahgmalarin kullamlmaya baglanmas: ile simmflandirma
calismalarinda, siniflandirmamin daha kesin ve dogru olarak yapilabilmesi miimkiin
olabilmektedir.

Genotipik bilgilerin elde edildigi yontemler genellikle DNA ve RNA molekiillerini
konu almaktadir. Bu yontemler son zamanlarda yapilan sistematik ¢aligmalarinin temelini
olusturmaktadir (Vandamme vd., 1996). Kemotaksonomide kullanilan hiicre i¢i diger
bilegenlerden farkli olarak bu genetik elemanlarin hiicrenin biyime ortamindan
etkilenmesi soz konusu degildir ve bu yiizden cevresel degisimlerden etkilenmeyen bu
kriterler kullanilarak daha kesin sonuglar alinabilmektedir. Bakteri sistematiginde

kullanilan bazi genetiksel yontemler su sekilde 6zetlenebilir.

1.6.2.1. DNA Baz Kompozisyonu

Bilindigi gibi DNA’min yapisinda adenin, timin, guanin ve sitozin nukleotidleri
bulunmaktadir. DNA’nin ¢ift zinzirli dogasindan dolay1 A/T ve G/C oranlar genel olarak
sabittir. Ancak DNA’daki (G+C) / (A+T) oranlann degigmektedir. Prokaryotlarin
sistematiginde kullamlan ilk genetiksel yontem G+C igeriginin belirlenmesidir (Lee vd.,
1956) ve bu yontem sayesinde fenotipik olarak benzer genotipik olarak birbirlerinden
farkh suglarin ayrilmasi mimkiin olmaktadir (Goodfellow ve O’Donnell, 1993).

Prokaryotik organizmalar arasinda G+C igerigi % 20-80 arasinda degismektedir
(Tamaoka, 1994). iki organizma arasindaki farklilik ne kadar fazla ise bu iki organizmamn

birbirine yakinhigi da o kadar azdir. Genel olarak bakildiginda, aym cins igindeki
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bakterilerin G+C igeriklerinin birbirlerinden % 10’dan fazla farkli olmamas: gerekirken,
ayni tiire ait suglar arasindaki farkin ise % 5’1 asmamasi gerekmektedir.

% G+C icerigi onceleri DNA'min asitle hidroliz edilip, niikleotidlerin kagit
kromotografisi ile ayrihp ve tek tek bazlarin hesaplanarak ayrilmasi yontemine gore
yapilirdi. Ancak son zamanlarda bu yontemler pek kullamlmamaktadir. Bugin
kullamlmakta olan yontemler termal denatiirasyon yontemi, buoyant yogunluk yontemi ve

HPLC kromatografisi yardimiyla yapilan yontemlerdir (Johnson, 1986).

1.6.2.2. 16S rDNA ve 16S rRNA'min Tiir Tayininde Kullanilmasi

Bakteri genomundaki 16S rRNA geninde devamli aymi olan yani degismeyen ve
degisken olan bolgeler bulunmaktadir. Bakteri turlerinin teghisinde bu degisken bolgeler
kullanilmaktadir. Gray ve arkadaglar1 (1984), 16S rRNA geninde 8 adet degismeyen ve 9
adet degisken bolgenin oldugunu ortaya ¢ikarmig ve bazi aragtiricilar bu ozellikleri
kullanarak kiiltir edilmemis bakterilerin bile 16S rDNA'larim polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) yardimiyla 6zel primerler kullanarak artirmiglardir (Relman vd., 1992). PCR veya
diger baz1 izolasyon yontemleri ile elde edilen 16S rDNA'min baz dizin analizi, restriksiyon
fragmenti uzunluk polimorfizimi (RFLP) ve hibridizasyon ozellikleri kullanilarak turler
arasinda kargilastrma yapilmaktadir. Stackebracdt ve Goebel (1994) yaptiklari
hibridizasyon c¢aligmalarinda aymi cinse ait olan tirlerin arasinda 16S rRNA dizisi
agisindan % 97'den daha az benzerlik gosteren suglarin farkli tirler oldugunu ortaya

koymuslardir.

1.6.2.3. Ekstrakromozomal Elementlerin Sumiflandirmada Kullanilmas:

Ekstrakromozomal elementler bakterilere ilave ozellikler kazandiran genetik
birimlerdir. Bu elementler, bir bakteriden digerine herhangi bir yolla (transformasyon,
transdiiksiyon, konjugasyon) aktanildifindan, bunlara bagl olarak bir siniflandirmanin
yapilmas1 ¢ok guvenilir olmaz. Ancak bu elementler iizerinde simflandirmada sikga
kullanilan bazi biyokimyasal ve fenotipik ¢zellikleri kodlayan genler oldugundan, tir
tayini yapilirken bakterinin boyle genetik elementlere sahip olup olmadigmin ortaya

¢ikarilmasi ¢ok 6nemlidir (Johnson, 1986).
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1.6.2.4. Genomik DNA Parmak izlerinin Bakteri Sistematiginde Kullamlmas:

Genomik DNA’dan yola ¢ikilarak olusturulan parmak izleri genel olarak tir i¢indeki
cesitliligin ortaya gikarilmasinda kullanilmaktadir. Boylece bu testler sayesinde fenotipik
verileri destekleyici sonuglar elde edilmeye ¢alisilmaktadir (Vandamme vd., 1996).

Genomik parmak izlerinin ortaya ¢ikarilmasinda genel olarak iki yontem kullanilir.

1.6.2.4.1. Genomik DNA’nin Restriksiyon Analizi

Bu yontemde tim genom restriksiyon enzimleri ile kesilerek restriksiyon
fragmentleri olugturulur. Bu teknik disik siklikli restriksiyon fragmenti analizi (LFRFA)
olarak adlandirilir. Kesme reaksiyonlar: sonucunda olusturulan restriksiyon pargalar1 ¢ok
buyiik oldugundan, bu DNA pargalari normal agaroz jel ile ayrilamaz ve bundan dolay1
“Pulse Fields Jel Elektroforezi” (PFGE) ile ayriimalar gerekmektedir (Tenover vd., 1995).
Olusan restriksiyon parcgalarinin sayisal analiz yontemiyle kargilagtiriimasi sonucunda tiir
icindeki benzerlik gruplant ortaya ¢ikarilmis olur. Bu teknik “Southern Blot”
hibridizasyonu ile birlikte kullanilarak genomun biiyikligi ve organizasyonu hakkinda
bilgi edinilebilir (Palleroni, 1993). Bu yontemler kullamlarak genom igerisinde rRNA
operonlarimin sayis1 ve dagilimi kolay bir sekilde ortaya ¢ikarilmakta ve bu bilgiler
taksonomide kullamlmaktadir (Ginard vd., 1997).

1.6.2.4.2. PCR’a Dayah Yiéntemlerle Genomik DNA Parmak Izlerinin
Cikarilmasi

Son on yila bakildiginda PCR reaksiyonlart sonucunda olusturulan parmak izlerinin
¢ogu mikroorganizmanin genetik ¢esitliliginin ortaya ¢ikarilmasinda ve tiplendirilmesinde
kullanildig1 gorilmektedir. Bu ¢aligmalarda kullamlan primerlere ve reaksiyon sartlarina
gore organizmalarin cins, tiir ve sug seviyesindeki ayrimlan yapilabilmektedir (Daffonchio
vd., 1998).

Bazi istisnalan olmakla beraber prokaryotlarin ¢ogunun rRNA gen lokuslan 16S-
238-5S olmak tizere diizenlenir ve her bir rRNA geni, genler arasindaki bos bolgeler ve
baglant: bolgeleriyle birbirinden aynlir. Son zamanlarda geligtirilen PCR ve her bir IRNA

genindeki korunmus bélgelerin varliginin ortaya g¢ikarilmasiyla bu genler arasindaki
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bolgelerin artiriimasi miimkiin olmaktadir. Ozellikle, 16S-23S rRNA genleri arasindaki
“spacer” bolgelerin dizi gesitliligi, tiplendirmede, RFLP’de ve bakteri tirlerinin ve ayni
tiire ait suglarin ayrilmasinda etkin bir gekilde kullanilmaktadir (Yoon vd., 1997). 16S-23S
rRNA genleri arasindaki “intergenik” transkribe edilen bosluk bélgelerinin uzunluklan
baz1 durumlarda tir iginde gesitlilik gosterirken bazi durumlarda ise farklilik gostermeyip
tur i¢inde sabit kalmaktadir (Daffonchio vd., 1998).

Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin gogunun genomlarinda siralari biiyiik oranda
korunmus ¢ok kopyali tekrarh diziler bulunmaktadir ve Rep-PCR genomik DNA parmak
izlerinin primerleri bu dizilere gore tasarlanmigtir (Lupski ve Weinstock, 1992). Temel
olarak bakildiginda g tiirtekrarli dizi belirlenmigtir. Bunlar; 35-40 bp uzunlugundaki
tekrarh “ekstrajenik palindromik” (REP) dizileri, 124-127 bp’lik enterobakteriyal tekrarli
“Interjenik” korunmug (ERIC) dizileri, ve 154 bp’lik BOX elementleridir (Versalovic vd.,
1994). Bu diziler, genomda farkli bolgelerde ve her iki oryantasyonda da bulunurlar ve
bunlarin PCR reaksiyonlari ile belirlenebilmesi i¢in REP ve ERIC elementleri igin
birbirlerine ters yonde iki, BOX elementleri igin tek bir primer tasarlanmigtir (Versalovic
vd., 1994). Bu primerler kullamlarak yapilan PCR reaksiyonlari sonucunda elde edilen
profillerin kargilagtinilmast ile aymi tire ait olan suslar arasindaki farklilik ortaya
cikarilmaktadir.

1990 yilinda Williams ve arkadaglari tarafindan bulunan RAPD teknigi (Williams
vd., 1990), genomda rastgele bolgelerin PCR teknigi ile ¢ogaltimina dayanir. Bu yéntemde
standart PCR reaksiyonunun aksine, rastgele secilen tek bir primer kullamilir. Boylece
karsilagtirilan bireyler arasindaki polimorfizm tespit edilmis olur. Bu; tir igindeki
polimorfizmin belirlenmesinde kullanimi kolay, maliyeti dusik ve dogrulugu yiiksek bir
yontemdir. Bu teknik sayesinde aym tlire ait olan bireyler arasindaki genomik varyasyonlar
ortaya c¢ikarilmaktadir. RAPD PCR yontemi bakteri sistematiginde yaygin olarak
kullaniimaktadir (Daffonchio vd., 1998).

1.6.2.5. DNA-DNA hibridizasyonu

Nukleik asit dizileri arasindaki benzerligin ortaya ¢ikarilmasi prokaryotlarin
sistematiginin yapilmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Béylece genomlar arasindaki

benzerlikler gergek¢i bir sekilde ortaya gikarilmaktadir. Niikleik asit siralarimin ortaya
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¢ikarilmas: esasina dayanan karsilastirma galigmalarinda daha ¢ok in vitro niikleik asit
hibridizasyonunu esas alan ¢aligmalar yapilmaktadir (Stackebrandt ve Goodfellow, 1991).
Yeni bakteri turlerinin ortaya ¢ikarnilmasinda engok kabul edilen parametre genomlar
arasindaki DNA benzerligidir. AT,, (DNA’nmin iki zincirinin birbirinden ayrilma sicakligi)
degerindeki benzerligin oram olarak ifade edilen bu deger mikroorganizmalar arasindaki
uzaklig1 gostermektedir. Bu degerler primer yapi seviyesinde genomik dizi benzerliginin
dolayl bir yansimasidir (Goodfellow ve O’Donnell, 1993). Bu yiizden de DNA’nin ayrilip
yeniden birlegsmesini konu edinen yaklagimlar birbirleriyle gok yakin olan prokaryotiarin
akrabaliginin gosterilmesinde ¢ok kullanigh yontemlerdir (Wayne vd., 1987). Yapilan
birgok caligmada, DNA benzerligi ile kemotaksonomik, genomik, serolojik ve fenotipik
benzerlikler arasinda iliski oldugu bulunmustur ve bundan dolayr, DNA’mn iki zincirinin
yeniden birlegmesi tirlerin ayrilmasinda standart bir yéntem olarak kullanilmaktadir
(Stackebrandt ve Goebel, 1994). Yapilan birgok c¢aligma sonucunda tam olarak
tanimlanmig bir¢ok tiriin suglar arasinda optimum hibridizasyon sartlari uygulandiginda
% 70’den fazla bir benzerligin oldugu goérilmektedir (Schleifer ve Stackebrandt, 1983).
Yapilan bitin bu ¢aligmalar bakteriyal sistematik komitesinin tiir tamminda DNA-DNA
baglanma derecesine verdigi Oneme 1gik tutmaktadir. Bu komitenin karari, bir bakteri
turtinin suglar1 arasindaki ATy, derecesinin 5 °C altindaki bir degerdeki DNA-DNA
benzerliginin % 70 veya daha fazla olmas: geregini ortaya koymaktadir (Wayne vd., 1987).

1.6.3. Bakteri Sistematiginde Kullanilan Bazi1 Kemotaksonomik Yoéntemler

Bakteri sistematiginde kullanilan kemotaksonomik yontemler su sekilde siralanabilir:
Bakterinin lipid ve yag asidi igeriginin, toplam protein profilinin, sitokrom 6zelliklerinin,
bazi immiinolojik 6zelliklerinin ve enzim karakterizasyonlari ile fermentasyon triinlerinin
profilinin ortaya ¢ikarilmasi gibi ozelliklerdir. Ayrica genelde Gram pozitif bakterilerin
siniflandinimasinda hiicre duvarimin igerdigi peptidoglukamin tipi ve teikoik asitlerin
analizi 6nemli bir rol oynamaktadir (Schleifer ve Kandler, 1972 ve Suzuki vd., 1993).
Diger yandan, prokaryotik hicrelerde bulunan polikatyonik bilesiklerden olusan

poliaminler de sistematik agidan 6nem arzetmektedir (Busse ve Auling, 1988).
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1.6.3.1. Lipid ve Yag Asidi Kompozisyonu

Lipidler, biitiin obakterilerin sitoplazmik membranlarinda bulunmaktadir. Obakteriler
gok fazla sayida degisik lipid igeriklerine sahiptirler ve lipid igeriklerinin simflandirmada
kullanim1 giin gegtikge artmaktadir (Johnson, 1986).

Otuz yildan fazla bir siiredir bakteri hiicrelerinin igerdikleri yag asitlerindeki gesitlilik
simiflandirma ve karakterizasyon c¢aligmalarinda kullamilmaktadir. Abel ve arkadaslarinin
(1963) hiicresel yag asitlerini gaz kromatografisi ile belirlemesinden bu yana bu yontem
¢ok gesitli taksonomik ¢aligmada kullamlmugtir. Yag asidi metil esterlerinin analizi taksomi
ve teshis caligmalannin yapildifi laboratuvarlarda yogun bir sekilde kullaniimaktadir
(Vauterin vd., 2000).

Bakteri hiicrelerinin yag asidi igerikleri, belirli bakterilerin siniflandiriimasinda fayda
saglamaktadir ve bazi durumlarda belirli taksonlar1 karakterize edebilirler. Bununla
birlikte, organizmalarin sahip olduklar yag asidi kompozisyonlar bir¢ok etken tarafindan
etkilenmektedir. Bunlar; organizmamn biyiime ortaminin muhteviyati, inkiibasyon

sicakhgi, kaltiriin yasi ve 6rnegin analizinde kullamlan yontemlerdir (Johnson, 1986).

1.6.3.2. Coziinebilir Protein Profili

Tir tayininde genel kanaat, birbirleriyle iligkili olan organizmalarin benzer veya ayni
tur hucresel proteinlere sahip olduklandir. Tek yonli poliakrilamid jel elektroforezi
(PAGE) huicresel proteinlerin ayrilmasinda kullanilan bir yontemdir. Bu yontemle 6rnekten
otuza yakin bant elde edilebilir ve kargilastirmas: yapilabilir. Cato ve arkadaslar1 (1982)
tarafindan gergeklestirilen ve 70 adet Clostridium  tirinin suglann arasinda suda
cozunebilir proteinlerinin elektroforetik olarak karsilagtirilmasim baz alan arastirma
sonucunda % 80 DNA-DNA homolojisi gosteren suglarin ayni protein bantlarina sahip
olduklan goérulmugtir. Aralarinda % 70 DNA-DNA homolojisi olan suslarin protein
bantlarinda ise ¢ok kiigik farkhiliklarin oldugu ortaya c¢ikarlirken farkli tirlerin ise

birbirlerinden farkli protein bantlarina sahip olduklar gorilmustiir.
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1.7. Termofilik Organizmalarin Biyoteknolojide Kullamm

Termofilik organizmalar, biyoteknoloji agisindan buyiik faydalar saglamaktadir
(Brock, 1986). Termofillerin biyoteknolojide kullanildigi baz1 alanlar sunlardir: Termofilik
organizmalar kullamlarak bazi yakit ve kimyasallarin tretiminin mimkin olmasi,
fermentasyon yapabilen bu organizmalar kullanilarak genetik manipulasyonlarin
yapilabilmesi ve termofil enzimlerin potansiyel olarak endistride kullanilmasidir.
Biyoteknoloji agisindan termofilik organizmalanin en 6nemli 6zellikleri, biyokimyasal
reaksiyonlan normal organizmalardakinden ¢ok daha yiksek sicakliklarda katalizleyebilen
enzimleri tretmeleridir. Buna ilave olarak, termofillerden elde edilen enzimler, normal
sicakliklarda diger enzimlere gore daha dayaniklidirlar ve bu yiizden bunlardan elde edilen
urtinler daha uzun dmirludiirler (Brock, 1986).

Termofilik organizmalarin, gesitli endiistriyel islemlerin meydana getirilmesinde
etkin olarak kullamlan ekstrem sartlarda fonksiyonel olabilen 6zel biyokatalizorleri yani
enzimleri urettiklert bilinmektedir. Bu enzimlerden bazilar1 son zamanlarda saflastiriims
ve bagarih bir sekilde klonlanip mezofilik konaklarda ekspres edilmistir. Bu enzimlere
ornek olarak, DNA polimerazlar, ekstrasellilar-polimer-pargalayan enzimler (amilazlar,
pullulanazlar, siklodekstrin glikozil transferazlar, selilazlar, ksilanazlar, kitinazlar,
proteazlar) ve gida, kimya ve farmakoloji endiistrilerinde ve gevresel biyoteknolojide
kullamilan DNA’y1 modifiye edebilen enzimler verilebilir. Bu enzimler aynt zamanda ¢ok
sayidaki farkli deterjan ve ¢oziiciilere kars1 da direnglidir (Aguilar, 1996).

Isiya dayamkli DNA polimeraziar genetik miihendisligi agisindan 6nemli etkiye
sahiptirler. Bu enzimlerin genetik mithendisliginde kullamldigt en 6énemli alan polimeraz
zincir reaksiyonlari denilen reaksiyonlar ve dideoksi DNA dizin analizi yontemlerdir
(Mullis vd., 1986). PCR reaksiyonlan1 yiiksek sicakliklarda gergeklestirildiginden bu
reaksiyonlarda kullamlan enzimlerin de bu sicakliklara dayanikli olmasi gereklidir. Bu
ozelliklere sahip olan DNA polimeraz enzimi ilk olarak Thermus aquaticus bakterisinden
izole edilmigtir. Termofilik bir tir olan Thermus aquaticus’dan baska, Pyrococcus
Sfuriosus ve Thermococcus litoralis bakterileri de polimeraz zincir reaksiyonlarinda
kullanilan DNA polimerazin kaynagidirlar. Bu organizmalardan elde edilen enzimler
DNA’nin iki zinciri arasindaki hidrojen baglarim dahi kirabilen yiiksek sicakliklara kars:
dayamklidir. Bu sicaklikta bozunmadan kalabilen termofilik DNA polimerazlar hidrojen
baglarinin kirilmasi ile tek zincirli forma doniisen DNA’y1 kalip olarak kullanarak yiiksek
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sicakliklarda polimerizasyon reaksiyonlar1 yapabilmektedir. 7ag DNA polimeraz enzimi
diinya ticaretinde yiiz milyon dolarlarla ifade edilen bir paya sahiptir. Bunun nedeni bu
enzimin katalizledigi PCR reaksiyonlanidir. Bu reaksiyonlar bugiin biyoteknoloji ile ilgili
birgok iglemin olusturulmasinda o6nemli bir rol oynamaktadir. PCR reaksiyonlari
sayesinde, spesifik DNA siralarinin hizhh ve verimli bir gekilde artiriimasi saglamr. Bu
reaksiyonlar kullanilarak adli tip, besin analizi ve klinik tip alanlarinda 6nemli arastirma ve
incelemeler yapilabilmektedir (Aguilar, 1996).

Termofilik organizmalardan izole edilen ve endistride yaygin olarak kullanilan
enzim gruplarindan biri de proteolitik enzimlerdir. Bu enzimlerin en énemlilerinden biri
olan thermolisin Bacillus stearothermophilus’un bir susu olan Bacillus thermoproteolyticus
(Endo, 1962) tarafindan uretilir ve Bacillus subtilis'ten izole edilen termolisin ile
kargilagtinldiginda 70 °C’de 30 saat kaldiktan sonra bile % 86 oraninda aktivitesini
korumaktadir.

Siv1 ve kat1 deterjanlar igerisinde bulunan enzimler iyi bir sekilde ayarlanarak ilave
edilir. Deterjanlarin igerdigi bu enzimler toplam enzim uretiminin yaklasik olarak % 25’ini
kapsamaktadir ve bunlar modern biyoteknolojininin ¢ok bagaril bir sekilde gergeklestirilen
ticari uygulamalarindandir. Deterjan endistrisinde kullanilan termofilik alkalin proteazlar
Bacillus stearothermophilus bakterisinden elde edilmektedir (Ito vd., 1998). Ayrica
optimum olarak 65 °C’de biiyuyebilen bir Bacillus susundan nitril hidrataz enzimi elde
edilmis ve karakterize edilmistir (Pereira ve ark, 1998). Mezofilik nitril hidrataz
enzimlerinin aksine bu enzim 60 °C’ye kadar olan sicakliklarda ¢ozeltide substrat
bulunmadig: siirece kararl kalabilmektedir.

Termofilik enzimlerin en ¢ok kullamldig: alanlardan birisi de karbohidratlarin
tirevlendirilmesidir. Bununla birlikte halen daha bu modifikasyon islemini daha spesifik
ve daha iyi bir sekilde meydana getirecek olan enzimler {izerindeki arastirmalar devam
etmektedir. Son zamanlarda karbohidratlara bagimli olan endiistri kollarinda ilave
ozelliklere sahip olan enzimlere, 6zellikle de termofilik enzimlere olan ilgi giin gectikge
artmaktadir. Karbohidratlan modifiye edebilen enzimler kagit endiistrisinde oldugu kadar
besin endistrisinde de hidroliz olaylarinin meydana getirilmesinde kullamlmaktadir
(Priest, 1984). Ayrnica bu enzimler karbohidratlara bagimli olan bazi bilesiklerin
turevlendirilmesinde ve sentezlerinde de aktif olarak yer almaktadir. Bu enzimlere
amilazlar, pullulanazlar, a-glukozidazlar, siklodekstrin glikoziltransferazlar, glukoz

izomerazlar, ksilanazlar ve lipazlar verilebilir. Bu enzimler besin, deterjan, kagit ve kagit
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hamuru endistrilerinde 6énemli roller oynamaktadir (Aguilar, 1996). Bu endustrilerde daha
¢ok termofil enzimlerin tercih edilmesinin nedeni, termofilik enzimlerin yiiksek
sicakliklarda galigmasindan dolay: reaksiyona katilan maddelerin difiizyon hizinin ve gaz
formunda olmayan c¢ogu bilesiklerin ¢oziniirligiininde artigin olmasidir. Ayrica 1sinin
yikselmesi, suyun yiizey gerilimini ve viskozitesini azaltir. Boylece enzimlerin
katalizledigi reaksiyonlar uizerine bazi pozitif etkiler meydana gelmis olur. Buna ilave
olarak, islem sirasinda meydana gelebilecek olan mikrobiyal kontaminasyon, eger
reaksiyon yiuksek sicaklikta yapilirsa daha az miktarda meydana gelecektir, ciinkl
biyolojik dongiide ¢irimeye neden olan bakterilerin ¢ogu mezofiliktir ( Brock, 1986).

Cok yiiksek sicakliklara dayamkli selilaz, laktaz, laminarinaz ve ksilanaz termofilik
anaerobik bakterilerden izole edilmis ve bu enzimler karakterize edilmistir. Bu enzimler
tekstil endistrisinde, ¢op ve atiklarin islenmesinde ve endiistrinin diger bazi kollarinda

yaygin olarak kullanilmaktadir (Aguilar, 1996).

Tablo 3. Termofilik organizmalarin kullanildig: biyoteknolojik uygulamalar

Termofilik Organizmalar
50-110 °C

Enzimler ve biyoteknolojide
kullanilan hiicre igi bilesikler

Uygulamalar: ve irettikleri
son urlinler

Amilazlar

Tatlandiricilarda kullanilan
glukoz, fruktoz

Ksilanazlar Kagit agirtilmast,

Proteazlar Keratinden amino asitlerin
iretimi, besin iglenmesi,
frincilik, mayalanma ve
deterjan endustrisinde.

DNA Polimerazlar Genetik mihendisligi

1.8. Termofilik Bakterilerin Sahip Oldugu Bazi Isiya Direncli Enzimler

1.8.1. DNA Polimerazlar

DNA polimerazlar, butiin canlilarda hiicresel bilginin replikasyonunda anahtar rol
oynayan enzimlerdir. Replikasyon ve hata tamiri islemlerinde gorev yapan DNA polimeraz
I enzimi yaklagik olarak 10 yil kadar 6nce Korber ve Baker (1992) tarafindan karakterize

edilmigtir. Primer yapilan karsilagtinldiginda biitin DNA polimeraz enzimlerinin dort
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gruptan birisine girdigi gorulir. Bu gruplar sunlardir; £. coli Pol 1 ailesi, a-pol ailesi, £.
coli Pol 111 ailesi ve IV ailesi. £. coli Pol TV ailesi okaryotlarda goriilen Pol B ve terminal
transferaza karsilik gelen bir enzimdir (Braithwhite and Ito, 1993). Simdiye kadar
incelenen biitin DNA polimerazlarin a-pol ailesine ait oldugu bilinmektedir. Istya
dayanikli olan DNA polimerazlar, polimeraz zincir reaksiyonlarinin gelistirilmesinden beri
genetik mithendisligi alaninda 6nemli bir rol oynamaktadir (Mullis vd., 1986).

PCR reaksiyonlarinda, bazi 6nemli problemler halen daha bilim adamlarinin
karsisina ¢ikmaktadir. Bunlara ornek olarak, yiiksek sicakliklardaki revers transkripsiyon
olaylarinda kargilagilan problemler verilebilir ve bu gibi problemler halen ¢6zim
beklemektedir. Yeni kesfedilecek DNA polimerazlar sayesinde bu problemlerin iistesinden
gelinmesi digtinilmektedir.

Su ana kadar yapilan ¢aligmalarda birkag¢ termofilik ¢bakterinin ve arkebakterinin
DNA polimeraz genleri ve enzimleri karakterize edilmigtir. DNA polimeraz geni ve enzimi
ilk ortaya g¢ikarilan bakteri Brock ve Freeze (1969) tarafindan Yellowston’dan izole edilen
Thermus aquaticus bakterisidir. Thermus aquaticus’dan izole edilen DNA polimeraz
enzimi DNA Pol I ailesindendir ve 7ag DNA polimeraz olarak adlandinlmistir. Bu enzim
PCR reaksiyonlarinda DNA pargalarinin artirilmasinda ¢ok faydalidir (Lawyer vd., 1988).
Bu enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik 75 °C’dir ve Escherichia coli DNA pol 1
ile kargilagtinldiginda 6nemli avantajlara sahip oldugu bilinmektedir. Bu avantajlardan
birisi, yuksek sicakliklarda yiikksek primer baglanma spesifikliginin olmasi ve istenilen
DNA pargalarinin artirilmasinin istenmeyen parcalara gore ¢ok daha yiiksek olmasidir.
Ayni zamanda F. coli DNA polimerazi 93-95 °C’lerde inaktif hale gelir. Halbuki bu
sicaklik derecesi PCR reaksiyonlarinda DNA’nin denatiire olmasi igin gerekli olan
sicakliktir. 7ag DNA polimeraz enzimi bu sicaklikta aktif halde kalabilmektedir.

Thermus aquaticus’dan izole edilen 7Tag DNA polimerazdan baska, DNA polimeraz
geni ve enzimi karakterize edilen diger termofilik obakteriler Bacillus stearothermophilus
(Phang vd., 1995), Bacillus pallidus, Bacillus caldotenax (Uemori vd., 1993), Thermus
filiformis (Jung vd., 1997) Thermus thermophilus (Asakura vd., 1993)’tur. Ayrica son
zamanlarda bilim adamlari, daha yiksek sicakliklara ve daha ekstrem yagsam sartlarina
adapte olabilen arkebakterilerin DNA polimeraz ve diger enzimleri iizerindeki
caligmalarim artirmiglardi. Son zamanlarda DNA polimeraz genleri ve enzimleri
karakterize edilen arkeabakteriler sunlardir: Pyrococcus abyssi (Gueguen vd., 2001),

Pyrobaculum islandicum ( Kahler ve Antranikian, 2000), 7hermococcus sp. TY (Niehaus
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vd., 1997), Pyrococcus furiosus (Uemori vd., 1997 ) ve Thermococcus litoralis (Kong ve
ark, 1993).

Genel olarak yapilan galigmalar incelendiginde, tam DNA sirasi elde edilen ve ortaya
¢ikarilan DNA polimeraz genleri E. coli’de iyi bir sekilde ekspres edilebilen bir
ekspresyon vektorine klonlandiktan sonra FE. cofi'nin BL21 susuna aktarilmakta,

ekspresyonu ve enzimin karakterizasyonu yapilmaktadir (Grimm ve Arbuthnot, 1995).

1.8.2. Ksiloz (Glukoz) izomeraziar

Glukoz izomeraz enzimi nisastay! hidrolize edebilen bir enzim degildir. Bu enzim
nigastadan tureyen glukozu fruktoza donigtirir. Bu doniigiim ticari agidan bakildiginda
Onemlidir. Ciinka bu yolla trtindeki tat miktan artar. Glukoz % 70 oraminda sukroz kadar
tathdir ancak fruktoz ise sukrozdan % 50 daha fazla tathdir. Bundan dolay: fruktozlu
tatlandiricilar  yiyecek ve igeceklerde sukrozun yerine kullamlmaktadir. Amerika’da
1970’1erde sifir olan fruktozlu tatlandiricinin tretimi 1980°de tiim tatlandiricilar i¢inde %
10 seviyesine ulagmugtir. Amerika’da fruktoziu tatlandirici fiyatlarimin daha uygun
olmasinin nedeni misirin bol ve ucuz olusu ve bunlarin iglenmesi i¢in verimli ve yeterli
tekniklerin kullanilmas: ile bu Uriinlerin pazarlama imkanlarmin olmasidir. Fruktozlu
tatlandincilar Avrupa ve Japonya’da da kullamilmaktadir, ancak Avrupa toplulugu
iilkelerindeki ¢iftciler bu tatlandiricilarin seker kamugindan elde edilen tatlandiricilarin
yerini almasim engellemeye caligmaktadirlar.

Misir fruktozunun tatlandiricilarda kullamlmasinin artmast bakterilerdeki glukozu
izomerizasyona ugratabilen enzimlerin varliinin kesfi ile paralellik arzetmektedir. Dort tip
olan glukoz izomeraz enziminden sadece D-ksiloz izomeraz ticari olarak retilip
kullaniimaktadir. Bunun nedeni bu enzimin 1siya dayanikh olmasi (45-65 °C’ye kadar aktif
olabilmesi) ve herhangi bir kofaktore ihtiyag duymamasidir. Bu enzim yaygin olarak
bulunan bir enzimdir ve ksilozda biiyiiyebilen organizmalarin birgogu tarafindan uretilir.
Lactobacillus brevis, Streptomyces albus ve Bacillus coagulans tarafindan uretilen
enzimler kapsamh bir sekilde calisitimigtir. Bunlann agirliklan birbirine yakindir (sirasiyla
191.000, 165.000, 167.000 dalton) ve birbirine benzer olarak hepsi de doért alt birimden
olusmustur. Lactobacillus brevis’ten izole edilen enzimin optimum sicakh@ diisiik olup
45 °C’dir. Ancak ¢ogu ksiloz izomeraz enziminin 65 °C’nin istiinde ve 100 °C’ye kadar

optimum sicakliga sahip oldugu bilinmektedir. Bu enzimlerin optimum pH’lan genel
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olarak notral pH dizeyindedir. Ksiloz izomeraz enzimi agagidaki reaksiyonu geri

doniisimli olarak katalizler.

D-ksiloz<=>D-ksiluloz

Ksilulozun oldugu bir ortamda buyime gergeklestirilirken ksiluloz fosforlanir ve
ribuloz-5-fosfata doniistilkten sonra pentoz fosfat metabolik yoluna girer. Bilinen butin

ksiloz izomerazlar aym zamanda D-glukozu D- fruktoza da gevirir (Priest, 1984).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Besiyeri, Kimyasallar ve Vektorler

Nutrient broth, nutrient agar, bacteriological agar, triryptic soy broth, brain heart
infusion broth, tryptic soy agar, trypton water, peptone, glucose, sodium chloride, phenol
red, ethilenediaminetetraacetik acid (EDTA), sodium molybdate, sulfanilic acid, diethyl a-
naphthylamine, p-dimethylaminobenzaldehyde, crystal violet, ammonium oxalate,
safranin, malachite green, tannic acid, yeast extract, 2-propanol Merck’ten, gelatine
Difco’dan, starch, glycerol, L-tyrosine, urea, tris base, sodium dodecyl sulphate (SDS),
potassium acetate, phenol:chloroform:isoamyl alcohol, phenol, acrylamide, bis-
acrylamide, agarose, xylene cyanole FF, brom phenol blue, coomassie brilliant blue-G 250,
coomassie brilliant blue-R 250, ethidium bromide, bovine serum albumin (BSA),
guanidium thiocyanate, sarcosyl, ammonium acetate, isoamyl alcohol, Sigma’dan,
diammonium hydrogen phosphate, trisodium citrate, methanol ve acetone Carlo Erba’dan
satin alindi. Kullamlan tuz bilegikleri % 99 yada daha saftirlar.

Genomik DNA izolasyon kiti Promega, DIG isaretleme ve belirleme sistemi Roche
Diagnostics GmbH, Almanya’dan elde edildi.

pUC18 ve pGEMT plazmitleri Promega’dan satin alindi.

2.1.2. Cahismada Kullanilan Bakteri Tiirleri

Anoxybacillus flavithermus DSM 2641, Anoxybacillus pushchinoensis DSM 12423
Saccharococcus caldoxylolyticus DSM 12041 tip bakteri kultiirleri Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)’den temin edildi.
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2.2, Metotlar

2.2.1. Kaphcalardan Orneklerin Ahnmasi ve Termofilik Bakterilerin
Izolasyonu

Cahgmada kullanilan su Ornekleri, herbir kaplicadan steril, agz1 kapakli sigeler
icerisine alindiktan sonra olabildigince kisa siirede ve soguk sartlar altinda laboratuvara
getirilmigtir. Daha sonra igerdikleri termofilik bakteriler, uygun besiyerler kullamlarak
zenginlestirme kilturleri yapilmak suretiyle cogaltilip, uygun besiyerleri iceren agar
petrilerine tek koloni elde etmek amaciyla ekilmis ve sonugta petri iizerinde olusan
koloniler incelenerek birbirinden farkli olabilecek koloniler segilip bunlarin saf kiiltirleri

yapildi (Benson, 1985; Diilger, 1997).

2.2.2. izolatlarn Cesitli Boyama ve Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin hucre gekillerinin belirlenmesi amaciyla ilk olarak basit
boyamalar yapildi. Ardindan izolatlarin hiicre duvart ozelliklerinin ortaya g¢ikanlmast
amaciyla Gram boyamalar yapildi ve bu yonteme gore izolatlarin Gram (+) veya Gram (-)
hiicre duvarina sahip olduguna karar verildi. Izolatlarin spor yapilarimi olusturup
olusturmadiginin ortaya ¢ikarilmasi amactyla spor boyamalar yapildiktan sonra lam lamel
aras1 preparat yontemi kullamlarak bakterilerin hareketli olup olmadiklan test edilmistir
(Benson, 1985).

2.2.3. izolatlarn Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin maksimum, minimum ve optimum biylime sicakliklar,
nutrient broth besiyerinde biyitilip spektrofotometrede ODgoo’de yapilan Olgiimler
sonucunda ortaya cikanldi. Izolatlarin maksimum, minimum ve optimum olarak
buytiyebildigi pH degeri, degisik pH’lara ayarlanmig nutrient broth besiyerleri kullanilarak
tespit edildi. Biyimenin olup olmadig1 ve diizeyi ise yine spektrofotometrede 600 nm
dalga boyunda olgiimler yapilarak ortaya ¢ikanldi. Izolatlann NaCl ihtiyaglarinin
belirlenmesi amaciyla degisik oranlarda (% 2; 2.,5; 3; 4; 5; 7, 10) NaCl iceren nutrient
broth besiyerleri kullanildi ve 55-60 °C’ye ayarlanmig etiivde 3-7 giin stire ile bekletilerek
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izolatlarin NaCl ihtiyaglar1 belirlendi. Izolatlarin atmosferik oksijen ihtiyaglari, “Brain
Heart Infusion Agar” besiyerini ihtiva eden deney tiplerine yapilan inokilasyonlar
sonucunda, biuyiimenin oldugu bolgeye gore belirlendi. Ayrica izolatlarin tamamen aerobik
mi yoksa anaerobik mi olduklarinin anlasilmasi amaciyla anaerobik agar besiyeri
kullamldi. Bakteriler nigastali nutrient agar petrilerine ekildi ve 3-7 ginlik inkabasyon
suresinden sonra liigol ilavesiyle izolatlarin amilaz enzimini uretip tretmedikleri test
edildi. Ayrica jelatinazin uretilip tretilmedigi ise nutrient jelatin iceren besiyerlere yapilan
inokiilasyon ve inkiibasyon sonucunda besiyerdeki jelatinin kullamilmasi ile ortaya
¢ikanildi (Cappuccino ve Sherman, 1992; Benson, 1985; Sneath, 1986; Dilger, 1997).
Bakteri sistematigindeki onemli karakterlerden bir digeri de belirli karbohidratlar1
karbon kaynagi olarak kullanma 6zelligidir. Izolatlarin bu 6zelliklerinin ortaya gikarilmas:
amaciyla degisik sekerleri (sukroz, glukoz, arabinoz, ksiloz gibi) igeren karbohidrat
besiyerleri hazirland1 ve bakteri inokiilasyonlar: ve inkiibasyonu sonucunda besiyerindeki
renk degisimine gore sekerin fermente edilip edilmedigine karar verildi. Ayrica izolatlarin
H,S tretip Giretmediginin ortaya ¢tkarilmasi amaciyla “Triple Sugar Iron Agar” besiyerine
inokiilasyonlar yapildi ve tipin dip kisminda siyah rengin olusup olugsmadigina bakilarak
H,S’un dretilip uretilmedigine karar verildi. Organizmalanin glukoz metabolizmasi
sonucunda olusan organik asitlerden, asetilmetil karbinol gibi nétral son uriinleri veya
asidik olmayan son urtinleri uretebilme kabiliyetlerinin ortaya g¢ikarilmasi amaciyla
izolatlar “Voges-Proskauer broth” besiyerine inokiile edildi ve 3 giinlik inkiibasyondan
sonra tiiplere “Voges-Proskauer” ayiract ilave edilerek testin pozitif veya negatif olduguna
karar verildi. Aynica izolatlarin sitrat ve propiyonati karbon kaynagi olarak kullanmp
kullanmadiklarimin  ortaya ¢ikarilmast amaciyla sitrat ve propiyonat kullanim
besiyerlerindeki bityiime durumlan incelendi. Izolatlarin katalaz ve oksidaz gibi enzimleri
tretip uretmedikleri ise katalaz ve oksidaz testleri uygulanarak tayin edildi. Ayrica nitratt
nitrite indirgeme ozellikleri ise nitrat broth ve nitrit ayiraci kullamlarak incelendi

(Cappuccino ve Sherman, 1992; Benson, 1985; Sneath, 1986; Diilger, 1997).
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2.2.4. izolatlarin Baz1 Genetiksel Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.4.1. izolatlarm Genomik DNA’larinin Izolasyonu

Genomik DNA’min izolasyonu, uygun sicaklikta “Triptic Soy Broth”’da bir gece
inkiibe edilerek biuyititiilen termofilik izolatlardan Pitcher ve arkadaslaninin (1989)
geligtirdigi yonteme gore yapildi. Elde edilen sivi kiiltirler, tremelerinin exponansiyel
fazinda 1.000 x g’de 15 dakika santriftij edilerek ¢okturiildii ve tstteki sivi kisim dokilerek
pellet kism1 saklandi. Elde edilen bu pellet kismi, 50 mg/ml oraninda lizozim igeren 100 pl
TE tamponunda (10 mM Tris-HCL; 1 mM EDTA, pH 8) ¢6ziilmiis ve sirasiyla asagidaki
islemler uygulandi:

Hucreler, 0,5 ml 5 mol/L guanidyum tiyosiyanat, 100 mmol/L. EDTA ve % 0,5 v/v
sarkozil (GES ayiraci) ile pargalandi ve hiicre siispansiyonu iyice vortekslenerek
kanigtirildi. Tupler, hiicrelerin tamaminin patlamasi igin 5-10 dakika buz tzerine alind1.
Uzerlerine 7,5 mol/L soguk amonyum asetattan 0,5 ml ilave edilip karistirildiktan sonra 10
dakika buz tzerinde bekletildi. Tiiplere 0,5 ml kloroform:2-pentanol (24:1) ilave edilerek
fazlar tamamen karistirildi ve eldeki suspansiyon bir Pastér pipeti yardimu ile 1,5 ml’lik
Eppendorf tiipiine aktarildi. 16.000 x g’de 20 dakika santrifiij edilerek iist faz bagka bir
tiipe aktarildi1 ve uzerine 0,54 ml soguk 2-propanol ilave edildi. Tipler, 1 dakika ters—diiz
cevrilerek gozeltiler kanstirildiktan sonra 6.500 x g’de 20 saniye santrifiij edilerek pellet
500 ml % 70’lik etanol ile yikanarak agik havada kurutuldu. Elde edilen DNA pelleti, 50-
100 pl steril ddH,0’da ¢o6ziilerek —20 °C’de saklandi.

2.2.4.2. 168 rRNA Geninin PCR Yardmm ile Artirilmasi

16S tRNA genleri, herbir termofilik izolattan saflagtinlan genomik DNA’dan
UNII6S-L. (5’-ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3") ileri ve UNI16S-R (5°-
ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA) geri primerleri kullanilarak PCR yardimi
ile gogaltildi. PCR reaksiyonlarinin sartlan Beffa ve arkadaglarina (1996) gére olusturuldu.
12 ng kalip DNA, 5 pl 10 x PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM steril
KCI), 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, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP karigimu steril
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ddH,0 ile 50 ul’ye tamamlandi. Cogaltma islemi 200 pl’lik tiiplerde, “Biometra Personal
Cycler”’da gerceklestirildi. Reaksiyon sicakliklart ve siireleri ise: Ilk denatiirasyon
basamagi 95 ‘C’de 2 dakika olarak gergeklestirildikten sonra, 36 déngi 94 °C’de 1 dakika
(denatiirasyon igin), 56 °C’de 1 dakika (hibridizasyon igin) ve 72 °C’de 2 dakika
(polimerizasyon igin) seklinde gerceklestirildi. Elde edilen PCR irinlerinin 5 ul’si %
1,1’lik agaroz jelde yuritildii ve etidyum bromiir boyasi (0,5 pg/ml) ile boyandiktan sonra

“BioDocAnalyze” sistemiyle goruntilendi.

2.2.43. 16S rRNA Geninin Baz Dizisinin Ortaya Cikarllmas: ve Gen
Bankasindaki Siralarla Karsilastiriimasi

Yukarida agiklanan primerler kullamlarak genomik DNA’dan artirilan 16S rRNA
genleri TA klonlama vektorleri olan pGEM-T veya pNOT vektorlerine klonlandi ve
dogrulugu teyit edilen klonlarin baz dizin analizi yine yukarida belirtilen primerler
kullanilmak suretiyle gergeklestirildi. Elde edilen yaklasik 1400 bp uzunlugundaki 16S
rRNA dizileri Gen Bankasinda var olan dizilerle karsilagtirilarak aralarindaki benzerlik

oranlar ortaya ¢ikarilds.

2.2.4.4. Genomik DNA’nin Parmak izlerinin Cikarilmasi

2.2.4.4.1. RAPD PCR Analizi

OPAB 7-5’-GTA AAC CGC C-3’ primeri kullanilarak gergeklegtirilen RAPD PCR
analizindeki PCR sartlari, Daffonchio ve arkadaglarina (1998) gore olusturularak
reaksiyonlar 200 pl’lik ince duvarl: PCR tuplerinde gergeklestirildi. 25 pl’lik son hacimde
2,5 ul 10 x PCR tamponu, herbir dNTP’den 100 uM, 2,5 mM MgCl;, 0,4 uM primer, 1 U
1aq DNA polimeraz, 1 pl kalip genomik DNA ilavesinin ardindan son hacim steril ddH,O
ile 25 pl’ye tamamlandi. Aynica reaksiyon karigiminin iizeri, buharlasmanin dnlenmesi igin
25 pl mineral yag: ile kaplandi ve PCR reaksiyonlar1 “Biometra Personal Cycler” ile
gerceklestirildi. Reaksiyon dongileri ise: 94 °C’deki ilk denatirasyon basamaginin
ardindan 40 dongi 94 °C’de 1 dakika, 35 °C’de 1 dakika ve 72 °C’de 2 dakika olmak
uzere gergeklestirildi. PCR reaksiyonlan sonucunda olugan DNA pargalan % 1,5°lik
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agaroz jelde vyirutilip etidyum bromiar (0.5 pg/ml) ile boyandiktan sonra

“BioDocAnalyze” sistemiyle gorintiilendi.

2.2.4.4.2. ITS PCR Analizi

16S-23S DNA arasindaki bolgenin ¢ogaltiimasi igin FGPS 1490-72 (5°-
TGCGGCTGGATCCCCTCCTT-3’) ve FGPL 132-38 (5’-CCGGGTTTCCCCATTCGG-
3’) primerieri kullanildi. 100 pl’lik son reaksiyon hacmi igerisine; 5 pg kalip genomik
DNA, 2,5 U Taq DNA Polimeraz, herbir primerden 1 mM, herbir dNTP’den 0,2 mM, 10
mM Tris-HC1 (pH 8,3), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl, ve 0,1 mg jelatin ml" ilave edildi.
PCR reaksiyonu dongileri ise: 95 °C’de 2 dakikalik ilk denatiirasyondan sonra 35 dongi
95 °C’de 1 dakika, 55 °C’de 1 dakika ve 72 °C’de 2 dakika seklinde gergeklestirildi.

PCR reaksiyonlann sonucunda olugsan DNA fragmentleri % 1,4’lik agaroz jelde
yurutilip etidyum bromur (0,5 png/ml) ile boyandiktan sonra BioDocAnalyze sistemiyle

goruintiilendi.

2.2.4.4.3. Rep-PCR Analizi

Rep-PCR reaksiyonlan Versalovic ve arkadaglarinin (1994) gelistirdigi primerler ve
metoda gore yapiimig olup bu amagla kullanilan primerler ve siralan su sekildedir;

Repl1R-5’-IIT ICG ICG ICA TCI GGC-3°

Rep2R-5’-ICG ICT TAT CIG GCC TAC-3".

PCR reksiyonlar1 25 pl’lik hacimler halinde gergeklestirildi ve her bir reaksiyon su
sekilde olugturuldu: 5 pl 5 x Gitschier tamponu, 0,2 pl 20 mg/ml’lik BSA, 2,5 pl % 100
DMSO, 1,25 pl d NTP karistmu (1:1:1:1), 1 pl RepIR primeri, 1 ul Rep2R primeri, 2 U
Taq DNA Polimeraz ve son hacim 25 pl’yve ddH;O ile tamamlandi. PCR reaksiyonu
dongiileri ise su sekilde olusturuldu: 94 °C’deki 3 saniyelik 6n denatiirasyonun ardindan
92 °C’de 30 saniye bekletilerek yapilan tam denatiirasyondan sonra, 40 °C’de 1 dakika ve
65 °C’de 8 dakika bekletilerek 30 dongi tamamlandiktan sonra 65 °C’de 8 dakikalik son

uzama safhasindan sonra reaksiyon sonlandirildi.
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2.2.4.5. DNA-DNA Hibridizasyonu

Genomik DNA’larin izolasyonu hidroksiyapatitinin kullamldig: kromatografi ile
gergeklestirildi. DNA-DNA hibridizasyonlar1 ise De Ley ve arkadaglarimn (1970)
gelistirdigi ve daha sonra Escara ve Hutton (1980) ile Hup ve arkadaglari (1983)’nin
yaptigi degisikliklere gore son halini alan yontemle gerceklestirildi. Genomik DNA’larin
birbirleri ile olan renatiirasyon hizlar ise “TRANSFER. BAS” programi ile belirlendi.

2.2.5. izolatlarin Bazi Kemotaksonomik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.5.1. izolatlarin Céoziinebilir Hiicre Proteinlerinin Profilinin Cikarilmas

2.2.5.1.1. Céziinebilir Hiicre Proteinlerinin izolasyonu

Izolatlarin igerdikleri proteinlerin profilini ¢ikarmak igin, 6ncelikle elde edilen her bir
izolattan ve tir tayinleri yapilmig olan diger sahit bakterilerden 10 ml gece kiiltirleri
yapildi. Hicrelerin, 14.000 rpm’de 15 dakika santrifuj edilmesiyle olusturulan ¢okelek, 50
mM Tris-HCI (pH 7.4) ve % 10 sakkarozdan olusan TS tamponunda ¢éziildii ve sivi azot (-
194 °C) tankinda bir dakika bekletildikten sonra oda sicakligina alindi ve bu iglem iki kez
tekrarlandi (Belduz vd., 1993) . Oda sicakliginda ¢oziinditkten sonra, hacminin 1/20’si
kadar 10 mg/ml’'lik lizozim ilave edilerek hiicre siispansiyonu 35 dakika buz izerinde
bekletildi, daha sonra 16.000 x g’de santrifuj edildi ve protein dziitiinil igeren siv1 kisim,
steril bir tipe alnarak —20 °C’de saklandi. Protein konsantrasyonu ise Bradford yontemi

(Bradford, 1976) ile tayin edildi.

2.2.5.1.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Herbir izolattan ve tir tayinleri yapilmig bakterilerden izole edilen, miktarlari tayin
edilmis protein 6zitlerinden uygun miktarlarda (40 pg) alinarak bu ozitlere egit miktarda
2 x muamele tamponu (0,15 M tris-HCl pH 6,8, % 4 SDS, % 20 gliserol, % 6 f-
merkapto etanol) ilave edildikten sonra 65 °C’de 90 saniye bekletildi ve Laemli (1970)



tarafindan tammlanan % 12°lik sodyum dodesil sillfat-poliakrilamid jeline (SDS-PAGE)
yiiklenerek ve 0,75 mm kalinhigindaki herbir jel i¢in 15 mA akim uygulanarak ayirma
islemi gergeklestirildi.

Ayirma iglemi tamamlandiktan sonra, jel Coomassie Brilliant Blue (% 0,125
Coomassie Brilliant Blue R-250, % 50 metanol, % 10 asetik asit) boyast ile 2-4 saat
boyandi ve Yikama-I (% 50 metanol, % 10 asetik asit) soliisyonunda 1 saat bekletildikten
sonra Yikama-II (% 7 asetik asid, % 5 metanol) solisyonuna aktanidi. Daha sonra selefon
yaprak arasina almip 80 °C’de 2 saat vakumlu jel kurutucuda kurutularak daimi olarak

saklanabilecek hale getirildi.

2.2.5.2. izolatlarin Yag Asidi Iceriklerinin Ortaya Cikarilmas

Kaplicalardan elde edilen ve degisik teknikler yardimu ile birbirlerinden ayrilan
termofilik izolatlarin yag asidi metil esterlerinin ortaya gikarilmasi igin agagidaki yontem
kullamildu:

izolatlar “Triptik Soy agar” petrilerine ¢izgi ekim yontemi ile ekildi ve 60 °C’de 24
saat sireyle inkiibe edildikten sonra steril bir 6ze yardimiyla agar uzerinden kazinarak
alindilar. Her bir numunenin bulundugu test tiipiine Cozelti 1 (% 15 sodyum hidroksit, %
50 metil alkol, % 50 ddH,0) ilave edildi ve 5-10 saniye ¢alkalands, test tipleri 5 dakika
sireyle 100 °C’lik su banyosunda bekletildi, tekrar 5-10 saniye galkalandi ve 25 dakika
100 °C’lik su banyosunda inkiibasyona birakildi. Boylece canh hiicreler pargalanarak, yag
asidlerinin serbest kalmas: saglandi. Ardindan, test tiiplerine 2 ml Cozelti II (6 N 325 ml
hidroklorik asid, 275 ml metil alkol) eklendi ve 5-10 saniye galkalandiktan sonra 80 °C’de
10 dakika siireyle su banyosunda bekletildi ve hemen buz veya soguk su banyosuna
alinarak 2 dakika siireyle sogutuldu. Sogutulmug tiiplere 1,25 ml Cozelti I (% S0 hekzan,
% 50 metil-tert-butil eter) eklendi ve 10 dakika siireyle ¢alkalandi. Bu agsamada tiip iginde
iki ayr1 faz olustu. Tuplerin alt kisminda asidik, ust kisminda da organik sivi fazlari olusur.
Yag asidi metil esterleri asidik fazdan ayrigarak organik faz bélgesinde toplamr. Bu
nedenle pastor pipeti kullanarak tiplerin tst kismindaki asidik faz atildi ve organik faz
muhafaza edildi. En son agamada her tiipe 3 ml Cozelti IV (10.8 gr. sodyum hidroksit, 900
ml dd H,0) ilave edildi ve 5 dakika siireyle galkaland: ve oda sicakliginda 10 dakika

bekletildi. Tip igerisinde iki faz olugtu. Ust fazda toplanan ve yag asid metil esterlerini



iceren faz pastor pipeti ile alinarak 2 ml’lik gaz kromatografisi tiiplerine transfer edildi.
Agizlan sikica kapatilan tiipler MIS (Microbial Identification System) cihaz tizerindeki
ormek depolama tepsisine yerlestirildi ve iclerindeki yag asidi metil esterleri belirlendi
(Sherlock Microbial Identification System version 4.0, MIDI, Inc., Newark, DE).

2.2.6. Isiya Dayamikh Enzimlerin Aragtiriimas:

2.2.6.1. TK4 izolatmin Sahip Oldugu Termofilik DNA Polimeraz Enzim
Geninin Kismi Klonlanmas:

Termofilik DNA polimeraz enziminin klonlanmast ¢aligmamizda TK4 izolatinin
segilmesinin nedeni bu izolatin diger izolatlardan farkli olarak 75 °C’ye kadar olan
sicakliklarda buyuyebilmesidir. TK4 bakterisinin genom DNA’sindan DNA polimeraz
geninin artirilmasi i¢in kullanilmasinin miimkiin olabilecegi dusiinilen 3 adet dejenere
primer tasarlandi:

Pol F1 5°-ccb aay yts car aac ath cc-3’

Pol R1 5’-dak dtc bgg man rta bmk vck ncg-3’

Pol R2 5’-kas nak ytc rtc rtg nac ytg-3’

Dejenere primerler i¢inde bulunan normal niikleotidleri gosteren harflerin digindaki
harflerin anlami su sekildedir:

r:aveyag y:cveyat m: a veya ¢

k: gveyat s:cveyag w:aveyat

h: aveyacveyat b:cveyagveyat v:iaveyacveyag
d: aveyagveyat n: aveyacveyag veyat

Yukarida belirtilen primer kullanilarak TK4 bakterisinin genomik DNA’sindaki
DNA polimeraz geninin belli bir bolgesi c¢ogaltilmaya calisildi. Reaksiyon sartlari su
sekilde olusturuldu: 10 x PCR tamponundan 5 pl, 25 mM’lik MgCl;’den 3 pl, 2 mM’lik
NTP’lerin herbirinden S’er pl, ileri ve geri primerlerinden 1 pl, 1 ul TK4 genomik DNA’s1
ve 2,5 U Tag DNA polimeraz ilave edildikten sonda son hacim steril ddH,O ile 50 ul’ye
tamamlandiktan sonra PCR dongiileri su sekilde olusturuldu.
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Ik olarak 94 °C’de 2 dakika denatiirasyondan sonra 30 dongii 94 °C’de 10 saniye 35
°C’de 30 saniye ve 68 °C’de 90 saniye olarak ayarlandiktan sonra 68 °C’de 7 dakika
bekletilerek PCR reaksiyonu tamamlandi.

DNA polimeraz geni icin bir ileri ve iki geri dejenere primeri tasarlandi ve bundan
dolay1 her iki revers primeri igin de ayr ayr1 PCR reaksiyonlar: yapild: ve olusan DNA
pargalant % 1,2’lik agaroz jelde yiritiilerek fotograflandi. Bu her iki geri primeri ile de
olusturulan DNA pargaciklan pGEM-T vektorine klonlanarak baz dizileri belirlendi.
Yapilan dizin analizi sonucunda elde edilen baz siralart Gen bankasindaki DNA siralari ile
kargilagtirildi ve hangi primerler ile DNA polimeraz gen par¢asinin artirildigi ortaya
cikarild.

Invers PCR yénteminin temeli, belli bir bolgesi bilinen genin bu bilinen bolgelerine
gore tasarlanmig primerler kullamlarak buradan normal PCR’in aksine digariya dogru
gidilerek genin diger kisimlarinin elde edilmesine dayanir (Moon ve Krause, 1991; Stropel
ve Dervan, 1990). Bu amagla genden daha dnce elde ettigimiz yaklagik 700 bp’lik bolgenin
iki u¢ bolgesindeki belli bolgelere gore olmak iizere ileri ve geri primerleri tasarlandi.

Tasarlanan primerlerin siralan su sekildedir:

TK4inv F1: 5°-ACG GCG ATG AAT ACG CCG AT-3’
TKd4inv R1: 5°-TCG TGG CGA AAC GCA TCG AT-3’

Ayrica daha 6nce baz dizisi ortaya cikarilan gen bolgesinin restriksiyon enzimi
kesme bolgeleri “Clone version 4.01” programu kullanilarak arastinldi ve bu inceleme
sonucunda elimizdeki bu gen bolgesinde kesme bolgesi bulunmayan ve genel olarak
tanmima bolgesi alt1 ve daha fazla nikleotidden olugan enzimler segildi ve bu enzimler
kullanilarak TK4 bakterisinden elde edilen genomik DNA kesildi. Bu ¢alisma sirasinda
kullamlan enzimlier: Psfl, EcoR 1, EcoR V, BamH 1, Hind LI, Nar 1, Sma I, Xcm 1, Xba 1,
Kpn I dir.

Bu enzimler kullanilarak kesilen genomik DNA pargalarinin birbirine yapistirilip
halka halini almasi igin T4 DNA Ligaz enzimi yardimiyla ligasyon reaksiyonlari yapildi.
Ligasyon reaksiyon sartlar1 su sekilde olugturuldu: Herbir enzimle kesilmis 1 pg TK4

bakterisinin genomik DNA’s1, 50 ul T4 DNA Ligaz tamponu, 3 ul T4 DNA Ligaz enzimi
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ilavesinin ardindan herbir reaksiyonun son hacmi 500 pl’ye ddH,O ile tamamlanarak
restriksiyon enzimleri ile olusan herbir DNA pargaciginin kendi Uzerine yapisip
halkalagmasi saglandi.

Elde edilen halka seklindeki DNA parcaciklart kalip olarak kullamlarak yukarida
sirast belirtilen TK4inv F1 ve TK4inv R1 primerleri yardimiyla PCR yapildi. Reaksiyon
sartlari; 1 pl herbir enzimle kesilip kendi lizerine yapistirilan kalip DNA, 5 pl 10 x PCR
tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM steril KCl), 1,5 mM MgCl, 1 anite 7aq
DNA polimeraz, 0,25 mM ileri primeri, 0,25 mM geri primeri, 170 mM dATP, 170 mM
dCTP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP kansimi steril ddH,O ile 50 ul’ye tamamlanarak
gerceklestirildi. Cogaltma islemi ise 200 pl'lik tiplerde, “Biometra Personal Cycler”’da
gerceklestirildi. Reaksiyon sicakliklari ve siireleri su sekilde ayarlandi: Ilk denatiirasyon
basamag: 95 °C’de 2 dakika olarak gergeklestirildikten sonra, 36 dongii 94 °C’de 1 dakika
(denatiirasyon igin), 52 °C’de 1 dakika (hibridizasyon igin) ve 72 °C’de 4 dakika
(polimerizasyon i¢in) bekletilerek gergeklestirildi. PCR reaksiyonlari sonucunda olusan

DNA pargalari, % 1,2’lik agaroz jelde yuriitildikten sonra fotografland:.

2.2.6.2. TK4 DNA Polimeraz Geninin Southern Blotting Ydntemiyle Elde
Edilmesi

Genomik DNA izolasyon kiti (Promega) yardimiyla izole edilen TK4 bakterisinin
genomik DNA’s1 bir gece boyunca EcoR I, EcoR V ve Pst 1 restriksiyon enzimleri ile
muamele edilerek kesildi. Tam kesilmenin olup olmadigi kesik genomik DNA’lar %
0,7’lik agaroz jelde vyiritilerek kontrol edildi. Daha sonra hibridizasyon islemi igin
kullamlacak olan nitroseliloz membrana gegirilecek ve hibridizasyon siiresince buz
dolabinda saklanacak olan DNA’lar ile yaklagik 700 bp’lik TK4 DNA polimeraz pargasini
iceren pGEM-T klonu % 0.8’lik agaroz jele yiiklendi ve mavi boya jelden ¢ikincaya kadar
yuritiilme iglemine devam edildi. Daha sonra jelin nitroselilloz membrana gegirilecek
kismu bigakla kesildi ve DNA’larin membrana gegme iglemleri yapildi. Agaroz jelin buz
dolabinda saklanacak kismu ise kesilip alindi ve streg film naylonuna sarilip buz dolabina
birakildi. DNA’lann nitroseliloz membrana gegirilmesinin ardindan Southern Blotting
hibridizasyonuna gegildi ve bu islem sirasinda DIG isaretleme ve belirleme sisteminden
faydalanildi  (Roche Diagnostics GmbH, GERMANY). Southern Blotting
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hibridizasyonunda prob olarak DIG isaretleme sistemiyle isaretlenmig 700 bp’lik TK4
DNA polimeraz pargacigi kullanildi.

Hibridizasyon sonucunda pozitif sinyaller ve pozisyonlart belirlendikten sonraki
agsamada, bu bantlarin dolapta saklanan jelden alinmasina gegildi. Bir cetvel yardimiyla
bantlarin tam pozisyonlart jel tizerinde tespit edildi ve jelin bu kisimlar1 kesilerek alind: ve
jeldeki DNA’lar agaroz jelden DNA ¢ikartma kiti (MBI Fermentas) kullamlarak ¢ikarildi.

Daha sonraki asamada jelden c¢ikarilan DNA pargalarinin pUCI18 vektorine
klonlanmasina gegildi. Bu amagla ilk olarak pUC18 vektori ayn ayr EcoR 1, Sma 1 ve Pst
I enzimleriyle kesildi. Jelden gikarilan pargalardan ZcoR 1 ile elde edilen pargaciklar
pUC18 EcoR T'e, Pst I enzimiyle elde edilen pargalar ise pUC18 Pst I’e ve EcoR V ile elde
edilen pargalar ise pUC18 Sma I’e T4 DNA ligaz enzimi yardimi ile klonlanmaya galigildi
ve ligasyon iglemi sonucunda olusan rekombinant plazmidler transformasyonla E. coli M
101 susuna aktarildi. Petri Gizerinde X-Gal’dan faydalanilarak yapilan mavi-beyaz
ayrimindan rekombinant plazmitler ayirt edilmeye galisildi ve beyaz kolonilerden plazmid
DNA’s1 izolasyonlar1 kaynatma metoduna goére yapildi (Maniatis vd., 1982). Elde edilen
plazmit DNA’lari uygun restriksiyon enzimleriyle kesilerek dogru uzunluktaki DNA
polimeraz fragmentlerinin klonlanip klonlanmadigi arastirildi. Restriksiyon enzimleriyle
yapilan kesimler sonucunda dogru uzunlukta DNA pargalarini iceren klonlar segildi ve bu
klonlarin istenilen geni igerip icermedigi yapilan “Slot Blot” hibridizasyonuyla kontrol
edildi.

2.2.6.2. Ksiloz (Glukoz) izomeraz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Karbohidratlarin karbon kaynag: olarak kullamm testleri sonucunda; Al, A2, A4,
A5, A6, A8, A9, K1, K2, K4, TK4, G1 ve G2 nolu izolatlarin ksilozu karbon kaynag:
olarak kullanabildigi gorilmisgtir. Izolatlarin bu ozelliginden faydalanilarak, ksiloz
(glukoz) izomeraz aktivitesine sahip olabilecegi digiiniilerek izolatlardan G2’nin ksiloz
izomeraz aktivitesi aragtirildi.

G2 izolat, % 0,5-1,0 oraninda ksiloz i¢eren nutrient broht’ta 24 saat biyutiildiikten
sonra santrifijlenerek ¢oktirildi ve hiicreler 1 grami 5 ml’de olmak iizere mililitresinde
0,2 mg lizozim, 5 nug DNaz ve % 0,1 oraninda Triton X-100 ihtiva eden 25 mM fosfat
tamponunda (pH 7) ¢ozuldiikten sonra 2-3 saat belli araliklarla sallanan sallayici iizerinde

bekletilerek patlatilip ardindan +4 °C’de 20.000 rpm’de 20 dak santifujlendi ve siipernatant
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alinarak enzim aktivitesinin 6l¢ilmesi i¢in kullamldi. Ksiloz izomeraz aktivitesi ise Lee ve
arkadaglarimin (1990) gelistirdigi yonteme gore belirlendi.

( Ksiloz izomeraz aktivitesinin Olgiilmesi igin ilk olarak bir reaksiyon karigimi
hazirlanmigtir. Bir mililitre reaksiyon karigimi igerisine 70 mM ksiloz, 10 mM MnSO4 ve
100 mM MOPS tamponu (pH 7,0) ve enzim ekstrakti ilave edildi. 30 dakika 60 °C’de
bekletildikten sonra reaksiyon 1 ml 0,5 M perklorik asit ilave edilerek durduruldu ve su ile
10 kez sulandirildiktan sonra sistein-karbazol-sulfurik asid ilave edilip renk degisiminin
olmas: i¢in 10 dakika 60 °C’de bekletildikten sonra spektrofotometrede 560 nm dalga
boyunda olgimler yapildi. Ayrica belli miktarlarda ksiluloz iceren standart tipler
hazirlanarak yapilan olgiimler sonucunda standart bir grafik olusturulmustur. Yapilan
reaksiyonlar sonucunda, reaksiyon tiipleri igersinde olusan ksiluloz miktari standart

grafikten faydalamlarak ortaya ¢ikarildi.



3. BULGULAR

Bu calisgmada, Kestanbol (Canakkale), Gonen (Balikesir) ve Diyadin (Agrm)
kaplicalarindan elde edilen su orneklerinden termofilik bakteriler izole edilerek bunlarin
tir tayinleri yapilmaya caligildi. Kaplicalardan alinan su ve ¢amurlu su orneklerinden
bakteri izolasyonu zenginlestirme kiiltiirleri yapilarak ve membran filtresinden gegirilmek
suretiyle gergeklestirildi. Caligmada, izolatlarin tiir tayinlerinin yapilmasi igin gesitli
morfolojik, boyama, fizyolojik, biyokimyasal, genetiksel ve kemotaksonomik testler

uygulandi.

3.1. izolatlarin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Her u¢ kaplicadan izole edilen termofilik bakteri izolatlartmin saf kiiltirleri
yapildiktan sonra, Diyadin kaplicasindan 9, Kestanbol kaplicasindan 6 ve Gonen
kaplicasindan 2 adet olmak tizere birbirlerinden farkh olabilecek olan toplam 17 adet izolat
secildi. Izolatlarin cesitli morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri Tablo 4 ve 5‘de
gorulmektedir. Yapilan incelemeler sonucunda elde edilen bitun termofilik izolatlarin basil
morfolojisine sahip, spor olusturabilen ve katalaz enzimi uretebilen izolatlar oldugu
gozlendi. Ayrica diger 6zelliklerine bakildiginda genel olarak A2, A4, A5, A6, A7, A8,
A9, G2, K1, K2 ve K4 nolu izolatlarin fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri agisindan
aralarinda genel olarak ¢ok az bir farkhiik oldugu gorilmektedir. Bu grup bakterilere
bakildiginda A8 nolu izolatin nitrati nitrite indirgeyememe 6zellii ve mannitolu karbon
kaynag: olarak kullanamama o6zelligi ile digerlerinden ayrildigi ve A2, A6 ve G2 nolu
izolatlarnin ise digerlerinden farkli olarak jelatini hidroliz edebilme yeteneginde oldugu
goriilmektedir. A1, G1 ve TK4 nolu izolatlarin birbirlerinden ve diger izolatlardan farkh
oldugu; A3, K3 ve K5 nolu izolatlarin ise kendi aralarinda birbirlerine benzer oldugu

ortaya ¢ikarildi.
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3.2. izolatlarin Bazi Genetiksel Ozellikleri

3.2.1. izolatlarin 16S rRNA Genlerinin Baz dizileri

Bakteri sistematigi c¢aligmalarinda 16S rRNA genlerinin baz dizilerinin ortaya
cikarilmasi1 6nemli genetiksel ozelliklerin baginda gelir. Bu amagla ilk olarak morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal testler sonucunda kesinlikle birbirleriyle ayni tiir olabilecek
olan izolatlar digindaki tiim termofilik bakteri izolatlarindan (A1, A2, A3, A4, A7, A8, KI,
K2, K3, K4, K5, TK4, G1, G2 nolu izolatlardan) elde edilen genomik DNA’dan PCR
yardimi ile 16S rRNA geni (yaklasik olarak 1400 bp) cogaltildi. Cogaltilan 16S rRNA
genleri pNOT (Xcm I enzimi ile kesilmis) veya pGEM-T vektérlerinden birine klonland: ve
dogru klonlarin agaroz jelde incelenerek teyit edilmesinden sonra baz dizini belirleyen bir
sirket (Davis Sequencing, ABD) araciligiyla baz dizinleri otomatik dizi analizorleri ile
belirlendi. Elde edilen termofilik izolatlarin 16S rRNA gen dizileri Ekler boliminde
gorilmektedir.

Elde edilen termofilik izolatlarin 16S rRNA gen dizileri, Gen Bankasinda var olan
diger bakteriyal 16S rRNA gen dizileri ile karsilagtirilarak bu gen dizilerine en fazla benzer
olan diger bakteriyal 16S rRNA genleri arasindaki benzerlik oranlar belirlendi (Tablo 5).
Tablo 5’den goruldigi gibi AS, A6 ve A9 nolu izolatlarin 16S rRNA gen dizileri
belirlenmemigtir. Bunun sebebi, morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal o6zelliklerine
bakildiginda bu izolatlarin benzer oldugu diger izolatlarin secilmesi ve onlarin 16S rRNA
gen dizilerinin analiz edilmesidir. Morfolojik, boyama, fizyolojik ve biyokimyasal
ozelliklerine bakildiginda AS, A6 ve A9’un genelde A2, A4 ve G2’ye benzer oldugu
goruldi ve bu izolatlar arasindan A2, A4, G2’nin 16S rRNA gen dizisi belirlenirken
digerlerinin 16S rRNA gen dizileri belirlenmedi.
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Tablo 5. Elde edilen termofilik izolatlarin 16§ rRNA gen
dizileriyle Gen Bankasinda var olan 16S rRNA gen
dizilerinin karsilagtiriimasi

Izolat | 16S rRNA dizisine gore en fazla | Benzeme orant
No |benzedigi organizma

Al | Bacillus licheniformis % 97

A2 | Anoxybacillus flavithermus % 97
LA% Bacillus thermosphaericus % 99

A4 | Anoxybacillus flavithermus % 98

A7 | Anoxybacillus flavithermus % 97

A8 | Anoxybacillus flavithermus % 96

K1 |Anoxybacillus flavithermus % 98

K2 | Anoxybacillus flavithermus % 99

K3 | Bacillus thermosphaericus % 99

K4 | Anoxybacillus flavithermus % 97

K5 | Bacillus thermosphaericus % 99

TK4 | Saccharococcus caldoxylolyticus | % 98

G1 | Bacillus thermoleovarans % 99

G2  |Anoxybacillus flavithermus % 98 h

3.2.2. izolatlarin Bazi Genomik DNA Parmak izleri

16S rRNA gen dizilerine gore ve daha once elde edilen morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal testler sonucunda birbirlerine benzer oldugu disiinilen izolatlar ve bu
izolatlara benzer oldugu ortaya ¢ikarilan DSM kiltir merkezinden satin alman standart
bakteri suglart olan Amoxybacillus flavithermus DSM 2641 ve Saccharococcus
caldoxylolyticus DSM 12041 arasindaki benzerligin daha ileri diizeyde ¢aligilabilmesi i¢in
agagidaki genomik DNA parmak izleri ¢ikanldi.
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3.2.2.1. RAPD PCR Analizi

Yapilan 16S rRNA gen analizi ve diger ozellikleri bakimindan Anoxybacillus
flavithermus bakterisine % 97’den daha fazla benzer oldugu ortaya ¢ikarilan termofilik
izolatlar A2, A4, A5, A6, A7, A8, A9, G2, K1, K2, K4 ile Anoxybacillus flavithermus
DSM 2641 ve 16S rRNA gen dizisi bakimindan Saccharococcus caldoxylolyticus DSM
12041°e % 98 oraninda benzeyen TK4 izolatim birbirleriyle karsilastirmak tizere OPAB 7
primeri kullamlarak RAPD analizi yapildi. Yapilan analiz sonucunda Sekil 1°de gorildiigi
gibi 16S rRNA gen dizisi agisindan Anoxybacillus flavithermus DSM 2641°¢ % 97°den
daha fazla benzer olan izolatlardan higbiri bu bakteriye benzer bir RAPD profili
gostermemektedir. Buna ragmen Saccharococcus caldoxylolyticus DSM 12041°e 16S
rRNA gen dizisi agisindan % 98°den daha fazla benzer olan TK4 nolu izolat bu bakteriye

% 50 oranminda benzemektedir.

g
5 =
SLIIEIIIOLES

Af.
Negatif

S.c.
TK4

500

Sekil 1. Aragtirmada kullanilan termofilik bakteri izolatlarinin ve standart olarak kullanilan
bakterilerin OPAB-07 (5’-GTA AAC CGC C-3") primeri ile olugturulan PCR
urtnlerinin agaroz jel Uzerindeki goruntisu. A.f.: Anoxybacillus flavithermus
DSM 2641, S.c: Saccharococcus caldoxylolyticus DSM 12041.
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3.2.2.2. ITS PCR Analizi

Yapilan 16S rRNA gen analizi ve diger ozellikleri bakimindan Anoxybacillus
flavithermus bakterisine % 97°den daha fazla benzeyen termofilik izolatlar olan A2, A4,
AS5, A6, A7, A8, A9, G2, K1, K2, K4 ile Anoxybacillus flavithermus DSM 2641 bakterisini
karsilagtirmak tizere 16S-23S rRNA genleri arasindaki “intergenik” bolge PCR
reaksiyonlar: ile artirildi ve olusan PCR profili incelendi. Yapilan inceleme sonucunda

Sekil 2°den de goriildiigii gibi elde edilen termofilik izolatlardan higbirisinin Anoxybacillus

Sflavithermus DSM 2641°e benzer bir profil gostermedigi ortaya ¢ikarildi.

2
< =
S ITLRIIIBLE

Sekil 2. 16S tRNA gen dizisi agisindan Anoxybacillus flavithermus DSM 2641°e %
97°den daha fazla benzer olan suslarin ITS PCR analizi. A.f. Anoxybacillus
Slavithermus DSM 2641

3.2.2.3. Rep-PCR Analizi

16S rRNA gen analizi ve diger 6zellikleri bakimindan Anoxybacillus flavithermus
DSM 2641 bakterisine % 97°den daha fazla benzeyen ancak ITS PCR profili agisindan bu
bakteriden farkli profiller gésteren termofilik izolatlar olan A2, A4, A5, A6, A7, A8, A9,
G2, K1, K2, K4 izolatlan1 ile Anoxybacillus flavithermus DSM 2641, Rep-PCR profili
agismdan Rep-PCR primerleri kullanilarak karsilastirildi. Yapilan karsilagtirma sonucunda
Sekil 3’te de goriildiigii gibi higbir izolatim Rep-PCR profili bakimindan Anoxybacillus
Mavithermus DSM 2641’e benzemedigi ortaya ¢ikarildi.



43

Markir
A2
A4
AS
A7
A8
A9
Af
G2
K1
K4

1500

500

Sekil 3. 16S rRNA gen dizisi agisindan Anoxybacillus flavithermus DSM 2641’e %
97’den daha fazla benzer olan suglarin Rep-PCR analizi. A.f. Anoxybacillus
Sflavithermus DSM 2641.

3.2.3. DNA-DNA Hibridizasyonu

Elde edilen termofilik izolatlarin yapilan morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal,
kemotaksonomik ve bazi genetiksel testler sonucunda, birbirlerine ve sistematikteki yerleri
belli olan baz1 termofilik bakteri tiirlerine bazi 6zellikleri bakimmdan benzer oldugu bazi
ozellikleri bakimindan ise farkhiliklar arzettii gézlendi. Elde edilen izolatlarm incelenen
dzellikler bakimindan birbirlerine yakin olanlar: secildi ve birbirlerinden farkh olabilecegi
duigiiniilenlerin tam sistematiklerinin yapilmas: amaciyla bu izolatlara, sistematik otoriteleri
tarafindan en gegerli yontem olan DNA-DNA hibridizasyonu uygulandi. Yapilan 16S
rRNA gen analizi ve diger 6zellikleri bakimindan Anoxybacillus flavithermus bakterisine
% 97°den daha fazla benzer olan ancak ortaya ¢ikarillan genomik DNA parmak izi
sonuglarina gére bu bakteriden farkli oldugu gériilen termofilik izolatlar olan A2, A4, A7,
A8, G2 ve K4 ilk olarak Anoxybacillus flavithermus DSM 2641 ile karsilagtirild ve elde
edilen sonuglar Tablo 6’de gériilmektedir.
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Tablo 6. Izole edilen termofilik izolatlar ve Anoxybacillus flavithermus
DSM 2641 Arasinda % DNA-DNA homolojisi

Anoxybacillus flavithermus DSM 2641
A4 45.4
A7 52.3
A8 46.3
A9 46.7
K4 60.4
G2 53.4

Yapilan bu ilk DNA-DNA hibridizasyonu sonucunda Tablo 6’de de goruldiigii gibi
16S rRNA gen dizisi agisindan Anoxybacillus flavithermus DSM 2641’e % 97’den fazla
benzer olan izolatlarin higbirisinin DNA-DNA homolojisinin % 70’in iizerinde olmadig: ve
bundan dolay: bu bakteriden farkh tiirler olduguna karar verildi. Bundan sonraki agamada
Anoxybacillus flavithermus DSM 2641 olmadig: teyit edilen bu izolatlarin aynt tire ait
bakteri suglarn olup olmadiklarinin arastirilmasi amaciyla bu izolatlar birbirleriyle DNA-

DNA hibridizasyonuna maruz birakild: ve Tablo 7°de gorillen sonuglar elde edildi.

Tablo 7. 1zole edilen baz1 termofilik izolatlar arasindaki % DNA-DNA homolojisi

A4 A7 A8 G2
A7 88.2 X X X
A8 36.3 412 X X
G2 823 77.9 457 X
K4 48.2 46.8 409 38.5

Elde edilen bu sonuglar incelendiginde A4, A7 ve G2 nolu izolatlarin aym tiire ait
suslar oldugu, A8 ve K4 nolu izolatlarin ise iki farkli bakteri tiirii oldugu gorillmektedir.
Ayrica elde edilen hibridizasyon sonuglarina gére Anoxybacillus flavithermus DSM 2641
olmadig: teyit edilen ve birbirlerinden de farkli oldugu gorillen termofilik izolatlar,
Anoxybacillus cinsinin diger bir tyesi olan Anoxybacillus pushchinoensis ile DNA-DNA
hibridizasyonuna maruz birakildi. Yapilan DNA-DNA hibridizasyonu sonucunda Tablo 8
gorildiga gibi A8 nolu izolatin Anoxybacillus pushchinoensis’e % 76,7 oramnda
benzedigi ve bu tire ait bir sus oldugu, G2 ve K4 nolu izolatlarin ise bu tiirden farkli

bakteriler oldugu ve Anoxybacillus pushchinoensis ile aralarindaki DNA-DNA
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hibridizasyonu benzerliginin G2 ile % 45, K4 ile ise % 42.9 oraninda oldugu

gorilmektedir.

Tablo 8. A. pushchinoensis ve S. caldoxylolyticus ile bazi
izolatlar arasindaki % DNA-DNA homolojisi

A. pushchinoensis | S. caldoxylolyticus
G2 45.0 X
A8 76.7 X
K4 429 X
TK4 X 79.8

Ayrica 16S rRNA gen dizisi bakimindan Saccharococus caldoxylolticus DSM
12041’ % 98 oraninda benzeyen TK4 nolu izolat, bu bakteri ile DNA-DNA
hibridizasyonuna maruz birakildi. Yapilan hibridizasyon ¢alismasi sonucunda bu iki
bakterinin % 79.8 oraninda birbirlerine benzer oldugu ve bundan dolayi da elde edilen TK4

izolatimn Saccharococus caldoxylolyticus tirine ait yeni bir sus olduguna karar verildi

3.3. izolatlarin Baza Kemotaksonomik Ozellikleri

3.3.1. izolatlarin Coziinebilir Protein Profillerinin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlardan 16S tRNA gen dizisi a¢isindan Anoxybacillus flavithermus
DSM 2641°e % 97 ve daha fazla benzer olan 11°i ile Saccharococcus caldoxylolyticus
DSM 12041°e % 98 oraninda benzer olan TK4 nolu izolatin ¢dziinebilir proteinleri izole
edildi ve % 12’lik SDS-PAGE jeline yiiklenerek ayrildilar. Sekil 4’de gérilen protein
profilleri incelendiginde Anoxybacillus flavithermus DSM 2641°e 16S tRNA gen analizi
sonuglarina gore % 97°den daha fazla benzer olan izolatlarin Anoxybacillus flavithermus
DSM 2641°¢ az bir oranda benzer oldugu, ayrica izolatlarin kendi aralarinda da bazilarinin
birbirine benzer protein profili gosterdigi bazilarinin ise farkhi protein profillerine sahip
olduklan gozlendi. TK4 nolu izolat ile Saccharococcus caldoxylolyticus DSM 12041’in

benzer protein profillerine sahip olduklan gozlendi.
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A2 A4 A5 A6 A7 A9 G2 Af Kl K2 K4 A8 ApTK4 Sc.

Sekil 4. Kaphcalardan izole edilen izolatlardan ve Anoxybacillus flavithermus
DSM 2641, Saccharococcus caldoxylolyticus DSM 12041 ile
Anoxybacillus pushchinoensis’den saflastirilan  ¢oziinebilir hiicre
proteinlerinin % 12’lik SDS-PAGE’de analizi. A.f.: Anoxybacillus
Mlavithermus DSM 2641, A.p.: Anoxybacillus pushchinoensis, S.c.:
Saccharococcus caldoxylolyticus DSM 12041.

3.3.2. izolatlarn Yag Asidi igerikleri

Bakteri sistematiginde kullanilan diger bir kemotaksonomik y6ntem; incelenen
organizmanin i¢erdigi yag asitlerinin miktar ve tiiriiniin ortaya ¢ikarilmasidir. Bu amagla
yapilan yag asidi metil esterlerinin analizi sonucunda Tablo 9 ve 10°de goriildiigii gibi
genel olarak A2, A4, A5, A6, A7, A8, A9, K1, K2, K4 ve G2 nolu izolatlarin birbirlerine
benzer bir sekilde temel yag asidi olarak yaklasik % 65 civarnda Cis; ¢ iz, Al izolatinin
temel yad asidi olarak % 43 oraninda Ci4.0, A3, K3, K5 izolatlarinin ise yaklagik olarak %
40 civarmda Cig; 0 iz, G1 izolatin temel yag asidi olarak % 46 oraninda Cis. ¢ i, ve TK4

izolatinin ise temel yag asidi olarak % 50 oraminda C 7. ¢ igerdigi belirlendi.
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Tablo 9. Diyadin (Agn) kaplicasindan elde edilen izolatlarin yag asidi igerikleri

Yag asitlerinin cinsi

Izolat numaralan ve igerdikleri yag asidi oranlan

Al | A2 [ A3 | AA | AS | A6 | A7 | A8 | A9
Doymus yag asitleri
Ciao 43,04| 1,10 - 093 (0991 1,16 0,69 | 0,59 | 1,19
Cis:0 3,99 | 0,90 | 1,44 | 1,65 | 1,45 | 0,75 | 1,06 | 3,08 | 0,96
Cis:0 - 3866221891198 |3,10129411,93 2098
Ci7:0 - - 1,08 | - - - - |045| -
Cis:o - - 1054 - - - - - 10,64
Doymamus yag asitleri
Cis:1wse - - - 1041(025]| - - 070 -
Cié: 1 w110 - - 0,85 - - - - - -
Ci6:1: wre alkol - - 1369 - - - - - -
C17:1:wsc - 2,04 - 3,87 | 4,28 | 1,87 | 2,03 |3,92 ]| 1,42
C17:1:wi0c - - 1092 - - 4 ) - -
Dallanmts yag asitleri
Ci30iz0 - - - (o016 - 0291021t - |0,26
C14:0iz0 - 10721091 11,09]1,03|0,41 038|048 10,53
C14:0iz0 30H - - - 1032044 - [032] - 3
Cis:0iz0 12,65(62,13 27,07 | 64,55|66,36|68,06|64,76|53,83 | 63,07
C15: 0 anteizo - 12,50 - 12761286 2661217144214
Ci6:0izo 2,99 | 5,46 |37,27| 5,54 14,80 | 294 | 3,60 | 3,87 | 2,34
C17.0 anteizo - - - 1093 - - - - -
Ci17:1 anteizo - - - - 11,031039)0,47 | 0,74 | 0,44
Ci7:0iz0 27,47|15,67(20,01|10,57| 9,16 |13,56]16,41 14,95 10,02
C17: 0 anteizo 9,86 | 4,10 - 1276)247|336]3,56|230) 247
C19:010- metil - - - - - - - 19,64 (10,66
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Tablo 10. Kestanbol (Canakkale) ve Gonen (Balikesir) kaplicalarindan elde edilen
izolatlarin yag asiti igerikleri

Yag asiti cinsi

Izolat numaralan ve igerdikleri yag asidi oranlan

Kl { K2 | K3 [ K4 [ KS [TK4| G]I | G2
Doymusg yag asitleri
Cizo - - - - - - 1050 -
Ciao 0,79 | 0,77 - 1,29 - - 0,80 | 1,18
Cis:o 1,50 { 1,30 | 1,88 | 1,11 | 1,52 - 1,60 | 1,12
Cis:0 2,90 | 2,66 |421 1347428 |3,83]|1,66]|238
Ci7:0 - - |087| - 094 - - -
Cis:o - - - - 10,67 - - R
Cio:0 - - - - - (1,02 - -
Doymamig yag asitleri
Ci6:1wilc - - 102 - 1062} - - -
Ci6:1: wrcalkol - - 520 - 474 - - -
C17:1:wse - - 0,59 - 3,77 | 2,63
Ci7:1:wioe - - 11,34 - 093} - - -
Dallanmig yag asitleri
Cir4:0iz0 1,94 | 1,07 | 1,26 | 0,88 | 2,03 - 1,85 | 1,25
Ci40iz0 300 0,14 | - - - - - - -
Cis:0izo 63,86160,29121,94)68,62123,40}33,66145,83 65,19
Ci15:0 onteizo 117 | 1,49 | - |36 - | 081|443 | 204
Ci6:0izo 8,34 | 6,17 43,89 6,37 |45,51| 4,45 {16,46{ 5,99
C17:1 anteizo - - - - - - 10,79 { 0,82
C17:0iz0 15,10111,24(16,38 | 9,54 {14,47|49,45|13,10|11,96
C17: 0 anteizo 1,81 ] 2,18 | 1,05 | 3,69 - 6,77 | 6,84 | 3,29
Ci8:0iz0 - - [09% | - |08} - - -
C19:010 - metil - 11,14 - - - - - -
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3.4. izolatlarm Sahip Oldugu Baz Isiya Dayamkh Enzimlerin Arastiriimasi

34.1. TK4 Izolatmmn Sahip Oldugu Termofilik DNA Polimeraz Geninin
Klonlanmas:

Yapilan calismalar bSlimiinde goOsterilen primer sralarindan da anlagildig: gibi
polimeraz geni i¢in tek bir ileri (Pol F1) ve iki adet geri (Pol R1 ve 2) dejenere primeri
sentezlenmisti. Bundan dolay1 yapilan PCR reaksiyonlar1 da her iki geri primeri igin de
ayr1 ayri yapildi ve reaksiyonlar sonucunda olusan DNA parcalarinin % 1,2°’lik agaroz
jelde yiiriittildtikten sonra Sekil 5’te goriildiigti gibi agirhiklar birbirinden farkli olan iki
farkh bant elde edildi. Bantlarmn agirliklar1 incelendiginde Pol R1 primeri ile yapilan
reaksiyonda olusan DNA bandmin agirhgmm 500 bp civarinda, Pol R2 ile yapilan
reaksiyonda olusan bandm ise 700 bp civarinda oldugu goriildii.

1000

500

Sekil 5. Dejenere Pol R1 ve Pol R2 primerleri ile TK4 izolatindan ve E. coli Taq susundan
PCR yardim: ile elde edilen DNA pargalarinin jeldeki goriintiisti. 1. 100 bp
markir, 2. TK4 Pol F1-Pol R1 pargacig, 3. TK4 Pol F1-Pol R2 pargacigy, 4. E.
coli Taq Pol F1-Pol R2 pargacig1

Her iki geri primeri ile olugturulan DNA pargalar1 pGEM-T vektriine klonlanarak
baz dizileri belirlendi. Yapilan dizin analizi sonucunda elde edilen baz siralar1 Gen
Bankasindaki DNA siralar: ile karsilagtirildi ve sonugta Pol R1 primerinin genomda DNA
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polimeraz geninin digindaki bagka bolgelere baglanmasi neticesinde 500 bp’lik bir DNA
pargacid uirettigi, Pol R2’nin ise genomdaki DNA polimeraz geni i¢inde bir yere baglamp
bu gen i¢indeki yaklagik 700 bp’lik bir bolgeyi iirettigi anlasildi. PolF1 ve PolR2
primerleriyle iiretilen yaklagik 700 bp’lik DNA polimeraz gen bolgesinin baz stras1 Sekil
6’da goriilmektedir.

TTA GGA GTT CGT CAT GGA CTT GCA GCA GCA TCC GCG CTT GCA GCT TTT
CTT GCT TTA GCC GAT CCG CCA AAT CAA TCA TCG CCT TTT TAA TAA TAT
CGG CGG CGC TTC CTT GAA TCG GCG TAT TCA TCG CCG TCC GTIT CGG CAA
AGC TGC GCA GGT TGA AGT TGC GGC TCG TAA TGT CCG GCA AAT AGC
GGC GGC GGT GCA ACA GCG TCG TGA CAT ATC CTT TTT GCT TCG CTT CTIT
GGA CGA TGT TTT CCA TAT ACT GCT TAA CGC CCG GAA AAA TTT CAA AAT
ACC GGC GGA TAA ATT CCG CTG CCT CTT TTC GTG GGA TGT TTA AAT TTT
GTG ACA GCC CGT AGT CGC TGA TGC CGT AAA CAA TGC CAA AGT TCA
CCG CTT TCG CCT GCC TGC GCA TGT TTG GCG TCA CTT CAT CGG CTG TGA
CGT GGA AAA TAT CCA TCG CCG TTT TCG TAT GAA TAT CTA AAT CGT GGC
GAA ACG CAT CGA TTA AAT TTT CAT CAT TGG CAA TAT GGG CAA GCA CGC
GCA GCT CAA TTT GCG AAT AAT CGG CGG AAA AAA TGA CCC AAT CCG
GCT TGG GAC GGA ACG AAC GCC TGG CGA ATT TTC CGC CCT TCC

Sekil 6. TK4 DNA polimeraz geninin TK4 Pol F1-Pol R2 primerleri ile elde edilen
pargasinin gen dizisi

Elde edilen bu gen sirasimn Gen Bankasindaki DNA siralan ile kargilagtinilmalan
sonucunda bu siranin % 83 oraninda Bacillus caldotenax DNA polimeraz genine benzer
oldugu goriildi. Boylece bundan sonraki ¢aligmalarimizda gerekli olan primerlerin ve

problarin elde edilmesinde faydalamlacak bir bolge ortaya ¢ikariimis oldu.

3.4.2. Invers PCR ile TK4 DNA Polimeraz Geninin Diger Kisimlarinm Elde
Edilmesi

Pst I, EcoR 1, EcoR V, BamH 1, Hind I, Nar 1, Sma 1, Xcm 1, Xba 1, Kpn 1
restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilen genomik DNA pargalarinin birbirine yapistinilip
halka halini almas1 i¢in T4 DNA ligaz enzimi yardimiyla ligasyon reaksiyonlar yapild: ve
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elde edilen halka halindeki DNA pargaciklann kalip olarak kullamlarak yukarida sirasi
belirtilen TK4inv F1 ve TK4inv R1 primerleri yardimiyla PCR reaksiyonlan yapildi.
Yapilan PCR reaksiyonlari sonucunda sadece Ps7fI enzimi ile olusturulan DNA
pargaciklarindan yaklagik 400 bp’lik bir PCR riiniiniin olustugu gozlendi. Elde edilen bu
PCR iiriinii pGEMT vektoriine klonlanip baz dizisi ortaya ¢ikarildi. Invers PCR yontemiyle
daha 6nce bilinen siramin her iki tarafindan geriye dogru gidildiginden elimizdeki siranin
her iki tarafindan olmak iizere yaklagik olarak 180 bp’lik yeni gen sirast elde edilmis oldu.
Elde edilen sira Sekil 7°de goriilmektedir.

TCT AAA CGG ATC GGA ATG TTT TGC AAG TTC GGC TCC GTG GAG CTT
AGC CGC CCC GTT TGC GTC AGC GCC TGA TTA AAA ATG GTG TGC ACT
TTG TGG GTG TCG CAA TGC ACT ACT TTT AGC AAT CCT TCA ATA TAG
GTC GAC TAT TAG GAG TTC GTC ATG GAC TTG CAG CAG CAT CCG CGC
TTG CAG CTT TTC TTG CTT TAG CCG ATC CGC CAA ATC AAT CAT CGC CTT
TTT AAT AAT ATC GGC GGC GCT TCC TTG AAT CGG CGT ATT CAT CGC CGT
CCG TTCGGC AAA GCT GCG CAG GTT GAA GTT GCG GCT CGT AAT GTC CGG
CAA ATA GCG GCG GCG GTG CAA CAG CGT CGT GAC ATA TCC TTT TTG CTT
CGC TTC TTG GAC GAT GTT TTC CAT ATA CTG CTT AAC GCC CGG AAA AAT
TTC AAA ATA CCG GCG GAT AAA TTC CGC TGC CTC TTT TCG TGG GAT GTT
TAA ATT TTG TGA CAG CCC GTA GTC GCT GAT GCC GTA AAC AAT GCC AAA
GTT CAC CGC TTT CGC CTG CCT GCG CAT GTT TGG CGT CAC TTC ATC GGC
TGT GAC GTG GAA AAT ATC CAT CGC CGT TTT CGT ATG AAT ATC TAA ATC
GTG GCG AAA CGC ATC GAT TAA ATT TTC ATC ATT GGC AAT ATG GGC AAG
CAC GCG CAG CTC AAT TTG CGA ATA ATC GGC GGA AAA AAT GAC CCA
ATC CGG CTT GGG ACG GAA CGA ACG CCT GGC GAA TTT TCC GCC CTT CCC
AGC CGC TTT ACT TCT TCT TTC GGC GCT TCC AAA ATC AA

Sekil 7. TK4 Pol F1-Pol R2 primerleri ile ve invers PCR yontemiyle elde edilen
TK4 DNA polimeraz geninin bir boliimiiniin baz dizisi

Sekil 7°deki baz sirasi iizerinde koyu olarak gosterilen niikleotidler invers PCR ile
elde edilen Pst I pargacifindan okunan niikleotidlerdir. Boylece genin dnceden bilinen
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sirasma ilaveten 5° yOniinde 143 niikleotit ve 3’ yoniinde ise 39 yeni nukleotit ortaya
¢ikarilmis oldu.

3.4.3. TK4 DNA Polimeraz Geninin Southern Blotting Yontemiyle Elde Edilmesi

Yapilan hibridizasyon islemi sonucunda jele pozitif kontrol olarak yiiklenen ve
nitroselilloz membrana gegirilen 700 bp’lik TK4 DNA polimeraz pargasini igeren pGEM-T
klonundaki pozitif sinyaliﬁ kisa bir siirede gériinmesinin ardindan EcoR I, EcoR V ve Pst |
restriksiyon enzimleriyle kesilen genomik DNA hatlarinda da birer bant olmak iizere
pozitif sinyaller elde edildi. Filtreye aktariimadan once jele diger DNA’larla birlikte
yiiklenen ve nitroseliiloz filtreye aktarim isleminden 6nce alinan fotograftan faydalamlarak
olusan bu bantlarin biyiikliikleri yaklagik olarak tahmin edildi. Yapilan incelemeler
sonucunda Sekil 8’den de goriildiigii gibi EcoR I enzimiyle pozitif sinyal veren bantin
yaklagik olarak 5500 bp civarinda, EcoR V restriksiyon enzimiyle olugan bantm 3000 bp
civarinda ve Pst I enzimiyle pozitif sinyal veren bantin ise 1000 bp civarinda oldugu
goriildii. Nitroseliloz filtreden konumlari belirlenin her bir pargacik buzdolabinda
bekletilen agaroz jelden kesilerek cikarildi ve uygun enzimlerle kesilmis olan pUC18
vektdriine klonlanmaya galisildi.

Sekil 8. TK4 bakterisinin DNA Polimeraz geninin Southern Blotting ile belirlenmesi, 1.
TK4 genom DNA’sinin EcoR V pozitif banti. 2. TK4 genom DNA’smnimn EcoR 1
pozitif bant1, 3. TK4 genom DNA’sinmn Pst I pozitif banta
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Yapilan klonlama denemeleri sonucunda dogru oldugu diigiiniilen klonlar TK4 DNA
polimeraz geninin yaklagik 700 bp’lik kismi prob olarak kullanilarak “Slot Blot”
hibridizasyonuna maruz birakildi. Yapilan hibridizasyon neticesinde ¢ok sayidaki klonun
pozitif sinyal verdigi gorildi. En giigli pozitif sinyal gésteren klonlardan 5 tanesi secildi
ve baz dizin analizleri yapildi. Yapilan analizler sonucunda klonlardan higbirinin dogru

DNA polimeraz pargasini igermedigi gorildii.

3.4.4. G2 izolatimn Sahip Oldugu Ksiloz (Glukoz) izomeraz Aktivitesinin
Arastirilmasi

Karbohidrat kullanma testleri sonucunda G2 nolu termofilik izolatin da iginde
bulundugu izole edilen birka¢ termofilik bakterinin ksiloz sekerini karbon kaynag: olarak
kullandig: goriildii. Bakterilerde ksiloz kullaniminin ilk enzimi ksiloz izomerazdir. Ksiloz
igeren LB besiyerinde G2 bakterisinin 60 °C’de 24 saat biyiitilmesinin ardindan ksiloz
izomeraz aktivitesi Lee ve arkadaslarinin (1990) gelistirdigi yonteme gore olgiildii ve G2
bakterisinin literatiir bilgileriyle karsilagtinldiginda yiiksek aktiviteye sahip bir enzim
igerdigi gorildii.

Tablo 11. G2 izolatinin ksiloz izomeraz aktivitesi

Karbon Ksiloz
kaynag isomeraz (Ullitre)
Ksiloz 0.78

Glukoz 0.5




4. IRDELEME

Termofilik basiller aerobik veya fakiiltatif aerobik endospor olugturabilen optimum
biyiime sicakliklari 45-70 °C arasinda olan bakterilerdir. Termofilik ve mezofilik
ortamdan izole edilmis yiizden fazla termofilik basil bulunmaktadir. Son zamanlarda elde
edilen basil sekilli termofilik bakteriler Bacillus ve Alicycbacillus olmak uzere iki cins
altinda simiflandinlmaktadirlar. Ancak simiflandinlan ¢ofu termofilik basilin Bacillus
cinsine ait oldugu bilinmektedir (Rainey vd., 1994).

Aragtirma alanlarindan izole edilen bakterilerin genel olarak bakildiginda Bacillus
cinsine veya bu cinsten son zamanlarda aynlmig olan ¢ok yakin cinslere ait olduklari
gorilmektedir. Termofilik Bacillus tiirleri gok gesitli termal ve termal olmayan ¢evrelerden
izole edilmigtir (Sharp vd., 1992). Literatiirler incelendiginde, sadece birkag termofilik
Bacillus tirinin sicak su kaplicalarindan izole edildigi gorilmektedir.

Yapilan bu cahiymada, elde edilen bakterilerin baz1 morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal o6zellikleri bakimindan birbirlerine gore farkliliklar gosterdigi ve bazi
Ozellikler bakimindan ise literatiirlerde var olan bakteri tiirlerine benzer olduklan tespit
edildi. Ancak sadece morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal o6zelliklere dayamlarak
yapilan siniflandirmanin baz1 kangikliklara neden oldugu ve bu yiizden de kesin ve tam
siniflandirmanin yapilabilmesi i¢in sonuglarin bazi genetik, kemotaksonomik ve serolojik
bulgularla desteklenmesi gerektigi vurgulanmaktadir (Johnson, 1986).

Bilindigi gibi makromolekiillerin filogenetik analizlerde kullanilmasi, 6nemli bilgiler
saglamaktadir. tfRNA’lann ozellikle de 16S rRNA’nin akrabaliklarin incelenmesinde
onemli oldugu bilinmektedir. Cinkii 16S rRNA yapisinda biiyiik oranda bilgi igermekte
olup, korunmus bir tabiat1 ve evrensel bir dagilimi vardir (Lane vd., 1985). Aynca
Stackebrandt ve Goebel (1994), aym cinse ait olan tiirlerin 16S rRNA genlerinin baz
dizileri arasindaki benzerligin % 97°den daha az oldugunu ve aym tiire ait suglarin ise 16S
rRNA genleri agisindan birbirlerine % 97°den daha fazla benzer oldugunu 6nermektedirler.
Ayrnica aralannda 16S rRNA gen dizisi agisindan % 95°den fazla benzerlik bulunan
bakterilerin ayn: cinse ait tiirler oldugu vurgulanmaktadir (Ludwig vd., 1998).

Bu amagla klasik taksonomik 6zellikleri belirlenerek birbirlerinden farkhi olduklar:
digiiniilen termofilik izolatlarin ilk olarak 16S rRNA genleri PCR yardimiyla artirildi ve
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elde edilen PCR triinleri uygun bir vektére klonlandiktan sonra baz dizinlerinin ortaya
¢ikarilmasi igin baz dizin analizi yapildi. Dizin analizi sonucunda elde edilen gen
siralannnin Gen bankasinda var olan bakteriyal 16S rRNA genleriyle karsilagtiriimasi
sonucunda Tablo 5’den de gorildugi gibi Diyadin Kaplicasindan elde edilen A2, A4, A7
ve A8 nolu izolatlarin, Kestanbol kaplicasindan izole edilen K4 nolu izolatlarin ve Gonen
Kaplicasindan izole edilen G2 nolu izolatin 16S rRNA gen dizisi agisindan Anoxybacillus
Slavithermus’a % 97’ den (Heinen vd., 1982; Pikuta vd., 2000) daha fazla benzer olduklari
gozlendi. Ayrica Al izolatinin 16S rRNA gen dizisinin Bacillus licheniformis’e % 97
(Chester, 1901), A3, K3 ve K5 nolu izolatlanin Bacillus thermosphaericus’a % 99
(Andersson vd., 1995), TK4 nolu izolatin Saccharococcus caldoxylolyticus’a % 98
(Ahmad vd., 2000), G1 nolu izolatin ise Bacillus thermoleovarans’a % 99 (Zarilla ve
Perry, 1987) oraninda benzer olduklan goriildii.

Ancak son zamanlarda 16S rRNA gen dizisi agisindan aralarinda % 97°den fazla
benzerlik bulunan aym cinse ait bakterilerin bile kesin olarak aym tir bakteriler
olmayabilecegi onerilmektedir (Stackbrant ve Goebel, 1994). Bu yiizden bir¢ok cins
igerisinde goriilen, farkli bakteri turleri arasindaki % 97’den fazla olan benzerligin bu
bakterilerin aym: tiir oldugunu gostermeyebilecegi ve 16S rRNA’ya gore yeni bakteri
tirlerinin belirlenmesinin giivenilir olmayacag Onerilmektedir (Yoon vd., 1997). 16S
rRNA genleri arasindaki benzerligin birbirlerine agint derecede benzeyen organizmalarin
ayriimasinda kullamlmasi ¢ok zordur. Bundan dolay: elde edilen 16S rRNA gen dizisi
karsilagtirilmast sonuglarinin diger bazi sonuglarla desteklenmesi gerekmektedir.

Fox ve arkadaglan (1992) tarafindan yapilan bir caligmada sakrofilik tiirler olan
Bacillus globisporus W25" ve Bacillus psychrophilus W16A” ile W5 suglan kargilagtinidi.
Yapilan 16S rRNA gen analizleri sonucunda bu ii¢ susun birbirlerine % 99,5°dan daha
fazla benzerlige sahip oldugu goriildii. Ayrica bu suglar arasindaki taksonomik akrabaliklar
fenotipik ozelliklerine de yansimaktaydi. Ancak son zamanlarda bakterilerin kesin tiir
tayinlerinin yapilmasinda temel tegkil eden DNA-DNA hibridizasyonu sonucunda bu her
i¢ suspun da DNA-DNA homolojisi agisindan birbirlerine % 70’den daha az oranda benzer
oldugu ve bu yizden de farkli tiirlere ait bakteriler oldugu goriildi. Biitiin bakteri
sistematik otoriteleri tarafindan da kabul edilen goriig, aym tiire ait olan suglar arasinda
DNA-DNA homolojisi agisindan benzerligin % 70’den daha fazla olmasidir (Wayne vd.,
1987). Bu sonuglar ve benzeri diger sonuglar dikkate alindifinda 16S rRNA gen dizin

analizinin tir aynminda kullaniminin gok garantili bir metot olmadig1 goriilmektedir. 16S



56

rRNA gen dizisinin her zaman dogru sonucu vermemesinin nedenlerinden biri, ¢ok nadir
durumlarda bile olsa bir organizmanin aralarinda biiyiik oranda farklilik bulunan iki ya da
daha fazla 16S rRNA genine sahip olmasidir (Mylvaganam ve Dennis, 1992; Nubel vd.,
1996). Bu nedenle sistematik otoriteleri 16S rRNA gen dizin analizinin cinslerin ve
birbirlerinden kolaylikla ayrilabilen tirlerin aynminda kullanilmasinin uygun oldugunu
vurgulamaktadirlar.

Biitiin bu gorigler dikkate alinarak elde edilen termofilik izolatlar ile bu izolatlarin
16S rRNA gen dizileri agisindan benzer olduklan tip bakteri suglannin bazi morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri kargilagtinldi. Yapilan bu kargilagtirma sonucunda
Anoxybacillus flavithermus bakterisine % 97°den daha fazla benzer olan izolatlarin bu tiire
ait olmayabilecegi gorildii.

Fenotipik karakterler sadece biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerin belirlenmesi ile
ortaya g¢ikarilmaz aym zamanda yag asidi profili gibi kemotaksonomik markirlarin
analiziyle de ortaya cikarilabilir. Yag asidi profiline ilave olarak toplam hiicre
proteinlerinin jel elektroforezi ve ¢ok lokuslu enzim elektroforezi yapilarak da bazi
fenotipik ozellikler ortaya ¢ikanlmis olur.

Anoxybacillus flavithermus bakterisine % 97°den daha fazla benzer olan izolatlarin
ve Saccharococcus caldoxylosilyticus’a % 98 oraninda benzer olan TK4 izolatinin benzer
olduklan tip suglar ile protein profili agisindan kargilastirmasi yapildi. Yapilan SDS-PAGE
analizi sonucunda Sekil 4’de gorildiigiu gibi Anoxybacillus flavithermus bakterisine %
97’den daha fazla benzer olan A2, A4, AS, A6, A7, A8, A9, G2, K1, K2 ve K4 nolu
izolatlardan A8’in diginda kalan izolatlarin Anoxybacillus flavithermus bakterisine belli bir
oranda benzer oldugu ancak aralarinda baz: farkliliklar oldugu, genel olarak bakildiginda
A2, A4, AS, A6, A9 ve G2 nolu izolatlarin protein profillerinin birbirine benzer oldugu,
K1, K2 ve K4 nolu izolatlarin benzer bir protein profili gosterdigi ve TK4 izolat: ile
Saccharococcus caldoxylosilyticus izolatimn ise benzer bir protein profili goésterdigi
gorillmektedir. Daha onceden de belirtildii gibi aym tiire ait olan suslar DNA-DNA
homolojisi agisindan birbirlerine en az % 70 oraminda benzemektedirler. Cato ve
arkadaglan (1982) yaptiklari bir ¢aligmada, aralarinda % 40 oramnda DNA-DNA
homolojisi olan, aym Clostridium tiri oldugu .t'me siirilen suglarnin, protein profili
agisindan gok belirgin farkliliklara sahip oldugunu ve bu yiizden de bunlann farkh tirler
olabilecegini onerdiler. Cato ve arkadaglar (1982) tarafindan, 70 adet Clostridium tirinin

suslan arasinda suda ¢oziinebilir proteinlerinin elektroforetik olarak karsilagtirilmasini esas
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alan bir aragtirma yapilmig ve aragtirmamin sonucunda aralarinda % 80 DNA-DNA
homolojisi g6steren suslarin, ayni protein bantlarina sahip olduklan gérilmustiir (Cato vd.,
1982). Aralarinda % 70 DNA-DNA homolojisi olan suglarin protein bantlaninda ise ¢ok
kugik farkhihklann oldugu ortaya gikanlirken, farkh tiirlerin ise birbirinden farkli protein
bantlarina sahip olduklari gérilmigtir (Cato vd., 1982). Elde edilen protein profili
sonuclan fizyolojik ve biyokimyasal sonuglan destekler niteliktedir.

Elde edilen tim termofilik izolatlarin ve Anoxybacillus flavithermus DSM 2641’in
yag asidi igerikleri ortaya ¢ikanldi. Yapilan analizler sonucunda, A2, A4, AS, A6, A7, A9,
K1, K2, K4 ve G2 nolu izolatlarin birbirlerine benzer bir sekilde ana yag asidi olarak
yaklasik % 60-68 arasinda de@isen miktarlarda Cisizo yag asidine sahip olduklari, A8
izolatimin bunlardan biraz farkli bir sekilde ana yag asidi olarak C;s.zo yag asidine % 53,83
oraninda sahip oldugu, Al izolatimn ana yag asidi olarak % 43,04 oraminda Cj4o yag
asidini igerdigi, A3, K3 ve K5 nolu izolatlarin ise ana yag asidi olarak yaklasik % 40
oraninda Ci¢:izo Yag asidini tagidigi, G1 nolu izolatin ana yag asidi olarak % 45,83 oraninda
Cis:0 izo yag asidine sahip oldugu, TK4 nolu izolatin ise ana yag asidi olarak % 49,45
oraninda C,7. iz, yag asidine sahip oldugu ve Anoxybacillus flavithermus DSM 2641’in ise
ana yag asidi olarak % 54,85 oraninda Cis.0iz, yag asidine sahip oldugu ortaya ¢ikanldi.

Hiicresel yag asidi metil esterlerinin (FAME) analizine dayali kemotaksonomik
yaklagimlar 1960’Li1 yillardan beri mikroorganizmalarin, bakterilerin, funguslarin,
mayalarin ve aktinomisetlerin belirlenmesinde ve karakterizasyonunda kullamimaktadir
(Sahin, 2001). Lipidlerin baglica bileseni olan yag asitleri fosfolilipler, glikolipidler veya
lipopolisakkaritler halinde biyolojik membranlarda bulunurlar ve membramn akicilik,
biitiintiik, gegirgenlik membrana bagimli enzimlerin aktivitesi iizerinde etkili olurlar. Yag
asitlerinin konsantrasyonunun ve igeriginin filogenetik olarak birbirlerinden farkh
mikroorganizmalarda yag asidi zincirinin boyu, ¢ift zincir konumlanmn ve
substitiisyonlann yerleri bakimindan degiskenlik arzettigi bilinmektedir. Bununla birlikte
standart sartlar altinda bu sayilan 6zelliklerin birbiriyle yakin iligkili organizmalar igin
benzer oldugu bilinmektedir. Yag asitlerinin bu ozellikleri dikkate ahindiginda elimizde
bulunan ve birbirleriyle yakin iligkili oldugunu diigiindiigiimiiz izolatlarin yag asidi
profillerinin birbirine benzemesi gerekmekteydi. Tablo 9 ve Tablo 10°dan da goruldigu
gibi birbiriyle, belirlenen diger 6zellikleri bakimindan benzer olan A2, A4, AS, A6, A7,
A9, K1, K2, K4 ve G2 nolu izolatlarin temel yag asidi olarak yaklasik % 65 oraminda
Cis:iso yag asidini ihtiva ettigi, A8 nolu izolatin bunlardan biraz farkl: bir gekilde temel yag
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asidi olarak C;s.iso yag asidine % 53,83 oraminda sahip oldugu, Al nolu izolatin ise temel
yag asidi olarak % 43,04 oraninda Ci4 yag asidini igerdigi, birbirlerine benzer 6zellikler
gosteren A3, K3 ve K5 nolu izolatlarin ise yine benzer sekilde temel yag asidi olarak
yaklagik olarak % 40 oraminda Cigizo yag asidini tagidifi, incelenen diger o6zellikleri
bakimindan diger biitiin termofilik izolatlardan farkliliklar gosteren G1 nolu izolatin ana
yag asidi olarak % 45,83 oraninda C,s. iso yag asidine sahip oldugu ve TK4 nolu izolatin
ise ana yag asidi olarak % 49,45 oraninda Ci79iso yag asidine sahip oldugu gérilmektedir.
Bacillus cinsine ait organizmalar olan Bacillus stearothermophilus, Bacillus flavothermus,
Bacillus thermoruber, Bacillus caldotenax, Bacillus caldovelox, Bacillus caldolbticus ve
Bacillus thermocloacae tiirlerinin benzer bir sekilde temel yag asidi olarak Cisg iso ya8
asidini ihtiva ettii Ciegiso, C17:0 iso V€ Ci17: ¢ anteiso gibi dallanmg yag asitlerini ise dugiik
miktarda igerdikleri rapor edilmigtir (O’Leary ve Wilkinson, 1988; Demhanter ve Hensel,
1989). Bu sonuclar dikkate alindiginda Anoxybacillus flavithermus bakterisine benzer
olduklan diigiiniilen termofilik izolatlarin igerdikleri Ciso iso Yag asidinin bu bakteriye
benzer olduBu ve yag asidi sonuglarimin elde edilen diger sonuglan destekleyici mahiyette
oldugu gorilmektedir.

Anoxybacillus flavithermus bakterisine 168 rRNA gen dizisi agisindan % 97’den
daha fazla benzer olan izolatlarin bu tiire ait olup olmadiklarinin ve kendi aralarindaki
benzerlik ve farkliliklarin ortaya c¢ikanilmasi igin ilk olarak termofilik izolatlar ile
Anoxybacillus flavithermus bakterisinin karsilagtinlmasi amaciyla ITS PCR (Daffonchio
vd., 1998) yontemi kullamldi. 16S-23S rRNA genleri arasindaki “spacer” bolgelerin dizi
cesitliligi, tiplendirmede, RFLP’de ve bakteri tiirlerinin ve aym tire ait suslarin
ayrilmasinda etkin bir gekilde kullamlmaktadir (Yoon vd., 1997). 16S-23S rRNA genleri
arasindaki intergenik transkriptlenen bosluk bolgelerinin uzunluklan bazi durumlarda tiir
iginde gesitlilik gosterirken bazi durumlarda ise farkhlik gdstermeyip tiir iginde sabit
kalmaktadir (Daffonchio vd., 1998). Daffonchio ve arkadaglan (1998) yaptiklan bir
caligmada Bacillus cereus bakterisinde 16S-23S ITS bolgesinin uzunlugunun tiir iginde
sabit kaldigim buna karsilik Bacillus licheniformis bakterisinde ise bu bolge agisindan iki
farkli uzunlukta PCR bantinin olustugunu ortaya ¢ikardilar. Ayrica yapilan diger bir
calismada (Wunschel vd., 1994) Bacillus subtilis’in iki farkli uzunluktaki ITS bant
olusturdugu ortaya ¢ikanldi. Bu galigmalar dikkate alinarak yapilan ITS PCR sonucunda
Anoxybacillus flavithermus’a 16S rRNA gen dizisi agisindan % 97’den daha fazla benzer
olan tiirlerin bu bakteriyle benzer bir ITS profili gosterecegi digiiniildii. Ancak Sekil 2°den
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de goriildiigii gibi elde edilen sonuglar incelendiginde termofilik izolatlarin higbirisinin
Anoxybacillus flavithermus’a benzer bir ITS PCR profili gostermedigi tespit edildi. Bu
sonu¢ ve Onceden bahsedilen literatiirler disinuldiginde bu termofilik izolatlarin
Anoxybacillus flavithermus turine ait bakteriler olmayabilecegi fikri giiclendi.

Ancak elde edilen 16S rRNA gen dizisi sonuglarina gore Anoxybacillus
flavithermus’a benzer olan 10 adet termofilik bakteri izolati bulunmaktaydi. Bilindigi gibi
bakteri tiir tayininde biitiin sistematik otoriteleri tarafindan bir bakterinin hangi tiir bir
bakteri oldugunun kesin olarak ortaya ¢ikarilmasi igin DNA-DNA hibridizasyonunun
yapilmas: gerekmektedir. Wayne ve arkadaglari (1987) aym tiire ait bakterilerin DNA-
DNA homolojilerinin kesinlikle % 70’den daha fazla oldugunu 6nermektedirler. Ancak on
adet bakteri susunun DNA-DNA hibridizasyonu yontemiyle kargilagtinlmas: gok pahali bir
¢alisma olduundan bu on susun birbirleriyle ayn ya da yakin olanlarinin elenmesi yoluna
gidildi. Bu amagla elimizde bulunan ve Anoxybacillus flavithermus’a 16 S tRNA gen dizisi
agisindan % 97°den daha fazla benzer olan tiirlerin kendi aralarindaki benzerliklerin ve
aymi susa ait olan izolatlarin birbirlerinden ayrilmas1 amaciyla RAPD PCR (Williams vd.,
1990) ve Rep-PCR (Versalovic vd., 1994) yontemleri uygulandi. Literatiirler
incelendiginde gorildiigi gibi RAPD PCR yontemiyle bir tiiriin suglan arasindaki
genotipik farkliliklar ortaya g¢ikarilmaktadir. Yapilan RAPD PCR calismasi sonucunda
Sekil 1°den de goruldugi gibi A2, A4, AS, A6, A9 ve K4 nolu izolatlarin birbirlerine
benzer bir RAPD profili gosterdigi, diger izolatlarin ise hem birbirlerinden hem de
Anoxybacillus flavithermus’dan farkli bir profil gosterdigi tespit edildi. Aym sekilde elde
edilen Rep-PCR sonuglan incelendiginde, Sekil 3°de goriildugii gibi A2, A4, AS, A6, A9
ve G2 nolu izolatlarin ise birbirlerine benzer bir profil gosterdigi diger izolatlarin ise
birbirlerinden ve Anoxybacillus flavithermus’dan farkh bir profil gosterdigi gorillmektedir.

Yapilan bitin karsilagtumalar sonucunda Anoxybacillus flavithermus’dan farkh
oldugu ortaya ¢ikanlan ve kendi aralarinda da birbirlerine benzerlikleri ve farkhhklan teyit
edilen termofilik izolatlarin hem kendi aralarinda hem de Anoxybacillus flavithermus ile
olan DNA-DNA homoloji benzerliklerinin ortaya ¢ikarilmas: igin DNA-DNA
hibridizasyonu ¢aligmasi yapildi. Yapilan bu ¢aligma sonucunda, Tablo 6°de goriildiigu
gibi A4 nolu izolatin Anoxybacillus flavithermus’a % 45,4, A7 nolu izolatin % 52,3, A8
nolu izolatin % 46,3, A9 nolu izolatin % 46,7, K4 nolu izolatin % 60,4 ve G2 nolu izolatin
ise % 53,4 oraninda benzer oldugu gozlendi. Bu benzerlik oranlan ve Wayne ve
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arkadaglarinin  (1987) onerileri géz 6niine alindiginda DNA-DNA hibridizasyonu yapilan
higbir termofilik izolatin Anoxybacillus flavithermus’a ait bir sus olmadif ortaya ¢ikanidi.

Ancak elde edilen ve Anoxybacillus flavithermus’a 16S tRNA gen dizisi agisindan %
97°den daha fazla benzer olan izolatlann hem fizyolojik, morfolojik, biyokimyasal, toplam
protein profili, yag asidi sonuglari ve hem de genetiksel test sonuglan incelendiginde
bunlarin en yakin oldu@u cinsin Anoxybacillus flavithermus™u da igine alan Anoxybacillus
cinsi oldugu goriildi. Rainey ve arkadaglan (1994) 16S rRNA gen dizisi analizine
dayanan, daha ¢ok mezofilik Bacillus tiirlerini (Ash ve ark. 1991), sinirh sayida termofilik
Bacillus tirini ve Bacillus’lara ¢ok benzer olan Saccharococcus thermophilus™u (Rainey
ve Stackebrandt, 1993) icine alan bir ¢aliyma yaptilar. Yapilan bu ¢aliymada 16S rRNA
gen dizisi ve G+C igerigine gore Bacillus tiirleri 5 biiyik gruba ayrildi ve termofilik 6zellik
gosteren Bacillus tiirlerinin Grup 5°i tegkil ettigi ortaya konuldu. Grup 5 aynntili bir
sekilde incelendiginde Bacillus flavothermus ve Saccharococcus thermophilus’un bu gruba
dahil edildigi goriilmektedir. Ancak bu grup iginde Bacillus flavothermus’a bakildiginda
tam kesin sistematifi yapilamayan bir bakteri oldugu gorilmektedir. Pikuta ve ark
(2000)’larimn yaptiklari bir ¢alismada anaerobik, alkalofilik ve orta derecede termofilik
ozellikte bir bakteri olan Amoxybacillus pushchinoensis’i tespit ettiler. Bu bakterinin
fenotipik ozellikleri, 16S rRNA geninin sirast ve DNA-DNA hibridizasyonu sonuglarinin
diger Bacillus tirleri ile kargilastirildiginda aralarinda farkliliklarin oldugunu ve bu bakteri
turtiniin Bacillus cinsinin diginda bir cinse dahil edilmesi gerektigini vurguladilar ve
yaptiklan ¢aligma sonucunda Anoxybacillus cinsi yeni bir cins olarak literatiirlere dahil
edildi. Heinen ve arkadaglan (1982) tarafindan ilk sistematifi yapilan ancak Rainey ve
arkadaglari (1994) tarafindan yapilan c¢ahsmada Bacillus’lanin Grup 5 igerisine
yerlestirilmesine ragmen sistematik olarak kesinlifi tam olmayan bir bakteri olarak
belirtilen Bacillus flavothermus’un ozellikleri agisindan Anoxybacillus cinsine yakin
oldugu ve bu cinsin diger bir iiyesi oldugu yine Pikuta ve ark (2000) yaptiklan ¢aligma
sonucunda ortaya konuldu ve Bacillus flavothermus bakterisinin adi Anoxybacillus
Sflavithermus olarak degistirildi.

Anoxybacillus cinsi oldugu dikkate alindifinda sadece iki tiirle temsil edilen bu cinse
ait olduklan diigiiniilen termofilik izolatlarin bu cinsin diger iiyesi olan Anoxybacillus
pushchinoensis (Pikuta vd., 2000) ile de DNA-DNA homolojisi agisindan kargilagtiriimasi
gerektifi disiiniildi ve yapilan diger bir DNA-DNA hibridizasyonu ¢aligmasinda ilk olarak
Anoxybacillus flavithermus olmadigina karar verilen termofilik izolatlar birbirleriyle
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kargilagtirildi. Yapilan bu kargilagtirma sonucunda A4 nolu izolatin A7 nolu izolata %
88,2, G2 nolu izolata ise % 82,3 ve A7 nolu izolatin G2 nolu izolata % 77,9 oraninda
benzer oldugu ve daha oncede belirtildii gibi Wayne ve arkadaglarinin  (1987) gorisi
dikkate ahndiginda bu ti¢ izolatin aym tiir bakterinin farkli suglan olduguna karar verildi.
Ayrica yapilan bu kargilagtirma sonucunda A8 ve K4 nolu izolatlanin ise A4, A7 ve G2
nolu izolatlarin olugturdugu bakteri tiiriine benzerlik oranlartmin % 50’nin altinda oldugu
ve bu tirden farkh birer bakteri tiri olduklan goérulmektedir. Ayrnica DNA-DNA
homolojisi a¢isindan birbirlerinin aym tiirii oldugu belirlenen G2, A4 ve A7 izolatlarindan
biri olan G2 bu grup bakterilerin tip susu olarak segildi ve G2 nolu izolat Anoxybacillus
cinsinin diger bir tiiri olan Anoxybacillus pushchinoensis ile DNA-DNA homolojisi
agisindan kargilagtinidi. Ayrica G2 ve onun ait oldugu bakteri grubundan farkh oldugu
tespit edilen A8 ve K4 nolu izolatlarda Anoxybacillus pushchinoensis ile DNA-DNA
homolojisi agisindan kargilagtinldilar. Tablo 8‘da gérilldiigia gibi A8 nolu izolat
Anoxybacillus pushchinoensis’e % 76,7 oraminda benzerken, G2 nolu izolat Anoxybacillus
pushchinoensis’e % 45 oraninda ve K4 nolu izolat ise Anoxybacillus pushchinoensis’e %
42,9 oraninda benzemektedir. Bu sonuclar dikkate alindifinda, A8 nolu izolatin
Anoxybacillus pushchinoensis tiirine ait yeni bir sug oldugu, G2 ve K4 nolu izolatlarn ise
bu tire ait suglar olmadig gorilmektedir.

Yapilan biitin morfolojik, fizyolojik, kemotaksonomik, genetiksel ve DNA-DNA
homolojisi ¢ahgmalan sonucunda Amnoxybacillus flavithermus ve Anoxybacillus
pushchinoensis tirlerinden birine ait tiirler olmadiklan kesin olarak ortaya ¢ikarilan G2 ve
K4 nolu izolatlann literatiirlerde bulunmayan ve Anoxybacillus cinsine ait olan yeni bakteri
turleri olduguna karar verildi. Yeni bakteri tiirleri olduguna karar verilen G2 nolu izolata
izole edildigi Gonen kaplicasimn ismine atfen, Anoxybacillus gonensis ismi verilirken,
Kestanbol kaplicasindan izole edilen K4 nolu bakteriye ise yine bu kaplicanin ismine atfen
Anoxybacillus kestanbolinensis adi verildi.

Anoxybacillus cinsine ait olan termofilik izolatlarin simflandinlmasinda 16S rRNA
gen dizin analizi, gok basarili sonuglar vermemesine ragmen elde edilen diger termofilik
izolatlarin siniflandinimasinda ise dogru sistematigin yapilmasim sagladi. Daha 6énce de
belirtildigi gibi sistematik otoriteleri, 16S rRNA gen dizin analizinin cinslerin ve
birbirlerinden kolaylikla aynlabilen tirlerin aynminda kullamldiginda dogru sonuglar
verdigini 6nermektedirler. Bu nedenle 16S rRNA gen dizilerinin benzer oldugu bakteri
tirleri ve elimizdeki termofilik izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
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ozellikleri karsilagtinnldi. Yapilan kargilagtirmalar neticesinde birbirlerine benzer oldugu
digiiniilen tip suglar ve izole edilen termofilik izolatlar arasinda benzerlik oldugu gorulda.

Yapilan bu gahigmalar sonucunda, Al nolu izolatin genel olarak bakildiginda Gram
(+) hiicre duvarnina sahip, spor olugturabilen, katalaz iretebilen, jelatini ve nigastay:
parcalayabilen, Voges Proskauer pozitif, sitrat ve propiyonati karbon kaynagi olarak
kullanabilen, nitrati nitrite indirgeyebilen, indol negatif, % 7 NaCl igeren besiyerde
bityiiyebilen, bilyiime sicakligi 30 ile 70 °C arasinda degisen bir izolat oldugu goézlendi.
Bu ozellikler ve 16S rRNA gen dizisi bakimindan Bacillus licheniformis’e olan % 97°lik
benzerlik dikkate alindiginda Al izolatinun bu tiire ait bir sug olduguna karar verildi.

Elde edilen morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal sonuglar kargilagtinidifinda A3,
K3 ve K5 nolu izolatlarin birbirlerine benzer olduklan gériildii. Yapilan 16S rRNA gen
dizisi analizi sonucunda bu her ii¢ izolatin da Bacillus thermosphaericus’a % 99 oraninda
benzer oldugu gorildi. Bacillus thermosphaericus bakterisi Andersson ve arkadaglari
(1995) tarafindan havadan izole edilmig bir termofilik bakteridir. Bizim ¢aligmamizda ise
bu bakteri kaplica suyundan izole edilmistir. Elimizdeki A3, K3 ve K5 nolu izolatlarin
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve yag asidi analizi sonuglanm Bacillus
thermosphaericus’la karsilagtirdigimizda birbirine benzer 6zelliklere sahip olduklar:
goriilmektedir. Tablo 4‘den gorildugi gibi her ¢ termofilik izolat test edilen higbir
karbohidrat1 kullanmamakta, jelatini ve nisagtayr hidroliz etmemekte sadece iireyi
kullanmaktadir ve Bacillus thermosphaericus’a bakildiginda bu bakterinin de benzer
Ozelliklere sahip oldugu gorilmektedir. Ayrica bu her ii¢ izolat ve Bacillus
thermosphaericus’un yag asidi igerikleri kargilagtinidiginda benzer bir gekilde ana yag
asidi olarak Cie: 0 izo V€ Cis: 0 izo yag asidlerini ihtiva ettikleri gériilmektedir. Biitiin bu
ozellikler ve 16S rRNA gen dizisi analizi kargilagtirma sonuglan dikkate alindifinda A3,
K3 ve K5 nolu izolatlarin Bacillus thermosphaericus tiriine ait suglar olduguna karar
verildi.

16S RNA gen dizisi analizi karsilagtirma sonuglani dikkate alindiginda Gonen
kaphcasindan izole edilen G1 nolu izolatin Bacillus thermoleovarans bakterisine % 99
oraminda benzer oldugu gorilmektedir. G1 nolu izolat ve Bacillus thermoleovarans
bakterisi kargilagtinidiginda her ikisinin de katalaz ve jelatinaz pozitif oldugu, nisastay:
hidroliz edebildigi, propionat1 karbon kaynag olarak kullanabildigi, nitrati nitrite
indirgeyebildigi ve % 4’e¢ kadar NaCl'ye karyi toleranshi oldugu gériilmektedir. Bu
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ozellikleri dikkate alindifinda G1 nolu izolatin Bacillus thermoleovarans bakterisine ait bir
sus oldugu goriilmektedir.

16S tRNA gen dizisi analizi kargilagtirma sonuglan dikkate alindiginda Kestanbol
kaplicasindan izole edilen TK4 nolu termofilik izolatin Saccharococcus caldoxylosilyticus
bakterisine % 98 oraninda benzer oldugu goriildi. Aynica Tablo4’de goriilen fizyolojik,
morfolojik, biyokimyasal oOzellikleri dikkate alindifinda bu izolatin Saccharococcus
caldoxylosilyticus bakterisine ait bir sug oldugu dastniildii. Ancak bu izolatin tam ve kesin
tir tayininin yapilabilmesi amaciyla Saccharococcus caldoxylosilyticus bakterisi ile DNA-
DNA hibridizasyonu yapildi. Yapilan bu hibridizasyon neticesinde Tablo 8’da gorildugu
gibi her iki bakterinin DNA-DNA homolojisi agisindan benzerliginin % 79,8 oldugu
gorildi. Bu sonug ve Wayne ve arkadaglarinin (1987) gorisleri dikkate alindiginda TK4
susunun kesinlikle Saccharococcus caldoxylosilyticus bakterisine ait yeni bir sug olduguna
karar verildi.

Yapilan bu galigma sonucunda diinya literatiiriine Anoxybacillus cinsine ait iki adet
yeni bakteri tiirii kazandirilmugtir. Bu yeni tiirler Anoxybacillus gonensis ve Anoxybacillus
kestanbolinensis olarak adlandinlmigtir. Ayrica Diyadin kaplicasindan izole edilen A2, A4,
A5, A6, A7, A9 nolu izolatlarin Anoxybacillus gonensis tiriiniin suglan oldugu, Kestanbol
kaplicasindan izole edilen K1 ve K2 nolu izolatlann ise Anoxybacillus kestanbolinensis
tiiriine ait suslar olduguna karar verildi. Ayrica Agn Diyadin Kaplicasindan izole edilen
Al nolu izolatin Bacillus licheniformis turine, A8 nolu izolatin ise Anmoxybacillus
pushchinoensis tiriine ait yeni birer sus oldugu, Diyadin ve Kestanbol kaplicalarindan
izole edilen A3, K3 ve K5 nolu izolatlarin ise Bacillus thermosphaericus tiriine ait suglar
olduguna karar verildi. Ayrica Gonen kaplicasindan izole edilen G1 nolu izolatin Bacillus
thermoleovarans turine, Kestanbol kaplicasindan izole edilen TK4 nolu izolatin ise
Saccharococcus caldoxylosilyticus bakterisine ait yeni birer sug olduklar1 goriildii. Yapilan
bu caligma sonucunda, bakteri sistematiginde rutin olarak kullanilan fizyolojik, morfolojik
ve biyokimyasal bulgularin sistematik agidan sadece on bilgiler verdigi, daha kesin ve
dogru sonuglann alinmasi igin bu bulgularin kemotaksonomik ve genetiksel testlerle
kesinlikle desteklenmesi gerektiZi sonucuna variimgtir.

Kestanbol Kaplicasindan izole edilen ve maksimum biiyime sicaklii 75 °C’nin
tzerinde olan TK4 nolu bakterinin DNA polimeraz geninin sirasinin ortaya gtkarilmasi
amaciyla tasarlannmg dejenere primerler ile bu genin 3’ ucuna yakimn bolgesinden yaklasik

700 bp’lik bir kismin sirast belirlendikten sonra invers PCR yontemi de dahil olmak iizere



Southern blotting yontemi, sirasi bilinen bolgenin PCR ile gogaltilarak 3’ uglarina poli-C
kuyruklarimin ilave edilmesi, Gen Bankasinda var olan DNA polimeraz enzimlerinin
siralarindan faydalamlarak bu genin bag ve son kisimlarina gore tasarlanmg primerlerle
yapilan PCR’1 da igine alan bir dizi yontem kullamlarak genin geri kalan kisimlan elde
edilmeye galisildi. Ancak yapilan galigmalar sonucunda invers PCR metoduyla sadece
yaklagik 180 bp’lik bir gen bolimiiniin daha sirasi ortaya ¢ikarilabildi. Bu metodun gok
bagarili olamayiginin nedeni halen anlagilamadi. Ciinkii yapilan Southern Blotting
¢aligmasi sonucunda TK4 genom DNA’sinin EcoR V ile kesimi neticesinde olugan DNA
parcalarimin igaretli 700 bp’lik TK4 DNA polimeraz probu ile hibridizasyonu sonucunda
DNA polimeraz geninin yaklagtk 3000 bp’lik bir parca iginde oldugu, TK4 genom
DNA’sinin EcoR 1 ile kesilmesi sonucunda ise olugan DNA fragmentlerinin igaretli 700
bp’lik TK4 DNA polimeraz probu ile hibridizasyonu sonucunda DNA polimeraz geninin
yaklagik 5000 bp civarinda bir parga iginde oldugu goriildi. Bu pargalarinin uzunluklarina
bakildiginda bunlann biiyiikliiklerinin ne herhangi bir vektére klonlamak i¢in, ne de invers
PCR ile genin geri kalan kisimlarinin elde edilmesi igin gok bityuk olmadif:, yapilan
galigmalanin sonug¢ vermesi gerektigi diglinilmektedir DNA polimeraz geninin
klonlanmas: sirasinda kullamlan Southern blotting yonteminin sonu¢ vermemesinin bir
nedeninin, elde edilen klonlarin Slot blot hibridizasyonla taranmasi sirasinda genel olarak
pozitif sinyal vermesidir. Bu sonucun alinmasinin nedeninin DNA polimeraz enzimini
kodlayan genin E. coli’de dahil olmak iizere biitiin hiicrelerde var olmasi ve belli bir
oranda korunmug bir tabiata sahip olmasidir. Boylece plazmidlerin izolasyonu sirasinda
azda olsa ortama kangmig olan genomik kaynakli DNA polimeraz genleri probla
reaksiyona girmekte ve pozitif sinyal olugturmaktadir. Ancak bu metotlar ve klonlama
denemeleri iizerinde uzun siire c¢aligtlmasina ragmen halen daha olumlu bir sonug
alinamamugtir ve genin klonlanmast tizerindeki ¢aligmalar devam etmektedir.

Ksiloz (glukoz) izomeraz, ksilozun ksiluloza, glukozun fruktoza doniigmesini
saglayan bir enzimdir. Enzimin bu 6zelliginden faydalamlarak gida sanayiinde fruktozlu
tatlandinicilar elde edilmektedir (Meng vd., 1993). Daha 6nceki boliimlerde de bahsedilen
nedenlerden dolay: bu iglemin meydana getirilmesinde termofilik enzimlerin kullanilmasi
mezofilik enzimlere gore daha kullamglidir. Son zamanlarda termofilik ksiloz izomerazlar
lizerine yapilan ¢aligmalara sik¢a rastlanmaktadir. Ahmad ve arkdaglari (2000) tarafindan
yapilan bir ¢aliymada yiiksek ksiloz izomeraz aktivitesine sahip bir bakteri olan
Saccharococcus caldoxylosibyticus izole edildi. Yapilan bu ¢aligmada, Saccharococcus



65

caldoxylosilyticus bakterisinin glukozu karbon kaynag: olarak kullandifinda 0,6 unitelik
bir glukoz izomeraz aktivitesine sahip oldugunu, ksilozu karbon kaynaf olarak
kullandiginda ise 0,8 initelik bir ksiloz izomeraz aktivitesine sahip oldugu ortaya konuldu.
G2 bakterisi ilizerinde yapilan ¢aligmada Tablo 11°‘de gorildigi gibi glukozun karbon
kaynag1 olarak kullamminda 0,5 tnitelik bir aktivite goriiliirken, ksilozun karbon kaynagi
olarak kullanildifn durumda ise 0,78 iinitelik bir aktivitenin oldugu gériilmektedir. Elde
edilen bu sonuglar ve literatiirler karsilagtinldiginda G2 bakterisinin S. caldoxylosilyticus
gibi yiiksek bir ksiloz (glukoz) izomeraz aktivitesine sahip oldugu gériilmektedir.

Mikroorganizmalar fenolik bilegiklerin mineralizasyonunda ve yikiminda 6nemli bir
rol oynarlar. Bu pargalanma isleminde mezofilik bakterilerin rolii izerinde pek¢ok galisma
bulunmasina ragmen termofilik bakterilerin bu pargalama iglemindeki rolleri hakkinda ¢ok
fazla bilgi bulunmamaktadir. Cok sayidaki termofilik Bacillus tiiriiniin fenol ve kresol gibi
maddeleri pargalayabildigi bilinmektedir (Adams ve Ribbons, 1988; Buswell ve Twomey,
1975; Gurujeyalakshmi ve Oriel, 1989). Ayn1 zamanda literatiirler incelendiginde Bacillus
thermoleovarans bakterisinin fenol ve benzeri tiirevli maddeleri karbon kaynag olarak
kullanabilen baz:1 suglarinin oldugu goériilmektedir (Duffner ve Miiller, 1998). Yapilan
sistematik ¢aligmalan sonucunda G1 izolatinin Bacillus thermoleovarans tiiriine ait bir sug
oldugu ve fenolii karbon kaynag: olarak kullanim testlerinde bu susun fenollii minimal agar
besiyerinde biiyiiyebildigi gézlendi. Bu 6zellikler dikkate alindiginda G1 nolu izolatin
cevre kirlilii agisindan fenolik maddelerin pargalanmasinda 6nemli bir sus oldugu ve
icerdigi fenol pargalayici enzimlerin aynntili bir gekilde arastinlmas: gerektigi
goriilmektedir.



5. SONUCLAR

Bu ¢alisma sonucunda, Agn Diyadin, Canakkale Kestanbol ve Balikesir Gonen
kaplicalarinin termofilik bakteri floralar1 belirlendi.

Su orneklerinin filtreden gegirilmesi suretiyle ve yapilan zenginlestirme kiiltiirleri
sonucunda birbirlerinden farkh oldugu diisiiniilen onyedi adet termofilik izolat segildi.
Uygulanan morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, kemotaksonomik ve genetiksel testler
sonucunda Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, K1, K2, K3, K4, K5, TK4, G1 ve G2
nolu izolatlann tiir tayinleri yapildi. Yapilan tiir tayinleri sonucunda Gonen kaphcasindan
izole edilen G2 nolu termofilik izolatin Anoxybacillus cinsine ait yeni bir termofilik bakteri
tirii oldugu belirlendi ve bu izolat Anoxybacillus gonensis olarak adlandinildi Diyadin
kaphicasindan izole edilen A2, A4, A5, A6, A7 ve A9 nolu termofilik izolatlarin
Anoxybacillus gonensis’ e ait suslar oldugu ortaya ¢ikarildi.

Aym sekilde Kestanbol kaplicasindan izole edilen K4 nolu termofilik izolatin
Anoxybacillus cinsine ait yeni bir bakteri tiirii oldugu ortaya ¢ikarildi. Yeni bir tiir oldugu
tespit edilen bu izolat Anoxybacillus kestanbolinensis olarak adlandinldi ve ayni
kaplicadan izole edilen K1 ve K2 nolu izolatlarin ise bu tiire ait suglar olduklan belirlendi.

Ayrica Diyadin kaplicasindan izole edilen Al nolu izolatin Bacillus licheniformis, A8
nolu izolatin Anoxybacillus pushchinoensis, Diyadin kaplicasindan izole edilen A3 ve
Kestanbol kaplicasindan izole edilen K3 ve K5 nolu izolatlarin Bacillus thermosphaericus,
Kestanbol kaplicasindan izole edilen TK4 nolu izolatin Saccharococcus caldoxylolyticus
ve Gonen kaplicasindan izole edilen G1 nolu izolatin ise Bacillus thermoleovorans
bakterilerine ait yeni suglar olduguna karar verildi.

Yapilan bu ¢aliyma sonucunda bakteri tiir tayininde son zamanlarda kullamlan tiim
genetiksel testlerin kullanilmasi ile diinya literatiiriine iki adet yeni bakteri tiirii ve 15 adet
yeni bakteri susu kazandirilmagtir.

Bu c¢aliyma sonucunda Saccharococcus  caldoxylobyticus bakterisinin DNA
polimeraz geninin bir boliimiiniin sirasi ortaya gikariimig olup bu gen iizerindeki caligmalar
devam etmektedir. Ayrica Anoxybacillus gonensis bakterisinin ksiloz (glukoz) izomeraz
aktivitesi ortaya gikarilmigtir.



6. ONERILER

Kaplicalardan izole edilen bakterilerden Anoxybacillus gonensis ve Anoxybacillus
kestanbolinensis yeni bakteri tiirleri oldufundan bunlarin igerdifi isiya dayanikli
enzimlerin aragtirilmas: sonucunda yeni 1stya dayamkl enzimlerin ortaya ¢ikanlmas: ve bu
enzimlerin bilimin ve endiistrinin hizmetine sunulmas: diigiinilmektedir.

Bu amagla, ilk olarak ksilozu karbon kaynagi olarak kullanabilen Anoxybacillus
gonensis bakterisinin igerdii 1siya dayamkli ksiloz izomeraz enziminin aktivitesi
aragtinldi ve yiiksek bir aktiviteye sahip oldugu gorildi. Bundan sonra yapilacak olan
daha detayli caligmalarda bu enzimi kodlayan genin baz dizisinin ortaya gikanlip, daha
yiiksek bir aktivitenin ortaya gikarilmasi igin yapilmasi gerekli olan mutasyonlar iizerinde
caligilmas: gerekmektedir.

Kestanbol kaplicasindan izole edilen TK4 nolu termofilik izolatin Saccharococcus
caldoxylolyticus bakterisine ait yeni bir sus olduu ortaya ¢ikanldi. Aynca klonlama
¢aligmalan sonucunda bu bakterinin igerdigi termofilik DNA polimeraz geninin bir bolumi
ortaya ¢ikanlabildi. Bundan sonra yapilacak olan galigmalarda bu genin geri kalan
kisimlarimin ortaya ¢ikarilmasi ve genin E. coli’ye aktanlip tam olarak ekpresyonunun ve
enzim karakterizasyonunun yapilmas: planlanmaktadir.

Literatiirler incelendiginde Bacillus cinsine ait ¢ok sayidaki mezofilik ve termofilik
bakteri tiiriiniin gevre kirlilifi agisindan 6nemli bir tehlike olan fenol ve benzeri maddeleri
parcalayabildigi gorilmektedir. Yapilan 6n caliymada Gonen kaplicasindan izole edilen
Bacillus thermoleovorans bakterisinin fenolik maddeleri pargalayip karbon kaynag olarak
kullanabildigi gériuldigiinden bundan sonra yapilacak olan c¢aligmalarda bu bakterinin
fenolik maddelerin parcalanmasinda rol oynayan enzimleri iizerinde daha ayrnintih
¢aligiimalarin yapilmasinin uygun olacag: goriigiindeyiz.

Aynica bu caligmada izole edilen termofilik izolatlar literatiirler agisindan yeni
bakteri tiir veya suslan oldugundan bu bakterilerin igerdidi tiim 1siya direngli enzimlerin
ozellikle karbohidratlann modifikasyonunda ve parcalanmasinda rol oynayan lipazlar,
amilazlar, pullulanazlar, sellilazlar, ksilanazlar, kitinazlar, proteazlar gibi ¢ok degisik
enzimler agisindan arastirilmalannin uygun olacag gorisiindeyiz.
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8. EKLER

Ek 1. A1l izolatimn 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayist: 1269
Bazigerigi: 316 A 301 C 393G 259T
Gen Bankasi No: AY248716

GGAGCTTGCT
ACCTGCCTGT
TGCTTGATTG
ACTTACAGAT
ACCAAGGCGA
GACTGAGACA
CGCAATGGAC
TTCGGATCGT
GGGCGGCACC
CAGCAGCCCG
CCTTAAAGCC
GTTCAACCGG
AGGAGAGTGG
AACACCAGTG
GAAAGCGTGG
CGATAGTGCT
CATTAAGCAT
TGACGGGGGC
CGAAGACCCT
CTTTCCCCTT
CGTGTCGTGA
TTAGTTGCCA
CCGGAGGAAG
GCTACACACG
CTAAGCCAAT
CGACTGCGTG

CCCTTAGGTC
AAGACTGGGA
AACCGCATGG
GGACCCGCGG
CGATGCGTAG
CGGCCCAGAC
GAAAGTCTGA
AMAAACTCTGT
TTGACGGTAC
CGGTAATACG
CCCCCAGGCC
GGAGGGGTCA
AATTCCACGT
GCGAAGGCGA
GGAGCGAACA
AGTGTTAAGG
TCGGCTTGGG
CGGCACAAGC
TACCAGGTCT
CGGGGGCAGA
GATGTTGGGT
GCATTCAGTT
GTGGGGATGA
TGCTACAATG
CCCACAAATC
AAGCTGGAA

AGCGGCGGAC
TAACTCCGGG
TTCAATCATA
CGCATTAGCT
CCGACCTGAG
TCCTACGGGA
CGGAGCAACG
TGTTAGGGAA
CTAACCAGAA
TAGGTGGCAA
GGTTCTTAAA
TTTGGAAACT
GTAGCGGTGA
CTCTCTGGTC
GGATTAGATA
GTTCCCGCCT
AAGTCGGTTG
GGTGAAGCAT
TGACATCCTC
GTGACAGGTG
TAAGTCCCGC
GGGCACTCTA
CGTCAAATCA
GGCAGAACAA
TGTTCTCAGT

GGGTGAGTAA
AAACCGGGGC
AAAGGTGGCT
AGTTGGTGAG
AGGGTGATCG
GGCAGCAGTA
CCGCGTGAGT
GAACAAGTAC
AGCCACGGCT
GCGTTGCCGG
GCTTGATGTG
GGGGAACTTG
AATGCGTAGA
TGTAACTGAC
CCCTGGTAGT
TTAAGTGTTG
CAAGCTTGAA
GTGGTTTAAT
TGACAACCCT
GTGCATGGTT
AACGAGCGCA
AGGTGACTGC
TCATGCCCCT
AGGGCAGCGA
TCGGATCGCA

CACGTGGTTA
TAATACCGGA
TTCAGCTACC
GTAACGGCTC
GCCACACTGG
GGGAATCTTC
GATGAAGGTT
CGTTCGAATA
AACTACGTGC
AATTATTGGG
AAAGCCCCCG
AGTGCAGAAG
GATGTGGAGG
GCTGAGGCCC
CCACCCGTAA
CAAGCAAACG
CTCAAGGAAT
TCGAAGCACG
AGAGATAGGG
GTCGTCAGCT
ACCCTTGATC
CGGTGACAAA
TATGACCTGG
AGCCGCGAGG
GTCTGCAACT
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Ek 2. A2 izolatimmn 16S rRNA Geninin Baz Siras

Baz sayisi: 1376

Baz igerigi: 338 A 335C

Gen Bankasi No: AY248706

ACGAACGCTG
AAGCTTGCTT
ACCTGCCCTG
TAATACGGAA
CTACAGGATG
CCAAGGCGAC
ACTGAGACAC
GCAATGGACG
TCGGGTCGTA
GCGGTACCTT
GCAGCCGCGG
TAAAGCGCGC
AACCCGTGGA
GCGGAATTCC
AGTGGCGAAG
CGTGGGAGCA
GAGTGCTAAG
TTAAGCACTC
TTGACGGGGG
CGCGAAGAAC
GGCGTTCCCC
CAGCTCGTGT
CGACCTTAGT
AAAAGTCGGA
CCTGGGCTAC
CGAGGGGGAG
CAACTCGCCT
CGCGGTGAAT

GCGGCGTGCC
TTGGATCGTT
TAGACGGGGA
GGCCGCATGG
GGCCCGCGGC
GATGCGTAGC
GGCCCAGACT
AAAGTCTGAC
AAGCTCTGTT
GACGGTACCT
TAATACGTAG
GCAGGCGGTT
GGGTCATTGG
ACGTGTAGCG
GCGGCTCTTT
AACAGGATTA
TGTTAGAGGG
CGCCTGGGGA
CCCGCACAAG
CTTACCAGGT
CTTCGGGGGG
CGTGAGATGT
TGCCAGCATT
GGAAGGTGGG
ACACGTGCTA
CCAATCCCAA
GCATGAAGCC
ACGTTCCCGG

442G 261T

TAATACATGC
AGCGGCGGAC
TAACACCGAG
TCTTTCGTTG
GCATTAGCTA
CGACCTGAGA
CCTACGGGAG
GGAGCAACGC
GTTAGGGAAG
AACGAGGAAG
GTGGCAAGCG
CCTTAAGTCT
AAACTGGGGG
GTGAAATGCG
TGGTCTGTAA
GATACCCTGG
TATCCACCCT
GTACGCTCGC
CGGTGGAGCA
CTTGACATCC
ACAGGGTGAC
TGGGTTAAGT
CAGTTGGGCA
GATGACGTCA
CAATGGGCGG
AAAGCCGCTC
GGAATCGCTA
GCCTTG

AAGTCGAGCG
GGGTGAGTAA
AAATCGGTGC
AAAGGCGGCG
GTTGGTGAGG
GGGTGATCGG
GCAGCAGTAG
CGCGTGAGCG
AACAAGTACC
CCACGGCTAA
TTGTCCGGAA
GATGTGAAAG
ACTTGAGTGC
TAGAGATGTG
CTGACGCTGA
TAGTCCACGC
TTAGTGCTGT
AAGAGTGAAA
TGTGGTTTAA
CCTGACAACC
AGGTGGTGCA
CCCGCAACGA
CTCTAAGGTG
AATCATCATG
TACAAAGGGT
TCAGTTCGGA
GTAATCGCGG

GACGATTCAA
CACGTGGGCA
TAATACCGGA
CAAGCTGTCG
TAACGGCTCA
CCACACTGGG
GGAATCTTCC
AAGAAGGCCT
GCAGTCACTG
CTACGTGCCA
TTATTGGGCG
CCCACGGCTC
AAAAAAGAAA
AAGGAACACC
GGCGCGAAAG
CGTAAACGAT
AGCTAACGCA
CTCAAAGGAA
TTCGAAGCAA
CGAGAGATCG
TGGTTGTCGT
GCGCAACCCT
ACTGCCGGCT
CCCCTTATGA
CGCGAACCCG
TTGCAGGCTG
ATCAGCATGC
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Ek 3. A3 izolatimn 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1373
Bazigerigi: 344 A 330C 425G 274T
Gen Bankas: No: AY248714

AACGCTGGCG
CCTAGCTTTC
CTGCCCTATA
ATACATCAAA
TAGGATGGGC
AGGCGACGAT
GAGACACGGC
ATGGGCGAAA
GATCGTAAAG
GCACCTTGAC
GCCCGCGGTA
AAGCGCGCGC
CCCGGGGAGG
GCCGAATTCC
AGTGGCGAAG
CGTGGGAGCA
GAGTGCTAAG
TTAAGCACTC
TTGACGGGGG
CGCGAAGAAC
TAGCCTTCCC
GCTCGTGTCG
TCCTTAGTTG
ATACGGAGGA
GGGCTACACA
GACGGAGCCA
CTCGCCTGCA
GGTGAATACG

GCGTGCCTAA
ATGAGGTTAG
GACTGGGATA
GTGCATGCTT
CCGCGGCGCA
GCGTAGCCGA
CCAGACTCCT
GCCTGATGGA
CTCTGTTGTA
GGTACCTTAC
ATACGTAGGT
AGGCGGTCTC
GTCATTGGAA
ATGTGTAGCG
GCGGGCTTCC
AACAGGATTA
TGTTAGGGGG
CGCCTGGGGA
CCCGCACAAG
CTTACCAGGT
TTCGGGGACA
TGAGATGTTG
CCATCATTCA
AGGTGGGGAT
CGTGCTACAA
ATCCGAAAAA
TGAAGCCGGA
TTCCCGGGCC

TACATGCAAG
CGGCGGACGG
ACTCGCGGAA
TGATGTTGAA
TTAGCTTGTT
CCTGAGAGGG
ACGGGAGGCA
GCAACGCCGC
AGGGAAGAAC
TAGAAAGCCA
GGCAAGCGTT
TTAAGTCTGA
ACTTGGGAGA
GTGAAATGCG
TGGCCTGTAA
GATACCCTGG
TTTCCACCCC
GTACGGTCGC
CGGTGGAGCA
CTTGACATCC
GCGGTGACAG
GGTTAAGTCC
GTTGGGCACT
GACGTCAAAT
TGGACGGTAC
ACCGTTCTCA
ATCGCTAGTA
TTG

TCGAGCGAAC
GTGAGTAACA
ACGCGTGCTA
AGATGGCTCC
GGTGGGGTAA
TGATCGGCCA
GCAGTAGGGA
GTGAGCGAAG
AAGTGCAGTA
CGGCTAACTA
GTCCGGAATT
TGTGAAAGCC
CTTGAGTGCA
TAGAGATATG
CTGACGCTGA
TAGTCCACGC
TTAGTGCTGC
AAGACTGAAA
TGTGGTTTAA
CGCTGACCGC
GTGGTGCATG
CGCAACGAGC
CTAAGGAGAC
CATCATGCCC
AAACGGTCGC
GTTCGGATTG
ATCGCGGATC

CAATTGAAAG
CGTGGGTAAC
ATACCGGATA
GCTATCACTA
CGGCCTACCA
CACTGGGACT
ATCTTCCACA
AAGGTCTTCG
GTAACTGGCT
CGTGCCAGCA
ATTGGGCGTA
CCCGGCTTAA
GGAAAAGGAA
GAGGAACACC
GGCGCGAAAG
CGTAAACGAT
AGCTAACGCA
CTCAAAGGAA
TTCGAAGCAA
TATGGAGACA
GTTGTCGTCA
GCAACCCTTG
TGCCGTACAA
CTTATGACCT
GAAGTCGCGA
CAGGCTGCAA
AGCATGCCGC
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EK 4. A4 izolatimin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz Sayisi: 1427
Baz igerigi: 347 A 351 C 457G 272 T
Gen Bankas1 No: AY248707

ATTCTAGAGT
ACATGCAAGT
GCGGACGGGT
ACCGAGAAAT
TCGTTGAAAG
TAGCTAGTTG
CTGAGAGGGT
CGGGAGGCAG
CAACGCCGCG
GGGAAGAACA
AGGAAGCCAC
CAAGCGTTGT
AAGTCTGATG
GGGGGACTTG
ATGCGTAGAG
TAACTGACGC
CTGGTAGTCC
CCCTTTAGTG
TCGCAAGAGT
AGCATGTGGT
ATCCCCTGAC
TGACAGGTGG
AAGTCCCGCA
GGCACTCTAA
GTCAAATCAT
GCGGTACAAA
GCTCTCAGTT
GCTAGTAATC
TACACACCGC

TTGATCATGG
CGAGCGGACG
GAGTAACACG
CGGTGCTAAT
GCGGCGCAAG
GTGAGGTAAC
GATCGGCCAC
CAGTAGGGAA
TGAGCGAAGA
AGTACCGCAG
GGCTAACTAC
CCGGAATTAT
TGAAAGCCCA
AGTGCAGAAG
ATGTGGAGGA
TGAGGCGCGA
ACGCCGTAAA
CTGTAGCTAA
GAAACTCAAA
TTAATTCGAA
AACCCGAGAG
TGCATGGTTG
ACGAGCGCAA
GGTGACTGCC
CATGCCCCTT
GGGTCGCGAA
CGGATTGCAG
GCGGATCAGC
CCGTCACACG

CTCAGGACGA
ATTCAAAAGC
TGGGCAACCT
ACCGGATAAT
CTGTCGCTAC
GGCTCACCAA
ACTGGGACTG
TCTTCCGCAA
AGGCCTTCGG
TCACTGGCGG
GTGCCAGCAG
TGGGCGTAAA
CGGCTCAACC
AGGAGAGCGG
ACACCAGTGG
AAGCGTGGGG
CGATGAGTGC
CGCATTAAGC
GGAATTGACG
GCAACGCGAA
ATCGGGCGTT
TCGTCAGCTC
CCCTCGACCT
GGCTAAAAGT
ATGACCTGGG
CCCGCGAGGG
GCTGCAACTC
ATGCCGCGGT
GTACCAT

ACGCTGGCGG
TTGCTTTTGG
GCCCTGTAGA
ACGAAAGGCC
AGGATGGGCC
GGCGACGATG
AGACACGGCC
TGGACGAAAG
GTCGTAAAGC
TACCTTGACG
CCGCGGTAAT
GCGCGCGCAG
GTGGAGGGTC
AATTCCACGT
CGAAGCGGCT
AGCAAACAGG
TAAGTGTTAG
ACTCCGCCTG
GGGGCCCGCA
GAACCTTACC
CCCCCTTCGG
GTGTCGTGAG
TAGTTGCCAG
CGGAGGAAGG
CTACACACGT
GGAGCCAATC
GCCTGCATGA
GAATACGTTC

CGTGCCTAAT
ATCGTTAGCG
CGGGGATAAC
GCATGGTCTT
CGCGGCGCAT
CGTAGCCGAC
CAGACTCCTA
TCTGACGGAG
TCTGTTGTTA
GTACCTAACG
ACGTAGGTGG
GCGGTTCCTT
ATTGGAAACT
GTAGCGGTGA
CTCTGGTCTG
ATTAGATACC
AGGGTATCCA
GGGAGTACGC
CAAGCGGTGG
AGGTCTTGAC
GGGGACAGGG
ATGTTGGGTT
CATTCAGTTG
TGGGGATGAC
GCTACAATGG
CCAAAAAGCC
AGCCGGAATC
CCGGGCCTTG
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Ek 5. A7 izolatimin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1355
Baz igerigi: 339 A 325C 437G 254T
Gen Bankasi No: AY 248708

GGCGCCCCTA
GGATCGTTAG
GACGGGGATA
CTGCATGGTC
CCCGCGGCGC
TGCGTAGCCG
CCCAGACTCC
AGTCTGACGG
CTCTGTTGTT
GGTACCTAAC
TACGTAGGTG
GGCGGTTCCT
TCATTGGAAA
ACGTGTAGCG
GGCGGGCTCT
CAAACAGGAT
AGTGTTAGAG
TCCGCCTGGG
GGCCCGCACA
ACCTTACCAG
CCCTTCGGGG
GTCGTGAGAT
GTTGCCAGCA
GAGGAAGGTG
ACACACGTGC
AGCCAATCCC
CTGCATGAAG
GCAA

ATACATGCAA
CGGCGGACGG
ACACCGAGAA
TTTCGTTGAA
ATTAGCTAGT
ACCTGAGAGG
TACGGGAGGC
AGCAACGCCG
AGGGAAGAAC
GAGGAAGCCA
GCAAGCGTTG
TAAGTCTGAT
CTGGGGGACT
GTGAAAATGC
CTGGTCTGTA
TAGATACCCT
GGTATCCACC
GAGTACGCTC
AGCGGTGGAG
GTCTTGACAT
GGACAGGGTG
GITGGGTTAA
TTCAGTTGGG
GGGATGACGT
TACAATGGGC
AAAAAGCCGC
CCGGAATCGG

GTCGAGCGGA
GTGAGTAACA
ATCGGTGCTA
AGGCGGCGCA
TGGTGAGGTA
GTGATCGGCC
AGCAGTAGGG
CGTGAGCGAG
AAGTACCGCA
CGGCTAACTA
TCCGGAATTA
GTGAAAGCCC
TGAGTGCAGA
GTAGAGATGT
ACTGACGCTG
GGTAGTCCAC
CTTTAGTGCT
GCAAGAGTGA
CATGTGGTTT
CCCCTGACAA
ACAGGTGGTG
GTCCCGCAAC
CACTCTAAGG
CAAATCATCA
GGTACAAAGG
TCTCAGTTAG
TAGTAATCGC

CGATTCAAAA
CGTGGGCAAC
ATACCGGATA
AGCTGTCGCT
ACGGCTCACC
ACACTGGGAC
AATCTTCCGC
AAGGCCTTCG
GTCACTGGCG
CGTGCCAGCA
TTGGGCGTAA
ACGGCTCAAC
AGAAGAGAAG
GAAGGAACAC
AGGCGCGAAA
GCCGTAAACG
GTAGCTAACG
AACTCAAAGG
AATTCGAAGC
CCCGAGAGAT
CATGGTTGTC
GAGCGCAACC
TGACTGCCGG
TGCCCCTTAT
GTCGCGAACC
GATTGCAGGC
GGATCAGCGT

GCTTGCTTTT
CTGCCCTGTA
ACACGAAAGA
ACAGGATGGG
AAGGCGACGA
TGAGACACGG
AATGGACGAA
GGTCGTAAAG
GTACCTTGAC
GCCGCGGTAA
AGCGCGCGCA
CCGTGGAGGG
CCGGAATTCC
CAGTGGCGAA
GCGTGGGGAG
ATGAGTGCTA
CATTAAGCAC
AATTGACGGG
AACGCGAAGA
CGGGCGTTCC
GTCAGCTCGT
CTCGACCTTA
CTAAAAGTCG
GACCTGGGCT
CGCGAGGGGG
TGCAACTCGC
AAGGGGTATT
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Ek 6. A8 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Siras:

Baz sayisi: 1380
Bazigerigi: 348 A 327C 440G 265T
Gen Bankasi No: AY248715

GACGAACGCT
AAAGCTTGCT
AACCTGCCCT
ATAACACGAA
GCTACAGGAT
ACCAAGGCGA
GACTGAGACA
CGCAATGGAC
TTCGGGTCGT
GGCGTTACTG
GCAGCCGCGG
TAAAGCGCGC
AACCCGTGGA
AAGCGGAATT
CCAGTGGCGA
AGCGTGGGAG
ATGAGTGCTA
CATTAAGCAC
AATTGACGGG
ACGCGAAGAA
GGGTGTTCCC
GTCAGCTCGT
CTCGACCTTA
GGCTAAAAGT
ATGACCTGGG
CCCGCGAGGG
GCTGCAACTC
ATGCCGCGGT

GGCGGCGTGC
TTTGAATCGT
GTAGACGGGG
ATGTCGCATG
GGGCCCGCGG
CGATGCGTAG
CGGCCCAGAC
GAAAGTCTGA
AAAGCTCTGT
TGACGGTACC
TAATACGTAG
GCAGGCGGTT
GGGTCATTGG
CCACGTGTAG
AGGCGGCTCT
CAAACAGGAT
AGTGTTAGAG
TCCGCCTGGG
GGCCCGCACA
CCTTACCAGG
CCTTCGGGGG
GTCGTGAGAT
GTTGCCAGCG
CGGAGGAAGG
CTACACACGT
GGAGCCAATC
GCCTGCATGA
GAATACGTTC

CTAATACATG
TAGCGGCGGA
ATAACACCGA
ACGTTTCGTT
CGCATTAGCT
CCGACCTGAG
TCCTACGGGA
TGGAGCAACG
TGTTAGGGAA
TAACGAGAAA
GTGGCAAGCG
CCTTAAGTCT
AAACTGGGGG
CGGTGAAATG
TTTGGTCTGT
TAGATACCCT
GGTATCCACC
GAGTACGCTC
AGCGTGGAGC
TCTTGACATC
GGACAGGGTG
GTTGGGTTAA
AGTCAAGTCG
TGGGGATGAC
GCTACAATGG
CCAAAAAGCC
AGCCGGAATC
CCGGGCCTTG

CAAGTCGAGC
CGGGTGAGTA
GAAATCGGTG
GAAAGACGGC
AGTTGGTGAG
AGGGTGATCG
GGCAGCAGTA
CCGCGTGAGC
GAACAAGTAA
GCCACGGTAA
TTGTCCGGAA
GATGTGAAAG
ACTTGAGTGC
CGTAAAGATG
AACTGACGCT
GGTAGTCCAC
CTTTAGTGCT
GCAAGAGTGA
ATGTGGTTTA
CCCTGACAAC
ACAGGTGGTG
GTCCCGCAAC
GGCACTCTAA
GTCAAATCAT
GCGGTACAAA
GCTCTCAGTT
GCTAGTAATC

GGACGATTCA
ACACGTGGGC
CTAATACCGG
GCAAGCTGTC
GTAACGGCTC
GCCACACTGG
GGGAATCTTC
GAAGAAGGCC
CGTAGTAACT
CTACGTIGCCA
TTATTGGGCG
CCCACGGCTC
AAAAAAAGAA
TGGAGGAACA
GAGGCGCGAA
GCCGTAAACG
GTAGCTAACG
AACTCAAAGG
ATTCGAAGCA
CCGAGAGATT
CATGGTTGTC
GAGCGCAACC
GGTGACTGCC
CATGCCCCTT
GGGTTGCGAA
CGGATTGCAG
GCGGATCAGC
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Ek 7. K1 izolatimin 16S rRNA Geninin Baz Siras:

Baz saysi: 1430

Bazigerigi: 354 A 345C 455G 276T
Gen Bankasi No: AY248709

ATTCTAGAGT
ACATGCAAGT
GCGGACGGGT
ACCGAGAAAT
TCGTTGAAAG
TAGCTAGTTG
CTGAGAGGGT
CGGGAGGCAG
CAACGCCGCG
GGGAAGAACA
AGAAAGCCAC
CAAGCGTTGT
AAGTCTGATG
GGGGGACTTG
AATGCGTAGA
TGTAACTGAC
CCCTGGTAGT
CACCCTTTAG
GCTCGCAAGA
GGAGCATGTG
ACATCCCCTG
GGGTGACAGG
GTTAAGTCCC
TTGGGCACTC
GACGTCAAAT
TGGGCGGTAC
GCCGCTCTCA
ATCGCTAGTA
TTGTACACAC

TTGATCATGG
CGAGCGGACG
GAGTAACACG
CGGTGCTAAT
ACGGCGCAAG
GTGAGGTAAC
GATCGGCCAC
CAGTAGGGAA
TGAGCGAAGA
AGTAACGCAG
GGCTAACTAC
CCGGAATTAT
TGAAAGCCCA
AGTGCAGAAG
GATGTGGAGG
GCTGAGGCGC
TCACGCCGTA
TGCTGTAGCT
GTGAAACTCA
GTTTAATTCG
ACAACCCGAG
TGGTGCATGG
GCAACGAGCG
TAAGGTGACT
CATCATGCCC
AAAGGGTTGC
GTTCGGATTG
ATCGCGGATC
CGCCCGTCAC

CTCAGGACGA
AATCGAAAGC
TGGGCAACCT
ACCGGATAAC
CTGTCGCTAC
GGCTCACCAA
ACTGGGACTG
TCTTCCGCAA
AGGTCTTCGG
TAACTGGCGT
GTGCCAGCAG
TGGGCGTAAA
CGGCTCAACC
AGGAGAGTGG
AACACCAGTG
GAAAGCGTGG
AACGATGAGT
AACGCATTAA
AAGGAATTGA
AAGCAACGCG
AGATCGGGCG
TTGTCGTCAG
CAACCCTCGA
GCCGGCTAAA
CTTATGACCT
GAACCCGCGA
CAGGCTGCAA
AGCATGCCGC
ACGGTACCAT

ACGCTGGCGG
TTGCTTTTGA
GCCCTGTAGA
ACGAAATGTC
AGGATGGGCC
GGCGACGATG
AGACACGGCC
TGGACGAAAG
GTCGTAAAGC
TACCGTGACG
CCGCGGTAAT
GCGCGCGCAG
GTGGAGGGTC
AATTCCACGT
GCGAAGGCGA
GGAGCAAACA
GCTAAGTGTT
GCACTCCGCC
CGGGGGCCCG
AAGAACCTTA
TTCCCCCTTC
CTCGTGTCGT
CCTTAGTTGC
AGTCGGAGGA
GGGCTACACA
GGGGGAGCCA
CTCGCCTGCA
GGTGAATACG

CGTGCCTAAT
TTCGTTAGCG
CGGGGATAAC
GCATGACGTT
CGCGGCGCAT
CGTAGCCGAC
CAGACTCCTA
TCTGACGGAG
TCTGTTGTTA
GTACCTAACG
ACGTAGGTGG
GCGGTTCCTT
ATTGGAAACT
GTAGCGGTGA
CTCTCTGGTC
GGATTAGATA
AGAGGGTATC
TGGGGAGTAC
CACAAGCGGT
CCAGGTCTTG
GGGGGGGACA
GAGATGTTGG
CAGCATTCAG
AGGTGGGGAT
CGTGCTACAA
ATCCCAAAAA
TGAAGCCGGA
TTCCCGGGCC
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Ek 8. K2 izolatimn 16S rRNA Geninin Baz Siras

Baz sayisi: 1428
Baz igerigi: 354 A 347C 453G 274T
Gen Bankast No: AY248710

ATTCTAGAGT
ACATGCAAGT
GCGGACGGGT
ACCGAGAAAT
TCGTTGAAAG
TAGCTAGTTG
CTGAGAGGGT
CGGGAGGCAG
CAACGCCGCG
GGGAAGAACA
AGAAAGCCAC
CAAGCGTTGT
AAGTCTGATG
GGGGGACTTG
AATGCGTAGA
GTAACTGACG
CCTGGTAGTC
ACCCTTTAGT
CTCGCAAGAG
GAGCATGTGG
CATCCCCTGA
GTGACAGGTG
TAAGTCCCGC
GGGCACTCTA
CGTCAAATCA
GGCGGTACAA
CGCTCTCAGT
CGCTAGTAAT
GTACACACCG

TTGATCATGG
CGAGCGGACG
GAGTAACACG
CGGTGCTAAT
ACGGCGCAAG
GTGAGGTAAC
GATCGGCCAC
CAGTAGGGAA
TGAGCGAAGA
AGTAACGCAG
GGCTAACTAC
CCGGAATTAT
TGAAAGCCCA
AGTGCAGAAG
GATGTGGAGG
CTGAGGCGCG
CACGCCGTAA
GCTGTAGCTA
TGAAACTCAA
TTTAATTCGA
CAACCCGAGA
GTGCATGGTT
AACGAGCGCA
AGGTGACTGC
TCATGCCCCT
AGGGTTGCGA
TCGGATTGCA
CGCGGATCAG
CCCGTCACAC

CTCAGGACGA
AATTGAAAGC
TGGGCAACCT
ACCGGATAAC
CTGTCGCTAC
GGCTCACCAA
ACTGGGACTG
TCTTCCGCAA
AGGCCTTCGG
TAACTGGCGT
GTGCCAGCAG
TGGGCGTAAA
CGGCTCAACC
AGGAGAGCGG
AACACCAGTG
AAAGCGTGGG
ACGATGAGTG
ACGCATTAAG
AGGAATTGAC
AGCAACGCGA
GATCGGGCGT
GTCGTCAGCT
ACCCTCGACC
CGGCTAAAAG
TATGACCTGG
ACCCGCGAGG
GGCTGCAACT
CATGCCGCGG
GGTACCAT

ACGCTGGCGG
TTGCTTTTGA
GCCCTGTAGA
ACGAAATGTC
AGGATGGGCC
GGCGACGATG
AGACACGGCC
TGGACGAAAG
GTCGTAAAGC
TACCGTGACG
CCACGGTAAT
GCGCGCGCAG
GTGGAGGGTC
AATTCCACGT
GCGAAGCGGC
GAGCAAACAG
CTAAGTGTTA
CACTCCGCCT
GGGGGCCCGC
AGAACCTTAC
TCCCCCTTCG
CGTGTCGTGA
TTAGTTGCCA
TCGGAGGAAG
GCTACACACG
GGGAGCCAAT
CGCCTGCATG
TGAATACGTT

CGTGCCTAAT
TTCGTTAGCG
CGGGGATAAC
GCATGACGTT
CGCGGCGCAT
CGTAGCCGAC
CAGACTCCTA
TCTGACGGAG
TCTGTTGTTA
GTACCTAACG
ACGTAGGTGG
GCGGTTCCTT
ATTGGAAACT
GTAGCGGTGA
TCTCTGGTCT
GATTAGATAC
GAGGGTATCC
GGGGAGTACG
ACAAGCGGTG
CAGGTCTTGA
GGGGGACAGG
GATGTTGGGT
GCATTCAGTT
GTGGGGATGA
TGCTACAATG
CCCAAAAAGC
AAGCCGGAAT
CCCGGGCCTT
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Ek 9. K3 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1369
Bazigerigi: 342 A 328C 425G 274T
Gen Bankas: No: AY248712

GAACGCTGGC
GCCTAGCTTT
CCTGCCCTAT
AACACATCAA
ATAGGATGGG
AAGGCGACGA
TGAGACACGG
AATGGGCGAA
GGATCGTAAA
TGCACCTTGA
AGCCCGCGGT
AAAGCGCGCG
ACCCGGGGAG
GCCGGAATTC
GTGGCGAAGC
GGGGAGCAAC
TGCTAAGTGT
AGCACTCCGC
ACGGGGGCCC
GAAGAACCTT
CCTTCCCTTC
CGTGTCGTGA
TTAGTTGCCA
CGGAGGAAGG
CTACACACGT
GGAGCCAATC
GCCTGCATGA
GAATACGTTC

GGCGTGCCTA
CATGAGGTTA
AGACTGGGAT
AGTGCATGCT
CCCGCGGCGC
TGCGTAGCCG
CCCAGACTCC
AGCCTGATGG
GCTCTGTTGT
CGGTACCTTA
AATACGTAGG
CAGGCGGTCT
GGTCATTGGA
CATGTGTACG
GGCTTCCTGG
AGGATTAGAT
TAGGGGGGTT
CTGGGGAGTA
GCACAAGCGG
ACCAGGTCTT
GGGGACAGCG
GATGTTGGGT
TCATTCAGTT
TGGGGATGAC
GCTACAATGG
CGAAAAAACC
AGCCGGAATC
CCGGGCCTT

ATACATGCAA
GCGGCGGACG
AACTCGCGGA
TTGATGTTGA
ATTAGCTTGT
ACCTGAGAGG
TACGGGAGGC
AGCAACGCCG
AAGGGAAGAA
CTAGAAAGCC
TGGCAAGCGT
CTTAAGTICTG
AACTGGGAGA
GTGAAATGCG
CCTGTAACTG
ACCCTGGTAG
CCACCCCTTA
CGGTCGCAAG
TGGAGCATGT
GACATCCCGC
GTGACAGGTG
TAAGTCCCGC
GGGCACTCTA
GTCAAATCAT
ACGGTACAAA
GTTCTCAGTT
GCTAGTAATC

GTCGAGCGAA
GGTGAGTAAC
AACGCGTGCT
AAGATGGTTC
TGGTGGGGTA
GTGATCGGCC
AGCAGTAGGG
CGTGAGCGAA
TAAGTGCAGT
ACGGCTAACT
TGTCCGGAAT
ATGTGAAAGC
CTTGAGTGCA
TAGAGATATG
ACGCTGAGGC
TCCACGCCGT
GTGCTGCAGC
ACTGAAACTC
GGTTTAATTC
TGACCGCTAT
GTGCATGGTT
ACGAGCGCAT
AGGAGACTGC
CATGCCCCTT
CGGTCGCGAA
CGGATTGCAG
GCGGATCAGC

CCAATTGAAA
ACGTGGGTAA
AATACCGGAT
TGCTATCACT
ACGGCCTACC
ACACTGGGAC
AATCTTCCAC
GAAGGTCTTC
AGTAACTGGC
ACGTGCCAGC
TATTGGGCGT
CCCCGGCTTA
GGAAAGGGAA
GAGAACACCA
GCGAAAGCGT
AAACGATGAG
TAACGCATTA
AAAGGAATTG
GAAGCAACGC
GGAGACATAG
GTCGTCAGCT
ACCCTTGTCC
CGTACAAATA
ATGACCTGGG
GTCGCGAGAC
GCTGCAACTC
ATGCCGCGGT
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Ek 10. K4 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Siras

Baz sayisi: 1376

Baz igerifi: 345 A 329C

Gen Bankasi No: AY248711

GGACGAACGC
GAAAGCTTGC
CAACCTGCCC
GATAACACGA
CGCTACAGGA
CACCAAGGCG
GGACTGAGAC
CCGCAATGGA
TTCGGGTCGT
GGCGTTACCG
AGCAGCCGCG
GTAAAGCGCG
ACCGTGGAGG
GCGGAATTCC
AGTGGCGAAG
CGTGGGAGCA
GAGTGCTAAG
TTAAGCACTC
TTGACGGGGG
CGCGAAGAAC
GGCGTTCCCC
CAGCTCGTGT
CGACCTTAGT
AAAAGTCGGA
CCTGGGCTAC
CGAGGGGGAG
CAACTCGCCT
CGCGGTGAAT

TGGCGGCGTG
TTTTGATTCG
TGTAGACGGG
AATGCCGCAT
TGGGCCCGCG
ACGATGCGTA
ACGGCCCAGA
CGAAAGTCTG
AAAGCTCTGT
TGACGGTACC
GTAATACGTA
CCCAGGCGGT
GTCATTGGAA
CGTTGTAGCG
GCGGCTCTTT
AACAGGATTA
TGTTAGAGGG
CGCCTGGGGA
CCCGCACAAG
CTTACCAGGT
CTTCGGGGGG
CGTGAGATGT
TGCCAGCATT
GGAAGGTGGG
ACACGTGCTA
CCAATCCCAA
GCATGAAGCC
ACGTTCCCGG

436 G

266 T

CCTAATACAC
TTAGCGGCGG
GATAACACCG
GACGTTTCGT
GCGCATTAGC
GCCGACCTGA
CTCCTACGGG
ACGGAGCAAC
TGTTAGGGAA
TAACGAGAAA
GGTGGCAAGC
TCTTAAGTCT
ACTTGGGGGA
GTGAAATGCG
TGGTCTGTAA
GATACCCTGG
TATCCACCCT
GTACGCTCGC
CGGTGGAGCA
CTTGACATCC
ACAGGGTGAC
TGGGTTAAGT
CAGTTGGGCA
GATGACGTCA
CAATGGGCGG
AAAGCCGCTC
GGAATCGCTA
GCCTTG

GCAAGTCGAG
ACGGGTGAGT
AGAAATCGGT
TGAAAGACGG
TAGTTGGTGA
GAGGGTGATC
AGGCAGCAGT
GCCGCGTGAG
GAACAAGTAA
GCCACGGTTA
GTTGTCCGGA
GATGTGAAAG
CTTGAGTGCA
TAAAGATGTG
CTGACGCTGA
TAGTCCACGC
TTAGTGCTGT
AAGAGTGAAA
TGTGGTTTAA
CCTGACAACC
AGGTGGTGCA
CCCGCaAACGA
CTCTAAGGTG
AATCATCATG
TACAAAGGGT
TCAGTTCGGA
GTAATCGCGG

CGGACGAATT
AACACGTGGG
GCTAATACCG
CGCAAGCTGT
GGTAACGGCT
GGCCACACTG
AGGGAATCTT
CGAAGAAGCC
CGCAGTAACT
ACTACGTGCC
ATTATTGGGC
CCACGGTTCA
AAAAAGGAAA
AAGGAACACC
GGCGCGAAAG
CGTAAACGAT
AGCTAACGCA
CTCAAAGGAA
TTCGAAGCAA
CGAGAGATCG
TGGTTGTCGT
GCGCAACCCT
ACTGCCGACT
CCCCTTATGA
TGCGAACCCG
TTGCAGGCTG
ATCATCATGC
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Ek 11. K5 lizolatinmn 16S rRNA Geninin Baz Siras:

Baz sayisi: 1373
Bazigerigi: 344 A 326C 428G 275T
Gen Bankas1 No: AY248713

GGACGAACGC
GAAAGCCTAG
GTAACCTGCC
GGATAATACA
CACTATAGGA
TACCAAGGCG
GGACTGAGAC
CCACAATGGG
CTTCGGATCG
TGGCTGCACC
CAGCAGCCGC
CGTAAAGCGC
TTAACCCGGG
GAAGCGGAAT
ACCAGTGGCG
AAGCGTGGGA
ATGAGTGCTA
CATTAAGCAC
AATTGACGGG
AACGCGAAGA
CATAGCCTTC
CAGCTCGTGT
GTCCTTAGTT
AATACGGAGG
TGGGCTACAC
AGACGGAGCC
ACTCGCCTGC
CGGTGAATAC

TGGCGGCGTG
CTTTCATGAG
CTATAGACTG
TCAAAGTGCA
TGGGCCCGCG
ACGATGCGTA
ACGGCCCAGA
CGAAAGCCTG
TAAAGCTCTG
TTGACGGCAC
GGTAATACGT
GCGCAGGCGG
GAGGGTCATT
TCCATGTGTA
AAGGCGGCTT
GAAACAGGAT
AGTGTTAGGG
TCCGCCTGGG
GGCCCGCACA
ACCTTACCAG
CCTTCGGGGA
CGTGAGATGT
GCCATCATTC
AAGGTGGGGA
ACGTGCTACA
AATCCGAAAA
ATGAAGCCGG
GTTCCGGGCC

CCTAATACAT
GTTAGCGGCG
GGATAACTCG
TGCITTGATG
GCGCATTAGC
GCCGACCTGA
CTCCTACGGG
ATGGAGCAAC
TTGTAAGGGA
CTTACTAGAA
AGGTGGCAAG
TCTCTTAAGT
GGAAACTGGG
GCGGTGAAAT
TCCTGGCCTG
TAGATACCCT
GGTTTCCACC
GAGTACGGTC
AGCGGTGGAG
GTCTTGACAT
CAGCGGTGAC
TGGGTTAAGT
AGTTGGGCAC
TGACGTCAAA
ATGGACGGTA
AACCGTTCTC
AATCGCTAGT
TTG

GCAAGTCGAG
GACGGGTGAG
CGGAAACGCG
TTGAAAGATG
TTGTTGGTGG
GAGGGTGATC
AGGCAGCAGT
GCCGCGTGAG
AGAACAAGTG
AGCCACGGCT
CGTTGTCCGG
CTGATGTGAA
AGACTTGAGT
GCGTAGAGAT
TAACTGACGC
GGTAGTCCAC
CCTTAGTGCT
GCAAGACTGA
CATGTGGTTT
CCCGCTGACC
AGGTGGTGCA
CCCGCAACGA
TCTAAGGAGA
TCATCATGCC
CAAACGGTCG
AGTTCGGATT
AATCGCGGAT

CGAACCAATT
TAACACGTGG
TGCTAATACC
GTTCTGCTAT
GGTAACGGCC
GGCCACACTG
AGGGAATCTT
CGAAGAAGGT
CAGTAGTAAC
AACTACGTGC
AATTATTGGG
AGCCCCCGGC
GCAGGAAAGG
ATGGAGGAAC
TGAGGCGCGA
GCCGTAAACG
GCAGCTAACG
AACTCAAAGG
AATTCGAAGC
GCTATGGAGA
TGGTTGTCGT
CGCAACCCTT
CTGCCGTACA
CCTTATGACC
CGAAGTCGCG
GCAGGCTGCA
CAGCATGCCG
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Ek 12. TK4 izolatimin 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1380
Bazigerigi: 335 A 343C 450G 251T
Gen Bankas1 No: AY248718

GACGAACGCT
GGAGCTTGCT
AACCTACCCG
ATAACACCAA
ACTTACGGAT
ACCAAGGCGA
GACTGAGACA
CGCAATGGAC
TTCGGATCGT
GGGCGGTACG
CAGCAGCCCG
GCGTAAAGCG
CTCACCCGTG
AAAAGCGGAA
CACCAGTGGC
AAGCGTGGGA
GATGAGTGCT
GCGTTAAGCA
GAATTGACGG
CAACGCGAAG
CAGGGCGTTC
CGTCAGCTCG
CCTCGCCCCT
GTGACAAACC
TGACCTGGGC
CCGCGAGGGG
CTGCAACTCG
TGCCGCGGTG

GGCGGCGTGC
CTTGTTCGGT
TAAGACCGGG
AGACCGCATG
GGGCCCGCGG
CGATGCGTAG
CGGCCCAGAC
GAAAGTCTGA
AAAGCTCTGT
GTGACGGTAC
CGGTAATACG
CGCGCAGGCG
GAGGGTCATT
TTCCACGTGT
GAAGGCGGCT
GCAAACAGGA
AAGTGTTAGA
CTCCGCCTGG
GGGCCCGCAC
AACCTTACCA
CCCCTTCGGG
TGTCGTGAGA
AGTTGCCAGC
GGAGGAAGGT
TACACACGTG
GAGCCAATCC
CCTGCATGAA
AATACGTTCC

CTAATACATG
TAGCGGCGGA
ATAACTCCGG
GTCTTTGGTT
CGCATTAGCT
CCGGCCTGAG
TCCTACGGGA
CGGAGCGACG
TGTTAGGGAA
CTAACGAGAA
TAGGGGGCGA
GTCCCTTAAG
GGAAACTGGG
AGCGGTGAAA
CTCTGGTCTG
TTAGATACCC
GGGGTCAAAC
GGAGTACGGC
AAGCGGTGGA
GGTCTTGACA
GGGACAGGGT
TGTTGGGTTA
ATTCAGTTGG
GGGGATGACG
CTACAATGGG
CAAAAAGCCG
GCCGGAATCG
CGGGCCTTG

CAAGTCGAGC
CGGGTGAGTA
GAAACCGGAA
GAAAGGCGGC
AGTTGGTGAG
AGGGTGACCG
GGCAGCAGTA
CCGCGTGAGC
GAAGAAGTAC
AGCCCCGGCT
GCGTTGTICCG
TCTGATGTGA
GGACTTGAGT
TGCGTAAAGA
TAACTGACGC
TGGTAGTCCA
CCTTTAGTGC
CGCAAGGCTG
GCATGTGGTT
TCCCCTGACA
GACAGGTGGT
AGTCCCGCAA
GCACTCTAGG
TCAAATCATC
CGGTACAAAG
CTCTCAGTTC
CTAGTAATCG

GGACCGAGCA
ACACGTGGGT
CTAATACCGG
TTCGGCTGTC
GTAACGGCTC
GCCACACTGG
GGGAATCTTC
GAAGAAGGTC
CGTTCGAATA
AACTACGTGC
GAATTATTGG
AAGCCCACGG
GCAAAAAAAG
TGTGAAGGAA
TGAGGCGCGA
CGCCGTAAAC
TGTAGCTAAC
AAACTCAAAG
TAATTCGAAG
ACCCTGCAGA
GCATGGTTGT
CGAGCGCAAC
GGGACTGCCG
ATGCCCCTTA
GGCTGCGAAC
GGATTGCAGG
CGGATCAGCA
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Ek 13. G1 izolatinin 16S rRNA Geninin Baz Siras:

Baz sayisi: 1378
Bazigerifi: 323 A 350C 465G 240T
Gen Bankas1 No: AY248717

AACGCTGGCG
CTTGCTCTGG
TGCCCGCAAG
CACCGAAGAC
TGCGGATGGG
AAGGCGACGA
TGAGACACGG
AATGGGCGAA
GGGTCGTAAA
CGGCGCGGTG
CAGCCGCGGT
AAAGCGCGCG
ACCCGTGGAG
AACCGGAATT
ACCAGTGGCG
AGCGTGGGAG
ATGAGTGCTA
CGATAAGCAC
AATTGACGGG
AACGCGAAGA
TGGGCGTTCC
GTCAGCTCGT
CTCGCCTCTA
CGACAAGTCG
GACCTGGGCT
CGCGAGGGGG
TGCAACTCGC
GCCGCGGTGA

GCGTGCCTAA
TTTGGTCAGC
ACCGGGATAA
CGCATGGTCT
CCCGCGGCGC
TGCGTAGCCG
CCCAGACTCC
AGCCTGACGG
GCTCTGTTGT
ACGGTACCTC
AATACGTAGG
CAGGCGGTTC
GGTCATTGGA
CCACGTGTAG
AAGGCGGCTC
CAAACAGGAT
AGTGTTAGAG
TCCGCCTGGG
GGCCCGCACA
ACCTTACCAG
CCCTTCGGGG
GTCGTGAGAT
GTTGCCAGCA
GAGGAAGGTG
ACACACGTGC
AGCGAATCCC
CTGCATGAAG
ATACGTTCCC

TACATGCAAG
GGCGGACGGG
CTCCGGGAAA
TTGGTTGAAA
ATTAGCTAGT
GCCTGAGAGG
TACGGGAGGC
AGCGACGCCG
GAGGGACGAA
ACGAGGAAGC
GGGCGAGCGT
CTTAAGTCTG
AACTGGGGGA
CCGGTGAAAT
TCTGGCCTGC
TAGATACCCT
GGGTCACACC
GAGTACGGCC
AGCGGTGGAG
GTCTTGACAT
GGACAGGGTG
GTTGGGTTAA
CGAAGGTGGG
GGGATGACGT
TACAATGGGC
AAAAAGCCGC
CCGGAATCGC
GGGCCTTG

TCGAGCGGAC
TGAGTAACAC
CCGGAGCTAA
GGCGGCCTTT
TGGTGAGGTA
GTGACCGGCC
AGCAGTAGGG
CGTGAGCGAA
GGAGCGCCGT
CCCGGCTAAC
TGTCCGGAAT
ATGTGAAAGC
CTTGAGTGCA
GCGTAAAGAT
AACTGACGCT
GGTAGTCCAC
CTTTAGTGCT
GCAAGGCTGA
CATGTGGTTT
CCCCTGACAA
ACAGGTGGTG
GTCCCGCAAC
CACTCTAGAG
CAAATCATCA
GGTACAAAGG
TCTCAGTTCG
TAGTAATCGC

CAAATCGGAG
GTGGGCAACC
TACCGGATAA
GGCTGTCACT
ACGGCTCACC
ACACTGGGAC
AATCTTCCGC
GAAGGCCTTC
TCGAAGAGGG
TACGTGCCAG
TATTGGGCGT
CCACGGCTCA
GGAAAAGGAA
GTGGAGGAAC
GAGGCGCGAA
GCCGTAAACG
GCAGCTAACG
AACTCAAAGG
AATTCGAAGC
CCCAAGAGAT
CATGGTTGTC
GAGCGCAACC
GGACTGCCGG
TGCCCCTTAT
GCTGCGAACC
GATTGCAGGC
GGATCAGCAT



Ek 14. G2 izolatimm 16S rRNA Geninin Baz Sirasi

Baz sayisi: 1382
Baz igerigi: 338 A 336 C 446G 262T
Gen Bankasi No: AY122325

GGACGAACGC
AAAAGCTTGC
CAACCTGCCC
GATAATACGG
CGCTACAGGA
CACCAAGGCG
GGACTGAGAC
CCGCAATGGA
CTTCGGGTCG
TGGCGGTACC
CAGCAGCCGC
CGTAAAGCGC
TCAACCCGTG
AGAGCGGAAT
CACCAGTGGC
AAAGCGTGGG
ACGATGAGTG
ACGCATTAAG
AGGAATTGAC
AGCAACGCGA
GATCGGGCGT
TGACGTCAGC
AACCCTCGAC
CCGGCTAAAA
TTATGACCTG
AACCCGCGAG
AGGCTGCAAC
GCATGCCGCG

TGGCGGCGTG
TTTTGGATCG
TGTAGACGGG
AAGGCCGCAT
TGGGCCCGCG
ACGATGCGTA
ACGGCCCAGA
CGAAAGTCTG
TAAAGCTCTG
TTGACGGTAC
GGTAATACGT
GCGCAGGCGG
GAGGGTCATT
TCCACGTGTA
GAAGGCGGCT
GAGCAAACAG
CTAAGTGTTA
CACTCCGCCT
GGGGGCCCGC
AGAACCTTAC
TCCCCCCTTC
TCGTGTCGTG
CTTAGTTGCC
GTCGGAGGAA
GGCTACACAC
GGGGAGCCAA
TCGCCTGCAT
GTGAATACGT

CCTAATACAT
TTAGCGGCGG
GATAACACCG
GGTCTTTCGT
GCGCATTAGC
GCCGACCTGA
CTCCTACGGG
ACGGAGCAAC
TTGTTAGGGA
CTAACGAGGA
AGGTGGCAAG
TTCCTTAAGT
GGAAACTGGG
GCGGTGAAAT
TTTTTGGTCT
GATTAGATAC
GAGGGTATCC
GGGGAGTACG
ACAAGCGGTG
CAGGTCTTGA
GGGGGGACAG
AGATGTTGGG
AGCATTCAGT
GGTGGGGATG
GTGCTACAAT
TCCCAAAAAG
GAAGCCGGAA
TCCCGGGCCT

GCAAGTCGAG
ACGGGTGAGT
AGAAATCGGT
TGAAAGGCGG
TAGTTGGTGA
GAGGGTGATC
AGGCAGCAGT
GCCGCGTGAG
AGAACAAGTA
AGCCACGGCT
CGTTGTCCGG
CTGATGTGAA
GGACTTGAGT
GCCTTAAAGA
GTAACTGACG
CCTGGTAGTC
ACCCTTTAGT
CTCGCAAGAG
GAGCATGTGG
CATCCCCTGA
GGTGACAGGT
TTAAGTCCCG
TGGGCACTCT
ACGTCAAATC
GGGCGGTACA
CCGCTCTCAG
TCGCTAGTAA
TG

CGGACGATTC
AACACGTGGG
GCTAATACCG
CGCAAGCTGT
GGTAACGGCT
GGCCACACTG
AGGGAATCTT
CGAAGAAGGC
CCGCAGTCAC
AACTACGTGC
AATTATTGGG
AGCCCACGGC
GCAGAAAAAG
TGTGGAGGAA
CTGAGGCGCG
CACGCCGTAA
GCTGTAGCTA
TGAAACTCAA
TTTAATTCGA
CAACCCGAGA
GGTGCATGGT
CAACGAGCGC
AAGGTGACTG
ATCATGCCCC
AAGGGTCGCG
TTCGGATTGC
TCGCGGATCA



OZGECMIS

1972 yilinda Siirmene'de dogdu. Ik ve orta 6grenimini Arakh'da Lise 6grenimini
Samsun'da tamamladiktan sonra 1989-1990 6gretim yilinda K.T.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimiinde Lisans 6grenimine bagladi. 1993 yilinda bu boliimden biyolog tinvani
ile mezun oldu. Aym yil Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim dalinda yiiksek lisans
egitimine bagladi. 1997 yilinda yiiksek lisans egitimini tamamladiktan sonra aym yil Fen
Bilimleri Enstitiisi Biyoloji Anabilim dalinda doktora egitimine baglad: ve 1998-2002
yillann arasinda KTU Fen Bilimleri Enstitiisi Biyoloji Anabilim dalinda Aragtirma
Gorevlisi olarak cabsti. Halen KTU. Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliminde
Molekiiler Biyoloji Anabilim Dalinda Uzman olarak ¢aligmaktidir. Evlidir.



